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《原　著》

がん親和性核種の細胞内動態
1．ゾーナルロータによる連続超遠心分画法

鮫島　和夫＊　佐々木有美子＊ 山口　敦美＊　折井　弘武＊

はじめに

　67Ga，1111n，99mTc特定標識化合物等の核種は，

その腫瘍親和性のため，大いに利用されている．

　それら放射性核種の正常組織，炎症組織，腫瘍

組織内における時間的分布，集積機構，各核種間

相違については，まだ解明の余地がある．これら

を解明するには，各組織の細胞内における正確な

分布を調べる必要がある．

　現在，そのための遠心分画に水平ロータが使わ

れているが，それに比べゾーナルロータは“Wall

effect”が無く試料の乱れが少ないこと，容量が大

きく，しかも純度が高いこと，試料の注入抽出が

連続的に行なえて試料の損失が少ない等の特長が

ある．

　われわれはゾーナルロータを用い，従来のS値

による分画（rate－zonal－centrifugation）に，密度に

よる分画（isopycnic－zonal－centrifugation）を加え

て，核，ミトコンドリア，ペルオキシゾーム，ラ

イソゾーム，上清を分離したので報告する．

材料および方法

　（1）肝ホモジェネートの調製

　Wister　albino　rats（80－150　g♂）を使用した．エ

ーテル麻酔後，門脈より肝臓を5℃に冷却した
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0．25Mショ糖溶液（10　mM　tris　buffer　pH　7．2で調

製，5mMMgCl2を含む）で充分洗糸し，ただ
ちに摘出する．ハサミで細かく切断し，一定量，

4～5g秤量する．これに5倍量の冷却した前記

の緩衝液を加え，Dounce型ホモゲナイザーで2，

3回押しつぶした後，Potter－Elvehjem型のホモ

ゲナイザーで10°Cに保ちっっ1，000rpmで上下

10回ホモゲナイズ後，二重のガーゼで濾過した．

全細胞中の95％以上の核が細胞質と分離してい

ることをギムザ氏液による染色後，光学顕微鏡で

確認した．

　（ii）超遠心分画法

　遠心機は日立65P－7（zonal　speed，　zonal　switch

付），ロータは目立RPZ－48Tを使用した．ショ糖

による密度勾配は，ロータを3，000rpmに回転し

ながら，東京理化マイクロチューブポンプ　MP－

4001を使用して作成した．種々の濃度のショ糖溶

液はすべて10・mM・Tris・buffer（pH　7．2）を用いて

調製した．始めに25～35W／W％の直線勾配を

490ml　edge側から入れ，次に50　W／W％を170

m1入れた．前記のサンプル（10～20・ml），次に

overlayとして，0．25Mショ糖（50～60　m1）をcenter

側から入れる．

　edge－unloadingする場合にはcenter－unloading

より強い圧力が生ずる．このため，あらかじめ

edge側に圧力計を付け注水する水にアミノシュ

バルッで着色してcross－leakingする圧力を調べた．

通常0．8kg／cm2なので安全を見込んで0．5kg／cm2

以下で行なった．edge側より出てくるサンプル
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の検出には，LKB－8300－UVICORD　IIを使用，

280mμで測定し，　LKB－recorder　Type　6520－4で記

録した．フラクションは，LKB－fraction－collector－

7000’ULTRORACで10　mlずつ分取した．実験

はすべて5°Cで行なった．

　実験に先立ち，ミトコンドリアとlysosomeに

ついてはω2’とロータ半径rについて，Martinの

文献（1）を参考にして計算した．（Fig．1）

　方法（1）

　3，000rpmで3．26×108のω2τを加えた後，　center

側より0°Cに冷却した水（日立buffer　tankを使

用して脈流を除いた）を注入し，核，cell　debris

を分離した．

　方法（2）

　核およびcell　debrisを除却後edge側より40％

ショ糖溶液100m1，45％を100　m1注入し，さ

らに10，000rmpで2．32×109のω2tを加えた後，

3，000rpmにして同様にedge－unloadingした．

　方法（3）

　Isopyknic－Zonal　Centrifugation

　Edge側より50％ショ糖溶液70　m1，45％を，

70・ml，40％を70　ml注入し，さらに40，000　rpm

で6．93×1010のω2’を加えた後，3，000rpmにし

て同様にedge－unloadingした．

　（iii）酵素活性の測定

　（1）　カタラーゼ

　カタラーゼ（E．C，1．　II．1．6）はBeers＆Sizer

の方法2）を若干変更した．分光光度計は島津UV－

150，じょうご型フローセルを使用した．基質とし

て50　mM　phosphate　buffer（pH　7．0）に，　H202

（濃度30％三菱瓦斯化学）を加えて，240　mPtにお

ける吸光度を1．8付近にした．これに596sodium－

deoxycholate　O．1　m1，，分画したサンプル50μ1～

2∞μ1を加えThermonics（TM－103，　No．760595，

Tokyoサーモニクス株式会社）で撹拝後フローセ

ルに注入し，240　mPtにおけるH202の吸光度の

減少を測定した．レコーダは，0．D．2のフルス

ケールにし，チャートスピードは4cm／minとした．

　（2）　Acid　phosphatase

　acid　pyosphatase（E　C．3．1．3．2）は，　Trouetの

方法3）を若干変更した．

　0．5Mβ一glycerophos　phate　O．2　m1，1M　acetate

buffer　pH　50．1m1，2％（W／V）Triton　X－1000．1m1，

水0．6m1を含む試験管に，分画したサンプル1ml

を加え，37°C数時間インキュベートする．イン

キュベート後，trichloro　acetic　acid　896（W／V）5

m1を加え，3，000　rpm　10分遠心して変性した蛋白

質を除く．この上清1m1を別の試験管に取り，lml

の2．5％（W／V）ammonium　molybdate　in　5N

H2SO4，0．2m1の10mM　aminonaphtholsulfonic

acid　in　1．5M　NaHSO3　and　10　mM　Na2SO3，2．8　m1

の水を加え，10分間放置後660㎜で測定する．

標準曲線はKH2PO，を使用して書き，タンパク

質の影響については，6mg／m1のリゾチームを加

えて同様に標準曲線を作り補正した．

　また，別法としてp一ニトロフェニルリン酸を基

質として測定する場合には，lm1の50mM　citrate

buffer（pH　4．8）；5．5　mM　p－nitrophenol　phosphate，

sodium　salt，0．2　m1のサンプルおよび0．1　m1のト

リトンX－100を37°Cで30分間インキュベートし，

の10m1の0．02N　NaOH溶液を加え，410nm
で測定した．

　（3）チトクロームCオキシターゼ

　チトクロームCオキシダーゼ（E．C．1．9．3．1）

は，Coopersteinらの方法4）を若干変更した．す

なわちチトクロームCを還元するために用いた

Na，S204（Merck　sodium　dithioniteの過剰の分を

Dowex－1－X8，酢酸型，100～200メッシュのカラ

ムを通して吸着させて用いた．試験管に上記のよ

うに還元したチトクロームC（0．25mg／mlinO」M

phosphate　buffer　pH　7．0）2m1を採り，これに分

画したサンプルを100　」ul加え，　Thermonicsで撹

拝後フローセルに注入し，550nmにおける吸光

度の減少を測定する．レコーダは，0．D．1のフ

ルスケールにし，チャートスヒ゜一ドは4cm／minと

した．

　（4）　NAD　diaphorase

　NAD　diaphorase（E．　C．1．6．4．3）はEdelhoch

＆Mahlerの方法5）・6）を若干変更した．すなわち
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試験管に6mM　NADH2（シグマC7010p－LBio．
chemicals．　Inc．）0．1　ml，1．2　mM　2，6－sodium　dich－

lorophenolindophenol　O．1　m1，0．2　M　Tris　buffer　pH

7．50．3m1，水2．4m1，　Tween－205mg／m10．1m1お

よび分画したサンプル0．1m1を加えThermonics

で撹件後フローセルに注入し，660nmにおける

吸収の減少を測定した．レコーダは0．D．1のフ

ルスケールにし，チャートスヒ゜一ドは　4cm／min

とした．

　（iv）タンパク質の定量

　タンパク質はLowryの方法7）を若干変更して

測定した．0．Olg6（W／V）CuSO4と0．02％（W／V）

Na－K　tartrateを1：1に混合したものと，0・02％

Na、，SO3　in　O．1　N　NaOHを1：50に混合し，その

試薬2．5m1中にサンプル0．2・mtを入れ，10分間

放置後0．25　mlのFolinフェノール試薬（2倍稀釈

液）を入れ撹拝し，20分間放置後660nmの吸光

度を測定した．標準曲線はアルブミン（40～200

μg／m1）を用いて作成した．

　（▼）糖度の測定

　糖度は，Atago　hand　refractometer　Type　N・1，

N－2を使用して測定した．
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Fig．1　Graphic　simulation　of　centrifugal　equation．
　　　　　Equation　of　R．G．　Martin（1）was　used．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　ηT，m
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・－dx　　　　　　W2S20，ω〃－A・
　　　　　　　　　　　　　　　（ρP一ρτ．ηの　　　x

　　　　　　　　　　　ノ｛＝（ρP一ρ20，w）／η20，ω

　　　　　∫IS・・，・ω・〃－S・・，・ω・’

　　　　　xt＋　　　　　　　　　　　xtキユ　　　　　1。F（・）d…　；i　F（・i）（・∫＋1－xi）

　　　　　　　1xt＋1
　　　　　　＋可苓【F（xi＋1）－F（xi）】［xi＋1一刈

　　　　　　η7，m；viscosity　of　medium　m　atτ゜C

　　　　　　η20．ω；viscosity　of　water　at　20°C

　　　　　　　ρP；density　of　protein

　　　　　　ρ7．m；density　of　medium　m　atτ゜C

　　　　　　ρ20，ω；density　of　water　atτ゜C

　　　　　Zones　indicate　the　calculated　value　under

　　　　　490ml　of　25－35％（w／w）sucrose　gradient，

　　　　　50％（w／w）sucrose　cushion　170　m1，　sample
　　　　　10m1，0verlay　60　m’，　at　5°C．
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Fig．2　Fractionation　of　normal　liver　from　Wistar　albino　rats　by　zonal　centrifugation．

　　　　　（一一一一一一）　EfHuents　were　monitored　at　280　nm　using　a　LKB－UV　recorder．

　　　　　（　　　）　Indicated　the　concentration　of　sucrose．

　　　　　（一→）　Indicated　the　accumulated　centrifugal　integral　EMuents　were　fractionated　10ml　each．
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Fig．3Enzymatic　pattern　of　subcellular　particles　of　homogenate　of　Wistar　albino　rats　liver
　　　　　　fractionated　by　rate－isopyknic　zonal　centrifUgation．

　　　　　　　　　　NAD　diaphorase，　marker　enzyme　of　microsomes，　one　unit　equals　a　decrease　of
　　　　　　absorbancy　of　1．O　per　minute　under　the　specified　conditions　at　25°C．

　　　　　　　　　　Acid　phosphatase，　marker　enzyme　of　lysosomes，　one　unit　is　equivalent　to　one　micro－

　　　　　　mole　of　phosphate　hydrolyzed　per　minute　under　the　specified　conditions　at　37°C．
　　　　　　　　　　Catalase，　marker　enzyme　of　peroxisomes，　one　unit　is　equivalent　to　one　micromole　of

　　　　　　hydrogen　peroxide　decomposed　per　minute　under　specified　conditions　at　25°C．
　　　　　　　　　　Cytochrome　c　oxidase，　marker　enzyme　of　mitochondria，　the　activity　is　expressed　as

　　　　　　adecrease　of　absorbancy　at　550　nm　per　minute　under　speci行ed　conditions　at　25℃．
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Fig．4．　The　specific　activities（enzyme　activity　per　mg　protein　in　each　fraction）of　NAD

　　　diaphorase，　cytochrome　c　oxidase，　acid　phosphatase　and　catalase．

結　　果

　ミトコンドリアとライソゾームについて，ゾー

ナルロ・一一タ内における在所とω2’の関係を計算し

た結果をFig．1に示す．

　LKB－UV　moniterで記録した280nmにおける

流出パターンおよびsucroseの濃度，ω2’の値を

Fig．2に示す．流出した順序に従って最初の3つ

のピークをそれぞれ分画1，分画2，および分画3

とする．

　各フラクションのタンパク質量および酵素活性

をFig．3に，比活性をFig．4に示す．

　ミトコンドリアのマーカー酵素であるチトクロ

ー ム　Cオキシダーゼは，分画1（3．26×108ω2’，

ρ＞1．23），分画2（2．65×109ω2’，ρ＝1．19，ρ＝1．17）

および分画3（7．16×IOIoω2t，ρ＝1．18）に見られ
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Centrifugal　pattern　by　procedure（A）

The　difference　between　procedure（A）and　our　new　one　is　in　to2t　and　concentration

of　sucrose　cushion．

（…一一一）　E但uents　were　monitored　at　280　nm　using　a　LKB－UV　recorder．

（一）　Indicated　the　concentration　of　sucrose．

（一→）　Indicated　the　accumulated　centrifugal　integral．

た．別法として，核を除いた後50％のショ糖溶液

のクッション100m∫をedge側より加え，1．34×

1　09ω2tとした場合，今回のようにミトコンドリア

が分画2において2つのピークにならなかった．

分画3に見られるミトコンドリアについては，方

法（A）（Fig．5），すなわちrate－zona1－centrifugation

だけでは次のペルオキシゾーム，ライソゾーム分

画に入りこんでしまい分離することは，困難であ

った．チトクロームCオキシダーゼの分布は，

54．9％（フラクション0～20），24．4％（同22～32），

9．3％（同34～40），11．3％（同52～62）であった．

　ライソゾームのマーカー酵素であるAcid　pho－

sphataseは分画3（7．6×IOIo　（02t，ρニ1．21）に高い

比活性を示した．分画2（2・65×109ω21）に入りこ

んだ活性は，基質が　sodium一β一glycerophosphate

の場合，16．4％（フラクション22～32），5．3％（同

34～40）で，基質をP－nitrophenyl　phosphateにし

た場合，14．3％（同22～32），4．0％（同34～40）で

あった．

　ペルオキシゾームのマーカー酵素であるカタ

ラーゼについては，今回分画3（7．16×IOIoω2t．ρ

＝1．24）に分離されたが，方法（A）では分離する

ことが困難であった．今回は，　1sopycnic－zonal－

centrifugation　を取入れることにより分離するこ

とができた．

　ミクロゾームのマーカー酵素であるNAD　dia－

phoraseについては，上清に40．9％と多いが比活

性は0．95と低く，その他19・3％（フラクション

0～20），11．3％（同22～32），7．2％（同34～40），

21．4％（同42～62）と分布していた．

　それぞれの酵素のTotal　recoveryはカタラーゼ

90％，Lowry法によるタンパク質10196，チトクロ

ー ムCオキシダーゼ87％，NAD　diaphorase　71％，

Acid　phosphatase（sodium一β一91ycerophosphateを

基質とした場合）90％であった．

考　　案

　Zonal－Rotorを使用した遠心分離法は，　Ander－

sonら8）が指摘するとおり多くの利点がある．

loading－unloadingをcenter，　edgeより自由に行な

えるため，subcellular　fractionのS，ρの違いによ

りそれらを有効に分画できる．
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がん親和性核種の細胞内動態

　従来の遠心分離法differential　pe11etingでは，一

部のsubcellular　fractionの粘性などにより，異種

の細胞内粒子がともに沈殿しやすいこと，　“wall

effect”があり，’試料が乱れやすいこと等が考えら

れる．zonal－centrifugationをする前にサンプルを

differential　pelletingすることは以上のような危険

性をはらんでいる．実際，Brownらはdifferential

Pelletin9－zonal　centrifugationを組合わせた方法9）

によって，Gallium－binding　granulesの一部がすで

にdifferential　pelletingで失われることを報告し

ているlo）．

　今回，われわれはBrownの方法9｝よりもさら

に進んで，nuclear・cell　debrisをも含むラット肝

ホモジェネート全体をrate－isopycnic　zonal　cen－

trifugationを用いて，ゾーナルロータ中において

一貫して分画を行なった．

　各分画，とりわけライソゾーム分画についてβ一

glycerophosphateを基質としてAcid　phosphatase

の活性を見た場合，ホモジェネートについては

0．028unit／mg　proteinでIgarashi　11）の値とよく

一致し，ヒ゜一クにおいては0．238unit／mg　protein，

比活性8．5であった．比活性8．5についてはBrown

ら12）の値と一致するが，殺す3，5日前にTriton

WR－1339を注射するLeightonら13）の方法で得ら

れる比活性と比較すると低い．Triton　WR－1339

で捕食したライソゾームについては，元来のライ

ソゾームではなく，機能的変化も考えられるので，

より自然な状態のライソゾームの機能を観察する

ためには，比活性だけにこだわることは重要でな

いと思われる．

　ペルオキシゾームのマーカー酵素であるカタラ

ー ゼについてはBrownらの方法9）・1°）では，完全

にライソゾーム分画と重なっている．われわれの

方法（A）でも同様に分離不可能であったが，今回

rate－iropycnic　zonal　centrifugation　を取入れるこ

とにより，分離可能となった．比活性は，Leighton

らの方法で得られるものと同じく高い値を示した．

　上清のタンパク質について細分画は，目下研究

491

中である．また，67Ga等アイソトープ投与後の細

胞内動態については目下研究中であり，近く発表

の予定である．
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Summary

　　　　　　　IntracellUlar　Dynamic　State　of　Tumor－phMc　Radionuclides．

1・　Conti皿ous　Cell　Fractionation　with　Rate－isopycnic　Zonal　Centri血gation．

Kazuo　SAMEZIMA，　Yumiko　SASAKI，　Atsumi　YAMAGUCHI，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Hirotake　ORII

1）epartment　of　Radiology，　TokγO　Metropolitan　lnstitute∠ゾ」佐耽α1　SC’θ〃Cθ

　　In　an　attempt　to　improve　the　drawbacks　of

conventional　cell－fractionation　method　with　differ－

ential　pelleting，　we　carrid　out　rate－isopycnic　zonal

centrifUgation　to　fractionate　the　subcellualr　parti－

cles　of　rat　liver，　in　Anderson　type　zonal　rotor　with

sucrose　density　gradient．　The　result　indicated　the

better　separation　of　lysosomes　from　perosixomes，

as　well　as　cell　nuclei，　mitochondria　and　cell　super一

natent．

　　Our　method　yielded　fractions　including　all

subcellular　components，　especially　cell　nuclei，

which　were　discarded　by　Anderson’s　method．

　　The　result　indicates　the　possibility　of　precise

measurement　of　intracellular　dynamics　of　various

radionuclide　with　tumor　afHnity．
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