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デオキシコール酸ソーダ処理の影響
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(1969年２月１７日受領）

分画を対照に，ショ糖密度勾配遠心法で粒子の分布を求

め両者の差異から追求した．

実験材料及び方法

１．供試原虫

供試原虫に選んだＴＪＭｆ`ｓの由来と，培養液は既

報（伊藤，1968）と同一であり，約40時間の発育虫体を

使用した．

２．方法

原虫ホモジネートの作製：培養虫体を数回生理食塩水

で洗浄後，トリス緩衝液Ａ（50mMtris-HClbuffer

(ｐＨ7.6)，１０ｍＭＭｇＣｌ２，２５ｍＭＫＣｌ）の少量に懸濁

し，テフロンホモジナイザーで約20分磨砕し，最終的に

20％ｗ/ｖホモジネートになるようトリス緩衝液Ａで調

製した．

ＣＲ分画の調整：ホモジネートからTablelに示した

遠心分画とＮａ－ＤＯＣ処理により粗ライポソームを得

た．この沈澄はＦｉｇ．１のごとく２層になったので，上

層（SedRu）を軽くトリス緩衝液Ｂ（lmMtris-HCl

buffer（ｐＨ7.6)，lmMMgCl2）で洗い分離し，下層

(SedRd）も同一緩衝液に懸濁して共にホモジネート量

の’/,ｏとした．

緒言

タンパク質合成におけるライポソームの重要な役割が

注目されて以来，その組成と性状の分析が行なわれてい

るが，原生動物（原虫）においてもＴＢＺγα/iLy"ze"ａｎｙ‐

γi/brllzis(Seaman，1962)，Ｃγ肋/ａｉａｏ"c”eJri（Che‐

sters，1966)，Ｂｚｒα''2e"〃〃α"γeＺｉａ（Reisner＆Ｍａ‐

cinda，1967）のライポソームによるアミノ酸取り込み

の研究が行なわれた．又MorganeZaZ.（1968）はＥ"‐

tα,"oe6a伽'α`e"sどのシストからライボソームを分離す

る方法を検討し，その理化学的性状について報告した．

Ｔγichol'2o"ａｓ／Ｍ"ｓでは岡・尾崎(1966)，岡ら(1967)，

山川（1968b)がマウス実験トリコモナス症に対する特異

抵抗性の研究で，原虫のマイクロソームに防御抗原性

が局在し，更にその抗原活性情報がライポソームにある

ことを示唆した．又岡・尾崎（1966)，岡ら（1966,

1967)，山川（1968a）はＴ・んet"ｓのマイクロソーム

をデオキシコール酸ソーダ（Ｎａ－ＤＯＣ）処理によりラ

イポソームを濃縮し，その性状を検討した．しかし既

報（伊藤，1968）のごとく，マイクロソーム画分の

Ｎａ－ＤＯＣ処理はライポソームを濃縮できるが，なおい

くらかの膜質の残存と同時に基本粒子の解離(亜粒子化）

を来たした．したがってＮａ－ＤＯＣ処理を採用する場合

は亜粒子化の現象を防止し，同時に他の混在物を除く手

段が必要である.そこでホモジネート溶媒に10ｍＭＭｇ+＋

を安定剤（Chao＆Schachman，1956）として添加し，

遠心分画の過程での亜粒子化を押え，更にショ糖密度勾

配遠心法で精製分離する方法を試みた．この条件で得ら

れたライポソームについては，まずＮａＤＯＣ処理後の

画分（ＣＲ分画）を遠心分析して粒子解離の検討を行な

い，更にその純度を理化学的ならびに形態的に観察し，

この実験条件の適否を考察した．又ライポソーム粒子に

及ぼすＮａ－ＤＯＣ処理の影響については，末処理のＣＲ
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PhotolAnalyticalcentrifugationpattemsofcruderibosome

ribosome（bottom）ｆｒｏｍＴ・んeZzﾊ．sedimentation：

ｌ５ｍｉｎ（Ｂ）ａｎｄ２１ｍｉｎ（Ｃ)，solvent：lmMtris-HCl

diaphragmangle：６５．temperature：ｌ３ｏＣ

(top）andRNase-treatedcrude

at37,290rｐｍｆｏｒ９ｍｉｎ（Ａ)，

buHer（ｐＨ7.6)，１ｍＭＭｇＣｌ２

］。Ｈ１、、
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Ｆｉｇ．２DeterminationofsedimentationcoeHicient

ofT./Ｍ"ｓｒｉｂｏｓｏｍｅｓｆｒｏｍａｐｌｏｔｏｆ

ｌｏｇｘ(distancebetweentheboundaryand

theaxisofrotation）versust（timein

minutes）⑩：angularvelocity

s鋤w-s(i1HiWlm)(上了｣二;《i:１９）

Ｑ7５００
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Photos2and3ElectronmicrographsofribosomalparticlesinSedRu（Photo２）andglycogen

granulesinSedRd（Photo３）ｆｒｏｍＴ./MWsribosomes（shadowedprepara‐

tionwithmetalcastingl

Photos4and5ElectronmicrographsofNo8（Photo４）ａｎｄＮｏ２０（Photo５）fractionof
sucrosedensitygradienｔ（negativestainedwith2％phosphotungustate)．

（７４）
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数37,290rpm，平均温度13°Ｃ，シユリーレイダイアフラ

グ65.,設定回転数に達してただちに３分毎に撮影（露

出時間３秒）した．使用した装置は日立UCA-1型超遠

心分析機で，沈降』恒数（Ｓ）及び水20°Ｃにおける沈降

’恒数（S20,ｗ）はSchachman（1957）の方法に準じて算

出した．

実験結果

１．遠心分析

ＣＲ分画を試料として測定した結果，３つのピーク

(Ｐ１Ｐ２及びＰ３）を認めた．これらピークはＲＮａｓｅ処

理で消失したことからライポソーム由来であると判断で

き（Photo１)，中でもＰ２は最も高く尖鋭で，設定回転

数に達して後27分においても明瞭なピークを維持した．

Ｐ３は測定開始３分後Ｐ２の肩(Photolで左肩）に現わ

れ，２１分後にはＰ２より分離したが低いピークであっ

た．Ｐ１は他よりも速く沈降し，３分後Ｐ２のすそにピ

ークとして現われ，９分後（PhotolA）Ｐ２より分離し

たが15分以後消失した．以上３つのピークの沈降｣恒数は

Ｆｉｇ．２に示すごとく，Ｓ20,ＷはＰ１＝122.0,Ｐ２＝78.8及

びＰ３＝60.6であった．

２．ＣＲ分画の沈澄（SedRu，ＳｅｄＲｄ）の性状

１）電顕所見：

本画分の沈澄はＦｉｇ．１のごとく２層を形成し，上層

（SedRu）は黄褐色，下層（SedRd）は粘性高く白色を

呈していた．この上層部はトリス緩衝液Ｂで洗浄して流

し出すことができたので，両者は簡単に分離された．両

層の形態上の差異はグリコーゲン果粒がＳｅｄＲｄにき

わめて多く認められた(Photo３）ことで，その他の膜質

もかなり混在した．ライポソーム粒子としては４種の大

きさが認Uihられ（Photo２)，ａ粒子は５ｍ似,ｂ粒子は

１０ｍ,Ｃ粒子は20ｍ似前後の大きさで，ｄ粒子はｂ及

びＣ粒子の複合体であった．ＳｅｄＲｄにはこれら４種

の粒子を認めたが，ＳｅｋＲｄではａ粒子はきわめて少

なく，ｄ粒子が高い濃度で分布した．

２）理化学的性状：両層の紫外部吸収測定の結果

Ｔａｂｌｅ２ＲＮＡ：proteinratioincrude

ribosomesofDicﾉｶo"!o"ａｓ／beZP,`ｓ

TablelPreparatingprocedureofcrｕｄｅｒｉ－

ｂｏｓｏｍｅｆｒｏｍＴ./Ｍｚ`shomogenate

20％ｗ/vhomogenate＊ｏｆＴｉｃｈｏｍｏ"ａｓ/beZzJs

llMOO×Ｇ１５miｎ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｌｌ４４０００×G100min

sediment

F脈棚:吾ＭＷＣ‘
supernatant

ll44000×GlOOmin

sediment

cruderibosome
●

＊solvent：５０mMTris-HCIbuffer(ｐＨ7.6）

１０ｍＭ－ＭｇＣｌ２，２５ｍｌＷＫＣ］

核酸及びタンパク質の測定：核酸は自記分光々度計

(日立EPS-3型）で波長220～320ｍ似を測定し，ＲＮＡ

の分子吸光系数Ｅ}墓＝213：４７’9＝1,OOOOD2`,
Fleck＆Munro，1962）として算出した．タンパク質は

ＬｏｗｒｙｅＺａＺ.（1951）の方法に準じて測定し，標準物質

には牛血清アルブミン（シグマ社）を使用した．

電顕観察法：コロジオン膜をはった電顕用マイクログ

リッドに試料の１滴をのせ，ただちに濾紙片で過剰の液

を除いて乾燥し，一部は白金パラジウムで金属投影

(Ｒｉｃｈｅｒα/､，1968）し，他は３％リン・タングステン

酸（ｐＨ6.4）で陰性染色（小田，1966）して観察した．

使用した電顕は日立Hu-11S型で,観察は75KＶ20,000

倍で実施した．

ショ糖密度勾配遠心法：トリス緩衝液Ｂを溶媒にして

３～５％及び20％のショ糖液を作製し，両液を密度勾配

作製装置（日立ＤＧＫ型）で直線型密度勾配液とし，

5°Ｃに３時間放置後，4.5ｍｌの勾配液に0.5ｍｌの試料

をのせ,日立RPS-40型スイングローターを用いて２５，０００

rpm又は40,000rpm１５°Ｃで遠心した．遠心後ただちに

遠心管の底に穴をあけ１/2ｍｍ径注射針を通して管底よ

り滴下,分画した．

遠心分析法：ＣＲ分画を15ｍｇ/ｍｌＲＮＡに調整し一部

を分析用シングルセルに入れ，他は0.5ｍｇ/ｍｌ膵Dボヌ

クレアーゼ（RNase）で37.Ｃ３０分処理してウエジウイ

ンドセルに入れ，両者を同一条件で測定した．設定回転

Ｑ

■

cruderibo…(雛i)蹴器)RNA/…、
ｕｐｐｅｒｓｅｄｉｍｅｎｔ

（SedRu.）

bottomsediment

（SedRd）

０．８２

０．４５

５．２６．５

１．９４．２
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ｇｄ－ＲＣ

２０７．sucrose ３９｡sucrose

o-｡；Ｓｅｄ､Ｒｕ・----.：Ｓｅｄ・Rd

Fig4sucrosedensitygradientpatterｎｓｏｆ
ＳｅｄＲｕａｎｄＳｅｄＲｄｏｆｃｒｕｄｅｒｉｂｏ‐

ｓｏｍｅｆｒｏｍＴ・んαz`s・

sedimentation：ａｔ４０，０００rpmforlOO

mintemperature：７.Ｃｓｏｌｖｅｎｔ：lmM

tris-HClbuffer（ｐＨ7.6)，lｍＭＭｇ
Ｃｌ２

０．２

０．１
、

２２０２４０２６０２８０３００聖O

wavelength（ml-I）

Fig3Ultravioletabsorptionofuppersedi‐

ment(SedRu）andbottomsediment

（SedRd）ofcruderibosomefraction

fromT・んα"ssolvent：１ｍＭｔｒｉｓ‐

HClbuffer（ｐＨ7.6)，１ｍＭＭｇＣｌ２

｡

Ｔａｂｌｅ３ＲＮＡ：proteinratiointwodifferent

fractionsofsucrosedensitygradientsedi‐

mentationofZWcﾉｶo"zo"ａｓ力α"ｓ

(Fig.３)，ＳｅｄＲｕの吸収極大は258ｍβ(吸光度＝0.575）

吸収極小は240ｍ似（吸光度＝0.415)，258/240ｍ似の吸

光度比は1.39であった．又ＳｅｄＲｄの吸収極大は258

ｍβ(吸光度＝0.420),吸収極ﾉ]､は240ｍu(吸光度＝0.370）

258/240,Jαの比はL14を示し，両者の極大・極小吸収

波長は同一で，共に核酸由来の吸光度曲線であった．し

かし258ｍ似の吸光度はＳｅｄＲｕが高く（Fig.３)，こ

れに含まれる核酸はＳｅｄＲｄより多量であることが判

明したので，両者の核酸及びタンパク質量を測定して

Table2の結果を得た．すなわち，ＳｅｄＲｕｌｍｌ当た

りのＲＮＡは5.2ｍｇ，タンパク質は6.5ｍｇＲＮＡ/タンパ

クは0.82,ＳｅｄＲｄｌｍｌ当たりのＲＮＡは1.5ｍｇ，タ

ンパク質は4.2ｍｇ，ＲＮＡ/タンパクは0.45であった．

３）ショ糖密度勾配遠心：両層を個々に３～20％直

線型ショ糖密度勾配液にのせ40,000rpm(日立RPS-40

ローター）100分遠心し，遠心管底（20％しヨ糖濃度）

よりＮｏ．１～21の画分に分画した．ＳｅｄＲｕにおける各

画分の260ｍ｣幽吸光度は(Fig.４)，Ｎｏ．１からＮｏ．８(ピ

ークｂ，吸光度＝0.83)まで次第に増加し，以後No.１３

まで漸減しＮｏ．１６からＮｏ．２０（ピークＣ）まで急激

に上昇してＮｏ．２１でわずかに減少した．ＳｅｄＲｄの各

画分では，Ｎｏ．１でＳｅｄＲｕの約４倍の吸収があり，

Ｎｏ．３までわずかに減少するが，以後Ｎｏ．７まで再び

…nN・川船）職；RNAﾉp…
●

８

２０

150

248

135

100

１．１１

２．４８

増加してピーク（ピークａ，吸光度＝0.72)をなしてＮｏ．

12まで減少し，次いでＮＱ１８まで漸増した．しかし

Ｎｏ．１７からＮｏ．２０までの吸光度はＳｅｄＲｕに比較して

かなり低かった．ＳｅｄＲｕで高い吸光度を示した２つの

画分（Ｎｏ．８，ピークｂ：Ｎｏ．２０，ピークＣ）につい

て核酸及びタンパク質量を測定した結果，Ｎｏ．８，１ｍｌ

当たりのＲＮＡ及びタンパク質量は150αｇ及び135’ｇ

ＲＮＡ/タンパクは1.11で，No.２０，１ｍｌ当たりのＲＮＡ

及びタンパク質量は248,αｇ及び100ノリ9,ＲＮＡ/タンパクは

2.48であった(Table３)．又Ｎｏ．８における細胞構造物

の分布は，膜質がきわめて少なく，２０～30ｍ似のライポ

ソーム粒子が多かった（Photo４)．一方Ｎｏ．２０には多

数の膜質が存在し（Photo５)，ライポソーム粒子の大半

は約10ｍ似の大きさであった．

３．ＣＲ分画のショ糖密度勾配遠心

Ｎａ－ＤＯＣ処理のＣＲ分画及び無処理の同一分画を，

それぞれ７ｍｇ/ｍｌＲＮＡ及び10ｍｇ/ｍｌＲＮＡに調整し，

5～20％直線型ショ糖密度勾配液にのせ25,000rpm（日立

：
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zC9bSucrcse ５％sucrose

-.-.-.-un1reoTed一ｏ－ｏ－８ｌｒｅｏｌｅｄｗｉ１ｈＮｏ－ＤＯＣ

Ｆｉ９．５and6Sucrosedensitygradientpatterns

deoxycholatespeed：25,000rpm

rotor：HitachiRPS-40，solvenｔ：

Ｊｑﾂヒ
ョ－ｌｘ】

ofcruderibosometreatedoruntreatedwithsodium

60min（Fig.５)，40,000rｐｍ９０ｍｉｎ（Fig.６）

１ｍＭｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ7.6)，１ｍＭＭｇＣｌ２

、

剤として知られているＭｇ+＋を５，Ｍ濃度まで上げて

遠心分画を実施した．Ｍｇ+＋濃度とライポソーム粒子の

関係について，前田（1961）は70～80Ｓ粒子は１，Ｍ程

度で安定で，濃度を５～10,Ｍに上げると100～120S成．

分が増加し，逆に濃度を減らすと30～40Ｓ及び50～6ＯＳ

がふえてくると述べた.又ライポソームの溶液にＥＤＴＡ

等のキレート剤を加えＭｇ+＋を除去すると粒子は不可

逆的解離を起こすことが明らかにされている（田代，

1965)．原生動物の領域では，Reisner＆Macindoe

(1967）はルァα"zeC〃〃を素材とし５ｍＭＭｇＣｌ２をホ

モジネート溶媒に添加して分画したライポソームは，大ｊ

半が80ＳでＭｇ+＋を除去すると45Ｓと30Ｓに解離する

と報告した．又ＭｏｒｇａｎｅｒａＺ.（1968）はＥ"/α"zoe6α

〃１Ｍど"ｓのシストからライポソームを分離する条件を

検討し，ＲＮａｓｅの阻害を目的にベントナイト,Ｏ２５ｍＭ

Ｃａ++，Ｏ２５ｍＭＭｎ+＋及び１ｍＭＭｇ+＋の添加で75ｓ

ライボソームを回収した．これらのことよりＴＬ／Ｍ(ｓ

で認めたライポソームの亜粒子化(伊藤,1968)は，Ｍｇ+＋

の低濃度が１因と考えられるので，これを追求するため

本実験を行ない，その結果を遠心分析で検討した．

又実験過程で粗ライポソーム分画の沈澄が２層を形成

したので，両層に含まれるライボソーム及び混在物の組

成を検計し，合わせてショ糖密度勾配遠心法で細分画し

て混在者除去の程度を画分の化学分析及び電顕所見から

考察した．

更に，亜粒子化の原因にＮａＤＯＣ処理の影響が考慮

されるので，Ｎａ－ＤＯＣ未処理のライボソーム分画を対

照としてショ糖密度勾配遠心法で解析した．以上の結果

を総括すると次のごとくである．

RPS-40ローター）６０分遠心，３６画分に分画して260ｍ｣幽

吸光度を測定しＦｉｇ．５の結果を得た．すなわちＮａ‐

DOC無処理の試料で，Ｎｏ．３，Ｎｏ．１８～2３（Fig.５a，

c）の画分に存在した粒子はＮａＤＯＣ処理で消失し，

No.８及びＮｏ．３０～3３（Ｆｉｇ５ｂ，ｄ）は処理の影響を

うけていなかった．同様の試料を40,000rpm９０分の条件

で遠心し小さい粒子について検討した結果では（Fi9,

6)，Ｎｏ．１（Fig6a）及びＮｏ．５（Fig.６ｂ）の画分に

存在する粒子は認められなかったが，Ｎｏ．１１(Fig6c）

はＮａ－ＤＯＣ処理後も260ｍ似の吸収があり，この画分

の粒子はNa-DOC処理で影響を受けなかったことを示

している．低速又は高速いずれの場合においても，Ｎａ‐

ＤＯＣ処理の影響を受けたのは，ショ糖濃度の高い画分

に回収される粒子，すなわち大きな粒子であったといえ

る．

●

総括ならびに考案

遠心分画法は，ライポソーム分離に重要な手段であり

肝細胞のごとく粗面小胞体由来のライボソーム（膜付着

ライポソーム）が多い場合は，Ｎａ－ＤＯＣ等の界面活性

剤処理で膜と粒子の分離が行なわれている．Ｔ､／Ｍ２`ｓ

の膜付着ライポソームは肝細胞と比較して少量である

が，Ｎａ－ＤＯＣ処理は小胞化した膜構造物を可溶化し，

分離を円滑にするためにも有効である.岡・尾崎(1966)，

岡ら(1966,1967)及び山川（1968a）はこの方法で多数

のライポソームを回収したが，これらの方法でも膜質の

除去は不十分であり（伊藤，1968)，更に分離の過程で

粒子の分解が起こっていると考えられた．そこで，Ｃｈａｏ

＆Schachman（1956）の研究以来ライポソームの安定

●

（７７）

､司一



208

１．ライポソームの沈降`恒数

Ｔ､/Ｍ"ｓライポソームの沈降』恒数は83及び43Ｓ（岡・

尾崎，1966)，79.5,53.5及び41.9Ｓ（岡ら，1967）と報

告され，いずれもＮａ－ＤＯＣ処理を行なわずに分画した

画分で遠心分析されたものである．今回の実験で得られ

た沈降｣恒数(S20,ｗ)から122.0はダイマー，７８．８は基本

粒子，60.6は亜粒子であることが推定され，ＴＬ/Ｍ"ペ

ライポソームは酵母型（基本粒子80S）であると考えら

れる．又沈降像における主ピークが78.8Ｓの基本粒子で

あったことは，粒子の解離が少なく，大半が安定な状態

で回収されたことを示唆している．なお今回測定できな

かった小亜粒子の沈降恒数については，岡ら（1967）の

:報告した41.9Ｓがこれに相当するものと思う．

２．ＣＲ分画の組成

遠心分画物のライポソーム純度を判定する場合，高浪

(1965）は精製ライポソームの258/240ｍ/z比の1.6を標

準に純度検定を行ない，タンパク混入の多いときは極小

､値が長波長にずれると述べ，三井（1967）によればライ

ポソームは一般にＲＮＡ/タンパクが1.0近辺の値をとる

と記録されている．これらのことから本実験の成績を検

討すると，ＳｅｄＲｕにおける258/240ｍ｣u＝1.39,ＲＮＡ／

タンパク＝0.82であったので，上層部には比較的高い純

、度でライポソームが回収されたと判断できる．一方Ｓｅｄ

Ｒｄの場合は,258/240ｍ/`＝1.14,ＲＮＡ/タンパク＝0.45,

であったので，ＳｅｄＲｕより純度が悪く，更に両層(Ｓｅｄ

Ｒｕ及びＳｅｄＲｄ）の吸光度にかなりの差があったこと

〈Fig.３）からみて，ＳｅｄＲｕには多量にしかも高純度

で濃縮されたと考えられる．このことは電顕所見でも認

められ，ＳｅｄＲｕには多量のライポソームが観察された

が，ＳｅｄＲｄにはきわめて少量で，大半はグリコーゲン

果粒であった（Photo2及び３）．すなわち両層に組成

上の差異があり，下層が白色粘性を呈したことは多量の

グリコーゲンに起因するもので，ライポソームの分類に

|際してしばしば問題になるグリコーゲンの混在は，上層

(SedRu）のみの回収でかなり除去されると思う．

しかし電顕所見で上層には膜質の混在があり，更に純

度を高めるためにはこれを除去する必要がある．そこで

両層をショ糖密度勾配液により細分画した結果(Fig.4)，

ほぼ同一ショ糖濃度の画分（No.８ピークｂ；Ｎｏ．７ピ

ークａ）に260ｍ似の高い吸収ピークを認めた．このこ

とは両層に共通の大きさをもつライボソーム粒子が含ま

れることを表わし，この粒子はPhoto4の電顕所見から

基本粒子及び亜粒子であると判断される．更にこの画分

(No.８）のＲＮＡ/タンパクの値が1.11であり，又電顕

的に混在物がきわめて少ない等のことから高純度のライ

ポソームが回収されたといえる．一方Fig.４における

吸光度とショ糖密度の関係から，ＳｅｄＲｄ（No.１～５）

には大きな粒子が，ＳｅｄＲｕ（ＮＱ１７～20）には亜粒子

より小さい粒子が多いと推定でき，ＳｅｄＲｕＮＱ２０で多

数の膜質が認められたこと（Photo４）はＣＲ分画の混

在物が本画分に移行したためと思われる．

以上のように，ショ糖密度勾配遠心法によるＣＲ分画

の精製は一応成功したと思うが，今回の方法で得られる

ライポソームは防御免疫の抗原としては量的に不足であ

り，又亜粒子以下の小粒子の産生は解離現象を考えさせ

られるので，今後の検討の余地が残されている．

３．ＮａＤＯＣ処理とライポソーム粒子

ライボソームの分離過程で，Ｎａ－ＤＯＣ処理がＲＮＡ

粒子の解離を来たすことが考えられる（伊藤，1968）の

で，この点をショ糖密度勾配遠心で検討した．

低速（２５，０００rpm）ショ糖密度勾配遠心（Fig.５）は，

重い粒子に対するNa-DOC処理の影響をみるために行

ない，その結果ショ糖濃度の高い画分で著明な変化を認

めた．すなわち無処理の場合，高い吸光度をもつ４つの

画分（Fig.５，ＮＣｌ～４）には，ショ糖濃度からみて

ポリゾームもしくは膜付着ライポソームの存在が考えら

れる．しかし膜付着ライポソームの場合には，ａのごと

く尖鋭なピークを形成しないので，このピークはポリゾ

ーム又はＲＮＡ粒子の疑集体と考えた方が妥当と思う．

したがってＮａ－ＤＯＣ処理によるこのピークの消失は，

ポリゾーム等の重い粒子群の開列を意味するものと考え

る．膜付着ライポソームに相当するピークはｃ（Ｆｉｇ５）

にみられ，これも処理により消失していた．なおＮａ‐

DOCの影響をうけないＲＮＡ粒子(ｂ及びｄピーク）

も認められた．

低速で観察しがたい軽い粒子に対して，高速（４０，０００

rpm）によるショ糖密度勾配遠心でＮａ－ＤＯＣ処理の影

響をみた．その結果，ａ及びｂピーク（Fig.６）の消

失があり，比較的重い粒子がＮａＤＯＣ処理の影響をう

け解離していた．しかしｃピーク（Fig.６）は処理・無

処理いずれの場合も差異を認めなかった．このｃピー

クはＣＲ分画の分析（Fig.４）において，基本粒子及

び亜粒子を分離した画分No.８に相当するので，両粒子

はＮａ－ＤＯＣ処理で影響がなかったといえる．又Ｎｏ．

15以上の画分で処理後に吸光度の上昇をみたのは，粒子

の解離が起こったとも考えられるので，溶媒及び温度の

⑨

●

可

0
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影響のみならず，Ｎａ－ＤＯＣの処理でいくらかの解離が

進行することも否めない．
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結論

Ｔγicﾉｶo"Jo"ａｓ/Ｍ"Ｓのライボソーム分離の条件を検

討するため,虫体のホモジネートを12,000×Ｇで遠心し，

その上情を更に144,000×Ｇで遠心して沈澄を回収し

た．これをデオキシコール酸ソーダ（Ｎａ－ＤＯＣ）で処理

してライポソームを分画し，その性状，純度及びＮａ‐

ＤＯＣ処理の影響を，遠心分析，ショ糖密度勾配，電顕

観察及び化学分析によって検討し次の結果を得た．

Ｌ５ｍＭＭｇ++添加のホモジネート溶媒を使用して

得られたライポゾーム粒子の沈降`恒数は122.0,78.8及

び6q6S2owで，78.8S2ow（基本粒子）がもっとも多量で

あった．

２．ライポソーム分画にはグリコーゲン果粒及び膜質

が混在した．しかしグリコーゲン果粒は遠心分画のとき

沈澄の下層部に集まりペレットを形成したので，上層部

の回収で大半のグリコーゲンを除くことができ，更にこ

れをショ糖密度勾配液で遠心して高い純度（ＲＮＡ/タン

パク＝1.11）のライボソームを分離することができた．

３．ショ糖密度勾配遠心分析の結果，ライポソームに

対するNa-DOCの処理は大きな粒子（ポリゾーム）に

解離を起こさせるが，基本粒子及び亜粒子には変化を認

めなかった．
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j Abstract

ISOLATION OF RIBOSOMES FROM TRICHOMONAS FOETUS HOMOGENATE

AND EFFECTS OF TREATMENT WITH SODIUM DEOXYCHOLATE ON IT

Yoshihiro ITO

{Departmennt of Parasitology, School of Medicine, Tokushima

University, Tokushima, Japan)

Attempts were made to find satisfactory conditions of isolation of Trichomonas foetus

ribosomes by means of physicochemical analyses and electron microscopic observations.

Sedimentation coefficients of ribosome particles in crude ribosome obtained by the use of

differential centrifugal fractionation and treatment with sodium deoxycholate were 122.0 (dimer),

78.8 (monomer), and 60.6 (subperticle) S2o,w. The highest yields were seen in monomers.

Ribosomes were isolated in a certain fraction of sucrose density impurities, glycogen

granules and membrane structures were being eliminated.

Treatment with sodium deoxycholate resulted in disociations of polyribosomes or ag

gregated large ribosomes whereas there were no influence on monomers and subparticles by the

treatment.
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