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Summary

　　　The　present　study　was　aimed，　firstly　to　apply　the　modified　Marmur’s　method（by　Hil1）

in　extracting　DNA　from　the　cultured　tumor　cells，　and　secondly　to　investigate　some　pro・

perties　of　the　extracted　DNA．

　　　The　cultured　tumor　cells　had　been　taken　from　the　rhabdomyosarcoma　in　rats　induced

by　injecting　DMBA，　as　reported　before，　and　been　kept　in　the　Department　of　Oral　Surgery

II，Matsumoto　Dental　College．　Five　samples　were　taken　from　the　70th　to　80th　generation

of　the　cultured　cells．

　　　The　DNA　was　extracted　by　employing　the　modified　Marmur’s　method　of　Hi11，　which

is　excellent　in　obtaining　the　pure　DNA．

　　　The　extracted　DNA　was　examined　by　the　ultra－violet　spectrograph，　using　the　Hitachi

Spectrophotometer　Model　101，　and　weight　measurements　in　the　Burton’s　method．　The
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・ratio　of　the　ultra－violet　absorption　at　the　260nm　wave　length　to　that　at　280nm　varied　little，

with　an　average　of　1．9，　which　coincided　with　the　stUdies　reported　by　other　investigators．

The　mean　weight　measure　was　100μg／ml，　With　slight　deviation．

　　These　results　might　indicate　that　the　modified　Marmur’s　method　of　Hill　is　excellent

for　obtaining　the　pure　DNA　from　the　cultured　tumor　cells　of　rats．

　現在，ヒト発癌の原因の1つとして化学発癌剤

の存在があげられ，その作用機序が明らかにされ

つつある1）．Todaroらのoncogene　theory　2｝は，

そのような化学発癌の過程を解明する一助となり

うるものと考えられている．っまり宿生DNAに

内在する調節遺伝子の抑制作用が化学発癌剤のた

めに不能となり，その結果，正常細胞が癌化する

という考えである．

　化学発癌過程とoncogene　theoryとの関連性

を追求する第一段階として，私たちは化学発癌剤

ジメチルベンズアントラセン（DMBA）により

Rat皮下に誘発した腫瘍をin　vitroにおいて培養

し（以下RaTCと略す）株化細胞として確立する

とともに，その細胞にC型ウイルスが存在するこ

とを電子顕微鏡学的に証明した3）．

　つぎの段階としては，RaTC細胞よりDNA（以

下RaTC－DNAと略す）を抽出し，その腫瘍原性

について研究する必要があると考えられる4｝－7）．

　それに先立つ予備実験の1つとして，今回，

RaTC－DNAの抽出をMamlur変法8）9）により

おこない，抽出されたDNAについて若干の検討

を加えたのでその概要を報告する．

実験材料および方法

　1．実験材料

　松本歯科大学口腔外科学第2講座において確立

し継代しているRaTC株化細胞3）の70代ないし

80代のものから5試料を使用した．なおこれらの

細胞の培養液には，10％仔牛血清（阪大微生物研

究会，大阪）と，2mMのL一グルタミンを添加し

たEagleの最少必須培地（MEM，日水製薬，東

京）をもちいた10）．

　2．DNAの抽出

　図1に示すように，Marmur法のHi11らによ
る変法8）9）をもちいた．

　すなわち，密に単層培養されているRaTC株化

細胞をEDTA一トリプシン法により培養ビンから

108cells（10　7／　ml　culture×10ml）

　－0．15M　NaC1，0．1M　EDTA（pH　8）

　－0．15M　NaC1，0．1M　EDTA，1％SDS（pH　8）

　－heat　at　60℃for　10min．

　－COOI　tO　rOom　temp．

　1yse　in　situ

　－equal　volume　of　CHC13／iso・Amyl－OH（24／1，　v／v）

　－shake　for　30　min．

　r　6，000×gfor　5　min．　at　room　temp．

　aquamous　phase
　　　－2folds　95％Et・OH　at　room　temp　for　10　min．

　　　－low　speed　centrifugate

　　　P．P．　t．

　　　－15ml　SSC　buffer　for　30　min．

　　　dissolve

　　　－equal　volume　of　RNase　A　in　O．15M　NaC1（50μg／mD

　　　－equal　volume　of　Pronase　in　O．15M　Nac1（5GOμg／ml｝

　　　－equal　volume　of　CHC13／iso・Arnyl－OH

　　　－shake　for　30　min．

　　　－6，000×gfor　5　min．　at　room　temp．

　　　aquamous　phase

　　　　　2folds　of　95％Et’OH

　　　　　low　speed　centrifugate

　　　　　P．t．
　　　　　9ml　SSC　buffer　for　30　min．，　shake

　　　　　se
　　　　　1／2　volume　of　iso・Pro－OH　for　10　min．

　　　　　10w　speed　centrifugate

　　　　　sterilize　with　75％Et－OH　at　4℃　for　24　hr．

　　　　　remove　Et・OH
　　　　　Dulbecco’s　phosphate　buffer

　　　　　㏄k　at－70℃

　　図1：Marmur変法8・9）によるDNAの抽出

遊離させたのち，低速遠沈し，沈査を集めて10sコ

の細胞を1試料となるようにしたlo）．これに少量

の0・15M　NaC1を含む0．1MEDTA（pH8）液を加

えて提伴し，さらに1％の割合になるようにドデ

シル硫酸ナトリウム（SDS）を加えて60℃に加熱

し，細胞の崩壊をおこなった．これに等量の

CHC13／iso－AmyFOH（24／1，　v／v）を加え，30分

間室温にて振盟したのち，除タンパクをおこなっ

た．

　6000×9遠沈により溶液は上層から水層，タン

パク層，右機溶媒層の3層に分離される11）．核酸

のナトリウム塩は水層に含まれているが，これに

95％エタノールを加え，DNA－Na塩を沈殿させ，
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低速遠沈にて分離した．核酸ナトリウム塩をタン

パク質から遊離するために12），SSC　　（O．15M

NaCl－0．015M　Na－citrate）緩衝液を加え，沈殿物

の溶解をおこなった．

　っいでRNase　A（Worthington　Biochemical

Corp．，　Freedhold，　N．　J．）によりDNAを分解さ

せ，またPronase（Calbiochem，　La　Tolla，　CaL）

によりタンパク質を分解した．これらを数回くり

かえしたのち，イソプロパノールを加えてDNA

を沈殿させ，75％エタノールにより殺菌したのち，

同液を除去した．ついでDulb㏄coのリン酸緩衝

液13｝14）を加えて，凍結保存した，

　3．DNAの紫外線吸収

　上記方法により採取した試料の波長260ninと

280nmにおける紫外線吸光度を日立分光光度計

101型により測定し，その比をもとめた15）．

　また紫外線吸収スペクトルを島津一マルチパー

パスにより記録させた．

　4．DNAの定量
　ジフエニールアミン反応を利用したBurton変

法16｝により，抽出したDNAの定量をおこなった．

実験結果

　1．DNAの紫外線吸収

　抽出されたDNAの紫外線吸収スベクトルの1

例を図2に示した．また波長260㎜と280㎜に

おける紫外線吸収スペクトルの比を表1にあげ
た．

　2．DNAの定量
　Burton変法によるDNA定量の結果を表2に
示した．

§

蓮

2
＜

四　　　　　ae　　　　　鰍）　　　　　260　　　　　270　　　　　280　　　　　290　　　　　迦

　　　　　　　WAVELENGTH〈mμ，

図2：紫外線吸収スペクトル

表r：RaTC－DNAの紫外線吸収スペクトル比

試 料 比

，

1 1．8

2 1．8

3 2．0

4 1．9

5 2．0

表2：RaTC－DNAの定量

試 料 DNA量

1 85

2 95

3 110

4 110

5 100

牟単位：μ9／ml

考 察

　1．DNAの抽出
　DNA抽出の原理は，　DNAを含む細胞成分を水

に溶解さぜ，各成分のアルコールに対する溶解度

の差を利用してDNAを最後に沈殿させることで
ある17｝ls）．

　その操作は，1）細胞の溶解，2）タンパク質

の除去，3）RNAの除去の3過程に大別される．

しかし純度の高い核酸を得ようとすればするほ

ど，各段階において機械的な切断力や核酸分解酵

素の作用などを強く受け，核酸の低分子化がおこ

る．すなわち，高純度のDNA標品を得ることと，

高分子量のDNA標品を得ることとは，現時点で

は，技術的に両立しないことがらである1η．した

がって必要とされるDNAに応じて抽出方法を選

択すぺきであり，主として高純度のものを得る目

的で考察されたMarmur法14）から，高分子量のも

のを得るためのWorcel法19）にいたるまで種々の

方法が報告されている．

　高純度のDNAを抽出する方法といわれている

もののうち，塩化ナトリウム法は操作V＝　2週間以

上の長期間を必要とするが，その割には純度が高

くない．またドデシル硫酸ナトリウム（SDS）法

は操作が難渋で，低温での迅速な操作や高速遠沈
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などを必要とする17）18）．

　Mamur法14）の特徴はタンパク質が混入しな

い高純度のDNAが得られることにある．すなわ

ち，クロロホルムと水とのエマルジョンを作りそ

の界面でタンパク質分子を変性させ，さらに塩濃

度を高めてタンパク質をDNA部分から分離さ

す．またクロロホルムとイソアミルアルコールを

用いることにより，有機溶媒と水層との間に折出

している変性タンパク質が凝固するので，タンパ

ク部分を水層から容易に分離できる．また本法で

は使用する試薬がDNA標品に結合する可能性が

非常に少ない点も長所である．他方欠点としては，

溶液中の“ずり．応力によりDNA分子が破壊さ

れやすいので，高分子のものが得られがたい．ま

た他の方法に比して回収率が低く，55～75％とい

われている17｝IS｝．

　本研究でもちいたHill変法8）とMannur原法

14）との相異は除タンパク操作にある．原法におい

ては過塩素酸ナトリウム処理および吸引操作がお

こなわれるのに対して，変法ではクロロホルム処

理を主体としていることである．これによりHil1

変法ではより高分子のDNAが抽出される．

　2．抽出されたDNA

　本実験においてRaTCより抽出されたDNA
がどのようなものであり，かつその抽出法が再現

性の高いものであるかどうかを検討する目的で下

記をおこなった．

　1）DNAの紫外線吸収．

　2）DNAの定量．

　3）他の研究者による報告との比較．

　核酸塩基は紫外線（特に波長230～310nm付近

において）に対して特有の吸収を示すから，既知

の塩基と比較することが可能である．しかし塩基

の同定にもっと有効なのは，検液から得られた紫

外線吸収曲線について2つの一定波長における吸

光度の比が各塩基に特有の値を示すことを利用す

ることである．その目的で波長260nmと280　nm

とにおける吸光度の比をとった15）　17）18）．その値は

表1にみられるように，比較的一定したものであ

り，その平均値は1．90であった．この吸収スペク

トル比が1．9前後を示すことは高純度のDNAが

抽出されていることを示している15｝．

　また本実験と同様に，株化された腫瘍細胞から

のDNA抽出をMarrnur変法でおこない，波長

260nmと280　nmでの紫外線吸収スペクトル比

を求めた報告（表3）と比較しても，本実験の結

果が他のものとよく一致していることが知られ

る．

表3：株化腫瘍細胞DNAの紫外線吸収スペクト

　　　ル比

報　　告 者 比

Hil1，　et　aL8）

rimpson，　et　a1．9｝

hh－Chang，　et　al．2旬

H田ら

1．9

P．9

P．9

　DNAを定量にするには，その構成々分である

プリンおよびピリミジン塩基，糖，リン酸のいず

れをももちいることができる．しかしもっとも一

般的であり広く利用されているのは，構成糖量を

比色定量することによりDNA量を知る方法であ

る．この目的のために，デオキペントースに対す

るジフェニルアミン反応を応用するのがDische

法の原理である17）　IS｝．

　しかし本研究ではBurtQnによる変法16）をもち

いたが，これはDische原法と比較して試料DNA

が少量ですみ，かっRNAが混在していてもその

影響が少ないなどの特徴を有するからである．こ

の方法によるDNA量が表2にみられるように比

較的一定していることは，今回のDNA抽出が再

現性の高いものであることを示すものである．

ま　　と　　め

　松本歯科大学口腔外科学第2講座において株化

し継代培養している腫瘍細胞よりDNAをMar・

mur変法をもちいて抽出した．さらにそれらにつ

き波長260nmと280　nmにおける紫外線吸収ス

ペクトル比，Burton変法による定量，他の研究者

による同様な報告との比較をおこなった．その結

果，抽出されたDNAは純度の高いものであり，

本実験は再現性の高いものであることが知られ
た．

　本研究をおこなうにあたり，適切な御助言と懇

切な校閲を賜わりました本学口腔生化学講座　原

田　実教授および口腔外科学第2講座　待田順治

教授に深謝いたします．
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