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• • 
緒言

白血病細胞は多分化能を持った幹細胞があ

る分化段階で白血化して発生するといわれて

いる。 その病織を理解しそれに見合った治療

を行うことは、 白血病患者の覧解率を向上さ

せ、 長期生存を可能にするために不可欠であ

る。 白血病の病態を把握するには、 白血病細

胞についての生物医学的、 生化学的などの特

性を明らかにすることが必要であり、 その

っとして種々の酵素レベルにおける研究が多

く行われ ている。 践にターミナルデオキシヌ

クレオチジルトランスフエラーゼ t¥ アデノ

シンデアミナーゼ 2 Iなどは臨床的にも利用さ

れている。 一方、 リソゾーム酵素については

β ーヘキソサミニダーゼ 3 Iやアリルスルファタ

ゼ‘ 'などについての検討が加えられている。

本研究で対象とする β ーグルク ロニ ダーゼ(

以下 β-GUaseと略す)はリソゾームマトリッ

クスに存在する酸性加水分解酵素の一種で、

近年、 骨髄の微小環境を形成する上でも重要

ー



• • 
視されているプロテオグリカン糖鎖 5 )の非還

元末端に β 結合するグルクロン酸を解厳する。

本酵素は肺癌 6 ) 

どの固型癌組織や、

悪性黒色腫 6 )な卵巣癌 7 ) 

胃癌患者の胃液 9， 、 勝脱

癌患者の尿 I • )などでその活性の上昇するごと

が知られている。 一方、 白血病細胞において

は本酵素活性の変化はその病型によって必ず

しも一定の傾向を示さないと報告されている

い 、 I2 ，。 リソゾーム酵素は粗面小胞体で合成

された後、 蛋白部分と糖鎖部分がそれぞれ

速のプロセシングを受げて、 最終的にリソゾ

ームで成熟酵素になることが知られている I 3 

o 白血病細胞においてリソゾーム酵素のプロ

セシングに変化が起こりそれが病態とも関連

している可能性もあるが、 そのプロセシング

異常を検討した報告はない。 そこで、 著者は

ヒ卜骨髄性白血病細胞(以下骨随性白血病細

胞と略す)から β-G U a 5 eを精製し、 本酵素蛋

白のプロセシング異常の有無について生化学

的、 分子生物学的手法を用いて検討を加え、

。，白



興味ある知見を得たので報告する。

材料および方法

1 試薬

'y _32P] A T P ( 5 • 000 C i /田 m0 1 )、 [ 1251] 

NaI(100 田Ci /皿 1)、 α_  3 2 P ] デオキシシチジ

、J 二二 リ ン厳 (dCTP)(800Ci/・m0 1 )は A国 er 5 h a田社
( B u c k i n g h a皿shire. England)、 T 4ポリヌク レ

オチ ドキナーゼ、 TaqDNAポリメ ラーゼ、 制限

酵素 Ap a 1 A v a II は宝酒造社(京都)、 B g 1 1 と

シ ーカナ ゼは東洋紡績社(東京)、 これら以

外の試薬はすべて市販特級品を用いた。

2 材料

病変のないヒ 卜肝臓、 腕臓は剖検によって、

慢性骨髄性 白血病(C H L )骨髄性急性転化期患者

の院臓 (放射線照射を含む治療に対して抵抗

性を示す著明な 1車腫、 摘出陣臓全体と しては

2.850g、 病理学的にもリ ンパ組織はほとんど

なく芽球が大部分を占めていた. は手術に

よって、 ヒ ト胎盤は正常分娩によって得られ

た。 正常頼粒球は日本赤十字社北海道血液セ
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• 
ンタ (札幌) よ り供与を受げた白血球濃厚

液からデキス トラ ン フ アイコ ル t去によっ

て分厳した。 骨髄性白血病細胞は CH L (慢性期、

骨髄性急性転化期) 急性骨髄性白血病(A HL 

)患者よ り採血後、 デキス トラ 、ノ フ ァイ コー

ル法によっ て、 あるいは直接細胞分雌装置(

Baxter社、 Deerfleld， 1 1 1 . U . S . A . )を用い

て採取した。 また白血病細胞を さ らに分画す

る と き にはパーコ ル濃度勾配遠心 t去を用い

た。 (表 1 

3 β -GUaseの酵素活性測定

フェノ ルフタ レイ ンー β -D -グルクロナイ

ドを用いて測定し、 3 7 。C、 1 分間に 1 μ 

田 o1のフェノールフタ レイ ンを解援する酵素活

性を 1 unit(U)と した。

4 β-GUaseの精製

小野らの方法 I • )に一部改変を加えて、 1 

硫安塩折、 2 C 0 n Aセフ ア ロース分画、 3 

ハイ ドロキシアノT タイ トカラムクロマ トグラ

フ イー 4 Superose 6カラムクロマ トグラ

ー4-



• 
フ イ 5 プル セフ ア ロセカラムクロマ

トグラフ イ の五つの操作によ って β -GUase 

を臓器や白血縁から精製した。

5 ドデシル硫酸ナ ト リ ウムーポリ アク リ ルア

『、、 ド電気泳動 ( SOS-PAGE) 

L a e皿田 1iの方法によ り、 O.l%SOSを含むポリ

アク リ Jレアミ ドスラブゲル中で電気泳動を行

った。 泳動後、 銀染色によって蛋白を検出し

た。

6 . β-GUase精製標品の N末端側アミ ノ酸配列

の決定

ヒ ト胎盤よ り精製した本酵素 ( 1 9 0μg ) を

まず SOS-PAGEによ ってサプユニッ ト に分厳し

て、 6 4 k 0 a、 1 8 k 0 aを含むゲルを切り だし蛋白

を電気的に抽出した。 ごの抽出液を THS-250逆

相カラムで調製したものを Applied Biosyst-

e国 4 7 7 A Protein S e q u e n c e r ( F口 5t e r C i t y ， 

C a 1 U.S.A.)によっ て、 その N末端側アミノ

酸配列を決定した。 また CH L慢性期白血病細胞

よ り精製した本酵素 ( 1 6μg ) については、
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1 % S D Sと 5%β ーメルカプ トエタノ ール存在下で

1 0分間 100・C 加熱後、 透析して調製したものを

同様に解析した。

7 β-GUaseのフ.ロテアーゼ感受性試験

プロテア ー ゼの基質と して CH L慢性期白血病

細胞より精製した本醇素を [ 1251] N a 1によっ

て標識したものを用いた。 本酵素の蛋白プロ

セシングに関与するプロテアーゼの酵素源と

しては病変のないヒ ト肝臓や胎盤のホモジネ

トあるいは正常頼粒球からパーコ ル漫度

勾配逮心法によって調製したり ソゾ ム画分

とゴルジ薗分を用いた。 プロテアーゼ反応は、

標識した β -GUaseとプロテアーゼ酵素源とを

pH4.5(リ ソ ソ' ムの pH ) pH6.8(ゴルジの pH) 

pH7.4(コ ン トロール) の緩衝液中で 37 'C で 24 

時間反応させた後、 抗体による免疫沈降法あ

るいは ト リ クロロ酢酸沈澱法によって基貨を

分自在して、 SDS-PAGE、 オ トラジオグラフィ

ーを行ってプロテアーゼの効果を検討した。

8. β -GUaseの遺伝子増幅
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• 
ヒ ト β-GUaseの genomlc D N Aの摘造は知 られ

て いないので、 フ ツ ト β-GUaseの genollic

D N A 1 5 )を参考に して、 S a i k iら 1 6 )の polymer-

a s e c h a i n r e a c t i 0 n ( P C R )法によ つ て胎盤、 正

常頼粒球、 C M L慢性期白血病細胞、 C ML骨髄性

急性転化期芽球、 A M L芽球(F A B分類 M 1 )の ge -

n 0 m i c D N Aよ り β-G U a s eの特定領域を増幅 した。

プライマーは Applied Biosystem 381A DNA 

synthesizerによ つ て合成し た P1と P2 (図 1 

1 7 )を用 い、 一本鎖 DN A 作成の場合にはプラ イ

マ P 1と P2をそれぞれ 10日 P田口 l、 本鎖 DN A 

を作成する溺合にはプラ イ マ P 1を 2 p田口 lと

P 2を 50pmol、 あ る いはその反対の比率で使用

し た。 ー， れ らの混合液を DN A T h e r田a1 Cycler 」

(Cetus社 E田 eryville. C a 1 • U.S.A.)を用い

て、 9 4・c 1分間、 5 5・c 2分間、 7 2・c 3分間を

1サイクルとして 2 5 -3 7サ イクル反復して反応

させた。

9. Southernアロッテング

P C Ri去によって地幅した β-GUase遺伝子を
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制限酵素 Ap a 1 A v a II、 B g 1 1 とそれぞれ 37 'C 

1 2時間反応させた f妻、 1 %アガロース / 3% 

N u S i e v e G T Gアガロ スのゲルに添加して電気

泳動を行つ た。 次に oN Aをナイ ロ ン膜に転移さ

せ これに前述の方法によって合成した P0と

P 3 (図 1 を T4ポリヌ ク レオチ ドキナ ゼに

よって 5.側を 'y _32Pl A T Pで標識したものを

プロ フず と してハイフリ ダイズさせた。

1 o . ダイ レク トシークエンシ ング

前述の PC R法によっ て噌幅した一本鎖 oN Aを

テンプレ トとし、 インタ ナルプライマ

である P3をシークエンシングプライマーとし

て、 シーカナ ゼ、 [α _32Pl -dCTP ( 800Ci 

1m皿o1 )を用いて、 ダイレクトシークエンシン

グを行った。

結果

1 • β -GUaseの精製

C H L骨髄性急性転化期の芽球 3X lO'.cells 

(表 2 a )と、同 患者の著明な院慢の摘出

標本 27 0 g (表 2 b )よりそれぞれ回収率 13 . 1 

ーか



zと 18 . 8 %、 精製度 2， 556倍と 3， 2 4 3倍で β-G U 

a s eの精製標品が得られた。 精製した本酵素を

S 0 S -P A G E ( 12. 5 X )で解析すると、 ヒト胎盤、 勝

臓、 肝臓、 正常頼粒球由来のものは 80kDa，64

k 0 a ， 1 8 k 0 aの 3つのサブユニットから成ってい

るのに対して CM L 慢性期白血病細胞、 C M L骨髄

性急性転化期好塩基球および芽球、 C If L骨髄性

急性転化期摘出勝臓、 AHL(FAB分類 H2 )芽球由

来のものはすべてその病期、 種類を関わずほ

とんどが 80k 0 aサブユニットのみから成ってい

た。 方、 胎盤、 肝臓、 勝臓のものは 64 k 0 aが

主成分を占めていた (図 2 a， b c 

2 β-GUase精製標品の N末端側ア 、ー、、 ノ酸配列

図 3 に示すごと 〈 ヒ ト胎盤の 18 k 0 aサブユニ

ツ ト ( 2つのアミ ノ酸は未同定) と CM L 慢性期

白血病細胞の 80k 0 aサブユニッ トの N末端側の

アミ ノ酸配列は 致した。 ヒ ト胎 盤の本酵素

の c0 N Aよ り推定されたアミ ノ酸配列 I 7 )と比較

する と 80k 0 aと 18 k 0 aは本醇素の N末端側のアミ

ノ駿配列と一致した。 方、 胎盤の 64 k 0 aサプ
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ユニットの 16アミノ酸配列( 1ヵ所未同定)は

c D N Aより推定されるアミノ酸配列の N末端側よ

り 138番目以降の配列に一致した。 したがって、

8 0 k D aサプユニットは 13 7番目のバリン(V a 1 

1 3 7 と略記、 以下問機)と Gly'3.の聞で切断さ

れて 64 k D aと 18 k D aの二つのサブユニットを生

ずるものと考えられた。 また正常臓器におい

て主成分を占める 64 k D aサプユニットは本酵素

の成黙型で、 80 k D aサプユニットがそのプロ体

であると考えられた。従って、 80 k D aサプユー

ツ卜が大部分をしめる白血病細胞では、 6 4 k 

D aの成黙型への蛋自のプロセシングが障害さ

れている可能性がある。

3 . β-GUaseのプロテアーゼ感受性試験

白血病細胞では 80k D a → 64kDa+ 18kDaへの資

自のプロセシングに際害があるか否かを検討

するために正常肝臓のホモジネートや正常頼

粒球のリソゾーム薗分とゴルジ画分をプロセ

シングに関与するプ ロテアーゼの酵 素源とし

て、 1 2 5 1で標識した CH L慢性期白血病細胞 80k 

-10-



o aのプロ体が 64k 0 aの成勲型へ変換するか否か

を検討した。 しかし、 ごれらのプロテアーゼ

源では 80 k 0 aのプロ体を 64k 0 aと 18 k 0 aのサブユ

ニットに変換する現象は認められなかった。

4 • β-GUase遺伝子の増幅とその解析

1 )β-GUase遺伝子の増幅

80 k 0 aのプロ体が 64k 0 aの成熟型(プロ体の

N末端より 138番目以降のアミノ酸より成る)

にプロセシングされるにはプロセシングプロ

テアーゼが 13 8番目付近のアミノ酸配列を認識

するとみられる。 骨髄性白血病細胞の 80k 0 aプ

ロ体では 13 8番目付近のアミノ酸配列が異なっ

ているためプロテアーゼが作用しない可能性

がある。 そこで正常と骨髄性白血病細胞の本

酵素についてこの領域の 次織造を調べた.

このために、 プライマー P1と P2 (図 1 )を周

いてヒト胎盤・正常穎粒球・ CH L 慢性期白血病

細胞・ CH L骨髄性急性転化期芽球・ AHL(FAB分

類 M1 )芽球の genolllic DNAをテンプレートとし

て PCR法を用いて増幅を行った。 その結果およ

ー11-



そ 570 base pair(bp)の β ーGUaseDNAが増幅さ

れた 図 4 genomlc D N Aの種類によ つ て繕

幅さ れる DN Aの大き さ が異な る と い う ー. と はな」

カ為 つ たが、 」ー， の大き さ はラ ツ ト の ge n 0圃 1C 

D N A 1 • )を テ ンプ レ ト と して同様の方法で得

られる と推定さ れる大き さ よ り もおよ そ 15 0 

b p大き カミつ た。

2 増幅 した β-GUase遺伝子を用いた

Southernブロ ツ ア イ ング

増幅し た β-GUase遺伝子を制限酵素 Ap a 1 

Glyl3.と Prol3'を コ ー ドする GGGCCCを認識す

る A v a II ( Val 1 3 S と Gln l3 • をコ ドす る

G G N C Cを認識する お よぴ Bg 1 1 ( Pro141と

A r g 1 4 3と Leu144をコー ドする GCCNNNNNGGCを認

識する で処理した後、 Southernブロ ツ テイ

ングを行つ た。 A p a 1 で処理 し た後、 プロ ブ

P 3でハイ プ 1) ダイ ズさせる と 46 0 b pのバン ドが

出現 し た 図 5 a ま た A v a II で処理 した

後、 フ.ロ ブ P3でハイブ 1) ダイ ズさせる と

2 8 0 b pのバン ドが (図 5 b プロ ー プ P0でハ
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イブリダイ ズさせると B6 b p の J~ ン ドが出現し

た (図 5 c 方、 B g 1 1 で不完全に処理し

た f圭、 プロ ープ P3でハイプリダイズさせる と

5 7 0 b p、 4 9 0 b p、 3 9 0 b pと Av a 11 で処理した場合

と問機の 28 0 b pのバン ドが出現した (図 5 b )。

またさ らに、 プロ ープ P0でハイプリダイズさ

せる と 57 0 b p、 3 90 b p、 9 4 b pのパン ドが出現し

た (図 5 c この結果から、 エク ソ ンの

A v a 11 サイ 卜の上流 2B 0 b pの部位に同じ Av a II サ

イ トカ1 ま たエク ソ ンの Bg 1 1 サイ トの上流

2 B 0 b pにも同じ Bg 1 1 サイ トが存在するこ とカf

明かになっ た (図 6 ごのこ とからイ ン ト

ロンの中にエクソ ンの配列と類似した配列が

存在するこ とが示唆された。

3 増幅した β-GUase遺伝子のダイ レク 卜

シークエンシング

C H L慢性期白血病細胞、 CHL骨鎚性急性転化

期芽球と AHL(H1)芽球の ge n 0阻 ic o N Aよ り増幅

した 本鎖 oN Aを用いてダイ レク トシークエン

シングを行った。 その結果、 フ.ロセシ ングに
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関与するプロテア ゼの基質特異性に影響を

与えると推測される 138番目前後のアミノ酸を

コー ドする oN A配列は、 ヒ ト胎量産の c0 N Aと 致

しており、 点突然変異は認められなかった.

考按

本研究では、 胎盤、 肝臓、 牌臓よ り精製し

た β -GUaseが 80kDa，64kDa， 18kDaの三つのサブ

ユニッ トから成り、 6 4 k 0 aが主成分を占めてい

るのに対して、 骨髄性白血病細胞よ り精製し

た β ー日 Ua s eでは 80k 0 aのサアユニッ 卜が大部分

を占めていると とが明らかになった。 ごれら

の β-GUaseの三つのサブユニッ トの N末端側ア

、ノ酸配列の解析によ り、 C M L慢性期白血病細

胞の 80 k 0 aサブユニッ ト と胎鍍の 18k 0 aサフユ

ニッ トが共通の N末端側アミノ酸配列を示し、

さ らに正常臓器において主成分を占める 64 k 

o aサブユニッ トは N末端よ り 1 3 8番目以降のア

ミノ駿配列に一致すると とが明らかになった。

これらのこ とより 64k 0 aのサブユニッ トが本酵

索の成熱型で、 80 k 0 aのサブユニッ トはそのプ
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ロ体である と考えられた。 本研究において検

討した CML慢性期白血病細胞、 C H L骨髄性急性

転化期好塩基球、 C H L骨髄性急性転化期芽球 、

AHL(H2)芽球の四種類の骨髄性白血病細胞の β

-GUaseはいずれも、 胎盤、 肝臓、 牌臓と同じ

分子種と考えられる正常頼粒球と比較しても

明かに 80 k D aのプロ体が多〈 これが大部分を

占めていた。 したがってこれらの骨髄性白血

病細胞においては本酵素のプロセシングに障

害のあるご とが考えられた。 またこの変化は

骨髄性白血病細胞に共通した現象であると と

が示唆された。

白血病細胞での β-GUaseのプロセシン グ 陣

害の原因と して プロセシングに関与するプ

ロテア ゼ側の異常と、 ごのフ.ロテア ゼの

基質と しての β-GUase側の異常という一つの

原因が考え られる。 そこでプロテアーゼ側の

異常を検討するためにプロテアーゼ感受性試

験を行った。 しかしながら 、 C H L慢性期白血病

細胞の 80 k D aプロ体に働 く プロセシングプロテ

ー15-
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ア ゼ活性は肝臓のホモジネ ト、 正常頼粒

球のリソゾ ム極分とゴルジ薗分には検出し

得なかった。 また β-GUaseの glycosylationが

骨髄性白血病細胞と正常とで異なるたの、 骨

髄性白血病細胞の本酵素がプロテアーゼの作

用を受げにくい可能性もある。 そこで、 1 2 5 1 

で標識した CH L慢性期白 血病細胞の本酵 素をあ

らかじのエンドー β-Nーアセチルグルコサミ

v ダーゼ Hおよび Fによって糖鎖を解厳したも

の、 またリン酸基の彫響を除外するためにア

ルカリフォスファターゼで処理したものにつ

いて、 同様のプロテアーゼ感受性実験を行っ

たがプロ体は変化しなかった(未発表)。 し

たがって骨髄性白血病細胞におげる β-GUase

の蛋白プロセシング異常の原因として、 この

プ ロセ シングに関 与する プ ロテアーゼや β

G U a s eの糖鎖、 リン酸基以外の原因、 すなわち

β-G U a s e蛋白自体に異常の存在する可能性が

強く示唆された。

β-GUase遺伝子は第 7染色体 q2 1 . 1 -q 2 2に存

-16-
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在する I • )。 白血病においては多〈の染色体異

常が認められ、 Acute nonlymphocytic leuk-

e m i a ( A N L L )では第 7染色体の異常が高頻度に出

現すると報告されている I9¥  また細胞増殖因

子受容体型チロシンキナーゼをコードする癌

遺伝子園 etも 7q21-q31に存在すると報告されて

いる 2 • )。 このような知見と関連して、 骨髄性

白血病細胞における β-GUaseのプロセシング

異常の原因として、 プロセシングプロテア

ゼが作用し得ない様な本酵素の一次構造の変

化が、 138番目前後のアミノ酸配列をコードす

る遺伝子領域の変異よって惹起きれる可能性

がある。 そごで、 これを明らかにする目的で

分子生物学的手法により検討した。 Southern

ブロッテングおよびダイレクトシ ー クエンシ

ングによる検討の結果では白 血病細胞の β ー

G U a s e遺伝子のエクソン領域には点突然変異は

認められなかった。 他方、 P C R産物の大きさは

ラットの全遺伝子配列から予想されるよりも

約 15 0 b p大き〈、 また Southernプロッテイング

-17-
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で示したようにイン トロ ンと推定される部位

にエクソンの一部と類似した配列の存在する

ことが示唆された。

白血病細胞の 80k D aプロ体のプロセシング障害

の原因が、 プロセシングに関与するプロテア

ゼ側ではなく β -GUase側、 特にその蛋白部

分(プロテアーゼが作用しないようなアミノ

重量配列)に存在しているとするならば、 転写

翻訳におげる様却な要因が関与している可

能性がある. この様な例としてフィアロネク

チン(この場合にはプ ロ テア ゼが作用し得

るアミノ酸配列が形質転換によって出現) 2 1 

}等で報告されているような可変的スプライシ

ングが前述のイントロン領域に起こりそのア

ミノ酸配列が変化するという可能性も否定で

きない。 その正確な機序の解明にはイントロ

ン領域の塩基配列の決定と皿 RN Aの解析が必要

であると考えられ、 今後の検討が待たれる。

総括

骨髄性白血病細胞におげる β-G U a s eについ
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て生化学的および分子生物学的に解析するこ

とによって次の結果を得た。 1 )胎盤 肝臓

牌臓 正常頼粒球由来の本酵素は 80kDa.64k

o a • 1 8 k 0 aの三つのサブユニッ トから構成され

ているのに対して、 骨髄性白血病細胞由来の

ものは 80 k D aが大部分を占めていた。 2 ) N末端

側アミノ酸配列を検討するこ とによって、 骨

髄性白血病細胞で大部分を占めている 80k 0 aは

プロ体であり、 N末端側から 18kDa (アミノ酸

137残基) が解離した 64k 0 aが成勲型であるこ

とが明らかとなり、 骨髄性白血病細胞では本

醇紫の 80 k 0 a → 64kDa+ 18kDaという蛋自のプロ

セシングに障害のあるこ とが示唆された。

正常臓器、 正常頼粒球由来のプロセシングプ

ロテアーゼ源と CH L慢性期白血病細胞の 80 k 0 a 

を in v i t r 0で反応させても 64kDa.18kDaへのプ

ロセシングは起こ らなかった。 4)骨髄性白血

病細胞の Glyl3.付近をコ ドする oN Aには点突

然変異は認められなかった.

以上の結果から、 骨髄性白血病細胞におげ

ー19-
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る β -GUaseのプ ロ セシング異常の原因は転写、

翻訳の段階にあることが示唆された 。
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図

図 1、 β-GUase遺伝子の部分事構造とアミノ酸

配列

P 1と P2は遺伝子地幅に用いたプライマーを、

また P3と P0は Southernアロッテインク'に用い

たフ.ロ ブを示す。 矢印→は 5'→ 3 '方向を示

す。 ←→はそれぞれの制限酵素の基質特異的

塩基配列を示す. 数字は N末端からのアミ ノ酸

番号を示す。 アミノ重量、 ヌク レオチ ド配列は

S 1 y I 7 )らによる。

図 2、 精製 β-G U a s eの SDS-PAGE

a ) レーン 1，胎盤 2 ， I車臓 3 ，肝臓 4 ， C H L 

慢性期白血病細胞; 5 ， C H L骨随性急性転化期好

塩基球 6 ， C H L骨髄性急性転化期芽球。

b ) レーン 1，胎盤 2 ，正常頼粒球 3 ， C H L慢

性期白血病細胞 4，AHL(I!2)芽球。

レーン 1，胎盤 2 ，腺臓 3 ， C H L骨髄性急

性転化期摘出勝目量 4 ， C H L慢性期白血病細胞。

タンパクは銀染色にて検出。

函 3 、 各サブユニッ トの N末端側アミ ノ酸配列
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数字は N末端からのアミノ酸番号を示す

(Sly'71らによる)。

図 4 、 噌幅した β -GUase遺伝子のアガロース

電気泳動

テンプレ ートとして用い た genomic DNAは

1 .胎盤 2 .正常頼粒球 3 • C H L 慢性期白血病細

胞 4 • C H L骨髄性急性転化期芽球 5.AHL(H1) 

:ii'球。 DN Aの検出はエチジウムブロマイド染色

による。分子サイズ(b p )は世 X175/HaeIII dig-

ested DNAを標準として算出。

図 5、 糟幅した β -GUase遺伝子の Southernフ

ロッテング

a) 1-5.未処理 6-10.ApaI 処理後に P3をハ

イプリダイズさせたもの。

b ) 1-5.AvaII 6-10.BgII で処理 f去に P3を

ハイプリダイズさせたもの。

c ) bと同 じブロ 、y テイ ング膜に P0をハイプ

リダイズさせたもの。

ア ンプレ ー ト DN A と して lと 6は 胎盤、 2と

7は正常頼粒球、 3と 8は CH L慢性期白血病細胞、

-28-
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4と 9は CH L骨随性急性転化期芽球、 5と 10は

AML(Hl)芽球をそれぞれ用いた。 数字は分子サ

イズ(b p )を示す。

図 6 、 増幅した β-GUase遺伝子の制限酵素地

図

中央の太線は貴闘幅した β-GUase遺伝子の会

体を表す(約 57 0 b p )。 数字はそれぞれの分子サ

イズを示す(b p )。
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表1. 精製に用いた骨聞生白血病細胞、正常頼粒球および胎盤、肝臓、勝臓の

β-GぬSe7針生と症例における血液学的所見

疲例(歳、性) 附C 細胞分醤(x) β-GUaSe7副主
(x 10. /1) Bl.Pro.Hyelo.Het. Stab. Seg. Eos. Baso. Lym. Hono. (U/I略 protein)

CHL慢性期 (59，男) 29.1 o 4 4 l 14 56 9 。8 6 0.0068 

00:急性相閣(26，男)112.2 31 1 2 3 10 8 4 31 4 6 好塩基球 0.0069
(骨髄性) 芽主主 0.0044

牌臓日.0017
訓L(H2) (33，女)105.1 97 0 。。。。。 。3 。 0.0073 
正常頼粒球 0.0087 
胎盤 0.0021 
肝臓 0.0062 

腕臓 0.0033 
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表2a. CML骨聞生急性軒以信用よりのβ-GUase精製

精製過程 縦割以U)総タンパク(皿g) 出税(U!I時 protein) 回収率(X)倍率

ホモジネェート 9.48 2，149 0.0044 100 l 

硫安分画 9.41 934.4 0.0101 99 2.3 

C四IAセフアロース 6.69 71.5 0.0935 70.6 21 
ハイドロキシアJ'iタイト 4.47 2.5 5.36 50.0 1，215 
Superose 6 2.14 日.22 9.57 22.6 2，170 

ブlいーセフアロース 1.24 0.11 11.27 13.1 2，556 
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表2b. 侃骨樹生急性割以感商出牌臓よりのβ-GUasef融

精製過程 紺融(U) 総タンパク〈略)財融(U/，略 protein) 回収率(%)倍率

ホモジネェート 96 56，400 0.0017 100 l 

硫安分薗 94 37，500 0.0023 98.4 1.4 

CαlAセフアロース 82 552 0.15 86.3 88 
ハイドロキシアJ'Iタイト 53 37.4 1.42 55.3 問3
Superose 6 23 6.43 3.6 24.1 2，115 
プlレーセフアロース 18 3.27 5.51 18.8 3，243 
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GXAGTGXco.TTOCTAT QXATCG陥mlGTGAATcmmcG内CTCGCTAG岨co.TG岨cm=TICCTC=TTC
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