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人肺癌特異抗原の 研究

金沢大学大学院医学研究科外科学第 一 講座 ( 主 任 : 岩 喬教授)

山 田 哲 司

( 昭和 54 年1 月 13 日受付)

悪 性腫瘍細胞が特異的な抗原成分 を持 っ か 否か を 明

らかに す る こ と ば ト 腫 瘍の 診断と治療の 上 に重要 な意

義を持っ て い る . 実験動物癌 の 樽異抗原の 発見に 続 い

て ,
人癌 に つ い て も特異抗原 の 同定巷 めぎ し て 古く か

ら多 く の 研 究 が 行 わ れ . a - f e t o p r o t ei n (A F P )
1'

.

c a r ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n (C E A )
2)3)

, h e p a t o m a

f e r ri ti n
伸
な どが 発見 され る に 至 り , 肝 癌あ る い は大

腸癌患者血中に お け る それ ら の 存在が 診 断あ る い は治

療の 指標と な る こ と は周知の こ とで あ る . し か し こ れ

らの 抗原 はい ず れ も正常人胎児組織 に も 分布 す る ｢ 腫

瘍 ｡ 胎児 抗原｣ で あ っ て , 真 の 意 味に お け る腫瘍特異

抗原(T u m o r s p e citi c a n ti g e n : T S A ) で は な く , 腫

瘍結合抗原(T u m o r - a S S O C i a t e d a n ti g e n : T A A) に

属する もの で あ る . 人 の 悪性腫瘍 に お け る T S A の 存

在を証 明し よう と す る 試み は . 癌 患者の リ ン パ 球に よ

る C O l o n y i n h ib i ti o n t e st や C y t O t O X i ci t y t e s t

ある い は患者血清 に よ る m e m b r a n e i m m u n o fl u o r e ･

S C e n C e や g el d iff u s i o n など に よ っ て 行 なわ れ て い

るが̀ , こ れま で B u r k i t リ ン パ 腫
6 J
t 黒色腫 ‖ , 神経芽

細胞腫8) など 若干 の 腫 瘍 に お い て 成功 し て い る に す ぎ

ない現状で あ る . 肺 癌 に つ い て は ,
O a t c e11 c a r ci n o m a

の 形質膜 に 特異 抗原 の 存在 が見 い 出さ れ(B ell
g)
) , ま た

肺胞上皮癌 に も 腫瘍抗原 が見 い 出さ れ て い るが
. 後者

はウ イ ル ス起源で . ウ イ ル ス 感染培養細胞 や H o d g k i n

民宿に も抗原の 存在 が 認 め られ て い る . 肺腺癌 , 南 平

上皮癌 に つ い て は両癌 に 共通 し , 少量 は正常肺 あ る い

は胎児 肺に も存在す る よう な比較的特異性 の 低 い 抗原

が同定さ れ て い るに 過 ぎ な い ,

著者 は細胞 膜系組織特異 抗原抽出法
川)
に よ っ て 肺 腺

囁及 び肺 扁平上皮清か ら得た抗原分画 に つ い て 免疫学

的検討を行な い , 両組織型癌 に 特異 的な T S A の 存 在

する こ と を 明らか に し た . ま た抗原の 精製 ● 性状 に つ

い て 知見 を得 たの で ,
こ こ に そ の 結果 を報告す る .

15 5

材 料 と 方 法

1 . 組織材料

肺癌組織 ( 腺病 6 例: 中等度分化腺病 5 例 い 低分化

腺囁1 例 . 扁平上皮癌7 例: 中等虔分化扁平上皮癌 4

例 ｡ 低分化扁平上皮癌 3 例) は手術時切除肺部分 よ り

採取 し た . 組織の 鵬

部は病理 検査用 と して ホ ル マ リ ン

固定 し , 残り を 肉眠 的に 痛部分と非痛部分に 分 けて 保

存し た ･ 肺以外の 癌材料 は手術ま た は剖検時に 採取 し

た も の で あ る ･ 正常臓器 は死 后6 時間以内の 数例の 非

癌患者か らの も の で 病変の な い も の を 選んだ . 食道粘

膜 t 膀胱 粘膜 は上述患者の 病変 の ない 粘膜部分を粘膜

下層 か ら剥離 し て 保存し た . 胎児臓器は 6 ケ月 の 胎 児

数例か ら得 た . 材料 はす べ て 抗原分画抽出時ま で -

2 0

℃ に 保存 し た .

肺 癌 の 抗原画 分抽出は採取 し1 週以 内に 行 っ た .

切除肺 の 癌部分と非癌部分の 一 部は間接蛍光抗体法

の た め -

80 ℃ で 瞬間 的に 凍結 し , 以 后使用時 ま で -

8 0 ℃ に 保 存 し た . L i v i n g c ell m e m b r a n e

i m m u n o fl u o r e s c e n c e の 実施 に は手術時切除 し た 肺

材料を直ち に 使用 した .

なお - C E A 抽出の 材料と し て 大腸癌 の 肝 転移巣 ( 剖

検材料) を使用 し た .

2 . 抗原 の 作製

S m i th らの 方法
川)
の 倉 田 ･ 岡田変態

一l卜 刷
に 準L: て 不

溶性 リ ボ タ ン ノヾ ク 画 分を抽出し た . 即ち 凍結組織 を細

切し ･ 約 2 倍容量 の 溶液Ⅰ ( 塩化 カ リ ウ ム 11 . 93 g /

ゼt
モ ノ ヨ ー ド酢酸 186 m g / ゼ. ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム

5 g / ゼ) を加 え ･
ユ ニ バ ー サ ル ホ モ ジ ナ イ ザ ー ( 日本

精機) で 約 5 分 間 ホ モ ジ ナ イ ズ す る . 噸 に ガ ー ゼ

1 ･ 2 ･ 4 t 8 枚 を適 し . 濾液を 10 , 00 0 ×G . 3 0 分速心し て 得

た沈査に 溶液ⅠⅠ ( 塩 化カ リ ウ ム 7 4 .5 g / β. モ ノ ヨ ー

ド酢酸 186 m g / β･ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 10 g / ゼ. p打

S t u d i e s o n s p e cifi c a n ti g e n s o f h d m an 1 u n g c a n ci r ･ T e t s u ji Y a m a d a , F i r st D e p a rt m e n t
O f S u r g e r y , S c h o o l of M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r si t y ･ (D i r e ct e r : P r o f . T a k a s h i I w a)
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4 . 7 ) を 約18 倍容量加え テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 約

5 分磨砕 し た后 . 上記同様 に 遠尤､ して 沈査を 得る . 溶

液 Ⅱ に よる磨砕 , 遠尤､ を 8 回 線 り返 し , 沈査(L P) を得

る . L P は密閉容器 に 入れ -

2 0 ℃ に 保存す る .

L P の 可 溶化 に は その 湿量 の 約 5 倍量の 0 .2 % デ ス

オ キ シ コ
ー ル 酸ナ トリ ウ ム 溶液 を加 え , テ フ ロ ン ホ モ

ジ ナ イ ザ
ー

で 5 分間磨砕し た 后, 4 8 時間冷室中 ( 4 ～

7 ℃) に て マ グ ネ チ ッ ク ス タ ラ ー で 撹 拝 す る .

1 0 ,0 0 0 ×G ,3 0 分速心 して 上清 を と り わ け , 沈査 に つ い

て 再び同様な抽出操作を 2 回線 り返 す . 3 回 の 抽 出上

宿を集め . 約10 倍容量の 冷 ア セ ト ン を加え ,

-

2 0 ℃

で 一 夜 放 置 す る .
.
生 じ た 白 色 沈 殿 (L P s o l) を

2 ,0 0 0 ×G . 1 0 分速心 して 集め , 少量 の 蒸留水 に と か し

て 遠心 し . 上清を S e p h a r o s e 4 B ( 2 .5 × 40 c 血) の カ ラ

ム で ゲ ル 濾過 を行い , 高分子分画 ( p a s s 分画) と 低

分子分画(L P f r) と に わ ける .

L P f r 分画を p e r v a p o r a ti o n ( 透析 用セ ル ロ ー ス チ

ュ
ー ブに入れ 冷室で 気流中 に おく) に よ っ て 濃縮 し ,

蛋 白濃度測定后 . 使用時ま で -

2 0 ℃ に 凍結保存 した .

抽出操作 は約 4 ℃ で 行 な っ た . 肺癌組織1 g ( 湿 量) あ

たり 約1 m g 蛋白量 の L P f r が 得 られ た .

L P f r の 畳 は L o w r y 法
15)
tこ よ る蛋白畳 で 示 し た . 以

后肺腺癌 の L Pf r を A L P f r , 肺扁 平上皮癌 の L Pf r を

S L P f r と 略称す る .

胎児 臓器は 20 % ( w / v ) 生理 食塩水ホ モ ジ ネ ー ト

を作製 して 抗原 とし た .

C E A は K ru p e y の 方法1
6)
に 従 い 粗棲品を作り . C E A

測定 キ ッ ト(R o c h e , U .S ,A ) に よ り 間接法で 含有量 を 測

定 して 使用し た .

3 . 肺 癌特異 抗原の 分離 ( ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
一 法)

岡田 ら の 方法川 に 従い . ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー を用い る逆免疫吸収法に よ り肺癌 T S A の 分 離

を行 っ た . ま ず成人の 正常肺 , 肝 . 腎 , 牌 より 上記 と

同様 な方法で 作 っ た各 LP ( 湿量 各100 mg , 合計 400 m g )

と 正常人血清1 mL に F r e u n d c o m pl e t e a dj u v a n t l

m⊥を加 え て 乳化し . ウ サ ギ肩甲下腔 に 5 回注射( 毎週 1

回計4 回注射后2 過 お い て 1 回注射) し , 最終注射后

7 日目 に 全採血し て 抗血清を得 る . 抗血清 に 同量 の 生

理 食塩 水 を加え 4 ℃以 下で 撹拝 しな が ら , 抗血清 の 2

倍量 の 飽和硫安溶液 b H 7 . 2 ) を 滴下し , 3 0 分 后 に 遠

JL ､ し 沈 査 を 集 め , 少 量 の 生 理 食 塩 水 に と か し ,

S e p h a d e x G
-

1 0 0 に よ る ゲ ル 濾過 を行 っ て I g G 画

分を と る .

7 0 g の S e p h a r o s e 4B 懸 濁液 に , 用時調製し た 3 %

プ ロ ム シ ア ン 水溶液70 山 を加え , 撹拝 し なが ら2 N 水

酸 化 ナ ト リ ウ ム 液 を滴下 し ･ p8 1 1 ～ 1 1 ･ 5 に 5 分間維

持し た 嵐 ガ ラ ス フ ィ ル タ ー ( 粒子番号 N o ･ 3 ) 上に移

し , 2 分以 内に 0 ･ 1 M 重炭酸ナ ト リ ウ ム 緩衝液2β (班

8 ■ 2 ) を通 し て 洗漉 し ･ 前記の 1 g G 画分( 70 0 喝 蛋白)

を 加え ･ 2 4 時間 回転撹拝す る . ゲ ル を ガ ラ ス フ ィ ル タ

ー 上 に お き , 1 M 食塩 加酢酸緩衝液 ( p H 4 . 0 ) 1β. 次に

0 ･ 1 M 重炭 酸ナ ト リ ウ ム 溶液 (p H 8 . 2 ) 1ゼ に よ る洗搬

を交 互 に 5 回行 う . ゲ ル を 後者の 液 に 懸 葡 して カ ラ ム

( 1 ･ 5 × 4 0 c m ) に つ め , I g G 量 の 50 分 の 1 蛋白量の

肺癌 LP f r を負 荷 し , 0 ･ 1 M 重炭酸 ナ ト リ ウ ム 液で 溶出

す る ･ 溶出液 の ピ ー

ク ( 0 .D 2 8恥 m ) を め , 再度同 一 カ

ラ ム へ の 負 荷 , 溶出を 2 度繰 り返 し 3 度目の 溶出彼の

ど -

ク 部分 を集 めて 濃縮す る . 以 上 の 操作 はす べ て 冷

室 ( 4 ～

7 ℃) 内で 行 っ た .

4 . 物理 化学 的分析方法

デ ィ ス ク電 気泳動: L P f r お よ び ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ

ト グラ フ ィ
一 に よる 精製画分に つ い て . 1 0 % ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ド ゲ ル ( pH 8 .9 ) に よ る分析用 デ ィ ス ク 電気

泳動 を行 っ た . 0 . 5 × 1 0 c m の ガラ ス 管 を 用 い , 各管

4 m A で 約 1 時間泳動し ,1 % ア ミ ド黒 10 B - 7 % 酢酸

液 で 30 分 間染色 し . 7 % 酢酸で 脱色 を行 な っ た .

分子量 測定: ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー によ

る精製画 分 に ダ ン シ ル 蛍光棲識 を行 い , S D S ゲ ル 電気

泳動 に よ る分子量測定
柑)
を 行 っ た . 架橋比 ほ 1 : 37 . 15

% 及 び 7 . 5 % ア ク リ ル ア ミ ド , 0 . 2 M リ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム 緩 衝液 ( pH 7 . 2 ) , 0 .2 % S D S を使用 した . 0 ,3 % ダ

ン シ ル ク ロ ライ ド ･ ア セ ト ン 溶液 で 試料 の ダ ン シ ル 化

を行 っ た . 0 . 5 × 10 c m の ガ ラ ス 管を用 い , 管6 m A で 約

6 時 間泳動 し , 3 6 0/ 上 m の 紫外線下 で 移動距離を計り ,

分子量 を計算 し た . 標準試料は分子 量 標準蛋白質 キ ッ

ト ( S D S ･ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動用)

(B o e h r i n g e r & S o e h n e G m b h , M a n n h ei m .

G e r m a n y) を用 い た .

5 . 抗血清 の 作製と免疫学的分析法

免疫方法: 腺癌 は7 m g / 山 , 扁平上皮癌 は , 1 1 m g /

mL の L P f r の 1 mL に F r e u n d c o r n pl e t e a d j u v a n t l m[

を加 え て 乳化 し , 健常成熟雄モ ル モ ッ ト ( 体重400 ～

5 0 0 g ) の 扁 甲下腔 に 4 回注射( 毎週 1 回 計 3 回 注射后,

2 遇 お い て 1 回 注 射) し . 最 終注射后 7 日目 に 心 臓採血

し , 分離 した 血清 を使用時ま で - 80 ℃ に 保存し た .

抗血清の 吸収: 寒天 坂内吸収 は Bj 8 r k l u n d の 法
相)
に

し た が っ た . 吸収抗原 と して 肺 , 肝 , 腎 , 牌 の L P f r ,

凍結 乾燥人血清 .
C E A 棲品( 純粋 C E A に し て 4 .3 m g /

m り , 胎 児生理 食塩水 20 % ( w / v ) ホ モ ジネ ー トを

用 い た . 試験管内吸収 は抗血清1 山 に つ き , 肺 . 肝 .

腎 . 脾の LP 各10 0 m g ( 湿 量) , 凍結 乾燥人血清20 吼
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CE A 粗標品( C E A と し て 1 m g ) を 加え 磨砕后. 3 7 ℃ l

時間静置 后. 約 4 ℃ 1 夜 ゆ るく 指揮 した后 , 2 , 0 0 0 ×

G ,1 0 分遠心 した 上清 に 同様 の 吸収操作を更 に 2 回 繰

り返 して 行.
っ た , 吸収 に 用 い た 正常肺 L P あ る い は

LP f r は免疫抗原 を得 た患者の 非癌肺部分か ら の も の

を使用し た .

ゲル 内拡散法: 二 重拡散法を用 い た∴寒天板の 厚さ

1 . 5
～ 2 . O m m , 抗原 ･ 抗休孔の 直経 8 m m , 孔の 間隔4

- 5 m m , 抗原は費白浜度3 m g / m£以 上 , 抗血清 は稀釈

せずに用 い た . 4 ℃湿潤状態に お き約 1 週 間毎 日 観察

を行っ た . プ レ t トの
一

部は乾燥 して , サ イ ア ジ ン 赤

による蛋白染色 . ス ダ ン 黒 B 及 び オ イ ル 赤 に よ る脂肪

染色, パ ラ フ ユ
ニ ー ル ジ ア ミ ン 酸化法

2 0)
と ア ル シ ャ ン

青に よ る糖染色を行 っ た .

免疫電 気泳動: 8 × 1 2 c m の ガ ラ ス坂 上の 厚 さ 1 . 0 ～

1 .5 m m の 寒天坂に , 直径 3 川m の 抗原孔 を作 り , 抗原 を

加えて 1 .5 m A ,2 時間泳動后 , 抗原孔 よ り 4 m m の 場 所

に抗血清を置童 , 4 ℃ 湿 潤状態 に お き 約1 週 間毎 日 観

察を行 っ た .

間接螢光抗体法:6 4 倍 稀釈の 抗血清 と Fl u o r e s c ei n

標識抗モ ル モ ッ ト γ - gl o b u li n 兎血清( H o e c h s t 杜 ,

G e r m a n y ) を用 い , 模本と し て 未固定肺癌の ク リ オ シ

ュ ク ッ ト切片を使用 し た . 1 次 , 2 次染色と も に 室温1

時間反応さ せ た . 非特異染色防止 に は . B u r ti n らの 方

法2】) を行 っ た .

Li v i n g c e ll m e m b r a n e i m m u n o fl u o r e s c e n c e 法

( L C M I ) : M 81l e r ら の 方法22) の 岡 田 ら の 変法
23 )
に 従 っ

た ･ 切除直 后の 肺輝組織の 小片 を 20 % 年胎児 血清 を加

えた M e d i u m
-

1 99 培 養液( C S M ) 中で ガ ラ ス板 に は

さん で つ ぶ し , 3 0 × G ,3 分速心 して 沈査を 集め た . そ

の 0 ･2 m = こ 0 . 1 mエの 吸収抗血清を加え , 3 7 ℃ 20 分 間

反応さ せ た后 , C S M に よ る洗搬を3 度 行な い , 沈査 に

Fl u o r e s c ei n 標識抗モ ル モ ッ ト y q

g l o b u li n 兎血

清 ( H o e c h s t 社 . G e r m a n y ) を 0 .1 TnL 加え , 3 7 ℃ 20

分間反応 させ た . C S M に よ る洗准を 2 度行 な い . リ ン

教壇緩衝生理 食塩水( pE 7 . 2 ) : グ リ セ リ ン ( 1 : 1 ) で

封入し て 検鏡し た . F 汀C 干渉 フ ィ ル タ ー を 装 備 し た

落射型蛍 光顕 微鏡 ( B = - R F L . オ リ ン パ ス光学) を 使

用した .

成 績

1 ･ 肺 癌特異抗原の 同定と分布

人肺腺癌L P s o l を S e p h a r o s e 4 B カ ラ ム で ゲ ル 濾過

した場合, 2 8 0 〃 m の 吸 収で 得ら れ る定型的溶出 パ タ ー

ン は 図1 の よう で あ る . 肺厨 平上皮癌の 場合 もほ ぼ 同

様な パ タ ー

ン が 得 ら れ る ( 図 1 ) . こ れ ら の L P f r
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図1 肺癌 (腺病
, 扁平上皮痛) L P s o l の S e -

p h r o s e 4 B ゲ ル 濾過 パ タ ー ン

添加 L P s ol : 3 0 m g カ ラム 2 . 5 ×30 c m

流速 : 7 m lノ時間 採取液量: 7 m I/ 試験管
溶出液 : 蒸留水

( A L P f r . S L P f r ) に 対す る モ ル モ ッ ト抗血清( 抗 A L P f r

及 び抗 S L P f r) を用 い , ゲ ル 内二 重拡散法を行う と ,

抗 A L P f r は A L P f r は 勿 論. 肺 L P f r . 肝 L P f r , 腎

L P f r
, 脾 L Pf r , 人血清 . C E A

. 胎児臓器生理食塩水 ホ

モ ジネ 蠣

ト に 対 し て も 多数 の 沈降線 を生 じ た . 抗

S L P f r も 同様 に 上記抗原 に 対し多数の 沈降線 を生 じ

た .

そ こ で 上述 の よう に 肺 . 肝 , 乳 牌の 各L P 及 び人血

清で 吸収 を行 っ た抗 A L P f r を用 い , 再度ゲ ル 内二 重拡

散法 を行 う と A L P f r に は強い 1 本と 掛 ､ 2 本 の 沈 降

線が生 じ たが , 肺 L P f r ( 同 一 個体の 非痛部分) を はじ

め 他 の 正 常臓器 の L Pf r と人血清 に は沈降線を 生 じ な

か っ た . C E A 棲品 に 対し て は沈降線 が 生 じ . そ れ は

A L P f r に 生 じた 弱い 1 本 の 沈降線と完全 一 致 を 示 し

た ･ ま た吸 収抗血清は胎児肺 , 胎児腎. 胎児脾の 生理

食塩 水 ホ モ ジネ ー ト に 対 し1 本の 軌 ､ 沈降線 を , 胎児

肝 ･ 胎児 腸 管生理食塩水 ホ モ ジ ネ ー

ト に 対し 2 本 の 弱

い 沈 降線を生L: た が , こ れ らは A L P f r に 対し て 生 じ た

弱 い 沈降線 と完全 一 致 を示 した . 正 常肺 , 肝 . 乳 腺

L Pf r 及 び 人血清 で 吸収 を 行 っ た 抗 S L P f r は S L P f r

と 3 本の 沈 降線 を生 じ , 2 本の 沈降線 はC E A 及 び胎児

臓器 生理 食塩 水 ホ モ ジネ ー

ト に 対す る 沈降線と完全 一

致 し た .

そ こ で C E A 棲品 ( 純粋 C E A l m g ) . 胎児肝 生理 食塩

水 ホ モ ジ ネ ー

ト 0 . 5 mL で 上 記 吸 収 抗 A LP f r . 抗

S L P f r を更 に 3 度試験管内吸収 し. 吸収前の 血清量 に

ま で 濃縮 し た もの に つ い て ゲ ル 内 二 重拡散法 を行 っ

た ･ そ れ ぞ れ の 血清 は A L P f r , S L P f r と の み 1 本 の 沈
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図2 吸収抗 A L P f r と正 常臓器 L Pf r との ゲ)t/ 内

二 重拡散

中心孔 : 吸 収抗 A L P f r

l : A L P f r

2 : 肺 (自己 肺) L P f r

3 : 肝 L P f r

4 : 腎 L P f r

5 : 脾 L P f r

6 : 正 常人 血清

図3 吸収抗 S L P f r と正 常臓器 L Pf r と の ゲ ル 内

二重拡散

中心孔 : 吸収 抗 S L P f r

l : S L P fr

2 : 肺 (自己肺) L P f r

3 : 肝 L P f r

4 : 腎 L P f r

5 : 脾 L P f r

6 : 正 常人血漕

図 4 吸収抗 A L P f r と 胎児臓器 生食 ホ モ ジネ ー

ト

(2 0 % ) と の ゲ ル 内 二 重拡散

中心孔 : 吸収抗 A L P f r

l : A L P f r

2 : 胎児肺

3 : 胎児肝

4 : 胎児腎

5 : 胎児脾

6 : 胎児 腸管

図 5 吸収抗 S L P f r と胎児臓器 生 食ホ モ ジ ネ ー

ト

( 2 0 W ル) と の ゲ ル 内 二重拡散

中心孔 : 吸収抗 S L P f r

l : S L P f r

2､
: 胎児肺

3 : 胎 児肝

4 : 胎 児腎

5 : 胎 児牌

6 : 胎児腸管
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降線 ( 特異沈降線) を生 じ他の 正常臓器 L Pf r ･ 胎児 臓

爵生理食塩水
ホ モ ジネ ー ト及 びC E A と は沈降線 を生

じ なか っ た . ( 図2 , 図3 - 図 4 , 図 5 ) ･

こ の 結果に 従い . 以 后 の 実験で は肺 , 肝 , 腎 , 脾の

LP f r . 胎児肝生理食塩水 ホ モ ジネ
ー

ト 及び C E A 模 品

で 吸収した抗 A L P f r 血清 , 抗 S L P f r 血清( 以 下吸 収抗

AL P f r , 吸収 抗S L P f r と 略称す る) を 使用 し た .

正常肺 L Pf r l OO mg / mL で 寒天坂内吸収を行 っ た后 .

吸収抗 A L P f r と A L Pf r , 吸収抗 A L P f r と A L P f r ･ 吸

収抗S LP f r と S L P f r の 反応を 行 っ たが , 特異沈降線出

現パ タ
ー ン に は何等 の 変化 もみ ら れ な か っ た ･

表1 吸収抗肺癌L P f r 血清と正 常人 臓器 L Pf r

と の ゲJレ内二 重抗散
*

嘱服 吸収 吸 収 吸 収

抗A LPfr 抗S L P fr 抗AL Pf r 抗S L Pf r

肺 胃

肝 小 腸

臣又

円 大 腸

脾
* *

謄 胱

脳 食 道

心 畢 丸

甲状腺 筋 肉

胸 鱒 甲立腺

*

L P f r 濃度は約 3 m g/ m l
…

粘膜層の み

表2 吸 収抗肺癌 L Pf r 血清と正 常胎児 ( 6 ケ月)

臓器 ホ モ ジ ネ ー

ト
*
との ゲ ル 内 二 重拡散

*
2 0 % ( w / v) 生理 食塩水ホモ ジ ネ ー

ト

1 5 9

吸収 抗 A L P f r . 吸収抗S L P f r に 対 す る 各正常臓器

L Pf r , 胎児臓器生理食塩水 ホ モ ジネ ー

ト の 反応 を 検

査 した結果 は表 1 . 2 の よ う で あ る . そ れ ら はす べ て 沈

降線を生 じ なか っ た .

吸 収抗 A LP f r 及 び吸 収抗S L P f r と 各種 人癌 L Pf r

との 反 応結果 は表 3 で あ る . 吸 収 抗 A L P f r , 吸収 抗

S L P f r と も11 種類 , 2 0 例の 他臓器癌 L Pf r と は沈 降

線 を生 じな か っ た .

個体及 び組織型の 晃 な る肺癌 LPf r 問の 反応 を 見 る

と , 吸 収抗 A L P f r は披検例6 例全例 の 肺腺癌 L Pf r と

反応 し , それ ら の 沈降線 は完全 一 致を示 したが( 図 6 ) ,

7 例の S L P f r , 2 例の 肺 大細胞癌 , 3 例 の 肺小紙胸痛 の

各 L Pf r と は沈降線を生L: なか っ た . 吸 収抗S L P f r は

披検7 例全例の S L P f r と反応 し . そ れ ら の 沈降線 は完

全
一 致を 示し たが ( 図7 ) , 6 例 の A L P f r , 2 例の 肺大細

胞構 L Pf r , 3 例 の 肺 小紙胸痛L Pf r と は 沈 降線 を生 じ

なか っ た .

吸 収抗血清を用 い . 樽異抗原の 泳動度を調 べ た 成練

表3 吸収抗肺癌血清と各種悪性腫瘍 L Pf r
*

と の

ゲ ル 内拡散

陽性数/ 試験例数

腺 病

吸 収 吸 収
抗 A L P f r 抗 S L P f r

6/6 0/ 6

~ 扁平上 皮癌
肺癌
大 総 胸 痛

0/7 7/■7

0/2 0
′

/

′

2

小 細 胞 癌 0/ 3 0 / 3

胃 痛 0/ 3 0/ 2

大 腸 癌 0/ 5 0 / 3

膵 癌 0/ 1 0 /
/
1

肝 癌 0/ 1 0/ 1

腎 上 皮 癌 0/4 0/5

子 宮扁平上皮癌 0/1 0/1

卵 巣 腺 病 0/1 0 /1

前 立 腺 癌 0/1 0/1

横紋筋肉腫 0/ 1 0/ 1

平滑筋肉腫 0/ 1 0/ 1

淋 巴 肉 贋 0/ 1 0/ 1

網 内 肉 腫 0/ 1 0/1

* 悪性腫囁 L Pf r は約 3 m g/ m l
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図6 肺癌 (腺癌) 各例 の 特異抗原 の 一 致性

中心 孔 : 吸 収抗 A L P f r

1 : A L P f r
-

1 ( m o d . diff . a d e n o

2 : A L P f r - 2 ( m o d . diff . a d e n o

3 : A L P f r - 3 ( m o d . diff . a d e n o

4 : A L P f r - 4 ( m o d . diff . a d e n o

5 : A L P f r u 5 ( m o d . diff . a d e n o

6 : A L P f r
-

6 (p o r . diff . a d e n o

)

)

)

)

)

)

a

a

a

a

a

a

C

C

C

C

C

C

図 7 肺癌 ( 扁 平上 皮癌) 各例 の 特異 抗原の 一

致性

中心 孔 : 吸収抗 S L P f r

1 : S L P f r - 1

2 : S L P f r - 2

3 : S L P f r - 3

4 : S L P f r - 4

5 : S L P f r州5

6 : S L P f r
-

6

脚

腺 癌

( p o o r . dif . s q . c a .)

( p o o r . dif . s q . c a .)

( p o o r . dif . s q . c a .)

( m o d . dif . s q . c a .)

( m o d . dif . s q . c a .)

( m o d . dif . s q . c a .)

扁平上皮癌

図 8 肺腺癌 (上) 及 び属平上皮癌 (下) の 特異抗

原の泳動度

は図 8 の よ う で ある . 腺癌で は β2 領域 に . 厨平上皮熔

で は β一 領域に 1 本の 沈降線が認め られ る .

2 . 抗原の 生化学的分析

上述の 特異沈降線を生 じ た寒天板を洗源乾燥后 , 染

色 を行 っ た . 腺癌 , 扁平上皮癌の い ず れ の 場合 も沈降

線 は , 糖 . 脂肪染色で 染色さ れ ず . サ イ ア ジ ン 赤の み

で 染色さ れ , こ の 抗原抗体反応に あ ず か る抗原 に は 糖,

脂 肪 が 乏 し い こ と が 暗 示 さ れ た . そ こ で

A L P f r
,
S L P f r の 1 標 品に つ い て オ ル シ ン ー 硫 酸 法 に

ょ る糖定量 を行 っ て み たが . A L P f r は F o li n 費自量値

の 約 5 % , S L P f r で は約 7 % の 糖が 検出さ れ ただ けで

あ っ た .

3 . 血液型 抗原 , 胎 児抗原 な どと の 関係 .

A L P f r , S L P f r の 1 標品に つ い て 抗 A , 抗 B 血 液型

判定用血清 (O r th o . D i a g n o s ti c s I n c . U .S .
A

.) の 1
～

1 0 倍濃縮液 , 抗 C R P 血 清 ( 日本凍結乾燥研究所 , 日
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本) と 抗 F o r s s m a n 抗 血 清 (h e m o l y si n)( D I F C O

L ab o r a t o ri e s , U .S . A . 及 び極東製薬工業 , 日 本)1 ～ 2

倍液 と の 反応で は い ず れ に も沈降線 は生 じな か っ た .

A L P f r . S L P f r と も 抗 α - f e t o p r o t ei n( H o e c h s t

p h a r m a c e n ti c al s I n c . G e r m a n y) と 沈降線を生 じ な か

っ た . ま た , 吸 収抗 A L P f r . 吸 収 抗 S L P f r は と も に

CE A 粗標品 ( C E A 濃度に し て 10 m g / mL ～

0 . 5 n g /

mエ) に 対 して 沈降線を生じ なか っ た .

A L P f r ,S L P f r と も 抗 人 L a ct o f e r ri n 抗 血 清

(B e h ri n g w e r k e A G , M a r b u r g / L a h n . G e r m a n y) に

対 して 沈降線 を生じ な か っ た .

4 . 肺癌特異 抗原の 性質

A L P f r ,S L P f r の ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

の溶出パ タ ー ン は図9 の よう に単 一 ピ ー ク を示す . こ

れらの 精製画分が 吸 収用 兎抗血清 及 び 抗人 全 血ヤ ギ血

清(O x f o r d . L a b o r a t o r i e s U .S . A .) とゲ ル 内 二 重 拡 散

法で 沈 降線 を生じ な い こ と を 確 め た后 , 1 0 % ア ク リ ル

ア ミ ド ゲ ル デ ィ ス ク 電気泳動を行 っ たと こ ろ両者と も

1 本の バ ン ドを 形成 し た ( 図 IO ) . こ の バ ン ド部分 を

切り出し , 抗原孔 に 入 れ抗 A L P f r , 抗 S L P f r と ゲ ル 内

二 重拡 散法を行い , 沈降線を生 じ る こ と を 確め た . つ

い で 時男 抗原 の 分子 量 を 測定 す る た め . P h a r m a ci a

C o l u m n s P D 一一10 (P h a r m a ci a F i n e c h e m i c a l s ,

U . S . A ･) で 精製 A L P f r . S L P f r を脱塩 后 . ダン シ ル

化蛍 光標識 S D S 電 気 泳動 を行い , 精製 A L P f r の バ ン

ド は62 ,0 0 0 ～ 6 3
.0 0 0 ダル ト ン , 精製 S L P f r の バ ン ド

は63 ,0 0 0 ～ 6 4 ,0 0 0 ダ ル ト ン で あ る こ と を 明 らか に し

た .

回9 肺癌 (腺癌
, 扁 平上 皮癌) L P f r の プ ロ ム シ

ア ン S e p h a r o s e 4 B に よ るア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ

トグ ラ フ イ
ー 溶出 パ タ ー ン

添加 L Pf r : 1 0 m g

流速: 4 m l/ 時間
温度: 4 ℃

カラ ム :ノ1 . 5 ×4 5 c m

採取液量 : 4 m l/ 試験管数

溶出液 : B C S

1 6 1

5 . 肺 癌特異抗原 の 局在 .

吸収抗 A L P f r に よる肺 陳癌生細胞 に つ い て 1i v i n g

C ell m e m b r a n e i m m u n o fl u o r e s c e n c e(L C M I) 法を 行

っ た結果 は , 腺癌細胞膜 に 陽性反応 が 認 め ら れ ( 図

11 ) , 同 一 個体の 正常肺由来の 細胞 は陰性で あ っ た( 図

12 ) . 吸 収抗 S L P f r に よ る扁平上皮癌生細胞の L C M I

で も扁平上皮癌細胞膜 の 陽性反応 が認め られ( 図13 ) .

同 一 個休正常肺由来細胞は陰性で あ っ た .

図10 アフ ィ ニ チイ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー 後の 精製

A L P f r(1) , S L P f r(2) の 1() % ア ク リ ル ア ミ ド ゲ

ル ディ ス ク電気泳動

図11 肺腺癌生細胞に よる L C M I (細胞膜陽性)
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図12 対照肺生細胞の L C M I (陰性)

図13 肺扁平上 皮癌生細胞 に よ る L C M I

(細胞膜陽性)

図14 肺腺痛切片の 間接螢光抗体染色

図15 肺扁平上皮痛切片の 間接螢光抗体染色
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未 固定 ク リ オ シ ュ ク ッ ト 切 片 に つ い て 吸 収 抗

AL P f r 及 び , 抗S L P f r に より間蛍 光抗体法を 行 っ た

と ころ で も療細胞表面膜 の 染色 が 認 め ら れ た
が ( 図

14 ) , 分化 型 扁 平上皮癌細胞 など に は び ま ん 性の 細胞

染色 の み ら れ る こ と が あ
っ た ( 図 15 )

考 察

人肺腺癌及び , 人肺扁 平上皮癌 の 細胞膜系不溶性画

分を可溶化 ｡ 部分精製 して 得た L Pf r とそ れ に 対 す る

抗血清を用 い げ ル 内拡散法 に よ る分析 を行
っ た結果 ･

腺癌及 び扁平上皮癌の そ れぞ れ に 少く と も 1
つ の 樽異

的な抗原が あり , 吸収実験 に よ っ て そ れ は正常成人 の

重層扁平上皮 や移行上皮を含 む諸臓器あ る い は肺 を含

む胎 児諾 臓器の 抗原と は異 な る も の で あ る こ と が示さ

れた .

そ れ ら はま た α - f e t o p r o t ei n や C E A と は
一 致 し

ない し . 主 な血液型抗原 . F o r s s m a n 抗原 . C R P 蛋 白,

ある い は1 a c t of e r ri n と も交叉反 応性が な い . ま た 大

量の 正 常肺 L Pf r で 吸収 を行 っ て も , 各特異沈降線 の

パ タ ー ン に は変化 が お こ ら な い こ と は ,
こ れ らの 抗原

が正常肺 抗原で あ っ て 肺 癌で は単に 増量 し て い るに 過

ぎない と い う考え を 否定す る .

吸 収抗 A L P f r , 吸 収抗S L P f r はL P f r を作製 し た 肺

癌に 付属し て い る同 一 個体の 正常肺 部分か ら作製 し た

LPf r ち沈降線 を生 じ る こ と が なか っ た し , 同血 清 で

の L C M I 試験 で も同 一 位体の 肺癌部分の み が膜蛍 光 を

示した こと か ら . こ れ らの 樽異 抗原 に おけ る 組織適合

抗原の 介在 は否定さ れ る . 腺癌特異抗原 は披検6 例 の

腹痛全例 に , 扁平上皮癌特異抗原 は披検7 例の 扁平上

皮癌全例 に 証 明さ れ た点 もそ れ ら の 抗原が 個体特異性

の 抗原 で あ る こ と を 否定 す るで あ ろ う .

肺癌以 外の 種の 人癌標品を し ら べ た 結果 で は t こ れ

ら の特異 抗原 の 存在 は どの 癌 に も全 く 認 め ら れ なか っ

た . 以 上の よ う な成績 は腺蒋及 び扁平上皮癌 に はそ れ

ぞれ少く と も 1 つ の 癌特異抗原 の 存在す る こ と を示 し

て い る .

ただ し
,
こ の 成積 は主 に ゲ ル 内拡 散法と い う鋭敏度

の低 い 方法の 限 界内の 結論で あ る か ら ,今 后 たと え ば

r ad i o i m m u n o a s s a y の よ う な よ り鋭 敏 な方法 に よ る

追証が 望ま し い .

肺癌特異 抗原を証 明し よう と し た 過 去 の 研究 で は

B e11 が o a t c ell c a r c i n o m a の 形 質膿抗原が同癌特異

抗原 を持 っ こと を 示し て い る
9)
が , 腺痛 ま た は扇平上皮

癌 に つ い て は Y a c h i 紺
,
W a t s o n

2 5 }

,
F r o s t

26 一

.
V i z a
2 7一
.

K e11 y
抑

. v el t r i
29一

, 池 田3
0 卜3 2)
らが 両 者の 痛 に 共通 して

い る か あ る い ほ 正 常肺 . 胎 児肺 及 び , 他の 癌に も多

少分布す る抗原 を見 い だ し て い る .

V i z a は 扁平上皮癌及 び a n a pl a s ti c な癌の 膜画分 を

パ パ イ ン 消化 に よ っ て 可溶化 し , 抗原分析を行 っ て t

そ れ らの 癌 及 び 扁平上皮癌に も共通す る腫瘍同腫抗原
▲

℃1
'
-

を 見 い だ し た
～‖
が
, そ れ ぞ れの 痍 に 特異な も の は

発 見 して い な い .

V el t ri ら は扁平上皮癌の 可溶画分 及 び 膜面分不溶

化 画分 に つ い て 分析 を行 な い , 3 つ の 腫 瘍 同種抗原

T A A l , 2 , 3 を 発 見し , T A A 2 及 び 3 が 肺癌の 可溶画分

及 び腰可溶化 画 分に 出現 す る こ と を示 した
2g)
が

.
こ れ

らも扁平上皮癌特異性 は なく , 肝 癌 に も出現 し得 る こ

と を示 し た . なお T A A 3 はI a c t o f e r ri n と交 叉反 応性が

あ る .

Y a c h i
24)

.
w a t s o n

2 5)
.
F r o s t

26 }
.
B ell
33 一

, K ell y
28 l

, 地 租
3 n ～32 )

らは い ず れ も肺 癌の 可溶画分 に つ い て 分析を行 っ て い

るが . 同定 し た抗原 はい ずれ も肺滴各型に 特異的で は

なく . 正 常肺 . 胎児肺 あ る い は他臓器熔な ど に も分布

して お り , 真 の痛 特異抗原 を扱 っ て い るか否か に 疑問

が あ る .

肺 癌に は 一 般 に C E A が豊富で .癌特異抗原の 分析 に

際 して は そ の 混在 を常に 意識 しな けれ ば なら な い . 著

者の 用 い た肺 癌不 溶画 分(L P ) 棲品に も全例C E A は混

在 して お り . そ の 抗血清 はす べ て C E A と沈降線 を作 る

の で
. 特異 抗原 の 分析 に は常に C E A に よ る吸 収を行 っ

た抗血清を使 用 し な けれ ば な ら なか っ た こ と か ら み て

も . 上記 諸研 究に お い て そ の 点 の 考慮が なか っ た こ と

が
. 十分 な特異性 の 発見 に 至 ら なか っ た原因 で は な い

かと 考え られ る .

著者の 得た 腺癌 , 扁平上皮癌 の 特異 抗原 は ゲル 内拡

散法 に よ る 特異沈降線が糖染色や脂肪染色陰性で あ る

こ と か ら みて . 馨 白質性 の 抗原 で あり . 螢光抗休法特

に L C M I 試 験の 成績か ら みて . 膿 抗原で あ ると 考え ら

れ る . S D S デ ィ ス ク 電気泳動 に よ る結果で は分子量 が

62 ,0 0 0 ～ 6 4
. 0 0 0 ダ ル ト ン と 計算 さ れ . こ の 点 で も

C E A と は異 っ て い る .

著者 の 方 法 と 同 一

の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 人

W il m s 腫瘍画 分 に 見 っ け られ て い る 約 60 . 0 0 0 ダ ル

ト ン の 主 特異 抗原の 分子量
3 り

に 近い . 同 一 方法 に よ る

正 常組紙特異抗原の 分子量 は い ず れ も 約 47 , 0 0 0 ダ ル

ト ン で あ るか ら
35) 棚 -

, 悪 性腫瘍化に 伴 い 細胞膜蛋白 に

変異 が起 っ た も の と 考え られ よう . 免疫 電気泳動 に よ

ると . 正常組織特異抗原は α2 の 泳動度 を示す
38 卜 師
が ,

W il m s 腫 瘍特異抗原は γ よ り ( -

) 極 へ
‖)

. 移行上皮

癌 特異 抗原 はβ2 - γ
3g)

, 腎上皮癌特異抗原は β2 の 泳動

度 を示す と い う . 著者の 腫 瘍特異抗原 は β2 , 窟平上皮

癌特異抗原 は βl の 泳動度 を示 して おり . 共に 癌化 に 伴
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う特異 抗原膜蛋白の ( 十) 荷電上昇 を示す デ ー

タ で あ

る .

肺 癌特異抗原 の 精製 は, 共通抗原 に 対す る異種抗血

清 を プ ロ ム シ ア ン S e p h a r o s e 4 B に 結合 させ . そ の カ

ラ ム に 抗原画分を通す ｢ ァ フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト ゲ ラ フ

ィ
一

に よる 逆免疫吸収｣ を行 え ば可能 で あ る こ と を 示

し たが
,
こ の 場合大量 の 吸収用抗血清が 必 要な こ と ,

収量 が 必ず しも良く ない た め に 大量 の 抗原画分が必要

な こと な どの 欠点が あ る の で . 今后 一 層 の 改良 が 望ま

しい . 特異抗原 の 精製が容易 に 行 な え る よう に な れ ば .

そ れ に よ っ て 作 っ た 特異抗血清 に よ る患者血中抗原の

追跡 , ある い は 特 異抗原 を 認 識 さ せ た 異 種動物 の

i m r n u n e R N A , あ る い は t r a n s f e r f a c t e r に よる 肺癌

特異免疫療法の 展望が開け る で あ ろう ∴現在, 著者は

肺癌患者血中の 特異 抗原の 存在 を予 備実験で 認 め て い

るが , その 詳 細は今后報告す る予 定で い る .

結 論

外科手術 に よ っ て 得た肺腺癌 6 例 . 肺扁平上皮癌 7

例 に つ い て 抗原分析 を行 っ て 以 下 の 結果を 得た .

1 . 各癌の 不 溶性画分を デ ス オ キ シ コ ー ル 観 で 可溶

化し , ゲ ル 濾過 で 1 分画( L P f r ) を得 た . 肺腺癌 LP f r

及 び肺扁平上皮癌 L Pf r に 対す る各 モ ル モ ッ ト 抗 血清

を作製 した .
こ れ らの 抗血清 に つ い て 適当な 吸収操作

を行 い , m O n O S P e Cifi c な抗血清 を得 た . 吸 収抗肺腺痛

L Pf r 抗血清 は肺腺癌に 特異的 な - 抗原 , 吸収 抗肺扁

平上皮癌 L Pf r 抗血清 は肺扁平上皮癌 に 特異的 な - 抗

原 の 存在を ゲル 内二 重 拡散法で示 した . そ れ ぞ れ の 抗

原 は正 常人語臓器 , 胎児渚臓器 , 各種癌 に は存在 が認

め られ なか っ た .

2 . 肺 腺痛棒異抗原及 び肺粛平上皮痛 特異抗原 は

a
-

f e t o p r o t e i n .C E A ,
f o r s s m a n 抗原 , C R P 蛋白 ,血

液型 抗原 ,L a c t o f e r r i n .組織適 合抗原 と は無関係で あ

っ た .

3 . 免疫電気泳動で , 腺病特異抗原 はβ2 , 扁平上皮

痺特異抗原は βl 領域 へ の 泳動度 を示 した .

4 . 共 通 抗原 に 対 す る 異種抗血 清 を 結 合 し た

S e p h a r o s e 4B カ ラ ム に 抗原画分 を通す ｢ 逆免疫 吸 収

ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト ゲ ラ フ ィ
ー

｣ で 精製抗原画分を

作製 し た . ダ ン シ ル 化 S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電

気泳動で 腹痛特異抗原 も扁平上皮癌特異抗原 も分子量

が 6 2 , 0 0 0 ～ 6 4 . 0 0 0 ダ ル ト ン で あ る こ と を認 め た .

5 . 蛍 光 抗 体 法 特 に Ii v i n g c ell m e m b r a n e

i m m u n o fl u o r e s c e n c e 法で 特異抗原 は い ず れ も細胞

膜抗原 で あ る こ と が示さ れ た .

稿 を終 る に臨 み . 御指 軋 衡校閲を賜 っ た 恩師岩 喬教授に
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沢大学が ん 研病態生理 部倉田自尊教 乱 岡田 収司助教授 , 病
理検査 に御教示 い た だ い た富 山医科薬科大学病理 学北川正信
教授 に心か ら感謝致 しま す ･ 併 せ て本研究遂行に 際し御協力

い た だ い た渡辺洋宇博士一 本学第 1 外科諸兄お よ びが ん研病
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