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　従来より，動物心あるいは入の癌組織及びその体液

に，有機溶媒で抽出される癌特異物質の存在が主張さ

れ，その存在・特異性に関するかなり多くの論議が重

ねられてきた．Rapport　1）等が動物癌組織よりクロロ

ホルム・メタノール（2：1）混乱による抽出分画を硅

酸カラムクロマトグラフィーにかけて精製単離した

Cytolipin　Hは癌組織にかなりに特徴：的な物質で，免

疫化学的にも一応その特異性が証明されたhaptogenic

substanceである．箱守2）等はA宜7974癌細胞のク

ロロホルム・メタノール（211）混液抽出残渣を更にエ

ーテル抽出し，それを有機溶媒透析法によって分画し，

非透析部分に特異な赤外吸収を示すphosphatidy1・

peptidyl・inosilideを単離して，これが癌特有であると

のべている．また正宗3）4）等は癌尿より，癌に特徴的

な量的変動を示す低分子含糖ペプタイド（90％エタノ

ール可溶性）の存在を指摘すると共に，癌は低分子性

ペプタイドに特異な構造変化をきたすものと想像し

た．最近，川内5）等は同物質を癌尿のみならず，動物

肝癌組織からも単離したと報告している．Hradec

等6）は90％八戸ノールーNaC1混融による癌組織抽出

液から，アルミナ・カラムクロマトグラフィーで1つ

の糖・燐含有脂質を結晶として七難した．この物質は

腫瘍細胞のアミノ酸とりこみを促進する作用があり，

正常組織中には微量存在するが，癌の際には特に増量

するという．Hirszfeld　7），　Witebsky　8），　Facius　g），

小林10）等もエタノール抽出指分中に癌特異抗原の存

在することを補体結合反応系を用いて認め，Facius等

はこの抗原が燐脂質であると推定し，小林等は糖脂質

であると指摘している．神前11）12）13）14）等は動物癌及

び入癌の組織と体液に共通して存在する癌特異燐脂質

（マリグノリピン）の存在を主張し，これによる癌診

断法の確立を企図している．そこで筆者は，有機溶媒

による抽出可能な癌物質を主に神前法に準拠してとり

出し，検討を加えた．

実　験材　料

　手術的に切除した胃癌材料を一18。Cで凍結保存

し，用にのぞんで水道水を加えて融解，細切し，ワー

リング・ブレンダーでホモジナイズした。非癌材料と

しては胃潰瘍と潰瘍随伴胃炎をおこしている胃材料を

用いた．なお被検材料は常に一部を病理組織標本とし

て，所見を確認した．

実　験　方　法

　（1）抽出方法

　（i）神前の熱エタノール抽出法に準ずる操作11）：胃

癌，胃潰瘍組織約59をホモジナイズし，その湿重量

の3倍容エタノールで各30分間毎3回の還流煮沸を行

い，抽出液を合して放置し，室温まで冷やし，濾過

後，一4。Cの冷室に一昼夜放置し，析出する白色沈澱

物を濾過してのぞく．濾液をロータリー・エバボレー

ターを用いて，35。C以下の微温下で，減圧乾燥，

更にシリカゲルデシケーター中で，減圧乾燥後，2．5

m1の無水エタノールで，還流煮沸抽出を行い，冷却

後，2500r．p．m．，5分間遠心して，エタノール不溶性

物を除去し，エタノール部分に，2倍容のアセトンを

加え，アセトン不溶成分を沈澱させる．沈澱をデシケ

一口ーで減圧乾燥後，アセトン2．5mlで2回洗記し，

減圧乾燥する（分画1）．分画工を2．5m1エーテル

で2回抽出し，エーテル部分を施容に濃縮し，その2

倍容のアセトンを加えて，2～3時間一10。Cの冷

凍箱におき，生じた沈澱を集めて減圧乾燥する（分画

1［）．分画豆を2．5m1のクロロホルムムに溶解する

と，ほとんど全部溶解するが，時に不溶性物を含有す

ることがある．その場合は遠心して不溶物をのぞく．

クロロホルムの2倍容のアセトンを加えて，一10。C

におき，一昼夜後，遠心して沈澱をあつめ，減圧乾燥

する（分画皿）．分画皿を2・5mlのベンゼンに溶解し

て，不溶物があれば遠心してのぞき，ベンゼン部分
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に，熱アセトン5m1を加え，生じた沈澱を遠心して

あつめ，アセトン2．5m1で3回洗瀞後，減圧乾燥す

る．ついで2．5血1の石油エーテルで3回抽出し，石

油エーテル部分を乾燥し，これに無水エタノール2．5

m1を加えて，沈澱部分を分画IV，可溶部分を分画V

とした，分画Vを更に％容に濃縮し，2倍容アセトン

を加えて生ずる沈澱を分画VIとする．二上の抽出方法

を一括すると表1のようになる．ほかに一部の実験に

はA型血液型物質の抽出法（浜里法15））をそのまま用

いた．

　（五）ペーパークロマトグラフィー
　　　　　　　　　　　　　ら
　上行法により，一次元乃至二次元展開を行った．密

栓付きクロマト管（6x60cm）を用い，18～22。Cで，

溶媒を充填，1時間後，試料をつけた東洋濾紙No・

50（ペーパークロマト用）をステンレス製渦巻支持

柱，あるいは歯車付き支持柱にかけて展開を行った．

使用した溶媒は，（i）ピリジン3メチラール：水（3．53

3：3・5），（i量）ブタノール3氷酷酸3水（4：132），（431＝

5），（iii）ラェノニル：水（7＝3），（iv）ジイソブテー

ルケトン：氷酷酸水（825：1），（v）ピリジン3氷酷酸

水（b4：5），（vi）ピリジンである．蒐展開終了した濾

紙は風乾後，0．2％幽ニンヒドリン水飽和ブタノール液

を噴霧し，100。C，5分で発色させた，

　（皿）透析及びカラムクロマトグラフィー

　試料を水または無水エタノールにとかし，セロファ

ンチューブ（Vislqng　27／32）に入れそれぞれ内容量

の約20倍のエタノールに対して室温で，48時間透析を

行った．Sephadex　25または50（PharmaCia，　UpPsala，

Sweden）を蒸溜水に混じて撹伴し，完全に膨化ぎせ

たのち，1×256mのクロマト管に，20cmの高さに尭

填し，水200mlで洗瀞後，水に懸濁した試料をづめ，

全量200m1の水で溶出し，溶出液5m1を宛にフラ

クションコレクターで採取した．

　（璋）化学的分析

↓　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　エタノール可溶部分エタノール不溶部分

　　　　　　　　　　12倍容アセトンを加えて，1一昼夜，一10。C

　　　　　　　　　　　遠心2500f。p．m，
　　　　　　　　　　i
　　　　　　　　　沈　澱

　　　　　　　　　　12回アセトン洗海，減圧乾燥【分画工】

　　　　　　　　　　司
　　　　　　　　　　　光エーテル抽出

　　　　　　　　　　　　　表　1　抽出並びに有機溶媒分画操作

組　織　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分画皿
　1（9倍容）熱エタノールで還流煮沸抽出，90分閲

　1冷後濾過，一4。C，一昼夜放置

片子嬬錨藷乾燥（瑚下）裏ンゼン不醐
　　遠心，2500r．P．m．，5分間

1　　　　　　↓セトン可細

i

1ベンゼシ抽出

1
↓ベンゼン可溶液

1減圧乾燥

　1熱アセトン
　↓

アセトン沈澱

　1冷アセトンで洗源

鷹整誉テル拙

　13回1

渣
－
残

　↓
石油エーテル可溶蔀分

睡乾燥

↓　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　施容エーテル可溶部分無暗エーテル不溶部分

l　　　　　　　　　　　i
　施容エーテル抽出一→一1
↓

エーテル不容部分

　施容に濃縮

　4
　　2倍容アセトンを加え，
　」

　　遠心
　1
沈　澱

　1減圧乾燥【分画皿】

　那容クロロホルムに溶解

　4
　　遠心

↓

クロロホルム不溶部分

2～3時間，

　1
無水エタノール不溶分　エタノール可溶部分
　A型，型物質【分画IV】1
　　　　　　　　　　　アセトンを加え1る　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　遠心

　　　　　　　　　　沈澱【分画V日

一10。C

4

クロロホルム可溶部分

12倍容アセトン勧脇一1・鴫一昼夜

遠心後，減圧乾燥【分画皿】

無水エタノールで
1抽出
↓

　【分画V】
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　（1）糖質の検出；アンモニア硝酸銀反応16），Bia1

反応17），Elson－Mor朗n、反応18），　Morgan・Elsou反応

1？）による．

　（2）ペプタイド並びにアミノ酸の検出；ビュレッ

ト反応並びに6N－HC1で100。C，8時間加水分解後，

二次元ペーパークロマトグラフィーによる．

　（3）脂質の検出32N－HC1，100。C，14時間加水分

解物について，ローダミン6G，2ノー7’一ジクロ．一ルフ

ルオレスセンによる螢光反応とプロ，トポルフィリン螢

光反応20）によった．後者の方法は，試料を塗布した濾

紙を，、0．05N－HC1，フ。ロトポルフィリン液に，5分間

浸し，10分間水洗後，L一型螢光灯による赤色螢光の

有無を，レシチ潔，コレステロール，カプリル酸，ス

テアリン酸，オクチルアルコール，アミノ酸を対照と

して検：した．し

　（4）燐酸の検出；Hanes試薬による螢光21），並び

にBaftlettの微量定量法22）による．

（5）

（6）

る．

（7）

コリンの検出；Chargaff法％）による．

イノシットの検出；Fleury等の方法24）によ

スフインゴシンの検出；McKibbin＆Taylor

の方法％）により窒素の測定を行い，ついてピリジンを

溶媒どして，一次元ペーパークロマトグラフィーを行

い，0．25％ニンヒドリン・アセトン溶液でRf＝0．9

のスポットの有無を検した26）．

　（8）　スペルミンの検：出3F．　Feige1等；27）のスポッ

トテスト法による．

　（9）不飽和結合の検出3ヨーソ反応による．

　（10）生物学的特性の検：出；“EMich癌細胞凝集

阻止法”鋤による．即ち使用数時間内に，dd系マウ

スに接種後7日目のEhflich腹癌細胞を無菌的にと

り，直ちに4。Cに冷やし，0．14M細胞を食塩水で3

回洗い，0．14M食塩水3％浮遊液を作る．この間4。C

に保つ．正常人血清または人血清γ一globulin　O．03m1

を被検物質の0．03ml懸濁液に加えてよく混合し，上

記細胞浮遊液0．02m1を加え，よくまぜて，10。C前

後において，20分後細胞の凝集状態を顕微鏡的に観察

する．

実　験結　果

　（1）各分画のペーパークロマトグラム

　分画1をクロロホルム0・5m1に溶解，ブタノール：

氷酷酸2水（4：122），ピリジン3メチラール：水（3．52

333．5）混液を用いて，二次元ペーパークロマトグラ

フィーで展開し，ニンヒドリンで発色させると，図1

の如く，6個のスポットが得られたが，癌，非癌の差

田

は認められなかった．

　分画五について，ジイソブテールケトン＝氷酷酸：水

（8：1＝5），ピリジン3メチラール3水（3．5＝333．5）混液を

用いて二次元ペーパークロマトグラフィーを行うと，

図2の如く7個のニンヒドリン反応陽性スポットが得

られたが・この場合も癌，非癌の差は認め得ない．

　分画皿を0．5m1のクロロホルムに溶解し，ピリジ

ン3メチラール2水溶液を用いて，一次元ペーパークロ

マトグラフィーを行ってみると癌及び非癌材料は，図

3の如く，ニンヒドリン反応陽性スポットが，3個宛

認められた．癌の場合の多くはRf＝0．38，0．51，0．6，

非癌の場合，Rf＝0．35，0．51，0．6スポットである．

図1分画1の二次元ペーパークロマトグラフィー
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Rf＝0．6の物質は癌，非癌の差がなく，　Rf二〇．35～

0・38のスポットは，技術的失敗のない限り，癌で

は0．38，非癌では0．35になる傾向が確かめられた．そ

こで胃癌30例を材料として，種々の温度条件下で同物

質の検出を行ってみると，169C以下，25。C以上で

は，これらの物質の展開がうまくゆかず，癌，非癌の

差も失われることが明らかになった．

　つぎに分画VIについて，同様にペーパークロマトグ

ラフ’一による分析を行ってみると，図4のように，

図4分画IVの一次元ペーパークロマトグラフィー

　　　　　　人胃潰瘍　　　　　　人胃癌
　　　　　　　分画V工　　　　　　分画VI

智鴨麟一

　　　　　　　Rf

Ω○一

図5分画IV，　V，　VIの一次元ペーパー

　　　　クロマトグラフィー

　　　　E駐rlich腹水癌　　　　　　　人胃癌
　　　分画IV　　　　分画V　　　　　分園V1
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癌，非癌ともにやはり3個宛のスポットが認められ，

　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ原点にも発色した．この場合にも癌では多少Rfが高

く（0．38）画面では低く（0．35）に出る傾向をもつ物

質の存在が認められた．Rf＝0．5i，0．67の物質には

全く差が認められない（図4）．なおエーリッヒ腹水癌

についても，分画IV，　Vについてペーパークロマトグ

77イーを行うと，図5のように，分画5の方に，

Rf≧0．35～0．38物質を含む4つのスポットが得られ

（Rf＝0．51，0．55，0．71），分画IVには3つのスポット

（Rf二〇．25，0．43，0・55）がみられた．

　（∬）Rf＝0．35～0。38物質の化学的組成について

　入舎癌組織・（湿重量109）から得た分画皿をピリジ

表2　定性反応

ビュレット反応

硝酸銀アンモニア反応

Elson・Morgan反応

Bia1反応

Morgan・Elson反応

ローダミン6G螢光

2ノー7！ジクロールフルオ

レスセン

プロトポルフィリン反応

ヨーソ反応

コリン反応

燐　　酸

イノシット

スペルミン反応

Rf漏0．38レ

物質（癌）

±
十
十

＋
＋
楠
＋

Rf＝0．35
物質（非癌）

±
十
，
，
十

十
十
属
十

ン・メチラール2水混液を用いて展開し，Rf轟0・38

（癌）または0．35（非癌）部位を切り出し，エタノール

で，3回連続加熱抽出を行いドロータrリー・1エバポ

レーターで減圧乾燥した．この物質について種々の定
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表3　Rf・＝0．38物質め加水分解後の定性反応

コ　リン

燐　　酸

スフィンゴシン

脂質　（ローダミ

ン6G反応）

Rf＝・0．38

物質（癌）

十

十

十

Rf＝0．35
物質（非癌）

十

十

十

HC1水解

総リン

水酸化バリ
ウム水解

HCI水解

性反応を行った結果は表2のようである．ついでこの

物質を加水分解したのち，2，3の物質の定性反応を

行った結果は表3のようである．酸加水分解物を二次

元ペーパークロマトグラフィーでしらべると図6左の

ように9個のスポットが得られた．これらはセリン，

グリシン，スレオニン，アラニン，バリン，フ。ロリ

・ン，フェニールアラニン，ロイシン（またはイソロイ

シン）と同定されたが，スポット』（a）は不明であ

る．非癌材料について同様処理すると，図6右のよう

に，11個のニンヒドリン・スポットが得られた．癌材

料について同定された8個のアミノ酸はいずれも存在

したが，それとは異なる3つのスポットが認められた

（図6右；b，9，10）・Rf＝・0．38のニンヒドリン反応陽

性物質を展開濾紙から切り出し，抽出し，加水分解を

行ってから，再びペーパークロマトグラフィーで糖の

分析を行った．アンモニア硝酸銀による還元糖反応で

5個のスポット，Elson・Morgan反応で3個のスポッ

トが認められた．’しかしMorgan・Elson反応は（一）

である．これらの糖は，ガラクトース・グルコース・

マンノース，ガラクトースアミン，グルコースアミン

と同定され，1つが不明であった．糖については癌と

非癌の差は見出されなかった．

　（皿）Rf＝0．35～0．38物質の透析，カラムクロマ

　　　　トグラフィー

　この物質はセロファンチューブ（Visking）を用い

た水一水透析では＝透析されず，Rf＝0・6物質のみが透

析され，エタノールーエタノール透析ではいずれも透

析可能である．分画皿について，Sepbadexによるカ

ラムクロマトグラフィーでは溶出液30ml以内にRf

＝0．38，0．51，0．6の物質が溶出され，原点にとどま

る物質は除去された．

　（IV）Rf＝0．35～0．38物質のEhrlich癌細胞凝集

　　　　阻止作用について

　人非癌胃組織（潰瘍または胃炎）より抽出された同

物質を添加したEhrlich腹水細胞は図7のように，

細胞の凝集がおこっており，対照無添加標本と差がな

いのに対し，癌材料より抽出した物質を添加したもの

では，図8のように著明な癌細胞の分散，即ち細胞凝

集反応阻止効果が認められた．

総括と考察

　人胃癌あるいは非理胃組織から神前のマリグノリピ

ン抽出法にほぼ準じて抽出した分画皿について，ペー

パークロマトグラフィーによる分析を行い，それぞれ

3個のニンヒドリン反応陽性物質を認めた．このう

図　6　アミノ酸の二次元ペーパークロマトグラフィー（左：人胃癌，右：人胃潰瘍）
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ち，癌と非癌では，泳動度の最：も低い物質に屡々わず

かなが差が見ら出された．即ち癌ではRf＝0．38，非

癌ではRf＝0．35に来たる傾向をもつ物質である，更

に，血液型物質の抽出法に準じて分画1［をわけてゆく

と，これらの物質は型物質と行動をともにするが，最

後の段階で後者と分離され，分画Vに入る．

　ついで・これらの化学的組成を調べてみると，燐酸，

コリン，糖脂質ρ）：反応が陽性であった．加水分解

して糖とニシヒドリン反応を調べてみると，糖ではガ

ラクトース，グルコース，マンノース，ガラクトース

アミン・グルコースアミン（不明1個．）が同定でき，

ニンヒドリン反応では・癌材料のものには9個口セリ

ン，グリシン，アラニン，バリン，プロリン，フェニ

ールアラニン，ロイシン及び不明物質　a），非癌材

料のものには11個（セリン，グリシン，スレオニン，

アラニン，ペリン，プロリン，フェニールアラニン，

ロイシン，不明物質b，9，10）のスポットが認めら

れた．8つのアミノ酸は癌，非癌に共通するが，癌の

スポット（a）は非癌になく，非癌のスポット（b），

（9），（10）は癌には存在しない．

　このような諸反応の結果からみると，これらの物質

はGlycolipopeptideらしく，癌と非癌では少なくと

もそのpeptideの部分に差があるものと考えられる．

またこれらの物質は透析，超遠心分析，Sephadexカ

ラムクロマトグラフィーの結果あるいは抗原性の微弱

1乃至欠如からみてもかなり低分子でhaptogenicな複

合脂質であると考えて矛盾がない．また抽出法の相似

性から考えると，本物質は神前の所謂マリグノリピン

に近いものと考えられたが，マリグノリピンとは，

peptide・糖の存在，スペルミンの欠如から，一応そ

れとは異なる物質と考えられる．

　つぎに，この物質の注目すべき生物学的活性にふれ

よう．まず7日目のEhrlich癌細胞はオブジェクトガ

ラス上において，Y一グロブリンを混じて検鏡すると，

癌細胞は常にかなりの凝集をおこしているが（図7），

ここに人胃癌からのRf旨0．38物質の微量を添加する

と著明に癌細胞の分散がおこった（図8）．同様な現象

は癌患者血清を加えた場合にも，高率におこること

が，石川教授によって発見され，この機転の解析と癌

診断法としての価値の検索が行われつつある％）．この

ような反応は一般に1－6一β糖結合をもつ複糖類の添

加によっておこるが，それと同様な立体構造，原子間

隔，結合エネルギーなどをもつ物質でも同じ効果を示

す可能性がある．即ち，癌細胞の凝集乃至分散を来た

す条件としては，実験の一般的条件が全く同一である

以上，細胞表面物質の分子構造に変化を来たせるよう

な物質の有無が問題になる．ファージ感染によるサル

モネラの細胞壁物質の分子変換のような現象29）が，こ

の場合おこっているということの説明は未だ全くない

けれども，少なくともRf＝・0．35，0．38物質が生物学

的活性の上で大きな差をもつことは明らかであり，そ

の差は極めて分子のわずかな構造差に求められるであ

ろう．即ち，このことは癌がiつの分子病であること

を示唆するものといえるかも知れない．この点では正

宗，川崎等が癌はムコ蛋白，ムコ多糖体に起因する分

子病であるとし30）31）32），κ一Mucopolypeptide　4）の癌

における特徴的な増加を認めた報告が注目される．

Rf＝0・35～038物質は透析上の態度，分布からみて，

かMucopolypeptideとは異なる物質と考えられるが，

発癌に伴うGlycopeptide乃至Glycolipopeptideの

分子変換は，今後の精力的な研究を必要とする現象と

いわねばならないであろう．

結 論

　（1）人胃癌から燐脂質抽出法で抽出した分画中にお

けるニンヒドリン反応陽性物質をペーパークロマトグ

ラフィーで検索し，非癌胃組織（胃潰瘍，胃炎）のも

のと比較した．癌では最も屡々Rf＝0．38に来たる物

質が，胃癌の場合には多少低く，Rf＝0．35の値を示

す傾向がある．

　（2）これらの物質は燐酸，コリンを含有するGly・

coliPoPeptideであり，入胃癌からのものと，非癌胃

組織からのものとには，peptide組成の上に差が認め

られた．

　（3）入胃癌組織から抽出した同物質にはT，Y－Globu・

linの存在下でEhrlich腹水癌細胞の凝集を阻止する

生物学的活性があり，非癌材料からの同物質には，こ

の作用が全く認められなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　ド　稿を終るにあたり御指導御鞭健戴いた恩師石川教授に深謝する・

　なお本研究はNIH科学奨励金による・
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                                   Abstract
  (1) When examined by paperchromatography, a little difference was frepuently observed

between a glycolipopeptide in the phospholipide fraction of human gastric cancers and that

of non-cancerous gastric tissues (cancer: Rf=O.38, non-cancer: Rf =O.35).

  (2) The chemical differences in the peptideportion of these substances were'found, when

examined by paperchromatography after hydrolysis of the substances.

  (3) When the substances of gastric cances was added to a suspension of Ehrlich ascites

cells in the presence of r--globulin, the inhibition of agglutination of ascites cells was micro-

scopically observed, while that of non-cancerous tissues had no effect.
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図3＝分画皿の一次元ペーパークロマトグラフィー
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