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腹水肝痛 A H 7 9 7 4 の 腫瘍特異表面抗原 の 精製と性状に つ い て

金沢大 学が ん 研究所病態牛 理 部 く主 任 こ 倉田自費教 掛

竹 山 書 盛
く昭 和6 1 年1 2 月1 3 日受付J

ラ ッ ト腹水肝癌 A H 79 74 細胞の 不 溶分 画を デ オ キ シ コ
ー ル 酸塩 に よ り 可溶化し

， 得ら れ た可溶化蛋
白 くS P ト分画で モ ル モ ッ ト を免疫 して ポ リ ク ロ ー

ナ ル な抗血 清を作製 した
．

1 抗血清を選ん で 適当な吸収
を加 え， ゲル 内拡散法， 生細胞膜免疫螢光法

，
E L I S A 法に よ っ て A H 7 9 7 4 に 特異 な細胞表面抗原の存在 を

認 めた
．

A H 7 9 74 の S P 分 画 か ら 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て腫瘍特異的 な 舶 白抗原が 精製さ
れ た ． この 抗原は ア ガ ロ

ー

ス ゲ ル 電気泳動で A 灘 動度を示 し
，
S D S 一 別 ア ク リ ル アミ ドゲ ル 電気泳動で は

約 58
－
0 0 0 の 分子 量を示 し， 上 皮細胞増殖因子 くE G Fう を特異的に 結合す る能力が あ っ た ．

K e y w o r d s
．

a s cit e s h a p a t o m a
，
t u m O r a n tig e n

，
E G F r e c e p t o r

膿瘍特異抗原 くt u m o r sp e cifi c a n ti g e n
，
T S A l の

研 究は
， 化学発癌剤 に よ る動物痛に 免疫生物学的機能

と し て見い だ され た t u m o r s p e cifi c r ej e c ti o n a n ti g e n

くT S R A l に 始ま るり 2I
． 以 後，

そ の よ う な抗原を と 卜腫

瘍 に 求め た 多数の 免疫学的研 究が
， 拒否と い う現 象 を

離れ て 積重ね られ る よ う に な っ た ． 腫瘍の 特異的な 免

疫診断 ． 治療に は T S A の 存在 が 前提条件と な る か ら

で あ る ． しか し
，
T S A の 存在 に つ い て そ れ を暗示 す る

デ
ー

タ は少く な い が
，

ま だ決定的な 証拠 が得 られ て い

な い の は
，

T S A を精製 して 分子 レ ベ ル あ る い は遺伝

子 レ ベ ル で 解析す る こ との 困難さ に も ある で あ ろ う
．

著者の 属す る 教室で は と 卜癌 の T S A を求め た
一

連

の 研 究が なさ れ
， そ の 有力候補 とな る 抗原の 同定 ． 分

離 が 行わ れ つ つ あ るが3 ト 6I

，
動物痛 く化学発 掛 に つ い

て の 研究 はま だ行 われ て い な い
． そ こ で著者 は ジメ チ

ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ン 肝癌由来の ラ ッ ト腹水肝癌 を材

料と して選 ん だ
． 容易に 大量の 癌細胞 を集め 得る点 で

腹水癌 は そ の よう な 目的 に は最適 の 材料 だ か ら で あ

る ． 腹 水肝癌の 中か ら とく に 増殖が 安定で扱 い や すい

A H 7 9 7 4 を選 び
， 他の 腹水肝癌 を対照 と して

，
T S A と

思 われ る抗原 の 精製と その 性状 に つ い て の 研究 を行 っ

た ．

材料 お よ び方法

工 ． 材 料

腹水肝癌 A H 7 9 74 細胞 の 約 3 X lO
6 個 を生理 食塩水

1 m l に 懸濁 し， 7 へ 8 週令の ド ン リ ュ ウラ ッ トの 腹腔

内 に接種 し た 一 接種後 7 句 1 0 日目の 腹水を採取 し
， 細

胞 を生 理 食塩水で 3 回 洗浄し
， 最後の 細胞沈漆を密封

して使用 時ま で
－

2 0
P

C に 保存 した
．

な お
， 生細胞 に よ

る 実験が 随時行 える よ う に 実験終了 時ま で 2
， 3 の 株

は ド ン リ ュ ウ ラ ッ トで 継代維持 した ． 腹水肝癌細胞株

は す べ て佐 々 木研究所， 佐藤 博先生 よ り， 御恵与戴
い た も の で あ る

． 別に 対照抗原作製の た め
，

正 常 ドン

リ ュ ウラ ッ トの 各臓器 お よ び 妊娠15 日目 前後の 胎仔

を使用 した ．

II ． 可 溶化蛋白 くs ol u b ili z e d p r o t ei n s
，
S P l の 作製

凍結細胞 を 融解後， K u r a t a ら
7，

，
O k a d a ら

3，
， 関

6
切

方法 に 従 っ て S P を作製 した ． 融解細胞を テ フ ロ ン ホ

モ ジナ ィ ザ 一 に よ り 0 ■ 1 6 M 塩化カ リ ウ ム
，

0 ． 0 17 M

ク エ ン 酸ナ ト リ ウム
， 0 ． 00 1 M モ ノ ヨ ー

ド酢酸溶液 で

水冷下に ホ モ ジネ
ー

ト を つ く り
，
1 0

，
0 0 0 X g 3 0 分遠心

する
． 沈溶 を再度上 液で ホ モ ジネ

ー

トに し
， 遠 心す る ．

つ い で
，

1 M 塩化 カリ ウ ム
，

0 ．0 3 4 M ク エ ン酸 ナ ト リ

A b b r e vi a ti o n s ニ A B C
，

a vi di n
－b i o tin －

P e r O X id a s e c o m p l e x ニ B S A
，
b o vi n e s e r u m alb u m i n 三

D S S
，

dis u c ci ni m id yl s u b e r at e 三 E G F
，

e pid e r m al g r o w t h f a ct o r 沌 L I S A
，

e n Z y m e －1 in k ed
i m m u n o s o r b e n t a s s a y 三 H P L C

，
hi gh p e rf o r m a n c e liq uid ch r o m a t o g r a p h y 三 L C M I

，
1i v in g c ell
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ゥ ム
，

0 ． 0 01 M モ ノ ヨ ー ド酢酸 溶液 く塩酸 で p H 4 ■ 7

に 補正1 で沈漆 をホ モ ジ ネ
ー

トに し，
遠心 す る 操作 を

8 回 く り返す ． 最終沈漆 に 約 5 倍 客室 の 0 ． 2 ％デ オ キ

シ コ
ー ル 酸ナ トリ ウ ム 液 を加 え

，
4

0

C で 4 8 時間攫拝

後，
遠心 す る

．
沈漆 に 再度同様 の操作 を加 え，

2 回 の

抽 出液 を合わ せて 約 10 倍容量の 冷ア セ トン に 加 え
，－

20
0

C に 1 夜お く
．
生 じた沈澱 を集め て 小量の 蒸留水 に

とか し
，

セ フ ァ ロ
ー

ズ 4 B くP h a r m a c i a Fi n e C h e m i －

c a l s
，
U p p s al a

，
S w e d e n， の カ ラ ム に 負荷 し， 蒸留水

ま た はリ ン酸塩緩衝 生理 食塩 水 くph o s p h a t e
－ b u ff e r ed

s a li n e p H 7 ．4
，
P B S l で溶 出す る

，
排除容量に お け る

小 ピ
ー

ク 懐 跡 裾 は捨て
，
遅 れ て 出現す る単 一 な低

分子 ピ ー ク を集め る
．

4
0

C で の 風 掛 こよ っ て適当に 濃

縮 し
，

L o w r y ら叫の方法ま た は 蛋白測定 キ ッ ト くBi o
－

R a d L a b o r a t o ri e s
，
R i c h m o n d

，
U －S －A ．1 に よ る色素結

合法 を用い
，

ウシ y グロ ブ リ ン を基準 に し て蛋白量を

測定 し
，

－

2 0
0

C に 保存す る ．
こ の 分画 を

．

S P
，

と呼 ぶ ．

対照の腹水肝癌や正 常臓器か らも S P を作製 し たが ，

臓器 の場合 に は最初の ホモ ネ ジネ
ー

トを ガ
ー

ゼ 1
1
2

，

4
，

8 枚で順次吸引濾過 し たの ち
，

つ ぎの 段階 へ と進

めた
．

s p に は血清蛋白 とく に ア ル ブ ミ ン の 混 在が か な り

多い ので
， 約 10 m g 蛋白 の S P 溶液 を Bl u e S e ph a r o s e

c し6 B 命 くP h a r m a c i al の カ ラム く1 ■ 5 X l O c m い こ通

して ア ル ブ ミ ン を除去 した ．
その 条件 は P h a r m a ci a

の 指定に 従 っ た ．
こ の分画 を以後

I

S P b s
，

と呼 ぶ
■

A H 7 97 4 で は湿 量約 5 g の 細胞 沈泣 か ら約 50 m g 蛋白

の S P が 得ら れ ，
S P b s と して 約 20 m g 蛋 白が 得 ら れ

て い る ．

Ill ． ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の 作製

A H 7 9 7 4 の S P O ． 5 m l く5 m g 蛋 副 を等量の 完全 フ

ロ イ ン トア ジ エ バ ン トで乳化 し
， 体 重約 400 g の モ ル

モ ッ トの肩甲骨下腔 に 分割注射 した ． 7 ，
1 4

，
2 1

，
3 5

日目 に 同様 の 注射 を追加 し
，

4 2 日 目 に 心 採 血 を行 っ

た
． 得 られ た抗 血清は 小量づ つ に わ け

－

2 0
0

C に 保存

し
，

凍結解 融の く り返し は避け た ． 同時 に 3 匹 の モ ル

モ ッ トを免疫 し
，

最 も高単位の 1 抗血清を選 び
，

全実

験 に使用 し た ．

ゲノレ内拡散法 に は
，
抗 A H 7 9 7 4 抗血 清 1 m i あ た り

肝，
腎， 脾 A H l O 8

，
A Il 1 2 7 の 各 S P l O m g 蛋白 を加 え，

室 温1 時間放置後，
4

0

C で 1 夜低速回転させ
，
遠心 上

清 を 1 m l に 濃縮 して 使用 した ．

免疫螢光用に は以下の よ う な吸収 を行 っ た ．
正常肝，

腎， 晩 肺， 心 ， 胎仔 の 25 ％ くW ノV l 生理 食塩水 ホ モ

ジ ネ
ー

ト 各1 m l に 血 清4 m l を 加 え て 均 一

な ホ モ ジ

ネ
ー

ト を つ く り
，
T e rn y n C k ら

9，に 従 っ て
，

グル タ
， ル

アル デ ヒ ド に よ り p H 5 で 不溶 化し た
． 微粒 子化 ． 洗

浄． エ タ ノ ー ル ア ミ ン に よ る ブ ロ ッ キ ン グ ．洗浄 を行 っ

て か ら， 抗 A H 7 9 7 4 抗血清 1 m l に 加 え一 室温1 時間後

4
0

C l 夜の 低速回転 を行 っ た ． 遠心上 清 をと り同様 の

吸収操作 を さ ら に 2 回行 っ た ． なお
， 腹水肝癌細胞に

ょ る吸 収 を さ ら に 加 え る 場合 に は
，

上 記吸 収抗 血清

10 帰1 に 細胞沈 漆 1 00 声1 を加 え， 3 7
0

C l 時 間の 吸収

を行 っ た
．

E n z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y くE LI S A l

ぉ よ び免疫た郡劉削 こは， 抗 A H 7 9 74 抗血 清 20 声1 あた

り， 血清 12 m l
，
肝 ホ モ ジ ネ

ー

ト15 m l
， 脾， 腎，

肺の

ホ モ ジ ネ
ー

ト 各4 m l
，
胎仔 ホ モ ジ ネ

ー ト10 m l を加

え
，
室温 1 時間放置つ い で 4

0

C l 夜回 転し た －
1 0

，
0 00

G 3 0 分 遠 心 し て 上 帝 を と り
，

0 ．2 M 酢 酸 綬 衝 液

p H 5 ，0 を等量加 え，
4

0

C l 時間横枠 した
－
1 0

，
0 00 G 2く1

分遠心の 上浦 を硫酸 ア ン モ ニ ウム 1ノ3 飽和 に して 沈澱

をと り，
P B S l O m l に と か し

，
P B S に 対し て 1 夜 4

0

C

で 透析 して か ら液量 を
一 定に 補正 し， 窒化ナ トリ ウ ム

を 0 ． 0 5 ％ に 加 え4
0

C に 保存 した ． 吸収用 水モ ジ ネ
ー

ト

は こ の 場合も す べ て 25 ％ くW ノV う で ある ．

1 V ． 分 析方法

1 ． ゲ ル 内拡散法

ゲ ル 内二 重拡散 法に は， 厚さ 1 ■5 旬 2 ． O m m の ア ガ

ロ
ー ス 層 に 直径3 m m

，
間隔 4 m m の ウ ェ ル をあ け

，

抗原 は S P 3 m g 蛋白ノm l ， 吸収抗血清は稀 釈せ ず に 使

用 した
． 湿潤状態 で 4

0

C に お き 1 週間観察 した － な お
，

免疫 電気 泳動 に は ア ガ ロ
ー ス H E t F M C C o r p o r a

－

ti o n
，
M a ri n e C oll o id s I n c ．

，
R o c k l a n d

，
U ．S ． A ．1 ゲル

を 剛 1
，

S P を20 m A で 2 時間泳動後， 吸収抗血 清と

反応さ せ た ．

2 ． 免疫螢光法

Li 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

くL C M Il を 間接法 で 行 っ た
．
腹水細胞 を P B S で 3 回 洗

浄 し
， 約 2 ．5 X l O

5

個 を含む 50 月l に 吸 収抗血清 げ B S

に よ る 6 倍稀釈う100 声l を加 え，
0

0

C で 1 時間反応さ

せ た ． P B S で 3 回 洗浄後， 抗 モ ル モ ッ トI g G ウ サ ギ 抗

血清 くM B L C o ．
L td ．

， 名古屋l の 3 倍稀釈液 1O O FLl

を加 え 0
0

C 3 0 分反 応 させ
，
洗浄後 グリセ リ ン ー P B S で

封入 し
，

0 1 y m p u s 落射 螢光顕微鏡 B H － R F L － B で検鏡

した ． な お
， 操作 中細胞 の 温度 を0 へ 4

0

C に 保 つ よ う

m e m b r a n e i m m u n ofl u o r e s c e n c e ニ P A G E ， p Ol y a c r yl a m id e g el ele c t r o p h o r e si s 三 P B S
， p h o s －

p h a t e
－ b uff e r e d s ali n e ニ S D S

，
S O d iu m d od e c yl s ulf a t e 三 S P

，
S Ol u b ili z ed p r o t ei n s 三 T S A

，
t u m O r

s p e cifi c a n tig e n ニ T S R A ， t u m O r S p e Cifi c r ej e cti o n a n ti g e n ．



ラ ッ ト腹水肝癌の 抗原

に 留意し た ．

3 ． E L I S A

9 6 孔 の ビ ニ ー ル 測 定 プ レ
ー

ト くC o s t a r
，

C a m b ri d g e
，
u S ． A ．J を用 い

， 既報の術式61
に 従 っ た

．

抗原材 料は ウ ェ ル あ た り 50 ま た は 10 0 月1 と し， 吸収

抗血 清は原血 清の 500 倍稀釈 を用 い た
．

4 ． 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー くH igh p e r

－

f o r m a n c e li q ui d ch r o m a t o g r a p h y ，
H P L Cl

ポ ン プ は モ デ ル 302
，

マ ノ メ ト リ ッ ク モ ジ ュ
ー ル は

モ デル 802
，
デ ィ テ ク タ

ー

は モ デル 11 1 く以 上
，
G il s o n

，

F r a n c el
，

レ コ ー ダ ー に は モ デ ル 1 2 02 くLi n e a I n s tr u
，

m e n t s C o r p o r a ti o n
，
U ．S ． A ．1 を使用 し た

．
T S K ガ ー

ド カ ラム S W お よ び T S K g el 魯 G 3 0 0 0 S W く以上
，

束洋曹遠， 束 尉 を付置 し， S P b s 液 30 0 ノJl く600 ノノg 蛋

白以下1 を負荷 し た
．

0 ． 05 M リ ン 酸緩衝 液 p H 7 ．8 を

用 い
，
流速 1 ．O m lノ分で溶 出し 1 m l づ つ 分取 した

． 溶

出 パ タ ー ン は 波長 280 n m
，

レ ン ジ 0 ， 0 5
，

チ ャ
ー

ト ス

ピ ー ド 30 c m ノ時で 記録 し た
． 溶出液 100 〆H こつ い て

E L工S A を行 っ た
．

5 ． 免疫沈降法

B r o w n
1 01 の 方法 に よ っ た ．

A H 7 9 7 4 の H P L C に よ る

精製 抗原 分画 500 ノJl く15 ノ上g 倍 蛋 白う に
1 2 5

1 N a 5 0 声1

C5 0 0 JL i C i
，

A rn e r S h a m I n t e r n a ti o n a l p l c
，

B u c k i n gh a m s hi r e
，
E n gl a n dl と 0 ． 2 5 ％タ ロ ラ ミ ン T

液 10 月1 を加 え て室温 20 秒お き ，
0 ． 25 ％ピ ロ 亜硫 酸ナ

ト リ ウ ム 5 JLl
，
0 ． 5 ％ B S A － P B S 4 35 JLl を 加 え て セ

フ ァ デ ィ ッ ク ス G T2 5 カ ラム くP D －1 0
，
P h a r m a ci al を

通 し
， 排除容量の 標識抗原分画 を分離 した ． こ の 分画

1 00 声1 に 吸収抗 A B 79 7 4 王g G く原血 清量 の 500 倍に 溶

解1 40 0 ル1 を加 え て 4
0

C 3 0 分お き
，

つ ぎに 抗 モ ル モ ッ

トIg G ヤ ギ抗血 清 くC a p p el L a b o r a t o ri e s
，

U ．S ． A ．J

1 6 0 ノノ1 を加 えて 4
0

C 30 分 お い た， 遠 心 沈漕 を と り ，

1 0 0 J Jl の 免疫沈降用 緩衝 液と P r o t ei n A － S e ph a r o s e

b e a d s くp h a r m a c i al の 50 ％ くW J
，

v l 懸濁液 50 J Ll を

加 えて 4
0

C 3 0 分お い た ． 遠心沈壇 を と り
，
十分な 洗浄

を 行 い
，

S D S － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

くS D S －

p Ol y a c r yl a m i d e g el el e c t r o p h o r e si s
，

S D S －

P A G E l を メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル 存在下 に 行い
，
オ

ー

ト

ラ ジオ グラ フ イ
ー

を実施 し た ．

6 ． S D S － P A G E
，

オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

．

W e st e rn b l o tti n g

S D S － P B G E は L a e m m li
川
の 方法 に よ っ た

． 試料 に

メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を含 むサ ン プ ル 緩衝液 を加え，

1 0 0
0

C 5 分加 熱後，
ミ ニ ス ラ ブ デ ィ ス ク 電 気泳 動 を

行 っ た ． 分 離ゲ ル は 10 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル と

し
，
2 ． 2 m A I c m の定電流で 75 分泳動 を行っ た ． チ ト

ク ロ ー ム 系列の 分子 量 マ
ー カ ー 蛋白 くオ リ エ ン タ ル 酵

73

母， 東京1 を同時 に 泳動 した ． 染色 に は コ マ ジ
ー 育 あ

る い は Sil v e r s t ai n
C9 くBi o

－ R a dl を使用 した ．

染 色 ゲ ル は 乾 燥 し，
i n t e n sif yi n g s c r e e n s くX －

O m a ti c R e g ul a r
，
E a s t m a n K o d a k C o ．

，
N e w Y o r k

，

U ．S ．A
．1 と K o d a k X A R － 2 フ イ ル ム を用 い ，

－

70
Q

C で

3 ヘ ー 5 日間の露出 を行っ た ．

W e s t e r n bl o tti n g は B u r n et t e
1 21

の方法に 従 っ た
． 転

写 膜 に は D u r a p o r e filt e r 魯 くM ili p o r e C o r p ．
，

B e d f o rd
， U ．S ． A ．1 を用 い

， 染色を吸収抗 A H 7 9 7 4 抗血

清 を 用 い た a v id i n
．b i o ti n

．

p e r o x id a s e c o m pl e x

くA B Cう 法で行 っ た即
．

7 ． ゾ ー ン電気泳 動 eZ o n e el e c t r o ph o r e si sl

ア ガ ロ ー ス H E くF M Cl を用 い
，

A H 7 9 7 4 の S P b s

l O O 声 g 蛋 白 を 関
8
切 ご と く に 泳 軌 切 出 し

， 抽 出，

E L I S A を行 っ た
．

8 ． レ ク チ ン ゲ ル ． ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

レ ク チ ン ゲ ル ．

キ ッ トI くE ． Y L a b o r a t o ri e s I n c ．
，

S a n M a t e o
，
U ．S ． A ．ン使用 し

， 各カラ ム く1 ．5 X l ． 5 c m l

に A H 7 9 7 4 の S P l m l く約100 捕 蛋副 を負荷 した ．

0 ． 0 1 M P B S p H 7 ． 4 ま た は 0 ．1 5 M 塩化ナ トリ ウ ム ．

0 ． 0 2 M トリ ス ．塩酸横衝液 p H 7 ． 4 ， 1 0 m l で溶 出後， 同

緩衝 掛 こ そ れ ぞれ の糖 を 0 ． 0 5 旬 0 ． 2 M に 加 え た液 10

m l で溶出 した ． 溶出液は 1 m l づ つ 分取 し， 抗原畳 を

E u S A で 測定 した ．

9 ． 酵 素分解試験

A H 7 9 7 4 の H P L C 精 製 分 画 を E LIS A 用 プ レ ー

ト

の 各ウ ェ ル に 50 ノJl く10 0 メノg 蛋 副 加 え
，
3 アC l 時間

後 に ウ ェ ル を 3 回洗浄 し， 1 0 声gノm l の酵素溶液50 ノJl

を加え，
37

0

C 2 時間お い て洗浄 し，
E L I S A を行 っ た ．

用い た酵素 と溶媒はく1 汗 リ プ シ ン くT y p e III
，
S i g m a

C h e mi c a l C o ．
，
S t ， L o ui s

，
U ．S ． A ．l

，
0 ．0 5 M トリ ス 一塩

酸 緩 衝 液 p E 7 ． 5
， ぐ封プ ロ ナ

ー ゼ E く科研化学， 束

京う，
0 ．0 5 M ト リ ス 一塩酸綬衝液 p H 7 ． 5

， く3ユペ プ シ ン

く1 こ10
．
0 0 0 B a c t o

，
D if c o L a b o r a t o ri e s

，
D e t r oit

，
U ．

S ． A ．J ， 0 ．2 M 塩 酪 塩 化 カ リ ウ ム 旗 衝液 p H l ． 9 ， く41

フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ D くT y p e l工l
，
S i g m a l ， 0 ． 0 5 M リ

ン 酸 塩 綬 衝 液 p H 7 ． 4
， 刷 S n a k e v e n o m

くA g k i s t r o d o n h al y s
， 武田製薬研究所 よ り御恵与l

，

0 ． 0 5 M リ ン 酸塩漬衝液 p王1 7 ． 4 ， く6 レ イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ

くT y p e V
， S i g m al ，

0 ． 1 M ク エ ン酸－ リ ン 酸塩緩衝液

p H 5 ． 3
，

で あ る
． 対 照 は 0 ． 05 M リ ン 酸 塩 緩 衝 液

p E 7 ． 4 を加 え た ．

1 0 ． 上 皮細胞増殖因子 ほpid e r m a l g r o w th f a c t o r
，

E G 円 受容体活性

A H 7 9 7 4 の S P 溶 液 100 jLl く5 m g 蛋 釦 に ヒ ト

E G F く湧永製薬，
大阪1 1 声g の 存在下また は 不在下

，

12 5

I － E G F l O jLl く0 ． 5 JL C i ，
A m e r sh a m l を加 え， 2 4

O

C 30



7 4 竹

分お き
， 革ち に サ ン プ ル 緩衝液を加 え て 100

0

C 5 分加

熱 して S D S － P A G E を行い
， 染色．乾燥後 に オ ー トラ ジ

オ グ ラ フ イ ー を行 っ た ． 生細胞 を使 用 す る場合 に は ，

P B S で 洗浄した 細胞沈撞 く1 ．5 X l O
5 個うに つ い て 同様

に 12 5I ． E G F を加 え
，
3 r C 6 0 分お い て か ら P B S で 3 回

洗 浄 し
，

1 0 JLl の 0 ．1 M di s u c ci n i m id yl s u b e r a t e

くD S Sl － ジ メチ ル サ ル フ ォ キ シ ド
1 31

を加 えて 37
0

C 3 0 分

お き ， 以後の 処理 を同様 に 行っ た ．

成 績

工 ． ゲ ル 内拡散法

A H 7 9 7 4 お よび 対照材料の S P と吸収抗 A H 7 9 7 4 抗

血清 とで予備的 に ゲル 内二 重拡散法 を行 っ て み る と
，

A H 7 97 4 の S P は正 常組織や他 の腹 水肝癌の そ れ に は

出現 しな い 1 沈降線を生 じた く囲 い ． しか し同時に 非

特異 的な共通沈降線も 出現 し， 特異沈降線の み を生 じ

る よ う な抗血清 を得る に はさ らに 吸収条件 を検討す る

必要が示 さ れ た ． なお
，
上記特異沈 降線 は免疫電気泳

動で は み 泳動魔の ア ー ク と な っ て 出現 した
．

I工
．
L C M I

吸収抗 A B 7 9 7 4 抗血清に よ る L C M 王で は ， す べ ての

A H 7 97 4 細胞 が リ ン グ状 膜染色 を起 こ した く図 2
，
a

コ．
この リ ン グ状染色は細胞を 37

b

C に す る と直ち に 例

外 な く パ ッ チ形式 を起 こ し く図2
，
bう． 1 時間 を越 え

る頃か らイ ン タ
ー ナ リ ゼ

ー

シ ョ ン や 帽子 形 式 く図 2
，

d を起 こ す細胞 が見ら れ たが ，
その 数は 多く な か っ た ．

対照の A H 1 3 く図2
，
dl ，

A H 4 1 c
，

A H 44 く図 2
， eI ，

A H 66
，
A H 1 2 7 ，

A H 1 3 0 く図2
，
fl はす べ て陰性で あ っ

た ． 抗血清の 吸収が 不十分な場合 に A H 1 3 細胞が 微弱

陽性反応を示 す こ とが あ っ た が
，

そ の場合 に は抗血清

を A H 1 3 細胞 で短 時間吸収す る と 容易 に A B 1 3 細胞

は 陰性化 し，
A H 7 9 7 4 細胞 の染色 は変 ら なか っ た ． な

お ， 抗 A H 1 3 お よ び抗 A H 1 2 7 抗血清は 基本 吸収 後，

A H 7 9 7 4 細胞 を全く染 めな か っ た ．

m ． E l －1 S A

A H 7 9 7 4 お よ び 対照 の 腹 水 肝 細 胞 や 正 常 組 織 の

S Pb s に つ い て の E L I S A に よ る 濃度
一 反 応曲線 を図

3 に 示す ． A H 7 9 7 4 の S P b s は 量の 増加 に つ れ て 吸光

値 く490 n m うの 強し1 立上 りを 示 した の に 対 し
， 他の腹

水肝癌や正 常組織の それ はほ とん ど無視 で き る程度で

あっ た
．
そ こ で ， 以後の 抗原測定 は E LI S A で行う こ と

と し
，
免疫沈降や A B C 染色に も E LI S A 用吸収 を行 っ

た 抗 A H 7 9 7 4 抗血 清を使用 した ．

N ． 抗原 の 精製

A H 7 9 7 4 の S P b s につ い て H P L C を行い
， 図4 の溶

出曲線 を得た ．
3 6 分目 の溶出液 をと り， 再度 H P L C に

か ける と ，
テ ー リ ン グのな い シ ャ

ー プ な単
一

ピ
ー

ク が

得 ら れ た ．
こ の ピ ー ク は S D S － P A G E を行 っ て 銀染色

ま た は コ マ ジ
ー 青染色 を や る と 単

一

バ ン ド を 示 し ，

W e st e rn b l o tti n g を行 い
，
吸収抗 A H 7 9 7 4 抗血 清 く原

血清の 500 倍稀釈う を 1 次抗体 と して A B C 染色 を行

う と
，
転 写さ れた 同 バ ン ド が 陽性染色 を示 した ．

V ． 抗原 の 化学的性状

A H 7 9 7 4 の H P L C に よ る 精 製分画 を
1 25

I で ラ ベ ル

し
，
吸収抗 A H 7 9 7 4 抗血清に よ る免疫沈降法を行 っ て

み る と ， S D S ．P A G E と オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー で 分

子 量 58
，
00 0 く58 K d l の バ ン ド が 認 め ら れ た く図 5 ，

Al ． 他 に は ラベ ル され た バ ン ドは出現 しな か っ た
．

A H 7 9 7 4 の S P b s を ア ガ ロ
ー ス ゲ ル に よ る ゾ ー ン電

気泳動に かガ
，
ゲ ル を切出 して抽 出し

，
E L I S A を行 っ

た結果， 図 6 の よ う な パ タ
ー ン を得た ． A 一泳動度域 に

最 も高 い 抗原活性 ピ
ー

クが 見ら れ る
．

こ れ は 免疲電気

泳 動の成績 に も
ー 致す る ．

レ ク チ ン ゲ ル に よ る ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー で は

， 抗原 は コ ン カ ナ バ リ ン A － ゲ ル との 結合 を

示 し
，

メ チ ル 廿 D － マ ン ノ ピラ ノ シ ド に よ り遊離 し た

く図 6
，
Al ． U E A －I ゲ ル に は 結合せず く図 6

，
B l ，

D A B
，

W G A
，

R C A ．I の各 ゲ ル に も有意な ほ どの 結合 を示 さ

な か っ た ．

精製抗原 の酵素分解試験 を行 っ て み る と ， 蛋白分解

酵素 に よ り 抗原 活 性 が 低 下 し た ．
ト リ プ シ ン で は

98 ％，
ペ プ シ ン と プ ロ ナ

ー ゼ処理 で は約 60 ％の 活性 消

失が 見 られ た
． 蛇毒，

フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ D
，
ノ イ ラ ミ

ニ ダ ー ゼ 処理 で は活性低下 は起 こ ら なか っ た
．

抗鹿 の W e s te r n b l o tti n g で生 じた 58 K d の バ ン ド

は
，

上 述 の よ う に 吸収 抗 A H 7 9 7 4 抗血 清 に よ る A B C

F i g ．
1 ■ E x a m pl e s o f i m m u n o d iff u si o n p a tt e rn S O f

a b s o r b e d a n ti s e r um t O th e s o l u bili z e d p r o t ei n

くS Pl f r a cti o n o f a s cit e s h e p a t o m a A H 7 9 7 4 c ell s

くa n ti － A H 7 9 74 an ti s e r u m l i n th e c e n t e r w ell a g ai s t

S P f r a c ti o n s f r o m v a ri o u s c o n t r ol m a t e ri al s i n

th e p e ri p h e r al w ell s ． 1
，
A H 7 9 7 4 こ 2

，
A H l O 8 i 3

，

k id n e y 三 4
，

S pl e e n 三 5
，
1i v e r i 6

，
A H 1 2 7 －



ラ ッ ト腹水肝癌の 抗原

染色 で陽性 に 染 ま るが ， 転写膜 を E G F 溶液 り0 鵬ノ

m り に 37
0

C 3 0 分イ ン キ ュ ベ ー

ト し て か ら染色 する と
，

同バ ン ド の 染色が 阻害さ れ た
． イ ン シ ュ リ ン 溶液 く10

声gノm lう に イ ン キ エ ペ
ー

トして も こ の よう な 染色 阻害

は起 こ らな か っ た
．

こ の こ と は 58 K バ ン ド に E G F 結

75

合活性が あ る こ と を暗示 する の で
， 以下 の 実験 を行 っ

た ． A H 7 9 7 4 の S P を
1 25l － E G F とイ ン キ エ ペ ー

ト した

後， S D S － P A G E と オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

を行 っ た ．

結果 は
，

64 K d の 強い 放射性 バ ン ドの み を認 め た く図

8
，
A l ． 大過剰 の 非標識 E G F の 存在下で

1 25I － E G F を

Fi g ． 2 ． L i v in 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 w ith a b s o rb e d a n ti － A H 7 9 7 4 a n ti s e r um ． A
，

A H 7 9 7 4 c ell s
，

u nif o r m st ai ni n g くS m O O th ri n gl ニ B
，
A H 7 97 4 c ell s

， p a t C h y p a tt e r n i C
，
A H 7 9 7 4 c ell s

，

C a p p l n g a n d i n t e rn ali z a ti o n ニ D
，
A H 1 3 c e11 s ， n e g a ti v e i E

，
A H 4 4 c ell s

，
n e g a ti v e i F

，
A H 1 3 0 c e ll s

，

n e g a ti v e ．
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Fi g ．
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D o s e
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r e S p O n S e C u r V e S O f S P f r a c ti o n s f r o m

A H 7 9 7 4 a n d c o n t r ol m a t e ri al s o b t ai n e d b y

e n z y m e
rli n k ed i m m u n o s o rb e n t a s s a y くE L IS A I

w i th a b s o rb e d a n ti － A H 7 9 7 4 a n ti s e r u m ． 1
，

A H 7 9 7 4 ニ 2
，

1i v e r ニ 3
，

A H 1 3 ニ 4
，

k id n e y i 5
，

A H 1 2 7 i 6
，

S pl e e n i 7
，
t e S ti s

，
8

，
t h y m u s ．

3 0 4 0

M i n u t e s

F i g ． 4 ． P r o t ei n el u ti o n p r o fil e s く0 ． D － 2 8 0 n m I a ft e r

hi gh p e rf o r m a n c e li q ui d c h r o m a t o g r a ph y w it h a

T S K g el G 3 0 0 0 S W c ol u m n o f th e S P f r a c ti o n o f

A B 7 9 7 4 c ell s ．

反応 させ た 場合に は この バ ン ド は ほ とん ど出現 しな い

く図8 ， B l ． 抗原 と
1 2 5

I － E G F と の 反 応後
，
架橋 剤を作用

さ せ て も結果 は ほと ん ど変 らな い ． 6 4 K d の バ ン ド は

58 K d の 抗原 分子 と E G F く6 K dl が 共有結合 を起 こ

し た こ と に よ る と考 え られ る が
，
5 8 K d の 抗 原分子 が

精製過程 で より 大き な分子 の 分解 に よ っ て生 じた可能

性は残 る ． そ こ で
，
A H 7 9 7 4 の 生細胞 を

12 5
トE G F と反

応させ た ．
こ の 場合，

反応後 に 架橋剤を使用 して 64 K d

の バ ン ドの 出現 を弱 い な が ら認 め得た く図8
，
Cう．

考 察

ラ ッ トの 腹水肝癌 A H 79 7 4 の 不溶 蛋白 分画 か ら作

製 した S P 分画に は
，
腫瘍特異と思 われ る細胞膜抗原

の 存在す る こ と が
，

ポリ ク ロ
ー ナ ル 抗体 を使用 し た免

疫学的 方法 で 示 さ れ る
．

こ の 抗原 と い わ ゆ る T S R A

と の 関係 は不明で あ る が
，

他の 腹水肝癌 に 認め ら れな

い か ら ， 化学発癌 に お け る個体特異性腫瘍抗原に
一 致

す るで あ ろ う ． 抗 原 は 財 泳動度を示 し， 分子 量は約

58
，
0 0 0 で

，
コ ン カ ナ バ リ ン A と の 結 合 性 か ら マ ン

ノ
ー ス や グ ル コ

ー ス を末端 に も つ 糖分子 を結 合し て い

る糖蛋白 と考 えら れ る
．

しか し
，

蛋白分解酵 素処理 で

抗原活性が 容易 に 損わ れ る か ら， 抗原特異性 は抗原の

蛋白部分に ある で あ ろう ．
と く に興味深 い こ と は ，

こ

の 58 E の糖 蛋白 に E G F 受容体活性 が あ る こ と で あ

る ．

1 2 5
トE G F く分子 量約 6 K dl とイ ン キ エ ペ

ー

卜す る

と特異的 な結合 を起 こ して 64 K d の分子 を生 じる
一 既

A B

5 8 K ， －

一 7 4 ．
4 K

増 4 9 ．6 K

増 3 7二2 K

頑 2 4 ．8 K

頑 1 2 4 K

Fi g ． 5 ． A u t o r a di o g r a p h o f a n S D S －

g el く10 ％l o f

i m m u n o p r e ci pi t a t e s f r o m th e
1 2 5

I －1 a b ell e d S P

f r a cti o n o f A H 79 7 4 c ell s ． A
，
th e

1 2 5
I －1 a b ell ed S P

f r a cti o n ＋ a b s o rb ed a n ti ． A H 7 97 4 a n ti s e r u m i B
，

m ol e c ul a r w ei gh t s t a n d a r d s ．
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知 の 分子 量約1 70 K d の E G F 受 容体1 弟 15
切 場合 と 同

様 に
，
S D S－P A G E で E G F を分離 し な い か ら

， 共有結

合に よ る直接結合 を起 こ す ら し い
．

こ の よ う な 58 K d

の E G F 受 容体蛋 白が よ り 高分子 な そ れ の 分解産 物 で

あ る 可能性が 否定 で きな い の で
刷 川

， 生細胞に よ る
1 2 5

トE G F 結合実験 を行 い
，

や は り 64 K d の 分子 の 出現 す

る こ と を認め た
．

T S A と E G F 受容体蛋白と が
，

一 諸

に 精製 され る 可能性 に つ い て はま だ 完全に 否定は で き

な い が
， 最 凪 教室の 岡田 らが と 卜腎細胞癌に 68 K d

，

ウ ィ ル ム ス 腫瘍 に 58 K d の T S A の 存在 を認 め
， 精製

後 い ずれ に も E G F 結合晴性と 自 己 リ ン 酸化活性の あ

る こ と を認め てい る く未発表う． も しこ れ らが正 し けれ

ば
， 従来知 られ て い る 腰瘍特 異性 の な い E G F 受 容体

と は別 に
，

よ り低分 子 な腫瘍特異性 E G F 受 容体が ヒ

トお よ び動物腰 掛 こ広 く存在す る可能性が 生 まれ る ．

そ れ ら は当然腫瘍発生 に 関連 す る意義 は大き い で あ ろ

う ． こ の よう な 分子 の 細胞内機能や 遺伝子 背影な どが

つ ぎの 重要な 課題 で あ ろう ．
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F i g ． 6 ． A f fi n it y c h r o m a t o g r a p h y o f th e S P

f r a c ti o n o f A H 7 9 7 4 c ell s o n l e c ti n －

g el s ． A
，
C o n

A － S e P h a r o s e ニ B
，
U E A －l －

S e P h a r o s e ．

Fi g ． 7 ■ A n al y si s b y z o n e el c t r o p h o r e si s i n a g a r o s e

g el o f th e S P f r a c ti o n f r o m A H 7 9 7 4 c ell s ． T h e

g el w a s c u t o ff a t i n te r v al s o f 5 m m
，

a n d th e

a n ti g e n i c a cti v ity o f th e e x tr a c t f r o m e a c h sli c e

W a S a S S a y e d b y E L I S A w ith a b s o r b e d a n ti －

A H 7 9 7 4 a n ti s e r u m ．

A B C

6 4 K － －

F i g － 8 ． S D S －

p O l y a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h o r e si s

a n d a u t o r a d i o g r a p h y of th e S P f r a c ti o n o f

A H 79 7 4 c ell s i n c u b a t e d wi th
1 2 5

トE G F i n th e

a b s e n c e くAナo r p r e s e n c e くBl of e x c e s s u n l a b ell e d

E G F ． C ol u m n C r e p r e s e n t s th e a n al y si s o f li v i n g
A H 79 7 4 c ell s th a t w e r e affi n ity－1 a b ell e d w ith 1 2 5I －

E G F a n d t r e a t ed wi th c r o s sli n k e r ．
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結 論

ラ ッ ト腹水肝癌 A H 7 9 7 4 細胞か ら 不溶 分画 を 抽出

し
，

デ オ キ シ コ
ー ル 酸 塩 処 理 に よ り 可 溶 化 し た

s ol u b ili z e d p r o t ei n s くS Pl を免疫原と して ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗血清 を作製し た ． 抗血清 を選び， 適 当な吸収 を

加 えた の ち， ゲル 内拡散法， 免疫螢光 弘 E LI S A な ど

に よ る抗原分析と抗 原の精製を行 っ た ．

1 ． ゲ ル 内二 重拡散法 で A H 7 9 7 4 S P に 特異な 沈降

線 の生成を認め た ． 生細胞膜免疫蛍光法で A H 7 9 7 4 細

胞 の細胞膜 に 抗原の局在 を認 めた が
，

対照の各腹水肝

癌細胞 に は 同抗原 は認 め ら れ な か っ た ．
E L IS A で も

A H 79 7 4 S P げ ル プ ミ ン除去後一分画 に 高活性を認 め

たが
， 対照組織 ． 細胞 の それ は低値 を示 し た ．

2 ． A H 7 9 7 4 特異な抗原 を S P 分画 か ら ゲ ル 濾過 型

の H P L C に よ り精製 した
．
精製分画 は S D S － P A G E や

免疫 沈降法 で均質であ り， 分子量 58
，
0 00 の 単 一 成分の

存在 を示 した ．

3 ． 抗原は み 泳動度 を示 し
，

コ ン カ ナ バ リ ン A と

結合性の ある糖蛋白で あるが
，

ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体 が

認識 す る抗原活性 は蛋白部分 にあ っ た
．

4 ． 抗原 に は E G F 受容体酒性が あっ た
．

1 2 51 虻 G F と

共有結合 を生 じ，
6 4 K d の 分子 を生 じた ．

A H 7 97 4 の 生

細胞 を用 い た
1 25

エー E G F の結合 実験で も 64 E■d の 分子

の生成が 認め ら れた ．
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