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ヒ ト胃腺病 に 高度に 関連する抗原 の 異種抗血清による分析

金沢大 学が ん 研究所病態生理 部 く主任 二 倉田 自章教授1

関 誠

く昭 和6 1 年1 月10 日受付1
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癌特異抗原 を物 質と して 同定 す る こ と は 腫瘍免疫学上 の 主 要な問題 で あ る ．
ヒ ト胃痛の 研究 に お い

て多数の 抗原が 見い だ され て き て い る が ， 胃癌に 特異的ある い は高度 に 関連す る抗原は ま だみ い だ さ れ て

い な い
． 著者 は胃腺病 の 不溶分画 を デ オ キ シ コ

ー ル優塩 で可溶化 し
， 可 溶化蛋白分画くs o l u b ili z e d p r o t ei n

，

S Pl を セ フ ァ ロ
ー

ス 4 B で ゲ ル 凍過 し
，

つ い で Bl u e S e p h a r o s e C L －6 B で 混在 ア ル ブ ミ ン を除去 した も の

を免疫原と し て モ ル モ ッ ト に 高度免疫抗血清を作 らせ た
． 晴性の 高 い 抗血 清 此S C 5 を選 び，

ヒ ト血清で 吸

収 した の ち酵素結合免疫吸 着剤検定 くe n z y m e
．1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ，

E LI S A l や免疫 ブ ロ ツ テ ィ

ン グ に つ い て の 全実験 に 使用 した ． 胃腺病と 胃腺病細胞培養株 M K N －2 8 の S P をア ル ブミ ン除去後， 高遠

液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー く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 ，

H P L C I と a S C 5 に よる E L I S A

で 分析 し
，

ア ル ブ ミ ン溶出部位の 直後 に 活性の ピ ー

ク くP 2う の 出現 を認 めた ． 正 常成人臓器， 胎児胃
，
胎

児腸の 各 S P に は P 2 は 欠如 した
． 胃腺癌 の P2 成分は ア ガ ロ

ー

ス ゲル 電気泳動 で は A 泳動度 を示 した が ，

正 常成人及 び胎児臓器の P2 領域 の 成分 は ア ル ブ ミ ン ヘ ザ1 泳動度 を 示 した ． 胃腺病 と M K N －2 8 の A 位 の

成分 に つ い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行い
， 胃腺病特異と思 われ る 59 K の バ ン ド を認め た ． 胃腺病 の

戯領域 の 溶出液 を抗原と して h u m o r al l e u k o c y t e a d h e r e n c e i n hi bi ti o n くH ． L A Il 試験 を行う と ， 胃腺病

患者血清が陽性反応 を示 し
， 対照血 清 は陰性反応 を示 した ．

E e y w o r d s g a st ri c c a n c e r
，
t u m O r a n ti g e n

ヒ ト癌 に お ける 癌特異 抗原 くt u m o r
－

S p e Cifi c a n tト

g e n ， T S A l の 存在 に つ い て は悲観論 もあ る け れ ども ，

そ の 存在 を示 唆す る デ
ー

タ も ま た少く な い
． 胃痛 に つ

い て は T S A を 求 め た19 6 0 年 代 前 半 の 先 駆 的 な 研

究1 ト 3I
の の ち

， 散 発 的 に 抗 原 分 析 が 行 わ れ て き た

が
4 ト 1 2I

， それ ら はく1さ癌胎児抗原，
闇 腸 上皮抗原，く3う糖結

合 マ ー カ ー の い ずれ か に 属す る特異 性の 必 ず し も高く

は な い 抗原 を 示 した に 止 ま っ て い る ． 最近 の モ ノ ク

ロ
ー ナ ル 抗体に よ る抗原 分 析も胃癌と 大腸 粘膜 また は

大腸癌 に 共通す る抗原 を示 す が
3 ト 1 5I

， 胃癌特異 ら しい

抗原の 存在 を暗示 は し なが ら
16I

，
抗原の 性質に は ふ れ

てし1 な い
．

教室 の 程 川 は胃腺病 の 可溶化蛋 白 くs ol tlbト

1i z e d p r o t ei n
，
S P I に 対す る異種抗血 清を使用 して 胃

癌特異と 思わ れ る抗原の 存在 を示 し
，

つ い で 三 好
1 引 は

A b b r e v i ati o n s 二 C E A
，

C a r Ci n o e m b r y o n ic

胃腺癌S P を抗原 と して 胃腺病患者の 白血球粘着阻止

く1 e u k o c y t e a d h e r e n c e i n hi bi ti o n
，
L A n 試験 を行 い

，

患者の 白血 球 ある い は血 中抗体 に 胃腺病特異な認識が

ある こ と を示 して い る
．

しか し それ ら の 研究も抗原 の

測定系や精製 に つ い て は不 十分な点が 多か っ た
． そ こ

で 筆者 は 酵 素結合 免疫 吸 着剤検 定 くe n z y m e
－1i n k e d

i m m u n o s o r b e n t a s s a y ，
E L I S A l を測定系と し て胃腺

病特異と思わ れ る抗原の 分析と その 精製 に つ い て の 検

討 を行 っ た
．

材料お よ び方法

工
． 材 料

胃痛及 び対照 と し た肺癌， 卵巣癌
，

平滑筋 肉腫 は手

術時に 入 手 し
，

正常成人臓器 と大腸 凰 胆嚢癌
，

乳癌

a n tig e n 三 E L I S A
，

e n Z y m e
－1 in k e d i m m u n o s o r b e n t

a s s a y i H P L C
，

h i gh p e rf o r m a n c e liq uid c h r o m a t o g r a p h y s H － L A I
，

h u m o r al le u k o c y t e

a dh e r e n c e in hibiti o n ニ L A I
，
1 e u k o c y t e a d h e r e n c e i n hibiti o n こ N C A

，
n O n S p e Cific c r os s － r e a Ct in g



2 0

の 各肝転移巣，
並 びに 原発肝癌

， 膵癌 は 剖検時 に 入手

した ． 胎児臓器 は い ず れ も 6 ヵ 月 胎児の も の で ある ．

各組織 は摘出後直 ちに 密閉し て使用 時ま で － 3 0
d

C に保

存 した ．

胃癌 の高分化 型腺癌株 M E N －2 8 く新潟大， 鈴木利光

博士 よ り御意与I を ウ シ 胎 児血清 10 ％加 R P M エー1 6 40

で 培養し て使用 した ． 細胞 は ラ バ ー
． ポ リ ス マ ン に よ

り 剥 離 し， 0 ． 0 1 M リ ン 酸 綬 衝 食 塩 水 くph o s ph a t e －

b u ff e r e d s a li n e o f p H 7 ．4
，
P B S l で 3 回 洗浄後 ， 遠心

沈澄と して使用 時ま で
－

2 0
0

C に 保存 し た ．

H ． 可 溶化蛋白 くS Pl の 作製

凍結組織 を融解後
，

K u r a t a
，

O k a d a ら
20 ト 2 21

の 方法

に 従っ て 不溶 性蛋白分 画 を 抽 出 した ． 既 ち， 組織 に

0 ．1 6 M 塩化 カ リ ウム
，
0 ． 0 1 7 M ク エ ン酸 ナ ト リ ウム

，

0 ．0 0 1 M モ ノ ヨ ー

ド酢 酸溶液 を加 えて ワ
ー

リ ン グ ブ レ

ン ダ
ー

で ホ モ ジネ
ー

トを作 る ． 次に ガ ー ゼ 1
，

2
，

4
，

8 枚 で 順 に 演過 し， 濾液を 100 0 0 G 3 0 分遠心 す る ． 沈

澱 を コ
．

M 塩化 カ リ ウ ム
，

0 ． 0 3 4 M ク エ ン 酸 ナ トリ ウ

ム
， 0 ． 0 0 1 M モ ノ ヨ ー

ド酢酸 く塩酸 を加 えて p H 4 ． 7

に 補正つ 溶液 で ホ モ ジナ イ ズ し
，

10 0 0 0 G 3 0 分速JL －す

る 操作 を以 後 7 回 繰 返 す ． 最 終 沈 澱 に 約 4 倍 量 の

0 ． 2 ％デ オ キ シ コ
ー ル 酸ナ ト リ ウ ム 液 を加 え て ホ モ ジ

ネ
ー ト を作 り，

つ づ い て 4
0

C 48 時間の 攫拝 を行 っ た ．

1 0 0 0 0 G 3 0 分冷却遠心の 後
，

上 帝を わ け ， 沈漆 は再 び

上 記同様 に 0 ． 2 ％デ オ キ シ コ
ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 液 を加

え て ホモ ジ ネ
ー トを作 り 4

0

C 4 8 時間授拝 した ． 2 回の

遠 心上 清を合 わせ て 10 倍容 量 の 冷 アセ ト ン に 加 え
－

2 0
0

C に 1 夜 お い た ． 生 じた 沈澱 を遠心 に よ り集 め
，

少

量 の P B S に と か し
，

セ フ ァ ロ
ー ス 4 B くP h a r m a ci a

F i n e C h e m i c al s
，
S w e d e nJ の カ ラ ム に 負荷 し

，
P B S

を溶出液と して ゲ ル 濾過 を行 い
， 溶 出液の 波長 280 n m

に お け る吸光度 を測定 した ． 通常 p a s s 分画の ピ ー

クと

低分子 の 単 一

の ピ
ー

ク が認 め られ る が
， 後者 の ピ ー ク

分画を集め て セ ロ フ ァ ン チ ュ
ー ブ に 入 れ

，
冷室 で扇風

機に あてて 濃縮 した
．

蛋白量 は プ ロ テイ ン ■

ア ツ セ イ

キ ッ ト e Bi o
． R a d L a b o r a t o ri e s

，
U S A l に よ る色 素結

合法に よ り測定 した
．

この 分画 を以後 可溶化蛋白くS Pう

と 呼ぶ
． 胃腺病10 g く湿量1 あ た り の収量 は通常6

旬

8 m g 蛋白 で あっ た ．
こ の 分画に は血清蛋白と く に ア ル

ブミ ン の混在が 多い た め
，

以 下の ア ル ブ ミ ン 除去操作

を行 っ た
．

S P をセ ロ フ ァ ン チ ュ
ー ブ に 入 れ 扇風機 に

あて て 濃縮 し 0 ． 1 M 塩化 カ リ ウム を含む 0 ． 0 5 M トリ

ス 塩酸緩衝 汲 p H 7 ． 0 に 対 して 冷室で 透析す る ． 同緩

衝液 で平 衡化し た Bl u e S e p h a r o s e C し6 B t P h a r m a－

ci aンを充分量 く分画 中の 蛋白 をす べ て ア ル ブ ミ ン と し

て も充分 吸 着で き る量う を加 え，
1 穫冷室 で低速 控拝

す る
，

翌 日
， 内容を カ ラ ム に 移 し

，
ゲ ル 容 量 の 3 倍量

以 上 の 上 記緩衝液で溶出 した ． 溶出液 は C e n trifl o C F

2 5 くA m i c o n
，
U S A I を使用 して 80 0 G で 遠心 濃縮す る ．

濃縮 途中 に 0 ． 1 M リ ン 酸緩衝液
， P H 7 ． 0 を添加 し て

さ ら に 濃縮 をく り返 し
， 溶媒を置換す る と と も に 最終

的に 2 m g 蛋 白ノm l の 溶液 を作製す る ．

m ． 異種 抗 血 清の 作製 とl吸 収

胃腺病 5 例 の S P を F r e u n d 完 全ア ジ ュ バ ン ト で 乳

化 し
，

そ れ ぞれ 体重約 400 g の モ ル モ ッ トの 背筋内に

1 回 65 0 鵬 蛋白以 上 を 分割 注射 し た
．

1 へ 2 週 間隔

で 4 へ 一 5 回注射 をく り返 し
， 最終 注射後 7

r
l － 10 日目 に

心 穿刺 に よ り 全採 血 し た ． 血 清 を分 離 して 使用 時 ま

で － 2 0
0

C に 保存 した
． 同様 に 正 常胃の S P で も抗血清

を作製 した ． な お
，

乳癌
，
膵癌

，
肺腺癌の 各抗血 清 は

それ ぞれ の S P を 1 回 1 へ 5 m g 蛋 乱 1 旬 2 週 間隔

で 4 〆 － 5 回 ， 注射 し て作製 した
．

抗血 清 はす べ て 10 0 ノJl あ た り ヒ ト血 清 20 H 11 を加

え， 3 7
8

C l 時間静置後，
0 ． 1 ％窒化ナ トリ ウ ム を加 え

，

回転 ド ラム に か け て 1 夜低速 回転 した
．

10 0 0 0 G 30 分

速心 し て上 清 をと り
，

吸収抗血清 と し て 4
0

C に 保存 し

た ．
さ ら に 必要に 応 じ こ の 吸収抗血清 100 月l に 胃腺病

以 外 の腫瘍の S P く2 ． 7
－

8 ，5 m g 蛋 白ノm ll を 10 0 旬 30 0

月1 加 え
，
上 記同様 の 操作 を行 っ た吸 収抗血 清も作製 し

た
．

I V ． 分 析方法

1 ． E L I S A

9 6 穴 の ビ ニ ー J L，測定 プ レ ー ト くC o st e r
，
U S A l の 各

w ell に 抗原材 料を 50 ノノ1 ず つ 加え
，

3 7
0

C に て 1 時間静

置後， 0 ． 0 5 ％ T w e e n － 2 0 を含 む P B S く以下 P B S － T と

略うで 3 回洗浄 した
．

つ い で 0 ． 5 ％ウ シ 血 清 アル ブ ミ ン

含有 P B S を w ell あ た り20 0 pl 加 え て 37
0

C l 時間お

い た の ち ，
P B S － T で 3 回洗浄 した ． 吸 収抗血 清 を w ell

に 5 0 JLl ず つ 加 え
，
3 7

0

C l 時 間静置後，
P B S － T で 3 回

洗浄 した ．
パ ー

オ キ シ ダ
ー ゼ標識抗モ ル モ ッ ト工g G ウ

サ ギ抗血 清 くD A K O
，
D e n m a r kl を 0 ．5 ％ウ シ血 清ア

ル ブ ミ ン含有 P B S で 1 0 0 0 倍に 稀釈後， 同量 の ヒ ト血

清 を加え
，

3 7
0

C l 時間お い たも の を w ell あた り 50 ノバ

まき
，
3 7

0

C l 時間お い て か ら P B S－T で 6 回洗浄 した
．

さ ら に
，
M cII v ai n e の リ ン酸 ． ク エ ン 酸緩衝液， P H 4 ．8

で 2 回 洗浄 した
．
M cII v ai n e の 摂衝綬10 m l

，
0 － フ ェ ニ

a n tig e n 三 P B S
，

0 ．0 1 M p h o s p h a t e －b u ff e r ed s ali n e of p H 7 ．4 三 S D S － P A G E
，

S O d iu m d o d e c yl

s u lf a t e －

p Oly a c r y l a m id e g el el e ct r o p h o r e si s 三 S P
，

S Ol u biliz e d p r o t ein 三 T S A
，

t u m O r －S p e Cifi c

a n tig e n ．



ヒ ト胃癌抗原

レ ン ジ ア ミ ン 1 0 m g ，
3 0 ％過 酸化 水素 5 メ1 の 溶液く用

時新 製う を w ell あ た り 10 0 月1 加 え． 室温 30 分 後 に

EI A － R e a d e r M o d e1 3 0 7 くBi o － T e k I n s t r u m e n t s ， I n c ．
，

U S Aンに よ り波長 4 90 n m の 吸光度 を測定し た
． なお

，

抗 ヒ ト n o n s p e cifi c c r o s s
－

r e a C ti n g a n ti g e n くN C Al 抗

血清く程明 先生よ り御恵与う， 抗 ヒ トア ル ブ ミ ン抗血 清

くM B L
，

東京1
，
抗 ヒ ト c a r ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n

くC E A l 抗血 清 のA K Ol ， 抗 ヒ ト a l
－

a n tit r y p si n 及 び

抗 ヒ ト a l
－ a Cid gl y c o p r o t ei n 抗 血 清 く以 上 B e h ri n g

．

W e r k e A G ．
，
H o e c h s t

，
G e r m a n yl を 1 次抗血清と し

た E L工S A の 場合 に は
，
そ れ ぞれ を0 ． 5 ％ウ シ血清 アル

ブ ミ ン 含有 P B S － T で 5 0 0 倍 に 稀釈 して使用 し た
．

ま

た 2 次抗血 清に は パ ー オ キ シ ダ ー ゼ標識抗 ウサ ギ王g G

ヒ ツ ジ抗血 清 くC a p p el
，
U S A l の 0 ． 5 ％ ウ シ血清 アル

ブ ミ ン 含有 P B S に よ る 10 0 0 倍稀 釈液 に 同量 の と 卜

血清 を加 え，
3 7

0

C l 時間お い た も の を使用 した
．

2 ． 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー くbigh p e rf o r m

－

a n c e li q u id c h r o m a t o g r a ph y ，
H P L C I

高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ． シ ス テ ム と して ポ ン プ
，

モ デ ル 30 2 i マ ノ メ トリ ッ クモ ジ ュ
ー ル

，
モ デ ル 80 2 i

U V デ ィ テ ク タ ー

，
モ デル 1 1 1く以 上 Gil s o n

，
F r a n c el i

レ コ
ー

ダ
ー

，
モ デル 12 0 2くLi n e a r I n s t r u m e n ts C o r p o

－

r a ti o n
，
U S A l を使用 し

，
T S K ガ ー ドカ ラ ム S W 及び

T S K g el G 3 0 0 0 S W カ ラム く以 上
， 東洋曹連1 を設

置 し
，
5 0 0 ノノlく約 1 m g 蛋 白以 下1 の ア ル ブ ミ ン 除去S P

を負荷 した ． 流速 0 ． 5 m ll 分，
R efil1 9

，
C o m p e n s a ti o n

5 で 溶出 し
，

2 皿1 ずつ 分取 した ． 溶 出パ タ
ー

ン は波長

2 80 n m
，
R a n g e O ．2

，
C h a rt s p e e d 1 5 c m J

l 時 で記録 した
．

3 ． ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動

S e a K e m 魯 H E くF M C C o r p o r a ti o n
，

M a ri n e

C O1l o id s D i v ．
，
U S A I を 0 ． 02 5 M ベ ロ ナ

ー ル 緩衝液，

p H 8 ． 6く声
こ 0 ． 0 2 引，

で 1 ％溶液 と し ，
8 x 12 c m の ガ

ラ ス 板上 に 厚さ 2 m m の ゲル 層を作 っ た
．

こ の ゲル 層

に 4 X 4 0 m m の 抗 原 槽 を つ く り H P L C の 溶 出分画

くC e n t rifl o で濃 縮 し て 波長 280 n m の 吸収 を
一 定 に

した も のl を加え
，

上記緩衝液を使用 し て 2 ．5 m A I c m

の 電流 を通 した ， 泳動時間は 同時 に 泳動さ せ た プロ ム

フ ェ ノ ー ル ブ ル ー が 陽極 側 へ 3 ．5 c m 移 動 す る ま で

く約 1 ． 5 時間っ と し た
． 泳動終了 後， 直ち に 抗原槽 の

陽極側線 か ら 陽極側 へ 幅 5 m m 長さ 4 c m の 短 冊 形 ゲ

ル を 10 本， 陰極側 へ 6 本を切 り出 し
，
そ れ ぞれ を小試

験管 に 入 れ
，
5 0 0 ノノ1 の 蒸溜水 を加 えて細切 し， 4

0

C に

1 夜 お い て か ら
，

上 清 50 ノノl に つ い て E L I S A を行 っ

た ． な お
， 上 記 プ レ

ー

ト上 で は ヒ ト血 清も同時に 泳動

させ
， 後 か ら 抗体槽 を作 っ て， 抗 ヒ ト 全血清抗血 清

くM B Lうを加 え
，

沈 降線 の 生成を 待っ て
， 被検抗原の

泳動度の 基準 と した ．

2 1

4 ． S o di u m d o d e c yl s ulf a t e ． p o l y a c r yl a mi d e g el

el e c t r o ph o r e si s くS D S －P A G El と ウ ェ ス タ ン ブ ロ ツ

テ ィ ン グ

S D S － P A G E は L a e m m li
2 31 の 方法 に よ っ た ． 試料に

サ ン プル バ
ッ フ ァ

ー

を加 え て100
0

C 3 分煮 沸後，
ミ ニ

ス ラ ブ デ ィ ス ク 電気泳動装置 くSJ ． 1 0 6 0 M S D
，
A tt o

，

東京コを用 い
，
1 0 ％ゲ ル を使用 し ，

2 ． 2 m A J
I

c m の定電

流で 約 75 分泳 動を行 っ た
． 分子量の マ ー カ ー には チ ト

ク ロ
ー ム 系 の 分子 量 マ

ー カ ー

蛋 白 くオ リ エ ン タ ル 酵

母l ，
ゲ ル の 染色に は Bi o

． R a d S il v e r S t a in 母 を使用

した
．

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ツ ティ ン グ は B u rn e tt e
2 4I の 方法 に

準 じた ． 転写膜 に は D u r a p o r e fil t e r くM ili p o r e C o r p ．
，

U S A J を使用 し， 転写 は 7 vI c m の電場で 3 旬 5 時間

行っ た ． 膜 は P B S － T
，
つ い で P B S で充分洗浄後， 3 ％

ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン 含有 P B S で 1 夜 ブ ロ ッ キ ン グ を

行い
，

ベ クタ ス テ イ ン A B C の モ ル モ ッ トI g G キ ッ ト

くV e c t o r L a b o r a t o ri e s
，
I n c ．

，
U S A l に よ る免疫染色

を行っ た ． 1 次抗血 清 に は
，

モ ル モ ッ ト各抗血清 100

声1 あた り ヒ ト血清20 m l を加 え て既述 の よ う に吸収

を行 っ た も の に 同量の P 虫S － T を加 えて使 用 し， 反応

時間を室温 8 へ 1 2 時間と した
． 洗浄 に は す べ て P B S －

T を使用 したが 他の操作 はキ ッ トの指定に 従 っ た
．

5 ． H u m o r a l l e u k o c yt e a d h e r e n c e i n hi b iti o n くH －

L A Iう試験

S a n n e r ら
2 別

の 方法に 小改変 を加 えて 使用 した
． 川 0

型健康人 よ り L y m p h o p r e p 命 くN y e g a a r d 鹿 C o ．
，

N o r w a yJ を使用 して 白血 球を分離 し，
0 ． 0 2 ％ トリ プ シ

ン くT y p e I
，
S i g m a C h e m i c al s C o ．

，
U S A l を同量加 え

て 室温 45 分振 過し
，

19 9 培地 く日水製薬I に よ り 3 回

洗 浄 後， 細 胞 数1 ． 2 X l O
7ノm l と し た も の ， 榔 L A 工

i n d e x 陽性 の 胃腺病 患者又 は 陰性 の 対 照 患 者血 清 川

く同愛記念病院
，

三 好俊策先生 よ り御恵与う をそ れ ぞ

れ 199 培地 で 1 ％に 稀釈 した も の
，
く3I胃腺病ある い は

肺腺癌の H P L C と ア ガ ロ
ー ス 電気泳動 に よ る 精製抗

原を 199 培地で
一

定濃度 に 稀釈 し たも の
， を作製 し，

デ ィ ス ポ ー

ザ ブ ル プ ラ ス チ ッ ク 試験 管 くサ ン リ ア

チ ュ
ー ブ M

，
三光純薬1 にく11はナく31各50 〆H こ 199 培地

50 ノJl を加 え た もの と
， 付く2 匠 199 培地100 山 を加 え

た も の と を作 っ た ． 5 分毎の 振漁混和 を 加 え な が ら

37
0

C に 3 0 分お き， T A T A I 計算盤 く萱垣医理科工1 に

注 入 し て 粒 子 ア ナ ラ イ ザ ー くL u z e x 4 0 1
，

N ih o n

R e g ul a t o r C o ．
，
L T D ．1 に よ り白血球数 を計測し た ．

計 算盤 を 水蒸 気飽 和 シ ャ
ー

レ 内 に 水 平 位 に お き
，

3 7
0

C 6 0 分静置後，
P B S 中に 水平 に しずめ て カ バ ー

グ

ラ ス を す べ ら せ て除き
，

つ い で 計算盤 を垂直位に して

静か に 引上 げ，
カ バ ー

グ ラス を か けて粘着白血球数 を



2 2

計測 し た
．
L A I i n d e x の 計算 は S a n n e r ら

2 57 に 等し く
，

i n d e x l O 以 上 を陽性 と した
l 鋸

．

成 績

1 ． H P L C

胃腺病の S P の H P L C に よ る 溶 出曲線の 定型 的 な

もの は 図1 A の 如く で ある
． 吸 収胃腺病抗血 清 を使用

し て E LIS A を行う と
，
溶 出時 間2 0

へ
一 2 4 分 の p a s s 分

画 に 活性 の や や 高 い ピ ー

ク く以 後，
P l と 呼 ぷ1 と

36
ノ

ー 4 0 分の ピ ー ク く以後，
P 2 と呼 ぶつ とが 際立 っ た ．

P l 分画 は抗 C E A 抗 血 清の 反 応物 質 を多 少 と も 含 ん

で い る ． 各分画に つ い て抗正 常胃抗 血清 に よ る E LI S A

を行 う と
，

や や低 い Pl が認め られ る の み で
，

P 2 は 欠

如 した
．

しか し
， 使用 す る抗胃腺癌抗血 清 に よ り括性

の 高さが ば ら つ くの で
， 以後の 実験 に は最 も高 い 活性

を示 す吸収抗血清 ぼS C 5 げ ル ブ ミ ン 除去 を行 っ た 胃

腺病 S P 6 5 恥 g 2 週 間隔で 4 回 免疫 した モ ル モ ッ ト抗

血清
，

ヒ ト血清で吸収1 の み を使 用 した
．

なお
，

P 2 分

画 は 抗 ア ル ブ ミ ン
， 抗 C E A

， 抗 N C A
，

抗 a ．
－

a n ti －

t r y p si n
， 抗 a l

－

a Cid gl y c o p r o t e i n 各抗血清 と は E LI S A

で 有意な反応 を示 さ なか っ た
．

手術 に よ る胃腺病材料 で は
，

癌細 胞の 充実 し た 10 g

以上 の 4 例 か らの S P に H P L C 分画 に お け る P2 の 存

在 を認 め得 たが ， 湿畳 3 g 以 下の 腺病や ，
よ り大き く て

も癌 実質の著 し く乏 しい 材料 に は P2 を 認め る こ と が

困難で あ っ た
． 胃扁平上 皮癌 で は 25 g 以上 の もの か ら

得た S P に つ い て も P2 を認 め得な か っ た
．

しか し
， 胃
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腺癌 培 養株 M K N －2 8 で は 湿 崖 350 m g の 細 胞 か ら の

S P で も P 2 の 存在 が 認 め られ た ． な お
，

こ の 場 合S P

を p H 6 ．5 以 下 の 酸 性 に す る と H P L C 分画 の P 2 が 消

失 し
， 後述の 59 K 分子 は P l 中に 出現 した ．

これ は酸

に よ る抗原分子 の 凝 集に よ るも の と理 解さ れ る
．

成人 正 常胃の 粘膜 固有層 ある い は筋層か ら作製 した

S P の H P L C 分 画 に は a S C 5 あ る い は 抗正 常胃 抗血

清に よ る E LI S A で P 2 の 存在 は見ら れ な か っ たく図1

即 ． 胎児胃に つ い て も P 2 は 認め られ ず ， 同様 に 胎児

腸
，
成人 の 小腸

，
大腸

，
肝， 牌， 膵， 腎 に も P 2 は存在

し なか っ た ． 他種 の悪性腫瘍 に つ い て は
，
大腸癌 く肝

移転巣う に P2 が存在せ ず く図 1 Cl
，
肺腺癌， 乳癌，

卵巣癌
，

平 滑筋肉腰 で は H P L C で 4 0 分以 後の 分画 に

な だ ら か な ピ ー ク は出現 し た が
， 胃腺 癌 P 2 に 相当す

る ピ ー ク は見あ た ら な か っ た ． た だ ， 胆嚢癌 く肝転移

巣う と膵癌 に は P 2 領域 に 胃腺癌と は多少形の 異 な る

小 ピ ー ク が出現 した
．

2 ． ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動

H P L C 分画上 P 2 の あ る も の
，

P l ま た は 4 0 へ 4 8 分

の ピ
ー

ク の裾が P2 領域 に 及 ん で い て
， 多少 と も波長

4 90 n m の 吸 収の 高 い も の な どを含 む多数 の 試料 に つ

い て ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気泳動 を行い

，
ゲ ル を切 り 出し

，

その 溶出 掛 こ つ い て a S C 5 に よ る E L IS A を行 っ た ．

図 2 の よう に 胃腺病で は 戯領域 に 明瞭 な 活性 ピ ー ク

が認 め られ た ． 成人 の 大腸， 肝， 膵で は ぽ 2 位，
成人肺，

胎 児胃 は 庇1 位， 胎 児腸 は 庇 2
．

月．位， 成人 腎は ア ル ブ ミ ン

位 に 活性 ピ ー ク を 示 し たが ， A 領域に は活性 を示 さ な
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M i n u t e s

F i g ． 1 ． P r o tei n el u ti o n p r o fil e sく0 ． D ． 2 80 n m J a ft e r hi gh p e rf o r m a n c e li q u id c h r o m a t o g r a p h y

くH P L C l o f th e s o l u b ili z ed p r o t ei n s of a g a s tri c a d e n o c a r ci n o m a E Aコ ，
a n O r m a l g a st ri c

m u c o s a E Bj ，
a n d a c ol o n c a r ci n o m a E Cj ， a n d 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 L I S A l r e s u lt s く0
．
D

．
4 9 0 n m l w i th a n a n ti －

g a St ri c a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m a S C 5 く書

一 争I a n d a n a n ti ． n o r m al g a st ri c ITl u C O S a a n ti s e r u m くO
M O l a g a i n s t el u a t e s ． I n st r u m e n t ，

G il s o n H P L C s y st e m ニ C ol u m n
，

T S K g el G 3 0 0 0 S W w ith g u a rd c o l u m n くT o y o ． S o d a h
E l u a n t

，
0 ．1 M p h o s p h a t e b u ff e r o f p H 7 ．0 ニ F l o w r a t e

，
0 ．5 m lJ m i n ．
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か っ た ． また， 大腸癌く肝転移巣1 は ば 2 位， 胆嚢癌く肝

転移巣ン， 肝癌 は 勘 位， 卵巣癌は 丑十イわ位に ピ ー ク を 示

した が
， 品位の ピ

ー

ク は示 さ な か っ た
．

一 方
， 膵癌 ， 肺

腺癌， 乳癌 く肝転移巣ンく図2 つ
，

平滑筋肉腫 は ア ル ブ

ミ ン あ る い は ぽ 1 位 の ピ ー

ク と と も に A 位 に 小 さ な

ピ ー ク の 存在 を示 し た
．

こ の う ち平 滑筋 肉腫 に つ い て

は
，

a S C 5 を 平 滑 筋 肉 腫 の S P で 吸 収 し た も の で

E LI S A を行う と 品位 の 活性が 消失 した が
， 胃腺癌 の

品位 の 活性は残存 し た ． しか し
，
こ の よ う な 吸収実験で

は膵癌， 肺腺癌， 乳癌に つ い ては 明確 な成績が 得 られ

な か っ た ．

3 ． ウ ェ ス タ ン プ ロ
ツ テ ィ ン グ

手術 に よ り得た 胃腺痛か ら の S P よ り ア ル ブ ミ ン を

除去 し
，

そ の 1 m g 蛋白に つ い て H P L C を行 い
，

そ の

P 2 分画 をさ ら に ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気泳動 に か け

， 鳥領

域 を切 り 出 して 溶 出 し
， 濃縮後 S D S － P A G E を行 な っ

た
．

D u r a p o r e filt e r に 転写後
，

a S C 5 に よ る 免疫 プ

ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た結果，
5 1 E

，
5 9 K

，
6 6 K の バ ン ド

を認 め たく図3 う． 転写後 の膜 を抗肺腺癌，
抗膵癌

，
抗

乳癌抗 血清 を使用 して 染 め た場 合59 K の バ ン ド は 認

め ら れ なか っ た ． ま た肺腺痛
，

膵癌， 乳癌材料 に つ き

同様 の操作 を行 っ た膜 を ばS C 5 で 染 色 す る と い ず れ

に も 59 K の バ ン ド は 出 現 し な か っ た
．
培 養 細 胞 株

M K N ． 2 8 で は H P L C と ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気 泳 動 に

よ っ て 抽出 した分 画を S D S ， P A G E に か け る と
， 還元

剤の 有無 に か か わ ら ずほ と ん ど 59K の バ ン ドの み が

言
き
岩
示
マ

二
岩
じ

吋

q
L

O

の

q

V

5 0 4 0 3 0 2 0 1 0 0 － 1 0 － 2 0
－ 3 0

M i g r a ti o n D i s t a n c e くm m I

Fi g ． 2 ． A n al y si s b y a g a r o s e g el el e ct r o p h o r e si s o f

P 2 f r a c ti o n s o n H P L C f r o m v a ri o u s c a r ci n o m a s

u si n g a n a n ti －

g a St ri c a d e n o c a r c i n o m a a n ti s e ru m

a S C 5 ． T h e a g a r o s e g el s
，

a ft e r el e c t r o p h o r e si s
，

w e r e c u t i n t o O ．5 ．

c m sli c e s an d th e n p r e p a r e d f o r

E L I S A ． く■ －

■I ， g a S t ri c a d e n o c a r c in o m a i くA

． ． ．

1 I ， p a n C r e a ti c c a r ci n o m a ニくロ ー ロ1 ，
b r e a st
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ヒ ト胃癌抗原

Sil v e r s t a i n で 染め 出され
， 転写後免掩 プ ロ ツ テ ィ ン グ

を 行う と ， そぴう ベ ン ドが染色され た
．

4 ． H － L A工

L A H Il d e x が 既 知 の 胃腺癌 患者血 清及 び対照患 者血

清に つ し－ て， 胃腺癌 の ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動 に よ る

A 領域 の 抽 出抗 原 を 使用 し て H － L A l 試験 を 行 っ た

く図4 l ． 胃腺病抗原 が 55 0 n g 蛋 白ノt u b e 以 上 の 場合

に L AI i n d e x は陽性傾 くi n d e x l O 以 上l を示 し たが ，

肺腺癌抗原で は抗原崖 に か か わ ら ず 同血 清 は陰性値 を

示 し た ． なお
， L A I i n d e x 陰性の 対 照患 者血 清は胃腺

病 抗原基 に か か わ ら ず陰性値 を示 し た ．

考 察

ヒ ト癌組織の 不溶性分画 を デ オ キ シ コ ー ル 酸塩 で可

溶化し た分 画 に痛特 異性の 高い 抗原の 存在 する こ とが

金 沢 大 が ん研病態生理 部 に お い て種 々 の 癌 に つ い て 免

疫化学 的分 析 に よ り 示 され て お り
2 2I 2 6 ト 3 0 I

， 胃腺病に つ

い て も 既に 程 川 が その よう な抗原 の 存在 を示唆 し て い

る
．

著者は手術材料あ る い は培 餐細胞 を使用 し て
， 胃腺

病の 可溶化蛋 白分画 に つ い て H P L C の ゲ ル 濾過 を行

い その 36
ノ

ー 4 0 分溶 出液 に 正 常胃粘膜 に は存在 し な い

活性 ピ ー ク くP2ン を見 い だ し た ．
こ の よ う な ピ

ー

ク は

他の 正 常成人 臓器 や胎児 胃腸 に は認 め ら れ な い
． 胃腺

病の P 2 分画は ア ガ ロ ー ス 電気泳動 で は A 泳動魔 の 活

性の ピ ー ク を示 す が ，
こ れ は正 常臓器 の ピ

ー

ク が
，

庇

位あ る い は よ り陽極側 に ピ ー ク を示 す こ と と対照 的で

あ る ． 胃 腺病 の 品位 の ピ ー ク 分 画 を抗 原 と し て H ．

L A I を行う と， 胃腺病 患者血 清 は 陽性in d e x を示 す

が
， 肺 腺癌 の 同分画に は活性は 見られ な い

． アガ ロ
ー

ス 電気泳動 と ウ ェ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グに よ り胃腺病

の 品 位 の 分画 に は 5 9 K の 抗原 分 子 の 存在が 見 ら れ た

が
， 他の 癌 に は こ の 分子 はま だ み つ か っ て い な い

． 以

上 の 結果 か ら
， 胃腺癌 に は高度に 限局 して い る抗原分

子が 存在す る と一L
一 応結論 で き る ． こ の 抗原は その 分布

か ら見 て も 既知 の 胃癌 関連抗原l ト 1 51
と は 異 な っ て お

り
，

ま た
，

こ の 抗原が抗 C E A 抗血 清， 抗 N C A 抗血 清

と は 反 応 せ ず， 品位 の 泳 動度 を 示 す こ と か ら C E A
，

N C A
，

戊－フ ェ l
l プ ロ テ イ ン と 異 な る こ と も明 らか で あ

る
．

しか し， 以 上の 成績 は い ず れ も ポ リ ク ロ ー ナ ル の 異

種 抗血 清を使用 して 得られ た もの で あ っ て
，

こ の 抗原

分 子が 真に 胃腺癌特 異抗原で あ る か
， ま た ， どの よ う

な遺伝 子支配 を受 け る か を明ら か に す る た め に は 当然

モ ノ ク ロ
ー

ナル 抗体の 作製が必 須の 条件 に な る
． 標 的

抗原が 明らか に な る と ， それ に 対す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル

抗体の 作製 はそ う 困難 な こ と で は なく
， そ の 努力は既

25

に 始め ら れ て い る ．

結 論

ヒ tl 胃腺病の 不溶性分画 をデ オ キ シ コ
ー ル 酸塩で可

溶化 し たの ち
，

セ フ ァ ロ ー ス 4 B カ ラ ム で ゲル 濾過 を

行 っ て低分子 ピ ー ク くS P う をと り ， 混 在す る ア ル ブ ミ

ン を除去 した も の を免疫抗原と して 異種抗血清 を作製

し た ．
こ の 抗 血 清 を使用 し た E LI S A を測定系と して

免疫学的分 析を行 っ て 以下 の 結論を えた ．

1 ． 胃腺病 く手術材料コ 及 び胃腺病培養株 くM K N ．

2 81 の S P に つ い て H P L C に よ る ゲル 濾過 を行 い
， 抗

胃腺 病抗 血 清 a S C 5 に よ り E LI S A を 行う と 36
r

－ 4 0

分 の 溶 出液 に 活性 ピ ー ク くP 21 が 認め られ た ． P 2 は正

常胃そ の 他の 成人正 常臓器 や 6 ヵ月胎児の 胃腸 に は認

め られ な か っ た が
，
胆盛痛 く肝転移巣う や膵癌 に つ い

て はノJ l さ な もの が 見られ た ．

2 ． ア ガ ロ
ー

ス ゲル 電気泳動 に よ る と 胃腺橘 の P2

分画 は A 泳動度 を示 し
，

正 常成人 及 び 胎児臓器 の P2

域の 溶出液 はす べ て ア ル ブ ミ ン 旬

月．泳動度， 胆 褒痛は

此 1 泳動魔の ピ ー

ク を示 し
， 肺腺癌

， 膵癌，
乳癌， 平滑

筋 肉腫は 月．泳動度の 小 ピ ー ク を示 した ． 平滑筋 肉腫 は

吸収実験に よ り胃腺癌 との 差が示 さ れ た
．

3 ． S D S － P A G E お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ ティ ン グ

を行う と胃腺 病の A 泳動位の 溶出分画 に 抗胃腺病 抗

血清 仔S C 5 に プ ロ ッ トさ れ る 51 E
，
5 9 K

，
6 6 E

，
の 抗原

分子 が 認め ら れ た ． し か し抗他種痛 く肺腺痛
， 膵癌

，

乳癌う各抗血 清に よ っ て は 59 K の 分子 が プ ロ ッ トさ れ

な か っ た ．

4 ． 胃腺痛 A 位 の 溶 出分画は 胃腺癌患者血 清に よ

る H － L A I 試験 に お い て陽性i n d e x を示 した ．
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li p o p r o t ei n s ． III ． C h a r a ct e ri z a ti o n of th e li p o
－

p r o t ei n － b o u n d th y r oid gl a n d －

S p e Cifi c a n ti g e n ． I n t ．

A r c h ． A ll e r g y ，
3 9

，
6

－

1 5 く19 7 01 ．

2 2I O k a d a
，
S ．

，
I t a y a ， K ． 鹿 R u r a t a

，
Y ． こ I d e n tifト

C a ti o n o f a t u m o r
－

S P e Cifi c a n ti g e n i n th e i n s ol u bl e

f r a c ti o n o f h u m a n n e p h r o bl a st o m a ． E u r ． J ． C a n c e r
，

1 5 ， 1 0 8 5－10 9 3 く19 7 91 ．

2 3I L a e m m li
，

U ． K ． こ Cl e a v a g e o f st r u c t u r al

p r o t ei n s d u ri n g th e a s s e m b l y o f th e h e a d o f

b a c t e ri o p h a g e T 4 ． N a t u r e
，
2 2 7

，
6 8 0－68 5 く19 7 0J ．

2 4I B u r n e t t e
，

W ． N ． こ
く一

W e s t e r n B l o t ti n g
，，

こ

E l e c t r o p h o r e ti c t r a n s f e r o f p r o t ei n s f r o m s o d i u m

d o d e c yl s u lf a t e
－

p Ol y a c r yl a m i d e g el s t o u n m o d ifi e d

n it r o c ell u l o s e a n d r a d i o g r a ph i c d e t e c ti o n w ith

a n ti b o d y a n d r a d i oi o d i n a t e d p r o t ei n A ． A n al ．

B i o c h e m ．
，
1 12 － 1 9 5－20 3 く1 9 8 1L

2 5ナ S a n n e r
，

T ．
，

K o tl a r
，

H ． K ． 鹿 E k e r
，

P ． こ

M e a s u r e m e n t o f h u m o r a l a n ti －t u m O u r i m m u n e

r e s p o n s e s b y a m o d ifi e d l e u c o c y t e a d h e r e n c e

i n h ib iti o n a s s a y ． p 1 7 9
－1 8 6 ． I n K ． L e t n a n sk y くe d ．1 ，

B i o l o g y o f th e c a n c e r C ell
，

K u gl e r P u b ．
，

A m st e rd a m
，
1 98 0 ．

2 6I O k a d a
，

S ．
，

K u r a t a
，

Y ．
，

E it a g a w a
，

K ． 及

0 0 K a w a
，

M ． こ D e m o n st r a ti o n a n d p r e li mi n a r y
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Ch a r a c t e ri z a ti o n o f a n a n ti g e n i n th e i n s ol u bl e

e x tr a ct s of h し1 m a n tr a n Siti o 11 al c ell c a r ci n o m a ． E u r ，

．I ． C a 11 C e r ， 1 6
，
14 5 ト 14 5 8 く1 9 80 1 ．

27I Y a m a d a
，
T ．

，
I w a

，
T ．

，
K u r a t a

，
Y ． 皮 O k a d a

，

S ． こ E x t r a c ti o n a n d p r eli m i n a r y c h a r a c t e ri z a ti o n of

t u m o r a n ti g e n s i n h u m a n b r o n c h o g e n i c a d e n o
．

C a r C i n o m a a n d s q u a m o u s c ell c a r cill O m a ． E u r
． J ．

2 7

C a ll C e l
一

，
16

，
7 飢叫7 9 2 く19 8 0ユ．

2 8I 森下 保子 ニ ヒ ト甲状腺癌 に 高度 に 関連 する 抗原 ．

卜全医会誌， 92
，
1 9 9－2く17 り98 31 ．

2 9I 平井 洋 ニ ヒ ト B 細胞型 悪性リ ン パ 腫 に 高度 に

関連す る抗原． 十全医会託
，

92
，
2 96－30 4 く19 83ラ．

3 0I 冨田哲 夫 こ じ 卜卵巣ム チ ン性 褒胞腺病 の 特異抗

原 ． 十全医会認
，
93

，
41 7－42 6 く1 98 41 ．

A n aly sis of a n A n tig e n Hi gh ly As s o ciat e d wi th H u m a n G a st ri c A d e n o c ar ci n o m a b y X e n o a n －

ti s e r a M a k ot o S e ki
，

D e p art rn e n t O f P at h o p h y si ol o g y ，
C a n c e r R e s e a r ch I n stit u t e

，
K a n a z a w a

U ni v e rsity ，
K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d

． S o c ．
，
95

，
1 9 － 2 7 り9 8 61

K e y w o r d s ニ g a St ri c c a n c e r
，
t u m O r a n t ig e n

A b st r a c t

I d e n tifi c ati o n o f t h e t u m o r
－

S P e Ci fi c a n tig e n a s a n e n t it y w ill b e a m aJ O r P r O b l e m i n t u m o r

i m m u n o l o g y ， I n st u d i e s c o n c e r n i n g h u m a n g a st ri c c a r ci n o m a
，

a n u m b e r o f a n tig e n s h a v e b e e n

d e t e ct e d
，
b u t a n tig e n s s p e c ifi c t o o r h ig h ly a s s o c i at e d w ith t u m o r s h a v e n o t y et b e e n．f o u n d ． T h e

i n s o l u b l e f r a c ti o n o f g a st ri c a d e n o c a r ci n o m a w a s s o l u b ili z e d b y t h e ai d o f d e o x y c h o l a t e ． T h e n

t h e s o l u b ili z e d p r o t ei n くS PJ w a s p a s s e d th r o u g h a c ol u m n o f S e p h a r o s e 4 B ． T h e c o n t a m i n a t e d

S e r u m a lb u m i n w a s r e m o v e d w it h B l u e S e p h a r o s e C L － 6 B b y b at c h p r o c e d u r e
． T h i s f r a ct i o n w a s

u s e d t o r ai s e h y p e ri m m u n e a n ti s e r a i n G u i n e a p ig s ． A p o t e n t an ti s e r u m cヒS C 5 w a s s e l e c t e d ． T h e n

Ct S C 5 w a s a b s o r b e d e x t e n si v el y w it h h u m a n w h ol e s e ru m － T h e a b s o rb e d ct S C 5 w a s u s e d t h r o u g
－

h o u t t h e e x p e ri m e n t s f o r E L I S A a n d i m m u n e b l o tti n g ． T h e S P s f r o m g a st ri c a d e n o c a r ci n o m a s

a n d a g a st ri c a d e n o c a r ci n o m a c ell li n e M K N － 2 8 t r e at e d w it h B l u e S e p h a r o s e C L － 6 B b y b a t c h

P r O C e d u r e w e r e a n a ly z e d o n H P L C a n d E L I S A w it h a S C 5
，

S h o w i n g a n a cti v e p e a k くP 2J el u ti n g

Cl o s e a t th e al b u m i n p o sit i o n
，

s t ail ． T h e S P s f r o m n o r m al a d u lt o rg a n s
，

a f e t al s t o m a c h
，

a n d a

f e t al g u t s h o w e d n o P 2 a ct i vit y ． A g a r o s e g el el e c t r o p h o r e si s s h o w e d t h a t t h e P 2 c o m p o n e n t s

f r o m g a s t ri c a d e n o c a r ci n o m a s a n d M K N － 2 8 h a v e P 2
－

m O b iliti e s w h il e th e c o m p o n e n t s at t h e P 2

r e gi o n o f n o r m al a d u lt a n d f e t al o rg a n s h a v e o n l y al b u m i n
N

B l
－

m O b ili ti e s ． W e st e r n b l o t ti n g o f

t h e P 2
－

C O m p O n e n t S f r o m g a st ri c a d e n o c a r c i n o m a s a n d M K N － 2 8 s h o w e d a p u t ati v ely t u m o r
－

S P e Ci fi c 5 9 K b a n d ． W h e n e x a m i n e d b y a H － L A I t e st u si n g th e el u a t e f r o m th e P 2
－

r e g i o n o f a

g a s t ri c a d e n o c a r ci n o m a
， P O Si ti v e r e sp o n s e s o f a s e r u m f r o m a p a ti e n t w i th g a st ri c a d e n o c a r c i n o m a

a n d n e g at i v e r e s p o n s e s o f a c o n t r oI s e r u m w e r e o b s e rv e d ．


