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金沢大学十全医学会維誌 第93 巻 第 3 号 4 1 7 － 42 6 く19 8 4J

ヒ ト卵巣 ム チ ン性嚢胞腺癌 の 特異抗原

金沢 大学が ん 研 究所病態生理 部 く主任 こ倉田 自章教授ン

冨 田 哲 夫
く昭 和5 9年 4 月14 日受付1

本論文の 要旨 は 日本癌学会第39 回 く198 0う に お い て発表さ れた ．
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ヒ ト卵巣の m u ci n o u s c y st a d e n o c a r ci n o m a く以下 M C C と略1 の不溶性分画 をデス オ キ シ コ ー ル 酸

塩 で可溶化 した 分画を免疫抗原と して異種抗血清 を作製 した
． 十分な 吸収 を行 っ た抗血清 を使用 し， ゲ ル

内二 重拡散法 で 1 部の M C C に 特異的沈降線 の形成 を認 めた ． 胎児臓器 を含む対照各組織は い ずれ も 沈降

線を生 じな か っ た ． 螢光抗体法で は M C C 細胞 とくに その細胞膜 が特異的に 陽性で あ っ た ． 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 で は す べ て の M C C 標品に 対照組織よ り高い 活性が 認め られ た ． 抗原 は P l
．泳動度

をも ち
，
S D S － ポ リ ア クリ ル ア ミド ． グレ ジ エ ン ト ． ゲ ル で は分子量約 65

，
00 0 で あっ た

．

K e y w o r d s m u ci n o u s c y st a d e n o c a r ci n o m a
，

O V a ri a n c a n c e r

t u m o r － S p e Cific a n tig e n

卵巣癌 の よう な体深部の腫 瘍 に つ い て は 免疫学的な

早期診断法の 確立が とく に 望 まれ るが
，

そ の可能性は

ひ と えに 特異な腫瘍抗原の 有無 に かか っ て い る
． 卵巣

褒胞腺病の マ
ー カ ー 抗原の 研 究 は 197 0 年代 に 活発 に

行われ
， 幾つ か の 腫瘍抗原 が見い だ され た が

，
それ ら

は柴液性愛胞腺痛 くs e r o u s c y s t a d e n o c a r ci n o m a
，

以

下S C C と略l に つ い て の みの 分析 刷
や S C C と ム チ ン

性愛胞腺痛 くm u ci n o u s c y st a d e n o c a r ci n o m a
，

以下

M C C と略つ を 区別せ ずに 行 っ た抗原分析3 一

郎がか な り

多く
， 両者 を区別 した 分析 で も 大部分は 特異性の 低い

抗原の 存在 を見い だ して い るの み である
6 － 91

．
わずか に

Ch o w
l Ol

は M C C 特異と思 わ れ る 抗原の 存在 を ゲ ル 内

拡散法で 示 して い るが
， 抗原の 性質や 胎児分布 に つ い

ては触れ る に 至 ら なか っ た ． 1 9 80 年代に 入 り
，
B h a tt a －

Ch a r y a ら 川 が M C C の ホ モ ジネ
ー

ト を 抗原 と し て モ

ノク ロ ． ナ ー ル 抗体 の 作製 に 成功 し
，
S C C と無関係 な

M C C 抗原 の 存在 を明 ら か に して い る
．

し か しそ の 抗

原は胎児腸 に も 存在 の 示 さ れ る o n c o f e t al な 抗原 で

あ っ た ．

著者は M C C の 不溶蛋白部分を可溶化 し て得た 分画

を免疫抗原と して異 種抗血 清 を作製 し， ゲ ル 内拡散法
，

免疫螢光法
，

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

く以下 E LIS A と 略1 に よ っ て 抗原分析を行い
，

M C C

．特異 と思われ る抗原の 存在 を示 し
，

抗原の 二 ． 三 の 性

状を明 らか に した の で こ こ に 報告す る ．

材料お よ び方法

1 ． 材 料

M C C 7 例 と対照の 卵巣腰 瘍くS C C 9 例 その 他l は す

べ て手術 時に
， 卵巣以 外の 腫 瘍は主 と して 剖検時に

，

一 部 は手術時に 得 られ た
．

正 常臓器 は数例の 非痛患者

か ら死後 8 時間以 内の 剖検 に 際して 入手 し， 胎児臓器

は 4 へ 6 ヵ 月胎児 3 例か ら得た ． こ れ らの 組織 は使用

時まで
－

3 0
0

C に 保存 した
．

な お
， 組織 の 小片は包埋 剤

T i s s u e T e k II ， 0 ． C ． T ． C o m p o u n d のivi si o n M il e s

I n c ．
，
U S A l に 封入 して －40

Q

C に 保存 し
， 螢光抗体法 に

使用 し た ． 腫瘍材料は す べ て 一 部か ら フ ォ ル マ リ ン 固

定，
パ ラ フ ィ ン 切 片，

へ マ トキ シ リ ン ． エ オ ジ ン染色

標本を作製 し， 病理 診断を確認 した ．

2 ． 粗 抗原 分 画 の 作製

凍結 保 存 組 織 を 融 解 し
，
S mi th ら

12Iの 方 法 の 変

法
1 3 句 1 引 に よ り不溶性蛋 自分画 を抽出 した ． こ の 不 溶分

画に 5 倍容量 の 0 ． 2 ％デ ス オ キ シ コ
ー ル 酸 ナ ト リ ウム

液 くs o di u m d e s o x y c h ol a te
，

以下 D O C と 略J を加え

T u m o r － S p e cifi c A n tig e nくsJ i n H um a n M u c in o u s C y s t ad e n o c a r ci n o m a of t h e O v a r y ．

T et s u o T o m it a ， D e p a rt m e n t of P at h o p h y si ol o g y くD ir e ct o r こ P r of ． Y ． K u r a t al ，
C a n c e r

R e s e a r ch I n stit u t e
，
K an a Z a W a U n iv e r sit y ．
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て ホ モ ジ ナイ ズ し，
マ グネ テ ィ ツ タ ． ス タ

ー

ラ
ー

を使

用 し て 48 時間4 叫 8
0

C で 渡 拝後， 10 ，
0 0 0 X g 3 0 分冷

却遠心 して上 清を得た ， 沈漆に つ い て 0 ．2 ％D O C に よ

る抽出操作 を更に 2 回行 っ た
．

抽出 3 回の 上 清に はそ

れ ぞれ 10 倍容 量の 冷 ア セ ト ン を加 え て 1 夜 以 上
－

2 0
0

C に お き， 生 じた 沈澱 を低速遠心 に よ り集め た ． 沈

澱 を合せ て小 量の蒸留水 に 溶か し
，
3 ， 0 0 0 X g 5 分遠心

後の 上 清を S e p h a r o s e 4 B くPh a rm a Ci a Fi n e C h e m i －

c al s
，
S w e d e n l の カラ ム に 負荷 し

，
蒸留水 また は 0 ． 1

M リ ン 酸緩衝液くp H 7 ．4J で溶 出す ると小 さな p a s s 分

画 の ピ ー

ク と r e t ai n す る 低分子 分画 の 主 ピ ー ク が 現

れる ． p a s s 分画の ピ ー ク は D O C に よ る第1 回抽 出液

で は痕跡か ある い は欠如す る ． 低分子 分画 の 主 ピ ー

ク

く
一

でfr 2
，，

と呼 ぷ1 をプ ー ル して セ ロ フ ァ ン チ ュ
ー ブ に

入れ ，冷室内で扇風機に か けて濃縮 し
，
用 暗ま で

－

2 0
0

C

に 保存した
．

蛋 白定量は L o w r y 法1 61 に よ っ た ．

別に 抗原と して組織の 20 ％くW ノVI 生 理食塩水 ホ モ

ジ ネ
ー

ト あるい は 25 ％くW ノVl O ， 0 1 M リ ン 酸緩衝液 ．

食塩水 p H 7 ．2 くp h o s p h a t e
． b u ff e r e d s a li n e

，
以 下 P B S

と略う ホ モ ジ ネ
ー

トも作製 し， 使 用時 まで － 20
0

C に 保

存した ．

3 ． 部分精製抗原 分 画 の 作製

下 記 の 家 兎 抗 血 清I g G 分 画 を B r C N － a Cti v a t e d

S e p h a r o s e 4 B くPh a r m a ci al に メ ー カ ー 記載 の 方法 に

従っ て結合さ せ ，
エ タ ノ

ー ル ア ミ ン処理 ．洗浄後 1 ． 5 X

lO c m の カ ラム に つ め，
M C C の Pf r 2 く蛋白量5 m gl

を 負荷 し
，

0 ． 1 M 重炭酸 ナ トリ ウ ム 液で 溶出し
，

波長

280 n m の 吸収 ピ
ー

ク を集め て濃縮 した ． す べ て の 操作

は 4 仙 8
0

C で行 っ た ． 家兎抗血 清は以 下の 4 種 の 抗原

液 を 1 m l の F r e u n d
，

s c o m pl e t e a dj u v a n t く以 下
，

F C 郎 で乳化 して それ ぞれ 別の 成熟 家兎の 肩甲骨下腔

に 0 ，
7

，
1 4

，
2 8 日目の 4 回注射 し， 最終注射の 1 過

後 に 全採血 して 4 種類作製 し た ． く11 正 常卵 巣 ホ モ ジ

ネ
ー

ト1 m l
，
く2 肝 ホモ ジ ネ

ー

ト 0 ．5 m l
，
腎 ホモ ジ ネ

ー

ト0 ． 5 m l
， ほ肺 ホ モ ジネ ー ト 0 ． 5 m l

， 牌 ホ モ ジネ ー ト

0 ． 5 m l
， 川正 常 ヒ ト血清 1 m l ． ホ モ ジ ネ

ー

トは い ずれ

も 20 ％ くW ノVl 生理 食塩水 ホモ ジネ
ー

ト を使用 した ．

抗血 清は － 2 0
0

C に 保存 し
， 用 時 4 種の抗血清 を等量混

合 し た も の か ら 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 50 ％飽和 に よ り

工g G 分画 を得た ．

4 ． 抗血清 の 作製

体重 約 400 g の モ ル モ ッ ト 9 匹 に M C C 3 例， S C C

6 例 の P f r2 標品各1 m l く5 m g 蛋 釦 を F C A l m l で

乳化して 肩甲下腔に 注射 した
．

0
，

7
，
1 4

，
2 8 日日 に

注射 を行い
，
3 5 日目 に 心採血 し

，
抗 M C C 抗血 清 3 種，

対照の 抗 S C C 抗血清6 種 を作製 した ． 抗血 清は小量 づ

つ 分割 して － 2 0
0

C に保存 し
， 凍結 ． 融解 を繰返 す こ と

は極力避 けた ．

ゲ ル 内拡散 剛 こはモ ル モ ッ ト抗血 清 1 m l に つ き正

常 ヒ ト血清 0 ．5 m l
， 卵巣， 肝， 脾， 肺， 胃粘膜， 大腸

粘 膜 ， 胎 児 肝 の 2n ％くW ノVう生 理 食 塩 水 ホ モ ジ

ネ ー ト各 0 ． 5 m l 及 び大腸癌の 20 ％くW ノV う 生理 食塩

水 ホ モ ジ ネ
ー

ト 1 m l を加 えて 室温 に 1 時間お き，
つ い

で 4 句 8
0

C で 1 晩低速回転 し， 10 ， 0 0 0 X g 2 0 分冷却遠

心 後，
上 清 を M i ni c o n B － 1 5 くA m i c o n C o r p o r a ti o n

，

U S A I に よ り1 m l に 濃縮 して 使用 し た
．

螢光 抗体 法用 に は 抗血 清0 ，1 m l に 正 常 ヒ ト 血 清

0 ． 2 m l
， 卵巣と大腸癌の 25 ％くW I V I P B S ホ モ ジネ ー

ト を各0 ．2 m l
，
胎 児腸の 25 ％くW I VI P B S ホ モ ジネ

ー

ト 0 ． 3 m l を加 え ， 室温 1 時間， 冷室で の 回転 1 夜後遠

心 し て 上 清 を と り，
P B S を加 え て 1 ． 6 m l く最終濃度

1 ニ161 ある い は 3 ． 2 m l く最終濃度1 ニ321 と して 使

用 した ．

E L I S A 用 に は抗 M C C 抗 血 清 0 ． 01 m l に つ き正 常

ヒ ト血清 7 ． 5 m l
，

ヒ ト血 清凍結乾燥 品 200 m g ， 卵巣

25 ％くW I VI P B S ホモ ジネ
ー

ト1 m l
，
胎児腸25％ホモ ジ

ネ
ー

ト 2 m l
，

粗 C E A 標 品 4 m g くC E A と して 13 0 JL g

l ，
S C C の P f r 2 標 品3 m g を加 え

，
上記 同様 の 操作で 吸

収 を行 い
， 最終上 清に 等量 の 0 ． 2 M 酢酸 ナ トリ ウム 液

を加 え て 室 温30 分放 置後 10
，
0 0 0 X g 30 分冷 却遠心

し
，

そ の 上 滞を P BS で透析後，
P B S で 1 0 m lく最終濃

度 1 ニ10 0 0うと して使用 した ． な お
， 粗 C E A 標晶は大

腸癌の 剖検材料 か ら K r u p e y ら
1 71の 方法に よ り抽出し

た
．

5 ． 免疫学的検査法

ゲ ル 内 二 重拡散法くO u ch t e rl o n y 法l に は厚 さ 1 ． 5 －

2 ． O m m の
．寒天 層に 直径 3 m m

，
間隔3 m m ま た は直

径 3 m m
，
間隔 4 m m の 抗原 ． 抗体孔 を作製 した

． 抗原

標 品の 蛋 白濃度 は 3 m gノm l と した
．

湿潤 状態で 4
へ

8
0

C に お き 1 週 間観 察 した ． 免 疫電気泳 動 に は厚さ

1
－

1 ． 5 m m の A g a r o s e H E tF M C C o r p o r a ti o n
，

M a ri n e C oll oi d s I n c ．
，

U S A l 層に 作 っ た抗原孔に

M C C P f r2 を加 えて 20 m A く定電流l で 約 2 時間電気

泳動後
，
抗原 孔 よ り 4 m m 離れ た槽く幅1 ．5 m mうを作

製 して 吸収抗 M C C 抗血 清 を入 れ
，

4 句 8
O

C で 反応さ

せ た
．

螢光抗体 法は 未固定 c r y o st a t 切片 に つ い て 間接法

を行 っ た ． 終濃度 1 ニ1 6 ま たは 1 ニ32 の 吸 収抗血清を

室 温 1 時間，
F I T C 標 識抗 モ ル モ ッ L I g G 亡家 財

くB e h ri n g w e rk e A G
，

G e r m a n yl の 1 ニ2 5 稀釈を室

温 30 分反 応さ せ た
． 観察 ． 撮影 は 01 y m p u s 落射螢光

顕微鏡 B B－R F しB に よ っ た
．

E LI S A は V oll e r ら
1 別の 操 作 の 小 変 法1 91

に 従 っ て

行 っ た
．

2 次抗体 に は パ ー

オ キ シ ダ
ー ゼ 標識抗 モ ル
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モ ッ トI g G ア フ ィ ニ チ イ
ー 精製抗体 仙 羊jくK i rk e

－

g a a r d 8 t P e r r y L a b o r a t o ri e s I n c ．
，
U S A l を使用 し

，

0
－

ph e n yl e n ed i a mi n e に よ る 反応 を 室 温15 分 と し 直

ち に EI A R e a d e r E L 3 07 くBi o ． T e k I n s t r u m e n ts l n c
り

U S A l に よ り比 色定量 を行 っ た
．

6 ． 物理 化学的分 析

分析用 デ ィ ス ク電気泳動 は 7 ．5 ％ ポ リ アク リ ル ア ミ

ドゲ ル カ ラ ム く分離ゲ ル p H 8 ．9
，
重 層ゲ ル p H 6 ．71 を

使用 し ，
トリス ． グ リ シ ン 緩衝液 p H 8 ．3 を溶媒 と し

，

41 9

泳動は 4 m A ノt u b e で約 75 分間行 っ た ． 泳動後の ゲ ル

カ ラ ム に つ き以 下の 操作 を行っ た ．く11 C o o m a s si e b ril －

1i a n t b l u e R －2 5 0 に よ る染色． t2 げ ル を a g a r o s e H E

C F M C C o r p －1 の 薄層 に作 っ た槽内に お き
， 免疫電気

泳 動の 場合 と同様 に 4 m m 離れ た 平行槽 を作 っ て 吸

収抗血清を入 れ ， 湿 潤状態 で4 － 8
0

c l 週間反 応． 刷

ゲ ル を 2 m m 間隔で 横断 し， 各ス ライ ス を0 ． 0 5 M 炭

酸緩衝液 くp H 9 ．6う の 0 ． 3 m l で抽出 し
， 各抽出液 に つ

き E LI S A に よ る抗原活性 の 測定．

F i g ． 1 ． E x a m pl e s o f i m m u n o diff u si o n p a tt e r n s o f a b s o rb ed a n ti s e r u rn t O O V a ri a n

m u ci n o u s c y st a d e n o c a r c in o m a くM C CI e x t r a c t i n c e n t e r w ell s a g ai n st M C C e x tr a c t

a n d v a ri o u s c o n t r oI s a m pl e s ．

くa1 1
，
M C C e x tr a c t ニ 2

，
n O r m a l h u m a n s e r u 町 3

，
1i v e r e x t r a c t ニ 4

，
S pl e e n e x t r a ct ニ 5

，

1 u n g e x t r a c t i 6
，

O V a r y e X t r a C t ．

くbJ l
，
M C C e x tr a c t ニ 2

，
f e t al l u n g h o m o g e n a t e i 3

，
f e t al li v e r h o m o g e n a t e 三 4

，
f e t al

S Pl e e n h o m o g e n a t e i 5
，
f e t al s t o m a c h h o m o g e n a t e 三 6

，
f et al i n t e s ti n e h o m o g e n a t e ．

くcl l
，
M C C e x t r a ct i 2

，
K r u k e n b e r g t u m o r e x t r a c t i 3

， g r a n ul o s a c ell t u m o r e x t r a c t i 4
，

O V a ri a n m u ci n o u s c y st a d e n o m a e x tr a c t I 5
，
e m b r y o n al c a r ci n o m a e x t r a ct i 6

，
O V a ri a n

S e r O u S C y S t a d e n o c a r ci n o m a e x t r a c t ．

くd1 1
，
M C C e x t r a c t ニ 2

，
C Ol o n c a n c e r e x t r a c t I 3

， g a St ri c c a n c e r e x t r a c t ニ 4
，

u t e ri n e

C e r V i c al c a n c e r e x t r a c t ニ 5
，

r e n al c e11 c a r c in o m a e x t r a c t 三 6
，
1 u n g a d e n o c a r ci n o rn a

e x t r a c t ．



4 2 0 E
ニ
ー

ロコ

P ol y a c r yl a mi d e g r a di e n t g e l P A A 41 3 0 くP h a r －

m a ci al を使用 し， M C C の 部分精製抗 原分 画を泳動 し

て分子 量 の 測定 を行 っ た
． 分子 量 マ

ー

カ ー に は c y t o ．

Ch r o m e 系の M W － M a rk e r P r o t ei n s くオ リ エ ン タ ル 酵

母工業1 を使用 した ．

酵素 に よ る抗 原分解 試験 を以 下の よ う に 行 っ た
．

M C C P f r 2 く50 j L g 蛋 白I m ll を E L I S A 用 プ レ
ー

トの

ウ ェ ル あ た り50 ノノ1 加 え て p H 9
． 6

，
3 アC 2 時 間吸 着 さ

せ た
．
ウ ェ ル 内液 をす て

， m P B S
，t2ユt r y p si n C T y p e 工II

，

S i g m a1 5 FL g を含む0 ． 0 5 M トリ ス 塩酸緩衝 温 p H 7 ．

5
， く31 ph o s p h oli p a s e D くT y p e III ， S i g m aI 2 5 JL g を

含む 0 ． 0 5 M リ ン酸綬衝液
， p H 7 ．0

，く4J n e u r a m i n id a s e

くT y p e V
，
S i g m a1 50 JL g を含む 0 ． 1 M ク エ ン 酸 －

リ

ン 酸緩衝液， p H 5 ．3
，
をウ ェ ル に 50 月l 加え て 37

0

C 2 時

間おき
，
洗 浄後 E L工S A に より各ウ ェ ル の 抗原活性を 測

定 した ．

成 績

1 ． ゲ ル 内拡 散法 の 成 績

未吸 収抗 M C C P f r2 抗血 清は M C C P f r2 に 限らず

対照 各組織 の Pf r 2 あ る い は ホ モ ジ ネ
ー

ト に 対 して多

数の 沈降線 を生 じる － そ こ で 既述 の 吸収を加 えた抗血

清 を使 用 す る と M C C P f r 2 ま た は 25 ％ くW I Vl ホ モ

ジネ ー トと の 間 との み 1 本の 沈降線 を生 じ
，

正 常各組

織の P f r2 また は ホ モ ジネ
ー

ト
， 胎児臓器 ホ モ ジネ ー

ト

並 び に 他腫瘍の Pf r2 また はホ モ ジネ ー トに 対し て は

沈降線 を生 じな か っ た く図 1 l ．
7 例 の M C C P f r2 棲

品 中4 例が 特異 沈降線 を生 じ たが
， 対照の 成人 臓乳

胎児臓器あ る い は他種 の 卵巣癌， 他臓器 癌は 1 例も沈

降線 を生 じなか っ たく表 1 う． 十瓦 同様 な吸収 を行っ

た 6 種の 抗S C C P f r 2 抗血 清 はす べ て の M C C P f r 2 棲

品 に 対 して沈降線 を生 じ なか っ た ． な お
，

M C C Pf r2

T a bl e l ． T h e d is trib u ti o n o f o v a ri a n m u ci n o u s c y st a d e n o c a r c i n o m a くM C Cl －

S P e Ci fi c a n ti g e n s b y g el
d iff u si o n

T i s s u e e x tr a c t N o ． t e s t ed N o ． p o si ti v e T i s s u e e x tr a ct N o ． t e s t e d N o ． p o siti v e

N o r m al a d u lt o r g a n s
撫

5 田

O v a ri a n n e o pl a s m s
ホ

7 4
L i v e r M C C

L u n g 5 0 S C C
輌 ホ

9 0

S pl e e n 5 田 E m b r y o n al c a r ci n o m a 3 0
K id n e y 5 田 K r u k e n b e r g t u m o r 4 0

S t o m a c h 5 田 M u ci n o u s c y s t a d e n o m a 3 0

L a r g e i n t e sti n e 5 0 G r a n ul o s a c ell t u m o r 3 0

S m al 1 in te sti n e 5 田 O th e r n e o pl a s m s
木

O v a r y 1 0 田 G a st ri c c a n c e r 5 0

P a n c r e a s 3 0 C o l o n c a n c e r 4 0

A d r e n al 3 田 R e n al c ell c a r ci n o m a 4 0

T h y r oid 3 田 B r e a st c a n c e r 2 0

H e a r t 2 0 L u n g a d e n o c a r ci n o m a 2 田
S e r u 皿 1 0

田

田

田

C e r vi c al c a n c e r ロ 0

F e t al o g a n s
桝

H e p a t o m a ロ 0

L i v e r P a n c r e a ti c c a n c e r ロ 0

L u n g 3 田 P r o s t a ti c c a n c e r ロ 田
S pl e e n 3 田 S e m i n o m a ロ 0

K i d n e y 3 0 W il m s
，

t u m o r ロ 0

S t o m a c h 3 田 R h a b d o m y o s a r c o m a ロ 0

工n t e s ti n e 3 0 L ei o m y o s a r c o m a ロ 田
C e r e b r um 田 田 M a li g n a n t l y m p h o m a ロ 0

A d r e n a l

H e a rt

2

2

田
0

C h o n d r o s a r c o m a ロ 田

＋ T h e l o w
－

m Ol e c ul a r －

W ei gh t f r a c ti o n くt e r m e d P f r 2J of th e d e s o x y ch o l a t e
－

S Ol u b ili z e d e x tr a c t p r e p a r e d
f r o m th e i n s ol u bl e f r a c ti o n o f e a c h ti s s u e く3 m g p r ot ei nl m り．

抽
2 0 ％くW I Vl h o m o g e n a t e i n s ali n e ．

榊
S e r o u s c y st a d e n o c a r ci n o m a ．



ヒ ト卵巣 ム チ ン性嚢 胞腺癌の 特異 抗原

は抗 ヒ トア ル ブ ミ ン
， 抗 ヒ トフ ィ プ リ ノ ー

ゲ ン く以 上

M B L L td
，
名古 劇 抗 ヒ ト 町 ア ン チ ト リプ シ ン

， 抗

ヒ トI g G く以 上 D A K O i m m u n o gl o b u li n s L t d ．
，

D e n m a r k l 抗血 清と は沈降線を生 じるが
， 抗 町 フ ェ ト

蛋白 のA K Oうや抗 み ミ ク ロ グ ロ ブ リ ンく生化学工 業，

東刹 と は反応せ ず， 他の と 卜正 常血 清蛋白に 対す る

市販 の 抗血 清とも 沈降線 を生じた こ と は なか っ た ．

免疫電気泳動 で は M C C 特異 と 思わ れ る ア ー ク は

タl グ ロ ブ リ ン位 に 生 じた く図2 う
．

Fi g ． 2 ． I m m u n o el e c t r o p h o r e si s こ M C C e x t r a c t
，

d e v el o p e d wi th a b s o r b e d a n ti s e r u m t o M C C

e x t r a ct ．

4 2 1

2 ． 螢光抗体 法 の 成績

螢光抗体法用 の 吸 収 を行 っ た 抗 M C C P f r2 抗血清

く終濃度 1 こ16 ま た は 1 こ32J を使用 し， 間 接法 で

M C C の 未固定切片 を染色 す る と M C C 細胞 と く に そ

の 細胞膜が 陽性染色を示 したく図3 a う． 卵巣く図3 b う，

心
， 肝， 脾， 膵

， 腎， 乳 甲状腺， 筋肉， 胎児腸 く図

3 c l は陽性染色を示 さ ず
，

S C C く図3 d l ， 子 宮頚部

扁平 上 皮癌
， 絨毛上 皮癌， 胃腺病

， 肝癌， 腎細胞癌 の

切 片は い ず れ も陰性で あ っ た ． な お
， 吸収抗 M C C P f r 2

抗血 清 く1 ニ 抽 0 ． 1 m l を子宮頚部扁平上 皮痛あ る い

は K ru k e n b e r g 腰 瘍 の Pf r 2 の 4 m g 蛋白 で 吸 収 し
，

0 ． 1 m l に 濃縮 した も の で は 依然 と して M C C 細胞 は

陽性染色を示 した が
，

M C C P f r 2 に よ る同様 な 吸収で

は M C C の 染色性は失わ れた
．

3 ． E L I S A の 成績

M C C P f r 2 お よ び 対照材 料 の各 濃度 に つ い て
，

E L I S A 用 の 吸収 を行 っ た抗 M C C P f r 2 抗血清 く終濃

度 1 こ10 0 0う に よ り測定 を行 い
， 図4 の よ う な d ．s e

F ig ． 3 ． I m m u n ofl u o r e s c e n c e o f a b s o rb e d a n ti s e r u m t o M C C e x t r a c t o n s e c ti o n o f M C C くaン，
n O rm al o v a r y Cbl，

f e t a l i n t e s ti n e くcI ，
a n d o v a ri a n s e r o u s c y st a d e n o c a r ci n o m a くdl ．
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r e s p o n s e c u rv e を得た ． 徹底的な 吸収 を行 っ て い る た

め有効抗体畳 も低下 し
， 測定感度 は E u S A と して は

著 しく 低く な る が
， M C C P f r 2 で は2 ． 5 J L gl m l か ら

カ ー プの立 上 り が見 ら れ ， 対照 の S C C P f r 2
， 卵巣

Pf r 2 は 10 0 メ gノm l で も活性 は見られ な い
．

E
U

霊
峰

ン

ヒ
S

Z

山

凸

J
V

U
t

ト
d

O

8 ． 5 1 2 ． 5 5 川 25 50 川8

く一点ノ叫

Fi g ．
4

－ D o s e r e s p o n s e c u rv e S O b t ai n e d e n z ym e
－

1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y くE L I S A l wi th
a b s o rb e d a n ti s e ru m t O M C C e x t r a c t ．

くe I ，
M C C ニく句I ，

O V a ri a n s e r o u s c y s t a d e n o
－

C a r Ci n o m a ニくA J ， n O r m al o v a r y ．

田

つ い で 50 鵬ノm l の各 資料 に つ い て測定 を行 っ た
．

表 2 の よ う に 7 種 の M C C P f r 2 で は 0 ． D ． 4 9 2 n m が
0 ．1 5 句 0 ． 2 9 で あ っ たの に対 し

， 肝， 牌 ， 肺
， 腎

， 心
，

胃粘膜， 大脳 の Pf r 2 標 晶は 0 ． 0 ト 0 ． 0 5 で あ っ た． 胎
児臓器 の 場合 Pf r 2 標 晶の 作製 は 困難だ か ら， 5 0 メgノ
m l の P B S ホ モ ジ ネ ー

トに つ い て 同様 の 測定 を行っ

た
． 肝， 肺， 胃， 腸は 0 ■0 巨 0 ． 0 5 の 吸 光度を示 した

．

な お
，

M C C の 50 J L gl mi P B S ホ モ ジ ネ ー

トは M C C
P f r 2 標品に 近 い 吸光度 を示 した

．
U p p e r n o r m al c u t ．

O ff p oi n t を吸 光度 0 ．0 6 と し て 他種癌 の Pf r 2 に つ い

て測 定 を行っ て み ると
， S C C

， 肺腺凰 肺扁平 上皮凰
肺 小紙胸 痛， 胃腺 凰 乳癌

， 腎細 胞癌 ， 前立腺癌，

K r u k e n b e r g 腫瘍の 各 1 例 の Pf r 2 は い ずれ も そ れ以

下で あ っ た ． なお
， C E A 標晶 く1 30 JL gl m り の 吸光度

も 0 ．0 2 以 下で あ っ た
．

4 ． 物理 化学的分 析の 成績

M C C の 部分精製 標品に つ い て デ ィ ス ク 電気泳動を

行う と図 5 a の よ う に 5 へ 6 本の バ ン ドが 認められた

が
， 最も 強く 染ま る バ ン ドは R f ニ 0 ． 8 の 位置 に あ り，

カ ラム の ゲ ル 内埋 込 み に よ る 吸収抗血清と の 二重拡散

を行う と その バ ン ド に
一

致す る沈降線が 生 じた く図5

b う． なお
， 泳動後 の カ ラ ム を切出 し

，
抽出 した分画に

つ い て E u S A を行 っ た 結果 も R f ニ 0 ．8 の 領域 に 活性

の ピ ー ク が認 めら れ た く図6 う．

T a bl e 2 ． T h e di s trib u ti o n o f M C C － S p e Ci丘c a n ti g e n s b y E L IS A

T i s s u e e x tr a c t o ．D ． 4 9 2 n m T i s s u e e x tr a c t l o ．占嘉 霜
N o r m al a d ult o r g a n s

粕

N e o pl a s m s
榊

Li v e r
0 ． 0 5 M C C －1

0 1 6
L u n g 0 ． 0 4 M C C －2 0 2 0
S pl e e n

0 ． 05 M C じ3
0 2 2

K id n e y 0 ． 0 1 M C C －4 0 1 5
S t o m a ch

0 ． 0 5 M C C －5
0 2 1

O v a r y 0
． 0 1 M C C －6 0 1 5

P a n c r e a s

H e a r t

C e r e b r u m

0 ． 0 5

0 ． 0 4

0 ． 02

M C C －7
0 ． 2 9

S C C o ． 05

L u n g a d e n o c a r c in o m a o o 5
S e r u m

F e t al o r g a n s
榊

Li v e r

0 ． 0 4

0 ． 0 5

L u n g s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a o ． 0 5

L u n g s m a ll c ell c a r ci n o m a o ． 0 4

G a s tri c c a r c e r o o l
L u n g 0 ． 0 5 K r u k e n b e r g t u m o r o o4
S t o m a c h

0 ． 04 B r e a s t c a n c e r o o 4
I n te sti n e 0

． 0 5 R e n al c ell c a r ci n o m a o ． 0 6

P r o s t a ti c c a r c e r o ． 0 2

C E A くp u ri ty
ニ 3 ．2 5 ％1 0 ． 0 2

春
o p tl C al d e n sity wi th 4 9 2 n m ．

綿
P f r 2 く50 J Lg p r O t ei n l m lJ ．

榊
2 5 ％くW ノVJ h o m o g e n a te i n ph o s p h a t e

－b u H e r e d s a lin e ．
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Fig ． 5 ■ P o ly a c r yl a mi d e di s c g el く7 ，5 ％1 a n al y si s o f
a p a rti all y p u rifi e d M C C a n ti g e n p r e p a r a ti o n ．

D u pli c a t e g el s w e r e s u bj e c t e d t o el e c t r o ph o r e si s

a t 4 m A l t u b e f o r 7 5 mi n ． i O n e W a S S u bj e c t e d t o

i m m u n o a n al y si s a n d th e o th e r w a s st a in ed wi th
C o o m a s si e bl u e － T h e c a th o d e i s u p p e r m o st ．

T h e st a i n e d g el d e m o n st r a t e d s e v e r a l b a n d s ． A

b a n d くRf ニ 0 －8
，
in d i c a t e d b y a r r o w J w a s id e n tifi e d

a s M C C a n ti g e n b y i m m u n o p r e ci pit a ti o n ．

E
U

N

の

寸

ト

ト
一

S
Z

山

凸

J

V
U

一

ト
d

O

1 2 3 4 5 6 7

くC 呵

Dt S T A N C E M t G R A T E D

F ig ． 6 ． E l e ct r o ph o r e si s o n 7 ．5 ％ p o l y a c r yl a m id e

g el o f a p a rti ally p u rifi e d M C C a n ti g e n p r e p a r a
－

ti o n ． T h e g e l w a s c u t off a t i n t e r v al s o f 2 m m
，

a n d th e a n ti g e n i c a c ti vi ty o f th e e x t r 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 LI S A wi th a b s o r b e d
a n ti s e r u m t o M C C e x t r a c t ． B P B

，
b r o m p h e n ol

bl u e
，

F i g ． 7 ． P a tt e r n o n 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 of a p u rifi e d M C C a n ti g e n くri gh t

C O l u m nJ － P ol y a c r yl a mi d e g r a d i e n t g el s P A A 41
3 0 w e r e u s e d ． F o r c o m p a ri s o n

，
m O n O m e r an d

p ol y m e r s of c yt o c h r o m e C w e r e a l s o s u bj e c t e d t o

el e c t r o p h o r e si s くM I ．

E
こ
N

等

ン

ヒ
S

Z

山

凸

J
V
U

F
d

O

A B C D

S A M P L E S

Fi g ．
8

． E n z y m a ti c d e g r a d a ti o n t e st of M C C
a n tig e n b y E L工S A ． T h e a n ti g e ni c a c ti v ity w a s

l o s t b y t r y p si n b u t n o t i n fl u e n c e d b y ph o s p h oli－
P a S e D a n d n e u r a mi nid a s e － S a m pl e A

，
n O

e n z ym eこ B
，

t r y p S in ニ C
， Ph o s ph oli p a s e D 三 D

，

n e u r a m i nid a s e ．



4 2 4

部分精製抗原標 晶をデ ィ ス ク電気泳動 に か け ，
R f ニ

0 ． 8 領 域 を 切 出 し て 抽 出 し た も の に つ い て p ol y －

a c r yl a m i d e g r a d i e n t g el に よ る S D S 存在下 の 電気泳

動を行う と ， チ トク ロ ー ム 5 僧体 と 6 倍体 の 間に バ ン

ドを認め く図 り ， そ の 分子量 は約 65 ，
0 0 0 と 計算さ れ

た ．

M C C P f r2 をウ ェ ル に 吸着させ
， 酵素処理 を行っ た後

E LI S A を行う と図8 の よう な結果が得 られ た ．
こ の 抗

原活性 が t r y p si n s e n siti v e で p h o s ph oli p a s e D や

n e u r a m i ni d a s e 処理 に 抵抗す る こ と が示 さ れ て い る
．

t r y p si n 処理 後大豆 トリ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー く1 m gl

m l1 5 0 J Ll を加 え
，
3 7

0

C 3 0 分処理 後 に E LI S A を行 っ て

も結果 に差 は なか っ た ．

考 察

ゲ ル 内拡散法， 螢光抗体法， E L工S A に よ る以上 の成

績 か ら ヒ ト M C C に は A 一泳 動 度 を も つ 分 子 量 約

65
，
0 0 0 の 特異 な抗原が存在す る と考 え られ る ． 同抗原

は正常成人臓 敷 こも胎児臓器に も存在が認 め られ な い

し， S C C を含 む他の卵巣腫瘍 や子 宮頸部癌 を含む他臓

器腫 瘍 に も調べ た限りで は存在 し ない よう に見 え る
．

こ のよ う な抗原分布 は こ れ まで に M C C に 関連 して 知

ら れ て い る 抗原例 え ば M C C － S C C 共通 抗原5 冊 ，91 2 0I
，

M C C ，S C C r

子宮頭部痛共通 抗原21I
，

M C C ， S C C 一 子 宮内

腰痛共通抗原22，
， M C C S C C 一 胃共通抗原

2 3，な どの 分布

とは明 らか に 異な っ て い る ． ま た胎児腸 に 存在 が認 め

ら れ な い こ と か ら
，

B h a tt a c h a r y a ら
11

切 モ ノ ク ロ

ナ
ー ル 抗体が認識する抗原 とも異 な っ て い る と思わ れ

る
．

C h o w
l O
切 抗原との異同は 現在判 らな い

． C E A や

ぼ
一 フ ヱ ト蛋 白 と は関係が な い し， 抗原が 抗 み ミク ロ

グ ロ ブリ ン 抗血清と反 応 しな い こ とや 分布が M C C に

限っ て い る こ とか ら組織適合 抗原 と の 関連 も 考 え 難
い

．

M C C や S C C は上 述 の よ う に 特異 性の 低 い 多 く の

抗原 を含ん で お り
，

その 大き さ の 割 に は癌細胞が少 い

の で 抗原の 精製 が難 しい
． 筆者 らが 部分 精製 した抗原

分画 くPf r 2j は抗原と して 良く用 い ら れ る 3 M ． K C L 抽

出液 な どと比較 す る と明 ら か に 混入 物が 少 い け れ ど

も， その 分画 に 対す る抗血清 に はな お不純 な抗体が 多

く生 じて い るの で
， 機能的 に 単 一

な特異性 を示 す抗血

清 を得る た めに は更に 十分な 吸収 を行う必要が あ る ．

しか し必要で十分な 吸収条件 の決定 は容易で な く
， 試

行錯誤が避 け られ な い
． 実験初期 に行 っ た ゲ ル 内拡散

法 に は
， 過剰の 吸収 を行 っ た抗血 清を使用 したが

， そ

れ らの 吸収の 中で真 に重要 なの は正 常血清と卵巣，
つ

い で C E A や S C C P f r 2 な どで
， 他 の臓器に よ る吸収 は

常 に必 要で は な い こ と が 以 後の 螢光抗体法 や E LI S A

の 成凄か ら示 され た
－ しか し， どの検査方法 を用 いる

に し ても や は り大量 の吸 収物質に よる 抗血清の 吸収が

必要で
，
と く に E L工S A の よ う な方法の場合

， 抗血清の

高度 吸収が 特異抗体 の量を も減少さ せ る ため， 感度の

著 し い 低下 を き た した
． そ の 点の 克服 に は モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗体の作製が どう し ても 必 要に な る
．

ただ しそ

の場含 も M C C や S C C の よう な複 雑な 抗原組成 をも

つ 材料を抗原 に 用 い る と特異性 を も っ た抗体の得られ

る確率 は極め て低 い で あ ろう
． 抗原の

一

層の 精製が今

後 の 重要 な課題 に な る
．

結 論

ヒ ト卵巣癌 M C C か ら不 溶性分画 をと り， D O C 処理

で 可溶化 した もの を免疫抗原と して 異種くモ ル モ ッ ト1

抗血清 を作製 した ． 抗血清の十分な 吸収条件 を明らか

に した上 で， ゲ ル 内拡散 法 ． 螢光抗体法 ． E L王S A を行
い

，
以下の 様 な成績 を得 た

．

1 ． ゲ ル 内二 重拡散法 で M C C 4 例が 特異な沈降線

を生 じた 一 対照 の正 常成人 臓器
， 胎児臓器， S C C を含

む他種卵巣腰凰 他臓器腫瘍 はす べ て沈降線 を生じな

か っ た ．

2 ． 螢光抗体法で M C C の 細胞 と く に その 細胞膜の

陽性染色 を認 め た ． 対照組織 く胃粘膜
， 胎児腸， S C C

，

子 宮頸癌 を含 むフ は い ずれ も 陰性 で あ っ た ．

3 ． 高度吸収 抗血 清 を使用 す るた め感度 は低下する

が ， E L I S A に よ り M C C 特異 な抗原の 分布 を測定出来

た
．

M C C 棟晶 7 例 は い ずれ も対照 組織 よ り高い 活性

を示 し た
．

4 ． 抗原 は 月1 位 の 泳動度 を も ち
， 分子量 は約 65

，
0 00

で
， トリ プ シ ン 感受性 を示 した

．

こ の抗原 の 臨床応用 に は抗原の
一 層の精製と精製標

晶に よ るモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 の 作製 が努力さ れ なけれ

ば な ら ない
．

稿 を終 る に あた り， 御指 導
．
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．
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n e o p l a s m s ． T h e a b s o r b e d a n ti s e r a w e r e r e a cti v e o n l y w it h M C C s
，
i n i m m u n o n u o r e s c e n c e a n d

e n z y m e － li n k ed i m rn u n O S O rb e n t a s s a y ． T h e a n tig e n w a s s h o w n t o h a v e P l
－1i k e rn O b ilit y i n i rn

ー

m u n o el e c t r o p h o r e si s a n d a n a p p a r e n t m ol e c u l a r w ei g h t o f 6 5
，
0 0 0 i n S D S －

P O l y a c r y l a m id e

g r a di e n t g el s ．


