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ヒ ト甲状腺癌 に高度 に関連す る 抗原

金沢 大学大学院医学研 究科耳 鼻咽喉科 ( 主 任 : 梅田良 三教授)

金沢 大学 が ん研 究所病態生 理 部 ( 主 任 : 倉田 自単数授)

森 下 保 子

( 昭 和5 8年 2 月 9 日受付)

本論文の 要旨 は第41 回日本癌学会 (19 8 2 年8 月 , 大阪) に お い て 発表 した .

ヒ ト甲状腺の 乳頭状腺癌, 濾胞状腺 凰 未分化痛 か ら抽 出した 不溶性分画 をデ オ キ ン コ
ー ル 酸塩で

可溶化 し,
a f h it y c h r o m a t o g r a p h y に よ る r e t; e r s e i m m u n o a b s o r p ti o n で不純抗原を減 ら したも の を免

疫抗原と しモ ル モ ッ トに 抗血 清 を作 っ た . 適当な吸 収 を行 っ た抗血清 を用 い
, 免疫螢光法 で 上記の 3 癌 に

共通す る細胞膜性抗原 の 存在 を認め た が
,
胎児甲状腺 や正常各臓器, 甲状腺 m ed ull a r y c a r ci n o m a を含 む

他種 の 癌に は存在が 見られ な か っ た . な お
, e n Z ym e-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y に よ っ て も同様 な抗

原分布が 認め られ た . 抗原は 鳥の 泳動度 を示 し
, 最小 分子 量約 63 ,0 0 0 , 蛋白部分に 活性が有る と推定され

た . 甲状腺癌患者血 中に 上 記抗原 レ ベ ル のや や 高い 例が 有っ た
.

K e y w o r d s E LI S A
,
h u m a n t h y r o id c a n c e r

,
i m m u n o l o g y ,

t u m O r - a SS O Ci at e d

a n tig e n .

結節性の 甲状腺腰 脹に お い て
, 良性腫瘍と癌 を鑑別

診断する こ とは 臨床的 に 困難な場合が 少な く な い し,

病理組織学的検査 です ら難しい 場合が ある
.

そ こ で 甲

状腺癌に 特異的ある い は高度 に 関連す る マ
ー

カ
ー

の発

見が大い に 望ま れ る
.

しか し
,

こ れ ま で に 傍濾胞細胞

由来である m e d u11 a r y c a r ci n o m a に 高 レ ベ ル の 癌胎児

抗原 ( c a r ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n ; C E A ) と カ ル テ ト

ニ ン の 存在が 知ら れ てい るり2) ぐら い で
,

よ り普遍的な

濾胞上 皮由来の 甲状腺癌の マ
ー

カ
ー

に つ い て は C E A に

関するも の
3) 4)以外 に 殆 ん ど何も 報告され て い な い

.

そこ で
, 筆者は ヒ ト 甲状腺癌組織 か ら不溶性蛋 白分

画を抽出し
, 可溶化 し て部分精製し た分画 を用 い 異種

抗血清を作製 し
, 適当 な吸収 を行 っ て か ら免疫螢光法

と e n z y m eTli 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 )

を用 い
, 濾胞上 皮由来の 甲状腺癌に 高度関連す る抗原

の 存在 を示 し
,
そ の 性状の

一

部 を明ら か に した . なお
,

この マ ー カ ー

を利用 し た甲状腺癌診断の 可能性 に つ い

ても 予備的検討を行 っ た .

材 料 と 方 法

1
. 組 織

ヒ ト甲状腺の 乳頭状腺病(th y r o id p a pill a r y a d e n o
･

C a r C i n o m a , 以 下 T P C と 略) 10 例, 濾 胞 状 腺 癌

(th y r o id f olli c ul a r a d e n o c a r ci n o m a , 以下 T F C と

略) 2 例
,
未分化癌 (th y r oi d u n d i ff r r e n ti at e d c a r -

Ci n o m a , 以 下 T U C と 略) 1 例 , 良 性 濾 胞 状 腺 腫

(th y r oid f olli c u l a r a d e n o m a
, 以下 T F A と 略) 8

例の 原発巣を, 手術か ら摘出後 3 時間以 内に 入 手し
, -

2 0
0

C に 保存 した . 大部分の 例 に つ い て はそ の 際別に 小

片を瞬間凍結 して - 80
0

C に 保存す る か
,

0 .C .T . C o rn -

p o u n d ( D i v i si o n M il e s L a b o r a t o ri e s I n c . Illi n oi s
,

U S A ) に 封入 して q 4 0
O

C に 保存 し, 免疫螢光法の 材料

と した
.

正常臓器は数例の 非癌患者の死 後8 時間以内の 剖検

材料か ら得た
. 胎児甲状腺 は 6 カ月胎児か ら得た . 他

種の 癌 は死後8 時間以内の剖検材料か ら得られ た
. 組

D et e c ti o n of a n A n tig e n( s) H i gh 1y As s o ci a t ed w ith H u m a n T h y r o id C a n c e r . Y a s u k o

M o ri s hit a , D ep a r t m e n t of O t o r hi n o la r y n g ol o g y ( D ir c ct o r : P r of . R . U m ed a) ,
S ch o ol of

M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y a nd D e p a r t m e n t of P a t h o p h y si ol o g y ( D ir e c t o r : P r of . Y .

K u r a t a) ,
C a n c e r R e s e a r c h I n s tit u t e

,
K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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織 はい ずれ も上記と 同様に 処理 , 保存 した
.

なお , 腫

瘍 材料 はす べ て別に フ ォ ル マ リ ン固定 ･ パ ラ フ ィ ン切

片 ･ へ マ トキ シ リ ン ー エ オ ジ ン 染色標本 を作製し, 病

理 組織学的診断を確認 した .

2 . 抗原 の 作製

1 ) 粗抗原液

凍結保存 した 組織 か らそ れ ぞ れの 不溶性リ ボ蛋白分

画を K u r a t a , O k a d a ら
5 ト 7) の 方法 に 従 っ て抽 出･ 可溶

化 した . 即ち
,

ホモ ジ ネ
ー

ト を
"

S o l u ti o n I
" 8) (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 ヨ ー

ド 酢酸) で 作 り, ガ
ー

ゼ で 濾 過 後, 濾 液 を

10
,
0 0 0 × g 3 0 分速心 して沈漆 ( R) を わ け

,
上清 (S)

は p H 4 .3 に 補正 して 4
0

C に
一

夜置い た . R は S ol ･ Ⅰで

更に l 回
"

S ol u ti o n II
" 8) ( 1 M 塩化 カ リ ウム

,
0 ･0 3 4

M ク エ ン 酸ナ トリ ウム
,
0 . 0 1 M ヨ ー ド酢酸

, p H 4 ･7 に

補正) で 8 回 h o m o g e ni s a ti o n と遠心 をく り返 し, 最終

沈渡(
"

L P
, ,

) を得 た . S に 生 じた 沈殿 も 同様 に S ol 一 Ⅰ

で 1 臥 S ol . ⅠⅠで 8 回処理 し
, 最終 沈溝( L P i と呼ぷ)

を得た . L P と L P i をまぜ, 約 4 倍量の 0 ･ 2 % s o d i u m

d e o x y c h o l a t e ( 以下 D O C と略) を加 えて ホモ ジナイ ズ

し た後4
0

C で 48 時間捷拝後, 遠心 上 清を わ け , 沈漆 を

再 び 0 . 2 % D O C で 48 時間獲拝 した .
2 回の 抽出上清

を合 わせ て 10 倍容量の 冷ア セ トン に加 え
,

-

2 0
0

C に 1

夜置い て 生 じた沈殿(
``

L P s o l
' '

) を集 め, 少量 の 蒸留水

に 溶か し, 以下 の操作 を行 っ た .

2 ) 抗原の 部分精製

3 種 の 吸収 用家兎抗血清 を成熟 家兎 に 作 っ た
.(1) ヒ

ト正 常 甲状腺 の
,
L P s o1 1 0 m g を F r e u n d

'

s c o m pl e t e

a dj u v a n t ( 以下 F C A と略) で乳化 して 2 週間隔 5 回 筋

肉注射後 1 週目の 抗血清
,
(2) 正 常ヒ ト血 清 1 m l を

F C A とと もに 同様に 注射 して得 た抗血 清,(3) ヒ ト正 常

肝の 0 . 1 M p h o s ph a t e
- b u ff e r ed s ali n e , p H 7 ･4 ( 以

下 P BS と略) に よ る 25 % ( W / V ) ホモ ジネ
ー

ト 1 m l

を F C A と とも に 同様に 注射 して得 た抗血清. 使用時,

(1) 2 m l (2) 2 m l(3) 1 m l をま ぜ
, 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 50

% 飽和 に よる グロ ブ リ ン 分画 をと り
, 膨潤 させ た A H -

S e ph a r o s e 4 B (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 n

) (乾燥量 1 g) に C a m b i a s o ら叫の方法 で結合さ せ た .

1 . 5 × 2 c m の カ ラ ム と し, 2 m l(蛋白量5 0 m g 以下)

の 甲状腺癌 L P s ol を通し
,
溶出さ れ た ピ ー ク を 2 m l に

濃縮 して 免疫抗原と した .
カ ラ ム は 3 M チ オ シ ア ン 酸

ア ン モ ニ ウム で再生 し,
4 ～ 5 回使用 した . 抗原量 は

L o w r y ら
1 0) の方法 に よ る蛋白量で示 した .

材料に よ る変動が 大き い が, 甲状腺癌 10 g (湿量)

あた り 10 m g 前後の L P s ol
,
2 m g 前後の部分精製抗原

を得る こ とが 多か っ た .

3
. 抗血清 の 作製

下

T P C 約 50 g (湿邑
,

以 下 同 じ) の 1 例 と約 10 g の

T P C の プ ー ル ( 2 例の T P C よ り成る)
,

T F C l 例( 8

g) ,
T U C l 例 (1 0 g) か ら 作製 した 4 個 の 部分精製抗

原標品で体重約 400 g のモ ル モ ッ ト4 匹 を別 々に 免疫し

た . 抗原 0 . 5 m l(蛋白畳 100
-

5 0 0 JL g) に 等量の F C A を

加 えて 乳化 し
,

背筋内に 数個所分割注射 した . 1 週間

隔で 3 回 , 2 遇 お い て 1 回 の合計4 回注射 を行い
,
5 週

目 に 心 穿刺 に よ っ て採血 し血 清 を使用 時 まで
-

40
0

C に

保存 した . 以 上 の 抗血清は抗 T P C 抗血 清と して A T P

- 1
,
A T P - 2

, 抗 T F C 抗血清と し て A T F , 抗 T U C 抗

血清と して A T U と名付け, 対照と して F C A の みを注

射 した モ ル モ ッ トの 血清も 作製 した
.

4 . 杭 血清 の 吸収

免疫螢光法の為 に 抗血 清 は以 下の よう な 吸収 を行っ

た . 抗血 清1 m l あ たり ヒ ト正 常血清0 . 2 5 m l
,
甲状腺･

肝 ･ 牌 ･ 肺 ･ 腎の 25 % ( W / V) P B S ホ モ ジ ネ
ー

ト各

0 . 25 m l を加え, 室温2 時間放置後 4
0

C l 夜低速回転を

行 っ た . 1 0 ,
0 0 0 × g 3 0 分遠心上 清に 再び 肝 ･ 脾 ･ 腎の

ホモ ジネ ー ト各 0 . 25 m l を加え, 室温 2 時間 4
b

C l 夜の

吸 収 を行 っ た . 上 清 を P B S で 16 m l と し
,
その 1 m l あ

た り C E A 標晶 23 m g をカロえ
,

室温2 時間放置4
0

C l

夜 回転後 その上 清 を 1 m l に 補正 し ,
0 . 1 % 窒化ナトリ

ウ ム 存在下で 4
0

C に 保存 した
.

なお
,

必 要 に 応じ上記

吸収抗血清 1 m l 当り フ ェ リ ナ ン標品 0 .8 m g に よる吸

収 を追加 した .

E LI S A の 為 に は抗血清に以下 の 様な吸収を行 っ た.

未吸収抗血清 10 〟1 あ た り ヒ ト正常血清 5 m l
, 甲状腺

25 % P B S ホ モ ジネ
ー

ト 2 m l
, 肝 ･ 牌 ･ 腎 ･ 肺 の 25 %

P B S ホ モ ジネ
ー ト各 1 m l

,
C E A 9 0 m g ,

フ ェ リ チン 0 .2

m g を 加 え
,
室 温 2 時 間 静 置 4

0

C l 夜 回 転 後 の

軋 000 × g 3 0 分遠心 上清 をと り,
0 ･ 1 % 窒化ナ トリウ

ム 存在下 に 4
0

C に 保存 した .

C E A 標品は と 卜大腸癌 の 剖検 材料か ら抽出, 精製し

た もの を金沢大学が ん研病態生理 部の清水弘子 氏から
,

フ ェ リ チ ン標品 は ヒ ト悪 性 リ ン パ 腫 ( B 細胞型) の手

術材料か ら抽出, 精製し たも の を同部平 井 洋氏か ら

恵与 され た .

5 . 免疫学的 検査

1 ) 免疫螢光 法

間接螢光抗体 法を用 い た
. 厚さ 6 JJ の C r y O St a t 切片

を作製 し
, 未固定の ま ま 37

0

C 3 0 分乾燥後 , 吸収抗血清

( 16 倍希釈) を室温 1 時間作用 さ せ
,
洗浄後 FI T C 標

識抗モ ル モ ッ トIg G (家兎抗血清; M B L 製 , 名古犀)

の 25 倍 希釈液 で 30 分反応さ せ た . 洗浄後 グリ セ リ ン

で 封入 し
,

干渉 フ ィ ル タ
ー 2 枚 を設置 し た オリ ン パ ス

落射螢光顕微 鏡 B H + R F L で検鏡 ･ 撮影 した .

2 ) 免疫螢光阻止 試験

慮
り

.■..トト
.
.
…

= い
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..い..‥

‥..･■=
九
､
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賢
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吸収抗血 清の 16 倍希釈液 0 ･ 1 m l に つ き以下の 標 品

をデ シ ケ
一

夕
ー で 室温乾燥し て加 え た ･ (1) 甲状腺 癌

L P s o1 2 m g, (2) C E A O ･ 4 m g , (3) C A Pr l
l l) 2 m g ,

(4) 肝,
(5) 乳 (6) 胎児肝, (7) 大腸癌

,
(8) 胃痛 の各 25

% P B S ホ モ ジネ
ー

ト 0 ･2 m l . それ ぞ れ を携拝後 , 室温

2 時間静置4
0

C l 夜 回転 し
, その遠心上清に つ い て上 記

の螢光抗体法を行 っ た . C A P - 1 は大腸癌より作製した
.

3) E LI S A

9 6
-

W ell v in yl a s s a y pl a t e s ( C o st a r
,
U S A ) に0 . 0 1

M 炭酸バ ッ フ ァ ( p I1 9 ･ 6) で希釈 した抗原資料 を100

pl まき
,

3 7
0

C 2 時間放置後 P B S - T w e e n 液 (0 ･0 5 %

T w e e n 2 0
,

0 . 15 M N a C l を含む 0 . 0 1 M P B S ) で 3

回洗浄,
bl o c k i n g 液( 1 % ウ シ 血 清 アル ブ ミ ン を含む

P B S) を w ell あ たり 17 5 FLl 加え
,
37

0

C 2 時間おき
,
P B S

-

T w e e n 液で 3 回洗 っ た .
つ ぎに E L I S A 用 に 吸収 され

た抗甲状腺癌抗血清を希釈液(0 .5 % ウシ血清ア ル ブミン
,

0 . 05 % T w e e n 20 を含 む P B S) で 1
,
0 0 0 倍 に 希釈 した

もの を各 w ell に 10 0 p l ま き , 3 7
0

C 2 時間お き P B S
-

T w e e n 液で 3 回洗 っ た .
P e r o x id a s e 標識抗モ ル モ ッ ト

Ig G 家兎抗血 清のI g G フ ラク シ ョ ン(6 4 6 JL g/ m l のI g G

にモ ル 比 1 : 1 . 3 に p e r o x id a s e を山田 ･ 中根法1 2)
で 結

合させ た もの を金沢大が ん研分子免疫部, 徳山春彦博

士から恵与さ れた
. p e r o x id a s e は G r a d e トC

,
T o y o b o

,

J a p 弧) を上記希釈液 で 1
,
00 0 備 に希釈 し

,
そ の 10 0 〟1

を w ell にま き , 3 7
0

C 2 時間お い て P B S - T w e e n 液で 6

回洗浄 した
.

M cIl v a i n e リ ン 酸塩 ･ ク エ ン 酸(ア ミ ノ 酸

自動分析用) バ ッ フ ァ
ー

, p H 4 . 8 で 1 回洗浄後, 同バ

ッ フ ァ
ー 10 m l

,
0 - フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン 10 m g ,

3 0 %

過酸化水素5 / バ の 新製溶液150 ノバ を加 え
,
室温 10 分

後100 /Jl をと り
,

1 N 塩酸1 . 2 m l を加 え て反応を止

め
, 分光光度計(日 立 139 型) で 波長 492 n m の 吸光度

を測定した
.

なお
,

抗原資料は す べ て L P s ol を B l u e S e p h a r o s e

C L - 6 B (P h a r m a c i a) の カ ラム ( 1 . 5 × 4 c m ) を通 し

て混在する アル ブミ ン を除去す ると 同時 に p a s s 分画も

除き
, 遅れ て溶出さ れ る ピ ー

ク分画 を プ ー ル し
,
適 当

に 濃度を補正 し て使 用 し た .

6
. 化学的分 析

1 ) 酵素 ･ 化学的分解試験

T P C の 未固定 c r y o s t a t 切 片( 厚さ 6 JL) を以 下の 溶

液中で 37
0

C 3 0 分反 応さ せ た
.(1) トリ プ シ ン( T y p e III

,

Si g m a C h e m i c al C o m p a n y ,
U S A ) 0 . 0 02 5 %

,
0 . 15

M N a C l を含む 0 . 1 M トリ ス バ
ッ フ ァ

ー

, p H 7 .4 (t ri s

-

b u ff r r ed - S ali n e ; T B S と略) 溶液, (2) プ ロ ナ ー ゼ E

( 科研化学) 0 .0 1 /J g/ m l , 0 . 0 5 M 塩化 カ ル シ ウ ム を含

む T B S 溶液,(3) ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ( T y p e V ; S i g m a)

2 m g/ m l
, 0 .2 M 酢酸 バ ッ フ ァ

ー

, p H 5 .0
, 溶液, (4)

β
-

グ ル コ シ ダ ー

ゼ (S i g m a) 2 m g/ m l , 2 m g/ mi の 還

元 グル タ チ オ ン を含む 0 . 2 M 酢酸 バ
ッ フ ァ

ー

, p H 5 .0

溶液,(5) メ タ過沃素酸ナ ト リ ウム 0 . 01 M P B S 溶液 .

な お
,

バ ッ フ ァ
ー

の み で処理 した対照標本も作製 した .

反応後 P B S で 30 分洗浄 し, 間接螢光抗体法 を行っ た .

ま た
,
10 % フ ォ ル マ リ ン ー P B S 溶液, 無水 エ タ ノ ー ル

,

無水 アセ トン で それ ぞれ 10 分間処理 した切片に つ い て

も P B S で 30 分洗浄後螢光抗体法 を行 っ た .

2 ) I m m u n o fi Ⅹ a ti o n 電気泳動

C ell o g el( C h e m e t r o n
,
I t a l y) を使用 し

,
i m m u n o fi x a

･

ti o n 電気泳動1 3)
を行 っ た . 部分精製 した甲状腺癌 L P s ol

(5 0 0 〟g/ m l) を塗布 し
, 電気泳動後, 吸収抗血 清を使

用 して固定を行 い
,

S il v e r st ai n ( B i o
-

R a d L. a b o r a
･

t o ri e s
,
U S A ) に よ り染色 した . 対照と して正 常血清 を

泳動後, 抗 ヒ ト トラ ン ス フ ェ リ ン 抗血清( M B L 社) な

ど に よ る 固定 ･ 染色 を行 っ た .

3 ) 分子 量測定

T P C の 部 分 精 製 し た L P s o l ( 1 m l
,

7 0 0 JL g) を

S e ph a c r yl S
-

2 0 0 (P h a r m a ci a) の カ ラム(1 . 5 ×9 5 c m )

に 負荷 し,
P B S を溶出液と して下降法で ゲ ル 濾過 を行

っ た
. 分子 量 マ

ー

カ
ー

には Bl u e d e x t r a n ( P h a r m a ci a )
,

牛血清ア ル ブ ミ ン( P h a rm a Ci a) ,
フ ェ リ チ ン

,
カ タラ

ー ゼ
, ア ル ド ラ

ー ゼ
, ヰモ トリ プ シ ノ ー ゲ ン A (以上

C o m b it h e k ; B o e h ri n g e r M a n n h ei m G m b H
,

G e r m a n y) を使 用 し た . 溶 出液 の 280 n m の 吸収 と

E LI S A に よ る測定を行 っ た
,

7 . 患者血 中抗原 の 測 定

甲状腺癌患者 17 名 (乳頭状腺病 12 名 , 濾胞状腺癌

3 名, 未分化癌 2 名) , 甲状腺濾胞状腺塵10 名 . 他臓

器 癌患者5 名 (食道癌 1 名, 胃癌1 名, 大腸癌 1 名,

肺癌 1 名
,

膀胱癌 1 名 の治療前の 血清並 び に 正 常者5

名 の 血 清に つ い て E LI S A に よる抗原活性 を測定 した .

血 清 は測定暗 ま で 0 . 1 % 窒化ナ トリ ウ ム 存在下 に 4
0

C

に保存 した . 抗原と して使用 す る際に は0 . 0 1 M 炭酸 バ

ッ フ ァ
ー ( pIi 9 . 6) で 10 倍 に 希釈 して使 用 した .

E L I S A 用 に吸収された抗甲状腺癌抗体の 1
,
00 0 倍希

釈を 1 次抗体 と し , 1 , 0 0 0 倍希釈の p e r o x id a s e 標識抗

血 清を 2 次抗体 と して
, 前記の 方法 で測定 を行っ た .

成 績

1
. 免疫螢光法所見

正 常モ ル モ ッ ト血 清や adj u v a n t コ ン トロ ー ル 血清に

よ る 間接螢光抗体法で は, 甲状腺癌切片は何 らの 陽性

部位を示 さ なか っ た . しか しなが ら , 吸収抗血清 A T P
,

A T F
,
A T U に よ る染色 で はす べ ての T P C

,
T F C 切 片

が癌細胞 と く に そ の細胞膜 の 陽性染色 を示 し た , 細胞

質は 弱く, 核 は全く陰性 で あ っ た .
T P C で は細胞膜 で
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Fi g .
1

.
I m m u n o且u o r e s c e n t s t ai ni n g o f a th y r o id

p a pill a r y a d e n o c a r ci n o m a w ith a b s o rb e d an t 卜

th y r o id p a pi11 a r y a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m

( A T P - 1) . ×3 0 0 .

F i g . 3 . I m m u n o a u o r e s c e n t st a i n i n g o f n o n
-

n e O ･

pl a s ti c th y r oid ti s s u e a t a sit e n e a r th y r oid

p a pi11 a r y a d e n o c a r ci n o m a w i th a b s o rb ed a n ti-

th y r o id f o lli c ul a r a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m

( A T F) .
× 30 0 .

も絨毛様突起 の 多い 液胞脛側 の 部分が 強く染 ま っ た が

(図1 ) ,
その 様な突起の 乏 しい T F C で は細胞膜は ほ

と ん ど均質に 染色さ れ た(図2 ) .
こ の よう な甲状腺癌

細胞の染色 は甲状腺癌各 L P s o l で 吸収 した抗血清を用

い た免疫螢光阻止試験で は陰性化 した
.

しか し , C E A ,

C A P- 1
1 1)

の よ う な癌関連抗原
, 粘液性の 癌関連抗原 を

含む胃癌や大腸癌の ホモ ジ ネ
ー

ト , ある い は正 常肝 ･

腎 ･ 胎児肝な どに よ る吸収 を加 え て も甲状腺癌の 染色

性に 変化が起 こ らな か っ た
.

正 常甲状腺は T P C
,
T F C に 付属した甲状腺部分も含

め
,
こ れ らの 吸収抗血清で は陽性染色を示 さ ず( 図3 ) ,

ま た , 胎児甲状腺 も陰性 で あ っ た (図4 ) . 正常 の心 ･

肺 ･ 肝 ･ 脾 ･ 膵 ･ 腎 ･ 大腸 ･ 副腎 ･ 胸腺の 各切片で も

陽性染色は見 られ なか っ た
.

腫瘍で は T F A 8 例が す べ て陰性で あ り(図 5 ) , 甲

Fi g . 2 .
I m m u n o 8 u o r e s c e n t st a i n l n g O f a th y r oid

f olli c u l a r a d e n o c a r ci n o m a w ith a b s o rb ed a n tト

th y r oi d f olli c ul a r a d e n o c a r ci n o m a a n tis e r u m

( A T F) .
×3 0 0 .

F i g . 4 . I m m u n o 乱 10 r e S C e n t St ai n i n g o f a f e t aI

th y r o id w ith a b s o r b e d a n ti- th y r oid f olli c ul a r

a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m ( A T F) .
× 3 0 0 .

状腺 m e d u ll a r y c a r ci n o m a の 癌細胞 も陰性 で あ っ た

( 図6 ) . 他臓器 の 癌で は 上顎癌 0/ 1
, 肺腺癌 0 月,

肝

癌0/ 1
, 膵癌 0/ 1

,
腎細胞癌0/ 2

, 大腸癌 0/ 1
,

卵巣胎

児性癌0/ 1 , 卵巣偽粘液性の う胸腺癌 0/ 1 , 悪性リ ン パ

腫 0/ 1
, 脂肪 肉腫 0/ 1 で

,
陽性所 見を示 した癌 は なか っ

た
.

2 .
E L IS A の 成績

T U C の L P s o l の 各濃度 は つ い て
,
E L I S A 用 の 吸収

を行 っ た抗 T P C , 抗 T F C
, 抗 T U C の 抗血 清 を使用し

て測定 を行 い
, 図7 の よ う な結果 を得た . 同様な成績

は T P C の L P s ol を抗原と した場合 にも 得られ た. 正常

の 組織 や他種の 癌な どの 対照 資料を測定 して み る と
,

それ らは 甲状腺癌に 比 し著 しく低値 で あ っ た (図8 ) .

即 ち
,
E L I S A に よ っ て も T P C

,
T F C

,
T U C に共通す

る甲状腺癌高度 関連抗原の 存在が 示 され た .
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Fi g . 5 . I m m u n o 8 u o r e s c e n t st a i ni n g of a f o lli c ul a r

a d e n o m a w ith a b s o rb e d a n t 卜th y r o id f o lli c ul a r

a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m ( A T F) . × 3 00
,
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Fi g . 7 . S t a n d a rd c u rv e S f o r th e th y r oi d c a n c e r-
a s s o ci a t e d a n ti g e n a s s a y wi th v a ri o u s a n tib o di e s .

1
, a n ti- th y r o id f o lli c u l a r a d e n o c a r ci n o m a a n ti -

S e r u m ( A T F) ; 2
,

a n tir th y r o id u n di ff e r e n ti a t e d

C a r CiI l O m a a n ti s e r u m ( A T U ) ; 3
,

a n t トth y r o id

p a pill a r y a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m ( A T P- 1) .

3 . 抗原 の 性 質

甲状腺癌抗原 の 化学的性質 をし ら べ る ため 蛋白分解

酵素
, 糖分解酵素や過 沃 素酸が c r y o s t a t 切 片の 抗原 に

及 ぼす影響 を免疫蛍光法で 検査 した . ト リ プ シ ン や プ

ロ ナ ー ゼ処理 で 切 片中の 抗原は 失活 し
,

ノ イ ラ ミ ニ ダ

ー

ゼ
,

グ ル コ シ ダ
ー

ゼ ある い は過 沃素酸処理 で は抗原

の失括は起 こ ら なか っ た . なお
, 使用 した p H 7 . 4 ある

し }は p H 5 . 0 の バ ッ フ ァ
ー の み に よる処 理 で は抗原の 失

活は起 こ らな か っ た .
フ ォル マ リ ン ･ エ タ ノ ー ル ･ ア

セ トン の よう な組織固定剤 は既述 の 条件 で は抗原失清

をひ き起こ さ な か っ た
.

C ell o g el に よ る電気泳動で は甲状腺癌抗原は トラ ン

20 3

F i g . 6 . I m m u n o 8 u o r e s c e n t s t a i n l n g O f a th y r oid

m e d u ll a r y c a r ci n o m a w ith a b s o rb e d a n t 卜th y r oid

f o lli c ul a r a d e n o c a r ci n o m a a n ti s e r u m ( A T F) .
×

3 0 0 .

ス フ ェ リ ン よ り陰極側
, γ

-

グ ロ ブリ ン よ り は陽極側,

即ち 良一グ ロ ブ リ ン位 の 泳動度を示 した (図9 ) .

ゲ ル 濾 過 法 に よ る 分子 量測 定結 果 は 最小 分 子 量

63
,
0 0 0 で あ っ た ( 図1 0) . な お , 分子 量 300

,
0 0 0 付近

に も活性 をも つ ピ ー クが 認め られたが , 溶出液を 0 , 1 M

E C l を含む 0 . 0 5 M トリ ス ･ 塩酸 バ
ッ フ ァ

ー

, p E 8 .2

溶液に 変 え ると
,

こ の ピ ー ク の か わ り に 約180
,
00 0 の

ピ
ー

ク を生 じた .
こ の 場合も最小分子 量に 変化は 見ら

れ なか っ た .

4 . 患者 の 血 中抗原

測定成績 は (図 1 1) の よ う で ある . 甲状腺癌患者17

例中 10 例が 正 常 レ ベ ル あるい は他臓器癌レ ベ ル を上 ま

わ っ た
.

な お
, 良性甲状腺歴 に は稀に 高値の もの が有

っ たが
,

それ が
一

部癌化が 起っ てい た こと に よ るか 否

か は決定で き なか っ た
.

考 察

以 上 の 免疫螢光法 と E LIS A の 成績 か ら と 卜甲状腺

濾胞上 皮由来 の 癌 に は少 なく と も 1 つ の 癌特異 あ る い

に 高度関連抗原 が存在する と考え られ る . それ は T P C
,

T F C
.
T U C に 共通 して 存在 する が

, 傍濾胞上 皮細胞由

来の m ed u11 a r y c a r c i n o m a に は存在せ ず
, 良性の T F A

に も認 め られ な い
. 正 常甲状腺や他の 正常臓器に は な

く , 他臓器の 癌 に も調 べ た限り で は見 い 出さ れ な い
.

胎児甲状腺に な い か ら o n c o f et al な抗原と は考 え難い
.

既知の 癌関連抗原 C E A
,

C A Pq l
1 1)

,
M 抗原1 4)

,
フ ェ

リ チ ン な どと も 異な っ て い る し . 移植抗原と の 関係 は

十分明 らか で は な い が
, 同

一

個体の 甲状腺(非癌部位)

に は存在 しな い 点な どか ら
一 応否定 され る

.

.

抗原 は細胞膜に 存在す る ら しく , 螢光抗体法 で細胞

膜が 良 く染 ま り, 特 に 濾胞 陸側 に 絨毛様突起 が 多 い
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F i g . 8 . D i st rib u ti o n of th e a n ti g e ni c a c ti v it y a s s a y e d b y E LI S A o f

th e p a rti all y p u ri丘e d a n ti g e n i c m a t e ri al f r o m v a ri o u s ti s s u e s . (1)

th y r oi d p a pill a r y a d e n o c a r ci n o m a
, (2) th y r o id f o lli c ul a r a d e n o

-

C a r Ci n o m a
, (3) th y r oid u n di ff e r e n ti a t e d c a r ci n o m a

, (4) th y r o id

gl an d
, (5) 1i v e r

,(6) k id n e y 】(7) 1 u n g , (8) s pl e e n
,(9) n o r m al s e r u m

, (1 0)

th y r oi d f olli c u l a r a d e n o m a
, (1 1) g a s t ri c c a n c e r

, (1 2) p a n c r e a s

C a n C e r
, (1 3) c ol o n c a n c e r

, (1 4) 1 u n g c a n c e r
, (1 6) m el a n o m a . T h e

a n ti g e n i c m a t e ri al (5 0 FL g/ m l) w a s i n c u b a t e d w ith a f u n c ti o n all y

S p e Ci五c A T P - 1 (1 : 1
,
0 0 0) ,

f oll o w e d b y i n c u b a ti o n w ith p e r o x id a s e

C O nj u g a t e d I g G o f an t トg ui n e a pi g I g G an ti s e r u m (1 : 1
,
0 0 0) .

O rj g l n A n o d e

F i g . 9 . I m m u n o丘Ⅹ a ti o n el e c t r o p h o r e si s o n C ell o g el o f T P C

L P s o l a n d c o n t r o I s e r u m p r o t ei n s . (1) T P C L P s o l . (2)

t r a n s f e r ri n . (3) alb u m i n .

T P C で は そ の部分が強く 染ま る
.

抗原活性は 抗原分子 の 蛋白部分に ある ら しく
. 糖分

解酵素や過沃素酸処理 に 抵抗性 が あ り , 蛋白分解酵素

処理 に 弱 い
. 抗原の 電気泳動度 は 品位 で

, ゲル 濾過に

よ る見か け上 の分子量 (最小) は約 63
,
0 00 で あ る

. 溶

出条件 で 変動 す る高分子 の ピ ー ク もある が , それ は抗

原分子 の凝集 に よる も の と推定 さ れ る
.

ヒ トの癌の特異あ る い は 高度 関連抗原に 関す る報告

は年々増加 し, 最近 は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 を使 っ た報

告が 多い
. 筆者の成績 は微小 な癌 でも癌抗原の 分析や

あ る程度の 精製 が可能な こ と を示 し , 甲状腺癌 に つ い

て も特異性の 高い モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体作製に 可能性の

有 る こ と を示唆 して い る .

甲状腺癌に 特 異性の 高い 抗原が 有 っ て , そ れ を感度

よ く測定で き る とす る な ら ば
, 当然それ を患者の 診断

に 応用 す る こ と が期待さ れ る . そ こ で 筆者 は本研究に

使用 した異種抗血清 を伺 い
, 患者血 清の E LI S A による

予備的測定 を行 っ た . 甲状腺癌が 発見時 は全般的に小

さ く
,

血 中へ 遊 離す る抗原量 は比 較的少 な い で あろう

こ と, 使用 抗血清が 高単位で は なく , しか も高度の 吸
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F i g .
10

. G el 丘1 t r a ti o n ch r o m a t o g r a p hi c f r a c ti o n a ti o n o n S e p h a c r yl

S- 2 0 0 0 f th e p a r ti all y p u rifi e d a n ti g e n i c m a t e ri al o f th y r oid

p a pill a r y a d e n o c a r ci n o m a . T h e c ol u m n w a s c ali b r a t e d w ith

p r o t ei n s o f k n o w n m ol e c u l a r w ei gh t a s i n di c a t e d b y a r r o w s .

S a m pl e : 7 0 0 JL g p r O t ei n ; 且o w r a t e : 1 2 .O m l/h r ; f r a c ti o n v ol u m e :

1
.
8 m l . S o lid li n e , e n Z y m e a C ti v it y ; d o tt e d li n e

,
O pti c al d e n sit y a t

2 80 n m .

∈
u

冨
N

>

ト
ー

S

Z
山

凸

｣

<

U
一

ト
d
O

2 05

4

3

2

E
U

N

O

寸

>

ト
】

S

Z
H
〓
]

｣

<

U
-

ト

d

O

●

●

●

●

●

■
●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

, ●

●
● ●

● 暮
●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●

T P C T F C T U C T F A N o r m al
O t h e r

C a n c e r

Fi g ･ 1 1
･ V al u e s o f th e a n ti g e n i c a c ti v it y o f i n

-

di vi d u al s e r a f r o m th y r oid c a n c e r p a ti e n t s a n d

th o s e o f c o n tr oI s ･ T P C
,
th y r o id p a pi11 a r y a d e n o -

C a r c in o m a ; T F C
,

th y r oi d f olli c u l a r a d e n o -

C O r Ci n o m a ; T U C
,

th y r o i d u n d i ff e r e n ti a t e d

C a r C in o m a ; T F A
,
t h y r oid f o11i c u l a r a d e n o m a .

収が加え られ て い る こ とな どが 恐らく は原因とな っ て
,

血中抗原量の 高 い 例 を高率 に 見い 出す ま で に 至 っ て い

ない が
, 対照群 に 比 し測定値のや や 高い 例 が多い こ と

だけは明らか に され た .
モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 ある い は

ポ リク ロ ナ
ー

ル で も高単位 な抗血 清の作製 と応用 が 今

後 の課題 で あ る .

結 論

ヒ ト甲状腺の 乳頭状腺癌, 濾胞状腺病
,

未分化痛か

ら不 溶性分画 を抽出 し
,

デオ キ シ コ ー ル 酸塩で可 溶化

し, r e V e r S e i m m u n o a b s o r pti o n で混 在抗原 を減 ら し

た もの を使用 し,
モ ル モ ッ トに 抗血清 を作製 した . 抗

血 清に 適当な吸 収を加 えた後, 免疫螢光法と E LI S A を

行っ て以下 の様 な成績 を得た .

1 . 三種 の 甲状腺癌に 共通 し, 既知癌関連抗原と は

異な っ た抗原 が存在 し
,
それ は 甲状腺癌特異性が 高く

,

正 常臓器 ･ 胎児甲状腺 ･ 他種の 癌 に は存在が認 められ

ない
.

2 . 抗 原 は 品位 の 泳動 度 を も ち
,

最小 分 子 量 約

63 ,
0 0 0 , 抗原活性基は そ の 蛋白部分に 有る .

3 . 甲状腺癌患者血 中の 抗原 を E LI S A で 測定 す る

こ と に は診断的価値が あ る と思わ れる .

稿を終 る に あたり, 御 懇篤なる御指 導, 御校閲を賜わり ま

した恩師梅 田良 三 教授に 心か ら感謝の 意を表 します. また終

始御指導 を頂 き御校閲を賜わ りま した金沢大学が ん研病態 生

理郡倉 田自筆教授 に 深甚な る感謝を捧 げます. 更に同部 岡田

収司助教授 ならびに教 室貞の 皆様 に深く感謝 します . また資
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料収 集に 際し御協力 を頂 き ま した金沢大学第
一

病理学 教室,

第
一

外科教室
, 第二 外科教 室

, 福 井県立病院外科. 厚生連高

岡病 院耳鼻咽喉科
,
乗京大学第

一

内科金子義保生生, 並びに

金沢大学耳鼻咽喉科古川佃先生, 教室 各位 の皆様 に 深謝い た

します .
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