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腫瘍組織と 宿主 と の 関係 は
, 魔境組織 の 抗原性と 瞳

瘍組織 に対 する宿主の 免疫応答や , 腰壕 組織 の 産出す

る種々 の 物質 が お よば す 宿主 へ の 影響と して と ら えら

れて い る . そ こ で
,

ヒ ト瞳壕特異抗原の 存在を明 らか

に し
,

そ の 検出方法 を確立 し , そ れ に対する 免疫応答

を証明 す る こ とや 高め たり する こ と
,
▲あ る い は治療 へ

の 応用 が 多くの 人 に よ っ て 試み ら れ て い る . す で に

19 65 年 G o ld ら
王 )

は , 大腸痛組織 に腫瘍特 異抗原が

存在する こ とを異種の 動物を免壊 して得 た抗血清 に よ

り示 し
, 胎 生 2 ～ 6 カ 月 の 消化管組織 に も共 通 の 抗原

性をも つ もの が存 在す る こ とか ら
,
彼 ら

2 )
は こ の 大

腸棒杭原 を C a r ci n o e m b r y o n i c A n ti g e n ( 以 下

C E A ) 省略) と命名 し た . つ い で T h o m s o n ら
3 )

は この C E A の R a d i o i m m u n o a s s a y ( 以1 r R I A

と省略) 法 を開 発し ,
こ の 方法 に よ っ て 種々 の 疾 患に

おける 血 中 C E A 値を測定 した . そ の 結果 C E A は大

腸熔特異性の 非常に 高 い も の で あ る と報告 した .

その 後多数 の 研究者 の 追試
卜 9)

に よ ると , 血中 C E A

は大腸癌 に 必 ず し も特 異的 で はな く , 種 々 の 癌組織に

多く 含ま れ る ばか り で なく , 正 常の 組織 に も微塵 に 存

在す る こ と が 明ら か に さ れ た
. 今日 で は C E A は腫瘍特

異抗原 ( t u m o r s p e cifi c a n ti g e n ) よ り む し ろ腫瘍関

連抗原 (t u m o r a s s o di a t e d a n ti g e n ) と み な さ れ て い

る ･ こ の よ う に G o l d ら
1 J
o) 唱 え た C E A は大腸癌特 異

性が 低い こ と が証 明 さ れ たが , 癌の 補助的診断 ∴治療

効果の 判定
柑

や 痛手術後 の 経過追跡 の モ ニ タ ー と し て

有用で あ る こ とが 明 らか に さ れ る
- 0 ~

= 別
に お よ び 日 常

臨床に 広 く用 い られ て い る .

一

方 C E A の 免疫 学的解析

が抗血清 の 反 応 を中心 と して 行わ れ ,
よ り高 い 抗血清

を得 よ う と い う努 力が なさ れ て い る
川

. ま た C E A と交

叉反 応を示 す C E A 関連物質 に つ い て は
, 研究者 に より

そ れ ぞ れ N C A
1 8)

, C E X
1 9 )

,
C C E A -

2
20 )

,
N G P

21 )

,
C C A -

Ⅲ
2 2l

. β2

-

P r O t e i n
2 3 )

, T E X
2 41

と して C E A と比較報告

さ れ て い る .

著者 は . 腫瘍 関連抗原 と して 考え ら れ て い る C E A に

つ い て , 腫瘍特異抗原 の 実体 と , C E A 関連物質 と の 関

係 に 興 味 を持 ち ,
ヒ ト大腸癌の 肝転移組織 より , C E A

の 分離 . 精製 と抗原 の 解析を 試み た . そ の 結果 , 癌組

織 申よ り C E A の ほ か
,
C E A 関連抗 原を単離 しえ た の

で
,
C E A と C E A 関連抗原の 関係を検討 しさ らに

. 市販

の 抗 C E A 血清 と の 比較評価を 行 っ た
.

ま た著者 が 分離精 製 した大 腸璃 に 特異性の 高 い C E A

およ び抗血 清の 免疫化学的解析 を行 っ た の で そ の 成 績

に つ い ても 論 じた い
.

材料お よ び 方法

1 . 組 織材料

研 究に 用 い た ヒ ト大腸横の 肝 転移組織 は , 大阪 大 学

医学部第 一

病理 宮本誠博士よ り供与さ れ たも の で , 組

織学 的 に 腺熔 で ある こ と を確認 し た . 剖検に よ り摘 出

さ れ た肝串云移組織は , た だ ち に- 2 0
0

C に 凍結し
,以 後

使用ま で - 2 0
0

C に 保存 した .

2 . 抗原の 抽出

腫瘍組織 か らの 抽出は K ru P e y ら
2 7} の 方 法に 準 じ て

行 っ た . す な わ ち大腸 癌肝 転移組織材料よ り 肉眼 的に

非癌組織 を で き る だ け 除去 し た の ち
,

ミ ン チ 状 に し .

S t u die s o n C a r c in o e m b r y o n i c A n ti g e n ( C E A ) F r o m C a r ci n o m a of th e H u m a n D ig e sti v e

S y s t e m T a k e s hi F u k u h a r a S u r gi c al D e p a r t m e n t of I n s tit u t e C a n c e r R e s e a r c h ( D i r e
-

C t O r: P r of ･ G i z o N a k a g a w a r a) S c h o ol of M e di ci n
,

K a n a z a w a U n i v e r si t y .
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等 量 の 生理 食 塩 水 を 加 え ミ キ サ
ー

( ナ シ ョ ナ ル

M X 1 4 0 S 型) に よ り , 1 0 分 間 ホ モ ジ ネ イ ト し た 後

119 6 0 g , 3 0 分 , 4
0

c で 遠心 し た
. そ の 上清 に 最終濃

度 0 . 6 M に な る よう に 過 塩素酸 ( 以 下 P C A と省略) を

加 え 接 伴 し た の ち 再 び 11 9 6 0 g . 3 0 分 , 4
0

c で 遠心 し

た . その 上酒 を ビ ス キ ン グ チ ュ
ー ブ ( 1 8 / 3 2 ) に て

流水 中で 48 時間透析後 , 脱イ オ ン 水 に て 更 に 24 時間

透析 し , 凍結乾燥を行 っ た ( 得 られ た粉末 を以 下 P C A

抽 出物 と省略す る) .

3 . 抗原の 精製

P C A 抽出物を Bi o - G e l A - 5 m ( B i o R a d 社)

( 2 . 6 × 9 0 c m ) の カ ラ ム で ゲ ル 濾 過 を 行 い , C E A 活性

の あ る 分 画 を 日 本 ロ シ ュ 社 C E A キ ッ ト の Zi r
-

C h o n yl ゲ )L / ( 以 下 Z - g e l と 省略) ( 日 本 ロ シ ュ 社)

R I A 法
2 5) 2 8

厄 より . A . B . C 分画 に 分 け た . 次 に B
,
C 分

商 に つ い て , S e p h a c r y l S - 2 0 0 ( 1 . 6 × 80 c n ) カ ラ

ム で 再び ゲ ル 濾過 を行 っ た . 溶 出 に は , い づ れ も 0 .1 M

ト リ ス 塩酸緩 衝液 ( pfi 8 . 0 ) を 用い
, 再 ゲ ル 濾過 後 も

C E A 活性を 示す 各 フ ラ ク シ ョ ン を , 同 じ く Z- g e l

法 に て 測定 L ,
C E A 活性 を も つ 分画を 集め 精製 し , こ

れ を C E A 抗 原と し
. 再 び脱 イ オ ン 水 に て 24 時間透析

し , 凍結乾燥を 行い 以 後 の 実験 に 用 い た .

4 . 抗血清の 作製

抗血清の 作製 は P C A 抽 出物 を Bi o - G el A q 5 m カ

ラ ム で ゲ ル 濾 過 を 行 っ た の ち
,

C E A 活 性 部 を

S e p h a c r yl S 叩 200 カ ラ ム で 再 び ゲ ル 濾 過 し 得 ら れ

た C E A 活性を 示す 分画 つ ま り B I , C I ･ C Ⅱ 分 画

の 乾燥粉末約 0 . 6 m g を 1 扉脱 イ オ ン 水 に 溶解 し , 等量

の F r e u n d c o m pl e t e a d j u v an t ( D I F C O 社製) を 加え

て 乳化 し た もの を抗原 と し て 用 い た . 雉系白色モ ル モ

ッ ト ( 日本 ク レ ア 社) 8 0 匹の 背部皮 下数 ケ所に 抗原を

注射 し
,

さ ら に 4 週間後 に 等量 の 追加免疫を 行 い
. 追

加免疫後 2 過 日に 採血 し
, 血 清を 分離 し ,

こ れ を 抗血

清 と して 以 下の 実験 に用 い た .

5 .
ポ r) ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気 泳動 (以 下 P A G E

･ と省略)

本法は
,
ゲ ル濾過 により精製 したヒ ト大腸囁 P C A 摘 抽

物 の 純化程度 t 蛋白 ､ 糖含量 の 検討 お よ び分子 量を 測

定す るた めに 行 っ た .

D a v i s ら
2 8)

の 方法 に 準 じ て 5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル を用 い た P A G E を 各チ ュ
ー ブ ( 0 . 5 × 7 c m ) 当り

5 m A , 4 時間の 通電 を行 っ た . さ ら に S h a pi r o ら
2 B)

.

林 ら
3 O}

の 方 法 に よ り 0 . 1 % S o d i u m d o d e c y l

S u lf a t e ( 以下 S D S と省略) を含 む 10 % ア ク リ ル ア ミ

ド電気泳動(以 下 S D S
-

P A G E と省略) を初 め の 1 時

間は 各チ ュ
ー ブ ( 0 . 5 × 7 c m ) 当 り 1 m A . 以後 各チ エ

ー

ブ 当り 8 m A 7 時間の 通 電 で 行 っ た . 泳動後の ゲル

の 染 色 は ･ 蛋 白 梁 色 に は C o o m a s si e - B rilli a n t

b l u e
3 u

を 糖染色 に は P A S を 用 い
, 分子量 測定の マ _

カ ー

と し て C a li b r a ti o n K I T ( P h a r m a ci a 製) を使用

し た .

6 . ゲ ル 内二 重拡 散沈降反応

抗原 の 解 析 あ る い は 抗 血 清 の 反 応 性 の 検討 は
,

O u c h t e rl o n y 法
3 2)

に よ る ゲ ル 内二 壷拡 散 沈 降法 で 行

っ た . プ レ
ー ト は 充分 に 二 日 間0 . 1 5 M 塩化 ナ ト リ ウ ム

加 ホ ウ 酸緩衝液 (以 下 B S B と 省略) で 洗條後乾燥して

ア ミ ド ブ ラ ッ ク 10 B 染 色を行 い っ い で 1 0 % 酢軌 25

% エ チ ル ア ル コ
ー

ル 溶液 で 脱 色を行 っ た
.

7 ･

' 2 5

Ⅰ標識 C E A と抗血清 の 結合能 の 測定 ( 二 抗体

法 に よ る RI A 法)

C E A キ ッ ト( ロ シ ュ 社) に 含まれ る
1 2 $

I 標識 C E A 標

品 ( 以 下
' 2 5

Ⅰ - C E A と 省略) を 利用 し て 著者 の モ ル

モ ッ ト 抗血清の 特異性を 検討 し あわ せ て C E A 精製過

程に お け る抗原分画の 活性 を調 べ た .

- 2 5

ト C E A と抗

体の 結 合能 と , その 結合能の 阻害活性を 制定す る ため

に
,

二 抗体法 は , M a c S w e e n ら
細

波辺 ら
3 4}

の 方法を用

い た .

第 二 抗体 と し て 家 兎抗 モ ル モ ッ ト I g G 血清を加え
,

得 られ る沈降物 と , Z･-

g el 法に よ っ て 得 られ る沈降

物の 対射活 性 を ウ ェ ル 型 γ カ ウ ン タ ー (S e a rl e 杜

a u t o w e11 g a m m a c o u n t e r t y p e l 1 8 5 ) で 測定し解

析 し た . す なわ ち あ ら か じ め 5 倍 に 生理 食塩 水で 希釈

して あ る正 常 モ ル モ ッ ト 血清 に よ り ,
モ ル モ ッ ト抗

C E A 血清を , 稲 々 の 濃度 に 希釈 し , そ の 25 /J∠ を血清

と して 使用 した . ま た こ れ に 阻害活性能 を検討する抗

原を 種 々 の 濃度 で 加 え .
つ い で

1 2 8

I
-

C E A を 25 p 川口

え 37 ℃
､ 2 時間反応 させ

. さ ら に 4 ℃ , 12 時間反応

さ せ た 後 , 第 二 の 抗体 と し て 家 兎抗 モ ル モ ッ トI g G 血

清 1 00〃ヱ を 加え て 再 び 4 ℃
, 2 4 時間静 置し て 沈降物

を 形成さ せ た . こ の 沈 降 物 に B S B を 2 m 川口え 遠心

( 1 5 0 0 g , 2 0 分) す る . 洗條操作 を 2 回行 っ た後 , γ-

カ ウ ン タ ー

で
- 2 5

Ⅰ放射活性 を測定 し た . 同時 に モ ル モ

･ ソ ト 抗 C E A 血清の 特異性 の 比 較 検 討 に C E A キ ッ ト

( ロ シ ュ ) に よ る方法 も用 い た .

8 . 精製 C E A 抗原の 化学的修飾

C E A の 生化学的性状 を検討 し , 抗原決定基 を明らか

に す る ため に
. 精製抗原 に 次 に の べ る化学的修飾を行

っ た .

1 ) 還 元 ･ ア ル キ ル 化 : E d el m a n ら
3 57 の方法に

準 じ , 6 M グ ア ニ ジ ン 蟻酸 ( 0 . 5 M ト リ ス 塩酸緩衝液,

0 .2 m M E D T A を 含む) 緩衝液 に 精製 C E A 抗原を溶解

し窒 素 ガ ス を封 入 し , 2
- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル ( 2 -
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M E) 160 m M を 加え さ ら に , 5 0 ℃
. 4 時間イ ン キ エ

ペ ー ト した
.

ア ル キ ル 化 に は , 3 2 0 m M ヨ
ー

ドア セ ト ア

ミ ド(I A A ) を 還元反 応後の 反応液 に 窒素を封 入し な が

ら加え
, 暗室 に て 24 時間静置し

,
そ の の ち脱 イ オ ン 水

で 24 時間透析 を 行 い
, 反応液の 試薬 を 除き t 凍結操作

を行 っ た .

2 ) 蛋白分解酵素処理 : W e s t w o o d ら
3 6)

の 方法

に 従 い ,
ペ プ シ ン ( P

【

L 社製) , 細 菌ア ル カ リ 7
0

ロ テ

ア ー ゼ ( P - L 社製) ト リ プ シ ン ( D if c o 社製) の 三種

蛋白分解酵素を そ れ ぞ れ の 至 適p 8 下 に 精 製 C E A と の

重量 比 1 : 50 に な る よ う に 溶解 し 3 7 ℃ に て 反 応 さ せ

た .

3 ) ノ イ ラ ミ ダ
ー ゼ に よ る消化 : B u r t o n ら

3 7)
の

方法に 従 い Vi b ri o c h o l e r a N e u r a m i d a s e ( S i g m a 社

製) を 0 .0 1 M 塩化 カ ル シ ウ ム を加え た 0 . 1 M ク エ ン 酸

ソ ー ダ ( pH 5 .5 ) に 精 製 C E A 抗 原 重 量 1 m g 当 り

N e u r a m id a s e 30 単位 に な る よう 加 え3 7 ℃
, 48 時 間

処理 を行 っ た .

4 ) グア ニ ジ ン
, 尿素 , S D S 処理 : 6 M グ ア ニ ジ

ン緩衝液 . 2 % S D S , 6 M 尿素を 作製 しそ れ ぞれ 精製

C E A 抗原 を 2 . 5 m g / m L に な る様溶解 し , 3 7 ℃
.

2 時

間反応 し , 透析後実験 に 用 い た .

9 .
ア フ ィ

ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る検討

C N B r
-

a C ti v a t e d S e p h a r o s e 4 B ( P h a r m a c i a 製)

乾燥重量 1 g r づ っ を 用 い フ ァ ル マ ン ア の 文 献
3 8)

に 従

い
, 精製 C E A の C I ･ C Ⅲ 分画 を そ れ ぞ れ 乾燥 室 量

28 m g , 2 . 8 帽 , 0 . 28 m g を カ ッ プ リ ン グさ せ て ,
ア

フ ィ
ニ テ イ ク ロ マ ト カ ラ ム を作 り モ ル モ ッ ト 抗 B I

E
u

臼

∞

N

山

《
n

リ

5〇.

20 4 0 6Q 88 川 0 1 20 1 48 1 用

談験管数

図1 大腸癌肝転移組織の 過塩 素酸抽 出物の Bi o
-

G el A ･5 m カ ラ ム に よる 溶出パ タ
ー

ン

添 加 : 40 0 m g 凍結乾燥標品を 4 m l の 水 に

可 溶化 した も の

カ ラ ム : 2 . 6 × 9 0 c m

流 速 : 2 0 m l/ 時間

採取液量: 4 m l/ 試験管

溶 出液 : 0 ,1 モ ル トリス 塩酸緩衝 液 p H 8 . 0

8 6 9

C E A 血清 の 吸 収 実験 を 行い 抗血晴の 反 応 性 を 検 討 し

た .

1 0 .
ア ミ ノ 酸分析

精製 し た抗原 の 化学的性状を 検討す る た め ア ミ ノ 酸

分析を 行 い
, 従来 の 報告と 比較し た . す なわ ち ア ミ ノ

酸組成分析は
, 6 M 蟻酸 . 24 時間 , 1 0 7 ℃で 加水分解

し た授 . 高速 ア ミ ノ 酸 オ ー ト ア ナ ライ ザ
ー ( 日 立 835 )

を 用 い 清水章博士 ( 大阪大学 申検) の 御協力に よ っ て

行 っ た .

1 1 . 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ る検討

高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

( 島津 C C
-

3 A R ) を

用い . 水系 G P C 法 に よ り ,
パ タ

ー

ン 分析を行 っ た . 本

実験 は島津製作所計測事業本部分析セ ン タ
ー

( 京都)

の 協力に て 行 っ た .

12 . 提の 測 定

権威分の 測定 には; D u b o i s ら
3 fり

の 方法 に従 っ て
,

フ ェ ノ
ー ル 硫酸法に よ りグ ル コ

ー ス 畳を測定 した .

成 横

1 . 抗原の 精製と 性状

1 ) B i o - G el A
-

5 m ゲ ル 濾過の 結果

大腸癌肝転移組織 の P C A 抽 出物 を Bi o
-

G el A -

5 1 n カ ラ ム に よ り ゲ ル 濾過し た 溶 出物 の 280 n m に お

け る吸 光度 よ り得 られ る溶出 パ タ
ー

ン は図1 に 示す 通

り で あ る . 溶 出さ れ た各チ ュ
ー

ブに つ い て , C E A ロ シ

ュ キ ッ ト を用 い て 直接法 に より C E A 活性 を 測 定 す る

と
, C E A 活性 を も つ 三 つ の 分画 に 分け られ る . そ れ ら

を そ れ ぞ れ A
, B , C 分画 と名 づ けた (図 1 ) .

こ の A
,
B

,
C 分画 と モ ル モ ッ ト抗 C E A 血清( N o . 2 8 )

を用 い て ゲ ル 内 二 重拡散沈降反応を行 う と写真1 に 示

す ごとく B 分画 は
. 最 も強 い 沈降線 を形成す る . しか

し A お よ び C 分画 は濃縮す る こ と に より よ う や く 弱

い 沈降線を 形 成す る に す ぎな か っ た
. 特 に C 分画 は,

健康 ヒ ト 糞便の P C A 抽出物 と抗原性が 一 致 す る 沈 降

線が 得 られ た ( 写 真1 ) . し か し抗 C E A 血清 (N o . 2 8 )

は健康 ヒ ト 血清 , 大腸粘膜組織 t 脾 臓 お よ び 肝 臓 の

P C A 抽出物と は
. 全く沈降線 を示さ なか っ た . A

,
B , C

抗原の 抗 原活性 を 検討す る た め に 以 下 の 実 験 を 行 っ

た . す な わ ち モ ル モ ッ ト抗 C E A 血清 (N o . 2 8 ) と
1 2 6

Ⅰ

- C E A と の 抗 原抗体反応物 と第二 抗体を加 え て 生 じ

る 放射活性沈 降物 を カ ウ ン ト ( c p m ) し そ れ を 100 %

と し . こ れ に A , B . C 各分画 を加え た時の 放射活性沈降

物 の カ ウ ン ト の 低下 を比較 し た . 加え る A
,
B

,
C 各分画

の 蛋白量 を波長 28 0 n m で の 吸光度 で あ らわ し 横 軸 に

示し た ( 図 2 ) . そ の 結果 , B 分画が最 も阻害活性が 強

く .
つ い で C 分画 A 分画の 順 に 阻害活性が 低下す る こ
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と が わ か っ た . 5 0 % 阻害活性 を示 す抗 原必 要量 を 比較

す る と 表1 に 示 す ご とく ,
A 分画, B 分画 , C 分画の 比

は 約1 : 1 9 : 9 に な っ た .

同様に A t B
,
C 分 面 につ い てフ ェ ノ

ー

ル
ー 硫 酸 法 で グ

ル コ ー ス 量を測定 し , A , B , C 各分画の 阻害活性度 を グ

写 真1 モ ル モ ッ ト抗 C E A 血清と A
, B

,
C 分 画の

ゲル 内二 重 拡散沈降法

中心孔 : モ ル モ ッ ト抗 BI 血清 (N o .2 8)

A : A 分画 20 m g / m l

B : B 分画 1 m g / m l

C : C 分画 50 m g/ m l

F e c e s : 糞便過塩素酸抽 出物 10 0 m g / m l

粗C E A : 大腸癌肝転移組織過塩素酸抽出物 1 0 m g / m l

I A A C E A : ヨ ー

ド アセ トア ミ ド処理 B 分画 10 m g / m l

藍川0

中
瀬

50

『

雫ン∴
､

､

､
､

ヽ
ヽ
ヽ

ヽ
ヽ

ヽ

■
ヽ

1 日 川 1 1 ロ
ー

E 28 0 n m X 川~
5

図 2 ニ 抗体法に よ る
l彷 I C E A と モ ル モ ッ ト抗

C E A 血清の 結合能に 対す る A
,
B

,
C 分画 に よ

る 阻害度

横軸 : A
,
B

,
C 各分画の 蛋白畳 を波長 280 n m に

お け る吸光度で あらわ したも の

縦軸 : 1 25 I C E A 抗原とモ ル モ ッ ト抗 C E A 血

清複合物の 二 抗体法 に よ る沈降物 の カ ウ ン ト

10 0 % と し A
,
B

,
C 分 画を添加 した と き の 沈

降物の カ ウ ン ト を百分率で示 した も の

原

ル コ
ー ス 量 で 検討す る と

, 前述 の 蛋白量 で 測定 した結

果 と同様 に ,
B 分画 で 最 も 強い 阻害 活性 が み ら れ た(図

3 ) . 5 0 % 阻害活性 を示 す抗 原必 要量を抗 原中に 含ま

れ る グ ル コ ー ス量 で 示す と , A 分 画 350 0 n g , B 分画

13 0 n g ,
C 分画 50 0 n g で あ っ て , A , B , C 分画の グル

コ ー

ス 当り の 必 要抗原量 の 比 は , 約 1 : 2 7 : 7 に な っ た

(表 1 ) .

次に A . B . C 各分画 の そ れ ぞ れ に つ い て
, 5 % ポ リ ア

ク .) ル ア ミ ド を用 い た P A G E を行 い 精 製 の 程 度 お よ

び蛋 白 と糖 の 総成 に つ い て 比 較し た ( 写 真2 ) . その 結

果 , A 分画 は5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 内に 入らず .

か な り高分 子の も の と 考え ら れ た . P A S に よ る糖染色

は濃 染す る が . C o o m a s si e
- B rilli a n t b l u e に よる蛋

白染 色は淡 青色に 染色さ れ た .
B 分画 は 5 % ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ド ゲ ル 内 に 入 る易動度の 遅 い･W 一 本の 幅広い バ

ン ドで あ っ て
, 糖染色の 濃度 は蛋白染色 と同程度で あ

っ た . ま た 一 部 に 次 に の べ る C 分画が わず か に 混入し

て い る こ とが 認 め ら れ た . C 分画 は蛋 白染色 で は易 動

度の 早 い 多数 の バ ン ド に 分か れ る が
, 糖染色 で はそ の

う ちの
一

本 の バ ン ド の み が染 色さ れ る に す ぎず C 分

画の 組成 は 多様性 で あ る と考 え ら れ た .

2 ) S e p h a c r yl S - 2 0 0 ゲ ル 濾過 に よ る 検討

前述 の 結 果か ら B 分画に は C 分画の 混 入 が C 分画

に は B 分画の 混 入が 認 め られ た , そ こ で B
.
C 分画の 分

離精製 を す す め る た め S e p h a c r yl S - 2 0 0 カ ラ ム に

ょ る ゲ ル 櫨過 を 行
'

っ た . そ の 溶出 パ タ
ー

ン を 28 0 n m の

波 長に お け る吸【光度で 表す と図 4 に 示す 通 り で ある ･

溶出さ れ た各 チ ュ
ー ブ に つ い て C E A キ ッ ト ( ロ シ ュ )

川
】

川
`

グル コ ー

ス ng /試験管

川 1 0
‡

図3 二 抗体法に よる
1 欝 I C E A と モ ル モ ッ ト抗

.
C E A 血清 の 結合能 に 対す る A

,
B

,
C 分 画 に よ

る 阻害度

横 軸: A
,
B

,
C 各分 画の 糖量 を フ ェ ノ ー ル 硫酸法

で 測定 した グ ル コ
ー ス 量 で あら わ し た

縦軸 : 1 25I - C E A 抗原と モ ) L/ モ ッ ト抗 C E A 血清

複合物の 二抗 体法 に よ る 沈降物の カ ウ ン ト を

1 00 % と し A
,
B

,
C 分画 を添加 した と き の 沈降

物の カ ウ ン ト を百分率で 示 したも の
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を用 い て C E A 活性 を測定 L , C E A 活性 の あ る部 分 の

み を集 め て 精製 し た . そ の 結果 B 分画 は , 接近 し た大

小二 つ の ピ
ー

ク . B I , B □ と さ ら に 遅れ て 溶出す る小

さ な ピ ー ク B lII に 分 け ら れ , 初 め の R l ピ ー ク に

一 致 して C E A 活性 が認 め ら れ た . C 分 画は極 め て 接

近し た C I ,
C Ⅲ の 小さ な二 つ の ピ ー ク と こ れ に 遅 れ

て溶出 され る大 き な ピ ー ク C Ⅲ の 図4b に 示す よ う な

溶出パ タ ー ン で あ る . C E A 活性 は C I ｡ C II に は あ る

が , C Ⅲ に は認 め な か っ た .
こ れ ら に つ い て S D S ≠

P A G E を 行い さ ら に C o o m a s si e M B rilli a n t b l u e に

ょる 蛮白染色を 行う と
′

与東3 の ご とく で あ る .

同時に 行 っ た 分子量測定 マ
ー カ ー キ ッ トの 結果か ら

B I は分子量約 20 万 ダル ト ン の一一一岬"■本の 濃 い バ ン ド と

分子量約 6 万 ダ ル ト ン と 考え ら れ る淡 い
一

本 の バ ン ド

87 1

に 分か れ た .

C I ｡ C Ⅲ は分子量約6 万ダ ル ト ン の 位置に 一 本 の

バ ン ドを 示す の みで あ っ た .
こ れ ら の C E A 活性 の 認 め

ら れ る B I t C I ･ C II に つ い て 水系 リ ン 酸緩衝液 に

ょ る 高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ に よ る パ タ
ー

ン 分析 を行

っ た
.
そ の 結果 は図 5 の ごと く で あ っ て , B I は

一 本の

ピ ー ク で あ り ,
そ の 形状 も対称性で あ る こ と か ら 分子

量 が 均 一 で あ る と示 さ れ , こ れ が S D S
- P A G E の 条

件 に より 二 本の バ ン ドに 分か れ た もの と考 え られ た
.

一

方 C I ･ C Ⅲ も 高速 液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の パ

タ
ー

ン 分析を 行う と , 左右対称 の 均 一 な 同じ分子量 の

大 き さ の も の か ら な り ,
B I よ り 小 さ く S D S

-

P A G E に よ っ て も
ー 本の バ ン ド しか 示さ ず, 上述 の B

I よ り分離 して く る分子量約20 万 ダ ル ト ン と 6 万 ダ

表 1 二 抗 体 法R I A に よ る
1 2 5

I - C E A と モ ル モ ッ ト 抗C E A 血 清の 免授沈 降物 を5 0 % 阻害 す る に要する

各分 画 の 蛋 白畳ま た は糠星

分 画
蛋 白 量 グ ル コ

ー ス 量

2 8 0 n m に おけ る 吸光度 比 率 重 量 n g 比 率

A 3 5 × 1 0
4

ロ 3 5 0 0 ロ

B 1
.
8 × 1 0

4
1 9 1 3 0 2 7

C 4 . 8 × 1 0
4

9 5 0 0 7

1 2 3 4 5 6

写真2 Bi o- G e l A
-

5 m 抽出物 A( 1
,
2 ) B ( 3 ,

4) C ( 5
,

6) 分 画の 5 % ポリ ア ク リル ア ミ ドデ ィ ス ク 電気泳動

1
,
3

,
5 : C o o m a s si e

- B rilli a n t b l u e 染色

2
,
4

,
6 : P A S 染色

q 5 0 川 8 0 5 0 = 川

拭験管 試験 管

図 4 B
,
C 分 画の S e ph a c r yl S ･2 0 0 カ ラ ム に よる

溶出パ タ
ー ン

添 加 : 20 m g 凍結乾燥標品 を 2 I m l の 水 に 可

溶化 した も の ( a はB 分画,
b はC 分 画)

カ ラ ム : 1 . 6 × 8 0 c m

流 速: 4 m l / 時間

採取液量 : 2 m l / 試験管

溶 出 液 : 0 . 1 M トリ ス 塩酸緩衝液 p H 8 . 0
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B I c トC II

写真3 S e ph a c r yl S -2 0 0 ゲ ル 濾過後 の BI (左)

C I ･ C II ( 右) 分 画の 0 .1 % S D S l O % ア クリ ル

ア ミ ドデ ィ ス ク 電気泳動

鹿

ル ト ン の 後者 に
一 致 す る も の と 考え ら れ る .

3 ) ア ミ ノ 酸分析 に よ る検 討

ア ミ ノ 酸分析 の 結果か ら B I と C ト C II に つ い

て ア ミ ノ 酸組成 を比較す る と表 2 の ご と く B I と C

I ｡ C Ⅱ と で は ･ 組成が 若干異 っ て い る こ と が判明し

た ･ す な わ ち B I で は t C I ｡ C Ⅱ に 比較 し て , リ ジ

ン
･ イ ソ ロ イ シ ン が 少く , 逆 に ス レオ ニ ン

,
バ リ ン が多

か っ た . そ の 他の ア ミ ノ 酸 に つ い て は , B I と C ト

C iI の 間に 含量の 差 は はと ん ど認 め られ なか っ た
. そ

の 他 ア ミ ノ 酸組成分析の パ タ ー

ン より 明 らか に 糖含量

に も差 が あ り【 B I の 方が C I ･ C Ⅱ よ り は る か に 糖

含量 が多 い こ と を 示 して い る .

2 . モ ル モ ッ ト抗 C E A 血 痛の 特異性 の 検討

1 ) 二 抗休 法 RI A 法に よ る 検討

精製 C E A 抗原 で あ る B I 分 画を抗原 と し て
,

モ ル

モ ッ トを 免疫 し て 得 た抗血清 (N o . 2 8 , N o .39 ) に つ い て

反 応性の 検討 を加 え た . ま ず B I に 対 す る 抗 血 清 の

50 倍希釈 を用 い
,

1 2 6

ト C E A と の 二 抗体法 に よ る 結

合沈降反応 に 対す る大腸癌 ( 2 例) 胃癌 ( 2 例) 健康

人の 糞便 ( 2 例) 正 常肺組織 ( 1 例) 肝癌 ( 1 例) の

P C A 抽出物 との 結合阻害活性 を比較す る と図 6a に 示
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図5 高速 液体ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー に よ る パ タ

ー ン 分析

島津高速 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー ( L C -3 A R) に よ り試料 BI

, C I ･ C II を水 10 0 pl に 溶か し水系
G P C 法に よ り分析 した パ タ ー ン

. 移動相に は 0 . 05 M リ ン 酸第 一

カ リウ ム を 用 い カ ラ ム 圧 70

k g/ C rn
2 流速 1 . 5 m l/ 分 , 感度 32 ×10

~ 5

屈折率で示 した も の
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す ごと く ･ 大腸癌 で 最 も 阻害活性 をう け易 く , 糞便や

肺組 軌 肝癌で は阻害能が 低い こ と が 示さ れ た . 同じ

P C A 抽出物に つ い て C E A ロ シ ュ キ ッ ト に 含 ま れ るヤ

ギ抗 C E A 血 清と
1 2 5

ト C E A の Z - g el 法 の 阻 害 宿

表 2 B I 分 画 とC I ･ C II 分 画の ア ミ ノ 酸 組 成の 比較

ア ミ ノ 酸
B I

% n m o l

C I ･ C II

% n m o l

リ ジ オ 3 , 0 5 .0

ヒ ス チ ジ ン 1 . 9 1 . 4

ア ル ギ ニ ン 1 . 0 0 . 3

ア ス パ ラ ギ ン 酸 8 . 3 7 . 9

ス レ オ ニ ン 1 0 . 6 8 . 1

セ リ ン 1 1 . 9 9 .4

グル タ ミ ン 酸 10 . 9 1 2 . 4

プ ロ リ ン 9 . 8 1 1 . 2

グ リ シ ン 5 . 8 5 . 8

ア ラ ニ ン 6 . 4 6 . 5

バ Iノ ン 7 .3 5 .9

メ チ オ ニ ン 0 . 6 1 .3

イ ソ ロ イ シ ン 4 . 6 6 . 2

ロ イ シ ン 9 . 4 9 . 6

テ ロ ジ ン 4 . 3 4 . 2

フ ユ ニ ー ル ア ラ ニ ン 4 . 1 5 . 0

%

8 01
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図6 1 芸 I C E A と抗 C E A 血清の 結合 に対 す る各
種組織過塩素酸抽出物の 阻害能

a : モ ル モ ッ ト抗 C E A 血清 (N o ･2 8 ,
N o

.3 9) を用
い た 二 抗体法ラ ジ オイ ム ノ ア ッ セ イ

b : ヤ ギ抗 C E A 血清 ( ロ シ ュ) を 用い た Z - ゲ
/レ法ラ ジ オイ ム ノ ア ッ セ イ
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性 を み る と ･ 大腸癌･ 胃 乱 発 風 肺組織 な ど い づ れ の

P C A 抽 出物 に よ っ て も 10 0 % 近 い 阻害能を 示し た(図

6b ) .

こ の こ と は ･ B I を抗原 と し て 作製 した モ ル モ ッ ト

抗 C E A 血 清 (N o ･ 2 8 , N o ･ 39 ) は ヤ ギ抗C E A 血 清 よ り

も大腸 癌に 特異 性が 高い こ と を意味す る .

2 ) ゲ ル 内二 重拡散沈 降反応 に よ る検討

精製 C E A 抗原 C ト C ロ に つ い て も前述 の 方 法 で

モ ル モ ッ ト に 免疫 して 抗 CE A 血清 ( 岨 54 ) を作製 し

た ･ こ れ らの 抗 血清 (N o . 2 8 , 帖 5 4 ) を用 い て
,
B I ,

C I ･ C fI お よ び CE A 関連抗原で あ る胎便の P C A 抽

出物 と の 間の ゲ ル 内二 重拡散沈降反 応を行 っ た . 写真

4 に 示す ごと く抗 B = 血清( N o . 28 ) は B l と は 軌 ､ 一

本の 沈降線 を示 し
･
C I ･ C Ⅲ お よ び胎便 PC A 抽 出物

な ど と は反 応性が 弱く , し か も 8 Ⅰ と の 間に S p u r を

形成 する
･

こ の こ と は B I と C ト C Ⅲ お よ び 胎 便

P C A 抽出物 は 抗原性 が 一 部分異 るが他 の 部分 は
, 共通

して い る こ と を 示し て い る .

一一】-■′-･
･

方抗 C I ･ C Ⅱ血清( No ･ 54 ) は B I との 間に 1 本

の 沈降線 を形成 し ･ さ ら に C ト C ∬と の 間に は
, 日 Ⅰ

と融合す る 二 本の 沈降線を形成 す る
, また抗C ト C II

血 清は脂便 P C A 抽出物 と 2 本 の 沈降線を生 じ そ の 沈

降線は C I ･ C Ⅱ と の 間に 生 じ た沈降線 と も 融 合 す

る
･

こ の こ と か ら抗 C い C Ⅱ 血清は
.
二 っ 以上 の 成

分か ら な る こ と が判明 し た
. しか し液化 ク ロ マ ト ブ ラ

写真4 抗 BI 血清 お よ び抗 C トC II 血 清の ゲ ル 内二

重 拡散沈 降法

中心 孔

左 : モ ル モ ッ ト抗 BI 血清 (N o .2 8)
右: モ ル モ ッ ト抗 C I ･ C H 血 清 (N o .5 4)
1

,
5 B I l m g/ m 1

2
, 6 C I ･ C II l O m g / rn 1

3
,
4 胎便 P C A 抽出物 100 IT】g / m l
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フ ィ に よ る C い C Ⅱ の 解析 で は
, 約 6 万 ダ ル ト ン の

均
一 の 物質 で あ っ た ･ 以上 の 事実 か ら C い C Ⅲ は 胎

便 P C A 抽 出物 に も存在す る C E A 関連抗原と 抗原性 の

点で 同 一 の も の で あ る こ と を示 して い る ･

3 ) ア ブ イ
ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に よ る検討

B I と C I ･ C Ⅱ の 関係 を明 ら か に す る た め モ ル

モ ッ ト抗 B I 血清 ( N o . 28 ) に つ い て
,
C I ･ C Ⅲ を

C N B r
-

S e p h r o s e 4 B に 結 合さ せ て 作製 し た 7 フ ィ

ニ チ イ ク ロ マ ト カ ラ ム を 用 い て 吸収実験を 行 っ た
･ 結

合 さ せ る C I
･ C ‡量 を増加す る に つ れ カ ラ ム を 通

過後 の 抗 B I 血清は , C い C Ⅱ に 対す る活性 が低下

す るば か り で なく B I に 対 し て も低下 す る
･
C 卜 C

I が 28 m g / 乾燥重量 1 g r の カ ラ ム で は ,
B I お よ び

C I ･ C Ⅱ に 対 す る抗体活性 も消失 し た . こ の こ と ば

抗 B I 血清 は ,
C I ｡ C Ⅱ お よ び B I に 共通 の 抗原決

定 基に 対す る抗体活性 を も っ て い る こ と を 示 し て い

る .

3 . C E A 抗原分子の 化学的修飾 お よび 酵素分解に よ

る抗 原性 に お よ ぽす 影響 の 検討

1 ) 還 元お よ び ア ル キ ル 化 に よ る抗原性 に お よ ぼす

影響の 検討

B I に 還 元 ,
ア ル キ ル 化 お よ び還 元 と ア ル キ ル 化 な

どの 化学 的修飾 を行う こ と に よ り抗 原性 が ど の 様 な 変

化を 示す か を
,

ゲ ル 内沈降反 応で 検 討 した ･ ま ず ア ル

キ ル 化処理 の み で は モ ル モ ッ ト抗 B I 血清( No ･ 2 8 ) と

沈降線 を形成 し,
こ の 沈降線 は ア ル キ ル 化処理 を 行わ

な い B I と完全 に 融合し 同 一 の 反応 を示 し た . B I の

還元あ る い は , 還元と ア ル キ ル 化処 理 を 行う と抗 B I

血清 と の 沈降線 が 認められなか っ た(写其5 ) ･ さ ら に 同

様の 処理 つ ま り還 元あ る い は ア ル キ ル 化 お よ び還元 ア

ル キ ル 化処理 を Bi o
- G el A -

5 m ゲ ル 濾過 後の A
,
B

,

C 各分 画( 図 1 参照) に つ い て 行 っ た . 処理 後 の A , B ･

C 分 画に つ い て
1 2 5

Ⅰ - C E A と モ ル モ ッ ト抗 B I 血清

( N o . 2 8 ) と の 結合能 に 対す る阻害 活性 を 波長280 n m

に お け る吸光度 0 .3 0 0 / ml の 溶液 10 /Jエ を用 い て 百 分

率で 示すと 衷3 の ご どく で あ る . すな わ ち A 分国 は未

処理 の 場合 に 比較 し て還元 ま た はア ル キ ル 化処 軋 あ

る い は還元 と ア ル キ ル 化処理 に よ り抗原性 が 著し く低

下あ る い は 失活 し た . B 分画 は
,

還 元 ある い は ア ル キ

ル 化 の み で は 抗原性 に ほと ん ど影響が な い が 還元と ア

ル キ ル 化処理 に よ っ て は じめ て 抗原性 が低下 した . C

分 画は , 還 元 ある い は還 元 と ア ル キル 化 に よ る抗原性

の 低下 お よ び失括 が 認 め ら れ た . 以 上 に よ り最も 強い

C E A 活性 をも つ B 分 画が 還元 と ア ル キル 化によ り抗

原性 を失活する こ とか ら
,

B 分 画の 抗原決定基は蛋自

性 の 性質 を持 つ こ とが 考 えら れる .

2 ) B 分画 の 蛋 白分解酵素 の 処玉里に よ る抗原性に お

よ ぼ す影響 の 検討

B 分画に つ い て ,
ペ プ シ ン , ト リ プ シ ン

･ 細 菌ア ル カ

リ プ ロ テ ア ー ゼ の 3 種類の 蛋白分角牢酵素処理 を行 っ た

の ちの 抗原性 の 変化 を検討す る と図 7 に 示す ごと く還

元 と ア ル キ ル 化の 処理 を 行 っ た場 合と 同様 に 処理 前に

写真5 還元 アル キ ル 化処理 後の BI 分画 と モ ル モ ッ ト

抗 BI 血 清の ゲ ル 内二 重 拡散沈 降法

中心 孔 : モ ル モ ッ ト抗 BI 血清 ( N o ･2 8)

1
,
3

,
5 : 未処理 B 分画 1 m g/ m l

還元 B 分画 1 m g / m l

ア ル キ ル 化 B 分画 1 m g/ m l

還元 ア ル キ)t/ 化B 分画 1 m g/ m l

表 3 還 元 ア ル キ ル化 に よ る A
,

臥 C 分画 の 阻害 活性の 比較

分 画 未 処 理 ア ノレ キ ル 化 還 元 還 元 と ア ル キル 化

A 8 1 . 6 % 3 8 . 3 % 15 . 8 % 1 1 . 6 %

B 9 4 .7 % 9 0 .4 % 84 . 8 % 22 . 9 %

C 8 6 .
9 % 8 5 , 0 % 5 5 . 0 % 2 .7 %

1 2 5

I C E A と モ ル モ ッ ト抗 C E A 血清の 免疫 沈 降物 に対し
,

各分 画を加 え た時の
,

結合能を百分 率

で 示 し た ｡

各分画畳 は 波長28 0 n m に おけ る 吸光 度0 .3 ノ m l を10 J 上1 使 用 し た ｡



ヒ ト消化器癌 に お ける C a r ci n o e m b r y o n i c A n ti g e n ( C E A) の 研究

比べ て 著明 に 抗原性が 低下す る の が結 合能 の 阻害活性

か ら証 明さ れ た .

3 ) B 分画の ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ お よ ぴ6 M 尿 素, 2 %

S D S .6 M グア ニ ジ ン 処 動 こ よ る抗 原 性 の 変 化

に お よ ぽ す影響 の 検討

ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ 処理 お よ び6 M 尿 素 . 2 % S D S ,

6 M グ ア ニ ジ ン な どの d e t e r g e n t 処理 を 行 っ たの ち の

B 分画の 玩原性の 変化を み ると こ 抗体 法 R IA に お い

て 未処理 の 場合と 同様に
- 2 5

ト C E A と抗 B I 血清 の

結合能 を 阻 害 し , 抗原性 に は 変化を認 め な か っ た ( 図

8 ) .

以上 の B 分画の 抗原 の 各修飾 に よ る 抗 原 性 の 変 化

に つ い て 表 4 に ま と め て 示 し た .

図7
125

I C E A と モ ル モ ッ ト抗 C E A 血 清 の 結 合
に 対す る 蛋白分解酵 素処理 をした B 分 画の 阻害能

横軸は B 分画の 量 を 波長 280 n m に お け る吸光度
であ ら わ した も の
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考 察

ヒ ト大腸 捌 干転移組織の P C A 抽 出物 を
,
B i ｡

h

G e l

A 5 m カ ラ ム を 用 い て ゲ ル 濾過▼し , C E A キ ッ ト ( ロ シ

ュ ) を 用い て C E A 活性 を測定 し た
. その 結 軋 C E A 活

性を 含む A . B . C の 3 分画 に 分 け る こ と が で き た の

で
, さ ら に こ れ を S e p h a c r yl S

-

2 0 0 カ ラ ム で より 精

製 し た と こ ろ ･ B l と C ト C Ⅱ の 2 分画を 得る こ と

が で き た
･ P C A 抽Hj 物 の 精製 は . K r u p e y ら

2 7}
の 方法

に 準L: て S e p h a r o s e 4 B と S e p h a d e x G - 2 0 0 を 用
い る の が【一一 般 に 行 なわ れ て い る . 著者 の よう に Bi ｡

-

G el A - 5 m と S e p h a c r y l S - 2 00 を用い て 精製を 行 っ た

の は , 本研究 が は じ め て で あ る .

次に B l お よ び C I ･ C ∬ に 対す る抗 血 清 を 作 製
し

,
こ れ ら を用 い て 二 抗体法の R IA 法 に よる B I お よ

び C 卜 C Ⅱ 分画の 免疫学的解析 を 行 っ た . そ の 結

訳

轟
中
髄

= 柑

E 280 n m X 川- 5

図8
1 25I - C E A と モ ル モ ッ ト抗 C E A 血 清の 結合

に 対す る 6 M 尿 素
,
2 % S D S

, 6 M グア ニ ジ ン処
理 を した B 分 画の 阻害能

表 4 C E A の 化 学 的修 飾 に よ っ て お こ る C E A 杭憶 性の 変 化

C E A グ) 処 理 免 疫二 重拡散沈頗 法 Z - ゲ ル 法 二 抗 体 法

未 処 理 十 十 +

グア ニ ジ ン 塩 酸処理 + + +

ア ル キル 化 + + ■ +

蔑 7⊂ + +

還 元 ア ル キ ル 化

蛋 白分 解酵 素処 理

ノ イ ラ ミ ダ
ー

ゼ 処理 + +

+ : 沈 降線を 形成する も の
, ある い は RI A で 阻害活性 を示 す もの

- : 沈降線を形 成 しな い もの
, あ る い は RI A で阻害 活性 を示 さ な い もの
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果 . C o li g a n
4 0 )

ら R o g e r s
4 2 )

らが 指摘 して い る よ う に

C E A ほ種 々 の 分子 を含ん で い る と い う結果 に な っ た .

す な わ ち P C A 抽 出物 の C E A 活性 を も つ も の は , 5 %

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の P A G E に 入 ら な い 分子量 約 30

方 ダル ト ン以 上 の 分子量 の 大 き い も の か ら , 分子量 約

6 万 ダル ト ン 前後 の 小 分子 ま で の 広範 囲の 分子 の 大 き

きで あ る こ と が わ か っ た .
こ の 様 な分 子の 多様性 は ,

C E A 抽出操作の 過 程に お け る P C A 抽 出な どの 操 作 に

よ る C E A 分子の 凝集や分解 に 基 づ く もの と 推 測 さ れ

る . B I , C I ･ C Il の 分子 は均
一

で C E A 活性 を も つ

こ とが 判明 し た
.

こ の こ と と , 前述の ご とく P C A 抽 出

物 を Bi o
- G el A 5 r n に よ り 濾 過 し た 物 質 や .

C o li g a n ら R o g e r s らが C E A 分子 の 多様性 を 示 し た

こ と と考 え あわ せ る と , B I お よ ぴ C I
･ C Ⅱ は精製

純化 さ れ た も の と い え る .

そ こ で こ れ ら を S D S
M P A G E に か け分子量 測定 マ

ー カ キ ッ ト で 検討 す る と
t
B I は分子量約 20 万 ダル ト

ン と約 6 万 ダ ル ト ン の 2 つ の バ ン ドに わ か れ る こ と が

示さ れ た . こ の こ と は , S e p h a c r y l S - 2 0 0 カ ラ ム に

より 抽出さ れ た B I は , 上述 の ご とく 均 一 で あ っ たが

S D S
- P A G E の S D S と 還 元 の 条件 に よ り

一 部 分 離

し て 20 万 ダ ル ト ン と 6 万 ダ ル ト ン の 分子が 生 じ た と

考え られ る . 次 に C ト C ∬ に つ い て 同様 の 検討 を行

っ た結果 tC I ･ C Ⅱ は分子量約6 万ダ ル ト ン で あ り ,

B I に 認 め ら れ た/ト分子 の バ ン ドの も の と ほ ぼ 同 じ分

子量 で あ る こ と が判 っ た
.

こ の 成分 は , K e s sl e r ら
24) の

い う 分子量11 万 ダル ト ン の い わ ゆ る T E X と は 分 子

の 大き さ か ら も
ー 致 しな い . し か し C E A と交叉反応 を

示す 物質 と し て 報 告 さ れ て い る V O n K l ei s t ら
1 別

の

N C A
,
M a c h ら

2 H
の N G P

,
T u r b e r v ill e ら

2 0) の C C E A

- 2 は い づ れ も分 子量6 万 と い わ れ て い る の で 著者

の C I
･ C Ⅱ と分子量の 大き さ は 一 致す る .

B I あ る い は C ト C Ⅱ を抗原 と し て 得 ら れ た モ ル

モ ッ ト抗血清を用 い て ゲ ル 内二 重 拡 散 沈 降 法 を 行 っ

た . そ の 結 果 , C I ･ C Ⅱ は抗 C I ･ C II 血清( N o . 54 )

と2 本 の 沈降線を 形成 し
,
そ の う ち 1 本 は , B I と抗 C

I ･ C Ⅱ血清 に より 形成さ れ る 1 本 の 沈 降 線 と 融 合

す る .

一 方 C I
･ C Ⅱ と抗 C r ･ C Ⅱ 血清との 間の 2 本

の 沈 降線 は ,
C E A 関連抗原 と い わ れ る胎 便 P C A 抽 出

物 と抗 C I
･ C Ⅱ血清との 間に 生 じる 沈 降 線 と 一 致 す

る . 抗 B I 血清 ほ B I と の 間に 強 い 1 本 の 沈降線 を形

成 し
,
C I ･ C r[ お よ び胎便 P C A 抽 出物 と は ご く弱 い

沈降線 しか 認め ず , しか も B I と は S p u r を形成 す る ･

こ の よ う な抗原解析か らの 結果 と
, 前述 の B I , C I ･

C Ⅱ の 分子量 の 検討か ら ,
B I と C I ･ C Ⅱ は ･

一 部 共

通 し た抗原 決定 基を も つ が
, 他 の 部分 は 異な る抗 原決

定基を も っ て い る と考 え ら れ る .
さ ら に C I ｡

C Ⅱは

分子量 約 6 万 ダ ル ト ン の 成分か らな る が , 抗原性に っ

い て は 明 らか に 異 な る 2 つ の 成分が 含 まれ て い る こ と

も 判明 した . しか し現在 の と こ ろ両者 の 分離 お よび精

製に は成功 して い な い
.
い づ れ も CE A 関連抗原 と考え

られ る胎便 P C A 抽 出物 に も 含ま れ る で あ ろ う .

ま た興味 あ る こ と に は
,
B I が 高速 液体 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー か ら均 一 か つ 単

一 の 成分か ら成 る もの と考え

ら れ た が
,

S D S
-

P A G E に より 分子量約 20 万 ダル ト

ン の 主な バ
ン ド と C I ま た は C Ⅱ に 相 当 す る 分 子量

約 6 万 ダ ル ト ン の バ ン ド の 2 つ の S u b c o m p o n e n t に

分か れ た こ と で あ る . 著者 の 用い た モ ル モ ッ ト抗 B I

血清 は主 と し て ,
こ の 2 つ の S u b c o m p o n e n t の 複合

体 に 対す る抗 体活 性を も つ もの と考え られ る . 現在こ

れ ら の S u b c o m p o n e n t の み の 分離精製 を試 み る と と

もに .
こ れ ら 2 つ の S u b c o m p o n e n t の い づ れ か と の

み に 反応す る抗血清 を作 る た め努 力し て い る .

本研究 に お け る抗血清 の 作成の た め に 8 0 匹 の モ ル

モ ッ トを 用 い た が , そ の う ち 強い 抗体活性 を 示すNo.28

と仙 54 の 抗血 清を 主 と して 使用 した . 現在ま で の と こ

ろ仙 28 の よう な 2 つ の 複合体 に 共 通の 抗原決定基 に

対 す る 抗 休活性 を も つ 抗血 清が得 られ た に す ぎな い ･

実際 に C I ･

q Ⅱ を結 合さ せ た ア フ ィ
ニ チ イ ク ロ マ

ト カ ラ ム の 吸収実験 の 結果 に示 した 様 に 抗 B I 血

清 が ,
C I

･ C Ⅱ を 結合さ せ る こ とJ こ よ っ て 抗 B I 血

清 の C I ･ C Ⅱ に対す る活性 が消失 する ば か りで な

く ,
B I に 対 し て の 活性 を も消失 す る .

以 上 よ り B I は分子量約 20 万 ダ ル ト ン の 大 腸癌 に

対 す る特 異抗原 と分子量 約6 万 の C E A 関連 抗 原 の 複

合体 で あ り .
C I ･ C Ⅱ は分子量 6 方 の C F A 関連抗原

と推測 し図 9 に 示 す よ う な CE A 分子 モ デ ル を 仮定 し

た . す な わ ち , 大腸癌肝転移 組織 内の C E A 分子 の 構成

は図9 の Ⅰ に 示す 様に B
′

Ⅰ
,
C I ･ C Ⅲ の 3 つ の抗原

(旨巨
C ‖

鮎貢多;ヒ[;)

図 9 C E A 抗原の 分離精製



ヒ ト消化器病 にお ける C a r ci n o e m b r y o n i c A n ti g e n ( C E A ) の 研究

成分か らな っ て い て .
こ れ に PC A 抽Hl 操 作を 加え る と

B
′

I ,
C I お よ び C I ･ C II に 分離 す る . B

′

Ⅰ はさ ら

に S D S と メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル 処理 で 図 9 Ⅰ打 の ご と

く B
′

Ⅰ と C I に 分か れ る . ま た抗 B I 血清 を用 い た

二抗 体法 に よ る RI A 法 に お い て 各種癌組織 P C A 抽 出

物に よ るm 害活牲が 抗 B I 血清で は C E A キ ッ ト ( ロ

シ ュ 社) の ヤ ギ抗 C E A 血清 よ り大腸癌 に より 強 い 特異

性
4 3}

を持 っ て い る こ と か ら
,
B

′

I が 大腸癌特異抗原決

定基 と密接 な関係 が あ る と考 え られ る
.
さ ら に C I

･

C IJ が C E A 関連抗原決定基 と関係が あ る こ と が
,

二

重沈降拡散 法に よ る結 果か ら示さ れ る
.

B I お よ び C I ･ C ] の 化学的性 状 を 比 較 す る と

ア ミ ノ 酸組 成で は両者 に 差異が あり t B I は C I ･ C

Ⅲ に 比 べ リ ジ ン
, イ ソ ロ イ シ ン が 少な く ス レ オ ニ ン

,

バ リ ン が 比較的多 い
.

K e s sl e r ら
2 4}

は C I ･ C Ⅱ と類

似の 物質 を単離 し T E X と名づ け分 子量 は 11 方 ダ ル

ト ン で あ る と し て い る
. しか し T E X の ア ミ ノ 酸組 成

は従来報告 され て い る C E A の ア ミ ノ 酸組 成 と 差 が な

い と 述 べ て い る . 著者 らが 精製し た B I の ア ミ ノ 酸組

成を B a nj o ら
4 4)

の 報 告 と 比 較 す る と B I は B a n j o

らの 報告 に比 べ ア ス パ ラ ギ ン 酸の 含彙 が 少な い こ とが

特徴で あ る .

次に 糖 蛋白で あ る C E A の 抗原決定基 が 蛋白 部 分 に

ある の か糖部 分に あ る の か を知 る た め に
, 蛋白含量 と

糖含量 で 抗原 性を検討 した と こ ろ , 二 抗 体 法 に よ る

RIA 法 で は差 を認 め な か っ た . 抗原性が 蛋白部分 に 存

在す る
4 5

~

4 8 )
の か糖部分

4 4I

と く に N
-

ア セ テ ル グ ル コ

サ ミ ン が 関与 す る か に つ い て は議論の あ る所で あり ,

それ ら を明 ら か に す る た め に
, 抗原 に 種 々 の 修飾を 行

っ て その 影響 を検討 し た . その 結果, 還 元 と ア ル キ ル

化処 動 こ よ り は じ めて 抗原性を 失活す る こ と や , 蛋白

分解酵素 に より 抗原活性 を消失す る が ノ イ ラ ミ ダ
ー ゼ

処理 で は抗原性 は失活 し な い こ と が判明 し
,
C E A の 抗

原性は
, 蛋白部分 に 存在す る と い う結論 に 達 し た .

今後は 大腸癌に 対し て 特異抗原決定基 を含 む と考 え

られ る B
′

Ⅰ の 部分の 単離あ る い は それ に 対 す る 抗 体

活性を も っ 抗 血清の 作製 に よ り .
T h o m s o n ら

3
切 示 し

たよ う な血清学 的に 大腸癌特異性 の あ る診断 が可能と

なる と考 え て い る .

結 論

1 ) ヒ ト大腸癌肝転移組織の P C A 抽 出物 を Bi o -

G el A 5 m カ ラ ム で 分画す ると C E A 活性 を も っ 3 っ

の分画 ( A
,
B

,
C ) に 分 け られ た . そ れ ら の 分 画は分子

量約6 万 ダ ル ト ン か ら 3 0 万 ダ ル ト ン 以 上 に お よ び
, 分

子の 多様性 を 示す ,

8 7 7

2 ) P C A 抽 出 物 中 の CE A 活 性 分 画 を さ ら に

S e p h a c r yl S N 2 0 0 カ ラ ム で 分離精製 し
, 高速液体 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に より 検討し た . その 結果, 分子量

が均 一 で あ る 2 っ の 成分 ( B I と C I ･ C Ⅲ) に 分離

す る こ と が で き た .

3 ) B I と C I ･ C Ⅲ の S D S
-

P A G E に よ る分 子

量測定の 結 果,
B I は約 20 万 ダル ト ン と約6 万 ダル ト

ン より なり , C I ･ C 皿 は約6 万ダ ル ト ン の 均 一 な物

質 より な る .

4 ) B I と C I ･ C Ⅲ それ ぞれ に 対 す る 抗 血 清 を

作製し ゲ ル 内沈 降反 応を行 っ た . そ の 結果 ,
C I ･ C

Ⅲ は抗原性 の 異 な る 2 種 の 成分か らで き て い て , しか

も胎便 PC A 抽 出物 と抗原性が
一 致 した . B I は C I ま

た は C Ⅱ の い づ れ か と同 じ抗原性を も つ 成 分 と 大 腸

癌に 特異的 と考 え ら れ る成分か ら な る
.

5 ) 抗血清の 解析か ら抗 B I 血清 は
,
B I の 分子 量

約 20 方 ダル ト ン の 大腸癌特異抗原分子 と考 え ら れ る

S u b c o m p o n e n t と C E A 関連抗原 と考 え ら れ る C I

ま たは C II の 両者 に 共通な約6 万ダ リトンの 分子 量の 抗

原 に対する 抗体活性をも つ こと お よ び こ の 抗 B I 血清

は , C E A キ ッ ト ( ロ シ ュ 社) の ヤ ギ抗 C E A 血酒 よ り大

腸癌 に対す る特異 性 の 高い こ と が明 らか に な っ た .

6 ) B 分画が 還 元
･ 7 ル キ ル 化処理 . 蛋白分解酵 素

処王里で 抗原性を 失活す る こ と か ら CE A 分子 の 糖 蛋 白

の う ち蛋白部分 に 抗原決定基が 存 在 す る と 考 え ら れ

た .

7 ) 今後 さ ら に C E A を 分離 , 精製 す る こ と に よ り
,

大腸癌 に 特異的 な抗 C E A 血清の 作 製が 可能で あ る .

塙 を終 わ る に臨 み . 御懇切な 御指導 , 御校閲を 賜 っ た 中川

原儀三 教授 , 近畿大学陣内博之助教授 な ら び に安富iE 事教授

お よ び親 しく 御指導 . 御協力頂い た渡辺 信一
一

郎肋教授 に深 甚

の 謝意 を表 し ま す . ま た ア ミ ノ 酸分析 に際 L 御教示賜 っ た清

水章博士 お よ び研究 に御協力頂い た箱 野英子嬢に 深く感謝致

し ま す .
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