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S r 8 9 発現骨肉腫 の 細胞膜腫瘍特異抗原 に つ い て

金沢 大学 医学部整形外科学教室 ( 主任 : 野村 進数渓)

船 木 清 息
( 昭 和5 3年 2 月 6 日受付)

悪 性腫 瘍 細胞 の 腫 瘍 特 異抗 原 (t u m o r s p e ci A c

a n ti g e n , T S A ) と そ れ に対する生体 の 免疫 応 答 に 関

す る研究 は , 近年 t 著 しく 増加 して お り . 実験 腫瘍 に

つ い て も, 人体腫瘍 に つ い て も検討が 行わ れ て い る .

がん の 免疫学的な診断及 び治療を考え る上 で も. 第 一

の 問題点が . がん 細胞の 腫瘍特異抗原性であ るか らで

ある ･ しか し , 従来 , 腫瘍特異抗原と 呼ばれて 釆た も

の は, 必 ずし も単 一

なもの で はなく , 腫瘍特異移植抗

原 ･ ウ ィ
ル ス抗原 ｡ 胎児抗原 ｡ 正常細胞抗原 ｡ 分化抗

原な どを 含んだ 抗原群で あ る こ と が 明らか にな り , そ

れぞれ の 抗原が
, 別個に 分析さ れ る様 に な っ た . 腫瘍

特異抗原は , 多く が 腫瘍特異性表面抗原と して 見出さ

れ. 抗原物質の 精製や 性状の 分析 も,

一 部 は行わ れ て

い るが , まだ 未知の 点が 多い . 実験動物腫瘍に つ い て

は ･

一 般 に , 化学 的及 び物理 的刺激に よる 腫瘍 は , ウ

イ ル ス性腫瘍に 比 し て 抗原性が 弱く , 特異抗原 の 存在

は同定 され つ つ あ るが t 抗原 の 精製 ○ 分析に関す る実

験は2 , 3 の 化学発が ん 剤に よ る腫 湯に つ い て 試 み ら

れて い るだ けで
- 州

. 物理 的刺激 に よ り 誘発 され た 腫瘍

に つ い て は , 殆ん ど行わ れて い な い . 著者は , 教室で

継代移植さ れて い る S r
8 9

発現 マ ウ ス 骨 肉腫6】
に つ い

て ‥ 瞳瘍特異抗原の 同定 ｡ 部分精製 を行 っ た . 同腫瘍

に つ い て は , 真鍋
7)
や 加藤

8
躯 , ミ ト コ ン ド リ ア ｡ ミ ク

ロ ゾ ー ム ｡ 上清分画に分布する特異抗原を同定 し , 抗

原の 部分精製を 行 っ て い るが . 著者 は . 更 に , 腫 瘍細

胞表面抗原と して の 特異抗原の 有無 と
, 特異性の 検討

を行い ･ 抗原の 性質に つ い て も ,

一

, 二 の 知見を得 た

ので , そ の 結果を 報告す る .

実験材料と方法

1 ) 抗原材料

生後3 ～ 4 過日 の d､d N 系堆 マ ウ ス ( 体重 約20 g) を

使用し
, S r

8 9
発現骨肉腫を作製 した . 即 ち , S r

8 9
c l を

体重1 g 当り 0 ･3 〟C i あ て過2 臥 5 遅達続 . 計10 回

A T um O r - S p e cific A n tig e n i n S r 8 9
qin d u c e d

M e di cin e
,
K a n a z a w a u n i v e r sit y .

21 7

に わ た り ･ 腹腔内に注射 した ( 真鍋の 方法
8

り. S r
8 ¢

投

与開始後 9 ヶ月 よ り 15 ヶ月 に わた り , 約20 % の 発生

率で
, 管状骨の m et a p h y s i s に , 母指頭大の 骨肉腫の

発生 を見た
.

こ れ を初代腫瘍と し , 無菌的に 割出して t

そ の 腫瘍の 一 部を, 同じく生後3 ～

4 過 d d N 系雄 マ ウ

ス の 左大腿骨 々髄 内に移植し た . な お
, 移植 に先立ち .

披移植 マ ウ ス に対す る前処置 とし て ∴移植4 日前 に マ

ウ ス 1 匹当り Ⅹ 線 100 γ照射 . 移植前 日 に C O rti s o n e

a c e t a t e 2 ･5 m g の 皮下注射 を行 っ た . 移植後2 ～ 3 過

で腫瘍は触知可能 とな るが . 4
～ 5 過七母指頭大 と な

っ た時に , 上記 と同様の 振作で , 次の マ ウ ス に 移植し

た ･ 移植率 は 70 ～ 80 % で あり t 7 ～ 8 過で 腫瘍 死 す

る ･ 長期継代移植 し得た マ ウ ス の S r
8 9

発現骨肉腫1 系

統の う ち
,15 4 代か ら 158 代ま で の 骨肉腫( 合計湿 重量

約 100 g) を プ ー ル し て . 摘出腫瘍 は壊死部を 出来るだ

け除去し , 使用時ま で
-

20
0

c に 保存し , 本実験材 料と

して使用 した . ま た , S
･

r
8 9

発現骨 肉 腫 の 1 54 代 及 び

1 56 代 の 腫瘍を, 20 % c alf s e r u m
･ M e d i u m 199 の 培

養液で p ri m a r y c u l t u r e d c ell と して , 約48 時 間後

に 実験 に 供し た .

2 ) 対照細胞

吸収 用の 材料と して 正常 d d N 雄マ ウ ス の 諸 臓 器 及

び 同系 マ ウ ス の 胎児 を使用 した . ま た蛍光抗体用の 対

照細胞と して . 同系雄マ ウ ス の 脳 ｡ 心 ｡ 肺 . 肝 ｡ 腎 ｡

皐丸 ･ 大腿骨 々 髄及び20 匹の 同マ ウ ス 脾臓 の 来 園定

ク リオ ス タ ッ ト切片 及び塗抹模本 を使用し た . 対照の

腫瘍細胞と し て は ,
マ ウ ス 腫瘍の L12 18 ( 金大が ん研

化 学療 法 部) ･ S -1 80 ( 金 大 が ん 研化 学 療 法 部) ,

E h rli c h が ん ( 金大が ん研 化学療法部) . S C ･ 42 ( 塩野

義研究所) . N F 肉腫 ( 塩野義研究所) の 各細胞 . ラ ッ

ト腹水腫瘍の A 即9 74 ( 佐々 木研究所) 及 び A H 13 ( 佐

々 木研究所) , ヒ ト由来腫瘍 の O S T 細胞( ヒ ト骨肉腫

由来培養細胞 , 金大整形外科) の 新鮮塗抹棟木を使用

し た .

O st e o g e nic S a r c o m a of M ic e . F u n a k i
Kiy o t a d a

, D e p a rt m e n t of O r th o p e di c S u r g e r y (D ir e c t o r‥ P r of . S . N o m ur a) , S c h o ol of



2 1 8

3 ) 抗原分画の 作製

S r
89 発現 骨肉 睦膜成分 の 抽 出法は . ま ず , 不 溶性 リ ボ

蛋白分 画を,
S m ith ら

9 ト の 方法 に 準じ た倉田
･ 岡田

ら
1 0 卜 13 ) の 方法 に よ っ て 作製

■
し た . 凍結保存の 瞳瘍

塊を融解後細切 し
,

得 られ た 量の 約 3 倍 容量の S o l u
-

ti o n I を加え
,

ユ ニ バ ー

サ ル ホ モ ジ ナイ ザ ー

( 日本

精機) でホ モ ジ ネ
ー

ト と し , ガ
ー ゼ 2 ･ 4 ･ 8 杖 を順 に

通 して か ら
, 遠心 して 沈漆 を集め た . 次 に

,
再度同量

の S ol u ti o n I を加 え
,

テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ
一

に 約

5 分 か け
, 遠 心 し た . そ の 沈漬 に S ol u ti o n II を加え,

テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ
ー

で約 5 分 間磨砕 した後, 遠心

し て 沈漣 を得た . S ol u ti o n II に よ る磨砕と遠心 を
,

さ ら に 7 回く りか え し て
, 沈渡

"

L P
''

を得 た . 全操作

は
,

0 ～ 4 ℃ で 行 っ た . 遠心 は
,

す べ て 冷凍遠心器 に

よ り
,

1 00 0 0 × g
･ 3 0 分行 っ た . 次 に

,
こ の 不 溶分 画

"

L P
"

を, 倉田 ･ 岡田法13 ) に よ っ て 可溶化 した . 即

ち
,
得 られ た湿重量約10 g の L P に

,
0 . 2 % デス オ

キ シ コ
ー ル 醸ソ ー

ダ ( D if c o ) 溶液 を約30 m l 加 え
,

ホモ ジ ナイ ズ し た後,
1 昼夜冷室で

,
マ グネ チ ッ ク ス

タ ー ラ ー を用 い
, 急速 に し か も泡立 て な い よ う に捜拝

し た . 10 0 0 0 × g
･ 2 0 分 冷遠心 して 上 清 を集め

, そ の 沈

達 を
,

デ ス オキ シ コ
ー ル 酸溶液 に よ る同様 な抽 出振作

で処理 した . 抽 出操作 は3 回行 い
,

3 回の 抽出上 浦 を

合せ
, 約10 倍容量の 冷ア セ ト ン を加え

,
1 畳夜 -

2 0 ℃

の 冷室で放置 した . 生 じた 沈澱 を
, 低速冷却遠 心 で 集

め
,

少量の 蒸留 水に 溶 か し
,

"

L P s ol
"

を得た . つ い で
,

セ フ ァ ロ
ー ズ 4 B に よる ゲ ル 濾過 を行 い

, 第2 の ピ
ー

ク

( r e t ai n する 分 画
"

L P f r
"

) を得 た .

3 ) 抗血清の 作製

プ
ー ル した L P f r を p e r v a p o r ati o n ( セ ロ フ ァ ン チ

ュ
ー ブに 入 れ , 冷室で 気流中 におく) によ っ て 濃縮 し ,

10 m g 蛋白 / 山 溶液と し, 免疫抗原と した. その 坑噺叡夜

に . 同容量の F r e u n d
14 1

の 完全 ア ジ ュ バ ン ド( パ ラ フ ィ

ン 池 & . 5 mL , A rl a c el A l ,5 m L
,
B C G 乾燥死菌10 m g)

を加え て エ ル ム ジ ョ ン と し , 1 回に つ き その 2 m乙を 健

常成熟 モ ル モ ッ ト ( ハ ー

ト レ イ 系, 体重 400 ～ 500 g)

の 肩 甲下腔に注射 した . 2 週間隔, 4 匝卜注射 し . 最終注

射後 7 日目に 心臓採血 して . 血清 を分離 し, 使用す る

ま で
- 20

O

c で保存 した . な お , 蛋白定量 は , L o w r y

ら
15 1の 方法 によ っ た .

4 ) 吸収抗血清 グロ ブ リ ン の 作 製

O
O

c 付近で . S r
8 9

発現骨肉腫 L Pf r の 抗モ ル モ ッ ト

血清と等量の 生理食塩水 .
っ い で 飽和硫安溶 液を 加え

.

マ グネ チ ッ ク ス タ
ー ラ ー で 約30 分娩拝 した 後 , 1500

× g で30 分低温遠心し
,
そ の 沈壇 を , は じめ の 抗血清

量と 等量 の 生理食塩水に溶か し , 冷室で 生理 食塩水に

対 して t l 昼 夜透析し た ･ つ い で 透析し た グ ロ ブリ ン液

20 m = こ対 し. d d N 系正 常 マ ウ ス 脾 ｡ 肝 ｡ 肺 ｡
JL ‥

腎 ｡ 大腿 骨 々 髄10 匹 分及 び 同マ ウ ス 胎児3 匹 の 生理

食塩水 ホ モ ジネ
ー

ト ( 20 % ホ モ ジネ
ー

ト) を約2 0 雨

加え ･ 室温 1 時間放置後 . 4
0

c で 1 夜置い た 敏 速心上

清 を と り , 同様吸収操作 をさ ら に3 固く り か えし た
.

4 回吸収終了後 . 上清を セ フ ァ デ ッ ク ス G -1 0 0 の カ ラ

ム に 通 し て 得 られ た p a s s 分画 を プ ー ル し て , 吸 収抗

体 グ ロ ブリ ン分画 (I g
-

a b s ) と した .

5 ) 寒天内二 重免疫拡散法

O u c h t e rl o n y 法一6 = 71Eこ よ っ た . 透析精製 した 4 % 寒

天 ブ ロ ッ ク 15 g ,0 .0 1 % E D T A を含む 0 . 1 N リ ン 敢緩

衝液( P H 7 .2 ) 15 mL . 1 N N a N 3 3 m L ∴蒸留水2 m L を加

え . 全 量30 山 と し , 加温溶解し . 8 × 12 c m の ガ ラ ス

坂上に こ の 混合液15 舶 を流し . 冷却固化さ せ , 厚さ約

2 m m の 寒天板 を つ くり 使用 した . 4
0

c の 湿潤状態で抗

血清及び 吸収抗血清 と正常臓器ホ モ ジネ
ー

トを 反応さ

せ . 連 日観察し , 沈 降線が 出そ ろ っ た 軌 写真撮影を

行 っ た .

6 ) 免疫電気泳動法

1 % A g a r o s e ( BI O ｡ R A D L a b o r a t o ri e s
,
C alf o .

,

U S A ) に よる 電 気泳動法 を行 っ た . 緩衝 液は V e r o n al

緩衝液 ( p H 8 .3 , 〟 二= 0 .05 ) を用い
, 2 m A / c m の 定電

流の も と に , 抗原孔 に S r
8 9

発現骨肉腫膿 成分 L Pf r を

入れ90 分 間泳動し た . 泳 動後 , す み や か に 抗体溝に 抗

L Pf r モ ル モ ッ ト血清を 入れ , 4
0

c 湿潤状 態 で 反 応さ

せ , 48 時 間後判定を行 っ た .

7 ) デ ィ ス ク電気泳動法

L P f r 棲品 に つ い て , 7 .5 % 及 び 15 % の ポ l
) ア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル に よ る分析用デ ィ ス ク 電 気 泳 動を 行 っ

た . 各管4 m A で 約1 時間泳動 し .7 % 酢酸で 10 分間固

定後, 1 % ア ミ ド黒 10 B ｡ 7 % 酢酸液で 30 分間染色し.

つ い で 7 % 酢酸 で 脱色を行 っ た .

8 ) 分子量測定法

D a v i s o n 法
1 8 )

に よ る セ フ ァ ロ
ー

ズ6 B ゲ ル 濾過 で ,

S r
8 9 発現骨肉腫L Pf r 2 の 分子量測定 を行 っ た . 標準

試 料 と し て , 非 酵 素 分 子 量 マ
ー

カ
ー

キ ッ ト

( S c h w a r z / M a n n , D i v i si o n o f B e c t o n D i c k i n s o n

a n d C o ,
,
O r a n g e b u r g , N . Y . U S A ) を使用 した .

9 ) 蛍 光抗体法

d d N 系堆 マ ウ ス正 常臓器 ,
S r

8 9
発現骨 肉腫の 腫瘍塊

は ,

-

80
0

c で 凍結し , 未 固定ク リ オス タ ッ ト切片を作

製 し た . また 同 マ▲ウ ス正常骨髄や 脾臓, S r
8 g

発現骨肉

腫 , そ の 他の 実験腫瘍 の 塗抹標本 ( 冷 ア セ ト ン3 分固

定) を使用 した . 原血 清の 16 倍稀釈に 相 当するI g
･

a b s

( 約0 .1 m g 蛋 白/ m り を 模本上 に乗せ
. 3 7

0

c の 湿潤状



S r
8 9

発 現骨肉膵の 細胞膜膵癌特異抗 原に つ い て

態で 60 分間反応させ て , S tai n i n g b u ff e r で 洗浄後 ,

B u rti n ら
1 9)

の 方法に従 い
. 非特晃染色の 防止操作 を行

っ た . 即 ち , 正確に 1 分間1 % 亜硝酸 ソ ー ダ ｡ 2 % 酢

酸液に浸 し . 3 % 酢酸 液 で 1 分 細洗 浄 後 , St ai ni n g

b uff e r で 充分 に 酢酸 を 除去し ,
F l u o r e s c ei n 標識抗 モ

ル モ
.

ッ トI g G 兎血清( 医学生物学研究所 , 名古屋) で ,

室温60 分間反応させ た . st ai n i n g b u ff e r で 充分洗浄

後,
グリ セ リ ン 緩 衝液 で封入し , F I T C 干渉 フ ィ

ル タ ー

を装備し た落射型 蛍 光顕微鏡( B H ･ R F L , オ リ ン パ ス 光

学) で 観察 し た . な お , S r
89

発現骨肉腫生細胞に つ い

て の 蛍光抗体染色法 は, 野本の 紹介 し た方法
2 0 糾 に 準

じて 行 っ た .

10 ) 組織学的検索

組織学的検索 には , S r
8 9

発現骨 肉腫 を , 10 % ホ ル マ

リ ン 固 定 ,

パ ラ フィ ン 切片 を作製し,
へ マ ト キ シ ー｣ ン ●

ェ オ ジン 染色を 行 っ て 鏡検 した .

実 験 線 黒

1 ) S r
8 9

発現骨肉腫の 形態

著者が使用 した S r
8 9

発 現 骨 肉腫 の 継 代 移 植 154 代

か ら 15 8 代 まで の レ線所見及び 形態学的所見 は , 以 下

の如く で あ る .

レ線所見で は
,

, 大 腿骨移植部骨梁 は不規則で 一 部破

壊消失が あり t 骨硬化像が 同時に 混在 し , 時と し て虫

噴い 状変化を釆た し て い るもの もあ っ た . こ の 部を中

心 に 骨形成を伴わ な い 腫瘍が 周囲 に 増殖 して い た . 時

々 , 骨新生を 伴う 腫瘍 もあ る が
. 骨形成性肉腫 に見 ら

れ る所言胃 s pi c u l a は認 め られ なか っ た . こ の 様な所見

が , 1 54 代か ら158 代 まで ほぼ 共通 して 見 られ た ( 図

工) .

肉眼的所見 で は , 移植後約4 週目で , 腫 瘍は母指頭

大か ら小指頭大 で , 被膜 につ つ まれ 弾性軟で あ っ た .

周囲 へ の 浸潤 は認め ら れず , 容易 に 摘出出来た . 隆瘍

割面 は , 大部分桃白色 の 腫瘍部分か らな り , 中心部 は

壊死に 陥り , 所 々 に 出血部分が 認め られ た .

組織学的 に は , 中心 部壊死層 を除い た 腫瘍組織 は ,

全体に
一 様 な腫 瘍細胞が 密に 配列 し , そ の 腫瘍細胞 は

大部分が紡錘形で; 一 部 . 円形細胞 , 多核巨細胞 を含

む異型細胞も認め ら れ た . 核 は大小不同で . 紡錘形 ,

円臥 楕円形等の 形 をと り , ク ロ マ チ ン に 富 み , しば

しば核分裂が あ っ た ( 図2 ) .

2 ) 抗原分画L Pf r の 免疫 学的分析

S r
8 9

発現骨肉腫 の 不溶分画 ( L P) を , デ ス オ キ シ コ

ー ル 敢処理 で 可溶化 し たもの ( L P s o l) に つ い て セ フ

ァ ロ ー ズ 4 B ゲ ル 濾過を 行う と図3 の よ う な パ タ
ー

ン

が得ら れ る . こ の パ タ
ー ン は , 正常臓器 L P s o l の ゲル

21 9

濾過 パ タ
ー ン と良く

一 致し て い る . こ の LP f r に つ い

て , 抗L P f r モ ル モ ッ ト血清 を用い , ゲ ル 内二 重拡散法

を 行うと 4
～

5 本の 沈降線が 生 じる( 図 4 ) . そ の 多く

は, 肝 ｡ 牌 ｡ 腎と の 共通の 沈降線で あ る .
つ い で . I g

･

a b s を正常臓器及び S r
8 9

発現骨肉腫の L Pf r と反応 さ

せ る と
. L P f r と の 問 に や や b r o a d で はあ るが . 1 本の

沈降線の み が 残 っ た ( 図5 ) . 免疫電気泳動を行う と ,

特異 沈降線 は . A グロ ブ リン領域の1 本の ア
ー

ク と して

認め られ た ( 図6 ) . しか し . ゲ ル 内拡散法は
一 般 に 感

度が低く . 特異抗原分布の 検索上有利で はな い . そ こ

で
. 吸 収抗体を 用い . 蛍光抗体法 によ る検索を 行 っ た .

I g
-

a b s に よ る間接蛍光抗体法を行 っ た結果は蓑 1 . の

如く で あ る . S r
8 9

発 現 骨 肉 腫 の 肢壕 細 胞 は
,

ク リ

オ ス タ ッ ト 切 片 で も , 塗 抹 標 本 で
.も , あ る い は

岡 庭 瘍 の 培一番 細胞で も, 常に細胞質に強い び ま ん性

染 色 が 認 め ら れ , 核 は 陰 性 で あ っ た ( 図

8 , 9 , 11 ) .

一 方 , 正常臓器の 各細胞は , 細胞 質 ｡

蝮ともま っ たく蛍光を示 さな か っ た ( 図7 a) . 更 に20

匹 の 正常d d N 堆 マ ウ ス の 脾 臓 の 塗 抹標本 を 検 索 し

た結果 , 全例 陰性であ っ た ( 図7b ) .

3 ) L P f r の 物理 化学的分析

S r
8 9 発現骨肉腫 L Pf r の デ ィ ス ク電気泳動の ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ドゲ ル 7 .5 % で は
,
b u ff e r f r o n t に近い l

本の 強 い バ ン ドと , 遅い 4 ～

5 本の 微弱な バ ン ドが 生

じ た . 1 5 % ゲ ル で は , 2 本の 強い バ ン ド及び多数の 徴

表 1 正 常細胞及び各種腫瘍細胞の

Ig
- a b s に よる 間接 蛍光法

分類 被 検 細 胞 染色成績 付図番号

正 常 脳, 心 , 肺 , 肝 , 牌
ト)

7

組織 暫, 畢丸 骨髄 a
,

b

腰

瘍

細

胞

巳

S r
8 9

発現骨肉腫 (+) 8
,
9

,
1 0

,

S ピg 発現骨肉腫
培養細胞

(+) 田

ウ L 12 1 0 国 四

ス■ S - 1 8 0 四 四
腫

E b rli c b が ん ト) 1 4

瘍
S - C 4 2 皿 四

N F 肉腫 皿 田

ラ ッ

卜腫
瘍

A H 7 9 7 4 ト) 田

A H 1 3 四 田

ヒ ト

腫瘍
O S T 培養細胞 ト) 田



2 2 0

弱 な バ ン ドが生 じた ( 図20 ) . つ い で , D a v i s o n
18 1

に

従 い
, 4 M 塩酸 グ ア ニ ジ ン存在下 にお け る セ フ ァ ロ

ー

ズ6 B ゲ ル 濾過 に よる 分子量測定を行 っ た . 図2 1 の よ

う な溶出曲線を得た3 っ の ピ ー

ク は , そ
･

れ ぞ れ 分子量

亜000 , 120000 , 220000 に相当 した .

考 察

腫瘍の 特異性 に関与す る多く の 抗原 は
, 細胞表層抗

原と して 存在 して い る . こ れ らの 申 ,
マ ウ ス の 主要組

織適合抗原 H ･2 や t ヒ トの 主要組織適合抗原 H L A な

ど , 量的に多 い 抗原に つ い て は
, 抗原の 分離 ｡ 精製が

か な り の 段階ま で進 め られ て い るが
, 量的に少 な い 腫

瘍抗原を t その 生物 活性 を扱う こ と なく 分離 ｡ 精製す

る研究は . まだ そ の 緒 に つ い た ば か り であ る . 現在ま

で に 用 い られ た 分離法 に は . A i z a w a ら
2 2 1

に よ る 生 理

的濃度 の 塩類に よる抽出 ｡ 超遠 心 分 離法 , S h i m a d a

ら
2 31

に よ る蛋白分解酵素( パ パ イ ン 等) で の 不溶性膜分

画 の 消 化 法 , K a h a n ら
2 4J

に よ る 音 波 破 砕 法

S O ni c ati o n
,
M e lt z e r ら

2 5J
に よ る 3 M K C l 抽 出法 t

B y s t r y n ら
5
や I ri e ら

2 6)
に よる 界面活性 剤で の 可 溶 化

法等が あ る . 動 物 隆壕 (▲化 学 発 が ん 瞳 瘍 や 自 発

腫 瘍) に つ い て は . こ れ らの 方法を組合せ て 腫瘍特異

抗原 の 抽出が 試み ら れて い るが . こ れ ら の 方法で 分離

さ れ た抗原 は
t 腫瘍関連移植抗原( t u m o r a s s o ci a t e d

t r a n s pl a n t ati o n a n ti g e n s , T A T A ) と し て の 活 性 が

禍 べ ら れて はい るが , 狭義の 腫瘍特異 抗原と して の 同

定に は , 問題が残 っ て い る . 主と し て組織特異抗原あ

るい は腫瘍特異 抗原が
, リ ボ 蛋白分画 に存在す る こ と

は良 く知 られ て お り
2 7 卜抑

, 同分画の 可 溶化 ｡ 精製が
.

倉田 ｡ 岡田 らに よ っ て 進め られ , 2 , 3 の 腫癖 に つ い て

腫瘍特異抗原の 同定 ｡ 精製 が 行わ れ て い る . 得 られ た

特異抗原分子は , 数% の 培を 含む 蛋白で . 抗原活性 は

蛋白部分 にあ る . 分子量 は. 正常臓器 の 場合 は穫属を

こ えて 47000 ～ 48000 ダル ト ン の 値 が 得 ら れ て い る

が ,
ヒ ト悪性腫瘍 の 場合に は,60000 ダル ト ン また はそ

れ以上 の 値が 示され た . ま た , 腫瘍化 に伴 い , 粒子の

荷電 の 変異する こと が
, 電気 泳動 的に認 め られ て い る .

著者 は , 倉田 ｡ 岡田法用 せ 桐い
,
マ ウス の S r

8 9
発現骨肉

腫の 不溶分画を可溶化 して , 特異抗原 を含む 可溶分画

( L P f r) の 得 られ る こ と を 明らか に し た . 同分画 に は ,

い く つ か の 正常臓器と の 共通 抗原 も含 ま れ て い る か

ら･ 同分画に 対す る抗血清は m o n o s p e cifi c で はな い .

そ こで 正常臓 器及 び胎児ホ モ ジネ ー

トに よ る反復吸収

をは ど こ し て , m O n O S p e C ifi c と見 な し得 る抗体 を作

製で 重た . こ の こ と は逆に , 同分 画に S r
8 9

発現腫瘍特

異抗原が 存在す る こ と を証 明するもの で あ っ て
, 同抗

体の 使用に よ っ て ･ 当該抗原の 性質に ア プ ロ
ー

チ で き

る こ と を 暗示し て い る . こ の よ う な吸収抗体で , S r
8 9

発現骨肉腫の 生細胞 を染色 した場 合, 細胞膜が 染色さ

れる個 10) ･ 抗原粒子は, 細胞不溶分画をd e te r g e n t 処理す

る こ と に よ っ て 始め て 可溶化さ れ る か ら , 細胞 膜 の

i n te g r a l p r o t ei n ( また はi n t ri n si c p r o t ei n )
3 H 3 2I

に

相当 す る 蛋白粒 子 と 考 え ら れ よ う . 岡 田 ら
3 31

も ,

W il m s 腫瘍の 特異抗原粒子が , ス ピ ン ラ ベ ル し たリ ン

脂質1i p o s o m e 膜内 に入る こ とを電子 ス ピ ン 共鳴実験

か ら明ら か に し ･ そ れ ら が膜 内粒子で あ る こ と を推定

し て い る ･ 問題 にな る こ と は , 固定 ｡ 薄切切片なり
,

塗 抹 ｡ 固定切片 なり に つ い て 染色す ると , び まん 性の

細胞質 染色が 起 っ て く る こ と であ る . こ の こ と は
, 特

異 抗原粒子が , 細胞膜と と もに細胞内膜 ( 小胞体膿 ,

ミ ト コ ン ドリ ア 膜) に も多少 なり と も分布し て い る こ

と に よ る の か も しれ な い
. 教室の 真鍋

7 L
や加藤

8
は 特

異 抗原 の 細胞内分布を調 べ
. 小胞体分画の み な らずミ

ト コ ン ドリ ア 分画に も,
そ れが 分布し て い る こ とを示

し て い る ･ 特 異抗 原 そ れ 自体 の 単 離 ･ 精 製 は
,

共 通 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て , r e V e r S e i m _
m u n o a b s o r p ti o n を 行 え ば 可 能 で ある こ と が 既に

示さ れて い る が
細 細

ノ｣ ､ 動物移植腫瘍の 場合 に は 湖 料

の 量的 限界か ら実際に は著 しく 困難で あ っ て . 著者も

まだ 試み るに 致 っ て い な い
. そ こ で , 吸収以 前の L 習r

の 段階で , 抗原の 性状 に関す る2 . 3 の 検討 を行 っ て み

た ･ L P f r は デ ィ ス ク 電 気 泳 動 で も単 一 で は な く ,

D a v i s o n 故に よ る分子量測定で も . 4 80 00 , 1 20 0 0 0 及

び220000 ダル ト ンの ピ ー ク が 認め ら れ た .
ヒ ト ○ 牛な

どの 正常臓器 LPf r 申の 組 織 特異 抗原 は , い ず れ も

47000 ダ ル ト ン 前後 で あ る こ と が 知 ら れ て い る か

ら
1 3 脚 8

＼ 恐ら く こ の 場合 , 4800 0 の ピ ー

ク は正常成分

由来と 考え て よ い で あ ろう . ヒ ト悪性腫瘍の 腫瘍特異

抗原分子の 分子量 は , 60000 ま た は そ れ 以 上 で あ る

が
3)

, 本腫瘍の 場合も , 120000 及 び 220000 の 分子量が

腫 瘍特異抗原に 関与す るもの と 推定さ れ る . S r
8 g

発現

骨肉腫の 特異抗原が
, 個体特異的な抗原で はなくて ,

同組織型腫 瘍共通 の 腫瘍特異 抗原で あ るか 否か を決定

する に は , 多数 の S r
8 9

発現骨肉腫株 に つ い て 検討する

必 要が あ るが
, 組織適合抗原で あ る可能性 は

, 多数の

d d N 正 常 マ ウ ス 牌騰が t 著者の 得 た抗体で 全く染色さ

れ な い こ と か ら ,

一 応否定で童 るで あ ろう . ま た ,
こ

の 抗原が . 腫瘍特異抗原で あ る と して も , 腫瘍特異拒

絶抗原活性が あ るか 否か は ま だ判 っ て い な い . 従 っ て .

こ の 様 な 抗原を 利用する 免疫療法 の 実験 へ 発展さ せ得

る 可能 性 も 不 明 で あ る . し か し , 腫 瘍 細 胞 膜 の

Sh e d d i n g が あ る以上, 担 腫瘍動物の 血中に こ の 抗原



S r
8 9

発 現
′

抒肉 腫の 細胞膜膿瘍特異抗原 に つ い て 22j

を証 明する こ と に よ る腰湯診断 は 可 能 に な る で あ ろ

う ･ ま た
, 腫瘍特異 的な m o n o s p e cifi c な 抗体が 比 較

的容易に 得 られ る こ と は , こ の 抗体を使用する こ と に

よ っ て 一 腰瘍の 発生病理 に 関す る形態学的検索が 可能

に な る こ とも意味 して い る .

結 語

S r
8 9

発現骨肉腫の 腫瘍特異抗原 に つ い て
, 免疫化学

的な検索を行 い , 以 下の 成績を得 た .

1 . S r
8 9

発現骨肉腫の 不溶性リ ボ蛋白分画を, デ ス

オ キ シ コ ー ル 酸塩で 処理 し , 可溶化分画 ( L P f r ) を 得

た .
つ 割 こ

, 同分画 に 対する異種抗血清( 抗 L P 行 モ ル

モ ッ ト血清) を作製 した . 同抗血清 を使用 して , L P f r

分画に 少く と も1 っ の 腫瘍特異抗原並 び に幾 つ か の 正

常諸臓器との 共通の 抗原が 存在する ことを t ゲル 内拡

散法で 認 め た .

2 . S r
8 9

発現骨肉腫特異抗原は免疫電気泳動上. β2

グ ロ ブ リ ン 部位 の 泳動度を示し た .

3 . L P 行 分画 は t デ ィ ス ク 電気泳 動で 主 バ ン ドの 外

に , 幾 つ か の 弱 い バ ン ドが示さ れ た . グア ニ ジ ン 塩 酸

存在下の S e p h a r c ) S e 6 B カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
M

で は . 4 8 000 , 1 20000 , 2■20000 ダル ト ン の ピ ー

ク が 得

られ た . 後二者が 腫瘍特異抗原と推定さ れ る .

4 . 抗 LP f r 分画 モ ル モ ッ ト血清 グ ロ ブ リ ン を , 正

常 マ ウ ス 臓器及 び胎児の ホ モ ジネ
ー

トで 反復吸収し .

腫 瘍特異性の 高い 抗体 グ ロ ブリ ン 分画を得た .

5 ･ 同分画に よ る蛍 光抗体間接法 で
,
S r

8 9
発現骨 肉

腫生細胞の 細胞膜 に 特異蛍光が 認め ら れ , こ の 抗原が

細胞膜 にあ る こ と を示し た
.

稿を終え る にあた り , 御懇篤な 御指導 . 卸校閲を戴い た恩

師野村進教授 . 御指導 を戴い た 整形外科学教室真鍋 昌平講師 .

島巌講師 . 教室 各位 . 安田 俊久文部技官 に 心か ら謝意を表し

ます . 更 に種々 御教示 を賜わ りました 本学が ん研倉田自葦教

授 ｡ 岡H 収司助教授 に深甚な感謝を致L ま す . ま た . 心よく

資料を御意与下さ っ た 本学が ん研化学療法部 , 塩野義製薬研

究所並び に佐々 木研究所 にあわ せ て厚く お 礼申し 上げます .
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図1 . S r
8 9

発現骨 肉腫 ( 15 4 代) の レ線 像

図2 . S r
8 9

発現骨肉腫 ( 15 4 代) の 牲E 染色 ×200

1 0 銅 3 0 斌験管 N o ･

セ フ ァ ロ ー ズ 4 B カ ラ ム : 1 . 5 × 4 0 c m , 負荷量 : S r
89

発現骨肉腫可溶 L P s ol l O m g ,

分画量 : 4 111 1/ 管, 流 速 : 1 1 m l/ 時間,
温度 : 7 ℃

, 再検 率: 98 %

図3 . S r
8 9

発 現骨肉腫 LP s o l の セ フ ァ
ロ ー ズ 4B ゲ ル 濾過 ノ ヾタ ー

ン
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図 4 . S r
8 9

発現 骨肉腫L P f r 2 の ゲ ル 内二 重拡散

牌 ◎

肺
の

図 5 . S r
8 9

発現 骨肉腫 L P f r 2 の 特異 沈降線

芸三
L P f r 2
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W

-

∑予 感

圏
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什 2

抗原孔 : S r
89

発 現 骨肉腫 L P f r 2

下 情 : S r
B9

発 現骨 肉腫 L P f r 2 抗血 清

図 6 . 免疫電気泳動に お ける S r
8 9

発現 骨 肉 腫 の 特 異 抗原

◎肝
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発 現骨 肉腫 の 細胞膜腫瘍特異抗 原 に つ い て

図7 a . 正常 マ ウ ス 大腿 骨髄 の 免疫蛍光染色

225

図7b . 正常 マ ウ ス 肺臓の 免疫蛍光染色

図 8 t S r
8 9

発 現 骨 肉腫( ク リ オ ス タ ッ ト) の 蛍光染色 図 9 . S r
8 9

発現骨肉腫塗抹標本の 蛍光染色

図10 ･ S r
8 9

発 現骨肉腫生細胞の 蛍光染色 図11 ･ S r
8 9

発現骨 肉腫 p ri m a r y c u lt u r e d c e ll の

蛍 光染色
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図12 . L 1 210 細胞 の 蛍光染色

図1 4 . E h rli c h が ん細胞 の 蛍光染色

図16 . N F 肉腫の 蛍 光染色

図13 . S - 1 80 細胞の 蛍光染色

図15 . S C -

4 2 腫 瘍の 蛍 光染色

図 17 . A H 79 7 4 細胞の 蛍 光染色
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発 現 骨肉腫の 細胞膜腫 瘍特異抗原 に つ い て

図 18 . A H l:〕細胞の 蛍光染色

l

競凱 軒 ヤ

22
r

7

図19 . O S T 培養細胞の 蛍光染色

3 0 4 0

岡 2】. S I
▼ 8 9

発 現骨肉腫 L P f !
■

2 の 分子 量 測 定溶 出

曲 線

S r
B9

発現 骨肉腫 L P fI
･

2

右 : 7 . 5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル

右 : 15 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

図20 . S r
8 9

発現骨 肉腫 LP f r 2 の デ ィ ス ク 電 気 泳

動図

5 b

試験 管 N o .


