
金沢大学十全医学会雑誌　第82巻　第5号　217－235　（1973） 217

癌細胞核・酸性蛋白質の免疫学的解析

Ehrlich　ascites　tumor細胞を用いて．

金沢大学医学部病理学第2講座（主任：石川太刀雄教授）

　　　　　　河　　野　　尚　　子

　多くの研究者は癌組織に於ける，正常組織にない特

殊な物質や分子レベルで変化した現象を知り。正常組

織とは異なった代謝調節機構などを把握しようとし，

癌細胞の本質的な微少な変化をつかもうとして来た．

これらの一連の研究の1つとして，癌特異蛋白質の究

明がある．

　癌細胞の蛋白合成が正常細胞の場合に比べて著しく

異なっていることは古くから知られていた．Hempe1

らDは　radioactive　precursorを用いて細胞内へ

の取り込みを検討し，癌細胞核での蛋白合成が異常

な高まりを示すことを報告し，又，これは　Seed2｝

の実験によっても確められた．Buschら3）もWalker

腫瘍の　histone分画に　14C－iysineを特異的に

取り込む分画を認め，Zbarskyら4），　Irvinら5）

も核・酸性蛋白質について，腫瘍組織での増量を報告

した，最近では癌組織中の特異蛋白質の究明に対する

努力は種々の方法で盛んに行なわれ，特に細胞核蛋白

質に，その重要性が注目された．　Zilber6）7）は人の

腫瘍核蛋白質の抗原性を報告し，　Miller8）はラット

のリンパ腫及び肉腫に特異抗原を観察した．更に平井

9）10）も腫瘍特異抗原の存在を証明した．又，我々の教

室に於いても，ここ数年来より系統的に細胞下レベル

での免疫学的解析を行ない，癌特異抗原の存在を証明

して来たω～13）．特に細胞核内に於いては佐原14），島15）

が核上清分画に，佐伯16），吉光17）が　histone分画に

その特異性を見いだし，癌研究に於ける新分野を展開

している．

　しかし，実際に遺伝伝達行為が行なわれている細胞

核の機能的な面での核蛋白質については，今までほと

んど明らかにされていなかった．従って蛋白質の分類

も，基本的には核の構造と存在場所，それにその溶解

性とに基づいて行なわれて来ている．Douglasら18）

は核蛋白質について次のように分類している．即ち，

中性の塩類溶液（0．14MNaClなど）で抽出される

核上清蛋白質，高濃度の塩類溶液（1～2MNaCD

で抽出される繊維状の　chromosomal蛋白質，この

分画には　histoneと酸性及び残余　chromosoma1

蛋白質が含まれている．次いで希アルカリ溶液で取り

出される核やリボ蛋白質の破片物及び粒子など．更に

残存する膜やラメラ構造をもった物質などである．

　そこで著者は癌細胞に於ける，上記の核蛋白質の1

っについて免疫学的な手法を用い，癌特異抗原の検索

を行なった，その結果，癌細胞として用いたEhrlich

ascites　tumor細胞核蛋白質である　chromatin

酸性蛋白質に癌特異的な性質を見い出した．Histone

やDNAと結合している　chromatin酸性蛋白質
は　glutamic　acidや　aspartic　acidなどの．酸性

アミノ酸を多量に含み，わずかながら　phosphorus

も含有レているといわれて来たが，他の核蛋白質と同

様に，長い間不溶性のため，アミノ酸分析や細胞内局

性などの追求のみに終っていた．しかし，最近では分

画法も改良され，研究が急速に進展し，この　chro・

matin酸性蛋白質が　gene　expression　の　cont・

rolierとして，又細胞分裂等のstimuliとして網野

で機能を果しているのではないかとさえいわれ，生物

学的重要性が認められて来ている．著者がこの蛋白質

に癌特異的な性質を唄い出したのでここに報告する．

実験材料および実験方法

1．実験材料

　1．Ehrlich　ascites　tumor細胞（以後EA細胞と

　　　略記する）

　マウスddN（体重平均259）にEA細胞を移植し，

8～9日目後に腹水EA細胞を集め用いた．　得られた

EA細胞は血球部分を除去し，冷sucrose溶液（0．25

M　sucrose，0．01～0．02M　Tris－HC【，0．1mM　E・
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DTA，　pH7．2）又は冷生理食塩水で洗浄後使用した．

　2．正常マウス肝臓

　正常マウスddNより肝臓を捌出し，十分細切引越

sucrose溶液又は生理食塩水で洗浄し，血清を除去

後，蛋白質の分画抽出に用いた．

皿，実験方法

　1．細胞核の分離

　Hogeboom－Schneider19）法に主として従い，一部

改良して行なった20）．まず　flench　presser　（大岳

製作所，型式F5615）およびteflone　homogenizer

で細胞を破壊し，gentiana　violet燐酸溶液で染

色，検鏡を行ないながら，核と細胞質成分との分離を

試みた．更にChauveauら21’の方法に従って，40，000

×g，60分の遠心操作を加え，核の精製をおこなっ

た，

　2．Chromatin酸性蛋白質の抽出（EAN－APと略記

　　　する）

　EAN・APの抽出は主として　Wang22）23）に従った．

EA細胞核から　Tris・HC1溶液　（0．05M　Tris－HCI，

0．005M　MgC12，　pH7．6）で核一ヒ清蛋白質を十分除去

後，約50倍量の1MNaCl（pH7．2）を加え　glass

homogenizerで懸濁したのち，1時間静かに撹如し

た，次いで，25，000×g，30分越遠心後，上清を集め，

沈渣には再びNaClによる抽出，遠心操作を行ないヒ

清を採集した。集めた上清は6倍の蒸留水で18時間透

析して塩濃度を0．14Mに調整した．上清部分にchro・

matin酸性蛋白質が存在し，再構成したDNAと

Histoneの結合体は沈澱するので遠心操作で分離し

た．得られた上清分画を撹遍しながら，固体硫安を0．7

飽和になるように添加するとEAN－APが沈澱した．こ

れを集め0．05M　Tris溶液（pH8．5）に溶解し，同一

液で充分透析後，　subfractionに分離した．

　前記0．05M　Tris溶液（pH8．5）で透析して得た蛋

白質液を105，000×g，60分目遠心を行ない，得られた

peUetをglass　homogenizerを用いて，0．05M

Tris溶液中で下道した．約2／3の　pelletが溶液

として得られたので，20，000×g，30分遠心し，不溶

物を除去後，溶液部分をR・RNP分画とした，105，000

×g，60分の遠心で得られた上清部分に，1M酢酸を

加えpH5．7とし，30分静置後遠心して沈澱物を得た

（pH6．0分画とした）．次いでpH5．7に調整した溶液の

上清部分に再び1M酢酸を添加し，　pH4．8にした溶液

からpH6．0分画の場合と同様に沈澱物を集めた　（pH

5．0分画とした）．更にpH4．8溶液の上清部分に固体硫

安を加え0．7飽和にすると再び沈澱物が得られた　（硫

安沈澱分画一一A．S分画とした）．

野

　操作方法を図1に示した．

　それぞれR・RNP分画，pH6．0分画，pH5．0分画およ

びA．S分画を0．05M　Tris溶液（pH8．5）で透析後，

実験に用いた．

　正常マウス肝臓の　chromatin蛋白質（MLN－AP

と略記する）も同様に細胞核から抽出した．

　Chromatin酸性蛋白質抽出の各操作は出来る限り

4。C以下で行なった．各分画は白色の粉末として抽

出され，水溶液は無色透明であった，用いた超遠心機

は40p日立分離用超遠心機である．

　3．抗原

　EA細胞核から抽出した105，000×g遠心直前のEAN－

APを免疫抗原とした．蛋白量は8mg／mlとし，蛋白

質の定量はLowryら24）の方法を用いた．又EAN－AP

及びそのsubfraction（R・RNP，　pH6．0，　pH5．0，A．S

分画），更にMLN・APを試験抗原とし，各分画の蛋白量

を10mg／mlに調整した．その他，　EA細胞を移植された

ddN，　C　3　H，　C57BLマウスの血清，正常マウスの諸

臓器及び血清，89Sr・発現骨肉腫細胞25）（Sr細胞と

略記する）の核上清蛋白質と　chromatin酸性蛋白

質（Sr　N・APと略記する），およびSr細胞をもった

ddNマウスの血清も試験抗原として用いた．

　4．　抗血清の調整

　　1）免疫方法

　Freundのcomplete　adluvant⑳法に従い，蛋白

質量8mg／m1の抗原溶液2m1を当量の　adjuvant液

（BCG死菌85mg，流動パラフィン85ml，アラセルA

油15m1）と混合して乳剤を調製し，家兎（体重約2

kg）の肩甲骨下腔に1週間間隔で4回注射し，最終

免疫注射後3週目に追加免疫を行なった．それ以後耳

静脈より部分採血を行なって抗体価を調べ，抗体価が

高まったところで採血を行ない，抗体の産生が低い場

合には更に追加免疫を行なった後1～2週間目に採血

した．分離した血清は分注し，一20。Cに保存した．

　　2）　吸収抗血清の調製

　抗血清の吸収には試験管内吸収法と寒天内吸収法と

を用いた．試験管内吸収法は予備実験で調べた最適吸

収抗原量を3回～4回に分けた．まつ抗原の適量を抗

血清に加え，37。C　1時間振邊反応させ，4。C氷室に

1時間放置後，1，000×g，10分遠心で沈澱物を除き，

その上清部分について同様な操作を2～3回繰り返え

し，最終吸収操作後40Cに1夜放置し遠心して，そ

の上清を吸収抗血清とした．

　寒天内吸収法は　Bj6rklund27）による　specific

inhibition法を用いた．吸収すべき抗原をあらかじ

め抗体孔に入れ，24時間4。Cに放置後角南南を洗浄
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図1　EAN－APの抽出法
　　　　　　　　　　EA細胞核

　　　　　　　　　　　　　0．05Mtris，　pH　7．5

　　　　　沈　渣　　　核上清分画

一L・M一
　溶性分画　　　沈　渣
（chromatin分画）

　　　透　折
　　　014MNaCl
　　　　↓

　溶性分画　　　沈　渣
（chromatin酸性蛋白質）

　　　　105，000×g60分

　沈　渣
（R－RNP分画）

　溶性分画

pH　5．7

溶性分画

　　　P｝14．8

沈　渣1
（pH　6．O分画）

沈　渣
（pH　5．0分画）

　　　　　溶性分画
　　　　　　　↓
　　　　　　　　硫酸アンモニウム
　　　　　　　　0．7飽和

　　　　　沈　渣
（硫酸アンモニウム沈澱分画＝A．S分画）

し，抗血清を入れて抗原との反応を行なった．

　5．　免疫学的検査法

　　1）　寒天内二重拡散法

　Ouchterlony28）法に従った．抗原抗体孔は直径0．5

cm，0．7cm，間隔0．5cmのものを主として用いた．厚

さ0．2cmの寒天板上で，20。C湿室に於いて反応させ2

～4日間観察し・写真撮影後0・14M食二水及び蒸留水

で洗浄，乾燥後保存した．溶媒は0．05Mリン酸溶液

（0．005％EDTA，0．14M　NaCl，0．1％NaN3を含む，

pH7．6）を用いた．

　乾燥した寒天板は必要に応じ，蛋白染色はthiazine

red・酢酸29）で，脂肪染色はSudan　black　B一アルコ

ール3ωで，又糖染色はPAS染色3Dでそれぞれ染色を

行なった．

　　2）　免疫電気泳動法

　Graberら32）の方法を用いた．抗原孔は0．7×0．2cm

とし，抗原孔と抗体溝の距離を0．5cmとした．抗原を

14mA，60V，120分泳動後，直ちに抗体溝を掘り抗血

清を入れ，以後寒天内二重拡散法と同様に処理した．

溶媒は0．05Mベロナール溶液（0．1％NaN　を含む，　pH

8．2）を用いた．

　6．　抗原の諸性質

　　1）DNA，　RNA，および蛋白質の定量

　蛋白質の定量は　Lowryら24）の方法を用いて行な

い，DNAおよびRNAの検出にはそれぞれdipheny1・

amine反応33），　OrCinOl反耐4）を用いて検出した．

　　2）　アミノ酸分析

　得られた蛋白質1mgを硬質ガラス管に入れ，6．ON

HCIを加えて減圧下で密封し，110。C　22時間加熱して

加水分解したのち，開管し，NaOH上で蒸発乾固し

た．得られた資料を　acetate緩衝液に溶：解後，日立

アミノ酸自動分析計KLA・3B型（本学小児科）で分

析定量した．

　　3）　紫外部吸収の測定

　　　　　　　に　　蛋白濃度をOD2BOm、＝1．0に調整iし，紫外部（220mμ
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～320mμ）に於ける吸収測定をおこなった．分光光度

計は　トlitachi　Perkin・Elmer　139UV・Vis　spectro・

meterを用いた．

　　4）　超遠心分析

　およそ50mg／mlに蛋白質濃度を調整後，分析用超

遠心機　Spinco　E　（本学ガン研）を使用して遠心

し，S20，w値の計算をおこなった．　filmの読みとり

はBeckman　Analytrol創m　densitometerを使
用した．

　　5）DEAE－ce［lulose　co【umnによる精製

　通常の方法35）に従って樹脂を活性化し，Tris溶液

（0．02M　Tris－HCI，0．005M　MgC12，　pH8．5｝による

調整を行なった後，蛋白質を100血g流した．樹脂交換

した蛋白質はNaC［（Tris溶液，　pH8．5）による．

OMから1．OMまでの段階的流出法で回収した，　colu・

mnは直径1．7cm，長さ10cmのものを用いた．樹脂

は0．4meq／g，流量は2．5ml／10minとし，得られた蛋

白質は280mμおよび260mμの紫外部吸収測定により定

量した．

　　6）Subfractionへの3H－4．5・lysineの取り込み

　　　　およびEA細胞　histoneとの反応

　EA細胞を移植後7日目のddNマウス腹中に1μC／g

体重の3H・4，54ysine（The　Radiochemical　Center

Amersham　510mC／mM）を接種し，一定時間後マウ

スからEA細胞を集あた．次いで前述したようにchro・

matin酸性蛋白質の抽出をおこない，　H－4，5・1ysine

の取り込みを観察した．

　次いで，Johns36）に従って抽出した　histone（f【

f2b　f2、　f3）を　isotopeでラベルしたEAN・APと試験

管内で反応さぜ，不溶性蛋白質を形成させた後，沈澱

したEAN・AP量を測定した．反応溶媒は0．05M　Tris

溶液（pH7．5）を用いた．

　3H－4，5・lysine量はBeckman　LS・200B　Liquid

Scintillation　Counter　（本学ガン研）で測定し，シ

ンチレーターは　dioxane　scintiUator（PPO　10g，

POPOP　250mg．ナフタリン100g／dioxane　l　liter）

を用いた．

　7　組織学的検索

　組織学的検索には10％ホルマリン固定をし，パラフ

ィン包埋後，　hematoxyhn－eosin染色を行なった．

　8．　蛍光抗体法

　EAN・APの抗血清を34％飽和硫安で　γ・globulin

化し．Marshall法を変型したlll村37）による改良法

に従い，　nuorescein　isothiocyanate（FITC）で

ラベルした後，Sephadex　G・25　および　DEAE・

cenu【ose　columnに通して遊離色素を除去し，純化

野

した，更にMLN・APの充分量と37。C　1時間反応させ，

ついで氷室内で一夜放置三遠心し上清を使用した．正

常マウス組織の場合は三三後直ちに一700Cドライア

イスーアセトンで凍結し，cryostatで薄切片を作

製した．EA細胞の場合は塗沫標本を用いた．標本は

蛍光抗体液で室温，湿室内で，30分～60分間染色（直

接法）し，staining緩衝液で洗浄，検鏡した．使用

蛍光顕微鏡はReichert　Binolux　Zetopan　micro・

scope　（本学医動物）で行なった．

実　験結　果

1．抗EAN・APおよび抗MLN・APについて

　EAN・APおよびMLN・APとの抗原組成の差異を抗EA

N－APを用いて寒天内免疫二重拡散法で調べた結果，注

目される点は、癌（EA細胞）抗原には正常には観察さ

れない抗原組成が存在していることである．抗EAN－

APに対してEAN・APおよびMLN・APを反応させると，

5本の共通沈降線が観察される他に，EAN・APに1本

の非癌物質にない沈降線が得られ（図2a），共通成分

を吸収により除去するとEAN・APのみに1本の非癌材

料にない沈降線が残った（図2b）．この沈降線は正

常マウス血清との間には形成されない（図3）．次に

EAN・APを　subfractionしたそれぞれの分画との反

応について検討したところ，R・RNP分画およびpH6．0’

図2抗EAN－AP及び吸収抗EAN－APに
　対するEAN－APとMLN－APとの比較

1．抗EAN－AP’
1’吸収抗EAN－AP
2．　MLN－AP

3．　EAN－AP

　　　　　 b

②誤
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分画には全く沈降線が認あられず，pH5．0分画および

A．S分画に1本の共通線が存在することが確められた．

しかもこの沈降線はEAN－APと共通であった（図4）．

一方抗MLN・APを用いてMLN－APおよびEAN・APとを

反応さぜると5本の共通した沈降線が観察ざれたが，

MLN－APに特徴的な沈降線は得．られず（図5），　共通

成分をEAN・APで吸収すると沈降線はすべて消滅し，

癌化に伴う正常組織抗原の消失は認あられなかった，

H．EAN－APの抗原分析

　1．　寒天内免疫二重拡散法

　抗EAN－APおよび吸収抗EAN・APを用いて，　EAN・AP

とMLN－APとの相互の抗原分析をした結果，　癌に・特

異的な抗原が存在し，更にEAN・APの　subfraction

であるpl15。0分画およびA．S分画に存在することが確

められたので，抗原分析をさらに進めることにした，

　EAN・AP抗原は抗EAN－APに対して32倍希釈（0．31

mg／ml）まで，吸収抗EANIAPに対しては16倍希釈

（0。63mg／mi）まで沈降線をつくった．　又EA細胞の

他の分画と対比してみると，細胞上清および　mit・

chondria分画，　microsome分画にも沈降線の認め

られた抗体は吸収抗血清にすると，沈降線のほとんど

が消失してしまった．又，　〔DNA＋histone）分画に

も全く沈降線は認められなかった．たゴ細胞上清分画

と核の1MNaCl抽出後に残こる　residua［蛋白質分

画，更に核上清分画にも弱い沈降線が観察され，それ

らはEAN－APとの沈降線とも共通であった（図6）．正

常マウス諸臓器と吸収抗EAN・APとの反応では全く沈

図3　EAN－APと正常マウス血清との比較

2　吸収抗EAN－AP
3　MLN－AP
4　EAN－AP
5　正常マウス血清

④

③② ⑤

図4　EAN－APとそのsubfractionの抗原性

1　EAN－AP
2　MLN－AP
3　R－RNP分画
4　pH6．0分画

5　pH5．0分画

6　A．S分画

7抗EAN－AP
8　吸収抗EAN－AP
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図5EAN－APと抗MLN－APとの反応性

1　EAN－AP
2　MLN－AP
3　SrN－AP

4抗MLN－AP
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降線が得られなかった．しかし，胎児の均一物質には

弱く反応した（図7），

　EAN・AP抗原の熱安定性については，70。ClO分の加

熱で抗原性を失い，沈降線を示さなくなってしまう．

又，　trypsin　（370C，2時間作用）で消化すると

やはり沈降線が認められなくなり，抗原性が得られな

かった。又，吸収抗EAN・APとによって形成された特

異沈降線は　thiazine　redによる蛋白染色には陽性

であるが，糖染色および脂肪染色には共に陰性であっ

た．又抗EAN・APおよび吸収抗血清の濾紙電気泳動を

行ない，　densitometerからの測定より成分組成も

検討した．

　次にC3H，　ddN，　C57BLマウス9にEA細胞を移植後，

14日目にそれぞれのマウスから血清を取り出し抗EA

N・APとの反応を観察した．正常マウス血清とは沈降

線を形成しないのに，これらの血清とは抗EAN・APは

2本の特異沈降線を形成し，しかも，形成された沈降

線の内1本はEAN・APとの反応で形成された線と共通

であった．次いでEA細胞移植後ddNマウスから腹水

を採集し，遠心により完全にEA細胞を除いた後，蛋

白質濃度を調整後，抗EAN・APと反応させると，吸収

図6　EAN－APとEA細胞の他分画との比較

1　EAN－AP
2　1M－NaCl抽出後の残留物
3　核上清分画

4　microsome分画
5　mitQchondria分画

6　Histone＋DNA分画

7抗EAN－AP
8　吸収抗EAN－AP

②
③

62
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①
魂
④

⑥
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野

抗血清の場合にはやはり，同様に癌特異沈降線と共通

する線が得られた（図8）．又ddNマウス血清につい

て，EA細胞移植後いっ頃からEAN・APと反応する抗

原が出現してくるかという点を，寒天板しで認められ

る沈降線について検討した．EA細胞移植後，経時的

にddNマウス血清を採集し，吸収抗EAN・APとの反応

を追跡した（図9）。その結果，8日目にはすでに沈

降線の確認が可能であった．次にEA細胞とは発生を

異にする89Sr発現骨肉腫（Sr細胞）からEAN・APに相

当するSrN・APおよび核上清分画を抽出し，吸収抗EAN

・APとの反応性を確めてみると，両方とも抗EAN－AP

とは全く反応しない（図10，11）．　　又Sr細胞をもつ

図7　EAN－APと正常マウス諸臓器との比較

1　EAN－AP
2　MLN－AP
　　　　　　　　　3　正常マウス肝臓

4　正常マウス脾臓

5　正常マウス腎臓

6　正常マウス肺臓

7　MLN－AP

8　正常マウス脳

9　正常マウス心臓

10　正常マウス腸管

11正常マウス胎児

12抗EAN－AP
13吸収抗EAN－AP
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図8　EAN－APと腹水との比較
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ハ
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正常マウス血清
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7　抗EA－AP
8　吸収抗EAN－AP

ddNマウス血清（EA細胞）
pH　5．0分画
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図10　EAN－APとSrN－APとの比較

1　MLN－AP
2　EAN－AP
3　SrNLAP
4　吸収抗EAN－AP
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図9　EA細胞を持つddNマウス血清
　　　　　　（移植後の時間変化）
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図11　EAN－APとSrN－Sup及びSr細胞を
　もつddNマウス血清との比較
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ddNマウス血清とも沈降線が認みられなかった（図

11）．

　更に抗SrN・APと抗EAN－APとを用いて，　SrN・AP

とEAN．AP間の共通抗原性の有無を比較，検討し図12

の結果を得た．故に吸収抗EAN・APで現われる1本の

沈降線はEA細胞一癌一に特徴的な抗原であることが

想像される．

　2．　免疫電気泳動法

図12吸収抗EAN－APと吸収抗SrN－AP
　　　　　　との比較

1　吸収抗EAN－AP
2　SrN－AP
3　吸収抗SrN－AP
4　EAN－AP

図13　EAN－APの免疫電気泳動像

1　MLN－AP
2　EAN－AP

3抗EAN－AP

　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　2 十

3

野

　抗EAN・APとEAN・APおよびMLN・APとの免疫電気

泳動をおこなった．結果は抗原孔を中心にそれぞれ5

～6本の沈降線が認められ（図13），吸収抗EAN・AP

に対しては人血清の　β・globulin位に相当する泳動

度をもった沈降線（1本）が得られ，免疫電気泳動法

と寒天内免疫二重拡散法とを併用してみると沈降線は

EAN－APとの沈降線と一致した（図14）．

　3．EAN・APのDNA，　RNAおよびアミノ酸分析

　EAN・APについて蛋白量，　DNAおよびRNA量を測

定し，5回の平均値を表1に示した．　Subfraction

に含まれるそれぞれの蛋白量は95％前後であった．

DNA量はいつれも1％以下，　pH5．0分画およびA．S分

画にはそれぞれ0．33％および0．71％であった．又RNA

量はA．S分画では微量であったが，他の分画には大

体3～4％前後の割合で存在し，これはMLN・APの場

合もほゴ同様な結果が得られた．次いでEAN・APに含

まれている　subfractionの量はA．S分画が最も多

く，次にpH5．0分画，　pH6．0分画，　R－RNP分画の順で

あった．又　Wang22）2’1）らが指摘しているようにEA

細胞の場合にも　phosphorusを含んでいたので，

Allen；8｝の方法に従って分析した．

　アミノ酸分析については加水分解後，緩衝液に溶解

し，日立アミノ酸自動分析計KLA・3B型で分析定量

した結果を表2に示した．いつれの分画にも酸性アミ

図14　免疫電気泳動法及び寒天内免疫二重拡

　散法を用いて検索したEAN－APの抗原性

1　EAN－AP
2　pH5．0分画

3　MLN－AP
4　吸収抗EAN－AP

3
∩
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ノ酸（glutamic　acid，　aspartic　acid）が多く，酸

性蛋白質であり，塩基性アミノ酸に対する酸性アミノ

酸の割合はR・RNP分画が1．49，　pH6．0分画では1．54，

pH5．0分画では1．67，　A．S分画では1．76であり，pH

5．0分画およびA．S分画の方が酸性度が強かった．又，

lysine量はどの分画にもほゴ同量含まれていること

になる．

　4．　紫外部の吸収

　Tris溶液（0．05M　Tris－HCl，　pH8．5）に溶解し

たEAN－APの吸光度の変化を，20。Clmg／mlで測定

し，比較のためにMLN－APも同様に行なった．　E　A　N－

APのどの　subfractionに於いても蛋白質特有の

tyrosine，　tryptophan附近（270mμ～280mμ）に

吸収極大値を示し，その絶体値も類似していた．次項

に示すように沈降係数の測定から，それぞれの分画

が，まだ尚，2～3成分の複合体であるため，吸収帯

からの解析は困難であった，

　5．沈降係数および電気泳動

　Spinco　Eを使用してEAN－APの沈降係数を測定し

た．溶媒は0．05M　Tris－HC1（pH8．5）を用いた．10

。C，59，780　r．　p．　m．での実験ではいつれの分画も単

一体ではなく，それぞれが2～3成分の複合体である

ことが解った．　MLN・APの場合も同様であったが，

S20．w値については必ずしも一致していなかった（表

3）．又電気泳動像についても，同様にどの　sub・

fractionもheterogeneousな性質を示した．　R・RNP

分画は溶けにくいため原点近くから広域に渡って存在

し，pH6．0分画もRrRNP分画に類似していた．しかし

そのheterogeneousな性質はR－RNP分画に比べて

少い．pH5．0分画は最も少い成分から構成され，泳動

度合もR・RNP分画やpH6．0分画よりも高かった，A．S

分画はpH5．0分画に類似した結果が得られた．正常細

胞核蛋白質の場合も同様な結果を示した．

6．DEAE－cellulose　columnによる精製

　EAN－APと抗EAN・APとによって得られた癌特異沈

降線はEAN－APの　subfractionであるpH5．0分画お

よびA．S分画に，1本の共通線として存在すること

が確められた（図4参照）が沈降係数の測定からpH

5．0分画およびA．S分画共に2～3成分の複合体であ

ることが判ったので，EAN・AP抗原の再精製を行なっ

た．

通常の方法に従って活性化したDEAE・cellulose　column

表1　ENA－APのDNA，　RNAおよびProtein分析

Fraction pr・tein％ DNA
@　　％

RNA
@　　　％

relative
≠高盾浮獅煤

phos．9／1009

R－RNP 96．00 O．79 3．22
13．87

0．52

pH　6．0 94．60 0．95 4．45
19．26

0，051

pH　5．0 96．49 0．33 3．28
28．35

0，035

A．S 99．06 0．71 0．23
38．52

0，090

MLN－AP・ 97．38 0．29 2．34 一 1．17

表2　EAN－APのアミノ酸組成
冒

　　　Fraction

`mino　aci R－RNP pH　6．0 pH　5．0 A．S

一Lys一 6．54 6．49 6．92 7．04

HiS 2．82 2．70 2．99 2．68

Arg 5．60 5．69 5．14 4．45

Asp 9．59 9．85 1ユ．2 12．2

12．7 13．0 13．9 12．7
Glu

Glu＋Asp／ 1．49 1．54 1．67 1．76

Lys＋Ary＋His

moles／100　moles　recovered



226 河 野

図15　EAN－AP（pH　5．0＋A．S分画）のDEAE－cellulose　colum駄クロマトグラフィー

溶媒　0．02MTris－HCl，0．005M　MgC12，pH　8．5

0．D．280mμ

1．0

0．5

0

0．1

↓
0．2　　　　0●3　　　　0．4

↓　↓　↓
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↓
M　NaC1

0 100 200 300
　　　tube　No．

表3　EAN－APの沈降係数

S20，ψ
1 2 3 4 5

EA　－AP

R－RNP 3．17 一 一 一 17．0

pH　6．0 2．88 4．76 一 10．5 一

pH　5．0 一 3．92 6．34 10．2 一

A．S 『 4．47 6．79 一 一

を作り緩衝液を通した後，EAN－AP（EAN・APからR

－RNP分画およびpH6．0分画を除いた蛋白質，即ちpH

5．0分画およびA。S分画を含む）を交換させた．NaCl

による段階的流出をおこない，得られた流出pattern

を図15に示した．　回収された蛋白質は特に0．1M，

0．2M分画に多く含まれていて，低分子であることが

推定される．又，わずかであるがKOH分画からも吸

光度計にか＼る物質が存在していた．

　そこでDEAE・ceUulose　column法でのNaq分画

（OM～1．OM）で得られた蛋白質を生理的条件に戻

どし，濃度を調整後，寒天内免疫二重拡散法で抗EA

N・APと反応させると図16のように0．2M　NaC1分画と

のみ反応し，特異沈降線を形成した．この0．2M　NaCl

分画を用いて　DEAE・cellulose　columnによる再ク

ロマトグラフィーを行ない精製した．溶媒は0．02M

Tris－HCI，0．005M　MgC12，　pH7．2である．pHを8．5

から7．2に変化させてNaClにより溶出した結果を図17

図16　NaClによる段階的溶出により回収した

　蛋白質とEAN－APとの比較
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　　図17DEAE℃ellulose　coIumnによる再クロ
　　　マトグラフィー

　　　溶媒：0。02M　Tris－HCI，0．005M　MgC』

　　　pH　7．2

　　　　　　　0．1　　　0．2　　　・0．3　　　0。4　　　　M　NaCl

OD
御

　0．50

O．25

O
　O

図18　EAN－APとDEAE－cellulose　column
　クロマトグラフィーにより回収された蛋白
　質との比較

1　吸収抗EAN－AP
2　EAN－AP
3　pH　5．0分画

4　A．S分画
5　0．2MNaC1分画
6　再クロマトグラフィーでのO．2M
　　NaCl分画（E－P）

7　MLN－AP

1∞ 　　　200
　　tube　No

表4　E－Pのアミノ酸分析
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⑥

②
◎
⑤

③
④

Amino　acid

Lys

His

Arg

Asp

Thr

Ser

Glu

Pro

Gly

Ala

Half－cystine

Val

Met

Ile

Leu

Tyr

Glu十Asp／Lys十His十Arg

E－P

0
6
6
　
8
0
　
2
7
0
3
3
5
1
9
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1
9
0
0
1
6
8
9
2
4
8
5
0
7
8
5

7
2
5
1
6
6
3
4
7
7
0
6
2
4
7
2
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moles／100　moles　recovereol
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に示した．0．1Mおよび0．3M　NaClにわずかに分離さ

れてくるが，大部分の蛋白質は0．2M　NaC1による溶出

で回収されて来た，そこで0．2M　NaCl分画（pH7．2）の

蛋白質（E－Pと略記する）を用いて抗EAN・APとの反

応を寒天内免疫二重拡散法で調べると，EAN－APと共

通な1本の沈降線を形成することが観察された（図18）．

　特異沈降線は蛋白染色に陽性，糖染色および脂肪

染色には共に陰性であったので，E・Pについて他の性

質を検討した．

　写真1はE・Pの沈降像である．単一peakを示し，

濃度依存性（3．9～11．7mg／ml）はあまり大きくな

く，S20，wニ4．31sであった．0．14M　NaC1に溶解したE

－Pの紫外部吸収変化像は278mμに最大吸収値を示し，

又E・Pのアミノ酸組成は　subfractionの項で述べ

たように，aspartic　acidやglutamic　acidが多量に

含まれ，塩基性アミノ酸に対する酸性アミノ酸の比は

1．64であった（表4），DNAやRNAはそれぞれの検出

法で陰性であり，　phosphorusの存在も認められ

ず，単純蛋白質であることが示された．

　7，Histoneとの反応性

　アミノ酸分析結果からEAN・APが酸性蛋白質である

こ・とが判り，又，その存在が　chromatin中である

ため，DNAやhistoneと何らかの関連性を持って細

胞核で挙動していることが想像される．　そこでまつ

histoneとの反応性を知るために，　EA細胞移植後7

日目のddNマウス腹腔に　3H・1ysineを注射し，その

直後から経時的に　chromatin酸性蛋白質を抽出し

そのとりこまれた放射能量を調べた．その結果注射後

6時間後には十分な　count数をもった蛋白質が得

られることがわかったので，　3H－lysine注射後6時

間後にEA細胞を採集，3H－lysineでラベルされたEA

N－APを調製した．　EAN・APに於ける　：3H・lysineの

とり込みは表5に示したようにpH6．0分画に最も多

く，次いでR・RNP分画，　A．S分画，　pH5。0分画の順で

あった．前述したアミノ酸分析の結果から，どの分画

にも大体同量に近い　lysineを含有していることを

表5　EAN－AP中へとりこまれた
　3H－1ysine量（投与後6時間目）

Fraction cpm／mg．　pro．
Relative
≠高盾浮獅煤

R－RNP
垂g　6．O

垂g　5．O

@A．S

22675

Q3508

P0538

P9975

29．54

R0．63

P3．79

Q6．02

野

考れば，各分画での生合成は異なっていることにな

る．

　次いで，EAN・APの各分画，特に抗EAN－APと特異

沈降線を形成したpH5．0分画およびA．S分画が，EA細

胞から抽出した　histoneとどのように反応するか

は興味深い．EAN－APは　histoneと混合すると直ち

に不溶性複合体｝9｝を形成した．反応を十分行なわせた

後，少量の溶媒で洗浄し，放射能量から　histone

との結合量を計算した．　histoneは　Johnsの方

法に従って抽出したものであり，アミノ酸分析より塩

基性アミノ酸及び酸性アミノ酸含量については検討を

行なっている．複合体形成は加えたEAN－AP量に比例

するがその絶体量は4分画間で異っていた．histone

の各分画1mg中に加えたEAN・AP量に対し，　沈澱

した量を　；H－lysine－EAN－APより算出し図19に示

した．野里6に　histone　l　mgに対し1mgのEAN

・APの各分画を加えた時に生じた沈澱量を示した．そ

の値はhistone側から考えれば，　lysine　rich

なflとの反応が最も強く，次いでf2ゐ，　fl駕f2、の順に弱

くなってゆく．しかしEAN－AP側からみると，必ずし

も単純に説明できない．酸性度はA．S分画が最も高

くpH5．0分越，　pH6．0分画，　R－RNP分画の順である．

しかしその反応の強さはR・RNP分画瑠pH6．0分画，pH

5．0分画そしてA．S分画の順に弱くなり，特にpH5．0

分野およびA．S分画はその　affinityが弱かった．

癌特異抗原がpH5．0分画，　A．S分画に堅い出されると

ころがら，その相関性について検討してゆきたい．

　8．蛍光抗体法

　FITCをconjucationした吸収抗EAN－APでEA細

胞およびマウス肝細胞について蛍光染色を行なった．

蛍光抗体のF／Pのモル比はOD495mμおよびOD280m、の

吸光度から計算し，1．382のものを用いた．EA細胞を

蛍光標識抗EAN－APで染色すると写真2のように核

に非常に強く染色され，細胞質は若干の蛍光を発した

のみであった．しかしEA細胞を無蛍光の抗EAN－AP

表6　1mg　histone中にEAN－AP　l　mg
　を添加したときhistoneと反応し沈殿
　をおこしたEAN－APのmg数

Fraction f
1

f2b f
3

f2σ

R－RNP 0．80 0．55 0．30 0．41

pH6．0 0．47 0．66 0．23 0．50

pH5．O 0．41 0．09 0．07 0．07
、

A．S 0．12 0．04 0．04 0．03
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でブロックし，蛍光標識抗体で染色すると核は全く

染色されず（写真3），細胞質が若干の蛍光を発する

が，その程度は弱く，一方正常マウス肝細胞は核，細

胞質とも蛍光を示さなかった．

　次いで，EA細胞核より抽出したDNAで処理して，

当教室で癌化したL細胞B）を，蛍光標識抗EAN－APを

用いて，EA細胞実験と同様に染色すると核が強く反

応した（写真4）．この抗体によって井上らmの実験

である　cytolysisの結果に加えて，　EA細胞DNAで

transformationさせたし細胞から，EA細胞の特長を

証明することが出来た．

考 察

　癌細胞の核・酸性蛋白質について免疫学的手法を用い

た報告は少いが，核上清蛋白質については2～3の報

告が見られた．平井9）lo）はAH49腹水肝癌で，　p　H　4．8

可溶性蛋白質中に癌特異抗原を証明し，　DEAE－cell・

ulose　columnによる精製の結果，単純蛋白質で分

子量が数万であると報告した．当教室の佐原田，島15）

も同様に核上清蛋白質分画に癌特異抗原を認め，約4s

のものであると報告している．

　そこで著者は最近可溶化され，分析可能になってき

た核chromatin蛋白質，特にDNAおよびhistone

と結合している酸性蛋白質について，　EA細胞での

特異抗原の検索をおこなった．佐原【4）はAH127細胞核

から　Patelら40）の方法で抽出した核上清分画に癌特異抗

原を旧い出しているが，著者は　Wang22）23）の方法

に従ってEA細胞核からEAN・APを抽出精製し，抗EA

N－AP家兎血清を用いて，免疫学的に比較検討した結

果，EA細胞核中に癌特異性を見い出すことが出来た．

MLN・APを対照とし寒天内二重拡散法で沈降線の確認

をおこなうと，MLN－APに対し5本の沈降線が得られ

たが，これは癌抗原との共通成分であり，癌抗原で吸

収するとすべて消失してしまう．EAN・APに対しては

MLN・APによる吸収で1本の沈降線が残り，癌特異蛋

白質であることが判明した．対照としてMLN・APを選

んだことはEA細胞の起原を考慮すれば不均一な系を

含んでいることになるかもしれないが，得られた1本
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の癌抗原が正常マウス諸臓器（腎，脾，心，肝，肺，

脳）および血清に4ま認められないことから，最も多量

に得やすいML聾APを対照として選んだ．ところで，

吸収抗EAN－AP血清はマウス　embryoとも1本の

沈降線を形成し，EAN・AP癌抗原とつながり，共通抗

原であることを示した，癌細胞が胎児細胞のような性

質を再現する現象は　α・fetoproteinlD　42）や他の2，

3の酵素で観察されている，例えばアルドラーゼm，

ヘキソキナーゼm45），ピルビン酸キナーゼ16）などのア

イソザイムには成熟型である肝心と胎児型である筋肉

型があるが，成熟肝細胞が癌化するとそれらのアイソ

ザイムパターンが胎児型を示すというものである．

又，Thomsonら」了）や石川」8）のいうcarcino・embryo－

nic　antigens　（CEA）もその1つである．　CEAは1

種のグリコプロテインで，胎児消化管組織に存在する

抗原である．　Thomsonらはこの蛋白質を血中で

証明することにより，胃癌，腸癌，食道癌などの診断

が可能であると報告した．そこでこれらの胎児性抗原

とEAN－AP抗原との関係を追究してゆくことが今後の

問題点でもある．

　EAN・AP抗原はEAN－APを　subfractionするとpH

5．q分画およびA．S分画の両分画に含まれることか

ら，この蛋白質の当電点はpH4．8よりも低いことが考

えられる，又，佐原mの方法で抽出したEA細胞上清

分画，更に細胞上清および1MNaCl抽出後に残存す

る蛋白質　（residual蛋白質）にも弱い共通線が観察

されたが，前の二者は起原を同じくする蛋白質である

のかもしれない．Basergaら19）の仮説，即ち核・酸

性蛋白質が細胞質で作られ，核内へ移行するとすれ

ば，核中のDNA附近以外の場所にも酸性蛋白質が存

在することになり，細胞上清，核上清分画にも沈降線

が認められることになる．

　電気泳動法を用いた実験から，　Wang22）23），　PeteI

ら50｝，Benjaminら5D，　Stein　ら52）やSheltonら53）

によって，　核・酸性蛋白質がいくつもの成分の複合

体54）であると報告された．それは著者の系に於いても

同様で，沈降係数の測定結果や電気泳動実験での結果

からEAN・APがheterogeneousな性質を示すこと

が判った．そこで著者は更に抗原の精製を行ない純化

した．抗原が蛋白質である場合，ゲル濾過法，電気泳

動法などが用いられ，最近では　Nishiら42）が特異

抗血清を用いた抗原一言体面合物からpHの調整とゲ

ル濾過法を使用して純化している．著者は一般によく

用いられているDEAE・ceUulose　columnによる抗

原の精製を試みた．

　活性化した樹脂上でEAN・APをイオン交換させNaC1

野

による段階的流出をおこなったのであるが，EAN・AP

はOM～0．4M　NaCl分画に約80％近くまで回収され，

低分子物質の複合体であることは明らかであった．更

に回収された蛋白質を抗EAN・APと寒天内免疫二重拡

散法で反応させると，0．2M　NaC1分画の蛋白質のみに

特異沈降線が形成され癌抗原の存在が確められた．

又，0．2M　NaCl分画における蛋白質は超遠心分析結果

から，S20，　w＝4．31sであり，アミノ酸分析結果から

酸性蛋白質であることが判った．染色の様子や紫外部

吸収曲線からも精製単純蛋白質であることが確められ

た．　Bakeyら55）はDAB肝癌で2sおよび4s成分が

増加し，中でも4s成分が癌特異成分であると報告し

た．又平井9Mo）はAH49腹水肝癌に於ける核上清分画

で4sのpH4．8可溶蛋白質に癌特異性を認め，その精

製を行なっている．更に佐原14）も4sと18s成分を

もった核上清分画で癌特異物質は4sであると報告し

ている．いつれも低分子でA・S附近の蛋白質に癌特

異性を認めている点では著者の場合と一致している．

　ところで細胞核・酸性蛋白質は1944年，Stedman

ら56）によって　1℃hromosomin”と名づけられ，

chromosomal　matrixに存在し，遺伝子の機能に関

与5η5B）していることが示唆され，その後の研究から

aspartiごacidやglutamic　acidに富んだ蛋白質
59）60）であることが報告されていたが，不溶性のため十

分な追求がなされていなかった．しかし最近になって

種々の実験手段が開発され，核・酸性蛋白質（核上清，

chromatin酸性および　residual蛋白を含む）に対

する研究は急速に進んで来た．核・酸性蛋白質，特に

chromatin酸性蛋白質の機能について，最．近では

gene　activityの　reguiationとして，又細胞分裂

等の　stimuliとしての役割を演じていると報告され

ている，　Steinら6Dはこの蛋白質が細胞質で合成さ

れているという．又Farberら62）はDNAにこの蛋白

質の大部分が結合していると報告した．それは活性な

組織63）64）や　chromatin65）～67）の方が不活性な所より

多量に含まれ，更に異常増殖している組織や癌組織58）

69＞に多量に存在しているという．（著者の得た蛋白質

が正常と癌に於ける量的な差ではなく，正常では認め

られないことに意味があろう）．又，それらの蛋白質

は種特異的70）であり，originの組織に特異的m　72）

であると報告している（この点でもDNAやhistone

との相互作用を検討すること，更に癌特異性との関連

を考えることは重要で．あろう）．　Howkら73）了4）はこ

の蛋白質の一部から　DNA－polymeraseを分離し，

Marushigeら75），　Wang76）77），　Kamiyamaら78），

Paulら79）はRNA合成に関連する実験報告をしてい
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る．又，　prokaryotic系での　represserである

1ac　oper・n8ωやλphage　represser81）からこの

酸性蛋白質の分離が可能であり，　eu｛karyotic系に

於いては酵素誘起32）働85）を行なうという報告が出され

ているなど，他の多くの文献86）～89がこの蛋白質の役

割の重要性を指摘している．

　Basergaら4　｝の仮説では，：nammalian細胞核・酸

性蛋白質が　gene　expressionのcontroller

として，又DNA合成や細胞分裂の　stimu董iとして

の機能を果していると述べている．それは酸性蛋白質

が遺伝子に作用し，情報高分子の　transcriptionを

誘起したり，変化させるような特別な機構に蘭与して

いることが期待されるであろう．それらは癌細胞に於

いても同様で，生体の　homeostasisを無視した無

限の分裂と増殖を続ける癌細胞で，核蛋白質に異常が

存在したことは，発癌の原因と密接な関係があるので

はないか，　chromatin酸性蛋白質の癌抗原として

の役割について，一層検討しなければならないと考え

る．

　多くの研究で報告されているように，核・酸性蛋白質

の重要性から考えて，そこに癌特異性を見い出1したこ

とは今後の発癌機構の解析に新しい響聖approach”を提供

したことになろう．癌細胞核・酸性蛋白質一chromatin

酸性蛋白質についてその特異性と用いる実験手段の感

度を充分検討しながら，その構造と機能について，更

に追求することが今後の課題である，

結 論

　EA細胞核から最近　gene　regulatorとして，又

細胞分裂の　stimuli　として注目されて来ている

chromatin酸性蛋白質について，寒天内免疫二重拡散

法，免疫電気泳動法，蛍光抗体法などにより抗原分析

を行なった結果，癌抗原の存在を見いだした．

　1．EA細胞核　chromatin酸性、蛋白質（EAN・AP

と略記する）はDNAおよび　histoneとの結合体と

して抽出されるが，それは塩濃度の調整によりEAN・

APとして精製され，更にpHと硫安により　SUbfract・

ionすることが出来た1（R・RNP分画，　pH6．0分画，pH

5．0区画およびA．S分画）．　抗EAN・AP家兎血清は寒

天内免疫二重拡散法と免疫電気泳動法により，EAN・AP

と特異的な沈降線を形成することが認められた．この

癌抗原はpH5．0分画およびA。S分画に含まれることが

判明した．

　2．EAN・AP抗原は正常マウス諸臓器及び正常マウ

ス血清には認められない．しかしマウス胎児組織に少

量含まれていた．

　3．EA細胞を移植したマウス（ddN，　C3盈，C57BL，

dd）血清に抗EAN・AP家兎血清と反応する物質が

認められた。しかし89Sr発現骨肉腫をもつddNマウス

血清には全く認められなかった．

　4．89Sr発現骨肉腫のchrofnatin酸性蛋白質（Sr

N・AP）について，抗EAN・AP家兎血清と反応させる

と，特異的な沈降線縁得られず，又，Sr細胞核上清

蛋白質に於いても同様であった．

　5．EAN・AP抗原は蛋宕染色に陽性．脂肪および糖

染色には陰性であった．その抗原性は70。C，10分の

加熱で消失し，又　trypsin消花で、も認められなか

った．

　も．EAN・APの　subfractionはいつれも95％前後

の蛋白質を含み，DNA，　RNA含量はそれぞれ1％以

下，4％前後であっ允．アミノ酸分析結果は癌抗原を

もつpH5．0およびA．S分画が最も酸性度が高かった．

　7．　DEAE・cellulose　columnクロマトグラフィー

によるEAN・AP抗原の精製を行ない，　NaC1による段階

的溶出法で分画した，EAN・AP抗原は0．2M　NaCl分画

に含まれ，再クロマト法により再精製をおこなったの

ち，沈降像を調べると1ピークを示し，　沈降係数は

4・31sであった．又278mμに吸収極大値を持ち，核酸や

糖およびリンを含まない単純蛋白質で，塩基性アミノ

酸に対する酸性アミノ酸の比が1．64であることが判っ

た．

　8．3H・4，54ysineを用いて，　EA細胞から　3H．

1ysine－EAN・APを抽出した．

　9．EA細胞より抽出した　・histoneとEAN・APを

反応させると，直ちに複合体が形成された．3H4ysine

EAN・APによる測定結果から，　　その　affinity

はR・RNP分画が最も強く，pH5．0分画およびA．S分

画は酸性度が高いにもか、わらず，その　affinity

は弱く癌抗原と関連して機能的な面を考えることは興

味深い．

　10．EA細胞核はFITC標識EAN・AP抗体により，強

く染色された．

11．εAN諭P抗原について，その特異性と測定に用

いる手段の感度とを，より充分に検討しながら，その

構造と機能について，更に追求することが今後あ課題

である．
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                             Abstract

   The cancerous change of chromatin acidic proteins was analysed by imm-
unological methods.
   The chromatin acidic proteins were isolated from Ehrlich ascites tumor cells

(EA-cells) by dissociation of the deoxyribonucleo-protein complex. These
proteins contained about 95% protein, 4% RNA, and a trace of DNA and
phosph-orus.

   They were separable into four main fractions(R-RNP, pH 6.0, pH 5.0 and
(NHi)2S. Oi precipitate fractions) by pH-change and ammonium sulfate concentration.

   The antisera against these proteins were made by complete adjuvant Freund's

method with rabbits.
   One specific antigen, characteristic of the chromatin acidic proteins (EAN-AP),

was detected by the double immunodiffusion method and the immunoelectro-
phoretic method, EAN-AP afitigen was present in the pH 5.0 fraction and the
(NH4)2S04 precipitate fraction. Moreover, a crossreacting antigen was found in

the EA-tum6r bearing mouse seram of dd, ddN, C3H and C57BL strains. This
antigen was not found in the normal lungs, spleens, livers and serum of mice.
EAN-AP antigen showed electrophoretic mobilities similar to those of serum B
globulin.

  The EAN-AP antigen was purified using DEAE-cellulose column and eluted
with O.Ol M Tris buffer, pH 7.2, containing O.2 M NaCl. This antigen showed
a single peak by analytical centrifuge. This chromatin protein fractions was
acidic protein, therefore couid be seen by the predominance of acidic amino
acids in the molecule. The ratio of acidic to basic amino acids was l.64.
   The pH 5.0 fraction and the (NHi)2SO[ precipitate fractions interacted strongly

with EA tomor cell histones and formed a complex. However, these complexes forming

activity wpre lower than other acidic proteins. The results suggested that
complex formation might be specific and distinct from the other two fractions.

    One specific antigen was found in the chromatin acidic proteins from
8"Sr induced osteosarcoma. EAN-AP antigen and S9Sr induced osteosarcoma
antigen proved to be different from each other by the double immunodiffusion
method.
  EA-cells were characteristically stained in the nuclei by the direct fluorecein

antibody method.
   The possible significance of these characteristics was discussed in this paper.
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写真1。E－Pの沈降波形
　　　　溶媒O．14M　NaCl　7．85mg／ml
　　　　59，780r．p．m．2400秒後（20℃）

写真2．抗EAN－APによるEA細胞の蛍光染色
　　　　像（強拡大）．

写真3．抗EAN－APによりブロッキングを行な
　　　　つた後蛍光染色をしたEA細胞像（強拡
　　　　大）．

写真4．抗EAN－APによるEA－DNA処理L細
　　　　胞の蛍光染色像（強拡大）．


