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人血清中に存在する動物癌細胞凝集素について

金沢大学大学院医学研究科外科学第二講座（主任　水上哲次教授）

金沢大学医学部病理学第二講座（研究主任石川大刀雄教授）

　　　　　　　　中　　　川　　　　正

　　　　　　　　　（昭和44年2月10日受付）

本論文の一部要旨は，1966年12月下4回日本癌治療学会において発表した，

　正常細胞が，癌化によって臓器特異性抗原を喪失ま

たは減弱する1）’3）にしろ，あるいは新しい獲得性抗原

を得る4）．6）にしろ，癌細胞の表面形質は正常細胞のそ

れとは，かなり異なっているものと考えられる．私ど

もの教室では，癌の種々の免疫学的研究によって，癌

細胞各分画中に癌特異性物質の存在することを証明し

ている7）曜n），一方，石川工2＞，および石川ら13）14）はヒト

血清7グロブリン中に，ある種の実験動物癌細胞，例

えばマウスEhrlich腹水癌細胞（以下EA細胞とい

う）やMM2細胞を凝集する先天性因子が存在するこ

とを発見したが，彼らはこの凝集素を利用して癌細胞

凝集阻止試験を行なうことにより癌細胞表面抗原を追

求し，人胃癌組織より，癌特異性物質kanalipinを

抽出している．

　またHakomori　15）およびHakomoriらi6）17）も，

私どもと同様の見解に基づいて，植物性の癌細胞凝集

素，すなわちwheat　germ　agglutininを用いて，

癌細胞より抽出した物質による癌細胞凝集阻止試験に

より，癌細胞表面抗原を追求している．

　このように凝集阻止反応を利用して抗原の決定群を

きめる方法は，血液型物質の構造決定に駆使されてき

たところである18）19）．

　さらに，石川12）および石川ら13）14）は癌患者血清に，

Ehrlich腹水癌細胞凝集を阻止する物質が，あらたに

出現してくることを認めた．この阻止物質は，癌細胞

の代謝過程中に癌物質の一部が，細胞より遊離して，

血清中に出現してくるものであろうとしている．した

がって，血清中に，この種凝集素の存否をたしかめる

ことにより，癌の臨床診断への応用が可能であると考

えられる．この可能性を検討するために，著者は，ま’

ず，石川らのいうヒト血清7グロブリン中の凝集素を

とりあげ，癌および非癌患者血清で，その凝集素にど

のような差違があるかを追求し，ついで，この凝集反

応および凝集阻止反応を用いて，Ehrlich腹水癌細胞

表面に，凝集素と反応する物質が存在するかどうかを

検索した．さらに癌患者血清中の凝集阻止物質を，よ

り精製することによって，臨床検査への応用を試み，

興味ある所見を得たので，ここに報告する．

〔1〕　ヒト血清7グロ’プリンに存在する

　　　腹水癌細胞凝集素について

　石川12）および石川ら13）14）はヒトの血清γグロブリン

中に癌細胞を凝集させる物質の存在することを見出し

，この凝集素には，健康人血清に存在する先天性因子

によるものと，末期の癌患者の血清中に出現してくる

獲得性免疫に由来するらしい因子とがあることを示唆

した．この凝集因子を究明するために，本実験におい

ては，ヒト血清のγグロブリンを細分画し，実験癌と

してマウスのEhrlich腹水癌細胞を用いて，癌細胞

凝集素を追求した．

1．実験材料および実験方法

　1．実験材料

　Ehrlich腹水癌細胞を主としてdd系マウスに移植

したものを用いたが，宿主による影響も考慮し，宿主

マウスはdd系以外に，　A系，　C3H／He系，　RF系，

BALB／c系，　Swiss系マウスを使用し比較した．

　EA細胞をマウスに接種後，7～8日目の細胞を採

集し，滅菌生食水で充分に洗瀧して腹水を除去した

後，凝集反応に用いた．

　使用したヒト血清は，病理組織学的検査または，病

理解剖にて診断の確定したもの，および健康成人血

清，その他の臨床検査にて確実な診断のつけられたも
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のを用いた（表1および2）．

　2．実験方法

　1）EA細胞凝集反応12）卿14）

　生食水で充分漫読したEA細胞を，15×106／m1の

生食水浮遊液に調製する．厚手のホールグラス上に被

検血清または分画した血清成分液（各分画成分は蛋白

濃度10mg／m1に調製）の1滴をおき，その上に上

記細胞浮遊液の1滴を加えてよく混和し，経時的に観

察する．反応温度は15～25。Cとし，混和後，30分，

1時間，3時間後に顕微一下で判定した．

　判定基準は数十個の細胞の塊が集って完全な凝集

塊を作るものを，凝集度（柵）とし，全く凝集のみと

められないもの，すなわち凝集度（一）に至るまでを

（冊），研），（＋），（±）に分類した．

　2）ヒト血清7Sγグロブリン（とくにIgG）分画

の調製

　健康入血清，春酒患者血清，癌患者血清より，

Yoonら20），　Abelson　21）ら，支倉22）らの方法に準じ

て，7Sγグロブリンを調製した．

　すなわち，血清の硫酸アンモニウム40％飽和沈澱物

を生食水に溶解し，0，015M，　pH　6．3のリン酸緩衝

液で隠逸後，その5m1を，バッチ法により，上記緩

衝液で緩衝化した2．5x20　cmのDEAEセルロー

ズ・カラムにかける．0．015M，　pH　6．3；0．04M，

pH　6．0；0．1M，　pH　5．8，0．3M，　pH　5．5のリン酸

緩衝液を用いて，stepwise　elutionし，フラクショ

ンコレクターに分画採集した．Beckmann吸光度計

で，280mμで吸光度を測定し，蛋白濃度を測定し

た．

　0．015M，　pH：6．3により溶出されたものを，　IgG

分画として使用した．

　各分画は水で透折後，凍結乾燥または生食水で透折

後，一20。Cで氷結保存し，使用時には生食水で蛋白

濃度10mg／m1に調製した．

　3）ヒト血清19Sγグロブリン分画の調製

　Arnasonら23），　Flodinら24），右田25），　Fayら26）

の方法に準じて，次のように調製した．

　血清25m1を0．001M酢酸緩衝液pH　5．5で，4

。Cにて48時間透幽し，生じた沈澱物を遠心して集め，

生食水2m1に再溶解する．これを生食：水で4。C，24

時間透折，ろいで，1．OM　NaC1を含む0．1M　tris－

HC1緩衝液，　pH　8．0にてさらに24時間透湿を施行し

た．この溶液または，蒸溜水法で作ったeuglobulin

分画をSephadex　G－200のカラム（3　x　75　cm）に通

し，Tris－NaC1緩衝液pH　8．0を用いて溶出分画す

る．280mμで吸光度を測定すると，溶出曲線は2頂

i一」

点を示す．　この第1頂点が19S一γグロブリンで，こ

れを集めて，生食水で白油後，10mg／m1の蛋白濃度

液として使用した．

　4）血清および血清分画成分中の正常成分の吸収

　上記によって得られた血清分画成分（lgG，　IgM）

中に存在する正常細胞成分に対する凝集素を除去する

ために，この吸収血清を作製した．

　正常細胞としては，ヒトA型およびB型赤血球，

Dausset　27）およびPayne　28）らの方法で分離したヒ

トAおよびB型白血球，マウス赤血球，ヒツジ赤血球

を用いた．吸収操査は，進藤29）の方法にしたがって施

行した．

　5）EA細胞凝集素の採集

　血清に，等量のEA細胞pelletを混和し，37。C2

時間incubate後，4。Cにてovernightし，；遠心し

て凝集塊を集める．この細胞凝集塊を生食水で充分洗

止した後，6N．　H：C1を用いて，　pH　3．15とし，細胞

より凝集素を遊離させる．遠心後上清を集め、pH　7．2

に調製して凝集素液として使用した．

　6）寒天内二重拡散法（Ouchterlony法30））

　4％精製寒天ブロック10g；0．1Mリン酸緩衝液，

pH　7．6（EDTA　O．01％，およびNaC11．7％を含

む）15m1；1％NaN33m1；蒸溜水2mlの割合に

混じ加熱融解し，その15m1を8×12　cmのガラス板

に流し，寒天板を作り使用した．抗原抗体孔は直径3

～6mm，間隔5mmのものを使用した．20。Cの温

室で反応させ2～5日観察し，写真撮影を行なった．

　7）圃濾：紙電気泳動法

　電気泳動学会の標準操査法にてセルローズアセテー

ト膜に流し，蛋白泳動曲線は磁気式デンシトメーター

によった．

皿．実験結果

　1．EA細胞凝集反応と宿主の関係

　dd系，　A系，　C3H／He系，　RF系，　BALB／c系，

Swiss系マウスに移植したEA細胞を採集し，各々

について，凝集反応を行なったが，宿主による影響は

殆んど認められなかった．

　2．血清分画成分と寒天内二重拡散法

　DEAE一セルロースあるいはSephadex　G－200カ

ラムによる血清のクロマトグラムは図1および図2の

ようになる．DEAE一セルローズ・カラムクロマトグ

ラフィーによって分離した第1頂点およびSephadex

G－200によって分離した第1頂点の抗ヒトIgG，　IgA

，IgMウサギ血清による寒天内二重拡散法を施行する

と，図3のように，DEAE一セルローズにより分離し

た第1頂点は，抗IgG血清とのみ，またSephadex
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G－200によって分離した第1頂点は抗IgM血清と

のみ沈降線を形成した．

　3．7SγグロブリンとEA細胞凝集素について．

　上記のようにして分離した血清の7Sγグロブリン

（とくにIgG分画）についてEA細胞凝集反応を施

行すると表1，表2のようになる．すなわち健康成人

（poo1したもの）では凝集程度は（惜）を示し，非癌

患者血清（15例）より分離したものについては，（柵）

を示すものが4例，（十）を示すものが5例，（＋）5

例，（±）1例あり，凝集しなかったものは15例中全

くなかった．

　　　図1　血清40％飽和硫安沈澱物の

DEAE－Cellulose　Column　Chrolnatography

0．D．

（280mμ）

1，0

0．5

↑

0．015M

6窓

↑　　　　　↑　　　　　↑

004M　　　O．1M　　　　O3M　　　phosphate　Buffe「

60　　　　　 5．8　　　　　 5．5　　　　　pH

　　図3　血清クロマトグラフィーで分離した
γ一Glob．分画の抗Ig　G，　IgA，　Ig　M血清による判定

。○曽

○

O　　　　o
　　／○

o

図2　血清pH　5。5沈澱物のSephadex

　G－200Column　Chromatography
0．D．2．0

280mμ

1．5

1．0

0．5

醐i腋：

　LOM　NaCI含有

　0．1M　Tris

　　緩衝液

10　　　　20　　　30　　　　40　　　50Tube　No．

1：抗IgM血清
2：抗lgG血清
3：抗IgA血清
4：DEAE－Celluloseクロマトグラフィーの

　第1頂点
5：Sephadex　G－200クロマトグラフィーの・

　第1頂点

表1　二二血清7S一γGlob．，19S－7　Glob．

　　　　　とEA細胞凝集素

診 断 名

健康成入血清（pooled）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
膿

慢
慢
慢
胃
イ
イ
慢
肝
リ
多
心
懸
フ
騒
動
動

19Sイ
Glob．

±

十

±

十

7Sイ
Glob．

冊

十

十

十

十
十

±

十

十

十

十

十
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　一方癌患者血清の7S　7グロブリンでは，19例につ

いて行なった所，（惜）を示すものは2例，（＋）を示

すもの6例，（±）を示すもの4例が存在し，19例中

7例には凝集は認あられなかった．

　4．19Sγグロブリンと凝集素について

　Sephadex　G－200により分離した血清19Sγグロ

ブリンを使用して，EA細胞凝集反応を施行し，癌お

よび非癌について比較した結果を表1および表2に示
●

した．

　poo1した健康成入血清には凝集素はなく，非癌患

者血清では，15例中11例に凝集素が存在しなかったが，

15例中1例が（＋），2例が（±）を示した．（＋）を

示した例は，心筋硬塞で，（±）を示したものはイレ

ウス1例，リウマチ様関節炎1例であった．

　他方癌患者血清より分離したものでは，19例中（冊）

を示すもの1例，（帯）を示すもの8例，（十）3例，

（＋）5例，凝集素の存在しなかったものは，19例中

2例存在した．　これは食道癌1例，膀胱癌1例であ，

る．

　5．2一メルカプトエタノールおよび熱の凝集素に

及ぼす影響．

　19S　7グロブリンを2メルカプトエタノールで加水

分解するとEA細胞凝集現象はみられなくなるが，

7S　γグロブリンはその影響を若干うける程度であっ

た．

　19Sγグロブリン，7Sγグロブリンを70。C，10分

間加熱すると19S　7グロブリンはEA細胞を凝集し

なくなるが，一方7Sγグロブリンも加熱前に比し，

凝集程度はかなり弱くなった．

　6．血清分画の各種正常細胞による吸収とEA細胞

凝集反応

　ヒトA型・B型赤血球および白血球，マウス，ヒツ

ジ赤血球を用いて，癌患者血清19Sγグロブリンお

よび7S　7グロブリン，非癌血清7S　7グロブリンを

吸収し，EA細胞凝集反応を行なった．

　すなわち表3に示す如く，ヒト赤血球および白血

表2　癌血清19S一γGlob，7S－rGlob．とEA細胞凝集素

診 断 名 119S一・GI・b・レSイG1・b・1
備 考

胃
胃
胃
胃
肝
肝
　
肝

右腎

虚　　副

再発性甲状腺癌

結

骨

面瀧講罐状紛化）

癌
虚
血
癌
癌
癌
癌

　
　
　
　
　
　
　
グ

　（幽門部・腺癌）

　（噴門部・腺癌）

　（幽門部・腺　癌）

　（幽門部・腺　癌）

　（肝　細　胞　癌）

　（肝細胞癌・三葉）

　（肝細胞癌・右葉）

ラヴィツ腫瘍
腎　皮　質　癌

　　　　（扁平上皮）

　腸　　　　　癌

　肉　　　　　腫

腫
細
翻
論
語
癌

　
支

　
管
　
髄

色
気

　
佑
傾
二

黒
癌
発
二
道
胱

性
再
、
　
癌
発

悪
肺
門
多
食
膀

冊

十

十

帯

十

冊

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

±

±

十

六

十

十

　
　

　
　

　

転
転
転

（
　

（
　

（

　
　

　
　

　
　

　
　

　
　

　

転
転
転
転
転
転

（
　

（
　

（
　

（
　

（
　

（

肺・肝

小轡・膵頭部リンパ節

結腸・腹膜

骨　　　　　・

肺・横隔膜

肺・胃・十二指腸・忌

地肺下野

右肺

脳：脳出血合併

（転）肺

（転）　右腎・副腎・肺

（転） 皮膚・肋骨・心内膜甲状腺
・胸膜・肝・横隔膜

注：（転）は転移を示す，
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球，マウス赤血球で吸収するとその凝集能は半減し，

ヒツジ赤血球で吸収すると，さらに凝集能が減弱した

が，なおかつEA細胞を凝集し得た．勿論EA細胞で

吸収すれば，もはやEA細胞を凝集しなくなる．すな

わちEA細胞表面には，これらの細胞とかなりの部に

およぶ共通抗原が存在するが，そめ共通抗原のすべて

を除去してもなお癌細胞のみに存在する抗原が存在し

ていることを示している．

　一方AB型血清はEA細胞を凝集し，他方市販の

ABO式血液型判定血清は抗Aおよび抗B血清とも，

EA細胞を凝集しない．

図4　EA細胞凝集素の電気泳動図及び
　　　　　寒天内二重拡散法

一ノ

鯛鱒　吸収前血清

榊・。・EA細胞凝集素

晒

’、

表3　癌および非癌血清7－Glob．の各種正常細

　　　　　胞吸収後のEA細胞凝集

曾

Alb．

曾

アーGlob．

　①

＼野戦
使用細胞＼

ヒ

ト

A型赤血球

B型赤血球

A型白血球

B型白血球

マウス赤血球

ヒツジ赤血球

EA細胞

癌

19S－7　　　7S一γ

Glob．　Glob．

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

非　癌

7S一γGlob．

十

十

十

十

十

十

対照（吸収前） 下 馬 冊

注：ヒトA型血球で吸収するときはB型の血

　　清を，B型血球を使用するときはA型血
　　清の材料を使用した．

　7．EA細胞凝集素について．

　一旦血清で凝集させたEA細胞塊をpH　3．15に落

して分離させたEA細胞凝集素をセルローズアセテー

ト膜で電気泳動を行なうと図4の如く主としてγグロ

ブリンであり，癌・非癌血清で差違は認められない．

このものを抗IgG，　IgAおよびIgMウサギ血清で寒

天内二重拡散法を行なうと，癌・非癌例とも抗IgG，

IgA血清と沈降線を形成するが，抗IgM血清とは

反応しなかった．

皿．小　　括

　血清γグロブリンを19Sγグロブリン，7Sγグロ

ブリン（IgG）に細分画し，　EA細胞凝集素の分布を

しらべたところ，健康人および非癌患者は，15例中全

例に7Sγグロブリンに存在し，19Sγグロブリンに

は，15例中3例に認められたが凝集能は弱かった，

　一方癌例19例については，7Sγグロブリンには11
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例に存在するが，逆に19Sγグロブリンに存在する

ものが17例あった．そしてその7S　7，19S　7グロブ

リンともに凝集素の存在しないものが食道癌1例，膀

胱癌1例計2例にすぎなかった．

　吸収実験では，この凝集素は，入のABO式血液型

凝集素とは無関係であり，マウスやヒツジの赤血球と

共通する部を吸収し去っても独自に凝集しうるEA細

胞特有の凝集素の存在を認め得た、

〔五〕　：Ehrlich腹水癌細胞表面抗原の分析

　赤血球細胞表面に存在する1種の特異抗原である血

液型物質の構造は，特異凝集素αおよびβを用いるこ

とによって解明されてきた18）19）3D．すなわち，赤血球と

凝集素との反応系に，凝集阻止物質を挿入することに
よって，’ ﾃ集素の活性基封鎖の度合いから型物質の構

造を決定し得たのである．第1編において検討したヒ

ト血清中のEA細胞凝集素は，癌細胞表面と特異的に

反応するのであるから，この凝集反応系に，阻止物質

を挿入することによって，すなわちその凝集反応阻止

実験成績から，EA細胞の癌性表面抗原の構造を追求

しうるのであろう．私どもの教室において諸種の癌細

胞から抽出されている癌性物質の抽出方法をEA細胞

に適用して得た物質についての抗原性を検討するとと

もに，凝集反応阻止実験を行なって，EA細胞の表面

抗原に関する分析を行なった．

1．実験材料および実験方法

　13実験材料
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　癌細胞としてマウスEA細胞を使用した（第1編参

照）．凝集素としては，ヒトγグロブリン（ミドリ十字

製：殆んどがIgG分画で若干のIgA，　IgM分画を

含む）および癌血清19Sγならびに7Sγグロブリ

ン（IgG），二二7Sγグロブリン（lgG）を使用し

た．

　2．実験方法

　1）EA細胞凝集阻止反応

　石川12）および石川ら13）14）の方法にしたがって以下の

ように行なった．

　EA細胞凝集素と，目的とする被検材料を等量混和

し，250C以下で1時間incubateした後，この混和

物とEA細胞浮遊液をホールグラス上で反応させる．

温度は25。C以下にし，1時間後，3時間後，顕微鏡

下にその阻止度を測定した．

　2）EA細胞表面の抗原物質抽出法

　i）EA細胞ghost　ce11より，　Triton可溶・生

食水可溶部分の抽出．

　福田11）の方法にしたがって，下記のように行なっ

た．

　生食水で充分洗湿したマウスEA細胞を，5倍容の

0．4M　NaCI液に懸濁し，4。Cで10～12時間概論後山

心する（700g，10分）．沈渣に0．7M　NaC1液を加え

る3～4時間概伴・遠心する．

　この沈渣はさらにpH　7．0およびpH　4．0の1．O

MNaC1液で交互に3～4時間撹伴・遠心する．　こ

の二心を15回以上繰り返えして，上清に核酸および蛋

白反応が陰性であることを確めた後沈澱物（EA細胞

ghost　ce11）20　g（湿重量）を100　m1の5％Triton

X－100溶液に懸濁し，Tris緩衝液でpH　7．8に調製

し，時々二二しながら4。Cに2日間放置する．10000

×g，30分遠心して上清をとる，残渣はさらに5％

Triton溶液で抽出した．

　抽出液を合してTriton可溶分画とする．との分画

に5倍容アセトン（一20。C）を加え，生じた沈澱物を

遠心して集め，アセトンおよび冷エーテルで各2回二

三後，急速に乾燥させて得た粉末を10mlの生食水

で2回抽出した。

　得られた抽出液を生食水可溶分画（Ss分画）とし，

残渣は生食：水不溶分画（Si分画）とした．

　ii）峰田32）の方法に基づくEA細胞のglycoprotein

抽出法

　峰田の方法により，EA細胞の91yc。proteinを下

記のように抽出した（表4）．

　生食水で洗源したEA細胞を，熱エタノールで抽出

し，4。Cにて一晩放置後濾過する．

川

　濾液をロータリー・エバポレーターを用いて，35。C

以下の微温下で減圧乾燥し，ついで無水エタノールで

還流煮沸抽出を行なう．

　抽出液を遠心し，不溶成分を除去した後，アセトン

を加え，生じた沈澱物をデシケーターで減圧乾燥す

る．このエタノール可溶部分をさらにエーテルで抽出

し，遠心にて不溶成分をのぞく．これにアセトンを加

え，できた沈澱物を集め，乾燥した後，少量のクロロ

ホルムに溶解する．

　このクロロホルム溶液をペーパー・クロマトグラフ

ィーで，18～28。Cにて一次元展開を行なった．溶媒

はピリジン：メチラール：水（3．5：3：3．5）を使用

した．

　展開終了した濾紙は風乾後，ニンヒドリンで発色さ

せた．ニンヒドリン反応陽性部分を生食水で抽出し，

風乾により濃縮した．

表4　0．38物質の抽出・分画法
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（濾紙クロマドグラフィ展開）

　3）Ss分画付加タンニン酸処理ヒツジ赤血球とヒ

トγグロブリン（主として7Sγグロブリン）のpas・

sive　hemag91utination

　西岡ら33），Boyden　34）らの方法に準じて，下記の

ように施行した．

　i）タンニン酸処理ヒツジ赤血球（TRC）の調製

　アルサーバー液中に保存してあるヒツジ赤血球

（ShE）を，3000　rpm，10分間遠心して上清を除き，

緩衝液（NaC1，20．4g；NaHPO4，4．45g；KH2PO4，

1．30g；蒸溜水にて31にする．　pHは7．2）にて2

回山山後，緩衝液で1×109／mlの濃度に浮遊する．

　ShE浮遊液および40000倍稀釈タンニン酸溶液を

等量混合して，37。Cの恒温槽中で1時間振とうし，
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表5　糖類の凝集阻止能

19SイGlob． 7SイGlob．

A

B

C

melibiose

D－galactose

D－fucose

glucuronic　acid

aldobiouronic　acid

N－acetylgucosamine
raffinose

N－acetylgalactosamine

β一91ucose

gentiobiose

L－fucose

melibiose

D－galactose

D－fucose

aldobiouronic　acid

raffinose

N－acetylglucosamine

N－acetylgalactosamine

gentiobiose

／9－91ucose

Lイucose

A：最も強く阻止する B：中等度阻止する C：弱く阻止する

緩衝液で3回洗凹しタンニン酸をのぞき，5×108／m1

の濃度に緩衝液に浮遊する（TRC）．

　ii）Ss分画付加TRC

　上記のTRCおよびSs分画溶液（5mg／m1緩衝
液）を等量混合して氷室（2～5。C）に一晩放置後，37

。Cにて20分間振とうし，2000　rpm，5分間の遠心で

上清をのぞき，0．5％正常ウサギ血清加緩衝液にて3

回洗干する．その後0．5％正常ウサギ血清加EDTA

（0．01M）緩衝液にて5×108／m1の濃度に浮拝する

（TRC－Ss）．

　ウサギ血清はヒツジ，マウス，ヒトAB型赤血球お

よびEA細胞で吸収したものを使用した．なお正常ウ

サギ血清付加TRC（TRC－RaS）も別に作製した．

　iii）passive　hemagglutination

　凝集素として，人γグロブリン（市販：ミドリ十字

製・100mg／ml）を使用した．なお．あらかじめヒト

AB一型，．、ヒツジ，マウス赤血球で吸収操査を行なっ

た．反応は凝集素稀釈液（倍々稀釈）0．8m1に，　TRC

－Ss浮遊液0．21n1を混合し37。Cにて1時間振とう

後，数時間静置し，血球の凝集素を管底の所見および

顕微一下にみて判定した．判定基準は伝染病研究所学

友会編細菌学実習提要35）によった．

　4）糖類によるEA細胞凝集阻止試験

　表5の如き糖類を用いて，EA細胞凝集阻止試験を

行ない，その阻止能を調べた．

　糖類は0．02Mの濃度に生食水に溶解したものを使

用し，凝集素はヒト癌血清の19Sγグロブリン，ヒ

ト非癌血清の7Sγグロブリン（いつれも10mg／ml）

を使用した．

五．実験結果

　1．Ss分画のpassive　hemagglutination

　Ss分画をTRCに付加レて行なったPHAでは，

ミドリ十字製7グロブリン（7S一γグロブリン・100

mg／ml）の4倍稀釈まで凝集反応陽性であった．ただ

し対照としたウサギ血清付加TRCを使用したもので

は凝集反応陰性であった（表6，写真1）．

　2．峰田32）の方法にて抽出した物質による凝集阻止

試験

　EA細胞より抽出したエタノール・エーテル・クロ

ロホルム可溶部分をペーパークロマトグラフィーで一

表6　TRC－Ssとヒトγ一Glob．のPHA試験
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TRC－Ss：Ss分画，附加TRC
TRC－RaS：ウサギ正常血清付TRC
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次元展開を行なうと，ニンヒドリン反応陽性スポット

はRfO．38およびRfO．51の2つが得られる．各々

の分画の生食水抽出液の凝集阻止能を調べたところ，

RfO．38物質は凝集阻止能を示すが，　RfO．51物質は

凝集阻止能をもたなかった（写真2）．

　3．糖類の凝集阻止能

　糖類によるEA細胞凝集阻止能によって，最も強く

阻止するもの（A級），それにつぐもの（B級），弱い

もの（C級）の3二階に分類すると表5のようにな
る．

　7Sγグロブリンに対しては，　A級はmelibiose，

D－galactose，　D－fucoseであり，　B級はglucuronic

acid，　aldobiouronic　acid，　N－acetylglucosamin，

raffinose，　N－acetylglactosamin，β一glucose，であ

り．C級は：L－fucoseであった．19S　7グロブリン

に対しては，A級はmelibioseおよびD－galactose

で，B級を示すものはD－fucose以下，7Sγグロブ

リンに対するものと大差なく，C級はgentiobiose，

L－fucoseであった．

If．小　　括

　福田11）の方法でEA細胞より抽出したTriton可

溶・生食水可溶部分は，ヒト7Sγグロブリンとpas・

sive　hemagglutinationをおこした，また峰田の方

法にてEA細胞より抽出したエタノール・エーテル・

クロロホルム可溶部分のペーパークロマトグラフィー

でRf　O．38に相当する物質は，　EA細胞凝集を阻止す

る能力を有した．

　糖によるEA細胞凝集阻止試験では7Sγグロブリ

ンではmelibiose，　D－galactose，　D－fucoseが最つ

とも阻止し，19S　7グロブリンではmelibiose，　D－

galactoseが最つとも強く阻止した．

　血液型物質では重要であるL－fucoseは阻止能力が

弱かった．

　〔皿〕　担癌ヒト血清中に出現する，

腹水癌細胞凝集阻止物質（癌細胞拡散因子）

　　　およびその臨床診断への応用

　担癌状態に入ると，癌細胞由来の物質が，血液中に

流出するらしく，癌患者血清中に，EA細胞凝集阻止

物質が出現してくる12）”14）．

　石川らは，この凝集阻止物質が，癌細胞の遊離性を

保持させる結果になることから，このものを癌細胞拡

散因子と名づけ，癌細胞に転移性を与える要因の一つ

になるものと考えている．

　流血中に癌細胞拡散因子が出現することが，担癌状

態にのみ起因ずるものであれば，血清中の拡散因子の

ーーJ

有無によって，癌の臨床診断を行なうことができる乳

この試みは石川らによって1959年以来試みられ，門馬

ら36）によれば胃癌の診断率88．1％，非癌（胃潰瘍，

胃炎，胃ポリープ，胃下垂等）を非癌とする診断率は

90．9％であると報告し，大野37）もまた同様な成績をあ

げている．

　私どもの教室では，臨床検査例はすでに15000例に

及んでいるが，これには10％内外の不合理陽性および

不合理陰性の結果が含まれるので，その原因を追求す

ることが肝要である．

　それには，まず担癌流血中に存在する癌細胞拡散因

子の分画分離をなし，石川らの全血清を用いる原法を

改良し，拡散因子分画を抽出して診断する方法を考案

した．これを臨床診断に適用させるためには，所要血

清量は，なるべく少量とし，かつその操作はでぎるだ

け簡潔であることが望ましい．

1．実験材料および実験方法

　1．実験材料

　EA細胞は，第1編の方法で採集したものを用い

た．宿主マウスは，dd系マウスを使用した．癌細胞

拡散因子を分画するための被検血清としては，病理組

織学的検査，または病理解剖にて診断の確定したもの

を使用した．

　ただし非癌血清中には，一般臨床検査にて診断の確

定したものも含まれる．

　被検血清の例数は，癌11例，および非癌9例を用い

た．

　この時用いたEA細胞凝集素はマウス，ヒツジおよ

びヒトAB型赤血球で充分吸収したヒト7グロブリン

（市販：ミドリ十字製，主として7S　7，濃度100　mg／

m1）を使用した．

　一方，臨床診断への応用の開発には非癌陰性例，非

癌不合理陽性例，癌陽性例，癌不合理陰性例（末期癌）

について，表7の如き例，それぞれ10例つつの血清を

用いた．

　この際用いたEA細胞凝集素は市販ヒト7グロブリ

ン（ミドリ十字製）である．

　2．実験方法

　1）血清分画法

　i）DEAE一セルローズ・カラムクロマトグラフィ

ーによる分画法

　Soberら38），福田39）の方法に準じて，下記の方法に

て施行した．

　a．全血清を用いる方法

　全血清5mlをあらかじめ準備した3×20　cmの

DEAE一セルローズカラムへ注入し，下記の溶出液で
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表7　臨床検査材料

診

断
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陰　　性　　例 不合理陽性例
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噌
1
1
4
2
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癌
癌
癌
心
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腸
　
纈
滋

味
乳
結
肺
肝
右
口

n
δ
9
臼
1
1
1
｛
1
1
占

末　期　癌

胃　　癌　8

食道癌　1
乳　　癌　1

計1 10　　例 10　　例 10　例 10　例

stepwise　elutionを行なった．

　溶出液は，以下のものである．

　　　a）0．01M，　pH　8．0リン酸緩衝液

　　　b）0。025M，　pH　7．6リン酸緩衝液

　　　c）0．05M，　pH　7．4リン酸緩衝液

　　　d）0．075M，　pH　7．2リン酸緩衝液

　　　e）0．1M，　pH　7．0リン酸緩衝液

　　　f）0。1M　NaCI含有0．1M，　pH　6，6リン酸

　　　　　緩衝液

　　　g）0．2M　NaCl含有0．1M，　pH　6．2リン酸

　　　　　緩衝液

　　　h）0．3M　NaC1含有0．1M，　pH　5．8リン酸

　　　　　緩衝液

　b．血清の40％飽和硫安上清を用いる方法

　血清を40％飽和硫安で沈澱させた上清を，充分脱塩

した後，血清5m1相当量を3x20　cmのDEAE一

セルローズ・カラムへ注入し，下記溶出液を用いて

stepwise　elutionを行なった．

　溶出液は

　　　a）0．01M，　pH　8．0リン酸緩衝液

　　　b）0．05M，　pH　7．4リン酸緩衝液

　　　c）0．1M，　pH　7．0リン酸緩衝液

　　　d）0．1M　NaC1含有0．1M，　pH　6．6リン酸

　　　　　緩衝液

を用いた．一

　aおよびbの方法とも，各分画は5mlつつ採集し

蛋白濃度はペックマン吸光度計で，280mμにて測定

し，集めた分画は水で透析後，凍結乾燥し保存した．

使用に際しては，生食水にて蛋白濃度10mg／mlに

溶解して用いた．

　ii）硫酸アンモニウム塩折法による血清分画

　安藤40），尾上41），Weimer　42），　Berzkorovainyら

43）の方法に準じて表8のように行なった．

表8　血清蛋白硫安分画法

血清
14・％飽和硫安

　
1

！
P

6
、
i5・％飽和硫安

　
2

－
P

§
2
162％飽和蔽

　
3
1
P

忌
、

165％鱗蔽

　
4
1
P

　
4

ー
ハ
b

6N．　HC1で
　　　　pH　4．9

　
5
1
P

　
5
1
S 6NHC1で

　pH　3．7

　
6
1
P ％oo1

　
61
S
－　

7
1
P

　
7
i
S

癌血清を等量の水で稀釈し，飽和硫安液を撹拝しつ

つ加え，4。Cにて40％，50％，62％，65％飽和でそれ

ぞれ分画し，65％飽和上清を6N－HC1でpH　4．9，

さらに3．7で沈澱さし，最後に100％飽和になるべき量

の固形硫安を加えて沈澱物を集めた．沈澱物は生食水

で再溶解し，上記の分画法を2～3回繰り返えし，水

で充分透折後，凍結乾燥し保存した．使用時に生食水

にて蛋白濃度10mg／m1に調製した．

　2）濾紙電気泳動法

電気泳動学会の標準操査法にて，濾紙（東洋濾紙

No．51）に流した．

　3）臨床診断用血清分画法
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　諸種の条件を勘案し，表9の如き簡易法を考案し

た．すなわち，血清を等量の蒸溜水で稀釈後，撹伴し

つつ，飽和硫安液を加えて，50％飽和として遠心後，

その上清にさらに硫安を加えて65％飽和となし，pH

3．7にして，生じた沈澱物を集める．これを生食水で

充分に透析し，原血清量の1／2量に濃縮して使用す

る．

　　　　　表9　臨床検査用血清分画法

　　　　　　　　　血清
　　　　　　　　　15・％飽和蔽

　　1一
　　沈澱

1

上清

　65％飽和硫安

　pH3．7（6NHCIで）
　2

沈澱
水で透折
元の｝をに濃縮

∬．実験結果

　1．DEAE一セルロース・カラムクロマトグラフィ

ーによる癌細胞拡散因子分画

　DEAE一セルロースによる血清分画曲線は図5（全

血清）および図6（血清40％硫安飽和上清）のように

なる．

　癌患者11例（うち胃癌5例，肝癌3例，肺癌，副腎

皮質腫，多発性骨髄腫各1例）および非癌例（うち胃

潰瘍，心筋硬塞，肝硬変，血清肝炎，リウマチ様関節

炎，動脈瘤，進行性脊髄町筋萎縮症，ファロー四徴，

多発性嚢胞腎各1例つつ）について，DEAE一セルロ

ース・カラムクロマイグラフィーによって分離した各

分画成分をEA細胞凝集阻止試験を行なった．

　癌血清11例については，全例とも，全血清および血

清の40％飽和硫安上清成分ともに，0．1M　NaC1含有

0．1M，　pH：6．6リン酸緩衝液による溶出分画に，　EA

細胞凝集阻止物質が存在した．しかし非癌例9例中，

動脈瘤の1例に認められた以外はどの分画にも認めら

れなかった．

　濾紙電気泳動法でしらべると，この分画はアルブミ

ン，α1，吻，βグロブリンを含むものであった（図7）．

　2．硫安塩析法による癌細胞拡散因子分画

　表8にしたがって，癌患者10例（結腸癌，胃癌再

発骨肉腫，舗骨洞癌，肝癌，乳癌，直腸癌，悪性リ

ンパ腫各1例つつ）の血清について，それぞれ塩折法

を行なった．得られた各分画について，EA細胞凝集

阻止試験を行なったところ，各例とも65％飽和上清，

pH　3．7沈澱物が最つとも強く阻止し，ついで65％飽

和上清．pH　4．9沈澱物であった・他の分画は，全部

川

阻止能を示さなかった．

　この分画について，濾紙電気泳動を行なうとアルブ

ミン，α1，α2グロブリンと若干のβグロブリン位に

相当するものであった（図7）．

　3．臨床診断用血清分画による拡散因子分画のEA

細胞凝集阻止度

　石川・井上の検診で，陰性，陽性，不合理陰性，不

合理陽性を示したものを，10例つつ抽出した．確定診

断名は表7に示した．

　これら血清より，上記臨床診断用血清分画法にした

がって，拡散因子を抽出し，EA細胞凝集阻止試験を

行なった（図8a）．

　対照実験として生食水を用いたものはγグロブリン

（ミドリ十字製：100mg／m1）の26倍稀釈まで凝集す

るが，陰性例では平均262倍，癌例より分画した成分

を加えたものでは，平均22・2倍まで凝集した．一方末

期癌では平均23・3倍，不合理陽性例では25・4倍まで凝

集した．

　ここで拡散因子の代わりに生食水を添加した対照実

験で，凝集反応陽性を示すγグロブリンの最：終稀釈率

を基準にして，各々の血清拡散因子分画の凝集阻止度

0．D．
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図7　濾紙電気泳動

a

a　硫安分画

NHS：ヒト全血清
　　1　：100％飽和硫安分画

　　2　：65％飽和上清pH　3．7分画

　　3　：65％飽和上清pH　4．9分画

　　4　：65％飽和硫安沈澱分画

b
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図8　癌臨床検査用分画のEA細胞凝集阻止能
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をみると図8bのようになる．すなわち癌例が：最つと

も阻止し得，次いで末期癌例が続き，不合理陽性の同

分画〔非癌（2）〕は阻止能が低くかった．

皿．小　　括

　血清蛋白中のEA細胞凝集阻止因子は，癌例11例中

全例に，非癌例中1例においてみられ，DEAE一セル

ロース・カラムクロマトグラフィーで0．1M　NaC1含

有0．1M，　pH　6．6リン酸緩衝液で溶出される分画に

存在した．この分画中にはアルブミン，α1；α2，β一グ

ロブリンが存在ずることが電気泳動的に示された．

　硫安塩析法で癌患者血清を分画したものについて

は，拡散因子は，65％上清，pH　3．7分画に一番多

く，次いで65％上清，pH　4．9分画であった．電気泳

動により，前者には偽，α2，β一グロブリンおよびア

ルブミンが存在し，後者にはアルブミン，βグロブリ

ンと少量のα1および少量のα2グロブリンが存在す

ることを認めた．

　これらの結果から，癌細胞拡散因子の臨床診断への

応用方法を試みたところ，診断血清に，全血清をその

まま用いるよりも，遙かに確率の高い成績を得た．

考 察

　かって教室の石川ら13）は，癌患者血清を用いての臨

床臨診断法を工夫．検討していた際に，たまたまマウス
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のEA細胞が，正常人または非癌患者血清で凝集する

が，癌患者血清では，このような現象がみられず，か

つ，その凝集は血清内γグロブリン（以下γ一glob．と

記載）によるものであることを見出した．

　ところで，γ一910b．は，7Sγと19Sγ一910b．とに

わけられるものであるが，正常入血清での凝集は7S

7－glob．によるもので，二二状態になるとともに，そ

の力価は減少または消失し，それに代って，19Sγ一

glob．凝集素が増加してくることから，癌患者血清で

の凝集は主に19Sγ一glob．によるものであると考え

られる（表1，2）．

　以上の事実は，いくつかの問題点を含んでいる．す

なわち，1）このr－glob．による凝集は免疫反応と

みてよいのか．2）特異な凝集素がみつかると，それ

に対する凝集阻止反応を用いて，EA細胞の表面抗原

構造が定められないか．3）担癌患者血清に19Sγ一

glob．凝集素が増加してくる．その意義は何か．　4）

癌患者血清中には，7Sγ一glob．凝集素による凝集反

応を阻止する因子がある．それは何か，などである．

以下これらの問題点について逐次吟味しよう．

　まず，7Sγ一または19Sγ一glob．による凝集に関

する問題であるが，7－glob．による細胞凝集について

は，ブドウ糖液中で赤血球が，その細胞膜の特定な

1ipoproteinと7－glob．が結合することによって，

可逆的に凝集塊を作ることを三浦44）が記載しており，

Marinettiら45）は，　cardiolipinなど特定な1ipid

がγ一glob．と結合して，不溶性な複合体をつくるこ

とを報告している．

　また癌細胞膜表面に多い，シアール酸や燐酸根と

γ一glob．の塩基根とのelectrostaticな結合も考えら

れる，事実，EA細胞とpolylysinの強い結合がみ

とめられている46）．

しかし，この静電結合による凝集反応は，かならずし

も免疫反応ということができない．免疫反応であると

いう証明のためには，Nelson　47），西岡48）らのいう，

immuno－adherence（IA）testを必要とするが，石

川ら13）は，この凝集反応系にIA－testを行なうと

IAが認められ，あるいは一度EA細胞に吸着した7－

glob，を遊離させて得た凝集素を用いても，　IAが認

められると報告している．したがって，私どもの凝集

反応は二二反応と理解することができるだろう．

　一方，文献的には，正常人血清の中に，マウスの

EA細胞，　HeLa細胞などに対してcytotoxicに，あ

るいはcytocida1に作用する抗体または系を報告し

たものが少くない．

　例えば，Hotham－Iglewskiら49）50）は正常人血清中

i－」

にHeLa細胞，　Ehrlich－Letter6癌細胞に対する

natural　cytocidal　systemが存在し，それは螢光抗

体法によって，細胞膜とβ一グロブリンと結合するこ

とを明らかにし，かつマウスの肺，腎，精巣細胞で吸

収しても，cytocida1な効果に変りはないとしてい

る．またBolande　51）は，正常人血清中に，補体の存

在下に，EA細胞やSarcolna　180細胞にcytotoxic

に働らく物質の存在すること，Stambukら52）はこれ

らcytotoxicな効果は細胞の呼吸性や解糖系の阻害に

あること，LandschUtz　53）は正常二二清中にEA細

胞の成長抑制因子のあること，Ginsburgら54）は正

常人血清中のcytotoxic　factorは熱安定性で，かつ

heterologousな抗体が癌細胞に作用するのを阻止す

ること，Landyら55）は正常人血清中にマウス腫瘍細

胞に対する抗体，補体系の存在すること，Laskovら

56）”58）は19S免疫グロブリンにcytotoxicな効果の

あることを報告している．

　次に第2の問題点として，EA細胞に対する特異な

凝集素がみつかると，その凝集阻止反応を利用して，

EA細胞膜表面の抗原構造を吟味しうることについて

述べよう．

　赤血球膜の抗原構造，いわゆる血液型物質の解析

は，特異な凝集素，すなわちα，β凝集素による凝集

反応を，特定な物質による席のうばい合い反応で阻止

する方法で行なわれたものである．井関31）によると，

ヒト抗原血球にN－acetylgalactosamineがつくと，

肺炎双球菌XIV型物質と共通の末端構造となり，これ

にfucoseが結合するとしe型物質となり，β一D－

galactoseおよびL－fucoseがつくと0（H）型質と

なり，その末端にN－acetylgalactosamine（A型物

質），またはα一D－galactose（B型物質）がっくとそ

れぞれの血液型物質に分化するものとされているが，

それらは凝集阻止反応によって，確められるものであ
る．

　具体的には，赤血球凝集には血清凝集素によるもの

の外に，いわゆる植物性凝集素phytoagglutininが

見出され59），後者はことに純化されるから，それらの

凝集反応系を用いて，丹念に血液型物質が吟味，検：定

されてきた．

　したがって癌細胞についても同様に，凝集反応に基

づき，細胞表面の抗原構造，すなわち癌型物質を吟味

しうることになろう．その可能性を著者の7Sγ一glob．

凝集素が実現してくれるものと期待される．

　私どもの教室で，この一連の血清凝集素に関する実

験を行なっている間に，Aubら59）によりヒト癌細胞

に対する植物性凝集素が見出され，ここに図らずも，
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赤血球型物質が血清凝集素と植物性凝集素で吟味され

たと同じ方法で，癌細胞型物質が吟味される可能性が

生れてくるが，まず血清凝集素，すなわち私どもの

7Sγ一glob．凝集素を用いての成績を検討し，つづい

て，最近発見された植物性凝集素，すなわち小麦胚芽

凝集素を用いての，Hakomori　15）およびHakomor1

ら16）17）の成績について考察したい．

　表5に示すように，7Sγ一glob．凝集素を阻止する

ものとして，諸種の糖のうち，まず，melibioseがあ

げられる．　これは，galactose，　glucoseの1－6結

合した二糖類である．つづいて，D－galactoseとと

もに，aldobiouronic　acid（glu。　A　1－6　gala．），

raffinose（gala．1－691u．，1－2　fur．）に凝集阻止

反応が強い．このことは，EA細胞表面抗原構造に，

gala．1－6glu．など，正常では有意ではない1－6結合

の糖が最つとも有義であることを示すものであろう．

ついでfucoseが問題であるが，血液型物質ではし－

fucoseがH（0）型質末端基と認められているが

EA細胞凝集原末端基としては，　D－fucoseの方がよ

り有効であると考えられる．

　また，EA細胞抗原構造にはD－galactoseも有意

義という成績が得られたが，これはEA細胞の血液型

が〔BII・BIII〕〔OII・OIII〕〔F2・F3〕〔X〕である18）

ことにもとつくものであろう．石川12）および石川ら13）

14）はさらにEA細胞表面抗原として，通常のα型の

糖より，β型の糖がより有効であると報告している．

Laskovら58）もヒト血清中のマウス癌細胞に対する

細胞傷害性抗体の反応系において，D－galactoseや

melibiose，　raffinoseが有効に反応系を阻止する成

績をあげている．

　次に癌細胞膜そのものから，7Sγ一glob．凝集素を

阻止する物質が抽出されることが望ましいのである

が，恐らく，確実にその物質は癌型質に相当するもの

であろう．かって教室の峰田32）は，ヒト胃癌材料から

RfOβ8物質を単離し，これに強い凝集阻止能を見出

したが，他方，対照として用いた胃潰瘍材料からの同

様な物質には，凝集阻止が見出せなかったと報告し，

癌材料からのこの種Rf　O．38物質をkanalipinと名

づけ，これを癌型質とみなしている．

　私どもの7Sγ一glob．凝集反応系に峰田の胃癌0．38

物質，すなわちkanalipinを適用すると，強い凝集

阻止が認められている12）”14）が，峰田の方法にしたが

って，EA細胞から抽出した0．38物質を用いても，明

らかな凝集阻止がもたらされ，この物質は一型質に相

当するものと理解される．峰田によると，このka・

nalipinは燐酸，コリンを含む7種の単糖類と，9種

（またはそれ以上）のアミノ酸よりなるglyco－1ipo－

peptideであるが，その糖成分に上記の1－6結合，

その他の特長が存在するものであろう．私どもは，

EA癌細胞型質を以上のように解釈した．

　ところで，いつれの細胞も膜表面に固有なisoanti・

genをもつものであろうが，赤血球にあっては，それ

は，糖の参加とともに：Lea→0→A，　B型質と分化す

るものである．癌細胞ば分化の異常であるから，その

特有な形質形成に，上記に指摘した，特徴のある糖類

が干与するものと解釈されるのである．

　以上は，7Sγ一glob．凝集素系の成績であるが，19

Sγ一glob．凝集素を用いた凝集阻止実験の結果でも，

大した相違を示さなかった．

　今一つ，癌細胞特異性組成としての，福田のいう癌

特異性抗原が，著者の反応系で吟味された．すなわ

ち，教室の福田はAH腹水肝癌について細胞膜系の

免疫学的解析を行ない，腫瘍特異抗原をTriton可溶

・生食水可溶部分とTriton可溶・生食水可溶部分に

見出している．そのうち前者分画を，EA細胞より，

福田の方法で抽出し，タンニン酸処理法によりヒツジ

赤血球を被覆し，私どもの7Sγ一glob．と反応させた

ところ，赤血球凝集反応が惹起された．このことは，

ヒト癌を含むすべての癌細胞について，その癌特異性

な膜抗原を，このPHA法で吟味しうることを示唆

している．

　一方，Hakomori　15）およびHakomori　16）17）は小

麦胚芽凝集素を精製し，その反応系は，彼の方法で抽

出した腫瘍組織からのgangliosideで阻止されるこ

とを指摘しており，この凝集阻止実験の結果から，腫

瘍性gangliosideを，腫瘍抗原を形づくるものと考

えている．正常細胞からのglycolipidはhemato・

sideが主体で，1actosylceramideが少いのに，悪性

腫瘍のそれでは，逆に後者が増加してくるという組成

上の相違が認あられる．また，ヒト腺癌から抽出した

fucose含有glycolipidは血液型A，　B物質を失い．

むしろLea型質と，若干のH：（0）型質をもつもの

とされている．

　いわば，凹型質を血液型分化のレベルで解釈してい

る点に興味があろう．

　次に第3の問題としての，担癌状態における19S

γ一glob．凝集素の出現についてであるが，表2に示す

ように，担癌状態に入ると，7Sγ一glob．凝集素の力

価が減少または消失し，19Sγ一glob．凝集素の出現が

認められた．この傾向は末期癌患者血清に強く，末期

癌血清によるEA細胞凝集は，殆んどがこの19S　7－

glob．凝集素によるものである．　したがって，担癌
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状態，ことに癌末期に出現するこの特異な凝集素を，

一つの獲得性免疫抗体とみなすことができないだろう

か．従来，とくにヒト癌患者血清に，癌免疫抗体の

確実なものが証明されていないが，私どもの19Sγ一

910b，凝集素が，今後その一つの有力な指標となるも

のであろう．　’

　一方赤井ら60）は癌患者血清にγ一910b．の増加を報

告し，教室の一連の統計的観察61）もこのことを述べて

いる．また，癌に対する抗移植性を獲得したマウス血

清に，・著明なγ一glob．の増加が現われ，そこに癌抗

体が認められるとしている62）．

　このようなγ一glob．の変化に対し，とりわけ19S

γ一glob．凝集素が有意義と考える．

　井上61）によると，すべての末期癌血清に19Sγ一

glob．凝集素が増加あるいは出現するとは限らない．

このことは，すべての免疫反応に抗体生産無力症のみ

られることと一致している．また19S　7－glob．凝集

素に対して，正常ヒト血清にみられる7Sγ一glob．凝

集素は1つの癌の先天性癌免疫抗体とみなされよう．

　井上の統計的観察61）によると，集団検診の数％にこ

の7S　7－glob．凝集素を欠く個体あるいは家系が見出

されるという．その意義については，とくに癌家系を

考慮して長期間，広範囲な検討がのぞまれる．

　最後に第4の問題点としての，癌患者血清中に見出

される，ヒト7Sγ一glob．凝集素阻止物質について述

べる，すでに述べたように，癌患者血清は，正常ヒト

血清と異なり，EA細胞を凝集しない．これは癌患者

血清中に出現する7S　7－glob．凝集素阻止因子による

ものであると考えられる．ところで細胞膜は決して固

定静止したものでなく，絶えず崩壊と新生をくりかえ

している．赤井ら60）は腫瘍の崩壊により組織中にふ

くまれていた糖蛋白，脂蛋白が放出されると述べ，

Molnarら63），　Kornfeldら64），およびMcGarrahn

ら65）等は，EA細胞，培養細胞など14C－1abe11ed

hexosamineを用いて，膜の代謝を追求し，膜成分に

極めて速やかに崩壊するものと，除々に崩壊する2成

分が認められると報告している．いずれにしろ，細胞

膜抗原をふくめて膜組成は，代謝の間に細胞膜より離

れ，周囲組織あるいは血流中に放出されるものであ

る．放出された表面抗原または同軌的な構造をもった

物質は，元来の性質から，凝集素と結合し，癌細胞膜

表面の凝集の席をうばうことになる．すなわち，この

物質は癌細胞の凝集を阻止することになる，いわばこ

れを拡散させる．

　石川12）は，これを癌細胞拡散因子（以下単に拡散因

子と記載）と名付けた．

iじ一

　事実，この拡散因子は，癌患者血清より，DEAE一

セルローズ・カラムクロマトグラフィーや硫安分画法

により，分画抽出しうるが，正常人を含む二心患者血

清では，同じ分画中にまずみつからない．

　このようにして抽出した拡散因子はαグロブリン～

アルブミン領域に相当するものが主体であった．

　文献的にも，αグロブリン位に癌特異性な蛋白の出

現することが報告されている14）66）し，癌患者血清では

αグロブリン，糖蛋白の増加が認められ60），これら血

清蛋白の増加は癌の増悪を示すものと推察されている

67）．

　Elgafferら68）は，担癌ラットでは，癌が増殖する

につれ，血清糖蛋白が増加し，その後癌の進行ととも

に減少する所見を得ており，著者も拡散因子の阻止能

をEA細胞凝集阻止試験で調べたところ，図8に示す

ように，同様な傾向を示す成績が得られた．

　それでは，この拡散因子の生物学的意義は何であろ

うか．一つにはγ一glob．の凝集活性基を封じ，癌細胞

の凝集を阻止するものであって，換言すれば，癌細胞

を遊離させる．すなわち転移をおこしやすくするもの

で，いわば転移因子とも考えられよう．

　以上の見地から，血清中の癌細胞拡散因子は，癌に

特有な物質ではないだろうか，少くともその可能性が

期待される．石川ら14）が癌，非癌患者血清について，

いわゆる癌細胞凝集阻止試験で調べてみると，このも

のの癌患者血清の陽性率は約88％であった．　したが

って，これは癌診断法として利用価値があり，門馬ら

36），大瞬37）らがその臨床成績を報告している．しかし

この原法による不合理陽性，不合理陰性率は約12％

で，その改良がのぞましい．

　そこで著者は硫安分画法により，まず拡散因子を抽

虚し，これを原法に組合せると結果として図8のよう

に，上記の不合理率が改善されうる成績を得たが，今

後さらに改良，検討することによって，一層有用な癌

血清診断法の開発が期待される．

結 論

　1．ヒト血清7グロブリンは，マウスEhrlich腹

水癌細胞を凝集し，健康人および非癌患者血清中の

Ehrlich細胞凝集素は7Sγグロブリン（lgG，　IgA），

癌患者血清中のEhrlich細胞凝集素は19Sγグロブ

リン（IgM）を主体とする．

　2．Ehrlich細胞凝集素は吸収実験により，ヒトの

ABO式血液型凝集素，マウスおよびヒツジ赤血球凝

集素とは関係がない．また，凝集阻止実験により抗原

構造を決定することができる．例えば，galactoseを
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含む1－6結合の糖の関与が深い．

　3．この凝集反応に関与するEhrlich細胞の癌特

異性物質は，Ehrlich細胞膜よりTriton可溶・生

食水可溶成分として抽出でき，また胃癌より抽出した

kanalipinと同国物質としても分画することができ

た．

　4．癌細胞の代謝の過程で，これら癌特異性物質が

血清中に遊離出現するので，これをEhrlich細胞凝

集阻止物質としてcheckすることができる．このも

のは，DEAE一セルロース・カラムクロマトグラフィ

ーにより，0．1M　NaC1含有0．1Mリン酸緩衝液pH

6．6溶出分画として分離しうる．また硫安塩折法で

は，65％飽和硫安上清・pH　3．7の沈澱物に集まる．

この物質は電気泳動的にはアルブミン～αグロブリン

位に現われる物質が主体であって，凝集阻止物質，つ

まり癌細胞拡散因子とみなされる。

　5．以上の方法を簡易化し，ヒト血清の少量で癌の

臨床診断法を考案し，癌血清と非学血清との間に有意

の差を認めた．

　稿を終るにあたり，終始御懇篤なる御指導と御校閲を賜りまし

た恩師石川大刀雄教授ならびに恩師水上哲次教授に対し深く感謝

いたします。併せて，γグ貢プリン分画法に関して，御親切な御

教示をいただきました本学癌研，右田俊介教授に厚く感謝いたし
ます。

　また，実験に御協力いただきました教室員の方々に感謝の意を

表します。
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     Abstract
        ascites tumor cells and the human gamma
phenomenon. Agglutinin exists in 7S gamma globulin
        and patients without any cancer, and in 19S
          .       patlents.
       absorbtion of the agglutinin solution with the

         type), mouse and sheep. The antigen
       proved by the agglutination inhibition tests,
         and sugars with 1--6 binding.
    Ehrlich cells, soluble in Triton and the saline

         ,and seems to be cancer specific. The
       by an extraction method of kanalipin inhibits

       substance appears in the serum of the cancer
    cancer cells, it is able to be checked by the agg-

          column with O,1M phosphate buffer conta-
  precipitated at pH 3.7 in the supernatant of 65%
         The electrophoretic pattern of this material
          albumin to alpha globulin.
    specific substance, we demonstrated a modified
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method　for　the　clinical　diagllosis　of　the　cancer　and　observed　a　difference　between

the　sera　of　the　patients　with　callcers　and　those　of　the　patients　with　other　diseases．
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写　真　1
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a：TRC－Ssとヒトγグロブリンとの間の凝集

b：対照実験

写　真　2

a

a：Ehrlich　cells

　　たもめ

b：対照実験

b

より抽出したRfO．38物質添加により凝集阻止をおこし


