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癌細胞ミクロゾーム分画の免疫学的解析

一DAB肝癌・腹水肝癌を用いての実験的研究一

金沢大学大学院医学研究科第二病理学講座（主任

　　　　　　　　田　　　村　　　　充

　　　　　　　　　（昭和42年1月19日受付）

石川大刀雄教授）

　癌化に伴なう臓器組織抗原の変化や癌細胞に特異的

な成分を見出そうとして，免疫学的或いは生物物理化

学的手段を用いた多くの研究がなされてきた．Green

1），Mi11er　2），　Sorof　3）らは癌化に伴ない正常組織より

抗原組成の減少することを報告し，Nace・須山4）は

工uck6腎癌において，リゾチーム活性のある塩基性

蛋白が消失することを指摘している．その一方，癌化

による癌特異抗原の獲i得に関する報告も少なくない．

たとえば，Zilber　5）は人の腫瘍で核蛋白分画に癌特

異抗原があったとし，Busch　6）らは核よりRP2－しな

る癌特異抗原を取り出し，平井7）は吉田腹水肝癌で

pH　5．0で沈殿する蛋白分画に株特異性の強い癌特異

抗原を報告している．

　我々の教室でも，石川・高柳8）は癌の腹水および担

癌動物の血清中に癌特異的蛋白を認め，建部9）は3’一

methyl　DAB肝癌細胞質に特異的抗原を見出してき

た．ひきつづき，教室出入は系統的に，核，ミトコン

ドリア，細胞質上清等の細胞下レベルでの免疫学的解

析を行なっているが，これに関連して著者はミクロゾ

ーム蛋白の吟味を分担することになった．すなわち，

ミクロゾーム構成成分について，3ノーmethyl－DAB発

生癌およびその発癌過程における抗原分析，ならびに

同一系列のそれぞれ分化度の異なる腹水肝癌の抗原分

析を，主として免疫2重拡散法を用いて行ない，若干

の成績をあげたので次にそれを報告する．

実験材料ならびに実験方法

　1．実験材料：

　DAB肝癌10）はWistar系ラットに3’一methy1－4－

dimethyl－amino－azo－benzen（DABと略する）を

オリーブ油に溶かし，終濃度0．06％になるように混合

した屑米を自由に与え，また充分量の水を与えた．5

～6カ，月後に肝癌を形成するが，その癌部を材料とし

て用いた．ラットは腫瘍別出前に1夜絶食させ，エー

テル麻酔下に生理食塩水で胸部大動脈より灌旭岳，結

合織，硬変部，壊死部をできるだけ除き，癌部分のみ

を使用するようにした．組織抗原の経期的変動の追跡

に，DAB投与開始後，30日，60日，90日，120日，

150日目の肝を用いた．

　AH：66F腹水癌およびAH　127腹水癌は佐々木研

より分離された株をラットに植え，AH　66F腹水癌は

移植後，5～7日目，AH　127腹水癌は，10～14日目

の純培養の時期に採取するようにした．腹水癌は生食

で数回遠心して洗い，血液や腹水成分を除いた．

　再生肝はAnderson　11）の方法に従い，ラットを麻

酔し，肝臓の60％に当る肝外側左葉と尾状葉を切除

し，内側右葉のみを残した．術後48時間に生食で灌流

し，材料として用いた。また対照としてWister系正

常ラット肝，脳，肺，心，腎，脾および胎児肝をも用

いた．

　皿．実験方法：

　1．ミクロゾーム分画法（表1）：

　Hogeboom・Schneider　12）法に準じ，材料に4倍

量の冷0．25Mショ糖液を加え，氷冷しながらPotter

－Elvehlem型ガラスホモジナイザーで約10分間ホモ

シナイズした．ホモジナイザーにかける時間は材料に

より異なり，材料が，核と細胞質成分とによく分離さ

れる時間をえらんだ．そのことはホモジネートをゲン

チアナ紫酢酸液で染め，検鏡して判断した．ホモジネ

ートは700×9・10分遠心して核分画を分離し，つい

で正常肝の場合は8，000×g・20分，他の材料の場合

は13，000×9・20分遠心してミト：コンドリア分画を分

離した．その上清は105，000×9・90分遠心して，細

胞質上清とミクロゾーム分画とにわけた．
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　　　　表1：ミクロゾーム分画法

以下の操作は40Cで行なう．

　　　血液・腹水成分を除いた組織
　　　　　　　　　↓
0・25Mショ糖液4倍量を加え，ガラスホ
　モジナイザーで20％ホモジネートとする
　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　遠’〔｝：700×g・1（〉分

　　　　　　　　　　1

　↓　　　　　　　　　　1
核分画　　　　　　　　　上清
　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　遠心：13，000×g・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30分　　　　　　　　　　　　　1
↓
ミトコンドリア分画

　↓

上清
　↓

遠’亡、：　105，000

　1　×9・90分
　↓
ミクロゾーム分画

一1
細胞質上清

　2．抗原の調製：

　（1）　免疫抗原：

　ミクロゾーム分画の蛋白量が20mg／m1になるよ

うに0，25Mショ糖液に懸濁し，免疫抗原として用い

た．なお蛋白の定量にはbiuret法ユ3）を用いた．

　（2）　試験抗原：

　i）deoxycholate（DOC）可溶分画（表：2）：0．035

M　トリス緩衝液（pH　8，2）に懸濁したミクロゾーム

分画にDOCを終濃度0．4％になるように加え，氷冷

しながら泡のたたないようにホモジナイズする．約20

分後105，000×g・2時間遠心し，上清の上1／3をと

りDOC可溶分画とした．蛋白量15　mg／m1に調整

し，試験抗原とした．試験抗原は試験管に分注し，使

用時まで一20℃に保存した．

　ii）Ui法14）で得たりボソーム蛋白：ミクロゾーム

分画のDOC不溶の粗リボソーム3～591n（湿量）に

0．13NH2SO410m1を加え，0。Cでホモジナイズ

　　　表2：ミクロゾームDOC可溶分画
　　　　　および粗リボゾームの分画法

　　Hogeboom・Schneider法により得た
　　　　　　　　ミクロゾーム分画
　　　　　　　　　　　↓　　　　　操作は0℃で
　　　　　　’　　0．4％DOC　　　行なう
　　　　　　（Tris緩衝液pH：8．2）
　　　　　　　　　　　↓
　　　泡のたたぬようにホモジナイズする
　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　105，000×g・120分
　　　　　　　　　　　1
　　　　　↓　　　　一』　　　『↓
ミクロゾームDOC可溶分画　　　粗リボソーム
　　　　　　　　　　　　　　　　　！

　　　↓
塩：酸法により塩基性蛋
白の抽出
　　　↓
ディスク・電気泳動

　　　　↓
硫酸法による：塩：塩性

蛋白の抽出
　　　　↓
寒天2重拡散法

村

し，20分放置後2，000×g・10分遠心して上清1を得

た．ついで沈殿を0．1NH2SO410mlで同様に処置

し上清皿を抽出，続いてその沈渣より0．2NH2SO4

10m1で上清皿を，最：後に0．5NH2SO410m1で12

時間抽出し上清IVを得た．以上の上清すべてを合せて

10，000×g・20分遠心し1分画（R・P－1とする）を

集めた．つぎに上清は再び一20℃の冷エタノールを

終濃度45％になるように加えて，一20℃に24時間放

置し，生じた沈殿は10，000×9・15分遠心して皿分画

（R・P一皿とする）を得た．工分画，皿分画をそれぞ

れ蒸溜水に溶かし，10，000×g・15分遠心して不溶物

を除き，ついで各上清に1／5容の割合で0・．2MBaC12

を加え，4。C・5時間放置し，析出する硫酸バリウム

を遠心して除く．各上清は水に対し24時間透析し，凍

結乾燥後一20℃に保存した．用にのぞみ10mg／m1

の濃度に蒸溜水に溶かし，試験抗原として用いた．

　iii）Johns＆Butler　15）法によるリボソーム蛋白の

抽出：粗リボソームにエタノール：1．25NHC1（80：

20）を加えてホモジナイズし，一10℃に20時間放置

する．10，000×g・15分遠心し上清を冷エタノールに

対して透析し，生じた沈殿を遠心して集めた。これを

リボソーム蛋白分画皿（Rf皿とする）とした．上清

は一10rcに冷やしたアセトンを3倍量加え，沈殿す

る部分を遠心して集め，リボソーム蛋白分画皿（Rf皿

とする）とした．先の6‘エタノール：1．25NHCI”抽

出後の残渣にエタノール：水：NHCI（10：65：25）

を加えてホモジナイズし，20時間放置後，得られた上

清を冷エタノールに対し透析し，生じた沈殿をリボソ

ーム蛋白分画工（RfIとする）とした．各分画は蒸

溜水に溶かし，不溶物を遠心して除き，蒸溜水に対し

24時間透析後，凍結乾燥し一20℃に保存した．

　iv）ミクロゾームのinsoluble　lipoprotein　16）・

ミクロゾーム3gmにsolution　I　16）（0．16　MKC1

11中にモノヨード酢酸186mgm・クエン酸ソーダ5g

mを含む）を20m1加え，ゆるやかにホモジナイズす

る．9，000×g・30分遠心し上清は捨てる．沈渣を再び

solution　Iで同様に処置する．得た沈渣はsolution

皿16）（1MKC111中にモノヨード酢酸186　mgm・

クエン酸ソーダ10gmを含み，濃HCIでpH　4．7

にする）20m1を用い，　solution工の場合と同様に

抽出を行ない，上清部分にRNAおよび蛋白が検出さ

れなくなるまで繰返す．通常この段階の抽出は7～8

回繰返す必要がある．最後に得られる沈渣に少量の蒸

溜水を加え，NaOHでpH：12にし，ついで遠心し

て不溶物を除き，酢酸でP耳7．4に戻すと乳白色の

沈殿を生ずる．沈殿をデシケーター中で減圧乾燥した
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ものをミクロゾームinsolublele　Iipoproteinとし

た．

　v）Folch　17）法によるproteolipld　Bの抽出：約

200gmの組織を10倍のクロロホルム・メタノール（2

：1）と共にwaring　blendorでホモジナイズし，ろ

紙でろ過して残渣を除く．抽出液を5倍半の水に沈

め，24時間後，生じたfluffをサジですくい，4，000

×g・30分遠心しfluff層をとり出し遠心をする．こ

の操作を繰返す．クロロホルムを除き，ついで40，000

Xg・1時間遠心して水分を除く．沈渣を一20℃で

凍結し，少量の冷クロロホルム・メタノール（2：1）

に溶解する．溶解液を振干しながら少量の水を加え，

白濁した時にメタノールを1滴宛加えて透明にした

後，一10。Cに放置する．40時間後に沈殿としてPro・

teo　lipid　Aを得た．ろ液に同量のアセトンを混合

し4℃に1夜放置し，生じた沈殿を遠心して集め，

proteo　lipid’Bを得た．　また上清を減圧乾燥し，

proteo　1三pid　Cを得た．

　vi）その他の細胞分画：ミトコンドリア分画（Ho・

9βboom・Schneider法12）｝こよる13，000×9・20分

遠心沈渣部分）のDOC可溶分画，細胞質上清（105，

ooo×g・go分遠心上清）およびUi法14）により得た

核ピストン分画も比較抗原として用いた．

　3．抗血清の調製：

　（1）抗ミクロゾーム家兎血清：ミクロゾーム分画

の抗血清作製については教室の本田18）が充分吟味して

いる．著者はその条件に準じ，抗ミクロゾーム家兎血

清を調製した．すなわち蛋白量約20mg／mlの抗原懸

濁液3m1をFreund’s　complete　adjuvant　19）液

（BCG死菌85　mg，流動パラフィン85　m1，アラセ

ルAオイル15m1）の等量と混合し乳剤を作り；体重

2．0～2．5kgの家兎の肩甲下腔に1週問間隔で3回注

射し，最終免疫注射後3週目に蛋白量約60mgの抗

原液のみの第1回追加免疫を行ない，さらに1週間後

に第2回追加免疫を行なう．第2回追加免疫1週後に

全採血し，血清を分離し一20FCに保存した．

　（2）抗ピストン家兎血清：抗ピストン家兎血清は

教室の佐伯20）が硫酸法により作ったピストンで，家兎

に免疫して作製したものを用いた．

　4．吸収抗血清：

　予め最適吸収抗原量を確かめた後，抗癌ミクロゾー

ム血清に正常肝ミクロゾームDOC可溶分画　（以下

Nmc　DOC－Sと略す）を最適吸収抗原量の1／3量加

え，37℃で1時聞反応後，氷室内に2時聞放置後，

生じた沈殿を除く．再び同様に翼6量のNmc　DOC－

Sを加え同様の操作を行なう，最後に残り1／3の抗原

を加え，1時聞反応後，1夜氷室内に放置し，得た上

清を吸収抗血清として用いた．

　5．寒天内吸収l

　Bj6rklundの方法21）に従い，抗体孔に吸収する抗

原を入れ，1夜4℃に放置後，抗体孔の抗原を除き

生食で洗い，抗体を入れ，抗原孔に抗原を入れ，寒天

内免疫2重拡散法を行なった．

　6．寒天内免疫2重拡散法22）：

　寒天の濃度2％，0．1Mリン酸緩衝液0．01％に

EDTA・INNa　N33．Om1を含み，　pH　7．2），厚さ

0．1cmの寒天板を使用した．抗体孔および抗原孔の

直径0．6cm，間隔0．4cmとし，抗体孔を中心とし

て60，。の角度に抗体孔と抗原孔の位置を定めた．20ec

の湿室内で反応させ，沈降線が出揃ったとき（3～5

日後）に写真撮影を行ない，洗源，乾燥後，サイアジ

ンレッドで蛋白染色23）して保存した．必要に応じ，ズ

ダンブラックBを用いて脂肪染色24），α一naphthol－p－

phenylendiamineを用いて糖染色25）を行なった．

　7．免疫電気泳動法（Grabar法26））：

　寒天濃度1．3％，ベロナール緩衝液pH　8．3，μ＝

0．1），厚さ0．1cmの8×12　cmの寒天板を使用し

た．抗原孔は0．1xO．3cmとし，抗原孔と抗体溝の

距離は1cmとした．泳動条件は室温，湿室内で平板

1枚当り16mA．250　volt，定電流．定電圧，90分泳

動を行ない，以後の処理は寒天2重拡散法と同様にし

た．

　8．DEAEセルローズカラムによる抗原の分画：

　0．035Mトリス緩衝液（pH　7．8）で充分緩衝化し

たDEAEセルローズカラム（1．5x20　cm）に上記

緩衝液に透析したDOC－S抗原液100　mgをチャー

ジし，KCI濃度による段階的溶出を行なった．各段

階の溶出液は0．035Mトリス緩衝液に，　KC1をそれ

ぞれ0．1M，0．2M，0．4M，0．6Mの濃度に溶解し

て用いた．溶出速度は約20m1／hとし，フラクショ

ンコレクターで5m1ずつ採取した．280mμおよび

260mμの紫外部吸収度を測定し，各蛋白分画を集め・，

風乾により濃縮し，上記緩衝液に対し透析し，蛋白量

を10mg／m1に調整し，一20℃に保存した，

　9．螢光抗体法：

　Marsha11法に基づいた浜島の方法27）によった．抗

体は吸収抗血清の項に述べたものを使用し，fluores・

cein　isothiocyanate（FITC）をラベルして後，セフ

ァデックスG25を通し，遊離色素を除いた．さらに

正常肝ミクロゾームの充分量と37℃・1時間インキ

ュベートし，ついで氷室内に1夜放置後遠心，上清を

使用した．標本は組織の場合はそのまま，腹水癌の場
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合は遠心，沈渣を一70。Cドライアイス・アセトンで

迅速に凍結し，cryostatで6μの薄切片を作製し

た．標本は螢三山体液で室温湿室内で1時間染色

し，緩衝液で海條して検鏡した．

　10．ディスク・電気泳動法：

　Orsten＆Davis法をReisfield，　Lewis，　Willi・

amsら28）が塩基性蛋白のディスク・電気泳動に応用

した方法に準じた．アクリルアマイドゲル濃度15％・

3／26NKOH・酢酸緩衝液（pH　4．3）をガラス管（7

×0．5cm内径）に0．8ml入れ，密孔ゲルを作り，そ

の上にアクリルアマイドゲル濃度2．5％，3／26NKOH

・酢酸緩衝液（pH　6．8）の三二ゲル0．4m1を重ね，

さらにその上に0．4Mショ糖液に溶かした試料200

μgをのせた．緩衝液槽の緩衝液は0．35Mグリシン

・酢酸緩衝液（pH　4．5）を用いた．泳動条件は室温，

ガラス管1本当り4mA定電流，2時間泳動し，泳

動後，直ちにプロムフェノール青で染色を行ない，写

真撮影後，7％氷酢酸命中に保存した，

　11．組織学的検索：

　組織は10％ホルマリン固定，パラフィン包埋，ヘマ

トキシリン・エオジン染色を行なった．腹水癌は塗

抹，乾燥後，メタノール固定，ヘマトキシリン・エオ

ジン染色を行なった．電子顕微鏡的検索では，2％オ

スミウム酸固定（2時間），脱水後，スチレン包埋を

行ない，Pb染色を施し，日立HU一∬型電子顕微鏡

で撮影した．

実　験　結　果

　1．ミクロゾーム分画の吟味：

　ミクロゾーム分画に混入してくる他のsubcellular

fractionとして最初に吟味されるべきものはミトコ

ンドリアである．今井29）によると，正常ラット肝の場

合，10，000×g・10分の遠心でミトコンドリアを除き，

105，000×g・60分でミクロゾーム分画をとった場合，

ミトコンドリアの混入率は，1．2％に達し得るとい

う．肝癌ではミトコンドリアの大きさが不均等である

ため，ミクロゾーム分画に混入する危険性がさらに高

い．そこで私どもは13，000×g・20分遠心してミトコ

ンドリアを除き，その上清を105，000×g・90分遠心

してミクロゾーム分画を調製することにした．この分

画には電子顕微鏡的にもミトコンドリアの混入を認め

ない．

　皿．DAB肝癌ミクロゾーム分画の抗原分析：

　1．DOC可溶分画：

　DAB肝癌ミクロゾームDOC可溶分画（Dmc
DOC－Sと略する）とNmc　DOC－Sを抗正常肝ミ

村

図1：DAB肝癌ミクロゾームDOC可溶分画の
　　　　　　寒天内免疫2重拡散法

　　　　　a）　　　　　　　　b）

N：Nmc　DOC－S
D：Dmc　DOC－S

①②
◎
A／D－N

A／D：抗Dmc
A／D－N：吸収抗Dmc

クロゾーム家兎血清に対し寒天内2重拡散法により検

すると，5～6本の共通沈降線を生じた．　同様にD

mc　DOC二SとNmc　DOC－Sを抗DAB肝癌ミクロ

ゾーム家兎血清（抗Dmcと略する）に対して検する

と，共通沈降線の他に，Dmc　DOC－S側に，　Nmc

DOC－Sに認め得ない1本の沈降線が現われた（図1

a）．さらにNmc　DOC－Sで吸収した吸収抗DAB

ミクロゾーム血清（吸収抗Dmcとする）を用いても

上記のDmc　DOC－S側の1本の沈降線が認められた

（図1b）．やや吸収不充分の抗Dmcを用いた場合に

は，Dmc　DOC－S側にさらにもう1本の沈降線を認

めた．そこで仮りに前者をD抗原，後者をID抗原と

呼ぶことにする．

　免疫電気泳動法によると，D抗原は血清のβ2グロ

ブリン位に，ID抗原はβ1グロブリン位に泳動する

（図2）．D抗原はリピン染色陽性，糖染色陰性であ

る．D抗原およびID抗原にパンクレアチン　（メル

ク）からHanahanの方法30）により抽出したフォス

フォリパーゼAを室温，2時間作用させてもその抗原

性は失われず，トリフ。シンを37℃，2時間作用させ

ると抗原性が失われた．D抗原をpH　4．0以下また

はpH　10．0以上で室温，10分放置後，中和して用い

ると，沈降線は生じなくなる．またD抗原を50CC，

10分加熱しても抗Dmcと反応しなくなった．なお

ID抗原はリピン染色，糖染色ともに陰性であった．

　つぎにNmc　DOC－SおよびDmc　DOC－Sにっ
き，DEAEセルロースカラムで抗原の精製を試みた．

溶出蛋白のパターンは（図3）のようである．それぞ

れのピークをそれぞれP1，　P2，　P3，　P4，　P5と呼ぶと，
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図2＝DAB肝癌ミクロゾームDOC可溶分画の寒天免疫電気泳動
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図3：DA：3肝癌ミクロゾームDOC可溶分画の
　　　　DEAEセルローズによる分画
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　　　図4：DAB肝癌ミクロゾームDOC可溶分画の
　　　　　　　　　RNAの沈降定数の測定
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P1～P4は280mμに紫外部吸収の

極大を示し，biuret反応陽性であ

ったが，P5の紫外部吸収が260mμ

にあり，オルシノール反応31）陽性

で，大部分が沈降定数4．0のRNA

であった（図4）．Dmc　DOC－Sの

各ピークの蛋白分画を，抗Dmcに

より2重拡散法で反応させてみる

と，D抗原，　ID抗原ともにP1の蛋

白分画中に存在した（図5）．　しか

しこの分画には，Nmc　I）OC－Sと

共通の抗原もかなり含まれている．

P2～P4の蛋白分画はすべてNmc

DOC－Sとの共通抗原であった．

　ついでDAB肝癌の他のsubce1・

1ular　fractionや他臓器，他の腹

水肝癌などにおける分布をしらべて

みた．D抗原はDAB肝癌のミトコ

ンドリア，細胞質上清および核ピス

トンの各分画には存在しない（図

6）．正常ラットの種々の臓器のミ

クロゾームDOC可溶分画をしらべ

てみると，D抗原は脳，心，肺，

脾，腎のミクロゾームになく，増殖

の早い組織である胎児肝や再生肝に

も認められなかった，しかしID抗

原は腎，脾，胎児肝および再生肝に

認められるものであった（図7）．

　D抗原の細胞内分布および発癌過

程における経時的変動を2重拡散法
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図5：DEAEセルローズカラムで分画した各分画中の

　　　　　　　D抗原，LD抗原の所在

D：Dmc　DOC－S
P1：DEAEセルローズカラムの分画Pl
P2：DEAEセルロ・一スカラムの分画P2

P3：DEAEセルロースカラムの分画P3
P4：DEAEセルロースカラムの分画P4

◎繍⑤

◎③
A／D－N：吸収抗Dmc．

図6：DAB，肝癌ミクロゾームDOC可溶分画とDAB肝癌
　ミトコンドリアDOC可溶分画および細胞質上清との比較

　
㊥

D：Dmc　DOC－S　　　　　　　　　　　　　　　　　D：Dmc　DOC－S

N3　Nmc　DOC－S　　　　　　　　　　　　　　　　　N：Nmc　DOC－S

Mt：DAB肝癌ミトコンドリアDOC可溶分画Sup＝DAB肝癌細胞質上清
A／D－N：抗吸収Dmc　　　　　　　　　　　　　A／D－N：吸収抗Dmc

と螢光抗体法によりしらべてみると，DAB食投与開

始後30日目：D抗原は2重拡散法で認められない（図

8a），また螢光抗体法でも，肝組織はほとんど染まら

ない（写真2b）．　DAB食投与開始後60日目：2重拡

散法でD抗原を認めない，螢光抗体法では肝組織のと

ころどころが淡く染色されている（写真3b）．　DAB

食投与開始後90・日目：D抗原は2重拡散法で未だ認め

られない（図8b），螢光抗体により肝組織全般が若干

染色されている．fibrosisにr致してやや染色の強

いところがある（写真4b）．　DAB食投与開始後120

日目：2重拡散法でD抗原は通常の抗原蛋白量の2倍

希釈まで検出される（図8c）．螢光抗体により癌化部

分（cholangioma　type）は強く染色されるが，同一

切片の正常部は染色されず，明瞭に区別される（写真

5bおよび7b）．この場合，染色は，胞体，おそらく

はそのミクロゾームを中心としたもので，核には関係

がない．DAB食投与開始後150日目：2重拡散法で，

D抗原は通常の抗原蛋白量の8倍希釈まで認められる

（図8b）．螢光抗体によりhepatic　cell　typeの肝癌

部も染色されている（写真6b）．

　2．Folch法17）lipoproteinについて：

　Folch法17）により，正常肝およびDAB肝癌より

proteolipidを抽出し，2重拡散法で正常肝prote・

olipidとDAB肝癌proteolipidおよびD抗原と

の関係をしらべた．抗DmcはDAB肝癌proteo・
1ipid　B分画との間に，；E常肝proteolipid　B分

画に認め得ない1本の沈降線を生じたが，D抗原と

は関係がなかった（図9）．この分画は抗AH：66F腹
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水癌ミクロゾーム家兎血清とも反応し，リピン染色，，

糖染色ともに陽性であった．

　3．Smith　et　a1法16）を用いたDAB肝癌ミクロ

ゾームのinsoluble　lipoproteinについて：

　正常肝およびDAB肝癌ミクロゾームよりSmith

らの方法．16）を用いて得たミクロゾームのinsoluble

lipoproteinをDOC処置したものは，．抗Dillcに

対し，2重拡散法で2本の淡い共通沈降線のみを形成
した．．．ニデぞ．「．一一・

　4．．DAB肝癌粗リボ、ソーム分画の塩基性蛋白：

　（1）塩酸法（Johns＆Butler法15））により得

た正常肝およびDAB肝癌粗リボソームの塩基性蛋

白をディスク・電気泳動法で比較した．正常肝塩基性

蛋白Fraction　I（N　f1とする）は10本の泳動帯に分

離され，DAB肝癌Fraction　1（b　fτとする）も

同じようなパターンを示した（図10a・b）．正常肝

Fraction　2（N　f2）は12本のバンドを生じ，　DAB肝

癌Fraction　2（D　f2）もそれに似たパターンを示

した．正常肝Fraction　3（N　f3）およびDAB肝癌

Fraction　3（D　f3）は同様な8本のバンドを生じ（図

10b・e，　c・の，各分画に，正常肝とDAB肝癌との間

に顕著な相違を認めなかった．

　（2）硫酸法（Ui法14））により得たDAB肝癌粗

リボン甲ムの塩基性蛋白を，正常肝粗リボソームの塩

基性蛋白と，抗DAB肝癌ピストン家兎血清を用い

比較した．正常肝リボソーム1分画は，DAB肝癌リ

ボソーム1分画と2本の共通沈降線を生じ，この沈降

線は正常肝ピストン1分画およびDAB肝癌ピストン

1分画とも共通であった．正常肝リボソーム∬分画お

よびDAB肝癌リボン∠ム皿分画も2本の共通沈降線

を生じ，正常肝ピストン1［分画，DAB肝癌ピストン

皿分画と共通であった．

　皿．AH：127腹水癌ミクロゾームおよびAH　66　F

腹水癌ミクロゾーム分画の抗原分析

　1．DOC可溶分画：

　AH　127腹水癌ミクロゾームDOC可溶分画（127

DOC－Sと略す）とAH　66　F腹水癌ミクロゾーム

DOC可溶分画（66　DOC－S・と略す）について，2重

拡散法により抗原分析を行なった．抗AH　127腹水

癌ミクロゾーム家兎血清（抗127mcと略す）に対

し，127DOC－Sは，　NDOC－Sと共通の4本の沈降

線の他にNmcDOC－Sに認めない1本の沈降線を生じ

た．この沈降線はNmc　DOC－Sにより吸収されなか

った（図11a）．それでこれを127抗原と呼ぶことにす

る．また抗AH　66F腹水癌ミクロゾーム家兎血清

（抗66mc．とする）に対し，66　DOC－Sは，　Nmc

』DOC－Sとの3本の共通沈降線の他に，　Nmc　DOC－S

により吸収されない2本の沈降線を生じた1 i図11b）．

図7：DAB肝癌ミクロゾームDOC可溶分画とラット胎児肝，再生肝
　　　　　　および正常ラット脳，心，肺，，脾腎との比較

緊軌＿

N：Nmc　DOC－S
D：Dmc　DOC－S
F：ラット胎児肝ミクロゾーム

　　DOC可溶秀画
R：ラット再生肝ミクロゾーム

　　DOC可溶分画
A／D－N3吸収抗Dmc

　
⑤．

①

㊥◎
L：ラット肺ミクロゾームDOC　S：ラット脾臓ミクロゾームDOC
　　可溶分画　　　　　　　　　　　　　可溶分画

H：ラット心臓ミクロゾームDOC　K：ラット腎ミクロゾームDOC可
可溶分画 　　溶分画

『B：ラット脳ミクロゾームDOC可

　　溶分画
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これを66抗原と呼ぶこととする．

　127抗原，66抗原ともに免疫電気

泳動では，血清のβ2グロブリン位

にあり（図12a，　b），リピン染色陽

性，糖染色陰性であったL　127抗原

および66抗原は，50C・10分で抗

原性を失い，フォスフォリパーゼA

（室温・2時間作用）で影響を受け

ないが，　トリプシン37℃・2時間

作用）で消化された．127抗原はpH

3．0以下，pH　9．0以上におくと抗

原性を失い，66抗原はpH　4．0以

下，pH　10．0以上で抗原性を示さ

なくなった．127抗原，66抗原は，

いずれもDEAEセルローズカラム

で，0．1MKC1濃度（0．035Mト

リス緩衝液pH　7．8）で溶出される

最初のピークに含まれ，他の溶出分

画には存在しなかった（図13a，b）．

また127抗原はAH　127腹水癌細胞

のミクロゾーム分画以外の分画には

認められなかった．両抗原は正常ラ

ットの脳，心，肺，瞥，脾ミクロゾ

ームになく，’胎児肝，再生肝ミクロ

ゾームにも存在しなかった．また，

図14a，bに示すように，127抗原，

66抗原，D抗原は互いに交叉反応す

ることのない，それぞれに異なった

ものであった．

　127DOC－S・とNmc　DOC－Sを

抗正常肝ミクロゾーム家兎血清で比

較すると、，Nmc　DOC－S側に，127

DOC－S側に認めない3本の沈降線

が残った．　66DOC－Sと’Nmc　D

OC－Sを抗正常肝ミクロゾーム血清

で比較すると，同様にNrnc　DOC－

Sに，66DOC－Sにない3本の沈
降線を生じた（図15a，b）．

　2．Folch法17）で得たAH　127

腹水癌およびAH　66F腹水癌pro－

teolipidについて：

　AH　127腹水癌およびAH　66F

腹水癌よりFolch法でproteo
Iipidを抽出し，　o．4％DOCに溶か

し，同じ方法で得た正常肝proteo

lipidと，2重拡散法で比較した．

田 村

　　図8：DAB肝癌発癌過程におけるD抗原の経時的変動

a）DAB食投与開始後30日目：　b）DAB食投与開始後90日目：
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c）pAB食投与開始後120日目：d）DAB食投与開始後150日目：

㊥◎
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1α：通常に用いる抗原蛋白量　　8α＝通常抗原蛋白量の8倍希釈

2α：通常抗原蛋白量の2倍希釈16α：　　　　〃　　　16倍希釈
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図9：D抗原とFolch法で得たproteolipid　B分画との関係
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N．P：Folch法で正常肝より調製したproteolipid　B分画

D．P：Folch法でDAB肝癌より調製したProteolipid　B分画

A／D：抗Dmc
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図10：塩酸法により抽出した正常肝リボソーム塩基性蛋白とDAB肝癌リボソーム塩基性蛋白

（一）

　a＞

d）

　　　　のディスク電気泳動によるパターン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（＋）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a）正常肝リボソーム塩基性蛋白fl
b、　　　　　　　　　　・）　　　　　　　b）正常肝リボソーム塩基性蛋白f2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（f2a十f2b）皿1皿□　［皿］皿］　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c）正常肝リボソーム塩基性蛋白f3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　d）DAB肝癌リボソーム塩基性蛋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　白fl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e）DAB肝癌リボソーム塩基性蛋
e）　　　　　　　f）　　　　　　　白f2（f2a＋f2b）

㎜］工］E　［［『［［］f）離冊）ボソーム塩基懸

図11：AH　127およびAH　66F腹水癌ミクロゾームDOC可溶分画の寒天2重拡散法
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図12：AH：127およびAH：66F腹水癌ミクロゾームDOC可溶分画の寒天内電気泳動

　　　　　　　a）　　　’　　　　　　、　…　　　　b）・

127

0

一

　　　　①璽

　　　　　A／66－N

N：Nmc　DOC－S
66：66Doc－s
A／66－N：吸収抗AH66F腹水癌
　ミクロゾーム家兎血清

①

ら■　　　●　o　　　　　σ●●　　r噺　　　φ　，　　　　♂oO　　　　　　　’　●　♂　　　　　”

　　　　　　　　　　　A／127－N

　　　　O

　　　　　N

N：Nmc　DOC－S
127：127DOC－S
A／27－N：吸収抗127mc

66

↓
L一覧・「ρ　h

，　　●’　　、　　r　　の　　、、　　輯

　　　　　o

　　　　　N

N：Nmc　DOC－S
66：66DOC－S
A／66－N：吸収抗66mc

A／66－N



196 田 村

0．D：280mμ

1．0

0．5

図　　13

一127DOC－S
一一唄西Nmc　DOC－S

象　…

～
置、八

a
0．D＝260mμ

t5，　　　P5

1．0

→KC】濃度　　0，’1

O，D＝280mμ

1．0

0．5

0．2

b

504
、
P
’

、
、

、
7

40

　　　　　　　66DOC－S
　　　一一一一吻　Nmc　DOC－S

　　　　　　…

PI

@　i7　P2　i
l　　　　l

l（1
　　　〔’l　P・｛

／グN八．

＼
い
＼
〆
1
1
’

ー
ー
ノ
ん
ゲ
’

60

．0．D：260mμ

1．5

1．0

ヒ
1
　　　0．5
〆’

P5

　　　　、
　　　0．4　　　　　　　　0．6

トリス緩衝液（pH　7．8）

　　　　　　b）

＼
、
＼

！

→KCI濃度　　0，1　　　　　　　　　0．2

　　溶出度：KCI．0．05M

　　　　　a）

　　　　　　◎＠

　　　　◎慮①

　　　　　⑤⑤

N＝Nmc　DOC－S
127：127DOC－S
P1：DEAEセルローズカラムに
　　よる127DOC－S分画Pl
P2：DEAEセルローズカラムに
　　よる127DOC－S分画P2
P3＝DEAEセルローズカラムに
　　よる127DOC－S分画P3
P4：DEAEセルローズカラムに
　　よる127DOC－S分画P4
A／127－N：吸収抗127mc

A／66－N

N：Nmc　DOC－S
66：66DOC－S
P1：DEAEセルローズカラムによ
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抗127腹水癌ミクロゾーム血清を

用いると，AH　127腹水癌proteo

lipid　A分画は，正常肝proteo

lipid　A分画と共通の1本の沈降線

を生じたが，他の分画では沈降線を

生じなかった．

　AH　66F腹水癌proeo　lipidで

は，B分画に，抗AH　66　F腹水癌

ミクロゾーム血清に対し，正常肝

proteo　lipid　B分画に認め得ない

1本の沈降線を生じた（図16）．抗

Dmcを用いても，・それと完全に一

致する一本の沈降線を生じた．この

沈降線はリピン染色，糖染色ともに

陽性であった．

　3．Smith　et　a1法16）によるAH

127およびAH　66　F腹水癌ミクロ

ゾームの　insoluble　lipoprotein

について：

　AH　127腹水癌ミクロゾ〒ムおよ

びAH　66F腹水癌ミクロゾームよ

りSmith　16）らの方法により得た

insoluble　lipoproteinを0．5％

DOCに溶かしたものを抗原とし，

抗127mcおよび抗66　mcと反応

させた．AH　127およびAH　66腹

水癌ミクロゾームのinsoluble
lipoproteinは正常肝ミロゾームの

insoluble　lipoproteinと共通の

2本の淡い沈降線を生じた．なおこ

れらの沈降線は127抗原，66抗原と

関係がなかった．

　4．AH　127腹水癌およびAH
66F腹水癌粗リボソーム塩基性蛋

白について：

　（1）　塩酸法（Johns＆Butler

法15））により，AH：127およびAH

66F腹水癌リボン「ムより塩基性蛋

白を抽出し，同様な方法で得た正常

肝リボソーム塩基性蛋白と，ディス

ク・電気泳動法で比較した．　AH

127腹水癌およびAH　66F腹水癌の

リボソーム塩基性蛋白はFraction

1に10，Fraction　2に12，　Frac・

tion　3に8本の蛋白のバンドを示

し，正常肝リボソーム塩基性蛋白の
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図14：127抗原および66抗原と各癌ミクロゾームDOC
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バンドとの間に顕著な差異を示さな

かった（図17）．

　（2）硫酸法Ui法14））により得

たAH　127腹水癌およびAH　66　F

腹水癌のリボソーム塩基性蛋白を，

正常肝リボソーム塩基性蛋白と，抗

127腹水癌ピストン家兎血清と抗66

F腹水癌ピストン家兎血清を用い，

2重拡散法で比較した．AH　127腹

水癌リボソーム塩基性蛋白および

AH　66　F腹水癌リボソーム塩基性

蛋白は，正常肝リボソーム塩基性蛋

白およびそれぞれの腹水癌ピストン

分画と2本の共通沈降線を生じた

が，正常肝リボソーム塩基性蛋白と

各腹水癌リボソーム塩基性蛋白に特

異的な沈降線を生じなかった，

総括ならびに考察

　癌特異抗原ならびに癌化の際の臓

器組織抗原の消長に関し，以前は臓

器組織抗原の消失を強調し，癌特異

抗原の獲得を否定する見解をとるも

のが多かったが，最：近は癌特異抗原

の存在をも肯定する報告が増えてき

た．一般に臓器特異抗原はミクロゾ．

一ムの膜成分（リボ蛋白）に存在す

るといわれている．例えば，Vogt

33）はラット肝で肝特異抗原がミクロ

ゾームのリボ蛋白を多く含む膜成分

にあり，リボゾームや他の分画には

存在しないとしているし，岡田33）は

マウスの腎ミクロゾームDOC可溶

分画から腎特異的なリボ蛋白を分離

している．またManson　34）はラッ

ト・リンパ細胞のミクロゾーム分画

中のproteolipidが個特異抗原性

を有することを移植実験で明らかに

している．

　Weiler　35）は螢光抗体法を用い，

DAB肝癌では正常肝ミクロゾーム

にある肝特異抗原が欠如することを

見出し，Green　1）もそれを支持し

て，その肝特異抗原はVogt　32）が

得た肝特異リボ蛋白に相当するとし

いてる．Zilber　36）はマウス正常肝
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図16：抗AH　66F腹水癌ミクロゾーム家兎血清に対する・Folch珠に

　より抽出したAH　66FおよびAH　127腹水癌proteolipid　B分画
　と正常肝proteolipid　B分画の比較

難
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N．P：Folch法により抽出した正常肝proteolipid　B分画

66P：Folch法により抽出したAH　66F腹水癌proteolipid　B分画
127P：Folch法により抽出したAH127腹水癌proteolipid　B分画
A／66：抗66m¢

図17：塩酸法により抽出した正常肝リボソームと各腹水癌リボソー

　　　　ム塩基性蛋白のディスク電気泳動によるパターン
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g）AH66腹水癌リボソーム塩基性蛋白fl
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i）AH：66腹水癌リボソーム塩基性蛋白f3

とマウス移植性肝癌をアナフィラキ

シー法と寒天内沈降反応を用いて

詳細に比較し，正常肝ミトコンドリ

ア，ミクロゾームの抗原が移植性肝

癌では欠損していることを認めた．

しかしC3H系マウスの原発肝癌で

は寒天内沈降反応で抗原の単純化が

認められず，原発肝癌は可移移植性

肝癌よりも正常に類似しているが，

除感作アナフィラシキー法による

と，原発肝癌の抗原構造も正常肝に

比べて単純化しているとして，原発

肝癌と可移植性肝癌の間に抗原単純

化に程度の差があると述べている．

　一方，腫瘍特異抗原がミクロゾー

ム分画に存在するということについ

ては，Kidd　37）はBrown－Pearce

癌よりRNAを含む特異的抗原を抽

出し，それがミクロゾーム由来であ

ることを思わせた．　Lund　38）はエ

ールリヒ腹水癌および吉田肉腫より

癌特異性のあるリピド抗原を得てい

る．菊地39）らは抗移植実験で，不溶

性リボ蛋白分画に癌特異抗原を見出

し，その細胞内局在はミクロゾーム

またはミトコンドリアであるとして

いる．　Pressmanら40）は1131を

ラベルした抗肝癌ミクロゾーム抗体

が，正常部分よりヘバトーム部分

に多く取り込まれることを示した．

最近，Maisin　41）はDAB肝癌の

各subcellular　fractionをとり出

し，それらの分画を繰返しラットに

注射・免疫した結果，ミクロゾーム

分画に強い抑DAB発癌性を認め，

DAB肝癌特異抗原がミクロゾーム

分画にあるとしている．入癌では，

小林42），Witebsky　43），　Hirzheld

44），ILehman－Faciesら45）が癌の

アルコール抽出物に癌特異性物質を

認めた．Bj6rklund＆Bj6rklund
46）はHela　ce11に対する馬血清の

cytotoxityを利用して，癌に特徴

的なリン脂質性の抗原を見出した．

また教室の本田18）は人胃癌ミクロゾ

ーム分画に癌特異抗原を見出してい
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る＊．

　私自身も，主として寒天内2重拡散法を用いて，

DAB肝癌，　AH　127腹水癌，　AH　66　F腹水癌の各

ミクロゾーム分画の蛋白につき検討を加えてみた。

　AH　127腹水癌，　AH：66　F腹水癌の各ミクロゾー

ムDOC可溶分画には，正常肝の同分画にある3個

の抗原が欠損していることを認めた．DAB肝癌で

は，正常肝組織抗原の欠損は明らかでなかったが，こ

れはZilber　36）がマウス原発肝癌と移植性肝癌の間に

みたような抗原構造の差によるものかもしれないし，

またはDAB肝癌をとり出す際に必然的な混入を避け

得ない腫瘍周囲の正常部分の成分によるものかもしれ，

ない．

　DAB肝癌では正常肝にもあるが，癌化に伴ない著

しく増加する抗原（ID抗原）が見出された．この抗

原は免疫電気泳動では血清のβ1グロブリンの泳動度

に一致する．このID抗原は正常ラットの腎，脾およ

び再生肝，胎児肝に含まれるが，脳，心，肺には存在

しない．このような癌化につれて獲得した抗原と他臓

器との間の共通抗原に関し，Maculla　49）は6種類の

腫瘍で，肺，脾，胎生肝に共通の反応を示す因子を見

出し，Maver　50）は腫瘍中のカテフ。シンと正常の腎，

脾中のプロテアーゼとの交叉反応を，Rapportは

1ymphosarconlaのミトコンドリアと，肝，肺，膵，

睾丸，腎のミトコンドリアとに交叉反応を示す抗原を

認め，Korngold　52）は癌の5個の抗原のうち，その

3個は腎と，4個は肝，肺，脾と，5個のすべてがリ

ンパ節と共通であったと報告している．

　さらに，私どもはDAB肝癌，　AH　127腹水癌，

AH　66　F腹水癌のミクロゾームDOC可溶分画に，

2重拡散法で，正常肝に認めない，それぞれの癌に特

異的な抗原（D抗原，127抗原，66抗原）を見出し

た．これらの特異的抗原は，生長の盛んな胎児肝や再

生肝に含まれず，正常ラットの脳，心，肺，脾，腎に

も認められない．またそれぞれの癌細胞の他の分画に

も存在しなかった．それらは免疫電気泳動で血清の

β2グロブリン位に泳動し，リピン染色陽性である．

抗原性はフォスフォリパーゼAで変化をうけないが，

トリプシン処理で失われる．また抗原活性は50CC・

10分の加熱で消失し，pH　4．0～10．0の間で安定して

米脚注．

その他教室の石川・高柳・建部9）はDAB肝癌に特異
的抗原を認め，森田47）はその（105，000×g）細胞質上

清に，法上48）はミトコンドリア分画に，佐伯20）はピ

ストン分画にそれぞれDAB肝癌特異的抗原を見出し
ている．

いる等の点で互いに類似しているにも拘らず，各特異

的抗原間には関係がなく，各癌に固有であった．

　つぎに螢光抗体法（直接法）により，DAB肝癌，

AH　127腹水癌，　AH　66　F腹水癌の特異抗原およびそ

の細胞内分布をしらべた．螢光抗体法による腫瘍の抗

原性に関する研究には，正常臓器組織抗原の腫瘍にお

ける消失を報告したものが多い．Weiler　53）はStil・

berol腎癌では，　Hamstar正常腎の腎特異抗原が消

失していることを螢光抗体法で認めたが，癌に特異的

な抗原の出現は認めていない．Hiramotoら54）も，

抗うット肝ミクロゾーム螢光抗体は，N－2－fluoreny・

lamide誘発肝癌を染色せず，正常肝のミクロゾーム

の構成成分が肝癌には欠損しているとし，ラット肝由

来のMiller　hepatoma，　Novikoff　hepatoma，　Sim・

pson　reticulum　cell　sarcomaもこの抗体と反応し

ないとしている，これに対し，King，　Hughes，

Louis　55）らは，非特異的グロブリンにfluorescein

isocyanateをラベルしたものでも同様の染色を示す

ことを認め，腫瘍細胞と正常細胞の染色性の差は単な

る物理化学的親和性によるものであると報告した．し

かし，その後Nairnら56）は正常胃腸管の特異抗原

が，その腫瘍では消失していることを螢光抗体で証明

し，Weiler　53）の説を支持した．一方，上原57）はエー

ルリヒ腹水癌，ラットAH　130腹水癌および人胃癌

において，そのミクロゾーム分画と核分画に強い癌特

異性を螢光抗体法で認めている．

　私どもの螢光抗体法による成績では，DAB肝癌の

場合，特にcholangioma　typeにおいて，癌細胞の

細胞質部に著しい螢光性を認め，同一切片の正常部位

は殆んど染色されなかった（写真5bおよび7b）．

AH　127腹水癌，　AH　66F腹水癌の細胞質部もそれ

ぞれの螢光抗体により強く染色された（写真8b，9b）

が，対照の正常肝は染色が非常に弱く，それぞれの癌

が特異的な抗原組成を持っていることが示された．ま

たこれらの異なった癌相互の交叉反応は非常に弱く，

癌の分化の程度により異質の特異抗原が生ずると判断

された．

　つぎに，これら癌特異抗原をDEAEセルローズカ

ラムにかけて，抗原の精製を試み，図5，13の成績を

得た．しかし若干の非特異抗原を完全に除くことはで

きなかった．

　また，さまざまな方法で，各癌組織からリボ蛋白を

抽出し，各癌ミクロゾームDOC可溶分画の癌特異的

抗原（D抗原，127抗原，66抗原）との関係を2重拡

散法で検索してみた．

　その1がSmithらの方法16）によるミクロゾー
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ムのisoluble　lipoproteinである．武田ら59）は，

同様なThomasらの方法16）により，　MC肉腫細胞か

ら抽出したinsoluble　lipoproteinをラットに注射

し，そのMC肉腫抗移植作用を認めている．また，倉

田・岡田60）は，各臓器よりSmithらの方法16）を改変

した方法で得たりボ蛋白は，抗原構造がRobertson

の所謂“単位膜”の構造リボ蛋白に相当するものと

した．しかし著者がSmithらの方法16）で作ったミク

ロゾームのinsoluble　lipoprotein分画には，2重

拡散法で，癌特異的な組成因子が見出されなかった．

　Smith法16）にひきつづき，　Folch法17）で得た

proteolipid分画では，　DAB肝癌とAH　66F腹水

癌のproteolipid　B分画に，両者に共通で正常肝に

ない1本の沈降線を認めたが，AH　127腹水癌の同分

画には，この抗原組成が欠けていた．また，こめ沈降

線は，リピン染色，糖染色ともに陽性であったが，さ

きに各面のミクロゾームDOC可溶分画に認めた特異

的抗原とは異なったものであった．

　つぎにリボソーム自体の蛋白組成に関して，癌と正

常臓器のそれを比較した研究は少ない．教室の本田18）

は入胃癌粗リボソーム分画の凍結融解を繰返し行な

い，可溶化した成分につき，正常胃と胃癌材料を2重

拡散法で検し，胃癌に2本の特異沈降線を認めたが，

この特異的な抗原はミクロゾーム膜不溶成分に由来す

るものとした．Petermannら61）は正常肝とDAB肝

癌の細胞質から塩基性蛋白をとり出し，その超遠心パ

ターンに量的な差があったと報告している．ついで，

DAB肝癌，　AH　127腹水癌，　AH　66　F腹水癌の各

リボソームの塩基性蛋白について吟味するが，それに

関連して，教室の佐伯20）は硫酸法14）で得たDAB肝

癌，AH　127およびAH　66F腹水癌の細胞核由来の

ピストン分画，ことにピストン皿分画に，寒天内拡散

法で，それぞれの癌に特異抗原を見出している．そζ

で著者もリボソームから塩酸法15）で，ピストンのf1，

f2（f2a＋f2b），　f3の各分画に相当する分画を抽出し，

アクリルアマイドゲルを支持体とするディスク・電気

泳動法で比較してみたが，その癌，前癌材料のパター

ンに顕著な差異を認め得ず，同分画を，各抗癌ピスト

ン家兎血清に対して，寒天内拡散法で比較しても，癌

と非癌に差を認めなかった．また硫酸法14）で，正常

肝，DAB肝癌，　AH　127およびAH：66F腹水癌の

各リボソームより抽出した塩基性蛋白の工，コ：分画も

寒天内拡散法で，各面のピストンに共通の2個の抗原

組成以外なんらの特異的抗原も見出せなかった．

　以上，DAB肝癌と2株の腹水癌のミクロゾーム蛋

白について，その腫瘍抗原性を吟味した・癌細胞，特

村

に腹水癌のミクロゾームに，Miller　2）のいう正常肝

組織抗原の欠損を認めたが，外堀説のみで一元的に癌

化を説明することには，現在いろいろ議論のあるとこ

ろである．

　ミクロゾームを構成する蛋白は，つぎの4つに大き

く分けられる．

　1）酵素として，動的な物質代謝，エネルギー代謝

の運転をつかさどる蛋白．

　2）RNAと結合して，リボソーム穎粒として存在

し，蛋白などの生合成に関連している蛋白．

　3）移植に関するhistocompatibility　antigenを

構成する蛋白．

　4）リボ蛋白の形で細胞内に発達した膜様構造や嚢

状構造を形成し，細胞内の1nembrane　barrierとし

て，その機能的分画の成立を可能としている細胞機能

の調節に関与している蛋白．

　私どもの認めたミクロゾームDOC可溶性の癌特異

的な抗原については，癌株において異なること，今ま

で癌に特異的な酵素の出現を報告したものが盛んどな

いこと62）より，酵素であることは否定できないまで

も，酵素とする積極的な根拠がない．つぎに教室同人

は癌と非癌において，核，細胞質上清に癌特異抗原を

見出し，このことは小胞体にも蛋白合成に関し，ある

程度の正常と異なった変化が生じていることを暗示し

ている．しかしNiu　63）らの報告によれば，癌のRNA

と正常の細胞質との組合せで癌らしい蛋白を生じ，正

常のRNAと癌の細胞質との組合せにより正常の蛋白

が生じたとし，RNAが蛋白生合成の主役であるとし

ている．その他，リボソーム無血が蛋白生合成の場で

あるという証明は多い．これらのことより，著者の認

めた，小胞体膜由来と考えられるDOC可溶の癌株

特異抗原が，腫瘍特異蛋白の生合成に関与するとして

も，それは直接的なものとは考えられない．また，移

植に関するhistocompatibility　antigenが小胞体

膜に存在し，それがThomasらの方法16）で得られる

といわれるが，このThomas分画に，，私どもの癌

株特異的抗原は認められなかった．

　以上のことよりして，私どもの抗原組織はmem・

brane　barrierのリボ蛋白成分にあると考えるのが

妥当であろう．Moscona　64）は組織特異的な細胞集合

因子を細胞表面に見出し，岡田65）は免疫学的方法によ

り，細胞内小胞体膜構造のリボ蛋白が組織特異抗原の

本体であることを認め，その特異抗原による標識抗体

が細胞表面と強く結合すること，しかも小胞体の膜構

造が細胞表面と連続していることより，組織特異的な

細胞集合因子の実体は細胞表面構造にあると考えてい
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る．また石川・井上66）は癌細胞凝集阻止反応を用い

て，癌細胞表面に癌特異抗原を認め，これは癌化に伴

ないisoantigenが変化したもので，癌細胞拡散因子

として癌細胞の転移と関係あるものとみなしている．

癌細胞の膜は正常細胞の膜に比し，表面負荷電密度が

大きく，細胞間の接着性が乏しい．またamoebmoid

運動性が強く，その運動においてcontact　inhibition

が認められないこと等が報告されている．また癌細胞

では，2重の膜構造をもち，その内側の膜が細胞表面

と連続し2つの異なる領域の境界として，輸送現象を

制御している小胞体のリボ蛋白膜は，正常の小胞体膜

とその透過性にも差異があることが報告されている．

このような調節機能に関する小胞体膜の変化は，細胞

表面の膜とともに，細胞調節機構の異常として理解さ

れる転移・浸潤となって現われるものと考えられる．

私どもが癌ミクロゾームに認め得た癌株特異的抗原も

癌の細胞調節機構の異常に関連した因子と思われ，こ

のような点からも，小胞体膜，それと関連をもつ膜系

が，より一層くわしく研究されることが望ましいが，

膜のような複雑な組成成分の解析には，免疫学的方法

が最も鋭敏で正確な方法として有効であろう．

結 論

　3’一methy1－DAB肝癌およびその発癌過程のミクロ

ゾーム分画の抗原組成の変化を，2重拡散法，免疫電

気泳動法，螢光抗体法およびディスク・電気泳動法等

により検討した．

　また，AH：127，　AH　66F腹水癌細胞のミクロゾー

ムと抗原組成の比較を行ない，再生肝，胎児肝，正常

ラット諸臓器のミクロゾームとも比較した．つぎに結

果を要約すると：

　1．寒天内免疫2重拡散法と免疫電気泳動法によ

り，DAB肝癌ミクロゾームDOC可溶分画に特異的

な2個の抗原（D抗原，工D抗原）を見出した．

　2．　D抗原はDAB肝癌に特異的な抗原組成であ

る．ID抗原は正常肝，脾，腎，再生肝，胎児肝にも

少量含まれるが，DAB肝癌で著しく増量する因子で

ある．

　3，D抗原およびID抗原はDAB肝癌ピスト
ン，ミトコンドリア，細胞質上清には存在しない．

　4．D抗原他の同系移植性肝癌は（AH　127腹水

癌，AH　66F腹水癌）ミクロゾームに見出されず，

DAB肝癌に固有のものである．

　5．D抗原，　ID抗原ともに，　DEAEセルローズ

カラムクロマトグラフィーで，　0．1MKCI（0．035M

トリス緩衝液pH　7．8）で溶出される2つの分画のう

ち，最初のピークに含まれる．

　6．免疫電気泳動法で，D抗原は血清のβ2グロブ

リン位，ID抗原はβ1グロブリン位に相当する泳動

像を示した．

　7．D抗原はリピン染色陽性，50。C・10分の加熱

で変性し，pH　4．0～9．0の問で安定であり，フォス

フォリパーゼAにより抗原性を失わないが，トリプシ

ンにより消化される．

　8．D抗原およびID抗原はFolch法17）による

proteolipid諸分画およびSmithらの法16）による

DAB肝癌ミクロゾームのinsoluble　lipoprotein

には存在しない．

　9．螢光抗体法で，DAB肝癌特異抗原はcholan・

gioma　typeの癌に多く含まれていることが示され

た．

　10．DAB肝癌よりFolch法で抽出したproteo

lipid分画は，寒天内2重拡散法で，抗DABミクロ

ゾーム家兎血清に反応する1本のリピン染色，糖染色

ともに陽性の沈降線を生じた．またこの分画は抗AH

66F腹水癌ミクロゾーム家兎血清とも反応し，同様の

沈降線を生じた．

　11．DABリボソームより塩酸法15）で塩基性蛋白を

抽出し，ディスク・電気泳動法によるそのパターン

を，正常肝リボソームのそれと比較したが，顕著な差

がなかった．

　12．DAB肝癌リボソーム

より硫酸法14）で抽出した塩基性蛋白を，抗DAB肝癌

ピストン家兎血清に対し，寒天内2重拡散法で両者を

比較したが，特異的な抗原組成は認められなかった．

　13．寒天内2重拡散法により，AH　127腹水癌ミク

ロゾームDOC可溶分画に1個，　AH　66F腹水癌ミ

クロゾームDOC可溶分画に2個，それぞれの癌に特

異的抗原が見出された．これらの抗原は，DEAEセ

ルローズカラムクロマトグラフィーで，0．1MKC1

（0．035Mトリス緩衝液pH　7．8）で溶出される2つ

の分画のうちの最初のピークに存在し，免疫電気泳動

法で，血清のβ2グロブリン位に泳動し，リピン染色

陽性，50。C・10分の加熱で抗原性を失ない，トリプ

シンで消化された．またpH　5．0～10．0の間で安定

であった．

　14．AH　127，　AH　66F腹水癌ミクロゾームの特異

的抗原は，それぞれの癌細胞のピストン分画，’ミトコ

ンドリア分画，細胞質上清に証明されず，再生肝，胎

生肝および正常ラット諸臓器にも含まれない・また，

DAB肝癌ミクロゾーム特異的抗原とも異なり・各腹

水癌ミクロゾーム特異的抗原間にも共通因子が認めら
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れなかった．

　15・螢光抗体法によると，各腹水癌の特異的蛋白が

細胞質に限局することが示された．

　16．抗正常肝ミクロゾーム家兎血清に対して，寒天

内2重拡散法で，AH　127，　AH　66F腹水癌ミクロゾ

ームには，いずれも正常肝ミクロゾームの3個の抗原

が欠損していることが示された．ただし，DAB肝癌

の場合は明らかでなかった．

　17．塩酸法15）により抽出したAH　127およびAH

66F腹水癌リボソームの塩基性蛋白は，ディスク・電

気泳動法で，正常肝リボソーム塩基性蛋白と同様な泳

動パターンを示した．また同分画を，各腹水癌の抗ピ

ストン家兎血清に対して，2重拡散法で検しても，癌

と非癌との間に差が認められなかった．

　18．無名水癌の抗ピストン家兎血清に対して，2重

拡散法で，硫酸法14）により抽出したAH　127および

AH　66F腹水癌の塩基性蛋白は，各回のピストンと

共通の2本の沈降線の他，正常肝リボン～ム塩基性蛋

白となんら異なった抗原組成は認められなかった．

　終りに臨み，終始御懇篤なる御指導；と御校閲を賜りました恩師

石川大刀雄教授に，衷心より感謝の意を捧げます．また種々と御

教示戴きました結核研究所倉田自章致授に深謝致します．さらに

小田島粛夫助教授・福田鎮雄助手をはじめ教室の諸学兄の御援

助に謝意を表します．
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                                Abstract
   The immunological antigen analysis of microsome fractions of hepatic cartino-
ma of rats was carried out by agar gel double diffusion, immuno-electrophoresis,
fluorescein antibody techniques and acrylamide gel disk-electophoresis.

   Two antigens were revealed in DOC-s fractions of microsome of DAB
hepatoma by agar gel diffusion technique. One was highly specific to the DAB
hepatoma (D-antigen), the other, which the normal liver usually contained a little,

was remarkably increased in DAB hepatoma.
   One kind of specific antigen and two kinds of specific antigens were found
in AH127 ascites hepatoma (127-antigen) and in AH 66F ascites hepatoma respecti-
vely. Although each of these two transplantable hepatoma was derived from the
same origin, DAB-induced hepatoma, and these two kinds of antigens of two
ascites hepatoma showed the same character as D-antigen did, they were different
from each other in the agar gel double diffusion technique,
   On the other hand, it was observed that three antigens of the normal rat liver

microsome were diminished from AH127 and AH66F ascites hepatoma, but such a
phenomenon was not clear in DAB hepatoma.
   Notable differences between the ribosomal basic protein of the normal rat
liver and that of DAB hepatoma, AH127 and AH66F ascites hepatoma could not
be detected by acrylamide gel disk-electrophoresis and by agar gel diffusion
technique.

   These cancer strain specific antigens in microsome DOC-s fractions could be
found neither in proteolipid fractions prepared by Folch's method nor in Thomas's

insoluble lipoprotein of microsome.
   It was concluded from these data that each of these strain specific antigens
were specific in accordance with the differentiatibn of cancer and seemed to exist

in the lipoprotein component of the membrane of endoplasmic reticulum and be
related to the abnormal change in the regulatory function of the cancer cell.
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aはH・E染色．

1a：正常肝

2a：DAB食投与開始後

　　1ヵ月

3a：DAB食投与開始後

　　2カ月

　　　　　　　　　　　　　田

写真　説　明

　　　　bは螢光抗体（抗DAB

　　　　　　ミクロゾーゼ）によ

　　　　　　る染色（1～6まで）

　　　　1b：正常肝

　　　　2b：2aと同じ

　　　　3b：3aと同じ

　村

4a：DAB食投与開始後

　　3カ月

5a：DAB食投与開始後

　　4カ月

6a：DAB食投与開始後

　　5カ月

7a：AH127腹水癌

　　H・E染色

8a：AH　66F腹水癌

　　H・E染色

4b：4aと同じ

5b：5aと同じ

6b：L6aと同じ

7b：AI｛127腹水癌の

　　螢光抗体

8b：AH　66F腹水癌の

　　螢光抗体
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1　a 1　b

2　　a 2　b

3　　a 3　b
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4a 4b

5a 5b

6a 6b
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7　a 7　b

8　　a 8　b

9　　a 9　b


