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　癌細胞に特異的な組成を見い出そうとする努力は，

近年来，種々の方法で精力的になされているが，細胞

分画法の発達に伴い，細胞下構築レベルでの研究も盛

んになった．細胞核に関しては，免疫学的にその成分

中に癌特異抗原を証明したとする幾つかの報告があ

る．Maculla　1）2）はマウスの可移殖性腫瘍の核蛋白分

画に補体結合反応で正常マウス臓器と異なる抗原があ

り，そのあるものは胎児肝に共通であると報告した．

Manoilov　3）はラットの肉腫の核蛋白と正常臓器の核

蛋白の抗原性の差異について報告しているし，Zilber

4）はanaphylaxis　techniqueを用いて，人の各腫瘍

には，腫瘍間に共通な抗原とその腫瘍のみに存在する

抗原があり，これらの腫瘍特異抗原はpH　4．5で抽出

し得る核蛋白に存在するとした．また，平井は吉田腹

水癌AH　495）6），人の胃癌およびrhabdomyosar・

coma　7）の核分画のpH　4．8抗出による蛋白に特異

抗原を認めている．教室の佐原98）は入の胃癌，AH　66

FおよびAH　127腹水肝癌のacidic　nuclear　glo・

bulinおよびnuclear　sapの各分画中に癌特異抗原

を認めている．

　細胞核の中にあるピストンに関しては，アミノ酸組

成8）～16），電気泳動度8）9）18）～21），溶解度：2ユ），放射性物

質とり込み等22）～28）の方法で癌特異的組成を発見しよ

うとする多くの試みがある．Stedmanら16）17）はピス

トンに“gene　modifier”としての機能を示唆し，ピ

ストンの組織による構造上の差異を見い出そうとした

が，実験的には，とりたてて特異的なものを区別でき

なかった．Laurenceら8）やHnilicaら20）もデン

プンゲル電気泳動法で，種々の動物組織細胞における

ピストンの差異を見い出し得なかった，しかし，一方

では，Buschら22）23）29）はWalker腫瘍のピストン

分画にリジンU－14Cを特異的にとり込む分画（RP－

2L）があることを認めた．ピストンの免疫学的解析に

関しては，その抗原性が低いために，従来よりの報告

が少ないが，教室の佐伯30）はDAB肝癌，　AH66Fお

よびAH　127腹水肝癌の細胞核分画から，硫酸法31）

により抽出したピストン∬分画に，正常肝に認められ

ない特徴的な抗原組成を寒天内免疫二重拡散法によっ

て証明している．

　筆者は佐伯の実験の発展として，入の胃癌のピスト

ン分画を免疫化学的に解析することを試み，若干の興

味ある知見を得たので報告する．

実験材料と実験方法

　1．ピストン分画の抽出材料：

　外科手術または剖検による入の材料を使用した．

　1）胃癌：外科手術による28例で，表1のようにA

～Eの5群に分けてプールし，それぞれからピストン

分画を抽出した．
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表H　入正常胃粘膜材料
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　2）正常胃粘膜：外科手術による29例で，表皿のよ

うにa～eの5群に分けてプールし，それぞれからピ

ストン分画を抽出した．

　3）胃癌肝転移腫瘍：剖検により得たもの3例．

　4）原発性肝癌：剖検により得たもの2例．

　5）肺癌肝転移腫瘍：剖検により得たもの1例．

　6）人の正常肝：剖検により得たもの1例（死因は

脳出血）．

　7）直腸癌：外科手術によるもの3例．

　8）S字状結腸癌：外科手術によるもの2例．

　2．ピストン分画および核外性塩基性蛋白の抽出

法：

　1）細胞分画法：、手術材料または剖検材料は刻出

後，0。～4℃のストッカー中に保存し，易U出後12時間

以内に分画操作を完了するようにした．

　正常胃粘膜の採取には，易選評の正常部の粘膜を粘

膜筋板上で剥離してから，結合組織および血管を充分

に除き，生理的食塩水で充分洗源しつつ，血液および

粘液などを除いた．正常肝および癌材料は，同様に結

合組織および血管を除き，さらに細切しつつ，壊死部

などを除き，生理的食塩水で充分に洗瀞した．　この

ようにして準備された材料は表巫に示したように，

Hogeboom－Schneider法32）およびChauveau法
33）に準じて，核をはじめとする各分画に分けられた．

各操作はできる限り，4。C以下で行なうようにした．

得られた核分画はゲンチアナビォレット自動液で染

色，鏡検してみると，純度85％程度であり，多少の結

合組織線維や細胞質の混入は防ぎ得なかった．

　2）硫酸法（Ui　31）の方法）：ピストン分画および

核外性塩基性蛋白の抽出には，表wに示すようにUi

の方法に準じた方法を主として用いた，ただし，細胞

上清分画からの塩基性蛋白の抽出には，終濃度0．5N

の硫酸で12時間抽出を行ない，10，000G15分遠心し

て沈澱部を除き，以後エタノールによる分画は表IVと

　　　　　　表皿　細胞分画法

　　　　　　　材　　　　　料
　　　　　　　（胃　癌，その他）
　　　　　　　　　　　↓
　　　結合組織血管，壊死部など除去
　　　　　　　　　　　↓
　　生食水で三三，血液，粘液などを除去
　　　　　　　　　　　↓
4倍容の0．25Mショ糖液を加え，ホモジナイズ10分
　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　遠心，700G，10分
野　　　　　　　　　　↓

　　↓
　　沈渣
　　↓
A：4倍容の0．25Mショ糖液（0．0018MCaC12を含む）を加え，ホモジナイズ5分
　　↓
　700G，10分
　　↓
B：沈渣

A～Bの操作を2～3回くりかえす

　　↓
　沈渣
　　↓
　　4倍容の0。25Mショ糖液（0．0018MCaC12を含む）を
　　ホモジナイズ5分
　　↓
　　モスリンで濾過
　　↓
　2．2Mショ糖液に重層，密度勾配遠心，40，000G，60分
　　↓

　沈渣
（細胞核分画）

　↓

上清

　　　　　　5000G，90分
　　　↓　　　！
　　　沈渣　　　　　上清
（ミメコンドリや分画）

105，000G，90分

　　　　　↓
　　　　　沈渣
（ミクロソーム分画）

　　　↓
　　上清
（細胞上清分画）
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　　　　　　　表IV　硫　　酸　　法

細胞核分画，マイクロソーム分画又はミトコンドリア分画
　　　　　　　　i。．、3N硫酸（3倍容），拙塒間2，。。。G×、。分

　　　　沈渣　　　　　上清一1
　　　　1。．、N硫酸（2儲）抽出、時間，2，。。。G×、。分

沈渣　　　　　上清一3
1。．2N硫酸（2倍容）拙、醐，2，。。。G。、。分

沈渣 上清一4

沈渣 上清一5
上清（1＋2＋3＋4＋5）
11。，。。。G。15分

沈渣 上清
　エタノール終濃度20％，0。C　3時間
　
1　10，000G×15分

三三

沈渣　
1
　冷水で完全にとかす
　10，000GXI5分
　　　　上清

　　　　1轍δ麟度20％・0℃3醐

沈渣
　冷水で完全にとかす
　0．2M塩化バリウム（垢容）
　10，000G×15分

上清
　
1

水に対し透析
　
i

凍結乾燥

1分画

上清
　エタノール終濃度45％
　一20。C　12時間
　10，000G×15分

沈渣
冷水で完全にとかす1
10，000GX15分

上清
　エタノール終濃度45％
　一20℃12時間
　10，000Gx15分
沈渣
　冷水で完全にとかす
　0．2M塩化バリウム（垢容）
　10，000G×15分

上清
水に対し透析1
凍結乾燥

皿分画

同様に行なった．

　また，ピストン粗分画（ヒストンエおよび皿を共に

含む分画）として，硫酸抽出によって得られた分画の

フ。一ル（上清1～5）に終濃度50％になるようにエタ

ノールを加えて得た沈澱を用いた．

　3）塩酸法John＆Butler　34）の方法）：胃癌材料

および正常胃粘膜より，表Vに示したようにJohn＆

Butlerの方法に準じて，　f　1＋2b，　f　2・およびf3の各

ピストン分画を抽出し，試験抗原として，硫酸法分画

との比較に用いた．

　3，抗ピストン血清の作製法：

　1）免疫抗原：胃癌材料Aおよび正常胃粘膜材料a

より，硫酸法でピストン粗分画を抽出して免疫抗原と

した．

　2）免疫法および抗血清：乾燥重量15～20mgの

ピストン分画を蒸溜水2mlに溶かし，これに
Freund’s　complete　adjuvant液35）36）（BCG！死菌

表V　塩酸法

細胞核分画

エタノール：1．25N塩酸（80：20v／v）で
12時聞抽出後遠心
　　　　　　　　　i
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　　　沈渣
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85mg，流動パラフィン85　m1，アラセルA15　ml）

2m1を混じて乳剤を作り，家兎の両肩月甲下腔に等分

に分けて注射した．1週間後に1回，4週間後にもう

1回同様の注射を行なった．それより4週間後に追加

免疫として，乾燥重量20mgを2m1の水溶液とし

て家兎の皮下（背部）に注射した．この後，時々，耳

静脈より部分採血を行ない，寒天内免疫二重拡散法で

抗体価を調べ，それが高まったところで，全採血を行

なった，全採血は最：終注射後，1週間目がほぼ適当で

あった．全採血に際しては，家兎を24時間絶食させて

から，その頸動脈より行なった，分離した抗血清は直

ちに一20℃に保存した．

　3）吸収抗血清：抗血清を吸収するに際しては試験

管内吸収および寒天内吸収の二通りを場合に応じて行

なった．前者は常法に従って行なった．即ち，：最適比

：量の試験抗原を抗血清に加え，37℃に2時間反応さ

せた後，4℃氷室内に一夜放置して，生じた沈澱を遠

心除去する．この操作を3回くり返したものを吸収抗

血清とした．吸収抗血清の抗体価が低い場合には，

pervaporationを行なって濃縮した．後者にはBj6r・

klund　37）によるspecific　inhibition　techniqueを

用いた．即ち，抗体池に吸収すべき抗原を予め入れ

て，一夜4。Cに放置した後，抗体池を水洗してから

抗血清を入れ，抗原池に抗原を入れて反応を行なわせ

た．

　4．寒天内免疫二重拡散法：

　透析精製38）した4％寒天ブロック15gr，1％窒化

ソーダ液3．Om1，蒸溜水12．Omlを加えて，全量30

mlとして，加温溶解後，ζの10　mlを8×12　cmの

ガラス板上に流し，室温で冷却固化させた寒天平板

（厚さ約1mm）を用いた．金属円筒カッターで，寒

天平板に抗原および抗体池を作り，ミクロピペットで

抗原および抗体を充たし，4ec湿潤状態で3～4日反

応させで，判定を行ない，その後，平板を蒸溜水で2

日間，生理的食塩水で一昼夜洗った後，2％酢酸液で

沈降線を固定し，室温乾燥後，サイアジンレッド酢酸

液で蛋白染色を行なった．抗体池の大きさは直径4

mm，抗原池の大きさは直径2～4　mmとし，両者の

距離は5mmとした．
　5．ディスク電気泳動法：

　ピストン分画の電気泳動にはReisfeldら39）の方

法に従い，ポリアクリルアミドゲルによるディスク電

気泳動法を行なった．　即ち，原法に従い，細孔ゲル

（pH：4．3，15％モノマー液を固化させたもの），粗孔

ゲル（pH　6．7，2．5％モノマーを固化させたもの）お

よび電極槽用緩衝液（pH　5．0，β一アラニン・氷酢酸

緩衝液）を作製した．試料はゲル1本につき蛋白量約

0．1mgとし，これを少量の0．4Mショ糖液に混じ

て，ゲルの上部に重ねた．泳動電流量はゲル1本につ

き4mAとし，泳動時間は90分とした．泳動後，ゲ

ルはBPB染色液によって蛋白染色を行ない，2％酢

酸液で脱色判別した．

　6．カラムクロマトグラフィー：

　硫酸法に従って抽出した胃癌および正常胃粘膜ピス

トン皿分画を，CMセルロースを用いて，カラムクロ

マトグラフィーを行なった．NaOHとHCIで洗って

活性化したCMセルロースを内径1．3cmのカラムに

22cmの高さにつめ，　pH　4．8，0．03　M酢酸緩衝液

2，000m1で緩衝化してから，150　mgの試料を4ml

の蒸溜水に溶解して，カラムの上部に充填した．溶出

液として，はじめにpH　4．8，0．03　M酢酸緩衝液，

次いでpH　4．8，0．1M酢酸緩衝液を用い，以後，

pH　4．8，0．1M酢酸緩衝液に食塩を加えて，階段的

に0．5Mずつ塩濃度を上げたものを用いた．溶出速

度は20ml／hrとし，流出液は5m1ずつ分画して，

ペックマン型光電分光光度計を用いて波長280mμに

おける吸光度により蛋白濃度を測定した．

　7．ディスク電気泳動法およびカラムクロマトグラ

フィーによる各分画の免疫二重拡散法による解析：

　ディスク電気泳動法で試料を泳動した後，そのゲル

を二分し，その一方をBPB染色して泳動パターンを

分別，次いで4CCに貯えておいた非染色ゲル片と合

わせて，各バンドを鋭利な剃刃によって切り出し，非

染色片の各バンドに相当する部より蛋白を抽出した．

即ち，胃癌ピストン皿分画および正常胃粘膜ピストン

皿分画をそれぞれ5本ずつ泳動して，切り出された各

バンドに相当するゲル片をそれぞれ集あ，それぞれに

5mlの蒸溜水を加え48時間，4℃の氷室内で抽出を

行ない，この抽出液をpH　6．7，水酸化カリ・酢酸液

（1N水酸化カリウム液48　m1，氷酢酸2．87　mlに蒸

溜水を加えて100mlにする）に対して12時間透析を

行ない，pervaporationを行なって約1／5容になる

まで濃縮して，これを二重拡散法の試験抗原とした．

　CMCカラムクロマトグラフィーの各分画は蒸溜水

に対して24時間透析してから，pervaporationによ

って濃縮して試験抗原とした．

　8．螢光抗体法：

　Marcha11らが用いた方法を浜島ら40）が改良した方

法に従い，塗抹およびパラフィン切片について直接法

で行なった．螢光標識抗体の作製には，抗血清のγ一

グロブリン分画にfluorescein　isothiocyanateを結

合させてから，セファディックスG25およびDEAE
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セルロースカラムに通して，遊離色素および非特異物

質を除去した．なお，抗血清によるb】ocking　test

は抗血清を5倍稀釈したもので，常法に従って行なっ

た．

実　験　結　果

　1．胃癌ピストン分画中の特異抗原組成：

　抗胃癌ピストン家兎血清（抗Cと略する）および抗

正常胃粘膜ピストン家兎血清（抗Nと略する）を用い

て，胃癌ピストン分画および正常胃粘膜ピストン分画

の抗原組成の差異を寒天内免疫二重拡散法により調べ

た．その結果，胃癌ピストン粗分画（C－Wと略する）

には，正常胃粘膜ピストン粗分画（N－Wと略する）に

ない二つの特徴的な抗原組成が認められた．これら二

N・W δ

図
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つの特徴的組成の他に，C－WとN－Wに共通する4

～5本の沈降線が認められた（図1）．

　胃癌特徴的な二つの組成の中で，一つは胃癌ヒズト

ン1分画（C－1と略する）に認められず，胃癌ピスト

ン皿分画（C一皿と略する）中にのみ認められるもの

（組成Aとした）で，他の一つはC－1と・C一皿に共通

するもの（組成Bとした）であった．抗CをN－Wに

よって吸収してから，二重拡散法を行なうと，共通組

成が沈降線を示さず，組成AおよびBのみが沈降線を

示した．なお，組成Aは胃癌材料の各群についてすべ

て認められ，組成Bは胃癌材料A，BおよびD群につ

いて認あられたが，CおよびE群については認められ

なかった．また，正常胃粘膜材料a～eの各群よりピ

ストン1および丑（N－1およびN一皿と略する）を抽

出して調べたが，いずれにも特異的組成は認められ

ず，組成AおよびBも認められなかった（図1）．

　C｛およびN一∬をCMCカラムク白マトグラフィ

ーによって分画してみると，図2に示すような溶出パ

ターンを示した．　即ち，C一皿とN一皿ではパターン

に著しい差異はなく，0．15M分画（pH　4．8，0．1M

酢酸緩衝液に食塩を0．05M濃度になるように加えた

もの）に最高のピークを示した．次いで，各溶出分画

を試験抗原として，二重拡散法を行なってみると，

C－1工の0．1～0．2M分画に癌特異組成AおよびBが

存在することが明らかになった．特に，C一皿の0．15

M分画に強く認められた（図3）．

　C¶およびN一皿のディスク電気泳動法によるパ

ターンは図4のようになった．両者とも8～9本のバ

ンドを示すが，C一皿のNo，3のバンドよりやや原点

より（陽極側）に，1本のN一皿にないバンドが認め

られ（バンドX），次いで各バンドより抽出した液を

試験抗原として，二重拡散法を行なってみると，癌特

徴性組成AはC一皿の泳動ゲルのNo．2～3のバンド

中に存在することが判った（図5）．ゲルを切る操作

に難点があり，その局在については決定的でないが，

おそらく組成AはバンドX中に存在するものと思われ

る、

　塩酸法によって，胃癌材料Aおよび正常胃粘膜材料

a群より，それぞれ，f1＋2b，　f　2・，　f3分画を抽出し，

硫酸法抽出分画のC一皿およびN一皿と，二重拡散法

により比較してみると，組成Aは胃癌ピストン分画

fl＋2b（C－f叶2b）に存在し，組成Bはいずれの塩酸法

抽出分画にも認められなかった（図6）．

　2．細胞上清分画，ミクロソーム分画およびミトコ

ンドリア分画中の塩基性蛋白とピストン分画との比

較：
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　胃癌ピストン分画特徴性の組成AおよびBが核内の

みに存在するか，あるいは核外分画にも存在するかζ

いう点を確かめる目的で，硫酸法抽出による核外分画

の塩基性蛋白とピストン皿分画との二重拡散法による

比較を行なった（図7）．

　Xぐ皿C
　　

l
B→
・・皿

▲
T
A

図 5

Oc．皿

　←B

N・皿

　この結果，組成Aは胃癌の細胞上清分画およびミク

ロゾーム分画の塩基性蛋白皿分画（C－sap一：Kおよび

C－mc一コ：と略する）にも認められたが，ミトコンド

リア分画の塩基性蛋白皿（C－mit一：Kと略する）には

認められず，正常胃粘膜では核外分画の塩基性蛋白皿

（N－sap一皿，　N－mc－11およびN－mit：Kと略する）に

は認められなかった．組成Bはいずれの核外分画塩基

性蛋白にも認められなかった．

　3．胃癌ピストン分画と他臓器癌ピストン分画との

比較：

　胃癌の他，胃癌リンパ節転移腫瘍，胃癌肝転移腫

瘍，原発性肝癌，肺癌肝転移腫瘍，S字状結腸癌，直

腸癌等の癌材料さらに正常肝から硫酸法によりピスト

ン分画を抽出し，これらを試験抗原として，二重拡散

法により組成AおよびBとの共通性の有無を調べた

（図8）．その結果，組成Aは胃癌リンパ節転移腫瘍
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LyM），胃癌肝転移腫瘍（MKL），原発性肝癌（Hep）

の全例に認められたが，肺癌肝転移腫瘍（LK），　S字

状結腸癌，直腸癌および正常肝（N1）には認められ

なかった．組成Bは胃癌肝転移腫瘍の1例に認められ

たが，その他の材料には認あられなかった．

　次に，これらの癌材料のピストン］1分画のディスク

電気泳動法によるパターンは図4に示すようになり，

バンドXを認めるものと組成Aを認めるものが一致し

た．

　4，患者血清と胃癌ピストン分画との比較（表V［，

図9）：

　抗Cに対し，N¶，　C一：E．，　C－11および患者血清を

試験抗原として，二重拡散法を行なうと，Cr皿中の

組成Aに一致する因子が胃癌患者血清の半数以上に認

められた．その他，例数は少ないが，胆道癌患者血清

表　　VI

疾　　患　　名

　
　
　
　
　
　
　
　
　
リ

胃
胆
肺
結
呼
子
口
上
S
ピ

吉

野
腸
甲
唄
顎
L
ン　中毒

肝
癌
癌
癌
癌
癌
瘤
瘤
E
症

胃潰瘍・十二脂腸潰瘍

　
ポ
胃
胃
肝
胆
肺
乳

リ

石

腺

炎
プ
炎
症
炎
炎

症
例
冷

血清中に
組成Aを

鋤る弾な

22

Q
2
1
1
1
1
1
1
1
1
5
5
2
1
1
1
1

13

Q
1
0
0
0
0
0
1
1
0
0
0
0
0
0
0

9
0
0
1
1
1
1
1
0
0
1
5
5
2
1
1
1
1

胃潰瘍・血清

C・∬

図

2例，肺癌患者血清2例中1例にもそれが認められ

た．その他の直腸癌，結腸癌，膀胱癌，口腔癌，上顎

癌および乳癌等の患者血清には認めていない．なお，

非癌患者血清中には組成Aはほとんど認められなかっ

た．ただし，ピリン中毒症およびSLEの各1例に組

成Aと共通する沈降線が認められた．いずれにして

も，血清中に組成Aを認めたのは極めて重篤ないし末

期の癌患者例であった．組成Bは患者血清中には認め

られなかった．

　5．螢光抗体法による胃癌細胞および正常胃粘膜細

胞の比較：

　抗一Cおよび抗一Nより螢光標識抗体を作製して，胃

癌組織，胃癌患者腹水中の遊離癌細胞および正常胃粘

膜組織を染めた．

　まず抗一Nでblockingの後，抗一C螢光標識抗体

で染めてみると胃癌細胞のchromosome　netが強く

螢光を発し，中でも核小体が強く螢光性を帯びた（写

真1，2）．　しかし，胃癌細胞の細胞質もかなり螢光

性を帯びた．一方，正常胃粘膜細胞は極めてわずかに

螢光性を有するのみで，chromosome　netや核小体

が全く認められず，核がぬけたようにみえた（写真3

4）．なお，二一Cでblockingを行なってから，三一

C螢光標識抗体で染めても，癌細胞および正常細胞と

もにほとんど染まらなかったし，二一Cまたは二一Nで

blockingした後，抗一N螢光標識抗体で癌および正

常細胞を強く光らせることはできなかった．

　なお，blockingせずに染色を行なうと，二一Nお

よび二一C螢光標識は，同程度に．しかも非常に強く，

癌および正常細胞を光らせたが，細胞内の構造が不明

瞭で細胞全体が強く光り，判別には不適当であった．

◎

考 察

　癌化に伴う正常組織抗原のそう失に関してはWei－

1er　41），　Green　42）43），　Hughes　44），　Nace・須山45）～47），

等の報告があり，一方，癌化に伴う癌特異抗原の獲得

9

N・皿

N・皿

胃癌・血清’

○

、．。（ヲーノ

○
胆道癌・血清

・　C・皿

N・皿
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に関しても，幾つかのものは本報告のはじめに記した

通りであるが，他に，石川ら48），高柳・建部ら49）～

51），森田52），Gelstein　53），　Abramoff　54），　Rapport

55）等多数の報告がある．

　先にも述べたが，佐伯30）はDAB肝癌，　AH66F腹

水肝癌およびAH　127腹水肝癌の細胞核の硫酸法抽

出によるピストン皿分画にそれぞれ特異的抗原組成を

認め，それらは各腫瘍間には共通性のないもので，し

かも，塩酸法抽出のピストン分画には認められないも

のであったと報告した．筆者はこれを発展させるもの

として，入の癌，特に胃癌を主にして，各ピストン分

画の抗原組成の検討を行なってみた．

　二重拡散法によって，胃癌の硫酸法抽出によるピス

トン五分画に特徴的組成AおよびBを認めたが，この

中，組成Aはピストン豆分画のみに認められ，組成B

はピストン1分画にも共通して存在した．また，組成

Aはいずれの胃癌材料にも認められ，塩酸法抽出によ

るf1＋2b分画にも存在した．一方，組成Bは胃癌材

料によっては欠如することがあり，塩酸法抽出分画に

は博い出されなかった．従って，組成はA胃癌に共通

する抗原因子であり，組成Bは個体差によって出現す

るものとしないものがあることになる．また，組成B

が塩酸法で抽出した分画に認められないことはこの因

子が非常に不安定なものであることを暗示する．ディ

スク電気泳動で組成AがバンドX中にあることをほぼ

確かめ得たが，組成Bはこの方法では同定できなかっ

た．なお，カラムクロマトグラフィーでは両者とも

0．1～0．2M溶出分画中に存在することを認めた．

　次に，ミクロリーム分画，ミトコンドリア分画およ

び細胞上清分画から硫酸法に準じて，塩基性蛋白を抽

出し，これらとピストン分画を二重拡散法によって比

較してみると，組成Aは胃癌のミクロソームおよび細

胞上清分画中の塩基性蛋白に共通することが認めら

れ，胃癌ミトコンドリア分画の塩基性輩白とは共通し

ないことが判った．さらに，螢光抗体法によっても，

胃癌細胞が特異的に染め出され，chromosome　net

核小体が強く光ったが，しかし同時に細胞質もかなり

螢光を帯びることが認められた．

　上原56）は動物移植腫瘍および人の胃癌について，細

胞分画を行ない，各分画別に螢光抗体法によって癌特

異抗原の有無を検討しているが，その中で，かなり精

製した核分画に対する抗血清を螢光標識抗体とした場

合でも，癌特異的螢光は細胞質に著明で，核内構造は

穎粒状に光ったと報告している．教室の渡辺57）もAH

66F腹水肝癌およびAH127腹水肝癌について，それ

ぞれ抗ピストン分画血清により螢光抗体法を行ない，

Chromosome　net，核小体に特異的螢光を認めると

共に，細胞質もかなり螢光を帯びることを認めてい

る．

　本実験において，螢光抗体法により胃癌細胞核の

Chromosome　netおよび核小体が光ることからすれ

ば，われわれの抽出したピストン分画は，細胞核由来

の塩基性蛋白を含むことは確実で，また，癌特異抗原

が細胞核由来の塩基性蛋白中に存在することも確実ら

しいといえる．しかし，細胞質が癌特異的にかなりの

螢光を発したこと，および免疫二重拡散法で組成Aが

細胞上清およびミクロソーム分画の塩基性蛋白に共通

することはどのように解釈すべきであろうか．考えら

れる可能性として重要なことは（1）抽出されたピス

トン分画への核外ことに細胞質の塩基性蛋白の混入，

（2）核内のピストン分画と核外の塩基性蛋白の類似

的または共通性である．

　われわれは，Hogeboom－Schneider法および

Chauveau法に準じて，細胞核の抽出を行なったが，

この方法では，若干ながら細胞質，結合組織線維等の

混入はまぬがれなかったが，85～90％は核成分で，残

りの10～15％が核外成分であるにすぎない．従って，

螢光抗体法において，核の螢光性と細胞質の螢光性が

ほぼ同程度，時には後者がやや強いことさえある現象

をこのcontaminationのみで説明することには無理

がある．

　諸家の報告中，ピストンは核のみに存在するもので

なく，核の外にも存在することを暗示するもの58）が

幾つかある．Lindsay　59）およびその他の60）～55）報告

によれば，電気泳動パターンではribosomal　basic

proteinsとchromosomal　histonesとは極めて類

似性があるとされ，アミノ酸組成66）～70）およびクロマ

トグラフィーにおける態度71）でもそれらの類似性が報

告されている．

　ピストンの細胞内での合成部位は明確でないが，

Reidら72）およびAllfreyら73）は細胞核で行なわ

れるものと主張し，Flaniら74）～76）は核小体でのピス

トン合成の可能性を示唆した．またクロマチンでピス

トン合成が行なわれるとするもの77）～79）もある．一

方，ピストンは細胞質で合成されて，核に移動する可

能性を主張する報告80）81）もある．

　以上の事柄を総括すれば，螢光抗体法で，核外の細

胞質が螢光性を帯びたことの一部はcontamination

をもって説明し得るが，他に，種々め因子が関係して

いるらしいということになる．いずれにしても，今後

はまず胃癌細胞核の純粋な抽出法を検討しなければな

らないと思うが，ここで，免疫二重拡散法で認められ
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た胃癌特徴的組成AおよびBが，螢光抗体法で認めら

れた胃癌細胞の特異的螢光性に相当するものと仮定す

れば，組成AおよびBは胃癌細胞の核の染色粒および

核小体，さらに細胞質の塩基性蛋白に共通して存在す

る組成といえるであろう．

　組成Aは胃癌材料，胃癌リンパ節転移腫蕩，胃癌肝

転移腫瘍，等のピストン分画に認められ，胃癌患者血

清中にも共通するものを認めたことからすれば，極め

て胃癌特徴的組成といえるが，しかし一方では，例数

が少ないが，組成Aは肝臓癌ピストン分画にも認めら

れ，また，胆道癌，肺癌，SLEおよびピリン中毒症

の患者血清中にも認められたことからすれば，それは

他の入癌にも共通する場合があり，癌以外の疾患でも

それと同様または交叉反応性物質が出現し得るといえ

る．

　骨癌患者血清中に出現する異常成分に関しては，

Makari　82）はSchultz－Dale法により特異的水溶性

蛋白を認め，高柳51）はゲル内沈降反応によって異常抗

原因子を証明している．上述のおり，われわれも免疫

二重拡散法により組成Aを末期癌患者の血清中に認

め，さらにSLEおよびピリン中毒症の患者血清中に

も認めた．これによって，細胞（ことに核）破壊の強

い状態で細胞内の塩基性蛋白が循環血液中に出現する

可能性が考えられるが，今後さらに検討を加える必要

があろう．

　Stedmanら15）～17）21）はデオキシリボ核蛋白の塩基

性蛋白質に，抑制的な遺伝子調節機能を考え，ヌクレ

オヒストンとして常在するピストンに構造上の差異を

謡い出そうとした．HuangおよびBonner　83）84）の

報告をはじめとして，DNA依存のDNAポリメラ

ービやDNA依存のRNAポリメラーゼ活性にピス
トンは抑制的に作用するという幾つかの報告85）～91）が

ある．　Hurwitzら92）は遺伝子活性に関連して，ピ

ストンが非特異的にDNAと結合して，単なる複合

体を作るとしても，機能的に遺伝子情報の発現を修飾

する可能性があることを示唆した．Litauら93）は核

小体で合成されるRNAの塩基組成にピストンが影響

を及ぼすと報告している．このようにピストンの遺伝

子活性に対する作用が論ぜられている一方，ピストン

の構造上の差異の検討がおし進められている．

　石川g4）95）はエールリッヒ腹水肝癌細胞凝集阻害反応

を用いて，癌細胞膜に対する作用の特異性を見い出そ

うと試みた際，たまたま，癌細胞からの“ピストン工

分画”が正常肝からのそれに比し，癌細胞に対して強

く細胞障害性に働くことを観察している．

　また，最：近，ピストン，とくにarginin－rich　his・

光

toneにミトコンドリア膨化作用ならびに，　oxidative

phorylationに対するuncoupling作用が知られ

96），教室の小田島ら97）によって，詳細な検討が加え

られつつある．　　　　’

　筆者は入胃癌ピストンの特異性を免疫化学的手段で

認めたのであるが，今後ピストンの質的ならびに機能

的な解明がなされるにつれ，このことにも新しい意義

が生れることになるであろう．

結 論

　人の胃癌および正常胃粘膜より，硫酸法によって抽

出されたそれぞれのピストン粗分画を家兎に免疫し

て，抗胃癌ピストン血清および抗正常胃粘膜ピストン

血清を作製した．

　これらの抗血清を用いて寒天内免疫二重拡散法を行

ない，さらに，ディスク電気泳動法およびCMCカ

ラムクロマトグラフィーをも含わせ行なうことによっ

て，入胃癌ピストン分画の解析を試みた．次いで，入

胃癌ピストン分画と核外分画の塩基性蛋白，胃癌以外

の人言のピストン分画，さらに，二三患者血清との抗

原組成の比較を行なった．また，螢光抗体法によって

胃癌細胞内の抗原分布の観察を行なった．

　以上の実験結果を要約すると次の通りとなる．

　（1）　胃癌ピストン分画に二つの特徴的な組成を認

めた．即ち，ピストン1分画に認められず，ピストン

皿分画のみに認められる組成Aとピストン1および皿

に共通して認められる組成Bである．組成Aは取扱っ

た全胃癌材料に認められたが，組成Bは材料によって

は認められなかった．

　（2）　組成Aは胃癌の塩酸法門引分画のうちで，

f1＋2bにも認められたが，組成Bは塩酸法抽出分画に

は認められなかった．

　（3）　胃癌ピストン豆分画をディスク電気泳動して

みると，約9本のバンドを形成するが，組成Aが原点

より3本目のバンドに存在することがほぼ確かめられ

た．

　（4）　CMCカラムクロマトグラフィーでは胃癌お

よび正常胃粘膜ピストン皿分画はほぼ同様のパター

ンを示すが，組成AおよびBは胃癌ピストン］工分画の

0．1M～0．2M分画中に存在した．

　（5）組成Aは胃癌のミクロソームおよび細胞上清

分画中の塩基性蛋白中にも認められた．しかし，ミト

コンドリア分画塩基性蛋白には組成Aは認められなか

った．

　（6）　組成Aは胃癌の他，胃癌肝転移腫瘍および原

発性肝癌のピストン皿分画中にも認められたが，肺臓
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癌肝転移腫瘍，S字状結腸癌および直腸癌には認、めら

れなかった．　　　　　　　　　　　　－

　（7）組成Aは末期胃癌患者血清中に半数以上認め

られ，胆道癌患者血清2例および肺癌患者血清2例中

1例にも認められた．非癌患者血清中にはほとんど組

成Aは雨あられなかったが，例外的にピリン中毒症お

よびSLEの患者血清各1例に認められた．

　（8）　螢．光標識抗胃癌ピストン血．清で胃癌細胞が特

異的に染め．出さ．．れ，細胞核中の染色粒，核小体が強く

光ったが，同時に細胞質もかなり強く光った，

　稿を終るにあたり，終始御懇篤な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孝毫琴に対し深く感謝致

します・また，多大の御教示を戴きました倉田自門教授，須山忠

和博土ならびに福田鎮雄助手，さらに組織学的所見に関して御指

導戴きましな武川昭夫博士に深く感謝致します．最後ながら御協

力，御援助下された佐伯良昭御学兄を始めとする教室員諸兄に深

く感謝致します
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                                Ab stract

   Immunochemical comparison of hisffone fractions from gastric cancer with
those from the normal mucous membrane of stomach in human materials revealed
the presence of two antigens characteristic of cancer.

    The histone fractions were extracted by Ui's meth'od and John & Butler's
method, and the extranuclear basic proteins by Ui's method. The antisera against
these histone fractions were produced in rabbits by Freund's adjuvant method.
The following results were obtained by means of the agar gel double diffusion
method, the disc electrophoresis, the CMC column chromatography and the fluor-
escein antibody technique.
   1. Two antigens characteristic of cancer, designated "component A & B",
were detected by the double' diffusion method. "Component A", which was always
recognized in the materials, was in the "histone I" and the "Fl & 2b" fractions,

but not in other histone fractions, and "component B", which was not always
recognized, was in both fractions by Ui's method, but in none of those by John
& Butler's method.
   2. These two characteristic antigens were eluted mainly from O.5M NaCl-O.1
M acetate Saline buffer pH 4.8 on the CMC column chromatography,
   3. "Component A" was identified by the double diffusion method with the
specific protein band, designated "band X", which was recognized on the pattern.

by the disc electrophoresis. . '    4. "Component A" was common to the basic proteins of the micro'some and
the cell sap fractions, but not to those of the mitochondria fraction.

    5. "Component A" was also detected in some other cancer-materials, such as
metastatic tumors of gastric cancer, primary hepatoma, etc.

    6. A particular antigen common to "Component A" was frequently observed
in the sera of patients with cancer, such as gastric cancer, cancer of the bile duct,

etc., but not in those of the patients of nonmalignant diseases with two exce-
ptional cases: the SLE and the toxic disease by "pyrin-drugs".

    7. By the fluorescein antibody technique each gastric cancer cell was chara--
cteristically stained i'n its chramosome net, nucleoli and cytoplasma with the
fluorescein-labeled antibody against its histone fractions.
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　写真1：胃癌組織切片を抗正常ピストン血清で

ブロックしてから，螢光標識抗胃癌ピストン抗体

で染色した．細胞核（ことにクロムソーム・ネッ

ト）がつよく光っている．

　写真2：胃癌による癌性腹膜炎の患者の腹水内

遊離癌細胞．写真1と同操作．クロモソーム・ネ

ットおよび核小体が光っているが，細胞質もかな
り光っている．

　写真3：正常胃癌粘膜細胞．写真1と同操作．
わずかに螢光性を認めるのみである1

　写真4：正常胃粘膜細胞．写真1と同操作．わ
ずかに細胞質が光っているが，核はぬけてみえる．


