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癌細胞ピストン分画の免疫学的解析

DAB肝癌・腹水肝癌による実験的研究
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　癌細胞の特異性を高分子組成の変化から解析しよう

とする試みは，最近，電気泳動，超遠心分析，アミノ

酸分析，カラムクロマトグラフィー，および免疫化学

的方法などを用いて勢力的になされている．これらは

いずれも発癌に伴なう高分子組成の変化を，特異蛋白

のそう失あるいは獲得の面から追求しようとしたもの

であり，細胞分画による核，膜様構造およびcell　sap

の抗原因子が，特に興味の対象となりつつある．1954

年Stedman　1）らが，腫瘍細胞のピストンは正常細胞

のピストンに比べて溶けにくく，また，電気泳動的に

移動度が減少していることを報告して以来，癌細胞の

ピストン分画についても特異性を異い出そうとする

試みがなされるようになった．しかし，Laurence，

Simson，　Butler　2），およびBusch　3）らは，アミノ酸

組成およびデンプンゲル電気泳動パターンの上で癌細

胞と正常細胞のピストンには差がないとのべ，Busch

らは両者ピストンのN末端に差のないことを報告し

た．ところが，1959年Buschの5》らは，正常肝お

よびWalker腫瘍の細胞核からピストン分画を抽出

し，リシンーU－14Cのとり込みを観察し，　Walker腫

瘍には，正常肝では見られないリシンーU－1℃のとり

込み分画（RP－2しと命名されている）のあることを明

い出した．このRP－2Lは，　Walker腫瘍だけでは

なく，Jensen肉腫，　Flexner－Jobling　carcinoma，

Ehrlich腹水癌，　Sarcoma　180，人癌性メラノーマ等

の腫瘍には共通して養い出されるが，肝臓，再生肝，

胎児（早期）などの正常組織には存在しないという．

Buschのその後の研究6）によると，　RF2しにはslig・

1hty　lysine－rich，とvery　lysine－rich　histoneの2

成分のあることが判ったが，Hnilica7）らが，これら

の2成分について検討を加えた結果でも，アミノ酸組

成7、およびN末端には腫瘍特異性を認めなかった．

　そこで，筆者はDAB肝癌について，教室同人のミ

トコンドリア8），ミクロゾーム9），cell　saplo），につい

ての免疫化学的解析とならんで硫酸抽出法11、によるピ

ストン分画について家兎に作．らせた抗体を用い，ゲル

内拡散法で免疫学的解析を試みたところ，lysine－rich

histone分画に，　DAB肝癌に特徴的と思われる高分

子変化を認めたので，これを追求し，若干の興味ある

知見を得た．

実験材料と実験方法

　1．使用動物：

　DAB肝癌は，原田・水谷法12）にもとづいて，体重

約150grのWister系ラットに作った．すなわち，

オリーブ油に溶かした3ノメチル・4ディメチルアミノ

ベンゼン（DAB）を終濃度0．06％になるように屑米

に混合し，これを飼料とし，それ以外には水のみを充

分与えた．またAH　127，　AH　66F等の腹水肝癌の移

植には，雑系ラットを用い，抗血清を得るためには，

成熟家兎を用いた．

　2．ピストン分画法：

　（1）細胞核の調製：DAB投与後，4～5カ月を経

て，肉眼的および組織学的に癌と判定されたものを肝

癌材料とした．臓器を易咄するにあたっては，ラット

を24時間絶食させ，エーテルまたは，クロロホルムで

麻酔下に開胸し，大動脈より冷生理食塩水約100m1

で灌流した．この条件で，肝の灌流は充分行なわれ

た．免疫抗原としてのピストンを抽出するためには，D

AB肝癌または正常肝の核を以下のようにして得た．

すなわち，Hogeboom－Schneider法13）に従い，易咄

肝に4倍重量の冷0．25Mショ糖液を加え，氷冷しな

がら，Potter－Elvejhenm型のガラスホモジナイザー

に約8～10分かけ，20％ホモジネートを作った．肝癌
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の場合は，癌結節の中心壊死部をできるだけ除いて材

料とした．またホモジネートは，毎回ゲンチアナビオ

レット酢酸液で染色・検鏡し，充分ホモジナイズされ

ているか否かを調べた．

　腹水肝癌の場合は，採取した腹水を集め700～1，000

×g，10分遠心して，細胞成分を落し，これに約同量

の蒸溜水を加，速やかに擬令して，血球成分を溶血さ

せ，直ちに同量の1。7％食塩水を加えて遠心し，癌細

胞だけを集めて，20％ホモジネートを作った．

　DAB肝癌，腹水肝癌および正常肝20％のホモジネ

ートは，700×g，10分遠心して，核部分を落し，それ

に冷0．25Mショ糖を沈澱の4～5倍量加え，懸濁し，

一重のモスリンで濾過した．さらに700×g，10分遠心

し，その沈澱部分に，0．0018MのCaC12を含む冷

0．25M　sucroseを加えて一様に懸濁した後，0．0018

MCaC12を含む冷0．34M　secroseに注意深く重層

して，密度勾配遠心操作を700×g，10分行なつて，遠

心管府に沈澱する核を集めた（表1）．

　分離した核は，その2～3倍量の0．14M生理食塩

水を加えて，700×g，10分遠心して洗い，使用まで一

200Cに貯えた．

　なお，試験抗原としてのピストンを抽出するために

は，上記の方法以外にChuveauら14）の法に従って，

2．2M　sucroseを用いた核分離も行なった．他の各細

胞分画（ミトコンドリア，ミクロゾーム，上清分画）

の作り方はHogeboom－Schneider法13）によった．

DNAおよびRNAは，　Schmidt．＆Thanhauser15）

およびShneider　16）の方法に従って抽出した，前者は

ジフェニールアミン反応で，後者はMejbaum17）の

オルシノール応で定量した．

　（2）硫酸抽出法にようピストン分画：Ui　lo）のピス

トン抽出法を参考として，表2の方法で得た2つの分

画を，それぞれピストン1分画（arginine－rich），ピ

ストン皿分画（lysine－rich）とした．

　抽出に際しては，組織または細胞約120gr（wet

weight）より上記方法で分離した核に，0．13N硫酸

80m1を加え，20分間抽出を行ない（Sup－1＞，2，000

×g，10分遠心して得た沈澱部分を0．1N硫酸30凱1

で，20分間抽出した（Sup－2）．次に0．2　N硫酸50

m1で二度抽出を行ない（Sup－3，　Sup－4），最後に，

抽出i残余部分を0．5N硫酸80m1で12時間抽出した

（Sup－5）．

　以上の5回の抽出遠心上清（Sup　1～5）を一緒にし

て，10，000×g，15分遠心した．その上清部分に，一

20。Cに冷したエタノールを終濃度20％になるように

加え，一10。Cで2～3時間放置後，10，000×g，20

分遠心した．この上清部分に一20。Cの冷エタノール

を終濃45％になるように加え，一200Cで一夜放置し

た後，10，000g，15分遠心した．エタノール20％および

に45％における沈澱部分はそれぞれ完全に蒸溜水に溶

かし，10，000×g，15分遠心の上清部分に，それぞれ

終濃度20％，45％となるようにエタノールを加えて，

前者は4時間，後者は24時間放置後，10，000×g，15

分遠心して沈澱部分を得た．これらの沈澱部分はそれ

ぞれもう一度蒸溜水に溶解し，10，000×g，15分遠心

して，不溶部分を除いた後，上清100m1に対して，

表1　細胞核の調製法と細胞分画

組織（DAB肝癌，腹水肝癌，正常ラット肝）

0．25Mショ糖液による
20％ホモジネート
　　　17・・×島1・分

　　　」

　　沈渣
　　　1

モスリンで濾過

　　17・・×島・・分r　　　l
　l　　　　l　　沈渣　　　　　　　　上清
沈渣　　　上清　　（ミトコンドリア分画）

　i

上清

　5，000×g，20分

　　　1

0．34Mショ糖液
に0．25Mショ糖液
を重層し，密度勾配遠心
　　　レ・3x島1・分

　1　　　　　｝
沈渣　　　　上清
（細胞核分画）

105，000×g，90分

l　　　　　　　　l
沈渣　　　　　　　上清
（ミクロゾーム分画）（細胞上清分画）
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表2　ピストン分画の抽出（硫酸法による）

組織 fε鵬融蹄より
1…3N艦（8・m1）2，…×9・・分

　l　　　　　　　　l
沈渣　　　　　　上清一1
1…N硫酸（3・ml）

　1　　　　　i
沈渣　　　　上清一2

1・・2N硫酸（5・m1）

　1－　　　　i
沈渣　　　　上清一3

1・・蝋酸（5・ml）

　l　　　　　l
沈渣　　　　上清一4

1・・5N硫酸（8・ml）

　
1

沈渣

　1

上清一5

上清（1十2十3十4十5）
11・，…x・・5分

1

沈渣
」清

　エタノール終濃度20％1
　10，000×g　15分

　　　　　　　　貯

水矯謙ξ力翻

嘉
　エタノール終濃度45％　
i　　10，000×g　15分

　　継　　嘉紬
エタノール終灘2・％1

露
1水に完全にとかす

　　　　　　　虚

水に完全にとかすi
清上 渣沈 清上

1エノタール終灘45％

　　　　1　　　　｝
　　　沈渣　　　上清

0．2M塩化バリウム
　　（1／5vo1）

　　　　　水に対して透析
　　　　　　　　　1
　　　　　　　凍結乾燥
　　　　　　　　　1

　　　　巨トン・・岡

　
1

沈渣
」清

1水に完全にとかす

　l　　　　l
沈渣　　　上清
　　　　　　0．2M塩化バリウ　　　　　　1
　　　　　　ム（1／5vo1）
　　　　永に対して透析
　　　　　　1
　　　　凍結乾燥
　　　　　　i

匡ストン・∬頒1

20mlの．0．2　M塩化バリウムを加えて，4。Cで4～

5時間放置してから遠心して，沈渣を除いた．上清は

蒸溜水に対して12～24時間透析して，塩類を除いた．

エタノール終濃度20％沈澱部分をピストン1分画，45

％沈澱部分をピストン皿分画として，凍結乾燥し，減

圧下一200Cで保存した．

　一方硫酸抽出で得られたプール分画（sup　1～5）に，

終濃度50％とななるようにエタノールを加えて，沈澱

した分画をピストン粗分画とした．私どもはヒントン

粗分画（ピストン1および皿を共に含む粗分画）を抗

原として，免疫血清を作った．

　（3）塩酸抽出法によるピストン分画：Johns＆

Butler　18）の方法に準じて，すなわち，　DAB肝癌お

よび正常肝の各組織100grから表1の操作または

Chauvean法14）で核を分離後，表3の如く，これに

エタノール・1．25N塩酸（80：20，　v／v）を加えて，

20時間，一10。Cで抽出を行ない，抽出液を10，000

×9，15分遠心し，上清部分を98～100％のエタノー
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表3　ピストン・分画の抽出（塩酸法による）

組織100gr（wet　weight）
より分離した細胞核分画

エタノール：：1．25N塩酸（80：20v／v）で抽出後遠心

　　　　　1
　　　　沈渣
エタノール：水：N・塩酸
　　（10：65：25v／v）

　
　
て

　
　
し

　
　
対

六
曜

－
上
司

　
　
ノ

　
　
自
尽

　
　
工
透

エタノールに対して
透析

沈渣

　　ピストン

lf・・＋f2（b）頒1

ル600m1に対して4QCで透析を行なった．外液のエ

タノールは4時間毎に3回取り代えた．その沈澱を

f3とし，上清部分に一10。Cに冷したアセトンを3倍

量加えて，沈澱した部分をf2（a）とする，また最初の

エタノール・塩酸による抽出操作における不溶部分を

エタノール・蒸溜水・N塩酸（10：65：25v／v）に懸

濁し，20時聞後に抽出された部分を，上記同様にエタ

ノールに対して透析して得た沈澱部分はf1十f2（b）で

ある．なおここではf1十f2（b）を更に分画することな

く実験に用いた．Johns＆Butlerによれば，　f1は

very　lysine　rich　histone，　f2（b），とf2（a）はslightly

lysine　rich　hist　one，　f3arginine　rich　histoneであ

るという．

　3．原　抗：

　免疫抗原および試験抗原として，以下のものを用い

た．

　（1）免疫抗原：DAB肝癌，腹水肝癌および正常肝

の各組織より，Hogeboom－Schneider　13）法で核を

分離し，それより硫酸抽出法で得たピストン粗分画

（エタノール終濃渡50％沈澱分画）を免疫抗原とした．

15～20mg（凍結乾燥重：量）を1回の免疫量とした．

　（2）試験抗原：それぞれの組織材料より，Hoge・

boom－Schpeider法13）またはChauveauら14）の法

で核を分離し，硫酸抽出法によりとり出したヒントン

・1分画，ピストン・：K分画，および塩酸抽出法によ

りとり出したf1＋f2（b）分画，　f2（a）分画，　f3分画

を10mg／m1（凍結乾燥重量）に蒸溜水で溶かしたも

のを，寒天免疫二重拡散法用の抗原とした．

　4．抗血清：

　｝

沈渣

ピストン

lf・2（・）頒i

　1

上清

3倍量アセトン
を加える
　　　1

　ピストン

lf・3分画

　Freund’s　complete　adjuvant法19、20）によって，

抗血清を作成した．すなわち，乾燥重量で15～20mg

／mlの抗原溶液21nlを，　adjuvant液（BCG死菌

85mg，流動パラフィン85　m1，アラセルA15ml）

2m1と混合して，乳剤を作り，家兎の両肩甲下腔に

2mlずつ等分に注射した．4週間後に，第2回の免

疫を全く同様に行ない，それより4週間目に第3回の

追加免疫として，抗原2ml（adjuvant法を加えず）

を同じ部位に注射した．その後1週間目にもう1回，

同様に抗原2m1の追加免疫を行ない，それ以後時々

耳静脈より部分採血を行なって，寒天二重拡散法で抗

体価をしらべ，抗体価が高まったところで，全採血を

行なった．多くの場合，最：終注射後，1週間に全採血

を行なっている．全採血は24時間絶食させた家兎の頸

動脈より行なった．分離した折血清は直ちに一20℃

に保存した．

　5．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．

　試験管内吸収は常法に従って，2～3回に分けて行

なった．すなわち，最適比量の試験抗原を抗血清に加

え，37。Cに2時間反応させた後，4。Cの氷室内に一

夜放置して，生じた沈澱を遠心除去する．この操作を

2～3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

なって約1／2量に濃縮した．

　寒天内吸収には，Bj6rklund　21）による，　specific

inhibition　techniqueを用いた．すなわち，抗体池

に吸収すべき抗原を先に入れて，一夜4。Cに放置後，
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抗体池を洗ってから抗血清を入れ，抗原池に抗原をお

いて反応を行なわせた．

　6．寒天内二重免疫拡散法：

　透析精製22）した4』％寒天ブロック15gr，1％のNa

N33．Om1，蒸溜水12．Om1を加えて，全量30m1と

し，加温溶解後，この10m1を8×12cm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l

mm）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

抗血清を満し，4。Cの湿潤状態で反応させ，連日観察

した．沈降線の全部そろったと判断されたとき（多く

は3～4日後），判定を行ない，その後平板を蒸溜水

で2日聞洗い，ついで生理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，0．2％サ

イアジンレッド酢酸溶液を用いて，蛋白染色を行な

い，2％酢酸溶液で脱色分別した．通常，抗原池の大

きさを2～4mm，抗体池の直経を4mm，両者の距離

を5mmとした．

　7．ポリアクリルアミドゲルによる電気泳動：

　（1）装置：Mcalister　23）　らのDisk電気泳動法

を改変し，平板上で電気泳動を行なった．すなわち，

図1の如く，13x7．5×0．25cmの大きさのプラスチ

ックのわく（tray）を作り，13　x　7．5×0．1cmのガラ

ス板を底にはめ込む．別に0。8×0．1xO．1cmの突起

を図の如く，とりつけたプラスチック板を上蓋とす

る．泳動ゲル板の作製には，まずポリアクリルアミド

図1　ポリアクリルアミドゲル電気泳動枠

　　　　　　　上　　蓋

突起

ぐ

ぐ
ψ

ゲル固定枠

　　十　　　2cm　　　泳動ゲル板

　ア「　　’　」
ぜ　　／　ン

　ベ　　　　1　　　」

ノ　／

＝スライド

2cm　一

　’琴

〆　濾紙

ダ
1mm

「L」試器＿＿」 ガラス板

ゲルの溶液を上記のわく内に流し込み，気泡が入らな

いように，上蓋を翌日まで固定して固化させる．固化

後，ゲルが下のガラス板から少しも離れないように注

意深く上蓋を除去する．わくの一側は図の如く，2本

のプラスチック製の細長いハシ箱よう（外側の1本は

固定し，内側の1本はスライドする）のものがあらか

じめ装置されてあるので，固定されていない1例をス

ライドささて除去後，二部からへらを挿入して，ガラ

ス板をゲルと共に底のプラスチックからとりはずすこ

とができる．このゲルの両端に濾紙を図の如くのせ，

泳動湯中の緩衝液と接続させた．

　（2）ポリアクリルアミドゲルの作製：ゲル溶液の

調製には下記の試薬を用いた．すなわち：（i）．buff・

ered　temed　catalyst・213mlの氷酢酸と48　m1の

1N・KQHを加え，それを蒸溜水でうすめて400　m1

とし，DMAPN（A．　C．　C．三三）を1／250　m1量加

えておく．（ii）．　mOnOmer　SOIUtion・ゲル（CyanO・

gum－41）を水に溶かし，20％となるように調製する．

（iii）．　ammonium　persulfate　catalyst・1grのam・

monium　persulfateを10　mlの水に溶解する．40C

に保存し，1週間毎に作り代える．試薬の（i）および

（ii）の等量をまぜ，その1／500量の（iii）を加えた後，

陰圧で気泡を除去した．

　（3）泳動および染色：0．37Mグリン氷酢酸緩衝液

（pH4．0）を用い，試料蛋白20mg／m1（凍：結乾燥重

量）を原点の穴に流し込んだ後，16mA／plate，定電

流で，5時間30分泳動した．

　泳動後，直ちに0．2％サイアジンレッドで1→2時

間染色後，2％酢酸溶液で3～4時間脱色分別を行な

った．

　8．カラムクロマトグラフィー：

　硫酸法に従って抽出したピストン・皿分画を，CM

セルローズを用いて，カラムクロマトグラフィーを行

なった．HaOHとHC1で洗って活性化したCMセル

ローズを内径1．3cmのカラムに22　cmの高さにつ

め，pH　4．8，0．03　M酢酸緩衝液2，000　m1で緩衝化

を行なった後，100～150mgの試料を4m1の蒸溜水

に溶解して，カラムの上部に充話した．溶鉱にさいし

ては，はじめに0．03M酢酸緩衝液（pH　4．8）つづい

て0．1M酢酸緩衝液（pH　4．8）で溶出，以後酢酸緩

衝液（pH　4．8）に食塩を加えて，階段的に塩濃度を増

加させたもので溶出を行なった．溶出速度は20m1／hr

とし，流出液は5mlずつ分画して，ペックマン型光

電分光光度計を用い，波長280mμにおける吸収度よ

り蛋白濃度を測定した．また各ピークの溶出液数本を

集めて，蒸溜水に対して透析した後，pervaporation

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
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または凍結乾燥により濃縮した．

　9．超；遠心分析：

　超遠心分析には，Spinco　E，ロータAND，および

合成界面セルを使用し，59，780rpm，4。Cの条件で行

なった．蛋白量は0。3～0．4％の水溶液として分析に

供した．

　10．組織学的検索：

　組織学的検索には，DAB肝癌の発癌過程の各時期

で組織をとり，10％ホルマリン固定，包埋，ヘマトキ

シリン・エオジン染色を行なった，

実　験　結　果

　1．DAB肝癌の組織学的検索：

正常ラット肝，DAB肝癌およびその発癌過程にお

ける肝の組織学的変化については，建部2の，森田10）が

報告しているが，筆者が今回実験に供したDAB投与

後，各々，30日目，90日目，120日目，150日目，のラ

ット肝の組織学的所見は表4のようである．

　2．DAB肝癌ピストン分画の抗原分析：

　（1）分離細胞核の化学組成：免疫抗原および試験

抗原の一部のピストン抽出材料として用いた核分画

（Hogel）oom－Schneider　13）法による）のDNA，　RNA

および蛋白量は表5に示した如くである．

　（2）　試験抗原および抗血清：DAB肝癌および正常

ラット肝の試験抗原および試験抗血済を次の如く略記

する．

　D・1；DAB肝癌より硫酸法で抽出したarginine

richのピストン・1分画．

　D・五；DAB肝癌より硫酸法で抽出した1ysine　rich

のピストン・皿分画

表　4　　DAB肝癌発生過程の肝組織所見

　　　実験群

変化群
DAB投与開始後月数

1　カ　月 2　カ　月 4力周5カ月

肝

小

葉

グ
リ
ソ
ン
氏
鞘

配列の乱司 部分的に 全般に
　什

肝細胞々十干鑑蠕灘雛募十二二二1灘欝の脂麗三十量二
十細胞核の変化i

単糸胞黒 光

巣状十七
小葉改築像1 十

星細胞の劇 十 十 冊

噸洞細胞浸一 十

骨細胞核膿制

細胞浸潤

濠ンパi鰯的に＋1 全般に　十 十～十十

ζ副部分的に刊 全般に　＋ 十～十十 什

嚢鋼 十～十十

好血 管～十十

線維化1 十

細胆管増生1部撃に 全般的に

　十
所により

的分部に

　柵
部分的に

蝋管襲酬 十 十 十

癌　の　発　生

　　　と

形　　　　　態

散在性にグ氏鞘
を中心に小型癌
巣発生，腺管状
腺癌
（胆管癌）

塊状，一部乳騰
状腺癌（胆管癌）

グ氏鞘より肝小
葉内に浸潤，一
部肝細胞性癌を
伴う

丁’な　　し

一　ごくまれ
÷：ま　　れ

＋：軽　　度

十十：中等度

惜：高　　度
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表　5 細胞各分画の蛋白，DNA，　RNA量（ホモジネート1g）

分 画

核　　（70犠1α）
ミトコンドリア（5・0雛2α）

ミク・ゾーム（（105燈9α）

上　清（（105驚9α）

蛋
（mg）

白 DNA（mg）
RNA（mg）

N．L　　DAB　　N．L　　DAB N．L　　DAB

154

163

284

319

137

156

351

286

410．6　　406．7

1．7

3，0

3．7

2．8

5，8

7．7

7．0

2．8

7．3

4．3

26，4　　　32．9

13，2　　　15．3

N．L：正常ラット肝

　N・1；正常ラット肝より硫酸法で抽出したarginine

τichのピストン・1分画．

　N・皿；正常ラット肝より硫酸法で抽出した1ysine

richのピストン・］1分画．

　D・11（0．1M），　D・丑（0．2M），…；D・皿分画をCM

セルローズカラムにかけて，0．1M酢酸緩衝液にそれ

ぞれ食塩を0．1M，0．2M，…，を加えた溶出液で階段

的に溶離した分画．

　N・皿（0．1M），N・丑（0．2M），…，；N・皿分画をCM

セルローズカラムにかけて，0．11M，酢酸緩衝液にそ

れぞれ食塩を0．1M，0．2M，…，を加えた溶出液で階

段的に溶離した分画．

　D・皿（30d），D・皿（90d、，D・皿（120d），D・皿（150

d），；ラットにDABを投与後，30，90，120，150日

目の各ラットの肝から硫酸法で抽出した1ysine　rich

のピストン・11分画．

　D・f1十f2（b）：DAB肝癌より塩酸法で抽出したピ

ストンのf1＋f2（b）分画（表3参照）

　D・f2（a）；DAB肝癌より塩酸法で抽出したピスト

ンのf2（a）分画．

　D・f3；DAB肝癌より塩酸法で抽出したピストンの

f3分画．一　．一

　N・f1十f2（b）；正常ラット肝より塩酸法で抽出した

ピストンのf1・十f2（b）分画．

　N・f2（a）；正常ラット肝より塩酸法で抽出したピス

トンのf2（a）分画，

　N・f3；正常ラット肝より塩酸法で抽出したピスト

ンのf3分画．

　抗・D；DAB肝癌より硫酸法で抽出したピストン

粗分画（D・1，D・五を含む）の免疫抗血清．

　抗・D－N・∬；抗・DをN・皿で吸収したもの．

　抗・N；正常ラット肝より硫酸で抽出したピスト

ン粗分画（N・1，N・豆を含む）．

　（3）寒天内免疫二重拡散法：DAB肝癌ピストン分

DAB：肝　　癌

画および正常肝ピストン分画の相互の抗原組成の差異

を，抗・D，抗・Nを用いて，寒天内免疫二重拡散法

で調べた．その結果最も注目される点は，正常ラット

肝に見られない抗原組成が，DAB肝癌からのピスト

ンつまりD・皿分画と抗・Dとの間に現われることで

ある．抗・DはD・1［，N・皿との聞に多数の沈降線

線図2の如く作るが，その共通成分を吸収によりとり

除くと，D・】工に2本の抗原池側の沈降線が残った．

抗原池側のシャープな特異沈降線（D・］1抗原と呼ぶ

ことにする）は，7回の抽出材料の全例において認め，

またもう1本のdiffuseな特異沈降線（D・皿b抗原と

呼ぶことにする）は7回のうち2回の抽出材料に認め

られた，以上の2本の特異沈降線にあずかるD・皿a抗

原，D・11b抗原は，ピストン抽出の出発材料として

Hogeboom－Schneider　13）法による分離核を用いて

も，Chauveauら14）の法によるそれを用いても同様に

繕い出され，硫酸抽出過程の45％エタノール終濃度で

沈澱しない蛋白分画（表2参照），cell　sap10），細胞の

水抽出フロロカーボン処理分画25）には認められなかつ

図2　DAB肝癌ピストン分画の抗原分析（1）

　　　一硫酸分画法によるヒストンー

　　　　　　D・五b
　D・皿　／N．皿

　　　　抗・D

照
○

D・皿a　、Ll・皿b

　P・∬a

　　　レロ

叉
D・皿b
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た．さらに抗・Dを用いて，塩酸抽出法で得たピスト

ン分画におけるD・∬a，D・皿b抗原の存在を調べた

が，確認できなかった（図3）．すなわち，f3（a）分

画は抗・Dと反応せず，f1十f2（b），　f3の分画は，　DA

B肝癌と正常ラット肝の間に差が確認できなかった・

　なお正常家兎血清とD・皿との間には，寒天内二重

拡散法により沈降線が認められないことを確かめたの

で，抗・DとD・皿との間のこれら沈降線は，免疫

反応による沈降線と判断された．

　（4）DAB肝癌の発癌過程における変化：抗・D

を使用して，DAB肝癌を特徴づけるD・∬a，　D・皿b，

抗原の存在を，D・皿（30d），D・皿（90d），D・皿（120d），

D・皿（150d）の各時期のもので検討した，その結果30d

および90dでは，抗原それぞれ10　mg／ml，20　mg／

m1，30　mg／m1（凍結乾燥重量）に；蒸溜水に溶解した

もので，寒天内二重免疫反応を試みたが，正常肝と同

様にD・11a，　D・皿b，抗原の存在を認めることができ

なかった．一方120dでは10mg／m1の抗原量でD

・皿a，D・：Ebの特異沈降線の存在を見なかったが，抗

原量を20mg／ml，30　rng／m1とすると，150dの抗

原量10mg／mlと同様に，明確に特異沈降線の存在を

認みることができた（表6）．

　（5）CMセルローズカラムクロマトグラフィによ

る検索：D・五およびN・皿をCMセルローズカラム

クロマトグラフィーで分画した結果は，図4に見られ

るようで，0．1M酢酸緩衝液に食塩0．2Mを加えた

溶液で溶出される部分に，D・∬ではメインピークの

前方に，N皿では後方に小さなショルダーがみられ

た．各ピークの分画を抗原として，抗・Dおよび抗・

D－N・∬を抗体として，寒天内二重拡散法を行なって

みると（図5），D・皿a，　D・皿b特異抗原は，　D・■の

主として食塩0．2M分画（食塩0．1M分画にもわず

かに）に存在することがわかった．D・1工（0．2M）と

N・皿（0．2M）の抗・Dに対する沈降線は，図6のよ

うで，2本の共通線の外に，D・∬（0．2M）にはD・∬a

およびD・11bの2本の特異沈降線を示している．

　（6）ポリアクリルアミドゲルによる電気泳動：仔

牛胸腺ピストン・皿分画を対照として，D・］1，　N・皿

をポリアクリルアミドゲルでの電気泳動にかけてみる

と図7のようなパターンが得られた．この3者の泳動

上の著明な相異は，D』の工，皿のBandが，　N・皿

および仔牛胸腺ピストン・皿分画では認められないと

いうことである．そこでD・皿（0．2M），N・∬（0，2M）

を同様に泳動して，比較してみると，図8の如くD・皿

図3　DAB肝癌ピストン分画の抗原分析（2）
　　　一塩酸分画法によるヒストンー

　N。f1斗f2（b）　　　D・f1十f2（b）

○　O
N。f2（a）　　　D・f2くa、

N・f乙　　　　　D・f5

　　抗・D

　　　　　D・皿　D’II・
　　　　　　　　／l　　D・皿b

表　6 DAB肝癌発癌過程における特異抗原（D・皿a，　D・∬b）の消長

　　　　一免疫二重拡散法による一

抗原量
使 用 抗 原

D・皿（30d）

10mg／m1

20mg／m1

30mg／mη

D・皿（90d） D・皿（120d） D・1［（150d）

十

十

十

十

十

十：D・皿a，D・皿b特異沈降線を認める．

一：D・皿a，D・∬b特異沈降線を認めない．



癌細胞ピストンの抗原分析 59

280mμ

1．0

0。5

図4　DAB肝癌ピストン・皿分画（D・皿）

　　のCMカラムクロマトグラム

●●。。一，●N・皿

　　　D・亘 蛋白量100mg

∂　・

・覧
●　　●

●　　●

●　　　■

●　　　・

◎　　　●

e　　　‘

〆・　　●

●　　　・

．　　　■

・　　　■

θ　　　■

9　　　　　・

o　　　　●

・
o

9●　　　　　●

3・　●

へ
’

ﾏ　　　　　．

C　　　　　　・

@　●●　　　　6 ・，　　　　　　　o
●

　9@■

　9　　　　●
@・　　　　　臨
@●　　　　　■
@の　　　　　噛

　，　　　　　　0

X　　　　　　　　．

｡　　　　　　　　奮

C　　　　　　　　　　　じ

怐
f

　O　u 　　8
@　●@　　●@　　．　　　　　　ρ

9　　　●

@し@●@　、
@　亀
@　●@　　o@　　ら@　　◎●o　●

9　9●　，09●‘ρ 噛

、
辱

0．05　　01M　　　酢酸緩衝液（PH4．8）
　　　　　　　↑　　　　↑　　　　↑
　　　　　　　0．1　　　　　0，2　　　　　0．5

。1，　。1，。餓

図5　DAB肝癌ピストン・分画の抗原一三（3）
　　一カラムクロマトグラフィー分画に

　　　　　　　よるヒストンー

　D・皿　　　　D・皿（01M｝　　　D・皿　　　　　D・皿（0．2M）

　　　　抗・D　　　　　　　　　　　　　抗・D

　　　　　D・】I　　　　　　　　　　　　　　　　D・E

抗・D－N・∬ ＼／　　抗OD－N’皿
D・皿b

　D・E（05M）

○

（0．2M）に1，皿のBandが認められた．なお，

Band　IはD・11の0．1M，0．3Mおよび0．5M分

画にも．見られたが，0．3M，0．5M分画のそれは非常

に微弱であった．一方，Band皿は，　D・皿の0．1M，

0．2M分画にのみ認められた，塩酸抽出法によるDAB

肝癌および正常ラット肝の各ピストン分画の泳動像

（図9）では，D・皿の工，皿Bandに相当するもの

は確認できず，また，DAB肝癌ピストンと正常ラッ

ト肝ピストンとの間の差異も認められなかった．

図6　DAB肝癌ピストン分画の抗原分析（4）

　　一カラムクロマトグラフィーによる

　　　　　　　　ヒストンー

　　　　　N・皿（0，2M）　　’D。11（0・2M｝

　　　　　　饗誼

　　　　　　　　9

図7　DAB肝癌ピストン分画の電気泳動図（1）

　一硫酸抽出法によるピストン・皿分画一

　（÷）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　申→Gm（一）

　　　0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8　　　　10

D。皿

N・皿

仔牛胸腺
ピストン・五

1　∬皿　　IV　　V　　VI　1皿　W

図8　DAB肝癌ピストン分画の電気泳動図（2）

　一CMクロマトグラフィーによる分画一

　　（＋）　　　　　　　　　　　　　　一・cm（一）
　　　　0　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8

i

D・∬（0．2M）

N・皿（0．2M）

D・皿（0．1M）

D●皿（0．5M）

D・豆（0．5M）

D・皿（0．9M）
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　（7）超遠心分析：D・皿の特異沈降抗原，すなわち，

D’皿a抗原は主にD・皿（0．2M）分画に存在したの

で，D・皿（0．2M），　N・皿（0．2M）分画の超遠心分析

を行なった．その結果は，図10の如く，両者とも単一

ピークを示したが，D・皿（0．2M）のピークは，　N・五

（0．2M）のそれに比してよりシャープであった．沈降

定数は1．2sである．

　3．各種腹水肝癌の抗原分析：

　（1）抗原および抗血清：DAB肝癌および正常ラッ

図9　DAB肝癌ピストン分画の電気泳動図（3）

　　　　一塩酸抽出法による分画一

　　　〇　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8　　　　10

r）・f1十f2（b）

Ngf1→・f2（b）

D・f2（a）

N・f2（a）

D・f3

N。f3

　　　　　図10超遠心分析図
一D・皿（0．OM），　N・∬（0．2M）分画について一

　　　　　　D・皿（0．2M）分画

8分

レ1

16分　　　24分　　　32分

N・五（0・2M）分画

8分 ユ6分

購

24分・ 32分

伯

ト肝ピストン分画と同様にAH　66FおよびAH　127

の抗原と抗抗血清を次の如く略記する．

　66・工；AH　66f腹水肝癌より硫酸法で抽出した

arginine　richのピストン・1分画．

　66・∬；AH　66f腹水肝癌より硫酸法で抽出した

1ysiine　richのピストン・五分画．

　127・1；AH　127腹水肝癌より硫酸法で抽出した

arginine　richのピストン・1分画．

　127・∬；AH　127腹水肝癌より硫酸法で抽出した

1ysine　vichのピストン・五分画，

　66・∬（0．1M），66・五（0．2M），…，；D・皿分画

をCMセルローズゐラムにかけて0．1M酢酸緩衝液

にそれぞれ食塩を0．1M，0．2M，…，を加えた溶出液

で階段的に溶離した分画．

　127・∬（0．1M），127・∬（0．2M），…，127・∬分画

をCMセルローズカラムにかけて同様緩衝液にそれ

ぞれ食塩を0．IM，0．2M，…，を加えた溶出液で階段

的に溶離した分画．

抗・66；AH　66F腹水肝癌より硫酸法で抽出したピス

トン粗分画（66・1，66・皿を含む♪の免疫抗血清．

　抗・66－N・皿；抗・66をN・皿で吸収したもの．

　抗・127；AH　127腹水肝癌より硫酸法で抽出した

ピストン粗分画（127・工，127・1［を含む）の免疫抗

血清．

　抗・127－N・皿；抗・127をN・∬で吸収したもの．

　（2）寒天内免疫二重拡散法：66・1，66・皿とN・

1，N・］1の抗原組成の差異を，抗・66および抗・N

を用い，寒天内免疫二重拡散法により調べた．その結

果，正常ラット肝に見られない抗原組成が，66・五分

画に認められた．すなわち，抗・66は66・五，N・］1と

　　図11腹水肝癌AH　66Fピストン分画の
　　　　　　　　抗原分析・（1）

　　　　　一硫酸抽出法による分画一

N・∬　　　　　　66・1】：　　　　　　　　127’皿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　66・∬
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の間に図11の如く反応して沈降線を作るが，

66・皿の抗原池側の2本の沈降線は，抗・66

－N・五とN・皿との間には認められなかった

この2本の特異沈降線（抗原池側の特異沈降

線を66・皿a抗原，もう1本の特異沈降線66

・皿bを抗原と呼ぶことにする）は3回の抽出

材料の全例に認められた．一方，127・1，

127・皿とN・1，N・皿の抗原組成の差異

を，抗・127，抗・Nを用いて同様に，寒天

内二重拡散法で調べてみると，正常ラット肝

に見られない抗原組成が，127・五分画に認め

られた．抗・127は127・11，N・皿との間

に，図12の如く反応し，127・皿の抗原池側

の2本の沈降線は，抗・127－N・五とN・五

との間には認められなかった，この2本の特

異沈降線（抗原幽玄の特異沈降線を127・11a

抗原，もう1本の特異沈降線を127・皿b抗

原と呼ぶことにする）は3回の抽出材料の全

例に認められた．

　（3）CMセルローズカラムクロマトグラフ

ィーによる検索：66・皿，127・皿をCMセ

ルローズカラムクPマトグラフィーで分画し

た（図13）．溶出には，DAB肝癌ピストン・

皿分画のクロマトグラフィーにおけると同様

に0．1M酢緩衝液に食塩を加えた溶液で階

段的溶出を行なった．66・∬のクロマトの各

ピークの分画を試験抗原として，抗・66－N・

1工と寒天内二重拡散法を行なってみると，

特異抗原である66・皿aおよび66・皿bは共

に主として66・皿（0．4M）と66・11（0．5M）

の分画に見られた（図14）．一方，127・丑IDク

ロマトの各ピークの分画を試験抗原として抗

127－N・皿　と寒天内二重拡散法を行なった

図12腹水肝癌AH　127ピストン分画の
　　　　．．抗原分析（1）
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結果，127・皿a抗原は127・皿（0．4M），127・五（0．5

M）分画に，27・∬b抗原は127・∬（0．1M），127・∬

（0．2M）分画に主に存在した（図15）．

　（4）ポリアクリレルアミドゲルによる電気泳動：

DAB肝癌および正常ラット肝について行なったのと

同一条件で，66・］1，127・皿の電気泳動を行なった．

66・皿に見られる6つのBand（皿，W，　V，VI，　VH，

粗）はN・皿にも同様に見られ，両者の間に泳動上

の明らかな差は見られなかった（図16）．これに反し

127・皿ではN・皿に見られないBand　Iおよび皿

が認められた（図16）．66・皿および127・皿の特異

沈降線を含む0．4M～0．5M分画を，対応するN・皿

のクロマトの0．4M～0．5M分画を同時に泳動して比

較してみてもやはり明らかな差が見い出されなかっ

た．127・皿（0．1M）および127・皿（0．2M）には，

N・皿に見られないBand工および皿が見られたが，

この分画は免疫二重拡散法では1本の特異沈降線（127

・皿b）の認められた分画である．他の1本の特者沈降

線（127・皿a）を含む分画127・∬（（0．4回目と127・五

（0．5M）は電気泳動上ではN・∬と差異を示さなかっ

た．

　4．各特異沈降線相互の関係：

　D・皿，66・∬および127・皿　に見られた特異沈降

抗原の相互関係を検討するために，抗・D・皿に対し

てはD・五と66・皿を，抗・D－127・］1に対しては

図16腹水肝癌（AH　66F，　AH　127）ピストン

　　　　　分画の電気泳動図（1）

　一硫酸抽出法によるピストン・皿分画一

（・）。　2　4　6　8→cm（一）
　　　　　　　　　　　　　　一一

66・皿

127・π

N・H

1皿皿w　 v　 W　、¶　、皿

一CMクロマトグフィーによる分画一
127・∬

（0でM）
（0，2M）

66・皿

（0．4M）

（0，5M）

127。H：

（0．4M）

（0．5M）

N・∬

（0．4M）

（〔レ5M）

O
　
　
，

伯

図17　DAB　O癌，腹水○癌（AHF66，
　　AH　127）特異沈降線相互の関係

一硫酸抽出法による，ピストン・二分画一

　　　　D・∬
　　　　　　　　　　66・皿

○ ρ
。

抗・66－D・皿

127・皿

　　　　　　D・π

　抗・D－127・π

N・皿　　　　　66・皿

○逗二輪
　　O　O。．。
　　抗66－N・皿

127E・とD・］1を，抗・66－127・皿に対しては127・

皿と66・11を，それぞれ寒天内二重免疫拡散法で反

応させた結果，それぞれの特異沈降線にあっかる抗原

因子は互に無関係であることが判った（図17）．

考 察

　最近種々の方法で癌を特徴づける物質の検索が行な

われるようになり，免疫学的な手段によっても，癌化

に伴う正常組織抗原の減少ないし消失と正常組織抗原

に見られない特異抗原の獲得が報告されている．石川

26）らはDAB肝癌上清分画にγ1一，α2一，α1－gl位の

泳動度を持つ特異抗原を見い出しており，高柳・建部

72）82）らはDAB肝癌ラットの血清中にも癌特異抗原

を証明した．また，森田10）はDAB肝癌のcell　sapに

β2－gl位およびα一gl位の泳動度を示す因子を認めて

いる．一方，Gelstein　29》はアナフィラキシー反応を

用い，正常肝には認められない抗原が。－amin　o－

azotolueneによる初発肝癌に出現するとし，　Abr・

amoff　30》はマウスの移植メラノーマに，　Rapport　31）

はラットのLymphosarcomaに腫瘍特異性抗原を認

めているし，平井32）33》はAH　49腹水肝癌の細胞核に

癌特異性抗原を見い出している．

　一方，発癌に伴う正常組織抗原のそう失に関しては

Weiler　34）35）33），　Green　37）38）らが肝癌において正常肝

の臓器特異性抗原が消失することを螢光抗体法で認め

Nace・須山鋤39）40）はLucke腎癌を使用して，正常
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腎中のリゾチーム活性を示す塩基性蛋白　（分子量約

10，000）が肝癌には見られなくることを免疫学的に指

摘している．

　癌細胞の特徴の一つをその核蛋白であるピストンに

求めようとする試みは，そのアミノ酸組成2）3）7）42）～

45》，電気泳動度1）～3）23）46），，溶解度1），リシンーU－

14Cのとり込み4）5）47）～51）等について多くの研究者に

より行なわれてきた．しかし，ピストンは抗体産生能

が乏しいためもあって，現在まで免疫化学的手法によ

る解析がほとんど全く行なわれていなかった．しかし

最近ヒスートンが抗体を作ることが明らかにされ52），著

者もピストン粗分画をFreund’s　adjuvantと共に家

兎に注射して，抗ピストン沈降抗体を生ずることを確

かめることができた．そこで私どもはDAB肝癌の

ヒストン分画を正常ラット肝のそれと免疫学的手法に

より，比較検討して見たのである．

　DAB肝癌および正常ラット肝かちのピストンの抽

出には，大部分はHogeboom－Schneider13）法，一部

はChauveauら14）の法によって分離した核分画から，

2種の異なった方法，すなわち，Ui11）による“硫酸

抽出法”およびJohns＆Butler　18）による“塩酸抽

出法”によって行なった．このうち，Ui　11）の方法に

より抽出されたIysine－richの“ピストン・五分画”

に癌性変化を特徴づける2つの抗原因子群が見い出さ

れた．arginine－richの“ピストン・1分野”の方に

は癌と正常ラット間との間にゲル内二重拡散法で差異

を見い出せなかった．また，Johns＆Butler法によ

伽f1十f2（b），　f2（a），f3等の分画にも癌に特徴的な抗

原因子の存在が認められなかった．DAB肝癌の“ピ

ストン・皿分画”に見い出された2つの癌特異性抗原

因子群をここでは“D・皿a”および“D』b”抗原と

称したが，これらは細胞質可溶成分およびピストン以

外の核成分と何ら交叉反応を示さなかった．なお，試

験抗原として用いたピストンが，Hogeboom－S　chnei・

der　13）法，あるいはChauveauら14）の法による分離

核のいずれから抽出したものであっても，得られた上

記の結果に差は認められなかρた．もし三法による核

分画からのピストンに細胞質成分の汚染が多く，特異

抗原が細胞質由来であるとするならば，抗血清は当然

細胞質分画との反応で沈降線を示す筈であるが，それ

は認められなかったから，核分画法による差はここで

は問題にならなかった．

　ピストン・∬分画のCMセルローズカラムクロマ

トグラフィーで，0．1M酢酸緩衝液に食塩0．2Mを加

えた溶液（pH　4．8）で溶出する分画に，“D・五a”お

よび“D・皿b”抗原の存在することが示され，また，

この食塩0．2M溶出分画には，ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動で，正常ラット肝ピストン分画に存在し

ない2つの蛋白帯のあることも認あられた．しかもこ

の0．2M溶出分画は超遠心分析で沈降定数1．2Sを

示す単一峰を示したから，DAB肝癌を特徴づける

“D・五a”および“D・五b”抗原は電気泳動的に認め

られた2つの特異蛋白帯に相当するものであることを

推測させる．この癌特異抗原因子の物理化学的性状や

発癌過程におけるその存在意義等については，今後の

研究が必要である．

　ラット腹水肝癌のピストン・皿分画にも同様に癌性

変化を特徴づける2つの抗原因子群が認められたが，

ここで使用したAH　66F，　AH：127およびDAB肝癌

のそれぞれの特異抗原因子群は，互に共通の抗原決定

基は持っていないことが免疫二重拡散法で確かめられ

た．このことは，一般に二二形成に伴なう細胞核抗原

因子の獲得あるいは増量が，すべての腫瘍細胞核ピス

トン分画にも起ることが，期待されるにしても，腫瘍

の種類により，分化ないし発癌機構に生物的差異のあ

ることを示したものであろう．私どもは癌を特徴づけ

る抗原因子が1ysine　rich“ピストン・皿分画”に存

在することを明らかにしたが，一方，arginine　rich

の“ピストン・工分画”については，石川53）54）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唱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”が正常ラ

ット肝からのそれに比し，癌細胞に対して強く細胞障

害性（Cytolytic）に働くことを観察している．“ピス

トン・皿分画”にはこのような細胞障害性の作用は見

られない．

　癌細胞の特徴は生体のhomeostasisを無視した無

限の分裂と増殖を続ける異常発生とうけとられる．そ

してこの特徴は遺伝因子の荷い手であるDNAのある

部分の不可逆的な変化として印されているものと解釈

し得る．その際DNP複合体としてのcounterpart

であるピストンに何らかの質的，機能的特異性の存在

する可能性が考えられよう．DAB肝癌および腹水肝

癌のピストン分画において，筆者の見い出した特異性

原因門門は，この問題についての一つの手がかりを与

えるものかもしれない，ピストンが遺伝子のrepresser

として働くというStedman　1）の考えや，ピストンが

DNA合成を調節しているのではないかとするIrrin47）

の報告，さらに，DNAをプライマーとして合成され

る細胞核RNAの合成がピストンにより阻害される

ことを示したHuang＆Bonnes　45）らの実験等と考

え合せると，私どもの成績は，一層興味あるものと
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なるだろう．最近，ピストンとくにarginine　rich

histoneにミトコンドリア膨化作用ならびにoxidative

phosphorylationに対するuncoupling作用が知ら

れ55），教室の小田島・清水56、らによって肝癌ピストン

に正常肝のそれより強い上記作用が認められつつあ

る．今後，ピストンの生合成機構や生物学的意義がよ

り明らかになるにつれ，蛋白合成，エルギー代謝を中

心とした癌細胞の機能特異性の検索に新生面が開かれ

るかもしれない．これが残された一つの大きな問題で

もある．

結 論

　DAB肝癌と正常ラット肝の核分画から2種の異な

った方法（硫酸抽出法，塩酸抽出法）で得たピストン

分画について，寒天内二重拡散法，ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動法，CMカラムクロマトグラフィー等

による解析を行ない，また，ラット腹水肝癌の同分画

との比較も行なった．さらにDAB肝癌の発癌過程に

おけるヒトスン牙画の抗原組成の変化についても検索

を加えた．これらから得られた結果は次のように要約

される．

　（1）DAB　O癌のピストン・皿分画（lysinerich分

画）に，癌性変化を特徴づける2つの抗原因子，“D・

皿a”および“D・皿b”を見い出した．前者の抗原は

7回の抽出材料からのピストン・］1分画の全例に存在

したが，後者の抗原はそううち2回の抽出材料からの

ピストン・五分画についてのみ見い出された．

　（2）　この“D・皿a”抗原および“D・Ifb”抗原は，

硫酸抽出法によるピストン・皿分画に見い出されるが

ピストン・1分画には存在しなかった．また塩酸抽出

法によるピストン分画ではそのいずれのsubfraction

にも存在を認めなかった．

　（3）　“D・虹a”および“D・］lb”の抗原蛋白は，ピ

ストン・皿分画のCMセルローズカラムクロマトグラ

フィーによりさらに純化することができた．両抗原蛋

白は0．1M酢酸緩衝液に食塩0．2Mを加えた溶液（pH：

4，8）による溶出分画に主として存在し，この分画の

超遠心分析は，単一峰を示し，その沈降定数は1．2S

であった．

　（4）DAB肝癌と正常ラット肝とのピストン・皿分

画について，ポリアクリルアミドゲルをメジウムとし

た電気泳動を行なったところ，正常ラット肝のピスト

ン分画に見られない2つの蛋白帯が，DABピストン

・皿分画において認められた．この2つの蛋白帯は共

にCMにクロマトグラフィーで0．1M酢酸緩衝液に食

塩0．2Mを加えた溶液（pH　4．8）で溶離する部分に存

伯

在した．このことは，この2つの蛋白帯がそれぞれ

“D．五a”および“D・皿d”抗原の両方あるいはいず

れかに相当する組成であるこ・とを示唆する．

　（5）DAB肝癌の発癌過程において，“D・皿a”お

よび“D・皿b”抗原は，ラットにDAB投与開始後90

日目までは認められないが，120日目の初期肝癌にわ

ずかに認められ始め，以後肝癌完成期にかけて次第に

増：量の傾向をたどった．　　　　　　　　　　　．

　（6）　ラット腹水肝癌AH　66FおよびAH　127の

ピストン・皿分画（1ysille　rich分画）にもそれぞれ

癌性変化を特徴づける2つの抗原組成（66・皿aと66・

皿b，127・皿aと127・］lb）を認めたが，これらはC

Mカムクロマトグラム，ポリアクリルアミドゲル電

気泳動図および寒天内二重拡散法より判断して，DA

B肝癌を特徴づける“D・皿a”および“D・五b”とは

異なる抗原であるこ、とがわかった．

稿を終えるにあたり，御懇篤な御指導と御校閲を賜わりました

恩師石川大力雄教授に深く感謝いたします　また多大なる御教示

と御協力をいただき’ました倉田自章助教授，須山忠和博士ならび

に福田鎮雄助手に謝意を表します．さらに光学顕微鏡所見に関し

て，師指導鱒仰ぎました武川昭男博士と超遠心分析についてお世

話いただきました本学癌研究施設川上ひろみ助手に深甚なる謝意

を表します。
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                                 Abstrac
  Immunochemical comparison of histone fractions from DAB-hepatoma with that
from the normal rat liver revealed the gain of antigehs designated "D. IIa" and
"D. IIb" chafact'eristic of cattcer 'histone.

  Histone fractions were extracted by two different methods (Ui's method and
Johns & Butler's method) from the DAB-hepatoma, the ascites hepatoma (AH66F,
AH127) and the normal ratl iver. The antisera against these histone fractions
were produced by Freund's adjuvat method in rabbits. The following resu!ts
were obtained by means of the agar gel double diffusion method, the polyacry-
lamide gel electrophoresis, the CMC column chromatography and the ultracentrifu
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s

de

gal analysis,

  1. The "histone-II fractions" (lysine rich fraction) from the DAB-hepatoma

showed two precipitating lines against the anti-DAB histone absorbed with
normal liver histone by the agar gel double diffusion method. These two antigens
(designated as "D.IIs" and D.IIb") characteristic of cancer cells were eluted
mainly from O,2M Nacl--O.1M acetate saline buffer ph 4.8 on CMC column chro-
matography. This chromatographically eluted subfraction showed a single sharp
peak on ultracentrifugation and calculated sedimentation constant was 1.2S.

  2. During the carcinogenic process of the DAB hepatoma these specific antigens
did not exist until the 90th day after DAB feeding, but they were identified a
little on the 120th day (the initial stage of the cancer) and then had a tendency

  ･to mcrease.
  3. The specific two protein bands which werer rcognizable on the electro-
phoretic pattern of the chromatographic subffraction suggested that these two
protein bands might correspond to the specific antigens.

 4. These specific antigens were different from those of the ascites hepatoma
hisone fractions which were also found on the agar gel double diffusion
technique.


