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骨肉腫患者．血清の免疫学的研究

金沢大学医学部整形外科学教室（主任　高瀬武平教授）

金沢大学医学部第二病理学教室（主任　石川大刀雄教授）

　　　　　河　　　原　　　　宏

　　　　　　　（昭和39年12月21日受付）

本論文の要旨は昭和39年10月前23回中部日本整形外科災害外科学会において報告した．

　悪性腫瘍患者の血清は，albuminの低下，α・glo・

bulinの増加，β・globulinやや増加，γ・globulin殆ん

ど常量という傾向を示す．それは何らかの形で癌の代

謝に関連するものであろう．例えばα・globulinに関

し，そのα・糖蛋白の増加には，和田らによると，肝

で生成されるもののほかに，かなりな部分，癌細胞自ら

が生産放出したものが含まれるという．後者の場合，

そのα糖蛋白は癌細胞が生産したという意味で，癌

特異的ということが出来よう．また前者の場合，甚だ

しく増加しているという意味で，少なくとも癌を特徴

づけていると理解することが出来る．

　悪性腫瘍のうち，多発性骨髄腫血清には，7・globu－

Iinの異常な増加が認められ，それらは抗原分析の結

果，いわゆるimmune　globulins（77s，β2A，γ1M）に

相当することが知られている．そしてそれは，腫瘍細

胞であるplasmocyteの1生産し，分泌したところの

ものである．或いはまた，三宅によると白血病患者血

清には，抗原分析の結果，骨髄性・リンパ性・単球性

白血病にそれぞれ特有なβ・globulin因子の出現する

ことが知られている．そしてそれは，おそらく確実に

血液癌ともいうべき腫瘍細胞が生産し，分泌したもの

であろう．

　更に以上を拡大して，然らば胃癌患者血清に胃癌細

胞自らが生産し，分泌したものが存するか，胃癌血清蛋

白分画像の異常はすべて，それによって説明し得るか

となると，結論は保留されざるを得ない．あるものは

肝で生成され，あるものは和田らの説くように，癌細

胞が生産したものかも知れない．胃癌患者血清を骨髄

腫，白血病患者血清における如くに，免疫拡散法によ

り抗原分析すると，α1，α2糖蛋白因子並びにβ一リボ蛋

白因子が，少なくとも甚だしく増量していることが検

出される．それは癌特異的であるか否かは別として，

少なくとも癌特徴的因子と理解することが出来よう．

　それならば肉腫，就中骨肉腫患者血清には，それに

特異的な因子が含まれているであろうか．

　著者は，人の骨肉腫の他，骨肉腫以外の腫蕩，腫、

瘍以外の疾患の血清について，免疫化学的解析を行な

い，骨肉腫患者血清にかなり特異性を示すと思われる

因子を確認したので，以下に報告したいと思う．

実験材料及び実験方法

〔工〕実験材料

骨肉腫患者血清及び非骨肉腫患者血清（骨肉腫以外

の腫蕩患者血清及び非腫瘍患者血清）を被検材料とし

た．その分類は次の如くである．（表1参照）

骨　　肉　　腫

軟　骨　肉　腫

リンパ肉腫
その他の肉腫
肉腫以外の悪性腫瘍

良　性　腫　瘍

腫瘍以外の疾患

20例

3〃

3〃

4〃

16〃

31〃

41〃

　　　　合’計　　　118例
　以上のほか，対照として正常人血清10例を選んだ，

これらの血清材料は，腫瘍以外の疾患の一部を除き，

手術による侵襲，輸血などによる影響を避けるため，

いずれも手術前に採血し，術後易咄または試験標本に

ついて病理組織学的診断をたしかめた．

〔皿〕実験方法

　（1）抗骨肉腫血清の作製

　病理組織学的に骨肉腫と診断された患者の血清を抗

原液として用いた．

　ImmunolGgical　Study　of　the　Sera　of　Patients　w三二Osteogenlc　Sarcoma．　Hiroshi　Kawara・

Department　of　Orthopaedic　Surgery（Director：Prof．　B．　Takase）and　Departlnent　of　pathology

（Director：Prof．　T．　Ishikawa），　School　of　Medicine，　Kanazawa　University．
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（表1）実験材料及び免疫反応の成績
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部 位

左　大　腿　骨

右　　脛　　骨

右　　脛　　骨

左大　腿骨

右　　脛　　骨

左大　腿骨

右大　腿　骨

右　　腸　　骨

左大　腿　骨

左　　脛　　骨

左　　脛　　骨

左大腿　骨

右　上　腕　骨

左　大　腿骨

左　大　腿　骨

左　大　腿骨

左　　腸　　骨

左　大　腿　骨

左　大　腿　骨

左　大　腿　骨

左　　脛　　骨

右　　脛　　骨

左　　腓　　骨

右　　　　　肺

右頸部リンパ腺

左　　　　　肺

左　上　腕　骨

右　　腸　　骨

仙　　　　　骨

右　鼠　躁　部

右　大　腿　骨

仙　　　　　骨

左上顎　骨

左上　腕　骨

第　2　腰　椎

レ線所見

四
型
凹
型
型
門
門
門
門
志
野
門
門
型
丁
丁
型
型
丁
丁
型
門
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骨
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骨
骨
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骨
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骨
二
合
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骨
二
二
二
二
二
丁
，
二
二
骨
骨

造
溶
溶
造
弓
造
溶
溶
溶
造
－
混
混
溶
造
造
造
溶
溶
造
造
溶
溶
溶
中肺野に円形陰影

骨陰影に著：変なし

中肺野に円形陰影

造　　骨　　型

溶　　骨　　型

溶　　骨　　型

骨陰影に著変なし

溶　　骨　　型

溶　　骨　　型

左上顎洞部全般に
濃厚陰影

溶　　骨　　型

溶　　骨　　型

免疫
反応

十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十

十
一
十
剛
十

十
十

備 考

転　移（一）

肺転移（＋）

軟部組織への浸潤（十十）

転　移（一）

転　移（一）

転　移（一）

転移（一）

転　移（一）

転移（一）

転　移（一）

転　移（一）

病的骨折（＋）転移（一）

転移（一）

病的骨折（＋）転移（一）

転　移（一）

転　移（一）

転　移（一）

転　移（一）

転　移（一）

肺転移（＋）

転移（一）

転　移（一）

転移（一）

転　移（一）

骨転移（一）

骨転移（一）

骨転移（一）

転　移（一）

転　移（一）

転　移（一）

骨転移（一）

胃に原発，大腿骨に転
移

胃に原発，仙骨に転移

粘膜鼻腺に原発，骨軟
部組織に浸潤
左回に原発，骨転移，
病的骨折（＋）

前立腺に原発，腰椎に
転移
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　　　〃

皮　　膚　　癌

扁平上皮癌

Grawitz氏腫蕩

Grawitz氏腫瘍

肝細　胞　癌
悪性無色素性黒色
腫

骨　　髄　　腫

　　　〃

悪性骨巨細胞腫

細網上皮腫
良性骨巨細胞腫

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

軟骨性外骨腫

　　　〃

　　　〃

　　　〃

内　軟　骨腫

　　　〃

　　　〃

線維性骨異形成症

　　　〃

　　　〃

軟　　骨　　腫

良性軟骨芽細胞腫

骨　　嚢　　腫

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

脊髄腫瘍（硬膜外）

右足　背部
左　　坐　　骨
右第3肋骨，左第
11，12肋骨，左肩
月甲骨，左腸骨

第1，4腰椎，左大
腿骨
右第3，9肋骨，第
3胸椎，第2腰椎

右大腿骨，右脛骨

右記2肋骨
弓7，8胸　椎

弓大腿骨，左脛骨

左上腕骨
右　上　腕　骨

面大　腿骨

右　大　腿骨

左大腿骨
右大　腿骨
左　大　腿　骨

面大　腿骨
左　　脛　　骨

左　　恥　　骨

両大腿骨，両脛骨
右回骨

右手根　骨

右第4指基節骨

右第2旧基節部

左第4指基節骨

頭　　蓋　　骨
面上腕骨，左恥骨

下　　顎　　骨

下　　顎　　骨

三二10肋骨
弓　　脛　　骨

三二3中手骨

左上　腕骨

右　上腕　骨

左上　腕　骨

右大　腿骨
左　大　腿　立

干　　橦　　骨

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

溶
溶
溶
溶
溶
溶
溶
溶
二
二
骨
骨
骨
二
二
骨
，
骨
骨
骨
二
二
骨
骨
骨
白
骨

骨
骨
骨
骨
骨
骨
三
二
骨

　　透　明

　　透　明

　　透　明

　　透　明

　　透　明

　　透　明

　　透　明

　　隆　起

　　隆　起

　　隆　起

　　隆　起

　　透　明

　　透　明

　　透　明

　　硬　化
　　透　明

　　硬　化

骨硬化及び隆起像

溶　　骨　　型

骨　透　明　二

二　透　明　像

骨　透　明　像

骨　透　明　二

二　透　明　像

骨　透　明　像

骨　透　明　像

骨　透　明　像

型
児
型
二
型
二
型
型
型
三
越
像
三
二
三
三
像
像
二
二
像
二
二
像
像
像

十
一
一
一
一
噛
一
闘
嗣
一
一
騨
幽
幽
一
一
十
一
十
一
鞠
噸
一
職
一
一
隔
一
陶
一
一
十

原発巣不明

骨転移（一）

子宮に原発，坐骨に転
移

副腎に原発，骨に転移

副腎に原発，骨に転移

肝に原発，骨に転移

原発巣不明，病的骨折
（＋）

肝及び脾腫大（十）

病的骨折（＋）

病的骨折（＋）
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63

　　　〃

LettererSiwe氏
病

脂　　肪　　腫

脂肪腫性髄膜腫

神経鞘骸
骨　　髄　　炎

　　　〃

　　　〃

Brodie氏骨丁丁

化膿性関節炎

肋骨カリエス

脊椎カリエス

　　　〃

　　　〃

結核性関節炎

リウマチ性関節炎

　　　〃

　　　〃

　　　〃

仮　　関　　節

Recklinghausen
氏病

いたいいたい病

頸腕症候群
痙性脊髄性麻痺

三叉神経痛
皮下組織線維化

Dupley氏病

Dupley氏病

脊椎とり症
椎間板ヘルニア

　　　〃

　　　〃

ガングリオン

オステオコンドロ
マトージス

筋　々　膜　痛

　　　〃

　　　〃

左　　脛　　骨

右足　背　部

脊髄腫蕩（髄内）

脊髄腫瘍（硬膜内，
髄外）

右大腿骨
左　　腓　　骨

右　　脛　　骨

左大　腿骨

右股　関　節

左第1肋骨
第5，6胸　椎

弓5，6胸椎

第8，9胸　椎

弓膝関　節
多　　発　　性

多　　発　　性

左足　関　節

右　膝　関　節

右大　腿骨

全　　　　　身

全 身

肢
肢
面
腿
節
節
椎
部
部
部
部
節
部
門
部

下
　
　
　

関
関
頸
　
　
　
三
関

　
下
顔
下
　
　
　
　
　
　
　
　
、

左
回
左
右
右
左
第
腰
回
腰
右
左
腰
腰
腰

骨　透　明　像
第2腰椎，　扁平イヒ

第5，6腰椎，骨破
壊像
骨変形　像
骨陰影に著変なし

千早：影に著変なし

骨透　明　像

骨膜反応像
骨　透　明　像

骨　透　明　像

骨破　壊像

骨軟化像
骨破　壊特
色間腔狭小
骨破壊野
面間腔狭小
骨破　壊像

骨破　壊像
骨陰：影に著変なし

骨陰影に著変なし

踵骨棘形成

穎間隆起変形

余剰　化　骨

第6，7頸回変形

腰椎，骨棘形成
左大腿骨，尺骨，
骨改変層，全般に
骨萎縮像

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

血脈：影に著変なし

骨陰影に著変なし

骨陰：影に著変なし

骨陰影に著変なし

第7頸回前方に転
位

骨陰影に著変なし

骨陰：影に著：変なし

骨陰：影に著変なし

骨陰影に著変なし

左肩関節内米粒状
濃厚陰影多数

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

十

十
十

前胸部，腹部に発煙
　　　　　　　（＋）
皮下脂肪腫
足趾変形（＋）

痩孔（一），膿瘍形成（十）

痩孔（一）

痩孔形成（一）

獲孔形成（十）

膿瘍形成（＋）

膿瘍形成（＋）

膿蕩形成（＋）

膿瘍形成（＋）

不良肢位強直，痩孔形
成，混合感染（＋）

RA　Test（十）赤沈↓

RA　Test（±）赤沈→

RA　Test（一）赤沈↓

RA　Test（一）赤沈↓

Neurofibronatosis
躯幹両下肢に色素沈着
腫瘍（＋）

打i撲後遺症による

RA　Test（一）赤沈→

RA　Test（十）球沈→

RA　Test（士）赤沈→

RA　Test（一）赤沈→
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110
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♂
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↑
♀
♀
♀
♂
δ
雨
♀
♀

39

48

48

14

28

31

42

67

18

〃

〃

〃

筋　硬　結　症

〃

〃

筋　　肉　　平

冠形成関節症

脊椎過敏症

腰　　　　　部

右　大　腿　部

図引腹筋部

両腓腹筋部

両腓腹筋部
両　　肩　　部

右　　上　　肢

両膝　関　節

背　　　　　部

脊椎側轡症
骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

骨陰影に著変なし

膝関節部骨棘形成

脊椎側轡症

RA　Test（一）

RA　Test（一）

RA　Test（一）

RA　Test（一）

RA　Test（一）

RA　Test（一）

RA　Test（一）

RA　Test（十）

赤沈→

赤沈→

赤沈↓

赤沈→

赤沈→

赤沈↓

赤沈→

赤沈→

赤沈↓

〔注〕（1）レ線所見及び備考欄の症状は，すべて採血時のものである．

　　　（2）レ線所見の記載は，例えば骨腫瘍の如く，溶骨性の像と造骨性の像が混在する場合には主た

　　　　　る所見のみを記載した．

　　　（3）赤沈値の記載は1時間値15mm以内は→で，15日目以上は↓で示した．
　　　（4）RA・Testの成績は陽性（十），弱陽性（士），陰性（一）と記載した．

　三宅は種4なる抗血清作製法中adjuvantによる2

回筋注法が抗体価の持続期が最もすぐれていると述べ

ているので，その方式に従った．

　著者はFreu纂dのadjuvant法に準じて，抗骨肉

腫血清（Anti－Osteogenic　sarcoma・serum，　Anti－Os．

Sa．・serumと略す）を作製した．

雛灘醐白質80mg相当）｝2・厩

　司

　以上の混合液を“50～55。Cに熱しつつ擬拝，乳剤と

・し，体重2．2～2．5kgの成熟家兎の両肩肝下腔に数：箇

所に分けて注射，更に1週間後再び同量の同乳剤を注

，射する．

　第2回注射から3週後に，耳静脈から試験採血し，

沈降反応重層法により抗血清の力価を測定し，その後

も1週間隔で採血して力価を測定する．そのうち最高

の力価を示すものを選んだ．

　採血後分離した血清は，凍結保存する．

　抗血清作製に際しては，家兎の個体差により抗体産

生能が異なるため，同一患者血清につき，同時に2羽

宛の家兎を免疫した。4例の骨肉腫患者血清につき，

それぞれ2羽宛の家兎を免疫した．

　かくして得られた抗骨肉腫血清を，Ouchterlony法

によって，抗原として用いた骨肉腫患者血清と反応さ

せ，最も鮮明な沈降線パターンを生じるものを選び出

し，以下の実験に用いた．

　（2）抗血清の力価測定　　，

　（1）の如くして得られた家兎抗血清について，100倍

稀釈液から出発して倍々稀釈液を作り，抗原として用

いた恵者血清と反応させる．反応は試験管内で沈降反

応重層法を用い，室温で行ない，1時間後に判定する．

　倍々稀釈液の系列番号をnとする．すなわち×100

を1，x200を2，×400を3……とする．また第1回に

採血した抗血清をS1，第2回に採血したものをS2と

すれば，S1ではn＝5，　S2ではn＝1011　S3ではn＝

11，S4ではn＝11，　S5ではn＝13，、以下S12，　S13の

場合でもnの値は13前後を示す．

　それ故，実際の実験に用いた抗血清は，S6～S12の

闘のものであった．

　（3）吸収抗骨肉腫血清の作製

　抗骨肉腫血清に，相当量の正常人血清を加え，室温

で12時間反応させた後，4。Cの氷室内に24時間放置

し，生じた混濁を遠心除去し，上清を吸収抗骨肉腫

血清（Absorbed　Anti・Osteogenic　sarcoma・serum，

Abs．　Anti・Os．Sa．・serumと略す）とする．

　吸収抗骨肉腫血清を調製するには，抗骨肉腫血清

1ccに正常人血清を0．1cc，0．2cc，0．3cc，0．4cc，0．5

cc，0．6ccを加え（0．3cc以上を加える時は0．1～0．2

cc宛2～3回転分けて行なう．）上述の如く反応させ，

その上清液と正常入血清とをOuchterlony法によっ

て反応させ，沈降線を生じなくなった最少正常入血清

量を適量とする．

　著者の実験では，吸収に要する最少正常人血清量

は，抗血清1．Occに対し0．4ccであった．



168 河

　（4）Agar　gel　diffusion法（Ouchterlony法）

　寒天ゲル中の抗原抗体反応は，Oudin（1946）によ

って，試験管内寒天ゲル中の劃期的な研究が発表され

るに及んで飛躍的な進歩を遂げると共に，これによっ

て今日のgel　diffusion法の基礎が築かれた．　gel

diffusion法の原理とする所は，抗原または抗体の組

成因子は，それぞれ固有の拡散係数を有するという事

実に置かれている．したがって寒天ゲル中に出現する

沈降線の数によって，抗原または抗体の組成を分析す

ることが可能となった．次いでOuchterlony（1948）

はgel　diffusion法の原理を更に二次元的空間に広

げ，シャーレの申で固化させた寒天中で抗原抗体反応

を行なう方法を発表した．Oudin法がtube　techni・

queまたはsimple　diffusion　techniqueといわれる

のに対して，Ouchterlony法がplate　techniqueま

たはdouble　diffusion　techniqueといわれる所以で

ある，Ouchterlony法は単に抗原，抗体組成の分析

にすぐれた方法であるばかりでなく，相隣る資料聞の

免疫学的な異同を同定し得る利点があり，最近では血

清学の研究，特に抗原，抗体分析に広く応用されてい

る．

　著者も先ずOuchterlony法を利用して実験を行な

った．

　　　　　　　　　　図　　1

10瓠

6㎝

0．5cm

　図1の如く，縦10cm，横6cm，高さ0．5cmのプ

ラスチック枠を作り，これを手札形写真用ガラス乾板

にパラフィンで固定する．

　4％寒天ブロック

　PB7．6Na1．7

　1000倍マーゾニン水

　蒸溜水

（註）

　　　　　　PB7．6

PB・・N…〈鯉2

109

15cc

3cc

2cc

＜鰻購：す雛

　　　　　　NaC11．25g

　上記を加温溶解し，二枚重ねたガーゼで濾過する．

濾液を前記の枠内に流し，固化後に使用する，

原

　抗原抗体反応を行なわせるためには，適当な抗原抗

体比が必要である．そのために先ず寒天平板に穿つ抗

原及び抗血清用のwe11の大きさ，配列の種々なる組

み合わせで実験を行ない，その中から最適なものとし

て，図2の如き条件のものを選んだ。

　　　　　　　　　　図　　2

　　　　　　　♂鰍。

　　　　　　　　　　　σ±一

　　　　　　　〇　　　　〇

　　　　　　　　　　　〇

　中央のwe11には抗血清を，周囲の6個のwe11に

は被検血清を充たして，銀甲の箱に入れ，室温で反応

せしめ，24時間，48時間，72時間，7日間に沈降線の

状態を観察し，適宜写真撮影を行なう．

　沈降線は24～36時間目から現われ始め，72時間でほ

ぼ完全に出揃う．

　（5）免疫電気泳動法（Immunoelectrophoresis）

　Ouchterlony（1948）によって基礎づけられた寒天

ゲル中の抗原抗体反応は，更にGrabar，　P．＆Willi・

ams，　C．　A．によって始められた免疫電気泳動法によ

って，複雑反応系の解析に飛躍的な進歩がもたらされ

た．

　免疫電気泳動法では，先ず抗原を寒天ゲル中で電気

泳動的に分画し，次いでこれに対応する抗血清を作用

させ，寒天層中の沈降反応によって抗原を分析する．

本法によれば，抗原各員屑の電気易動度を知り得，問

題とする抗原組成がalbumin，α，β，　Y・globulinのい

ずれに相当するかを定め得る利点がある．

　したがって著者もOuchterlony法によって解析し

た血清を，更に免疫電気泳動法によって解析すること

を試みた．

　実験に際しては，あらかじめ下記の如くVeronal

緩衝液を調製する．

　1／10Mol　Veronal　Soda｛
　1／10N・HC1

　　　（pH　8．2，μ篇0．1）

反応用寒天メジウムとしては

　4％寒天ブロック

・
｛

　Veronal緩衝液

　蒸溜水

　1000倍マーゾニン水

770cc

230cc

30．Og

22．5cc

28．5cc

9．Occ

上記のものを水浴中で時々擬拝しながら充分に熱
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し，溶解後熱いうちに数枚重ねたガーゼで濾過する．

濾液30ccを手札形写真用ガラス乾板（8．0×12．Ocm）

に置くと厚さ約0．3cmとなる．充分固化せる後，こ

の寒天平板に，図3の如く被検：血清用のwellを2個．

作る．

　　　　　　　　　　図　　3

追って観察する．抗血清溝の周辺には，24～36時間後

より弧状の沈降線が現われ始め，48時間後にほぼ完全

に出揃う．

るのの

→ト

0 6mm
7mm

　　

q
・＋

図　　4

　
　
　
⑧
霧

　
　
　
e
電
極

電
極
槽

緩
衡
液
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寒
天
平
板

緩
衡
液
槽

電
極
槽

　この寒天平板を図4の如き装置で定電流発生装置に

つなぎ，電気泳動を実施する．

　電極としては，直径0．8mm，長さ50cmの銀線を

螺線状として用いる．

　電極槽には5％KCI液を，緩衝液槽には2倍稀釈

したVeronal緩衝液を入れる．

　寒天ブリッジはU字形にしたガラス管に，5％の割

合にKC1を加えた2％寒天を充たし，寒天が固化し

た後に用いる．

　寒天平板の両側の濾紙（東洋濾：紙No。50）を緩衝液

に浸し，15分間放電した後，抗原用のwellに被検患

者血清を充たし，放電を開始する．

　この寒天平板で15mA流す．　電圧は最初70～80

voltを示すが次第に下り，10～15分後より50～55

†oltとなり，この状態が続く．　15mA，50～55　volt

で1．5時間泳動する．

　電気泳動終了後，図3の如く寒天平板の中央部に

0．2cm×10cmの抗血清溝を作り，これに抗血清を充

たす．

　抗血清溝に非吸収抗骨肉腫血清及び吸収抗骨肉腫血

清を入れた場合について実験を行なう．

　寒天平板は恒湿の箱に入れ，室温で反応させ，日を

実　験　成　績

〔1〕Ouchterlony法による成績

　実験成績を述べる前に，成績の判読に必要な基礎的

事項を記しておく．

　（i）沈降線の位置

　抗原各因子固有の拡散係数によってきまるが，これ

に大きな影響を与えるものは，抗原と抗体との相対濃

度である．すなわち抗原濃度が抗体濃度に対して相対

的に高い時（抗原過剰）は沈降線は抗血清池に近く出

現し，抗血清池側に広がって行き，逆に抗体濃度が高

い時（抗体過剰）は，沈降線は逆の関係となる．抗

原，抗体が最適比め状態にある時は，沈降線は鮮鋭な

細い線状となる．

　（ii）沈降線の濃度

　抗原，抗血清とも濃度の増す時は，沈降線は濃くな

り，その幅を増す．

　（iii）沈降線出現までの時間

　抗原・抗血清ともに濃度の高い時は出現が早く・濃

度の低い時は遅い．

　（iv）　相隣る資料間の相互関係

　図5（A）に示す如く，左右の沈降線が交叉する時

（A），（B）は免疫学虻に異なったものと考え，図5

（B）の如く左右の沈降線が互いに連続する時は（C），

（D）は免疫学的に同一のものと解し，図5（C）の如く

一方の沈降線の中に他方が入り込むような時は，前者

の一部と後者は免疫学的に共通で下るといえる．

　（A）を不一致反応，（B）を一致反応，（C）を部分的

一致反応と呼ぶ，

　　（A）

　reaction
　　of
non・identity

（A）　　　（B）

○　　○

　○
　（Ann　A十B》

図　　5
　（B）

reaction

　of
identity

（C）　　　ω）

O　　O

　　○

　（Ant且C十D）

　　　（C）

　　reaction
　　　of
partial　identity

（E）　　　（F）

○　　○

（Antl　E十F）

　（v）沈降線の数と反応系の数との関係

　複雑反応系では，少なくとも沈降線の数に相当する

独立の反応系があると考えられている．しかし各沈降

線は，抗原抗体の最適比濃度で最も鮮明に出現するの
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であるから，正確に反応系の数を決定するには，抗原

濃度を種々に変えて抗血清と適当に組み合わせ綜合的

に判断する必要がある．

　実験（1）

　抗骨肉腫血清と正常人血清及び骨肉腫患者血清を反

応させると，24～36時間から沈降線が現われ始め，48

時聞後には図6の如く，その中心部には帯状の沈降線

のパターンを示し，その周辺に正常入血清では3本，

骨肉腫患者では3～4本の沈降線が認められる．この

状態は，更に72時間観察しても変化しない．

　この実験で認められる中心部すなわち抗血清池周辺

の帯状の沈降線のパターンは，単一の反応系によるも

のではなく，幾つかの反応系の集合したものと考えら

れる．またその周辺に生じる鮮鋭な沈降線を考慮に入

れても，骨肉腫と正常人または他の疾患とを区別する

ことは困難であるので，次の実験を行なった．

第2表　免疫反応の成績

診 断 函
数

20

R
3
1
1
1
1
1
6
3
1
4
1
1
0

温
温
温
温
温
温
腫
瘍
瘍
患
人

　
　
肉
　
　
三
十

　
肉
　
肉
肉
　
肉
悪
腫
の

肉
　
パ
　
　
肉
　
の
　
外
常

骨
擁
壁
欝
正

塾言上反応陽性率
馳数陰性数1（％）

5
1
2
1
0
0
0
3
3
3
0

1

5
2
1
0
1
1
1
3
8
8
0

　
　
　
　
　
　
　
1
み
9
臼
3
唱
1

75．0

33．3

66．7

100．0

　0

　0

　0

18．8

　9．7

　7．3

　0

　実験（2）

　先述の方法で調製した吸収抗骨肉腫血清を用いた場

合，当然のことながら正常人血清とめ間には沈降線は

出現しない．しかし図7に示す通り，抗原池に骨肉腫

患者血清及びその対照として，骨巨細胞腫，Grawitz

氏腫瘍，皮膚癌の患者血清を入れ，吸収抗骨肉腫血清

と反応させると，対照に用いた血清との間には沈降線

を生じないが，骨肉腫患者血清との聞には1本の鮮鋭

な弧状の沈降線を生ずる．

　更に図8に示す如く，6個の抗原池にそれぞれ異な

った骨肉腫患者血清を入れ，吸収抗骨肉腫血清と反応

させると48時間後には，全例にそれぞれ1本宛の沈降

線を生ずる．

　この沈降線は，症例によりその長さ，幅には差があ

原

るが，相隣る沈降線は互いに一点で融合し，いわゆる

一致反応の形態を示す．

　しかし骨肉腫でも症例によっては，図9の如く沈降

線を認めないものがあり’，その陽匪k率は，表1，表2

に示す如く，20例中15例（75％）であった．

　この沈降線が骨肉腫に特有なものであるか否かを検

索するために，骨肉腫以外の疾患についても同じ条件

で実験を行なうと，図10の如く，骨肉腫以外の疾患で

も骨肉腫の場合とほぼ同様の沈降線を示すものがあっ

た．その不合理陽性率は，表1，表2に示す如く，骨

肉腫以外の症例98例中13例（13．3％）であった．この

沈降線が骨肉腫に認められる沈降線と同じものである

か否かを検索するために，図11の如く，骨肉腫と，骨

肉腫以外の疾患で沈降線を生ずる症例とを同時に反応

させると，生じた沈降線は互いに一点で融合し，いわ

ゆる一致反応の形態を示す．

　更に吸収抗血清との間に沈降線を生ずる数例につい

て，被検血清の倍々稀釈液を作り，吸収抗骨肉腫血清

と反応させた．その結果，骨肉腫血清では32～64倍に

稀釈した場合でも沈降線を生ずるが，これに対し良性

腫瘍症例では2～4倍稀釈までは陽性，骨肉腫以外の

悪性腫瘍症例では8～16倍稀釈までは陽性であった，

　すなわち骨肉腫症例と非骨肉腫症例とではかなりな

量的差異が認められる，

〔皿〕免疫電気泳動法による実験成績

　実験成績を述べる前に，成績の判読に必要な基礎的

事項を記しておく．

　寒天門中で電気泳動的に分画された抗原蛋白分野と

対応抗血清との間には弧状の沈降線が生ずる．

　この沈降線の性状及び抗血清溝からの距離は，抗原

分屑と抗血清との相対濃度に影響される．すなわち抗

原が対応抗体に対して，相対的に過剰の時は，沈降線

は抗血清溝に近く現われ，しかも太い帯状を示し，極

度に過剰の時は，抗血清溝を越えて広くぼやける．両

者の濃度が最適比の時は明確な弧状を呈し，両者の濃

度をバランスを保ちながら増すと，沈降線も濃くな

る．またこれらの逆の関係も成り立つ．

　実験（1）

　先述の如く作製した電気泳動用寒天平板の抗原池の

一方に正常人血清を，他方にOuchterlony法で免疫

反応陽性を示した骨肉腫患者血清を充たして電気泳動

を行なった後，抗骨肉腫血清と反応させると，図12の

如くなる．すなわち正常人血清側には6本，骨肉腫患

者血清側には7本の弧状の沈降線を生ずる．両者の差

はβ一globulin位に現われる1本の沈降線である．

（図12↓印）　この1本の沈降線はOuchterlony法に
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出現した1本の沈降線に相当するものと思われる．そ

こでOuchterlony法で行なったと同様に，吸収抗骨

肉腫血清を用いて実験を行なった．すなわち抗原池の

一方に正常入血清を，他方に免疫反応陽性を示す骨肉

腫患者血清を充たし，電気泳動終了後吸収抗骨肉腫血

清と反応させると，図13の如く，正常人血清側には沈

降線を生じないが，骨肉腫患者血清側には，非吸収抗

骨肉腫血清を用いた実験で，正常人血清と骨肉腫患者

血清の差として現われた沈降線の出現部位，すなわち

β・globulin位に一致して1本の鮮鋭な弧状の沈降線を

生ずる．

　この沈降線はOuchterlony法で免疫反応陽性を示

した，他の骨肉腫症例を用いた実験でも図14の如く出

現する．

　実験（3）

　免疫電気泳動法による反応終了後，寒天平板を乾燥

させると，ガラス板に寒天の薄片の密着した標本が出

来る．

　吸収抗骨肉腫血清を用いた実験で1本の弧状の沈降

線を生じた骨肉腫の症例について，その沈降線の化

学的性状を検討するために，上記の如き乾燥標本を

作製し，以下の如き染色を行なった，蛋白染色には

Bromphenol　Blue染色，糖染色にはPAS染色，脂肪

染色にはSudan　Black染色を用いた．

　（i）Bromphenol　Blue染色（B．P．B．）

　　B．P．B．　　　　　　　　　　0．05g

　　昇　　景　　　　　　　　1．09

　　酷　　酸　　　　　　　　2．09

　蒸溜水で100ccとする．染色時問は30～60分で，脱

色には2．0％酷酸を用いる．

　（ii）PAS染色

3．0％過ヨード胃液

　水　　洗

Schiff氏試薬

亜硫酸水

流水にて水染

（iii）

染色液：

　　　和させたもの

分別液：

5～30分

　　60分

15～30分

1．5分宛3回

　　10分

Sudan　Black染色

　　　60％アルコールにSudan　Blackを飽

　　　　　　　50％アルコール

　以上3種の染色法を実施すると，骨肉腫患者血清に

問題のβ・globulin位に現われる沈降線は，　B．P．B．染

色では藍色に濃染する．PAS染色には赤染する．また

Sudan　Black染色では黒色に濃染する．問題の沈降

線はいずれの症例の場合でも，上述の如く染色され

た．

　　　　　　　　考　　　　　按

　従来担腫瘍動物または担腫瘍患者の血液，尿，腹水

などについて，免疫学的方法を用いての研究が多数報

告されている．

　DarcyはOuchterlony法によりWalker腫瘍を
もつラット血清と正常ラット血清を比較している．正

常ラット血清に対する家兎抗血清を用いて反応した場

合，腫瘍ラット血清に特有に出現する線（K・line）が

認められ，更：にWalker腫瘍ラット血清に対する家

兎抗血清を用いた場合，その差異は更に明瞭となるこ

とを述べている．

　建部らはダイコクネズミにp－dimethylaminoazo・

benzeneを投与して肝癌を発生せしめ，その癌化過

程について免疫学的研究を行ない，ダイコクネズミの

肝癌血清中には，正常ネズミの血清には見られない組

成のあることを確認している．

　石川，高柳らはEhrlich腹水癌をもつハツカネズ

ミ体液を免疫電気泳動法により解析している．それ

によると腹水中には3種の特異抗原因子が存在し，そ

のうちの2因子は阿る種のmucoprotein及び一部

1ipoproteinが関与していると述べている．更に石川

らは癌患者血清に関して検索を続け，胃癌，子宮癌等

各種の癌について，特異的抗原組成の存在を明らかに

している．

　板倉らは胃癌を主とする人癌組織を正常部と癌部に

分け，それらの全ホモジネートで抗血清を作り，抗原

にはホモジネートの遠心上清にトリプシン処理を加え

たものを用い，免疫化学的解析を行ない，胃癌に特異

な1本の沈降線を認めている．しかし胃正常部抽出物

には胃癌にない沈降線があり，発癌に伴ないsimpli・

ficationとcomplificationが同時に起るとしてい

る．また他臓器癌の抗血清に対しては，胃癌は特異沈

降線を示さなかったと述べている．

　三宅は白血病患者血清を抗原として家兎抗血清を作

り，白血病血清には正常血清に見られない2つの特異

なβ一globulin因子が存在し，更にその特異因子によ

って骨髄性，リンパ性，単球性のいずれの病型に属す

るかを鑑別し得ると述べている．

　その他にも担癌動物または癌患者体液に関する多く

の報告があるが，骨肉腫に関する免疫学的研究は殆ん

ど報告されていない．

　癌血清と同様に骨肉腫血清にも何らかの特異的抗原

因子が存在するのではなかろうか．その吟味の過程に

おいて著者は骨肉腫患者血清に，他の患者に比し高度

に出現する抗原因子の存在を確認した．

　著者の実験でOuchterlony法に抗骨肉腫血清を用
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いた場合，骨肉腫患者血清と非骨肉腫患者血清または

正常入血清を比較すると，前者では他の疾患の患者血

清に現われない1本め沈降線が認められる．しかし多

くの場合，諸沈降線は錯綜してその1本を明らかに鑑

別することは困難である．

　しかし，いわゆる吸収抗骨肉腫血清を用いて比較す

ると，残存する1本の沈降線として，両者の相違を認

めることが出来る．この沈降線はOuchterlony　plate

において，抗血清池と抗原池のほぼ中央部に出現する

弧状の沈降線のパターンであり，幾つかの骨肉腫の症

例を同時に比較すると，それぞれの症例により現われ

る沈降線の長さ，幅，濃度には多少の差があるが，相

隣る資料間に現われる沈降線は互いに一点で融合し，

いわゆる一致反応の形態を示し，それらが免疫学的に

は同一の組成を有するものであることを示している．

　この沈降線は，骨肉腫症例では75％に出現する．且

つこの出現率は表2に示す如く，骨肉腫以外の疾患で

はかなり低い．

　しかしリンパ肉腫，線維肉腫では，観察症例は少な

いが，表2の如き出現率を示し，その血清の免疫学的

性状には骨肉腫血清と共通する何らかの因子が存在す

る可能性も考えさせる．

　肉腫以外の悪性腫瘍で同じ沈降線を生じたものは，

胃癌2例，脊髄腫瘍1例で組織学的にはいずれも

adenocarcinomaであり，且つ胃癌の2例は骨転移を

伴なったものである．

　良性腫瘍でこの沈降線を認あたものは，外骨腫1

例，骨嚢腫1例，骨巨細胞腫1例であるが，骨嚢腫及

び骨巨細胞腫の症例は，いずれもレ線学的に高度の骨

破壊像を呈したものである．

　腫瘍以外の疾患でこの沈降線を認めた症例は，骨髄

炎1例，肋骨カリエス1例，脊椎カリエス1例で，い

ずれも慢性炎症症状を呈したものである．

　このように骨肉腫以外の疾患で問題の沈降線を生ず

る症例は，その診断は区々であるが，共通して骨破壊

が著明であり，この抗原因子が骨破壊に関係のあるこ

とを示唆している．しかし軟部組織に発生したリンパ

肉腫症例の如く，全く骨破壊を伴なわない症例にも反

応陽性のことがあるので，骨破壊のみが原因と断定す

ることは出来ない．

　骨肉腫の沈降線とその他の疾患に現われる沈降線

が，全く同様の組成を有するものであることは，Ou・

chterlony法でいわゆる一致反応の形態を示すことか

ら明らかであるが，更に被検血清を倍々稀釈で定量的

に検すると，検：愉した7例では，いずれも骨肉腫の場

合32～64倍稀釈まで陽性，非骨肉腫症例では8～16倍

原

稀釈まで陽性，すなわち前者血清にかなり増加してい

ると判断される．このことは骨肉腫とその他の疾患と

を鑑別する一つの拠り所となろう．

Ouchterlony法で現われた沈降線を更に解析するた

めにGrabar，　P．らによるImmunoelectrophorersis

を実施した．

　先ず正常人血清と骨肉腫患者血清とを対比して電気

泳動を行ない，抗骨肉腫血清と反応させると，両者の

差としてはβ・globulin位に属する1本の沈降線が認

められる．更に吸収抗骨肉腫血清と反応させると，当

然のことながら正常入血清との間には沈降線を生じな

いが．骨肉腫血清との閲にはβ・910bulin位に1本の

弧状の沈降線を認める．この沈降線はOuchterlony

法で認められた沈降線に相当するものである．

　これにBromphenol　Blue染色，　Sudan　Black染

色を行なうと沈降線はいずれにも濃染し，1ipoprotein

であることを示し，更にPAS染色を行なうとこれま

た陽性なので一部は糖質にも関与することを示してい

る・，

　以上の如く，著者が骨肉腫患者血清に認めた沈降線

は，他の疾患の血清中にもほぼ同じ性状のものを認め

ることがあるので，これを以て骨肉腫に特異的とする

ことが出来ないが，その出現率は骨肉腫に最も高く，

且つ著しく増量している．この意味で骨肉腫に特徴的

な因子とみなすことが出来よう．

総 括

　骨肉腫患者血清により家兎を免疫し，得られた抗血

清を用いOuchter】ony法及び免疫電気泳動法により

骨肉腫，骨肉腫以外の腫瘍，腫瘍以外の疾患の血清に

ついて抗原分析を行ない，次の結果を得た．

　1）Ouchterlony法により骨肉腫血清に特徴的な抗

原因子の存在を確認した．

　2）免疫電泳気画法により，その因子がβ・globulin

位に属するものであることを確認した．

　3）この因子の組成は1ipoprotein及び一部糖質が

関与しているものと判断される．

　4）この因子は骨肉腫以外の疾患にも認められるこ

とがあるが，量的には骨肉腫血清に最も多く含まれて

いる．

5）この因子が骨肉腫以外の疾患の血清に認められ

る場合，その多くはレ線学的に高度の骨破壊を伴なう

症例である．

　稿を終えるにあたり，御懇篤な御指導を賜わった恩師高瀬武平

教授並びに本学第二病理学教室石川大刀雄教授に深く感謝の意を

表します．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　Ihave　analyzed　the　sera『of　patients　with　osteogenic　sarcoma，　other　various　tumors　and

∵diseases　by　the　agar　gel　double　diffusion　method（Ouchterlony）and　immunoelectrophore　tic

’　1nethod．

　　The　antisera　were　prepared　by　the　Freund’s　adjuvant　method．

　　The　results　obtained　were　as　follws：

1）　Ifound　that　there　was　an　existence　of　characteristic　antigenic　factor　in　the　sera　of

patients　with　osteogenic　sarcoma　by　the　Ouchterlony’s　method

2）　By　the　imrnunoelectrophoretic　method，　it　was　confirmed　that　the　factor　corresponded

to　19・globulin　fraction．

3）　It　was　considered　that　the　factor　consisted　of　lipoprotein　and　was　partly　concerned
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with　polysaccharide．

　4）　Antigenic　factor　is　also　confirmed　in　the　sera　of　patients　with　other　various　diseases，

but　its　quantity　was　less　in　these　cases　than　that　of　osteogenic　sarcoma．

　5）　Except　osteogenic　sarcoma，　most　of　the　cases　which　had　the　antigenic　factor，　showed

astrong　destruction　of　bone　in　the　roentgenograms，
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　　　　　附　図　説　明

Ouchterlony　plate用のプラスチック枠

Ouchterlony　plateの抗原及び抗血清用の

we11の配置

免疫電気泳動法の寒天平板の抗原池及び抗血清

溝の配置

免疫電気泳動装置

Ouchterlony法における沈降線パターンの模

式図

Ouchterlony法による実験
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（註）写真の（C）（D）のwe11付近の白色の陰

　影は抗原血清が溶血していたためヘモクロビ

　ンが浸出して生じたもので免疫反応とは関係

　がない．　　　　　　　　　　　　　　、

Ouchterlony法による実験

　　　　　〃

免疫電気泳動法による実験

　　　　　〃

　　　　　〃
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④
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図 6

図 7

A：Anti－Os．　Sa．．Serum

B：Normal　human．
C：Osteogenic　sarcoma
D＝Giant　cell　tumor

◎

⑤

A：Abs．　Anti・Os．　Sa。・

　　Serum
B：Giant　cell　tumor
C：Giant　cell　tumor

◎・

◎

⑤

㊦

E：Normal　human
F：Osteogenic　sarcoma
G：Osteogenic　sarcom昂

③

④

②

⑥

⑤

D：Giant　cell　tumor
E：Grawitzうs　tumor
F：Carcinoma　cutis
G：Osteogenic　sarcoma

．
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④

④

8

◎
A：Abき．　Anti」Os．　Sa．・

　　Serum、
B：Osteogenic　sarcoma
C：Osteogenic　sarcoma

⑤

D：Osteogenic　sarcoma
E：Osteogenic　sarcoma
F：Osteogenic　sarco卑a
G：Osteogenic　sarcoma
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A: Abs. Anti-Os. Sa.-
  Serum
B: Osteogenic sarcoma
C: Osteogenic sarcoma

D: Osteogenic sarcoma
E: Osteogenic sarcoma
F: Osteogenic sarcoma
G: Osteogenic sarcoma

A: Abs. Anti-Os. Sa.-
  Serum
B: Osteogenic sarcoma
C: Sarcoma cutis

･@

D: Osteomyeliti,s
E: Osteogenic sarcoma
F: Osteomylitis
G: Osteogenic sarcoma

A: Abs. Anti-Os. Sa-
  Serum
B: Osteogenic sarcoma
C: Lymphsarcoma
D: Spondylitis tubercu-

  losa
E: Lymphsarcoma
F: Osteogenic sarcoma
G: Caries of'rib



骨肉腫血清の免疫学 177

図　　12，a
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A：．Osteogenic　s3r¢om3・serum

B：Normal　human　serum
C：Anti・Os．　Sa．・serum

図　　12，b
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図 13，a
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A：Nor止nal　human　serum
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図　　14，a
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A：Osteogenic　sarcOma・serum

B：Osteogenic　sarcoma・serum

C：Abs．　Anti・Os．　Sa．・serum

図　．14，b


