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DA：B肝癌の免疫化学的解析
発癌過程の組織蛋白の転換について

金沢大学大学院医学研究科第二病理学講座（主任；石川大刀雄教授）

　　　　　　　　建　　部　　守　　昭

　　　　　　　　　（昭和35年11月8日受付）

（本論文の要旨は，昭和33年11，月第17回日本癌学会総会において報告した．）

　腫瘍と正常組織との生化学的差異は多数の研究者の

努力にも拘らず，質的な点では何一つ明確なものが見

出されていなかったが，発癌性物質と体蛋白質との結

合に関する研究22）23），最近Miller　1）らが出したdele・

tion　theOfyは，腫瘍蛋白の特異性に関して暗示する

所が大きいものであった．その後Sorof　24），　Arcos　30）

も電気泳動，超遠心分析で発癌性物質投与肝から抽出

した可溶性蛋白を分析し，Millerらの考えに裏づけを

与えている，これらは組織蛋白のhfractionが腫瘍

化とともに減少することを明らかにしたものである

が，もし腫瘍化による組織蛋白の正の変化，すなわち

特異蛋白の出現が見いだされるならば，それは腫瘍の

研究上は勿論，診断・治療上にも大きな意義がある筈

である．

　そこで，教室の石川・高柳2）はまずEhflich腹水癌

蛋白を物理化学および免疫化学的方法を駆使して解析

を行い，特異蛋白の存在を確認し，その後ヒトの各種

悪性腫瘍蛋白および担癌個体の体液における特異蛋白

の存在を明らかにしつつある3）．

　本報告では．P－dimethylaminoazobenzene（DAB）

によるダイコクネズミの肝癌発生過程における肝蛋白

の転換過程を物理化学的および免疫化学的に解析した

結果を詳細にのべることにする．

DAB肝癌の形態

　1．実験材料ならびに実験方法

　実験動物は体重120～1809（平均1609）の雑感ダ

イコクネズミを使用した．15匹を1群とし，これに屑

米を砕きオリーブ油に溶かしたp－dimethylaminoazo’

benzene（DAB）を混合し，これを主食として飼養し

た．原田・水谷4）らの方法に準じDAB飼養の最初の

1週間はDABを0．02％の割に，次週は0．04％にあげ
　　　　　　　　　　　　　　第4週目より0．06％に増加し，その後はDAB　O．06％

混合飼料を継続して投与した，DAB投与後30，60，

90，120，150，200，230日目頃に2匹つつ屠殺し，肝

組織の一部を組織学的所見検索に使用し，大部分は後

述する肝可溶性蛋白の抽出に使用した．実験には4

群，60匹，それぞれの対照として屑米のみ投与したも

の12匹，計72匹を使用した．

　2．実験成績

　DAB投与後ネズミ肝は短時日で形態学的変化を起

してくる．30日後（No．81）の肝では，低円柱状で肝

細胞よりやや小さく，嗜塩基性の胞体とクロマチンに

乏しい核をもつ小胆管上皮に類似する上皮性細胞がグ

リソン氏鞘を中心に増殖し，所によっては肝小葉中心

にまで侵入している．このため肝小葉は狭められ，肝

細胞のの退行変性が起っている．

　60日ごろ（No．51）では上記増殖細胞は索状乃至腺

状に集団して分布し，間質結合織増生，円形細胞浸潤

がある．なおグリソン鞘周辺には最小胆管の増殖傾向

が認められる，

　90日ごろ（No．32）に至ると，肉眼的にも肝表面は

穎粒状を呈し，組織学的にも肝硬変像がみられる．す

なわち，グリソン鞘の結合織増殖が著明となり，肝小

葉は分割され，増殖した上皮細胞が腺腫様に配列して

管腔をつくりその一一部の壁は重層化している．管腔は

結合織の増殖で次第に腔が狭められ，一部はcholan・

gi面brosisの像となっている．

　130日前後（No．92）のものでは胆管増殖が著明と

なる．その一部は高円柱状の上皮細胞が密集して腺様

となり，屡々不規則な形の管腔をつくる，またこれら

が群集して多房性嚢腫状となった部分がある．これら
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の細胞増殖に強い間質結合織の増生が加わり，正常肝

細胞は退行変性をおこし，一部は壊死に陥入って粘液

様物質に変化している所もある．また一一部には肝細胞

の強い異型増殖像もある．

　150日ごろ（No．33）のものでは肉眼的にも肝臓は

著るしく大きくなり．各柏葉は表面頼粒状で黄褐色を

呈す．割面は全般に灰白帯黄色で，やや弾力性があり

血量に乏しいが，一部は血量に富み，出血巣を有す

る．組織学的には細胞増殖は130日ごろのものより高

度である．肝細胞は増殖した上皮性細胞血中に埋れて

不規則な島状あるいは網状をなしている．増殖細胞は

嗜塩基性で肝細胞よりやや大きな細胞など濃淡様々の

細胞からなっていて結節状に分布する．結節細胞核に

は非定型性が現われている．結節の中心部は屡々壊死

に．陥入って血液および粘膜様物質を入れていることが

ある．

　200日前後を経過したもの（No．24，　No．53，　No．63

…… ﾈど）では全例にCholangiom型，　Hepatom型

あるいは両者共存の形の肝癌が完成している．Hepa・

to：n型の中にはSolidacin6se　Form，　Trabeculare

Form，あるいはAderomat6se　Formなどが認められ

る．また数例において腹腔内転移を証明し，大網ある

いは腸間膜に多数の結節形成をみとめた．

発癌過程における蛋白分画法による解析

　1．塩析滴定法による解析

　曽我美5）6）らによって考案された塩析滴定法を用い

てDAB肝癌形成過程における蛋白組成の変化を解析

した．

　1）実験材料ならびに方法

　実験材料：肝可溶性蛋白液を用いた．

　肝可溶性蛋白の抽出には，ネズミをエーテル麻酔

し，心臓穿刺により採血し，その後心臓より生理的食

塩水を注入して灌流する．肝を易U出し，0．15M－NaC1

溶液9容に0．1M一リン酸緩衝液を1容加えてpH　7．2

に調整したbuffered　salineを肝組織重量の2倍量加

える．これを氷冷しつつ91ass　homogenizerにかけ

る．homogenateを氷室に1夜置き，次に19，000

R。P．M．で30分遠心する，得られた上清を肝可溶性蛋

白原液とする．

　実験方法は教室高柳7）の方法に従った．すなわち，

先に抽出した肝可溶性蛋白液を1．5％食塩水溶液を用

いて蛋白濃度が2～3mg／mlになるようにする．この

試料を正確に8mlとり，ビーカーに入れ，一定量の

飽和硫安液をピペットで滴加する．飽和硫安液は硫酸

アンモニウム（特級）を用い，使用の1週間前に作つ

部

ておく．硫安滴加後2分間撹梓し，ペックマン型光電

分光々度計で溺濁度を測定する（波長4801nの．測定

後再び一定量の飽和硫安液を滴加して飽和度を増し，

次の測定に移る．このようにして硫安0．2～0、7飽和

の間を0・0125飽和ごとに測定する．得られた測定値に

つき体積補正を行い，△T／△S（すなわち，掴濁度変化

を硫安飽和度の変化で微分した値）を計算する．これ

を図にplotすると塩析滴定曲線が得られる．硫安溶

解度は温度影響をうけるので，実験にあっては温度条

件に注意する必要がある．本実験はすべて15～18。C

で測定した．

　2）実験成績

　正常肝から肝癌に至る各期の肝組織蛋白の分析成績

は図1に一括して示される．

　正常肝（：No・3L）の可溶性蛋白は硫安0．1～0．7飽

和の間で10数コの細かい分画にわかれる．その消長を

追ってみると，硫安飽和度の低い0．15および0．25飽和

附近で山を形成しながら，しだいに蛋白分画の増加

がみられ，0．43飽和附近で最高の峰となり，その後

」TμS

　　　　　図　1　（a）
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4TμS

　　　　　図　1　（b）
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0．48，0．55飽和附近で多少の増加をみるが，波をえが

きつつ低下している．

　DAB飼養90日で肝硬変および細胆管増殖をみとめ

た例（No．32C）では，正常肝でかなり著明に．みられ

た0．15，0．25飽和附近の分画が減少し，滴定曲線は

0．2飽和から漸次上昇して0．43飽和附近で最高のピー

クをつくる．以後は正常肝と略々同様に多少の起状を

もつて低下していく．

　DAB投与200日の大きな結節状の肝癌形成をみと

めた例では，癌化していない肝部分と，癌の部分のそ

れぞれについて塩析滴定を行なった．肝癌の部分（No．

24H）では極めて特徴的な曲線が得られた．すなわち，

硫安0．1～0．4飽和；域における蛋白分画は極度に減少し

わずかに小さな凹凸がみられ，0．4飽和附近より急激

に上昇して波をえがきつつ，0．45～0．6飽和で高台状

の山をつくり，0．6～0．7飽和域で低下している．

　他方，同一肝の非癌部（：No．24L）を検索すると，

硬変肝（No・32C）ときわめて類似した結果を示し，

癌部の曲線のそれとは大いに異っている．

　次に，組織学的に異った肝癌を塩析滴定法で比較し

てみた．No．63HはHepatoma型，　No．33HはCho・

1angioma型の肝癌であるが，塩析滴定によると図1

（b）のとおりである，両者とも0．1～0．4飽和域の硫安

沈澱分画はきわめて少なく，0．45～0・6飽和域で特異

的に分画が増加していることが示されている．すなわ

ち，この特異的な分画の増加は形態学的な差異に関係

なく，肝癌に共通にみられる現象といえよう．

　2．Zone　electrophoresis（：域電気泳動）法による

　　　解析

　肝可溶性蛋白を澱粉を支持体として域電気泳動法に

より分画し，そのpattemの変化を検した．

　1）実験材料ならび方法

　実験材料：先に抽出した肝可溶性蛋白液を使用し

た．蛋白濃度は30mg／m1に調製した．

　実験方法：装置はほぼ濾紙電気泳動法と同様で，濾

紙のかわりに緩衝液で処置した澱粉をつめたholder

を両極の緩衝液槽にわたす．Acrylite板製のholder

（30×7×1．3cln3の長方形箱）に澱粉をつめる．澱粉は

ジャガイモ澱粉を流水および蒸溜水で反覆洗回し，乾

燥させ，ついでベロナール緩衝液（pH　8・6）に浸し

たものである．つめる時その両端に濾紙片（東洋濾紙

No，50）を挿入し，これを緩衝液槽に浸す．緩衝液は

ベロナール緩衝液（P：H8．6，イオン強度0・05）を用

い，左右の緩衝液槽を同一水平とする．電極は白金線

を使用し，電極槽に入れ，寒天橋で緩衝液槽をつな

ぐ．澱粉をつめ終ったholderは余分の水分を濾紙で

吸収除去する，次に陰極側より9cmの位置に0．7cm

幅に縦に澱粉を除去し，ここに試料1・2m1と・既に

乾燥した澱粉とを混合してつめる．電気泳動は4。C

の低温室で行い，電流12～14mA，電圧360～400V

の条件で12時間泳動した．泳動終了後holderを装置

よりはずし，澱粉を0．7cm幅のブロックに切断し，

おのおのを小試験管に入れ，蒸溜水5m1を加えて澱

粉中の蛋白質を抽出する．各フラクションについてペ

ックマン型光電分光々度計を用いて，波長280叫に

おける吸光度を読んで蛋白濃度の変化を測定した．

　2）実験成績

　域電気泳動法により得られた蛋白分布曲線は，図2

に一括して示す通りである．正常肝（No．3L）では原

点より（＋）極に向って，数コの著明な分画が認めら

れる．点りに（＋）極側から分画をA，B，Cの記号

をもつて表わすと，最も（十）極への高慮度の大きい

A分画は，かなり広い範囲にわたってなだらかな山を

形成し，その中にさらに細かい分画を区別することが

できる．B分画は最も高いsharpな峰をつくり，そ



252 建

D
l
l
卜

α
2

　
1
。

0．8

o．4

0

o．8

04

0

1．2

図　　2

翫鷺2（野

C

B

A

0．8

0，曝

翫24爵

0

（一）　藤　　10 5冨 2。 @25　（30十）

れについでかなり著明な山を形成している，DAB投

与90日の硬変肝（No．32C）では，正常肝の分布曲線

と傾向は同じであるが，C分画は最小で，　B分画もや

や減少し，A分画は：増加している．　DAB肝癌（No．

24H）になるとこの関係はさらに顕著にみとめられ

る．すなわち，A分画が最も大きく，正常肝では最：大

の分画であったB分画が低下し，C分画が極度に減少

している．

　以上域電気泳動法による分析の結果を綜合すると，

正常肝ではB分画が最大で，硬変肝ではA分画の増

加，C分画の減少，さらに肝癌になるとA分画が最：大

となる．

　3．濾紙電気泳動法による解析

　1）実験方法3泳動装置は小林式濾紙電気泳動装置

を使用し，濾紙は東洋濾紙No．51（12．5×23．5cm），

緩衝液はベロナール緩衝液（pH　8．6，イオン強度0．1）

を用いた．泳動は小林8）らの方法にしたがって行っ

た．まず濾紙を緩衝液にて湿らし，ついで2枚の他の

濾紙の間に挾んで余分の緩衝液を吸収してから，ベー

クライト製の支持枠に装着して濾紙を均一に緊張させ

た後に，緩衝液槽の上に水平におく．電極は銀一塩化

部

銀電極で5％塩化カリを入れた液槽に浸し，緩衝液槽

との間は寒天橋で連接する．緩衝液槽間にわたした濾

紙は，20～30分放置して緩衝液の分布が平衡状態にな

るのをまち，さらに10分位電流を通じ一旦電流を絶っ

て試料をつける．試料は肝可溶性蛋白（濃度40mg／

ml）および正常ネズミ血清を用いた．原点にガラス毛

細管を用いて試料0・01m1を直線上に塗り，電流6

mA，電圧160～140Vの条件で9時間泳動した，泳

動終了後，濾紙を60。Cにて乾燥させ，0・05％brom・

phenolblue溶液で蛋白染色し，ついで2％影響溶液

数回で三三，脱色し室温で乾燥した．

　2）実験成績

　DAB肝癌及び正常肝抽出蛋白を正常ネズミ血清と

同一濾紙上で泳動して，それぞれの各分画の電気泳動

的な対応性を比較すると成績は図3のようになった．

原
点

図
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β

α2

偶L
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晶1
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謹『
　　　　し
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C B　　A

　ネズミ血清では（一）極より（十）極に向って5つ

のspotが証明され，それぞれ，　Y－」一，α2一，㏄1。

globulinおよびalbuminを示している．これに対し

て正常肝抽出蛋白（No．3L）ではY一・g1．よりやや（一）

側に1コ，β一gl．寄りの位置に1コ，それに続いてβ一

91．からα2－91．部位にかけて1コと3コのspotが形

成されている，さらにalbuminの位置に稀薄なspot

がみられる．肝癌蛋白（：No・33H）ではβ一gL部位に

spotがみとめられ，㏄2－gl．部位に’濃厚なspotが出

現している．また正常肝蛋白と同様alb．の位置に稀

薄なspotがみとめられる．

　この濾純電気泳動の結果を前記域電気泳動の成績と

比較してみると，濾紙泳動でY－g1．より（一）側に出

現したspotは域電気泳動でみられた電気的易動度の

小さな蛋白分画Cに相当し，β一g1．部位のspotは最

大のピークを示した蛋白分画Bに，さらにα一g1・部位
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のspotは電気的易動度の大きい蛋白分画Aに相当す

るものと判断できる．

　結局，濾紙電気泳動の成績も，正常肝では（十）側

への電気的易動度の少い蛋白分画C，Bが濃いspot

をつくり，それについで蛋白分画Aもかなりの幅でや

や薄いspotを形成している．一方肝癌になると（＋）

側への電気的易動度の小さな蛋白分画Cがほとんど消

失し，蛋白分画Bも正常肝のそれと比較して少くな

り，（十）側への電気的移動度の大きい蛋白分画Aのみ

が著明なspotを形成していて，先の域電気泳動の成

績とよく一致していることがわかる．

発癌過程における組織蛋白の抗原増勢

　1．Agar　gel　double　diffusioΩ法（Ouchtedoロy

　　　9）一15）法）による解析

　1．実験材料ならびに方法

　a）抗原液の調整

　DAB投与ネズミ肝，正常成熟ネズミ肝，幼若ネズ

ミ肝，再生肝から前章に記載した方法にしたがって可

溶性蛋白を抽出し，これを抗原液とした．また随時こ

れらのネズミの血液より血清を分離し抗原分析を行っ

た．幼若ネズミ肝は生後第1日目の仔より得たもので

あり，再生肝は成熟ネズミの肝を部分切除し，術後2

～4日に易拙したものである．

　b）抗血清の作製

　DAB投与より得た肝癌3例，硬変肝3例および正

常肝3例について，それぞれの肝可溶性蛋白を抗原と

し，Freund　16）17）のadjuvant法に従って抗血清を作

製した，すなわち，抗原蛋白100mg（40m／ml濃度

のもの2．5m1）をFalba　oil　lm1，流動para伍n　2m1

乾燥B．GG．4mgと混合して乳剤とし，これを家兎の

両肩甲下腔に注射し，一週間後に再び同乳剤を注射し

た．教室の三宅18）によれば，抗血清の作製には静注

法，腹腔内注射法，adjuvant法による一回胸腔内注

射後，一回筋注法があげられるが噂二回筋注法が抗体

価の持続期が最もすぐれている．最終注射4週間後に

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，その後必要に応じて

心臓穿刺により採血する．

分離した抗血清は1000倍マ

ーゾニン液をろio容加えて

氷室に保存する．この方法

で得た抗血清は7カ月にわ

たって使用したが，その間

に得られた反応パターンは

‘潟
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何等変りがなかった．

　c）沈降反応重層法

　緒方19）の方法による．抗原は40mg／m1濃度液の

10倍稀釈液より出発し倍々稀釈を行い，抗血清は1000

倍マーゾニン液を｝知容加えたものより倍々稀釈し

た．すべての組合せについて重層し，室温で2時間反

応させ，その間各時間の陽性反応を記録し，2時間値

と比較し陽性反応を示した範囲を反応の場とした．陽

性反応を示す抗血清の最終稀釈倍数2nのnをもって

抗体価，抗原の稀釈倍数10×2nのnをもって抗原価

を示すことにした．

　d）Ouchterlony法

　i）寒天平板の作製

　和光製寒天粉末を溶解し4％水溶液とし，加熱均一

化した後固化させる．この固化した寒天を1cm角の

サイコロ状に切り，24時間流水，ついで48時間蒸溜水

で透析し，氷室に保存する．寒天平板作製に際しては

この寒天より次の処法のメジウムを作る．

4％精製寒天ブロック

リン酸緩衝液（p：H7．2，0．1M）

マーゾニン液（1000倍液）

メチル・オレンジ

蒸　溜　水

5009

　50mI

100m1

0．029

350m1

　これを加熱溶解し，木綿を用いて濾過する．

溶解した寒天メジウムをペトリ・シャーレに10m1宛

分注し第1層を作る．固化した後再び同液を15～18

ml宛追加し，直ちに図4に示した位置に冷却した真

チュウ製鋳型を立てる．ついでシャーレを冷温室にお

き充分冷えた後に鋳型を抜くと抗原，抗血清をいれる

溜池（Basins）が形成される，

　ii）抗原抗体反応

　Basinsの位置は種々のものを目的に応じて適当に

えらんだ．標準型のものは中央のBasinに抗血清，

周囲の4個のBasinsに4種の抗原をおく．あるいは

逆に中央に抗原，周囲に4種の抗血清をおいて比較す

ることもできる．液量は中央のBasinに40mg／m1

単位＝mm

図 4
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濃度の抗原液を0．2ml，周囲のBasinsに抗血清9容

に1000倍マーゾニン液1容を加えた抗血清0．1ml加

えて，20～25。Cにおいて反応させる．反応後2～3

日より抗原池と抗血清池との中間に沈降帯が出現し始

め，次第にその数および濃度を増す．反応の現われ方

を連日観察して所見を記録し，日をきめて写真撮影を

した，形成される沈降帯の判続の基準，吟味の要点は

教室の高柳3）の記載にしたがった．

　2．実験成績

　1）沈降反応重層法の成績

　Ouchterlony法および免疫電気泳動法による抗原分

析の基礎実験として，沈降反応重層法を行った．まず

担癌ネズミ血清，正常ネズミ血清と，それぞれの抗血

清の組合せについて反応の場を記録すると図5の通

りとなる．ここでは抗正常ネズミ血清に対する正常

NS．
正常血清
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6
抗
体
価

　　　Ant阻一N　S
　　　くNo．40・D
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　　　5
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5
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　　ネズミ血清，抗担癌ネズミ血清に対する血目ネズミ血

　　清の反応の場は，抗担癌ネズミ血清に対する正常ネズ

　　ミ血清および抗正常ネズミ血清に対する担癌ネズミ血

　　清の反応の場より大きい．抗正常ネズミ血清に対する

　　正常ネズミ血清の反応の場は一見，抗原抗体反応の単

　　一系反応のような型をとっているが，他の反応の場と

　　同じく複合系反応を示している．

　　　また正常肝（：No．7L），硬変肝（No．83C：DAB飼

　　養130日），肝癌（No．53H：DAB飼養200日）および

　　それぞれの抗血清のすべての組合せについて反応の場

　　を記録すると図6の通りである．抗正常肝血清は，正

　　常肝ともつとも大きい反応の場を示すが，硬変肝，肝

　　癌では反応の場は次第に縮少していく．抗硬変肝血清

　　では正常肝，硬変肝に強く反応し，両者の差異は比較

　　的少いが，肝癌とは反応の場が縮少している．抗癌血

　　　　　　　　　　　　　　清では抗正常肝血清の場合

　　　　　　　　　　　　　　と逆の関係を示している．
ハロゆ　　
しN謔O6＞　　1，　　　　　　　またいつれの反応の場もそ

　　　　　　　　　　　　　　の型から複合系反応である

　　　　　　　　　　　　　　ことがわかる．

　　　　　　　　　　　　　　　結局，肝可溶性蛋白とそ

　　　　　　　　　　　　　　の抗血清の沈降反応重層法

　　　　　　　　　　　　　　では両者は複合反応系を示

　　　　　　　　　　　　　　し，homologousな抗原抗

　5　　　　12　　　　　　血清間では反応がもっとも

　　　　　　　　　　　　　　強く，交叉反応の強さか

　　　　　　　　　　　　　　ら，肝癌組成の正常肝およ

　　　　　　　　　　　　　　び硬変肝組成に対する差異

　　　　　　　　　　　　　　は，正常肝，硬変肝組成間

　　　　　　　　　　　　　　にみられる差異に比しては
　　　　ム　ぜトほの
　　　　（N・．4・・）　　　　　　るかに大きいことが知られ

　　0　　　　　　　　　　　7
　　　　　　　　　　　　　　る．

　　　　　　　　　　　　　　　2）Ouchterlony法の成
　　5
　　　　　　　　　　　　　　　　　績

　　　　　　　　　　　　　　　正常肝（：No．3L），　DAB

　　　　　　　　　　　　　　飼養90日　（No．32C）およ

　　0　　　　　7　　　　　び130日（No．92C）の硬変

　　　　　　　　　　　　　　肝，DAB飼養200日の肝癌

　4　　　　　　　　　　結節（No．53H）をそれぞ

　　　　　　　　　　　　　　れ抗原として周囲の池に配

　　　　　　　　　　　　　　置し，これに面繋常命血清

　　。　　　　　　　　10　　　（No．401），抗硬変肝血清

5

（No。403），抗肝癌血清

（No．407）をそれぞれ中央

の池に注意して反応した．

その成績は図7に示され
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る．抗原と抗血清間に形成された沈降帯を抗血池から

の距離により位置づけると図7のようなスペクトルに．

翻訳することができる．（図では，左方を抗原池側，

右方を抗血清池側とする．）

　抗正常肝血清（Anti－N．L）に対し正常肝では5コの

沈降帯が現われる．もっとも抗血清側に近い2コの沈

降帯1，2は太く淡い帯をなし，中間の位置，それよ

り抗原側に2コの沈降帯3，4は鋭い強い線をえがい

ている．沈降帯4に近接して沈降帯5が抗原側にみら

れる．この沈降帯をAnti一：N．しと硬変肝（No．32C）と

の間にみられる沈降帯と比較してみると差異がない

が，さらに進んだ硬変肝（No．92C，　DAB投与130日）

との沈降帯を比べると差が認められる．すなわち，沈

降帯は4コであるが，上記の沈降帯3が極度に減弱し

ている．さらにAnti－N．しと肝癌（No．53H）とでは

沈降線は2コで上記の沈降帯5，4，3がほとんど証

明されない．

　次に抗硬変肝血清を用いた場合，stage　homologous

な硬変肝（No．32C），（No．92C）では5コの沈降帯が

他の正常肝，肝癌のものより強く形成されている．正

常肝との反応では沈降帯1，2，3が残って4，5が消

失し，肝癌との反応では沈降帯3のみがやや著明に出

現するが，他の沈降帯1，2は微弱で，4，5が消失

している．

　抗肝癌血清を用いた場合，正常肝，硬変肝との反応

では沈降帯2が鋭く強い線となって出現し，その沈降

帯の抗原池側に隣接して2！が，少し離れて沈降線1が

微弱であるが出現している．肝癌との原応では，沈降

帯3，4，5が新しく加わり，相隣…れる抗原との間でspur

を形成している．すなわち肝癌形成と同時に蛋白組成

に新しい数個の成分の加わったことが指摘される．

　つぎに，抗正常肝血清，抗肝癌血清に対してDAB

飼養ネズミ肝蛋白を時間的な順序に配列して反応させ

てみた．その成績は図8の如くである．

図　　8

　
　
㊥

　
⑳

　
㊥

　まず抗正常肝血清（No．416＞に対する反応をみる

と正常肝との間にもっとも強い沈降帯を形成している

が，癌化の経過をとるにしたがって，正常肝の組成は

漸次減弱してゆき・，肝癌になると極めて微弱となる．

一方抗肝癌血清（No．410）について同様な反応をお

こさせてみるとこの関係は逆となる，すなわち，正常

肝（No．7L）では微弱であった沈降帯がDAB飼養

130の硬変肝（No．92C），　DAB飼養160日の硬変肝

（No．91C）と進むにつれてやや増強し，肝癌（No．

53H）が形成されると極度に強い特徴的な沈降帯が出

現してくる．このもっとも強く現われる沈降帯2コの

うち1コは：No．53しの非癌部に存在した組成が強化

してきたものであるが，別の1コは非癌部に存在しな

い全く新しい組成ということができる．

　以上の如く，Ouchterlony法によって正常肝組成の

一部は癌化が進行するに従って減弱・消失してゆき，

癌化が進むにつれて硬変肝の組成の一部が増強し，か

つ正常肝組成，硬変肝組成にはみられなかった新しい

成分の出現することを指摘することができる．すなわ

ち，癌化の経過中の肝臓蛋白組成の転換が明らかに証

明されたわけである．

　2・Immunoelectrophoresis（免疫電気泳動法）によ

　　る解析

　Williams＆Grabar　20）によって始られた免疫電気

泳動法21）には種々変法が考案されているが，著者は高

柳7）の術式に準拠して行い，判定，吟味もまたその記

載する所にしたがった．

　1）実験方法
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e ㊦
e

r　　　　a　　　　　　　「
1　　　　”　　　　　　　・ ‘

1　　一＝臨＝＝＝＝＝コ　　　　1
匿　　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

i　一一＝＝＝・＝b　i・ d

i　一鞭』r　　i
o　　　l　　o　　　　　　　1　　　　　9
o　　　　　　’召一＿一＿一剛一80mm一一一一陶顧一♂　　　　　　　　　o

．」　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しr

i）寒天平板の作製

　写真用ガラス乾板（12×16．5cm）を支持台とし，

その上に厚さ5mmの寒天層をつくり，図9のように

抗原池（a）（2・5x6mm）と抗血清溝（b）（3×80mm）

（抗血清を容れる泳動方向と平行な細い溝）をつくる．

抗原池，抗血清溝の作製にはOuchterlbny法と同様

に真チュウ製鋳型を用いる．実験には抗原池と抗血清

溝との距離を11mmとした．同時に二種以上の抗原

についての実験を同一寒天平板上で行えるように抗原

抗血清の組合せを考慮して必要に応じて抗原池の数を

変え，それぞれれに応ずる抗血清溝をつくった．

　寒天メジウムは4％精製寒天609，リン酸緩衝液

（pH　7．5，μ＝0．06）90ml，1000倍マーゾニン液20m1，

蒸溜水10m1（以上寒天平板1枚分）よりなる．

　寒天平板の両端で，寒天二層中に濾紙片（東洋濾紙

：No・50）をはさみ，その遊離端を緩衝液槽に浸して，

寒天層と緩衝液とを連接する。

　ii）電気泳動

　寒天平板を水平台上に支持し，濾紙電気泳動法にお

けると同様，定電流発生装置を用いて電気泳動を行

う．電極は白金電極を使用し，電極槽に挿入し寒天橋

により緩衝液槽につなぐ．緩衝液槽はプラスチック製

容量120ml，中に寒天メジウムと同種の緩衝液をい

れ，pH，イオン強度を同一とする．泳動部分は密閉箱

中におさめ低温室（4。C）においた．試料の抗原は40

血g／m1，0・05m1，電流は22mA，電圧150～220V，8

時間泳動する．

　iii）抗原抗体反応

　泳動終了後，直ちに寒天平板を泳動装置よりはず

し，抗血清溝に抗血清1m1をいれ，室温で反応させ

る．

　電気泳動で分離された抗原および後で加えた抗血清

は寒天秘中を拡散して反応後2日目頃より弧状の沈降

線が出現し始め，次第にその数，濃度を増してゆく．

連日観察し，所見をとり，日をきめて写真撮影をす

る．

　iv）沈降帯糖蛋白染色

　　免疫電気泳動法で出現した沈降帯を過ヨード酸

㊦Schiff法により染色（PAS染色）し糖蛋白反応を検

　した．充分沈降帯の出現した寒天平板を生理的食塩水

　で2～3日洗い，沈降反応に関与しない蛋白を除去す

　る．3％過ヨード酸液で2時間処置一水洗2時間

　一一・Schiff氏試薬で反応30分一亜硫酸水で洗虚して

　反応を観察する．陽性反応を示した沈降帯は紫紅色に

　染まる．

　　V）吸収試験

　　反応の場より最適比を求め，相当量の抗原液を抗血

　清に加えたが，特にOuchterlony法，免疫電気泳動

　法に使用する場合は高濃度の抗原を少量加えることに

　より抗血清の稀釈効果の出現を防止した．抗原液を抗

　血清に加え，37。C　2時間反応させ，氷室に1夜置き，

　遠心しその上清を吸収抗血清として使用した．

　　2）実験成績

　　この方法の利点としてつぎの2点があげられる．i）

　抗原をまず電気泳動でわけ，ついでそれと垂直方向に

　拡散による寒天層中沈降反応を行うので，抗原は二次

　元的に分離され，沈降帯の分別判定が明瞭で反応系指

　摘が比較的容易である．ii）沈降帯の弧の頂点の位置

　によってそれぞれの抗原組成が電気泳動的に何れの蛋

　白分画に属するものか決定することができる．

　　正常肝抽出蛋白　（No．3L）を寒天中で電気泳動し

　て，これに抗正常肝血清を反応させると図10のような

　patternがえられる．

　　すなわち，（一）側に大きな弧をえがく1コの沈降

図　　10

　　　Y　昏　　α2　　α1　A

　　　　面

　Anti・N．L．

7L．
了　　β　α2 A

92C．

24H．

帯，抗原池の中央を原点とすると，その原点よりやや

（一）側によって現われるかなり鮮鋭な弧をえがく1コ

の沈降帯，原点より少し（十）側とやや離れた位置に

それぞれの頂点をもつた2コの沈降帯の幽々5群より

成る．これら沈降帯は血清の電気泳動分画に準じて

（一）側よりY一，β一，α2一，αエーglobulin，　albuminとす

ることができる．硬変肝（No．92C）では，沈降帯は

（一）低山より，鮮鋭な弧をえがくγ一gL，卜g1．，原点

よりやや（十）側に細くやや曲率半径の小さな弧をえ

がく2コの沈降帯（α一g1．），（＋）側にみられる大きい



DAB肝癌の免疫花学 257

弧をえがく沈降帯の4群よりなる．肝癌（No．24H）

と抗正常肝血清を反応させると，反応が微弱となり，

写真ではほとんど沈降帯を証明しがたいが，偽91．部

位に小さな弧をえがく2コの沈降帯をみとめる．

　正常肝抽出蛋白，非癌部抽出蛋白（No．24L），肝癌

抽出蛋白（No．24H）を抗肝癌血清と反応させると図

11のようになる．すなわち，Y－91．部位にやや大きな

A内伽．βY

図　　11

図　　13

Ant艮一H．　　　　　　　　　　　↑

7L．

24L．

Y 巨　“2　A

24H．

　　　　　　　　　A隔魎刷

AntトN　S．

H．S．

Y α1　g　A

N．S．

Anti－H．S．

N．S．

H．S．

Ant1－H

弧をえがく2コの沈降帯，α一gl．部位に1コの沈降帯，

（＋）側に大きな弧をえがくalb．部位の沈降帯がみら

れる．No．24しとは，　Y－91．部位に重コ，　F－91．部位

に2コ，α一91．部位に1コ，alb．部位に1コの4群が

みられる．：No．24Hと反応させると，　Y－9L部位に1

コ，β一gL部位に鮮鋭な2コの沈降帯，α一g1．部位に数

コ重なった沈降帯，alb．部位に1コの沈降帯がみら

れる．抗正常肝血清に対する非面部蛋白と肝癌蛋白の

沈降帯の増減の様子を比較すると，図12のようにな

る．すなわち，非油壷ではα一gL，β一g1．およびalb・

部位に強い沈降帯が出現し，とくにβ一g1．部位の組成

が著明である．また抗肝癌血清に対する肝癌組成と漏

壷部組成の反応を比較すると，肝癌組成では僕一，β一

gl．部位の沈降帯が，非癌部のそれよりは強く出現し

ていて，とくに伽g1．部位に濃厚な数コの新らしい沈

降帯が出現しているのが目立つ．

　また，肝癌と非二部抽出蛋白とを抗硬変肝血清と反

応させて比較すると肝癌組成ではα一g1．部位の増強が

著明であり，非三部組成ではβ一gl．部位の増強が著明

である．

　　　o

図　　12
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　腎癌ネズミ血清について免疫電気泳動法によって解

析すると図13の成績が得られる．正常ネズミ血清，担

癌ネズミ血清をそれぞれ抗正常ネズミ血清，抗担癌ネ

ズミ血清と反応させて比較したものである．担癌ネズ

ミ血清では偽gL部位に正常血清では証明されない新

らしい沈降帯の出現がみられる．

　このように，発癌過程の三期における肝抽出蛋白と

それらの抗血清を交叉的に反応せしめ，比較検討する

ことによって，正常肝蛋白および肝癌蛋白の差異およ

びそれぞれの消長を追求することができる．

　以上の成績で，癌化の経過に伴って肝蛋白が転換

し，肝癌になると正常肝ではみられなかった異常抗原

組成が出現することを証明したが，これが正常肝には

存在しない特殊抗原組成かどうかを確かめる必要があ

る．そこでこれまでの実験と同様にして吸収抗血清を

使用した実験を行った．

　まずOuchterlony法によって，正常肝で吸収した

抗肝癌血清を中央の池におき，周囲に各種抗原を置い

て反応させる．図14（a）はその成績を示す．

圖

図　　14

國
毛「回（ツ㎏1…融

雷　　○
　正常肝（：No．3L）とでは反応が生じないが，肝癌

（No．24H，　No．53H）とは抗原池よりにかなり鋭く鮮

鋭な沈降帯，それに隣接してやや淡い沈降帯が2コ出

現している．担癌ネズミの非癌部（No．24L）は正常

肝と同様に反応は陰性である．このことは肝癌のみに

出現する特殊組成の存在を示している．

　同じくOuchterlony法を利用して，抑制反応を生

ぜしめるように図14（b）の如く抗原，抗血清を配置し

て反応させてみた．すなわち，Aには肝癌抗原（No．

63H：），　Bには抗肝癌血清（No．410），　Cには抗肝癌血
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清および過剰量の正常肝抗原（No．7L）をいれて反応

させると，A－B間には肝癌の有するすべての抗原組

成が現われ，A－C間には肝癌のみに含まれ正常肝に

存在しない抗原組成が，B－C間には正常肝に共通な

抗原組成が現われる筈である．A－B閥をみると抗原

池Aよりに強く鮮鋭な沈降線少し離れてやや淡い沈

降線，Bの周囲に数コ重なった淡い沈降線がみられ，

A－C間には前の鮮鋭な沈降線と連続した沈降線がや

や減弱し，相接していた沈降線も連続してみられる．

B－C間には，Bの周囲に数コの重なった淡い沈降線

をみるのである．結局，肝癌が有しているすべての因

子群を，正常肝に共通なものと，肝癌に特異なものと

図　　15

　　　　　　　ゆ　ロロ

　　　　　　　　　　　　　　103H，×（Anti－H．一NL）
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　　02虞I　　A

P厩s幽

HS×Ant置・H．

H．S．×（Anti－H．一N　S．）

　　　　　ネズミ血清で吸収した吸収抗肝癌血清を雨隠ネズミ血

　　　　清と反応させると，原点より少し（十）側に頂点をも

　　　　　つ弧が1コきれいに残存する．このことから，肝癌を

　　　　形成した動物の血清中には，肝癌組成の一部が出現し

　　　　　ていることが明らかである．（図15（b））

　　　　　発癌という現象は，組織の若返りあるいは成長と分

　　　　化の平衡が破れた異常分化とみなすことができるの

　　　　　で，他の細胞増殖の強い肝組織の抗原組成とを比較検

　　　　漏することが必要であろう．そこで幼若ネズミ肝と再

　　　　生肝について抗原分析をしてみた．

　　　　　免疫電気泳動法によって，抗肝癌血清に対し，幼若

　　　　肝抽出蛋白および再生肝抽出蛋白を反応させた成績は

　　　　　図16た示される．再生肝抽出蛋白を電気泳動し，抗肝

　　　　　　　　癌血清を作用させると（一）極より血清の電

　A．t田NL　　　　気泳動的分画に準じて，　Y一，β一，α一g1・，　alb・

1。3｝1　　　　　　の部位に沈降帯をみるが，肝癌組成にみられ

　　　　　　　　たものと比較すると，Y－g1．，　alb．部位が著明
103H

　　　　　　　　である．幼若肝組成に抗肝癌血清を反応させ

　A“t卜H　　　　　ると同様に，Y一，β一91．　alb．部位に沈降帯を
ロ　

A。t甫NS　　　　みるが肝癌組成パターンと比較すると，β一

HS@　　　　　gl．，　alb．部位の沈降帯が増強していて明ら

　　　　　　　　かに肝癌組成パターンとは異っている．これ

に区別できることになる．

　次に免疫電気泳動法による吸収血清を使用した成績

は図15（a）の示す如くである．

　すなわち，抗肝癌血清を正常肝で吸収してつくった

吸収抗肝癌血清と肝癌組成を反応させると，原点より

（十）極に向って曲率半径の略々同大の3個の沈降帯が

残る．これを血清の電気泳動豫と対比することにより

原点より（＋）高才に向ってβ一，αザ，α1－gl．に相当

する組成と判断できる．これらの因子群は正常肝には

全く存在しないか，あるとしても極微量しか存在しな

いが，肝癌になると強く増量してくる特殊組成と考え

られるであろう．

　この3種の因子群は他の肝癌材料で吸収抗血清を反

応させても常に沈降帯として残ることが証明された．

　ついで寒天ゲル中に形成された沈降帯を過ヨード酸

Schiff法（PAS法）によって染色し，糖蛋白体の検

出を行った．その成績は図15（a）に示した如く，肝癌

組成として残る3群の沈降帯のうち，もっとも（＋）側

のα1－gL部位の組成がきわめて強い陽性反応を呈し，

α2－g1．部位の沈降帯がわずかに染色されている．これ

より肝癌組成のうち，α一g1．部位の組成には糖蛋白体

が関与していることがわかった．

　先に堂下ネズミ血清中にも特異組成の出現する結果

を得たが，これを確かめるために，抗肝癌血清を正常

図　　16
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から肝癌組成と細胞増殖の強い幼若肝あるいは再生肝

組成とを区別することができる．一方面肝癌血清を幼

若心あるいは再生肝組成で処置した吸収血清と肝癌組

成を電気泳動して反応させると，再生肝ではβ一gL，α一

gl．部位に，幼若肝はα一gl．部位に沈降帯が残ること

から，増殖の強い肝組織蛋白は肝癌組成の一部と共卜

する組成因子を含んでいることが明らかである．

　つぎに肝癌組成と他臓器抽出蛋白との因子分析を行

ってみる．まず成熟ネズミ腎出蛋白および脾抽出蛋白
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を電気泳動し抗肝癌血清を反応させると，腎ではalb．

部位とα一gl．部位に沈降帯を，脾ではβ一91．部位と

alb．部位に沈降帯が出現する．これを肝癌および非

癌部組成と比較すると，腎のα一gL部位に出現した

沈降帯は肝癌組成の晩g1．部位にみられる沈降帯と

一致しているが，それは著るしく減弱している．脾に

みられたβ一g1．部位の沈降帯は非癌部組成にみられた

β一g1．部位の沈降帯と一致していて，沈降帯の強さは

山々同様である．つぎに肝癌組成を泳動して，抗肝癌

血清を正常肝，腎，脾組成で吸収した抗血清を反応さ

せて比較すると，脾組成を吸収したものではβ一g1．部

位の沈降帯が消失し，腎組成を吸収したものでは，

α1－gl．部位の沈降帯が減弱している（図17）．結局，

肝癌組成には他臓器組成との共輻因子が含まれている

ことがわかる．

図　　17
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　近年，癌組織蛋白の電気泳動的な研究に関してすぐ

れた報告がなされている．Miller　22）23）らは発癌性物

質（DAB）と体内蛋白の結合について検索した．彼ら

はDAB投与間および肝癌では，泳動の遅いいわゆる

h分画が正常肝の駈・に減少し，（＋）側に早く移動す

るA．N．分画が増大していることを見出した．そして

このh部分に注目し，蛋白結合色素の定量成績より判

断して癌原性アゾ色素がh分画の特殊蛋白と結合し，

この蛋白をdele亡ionしてゆき，肝癌ができあがると

この蛋白が消失しているから結合色素もみられないと

のべた．

　一方Sorof　24）らは可溶性蛋白を電気泳動し，蛋白

結合色素の70％以上が移動度の遅いh分画に集ってい

ることを認め，h分画の蛋白量は，肝癌では減少する

が，再生肝では減少しないことをみている25）25）．また

Sorof　27）28）はh分画がさらに細かく6つに分画され，

slow－h2，　h3分画に蛋白結合色素が常にみられること

を明らかにし，h分画を超遠心分析法で分析してい

る29）．最近，Arcos　30）31）はDAB投与ネズミ肝の肝

ホモジネートの上清蛋白を澱粉域電気泳動にかけて，

陰極側へ移動する区分に二つの山があることをみいだ

した．陰極に早く泳動するものが，Soτofらのいうh

分画に一致するらしく，陽極に向って泳動する蛋白成

分には色素結合蛋白がみられなかった．

　寺山32）らは2，3の発癌性物質および非発癌性物質

投与ネズミ肝の上清について，澱粉域電気泳動を行

い，上清には少くとも確実に色素と結合している3つ

の蛋白群が存在するが，色素と結合している特殊な蛋

白は存在していないとした．

　Hoffman　33）らはアゾ肝癌について，可溶性蛋白を

電気泳動にかけ，正常のものと比較して遅く泳動する

分画が減少し，逆に早く動ずる分画が増加しているこ

とを報告している．彼によると，この現象は癌のみに

みられるものではなく，成長の早い幼若動組織や，蛋

白合成のさかんな組織に共通なものであり，肝癌の電

気泳動像は蛋白代謝様相が若い未分化組織に近いもの

を示ものであるという．Sorof　25）らは，先に述べた

DAB肝癌のほかにJensen　Sarcoma，　Walker　256

carcinosarcoma，　Flexner－Joblillg　carcinomaらにつ

いても同様な傾向をみとめている．また㌃Eld坦dge34）

は，ネズミの肝癌，Methylcholanthren肉腫につい

て，可溶性蛋白の電気泳動分析を試み，そのパターン

を血清蛋白のそれと比較している．すなわち，肝癌で

減少する成分は血清albuminと同じもので増加する

成分は血清僕2－91．に一致し，Methylcholanthren肉

腫で増加するのは血清中のαrgl．に相当するもので

あると述べている．その他，Cruft　35）らは正常ラッチ

肝と肝癌のhistoneを抽出し，またMiller　36）らはハ

ツカネズミのRhabdomyosarcomaよりミオジンを抽

出し，それぞれ正常組織より得たものと，電気泳動的

に差異をみとめたことを指摘している．

　このように，従来の分析化学的方法でみいだされが

たかった癌蛋白の特性が，塩析法あるいは電気泳動法

などの物理化学的な方法でようやく指摘されるように

なった．

　筆者は塩析滴定法によって，正常肝一・DAB硬変肝

ゆDAB肝癌の過程で，硫安低飽和沈澱分画が減少

し，肝癌では高飽和沈澱分画の著るしい増加を清いし

た．これは電気泳動的には泳動速度の遅いC分画の減

少，泳動速度の早いA分画の増加で示される．教室の

高柳は人の胃癌を塩析滴定法で分析し，園部が正常胃

部分に比して硫安0．15～0．25飽和域分画及び0．3～

0．45飽和域分画が著るしく減少し，0．5～0・6飽和域
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分画が著明に増加していることを見いだしている．筆

者のDAB肝癌の成績もこれによく一致しているか

ら，癌化に伴う臓器蛋白の変動のパターンは，種属や

臓器に無関係であるように思われる．

　癌は組織の異常発生であり，正常発生と対比しての

分析が望ましいわけであるが，教室の高柳7）による

と，両棲類胚の発生では，分化の初期に硫安高飽和沈

澱分画（電気泳動では早く泳動する成分）が多く，分

化の進むにつれてそれが減少し，低飽和沈澱分画が増

加してくる．この関係は正常肝→肝癌の変化過程と丁

度逆である．すなわち，癌は組織の幼弱化であるとい

う考えが，その蛋白組成の点からも支持されることに

なる．

　より一層の細かい蛋白分析には現在免疫化学的方法

が最上と思われるから，筆者はOuchterlony法や免

疫電気泳動法による抗原分析をDAB肝癌について行

った．肝癌発生までの各時期の肝抽出蛋白とそれぞれ

の抗血清を交叉させて反応してみるとstage　homolo・

gOUSの抗原抗血清間において強い反応パターンを形

成し，stage　heterologousなものの間には微弱な反応

を示すにすぎないことがわかった．この点からも肝癌

形成過程において，その蛋白組成がしだいに変転して

ゆくことをうかがい知ることができた．

　腫瘍組織抽出蛋白についての免疫化学的な分析，特

にゲル拡散法にもとつく実験は比較的少なく，K：om－

gold　37）らの卵巣癌，卵巣嚢腫，子宮癌などについて

の抗原分析があげられる．彼らは組織または腫瘍抽出

蛋白についてOuchterlony法を用いて分析し，これ

ら腫瘍または組織蛋白では，β一gl．およびα2－g1．組成

の抗原性の強いことを指摘している．

　筆者の行った免疫電気泳動法では，正常肝のつくる

沈降帯パターンは比較的陰極側によった分画，主とし

てβ一g1．部位の組成が強く，肝癌の沈降帯パターンで

は陽極側，主としてα一gL部位において抗原組成の著

明な増強があることを明らかにした．この点について

は，電気泳動で正常肝では泳動の遅い分画が大きく，

癌化を伴うにしたがって陽極へ早く泳動する分画が増

大するという結果とよく平行している．

　臓器特異性抗原が主としてミクロソーム中に含まれ

ることは，Henle，　Kabat，：Furthら（1941）によって

見出されている．著者が実験で使用した肝抽出蛋白

は，抽出よりみて，細胞粟粒内容を含めた水溶性蛋白

体であり，当然この中に臓器特異性抗原が含まれてい

るものと考えられる．

　肝の臓器特異性組成の消長は，抗正常肝血清を用い

て分析することによって追求しうる．正常肝でみられ

部

た強い沈降帯4，5は癌化が進むにつれて減弱消失し

てゆく．この沈降帯は抗原池よりに位置し抗血清池に

向って凸の弧線を形成している（写真10）．K：omgold

鋤の理論にしたがえば，この形状の沈降帯は抗血清

Y－g1．に比較して拡散係数の小さな抗原蛋白にもとつ

くもので，まずこの場合β一gLを主どした高分子量の

組成が問題になると思われる．

　癌化に伴って臓器特異抗原が減弱ないし消失するこ

とについてButenandt39）が報告している．彼は正常肝

ミクロソームに対する抗血清をつくり，螢光標識抗体

法によって，DAB投与ラッチ肝における肝臓特異抗

原の消長を検索した．それによると，肝癌組織は全く

抗肝血清と反応しない．しかし癌化していない肝組織

においても，DAB投与量に応じて肝特異性抗体と結

合しない非腫瘍性細胞集団をみとめる．このことは

DAB投与とともに，肝細胞における肝特異組成の消

失がおこり，ついで形態学的な癌形成に移行すること

を物語るものであろう．

　一方Weiler　40）は螢光抗体法を用いて肝特異性の証

明を行っている．すなわち，肝特異性抗体を螢光標識

したものは，肝組織を一様に染め，DAB投与によっ

て生じた肝癌組織を染めない．一定期間発癌性物質を

投与して形態学的に癌化のみとめられない肝では，す

でに免疫学的性質における変化が始まりていて，対馬

特異性抗体は一部の細胞群しか染めることができな

い．この結果は免疫学的特異性の変化が，一般の形態

学的方法によって検出される変化に先行していること

をよく示しているものである．

　このように螢光抗体法あるいは本実験で行われた抗

原分析の結果，正常肝の有する肝臓特異抗原はDAB

投与に伴ってしだいに失われ，遂に癌化することが追

求できた．ゲル拡散法によれば肝癌形成と同時に新ら

しい肝癌組成が出現する．DAB投与ネズミで発癌し

た癌を癌結節と非癌部とにわけ，抗肝癌血清を用いて

抗原分析すると，癌結節にのみ特殊組成が出現し，非

建部は正常肝とほとんど変化していない組成を示して

いる．

　Weile丸41）らはさらに．肝癌特異性について検索して

いる．それによると，肝癌ミクロソームに対する抗血

清を正常肝ミクロソームで吸収して作った肝癌特異血

清は，正常動物の腎，脾，心などの臓器組成と反応す

る．すなわち，肝癌組成は肝臓組成に対して特異的で

あるが，他臓器と一部共通組成を獲得しているわけで

ある．免疫学的に示される臓器特異性は，その蛋白組

成の分化を表現しうるものとみなすことができ，上記

の如き腫瘍発生において特異性が失われる過程をBu・
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tenandtは‘‘Entdifferenz圭erung，，とみなしている．

著者の実験においても肝癌組成が腎，脾と共魎因子を

有することはWeilerの成績とよく一致している．

　ここで担癌動物の体液にみられる組成の変動に焦点

をしぼってみたい．石川・高柳2）はEhrlich腹水癌を

もつたハツカネズミ体液を免疫電気泳動法によって解

析している．それによる一と．腹水中には3種の特異抗原

因子が存在し，そのうち2一因子は糖蛋白体が関与して

いることを吸収試験より確認した．さらに癌患者血清

に関して検索がつづけられ，胃癌，子宮癌等各種癌に

ついて，特異性抗原組成の存在を明らかにしている．

またDarcey　42）はWalker腫瘍の家兎血清とWalker

腫瘍にかかったネズミ血清および正常ネズミ血清とを

ゲル拡散法による沈降反応で観察し，抗癌血清と担癌

血清との間には正常ネズミ血清にみられなかった一つ

の沈降帯（：K一域）をみとめ，特異的抗原抗体反応であ

ることを推察し，Campbe1143）は担癌動物血しよう蛋

白質を正常動物のそれと濾紙電気泳動，域電気泳動，

免疫学的に比較し，α1一，僕2－gl．にあたる蛋白質の増

加をみとあ，これは癌に特有でなく，妊娠時，または

肝切除を行ったのちにも同様の変化がみとめられたと

述べている．

　著者の実験でもDAB肝癌ネズミ血清中に，α一gし

に相当する新らしい組成が現われることを証明でき

た．

総 括

　ダイコクネズミにP－dimethylaminoazobenzeneを

投与して肝癌をつくり，経期的に肝可溶性蛋白を抽出

して，塩析滴定法，域電気泳動法，濾紙電気泳動法に

より分画し，その癌化過程におけるパターンの変化を

追求した．

　’また，肝可溶性蛋白をFreundのadjuvant法にて

抗血清をつくり，沈降反応重層法，Agar　gel　double

diffusion法，　Immunoelectrophoresis法により抗原

分析を行った．

　得られた成績を要約すれば次の通りである．

　1）塩折滴定法によると，正常肝では硫安0．工5～

0．25飽和域の低飽和沈澱分画が多い．DAB投与どと

もにこれら分画が減少してゆき，癌化が進むにつれ

て，硫安0・45～0．6飽和：域の高飽和沈澱分画の著明

な増加をみる．

　2）電気泳動法で分析すると，正常肝では（十）極

右へ泳動の遅い分画が多いが，DAB投与とともに漸

次減少し，これに代って（＋）極へ早く泳動する分画

が増加してくる．肝癌になるとの関係こがさらに顕著

となってくる．

　3）沈降反応重層法，Ouchterlony法，免疫電気泳

動法によっても，肝蛋白組成がDAB投与の経過にし

たがって転換することを証明した．

　4）Ouchterlony法および免疫電気泳動法によっ

て，正常肝特異組成はDAB投与とともに漸次弱化減

少し，肝癌特異組成は肝癌形成と同時に出現する．

　5）肝癌特異組成はα一，およびβ一gl．部位に一致

した3コの因子群より成り，その一つは糖蛋白体であ

る．また再生肝，幼若肝の組成と比較しさらに他臓器

（腎，脾）組成とも比較してその特異性をたしかめた．

　6）担癌ネズミ血清中に，正常ネズミ血清にみられ

ない新らしい組成が出現する．

　稿を終えるにあたり，御懇篤な御指導と御両面を賜わった恩師

　石川大刀雄教授に厚く感謝を捧げるとともに，多大の御教示と御

　協力をいただいた高柳ヲ立博士ならびに教室の諸兄に深甚なる謝
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                                    Abstract
  The author has analyzed the water soluble proteins extracted from livers of adult rats and

of those fed p-dimethylaminoazobenzene (DAB) by the salting out method, starch zone ele-

ctrophoresis, and paper electrophoresis.

  The antigen components o± liver proteins extracted from livers of adult rats, of those fed

DAB, regenerative liver and immature liver of rats, were analyzed by the ring test of pre-

cipitation, the agar gel double diffusion method, and immunoelectrophoretic method.

  The results obtained are summarized as follows:

  (1) In all series of experiment using 60 rats, the formation of hepatoma was seen in

several rats survived for a long time moXre than 150 days, and the cirrhosis of liver were

observed in rats lived for 60 days to 120 days.

  (2) The protein fraction that precipitated by the lower degrees of ammonium sulfate

saturation, were prominent in the normal liver and decreased gradually during the carcino-

genesis. On the other hand, the protein fraction that precipitated by the higher degrees of

ammonium sulfate saturation increased markedly in the DAB-incluced hepatoma.

  (3) The electrophoretic patterns of soluble proteins of the hepatoma and other preneo-

plastic livers showed a marked reduction of the slowly moving proteins and a great increas-

ing of the more rapidly moving proteins.

  (4) The water soluble proteins of livers`consisted of complex antigen mixture and
changed during the carcinogenesis.

  (5) The antigen components of liver showed appreciable reduction in the DAB-induced

preneoplastic liver and hepatoma. The tumor specific antigens which appeared in the DAB-

induced hepatoma was not found in the preneoplastic liver of rats, but one of them appear-

ed slightly.

  (6) The tumor specific antigens consisted of 3 components which corresponded of a- and

B-gl. of normal serum. One of them was glycoprotein. These components were not found
in the regenerative liver and the immature liver of rats, but one of them appeared in the

serum of the tumor-bearing rats,
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　　　　　　　　写真　説　明

　1。正常肝組織像．

　2．DAB飼養30日後（No．30）肝組織像．

　3．DAB飼養60日後（No．51）肝組織像．

　4．DAB飼養90日後（No．32）肝組織像．

　5．DAB飼養130日後（No．92）肝組織像．

　6．DAB飼養150日後（No．33）非癌部肝組織像．

　7．DAB飼養150日後（No．53）肝癌組織像（Cho・

1angioma型）。

　8．DAB飼養150日後（No．33）肝癌組織像（He・

patoma型）

　9．濾紙電気泳動の成績（図3）．

　10．Ouchterlong法による成績（図7，（a））・

　11．Ouchterlony法による成績（図7，（b））．

　12．Ouchterlony法による成績（図7，（c））・

　13．Ouchterlony法による正常肝組成の消長の追

跡．

　14．Ouchterlony法による肝癌組成の消長追跡．

　15a．免疫電気泳動法により，抗肝癌血清に対し，

非癌部蛋白との反応．

　15b．免疫電気泳動法により，抗肝癌血清に対し，

肝癌抽出蛋白との反応．

　16a．抗正常肝血清に対し，非二部肝蛋白との反応．

　16b．抗正常肝血清に対し，肝癌抽出蛋白との反応．

　17a．抗正常ネズミ血清に対し，担ネズミ血清との

反応．

　17b．抗正常ネズミ血清に対し，正常ネズミ血清と

の反応．

　18a，抗肝癌ネズミ血清に対し，正常ネズミ血清と

の反応．

　18b・抗肝癌ネズミ血清に対し，担癌ネズミ血清と

の反応．　　　　　　　　　　　　　、

　19．吸収抗血清を用いたOuchterlohシ，法の成績（図

14（a））．

　20．吸収抗血清を用いたOuchterlo町法の成績．

（図14（b））．

　21（a）．吸収抗血清に対し肝癌蛋白との反応．

　21（b）．吸収抗血清に対し，PAS反応．

　22（a）．肝癌抗血清に対し，肝癌蛋白との反応．

　　（b）．肝癌抗血清に対し，再生肝蛋白との反応，

　　（c）．肝癌抗血清に対し，幼若肝蛋白との反応．

　　（d）．再生肝組成吸収抗血清に対し肝癌蛋白との

反応．

　　（e）．幼若肝組成吸収抗血清に対し肝癌蛋白との

反応．

　23（a）．抗肝癌血清に対し，肝癌蛋白との反応

　　（b）・抗肝癌血清に対し，腎抽出蛋白との反応．

　　（c）．抗肝癌血清に対し，脾抽出蛋白との反応．

　　（d）・腎組成吸収抗血清に対し，肝癌蛋白との反

応，

　　（e）．脾組成吸収抗血清に対し，肝癌蛋白との反

応，

　24（a）．抗肝癌血清に対し，正常ネズミ血清との反

応，

　　（b）．抗肝癌血清に対し，担癌ネズミ血清との反

応，

　　（c）．正常ネズミ血清吸収抗血清に対し，担癌ネ

ズミ血清との反応．
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