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第1章　 緒 言

Virus性 腫瘍やmethylcholanthrene肉 腫 に 抗 原

性 があつて,弱 いけれ ども抗腫瘍能 を作 りうる こと

が知 られ ている. (Klein1)武 田2))

Ehrlich腹 水癌腫瘤を マウスの背部皮下 に 移植 し

その腋下 および頸 部の リンパ節よ りとり出 した リン

パ球が,培 養中のEhrlich腹 水癌細 胞, JTC 11の

表面に群集密着 しその増殖を抑制す ること(田中3)),

また,そ の抗腫瘍性は移植10日 後に最高にな ること

(原4)),そ の リンパ節 ホモジネー トの上清 中にも増

殖抑制作 用があること(中 島5))が,明 らかに されて

お り,ま た,こ の抗腫瘍性 は腫瘍特異性を示す.こ

のように癌 のある時期 には癌 に対す る抗体が存在す

ると考え られてお り,そ れが リンパ球 の中にあるこ

とも推察 されてい るのである.こ の実験 は,そ の リ

ンパ節 ホモ ジネー ト上清 中の抗腫瘍性成分 の分離,

および生化学的性質 を明 らか にす るためにお こなわ

れた もので ある.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験動物

dd系 雄 マウス,生 後40日 の も のを もちいた. 

Ehrlich腹 水癌細 胞は岡大癌研佐藤6)に よ り,株 化

されJTC-11と して 日本培養学 会に登録 されてい る

ものをddマ ウス背 部 皮下 に50万 個 移植 し, 10日

後に腫瘤 が小指頭大 となつてい るものをエーテル麻

酔下に殺 し,腋 窩 および頸部 より リンパ節 を摘 出 し

た.両 腋 窩より4コ,頸 部 より4コ の リンパ節が え

られる.

ま た,こ の 実 験 の た め, 1回 に100匹 のddマ

ウス を もち い,そ れ よ りえ た リンパ 節 は正 常 マ ウ ス

で湿 重量4～5g, Ehrlich腹 水 癌 移 植 マ ウ スで5～

6gで あ つ た.こ の リンパ 節 は その 被 膜,付 着 した

血 管 軟 組 織 を 可 及 的 に の ぞ き,生 理 的食 塩 水 で2回

洗 滌 した の ち,ロ 紙 の 上 にの せ 水 分 を の ぞ き,湿 重

量 を マ イ ク ロバ ラ ン ス上 で測 定 しホ モ ジネ ー トと し

た.

第2節　 実験 材 料 お よび試 薬

Sephadex G-200 (Pharmacia, Uppsala, Sweden)は

日本 生 化 学 工 業 よ り 購 入 した. 32P-Na2HPO4は ダ

イ ナ ボ ッ トRI研 究 所 よ り 購 入 し た.透 折 膜 に

はVisking Seamless Cellulose Tubeを もち い た.

ミニ ポ ア フ ィル タ ー は, (HAWP 025 00 25 ea, ha 

0.45μ)の もの を 三 光 純 薬 よ り,そ の 他 の 有 機,

無 機 試 薬 はす べ て 試 薬 特 級 を もち い,メ ル ク,片 山

化 学,和 光 純 薬,石 津 製 薬 よ り購 入 した.

第3節　 リン パ節 上 清 の調 整

第1節 の よ う に して え た リンパ 節 に0.01M NaCl

を 含 む0.01M phosphate buffer PH 7.2, 20倍 容

(重 量 に対 して)を 加 え,ガ ラ ス ホ モ ゲ ナ イ ザ ー に て

ホ モゲ ナ イ ズ す る.つ い で テ フ ロ ンホ モ ゲ ナ イ ザ ー

に て 充 分 ホ モ ジ ネー トし,日 立40p型 分 離 用 超 遠

心 機 に て140,000×g 50分 超 遠 心 し,上 清 分 画 を え

る.そ の 上 清 を ミニ ポ ア フ ィル タ ー, (HAWP 025 00 

25 ea, ha 0.45μ)に て浮 遊 して い る脂 肪 片 な どを

の ぞ き, Visking tubeに 入 れ, Ultrafiltrationに て 濃

縮 す る.す な わ ち,図1の よ う な装 置 を つ くり2℃

の 部 屋 に て,水 流 ポ ンプ で 吸 引 し,吸 引 ビ ン内 を充

分 陰 圧 に して 約12時 間 お くと,内 容 水 分 お よ び 電 解
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質 は速 やかに透折膜 よ り溶 出 して,内 容はほ とん ど

塩濃度を上昇 させず に濃縮す る ことがで きる.こ の

水分透折量 は,透 折膜 の長 さによつて ことな り,ま

た陰圧に よつて も異 なるの で,直 径1cmのVisking 

tube内 に100mlの 抽 出液が 約5ml位 になるよう

に充分 注意 して濃縮 した.溶 出液 の 中 に は260mμ

に吸収 を もつ恐 ら く核酸成 分の小破片 と考 え られ る

ものが相 当量 出ていた.こ の ように して濃縮 した約

5mlのSampleを 再 び1lの0.5M NaClを 含む

0.01M phosphate huffer pH 7.2に て12時 間透 折 し

た.こ の際Visking tubeを 気 密に して 両端 を しば

り,内 容 に水分が増加 しないよ うに した.

図1

第4節　 リン酸 化 合 物 の 測 定

phosphorous compoundsはSchneider7)の 方 法 に

よ つ て お こな つ た.マ ウ ス屠 殺 の24時 間 前 に32P-

Na2HPO4 50μcを 腹 腔 内に 注 射 して お く.前 述 の よ

う に して え た リンパ 節 を ホ モ ジ ネ ー トし,超 遠 心 分

離 に よ り上 清 を と る. 10%過 塩 素 酸 を加 え,沈 澱 を

と り,そ の上 清 をacid-solubleと す る.つ い で 沈 渣

をether-ethanolで3回 洗 い, ether-ethanolをlipids

分 画 とす る.さ らに 沈 渣 を5%過 塩 素 酸 で90℃, 

15分, 2回 抽 出 しnucleic acidsと す る.そ の 沈 渣 に

1N NaOHを 加 へ 溶 解 し, phosphoproteinと す る.お

の お の をDavidson, Feigelson8)に 従 つ てdioxan, 

anisol, dimethoxyethan (6:1:1)にPOPOP, POP

を 含 む溶 媒 に0.1mlづ つ 加 へ 液 体 シ ンチ レー シ ョ

ン カ ウ ンタ ー に よ りcpmを 求 め た.

第5節　 蛋 白量,窒 素 量 の 測 定

窒 素 量 は,ミ ク ロキ エ ル ダ ー ル法 に よ つ て 求 め た.

蛋 白量 は, 280mμ 紫 外吸収Lowry9)ら の方法によ

り求 めた.ま た窒 素量に6.7310)を 乗 じて参考とし

た.こ の実験 では蛋白 と核酸が混 じて いる部分があ

り,こ れ らによつ て求 めた価 を参考 として,蛋 白量

を同一に した.

第6節　 Sephadex G-200カ ラム ク ロ マ トグラ

フ イ-11)

Sephadex G-200を 蒸 溜 水 につ け 懸 濁 し,数 時間

後上 清 を す て,再 び,水 を 加 へ,懸 濁 す る こ とを く

りか え し,数 日後 充 分 膨 潤 す る の を ま つ て, 0.5M 

NaClを 含 む, 0.01M phoephate bufferに 懸 濁 し,

カ ラム を 作 る.カ ラム は1×200cm, 2.5×150cmの も

のを もち い た.Sephadex G-200を 充 填 して,カ ラ

ムbed volumeの3倍 量 のbufferを 流 し,カ ラム

を 安 定 させ る.カ ラム の 上 端 に はgelの 層 を いた め

な い よ うに,ロ 紙 を お く.そ の ロ紙 の 下 へ第3節 で

え られ た試 料 を1×200cmの ものへ は1ml, 2.5×

150cmの も の へ は3ml,吸 着 させ,同 じbufferで

展 開 す る.溶 出 液 は,自 動 記 録 式 ユ ビ コ ンー540(東

洋)に つ な ぎ, 2ml分 隔 で 展 開 して ゆ く.自 記 分

光 々度 計 にpeakが 出 るの で,そ のpeakの 部分 を

2本 お き に ロ紙 電 気 泳 動 で た しか め な が ら溶 出を終

る.ま た, 1本 お きに溶 出 分 画 よ り0.1mlを と り,

そ の 中 に含 ま れ る32Pの 活 性 を 前 述 の 方 法 に よつ て

し らべ た.

ク ロ マ トグ ラ フ ィー終 了 後, bed volume 10倍 量

のbufferで 充 分 に カ ラム を 洗 い,再 び 使 用す るこ

とが で き る.先 端 に残 渣 が 残 る よ うな 場 合 は,先 端

の部 分 のgelを5cm位 と りか え て か ら充分 に洗つ

て再 使 用 した.

第7節　 ロ紙 電 気 泳 動

Kohn12)に 従 つ て セ ル ロ ーズ ア セ テー ト膜,ロ 紙

電 気 泳 動 を 用 い た.泳 動 条 件 は0.6mA/cm, 40分, 

Nigrosinで 染 色 した.

第8節　 細 胞 培 養

JTC-11細 胞10,000コ を20%牛 血 清 を 含 むYLE

液10ml中 で37℃ 静 置 培 養 す る.

Sephadex G-200よ り溶 出 したpeakの 中 心6ml

を と り, collodion bagを も ちい たUltrafiltrationに

よ り濃 縮 し, 0.15M NaClを 含 む, O.01M phosphate 

buffer pH 7.2で 充 分透 折 す る.そ の の ち紫外 吸収

に よ り吸 光 度 を あ わ せ,す で に 滅 菌 して あ る ミニ ポ

ア フ ィル タ ー を ろ 過 し,そ の1mlを 細 胞 の 中 に加

え る.対 照 に は,正 常 マ ウ ス よ りえ た リンパ節 ホモ

ジネ ー ト上 清 の 吸光 度 を 同 一 に し,ミ ニ ポ アフ ィル
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ターをろ過 して もちいた.細 胞数計算 は24時 間,お

よび48時 間後 におこなつ た.ま づ,培 養管壁 に付着

して増殖 してい るJTC-11細 胞を ラパ ーク リーナー

でかきお とし,勝 田13)に従つ て ク リスタルバ イオ レ

ットを加へ染色 し, Burger-Turk計 算盤 で染色 され

た核を数 える.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 燐化合物 の定量

表1の ごとき結果をえ た.正 常 リンパ節 と担癌局

所 リンパ節のあいだには,核 酸分画が担癌 の方 に多

い以外にほ とんど有意 の差 はみ られない.

Table 1 Phosphorous Compounds in Lymph Node

100mg湿 重 量 の リン パ節 ホ モ ジ ネー ト上 清

よ り も とめ た 価 で あ る.

第2節　 Sephadex G-200カ ラム ク ロ マ トグ ラ

フ ィー

図2の ご と き溶 出 曲線 を え た. 280mμ, 260mμ,

お よびcpmの 曲線 を 示 した. 1×200cmの カ ラ ム

で も, 2.5×150cmの カ ラム で も ほ ぼ 同 じ よ う な溶

出 曲線 が え られ た.し か も再 現 性 が非 常 にす ぐれ て

い る.先 づ20mlの 付近 よ り50ml付 近 まで1つ の

peakが 現 わ れ, (A. B)つ い で第2のpeak (C)が 溶 出

し,最 後 に 高 いpeak (D)が 溶 出 す る.こ れ を セ ル

ロー ズ ア セテ ー トで た しか あ る とAの 部 分 に は 原点

に止 つて 動 か な い 物質 が 溶 出 して い る.ま た,こ の

部分 は, 32pのcpmも 多 く,核 酸 を 含 ん でい ると

考 え られる.Bの 部分には原点 より動かない物質 と,

γ globulin,β gl.と 考 え られ る物 質 をふ くんでい

る.Cの 部分 には β gl.α gl.と, albuminを 含 ん

でい る. Dの 部分 には,原 点 に止 る物質 と,ニ グロ

シンで染色 されな い ものが溶 出 している.こ の部分

は核酸分画 の小破片 と考 え られ る. Bの 中部 よりC

の 中部 まで は260mμ:280mμ の価 が ほぼ1定 で あ

り,ほ とんどが蛋 白質 か らなつて いると考え られ る.

この ことは32Pのcpmの 価か らも考え られ ること

で電気泳動の結果 と同 じ結果を示 している.

Fig. 2, Gel Filtration of Super natant 

on Sephadex G-200

第3節　 細胞培養

第2節 のA. B. C. D各 分画 の中央部 よ り6mlを

と り,そ れをUltrafiltrationで 濃縮 し, 280mμ の

ODで 濃度 を一定 に し,つ い で す でに 滅 菌 して あ

る ミニ ポアフ ィル ターで ろ過 して そ の1mlを 細胞

培養 に加 えて, JTC-11細 胞 の 増殖抑 制状 態を観 察

した.図3に み られる ごと く,分 画Bが 最 も強 く増

殖を抑制 し,つ いでCが 細胞増殖を阻害 して いる. 

Aお よびDは ほ とん ど抑制を示 さない. 48時 間の価

で みるとBは10000コ, Cは18000コ となつてい

る.

Fig. 3, Anti-tumor Activity of A, B, C, D 

Fraction by Gel Filtration

考 察

悪 性 腫 瘤 に 対 す る 免 疫 学 的 な 試 み は, Weiler14)

が4-methylaminorazobenzeneで 肝 癌 を発 癌 させ る と

肝 の 特 異 抗 原 が 消 失 す る と い う報 告 を して 以来 急 速

に 進 展 した よ うで あ る. Vogt15)はWeilerの 肝 特 異

抗 原 はendoplasmic reticulumに 存 在 す る こ とを 発

見 し,つ い でNairn16)ら は そ のantigenは, immu

nodiffusion testに よ り特 異 抗 血 清 で 検 出 し う る と

報 告 し た. Friedrich-Freksaら17)はSephadex G-200

columnを もち い て,こ のantigenを 分 離 し,そ れ
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が9 S prioteinで あ ると報告 した.そ して発癌 とと

もにこの9 Sのantigenは 消失 し,そ れ に 代 つて

癌特異抗原 らしきものが出現す ると考え られ たので

あるが,抗 原抗 体 反 応, double diffusion testな ど

で も,明 瞭に証 明 されたわ けで はない. Klein1),武

田2)は, Virus性 移植腫瘍 や 化学物質で 発生 させ た

腫瘍 には新 しい細胞 性の抗 体が 出来 ると報告 してお

り, Maisin18)も また肝癌 のmicrosome分 画 中 に特

異抗原 らしき ものを見出 して いる. Weilerの 報告 は

癌に対す る免疫 化学 の進歩 に刺激を与え るに充分で

あつ たが彼 のおこなつた抗原 検 出 法 はCoons螢 光

抗体法 および補体結合反応 を これに加えた組織補体

結合反応を考察 して癌 化に伴 う,抗 原性変化を確め

えた とい う.し か しこの螢光 抗体 法において正常 う

さぎグロブ リンに螢光 を標 識 して観 察 してい る点に

抗 原喪 失が正 しいか どうか について疑問が もたれた.

その後Khramkovaら19)-20)に よつてWeilerの 実験

が正 しかつた ことが証 明され た.す なわち, C3Hマ

ウス肝癌 の6型 をえ らび,抗 血清を それ ぞれ作成,

腎,脾,肺,血 清な ど正常組織で吸収 した もの と肝

癌 のグ ロブ リン分画を電気泳動法で5つ に分かつ た

ものとの間で寒天 ゲル沈降反 応をお こな い抗体抽 出

による定量法 で調べた ところ正常肝を100%と した

場合肝癌 では各 分画において抗原量の減少欠如 がみ

られた.し か しなが らこの抗原性 は,あ くまで も抗

原 性で終つて おり強 い抗体 を作 るには致つて いない.

弱い抗体で発癌 に対 しては少 しの抵抗を示す よ うで

あ るが発癌 して しまつ た ものには何 の影 響 もあ たえ

ない.癌 の免疫 をは ばむ何 らかの因子 が存在す るの

であろ う. Weilerの 実験 につ い て の べ たよ うに こ

の一連 の研究に用 い たEhrlich腹 水 癌 細 胞 とdd

マ ウスはhomologousの 関係 にあ るの で,そ の 局所

リンパ節 中にあ る何 らかの因子 を考慮 しな ければ な

らないか も知れない.

教室,原4)はEhrlich腹 水癌移植 マ ウスの局 所 リ

ンパ節 中に培養器 中で発育を抑制す る リンパ球が存

在 す ることを見 出 し,そ の抗腫瘍能 は腫瘍 移植後10

日目であ ることを報告 した.こ の リンパ球 は腫 瘍細

胞 に群集密着 し腫瘍細胞 の運 動発育を阻止 するが,

これはsurface recognition theoryに よつ て 説 明 し

うる現象 で もあ る.そ の後教 室,中 島5)は この リン

パ球 の膜 に抗 腫瘍能が存在 す るのか あるいは リンパ

球細胞 内にあ るのかに興味を もち,ま づ,リ ンパ 球

の ホモジネー トを作 り,そ れ を培養細胞 に加 え,や

は り,増 殖 が抑 制 され ること,ま た ホモジネー ト上

清で も同 じよ うに増殖 を抑制す る事を見 出 した.す

なわ ち,所 謂,細 胞性 抗体は可溶性 のもので あるら

しいことを知つたのであ る.わ た くしは,こ の抗腫

瘍能が どの様 な種類 の ものかを知 るために本実験を

お こない, Sephadex G-200カ ラムクロマ トグ ラフ

ィー によ りある程度分 画 し,電 気泳動によ り恐 ら く

蛋 白質で あることを確 かめえた.

正常 と癌局所 リンパ節上 清の リン酸化合 物を定量

し表1に 示 したが,そ の間にはほ とん ど有意 の差は

ない.た だ核酸分画が担癌 の方 に多 くなつて いる.

担癌 マ ウスの局所 リンパ節 は正 常に比 してやや大き

く肥 大 してい る.こ の現象 は,炎 症 の場合で も同じ

ことが観察 され,移 植 ということが,感 作 としての

1つ の因子 として なりたつ こと を もの が た つてい

る.

Sephadex G-200カ ラム クロマ トグ ラ フィー は, 

Flodinら によれ ば, Tris-HCl bufferを 用い, NaCl

を0.1Mし か含 まない状態 で血清 の分 画 を行つて

いる.し か し,こ の原理は分子篩作用であ るので, 

NaClの 濃度が少 い とprotein-protein interactionが

あつて分離 しないで大 きな状態で溶 出されることが

あ ると言われ る.そ こで, 0.1M NaClを0.5M NaCl

として実験を おこない, Tris-HClで も全 く同 じよ

うな溶 出曲線が え られ る が, Tris-HClは,培 養条

件 にあ まりふ さわ しい物質 とは考えがた く培養テス

トに加え る前 に透折操作 を必要 とす る.と ころがこ

の さい, Tris-HClで あ ると,透 折 中 に 蛋白質の沈

澱 を生 じて くる.

この ことは,リ ンパ節 よ り抽出 した蛋白が, 2価

の金 属 イオ ンによつて不 安定にな る性 質があるので

はないか とい うことを想像 させ る. Sephadex G-200

カ ラム クロマ トグ ラフ ィーは,分 子節の原理 によつ

てい るので分子量20万 以上 の ものは分画 されずに混

合状 態で溶 出され る.第1のpeakは それでAとB

に分 けたが そのわけ方 は電気泳動によつている. B

分画 の中に も核酸が混 じてい ることは260mμ の吸

収32P-cpmか らも容 易 に想 像で きるが この 中には

γ お よび β gl.様 移 動 を 示 す 蛋 白 が 含まれてい

る.ま たCの 中央部 よ りの もの は β,α およびal

buminを 含 んでい る.こ の 中には32P, 260mμ より

みて核 酸は含 まれ ていない と考えて よかろ う.両 分

画 と もに細胞増殖 を抑制 してい るが,両 分画に共通

した ものは,β グ ロブ リン様蛋 白の存在である.し

か し,γ や αに全 く抗腫瘍作用が ないとは断定でき

ない.
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ここで癌特異抗原 の免疫 化学 的な ものについて考

察 してみ ると,培 養 器中のEhrlich癌 細胞 は先祖の

不明瞭なマ ウスに発生 した乳 癌由来 の もの といわれ

てお り,株 化 されてはいるけれ ども,移 植腫瘍で あ

り, ddマ ウスの リンパ 節 中 の リンパ 球 が 移 植 癌

によつて感作 された とい う考え方か らして も,明 ら

かにhomologousの 関係 にある.こ の リンパ 節 の 中

より取 り出 した蛋 白の中に癌特異性があ るか どうか

とい うことはやゝ 問題があ るか も知れな い.し か し

現在の免疫化学 的証明法の 中で免疫化学的活性細胞

や血清を組織培養法を応用 して その細胞増殖抑制 や, 

cytotoxic testに よつて 証 明す ることは1つ の 方 法

としてみとあ られて いる21).抗 原 と抗体 とは,癌 細

胞を抗原 とす れば抗腫瘍蛋 白は抗体 であろ うが,抗

腫瘍蛋 白は癌細胞 の側 か らは抗原 となるわけである.

移植癌 とい うen masseの 状態を感作 と考 え,そ の

局所 リンパ節 中の リンパ球 が,感 作 され たとい う考

え方に も抗原 の特異性 と抗体 の検 出純化 に際 して問

題 とな りうるのであろ う.し か しこの実験 では,抗

腫瘍性 が,リ ンパ節の 中にで き うるとい うい くつか

の業績 を再 確認 し,し か も リンパ節 の中か ら可 溶性

の状 態で抽 出しえ, gl.分 画 で,お そ らくそれは,

β gl.様 蛋 白で あろ うこ とを 証 明 した もので ある.

結 語

1) Ehrlich腹 水癌腫瘤移植 マ ウスの局 所 リンパ節

中に,抗 腫瘍性に働 く蛋 白質 が存在 す る.

2) その蛋 白質 は可溶性 であ り,お そ ら く,β gl.

様 蛋白 と考え られ る.

3) 細 胞培養実験の結果 か らこの 抗腫瘍 性 蛋白は

おそ ら く癌特異性が あると考 え られ る.

(この論文の要旨は昭和41年中四国生化学会にお

いて発表した)
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The regional lymph nodes of mice transplanted with Ehrlich ascites tumor have an inhi

bitory'effect for cultured Ehrlich ascites tumor. The supernatant of homogenized regional 

lymph nodes were fractionated on Sephadex G-200 column chromatography. The elution curve 

was fractionated in main three peaks, and the later half of the first peak and second peak 

were effective for the suppression of Ehrlioh ascites cell growth. These two fractions were 

agreed electrophoretically protein.


