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第1章　 緒 言

最近の分子生物学,蛋 白質化学の著 しい進歩 とと

もに癌の免疫化学 も,急 速 な進歩をとげたが,し か

しなが らなお,癌 の抗体 は確証をえず,ま た免疫療

法へ希望 もまだ遠い感が深 い.

癌について,免 疫学的概念や細胞 のsurface reco

gnitionな どの理論を もちいた 仮 説 がかな りみ られ

るが,そ の論理は,あ くまで も仮定 的な ものであり,

根本問題か らは,ほ ど遠い感が深 い.細 胞培養を用

いて リンパ細胞や脾細胞の抗体を追求する研究や,

抗体 グロブ リンの 証明 な どもおこなわれてい る1)-2).

また培養 リンパ細胞 が抗体を作ることも証明されて

お り3),リ ンパ細胞が 抗体 を もつてい るとい う考え

方は正当化 されているよ うである.

わた くしは,第1編 におい てEhrlich腹 水癌移植

マ ウスの局所 リンパ節のなかに,抗 腫瘍性 を もつ蛋

白質が存在す ることを報告 したが,こ の論文ではそ

の蛋白質を分離 し,そ の化学 的性質について研究 し

た.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験動物

dd系 雄マウス,生 後40日 目の ものを もちいた.

 Ehrlich腹 水癌細胞は,岡 大癌研佐藤 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

ものを癌研の好意 によ り,提 供 を うけ た. Ehrlich

腹水癌細胞5×105コ を背部皮下 に 移植 し, 10日 後

に腫瘤が小 指頭大になつ た ものをエーテル麻酔下に

殺 し,腋 窩および頸部 リンパ節を とる.こ の リンパ

節 を 充分 生 理 的 食 塩 水 で洗 い,口 紙 の上 で脱 水 して

秤 量,ホ モ ジ ネ ー トす る.

第2節　 実 験 材 料

DEAE Sephadex A-50, medium grade, Sweden,

 Pharmaciaの もの を 日本 生 化 学 工 業 よ り購 入 した.

透 折膜 は, Visking Seamless Cellulose tubeを も ち

い た.そ の他 の 有 機試 薬 は メル ク,和 光 純 薬,片 山

化 学工 業,石 津 製 薬 よ り購 入 した試 薬 特 級 を も ちい

た.

第3節　 リンパ 節上 清 の 調 製

別 出 した リンパ節 を マ イ ク ロバ ラ ンスで 秤 量 した

後, 0.01M NaClを 含 む0.01M phosphate buffer

 pH 7.2, 20倍 量 を 加 え,ガ ラ スホ モゲ ナ イザ ー,

つ い で テ フ ロ ンホ モゲ ナ イザ ー に て ホ モゲ ナ イズ す

る.日 立 分 離 用超 遠 心 器40P型 に て140,000×g,

 50分 超 遠 心 し,上 清分 画 を と る.そ の上 清 分 画 を ミ

ニ ポ ア フ ィル ター(HAWP 025 00 25ea, ha 0.45μ)

に て浮 遊 して い る 脂肪 片 や, 140,000×gで 沈 下 し

な い小 浮 遊 片 を の ぞ きsmall size Visking tubeに

入 れUltrafiltrationに て 濃 縮 す る.約5mlに 濃縮

した試 料 を 再 び, 0.01M NaClを 含 む0.01M phos

phate buffer pH 7.2に て1昼 夜透 折 す る.

第4節　 蛋 白 量,窒 素 量 の 測 定

窒素 量 は ミクロ ケ ー ル ダー ル 法 に よつ て もとめ た.

蛋 白量 は この 窒 素 量 に6.73を 乗 じ参考 と した.ま た

多 くの場 合 は280mμ 紫 外 吸 収 に よつ た が, Lowry

ら4)の 方 法 に よつ て も とめ,参 考 と した.

第5節　 DEAE Sephadex A-50カ ラ ム ク ロマ

トグ ラ フ イー5)

DEAE Sephadex A-50, medium gradeを ま づ 蒸
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留 水につ ける.充 分に洗つて,膨 潤 させる.つ いで,

 1N NaOHで 洗い 磁製 ロー トで吸 引脱 水 し,等 量

1N HClで 洗 う.こ の 操 作 を2回 く り か え し 蒸 溜

水 で充 分 洗 う.そ して 蒸溜 水 中で, suspensionと し

てpHを7.2に 調 整 して お く.使 用前0.01M NaCl

を ふ くむ0.01M phosphate buffer pH 7.2 (initial

 buffer)にsuspendし て お き, decantationを ま つ

て上 清 を す て,こ の操 作 を 数 回 く り か え す.こ の

suspensionを2×30cmの カ ラム に つ め る.カ ラム

は2×25cmと す る.カ ラム をinitial bufferで 充

分洗 い, Conductive Meter, (CDM-2)でinitial buffer

と カ ラム よ り溶 出 され るbufferの イ オ ン 強 度 が全

く同 一 で あ る ことを た しか め る.東 洋 自動 記録 式 フ

ラ ク シ ョン コ レ クタ ーに つ な ぎ,つ いで,第4節 で

作 つ た試料 を カ ラム につ け る.充 分 吸着 さ せ,カ ラ

ム上 端 を 数mlのbufferで 数 回洗 い,ク ロ マ トグ

ラフ ィーを 始 め る.ク ロ マ トグ ラフ ィー は, initial

 buffer 150ml～200ml流 せ ば 充 分 で あ り,こ の 間 に

γ gl.様 蛋 白が 溶 出す る.こ の溶 出 を ま つ て0.3M

 NaClを 含 む0.01M phosphate buffer pH 7.2で

linear gradient elutionを お こな う. mixing chamber

に はinitial bufferを 入 れ250mlで あ る.こ の よ

う に して β, α, albumin様 蛋 白を 分 画 溶 出 させ る. 

albuminの 溶 出 を まつ て0.5M NaClを 含 む0.1N

 NaOHを 加 へ 核 酸 分 画(260mμ に吸 収 極 大 を もつ)

を溶 出 させ,ク ロマ トグ ラ フ ィー を終 る.

第7節　 細胞培養

カ ラムクロマ トグラフ ィーでえ られ た各 分 画 を

collodion bugを 用いUltrafiltrationに より濃縮 し,

さ らに0.15M NaClを ふ くむ0.01M phosphate

 buffer pH 7.2で 充分透折す る.こ の操作によつて

核酸分画の部分は, collodion bugを 通過す る小 分子

の ものが相 当存在 し,ま た透折 中に もVisking tube

外へ漏出 してい る.こ の様 に してえた試料を紫外吸

収280mμ で蛋 白量を同一 にそろえ,対 照 と して正

常マ ウス リンパ節 よりえた, total gl.様 蛋 白(硫 安

沈澱によ りえる)を 加えて,細 胞 培養テス トを行つ

た.細 胞培養 テス トについては,第1編 第2章,第

7節 に詳細 に記 した.

第8節　 超 遠心分析 による抗腫瘍性蛋白の沈 降系

数測定5)

第7節 でのべ たように充 分 濃縮 し,そ の1mlを

もちいて,日 立超遠心分析器 により有効分画の沈降

系 数を測定 し, S20wを 算定 した.

第9節　 電 気 泳 動

Kohn6)に 従 つ てCellulose acetate膜(oxoid)電

気 泳 動 を お こ な いNigrosin染 色 に よ り 単一 に分離

され て い る こ とを た しか め,そ の電 気 泳 動 的性 質 を

記 した.

実 験 成 績

第1節　 DEAE Sephadex A-50カ ラ ム ク ロマ

トグ ラ フ ィー と電 気 泳 動

図1に 示 した よ うな 溶 出 曲 線 がえ られ た.各peak

はautorecorderに よ り記 され て お り,そ の 部 分 を

Ultrafiltrationに よ り全 て 濃 縮 した.そ のpeakご

とに電 気 泳 動 的 にた しか めた が, peak IIは γ gl.

様 移動 を, peak IIは β gl.様peak IIIは α gl.様

peak IVはalbumin様 移 動 を示 した. peak Vは 原

点 に と どま り動 かな か つ た.

Fig. 1, DEAE-Sephadex A-50 Chromatography 

of Supernatant

第2節　 各 分 画 の 細 胞培 養

図2　 peak I, II, III, IV, Vに つ いて 細胞 培 養test

Fig. 2, Anti-tumor Activity of I, II, III 

Fraction by DEAE-Sephadex A-50 

Chromatography
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を お こな った結 果,対 照 に比 してII, IIIが有 効 で あ

つ た.し か しIIが 最 も有 効 で,こ のpeakの 電 気 泳

動 は, β gl.様 移動 を示 し, 1部 α に ま た が つ て

いた. IIIがや や有 効 と して示 され て い る ゆえ ん で あ

ろ う. peak IV, Vは 全 く無 効 で あ つ たの で,図 中

に示 さな い.各 分 画 の 蛋 白量 は1ml中, 400μgで

あ る.

第3節　 peak IIの 濃 度変 化 によ る 細胞 培 養test

peak IIを1ml中500μgの 濃 度 で 加 え た もの,

そ の1/2の 濃 度 に した もの,そ の1/10に した もの で

testを した のが 図3で あ る. 500μgの もの が 最 も有

効 で あ るが, 1/10の 濃 度で も相 当 に 抑制 して い る.

また500μg/mlの 濃 度 は相 当 に高 い もので あ る.

Fig. 3, Anti-tumor Activity of Peak II

第4節　 超遠心分析

peak II, IIIの超遠心分析(の 結果を写真で示 した.

図4に 示す ように超遠心分析)的 に は 単 一 で あ り,

 peak IIは, S20w 6.5, peak IIIは, S20w 7.4で

ある.

考 按

癌 と免疫 の関係 は癌患者の中で数万人に1人 位の

割合で 自然治癒す るものや,血 中に癌細胞 が多数証

明 され るにかかわ らず,リ ンパ節転移のない もの,

癌患者 にワクチ ン療法を施 して有効な ものがあつ た

例な どか ら,癌 に も免疫機構があるのではなかろう

か と考え られて きた.し か し末だ 自然発生癌の免疫

がた しかにあるとい う証 明は恐 らくないのではなか

ろ うか.

Hirszfeldら7), Witebsky8), Morelli9), Lehman10)

らの リピ ドハプ テンにつ いて,癌 特異抗原を証明 し

ようとしたが,む しろ種特異抗原を含 んだ もの とし

て とり出 し,そ の後,正 常組織で吸収 した結果癌特

異性のある脂質抗原をえている.癌 特異抗原が,膜

に存在するか,細 胞質に存在す るか,核 に存在す る

か について多 くの検索があるが,こ の実験 では,移

植発育 した癌組織を1塊 として抗原 と考えて とりあ

つ かつてお り,抗 原因子の存在 を癌組織 としてみて

おこなつた もので ある. Ehrlich腹 水 癌 はJTC-11

として株化 されているが発生の不確実 な株化細胞 で

あり,そ れをddマ ウスに移 植 した もの で あつて

Fig. 4.

Peak II 6.5 S 20 w 60 min of 51,200 rpm Peak III 7.4 S 20 w 30 min of 51,200 rpm



420 岡 野 厖

腫 瘍 とddマ ウ スはhomologousな 関 係 に あ る.

した が つて 癌 特 異性 とと もに種 特 異性 が含 まれ て い

る こ と は否 定 しが た い こと と前 提 と しな けれ ば な ら

な い.

さ て,田 中 ら11)は このEhrich腹 水 癌 細 胞 を 培養

し,そ れ に,移 植癌 の局 所 リンパ 節 よ りえ た リンパ

球 を 加 え る と,リ ンパ 球 は 培 養腹 水 癌 細 胞 に 群 集付

着 し,癌 細胞 の 活動 を 止 め,増 殖,分 裂 を 阻止 し,

時 に は死 滅 させ る 像 をtime-lapse cinematography

で 観 察 した.原 は12),局 所 リンパ 球 が 移植10日 目 に

最 高 の 腫瘍 増 殖 抑 制 能 を示 す こ と を 明 らか に し,

 cell-impearmeable diffusion chamberの 中 の 癌 細 胞

の 発育 も抑 制 し う る こ とを 観 察 して い る.橋 本 らは,

 diffusion chamberの 中で は リンパ 球 に よつ て 影 響

を う け な い と報 告 して い るが,こ れ は,加 え た リン

パ 球 の 数 によ る もの と考 え られ,原 は20万 コで は無

効, 100万 コで 有効 との べ て い る.

リンパ節や脾 の抗体 グロブ リン分画については,

 Furth, Schuit, Hijimans2), Dresserら3)の 報告で明

らかであるが,彼 らの実験では全てimmunoglobulin

としてあつかわれてお り,ま た7S,と い う表 現 で

片付 けられている.リ ンパ球 と癌免疫の関係は遅延

型 ア レルギー反応 であり,担 癌体で は,遅 延型反応

に参与する リンパ球の働 きが障害 されてい るのでは

ないか と考え られてい る.移 植癌 や, Virus性 癌,

 MC肉 腫な どには抗体が存在すると報告されており,

それがただ非常 に弱 く治療 に応用で きる可能性がほ

とんどないとい う点 に問題が あるのであるが,こ の

論文 では抗体蛋白の存在を示査 し,そ の生 化学的性

質 をた しかめたのである.

田中ら13)の 報告に先 ん じてMitchinson14)-15)や

Rosenau16)-17)は 移植腫瘍の 局所 リンパ節 にあ る リ

ンパ球は培養器 中で,癌 細胞に群集密着 し,つ いに

は死 滅させ ることを観察 して い る. Forresterら18)

は抗体蛋 白で処理 した癌細胞を電気泳動すると,も

との易動度 と異つていることを観察 し,こ のあたり

にsurface recognition theoryの 理論が活躍す るもの

と考え られ る.第1編 で βグロブ リン様 蛋白が有効

分画の共通 した因子である とのべたが この実験では,

第II peakす なわち βグ ロブ リン様移動を示す蛋白

に抗腫瘍性 がみ られた.こ の結果 は第1編 における

推定を証明 したわけである.ま たpeak IIの濃度変

化による有効度を みて も,こ の蛋白が抗腫性を もつ

ことがよ くわかる.た だ抗体 とい うよ りは,む しろ

酵素 的な働 きに似てい るように思われる.ま たこの

抗腫瘍蛋 白の有効と考 えられ る最少量 は, 10000コ

のJTC細 胞に対 して, 300μg/mlで あ つ て これは

抗体蛋白 とか酵 素と しては非常に高濃度であると考

え られる. Avogadro数 より推 定 してみ ると,癌 細

胞を死滅 させるため相当多 くの抗体蛋 白を必要 とす

るようである.従 つて, βグロブ リン様蛋白が全て

抗体ではな く,何%か が抗体 の働 きを示す もの と考

えたい.

Moller19)-20)ら はcytotoxic effectに 対 する感受

性 は細胞表面の抗原性 や抵抗性の上昇とともに高ま

る といい,リ ンパ細胞 は,抗 原 を もつ細胞表面の性

質を変え るだけでな くその細胞 に密着することを示

してい る.ま た彼 らは リンパ球の細胞障害作用は非

免疫性 の過程 において も発揮 され ることがあ り,標

的細胞 を死 に至 らしめ ることを明 らかに した.こ の

様 な リンパ球の性質がはた して腫瘍に対 して も同 じ

よ うに 働 くか ど うかとい うことに つ い て は やや

疑 問が あるけれ ども,こ れ らの ことは全て仮定の上

に立つた現象の観察 なのであつて現 象 の解 釈 にす

ぎない.こ の研究 において分離 したβグロブ リン様

蛋白のcytotoxic effectは対象に対 して明 らかな差を

示 しているけれ ども,そ のtoxicityは 培 養 細胞 の

どの部分にtoxicで あつたか不 明である.培 養実験

では傷害 を うけた細胞,死 んだ細胞は倍養管壁 より

はなれ浮遊 してい る. cytocydalな 影 響を うけた細

胞 の数を調べ ることによつて抗体 としての特殊性を

検討 する方法があ るが,液 性の物質 を培養器に加え

た場合 の観察はど うであろうか.

局所 リンパ節の中にある感作され た リンパ球のも

つ蛋 白質が,腫 瘍細胞の発育 を抑制する という事実

を説明す るのに次 の3つ の可能性が考え られる.花

岡, Rosenau16)-17), Warnatz21)ら ののべている様に

cytotoxicな 抗体が リンパ球に付着 してい て 腫 瘍細

胞を死滅 させ る. Amos22), Ood23)ら の い う感作 リ

ンパ球の貧食作用 によつて腫瘍細胞が攻撃を うける.

原12)の観察 によれば,細 胞障害因子は可溶性であり, 

cell-impearmeable diffusion chamberを 通 して 腫瘍

細胞 に働 く,こ の場合は濃度 によつて影響 される.

以上 の3つ の可能性 が考え られ るが,こ れ以前の問

題 と して,リ ンパ球 の本来の性質が解 明されなけれ

ば ならない ことは当然であ る.

わ た くしは局所 リンパ節の中にある リンパ球が,

腫瘍細胞に群集 密着 し,そ の発育 を抑制 し,時 には

死滅 させ る という現象をみ,ま た局所 リンパ節ホモ

ジネー ト上清 にも腫瘍細胞 の増殖 を抑制する因子の
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存在を知 り,そ の因子が, βグロブ リン様蛋 白の中

にあることをあ きらかに した.こ の 中 に はgenの

問題 も含 まれており,癌 特殊性を強調す ることには,

やや危険があ るかも知れない.癌 抗原 として過去に

分離され,精 製され たものの中には, β, αグロブ

リン様の蛋 白が相当に報告されてい る.抗 原が また

はたして特殊であるか どうか,平 井 らの癌蛋 白は結

晶と して とり出 されていて もなお,純 粋性,特 異性

に疑問が もたれている.こ の様 な状態 をみ るとき,

この実験で分離 した βグロブ リン様蛋白は1部 αに

またがつていて,抗 原蛋 白の易動度 に非常によ く似

ていることは興味深い.し か もこの 中ではた して何

%が 有効成分であ るかを考える とき,再 び大 きな障

害を感ず るのである.

この研究で明らかに したことはただ局所 リンパ節

中の βグロブ リン様蛋白が抗腫瘍性を示 した という

事実にす ぎない.し か も100匹 のマ ウスよりえた試

料は, 50万 コの癌細胞の発育を抑制するのが限度で

あると考 えたとき,癌 の免疫へ の遠い道を感ず るの

である.

結 語

DEAE Sephades A-50カ ラム クロマ トグラフ ィー

により局所 リンパ節上清を分 画 し,各 分画の抗腫瘍

性 について検討 した結果, βグロブ リン様 蛋白が抗

腫 瘍 性 を示 す ことを明 らか に した.こ の 蛋 白 は

Ehrlich腹 水 癌 細 胞10000コ の増殖 を抑 制 す る の

に最 少300μg/mlの 濃度を必要 と した.こ の蛋 白の

超遠心分析による沈 降系数は6.5S 20wで あつた.

電気泳動的に β移動を示 しαにまたがつていた.

(この研究の要 旨は第25回 癌学会総会 において発

表 した)

稿を終るに あた り,御 指導,御 校閲を賜つた,田

中早苗教授,山 本泰久講師に深謝す る.ま た細胞培

養に始終御協力下 さつた浜崎允彦博士に感謝す る.
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The supernatant of the regional lymph node of mice transplanted with Ehrlich ascites 

tumor were fractionated on DEAE Sephadex A-50 column chromatography with linear gradient 

elution. The eluted peaks were examined electrophretically. They were ƒÁ, ƒÀ. ƒ¿ and albumin. 

ƒÀ and ƒ¿ fractions were effective for suppression of Ehrlich ascites cell growth. Minimum 

effective ƒÀ fraction was 300ƒÊg/ml. The sedimentation coefficient of ƒÀ fraction was 6.5 S 

20 w, and that of ƒ¿ fraction was 7.4 S 20 w.


