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マウス自然発生癌の可溶化抗原の性状に関する研究

　　　　小　野　　　実

岩手医科大学歯学部口腔外科学第二講座

　　　（主任：関山三郎教授）

　　　〔受付：1988年10月22日〕

　抄録：近交系WHT／Htマウスに自然発生した可移植性扁平上皮癌のブタノールによる粗抽出液

（crude　butanol　extract）の性状にっいて検索を行った。DEAE－Sephacel　column　chromato－

graphyにより粗抽出抗原を部分精製するとNaClの濃度により4っの画分に分離溶出された。各画分

は，リンパ球一腫瘍抗原混合培養反応（Mixed　lymphocyte－tumor　antigen　culture　reaction）では，

P皿画分で，蛋白量が10tμgの時，有意に［3H］－thymidineの取り込みが高値を示した。　P皿は，　pH

約6．6で弱酸性の蛋白であることが示唆され，かっ，SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動にて分析し

た結果その蛋白は，約18Kであった。また，　P　I，PIVで［3H］－thymidineの取り込みが抑制されたこ

とよりP皿にはimmunogenic　antigen　P　I，PIVにはsuppressogenic　antigenの存在が示唆された。

Key　words：partially　purified，　immunogenic　antigen，　suppressogenic　antigen．

緒 言

　今日，癌治療において免疫療法が第四の療法

とも呼ばれ重要な位置を占めてきているが，こ

の場合癌細胞の保有する抗原性が問題となって

くる。すなわち，宿主免疫の介在を考える上で

の重要な問題は，免疫を成立させるために癌抗

原の存在が必要であるということである。かっ

その腫瘍抗原は，複雑多様な癌と宿主関係に大

きな役割を果たしていると考えられており様々

な解析がなされてきた。

　Kleinら1）により基礎づけられた腫瘍免疫学

は，ウイルスや各種誘発剤による高抗原性の誘

発癌を使用して展開されてきたが，人癌に近い

とされている動物の自然発生癌を用いた免疫学

的アプローチは比較的少なく，また，腫瘍抗原

の物質レベル，分子レベルでの検索は，現在ま

だ十分に行われていない。

　本教室では，近交系WHT／Htマウスに自

然発生した扁平上皮癌を用い，その放射線照射

腫瘍細胞と脾リンパ系細胞との混合培養反応に

て癌抗原の存在を証明し，また，腫瘍の増殖に

ともない担癌生体の細胞性免疫能が低下してい

くことを報告した2）。さらに，ブタノールに

て同種癌細胞より抽出した粗抽出液（crude

butanol　extract）を使用しリンパ球一腫瘍抗

原混合培養反応（Mixed　lymphocyte－tumor

antigen　culture　reaction）により粗抽出液中

にも癌抗原の存在を示した。

　本研究では，このマウス自然発生癌の粗抽出

液中の癌抗原の性質にっいて検討を加えるため

にDEAE．Sephacel　column　chromatography

にて部分精製し，溶出した各画分にっいて，リ

ンパ球一腫瘍抗原混合培養反応を試みて検索し

たところ，腫瘍疫学的にきわめて興味ある知見

が得られたので報告する。

Characteristics　of　solubilized　tumor　antigen　of　murine　spontaneous　tumor．
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　（Department　of　Oral　and　Maxillofacial　Surgery　H，School　of　Dentistry，　Iwate　Morioka

　O20）

岩手県盛岡市中央通1丁目3－27（〒020）　　　　　　　　　1）θ励．」1ω碗eMe（Lσ碗u、13：283－289，1988



284

実験材料および方法

1）腫瘍細胞

　近交系WHT／Htマウスに自然発生し，胸

部皮下に継代移植されている扁平上皮癌を用い

た。

2）可溶化抗原の抽出法

　可溶化抗原の抽出は，LeGrueらuの方法に

準じ，最終透析は，0．02Mリン酸緩衝液を

（pH7．0，以下PBと略す）用いた。蛋白量は

Lowry法5）にて測定した。

3）DEAE－Sephacel　column　chromatography

　DEAE－Sephacel（Pharmacia，　Sweden）を

蒸留水で洗浄し，さらに，0．02MPBで平衡化

後pH7．0，120℃，30分オートクレープにて滅

菌し，内径2．5cm，高さ20cmのcolumn
（Econo－column　BIO．　RAD）に充填した。次に，

粗抽出液をDEAE－Sephacelに吸着させ，

stepwise　elutionによるchromatographyを施

行した。すなわち，0．02M　BP（pH7．0）400

ml，0．02M　PB　（pH6．7，0．3M　NaCl含有）

400ml，0．02M　PB（pH6．6，0．5M　NaCl含有）

400ml，最後に0．02M　PB（pH6．4，1．OM

NaCl含有）400mlにより段階的に溶出させた。

　操作はすべて4℃で行い，流速は50～60ml

／hとし10mlずっ試験管に採取した。蛋白量

の測定は280nmの紫外線吸収法で行った。

4）リンパ球一腫瘍抗原混合培養反応

①培養液
　培養液は，RPMI　1640（Flow　Labo）に56

℃30分間加熱処理し非働化した10％ウシ胎児血

清（Flow　Labo）および，ペニシリン1001U／

ml，ストレプトマイシン100μg／ml，　L一グ

ルタミン0．3mg／mlを添加し，　pH7．4となるよ

うに調製した。

②脾リンパ系細胞浮遊液

　マウスを頚椎脱臼させ，無菌的に脾臓を摘出

し，PBSにて細胞浮遊液を作製した。5－6分

間静置して細胞塊を沈澱させ，上清の細胞浮遊

部分を採取し，200×gで10分間遠心後，上記

培養液にて1×106個／mlに調製した。
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③混合培養法

　マイクロプレート（96well，　Flatbottom

NUNCLON）を用い，上記脾リンパ系細胞浮

遊液を1wellにっき200μ1ずっ分注した。こ

れに各画分の蛋白量を10－3，10－2，10－1，1，

10，102μgの6段階に調整して添加し，37℃，

72時間，CO、培養器で培養を行った。培養

終了3時間前に1μCiの［3H］－thymidine

（specific　activity　15　Ci／mM　NEN社）（LM

101Labo　MAHS）を用い蒸留水でグラスファ

イバーフィルター（Labo　MASH）上に回収し

た。フィルターを充分に乾燥させた後，シンチ

レーションバイァル（PYREX，岩城硝子）に

入れシンチレーター（Scintisol　AM－1，和光

純薬工業K．K．）4mlを注入し，液体シンチレー

ションカウンター　（Beckman　LS－3255T，

Aloka　LSC－1050）で放射活性を測定した。

④リンパ球幼若化率の算出

　リンパ球幼若化率は精製画分添加群と非添加

群の放射活性の比率であらわした。

　Stimulation　index（S．1．）

　　精製画分添加群cpm

　　非添加群　cpm

5）SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動法6）

　泳動用ゲルは12．5％ポリアクリルアミド，濃

縮用ゲルは5％ポリアクリルアミドをそれぞれ

用いた。泳動用緩衝液はグリシン緩衝液を用い

染色は0．2％クマシーブリリアントブルーR－

250でおこなった。また，分子量マーカーとし

て電気泳動用カリブレーションキット（Phar－

macia）を用いた。

実験結　果

1）可溶化抗原の部分精製

　粗抽出液はNaClの濃度により4画分に分離

溶出された。これを溶出pHの高い順にPI，

PH，　P皿，　Plvとした（Fig．1）。粗抽出液220

mgよりの各画分の収量は，　PIは3mg，　PH

は40mg，　P皿は25mg，　PIVは4mgであった。

2）各画分の抗原性の検索

①リンパ球一腫瘍抗原混合培養反応による
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Fig．1　DEAE－Sephacel　column　chromato－
　　　　gram　of　crude　butanol　extract　of

　　　　WHT／Ht　tumor．

　［3H］－thymidineの取り込みについて

　　リンパ球一腫瘍抗原混合培養反応による

［3H］－thymidineの取り込みの各画分での最

大値は，Table　1に示すようにPIは2675±

834cpm，　P　Iは3947±796cpm，　P皿は9580±

3118cpm，　PIVは2381±499cpm，であった。こ

れらのうちt一検定で有意差（p〈0．05）を認め

たものは，P皿の蛋白量が10－1μgのときのみ

であり，他の画分では有意差を認めなかった。

　しかし，［3H］－thymidineの取り込みの推移

をみると，PIとPIVは，ほぼ同じパターンを

示しまた，10－2μgではPI～PIVともcpm約

2500前後であった。同様に10μgでは，PHを

除くPI，　P皿，　PIV画分は，　controlとほぼ同

じ値を示した。しかし，10－’μgにおいてはP

Table　1

285

皿の値は極めて高く，PIとPIVはcontrol値

よりも低く，P皿がその中間の値でcontrolと

ほぼ同じ値を示す結果であった。（Fig．2）

　Stimulation　indexにっいてみるとTable　2

のごとくP皿の10－’μgが5．1で最大値を示しそ

の他には有意差が認められなかった。

②SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　P皿をSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳

動にて分析するとFig．3のごとく約18Kのバン

ドが最も濃染した。

c
。琶
8
」
8
三
江
▽
㌃
［
工
灼
］
古
9
x
E
α
O

10

9

B

7

6

1σ3

Fig．2

←一一→P工

一P皿一一一→P皿

一→P皿
・一一一一

control

1σ2　　　　1σ1　　　　1　　　　　10

　　　Amount　of　Protein（μ9）

102

Blastogenic　response　of　spleen　cells　to

four　peaks　after　purification　from

crude　butanol　extract　of　WHT／Ht

tumor．

Blastogenic　response　of　spleen　cells　to　four　peaks　after　purificahon　from　crude

butanol　extract　of　WHT／Ht　tumor　in　cpm．

　　b
a

10－3 10－2 10　1 1 10 102

PI 2054±222 2675±834 429±199 1530±646 2300±　62 1699±441

pn 299±　77 2584±1011 2202±314 3764±844 3947±796 2345±645

P皿 680±135 2868±775 9580±3118 5351±2778 2072±598 1261±532

PIV 1318±489 2381±499 738±　46 1521±577 1362±168 974±511

＊
a
b

contro1（spleθn　cell　alone），1873±1028．

Each　experimental　group　contained　over　5　wells．

Dose，μ9．
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Table　2
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Blastogenic　response　of　spleen　cells　to　four　peaks　after　purification　from　crude

butanol　extract　of　WH’r／Ht　tumor　in　stimuIation　index．

aEach　experimental　group　contained　over　5　wells．

b　Dose，μ9．
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Fig．3　SDS－polyacrylamide　gel　electrophore．

　　　sis　of　crude　butanol　extract　and　parti－

　　　ally　purified　P皿by　DEAE－Sephacel

　　　column　chromatography．

考 察

　腫瘍抗原に関する研究は，1950年代より多数

の研究者によって報告されてきたL7・8）が，こ

れらの研究に際し，使用された腫瘍細胞の

多くはウイルスや化学発癌剤により誘発された

比較的抗原性の高いものであった。これに対し

自然発生癌における抗原性は一般に低く，

Hewittら9）は27系のマウス自然発生癌を用い

て，その抗原性にっいて移植免疫の手法で検討

し，自然発生癌は抗原が無いか低抗原性であり

殆ど免疫原性が無かったと報告している。しか

し，今日では，自然発生癌細胞に対して宿主生

体が，免疫学的に反応している証拠は，数多く

上げられておりll戸12），教室ではWHT／Htマウ

スの自然発生癌の分与を受けリンパ球一腫瘍抗

原混合培養反応にて癌抗原の検索を行ってき

た2・㌔

　癌抗原の検出法には種々あるが，腫瘍免疫の

主役である細胞性免疫能をin　vitroで検出す

るものとして，5℃rの遊出を指標とする細胞障

害試験3〕，増殖阻止試験のcoloney　inhibition

test“），　microcytotoxity　testl5）がある。　また

癌抗原刺激によるリンパ球幼若化現象16）あるい

は感作リンパ球から放出されるマクロファージ

遊走阻止因子によるマクロファージ遊走阻止試

験7〕がある。リンパ球　腫瘍抗原混合培養反応

は抗原の認識ばかりでなく抗原に対応したT

細胞クローンの増殖をリンパ球の幼若化現象と

して把握することができ，かっ，応答するリン

パ球はヘルパーT細胞で正の免疫応答を反映

しているといわれている1㌔

　細胞表面の抗原抽出法は，3M－KC　1｜9），低張

食塩水捌，超音波処理21）などの方法がある。

　本研究に用いたLeGrueら4〕のブタノールに

よる抽出法は，ブタノールが細胞膜に障害を与

えること無く，十分量の蛋白を抽出でき，従来
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の方法よりも優れたものと評価されている。粗

抽出液の精製法は，塩析法，イオン交換クロマ

トグラフィー電気泳動法，免疫学的方法など，

一般の蛋白質の精製法と異なることはないが，

抗原性を失わせるような操作を避けることが肝

要である。本研究で用いたDEAE－Sephacel

column　chromatographyは，　DEAE．セルロー

スの一種でより純化するための精製能を高める

ために，高度に精製された微結晶セルロースか

ら調整されているDEAE－Sephacelを用いてい

る。これは，SDSポリアクリルアミドゲル電

気泳動におけるSDS化に伴う蛋白質の失活や

等電点電気泳動時のアンフォライトなどの両性

担体の影響2）が無く最も一般的な精製法である。

　癌細胞の可溶化抗原は，その成分，性状にっ

いて種々検討されている。Kleinら23）はAマウ

ス起源のYAC細胞を可溶化しSDS一ポリアク

リルアミドゲル電気泳動にて分画したところ，

分子量約11Kの画分に抗腫瘍抵抗性が，また

約150Kの画分に腫瘍増殖促進性が誘導されそ

れぞれをimmunogenic　antigen，　suppresso－

genic　antigenとしている。

　Yamagishiら洞は，　C3H／Heマウスメチル

コラントレン誘発肉腫の3M　KCI抽出粗抗原

液を等電点電気泳動にて精製し，pl　5．7～6．0

の画分は腫瘍増殖を抑制しpI　2．6～3．5の酸性

画分がサプレッサー細胞を誘導し腫瘍細胞の増

殖を促進したと述べている。

　本研究においては，WHT／Htマウス自然発

生癌の可溶化抗原を，DEAE－Sephacel　column

chromatographyにより精製したところ4画分

が得られた。この4画分にっいて抗原活性をリ

ンパ球一腫瘍抗原混合培養反応で検討すると，

PIとPlvは，　Fig．2にみる如く同じパターン

で推移していることから，その抗原性について

は，等電点が異なるものの，同様な性質を有す

るものと思われた。また，蛋白量が，10　2

μgではPI～PIVともcontro1とほぼ同じ値

であり，同じく10μgでは，PHを除くPI，

P皿，PIVが，　controlとほぼ同じ値を示したこ

とから，10－3μgにおけるcpm値のばらつきは，
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これが充分な抗原量とならなかったことを示す

ものと思われた。

　P皿は，10「μgで極めて高いcpm値を示し

たが，これに対しPI，PIVはcontro1よりも

低い値となったことは，明らかに，抗原性の差

を示すものと思われる。さらにP皿はSDS一ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動では約18Kが

染され，前述のKleinら鋤の抗腫瘍性を示すll

K画分に近似するものである。また，倉持ら23）

の［3H］－thymidineの取り込みが，サプレッサー

T細胞で抑制される，との報告などを総合する

とPI，　PIVは腫瘍増殖を促進させる画分に相

当するものと思われた。

　これらの結果から，今回抽出された粗抽出液

には，抗原として認識されて腫瘍増殖を促進さ

せる画分と，これを抑制する画分が含まれてい

ることが示唆され，極めて興味のある結果となっ

た。このことは，生体が癌細胞を拒絶するとい

う目的にとっては，必ずしも正の免疫応答ばか

りでなく，癌細胞の増殖を促進する負の免疫応

答26）を生ずることの立証にっながることを示唆

するものであった。

結 論

　近交系WHT／Htマウスの自然発生扁平上

皮癌細胞よりブタノールにて抽出した粗抽出液

の性状を解析するため，これをDEAE－Sephacel

column　chromatographyにて部分精製し，リ

ンパ球腫瘍抗原混合培養反応（Mixed　lympho－

Cyte－tUmOr　antigen　CUItUre　reaCtiOn）　｝こよ

る検索にて以下の結論を得た。

1．粗抽出液をDEAE－Sephacel　column

　chromatographyにて部分精製すると，

　NaClの濃度によりPI　PH，　P皿，　PIVの4

　画分に分離溶出された。

2．各画分についてリンパ球一腫瘍抗原混合培

　養反応にて検索した結果，P皿で蛋白量が

　10－’μgの時［3H］－thymidineの取り込みが

　有意に高値を示し，その等電点が弱酸性であ

　ることが示された。

3．P皿画分をSDS一ポリアクリルアミドゲル
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電気泳動したところ，約18Kのバンドが最

　も濃染した。

4．PI，　PIVにて［3H］－thymidineの取り込

みが抑制されたことよりP皿にはimmuno－

　genic　antigen　P　I，PIVにはsupPresso－

genic　antigenの存在が示唆された。
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　Abstract：Crude　butanol　extract　of　syngenic　spontaneous　squamous　cell　carcinoma　of

WHT／Ht　Inice　demonstrated　a　lymphocyte　blastogenesis　in　mixed　lymphocyte－tumor

antigen　culture　reaction　and　contained　tumor　associated　antigen．　　In　this　paper，

characteristics　of　crude　butanol　extract　of　WHT／Ht　tumor　were　studied．　Crude　butanol

extract　was　partially　purified　using　DEAE－Sephacel　column　chromatography　and

four　peaks　were　obtained．　These　peaks　were　called，P　I～P　IV　and　measured　in　mixed

Iymphocyte－tumor　antigen　culture　reaction．　P皿（0．02M　phosphate　buffer，　pH　6．6，0．5M

NaCI　eluents）showed　a　significant　reactivity　and　the　content　of　protein　was　101μg．

This　protein　was　estimated　to　have　a　molecular　weight　of　approximately　18K　daltons　by

SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis．

　However　P　I　and　P　IV　had　a　negative　reactivity　in　mixed　lymphocyte－tumor　antigen

culture　reaction．　These　results　suggested　that　P皿had　an　immunogenic，　and　P　I　and

PW　had　a　supPressogenic　antigen．
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