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論文内容の要旨

[目的]

本学病理学教室にて宮本らが兄妹交配にて継代維持しているWF系ラットには上行結腸癌が好発し，

この担癌ラット血清中には非担癌ラットでは検出できない分子量16万 CSDS-PAGE上)の蛋白

(以下 P 16と略す)が存在することがわかっていた。本研究ではWF系自然発生大腸癌ラットにおける

P 16の同定と，妊娠ラット，胎仔を含めその発現部位がどの臓器・細胞かを解明するのを目的として行っ

fこ O

〔方法ならびに成績〕

1. P 16に対するモノクローナル抗体及び抗血清の作製とその検定

ゲル漉過及び、陰イオン交換クロマトグラフィーにて分離精製した P 16を Balb/ C マウス腹腔内に注

射し追加免疫後牌細胞を取り出した。 Balb/ C マウス由来ミエローマ株X-63 と hybridoma を形成

させELISA法にてスクリーニングし，陽性細胞をクローニングした。このモノクローナル抗体を

CNBr-activated Sepharose 4 B に結合させたカラムを用いた affinity chromatography により精製

度の高い P 16を得ることができた。この精製 P 16を家兎背部皮下に免疫を繰り返し抗血清を得，その特

異性は Ouchterlony法， Western blotting法にて確認した。

2. P 16の cDNAのクローニング

WF系ラット自然発生大腸癌組織 3 g から CsCl solution法による超遠心にて total R N A組分画を

得た。 total RN Aを精製後 oligo dT cellulose column に通してmRNA を分離し，これより cDNA

library を作製した。 ECoRI で切断後，発現ベクタ- ÀgtlHこ組み込み大腸菌株Y1090に感染させた。
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β-D -thiogalactopyranoside を添加して蛋白を発現させ， 1 の抗血清を用いた酵素抗体法によるス

クリーニングにて 3 個の陽性クローンを得，そのDN A sequence を決定した。

3. P 16の同定について

1 で得られた抗血清，モノクローナル抗体を用いた免疫電気泳動により P 16 は α2 globulin分画に

位置し， 2 で得られたcDNA sequenceが報告されている rat α2 -macroglobulin (以下 α2-Mと略

す)の DN A sequence とほぼ一致することから，分子量，等電点，抗ヒト α2-M抗血清との交文性等

と合わせ rat α2-Mであることを確定した。

4. N orthern blotting法による rat α2-Mの発現臓器の検討

原発大腸癌，担癌ラット肝・牌，非担癌ラット大腸・肝・牌，妊娠ラット肝・後期胎盤，炎症ラット

肝，大腸癌培養細胞の 1 -3 g を上記 2 と同様の方法でtotal R NA , mRNAを分離し電気泳動後nitr

ocellulose膜に転写し，上記 2 で得られたcDNAより合成した32 p labeled probe と hybridizationを行っ

て RNA level で、の α2-Mの発現を比較した。担癌ラット肝，炎症ラット肝，妊娠ラット胎盤では強

い感光がみられ，原発大腸癌，非担癌ラット肝，妊娠ラット肝では弱く，その他では感光は殆ど見られ

なかった。

5. 免疫組織化学的方法による rat α2-Mの発現細胞の検討

原発大腸癌，担癌ラット肝，炎症ラット肝，非担癌ラット大腸・肝，妊娠ラット肝・胎盤，胎仔肝等

を 1 で得られた抗血清を用い酵素抗体法にて染色した。担癌ラット肝では肝細胞が散在性に強陽性を示

し，炎症ラット肝では同様に細胞質が散在性に陽性を，非担癌・妊娠ラット肝では少数の肝細胞が弱陽

性に，胎仔肝では肝細胞がびまん性に陽性を示した。原発大腸癌・非担癌ラット大腸では明らかな陽性

所見は得られなかった。初期胎盤では多くの trophoblastが強陽性で、脱落膜細胞も全体に陽性を示し，

後期胎盤では脱落膜細胞がびまんJ性に陽性でtrophoblast は少数が散在性に陽性を示した。

[総括]

1. WF系自然発生大腸癌ラットの血清中に存在する P 16は α2-Mであることが分かり，大腸癌発生

のスクリーニングに利用できると共に，その発現時期・調節機構の解明に有用な系と考えられた。

2. 抗rat α2-Mモノクローナル抗体を用いた affinity chromatography により容易に大量の rat α 

2-Mの精製が可能となった。

3. WF系自然発生大腸癌ラットでは，催炎症ラットと同様に肝でのmRNA及び、蛋白レベルでの α2-

Mの発現が確認され原発大腸癌組織においても少量ではあるがmRNA レベルでの α2-Mの発現が

確認された。非担癌ラット肝では少量の発現がみられ非担癌ラット大腸・牌，担癌ラット牌，培養大腸

癌細胞で発現は見られなかった。

4. 妊娠ラット肝では非担癌ラット肝と同様に少量の α2-Mの発現がみられるのみで，胎盤におい

て多量の発現がみられ，妊娠ラットの血清α2-M濃度が高いのは胎盤での合成の影響が大きいと思わ

れた。胎盤での合成部位は初期胎盤では多くの trophoblast と脱落膜と考えられ，後期胎盤では脱落膜

が主体で、 trophoblast は初期にみられるほどには産生量は多くないと考えられた。胎仔肝では免疫染色

上，多量の α2-Mの産生がみられた。



論文の審査結果の要旨

WF系自然発生大腸癌ラットの血清中に存在する分子量16万の蛋白はその分子量，等電点，免疫電気

泳動， cDNA sequenceの決定により rat α2 -macroglobulinで、あることが証明された。その発現部位

をNorthern blotting法，免疫組織化学を用いmRNAおよび、蛋白レベルで並行して検討した。担癌ラッ

トでは肝臓がその発現の主な部位であり，原発大腸癌組織ではmRNA レベルでのみ少量の発現が確認

された。妊娠ラットの肝での発現は非担癌ラットと同レベルであるが胎盤での産生が強く，免疫組織化

学的に初期では栄養芽細胞と脱落膜が強く染まり，後期では主として脱落膜が強く染まった。また rat

α2 -macroglobulin に対する単クローン抗体を作成し， affinity chromatographyを用いてrat α2-

macroglobulin の精製分離が容易となった。以上の業績は実験腫蕩病理学上有用であり，よって学位論

文に値すると考える。
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