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論文内容の要旨

〔目的〕

本学病理学教室にて兄妹交配lとより継代維持されているWi s tar-Fur th (WF )系ラットは，高率に

大腸癌を自然発生し，発生した大腸癌の約40労に自然退縮が観察されている。さらに担癌ラット血清を，

新生児AC 1, Long Evans( LE )及びWistar -Shionogj (WF/Shi)の各ラットに腹腔内投与し

たと乙ろ，高率に同様の発癌を認め， WF 担癌ラット血清中には，伝播性の腫蕩誘発因子の存在をうかが

わせた。乙れをさらに検討するため，以下の実験を行った。

〔方法ならびに成績〕

1. ゲ、ノレ櫨過による担癌ラット血清と大腸癌組織の蛋白の分離及びELISAによる分析

生後 2 カ月の担癌(初期大腸癌)ラット血清の 25 ， 000rpm 高速遠心Pellet と，初期大腸癌組織ホ

モジュネートをFPLC システムを利用した Superose 6 カラムによるゲソレ漉過により蛋白を分離した。

血清pellet由来の蛋白は 3 峰性のカーブとして認められ，計69分画を採取した。一方癌組織由来の蛋

白は凸型の 2 つのカーブとして認められ，計77分画を採取した。抗血清として自然退縮ラット血清を使

用し，ゲル漉過で、得られた各々の各分画 (0.5ml) を， EL 1 SA~cて分析した。 血清 pellet と癌組

織のいずれにも陽性の分画が得られた。しかも両者に共通の陽性分画が認められ，初期大腸癌組織と担

癌ラット血清中に，自然退縮ラット血清中の抗体によって認識される共通の抗原の存在が推定された。

2. 蛍光抗体法による抗原の検索

'WF 系大腸癌自然退縮ラット血清より，硫安塩析法にて免疫グロプリンを採取し，非特異的反応を除

外するため，正常Sprauge-Dauly( SD) 系ラット組織による吸収を行った。乙の自然退縮ラット血
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清免疫ク*ロプリン (SP) を用いて， 抗原の検索を行った。

自然発生大腸癌(早期癌及び進行癌)と移植大腸癌 (C 1 )の組織の新鮮凍結切片，及びカバーガラス

上に培養された大腸癌細胞を，冷アセトンにて固定， S P ( 100 倍希釈)を反応させ， F ITC 標識抗ラ

ット IgG 及び IgMを反応後，蛍光顕微鏡花て検鏡した。初期大腸癌組織の腺上皮細胞に蛍光が観察さ

れ，進行癌でも腺上皮の一部に蛍光が認められた。移植大腸癌( C 1 )では胞体全体に蛍光が観察され

た。大腸癌培養細胞では，主として胞体Ië:，小頼粒状lと蛍光が観察された。大腸癌組織と培養細胞のい

ずれも FITC標識抗ラット IgGで蛍光が観察された。 SP で認識される抗原は，癌組織では腺上皮細

胞に認められ，培養細胞では胞体に多数の小頼粒として存在する乙とが示された。

3. Irrnnuno-Affjnjty chromatography による抗原の分離

SP を， CNBr-act j va ted Sepharose 4 B (pharmac j a ネ士)にカップリングし，

S P-S epharose 4 B カラムを作成した。 初期大腸癌組織抽出物及び担癌ラット血清をこのカラムに

通し，各々の SP で共通に認識される蛋白を結合した。 0.3 労Tween 20入り 0.2MグリシンBuffer

( pH2.5 )で溶出させ， 509ぢポリエチレングリコーノレ (PEG) による濃縮を行った。得られたそれぞ、

れの蛋白(抗原)は， 10%SDS ポリアクリノレアミドゲ、ノレ電気泳動 (SDS PAGE) により，いずれ

も分子量 65 kd , 63 kd , 60 kd の共通の 3 本のポリペプタイドに分離された。

4. Western Blottjng による抗原の確認

初期大腸癌組織抽出物と， Immuno-Aff ini ty chromatography で得られた担癌ラット血清中の蛋

白〔抗原)を， 5 --159ぢ濃度勾配電気泳動にて分離し，ニトロセルロース膜に転写す。 l悩 FBS Ië:て

Blockjng 後， SP を 4 oc overnight で、反応させ， Alkal ine phosphatase(ALP) 標識抗ラッ

ト IgG及び IgMを室温で 60 分反応， Bromochlorojndolyl phosphate-Nj tro blue 

te t razol j um( BC 1 P /NBT ) subs t ra te Ië:て発色(黒紫色)させた。初期大腸癌組織抽出物と

Immuno-Affinj ty chromatography で分離された担癌ラット血清中の蛋白のいずれも，分子

量 65kd と 60kd の共通の 2 本のポリペプタイドが特異的に認識されている乙とが確認された。

〔総括〕

1. Wi s ta r-Fur th系ラットの初期大腸癌組織と担癌(初期癌)ラット血清中に，大腸癌自然退縮ラット

血清中の抗体lとより認識される共通の抗原の存在が示された。

2. 乙の抗原は，腫蕩関連抗原と考えられ，大腸癌組織では腺上皮細胞に存在し，大腸癌培養細胞では，

胞体の多数の小頼粒として存在する ζ とが示され， SDS PAGE上分子量 65kd と 60kdの 2 本のポ

リペプタイドとして確認された。

3. また担癌ラット血清を投与する乙とにより，同様に腫蕩を誘発した結果及び担癌ラット血清中より分

離されたウイルス様粒子の存在は，以上得られた結果と何らかの因果関係を持つと思われ，現在検討中

である。
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論文の審査結果の要旨

宮本の樹立したWis tar-Fur th (WF) 系ラットは，高率に大腸癌を自然発生し，発生した大腸癌の約

40%1と腫蕩自然退縮が観察されている。さらに担癌ラット血清を， AC 1, Long Evans (LE) 及び

Wistar-Shionogi (WF/Shi) 各系のラットの新生児に腹腔内投与したと乙ろ，高率に同様の発癌

を認め， WF 担癌ラット血清中には，伝播性の腫蕩誘発因子の存在が推定されているo

本研究では，乙の因子についての検索を進めるため，腫蕩に関連する何らかの抗体が存在すると考えら

れる大腸癌自然退縮ラット血清を用いて，担癌ラット血清，大腸癌組織及び大腸癌培養細胞につき検索し

た。 WF ラットの初期大腸癌組織と担癌ラット血清中に，大腸癌自然退縮ラット血清中の抗体により認識

される共通の抗原の存在が示された。また乙の抗原は，腫蕩関連抗原と考えられ，大腸癌組織では腺上皮

細胞に存在し，大腸癌培養細胞では胞体内に多数の小頼粒として表現されることが示された。 SDS PA 

GE 上分子量 65kd と 60kdの 2 本のポリペプタイドとして確認された。自然退縮ラット血清を用いて検

索されたこの腫蕩関連抗原の存在は，担癌ラット血清を投与する乙とにより腫蕩を誘発した結果と考え合

わせるとき興味深く，大学院医学研究科博士課程の学位論文に該当すると思われる。
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