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癌関連抗原の回収を検索する目的で,大 腸癌154/1(男9名 ,女 6名 ,38～ 85歳,平 均58_2±115歳 )

について,そ の癌組織および正常粘膜組織からHypotonic salt extraction(HSE)法とHypertonic

salt extraction(3M KCL)法の 2種類の方法を用いて,同 時に可溶性抗原を抽出し,そ れに含まれ

るCEAを 測定した。その結果,HSE法 では癌組織265.0±159.4ng/mg prOtein(平均±1×標準偏差),

正常粘膜組織516± 32 5ng/mg prOteinであ り,3M‐KCL法 では,そ れぞれ156.8±81,7ng/mg

protein,27.5±20 3ng/mg prOteinであった.すなわち,癌組織,正常粘膜組織ともHSE法 が3M―KCL

法より有意に高い CEA値 を示した。また,組 織分化度の高低,換 言すれば CEA産 生能の多少にかか

わらず,この事実が認められた。以上より,癌関連抗原の回収には HSE法 が3M―KCL法 より優れてい

ると推定された。さらに,HSE法 ,3M‐KCL法 ともに,血 中 CEAと 腫瘍内全 CEAの 間には有意の

相関を認め,か つ臨床病期の進行につれ腫瘍内全 CEAは 増加傾向を示した。

索引用語 :癌関連抗原,CEA

はじめに

突然変異により発生した癌細胞を
は
nOt self"と認識

して, これを宿主より完全に拒否する事が悪性腫瘍に

対する最善の治療と考えられるが,非 自己と認識する

ものは,癌 細胞のみが産生する「癌特異抗原」である。

すなわち,癌 の免疫療法を行うのに最も必要であるの

は,お のおのの癌患者より癌特異抗原を迅速簡単に抽

出することであり,次 いで, これを使用して癌思者の

癌特異的免疫防御機構を特異的に賦活することにあ

る。現在,臨 床において特異抗原が見出されているの

は悪性黒色腫のみ
lレ)であり,一 般的に消化器癌細胞の

抗原特異性は,非 常に低いものと考えられている。

1965年,Gold&Freedmanめ により大腸癌組織より

抽出された CEAは ,大 陽癌特異性という性格は失な

われてきつつあるが,現 在主に消化器癌患者のスク

リーニング,あ るいは術後のモニタTリ ングとして臨

床的意義を猶持ち続けている。一方,宮 崎らゆ"は抗原

特果性の低いと言われている消化器癌組織 よりcell

wall peptideを抽出し, これが一定の stageの消化器

癌息者の ampltter‐T細 胞を賦活することにより,癌

特異抗原を含む fractonであることを屋々報告し,癌

免疫療法の良き指標となり得ることを併せ報告してい

る。

著者らの消化器癌組織より抽出した癌特異抗原を含

む fraction中には,癌 特果抗原の他に組織適合抗原,

臓器特異抗原,また CEA,AFPな どの癌胎児性抗原な

どが多々含まれているものと考えられており,そ の抽

出方法としては,Daviesに より報告された低張食塩水

を用いた Hypotonic salt extraction(HSE)法 。と

Reisfeldらによる3M‐KCLを 用いた Hypertonic salt
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extraction(3M‐KCL)法 7)のいずれかを用いている。

今回は,これら2種類の抽出法の比較をする目的で,

同一組織について同時に前記の二抽出法を施行した大

腸癌患者15名の癌組織抽出物中の CEA量 を測定し,

両抽出法によるCEAの 回収率を検討するとともに,

血中 CEAと の関係につき検索を加えた。

研究対象および研究方法

対象は大腸癌15症frl(男9名 ,女 6名 ,38～ 85歳,

平均582± 11.5歳),疾患の部位は結腸癌 7名 ,直腸癌

8名 である。臨床病期別に分類すると,stage 1 3名,

stage I1 4名,stage II1 3名,stage IV 4名,stage

Vl名 であり,病 期分類,組 織型分類は,大 腸癌取扱

い規約により行なった。

これら15症例の術前早朝空腹時に末補血を採血し,

その血中 CEAを sandwich法に よるRIAで 淑J定 し

ツ【i .

次に, これら症例の手術時に得た癌組織および正常

大腸粘膜組織 より,図 1に 示 した Hypotonic Salt

extraction(HSE)法 とHypertonic salt extractlon

(3M‐KCL)法 により可溶性抗原の抽出を行った。癌組

織ならびに正常大腸粘膜組織より抽出した可溶性抗原

の蛋白濃度を測定し,次 いで sandwich法 によりCEA

量を測定しng/mg prOteinに て表わし,血 中 CEAは

ng/mlと した。また,腫瘍径より腫瘍の面積を預」定し,

これに組織内 CEA量 を乗ずることによりestimated

total CEA一全腫瘍 CEA一 とした.

成  績

1.2種 類の抽出法による組織 CEAの 比較

図 1 2種 類の可溶性抗原抽出方法

Hwotonic Method 3M…KCL Method
仲ozen TumぃTissue

HSE―TAA                 KCL― TAA
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2種類の抽出法による組織 CEAの 比較

図 2は癌組織および正常粘膜組織中の CEA量 を比

較したものである.3M‐KCL法 による可溶性抗原中の

CEA量 は,癌 組織1568±81 7ng/mg prOtein(平均

値±1 ×標 準 偏 差) , 粘膜 組 織2 7 . 5 ±2 0 . 3 n g / m g

proteinであり,HSE法 による可溶性抗原中では,そ

れぞれ265.0±159.4ng/mg prOtein,51.6±32.5ng/

mg proteinであった。両者を比較した場合,粘 膜組織

中の CEA量 は,t=2.557,p<0.02,癌 組織中の CEA

量は t=2.230, p<0.05で共に HSE法 の場合が 3M・

KCL法 に比較して有意に高値を示した。

2.組 織像と組織 CEA量 の関係

次に,組 織像による両抽出法の相違を検討した。図

3に示したように,中等度分化型腺癌の癌組織内 CEA

は, H S E 法で は2 1 3 . 3 ±1 1 3 . 5 n g / m g  p r O t e i n , 3 M ‐

K C L法 では12 0 . 0±3 2 . 7 n g / m g  p r O t e i nであり,H S E

法が3 M、K C L法 に比較 して高値を示す傾向が認めら

糊邸捕 癌耐  欄 邸輯 翻 繊
中等度ヴ】ヒ型雄  (n宅) 高 射 し募   (n封1)

図 2
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図 3 組 織像と組織 CEA量 の関係
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図 4 癌 組織内CEAと 血中CEAの 関係

れた。また,高分化型腺癌においては,それぞれ240.7土

120.7ng/mg prOtein,175.0±82,4ng/mg prOteinであ

り,同 様の傾向が認められる.

3.癌 組織内 CEAと 血中 CEAの 関係

同一症例の癌組織内 CEA値 と,血中 CEA値 との相

関が図 4で ある。血中 CEAが 2.5ng以上の測定値を

示したものは,154/1中6例 (40%)であり,平 均12.8士

13 6ng/mlであった。HSE法 と血中 CEAの 相関は,

r=0597, p<005で 有意の相関がみられたが,3M‐

KCL法 では r=0.230,p<0.5で 有意の相関はみられ

なかった。

4.全 腫瘍 CEAと 血中 CEAと の関係

図 5は 全腫瘍 CEAと 血中 CEAと の関係を示 した

ものである.HSE法 では r=o・865, p<0.001, 3M,

KCL法 ではr=o.637,p<0.02であり,両 者とも全腫

図5 全 腫瘍 CEAと 血中CEAの 関係

O HSE法
・3M―KCL労氏

図 6 臨 床病期と全腫瘍 CEAの 関係
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瘍 CEAと 血中 CEAは 強い正の相関を示した。

5.臨 床病期と全腫瘍 CEAの 関係

図 6は臨床病期と全腫瘍 CEAと の関係を示したも

のである。stage Iにおける全腫瘍 CEAは ,HSE法 で

1,481±855ng,3M‐KCL法 では1,268±632ngである。

stage IIでは, それぞれ3,755±845ng,2,553±555ng,

stage III, 19,226±13,885ng, 8,633±4,683ng, stage

IV, 13,287±4,575ng, 9,032±3,839ng,stage Vヤよ1

例のみであるが,そ れぞれ33 , 6 6 0 n g , 1 7 , 8 2 0 n gであっ

亨【こ.

考  察

冒頭で述べたように,療 免疫療法と癌特果抗原は不

離不即のものであり,癌 細胞に存在すると考えられて

いる癌特果抗原が容易に抽出分離し得れば,amplmer‐

T細 胞,Kller‐T細 胞の働きにより,癌 特異的免疫療

法を行うことが出来る。 ヒ トの癌特異抗原を認識する

T細 胞 subsetの大きさについての報告は皆無である

が,結 核に対するものがT細 胞全体の5%前 後ゆである

ことより,それが PHA,Con‐Aな どに反応するT細 胞

と比べて迄かに小さい subsetと推定される。著者ら

は,消 化器癌組織よりの癌関連抗原を用いて測定し

度々報告したりが,そ の cpmよ り考えて PHA,Con,A

に関連するものの約1/10～1/20と推定している。

現在,臨 床において用いられている抗原の抽出方法

としては,DaviesらによるHypotonic salt extraction

(HSE)法 とReisfeldらによる Hypertonit salt extr‐

action(3M‐KCL)法 であるが,前 者はマウスの H,2抗

原,後者は人間の HLA抗 原の抽出,す なわち,いずれ

も細胞膜表在抗原の抽出に用いられた方法である。

従って, これらの方法を用いて癌組織より抽出した抗

原は,細 胞膜に存在する抗原であるため癌特異抗原だ
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けでなく,組 織適合抗原,臓 器特異抗原を含み, さら

に,癌 組織中には基質の他に多くの正常組織を含んで

いるため,癌 組織よりの抽出抗原に基くリンパ球幼若

化反応を評価するに際しては,癌 特異抗原以外の抗原

による影響を除外する事が必要である。このため癌組

織より抽出した抗原と思者 リンパ球を混合培養するこ

とにより得られた cpm(幼 若化 リンパ球に取 り込まれ

た3H_thymidineの放射活性)を,正 常組織より抽出し

た抗原を用いて得 られた cpmで 除 しStimulation

lndexと して表わしている.

抗原の抽出方法を略述すると,HSE法 では図 1の よ

うに手術時に得た組織を細切後,低 張食塩水を加えて

homogenizeし 遠沈 (1,900×g,10分 間)する。得られ

た沈澄に,同 様に低張食塩水を加え1,000×g,600×g

にて遠沈を繰返 し,得 られた上清を全て合わせて

105,000 X g, 2時間の超遠心を行い,得 られた沈澄が

crude insOluble membranous lipoproteinである. こ

れを Tris‐HCL緩 衝液により可溶化し,再 度の超遠心

により得られた上清を可溶性抗原とするものである。
一般に細胞のhomogenateは 1,000×g,10分 間の遠沈

により核分画は沈澄となり,105,000×g,60分 間の超

遠心により糸粒体,小 胞体が沈殿するので,HSE法 は

細胞膜脂質蛋白質の回収,可 溶化を目的としたもので

あることが判る。一方,3M‐KCL法 は同様に入手した

組織を細切後,3M、 KCLを 含んだ燐酸緩衝液中で

homogenizeし た後,16時 間撹拌を続ける。次いで

136,000×g, 1時 間の超遠心により得られた上清を24

時間透析する。透析中にゲル状 となって現われた

DNA分 画を再度の遠心にて除去し,得 られた上清が

可溶性抗原である。 こ れらの操作によって前述のよう

に,核 分画は沈殿となり, さらに糸粒体分画,小 胞体

分画も沈殿となり除去されている.こ の場合 HSE法

よりさらに超遠心を行っているが, これは Rapaport

らが1いが100,000×gで 沈殿を生じない
“
可溶性分画

"

を200,000×gで 遠沈し,その沈澄の微細構造を検討し

た結果,そ れが細胞膜片より成ることを確認している

ためである。この事よりReisfeldら11)は3M‐KCLに よ

る可溶性抗原の作製に当って,可 溶性であるといえる

ためには,実用上長時間の透析に続いて130,000×gの

遠沈を行い,そ の上清に抗原性の大きな喪失がみられ

ないことが必要であるとしている。KCLの 濃度につい

ては3M‐KCLの 場合が0.lM,lMの 場合よりも活性あ

る抗原が多く回収されたとして,3M,KCLを 用いてい

る。
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以上の 2つ の方法で大腸正常粘膜組織および大腸癌

組織から抽出した可溶性抗原の中に, どの程度細胞膜

表在抗原が含まれているかを検討する目的で,癌 関連

抗原の 1つであり特に大腸癌組織に多く含まれ,そ の

測定方法がほぼ確立されているCEAを RIAに より

測定し,ng/mg prOteinで表わした.そ の結果は,粘

膜組織中,癌組織中の CEAと もに HSE法 の場合の方

が3M‐KCL法 に比較して有意に高値を示した (それぞ

れ t=2.557,p<0.02 it=2230,pく 0.05).

組織型の相違による細胞膜表在抗原の回収率を検討

する為に,対 象とした15例を高分化型腺癌と中等度分

化型腺癌の 2群 に分け, 2種 類の抽出法によるCEA

の回収量を比較した。図 3の ように両抽出法ともに高

分化型の方が CEAを 多 く回収しており,こ れは既に

Fujimotoらの報告12jのように,高 分化型腺癌の方が

CEAを より多く含有していることを裏付けたもので

あると同時に,分化度の違いに関係なくHSE法 が3M‐

KCL法 に比較して単位蛋白量あた りの回収が多いこ

とが窺われる。したがって,細 胞膜表在抗原の 1つで

あり,同 時に癌関連抗原の 1つ であるCEAの 収量を

指標として,細 胞膜表在抗原の回収法であるHSE法

と3M―KCL法 の 2つ の抗原抽出法を比較した場合,

HSE法 が3M‐KCL法 より癌関連抗原の回収には優れ

ているのではないかと推定された。

血中 CEAと 癌組織内 CEAと の関係については,今

回の検討では HSE法 では相関あ り (r=0.597,p<

005),3M‐ KCL法 では相関なし (r=0.230,p<0.5)

と結果は一定しなかった.しかしながら,血中 CEAと

全腫瘍 CEA量 との関係では,HSE法 ,3M‐KCL法 と

もに強い正の相関がみられた (それぞれ r=0.865,p<

0.001+r=0.637,p<0.02).血 中 CEAの 消長は癌・大

腸粘膜細胞において産生された CEAの 組織より血中

への放出と,肝 でのclearanceの差に依存すると考え

られるので,全 腫瘍 CEA量 の増大とともに血中 CEA

が上昇することは当然と思われた。

臨床病期との関係については,病 期分類が患者の持

つ腫瘍の総量を忠実に反映しているとすれば,病 期の

進行に伴なって全腫瘍 CEA量 が増大することも,ま

た当然であろう。この場合も,組 織 CEAは HSE法 が

3M一KCL法 より高値を示していることから,前述の回

収率の結論がここにおいても裏付けられたと言える。

以上,15例 の大腸癌症例よりHSE法 と3M‐KCL法

の 2種類の抽出法を同時に施行して得られた可溶性抗

原につき,癌 関連抗原の回収という観点よりCEAを
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R I Aに より測定 し,HS E法 が3M‐KCL法 より癌関連

抗原の回収には優れているとい う結論が得 られた。

ま と め

大腸癌患者15例の正常粘膜組織および癌組織から,

同時に可溶性抗原を HSE法 と3M‐KCL法 の 2種 類の

方法を用いて抽出 し,そ れに含まれるCEAを 測定す

ることにより癌関連抗原の回収につき検討した。

1.粘 膜組織,癌 組織 ともに単位蛋白あた りの CEA

量は HSE法 が3M‐KCL法 より有意に高値を示 した.

2.高 分化型腺癌は中等度分化型腺癌 よりCEAを

多 く含んでいるが,CEAの 多少に関係なく 1.に 述べ

た傾向が認められた。

3.HSE法 ,3M‐KCL法 ともに,血中 CEAと 全腫瘍

CEA量 は有意の相関を認めた.

4.HSE法 ,3M‐ KCL法 のいずれの場合も,臨 床病

期の進行につれて,全 腫瘍 CEAは 増加 してい く傾向

が見 られた。
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