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　　　During　the　hepatocarcinogenesis　of　Wistar　male　rats　induced　by　feeding　with　3ノーMethyl－4－Dimethy－

1aminoazobenz．ene（3ノーMe－DAB），　changes　in　serum　proteins，　especially　seromucoid（Smc）and　haptoglobin

（Hp），　and　the　mechanism　involved　were　intestigated　in　c．omparison　with　alpha－fetoprotein（AFP＞．

　　　　1）In　the　early　stages　of且rst　to　5th　week　after　3’一Me－DAB　administration，　albumin　andα1－globulin

decreased　whileγ一globulin　increased．　After　these　hepatoma　developed，　in．creases　ofα1，α2　andβ一globulins

were　noted，

　　　　2）Serum　Smc　and　Hp　levels　varied　widely　in　2nd　and　3rd　weeks　of　the　feeding，　possibly　due　to

hepatic　damage．　Both　components　increased　graduaUy　after　6th　week　and　feached　a　peak　at　15th　week

and　after．the　tumor　deve1Qpe．d．the　levels　of　these　proteins　were　significantly　el．evated　compared　with　the

control　rats．

　　　　3）Anew　device　for　preparing　the　specific　antisera　to　ratα1－Smc　and　Hp　was　developed　and　these

antisera　were　used　for　i．mmunohistological　investigations．

　　　　4）Comparative　studies　of　serum　Smc　and　Hp　le∀els　and　immunQhistological　findings　indicated　that

both　compQnents　were　mainly　derived　from　hepatocytes　in　no．ncarcinomatous　regions　but　also　partly　from

hepatoma　cells　and　that　the　increased　synthe．sis　in　hepatocytes　may　be　the　main　source　of　the　elevatiQn．of

serum　levels，／η”～オ7－o　synthesis　of　bQth　Smc　and　Hp　by　Hochwald’s　method　was　con丘rmed　to　occur　in

the　culture　of　both　hepatoma　and　nonmalignant　tissues．　These　findings　indicate　that　some　hepatoma

cells　are　able　to　produce　these　components　but　the　mechanism　of　increased　se．rum　levels　may　be　difEerent

from　that　of　AFP　and　other　f．etoproteins．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Decembre　27，1979　and　accepted　February　4，1980）

1緒 言

　当講座においてはヒトの肝が肝炎，肝硬変，肝癌へと進

む病変過程における胎児性蛋白の出現態度と平行して，血

清蛋白像とくにseromucoid．（Smc）およびhaptoglobin

（Hp＞の変動を追求し，その．補助診断的意義を報告して

きた1，2）．

　　また一方においては，癌組織における血清蛋白成分の産

生について検討し，いわゆるSmc．と称せられる成分の一

組成であるα1－antitrypsinが胃癌組．織でも作られること

を報告した3）．本来，種々の血清蛋白を合成する肝細胞が

癌化した肝癌細胞においては，α一fetoprotein（AFP）のみ

ならずalbumin（Alb）も合成される4）が，その他の血清

蛋白成分も合成される可能性が考えられる．しかし，それ
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が発癌に伴う血清蛋白異常，とくにSlncやHpの変化を

もたらす機序においてどの程度の役割を演ずるかについて

はまだ明らかにされていない．

　本研究においては，3ノーmethyl－4－dimethylaminoazo－

benzene（3なMe－DAD）ラット肝癌をモデルとして，血清

蛋白，とくにSmcおよびHpの変動をAFPと比較す
るとともに，その機序を追究すべく免疫組織学的検索を行

なった．

2　方　　法

2・1　ラット肝癌の作製

　Wistar系雄ラット（体重243±30　g）に，0．06傷3ノーMe－

DAB含有固形飼料（オリエンタル酵母社）を20週間与え

て肝癌を発生させた．対照群として，飼育開始前と，基礎

飼料のみを10週間与えた2群を設け，3’一Me－DAB投与

群は1週間ごとに20週まで，各群4ないし12匹を体重測

定後エーテル麻酔下で頚静脈より採血し，血清を分離して

一20。Cに凍結保存した．

　また，採血後肝臓を摘出して重量を測定し，10傷冷ホル

マリン，冷アセトンおよび95弩冷エタノールによりそれぞ

れ固定した後，低融点パラフィンに包埋して組織学的なら

びに免疫組織学的検索に供した．

2・2　血清蛋白像の分析

　2・2・1　血清総蛋白濃度

　血清総蛋白濃度（T，P．）は屈折法によって測定した．

　2・2・2　Cellulose　acetate膜電気泳動法（CAEP）

　血エ清蛋白の分画はmodel　R－100　microzone　electro．

phoresis　system（Becklnan）によりcellulose　acetate

膜（CA膜）（Beckman　and　Millipore　Filter　Co．）を支

持体とする電気泳動法により得た，血清はsample　ap－

plicatorで0．25μ♂をCA膜上につけ，250　V，0，79　mA／cm

の条件下で20分間泳動した．緩衝液としてはveronal

bufler，　pH　8．6μ＝0．075を用いた．泳動後CA膜を

Ponceau　R染色してDensi亡ome亡er　R　110（Beckman＞

により拡大泳動図を描記した．ラットの血清ではα2－

910bulin峰が明瞭でないので通常albumin（Alb），α1－

globulin（α1－glob），β一globulin（β一glob）および7－globulin

（7－glob）の4峰に分かれるが，各峰をガウス曲線に近似さ

せて（成績の項Fi9．1参照）分画するH翻e（Wunderly，

C．5）の著書を参照）の方法によった．

　ここで峰の高さをらその中点における曲線の幅をαと

すると面積」は，」＝た・c・αであり，々；〉天／2Vln2；1．064

と与えられるから伝1と近似して」『を算出できFる．各1峰

の」の総計を求めて，各分画比（％）を算出し，さらにT．P，

より各分画濃度（9／dのを求めた．

　2・2・3Seromucoidおよびhaptoglobin測定法

　Seromucoid（Smc＞の化学的測定はWeimer－Moshin

変法6）によりtyrosin濃度として表わした．

　Hapto910bin（Hp）はCAEPによりHb結合能を測定

する教室在来の方法7）により測定した．

2・3　免疫化学的分析法

　2・3・1　ゲル内拡散沈降反応

　Ouchterlony8）のmicro－methodによったがveronal

buffer　（pH　8．2μ＝0．05）をこより1驚　agarose　（Behring－

werke製）gelを作り用いた，

　2・3・2　免疫電気泳動法（IEP）

　IEPはScheidegger9）の方法によった．支持体として

は前項のInicro－Ouchterlony法と同じagarose　gelを

用いた，

　2・3・3　AFPの定量法

　ウマ抗うヅトAFP血清（北大第一生化学講座より供与

さる）を0．7％に含むagarose　gelを用いて，　Mancini法10）

により測定したが検量曲線はAFP濃度既知のラット血清

（北大第一生化学）を用いて作成した．

　2・3・4抗trypsユn成分の電気泳動的検出法

　Heimburger　and　Schwick1Dに準じて行なった．まず

cellulose　acetate膜電気泳動法によりラット血清を泳

動し，その膜片をfibrin－agarose　gel（1％丘brin－1％

agarose　in　PBS　pH　7，4）板上に貼り，次いでその両側に

溝をつくり，一方にtrypsin液を，他方｝こ抗血清を注入す

る，24ないし48時間反応させ，飾rin溶解現象と沈降線

を対比して抗trypsin成分の同定を図る・これは粗Smc

分画の分析に用いた．

2・4　抗血清の作製

　2・4・1　粗抗Smc血清および特異抗¢rSmc血清につ

　　　　いて
　テレピン油0，2m♂に生理的食塩水（生食水）0．8　mZを混

じてラット腹腔内に注入し，腹膜炎を生ぜしめたラット血

清をプールしてその20m♂に生食水80　m♂を加え，氷冷下

に12M過塩素酸100　mZを撹伴しながら滴下し，30分間

放置後，4，000rpmで10分間遠沈して上清を得，これを蒸

留水で3日間透析し，凍結乾燥して粗Smc粉末を得た．

この2mg生食水溶液をFreund完全アジュバントと混

じてウサギに免疫したが，初回はfoot　pad法により，2

週間後から1週間ごとに3回讐筋内注射により迫加免疫し

て最終注射後10日目に全採血し，粗目Smc血清を得た．

さらに粗Smcをagarose　gel内で分離用zone電気泳

動により分画すると，後に述べるその主成分α1－Smcは

PrealbからAlbにかけて泳動されるから，α1からγ一glob

位の成分をとり出してプールし，これにより粗抗Smc血
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清を吸収した．またラット血清を殿粉zone電気泳動12）に

より分画すると，αrSmcはα1－910b位に移動するので

Alb分画をとり出して，さらにこれを用いて抗．血清を吸収

することにより，微量に混入する他成分の抗体を吸収する

ことがでぎ，特異抗α1－Smc血清を作製し得た．

　吸収操作にはAvrameas　and　Ternynck13）に準じて吸

収用抗原を固相化して用いた．抗血清の特異性はOuch－

terlony法および工EPにより確めた．

　2・4・2　特異抗Hp血清

　Hp粗分画は上述テレピン油腹膜炎ラット血清を

Steinbuch　andΩuentin14）に準じてDE　52　chromato－

graphyにより分離した．略述すると，0．01　M　acetate

buffer（pH　5．0）により平衡化したDE　52　columnに，同

bu鉦erにより透析したラット血エ清を添加し，0．5　Mま

でlinear　gradient方式で溶出し，0．5　M分画をHp分

画として採取した．抗Hp血清の作製にあたっては次のよ

うに工夫した．すなわちウサギ赤血球を溶血させてHb溶

液（119／d♂）を作り，これとラットHp分画を混合する．こ

れを殿粉電気泳動（α05Mphosphate　bu旋r，　pH　7．2，180

V，0．5mA／cm2，24時間）により遊離HbとHp－Hb結合

体に分け，後者を上述同様にウサギに免疫して抗血清を作

成した．

　これは他の成分に対する．抗体の混入は微量に過ぎない

が，念のためさらに吸収操作を施した．

　すなわち，ラットHbをAvrameas　and　Ternynck13）

によりゲル化したものでラット血清中のHpを結合して除

去し，無HPI血工清をf乍り，このゲル化物を用いて抗f丘L清を

吸収して特異抗Hp血清を得ることができた．

　2・4・3　その他の抗血清

　ウサギ抗ラヅト全血清（A－rat　whole　serum，自家製），

ウサギ抗ラットAlb血清（A－rat　Alb）12）およびウマ抗うッ

トAFP血清（A－rat　AFP，北大第一生化学製）を用いた．

2・5　免疫組織学的方法

　摘出ラット肝を約1mmに薄切し，冷アルコールないし

冷アセトン固定を施して低融点パラフィンで包埋した組織

切片について，AFP，　Alb，α1－SmcおよびHpの局在を

蛍光抗体法ないしhorseradish　peroxidase標識抗体法を

用いて検索した．

　一次抗血清としては2・4項にのべた各成分の特異抗血清

を用いた．二次抗血清にはAFPの場合にはFITC標識

抗ウマγ一globulinウサギ血清（Miles製）を用い，その他

の成分についてはFITc標識抗ウサギγ一glo1⊃ulinヤギ⊥〔巳

清（Behringwerke製）を用いた．またα1－Smcおよび

Hpについてはhorseradish　peroxidase標識抗ウサギ7∵

globulinヤギ血清（DAKO製）を用いて検索した．

　2・5・1　螢光抗体法

　脱パラフィンした切片を冷PBSにより洗浄し，室温下

に一次抗血清を1時間反応させた後，冷PBSにより20分

ずつ3回洗浄し，二次抗血清を室温において！時間反応さ

せ，次いで冷PBSで同様に3回洗浄した後，蛍光顕微鏡に

より観察した．

　2・5・2　Horseradish　peroxidase標識抗体法

　脱パラフィンした組織切片を0．075弩HC1含有・無水ア

ルコールにより40分間処理後洗浄し，室温において一次抗

血清を1時間反応させ，冷PBSで20分ずつ3回洗浄し

た．次いで二次抗血清を室温において1時間反応させた後

同様に冷PBSで3回洗浄し，　Nakane　and　Pierce15＞に

準じて0．005瑠H202，　diaminobenzidine（0．31ng／m♂）を含

む0．05MTris－HCl（pH　7．6）液により約3分間発色させ，

1％OsO4溶液で反応を停止させて顕微鏡下に観察した．

なお免疫組織学的検索と平行して，hematoxylin－eosin染

色を施して組織学的観察を行なった．

2・6組織培養による合成実験

　2・6・1　培養法

　3ノーMe－DAB肝癌プッと肝の癌部と非癌部とを分けて，

4℃でPBSにより十分に洗浄し，その約50G　mgを

Hochwald法16）に従って培養した，その方法の詳細は渡

辺3）の報告に準じたが，培養液は指定の処方に14C－leucine

を加えたものを用いた，

　2・6・2　培養上清中α1－S颯。およびHpの検出法

　上記の培養上清についてOuchterlony法とauto－

radiogramを組み合わせてα1－SmcおよびHpの検出を

図った．沈禅味を明瞭にするためにcarrier血清として炎

症ラット血清をwellに入れ，　gel内に拡散せしめた後，三

部，非財部各5試料の培養上清をそれぞれ3回ずつwell

に満たし，粗抗Smc　1血清および粗抗Hp血清と反応させ

た．またこの場合の主要沈降線がそれぞれα1－Smcおよび

Hpであることは抗血清の検討にさいし前もって確かめた，

この場合，14C－leucineの非特異的吸着によるautoradio－

graphyへの影響を渡辺3）に準じて検討したが，用いた抗1血

清とcarrier血清との間に生ずる沈降線については，非特

異的なautoradiography陽性沈降線は認められなかった．

　AutoradiographyはOuchterlonyスライドにKodak

Royal－X　pan　filln（ASA　1，250）を密着させ，冷暗所に3週

間保存した後K・dak　DK－50で現像し，　amido　black染

色スライドと対比したが，放射活性の判定はvan　Furth17）

に準じて陰性（一），微弱陽性（＋），陽性（什）の3段階に分

けた，

2・7本論文において用いる略語

　3ノーMe－DAB二3ノーmethyl－4－dimethylaminoazobenzene
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　　Stnc二serQmucoid

　　　HIP；hap亡0910bin

　α1－Smc＝α1－seromucoid（α1－acid　glycoprotein

　　　　　に相当する）

曽　　Alb：albumin

　　glQb＝910bulin

　　AFP　lα一fe．topr．otein

　CAEP＝cellulose　acetate　electrophσresis

　　IEP；i．mmunoe．1e．ct．rophoresi．s

3成　　績

3・13’一Me－DAB投与によるラット血清蛋白像の変化

　3・1・1CAEP分画比の変化について

　3’一Me－DAB投与に伴うCAEP分画比の変化を一括し

Table　1てに示した．

　ラット血清をmicrozone　sアs亡emで泳動し，　scanning

を行ない，拡大泳動図を作るとFig．1のようになる．

　Albは3’一Me－DAB投与1週から5週にかけて有意に

低下し，その後10週まで波動を示しながら投与前ならび

に10週目の対照群の値まで回．復する，しかし11週以降は

13および17週を除いて有意に減少し，肝癌形成後，とくに

1gおよび20週で著明に減少する・

　αユーgjobは3’一Me－DAB投与後低下し，4週以後やや回

復してAlbとほぼ平行した変動を示すが，11週以後Alb

とは異なり著増を示し，11ないし13週で最も値が高く，肝

癌形成をみる16週以後はやや低下するが，対照群よりも有

意の高値を示した．α2－910bは5週目での増加を除き，10

週目まで有意の変動を示さず，11週以後増加傾向を認め

Table　1 C加π98∫加587躍ノL1ウ7－o記加∫σフ冨5ぬη｝z91乙ψα孟。ごα’τ加096／z畿5

τσ彦ん3．！＿醜一D．A．8

Weeks No．

Control　（0）

　　　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

　　　8

　　　9

　　10

　　11

　　12

　　13

　　14

　　15

　　16

　　17

　　ユ8

　　19

　　20　’

12

11

10

1Q

10

9

10

5

5

5

5

4

4

5

5

4

4

4

5

5

5

Alb（％）

Controユ（3）

C・ntr・1（10）

51．1±4．3

45．3±4．6＊＊

45．3±6．1＊＊

43，7±4．6＊＊

443±6．0＊＊

44．9±69＊

509±5．0

46．9±2．5

52．4＋7．0

49．6＋5．1

54．1→一5．7

41．8±5．6＊＊

43．．2十4．8＊

46，2一ト4．2

43ユ±5，5＊＊

47．3＋2β

45．3：±3．6＊

53．5±1．8

435±4ユ＊＊

39．9．±3．2＊＊

41．9＝ヒ3．5＊＊

5

5

50．5±42

49．6＋5．2

α1－glob

17．7±2．5

11、4±4．7＊＊

10．0±5，9＊＊

10．7±3．4＊＊

12．8±2．9＊＊

12．8±2，8＊＊

14．2±2．6＊＊

12．8±1．3＊＊

15．1±5．4

1．3．4±1．8＊＊

13．5±1．8＊＊

23．1±3．5＊＊

23．2±二2．3＊＊

23．2±3．3＊＊

22，8＝ヒ0．7＊＊

22．3±3．1＊＊

20．8±5ユ

14ユ±1．4

21．4±2．5＊

20．8一←3．3

20．5一ト5．5

α．2

6．8±1．9

7，5±2．0

5．9±2．7

7．3±2．0．

72±1，6

9．0±2．0＊

6．5±1．9

7．1±1．5

6．9±1．6

7．5±1．7

9．6±0．7＊＊

9．，4±2．2

9．1±1．6

9．8±3．0＊

9．5一ト3．4

7．8±2．3．

6．8十〇．8

8，2±0．9

8．8±2．0

10．1＝ヒ3．8＊

12，8±2．9＊＊

18．2±3．1

19．0±2．5

7．2±2．1

8ユ±1．2

β

18．．6±二2．9

19．5±3．4

21．7±1．8

21ユ±2，2

19，1±3．3

20．5±4、6

18．4±2．4

21．9±1．2＊

18，9±2，4

19、1±1．2

172±3．2

ユ8．5±2．2

16．8±3．3

15．7±3．2

17．0±1．9

13．7±8．！．＊＊

21．6±1．5

19．3±0．7

20，9±2．5

19．5±4．7

19．7±4．4

18，0±2，2

17．0±：2．8

γ

5．9±2．3

15，9＝ヒ6ユ＊＊

20．3＝ヒ7．4＊＊

17．2＝ヒ6．4＊＊

16，7±5．0＊＊

12．9±5．5＊＊

10ユ±3．5＊＊

11．．4±1．0＊．＊

6．7±0．9

10．3＝圭＝3．6＊

5．7±1ユ

7．0±2．1

7．2±1．8

4．9±：1．6

7．6±1．3

9ユ±4．8

5．4±0．9

4．9＝ヒ．0．8

5．4±1．4

9．7±5．0

5．0±1．7

6．1±1．8

6．3±1．5

＊　P＜0．05

＊＊　P〈0．01

statistica1．ly　different　fro皿co．ntro1（0）．
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Fig．1 Electrophoretic　patterns　of　normal

and　hepatoma　rat　sera．

Table　2

た，β一globは全経過を通じて著しい変動は認められなか

った．7－globは投与後2週をピークとする著明な増加を

示し，9週目まで徐々に低下し，以後対照群とほぼ同レベル

を示した．

　肝癌期における代表的CAEP像を対照と比較してFig．

1に示したが，Alb峰が低くなり，α1－glob　i峰が著明に高く

なる点が特徴的で，α2－glob峰ははっきりしないが増加

する．

　3・1・2　血清総蛋白（T．P．）濃度および各分画濃度の変化

　　　　　について

　T・P・および各分画濃度をまとめてTable　2およびFig，

2に示す，

　全般的にT．P．は体重増加にほぼ平行して増加するが，

とくに10週以後徐々に増加して18週以後は有意に増加し

た・Alb濃度は3’一Me－DAB投与後5週まで低下し，以

後波動を示しつつ10週まで増加し，対照レベルに回復す

る．しかし肝癌発生前期に相当して（11～14週）再び低下

傾向を示し，肝癌発生期には週によって差はみられるが，

正常ないし軽度の増加を示した．

Cんα刀9β5f／7ω2Z687π1窃か0那（ゾご0’αZ　38ア・μノノ～汐7祝日2αη4ガ’∫ノ）Uご彦～0η5

qプノ【α彦5‘癬14〃zg『ん砂碗ocαπ初098η8∫ガ∫zθ∫〃z　3’一M6一エ）五B

Weeks

Control　（0）

　　　1

　　　2

　　　3

　　　4

　　　5

　　　6

　　　7

　　　8

　　　9

　　10

　　11

　　12

　　13

　　14

　　15

　　16

　　17

　　18

　　19

　　20

Control（3）

Contr・1（10）

No，

12

11

10

10

10

9

10

5

5

5

5

4

4

5

5

4

4

4

．5

5

5

5

5

T．P．

（9／dの

Alb
（9／dの

6．2±1．0

6．2±0．6

6．4±0．9

5．8＋0．6

5．8±0．9

5．9－1－0．5

6．2±0．6

5．7±0．5

6．3±0．4

6．1±0．2

6．6±0．4

6．5±0．3

6．6±0．4

6．8±0．6

6．7±0．2

7，5±0．6＊

6．4±0．2

6．8±0，2

7．9±0．4＊＊

7．7±0．4＊＊

8．2±1．5＊＊

6．5±0．6

6．8±0．5

3．16±0．37

2．81±0．26＊

2．69±0．46＊

253±0．34＊＊

2．50±0．58＊＊

2．67±0．47＊

3ユ1±0．32

2．67±0．21＊

3．24±0．26

3．06±0．28

3．60±0．31＊＊

2．74±0．41＊＊

2．86±0．30

3ユ4±0．29

2．87±0．30

3．58±0．49＊

2．98±0．10

3．66±：0．14＊＊

3．46±Q24

3．08±0．21

3．45±0．39

328±027
3．37±0．36

α1－910b
（9／dの

1．10±0．30

0．71±0．29＊＊

0．67±0．40＊＊

α62±0．20＊＊

0．72十〇．23＊＊

0．77±0．19＊

0．87±0．20

0．72±0．10＊

0．95±0．33

0．82±0．09

0．90±0．13

1．50±0，15＊

！．52±0．20＊

1．58±0．27＊

1．52±0．04＊

1．70±0．35＊＊

1．36±0．34

0．96±0．06

L71＝ヒ0．22＊＊

1．60＋0．23＊＊

1．61十〇．30＊＊

1，18±0．20

129±0．17

　α2
（9／dの

0．42±0．14

0．4フート0ユ2

0．39±0．18

0．42十〇．11

0．40一←0ユ0

0．54±0ユ3

0．41＋0ユ3

0．41±0．09

0．44一ト0．11

0．46一ト0．11

0．44十〇，07

0．63±0．14＊

0｝62十〇．12＊

0．67＋0．21＊

0．64＋0．21＊

0．56十〇．41

0．44＋0．04

0．56±0．05

0．70十〇．14＊＊

0．79＋0．31＊＊

1．01±0．23＊＊

0．47→一〇．13

0．55±0．09

　β

（9／dの

1ユ5±0．27

1．23一ト024

1．39±0．26

1．22十〇．16

1．06十〇．26

1．23±0，30

1．！3±0．18

1．25±0．09

1．20±0．21

1．6フート0．09＊＊

1．15±0．23

120±0．10

1．12±0ユ2

0．87±0．42

1ユ4＋0．12

0．99±0．50

1，39±0．13

1．32±0．07

1．67±0．23＊＊

1．5！±二〇．33＊＊

1．77±0．11＊＊

1．17±0．14

1．！6±0．18

　7
（9／dの

0．40＝ヒ0．32

0．98±0．41＊＊

1．27±0．37＊＊

0．99＝ヒ0，41＊＊

093±0，35＊＊

0．77±0．31＊

0．63±0．20

0．65±0．08

0．42±α05

0．63±0．21

0．37±0．06

0．46±0．11

0．47＝ヒ0．10

0．33±0．10

0．51一ト0．09

0．72±0，39

0．34±0．04

0．34±0．05

0．43±0．09

0．74±0，33

0．46±0．09

0．40±0．11

0，43±0．10

B．W．
（9）

243＋30

233±10

229＋18

251＋37

288＋38

254十23

306干26＊＊

224＋15

335＋40＊＊

320．←36＊＊

346＝ヒ43＊＊

337＋37丁目

387＋22＊＊

420＋46＊＊

398＋27＊＊

427十51＊＊

403＋57＊＊

378十20＊＊

476＋19＊＊

426＋44＊＊

425＋23＊＊

245±35

355±42

＊P〈0．05　＊＊P〈0．01　statistically　di鉦ereRt　from　c。ntrol　groups．　B．W．　body　weight
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鋤一
⑳iLR
　　3・5　Alb

3．0

2．5

1．5

1

α1－glob

1 1 駐 」

1．0

0．5

　AFPは3LMe－DAB投与前の対照ラット1血清では

全例陰性であったが，投与1週間後から次第に陽性例が

出現し，4週以後は9週および15週目の計3例の陰性を

除いて全例にMancini法で検出され，定量が可能であ

った．

　AFPの第一次増加反応は3ないし5週にかけて認めら

れ，！0mg／dZ以上に達する例も4例あり．平均値の上では

5週目にピークを認めた．

　その後は多少のばらつきを示しつつ減少し11ないし15

週の間は比較的低回をとり，16週目以後肝癌が発生するに

つれて著明な増加が認められた．

　Smcの変化をみると，3ノーMe－DAB投与1週後には低

下するが，2および3週では高値を示す例が現われるため

偏差が大きく，平均値は対照に近づく・すなわちSmcに

も軽度の増加反応がAFPのそれに先行して出現するよう

1．5

1

α2

β

1 1 1 1

1．0

0．5

Table　3　C乃απ985勿567祝ηz∫θ7‘012占麗ごof4，　hαメ）’o－

　　　　　gZOう〃Zα7Z4αψ肋乖’0少7り彦e加CO／208η一

　　　　　オ7『α々07Z5げ7η彦∫ぬフ”カ29ん砂αオ06αアτ加0－

　　　　　9θ2zθ廊測勲3ノーM8－DAB

γ

、 一甑：fS繋d細い騰並

　　　　0　　　　　　　　　5　　　　　　　　　10　　　　　　　　15　　　　　　　　20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　weeks

Fig．2Changes　in　concentrations　of　total

　　　　serum　protein（T．P．）and　its　fractions

　　　　of　rats　during　hepatocarcinogenesis

　　　　with　3ノーMe－DAB．

　α1－glob濃度は5週まで低下し，以後次第に回復して11

週以後は16および17週を除いて著明な増加を示した．α2－

glob濃度は11週以後やや増加するが，17週以降において

著増を示した．

　β一globは9週目の増加を除いて著しい変化はないが，18

週以降は増加を示した．γ一globは2週目にピークを示し5

週まで有意の増加を認めたが，以後有意の変動を示さなか

った．

　前項の分画比の変動と対比すると，Albは分画比の上で

は11週以後肝癌期にかけて次第に減少するが，TP．が増

加することにより濃度の上では肝癌期にはほぼ正常域を

示す．しかし，α1－910bについては分画比と濃度との変動

はほぼ平行し，11週目以降には著増を示した．

　3・1・3　AFP，　SmcおよびHp値の変化について

　AFP，　SmcおよびHp値の変化をTable　3にまとめ

たが，さらに個々の例のAFP値をFig．3に，　Smcおよ

びHp値（而およびσ）をFig，4にそれぞれ示した．

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

！9

20

12

1ユ

10

10

10

9

10

5

5

5

5

4

4

5

5

4

4

4

5

5

5

8．1＋1．9

6．2±1．5＊

6．7±4．6

7．7十3．8

6．5±1．3

8，4±2．5

7．9＋1．6

7．0±1，3

9．2±1．4

9．3±1．7＊

10．0十1．2＊

10．4＋1．1＊

11．8±2．1＊＊

12．2ゴ＝2，0＊＊

11，6±2．6＊

16．0十5．8＊＊

14．2±2．0＊＊

11．2±0．7＊＊

10．5一←1．3＊

12．0±0．6＊＊

11．4±1．1＊＊

71＋22

63＋29

49±46

31→一17＊＊

30＋20＊＊

40＋19＊＊

53→一20

33＋25＊

69±8

70＋14

63±18

94＋8

95＋11

130＋57＊

94＋18

155±54＊＊

83＋23

94十6
109ヨー25＊

94＋36

117＋26＊＊

　0

0．2±0．3

0，4±0．4

1．8±3．2

3．6＋5，0

5．0十　4．6

1．7±0．9

3，4±2．8

1．5十1．2

3．8±2．8

2，3±1．7

！3±0．3

2．0±1．5

1．5±0．5

1．8±03

0，5±0．6

4．4±6．7

1．8十1．9

13．1±　6，5

11．6±　5．3

22．6±13．2

＊　P＜0．05　　＊＊　P＜0．01

statisticaUy　di旋rent　from　the　c・ntr・1（0）．
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である．

　5週以後次第に増加，9週以後有意の高値を示し，肝癌

が発生する直前の15週目には16mg／dZの高値に達し，肝

癌期にはかえって低下するが，10mg／dZ以上の高値に止ま

った．

　Hpについては，3’一Me－DAB投与後早期にはSlncの

変動とやや異なり，3ないし5週で有意の低値を示すが，

2週目では偏差が大きく，かえって対照に比べて増加する

例もある．この点はSmcのようには明らかでないが，軽

度の増加反応を呈する個体があることを推測させる．

　その後8週頃から増加傾向を示し，週ごとに値は動揺す

るがSmcと同様に15週目で155　m9／dZとピークに達し，

それ以後はやや低下するが100m9／d♂程度の高値を示

した．

　AFPとSmcおよびHpを比較すると，　AFPの一次反

応に先行してSmcおよびHpにも軽度の増加反応例がみ

られる．また，6週以後15週までAFPは低値に止まるの

に対して，後2者は次第に増加し，肝癌発生の直前には最：

高に達する，肝癌期においてはAFPが著増するのに対し

て，後2者も対照に比較して著しい高値を維持する．

　また，AFPの一次反応がみられる1ないし5週目まで

と，15週以後20週までの肝癌形成をみる期間において，

AFPとSmcおよびHpの間の相関を調べたが，　AFPと

Smc問ではr＝一〇．15（P＞0．05）および一〇．！4（P＞Q．05），

AFPとHp間においてはr＝一〇．25（P＞0．05）および

一〇．35（p＞0・05）であり，いずれの期間においても相関性

が認められなかった．

　　ヘヨ　　や　ヒドどヨ　　ド　ド

，《轡．．レ

“＿幅．．一・・＝

魁
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Fig．51エnmunoelectrQphoretic　identi丘cation

　　　　of　the　specificity　of　anti一α1－Smc　and

　　　　anti－Hp　sera，　Anode　to　the　left．

s：in且ammatory　rat　serum，　A－Smc：crude　anti－

Smc　serum，　A－RWS＝anti－rat　whole　serum，

A一α1－Smc：absorbed　anti一αrSmc　serum，　A－Hp：

absorbed　anti－Hp　serum．

3・2抗Smc血清および抗Hp血清を用いる吟味

　3・2・1　粗抗Smc血清による反応

　Fig．5にラット血清のIEP像を示すが，抗うット全血

清と，粗抗Smc血清に対する反応を比較すると，　Smcの

主成分はagarose　ge1内ではAlbよりも早く泳動し

PrealbからAlb位にかけて沈降線を形成する．

　この成分はCAEP後，　Fig．6のようにCA膜を
agarosegelに重ねて抗血清と反応させるとαエに移動す

ることがわかる，この性1質はヒトのα1－acid　glycoprotein

一

蹴r．．．． @こ’ヒ

盛

《痴磯62命　γ

澱
．’． @旨　．　　　、デ　L
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阿A－s駕

嚥唱P

Fig．6　Electrophoretic　mobility　Qf　ratα1－Smc

　　　　and　Hp　on　cellulose　acetate　membrane，

　　　　Immunoprecipitin　arc　of　αrSmc　is
　　　　located　onα1　band，　and　that　of　Hp　on

　　　　α2band，　respectively．

騨て．．

　．黄笄．

A

マ

露

．7

Fig．7　Comparison　of　Smc　fractioll　and　anti．

　　　　trypsln　colnpQnent　in　rat　serum　by　an

　　　　imlnunoelectrophoretic　technique　com－

　　　　bined　with　fibrinolysis　in丘brin－agarose

　　　　gel　Plate．

Anormal　rat　serum　was　electophoresed　in　the

gel．　Anode　to　the　left．（1）αrSmc，（2）anti．

trypsin　component，（3）αrmacroglobulin，（A）

anti－Smc　serum，（B）anti－rat　whole　serum，（T）

trypsin　solutiQn．
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に一致するので，この成分をα1－Smcと仮称した．

　また，ラット1血清の飾rin　agarose内での抗trypsin

作用を示す成分とIEP上の沈降線との関係を検討すると，

Fig．7のようにαrSmcと抗trypsin成分の易動度が異

なり，α1－antitrypsinではないことが確かめられた．また，

同時にラット血清においてはα1－macro910bulinの易動度

に一致して抗trypin作用が認められた．

　3・2・2特異抗α1－Smc血清および抗Hp血清を用いる

　　　　吟味

　特異抗αrSmcおよび抗Hp血清のOuchterlony反

応をFig．8に，また1EP像をFig．5に示した．両抗

」血清を，3’一Me－DAB肝癌ラットならびにテレピン油腹膜

炎ラット」f辺川に反応させると，Ouchterlony法ではそれぞ

れに共通の1本ずつのα1－SmcおよびHpの沈降線を形

成する．

　またagarose　gel内IEPでは抗α1－Smc血1清はPrealb

からAlb位にかけて単一の沈降線を示すし，抗Hp血清

はα2位に単一の沈降線を形成して，それぞれに特異性を確

認することができた．

穫　　　　謎

◎
○◎
．ノ◎k・．

Fig．8　1denti丘cation　of　monospeci丘。　anti一α1－

　　　　Smc　serum　and　anti－Hp　serum　by　gel－

　　　　dif［usion　precipitation．

　（A）anti一α1－Smc　serum，（B）anti－Hp　serum，

　（1）hepatoma　rat　serum，（2）inflalnmatory

　rat　serum．

3・3　免疫組織学的検討

　3・3・13’一Me－DAB投与に伴う肝組織像について

　HE染色による肝組織像の変化の概要を述べると，3’一

Me－DAB投与後1週目では小葉の中間帯から中心静脈に

かけて膨化した変性肝細胞が目立ち，好酸変性や壊死が種

々の程度に起こり，それに対して2週目からは小葉周辺部．

とくに門脈triad周囲にoval　cellの増殖が観察された・

4ないし5週目にかけては，個体差はあるが肝細胞の変性

は減少し，oval　cellは小葉中心部に向かってびまん性な

いし索状配列を示し，増殖域が拡大し，一部のoval　ce11

には腺腔を作る傾向もみられる（Fig．9a）．　Oval　cell群

や変性肝細胞のみられる領域には単核球浸潤が認められる

ことがある．

　6週以後はoval　ce11が次第に減少するが，その周囲に

は軽度の塩基好性を示す小型の肝細胞が増加し（Fig．9b），

第10週まで小葉全体に広がり，正常単細胞と見分けがっ

かない状態となる．また9週目からは，個体によっては

cholangio丘brosisを示す場合があった．

　16週目からは肝癌の発生が認められ，次第にその数およ

び大きさが増加する．肉眼的に結節性あるいはびまん性増

殖を示し，組織学的には索状配列を示す分化型のものや，

腺腔構造を示すもの，びまん性増殖を示すものなどが混在

しており（Fig．9c），さらにはcholangiocarcinoma様構

造を呈する部分も認められた．

　3・3・2螢光抗体法によるAlbおよびAFPの検討に

　　　　ついて

　対照ラット肝では多数の成熟肝細胞の細胞質に一致して

Albの局在がみられた（Fig．10　a）．

　3’一Me－DAB投与群でも全経過を通して多くの成熟肝細

胞の細胞質にAlbの特異蛍光が観察された．投与後3週

より少数ではあるがoval　cell群中にも1湯性細胞がみられ

た．20週目では非癌部肝細胞にAlbの特異蛍光を認めた

が，一部の肝癌細胞の細胞質にもAlbの局在が観察され

た（Fig．10　b）．　AFPはoval　ce11の一部に特異蛍光が検

出され（Fig．10　c）2週目から出現するが，3ないし5週目

に比較的多く，以後10週目までは少数ではあるが陽性細胞

がみられた，一方，hepatoma組織では一部に強い特異蛍

光がみられ，島状配列を示す部分（Fig．10　d），およびびま

ん性，索状配列，あるいは腺腔形成を示すいずれの部位に

おいても陽性細胞がみられた．

　3・3・3Peroxidase標識抗体法によるα1－Smcおよび

　　　　Hpの検討について

　α1－SmcおよびHpについてはperoxidase標識抗体法

により検索した．

　α1－Smcは対照ラットの肝細胞には検出し得なかったの

に対し，3’一Me－DAB投与群では1週目より成熟肝細胞の

細胞質内にα1－Smcの局在が観察された．発癌剤投与初

期においては，小葉構造が保たれているところでは，中心

帯とGlisson鞘周辺にα1－Smc陽性細胞が多く認められ，

中間帯では陰性となる傾向を示した（Fig，11　a）．またFig．

11bに示すように，少数のoval　cellの細胞質と多くの成

熟肝細胞の細胞質にもα1－Smcの局在が認められた．3し

Me－DAB投与6週以後においては，小型肝細胞および成

熟肝細胞の多くにα1－Smcを認め，発癌とともに一部の癌

細胞の細胞質にもその局在がみられた（Fig．11　cおよび

11d）．癌部のαrSmc陽｛生細胞は非癌部に比べて少ない

傾向を示した（Fig．！1　c＞．しかし非癌部でも部位によって
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Fig．9a　Proliferated　oval　cells　around　a　portal　triad　of　the　liver　at　the　5th　we？k

　　　during　3’一Me－DAB　administration．　Some　of　them　make　glandular　or
　　　tubular　s亡ructures．　Inflammatory　mononuclear　cells　are　also　seen　in　an

　　　area　of　the　proliferated　oval　cells．　Hematoxylin　and　eosin　stain．　×150．

　　b　At　the　7th　week　of　3’一Me－DAB　administration．　Oval　cells　are　decreased　in

　　　their　number．　However，　they　are　still　proliferating　around　interlobular

　　　bile　ductules．　He皿atoxylin　and　eosine　stain．　×150．

　　c　At　the　20th　week　of　3ノーMe－DAB　administration．　A　micrograph　of　hepatoma

　　　containing　difEusely　proliferating，　trabecular　and　glandular　types，　HeHレ

　　　atoxylin　and　eosin　stain．　×150．

札r幌医誌
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Fig．10a　Locahzation　of　albumin　in亡he　liver　from　a　control　rat．　The　speci丘。　fluorescence

　　　　　　of　albumin　is　detected　in　cytoplasma，　of　many　hepatocytes．　Ilnmunonuorescent

　　　　　　nlethod．　×400，

　　　　b　Localization　of　albumin　in　hepatolna　cells　at　the　20th　week　of　3ノーMe－DAB

　　　　　　administエation．　Some　hepatoma　cells　contain　albulnin　in　their　cytoplasma．

　　　　　　Imnlunofluorescent　method，　×400，

　　　　c　Localization　of　AFP　at　the　third　week　Qf　3’一Me－DAB　administration．　AFP　is

　　　　　　detected　in　cytoplasma　of　some　oval　cells．工InmunQfluorescent　method．×400．

　　　　d　Ahepatoma　portion　at　the　20th　week　of　3ノーMe－DAB　adlninistration，　AFP　is

　　　　　　found　in　cytQplasma　of　some　hepatoma　cells．　Immunofluorescent　method．　x400．

は全く陰性のところも認められ，その局在には片よりがみ

られた，また，Fig．11　dのようにhepatoma部分と

」1101angiocarcinoma様部分とが共存しているところで

は，前者の一部の細胞質に1ま強い局在が認められたが，後

者においては管腔を形成する上皮細胞の少数にのみ，その

細胞質にα1－Smcの局在がみられた．

　HPは対照ラット肝では検出し得なかったが，3’一Me－

DAB投与群では2週目より，個体差はあるが，幽幽肝細

胞群にモザイク状に陽性細胞が出現し，α1－Smcと同様に

Glisson胃周囲および小葉中心帯の肝細胞の細胞質にHp

の局在がみられた（Fig．12　a）．またovall　cellの増殖巣

ではその少数の細胞質にもHpの局在がみられ，　oval　cell

増殖巣周囲の小型および成熟肝細胞では，その多くに，程

度の差はあれHpを保有する細胞が認められた（Fig．12　b）．

　3LMe－DAB投与6逓以後発癌期を通して，多くの成熟

肝細胞にHpの局在がみられ，少数ではあるが，癌細胞に

もその細胞質にHpの局在が認められた（Fig．12　c，12　d，

および12e）．　Fig．12　cには20週目の非癌部の所見を示

すが，小葉構造の比較的明瞭な部分ではHp保有細胞の分

布は小葉により片よりがみられ，また小葉内でも陽性部と

陰性部がはっきりと区別された．一方，hepatomaの増殖

部位ではFig，12　dに示すように，　hepatoma細胞の細胞

質にHpを有する細胞が散在する傾向がみられ，また腺腔

構造を形成する部位では腺画面に強いHpの陽性反応が

認められた．

　Fig．12　eには丁丁ないし管腔構造の多いhepatomaの

部位を示したが，上皮細胞の腺腔内側にHp陽性反応がみ

られ，二三を形戊する一部の上皮の細胞質全体にもHpの
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Distribution　ofα1－Smc　positive　cells　in　we11－preserved　hepatic　lobules　from　a　rat

liver　at　the　third　week　of　3’一Me－DAB　administration．　Mature　hepatocytes　containing

α1－Smc　are　often　found　in　the　central　areas　of　the　lobule　and　around　the　portal

triad．　Immunoperoxidase　method．　×60．

At　the　third　week　of　3LMe－DAB　administration．　The　speci五。　reaction　products

ofα1－Smc　are　detected　in　cytoplasma　of　some　oval　cells　as　well　as　of　mature

hepatocytes．　Immunoperoxidase　method．　×260．

AhepatQma　portion　surrounded　with　non－cancerous　part　at　the　20th　week　of　the

feeding，　Reaction　products　ofα1－Smc　are　seen　in　hepatoma　cell　cytoplasma　as

well　as　of　non－cancerous　hepatocytes．　In　the　non－cancerous　part，　almost　all　the

hepatocytes　containα1－Sπlc，　but　in　the　hepatoma　partα1－Smc　negative　cells　are

also　found，　Immunoperoxidase　method．×60．

At　the　20th　week　of　the　feeding．　A　hepatoma　part　is　seen　on　the　left　side　while

acholangiocarcinoma－like　part　on　the　right．　In　the　hepatoma　part，αrSmc　is

detected　in　some　cancer　cells，　In　the　cholangiocarcinoma－like　part，α1－Smc　can

be　also　detected　in　cytoplasma　of訊few　cancer　cells　of　the　ductular　structures．

工mmunoperoxidase　method，×160．

b

局在が認められた．

3・4α1－SmcおよびHpの紺紙か。合成実験

　同一個体より採取した癌部・非磯部組織それぞれの培養

上清のautQradiogramについて，α1－SmcおよびHpの

判定成績を一括してTable　4に示した．また実例として

HpのautoradiogramをFig，13に示した．

　癌部5例について，αrSmcおよびHpはそれぞれ3例

に陽性で，Hpの方が明瞭なautoradiogram陽性沈降線

の形成を認めた．

　これに対して非癌部ではα1－Smcは5例中4例に，　Hp

は全例に陽性沈降線が得られた．

　両成分ともに隔離および非胴部の〃Zη綴り培養により

合成されることが認められたが，非癌部の方がより多く合

成することが推定された．

4総括ならびに考案

　3’一Me－DAB投与によるラット肝癌形成過程におげる

血清蛋白像，とくにSmcおよびHpの変動をAFPと
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Distribution　of　Hp　positive　cells　in　well－preserved　hepatic　lobules　at　the　secQnd　week　of

3ノーMe－DAB　administration．　Speci丘。　reaction　products　of　Hp　are　observed　in　cytoplasma

of　the　hepatocytes　localized　around　the　portal　triad　and　in　the　central　areas　of　a　hepatic

lobule，　Immunoperoxidase　method．　x60．
Proliferated　oval　cells，　surrounded　with　small　hepatocytes　and　mature　hepatocytes，　at　the

third　week　of　the　administratiQn．　Hp　is　detected　markedly　or　faintly　in　almost　all　the

mature　hepatocytes　and　the　small　hepatocytes．　Hp　is　also　detected　in　cytoplasma　of　a

few　oval　cells．　Immunoperoxidase　method，×160．
Anon－cancerous　portion　at　the　20th　week　of　3ノーMe－DAB　administration．　Two　lobules

are　seen　to　contain　markedly　Hp　positive　hepatocytes，　while　the　remaining　one　lobule

contains　hepatocytes　faintly　positive　for　Hp．　However，　many　Hp　negative　hepatocytes
are　mixed　with　the　positive　cells　in　one　of　the　lobules　as　seen　on　the　left　lower　part　of

the丘gure，　ImmunQperoxidase　method．×60，
Acancerous　portion　at　the　20th　week　Hp　positive　tumorcells　are　dispersed　in　a　hepatoma
tissue　of　difEusely　proliferating　type．　Hp　is　also　detected　on　centroglandular　surface　of

two　glandular　structures．　Immunoperoxidase　method．　x160．
Ahepatoma　portion　at　the　20th　week．　Hp　is　detected　on　luminar　surface　of　the　glandular

or　tubular　structure　which　is　predominant　in　this　figure．　Hp　is　also　found　in　cytoplasma

of　a　few　cells　of　the　structures．工mmunoperoxidase　method，×160．

b

d
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Table　4 z／7勲5～彦yげ〃～召α’”ω認〆・9・τ乙〃岨ズα1－

5〃κα〃4聯〃1旅・ぐ’漉〃紹〃‘o読配川

H蹴欝aα・Sm・H・

1

2

3

4

5

十

十

刊一

！十

Non－carcino－

　matous　　αrSmc　Hp
counterparts

十

1／

2／

3’

4／

5’

十

十

十

十

十

十

Intensity　of　autoradiogran玉：

十，clearly　visible　－H」

negative　　，　faint
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Fig．13　Autoradiogram　of　Hp　synthesized　by

　　　　　tissue　culture．

Top二〇uchterlony’s　plate　stained　with　amido

　　　black　10B．　An　arrow　shows　Hp，

Bottom；Autoradiogram　of　the　same　plate

1，2and　31　Hepatoma　tissues．

1ノ，2〆and　3ノ：Noncarcinomatous　cQunterparts

対比しつつ観察するとともに，免疫組織学的検索を行ない，

それらの変動機序との関係を明らかにせんとした．

　3仁Me－DAB投与後早期にはAlbおよびαrglobの減

少が著明で，それと鏡像を呈するかのようにアーglobの著

増がみられ，この変化はAFPの一次反応に先行して起こ

る．この所見はCC14投与の場合にも起こり得る18）ので，

肝の変性壊死を反映する血清蛋白像と考えることができよ

う．しかし3’一Me－DAB投与IJ寺のこのような変化は一過

性で，肝の組織像の上でoval　cellが次第に減少し小型な

いし成熟肝細胞が増加する6ないし10週頃には次第に

正常化をみた．またこの時期にみられる高γ一glob血症が

真のIg増加によるものか否かは疑問である．著者らは，

予報的ではあるがIgを免疫化学的に定量したさいには，

Igそのものの増加は認められなかった．したがってこの

γ一glQb領域の増加は肝の変性壊死による組織成分の血中

出現による現象ではあるまいかと推測されるので，検討を

続けている．なお3しMe－DAB投与後11週以降にはT．P．

が次第に増加するので，Alb分画比が低下しても濃度とし

てはほぼ正常域を示すが，αrglobは次第に増加する、肝

癌期における変化としては，Albおよびγ一globの変動は

著明でなく，α1，α2およびβ一giobの増加が特徴的である．

　この像は，ヒトの肝癌の場合には多くの例が肝硬変を合

併しているために，低Alb，高アーglob血症を呈して多少

異なるが，むしろ肝硬変を伴わない肝癌の場合に類似19）

する．

　本研究においてとくに往日した点は，α1一およびα2－910b

それぞれのsubfractionであるSmcとHpの変動であ

るが，3ノーMe－DAB投与の早期にはSmcとαrglobと1よ

必ずしも平行して変動せず，αrglobは減少してもSmcは

時に増加を示す個体があり，個々の変動が大きい．Hpに

ついても必ずしもα2－glQbの変動と平行しないが，　Smcよ

りは減少傾向が著明で，両者の変動には多少解離がうかが

われた．したがって醒rおよびα2－globの変動にはSmc

およびHp以外のsubfゴactionの変化による影響が大き

いのであろう．SlncおよびHpは3’一Me－DAB投与2

ないし3週目には一過性に増加する個体があるが，それら

の増加反応はSmcの方がより著明で，この現象はAFP

の一次反応よりも先に観察された．一方，肝癌期において

はSmcおよびHpはともに増加し，α1一およびα2－glob

増加現象との間に平行性がうかがわれた．

　当講座における臨床観察成績においては，肝硬変症から

肝癌の併発をみる場合には，Hpは四谷に止まりSmcが

増加し，肝硬変症を併わない肝癌においてはHpも高値を

示すことを認めているが2，19），実験肝癌形成過程における

SmcおよびHpの変動は，先述のように後者の場合に類

似する，また，AFPの増加との関係では，　Smcの主要成

分であるα1－acid　glycoproteinやα1－antitrypsin，さら

にHpの増加が種々の程度に平行してみられたが，これに

は併存する肝硬変の程度，肝癌の大きさ，その分化度など

が関連することをすでに報告した1）．しかしこれらの産生

部位との関係について，α1－antitrypsinと胃癌組織との
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関係3）やラット実験肝癌でのAFP産生についてはOno6

β‘αZ．の報告20）があるが，SmcやHpとの関係について

は見当らないので，その点を明らかにすべく検索を進めだ

　そのためには，まずSmcの性状とその抗体の特異性を

確かめる必要がある．ラットSmc分画は1．2　M過塩素酸

可溶分画として採取したが，ヒトの場合6）と同様に免疫化

学的には不均一である．その主成分の性状をみると，電気

泳動的にセルローズアセテート膜を支持体とする場合には

α1位に泳動し，agarose内ではPrealbからAlbにわた

る位置に易動度が変化することを見出した．一方，この成

分は抗トリプシン作用を示さない．これらの性質はラヅト

α1－Smcがヒトのα1－acid　glycoproteinにきわめて類似

し，おそらくは，それに該当すると判断される．しかし，

現時点では精製をみるにいたらないのでα1－Slncと仮称

した，

　一方，耳管Smc血清中に微量に含まれるαrSmc以外

の成分に対する抗体活性は吸収して除外することができ，

特異性の高い抗α1－Smc血清を作ることができた．した

がって免疫組織学的検索にはこの吸収抗血清を用いること

とした．また，Hp特異抗血清の作製には，ラットの無Hp

血清による吸収という新たな工夫を施して特異抗血清を得

ることができた．

　これらを用いた免疫組織学的観察を，血中Smcおよび

Hpの変動と対比して考察を加えた．これらの比較的少量

の血清蛋白成分についての免疫組織学的検索の成績は少な

く，HpについてPeters　and　Alper21），　Wada’zα∠22）の

肝における局在を観察した報告があるが，αrSmcについ

ての報告は見当らず，また，ラット実験肝癌についてこれ

ら両成分の免疫組織学的研究はまだないようである，

　3’一Me－DAB投与後はAFPの一次反応よりもさきに

SmcおよびHpの増加反応がみられ，その傾向はSmcに

おいてより著明であることは前述した．

　ラットに3’一Me－DABを投与した後の組織学的細胞学

的変化ならびにそれらのAFP産生，あるいは91ucose－

6－phosphataseを初めとする各種酵素パターンの変化など

については小野江らの一連の研究20，23鋤により明らかに

されている．

　今回の実験によると，3ノーMe－DAB投与後2ないし3週

における免疫組織学的所見としては，α1－Smcは小葉構造

が保たれている部位で，中心帯とGlisson鞘周辺の肝細胞

に認められ，Hpについてもほぼ同様の所見が得られた。

このような分布状態については，方法的に今回はパラフォ

ルムアルデヒドによる潅流固定法を施していないので検討

の余地を残しているが，一方，oval　cellについてはその少

数において両成分を検出したに止まり，対照ラット肝では

今回用いた酵素抗体法の感度内では両成分は検出されなか

った．したがって3’一Me－DAB投与後早期においては，

一部の肝細胞においてα1－SmcおよびHpの産生が尤進

ずることが推測される．これは肝の組織変化に対する反応

でもあろうし，そのことがα1－Smc，　Hpの血中レベルに変

動をもたらすものと考えられる．これを詳細にみると，

Smcに比較してHpは低値の傾向にあり，両者の変動が

完全に平行しているわけではないが，組織学的変化として

その現象を説明できるだけの所見は得られなかった．むろ

んこの両成分が共に肝で産生されることは，ラット肝の潅

流実験あるいは切で・伽。の培養実験によって確かめられ

ているが3・25～27），両者の態度の不一致という点はα1－Smc，

Hpそれぞれの機能や代謝の差異に関連する事象と考えら

れよう，

　Hpはα1－Smc同様にacute　phase　reactantとして速

やかに肝で合成されるが，炎症巣に見いだされるHbの処

理などのためにその異化が比較的早いことも考えられ，そ

れぞれの条件が血中レベルの変動に影響を及ぼすことであ

ろう．

　次にoval　cellにもαrSmcが少数ではあるが認められ

たが，この点については，transitional　ce11の段階で，　AFP

産生が活発にみられ，さらに分化が進むとAlb合成に転

換されるという考え24＞からすれば，α1－SmcやHpを作る

小型卵円形細胞も詳細にみれば分化の進んだ段階にあるの

かもしれない．この点は6週以降において小型および成熟

肝細胞が増加するにつれてα1－Slnc，　Hp両成分の陽性細

胞が増加する現象からもうなずけよう．AFPや他の胎児

性蛋白の出現が肝細胞の分化段階に応じて一過性にみられ

ることからUrie128）は，これをtraDsitory　hver　antigen

と呼んでいるが，α1－SmcやHpは，その出現態度からす

れぽ，それらとは性格を異にするとみるべきであろう．つま

りα1－SmcやHpの変動は3’一Me－DAB投与早期におい

てもみられるが，肝産生蛋白としてのAlb同様に，　AFP

の一次反応がピークを過ぎた頃から次第に増加する傾向が

みられるから，AFPからAlbへの合成の転換が起きる時

期に，これらの成分の合成も著明になると考えてもよかろ

う．しかし発癌前期において両成分が著増する点は注目す

べきことであり，それがいかなる機序によるものかを明ら

かにしたがったが今回の検索範囲では解明し得なかった．

この点については31－Me－DAB投与条件をあらためて，増

生結節との関連を含めた検討が必要であろう．

　次に肝癌期における所見をみると，αrSmcおよびHp

はともに非癌部の多くの肝細胞と癌細胞の少数に検出さ

れ，その産生起源としての二面性が考えられる．非癌部肝

組織における両成分の局在様式は類似を示し，小葉ごとに
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強度が異る一方，小葉内においても陽性部と陰性部が判然

と区別されて，片よりがみられた．この理由は不明である

が，前述めように組織の固定法による影響があるにしても，

癌によるなんらかの影響も無視し得ないように思われる．

　また，肝癌細胞における両成分の局在が問題となるが，

肝癌細胞の一部にはα1－Smc，　Hp以外にAlbも検出され

た．Albについては腹水肝癌細胞の培養系においてその

合成が確かめられており4），癌細胞の分化度との関連性が

推測されている．本来肝細胞は種々の血清蛋白を合成する

能力を有するゆえ，これが癌化したさいにも，脱分化の程

度に応じてAlbやα1－S・nc，　Hpなどを産生し得ることは

推測に難くない，

　また，肝癌期においてのみHochwald16）法による初

刷彦’η合成実験を試みたが，α1－Smc，　Hpとも引目，非癌

部肝組織において合成されることが示された，癌部の場合

には非癌組織の混入による影響も考えねばならないが，免

疫組織学的成績と照合すればそれを全面的に非癌部の混入

に帰することはでぎまい．むしろα1－Smc，　Hpともに非癌

部において多く産生されるとしても，少なくとも一部は癌

に由来することを裏づける成績と考える．

　さらに，一部においてhepatomaの今回形成部位や

cholangiocarcinoma様の部位の腺腔面に沿ってα1－Smc，

Hp両考の局在がみられたことは，一見carcinoembryonic

antigen（CEA）の局在様式29）に類似する．また，それら

の管腔を形成する上皮細胞の一部にも両成分の局在がみら

れたことは，そこでの生産・分泌を示唆するか，あるいは代

謝過程を意味するか，その意義については明らかでない．

　いずれにしても両成分の分布状態からみて，仮りに血中

増加をみるさいの一部は肝癌に由来するとしても，非三部

肝細胞の所産が主体を占めるとみるのが適当であろう，

AFPのような癌胎児性蛋白の場合とはおのずから性格を

異にするとみねばなるまい，

5　結　　論

　3’一Me－DAB投与によるラッ1・実験肝癌形成過程におけ

る血清蛋白像，とくにSmcおよびHpの変動を追究し，

AFPおよびAlbのそれと比較しつつそれらの変動機序

を明らかにすべく，免疫組織学的検索を行なった．その結

果次のごとき結論を得た．

　1）3’一Me－DAB投与早期においてAlbおよびαrglob

の減少とγ一glob分画の増加がみられ，肝癌期にはα1一，α2一

およびβ一g】obの増加が特徴的であった．

　2）血中SmcおよびHp値は，3ノーMe－DAB投与2な

いし3週に個々の変動が大きく・肝の変性壊死を反映する

ものと考えられた．AFP　の一次反応がピークをこえた6

週以後，而成分は次第に増加し，発癌前期の15週に最高値

を示し，発癌後においてやや低下するが，対照に比較して

著明な高値を示した．

　3）免疫組織学的検索を行なうために特異抗血清を作製

した．ラットSmcは不均一性を示すが，その主成分であ

るα1－Smcがヒトのαracid　glycoproteinに相当するこ

とを確かめ，それに対する抗α1－Smc血清を得た．また抗

Hp血清をラットHp一ウサギHb結合体によりウサギに

免疫して作る方法を考案した，

　4）血中α1－SmcおよびHpレベルの変動と肝組織の

免疫組織化学的な対比実験では，これらは主として肝細胞

それ自体の産生によるもので，それらの産生反応充進をう

かがわせる時期に一致して血中レベルは上昇する．また一

部肝癌細胞にもそれらの局在を見い出したが，細胞分化の

程度に応じて産生をみるものと考えられた．この点は，

HOchwald法による1η沈’・o合成実験においても，両成

分が非訟心肝で多く産生されるが，一部は癌部に由来する

ことが裏づけられた．同rl寺にAFPのように癌胎児性蛋白

の場合とはその産生増量の上で態度を異にすることを推論

した．

　本研究は文部省がん特1（和田）の補助により行われた．

　本研究にあたり，抗AFP血清を供与された北大医学部

第1生化学平井秀松教授および本実験を通じて懇切なご指

導をたまわった本学第2病理学小野江為則教授に深く謝意

を表します，

　また北海道老年医学振興会川原田信博士，本講座小池容

史研究生の御協力に深謝します．
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