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1）砂αノ『〃π鰯〔ゾゐπ6’圃〃α晶4磁ご～・昭（88C診ガ0ノ．．～　エ），5α1妙・’¶・M‘・4～α4Cθ／／鱈’び

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（cん〆げ：P／8げ：71wα4α）

　　　During　the　hepatocarcinogenesis　of　Wistar　strain　male　rats　fed　wit．h　3’一Me－DAB，　chan．ges　of　Wei血er’s

serum　alpha2－acute　phase　prot．ein（α2－AP）arld　the　mechanism　inv．olved　were　investigated　in　colnparison

w．ith　alpha－fetoprotein（AFP）．　The　results　ob亡ained　we＝re　as　follows＝

　　　1）The　biochemical　pr．operties　ofα2－AP　puri丘ed　in　this　study　coincided　with　those　reported　by　other

authors．　The　specific　anti一α2－AP　seru．m　w．as　prepared　and　the　speci丘city　was　identifie．d　with　reference

anti一α2－AP　serum　donated　from　H．　E　Weimer．　Determinations　of　serum．α2．AP　and　AFP　level呂were

carried　o．ut　by　Mancini’s　single　radial　ilnmunodi鉦usion　technique．

　　　2）Serumα2－AP　levels　were　found　to　increase　transiently　in　parallel　with　the　initial　e．levation　of　AFP，

an（l　increased　gradually　again　after　8th　week　of　feeding　and　wa．s　elevated　markedl．y　after　the　llver

carcinoma　appeared．　In　the　latter　s亡age，α’2－AP　levels　were　correlated　signi丘。．antly　with　AFP　lev．els　in

rat　sera　and　with　the　tumor　size．

　　　3）1n　immuhohisto1Qgical　studies，α2－AP　was　dεtected　in　the　cytoplasm　of　part　of　the　oval　cells　and

many　s享nall　or　mature　hepatocytes．　Findin．gs　in　carcinomatQus　regioDs　revealed　thatα2－AP　was　localized

in　the　cytoplasm　of　hepatoma　ce11s　in　various　histological　aspects　of　the　tumor．

　　　4）When　the　synthesis　ofα2－AP　was　examined　by　theガ1z・乙舳。　culture　method　of　Hochw．ald，　it　was

found　that　h．epatoma　tissues　produced　much　larger　amounts　ofα2－AP　than　the　non－carcinomatous

counterpart．s　of　the　liver．　Experiments．　with　nude　mice　transp．lanted　with　rat　hepatoma　sho．wed　an

occurrence　of　bo．th　fatα2－AP．and　AFP　in　their　ser融．

　　　These　results　indic．ated　that　serumα2－AP　wa．s　derived　frorn　multiple　sources　of　tissues　but　more

largely　from　hep．atQエna　tissues　than　non－carcinomatous　regions．　It　was　considered　that　tl｝e　mechanism

Qf　increased　serum　level　may　be　d遜erent亡。　some　extent　betweenα2－AP　and　AFP．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　December　26，1979　and　accepted　February　4，1980）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言

　　ラットの血清中には炎．症に際してあるいは腫瘍の移植に

よって増加するα2－globulin成分が．ある1・2）こ．とが注目さ

れていたが，Weimer　and　Benlalnin．3）はこれを‘1’2－acute

phase　protein（以下α2－AP）と呼んだ．これは正常成熟

ラットにはごく微量含まれるに過ぎず，胎児ラットの血清

中にも検出され，分子量が大きいことからα一macrofeto－

prQtein（α一MFP）とも呼ばれ，胎児性蛋白の1つとも考え

られている4）．しかしヒトの妊．娠時に見出されるα2－AP

（Bohn）5）とは異質のものである．

　血中α2－APの変動については，すでに化学発癌や移植

癌においての報告6）はあるが，そ．の産生起源との関係につ

いての報告はみられない．
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　小谷ら7）は3〆一methy1－4－dimethylaminoazobenzene

（3’一Me－DAB）による肝癌形成過程における血清蛋白成

分の変動の意義を検討しているが，その研究の一環とし

てα2－APと，代表的な胎児性蛋白であるα一fetopr。tein

（AFP）とを対比しつつ検討したので成績を報告する．

2　実験方法

2・1　ラット肝癌の作製と血清および肝組織の処理

　Wistar系雄ラット（体重243±309）を0．06％3ノーMe－

DAB含有固形飼料（オリエンタル酵母社，東京）で20週

間飼育して肝癌を作製した，その間3’一Me－DAB投与前

の群も含めて，毎週4～12匹を1群としてそれぞれ体重測

定後，エーテル麻酔下に頚静脈および腹部大動脈より採血

し，同時に肝臓を摘出した．血清を分離して使用時まで

一20。Cに凍結保存した，

　また，肝臓は摘出後直ちに重量を測定し，厚さ1mmの

切片をつくって10弩冷ホルマリン固定，冷アセトン固定

および冷95％エタノール固定を行い，その後脱水してそ

れぞれ低融点パラフィンに包埋して組織学的および免疫組

織学的始さくに供した．

2・2抗α2・AP血清および抗AFP血清の作製

　Wistar系雄ラット（体重180～220　g）5匹の腹腔内にテ

レピン油0．2m／を生理食塩水（生食水）0．8　m／と混じて注

射して腹膜炎を起こさせ，48時間後にエーテル麻酔下に頚

静脈および腹部大動脈より採1血［して血清を分離した．

　本血清10m1を0．15　M　NaCl加0．1　M　Tris－HCI緩衝

液（pH　7．2）で一夜透析し，　Sephadex　G－200カラム（32

×130cm）を用いてゲル濾過し，同じ緩衝液で溶出して

2．5mZずつを分画した．それぞれについて溶出曲線（0・D．

280mμ）を作成し，後述のごとくα2－APの局在を追究し

α2－APの存在する第1峰（P－1と仮称）を脱イオン水で72

時間透析した後凍結乾燥した，

　このP－1乾燥粉末2mgを生食水0．5　m♂に溶解し，等

量の完全Freund’s　adluvantと混合して乳化し，家兎に

初回はfoot　pad法で，その後は2週前とに同量を筋注

し，1週ごとに試験採血して力価を検定しながら3～4回追

加免疫を行い，最終免疫施行後7日目に全採血を行い，粗

抗α2－AP　1血清を得た．

　この抗α2－AP　1血清1m♂について正常ラット血清乾燥

粉末40mgを混じ，37℃，90分間反応させた後，4。C下に

ゆるやかに撹拝しながら48時間反応させ，17，000r．p．m，

30分間遠心して吸収抗α2－AP血清を得た．この抗血清は

主にα2－APの免疫化学的分析に使用した．

　一方これとは別にA▽rameas　and　Ternynck8）に準じ

てimmunQadsorbentを作り，抗血清の吸収を行った，す

なわち，正常ラット血清10m♂に2．5瑠glutaraldehyde

を加えて不溶化したものを抗血清3m脅こ加え，ゆるやか

に撹淫しながら4。Cで24時間反応させた後，6，000　r．p．m，

30分間遠心して吸収抗α2－AP血清を得た．これは主とし

て免疫組織学的検さくに使用した．

　抗AFP血清は北大医学部第1生化学講座より供与を受

けた．

　なお家兎に腹膜炎催起ラット血清を前述同様に免疫して

ラット全血清に対する抗血清を作製した，

2・3　抗血清の検討

　抗α2－AP血清の特異性ならびに力価の検定は，　Dr．　H．

EWei　merより供与された特異抗α2－AP血清の反応と

対比しつつmicro－Ouchterlony法（MO法）9），および免

疫電気泳動法（IEP法）10）により行った，

2・4α2－APの精製とその純度の検討

　前述のテレピン油腹膜炎ラット血清のゲル濾過分画P－1

について，特異抗α2－AP血清を用いてα2－APを含む分

画を分け，これをプールした，その25m‘をQ．03　M　NaC1

加0．05MTris－HCI緩衝液（pH　8．0）で一夜透析し，0．05

MTris－HCI緩衝液（0．03～0．2　M　NaCl，　pH　8．0）を用い

てlinear　concentratlon　gradientによるDEAE　Cellu－

lose　ChromatQgraphy（2．2×10　cm）を施し，分画2mZ

ずつについて溶出曲線（O．D，280　mμ）を求めてα2－APを

単離した，

　単離したα2－APは，　MO法，　IEP法，さらに高感度二

次元交叉免疫電気泳動法（Laurell法）11）によって純度を検

討すると共に，Lowry法12）により蛋白量を測定し，これ

をMancini法13）用の標準α2－AP溶液として用いた．

　Laurell法による分析に際しては50×75×13　mmの

agarose　gel板を用いて一次元では60　V，8mAの条件下

で70分間泳動し，二次元では抗うット全血清を3％（v／v）

に含んだagarose　gel板を用いて60　V，12　mAの条件下

で70分間泳動した．

2・5　㏄2－APの生化学的分析

　2・5・1分子量の測定

　Ge1丘ltration　calibration　Kits（Pharmacia　Co．，

Uppsala，　Sweden）を用いて高速液体クロマトグラフィー

（TOYO　SODA　HLC－803）により測定した，すなわち

分子量既知のferritin　dimer（m．　w，880，000），　ferritin

monomer（m．w．440，000），7－globulin（m．w．160，000），

ovalbumin（m．w．45，000）の溶出部位と比較してα2－AP

の分子量を定めた．

　2・5・2　化学的組成

　アミノ酸組成分析は北大薬学部薬品生物化学講座の協力

を得て行った・なおhexose含量はOrcinol硫酸法14）に
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より測定した，

2・6日中α2－APおよびAFPの定量法

　α2－APの測定は特異抗α2－AP血清を2％（v／v）に含む

！．2％agarose　gel板に直径2．O　mmのwellを作り，検

体2．5μを注入してMancini法13）で測定した．検量線は

前述の標準α2－AP溶液（138～1，104μg／m♂）を用いて作成

した，

　AFPについては，　agarose　gel板の特異抗AFP血清

濃度を。．7％（v／v）とし，we11の直径は2．5　mm，注入検

体量は4μとして同様に測定した．この検量線は北大第1

生化学講座より供与された標準ラヅトAFPを用いて作成

した．

2・7　免疫組織学的方法

　低融点パラフィンに包埋後4μmに薄切した肝組織切片

をキシロールで脱パラフィンし，α2－APの局在をみるため

horseradlsh　peroxldase標識抗体法ならびに蛍光抗体間

接法を行った・前者では組織切片を0．075瑠HCl含有無

水アルコールで40分処理後洗浄し，室温で一次抗血清（抗

α2－APウサギ血清）を60分間反応させ，冷PBSで20分

ずつ3回洗い，次いで二次抗血清（horseradish　peroxidase

標識抗ウサギγ一グロブリン・ヤギ血清）を室温において

60分間反応させた．その後門PBSで3回洗い，　Nakane

and　Pierce15）に準じて0．005％H202およびdiamino－

benzidine（0．3　mg／m♂）を含有した0．05　M　Tris－HCI緩

衝液（pH　7．6）で約3分間発色させ，1％OsO4溶液で反

応を停止させて光学顕微鏡川で観察した．後者は一次抗血

清として抗α2－APウサギ血清，二次抗血清としてFITC

標識抗ウサギγ一グロブリン・ヤギ血清を用いた．同ll寺にそ

れぞれの吸収試験を行った．

2・8　組織培養による合成実験

　2・8・1　組織材料および培養方法

　3’一Me－DAB肝癌ラット肝を癌部と非癌部とに分けて

培養に供した．組織の処理は4℃下で行い，PBSで十分

に洗浄し，その500mgを用いた．

　培養はHochwald法16）に従って6時間行ったが，培養液

は指定の処方17＞に14C－L－1eucineを加えたものを用いた．

培養方法ならびに免疫電気泳動法によるautoradiography

などの詳細は渡辺18）の報告に準じた．

　2・8・2培養上清中のα2・APおよびAFPの検出方法

　　　　ならびにautoradio望aphy

　前項の培養上清についてMO法とau亡oradiographyを

併用してα2－APとAFPを検出した．α2－APについて

は，沈降線を明瞭にするためにα2－AP陽性血清をcarrier

血清として用い，癌部・非癌部各7試料の培養上清をそれ

ぞれ5回ずつwellに満たし，抗α2－AP血清と反応させ

た，AFPについては，　AFP含有血清をcarrier血清

として用い，同様に各培養i上清を抗AFP　1血清と反応さ

せた．

　α2－APの検出には培養上清の蛋白濃度が低いので念の

ためにradioimmu虹oelectrophoresisも併用した．すな

わち，同様にまずcarrier血清をwellに添加してから

培養上清を5回wellに満たし，60　V，4mAで70分間

電気泳動した，泳動後室温下に抗α2－AP血清および抗う

ット全血清に対して湿潤箱中で48時間反応させ，水洗，乾

燥後に10弩amido　black染色を行った．

　なお，14C－L－1eucineの血清蛋白成分への非特異的吸着

能について渡辺18）に準じて検討したが，アルブミンに相当

して微弱なautoradiography陽性の沈降線を認めたが，

抗α2－APおよび抗AFPについてはそれを認めなかった．

　AutoradiographyはMOスライドおよびIEPスライ

ドにKodak　RoyaLX　pan五1m（ASA　1，250）を密着さ

せ，冷暗所に3週間保った後Kodak　DK：一50で現像し，

染色スライドと対比して判定した．なお，autoradiogram

による半定量的観察はvan　Furth19）に従った．

2・9　ヌードマウス移植実験

　ラット肝癌組織を約5mm立方に切り，これを雄ヌード

マウス（体重約20g）の背部の皮下に移植し，移植後1週

から4週目で毎週1～2匹ずつ採血すると共に，移植肝癌

組織を摘出した．また対照群として正常ラット肝をヌード

マウスに同様に移植し，毎週同様に採血すると共に移植肝

組織を摘出した．血液は24時間冷蔵庫内に保存し，2，000

r．P．m．10分間遠心して分離した血清についてα2－APおよ

びAFP値をMancini法により定量した．また移植した

肝癌ならびに肝組織についても組織学的検討を行った．

なお，この場合抗ラットα2－APおよび抗うットAFP

血清と対照ヌードマウス1血清との間には，MO法および

Mancini法において交叉反応が認められないことを確認

した．

3　成　　績

3・1抗血清および精製α2－APの特異性の吟味

　3・1・1　抗α2・AP血清の特異性の検討

　P－1乾燥粉末によって得られたウサギ抗血清を用いて

IEP法で吟味した．　Fig．1のごとく，腹膜炎ラット血清

との問にはα領域に2本とγ領域に1本の沈降線を認め

た・正常ラット血清で吸収すると，図の下段のごとくα領

域の1本のみが残った．

　この吸収抗血清と特異抗α2・AP血清（Dr，　Weimefよ

り供与さる）を腹膜炎ラット血清に反応させると，Fig．2

のごとく共通・単一の沈降線が得られた．
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Fig．2　Speci丘city　of　absQrbed　A一α2－AP　serum．

　　　　Compa．ris．on　to　ref．erence　A一α2－AP　serum

　　　　supplied　frQnl　Dr．　H．　E、　Weimer．

　　　　（！）：Serum　of　inflammatory　rat，

　　　　（2）；absorbed　A一α2－AP　serum，

　　　　（3）＝A一α2－AP　serum（Weimer）．

　3・1・2α2－APの単離

腹膜炎ラッ1・血清より単離純化を行ったα2－APについ

てMO．法，　IEP法，さらにLaurell法による吟味を行

った．

　　　1．

　＼　　　．／

◎◎．

Fig．3　　⊃》licro－Ouchterlony　reaction

　　　　of　puri且edα．2－AP．

　（1）lpurifiedα2－AP，

（2）二A－RWS（A－rat　whole　serum＞，

　（3）：A一α2－AR

Fig．4　1denti五catlon　of　puri丘edα2－AP　by　two

　　　　dimensional　Laurell’s　crossed　imlnuno－

　　　　e】ectrQphoresis．（First　dirnension　electro－

　　　　phoresis　with　anode　to　the　left，　second

　　　　dimension　electrophQresis　with　anode　to

　　　　the　tOP，）

　Fig．3のごとく，これは特異抗α2－AP血清および抗う

ット全血清に対してMO法の上で単一・共通の．沈降線を示

した．これはIEP法．においても同様で，二次元Laurell

法による抗うット全血清との間の反応をFig．4．に示した

が，以上よりこのα2－APは抗原的に単一成分と認めら

れた．

　3・1・3Mancini法による単離α2－APの定量

　単離α2－AP　2，208μg／m♂を用いて倍数希釈液を作り，

それにより形成される沈降輪と，その検量線をFig．5に

示した．すなわち138～1，104μ9／mZの間において直線関

mm

9．0

8．0

7．0

6．0

5．0

4．0

3．0

2，5

　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　1000　　　μg！m【

Fig．5　Calibration　curve　ofα2－AP　determined　by

　　　　Mancinゴs　single　radial　immunQdiffusion．
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係が得られた．

　3・1・4α2－APの組成について

　高速液体クロマトグラフィーにより測定したα2－APの

分子量は76×104と推定された．またそのアミノ酸組成は

Table　1のごとくで，1／2　cystineは微量に認められたが

測定感度以下であった．おそらくは加水分解を行ったため

と思われるがtryptophanも検出できなかった．糖含量

についてはhexoseとして約396に認められた．

Table　1ん痂。αoガ4ωフπρo∫伽η

　　　　　げ’勿彫厩α2一且P

ロ2－AP

μ9〆m［

2DGO

1500

Amino　acid mol／100　mo1
1000

Lysine

Histidine

Arginine

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Proline

Glycine

Alanine

1／2Cystine

ValiIle

Methionine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Tryptophan

5．90

2，15

3．92

8．96

6．80

6，73

14．58

5．76

6．11

6，94
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3・23LMe－DAB投与ラット血清中のα2－APおよび

　　AFPの変動
　3’一Me－DAB肝癌形成過程における血清中α2－APおよ

びAFPの変動は，　Fig．6，　Fig．7およびTable　2に示

すごとくで，3ノーMe－DAB投与後3，4および5週における

α2－APの平均値はそれぞれ181，133および239μ9／・n♂と

次第に増加し，ほぼAFPの一次反応に平行して変動し

た．その後やや減少するが，8週ころより再び増加し16週

以後肝癌発生に伴い著増した．

　一方，AFPの3，4，5週における各週の平均値は2．0，3．6

および5．O　mg／dJで，5週目にはいわゆる一次反応peak

を示し，以後は比較的低値に止まり，肝癌発生期の18週よ

り著増を示した．
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Changes　of　AFP　in　rat　sera　during

hepatocarcinogenesis　with　3ノーMe－DAB．
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Table　2　Clzα’z9θ5げノπ6αηταZ㍑8∫げα2－AP

　　　　　αノz4　AFP加7窺587駕磁”かz9んゆα孟。一

　　　　　‘απ：加09θアzε∫おτθ∫‘ん3ノーM8－D・4B

weeks α2－AP

（μ9／mの

AFP
（mg／d～）

％冒AP

μglm1

2000

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

！0

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

13±　4．2＊

28＋　9．G

96＋32，5

181十217
！33±　46．0

239±　64．2

97±20．4

166＝ヒ　65，9

462一←　56，7

213十　88．0

486十115．5

271±　83．0

316±　79．8

442±114．8

380±100．5

5ユ5±173．5

701±　36．2

1275十224．7

1518十227．1

0

0．2±0．1

0，3±0．1

2．0±0．9

3．6±二1．6

5．0土1．6
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13．1±　6．5

11．6±　5．3

22．6±13．3

（＋） 　　tumor（＋＋｝

　　　size

Fig．8　Relationship　between　serumα2－AP　level

　　　　and　tumor　size．　Tumor　size　is　expressed

　　　　as　（十）or（升）．　（（十）：1ess　than　one－third

　　　　of　traHsitional　cut－surface　of　liver，（什）＝

　　　　more　than　one－third　of　it．）

＊　mean±S．E．

　次にα2－APとAFPとの相関性を一次反応期の3週か

ら5週についてみると相関を認めない（r＝一〇．04，p＞0，1）．

しかし肝癌発生期の16週から20週についてみると有意の

相関性がみられた（r＝0．63，p〈0．0！），

　」血中α2－APレベルとtumor　sizeとの関係をみるため

に，16週以後の亡umorが割面で肝の1／3を越えないもの

（＋），1／3以上を占めるもの（什）の2群に分けて両群の平

均値を比較すると，Fig．8のように（＋）群は815±366

μg／m♂，（什）群は1，488±554μ9／m♂で，tumor　sizeの大き

い場合のα2－APはより高値を示した（P〈0．05）・

3・3　免疫組織学的検討

　Peroxidase標識抗体法によりα2－APの組織内局在を検

さくしたが，正常対照ラットの肝細胞には検出されず，小

葉間胆管の上皮細胞の一部に見出された．しかし3ノーMe－

DAB投与群では，その1週目ですでに肝細胞にα2－AP

を認めた．Fig．9aは2週目の所見であるが，小葉構造

の保たれている部位では中心帯および門脈triad周辺に

α2－AP陽性細胞がモザイク状に認められた．中間帯には少

い傾向を示した．肝細胞質内のα2－APはびまん性に，あ

るいは頼粒状に認められた．小葉間胆管の上皮細胞の細胞

質にみられるα2－APは正常肝とほぼ同様であった（Fig．

9b）．なおα2－AP陽性ならびに陰性胆管上皮の間セこは明

らかな形態学的差異は認められなかった・

　Fig．9cおよびFig，9dに見られるように，　oval　ce11

の細胞質にも少数ではあるがα2－APが認められたが，そ

の周囲の小型肝細胞および成熟肝細胞の細胞質内にもα2－

APが見出された．この肝細胞のα2－AP陽性所見は発癌

後においても観察された．

　肝細胞癌については，Fig．10　aおよびFig．10　bのご

とく，その一部の癌細胞の細胞質にもα2－APが認められ，

これらのα2－AP陽性細胞は集団状あるいはモザイク状に

観察された．すなわち，びまん性増殖を示す部分（Fig．

10a），島状配列を示す部分（Fig．10　b），索状配列を示す部

分，それぞれにα2－APは観察された、またcholangio－

carcinoma様の部位でも一部の管腔を形成する上皮細胞

の細胞質にα2－APが認められた（Fig．10　a，　Fig，10　cお

よびFig，10　d）．さらに非癌部をみると，その成熟肝細胞

群にびまん性あるいはモザイク状にα2－AP陽性細胞を認

めた（Fig．10　a，　Fig．10　cおよびFig．10　d＞．
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Fig．9a　Distribution　ofα2－AP　l）ositive　hepatocytes　ln　well－preserved　lobules　from

　　　　　arat　at　the　2nd　week　of　3’一Me－DAB　administration．　The　hepatocytes

　　　　　bearingα2－AP　in　their　cytoplasrna　are　scattered　in　a　mosaic　appearance

　　　　　both　in　a　central　zone　and　around　the　portal　triad　of　the　IQbules，　Immu－

　　　　　noperoxidase　method，×60．

　　9b　At　the　3rd　week　of　3ノーMe－DAB　administration．　In　cytoplasma　of　mature

　　　　　hepatocytes，α2－AP　positive　granules　are　found．　The　reaction　products

　　　　　ofα2－AP　are　also　seen　in　cytoplasma　of　epithelial　cells　of　interlobular

　　　　　bile　ductules．　In　this　figure，　oval　cells　are　not　s3en，　Ilnmunoperoxidase

　　　　　method，×260．

　　9c　An　area　Qf　the　proliferation　of　oval　cells　at　the　3rd　week　of　3ノーMe－DAB

　　　　　administration．α2－AP　is　found　in　cytoplasrna　of　some　oval　cells，　and　also

　　　　　of　many　small　hepatocytes　and　mature　hepatocytes　surrounding　the　pro－

　　　　　1iferating　oval　cells．　ImmunoperQxidase　method，×160．

　　9d　At　the　7th　week　of　3！一Me－DAB　administration．　The　reaction　products

　　　　　Qfα2－AP　are　found　in　cytoplasma　of　almost　a11　the　small　and　mature

　　　　　hepatocytes，　In　cytopユasma　of　some　oval　cells　around　the　portal　triad，

　　　　　α2－AP　is　also　detected．　Immunoperoxidase皿ethod，×60．

3・4　組織培養による配2－APおよびAFPの合成実験

　成績を一括してantoradiogram上の沈降線の放射活性

の強度別にTable　3に示した，同一個体よりそれぞれの

癌部（No．1～7）と非癌部（No．　r～7ノ）をとりα2－APお

よびAFPの合成能を比較すると，両成分とも癌部におけ

る沈降線の強度が非興部に比較して強く，合成能が大きい

ものと推定された．

　Autoradiogra皿を例示すると，試料No．1，2，1ノ，2’，

3および4のα2－APのMOパターンとautoradiogram

はFig．11のごとく，また同一試料のAFPのauto－

radiogramはFig，12のごとくである．

　なおFig．13には，　IEP上のα2－APをautoradio－

graphyにより同定した結果を示している．
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　　　　Fig．10a　　　　The　localization　ofα2－AP　in　a　rat　liver　at　the　20th　week　of　3！一Me－DAB

　　　　administration．　On　the　right　side　of　the　central　portion，α2－AP　is　seen　in

　　　　cytoplasma　of　many　Qf　the　hepatoma　cells．　On　the　left　side　of　the　central

　　　　portion，α2－AP　is　seen　in　some　epiψelial　cells　of　cholangiocarcinoma－1ike

　　　　ductules，　and　also　detected　in　cytoplasma　of　non－malignant　hepatQcytes

　　　　surrounding　the　cancer　regio11．　ImmunoperQxidase　method，×60．

10b　At　the　same　time　as　Fig．10　a．　In　cytoplasma　of　hepatoma　cells　in　two

　　　　island－1ike　structures，　the　specific　fluorescence　ofα2－AP　is　observed，工mmu－

　　　　nofluQrescence　method，×400，

10c　At　the　same　time　as　Fig．！0　a．　The　right－10wer　quarter　part　of　this丘gure

　　　　shows　a　non－cancerous　portion　Qf　the　liver　and　the　remaining　part　is　a

　　　　cancerous　portion　with　a　cholangiocarcinoma－1ike　appearance　α2－AP　is　seen

　　　　in　almost　all　the　non－malignant　hepatocytes　and　some　epithelial　cells　in

　　　　ductular　structures　in　the　cancerous　pQrtion，　Immunoperoxidase　method，

　　　　×60．

10d　At　the　same　time　as　Fig，10a，　Along　the　right　margin　of　this　figure，　a

　　　　non－cancerous　part　withα2－AP　positive　hepatocytes　is　seen．　Tbe　remainillg

　　　　part　shows　a　cholangiocarcinoma－1ike　appearance．　In　cytoplasma　of　the

　　　　epithelial　cells　of　some　ductular　structures，α2－AP　is　seen，　Immunoper－

　　　　oxidase　method，×160．

3・5　ヌードマウスへの移植実験について

　ラット肝癌組織および正常ラット肝組織をヌードマウス

に移植して経時的にα2－APおよびAFPの血中への出現

を検討した．成績はTable　4のごとく，肝癌移植群でそ

の生着・増殖をきたした3例においては，1例が3週目で

血中α2－APレベル194μ9／mZを示し，他の2例は4週目

においてそれぞれ！38および70μg／m♂を示した．これら

の例は3および4週目の2匹においてAFPの検出を認め

た・この点，正常肝移植群の血中からは全くこれらの検出

を認めなかった．また正常肝は移植後長期間の暉暉を認め

ず，ほぼ1週間で壊死をきたしたが，その時点でもα2－AP

の血中上昇はみられなかった．
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4考　　按

α2－APはWeimer　and　Benjamin3＞により炎症ラット

血清中に発見されたacute　phase　proteinの1つである

が，その後の研究により胎児性蛋白の性格を有することが

明らかにされた4），本研究は代表的な胎児性蛋白である

AFPと対比しつつ，ラットの実験的肝癌におけるα2－AP

の出現態度とその機序を明らかにしょうとして進めら

れた．

　まず抗α2－AP血清の作製法として，テレピン油による

ラットの腹膜炎を発生せしめてα2－APの血中上昇を図

り，その血清のSephadex　G－200ゲル濾過第1分画を用

いて家兎を免疫して特異抗α2－AP血清を得ることに成功

した．

　一方，これを用いて血中α2－APの定量化を図るために

は，α2－APそのものの精製が必要であるため，その単離精

製を行って抗原的に単一成分の抽出に成功した．

　その分子量は76×104でこれまでの報告20～22）にほぼ一

致するし，アミノ酸組成の上では比較的glutamic　acid，

leucine，　aspartic　acid，　valineなどが多く　Gordon21），

Gauthier　and　Mouray22）の報告に一致する．しかし糖含

量については報告者によりかなりの差が認あられ，hexose

としてJamiesonω磁20）は9．3傷，　Gordo1121）は6．26％，

Gauthier　and　Mouray22）｝よ4．25傷としており，いずれも

今回の測定値よりも高い．その組成については：今回は分析

しなかったが，これまでのところでは主としてgalactose，

mannose，　glucQsamineが含まれ，　sialic　acidは約2．0％

前後（Gauthier　and　Mouray22））と報告され，発表者によ

る差が大きい．

　：本研究はラットの3’一Me－DABによる肝癌形成過程で

の血清α2－APおよびAFPの出現態度の観察がその目的

であるが，研究に先だち正常ラヅト群についてα2－APレ

ベルを吟味すると，その血清レベルは平均13μg／m♂を示

した，

　これまでα2－APは胎児ならびに新生児ラット血清中，

および妊娠・炎症および担癌などのラット血清中には出現

するが，正常成熟ラット血清中には検出し得ないとされて

いた．しかしEddington　8彦αZ．23）の報告以後Ganrot24），

Gordon21），　Bosanquetβ孟α乙25）およびHudigε‘α」．6＞に

より正常成熟ラット1血清中にも14～68μg／mZ程度の少量

のα2－APが存在することが報告され，今回の成績はこれ

らの報告に一致する．つまり正常成熟ラット血清中にも少

量のα2－APが存在することを再確認した・

　次いで3しMe－DAB肝癌形成過程でのα2－APおよび

AFPの変動を比較検討すると，α2－APはAFPの一次反

応26）の時期に一致して軽度ではあるが増加反応を示した．

しかしこの時期における両成分の上昇レベルの間には相関

性を認めなかった．この点は両成分の産生時期，その機序

の上に差異があるためであろう．

　その後は，肝の組織学的変化は小野江らによって詳細に

追究27，28）された報告によく一致するが，この間α2－APは

発癌をみるまでの間波動を示しつつ比較的高値を保ち，

AFPとは趣きを異にする．この態度は小谷ら7）のsero－

mucQid，　haptQglobinについての研究成績に類似する、

　これに対して肝癌の発生は16週目から認められたが，こ

のころからα2－APはAFPとほとんど平行して著増を示

し，この場合の両者の問には有意の相関性が認められた．

しかも腫瘍の大ぎさとの関係をみると，その大きい群での

血中α2－AP値はより高く，一見この場合のα2－APは肝

癌自体の産生機序によるのではないかと推測された．

　しかしHudig　8孟αZ．6）はMorris肝癌をラッ1・に移植

して，10週まではラット血清AFPは上昇するがα2－AP

には変化を認めないとし，またN－2－fiuorenylacetamide

（2－FAA）投与ラットでも血中AFPは3週目から著明に

上昇するが，α2－APはむしろ減少傾向を示すとし，α2－AP

には発癌や腫瘍の増殖との関連性を認めないとしている．

Kitagawaθ彦α乙29＞は3〆一Me－DABおよび2－FAA投与

により発生した肝癌においては，前者の方がより多量の

AFP産生を示し，組織学的にも後者との間に，　AFPの

一次反応期および肝癌発生期に相当して差異が認められる

ことを述べている．この点から考えると，α2－APについ

ても発癌剤の種類や移植腫瘍の違いにより，α2－APの産

生および血中への出現に差異があるのは当然とみてよか

ろう．

　そこでα2－APの産生機序を検討する目的で免疫組織学

的検さくを試みた．3’一Me－DAB投与に伴う肝組織像の

変化とAFPの出現との関係についてはOno6認αZ．27），

Dempo砿α♂．28）の詳細な報告があり，。val　ce11から

transitional　cellを経て成熟肝細胞へと分化する過程で，

AFPはtransitional　ce11の時期に相当して産生される

ことが述べられている，小谷ら7）もこれと同時にserOlnu－

coidおよびhaptoglobinとの関連性をめぐってその点を

比較検討しているが，本研究においてはその一環として

α2－APの観察を行ったものである，今回は主としてper－

oxidase標識抗体法により検さくしたが，3！一Me－DAB投

与！無目よりすでに成熟卵細胞の細胞質内にα2－APが認

められ，小葉構造の保たれている部分ではα2－AP陽性肝

細胞は小葉中心帯および小葉の門脈triad周囲に観察さ

れた．つまりα2－APは小谷ら7）がみたseromucoidや

haptoglobinの知見と同様に成熟肝細胞内において産生
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されるものと考えられる．しかし3’一Me－DAB投与後2

週目よりovaユcellが次第に増加すると，その一部にも

α2－AP陽性細胞を認めたが，今回は電顕的あるいは酵素

組織化学的検さくを行っていないから，そのtransitional

cellとの関係は不明である．しかしoval　ce11から成ると

考えられる小型肝細胞群にα2－APがかなり多く観察され

たことは注目してよかろう、つまりはAFPとはその点で

態度を異にするわけで，少くとも3’一Me－DAB投与初期

における血中α2－AP上昇機序の主体は成熟肝細胞由来の

ものであり，それにoval　cellによる産生も加わると考え

るべきであろう．つまりAFP産生の点で一次反応と言わ

れるものとの間には，肝組織にみられる細胞レベルでの所

見との対比では差異があるとみるべきであろう・

　続いてその後にみられる3ノーMe－DAB投与ラット群で

のα2－AP血中レベルの消長と肝での産生機序との関係を

みると，成熟肝細胞のみならず，小型癌細胞から成熟過程

にある移行型肝細胞も部分的にはα2－AP産生にあずかる

ことが判明したから，それに対応して血中α2－APも比較

的高値を保つものと推測される．

　なお，α2－AP陽性肝細胞の小葉内の局在様式にかたよ

りをみたり，モザイク状分布を示した点については，本実

験における組織固定法の影響を無視し得ないと考えられ，

今後灌流固定による確認が必要と思われる，

　肝癌発生期についてみると，α2－APは明らかに肝癌細

胞の一部に陽性であることを認めた．しかし今回の実験で

は，同一癌細胞がα2－APとAFPとを同時に産生するか

否かの点は不明であるが，連続切片による検討では少くと

も同一癌巣内に両成分の産生が推測される知見が得られて

いる、またα2－APは肝癌がびまん性増殖を示す部分，島

状配列を示す部分，索状部あるいはcholangiocarcinoma

様構造を呈する部分のいずれにも検出され，癌組織型の違

いとα2－AP産生能との間には特異的な関係を見出せなか

っだ　さらにα2－APの局在が非両部の成熟肝細胞にもみ

られた点は，これまで小谷ら7）が得ているAFPについ

ての成績とは大きく異る現象で，肝癌期におけるα2－AP

の産生起源は癌部および非癌部の両方に求められるので

ある．

　α2－APは胎児ラット血清中に多量に含まれており胎児

性蛋白の性格を有する30）とされているが，一面において

は炎症催起によって血中への動員が速やかに起こるから

CRPに似た急性相反応因子の性格をかね備えた蛋白であ

り，AFPとはその点でもかなり性格を異にすると言えよ

う．Sarcione　and　Bogden31）は炎症面起によってα2－AP

の肝での合成能が高まる事実をみ，それが血中に増：量する

機序を推論している．

　今回は肝癌部と烈震部別にHochwald法16＞を応用して

α2－APの合成をみたが，　AFPについてはすでにGithn

and　Boesman32）によりラット胎児肝での合成が確かめら

れている．本研究においてはvan　Furth19＞の半定量的観

察法に基づいて判定したが，癌部の方が非癌部に比較して

多量のα2－APを合成する結果を得た，

　さらにヌードマウスにラット31－Me－DAB肝癌を移植

してα2－AP，　AFP両者の血中出現を比較した結果，移植

癌が発育をきたした3および4週目において，α2－APの血

中証明が可能となり，AFPにも同様に血中上昇がみられ

た・しかし対照として正常肝を移植した群には長期間の生

着を認められず，壊死をきたした際にも血中α2－APは検

出し得なかった．

　ヌードマウスへの異種移植はRygaard33）およびRy－

gaard　and　Povlsen34）によってはじめられたが，腫瘍の

産生する血清蛋白がヌードマウス血清内に出現することは

Yoshimuraωα♂．35）により報告されている．しかしα2－

APについての知見はこれまでになく，これを加腕伽

の研究およびヌードマウス移植実験を通じて調べた報告は

今回が初めてである．この肝癌での血中α2－APの上昇に

は，癌そのものに由来する部分も加わることを明らかにし

たと言えよう，

　一方，非癌部組織にみられたα2－AP合成については，

むろんその中に実験上癌細胞の混在する可能性は否定でき

ないにしても，免疫組織学的に非癌部肝細胞内にα2－AP

の局在が認められた点と共に，α2－APが正常肝細胞から

産生される事実を再確認させるものである．

　なお一次反応期においてα2－APの増量をみる現象につ

いては，3’一Me－DAB投与により肝細胞がうける変性壊死

によるものか，他の反応機序を介してその産生が増加する

ものかは，この実験段階では不詳と言わざるを得ない，

Hudig　6診α∠36）によると2－FAA投与実験において血中

α2－APが増加するのは，炎症反応や腫瘍壊死によるもの

と考えているし，van　Gool　8彦磁37）はα2－APに々まcar－

rageeninによる炎症性浮腫を抑制する作用があると報告

しているが，α2－APの病態生理学的意義を考える上に示唆

を与えるものであろう．

　なお免疫組織学的検さくの点に触れると，正常ラット肝

および3’一Me－DAB投与ラットのいわゆる一次反応期な

らびに肝癌期の非虫部において，胆管上皮細胞の一部にも

α2－APを認めたが，それがその部位での産生を意味する

のか，あるいは他の糖蛋白にみられるように代謝過程との

関連性を表わすのかは不明である．その他の所見を含め

て，α2－APの産生代謝などについては少くともAFPの

それとは異なってやや多様とみざるを得ない．
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5　結　　論

　3しMe－DAB撲与によるラット肝癌形成過程における

α2－APの血中変動をAFPと対比検討して次の成績を
得た．

　1）今回単離したα2－APはそのアミノ酸組成を検討し

た結果既報の成績によく一致した．かつ，α2－AP研究の指

導的役割を果たしたWeimerの特異抗血清との間にも一

致した反応を示し，これによって特異的抗α2－AP血清の

作製が可能となり，Mancini法による定量法を確立する

ことができた．

　2）これを31－Me－DAB投与ラットでの血中α2－AP変

動の吟味に応用し，同時にAFPの消長と対比した結果，

AFPの一次反応に大体一致して増加し，その後やや低下

するが8週ころより軽度の増加がみられ，16週以後肝癌の

発生に伴い著しい増加を示した，

　3）AFPの変動との間には，その一次反応期の両者の

変動には相関性を認めなかったが，肝癌期においては明ら

かに有意の相関性を認めた．さらに発生した腫瘍の占める

大きさで大・小2群を分けて比較すると，より大きい腫瘍

群の血清α2－APが有意の高値を示した．

　4）免疫組織学的検討の結果によると，α2－APはoval

ce11の一部にも見出されたが，小型肝細胞および成熟肝細

胞により多く検出され，肝癌期には種々の組織型を呈する

癌巣内に認められた．つまり癌部・非宇部を問わず，その

分布は多様であった．

　5＞これらの点はHochwald法によるカπ・功ηの合

成実験でも同様で，肝の郡部・非細部共にこれを産生した

が，旨味組織の方がより多量のα2－AP合成を示した・ヌ

ードマウスに肝癌組織と非癌のそれを移植した結果におい

てもこの現象を裏づけることができた．

　以上より，3’一Me－DAB肝癌時に血中に増加するα2－AP

はその大部分が肝癌細胞に由来すると考えられるが，敵討

部の細胞からの産生もこれに加わり，したがってその産生

起源は多様であると考えられた・この点AFPの場合とは

かなり相違する面があることを明らかにし，両者の増量機

序について推論を加えた．

　（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α2－AP　1血清を供与されたProf．　H．

E．Weimer，　University　of　CalifQrnia，　LQs　Angeles，

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，アミノ酸分析に御協力をいただいた北大薬学部石井

信一教授，さらに本実験を通して懇切な御指導をたまわっ

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，本講座坂本真一講師，北海道老年医学研究振興会

川原田信博士の御協力に深謝します．）
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