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《原　著》

癌胎児性抗原CEAのisomeric　speciesの分離精製と

　　　　　そのradioimmunoassayの臨床的評価

一
第一一編　CEAのisomeric　speciesの分離精製一

吉　　井 正　　雄＊

　要旨　大腸癌肝転移病巣より，過塩素酸抽出，sepharose　4Bゲル濾過，　DEAEセルロースカラムクロマ

トグラフィrsepharose　G－200ゲル濾過，等電点電気分画法および超遠心分画法によってCEAのsingle

isomer（CEA－S）を分離精製した．このCEA－Sは従来のheterogenousなCEAのうち，等電点電気分画法

によってPI　4．5の分画を採り，超遠心分画法によって密度1．410　g／dtに相当する分画を採ったCEAの

isomerであり，分子量は約185∞0であった．このCEA・Sのアミノ酸組成はPlowおよびEdgingtonの

CEA－Sと近似していた．また糖組成は全重量の27．7％で，従来のCEAの糖組成より著しく少なく，　sialic

acidやN－acetyl　galactosamineは検出されなかった．このC　EA・Sは，石川のCEAおよびGoldのCEA

に比べてCEA活性が約1／4～1／6であった．

　以上の結果より，このCEA・SはPlowおよびEdgingtonのCEA・Sに近いCEAのisomerであると考

えられた．

1．緒　　言

　癌胎児性抗原carcinoembryonic　antigen（CEA）

は，1965年GoldおよびFreedman1）によって人

の大腸癌組織および胎生期の消化管組織中に見い

出された癌関連物質である2）．

　CEAの物理化学的性状については抽出材料や

精製方法などによって多少異なり，分子量は16

万から20万，沈降定数は5．47Sから8．OSなどの

報告3）があり，電気泳動法によってもβ一グロプリ

ン域に幅広いbandを示すことが知られている．

さらに等電点電気泳動法，超遠心分画法によれば，

精製されたCEAでも幾つかのピークに分かれる

ことが報告されている4・5）．
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　このように，CEAはheterogenousであること

が認められているが6・？），PlowおよびEdgington8）

は大腸癌の肝転移組織より数種のゲル濾過，等電

点電気泳動法，超遠心分画法などの分離精製法を

組み合わせて，CEAの“a　homogenous　isomeric

species”を分離精製し，これをCEA－Sと命名し

た．　さらにこのCEA－Sのradioimmunoassay

（RIA）を確立し各種疾患々者の血中CEA－S値を

測定し，その結果，CEA－Sは消化器癌により特

異的であると報告した9）．

　共同研究者の石川10）および著者はこれまでに

CEAを精製し，そのRIAを確立し，血中CEA
値測定の臨床的意義を追求して来た11・12）．

　今回著者は大腸癌の肝転移組織よりPlowおよ

びEdgington8）の方法に準じてCEA－Sを分離精

製し，得られた最終品の物理化学的性状の検討お

よび各種悪性腫瘍患者の血中CEA－SのRIAに

よる測定を行って，その臨床上の有用性を検索し

た．第一編ではCEA－Sの分離精製法および最終

品の物理化学的性状の検討成績について述べる．
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II．材　　料

核医学　19巻3号（1982）

　CEA－Sを精製するための材料は大腸癌患者の

剖検時の肝転移巣を用いた．肝の全重量は約1500

gであり，これより取り出した大腸癌肝転移病巣

の重量は約875gであった．なお本材料は病理組

織学的に大腸腺癌の肝転移病巣であることが確診

されている．

III．方　　法

　CEA－Sの精製はFig．1に示す順序で行い以下

にその詳細を述べる．

　1．過塩素酸抽出

　大腸癌肝転移病巣（875g）を細断し挽肉機でミ

ンチ状にし，日本精機SM－3　homogenizerにて

20000rPmで3分間のhomogenizationを10回行

い，さらにVirtis　60　homogenizerにて40000　rpm

で3分間のhomogenizationを5回行った．次に

重量1gに付き4mlの割合で脱イオン水を加え

4°Cにて1時間撹拝した後，2M一過塩素酸（PCA）

を撹拝しながら同量加え30分間撹拝した．Sorvall

社製冷却遠心機を用いて4°C，10000rpmで30分

間遠心分離を行い，この上清を透析チューブに入

れて流水に対して2日間，脱イオン水に対して3

日間透析した．脱イオン水は頻回に新しいものと

交換し持続的に撹拝した．この透析したPCA抽

　Tissue　Homogenate

　　l

　PCA　Extract

　　l

　Sepharose　4B　Gel　FHtration

　　l

　DEAE　Cellulose　Chromatography

　　l

　Sephadex　G・200　Gel　Filtration

　　I

　Isoelectric　Focusil19

　　l

　Isopyknic　Density　Gradient　Ultraccntrifugation

　　l　　　　　，
　our　CEA－S

Fig．1　Auther’s　procedure　for　isolation　of　an　isomeric

　　　species　of　CEA：CEA・S．

出液を40000rpm，30分間遠心し，変性蛋白を除

いた後，Amicon社製限外濾過装置（DIAFLO）を

用いてPM・・10・filterにておよそ10倍に濃縮しこ

れを凍結乾燥した．

　2．Sepharose　4　Bゲル濾過

　PCA抽出物の凍結乾燥粉末を10　m1の溶出液

（0．05M第1燐酸ナトリウム溶液を含む0．9％食

塩水，pH　7．2，以下PBSと略す）に溶解し，40000

rpm，30分間遠心し沈査を除去した後，　Sepharose

4Bゲルカラム（Pharmacia製2．5×80　cm）を用い

て上行1生に溶出した．溶出速度60ml／hour，分画

量13　ml／tubeで行い，溶出濃度を東洋科学社製自

記紫外線吸収計UV－540・Mを用いてOD　280で

監視した．この分画のCEA活性を0．Ol　MPBS

PH　7．4を含む寒天平板上でOuchterlony法にて

確認し，CEA活性部分を採り脱イオン水にて透

析した後凍結乾燥した．

　3．DEAEセルロースカラムクロマトグラ

　　　フイー

　上述のCEA活性分画の凍結乾燥粉末226．5　mg

を溶出液（0．05MPBS）10m1に溶解し，遠心し

て沈渣を除いた後，Pharmacia社製DEAEセル

ロースカラム（2．5×30cm）を用いてカラムクロマ

トグラフィーを行った．初期緩衝液（starting　but’－

fer）は0．05　M第1燐酸溶液で最初のピークが溶

出した後，極限緩衝液（0．5M第2燐酸溶液）に変

えて溶出を続けた．溶出速度は30ml／hourで分

画量は5m1／tubeで行い，溶出濃度はuv／540　M

用いOD　280で監視した．この分画をOuchterlony

法でCEA活性を調べ，　CEA活性のみられた最

初のピークを採り脱イオン水に対して透析した後

凍結乾燥した．

　4・Sephadex　G－200ゲル濾過

　上述の凍結乾燥粉末（96．6mg）を0．01　M　PBS

（pH　7．2）の4m1に溶解し，よく混和した後遠心

して沈渣を除いた．この上清に石川10）が精製した

CEAを1251で標識したi251－CEA（約30μCi／μ9）

を200μ1加えよく混和した．これをSephadex　G－

200ゲルカラム（Pharmacia社製）を用いて4°C

でクロマトグラフィーを行った．溶出速度は10
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m〃hourで分画量は5m1／tubeで行い，溶出濃度

はShimadzu　UV－200　autosamplerにてOD　280

を測定した．この分画の1251の放射能はAloka

auto　well　scintilation　counterにて測定し，　Ouch－

terlony法によって検出したCEA活性部を採り，

脱イオン水に対して透析した後凍結乾燥した．

　5．等電点電気分画法（isoelectric　focusin9）

　上述のSephadex　G－200ゲル濾過後に得られた

凍結乾燥粉末（32mg）のうち，16m9を2．5　m1の

脱イオン水に溶解した．これをLKB社製等電点

電気分画装置（LKB　8101，カラム容量110　m1）で

pH　4－6のcarrier　ampholineを用いて等電点電気

分画を行った．通電時間は定電圧600voltで24

時間行った後1000voltで24時間行った．通電終

了後の分画は1試験管に5分をかけて静かに行い，

分画量1．2・ml／tubeで101本の試験管に採った．

これらの分画の濃度をShimadzu　UV－200　auto－

samplarにてOD　280で測定し，次いで各分画の

pHを測定した．測定した蛋白量のピークより

（Fig．4），試験管の1本目～30本目の溶液を集め

pool　No．1とし，31本目～38本目をpool　No．2，

39本目～55本目をpool　No．3，56本目～69本目

をpool　No．4，70本目～101本目をpool　No．5と

し，おのおの透析チューブに入れ脱イオン水にて

透析した後，凍結乾燥した．以上のpool　No．1

からpool　No．5の粉末をおのおの0．1　M燐酸緩

衝液（PB）（pH　7．4）約2．6　mlに溶解し，これらの

蛋白量をLowry法13）によって測定した．次いで

0．l　MPBで稀釈し，おのおのが1mg／mlの濃度

になるようにし，これを原液（1倍）として，pool

No．1からpool　No．5まですべてについて10倍，

50倍，100倍，200倍，400倍の稀釈液を作製し，

寒天ゲル板状でOuchterlony法によってCEA活

性の強さをみた．

　6．超遠心分画法

　Plowら8）の方法に準じて上述のpool　No．1か

らpool　No．5の溶液に0．1　M　PB（pH　7．4）を加

え全量が8m1になるようにした．これらのre－

fractive　index（屈析率）をAbbe’s　refractometerに

より測定し，密度が1．41g／m1になるようにCsCl
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（およそ5．Og）を添加しよく混和し，さらに1251－

CEA（約30μci／μg）100　Ptlを加えた．これを日立

分離用超遠心機（RPS　40　T　tubeの径1．5　cm，長

さ9．6cm）にて30000　rpm（約7200　g），72時間，

20°Cで超遠心分離を行った．超遠心終了後，各

poolとも滴下により1試験管に20滴ごとを採り，

次に各試験管ごとのrefractive　indexと1251の放

射能量を測定した．その後すべての試験管に1m1

の脱イオン水を加えてShimadzu　UV－280でOD

280により蛋白量を測定した．以上よりpool　No．

1からpool　No．5ごとに超遠心分画の蛋白量，密

度および1251放射能量の曲線を描き，これより密

度が1．410±0．040ng／mlの範囲の分画を採り，脱

イオン水にて透析した後凍結乾燥した．この粉末

を最終精製品とした．

　7．CEAのsingle　isomerの分子量測定

　上述の方法により得られたCEAのsingle　iso－

me「ic　sPecies（CEA－S）の分子量をSDS（sodium

dodecyl　sulfate）一ポリアクリルアミド電気泳動法

によって測定した．操作法はWeber－Osbornの方

法に従って行い，指標蛋白（marker　protein）には

Schwarz－Mann社製のno　enzymatic　P「otein　mo－

1ecular　weight　markersよりapoferritin，γ一globulin，

phosphorylase　aおよびcatalaseを用いて行った．

これらのmarkersと先のCEAのsingle　isomer

（CEA－S）を同時にSDS一ポリアクリルアミドゲル

電気泳動を行い，おのおのの相対易動度（Rm）を

計算してmarker　Proteinによる検量線を作成し，

これよりCEAのsingle　isomer（CEA－S）の分子量

を求めた．

　8．CEAのsingle　isomer（CEA－S）のアミノ酸

　　組成の分析

　得られたCEAのsingle　isomerのアミノ酸組成

の分析を京都大学薬学部製薬化学教室の川崎博士

に依頼し，アミノ酸と糖の組成を検索した．

　9．精製されたCEAのisomers（CEA－S）の抗

　　　CEA抗血清による標準曲線

　抗CEA抗血清は石川10）が作製した精製CEA

をFreund完全アジュバントに混合して成熟家兎

を免疫し，得られた抗血清を正常肺，肝および大
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腸粘膜の生理的食塩水抽出物および正常人血清に

て吸収したものを用いた．

　CEAのsingle　isomerの1251での標識は，Hunter

ら14）の方法に準じて行った．

　10．石川のCEA，　GoldのCEAおよびCEA－S

　　　の抗CEA抗血清による標準曲線

　石川10）の，CEA，　GoldのCEA（P．　Goldより

得た）およびCEA－Sの2，4，8，16，64，125，250，

500ng／ml液を作成し，これと上述の抗CEA抗

血清（3000倍稀釈）および1251－CEA－Sを用いて標

準曲線を描き，三者を比較した．

IV．成　　績

　1．Sepharose　4Bゲル濾過およびDEAEセルロ

　　ースカラムクロマトグラフィー

　大腸癌肝転移病巣875gからのPCA抽出物の

凍結乾燥粉末の重量は1160mgであった．この抽

出物をSepharose　4Bゲル濾過した後の溶出曲線

は二峰性で，CEA活性は第二峰に認められた．

このCEA活性部分を採って透析し，凍結乾燥し

た粉末の重量は226．5mgであった．

　次いでこれをDEAEセルロースカラムクロマ

トグラフィーにて溶出した結果をFig．2に示すが，

二峰性の溶出曲線が得られ，最初のピーク（non

bound　fraction）にCEA活性がみられた．この活

性部分を採り凍結乾燥した粉末の重量は96．6mg

であった．

　2．Sepharose　G－200ゲル濾過

　上述の凍結乾燥粉末をPBSに溶解し，同時に

1251－CEA液200μ1を加えた後Sephadex　G－200

ゲル濾過を行った溶出曲線をFig．3に示す．溶出

曲線は大きく分けて二峰性で第一峰には三つの分

峰がみられた．Ouchterlony法によってみたCEA

活性は主に第一峰の中心に強くみられ，同時に加

えた1251－CEAの放射能量は第一峰の後方にピー

クがみられた．この第一峰の部分（Tube　No．39

からNo．57まで）を透析し凍結乾燥した後の粉

末の重量は32mgであった．

　3．等電点電気分画法（isoelectric　focusing）

　Sephadex　G－200ゲル濾過によって得られた乾

　　10　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60　　　70　　　80　　　90　　　100　　110

　　　　　　　　　　　　　　Tube　No

Fig．2　Elution　curve　of　ion　exchange　chromatography

　　　on　DEAE－cellulose．

125
1CEA　c。unt

　　　　　　　　　　　　　　70　　　　　80
　　　　　　　　　　　　　　　　　　TubG　No
Fig．3　Elution　curve　of　gel　filtration　of　fractions　with

　　　CEA　activity　after　DEAE－cellulose　chro－

　　　matography　on　Sephadex　G－200．　CEA　activity

　　　detected　by　Ouchterlony　method　is　also

　　　demonstrated．

燥粉末32mgのうち，16mgを用いて等電点電気

分画を行った．この溶出曲線をFig．4に示す．蛋

白の濃度は多くの小さな峰に分かれたが，Fig．4

の縦の破線に示すごとく5つのpoolに分けた．

pool　No．3はちようどpH　4．5を中心とする分画

から得られ，Plowら8）のCEA－Sの等電点pI　4・5

の性状に一致する部分と考えられた．

　5つのpoolの凍結乾燥粉末の重量はそれぞれ
pool　No．1，5．12　mg，　No．2，0．96　mg，　No．3，2．7

mg，　No．4，1．55　mg，　No．5，5．66　mgであった．こ

れらをそれぞれ0．I　MPBにて1mg／mlの割合に

なるように溶解し，それぞれ1，10，50，100，200

および400倍稀釈液を作成し，Ouchterlony法に

Presented by Medical*Online



pH

11．0

10．0

9．0

8，0

70

GO
5．0　．

4，0－’－t＾’－

310

2．0

1，0

癌胎児性抗原CEAのisomeric　speciesの分離精製とそのradioimmunoassayの蹴的評価

　　10　　 20　　　30　　　40　　　50　　　60　　　70　　　80　　　90　　 100　　110

　　　　　　　　　　　　　　Tube　No．
Fig．4　Fractionation　of　extract　with　CEA　activity

　　　after　Sephadex　G－200　chromatography　by

　　　isoelectric　focusing　in　pH　3－6　ampholytes．

　　　There　are　five　major　peaks　and　they　are　divided

　　　into　five　groups　and　utilized　for　further　puri－

　　　fication　of　CEA－S．

　x1 09ジL…一
　　…○○○・…

90
0100
00
　Pool　1

品゜。

○O
　Poot　2

．，．○○。、。。

⑥
○O
　Pool　3 品゜。

○O
　Poot　5

Fig．5　Degree　of　CEA　activity　of　each　pool（Pool　1－5）

　　　demonstrated　by　Ouchterlony　double　immuno－

　　　diffusion　method　with　absorbed　antiserum　to

　　　CEA　prepared　in　our　laboratory．

てCEA活性の強さをみた結果のスケッチをFig．

5に示す．これによると各poolともにCEA活性

はあるが，pool　No．3に最も強い活性が認められ

た．

　4．超遠心分画法

　等電点電気分画法によって得た5つのpoo1を

それぞれ超遠心分画を行い，溶出した分画の密度

379

勾配，蛋白濃度および同時に添加した1251－CEA

の放射能量を測定し，作成した溶出曲線をFig．6

の（1）から（5）に示す．

　Pool　No．1からNo．5までいずれも蛋白濃度

は大小いくつかのヒ゜一クに分かれたが，1251－CEA

の放射能量は当然ながらすべて同様な二峰性の曲

線を示し，第一峰の中心は密度1．410μg／m1近傍

に位置した．Pool　No．1よりNo．5までの超遠

心分画後に溶出された分画より，Plowらの報告

にしたがって密度が1，410g／mlに相当する分画を

採り，透析した後凍結乾燥し，得られた粉末を最

終精製品とした．なおpool　No．3からは大きな

峰の前半（密度1，410g／m1の位置）と後半に分け

て採った．このpool　No．3の前半の分画は，　CEA

のheterogenous　isomersのうちで等電点分画上

pH　4．5に位置し，　CsClによる超遠心分画法では

密度1，410g／m1に位置することにより，　Plowら

のCEA－Sに相当するものである．

　なお各poo1ごとの最終精製品の重量は，　pool

No．1は0．9　mg，　pool　No．2は0．1　mg以下，　pool

No．3前半は1．77　mg，　pool　No．3後半は2．15mg，

poo1　No．4は3．15　mg，　poo1　No．5は1．47　mgで

あった．

　5．CEAのsingle　isomerの分子量

　上述のごとく，得られたpool　No．3前半の

CEAのsingle　isomerの分子量を，　SDS一ポリア

クリルアミドゲル電気泳動法により指標蛋白と

single　isomerの相対易動度（Rm）を計算し，指標

蛋白の検量線よりsingle　isomerの分子量を算出

し，Fig．7に示すごとく分子量は約185000と計

算された．なおこのCEAのsingle　isomerはSDS一

ポリアクリルアミドゲル電気泳動ではゲル内に一

本の明瞭なバンドを形成し，蛋白としてhomo－

genousであると認められた．

　6．　CEA－Sのアミノ酸組成および糖組成

　京大薬学部製薬化学教室の川崎博士に依頼して

分析されたCEA－Sのアミノ酸組成表をTable　1

に示し，同時にEdgington15）らのCEA－SとBanjo

ら7）のCEA（P1）のアミノ酸と糖組成を示す．

　これによるとアミノ酸組成は三者は互いによく
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類似しているが，著者の精製したCEA－SはBanjo

ら7）のCEA（P1）よりもEdgingtonら15）のCEA－S

に近いようである．しかし糖組成が全重量の

63．7％も占めるのに対して著者のCEA－Sは全重

Density

1．510
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1，4　3　O．．＿一＿一一一一一．．一一一一．

1．410

1．370

1．350

1β30

1．310

1，290

1．270

35　Tube　No．

Density

　1．570
　1，550

　1．530
　1．510
　1．4　90

　1，470
　1．450°・‥←一一一一一≡°“・←・一’一≡≡－

　1．430

　1，410

　1．390
　1．370－’一’…”一一“’一“→’

　1．350

　1，330

　1．310
　1．290

　1．270
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Fig．6　Final　purification　of　each　poo1（Poo11－5）for

　　　CEA－S　by　preparative　isopyknic　density
　　　gradient　ultracentrifugation　in　cesium　chloride．

量の27．7％しかなく，またN－acetyl　glucosamine

が9．5％と非常に少なくなっていた．Edgington

ら15）のCEA－Sについては糖組成の詳しい報告は

なされていない．

　7．精製されたCEA－Sの抗抗CEA血清による

　　標準曲線

　Fig．8はpool　No．3前半のcEA－sを1251で標

識し，石川10）の吸収済抗血清を用いての二抗体法

RIAによる標準曲線，および同時にpool　No・1

（①），No．3後半（⑲），　No．4（④），　No．5（⑤）の最

終精製品の標準稀釈液を用いての標準曲線を示す．

Fig．8にみられるようにCEA－sが最も強く抑制

され，等電点電気分画法によって得られた5つの
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　　・・，i1　catalase

　　　　　　　CEA－S
　　　　　l！
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Table　l　Chemical　compositions　of　auther’s　CEA－S

　　　　and　comparison　of　amino　acid　alld　carbo・

　　　　hydrate　compositions　among　auther’s　CEA－S

　　　　Edgington’s　CEA－S　and　Banjo’s　CEA（P1）．

Amino　acid　Composition＊

Amino
acid

Our　　　Edgingtoni4）　Banjo7）
CEA・S　　　CEA－S　　　CEA（P1）

　　　　　　　　　　　　　　　　Mobility｛Rm）

Fig．7　Estimation　of　molecular　weight　of　CEA－S　by

　　　　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　using

　　　　standard　protein－markers．

分画のうち，pH　4．5から遠く離れたpoo1　No．1

やpool　No．5では抑制は弱かった．これによっ

ても，pool　No．3前半の分画がもっともCEA活

性が強く，CEA－Sとしてもっとも適したもので

あることが認められた．

　8．石川のCEA（CEAI），　GoldのCEA（CEAG），

およびCEA－Sの抗CEA抗血清による標準曲線

　1251標識CEA－S，吸収済抗血清（3000倍稀釈液），

CEA－S，石川10）のCEA（CEAI），およびGoldか

ら提供されたCEAlo）（CEAG）を用いて，二抗体

法RIAによるCEAI，　CEAG，およびCEA－Sの

標準曲線を作成し，三者の免疫活性を比較した．

Fig．9にその成績を示すが，　CEAIとCEAGは同

程度に強く抑制され，50％のcompetitive　inhibi－

tionを来たす濃度でみると，　CEA－Sは両者にく

らべて免疫活性はおよそ1／4～1／6であると計算さ

れた．

V．考 案
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＊mole　percentage　of　individual　amino　acid　as　a　portion

　of　the　protein　content　of　the　CEA・S　or　CEA．

Carbohydrate　Composition＊“

Our
CEA－S

Banjo7）

CEA（PI）

Sialic　acid

N－Acetylglucosamine

N－Acetylgalactosamine

Neutral　Sugar

not　detected

　　9．5

not　detected

　　　　Fucose

　18．2Mannose
　　　　Galactose

6．3

24．9

3．1

7．7

8．9

12．8

　CEAはGoldおよびFreedman1）が結腸癌組織

および人の胎児期の消化管組織の過塩素酸（PCA）

抽出物中に見い出した癌関連物質である1・2）．

＊＊ percentage　of　individual　monosaccharide　as　a　por－

　tion　of　the　total　weight　of　CEA－S　or　CEA．

　CEAの精製法は最初Krupeyら3）が結腸癌組

織のPCA抽出物をpaper　block電気泳動，　Seph－

adex　G－200ゲル濾過を用いて行っていたが，その

後PCA抽出，　Sephadex　4Bゲル濾過，　Sephadex

G－200ゲル濾過およびSephadex　G－25　block電気

泳動によって精製し16），現在この方法が一般的に

用いられている．さらにこのほか，免疫吸着法，

concanavalin　A　Sepharose　aMnity　chromatography，

3MKC1抽出法などを用いて抽出精製する方法
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E／TCat・）

　　　i≡≡ミミミミ＼＼①

　　　1　　　　2　　　4　　　　8　　　16　　　32　　　64　　　125　　250　　500ng倫t

Fig．8　1nhibition　curves　of　final　products　from　each

　　　pool　using　double　antibody　radioimmunoassay．

B’T（°’・）

　　　　　　　　　　16　　32　　64　　125　250　500nglmt

Fig．9　Comparison　of　inhibition　curves　of　radio－

　　　immunoassay　made　by　auther’s　CEA－S，　con・

　　　ventional　CEA（CEAI）and　Gold’s　CEA．

も用いられている17・18）．しかしこれらの方法によ

って精製されたCEAの物理化学的性状は報告者

によって多少異なり，分子量は16万～20万，沈降

定数は4．1S～10．1　Sと幅があり，またアミノ酸組

成には余り差はみとめないが糖組成には部分的に

大差が見られている19・20）．これらはCEAを精製

するのに用いた原材料の相違，精製法の相違など

によると考えられている．

　次に，精製されたCEAはさらに等電点電気分

画法やCsClによる密度勾配を用いた超遠心分画

法などによっていくつかのpeakに分かれること

が示され4・5），これらは物理化学的性状やCEA抗

血清に対する反応性がわずかであるが異なってい

ることが報告4）されていた．

　PlowおよびEdgington8）はそれまでに報告さ

れていた分離精製法のすべてを組み合わせた方法，

すなわちPCA抽出，等電点電気泳動法，　Sephadex

G－200ゲル濾過，DEAEセルロースクロマトグ

ラフィー，Sephadex　2Bによる免疫吸着法，　CsCl

による密度勾配超遠心分画法によってCEAを精

製分離し，免疫化学的分析によりこれをCEAの
‘‘ahomogenous　isomeric　species”とし“CEA－S”

と命名した．このCEA－Sの物理化学的性状は分

子量181000，等電点pI　4．5，沈降定数6．6　S，密

度1．41g／m1であると報告した8）．さらにこの

CEA－SのRIA法によって各種疾患々者の血清

CEA－S値を測定し，　CEA－SはCEAよりも癌特

異性が高く，かつ消化器系癌特異性が高いと報告

した9’21）．

　石川10）ならびに著者らは先にGold1’3）らの方

法に準じてCEAを精製してその二抗体法法RIA

を確立し，各種疾患々者の血清CEA値を測定

し，その臨床的意義を追求しいくつかの知見を得

た10～12）．

　しかしながら現在のCEA測定系では，癌診断

の立場からは非腫瘍性疾患での偽陽性率が高く，

またα一fetoproteinやprostatic　acid　phosphatase

のような高い臓器特異性がみられないことから，

特に消化器系癌に特異性の高いtumor・markerの

出現とそのin　vitro　RI測定法の開発が望まれて

いた．

　そこで著者はPlowおよびEdgington8）の方法

に準じてCEAをさらに精製した．著者の精製法

はFig．1に示すごとく，　PCA抽出，　Sepharose　4

Bゲル濾過，DEAEセルロースカラムクロマト

グラフィー，Sephadex　G－200ゲル濾過，等電点

電気分画法，密度勾配超遠心分画法の順に行い，

PlowおよびEdgingtonの精製順序とは異なる．

精製順序の変更は，CEA－Sの精製は従来のCEA

精製法に次いで等電点電気分画法や密度勾配超遠

心分画法を加えていけば良いと考えたためと，等

電点電気分画法の1回の操作で使用できる蛋白量
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は5～20mgであり，　PCA抽出物（1160　mg）を

Plowらのごとく直ちに等電点電気分画法を行え

ば頻回の操作と多量のampholineを使用しなけ

ればならず，この操作と費用を軽減させたためで

ある．

　まず大腸癌肝転移病巣組織8759からPCA抽

出後の凍結乾燥粉末は1160mgであり，Sepharose

4Bゲル濾過後では2265　mgであり，さらに

CEAEセルロースカラムクロマトグラフィー後

では96．6mgであった．

　次にSephadex　G－200ゲル濾過では，　DEAEカ

ラムクロマトグラフィー後の乾燥粉末の溶液と，

石川11）が作成した1251－CEAを同時に投与し溶出

させた溶出曲線をFig．3に示したが，蛋白の曲

線は二峰性を示し，Ouchterlony法でみたCEA

活性は第一峰にみられ，1251標識CEAは蛋白の

第一峰の後部にピークとなる幅広い一峰を示した．

以上よりこの第一峰は粗精製CEA品とみなされ

ると考えられる．

　ここで得られた乾燥粉末（32mg）の溶液をカラ

ム等電点電気分画を行ったところ，Fig．4に示す

ごとく，大別して5つの峰に分かれ，これらを

No．1～No．5のpoo1とした．これらはFig．5に

示すごとく，いずれもCEA活性を有し，このう

ちpool　No．3の峰はちょうどpH　4．5±0．2の範

囲に含まれた．これはPlowおよびEdgingtonが

行った等電点電気分画でのpH　4．5の峰の分画に

相当すると考えられた．

　No．1からNo．5までの5つのpoo1をCsC1
を用いた密度勾配超遠心分画を行った結果では，

Fig．6（1）～（5）に示すごとくpool　No．1，　No．2

およびNo．5は小さな峰が多発する複雑な溶出曲

線となったが，pool　No．3とNo．4は一つの大

きな高い峰を有する曲線となリ，峰の頂点はPlow

およびEdgington8）のCEA－Sの密度1．41　g／m1に

相当する部分に一致した．Pool　No．3では，

1，410土0．010g／m1の密度に相当する峰の前半と，

密度1，400g／ml以下の峰の後半部分とに分けて採

った．

　著者の精製法ではimmunoabsorbantによる
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blood　group　AおよびBantigenの吸着法は行っ

ていないが，pool　No．3前半をPlowおよび

Edgington8）のCEA－Sに相当するものとして

CEA－Sとした．

　したがってCEA－Sはこれまでの精製CEAの

heterogenousなもののうち，　pH　4．5，密度1，410

9／mlに相当する部分である．分子量は著者が行

ったmarker　proteinsを用いたSDS一ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動法によれば，およそ185000

と計算された．これはPlowおよびEdgington8）

のCEA－Sの分子量181000にほぼ近似した値が

得られ，本法による分子量測定法の精度からみ

てほぼ満足できる成績と考えられる．またこの

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって，

著者のCEA－Sは単一の明瞭なバンドを形成した

ことにより，蛋白としてはhomogenousである

ことが認められた．

　CEA－Sのアミノ酸および糖粗成については，

アミノ酸組成はPlowおよびEdgingtonのCEA－S

とよく近似しており，aspartic　acid，　glutamic　acid，

serineなどが比較的多く，　metionineおよび

cysteineは検出されなかった．糖組成は著者の

CEA－Sでは全重量の27．7％しかなく，　Banjo7）

のCEA（P1）の63．7％と比較して非常に少なくな

っており，sialic　acidやN－acetyl　galactosamine

は検出されなかった．またN－acetyl　glucosamine

は5．9％含まれているが，Banjo7）のCEA（P1）に

くらべて1／3近くになっている．なおA型物質に

特異的な抗原決定基であるとされているN－acetyl

galactosamineが検出感度以下であったことは，

著者のCEA－SにはA型物質は含まれていないと

推定されるが検証は行っていない．

　等電点電気分画法で得られたpool　No．1から

No．5の5つの蛋白のうち，密度勾配超遠心分画

法によって密度1，410g／m1の部分を採った最終精

製品（CEA－S，　pool　No．1，pool　No・3後半，　pool

No．4，　pool　No．5）の抗CEA抗血清による標準

曲線では．CEA－Sがもっとも強く抑制され，　pH

45から遠く離れたpoo1　No．1およびNo・5では

抑制は緩やかであった．
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　またCEAI，　CEAGとCEA－Sの免疫活性を比

較するために三者の標準（抑制）曲線を作成したと

ころ，三者はほぼ平行したが，CEAIとCEAGは

CEA－Sにくらべて強く抑制された．　CEAIと

CEAGのCEAの免疫活性は同程度で，　CEA－S

は両者にくらべておよそ1／4～1／6程度のCEA活

性であると計算された．このCEA－SのCEA活

性の低下は，CEAよりさらに精製過程が加わっ

たため，その過程でのCEA活性の損傷によるも

のと考えられるが，PlowおよびEdgington8）が

CEA－SとCEAの免疫活性は5．26倍の差がある

としたのに近い成績が得られた．

　以上より，最終的に得られたCEA－SはCEA

抗原性を有し，従来のheterogenousなCEA精

製品のうち等電点pI　4．5，密度1，4109／m1の糖成

分の少ない糖蛋白質であり，PlowおよびEdging－

tonの言うCEA－Sに近いCEAのisomerである
と結論された．

VI・総括ならびに結論

　1）大腸癌肝転移病巣より，過塩素酸抽出，

Sepharose　4Bゲル濾過，　DEAEセルロースカラ

ムクロマトグラフィー，Sephadex　G－200ゲル濾

過，等電点電気分画法および超遠心分画法によっ

てCEAのsingle　isomer（CEA－S）を分離精製し

た．

　2）CEA－Sは従来のCEAのうちpI　4．5，密度

1，410g／m1に相当するisomerで，分子量は約

185000であった．

　3）CEA－Sのアミノ酸組成は，　Plowおよび

EdgingtonのCEA－Sと近似しており，糖組成は

全重量の27．7％と少なく，Sialic　acidやN－acetyl

galactosamineは検出されなかった．

　4）著者のCEA・Sは，石川のCEAおよび

GoldのCEAにくらべて約1／4～1／6のCEA活
性であると計算された．

　5）以上より著者のCEA－Sは，　Plowおよび

EdgingtonのCEA－Sに近いCEA　isomerのであ

ると考えられた．

　稿を終るに臨み，終始直接御指導いただきました浜田

哲博士（現天理よろず相談所病院内分泌内科）および御桟

閲いただきました鳥塚莞爾教授（京大核医学講座）に深く

感謝の意を表します．また研究に御協力いただきました

石川演美博士（現筑波大学臨床医学系放射線医学）に御礼

申し上げます．
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Summary

1　lsolation　of　an　Isomeric　Species　of　Carcinoembryonic　Antigen

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（CEA）：CEA－S

Masao　YosHII

Deρa〃’11e〃’（）f　Radiologγ　and　Nuclearルledicine，　Kyoto　Universitγ，　Schoo／Cゾルfedici〃e

　　Asingle　isomeric　species　of　carcinoembryonic

antigen　was　isolated　by　extraction　of　tumor　tissue

of　metastatic　liver　cancer　from　colon　adeno－

carcinoma，　with　1　M　perchloric　acid（PCA）f（）110wed

by　Sepharose　4B　gel　filtration，　DEAE　cellulose

chromatography，　Sephadex　G－200　gel　filtration，

isoclectric　fbcusing　and　isopyknic　density　gradient

ultracentrifugation．　The　final　product，　representing

apProximately　O．31％of　the　PCA　soluble　glyco－

protein　of　the　tumor，　showed　a　single　discrete　band

in　SDS　polyacry｝amide　gel　electrophoresis　and　was

estimated　to　havc　a　molecular　weight　of　about

185000．　This　single　species　of　CEA，　CEA－S

represent　a　density　of　1．41　mg／g　in　cesium　chloride

and　an　isoelectric　point（pI）of　4．50f　heterogenous

conventional　CEA．　Amino　acid　compositions　of

the　CEA－S　share　27．7％in　weight　of　total　weight

and　are　lack　of　sialic　acid　and　N－acetyl　galactosa－

mine．　Competitive　inhibition　analyse　demonstrated

the　CEA－S　had　about　one－fifth　of　reactivity　to　anti

CEA　antiserum　compared　to　conventional　CEA．

　　Thus　the　CEA－S　is　considered　to　represent　an

isomeric　species　of　CEA　and　to　be　similar　to　Plow’s

CEA．S．

　　Key　words：　CEA，　CEA－S，　Heterogeneity　of

CEA．
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