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担癌マ ウスの低密度 リポタンパ ク質に関する研究
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第1章　 緒 言

抗原 抗 体反 応 に も とづ く沈 降 線 の検 出に よ り,低

密 度 リポ タ ンパ クの抗 原 性 が知 られ35),免 疫 電 気 泳

動 法1) 2)や 免疫 拡 散法1)に よ り,リ ポ蛋 白の純 度 の検

定 が行 な わ れ る. Gitlinら36)は 螢 光抗 体 法 に よ つて

β-リ ポ タ ンパ クが血 漿 アル ブ ミ ン, α-グ ロ ブ リン,

 β金 属 含 有 グ ロブ リンや フィ ブ リノー ゲ ン と と もに,

広 くヒ トの組 織 に分 布 して い る こ とを認 め, Levine

ら37) 38)は, double diffusion reactionに よ り,リ ポ

タ ンパ クが抗 原 と して 作用 す る こ とを 報 告 してい る.

只 友3)は,マ ウ スEhrlich腹 水 癌 移 植腫 瘤 の 低 密度

リポ タンパ クを もちい て,そ の抗 原 性 につ い て 報告

し,そ の 低 密度 リポ タ ンパ クに よ り感 作 され た マ ウ

ス血 清 グ ロブ リンが 細 胞培 養 器 中で腫 瘍 細 胞 の増 殖

を 抑 制 す る こ とを 証 明 して い る.

私 は, Ehrlich腹 水癌 移 植 マ ウス の 血 清,肝,脾

お よ び腫 瘍 か ら低 密 度 リポ タ ンパ ク(以 下LDLと

略 す)を 分 離 し,正 常 マ ウスのLDLと その 生 化学

的性 質 お よび脂 質 につ い て比 較 検 討 を お こな つ た.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験 動 物

実 験 動物 に は, dd系 雄 マ ウ ス(藤 井 医 化 学 試 験

動 物 取扱 所 よ り購 入)生 後3～4週 で,体 重15gr,

前 後 の もの を 使用 し,飼 料 は オ リエ ンタル 酵 母工 業

株 式 会 社の 実 験動 物 用 固形 飼料 を 使 用 した.実 験 に

もちい た腫 瘍 は岡 山 大学 癌 源 研究 所 よ り分 与 され た

Ehrlich腹 水 癌 細 胞で, JTC1132)と して株 化 され た

もので あ る.こ の腫 瘍 細 胞 をdd系 雄 マ ウ ス, 50匹

の 背部 皮下 に, 1匹 あ た り約500×104個 を 移 植 し,

 10日 後,示 指 頭 大 か ら拇指 頭大 に な つ た腫 瘍 を剔 出

使 用 した.

第2節　 実験 材 料

正 常 マ ウス は, Ehrlich腫 瘍 移 植 に もちい た マ ウ

ス と同 日生 れの もの で,そ の血 清,肝 お よ び脾 を,

担 癌 マ ウス は,血 清,肝,脾 お よび腫 瘤 を 用 い た.

第3節　 試 料 の調 製

肝,脾 およ び腫 瘤 か ら, LDLの 試料 を 抽 出 した,

す な わ ち,表1の ご と く,ク ロ ロホル ム麻 酔下 に,

肝,脾 お よび腫 瘤 を 剔 出 し,湿 重量50gr.に 対 し,

 0.9% NaClを 含 む0,01M phosphate buffer 100ml

の割 合 で, homogenizerに てhomogenizeし た の ち,

卓 上 型 遠心 機(型 式: FT9S,電 気 遠 心 沈 澱 機,久

(表1)

Sample preparation for LDL from tissues
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保 田製 作所)に て, 13,000×g, 20分 遠 沈 した.す

な わ ち,こ の段 階 に お け る上 清 に は,有 形 細 胞,細

胞 破 片,核 は 含 まれ て い な い.さ らに この上 清 を10

×104×g(日 立 分離 用 超 遠 心機: 40P型 を 使 用)

120分 で 超 遠 心 す る こ と に よ り, microsomeお よび

mitochondria分 画 は 沈澱 し上 清 は組 織 可 溶性 のLDL

を 含 む血 清 に近 い状 態 に あ る と 考 え, LDLを 分離

す る試 料 と した.

第4節　 低 密度 リポ タ ンパ クの 分離

硫 酸 デ キス トラン沈 澱 法4) 34)に よ り,血 清 お よ び

第3節 で 抽 出 した試 料 か らLDLを 分 離 した.す な

わ ち表2に 示 した方 法 で,試 料10mlに10% dextran

 sulfate Mw2×105(Pharmacia uppsala , Swedenよ

り購 入)を0.2mlの 割 合 で加 え,つ づ いて1M CaCl2

を加 え る と,試 料 は直 ちに 白濁,沈 澱 を生 じ る.数

時 間放 置後 卓上 型 遠 心 機 にて, 5,450×g 10分 間遠

心 す る.そ の上 清 を 捨 て,沈 渣 を5% NaClに 溶解,

 CaCl2お よ び水 を 加 え て数 時 間放 置後,さ らに5.450

×g 10分 間 遠 心 す る.こ の 段 階 で の 沈渣 は, β-lipo

protein-dextran sulfate complexを 形 成 し て い る.

この 沈 渣 に蓚 酸 ソー ダ, NaClお よ びprotamin sul

fateを 加 え,充 分 混 合 した の ち遠 沈 し, β-lipoprotein

を 分 離 した.

第5節　 disc electrophoresis11)～16)

a)装 置

ミツ ミ科 学産 業 株 式 会 社 よ り市 販 され て い るデ ィ

ス ク電 気 泳 動 装 置 を使 用 した.泳 動 用 ガ ラス管 は,

内 径5mm,長 さ80mmの もの を 使 用 した.そ の ほ

か主 な もの と して,ガ ラス管 立 て(ガ ラス管 の下 端

が密 閉 され るよ うに 作つ た もの)ゲ ル調 製 用 注射 器

(10～20ml用)ポ リエチ レ ン チ ュー ブ,ゲ ル 取 出 し

用 金 属 製 針,螢 光 灯(20W)脱 染色 用 ガ ラ ス管(内

径8mm,長 さ80mm)脱 染 色 時 使用 す る ビ スキ ング

チ ュ ーブ(脱 染 色 用 ガ ラ ス管 の下 端 を 塞 ぐた め に使

用)

b)試 薬

(表2)

Isolation of LDL with Destran Sulfate
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acrylamide monomer(生 化 学 工 業 株 式 会 社)

N, N, N, N-tetramethyl-ethylenediamine(TEMED)

重 合 促進 剤(東 京 化 成工 業 株 式 会 社)

N, N-methylenebis-acrylamide(BIS)架 橋 剤(和

光 純 薬 株 式会 社)

riboflavin光 重 合 用 触 媒(和 光 純 薬)

過 硫 酸 ア ン モ ニ ウム　 重合 用 触 媒(和 光 純 薬)

glycine(和 光純 薬)

amido black 10B(第 一 化学 薬 品)

sudan black B (E. Merck AG. Darmstadt)

保 存 溶 液,使 用 液,電 極槽 用 緩 衝 液 につ い て は表

(表3)

1.保 存溶 液

2.使 用 液

3.電 極槽用緩衡液

3に 示 した.

脱染色用溶液: 7%酢 酸溶液をもちいた.

そのほかの試薬は,す べて試薬特級を使用した.

c)操 作法

I)分 離用ゲルの調製

ガラス管をゴム栓つきのガラス管立てに垂直に立

て,新 しく作つた分離用ゲル溶液を表3に 示 してあ

る割合でポ リエチレンチューブをもちいて注射器に

吸取 り,よ く混合する,次 にチューブを通 してガラ

ス管に静かに注 ぐ,酸 素との接触は重合を阻害する

から,溶 液の上面を蒸留水で覆う, 1/4皮 下針をも

ちいて静かにガラス管壁に沿つて水を重畳する,水

層は3～4mmの 高 さとした.こ れを螢光灯下に光

重合せしめた,ガ ラス管と螢光灯との距離は約8cm

に保つた.重 合には数時間を要した.

II)濃 縮用ゲルの調製

分離用ゲルの光重合が終ると,ガ ラス管内の水を

捨て,少 量の濃縮用ゲル溶液で管内を洗つたあと,

分離用ゲルの上に静かに濃縮用ゲル溶液を加え(約

8～9mmの 高 さ)上 面を水層で覆う,重 合までに

約20分 を要した.

III)試 料用ゲルの調製

濃縮用ゲルの重合が終ると管内の水を捨て試料用

ゲル溶液(表3参 照)0.3mlに,各 試料(第2章,

第4節 で述べた方法により分離したLDL)を タン

パク質量として約300μgを 加えた,こ の溶液0.15ml

を濃縮用ゲルの上部にのせ,重 合をおこなつた,重

合には30～60分 を要した.

IV)電 気泳動

試料用ゲルの重合が終ると,ガ ラス管立てから,

ガラス管をはずし,電 気泳動装置の上部電極槽の底

に取りつけたゴム栓の穴に垂直にさしこみ,上 下両

電極槽に緩衝液(表3参 照)を 入れ,電 極は,上 を

プラス,下 をマイナスとし, 2℃,泳 動時PH2.3の

条件下で泳動を開始 した.電 流はガラス管1本 あた

り, 2.5mAで 約90分 泳動した.

V)ゲ ルの染色

泳動終了後,ガ ラス管を上部電極槽からとりはず

し,水 を満した水槽中に移 し,水 中でガラス管から

ゲルを取り出した,取 り出したゲルを染色液(amido

 black 10B液)に 浸 し一昼夜放置した.

Sudan black Bに よる泳動前染色20)

1.染 色液: 0.1gr.の ズダーン黒Bを1mlの 酢

酸エチルに室温で溶解し,こ れに9mlの プロピレ

ングリコールを加える.
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2.染 色:泳 動 用 試 料 に1の 液 を5:1(v/v)の

割 合 で加 え 充 分 か くはん,振 盪 後, 15分 間遠 心 し過

剰 の色 素 を 除 い た.以 上 の 処 置 のの ち 電気 泳 動 を お

こな つ た.

VI)脱 染 色

染 色 したゲ ルを 脱染 色 用 ガ ラス管 に 入 れ,下 端 を

ビ スキ ン グチ ュー ブで 覆 い,上 部 電 極 槽 に 泳動 用 ガ

ラ ス管 を と りつ けた と同 じ要 領 で と りつ け,上 下 両

電極 槽 に7%酢 酸 溶 液 を 入れ,下 の 電 極 を プ ラ ス,

上 を マイ ナ ス と して 泳動 を開 始 し た.管 あ た り10

mAの 電 流 を 通 じた.自 然 脱 染 色で は脱 染 色 に 数 日

を要 した.

第6節　 脂 質 の抽 出

Folch5)の 方 法 に したが つ て,分 離 したLDLの20

倍量 のchloroform: methanol(2:1 v/v)に て 脂

質 の柚 出を お こない,一 部 は定 量 に,一 部 は50℃

のwater bath中 でN2ガ スの もとに 蒸 発 乾固 させ,

脂 質 をchloroformに 溶 解 し,薄 層 ク ロマ トグ ラ フ

ィ一 の試 料 と した.ま たcholesterolの 定 量 に もち

い た.

第7節　 脂 質 お よ び蛋 白質 の 定量

a)総 脂 質 の定 量

Joseph H. Bragdonの 方 法6)に した が い,第2章

第6節 で えた 試料(抽 出 した脂 質)を, 25mlメ ス

フ ラス コに 入 れ, 50℃ のwater bath中 でN2ガ ス

flowの も と に乾 固,こ れ に 試薬(20gr. k2Cr2O7を

1,000ml H2SO4に 溶解 した もの)10mlを 加 え100°

C, 30分 間 加 温 の の ち,蒸 溜水 を加 えて25mlと し,

ベ ッ クマ ン型 分 光 光 度 計(島 津 光電 分 光 光度 計QR-

50型)で 対 照 と比較 し,波 長580mμ で比 色定 量 し

た.な お 標準 曲 線 は, palmitie acid, cholesterolお

よびtristearinを も ちい て 作成 した.

b)リ ン脂 質 の定 量

Fiske-Subbarow変 法7)～9)に した がつ て, Folch抽

出液 を灰 化 ビ ンの 中で50℃, water bath中 で, N2

ガスflowの もとに 乾 固,こ れ に モ リブデ ン酸 ア ン

モ ンを飽 和 した70%過 塩 素 酸0.4mlを 加 えて加 熱 し

灰 化 す る,冷 却 後蒸 溜 水2.0mlを 加 え, 10分 間 沸騰

加 熱 した の ち再 び 冷却 し, 25%モ リブ デ ン酸 ア ンモ

ン0.3mlお よ び10%ア ス コル ビ ン酸0.3mlを 加 え

て よ く振 盪 し, 38℃ の恒 温 槽 中で, 2時 間 放 置 す

る.つ いで2,000rpm. 10分 間 遠 心 分 離 し,青 色 の

上 澄 液 を ベ ッ クマ ン型 分 光度 計 にて 波 長820mμ で

対 照 と比 較定 量 し, 25を 乗 じて39)リ ン脂質 の 量 と し

た,な お,標 準 曲線 はKH2PO4を も ちい て あ ら か

じめ作 成 した.

c)蛋 白質 の定 量

micro-Kjeldal法10)に した が い,第2章,第4節 で

え た試 料 に 濃 硫酸0.1mlを 加 え 灰 化 し,蛋 白質 中

の 窒素 をNH4HSO4に し, NaOHで 中和 して, NH3

に変 えNessler試 薬(和 光 純 薬)に て発 色 し,ベ ッ

クマ ン型 分 光 光度 計 に て,波 長420mμ で 対 照 と比

較定 量 し,え たN量 に 系数6.25を 乗 じて39)蛋 白質 量

と した,な お 標準 曲線 は, (NH4)2SO4を も ち い て

作成 した.

d)総 コレ ス テ ロー ルの 定 量

Schoenheimer-Sperryの 方 法17)に したが い,第2

章,第6節 で えた 試料 に氷 酢 酸2.0mlを 加 え,遮 光

した25℃ の水 槽 中に お き,あ らか じめ 作成 して い

た冷 無 水 酢 酸 化H2SO4液 を4ml加 え,充 分 振盪 し,

 25℃ の 水槽 中 に27分 間 放 置後, 10分 以 内 に ベ ッ ク

マ ン型 分 光光 度 計 を使 用 し,波 長620mμ で比 色 定量

した.な お,標 準 曲線 は, cholesterolの 純 品を もち

い て作 成 した.

第8節　 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー

固定 相: Merck製gieselgel G 45gr.に,蒸 溜水

90mlを 混 じ, 20×20×0.05cmの 薄 層板 を 作成,

 110℃, 30分 間加 熱 活 性 化 したの ち使 用 した.

展 開試 料:第2章,第6節 でえ た 薄 層 クロ マ トグ

ラ フィ ーの 試 料をmicrosyringeに て,各 試 料 と も

総 脂質 量 と して0.01mgを 薄 層板 下 縁 か ら2.5cmの

位 置 に1cmの 線状 にspotし た. spot相 互 の間 隔

は, 1cmと し物 質 の 混 入 を防 い だ.ま たRf値 を

も とめ るた め,標 準物 質 と して, cholesterolとleci

thinを もち いた.

展 開溶 媒:リ ン脂 質 の分 離 には, chloroform:me

thanol:water(65:25:4v/v)を 使用 し,展 開 に

先 だ ち,薄 層 板を 室 温 中,約1.5時 間飽 和 させ た.

総 脂質 の分 離 に はpetroleumether:ethylether:ace

tic acid(60:40:1v/v)を 使 用 し,室 温 中約30分

間 展 開槽 を 飽 和 させ た.

発 色:展 開 後 の薄 層 板を 風 乾 した の ち, 5%モ リ

ブデ ン酸 ア ンモ ン を含 むethanol溶 液 を薄 層 板1板

につ き約3mlあ て一 様 に噴 霧 し, 120℃ 10分 間加

熱 して発 色 を お こな つ た.

第3章　 実験 成 績

第1節　 LDLの 化 学 的 性質

第1図 は分 離 したLDLに,密 度1,063の 塩 溶 液

を加 え, 51,200rpm. 26℃ で超 遠心 分 析18) 19)を お
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第1図

Ultracentrifugal Analysis of β-Lipoprotein

Sf=5.9 at 26℃

51,200rpm at 30min. Solution Density 1,063g/ml

こな つ た もので,回 転 数が51,200rpmに 達 した後,

 0, 6, 12, 22, 30, 38分 に撮 影 した. Sfは5.9で あ

り, Lindgrenら22)に よ る 超 遠 心 で え られ た デー タ

に よれ ば,分 子 量 は130×104と 推 定 され る.

第2図 は, LDLの 吸 光 度 曲線 で あ り,極 大260mμ,

極小229mμ を 示 して い る,

第2図

エー ル リ ッヒ腹 水癌 腫 瘤LDLの 吸 光 度 曲線

第3図 は,正 常 マ ウス の肝 よ りえ た 組 織 のLDL

をpolyacrylamideを 支 持 体 とす るdisc electrophor

esisに よ り分離 した もの で,左 にsudan biack Bに

よ る泳 動 前染 色20)に よ り脂質 の染 色 が み られ,右 に

amido black 10Bに よ る泳動 後 染 色 に よ り蛋 白部 分

の染 色 を示 して い る.同 一 部 に脂 質 お よ び蛋 白質 の

染 色 され た1本 の バ ン ドが 認 め られ る.

第3図　 Disc Electrophoresis of LDL

a: Sudan black Bに よ る 泳 動 前 脂 質 染 色

b: Amido black 10Bに よ る 泳 動 後 蛋 白 染 色

第4図　 Disc Electrophoresis of LDL

1. Normal serum

2. Serum of tumor bearing

3. Normal liver

4. Liver of tumor bearing

5. Normal spleen

6. Spleen of tumor bearing

7. Tumor

第4図 は, disc electrophoresisに お け る 血 清,肝

お よび 脾 のLDLの 正常 と担癌 との 比 較で あ るが,

いず れ も正 常 のLDLよ り,担 癌 のLDLの 方 が易

動 度 は小 さ い.す な わ ち,正 常 マ ウス の 血 清LDL

の易 動 度 は1.85×10-5cm2volt-1sec-1で あ り,担 癌

マ ウス血清 のLDLは, 1.66×10-5cm2volt-1sec-1で

あ る ．正 常 マ ウ ス肝LDLの 易 動度 は, 1.85×10-5

cm2volt-1sec-1で あ り,担 癌 マ ウ ス肝LDLは 1.57×

10-5cm2volt-1sec-1で あ る.腫 瘍 か ら とつ たLDLの

易動 度 は1.31×10-5cm2volt-1sec-1で,他 臓 器 の易 動
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度に比 しかなりの差がみられる.

第2節　 LDLの 化学的分析

a)組 成表4は 分離したLDLの 蛋白質と脂質 と

の割合を示 したもので,血 清では,脂 質が約75%を

占め,肝 および腫瘍では,脂 質が約70%を 占めてい

る.こ の値は, Hillyardら40)が 超 遠心法を もちい

てlipoproteinの 各分画の組成を分析 したもの と近

似している.

(表4)

LDLの 蛋 白質と脂質の割合

b)脂 質 に つい て

第5図 は第2章,第4節 で えれLDLか ら脂 質 の

抽 出を お こな い総 脂質 を,薄 層 クロ マ ト板上 に 展開

した も ので あ る. Rf値0.02の スポ ッ トに は,血 清

お よ び腫 瘍 のLDLに おい て リン脂質 が検 出 され る

が,肝,脾 で は ご く僅 か に み られ る に す ぎ な い.

 Rf=0.31の スポ ッ トは,標 準 と したcholesterolに

第5図

Thin-Layer Chromatography of Mice ƒÀ-Lipoproteins

1. Control

2. Normal serum

3. Serum of tumor bearing

4. Normal liver

5. Liver of tumor bearing

6. Normal spleen

7. Spleen of tumor bearing

8. Tumor

Petroleum Ether: Ethyl Ether: Acetic Acid
 60:40:1

一 致 して い るが ,血 清,肝 お よび脾 に おい て は,担

癌 体 に 多 量 にみ とみ られ る.腫 瘍 そ の もの の 含量 は

血 清 に 比 べ1/10の 減少 が み られ る, Rf=0.50の ス

ポ ッ トは, fatty acidと 考 え られ るが,肝 で は 正 常

マ ウス よ りも担 癌 マ ウスの 方 に 多量 に検 出 され る.

腫 瘤LDLのfatty aeidの 含 有 量 は,肝,脾 に 比

べ て約10倍 の含 量 が 認 め られ る．

Rf=0.75は 主 と して, cholesterol esterと 考 え ら

れ る.血 清 で は,正 常,担 癌 の 間 に有 意 の 差 は認 め

られ な い が,肝 で は,担 癌 の 方 が正 常 に比 べ て多 い.

腫 瘍 のLDLで は, cholesterol esterとtriglyceride

が 接 近 して い るが,最 先 端 の物 質 はRf0.81以 上 で

triglycerideと 考 え られRf0.75でcholesterol ester

が 僅 か に認 め られ る.

第6図 は, LDLの リン脂質 を薄 層 板上 に 展 開 し

第6図

Thin-Layer Chromatography of Mice ƒÀ-Lipoproteins

1. Control

2. Normal serum

3. Serum of tumor bearing

4. Normal liver

5. Liver of tumor bearing

6. Normal spleen

7. Spleen of tumor bearing

8. Tumor

Chloroform: Methanol: Water

 65:25:4

た もの で あ る. cholesterolお よびlecithinの 純 品を

対 照 と して 展 開 した.最 先 端 の ス ポ ッ トは 殆 ん ど

Rfがcho1estero1よ り高 い 物質 と考 え られ る.こ の

Rfよ り推定 した 結果, Rf=0.62はcephalin, Rf=

0.25 lecithin, Rf=0.12 sphingomyelin, Rf=0.07

 lysolecithinと して検 討 を 加 え た,こ の デ ン シ トメ

トリーに て,腫 瘍,血 清 お よ び肝LDL中 め各 種 リ

ン脂 質 の総 リン脂質 に対 す る百分 率 を グラ フ に示 し

た ものが 第7図 で あ る.正 常,担 癌 血清 のLDLで
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第7図

Phospholipids in Mouse Low Density Lipoprotein

は, cephalinお よびlysolecithinと も に 有 意 の差 は

認 め られ な い. lecithinに つ い て み る と,担 癌 血 清

のLDLで は,正 常 に 比 して含 有 量 は ほぼ2/3に 減

し, sphingomyelinは3倍 の増 加 を示 して い る.

担癌 の肝LDLで は,正 常 よ りlecithinの 含有 量 が

約8%少 な く, cephalinの10%増 加 が み られ る,腫

瘍LDLで は,他 の正 常 組織LDLと 比 べ て, leci

thin sphingomyelinの 含 量 が1/2～1/4に 減少 し,逆

にcephalinが 約75%を 占め て い る,す なわ ち,腫

瘍LDLで は 正 常血 清,肝 の 含 有比 に対 しcephalin

の含 有 比 は2倍 を 示 して い る.

表5はcholesterolに 対 す る リン脂 質 の 割 合 を 示

した もの で あ るが,血 清LDLで は正 常 に比 して担

癌 の リン脂 質 の 含有 比 が 減少 し,肝 に お いて もや は

り担癌 に おい て リン脂 質 の 減少 が み られ る.腫 瘍 で

(表5)

LDLのcholesterolとphospholipidの 割 合

(表6)

単位蛋質量に対するリン脂質量の割合

は比較の対照となるものがないが, cholesterol対 リ

ン脂質の含有比が血清,肝 に比して リン脂質の含有

比が大(約3倍)で ある.

表6は 単位蛋白に対するリン脂質含量の割合を示

したものである,血 清LDLで は,や はり担癌の方

が正常より約1/3の 含有比の減少を示している.腫

瘍組織のLDLで は,単 位蛋白質に対するリン脂質

の含有比が著明に減少している.

第4章　 考 案

1929年Macheboeuf21)は ウマ血清より脂質と蛋白

質との結合体として一定組成を有するものを分離し,

 lipoproteinの存在が明らかにされた.そ の後血清の

リポタンパクについての報告は枚挙にいとまがない,

組織中でも多 くの脂質が,リ ポタンパクの形で存在

し,細 胞成分の構造保持,あ るいは機能の発揮に密

接な関連を有することがしだいに明らかにされつつ

あるが,そ れらの分離法,あ るいは測定法などは,

血清に比べて確立されているとはいい難い,本 実験

では,硫 酸多糖類による沈澱法によりLDLを 分離

したが,こ の方法は, 1955年 頃 より, Bernfeld23) 24),

 Burstein25), Oncley26)らに よつておこなわれている.

一般に硫酸多糖類によつて沈澱す る リポ蛋白は,

 LDL,す なわち Sf=0～400のLDLとSf>400の ヒ

ロミクロンに限られ,こ の方法では,密 度の高いリ

ポ蛋白,す なわち α-リポタンパ クは沈澱 しない と

されている30) 4),超 遠心法による分画分離は,ヒ ロ

ミクロンの分離をも可能にしうるが,実 験の性質と

目的により,分 離方法を撰択しなければならない.

本実験では,血 清,肝,脾 および腫瘍のように性質

の異なつた臓器より抽 出したLDLを 同一のレベル

で観察するため便宜上沈澱法をもちいた.

第4図 は, disc electrophoresisにおける各種LDL

の正常および担癌の比較であるが,い ずれも，担癌

のLDLは 易動度が正常のLDLよ りも小さい,膠
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質粒子の易動度は,粒 子の荷電 のみな らず,粒 子

の大 きさ,お よび形によつて決定される.膠 質粒

子が電気泳動される時は,膠 質粒子表面に極性をも

つた溶媒または溶質中の成分分子を吸着してできる

電気2重 層によつてもたらされる電位と,膠 質粒子

の解離基が電離するためにもたらされる電荷が原因

となつて泳動される,緩 衝液のPHに よつて変化

をうけるのは,解 離基による電荷であるので,蛋 白

質の易動度は主として,解 離基の種類と量およびそ

れらの電離状態によつて決められる.そ こでLDL

の構造27)は直径185Aで タンパク質 のpolypeptide

鎖は,リ ポタンパク分子の表面にあり,体 液中では

媒体たる水と接触していなければならない,さ らに

脂質成分の一つであるphospholipidは 荷電基 をも

ち親水性であるので,タ ンパ ク質とともに表面に分

布 し,モ ザイク構造を形成 し,さ らにこれに水分子

が結合してその構造を保つている41) 42).無 機イオン

であるphosphate易 動 度 は-20.2cm2volt-1sec-1で

易動度は当然大である.表6に 示す如 く,担 癌体

LDLのphospholipidの 単位蛋白質量に対する含有

量は正常に比 して小であることから,易 動度の差は

phospholipidの 含有量に関係があるのではないかと

考えられる, Sackら28)は ダイズ リン脂質を ヒト血

清とincubateし たところ,リ ン脂質が リポ蛋白中

にとり込まれ,ま た,電 気泳動的に易動度がはや く

なることをみいだした,こ のリン脂質と結合 したリ

ポ蛋白は負の荷電をますことにより易動度が変化す

ることは容易に想定される.

一般に担癌動物では蓄積脂質の欠乏が認められ29)
,

脂質 消耗の主体をなすものは中性脂質であると言わ

れている43)～45).臓器の脂質,こ とにリン脂質の分

布をみると,癌 組織には一般的に少ないようである

46).ラ ッ トのDAB肝 癌発生過程において,リ ン脂

質でしだいに減少 し,癌 組織では著 しく減少 したと

いう報告もある47).ま た,メ チルコラントレンで作

成した皮膚腫瘍でもリン脂質の消失が報告されてい

る31).

LDLの 脂質の面から検討した結果では, LDLと

限定する限りにおいて,表4に 示すごとく,脂 質が

約70%を 占めるのは当然であるが,そ の脂質の組成

を観察すると, cholesterol対 リン脂質の含有比から

考えれば,表5に 示すごとく一般に担癌生体のLDL

の リン脂質の含有量が正常に比べて減少している.

腫瘍組織のLDLで は,リ ン脂質がcholesterolの

約4倍 の含有比となつているが,こ れはリン脂質の

含有量が大であることを示すものではないと考えら

れる.表6に 示すごとく,単 位蛋白質量に対するリ

ン脂質量は,腫 瘍LDLに おいて著 しい減少をみる

のである.し たがつて,腫 瘍LDLで は,相 対的に

リン脂質およびcholesterolの 減少が著 明で,脂 質

の主体はtriglycerideで あろうと考えられ る.単 位

蛋白質に対するリン脂質含量の割合は,担 癌の方が

正常に比 して リン脂質含量の減少をみるが,量 的差

異において,血 清と肝では,肝 において1/3の 減少

を示し,血 清では1/2の 減少を示しており,担 癌動

物の臓器蓄積脂質の欠乏と言 う点からみて興味があ

る.

リン脂質の組成については,メ チルコラン トレン

投与動物肝は, leciithinよりもcephalinが 多 い こ

と33)がしられているが,本 実験におけるLDLの 組

成においても,第7図 に示すごとくlecithinは 担癌

動物において正常の約1/2に 減少 している. phoaph

atidyl ethanolamineか らphosphatidyl cholineへの

メチル化酵素の活性が正常動物より低下のているこ

とが推察される.

第5章　 結 語

Ehrlich腹 水癌移植マウスの血清,肝 および腫瘍

から,超 遠心法,硫 酸デキス トラン沈澱法をもちい

て,低 密度 リポタンパクを分離し,こ の脂質部分に

ついて正常マウスから分離 したLDLの 脂質部分と

比較検討を加えた.

1) disc electrophoresisにおいて,担 癌生体のLDL

の易動度は,正 常動物のそれに比して小さく,特 に

腫瘍組織のLDLの 易動度は血清LDLの 易動度に

比べて著しく小さい.

2) LDLの 単位蛋白質量に対するリン脂質の含有

量は,血 清,肝 とともに担癌においてリン脂質の減

少を認め,特 に腫瘍組織LDLで は含有比が著しく

小さい.

3) cholesterolに対するリン脂質の比率をみると,

血清および肝において,と もに担癌生体の方が リン

脂質の減少を示している.腫 瘍LDLで は,リ ン脂

質がcholesterolの 約4倍 の割合である.

4) LDLの リン脂質の組成ではlecithinの 含有量

が担癌血清LDLに おいて,正 常の約1/2に 減少 し

ており,担 癌肝LDLで も正常より減少している.

腫瘍LDLで は, lecithinの 含有量が,血 清に比べ

て著 しく減少してお り, phoephatidyl ethanolamine

の増加が著 しい.
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Studies on Low Density Lipoprotein in Tumor bearing Mice 

Part I. On lipids in serum and organ low density lipoprotein

By

Shinsuke OKAMURA

The Department of Surgery, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Sanae Tanaka, M. D. )

Low density lipoprotein in Ehrlich tumor bearing mice was studied on lipids in serum and 
Organs, and which were compared with those of normal mice by means of disc electrophoresis, 

biochemical analysis and thin-layer chromatography. The mobility of tumor bearing mice low 
density lipoprotein (L D L) in electrophoresis was smaller than that of normal mice L D L. 
The quantity of phospholipid to protein was decreased in tumor bearing mice L D L than 

normal.
The ratio of phospholipid to cholesterol in serum and liver was decreased in tumor bearing 

mice than normal. On the structure of phospholipids, the content of lecithine in tumor bear
ingmice L D L reduced by half than normal.


