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論 文 の 内 容 の 要 旨

卵白オポムチン(0VM)は卵白蛋白質中の約3.5%を占める砥維性の高い粘

性をもつ巨大分子の糖蛋白質である｡それは約10-15%の糖を含有するα-サ

ブユニット(分子量約220kDa)と､多かれ少なかれクラスター化したシァル

酸(N-アセテルノイラミン酸)を構成体とする50-60%の糖を含有するβ-

サブユ÷ウト(分子量約400kDa)から構成されている｡

本研究のオポム≠ンの最大の研究目的は､･その分子構造と食品生理学的な活性物

質としての機能を解析することにある｡これまでの研究において､β一サブユニーッ

トと高糖鎖含有の220kDaと120kDaフラグメントが抗腫瘍活性をもつと

されてきた｡抗腫瘍活性と0VMフラグメントの分子の特性ならびに抗腫瘍活性の

機構との関係を明確にするために､前述の220と120kDaフラグメントより

も見かけ上低分子の糖ぺブタイドを､プロナーゼ処理した0VMから調製した｡本

研究では､得られた70kDaフラグメントくdvMα70F)の化学的性質と､

二重移植腫瘍系における光学顕微鏡と電子顕微鏡観察に基づいた抗腫瘍活性機構に
つきまとめた｡マウスにおけるMe tb-A線推肉腫細胞の瘍植系にて●､血管内皮

細胞増殖因子(VEGF)とその受容体･flk-1(KDR)に対し免疫親戚化学

的ならびに光学および電子顕微鏡的検索を施行したもので､0VMα70Fがもつ

抗腫癌活性と腫瘍血管新生との関係について検討した｡

BALB/cマウスの右腹に1Ⅹ106細胞と左腹に2Ⅹ105細昭を同時に移植
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した｡そして0VMα70F(1000〝g/マウス/日)または生理食塩水(P

S)の各溶液(250〝L)を3､4､と5日目に右腹に投与し､それらのマウス

を21日間飼育した｡そこで､対照群および実験群のマウスは屠殺し､形態学的お

享.び免疫組織学的試料を作製した｡

0VMα70Fの化学的組成から､蛋白質部分がα-サブユニットの約35kD

a分子量をもつ糖鎖含有の高い領域であると分かった｡三重移植腫瘍系における肉

眼的所見として､0VMα70Fは右腹の腫瘍を直接的にそしてほとんど完全に抑

制したが､左腹(遠方)の腫瘍の増殖を間接的に阻害したものの完全阻害とはなら

なかった｡21日目における腫瘍部分の光学および透過塑電子顕微鏡による観察か

らT OVMα70F処理した右腹腫瘍細胞の大部分が壊死した状態にあり､その左

腹のものにおいては一部の細胞が変性した状態にあるとした｡さらに0VMα70

F処理していない対照群の腫瘍において､腫瘍周囲には顕著な問質の浮腫が認めら

れ､問質の線推芽細胞は腫瘍塊に対し垂直方向の流れ〈正の遊走性)を示し､さら

に腫瘍組戯に新生血管が多数伸長していた｡これに対して0VMα70F処理した

実験群では､問質における浮腫は認めず､そして線推芽細胞は腫瘍塊に対して水平

方向の流れ(負の遊走性)が観察され､新生血管の存在は認めなかった｡免疫組蔵_

学的検索におけるVEGFとその受容体の染色では､実験群および対照群共に､腫

癌細胞､間葉系細胞､毛細血管内皮細胞が陽性であった｡それにも拘らず､0VM

α70F処理した実験群では問質の線推芽細胞や血管内皮細胞が､増殖因子に対し

て反応しなかった点は新知見である｡す寧わち､腫瘍を取り巻く問質周囲にオポム

テンの存在が､増殖因子一一受容体の結合を阻止すると結論した｡一方､腫癌周囲の

新生血管形成に焦点を合わせ､薄層広視野樹脂包理法(FSEM)を用いて腫瘍血

管細における線推芽細胞の役割について検索した｡血管網形成過程において､線推

芽細胞は出芽､移動､分枝する血管内皮細胞に付随する形で存在しており､血管新

生を誘導するのみならず線雁芽細胞自身が血管構築細胞と成りうると結論した｡

以上の結果より､0VMα70F､α-サブユニット由来の高糖鎖含有フラグメ

ントは､直接的に処理した腫瘍細胞に対して高度の直接的抗腫瘍活性を発轟し､間

接的に処理した腫瘍細胞に対して中庸の間接的な鱒腫瘍活性を発捧すると分かった｡

VEGF/r e c e p t o r･の系に仲介して抗血管新生作用をもつことより､腫瘍`

に対する予防薬として､および化学療法剤としての重要な位置を占めるものと結論

した｡今後､新たな実験系として0VMと0V扇α70Fの経口投与による抗腫瘍

活性についても明らかにする必要性があると考えた｡
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審 査 結 果 の 要 旨

卵白オザムテン(OYX)は卵白要一白質中の約3.5Ⅹを占める蔵推性の高い粘性をもつ巨大分

子の糖蛋白質で､10～15先の杷を含有する¢-サブユニット(分子量約220kぬ)と､50～

60芳の糖を含有するβ-サブユニット(分子量約400kぬ)から構成されている｡

本研究では､プロナーゼ処理したOYlから70kDaフラグメント(0†‡α70F)を精製し､そ

の化学的性質と､貰etb A線推肉腫細胞を用いての二重移植腫瘍系における光学顕微鏡と亀

子顕微鏡観察に基づいた抗腫瘍活性機構につき解析し､その結果を三葦にまとめた｡

BÅLB/eマウスの右側に1Ⅹ106細胞と左腹に2Ⅹ10亨細胞を同時に移植した｡-･0Ⅵ【α70F

(1000〝g/マウス/日)または生理食塩水(PS)の各溶液の250〝Lを3､4と5日目に右

腹に投与し､それらのマウスを21日間飼育し-た｡そこで､対照群および実験欝のマウス

を屠殺し､形態学的および免疫組織学的試料を作製した｡

OYlα70Fの化学的組成から､蛋白質部分がα-サブユニットの約35kDa辛いう分子量

をもつ糖鎖含有の高い領域であると分かった｡ニ重移植塵瘍系における肉眼的所見として､

0ⅥIα78Fは右腹の腫瘍を直接的にそしてほとんど完全に抑制したが､左腹(遠方)の塵･

瘍の増殖を間接的に阻害したものの完全阻害とはならなかっ･た｡21日巨=こおける腫瘍部

分の光学および透過電子顕微鏡による観察から､.OYXα70F処理した右腹塵癌細胞の大部

分が壊死した状態にあり､その左腹のものにおいては一部の細胞が変性した状態にあると

した｡さらに0Ⅵlα70F処理していない対照群において､腫瘍周囲には顕著な問質の浮腫

が認められ､腫瘍組偏に新生血管が多数伸長していた｡これに対して､0Ⅵ【α70F処理し

た実験群では､新生血管の存在は認められなかった(第Ⅰ章)｡免疫組蘭学的換索におい

て､腫瘍を取り巻く問質周臥こおけろOY‡α70Fの存在が､増殖因子(YEGf-､血管内皮細

胞増殖因子)-受容体の結合を阻止し､血管新生を抑制す革ものと結論した(第ⅠⅠ章)｡

腫瘍周囲の新生血管形成に焦点を合わせ､薄層広視野瑞脂包埋法(FSE‡)を用いて産瘍

血管網における線推芽細胞の役割について検索した｡血管網形成過程において､線埠芽細

胞は出芽､移動､分岐する血管内皮細胞に付随する形で存在･しており､血管新生を誘導す

るのみならず､線権芽細胞自身が血管構築細胞と成りうると推論した(第ⅠⅠⅠ章)｡

以上の結果より､OY‡α70F_(α-サブユニット由来の高糖鎖含有フラグメント)は､

直接的に処理した腫瘍細胞に対tて高度の直接的抗腫瘍活性を発揮し､間接的に処理した

腫瘍細胞に対して中庸の問蝮的な抗腫瘍活性を発揮すると分か?たふ0V‡α70FがYEGF-

受容体の系を介した抗血管新生作用をもつことは､今後､その予防薬あるいは化学療法剤

としての重要な轟展が期待される｡

本論文の審査委員会では､以上の論文構成や内容について慎重に審議した｡得られた知

見は血管新生阻寄という観点からα-サブユニらトの抗腫瘍活性を示したもので､学術的

に価値があるものと判断された｡その結果､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院

連合農学研究科ゐ学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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