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金沢 大学十全医学会雑誌 第100 巻 第 4 号 6鱒－677 く1 99 1I

ヒ ト肝細胞癌 y
－ グル タ ミ ル トラ ン ス ペ プチ ダ ー ゼ

くy
－ G T Pl の 性 状 に 関 す る 研 究

一

正常肝 ， 肝硬変および他臓器 y
－ G T P と の比較

一

金沢大 学が ん研究所内科部 は 任 こ 澤武紀雄教才劉

尾 崎 監 治

く平成 3 年 6 月22 日受付つ
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癌 化に 伴 う ヒ ト肝細胞痛 くh e p a t o c ell u l a r c a r c in o m a ， H C CI の y
． グル タ ミ ル トラ ン ス ペ プダ ー

ゼ

くy
－ gl u t am ylt r a n s p e p tid a s e

， y － G T P J の 変化 を明ら か に す る目 的で
，

6 例の H C C よ り y
． G T P を精 製

し ， 同様 な 方法 で精製 した正 常肝 ， 肝硬変肝 ，
正 常膵お よ び正 常 腎の y

－ G T P と 比 較 しな が ら
，

H C C

y－G T P の 各種性状 を検 討し た ． ドデ シ ル 硫 酸ナ ト リ ュ ウ ム くs c xiiu m d c d e c yl s u げat e
，
S D S l 電気泳 動で

H C C y
－ G T P の 分子量 は26

，
0 0 0 と63

，
0 0 0 の サ ブ ユ ニ ッ トに 分か れ

， 他の 組織 の y
． G T P と の間 に は差 異

はみ られ なか っ た － しか し
，
密度勾配電気泳動 で は H C C y

． G T P は い ずれ も 正 常肝 や肝硬変 な どの 良性

肝 y
－ G T P に 比 べ

， 明 ら か に 遅 い 泳 動度 を 示 し た ． ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 後 の 泳 動 度 で は H C C

y
－ G T P に は殆 ど変化 はみ ら れ な か っ た が

， 良性肝 y
－ G T P の 泳動度 は著 しく遅 くな り ， 両者の泳 動度

の差 は
， 非常に 小さ く な っ た ． H C C y

－ G T P の 等電点は個々 に は 多少異な るも の の
， 良性肝－ G T P に 比

べ 明 らか に 高値 で あ っ た が
，

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理後 に は後者の 等電点が 高く な り
， 両者の 差は殆 ど み

ら れ なく な っ た ． 各種 レ ク チ ン の 親和 性 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 用 い た 検討 で は
．

レ ン ズ 豆 レ ク チ ン

くL e n s c ul in ar i s a g gl u t in in
，
L C A l で は

一

定 の 傾 向 は み ら れ な か っ た が
，

コ ン カ ナ バ リ ン A

くc o n c an a V al in A
，
C o n A l で は H C C 6 例 中4 例の y

－ G T P は良性肝 に 比 べ
， 低 い 結合率 を示 し た ． 赤血

球凝集性イ ン ゲ ン豆 レ ク チ ン tP h a s e ol u s v ul g a ris e r yth r o a g gl u t in i n
， E － P H A I に 対 して は展性 y

－ G T P は

殆 ど親和性 を示 さ な か っ た が
，

肛 C y
－ G T P は総 て の 例で 明ら か に 親和性 を示 し た ． 以上 の 結果よ り ，

H C C y
－ G T P の 癌性変化は 主に シ ァ ル 酸の 減少と ，

い わ ゆ る バ イ セ ク テ ィ ン グ N － ア セ テル グ ル コ サ ミ ン

残基くbi s e c t in g G I c N A cI ま た は C ．2
，

－ 6 外側糖鎖 を有す る オ リ ゴ 糖の 増加 な どの 糖鎖構造に お い て 発現

して い る も の と推定さ れ る ．

K e y w o rd s h e p at o c ell ul ar c a rc in o m a
， g am m a －

g lu t am ylt r a n s p e p t id a s e
，

C a 沌 oh yd r at e m oie tie s
，
Si alic a cid

，
1e c t in affi 血 y

y
－ グル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ

ー

ゼ くy
－

gl u t a m yl
－

tr an S p e p tid a s e
， y

－ G T Pナ は哺乳動物 の 諸 臓器 に 広 く

分布し
，

グル タ ミ ル ペ プ チ ドか ら y グ ル タ ミ ル 基を他

のアミ ノ 酸や ペ プ タイ ド に 転換さ せ る膜 結合酵 素で あ

る
p

． 本酵素は 実験肝癌 の 発 癌過程 に お い て
， そ の 前

橋病変と さ れ る過形成結節 に お い て も既 に 活性 が上 昇

し ， 癌化が 進む に 従い 活性が 著明 に なる こ と よ り
， 実

験肝癌の 推移 を知 る 有力 な 指標 と し て 用 い ら れ て き

た
2ト 5－

■ 加 えて
． y－G T P 活性 はラ ッ トの 胎児肝 で は著

しく 高く
， 生後急速 に 下降 し成熟 肝で は そ の 活性 は低

い が
，
癌化と と も に その 活性が 再び 上 昇 す る こ と よ

り ， 本酵素は
， 癌胎 児性抗原と し ての 性状 を有 し て い

A b b r e vi atio n s ニA F P
，

alp h a ．f e t o p r ot e in ニC o n A
，
C O n C a n a V al in A ニE － P H A

，
P h a s e olu s v ulg a ri s

吋二h r o a g gl u t in in ニ F P L C
，
f a s t p r ot e in 1iq uid c h r o m at o g r a p h y ニ y

－ G T P
， g am m a －

g lu t am ylt r an S －

p e p tid a s e ニ G I c N A c
，

N － a C e t yl gl u c o s a m in e ニ H C C
，

h e p a t o c e11u la r c a r c in o m a ニ L C A
，

L e n s

C ulin ari s a g g lu t in in i P B C
， p h o s p h at e b uff e r e d s al in e ニS D S

，
S O diu m d cd e c yl s ulf a t e



6 6 6 尾

る と も言わ れ て き た ．

一 方
，
臨床的 に は ほ と ん どの 肝

細胞痛くh e p a tc xI ell ul a r c a r c in o m a
，
H C C I 患者 で は血清

y
－ G T P 活性は 高く なる が ．

ア ル コ
ー ル 性肝炎や 胆道

閉塞性疾 患な どの 良性肝疾 患に お い て も活性 が増加す

るの で
，
単に 活性 を測定す る だ けで は H C C の 特 異な

診 断 は で き な い ． S a w a b u ら は
8卜 10，

上 述 し た よ う な

ツ
ー G T P の 癌胎児性抗 原と し て そ の 性状 に 注目 し た 臨

床的研究よ り H C C 患者 血清 中 に 特 異 的 に 出現 す る

y
． G T P 分画を見出 し ，

N o v el y
－ G T P と呼称 し て い

る ． こ の N o v el y
－ G T P は H C C 患者血清 の55 ％に 見

られ る が
，
他 の 良性肝疾 患患者血清で は わ ず か 3 ％に

し か 見t l だ せ ず ，
H C C の 有力 な腫瘍 マ

ー カ ー と し て

期待さ れ て い る ． ヒ トの H C C と 正 常腎 y
－ G T P は酵

素 的な 諸性質は 同
一

で
，
通常の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体で

は 両者 を区別 し得な い こ とよ り ペ プ タイ ド部分で はな

く ．
そ の糖鎖構造に お い て差異 が あ る もの と 推察さ れ

て い る
117

． しか し
．

ヒ ト H C C で の y
－ G T P の 癌性変化

に つ い て は不明の ま ま で あ る ． 本研 究で は こ の よう な

点 を解明し ょ う と して ヒ ト H C C 組織よ り y
－ G T P を

精製 し ， 正 常肝 ， 肝硬変肝 ，

H C C 非癌部 ，
さ ら に は正

常膵 ， 正 常腎の 各組織の y－G T P と も比 較 し なが ら そ

の癌性変化 に つ い て検討 した ．

対象 お よ び方法

1
． 対 象

手術 な い し剖検に て 得ら れ た 王妃C 6 例 ，
正常肝 2

一札 肝硬変 肝1 例 ，
正 常膵2 例 ，

お よ び 正常 腎2 例 の

各組織 を実験材料 と して 用 い た ． い ずれ も手術ま た は

剖検 に て 2 時間以 内に 得 られ た もの を使用 し ， 実験ま

で
w

7 0
O

C に て凍結保存 し た ． H C C の 6 例中 1 例 く症例

い で は その 非癌部か ら も y
－ G T P を精製 し 比 較検 討

した ． 尚 ， 非癌部分は組織学 的に 肝硬変 で あ っ た ．

I工 ． y
－ G T P 活 性の 測 定

y
－ G T P の 測定は L ．

y
． グ ル タ ミ ル ー D － ニ ト ロ ア ニ リ

ドくL －

y
－

gl u t am yl
－

P
－ d n it r o a n ih d el を基質と し ，

グル シ

ル グ リ シ ン くgly c ylgl y c in el を 受容 体と す る 方法 を 用

い
13一

，
1 分間 に 1 FL M の P

－ ニ ト ロ ア ニ リ ン くp－nit r o a
－

n 址1 el を生 じる 酵素量 を 1 単 位 と し た ． 蛋 白濃度 は

L o w 叩 ら
川

の 方法で行 っ た ．

m ． y
－ G T P の 精製

y
－ G T P の 精製 は 表 1 に 示 す ご と く O rl o w s k i と

M eis t e r
1 5，

の 方法に 準 じ て行 っ た ． 組織 を 3 倍量の0 ．0 8

M M g C 1 2 溶 液 に て 3 分 間 均 一 化 し ，
1 N N a O H で

p H l O に 調節 乱 3 7
0

C
，

2 時 間 消 化 し た ． そ の 後

25
，
0 0 0 X g 4 0 分間 の 冷凍 遠心 に て 得 ら れ た 沈達 を

．

1 ．5 ％デ オ キ シ コ
ー ル 酸ナ トリ ュ ウ ム と 5 ％ ト ライ ト

崎

ンX lO O を含 む0 ． 1 M トリ ス 塩 酸緩衝 液 くp H 8 ． 01 中で

4
0

C ，
4 8 時間攫押 して可溶化 し た ． つ い で

，
2 5

．
00 0 x

g 4 0 分間の 冷 凍遠心に て 得ら れ た上 清を蒸留水に て48

時間脱塩 し
，

0
9

C に 冷却後等量 の
－

1 5
8

C の 冷アセ トン

を滴下
，
授拝 に よ り脱脂 した ． そ れ を25

，
00 0 X g 30 分

間の 冷凍遠心 に よ り分離 し
，

その 沈澄 を0 ．1 M トリ ス

塩酸緩衝液 くp B 8 ． OI 中に 懸濁 し ，

一 晩脱塩 した － それ

に 試料 の 蛋 白量 10 m g 当た り 1 m g の プ ロ メ リ ン と2

－ メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル く5ノ川 を加 え

，
3 7

0

C で 1 時間

消化 した ． こ の よ う に し て得 られ た溶液 を0 ．0 1 M トリ

ス 塩 酸 緩 衝 液 くp H 8 ． 0 1 に て 予 め 平 衡 化 さ せ た

D E A E ． セ フ ァ ロ
ー ス フ ァ

ー ス ト フ ロ
ー くPh a r m a ci a

，

U p p s al a
，

S w ed e nl の カ ラ ム く25 x l O O m m l に て

N a C l 濃度 を0 ． O M か ら0 ． 5 M ま で 連続的 に 変化さ せる

イ オ ン交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 っ た ． y
－ G T P の

酵 素活性 を も つ 蛋白質の大部分 は0 ． 3 M N a Cl 濃度の

分画に 溶出さ れ た ． そ れ を予 め1 ．O M 硫酸 ア ン モ ニ ュ

ウ ム を含 む0 ． 1 M ph o s p h a te b u ff e r e d s ali n e くP B Sナ

くp H 6 ．引 で 平衡化 した フ ユ ニ ー ル セ フ ァ ロ ー ス C し4B

t p h a 皿 a Ci al の カ ラ ム く2 x l O O m m ン を用 い
，

0 か ら

50 ％ に 連続的 に 変化 させ ，
エ チ レ ン グリ コ ー ル 溶液に

て溶 出す る ハ イ ド ロ フ ォ
ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー

を行 っ た ． 酵素活性 を 示 す分画 は約10 ％の エ チ レ ン グ

リ コ
ー ル 溶 液の 濃度に て溶 出さ れ た ． 得 られ た活性分

画 を集め ，
0 ． 0 1 M トリ ス塩 酸緩衝液 くp H 8 －01 で 調整

後 ． 同 じ緩衝 液 で 平衡 化 し た M o n oQ H R 5J 5 くPh a r
－

m a ci aI カ ラ ム に よ る 高速液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

tf a s t p r o t e in 1i q u id c h r o m a t o g r a p h y ，
F P L C sy s te m

，

P h a r m a ci al を用 い て N a C l 濃度 を0 ． O M からO 15 M ま

で連続 的に 変 化さ せ て溶 出し た ． 酵素活性 を有する分

画は0 ． 3 M N a C l の 濃度分 画 に 溶出さ れ
，

この よう にし

て 精製 した も の を各種濃度分析 に 用 い た ．

N ． ゲ ル 電気泳動法

ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ュ ウ ム くS o d i u m d od e c yl

s u lf a t e ， S D Sl 電気泳動 は くW eb e r と O sb o rn
1 6，

の 方法

に 従 い0 ．1 ％ S D S く和光純薬 ，
大 師 を含有し た7 ■5 ％

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ブ ラ デ ィ エ ン ト ゲ ル を用 い て行っ

た ． 密度勾配電 気泳動 は フ ァ ル マ シ ア製電気泳動装置

tp h a s t s y s t e m
，
P h a m a ci aナ を使用 し 8 へ 2 5 ％の 密度

勾配ゲ ル を 用 い て 6 m A
．

70 分の 泳動 を 行 っ た 一 泳動

軋 S a w a b u ら
別

の 方 法 に よ り y
－ G T P を染色し ，

ま

た
，

コ マ シ ー プ リ リ ア ン ト ． ブ ル ー くSig m a
，
St J

L o u i s ， U ． S ． A ．1 に て 蛋白染色 を行 っ た ．

V
．

エ レ ク ト ロ フ ォ ー カ シ ン グ ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

ェ レ ク ト ロ フ ォ ー カ シ ン グ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー には

F P L C s y s t e m くPh a m a ci al の も と で 予め0 ． 0 2 M トリ



ヒ ト肝細胞痛 y
． G T P の 性状

ス塩酸緩衝液 くp H 7 ． 51 に て平衡化 した M o n oQ H R 5ノ

20 カ ラム くPh a 皿 a Ci aJ を用 い て 行 っ た ■ 溶 出液 に は

7 ． 5 ％ポリ バ ッ フ ァ
ー P B 7 4 くPh a 皿 a Ci al と2 ． 5 ％ フ ァ

ル マ ライ ト2 ． 5
へ

5 くP h a rm a Ci aI を 3 対 1 で 混 合 し
，

10 倍希釈し た もの を 1 N 塩酸で p H 2 ． 5 に 調整後使用 し

た ． 溶出液 は p B 7 ． 5 か ら2 ． 5 ま で ほ ぼ 直線 的な p H 勾

配が得ら れ
， p H が2 ． 5 に 達し た後

，
2 － O M N a Cl を含 む

0 ． 0 2 M ト リス 塩 酸緩衝 液 くp B 7 ． 5I を 加 え ， 等 電 点

2 ．5 以下 の も の を溶 出させ た ．

W ． 各種 レ ク チ ン 親 和 性ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

レ ク チ ン と し て コ ン カ ナ バ リ ン A くC o n c an a V al in

A
，
C o n A I ，

レ ン ズ 豆 レ ク チ ン くL e n s c u l in a ri s

ag gl u t in in
，
L C A l お よ び赤血 球凝集性イ ン ゲ ン ン 豆 レ

ク チ ン tP h a s e ol u s v ul g a ri s e r yth r o a g glu t in in
，

E －P R Al を用 い て検討 し た ． C o n A セ フ ァ ロ
ー ス 4 B

くPh a r m a ci al カ ラ ム く8 x 1 50 m m l と L C A セ フ ァ ロ ー

ス 4 B くP h a m a ci al の カ ラム く8 X 1 5 0 m m l に は い ずれ

も 1 m M M n Cl ，
，
1 m M M g C 1 2，

1 m M C a C 1 2 お よ び 0 ． 5

M N a C l を溶解さ せ た0 ． 0 5 M ト リ ス 塩 酸 緩衝 液 くp H

7 ．引 で 平衡化後 ， 試料 を添加 し
，
カ ラム を素通 りす る

非結合分画と
，

0 ．2 M メ チ ル ー

ぼ
． D マ ン ノ ピ ラ ノ シ ツ

ドくSig m aI を含む緩衝 液で溶出 され る結合分画 に 分離

し
， y

－ G T P の レ ク チ ン に 対す る結合 率を求 め た ． ま

た ．
E － P H A ア ガ ロ ー ス くE Y L a b o r a t o ri e s

，
S a n

M a te o
，
U ． S ． A ．1 の カ ラ ム く8 x 1 5 0 m m l に は0 ． 1 5

M N a Cl を 含 む6 ． 7 m M リ ン 酸 緩 衝 液 くP h o s ph a t e

b uff e r e d s al in e
，
P B S

， p H 7 ． 4I に て 平衡 化し
，
溶出液 に

は1 ． O M N a C l を含む6 ． 7 m M K H 2P O ．を用 い て 親和性ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 い
， そ の 溶 出像 を比 較検討 し

た ， なお
，

い ず れ の 場 合 も そ の カ ラ ム タ ロ マ ト グ ラ

66 7

フ ィ
ー

は 4
0

C に て 行い
．

その 流出速度 は 12 m lノ時 で

1 ． O m l ず つ 分 画採取し た ．

刊l ． ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ 処理

ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ 処 理 は 試 料 を0 ． 2 M P B S くp H

3 ． 51 で p H 5 ． 0 に 調節後 ， y
－ G T P 溶性 70 m U に 対

し
，
0 ． 1 M 酢酸緩衝液 くp H 5 ． 0ンに 溶解 した シ ア リ ダ ー

ゼ くA rth r o b a c t e r u r e a f a ci e n s n e u r a m in id a s e
，
半井化

学 ， 京都I を 50 m U 加 え て
，
3 7

0

C
，
1 6 時間反応さ せ た ．

用
． 免疫学的検討

分離精製 した ヒ ト腎 y
－ G T P あ る い は ヒ ト 肛 C y

－

G T P を抗 ヒ ト全血 清を結合さ せ た C N B r
－ セ フ ァ ロ

ー

ス 4 B くP h a m a ci aン に よ るネ ガ テ ィ プ ア フ ィ ニ チ イ ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行い
， 爽雑蛋白 を除去 した ． こ れ

をフ ロ イ ン ト完全ア ジ エ バ ン トくヤ ト ロ ン
，
東京1 と 混

和 し ，
エ マ ル ジ ョ ン と し て ニ ュ

ー ジ ー

ラ ン ドホ ワ イ ト

ラ ビ ッ ト に 免疫 し ， 型の ご とく 抗血清を 得た
11－

． こ の

抗血清 を D E A E － セ フ ァ ロ ー ス フ ァ
ー ス ト フ ロ

ー

カ ラ

ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー に よ り工g G 分画を分離 し

， 得 ら

れ た抗 ヒ ト 腎 y
－ G T P 抗体 あ る い は 抗 ヒ ト H C C y

．

G T P 抗体 を用 い て 免疫 拡散 法 くO u c h t e rl o n y 法l を

行 っ た ． さ ら に
，
既述の 方法

91

に よ り y
－ G T P 活性染色

を して
，
沈降線 を確認 した ．

成 績

工 ． y
． G T P の 精製

H C C y
－ G T P の精製 は表 1 に 示 す ご とく ， 最終段階

で の 比活性 は 11
，
4 0 0 m Uノm g 蛋白で ， デ オ キ シ コ

ー ル

酸塩と トライ ト ン X l O O で可 溶化 し た 段階 に 比 較 し

て
， 最終 精製倍率 は2

，
5 6 2倍 ， 収率 は約24 ％で あ っ た ．

また ，
正 常肝 ． 肝硬変肝 ，

正 常腎及 び 正 常膵 か ら精製

T ab l e l ． P u rifi c a ti o n P r o fil e of y
－ G T P f r o m H e p a t o c ell ul a r C a r ci n o m a

s t e p 憲 憲 憲y

く諒竃，
P u蕎卦n 閲

d

S od i u m d e o x y c h ol a t e a n d

T ri to n X － 10 0 e x t r a c ti o n

A c et o n e p r e ci pi t a ti o n

B r o m el ai n tr e a t m e n t

C h r o m a to g r a p hさ
，

O n

D E A E － S e p h a r o s e f a st fl o w

C h r o m a to g r a p h y o n

P h e n yトS e ph a r o s e C L 4 B

C h r o m a t o g r a p h y o n

M o n o Q fi R 5ノ5

1 ，
5 0 0 9 4

．
7 10 ． 0 42 1 X l O 4 ． 4 5 1 10 0

1
，
4 5 0 18 ， 9 22 ．5 3 02 X lO 1 6 ． 0

1 ， 45 0 1 1 ， 0 1 8 ．5 2 9 8 X l O 2 7 ． 0

6 0 0 6 0 2 ．8 17 0 X l O 2 8 2

40 0 5 9 ．5 1 49 X l O 2
，
5 0 0

4 7 2

6 7 1

6 3 40

5 6 2 3 5

9 9 ．0 1 02 X l O l l
，
4 0 0 2

，
5 62 2 4



6 6 8

し た y
－ G T P の 比 活性 はそ れ ぞれ2

，
6 0 0

．
2

，
5 8 7 ， 4

．
8 8 4

お よ び 80 4 m Uノm g 蛋白で あ っ た ．

工工 ． 電気泳動

y
－ G T P の 電気泳動 は S D S を 含む7 ．5 ％ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ ル と S D S を含 ま な い 8 旬 2 5 ％の 密度 勾配

ゲル と で検討 した ． S D S 電気泳 動で は H C C y
－ G T P

は 分子 量26
，
0 0 0 と63

，
0 00 の 2 つ の 異な っ た サ ブ ユ ニ ッ

ト に 分か れ た ． ま た
． 他 の 正 常 組 織 か ら 精 製 し た

y
－ G T P は い ずれ も 同 様 な 位 置 に 泳 動 さ れ

，
H C C

y
－ G T P と の 間 に は 差異 は 見 られ な か っ た ．

一 方 ，

8 へ

2 5 ％の 密 度勾配 電気 泳 動 で は い ず れ の 組 織 の

N ．P ．

N ．K ．

N ．L ．

H C C I

H C C 2

H C C 3

H C C 4

H C C 5

H C C 6

n o n H C C

y
－ G T P も や や 幅広い が

， 単
一

の 悟性帯 と し て泳動さ

れ た く図 1 1 ． 正 常肝 y
－ G T P は非癌郡肝や 肝硬変肝の

それ と ほ ぼ同 じ位置 で
， 最 も陽極 よ り に 泳動さ れた ．

し か し
，
H C C の y

－ G T P は 6 例 と も症例 に よ り 多少異

な る も の の す べ て正 常肝 や肝硬変肝 の それ よ り も明ら

か に 泳動度が 遅 延し て い た ． ま た
．

正 常膵 y
－ G T P は

正 常肝 や肝硬 変肝 y
－ G T P と 同 じ泳動度 を示 し たが

，

正 常 腎 y
． G T P は H C C y

－ G T P と 同様 に ． 正 常肝

y
－ G T P や 肝硬変肝 あ る い は正 常膵よ りも 明 ら かに 泳

動度 が遅 延 して い た ． 試 料を ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理後

に 泳 動す る と
，
図2 に 示 す ごと く H C C y

－ G T P の 泳

く＋I

Fig ． 1 ． E l e c t r o p h o r e ti c p at te rn S Of y
－ G T P s f r o m v a ri o u s ti s s u e s in 8 ． 2 5 ％

p oly a c r yl am id e g r a di e n t g el sl a b s ． N ． P ．
，

n O r m al p a n c r e a s y
－ G T P 三 N ． K ．

，
n O r m al

kid n e y y
－ G T P i N ． L ．

，
n O m al 1iv e r y

－ G T P i 肛 C
，
h e p at o c e ll u l a r c a r c in o m a

y
． G T P i n O n 封C C

，
n O n

－

C an C e r O u S ti s s u e y
． G T P o f h e p at o c e n u l a r c ar C in o m a ，
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動度は ほと ん ど変化 し な か っ た の に 対 し
， 正 常肝 や肝

硬変肝 の y
－ G T P の 泳 動度 は 著 し く 遅 く な り ，

H C C

y
－ G T P との 差は 非常 に 小さ く な っ た ．

1 L 等電点の 検討

ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理 前後 の正 常 肝 y
． G T P く症例

1J と H C C y
－ G T P く症例 り の エ レ ク トロ フ ォ

ー カ

シ ン グク ロ マ ト グラ フ ィ
ー の 溶出像 を 図3 に 示 す ． ま

た ， 同様に し て求 めた 各組織の y
－ G T P の 等電点は 表

2 に 示す ごと くで あ る ． 正 常肝 y
－ G T P く症例 1

，
2 1 ，

肝硬変肝 y
－ G T P お よ び H C C の 非癌部 y

－ G T P の 等

トI

N ．L ． b of ．r o N

N ．L ． aft e r N

H C C l b e f o r e N

H C C l aft e r N

H C C 2 b ef o r e N

H C C 2 aft e r N

一

一

E

へ

コ

E

リ

ン

二

三
－

O

d

d

ト

0

－

L

6 6 9

電点 は それ ぞ れ4 ． 1
，
4 ． 4

t
4 ． 3 お よ び4 ． 0 で あ り

．
比較

的低 い 等電点が み ら れ た ． ま た
，

正常膵 y
－ G T P の 等

電 点 は い ず れ も4 ． 0 を 示 し た ． し か し
，

正 常 腎

y
－ G T P の み は5 ． 7 へ

ノ

5 ． 8 と 高 い 等電点 で あ っ た ．

一

方
，
H C C y

－ G T P 6 例の 等電 点は 症例 に よ り異 なる も

の の5 ． 4
一

－ 6 ． 0 を 示 し
，

い ずれ も正 常肝や 肝硬変肝あ る

い は非癌部肝 の y
－ G T P よ り も 明ら か に 高値 を 示 し

た ． しか し
，

ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理後 に 等電点 をみ る

と 王忙C y
－ G T P の 等電点 は い ずれ も6 ． 0 の 近 傍 に あ

り ， 大き な 変動 は み られ な か っ た の に 対 し
，

正 常肝 ，

く＋I

Fig ． 2 ． E l e ct r o p h o r e ti c p a tt e m s of y
－ G T P s f r o m n o rz m al b e r くN ． L ．J a n d

h e p a t o c ell u l a r c a r c in o m a くH C CJ b e f o r e a n d aft e r n e u r am in id a s e t r e a t m e n t くb ef o r e

N an d a ft e r NJ in 8 － 2 5 ％ p ol y a c r yla mi d e g r ad ie n t g el sl ab ．

4 0

F r a c ti o n n u m b e r

F i g ． 3 ． E l e ct r of c xI u S in g c ol u m n c h r o m at o g r a p h y of y
． G T P s p u d fi ed f r o m n o r m al

li v e r an d h e p a t o c e n u l a r c a r c in o m a くC aン． ■ － 中，
b e f o r e n e u r a m in id a s e t r e a t m e n t ニ

0 ． －
． 0 ，

af t e r n e u r a m in id a s e tr e a t m e n t ．



6 7 0 尾 崎

T a bl e 2 ． I s o el e c t ri c P o i n t s o f y
－ G T P s P u rifi e d f r o m V a ri o u s T i s s u e s

T i s s 。e

P I a
t b e

霊蒜諾許
nid a s e P I aくaf t

冨e芸芯
inid a s e

H C C

くC a n C e r O u S ti s s u el

c a s e l

c a s e 2

c a s e 3

C a S e 4

C a S e 5

c a s e 6

N o r m al li v e r

c a s e l

c a s e 2

C i r r h o ti c li v e r

R C C

くn o n
－

C a n C e r O u S ti s s u el

N o r m al p a n c r e a s

C a S e l

c a s e 2

N o r rn al ki d n e y

c a s e l

C a S e 2

0

9

0
0

6

8

4

6

5

5

5

5

5

1

4

3

0

4

4

4
一

4

n
U

ハ
U

4

4

2

0

0

8

n
U

7

6

6

6

5

6

5

7

9

9

7

亡
U

5

5

5

l

ワ
ー

6

6

5 ． 7 6 ． 1

5 ． 8 6 ． 1

aP I ニ i s o el e c tri c p o in t

T ab l e 3 ． A ffi nit y of ァ
ー G T P s P u rifi e d f r o m V a ri o u s T i s s u e s t o C o n A －

a n d L C A －

S e p h a r o s e C o l u m n

Ti s s u e C o n A －b o u n d f r a c ti o n L C A －b o u n d f r a c ti o n

E C C

くc an C e r O u S ti s s u el

C a S e l

c a s e 2

c a s e 3

c a s e 4

c a s e 5

c a s e 6

N o r m al li マe r

c a s e l

C a S e 2

C i r r h o ti c li v e r

H C C

くn o n － C a n C e r O u S ti s s u el

N o r m al p a n c r e a s

C a S e l

c a s e 2

N o r m al k id n e y

c a s e l

C a S e l

％

％

％

％

％

％

二
J

7

7

9
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9

9

9

3

4

3

3

％

％

％

％

0
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4
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9
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肝硬変肝 ， 非癌部肝 あ る い は正 常膵の 等電点 は6 ． 0 近

傍に移動し
，
H C C y

－ G T P と の 等電点の 差が 殆 どみ ら

れなく な っ た ． ま た
，

正 常腎 y－G T P の 等電点も6 ．0 近

傍に あり
，
H C C y

－ G T P と 同様 に ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処

理前後で大き な 変動 は み ら れ なか っ た ．

N ． 各種 レ ク チ ン に 対 す る 親和 性の 検討

各組織 y
－ G T P の C o n A カ ラ ム に 対 す る 結合率 を

みると ，
正 常肝 ，

正 常膵 お よ び正 常腎 y
－ G T P の C o n

N o r m a 川 v e r

二
盲
こ

コ

E
－

音
名

じ

再

d
ト
ロ
－

ト

671

A に 対す る親和性 は表3 に 示 す よ う に それ ぞ れ か な

り異な っ て い た ． 正 常肝 ． 肝硬 変肝お よ び H C C の 非

痛部 ツ
ー G T P は90 ％ 前後 の 高 い 結合率 を示 し た が

，

H C C 6 例 中4 例 く症例 3 へ 61 は50 ％以 下の 低い 結合

率 を示 し た ． ま た ． 正常 腎も い ずれ も10 ％台の 低い 結

合率で あ っ た ．

次に
，
L C A カ ラム に 対す る親和性を み ると く表 3 I

，

正 常肝 ， 非癌部 y
－ G T P は30

〆
－ 5 0 ％の 結合率 を 示 し た

2 0 4 0

C irr h o ti c li v e r

N o r m aJ p a n c r e a s

H C C くn o n
－

C a n C e r O u弓 ti s s u e l

2 0 4 0

N o r m al kid n e y

20 4 0

F r a c ti o n n u m b e r

Fi g ． 4 ． A ff in it y ch r o m a t o g r a p h y of y
－ G T P s p u ri fi ed f r o m n or m al 1i v e r

，
Ci r rh o ti c

u v e r
，

n O n
－

C a n C e r O u S tis s u e f r o m a h e p at o c e u ul a r c a r c in o m a くH C C l ，
n O r m al

p a n c r e a s an d n o r m al kid n e y o n an E － P 且A a g a r o s e c ol u m n ． T h e a r r o w s H J sh o w

th e p o in t s w h e r e el u ti o n w a s s t a rt e d w ith 6 ．7 m M K H 2P O ． c o n t ai n in g l ．O M N a C l ．
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の に対 し ，
H C C Y

－ G T P は 6 例 中3 例 く症例 3 へ 5 1

で は10 ％前後の 低い 結合率 で あ っ た が
，

2 例く症例 1
，

2 1 で は50 ％前後の 結合率 で あ り
，
L C A に 対 す る観和

性 に は
一 定 の傾 向 は見 ら れ な か っ た ． ま た

，
正 常膵

y
－ G T P の 結合率は17 旬 2 0 ％ と正 常肝の それ に 比 し て

や や 低か っ た が正 常腎 y
－ G T P は L C A に 対 して 2 例

と も全く 親和性 を示 さ な か っ た ．

正 常肝
，
肝硬 変肝 ， 非 癌 部 肝 ．

正 常 膵 ， 正 常 腎

Y
－ G T P の E － P H A ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に よる 溶出像を

図4 に 示 す ． 正 常肝 ． 肝硬変肝 ． 非 癌部 肝の y
－ G T P

はい ずれ も E －P H A に 対 し て ほ と ん ど親和性 を示 さ な

か っ た ． こ れ に 対 し
，

H C C y
－ G T P は 図5 に 示 す ご と

く 6 例 す べ て が E － P B A カ ラ ム に 結合 し
， 溶 出が著 し

く遅延 し
，
明 ら か に E － P R A に 対 し高も1 親和 性を 示 し

H C C くc a n c e r o u s ti s s u e I

二
盲
こ

コ

E
リ

倉
吉
0

祀

d
ト

U
－

ト

崎

た ． ま た
，

正 常膵 y
－ G T P も E － P 王i A に ほと ん ど結合

し な か っ た が正 常 腎 y
－ G T P は H C C y

－ G T P の場合

と 同様な パ タ
ー ン を呈 し高 い 親和性 を有 し て い た ．

V ． 免疫学的検 討

抗体と して 抗 ヒ ト H C C y
－ G T P 抗体 ある い は抗ヒ

ト正 常腎 y
－ G T P 抗体 を用 い

，
H C C

，
正 常 肝 ， 正常

腎 ，
正 常膵 な らび に 肝硬変肝 y

－ G T P を用 い て 免疫拡

散法 を行 い
，

さ ら に ， y
－ G T P 染色 も行 い

， 沈降線を

観察 し た ． い ずれ の 場合 も図 6 に 示 す ご とく 各抗体の

間に お 互 い に 完全 に 融合 す る 1 本の 沈降線 を形成し
，

免疫学 的に 区別 し得 な か っ た 一

考 察

種 々 の 実 験 的 肝 癌 に お け る 研 究 な ど に よ り ，

2 0 4 0 2 0 4 0

F r a c ti o n n u m b e r

F ig ． 5 ． A ff in it y c h r o m at o g r a p h y o f y
． G T P s p u ri fi e d f r o m h e p at o c e11 u l a r c a r c in o m a

くH C Cl t e st ed o n a n E － P H A a g a r o s e c ol u m n ． T h e a r r o w s H H sh o w s th e o in t s

w h e r e el u ti o n w a s st a r t ed w ith 6 ．7 m M K H 2P O 4 C O n t ai n in g l ．O M N a C l ．



ヒ ト肝細胞癌 y
－ G T P の 性状

Fig ． 6 ． D o u bl e in 1 m u n Od if f u si o n in a g ar O S e g el

S t ai n e d w ith y
－ G T P a cti vi ty ． y G T P s p u ri fi e d

f r o m h e p at o c e11 u l a r c a r c in o m a くH C Cl ，
n O r m al

h v e r くN U ，
n O r m al k id n e y くN Kl ，

n O r m al p a n c r e a s

くN Pl a n d li v e r ci r rh o si s くL CI w h e r e pl a c e d in

th e p e ri p h e r al w e u s ． A n tib c d y a g a in st y
－ G T P

p u ri fi e d f r o m h e p a to c e11 u la r c a r c in o m a くA bJ w a s

p u t in th e c e n t r al w e11 ．

y
－G T P は癌胎児性蛋白と して の 性状 を有 し

， 肝の 発

癌に 際し て胎児性活性 の 増加す る こ と が 示 唆さ れ て い

る
4 仰

0 また ， 実験肝癌 に お い て増加 す る y
． G T P と 正

常肝の y
－ G T P に は ペ プチ ド部分に は差 異 は な い が ．

粁鎖構造 に 適い の あ る 可能性が 以前よ り指摘さ れ て い

た
欄 19l

． こ の よう な点 に注目 した S a w a b u ら
8ト 101

は ポ リ

アク リル ア ミ ドグ ラ デ ィ エ ン ト ゲル 電気泳動 を用 い た

臨床的研究よ り H C C 患者血 清中に 特異的 に 発現す る

y
－ G T P の 分画 を発見 し

，
N o v el y

． G T P と 呼称 し て

いる ． そ し て
，

そ の 特異 分画 は ペ プ チ ド部 分で は な

く
， 糖鎖部分の 適い を 反映 し て い る 可能性 を示 唆し て

い る
川 1n

． ま た
，
S h a w ら

201
は ヒ トの 各種 正 常組 織 の

y
－ G T P に は ペ プ チ ド部 分 の 構造 に 殆 ど差 異は な い

が
，

その 糖鎖部分で 大 き く異 な っ て い る 可能性 を推察

して い る ．

一 方 ，
S el v a r aj ら

21I

は と 卜成熟肝 ， 胎児肝

およ び H C C の y
－ G T P に は構造 的に 遠 い は な い と 報

告し てい る ． こ の よ う に と 卜の H C C に お い て み ら れ

る癌性変化の 詳細 に つ い て は依然と して 不明な こ と が

多い ． 著者 は ヒ ト H C C y－G T P の 特異 的な変化 を 明

らか に し よう と して
，

H C C y
－ G T P を 精製 し

， 肝 ，

阻 腎の 正 常組織 や 非癌 部肝 組織 の y
－ G T P を比 較

し
， その癌性変化 に つ い て 検討し た ． ま ず

，
S D S 電 気

泳動では H C C y
－ G T P と 各種正 常組織 や非癌性肝組

織の y
－ G T P に は分子 量 や サ ブ ユ ニ

ッ ト組成 に お い て

は差異はみ ら れ な か っ た ． ま た
， 既に 報告さ れ て い る

が
抑

， 本研究 に お い て も ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る 検

討で は H C C y
－ G T P は 正 常 肝 な ど の 他 の 組織 の

y
． G T P と免疫学的 に 区別 しえ な っ た ． これ ら の こ と

67 3

よ り ，
H C C y

． G T P は
，
少な く と も ペ プチ ド構造 に お

い て正 常肝や 他の 組織の y－G T P と は差 はな い と 考 え

られ る ．

一

方 ，
ポ リ ア ク リル ア ミ ド ブラ デ ィ エ ン ト ゲ

ル 電気泳動に よ る泳 動度で は y
． G T P は症例 に よ り多

少差 は あ る も の の 6 例 総 て が 正 常肝 や 肝 硬 変 肝 の

y
． G T P よ り明 らか に遅延 し てい た ． この よ う な 泳動

度の 差 は上 述 した よ う に ペ プ チ ド 部分 に 差異 は な い こ

と よ り酵素分子 の 荷 電に 影 響す る シ ァル 酸な どの 糖鎖

構造 の 差異に よ る 可能性が 最も考 え られ る ． 実際 ，
ノ

イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ 処理 に よ り H C C y
－ G T P と 正 常 肝や

肝硬 変肝 y
－ G T P の 泳動度 の差 は著明に 減少 した ． さ

ら に
， H C C y

． G T P の等電点は症例 に よ り異 な る もの

の い ずれ も 正 常肝や肝硬変肝 の ツ
ー G T P の 等電点よ り

も明 らか に 高く ，
ノイ ラ ミ ニ ダ

ー

ゼ処理 に よ り こ の よ

う な等電点の 差は ほ と ん ど消失し た ． M at s u d a ら
22I

は

ラ ッ トの 各種 y
－ G T P に は い くつ か の 分画あ り ， そ の

等電点 は シ ァ ル 酸 含有量 と 平行 す る こ と を 示 し て い

る ． 以 上 の こ と よ り H C C y
－ G T P は正 常肝 や非癌性肝

組織 の y
－ G T P に 比 して ，

シ ァ ル 酸の 含有量が か な り

少 な い も の と 推測 さ れ る ． ま た ， O b t a ら
乃l

は 膵 癌

y
－ G T P は正 常膵の それ に 比 べ

，
H C C y

， G T P の 場合

と 同様 に 泳動度が遅 く
， 等電点が 高い こ と よ り シ ァ ル

離合有量の 少な い こ と を指摘 して い る ． こ の よ う に 肝

お よ び膵の 癌化 に お い て発現す る y
． G T P の 変化 に は

類似 し た もの が ある と思 われ る ．

晴乳動物の y
－ G T P は 高マ ン ノ ー ス 型 と多様な 複合

型糖鎖 か ら成 る アス パ ラ ギ ン 結合糖鎖 を含む糖 蛋白 で

あ り
24，

， y
t G T P の糖鎖構造に は特異性 あ る い は 臓器

特異 が存在す る と 言われ て い る
25I

． 本研究 で も ヒ ト の

種々 の 正 常組織の y
－ G T P を レ ク チ ン親和性 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

を用 い て 比較 した と こ ろ ， 正 常肝 ， 正 常膵

お よ び正 常腎に お い て y
－ G T P の C o n A や L C A に 対

す る親和性が 各組織 で異 な っ て い た ． こ の こ と は
，

ヒ

ト y
－ G T P の 糖鎖構造に も臓器 特異性の 存在 する こ と

を示 すも の で あ ろ う ． H C C y
－ G T P の C o n A に 対す る

親 和性 を み る と 6 例 中 4 例 で 正 常 肝 や 肝 硬 変 肝

y
－ G T P に 比 し て明 らか に 低 い 結合率 を示 し て い た ．

C o n A は 高 マ ン ノ ー ス 型 糖鎖や序－ マ ン ノ ー ス 残基

の C －4 に 結 合 す る バ イ セ ク テ ィ ン グ G Ic N A C

くbis e c t in g N －

a C e tylgl u c o s a m i n e
，
bi s e c t in g G I c N A cJ を

有さ な い 2 本鎖の 複合型 糖鎖 に 親和性 が ある と 言わ れ

て い る ．

一 方 ． 詳細 は後述す る が ，
H C C y

－ G T P で は

い ずれ の 症 例 に お い て も バ イ セ ク テ ィ ン グ GI c N A c

に 親和性 を有す る E － P H A に 対す る 結合率が 増加 して

い る こ と を考慮す る と
，
H C C y

－ G T P の C o n A に 対す

る親和性 の 低下 は バ イ セ ク テ ィ ン グ GI c N A c の 増加
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と関連 して い る か も し れ な い ．

L C A は 2 本鎖の 糖 鎖の 還元末端の フ コ
ー ス と 特 異

的 に 反応す る と 言われ て い る
訂－

． H C C の 代表的 な腫瘍

マ
ー カ ー で ある a

－ フ ェ ト プ ロ テイ ン くa
． F e t o p r ot ei －

n
，
A F PJ で は

，
良性肝疾患 に 由来 した A F P は L C A

に 結合 し な い が ，
H C C に 由来 した A F P は L C A に 対

して は 高い 親和性 を有す る こ と よ り H C C に お い て増

加す る も の は フ コ シ ル A F P と い わ れ て い る
訪l

． 著者

の H C C y
－ G T P の L C A に 対す る結合性 を検討 し た成

績 で は 6 例中 2 例 は 増加 傾向 に あ り ， 3 例 で は 低下

し，

一 定 の傾向 は得ら れ て い な い の で
，

H C C Y
－ G T P

で は フ コ シ ル 化 した 糖鎖が増加 す る か 否か は 明ら か で

は な い ．

一 方
，

3 本側 鎖 お よ び 4 本 側 鎖 の 糖 鎖 は

L C A に 親和性を示 さ な い と言わ れ て い る の で ，
H C C

Y
． G T P の L C A 結合率の 低下 は こ の よ う な糖鎖 の 変

化 を反映 し て い る 可能性 も 考慮 さ れ よ う
謂 I

E ． P H A の 親和 性 に 関 し て 正 常 肝 や 肝 硬 変 肝 の

y
－ G T P は E － P H A に 対 して 全 く親和性 を示 さ な い の

に 対 し H C C y
－ G T P は明 ら か に 高 い 親和性 を示 した ．

E ． P H A の 親和性 に バ イ セ ク テ ィ グ GI c N A c が重要で

ある と 言わ れ てい る
17，30 1

．
Y a m a sh it a ら

12，
は こ の バ イ セ

ク ティ ン グ GIc N A c は ラ ッ ト正 常肝 の y
， G T P 糖鎖 に

は 全く 見 い だ さ れ な い が
．

ラ ッ ト A H 牒6 腹水 肝癌

y
－ G T P で は全糖鎖の4 0 ％ に発 現 して い る と報 告し て

い る ． また
，
N ar a S 血h a n ら

31
憬 ラ ッ ト肝の発癌過程 に

ぉ い て肝小結節中 に バ イ セ ク テ ィ グ GI c N A c の 形成

の 律速 酵素 である N － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン トラ ン ス

フ エ ラ
ー ゼ王II が 強 く誘 導 さ れ る と し て い る ．

一 方 I

Y a m a sh it a ら
29，

は 1 例の と 卜 H C C y
－ G T P の糖鎖 の分

析よ り ， 意外な こ と に バ イ セ ク テ ィ ン グ GI c N A c の増

加は み ら れ ず
，

3 本側鎖 や 4 本例鎖の 複合糖 鎖が大量

に 増加 して い る と報告 して い る ． しか し ，
こ の 成績 は

ただ 1 例の み の検討で あ り ，

一 般 に どの 種の 悪性腫 瘍

に お い て も
ー

様 に 形質発 現が み ら れ る こ と は な い の

で
，

こ の 成績 は結論的と は 言 えな い
0
著 者の 成績 で は

H C C Y
－ G T P は 6 例 い ずれ に お い て も ， 程度 の 差は あ

るも の の E － P f 仏 に 対 して は明 ら か に 親和性が 増加し

て お り
，

バ イ セ ク テ ィ ン グ G Ic N A c 残基 の 増加 して い

る こ とが 示 唆さ れ る ． 但 し ，
E － P H A の 調整時 に C － 2

，

－6 外側糖鎖 を含む オ リ ゴ 糖構 造 に 親和 性 を 有 す る イ

ソ レ ク チ ン で あ る し P H A が 混 入 す れ ば師
，
しP H A は

C －2
，

－ 6 外側糖鎖 を有 す る オ リ ゴ 糖 に 親 和性 を 有す る

の で E JP H A に 混入 した L － P H A に よ り こ の よう な 複

合糖鎖 の反応 を見て い る可能性 も十 分あ り え る と思 わ

れ る ． い ずれ に して も y
－ G T P は非常 に 異質な 糖鎖 を

も つ た め
，

そ の複雑な構 造を レ ク チ ン の み で 分析す る

崎

ニ と は容 易 で は な い と 思 わ れ る ． そ れ に は
，

H C C

y
． G T P の特 異な糖鎖構 造を認識 し得 る モ ノ ク ロ ー ル

抗体 を開発 す る必 要が あるが
， 糖蛋白 の 糖鎖部分を認

識 しう る 単ク ロ
ー ン 抗体 を得 る こ と も非常 に 困難で あ

り ， 著者ら も 数回 試み て い る が成功 して い な い ■ 以上

の よう に ， H C C y
． G T P は正 常肝 に 比 して ペ プ チド構

造 に は差異 は な く ， 種 々の 糖鎖構造 に お い て相違の あ

る こ と が示 唆 さ れ る ． 著者 の検討 で い ずれ の H C C 症

例 に も 共通 して み ら れ る所見 と し て
，

ポ リ アク リ ルア

ミ ド グラ デ ィ エ ン ト ゲ ル 電 気泳 動 に よ る泳 動度 は遅

く ， 等電点 は明 ら か に 高 い が
，

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理

後 は こ れ れ の差異 は い ずれ も 殆 ど 消失 す る
，

E ．P E A

に 対 し て は明 ら か に 親和性が 増力ロし て い る
，

な どが認

め られ る ． ニ れ ら の こ と か ら ヒ ト H C C y
－ G T P の 変化

と して は
，

主 に シ ァ ル 酸 の 含有 量の 減 少 と バ イ セ ク

テ ィ ン グ GI c N A c 残 基あ る い は C －2
，

－6 外側糖鎖を含

む オ リ ゴ 糖 の 増加 が指摘で き る と考 え られ る ．

結 論

癌 化 に と も な う ヒ ト H C C Y
－ G T P の 変化 を明ら か

に す る目的で
，

6 例の H C C 組織よ り y
－ G T P を精製

し ， 同様 な方法で 精製 し た正 常肝 ， 肝硬変肝， 正常膵

お よ び正 常 腎の y
－ G T P と比 較しなが ら ， その 生化学的

ぉ よ び 免疫学的性状の検討を行い
，
以 下 の 結論を得た ．

1 ． S D S 電 気 泳 動 に て H C C y
－ G T P は 分 子 量

26
，
0 0 0 と63 ，

0 0 0 の 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト に 分か れた が ，

他 の正 常組織 の y
－ G T P と の 間に は 分子 量

，
組成の い

ずれ に お い て も差異 は み ら れ な か っ た ．

2 ． ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グ ラ デ ィ エ ン トゲ ル 電気泳

動で は H C C y
－ G T P は症例に よ り 多 少異 な る も のの

6 例 す べ て が 正 常 肝 や 肝 硬 変 肝 あ る い は 正 常膵

y
－ G T P よ り も 明 ら か に 泳動 度 が 遅 延 し て い た ． ま

た
，
正 常腎 y

－ G T P は H C C y
－ G T P と同様 に 正常肝や

肝硬変肝あ る い は 正 常膵の y
－ G T P よ りも 明らか に 泳

動度が 遅延 して い た ■ ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ 処理 後の 泳動

で は H C C y
－ G T P や 正 常腎 y

－ G T P の 泳動度 は ばとん

ど変化 し な か っ た の に 対 し
，

正 常肝 や 肝 硬変肝の y

－ G T P の 泳動度 は著 しく 遅く な り H C C y
． G T P との差

は 非常 に 小さ く な っ た ．

3 ． 正常 肝 ， 肝硬変肝
，
H C C の 非癌 部お よ び正常膵

の y
－ G T P の 等電点 は そ れ ぞ れ

，
4 ． 0 へ 4 ． 3 で あ っ た

が
，

H C C y
r G T P 6 例の 等電点は 症例 に よ り 異なる も

の の5 ． 卜 6 ．0 を 示 し ，
い ずれ も正 常肝 ， 肝硬変肝，

非

癌 部肝ある い は 正 常膵 y
－ G T P の 等電点よ り も明らか

に 高値 を示 した ． ま た
，

正 常腎 y
－ G T P も5 ．7

へ 5 ．8 の

高 い 等電 点 を 示 し た ． ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理後の



ヒ ト肝細胞癌 y－G T P の 性状

肛 C お よ び正 常腎の y
－ G T P の 等電点 は い ず れ も6 ． 0

の近傍に あ り大 き な変動 は み られ な か っ た の に 対し ，

正常肝， 肝硬変肝 ， 非癌部肝 あ る い は 正 常膵の 等電 点

は6 ． 0 の 近傍 に 移動 し ，
H C C y

－ G T P の 等電点 と の 差

は殆どみ られ な く な っ た ■

4 ． 各種 レ ク チ ン に 対す る親和性 に つ い て み る と
，

正常肝 ．
肝硬変肝 お よ び H C C の 非 癌部 y

． G T P は

C o n A に 対 し90 ％前 後 の 高い 親和 性 を示 し た が ，

H C C 6 例 中4 例 は50 ％以 下の ， ま た ， 正常腎 も1 0 ％台

の低い 結合率 で あ っ た ． L C A に 対 し正 常肝 ， 非癌 部

肝y
－ G T P は30 へ 5 0 ％ の 結 合率 を 示 し た の に 対 し

，

H C C y
－ G T P は 6 例申 3 例で10 ％の 低 い 結合率で あ っ

たが
．

2 例 で は50 ％前後の 結合率で あ り
，

一 定 の 傾向

は見られ な か っ た ． 正 常膵 y
－ G T P の 結合 率 は17 句

2 0 ％と 正 常肝 の そ れ に 比 し て や や 低 く
，

正 常 腎 y

．G T P は L C A に 対 し て全く 親和性 を 示 さ な か っ た ．

E ． P H A に 対 して は 正 常肝 ， 肝硬変肝 ， 非 癌 部肝 お

よび正常膵 の y
－ G T P は い ずれ も殆 ど親和性 を示 さ な

かっ たが ，
H C C y

－ G T P は 6 例中全て が 高い 親和性 を

示した ． ま た ，
正 常腎 y

． G T P もH C C y
－ G T P と 同様

に高い 親和性を示 し た ．

5 ． 抗 ヒ ト腎 y
－ G T P 抗体を 用 い た 検 討 で は H C C

y
－ G T P は

，
正 常肝な どの 他の組織 の y

－ G T P と は 免

疫学的に 区別 し得 な か っ た ．

以上 の こ と よ り ，
H C C y

－ G T P は 正 常肝 y
－ G T P と

ペ プチド構造に 差 異は な く ，
主 に シ ァ ル 酸の 含有量の

減少とバ イ セ ク テ ィ ン グ GI c N A c 残 基 あ る い は C － 2
，

一6 外側糖鎖 を含む オ リ ゴ 糖 の 増加 な ど の 糖 鎖構造 に

お い て 相違の あ る も の と 推定 され る ．
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th e di a g n o sis of h e p a t c c ell ul a r c a r c in o m a ． G a n n ．
，

7 5
，
8 0 9 － 81 5 く1 9 841 ．

2 7I K o r n 鮎1d
，
K ．

，
R ei t m a n

，
M ． L ． 及 K o rn feld ，

R ． ニ T h e c a rb o h yd r a t e b in d in g s p e c ifi city of p e a an d

l e n til l e c t in s ． J ． Bi ol ． C h e m ．

，
2 5 6

，
6 6 3 3 ． 6 6 40 く19 8 11 ．

2 8I A o y a gi ，
Y ．

，
I s e m u r a

，
M ．

，
Y o s h i z a w a

，
Z ．

，

S u z u k i ， Y ．
，
S e k i n e

，
C ． O n o

，
T ． 鹿 I c hi d a

，
F ．

ニ

F u c o s yl a ti o n of s e ru m a
－f e t o p r o t e in in p atie n ts w ith

p ri m a r y h e p at 亡XI ell u l a r c ar C in o m a ． B i o c h in 1 ． B i o ph y s ．

A c t a
，
8 3 0

，
2 1 7 － 2 2 3 く19 8 5l ．

2 9I Y a m a s h it a ， K ．
，

T o t a n i
，

E ． ，
I w a i

，
Y ． ，

T a k a m i s a w a
，

I ．
，

T a k ei s hi
，

N
．

，
H i g a s h i

，
T ．

，

S a k a m o t o
，

Y ． 皮 K a h a t a
，

A ． こ C o m p a r a tiv e s tu d y

o f th e s u g a r c h a in s of y
－

gl u t a m ylt r an S p e p tid a s e

p u ri fi e d f r o m h u m an h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a a nd

f r o m h u m an h v e r ． J ． B i o c h e m ．
，
1 05

，
7 2 8 ．7 35 く19891 －

3 0I C u m m i n g s
，
R ． D ． 良工K o r n fbl d

，
S ．

ニ C h a r a c te r －



ヒ ト肝細胞癌 y
－ G T P の 性状

i z ati o n o f th e s t ru C t u r al d e t e r m in a n t s r e q ui r e d f o r

th e h igh aff in ity in t e r a c tio n o f a s p a r a g n e
－1i n k e d

o鹿 O S a C Ch a ri d e s wi th i m m ob il k e d ph a s e ol u s v ul g ar is

l e u k o a g glu t in a t in g an d e r yth r o a g gl u t in a t in g l e c t in s ．

J ．
B i ol ． C h e m

． ，
2 57

，
1 1 23 0 －11 2 3 4 く19 8 2I ．

6 77

3 11 N a r a si m h a n
，

S ．
，

S c h a c h t e r
，

H ． 鹿

R aj a l a k s h mi
， S ． ニ E x p r e s si o n of N ．

a c e t ylgl u c o s a m i －

n ylt rr n sf e r a s e III in h e p a ti c n ckl u l e s d u r in g r a t li v e r

C a r in o g e n e si s p r o m ot e d b y o r o tic a cid ． J ． Bi ol ．

C h e m ．
，
2 6 3

，
1 2 7 3 －1 2 8 1 く19 8 8J ．

C h a r a ct e riz a ti o n oI Y
－ G l u t a m yl t r a n s p e p tid a s e f r o T n H e p a t o c eIl ul a r C a r ci n o m a a n d

C o m p a ris o n wi t h T h o s e h
－

O m N o r m aI Li v e 11 C ir r h oti c L iv e r a n d oth e r Tiss u es K e nji O z a ki
，

T h e D ep art m e n t o f I n t e rn al M ed i ci n e
，
C an C e r R e s e a rc h h s ti t u te

，
K an a Z a W a 92 0

－

J ． J t m n M ed S o c ．
，

1 00 ，
6 65 － 67 7 く1 99 11

K e y w o r d s h ep a ttx，ell ul ar C ar C in o m a
， g a m m a －

gl ut a m y ltr an S pe p ti d as e
，
Ca rb o h y d r at e m oi e ti e s

，

Si ali c a cid
，
1 e c ti n af B mi ty

A b s t r a ct

W e e x a m i n ed th e al te r ati o n o f h u n a n li v e r
r

－

g l ut a m yl tr a n s pe pti d a s eくY
－ G T PJ w hi c h ap pe ar S t O

O C C ur d u ri n g th e p rく光e S S O f m ali g n an t tr an Sfb rm a d o n －

y
－ G T P w a s p u ri B e d 丘o m si x H ep attx Ie11 ul ar

C ar Ci n o m aくH C Cl d s s u e s
，
a n d d l eir p r o pe rti e s w e r e c o m p ar e d wi th th e e n z y m e s p u ri B e d fr o m a n o r －

m ai 1i v e r
，

Cir rh oti c li v er an d o th e r ti ss u e s ． S o di u m s ulf at 叩 Ol y a c r yl am i d e g el el e c tr o p h o r e si s

Sh o w ed th e p u ri fi ed e n z y m e c o n sist ed of h e a v y an d ligh t s u b － u nits an d th er e w e re n o slg nific an t dif －

fe r e n c e s i n m ol e c ul a r w ei g h t o r s u b － u n it c o m p o si ti o n a m o n g th e e n z y m e s fr o m a11 s o u r c e s ．

H o w e v e r
，
O n P Oly a c ryl am id e g r adie nt g el el e ctr o p h o r esis

，
al 1 si x H C C y

－ G T P s s h o w ed slo w er el e c 一

加p h o r etic m o bili d e s th a n th e e n z ym e S 丘o m n o n － C a n C er O u S li v e r ti ss u e ． A ft er n et u am inid a s e tr e a t －

m e n t
，
th e m o bilit y of H C C y

－ G T P s w as virt ur al 1y un Ch an g ed
，
wi 1il e th at of th e n o n － C a n C e r O u S liv er

tis s u e e n z ym eS W a S m ar k ed ly r ed u c e d － n Li s di 触r e n c e i n el e ctr op h o reti c m o bili ty w as r e n d e r e d

in c o n s pl C u O u S afte r n e ur a m i mi d a s e tr e at m e n t of y
－ G T P s ． I s o ele c 扇c p o ln tS O f H C C r

－ G T P s w er e

V ar i ab l e
，
b u t i n al l c as e s w er e hi gh e r th an th o s e o f th e n o n － C an C e r O u S li v e r d s s u e e n z ym eS ．

r

m e d if －

ft re n c e i n i s o cl e c 由c p o l n tS b e t w e e n H C C y
－ G T P an d n o n － C an C e r O u S liv e r d s s u e r － G T P s b e c a m e

in slg ni丘c an t a ft er n e ur am i mi d a s e tr e a t m e n t o f y
－ G T P s ． T h e c ar b o h y dr a te m oi e ti e s o f y

－ G T P w er e

e x am i n e d u s in g l e c ti n a f fi mi ty c h r o m at o g r ap h y － T b e af h i ty to L e n s c uli n a ri s ag g l u ti nin くL C Al ，

H C C y
－ G T P s w a s v e ry v ar i a bl e ． O n th e o th e r h a n d

，
fb u r o f dle Si x H C C y

－ G T P s h a d a l o w er bi n d －

in g af fi nit y fb r th e c o n c an a V al in A くC o n AI c ol ur n n c o m p a r ed wi th r
－ G T P s p u ri 鮎d fr o m n o n ぺニ an －

C e r O u S li v e r ti s s u e s ．

y
－ G T P s f r o m n o n － C a n C e r O u S li v e r ti s s u e s h o w e d a v e ry l o w a ff i ni ty f o r

P h as e ol u s vu 1 g a ri s er y 血 o a g gl u 血i n くE － P H Al ，
b u t al 1 si x H C C y

－ G T P s h a d a m u ch s tr o n g e r a 航ni ty

t o E － P H A ． T h e s e r e s ul ts i n di c at e th at th e tr an S fb rm ati o n al ch a n g e s o f H C C r
－ G T P ar e m ai n l y

i n d u c e d i n th e s u g ar c h a in s o f e n z ym e m Ol e c ul e s
，
S u C h as l o w er si ali c a ci d c o n te n ts

，
an d h i gh er c o n －

te n ts of bi s e c ti n g N － a C ety l g l u c o s am i n e くG I c N A cJ r e si d u e o r oli g o s a c c h a ri d e s c o n t mi i n g C － 2
，

－ 6

br an Ch e d o ut er c h ai n s ．


