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金沢 大学十全医学会雑誌 第94 巻 第6 号 105 ト 1 06 1 く1 98 引 1 0 51

腎細胞癌に お ける h u m o r a l l e u k o c y t e a d h e r e n c e

i n h ibiti o n くH － L A IJ a s s a y とそ の 臨床的

意 義 に 関 す る 研 究

金沢大学 医学部泌尿器 科学講座 く主任 こ 久住治男教 掛

越 田 潔
く昭 和6 0年1 1月 8 日 受付I

腎細胞癌 ほC Cう に 特異的な血 清学的診断法の 確立を目的に
， 摘出腫瘍組織 か ら腫瘍関連抗原を抽

出し
，

これ を試験抗原と す る m i c r o pl a t e 法 に よ る h u m o r al l e u k o c y te a d h e r e n c e i n h ib iti o n a s s a y く以

下 H － L A I a s s a y と 晰 の 臨床的有用 性 を検討 した
． 腎細胞痛手術材料 より抽 出した不溶性分画を デオ キ シ

コ ー ル 酸塩で 可溶化 し， a ff in i ty c h r o m a t o g r a ph y に よ り脱 アル ブ ミ ン処理 した抗原分画を免疫抗原と し
，

モ ル モ ッ トに 抗血清 を作製 した ． 正 常 ヒ ト血 清に よ り十分 に 吸収 を行 っ た 抗血清 を用 い
，
S e ph a c r yl S －2 0 0

の ゲ ル 濾過に お ける 抗原活性を測定 し， 分子 量約 60
，
0 0 0 の ピ ー

ク を得た
．

つ い で
， 同 ピ ー

ク分画を試験抗

原と して H － L A I a s s a y を改変 した m i c r o pl a t e 法の 実施条件を検討し， 至適白血球数，
5 X l O

S
c e11 sノm l

，
至

適抗原分画波 及 50 鵬 蛋白ノm l
，
至適被検血 清濃度， 0 ■ 2 5 ％と い う結果 を得た ． こ れ ら の条件 に 基づ い て

腎細胞癌症例 50 例 を含む 126 例に 対 し て ， H － L A l a s s a y を施行 した ． 結果は
，

a d h．e r e n c e in d e x くAI いこ

よ っ て 示 し た
． 腎細胞癌50 例 に お け る陽性率は， 2 215 0 例 く44 ％， で， 病 期分類別 に 見る と

， S t a g e I
，

9 J 15 例 く60 ％l ニII
，

5 ノ9 例 く56 ％トH 払 3 ノ12 例 く25 ％，ニIV
，

5 ノ14 例 く36 ％1 で あ り
，
l o w st a g e

群 くs t a g e I
， II l に 高い 傾向に あり， A I にお い て もl o w st a g e 群 は

，
h igh s t a g e 群 くst a g e III

，
I Vl と

の 間に 有意差くp く0 ■ 0 1 ほ 示 した
． 手術 後3 ケ月以降の 検討で は

， 術前に L A H 場性 で あ り， 術後再発兆候
が 認め られ な か っ た 10 例 は，

い ずれ も陰性で あ っ た が
， 術後に 再発転移 を認め た 6 例で は

，
2 例が陽性を，

4 例は陰性を示 した ． 以 上 よ り
，

mi c r o pl a t e 法 に よ る H ．L A I a s s a y は
， 腎細胞癌の 血清学的診断上

， 有
用 な

一

手段 と考 えら れ た ．

K e y w o r d s h u m o r al l e u k o c y t e a d h e r e n c e in hib iti o n a s s a y ，
m i c r o p l at e

，
r e n al

C ell c a r c in o m a
，
t u m O r － a S S O Ci at ed a n tig e n

腎細胞癌 くR C Cう に 対す る治療に 関 して
， 未だ 有効

な化学療法は確立 さ れ て お らず， ま た放射線療法に 対

する感受 性も低 い こ と よ り
，
早期の 外科的療法 の み が

，

治癒をもた ら す で あ ろ う こ と は諭 をま た な い の が 卿犬

である ． C T ス キ ャ ンや 超音波な どの 画像 診断の 普及

は
， 腎細胞癌 の 早期発見 に 大い に 貢献 し て い る が

，
し

ばしば鑑別 診 断の 困難な 症例 に 遭遇 す る ． こ の 見地よ

り
， 腎細胞痛の 血清学的診断は臨床的 に 非常に 重 要な

意義を担う の で あ るが
， 今ま で の と こ ろ臨床的 に 有用

な腎細胞癌に 特異 的な腫瘍 マ
ー カ ー

は見出され て い な

い
． 最近

， 免疫学的診断法 の
一

つ と さ れ る白血球付着

A b b r e v i ati o n s ニ N H S
，
n O r m al h u m a n s e r um ニ

阻止 試験 く1 e u k o c y t e a d h e r e n c e i n h ibiti o n a s s a y ， 以

下 L A I a s s a y と田別 の 腎細胞癌 に お け る成膚が ， 岡田
り

に よ っ て報告 され て い る が
，

こ れ は G r o s s e r ら
2
切 方

法に 準 じた t u b e L A I a s s a y に よ るも の で
，
患者の 新

鮮白血 球 を必 要 と して い る ． こ れ に 対 し て
， S a n n e r

ら
3

鳩 患 者 血 清 を 使 用 す る h u m o r al l e u k o c y t e

a d h e r e n c e i n h ib iti o n a s s a y く以 下 甘 L A I a s s a y と 晰

に よ り ， 2
，

3 の 癌の 血 清学的診断を行っ てい るが
，

腎細胞癌 に つ い て は触れ て い な い
． そ こ で 著者 は

， 腎

細胞癌組織よ り腰 瘍関連性の 高い 抗原を抽出し て 試験

抗原と し
，

H－L A I 法を改変 した m i c r o pl a t e 法の 実施

P B S
， p h o s p h at e b uff e r e d s alin e ニ R C C

，
r e n al

C ell c a r ci n o m a 三 R P M I 1 6 40
，
R o s e w ell P a r k M e m o ri al I n stit u t e T i s s u e C ult u r e M e di um 1 6 4 0 ．



1 0 52 越

条件 を設定後， そ の 臨床的有用性 を検討 した の で
，

そ

の成績 を報告 する
．

対象お よ び方法

I ． 対 象

対象 は， 組 織学 的 に 腎細胞 癌 と証 明 さ れ た 50 例

くst a g e I
，

1 5 こII
，

9 こuI
，

1 2 こI V ， 1 4l ，
お よ び そ

の 対照群と して腎細胞癌以外 の泌 尿性器悪 性腫瘍 19

例 く前立腺癌 ，
8 こ膀胱癌 ，

4 こ皐丸腫瘍，
3 こ 陰茎

癌，
1 こ 腎孟癌

，
1 こ尿管癌， い 腎碧性組織球腫，

11 ，

泌尿性器良性 疾患 19 例く尿路結石，
7 ニ 前立腺肥大症

，

5 ニ前立腺炎， 4 こ副皐丸炎，
2 こ 腎孟炎

，
1 I ， 健康

成人 38 例の 合計 126 例 である ． 腎細胞癌の病期分類は

R o b u s o n ら
41の それ に 従 っ た

．

工工 ． 抗原 の 作製

手術時に 得 られ た摘出腎 を， 腫瘍部分 と正常 実質部

分に 分 け， 生食で洗浄 し
， 月旨肪組織， 結合組織 お よ び

壊死部分 をで きる だ け除去 した後 に そ れ ぞれ － 40
0

C で

凍結 保存 し た ． 凍結 さ れ た 組 織 を 室温 で 融解 し
，

O k a d a らの 方法町に従 っ て
，

不 溶性畢自分画 を抽 出し

た ．
こ の 不溶分画 に， 5 倍容量 の 0 ． 2 ％デ オ キ シ コ ー ル

酸ナ トリ ウム 液 くs o d i u m d e s o x y c h ol a t e
，

以下 D O C

と略1 を加 えて ホ モ ジナイ ズ し，
4

0

C に て 48 時間渡拝

後， 10 ，0 0 0 g で 30 分間冷却遠心 して上清 を得た
． 沈渡

を再 び 0 ．2 ％D O C で 48 時間， 4
0

C で 捜拝 し
，
2 回の 抽

出上帝 を合わ せ て
，
こ れ に 10 倍容量の 冷 アセ ン トを加

えて － 2 0
－

C で 一 晩静置 し
， 生 じた 沈殿 を低速遠心 で集

め
， 小量 の蒸留水 に 溶か して

，
3

，
0 0 0 g で 1 0 分間遠心

した ． その 上 清 をS e ph a r o s e 4 B くPh a r m a ci a Fi n e

C h e mi c al s
，
S w e d e nン の カ ラ ム く1 ，5 X 4 0 c m l に 負荷

し
，
0 ． 1 M P B S くp H 7 ． 41 で溶 出し， 0 ． D ． 2 8 0 n m に

よる 低分子の ピ ー

ク ぐ
－

p f r 2
，，

と呼 ぶ1 を集め
， 冷室

に お け る風乾法 に よ り 10 m g 蛋 白ノm l 前後 に 濃縮 し

た ．
つ い で ，

B l u e S e ph a r o s e C L －6 B くP h a rm a Ci aJ の

カ ラム を使用し て
， 脱 ア ル ブ ミ ン 処理 を行っ た ． す な

わ ち
，

4 g の ゲル を蒸留水で膨潤後 カ ラ ム に 充填 し，

0 ． 1 M K CI － 0 ．0 1 M ト リ ス 塩酸 バ ッ フ ァ ー

， p H 7 ． 0 で

平衡後，
1 5 m g 蛋白の 抗原を負荷 して 同 バ ッ フ ァ

ー

で

溶出 し
，
0 ， D ． 28 0 n m の ピ ー ク を集 めた

．
こ れ を P B S

で透析後， 蛋白浪度 1 ． 0 － 2 ． 5 m g に 濃縮 して
－

4 0
8

C で

保存 した
．

な お
，
蛋白定量 は L o w r y 法 61 に よ っ た ．

こ

の段階で の 抗原収量 は腎細胞癌組織 10 g く湿量う あた

り2 － 5 m g で
，

こ れ は抽出組織重量 の 0 ． 0 2
－

0 ．0 5 ％

に 相当した ． また， 摘出腎より得た健 常部 腎組織 お よ

び剖検 よ り得た正 常臓器 く肝， 肺
，

牌う に つ い て も ，

同様な 方法 に よ り
，

一－

pf r 2
，，

を作製 し
， 正 常臓器抗原

と して使用 した ．

H l ． 抗血清 の 作製お よ び吸収

4 個の 腎細胞癌組織 よ り ， 上 述の 方法に よ り作製し

た部分精製抗原 を用 い
， 体 重約 4 00 g の モ ル モ ッ ト4

匹 を そ れぞ れ免疫 した ． 抗原 分画 0 ． 5 m lく蛋白量0 ． ト

1 ．2 5 m gl に 等量 の F r e u n d
，

s c o m pl et e a dj u v a n t を加

えて 乳化 し， 背筋内数ケ 所に 分割注射 し た ． 1 週間隔

で 4 回 免疫後，
最終免疫 より 1 過 日に 心 穿刺 に より全

採血 し， 分離 した 血 清を－40
0

C で 保存 した ．
ヒ ト血清

を 結 合 し た B r C N －

a C ti v a t e d S e p h a r o s e 4 B

くP a rm a Ci al の カ ラ ム に ， 得 られ た抗血清を負荷し
，0 ．1

M 重炭酸ナ トリ ウム 液で溶出 し
，
0 ． D ． 2 8 0 n m の ピ ー

ク を集 めて 元の血清量 に ま で濃縮 した ．
ヒ ト血 清との

交差 反 応が ， e n Z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y

く以下 E L工S A と略I で陰性 を示 す まで ， 吸 収操作を反

復 した後
，
硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 33 ％飽和に よ り工g G 分画

を分離 し
，

P B S で 透析後， 使用 した ．

N ． E L I S A

9 6 w ell m i c r o pl a t e くN u n k I m m u n o pl at e I －96 F
，

D e n m a rk l を使用 し
，

0 ．0 5 M 重炭酸 バ ッ フ ァ
ー

， p H

9 ． 6 で 適 当濃度 に 希釈 し た抗原 資料 100 月l を w ell に

入れ ， 4
0

C で
一 晩吸 着させ た

．
P B S － T w e e n 液く0 ． 05％

T w e e n 2 0
，

0 ． 1 5 M N a Cl
，
0 ． 0 1 M P B S l で 3 回洗浄

した後， 15 0 J Ll の b l o ck i n g b u ff e rく2 ％ ウ シ血清アル

ブ ミ ン 含有 P BSl を入 れ
，

3 7
0

C で 2 時間静置 し た．

P B S － T w e e n 液 で 3 回 洗浄後， 吸収抗血清の Ig G 分画

を 0 ．5 ％ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン を含ん だ P B S － T w e e n 液

で 50 0 倍 に 希釈 し
，
そ の 10 0 JLl を各 w ell に 入 れ ，3 r C

で 2 時間静置 した ． 3 回 洗浄後，
パ ー オ キ シ ダ ー ゼ標

識抗モ ル モ ッ トI g G 家兎抗血 清 くC a p p el L a b ． U S A l

を P B S － T w e e n 液 で 2
，
0 0 0 倍 に 希釈 し， そ の 100 JLl を

w ell に 入 れ 37
0

C で 2 時 間静置後，
6 回 洗浄 した

．

0 ．

フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を加 えて 1 時間室温 で 静置後，
2 ．5

M H 2S O 4 ，
10 0 声1 を加え る こ と に よ り反応 を止 め

，
波

長 4 92 n m の 吸光度 を M i c r o pl a t e R e a d e r C M R 60 0

くD y n a t e c k
，
U S A I に て測定 した ．

V ． 分 子 量 測 定

S e p h a r o s e 4 B お よ び Bl u e S e p h a r o s e に より部分

精製さ れ た抗原く蛋白量 2 ．5 m gノm u l O m l を A m i c o n

Y M 3 0 fil t e r により 4 m l に 濃縮 し
，

これ を S e ph a c ryl

S －2 0 0 くP a r m a ci al の カ ラ ム く4 X 8 6 c m l に 負荷し，

P B S を溶 出液と してゲ ル 濾過 を行い ， 溶 出液の 0 ．
D －

2 8 0 n m の 測定と ， 吸収抗血 清 を用 い た E LI S A に よる

抗原の 活性測定 を行 っ た ．

VI ． H u m o r al I ． A I くH － L A II 法

健康成人よ り ヘ パ リ ン加末梢血
， 約2 0 m l を採取後，

滅菌試験管 に 移 し
，

3 7
0

C で 1 時間直立 静置 して
，
白血

球の豊富 に含ま れ た上 清 を採取 した
．

こ れ を20 0 g で

．二

一．－ノ．こ

．．．ミ

．．こ

．二
1

．－．．．こ

．



．二

一．－ノ．こ

．．．ミ

．．こ

．二
1

．－．．．こ

．

腎細胞癌に お ける H－L AI a s s a y

5 分間遠心 し， 沈壇に 血 清を含ま な い R P M I 1 64 0 く以

下メ デ ィ ウ ム と する1 を 5 m l 加え，
ピ ペ ッ トに よ り洗

浄後， 再 び200 g で 5 分間遠心 した
． 沈漆に 対 して 蒸留

水4 m l を入 れ ，
2 0 秒 間 ピ ペ ッ ト で 軽く 按押 して 赤血

球を破壊 した後，
6 m l の メ ディ ウ ム を加 え て 5 分間遠

心し， 沈殿 した白血球 に 対 して適量の メ デ ィ ウム を加

える こ と に よ り ，
4 － 6 X l O

6
c ell sl m l の細胞浮遊液 を

作製し た
．

こ れ に 等量 の 0 ． 0 2 ％ト リプ シ ン くT y p e I
，

Si g m a
，
U S A l を加え

，
室温 に て 45 分間振過渡和 に よ

り白血 球膜表面 を処置 し た後
，

メ デ ィ ウ ム で 2 回洗浄

し， 細胞数 5 X l O
5
c ell sl mi に 調 整 した ． 先 に S e ph a ．

c r yl S ．2 0 0 を用 い て 部分精製 した抗 原分画 を P B S で

50 JL g 蛋 白I m l に 希 釈 し
，

m i c r o pl a t e くN o ．3 0 3 4
，

F al c o n P l a sti c s C o ．
， U S Aン に ツ ベ ル ク リ ン 注射器と

26 G 注射針 を用 い w ell あた り
一 滴 ずつ 落 と した ． つ

い で
，

5 X l O
5
c ell sノm l に 調整 した白血球 を

一 滴， さ ら

に ，
メデ ィ ウ ム で 0 ， 7 5 ％ に希釈 した 腎細胞癌症例ある

い は対照群の 血 清サ ン プ ル を
一 滴加 え

，
3 アC の イ ン

キ ュ ベ ー タ ー 内に 5 ％C O 2 環境下で 90 分間培養 した ．

その後 プレ
ー

トを室温 で 10 分 軌 細胞付着面を下 に し

て静置 し， 非付着細胞 を浮遊 させ た と こ ろで
，

その ま

ま生食中に プ レ ー ト を浸 し， 上 下 に ゆ っ く り と 10 回往

E
2 －0

1ニ

N

の

寸

0■

ご
壱
じ

む

P

－

再

0

こ
d

O

1 0 5 3

復さ せ て
， 非付着細胞の除去 を行っ た ．

つ い で プ レ ー

ト を10 0 ％ メ タ ノ ー ル で 10 分間固定 し
，
ギム ザ液で 20

分間染色後
，

メ タ ノ ー ル で 10 分間脱色を した上で
，

一

晩室温 に て乾燥 させ
， 白血球数を A u t o m a ti c P a rti cl e

C o u n t e r
，
C P 2 0 0 0 s y st e m くSh i r ai m a t s u

， J a p a n いこよ

り計測 し た
． 実験 は 一 検体 に つ き 6

－

1 0 w ell を使 用

し
， その平均値 をも っ て付着細胞数と した ． ま た， 以

下の 式よ り ad h e r e n c e in d e x く以 下 A I と 略l を求 め，

腎細胞癌症例群 と対照群を比較検討 し， さ らに 腎細胞

癌症例 に お ける 臨床経過との 相関を検討した ．

A d h e r e n c e i n d e x くAIl ニ

くM e a n N o ． c e11 s i n w ell s wi th a n ti g e n
－ M e a n N o ．

C ell s i n w ell s w ith o u t a n ti g e nll M e a n N o ． c e11 s i n

W ell s wi th o u t a n ti g e n

用 ． 統計学的検定法

各群の A I の有意差検定 は， S t u d e n
，

s t ．t e st に よ り

行っ た
．

成 績

1 ． E l王S A の 成績

吸収抗血 清の 4 例の 腎細胞癌抗原お よ び正常臓器抗

原 に 対 す る d o s e
－

r e S p O n S e C u rv e の 一 例 を 図 1 に 示

土間g e n

N H S
li v 8 r

k 嘉d n e y

1 ． 5 6 3 ．1 2 6 ．2 5 1 2 ． 5 2 5 5 0 1 0 0

A n tig e n c o n c e n t r a t i o n s くp g l m IJ
F ig ． 1

． D o s e r e s p o n s e c u r v e s o f a n ti s e r u m t o r e n a l c ell c a r ci n o m a s くR C C l
－

4ンo r s e v e r al
n o r m a l ti s s u e e x t r a ct s b y e n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y くE L I S Al ． T h e ti s s u e

e x t r a ct s f r o m v a ri o u s s o u r c e s w e r e b o u n d t o th e w ell s of a mi c r o pl a t e a n d a n a n ti s e r u m

W a S a d d ed ■ T h e a m o u n t s o f r e a c t e d a n ti s e r u m w a s m e a s u r e d b y p e r o xi d a s e ． c o n J u g a t e d
an ti －

g u i n e a pi g I g G a n d o
－

p h e n yl e n ed i a mi n e
，

a n d m o n it o r e d a t 49 2 n m ．
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寸
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O

こ
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O
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Fi g ． 2 ． S e ph a c r yl S －2 0 0 c h r o m a t o g r a p hi c p r o fil e o f th e a n ti g e n i c m a t e ri al f r o m r e n a l c ell

c a r ci n o m a ． T h e c ol u m n w a s c alib r a t e d w ith p r o t ei n s o f k n o w n m o l e c ul a r w ei gh t a s

i n di c a t e d b y a r r o w s － S a m pl e
，

25 m g p r o t ei n of R C C e x t r a c t i fl o w r a t e
，
1 8 m ll h r i

f r a c ti o n v ol u m e ，
3 ．6 m 上 ．

－

．
，

O p ti c a l d e n si t y a t 2 80 n 町 0 － 0
，

O pti c al d e n sit y a t 4 9 2

n m ．

す ．
正常 ヒ ト血 清 に よ り十分 な吸収 を行っ た吸収抗血

清 は， 正常腎， 瓢 肝， 脾か らの抽 出抗原に 対 して も ，

ほ と ん ど交差反応を示 さ な か っ た が
，
腫瘍抗原に 対 し

て は
，

明らか に 有意な 反応 を示 した ． しか し
，

4 例の

腫瘍抗原間で図 に 示す ごと く反応強度 に羞が 見 られ
，

しか も免疫抗原 に 対 して最強を示 す場合が 多か っ た ．

分 子 量 マ
ー カ

ー

で 予 め キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン さ れ た

s e p h a c r yl S － 2 0 0 の カラ ム に より 部分精製抗原分画の

ゲ ル濾過 を行 う と図2 の よ う な溶出曲線が 得 られ た 一

各分画の蛋白濃度 を
一 定と した後， 吸収抗血清 に より

抗原清性 を測定 した と こ ろ，
0 ． D ， 2 80 n m の ピ ー クと

一 致 して 抗原活性 の ピ ー クが 認め られ た ． 抗原の最小

分子量 は約60
，
0 0 0 と計算さ れ た ．

工I ． E － L A I a s 姐 y の 成続

こ の腫瘍抗 原分画 を用い
，

m i c r o pl a t e を使用 す る

H － L A I a s s a y を施行す る に 先立ち
， 方法の 至 適条件 を

明 らか に す る目的で ， 下記の 予備実験 を行 っ た ．

1 ． 至適白血球数の 決定

白血球浮遊液濃度 を， そ れ ぞれ 2 ． 5 X lO
5

，
5 X l O

5

，

1 X l O
6

，
1 ．5 X l O

6
c ell sl m l と して， W ell あた りの 付着

細胞数を検討 したく図3 う．
w ell あ た り 50 0 個以上 に な

る と
，

パ ー

ティ ク ル カ ウ ン タ
ー に よ る正 確な細胞数の

算定が 困難 とな る た め ，
5 X lO

5
c ell s 血1 を本実験で の

8 0 0

6 0 0

4 0 0

2 0 0

竜
き

し

O

d

の

こ

3
I

亡

巴
心

q

P

d

－

0

．

O

N

2 ． 5 5 1 0 1 5

くX l O
5
c e－－s 川 り

c o n c e n tr a ti o n s o f c e 11 s u s p e n S i o n

F i g ． 3 ． D e t e r m i n a ti o n o f o pti m al c ell c o n c e n tr a
－

ti o n s i n a w e11 f o r H－L A I a s s a y ，
V a ri o u s c o n－

c e n t r a ti o n s of l e u k o c y t e s w e r e a d d e d t o m i c r o
－

pl a t e w ell s ■
A f t e r i n c u b a ti o n ， th e a d h e r e n t c ells

w e r e st ai n e d a n d c o u n t ed ．

浮遊細胞数と した ．
こ れ は m i c r o pl a t e L A I a s s a y に

ぉ け る G 。1 d r o s e n ら7 切 報告と
一 致す る 細胞 数で あっ

た
．

2 ． 至適抗原濃度の 決定

抽出抗原を 12 ． 5
，
2 5

，
5 0

，
7 5 ，

1 0 0 声 g 蛋白ノml の 濃

．．．．
．．．．
．．



腎細胞癌 に お ける H ． L A I a s s a y

度に 調整 して
， 腎細胞癌症 例と健康成人 ， それ ぞれ 3

例の 血 清を用 い
， H － L A I a s s a y を行 っ た

． 図 4 に 示 す

ごと く ， 腎細胞癌症 例の A 工は抗原 漉度50 声gノm l ま で

は， 濃度の 増加 に伴 っ て減少し たが
，

そ れ以 上 の 演度

で は， ほ ぼ横 ばい で あ っ た ． これ に 対 し
， 健康成人 で

1 2 ． 5 2 5 5 0 7 5 1 0 0

A n ti g e n c o n c e n tr a ti o n s くp g l m 11

Fi g ． 4 ． E ff e c t o f a n ti g e n c o n c e n t r a ti o n s o n H － L A I

r e s p o rl S e ． M e a n v al u e s 士 S D w e r e gi v e n f o r

e a ch g r o u p ■
0

，
3 s e r a f r o m h e a lth y d o n o r s ニ ー

，

3 s e r a f r o m R C C p a ti e n ts ．

ハ

ボ
V

む
一

望

0

0

こ

血

こ

0

エ

P

く

0

0

凸

0

ア

0 ． 1 0 ． 2 5 0 ． 5 0 ． 7 5

S e r u m c o n c e n t r a ti o n s く％I

1り5 5

は 10 0 ノJ gノm l ま では ， 抗原量の 増加に 関係な く ほぼ 横

ば い で あ っ た
． 以 上 よ り 本実験 の 抗 原 分画濃 度 を 50

月gノm l と した ．

3 ． 被検血 清濃度

被検血 清を メ ディ ウム で 希釈 し， W ell 内で の 最終濃

度を 0 － 05
－

0 ． 7 5 ％と し
， 腎細胞癌症例と 健康成人

，
そ

れ ぞれ 3 例の － 4 0
0

C 保存血 清に つ い て

A d h e r e n c e r a t e く％ユ ニ

M e a n N o ． e ell s i n w e 11 s w ith a n ti

M e a n N 0 ． C ell s i n w e11 s wi th o u t a n ti g e n

X lくIO

お よ び A工 を測定 した ． 図 5 に 示 す ごと く血清濃度の

上 昇 に 伴 い ad h e r e n c e r a t e は 抗原の 有無 に か か わ り

なく低下 し， 同時 に A 工も血清漉度0 ． 2 5 ％ま で は低下

す る傾向が 見 られ た
． しか し， 0 ． 2 5－0 ． 7 5 ％の 範囲 で

は
，

ほ とん ど差 は認め られ な か っ たの で
， 本実験 では，

血 清濃度上 昇 に 伴 う 非特異的付着阻止 反 応 を 考慮 し

て
，
被検血清濃度 を w ell 内最終濃度で 0 ． 25 ％と した

．

4 ． トリ プ シ ン 処理

S a n n e r ら別の 報 告に 従い
， 正 常 ヒ ト白血 球を 0 ． 0 2 ％

トリ プ シ ン くT y p e I
，

S i g m a
， U S A l で 室温 に て 45

分間振返混和 した 後
，

メ デ ィ ウ ム で 2 回洗浄し，
5 x

lO
5
c ell sl m l に 調整 した ． トリ プ シ ン処理 を行わ なか っ

た白血球 と の 間に
，

W ell に 対 す る付着率に 差の ない こ

と を確認後， 腎細胞癌 3 例， 健康成人 5 例に 対 して
，
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U
－
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申
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む
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P
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0

1

． 2

0

0

0 ． 1 0 ． 2 5 0
． 5 0 ．7 5

S e r u m c o n c e n t r a tl o n s く％I

F i g ． 5 － E ff e c t of s e r u m c o n c e n t r a ti o n s o n l e u k o c y t e a d h e r e n c e r a t e くAl a n d a d h e r e n c e i n d e x

くBl ． M e a n v a l u e s 士 S D w e r e gi v e n f o r e a c h g r o u p ． くA l こ 0
，
6 s a m pl e s f r o m R C C

p a ti e n ts o r h e alth y d o n o r s wi th o u t a n ti g e n ニ A
，
3 s e r a f r o m h e al th y d o n o r s w i th a n ti g e n ニ

ー
，
3 s e r a f r o m R C C p a ti e n t s w i th a n ti g e n ニくBI A

，
3 s e r a f r o m h e al th y d o n o r s ニ ー

，
3 s e r a

f r o m R C C p a ti e n t s ．
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トリ プ シ ン処理 の H －L A I a s s a y に 対 す る影響 を検討

した ． 図6 に示 す ごと く ， トリ プ シ ン 処理 を行わ なか っ

た 白血球を用い た場合は， 腎細胞癌群 と対照群 間に 差

は認 め られ ず
，

A I は全て －0 ． 1 以 内で あっ た ．

一

方 ，

同 じ血清サ ン プ ル に つ い て
，

ト リプ シ ン処理 を行 っ た

白血球を用い た と こ ろ， 対 照群 で は A l に 変化 を見な

か っ たが
，

腎細胞癌 3 例 は い ずれ も
ー 0 －2 以下 に 低下

した
．
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Fi g ．
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．
E ff e c t of m ild t r y p si n i z a ti o n o n H － L A I

r e s p o n s e ． A
，

u n t r e a t ed l e u k o c yt e s i B
，
t r y p S l n

t r e a t e d l e u k o c yt e s ニ 0
，
h e a lth y d o n o r s 三 ■

，
R C C

p a ti e n t s ．

T a bl e l ． S u m m a r y o f r e s ult s

5 ． H － L A I a s s a y の 成績

表 1 に 腎細胞癌の 各病期 敵 お よ び 対照群の Al を

示 す
． 健 常 者38 例 の Al は，

－

0 ． 0 6 士0 － 0 5 くM e a n 士

S Dう， また 良性疾患瓢 泌尿性器悪性腫瘍群 で は
，
とも

に － 0 ． 0 7 士0 ．0 6 で あ っ た ． 以 上 の 結果 よ り ，
M e a n

－

2 S D 以 下 とな る －0 ． 2 以 下を 陽性 と判定 した
． 図7 に

各群 の A l を図示 したが
，
腎細胞癌の 陽性率は

，
2 2ノ50

例 く44 ％l で， 病期分類 別に 見 ると
，

S t a g e I ， 9 11 5

例く60 ％1 ニ工1
，

5 ノ9 例く56 ％ウニ工II ， 3 ハ2 例く25 ％H

工V
，

5 ノ1 4 例く36 ％うで あ っ た ．

一 方 ， 対照群 に お い て

は 76 例 中1 例に の み陽性例 を認め た
．
次 に ， 図8 に手

術後の f oll o w
－

u p S t u d y に お ける A I の 動き を示 す ． 術

前 に L A I 陽性 で あ り ， 術後再発兆候 が認 め られ な か っ

た 10 例 くst a g e I
，

6 こII ，
1 こIII

，
3 1 に お ける術

後 3 ケ月以降の 検討 で は ，
い ずれ も陰性で あ っ た ．

一

九 術後 に 再発転移を認 めた 6 例 で は ，
2 例が 陽性を，

残 り 4 例 は陰性 を示 した ． ま た ，
こ れ らの 症例の 術後

1 週目で の 測定 で は
，

す べ て陰性 で あ っ た ．

考 察

19 72 軋 H allid a y ら町は，
h e m o c y t o m e t e r を使用 し

て移植腫瘍抗原 に よ る担癌 マ ウ ス 白血球 の 付着阻止試

験 くL A I a s s a yl の有用 性 を報告 した ． 続 い てよ り簡

便 で 再現性 の 高 い t u b e L A I a s s a y
9
や m i c r o pl a te

L A I a s s a y
1 0

邪 開発 さ れ ，
そ の 有用 性が 動物 移植腫

瘍
1 1

や ヒ ト の 癌7I1 2Iに お い て 報告 さ れ て い る
．

L A l の

磯 序 に 関 し て は
， 今 な お 不 明 な点 が 少 な く な い が ，

H allid a y
1 31

，
H ol t ら 呵も eff e c t o r c ell は T c ell で

あり ， 抗原 との 反応に よ り1y m p h o k i n e 様物質が放出

され
，

そ れ が白血 球の 付着 を阻止 す る こ と を報告して

い る ．

一 方，
M a rti ら

1 5，
， R u s s o ら

18

鳩 腫瘍抗原 で感

作 され た B c ell より 分泌 され た抗腫瘍I g G 抗体が
，
主

に m o n o c yt e の F c r e c e p t o r に 付着 した 状態で 腫瘍抗

s 。bj e c t s 芸呂も悪 書冨it霊
A

電器三評
X

工 ． H e alth y d o n o r s

II ． B e ni g n d i s e a s e s

m
．
O th e r m ali g n a n ci e s

N ． R e n al c ell c a r ci n o m a

S t a g e 工

S t a g e l II

S t a g e III

S t a g e N

0
－ 0 ． 06 土0 ． 0 5

0 －0 ． 07 土0 ． 0 6

1
－ 0 ． 0 7 土0 ．0 6

5 0 22

9 －0 ．2 4 士0 ． 1 4

5
－ 0 ． 22 土0 ． 1 3

3
－ 0 ． 1 1 士0 ． 18

5
－ 0 ． 1 3 士0 ．1 8
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Fi g ． 7 － A d h e r e n c e i n d e x o f H － L A I a s s a y i n R C C p a ti e n t s an d c o n t r oI s ． M e a n v al u e 士 S D
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くン8 M J
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1 05 8 越

原 と反応 を起 こ す こ と に よ り
， 白血球付着阻止反応が

起 こる と して い る ．
い ずれ に せ よ ，

こ れ ら の L A I a s s a y

は標的細胞 と して担癌動物 あ る い は 担癌患者の 新鮮白

血 球 の 分 離 を必 要と し て い る
．

こ れ に 対 して G old －

r o s e n ら
1 71 は

，
S e r u m

－

a r m i n g L A I t e st と し て
，

2 5 ％

濃度の患者血 清 と正 常 ヒ ト白血球 を 37
0

C で 3 0 分間保

温す る こ と に よ り正常白血球 は腫瘍抗原を認識 し得，

m i c r o pl a t e に よ る L A I a s s a y が 可能 で あ る こ と を示

し た
．

つ い で
，
S a n n e r ら

3l
， K o tl a r ら

1 91は
，

トリ プ シ

ン 処理 を し た 正 常 ヒ ト 白血 球 を 標 的細 胞 と し て
，

h e r n o c y t o m e t e r を用 い た L A I a s s a y に よ る癌患者の

血 清学的診断が 可能な こ と を報告 した ．
こ の方法に よ

り
，
乳癌

，
肺癌に つ い て は それ ぞ れ 83 ％，

9 5 ％の 高い

陽性率が得 られ ， 従来の L A I a s s a y と比 べ て
，
特異性，

陽性率に お い て 劣らな い こ とが 示 さ れ た ． そ の機序は
，

患者血清 中の 抗腫瘍I g G 様物 質 と ト リ プ シ ン 処理 さ

れ た白血球膜 に 付着 した 腫瘍抗原 との 反応 に よる と さ

れ て い る 瑚
．

し か し
，
h e m o c y t o m et e r 法は

，
操作上 の

労力や客観性 の 点で t u b e a s s a y や m i c r o pl a t e a s s a y

に 比 べ て 劣る ので
2 湖

， 著者 は H － L A I a s s a y に 改変 を

加 えた m i c r o pl a t e 法の 確立 を目的に 実験 を行 っ た ．

こ れ ま で W il m s
，

t u m o r
5l

，
肺癌2 01

， 膀胱癌 紺
な ど に

つ い て それ ぞ れ の腰瘍に 高度 に 関連 す る抗原の抽 出が

報告さ れ てお り， 著者 は L AI a s s a y の 特異性 を高め る

目的で
， 同様の 方法 によ り 腎細胞 癌の 抗原分画 を抽 出

し
，

H － L A I a s s a y の 試験抗原と した ． 本法の 特異性に

つ い て検 討し てみ る と ， 対 照群 76 例中， 偽陽性 は 1 例

く1 ．3 ％1 と ほ ぼ満足す べ き 結果で あ っ た
．

これ ま で 腎

細胞癌 に つ い ての L A l a s s a y に 関す る報告 は ほ と ん

どな く ， わ ずか に 岡田
11 が腰瘍の P B S ホモ ジ ネ

ー ト を

抗原と した t u b e a s s a y に よ る 30 例 の検討を報告 して

い る に すぎな い
． その 陽性率 は 87 ％，

一 方， 偽 陽性 は

対照群 43 例中3 例 く7 ％ぅ で あ っ た ． 抗原が粗 で あれ

ば
，
それ だ け非特異的反応の起 こ る 可能性が 高く な り

，

結果と して偽陽性が 増加す るも の と 考え られ る ．

一 方，

陽性率 に つ い て 見る と ， 著者 の 検討 で は
，

50 例 中22

例， く44 ％l であり， 病期分類別 に 見る と
，

St a g e I
，

6 0 ％こII ，5 6 ％
，
III

，
2 5 ％こIV

，
3 6 ％で あ っ た ． l o w st a g e

群 くst a g e I ，
IIl が hi gh st a g e 群 くst a g e III

，
I Vl

に比 べ て高い 陽性率 を示 し
，

さ ら に 両群 間で A 工に つ

い て 検討 して み ると有意差くp く0 ． 0 1 ， S t u d e n t
，

s t －t e St

l が認 め られ るが ，
こ れ ら は G ol d r o s e n ら

1 71
，

L o p e z

ら
2 2Iの 報告 と

一

致 し た傾向 で ある
．
T b o m s o n

細 が 動物

実験モ デ ル で 指摘 して い る ごと く ， h igh st a g e 群で は

抗腫瘍抗体が過剰 な血中遊離抗原に よ り消費さ れ る結

果，
血 中に十分な抗体が存在 し得 な い た めに 陽性率が

低下す る もの と考 えら れ る ．

腎細胞癌 16 例 の 手術 後の f oll o w
－

u p S t u d y に お い

て
，

1 週目で転移巣の 有無と は無関係に 全例陰性を示

し た こ と は
， 患者血流中の 抗腫 瘍抗体の 減少 ある い は

消 失を 示 唆す る も の で あ り
，

こ れ は G r o s s e r ら
2Iが 言

う よう に
，

手術 時に 多量の 腫瘍抗原が 血 中に 遊離し
，

抗体 の 消費 を促 した結果 と考 えられ る
．

さ ら に 免疫反

応を抑制 す る と され る コ ル チ ゾ ー ル の 血中 レ ベ ル が術

後 4
－

7 日 高 い と い う 報 告2 4
や

，
術 後低 下 し た血 中

工g G レ ベ ル は， その 回復に 7 － 1 0 日 を要す ると い う報

告2引
も考慮す る必 要が あ ろう

．
3 ケ月以降の検 討で

， 再

発兆 候の な か っ た 10 例は い ずれ も L A工 陰性 の まま で

あ っ た が
，

再発 転移例 6 例 中，
4 例が 陰性 で陽性を示

し た も の が わ ずか 2 例で あ っ た 一 因と して
， 検査施行

時に
， 既 に か な り病巣の 拡大を認 めて い た こ とが 考え

ら れ る
．

L o p e z ら
22I

の 乳癌の t u b e L A I a s s a y に よる

f oll o w
－

u p St u d y に よ れ ば ， 再発時， あ るい は それ に 先

立 っ て ，
1 4 ハ5 例，

9 3 ％に L A I 陽性 を認 め た
一 方

， 再

発が 認め ら れた に も か か わ らず
， 陰性 で あ っ た 症例は

，

5 ノ34 例， 1 5 ％あ り ，
こ の う ち 4 例は

， 遠隔転移症例で

あっ た と して い る
． 著者の 検討で は

， 再発例 に お いて

L A I 陰性 は必ず しも c a n c e r f r e e を反映 し な い 結果と

な っ た が ， こ の 点に 関 して は， 再発 に先 立 っ て
， ある

い は それ と時期 を同じ く して評価 し直す 必要 がある と

考え ら れ る
．

著者 の H － L A I a s s a y に よ る検討 で は， 新鮮白血球を

使用 す る従来 の L A I a s s a y に 比 べ 感度 の 点で劣る よ

う だ が
， 同法が 腎細胞癌 の ス ク リ

ー

ニ ン グ に 有用 性を

もつ こ と が示 唆 され た ． た だ ， 腫瘍抗原 と して摘出腰

痛材料 を用 い る こ と は ， 本法の 標準化 と い う 点で 問題

を残 して い る
． 図1 に 示 さ れ たよ う に

，
抗原材料間で

抗原活性 に か な り の 善が 見ら れ
，
時 に は H L A I a s s a y

で 抗原活性 を認 め な い 分画 しか 得 られ な い こ とも あっ

た ． 検査 の 特異性と感度 を増加 させ る た め に は
，
使用

抗原分画 の選択と標準化が 必 要で ある が ， そ の た めに

は有効抗原 量の 多い 腫瘍培養細胞株 を選択 して抗原材

料と し
， 抗原精製度を更に 高 め る こ と が必 要と考えられ

る
． 更 に

， 被検血 清内の L AI b l o c k i n g 因子 の 前処理

方法 を考案す る こ と な どが 必要であ ろう ．

結 論

ヒ ト腎細 胞癌 に 高度に 関連 する分子量 60 ，0 0 0 の抗原

分子 を含 む分画 を同病手術材料か ら抽 出し
，

それ を試

験抗原 と す る h u m o r al l e u k o c y t e a d h e r e n c e i n hib i－

ti o n a s s a y く廿 L A I a s s a yI の m i c r o pl a t e 変法の 至適

条件 を検討後， 同法の 腎細胞癌症例 の 診 断に お ける有

用 性 を検討 した
．

い 腎細胞癌症例
，

50 例に お ける 陽性 率は 22ノ50 例

こ．．．．．こ
．．．．

．．．．＋
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腎細胞癌 に お け る H － L A I a s s a y

く44 ％I で あ っ た
．

一 方
， 対照群 で は

，
1 ノ74 例く1 ．7 ％う

が陽性 を示 した ．

2J 陽性率はl o w st a g e 群 くs t a g e I
，

I り に 高 い

傾向に あ り
，

a d h e r e n c e i n d e x t A IJ で high s t a g e 群

くs t a g e lIl ， I V l と の 間に 有意差 くp く0 ． 0 11 を認 めた
．

3 1 術後 の f oll o w u p st u d y で は
， 術後再発兆候の

ない 症例，
10 例 は全て陰性で あ っ たが

， 再発転移症例

では 2 ノ6 例が 陽性で あ っ た
．

以 上 よ り， 著 者 の mi c r o pl a t e 法 に よ る H ． L A I

a s s a y は腎細胞癌症 例 に お け る術 前 の 血 清学 的診断

上
， 有周 な

一 手段 と考 えら れ るが
， 使用 抗原の標準化

や術後の f oll o w
－

u p S t u d y な ど に つ い て は， よ り詳細

な検討が 必要と考 え られ た ．
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