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胃 ． 大腸癌 に お ける ヒ ト胎盤 型ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の

発 現 に 関 す る 研 究
一

特異的単ク ロ ー

ン 抗体 の 開発と免疫組織学的検討 一

食沢 大学 が ん研 究所内科学講座 く主任 二 澤武紀雄教 掛

渡 辺 弘 之

く平成 1 年3 月13 日受付1

胃 ． 大腸癌に お け る ヒ ト胎盤 塾 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ くpl a c e n t al a lk ali n e p h o s p h a t a s e ，

P L A PI の 発現に つ い て明 らか に す る目的 で
，

ハ イ ブ リ ド
ー

マ 技法を用 い て
，
P L A P に 対する 単 ク ロ

ー

ン抗体 を開発 した ． P L A P の み に 反 応 す る 4 種 類 の 特異型 抗体 t A l O く抑，
A l O く501 ，

A l O く6 軋 A 1 1

く王朝1 と肝 ． 小腸 ． 胎盤の 3 つ の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼア イ ソ ザイ ム に 同等 に 反 応 す る 2 種 類 くG 6

く20ナ，
G 8 く5711 の共通型抗体 が得 ら れ た ． 特異塾の アイ ソ タイ プは

，
l g G l ， X ty p e で あり

．
共通型 の それ

は
，
I g M

，
X t y p e で あ っ た ． こ れ らの 単ク ロ ー ン抗体 の エ ピ ト ー プ は い ずれ もペ ブタイ ドで あ ると 考 え

ら れ たが
．
P L A P の 活性中心 に 対 して影響 を与 えな か っ た ． 特異 型 単 ク ロ ー ン 抗体 A 10 u Ol を用 い

て
， 胃癌107 例 ， 大腸癌35 例の 手術材料 を主な る 対象に

，
A B C 法 に よ り

，
P L A P の 免疫組織化学的検討

を行 な フた ． P L A P の 陽性 率は
． 大腸癌 で11 ％く4ノ3 軋 胃癌で は23 ％く25 ル叩 で あり

， 胃癌の 病理 組織

型別で は
， 乳頭 腺癌46 ％く6 ハ3I ， 高分化型管状腺病39 ％ く7 ハ81 ， 申分化型 管状 腹痛15 ％く4ノ27I ， 低分化

型管状腺病1 5 ％ く5ノ331 ， 膠様腺病38 ％く3 佃 ， 印環細胞癌 0 ％く0 何 と高分化型で 高い 陽性率を認め た ．

一 方
， 胃腺腫

，
腸 上皮化生部 ， 癌近傍非癌部に は

， 明 らか な 染色 は 認 め ら れ な か っ た ． 以 上 の 成硬 か

ら ．
P L A P は胃癌の 高分化型 に 出現 しや すく

， 消化管の 癌 で は
， 癌特異性 の 高 い も の と考 えら れ る ．

K e y w o r d s pl a c e n t al alk ali n e p h o s p h at a s e
，

m O n O Cl o n al a n tib o d y ，

i m m u n o h ist o ch e m ist r y ， g a St ri c c a n c e r
，

C Ol o r e ct al c a n c e r

ヒ ト胎盤 型 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ くpl a c e n t al

al k ali n e ph o s p h a t a s e
，
P L A Pン が腫 瘍 マ ー カ ー と して

注目さ れ る よ う に な っ た の は
，
1 9 6 8 年 に Fi sh m a n

ら
1，
に よ り ， 肺癌患者の 血清中に P L A P を検出 し

， 剖

検時の肺癌組織で も 高濃度に P L A P の 存在 す る こ と

が見出され てか らで あ る ． 以後 ， 本酵素 は代表的な癌

性アイ ソ ザイ ム の
一

つ と し て 内外 で 多く の 研究が な さ

れ
，

O n C O d e v el o p m e n t al g e n e e x p r e s si o n の 産物と し

て考えられ るよ う に な っ た ． そ して
， 卵巣癌や 精巣癌

などに 強く 発 現 す る こ と よ り
，
臨床的 に は主 に 婦人 科

や泌尿器科領域で腫 瘍 マ
ー カ ー

と して の 有用 性が評価

さ れ て い る ．

消化 器領域 の 癌 患者血 清 で の 電 気 泳 動 法 に よ る

P L A P の 発現 は数％ で
，
その 臨床的意義 は乏 しい と さ

れ て き た
2，

．

一 方 ， 胃粘膜 の 腸上 皮化生 は
， 胃癌 の 前癌

状態 で はな い か と い う こ とは
，

か な り以 前よ り指摘 さ

れ てき た が
， 今な お 議論の 多い と こ ろ で あ る ．

山 般 に

腸上 皮化生 を起 こ し た 胃粘 膜 に は
，

ア ル カ リ フ ォ ス

フ ァ タ ー ゼ くal k ali n e p h o s p h a t a s e
，
A L P H 唐性 の 高く

なる こ と が知 ら れ て い るが
，

そ の 活性 は小腸 型ア ル カ

リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ くi n t e sti n a l al k ali n e p h o s h p a t a －

S e
，
I A Pナ に 由来 し ， 腸上 皮化 生の 癌 化 に 伴 い O n C O

－

A b b r e vi ati o n s ニ A B C
，

a V idi n － b i oti n －

p e r O X id a s e i A L P
，

al k ali n e p h o s p h at a s e ニ B S A
，
b o v i n e

Se r u m a lb u mi n ニ cD N A
，

C O m p le m e n t a r y d e o x y rib o n u cl ei c a cid 三 C E A
，

C a r Cin o e m b r y o n i c

a ntig e n ニ D M E M
，

D ulb e c c o
，

s m o difie d E a g l e m e d i u m 三 E I A
，

e n Z y m e i m m u n o a s s a y 三

E L IS A
，

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 三 H A T
，
h y p o x a n th i n e － a m i n o p t e ri n － th ym id i n e ニ
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d e v el o p m e n t al g e n e e x p r e s si o n に よ り A L P の 形質

転換が 起 こ り ，
P L A P な どの 癌性ア イ ソ ザイ ム の 発現

して く る こ とが 想定さ れ る － し か し
，

こ の よ う な 問題

に 対 して
，
P L A P に 注目 して な さ れ た 研究は電 気泳動

法で 検討さ れ た M ik i ら
別
の も のが あ る の み で I 免疫

組織化学的 ある い は定量的 に な さ れ た ア プ ロ
ー

チ は 内

外 を通 じて み ら れ な い ．
こ れ は

，
ポ リ ク ロ

ー ナ ル 抗体

で は
，
工A P と交差免疫反 応 を有 す る 抗 P L A P 抗体 し

か得 ら れず ，
P L A P の み に 反応 す る特異 な抗体 を得 る

こ と が 不可能 で あ っ た こ と に よ る と 思わ れ る ■

そ こ で
，
本研究で は

，
P L A P の み に 反応す る特異 な

単 ク ロ ー ン 抗体 を確立し
，

こ の 抗体 を用 い て
－ 胃， 結

腸 ． 直腸癌 に お い て 免疫組織 化学的検 討 を行な い
－
消

化管癌 に お けるP L A P の発 現 に つ い て 明 ら か に し よ

う と し た ．

材料お よ び方法

l
．
P I J A P の 精製

1 ． P L A P の 抽出

分娩時 に 回 収し た
，

ヒ ト胎盤組織 を直 ち に 生理 食塩

水を 用 い て 十分 に 洗浄 し， 血液成分 を除去 し た 一 洗浄

後 ，
こ の 胎 盤組織 に 同容 横 の 生 理 食 塩 水 を 加 え

，

1 5
，
0 0 0 r p m

，
5 分間の処理 に よ り作製 した ホモ ジ ネ

ー

トに ，
M o t o n 法

4

切 変法 に 従い
，

ブ タ ノ ー ル く和光純薬

工 業 ， 大阪1 を25 ％ くV 仰 に 追加 した ． こ れ に 超音波

破砕処理 を 行な っ た後 ，
4

0

C で1 2 時間の 摸拝 を行な っ

た ． つ い で6
，
0 0 0 g ， 4

0

C ，
3 0 分 間の冷 却遠心 機 に て ，

ブ

タ ノ ー ル に より 抽出さ れ た細胞膜成分 を含 む上 清 を回

収 した ．

2 ． 加熱処理 と ア セ ト ン 処理

耐熱性で あ る P L A P の性質 に 基づ い て
，
5 6

O

C ，
3 0 分

間の 加熱処理 を行な い
， 不耐熱性物 質を 失漬 さ せ た ．

そ の 後，
ろ過 に て不溶成分 を除き

，
十分脱塩 した ．

－

1 5
0

C の 条件下 で ， ア セ ト ン を40 ％ くV ノVl に な る ま で

ゅ っ く り と攫 拝 し な が ら 加 え て ，
ア セ ト ン 分画 を行

な っ た ． 続 い て ． 3 ，
0 00 g ，

4
．

C ，
2 0 分間の冷却遠心 に

て得 られ た沈漆 を 回収 した ■ こ れ を
，
2 m M 塩 化 マ グ

ネ シ ウム お よ び 1 月 M 硫酸亜 鉛 を含 む0 ． 0 1 M ト リ ス 塩

酸緩衝液くp王i 7 ．01くトリ ス 緩衝 掛 に 溶解さ せ
，
次 の イ

オ ン 交換 用緩衝液 に て
， 十 分脱塩 した ■

3 ． イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

辺

こ の試料 を D E A E －S e p h a r o s e F a st F l o w C ol u m n

くP h a r m a ci a
，
U p p u s a l a

，
S w e d e nl を用 い て0 ． 0 1 M トリ

ス 緩衝液 くp H 7 ． 01 中で
．

O M か ら0 － 3 M ま で の 塩化ナ

ト リ ウ ム の リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト に よ り ， イ オ ン交換ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 な い
，
溶出 され た 有情性分画を

回 収 した ， こ の 分画 を十分脱塩後 ，
さ ら に

． 高速液体

ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー 装置 くH igh P e rf o r m a n c e L i q uid

C h r o m a t o g r a p h y ．
H P L C H P h a r m a ci al の シ ス テム の

下 で
，

M o n o
－Q H R 51 5 C ol u m n くPh a r m a ci al を用い

て
，

D E A E ． S e p h a r o s e F a st Fl o w の 場合 と 同 じ条件

で ， イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー を2 回線 り返 して

行 な い
，

P L A P を分離精製 した ．

王工 ． 小腸 型
，

非特異 型 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼの

精製

心不全 で 死亡 した 剖検例よ り得 られ た 成人 正常小腸

組織 と
． 肺 炎で 死亡 し た剖検例 よ り得 られ た 正常肝臓

組織 を材料に 用 い て ， 小腸型くI A Pl お よ び非特異型で

あ る 肝 型 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ くu n s p e cific

a lk a li n e p h o s p h a t a s e
，
U A Pl の精製 を行 な っ た 一 方法

は
， 両 者と も加 熱処理 を除 い て

，
他 は同様な ス テ ッ プ

に よ り 精製 を行 な っ た ．

H L P L A P 単ク ロ
ー ン 抗体 の 作製

1 ． マ ウ ス へ の 免疫

生後 6 遇 の 雌 B A L BI c マ ウ ス に 精製 し た P L A P

2 0 叫 g づ つ 2 週間お き に 3 回腹腔 内免 疫 し
，

そ の 4

週間後 に
，

ブ ス タ
ー 注射と して

，
2 0 伸 g を追加免疫し

た ． そ れ か ら 4 日目 に マ ウ ス を屠殺 し ， 無菌的に肺細

胞 を摘 出 し ， 単細胞 懸濁液 を作製 した ■

2 ． 細胞融合法
51

S P －21 0 ． A g1 4 マ ウ ス 骨髄腫細胞 と マ ウス 脾細胞は
，

別 々 に ダ ル ベ ツ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 くD ulb e c c o
，

s

m o d ifi e d E a gl e m e d i u m
，

D M E M l くGib c o L a b －
，

U ．S ． A ．1 と10 ％ ウシ 胎児血 清 くGib c o L a b ．1 に て洗浄

し
，

1 こ 5 の 比 率 で 混 合 した ． 1 ． 00 0 r p 町 5 分間遠心

後 ， 上 浦 を除去 し
，
沈漆 を再懸濁液と した ■ 次い で

，

0 ． 0 5 M リ ン 酸 緩 衝 液 くph o s ph a t e b u ff e r e d s ali n e ，

P B S H p H 7 ． 21 を溶媒 と し た5 0 ％ポ リ エ チ レ ングリ

コ ー ル くp ol y e th yl e n e gl y c ol
，

P E GJ 4
，
0 0 0 くM e r c k

，

W e st G e r m a n y H 3 7
0

C 僻 削 を 1 m l 加 え
．

2 分間ゆっ

く り と渡拝 す る こ と に よ り細胞融合 を行な っ た ． その

後 ，
前述 と 同様 な 遠 心 に て 上 清 を 除去後 ，

25 m l の

a n tib o d y i P A G E
， p Oly a c ry l a m id e

g el el e c t r o p h o r e sis 言 P B S
， p h o s p h a t e －b uff e r e d s alin e i P E G

， p Oly e th y l e n e g l y c ol ニ P L A P
，

p l a c e n t al alk ali n e p h o s p h a t a s e 三 S D S
，

S O di u m d o d e s y l s ulf a t e i U A P
，

u n S p e Cifi c alk ali n e

p h o s p h at a s e

I A P
，
i n t e s ti n al alk ali n e p h o s p h a t a s e i M A b ， m O n O Cl o n al
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D M E M を加え て捜拝 し
， 同様な操作 を繰 り返 し て 可

及的に P E G 4
，
0 0 0 を 除い た ． それ か ら

．
h y p o x a n th ．

i n e
－

a m i n o p t e ri n －th y mi di n e くH A Tl 培 養液 く和光純薬

工 鼎 を 90 m l を加 えて 静か に 擾拝 く1 x l O
6

牌 細胞 ノ

m り 後 ，
3 0 分間静置 した ．

一 方 ， 生後 4 週 の B A L Bノ

c マ ウス よ り胸腺 を無菌的に 摘 出し
， 胸腺細 胞1 ． 5 X

lO
8

個を回 収 し
，
細胞浮遊液 に 追加 した ． こ れ を

，
9 6

ウ ェ ル 平 底 組 織 培 養 プ レ ー

ト くB e c t o n D i c k i n s o n
，

N e w J e r s e y ，
U ． S ． A ．I の ウ ェ ル ごと に 1 5 0 J L l づ つ 分注

し
，
3 7

0

C ，
5 ％ C O 2 イ ン キ ュ ベ

ー

タ
ー に て 培養 を 行

なっ た ． 2 日後 ， 選択的 H A T 培 養液 を 50ノバ づ つ 各

ウ ェ ル に追加 し
，

以 後 ，
2

ノ
ー 3 日 ご と に 半容量 交換 を

行な っ た ．

3 ．
ハ イ ブ リ ド

ー

マ の 選択と 限界希釈法

96 ウ ェ ル ビ ニ ー ル ア ツ セ イ プ レ
ー

ト くC o s t a r ，

C a m b rid g e
，
U ．S ．A ．ン に

， あ らか じめ精製 し た P L A P
，

王A P
，
ロA P を抗原 と して固相化 し

， 各 ウ ェ ル か ら培養

上清に 含ま れ る抗体 を反応さ せ て
， 後述 す る酵素免疫

測定法くe n z y m e i m m u n o a s s a y ，
E I A いこ て吸光度 を測

定した ． 次 い で
， 限界希釈法に よ る ク ロ

ー

ニ ン グ を繰

り返して ハ イ ブ リ ド ー

マ を選択 した ．

4 ． 選択 した ハ イ ブ リ ド ー

マ の培養

そ の後
，
選択 した ク ロ

ー

ン を順次24 ウ ェ ル 組織培養

プレ ー

ト くB e c t o n D i c k i n s o nl な ら び に 25 m l 組織培

養フ ラス コ くB e c t o n D i c k i n s o nJ に 移 して増 殖さ せ
，

さら に
， あ ら か じ め プ リ ス タ

．
ン くAld ri c h C h e m i c al

，

U ．S ．A ．ン を腹腔 内に 投与 して い た B A L BI c マ ウ ス 腹

腔内に
，
選 択 した ク ロ ー ン を注入 し

， 増殖 させ て
， 1 0

日目に 腹水 を 回収 した ． 次 い で
，

こ の腹水 を M o n o － Q

H R 51 5 C ol u m n を用 い て 前述 と 同様 な 緩衝 液 の 下

で
，

O M か ら0 ． 3 M ま で の 塩化ナ トリ ウ ム の リ ニ ア グ

ラ ジエ ン トに よ るイ オ ン 交換ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行

ない
， 抗体 の 活 性分画 を 回収 し た ． 必 要 な ク ロ

ー ン

は
，
液体窒素中に 保存 した ．

N ． E I A

l ． 抗原 プ レ ー トの 作製

精製 した 抗 原 くP L A P で は5 JL gl m l
，
U A P と ，

I A P で は10 JL gJ
l
m り を96 ウ ェ ル ビ ニ ー ル ア ツ セ イ プ

レ ー

トくC o s t a rJ に ウ ェ ル ごと に 50 JL l づ つ 分 注し た ．

4
0

C
，
1 2 時 間固定 し ， 0 ． 0 5 ％ T w e e n 2 0 く半井化学 ，京

執 を含 む0 ． 05 M P B S くp H 7 ． 4ンに て 3 回 洗浄 した ． 次

い で
， 1 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン くb o vi n e s e r u m

al b u m i n
， B S A H S i g m a

，
S t ．L o ui s

，
U ．S ． A ．1 と0 ．0 5 ％窒

化ナ トリ ウム く和光純薬 工 勤 を含有 した0 ． 0 5 M P B S

くp H 7 ．41 を ウ ェ ル ご と に 15 0 月1 づ つ 分注し
，

4
0

C
，

1

時間固定後 ， 使用 時 ま で－20
0

C に て保存 し た ．

2 ． EI A の 手順

EIA 施行時 に は
，
プ レ

ー

ト を室温 に 戻し
，

1 回 洗浄

後
，
培養上 清 く

一

次抗体1 を ウ ェ ル ごと に 50 ノバ づ つ 分

注 し ． 3 7
0

C
，

1 時間反応 させ た ． 3 回 洗浄後 ，
二 次抗

体 の ペ ル オキ シ ダ ー

ゼ 結 合抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン

くD a k o
，
C o p e n h a g e n

，
D e n m a r kl を0 ． 5 ％ B S A を含有

した0 ． 0 5 M P B S くp H 7 ． 4 いこよ り1 ， 0 0 0 倍 希釈 く2

メ gノm り した 後 ，
ウ ェ ル ごと に 50 ノバ づ つ 分注 し

，
3 7

0

C
，

1 時間反 応さ せ た ． さ ら に
，

3 回洗浄後 ，
ペ ル オ

キ シ ダ ー

ゼの 反 応基質で ある オル ソ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ

ン く和 光純 薬工 業1 を0 ． 1 M ク エ ン 酸 －0 ． 2 M P B S

くp H 4 ． 8J に て 1 m gl m l と し ， さ ら に ， 0 ．0 1 5 ％過酸化

水素水と なる よ う に 調整 し た反 応基質液 を， 2 0 毎 1 づ

つ ウ ェ ル ごと に 分注 し
，
室温 に て30 分間反応後

，
2 M

水酸化 ナ トリ ウム に よ り反 応 を停止 させ た ． 次 い で
，

E I A R E A D E R くM o d el F L 3 0 7
， 東洋紡 ， 大阪I を用 い

て
． 吸光度 405 n m に て 測定 した ．

V ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW e s t e r n b l o t 法 即

ン

ス ラ ブ ゲル 電気泳動装置 K S －8 0 0 0 S E 型くマ リ ソ ル

産業 ， 東京I を用 い て
， 精製 した P L A P を ゲ ル 濃度

10 ％の S O d i u m d o d e s yl s u lf a t e くS D SJ － ポリ ア ク リ ル ア

ミ ド ス ラ ブゲ ル に て 10 0 V の定電圧下で 電気泳動 を行

な い
，

ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

が ゲ ル 下端に まで 泳動

され た 時点で 電源 を止 め て
， ゲル を取 り出し た ． 続い

て
，

ゲ ル メ ン ブ ラ ン 転写装 置装置 K S ．8 4 4 0 G M T 型

くマ リ ソ ル1 を用 い て
，
3 5 V の 定電圧 下 で20 時 間通 電

し
，

ポリ アク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル

ロ
ー ス 膜 くS c hl ei c h e r 8 z S c h u ll

，
D a s s el

，
W e s t

G e r m a n y いこ転写 した ． 酵素免疫 染色用 に は
，

こ の蛋

白 を転写さ れ た こ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 に 一 次抗体 と し て

抗 P L A P 抗体特異型 A lO く101 くマ ウ ス 腹水精製 抗体

10
，
0 0 0 倍希釈ナ を反応 させ

， 続い て 二 次抗体 と し て ペ

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス I g G 抗 体

の ak ol を反 応 させ た 後 ， 0 ． 0 2 ％ ジア ミ ノ ベ ン チ ヂ ン

くSi g m aI に て 5 分間反 応 を行 な っ て発 色さ せ た ． ま

た
，

ア ミ ド ブ ラ ッ ク 10 B く和光純 薬工 業1 に よ り蛋 白を

染色し た ．

VI ． 免疫組織化学的検討

1 ． 対象と 方法

対象 に は ， 悪 性疾患と し て
， 胃癌10 7 例 ， 結腸 癌2 2

例 ， 直腸癌1 3 例の 計142 例 の 手術材料を 用 い た ． ま た ，

良性疾患と して
， 胃腺腫15 例

，
化生部20 例の 生検 なら

び に ス ト リ ッ プ バ イ オ プ シ ー

の 材料 を 用 い た ， さ ら

に
，
陽性対照 用 に 分娩時に 得 た胎盤 を用 い た ， こ れ ら

を10 ％ ホ ル マ リ ン緩衝液くp H 6 ． 01 で固定後 ，
ヒ ス トプ

レ ツ プ56 8 く和光 純薬工業I を用 い て
，
6 2

0

C の パ ラ フ イ



5 1 0 渡

ン 自動包埋 装置 に よ り パ ラ フ ィ ン 切 片 く4 ノJ m l を作

製 した ． ま た ， 胃癌症例 の
一 部 と 胎盤 で は ， 同時に 新

鮮凍結切片 を作製 し． 以後 の 染 色に 使用 した ．

2 ． 免疫組織染色法

切 片を 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ，
0 ． 3 ％過酸 化 水素 ． メ タ

ノ ー ル 溶液 に30 分間浸 し
， 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ阻

止 を行 な い
，
0 ． 0 5 M ト リ ス 緩衝液くp H 7 ．引 に て10 分 間

ごと 2 回 の洗 浄 を 充分 に 行 な っ た ． 以 下 ．
V E C T A －

S T A I N A B C キ ッ ト くV e c t o r L a b s
，

C alif o r n i a
，

U ．S ．A ．1 を用 い た ア ヴィ ヂ ン ビオ ナ ン ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 複 合 体 法 くa v id i n ．b i o ti n －

p e r O X id a s e c o m pl e x

m e th o d
，
A B C m eth o d いこて 染色 を行 な っ た ． す なわ

ち ， 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ阻止 後 ，
切 片 に ウ マ 正 常

血 清 を2 0 分 間反 応さ せ た 後 ，
0 ． 0 5 M ト リ ス 緩 衝 液

くp H 7 ．引 で 5 分間 ごと に 3 回 で充 分に 洗浄 し ， 非特異

的 抗体 を 除去 し た ． 次 に
，

P L A P 抗 体 特 異 塾 A lO

く1 01 く培養上 清10 倍希 釈1 を 4
凸

C で12 時 間反 応 させ た0

同様 に 充分 に 洗浄後 ，
ビ オナ ン 化抗 マ ウ ス I g G ウ マ 抗

体 を30 分 間反応 させ
． 同様 に 洗浄 し

，
ア ヴ ィ ヂ ン ビ オ

チ ン複合体 を45 分間反応さ せ た ． 充分 に 洗浄後 ，
発色

剤と して
．
0 ．0 0 5 ％過酸化水素 を含 む0 ． 0 2 ％ ジ ア ミ ノ

ベ ン チ ヂ ン を 5 分間反応 させ た ． ま た
，

カ ウ ン タ
ー 染

色 と して へ マ ト キ シ リ ン を使 用 した ．

コ ン ト ロ ー ル 用 と して
，
単ク ロ

ー ン 抗体の 代わ りに

正 常 マ ウ ス I g G を 用 い た り
，
精製 し た P L A P 抗原と

4
Q

C
，
1 2 時間 の反応 に て 吸収さ れ た後 の単 ク ロ ー ン 抗

体 を 用 い た ．

3 ． 免疫組織 染色 の判定

P L A P 免疫組織学的反応は
， 切片上 の 腫瘍部位 に み

られ る 染色の 範囲に よ り
， 染色が み られ な い も の こ

一

腰瘍部 の1ノ3 未満 に 染色が み られ る もの こ ＋
， 腫瘍部の

1ノ3 へ 2ノ3 に 染色が み ら れ るも の こ れ 腫瘍部の2ノ3 以上

に 染色 が み られ るも の こ 冊 と判 定 し ， 比較 検討 した ，

T a bl c l ． P u riLi c a ti o rL O f pl a c c n t al al k こIli n c pll O SP h a t a s c

辺

m l ． A L P の 活 性測 定 と A L P 酵素染色
7 I

一

部 の 材料で 免疫 染色 と酵 素染色 の 所見 を比較する

た め
，
A L P 酵 素組 織化 学的染色を行 な っ た ．

A L P 酵素染色 に つ い て は ，
P L A P が 耐熱性で ある

た め ， あ ら か じ め新鮮凍結切片 を ， 6 5
0

C で 5 分間の加

熱処理 を行 な っ た ． そ の 後 ，
こ の 切片 に

， 以 上 に 述べ

る A L P 酵素染色反応液 を室温で20 分間反応さ せて染

色 し た ． A L P 染色反 応液 は
，

M a s o n ら
7I
の 方法 に 従

い
，

ナ フ ト ー ル A S － M X リ ン酸 くSi g m aン2 m g をジメ

チ ル ホ ル ム ア ミ ドく和光純 薬工業1 0 ． 2 m l に 溶解し
， さ

ら に
， 0 ． 0 5 M プ ロ パ ン ジ オ

ー ル 緩衝 液 くSi g m a H p H

9 ． 71 9 ． 8 m l を 加 えた ． そ し て
， 使 用時 に

，
こ の 溶液に

F a s t B l u e B B くSi g m al l O m g を添加後 ， 直ち に ろ過

した音容液 を酵素染色用 に 用い た ．

ま た
，

4 － 3 0 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グラ ジュ ント

ゲ ル くP h a r m a ci al 電気泳 動後 の A L P 酵素染色は
， 中

源 ら
剖
の方法 に 準 じ て行 な い

，
A L P 活性の 測定は

，
ア

ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ K － テ ス ト ワ コ
ー く和光 純薬工 勤

を 用 い て 行な っ た ．

成 績

工 ． P L A P の 精製

P L A P 各精 製段階に お ける成績 を表 1 に 示す ． ブタ

ノ ー ル 処理 後 の ス テ ッ プ と比較 し て ， 最終段階で は，

比活性 は
，
9 6

，
3 1 1 E A U ノm g で

， 精製倍率 は148 倍， 回

収 率は15 ％で あ っ た ．

こ の 精製抗原 を 4 －30 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グラ

ジ ュ ン ト ゲ ル くP h a r m a ci al に よ る電 気泳 動 を行 なう

と ， 蛋白染色帯 と A L P 酵素染色の 活性帯 は単 一

に 泳

動 さ れ
， 泳動度 は

一 致 し て い た ．

H ． P I J A P 単ク ロ
ー ン 抗体 の 確 立

1 ． P L A P 単ク ロ
ー ン 抗体の 性状

細 胞融合法 を用 い て 6 種類 の ハ イ ブ リ ド
ー

マ を選択

T o t al v ol u m e T o t al p r o t ei n T o t al a c ti vit y S p e cifi c a c tivit y

くm ll くm gI くK A Ul くK A Uノm gl

nO憲up

d
－

．．

1

1
事

．

ほ

％

Y

く

B 11t a n Ol e x t r a cti o n

H e a t d e n a t u r a ti o n

A c e t o n e p r e cipit a ti o n

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

D E A E － S e p b a r o s e

F a s t Fl o w

C h r o m a t o g r a p h y o n
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00
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朗

9

0

0

3

3

1

23 ．4 00

4 ．
3 80

6 54

274

24 ．4

1 ．52 x lO
7

1 ．3 9 X lO
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胃 ． 大腸癌に お け る P L A P の発現

した ． 表 2 に は ， 各 組織 よ り精製 し た P L A P
，
I A P

，

U A P の 3 種 の A L P を抗原 プ レ ー

ト に 園相化 し ， 選

択した 6 種類 の 単 ク ロ ー ン 抗体 くハ イ ブ リ ド ー マ の 培

姜上手割 と の 反 応 を酵 素免疫 定量 法 く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 ，
E L I S A l に よ り検 討す る と

，

表2 の上段 に 示 す ご と く
，
P L A P に の み特異的 に 反応

する ハ イ ブ リ ド
ー

マ は A l O く川 ，
A l O く50I ，

A l O く64ン，

A l l く瑚 の 4 種 類が 得 ら れ ，
これ ら を特異型 くSI と し

た ．

一 方 ， 下 段 に 示 す ごと く ， す べ て の 抗原 に共通に

反応する ハ イ ブ リ ド ー マ は G 6 く20I ， G 8 く57I の 2 種 類

が得られ
，

これ ら を共 通型 くCl と命 名 した ． ま た
，

M o n o A b p E I A K i t くZ Y M E D L a b ．
，
S a n F r a n ci s c o

，

ロ．S ．
Aン を使用 し て

， 抗体の アイ ソ タ イ プ の 検 討 を す

る と ， 特異 型 は
，
I g G I X t y p e

．
共 通 型 は Ig M x

ty p e であ っ た ．

A 4
的 叩

O

E
u

冨
マ

一

句

3
吉
q

－

0

ぷ
く

5 1 1

2 ． P L A P 単 ク ロ ー ン 抗体 の 特異性

図 1 に
，

3 種 の A L P に 対す る特異型 と共通型 の そ

れ ぞれ の培養上 清 を用 い た希釈反応の 結果 を示 す ． 特

異型は ，
I A P

，
U A P に は反 応せ ず

， 抗体希釈 に 比 例し

て P L A P に 特異的に 反応 を示 した ．．
一 一 方

， 共通型は
，

P L A P
，
I A P

，
U A P い ずれ に も共通 に 反応 を示 した ．

3 ． P L A P 抗原 の エ ピ ト ー プの性状

P L A P の 抗原 エ ピ ト
ー プ の 性状 を調 べ る た め に

．

P L A P 抗原 プ レ
ー

トを ， 過 ヨ ウ素軌 リパ ー ゼ
，

トリ

プ シ ン を 用 い て 種 々 の 濃 度 で1 5 分 間 処 理 を し
，

E L I S A 法 に よ りそ の反 応性を検討す る と
，

表 3 に 示

す よう に
， 過 ヨ ウ 素酸や リ パ ー ゼ処理 で は

，
コ ン ト

ロ ー ル と反 応の 差異を認め な か っ た ． しか し ， ト リ プ

シ ン処理 で は
，

コ ン トロ
ー ル に 比 べ て反 応は低値 を示

し， さ ら に
，

トリ プ シ ン 濃度 の 上昇 に 伴 い
， 反 応の 低

T a b l e 2 ． R e a c ti vit y o n E L I S A b e t w e e n 6 cl o n e s o f m o n o cl o n a l a n ti b o d i e s a g a i n s t

P L A P a n d t y p e s o f al kn li n e ph o s p h a t a s e s

T y p e H y b rid o m a P L A P U A P I A P
g a霊誌冨こ．i n
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A l l く94つ
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F i g ． 1 ． E ff e c t o n s e ri al d il u ti o n s o f M A b s a g ai n s t P L A P くc u lt u r e s u p e r n a t a n tl t o e a c h

O f th r e e A L P i s o e n z y m e s くP L A P 5 JL gノ m l く書J ，
I A P lO FL gl m l く0 1 ，

U A P l O JL gl m l

く口11 ．

くSl ，
S p e cifi c ty p e of M A b s くA l O

，
A l 11 a g a i n s t P L A P o n l y r e a c t ed w ith P L A P ． くCl ，

C o m m o n t y p e o f M A b s くG 6 ，G 即 a g ai n st P L A P r e a c t e d e q u all y w ith P L A P
，
I A P

，
a n d

U A P ．
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下を示 し た ． こ の 成績 よ り
．
本抗体の 認識抗 原は

，
ペ

プタイ ド で あ ると 考え られ た ．

4 ． P L A P 単 ク ロ
ー ン 抗体 に よ る A L P 活性中心阻

害試験

本抗体が 活性中心に 対 す る抗体か 否 か を調 べ る目的

で
，

一 定の 抗原量 に 対 して 種 々 の 濃度 に な る よう に 抗

体 を加 え
，

4
0

C
，
24 時間反応 させ た後で P L A P 活性

を測定 した が ， 添加抗体量 に 無 関係 に
， 酵 素活性 は保

たれ て い た く図21 ． こ の こ と よ り
， 清性 中心に 対 す る

抗体で はな い と考 え られ た ．

5 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW e s t e r n bl o t 法1

S D S －

P O l y a c r yl a m id e g el el e c t r o ph o r e si s くP A G El

く1 0 ％1 に よ る 電 気泳動後 の W e st e r n B l o t 法 で は
．

P L A P の 精 製抗原 は く図 3 1 ， 蛋 白 染 色 で 分 子 量約

65 ，
0 0 0 の 単 一 バ ン ドに 泳動 され て お り

，
P L A P の 特異

型 抗体 に よ る酵素免疫染色帯 と
一 致 し た ． こ の よう な

方法に て も
，
P L A P に 対 す る単 ク ロ

ー ン 抗体で ある こ

とが確認 さ れ た ．

Ill ． 免疫組織化学的検討

1 ．
パ ラ フ ィ ン切片に お け る P L A P 抗庶 の 染 色性

に つ い て

分娩時胎盤の 新鮮凍結切 片で A L P の 酵素染色 を試

0 1 0 2 5 5 0 1 0 0

レ止I

P L A P M A b s

F i g ． 2 ． D o s e eff e c t o f f o u r M A b s くA lO く争1 ，
A l l

く0 1 ，
G 6 くb l ，

G 8 く口11 a g a i n s t P L A P くc ult u r e

S u p e r n a t a n tl o n th e e n z y m a ti c a c ti vi ty o f

P L A P ． F o u r M A b s a g a i n s t P L A P h a d n o

eff e c t o n th e e n z y m a ti c a cti v it y of P L A P
．

T h e s e w e r e n o t M A b s a g a i n st th e a c ti v it y

c e n t e r o f P L A P
．

辺

み る と ， 図4 くAl くB トに 示 す ごと く
， 胎盤栄養膜合胞

細胞 の 原形質膜 に 強 く染色 され た ． 同時 に
， 分娩時胎

盤の パ ラ フ ィ ン切 片で抗 P L A P 特異抗体 A lO く101 で

免疫染色 を行な う と ， 図 5 くA H 別 に 示 す ごと く
． 同

様 に
，
胎盤栄養膜合胞細 胞の 原形質膜 に 強 く明瞭に 染

色 され て い るの が 観察 され た ． 以上 の こ と よ り
，

パ ラ

フ ィ ン切 片 に お い て も P L A P 抗原性が保存 され てい

る こ とが 確認 され た ． さ ら に
． 胃癌10 症例 に お い てパ

ラ フ ィ ン 切 片と 新鮮 凍結切 片 を 同時 に 製作 し
， 免疫染

色像 を比 較す る と
， 染色 パ タ

ー

ン や染色率 に ほと んど

善が 認 め られ なか っ た ． こ れ ら の こ と よ り ， 以 下の免

Fi g ． 3 ． W e st e rn b l o tti n g o f p u rifi e d P L A P ．

P u rifi e d P L A P w a s r u n o n l O ％ S D S p o ly a c r
－

yl a m id e g el af t e r r e d u c ti o n a n d h e a ti n g i n

S D S ． P L A P a n ti g e n s s e p a r a t e d b y P A G E

w e r e t r a n sf e r r e d t o ni t r o c ell ul o s e s h e et s ．
A n d

th e y w e r e r e a c t e d w i th M A b くA l O く川1

a g a i n s t P L A P f o r E I A くL a n e A l o r wi th

a mi d o b l a c k f o r p r o t ei n st a i n i n g くL a n e Bl，

r e s p e cti v el y ． T h e s a m e si n gl e b a n d w a s

r e c o g n i z e d b y b o th E I A a n d p r o t ei n st a i ni n g

くM ． W ．6 5
，
0 0 0l ． S t a n d a rd p r o t ei n s w e r e tr e a t ed

i n th e s a m a m a n n e r a s P L A P くL a n e CI ． T h e

M ol e c u l e m a s s m a r k e r s o f st a n d a r d p r o t e in s

a n d th a t o f P L A P a r e i n d i c a t e d t o th e ri gh t

o f th e s h e e t ．
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疫組織学的検討 は パ ラ フ ィ ン切片 を用 い て行な っ た ．

なお
，

コ ントロ
ー ル に は

，
全く染色 を認 めな か っ た ．

2 ． 免疫組織染色像

胃癌で の 染色 パ タ ー ン は癌細胞 の細胞膜 と細胞質が

均
一

に 染色され る い わ ゆる c yt o pl a s m i c t y p e で あ る

場合が 多く
， 核 は全く染色さ れ なか っ た ． また ， 癌細

胞周囲の毛細血管内皮細胞や 問質組織 を含 む非痛組織

に は
，
全く 染色 され なか っ た ． 染色範囲 に つ い て は

，

図6 くA H B いこ示 した 申分化 型腺管癌 の 組織型 を示 す

胃癌染色例 で は
， 癌組織の ほ ぼ全体が 染色 され た も の

も あっ た が
，
多く は

，
図 7 くA H 別 に 示 す よ うに

， 癌

組織の
一 部が散在性 に 染色さ れ る場合が 多か っ た ． ま

た
，
染色の 極性 に つ い て は ， 癌細胞質全体 に 均 一

に 染

色され る例 が ほ と ん どで あ っ たが
，

一 部 に は
，
細胞質

に比べ て 相対的 に 腺腱内 に 面 した側 の細胞膜が 強く 染

色さ れる い わ ゆ る a pi c al t y p e も み ら れ た く図 7くCll ．

T a b l e 3 － R e a c tiv e c h a n g e o f E L I S A af t e r

a n ti g e n i c t r e a t m e n t o f P L A P

T r e a t m e n t

C o n t r ol

N a工0 4

L i p a s e

T r y p si n

5 m M

l O m M

2 0 m M

4 0 m M

31 2 u n its

62 5 u ni ts

l
，25 0 u ni ts

2
，
5 0 0 u ni ts

5
，
0 0 0 u ni ts

l
1
－

J

l

l

m

m

m

m

ノ
ノ
ノ

ノ

ノ
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．
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2

1

1

E a c h v a l u e w a s d et e r m i n e d b y th e a b －

S O r b a n c e a t 4 05 n m ．

くAう く即

Fi g ． 4
． A L P e n z y m a ti c st ai ni n g of f r e sh f r o z e n s e c ti o n o f pl a c e n t a af t e r h e a t tr e a t m e n t く65

O

C
，

5 m i nl ． H e a t －

S t a b l e A L P e n z y m e m ol u c ul e s w e r e l o c a t e d i n th e pl a s m a m e m b r a n e o f

S y n C y ti al t r o ph o b l a s t s i n pl a c e n t a ．

くAJ くX 4 01 ． くBI H i gh p o w e r v i e w o f th e a r e a i n F i g ． 4 A
， くX 2 0 01
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また ， 腺腔内分 泌物 に も染色が み られ
，
癌組織 と 同等

の 染色強度 で あ っ た ．

結腸 ． 直腸癌 の染色パ タ
ー ン は

， 胃癌 と同様 に
，
癌

細 胞 の 細 胞 膜 と 細 胞 質 は 染色 さ れ る C y t O pl a s m i c

t y p e で あ り ， 核に は染ま ら な か っ た 一 しか し
，
染色の

極性 に つ い て み る と
， 細胞全体が 染色さ れ る が ， 腺腔

に 面し た側の 細胞膜と腺腔内分泌物が よ り強く 染色 さ

れ る 傾向が み ら れた ． しか し
，
癌近傍 の 非癌組織は

．

染色さ れ な か っ た 個 8 仏I く別 ，
図 9 仏I く即1 ．

3 ． 病 理組織 型別 P L A P 発現頻 度

1 1 非癌組織

15 例 の 胃腺腰組織 ，
20 例の 化生部胃粘膜 ，

お よ び癌

近傍の 非癌部粘膜組織 で は
，

い ずれ に も P L A P の 明

ら か な 染色像 は認め ら れ な か っ た ，

2 1 胃癌組織

くA l

辺

胃癌1 07 例に お ける P L A P の発現頻度 につ い て
， 病

理 組織型別 に
， 検 討 し た ． 表 4 に 示 す ご と く

，

一 般

に
， 染色範囲が 廿や 甘と 広範に 染 ま る も の は少なか っ

た ． 胃癌全体 の 陽性 率 は23 ％ で あ っ た が
， 乳頭腺病

くp a pill a r y a d e n o c a r c i n o m a
， p a p ト 46 ％， 高分化型管

状腺病 くw ell d iff e r e n ti a t e d t u b ul a r a d e n o c a r ci n o m －

a ，
t u b ll ニ 39 ％ ， 膠様腺痛 くm u ci n o u s a d e n o c a r ci n o m ．

a
，

m u Cl ニ 3 8 ％ と
． 高分化型 と m u c で比較的高い 陽性

率が み ら れ た ． こ れ に 対 し て
， 低 分化 腺病 くp o o rly

diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r c i n o m a
， p O rl で は

，
1 5 ％と低

く
，
印環細胞癌 8 例で は染色さ れ た も の は認 められ な

か っ た ．

3 う 結腸 ． 直腸癌組織

同様 に
，
大腸 ． 直腸癌35 例 に お い て P L A P の 発現

頻度に つ い て 検討 した く表 5 ナ． 胃癌 に 比 較 して ， 陽性

Fi g ． 5 ． I m m u n o st ai n i n g o f pl a c e n t al s e c ti o n e m b ed d ed in p a r a ffi n b y M A b A l O く101 a g ai n s t

P L A P ．

N u cl ei w e r e c o u n t e r s t ai n e d w i th h e m a t o x yli n － P L A P a p p e a r e d cl e a rl y i n th e pl a s m a

m e m b r a n e o f s y n c yti al t r o ph o bl a st s i n pl a c e n t a a s s a m e a s i n F i g ． 4 ■

くA ン X 4 0 ．

くBI H i gh p o w e r v i e w o f th e a r e a i n F i g － 5 A ■ くX 2 0 01
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寧は1 1 ％と低く ， 表に は 示 し て い な い が
， 病理組織塑

別で も有意 な差 はみ と め ら れ な か っ た ■

考 察

ヒ トア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ くA L Pl に は

， 少 な

くとも 3 種類の 遺伝子 座 を異に す る アイ ソ ザ イ ム が 存

在し
8，

，
そ れ ぞ れ小腸型 くIA Pl ， 胎盤型 くP L A PI ，

非特

異型で あ る肝 ． 腎 ． 骨型 くU A PI に 分 け られ る ． こ れ

らの 3 つ の アイ ソ ザ イ ム は
，
電気泳動 度 や免疫化学的

性質に よ り 異な っ た ペ プ タイ ド で ある と 考え ら れ て い

る ． 但 し ，
I A P と P L A P は ， そ れ ぞ れ に 対 す る ポ リ

ク ロ
ー

ナル 抗体 に 対 し て
，

お 互 い に 交差 免疫反 応 を有

してい る ． 最近 ，
P L A P とI A P の そ れ ぞ れ に 対 す る

c o m pl e m e n t a r y d e o x y rib o n u cl ei c a ci d くcD N A l ク

くA う

51 5

ロ ー ン を用 い た研究 に より
，

U A P が
，
第1 染色体 上

に 遺伝子 座 を持 つ の に 対 して
，
P L A P と I A P は ， 共

に 第 2 染色体長腕遠位末端 の q 3 4
－ 3 7 に 遺伝 子 領 域

を持 ち
， 極め て 近接 し て い る と 報 告さ れ てし 1 る

別
． ま

た ， CD N A バ ク テ リ オ フ ァ
ー

ジを用 い た解析 に より ，

P L A P と I A P の ア ミノ 末端39 個の ア ミ ノ酸配列 を比

較す る と
，

お 互 い に80 ％に 相同性を有す る こ とが 明 ら

か に され て い る
101

． こ れ ら の こ と は
，

P L A P と I A P

が
，
遺伝子 発現の う えで

，
極 めて 密接 に 関連 し て い る

こ と を示 唆 し て い る と同時に
．

ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体で

は両者 が 区別 さ れ に く い こ と を別の 面よ り説明 す る も

の で あろ う ．

F i s h m a n ら
l，
は19 6 8 年 に 気管支肺癌患者の 癌組織中

に P L A P の 性 質を もつ A L P が産生 され て い る こ と

くB l

F i g ． 6 ． I m m u n o st a i n i n g o f g a st ri c c a n c e r くt u b 2J b y M A b A l O く1 0l a g a i n s t P L A P ． N u c l ei w e r e

C O u n t e r S t ai n e d wi th h e m a t o x yli n
．

くAI A l m o st all c a n c e r c ell s w e r e s t ai n e d ．
H o w e v e r

， th e n o n
－

C a n C e r O u S r e gi o n i n th e l o w e r

p o r ti o n o f th r ph o t o g r a gh w a s f r e e of st ai n i n g ． くX 4 01

くBI H igh p o w e r v i e w o f th e a r e a i n F i g ． 6 A ． くX 2 0 01
T h e c ell m e m b r a n e a n d c y t o pl a s m of th e g a s t ri c c an C e r W e r e Cl e a rly s t ai n e d e x c e p t f o r th e

n u cl ei ． H o w e v e r
，
th e i n t e r s titi al ti s s u e a dj a c e n t t o c a n c e r c ell s w a s f r e e o f st a in 1 n g ．
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を発見 し， 患者の 名前 をと っ て R e g a n アイ ソ ザ イ ム

と命名 した ． さ ら に
．

こ の R e g a n アイ ソ ザイ ム は ． 免

疫学 的に も P L A P と 異な ら な い こ とが 明 ら か に きれ
，

o n c o d e v el o p m e n t a l g e n e e x p r e s si o n の 産物 で あ る と

考 えら れ て き た ． そ して
， 卵 巣癌 や 精巣癌な ど で発 現

率が 高 い こ と よ り ，
主 に

，
婦人科や 泌 尿器科領域で 腫

瘍 マ
ー カ ー と して の 有用 性が 評価 され て い る ．

消化器 領域で も ，
R e g a n ア イ ソ ザ イ ム の ほ か に

，

W a r n o c k
11 1

の V a ri a n t A L P ， H i g a s hi n o ら
12I

の

K a s ah a r a ア イ ソ ザ イ ム
，

N a k a y a m a ら
1 3，

の N a g
－

a 。 アイ ソ ザイ ム な どい く つ か の 癌 性 A L P の 報 告も

な さ れ てき た ． しか し
．
消化器領域 の 癌 患者血 清で の

癌性 A L P の 出現率 は ，
い ず れ も10 ％以 下 で そ の臨床

的意義は 乏し い とさ れ て い る
2－

．

一 方 ，
1 9 7 6 年 M i k i ら

封
は

，
2 3 例 の 胃癌 組織 中 の

A L P を抽 出し
，

主 と し て 電気 泳 動 に よ る 分析 を 行

な っ た と こ ろ ， 2 3例 中8 例 く35 ％1 に 胎盤型 が 出現 し
．

胃癌細 胞 に よ る P L A P の 産生 を示 唆 す る 報 告 を 行

な っ た ． ま た 一
K a w a s a k i ら

14，
は ， 精製 P L A P を ウ サ

辺

ギ に 免疫 して 得 た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た 蛍光抗

体法に よ り ， 胃 ． 直腸癌 の 免疫組織学的検討 を行な っ

た と こ ろ ， 腸上 皮 化生 部 で は
，

蛍光 を 認 め な か っ た

が ， 胃 一 直腸癌 で 蛍光 を認 めた も の が 少数に 認 められ

た と報告 し て い る ．

しか し
，
先述 した ご と く ポ リ ク ロ

ー

ナ ル 抗体で は
，

P L A P と 工A P の 間に 交差免疫反 応性 を有 す るも の し

か 得 られ ず ，
こ の よう な抗体 を用 い た 免疫学 的検討で

は ， 常 に I A P と の 異 同が 問題 に な り ，
P L A P の発現

に 関し て 正確 な評価 が で き て い な い ． そ こで
， 筆者は

P L A P を独自に 精製 し，
ハ イ ブ リ ド

ー

マ 法 を用 い て
，

P L A P に 特異的 な単 ク ロ ー ン 抗体 を作製 し ．
この 抗体

を用 い て ． 多数 の 胃 ， 結腸 ． 直腸癌 に つ い て免疫組織

染 色を試 み
， 消化管癌 に お け る P L A P の 発現 に つ い

て 明ら か に しよ う と した ． い ま ま で に
，

こう した特異

的な 単 ク ロ ー ン 抗体 を用 い た 消化管癌の 免疫組織学的

研究 は筆者の 検索 し た か ぎりで はみ られ て い な い
．

P L A P に 対す る単ク ロ ー ン抗体 は ， 既 に 6 種類ほど

報告さ れ て い る
15－

． そ の 中の 幾つ か は ア ツ セ イ 系 も確
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胃 ． 大腸癌 に お ける P L A P の 発現

立さ れ てお り
，
泌尿器科 や婦人科領域 な どで血 清 中の

P L A P の測 定に も利用 され て い る ． 1 9 8 4 年 に T r a v e
－

r s ら
16，

に よ り確立さ れ た抗 P L A P 単ク ロ
ー ン抗体 で

あるH 17 E 2 抗体 は
．

マ ウ ス I g G l 抗体 で ，
P L A P の み

ならず
，
耐熱性で L － ロ イ シ ン感受性で あ る P L A P －1i k e

A L P くN a g a o アイ ソザ イ ム1 に も 反応 す る が
，
I A P

，

U A P と は反応 し な い ． こ れ を用 い た ア ツ セ イ に よ る

くCJ

F ig ． 7 ． I m m u n o s t ai ni n g o f g a s t ri c c a n c e r s b y

M A b A l O く10l a g ai n st P L A P ． N u cl e i w e r e

C O u n t e r S t ai n e d wi th h e m a t o x yli n ．

くAJ T h e c y t o pl a s m
．

st ai n e d c a n c e r c ell s くp o rl

W e r e S C a tt e r e d s p a r s el y ． H o w e v e r
，
th e in t e r ．

Stiti al ti s s u e a dj a c e n t t o c a n c e r c ell s w a s f r e e

O f s t ai n i n g ． くX 2 0 01

くBI A n o th e r c a s e o f g a s tri c c a n c e r くp o rl al s o

Sh o w e d th a t th e c yt o pl a s m － St a i n e d c a n c e r

C ell s w e r e s c a tt e r e d s p a r s el y ． くX 2 0 01

くCI T h i s c a s e o f g a st ri c c a n c e r くt u b a s h o w e d

th a t th e l u m i n al s u rf a c e o f g r a n d ul a r n e o pl a s
－

ti c e pith eli u m w a s s t ai n e d m o r e s t r o n gl y th a n

th e c y t o pl a s m o f c a n c e r c ell s ． くX 2 0 01 くP O r
．

p o o rl y d iff e r e n ti a t ed t u b u l a r a d e n o c a r ci n o m a こ

t u b 2， m O d e r a t al y d iff e r e n ti a r ed t u b u l a r a d e n o
．

C a r Ci n o m al ．
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血清測定で は
， 精巣癌で88 ％

， 奇形腫 で33 ％と 高い 陽

性率が 報告さ れ て い る
t7－

． ま た
， J o b 11 S O n ら

畑
に よ り確

立 さ れた 抗 P L A P 単 ク ロ
ー ン抗体 で あ る H 31 7 抗体

は ，
マ ウ ス I g G L 抗体 で

，
P L A P に の み反 応 し

，
I A P ，

U A P と は全 く反 応し なしユ抗体で あ り
，

こ れ を用 い た

ア ッ セ イ 系に よ る血清測定で は
， 卵巣癌35 ％

，
子宮頸

癌25 ％と の 陽性率の 成績 も報告さ れ て い る
19I

． しか し，

同じ ア ッ セ イ 系 を用 い た 消化管癌患者に お ける 血清測

定 で は ， 食道癌 5 例 ． 胃癌10 例 ， 大腸癌1 3 例の す べ て

が陰性で あ っ た と報告さ れ て い る
抑

．

今 回 ， 筆 者の 作製 した抗 P L A P 単ク ロ
ー ン 抗体 は ，

P L A P の み に 特異 的 に 反 応 す る特 異型 と し て
，

A l O

く101 ，
A l O く501 ，

A l O く6 41 ，
A ll く94I の 4 種 類 と

P L A P ，
I A P

， U A P に 共通 し て反 応す る共通型 と し て
，

G 6 く20I ，
G 8 く571 の 2 種類 が確立さ れ た ． 特異型 は

，
マ

ウ ス I g G ．，
X t y p e で あ り

． 共通型は
．

マ ウ ス I g M x

t y p e で あ っ た ． これ ら す べ ての 抗体 は ，
A L P の 活性

中心 に 対 して影 響 を与 えず， ま た ， 抗原の エ ピ ト
ー プ

は
，

ペ プタ イ ドで ある と考え ら れる ．

前述 した よ う に
，

こ れま で に 確立さ れ た P L A P 単

ク ロ ー ン 抗体に は
，
R e g a n アイ ソ ザイ ム の み と 反応 す

る H 31 7 抗体
18

や
，

R e g a n と N a g a o アイ ソザ イ ム に

共通 に 反 応す るH 17 E 2 抗体
16I

も報告さ れ て い る ．

筆者 の 作成 し た P L A P に 対す る特 異型抗体 A lO

く101 を用 い たイ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ る 免疫 染色帯 が

P L A P の 蛋白 染色帯 と
一

致し
． 同様 に 免疫組織染色 に

お い て も
，
P L A P の 存在し てい る 胎盤の 栄養膜合胞細

胞の 原形質膜 に 明 瞭 に 染色さ れ た こ と よ り ． 本 抗体

は
，
R e g a n アイ ソ ザイ ム を抗原 と して 認識 して い る と

考え られ る ．

一 方 ，
N a g a o アイ ソ ザ イ ム を抗原 と して

認識 する か 否か に つ い て は
， 現 在検討中で ある ．

P L A P を免疫原と して作製 した単 ク ロ
ー

ン抗体 に ，

P L A P の 特 異塾の み な らず
，

い ずれ の A L P に も反 応

す る共通 型 も 得ら れ た ． その 認識抗原 は
，

い ず れ も ぺ

プタイ ドで あ り ， さ ら に A L P 活性中心 に 対す る抗 体

で は な い こ と か ら ，
A L P の アイ ソ ザイ ム に は

． 活 性

中心 以外 に
， 共通に エ ピ ト ー プ とし て 認識さ れ る ペ プ

タ イ ドの 存在が 示 唆さ れ
， 系統発生の 面か ら も 興 味深

い と 考え られ る ．

今回 の 免疫組織検討 に は ， 主 と し て ， 1 0 ％ホ ル マ リ

ン 固定後
，
6 2

0

C の パ ラ フ ィ ン 槽で
，

パ ラ フ ィ ン 包埋 を

行 な い
， 薄切 切 片 を 作 成 し た ．

一

方 ， 用 い た 抗

P L A P 単 ク ロ
ー ン 抗体は ペ プタ イ ド を認識す る の で

，

ホ ル マ リ ン 固定後の パ ラ フ ィ ン切 片 で は
， 抗原 が保持

さ れ る かが 問題 に な る ． し か し
，
P L A P は

， 別名 ， 耐

熱性 A L P と い わ れ る位 で
．
6 5

O

C の 熱 に も影 響 を受 け



5 18

な い と され て い る ． 実際 に ． 陽性対照 と し た胎盤組織

パ ラ フ ィ ン切 片の 免疫組織染 色で は ． 図 5 くA l く別 に

み ら れ る よ う に ． 栄 養 膜 合 胞 細 胞 の 原 形 質 膜 に

P L A P が明 瞭 に 染色き れ た ． さ ら に
．
胃癌1 0 症例 に つ

い て ． 凍結切 片と パ ラ フ ィ ン 切 片 を作製 し ， 免疫組織

染色 に て比 較検 討し た と こ ろ
， 染色 パ タ

ー ン と染色率

に ほ と ん ど差 を認 め な か っ た ． 以 上 の こ と よ り
．

P L A P の 検討 に は
，
あ え て凍結切 片を 用 い る 必要 は な

く
，

パ ラ フ ィ ン 切 片 を用 い た検 討で 十分で あ る と 考え

られ る ．

胃 ． 結腸 ． 直腸癌と も に P L A P の 染色パ タ
ー

ン は
．

一 部 に
， 腺睦内に 画 し た側の 細胞膜が 相対的 に 強く 染

色され る もの も み ら れ たが ． 核 を除 く細胞膜 ． 細胞質

辺

全体が 染色 され る C y t O pl a s m i c t y p e で あ っ た ． こ の

よ う に
， 抗 P L A P 単 ク ロ

ー ン 抗体 に よ る免疫組織化

学 的検 索で は
，

P L A P 抗原 の 局在 は癌細胞の 細胞膜と

同時 に 癌細胞の 細胞質 に も P L A P が び慢 性 に 存在す

る こ と が示 され た ．

腸上 皮化生 は ． 胃癌 の 前癌状態 で は な い か とい う こ

と は ， か な り以 前よ り 指摘 さ れ て い るが
，

な お 議論の

多い と こ ろで あ る ． 病理 形態学的に は
，

胃の 分化型腺

癌組織 に は
，
腸 上 皮化生粘膜 に み られ る g o b l e t 細胞，

P a n et h 細 胞類似の 癌細 胞が しば しば 出現 し
． ま た癌

組織 に 接 し て腸 上皮化生 が高頻度 に 存在 して い る
211

．

疫 学的 に も ， 腸 上 皮化生 の 頻度 と早期胃痛の 分化型の

占め る割合が 年齢と 平行 して極 め て 高 い 相関 で増加す

ぐA う ほう

Fi g ． 8 ． lm m u n o s t ai n i n g o f c ol o n c a n c e r くM I Dl b y M A b A l O u Ol a g a i n s t P L A P ． N u c l ei w e r e

c o u n t e r s t ai n e d w ith h e m a t o x yli n ．

くAI T h e b e n i g n ti s s u e a dj a c e n t t o th e c a n c e r o u s l e si o n w a s f r e e of s t ai n i n g ． くX 4 01

くBI H i gh p o w e r v i e w of th e a r a e i n Fi g ． 8 A － くX 2 0 01

T h e c ell m e m b r a n e a n d c yt o pl a s m o f th e c o l o n c a n c e r w e r e cl e a rl y st ai n e d e x c e pt f o r th e

n u cl ei ． E s p e ci all y ，
1 u m i n a l s u r f a c e o f g r a n d u l a r n e o pl a s ti c e pith eli u m a n d s e c r e t o r y s u b s t a n c e

i n th e l u m e n w e r e st r o n gl y st a i n e d ．

くM I D
，

m O d e r a t el y d iff e r e n ti a t e d a d e n o c a r c o n o m al
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くA l くB I

F i g ．－9 ．
l m m u n o s t a i n i n g o f a n o t h e r c ol o n c a n c e r くM I DI b y M A b A l O り01 a g a in st P L A P ．

L u m i n al s u r f a c e o f g r a n d u l a r n e o pl a sti c e pith eli u m a n d s e c r e t o r y s u b s ta n c e i n th e l u m e n w e r e

St ai n e d m o r e st r o n gl y th a n t h e c yt o pl a s m of c ol o n c a n c e r c ell s ． N u cl ei w e r e c o u n t e r st ai n e d

W ith h e m a t o x yli n ．

くA I x 2 00

くBJ H i gh p o w e r v i e w o f th e a r e a i n F i g 9 A ． くX 4O Ol

くM J
I

D ， m O d e r a t el y diff e r e n ti a t e d a d e n o c a r c o n o m al

T a bl e 4 ． P r e v al e n c e o f P L A P i n e a c h p a th ol o gi c al t y p e of g a s t ri c c a n c e r s w ith

i m m u n o hi s t o c h e m i c a l s t a i n i n g
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T a b l e 5 ， P r e v a l e n c e o f P L A P i n c ol o r e ct al c a n c e r s wi th i m m u n o hi st o c h e mi c a l

S t a i ni n g

N e g a ti v e P o siti v e

H i s t ol o g y N o ．

＋ 甘 廿

I n cid e n c e

c ol o n c a ， 2 2 2 0 2 0 0 2ノ22 く9 ％つ

R e ct al c a ． 1 3 1 1 2 0 0 2 ハ3 く15 ％つ

T o t a1 35 3 1 4 0 0 4ノ35 く11 ％う

十 く1ノ3 こ 廿 ，
1ノ3 く く2ノ3 こ 冊2ノ3 く

る こ と が 指摘さ れ て い る
忽l

． さ ら に
， 実験 的 に も ラ ッ

ト に 化学発癌物質 で あ る N 一 プ ロ ピ ル ー N
，

ニ ト ロ ー N ニ

ト ロ ソ グア ニ ジ ン を経口 投与 す る こ と に よ り ， 腸上 皮

化生 と分化型腺癌 を作製す る こ と が可能 で あ る
細

． こ

の 際 ． 腸上 皮化生 は
， 分化型 腺病 に 先行 して 出現 す る

と さ れて い る
叫

． こ の よ う に
，
様々 の 面か ら 胃 の 腸上

皮化生と分化型 腺癌 は密接な 関係 を有す る こ と が 指摘

さ れ て い る ．

と こ ろ で ． 腸上 皮化生 を起 こ し た 部 分の 胃粘膜 に

は
，
酵素化学的 に A L P 活性が 高く ， その 活性は

，
小

腸塾 A L P に 由来する と され て き た
卿

． また
， 腸上皮化

生は
， 酵素活性と形態の 面か ら， 完全型 と 不完全型 に

区別さ れ てい る ． 完全型腸上皮化生は
，

シ ョ 糖 分解酵

素 ，
トレ ハ ラ

ー ゼ
，

ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
，

A L P 活性 を示 し
． 粘液性状 も小腸上皮 と同

一

で あ り
，

杯細胞 ，
P a n e t h 細胞 を有 して い る ．

一 九 不完全塑腸

上 皮化生は
，

ト レ ハ ラ
ー ゼ

，
A L P 活性 を示 さ ず ， 粘液

性状 も小 腸上 皮と異 な り ，
P a n eth 細 胞も 乏 しい

26，
． こ

の どち らの 型に
， よ り悪性化の ポ テ ン シ ャ ル が高 い か

に 関 し て は ， 今 な お 議 論 の 多 い と こ ろ で あ る ■

M a t s u k u r a ら
2n
は

． 微小胃癌の 周辺 に は
， 不完全型腸

上 皮化生が 多く みら れ た こ と か ら ， 不 完全型 で 悪 性化

の ポ テ ン シ ャ ル の 高 い こ と を 推 定 し て い る ．

一 方 で

は
， 不 完全型の 多い 若年齢層に は

， 胃癌 の発生 率が ，

加齢 に よ り完全型 の 多く な る 高年齢層 に 比較 して 少な

い と い う こ と も 事実で あ る ． また
，
森 ら

叫

は ． 完全型

腸上皮化生の な か に は
，

し ば し ば部分的 A L P 活性の

な い 部位が 認 め られ
，

こ の 部位 に 限っ て腫瘍 マ ー カ
ー

の ひと つ で あ る C a r Ci n o e m b r y o n i c a n ti g e n くC E A J の

発現が 強く認 め られ る こ と に よ り
， 完 全型 よ り不完全

型 へ の 転換が癌 化の過程と して 重要で あ る と推論 し て

い る ． し か し
， 腸上皮化生の 不 完全型か ら 完全型 へ の

移行や
ト 逆 に 完全型か ら不 完全型 へ の 転換 が

，
どの く

らい の頻度で
，

どの よう に 起 こ る か は
， 現在の と こ ろ

解明さ れ て い な い ．

今回 の筆者の 成績で は
， 腸上 皮化 生部 や 固有胃粘膜

部あ る い は胃腺魔の 組織で は ，
P L A P は 全く発現して

い な か っ た ． こ の こ と は ， 腸上 皮化生の 完全 型で活性

を有 す る A L P は小腸型 A L P で あ る こ とを 支持する

と 同時に ， 完全 型 ． 不完 全型 を問 わ ず腸 上 皮化生で

は ，
P L A P の 発 現 して い な い こ と を示 唆 して おり

， 消

化管 に お ける P L A P の 発現は癌特異性が高い と考えら

れ る ．

分化度 に つ い て は ，
M ik i ら

御
は

， 電気泳動法に よ

る分析 を も と に ， 胃癌 に お け る高分化型と低 分化型に

つ い て検討 した と こ ろ
， 両者間で P L A P の 出現頻度

に 差 が み ら れ な か っ た と報告 し て い る ． しか し， 筆者

の抗 P L A P 単ク ロ
ー

ン抗体 を用 い た免疫組織 化学的

検討で は
， 胃癌 の病 理組織 型別 の P L A P の 発現頻度

は
，
乳頭腺病 で46 ％ く6 ハ31 ， 高分化型管状腺病で39％

く7ハ81 で ある の に 対 し
， 低分化腺病で15 ％く5ノ3封， 印

環細胞癌 で 0 ％ く0ノ引 と低分化型に 比較 して
， 高分化

型 で は明 ら か に 高率 で あ っ た ． また ， 高分化型腺病と

同 じく腸上 皮化 生を母地 と し て発生 す る と考 えられて

い る 膠様腺病 で も ， 3 8 ％ く3ノ81 と比較的高 い 発現率を

示 した ．

一 方 ， 前述 した よ う に
， 最近の 分子 遺伝学的

研究 に よ り ，
P L A P と 王A P と は

，
分子 構造 に お いて

類似 し て い るだ け で な く
，
遺伝 子発 現の う え で も ， 極

め て密接 に 関連 し て い る こと が 示 唆さ れ て い る
引1 0I

．
こ

の よ う な こ と を 合 わ せ て 考 え る と
， 高 分化型胃癌で

P L A P の 発現の 高い こ と は
， 固有胃粘膜 の 腸上皮化生

に よ り 誘導さ れ た小腸型 A L P が
．
腸上 皮化生の 癌化

に 伴う 遺伝 子 の 調節機構 の 異常 に よ り ，
O n C O d e v el o p

－

m e n t a l g e n e e x p r e s si o n と して の 形質 転換 をき たし ，

P L A P が発現 す る よ う に な る 場 合の 多 い こ と を示唆

し て い る よう に 思わ れ る ． 同時 に こ の こ と は
，
胃粘膜

の 腸上 皮化生 と高分化型胃癌と の 関連性 の 強い こ とを

別 の 面 か ら支持 す る もの で あ ろう ．

結腸 ． 直腸癌 に お け る P L A P の 出現頻度 は11 ％く4

ノ3引 と
， 胃癌 に 比 較 し て低 く ， 胃癌の 約1ノ2 の 出現頻



胃 ． 大腸癌 に お け る P L A P の 発現

度であ っ た が
， 腸上 皮化生 との 関連 が乏 しい 低分化型

胃癌く低分化腺癌
，
印環細胞才割 に お け る頻度12 ％く5ノ

相 と ，
ほ ぼ同率 で あ っ た ． ま た

，
結腸 ． 直腸癌 の 病理

組織型別 に 比 較 して も 発 現率 に 差が み ら れ ず
，

三 木

ら
かI

の電気泳 動 を 主 体 と し た検 討 で も ， 大 腸癌 で の

P L A P の発 現率 は14 ％ く2 ハ41 と
，

ほ ぼ 同等 の 結 果 が

報告さ れ て い る －

一 方
，

正常大腸粘膜中 に は
， 通常，

活性は弱い が ， 小 腸塑 A L P が存在す る とい わ れ て い

る ． しか し ， 大腸癌の 前癌性病変 とも い わ れ る 大腸ポ

リ
ー プや潰瘍性大腸炎で は

， 胃の 腸上 皮化生の 場合に

みられ る よ う な A L P 活性 の 上 昇 は 認 め ら れ て い な

い
諏l

． この よ う に
，
大腸 に は本来小腸型 A L P 活性 は存

在するが ， 胃の腸 上皮化生の よ う な A L P 活性 の 誘導

さ れる よう な病 変は な い よう で ある ．
こ の よ う な こ と

が， 大腸癌 に お け る P L A P の 出現頻度 が 胃痛 に 比 較

して低い 背景 に な っ て い る よう に 思 わ れ る ．

結 論

癌性アイ ソ ザイ ム の
一

つ で あ る P L A P に 対 し て
，

ハ イ ブリ ド
ー

マ 法 に よ り
， 特異的 な単 ク ロ

ー ン 抗体 を

作製し
，

こ の 抗体 を用 い た免疫組織染色 に て
， 胃 ， 結

腸 ． 直腸癌に お け る P L A P の 発現 に つ い て 検討 し
，

以下の成績 を得た ．

1 ． 得ら れ た単 ク ロ ー ン 抗体 は
，
P L A P の み に 特異

的に 反応す る 4 種 類 の 特 異 型 くA l O く1 0I ， A l O く501 ，

A l O く641 ，
A l l く941I と P L A P

，
I A P

，
U A P の す べ て に

反応す る 2 種類の 共 通型くG6 く201 ，
G 8 く571I に 分 けら れ

た ． 特異型 の ア イ ソ タイ プ は
，
I g G l，

X t y p e で
，
共通

型の それ は
，
I g M ． x t y p e で あ っ た ． 共 に ■活性中心

に対し て影 響を与 え ず認識抗原の エ ピ ト
ー プ は

，
ペ プ

タイ ド であ る と 考え ら れ た ．

2 ． 抗 P L A P 単 ク ロ
ー ン 抗体特異型 を 用 い た 免疫

組織化学的検討で は ， 胃癌 は23 ％ く25 ハ07I に 陽性で
，

病理組織型 別で は
． p a p 46 ％く61 1 31 ，

t u b 1 3 9 ％く711 軋

m u c 3 8 ％く31 即 と
， 高分化型 と m u c に 比 較的高い 陽

性率を認め た ． 結腸 ． 直腸癌 は
．
1 1 ％ く4ノ3 引 と 低 い 陽

性率で ， 病理 組織型 別 で は差は認 め ら れ な か っ た ．

3 ． 胃腺腫 ， 腸 上皮化生部 ， 癌近傍非癌部 に は明 ら

かな染色が み ら れ ず， 消化管 に お け る P L A P の 発 現

は癌特異性が 高い と考 え られ た ．
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ー ゼ

，
アイ ソ
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C a n c e r R e s e a r c h I n s tit u t e
， S c h o ol o f
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r e a c te d o n l y w i th P L A P a n d t w o c o m m o n ty p e s くG 6 く2 01 a n d G 8 く5711 w hi c h r e a c t e d
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