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　　　　　　　　　 緒　　言

　生 体 内 の 種 々 の 組 織及 び 体 液 中 に 存在す る

Plasminogen　activator （PA ）に は tissue　type　PA

（tPA ）と尿由来の urokinase 　type　PA （uPA ） の

2種 類 がある．特 に癌細胞 の 浸潤，転移に は 癌細

胞表面に局在す る uPA 及び PA 　inhibitor（PAI）
が重要 な役割 を果た し て い る

1）．そ こ で ，Fibrin
Autography を用 い て ，　uPA ，　tPA ，　PAI を 同時に

検 出し，癌の 進展，浸潤度 との 関連を比較 し子宮

癌診断に お け るそ の 有効性 を検討 した ．

　　　　　　 実験材料及び 実験方法

　子宮筋腫手術症例 6例 で の 正 常子宮頚部上 皮組

織 ， 正 常子宮内膜組織及 び子宮体癌 6 例に つ い て ，

各 々 の 組織細 片 に 10倍量 の O．IM 　Tris−HCI，　 pH
7．　5　bufferを加 え homogenizeし ，

12，000rpm， 30

分遠心後の 上 清を組織抽出液と した．各組織抽出

液 の 0．025mg を 4 〜20％ gradient　SDS　 poly ・

acrylamide 　gel（SDS −PAGE ）で 電気泳動後，25％

Triton　X −100で gelを洗浄 し，　 SDS 　gelを Fibrin−

Agar 　ge1 の 上 に 乗せ 37℃ の incubator内で 4 時

間反応後，SDS 　gelは Brilliant　Blueに て蛋 白染

色 し た．Fibrin−Agar　gel は ， 50℃で 乾燥 させ た．

Fibrin・Agar　 ge12
）は

，
　 O．4％ Human 　Fibrinegen

（KABI 社 ，
　 Plasminogenを含む）溶液 15ml と，

煮沸 し 溶 解 し た 2．5％Agarose 液15ml を 45℃ の

incubator内 に 浸 し， こ の 加 温 した Agarose 液 に

50U／ml 　 Thrombin 　 10ulを添加後 Human 　 Fi−

brinogen 溶液を素早 く混和 し 作成 した ．

　　　　　　　　　 結　　果

　図 1上 段 は 各抽 出液を SDS −PAGE で 泳動後の

蛋白染色像を示 した．Lane　1， 3 は 子宮頚部染色

像を示 し た の に対 し ，
ほ か の Lane 　2

，
4

， 5 ， 6 ，

7 ， 8 は 子宮体部染色像 を示 し た ．頚部組織抽出

液 は 200〜116KDa の 間 の 幅広 い 不 明 瞭 な band
とほ ぼ50KDa の 強 い 鮮 明 な band 及 び 約 12KDa
の band が特徴 的に 強 く染色 され た．体部組織抽

出 液 で は
，

ほ ぼ 55KDa の 強 い band と200〜12
KDa に多数 の 細 い band が認 め られ，各 々 頚部 ，

体 部 で 特 徴 的 な パ タ ーン を 示 し た．下 段 は

Fibrin−Agar　gd 上 に SDS 　ge1を乗せ 37℃ で 反応

後の Fibrin　Autographyを示 した．　Fibrinが溶解

され透 明に な つ た部位 （写真 で は 黒色 band）が

PA 活 性 部 位 で あ り，
　 Fibrin溶 解 band の 位 置

（SDS −PAGE の 分子 Marker か ら算 出）か ら物質

を同定 し，溶解 band の 濃度 （黒色度）か ら PA 活

性の 強度を 測定 した．Lane　1， 2 ， 3 ， 4 は 正常

子宮組織で あ り， 分子量 70KDa の tPA に よる Fi−

brin溶解が強 く broadで あつ た が
， 分子量 55KDa

の uPA の溶解 band は弱 く細か っ た ．

　子宮体癌で は Lane 　9の 精製 uPA に一致 し て溶

解 band が増強された ．興味ある こ と に，　 Lane　5，
6， 7 と体癌の 浸潤度 が増すに つ れ uPA に よ る

溶解 が強 くな り， tPA の 溶解 band も若干 増強 さ

れ た ．ま た ，pA と PAI の complex （PA 。 PAI
complex ）が分子量 約 110〜130KDa の 位置に認め

られ た．こ の complex は Lane 　6の 1／3浸潤 で は こ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

工278

　 　 MW200KDa

116KDa66KDa42KDa30KDa17KDa

Fibrin　Autography に よ る子 宮癌腫瘍 マ
ー

カ
ー一

の 検 出

Lane　no ．　tO　 987654321A

図 1　SDS ・PAGE 　and 　fibrin　autography 　 of 　t｛ssue

　extracts 　 obtained 　 from　 normal 　 uterus 　 and 　 en 、
　dometrial　carcinoma ，

　Lane　 no ．　 A ；tPA ，1，3；normal 　 cervix
，
2

，
4；

normal 　endometrium
，
5；endometrial 　carcinoma

　（depth； ＜ 1／3），6 ；endometrial 　carcinoma （depth：

　1／3〜2／3），7 ；endometrial 　carcinoma （depth：＞ 2／
3），

8 ；endometrial 　carcinoma
， 9；standard 　uPA ，

　IO；molecular 　marker （200KDa，116KDa ，66KDa ，
42KDa ，30KDa ，

17KDa ）

くわずか に ，ま た Lane 　7の 2／3以上 浸潤 で は 強 い

溶解 band が認め られ，体癌 の 浸潤度 と共に PA ・

PAI　complex が増強 し て い る こ とが認め られ た ．
Lane　8は内膜に 限局の 体癌 の 組織抽 出液 で あ り，
PA 活性は 非常に 低か つ た ．

　　　　　　　　　 考　　察

　既に 我 々 は
， 正 常子宮頚 部 ・体部及 びそれ らの

悪性腫瘍で
，
tPA

，
　 uPA

，
　 PAI 抗体 に よ る組織 染

色率及 び ELISA の 結果， 正 常子宮頚部 ・体部共 に

有意に 高い tPA 活性を認め ， 悪性腫瘍で は uPA

活性の 高値 を認め た
3）．特 に 子宮体癌で の uPA 及

び PAI は浸潤度 に伴 い 高値を示 し ，
　 Fibrin　Auto・

graphy の 結果 と非常 に よ く
一

致 し
， 子宮癌診断法

に お け る Fibrin　Autography の 意義を高め た ．ま

た ， 1枚の Fibrin−Agar　ge1上 で tPA ，　uPA
，
　PAI

が 同時に 容易に 検出可能で あ り
，

し か も低 コ ス ト

で 実施で きる な ど利点 も多 い ．

　
一般に は PA 。 PAI 　complex で は PA 活性は 消

失す るが
， Levin4，，坂 田 らの 報告の ご と く SDS 処

日産 婦誌44巻10号

理 に よ り， 複合体の 立体構造に 変化が生 じ PA の

活性基が露呈 した もの と考え られ る．なお ， 本実
験で 認め られた PA ・PAI 　complex に 関 して は

，

抗 tPA 抗 体 又 は 抗 uPA 抗 体 を 含 ん だ Fibrin
Autography に よ る結果 か ら主 と して tPA ・PAI
complex と推察 された が ， 現在詳細 に つ い て は 検
討中で ある．

　 ま た ， Fibrin　Autography と SDS −PAGE の 蛋
白染色像 の 組合せ は 正常 と癌の 鑑別，体部 ・頚 部
の 組織分類が可能で あ り，Fibrinの 溶解 band の

大 きさ は 癌 の 浸潤 度を 示 し，更 に PA ・ PAI の

complex が容易 に 検 出可能で あ るな ど多 くの 有
用 な情報 を与え る こ と か ら ， 特に PA

，
　PAI の 変動

が重要 な意義を持 つ 産婦人科領域の 新 し い 癌診断

法 と して 大 きく期待され た．

　　 　　　 　　 　　 ま　と　め

　子 宮正 常及 び 悪 性腫 瘍 組織抽 出液 の Fibrin
Autography を行 つ た 結果下記の 成 績を得た．

　1．正 常 子 宮体部 ・頚 部 共 に tPA （MW ：70
KDa ） の 位 置 に 強 い Fibrin溶 解 bandを認 め

，

uPA （MW ：55KDa ）の位置 に 弱 い band を認め

た．

　2．子 宮体 癌で は
， そ の 浸潤度 に 伴 い uPA の

Fibrin溶解 band が強 くな り，
　 tPA も若干 増強 し

た ．PA ・PAI 　complex も浸潤度 と共 に 増強 した ．

　3，SDS −PAGE の 蛋 白染色像で は ， 子宮体部組

織は 体部 の
， 頚部組織は 頚部 の 特徴的染色 パ タ ー

ン を示 した．

　以上 Fibrin　Autography は uPA
，
　 tPA ，　 tPA ・

PAI　complex が 同時に 容易に 検出で き， 子宮癌診

断法 とし て 非常 に 有意義な情報を提供 し た ．
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