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概要　子宮内膜由来 alkaline 　phosphatase （ALP ）が，他 の 臓 器 お よび 組織由来の ALP に 比 べ ，独自の 性質
を有するか 否 か ， また 子宮内膜癌細胞 （HEC ・50−B）に 存す る ALP が，果 し て 子宮内膜 由来 ALP と如何な
る関係に あ るか を ， 各種阻害剤試験，熱耐性試験に加え ， 免疫学的検索も行 い 検討 した，そ の 結果 ，

　1） 子宮内膜 ALP は ，　 L・phenylalanine で は ほ とん ど阻害 され ず ，
　 L・h。moatginine に は強い 阻害を うけ ，

ま た sodium 　deoxychplate，　imidazol に は 中等度阻害さ れ た．熱試験 に て は ，ほ とん どそ の 活性 は 消失 し た．
こ れらの 結果 力〜ら，子宮内膜 ALP ぽ，

「『
．胎盤あるい は小腸性 ALP とは 異な る性質を もつ こ とが解 り，逆 に 胆

汁由来 ALP とは 極 め て 類似 点 の ilSる こ とが 判 明 し た ．即 ち ，子宮内膜 ALP は ア イ ソ ザ イ ム の 分類上 は肝由

来の もの に 最 も近 い と結論 され た，

　2） 子宮内膜癌細胞 （HEC −50−B）に 存する ALP は，各種阻害剤に 対する 反応結果 か ら，子宮内膜由来
ALP と類似 の 性質を もつ こ とが 判明 し た．さ らに 抗子宮内膜 ALP 抗体を 用 い た 免疫学的検索か らも， 子宮
内膜相当の ALP を もつ こ とが 確認 され，癌化 に よつ て も ， な お 正 常子宮内膜由来 ALP を堅持す るこ とが示

唆された．

　
一

方 ，
HEC ・50−B の ALP は，抗胎盤 ALP 抗体を 用 い た 免疫学的検索 で は ， 胎盤由来 ALP の 存在 は 確

認 されな か つ た が ， 熱耐性試験 で は，子宮内膜 ALP に 比 べ
， 軽度の

三

耐熱性増加を 認め ，
こ の 点 で は 胎盤性

ALP 類似の 性質をそ の
一

部 に 含む可能性が示唆され た．こ の こ とは 正常細胞 の 癌化 に 伴 う一種の 酵素偏倚 と．
も解釈 され た ．

Syn叩 sis 　A 　5tudy 　to　characterize 　the　biochemical　properties　of 　alkalipe ・phosphatase （ALP ）derived　from
human 　endolnetr 三um 　and 　cultured 　endometrial 　cancer 　cells （hne　HEC −50−B）has　been　u 駆dertaken．
　

1．）　
Endometrial 　ALP 　is正nhibited 　by　sodium 　deoxycholate　and 　imidazole

，
　 and 　is　markediy 量亘hibited　by

L・homoarginine，　 The 　enzyme 　also 　proves　to　be　heat　sellsitive ．　 The 　results 　ind三cate 　that　endometria 産 ALP
is　 diffe・r・t　in　n ・tu・・ fr・m 　th。・e　rf　p1・・enta 　and ・m ・Il　i・・e・ti・・

，　wh ・・e ・・ the 　en ・yPa・ i・ c1 … ly ・e1 … d ・・

ALP 　obtained 　from 　bile．　 Consequently
，　w ¢ cOnclude 　that　endomctrial 　ALP

厂
e8cmbl

サs
　hφ atic 　one ．

　2）　
From

　the　resultS 　of 　inhibi匠on 　tes？，　
it　is　observed 　that 　ALP 　of 　line 且 EC −50−B　has　almost 　the　same

FharaCter　as　that 　of 　normal 　endo ηnetrium ，　 Similarly，　it　is　also 　proved　by　means 　of 　immunochemical
examinations ．　 Namely

，　it　appears ．出 at 　the　cultured 　carcinoma 　ce 恥 would 　still 　pre5erve 、the 　endometrial

ALP 　even 　after 　malignant 　trans｛brmation．　 On 　the 　other 　hand ，．ALP 　of 　HE σ 50・B　shows 　shght 　h ¢ a 亡 stability ．
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This　phenomenon 　suggests 　that　it　reveals 　paftially　the　nature 　of 　placelltal　or 三gin，　although 　it　does　not 　cr （rss−

react 　immunolegjcally ，　and 　it　may 　be　postulated　that
‘‘
enzyme 　deviation” has　developed　in 亡he　course 　of

carclnogenes1S ・
Key 　wo7ds3 　 Alkaline　phosphatas¢

・Endometrium ・Uterine　ncoplasms

　　　　　　　　　緒　　言

　子宮内膜 に alkaline 　 ph ・sphatase （ALP ）が存

在す る こ とは ， 以前 よ り酵素組織化学的検索に よ

り認め られ て お り
8 ）

， ま た 生化学的検索 か ら， そ

の 活性 は 月経周期に 伴つ て 変動を 示す こ とも判

明 し て い る
6）．一方 ， 我 菱は 子宮内膜癌細胞株

（HEC 」50←B）が顕著な ALP 活 性を有す る こ と
2）

；

ま泛そ の 活性が性 ホ ル モ シ に よ り特異的に 制御さ

れ て い る こ と等を報告 した
3）4）．

　 しか しなが ら子宮内膜 ALP が内膜由来 と し て

独自の性質を有 して い るか どうか は ，い まだ十分

に 検討 さ れ て い な い ．
’
また ， 子宮内膜癌細胞の も

つ
．ALP が ，果 して 子宮内膜由来 ALP と同 じ性

質を有す る か ど うか に つ い て も不 明であ る．

　そ こ で 我 々 は
， 正常子宮内膜由来 ALP の 性質

を明 らか に し ， か つ 子宮内膜癌細胞 の ALP とは

如何なる関連性を もつ か否かを ， 阻害剤試験 ， 熱

試験，さ らに 免疫学的検索も加え検討 した ，

　　　　　　　　　材　　
’
料

　1）　正 常子宮内膜組織は ， 子宮筋腫の 診断の も

とに 全摘術 を うけた 患者 の 子宮か ら 得た ．摘出

後 ， 直ち に 内膜 ソ
ーハ を行 い ，使用 時ま．で

一80℃

下 に 凍結保存 し ， 材料に 供 し た ．尚検体総数は 42

個を数 k ， 年齢分布 は 31歳〜51歳 で ある ．

　2）　 ヒ ト子宮体癌培 養株は HEC ・50・Bl）

を用い

た ．60mm 直径の シ ャ
ーレ に て 重複培養を行い ，

培養開始後 8 日 目に ラ バ ーポ リス マ ン に て 細胞を

採取し ，
0．lM 　Tris−HCL 　buffer

，
　pH 　7．4に て 洗

い ・2
・
000rpm

・ 5 分間遠心後 ， 上 清を すて材料と

した ．　 、．

　3）　妊婦血 清は ，妊娠鉐週 ， 28歳妊婦 よ り採血

し，
．2・

，
OOOrPml　10分間遠心後血清を得た ．

　4）　胆汁は ， 肝疾患 め既往 の
i
な い 剖検例 ゐ胆嚢

よ り得た ．

　5）　免疫化学的検索に 用い た 抗胎盤 ALP 抗体

は
，

P ・Nakane よ り恵与 された もの を用 い ，また

抗子宮内膜 ALP 抗体 と し て は ， 東海大病理に て

つ くられた もの を使 つ た ．　　　　 ，

　　　　　　　　　方　　法

　 1）　 ALP 活性測定

　 ALP 活性 の 測定 に は 25皿 M 　 Na
，
CO3 −NaHCO3

buffer
，
　 pH 　10・0 （含 lmM 　MgCl2 ）に ，

2．7mM

p−nitrophenyl ・phosphat ご
”

（pNPP ）を 溶解した 基質

溶液2・5ml に試料溶液 100海 を加 え，37℃ ，30分

間反応後 ，

’250μ1，
IN　NaOH に て 反応 を 止 め ，

A4
，5 を測定 し た ．尚 lunitは 1μmole 　 liberated　p−

nitrophenol！min と し た ．

　2）　 ア ク リル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル 電気泳動∴お

よび セ ル P 一ス ア セ テ ート電気泳動

　 ア ク リル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル 電気泳動用 の ゲ ル

作製 ， お よび 電気泳動は Fishman5 ）
の 方法に よ

り行つ た ．ALP 活性の 染色に は ，
50皿 M 　Propan−

’
diol・HCL 　buffer

，
　pH9 ．8 （含 1  M 　MgC 星2）を用

い ，基質に Naphthol 　AS ・BI 　phosphate， 発色剤に

Fast　Red　Violet　I．B・Saltを用 い た ．

　 セ ル 卩
一

ス ア セ テ
L

ト電気泳動は ，
セ ル 卩 ニ ス

プ レ ー トに Titan　lIl　isQ（Helena　Laboratories）

を用 い ， 電気泳動用 bufferに Electra　HR （He −

lena　Lab 。 ratories ）を用 い ，
250V

， 40分間泳動を

行つ た ． ALP 活性 の 染色に は
，

50血 M 　Na
、
CO

、
−

NaHCO
，　buffer，　pH 　iO．01（含2mM 　MgCl2 ）を用

い ， 基質に Napkthol　AS −MIX 　phosphate ， 発色剤

に Eas｛Red　Violet　LB 」Saltを用 い た ．

　3） ALP の 抽出 ， 精製
’

　胆汁 の ALP の 抽出 ， 精製は PriCe　et　aL1
°）

の

方法に従 い 行つ た ．また体癌培養細胞 の ALP は

Ghosh　et 　al ・’
！ の 方法に 従い n・butanol抽 出を行

つ た ，尚子宮内膜の ALp は・
） 体癌培養細胞 と同

様 に n−butan・ 1 抽出を行 つ た後 ，　 DEAE ・Sephadex

A −25イ オ ン 交換 ク P 　

’
k ト グ ラ フ ィ

ー
，

Sephadex

G・200に て ゲ ル 濾過を行い
， 活性部分 を分画 した ．

得られ た ALP 標品は比活性 で homogenate の

N 工工
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　　表 Effect　of 　inhibitors　en 　ALP 　activity

Percentage　activity 　remaining 　after 　in（licated　treatment

Heat L・Phenyblanine
　　　　5mM

L・Homoarginine
　　　　5mM

　　Sodiumd6
・・ych6正・te

　　 5mM

Imidazo 且

5mM65℃ ，5mtn65 ℃ ，15min

Endometrium

HEG −50−B

Pregnant　ser 

Bile

3，417
，355
、14

，4

3，516
，653

，50
．5

82．677
．251
．283

．4

25，033
．173
．528

．5

　　　　52，1
　　　　56 ，2
．
　　　　 93 ，1

　　　　58，9

68．175
，082
，774

，8

2
，
200倍ま で 精製され ，

ア ク リル ア ミ ドデ ィ
ス ク

ゲ ル 電気泳動に て単r 活性を示 した 。

　4）　阻害剤お よび熱耐性試験

　ALP 活性阻害剤 とし て ，
　 L ・phenylalanine，　 LL

homoarginine
，
　 sodium 　deoxycholate

，
　imidazol を

用い た ． こ れ ら 阻害剤 5mM を基質溶液 （5mM

pNPP 十 25mM 　Na2COs −NaHCO3 　buffer，　 pH 　10．0

十lmM 　 MgCl
，）に 加え， 37℃ ，30分 間反応後 ，

阻害剤無添加を コ ン ト ロ ール と して ，残存活性率

を求め た ．

　熱耐性試験は ，各試料．を 65℃ の 恒温槽中 に 5

分 ， お よ び 15分間 i欺cubate 後 ， 直ち に 活性測定

を行 い ，・同様 に コ ン ド ロ ．一ル に 対す る残存活性率

を算出 した ．

　5） 二 抗体法に よる沈降反応

　試料溶液と抗胎盤 ALP 抗体，お よび抗子宮 内

膜 ALP 抗体を 4 ℃ ，

一
昼夜 incubate 後 ， 抗家

兎 γG 抗体 （羊）を加 え ， さ らに
一

昼夜 incubate

し，遠心分離後，上清 の ALP 活性を測定した ，．

　　　　　　　　　結　　果

　 1）　阻害剤 お よ び熱耐性試験 （表）

　子宮 内膜 ALP ・は L・phenylalanine非感受性，

Lhomoarginine 感受性， 易熱性 で あ り， 胎盤由

来 ALP を多量 に 含む と考え られる妊婦血清中の

ALP と は ， 耐熱性 ，
　 L

’
・phenylalanine阻 害等 の 点

で 大 きく異 つ た性質を もつ ζ と が判明 した ．一方

胆汁由来 ALP とは ， と もに易熱性 で ある こ と ，

また 各種阻害剤に よ り ， ほぼ同様の 影響を うけ る

こ と等か ら ， 子宮内膜 ALP は胆汁 由来 ・肌 P に

極 め て類似 して い る こ とが解つ た ．

　 こ れ に 対 し， 子宮内膜癌細胞 HEC −50−B　ALP

は J

・
概ね子宮内膜 AL2 と類似 の 性質を もつ こ と

が判明 したが ，
L−phenylalanine阻 害の 軽度増加 ，

L・homoarginine 阻害の 軽度減少 ， また 耐熱性の

増加が認め られ ，

一
部胎盤性 ALP へ の 偏倚が示

唆 された ．

　2） 子宮内膜癌細胞 HE （）・50−B　ALP の電気泳

動パ タ T ン お よ び免疫学的検討

　HEC −50−B　ALP の セ ル ロ
ース ア セ テ ー ト電気

泳動結果を図 1 （a 曲線）に示 した ，陰極 よ りな

だ らか な か た をもっ た パ タ ーン が得られ ， 2 成分

の isoenzyme の 存在が示唆された ．

図 1　 D6nsitometric　 scans 　of 　 electrophoretic

　pattem

：H ［C・SCO 　 ALP

．HEC ・fin・e 　A 」P十ANT 卜ENCQMETRPA 」 　A 」P

：HEC ．5D・臼　A『 十 AN η ・PLAC 匚NTAL 　ALP

　次 い で 耳EC −50・B　ALP と抗子宮内膜 ALP 抗

体．とを incubate後，・同様 に セ ル ロ
ー

ス ア セ テ ー

ト電気泳動を行つ た と こ ろ ，移動度 の 低下が認め

られ た （図 1 ，
b曲線）． また 抗胎盤 ALP抗体

と incub孕te 後の 電気泳動 で は，泳動 パ タ ーン の

　　　　　　　　　　　　　 　
N 工工
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図 2　 Precipitation　 of　 HEC ・50・B　ALP 　 bア anti ．

　 endometrial 　 AI．P 　and 　 anti ・placentar　ALP 　serum

　 　 　 　 （

　 　 　 　 1

〉
ト｝
〉一
ト
O
く

1　 2　　4　　8　　1右　32　64　128256 （x ）

ANTFS 匚RUM 　DILUTION

変化は認め られ な か つ た （図 1 ， c 曲線）．

　 さ らに ， 二 抗体法 に よる沈降反応に よ つ て は ，

HEC ・50−B　ALP と 抗子宮内膜 ALP 抗体 とは著

明な沈降反応を呈 した が ，抗胎盤 ALP 抗体と の

反応は検出 され な か つ た （図 2 ），

　　　　　　　　　考　　案

　 1） 子宮 内膜由来 ア ル カ リホ ス フ ァ タ ーゼ

　子宮内膜 由来 ALP の 性質 に つ い て は ，
　 Wil−

son12 ）
に よ りそ の

一部が 明 らか に な つ て い る ．即

ち ，
L・phenylalanine ，　 sodium 　 deoxycholate

，
　 urea

の 各阻害剤 に よ る反応結果か ら，子宮内膜の もつ

ALP は ，胎盤 お よ び 小腸由来 の ALP とは 異な

つ た性質を も つ こ とが示 された ．我 々 の 阻害剤に

ょ る 検索 で は ，
L −phenylalanine，　 sodium 　 deoxy．

ch ・ late に よ る反応は Wils・n とほ ぼ 同様 の 結果

で ある が ， さ らに L −homoarginine に よつ て 強い

阻害を うけ る こ と ，
imidazol に よつ て も中等度

の 阻 害を うけ る こ とが判明 し た ．ま た 熱耐 性試験

に よ つ て ， 子宮 内膜 ALP は易熱性で ある こ とも

明 らか に な つ た ． Wilson の 検索結果 と，我 々 の

こ れ ら の 結果を総合す る と，子宮内膜 ALP は 胆

汁由来 ALP と極め て 類似 の 性質を もつ こ とが解

つ た ．

　
一方 ， Sugiura　et　al・11） は ヒ ト肝由来 ALP を

抽 出 ， 精製 し ， そ の 性質を検討 した と こ ろ ， 至適

pH ，　Michaeiis 定数，分子量 ，お よ び熱耐 性試験

並 び に 阻害剤に よ る反応態度等か ら ， 肝由来 ALP

と胆汁由来 ALP の 間に 極 め て 類似点 の ある こ と

を示 し ， 胆汁由来 ALP は 肝が origin で あろ う
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と結論 し て い る ，こ の 点を考慮に 入れ る と ， 子宮

内膜 ALP は ア イ ソ ザ イ ム の 分類上 は肝由来 の も

の に最 も近 い と結論 され よ う。

　2）　子宮内膜癌細胞 HEC ・50・B の ア ル カ リ ホ

ス フ ァ タ ー・ビ

　子宮内膜癌細胞 HEC −50−B の ALP に っ い て

は ，各種阻害剤 に対す る反応結果か ら，子宮内膜

由来 ALP と類似の性質を もつ こ とが判明 した ．

さ らに ， 抗子宮 内膜 ALP 抗体を用 い た免疫学的

検索 に よ り， HEC −50・B は子宮内膜相当の AI・P

を もつ こ とが確認 された ．即 ち ， こ の こ とは 内膜

癌 の 発生母組織が子宮内膜で ある こ とを考慮する

と，癌化に よつ て もな お 正常子宮内膜由来 ALP

を堅持す る とい うこ とを示唆 して い る．

　一
方 ，

HEC −50−B の ALP は熱耐性試験に よつ

て は ， 子宮内膜 ALP に 比 べ 軽度 の 耐熱性増加を

認 め て お り， こ の 点で は胎盤性 ALP 類似の 性質

をそ の
一

部に含む可能性が示 唆 された ．し か し な

が ら ， 抗胎盤 ALP 抗体を用 い た 二 抗体法に よる

沈降反応 お よび セ ル m 一ス ア セ テ ート電気泳動に

て は 反応を生 ぜず ， 免疫学的検索 か らは 胎盤性
ALP の存在は 証明 されなか つ た ． こ こ で認め ら

れた 耐熱性 の 増加 に つ い て は ，
Nose 　 et 　 aL9 ）

の

培養細胞中に 見出された細胞可溶性分画に 存在す

る ALP −II に 相当 す るもの と も考え られ る．即

ち ， 彼 らは各種培養株中 a＝・2種類の ALP を見 い

出 し ， こ れ らの うち細胞膜分画 に 存在する と考え

られ るもの を ALP −1
， 細胞可溶性分画に 存在す る

と考え られ る もの を ALP −II と し ， こ の ALP ・II

は 熱安定性 で ，各種 培養株に 広 く存在 す る と

い う． しか し なが ら ， 我 々 が 認 め た 内膜癌細胞

HEC −50−B の 耐熱性 の 増加 と い う現象は ， ま た 正

常細胞 の癌化に 伴 う一種 の酵素偏倚 とも解釈され

る ．
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