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速 　　報

後期胎盤型 A ｝kaline　Phosphatasd こ対す る

　　　　　単
一

ク ：ロ
ー ソ 性抗体の 作成

　　　　　　　　　　慶応義塾大学医学部産婦人科学教室
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　　　　　　　　　緒　　言

　近年注 目 さ れて い る胎盤性蛋 白は酵素 ，
ホ ル モ

ン を含 む種 々 の 物質よ り構 成 さ れ て い るが，al−

kaline　phosphatase （ALP ） は そ の 代表的酵素の

一
っ で ある．ALP は遺伝子 支配 の 異 な る三 つ の

isoenzyme 即ち組織非特異型 ALP ， 小腸型 ALP ，

後期胎盤型 ALP に 分類 され るが 1）
，

こ の 中で 特 に

耐熱性の 後期胎盤型 ALP は
， 妊娠後半期に 急増

する こ と か ら胎児胎盤機能 の 指標 とし て 利用可能

で あ り，また ある種の 癌細胞が産生す る と こ ろ か

ら oncodevelopmental 　protein即 ち腫瘍 マ
L カ ー

と して の 意義
1）も有 し ， 産婦人科領域 に 於て は 広

く研究対象 とな つ て きた 糖蛋 白で ある． と．
こ ろが

最近後期胎盤型 ALP も他 の oncodevelopmental

protein と同 じ く，

“

microheterogeneity
”

が 注 目

され て お り
i），新た な研究手段 の 開発が 急務 とな

つ て い る．そ こ で本研究で は ， 後期胎盤型 ALP に

対す る単
一

ク ロ
ーン 性抗体の 作成を試み ，更に 同

抗体を 用い て 胎盤 ALP を染色 し酵素抗体法へ の

応用を試 みた ．

　　　　　　　　材料 お よ び方法

　 （1）抗後期胎盤型 ALP 単
一ク ロ

ー
ン 性抗体産

生 hybridoma 株の樹立

　 満期産胎盤 よ り抽 出した後期胎盤型 ALP （M ．

W ．＝125，000， pI ＝ 4．5， 比 活性450u／mg 以上 ，　The

Green 　 Cress　 Corperation，　 Osaka）100μg で

BALB ！c マ ウ ス を免疫 し ， 1月後 boosterを行っ

た ．マ ウ ス 脾細胞 と 8・Azaguanine耐性 マ ゥ ス 骨

髄腫 由来 細胞 P3・X63 −Ag8 とを 50％ Pelyethylen

glycol （PEG ，
　MW ．4000）に よ り融合 させ ， 融合

細胞 あみ を HAT 培地 に よ り選別 し ， 各 wel1 の 培

養上 清中の 抗体の 有無を酵素免疫測定法（EIA）に

よ り測定 し た。即ち ， 96穴 EIA 　plate に 抗原 とし

て 0．4μg／weU の後 期 胎 盤型 ALP を coating し ，

5 ％牛血 清で plate表面 ts　blockした 後，第 1抗

体と して 融合細胞培養上清を ， 次い で 第 2抗体 と

し て horseradish　peroxidase（HRPO ＞標識抗 マ

ウ ス Ig家 兎 Ig （DACO 社 ，　 Denmark ） を Se・

phadex 　G−150で 精 製 した も の （1．0又 は 0．3μg／

well ）を 4 時間反応さ せ た 。　H202 。orthophenylene

diamine添加 に よ り発色 さ せ ，30分後に 4N 硫酸

に て 反 応 を 停 止 さ せ ， 発 色 の 程 度 を Micro

ELISA 　reader （DYNATECH 　 Co．　 USA ），
　 OD

405n搬 に て 測定 した．次 い で 抗体の 検 出 された

well 中か ら iimiting　dilution法に よ り， 抗体産生

単
一

ク ロ
ー ソ 性 hybridoma を cloning した ．

　 （2）酵索抗体法に よ る胎盤絨毛の 染色

　 妊娠早期お よび満期産胎盤組織片を PLP 固定

後
1），cryostat に て 6 μ m の 凍結切片を 作製 し ，

3％ H202に て 内 在 性 peroxidase　Er　block後 ，

10％豚血 清に て 非特異的染色 の 軽減を計 つ た。第

1抗体 ど し て hybridoma培 養上清 100倍 稀釈 液

を ， 第 2 抗 体 と し て は
， Sephadex　 G −150精製

HRPO 標識抗 マ ウ ス Ig 家兎 Ig100倍稀釈液 （約

4．8μg／ml ）を使用 し ， 反応 は 窒温で 各 々 1時間行

い ， 次 い で 3， 3 ’−DAB ・H20 ，反応で発色 させ た ．

　　　　　　　　　 成　　績

　 （1）抗後期 胎盤型 ALP 単
一

ク ロ
ー

ン 性抗体産

生 hybrldoma 株の 樹立

　 PEG 融 合後 の 疑 AT 選別 に よ り 1 〜2 週後 に
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2428 後 期 胎 盤 型 Alkaline　Phosphataseに 文寸す る単
一一

ク 卩
一

ン 性 抗体 の 作成 日産婦誌35巻 12号

　　　　　　　　　　　　　　 写真 1，2　 本抗体 を 用 い た 酵素抗体法

写 真 1　 （320倍）：満 期産胎 盤 の 絨毛 に DAB 反応陽　　　　　写 真 2　 （32 倍 ）：妊娠 8 週 の 胎盤 絨毛 に も DAB 反

　性 の syncytiotrophoblast が認 め られ た．　　　　　　　　　 応 陽性 syncytiotrophoblast が 少数認め られ た ．

約 1／4の well に融合細胞の 増殖 コ ロ ニ
ーが認 め ら

れ た が ， EIA に よ つ て そ の 約半数 の we11 の 培養

上清 中に 抗後期胎盤型 ALP 抗体 の 産生 が確認 さ

れた 。し か し ， そ の大半は真菌感染 に よ り消滅 し

たた め ，感染の 起 らなか つ た wel1 よ り融合細胞 を

他 の plateで 増殖 さ せ
， 再 び培 養上 清 を用 い て

EIA を施行 した と こ ろ，特異抗体 の 産生 が確認さ

れた 。なお 第 2 抗体で あ る HRPO 標識抗 マ ウ ス

Ig家兎 Igの 濃度を 変化させ て も， 同様 な傾 向が

認め られ，本 EIA 法 の 信頼性 が裏づ け られた ．次

い で 抗 体 産生 量 の 多 い well の 細 胞 を limiting

dilution法 に よ り cloning を 行 つ た が
，

2 〜 3週

間後 に 増殖 し て きた 単
一

ク ロ ーン 性 hybridoma

細胞 に も抗体 の 産生が確認 され た。

　（2）酵素抗体法 に よ る胎盤絨毛 の 染色

　後期胎盤型 ALP は妊娠後半期 に 急増す る こ と

が証明 され て い る の で
， 抗後期胎盤型 ALP 単一

ク ロ
ー

ン 性抗体を用 い た 酵素抗体間接法に よ つ て

妊娠各時期の 胎盤を染色 し た ．そ の 結果 ， 満期産

胎盤絨毛 の syncytiotrophoblast が DAB 反 応 陽

性を示 し（写真 1 ），本単一
ク U 一

ン 性抗体が抗後

期胎盤型 ALP 抗体で ある こ とが 確認 された 。更

に妊娠 8 週 の 絨毛で も，

一
部の syncytiotrophob −

1astは DAB 反応陽性を示 し （写真 2 ）， 妊娠週数

が増すに つ れ 陽性絨毛の 数は 増加 し た ．即ち 妊娠

早期で も少数 の 絨毛に よ り後期胎盤型 ALP の 産

生 され て い る こ とが判明 した，

　　　　　　　　　考　　案

　 今回 わ れ わ れ は 本邦 で は じ め て 後期 胎 盤 型

ALP に 対す る単一
ク ロ

ー
ン 性抗体 の 作成 に 成功

した。後期胎盤型 ALP は従来胎盤あ る い は 癌細

胞 に の み存在す る と考 えられ て きた が，近年著者

は 子富頚 部 の 予備細胞や 体内膜 の
一
部に後期胎盤

型 ALP が存在 し
， しか も子 宮頚癌や子宮体癌で

は
， そ の 出現頻度が 変化す る こ とか ら癌化 に 伴 う

酵素偏倚 の 存在を報告 し
， 更にそ の 発生機序 とし

て ，ALP 遺伝子 の 発現調節異常 の 可能性を指摘
ll

した ．しか し ，
こ れ ら一

連の結果 は 『酵素活性』

に 基づ く手技 に よ つ て ぎた の で ， 本抗体 の 作成は

『酵素蛋 白』の 測定ある い は 局在 の 証明に極め て 大

きな武 器 とな り得 る可能性を 秘 め て お り，
V 一

カ
ー
酵素 の 少 ない 子宮 にお い て，発癌の 細胞生物

学的研究 に 役立 つ もの と思わ れ る。
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