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概要　蛋 白低濃度迅速測定装置 で あ る LA 　system に SP1 （pregnancy 　speci 丘c 　flL−glycoprotein）を組み

込む one 　 step と し て ，高純度 SP 、の 大量精製法 に つ い て 検討 し
， そ の 精製過程で 検出 され た γ 分画 の

SP 、に つ u
．
・て報告する．

　1）．SP 、
の 分離精製の た め に，妊婦血清を材料 と して 40％飽和硫酸 ア ソ モ ニウ ム 塩析を行 い

，　Sephadex
G −150　gel　filtration，　DE ，52　cellUlose ．column 　chromatography

，
　hydroxylapatite　column 　chromatogra ．

phy ，
　SPi・negative 　a租nity 　Sepharose　4B　column 　chromatography ，　FPLC 　system の mono 　Q　cQlumn

chromatography の 順 に精製 を行 つ た．で ぎた SPユは蒸留水 で 透析，凍結乾燥 し 白色の 粉末を得た．

　SP1・negative 　aMnity 　Se
’
pharose 　4B の 作製法 は，男子血清を5  ％飽和硫酸 ア ソ モ ニ ウ ム で 膓析を し，

hydroxylapatite　colurnn 　1こ通 した もの を家兎 に 免疫した 。で きた抗血清 の IgG分画を CNBr ・act ｛vated

Sepharose　4B と反応 させ て 得た ．本法 に よ り精製 SPIの 純度 は 99％以上 ， 回 収率16％ と な つ た．

　2）精製 SP ， （SP ，
一
β）は免疫電気 泳動 で β分画 に 属す る 糖蛋白で ，分子量 は 72，000等電点 3．80〜4．55

に band を作 り，特tl：　pl　4．15の 所が強く染色さ れ た e

　DE ・52　cellulose を 低塩濃度緩衝液で ，素通 り し て きた SP
エ （SPr γ） は neuraminidase 処 理 SP1 と等

電点分画で 全 く違 つ た所に位置 し ， 少な くとも pl　5．3，5．5，5．65，5．8の 4 ヵ 所 に 分布 して い る こ とが

分つ た ． こ の SP1一γ は 免疫電気泳動で γ か ら δ分画 に位置し，妊婦血 清 に も存 在す る こ とが分つ た．

　以上 ， 本法 に よ り高純度大量 SP、精製の道が 開け， ま た 分離精製途中で 新 し い 複数 の SP1抗原物質

SP1一γ が発見 で ぎた ．

Synopsis　This　paper　describes　the　SPL　purification　procedures　with 　high　recovery 　from　third　trimester
serum 　and 　the　finding　of　a　new 　SP ，　ant 至gen　with γ

一mobi1 三ty （tentativeiy　ca里至ed　SPr γ），

　1） The　 serum 　 was 　 salted 　 out 　 at 　 40％ saturation 　 with 　ammonium 　sulfate 　and 　this　was 　followed　by

Sephadex　G−150，　DEAE −ce圭1ulose，　SP1−negative 　aMnity 　chromatography 　and 　the　monoQ 　column 　of　FPLC
system ．　 The 　anti −serum 　fQr　the　immunoadsorption　techniques　was 　made 　from　the　fractionated　male 　serum ．
By　these　procedures，　the　final　SP ，　preparation　was 　obtained 　in　a ．yield　of 　16％ and 　with 　a　puri毛y　of　g9％，

　2） The　purified　SP1 （SPI・β）had β mobility 　 and 　its　 molecular 　weight 　approximated 　72，000　in　SDS
polyacry1−amide 　gel　electrophoresis ．　 The 五soelectric 　points（pl）rariged 　betWeen　3．80　to　4，55　using 　isoelectric
focusing　and 　the　site 　at 　pl　4．15　was 　strongiy 　sta魚ed ，

　3）　 Another 　SPL，wh 三ch 　passed　through 　DEAE −ceUulose 　with 　a 　low　salt　concentration ，　was 　detected　in　the
γ
一region 　by　means 　of　immunOelectrophoresis 　using 　ant 三一SPl　serum ．　 It　was 　ascertained 　that　the　SP エ．γ was

different　from 　the　SP1一β treated　with 　neuraminidase ．　 The 　SP1一γ prec三pitation　fusing　with 　SP ド β could 　be
observed 　even　in　pregnant　serum 　by　usual 　immunoelectrophoresis．　 The 　SP1一γ preparation　showed 　at 　least
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four　pls　of 　5．3，55，5．65　and 　5．8，
Key　words ：

　　　　　 focusing・Puri丘cation

日産 婦言志36巻10号

Pregnancy　specific 　fii・glycoprotein （SP ，）
・SP ［

・
γ
・Pregnancy　associated 　protein

。Isoelectric

　　　　　　　　　緒　　言

　胎盤 は 多 くの ホ ル モ ン ，酵素，機能不 明蛋 白を

産生 し て い る． こ の SP ， （pregnancy 　speci 勉 β1
・

glycoprotein ）も1971年 Bohn13）
に よ り胎盤 よ り分

離精製され た機能不 明蛋 白の
一つ で あ る．臨床的

に SP
エ
は

，
1）正 常非妊婦血 清中で は 検 出 され な

い ，2）他 の 血 清蛋 白ある い は妊娠性蛋 白と交叉反

応 しな い ， 3）妊婦血清濃度が他の 妊娠性蛋 白と比

較 して 高濃度で ある．4）血 中半減期 も長 く日内変

動 も小 さ い ，な ど に よ りhPL とと もに 胎盤機能検

査 の 指標
5）14｝17）と して 適 し て い る．また ，胞状奇胎，

破壊性胞状奇胎 お よび絨毛癌 との 鑑別や ，
こ れ ら

の follow　 up に hCG と と も に 利 用 さ れ て い

る
22）。非絨毛性腫瘍 の うち

一
部 の 睾丸腫瘍 の 腫瘍

マ
ーカ ー21）U＝ も有 用性が論 じられ て い る。さ らに ，

SP エは 妊娠 の 極 く初 期 よ り血 清 に 出現す る こ とか

ら ， occult 　pregnancy の 診 断
7 ）9）

， 切迫流産 の 予後

推 定n お よ び 子宮外妊娠の 診 断な ど の応用 も検 討

されて い る ．

　SP1の 測定法 と し て は 感度が 1，000ng／m1 ま で

の rocket 　immunoe 互ectrophoresis 　（Laurell），

single　radial 　immunodiffusion （SRID ）
5）と感度が

O．3〜10ng／ml の radioimunoassay （RIA）
4），　 en −

zyme 　imunoassay （EIA）
7）な どが ある．また ， 教

室で 開発 し た latex　agglutination 　 inhibition

reaction 　（LAIR ）
18 ）は 感度が 250ng／ml で あ る．

Laurell法 ，
　SRID

，
　RIA は 測定時間が か か り，

RIA

は 放射性 同位元素を 使用す る こ と ，
LAIR は 測定

時間は 短 い が半定量法で ある こ となど現在 ま で の

こ れ らの 測定法 は ，臨床応用 に今
一

つ の 問題 が あ

る 。

　最近 ，
こ れ ら抗原抗体反応を応用 し た 測定法の

中で
， 直接 Latex 凝集反応 の 経時的変化 よ り濃度

測定を行い ，感度は RIA レ ベ ル に達 し
， 測 定時聞

も数分で 行 う LA 　system （栄研化学）が他 の 血 清

蛋 白な どの 濃度測定 に実用化 され て い る
S）
。

　今回，SP1に つ い て 上 述 し た よ うな
一般臨床応

用 へ の 実用化 を可能 にす る た め に，SP 、 を LA 　sys 一

tem に 組み込む one 　step と し て ，高純度 SP1の 大

量精製に 成 功し ， さ ら に 免疫電気泳動で γ 分画に

属す る SP 航 原物質を も検 出した の で報告す る e

　　　　　　 研究材料お よ び 方法

　 1） SP1の 分離精製法

　正期産で λ 院 した産婦 100人 の 末稍静脈血 10ml

を採取し， 4℃ ， 2時間放置 した の ち遠心 分離 を

行 い 血清 を集 め 一20℃で保 存 した。 こ の 巌 清 400

m1 を starting 　materia1 と し て SP 、の 精製を行つ

た ．

　図 1 に 今回 の SP ，の精製方法を示 した ．始 め に

血清の albumin 分画 の 除去 を 目的で ， 40％飽和硫

酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩析を行 い
， 沈殿物 iglO

，
OOOr．p．

m ．，4 ℃，30分遠心 分離し，こ れ を生理食塩水 に て

透 析した． こ の 検体を Sephadex　 G −15  （Phar −

masia ） の つ ま つ た column （14× 100cm ）で gel

filtrationを行 い ，0．2M 　NaCl ＋ 0．05M 　tris−HCI

buffer（pH 　8．0）に て 流速250ml／h．で 溶 出した。

各分画 を SRID に て 30時間反応 させ SP 、の 多 い 分

画 を求め た 。こ の SP
、分画 を前 回 と 同様に 40％飽

和硫酸 ア ン モ ＝ ウ ム 塩析を 行 い ，沈殿物 を 0．3％

NaC1 十 〇，01M 　tris−HCI　buffer（pH 　7．6）に て 透

析 した ． こ れを DE −52　cellulose （Watt 　mann ）の

つ まつ た column （2．5× 40cm ）に添加 し て ，0．3％

NaC1 十 〇．OIM 　tris−HCI （pH 　 7．6） 700m1 よ り

1．2％ NaC1 十 〇．OIM 　tris−HC1 （pH 　7．6）700mlの

連続濃度勾配 で 流速40m1 ／h で 溶 出 させ た ．　 Ouch −

terlony 法 で 12時間 で 沈降線 を作 る SP ，分画を 集

図 1　 The 　procedure　of 　puri員ed 　SPl

　 Pregnant 　serum

　 　 ↓

　 40％ saturated 　ammonlu

　 　 ↓

　 Sephadex　G 　l50

　 　 ↓
　 DE 　52　 cellu 玉ose

　 　 ↓
　 HTP
　 　 ↓

　 SP1−negat 孟ve 　aMnity 　Sepharose　4B
　 　 ↓
　 mono ．Q （FPLC 　system ）
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め た ． こ の SP ，分画 を40％飽和硫酸 ア ン モ ニ ウ ム

塩析を行 い ，0．OIM 　phosphate 　buffer（pH 　7．4）

に て 透 析 し た．こ れ を hydroxylapatite　（Bio・

Rad ）の つ ま つ た column （4．5x50cm ）に添加 し ，

0．01M 　phosphate 　buffer（pH 　7．4）で 流速40ml／

h で 流 出させ ，SP ，の 多い 分画を Ouchterlony法

で 求め た． こ の SP 、分画を SPrnegative　 a 鐙nity

Sepharose 　4B の っ ま つ た column （2．5× 50cm ）

に 添加 し，0．2M 　 NaCl 十 〇．05M 　tris−HCI　buffer

（pH 　8．0）に て 30ml／h で 溶出 した ．　 Ouchterlony

法に て SP1の 多 い 分画を集め ， 蒸留水 にて透析を

行つ た ．これを A 液O．01M 　tris・HCI　buffer（pH

8．0）B 液0．5M 　 NaC1 十〇．01M 　 tris・HCI　 buffer

（pH 　8．0）に設定 した FPLC 　system （Pharmacia）

の mono ・Q　column に 添 加 し ，
　 B 液 を 20％か ら

50％の 連続濃度勾配で 流速 1ml／min で 溶 出し
，
　O．

D ，280nm が0，7以上の 部分を 1　fraction　lm1 を集

め た。Ouchterlony法で SP、
の 多い 分画に つ い て ，

さ ら に SDS −polyacrylam 呈de　gel　electrophoresis

に て one 　band で あ る こ とを確認 し， これ を蒸留

水 で透析後凍結乾燥し て 精製 SP1を得た。

　2）SP 、
−negative 　athnity 　Sepharose　4B の 作成

法

　図 2 に SP1−negative 　afinity 　Sepharose　4B の

作成 法を示 した．男子血 清を 50％飽和硫酸 ア ン モ

ニ ウ ム で 塩 析 し ， 沈殿 物 を O．01M 　 phosphate
buffer　（pH 　7．4）で 透 析 し た ． これを hydrox −

ylapatite　 column （4，5× 30cm）に 添加 し
， 透析

bufferで 溶出 し ， 0 ．D ．280nm で 0．5以上 の 分画を

図 2 　The 　way 　Qf　making 　SPrnegatlve　afftnity

　Sepharose　4B

Male 　serum

50％ saturated 　ammon 至um 　sulfate

HTPimmunize

　to　rabbit

　 畢

DE −52　cellulose
　 畢

SP1 −negative 　anti
．human 　serum 　IgG　fractiGn

↓伽 CNB ・
一
… i・… dS ・・h・・。・e　4B

SP1−negative 　af畳nity 　Sepharose　4B

集め た，これを蒸留水 に て 透析 した の ち凍結乾燥

した 。 こ れ を 抗原 と し て Freund ’

s　 complete 　 ad ・

juvant（Difco）とと もに 家兎 に 免疫 し ，
　SPi−nega −

tive抗 ヒ ト血 清を得た． こ の 抗血 清を40％飽和硫

酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩 析 し ， 沈殿物 を 0．2％NaC1 十

〇．OIM 　tris−HCI　buffer（pH 　7．6） で 透析し ，
こ れ

を DE −52　cellulose　cQlumn （4．5× 30cm）に 添加

し，透析 bufferで 溶出 させ た ．0．D ．280nm で 0，5

以上 の 分画を集め
， 蒸留水 に て 透析 した の ち凍結

乾燥 し て SPI−negative 抗 ヒ ト IgG を 得た．こ れ
’

を CNBr −activated 　Sepharose　4B と反応させ ，

SPi−negative 　aMnity 　Sepharose　4B を作成 した．

　 3）精製 SP1の 検討法

　 a ．免疫電気泳動 に よ る検定法

　 barvital　buffer（pH 　8，6， イ オ ン 強度0．05）を

用 い て 厚 さlmm の 1，2％ agarose 　 A ・37寒天 平板

を作製し，通常 の 免疫電気泳動 （100V ．
，
2h．）し た

あ と， 室温に て 抗体 と し て 抗 SP ，tm清，抗 ヒ ト血 清

と 24時間反応 させ て ， 生 じた 沈降線に つ き検討 し

た ．同寒天は Ouchterlony法 に も用 い た
d

　 b．純度 の 検定法

　検体の 総蛋 白量は Lowry 法で ，
　 SP1濃度 は sin ・

gle　radial 　immunodif6usion （SRID ）で 測定 し
，

hydroxylapatite　column 　chromatography ま で

の 純度は SP 濃 度／総蛋 白量 で 求め た ．　 SRID は

1．2％agarose 　A ・37， 12mlに 抗 SP1血 清 200μ 1を

加 え，厚 さlmm の 寒天平板を用 い た。　SPI標準血

清と して は Behringwerke　A ．G，製 18mg／dlの 濃

度 の も の を 使 用 し た．SP
，
・negative 　 a伍 nity

chromatography 後 の 純 度 は， 7 ％polyacry ・

1amide　 slab 　 gel　 electrophoresis お よ び SDS −

polyacrylamide 　slab 　gel　electrophoresis を行い
，

Coomassie　brilliant　blueで 染 色し ，
　densitometer

を用 い て 求め た 。

　 C．分子量 の 測定法

　分子量 の 測定 は 7 ％SDS −polyacrylamide 　slab

gel　electrophoresis で 行つ た。標準蛋 自と して分

干量 測定用標準蛋 白（Bio・Rad）を 用い た 。これを

Coomassie　brilliant　blueで 染色 し
，
　dertsitometer

で それぞれ移動度よ り分子量 を求め た ．

　 d．等電点の 測定法
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　Ampholine　PAG 　plate （pH 　3．5〜9．5）（LKB ）

を用 い て ， 精製 SP ，， SP，
一
γ な どと等電点標準蛋 白

（Pharmacia ） を constant 　power で 30W ，20mA ，

1500V
，
1．5h．で 流 した． こ れを蛋 白染色 し，一部

は cellulose 　acetate 膜 tlこ抗 SP 、
血 清を浸 し

，
これ

を Ampholine　PAG 　plate と免疫反応 させ 蛋 白染

色 をし た 。

　e．Amino 　acid 分析法

　精製 SP 、を少量 と り ， 6N　HCI と混合 し 110℃減

圧下 に て 22時間加水分解を行 い
， 塩酸 を evapor ・

ator で 除去 し た 後 ，
　 citric 　acid 　bufferに溶解し，

高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ア ミ ノ 酸分析 シ ス テ ム

（島津） に て 分析を行 つ た．

　　　　　　　　　結　　果

　 1）SP 、 の 分離精製結果

　図 1 に した が つ て Sephadex　 G −150　 gel　filtra−

tion した後tlc　SP ，の 多い 分画 を DE −52　 cellulose

column に 添加 し
， 図 3 に SP

エ抗原 の あ る分画を

示 し た 。SP 、 の 精製 に は tube　No ．38か ら44を 用 い

た 。tube　No ．　4か ら 8 は O．3％NaCl 十〇　．　01M 　tris−

HCI　bufferで は 吸着 され ず に 溶 出 し て きた 分画

で ある．こ の tube 　No ．38か ら44の 分画 を hydrox・

ylapatite 　 column 　 chromatography ，　 SPi・nega −

tive　arnnity 　chromatography に添加 した と こ ろ ，

ともに single 　peak を示 した．　 SP 、
は こ の peak に

一
致した。図 4 は こ の SP ，

　rich 　fractionを FPLC

system の mono 　Q　column に か けた もの で ある．

大 ぎな peak は それ ほ ど sharp な も の で は な い

が
，
こ こ に SP1が含まれ て お り蒸留水 に て 透析，凍

図 3　The 　DE −52　cellulose 　column 　chromatography

　after　Sephadex　G・150　gel　filtration

　 300

．D．2BO

2．O

1．0

°
1。

0　　 10　　 20　　 30　　 40　 　 50　 　 60　 　70

1，0

D5

Tubo　No．

図 4　 FPLC 　system （mono ・Q　column ）

C。d。四。　le．7zee 、or 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ゆ 黜臓

表 l　 The 　recovery 　and 　purity 　for　the　purification

　 of 　SPI
一一一一．」一ゴ内
！

i　 … p
ト 羅 唾 ・ Purity

〔％）

臨器 15。

iDE−52　cell・1・se

　HTPSP1
−negative

　MonQ 　Q

70　 1

1劉 器
23　 1　 32

18　 i　 25
　　　　　　…
12　 1　 16

　　　 0，28

　　　 0．83
　　　 12．5
　　　 682

　　95％ ＜ ・

　　99％ ＜ ・
1

by　7％ SDS 　polyacrylamide 　electrophoresis

結乾燥 を し 白色の 粉末を得て ， これを精製 SP 、と

した ．

　表 1は 今回 行 つ た SP
【精 製 法 の 各 step の 回収

率 と純度 を示 し た もの で ある ．最終段階の 回収率

は 16％で 純度 は 99％以上 で あっ た。Ouchterlony

法で 精製 SP 、と抗 ヒ ト血 清を反応 させ た が 沈降線

は 作 らな か つ た ，

　2）精製 SP 、の 物理 化学的性質

　免疫電気泳動で 精製 SP1は 図 5 に 示 す よ うに β

分画 に 泳動 された ．上 述 の DE −52　 cellulose 　 co1 −

umn 　chromatography で 開始 bufferで 素通 りし

て きた SP 、分画 を ，
　 Ouchterlony 法で 抗 SP

、
血 清
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図 5　 The　 comparision 　 of　each 　SP ，
　 antigen 　 sub −

stance 　by　means 　of 　immunoelectrophoresis

　 a ）SP ，
一
γ and 　 SPL一β，　b）SPr β treated　 with

neuraminidase ，　 c ）pregPant 　serum ，　 A 　is　SP1・β

　and △ is　s並spected 　to　be　SP ，
・
γ，

伊東他

）a

1917

図 6　 The 　 estimation 　 of 　the　 molecular 　weight 　of

SP ユ
ー
β

　 a ）　analysis 　of 　densitometer

　 standard 　　1 ：myosin 　200，GOO，

　 　 　 　 　 2 ： β．galactosidase　116，250，

　 　 　 　 　 3 ：phosphorylase 　I392 ，50  ，

　 　 　 　 　 4 ；bovine　serum 　albumin 　66，2eo，

　 　 　 　 　 5 ：0valbumin 　45，00 

　 b）　SDS 　po艮yacrylam 量de　gel　electrophoresis

　（7％）

　 　 M ．W 。　of　SPrβ was 　calcurated 　to　be　72，000
　 dalton．

一
［
一．

c ）

と反応 させた と こ ろ沈降線を作 り，
こ れ は妊婦血

清を作る沈降線と癒合 した ．．さらに こ れを免疫電

気泳動 した と こ ろ γ
〜6 分 画に 抗 SP 諏 清を反応

す る物質を認め た． こ れを SPi一γ と仮称する。精

製 SP1を neuraminidase で 処 理 し た と こ ろ
， γ 分

画 に 泳動 され SP、
は 糖 蛋 白で あ る こ とが 分 か つ

た ．さ らに 免疫 電気 泳動 で neuraminidase 処 理

SP1と SP ，
一
γ と は 区別 で きな か つ た ．

　精 製 SP1を 用 い て 7 ％polyacrylamide 　 gel

electrophoresis を行 つ た と こ ろ，以前報告した と

同様に single 　band で あつ た ．精va　SP ，を用 い て

通常の 7％ SDS −polya6rylamide 　slab　gel　electro −

phoresisを 行 つ た も の が 図 6 の よ うに sing 弖e

band を示 し，また band が多数ある もの が分子量

測 定 用標 準 蛋白で あ る．上 部 は こ れ ら の den−

sitometer に か けて た も の で あ る，精製を mer −

captoethanol で 処 理 し て ，　 SDS −polyacrylamide

electrophoresis で single　band とい うこ とは
，
　 S一

i
冖
　；

…．
r
．．一一一
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SDS 　polyacrylamide 　gel 　elec ヒroohOresis 　（7亀）

S結合 に よ る sub 　 chain を もた な い と考 えられ ，

分子量は 72，000で あつ た ．

　精製 SP 、を等電点電気泳動 した と こ ろ ， 図 7 の

よ う Vt　pl　3．80〜4．55の 所に band が 認め られ pI

4．15の 所が強 く染色 された が，抗 SP 、血 清を 浸し

た cellulose 　acetate 膜 の 反応で は ，
こ の bandの

部分が染色 され た ．さ らに こ の 反応を SP 、
−7 で 行

つ た と こ ろ band が少な くと も 4as　pl　5．3， 5．5，

5．65，5．8，の 所に 認め られた neuraminidase 処理

SP ，ej：　pl　6．4〜8．1と広 い 幅 で 反応 し
， 明 らか に
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1918 SP 、の 分離精製法 お よび検 出 され た γ分画SPLの 検討 日産婦誌36巻 10号

　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 6 ：human 　carbonic 　anhydrase 　B　6．55

　b） the　compar 三sion 　of 　each 　SPI　 ant 圭gen 　substance 　 by　 immuno 且xation 　technic　 of　isoelectric

focusing　 neuraminidase ：SPr β treated　with 　neuraminidase

　 　 　 　 a ）

　 　　 　 図 7　 The 　exalnination 　of 　SPI　antigens 　by　means 　of 　isoelectric　focusing

a ）isoelectric　point　of 　puri丘ed 　SP1 ；pl　3．80〜4，55
，
　peak　pl　4．15

standard 　1 ： amy 工oglucosidase 　3．50
，　　　　　　　 2 ：glucose　oxidase 　4．15

，

　 　　 　 3 ；soybean 　trypsin 　inhibitor　4．55，　 　 4 ：β・1actoglobulin　A 　5，2 ，

　 　　 　 5 ：bovine　carbonic 　anhydrase 　B 　5．85，

b ）

表 2　 Amino 　acid　analysis 　of　SP1 （mo1 　％）

　

　

　

　

　

　

　

　 　 Pro．

　 　 Gly．

　 　 Ala ．

　 　 Cys．
　 　 　 Va1．
　 　 Met．
　 　 Heu．
　 　 Leu ，

i　 Ty。

l　 Ph 巳

L 貸 ・・

539873

5，90
．05
．210
．30
，8

ユ，9

986814059522

SPr γ と違つ て い た ．

　ア ミ ノ 酸分析で は表 2 に 示す よ うに Bohn の 報

告
11 ）と比較 し て tyrosineが 少な く， histidineが多

か つ た ．methionine は検 出で ぎな か つ た 。

　　　　　　　　　考　 　案

　SP 、
の 測定法 として

一
般的に Laure11法，　SRID ，

EIA な どが あ るが
， 病的妊娠 な どの 変化 を check

す る 目的 に は 測定方法 ， 感度ある い は 時間な どの

点で 必ず し も臨床的に 有用な もの と は い えな い ，

妊娠関連物質で は 血清 hPL （感度5ng／mD 血清 あ

る い は 尿 hCG （感度 O．21U／m1 ）， 血 清 AFP （感度

10ng／ml ） な どが， 1 分 前 後 で 測 定 可 能 な LA

system8 ＞ （栄研化学）に 組み 込 まれて い る。　 SP1の

臨床応用実用化をは か る た め に LA 　system の 組

み 込み で 市販の 抗 SP エ血 清 に つ い て 検討 し た が
，

抗体力価な ど に 問題が あ つ た。そ こ で 力価の 高 い

抗体を得 る た め に
， 大量 の 高純度 SP

、抗原精製法

を検討した。
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　 Bohn は 胎盤抽 出液 よ りDEAE −cellulose ，　 Se−

phadex 　G −150
，
　Zone　electrophoresis ，　DEAE ・Se−

phadex 　A −50，　Sephadex　G450 を 行 い 純度95％以

上 ， 回 収 率 5 ％ で SP1を 得 て お り　
12），ま た im・

munoadsorption
，
　hydroxylapatiteを 行 い 純 度

99％以上，回収率50％で 精製 SP エを得て い る
；1｝
．

Sokolov　et　 aLi9）は 胎盤後血 腫 よ り DEAE −cel ・

lulose，　Sephadex　G−200
，
　hydroxylapatite，　CM −

cellulese
，
　isoelectric　focusingに て 純度90〜95％

の SPIを得 て い る．さ ら に Sorensen　et　al．20］｝tkll

婦血清よ り　anion 　exchange 　chrematQgraphy ，

positive 　a伍 nity 　chromatography ，　negative

afinity 　chromatography ，　 anion 　exchange

chromatography に て 回収率4．5％ ， 純度98〜99％

で SP正を得 て い る．我 々 は 以前 よ り能勢の 方法
6），

伊 東の 方法
3｝で 胎盤 よ り SP 、の 精製を行 つ て きた

が ， 前者 は 精製過程 に非常に 時間 の か か る こ と
，

ま た 後者 は微量 精製に は よ い が ， 大量精製に は 適

して い な い な どの 問題があつ た。胎盤抽出液 は 非

常に 多種 に わた る可溶性蛋 白が存在 し，また SP1

の 胎盤組織内濃度は 4．3mg ！d1で ある。しか し， 血

清 で は 存在す る 蛋 白の 種 類 も限 られ ， また 血 清

SP 、濃度 は 19．2mg ／dlで あ り， そ れ らの 点 か ら

SP ，の精製材料 として は 血 清の ほ うが 妥当で あ る

こ と が分 つ て い る
2）．SPrnegative用抗血清も比

較的容易 に 作成で き， hydroxylapatiteに 少 な く

とも SP1一βは 吸 着 され な い こ とな どを考 え合 わ

せ ， 今回 の 精製法 に至 つ た．こ の 方法 は 回収率，

純度とも満足 の い くもの で あ り，胎盤後血腫に つ

い て 同方法を行い ほぼ同 じ純度，回収率で大量 の

SP ，を得て い る．現在こ の SP 、を家兎 に 免疫 し て

抗体を作成中で あ る．

　 今回精製 した 精製 SP1は 免疫電気 泳動で β分

画 に 属 し Bohn 五3）
の もの と同 じで あ つ た．分子量

は Lini5）が 霧el　 filtrationで 110，000，
　 Bohn131が

SDS 　 polyacrylamide 　gel　 electrophoresis で

90，000と い い
， 我 々 の 精 Pa　SP ，

　IX　SDS・polya ・

crylamide 　gel　electrophoresis で 72
，000で あ つ

た 。SP
、を塩酸 グ ア a ジ ン で 処理 し，　 SDS ・polya・

cry 正amide 　gel　electrophoresis を行 うと， 分子量

約60，000，40，000お よび10，eOO，
の 分画に 分け ら

れる とい う報告 もある
Is）．分子量 に 関 して 1：　SP ，

一

γ ，
　SP1一β とと もに標準血 清 ， 測定法 な ど に つ い て

再検する必要 が ある
，
等電点は Bohn コi）が pl　4．15，

Linis）が major 　peak 　3，9，
　minor 　peak 　6．0，我 々

の 精 製 SP エ の pI は 3．8−− 4．55の 範 囲 で peak は

4．15で あつ た ．ア ミ ノ 酸分析 の 結果 も Bohnll）
の

も の とほぼ同じ で あつ て ，．今回精製 し た SP1の 物

理化学的性質は諸家の報告 と ほ ぼ同 じで あつ た ．

　SP，
一
γ の 存在に つ い て は Sorenson　et　al2D ）の 幸艮

告 が あ り
，

radioimmunoassay で SPr γ は 他 の

SP ，
一β，　SPi・α i，　SPi−cr2と dose−response 　curve カミ

違 うと述べ て い る。さ らに今回 DE −52　cellulose を

素通 り し て きた SP
、
一
γ は ，細菌 に 多数含 まれ る

neuraminidase と反応させた SP ， と等電点移動度

で 全 く違 つ て い た。こ の SP1・γ は 等電点 の 違 う，

少な くと も 4 種 の SP
，抗原 をもつ 集合体 で ，正常

妊娠血 清に も含まれ る こ とが判明 した．また ， 他

の SP 煙 型蛋 白と して SP1一α 23）があるが ，
こ れ は

電気泳動で α2 分画 に属 し ， 分子量 が400，000で あ

る．SPI・α の検出方法は rocket 　irnrnunoelectro−

phoresisある い e：　crossed 　immunoe 玉ectrophor −

esis で 行 うが，電気的 に SP 、
・
γ は 王gG と同 じ方向

に 流れ るた め 同方法 で は
一般的に は 検出で ぎな

い ．妊婦血 清で は SP1 一
α と SP

重
・
γ に 分け て 臨床的

に検討されて い る
9）10）．SP

，
亜 型あ る い は SP 、抗原

蛋 白 と し て は，こ れで 妊婦体内に お い て SPI・α ，

SP
三
一β，

　SP1一γ，　SP1・B ， と 4種類の もの が存在す る

こ とに なる．今後 こ の SP1一γ の 妊娠経過 に 伴 う動

態 ， 病的妊娠 に よ る変化な どに つ い て 検討す る 予

定で ある．

　本 研究 は文 部 省 科 学 研 究助 成金 に よ つ た ．また ，本論文

の 要旨は第56回 日本内分泌 学会 ， 第74回 東海産婦 人 科学会

に お い て 発表 し た ，
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