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概要　困難とい われ て い る bFGF の 組織内定量法を検討し，妊娠初期，中期前半 ， 中期後半 ， 後期 ， 過

期の 合計62症例 の 胎盤組織内 bFGF 濃度 の 変動を観察し，そ の 生理的意義 を確認 した．

　1）胎盤 1kg よ り bFGF の 精製を行 い 約28μg／kg （組織重量）の 精製物を得た．回収率 は 17．1± 7．4％
で あつ た ，

　2）精製物 は SDS・PAGE で 単一バ ン ド と な り，抗 bFGF 　monoclona1 抗体 と免疫活性を有 し分子量 は

16kDa で あつ た ．

　3）bFGF の RIA に よ る胎盤組織内濃度は初期11．81± 2．11
， 中期前半 20．45± 4．85， 中期後半9．52±

5．02，後期7．41± 2．07，過期7．75± 1．86 （fmol／mg 　protein）で あ つ た ．こ の 結果は bioassayとも相関
し胎盤 の 発生，完成及び機能 に 細胞増殖因子及 び血 管新生因子 とし て の bFGF が 強 く関与 し て い る こ と

が証明 さ れ た．

Synopsis　The 　pu叩 ose 　of 　this　study 　is　to　develop　an 　assay 　system 　for　quanti丘cation 　of　bFGF 　in　human
tissue　and 　to　investigate　the 　changes 　in　bFGF 　content 　in　the　human ’

placenta　during　pregnancy ，　 Sixty，two
placental　tissue　samples 　from　various 　stages 　of　normal 　pregnancies　were 　coliected ，

　Approximaterly　28μg　bFGF 　was 　obtained 　per　lkg　of　placental　tissue．　 The　recovery 　rates　were 　174 ±

7．4％．The　puri丘ed 　samples 　were 　co 面 rmed 　 as 　bFGF 　by　SDS ・PAGE 　and 　enzyme −linked
imrnunoelectrotransfer　blot（EITB ）with 　anti・human 　bFGF 　monoclonal 　antibody ．

　The　bFGF 　readings 　in　the　human　placenta　detemlined　by　RIA　were 　IL81±2．11fmgl／mg 　protein （first
trimester），20．45± 4。85（early 　second 　trimester），9，52±5．02（late　second 　trimester），7．41± 2．07 （third　trimes・

ter），　and 　7．75± 1．86 （post　trimester）．　 The　placental　bFGF 　were 　signi 丘cantly 　high　in　the 　early　stage 　of

second 　trimester　and 　declined　gradua11y　during　the　 remainder 　of　the　pregnancy ．　 The 　RIA 　values 　were

correlated 　close 王y　with 　the　values 　obtained 　by　bioassay，
These　resultS 　demonstrate　that　our 　assay 　 system 　 provides　a 　tool　 for　tbe　quantification　 of 　bFGF 　in

biological　samples 　and 　suggest 　that　bFGF ，　the　active 　mitogen 　and 　angiogenic 　factor，　participates　in　the
format三〇 n 　 of 　the　human 　placenta．
Key 　words ： Basic　fibroblast

’
　growth 　factor（bFGF ）

・Placenta 。Monodonal 　ant 三body

　　　　　　　　　　緒　　言

　Fibroblast　growth 　factor（FGF ）は，1974年

に Gospodarowiczに よ り細胞成長 因 子 と して牛

下 垂体よ り分離され た
7｝S｝．初期の段 階で は ， そ の

名 が 示 す よ うに マ ウ 不 BALB ／c　3T3細胞 な ど

fibreblastの 増殖刺激因子 と し て 認識 されて い た

が
， そ の 後 ， 血管内皮細胞を含む ， ほ とん どす べ

て の 中胚葉 由来細胞に 対 して活性を持 つ こ とが 証

明 され た
13）

．現在で は ， 1．growth 　activity すな

わ ち mitogenic 　activity
，
　 DNA 合成促進作用 ，

2．

in　vivo で の 血管新生作用 さ ら に ， 3．　 morphogen

（細胞分化作用）
’°｝

と して の 強力 な生物学的活性が
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確認 され て い る．また，FGF の 構造に つ い て の 研

究 も進み ， 現在 ま で 7種類 の 関連蛋 白が同定され ，

FGFs ある い は FGF フ ァ ミ リー
との 呼称が 一般

的 とな つ た ．FGF フ ァ ミ リーの 中で も basic　FGF

（bFGF ）は い ち早 く単離 精製 され ， 総合的 な分

析が最 も進 ん で い て
，

こ れ ら FGFs の 典型 とされ

て い る ．

　前述の FGFs の 特徴的生物作用，さ らに研究に

供給 され て い る ヒ ト bFGF が ほ とん ど胎盤抽 出

物で あ る こ とか ら FGFs ，と くに bFGF が胎生期

の 胎児
一

胎盤発育に も重要な役割を演 じて い る と

推察され る もの の
15＞

，
こ の 領域 に 関す る具体 的な

報告 は 現在 まで み られ な い ．そ の 理 由の
一

つ に

bFGF の 生体組織内定量法が い まだ完全 に は 確i立

されて い な い こ と が挙げ られ る．

　具体的に は
， bFGF は生物活性が強力なた め 逆

に 生体組織内含量は 極め て 微量 で あ り， そ の 抽 出

自体が困難で ある こ と
6｝，ま た ， radioimmunoas −

say （RiA）や生 物学的測定 （bioassay）の方法 も

報告 され て い る もの の ，bFGF は monoclonal 抗

体を利用 し て も非特異的反応 が多 く定量に は 抽出

後の 部分精製が必要 に な る こ とな どに よ り培養細

胞 な どの 単純な 系 で し か 使用 され て い な い こ と

が
， 組織内 bFGF 定量の 障害 となつ て い る．

　そ こ で ， 本研究 で は ヒ ト胎盤 か ら bFGF を 分

離 精製の 後 ， 抗 bFGF 　polyclonal抗体を用 い た

RIA に て 単位蛋 白量 当 りの bFGF 量を計測 し 同

時に bioassayも施 行す る こ と に よ りそ の 信 頼 性

を確認する とい う手段 を用 い て 胎盤組織内 bFGF

定量を試み た ．さ らに 胎盤組織内 bFGF 含量 の 妊

娠に 伴 う変動 を観察する こ と に よ り， ヒ ト胎生 に

お け る FGF の 生理 的意義 を検討 した ．

　　　　　　　　　研 究方法

　 1．材料

　山梨医科大学附属病院 及 び協力 が得 られた 山梨

県内の 医療施設で
， 患者及 び家族 の 同意を 得た う

えで ，入工 流産及 び分娩時に 胎盤 ある い は絨毛組

織を採取 し試料 と し た ．内訳は 初期 （12週 未満）

32例，中期前半 （14〜16週）6例 ， 中期後半（20〜24

週）6 例 ， 満期 （37〜40週未満）12例及び過期 （41

週以上） 6例で ある ．試料 は母体 妊娠 経過 ， 超 音

Human 　placenta （cut 　and 　wash 　with 　PBS ＞

　 ↓

Homogenized 　O．15M （NH ，）2SO ，
　with 　blender

　 ↓

Rehomogerlized　with 　pDlytron
　 　 　 　 2hr　 mechanical 　 stirrer

　 ↓　　　　
．

Ultracentrifuge　2 ，ODO×g20min

　 ↓

Supernatant　adjust 　pH4 ．0

　 ↓

Ultracentrifuge　20，000 ×g2emin

　 ↓

Supematant　adlust 　pH6 ．5 （crude 　extract ）

　 ↓

CM 　Sephadex　column

　 　 eluted 　with 　NaCl　gradient （0→ 0．6M ）

　 ↓

Heparin　sepharose 　column

　 　 eluted 　with 　linear　NaCl　gradient （0．6→ 2．5M ）

　　 図 1　 Preparation　procedure　of 　FGF

波に よ る妊娠中の 胎児及 び附属物計測 ， 娩 出後 の

児 ， 胎盤 及び絨毛所見で 正 常妊娠 と み なされた も

の の み に 限定 し て ある，

　 2．方法

　 1）組織か ら bFGF の 抽出，精製

　試料 は採取後 ， 氷冷 の まま可 及 的速や か に 実験

室 に持 ち帰 り，Gospodarowicz　et　aL9）の 方法 （図

1）に 従 つ て bFGF の 抽出を 開始 した ．

　組織 は 細 切後 ，
0．15M （NH 、）2SO 、 （weight ／

vol   e ＝ 1／3）中で ，　 Homogenizer　AM −3 （躰

精機）で 5分間 ， さ ら に Polytron（Kinematica）

に て 3 分 間 homogenize し 2 時間 の 撹 拌後 ，

20，000g，20分間，超遠心 し て，可溶分画を0．5M

リン 酸 に て pH 　4．0に 調整，再度超遠心 （20，000g，

20分間）して ， そ の 上澄を 4M 　NaOH に て pH 　6．5

に調整 し た ． こ れ を粗抽出液と し
，

こ れ に 含ま れ

る蛋白量 を測定後 ， あらか じめ 100mM 　sodium

phosphate　pH 　6．0に て 平衡化 して お い た carbox −

ymethyl 　Sephadex （CM 　Sephadex）C50 ，　cation

exchange 　column ，2．6 × 100cm （Pharmacia）に

添加 し，100mM 　sodium 　phosphate，　 pH 　6．0で 洗

浄， 続 い て O．15M 　NaC1
，
0．6M 　NaC1 ’in　100mM

sodium 　phosphate ，　pH 　6．0に て 溶出，0．6M 　NaCl

分画を 採取 した （図 2 ），こ れ を さら に ， heparin

N 工工
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図 2　 CM 　Sephadex　column 　200ml　O．15M 及 び0．6

　MNaCI 　in　100mM 　Sodium　phosphate 　pH 　6．0で の

　溶 出 パ タ ーン ．
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，
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図 3　 Heparin　Sepharose　affinity　chromatography
0．6〜2．5M 　NaCl　in　10mM 　Tris　HCI　pH 　7．4に よ る

溶出パ タ
ー

ソ ．

Sepharose　 CL6B ，
　 affinity　chromatography

（Pharmacia ） に 添加 し 0．6〜2．5M 　 NaCl　 in　 10

mM 　Tris　HCl　 pH 　 7．4の濃度勾配溶出に よ り約

2．OM 　NaCl か ら溶出する蛋白ピ ー
ク の 分画 を採

取した （図 3）．

酬 液は UA −5　detector （ISCO）で
，

280  で

の 吸 光 度 を 測定 し ， 各 分 画 は PD ・10　 column

（Pha   acia）に て脱塩後 ， 以下 の 研究に 供 した ．

なお こ の 操作 は すべ て 4 ℃ の環境下に 行 つ た．

　2）本抽 出， 精製法 に よ る bFGF 分離 の 確認，及

び回収率の 検討

　精製物 の 分子量 と免疫 活性 の 検討に は Laem −

mli 法を用 い た sodium 　 dodecyl　 sulfate 　 poly−

acrylamide 　gel　electrophoresis （SDS ・PAGE ）と

抗 human 　bFGF 　monoclonal 抗体 （MAb78 ）を

使用 して enzyme ・linked董mmunoelectrotransfer

blot（EITB ）に よ り分析 した ．　SDS 　gel は 10〜20％

gradient　gel（第一
化学）， 分子量 マ

ーカ ーは Phar−

macia よ り購入 した．発色に は Coomassie　 Bril−

liant　 Blue及び Konica　 immunostaining 　 HRP

kit　IS・50B （Konica） を使用 し た ．

　 MAb78 は human 　b−FGF 　cDNA に よ る recom ・

binant　 bFGF を BALB ／c　 mouse に 免疫 して ，

hybridoma か ら作製した抗体で
， 武田薬 品工 業株

式会社よ り供与を うけた
17）．

　1）の 精製操作に お ける bFGF 精製 回収率 は
， 満

期胎盤組織 6 検体を試料 と し て 後述 の bioassay

を用い て検 討 した．

　 3）RIA

　 1）で 抽 出 ， 精 製 し た bFGF 分 画 を bFGF

radioimmunoassay （RIA ）キ ッ ト （Amersham ）

を用 い て 測定 した．キ ッ ト内容は bovine　 recom −

binant　bFGF
，
　

i251 −bFGF
，
　 rabbit 抗 bFGF 抗体 ，

donkey 抗 rabbit 　serum 付着 magnetizable 　poly−

mer か らな る．

　本 bFGF 抗 体 は bovine　 recombinant 　bFGF

100％ ，
human 　recombinant 　bFGF 　ec95 ％の 交叉

反応を示 し，Des　1〜15　bFGF （bovine），　 acidic

FGF （bovine）， イ ン タ
ー

ロ イ キ ン （IL）−1α

（human ），
　 IL1 β（human ）に は それ ぞ れ 0．01％以

下 の 交叉で ある
3）．また 本キ ッ ト に よ る bFGF 測

定 の sensitivity は 12．5fmoi／ml で あつ た ．測定値

は 粗抽出液中 の 蛋 白量 当 りで表現した．

　4）Bioassay

　 RIA に 用 い た もの と同
一

の 試 料 を BALB ／c

3T3　clone 　A31細胞 （Cancer　Research　Resources
Bank ）の DNA へ の

sH −methy1 　thymidine （New

England　Nuclear）取 り込み を利用 し て 生物活性

と し て の 細胞増殖作用を測定 した．

　測定方法 は
， Klagsbrun　et　aL12 ）の 方法 に 基づ き

以下 の ご と く行 つ た ．96穴 microtissue 　 culture

plate （Falcon） tl： lwell当 り 1 × 104個 の 細 胞 を

N 工工
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10％fetal　 bovine　 serum を 含 む Du 玉becco

Modified　Eagle　Medium （DMEM ：Flow　Lab．）

で incubate（37℃ ， 95％ air， 5％CO2）し ，
　confluent

に 至 つ た後 ， 培養液の 交換な し で 4 日間培養 ， 細

胞を 静止状態 に 至 らし め た ．洗浄後検体 と ともに

500nCi／well の
3H ・methyl 　thymidine を加 え ， 48

時間の 培養を行い ，wel1 を十 分洗浄後， 0．25％ ト

リ プ シ ン 0．02％EDTA に て 細胞 を剥離 し，　 Cell

Harvester（PHD ）に て 各 well 中の
3H −DNA を回

収 し liquid　scintillation　counter （Packard）で 測

定 した。Controlと して 血 清無添加 の DMEM を

back　ground とし，最大活性 の 指標 と し て 10％

fetal　bovine　serum を用い た ．活性値は RIA と同

様 ， 粗抽出液中の 蛋白量 を基準 と し て 表現 し た ．

　 5）蛋白定量

　蛋白定量 は bovine　serum 　albumin （nutritional

biochemical）を standard とし ，
　 Bradford 法

5 ｝に

よ り測定 し た ．

　6）統計的方法

　結果は ， 平均値 （M ）±標準偏差 （SD）に て 示 し

各群間の 検定 に は t 検定を用 い た ，

1　 2 3 kDa

45

29

20．1

14．4

　 　 　 　 　 図 4 　SDS 　PAGE 　analysis

lane　l ：Protein　 standard 　 mixture 　including　 oval ・

bum 量n ｛M ．W ，45，000），　 carbonic 　 anhydrase （M ．W ．

29，000），soybean 　trypsin　inh三bitor（MW ．20，
100），

α
一lactalbumln（M ．W ，14，400），　lane　2 ：1μg　human

placental　 b−FGF ，　 Iane　3 ：Enzyme ・Linked　Im ・

munoelectorotransfer 　Blot （EITB ）with 　MAb78

　　　　　　　　　 成　　績

　 1．精製物の 特性

　精製物を加 熱処理 後 ， Laemmli 法に て 泳動 する

SDS −PAGE に て 単一 バ ン ド とな り， 分子量 は 16

kDa で あつ た （図 4 ）．　 SDS 　gel か ら Clear　Blot

Membrane ・P （Atto）に 転写 （western 　blot） し

た もの を Enzyme ・Linked　Immunoelectrotrans−

fer　 Blot （EITB ） に よ つ て 上 記 の 単一バ ン ドは

MAb78 に て 発色を 見た （図 4）． こ の 結果，本抽

出 ・ 精製法に て bFGF の 分離 精製が確認 され た．

　2．bFGF 抽 出過程 に お ける精製及び 回収率

　後期 胎盤 6個 か ら の 粗精製物は 平均総蛋 白量

21，812mg ，
　 maxial 　mitogenic 　effect 　 1× 105ng／

ml ，　 half　maximal 　activity （ED50）8 × 103ng／rn1

で ，Gospodarowicz　et　al．の 提唱す る unit 法 で表

現す る と， total　activity は 2．727× 106unitsで あ

つ た （図 5 ，表 1）．

　CM 　Sephadexで の 溶出パ タ
ー

ン は図 2 に 示 す

ご と く，
0．6M 　NaC1 で の peak に 最 も 高 い

bioactivity（6，984± 1，048cpm ）を認め ， 蛋白の 回

収量 は 121mg ，
　 maximal 　mitogenic 　effect　1× 103

ng ／m 正
，
　half　maximal 　activity 　6 ×　10ng／m1

，
　total

activity 　2．017× 106units，　recovery 　of　biological

activity　74％， 精製率は 133倍 （い ずれ も平均）で

あつ た （図 2 ， 5，表 1）．

　Heparin　Sepharoseの 溶出パ タ
ー

ン （図 3）で

bi 
鵠

，鴎 鷲

4，000

aooo

　 zoeeFBS
（一｝

1　101eOp 　 1　10100n 　1　10100 μ 1 （p．　n．μ g ／ mt ）

　　　　図 5　各精製 段 階 の 濃度増殖 曲線

1．o ：crude 　extract ，2．△ ：CM 　Sephadex
，

3，　ロ　：Heparin 　Sepharose

〈 FBS 　10％の コ ン ト ロ
ー

ル は 4，800cpm ，〈 FBS （
一
）

の ゴ γ ト ロ
ー

ル は 1，800cpm
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表 1　 ヒ ト胎盤 （1kg） か らの FGF 精製

精　製　分　画
蛋白量
（mg ）

最大活性
（ng ！ml ） 毎驪 ）

全活性
騨

（× 106units）
回 収率

4 噸“

　 （％）
精製率
（倍 ）

粗 抽出物

CM 　Sephadex
heparln　Sepharose

21 ，812
　 1210

．028

1XlO5

ユ× 103

　 1

8× 1036

× 100

．06

2．72652
．01670
．虞667

10074

，017
．1

　 1

　133133

，333

　
’

：ED ，。は 最大 活 性 の 50％ の 生 物活 性 を有 す る濃度 と定義す る．
牌

：1units は最大 活性の 50％ を必要 とす る FGF の 量 と定義す る．
麟釋

：回 収 率は粗 抽出液 の 活性 に 対す る比 率で ある ．

は
， 1　．　IM 　NaCl に 小 さ い peak ， 2．OM 　NaCl に こ

れ よ り大 き い peak とな りそれ ぞ 2t　bioactivity

を認め る が ，MAb78 に対す る immuno 　activity は

2．O−−2．5M 　NaCl の 分画 に の み 認め た．蛋 白質の

回収量は 0．028mg ，
　 maximal 　mitogenic 　effect　l

ng ／ml ，
　 half　maximal 　activity 　O、06ng／ml ，　 total

activity 　O．467× 106units， 精製率は 133，333倍 （い

ずれ も平均）で あつ た （図 3 ，
5

， 表 1）．Bioactivity

で ある回収率は 17．0± 7．4％ とな り，比較的良好で

あつ た．

　3．臨床試料 に み る bFGF 値及 び bFGF 活性

　初期胎盤 （絨毛）は 1例当 り．の 採取試料 が少量

の た め 2 〜 3例分を集め て 1試料 とし ， 抽 出，精

製した．中期前半以降 の 試料 は それ ぞれ単独に処

理 し
， 定量 し た ．

　 1） RIA

　胎盤組織 内 bFGF 量 （fmol／mg 　protein）は 初

期で 11．8± 2．1
， 中期前半で 20．5± 4．9，中期後半

で 9．5± 5．0，満期で 7．4± 2．1， 過期妊娠で 7．8± 1、8

とな り，中期前半は 他 の どの 時期 よ りも有意 （p＜

0．025）に 高 く，また初期 と満期 の 間に も有意差

（p＜ 0．01） を示 し た （図 6）．

　 2） Bioassay

　胎盤組織 内 bFGF 　bioact至vity は cpm 　x　103／mg

proteinで 表現 した．初期で 323 ± 0．26，中期前半

3．77±0．21， 中 期 後 半 2．66± 0．61，後 期 2．57±

0．33， 過期2．64±O．33と，RIA 同様 ， 初期 で は 比

較的高値で 中期前半に ピ ーク とな り， 満期で は 低

下す る．症例数が少な い た め 中期前半 の 高値 は 有

意 とは な らな か つ た が ， 初期 と後期の 間に は 有意

の 差 （p 〈 0．025）が存在 し た （図 7 ）．同
一

検体 に

お ける bioassayと RIA 値 との 間に は ，若干 の 変

R
［

AfmO

［

／
mg

　
PrOtein

BiQa

＄

8ay

四

15

1巳

03×

OPm

／
mgPrOte

置
n

初期　　　中期前半　　中期後半　　　後期

　　 　　　　　 額 駘 盤

　　 図 6　 各期胎盤組織内 bFGF

懺

？raA　　 中期前半　　中期後半　　　後期

　 　 　 　 　 　 　 名期胎盤

図 7　 各期 胎 盤 組 織 内 bFGF の 生 物 活性

幽

動は ある も の の
，

一定の 相関を示 した ，

　　　　　　　　　 考　　案

　1，胎盤 組織中 bFGF の 測定法に つ い て

　bFGF の 作用を分析する うえで ，

一
つ の 大 きな

障害 とな つ て い る の が
，
bFGF 放 出機構が まだ未

解明で あ る と い う点で ある．bFGF 　mRNA 翻訳

に よ る生成物 は すべ て 分泌放 出を指令す る シ グ ナ

ル 配列を欠如し て い る との 指摘が ある．bFGF の

18kDa 型 の 最初 の 9個の ア ミ ノ 酸が シ グ ナ ル に
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な つ て い る とい う説 もあるが
2 〕

，
これ とて 教 科書

的 シ グ ナ ル 配列 と して は 余 りに も短 い うえ，18

kDa 型 FDF の 生 体 内 原 型 で あ る 牛 脳 下 垂 体

bFGF は こ の 配列を欠 い て い る
16＞． こ れ は bFGF

が典型的な autocrine 因子 で あ る こ とを間接 的に

証明す る も の で あるが
，

血 中や 体液 中の 含有量 を

測定す る こ とに よ り，その物質 の 生理的作用 を推

察する と い う通常の 研究手段の た め に は 大 きな障

害 となる．また ，bFGF の 生体組織内濃度は 相対的

に極め て 微量 で あ り， さ ら に bFGF は 組織内で は

ヘ パ リ ン 様物 質や ヘ パ ラ ン 硫 酸 に 代 表 さ れ る

extracellular 　matrix と結合 し て 存 在 す る た

め
11），簡単な抽出法で は 分離する こ とが 困難で あ

る．

　現在 の 遺伝 子 工 学 の レ ベ ル で は
，

recombinant

ヒ ト bFGF や 抗 bFGF 抗体を 作製 す る こ と は 困

難で は な く，既 に い くつ か の RIA シ ス テ ム が報告

され，良好な結果を得て い る ．し か し ， 前述の 理

由に よ り生体 内濃度 に つ い て の 検討 は い まだ な さ

れ て い な い ．そ こ で ，本研究で は 組織内 よ り bFGF

を分離 精製 し ， RIA に よ り定量 し ， そ の 信頼性

を3T3細 胞 を利 用 し た bioassayに て 再検討 す る

とい う方法 をとつ た ．

　 Bioassay の 材料 とな る細胞 とし て は，牛大動脈

内皮細胞や 毛細血 管 内皮細胞 b9　bFGF に 対す る

レ セ プ タ
ー
数が豊富で か つ

，
よ り特異的で ある が，

研究 に 必要 な細胞 を 入 手す る の が 困難で あ る こ

と，また過去 に 著老 らが 3T3細胞を 用 い bFGF 様

蛋 白の 活性を測定 し
， 満 足で きる結果を得て い る

こ とか ら
1），3T3 細胞 を使用 した．

　 本 研究 で 抽 出，精製 し た 胎 盤 抽 出物 は SDS ・

PAGE に て ， 単
一パ ン ドとな り， 分子量 が 16kDa

で あ る こ と ，
か つ 抗 ヒ ト bFGF 抗 体 を 用 い た

EITB に よ りバ ソ ドを生 じ た こ と に よ り bFGF

で ある こ とが確認 された．また，満期産胎盤 1kg か

ら28μ g の 精製物 （bFGF ）が得 られ た が， これは

Gospodarowicz　et　aL9）
や ，　 Biswas　et　aL4 ）

の 報告

と ほ ぼ一
致し ， 本精製法が現段階で は

， 良好な方

法で ある こ とが示 され た．精製回収率が 17％と低

値 な の は ，bFGF の 組織内含量が極 め て 低 く ，
か つ

容器や ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
基剤に 不 可逆的 に 吸着

され るため と思われ る．本法 の ご とく 2 種 の ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー系を使用す る抽 出法 で の 難点で は

あ るが
， 6個 の 胎盤か らの 回収率 に それ ほ ど大 ぎ

い 差が な い こ と よ り，本研究の よ うに 相対評価を

目的 とした 含有量 検討に は 問題が ない と考える ．

　RIA と bioassay値 の 相関は 比較的 良好 で あ つ

た ．本 研 究 に 用 い た RIA の 抗体 は aFGF 及 び

bFGF と構造的相似性 を持 つ IL・1α ，
　 IL−1β との

交差 ej　O．01％で ある こ と，また bioassayで 問題 に

な る EGF な どの growth 　 factorが 本抽 出法で は

aFGF を 含め ほ ぼ完全 に 除外され る こ とか ら ，
こ

の 結果 は理 論的に は 予 想で きる．し か し，FGFs な

どの autocrine 物質を免疫学的 に定 量 し た 場合 に

は 常 に bieassay を用 い た 検討を 行わ ね ぽ測定結

果 に対す る疑問 が付 きま と う．Bioassayの 裏付 け

を得た本研究 の 結果 は ，一定の 抽 出，精製操作 を

加 え れ ば 生体 組織 中 bFGF 定量 が可 能で あ る こ

と を示す もの で あ る．

　2．胎盤 組織内 bFGF の 妊娠 に伴 う変動 に つ い

て

　胎盤組織 内 bFGF 濃度は 粗抽 出液 中 の 全蛋 白

量 に 対す る bFGF 量に よ つ て 比較 し，初期胎盤は

比較的高値で
， 中期前半 に ピ ーク とな り以後漸減

す る．

　 中期前半期 （妊娠 14〜16週）は 産科臨床上 考 え

られ て い る胎盤 の 組織構築 ， 機能完成 の 時期で あ

り ， 強力な growth 　factor，　 angiogenic 　factorで

あ る bFGF の 胎盤組織内濃度 が こ の 時期 に peak

を示す こ と は 胎盤組織 の 増殖，分化，血 管網新生

に bFGF の 関与 を間接的 に示 唆す る もの で ある．

　 妊娠 24〜28週及び妊娠28〜32週 の 胎盤 も採取 可

能で あつ た が
，

こ の 時期に 分娩 とな る症例は ，早

産 ， 重症妊娠 中毒症 な どい ずれ も妊娠経過が正常

と は 見なせ ぬ た め ， 本研究の 対象 と は ならな か つ

た ．また ， 過期妊娠 で 満期妊娠 と差が なか つ た t

とは
， 母 体 と胎児 （新生 児）に 異常の な い 過期妊

娠で は胎盤組織の 老化な どの 現象が顕著で な い た

め と思わ れ る．bFGF の 産生異常 と流 産 ，
　 IUGR ，

妊娠中毒症な どの 異常妊娠 との 関連 は さらに 追及

され ね ばな らな い が，胎盤 の 完成時 に こ の よ うな

変動を 示す bFGF 以外 の growth 　factorが 報 告
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されて い ない こ と， そ し て bFGF が血 管新生な ど

の特徴的 な生物活性 を持つ こ と か ら，bFGF が胎

盤形成 に 関与 して い る こ と は 十 分推察され うる，

　　　　　　　　　　 結 　　語

　bFGF は 組織内濃度が微量で ある こ と，か つ 構

造的複雑 さ か ら ， そ の 研究 は培養細胞 を中心 とす

る in　vitro の 領域 を なか な か脱 出で きな い 状況に

ある．しか し ， 本研究に よ り生体組織 内 bFGF 定

量が可 能で ある こ とが 証明され，か つ 妊娠時の 胎

盤形成 に bFGF が関与 し て い る こ とが示 唆 され

た ．こ の領域の 研究が発展 し ， 不妊 ， 不 育 ，
IUGR

，

妊娠 中毒症 な どの 生殖 医学領域 の 諸問題 の 解 明，

さ らに は 子宮内膜症 などの 研究 の 一助 となる こ と

を願 うもの で ある．
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