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概要　我 々 は，ゲ ル 濾過ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー・Heparin−Sepharoseア フ ィ ニ テ ィ

ーク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー・

DEAE −Sephace！ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを用 い

， 新た に 開発 し た 3段階 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー法に よ っ て ，

Pregnancy・Associated　Plasma　Proteill−A （PAPP −A）を分離抽出 した ．最初に 正常妊娠末期母体血清

30ml 中の 血清蛋 白質をゲル 濾 過 ク n マ トグラ フ ィ
ー

に よ っ て 分子量 に 従 い 分離 した．ラ ジオイ ム ノ ア ッ

セ イ （RIA ）法 に より，　 PAPP −A は 高分子領域分画中 に 検 出さ れ ， 母体 血清 中総 PAPP ・A 量 の 91％が ゲ

ル 濾過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り溶出同収さ れ た．次 に こ の PAPP −A 含有分画を Heparin・Sepharose

ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ トグ ラ フ ィ

ーを用 い ，それぞれ NaCl　O．15M ，
　O，30M 及び0．60M 含有の 0．05M ト

リス 緩衝液 に て 順次分離溶出 した ．NaCl　O．60M 緩衝液 に よ りカ ラム に 添加 した総 PAPP ．A 量 の 93％
が回収さ れ た ．さらに こ の PAPP −A 含有分画 を DEAE −Sephacelク w マ トグラ フ ィ

ー
を用 い

， それぞれ

0．15M ， 0，30M 及 び0．45M 　NaC1 含有酢酸緩衝液 （pH 　 5．5） に よ り順次分離溶 出 した．　 O．3DM 緩衝液

に よ リ カ ラ ム に 添加 した 総 PAPP −A 量 の 91％ が 回収 さ れ た ．最後 に PAPP −A 含有分画 を 脱塩 し た 後 10

倍 に 濃縮 し
，

3．81U （L7mg ） の PAPP −A を 得 た．本法 に よ り母体 血 清中総蛋 白量 の 99％が 除 去 さ れ ，

総 PAPP −A 量 の 74％が 回収 さ れ た ．分離抽出操 作 の 前後 で 総蛋 白量 に 対す る 総 PAPP −A 量 の 比

（mlU ：PAPP ・A ／mg ：Protein）は526倍 とな り ， 純度 （mg ：PAPP −A ／mg ：Protein）は 68．4％ と な っ

た．精製され た蛋白質は SDS ．ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法 （SDS −PAGE ）に て ，
200kDa ．［：の 単

一
な バ ン ド と し て観察 され ， また Western　blotting法 に より，分離抽 出された主 な蛋 白質が PAPP −A で

あ る こ とが示 された．また交叉免疫電気泳動法及び Tandem 交叉免疫電気泳動法 に よ り， 今回我 々 が 分

離抽 出 した PAPP −A は 以前 よ り使用 さ れ て きた Teisner　et　a1，に よ る PAPP −A と免疫学的に相同で あ

る こ とが 示 され た．今回新 た な方法を用 い て分離抽出され た PAPP ・A は純度が 高い た め ， 今後 よ り鋭敏

で簡便な測定系の開発 と， 標準品 と して 広 く利用 され る こ とが期待で き る と同時 に ，
PAPP −A の 生体内

で の 生物学的役割を明らか に す るため の ， 基礎的研 究 に 利用 され ると考 えられ る．

Synopsis　We 　tried　to　purify　pregllancy・associated 　plasma 　protein　A （PAPP −A ）from　normal 　ternl

maternal 　serum 　in　this　study 　by　means 　of　a 　three　step 　chromatographic 　procedure ．　At　first　30ml　of

maternal 　serum 　samples 　were 　applied 　to　a 　column 　for　sieve 　chromatography 　and 　eluted 　according

to　rnolecular 　weight ．　PAPP −A 　was 　detected　ill　thc　high　molecular 　weight 　fraction　area 　by　radioim −

munoassay 　fQr　PAPP −A ，　and 　gl％ of　the　total　amount 　of　PAPP ・A　in　the　maternal 　samples 　was

recovered ．　Secondary　 PAPP ．A 　containing 　fracti〔）ns 　were 　applied 　to　a 　Heparin−Sepharose　column

and 　eluted 　by　a　stepwise 　increase　in　NaCl 　O ，15，0．30　and 　O．6D　M 　il10．05　M 　Tris−HCI　buffer，　pH 　7．8．

Ninety −three 　percent　of 　PAPP −A 　in　applied 　samples 　was 　recQvcred 　under 　the　O．6MNaCI 　condition ．

Thirdly　the　poolcd 　fractions　which 　contained 　PAPP −A 　after 　Heparin−Sepharose　a 伍 11ity 　chromato −

graphy　were 　applied 　to　DEAE −Sephacel　Chromatography 　and 　eluted 　by 　a　stepwise 　increase　in　NaCI
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〔1．15，0．30and 〔〕．45　M 　ill〔｝．Ol　 M 　acetate 　buffer，　pH 　5，5，　 Ninety−one 　percent　of 　PAPP −A 　in　applied

samples 　was 　recovered 　under 　the　O．3MNaCl 　condition ．　Final］y　PAPP −A 　containing 　fracti〔，ns 　werc

c 〔｝ncentrated 　 10　 tiLnes 　 and 　 3，81U （1．7nng ）　 ｛
’
）f　 PAPP ．A 　 was 　isolated，　 The 　 purificatj⊂m 　 schcdu ］e

rclnoved 　appT
’
oxill ／atcily 　｛〕9？．6　0 「tc｝tal　pi

’
otehi 　in　the 　111aterllal 　 serunl 　wlli 】e 　7｛g6　0f 　PAPP ．A 　“ ・as

recovered ．　The　purification　factor〔foldl，　which 　was 　calculated 　as 　the　increase　ill　speciflc 　 activity

〔nコIU ：PAPP −A ！lllgr：protem）ill　c （，nlpaI
’isoll　with 　the　starting 　value 　i］1　the　m ≡土ternal　serun1 ，　was 　526 ．

And 　the　purity〔mg ：PAPP −A 〆mg ：proしeil1：l　of　the　filla］product　was 　68，4％．

　 Analysis　of 　the　final　pur 面 ed 　lnatel
’ia！by　SI）S．PAGE 　showed 　a　sillg ］cband 　of　2〔IDkDa．　and 　wcstern

b［o 亡analysisshowed 　that　the　main 　purthed　proteill　was 　PAPP −A ．　The 　immun 〔）］og ．icat　identity　of 　the

PAPP −A 　purjfied　ill　this　study 　to　the　PAPP ・Adc 川 ated 　by　Tcisner　et 　aL ，　was 　rec 〔jgnized 　by　crossed

hnmunoc 】ectroph 〔丿resis 　and 　tandelll　crossed 　il）IIココull （｝ele ⊂troph （，resis ，　We 　h〔，pe　that　thc　llew 　PAPP ．A

purifled　il】 this　study 　call 　be　utilized 　foll　the　development　 of 　a 　sensitive 　and 　co1 ユvenient 　ussay 　for

PAPP ．A 　 and 　its　stuT｝dard　ma しerial ，　 and 　als （｝ for　basic　 study 　 to　clarify 　 the　l）i（，logical　 functioll　 of

PAPP ．A　ill　 the　hulllaUI　body．

Key 　words ：　Pregllancy・zissQciated 　plasma 　prutein　A ・Is〔〕1atiun・Purification

　　　　　　　　　緒 　 言

　Pregnancy−Associatecl　 P】asma 　 Protein　 A

（PAPP −A ）は 1974年 Lhl　et　al．1）1・こ よ っ て ヒ ト妊 婦

血清中よ り分離抽出 さ れ た 高分子量糖蛋白質で あ

る ．PAPP ・A は そ れ 自身 に 特 徴 的 な 分 子 量 200

kDa の サ ブ ユ ニ
ッ ト 2 個 と そ の 各 々 に 分 子 量

5〔1〜9C〕kDa の Proform 　 c）f　 eosinophil 　 maj 〔．炉r

basic　protein （pro　MBP ）が結合 し た ヘ テ ロ テ ト

ラマ ーで あ り， 等
’
屯点 は4．4〜4．6， 雷 気泳動 で α 2

グ ロ ブ リ ン 分画 を示 し ，
19％ の 糖質を含有す る ヘ

パ リ ン 結 合 蛋 白 質 で あ る こ と が 知 ら れ て い

る
1〕一’・1）．工994年 に PAPP −A モ ノ マ

ー
の 1，547の ア

ミ ノ 酸配列 が 明 らか に さ れ た が
3）そ の 生物学的活

性 に つ い て は い まだ不明な点が多 い ，母体π1［清 中

PAPP −A 濃度は妊娠週数 と共に 上昇 し ， 妊娠39週

に は 5〔〕mgl ！と ピーク に 達 す る．妊 娠 期 間 中 の

PAPP −A の t な 産 生 ・分 泌 の 場 は 胎 盤 絨 毛 の

syllCyti 。 troph （｝blastで ある こ とが ，免疫紲織学的

に確認 され て い る
4）

．また非妊婦に お い て もそ の

卵胞液 中及 び卵管粘膜 内に
，

さ ら に男子精漿中に

もそ の 存在が確認 さ れ て い る
5）6）

．今 日 まで に母 体

血清中 PAPP −A 濃度 の 測定が ， 子宮外妊 娠・自然

流産な どの 妊 娠初期の 異常の 診断 に有効で あ る と

の 多 く の 報告 が な さ れ て い る
7）が

， ご く最近妊 娠

初期 母 体血清中の 低 PAPP ・A 濃度が 染 色体 異常

妊娠，特 に ダ ウ ン 症候群 と関連 し て い る ， と の 報

告 が 相 次 ぎ 新 た に 脚 光 を 浴 び る よ う に な っ

た
s）一一IM ．こ れ まで に PAPP −A は ラ ジオ イ ム ノ ア ッ

セ イ（RIA ）法を用 い て 測定 され て きた が ， よ り有

効 な測定系 の 開発が 期待 され る と同時 に
， そ の 生

物 学的活性 が 明 ら か に さ れ る こ と が 望 まれ て い

る．本研究で は 3 種類 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを組

み 合わ せ る こ と に よ り新た に PAPP ・A を分離精

製 した．

　　　　　　　 研究材料 と方法

　 1．研 究材料

　妊 娠38週〜40週 の 正 常妊 婦 6 名よ リイ ン フ ォ
ー

ム ドコ ン セ ン トを得た うえ で 採取 さ れ た母体血清

30ml を試料 として用 い た．

　 2．　研究方託長

　 （1） PAPP −A の 精製

　 「ゲ ル 濾過 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

］

　Degaussed 　 Ultrogel　 ACA 　 34 （L ’Industrie

Biol〔）gique　Francaise，
　 Frunce ）を 5．0 × 100cm の

カ ラ ム （1）harmacia，
　 Australia＞に 0．15M　NaCl

含有0．〔）5M ト リス緩衝
tffSt

（pH 　7．8＞を 用い
， 流出

速 度60ml ／h に て 充填 し た．　 T ｛．，しal　 bed　 v 〔．｝lunie

（Vt） は1，51，　 Void　voluine （vO ） は0．61で あ っ

た．妊 婦血清 301niを カ ラ ム に添加 し ， 溶 出 した

各々 10m1 分画 中の 蛋 白量 を UV 法 （absorption ：

L80nm ）及び抗 ヒ ト血 清抗体 を用 い た ロ ケ ッ ト免

疫電気泳動法 に て評価 し た ．
一一

方 PAPP −A 量 は既

存 の RIA 法
Iu

に て 測 定 し，
　 PAPP −A の 含 まれ る

高分 r量域 の 分画 3〔｝Oml を回収 し た ．
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　［Heparin ・Sepharose ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー］

　Heparin−Sepharose　（CL −6B ，
　 Pharmacia

，

Sweden） を0．15M 　 NaCl 含有0．02M トリ ス緩衝

液 （pH 　7．2）に て
，

2．6 × 25cni の カ ラ ム に 充填 し

た．同 じ緩衝液を用 い 流 出速度 35mレh に て カ ラム

の 洗浄及び平衡化 を行 っ た後 ， サ イ ズ ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

に て 分 離 され た PAPP −A 含 有分 画300

ml を カ ラ ム に 添加 し た ．カ ラ ム 中の ヘ パ リ ン 結合

蛋 白は そ れ ぞ れ 〔｝．15M ，0．30M ， O，60M 及び 〔〕．9〔｝M

NaCl 含有 0．02M トリス 緩衝液 （pH 　7．2） に よ り

順次溶 出され た．溶出 さ れ た 各々 2ml 分画中の 蛋

白量 を UV 法及 び 融合 ロ ケ ッ ト免疫電気泳 動法

に て ，PAPP −A 量 を RIA 法に て 測定 し ，
　PAPP −A

の 含 ま れ る分画 20m1 を回収 した ．

　［．1）EAE −Sephacelク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
］

　DEAE −Sephacel（Pharlnacia，　Sweden）を，〔）．OIM

トリ ス緩衝液 （pll　7．2）に て ， 2．6× 30cn1 の カ ラ

ム に 充 填 した ．カ ラ ム の 洗 浄 ・平 衡 化 の 後 ，

Heparin・Sepharoseア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー

に て 得 られ た PAPP −A 含有分画 20rr11を

10倍 に希
’
釈 して 得 られ た全量 200mlをカ ラ ム に 添

加 した．0．15M ， 〔｝．30M 及び 0．45M 　NaCl 含有酢

酸緩衝液 （plI5 ．5）を用 い
， 流出速度 42ml／h に て

順次蛋 自を溶出 した．溶 出さ れ た 各々 2m1 の 分画

中の蛋 自単：及 び PAPP −A 量 を測定 した．

　［脱塩 ・濃縮］

　DEAE −Sephacelク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り回

収された PAPP −A 含有分画20m1 を透析法 に よ り

脱塩 した後 ， 遠心分離式濃縮語 （Centripep　100，

AmicOl1 ，
　 USA ） に て 10倍 に濃縮 した．

　 （2）免疫電気泳 動法

　 ロ ケ ッ ト免疫電気泳動法及 び交叉免疫電気泳 動

法 は共 に 厚 さ L5m111 の 1 ％ア ガ ロ ース ゲ ル を 作

成 し，O．02M トリス ・バ ービ タ ル 緩衝液 （pll　8．6）

の泳 動緩衝液を用 い て行わ れ た．泳 動後の ゲル は

プ レ ス ・乾燥 され た後ク マ シ ー ・ブ リ リア ン トブ

ル
ー

に て 染色 し た ．

　 ［ロ ケ ッ ト免疫電気泳動法1
　 ゲ ル 中 の 抗 ヒ ト血 清抗 体 （Dak 〔〕 Immunog −

Iobulins，　 Denmark ）の 希釈度 は 1 ：50，抗 α 2
一マ

ク ロ グ ロ ブ リ ン 抗体 （Chemicon　International，

Inc．，　USA ）， 抗 ア ン チ トロ ン ビ ン 皿 （AT 　III）抗体

（Chemicon　 lnternational，　 Inc．，　 USA ）及 び 抗

PAPP −A 抗 体 （Dako 　 Immunoglobulins，　 Den −

mark ＞の 希釈度 は 1 ： 100と し た ．泳動 は 2．5V ／

cm の 電 圧 に て 18時間行 っ た．

　 ［交叉 免疫電気泳動法］

　 1次元の 泳動は 1（）V ／cm の 電圧 に て 40分，さ ら

に ゲ ル 中の 抗 PAPP −A 抗体の 希釈度 を 1 ： 100 と

した 2次 元 の 泳動 は ， 2．5V ／cm の 電圧 に て 18時間

行 っ た．

　 （3） ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳 動法

　 10％ の ゲ ル を 用 い
， 各段階 の ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーに よ り溶出 され た試料を泳動 した．

　 （4） SDS 一ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動法

（SDS ・PAGE ）

　 8 ％の ゲ ル を使用 し，泳動は Laemmli　et 　al．の

方法 を用 い た．分離抽 出 され た PAPP ・A 　5Pt　1を非

還 元 及 び 1％ Mercaptoethanol に よ る還 元 ドに

て 泳動 した．

　 （5）、Vesterll　blotting　i去

　 SDS −PAGE 後 ，
セ ミ ドラ イ ・プ ロ ッ テ ィ ン グ法

に よ リニ トロ セ ル V 一ス 膜 に 転 写 さ れ た 蛋 白質

を，100倍希釈の 抗 PAPP −A 抗体 に よ り免疫染色

した ．

　　　　　　　　　 結　 　果

　 5，120mlU の PAPP −A を含有 す る妊i娠 末期 母

体血 清30ml の ゲル 濾過 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ

る溶出経過 を図 1 に 示 す．PAPP −A は高分子領域

（分 画 No ．64〜No ．95） に 溶 出が 観 察 さ れ ， 総

PAPP −A 量の 91％ （4，650mIU ）が回収 さ れ た，

Heparin・Sepharoseア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーの 溶出結果 を図 2 に 示 す．0．60M 　 NaCl

含有 トリス 緩衝液 に て ，
こ の カ ラム に添加 され た

総 PAPP ・A 量の 93％ （4，310mlU ）が 回収 さ れ た

が，ヘ パ リン結合性 を示 さな い 蛋白質の 大部分 は

0．15M 　 NaCl 含有 ト リ ス 緩 衝液 に て 溶 出除去 さ

れ た ．DEAE −Sephacel ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ

る溶 出経過 を図 3 に 示す．こ の カラ ム に添加 した

総 PAPP −A 量 の 91％ （3，920mlU）が 0．30M 　NaCl

含有酢酸緩衝液 （pH 　 5．5）に よ り溶 出回収 され た．
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図 1　 ゲ ル 濾過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る妊娠末期母

　体 血 清 中蚤 白質 の 分 離．総 蛋 白質 （A ），ア ン チ トロ

　ン ビ ン 皿 （B）， α 2
・
マ ク ロ グ ロ ブ リン （C）の 分 離溶

　 出 を ロ ケ ッ ト免 疫電 気 泳動 法 に よ り，また PAPP −A

　 の 溶 出経過 を R 五A 法 （D） に よ り示 し た．

こ の PAPP −A 含有分画20ml は透析法に よ り脱 塩

され た後 ， 遠心分離式濃縮器 に て 10倍に 濃縮 され ，

3，800mlU （1．7mg ）の PAPP −A （2mD が 分離抽

出 ・精製 された．本法に よ り母体血 清中総蛋 白量

の 99％が除去 され ， 総 PAPP ・A 量 の 74％ が 回収 さ

れ た こ と に な り， 分離抽出操作の 前後で 総蛋 白量

に 対 す る 総 PAPP −A 量 の 比 （mlU ： PAPP ・A ／

．
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図 2 　Heparin −SepharOse ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト

　 グ ラ フ ィ
ー

に よ る PAPP ・A の 分 離．総蛋白質 は ロ

　ケ ッ ト免疫電 気泳動 法 に て，ま た PAPP −A は RIA

　法 に て 示 し た ．

600

　

oo
　

4

【一＼
⊃

こ

く−
巳

」

く

住

200

O、隔

0．15M 　NaCI

M…30…0闘

ー

0、45M

　 　 9

／ 　　　5　　G ．　　へ

　 官
　 5
　崔
　 言

　 言
　 葛

　2
　 適

、。 £
　 歪
　 β
1G

　 　 　 　 　 ．YPt も　　　　 「菖
　 　 　 　 10 　　　 20　　　 30　　　 40　　　 50　　　 60　　　 70

　 　 　 　 　 　 　 　 Frac量ion　Number
　 　 　 　 DEAE −Sephacei　Chromatography

匱「3　 DEAE ．Sephacel ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーに よ る

　PAPP ．A の 分 離．総 蛋 白 質 は ロ ケ ッ ト免疫 電 気泳 動

　 法 に よ る ロ ケ ッ トの 長 さ に よ り，ま た PAPP ．A は

　 RIA 法 に て 測 定 した，

表 l　 Pregnancy −Associated　Piasma 　Protein　A （PAPP ．A ＞の 精製

債

の

容

価

全 蛋 白質 量

　 （1119）

全活 性　　　比 活 性
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 精 製倍率
（mIU ）　 （1nIU ／m9 〕

妊娠 末期 母体血 清

ゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

Heparin−Sephar〔〕se

ア フ ィ
ニテ ィ

・．一
ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

DEAE ．Sephnrose ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

Centripep　lOO に よ る 濃縮

30

；sooZO202

1，770

　 150

　 22．48

．92
．5

5，1204
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・d、31u3

，92u3

，800

　 　 2．89

　 3L り

　 192．4

　 440．41

，52D

　 1．010
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図 4 　 3 種 類 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る PAPP ．A

　分離過 程 の ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動 法 に よ

　 る 評価．1 ：妊娠未期母体血 清 ， 2 ：ゲ ル 濾過 ク ロ マ

　 トグ ラ フ ィ
ー
後 ， 3 ：Heparin・Scpharoseク ロ マ ト

　 グ ラ フ ィ
ー
後，4 ：DEAE ．Sephacelタ ロ マ ト グ ラ

　 フ イ
ー
後．
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図 6　 精 製 さ れ た 蛋 白 質 の SDS ・ポ リア ク リル ア ミ ド

　ゲ ル 電 気 泳 動 法 （1）後 の Western 　blotting法 （2）お

　 よ び ロ ケ ッ ト免 疫 電 気 泳 動 法 （3）．
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図 5 　精製 され た 蛋 白質 の SDS ・ポ ワア ク リル ア ミ ド

　ゲ ル 電 気 泳 動 法．1 ：Marker 　Protein，2 ：非還元下

　 （5μ 1）， 3 ：還 元 下 〔5Ptl），

mg 　：　Protein）は 526倍 とな っ た （表 1）．分離抽出

の 各段階で得 られ た溶出液 をサ ン プ ル とした ポ リ

ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 を 図 4 に 示 す．

DEAE −Sephacelク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
後 に は ， ほ

ぼ 単一
なバ ン ドが 観察 された ．精製され た蛋 白質

の SDS −PAGE （図 5 ）及 び Western 　blotting法 ・

ロ ケ ッ ト免疫電気泳動法 （図 6 ） に よ り， 分子量

LOOkDa ．Eに単一
な バ ン ドと ロ ケ ッ トが確認 さ れ

た ．交叉免疫電気泳動法 （図 7a）に よ り，
　 Teisner

et　al ．に よ る PAPP −A （A ） と今回 我々 が 精製し

た PAPP −A （B） とを比較 した と こ ろ ， 相同な 蛋

白移動を示 す形状が得 られ ， また Tandem 交叉免

疫電気泳動法 （図 7b）にて両者間に免疫学的相同

性が認 め られた ．

　　　　　　　　　考　 　察

　 こ れ ま で に 多 くの 研究者に よ っ て PAPP −A の

分離抽 出法が開発 さ れ て き た が
2〕12 ｝13 ）

， 我 々 は 新た

に DEAE −Sephacelク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを用 い る

こ と に よ り PAPP −A を分 離抽出 した．　 PAPP −A

の抽出の過 程で PAPP −A と生化学的特徴が類似

す る α z
一マ ク ロ グ ロ ブ リ ン と ヘ パ リ ン 結合蛋 白質

で あ る AT 　 IIIを分別す べ き蛋 白質 の モ チーフ と

して 用 い た．まず最初 にゲ ル 濾過 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーに よ り血 清蛋白を高分子量 な もの か ら低分

子 量 の もの へ 順 次溶出した ，こ こ で は PAPP −A が
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図 7　 a ：交 叉 免疫 電気泳 動法．（A ） Teisner　et　a1．よ

　 り提 供 され た PAPP −A ：10s，1．（B ） 我 々 が 精製 した

　PAPP ・A ；4μ1．　 b ： Tandem 交叉 免疫電 気 泳 動 法．

　（A ）Tei　s．　ner 　et　aL よ り 提供 さ れ た PAPP ・A ：9μ】．

　（B）我 々 が精製 し た PAPP −A ： 3μ1．

200kDu 以上の 高分子 量蛋 白質で あ る こ と か ら ，

ゲ ル は Ultrogel　AcA 　34を用 い ，添加 され た血清

試料30ml が カラ ム 容積 （Vt ：1．51）の 2％ とな る

よ う に 充填 した ．α z
・マ ク ロ グ ロ ブ リ ン は PAPP −

A と同様 に 高分子領域に 溶出 した が ， 血清中の F．

要 な蛋 白で あ るア ル ブ ミ ン 及 び AT 　IIIは よ り低

分子領域 に 溶出 した （図 1）．次 に ゲ ル 濾過 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ーに よ り溶出され た PAPP −A を含 む

高分子 領域 分画 を Heparin−Sepharose ア フ ィ ニ

テ ィ
ーク ロ マ トグラ フ ィ

ー
に 添加 した （図 2）．そ

の 試料 中 PAPP −A の 93％が 0．60M 　 NaC1 含有 ト

リス 緩衝液 に よ り溶出回収され た が ， α 、
一マ ク ロ グ

ロ ブ リ ン の よ う に ヘ パ リ ン結合性 を示 さな い 大部

分 の 蛋 自質は 0．15M 　NaCl 含有緩衝液 に て 溶出 し

た． さら に AT 　IIIは Teisner　et　al ．の 報告
1‘）

と同

じ く｛〕．90M 　NaCI 含有緩衝液 に て 溶出 した．イオ

ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る PAPP −A の 分

離は，そ の 等電点が 4．4〜4．6で ある
1〕z）： とを利用

し，pH 　5 、5の 0．15M 　NaCl 含有酢酸緩衝液に て試

料中の PAPP −A を DEAE イオ ン 交換体 に 吸着 さ

せ ， C1 イ オ ン 濃度を変化 さ せ る こ と に よ り行 っ

た ．PAPP −A は 0．30M 　NaCl 含有酢酸緩衝液 （pH

5．5） に お い て ， 試料中 PAPP −A の 91％が 回収 さ

れ た （図 3 ）．
一．・

方 α ゴ
マ ク ロ グ ロ ブ リン はそ の 等

電点が 5．2で あ り， pII　 5．5 の 緩衝液中で は よ り安

定化 して い るた め ， よ り高濃度 の NaCl 下 に て 溶

出 され る と考 え ら れ る．最終的に 脱塩後濃縮 され

た 精製品の 総蛋白量 （mg ）に対す る総 PAPP −A 暈

（IU）の 比 は ， 母体血清中 に お け るその比 の 526倍

（精製倍率） を示 した． また Bohn 　et　a 】．に よ っ て

定義され た PAPP −A 　S／100mlU ＝ 45μgi5｝よ り， 抽

出 した PAPP −A の 純度 （mg ：PAPP −A ，／mg ：Pr （，
−

tein）は 68．4％で あ り， 妊 娠末期母体血清 30ml よ

り1．7mg の PAPP −A が 精製 され た．今 同我々 が

新た に 開発 し た PAPP ・A の 精製法 は ，

…
度の 精製

操作に お い て ，
こ れ まで の 諸家 らの 報告 よ りも よ

り多量 で高純度 の PAPP −A を抽 出す る の に 成功

した．

　我々 が精製 し た蛋 白質 の SDS −PAGE （図 5）及

び Western　blottiIlg法・ロ ケ ッ ト免疫電気泳動法

（図 6）に て ， そ の 2｛〕OkDa 上 の 蛋 白質が PAPP −A

の 単
一

の バ ン ドで あ る こ と が確認 さ れ ， また免疫

電気泳動法 に よ り Teisner　et　al ．に よ る PAPP −A

と我 々 が精 製 した PAPP −A とは免疫学的 に相 同

で あ る こ とが 示 され た （図 7）．我々 が精製 した

PAPP ・A と Teisner　 et　 al．の PAPP −A を ク ロ ラ

ミ ン
ーT 法を用 い ヨ ウ素化 し ， 共 に RIA 法 の 抗体

希釈 曲線を作成 した と こ ろ ， 最大結合率に お い て ，

我々 の PAPP −A で は 95％ ，
　 Tcisner　 et　 a1 ．の

PAPP ・A で は 86％ と 差が 認 め られ た が ，
こ れ は

我々 の PAPP −A が よ り高純度で あ る こ とを意味

す る と同時に ， よ り精度 の 高 い 有効 な RIA 法 の 確

立 が 可能で あ る こ と を意味す る ．

　 PAPP −A の 生体内動態 は以前 よ り多 くの 研 究

者 に よ り ， 免疫組織学的手法や RIA 法 に よ る体液
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一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1996年 1 月 鈴 木 他 23

中 ・組織 中濃度測定 に よ り明 ら か に されて きた．

特 に 妊 娠期 間 を通 じ て 胎 盤 の syncytiotrophob −

1astよ り生成 ・分泌 され て お り， 母体血中 PAPP −A

濃度 は そ の 他 の 多 く の 妊 娠関連蛋 白質 （human

placcntal　lactogen（hPL ）， pregnancy −specific βl

glycoprotein （SP1），
　 placenta】protein　5 （PP5），

PPIO ，
　 PP19

，
　 PP21

，
　 fetal　antigen 　1（FA1 ）な ど）

と同様に妊娠週数 と共 に 上 昇 し， 妊娠末期に は50

mg ／1に 達す るた め，　 PAPP ・A が 胎児発育の指標

の
一

つ とし て 有用 で あ る とい う報告が 多い ，特に
，

Grudzinskas　et　a 】．の グ ル
ープ は，妊娠初期 に お

い て ，超音波 断層検査 に て 胎児心拍確認後胎 児死

亡 に至 る症例，子宮外妊娠症例な どの異常妊 娠に

お い て 母体 血 清 中 PAPP ・A 濃 度が 有意 に 低値 を

示 す こ とを報 告 し て い る η 16 ）1η ．さ ら に 最近 ダ ウ ン

症 候 群合 併 妊 娠 に お い て 妊 娠 初 期 母体 血 清 中

PAPP −A 濃度が 有意 に 低値 を示 す と い う報告が

相次 ぎ ， PAPP −A が ダ ウ ン 症候群 ス ク リ
ーニ ン グ

の 有効 な マ ーカ ーであ る こ と が 明 らか とな っ て き

た
9 ］1 °〉．近年の出生数の 減少，さ ら に高齢妊娠 の増

加 に 伴 い ， 胎 児の 異常 ， 特 に ダウ ン 症候群な どの

染色体異常 児の 検査 ・診 断の 重 要性 が 増大 し て き

て お り ， 米国 を初 め と す る先進 国で は妊娠中期 に

母 体 1f［L清 中 の human 　 chorionic 　 gonadc）trophin

（hCG ），　 alpha 　feto−protein （AFP ）及 び非結合型

エ ス ト リオ ール （uE3 ）を測定 す る triple　marker

testが 繁用 され る よ うに な っ て き て い る
ユs）．

一
方

PAPP −A の ダ ウ ン症 候群 診 断の 有 用性 は妊 娠 10

週〜13週の妊娠初期 に 認 め られ ，
PAPP −A 単独測

定 に て 偽陽性 発生 率 5 ％ で ダウ ン 症候群検 出率が

60％ に 達 し ， さ ら に ダウ ン 症候群 で 高値 を示 す こ

と が 知 ら れ て い る freeβ・hCG と PAPP −A の

dc）uble 　marker 　testで は 検出率が 85％に上昇す る

と の 報告
19）が あ り， 早期診断， 検出率か らみ て も，

よ り優 れ た ス ク リ
ーニ ン グ法で あ り， 今後繁用 さ

れ る よ うに な る と思われ る ．PAPP −A の 生物学的

活性は い ま だ明 ら か に され て い な い が ，PAPP −A

は 多 くの メ タ ロ プ ロ テ ネ
ース と同様 に Zn2＋

を含

んで お り何 らか の 酵素活性 をもっ て い る こ とを示

唆す る 報告 が み られ る
3）．また 免疫抑制作用 ， 顆粒

球 エ ラ ス ターゼ ・イ ン ヒ ビ タ
ーと して の 役割を指

摘す る報告
2°）2t ｝もみ られ母児問の 接 点で ある 胎盤

に お い て 重要な役割 を演 じて い る こ と が 示唆 さ れ

る．さ ら に PAPP −A は卵胞液中 ， 男子精液中 （精

子 ） に も存在 し，排卵 ・受精 ・着床 と い うヒ ト発

生の ご く初期に お い て ，牛体 内で 何 らか の 作用 を

発現 し て い る よ うで あ る．

　今後我 々 の 精製 した PAPP −A は ， よ り有効 な測

定系の 開発に利 用され ， 広 く臨床応用 され る こ と

が期待で きる と同時 に，PAPP ・A の生体 内で の生

物学的活性 を明 らか に する た め に ， 基礎的研究に

も利用 で き る と考え られ る ．
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