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胎盤および癌,非 癌組織中のPAIF共 通抗原物質 (以下 PAIFs)を ポリアクリルアミドゲル電気泳

動 (以下PAGE)で 追求した。

ついで癌,非癌12症例の血清 PAGE陽 極側分画中のPAIFsと ,同じく癌,非癌11症例の血清 PAGE‐

PAIFパ ターンを検討した。

胎盤組織ムヨ賓自分画 (以下 P,62)では少くとも4個,胃 癌および転移性肝癌ムヨ蛋自分画 (以下

MK‐62,CL‐62)では3個のPAIFsが 認められ,MK‐62ならびにCL‐62ではPAIFの 移動度 Rf=43よ

りも陽極側のPAIFsが 高い活性を示した。血清 PACE陽 極側分画は癌疾患群で高値をとり,PAGE‐

PAIFパ ターンは癌 6例 を含む 7症例で陽極側偏位または幅広パターンを呈した。癌の診断上,血清総

PAIFの 他にPAGEパ ターンの観察も有用なこととおもわれた。

索引用語 :Piacental Anemia‐Inducing Factor(PAIF),癌関連抗原,共 通抗原物質,ポ リアクリルアミドゲ

ル電気泳動 (PAGE)
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胃癌をはじめとする悪性腫瘍患者にみられる貧血の

機序について,教 室の大内らは胃癌胃液,癌 組織,癌

患者血清および尿中に催貧血性ムコ蛋自分画を証明

】し1ちまた癌組織と免疫学的,生物学的に共通抗原性を

有する胎盤組織についてもそのムコ蛋自分画 (P‐62)

は催貧血分画であることを示してきたり.
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このP,62から清製単離されたPAIFを 利用したラ

ジオイムノアッセイ (以下 RIA)で ,担 癌患者血清

PAIF値 は対照群に比べて有意に高値をとる。.しかし

ながら,非 癌患者,健 常者群にも少からず PAIFは 認

められることや,P‐62からPAIFへ の精製過程におい

て,免 疫学的精製比と重量精製比との間に解離がみら

れる (それぞれ66.7および250)こ とより,P-62に は

PAIFの 共通抗原物質が存在するであろうことが推察

されていた。.

今回著者らは,P-62,MK-62,CL-62,お よび胃漬瘍



120(2376)

組織ムコ蛋自分画 (以下 MN‐62)を試料 として PAGE

を施行したところ,MN‐ 62を除いてそれぞれの組織ム

コ蛋自分画中に PAIFsの 存在を証明しえた。そこでそ

の成績をぶまえて,癌 ならびに非癌患者個々の血清に

つきPAGE陽 極側分画中の PAIFs濃 度を求め,ま た

PAGE‐PAIF‐RIAパ ターンを検討 した.そ の結果,

PAIFを 用いる悪性腫瘍診断においてその診断能向上

に資すると思われる成績を得たので報告する.

材  料

1,組 織ムコ蛋自分画

P‐62は教室常用の酢酸バ リウムエタノール分画法

(図 1)り,PAIFは カラムクロマ トグラフィーで精製 し

た (図2)。。この PAIFに よるRIAで ,195症 例の血

清 PAIF値 を検討すると,担 癌患者術前群の PAIF値

は対照群に対 して有意に高値である(p<0.05,図 3).

また PAIFの 生理活性 (溶血作用)を 確認するため,

1/10容3.8%ク エン酸 ソーダ加家兎血液 (77m1/kgwと

仮定)へ,注 射用蒸留水0.lmlに溶解 した PAIFを kg

体重あた り0.07および0.007mg添 加し,上 層に生ずる

溶血帯 (溶出ヘモグPビ ン層)の有無が検討された (図

4).MK、 62,CL‐62,および MN‐62の作製法は P,62の

それと同様に行った。収量は胎盤60個 (1個 あた りの

図 1 胎 盤組織分画法

図 2 PAIFの 精製
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ホそジュネー ト約250g)に 対しP‐62 300mg,胃癌組織

ホモジュネー ト670gに対しMK‐62 60mg,転移性肝癌

組織ホモジュネー ト500gに対 しCL‐62 56mg,胃 潰瘍

組織ホモジュネー ト870gに対 しMN・62 66mgで あっ

た。なお胃癌 1症 例あた り組織ホモジュネー トは 2

～50g,胃漬瘍 1症 例あた りでは 5～ 20gの ホモジュ

ネー トが得られた。

2,PAGE陽 極側分画検討用血清

患者個々の血清 PAGE陽 極側分画中の PAIFs濃 度

を検討するために,癌 症例 5(胃 癌 3,結 腸癌 1,直

腸癌 1),非 癌症例 7(妊娠 2,胃 潰瘍 2,十 二指腸漬

瘍 1,健 常者 2)計 12症例の血清を対象とした。妊娠

図3 血 清PAIF値

健常者472± 19 9ng/mi(mttSD,n‐19),自己免疫

疾患333±22.9ng/ml(n‐6),胃,十 二指腸漬瘍
937±53 7ng/ml(n=28),妊娠120.6±76.lng/ml

(n=15),結核1582±72.3ng/ml(n=11),その他の

良性疾患79,4±35 6ng/ml(n=33),悪性腫瘍 (術

前)2044±177.6ng/ml(n=63),悪性腫瘍(術後2
カ月)825± 48 8ng/1nl(n=20)

図4 試 験管内家兎赤血球溶血反応

0.07:PAIF O.07mg/kg,0.007:PAlF O.007mg/

kg,aq.dest.:蒸留水,PS.:生 理的食塩水
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frlはいずれも8カ 月であった。採血は早朝空腹時に抗

凝固剤を用いずに行い,室 温放置にて血清を分離,使

用に供するまで-20℃で保存 した。

3.PAGE‐ PAIF‐RIAパ ターン検討用血清

患者おのおのの血清 PAGE、PAIF‐RIAパ ターンの

検討のため癌 7例 (胃癌 3,直 腸癌 2,胆 管癌 1,食

道癌 1),非 癌 4例 (胃潰瘍 2,慢 性腎不全 1,健 常者

1)の 計11症例を対象とした。採血条件,保 存条件は

前記の血清の場合 と同様 とした。

方  法

PAGEの 条件は Davisの原法けに準拠 し,5mMト

リスグリシン緩衝液 (pH 8.3)と7.5%ゲ ルを用いて,

カラム 1本 あた り2 mAの 定電流で,4℃ のもと約80

分間の泳動時間とした。すなわち PAIF,P‐62,MK‐62,

C L ‐6 2 ならび に M N ・6 2 は分 離 用 ゲル 陰 極 端 か ら

bromphenol blue(以下 BPB)ま での距離が34.5mm

となった時点まで泳動させ,ゲルを1.5mm間 隔で23ブ

ロックに細切 し,蒸 留水0.5mlで 抗原物質を抽出し

たり。ついでこの抽出液について RIAを 施行した。RIA

は1251_PAIFを用いる二抗体法で行った (標準抗原 :

PAIF,第 1抗体 i抗 P‐62家兎抗血清,ヒ トAB型 血清

で吸収,第 2抗 体 :抗家兎 IgG山 羊血清)。.

血清 PACE陽 極側分画中の PAIFな いしPAIFs濃

度 の検討 に供 した試料血清は100″1を用い50%su‐

crose 20″1を加えて前記の条件のもとに泳動した。つ

いでゲルを 3分 画に分けた。すなわち著者 らによる

PAIFの 相対移動度 (Rf)419,43(本 文中で報告)の

結果をふまえて,Rf=42を 中心 として陽極および陰極

側へとそれぞれ 5%ず つをとりDisc H(Rf=37～ 47)

とした。これより陰極側を Disc I(Rf=0～ 36),陽 極

側を Disc III(Rf=48～100)と した (図5).Disc I,

図5 血 清PAGE陽 極側分画 (Disc III)
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II,IIIからの PAIFな いし共通抗原物質抽出は蒸留水

2.Omlで 40時間をかけて行い,抽 出液の PAIF‐PIAを

施行後,血 清lmlぁ た りの濃度に換算 した。PAGE‐

PAIF‐RIAパ ターン検討用に供 した血清は300″1を用

い,カ ラムあた り4mA,泳 動時間3時間と条件を変更し

て泳動 した。比重を増すための sucroseは添加 しな

かった。グル陰極端か らBPBま での距離が34 5mm

となるまで泳動 させた後に,ゲ ルを1.5mmず つ23ブ

ロックに細切 し,各 ブロックごとに蒸留水0.5mlで

PAIF(な いし共通抗原物質)を抽出,そ の濃度を RIA

で測定 し血清 PAGE‐PAIF‐RIAパ ターンを求めた。

結  果

1. PAIF,P‐ 62の PAGE

PAIF O.001mg負荷泳動後の抽出液 RIAに よると,

ブ ロックN o . 1 0 すなわ ち相 対 移 動 度4 3 の位 置 に

PAIFは 泳動された(図6)。つぎに PⅢ62を試料 として

カラム 1本あた り0 025mgを負荷したところ,ブ ロッ

クNo 10す なわち相対移動度43を中心 として幅広い

範囲で活性が認められ,プ ロックNo.7,9,12の部位に

は変曲点が存在した(図7).泳 動には leadingやtail‐

ingの現象が出現することがあるため, これら活性を

図 6 PAIFの PAGE‐ RIAパ ター ン

AIF
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図 7 P‐ 62の PAGE‐ RIAパ ターン
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再泳動を行い,得 られたゲルをアミドブラック固定染

色液で染色すると,それぞれRIAで 活性を有する部位

に染色帯が認められた(図9).なおブロックNo.12の

再泳動後パターンではプロックNo.15の 部位に変出

点をさらに含んでいる。そこで初めに戻り, プロック

No.15抽 出濃縮液を再泳動後 RIAを 施行したとこ

ろ,得 られた23ブロックのいずれにも活性は認められ

なかった。しかるにアミドプラック染色ではアルブミ

ン領域に相当する相対移動度60～70にわたる幅広いバ

ンドが認められ,変 曲点を与えた原因はこのアルブミ

ン領域物質による影響と示唆された。

2.MK-62,CL‐62およびMN‐62分画のPAGE

ついで,P‐62と同様の精製法により得られた胃癌組

織からのMK‐62,肝転移 (主として胃癌)組 織からの

CL‐62,対象として胃漬瘍組織よりのMN‐62を用い,

カラムあたりそれぞれ1.Omg,0 5mg,1.Omgを 負荷

してPAGEを 施行,23個 のブロック抽出液について

RIAを 行なった.その結果,MK‐62では相対移動度30,

43,52の部位に (図10),CL‐62では30,39,47の 部位

(図11)に 泳動される共通抗原物質の存在が示唆され

た。 これらの泳動位置が真の泳動位置であるか否かは

P,62の場合と同様に全後検討する必要がある。両者と

も,相 対移動度43を示すPAIFよ りもさらに陽極側に

泳動される部位の活性が高値を呈することも示凌され

た。MN‐62では共通抗原物質の存在はRIAの 検出レ

ベル以下であり確認できなかった.

3.血 清 PAGE‐PAIF陽 極側分画

測定結果をDisc(IttIIttIID ng/ml(総血清PAIF

値)お よびDisc HI ng/ml(陽極側分画PAIF値 )で

示した (表1).Disc(I tt IItt III)の血清PAIF分 布と

Disc IIIのみのそれを比較すると,Disc IIIのみの場

合,疾 患分離度が向上する結果を得た(図12).すなわ

ち癌患者血清ではPAIFの 泳動位置よりも陽極側に

泳動されるPAIFsが 相対的に多くなる傾向を示した。

4.血 清 PAGE‐PAIF‐RIAパ ターン

前述の成績をふまえて,個 々の患者血清 PACE‐

PAIF,RIAパ ターンを求めた。使用した血清の症例は

計11例で,それぞれの血清総 PAIFは 胃癌の3例で74,

92,160ng/ml,直腸癌の2例では18,38ng/ml,胆管癌,

食道癌の各 1例はそれぞれ100,210ng/ml,胃漬瘍の2

711は44,60ng/ml,慢性腎不全,健 常者のおのおのは

250,32ng/mlであった。これら11症例の血清を泳動さ

せた後,細 切した23個のゲルブロックの抽出液 PAIF

活性をRIAで 測定しPAIF‐RIAパ ターンとした (図

示 したブロックについて,そ の正確な泳動位置を確認

する必要がある。 し たがい,各 プロック抽出液を試料

として再度 PAGEを 行い,グ ルを23ブロックに細切

し,各 ブロック抽出液について RIAを 施行した。しか

しいずれのブロックの値 もRIAの 検 出下限以下で

あった.

そこで,ブロック毎にカラム12本分の抽出液を集め,

minicon B 15 concentrator(Amicon far East Ltd.)

で 5倍 に濃縮した後,そ れを試料 (以下抽出濃縮液)

として再び PAGEを 行い,得られた23ブロックの各抽

出液について RIAを 施行 した。その結果,プ ロック

No,7抽 出濃縮液で再泳動 した場合には,同 じくブ

ロックNo,7す なわち相対移動度30の位置に活性を認

め,そ の陽極,陰 極側に leadingやtailing現象はみら

れなかった。さらにブロックNo.9,No 10,No.12抽

出濃縮液でも,再 泳動後それぞれ同一部位すなわち相

対移動度39,43,52に 活性を認め,他 の泳動位置には

活性は認められなかった(図8)。 またブロックごとに

カラム120本分の抽出液を集め抽出濃縮液 としたのち

図8 P,62の各ブロックPAGE,RIAパ ターン

a t ブロック N o . 7

b i ブ F ック N o . 9

c t ブロック N o  1 0

diブ ロック No 12

%



図10 MK‐ 62の PAGE‐ RIAパ ターン

13),

これらのパターンのうち,単峰性の泳動パターンは,

健常者 1,胃 潰瘍 2,直 腸癌 1の計4症例に認められ

た。その他の7例では,主 ピークがPAIFの 泳動位置

よりも陽極側へと偏位したものが3症例 (胃癌,食 道

癌,慢性腎不全各 1例),幅広のパターンをとり陽極側

共通抗原物質の出現をみたものが4症例 (胃癌 2,直

腸癌.胆 管癌各 1例)で あった.結 局,担 癌症例では
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ミドブラック染色像

図1l CL‐ 62の PAGE・ RIAパ ターン

7例中 6例 (86%)に 前記所見 (主ピークの陽極側偏

位,又 は陽極側共通抗原物質の出現)を 認めた。単降

性であった直腸癌の 1例 では,血 清総 PAIF値 が18

ng/mlと全症例中最も低値を示していた。一方,非 癌

および健常者例では4例中,慢 性腎不全の1例(25%)

に上記所見を認めたが,他 の3症例 (胃潰瘍 2,健 常

者 1)で はいずれも単峰性のパターンを示し,陽 極側

偏位の所見はみられなかった。

1985年11月

図 9  P , 6 2 の各 ブロックア

a : ブロック N O , 7

b i プロック N o . 9

ciブ ロック N0 10

diブ ロック No.12
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図12 血 清 AIF分 布

表 1 血 清 AIF値

B e r g s t r a n d りに よ り体フェトプ ロティン ( 以下

AFP)が 報告されて以来,癌 の免疫学的診断法には多

くの関心が寄せられてきた。しかるにAFP,癌 胎児性

抗原 (以下CEA)を はじめとする癌関連抗原を利用し

た診断法の成績をかんがみるに,そ の評価はあと一歩

の感を呈しているといえる。石井1いによると,比較的臓

器特果性を有するAFP,CEAな どの利用に加えて,悪

性腫瘍全般に普遍的とされる免疫学的診断法の必要性

も強調されている。

教室の大内は,癌 患者に少からず認められる貧血に

着目し,担 癌患者体液,癌 組織ならびにこれらと生物

学的,生 化学的に少からず共通性を有するとされる人

胎盤組織について催貧血分画を追求してきた.そ の結

果,癌 患者体液(胃癌患者胃液,血 清,尿 ),胃 癌組織

ならびに人胎盤から得られるムヨ蛋自分画 (62分画)

は催貧血作用 (溶血性貧血)を 有することを明らかに

し1ン),また癌由来の62分画と胎盤出来の62分画(P-62)

とは免疫学的に共通抗原性を有し, ともに免疫泳動上

Placental anemia‐inducing factorに関する研究     日 消外会誌 18巻  11号

図13 個 々の息者血清PAGE‐PAIF・RIAパ ターン

，
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IgAな いしIgM領 域に特徴的な沈降線を生ずること

を指摘した1'.P-62を用いる悪性腫瘍の免疫学的診断

の可能性がかくして示唆されていたため,微 量定量を

目指し著者らはP‐62の精製に着手し,PAIFを 精製単

離しえため。このPAIFと 抗 P‐62家兎血清を利用する

RIAに よると,健 常者群では100ng/ml,良性疾患群で

は200ng/ml以下の血清PAIF値 をとる症例が多く,
一方悪性腫瘍群のPAIF値 は健常者域から200ng/ml

以上の広い範囲にわたって分布している。すなわち悪

疾   患

Al'(ng/mけ
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性腫瘍患者血清 PAIF値 は,健 常者ならびに良性疾

患々者のそれに比べて高値をとる傾向があり,PAIF‐

RIAは 新しい悪性腫瘍診断法となりうるものとおも

われた。しかるに,P‐62からPAIFを 精製する過程に

おいて免疫学的精製比 (66.7)と重量精製比 (250)と

の間には解離がみみ ららるため,P‐62分画中には

PAIFの 共通抗原物質が存在するであろうと推察さ

れ,ま た健常者ならびに良性疾患群にも少からず血清

PAIFは 検出されることにより,流 血中にもPAIFの

他にPAIF類 似共通抗原物質が存在するであろうと

考えられていた。。そこで著者らは62分画を用いて

PAGEを 施行することにより,PAIFsの 存在を証明す

ることを試みた ところ,P‐62には少 くとも4つ の

PAIFsが 認められ,またMK‐62,CL‐62にもPAIFsの

存在が示唆された。 しかもこれら癌材料ムコ蛋自分画

ではRf=43を有するPAIFよ りもさらに陽極側に泳

動される部位の活性が高値を示していた。すなわち癌

材料からのAIFは ,PAIFの 泳動位置よりも陽極側ヘ

と偏位する可能性が示された。

健常者および良性疾患々者血清中にもPAIFは 検

出されることや,癌 患者でも低いPAIF値 を示す症例

が認められることを考慮すると,血 清総 PAIF値 の他

に亜分画を検討することもまた重要とおもわれる。そ

の意味で,癌 材料ムコ蛋白分画においてPAIF活 性の

高値をとる部位が陽極側へと偏位する実験成績は示唆

に富むことであった。これをあまえて,個 々の症例に

つき施行したPAGEに よれば,癌 患者血清中のAIF

は非癌症例のそれに比べて陽極側,Disc IIIに多く泳

動され,ま た幅広い泳動パターンを有する傾向であっ

ブ【=.

AFP,CEAを はじめ癌関連抗原として報告されて

いるものの多くはPAGE上 ,陽 極側 (酸性側)に泳動

され,免 疫抑制性酸性蛋白 (IAP)も その代表といえ

る121,ゎずかに塩基性胎児性蛋白(BFP)1いが陰極側に

泳動されるものとして注目されており,PAIFも 陰極

側 (塩基側)に 泳動される癌関連抗原とされてきた,

しかし癌組織ムコ蛋自分画では,PAIF活 性の高値を

示す部位はPAGE上 ,PAIFの 泳動位置よりもさらに

陽極側に偏位しており,ま た個々の患者血清でも癌息

者症例では同様の傾向であった。しかるに非癌患者血

清では,陽 極側偏位のみられない単峰性のパターンを

有する傾向をとった。癌患者の 1症 例 (直腸癌,総

PAIF 18ng/ml)は単峰性の非癌患者パターンを示し,

良性疾患である慢性腎不全 (総PAIF 250ng/ml)の1
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症例は癌患者血清パターンを示した。前者については,

血清総 PAIF値 が低 くそのため陽極側の PAIFsも 少

なく,ま た幅広のパターンを与える共通抗原物質も同

様に少量で,検 出感度以下であったためかとも推察さ

れた。後者については腎クリアランス低下による流血

中の PAIF,な いしは PAIFsの 増量が考えられ, これ

ら慢性腎不全患者における血清総PAIFの 高値は教

室伊藤により検討されている1ゆ。一般に癌関連抗原の

血中濃度は幾つかの因子により規定され,① 腫瘍での

産生量,② 血中への移行すなわち脈管侵襲度③体液ク

リアランス (肝クリアランス,腎 クリアランス)④ 免

疫複合体の形成,な どが挙げられている。そのため異

常値を示す血中濃度に関しては常にこれらの因子を考

慮してみる必要がある。

PAIFは PAGEで ややwide spreadな染色帯を有

するため,い まだheterogeneityとの可能性も示唆さ

れるが,む しろこのようなpolydispersityはCEAlり,

pancreatic oncofetal antigen (POA)sulphogiyco‐

protein崎)などをはじめとするこの種糖蛋白の特徴で

あり,その主たる原因はシアル酸にあるとされている。

すなわち,CEAに おいてはノイラミニダーゼ処理した

標品はよリー層homOgeneous bandを示し,かつnar―

rower bandを塁すると報告されている1つ。以上からも

PAIFは PAGE上 では単一と判断されている。CEA

のheterogeneityについては抗 CEA血 清の吟味によ

る詳細な解析がなされており1い1り
,PAIFに ついても

今後は抗体側からのアプローチがなされるべきと考え

られ,そ の一環としてモノクローナル抗体の手法を活

用した発展が望まれる。さらに陽極側へと移動される

PAIFsが 真に癌に特徴的なAIFで あるのか,ま た生

理活性としての催貧血作用をあわせ有するのかも,今

後の検討を要する課題である。癌の診療上,決 定的な

腫瘍抗原がいまだ見い出されていないことからも,幾
つかの腫瘍 マーカーを組み合わせたcombination

assayが行なわれているのが現況であり,わ れわれも

より癌に特徴的なAIFを 追求する一方,PAIFな らび

にPAIFsを 用いるcombination assayをも目指して

いる。その際にはPAIFに 加え本研究で明らかにされ

た陽極側共通抗原の採用を考慮することが妥当と思わ

れる。

免痩抗原としての特性に加えて,他 の腫瘍関連抗原

では言及されていない生理活性,す なわち催貧血作用

(溶血性貧血)はPAIFの 特徴であり,こ の特徴をも利

用する診断体系の進展が望まれ,そ のために鋭敏,迅
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速かつ簡便で微量測定可能な催貧血作用検出手段の開

発が急がれている。

ま と め

癌関連抗原 PAIFに ついてわれわれの得た成績は

次のごとく要約される。

1.PAGEに よると胎盤組織ムヨ蛋自分画には少く

とも4ヨ,ま た胃痛,転 移性肝癌組織ムコ蛋自中には

それぞれ少くとも3コのPAIFsの 存在が示唆され,癌

組織に特徴的なPAIFsは ,PAIF(Rf=43)よ りもさ

らに陽極側へと泳動される。

2.癌 ,非 癌を問わず,流 血中にはPAIFな いし

PAIFの 共通抗原物質が存在する。

3.癌 息者では血清総 PAIFが 高値を示すことが多

く,低 値をとる場合にも幅広の陽極側偏位パターンを

とる傾向があり,癌 の診断上有用となりうる。

本論文の要旨は第24回日本消化器外科学会総会で発表し

ツ【こ。
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