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HPLC j去を用いた血清蛋白成分中の癌関連分画検討
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は じ め に

私ど も は ， 痛患者の糖蛋自 分 画 中 の fucose値 を ，
非癌疾患患者 お よ び正常 人とと も に 分析検討 し ， 癌
患者に お け る そ の 測定値の上昇が診断， 病 期 の進行
程度， 予 後の 評価， き ら に 治療効果等の判 定上， 有
用 なノマ ラ メ ーター に な る こと を 認め発表 し て き た

）
。

今回 の研究 の目的 は ， 高速液体 ク ロ マ ト グラフィ ー
(high performance liquid chromatography， 以下
HPLC ） 等に よ る蛋自 分析技術 を駆 使 し て ， 上記の
物質 中 よ り 癌 関連分画 を 解析す るとと も に ， そ の分
画 を 採取 し ， そ の分画の特質 を 明 ら か に す ると 同時
に ， 本研究 の 臨床 応用 を可 能に す る こと に あ り ， 各
方面 よ り の検討 を試 み た 。

対象 お よ び方法

A) HPLC 法 に よ る 血清等 の蛋自 分析
I . 血清蛋自 の分析

対象は悪性腫傷患者 105名 （ 悪性腫蕩 群 ） ， 良性腫
傷 患者 20名 ， 心臓血管疾 患患者28名 （ 以上非悪性腫
傷 群 ） ， 健常者40名 ， あ わせ て 193名 であ る 。 悪性腫
傷 群の 内 訳は ， 肺癌73f)ilj ， 胃癒 15例， 乳癌 8 例， 他
9 f§リ であ る 。

実験方法 は ， 目立製 の高 速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー， 波 長可変 UV モ ニ タ ー， プ ロセ ッ サー を使 用 し ，
カ ラ ム は 解析至 適分子量 が2000～数万 であ る TSK
ge !G200sw を ， j容 離液は 0.2M 燐酸緩衝液 （ pH6.9 )
+ 0.2M NaCl を 用 い て ， 流 速 0.7ml/ min， 検 出 は
UV254nm と し ， 血清5µ1 を 注 入 し た 。 そ こ で保持

時間 （ retention time ：以下 RT ) 30分か ら 50分 ま で
の分画 を 採 り ， 各 測定値 を 次式 を 用 い て換算 し 統計
学的検討 を 行 っ た 。

RTx/ RT30-50× 1 00 
( RT30-50; RT30 か ら RT50 ま での4志 和 ）
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群 聞 の平均値 の 差 の 検定 は ， 分 散分析後， St udent
t-test を 行 っ た 。 ま た ， 肺 癌 患 者47例 に 対 し CEA,
TPA を ， また そ れ ら のフ ち 30例 に 対 し て は PHA,
ConA を 同時 に測 定 し て い る 。

II . 肺癌 患 者 の気管支洗浄液 中 蛋白 の分析
肺癌 患者で片 側 に の み病変 を 認め た 10例 を 対象と

し た 。 気管支鏡 検査 に よ る 観察確認終了 後に ， 腫傷
が占拠す る 肺葉 気管支， お よ び対側 気管支 に そ れぞ、
れ 生 食 水約 20ml を注入 洗浄 し た 後， 吸引 回収 し た
も の を 検体に供 し た。 患 側と 対 側と の 間 で， 血清と
同様に 統計学 的検討 を 行 っ た 。
B) SDS－ ポリ ア クリ ルア ミ ド ゲル電気泳動法

H PLC 測定に よ り 癌患者に お い て 有意 に 上昇 し た
RT34 分画 を さ ら に HPLC に て 分抽 を重ね た 後，
凍結乾燥 し ， 蒸留水で再溶 解 し て 血清 中 濃 度 の約 50
倍と し た も の を 試料と し た 。 泳動 は ， 1 5% SDS－ ポ
り ア クリ ルア ミ ド ゲル（ ゲルサ イ ズ16 × 16， 厚 き 1 . 0

m m ） を 作製 し ， 試 料 10µ1 を 測定 に 用 い， 25mA で 4
時 間通電 し た 。 Merril ら 3 ） の方 法に し た が っ て 銀染
色 を 行 い， 530nm と 660nm と の 2 波長 法に よ り測
定 し た 。

結 果

A) H PLC 法
1. 血清蛋白 の分析
各 分 画 の 分画 比 を 検討 し たと こ ろ ， RT34 分画に

於 て ， 悪性腫傷 群 で8 . 23 ± 4 . 75， 良 性腫虜 患 者 で
2 . 14土 2 . 18， 心臓血管疾 患 患 者 で2 . 68 土 2 . 31 ， 健 常
者 で2 . 50 士 1 . 36と ， 悪性腫傷群 で有意 （p< 0.001 ） に
高値 を 示 し た 。 な お， 非悪性腫傷群に お け る 良性腫
蕩患者， 心臓血管疾患 患 者 ， お よ び健 常者との 間 に
有意差 は 認め ら れ な か っ た 。 cut off 値6 . 0 を 設定 し ，
6 . 0以 上 を 陽性と す ると ， 非悪性腫蕩群お よ び健 常

者 での 陽性率は 3 . 4%， 悪性腫蕩群 での陽性率は70 . 4



肺癌 の病期別・ 組織別 陽性率及 び RT34
分画比

表 1

良出西

RT34 分画比陽 性 率mean士S.D.
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た （p < 0.01 ） 。 ConA に し て も 同 様 の 経果 を 得た （ 図
2 ） 。
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I I . 肺癌 患者の気管支 洗浄液中 蛋 白 の分析
患 側 気管支 と 対側 気管支 の そ れ ぞれ と か ら 採取 し

た 洗浄液に つ い て ， 血清 と同 様に 比較検討 し た と こ
ろ， 患 側 気管支 か ら 採取 し た 洗浄液の RT34 分画比
は6 . 53 ± 4 . 81 ， 対側気管 支 か ら 採取 し た も の は 2 . 28

患 側 に お い て 有意 に 高値 を 示 し た （ p <

�F悪性腫蕩群
及び健常者

図 1 悪性腫蕩群・非 悪性腫傷 群 の RT34 分
分画比及 び陽性率 （cut off 値 ： 6 . 0 )

悪性腹蕩群

0.05 ） 。
B) SDSー ポ リ ア クリ ルア ミ ド、 電気泳動法

上記 の RT34 分 画 抽 出 精 製 し ， SDS－ ポ リ ア ク リ
ルア ミ ド電 気泳動法に て 分析 し た後 ， 銀染色 を 行 う
じ 分子量 1万以下 の領域に 銀染色 に よ り 染色 さ れ
る バ ン ド が認め ら れ た 。

士 2 . 85 と ，
% と な る （ 図 1 ） 。 そ れ ら の う ち ， 肺癌患者 に つ い て

RT34 分画 の 陽性率 お よ び分画比の値 を 病期別，
織型 別 に み る と ， 病 期 の 進行 に と も な っ て 陽性率 は

上昇 し ， ま た 分画 比 は 有意差 を も っ て 上昇 し た 。 組

織型 別 に み る と扇平上 皮癌， 腺癌， 小細胞癌 の）｜｜買 に

陽性率お よ び分画比が高 い値 を示 し た が，

聞に 有意差 は 認め ら れ な か っ た （表 1 ） 。 分子量 が既

知の 5 種類 の精 製標 準蛋 白 を既掲 の 条 件 で HPLC
に か け た と き の RT よ り相 関式が求め ら れ，

中且

そ れ ら の

私 ど も

察考の注目 し て い る RT34 分画 の分子量 を 推算 す る と ，

癌 患 者 の血清蛋自 分画 は ， 健 常 人 の 蛋自 分画 と 異
な る こ と が注目 さ れ， Snyder ら 4 ） は ， 癌患者 に お
い て ， hemopexin， α1 acid glycoprote in， αI anti­
tryps in の増 量 を 報告 し た 。 同 様 に ， Macbeth

5 l’ 

Harvey 
6 ）

が， 上記 蛋 白 を 含 め ， 急J主 相 蛋 白 と 総称
さ れ る 血清糖蛋自 の数種が担癌症例 に お い て 上昇す

る こ と を報告 し て い る 。 当 教 室 に お い て も ， 龍 村 ら2)

が 糖 蛋 自 分 画 中 の fucos e が担癌生体に お い て 有意
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こ の 分画 は 分子量 が6, 000か ら 8, 000 の 聞 の 物質 か ら

さ ら に 悪性腫蕩 患 者 に つ い て ，
画比が① 6以下， ② 6 ～ 10， ③10以上の 3 群に 分 け，
CEA, TPA, PHA, ConA の値 を 検討 し た 。 CEA,
TPA の 検 討 で は ， 3 群聞 に おい て有意差 は 認め ら
れ な か っ た が， PHA の SI 値 で は① 群 が 363 . 5土
165 . l ， ②群 が131 . 9 士 68 . 5， ③群が92 . 2 士 70 . 2の値
を 示 し ， ① 群 に 比べ て②・③群が有意 に 低値 を 示 し

そ れ ら の RT34 分
な っ て い る こ と カf わ か っ た 。
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と こ ろ で癌患者血清 に お け る 血清 蛋 自
の変動の機序 と し て ， 松本

8 ）
は ， 癌細胞

か ら放 出 さ れ る hepato cyte sti mulati ng 
f a cto r に よ り ， 肝細胞 に お け る急性 相 蛋
自 の産 生が増加 し た 結果 であ ろう と 報告
し て い る 。 し か し ， 癌細胞か ら あ る種 の
蛋白 が産 生 さ れ て い る 可能性 を 示す報告
も あ る

9 ）
。 実際， 細胞膜糖蛋 白 ， お よ び

糖脂 質の性状 は ， 細胞 の癌化や発 生 ・ 分
化 に伴っ て 変化す る と い わ れ る が10,11)

' 
一般 に癌化に 際 し て ， 細胞膜糖蛋 白 の糖
含 量の増 加， N－ グリ コ シ ド 型糖鎖 の分岐
の増大 ， お よ び 0－ グリ コ シ ド 型 糖蛋 白 の
出現 が知 ら れて い る12）

。
一 方， 最 近 では 血清 の み な ら ず， 諸 他

の体液 ， 例 えば 肺癌 患者の場合 ， そ の気
管 支 洗 浄液 な ど も 生化学的診断に利 用 き
れ て い る 。 I glehart ら 13） は， 気管支洗浄

液 中 のi mmuno glo buli n A が， 肺癌 に お い て 有意 に
上昇す る こ と を指摘 し ， 肺癌 の 診断 に 有用 であ る と
報告 し て い る 。 ま た ， 洗浄液 中 の CEA に関 す る 報
告 も あ り

1 4-16）
， 藤井 ら は， 洗 浄液 中 CEA の高値は

肺 癌 組織の局所産 生 CEA を反 映 し た も の で あ り ，
そ の 測定が末梢 型 肺癌 の鑑別 診 断 に 有用 であ る と 報

mean±S. D. 

* P<0.01 

* * P<0.01 
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図 2 RT 34 分画比別 の PHA, Co n A の比較

に 上昇す る こ と を 他 に 先駆 け て 報告 し て い る 。 こ の
一連の研究 の継続 と し て ， さ ら に 村上 7 ） は癌 ， 及 び
非 癌者の 血 清 蛋 白 分 画 を H PLC 法 （ カ ラ ム T SK­
gelG3000sw ） を も ち い て 測定 し ， 担癌患者血清 中 の
分子量 1 万前後 と 推定 き れ る 分画 に 興味深 い 結果 を
え た 。 そ こ で今 回， T SKgelG3000sw カ ラ ム よ り も
至適分子量が低 〈 ， 村上の 注 目 し た 分画のレベ ルに
適 し た T SKgelG2000sw カ ラ ム を 用 い て さ ら に 検
討 し た 。

今 回 の検討 で は ， 癌患者血清 中 の RT 34 分 の分画
が有意 に 上昇 し ， し か も 癌 の進行に と も な っ て上昇
す る こ と を 知 り 得た 。 ま た ， cuto ff 値 を 設定す る
こ と に よ り ， そ の 陽性率が癌 患 者 で有意に高 い こ と
を 示 し た 。 ゆ え に こ の RT 34 分画が癌 血清診断上有
用 な パ ラ メ ーター に な り 得 る と考 え た 。 ま た ， 吸光
度 及 び銀染色 に よ り 高分子 ポ リ ペ プ チ ド ， な い し 蛋
白 質 と 考 え ら れ る 本分画の分子量 は6000～ 8000 と 推

算 さ れ た 。
銀染色法は， 従 来 よ り 繁用 さ れて い る ク ーマ シ ー

ブ リ リ アン ト ブルー 染色 法 の 50～ 100 倍 の 感度 を 有

す る 染 色 法 であ る が， SDS-PAGE に よ り RT 34 分
画 は 血 清 で は捉 え ら れず， RT 34 分画の抽 出 物 で よ
う や く バン ド と し て捉 え る こ と がで き た 。 こ れは
HPLC 法の検 出能の優秀性 を 裏付け て い る。

告 し て い る 。 私 ど も が行っ た気管 支 洗 浄液 中 の RT 34
分画の検討 で は ， 患側気管支 に お い て RT 34 分画比
が高値 を 示 し ， こ の RT 34 分画が腫傷細胞， も しく
は そ の周辺 よ り 産 生 き れ て い る可 能性 が示 唆 き れた 。
し か し こ の場合 ， 検体の採取方法， つ ま り 洗浄液 の
量， 洗浄気管支 の選択 ， 患者の呼吸状態 に よ る 洗浄
範囲 の適否 ， 気 管 支 内腔へ の腫壌 の進展の程度 と い
っ た 問題 も あ り， 今 後 さ ら に 検討究 明 すべ き 課題 も
残 さ れ て い る 。

き ら に 近年， 担癌患者の 血 清 蛋 白 組成 の 変化 と 癌
に 対す る 免疫機構 と の関 連 も 注 目 さ れて き て い る 。
従 来， 癌患者の 血清が免疫抑制活性 を示 す こ と は 知
ら れて お り ， こ う し た 免疫抑制 の 因子 と し て癌 患 者
血 清 中 に 増量す る或種 の 蛋 白 が考 え ら れて い る 。 そ
れ に つ い て Coo perband ら

） はa-glo buli n 中 よ り
免疫抑制 因子 を 抽 出 し ， i mmuno regulato ry a-glo ­
b uli n ( IRA ） と名付け， ま た ， 宮地

18 ）
は 担癌生体に

お い て PHA に よ る リ ン パ球幼若化 能 を 測 定 し ， α1

- 5 -
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acid glycoprotein， α1 antitrypsin と の間 に 逆相闘
があ る こと を立証 し て い る 。 私 ど も の検討 で も RT34
分画の上昇にと も な っ て ， PHA · ConA の細胞性免
疫 の 指 標 が低下す る こと が示 き れ， RT34 分画が免
疫抑制に関 与 し て い る 可能性が示唆 き れ， こ の分 画
は 急性相蛋白 に 類 縁 の性質 を もっ 物質 で あ ろ うと 考
え て い る 。 し か し ， こ の よ う な 免疫機作に関 与す る
物 質と し て は ， RT34 分画の よ う な低分子 量の も の
は ま だ報告 さ れ て お ら ず， 私 ど も が得 た新 し い知 見
の一つであ る 。

総 括

HPLC （ カ ラ ム TSKgelG2000sw ） で， retent10n
time 34 分に 得 ら れ た 低分子量物質 （ 推定 分子量6000
～ 8000 ） は， 現 在 ま てやに 腫傷マー カ ーと し て 見いだ
さ れて い る CEA や AFP， お よ び急性相反 応蛋 白と
総称 き れ る 血清糖蛋白と は か な り 異 な る 新 し い 血清
中 の 蛋 自 分画と し て 注 目 すべ き も のと考 え ら れ る 。
さ ら に ， RT34 分画は， 腫蕩 免疫機作 に も関 わ り を
持 つ 癌関 連物質であ る こと が推 測 さ れ， HPLC 法 に
よ る そ の 測定は癌血清診断上パ ラ メ ー タ ーと し て 有
用 であ る こと が示 さ れ た 。 今後 さ ら に 研究 を継続 し ，
こ の低分子 量 の蛋 自 分 画 の 本質 を 明 ら か に し て い き
た い 。
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