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論文内容の要旨

(目的)

ヒ卜腎細胞癌由来の培養細胞株を樹立した報告はいくつかあるが，常に問題となるのは樹立された細

胞株を如何にして腎癌細胞株と同定するかという乙とである。形態学的検討は現在のところ細胞同定の

有力な子段であるが，さらに確かな同定のために生化学的マーカーの開発が望まれている。近年、腎癌

組織には正常腎組織 r-GTPとは電気的易動度および分子量の異なる r-GTP (腎癌特異 r- GTP) が

存在する乙とが報告されている口そこで本研究は，新たに樹立されたヒト腎癌由来のOUR-lO培養細胞

に，この腎癌特異 r-GTPと同ーの性質をもっ r-GTPがなお存在しているか否かを詳細に検討し，腎

癌特異 r -GTPがOUR-I0培養細胞を腎癌細胞と同定するための有用なマーカーとなるかを明らかにす

る乙とを目的とした。

(方法)

OUR-I0培養腎癌細胞，腎癌特異 γ-GTPをもっ腎癌組織，および正常腎組織より bromelain IC て r

GTPを可溶化後， DEAE-cellulose, Sephadex G-200を用いて部分精製し，それぞれの r-GTPの諸

性質を比較検討した。

1) r-GTP活性の測定

γ-GTP活'性は Szaszの変法に従って L-r -glutamyl -�-nitroanilide を基質とし，反応後遊離す

る þ- ni troanilineを定量することにより測定した。

2) polyacry lamide gel disc電気泳動

Davis の方法に従い， 7.59ぢ polyacrylamide gellC検体を充填後， 1 管あたり 2mAで、 4 0C約1. 5 時
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間泳動した。 r-GTPì活性帯の染色は宮崎らの方法に従い ， N-r -L-glutamy 1-13 -naphthylamide 

を基質にしてお乙なった。

3) Con A -Sepharoseカラムクロマトグラフィー

1 mM  MgCf2' 1 mM  MnCf2 , 1 mM  CaCf2を含む50mM 卜リス塩酸緩衝液 (pH 7.4 )で平衡化

したCon A -Sepharoseカラム( 1 x 4 cm) を用いた。溶出は 0.2 Mα-methy 1-D-mannoside を含む

同緩衝液にてお乙なった。

4 )抗ヒト正常腎組織 r-GTPモルモット抗血清の作製および抗血清を用いた検討

部分精製した正常腎組織 r-GTP 20 μg を含む溶液と complete Freund's adjuvantを等量混合し，モ

ルモッ卜に 2 週毎 3 回免疫する乙とより抗血清を得た。抗体による活性阻害は，一定活性にした r-G

TP標品を稀釈抗血清と等量混合し， 40C 24 時間後の残存活性を測定する乙とにより検討した。

(成績)

1 )電気泳動像

OUR-IO細胞 r-GTPの電気的易動度は，正常腎組織 r-GTPより速く，腎癌特異 r-GTPと等しか

った。 neuraminidase処理後，いずれの電気的易動度も処理前と比較し遅くなったが， OUR-IO細胞 r

GTPと腎癌特異 r-GTPは等しく，正常腎組織 r-GTPとはやはり差があった。

2 )至適pH，分子量， Km値

OUR-IO細胞 r-GTPおよび腎癌特異 r-GTPとも至適pHは 8.5 ， Sephadex G-200による分子量は

130， 000 と等しく， glycy Iglycineを一定濃度とした時の L-r-glutamyl一戸 -nitroanilide に対する

Km値は， OUR-10細胞 r-GTPが1. 47 mM，腎癌特異 r-GTPが1. 43 mMで差がみられなかった。

3) Con A -Sepharoseに対する親和性

正常腎組織 γ-GTPでi土全活』性の10%以下がCon A -Sepharose に吸着されたが，腎癌特異 r-GTPで

は約40箔， OUR-IO細胞 r-GTPでは約50%が吸着された。 neuraminidase 処理後では，正常腎組織 r

-GTP活性の25%，腎癌特異 r-GTP， OUR-10細胞 r-GTP とも全活性の縦陪0%が吸着した。したがっ

て腎癌特異 γ-GTP と OUR-10細胞 γ-GTPはCon A -Sepharose に対する親和性が類似している乙とが

示された。

4 )その他の酵素学的性質

r-クソレタミノレ基アクセプターとしての各種アミノ酸の添加効果，金属イオンやEDTAおよび阻害剤

の影響，熱安定性はし、ずれもOUR-10細胞 γ-GTPと腎癌特異 r-GTPの聞に差を認めなかった。

5 )抗正常腎組織 r-GTP抗血清に対する反応

OUR-10細胞 r.-GTP. 腎癌特異 r-GTP， 正常腎組織 γ-GTPとも 10倍希釈の抗血清で約80労の活

性が間害され、 micro-Ouchterlonyの免疫拡散法では互いに融合する一本の沈降線を形成し，いずれも

抗原性が等しい乙とが示された。

(総括)

1 )腎癌由来の培養細胞株， OUR-10の r-GTPは腎癌特異.γ-GTPと同一の酵素であることが示され

た。したがって腎癌特異 r-GTPは， OUR-10培養細胞を腎癌細胞株と同定する場合の有用なマーカー
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となると考えられる。

2) Con A-Sepharose 1<: 対する親和性の違いより，腎癌特異 r-GTPは，正常腎組織 r-GTPとは異な

る糖鎖構造をもっ乙とが示唆された。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒ卜腎癌由来のOUR-10培養細胞が母組織中に存在する腎癌特異 r-GTPと同一の酵素を

保持している乙とを，酵素学的，免疫学的に明らかにしたものである。現在までのと乙ろ腎癌より樹立

された細胞株の同定のためには，形態学的検討が唯一の手段としてとられてきたが，本研究の結果は，

OUR-10培養細胞を腎癌細胞と同定するために腎癌特異 r-GTPが有用な生化学的マーカーである乙と

を明らかにしたのみならず，今後ヒト腎癌より樹立される細胞株を腎癌細胞株と同定する場合にも，こ

の腎癌特異 r-GTPが有用となる乙とを示唆したものであり，価値ある研究と評価できる。
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