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論文内容の要旨

[目的]

最近血液線溶系の酵素であるプラスミノーゲンアクチベータ(以下PA と略)はウロキナーゼ(以下

UK と略)タイプと組織性プラスミノーゲンアクチベータ(以下 t-PAと略)に分類されるようになっ

てきた。 UK と t-PAは生化学的ならびに免疫学的に異なっているのみならず，生物活性も著明に異

なっている。即ちアミノ酸の一次構造を比較すると， Kringle と称される二重反転渦巻構造がUKでは

1 個しかないが， t -PAでは 2 個あり，また t-PA には Finger-domein と言われる特有の構造が

ある。これらの構造の違いが t-PAの生物活性の発現に寄与しているものと思われる。

ある種の悪性腫蕩細胞は種々の PAを産生することが知られており，細胞の悪性転化の際に PAの産

生が増加すると言われている。しかし PAのタイプと悪性転化の関係は未だ不明の点が多く，本研究は

UKおよび t-PAの抗体を用いて，跨脱腫蕩組織中の PAのタイプを同定することを目的とした。

[方法]

近畿大学医学部附属病院泌尿器科で、跨脱腫蕩の診断下に跨脱全摘術を施行した 4例と経尿道的punch

biopsy を施行した 1 例(組織診断は全例移行上皮癌)より肉眼的に明らかな腫蕩組織を採取し，ー塊

として以下の実験を供した。

1.組織抽出液の精製

wet weight の 10倍量の0.15M KCl を加えた後homogenate を作製し， 30%硫安沈殿分画， 1 N酢酸

による pH5.2における euglobulin fraction , 0.01%Tween80を含んだO.lM Tris -HCl buffer pH7.5を

平衡buffer とし，溶出 buffer として平衡buffer に 2M KSCNおよびO.4M methyl α-D-mannop-
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yranosideを加えた溶液を用いた concanavalin A -Sepharose affinity chromatography の 3 段階の

操作にて精製した。

2. PA活性の測定

fibrinolytic activity はフィプリンプレート法および同法と SDS-PAGEを組み合わせた electro

phoretic enzymography を用いて測定した。後者はゲル上のフィプリン溶解面積をデンシトメーター

を使用して測定し， UKスタンダードの検量線より換算するもので，測定限界は10- 5
1 U/mlである o

amidolytic activity は合成基質 S -2288, S -2444を使用し 405nm における 2 -wavelength microｭ

plate photometerで吸光度を測定した。

3. UKおよび t-PAの精製

高分子UKは市販のUKより benzamidine-Sepharose, IgG -Sepharoseで、精製した。 t-PA はメ

ラノーマ細胞Bowes株の培養液より concanavalin A -Sepharose, IgG-Sepharoseを用いて精製した。

4. 免疫学的検討

マウスで作製した抗 t -P A IgG (蛋白濃度2.32mg/ml) および家兎で作製した抗UK IgG (蛋白

濃度0.75mg/ml) を使用した。両抗体の稀釈系列と精製した PAを37
0

Cで30分間反応させ， enzymograｭ

phy にて分析し，デンシトメーターで定量した。

[成績]

1 .跨脱腫蕩組織中の PAの精製

組織抽出液の PA活性は0.00461 U / mlで、あり， concanavalin A -Sepharoseの吸着成分には10.81

U/mlの PA活性を認め， purification factor は80 ， 000であった。

2. 同 PAの生物学的特徴

本酵素の分子量はenzymography の解析より 55 ， 000であり， plasminogen free fibrinogen を用いた

enzymographyで、はゲルにフィプリン溶解が見られなかったことにより，本酵素はPAであることを確

認した。またDFP により PA活性は消失し，セリンプロテアーゼに属するものと考えられた。

S -2288を用いた各種の PAインヒビターとの反応では， 1 C却は B P T 1 : 8.2 X 10-
4 

M , benzamiｭ

dine: 1.35X10-
3

M. EDTA : 5.9X10-
2
M , TP CK : 3.2X10-

2

Mであった。

amidolytic activity の分析結果は S -2444より S -2288を強く分解した。本実験条件下でUK ある

いは t-PAを測定すると UK は S -2288よりも S -2444を強く分解し， t -PAはその逆の反応を示

した。したがって合成基質に対する挙動は t-PA タイプの反応であった。

3. 同 PAの免疫学的特徴

免疫学的検討では抗UK IgG と反応したことより UK タイプと考えられた。

[総括]

以上の結果より勝脱腫蕩組織中に存在する PAは分子量55 ， 000の高分子UK と非常に類似したセリン

酵素と考えられ，免疫学的にはUKタイプと考えられるものの，合成基質に対する挙動は t-PA タイ

プの反応を示した。この不一致は跨脱腫蕩が常に尿中に含まれる UK と接触するという特徴の 1 つの反

映かも知れない。また本PAがBPTI および、benzamidine によって強く抑制された事実をも考慮する
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と，本酵素は既知の PA とは違った PAである可能性も否定できない。今後個々の患者については勝脱

腫療の悪性度および浸潤度と PAのタイプ PA活性の強度の検討が必要と考えられ，非常に小さいサ

ンプルでも測定可能な方法の開発を検討している。

論文の審査結果の要旨

手術時に得られた正常勝脱粘膜および勝耽腫蕩組織より，組織抽出液を作製し， 30%研夜分画， euglo-

bulin fraction , Concanavalin A -Sepharose affinity chromatography により， extract中の plasmi

nogen activator (P A) を精製した。さらに勝脱腫蕩組織由来培養細胞を樹立し，培地中に分泌され

る PAについて検討を加え，跨脱腫濠は尿中の urokinase (U K) と若干性質を異にする UKを分泌し

ている可能性を明らかにした。今後の尿路粘膜癌の性質を研究する上で価値ある論文である O
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