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   Gamma－glutamyl transpeptidase （r－GTP， E．C． 2．3．2．1） has been considered to be a member of

r－glutamyl cycle and play a physiological role in the transport of amino acids across cell membrane

through this cycle． This enzyme was extracted frem cancerous tissue obtained from 10 patients with

renal cell carcinoma． These enzyme preparations were investigated electrophoretically and enzy一

皿ologically in comparison with the enzyme of normal renal tissue， normal liver tissue and fetal renal

tissue． The results obtained were as follows．

   1） Five cancerous tissues had a novel r－GTP which was electrophoretically different from that

of normal kidney， fetai kidney or normal liver． Other properties of the novel r－GTP were almost

the same as that of normal kidney except molecular weight．

   2） Molecuiar weight of the novel r－GTP was about 130，000， while that of normal kidney was

approximately 90，000．

   3）Wi亡h regard to the possible relationshlp between thc histopathologica1 findings of the reDaI



632 波田・ほか 腎細胞癌・γ一GTPアイソザイム

cell carcinoma and the presence of the novel r－GTP， it was revealed that the novel enzyme was detected

more frequently in poorly differentiated renal cell carcinoma or in the tumor composed mainly of

granular cells．

  Further investigation is necessary to establish the clinical significance of the novel r－GTP， but

at least it is suggested that this enzyme might be a biochemical marker of poorly differentiated renal

cell carcinoma．

は じ め に

 腎細胞癌の病理組織学的形態は，すでによく知られ

ているようにその増殖様式，細胞配列，組織構築はも

とより，細胞質の染色性，異型性の程度など，いずれ

の点においても非常に多彩な変化を示し，また同一腫

瘍内においても部分によりかなり異なった形態を示す

場合も多い．このような多様性は組織学的観察にみら

れるにとどまらず，腎細胞癌症例においてみられるさ

まざまな全身性変化としても臨床的に観察されてい

る．きて本腫瘍の生化学的構造の多様性もまた同様に

みられることはすでに著者が，組織内アルカリフォス

ファターゼアイソザイムパターンにつき検討した結果

として本報告第2報Dにおいて詳述したが，今回はア

ルカリフォスファターゼと同様，細胞膜を構成する酵

素の1つと考えられる組織内γ一glutamyl transpep－

tidase（γ一GTP）につき酵素化学的に追究し，すでに報

告2）したようにこれまでその存在を知られていない新

しいγ一GTPアイソザイムが見られる場合のあること，

およびこの新しいγ一GTPアイソザイムの出現と腫瘍

の病理組織学的所見との関係につき検討した結果をあ

わせて報告したい．

Table 1．

研究対象および方法

1．研究対象
 過去2年の間に当科ならびに関連病院にて手術的治

療がなされた腎細胞癌症例のうち，Table lに示すユ0

例より得られた腫瘍組織を対象とした．症例の平均年

齢は55．7歳（中二値54．0歳）男子6例，女子4例で

ある．これらの腫瘍の病理組織学的悪性度はSkinner

et al．3）の基準により判定され， grade 1～2をIow

grade， grade 3～4をhigh gradeと分類した．また

細胞型は，腫瘍細胞のほぼ2／3以上がclear cellまた

はgranular cellより成る場合をそれぞれclear cell

type， granular cell typeとし，これらの中聞に位置

する腫瘍をmixed cell typeとした．腫瘍組織は摘除

後十分生理食塩水にて洗思し，一70。Cに保存され，

必要に応じ室温にて融解し研究に使用した．対照とし

て使用しk正常腎組織，正常肝組織および胎児腎組織

（妊娠3ヵ月目）は事故死または剖検例より得られた

ものを同様に保存したものである．

2．研究方法
 （1）粗酵素標品，部分精製酵素標品の作成．

 組織を細切したのち3倍容量の50mM Tris－HCl

Patient profiles， pathological findings and r－GTP isozyme in renal cell

carcmoma tlssue．

Patient No． Age Sex Grade Cell type
Novel－Y－GTP  ，  ■sozyme

1 （S．A．） 67 fema］．e 2 granu工ar

2 （K．Y．） 41 皿ale 3 clear

3 （T．○．） 44 male 3 granular （＋）

4 （S．E．） 52 female 4 granular
ianaplastic）

5 （N．Y．） 47 male 3 mixed

6 （E．E．） 54 female 2 clear

7 （S．Y．） 72 male 2 mixed

8 （G。A．） 65 male 2 clear （一 ）

9 （Y．0．） 54 female 2 clear

10 （T．Y．） 61 ma！e 2 clear
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buffer pH 7．4とともにガラス・テフロンホモジナィ

ザーにて充分ホモジナイズする．これにbromclain

（Sigma Chemical Co，， St．1」ouis， Mo．） を 1エng／15

mg protein of the homogenate となるように加え，

撹拝しつつ37。Cにて60分間保温したのち13，000g，

45分の遠沈により上清分画を集める．沈渣には50mM

Tris－HCI buffer pH 7．4を加え充分麗下したのち同

様の遠沈にて再び上清を集める・さらに同様の操作で

沈渣を数回洗濠し，このようにして回収した上清分画

を粗酵素標品とした．

 粗酵素標品より50％飽和硫安により沈澱する部分を

遠心除去したのち10mM Tris－HCI buffer pH 7。4に

対し十分に透析する．これをDEAE celluloseカラム

クロマトグラフィー（11．5×3．3cm， lOmM Tris－HCl

buffer pH 7．4にて平衡化し，250 mlの同じbuffer

で洗諜，酵素液は50mMより300 mMに漸増する

NaCl溶液600 mlにて溶出）により分画し，酵素活

性を含む部分を回収，10mM Tris－HCI buffer pH 7．4

に対し透析した．この標品をきらにScphadex G－200

にてゲル炉過（2．5×90 cm，10 mM Tris－HCI pH 7．4

にて平衡化し，溶出は7．5 ml／hourの同じbufferに

より施行）し酵素活性を含む分画を回収したのち，
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10mM Tris－HCI buffer pH 7．4に対し透析し，これ

を部分精製酵素二品とした，

 なお正常腎組織のγ一GTP部分精製は上記のような

方法により施行したが，腎細胞癌組織を試料とした場

合には硫安分画法は省略し，br6melain処理後ただち

にDEAE ce11uloseおよびSephadex G－200にて部

分精製をおこなった．また正常肝ならびに胎児腎組織

についてはbromelain処理による粗酵素標品を以下

の検討材料とした．

 （2）γ一GTP活性の測定

 γ一GTP活性はSzasz4）の方法を一部改変し，次のよ

うな方法により測定した、最：終的に，3。75mML一γ一

glutamyl－p－nitroanilide， 22．5 mM glycylglycine， 11．O

mM MgC12および適量の酵素を含む2mlの75 mM

Tris－HGI buffer pH 8．5の混合液を37℃にて20分

間保温する．酵素反応は10％trichloroacetic acid，

2mlを添加し停止せしめ，遠沈により上清を採取し，

遊離されたp－nitroanilineを410 nmにて吸光測定す

る．酵素1単位は37。Gで1分間にL－7－glutamyl－P－

nitroanilideよ・り1μmolのP－nitroanilineを遊離さ

せる酵素量と定義する．

 （3）タンパク質の測定

Table 2． Purificatien of r－GTP from a normal renal tissue．

tQtal
@   ．垂窒pte■n

@（mq）

total
≠ャZivity

@（Units）

specific   ■         ．actユVユty

iurlits／

高早Eprotein）

「ecoveτy
@  （宅）

cru（ヨe homoqenaヒe ユ032 784．8 0．76 100

bromelain treatment 10！6 835．5 0．82 106．3

a㎜Onium sulfate
?窒≠モ狽奄nn

333 666．O 2 89．2

DEAE－cellu］．ose 43．9 429．7 9．8 54．7

sephadex G－200 6．7 353．7 52．8 45．1

Tab］e 3． Purificatien of a nove］ r－GTP from a renal cell carcinoma tissue．

七〇t二al

垂窒盾箔�?奄氏

@（mq）

toセal
@  馳         ．

＜ﾐ七ユvエty

@（units）

specific   ■          幽act■V■ty

iunit：s／

高早Eprotein）

「ecove「y
@  （宅）

crude homOgerΣate 318．5 39．4 0．12 100

bromelain treatment 2！2．6 23．0 0．ll 58．3

DEAE－ce：Llulose 2ユ．4 ユ7．6 0．84 44．7

sephadex G－200 2．4 12．8 5．34 32．5
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 Bovine serum albumin （Sigma Chemical Co． St

Louis， Mo．）を標準とし， Lowry et aL5）方法により

吸光測定した．一部では280nmで吸光により測定し

た．

 （ilr）ポリアクリルアミドディスク電気泳動

 Davis6）の方法により7．5％ポリアクリルアミドゲル

でディスク電気泳動をおこなった，通電は1チューブ

当り2・nAとし4℃にて90分間おこない，酵素活性

帯はMiyazaki and Okumura7）の方法に準じ， N一γ一L－

glutamy1一β一naphthylamideおよびglycylglycineと保

温したのち，生じたβ一naphthylamineをFast Garnet

GBC saltとカップリングさせ発色せしめて検出した．

 （5）酵素標品のneuraminidase処理

 10mM Tris－HCI buffer pH 7．4中にて酵素標品

を，その40倍量のタンパク質を有するneuraminidase

（Clestridium perfringensより抽出． Sigma Chemical Co．，

St． Louis， Mo．）と室温にて16時間反応せしめ，分解

産物を電気泳動，またはゲル湧過にかけた．

 （6）ゲル沖過による分子量の測定

 Sephadex G－200カラム （1．6×32．O cm，10 mM

Tris－HCI buffer pH 7．4にて平衡化）に標品0．5 ml

をアプライし，溶出は同じbufferにておこない0．9 ml

つつの分画を採取した．標準タンパク質として，ニワ

トリアルブミン，ウシ血清アルブミン，ヒトγ一グロブ

リンおよびフェリチンを使用し，これらとの比較によ

り分子量を概算した．

L
2．

3．

       Fig． 1．

r－GTP in normal liver tissue．

novel r－GTP in renal cell carcinoma tissue．

r－GTP in normal renal tissue．

結 果

1．正常腎紹織および腎細胞癌組織r・GTP活性

 Table 2に正常腎組織γ一GTPの部分精製過程にお

ける酵素活性値を示す．ゲル炉過後の回収率は45．1％

であるが比活性は約70倍に相当するまで部分精製され

偽

離

離
  t；繍竃一

購
… Pレ 』癬離   ， 瀞

㌦瀞泌・一

／25Fig． 2．

1． novel r－GTP in renal cell carcinoma tissue．

2． r－GTP in fetal renal tissue．

3． r－GTP in normal renal tissue．

L
2．

3．

4．

        Fig． 3．
        g
r－GTP in normal rena］ tissue．

enzyme preparaticn 1， after the treatment

with neuraminidase．

enzyme preparation 4， after the treatment

with neuraminidase．

nove］ r－GTP in renal cell carcinoma tissue．
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ている．Table 3に腎細胞癌症例No．1より得られ

た腫瘍組織における精製過程を示すが，酵素活性は正

常腎に比し著しく低く，またゲル酒過後の回収率も

32．5％とやや低率であったが，比活性は約45倍にまで

部分精製されている．

2．正常腎組織および腎細胞癌組織のγ一GTPアイソ

  ザイム

 正常肝組織γ一GTP，正常腎組織γ一GTPとともに症

例No．1より得られたγ一GTPの電気泳動像をFig．

1に示す．検討した腎細胞癌組織10例中5例において

Fig．1に示した症例No．1と同じく，正常腎組織の

γ一GTPよりも陽極寄りであるが，正常肝γ一GTPより

もやや遅れて泳動される特異な泳動帯が認められた．

Bromphenol blueをマーカーとしてみるとRf値は

正常肝では0．53，正常腎では0．33であるがこの特異

なγ一GTPはO．46となる．胎児腎組織γ一GTPはFig．

2にも示すように正常腎と同一の易動度を有してい

る．正常腎ならびに腎細胞癌に特有なγ一GTPのneu－

raminidase処理後の泳動像もFig．3に示すように

やはり正常腎r－GTPは腎細胞癌に特有のγ一GTPに

やや遅れて泳動されている，

 このような腎細胞癌に特有なγ一GTPがみとめられ

なかった腫瘍組織においては正常腎と同じ易動度を示

635

すγ一GTPが検出された．

3．正常腎ならびに腎細胞癌特有γ一GTPの酵素化学

  的性質

 a）至適pH

 pH 8．0～9．0にわたる0．3MTris－HCl bufferにお

いて酵素活性を測定したが，至適pHはともに8．5で

あった．

 b）Km値
 L一γ一glutamyl－p－nitroanilideを基質とした場合の

Michaelis定数を，基質濃度を0．5 mMから2．5mM

の範囲で変化させ，酵素活性を測定し算出したが，正

常腎組織γ一GTPでは1．22 mM，腎細胞癌特有γ一GTP

では1．43mMであった．

 c）陽イオンおよびEDTAの影響

 各種イオンおよびEDTAのそれぞれの酵素活性に

およぼす影響を検討したものがTable 4である．

Table 4に示したようにこれらによる影響は正常腎

7－GTPおよび腎細胞癌特有γ一GTPのいずれに対し

ても同様であった．

 d）分子量

 Sephadex G－200カラムによるゲル沖過法により分

子量を測定すると正常腎組織γ一GTPは約9万，腎細

胞癌特有γ一GTPは約13万と測定された．

Table 4． Efi－ect of cations and EDTA． The activity was expressed as a

percent of that of the centrol experiment．

rela七iVe enZyme aCti▽it （暑）
→

     ・≠рр奄箔�｡on conc 個）
norma］， kidney Y－GTP 1℃vel Y－GTP

none
MgC12
baC1    2

lnCl    2

ynSo    4

buSo    4

jC工

maCl

dD［PA

   一2  10

@  －2  10

@  －2  10

@  －2  10

@    －35 x lO

@  －2  10

@  －2  10

@    －35 x lO

100

@96

@88

@72

@ 0

@34

H06

H05

@99

100

@93

@86

@71
@ 2

@38

@96

P02

P00

Tab！e 5． Some properties of normal kidney r－GTP and novel r－GTP in rena］ cell carcinoma．

       ．垂窒npertエes normal kidney Y－G聖P nor▽el Y－GTP

         冨@  pH opt■mum

@   Km value

高盾撃?ﾐular weight

    8．5
@       －31．22xlO 皿

@  90，000

    8。5
@       －31．43  x  lO   M

@  l30／000
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 以上の結果はまとめてTable 5に示した．

4． 腎細胞癌に特有なγ一GTPの出現と，病理組織学

  的所見

 Table 1にすでに示されているように，腎細胞癌に

特有なγ一GTPが出現している腫瘍の病理組織学的所

見は1例の例外をのぞき，悪性度ではhigh gradeに

属し，逆にこのγ一GTPのみられない腫瘍はすべて

10w gradeに属するものであった．また細胞型でみて

も正常腎γ一GTPと同じアイソザイムのみられる腫瘍

はすべてclear cell typeであったが，腎細胞癌特有

のγ一GTPのみられた腫瘍はclear cell type l例，

mixed cell type 1｛列， granular cell type 3例（うち

1例はanaplastic varicty）となり，かなり明瞭な相

異が観察された．

考 察

 γ一GTP（E．G．2．3．2．L）はγ一glutamyl peptideより

γ一glutamyl基を各種アミノ酸やペプチドに転移せし

める反応を触媒する．この酵素は最初Hanes et al．8）

（1950）によりヒツジ腎組織申に見いだされたが，哺

乳動物では他の組織にも広く分布していることが知ら

れている．しかし各種の臓器内における活性は腎にお

いて著しく高く，ついで膵，肝前立腺脾，小腸，

脳，心筋などに活性が見いだされる．またこの酵素は

組織のミクロゾーム分画に高い活性がみられることよ』

り，大部分細胞膜に存在するものとされているが，そ

の生理的機能についてはいまだ十分に解明されてはい

ない．しかし腎尿細管細胞における活性の高いことか

らOrlowskig）， Meisterio）はγ一glutamyl cyclcとして

知られる細胞外アミノ酸の細胞内への取り込み過程に

おける機能を示唆している．

 さて血清γ一GTPはすでに広くその臨床的意義が検

討され，肝・胆道疾患（慢性肝炎，肝硬変，閉塞性黄

疽，原発性，または転移性肝癌など），心筋梗塞，膵

炎の診断や病態把握に重要な貢献がなされているが，

その含有活性の最も高い腎の各種疾患との関係はあま

り認められず，わずかに腎移植術後の拒絶反応にとも

なう血清γ一GTPの上昇ωや，腎細胞癌患者の一部に

おいて，肝転移を認めない場合でも，プロトロンビン

時問の延長や肝腫大，血清アルカリフォスファターゼ

の上昇とともに血清γ一GTPの上昇する場合のあるこ

とが知られているにすぎない．この腎細胞癌にともな

う血清γ一GTPの上昇は腎細胞癌組織に由来するもの

か，あるいは何らかの肝障害因子による肝由来のγ一

GTPによるものかについては著者は少なくとも本報

告第2丁目詳述しtアルカリフォスファターゼに関す

る検討より，γ一GTPもまた肝に由来するものと考え

ているが，その最終的な結論は今後の検討をまたなけ

ればならない．

 ヒト正常腎組織に含まれるγ一GTPに関する酵素化

学的研究はすでにRichter12）， Miller et al．13）により

かなり解明されている．酵素の抽出にタンパク分解酵

素を使用したRichterの報告によれば，その電気泳動

像は1本の活性帯を示すとされている．しかしMillcr

eta1．は界面活性剤を使用して得た酵素三品で電気泳

動をおこなった結果，3本の活性帯が認められること

を述べており，またその至適pHは8・2と報告してい

る．Bromelainを使用し酵素を抽出した著者の検討結

果はすでに述べた通りであるが，この相異は酵素抽出

方法の相異にもとつくものであるのかもしれない．

 さて腎毒性物質の投与により腎組織内γ一GTPが回

申に排泄される場合のあることはすでによく知られて

いる14）．また正常人でも尿中γ一GTP活性値はかなり

高く，必ずしも尿中にみられるγ一GTPの起源が腎に

由来するものであるとはいい切れないが，尿量やクレ

アチニン，尿素，ロイシンアミノペプチダーゼ，アルカ

リフォスファターゼなどの尿中排泄量と尿中γ一GTP

排泄には明らかな相関がみられることから15），腎に由

来するものである可能性も高く，今後各種腎疾患との

関係の検討が必要であろう．

 最後に著者の見出した腎細胞癌に特有なγ一GTPア

イソザイムの意義につき簡単に考察してみたい．この

γ一GTPアイソザイムの腎細胞癌特異性については，

他に検討した組織が正常腎，正常肝，および胎児腎に

限られているので明確に結論することはできない，

きらにまた3ヵ月の胎児腎組織中にはみられないこと

より．CCEAやα一fetoproteinのようなcarcinofetal

antigenでもないようである （他の胎児組織に見出さ

れる可能性はある）．しかしその出現は腫瘍の病理組

織学的所見との比較検討より，分化度の低い腫瘍に多

くみられることから，腎尿細管細胞の癌化にともなう

酵素の修飾または形質転換の1つの大きな指標となる

であろう．

 さてすでにBeck and Chaudhurii6）より腎細胞癌

組織中のγ一GTPは組織化学的にみて，その活性は正

常腎皮質に比較して低いものであったと報告きれてお

り，またHautman et al．i7）により悪性腎実質性腫瘍

においては腫瘍組織内のみではなく，尿中γ一GTP排

泄も低下していると報告されている．しかしながらこ

れらの報告においてはその酵素の電気泳動的性質，

生化学的性質については検討されていないようであ

る．たしかに著者の検討結果からも，腎細胞癌組織内



               波田・ほか：

γ一GTP活性は正常腎組織に比しかなり低い活性しか

検出されなかっtが，また一方，半数の腎細胞癌症例

において正常腎組織とは異なっていることも明らかと

なった．このような性質を利用し，尿中あるいは血中

γ一GTPアイソザイムのパターンを分析することによ

り，腎細胞癌の診断や治療に有益な情報のもたらされ

る可能性も高く，今後症例をかさね検討をくわえてゆ

きたいと考えている．

        結     語

 10症例より得られた腎細胞癌組織内γ一GTPにつ

き，その性質を検討し，以下の結果を得た．

  L10例の腎細胞癌組織のうち5例からは，電気泳

動において，正常腎，正常肝，胎児腎組織のものとは

異なる易動度を示すγ一GTPが検出された．他の5例

からは正常腎と同様の易動度を示す酵素が検出され

た、

 2・腎細胞癌に特有なγ一GTPの酵素化学的性質に

つき若干の検討を加えた．

 3．腎細胞癌に特有なγ一GTPの出現と，その腫瘍

の病理組織学的所見につき比較検討し，この酵素が出

現する場合は分化度が低く，また，granular cell type

またはmixed cell typeのことが多いことを示した．

 4・尿中まには血中γ一GTPアイソザイムの分析は，

腎細胞癌の診断，治療などの点で今後有益な情報をも

たらす可能性があることを示した．

 御協力をいただいた大阪厚生年金病院，大阪府立病院，大

阪警察病院，大阪府立成人病センターに感謝いたします。

腎細胞癌・γ一GTPアイソザイム
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