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  First， serum acid phosphatase from healthy adult men was studied by column chromato－

graphy with stepwise elution technique using DEAE cellulose． Three distinct peaks of protein

（Fr． 1， II and III） were obtained and acid phosphatase activity was exhibited in each fraction．

  When serninal plasrna was added to the same normal serum chromatography demonstrated

extremely increased enzymatic activity on Fr， ll and III， which were suggested to be of pro－

static origin．

  Chromatography of the extracts obtained from kidney， liver， spleen and red blood cells

suggested that the enzyme contained in these organs was distributed ’to Fr． 1 and that in red

cells to Fr． II．

  The sera of patients with prostatic cancer， benign prostatic hypertrophy and chronic renal

insuMciency were then chromatographed． Serum from patients with benign prostatic hypertro－

phy and chronic renal insuMciency showed the pattern of distribution of acid phosphatase in each

fraction sirnilar to that of normal serum． However， the enzymatic activity of Fr． III of patients

with prostatic cancer revealed 12．6％ of total activity， while those of the other cases represented

below 2 ％．

       緒     言

 前立腺癌患者で血清中の酸性フォスファターー

ゼ活性値が上昇することがあるということはよ

く知られ，転移の有無，治療中の経過観察，特

に再発の発見，前立腺肥大症との鑑別の一手段

として広く応用されている．しかし，前立腺癌

患者でも酸性フォスファターゼ活性値が正常域

にあるものも少なくなく，あくまで補助的手段

の一つにすぎない．Fishman and Lernerl）は

し（十）酒石酸によって阻害される酸性フォス

ファターゼがほとんど前立腺由来のものである

ことを述べ，正常人とくらべて，前立腺癌患者

で阻害率が高いと報告している．しかし，

Kurtz and Valk2｝は，前立腺癌の初期および

限局した症例では，L（＋）酒石酸による阻害

率はあまり診断的価値がないとしている．

Kenda113）は，前立腺癌患者の血清酸性ブォス

ファターゼ活性値が，前立腺マッサージにより

上昇することから診断に役だつと述べている

が，Sti11ら4）は，これに反対して，前立腺肥

大症患者のほうがかえって上昇すると報告して

いる．このように，血清の酸性フォスファター

ゼ活性値は，転移を有する晩期の前立腺癌患者
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では著明な上昇がみられるが，早期の前立腺癌

患者の酵素活性にほ一コ口た傾向がみられな

い．

 斎藤5｝はヒb前立腺組織より酸性フ矛スブァ

ターゼを分離，精製し，そQ特性を明らかに

し，精製酵素により抗血清を作製して，前立腺

癌の免疫学的診断法について報告した．．

 最近，種々の酵素のisozymeに関する研究

がなされている．酸性フォスファターゼについ

てもisozymeを得るために種々の試料，方法

を用いて分離が試みられている．Angelettiら6）

は，血清を用いてDEAE cellulose column

chromatographyを行ない，正常成人と前立腺

癌患者では酵素の分布に明らp・・な差異があるこ

とを認めている．

 このように血清を試料として酸性フォスファ

ターゼを分離することによって，前立腺癌に特

有の所見を得れば，本症の診断に役だつと思わ

れたので，正常成人男子，前立腺癌患者，前立

腺肥大症患者，腎不全患者から得られた血清を

用いてcolumn二chromatographyを行ない，

酸性フ．オスファターゼの分布を面一検討してみ

た．

実験材料および実験方法

 実験材料には，腎臓，肝臓，脾臓および赤血球の抽

出液，正常成人男子4例，前立腺癌悪者6例，前立腺

肥大症患者6例，腎不全患者5例の血清を試料として

用い，1例のみ正常成人男子血清に精漿を加えて，

stepwise elutionによる DEAE ceHulose column

chromatographyを行ない，各溶出液における蛋白

童と酸性：フォスファターゼ活性値を測定した．

 1．組織抽出法

 剖検で得られた腎臓，肝臓，脾臓を生理的食塩水で

よく洗い流して凍結保存した．これをLondon and

Hudson7）の方法に従い，薄い切片を作り重量を測定

して，その1gmにつぎ3mlの0．2M acetate buf－

f6r（pH 5．O）を加えて，ときどき振引しながら冷蔵

庫内に72時間保存した．これを濾紙で濾過してから

column chromatographyの試料として用いた．

 赤血球の抽出液は，血液5m1を用い，血清分離後，

その血餅に生理的食塩水を加えてよく境拝し，これを

遠沈して上清をすて，上清に血清蛋白がなくなるまで

生理的食塩水で繰り返し洗浄した．最：後にその上清を

すて，残った沈渣に純水！0m1を加えて溶血させ，

遠沈後その上清だけを取り出して試料として用いた．

 2． DEAE cellulose column chromatography

 DEAE．cdluloseを純水で洗い，1／5N NaClに分

散して2～3時間放置してから，ガラスフィルターを

用いてじゅうぶんに純水で洗づた．このような操作を

順に1／5N NaC1と1／5N NaOHで行ない，純水の

pHと一致したときにstarting buffer（0．0175M

phosphate buffer， pH 7，0）でpHが7．0になるまで

じゅうぶんに洗った．これをstarting bufferに分散

．して，column chromatographyに用いるまで保存

した。

 columnは純水で洗ったあと， starting bufferで

．洗い流し，層を作らないように注意して，DEAE

celluloseを静かにそそぎ，圧を加えずに重力でつめ

る．これにstarting bufferを注入してcelluloseを

洗い，cellu10S6がじゅうぶんにつまったのを確認し

てから，starting bufferがcelluloseの上端に一致

するまで待ち，上記試料各3mlを重畳する．これが

celluloseに吸収されて上端まで来たときにstarting

buffer約1m1を静かに注入し，吸収されて上端に一

致したときに約5mlのstarting bufferを重畳し，

そめ上から硝子瓶に入れたstarting bufEerを滴下し

た．流速は0．4～0．5m1／mi且で，4m1ずつフラ‘クシ

ョソコレクタ7で採取した，120m1（30本）採取した

あと，溶出液を0．1M phosphate buffer（pH 6．0）

に変えて工20m1（30本）採取した．最後に溶出液を

O．IM phosphate buffer（pH 6．0）十〇．5M NaC1に

変えて120m1（30本）採取した．

 3．蛋白量と酵素活性値の測定および阻害実験

 これらの各分画を光電分光光度計（日立EPU2A型）

で波長280n1μにて蛋白量を測定した．

 血清の酵素活性値測定は，Bessey， Lowry and

Brock8》の方法に従った．阻害実験は， L（十）酒石

酸はFishman and Lerner1）法，フォルマリンは

Abdu1－Fadl and King9｝の方法によった．

 盲検用（A），酵素活性値測定用（B），阻害率測定

用（C）の3本の試験管を用意し，試験管（A）には

基質（0．01M disodium p－nitrophenyl phosphate）

1m1および0．2M acetate buffer（pH 5．0）4mlを

加え，試験管（B）には1，さらに血清0．2mlを加え

た．試験管（C）・にば，血清0．2皿1，基質：1血1，buffer

3．48ml，0．2M L（十）酒石酸（1N NaOHでpH 5．2

に調整）ま．たは5％フォルマリ．ソ0．52m1を加えた。

ζれらの講験管を37℃の恒温槽に30分間つけて反応

させ，直ちにユNNa2CO3を2mlずつ各試験管に加
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えて反応を停止させ発色させた，次に聴聞管（A）．に

血清0．2m1を加えて盲検とし，・光電分光光度計で波

長402mμにて測定した．単位は血清iEが1時間に

分離するかnitropheno1のmMで表わした，

 阻害率は全酵素活性値に対する阻害値の百分比であ

らわした．

 4．至適pH
 酵素活性値とpHとの関係をみるためにpH 4．0～

8．2の0．2M acetate bufferとpH 9．0め0．1M

carbonic茄flerを用いて，各’ oHにおける酵素活性

値を測定した．

 5．Michaelis恒数の測定

 p－nitrophenyl phosphateを基質とするBessey，

Lowry ane Brock8）法と disodium phenyl phos－

phateを基質とするKing and Armstrongio）法を

用い，反応速度が基質濃度に無関係となる零時の反応

で，Lineweaver and Burkn）の方法に従って反応速

度と基質濃度との関係を求めた．
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 正常成人男子の血清を試料として，column chro－

matographyを行なうとFig．1に見るように各溶出

液に一致して3つの蛋白のpeakが見られた（Fr．1，

II， IH）．このpeakに一致して酵素活性値の山が見

られた．
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Fig． 2 Column chromatography of normal
 serum added seminal plasma

 3．腎臓，肝臓および脾臓抽出液の成績

 腎臓，肝臓および脾臓の抽出液を使用してcolumn

chromatographyを行なうとFig．3～5に示すよう

に，Fr．1とH，特にFr．1に鋭い酵素活性値の山

がみられた．
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 2．正常人血清に精漿を加えた場合の成績

 正常成人男子血清3m1に同一人の精漿1mlを加

えてcolumn chromatographyを行なうと， Fig．2

めようにFr．王の酵素活性には，ほとんど変化はな

かったが，Fr。1工， HIでは著明な増加がみられた．
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 4．赤血球抽出液の成績

 赤血球抽出．液についてcolumn chtornatography

を行なうとFig．6に示すようtic Fr． IIのみに酵素

活性値の山が認められた．

                Table 1

280のα 8η
二y〃牝～flC

αo
卿ε2雌η5妙認卿那

oc観重y．

j脇加
■ 曙 卿 璽 ・ 雪 ロdσρカ05ρんαオ05θ磁・かむ

20 ZO

40 ∠0

ノへ

@ ＼
7乙rり酬。．10 20 30 ・40 50 ．60  70  ∂0 90

し備鷹・蜘’θし一助・鋤・オε Lα！臓ω三厩・
  bu ffer p／Lf 7．0 buffen pM aO ±astLf AlaCL pM 6．o
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    cells extract

 5．正常成人および各種疾患の成績

 正常成人男子，腎不全患者，前立腺癌患者および前

立腺肥大症患者の血清を試料として column chro－

matographyを行なった． Table 1～4は，正常成人

耳nzymatic activity of nor血al sera

Total acid
垂?盾唐垂?≠狽≠唐?

imM／旦／hr）

Inhibition rate byL（十）tartaric acid

@    （％）

Fr．1
i％）

Fr． II   l  Fr． III（％） 1

（％）

  1

  2

  3

  4

Average

  O．607

  0．738

  0．550

  0．472

0．592dヒ0．097

 33．3

 24．4

 34．5

 28．2．

30．1±4．1

 74．2

 77．1

 65．3

 74．2

72．7±4．4

 23．2

 22．9

 34．7

 25．8

26．7±4．8

 2．6

 0
 0
 0
0．7±1，1

Table 2 Enzymatic activity of the sera of patients with prostatic cancer

Total acid
垂?盾唐垂?≠狽≠唐?

i皿M／旦／hr）

Inhibition rate by］し（十） tartaric acid

@   （％）

Fr．1
i％）

Fr． II

i％）

Fr． III

i％）

  1

 2
 3
 4
 5
Average

 6

  O．438

  0．397

  0．476・

  1．052

  1．工27

0．698±O．267

  17．520

 45．2

 42．8

 33．2

 29．5

 29．0

35．9±6．8

 91．4

 51．5

 63．1

 6r．1

 55．5

 71．0

60．4±6．7

 0．1

 31．6

 21．2

 24．8

 33．6

 23．9

27．0±4．7

 99．9

 16．9

 15．8

 14．1

 10．9

 5．1

12．6＝ヒ4．2

 0

Table 3 Enzymatic activity of the seta of patients with prostatic hypertrophy

  1

 2
 3
 4
 5
Average

Total acid
phosphatase
（mM／2／hr）

  O．721

  1．563

  0．529

  0．796

  0．738

  0．318

0．778＝ヒ○．386

Inhibition rate by

L（十） tartaric acid

    （％o）

 22．6

 29．2

 32．7 ．

 31．2

 36．7

 43．1

32．6＝ヒ6。3

Fr． 1

（％）

Fr． II

（％）

 81．9

 78．9

 69．3

 79．6

 66．8

 68．9

74．2±6．0

 15．6

 16．1

 30．7

 19．i

 33．2

 31．1

．24，3＝ヒ7．5

Fr． III

（％）

 2．5

 5．O

 o

 1．3

 0
 0

1．5±1．8
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Table 4 Enzymatic activity of the・sera of patients with chronic renal insufficiency

 1

 2
 3

 4
 5
Average

瀞軸騰’磯回
  O．652

  0．856

  0．529

  0．784

  0．742

0．713±O．113

 43．6

 33．4

 39．王

 36．1

 37．3

37．9±3．4

Fr． 1

（％）

 75．0

 84．7

 70．8

 64．8

 65．7

72．2±7．3

Fr． 11

（％）

 21．4

 15．3

 25．7

 35．2

 34．3

26．4±7．6

Fr． III
（fO15e）

 3．7

 0

 3．2

 0
 0
1．4±！．7

男子および各種疾患患者の血清酸性フォスファターゼ

値，L（＋）酒石酸による阻害率の測定結果および

column chromatographyを行なって各分画に分布

する酵素活性値の割合を％で示してある．

 a．酵素活性値

 骨転移を有した症例6を除外すると，血清の酵素活

性値の平均値は，前立腺肥大症患者がO．778±O．386

mM／£／hrと最も高く，これに次いで腎不全患者

0．713±0．113mM／2／hr，前立腺癌患者0．698±0．267

mM／E／hrと高い値を示し，正常成人男子が0．592±

0．097mM／£／hrと最も低い．前立腺癌の1例（症例

6）は骨転移を有し，血清の酵素活性値は17。521nM／

E／hrと著明な増加を示した．

 b．L（十）酒石酸による阻害率

 L（＋）酒石酸による阻害率は，症例6を除外する

と，腎不全患者が最も高く37．9±：3．4％となってい

る．次いで前立腺癌患者が35．9±6．8％，前立腺肥大

症患者が32。6士6．3％で，最：も低い値を示したのは正

常成人男子で30．1±4．1％であった．前立腺癌の症例

6の阻害率は非常に高く91．4％であった．

 c．Column chromatographyをこよる各分画の酵

素活性

 column chromatographyを行なった各分画の酵

素活性値の全漕陸値に対する割合は，Fr．1部門前立

腺癌患者は60．4％と低く，他のものは70％以上となっ

ている．Fr。 IIでは，すべて20％台で大差がなかっ

たが，Fr． IIIでは，前立腺癌患者は12．6％と高値を示

し，他のものは2％以下であった．前立腺癌の症例6

では酵素漕性値の分布は，Fig．7およびTable 3に

みるように，Fr． IIは99．9％と著明に増加し， Fr．1

は0．1％を占めるにすぎない．

 6．各分画の酵素学的特性

 a．至適pH
 各分画の酵素活性の至適pH を測定した結果は

Fig．8～10に示すごとくである．

 血清では，Fr，1がpH 4。8に， Fr． IIはpH 5．0
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 Fig． 8 Optimum pH of the enzyme on
  each fractions of sera

にpeakを有する曲線を得ている． Fr． IIIはpH 5．0

にpeakをもつ，やや平坦な曲線を得ている．

 腎臓，肝臓，脾臓抽出液のFr．1ではpH 4．8に

最高の酵素活性値を示す曲線が得られた．Fr． IIで

は，腎臓ではpH 4．2と5．2に，肝臓ではpH 5．0と

5．4に，脾臓ではpH 4．8期目れぞれpeakをもつ曲
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 Fig．9 Optimum pH of the enzyme on
  Fr． 1 （kidney， liver and spleen）

 戸・L（十）瀬肩酸おタびフオ々アリγに．零筍阻害実

験の成績

 血清から得られた各分画の酵素活性に対する阻害実

験の成績はTable 5，6のごとくである． L（十）酒

石酸による阻害率は，Fr．1で51．1％， Fr． IIで34．6

％，Fr． IIIで19．6％であった．フォルマリンでは，

Fr．1が5．4％とわずかに阻害されたが， Fr． IIと皿

は反対に賦活された．

enzymaticactivity
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Table 5

 acid

Inhibition rate by L（十） tartaric ’

Molality

Fr． 1 （％）

Fr． II （％）

Fr． III （％）

2×10－1

51．1

34．6

19．6

2×10－2

25．1

4．2

一41．2

2×10－3

一17．5

－22．3

－61．8

2×10－4

一23．3

－！5．8

o

Table，6 lnhibition rate by formalin

””h． ’ @’t－tS

Percentage

一㌔昌一一・r刀一噛一

4．V?50 ’一6，0 70 6．0 90           PH

Fig． 10 Optimum pH of the enzyrne on

 Fr． II，（kidney， liver， spleen and 一red

  cells）

Fr．1 （AO）

Fr． II （％）

Fr． III （ldo ）

5

  5．4

 －1．6

一ユ12．6

5×1o－1

一15．4

－1．6

－93．7

5×10－2

一15．4

－4．9

－10．8

5×10－3

一lol’2

－3．2

 0

線が得られた．赤血球のFr． IIでは， pH 5．2と5．4

にpeakをもつ曲線が得られた．

 腎臓，肝臓および脾臓の抽出液より得られた各分画

の酵素活性に対する阻害実験の成績はTable 7のご

とくである．腎臓，肝臓，脾臓のFr．1ではL（＋）

Table 7 lnhibition rate of organ extracts

Inhibition rate by O．2M
L（十）tartaric acid （％）

Inhibition rate by 5％

formalin （％）

Kidney

Fr． 1

44．2

7．7

Fr． II

5．3

27．0

Liver

Fr． 1

75．8

11．6

Fr． II

5．0

77．5

Spleeh’

Fr． 1

51．8

14．5

Fr． II

！8．5

50．0

Red cell

Fr． II

一13．4

95．5

酉石酸により，それぞれ44．2％r75．8％，51．8％とか

なり阻害されているが，フォルマリンでは7．7％，

11．6％，14．5％とあまり阻害されていない．Fr． IIで

はL（＋）酒石酸により5．3％，5．O％，18．5％とあま

り阻害されず，フォルマリンでは27．0％，77．5％，

                Table－8

50．O％とかなり阻害されている．赤血球抽出液のFr．

IIは， L（十）酒石酸により賦活され，フォルマリン

では95．5％とほぼ完全に阻害されている．

 c．各分画のMichaelis恒数（Km）

 ・Fr。1， II， IIIのKm値はTable 8にみるように

K． values of each fraction

p－nitrophenyl phosphate

disodium’ 垂??獅凾?Phophate

3．3×io”3M ，／

3．0×10－2M

1．2 × 10－3M

5．3 × 1D－3M

1．9×10－4M

4．6×10－3M
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P・nitrophenyl phosphqteでは，それぞれ3．3×10－3

M♪1，2×10－3M．1．9×10”一4M であり， disodiu叫

P与enyl ph卵phateでは，それぞれ3．0×10－2M，5・3

×10－3M，4．6×10’一3Mであった．

考 按

 1．血清酸性フォスファターゼ活性値および

阻害実験について

 正常成人男子および各種疾患患者の血清酸性

フォスファターゼ活性値およびL（＋）酒石酸

による阻害率はTabel 1～4に示している．血

清の酵素活性値では，骨転移がありきわめて高

い値を示した前立腺癌の症例6を除外すると，

前立腺肥大症患者が0．778±0．386rnM／2／hrと

もっとも高く，前立腺癌患者は0．698±0．267

mM／2／hrと腎不全患者より低い値を示した．

もっとも低いのは，正常成人男子であった．

 L（＋）酒石酸による阻害率では，前立腺癌

の症例6を同じように除外してみると，腎不全

患者が37，9士7．3％ともっとも高い阻害率を示

し，前立腺癌患者はそれに次いで35．9士6，8％

であった．もっとも低い阻害率を示したのは正

常成人男子であった．

 Mathesら12）は，前立腺癌患者の血清酸性

フォスファターゼ活性値とL（＋）酒石酸によ

る阻害実験を行なっている．骨転移，臓器転移

などの遠隔転移を有するものでは，正常人や前

立腺肥大症患者に比し酵素活性値は高値を示

し，L（＋）酒石酸による阻害率でも，遠隔転

移を有するものでは，治療の有無にかかわらず

70～80％の高い阻．害率を示したが，遠隔転移を

有しないものでは，ホルモン門守投与群で50％

近くの阻害率を示し，ホルモン剤投与群では，

正常成人とほぼ同じ阻害率であったと報告して

レ・る．

 Kurtz and Valk2）は，253名の前立腺癌患

者と100名の良性前立腺肥大症患者の血清酸性

フォスファターゼ活性値と前立腺性酸性フォス

ファターゼ活性値（L酒石酸により阻害される

もの）とを測定している．かれは，前立腺癌患

者を4群に分け，すでにホルモン剤投与または

除聖教を行なった群では，血清全活性値および

前立腺性活性値ともに正常範囲にあるものが69
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％を占め，治療を受けていないものでは，前立腺

に限局している群で81％，、局所の浸潤を有する

群で47％，骨転移を有する群で23％が正常範囲

となっている．前立腺肥大症患者では93％が正

常範囲であった．癌が前立腺に限局している早

期の症例では，酸性フォスファターゼおよび前

立腺性酸性フォスファターゼの測定の意味はあ

まりないとしている．その他，Fishman and

Lerneri）およびNoblesら13）もほぼ同様の見

解を発表している．

 著者の前立腺癌の症例でも，症例6を除け

越，臨床的に転移は認められず，現在治療中で

あるので血清全酵素活性値はあまり高くなく，

L（＋）酒石酸による阻害もそれほど強くなか

ったものと思われる．症例6は骨転移を有し進

行した症例であるので，酵素活性値も正常の約

30倍に増加し，阻害率も91．4％oと他にくらべて

著明に高かった．

 このように晩期の遠隔転移を有するような前

立腺癌の症例では酵素活性値の測定は有力な診

断の根拠になると思われるが，早期の前立腺に

限局するような症例では，酵素活性値および阻

害率は正常域にあるものが大部分であり，その

診断的価値は少ないと思われる．

 腎不全患者の血清酸性フォスファターゼ活性

値は，前立腺肥大症患者に次いで，かなり高い

値を示しているが，症例の中で1例は腹膜電流

を本歌的に施行している患者であり，他は現在

定期的に血液透析を行なっている慢性腎不全患

者である．Schoenfe！dら14｝も，急性腎疾患，

慢性腎疾患および尿素窒素上昇を伴う腎不全患

者の血清酸性フォスファタ・一ゼ値を測定し，尿

素窒素の上昇を伴わない症例に比し，尿素窒素

の上昇を伴うものでは，上昇するにつれて酸性

フォスファターゼ活性が高値を示す症例が増加

すると述べている．

 2．Column chromatographyによる各分画

におけ’る酸性フォスファターゼの分布およびそ

の特性について

 正常成人男子の血清を試料として，column

chromatographyを行ない， Fig．1のように

Fr．1， II， IIIの3つの蛋白のpeakを認め，
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これva一一致して酸性フォスファターゼ活性値の

山を認めた．

 腎臓，肝臓，脾臓および赤血球の抽出液を試

料としてcolumn chromatographyを行なう

と，Fig 3～6のような曲線を得ている．腎臓，

肝臓，脾臓では，Fr．1に鋭い酸性フォスファ

ターゼ活性値の山が見られ，それに続いてFr・

IIに， Fr．1にくらべてやや低いなだらかな活

性値の山を認めている．赤血球の抽出液では，

Fr・IIのみに酵素活性値の山がみられた．これ

らの各分画のpeakの部分を集めて， L（＋）

酒石酸とフォルマリンを用いて阻害実験を行な

うとTable 7のようになった．腎臓のFr．1

はし（＋）酒石酸によって44．2％阻害されてお

り，肝臓，脾臓のFr．1も75．8％，51．8％と

かなり強く阻害されている．しかしフォルマリ

ンでは，腎臓，肝臓，脾臓ともにFr・1はあ

まり阻害されていない．このようにFr．1は，

L（十）酒石酸によりかなり強く阻害され，フ

ォルマリンではあまり阻害されていないという

点で共通している．Fr． IIの阻害実験1に関し

ては，Fr．1と逆の性質を示してbる．赤血球

のFr． IIはフォルマリンで95．5％とほぼ完全

に阻害され，腎臓，肝臓，脾臓のFr． IIでも

かなり阻害率が高い．L（＋）酒石酸では，赤

血球のFr． IIは一13．4％とかえって賦活さ

れ，腎臓，肝臓，脾臓でもあまり阻害されてい

ない．この結果より，腎臓，肝臓，脾臓などの

Fr． IIは赤血球由来の酸性フォスファターゼに

より占められているものと思われる．

 これらの各臓器抽出液で，各分画の酵素活性

とpHとの関係を調べてみるとFig。9，10の

ようになった．これをみると腎臓，肝臓，脾臓

のFr．1の酵素の至適pHは4．8であり，曲線

の形も類似している．このように，腎臓，肝

臓，脾臓の酸性フォスファターゼのうちFr．1

に分布するものは，L（＋）酒石酸およびフォ

ルマリンによる阻害率，至適pHなどでそれ

ぞれ似かよった性質を示している，これに反し

て，Fr． IIでは至適pHおよびその曲線も異

なっているように思われる．

 Angelettiら15｝は，赤血球抽出液を試料とし

て，NaC1の濃：度を変えてgradient elutionで

column chromatographyを行ない，1峰性と

多多性の2つの蛋白質の山を認め，後のほうに

出現する蛋白の山に一致して3峰性の酸性フォ

スファターゼ活性値のpeakを認めた．この3

つについて至適pHをみると，1番目のものは

pH 4．4で，2番目と3番目のものはもっと高

くpH 5．5付近であった． L酒石酸による阻

害率は，1番目のものは約40％であったのに対

して，2番目および3番目のものはほとんど阻

害されていない．このように赤血球抽出液には

至適pHおよびL酒石酸によって明らかに性

質が異る酸性フォスファターゼが混在すると報

告している．同様のことはAbdu1－Fadl and

King9）によっても報告され，その至適pHは，

4．3～4．8と5．0～5．7であるとされている．

 Hopkinsら16）も，赤血球の5つのphenotype

について gfadient elutionで， DEAE cel－

1ulose column chromatographyを行ない，

electrophoresisで性質が異なる2つの酸性フ

ォスファターゼの存在を認めている．

 著者の実験では，Angelettiら15）やHopkins

ら16｝と異なり，酵素活性値のpeakはほぼ左右

対称の1相性の曲線を得ている．しかし，至適

pHをみると4．8とさらに高い5．2～5，4に活性

値のpeakをみていて，これはAbdul－Fadl

and King9）の至適pHと一致している．

 以上の成績から腎臓，肝臓，脾臓の酸性フォ

スファターゼはFr．1に分布し，赤血球由来

のものはFr， Hに分布すると考えられる．

 前立腺性酸性フォスファターゼがどの分画に

分布するかをみるために，正常成人の血清に同

一人の精漿を加えてcolumn chromatography

を行なった．その結果はFig．2に示したが，

Fr．1の酵素活性値はFig． 1のそれと大差

は見られない．しかし，Fr． IIと皿の酵素活

性値は著明な増加を示しており，前立腺由来の

酸性フォスファターゼがFr． IIと皿に分布す

ることを示している．斎藤5｝も前立腺組織抽出

液を精製しその過程で，DEAE cellulose

column chromatographyを行ない著者の分

画と同じ場所に酵素活性の存在を認めてい
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る．

 このように各組織に由来する酸性フォスファ

ターゼが固有の分画に分布するならば，各種疾

患の診断にも役だつものと思われる．そこで正

常成人男子，前立腺癌患者，前立腺肥大症患者，

腎不全患者の血清を試料としてcolumn chro－

matographyを行ない，各分画の酵素活性の分

布をみてみた。その結果はTable 1～4ならび

にFig．11に示している． Fr，1に分布する割
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Fig． 11 Distribution of the enzyme
 activity on each fraction

合は，前立腺肥大症患者で74．2％，正常成人男

子で72．7％，腎不全患者で72．2％といずれも70

％以上であるが，前立腺癌患者のみが60．4％oと

低い値を示している．Fr． IIでは，前立腺癌患

者は他の前立腺肥大症患者や腎不全患者などと

ともに正常成人男子と大差は認められない．し

かしFr． IIIをみると前立腺癌患者のみが12．6

％と他にくらべて高値を示している．また，前

立腺癌の症例6は，骨転移を有する進行した症

例であるが，血清酵素活性値は17．52mM／£／hr

と正常成人男子の約30倍の高値を示し，L（＋）

酒石酸による阻害率も91．4％と高度の阻害率を
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示している．column chromatographyによる

各分画における酵素活性の分布は特有で，99．9

％がFr． IIに分布している（Fig．7）．

 Angelettiら6｝は，正常成人男子，前立腺肥

大症患者，前立腺癌患者からの血清および前立

腺組織抽出液を試料として，gradient elution

による DEAE cellulose column chromato－

graphyを行なっている．この方法により，2

つの大きな蛋白のpeak（Fr． A， B）を認め，

これらに一致して酸性ブォスファターゼ活性値

の山を認めている．正常成人では，Fr． Aが酵

素活性値の70～80％を占めているが，前立腺癌

の血清では，Fr， Bが著明に増加して60～80％

を占めている．前立腺肥大症患者では，酵素活

性値の分布は正常人と大差がない結果を示して

いる．前立腺組織抽出液では，Fr． Aに酵素活

性の存在は認められず，Fr． Bだけに2峰性の

活性値の山がみられている．L酒石酸によって

阻害実験を行なうと，Fr． Aの酵素活性値は約

20％阻害され，Fr， Bでは像ぽ100％阻害され

る．また，Fr． Bの酵素活性が増加している前

立腺癌の症例でも，prostatectomyやホルモン

療法を行なうとFr． Bの活性値が減少して正

常に近い値を示したと述べている．そして，こ

れらの結果から，Fr． Bにみられる酵素活性

は，前立腺由来のものだとしている．

 著者の測定でも，前立腺肥大症患者では，各

分画における酵素活性の分布は，ほとんど正常

成人男子のものと変りがない．前立腺癌患者の

うち症例6を除く5例は臨床的に転移を認めず

現在治療中のものである．前述のようにこれら

の症例では血清の酸性フォスファターゼ値およ

びL（＋）酒石酸による阻害率は前立腺肥大症

患者のものと差異がなかった．これらの症例に

ついて前立腺由来の酵素が分布すると思われる

Fr．工1と皿を検討すると， Fr． IIでは他の疾患

とくらべて大差は認められない．しかし，Fr．

IIIは正常人や他の疾患群とは明らかに異なり，

増加しているのがわかる．

 Ostrowski17）は，前立腺組織抽出液を精製し

てstepwise elutionによる DEAE Ce工1ulose

column chromatographyを行なっている．溶
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出液を5種類使用して，各溶出液に一致して蛋

白のpeakを認め，その2番目と3番目のpeak

に一致して酸性フォスファタ・一ゼ活性値の山を

認めている．そして，この酵素の至適pHを

4．8と報告している．

 斎藤5）は，前立腺組織抽出液を用いて，前立

腺性酸性フォスファターゼの精製を行ない，そ

の精製の段階で，Ostrowski17）と同様の方法で

DEAE cellulose column chromatographyを

行ない，3つの酵素活性値の山を認めている．

その中の最初の山は，Ostrowski17）の実験では

みられなかったものである．そして，これらの

酵素の至適pHは，1番目のものが3．8に，2

番目のものが5．3に，3番目のものが4．6にあ

り，おのおのの至適pHが異なっていること

を報告している．

 著者の実験における至適pH：は斎藤5）の結果

と異なり，Fr． IIはpH 5．0であり， Fr． III

も同じくpH 5．0であるがやや平坦な曲線を得

ている．

 工血清のcolumn chromatographyによって

得られた各分画の酵素活性をL（十）酒石酸およ

びフォルマリンによって阻害すると，その阻害

率はTable 6，7のようになった． L（十）酒石

酸では，各分画ともに0．2M（反応液最終濃度

は0．02M）の濃度でもっとも強く阻害されて

いる．0．2Mでの阻害率は， Fr．1で51．1％

であり，Fr． IIと皿を上まわっている．フォ

ルマリンでは，反応最終液濃度が0．5％のとき

に，Fr．1がわずかに阻害されているが， Fr．

IIおよび皿ではかえって賦活されている．前

立腺性の酸性フォスファターゼが分布すると考

えられるFr． IIと皿の酵素活性値は， L（＋）

酒石酸によってそ紅砥ど阻害されていないが，

これはcolumn chromatographyを行なって、

から透析，濃縮する過程で酵素の変性がおこっ

たのではないかと考えられる．

 各分画の基質特異性をみるためにMichaelis

恒数の測定を行なった．その結果はTable 8の

ようである．disodium phenyl phosphateを

基質とした場合には，Hudsonら18｝は，前立腺

の精製酵素で1．8×10““4M，40倍精製酵素で2．0

×10－4M，300倍精製酵素で1．5×10－4Mであ

ったとしている．Schmidt19）1・S 30倍精製酵素

で7．5×10’一4M，300倍精製酵素で1．5×10－4M

と報告している．斎藤5）が精製分離した前立腺

の酸性フォスファターゼでは8．3×10－4M と

7．7×10－4Mであったと述べている． P－nitro－

phenyl phosphateでは， i斎藤5】は2．3×10－5M

と1．8×10－SMと報告している．著者の実験で

は，両基質ともにこれらより大きい値を示した

が，これは血清を分離しただけで，未精製のた

めと思われる．

結 論

 血清のcolumn chromatographyを行ない

酸性フォスファタ・一ゼを分離し，その酵素学的

特性および腎臓，肝臓，脾臓および赤血球より

分離した同酵素との関係を検討した．さらに前

立腺癌，前立腺肥大症および腎不全患者血清の

各分画におけ’る同酵素の分布を調べた．

 1．血清酸性フォスファターゼ活性値は，骨

転移を有する前立腺癌の1例を除くと，前立腺

肥大症患者がもっとも高く，次いで腎不全患

者，前立腺癌患者，正常成人男子の順であっ

た．

 L（十）酒石酸による阻害率は，腎不全患者が

もっとも高く，次いで前立腺癌患者，前立腺肥

大症患者，正常成人男子の順であった．

 これらの前立腺癌患者は，転移のない治療中

のものであった．転移を有する前立腺癌の1例

では，酵素活性値は正常の30倍近くを示し阻害

率も91．4％と著明な高値を示した．

 2．正常成人血清を試料としてcolumn chro－

matographyを行ない， Fr．1， II， IIIに酵素

活性の存在を認めた．前立腺性酸性フォスファ

ターゼがどの分画に分布するかを調べるために

血清に精漿を加えて行ない，Fr． IIと皿に分

布することを認めた．

 3．腎臓，肝臓，脾臓の抽出液を試料として

column chromatographyを行なってFr．1と

豆に酵素活性の存在を認めた．赤血球抽出液で

はFr． IIのみにみられた．得られた各分画の

至適pHの測定ならびにL（十）酒石酸とフ

ォルマリンによる阻害実験を行なった結果，腎
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臓，．肝臓，脾臓め酸性ブォスファターゼはFr．

1に分布しており，おのおのその性質がよく似

ていた．Fr， II．にあらわれだ酵素活性は赤血球

由来のものと考えた．

 4。各種疾患患者の血清．を試料としてco1－

umn chromatographyを行なった． Fr． IIで

は，正常成人男子，前立腺癌患者，前立腺肥大

症患老，腎不全患者の間で酵素活性に大差は認

められなかったが，Fr． IIIでは，前立腺癌の

みに活性値の増加がみられた．

 5．Fr．1～IIIに存在する酵素は，至適pH

およびL（十）酒石酸，フォルマリンによる阻害

率およびKm値からみると，おのおの異なった

特性を有するように思われた．

 6，前立腺に限局した前立腺癌の場合には酸

性フォスファターゼ活性値およびL（＋）酒石酸

た．よる阻害率は正常域にあることが多く，この

方法は診断的価値が少ない．血清のcolumn

chromatographyによるFr． IIIの増加は前立

腺癌に特有の所見であり，診断に役だつものと

思われる．

 稿を終るに臨みご指導とこ校閲を賜わった恩師近藤

厚教援に深謝し，実験についてご助言を賜わった斉藤

泰博士に感謝いたします．またご協力をいただいた当

泌尿器科教室員各位に感謝いたします．なお本研究経

費の一部は文部省科学研究費（総合研究，前立腺癌の

研究）の補助をうけたことに対して謝意を表します．
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