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AlleWassaySystemforc),tokeratin(Clくiincer･ebr.ospin(Afluid(CSF)ofpiltiPntSWith

intmct-anialtumorswas(ナStablished.

AlltibobyKWSI wasamur･inem()n()Lllonalimmunoglobulingenel-atedfrom afusion

of(lmousemyelomacelllinewithlymphocytesfrom amouseimmunis(1(1withthe

cytoskcletonfrom t1Stab】ishL,dhumanll1l一geCellearcinomacellline. KWS-lWLISOfIgGI

subel(lSS.

KSW-1antibodyascharacterizedbyimmunoblottingidentifiedCKsubunitmolecular

weightat56,5′1.52.5.46,45alld/1OKdanddidIIOtC1-ossr･eaCtwith()therinternlediate

sizedfilamentpr()tcins.

ExtensiveassesmentbyimmLlnOPer()Xidasestainingonformalinorethanolfixedpar(dfin

eLmbeddcdhumantissuesectionssllOWedwidereaetivityinvarietiesofepithelialcellsand

tumors.

AIlamplifiedsandwichassaywasdevelo pedfol-themeasurmentofCK.Lowerlimit

ofantigendetectionofthisassaywasat50ng::ml.

CK inCSFof57patieIュtSWithintracranialtumorsafldl̀1non-neoplasticintracrani(ll

diseasesweremeasured.CKIcvclswereelevatedinrnetastaticGal-Cinoma(5::20),epidermoid

(1:I::3),epidermoidcarcinoma(1;/:llandgerm celltumor(1.:::4),butunderlowerlimitin

otherprimarybraintumorsandnon-nepolasticintraeranialdiseases.
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Thesefindingssuggestedthattheme(lSur･ementOfCK inCSFmaybeausefultumor

markerinpatientswithmctastaticcarcinomaヱ廿lds()meprimaryintracranialcpithelia.1tu1110rS.

Keywords'･Cyt()kelてItin,Mom(xloIlalantibody.Intermediatefit.･1m(1nt.tミraintumot･

サ1'卜Frう.i-ン,モノ?ロ十一一′し抗体.

は じ め に

Radioimmunoassay(RIA),Enz)111eimmunoassay
(FJIA)による免疫生化学的定量法(')進歩や-r:ノウロ十一
･L抗体法の応用等にくL.I).悪性陸揚L･')診断や治墳効果の

数も少ない事に加え.特異性や検出RF･珪L,')点で必rfILも

充分とは言えず､より多くの新たな腫壕て一一か一一が望ま

れてきた.

･けイトFrうチン (CKl)は,細胞骨格の一種であかい

中間径7(うメン仁 脳睡寝

間洋一ノヤラメントを構成する蛋白で,表皮,消化管,気

管支,肝臓等全身話臓器の全ての上皮性細胞及びそ,ll1､--

由来の腫癌に極めて特異的に発現する1､. ------Jj中枢神経

系においては,脈絡紫上皮細胞'1､や下垂休前紫細胞3‥

等少数L7)__日立性細胞に発現するも(Tlの,主要左構成要素

である∴:1.--r1ンや'/り~′'細胞には全く発現Lたい.ど

とT｡に原発性脳腫壕においては.脈絡策乳頭腫 3㌧ 陸細胞

可能となれば,転移後脳腰療および-部の頭蓋内原発上

皮性腫壕〔7)診断や治療効果判定に極めて有用と考えL､-'れ

る. しかし現在まで Clく測定に関する報告はほとんど

二 .I.: :'' <! ､ミ ド :･ミr:};'･}･.lt､l/

Tl'ig.1 Immunot_110日lnalysisof7(WS-1郎-tibo巾,.
C)10skLeleltllE･XlmetoflaI官PCelle壬1reinonl11
celllintl(Lfln亡ゝS1nn(I1′1,(illl̂l)Llと1neS2
and2′､).I-im(lntinLlE,lnPS3and3′l.dpslllin

Llanes5and5rl.＼＼でreSubjpctp(1toplpetI･O-

phoresis､t･ransfprrp(･1tonitroepllulosepa-
ppI, tuldst血le(1､､rithLIanes115i(-1T()1(1-1~ilot
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無 く,僅かに1983年に Madriと1-)5＼が担癌患者の血中

i.こCK が検出される事を fl:IA法を開いて初めて報告

したのみであり,頭蓋内藤癌を対象とした測定は全 くな

さIltていない.

本研究では,抗 CK モ /17ロナ--′し抗体を作成 し,

EIA 法を用し､て担脳佳境患者髄液中の CIく定巌を行い

藤痴7-カーとしての有凋性について検討 し た の で 報 告

する.

材料及び方法

l) モノクロナ-ル抗休の作成

当村で樹立したヒト肺原発脳転移大細胞癌由来培養細

胞抹 (Kl1826小 しい)RegaueriL.っ6､n方法を用いて細

胞骨格蛋白を抽出した. 単層培養下の培養細胞を Ⅰ〕BS

で洗浄後,lysisbufferL140mM NLlel,19bTriton

X-loo,5m入:1ll:I)′1'A.IOmM Tris-Ii('1,pH7.6)杏

Lヱ｣
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Substrate Product

EnzyⅡ帽 reaCtion

Fig.2 lllormatofalllPlifiedsとInd＼＼.rich(TISSay
fordetectionofLIIく

Y:KWS-1antibody.10/lg,I/Well.imlnObili-
zedonl〕OlyvinylmierotitprWells,IlLICfor
2Llhrs. ◆ :antigeI目 し_lSt/l､37＼､LIfor2hl･S.
7':r･とIt-bitanti--Clく pol_velonとllantibo(ly
･.日 ･.､Il･･･lL -h ;･mL ､‥ .
rlo11k(,yanti-rabbitlgLAlllerSham),37いC
for3()Illin.＼∴ strt)ptavi(tin-alkalinephos-
phntaspLAmershamう.37で for30min.

加え5分間静置.次いで highsaltbuffeI一(1.5M KCl.

0.5.96TritonX-･･100.Othercomponentsasinlysis
buffer,pH 7.4)に置換 し30分間静置_Ⅰ〕Ⅰ3Sで洗浄 し

た後培養嘆より剥離.3.5α)どlO分間の遠心を行いベL′＼ソ

トを作製 上 Ⅰ)ⅠうS による洗浄と遠心を3回繰 り返 し不

溶性分画よE)細胞骨格蛋白を得た.こく.り細胞骨格蛋白を

Balb.･/eてr17スCT)皮 Fに注射 し免疫を行なった.腹腔内

投与による2回の追加免疫の後サ碑細胞を取出しポリエ

チレングり:t1-/しの存在下iこ1-IrtJこくミ=r-i,-て細胞と細

胞融合を行--つた.抗体産生細胞のス')り一二ンゲは.各

種正常組織を用いた酵素抗体法にで行った.限界希釈法

にてウt-一二ンゲを行--,た後.抗体産生 ウロ=ンをてrL,

ス腹腔内に注射し腹水型として濃縮抗体を得た.班体の

サブクラスはマウスタイパ…キット(Bio-Ra貞)を開い

て決定 した.

2) 特異性の検索

イムノブロッテイソダ及び免疫鼠織化学により抗体の

特異性を検討した.イムノブロッテイソグに際しては,

抽LLllした細胞骨格蛋白及び精製 ＼.Timentin,Desmin.

Neurofilanlellt(NF)蛋白,Gliaユfibl･illaryacidicpl･O-

ゲルをこてスラブゲル電気泳動を行った後,ニトロ也ルロ-

ス膜に転写 し免疫染色を行った.蛋白染色iこはGold-Blot

(ISS)を用いた.免疫組織化学に際 しては,ホ′して】J

ソあるいはエタメ-ル固定後パラフイソ包埋した各種正

常及び腫轟鮭織から6fl切片を作製しきホルマリソ固定

標本の場合には トリプシソによる前処理を加え,la振iled

biotinっtreptaヽ,idin法く･こて検索 Lた.

:り 測定系の作製

てr1,-人腹水より得た濃縮抗体を Affi-PrepI〕1･OteillA

MAPSIIKit(Bio-Rュd)を用いて精製 した後.Mol･gan

L､〕T､(･rlAmplifiedEIA 法を--部改変LFig.2Lり手

順で反応を行い,405mm での吸光度を測定した.Step

且と2との間には1%牛血清アルプミソによるブロッキ

ングを行い､各々(:r)J幻tこのr'Fりには TTBSL2O Il爪･11Tris-

ti(｢1.5(WmM NこICl.0.100,Tween2Oiln(i1OoBSA

pH7.5)による洗浄を行った.標準抗原としては,秦

皮由来の CK (Si留ma)を潤い,標準曲線の作製に際し

ては,同一濃度の抗原を5つの wellで測定しその平均

値を用いた.標準曲線は測定の郡度作製 した.

4) 脳腫療群及び対照群髄液中における (TE の

定量

原発性脳腫藤37例声転移後脳腰慶20例,対照14例の計

71例で髄液申 CK を測定 した.原発性脳腫癌(r)内訳且
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轡 駁

b

Fig.3 a,b:1mmunostainingwithIくWS--1a山ibodyon
formalinrlXe(1parafrlne【11bedLledtissues.a-
nletaStatiesqLlar1101lSCellcarcillOIlla.b-nleta-
static papillary adenoearcinoma.nocountler
stain:×350.

神経隈腫13例 (glioblastomalO凧 astrocytomal例,

oligodendroglioma1l札 epcndymomal例),悪性

r)ンパ腫5例,髄芽腫2例,髄陵腫3例,神経鞘腫2凧

血管芽細胞腫 1例,類上皮腫3例,額上皮癌 1例,頭蓋

咽頭腫3例,肺細胞性腫湯4例 (embryonalcarcin｡ma

2例,choriocareinomal例,matureteratomal例)

である.転移性脳腫壕の内訳は,肺癌13例 (ade110Ca J ･-

cinoma6胤 squaJ110uSCellcarcinoma1f札 1arge

cellcarcinomal例.undifferentiatedcarcin()mai

例,smallcellcarcinomal例,notverificd3例),

胃癌2倒 しadenocarcinoma),乳癌2例 Lscirrhouscal･-

cinoma ll礼 solidtubularcarcinomal例),皮膚
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癌2例 (squamousCellcarcin()ma), f一宮癌 l例 (eh(チ

riocareinoma)で.内､肺癌2例.胃癌 1例,乳癌 1

例は癌性髄膜炎を呈していた.対照群は全例非腫癌性疾

患で,その内訳は脳挫傷2f札 正常圧水頭症3例,脳内

血腫 3例,髄膜炎3例,頭痛3例である.

結 果

1)抗休産生クローンの樹立と特異性の検索

3株の抗体産生･')ロ-ン株が得られた.その内,組織

切.Fit-i-.での反応性の最も良好であった _I)ロー-ン株 (以下

KllJS一日 を以後の実験に用いた.KWS-1抗休のサブ

検索では,人 細 胞癌由来抹化培養細胞より抽出した細胞

骨格蛋白の･H-),KWS-1抗体は56Kd,54Kd,52.5Kd,

46Kd.45Kd,4OKdのバンドと反応 した.等電点の

異なる一部の stlbullitの判定は行一･)ていないが,各々

MollNo.6あるいは11,7あるいは13,8,17,18,19

に相当するものと思われた.他の中間径7(ラメント蛋

白との反応は認めなかった (Fig.1).免疫組織化学に

よる正常組織の検索では,表皮,気管支上皮,i酎ヒ管上

皮.肝細胞等種々の上皮性細胞に陽性染色を認めたが.

ニュー一･-ロン, グリア細胞,筋細胞.血管内皮細胞,線維

TableI ReactionsofthenorllldltissueswithKWS-1antibody.

Fixatives
Tissues

10,9,6/Forrnalin

Braill

Graymatter

Whitematter

Ependym

Choroidplexus

Anteriorpituitarygland

Skin

Epidermis

Sweatgland

Sebaseousgland

Gastrointestinaltract

Esophagus

Colon

Liver

Hepatocytes

Bileducts

Pancreas

Acini

lslets

Ducts

Kidney

Tubules

Urinarybladder

IJung

Bronchus

Peribronchialgland

AIveolus

70% Ethanol

+++++

±

十十十

+

一
十

±

+

+

+

+

++++++++

+

十

一

+

+

+

+
+
+

+:positive.-:negative,±:positivebutweak
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た しTab]e1).腫壕組織J)検索でも,転移性脳腫壕に

皮性陣癌に陽性染色を認めたが (FiLr.3a.I)).神経腰

鍾,神経鞘腫及び血管芽細胞腫では.全例陰性で .髄 膜

ける染色で,陣少数〔･′つ細胞 に 暢 f牛 染 色を認め た 以 外 全 例

陰性であった (Table2).

2) 髄液中 (lKの定量

8OOJlg:mlを測定抱卵上した.各々n濃度における吸

光度の幅は±lOOol,川十C:L;葦h--､た.髄液中 Ctく測定し')紘

果,転移性脳腫喝20例中5例.類 l二度瞳3例L-I-,1例,額

卜舶晶l例中1例,胴潮†胞性腫痴A･1例中 1例で検出可能

(ハ内訳は, 肺癌13例中3例 巨IdellOCLu･Cinomこ11例.

LIndirl(､IでIltiL,1tedeLTuでinomこ11例,notvt?riri(ナ〔11例),

皮膚癌 2例中 1例,乳癌1)例中1倒 しsr)lid tut)ulこlr･

皮偏平上皮癌の頭蓋内浸潤,乳癌は癌性髄膜炎であった.

肝細胞性瞳喝での CK 検出症例は L,horioeaITinonlこ1

例,悪性 1)ンべ睡5例.血管芽細胞腫 l例一頭蓋咽頭腫

3例,神経鞘腫1)例,及び罪障癌性頭蓋内疾患ト1例では

全例測定感度以下であった.

■■

t=

trつ

く:)

･可●

1

?

.凸
'〇

12.525 50 100200400800 I.200 l.600

CKng/H

t･liLr.一lSt,王111(-lnITicur･veofLllくヱISilSSPSSP(iby
tht,エIml.)1ifip(.is<Tlnd＼＼･i(.hi-1SSllIr

Table,2 IくtlこICtionsofth(,htr乱､mTliこ11tumorswilllIくWS･･一一lこIntibOd)r.

I)i;ignOSis

I)ri111とlrybI･aintum川･S

Glionla

MeTlingionlL,1

Herll;1ngioblこl仙 )mこI

N(､ul-inoma

Plt_,xuspapi110mこl

lつituitと1l-YとIdenoTml

Crt･lni()pharytlgionlごl

(i(汀mL･L111tu111Or

El)i(1ぐrmOid

Metast(,lticL･;lrCinomas

Squm110uSCell(ごarCinonli1

AdenocarCinoTllこl

UndirfeT･ぐntiヱttedear･cinomd

Smallcell(二arCinoma

Largt?cell｡こIr･CinoTmI

CIear･ビellearLtiJIOnla

Fixatives

100【､FL)rmと11in

ハhU一q
1

Iり′】
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〝LJ
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】
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.
1

1

1

1

/
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.
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/
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l
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Tt:ト 二 ･･ ､ ･ . :･ i i ､! ..
14IIOn-neOPIIIStieilltt,～-ICl.～-1niill(lis(-'IlSPS

考 察

玄Fは,マイクロフィラメントやマイクロチュプルス

とともをこ細胞骨格を形成する繊維状構造物で,直径が 10

mm 前後と他2着の車間である事にその呼称を由来して

いる･肝 を構成する蛋白にはCK,GFAP,NFp鵬 e呈n,

Vimenもれ Desm豆mの5穫額が知られており,各々上

皮性細胞,星状済細胞,神経確執 筋細胞,間葉糸細胞

に特異的をこ発現してい る , この組織特異性が vimentin

を除き摩轟化した場合に も 良 く保たれる事から,病理観

- ･ - l I

意義は橡めて兼きいとされ ている8)9)

頭蓋内藤痴患者をこ対する F 蛋由顔瞳 の臨床的な応用

については,Hayakaw逸ら桝 をこより既をこ報告されてい

一一 ､ ● ､ ､ ､

正常値を 25m鍔/mi以下に設定 した上でチ神経屡腰愚

老の弧 3%が 25ng/ml以上の高儀を示 したとしてい

る･ しかし.神経曙睦し叫 ･でも astro吋 omLlに比し(i

りGFAP発現の乏しい glioblastomaでの陽性率が高

い執 神経屡腫以外の頭蓋内腰癌でも挽 8%転院後で

非藤感性頭蓋内疾患でも21.2%に陽性となる事等から,

髄液中の GFAP 値 は 腺 癌 細 胞 の み でなく,正常率枢

神経系の主要な 構 成 要 素 で あ る 星 状 謬 細胞の崩壊をこ伴う

GFAPの髄液率漏出をも反映したものと推汲3しており,

腫痴組織特異性は商いとは言い難い.

I ･ ･ l: = ･
が存在し,そのうちの数個の subunitが,細胞の種類

や分化度に応じて種々の駁み合わせを示しつつ,全ての

上皮性細胞および各々の癌をこ普遍的に発現している事が,

一般臓器における Mollら-)の詳細な研究により明ら

かとなりつつある･頭蓋肉感癌においては,脈絡叢乳頭

腫2),下垂体腺腰3)テ紅細胞性感鄭 )タ頭蓋咽頭厳‖)な

どの上皮性藤慶での発現が免疫組織化学的をこ確認されて

いるがヶ髄の多くの原発性磁腰藤での発現は務で,わず

かに髄膜腫且2)や神経質感l為)の-部をこおいて時に少数の

細胞に CKが陽性となるとする報告はある屯のの,大

部分の症例では陰性と考えられている事KWS-且抗体をこ

よる免疫漁色の結果 も,他施設での稜々の抗 CK 抗体

を涌いた従来の報告とはば一致 していた.従って KWS-

ま抗体は,転移性脳腫痴およuL 部の頭蓋内原発上皮性

感藤の病理診断に歯周であり,更をこ髄液診断-の拓周をこ

際しても特異性の面からの問題は無いと考えられた.

転移性脳腫癌の臨床的腰痛マ-カ…としては,これま

po廊 叩tideantigen(TPA )15)等が斯 ､られ有周性が

確認されている･しかしCEA は腺癌での陽性率は商
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いものの,他の組織型の癌における陽性率は必ず しも高

くはない.また TPA は,低分子の CK とも典過の抗

原性を有する上皮性腫痔に比較的特異性の高い7-･カ一一

だが16㌧ 悪性 リンパ腫､神経腰瞳,髄芽瞳等でも陽性

と在る15)等そL7)魔境組織特異性は必ず しも高くなく,

頭蓋内腰癌での応用には慎重でなくてはならない凸それ

吊こ比 して CK は∴大部分しっ癌に発現するが原発性脳

腫嶋でLlr)発現は限吊 IL.更iこi_I:.'新手1枢神経系でLT)発現も

病rq!.組織学的には優I豆二転移性脳腫癌のて-小 一として

既に利用されてお;)8㌧ 臨床的応用が実現 した場合の有

用性につし､ても充分に期待し得るもの十考えLl凍 ていた.

CK〔･7二欄j走糸を作魁する場合留意すべき点として,CK

st.lbullitL']L)数の多さと他LJ)IF頚fJとの構造_l二の類似

性がある.用いる抗体が-一部の subunit即.f･-)-･一部の癌

しか認識 しなけオ=f. 転移性脳腫磁診断における CK

の利点である大部分(明断こ叶する普遍性が生かさナlず,

また他の lF蛋白Ll二交差反応を示す抗体であオ‖Lf.腫癌

組織特異性が失われてしま･"7.本研究において,ClくL･')

全ての subunitiこ対する反応性を確認 した訳ではない

が. LTム ノブロリテ (ンゲLJ)結果に加え免疫組織化学的

性細胞及び上皮性陸揚を認識する抗体J∵考え上､'I',Lた.ま

性脳腫噛L'])診断iこは極めて有利な抗体と思われた.

性率は20例中5例と必ずしも高くはなかったが,特異性

は良好で転移性脳腫癌と神経腰膝や悪性 】Iンべ膝等とし')

鑑別には有用であった.

尚.結果には示さなか--_､たが.20例の転移性脳腫壕中

16例で CIく 上同時に CEA も測定 した.CK 陽性は5

例.CEA 陽性は7例であり､そしりうでJCK のふ陽性

は3例,CEA のLJTL陽性は5例,(Tlく上 CllIA ともに陽

性は2例であーノ､た.これLT-'LT)陽性例をあわせる｡l二16例中

1O例iこ達 し,CK 測定による転移性脳腫癌でしり腫壕て-

カ-検出率の向上が認められた書

き吊こ髄液中 CK が旺細胞性肺癌や,従来臨床的て-.

カーを全 く持たなかった餅上皮腫及び蹄 上 皮癌で転陽性

を示したことは極めて興味深く. --部 の 頭蓋内原発 t-A_皮

性鷹揚に対する有用性も推iRIjされた.

今回作製 した測定系において,特異性は高し､もL'')の検

出率が必ず しも高くない理由としては,CK が構造蛋由

である為細胞の崩壊が無げれぼ髄液中をこ流出し難 い 車 も

考えられるが,測定系の感度の問題も考えられる. よ り

高感度の CK 測定系の開発が検出率の向上につながる

ことを期待したい.

結 語

1. ヒト肺癌由来株化培養細胞より抽出した細胞骨格

薫臼を免疫源上し.広範囲の上庇性細胞を認識する抗ヒ

トサイ トケラチソモノクロナ-ル抗体 KWS-1が得ら

れた.

2. KWS-1抗体をJ削 ､て酵素免疫測定法 t!)系を作

製 した.測定感度U)"下限は 50ngmlでか1-,た .

3.脳腫鳴57例,非腫癌性頭蓋内疾患ト1例,計71例の

髄液中 CK を測定 した結頭蓋.転移性脳腫噛20例 中 5例,

燥上皮腫3例riJ1例.軌上皮癌 1例中 1例,旺 細胞性陣

場4例中 1例に陽性であー､たが.そLT)他tlT)原発 性脳腫鳴

及び対照群では全例陰性で.転移性脳腫場及び 凋行渡日

豊内原発上皮性腫癒し7)臨床的な瞳噛て-･-小 一上tてL')髄

液中 CK 測定LT)有FT津拍ミ示唆された.

(課題番E3-6348O327)C7)助成によりた.
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