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は じ め に

IJ'JLカりIJ+ス~JTrL一･--ピ LAlkalinephosphatase.

ALP)は古 くから骨形成,特をこ石灰化機構に必須の蛋

由と考えられており1),骨芽細胞によって塵生されるこ

とが知 られている2).腫癌細胞が直接骨あるいは類骨を

作る悪性腰癌と定義される骨肉腰3)の患者血清中には,

しば しば ALPの上昇が見 られ,-般に ALP高値例

をこ比べて予後が不良であると言われている4)-6).とこ

ろが,比較すれば少数例ではあるが,必ず しも前述のよ

うな臨床経過をたどらない例,つまり,ALP低値でも

予後不良の例があった り,また ALPの上昇そのもの

を伴わない骨肉腫症例さえある.ALPが骨肉腫細胞に

とってどのような意味があるのか,また血清 ALPの

測定が患者の管理をこどのような意義を有するのか,まだ

確立きれた理論はない.

そこで著者は,定型的骨形成型骨肉腫より樹立され,

異なる ALP活性を示す 3種の ヒト骨肉藤細胞株を材

料とし,培養系及びヌ--ドマウス移植系を周いて,実験

的に Al_P(7)瞳癌て一一カーーとしての可能性について追

究 した.その結果,ALPは腰癌マ-カ-の一つとして

採用できる基礎的要件は備えていることを確認 したので

報告する.

Ⅰ. 材 料 と 方 法

1. 培 養 細 胞

ヒト骨形成型骨肉腫に由来するNOS-17㌦NOS-27､,

KSU7)8)の3種の培養細胞株を用いた (表 1).NOS弓

と NOS-2とは RPhJu-1640日｣水製薬1 に.KSU は

DM-170(榛東魁准) に各々1096の割 合で牛胎児lft庸i

ナて イニン (明治製菓)を加えたものを培養液とし∴i7

管,湿度 100%, 5%頗酸ガス含有空気の条件下で静置

培養 Lた.

2. ALS活性の酵素細胞化学

ALⅠ〕活性の光顕的観察は Burstolle9､の丁ゾ色素法

にて行い,電顕的観察は Mayaharaら10)のクエソ酸鉛

法にて行った.

3. ALPの分析

AI_.Pの抽出 :培養細胞は 5xIO7-1×108個を0.9

90NaCl:1tL2M Tris-HCl緩衝液で 2回洗浄後1-8O℃

で凍結保存 しておいたものを涌いた.培養細胞及び対照

とした肝,十二指腸,後期胎盤観織を凍結融解後,40%

(Ⅴ/v)n-buthanolで処理,更をこ魔窟波破砕を行なった

もしJ)を冷却遠心 =0,()()()rpm.1)()分) し, 下層の透明

緩衝液に対 し12時間透析 したもL')を ALP柚.i_H液 〔L_し

た.

AlJP活性の測定:ALI'活性LT)測定は,King-Armsト

rong法の Kind-King変法にで行った.

となるように MgCl･1を加えたものを65℃10分間熱処理

し,ALI-)活性を測定 した.

アミノ酸阻害試験 :Watanaヒ姫andFishm an 121の方

法に準 じ.L-Phenylalanine,L-Homoarginine,L-

lOmM,100mM の濃度で試料に加え､37℃で15分間

反応させた後 ALP活性を測定 した.

表 1 母腫壕の臨床的要点

Cellline Patient'sage TumOrlocati()∩ PreoperatiVeleVel()∫ F()llow up(yrs)andseX andhistology serum ALP(ⅠU/D

N()S-1 16,M Lt.prolimaltibiaOsteoblとlStietypeRL distこllremurOsteoblastictypeLt.pr(ーゝimaltibiaOstc,oblilStietype 25,000 Died,6m()nthsaftersurgeryNET)a∴ for2years

N(〕S-2 l上 仙 50(ー

il)N~F,l~):noeヽ･rideTleeOf(1isease_
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間泳動後.5-BromニトindolylphosphateplolLIidinesこIlt

(L軒】光純薬)で発色させた.

4.細胞増殖と Al..P 活性

細胞を 2×105胤 60mm 径しりゾ二:i-L十 い ′ウア ト′

ALP活性の測定は.凍結融解及び超音波処理によって

抽itl_JLした ものを用いた.実験はすべて duplicこlteで行

い.NOSllと ⅠくSU では2回,NOS-2では 3回の平

均を求めた,

5.移 植 腫 痔

(日本 'jL~7')の背部皮下に約 1xlO了の細胞を移植 し,

腫壕が所定の大きさに達したとこ/lでてTラスを屠殺.捕

lLt-:I,した膝噂の重患 !∵1,r17-人血清｢恒7)ALl〕活作を測定

した.

6. DNA 及び RNAの解析

I)NA Lべ ′してL明 ｢･腎 ･骨 (1.J･K､Ⅰミ)型 ALP過

伝 T-U7)有無 を調べ るたiMこ.培養細胞(Lり露分子 l)NA

を抽HL.し13､㌧ 制限酵素 f･:eoItl.l･hlllHl卦るト は Ilind

た. lT:.常 対照 と して胎鯨油tLiJ,I)NA を jlHL､た . 次 に IJ..

K/Ⅰ3型 ALーⅠ-)しり mttNA Lf)発現 を Fよる た め に Guallid-

inium-t'sel法 により培養細 胞 よ り RNA を 抽 Lttl.し.

totalRNA を用いて N(汀ther･n blot hl,bridi?,ation 15､

を行 一･_,た.

は,[(卜32p:id(二pl､P LAmersham , LI.K .1 を F~目し､守 .ル

+ブラナム法17､によ;)標識 Lた.ヒト声dCtiて1のすり

ゴマ'7し十手 ドブr7---イ tClontt,ch,USAlは 行-32pI

ATI)LAme1-Shamlをf机 ､て 5′末端標識した13).

7. All-の誘導実験

予備実験で得た活性型 ＼Titエリ1-1i1-Ii)3である l.25･Jihy-

droxy＼･itaTllillPI):1し1.25LOHlごr)31L')効果が最 も鋸 欝

に規.11る条件,すたわ1◆｣指数増殖期中期. I00年二胎児血

清. 薬剤作用線1':1時間で('1判定という条件により.高張

処理 しNLiCl.(JIOnlMl.Sodium butl.rdltL,LNこllr1､,1

mhl=い (ナ カ ニ.ラ(:,～-ツ11,N6.0'1′liibutrrylこlden(-_1-

sille 3':5′eyL11icrnonophospholicaL-idtdbぐjulI-'.

1mM 〕 LSiglllal. 1,1)5LOH~)2D3し10~TMlけIofflllこIlい

Rattoche.Switzt?rlとltldl.1Gト1(lllgnll.longI1111

(C,(111(lbomtiveRes.,LTSA)が NL)S･･-､･1〔'二)ALl-)活

性にLj･える影響を検討した.NOS-1さま.約2かFJかけ

てlO招二胎児血清でも安定した増殖を示すJ二r-)に左-･､た

もL7)を用し､た.次いで KSU に--~~代､ては1%と100oLJ)

牛胎肋flL清を含むl~)九･トlTO培養液で二臣TlおL')｢司様LT)写実

恥を行-.)た.

8.抗腫療剤ML･thortTeXate処理

骨肉腫 L]')治療iこ巌も良く用い{-凍 る metl.10tlでXale

(MTX)(L亡･(ierle,USAlが NOS-In Al_l~)活性に

Lj･える影響を検討した.

細胞 5Xl()5個を 60mm 桂一ナ:ラスニ7-† '7デ †い′シ ュ

にまき. 4[r_7間培養後 MTX で 12時 間 処 坪 し, そ の 後

血清を含まない培養液で1'回 洗 浄 した . 抗 膝 場 剤 作 用 後

4,6[1F:]の 細胞数 と細胞内及 び 培 養 上 清 中 LT) ALP

活性を測定 し.無処理群LL_上t較 した.MTX 濃 度 は 5

lI. 結 果

1.ALI}活性の有無と局在

光搬上 NOS11;･よALP強陽性.NOS--2は117等度

陽性を示した机 .1くLlSで.は ALtJ陽性練7胞は全く認め

胞外へ遊離した mこItt･ix＼でSicltT様構造で針 ,た し図 2l,

2.Al.Pの分析

耐 熱 試 験 及び~vJ'ミノ阻害試験L')結果を表 2に示す.

NOS-1 し至二 NOS･･･････-1)LTlALr)｣用トロ)抽EL-i_J.した Al~一P

型 jlLI.) と ;封亘 別 さ れ た. また~7'ミノ酸阻害試験でも

NOS-･･･l 上 NOS-1) か ヱ､､摘出‖ーた jur)は肝しっALt)同

様 L-fl()111()tTu･ginine に よ ･'1濃 度依存性に活性が阻害さ

れ た が , L-I)hell),lalこn ine による阻害は軽度であ一一)た.

LflALPは腎型 ALP 上肝型 ALf)ハ間に泳動された.

11｣ソ)結果は.NOS-1:-INOS-･コが産生する ALP

がいずれも通常の骨塾と同じものであることを示す書

3. 細胞増殖と ALP活性

NOS-1では,培養 日有f==tlの ;ll.I)は 指数増殖期前

期は比較的低値でか 'たが,指数増殖期後期より急激左

増加を示した. -.∴方細胞内n ALr)は.定常期に在る

まで慎二線的に増加した し図 31.

NOS････････1)でも培養ー上清[巨r)AIJlJは,細胞数の増加に

伴-1_-て増加したが.そ叫 1狛こけヒ酸的低くど- '7時ハ比較

では NOS-iLr)約 13-であー-､た. さユー1.Tこ細胞内 ALl)

は 因OS-1 の場合 とは異なり培養の時相をこよる変動は
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図 1 培養細胞LT)ALP光顕組織化学

ALP活性は,NOS-1細胞 LA)に最 も強 く.NOS--'2細胞 LB)に も認LN ､,

れるが,KSU 細胞 は )では全 く認められない.(ア ゾ色素 FastRedTR 塩,

メ+ILプリ- ン後染 色, x17O)

.iふ. 門■♪Tt

図 2 NOS-1細胞の AIJP 電顕紋様化学

ALP活性は,核膜周囲陸,rER 等細胞

めて認められ.細胞突起がちぎれ,きちをこ細

針化してゆ く matrixvesiele様構造にも活

性は認められる.

N :細胞核 (×23,000)

r,､こ:i ･＼､･日:､ ･､ ､ I IJ-
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表 2 培養骨肉腫細胞よ叫由出した _̂I..PL7)酵素化学的性質

%ofaetiVityヰ十

N()S-1N()S-2 Liヽでr Tem plaぐenta r)uod(?mum

1.Heatstability.test65て∴ 10minll.AminoaCidinhibit首()ntestL-Homoarglnln(1OOmM)L-Phenytatanine(100mMうL-I_cueinc(1()OmM ) 3.115.2 1.414.3 3.6-7.4 116.686.7 57◆77(i.7

81.5 79.2 79.8 19.9 1 7←1

a) 処理群の酵素活性を無処理群の酵素活性をこ対する百分･率で示 した.

0 2 4 6 810 1214 16 1820
CultureDays

図 4 NOS-2細胞の増穂と AIJP活性
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図 6 担 N()S-2陸揚 マ-････-ドてTAJス血清中の ALP
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'打亡く. む し/-指数増殖期後期 には低下矧il]を示 した

(図 41.KSLIでは.増殖しr)いずJtC')時期においても培

養上清中,細胞内とも Al.lJは全く検出されなか一一一た,

4.担腫療ヌードマウス血清中の AL.P

N()S-1を移植されたてrL7スし7)方が NOS-2を移植 さ

れたマウスより血清 ALP値は商かったが,両者とも

腰痴盈慶 と血清 ALP 値 とは密な正の相関を示 した

(図 5,61.

5. DNA及び RNAの解析

Southernblothybri(iizationiこて,NOS-1,NOS--

蓑 3 骨肉腫細胞の ALP活性をこ対する各種薬剤
の影響

Agents % ofALPincelisa)
NOS-1 KSU

Nael(4OmM1 121 N.D.b)

NaBT (lmM) 7l N∴口.

dbcAMP (lmM) 10:Z N.1).

1,25(OH)2r)3(10一丁M)lGF-I (lOng十mい 1鯛 N.D.

a)薬剤処理後24時間の細胞内 ALP活性を無処

理群の細胞内 ALP活性をこ対する百分率で示
した.

hl N.I).: notdぐteCtedLALl~)そしりもし7)が検出

できなかった).

1.αX)㌔

CellNo. Med山mALP

l.OCO%

を認めた. しか し.N()rthernblothybridizatio11では,

NOS--1上 NOS一一.-2には AI_I)の mRNAの発現が見

6. ALI)の誘導

NOS--1で ALI)を誘導できた 1.25(OH届)3(r)ふ

なt､-ず.使用 した他のとの薬剤でも KSLTiこは ALP を

3 .2 3

卓良妻RP

車霊芝書写議

図 7 骨肉腫細胞における L.,/'K:./B型 ALP の

mRNA L'､)発現

Northet-nblot分析.I.IlnぐII:NOS-1.
l_-ane-2:NOS-2.lJane3:KSLT

CeJIALP

Tx 4 6day Tx 4 6day Tx 4 8day

図 8 抗睦傷剤 MTX による N()S-1L7)細胞増殖及び AlノP活性の変化

〔二)---{1:無処裡対照群.ぅ告- 藷 :5lLg:mlMTX 処理群,
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-;< ■竃 慧 でも

-奉 --:-･1-: --;: -_-1:: _二

嚇 車療 静 噛 勧 噂 車

iT.t･l･で圭

戸Ii､;:､.".

の変化

Northernblot分析.i,ane1:MTX処

3:処理後L48時間,上-aneil:無処理対照
ALP mRNA (･土,2Ll時間で明L､)かな増最

を示し,∠18時間後には既に減少している.

誘導させることはできなかった (表 31.

7. 抗腫痔剤 NTTX による Al.P活性及び発現

の変化

中のALP活性は.細胞数が減少 してし､るにもかかわ

t､)す,4｢けiまでは無処矧群とほほ同等であった. さLL,

6こ細胞内 ALP 活性は,無処理群より地坪群において

む し;I)上昇 していた (図 8). また, L'LK/､r主型 ALP

ていた し図 9).

11Ⅰ. 考 察

ALPは丁ルカり性の条件下で リン酸モ ノエステ′Lを

加水分解する酵素であり,種々の煉器でその存在が認め

られている.また.血清中の ALPが疾患に伴 一･_)て変

化する例も多数知 1､,Ilてお･Tl.臨床検査の中でも重要な

位置を占める181.ALPの生理学的意義については,Fr･a-

serによ--I,て報告 された低7+7/77ダーゼ症が骨形成

障害を伴 うとい う事実191や,その後の研究かLT',骨代

謝, 特に石灰化榛構とC')関連性が 高いと考えられてい

る20､.1nvitroの実験においても,ALP活性の高さ

が骨芽細胞の形質発現や分化度を反映する.すなわち骨

形成能の指標と考えらItている21l~L23).一般に骨芽細胞

由来 の悪性腫壕 と考えらIlている骨肉腫において も.

Al_Pは古 くから注 目され 腫壕て一一か-として用いF'

血清 Al,JI'()lL_昇が認めL､)1日亡いこと25＼.骨肉腫iこ特

左か一･､た.今回実験にf削 ､た骨肉腫細胞が産生する l̂J])

も通常L'),首型 ALP であ り,腫擾;こ特異的十考,･l･j)か

るALPは検出され在か-,7Lこ. しか し.AlノP産生骨肉

腫細胞株i･こおいては.培養.卜清中L･')^l_l'(【鋸よ腫癒し')

生細胞数上 1一･一ト-/rL77､血清中Lf)ALP 値は腫場U.)

嵐巌と.それぞれ密に相関する二王が今回(-J')実験で判明

した.このことは,症例問で血清AL.P 値を比較する

ことらこは問題があるにしても.juP産生骨肉腫患者個々

では,治療効果や再私 転移のそこ り々了プ上して血清

してし､る.血清ALIつ値を腫煽て-カ一一と Lて,臨床

的に実際に応用するときには,なお幾つかの設定すべき

条件があると思わIlるが,今後 こしT)基礎成績をもとにそ

れL､.'を明l･､'かにしていきたい.

低いたれ これまで実刑的なうジー.書11'ム /rT'･､′七 †やJ.

ン→1さでム rムノー/)'リセ 付 )うこく:'L-ムが開発されてこなか---,

た. したが--_､て A.1..Ⅰ~〕は,解凍蚕自そL')もtJ)の最を測

定するので(rよなく,酵素活性を測定するとい･')方法がと

zT-)Jtてきた.この方法の弱点は,辞素活性が十分でない

蛋白が産生 されるのか,あるいは蚤由その屯のの産生が

少ないのかと言･')適いを識別できないことにある.ALl)

無慮生の骨肉腫細胞iこおいても.骨芽細胞の腫壕化に伴--I

て ALP の産生その ものが欠如するようになるのか,

蛋白合成過程に異常を生 し.群素活性を示さない蛋白し

か作れなくなるのかがこれまで分からなかった.今回の

研究結果かiT)は,ALP無産生骨肉腫細胞には ALPの

mRNAが検H･iされない,つまり.ALI)の産生そのも

のが無t･､ことが示された. 一万,DNA Lノベ′レでは,無

産生株にその異常がないことから ALPの無塵生化は

過喝予の転写調節因子の異常をこよって起きたことをこなる･

しか し,他の骨肉腫細胞261-29､同様NOSl iこも 1uP

を誘導す る 1.25(OH)2D3 をもって して も, また他の

種類の細胞において ALP を誘導す ることが知 tT-Itて

いるhylXi,rOSmOrEu･ity30､31㌧Nafrr3日32㌧dtxTAMP 31-

33リ亡どをもって しても.無産生株KSU に ALPを誘

導することはできなかった. この ことは ALPの発現

調節機構が単純ではないことを意味する.

さて,ALP産生骨肉腫においては,ALPは腫壕て一一

カーとして採用できることを前に論 じた. しかし MTX
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をffn､た基礎雫験では,細胞数Lr)滅JL,1二 ･致 tて Al｡lJ

L7)総活性も減少するハではなく.培養._l･.清･l･に検LLiJ.され

る A監P の活性は,むしろ-時的をこ増加することが分

かった亀この現象は予抗鷹感動をこよる細胞破壊のために

逸脱 した Al.Ⅰ'が培養上清r=f::りこ増えてくるた(V)だけで

は克く.細胞中Ll1〕Au)活性も高ま-･､ているこ上 h!rl'Ⅹ

処理後 ･･時的に AI.JPLTうmlくNAハ娘も増えているこ

となどから,AL㌘蛋由の産生促進が主因であると考え

られるAMTX が繊毛癌の耐熱性 ALPの活性を誘導

することが既に報告されているが郷 ,そのことも今回

の場合と同じ理由によって起こるとすれば,異なる遺伝

子支配を受ける2壕の ALPの発現が同一の要素によっ

て影響を受けていることをこなる. しかし MTX によっ

てさえ.無産生株 1くSLTが ALP産生に転ずることは

なく,無塵生の原因の詳細を解く鍵も未知のままである.

今回LT)成績は.血清 jゝLP を用いて臨床的に MTX の

効果を判定すると酎こぼ予投与終了後少なくとも数日以

上の間隔を置いて実施すべきであることを示 している.

jruJr'活性は ′電顕的に細胞内小器官には検出されず,

細胞膜に至って細かで検出された.さ吊こ細胞突起かt､-

ちぎれて細片化してLT,く InこItI-ix＼･psit:ltチ様構造iこも認

められた.この所見は,全 く同じ方法で検索された髄の

穫輝の細胞をこおいてぼ細胞内小港官から活性が検出され

るこi卜こと_!･-_明L､､かに異･在る.骨肉腫細胞におけるAl.P

の存在意義は, そ れが細胞表面から細胞外をこあること,

つまり細胞外分 泌 蛋白として塵要であることが示唆され

おいては芦NOSllの鼻骨を作 り,NOB-2では塀骨は

見られるが骨形成はなく,KSU では額骨形成も僅かで

ある.この差異を最屯良く説明しえる imv豆もroでの特

徴は各細胞の細胞外謬原線維形成能の差であった.NOB-2

が N()S.1Lり約 13ハ ALP活性を有するにもかかわ

らず全 く骨形成を示さないことは,ALP活性と骨形成

健とが完全をこ平行な関係にあるわけではないことを意味

する.正常骨鼠織においては,骨芽細胞によって産生さ

放出される.この ALP は,おそらくは無機鱗の輸送

に関わり,石灰化の初期過程において蚤牽な役割を演 じ

ると考えられている望む)由 培魂細胞 をこおいても ma痛X

ves豆だ随 をこ対応する構造が作られ それが最私願著な

かしながらタinv豆も㌃Oで夢魔の ALP を産生するのみ

ならず豊富な細胞外謬原線維をも作巧り出し,さらに oste伊

cLllcin Lb(lne 7･･てこu･bon･glutこulliL-こICi〔lnllltこIillhg

そ(171in㌔,itro千首lL巣を作りえたいとL､うこ上は.骨

化に｣に ナ汗-(I)蚤FJ汀L外に何か必畢不可欠在他L71物'Fi'が

あることを示唆する.この物質が同定された時陪観めて

骨化におけるI,ll..Jr)ハ役割しり全貌が明i■-かに在る上思

われる.

Il･'. 結 語

1. ヒト骨肉腫培養細胞殊.NOS-1,NOS-2が庶牛

する AIJlJは.通常しり骨型 ALP であり,骨肉腫に特

異的とみなしうる vaT豆anもぼ風い出せなかった.

1) . 骨肉腫患者において.異なる症例間で血清 ALP

を単純iこ比較することはできないが.ALP産生骨肉腫

の大きさや腫癌細胞数を反映 し,臨床的モニタリングの

て-1か -LU亡りえるこ上が基礎的に示された.さまL.に.

骨肉腫の治療に頻用される 九･rl､X が.一一時的eこ骨肉腫

細胞の ALP産生を高めることを証明した中

3. ALP 活 性 を 認 め な い 骨 肉 腫 細 胞 は , 活性を欠 く

異常蛋白の産 生 や 遺 伝 子 そ の も の の 欠 損 に よ っ て起るの

ではなく,弧 ㌘ 遺 伝 子 の 発 現 機 構 の 鼎 常 をこ よ っ て 起こ

り,蛋白その転 の の 産 生 が な い こ と が 示 さ れ た.
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