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悪性腫蕩に対する尿中 TGF-s測定の意義

倉西文仁

広烏大学医学部外科学第て講座 (t任 :土肥勾彦教綬)
受H 'f'成 8if 9 JJ 10 11 

受f型ド成 B年 12JJ 5 11 

増殖閃子の中でも TransformingGrowth Factor-s (以下 TGF-s)は腫場細胞の増殖抑制なと種々

の作用をもっ因チとして近年注目されている。特にその体内動態に閲しては数多くの研究がなされ

てきた。

著名ーはイオン交換クロマトグラフィーと EnzymeLinked Immunosorbent Assay法(以下 ELISA

法)の一種である Avidin-Biotinperox.idase Complex 法(以下 ABC法)を用いて尿中 TGF-sを分

離精製し，以中 TFG-sが腫傷マーカーとして有用か百かを検討した。

同時に血清中 TGF-sもABCr.去にて検出し，尿中 TGF-sとの関連性を検討し，さらに腫傷から

の TGF-s産牛を証明するために，腫協組織!大]TGF-sの局伝を免疫組織学的染色法にて検索し

た。

結果は以下の~1Iく要約される 。

1 .悪性脹場患者 6f71Jまたその対象として健康成人 6例より得られた尿中 TGF-s活性を凍結乾

燥，酸ーエタノ ール法，ケ司ル減過後 ABCi去にて検出した。

健康成人6例， !l1~性腫蕩 6 例の計12例全てにおいて排除限界をこえる分画に TGF-ß 活性を認

めたが， TGF-sの分子量である25，OOOH近に TGF-s活性は認められず，本法では TGF-sは複

合体を形成して存荘するもののみが検出されていると考えられた。従って凍結乾燥，ゲルj唐過，

ABC i去による TGF-sの分離 ・定量は精製宅 ・回収率共に低く，また手技も煩雑なため測定手技
としては不通、円と考えられた。

2.著者は今回初めて尿中 TGF-s濃縮・精製を，イオン交換クロマトグラフィー (DEAESepha-

cel)を採用 し凍結乾燥などの過程を省略することによりサンプルのゲルへの吸着を最小限と

し，回収案の改善に成功した。

DEAE Sephacelにより分離し ABC法にて TGF-sを検出したところ pH5.2付近において，悪

性腫傷鮮では健康成人に比べ高く帽の広い TGF-s活性を認めた。TGF-sの1日尿中への排出量

を比較してみると健康成人10例では平均値9.8土5.2μgldayと低く， 一万悪性腫場群として肺癒

10例，肝癌8例，胃癌 6例計'24例は49.5:t35.8μgldayと有意に高値で、あった (pく0.01)。

3.イオン交換クロマトグラフィーで精製された TGF-sは SodiumDodecyl Sulfate Polyacryla 

mide Gel Electrophoresis (以下 SDS-PAGE)により，分了量25，000付近に単一バンドとして認め

られた。また等屯点電気泳動 (Iso-electricfocusing-Polyacrylamide Gel Electrophoresis :以下

IEF-PAGE)においては pH5.2付ー近にバンドを認めた。

4.尿中 TGF-sの腫傷マーカーとしてのカ ットオフイ11[を.健康成人の・ド均値 +2SD(SD=s凶ndard

deviation) 20.1μgldayとすると，肺炎の陽性宅は20.0%，肝硬変は33.3%であった。一万肺癌10

例の陽性，{~(.:1:80%， Stage別では Stage1は100.0%，Stage IV は60.0%，月干癌8例の陽性本は

75.0%， Stage 1では1000%，Stage rvでは50.0%であった。胃癌 6例の陽性キ:は66.6%であり，
Slag巴Iでは33.3%，Stage rvでは100.0%であった。全悪性腫場24例の感度75.0%，特異度72.7%
であった。従って悪性疾患の指標として尿中 TGF-sの定量は非常に有別と考えられた(x2=6.63， 

p<O.Ol)。

5.尿中 TGF-sと他の胞場マーカーを比較検討した。血清中 CEAにおいては肺癌10例，肝指 7
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伊IJ，胃癌 5例これら悪性腫傷22症例の CEA陽性率は54田5%に吋し， !，](.y' TGF-sの陽性本は

72.7%であった。 肝癌 7例において，血清中 AFP1場性となる在例は l例(14.3%)であり， Prv-

KA-II l'湯性症例は 7例中 5例 (71.4%)であった。-1j}ポ中 TGF-s陽性症例は 7例中 5WIJ 

(71.4%)であった。他の腫傷マーカーに比較して，尿中 TGF-sは鋭敏と考えられた。

6 手術前後の尿中 TGF-sの変動を治癒切除吋能で、あった肺癌 Stage1の 3症例で比較検討し

た。3症例共に術後，著明に低下しており ，尿中 TGF-sは腫場出来と推測され，手術後の経過

を見るパラメーターとしても非常に有用と与えられた。

7. 免疫組織学的に TGF-sの局在を検討したところ，肺癌， !J干癌，円婚の癌細胞の細胞質に

TGF-sのびまん性i農染像を認めた。また TGF-sレセプターも続細胞において濃染像を認めた。

以上の結果より尿中 TGF-sは癌細胞由来であり，また今回開発された本測定法は簡便かつ回収

ぞも尚く，得られた尿中 TGF-sは悪性腫蕩に対する腫湯マーカーとして臨床的に有効な指標とな

ると考えられた。

Key words: U巾leTFG-s， Turnor marker， Avidin-Biotin peroxidase comp1ex method， 

Ion exchange chromatography， Immunohistochemical staining 

1976年 Todaroら53)は murinesarcoma virus によ

り形質転換を受けた細胞は仁皮増殖岡子 (Epidermal

Growth Factor :以下 EGF)EGFレセプターの見かけ

上の減少を示すことを発見した。

これを端緒としてその後検索が進み1982年に EGF

レセプターと結合している EGFとは異なる因子が発

見され SarcomaGrowth Factor (以下 SGF)と名づけ

られため。

当初 SGFは，正常線維芽細胞を増殖させる肉 fと

して腫傷の autocrine的増嫡に関与するものと考えら

れた24)0SGFは軟寒天培地中のコロニー形成能から

TGFと呼ばれるようになった。その後 TGFの'1Jでも

軟寒天培地中で単独でコロニー形成能をもつものを

TGF-aとし， EGFレセプターへの結合能がなく EGF

との共存下においてコロニー形成能を有するものを

TGF-sと統 ーされた40)。

検索がすすむにつれ TGF-sは穂々の悪性腫傷14，27)

や種々の細胞株の楕養液中にも活性が認められた52)。

さらに正常組織にも存在し，その由来は多彩であるこ

とが判明した39，41)。

また化学的に形質転換した細胞からも放11'，され34)'，

SGFを含めて総称して TGFと呼ぶようになった。

TGF-sはその後次々とアイソフォームが発見され

た45)01987年ブタ血小板から発見された TGF-s29)は

TGF-s2とされた。従って従来の TGF-sは TGF-sl

と命名された。

さらに1988年には TGF-s310)が報告され，現在では

TGF-s422)， TGF-s27)まで 5穐類のアイソフォ ームが

区別されている。

発見当初は腫場細胞に aptocrine的に作川するもの

として注目された。しかし研究がすすむにつれてその

作用は，細胞増殖の促進8)・阻害60).抑制.))・ DNA

合成の抑制3)・血管新生の促進・免疫抑制50)等住めて

多岐にわたることが判明している。

いまだ TGF-sの体内での動態に|刻してイミlifJの点が

多いが健康人55) 妊婦55) 癌患者49) 悪性.Y:¥色腕

26)，担癌ヌードマウス54)等の尿中に認められる事が判

明している。

1Wardzik ら白5)は尿を凍結乾燥にて濃縮し厳ーエタ

ノール法で抽出後ゲルj慮過したものを NormalRat 

Kidney細胞(以ド NRK細胞)を使用した生物学的測

定を行い腫傷マーカーとしての有用性を指摘してい

る。

Miyakami31)は思'性腫傷患者の尿'1'に TGF-sを認

め，健康な対象群には TGF-sが認められないとして

おり ，尿中 TGF-sの腫蕩マーカーとしての11]"能性を

IJ~唆 した。

これまで多くの報常は尿を凍結乾燥等の手段により

濃縮後，ゲル持過にて抽出しさらに軟寒天培地を用い

た生物学的措[IJi.EJJj去により定量されているが，これら

の過程においては TGF-sの損失が多く手順も煩雑で

ある。また人間の体内で latencyassociated peptide 

(以ド LAP)と結合し，さらに S-S紡合で latent

TGF-s binding protein (以下 LTBP)と結合して生理

的には不活性の状態で存住している32)。

基礎実験では椴39).アルカリ (pHl2.5以上)'8M尿

素9)・0.02% SOS32)・熱処理(100't5分)・ある種の

酵素31)等の作則により活性型 TGF-sとなると言われ
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ているが，休内でいかなる過程で LAP，LTBPがはず

れて活性化し，h民中に排出されるかは角干明されていな

し、。

そこで著者は活性瑚 TGF-sの強い吸着性を考える

と凍結乾燥及び SephadexG-I00によるゲル減過では

分離岡総と判断し，今阿始めてイオン交換クロマトグ

ラフイーを刷いて以中 TGF-sを分離精製した。

また ABC法で定量することにより悪性腫蕩に対す

る腫傷マーカーとして有用性を検討した。同時に[血清

rl'の TGF-sもABCi去にて検出し，尿中の TGF-sと

の関連も検討した。

さらに癌細胞での産生を裏付けるために TGF-sの

嫡組織中の局花を免疫組織学的染色法にて検索した。

対象と方法

尿を以下の， 1)ゲル鴻過クロマアトグラフィーあ

るいは， 2) イオン交換クロマトグラフイーにて分離

精製し， 3) ABC i去にて TGF-sを測定し，次に

TGF-sを用いて標準l曲線を作成し日の TGF-sの

以中排lU4(を計算した。

分離した TGF-sは， 4) SOS-PAGEにより分 f量

を確認し， 5) IEF-PAGEにて等電点を篠認した。尿

を採取した患者の血清及び逮沈のみで前処置をしてい

ない原尿も同様に ABC法にて TGF-sの濃度をiJlIJ定

した。またhRを保取した痛患者の組織を抗 TGF-sポ

リクロナー Jレ十瓦体 (R&Dsystems仕製)を使用 して，

6 )免疫組織染色法にて染色し TGF-sの局在を調べ

た。

ABC i去に使月jした抗 TGF-s抗体は抗 TGF-s抗体

ポリクローナルキ ット(R&Osystems社製)に含まれ

るもので抗体溶液 (1%ゼラチン， 0.5M塩化ナトリウ

ムを含む 0.02MTris-HCl pH7.5 :以下抗体溶液)に溶

解し使則した。

このお日本はブタの血小板からJjXり出した TGF-sを

抗原として，ウサギを免疫動物として作成したもので

ヒト血小仮 TGF-sを合んだアフイニティカラムにて

精製された IgG抗体であ り，ヒトもしくはブタの

native， SOS-denatured TGF-sと強く反応する。

1 )ケソレクロマ トグラフイー

1、wardzikら55)の万j去に従い以を凍結乾燥，酸ーエ

タノール法にて抽出後日的とする TGF-sの分子量が

12，500のモノマーからなるダイマーで，分子量25，000

であることよりゲルクロマトグラフィ一 (Sephadex

G-I00; Pharmacia社製)に重層し分凶器 (ISCO社製

UA-5)にて1M酢酸にてゲル械過した。

Sephadex G-100 はカラムに充to後カラム手宇佐の 2

3倍の1M酢酸で向然落下にて洗浄し平衡化した。排

除限界としては BlueDextr加 2000(Pharmacia社製)

を使用した。BioRad社製の GelFiltration standard 

を使用し標準曲線を作成した。

j'f象は広島大学第二外科における腎機能が正常と考

えられる症例である。すなわち血清中の BUN，crea-

tine が正常で尿検査上血尿などの異常所見の無い痕

例とした。

その内訳は Table1に示す如く悪性腫蕩として前立

腺癌，肝癌，大腸癌各 l例， 胃癌3例(子均年齢59.3

:t 13.3歳)計6例，対照群として健康成人 6例(男性

3例，女性3例:苧均年齢54.0土19.5歳)である。

i) 2 Jitersの以を遠沈(10，000rpm， 30分， 4 

't)し，凍結乾燥した。

ii) 2 Iitersの尿の残余に 375ml 95%エタノー

Jレ， 7.5 mlr.農塩酸 phenylmethylsulfoni1fluo-

ride (Sigma社製)0.1 mglml，アプロチニン

(0.15 trypsin inhibitory units/ml ; Sigma 社

製)を加えて 185mlの蒸留ぷに溶解し 4't

にて一晩抽出した。

iii)再度遠i:t(10，000 rpm， 1時間)した上清を
J農水酸化アンモニウムにて pH5.2に調整し

た。

iv) 100 ml につき 1mlの2M酢酸アンモニウム

を加え沈殿物は除く 。

v) 仁清に4倍量の無水エーテルと 2倍量のエタ

ノールを加え-20'tにて24時間抽出した。

vi) 速沈後沈殿物を1M酢酸に溶解し，セルロース

透析膜(M.w.cutoff 8，000; Spectrum Medical 

Industri自社製)を使用 して0.2M酢酸にて透

析した。

vii)透析後凍結乾燥し1M酢酸 6.5mlに溶解し

た。

川)再度泣沈し上清を SephadexG司100(2.5 cm 

X 75.0 cm)に重層し，分凶器にてゲル減過

クロマトグラフィーを行った(流量は 20mν 

hr， 1分画 4.0ml)。なおゲル1慮、過クロマト

グラフイーはクロマトチャンパー内を 4'tに

保ち1fった。TGF-s(R&D社製)を使尉して

標準曲線を作成し TGF-sのl日量を算出し

た。

2 )イオン交換クロマトグラフイー

対象症例は広島大学第二外科及びその関連病院にお

ける腎機能が止常と考えられる45例である。その内訳

は Table2に示す如く健康成人(男 4例・f;(6例;平

均年齢64.9土13.9歳)，良性疾患として肺炎(男 i例 ・
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!日j反応させその後 PBSにて洗浄した。反正、

はすべて25"Cの宰偏にて行った。

なお全ての測定結果におけるイiE差検定に

は t検定，x2検定，Seheffno法をHlv、た。

1 .分離精製

1 )ゲルク ロマトグラフ ィーによる分離

TGF-ß の分 r~止 と 考えられている 25 ， 000H近に

TGF-sは認め られなかった。 TGF-sがダイマーであ

ることより分子:，112，500付近も倹会したが検問されな

かった。 健成成人6例，想性腫傷6例の計12例令てに

Benign case (Pneumonia， 43 yrs， Female) 
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燥{走キシレン，

イヒを行った。

ii)蒸留/kにて洗浄後， PBS (Dulbecco's PBS; 

[ I ;j(製来社製)合 0.3%H202メタノール治

io:にてi先I争した。

iii)正常血i，'iにli泌させ，一次抗体を PBS合

0.1 % Bovine Serum Albumin (以ド BSA;

Sigma 社製)にて101許希釈し，ifL-TGF-s抗

体， もしくは抗 TGF-s レセプタ -t瓦体

(R&O systems社製)を加えた。

iv) PBSにて洗(frし， ピオチンfU;d本を加え

た。

v) PBSにてi先行"し， ABC試薬を加えた。

vi) PBSにて洗浄し，ペルオキシダーセゾSEtt浴

液(3，3'-diaminobenzidine;以下 DABVeclor 

仕製の VectastainABCキットを使!日)を加

え，メチルグリーンにて核染色し乾燥後封入

し抗検した。

normal control としては ，}f; 凪11~1付に

TGF-sが多 IJCに存イLすることよりこれを指

際とし， negative controlとしては免疫組織

染色のj位打で一次抗体を何時したものを用い

た 判定は DABによる茶尚色の発色により

行った。TGF-s活性化のための1N塩階もし

くは1N酢酷にて前処置を加えるときは ii)

を行った後、 lNJ孟椴もしくは1N酢般を30分

エタノールにて脱パラフイン
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Fig. 2， 3. Urine TGF-s e}，.'tracted by ion exchange 
chromatography 

DEAE-Sephacel column (1.5 x 6.0 cm) w出 equili-

bratcd with 0.2M acetic acid buffer (pH 4.0). Urine 

specimens were adjusted pH 4.0 by conc. HCl and 

applied to DEAE-Sephacel column. Each fractions 

(5.0 ml) were detected by ABC method 

Urine TGF-s巴xtractedby Gel Chroma-Fig. 1. 

tography 

Urine specimens were cxtracted by acid ethanoJ 

method and applied to a Sephadex G-IOO column 

(2.5 x 75.0 cm) cquilibrated with 1M acetic acid 

Each fractions (4.0 ml) were detected by ABC 

method. (Vo=Void volume) 

v ) アピヂン t~~故化アルカリフォスフ ァ ターゼを

抗体溶液にて100倍に希釈し，作ウ ェルに 50

μlに}JOえ 111与問主温にて静l宵後， TTBSにて

洗浄した。

vi)アルカ')フオスファターセ伊基質溶液 p-nitro-

phenylphosphate (Behringer Manheim十1:製)

を各ウエルに 50μl加え， 1 11午11lI後発色を

lN水酸化ナトリウム 50μlで停止させたの

ち， ELISAリーダー (MTP22Micro plate 

photometer; Corona electric 社製)にてl汲光

度を測定 (405nm)した。なお宅温は25"Cに

て一定とした。

4) SOS-PAGE 

i)凍結乾燥したサンプルをサ ンプルパ yファー

(蒸fE水 5.0ml， 0.5M Tris塩酸 pH6.8，1.25 

ml，グリセオール 1.0ml， 10% Sodium Dode-

syl Sulfate 2.0 ml， 0.05% (W八T)bromophe 

nol blu巴0.25ml)に溶解 し，95"Cにて 3 分i4~

勝木の'¥，で締罰したοSDSはナカ ライテス

ク十1:裂を使用した

ii) TEFCO-GEL SDS-PAGE mini(conc. 4-201"%， 

Thickness 1.5 mm， Comb 10 well;フナコ シ

社製)を使用しゲルに亙惜した

iii) 25 mAにて 1U手開通'屯後クマシーブルー

(LKB社製)にて染色した。

分子1止のマーカーとしては SOS・PAGE

Molecular Weight Standard-Low (Bio Rad ~I: 

製)を使JIIした。

5) IEF-PAGE 

i)凍結乾燥したサンプルをサン フ。ルハ γフ7ー

u察官水 6.8ml，グリセオール 3.0ml， 8erva-
Iytレンジ pH3-1O;フナコシ社製， 0.2ml)に

溶解する。

ii) 10%スクロース 50μlで衿ウェルをi前ーたし

TEFCO-GEL lEF-PAGE mini (conc. 4T%， 

Thickness 1.0 mm， Comb10 weJl;フナコシ十:J:

製)を使川し?5-ウェルに10，dずつiW刊した。
iii) 100V 30分， 200V 30分， 500V 60分泊屯後ク

マシ ー ブルー及び銀染色j去にて染色した。 $~

染色には第イヒマ:jUII~tL裂の銀染色キ y 卜を

使IIIした。pHのマーカーとしては Pharma-

cia社製の IEF-PAGEIso-elcctric focusing 

calibrationキットをf直川した。

6 )免疫組織染色it

i)パラフインに 包却された組織原本から

0.4-0.6μの厚みの切j十を作成し， 24時間乾

、ド.8・12)J広島大学院学雑誌， 44 (6) ， 

企:4例;予均年齢72.8:1::16.3歳)，肝硬変(男 6{$'U :干

均年齢58.5:1::8.2歳)，悪性疾患として肺結 (Stage1及

び IVの各 5例，男 7例-女3例;予均年齢64.8士9.5

歳)， ij干癌 (Stage1及び IVの各4例，男 5例 ・女 3

伊11;子均年齢62.6土9.6歳)，胃癌 (Stage1及び W の

各 3例，男 6例 ;予均年齢58.5土10.8歳)の24時間尿

を遠沈後(12，000!1Im， 10分)，濃塩酸にて pH4.0に

調整して使用した。

i)内{圭 1.5cm のカラムに 6.0cm の DEAE

Sephacel (Pharmacia社製)を充填し， 4 "c 

一晩静置後，酢酸ナトリウム緩衝液 (0.2M，

pH4.0)で干衡化した。

ii)尿をイオン交換樹脂カラムに吸着させた後，

カラム容量の10倍以上の酢椴ナトリウム緩衝

液にてカラムを洗浄した。

iii) 0.2M酢酸ナトリウムを附いて pH4.0-6.0の

問で pH勾配を作成し分画採取したU

尚この過程はクロマトチャンバー|付を 4"C

に保ち行 った (流量は 20ml/hr， 1分|曲i5.0 

ml)。

3) ABC i去

i)ゲルi慮、過 クロマトグラフイー (8ephadex

G-I00)もしくはイオン交換クロマ トグラ

フィー (DEAESephacel)にて分離した各分

画を 50μlずつマイクロプレート (Falcon

microtiter plate 3910; Falcon社製)に被覆し

4"Cにて一晩静置後.hydroxymethyl amino-

methane (以下 Tris;ナカライテスク社製)

Buffered Saline (以下 TB8)にてプレートを

洗浄した。同時に遠沈 (12，000rpm， 10分)し

ただけの尿を被覆し TGF-sの倹11¥を試み

た。

ii) 非特異的l吸着を除外するためにブロック溶液

350μ1 (3 %ゼラチンを含んだ TBS)にノとて

のウェルをブロ yク後，TTBS (0.05% poly-

oxyethylene sorbitan mono laurate;τ'ween 

20， 0.5M塩化ナトリウムを合む 0.02MTris-

HCl pH7.5を企んだ TrisBuffered Saline)に

て洗浄した。

iii)抗 TGF-s抗体を抗体溶液に溶解し各ウ ェル

に 50μl加え 1時間，室温にて静間後'n'BS

にてI先f許した。

iv)ピオチン様識化抗ウサギ IgG抗体を抗体ifj:

液にて100希釈 し，各ウ ェルに 50μl加え，

1時間主温にて静置後， TTB8にて洗浄し

た。

322 
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おいでほぼ標準曲線から排除限界と考えられる所に単

一ピークとして TGF-sを認めた。

これは Bluede刈ran2000を同じカラムに重層した

結果より排除限界に一致すると考えられたσ'ig.1)。
2 )イオン交換クロマトグラフイーによる分離

ABC法にて TGF-sを検出したところ pH5.2付近

に TGF-s活性を認め， 日g.2の健康成人の単一ピーク

に比べ Fig.3の知く悪性腫場群では高〈幅の広い

ピークを認めた。

3) SDS-PAGE 

Fig.4の如く分離された TGF-sは SDS-PAGEによ

り1分子量25，000付近に単一バンドとして認められた。

4) IEF-PAGE 

次に同じイオン交換クロマトグラフイーにサンフル

を IEF-PAGEにて等電点電気泳動を行ったが，その

等電点は pH5.2であり， Fig目 5の如く単一バンドと

して認められた。

SDS-PAGE 

M.W 

97400 

66200 

42600 

31000 

21500 

14400 

Fig. 4. Molecular weight estimation of urine 

TGF-s by SDS-PAGE. Sample was applied Lo TEF-

CO-GEL SDS-PAGE mini (1 hr， 25 mA) and stained 

by Cumasie Blue. SDS-PAGE Molecular weight 

Standards-Low: Rabbit muscle phosphorylase b 

(97400)， Bovine serum albumin (66200)， Hen-egg 

white ovalbumin (42600)， Bovine carbonic anhy-

drase (31000)， Soybean trypsin inhibitor (21500)， 

Hen-egg white lysozyme (14400)噌 Singleband 

meaned TGR-s appeard in M. W. 25，000 point (←) 

2. TGF-sの測定

1 )原尿中の TGF-s
遠沈のみで全く前処置をしていない尿原液を ABC

法にて検出を試みたが，TGF-sは検出不可能であっ

た。また1N塩酸を尿原液に加えることにより TGF-s

の活性化を計った後，再度iRIJ定を試みたが，同様にし

て検出不可能であった。

2 )ゲルクロマトグラフ ィーによる分離

排除限界に含まれる TGF-sを Table1の症例にお

いてその量を l日量として算出した。

健康成人6例の TGF-sの l日尿中排出量は平均値

5.7::1:2.2μg/dayに対して，悪性腫蕩6例では10.4土6.8

μg/dayと高値であり ， 1 %の危険率で有意差を認め

た。

3 )イオン交換クロマトグラフィーによる分離

TGF-sの 1日尿中排出量を Table2の症例におい

て比較していると Table3の如 く健康成人では9.8:!:

5.2μg/dayと低値であり，肺炎では13.9土14.8μgl

day，肝硬変では25.6土31.7μg/day，これら良性疾患

群の平均値は18.7土25.5μgldayであった。 ー方悪性

腫場群では肝癌10例で平均値は42.5土29.7μg/dayで

Samp)e Contro) pH 

9.30 

8.45 

6.85 

5.85 

-1・'

3.75 

Fig. 5. Isoelectric focusing point of Urine TGF-s 

by IEF-PAGE. Sample was applied to TEFCO-GEL 

IEF-PAGE min (1 hr) and stained by Cumasie Blue 

IEF-PAGE Isoelectric focusing caJibration kid pH 

marker; Methyl red (3.75)， s-lactoglobuJin A (5.20)， 

Bovine carbonic anhydrase B (5.85)， Horse myoglo-

bine (6.85). Lentil lectin (8.45). Trypsinogen (9.30). 

Single band meaned TGF-s appeared in pH 5.2 

point (→)ι 
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あった。肝癌8例の平均値は69.3士44.7μg/day，胃癌

6例の平均値は34.9土13.3μgldayであった。腫場群

24例全体の平均値は49.5::1:35.8μgldayと高値であっ

fこ。

日g.6の如く健康成人10例の平均値と各種疾患の平

均値を比較したところ Seheffno法による多重比較検

定では健康成人と肝岐変，肺炎では有意差を認めな

かったが，健康成人と肺癌，肝癌，胃癌では有意差を

認めた (p<0.01)。

Table 1. Total Output of Urine TGF-s Extracted by Gel Chromatography 

Case Disease Age Sex Value ofTGF-s Gμg/day) 

Normal 27 M 6.82 

2 36 M 4.29 

3 36 M 7.74 

4 67 F 5.42 

5 73 F 1.74 

6 78 F 8.08 

Subtota1 54.0 ::!:: 19.5 5.68 ::!:: 2.19本

Malignant Gastric ca. 32 M 15.31 

2 Colon ca. 57 M 7.80 

3 H.c.ca) 63 M 23.08 

4 Gastric ca 64 M 3.54 

5 Gastric ca 65 F 7.45 

6 Prostatic ca. 75 M 5.30 

Subtota1 59.3土 13.3 10.41土 6.75*

Tota112 56.7士 16.9 8.05 ::!:: 5.55 

Urine specimens were clarified by centrifugation， extracted by acid ethanol method， applied to Gel chro 

matography (Sephadex G・100)and detected by ABC (Avidin-Biotin-Peroxidase complex) method 

本 p<O.Ol，a) H.C.C: Hepatocellular carcinoma 

Table 2. Distribution of Age and Sex 

Disease Number of case Age (Mean ::!:: SD) Male Female 

Healthy adult 10 64.9士 13.9 4 6 

Benign Pneumonia 5 72.8土 16.3 4 

Liver cirrhosis 6 58.5土 8.2 6 。
Malignant Lung cancer 10 64.8土 9.5 7 3 

stage 1 5 67.6土 4.3 4 l 

stage IV 5 62.0土 12.0 3 2 

H.C.C 8 62.6::!:: 9.6 5 3 

stage 1 4 65.3::!:: 0.8 4 。
stage IV 4 60.0土 13.0 3 

Gastric cancer 6 58.5 ::!:: 10.8 6 O 

stage 1 3 57.0::!:: 1.4 3 O 

stage IV 3 60.0士 14.9 3 O 

Subtotal 35 63.3土 10.9 24 11 

Tota1 45 63.6土 12.3 28 17 

Urine collected from 10 healthy persons an 35 patients ranging from 36 to 88 years of age. Urine specinlens 

were clarified by centrifugation， adjusted to pH 4.0， and appJjed to ionexchange chromatography. 
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V剖ueof Serum TG F -s Detected by ABC 

合IJI:i: :Il.H't脹錫に)-tする尿rl'TGF-/f iP'IJ:.主の意義

Table 4. 

Method 

ここで尿rlJTGF-sと年令との関係を検r;.jしてみる

と Fig.7 およ び8の ~I I <良性疾患24例 では r=0 .15 

(NS)，悪性!I毛楊24例では r=O.l1(NS)，良性疾忠及び

忠性)J白身症例48例では r=0.10(NS)であり，いずれも

o 

. 12 )-J 

口 l'nc・onla N-6 

o LIVI'I clrrhhllls ."'-6 

咽 (onllol H-12 

広島大学医学雑誌， 44 (6)， -'ji 8 

10. 

また肝硬変，肺炎の良性疾患と )Jr日ι肝癌，胃癌と
の問では有意差を認めなかった(pく0.01)。

!Ji1i'i高，肝癌，胃痛の悪性疾患の問では有意差を認め

なかった (pく0.01)。
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~ミ令と尿 rt1 TGF-sとの問に中11聞はみられなかった。

4) T術前後の尿rl1TGF-sの変動

Ihli癌 3自主例において. Fig.9の虫I1<手術liiJ及び術後
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12.55土 6.63*

16.82士8.87*

12.54士 7.78

8.99土 6.30

63.8土 10.2

5.7 

9.1 

64.4土

64.6土

7 

8 

9 

24 

H.C.C 

Lung cancer 

Subtotal 

Total 

Serum specimens were centrifuged， activated by lN 

HCI and detected TGF-s by ABC method 
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!llli癌 31ft='例において術前それぞれ27.8，37 7， 41.9 

μgldayあったものが，それぞれ0.5，4.8， 6.3μgldayと

著名に低下していた。

5 )血清JrTGF-s 
Table 4の如く血清Jrの TGF-sを ABCi去にて測定
したところ，健康成人では、l'均6.2::t:1.3 nglmlである

が .'IJ!;↑生腿傷では12.5::t:7.8 ng/mlと布世に高値で

あった (p<0.01)。 しかし疾患別に Seheffnoi去による

多主比較倹定を行うと，健康成人と肺癌の問でのみ

1%の危険来で有意差を認めた。肺癌，肝癌，胃痕の

あいだでは令¥立法を認めなかった ω<0.01)。

fð! l，長 jぷ人抗伊IJ における rflli庁中 TGF-ß の、ドー均 fl~
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Fig. 7. Correlation between Age and urine TGF-s 

in non-malignant group 
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Fig. 10. Serum TGF-s detected by ABC method. 

S巴rwnspecimens were centrifuged， activated by lN 

HCl and detected TGF-s by ABC method. 

(*p<O.OI versus healthy adult) 

Accmacy of Serum TGF-s缶百Jll10rMarker

Positiv巴rate

28.6% (2/7) 

50ω6 (4/8) 

Lung Cancer 66.6% (6/9) 

Sensitivity 50.0% (12/24)， Specificity 90仰6(27/30) 

Cut off (MeaJ1 value ofhealthy group+2SD) 8.74 nglml 

Serunl specimens w出 centrifuged加c¥c¥etec印dby 

ABC method 

Table 5. 
Hlcr 

1 0 

81.4土 34.4

57.2 :t 50.2 

34.9士 13.3*

9.6 
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Table 3. To凶 Outputof Urine TGF-s Extracted 

by Ionexchange Chromatography 

Value ofTGF-s 
(Mean土 SD:μglday)

9.8土 5.2

13.9 :t 14.8 

25.6士 31.7キ

18.7士 25.5

42目5土 29.7*
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35.1土 29.3

69.3土 44.7*8 
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Fig. 9. Change in the daily output of urine TGF-s 

bcfore and after lobectomy in lung cancer. 

DEAE-Sephacel column (1.5 x 6.0 cm) was equili-

brated wiLh 0.2 M acetic acid buffer (pH 4.0). Urine 

spf'cimens were adjusted pH 4.0 by conc. HCl加 d

applied to DEAE-Sephacel column. Each fractions 

(5.0 mりweredetected by ABC method and calcu-

!ated daily output of urine TGF-s using standard 

curve 
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Fig. 8. Correlation between Age and urine TGF-s 

in malignant group 
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Fig. 6. Daily output of urine TGF-s 

Urine specimens adjusted ph 4.0 by conc. HCl were 

applied to a DEAE Sephacel column (1.5 x 6.0 cm) 

Each fractions (5.0 ml) were detected by ABC 

method and calculated daily output of TGR-s using 

standard curve. (a-c， d， e， f p<O.OI) 

，.-純》

f 

l""‘ 
Canctr 

(~ -" IO) 

Cutr!c 

C.ncrr 

f例=6)

d 

1I‘" 
clnhosl!i 

( H ~6) 

Pncu.。伺，.

《側・日

b 

IItallhy 

・dult
{側・10)

O 



a~・--一一一一一一
・圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃-ーーーーーー孟ーーーーー孟ー-..ーーー~・・・・.--- .-・』歯色・~・・・・a・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-

.一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

329 

• I 

• --. -ーーーす一一 一一ー一ーーー• ←一一一一一+
2 U 

S t! r U 111 八ドl' (n R /川 1)

Fig. 14. Correlation of urine TGF-s and serum 

AFP as tumor marker in patients of H.C.C. Same as 

Fig. 11 

Cut off value: Urine TGF-s=20.1μg/day， Serum 

AFP=20.0 ng/ml 
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r=0.33，良性疾患・悪性疾患では r=0.30であり ，い

ずれも相聞を認めなかった。

また腫傷マーカーとしての測定能力を検討するため

に，受信者操作特異性的線16)(Receiver Operating 

Characteristics curv巴.以下 ROC曲線)を作成した。

Fig. 12の如く ROC曲線では左上角につりあがって

おり腫傷マーカーとしての尿中 TGF-sの有用性は高

いものと考えられた。

7)他の腫傷マーカーとの相関

尿中 TGF-sと CEAとの比較においては肺癌10

例・肝癌 7例 ・胃癌 5例計22例中， CEAの|湯性率は

54.5% (12/22)であり尿中 TGF-sの陽性率は72.7%

(16/22)であった(日gι13)。両者の相関係数は r=0.05

(NS)であった。
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中 TGF-sの陽性宅は63.6%(7/11)であった。両者の

相関係数は良性疾患のみ r=0.13，悪性疾患のみ
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疾患別では Table7の如く肺癌では CEAの陽性率

は50.0% (5110)であり尿中 TGF-sの陽性率は80.0%

(8/10)で，相関係数は r=0.14(NS)であった。肝癌に

於いては CEAの陽性率は7l.4% (517)であり尿中

TGF-sの陽性率は71.4% (5/7)で，相関係数は r=0.93
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値とすると，肺癌 9例，肝癌8例，胃癌 7例の陽千台容

はそれぞれ28.6% (2/7)， 50.0% (4/8)， 66.6% (6/9)， 

であった。その感度50.0% (12/24)，特異度90.0%

(27/30)であった (Table5)。

6 )尿中 TGF-sの腫傷マーカーとしての検討

ここで尿中 TGF-sの臆傷マーカーとしてのカ y ト

オフ値を健康成人の平均値 +2SDとすると 20.1μg/

dayとなる。Table6の知く肺炎の陽性3容は20.0%

(115)，肝硬変は33.3%(2/6)であるのに対して，肺癌

10例の|場↑生率は80.0% (8110)であり， Stage別では

Stage 1 は100.0%(5/5)，Stage IV は60.0%(3/5)であっ

た。ij干癌 8例の陽性率は75.0%(6/8)， Stage 1では

100.0% (4/4)， Stage IVでは50.0%(214)であった。胃

癌 6例の|場性率"i66.6% (4/6)であり ，Stage 1では

33.3% (113)， Stage IVでは100.0% (3/3)であった。

従って尿中 TGF-sの感度75.0%，特異度72.7%で

あったo X2検定では肺炎 肝硬変の良性疾患群と肺

癌・肝癌・胃癌の悪性腺蕩群の聞には 1%の危険率で

有意差を認めた。なお肺癌・肝癌 胃癌それぞれの

Stage 1とStag巴IVの!習には有意差を認めなかった。

そこで血清と尿中 TGF-s両者が測定可能であった

良性疾患7例，悪性腫傍11例において，日g.11の如

くlJ重湯マーカーとして比較した。

血清 TGF-sの陽性不は27.2%(3/11)に対して，尿

328 

(pく0.01)と有意の相聞が見られた。胃癌においては

CEAの陽性宅は40.0% (2/5)であり尿中 TGF-sの陽

性率は60.0% (3/5)で，相関係数は r=0.77(p<0.01)で、

あった。

肝癌における尿中 TGF-sとAFPとの比較では

AFPの陽性率は14.3%(117)であり，尿中 TGF-sの

|湯性率は71.4%(517)であった(Fig.14)。両者の相関

係数は r=-O.60(NS)であった。

Gastric C釦lcer

60.仰も(3/5)

40加も(215)

60.09も(3/5)

Comparison between Urine TGF-s and other Tumor Markers 

Positive Rate 

H.C.C 

71.4% (5/7) 

71.4% (517) 

71.4% (5/7) 

71.4% (5/7) 

85.7% (617) 

71.4% (517) 

85.7% (617) 
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Fig. 13. Correlation of urine TGF-s and serum 

CEA as tumor marker. S釦neas Fig. 11 

Cut off value: Urine TGF-s=20.1μg/day， Serum 

CEA=2.0 ng/ml 

Lung Cancer 

80.ω6 (8/10) 

50.09も(5/10)

90仰6(9/10) 

Fig. 11. Correlation of urine TGF-s and serum 

TGF-s as tumor marker. DEAE-Sephacel column 

(1.5 x 6.0 cm) was equilibrated with 0.2 M acetic 

acid buffer (pH 4.0). Urine specimens were ad-

justed pH 4.0 by conc. HC1 and applied to DEAE-

Sephacel column. Each fractions (5.0 mりwerede-

tected by ABC method and caJculated daily output 

of urine TG印 usingstandard curve. Serum TGF-s 

was c1etected by ABC method. 

Cut off value: Urine TGF-s=20.1μg/day， Serum 

TGF-s=8.74 ng/ml 

• 

」一一一一一一」ベ1一一
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Tumor Marker 

Table 7. 

Urine TGF-s on]y 

CEAa) 

"l){'Llfh;lly 

、

AM--=】目
U
C則
的

Positive Rate ofUrine TGF-s as Tumor 

H.C.C 

Gastric Cancer 

Positive rate* 

stage 1 

stage IV 

stage 1 

stage IV 

stage 1 

stage IV 

Liver Cirrhosis 

Lung Cancer 

Pneumonia 

Table 6. 

Marker 

SubtotaJ 

Disease 

b) AFP:α-fetoprotein 

Urine TGF-s+CEA 

AFpb) 

Urine TGF-s+PNKA-II 

a) CEA: Carcinoenbryonic antigen 

Urine TG-s+AFP 

PIVKA-Il 
Fig. 12. Receiver operating characteristics curve 

urine TGF-s 

Cut off point as tumor marker 20.1 mg/day (←) 

SubtotaJ 
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度で終fし簡便な l二，抗体が確実であれば、 TGF-sに

対する特異性も高い。

TGF-sの分子世が25，000であり，分 r-~t 12，500のモ

ノマーによるダイマーであるこ とより 12，500-25，000 

が充分補足可能な SephadexG-100をj日いることとし
守、

， ~ O 

健康成人及び悪性腫傷患者の尿を凍結乾燥 し ↑war

zikら55)の万法に従い，遠沈-凍結乾燥にて濃縮後

1M酢酸にて溶解することにより復合体から TGF-sの

分離を言|りケソレ減過クロマトグラフィーを行った。

しかし各分阿の TGF-s活性を ABC法にて検出し

たところ，TGF-sの分子量である25，000前後の分画，

またモノマーである分子量12，500前後の分Ilfiiからも検

出されなかった。

TGF-sの活性が認められたのは健康成人 6例，思

性腫蕩6例の計12例全てにおいて排除限界と考え られ

る部位に TGF-si6'性を認めるのみであった。

f足つて Seph】adexG-100 の可特寺寺:

range: M.W. 4，0∞O∞0-150，0∞0∞0町)から TGF-sはカか、なり大
きな+復夏合体として尿 I中ドに排出されていると考えられ

た。尿に前処l冒として1M酢酸を加え活性化を吉|ーってい

るために活性化された分子量25，000の TGF-sが検出

されると予想されたが，Sephadex G-100では岡難で

あった。

そこで TGF-sの標準曲線を作成 し，ゲルj慮過クロ

マトグラフィーで分離後 ABCi去にて検出し，TGF-s 

の 1n排地量を算出すると健康成人の手均値は5.7土
2.2μg/dayに対して，悪性臆蕩広例では10.4土6.8μg/

dayで有意差を認めた (pく0.01)。

凍結乾燥，酸ーエタノール法，ゲルj慮過クロマトグ

ラフィーによる TGF-sの分離 ・定量はケソレのカラム

容量がkt.)350cm3と多量で TGF-sが吸着 -希釈する

ためか効'字が思く，作業手順が煩雑で精製も不 卜分と

考えられた。

-}jイオン交換 クロマ トグラ フ fーではカラム容量

約11.0cm:lと少ないため，濃縮-分離が同時に行え結

果的に TGF-sの損失が少なくて効 d手もよく， TGF-s 

の本測定法は従米のiJllJ定i去に比較 して非常-に良いHi去

と与えられた。

なお DEAESephacelを使用する|療には原尿をi農塩

椴にて pH4.0に調整 し，0.2M酢般と0.2M酢階ナトリ

ウムにて pH4.0-6.0の間でのみ pH勾配を作成して

行った。これは pH4.0以 下の各分間は ABC法では全

くTGF-sを検11'，できず， また TGF-sの守-屯点[よ

pH5.2であり pH4.0-6.0の問で pIl勾配を作成すれ

ば光分 TGF-ß を ~rtìJL [iï]収できるためである 。

331 悪性腫傷に対する尿中 TGF-/3測定の意義

，[1. f，の17K'j'にもその TGF-s活性を認め， Jj釦玩 IH~ミで

はなし、かと推iWJした。

|寸掠に Kim ら26)はメラノ ーマの患者の版を濃縮後

ゲル猪過クロマトグラフイー，逆相高速クロマトグラ

フィーにて1111出し軟京大府地を用いた測定j去にて

TGF-sを十食出した。

-)j，菅町'ら23)は19例の原発性脳腫協患若の尿を

RK49F細胞，BALB/3T3細胞を用いた性物学的iRlJ定

法により調べ， 19例すべての症例の尿中 に高い

TGF-a 活性を 30-50KDa高分子領域に認めたが， 5 

人の健康な対照群では l例に認めたのみであった。

Sherwinら47)は末期橋忠者の尿において TGFの活

性を NRK線維芹細胞で調べ，高分チ (M.W.30-

35KDa)の TGF活性を認め，布IHな腫蕩マーカーで

あると述べている。

さらに 1¥，-，ardzikら55)は担癌ヌ ードマウスの尿中に

fTまれる TGF(M.W. 20KDa)はヒト償紋肉眼の培養

株を移他することにより TGFが4一101音ヒ昇 し，腫

泌を除去することによりその濃度はもとの値まで低下

することを見いだした。

r'i:i村ら37)はJポ'1'の TGFの活性を検討した。健康人

は前十|ーをぷさなかったi並行Htlの時，':f:l，f，-の80.0%は活性

をぶし，治療後ifJt'J:i土消失した。 さらにクローン化し

た B札 B/3T3際識細胞を使!日 し尿中の TGF活性を検

J'Jしたところ，健康人は弱し、活性を，進行期の癌思.K

はrj'宇佐もしくは高い活性を示した。

以|ーのように純々の報告が尿中 TGF-sの腫傷マー

カーとしてのイf川作を示峻している。本論文ーでは尿'IJ

TGF-sの腫窃マーカーとしての臨床応用を与え以 ド

の J.分離抽出方法， 2. J匝場マーカーとしての可

能刊， 3 生物学的意義について考察を加えた。

倉阿. 121 J 

たが， ~泉 4印紙HJ出|付に伴られた TGF-ß の染色(象は H械

であり lN塩隊もしくはlN併般によ る前件.化のj品料を

料なくても允分なる染色像を狩ることがIIJ能であっ

fこE

また抗 TGF-s抗体による染色の度介いは PhoLo.4，

5， 6， 7， 8に比 られるように指組織はびまん性に染色

されていたが. -)Jで Photo.11の白11くlトー常¥'lkdiU&で

はh管制胞にのみ刻11胞質がびまん性に染色 された像がII.と

められた

PhoLo. 3は HE染色による肝癌の像であるが，riij 

標本を抗 TGF'-sレセ プター抗体を{史JlJしてl'iH主の下

)Ijriで免疫組織染色をqJった。やはり腔協の細胞質にひ

まん'1'1:に染色(象が認め られた (Photo.12) 

ι; ';'b 大学 I';~学雑誌， 44 (6) ，ヰι

:ooli 

i tooli 
I • 

' • 

1・o!ltlvenlc 
Seru. rlYKA→ 11;71.<駕(5/7)

IIr'nc TGY-s ; 7 1. <~(5/7 1 

• • 
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1 .分離抽!I'，)ii去

"~家5 ，26 ， 46 ， 55)の以r!' TGF-sに関する報(i;は全て生

物学的測定法である。

fj:物学的測定jよーは!ポ'1'に出配する他のホルモン，成

長|人1(-等の影特をJ57えると 1-t支も難 しく定.!1C，{ょとして
は未解決の問題が多い

これまでの 125Na-EGFや 125I-TGF-s120)を平ljiIJし

たラジオイムノアッセイ法(以下 RlA法)ではアイソ

トープを使用する必斐があり下技も煩雑である。そこ

で，fi?iーはこれらの欠点を持つ生物学的判定法や RIA

i1;をさけ ABCi去にてIhfを試みることにした。

この )ii去はピオチンとアビデンの特民的で強 r，~'j な結

イ?を利川し DABの発色にて判定するものでアイソ

トープを使月!する必裂もなく ，その令過F12は2411.ylilJれ

1982年 EGFレセプターの見かけトーの減少から発見さ

れた EGFとは異なる|刈 r-(SG町が発見された日，52)

SGFは軟寒天t庁地'1'のコロニー形成能から TGFと

Hヂばれ， TGF の1/'でも軟)}~kJ:庁地'1'で Iji.~リ! で .J U

ニー形成能をもつものを TGF-α とし EGFレセフ

ターへの対イ.， tì~がなく EG F との共存卜においてコロ

ニー形成能をイl するものを TGF-ß と統 戸 された ~O)

TGF-sは 25KDaのオ、モダイマーとされているが41)，

cDNAもすでにクローン化され390個のアミ/般配列

も判明している9，29)

TGF-sの発見、'i初はJl示場細胞に autonine的に什

IIJするものと考えられていたが， BralUl ら2)(j:)Jf切除

後のラ y トの TGF-smRNAを測定し，日間11胞よりも

|人l皮細胞に TGF-smRNAが佐山 であり TGF-sの

paracrine (I(jな分j必をJ佐iHlJした。

現イ正の ところ TGF-sが paracrine的に作JlJするの

か auLocnne的にf11:111するかは結論はでていない

ヒトの H~I)'J では IflL小似;)9)がも っ とも TG F-ß l を多

II{に合んでいることがj;1lられている

. )j， TGF-sはH々のNh制品i¥X14，:27)にイ(イ1-.し庁長

Ldr'I，G:3)へのうれ必も比いだされている o

以|ーのように TGF-sはJE.常利|胞でもJ巴'1"1:紺l胞で、も

認められ，その山米は多彩であるが，その体|人jでの代

謝経路に関しては不|リlの}，I.(が多い

}万， 吋fJJlポ'1'では Chodakら5)が℃年IIm'[人JJ主制11胞

の遊定を刺激する物質がイlることを 見いだしたよう

に， Iぷ'1'のJJ耐易促進物質の存心:が追，，1とされていた。

その後 Twardzikら55)は以を凍結乾燥にて濃縮し，

ゲル i~j{&クロマトグラフイーにて分自It し N RK49F 細

胞を利)け した牧水パ府地をmいた測定法にて TGF-s
i ，~''t'tを倹 11'， し ，排 1' 1\ のメカニズムは不IYJ ではあるが痛

察考

l' 1 V K八 - 11 (八 U/ In 1) 

Fig. 15. Correlation of urine TGF-s and serum 

PIVKA-II as tumor marker in patients of H.C.C 

Same as Fig. 11 

Cut off value: Urine TGF-s=20.1μg/day， Sel11m PIV-

KA-II=O.l Aulml 

S e r u 川

|言jlf寺に以中 TGF-sと PIVKA-Ilとの関係において

は PIVKA-IIの陽性不は71.4% (5/7)であり，以111

TGF-sの陽性4ては71.4% (5/7)であった (Flg.15) 111'i 

fi-の州関係数は r=-0.31(NS)であったの

ここで Table7 の ~11 く TGF-ß と他の腫場マーカー

を組み合わせてみると以'1'TGF-sと CEAではIlrti4M

90.0% (9110)， H干J高71.4% (5/7)，同 í~60.0% (3/5)で

あった。次に月十婦において以'!'TGF-sと AFPでは

85.7% (6/7)， J7)<. '1 ， TGF-sと PrvKA-IIでは85.7% (6/7) 

であった。

8) 1口]収不の測定

イオン交換クロマトグラフィーでは， TGF-sをサ

ンプルを分 l両採取したイオンうど1~~樹脂 と !6片手の lu!路を

使JlIして|日|似中を測定したところ52.4%であった

)i凍結乾燥，椴 エタノール法.ヶール;培、過11による 1111

~Y!事は30.3 % であ っ た U

3，免疫組織学的検討

Photo. 1， 2， 3 はそれぞれ~I\j磁， J1F泌， r1 f&j出IE例の

H-E染色燃本である . )j t~(本の TG F-ß O)}"lイ1こを1調

べるために 抗 TGF-s抗体を使}jJして免疫組織染色を

行った

RI¥i4高(Photo.4，5)， 町二Hli(Photo. 6，7)， 円相月(Photo

8)の細胞質内にもわ'LTGF-s抗体でびまん性のJ12染除

を認めた。TGF、-sの J非|ドミ I前青↑竹午 )~~!閉 を i活古削，性|

にlNr塩匝自酸変 (Photo.9)あるいはlN酢酸 (Photo.10)で

それぞれ前処置後!，jl燥の刊II({にて免疫組織染色を行つ
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Photo.1. 

Photo.2. 

Photo.3. 

広島大学医学雑誌， 44 (6) ，平8 ・12月

Photo. 1. Moderately dilierentiated adenocarcinoma of the lung 

He staining X 200 

Photo. 2. Well dilierentiated hepatocellular carcinoma. 

HE staining X200 

Photo. 3. Well dilierentiated tubular adenocarcinoma of the stomach 

HE staining X200 

Photo. 4， 5 lmmunohistochemical staining of the lung cancer. 
TGF-s immunoreactivity showing strong expression incytoplasm of all the tumor cells. 
X 100， 200 
Photo. 6， 7 lmmunohistochemical staining of吐lehepatocellular caτcmoma. 
TGF-s回m凶 oreactivityshowing strong expression in cytopl田 mof all the tunlOr cells. 
X 100， 200 

Photo.7. 

Photo.5. Photo.8. 

Photo.6. Photo.9. 

倉西:悪性腫蕩に対する尿中 TGF-s視IJ定の意義

Photo. 8. lmunohistochemical staining of出egastric cancer. 

TGFプヲ immunoreactivity showing strong expression incytoplasm of all the tumor cells. 

X200 

Photo. 9. 1mmunohlstochemical stair山19of the hepatocellular carcinoma 

TGF-s irrunwloreactivity showing sむ0時 expressionin cytoplasm of all the tumor cells 
activated by 1N HCl. X 200 

Photo. 10. InunwlOhistochemical stair司ngof出ehepatocellular carcinoma activated 

by lN acetic acid. X 200 

Photo. 11. lmmunohistochemical staining of the normal gastric mucosa 

TGF-s inununoreactivity showing expression only in the parieta.l cells. X200 
Photo. 12. lmmunohlstochemical staining of the hepatocellular carcinoma 

TGF-s receptor immunoreactivity showi時 strongexpression in cytoplasm of all the 

tumor cells. X 200 
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Photo.l0. 

Photo.l1. 

Photo.12. 
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2. ~重傷マーカーとしてのイi用'性

1 )尿巾 TGF-sのiWJ定結果

jポI¥J TGF-sは肝硬変忠持では健康成人と比較して

イitfに高かった(p<0.05)。

Shirai48)は acid-ethanol去にて抽出後 ELISAit 

にて IfJ[消中 TGF-sを調べ，肝栴 (pく0.01)，JI干碩変

(p<0.05)において有意に上昇していることを述べて

いる。線維化の促進は TGF-sの作用のひとつであり

川硬変では血清中 TGF-sが上昇しているのは吋然の

ことと考えられ，肝硬変の指僚にもなりうると考えら

れた

:11;;']'性腫場と比較しでも健康成人との問で 1%の危険

ギで1i意J去を認めた。
ここで以中 TGF-sを腫蕩マーカーと考えた時の

カットオフ11宣は 20.1μg/dayである。この場合肺炎

(1制令十'20.0%)，肝硬変(陽性率33.3%)の良性疾患

では|場性宅は低い。

しかし悪性腫蕩においては肺癌 (StageJ 100.0%， 

Stage IV 60.0%)，肝癌 (75.0%)，胃癌 (66.6%)，¥、

ずれも高かった。

他の悪性腫傍は検討していないが，TGF-sは多く

の思性腫療に存在していることが判明している

14，18，20，27，34，45，48，60)。また血小綾などの正常細胞にも({

イEしている21，33，39，41，57)。

思性腫傷において尿中への TGF-sが多量に排出さ

れるのかは判明していないが CEA等よりも広範聞の

腫蕩マーカーとしての臨床応用が期待される。

本検出i去の感度は70.8%，特異度72.7%であり ，

AFPのような臓器特異性は認められないものの腫場

マーカーとしても充分にイイ用と考えられた。

t検定では肺炎 ・肝硬変の良性疾患群と肺癌 ・肝

m:.胃痛の悪性腫場群の聞には J%の危険率で1f意JE

を認めたが. Seheffno法によると有意売は無く，腫

場マーカーとしては有用と考えられた。

ß~í痛・月干癌 - 円痛の Stage 1と W の間ではイ[意h

は今問は認められず，進行度の判定についてはさらに

検討を重ねる必要があると考えられた。

TGF-sの腫蕩マーカーとしての有J1J性を検討する

ために IWC曲線を作成した。

ROC曲線は丘上f1Jに突出すればするほどそのマー

カーとしての感度がすぐれていることを示している

16)0 1反中 TGF-sの ROCIJ11線の形状は)1:上角につり

あがっておりマーカーとしての測定能力は向いものと

考えられた

2 )千術後の以中 TGF-s

Maureenら30)は 125I-TGF-sを使用し TGF-sがJill

i青中で結合している蛋白を SDS-PAGEとゲル泌過ク

ロマトグラフイ ーにより検索したがi*，それが
α2・Macrogroblllin(以ド α2-M)と結介しているとし

た。そのために細胞衣IflIのレセプターとが;令せず，そ

の活性が抑制されていると述べている。

HlI加19ら19)は[，iJ棟に α2-M とTGF-sが複イ刊本を形
成し ， 実験本レベルでは酸 - 尿~で解離し IflL小倣に富

むI血清から車内製された α2-M は非活性型であり ，

TGF-sが活性化するためには α2-M と解離すること

が必要であるとことが判明した。以kのようにIJrL清中

の TGF-sは本来jl:活性の状態で存在することは判明

していた。

1989年 Miyazonoら33)はヒ 卜のIflL小板から TGF-s

を非活性の状態で精製した。 SDS-PAGEによりこの

J判庁性 TGF-sが 13KDa，40KDa， 125-160KDaの

3個の componentにわかれ， 13KDaのサフユニ y ト

はアミノ酸の解析の結巣 TGF-sであり， 40KDaのサ

ブユニットと 125一160KDaのサプユニットが S-S
結合により TGF-sと抜合体を形成していることを先

見し，TGF-sの11i性化のメカニズムがあるt'，1)主lリjら

かとなったう

Wakefieldら5fl)も述べているように血小似'1'には

TGF-sが多;止に含まれており手術により血小依が崩

摂し TGF-sが血111に放出される。

吏に Robe巾 ら44)は TGF-sが坐物学的には非活性

型で貯蔵され主体内の微小環境の変化により活性化

され血管新生やコラーゲン産生を誘導すると述べてい

る。

つまり ，手術直後に血小板から放出された TGF-s

が微小環境の変化により活性化されコラーゲン生成を

増やし，制{窃治癒促進に作用すると考えられた57)。

-y:.制:r1"[後はiWJ定の時期としては不適吋であり， iftlJ定

』こ際しては注意を必要とする。

今[nl1，-者は下術前後の尿中 TGF-sの変動をMiJ高

Stage 1の3杭例にて検索した。すなわち下術により

血小板から欣11¥された TGF-sの影響を避けるために

手術より 1ヵJJ以卜ー経過し患右が充分い|復したH与点で

測定した。3例共に Stage[ の症例で治~tf.切除可能で

あった症例であり， 日g.9 にノj，す ~I I くjJ\:j後に著しく佐

|ずしており，以1¥1でtif加していた TGF-sは脆傷111来

の TGF-ß と 1(~jJliJ された 。 従って hj( lf l TGF-sは経過

を見るためのパラメータ ーとしても有JIlと与えられた。

問機(こ Ncwcomら36)1.iSDS-PAGE， lmmunoblot-

ting analysisにてホジキン病患者の尿rllの TGF-sを

総涙した その結果健康人の尿巾には存在しないが，

患.fiの以iいには高分(-TGF-s (M.W=300KDa)が存在
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し，さらに治療後これが消失し，尿中の TGF-sが

Reed-Stcmberg細胞もしくは Reed-Stemberg細胞に

て刺激された細胞由来であることをポした。

以 |このように尿中の TGF-sを検索することは手術

後の経過観察だけでなく ，治療の指標としても有用と

与えられる。

3 )尿中 TGF-sと年令の関連

Coupesら7)は ELISA法にて尿中の TGF-sを検索

し尿中 TGF-sと年令との関連はなかったとしてい

る。今回の験索においても加齢による TGF-sの変化

は健康成人，良性疾患，悪性腫傷患者共に相闘が認め

られなかった。

加齢という生理的変化により尿中 TGF-sが変化す

るのではないかと推測されたが，年令が尿中 TGF-s

を変化される悶チとは考えられず，腫蕩マーカーとし

て適当と考えられた。

4 )尿巾 TGF-sと血清中 TGF-sとの関連

悪性腫場症例の血清中 TGF-sは健康成人に比べて

11立に高い (p<O.OI)>その尿中と血清中 TGF-sの相

関係数は良性疾忠のみでは r=0.008であり，悪性腫

協では r=0.329(令症例 r=0.313)で以中と l血清中

TGF-sの間に有意の相関関係は認めなかった。

Childs4)が述べているように血小紋の中には多量の

TGFが存伝しているために血清中にも TGFタが存在

することは当然と考えられる。Coupesら7)は ELISA

法にて血清中と尿中の TGF-sを検索し健康人のすべ

てのl血清サンプルには認められなかったが，全ての尿

サンプルに認められその範聞は 1ng/ml-35 ng/mlで

あり ，腎機能-年令などとの関連はなかったとしてい

る。

Shiraiら48)が肝臓癌の忠Zの血清中の TGF-sが有

意に高< . これが肝~JI徐により低下すると述べている

ように癌患者の血清中 TGF-sレベルは高いと考えら

:llる。

本実験においては尿1¥1とItn.iiT巾 TGF-sの問に有意

の相関関係は認められなかったが.I場性率は尿寸1

TGF-s t.i63.6% (7/11)と高く ，一方血清中 TGF-sは

27.3% (3/11)であり ，その腫砿マーカーとしての有用

性は高いと考えられる。

5 )尿中 TGF-sと他の腫蕩マーカーとの相関

l毘場マーカーとしての独立性を検討するために血清

巾 CEA，AFP， PIVKA-IIと尿1¥1TGF-sの相関性を検討

した。

悪性腫傷患者の TGF-s陽性率は72.7%であり，こ

れは CEA陽性宅54.5%より高く，臓器別には胃耳目に

おいて TGF-sの|場性率lま60.0%，月干婚は71.4%，Jlili 

癌では80.0%であり，肝婚をのぞいて CEAよりも高

い陽性不を示した。

特に肺掘に於いては Stage1で100.0%陽性であ

り，むしろ早期診断の指際としても布川である日j能性

が示唆された。

同株に肝栴における 血清中 AFP，PIVKA-IIと尿中

TGF-sとの比較では，血清中 AFPI場性の症例は l仔Ij

(14.3%)のみであるが尿rtTGF-sの陽性痕例は 5例

(71.4%)であった。

これに関して Ito ら20)は肝癌における TGF-s

mRNAの発現を観察し腫蕩のサイズ，血清中 AFPと

の相関はないことを指摘した。

さらに肝細胞峨組織中では TGF-smRNAは全ての

症例で発現しており，その蚕向量は mRNAの発現の

強さと相関していることを指摘している。mRNAの

発現があれば TGF-sの合成促進が考えられ，肝癌か

らの TGF-sの産生が示唆される。TGF-sが AFPよ

りも痛細胞の増殖を忠実に示しているとプ予想される。

従って尿中 TGF-sは CEAより陽性不が高く， ま

た尿中 TGF-sとAFP，CEA， PIVKA-Uとの聞に相関関

係も認められなかったことにより ，尿中 TGF-sは肝

癌においても独立した有効な腫蕩マーカーと与えられ

た。

他の腫蕩マーカーと組合せると肺癒においてその診

断中は向上している。胃癌では陽性率の仁昇は見られ

ないが肺癌，肝癌においては有用と考えられた。

b民中 TGF-sIま測定の時期さえ選べば CEA，AFP， 

PIVKA-II以上に鋭敏な腫場マーカーと考えられ， 肺

炎などの炎症性の良性疾患でも値が高い傾向に有るが

悪性腫傷では有意に悪性腫蕩が高く (p<O.Ol)，尿中

の TGF-sは腫傷マーカーとして有効と思われた。

従って尿中 TGF-sのifflJ定は特に癌患者の早期診断

と再発予知において有聞な指標となり得るものであ

り，充分に臨床応用される ことが期待できる。

3.生物学的意義

TGF-sの局在に閲しては，既に多くの免疫組織化

学的検索がなされている。まず正常組織中の TGF-s

の発現については，宵粘膜では胃!氏腺壁細胞に21)，肝

臓では TGF-slが門脈域間質，類1同壁細胞と内腔側

に， TGF-s2が肝細胞，毛細胞管(こ62¥ 皮膚において

は TGF-slが真皮に (特に血管周辺に著明)11).等に

認められていることが判明している。

一力で癌組織中 TGF-sの発現に関しでも報告がな

されているが，里中ら45)は大腸の腺腫，腺腫|付癌，

sm4高，平.tI1陥[1114高，進行癌において免疫組織化学的に

TGF-sの発現不を調べ，進行につれその発現率は高
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いことを示した。

平山ら18)も免疫組織学的手法により，胃癌の深部浸

潤型14例，表層拡大型14例， 早期胃癌14例， 進行型

14例を検討し，深部浸潤型，進行型は早期胃癌，表層

拡大型より癌細胞中の TGF-sの発現率が有意に高く

(pく0.05)，深部浸潤型，進行型はi浸潤増勉様式が浸i間

性のものほど，また癌の実質と間質との量比が硬性の

ものほど TGF-sの陽性率が高かった ω<0.05)。一方

で早期胃癌，表層拡大型ではそのような傾向を認めな

かった。深部浸潤型，表層拡大型においては組織型が

低分化なものは高分化なものに比べ TGF-sの陽性率

が高かった ωく0.05)。

岩田21)は線維化に関与すると考えられる増殖因

(TGF-s， platelet-derived growth factor :以下 PDG町

を免疫組織化学的にスキルス胃癌48例と非スキルス分

化型胃癌20例において検討した。TGF-sはスキルス

胃癌48例中31例 (64.6%)が陽性で，非スキルス胃癌

20例中15例 (75.0%)が陽性であった。TGF-sは癌の

分化度，組織型，浸潤度と関係無かったが，癌細胞の

細胞質にびまん性に認められ正常胃粘膜では胃底腺壁

細胞に僅かに認められるのみであった。胃癌における

線維芽細胞の増殖およびコラーゲン合成の促進に

TGF-sが一役かっていることを示した。

Mizoiら34)は胃癌25例，大腸癌 6例について免疫組

織学的に TGF-sと LTBPを検討した。胃癌の癌細胞，

間質紡錘形細胞(線維芽細胞)では共に TGF-sを認

めるが，一方で LTBPは胃癌の癌細胞では認められ

なかったが，胃癌の間質細胞に高率 (92.3%，12/13) 

に認められた。

さらに LTBPは癌の間質細胞の粗面小胞体に認め

られたことにより癌細胞が TGF-sとの複合体を形成

せずに TGF-sを産生していると報告した。

以上のように進行度に応じて TGF-sの陽性率が高

く認められ，TGF-sが線維芽細胞に対する強力な増

殖因子であることより胃癌の硬性発育における

TGF-sの関写が推測きれている。

一方 Walkerら60)は乳癌組織の TGF-sを非浸i閏癌

27例とし浸潤癌54例において抗 TGF-sl抗体を使用

し免疫組織学的に検討した。

組織学的分類，エストロゲン受容体と TGF-slの

染色性との聞に関連性はなく，染色の程度とリンパ節

転移の問には関連性が認められ，転移と浸潤における

決定因子であると推測した。

Gorschら15)も同様に TGF-sl，2， 3それぞれに特異

的な抗体を使用して検討した所，年齢， 銑age，リ ンパ

節転移，エストロゲン受容体と TGF-s2，TGF-s3に

関して，その染色性には生存曲線に差が見られなかっ

たが， TGF-slに関しては再発 ・進行 ・癌死に関して

差が見られた。またその染色の強度により生存率にお

いて他の年齢， Stage，エストロゲン受容体， リンパ節

転移等の危険因子を考慮しでも有意差が認められた。

さらに TGF-s1に閲しては乳管上皮の細胞質にもっ

とも著明に TGF-s1が存在することを免疫組織化学

的に示した。そして乳癌細胞からの TGF-sの産生を

推測している。

一方 mRNAレベルにおける検討では伊藤20)や

Braunら2)は外科的に切除した肝細胞癌の mRNAの

発現を Northemhybridization i去にて免疫組織学的に
検討し，すべての肝癌組織において正常の肝組織より

も高いレベルの mRNAの発現を認めた。

癌組織中の TGF-sを Robertsら43)の万法(酸ーエ

タノール法)に準じて抽出し， mRNA発現レベルと

TGF-s蛋白量の問には正の相関関係があることを示

し， TGF-sは癌細胞中に頼粒状の集積として認めら

れ癌細胞が TGF-sを産生していることを示した。

著者が行った免疫組織化学的検索においても肺癌，

肝痛，胃癌において癌細胞の細胞質に TGF-sを認め

た。TGF-sは正常組織にも存在するが，その染色の

強度は悪性細胞においてより著明であり悪性腫傷患者

において尿中 TGF-sが高値を示しているのは悪性細

胞から分泌されるものと推測された。これは肺癌の術

後尿中 TGF-sが正常値まで低下することによっても

裏付けられた。また TGF-sの非活性型を活性型に変

えるために1N塩酸もしくは1N酢酸で前処筒後にも同

様の TGF-sの染色像が認められた。従って細胞内で

TGF-sは α2-M，LAP， LTBPといった大きな分 f

の物質と結合しているのではないことは推測される。

抗 TGF-sは活性型 TGF-sを認識するための抗体

であり ，少なくとも Mizoiら34)の報告にあるように

LTBPとの複合体を形成せずに存在し，抗 TGF-s抗

体で認識できるように抗原決定基が露出するような形

で存在しているものと思われる。

TGF-sは免疫抑制と同時に本来腔蕩の増殖抑制作

用61)を合わせもっており，その腫場抑制作用は細胞膜

表面の レセプターを介して伝達される。Hebertl7)はヒ

ト属平 仁j支癌細胞株の TGF-sに対する反応性を調べ，

TGF-sにより 抑制を受けたり受けなかったりするの

はレセプター typeの変化が原岡ではないかと推測し

た。

このように TGF-sの作用はレセプターを介するこ

とが当初より指摘されていたが， 1984年 Frolikら13)

は type1とtypeIIの2種類のレセプターの存在を示
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し，現在では typeVまで判明 し38)，また TGF-sの

増殖抑制作用は typeIIIよりも type1が関与するこ

とが認められている39)。

陥mchiら25)は網膜芽細胞腫細胞株は TGF-slの抗

分製作用に対して抵抗性であり，腫場細胞がレセプ

ターを欠如しているため網膜芽細胞腫を形成している

メカニズムを考えた。

一方肩手上皮癌 (SCC25)や大腸癌 (SW480)6)の細

胞株では TGF-sレセプターが欠如しているものも報

告され， Boyd1)は TGF-sにより地殖抑制される細胞

は， 53~a， 73~a， 300~a の大きさのレセプタ ー

をもっており ，TGF-sの成長抑制作刷に抵抗する

MvlLu紛l胞には 53KDaのレセプターが欠如している

ことを示している。

TGF-sの作用発現に関しては発見当初は腫傷に対

する autocrine的作用が注目されたが，その後 para

crme説も登場し単純な理論で説明できない状況で

あったが，このようなレセプターのレベルまで考慮に

いれる必要がある。

つまりレセプターが欠如していると腫蕩細胞の増殖

作用が発簿できなし、。TGF-sレセプターが欠如して

いるために痛細胞の増殖が抑制されずに尿中に排池さ

れるのではないかと推測される。

TGF-sが上皮細胞をはじめとして多くの悪性細胞

に対して増殖抑制作用12)を持つ一方で種々の培養細胞

において TGF-sの過剰産生が知られている。癌細胞

が TGF-sを産生するという autocnne説，もしくは

癌細胞の刷閤組織へ影響を与えるという paracrine説

があるが，実際に生体内ではどういう過程によってい

るかは不明の点が多い。

TGF-sは正常では LTBPと結合して非活性型とし

て人間の体内に存在していると考えられている。活性

化したリンパ球を TGF-sの中和抗体にて処理すると

増嫡が促進されることも確認されているが28)，潜在型

TGF-sがどのような過粍を経て活性化しレセプター

と結合して抑制へと i尊かれるかは明らかではない。

TGF-sは線維芽細胞を増殖しコラーゲン合成を促

進し組織の修復に関ラaする増殖因子であり，赤血球，

血小板に遍く含まれている。

また岩田21)や Vuckovic ら58)も述べているが

TGF-sは正常胃粘膜の胃底腺の壁細胞の一部に陽性

であったとしているように TGF-sは体内に普遍的と

いってよいほど存在しているものであるが癌細胞に

TGF-sの濃染像を認め，免役組織化学的染色像より

尿中 TGF-sの由来は癌細胞と推測された。

以上により癌細胞中に存夜する TGF-sが尿中に分

泌されると考えられる。それに対して効率よく，簡易

的に行い得るイオン交換クロマトグラフィー，ABC 

法による尿中 TGF-sの測定法は有用であり，また腫

蕩マーカーとしても充分に臨床応用可能と思われた。

|南本論文の姿旨は第51回日本癌学会 (予成4年9月

大阪)，第94回日本外科学会(予成 6年3月東点)に

おいて発表した。
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倉西 ;悪性腫蕩に対する尿中 TGF-siP，IJ定の意義

Detection of Urinary TGF-s as a Tumor Marker 

Fumito KURANISHI 

Second Department of Surgery， Hiroshin1a University School of Medicine 

(Director: Prof. Kiyohiko DOHI) 

RecentIy， studies on山 biologicaleffects of transforming growth factor-s (TGF-s) have documented 

that urinary TGF-s may serve as a good tumor marker. 

Using ion exchange chromatography and the avidin-biotin peroxidase complex method， urinary TGF-s 

from cancer patients出 well出 goodnumbers of normal controls was detected 

TGF-s activity in the malignant group (N=24 patients) w出 comparedwith that in the control group 

(N=lO)・AmongtI1e 24 patients with cancer， 10 had lung cancer， 8 had hepatocelluJar carcinoma， and 6 

had g白山 cancer.There was a significant difference in the dむlyoutput of山町 TGF-sbetween山

two groups. The level in the control group (N=10) was 9. 8土 5.2μg/day whereas the level in the 

malignant group was 49. 5土 35.8μg/day.ω<0.01) 

The positive rate of urine TGF-s as a tumor marker (cutoff=20.1μg/day) for pneumonia， Iiver cirrho-

sis， lung cancer， hepatocellular carcinoma， gastric cancer was 20.0%， 33.3%， 80.0%， 75.0%， and 66.6%， 

respectively. In the malignant group， the sensitivity was 75.0% and specificity was 72. 7%. (x 2=6.63， 

p<0.01) 

Immunohlstochemical staining showed strong diffuse expression in廿¥ecytoplasm of malignant cells 

The present results indicates that urinary TGF-s originates from malignant cells and serves as good 

c1inical marker of maJignant tumors. 
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