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〔原 著〕

乳酸脱水素酵素サブユニット欠損症の

臨床検査医学的および免疫学的研究

前 川 真 人＊

SUMMARY

We examined a logic to detect lactate dehydrogenase (LDH) subunit deficiency heterozygote.
From laboratory screening, simulation of subunit deficiency, and family analyses, subunit deficiency
did not always show low serum LDH activity, however, showed a characteristically unusual serum

LDH isozyme pattern.
By western blotting using anti-H subunit antibody, we tried to detect LDH isozyme I and II in red

blood cells. The results were that there was no heterotetramer with normal H subunit in M subunit

deficiency homozygote. Additionally, making a comparison between activity and protein concentra-
tion, there was no variant M subunit in M subunit deficiency heterozygote, while, there is variant
H subunit in H subunit deficiency heterozygote.

Key Words: lactate dehydrogenase, lactate dehydrogenase isozyme, lactate dehydrogenase H subunit

deficiency, lactate dehydrogenase M subunit deficiency, laboratory medicine

は じめに

乳酸脱水素酵素 (LDH; EC1. 1. 1. 27) はHとMの2

種 のサブユニ ットよりなる4量 体であ り, 5種 の アイ

ソザイムの存在が知 られている1). 臓 器 ごとに含量, ア

イソザ イムパターンに違いがあるため, それ を利用 し

て損傷臓器の診断の目的で 日常検査に広 く応用されて

いる.

LDH Hサ ブ ユニ ッ トの完全欠損例は1971年, 北 村

ら2), Mサ ブユニ ット欠損は1980年, 菅 野 ら3)によ って

初めて報告 され, そ の後, Mサ ブユニッ ト欠損症は前

川ら4), 浮 田 ら5)によって, また最近, 北村 らによって

Hサ ブユニ ッ ト欠損症 の第2家 系 の症例が報告 され

た6). また, 前 川 ら4)のマ ススク リーニ ングによって,

これら両サブユニッ ト欠損症の遺伝子の保因者ヘテ ロ

接合体の頻度がほぼ同等であることが明らかにされて

いる.

Hサ ブユニ ット欠損症は他の解糖系酵素異常 とは異

なり, 溶 血性貧血 をきたさないと報告 されてお り7), 特

異 的な臨床症状は明らかではない. 一方, Mサ ブユニ

ッ ト欠損症は ミオグロビン尿症3), 分娩 障害8), 皮膚症

状9)な ど臨床的意義 が明 らか とな りつつある. このよ

うな潜在性の危険性があるサブユニ ット欠損症 ホモ接

合体 はいずれ も検査データが発見の端緒 となっている

ことが特徴的であ り注 目すべ き点である. そ こで 日常

検査データにおけるサブユニ ッ ト欠損の特徴, 検 出方
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法について検討し, 潜在性症候性遺伝性変異である

LDHサ ブユニット欠損症の早期検出論理の確立を目

指した.

また, この酵素活性としての欠損がはたして蛋白と

して欠失しているかどうかは遺伝学上興味あるところ

である. Hサ ブユニット欠損症においてはヘテロ接合

体を対象として酵素活性を示さない変異サブユニット

の存在が確認された10,11). また, Mサ ブユニット欠損症

では, 蛋白として欠失している可能性が示された12). 今

回, 我々の検査室ではいくつかの症例が蓄積されたの

でサブユニット欠損症例の赤血球を用いて免疫学的に

検索し, 家系間の差異の有無についても併せて報告す

る.

方 法

1) LDHの 活 性測定ならびにアイソザイム分析

LDHは Wroblewski and LaDue13)の 方法 に従い,

日本電子JEOL H6Rも し くは島津CL-20に て測定 し

た. LDHア イソザイムは塩谷ら14)の方法 に準 じてセロ

ゲル膜 (Chemetron, Milan, Italy) を支 持体 として泳

動 し活性染色 した. それを Cliniscan reflectance den-

sitometer (ヘ レナ社製) を用いて分画 し得 た各アイソ

ザイムのパーセン トからMサ ブユニ ッ ト, Hサ ブユニ

ッ トとしての活性 を算出 した.

2) LDHサ ブユニット欠損症の検査データか らの検出

浜松 医科大 学附属病 院検査 部 に依 頼 され た検 体

(1980年 よ り1987年3月 まで) 約4万 件 の中で, 血清

LDH活 性 が140WU (mean-3 SD; reference

range: 170-340WU) 以下 の症例を対象に我々の確立

した赤血球 のH/M比4)よ り, H, Mサ ブ ユニ ッ ト欠損

症ヘテロ接合体 を同定 した. また, 可能 な範囲で家系

検索 を行った.

3) 健 常 者の血清LDH活 性 からみたサブユニッ ト欠

損症の血清LDH活 性 の推定

浜松 医科大学職員健康診断時に採取 した血清110例

のLDH活 性 測定 ならびにアイソザ イム分析 を行 いH,

Mの サ ブユニ ッ トとしての活性を算出し, サ ブユニッ

ト欠損症ヘテロ接合体のモデルを想定 して, そのサブ

ユニ ット活性が半分 となった場合のLDH活 性 を求め

た.

4) Western blotting 法 を応用 したH, Mサ ブユニッ

ト欠損症の免疫学的検索

Mサ ブユニ ッ ト欠損症ホモ接合体 (完全欠損例)3,4),

H, Mサ ブユニッ ト欠損症ヘテロ接合体, 正常対照か

ら得た赤血球 を生理食塩水で3回 洗浄後, 純水 を加 え

作製 した溶血液 を試料 とし, セ ロゲル膜を支持体 とし

た電気泳動14)を行 った. 泳動 終了後, 酵素プ リン ト法15)

を用 いてデュラポアフィルター (ミ リポア社製) に転

写 し, 家 兎 に免疫 して作製 した抗Hサ ブユニ ッ ト抗

体12), ペ ル オキシダーゼラベルの抗 ウサ ギ免疫グロブ

リン抗体 (Dako 社 製) を用 いて Western blotting

法16,17)を施行 した. フ ィル ター を風乾 した後, 495nmに

て Cliniscan reflectance densitometer を用 いて分画

し, I型 とII型 の 比を求めた. これを活性か らえたI/

II比 と比較 し, 前 者 と後者の比 として求めた. 同様 に,

赤 血球か ら Burd らの方法18)に よ り精製 したLDHの

I型 とII型 を5種 の割 合 に混合 した試料 を用 いて

Western blotting 法 を施行 した.

結 果

1) 検 査データか ら検 出したLDHサ ブユニ ット欠損

症の頻度

約4万 人の母 集 団 の うち126人 の低LDH血 症 例

(140WU以 下) が存在 し, 赤血 球のアイソザイム分析

の結果, 26人 がHサ ブユニッ ト欠損症ヘテロ接合体,

6人 がMサ ブユニッ ト欠損症ヘ テロ接合体であった.

従 って, 低LDH血 症 例 に占め る割合 はそれぞれ,

20.63%, 4.76%と なった. また, 母 集 団に対する割合

として計算す ると, 0.065%, 0.015%と なった.

2) サ ブユニッ ト欠損症の血清LDH活 性

健 診試料110例 の 血清LDH活 性 は165～342WUで

あ り, その ヒス トグラムをFig. 1に 示 した. また, こ

れ ら110例 の アイソザ イムパ ターンよりシ ミュ レー シ

ョンによって算出したサブユニッ ト欠損症ヘ テロ接合

体のモデルのLDH活 性 の ヒス トグラム も示 した. こ

れ らモデルの ヒス トグラムよ り140WU以 下 の 占める

割合 はHサ ブユニ ット欠損症は21例 (19.1%), Mサ ブ

ユニ ッ ト欠損症 は4例 (3.6%) で あ った. した がっ

て, モ デルの ヒス トグラムによれば, 140WU以 下のみ

をLDHサ ブユニ ッ ト欠損症 の検 出対象 とした場合,

上 記の割合 しか検出で きないことになる. この結果は,

健 診試料のス クリーニングにより見いだされたサブユ

ニッ ト欠損症ヘテロ接合体例, 更 に家系検索によって

判明 したヘテロ接合体例の血清LDH活 性 の分布か ら

も低LDH血 症 (140WU以 下) を きたした例はHサ ブ

ユニ ット欠損が1/6, Mサ ブユニ ッ ト欠損が0/8で あ り,
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例数が少ないが, シ ミュレーシ ョンによるデータとと

もにサブユニッ ト欠損は必ず しも低LDH血 症 を呈さ

ないことを物語っている (Fig. 2(a)). また, Mサ ブユ

ニ ッ ト欠損ヘ テロ接合体例でFig. 2中 矢 印 で示 した

2例 は慢性アルコール性肝疾患が基礎 にあるための高

値である. 一方, 日常 検査デー タにおいて低LDH血 症

をきた したサブユニ ッ ト欠損例な らびにその家族は,

概 ね同様 にLDH活 性 は低 く (Fig. 2(b)), 元 来有する

血清LDH活 性 は家系 ご との genetic control に よ る

ところが多いと考 えられた.

3) LDHサ ブ ユニ ッ ト欠損症の血清LDHア イ ソザ

イムパ ター ン

現在 までに同定 されたサブユニ ット欠損症ヘテロ接

合体 ならびに低LDH活 性 (140WU以 下) の症例の血

清LDHパ タ ー ン を mean±SD で 表 し た (Fig. 3

A). サブユニ ット欠損症でない と判明 した血清LDH

活性 低値例のアイソザイムパターンは活性正常域の健

常者群のアイソザイムパターンに近 いものであった.

一 方, H, Mサ ブユニッ ト欠損症ヘテロ接合体 はいず

れ もそのサブユニッ トの欠失 したパ ター ンとして理解

で きるものであり, 各 臓器 中のサブユニッ ト欠損に起

因すると考えられた. また同時に, 血 清LDHア イ ソザ

イムパターンか ら, サブユニ ット欠損を疑 うことは可

能であると考 えられた. そ こで, 数 量的 に扱 うため,

3群 のアイソザイムパ ター ンから, 特徴的であると考

えられ るI/II, II/III, I/IIIの 比 を求めプロッ トした

(Fig. 3B). それ ぞれ若干オーバーラ ップはあるもの

の, 平均値のt検 定によればいずれの比 もサブユニッ

Fig. 1. Serum LDH activity of LDH subunit defi-

ciency calculated by simulation.

Serum LDH activity of normal population (N=110) was
distributed from 165 WU to 342 WU. The histogram is
located on the top of the Figure. LDH activity distribution
of H or M subunit deficiency was calculated by that of
normal population. The histograms of either H or M
subunit deficiency are located on the mid and bottom.
Shadowed columns show population with low serum LDH
activity (below 140WU).

Fig. 2. LDH activity of heterozygous individuals with

LDH subunit deficiency.

Propositus and its family members discovered by mass
screening (a) and by laboratory screening (b) are shown.
Closed circle and arrow indicate individuals showing low
LDH activity (below 140WU) in serum and individuals with
chronic alcoholic liver disease, respectively.
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Fig. 3. LDH isozyme pattern (A) and isozyme ratios (I/
II, II/III, I/III) (B) of low serum LDH activity
with normal H/M ratio in red blood cell (N=45)
and heterozygous individuals with H (N=31) or
M (N=9) subunit deficiency.
Column and bar indicate mean and mean±standard devia-

tion, respectively.

(A)

H subunit

deficiency

Heterozygote

N=31

Normal

N=45

M subunit

deficiency

Heterozygote

N=9

(B)

Fig. 4. (A) LDH zymogram of activity staining (left)
and of peroxidase staining after blotting (right).

Samples are mixtures of prepared LDH-I and II at five
ratios (a-e).

(B) Relation between activity ratio and protein
ratio of I/II.
The proportion of I and II is detected by densitometory.

(A)

(B)
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ト欠損 と正常の間に1%の 危険率で有意差を認め, 有

意義な指標 として捉 えることができた. 特 にその中で

も, Hサ ブユニッ ト欠損の検 出はII/III比, I/III比 が,

またMサ ブユニッ ト欠損の検出はI/II比, I/III比 の

効率が良いことが判明 した.

4) Western blotting 法

精 製 したI型 とII型 の5種 類の割合 の混合液は, 電

気泳動後のLDH活 性染色ならびに Western blotting

法 に よるペルオキシダーゼ発色 によってI型 とII型 の

2本 のバン ドが染色 された (Fig. 4A). LDH活 性 でみ

た場合のI型 とII型 は 同等 に染色 されるが, 蛋 白とし

てみるペルオキシダーゼ発色の系ではHサ プユニッ ト

の多いI型 の方が相対的に濃 く染色 されるはずである.

従 って, I/II比 を活性量, 蛋 白量でそれぞれ計算 し,

Fig. 4B上 のグラフ として表 した. その蛋 白量 と活性

量の比率 をFig. 4B下 に表 したが, ほぼ1.2と な り, 蛋

白量でみた とき, I型 がII型 よ り約1.2倍 高 くみえるで

あろ うと推測された.

正常溶血液, H, Mサ ブユニッ ト欠損症ヘテロ接合

体は抗Hサ ブユニッ ト抗体 を用いた Western blotting

法 に よるペルオキシダーゼ発色 によって, I型, II型

の2本 のアイソザイムの存在が確 認で きた. Mサ ブユ

ニ ッ ト欠損症ホモ接合体においてはI型 のみしか存在

せず, heterotetramer は 存在 しないこ とが示 され た

(Fig. 5A). そ して, I/II比 の蛋 白量 と活性量の比率

をプロッ トすると (Fig. 5B), Mサ ブユニ ット欠損ヘ

テロ接合体は正常対照 とほぼ同 じであったのに対 し,

Hサ ブユニッ ト欠損ヘテロ接合体は明 らかに高値 を示

してお り, 平 均値のt検 定 においても1%の 危険率で

有意差が確認された. そ して, H, Mサ ブユニ ット欠

損ヘテロ接合体 と正常の活性量 としてのI/II比, 蛋 白

質 としてのI/II比, それ ら両者の比率 をプロッ トする

と (Fig. 5 B右), 以下 の3点 の結果が得 られた.

Fig. 5. (A) LDH zymogram of peroxidase staining after

blotting.

Subjects are hemolysates obtained from homozygous indi-
viduals with M subunit deficiency (3) and heterozygous
individuals with M (4) or H (1) subunit deficiencies and
normal control (2).

(B) Relation between activity ratio and protein
ratio of I/II.
Subjects are hemolysates from heterozygous individuals with
M or H subunit deficiency. Parentheses indicate subject
number.

(A) (B)
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(1)活性 としてのI/II比 はサブユニ ッ ト欠損の判定

に最 も簡便な検 出方法である. (これ は, 既 に報告 した

H/M比5)と 並 んで効率が良いと考 えられる.)

(2)タンパ ク量 としてのI/II比 はMサ ブユニ ッ ト欠

損では高 く (p<0.01), また, Hサ ブユニ ット欠損で

は正常 とほぼ同 じレベルである.

(3)同じ活性 を示す蛋 白量 として捉 えた蛋白量 と活性

量 とのI/II比 の 比率は, Mサ ブユニ ッ ト欠損では正常

とほぼ同じレベ ル, Hサ ブユニ ッ ト欠損では正常 より

も有意に高い (p<0.01). す なわち, Mサ ブユニ ッ ト

欠損では活性 としてのI/II比 が高 いのは蛋 白として

I型 がII型 よ り高いためであって, Hサ ブユニッ ト欠

損では活性 としてのI/II比 が低 いが, 蛋 白量 としては

I型 はII型 と同 じくらい生成されていると解釈 できる.

また, 検 索 されたHサ ブユニ ット欠損ヘ テロ接合体 の

家系間の差異は特 に認め られず, Hサ ブユニッ ト欠損

例はこれまでの結果では不活性サブユニッ トの産生 と

考えられる例が全てであった.

考 察

日常検査 デー タにおいて, LDH活 性 は増加 す るこ

とに主に診断的意義が見いだされている. しか しなが

ら, サ ブユニッ ト欠損症 をはじめ として, サ ブユニ ッ

ト変異症19,20), LDHに 対 する失活因子 (主に免疫 グロ

ブリン)21,22), そ の他種々の病態で低LDH活 性 を呈す

ることがある. 浜松医科大学附属病院検査部 に依頼の

あった検体約4万 の うち0.315%が 健 常者集団で求 め

られた mean-3SDで ある140WU以 下 を示 していたこ

とは, 統計学的に得 られ る数値 よ り高い. 患者群 とい

う特殊な集団を対象 にしているため, 平 均値の移動の

みならず分散 の拡大が生 じているため と思われ るが,

それによってサブユニ ット欠損ヘテロ接合体の検 出率

も高 くなっている可能性 も生 じると考えられる. H,

Mサ ブユニ ッ ト欠損症ヘテロ接 合体の頻度が, それぞ

れ, 0.065%, 0.015%で あ り, サ ブユニッ ト欠損のモ

デル を用 いた シ ミュレー シ ョン によ り得 られ た低

LDH活 性 の占める割合 を考慮 し, 隠れている部分 も

加 えた全体 を計算す ると, Hサ ブユニ ット欠損が0.340

%, Mサ ブユニ ット欠損が0.417%と な り, 以前健診者

のスク リーニングによって得 られた頻度4)0.159%,

0.185%に 比 べてそれぞれ, 2.1倍, 2.3倍 高 い もの とな

った. この結果は, シ ミュレーションで健常者群 を基

準に して計算 しているためか, も しくはサブユニッ ト

欠損のモデル として活性 を半分 と仮定 したためかによ

って, サ ブユニ ッ ト欠損症の中で低LDH活 性 を呈す

る群の割合が過小評価 されたためであるか もしれない

が, 先 に述べ たごとく患者群 という分散の拡大が生 じ

た集団か らのサブユニ ット欠損の検 出率が高 くなって

いるため とも考 えられる. いずれにせ よ, Fig. 2の 実 際

にスク リーニングで得られたサブユニッ ト欠損例の分

布 より, シ ミュレー ションで得 たサブユニ ッ ト欠損の

血清LDH活 性 の分布は十分信頼 できると考え られ る.

従 って逆に, サ ブユニ ット欠損はHもMも 必ず しも低

LDH血 症 を呈する とは限らない とい う結論 を導 くこ

とができた.

LDHサ ブユニ ッ ト欠損症ヘテロ接合体 は, Hに お

いては赤血球溶血液のLDHア イソザイムパ ター ンに

よるH/M比 の低いこと, ヘ モグロビンもしくは赤血

球 あた りの活性が低 いことによって判明 し, Mに おい

ては, H/M比 の高いことであった4). しか し, サ ブユ

ニッ ト欠損は遺伝的なものであり全身のあらゆる臓器,

細胞にまで及んでいると考 えられるため, その総和か

らなる血清LDHに サブユニ ッ ト欠損は反映 している

と考 えられる. そ こで, 日常検査 で分析する検体であ

る血清を用いた検出論理 を検討 してみた. 先 に示 した

ように総活性のみでは一部分 しかひろうことはできな

い. 血清LDHア イ ソザ イムパターンは, Fig. 3, 4に

示 したようにHサ ブユニ ット欠損, Mサ ブユニッ ト欠

損, と もにそのサブユニ ットの少ない と考えられるパ

ター ンが得 られた. この結果 は, 血 清LDH総 活性が

種々の細胞破壊のある病態で上昇 し難いのみな らず,

ア イソザ イムパターンの変化が疾患特異的でなくなる

という危険性があるこ とを示 している. 例 えば, Hサ

ブユニ ット欠損症では心筋梗塞や溶血性貧血, Mサ ブ

ユニッ ト欠損症では肝炎や骨格筋障害のような病態で

疾患特異性が得 られな くな り, 臨床診断に思わぬ落 し

穴 となる危険性 をはらんでいる. 一 方, 健常 な状態で

はサブユニ ットが足 りない とい う特徴 的な血清LDH

アイ ソザイムパター ンはサブユニ ット欠損の検 出に有

効であ り, 判 別 しやすい. そ こで, 判 明 した時点で緊

急時の検査過誤 を防止す るためにも個人の属 性として

お くことが個人のためにも検査医学上 も重要である.

今 回検 索 したMサ ブユニ ッ ト欠損症3,4)には 抗体 と

反応する蛋 白は存在せず12), また, heterotetramer の

形成 もないため, 活 性基のみならず, 4量 体形成基 も

欠失 している極めて不完全 な断片的な変異サブユニッ
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トが存在 しているか, も しくは全 く合成 されていない

かのいずれかであることが改めて認識 された. また,

ヘ テロ接 合体 (ホモ接合体3,4)の家系 内およびヘテロ接

合体 しか見いだされていない家系) の Western blot-

ting 法 による結果 よりも, Hサ ブユニ ットと4量 体 を

形成する変異Mサ ブユニ ッ トはMサ ブユニ ット欠損症

の家系全例で存在 しないこ とが判明した. 一 方, Hサ

ブユニ ット欠損症 は, ヘ テロ接合体の Western blot-

ting 法 の結果 より蛋白量 と活性 とに解離がみ られ, 今

回分析 したヘテロ接合体の家系は全て, 変異サブユニ

ッ ト蛋白が存在 し, 家 系間の差異は特 に認め られなか

った. この結果 は, 以前報告 した結果10,11)と合 致す るも

のである. これは, パ ナマや コスタ リカのインデ ィア

ンに遺伝的 多型 としてみ られるLDHBGUA-123,24)が

それ 白身だけでは活性 を有 しないが, 正 常のMま たは

Hサ ブユニ ットと4量 体 を形成すると活性をもつ こと

と対照的で興味深い知見で ある. いずれにせ よ, 今 回

検索 したHサ ブユニ ット欠損症 もLDHBGUA-1も4

量体形成基には異常はないが, 活性基に異常 を生 じる

変異であろ う.

以 上に示したようなMサ ブユニ ット欠損症 とHサ ブ

ユニッ ト欠損症の相違 は, 今 後のRNA, DNAの レベ

ルでの解析に興味深い疑問を投げかけて くれ る. また,

サ ブユニッ ト欠損の遺伝子の起源について も興味 ある

ところである.

最 後 に, 今 回対象 としたH, Mサ ブユニ ッ ト欠損症

ホモ接合体, ヘ テロ接合体 についての種 々な観点か ら

の特徴 を Table 1と してまとめた. 現 時点では臨床的

にはHサ ブユニッ ト欠損症のホモ接合体, ヘ テロ接合

体, Mサ ブユニッ ト欠損症は検査データの落 し穴 とし

ての色合いが強 く, Mサ ブ ユニ ッ ト欠損症 ホモ接合体

のみ激 しい運動後の ミオグロビン尿症, 分 娩時の トラ

ブル, 皮 膚症状 といった臨床症状を呈す ると考 えられ

る.

まとめ

乳酸脱水素酵素 (LDH) サ ブユニッ ト欠損症ヘテ ロ

接合体の検出論理 について検討 した. サ ブユニ ット欠

損症は, 検査 データか らのスクリーニング, シ ミュレ

ー ション, 家系検索の結果か ら, 必 ずしも低LDH血 症

Table 1. Characteristics of LDH subunit deficiencies

* an approximate frequency
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を示す とは限 らず, 一部分 に過 ぎないことが判明 した.

しか し, その 血清LDHア イ ソザイムパター ンは特徴

的であった.

抗Hサ ブユニッ ト抗体 を用 いたウェスタンブロッテ

ィング法により, 赤 血球 を試料 としてI, II型 の検出

を試みた ところ, Mサ ブユニッ ト欠損症ホモ接合体 に

はII型 は存在せ ず, 正 常Hサ ブユニ ッ トとの heter-

otetramer は存 在 しないことが判明 した. また, ヘ テ ロ

接合体は, I/II比 の活性量, 蛋 白量での比較によ り,

Mサ ブユニッ ト欠損 は, 変異サブユニッ ト蛋白は存在

せず, Hサ ブユニ ット欠損は, 活 性のない変異サブユ

ニッ ト蛋白が存在す ると推定 された.
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