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〔原 著〕

Pseudocholinesterase変 異 のHill numberに よ る 解 析*

真鍋 恵子**・ 真鍋 満久**

須藤加代子**・ 菅野 剛史**

                               Summary 

     The physico-chemical and kinetical properties of abnormal pseudocholinesterase (p-ChE) in two 
 families (J. T. and K. K.) were studied and discussed. 

     The p-ChE levels of the patient J. T. and K. K. were 10% and 3% of the lower limit of normal 
 ranges, respectively. The p-ChE of patient J. T. was classified as homozygote for atypical gene by the 

 inhibition studies. However, the p-ChE of K. K. showed much larger Km values for several substrates 
 than normal controls and the Hill's number of the patient's p-ChE was 1. 10, though the values less 

 than 1.0 were usually obtained from normal control. Therefore, the p-ChE of K. K. have not the 
 allosteric property with negative cooperativity, as was the nature of normal one. Further studies by 
 isoelectric focusing and slab PAG electrophoresis revealed the traces of the activity of p-ChE in 
 the patient J. T., but any activity band was not detected in the patient K. K. These results indicated 

 that the patient J. T. was homozygote of atypical gene and that the patient K. K. was homozygote 
 for silent gene. It was suggested that the analysis of Hill's number, additional to the conventional 

 inhibition studies, might be useful for the detection of the silent gene of p-ChE in details. 
     Key Words: pseudocholinesterase, pseudocholinesterase variants, atypical variant, silent variant.

緒 言

常 染 色 体 劣 性 形 質 と して 遺 伝 す る1,2)低pseudocholin-

 esterase(p-ChE)血 症 は1～5)
,筋 弛 緩 剤 で あ る サ クシ ン

に 対 す る感 受 性 が 高 く1～6),遷 延 性 の 無 呼 吸 を ひ き お こ

す た め,そ の 検 索 は,臨 床 上 極 め て 重要 で あ る.

従 来 の 報 告 で は,正 常 な遺 伝 子 に対 して,dibucaine

耐 性 酵 素 を 支 配 す るatypical gene7,8),NaF耐 性 酵 素

を 支 配 す るfluoride gene9,10).及 び全 く活 性 を 示 さ な い

silent gene11)の3個 の 対 立 遺 伝 子 の 存在 が 明 らか に さ
、 

れている.

今回,我 々は,遺 伝性低p-ChE血 症 と考えられた2

家系の検索を行 う機会を得,両 者の変異酵素の性状を比

較検討するうちに,Hill numberの 解析がsilent型 の

低活性変異に対 して有効であったので,他 の酵素学的性

状解析法と併せて報告する.

症 例

症例1:発 端となった患者J.T.は,64歳 の男性で,

変形性関節炎にて当院整形外科に来院した.諸 検査の結

果,肝 障害の所見は全 くみられず,p-Ch耳 値 のみが,

正常の1/10以 下の0.24IU/mlと 異常低値を示した.

なお,赤 血球のtrue-ChE値 は正常で,農 薬中毒の所見

は認められなかった(Fig.1,a).

症例2:清 水市立総合病院の症例であり,発 端となっ

た患者K.K.は,34歳 の男性で,レ イノー様症状のた

め,右 腕部血栓症を疑われたが,angiographyの 結果は

正常で,そ り後自然治癒 した.こ の時の検査結果は,肝

障害の所見は認められず,p-ChE値 のみが,0.08IU/ml

と異常低値を示した.ま た,赤 血球のtrue-ChE値 は,

患者J.T.同 様正常であった(Fig.1,b).

* The analysis of pseudocholinesterase variants by Hill plot .
** Keiko Manabe , Mitsuhisa Manabe, Kayoko Sudo, Takashi Kanno. 浜松医科大学附属病院検査部.
(受 付1982年4月7日,受 理1982年5月29日)
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Fig. 1. Pedigree charts of two families with low

       p-ChE actvities; a) Family of J. T. b)

       Family of K. K., (N. T.), not tested. (□),

       male, (○), female, (■, ●), heterozy-

       gote, (■), homozygote, (†), deceased,

       (↑), propositus

         方 法

 1.Cholinesterase活 性 測 定

 血 清p-ChE活 性 測 定 は,Ellman12)の 方 法 に 基 づ

き,acetylthiocholine(Sigma)を 基 質 と し,遊 離す る

thiocholineを5,5'-dithio-bis(2-nitro benzoic acid)

(DTNB,半 井 化 学)で 発 色 させ るDTNB法 を使 用 し

た.緩 衝 液 は,0.05M Tris-HCl(pH7.5)を 用 い た.た

だ しKm値 測 定 め 場 合 は1/15Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.4)

を 用 い た.単 位 は,37℃ に おけ るIU/mlで 示 した.ま

たbenzoylcholineを 用 い る方 法 は,Kalowの 方 法7)に

従 った が 温 度 は37℃ で測 定 した.

 2.Dibucaine number (D.N.)及 びfluoride num-

ber(F.N.)の 測 定(Acetylthiocholineを 基 質 と した

場 合)

 正 常 ヒ ト血 清(n=5)を 用 い て,dibucaine及 びNaF

濃 度 を変 化 させ 検 討 した結 果dibucaine 25.0μM及 び

NaF2.5mMを 用 い た 際 のp-ChEの 阻 害 率 を,そ れ

ぞ れdibucaine number(D.N.)及 びfluoride num-

cer(F.N.)と して表 わ した.ま た,benzoylcholineを

基 質 と して 用 い る場 合 は,Kalowの 方 法7)に 従 った が 測

定 温 度 は37℃ と した.

3.P-ChEの 両 逆 数 プ ロ ッ ト

ア ロス テ リ ック酵 素 で あ る血 清p-ChEは,両 逆 数 プ ロ

ッ トに お い て直 線 を 示 さな い た め13,14)Hillプ ロ ッ トよ

りHill numberを 求 め た.さ らに,基 質 濃 度 に そ のHill

numberを 指 数 乗 した もの の 逆 数 を 横 軸 に,反 応 速 度 の

逆 数 を縦 軸 に取 り,横 軸 との交 点 よ りKm値 を 求 め た.

4.ス ラ ブ電 気 泳 動

泳動 装 置 は,ア トー(株)のス ラ ブ電 気 泳 動 装 置 を 使 用

し,操 作 は,4℃ に て行 っ た.試 薬 調 製 は,Davisの 方

法15)に 従 い,試 料溝 に血 清10μlを 塗 布 した.粗 孔 ゲル

中 の 泳 動 は,2.5mAに て行 い,ア ル ブ ミンが 細 孔 ゲル

中 に 移 動 した 後,10mAに て泳 動 を行 な った.

染 色方 法 は,α-naphthylacetate(Sigma)を 基 質 と

し,反 応 生 成 物 の α-naphtholをFast violet B salt

(Sigma)で ジ ア ゾ発 色 させ る方 法 を 用 い た.

5.等 電 点電 気 泳 動

セ ル ロー ス ア セ テ ー ト膜(富 士 写 真 フ イ ル ム(株),Se-

parax EF膜)を 支 持 体 と し,LKB社 の ア ン フ ォ ライ ン

(pH4.0～6.0)を 用 い,操 作 は,常 法 に 従 い 行 っ た.

6.Arylesteraseの 部 分 精 製

Arylesteraseとp-ChE活 用 の分 離 は,ConA-Sepha-

rose 4B columnを 用 い て行 った.1/15Mリ ン酸 緩 衝

液(pH7.5)で 平 衡化 した カ ラム に血 清 を 試 料 と し て添

加 し,10倍 容 の開 始 緩 衝液 で洗 浄 後,0.5M α-methyl-

D-mannosideに て吸 着 物 を溶 出 した.こ の時,aryleste-

raseは,ConA-Sepharoseに 吸 着 され ず,ま た,p-ChE

は0.5M α-methyl-D-mannosideに よ り溶 出 され た.

結 果

1.2家 系 のpseudocholinesterase活 性

そ れ ぞ れ の家 系 に つ い て,血 清p-ChEの 活 性 値 を正

常 人 と比 較 した 結 果 をTable 1に 示 した.

J.T.家 族 の 発端 者(II-1)は,0.24IU/mlと 正 常 域

の1/10以 下 とい う異 常 低 値 を 示 した.ま た,そ の 家 族

の活 性 値 は,正 常 域 に 入 っ た もの の全 例 で 正 常 下 限 で あ

った.

一 方,K .K.家 族 の発 端 者(II-4)も,0.08IU/ml

と正 常 の1/30以 下 とい う異 常 低 値 を 示 した.ま た,そ

の家 族 の酵 素 活 性 値 は,0.89～1.73IU/mlと 全 例 で 正

常 値 以下 を示 した.
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Table 1. Biochemical characteristics of p-ChE in two famillies

2.Dibucaine number及 びfluoride number

Table 1に 示 す よ うに,J.T.家 族 の 発 端 者(II-1)

のD.N.及 びF.N.は ともに24.0%で あ り両 者 の 阻

害 剤 に 耐性 を 示 した.ま た,そ の 家族 に お い て は,D.

N.及 びF.N.は と も に正 常 域 に 入 っ て い た.ま た,

atypical geneを 定 義 づ け たbenzoylcholineを 基 質 と

したKalowの 方 法 に お い て も このJ.T.家 族 のD.N.

及 びF.N.は 温 度 は37℃ で あ る が,正 常 範 囲 内で あ っ

た.こ の こ とは,acetylthiocholineを 用 い る方 法 に お

い て も,D.N.及 びF.N.の 測定 が,こ こで 定 め た

dibucalne及 びNaF濃 度 で 測 定 可 能 な こ とを 示 す.

K.K.家 族 の発 端 者(II-4)もJ.T,同 様 にD.N.

31.0%,F.N.26.0%で 両者 の阻 害 剤 に 耐 性 を 示 した.

一 方 ,こ のK.K.家 族 は,D.N.は 正 常 で あ っ た が,

F.N.は,正 常 の50～55%よ りや や 低 い40%付 近 の 阻

害 率 で少 し耐 性 の 傾 向 を示 した.し か し,benzoylcho-

lineを 基 質 とす る方 法 で はNaF耐 性 は検 出 し難 い よ う

に 思わ れ た.

なお,arylesteraseのD.N.及 びF.N.を 求 めた と

こ ろ,阻 害 率 は と もに16.7%で 両 者 の 阻害 剤 に 対 して

耐 性 で あ っ た.

3.ス ラ ブ電 気 泳 動 法 に よ る解 析

ス ラ ブ電 気 泳 動 に よ るp-ChEア イ ソザ イ ムパ タ ー ン

をFig.2に 示 した.

J.T.家 族 の 発 端 者(II-1)J.T↑ は,p-ChE活 性 が

異 常 に 低 い た め,染 色 感 度 は悪 いが,正 常 の酵 素 活 性 染

色 部 位 は うす く染 色 され,こ の変 異 酵 素 は,電 気 泳 動 度

Fig. 2. Slab disc gel electrophoresis of families 

       with low p-ChE activities.

には変化のないことが示された.ま た,そ の家族の電気

泳動度は全て正常であった.

一方K .K.家 族 の発端者(II-4)K.K↑ においては

正常人でみられた酵素活性は染色されず完全に欠損 して

いた.一 方,そ の家族のp-ChEの アイソザイムパター

ンは,全 て正常であった.

4.等 電点電気泳動法による解析
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Fig. 3. Isoelectric focusing of p-ChE. 
a) Family of J. T. b) Family of K. K.

Fig.3に 示 す 正 常 人 のp-ChEの 等 電 点電 気 泳 動 パ タ

ー ンに おい て は ,pH4.1～4.3に み られ る主 要 バ ン ド

と,pH5.0の サ ブ バ ン ドが 認 め られ た.

J.T.家 族 の発 端 者(II-1)は,こ のpH4.1～4.3の

主 要 な バ ン ドが 非 常 に活 性 は低 くでは あ るが そ の 存在 が

認 め られ た 、 また,そ の家 族 のエ ス テ ラ ーゼ ザ イ モ グ ラ

ム は,正 常 パ タ ー ンを示 した.

K.K.発 端 者(II-4)は,pH4.1～4.3の バ ン ドは 完

全 に 欠 損 し,pH5.0の サ ブ パ ン ドのみ 検 出 され た.一

方,そ の家 族 は,全 例 で 正 常 パ ター ンを 示 した.な お,

こ のpH5.0の サ ブバ ン ドは,Con A-Sepharoseに 吸 着

され な いarylesteraseの パ ン ドに一 致 した.

5.P-ChEの 動 力 学 的 性 質

そ れ ぞ れ の 家 系 に つ い てHill plotsに よ るHill

numberの 解 析 を 実 施 した.そ の 結 果 をTable 1の

Hill numberの 項 に 示 す.

J.T.家 族 で は,発 端 者 に お い て もHill numberは

1よ り も小 さ く,約0.5付 近 で あ り,こ の酵 素 がnega-

tive cooperativityを 示 す ア ロス テ リック酵 素 で あ る こ

とが 示 され た.

一 方
,K.K.家 族 で は,発 端 者 は,こ のHill number

が1.10と ア ロス テ リッ ク酵 素 で は な い こ とを 示 し,か

つ,こ の 性 質 は,arylesteraseの 性 質 と一 致 し た.こ の

事 実 は,K.K.家 系 の変 異 がsilent geneに 基 づ くも

ので あ る こ とを 示 して い る.

また,2家 系 の血 清p-ChEのacetylthiocholineに

対 す るKm値 を 正 常 人 と比 較 した.結 果 はJ.T.家 族

の発 端 者(II-1)のp-ChEのKm値 は,3.10mMと

正 常 人 のKm値1.00mMよ り著 し く大 きな値 を示 し

た.ま た そ の家 族 のp-ChEのKm値 は,正 常 人 のKm

値 よ りも大 き な値 を示 した.

一 方 ,発 端 者K.K.のp-ChEのKm値 は11.8mM

と発 端 者J.T.と は 逆 に,正 常 人 の 約10倍 以上 大 きな

値 を 示 した(Fig.4).ま た,K.K.家 族 のp-ChEの

Km値 は,い ず れ も正 常 域 で あ っ た.な お,arylesterase

のacetylthiochohneに 対 す るKm値 は,10.0mMと

求 め られ 発 端 者K.K.の 値 と ほ ぼ 一 致 し た.発 端 者

K.K.に お い て はsilent geneの ホ モ接 合 型 の変 異 の

た め微 量 に認 め られ る酵 素 活 性 値 は す べ てarylesterase

に よっ て もた らされ た もの で あ る こ とがそ の酵 素 学 的 性

質 の解 析 か らも 明 らか に な っ た.

考 察

我 国 で 遣 伝 性 の 低p-ChE血 症 と して 証 明 され 報 告 さ

れ た 例 は,諸 外 国 例 と比 して 少 な い16).

我 々の 検 討 に お い て,発 端 者J.T.のp-ChEは,電

気 泳 動 上 は 正 常 な アイ ソザ イ ムパ ター ンを 示 しな が ら,

D.N.及 びF.N.が 耐性 で あ った こ と か らatypical

cholinesteraseの ホ モ接 合体 の 例 に 類 す る と 考 え られ

た.Kalowら に よ り報 告 され て い るatypical cholines-

teraseの 症 例 で は,基 質 に対 す る みか け の親 和 性 が 低 い

こ とが 特 徴 づ け られ て い る.発 端 者J.T.に お い て も,

同様 に みか け の 親 和 性 が 低 く,従 来 よ り報 告 され て い

る も の と ほ ぼ 同 じ 性 質 を 示 す と考 え られ た.し か し,

atypical geneの ヘ テ ロ接 合 体 と考 え られ る発 端 者 の3

人 の 子 供 の 検 索 で は活 性 値 が 正 常 下 限 と低 い の み で,

D.N.及 びF.N.と も正 常 範 囲 で,ヘ テ ロ接 合 体 と し
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Fig. 4. Hill plots and Km values of p-ChE. Comparison of normal and silent p-ChE. 
      a) Hill plots of p-ChEs of normal control (1) and patient K. K. (2) The ini-

      tial "n" indicates Hill number obtained by the slope on Hill plots. b) 1/v 
       versus 1/SHill number plots of p-ChEs of normal control (1) and patient K. 
       K. (2). Km value of each p-ChE was calculated from the x intercept indi-

        cating -1/Kmxill number.

て形 質 の発 現 は,Km値 が 正 常 よ りや や 高値 を示 す の み

で あ っ た こ とはKalow等 の報 告 と異 な り,atypical変

異 に類 す る が,本 症 例 は,極 め て稀 な 例 と思 わ れ る.

一 方 ,発 端 者K.K.のp-ChEは,電 気 泳動 法 に よ

っ て 得 られ た エ ス テ ラー ゼ ザ イ モ グ ラムで はp-ChEの

活性 泳 動 帯 は 全 く検 出 され な か った.ま た,そ のみ か け

のp-ChE活 性 は,Hill numberに お い て も,Km値 に

お い て も,arylesteraseと 一 致 す るた め,発 端 者K.K.

で み られ た み か け のp-ChE活 性 値 は,arylesteraseに

帰 因す る も の と考 え られ た.従 っ て,発 端 者K.K.は

silent geneの ホ モ接 合体 と考 え られ た.発 端 者K.K.

の家 族 のp-ChE値 は,全 例 で正 常 値 以 下 と低 い 値 を 示

した こ とか らsilent geneを もつ ヘ テ ロ接 合 体 と考 え ら

れ,さ らに,NaFに 対 す る阻 害 率,F.N.も 正 常 値 よ

り低 く耐 性 の傾 向 を示 す こ とか ら,fluoride geneの 介

在 も疑 わ れ る.栗 田 ら17)に よ り報 告 され て い るS型 とF

型 の 入 り混 った 家系 と も考 え られ た.

一 方 ,Rubinsteinら18)に よれ ば,silent cholineste-

raseは,全 く活 性 を 示 さな いType 1と 痕 跡 ほ どの 活

性 を 認 め るType 2の2種 類 存 在 す る こ とが 報 告 さ れ

て い るが,Type 2に お い て はarylesterase存 在 に も

とず く総 活 性 値 へ の影 響 が 考 え られ る.こ れ は 基 質 特 異

性 の 低 いcholinesteraseの 測 定 上 の問 題 点 で あ ろ う.

こ の よ うなsilent geneに 基 づ く 無p-ChE血 症 の

Type 1と2を 区別 す る際 に,今 回,我 々が 用 いたHill

numberに よ る解 析 は,単 な るKm値 の解 析 に 加 え て,

よ り重 要 な も ので あ り,silent geneに 基 づ く無p-ChE

変 異 型 の検 出に 有 効 な 手段 で あ る と思わ れ る.

本 稿 の1部 は 第28回 臨 床病 理 学会 に て報 告 した.(臨

床 病 理29巻 補p.133,1981)
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