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〔教育講演〕電気泳動法による病態解析

3.血 漿酵素の電気泳動による分析*

菅 野 剛 史**

は じ め に

血清 を中心 と した体液成分の酵素活性 の測定は,臨 床

生化学 の領域 におい ては肝疾患等を始め として指傷を受

け た臓器 の診断,疾 病 の予後の判定に大 きな比重を 占め

ている.こ の酵素活性 の測定は,1)掲 傷臓 器 よ り遊出

した酵素 の血清への反映,臓 器での酵素の産生 レベルの

変化 とそ の血清 レベルヘの反 映,傷 害臓 器か らの逆流な

どのい ろいろな機 序で血清 レベルが変動 し,そ の値 が疾

患 との相関性が高い ことか ら診 断を 目的 として測定 され

てい る以外に も,2)遺 伝的 な酵素変異 の解析,3)腫

瘍に よって産生 された異常酵素 の解析,検 出を 目的 と し

て血清 レベルで測定 され てい る.一 方,電 気泳動分析を

中心 とした酵素の多様性 の解析 は,Table 1に 示す よ う

に血 清酵素 を対象 とした場合に は,isoenzymeに よる多

様 性を始め として,血 清中での酵素の修飾に基づ く多様

性,遺 伝的変異,腫 瘍産生酵素に よる多様性な ど,前 述

した目的 とは別 の次元で電気泳動分析に よる多様性が示

され て くる.

Table 1. Electrophoretic heterogeneities 

        of plasma enzymes.

得 られて来 た酵素の多様 性が,何 に起 因 し,如 何な る

病態 との関連に よってその多様 性が解析 され るかについ

ては,異 なった泳動分析 の手技 を組合せ ることに よって

い くつ かの解析 が行われ て来 た.こ こではその具体的な

例 を検査室 におけ る試料 の解析 を中心 に述べ ることとす

る.

方法および試料

1.試 料

1953年1月 までに慶応義塾大学中央臨床検査 部に検査

を依頼 された血清,お よび1953年2月 以降は浜松医科大

学検査部に依頼 された血清を試料 とした.

2.Cellogel電 気泳動 と酵素のzymogram

1)LDH;塩 谷 ら1)の方法 に よ りLDH zymogram

を得た.Densitometryは 透明化を行わず に実施 した.

2)ALP;泳 動終了後naphthol-ASMX phosphate

を基質 として,反 応 生成物 にヂア ゾ染色にて活性帯を染

色 した.

3)Amylase;須 藤 ら2)の方法を用いてzymogramを

作成 した.

3.酵 素免疫電気泳動

Table 2に 示 した よ うにCelloge1電 気泳動 とそれに

引続 いてい くつ かの分析法 の組合せ によ り,血 清中での

酵 素の存在様式 を確認す る.酵 素免疫電気泳動 はLDH

の場合 にのみagarose-agar.他 の酵 素ではCellogelを 支

持体 として免疫沈降線 の作成後にそれぞれの酵 素活性 染

色 を行 った.抗 血清 は,ヘ キス ト社お よび ダコパ ッツ社

Table 2. Combination of electrophoretic analysis.

*Electrophoretic analysis of plasma enzymes .

**Takashi Kanno
,浜 松 医 科 大 学 附 属 病 院 検 査 部.
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の も の を用 い て い る.

4.Immunofixation electrophoresisと 酵 素 活 性 染 色

Immunofixation(IF)を 行 う場 合 に 抗 血 清 の 力 価 が 問

題 と な り,な るべ く高 力 価 の も のを 用 い る.堀 井 ら3)の

方 法 に従 っ てCellogel膜 を支 持 体 と して 行 うが,抗 原

(血 清)の 希 釈 を行 うこ と に よ り酵 素 活 性 が 希 釈 され る

の で,力 価 の高 い 抗血 清 を用 い るか,必 要 に 応 じて 抗 体

の 濃 縮 を行 う こ とが要 求 され る.

5.Thin layer gel-filtration

通 常 のPharmacia製 の 薄 層 ゲル 炉 過 装 置 を 用 い てい

る.展 と開後Separax膜 に蛋 白質 を吸 着 し,こ れ に 蛋 白染

色,ま た は 蛋 白活 性 染 色を 実 施 す る.酵 素 活 性 染 色 は

Cellogel膜 電 気 泳動 の場 合 と同一 で あ る.ま た 必 要 が あ

れ ば こ の 膜 を用 い てimmunofixationを 行 い,固 定 され

た 酵 素 に対 して酵 素活 性 染 色 を行 った.

6.Affinity disc electrophoresis

Amylaseの 基 質 に対 す る 解 離 定 数 を求 め る た め に 竹

尾 ら4)の 方法 に準 じ,10%のPAGに て9.0cmの 高 さ

の ゲ ル を 用 意 した.和 光 の 可 溶 性 デ ソ プ ン で は 終 濃 度

0.125～2.0g/lま で,maltotriose,amylaseEX-Iに お

い て は そ れ ぞ れ5.0～100g/l,0.5～5.0g/lの 濃 度 の ゲ

ル を 用 意 し,易 動 度 の遅 れ を相 対 易動 度 の逆 数 と基 質 濃

低度の 関 係 に て 作 図 し,み か け のKdを 求 めた6

結 果

1.酵 素zymogramの 病態解 析への応用

1)LDH isoenzyme

血清のLDHが,い くつかの分 画に分離 出来 ると同時

に,特 定の疾 患にて特定 の分 画が上 昇す る ことは1957年

にVesellお よびBearn5)に よって報告 されている.そ

の後多 くの研究者達 に よって捐 傷臓 器の推定 とい う観点

よ り,ほ ぼTable 3に まとめ られ るような結果 が得 ら

れてい る.こ の場 合に同 じI,II型 の上 昇であっても

LDH/GOTの 比を併せて 観察す ることに よって 赤血球

に由来す るか,心 筋 に由来 す るかについては判別 が可能

であ る.ま た,こ の他にseminoma等 で,I,II型 の

上昇が認め られそのLDH/GOT比 は一般には非常 に高

く観察 されてい る.

2)ALP isoenzymes

成人血清中のALPの 由来 が,大 部分は肝 由来 である

とい うことでは意見の一致を認め るに して も,その 血清

中で の 存在様式が単にisoenzymeと い う範疇 に入るか

ど うかについては,膜 結合 と考え られ る高分子ALPI,

更には免疫glob結 合 と考え られ るALPVIを 考 える

と問題が残 されてい る.

Table 4に 電気泳動 的に分離 され るALPの 多様性 と

そ の診断的な応用を まとめた.骨 由来の α2-β位 のALP

Table 3. Diagnostic uses of LDH isoenzymes.

Table 4. Diagnostic uses of ALP isoenzymes.
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にっ いては同様な 易動度を持つ原因不明の分画が存在す

るに して も,LDHのisoenzymeに 比 して診断的有用性

は よ り大 きい酵素 の中に入 るもの と考え られ る.

3)Amy]aseisoenzyme

Amylaseの 分画 が 不連続緩衝系を 用い ることに より

容易 となってか ら,膵 由来,唾 液腺 由来 の分離 と,amy-

laseの 臨床 的評価 が新 らた に再検討 された.そ の中で特

記すべ きは,術 後高 ア ミラーゼ血症の評価につ いてで あ

ろ う.こ の現象は,原 因 は必ず しも明確 にされ,意 見 の

一致をみていないにせ よ,膵 由来 ア ミラーゼ の上昇 は術

後高 ア ミラーゼ血 症の約10%に 認め るに過 ぎず,他 は全

て唾液 腺 由来のア ミラーゼの上昇 と して観察 され るもの

であ る.

2.血 清酵素の修飾

血清中の酵素の泳動分析的多様性 は,単 にisoenzyme

とい う範疇のみでな く,血 清 中の酵素 が何等 かの修飾 を

受けてい る場合がかな り証 明され ている.こ れ らは,修

飾その ものが病態 と直結す るもの もあれ ば,必 ず しも直

結 しない もの も存在す る.し か し,そ の存在様 式が明確

にされ ることは,病 態 との関連性 が明 らかに され る過程

と考え られ るので,こ こではその例を示す こととす る.

1)免 疫globと の結合に よる酵 素の修飾

Ganrot5)に よ りLDHと 結合 したIgAが 見 出 されて

以来,amylaseに おいてはLevittら6)のIgA結 合例,

Nagamineら7)に よるALPとIgGの 結合例 と多 くの免

疫globと 酵素 との結合例8)が示 され,高LDH,高amy-

lase血 症 の一因 と して この よ うな免疫globに よる修飾

が考 え られ,か つ,病 態 との関連性が検索 され てい る.

Fig.1にLDH結 合性 の免疫globの 検索の例を まと

めた.中 段 のzymogramに て示す よ うに,こ の 例 は

LDHII型 の減少 とIII型が異常に増加す ると同時に幅広

い分 画パターンを示 してい る.下 段に示す よ うに,薄 層

Fig.1

ゲル炉過では大 きな分子サ イズ(G～M)間 にLDH活

性 が証明され,上 段右 の免疫電気泳動の抗IgA抗L鎖 κ

にLDH活 性が染色 され ている.よ り判然 と観察 され る

のはimmunofixationに よる酵素染 色を示 した上段左図

であ り,抗IgA,抗L鎖 κで固定 された沈降物に対 して

LDH活 性が染色 され てい る.

同様な方法 はALP,amylaseに 対 して非常に有効であ

る.特 にimmunofixationの 技術は酵素結合性 免疫glob

の検索には非 常に優れた有 用な方法であると 考 え ら れ

る.こ の方法 に より,Cellogel免 疫電気泳動に よっての

みわずかに検出 されていたALP,amylase等 が容易に

検出可能 とな り,か つ,amylaseに おいて2ME処 理後

に始めてL鎖 のみ検出 された例において も,容 易にH鎖

IgG,L鎖 λと決定す る ことが可能 であった.amylase

についてmacroamylaseの 生因 が,技 術的な免疫glob

との結合を証明す る困難 さか ら,い ろいろな生 因が考え

られてい るが,こ の方法に よる解析が新 らしい血 清酵素

の存在様式の解明に役に立てば と考 え られる.

2)膜 結合高分子酵素

所謂閉塞性黄疽,部 分閉塞等 の場合に,出 現す る高分

子ALP,LAP,γ-GTPは,膜 成分 と結合 したままで血

中に 出現 した酵素 と考え られてい る.こ れ らが,電 気泳

動分析 によ り多様性 を呈す るところか ら,そ の出現位置

と病態 との関連で検索が進め られ,現 象的観察か ら病態

を推定 していた,こ のよ うな高分子膜結合酵素につ いて

α1位に移動 され るものの中にIgA(λ)を 含む ものが多数

見 出され,9)今後 その 出現機序等についての詳細な検索が

必要 とされ る.

3)血 中で の酵素作用 に よる修飾

血清amylaseが 保存に よって 泳動帯の数が増 加す る

と同時に易動度が速 くな る現象が観察 されている.Pep-

tide deaminase等 い ろいろな原因が考え られてい るが,

この ような修飾に よる電気易動度 の多様性については,

今後充分にそれを解析す る必要が あると考え られ る.

3.遺 伝的変異 と血清酵素の異常

血清酵素の評価に酵素 の遺伝的変異,そ の他,遺 伝的

な背景 を理解 してい る必要 がある.臨 床的に評価す るの

は,先 ずその酵素の酵素活牲値であ るが,cholinesterase

のC5band保 持者な どでは,低 下すべ き酵素活性が,

肝硬変症な どで低下せず に臨床 医を混乱 させ ることもあ

り,ま た,LDH,Hsubunit欠 損症でのhetero体 な ど

では,上 昇すべ きLDH活 性が上昇せずに また臨床医を

まどわす ことにな る.こ の ような場合に,泳 動分 析にお

いて,そ の変異,遺 伝的背景を 明確に してい くことは 日

常 の臨床評価上必要 なこ とと考 え られ る,
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Table 5. Appareut Kd values of tumor-producing and normal human amylases .

 4.腫 瘍産生の酵 素の泳動分析 に よる解析

 Regan ALP11)を 始め として多 くの腫瘍産生 の酵素 が

泳動分析 にて見 出 され,そ の性質が 明 らかに さ れ て い

る.こ こでは腫瘍産生 のamylaseの 例を挙げ る.い わ

ゆ る腫 瘍産生 のamylaseは,電 気易動度 としてはSali-
                
vary由 来 と同一 であるとされ てい る.我 々が経験 した

3例 の(肺 癌2例,卵 巣癌1例)腫 瘍産生 のamylase

におい て,主 要 なbandはsalivary由 来の ものに一致

してい た.し かし,2例 においてneuraminidase sensi-

tiveなsubbandsを 認め,基 質に対す るkineticな 態

度 は異 なることが見 出された.Amylaseの 基質に対 す る

解 離 の定数 の差 は,竹 尾 らめ方法に基いた ものであ り,

泳 動分析 の方法を利用 したkineticな 解 析を容易に した

点 が,こ のよ うな腫瘍産生の酵素の泳動 的な易動度では

見 出せ なか った 差異を明 らかに出来 た例 として 考 え た

い.12)

 Table 5に 種 々の基質に対 してのKdの 差を まとめ

た.腫 瘍産生 の2例 がmaltotrioseに 対 して親和 性を持

た ず,こ の事実は,可 溶性デ ンプンを基 質 とした終 末産物

のoligo糖 の解 析で も明確 にされた.ま た逆に この2例

は,他 の基質に対 しては より強 い親和性 を示す点 でも異

なってい る.そ して他の肺癌 の1例 で示 され る ように,

易動度お よびkineticな 態度 でsalivary amylaseと まっ

た く区別 出来 ない例 も存在 し,今 後 の腫瘍産生amylase

の解析 に1つ の問題点 をなげかけてい る.

ま と め

 血清 を中心 とした酵素 の泳動分析に よる多様性の解析

を述べ た.単 な るisoenzymeと い う範疇では考 え られ

ないmodificationな どに基づ く多様性を含め ると,1

つ の支持体,ま たは1つ の条件で,こ れ ら全ての多様性

を同時に解析す ることは困難か も知れない.こ の ような

多様性を示す要因の解析が必要であ った と同時に,血 中

で の酵素の存在様式を明確にす ることが,今 後の病態解

析に寄与す ることは大 きい と考え られ る.
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