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〔原 著〕

乳酸脱水素酵素 に対 す る酵素結合性免疫 グロブ リン

お よび抗 サブユニ ッ ト抗体 の結合親和性

須藤加代子・前川真人・菅野剛史*

SUMMARY

Anti-native lactate dehydrogenase (LD) A4 and B4 antibodies were prepared from white
male rabbits. Binding affinities of these antibodies for the five isoenzymes of LD were

quantitated.
The equilibrium constants (Keq) showed, anti-A antibody> anti-B antibody≒LD

inhibitor (IgG)> anti-acetylated B antibody≧LD-linked-Ig.

Anti-A antibody formed complexes with LD-A subunit and the complexes were

precipitated. Anti-B antibody also formed complexes with LD-B subunit and the com-
plexes were precipitated, however, formed soluble complexes without inhibiting LD activ-
ity by diluting the antibody. LD-A4 and B4 showed the strongest affinity from antibody
to A and B subunit, respectively.

On the other hand, LD-linked-Ig and anti-acetylated B antibody formed soluble com-

plexes with LD isoenzymes without inhibiting LD activity, and showed the strongest
affinity to LD-2,3 and LD-1,2,3 (almost the same affinity), respectively. From these results,
both LD-linked-Ig and anti-acetylated B antibody demonstrated to recognize the structure
of neither A nor B subunit.

Key words: soluble immune complexes, anti-lactate dehydrogenase A subunit antibody, anti-
lactate dehydrogenase B subunit antibody, lactate dehydrogenase anomaly, equilib-
rium constant.

は じ め に

乳酸脱水素酵素 (LD, EC 1.1.1.27) のB4 (H4)

をア セチル化 して家兎 に免疫 して作製 した抗LD-B

サ ブユニ ッ ト (B) 抗体 は可溶性 で活性阻害のない免

疫複合体を作製する1,2). この性質はヒト血中に存在 す

るLD結 合性免疫 グロブ リン (Ig) の性 状 と類似 してい

る. 従 って, 我 々 は抗アセチル化LD-B抗 体 を作製 し

LDの 各アイソザ イムに対す る結合親和定数 (Keg) を

測定 した2). またLD結 合 性IgGの Keg も測 定 し報告

した3).

一方, ヒ ト血中にはLDと 結合 しそのLD活 性 を低

下 させ るIgの 存在す る症例 (いわゆ る失活因子) も報

告されている4,5). 我々はLD活性を低下させるIgG例
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の2例 につ いて も各LDア イ ソザ イム との Keg を測

定 した6).

本稿 では, 新 た にLDの 非修飾B4, A4を 家 兎に免疫

して得 た抗B抗 体, 抗A抗 体, 並 びに, 日常 よ く観察

され るLD結 合 性IgA症 例 か ら部分精製 したIgAの

各LDア イ ソザイムに対す る Keg を測定 し, かつ既報

のLD結 合性IgG症 例3), 抗 アセチル化LD-B抗 体2),

LD失 活 因子6)の Keg と比較 し, LDに 対す る認識部位

の異質性 について検討 した.

材料 および方法

1. ヒ トLD-B4, LD-A4の 精 製

LD-B4は 期 限切れの輸血用保存血液 より, LD-A4は

剖 検材料 よ り得 た骨格筋か ら五十嵐, 中山の方法8)に

準 じて精製 した.

2. Aお よびBサ ブユニットに対する抗体の作製

精製 したLD-A4, B4を white male rabbits にA4は

Burd ら9)の, B4は Malvano ら10)の免疫スケジュール

に従い免疫 し抗血清 を得た.

3. ヒ トLDの5種 のアイソザイムの精製

I,II,III型 は Burd ら1)の方 法 にて ヒ ト赤 血球 より

分取 した. IV,V型 は Ryan の方 法11)によ り子宮筋腫,

子宮頸癌のため全摘された子宮の残存正常組織の一部

か ら部分精製 した.

4. LD結 合性IgAの 部分精製

LD結 合 性IgAを 含 む血清1.5mlをpH3.4の カ ラ

ムゲル濾過 にてLD結 合能 を もつIgA分 画 を分 取 し

濃縮 して12)以後 の実験 に用いた.

5. 結合 親和定数の求め方

Steward の方 法13)に従 い total antibody binding

site (Abt) と結合親和定数 (Keg) を求 めた14).

6. 症例 (LD結 合 性IgAの 検 出例)

A. Y. は45才 の女性で下腹部痛 を主訴 として昭和56

年8月22日 浜松医大附属病院 を来院, X線, 内視鏡等

の検査結果か ら急性 胃炎 と診断された. 血液化学検査

にてLDの み582 Wroblewski Unit (W.U.) (正常域170

～340w.u.) と上 昇 していた. aspartate aminotransfer-

ase は11 Karmem Unit (K. U.) (5～23 K. U.) alanine

aminotransferase は5 K. U. (2～16K. U.) と共 に正常

域であ りLD上 昇の原因検索のため, LDア イ ソザイ

ム分析 を実施 した. そ のデンシ トグラム を Fig. 1に 示

したが, III型ブ ロー ドのパターンであった. 免 疫固定

後のLD活 性染色によ り, IgA (Kappa) とLDの 結合

していることが判明された.

結 果

I. 抗LD-A抗 体 の性質

Fig. 2 (A) には部分精製 したLD-I(B4), II(B3A1),

III(B2A2), IV(B1A3), V(A4) 型 の濃度を変化 させ, 抗

A抗 体 との反応性 を調べ た結果 を示 した. 抗A抗 血清

を生理食塩水で21倍 に希釈 し, LDの5種 のアイソザ

イム各々5濃 度 と10対1の 割合 で混和 した後3,000

rpm上 清 のLD活 性 を抗A抗 血清のかわ りに生理食

塩水 と混和 した結果 とを比較 した. IV型, V型 は抗A

抗体 と反応 し, LD活 性が沈降 しているこ とが示 され

た. この上清のLDア イソザイム分画像 を Fig. 2 (B) に

示 した. I型 はいずれの濃度にて も活性, 泳動像共 に

変化 しなか った. このこ とは作製 した抗A抗 体がBサ

ブユニ ッ トと交差反応をしないことを示 している. I

型 以外のAサ ブユニ ッ トを含むアイソザイムはいずれ

も異常バ ン ドが観察 された. 3,000rpm遠 心上清 中に

抗A抗 体 と結合 したLDが 存在 しているこ とを示 し

ている. 従 ってデンシトメ トリーにて分画 し, 抗体 と

結合 していない free のLD活 性 を求めた (Fig. 2 (A)).

この値 を用いて Keg を求 めた結果を Table 1に 示 し

た. 前 述 の様にI型 (B4) は反応が観察 されなかった.

ま たIV型 は bound と free の泳 動位 置が近似 している

ため定量的解析 は不可能であった.

尚, 抗A抗 血清の希釈実験 にては320倍 希 釈 までは

沈降反応 を示 した. 640倍 希 釈以上では活性 に変化はな

Fig. 1. Densitometric tracing of LD isoenzyme

pattern for patient's (A. Y.) serum.

(+) (-)
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く, またLDア イ ソザ イム像にも変化が観察 されなか

った. 従 って, 抗A抗 血清にては可溶性複合体のみ,

あるいは沈降する複合体のみを観察で きる条件は見出

されなかった.

II. 抗LD-B抗 体の性質

同様に5種 のLDア イ ソザ イム と21倍 希釈 した抗B

抗 血清 との混和実験の結果 を Fig. 3 (A), (B) に示 した.

抗B抗 体 は抗アセチル化B抗 体 とは異な り, I型 との

免疫複合体が沈降することが示された. この3,000rpm

遠心 上清のLDア イソザイム像 を Fig. 3 (B) に示 した.

I型, II型 の上清LDは すべて抗B抗 体 と複合体 を作

製 し移動度が変化 している. またV型 はLD活 性, 移 動

度共に変化が な く作製 した抗B抗 体 はAサ ブユニ ッ

トとは交差反応 しないことが示 された. この抗B抗 血

清を生理食塩水で1051倍 (21×51倍) に希釈 し同様の

実験を実施 した ところ3,000rpm上 清 中の活性 はいず

れのアイソザイムを用いても変化 しなかった. この上

清LDア イソザイム像 を Fig. 3 (C) に示 した. この結果

はデンシ トメトリー にて free と bound が分 画可能で

あることを示 している. Keg の算 出にはこのデータを

Fig. 2. Reaction of anti-LD A subunit antibody with various LD isoenzymes.

(A) LD activity in supernatant (3000rpm 10min.)

pre (○); LD+saline

post (○); LD+anti-LD A antiserum (diluted 21 times by saline)

post (□); free LD activity in same supernatant (calculated with

densitometric-determination)

(B) Electrophoretic analysis of anti-LD A antiserum complexes with different

concentrations of LD isoenzymes on Cellogel membrane
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用 いた (Table 1).

III. 患 者血清中のLD結 合性IgAの 性 質

部分精製 し LD-free と したLD結 合 性IgAを5種

のLDの ア イソザイム との再結合実験 を前記の抗LD

抗 血清 と同様 に実施 した. 3,000rpm遠 心 上清 のLD

活性は変化 しなか った. 電気泳動後のLD活 性像のデ

ン シ トメ トリーにて free と bound を求 め, 逆 数 plot

に よ り Abt を求 めた (Fig. 4 (A)). この Abt を用 いて

Sips plot (Fig. 4(B)) にてII型, III型とこのIg Aと の

Keg を求 めた結果 を Table 1に 示 した.

考 案

LDのA, B両 サ ブユニ ッ トは免疫学的に分画 され

るが, 抗B抗 体の作製は困難であるとの報告が古 くか

らなされている9,15). 一方, アセチル化Bサブユニッ ト

は容易に抗体産生 をし, この抗 アセチル化抗体 は非修

Table 1. Equilibrium constant (Keq) for each Lactate

dehydrogenase isoenzyme (×109M-1)

N. D. not detectable
Neg. negligible

Fig. 3. Reaction of anti-LD B subunit antibody with various LD isoenzymes.

(A) LD activity in supernatant (3.000rpm 10min.)

pre (○); LD+saline

post (○); LD+anti-LD B antiserum (diluted 21 times by saline)

(B) Electrophoretic analysis of anti-LD B antiserum (diluted 21 times by saline) complexes with

different concentrations of LD isoenzymes on Cellogel membrane

(C) Electrophoretic analysis of anti-LD B antiserum (diluted 1071 times by saline) complexes

with different concentrations of LD isoenzymes.
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飾B4と 反応 し, その免疫複合体は活性阻害 されず, か

つ可溶性であることが知 られていた1,2). 我 々 はこの抗

アセチル化抗体 がLD結 合性Igの 性 状 と類似 してい

ることか ら, この抗 アセチル化B抗 体 を作製 し, LDの

各 アイ ソザイム との Keg を測定 した2). ま た3例 の

LD結合性IgG3), 2例の失活因子 (IgG)6)についても そ

の Keg を報告 して きた (Table 1).

Keg は抗 体 の抗原 に対す る親和性 を数量 的に表 わ

してお り, 大 きければ大 きい程 その抗原に対する親和

性が強いことを示 している. 従 って個々のアイソザイ

ムに対する Keg を求 めることによ り, どのアイソザイ

ムを本来の抗原 としているのかが推定できる. サ ブユ

ニ ッ トを認識 しているのであれば, そのホモテ トラマ

ーに対する Keg が最 大 となるはずである. また抗原に

対する親和性の強い認識部位の多い抗体であれば容易

に高分子複合体を作製し沈降する. 逆に可溶性で活性

阻害を示さない複合体の作製は, Keg の小さいことが

推定できる. この観点から本研究にては非修飾B4, A4

を家兎に免疫して作製した抗体の Keg を測定すると

共に日常血清に最 も多 く見出されているLD結 合性

IgAの Keg も測定した.

抗A抗 体のA4と の Keg は30.20×109/Mと 我々の

検討した抗体のうちで最大であり最もLDと の結合親

和性の強いことが示された. 容易に免疫沈降反応を呈

することとも一致する結果である. 一方, 抗B抗 体 も

沈降反応を示した. そのB4と の Keg は2.2×109/Mと

抗A抗 体の約1/10で あった. 抗B抗 体は希釈するこ

とにより沈降反応が観察されないことからも抗A抗

体よりLDに 対する親和性の弱いことが推定された.

抗アセチル化B抗 体は抗B抗 体よりさらに1/10以 下

Fig. 4.

(A) Determination of total antibody binding sites

Abscissa; reciprocal of concentration of free LD. Ordinate; reciprocal of the concentrations of

LD bound by isolated IgA

1/b=[(1/Abt)×(1/Keq)×(1/[Ag])]+(1/Abt)

Where b=[AbAg]=antibody-antigen complex concentration (LD, mol/L);

Abt=total antibody binding sites;

[Ag]=free antigen concentration (LD, mol/L);

Keq=equilibrium constant.

When 1/[Ag]=0,1/b=1/Abt

II indicates LD II (B1A3) and III indicates LD III (B2A2)

(B) Determination of equilibrium constant (Keq) for interaction of IgA from patient A. Y. with

LD II and III

(a. log Keq)+(a. log[Ag]=logb/(Abt-b)

When logb/(Abt-b)=0, Keq=1/[Ag].

(A) (B)
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の Keg で あ った (Table 1). 抗 原抗体濃度 を変化させ

てもその複合体が沈降 しない事実 とよく一致 す る結果

である. 抗 アセチル化B抗 体はアセチル化B4と は沈

降する複合体を作製する1). しかし非修飾B4とも可 溶

性の複合体 を作製するが一種の交差反応 とも考 えられ

親和性の弱いことからも推定で きる. またアイソザイ

ム別の Keg に注 目すると抗B抗 体 はB4, 抗A抗 体は

A4に 最 も強い親和性 を示 し, 正 にサブユニ ッ ト抗体 と

考 えられた. 一方, 抗 アセチル化B抗 体はB4, B3A1,

B2A2, の3種 のアイソザイムとほぼ同様の親和性 を示

した. 抗 原認識部位がサブユニ ットのみではない可能

性 も推定 させ る結果であ り興味 ある知見である.

血 中のLD結 合 性Igは 抗A抗 体, 抗B抗 体等のサ

ブユニ ット抗体 とは異なり, ヘ テロテ トラマーである

B3A1, B2A2に 強 い親和性 を示 した. この結果 は, 桑

ら16)杉田 ら17)がLD結 合IgA例 で 立体構造 を認識 し

ているとの報告 と類似 しているとも考えられた. しか

し, 定 量性が観察 されず, 抗 アセチル化B抗 体の結果

と考 え合わせ ると, 立体 構造よ りむ しろ変 性抗原に対

する抗体 と考 えた方が妥当なのか もしれない. LD結

合 性Igの うち失活因子 とも表現 されているIgGと 結

合することによりLD活 性が阻害 され る例にては2例

共 に抗B抗 体 と類似の Keg で あ った. 一 方, LDア ノ

マ リー と表現されている活性阻害の観察され ないLD

結合Igは 共 に抗 アセチル化B抗 体 と同様, あ るいは

さらに弱い親和性 であった.

LDと の免疫複合体 が沈降する例, 活性阻害され る

場合, そ して活性阻害がな くかつ可溶性の場合, の順

にIgのLDと の Keg は小 さくなる (親和性が弱 くな

る) こ とが示 された. またLDの 各 アイソザイムとの

Keg はア イソザ イム別 の親和性の程度 を示 してお り,

サ ブユニッ トに対す る抗体であるか否かを推定する上

で重要な所見であるこ とが判明した.
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結 論

乳酸脱水素酵素 (LD) のA4, B4を 各 々家兎に免疫

し抗A抗 体, 抗B抗 体 を作製 した. 抗A抗 体の免疫複

合体 は沈降 し, A4に 最 も強い結合親和性 を示 した. 抗

B抗 体 もB4と 沈 降反応 を示 したが希釈 によ り活性 阻

害のない可溶 性の免疫複合体 を作製 した. また, B4に

最 も親和性 を示 したが結合定数 (Keg) は抗A抗 体 の

約1/10で あった. すで に報告 した抗アセチル化B抗 体

の Keg は この抗B抗 体の1/10で あ り, B4, B3A1, B2

A2の Keg は ほぼ同 じであったことが非修飾LDに 対

する抗体 と異なった. LD結 合 免疫 グロブ リン (Ig) の

うち, 結合 しLD活 性 を失活させ るIgGの Keg は抗B

抗 体のそれ と同 じオーダーであった. 一方, 活 性阻害

のないLD結 合IgA, IgGは 抗 アセチル化B抗 体 と同

じかむしろ小さい Keg で あった. また, いずれのLD

結 合IgもB3A1, B2A2に 強 い親和 性を示 した事実 は非

修飾LDの サブユニ ットを認識 した抗体 と異なること

を強 く示唆 した.
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