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〔目的〕

容の要 1::;::. 
日

最近， 従来の酵素診断法に加えて， 体液または組織の酵素活性をさらに質的に分析する方法とし

て， isozyme の概念を臨床的に応用する試みが各種の酵素について行なわれている。臨床酵素診断に

用いられている酵素の 1 つであるかglucuronidase C以下。G) については，肝・胆道疾患，各種悪

性腫痔，糖尿病，動脈硬化症，甲状腺機能冗進症などの際に血清中に上昇するととが知られている。

しかし，その isozyme に関する研究はいまだ極めて少ない。そ乙で本研究では， ラット肝 ßG を

isozyme Iこ分離する方法およびその isozyme としての性状を検し，さらに臨床的応用の可能性につ

き検討する乙とを目的とした。

〔方法ならびに成績〕

材料は Sprague-Da w ley 系ラット体重ゃく 150g のものを使用したo ßG 活性の測定は p-nitro­

phenyl glucuronide を基質とする塚元氏法にf羊じて行なった。

ラット肝を酢酸緩衝液または蒸溜水で抽出した粗酵素液を用いて次の如く電気泳動およびカラム・

クロマトグラフイーで分離した。

1 澱粉ブロック電気泳動で分離すると ， ßG 活性の主ピークは日ーグロプリン位および尚一ク守ロプ

リン位にみられ，さらにアルブミン位にも小ピークを認めた。

2 DEAE-cellulose カラム・クロマトグラフイーを用いて粗酵素液の ßG を食塩濃度 0.130 M, 

0.187M, 0.230Mで 3 つに分画することが出来，その画分をそれぞれ ßG m, 11, 1 と名づけた。

硫安分画， DEAE-cellulose カラム・クロマトグラフイーを用いて日G 1 および ßGm C゚G m 
の精製の場合には予め熱処理を行なった)を部分的に精製し，次の女~l き検討を行なった。

3 セルローズ・アセテート膜電気泳動によって ßG 1 および日 Gm の蛋白の泳動を染色すると，



G゚ 1 は αzーグロプリン位に， ßGIII は 13-グロプリン位に存在した。

4 シアノガム電気泳動を行なった後に， 6-bromo-2-naphthyl glucuronide を用いてシアノガムで

上 ßG活性の染色を行なうと， やはり ßG 1 は α2ークゃロプリン位に， ßGIII は 13-グログリン位に

活性を認めた。

5 G゚ 1 および ßGIII について，耐熱性の点では ßG， III の方が安定であった。しかし至適 pH

は両者とも4.3-4.5で差異を認めなかった口

6 G゚ 1 および ßGIII の免疫化学的研究

部分的に精製した ßG 1 および日 GIII を抗原としてウサギを免疫してえた抗。G 1 血清および

抗 ßGIII 血清について次の検討を行なった。

i )抗 ßGIII 血清の一定量と倍数稀釈した ßGIII の一定量を加えると沈降物を生じ， ßGIII は

抗。GIII 血清によって沈降せしめられ，沈降物中からほぼ完全に日G 活性を回収しえた。一

方，抗。 GIII 血清はßG 1 を沈降せしめえず， G゚ 1 と ßGIII は抗日 GIII 血清に対する態度を

異にした。

ii) 同様に抗戸G 1 血清を用いて ßG 1 および ßGIII ~こ対する沈降度をしらべると，抗日G 1 

血清は ßG 1 および ßGIII をともに完全に沈降せしめ， G゚ 1 と日 GIII を区別することが出

来なかった。

7 四塩化炭素投与ラット血清日G 活性は健常の約2.5倍， Walker's carcinosarcoma 移植ラット

血清白G 活性は約1. 3倍の上昇がみられる。とれらの血清について検討した。

i) DEAE-Sephadex A-50 カラム・クロマトグラフイーでラット血清 ßG 活性を分画すると，

四塩化炭素投与ラットでは，健常ラットおよび担癌ラット血清に比して食塩 O.lM画分 (13-グロ

プリン位)の増加がみられ，パターンに差異のあるととを認めた。

ii) 抗日G 皿血清を用いてこれらのラット血清白G 活性に対する沈降度を検討すると，四塩化

炭素投与ラット血清 ßG 活性は健常ラットおよび担癌ラットに比して有意に強く沈降せしめら

れた。すなわち四塩化炭素投与ラット血清 ßG が肝より由来するものであることを示唆し，担

癌ラット血清 ßG と鑑別しうることを認めた。

〔総括〕

1 ラット肝日G をクロマトグラフイ{および電気泳動を用いて 3 つに分離し，そのうち ßG 1 お

よび ßGIII と名づけたものについて検討を行なった。

2 G゚ 1 と ßGIII はそれぞれ尚一グ、ロプリン位と日ーグロプリン位に属し， 耐熱性の点で差異が

みられた。

3 G゚ 置 に対する抗血清(抗日GIII 血清)は日GIII を完全に沈降せしめるが， 13 G 1 を沈降せ

しめず，免疫化学的に態度を異にした。しかし抗戸GI 血清では，このような交文性は認められな

かった。いずれも抗原抗体沈降物から日G 活性を完全に回収しえた。

4 四塩化炭素投与ラットの血清中に増加する ßG 活性は抗。GIII 血清によって， 健常ラットお

よび担癌ラットのものよりも強く、沈降せしめられ，肝由来のものである乙とを証拠づけ，抗血清を鑑

別診断に用いうる乙とを示した。
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論文の審査結果の要旨

血清かGlucuronidase (ßG)活性は肝・胆道疾患，各種悪性腫湯，糖尿病，動脈硬化症などの際に

上昇することが知られている。一方最近では， isozyme の概念が臨床酵素診断法に導入され，とく

に L D H (Lactic dehydrogenase) については，心筋梗塞と急性肝炎の際の血清ノマターンの差異が

診断に応用せられている口しかし日G の isozyme については知られるところが極めて少ない。著

者は本研究において，ラット肝の ßG をクロマトグラフイーを用いて 3 つの画分に分け，乙のうち

G゚ 1 およびE と名づけたものが電気泳動，耐熱性などの点で異なり，さらに抗。 Gill 血清により

免疫化学的にも両者を区別し得ることを認め，またとの抗 ßGill 血清を用いることにより，肝障害

時に血清中に増加する ßG 活性は肝 ßG !こ由来するものである乙とを示唆する成績を得ている。

本研究は ßG の isozyme の存在を証明するとともに，抗酵素血清を用いることにより，血清中

酵素の起源を探究する方法を示したもので臨床応用への可能性を示唆した優れた研究であると考え

る口
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