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論文内容の要旨

〔目的〕

脊髄小脳変性症 (SCD) は神経病理学的に診断される症候群であり，その生化学的病因は末解明で

あるo クボルタミン酸は中枢神経系のニューロトランスミッターであるが 高濃度では excitotoxin とし

て作用することが知られており，グルタミン酸代謝過程の障害が中枢神経変性を引き起こす可能性があ

る O グルタミン酸脱水素酵素 (GDH) はTCA回路とグルタミン酸代謝を結ぶ重要な酵素であるが，

すでに神経疾患患者の末梢血白血球GDH活性をスクリーニングし，活性値が健常者の約50%に低下し

ている SCD4 症例を見いだした。本研究では，白血球GDH活性低下の病態をさらに明らかにする目

的で高感度ラジオイムノアッセイ (R 1 A) を確立し，酵素活性低下と酵素蛋白量との相関を検討した。

〔対象ならびに方法〕

対象 :GDH部分欠損を認めた SCD4 名， GDH活性正常の SCDI0名，健常者 8 名，の 3 群であ

る o GDH部分欠損を認めた 4 名では家系内に類病者はなく 1 名に血族結婚(両親がいとこ結婚)がみ

られた。小脳，錐体外路，錐体路，眼球運動，末梢神経など多系統にわたる障害を呈し，臨床病型はオ

リーブ橋小脳変性症と考えられたが， 1 例ではパーキンソニズムが主症状であった。

方法:へパリン加末梢血20mPより 6%デキストランを加えて白血球分画を分離し，混在する赤血球は0.87

% ammonium chloride にで溶血させ除去した。白血球は凍結融解にて破砕， 0.05M Triethanolamine 

buffer (pH8.0) 中でホモゲナイズ後遠心し，その上清を酵素活性測定に供した。反応は最終濃度 8mM

α-Ketoglutarate , 30mM ammonium acetate, 80μM NADH , 2.5mM EDT Aを含む600μ R， 75 

mM Tris-HCl (pH8.6) に白血球 homogenate を入れて開始し，生成する NADを蛍光法で測定した。
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RIA測定では， 0.5%Triton X, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride , 5 mM  E D T Aを含む0.01

M phosphate buffer 中で白血球を sonicate し， 100,000 g , 30分遠心した後その上清を使用した。 RI

A抗体は精製したウシ肝GDHを家兎に免疫して作成した。抗体の特異性は，ラット小脳および肝抽出

液を抗原とした Western blotting にて検討した。種間交叉反応性は，ウシ肝，ラット肝，細菌 (proteus

species) より精製したGDHを抗原とし ELISA法にて検討した。ヒト GDHとの交叉反応性は，本

抗体のヒト白血球GDH活性抑制能にて検討した。 RIAはクロラミンT法にてウシ肝GDH'こ 131 1 を

ヨード化したものを標識抗原とし，ヒツジ抗家兎 7 ーグロプリン血清を第二抗体として二抗体法にてお

こなった。

〔成績ならびに考察〕

白血球GDH活性は， GDH部分欠損S C D ; 0.26::tO.04 (0.20-0.29) mmolN A D / g protein/ 

hr, GDH活性正常SCD ; 0.51::tO.07 (0 .40-0.60) ，健常者群; 0.46::tO.05 (0.36 -0.51) であった。

GDH部分欠損SCD と健常者群の 2 群間で活性値の重複はなかった。 Western blotting にて GDH

分子量に相当する 55.000の位置に単一バンドがみられた。 ELISAで本抗体とラット肝，細菌GDH

との交叉反応が認められ本抗体はヒト白血球GDH活性を抑制した。これらの事実は本抗体がヒト G

DHに共通する抗原決定基を特異的に認識することを示している。本研究で確立したRIAの検出感度

は約 1fmol G D H/  tube であった。ウシ肝GDHを用いた標準曲線と白血球抽出液による抑制曲線は

ほぼ同様の抑制パターンをとった。標準曲線から算出した白血球GDH蛋白量は健常者群 (0.60 ::t0.15 

昭GD H/  g protein) と活性正常SC D (0.56 ::t O.09) で差はなく， GDH部分欠損SCDでは酵素

活性に比例して約半分 (0.28 ::t O.05) に減少していた。 3 群で比活性はほぼ一定(約15mmol N AD/ 

g GDH/min) であった。この事実は，本症ではGDH蛋白の質的異常よりむしろ量的低下があるこ

とを示唆している。

〔総括〕

(1)高感度ラジオイムノアッセイ法を確立し ヒト白血球GDH蛋白量を決定した。

(2)白血球GDH部分欠損を示した脊髄小脳変性症 4 例では活性低下に比例した酵素蛋白量低下があり，

部分欠損はGDH蛋白の質的異常よりむしろ量的低下によると考えられた。

論文の審査結果の要旨

脊髄小脳変性症は原因不明の中枢神経変性疾患であるが，近年，生化学的な分析が試みられ，一部の

症例ではグルタミン酸脱水素酵素活性の低下が示唆されておりその病因論的意義が問題となっている。

本研究では，まず、白血球クゃルタミン酸脱水素酵素蛋白を定量するラジオイムノアッセイ法を確立した。

さらに，同酵素の活性低下を認めた脊髄小脳変性症患者において酵素活性の低下に比例して酵素蛋白量

の低下していることを見いだした。本研究は，同酵素活性の変動機構を考える上で新たな知見を加えた

ものであり，学位論文に値すると考えられるO




