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第1章　 緒 言

酵 素 化学 の進 歩 は,各 種 疾 患 の診 断 を容 易 な ら し

め,病 因 な ら びに病 態 生 理 の解 明 に大 きな 手 が か り

を与 えて 来 て い る.

リウ マチ 性疾 患 に つ い て も言 外 で はな く,そ の 関

節 液 に 高 く み られ る乳 酸 脱 水 素 酵 素(LDH),

 β-glucuronidase (β-G), acid phosphatase (Ac-

P)等 の 諸 酵素 活 性 に関 して も各 方 面 か らの追 求 が

な され て い る.

LDHア イ ソ ザ イ ムの 草 分 けは, Neilands1) (1952)

が2分 画 に, VesellとBearn2) (1957)が3分 画 に

分離 した ことに始 ま り,そ の后, Wroblewski3) (1962)

の デ ン粉 ゲ ル泳 動 法, Wieme4) (1959), van der

 Helm5) (1962)の 寒 天 ゲ ル電 気 泳 動 法 に よ って,ヒ

トの血 清 中 のLDHが5つ の 分 画 に分 け られ る こ と

が 見 出 され,今 日 の ア イ ソザ イ ムの概 念 が確 立 され

るに至 っ た.

しか し, LDHお よ び その ア イソ ザ イ ム の リウ マ

チ 性疾 患 に対 す る応 用 は比 較 的 あた ら しい.

Vesell6)ら(1962), West7)ら(1963), Cohen8)

 (1964), Jasani9)ら(1969)お よ び石 原10)(1970)

らの研 究 では,慢 性 関 節 リウ マチ の 関 節液 に み られ

るLDHの 高 活 性 の原 因 が,関 節 液 中 に遊 出 して き

た 白血 球 や,炎 症 性 滑 膜 か らの 酵 素 の 流 出 に 由来 す

る もの で あろ う と述 べ て い るが,こ の様 な報 告 も,

ア イ ソザ イ ムを測 定 す る こ とに よ って は じめ て な さ

れ た成 果 で あ る.

一 方 , LDHの み な らず,電 気泳 動 法 や カ ラム ク

ロマ トグ ラ フ ィーの 発 展 によ って,最 近 脚 光 を あ び

て来 た 分 野 に β-glucuronidase (β-G)の ア イ ソ ザ

イ ムが あ る.過 去 にMills (1940), Fishman (1947),

 Moore11)ら(1960)に よ っ て β-Gのisozymic pa

tternの 存 在 が 想 定 され た が,更 に発 展 して近 年 で

は肺,肝,子 宮 等 の 癌 お よ び胃 癌 を 中心 とす る悪 性

腫 瘍 や 肝 硬変 症 の診 断 に利 用 す べ く,そ の組 織,血

清,分 泌 物 お よ び〓 出 液 等 につ い て ア イソ ザ イ ムが

測 定 され,そ の臨 床 的,診 断 的応 用 が 試 み られ て き

て い る12)13)14).

しか し,リ ウ マ チ疾 患 の β-Gア イ ソザ イ ムの 測
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定 は殆 ん ど試 み られて お らず,そ の血 清,関 節 液 な

らび に滑 膜 に お け るisozymicな 分析 は, LDHの ア

イソ ザ イ ム と並 行 して こ そ更 に意 義 深 い もの と考 え

られ る.

従 来 の 報告 で は,慢 性 関 節 リウマ チ 患 者 の 関節 液

中 に 高 活 性 に 認 め られ るLDH, β-G, Ac-P等 の

諸 酵 素 は,そ の 由来 を炎 症 性 白 血 球 に求 め た もの が

多 か った の で あ るが,著 者 は,関 節 リウマ チ の病 態

に 関 す る研 究 の一 環 と して, LDHお よ び β-Gの ア

イソザ イム を併 せ て測 定 し, Ac-Pな らび にalkaline

 phosphatase (Al-P)の 測 定 も加 えて リウマ チ の 酵

素 活 性,と くに 関節 液 中 の酵 素 活 性 の 由 来 に つ い て

研 究 し,検 討 を加 えた の で報 告 す る.

(表1)　 酵素活性測定例数

第2章　 検 査 対 象

1) 岡山大学医学部第三内科 リウマチ外来に通院

あるいは入院せるAmerican Rheumatism Asso

ciationの診断基準により診断した慢性関節 リウマチ

(RA),変 形性関節症(OA)の 患者の血清 と関節液

2) 滑膜切除術の際に得たRAの 膝滑膜

3) 非 リウマチ性疾患(non-RA)屍 体 から死後

6時 間以内に採取 した膝関節液と滑膜

4) 対 照 として教室の医局員より得た血清

5) 健常 ヒトおよびイヌ末梢血より分離した白血球

上記被検者の測定例数は, RA 45例, OA 17例,

 non-RA屍 体10例,健 常人20例,ヒ トおよびイヌ白

血球各2例 であるが,各 種酵素活性の測定例数の細

目は表1に 示す通 りである(表1).

なお血清は肘静脈より採血后, 2000rpmで10分 間

遠沈分離し,関 節液は膝関節を充分に消毒し, 18ゲ

ージの注射針で穿刺 して採取 したのちヒアルロニダ

ーゼ処置を行ない,い ずれも-20℃ 下に凍結保存 し,

 1週 間以内に酵素活性を測定した.

滑膜は,滑 膜切除術に際し除去 された滑膜を約1

分間流水によ り水洗して表面の血液成分を洗い流 し

たのち,ほ ぼ米粒大に細切 して10倍 量の蒸溜水を加

えてホモジナイズし,そ の抽出液の上清の酵素活性

を測定 した.

ヒトおよびイヌ末梢血の白血球については, Dio

guardi15)ら の塩化アンモニウム水溶液を用いる方法

によって, 20mlの 末梢血から分離した乾燥白血球

に1mlの 蒸溜水を加 えて振盪溶解 した液中の酵素

活性を測定した.

第3章　 酵 素 活 性 測 定法

1) LDH総 活 性 お よ び ア イ ソ ザ イ ム分 画

LDH総 活 性 は, Wroblewski法 に もとず き,改 良

され た ヤ トロ ン社 の キ ッ トを用 い て測 定 した.

pyruvic acid+NADH2LDH〓lactic acid+

NADす な わ ち,血 清(被 検 液)とpyruvic acidを

incubateす る と,血 清 中 のLDHの 作 用 に よ って

pyruvic acidが 一 部 乳 酸 に移 行 す る.未 反 応 の 基

質 に呈 色 試 薬 な らび にNa OHを 加 え て発 色 させ,

そ の吸 光 度 を分光 々度 計 に て500mμ の 波 長 を用 い

て測 定 し,残 存 す る基 質 量 との相 関 か らLDH単 位

を求 め た.

LDHの ア イ ソ ザ イ ム分 画 は, Wieme4)の 装 置 に

準 じ, Helm5), Yakulis16)の 方 法 をmodifyし た寒 天 ゲ
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ル電 気 泳 動 法17)18)に よ って測定 した(0.1M Veronal

 Buffer+1% special Noble Agar, pH 8.6).す

な わ ち,ス ラ イ ド グ ラ ス板 上 に厚 さ2mmの 寒 天 板

(0.05M Veronal Bufferを 用 い た0.75% special

 Noble Agar)を 置 き,や ゝ陽 極 よ りに長 さ8mm,

巾1mmのSlitを 作 り,約16μlの 検 体 を 入 れ(一 枚

の ス ライ ドグ ラ ス で二 検 体 泳動 で き る),泳 動 槽 の

石 油 エ ー テ ル を約10℃ に保 ち, 20V/cmで50分 間泳

動 した.終 了后 直 ちに, Yokulis16)の 処 方 に 準 じた

染 色 液(表2)に 浸 し, 37℃ の 孵 卵 器 で45分 間in

cubateし た后, 10%酢 酸 で10分 間 固定 し, 24時 間水

洗 した.次 い で 濾紙 で被 い室 温 にて 乾 燥 放 置 した后,

 570mμ のfilterを 使 用 してdensitometryを 行 な い

分 画 比 を求 め た. 5つ の ア イ ソザ イ ム分 画 は, Wi

eme4),吉 田19)ら に な らって,陽 極側 す な わ ち 易 動 度

の早 い もの か ら, LDH1, LPH2… …LDH5と した.

(表2)　 染色液の成分　 (寒天板4枚 分)

2) β-Gの 総 活 性 お よ び ア イ ソ ザ イ ム分 画

β-Gの 総 活 性 は基 質 と してP-nitrophenylβ-D-glu

curonideを 用 い る 塚 元 氏 法 に準 じて測 定 した.す

な わ ち,基 質 量3.33gを 蒸溜 水 に溶 解 して 全 量100ml

に調 製(0.1M)し,こ の基 質 溶 液0.1mlを, 0.1M

酢 酸 ・酢 酸 ソ ー ダ緩 衝 液(pH 4.0) 0.8mlに 加 え て

37℃, 10分 間 加 温 した の ち,被 検 液0.1mlを 添 加 し

て 再 び37℃, 10時 間 保 温 して反 応 せ しめ た.次 い で

0.1N NaOH 1mlを 加 え て 発 色 させ, 4mlの 水 で

稀 釈 して 分 光 光 度 計 を 用 い400mμ のfilterを 使 用

して 比色 定 量 した.こ れ に よ り生 成 され たP-nitro

phenyl量 の,反 応 時 間1時 間,被 検 液100ml当 り

の μg数 を もって 酵素 活 性 の 単 位(u/dl/hr)と した.

(表3)　 酵素活性測定成績

(注) ① 数値はM±SD

② ※ 臓器単位(u/g/hr)

臓器(組 織)の 活性値については,あ らかじめpH

 4.0の 酢酸 ・酢酸ソーダ緩衝液 を使 って1w/v%濃

度のホモジネートを作 り,そ の上清を用いて同様の
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操 作 の下 に保 温 時 間 を7時 間 と して,反 応 時 間1時

間,臓 器1g当 りの μg数 を も って 表 わ し た(u/g

/hr).

一 方 , β-Gの ア イ ソ ザ イ ム分 画 は, DEAE Sep

hadex A-50 Column Chromatographyに よ って測

定 した.す な わ ち,カ ラ ム管 の 直 径 を1.5cm,高 さ

12cmの もの を 使 用 し,ア イ ソ ザ イ ム の溶 出 に は,

 NaCl濃 度 を そ れ ぞれ0.05M, 0.10M, 0.15Mお よ

び1.0Mの 割 合 に含 む0.02Mト リス ・リ ン酸 緩 衝 液

(pH 8.3)で 段 階 的 に溶 出 した.溶 出 され た β-G活

性 は 先 に 述 べ た 塚 元 氏 法 に よ り比 色 定 量 し,そ の

optic densityが 描 く面 積 比 を もって 表 わ した.

3) Ac-P活 性

phenylphosphate-2 Na 4-aminoantipyrine

 Sodium Citrateを 基質 とす るKind-King法 に もと

ず き,ヤ トロ ン社 の キ ッ トを用 い て測 定 した.

す な わ ち,基 質 液 とク エ ン酸 緩 衝 液 を等 量 に混 合

した 基 質 緩 衝 液 に被検 液 を加 えてincubateし,こ

の 反応 液 に呈 色 試 薬 を加 えて 酵 素 反 応 を停 止 させ,

同 時 に遊 離 した フ ェ ノ ール を発 色 させ て,そ の 吸光

度 か らAc-P活 性値 を求 め た(K. A. U).

4) Al-P活 性

(表4)　 RAの 血清におけるLDH総 活性とそのアイソザイム分画(%)
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Sodium-P-nitrophenyl phosphateを 基質 とす る

Bessey-Lowry法 に従 っ て測 定 した.す な わ ち,被

検液 中 の アル カ リ性 リン酸酵 素 が基 質 に作 用 して遊

離 したP-Nitrophenyl量 を比 色 定 量 し て 酵 素 活 性

を求 め た(B. L. U).

第4章　 成 績

今回の研究で得 られたリウマチ性疾患の各種酵素

活性の測定値をまとめると表3の 如 くなる(表3).

以下,個 々について詳細を述べる.

1) LDHの 総活性とアイソザイム分画

a) RAの 血清 と関節液について

(表5)　 RAの 関節液におけるLDH総 活性値とそのアイソザイム分画(%)

32例 のRA血 清 のLDH総 活 性 値 は平 均473 (270

～730)u/mlで ,う ち11例 の ア イ ソザ イ ム分 画 は,

 LDH1 39.2%, LDH2 36.7%, LDH3 10.6%, LDH4

 6.8%, LDH5 6.7%とLDH1, LDH2が 高 く, LDH3,
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LDH4, LDH5の 順に低 くな った(表4,図1).

(図1)　 RAの 血 清 お よ び関 節 液 のLDH isozyme

(図2)　 OAの 血清および関節液のLDH iso

(表6)　 OAの 血清におけるLDH総 活性値 とそのアイソザイム(%)

35例 のRA関 節 液 のLDH総 活 性 値 は平 均, 1640

 (420～3800)u/mlで 血 清 に比 べ て著 しい高 活 性 値

を示 した(P<0.001).そ の 内, 30例 の ア イ ソザ イ

ム は, LDH1 17.0%, LDH2 16.1%, LDH3 16.1%,

 LDH4 16.7%, LDH5 35.7%でLDH5の 著 高(P<0.05)

がみ られ,前 述 の 血清 の ア イ ソ ザ イ ム分 画 の パ タ ー

ン と は全 く逆 の 分 布 が み とめ られ た(表5,図1).

b) OAの 血 清 と関 節 液 につ い て

12例 のOA血 清 のLDH総 活 性 は平 均416 (330～

500)u/mlで,う ち3例 の ア イ ソザ イ ム は, LDH1

35.9%, LDH2 43.2%, LDH3 17.0%, LDH4 2.8%,

 LDH5 1.1%と な りRAの 血 清 とほ ゞ同様 の パ ターン

で あ った(表6,図2).

同例 数 のOA関 節 液 の 総 活 性 は,平 均453 (270～

900)u/mlで 血 清 の 活 性値 と大 差 な く,う ち8例 の

分 画 は, LDH1 24.3%, LDH2 29.2%, LDH3 12.5%,

 LDH4 11.5%, LDH5 22.5%で あ った(表7,図2).

OAの 関 節 液 のLDH5は 血 清 に 比 較 す れ ば有 意 な

(P<0.001)高 値 で あ るが, RAの 関 節 液 ほ ど著 明

な 活 性上 昇 は み られ なか った.

c) RAの 滑 膜 につ い て

6例 のRA滑 膜 ホ モ ジ ネ ー トの 上 清 にみ られ た

LDH総 活 性 は,平 均11750 (8900～15200)u/mlと

著 高 を 示 し,そ の分 画 は, LDH1 1.4%, LDH2 3.8

%, LDH3 17.5%, LDH4 38.0%, LDH5 39.3%で
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LDH5に 最 も高い活性が認められた(表8,図3).

(表7)　 OAの 関節液におけるLDH総 活性値 とそのアイソザイム(%)

(表8)　 RAの 滑膜におけるLDH総 活性値 とそのアイソザイム(%)

(図3)　 RA滑 膜 お よ びnon-RA滑 膜 と 関 節 液 の

LDH isozyme

d) non-RAの 関 節 液 と滑 膜 につ いて

10例 のnon-RA屍 体 の 関節 液 のLDH総 活 性 は 平

均413 (190～610)u/mlで,そ の分 画 は, LDH1 8.2

%, LDH2 19.1%, LDH3 34.5%, LDH4 20.2%,

 LDH5 18.0%で あ った(表9,図3).

4例 のnon-RA滑 膜 のLDH総 活 性 は平 均2790

 (1710～4300)u/mlで,そ の 分 画 はLDH1 10.3%,

 LDH2 29.9%, LDH3 28 .3%, LDH4 16.9%, LDH5 

14.6%で あ った(表10,図3).こ れ をRAの 関 節

液 な らび に滑 膜 と比 較 した場 合,総 活 性 に お い て も,

 LDH5に お いて もい ず れ もnon-RAの 方 が低 値 に 位

置 した.

e) 健 常 人(対 照)血 清 につ いて

教 室 員20例(♂11例,♀9例,年 令20～36才)の

対 照 血 清 のLDH総 活 性 は,平 均400 (340～550)
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u/mlで,う ち5例 の ア イソ ザ イ ム分 画 はLDH1 44.1

%, LDH2 39.9%, LDH3 14.0%, LDH4 2.5%, LDH5

1.5%で あ っ た(表11,図3).こ の 総 活 性 値 をRA

血 清 の それ と比 較 す る と, RAの 方 が高 値(P<0.05)

で あ った.

(表9)　 non-RAの 関 節 液 に お け るLDH総 活 性値 とそ の ア イソ ザ イ ム(%)

(表10)　 non-RAの 滑 膜 に お け るLDH総 活 性 値 と その ア イソ ザ イ ム(%)

f) ヒ トお よ び イ ヌ白血 球 の ア イ ソザ イ ム

ヒ ト末梢 血 中の 白血 球 のLDHア イ ソ ザ イ ム は, LDH1

16.7% , LDH2 21.8%, LDH3 43.7%, LDH4 12.7

%, LDH5 5.1%で,イ ヌの 分 画 は 各 々16.8%, 19 .6

%, 38.3%, 14.1%, 11.2%と な り, LDH3を ピ ー

ク とす る同 様 の パ ター ン が形 成 され た(図4).

(図4)　 ヒ トお よ び イ ヌ末 血 白血 球 のLDH isozyme

2) β-Gの 総 活性 とア イ ソザ イ ム分 画

β-Gの 総 活 性値 につ いて は, RAの 関節 液 に平 均

2578 (850～6166)u/dl/hrを 示 め し, RA血 清 の

1328 (447～2547)u/dl/hrと 比 較 す れ ば,関 節 液

の 方 に 著 高(P<0.001)が 認 め られ た.

一方 , OAの 血 清 で は,平 均1040 (895～1222)

u/dl/hr, OAの 関 節 液 で は平 均935 (281～2781)

u/dl/hrで 両 者 に 差 異 は み られ ず,健 常 人 血 清 の平

均1309 (916～1785)u/dl/hrと と もにRAの 関 節 液

ほ どの高 活 性 に はは るか に及 ば な か っ た.

健 常 人 の関 節 液 を採 取 す る こ とは 困難 な の で,非

リウマ チ(non-RA)疾 患 で死 亡 した ヒ ト(食 道 癌,

胃 癌,肺 癌,肝 硬 変 症,子 宮 癌 の5例)の 膝 関 節 か

ら得 た関 節 液 に つ い て測 定 して み る と, 864 (441～

1813)u/dl/hrで 最 も低 値 め 活 性 が示 され た(表3).

更 に,滑 膜 につ いて は, 6例 のRA滑 膜 で平 均464
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(351～610)u/g/hr(臓 器 活 性 単 位), non-RA滑

膜 で は 平 均84 (46～179)u/g/hrでRA滑 膜 の方 に

著 明 な 高 活 性(P<0.001)が 認 め られ た(表3).

(表11)　 健常人の血清におけるLDH総 活性値 とそのアイソザイム(%)

(図5)

セ ル ロー ズ ・ア セ テ ー ト膜電 気 泳動 に よ るDEAE

 Sephadex A-50画 分 の 蛋 白泳 動 パ ター ン

健 常 ヒ ト 血 清

0.05M(Ⅰ 分 画)

0.10M(Ⅱ 分画)

1.00M(Ⅲ 分画)

β-Gの ア イ ソザ イム 分画 は,前 述 の よ うにDEAE

 Sephadex A-50カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー で,食 塩

濃 度 を 異 に す る段 階 的 溶 出法 に よ った が,溶 出 され

たそ れ ぞ れ の 分画 は,セ ル ロ ー ズ ・アセ テ ー ト膜 電

気 泳 動 に て 次 の 如 く同定 され た.す な わ ち, NaCl

濃 度0.05Mで 溶 出 され た β-Gは,健 常 人血 清 の γ-

グ ロブ リン分 画 に 相 当 す る位 置 に み ら れ,分 画 Ⅰ

(β-GⅠ)と した.次 い で0.10M NaClで 溶 出 され

た β-Gは β-グ ロ ブ リン分 画 に一 致 し,分 画 Ⅱ (β-

GⅡ)と した. 1.00M NaClで 溶 出 され た β-Gは ア

ル ブ ミン, α1お よ び α2-グ ロ ブ リン に位 置 し,分 画

Ⅲ (β-GⅢ)と した(図5).

こ こで,各 種 被 検 体 の β-Gア イ ソザ イ ムの 分画

比 に つ いて の べ る と, RAの 関節 液 で は, β-GⅠ 22.6

%, β-GⅡ 26.8%, β-GⅢ 50.6% で β-GⅢ の高 値 が み

とめ られ た.一 方RAの 血 清 で は, Ⅰ ・Ⅱ ・Ⅲ 分画

が各 々37.0%, 33.2%, 29.8%で 分 画比 に殆 ん ど差

が み ら れ ず,ま た 健 常 人 血 清 の41.4%, 27.8%,

 30.8%, OA関 節 液 の29.3%, 37.8%, 32.9%, OA

血 清 の24.9%, 39.0%, 36.1%もRA血 清 と同 様 に

三 つ の 分 画 の 間 に差 が み られ な か った.

次 いで,滑 膜 組 織 に み られ た β-Gア イソ ザ イ ム

の 分 画 比 は, RAの 滑 膜 に お い て, β-GⅠ 17 .6%,

 β-GⅡ 24.7%, β-GⅢ 57.7%で, β-GⅢ に 著 明 な 高 活

性 が認 め られ た こ とは, RAの 血 清 と同様 で あ っ た.

2例 の 非 リウ マ チ疾 患(non-RA)で 死 亡 し た患

者 の 屍 体 滑膜 は総 活 性 が 低値 を しめ し,分 画 比 で は,

 β-GⅢ が優 位 で あ った.

ヒ ト末 梢 血 の 白 血 球2例 で は,そ の ほ とん どが
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(表12)　 β-G総 活 性 値(U/dl/hr)と そ の ア イ ソ ザ イ ム(%)

※ RAの 滑膜組織は臓器単位活性値: U/g/hr
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β-GⅡ か らな って い た.

(図6)　 DEAE Sepadex A-50カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィーに よ る

β-Gア イ ソザ イム分 画

0.02Mト リス ・リン酸 緩 衝 液(PH 8.3)

分画　 β-GⅠ　 β-GⅡ　 β-GⅢ

以 上 の結 果 か ら, β-GⅢ 分 画 の活 性 は, RAの 関 節

液 と滑膜 に 著高 が認 め られ た(表12,図6, 7, 8).

3) Ac-P活 性

Ac-Pの 活 性値 は, RAの 関節 液で は平均13.5 (2 .6

～30 .0)単 位(K. A. U)で,同 血清 の 平均2.9 (0.4

～7 .5)単 位 に比 較 すれ ば著 明 な高値 を示 した. OA

の 関 節 液 と血 清 は,平 均2.9 (0.8～12 .0)単 位, 2.1
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(0.8～4.7)単 位,健 常 人 血 清 は2.7 (2.0～3.6)

単 位 で 相 互 に有 意 差 は な く, RAの 関節 液 とは か な

りの低 値(P<0.05)に 位 置 した(表3).

(図7)

DEAE Sephadex A-50 カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィー に よ る

β-Gア イソ ザ イ ム分 画

0.02Mト リス ・ リン酸 緩 衝 液(pH 8.3)

分 画　 8-GⅠ　 β-GⅡ　 β-GⅢ

4) Al-P活 性

Al-P活 性 は,健 常 人 血 清 で の 平均1.6 (0.9～2.7)

単 位(B. L. U)に 対 して, RA血 清, OA血 清 は,

 2.2 (0.7～3.9)単 位, 2.1 (0.8～4.3)単 位 とや ゝ

高 値 で あ った が,推 計 学 的 に は有 意 差 は認 め られ な



慢性関節 リウマチの基礎的ならびに臨床的研究　 847

か った.関 節 液 で はRA, OAそ れ ぞ れ1.0 (0.2～

1.9)単 位, 1 .0 (0.1～2.1)単 位 で,血 清 中 の それ

に比 較 すれ ば逆 に低 値 を示 した.

(図8)　 DEAE Sephadex A-50カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー

に よ る β-Gア イ ソ ザ イ ム分 画

0.02Mト リス.リ ン酸 緩 衝 液(PH 8.3)

分 画　 β-GⅠ　 β-GⅡ　 β-GⅢ

non-RAの 関 節 液,滑 膜 に お いて は, 0.7 (0.3～

1.1)単 位, 0.2 (0.1～0.3)単 位 でか な りの低 活 性

で あ った(表3).

第5章　 考 按

RAの 関節液 にLDH6)8)10)21)や β-G9)22), Ac-P23)24)

等 の酵 素 活 性 が上 昇 して い る こ とは,す で に幾 多 の

報 告 が あ り,江 沢25)お よ び著 者 ら も過 去 に述 べ て き

た.周 知 の如 く, LDHは 生 体 の ほ とん どす べ て の

細 胞 に存在26)す るintracellular enzymeで, β-G,

 Ac-Pはhydrolytic enzymeの 代 表 的 な もの で あ

る.こ れ ら酵 素 のisozymicな 分析 か ら リウ マ チ 疾

患 に お け る活 性上 昇 の由 来 を問 う こ とは誠 に興 味深

い もの と思 わ れ る.

関 節 液 中 のLDH活 性 が 高値 を示 す 原 因 と して,

 West7)ら が述 べ て い る よ うに,イ)関 節 液 中 の 白血

球 か ら酵 素 が放 出 され る ロ)壊 死 性 ま た は炎 症 性 の
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滑 膜 組 織 よ り酵 素 が遊 離 す るハ)再 生 され た滑 膜 組

織 に よ っ て酵 素 の 生 産 の 増大 お よ び放 出が な され る

な どが考 え られ る.

白血 球 か ら酵 素 が 放 出 され る根 拠 として,関 節 液

中 の 白 血 球 の数 とLDH活 性 の 間 に正 の相 関 の あ る

こ7)10)27)と が挙 げ られ て い る.し か し白血 球 を遠 沈

分 離 した もの と しな い もの との 間 でLDH活 性 値 に

驚 くほ ど僅 か の差 異 しか 認 め られ て い な いが,こ れ

は 白血 球 中 の酵 素 が す で に 放 出 され て い た た めで あ

ろ う と推 論 され て い る.

関節 液 中 の 白血 球 数 と酵 素 活 性 につ いて は, LDH

の み な らず β-G22)お よ びAc-P23)に ついて もその 関

連 性 が 認 め られ て い る が,こ れ らの酵 素 を滑 膜 の 側

か らな が め て み れ ば, Jasani9)ら,石 原10), Granda28)

らの述 べ るよ うにRAの 滑膜 に は異 常 に高 いLDH,

 β-G, Ac-Pの 活 性 が含 くまれ,今 回 のLDH, β-G

の 研究 で もRAの 滑 膜 にはnon-RA屍 体 滑 膜 とは比

ぶ べ く もな い高 値 で その 活 性 が証 明 され た.こ の こ

とは,炎 症 性 滑 膜 か ら遊 離 す る酵素 がRAの 関 節 液

中 の高 活 性 に大 き く関与 して い る で あ ろ うこ と を示

唆 す る.更 に興 味 あ る こ とは,白 血 球 で は 多形 核 白

血球 に の み存 在 す るAl-P29)の 活 性 が,同 血 球 の 著

明 に増 加 したRAの 関 節 液 に,こ れ と比 例 した高 値

に認 め られず,血 清 と同 値 か む しろ低 い値 の 成 績 が

得 られ た こ とで あ る.

Granda28)ら は, RA滑 膜 のCathepsin-D活 性 が

関節 炎 症 の 強 さ に 比 例 し,同 時 に測 定 し た滑 膜 の

β-Gお よ びAc-P活 性 がCathepsin-Dと 相 関 す る

こ とを認 めて,滑 膜 中 にhydrolytic enzymeの 活 性

が 亢 進 して い る こ と を指適 し, Lehman24)ら は,関

節 液 中 のhydrolytic enzymeの 大 部 分 が 白 血 球 の

lysosomeか ら由 来 す るの で は な くて,滑 膜 細 胞 の

lysosomeに 由来 す る もの で あ ろ うと述 べ て い る.

以 上述 べ た こ とよ り,関 節 液 の酵 素 活 性 が,関 節

液 内の遊 走 白 血 球 の み な らず,炎 症 性 滑 膜 か ら も由

来 す る こ とが 考 え られ るが,次 に述 べ るLDHお よ

び β-Gの ア イ ソザ イ ム をみ る こ とに よ っ て,炎 症

性 滑 膜 が 酵 素 由 来 の大 きな要 因 で あ る こ とが 一層 印

象 づ け られ る.

LDHの ア イ ソ ザ イ ム で は,諸 家8)10)27)と 同様 に

RAの 関節 液 中 にLDH5の 最 高 活 性 値(35.7%)を

得 たが, RA滑 膜 では これ を上 回 る高活 性 値(39.3%)

が 認 め られ た.一 方,ヒ トお よ び イ ヌの 白 血 球 よ り

得 たLDH5は 各 々5.1%, 11.2%の 低 値 で あ った.こ

の 白血 球 は末 梢 血 中 の もので あ り,炎 症 の 場 にお け

るものではないので,こ の測定値から直 ちに白血球

由来の酵素活性は乏 しいと決めるのは早計であろう

が,石 原10)によれば炎症の場すなわちRAの 関節内

白血球のLDH5は22%で,炎 症の場でない末梢血中

の白血球のそれは19%と ほ とんど差異のないことを

のべている.

以上の成績から,炎 症性滑膜か ら関節液中への酵

素の移動が存在することが推定される.

次いでβ-Gの アイソザイムに言及すれば, 3つ

に分画 されたβ-G活 性の うち特に注目されるのは,

 RAの 関 節液 においてβ-GⅢが50.6%の 高活性を示

したことであ る.そ の他はRA血 清で29.8.%, OA

の関節液および血清で32.9%, 36.1%,健 常人血清

では30.8%の 低い値 にとどまった.滑 膜では, RA

の滑膜にやはりβ-GⅢの著明な高活性(57.7%)が

み られ, non-RAの 滑膜では低い総活性値ながらも

そのアイソザイム分画のほとんどがβ-GⅢに集中し

ていた.こ のことは, β-GⅢは 元来滑膜 中に多く存

在する酵素ではなかろうかと想像 される.ち なみに

健常人白血球の β-Gは ほとんどβ-GⅡから構成さ

れていた.従 ってRAの 関節液にβ-Gの 高活性の

みられる原因は,主 としてβ-GⅢの占める割合に依

存し,そ れは炎症性滑膜に由来するものであろうと

考えられる.

RAとnon-RAの 滑膜 を比較すれば, RA滑 膜 の

方にLDH (LDH5も), β-Gと もに数倍する高活性

がみられたが,こ れは組織学的にみたRAの 滑膜の

lining cellの 肥大や増生および円形細胞の浸潤,

 Pannusの 形成31)32)等の存在からうかがい知ること

ができ,関 節液中の活性上昇に当然大 きく影響して

いるものと思われる.

ひとりRAの 血清にのみ他の血清 と比較してLDH

とLDH5の 活性がや ゝ高く認められたが,こ れを単

に関節液か ら血中への移行 とばかり解釈するのは早

計の様に思われる.何 故ならば, Kendall33)ら が,

リウマチ患者の血清にしばしばAl-P活 性 の上昇が

みられるが,こ れが肝疾患に特異的に上昇する5-

nucleotidase活 性 と相関することから,こ のAl-P

活性 の上昇は骨性でなく肝性由来であろうと推論し

ているからである.た しかにリウマチ患者の長期に

亘る炎症が もたらす全身的な変調ならびに投与 され

る薬剤などが肝臓に及ぼす影響を無視することはで

きないであろう.

同時に測定した17例 のRA関 節液のLDHと β-G

活性 は正の相関(γ=0.7622, P<0.001)が み られ
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たが(図9), Jasani9)ら も関 節 液 中 のLDHお よ

び β-Gが 共 にAc-P活 性 と相 関 す る こ と を 述 べ て

い る.す な わ ち氏 らは, lysosomal enzymeとin

tracellular enzymeが 平 行して高 活 性 に あ る と い

うこ とか ら,関 節 液 へ の酵 素 遊 出 の 機 序 はlysoso

mal membraneの み に特 異 な変 化 が起 った と云 うよ

りはむ しろ細 胞 全体 の透 過 性 の変 化 や 細 胞 死 に起 因

す るの で あろ う と述 べ て い る.

(図9)

CORRELATION BETWEEN LDH  & β- GLUCURONIDASE

 RHEUMATOID SYNOVIAL FLUID

関節液中の酵素が炎症性滑膜に由来するメカニズ

ムを総括的にとらえれば, Ⅰ)炎 症組織における酵

素生産の増大, Ⅲ)炎 症組織からの酵素の遊出 Ⅲ)

滑膜細胞の細胞透過性の変化 Ⅳ)炎 症性滑膜細胞

の物理的破壊等諸因子の介在が考 えられるが,未 だ

未知の分野も多く今后 さらに究明 されるべき問題で

あろう.

なお,現 在3つ ない し4つ に分画されるβ-Gア

イソザイムは,そ の測定法において時間と労力を要

し,ま た各分画の臓器由来について も不明の部分が

多いため, LDHの アイソザイムを異って実用的な

臨床応用には至 っていないのが現状である.

第6章　 結 論

RAの 関節液を中心にLDHと そのアイソザイム,

 β-Gと そのアイソザイムならびにAc-PとAl-Pの

酵素活性を測定 した.

1) RAの 関節液中にLDH, β-G, Ac-P活 性 が著

明な高値でみられ, OAお よびnon-RAの 関節液に

比 して有 意 の 差 が 認 め られ た が, Al-P活 性 は低 値

で あ っ た.ま たRAの 滑 膜 に もnon-RA滑 膜 に比 し

てLDH, β-G活 性 の 著 明 な高 活 性 が 認 め られ た.

72) RA関 節 液 のLDH総 活性値 は平均1640u/mlで,

そ の ア イ ソ ザ イ ム はLDH1 17.0%, LDH2 16.1%,

 LDH3 16.1%, LDH4 16.7%, LDH5 35.7%で あ った.

一 方
, RA血 清 の総 活 性 値 は473u/mlで,そ の 分 画

はLDH1 39.2%, LDH2 36.7%, LDH3 10.6%, LDH4

 6.8%, LDH5 6.7%と な り,関 節 液 の 方 に総 活 性 値

とLDH5の 著 明 な 高値 が 認 め られ た.

3) OA関 節 液 のLDH総 活 性 値 は,平 均453u/ml

で,そ の 分 画 はLDH5に 対 照 血 清 と比 べ て や ゝ高 い

活 性 が認 め られ た が, β-GやAc-Pに つ いて は殆 ん

ど差 異 が認 め られ な か っ た.

4) RAの 滑 膜 の ア イソザ イム分 画 は, LDH1 1.4%,

 LDH2 3.8%, LDH3 17.5%, LDH4 38.0%, LDH5

 39.3%で, RA関 節 液 と同 様 にLDH5の 活 性 が 高 か

っ た が, non-RA滑 膜 で はLDH1 10.3%, LDH2 29.9

%, LDH3 28.3%, LDH4 16.9%, LDH5 14.6%で

LDH5の 活 性 上 昇 は み られ な か っ た.

5) ヒ トの 白 血球 のLDHア イ ソ ザ イ ム は, LDH1

 16.7%, LDH2 21.8%, LDH3 43.7%, LDH4 12.7%,

 LDH5 5.1%で, LDH3に 活 性 の ピ ー クが み られ,

 LDH5は 低 値 に示 され た.

6) β-Gの ア イ ソ ザ イ ム は 今 回 の 研究 で3つ に 分

画 され た. RAの 関 節 液 と 滑 膜 に の み β-GⅢ の活 性

上 昇 が 認 め られ た が,対 照 と したRA血 清, OA血

清, OA関 節 液 お よ び健 常 人 血 清 には β-GⅠ. Ⅱ. Ⅲの

間 に差 異 が 認 め られ なか っ た.

7) ヒ ト末 梢 血 白 血 球 の β-Gア イ ソザ イ ムは そ の

ほ と ん どが β-GⅡ に集 中 し, non-RAの 滑 膜 の そ れ

は β-GⅢ が優 位 で あ った.

8) RAの 関 節 液 に み られ る酵 素 活 性 の上 昇 は主 と

して炎 症 性 滑 膜 に 由来 す る もの で あろ う と推測 され

る.

稿 を終 え る に臨 み,御 懇 篤 な 御 指 導 と御 校 閲 を賜

っ た恩 師 大 藤 真教 授 に深 甚 の謝 意 を棒 げる とと もに,

日夜 御 指 導 御鞭 韃 を い た だ いた 江 沢 英 光 講 師,資 料

提 供 に御 協 力 い た だ い た関 係 諸 氏 に庫 くお 礼 申 し上

ます.

(本 論 文 の 要 旨 は,第14, 15, 16回 日本 リウ マチ

学 会 に お いて 発表 した)
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Pathogenetic and Clinical Studies in Rheumatoid Arthritis

Part Ⅰ : Enzymological Observation on Serum, Synovial

 Fluid and Synovial Membrane in Patients with

 Rheumatic Disease

By Yozo Gyoten

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Tadashi Ofuji)

The activities of four enzymes… …lactic dehydrogenase (LDH) with its isozymes, beta

glucuronidase (beta-G) with its isozymes, acid and alkaline phosphatases, were studied in serum, 

synovial fluid and synovial membrane obtained from 45 patients with rheumatoid arthritis (RA) 

and 17 patients with osteoarthritis (OA).

The control group comprised sera from 20 normal subjects, synovial fluid and membrane 

from 10 patients who had no clinical evidence of joint disease prior to death and leukocytes 

isolated from normal human peripheral blood.

The LDH isozyme was identified five fractions by means of agar gel electrophoresis, and 

the beta-G isozyme was shown to be composed of three fractions by the method using DEAE 

Sephadex A-50 column chromatography: beta-G Ⅰ activity in serum has been localized in gam

 maglobulin, beta-G Ⅱ in beta-globulin, and beta-G Ⅲ in alpha 1, alpha 2-globulin and albumin 

regions. In the present study, the author obtained the results as follows.

1) The activities of LDH, beta-G and acid phosphatase in synovial fluid from RA patients 

were extremely increased and significantly higher than from OA patients or cadavers, but 

alkaline phosphatase activity remained in low level.

2) The total LDH activity in rheumatoid synovial fluid was 1640u/ml, and 473u/ml in 

rheumatoid serum (P<0.001) Their isozyme patterns demonstrated qualitatively increased amounts 

of LDH-5 (35.7%) in rheumatoid synovial fluid and LDH-1 (39.2%), LDH-2 (36.7%) in 

rheumatoid serum.

3) The activities of LDH, beta-G, acid and alkaline phosphatases in synovial fluid from 

OA patients were not increased (approximately to the values of normal human serum), but its 

LDH-5 (22.5%) was minimally elevated.

4) Rheumatoid synovial membrane also revealed a significantly higher LDH-5 activity (39.3

%) than in cadavers (14.6%).

5) The isozyme of leukocytes was found to be characterized by increased amounts of LDH-

3 (43.7%) and no increase of LDH-5 (5.1%).

6) In regard to beta-G isozymes, only beta-G Ⅲ activity was significantly elevated in

 rheumatoid synovial fluid (50.6%) and rheumatoid synovial membrane (57.7%).

7) The beta-G isozyme of leukocytes comprised large amouts of beta-G Ⅱ, and beta-G Ⅲ

 was prominant in synovial membrane of cadavers.

8) These results suggest that raised enzyme activities in rheumatoid synovial fluid have 

been derived mainly from inflamed synovial membrane rather than from synovial leukocytes.


