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骨腫瘍 に お ける 細胞酵素学的研究

特にL D H 及び A I p P i s o z y m e に つ い て

金沢大学医学部整形外科学講座 (主任 : 高瀬武平教授)

赤 羽 秀

335

緒 言

19 23 年 W a r b u n g
31)

が癌組織の代謝過程 の 研究で嫌気

性並び に 好気性解糖機能が完進 して い ると い う 事実 を報

告して以来, 癌組織の 解糖系に 関す る研究 が盛ん に なり,

その後数多くの 解糖系酵素が悪性腫瘍患者, 殊に 癌患者

血清で増加す る事が 認 められ て来た ｡ 1 9 5 7 年 H ill &

L e vi 7 )
が癌患者血 清中の乳酸脱水寮酵素 ( L a c ti c d e

-

h y d r o g e n a s e
,
L D 日 と略す｡) 活性債の 上 昇を報告 して

以来,
わが 国で も, 大平, 荻原, 山 口 , 小林, 渡部

19〉
) ,

高瀬30)
な ど多数の追試報告が な され , 現在で は , 悪性贋

瘍の臨床診断の
一 助 と なっ て い る

｡

更に H il1 6 )
ら に よ り進 められ て 来た L D H 酵素分画

の研究は1 95 9 年 M a r k e r t & M 811 e r
1 2)

に よ っ て L D H

は5 つ の分画 から構成さ れ ると い う i s o z y m e の概念 に

発展し, 多く の研究者 に よ り各臓器に お ける L D Ⅲ i s o-

Z y m e の分布 が報告 され て い る｡ 更に 臨床 的応用 と して

癌患者の血 清及び臓器 に つ い て も検 索され て い るが, 悪

性腫瘍特有の P a tt e r n の 存在が明確 に 解明さ れて お らず
,

その診断的価値 に つ い ては未だ尚検 索を要す る段鹿と い

えよう｡

ま た19 2 4 年 R o bi n s o n
21)

が化骨部位 に お け るア ル カ リ

性フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ (以下 A l - P と略す

｡
) の高括性 を

報告して以来,
1 9 2 9 年 K a y

l O) は骨疾患の診断に 血 清 A -

1 ･ P 活性の上 昇 を利用 し, 1 93 0 年 R o b e r t s 2 2) は肝胆遺

疾患の指標に も こ の 活性を取り上 げ た
｡

そ の後 A l - P 活

性の臨床的応用は急速 な進歩を遂げ
,
1 9 6 8 年 F i sh m a n n 3 )

が塙組織 に 由来 し, 胎盤 A l - P と 同 じ性質 を有す る R e
･

g a n
.
i s o z y m e を報告 して以来, 最近で は その 活性の 分

布によ り , それ ぞ れ の 臓器由来お よ び出現疾患の 想定が

ある程度可能 なま で に な っ た ｡ しか る に骨腫壕組織の L -

D H i s o z y m e 或い は A l - P i s o z y m e に つ い て の報告

に つ い て は殆ん どな く , 就中 L D H i s o z y m e に つ い て

は19 69 年西村
亡

の 数例の骨腫場親戚と
, 骨腫 瘍由来の培

養細胞を用 い た報告をみ る に過ぎな い
｡

一 方19 50 年 S c h n e id e r & H o g e b o o m
27壌ぎ肝細胞 を核,

ミ トコ ン ドリ ア
,

マ イク ロ ゾ ー

ム および細胞上 滞の 各分画

に 分離出来る事 を発表 して以来
,
細胞下構築 レ ベ ル での

免疫学的お よ び生化学的な解析は目 ざま し い 発展 を遂 げ

た ｡ 1 9 6 2年 Zilb e r 3 8)
, 同じく19 6 2 年平井8)

ら は こ の 細

胞分画法を応用 して 軟部腰瘍組織の 核分画 に特異抗原の

存在 を認 め
,
1 96 7 年教室の加藤9 )

はS r 粥 発癌骨肉腰 で

の特異抗原の 存在 を報告, 更に197 0 年同じく渡辺
3 3)

はO

S T 紳胞の 各細胞分画に つ い て螢光抗体法に よ り特異抗

原 の 存在 を検 した が
,

こ れら は何れも 免疫化学的な研究

で
,

骨腫瘍 の細胞分画 レ ベ ル で の 酵素学的研究に つ い て

は未だ その報告に 接 して い な い
｡

こ こ に著者 は と 卜骨腫瘍組織お よび ヒ ト骨腫壕 由来培

養細胞 を用 い
,

その 細胞下構築 レ ベ ル での L D E i s o z y
･

m e お よ び A l - P i s o z y m e p a tte r n を検索 し, 耶か の 知

見 を得た の で 報告す る ｡

研 究材料並 び に研 究方法

Ⅰ 材 料

1) 骨膿瘍患者の外科的切臥 或い は切除に よ り得ら

れた 腫瘍組織 を用 い た
｡ 採取後置ち に生理 的食塩水中に

て細切 しなが ら充分洗推 し
, 壊死組織を除去後, 直ち に

凍結保存後実験に 供 した｡ な お実験 に供 した骨腫囁 は表

1 の如く
,
骨肉腫 5 例(図1 ) , 骨巨細胞腰3 例(図2 ) ,

骨線推肉腫 2 例(図3 )
, 骨細網肉腰1 例(図4 ) で あ る ｡

2 ) 培養細胞

196 3 年10 月28 日金沢大学整形外科教室に お い て15 才女

S t u die s o n th e L a c ti c D e h y d r o g e n a s e (L D H) a n d A L k alin e p h o s p h a t a s e (A l-

P .) a c ti vit y

Of h u m an b o n e t um O r tis s u e s a n d
■

c ult u r e d c ells K a 2:u h id e A k a h a n e
, D e p a r t m e n t of

O rth o p a e dic S u r g e r y ,
S c h o ol of M e di ci n e (D ir e c t o r : P r of . B u h ei T ak as e) , K a n a z a w a

U niv e r sit y .



3 3 6

子高校生左大腿骨よ り創出,
分離培養さ れ

,
1 9 6 4 年 6 月

株化細胞 とな っ た骨肉腫由来細胞 (以 下 O S T 細胞 と略

記す る
｡)

2 9)
, 北海道大学整形外科教室よ り分 与さ れた ヒ

ト良性骨巨細胞腫由来の G
l 細胞,

ヒ ト正 常羊膜由来の F

L 細胞 を用 い た
｡

こ れ らの 細胞 を実験 に 供し た
｡ 即 ち培

養4 - 5 日目の もの を ( 酵素活性の消失 を防 ぐた め t r y
･

P Si n
,
E D T A 液での 処理 を行 なわ ず) H a n k s の 塩類緩

衝液で 細胞浮遊液 を作 り
,

1
,
0 0 0 r . p . m 5 分間遠沈し細胞

成分 を採り, そ の0 .5
-

1 . O m l を使用 した｡

2 細 胞 分 画

S c h n ei d e r & H o g e b o o m 法
2 7) に 準 じ腫喀細胞切片,

培養細胞に それ ぞれ10 倍量 の 冷0 . 2 5 M 庶糖液 を加え
, 水

冷し つ つ
,

テ フ ロ ン ホモ ジ ナイ ザ
一

に て約20 分間ホ モ ジ

ナイ ズ した
｡

こ の 際ホモ ジ ネ
ー トに つ い て は ゲ ン チ ア ナ

ビオ レ ッ ト を添加検鏡 し充分 ホ モ ジ ナイ ズ され て い る こ

と を確認 した｡

年令 性 発 生 部 位

骨 肉 艦 1 12 オ 女 左 腰 骨

/J 2 11 オ 男 右 大 腿 骨

/J 3 17 オ 男 左 大 腿 骨

/J 4 1 1 オ 男 左 大 腿 骨

JJ 5 5 3 オ 男 右 大 腿 骨

骨 巨細胞腫 1 2 8 オ 男 右 大 腿 骨

/J 2 2 1 オ 男 右 大 腿 骨

ナナ 3 2 7 才 男 右 鎖 骨

線 維 肉 腫 1 2 0 オ 女 右 大 腿 骨

JJ 2 1 4 オ 女 左 排 骨

細 網 肉 腫 6 9 オ 女 左 大 腿 骨

図1 骨肉腫 H + E x 1 80

こ の ホ モ ジネ ー ト を表 2 の 如く 600 g l O 分間遠心して

核分画 射乱 そ の上 清を 5
,
0 00 g 2 0分 間遠心 して ミトコ

ン ドリ ア分 画を落と し, 更 に その 上 清を 10 5
.
00 0 g 90 分

間遠心して マ イ クロ ゾ ー ム 分画 を落と し , そ の 上清の表層

の C r e a m l a y e r を取り除き上 % を細胞上清, 即ち c e .

1l s a p と して 使用 した｡

3 測 定 方 法

L D H 及 び A l - P is o z y m e は和光純薬製の 寒天 ゲル

プ レ ー ト を使用 し
, 電気泳動 法で 分離 した

｡
電気泳動は

下 記の 条件の も と に0
え一

4 ℃ で 行な っ た
｡

図2 骨 巨細胞腰 H + E x 1 80

図 3 骨線鮮肉塵 H + E x 1 8 0

図 4一 骨紙網 肉腫 E + E x 3 6 0
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S E P A R A T I O N O F C E L L

(S c h n eid e r ･ H o g e b o o m )

__
手十

~

0 . 2 4 M S u c r o s e

〕
20 mi n H o m o g e n a t e

1
6 0 0 g l O m i n

衷 2

S e d

二±竺
i一 訂

S u p

1
5 0 0 0 g 2 0 m in

M I T O C H O N D RI A

表 3 ミト コ ン ドリア分 画 の L DI 1 ア イ ソザ イ ム

nmO

p

】
9

uS

gOO 5 01

｢ + -
S ? d S u p

M I C R O S O M E

j
＼

＼と
竺 L D H l L D H 2 L D H 3 L D H 4 L D H 5

l
骨肉腫 1

ロ
9 . 0 10 . 4 5 2 . 2 2 0 . 9 7

. 5

き
JJ 2

ロ
8 . 7 9 ,0 53 . 1 2 0 . 8 8 . 4

タメ 3

ロ
8 . 0 9 .5

l
5 L 8 2 1 . 7 9 . 0

JJ 4 9 .9 10 . 1 5 0 . 9 1 9 . 9 9 . 2

′J 5 7 . 8 9 .9 5 2 . 7 .
､､12人1~こ0 8 . 6

平 均 値 8 . 7 9 . 8 5 2 . 1 2 0 .8 8 . 6

1 ) L D H 分 画の 条件

a) 緩衝液: パ ル ビタ ー ル 緩衝液,
P H 8 . 5 〟 0

. 0 4

b ) 寒天 ゲル プ レ ー

ト ( 5 × 6 × 0 .1 c m) 0 . 8 % 寒天

C) 負荷: 2 0 m A
,
2 0 V

,
1 8 0 分

染色は下記の 反応液に て37 ℃60 分 間染色した
｡

a ) 0 . 77 M 乳酸ナ トリウ ム 液 P Ii 7 . 4 1 m l

b ) n it r o bl u e t e t r a z o li u m O .5 m g / m 1 6 m l

C ) ni c o t in a mi d e a d e ni n e d in u cl e o tid e 5 m g

d ) ph e n a z i n e m e t h o s ulf a t e l . 2 5 m g

染色後脱色固定液 ( エ タ ノ ー ル : 水: 氷酢酸 = 1 4 : 5

: 1 ) で室温に て60 分間脱色固定 し
,
水洗60 分後570 m 〟

の波長を用い て 濃度百分 率を求めた
｡

また分画 は陽極側

より易動の 早 い も の よ り第1
～

5 分画 と した
｡

2 ) A l - P i s o z y m e

C E L L S A P

3 3 7

緩衝液 : トリ ス 綬衝液 (P H 8
. 6 〟

= 0 . 02 5)

寒天 ゲル プ レ ー

ト (L D H に 同じ)

負荷 : 15 m A
,
2 5 0 V

,
2 4 0 分

染色は基質錠 ( p
- トル イ ジ ニ ウム 5 - プ ロ モ ー 3 -

イ

ン ド ー ル リ ン酸32 m g 含有) を基質用綬衝液 ( 2 M
- A M ･

P 緩衝液
,

P H l O .2) に 溶解し
,

3 7 ℃で60 分間行な っ た ｡

反 応終了後 5 % 酢酸に 1 時間浸潰し酵素反 応を止 め水洗

した
｡

実 験 成 績

L D H
,
A l ･ P i s o z y m e は共 に骨腫瘍組織お よ び培養

細胞の 核分国,
C ell s a p に は全く活性 を認め ず

,
ミ ト

コ ン ド リア と マ イ ク ロ ゾ ー ム に の み認められ た｡ 且 つ そ

の is o z ym e P a tt e r n は ミ トコ ン ドリ ア
,

マ イク ロ ゾ ー

ム 共に 略々 同 一

で あ っ たの で
, 本論文では

一 括 して ミ ト

コ ン ドリ ア に 関する成績に つ い て 述 べ る
｡

1 L D H - i s o z y m e に つ い て

1 ) 骨肉腫 組織

骨肉腫 の L D H - is o z y m e p a tte r n は表3 に 示 す 如く ,

5 例共 に 最大括性値 を第3 分画に認 めその % L D 日 は5 0

･ 9 ～ 5 3 .1 % と非常な高値 を示 した
｡

ま た第 4 分画に も19

. 9
-

2 1 .7 % の活性値 を認め た ｡ (図5 )

2 ) 骨巨細胞腰

骨巨細胞魔 の L D H - i s o z y m e p a tte r n は表4 に 示 す

如く, 3 例共に 陰極側 L D H に 活性傭の 増加 を認 めた
｡

その 最大活性値 は第4 ま た は第5 分画 に あ り , その % L ･
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表 4 ミ ト コ ン ドリ ア分 画の L D H アイ ソ ザイ ム

L D H %
L D H l L D H 2 L D H l L D H 4 L D H 5

骨巨細胞腫1 0 13 . 3 2 5 . 1 2 9 . 7 3 1 . 9

J 1 2 0 1 3 .8 2 4 .9 29 .8 3 1 . 5

JJ 3 0 8 , 1 2 3 . 8 3 5 . 1 3 3 . 0

平 均 値 0 1 1 . 7 24 . 6 3 1 . 5 3 2 . 2

D H は29 . 7
～

3 5 .1 % を占めた
｡ ( 図 6 )

3 ) 骨線維肉腫

2 例の 骨線維肉腫 で は第4 分画お よび 第3 分画 に L D .

H 活性 の 増加 を認 め,
その 最大活性値 は第4 分画 に あり

,

その % L D H は39 . 3 - 42 .

･3 % を占 めた
｡
(表5 ) ( 図7 )

4 ) 骨細網肉腫

1 例の骨細網肉腫 で は主 と して第 4 分更お よ び第5 分

画に L D Ii 活性値の 増加を認 め
, 第4 分画 に 最大活性値

､

･
､

.､

･

､

､

､∴
･

し .

塵
5 4 3 2 1 図5 骨 肉 腫

感触

5 4 3 2 図 6 骨巨細胞鷹

5 4 3 2 1 図7 骨線推肉腫
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表5 ミ ト コ ン ドリア分 画の L D H ア イ ソザ イ ム

㌣主
で

L D H l L D H 2 L D H 3 L D H 4 L D H 5

円

線維肉腫 1 4 . 4 19 . 4 3 2 .9 4 2 . 3 1 . 0

ナナ 2 5 . 3 2 0 . 3 3 3 . 8 39 . 3 1 . 3

平 均 均事 4 ･ 8 19 . 8 3 3 . 4 4 0 .8 1 . 2

表 6 ミ トコ ン ドリア 分画の L D B アイ ソザ イム

L D H %
L D H l L D H 2 L D H 3 L D H 4 L D R 5

盲細 網 肉 腫

世

0 4 . 5 13 . 4

t

4 5 .7 3 6 . 4

表 7 ミト コ ン ドリア分 画の L D H アイ ソザ イ ム

｢ ぺ ㌍
_

L D H l L D H 2 L DIi 3 L D H 4
1

L D H 5

‡
O S T 細胞

!
0 17 . 5 6 0 .0 2 2 .5 0

G
I

J / 0 0 3 7 . 5 4 7 .5 15 ,
0

∃F L ′′ 0 0 2 1 . 7 3 8 .1
1

4 0 ･ 2

3 3 9

を示 した
｡ (表 6) ( 図8)

5 ) 培養細胞 (O S T 細胞,
G l細胞,

F L 細胞) 骨肉腫

由来株化細胞 ( O S T 細胞) は, そ の 最大活性値は第 3

分画 に 存在 し
, 約60 % を占め た

｡
こ れ に反 し, 良性骨巨

細胞腰由来株化細胞 ( G l 細胞) は陰極側に 活性値の 増加

を認め第 4 分画に 最大活性値を示 した｡ こ れ らの O S T

細胞
,
G l細胞 に お け る L D H i s o z y m e p a tt e r n は骨肉

腫お よ び骨 巨細胞贋の 原発腫瘍組織 と類似 して い た｡

(表7 )( 図9
,
1 0)

ま た ,
ヒ ト正常羊膜 由来株化細胞 ( F L 細胞) で は

最大活性値が 第5 分画に あり, 4 0 . 2 % を占めて い た
｡

( 表7 ) ( 図11)

な お
,

マ イ ク ロ ゾ
ー

ム の L D H i s o z ym e 活性値に つ

い て は表8 に示 す 通り で ある｡

2 A l - P i s o z y m e に つ い て

ヒ ト正 常羊膜由来の F L 細胞 を除 い て他の G 一 価胞,

O S T 細胞, 更 に は骨肉腫
,
骨巨細胞腫, 骨線維肉腫 お

よ び骨細網肉腫の 全て に A ト P 活性 を第3 分画に 認 めた

が
, 他の 分画 に は存在 しなか っ た

｡ (図12)

ま た
,

F L 細胞 で は前記の もの と異な り
, 第4 分画に

活性の 存在を認め た｡

5 4 3 2 図8 骨紙網肉腰

4 3 2 図9 0 S T 細胞



3 4 0

表 8 マ イ ク ロ ゾ ー ム 分画 の L D H アイソ ザ イム

L D H %
L D H l L D H 2 L D H 3 L D H 4 L D H 5

骨 肉 腫1 8 . 9 11 . 0 5 2 .4 19 . 8 7 .9

J/ 2 7 . 5 8
, 6 5 2 . 0 2 1 . 5 1 0 .4

JJ 3 8 . 3 9 . 0 5 0 , 5 22 . 1 1 0 .2

J J 4 9 . 7 10 . 3 5 1 . 5 18 . 5 1 0 . 0

J/ 5 6 . 9 10 . 1 5 1 . 1 23 . 4 8 ･ 5
l

骨巨細胞腫1 0 14 . 0 2 4 . 9 3 1 . 0 3 0 . 1

ナノ 2 0 13 . 6 云5 . 1 29 .5 3 1 . 8

J J 3 0 9 . 8 2 2 . 0 3 4 .9 3 3 , 3

線 推 肉 腫1 4 . 9 1 8
t
5 3 1 , 6 44 .0 1 . 0

J/ 2
】

5 ･ 6 2 0 . 2 3 4 . 0 3 9 . 1 1 . 1

1
細 網 肉 腫 0 4 . 0 い2 ･9 4 3 . 3 3 9 ･ 8

t

考 察

L D B が ウシ の 心臓 か ら結晶と して取 り出され
,
19 52

年 N e il a n d s 15) らが 電気泳動的に 2 分され る L D H 活性

が あ る事を報 じて以 来, そ の 異質性が認識さ れる様にな

っ た ｡ つ い で1 9 57 年 V e s e11 3 1) 等 は ヒ ト血清を デン粉

ブ ロ ッ クで 泳動 した と き蛋白分画の alb . と a l
-

gl o b .

との 乱 町 gl o b ･ お よ び β t

gl o b ･ に 相当す る3 カ所に

L D H が 分離 され る の を観察 し, 更 に S a y r e と H il1
6 )

は同年同様な結果 を得 た と報告 して い る｡ ま た同じく19

5 7 年 W i el a n d 3 4)
ら は ラ ッ テ の 殆ん ど全臓 器細胞中にL .

D H 活性 があり
,

こ れ を濾紙あるい はデ ン 粉電気泳動に

か ける と通常 5 つ の 分画 に 分け られ る事 を明らかに し
,

そ の後195 9年( W r ob l e w s k i
3 6)
) に は各々 の分画 は臓鮎 唄

な っ て も同 一 の易動度 をも つ 事, また 5 つ の 分画の分

布百分率は臓器 に よ っ て 特有で ある 事 を明 ら か に して

い る ｡ ま た同年 M a r k e r t 12) ら はウ シ の 心筋から得た

結晶性 L D H をデ ン粉ゲ ル 泳動した 時5 つ の 蛋白帯に

分画さ れ た と述 べ て い る ｡

1 9 6 0 年 W r o b l e w s ki 36) ら に よ っ て も 人血 清はデ ン粉

ゲ ル 泳動 並 び に 寒天 ゲ ル 泳動の い ずれの 方法に よっ ても

5 4 3 図10 G l 細胞

5 4 3 図11 F L 細胞
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5 分画に 分けら れ る事 が明らか に な っ た ｡ その 後多く の

研究者によ っ て
,
基礎 的並 び に 臨床的報告が なされ , 普

通電気泳動で 陽極 へ 易動度の 早 い も の か ら第 1 ～ 5 分画

に分けら れた｡ 且 つ 各臓器に お ける L D H i s o z y m e の

分布が それぞ れの 方法の 条件の相違や, 泳動 まで の 材料

の処理 に よる違 い な ど異な っ た条件に も拘わ らず赤血 球
,

腎などは明 らか に 早い 易動度 をも つ 第1 分画
,
第 2 分画

が多く
,

一

方肝や 骨格筋 は易動度の 遅い 第 4
-

5 分画 が

大部分を占めて い ると され て 来た
｡

その後,
これ ら の 基礎 に 基づき人 悪性腫 瘍 組織 の L D -

H is o z y m e p a tte r n の研究は数多く なされ て 釆たが
,

19 61 年 Pf le id e r e r , W a c h s m u th 2 0) らは ヒ トの各臓器

の年令別の L D H i s o z y m e を調 べ
, 妊 娠初期の胎児で

は各臓器とも L D H 活性 は第3 分画に 最も 多い と し
,

ま

た各腫囁組織を調べ
, 各臓器で異な る L D H p a tt e r n が

癌化に伴な い第 4 分画 およ び第5 分画 へ と移動 して くる

とし
,
1 9 62 年 S t a r k w e a th e r 2 4) 等は悪 性腫瘍 の L D H

is o z y m は臓器特異性 を失い 特異的 に86 . 2 % の 高値で 第

3 分画の 上昇が認 めら れ たと述 べ てい る ｡ 1 9 66 年栗原 も

G l 細胞

同様 の結果 を得た と報告して い る
｡

以上の様 に悪性腫瘍

の L D H i s o z ym e は第3 分画説と陰極側分画説 と に 2 分

され て い る ｡
こ の 様 な相違 を来た す原因と して実験条件

が異な ると い う問題か ら , 更に 材料を構成する細胞の 不

均
一

性と い う現段階に お い て はヒ ト腫 瘍組織を扱う上 で

は避 けられ な い 問題が あり
,

こ れが ヒ ト骨膜瘍 とな れ ば

尚更困難な事 で あ ろう｡

従 っ て著者 は こ れら の 問題の
一

端で も克服す る意味で

骨腫瘍組織 お よび培養細胞の細胞構築レ ベ ル で の L D B

i s o z y m e お よび A l ･ P i s o z ym e の 検索を試み, 更に

悪性骨腰瘍と良性骨腫 瘍との 間に 異なっ た L D H i s o z y
-

m e p a tte r n が存在する の か , また全ての 悪性骨腫 瘍組

織は共通 した p a tt e r n を有す る のか と い う 点 を考慮 し

て L D H i s o z y m e p a tt e r n を検索した ので あ っ たが
,

著者の 研究成績 で骨肉腫の 5 例とも第 3 分画に ほぼ50 %

近く の 最大活性値 を示 した と い う事実は他の 骨腫 瘍と異

なり,
S t a r k w e a th e r

24) お よび栗原らの説に
一

致 し
,

また19 7 0 年西村
16) が骨肉腫の 組織レ ベ ル で検索した L D ･

H i s o z ym e の活性値分布 に類似する｡ ま た ,
ヒ ト骨 肉
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腰由来の O S T 細胞も第 3 分画 に L D H の 最大活性値 を

認 め
,

その L D H i s o z y m e p a tt e r n は骨肉腫 組織か ら

の もの とほ ぼ 同
一

で あっ た事実 は
,
症例数お よ び骨肉腫

由来細胞が 少な か っ た事 より直 ちに 骨肉腰に 特有な L D -

H i s o z y m e p a tt e r n であ ると は断定 出来な い まで も極

め て 興味深い 事実で あっ た ｡

is o z y m e の特異性 の
- つ と して 個体発生の 時期特異

性 がある と い わ れ てい る
｡ 即ち個体は分化 した各臓器 に

特有の i s o z y m e p att e r n を胎生期か ら有 して い るの で

はな く, 胎生期か ら成熟期 に か けて の 分化過程 で 次第に

p a tt e m を変 え
,

つ い に 各臓器特有 の p a tt e r n を示 す

と い う事で ある｡ 前述の 細 く1 961 年 P fl eid e r e r a n d W -

a c h s m u th 2 0〉は各臓器と も胎生3 カ月ま で は第 3 分画に

L D H の 主活性が あり , その 後次第 に その p a tte r n が 変

化す る と述 べ
,

ま た19 64 年美壌13) は e m b r y o ni c f o r m は

第 3 分画 にあるら しい と報告 して い る
｡

さ て悪性腫瘍で は分化機能が 低下 し
,

い わ ば胎児組織

の様な未分化 な状態 に ある と考え る な らば
,
悪性腫瘍の

is o z y m e も その 発生臓器の 未分化 な状態と して現わ れ

てく る事が想像出来る もの と思われ る
｡

1 9 6 6 年 O n o 1 7) はラ ッ ト腹水肝癌の L D H i s o z y m e

p a tt e r n で は胎児型か ら成熟 型へ と変化す るも の が 多い

と報告 し
,

また19 7 8 年西村1 6) は ヒ ト胎児骨組織 の L D H

i s o z y m e p a tt e r n の 研究で
,
胎生 2 - 3 カ月の骨組織

で は第 3 分画 に主活性が あ り
,

こ れ が胎生 4 ～ 5 カ月 と

な る と第3 分画の 主活性 は陰極側 へ と 変化する と述 べ
,

骨肉腫で は胎生2 - 3 カ月 の よ り未分化 な胎児骨組織の

p a tt e m に 類似 して い た と報告 して い る
｡

著者は ヒ ト胎

児骨組織 の L D H i s o z y m e につ い て は実験 してい な い

た め言及 する事 は出来 ない が, 美濃1 3)
,
W a c h s m u th 2 0)

らの報告な どと考え合せ
, 未 だ骨腫瘍 の発生起源に つ い

て 不明な
■

事が 多い 現在, 骨 肉腫の み が第 3 分画 に 最大活

性値 を示 した事実は今後更 に 検討さ れ る べ き課題であ ろ

う｡

骨巨細胞腰 は3 例共に 第 3 , 4 お よ び 5 分画に L D H

活性 を示 し
,

そ の最大活性値 は第 4 ま た は第 5 分画に あ

り
,
西村の良性骨巨細胞腫の 所見 に類似 す る

｡
しか し西

村 は第m 鹿骨巨細胸腰の
一 例 は骨肉月重に 近 い p a tt e r n を

示 し
, 蒋性骨肉腫 に 移行す る こ と を示 唆す る報告 と共に

興味ある所見で あると述 べ て い るが
, 著者 の研究で は第

Ⅰ ～ ⅠⅠ度の骨巨細胞腰3 例の み の 成績で あり
, 骨肉腰に

類似す る様な L D H i s o z y m e p a tt e r n は み られ なか っ

た ｡

ま た骨巨細胞腰由来G l細胞 で は第 4 分画 にそ の 最大活

性値を示 し
, 第3

-

5 分画 にの み L D H 活性が存在 した .

事実は
,

西村のG I細胞 にお ける実験成繚 に
一

致す る
｡

ま

た西村 は良性骨 巨細胞腫 を組織培養す る と初代にお いて

は , 既 に L D H i s o z y m e p a tt e r n に 変化が 現われ
, 陰

極側 L D H is o z ym e が著明 に 増加す る と述 べ
,

これは

構成細胞 の 変化 お よび細胞が 生体 か ら試験管と いう環境

の 変化 へ の順応に 基づ く も の と結論 して い るが
,
19 43年

E a rl e l )
,
1 94 3 年 G a y 4 ) 等が正 常体細胞 を長期間体外

培養す る と脱分化及 至悪性化す る と い う 報告以来数多く

の 報告が あ る事か らも 当然肯定出来 る点であるが
, 著者

のG l 細胞での L D H i s o z y m e p a tt e r n に は西村の いう

細胞 で み られ た様 な第 3 分画 に 主活性 をみ たと いう事実

は なか っ た
｡

しか し今後
一

層の 研究 に よ り L D H i s o z y-
m e p a tt e r n の 変化は良性骨巨細胞歴 の in vi v o に お

る悪性化と 悪性化と in vit r o に お け る 苛性化 の間に何

ら か の 関連性が 存在す る こ と を示唆す るか も知れない
｡

また骨線推肉腫の 2 例 は第 3 , 4 分画に L D H is o z y
･

m e p a tt e r n が 存在 し
, 第 4 分画に そ の最大活性値があ

っ た ｡
こ の 骨線維肉腫 の L D H i s o z y m e p a tt e r n をみ

ると第 3 分画と 第4 分画と い う差 こ そ あれ
,

その p a tt -

e r n は骨 肉腫 の そ れ に類似 する もの と い えよ う｡ この事

実 は全 く組織学的に 異な る に も拘わ らず
,

そ の 臨床的予

後 を考 え る と甚だ興味深い もの と い え る ｡

更に 1 例 の骨紐網肉腰 で は前記の 各腫瘍と は異なり
,

第 4 , 5 分画 に そ の p a tt e r n の 存在を認 め
, 車大活性

値 は約 45 . 7 % と第 4 分画に 示 した｡ ま た F L 細胞では

第 3
,

4
,

5 分画 に ほと ん どが認 めら れ, 最大活性は第

5 分画に 存在 した｡
1 9 6 4 年 G old m a n n

,
K a pl a n a nd

H a l1 5 ) は m a lig n a n t h u m a n n e o pl a s m a と b e nig n

t u m o r を比較 して L D H に つ い て述 べ
,

その 活性は殆ん

どの 症例 で m u s c l e t y p e L D H に お け る絶体的増加と

関連 して い る と報告 し
,

こ れ らの変化は t u m o r の his ･

t ol o gi c al g r a d e と は関係 ない と して い る｡ ま た近年わ

が国 で は197 4 年大平, 荻原 ら
1 9)

は癌疾患の L D H is o z y
･

m e の研究で 悪性腫瘍組織 は L D Il の 第 3
,
4

,
5 分画 に

活性が 高く, 嫌気代謝の 様相 を示 した が良性腰壕 では殆

ん ど差 が な い と報告 しても〉る様に多く の 研究者によ りそ

れぞ れ 意見が 異な り
,

そ の L D H is o z y m e p a tte r n か

ら悪性 腫瘍 を分類す るの は未だ 多くの 問題が残さ れて い

る
｡ 著者の研究成績で も骨肉腫は前述の第 3 分画説に

一

致 し
,

骨線維肉腫 は こ れ に 類似す るが
,

一 方骨巨細胞腰

お よび 骨組網肉腫は前者と異な っ てい たが
,

は たして悪

性腰喀 に は t u m o r p at t e r n と も い う べ き 共通 した p a
･

tt e r n が ある の か と い う 点に 関して
,
1 9 6 3 年 P ott e r 等

の 正常臓器 に 近い p a tt e rn を示 す とい う m i n i m al d e v
･

云ti o n h e p a t o m a ( M D H ) に 関す る報告が あり
,

一

方

1 9 4 7 年 G r e e n s t ei n は癌 で は正常母細胞が何 んで あれ
,

化学的に はあ る 一 定の 方向に 向け られ た変化を示 し
,

-
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般に共通の化学的 p a tt e r n が存在す る と し ,
これ は現

在 G r e e n st e in の 第 1 法則と呼 ばれ て い る
0 従っ て前述

の著者の各硬骨腰瘍 の L D H i s o z y m e の 結果も考慮に

入れて
,
悪性腫 瘍で もよ り未分化の もの 程 G r e e n s te i n

の第1 法則の 様 に臓器特異性を失い
,

それ ぞれ 共通 した

p a tt e r n に 近づき
,

一 方分化度の 高い もの で は M D H の

如く正常臓器に 近 い p a tt e rn を示 す とい う事も考 えら

れ甚だ興味深い
｡

更に著者の 実験で は ミ トコ ン ドリ ア分画と マ イ ク ロ ゾ

ー ム分画に L D H の 活性 を認めた が核お よ び c ell s a p

に は認められ なか っ た ｡
この 事実は マ イ ク ロ ゾ

ー ム 分画

を生化学的研究の対衆と す る場合, 分画が均 一 で ある か
,

また他の 分画 へ と連続す るも の なのか
, 更に 分別遠心と

いう技術に 限界が あ り , 各構造単位 に 完全に 分離する こ

とが困難であ る点よ り , 単 に L D H が ミ トコ ン ドリア と

マ イク ロ ゾ ー ム に あ ると 断定は出来な い が
, 核お よび c

･

ell s a p に は存在しな か っ た｡

19 24 年 R o bi n s o n
2 1)

ま た19 29 年 K a y
lO) が化骨部位 に

お ける A l ･ P の 高活性 を報告し て以来,
血清 A トP 活性

値が b o n e a ctivi ty の 高い疾患 に お い て上 昇す る とい

うことが知ら れて来た が
,

その 後193 0 年 R o b e r ts 2 2) に

よりこ の酵素は胆道疾患でも 上昇 す る事が 報告され
,

ま

た軌 腎,
小腸, 胎盤 に も証明され た

｡ 従 っ て
,

血清の

A トP の増加を直ち に 骨由来の もの と 断定す る に はか な

りの問題が あるが
,

A l ･ P の細胞内局 在に 関 して
,
1 9 4 7

年 M i r slくy 1 4) は リ ン パ 球の分離染色体 の 分析か ら染色体

の成分と して A l - P の 存在を報告し
,
ま た19 5 2年 B r o w n -

はカ エ ル の卵核細胞 を集め核液中の 酵素に つ い て調べ
,

A l - P があ る様 で あると 述べ
, 1 9 5 2 年 M i s k y

1 4) は核中

の酵素を調べ た結果 A l - P は存在し な い と報告 し
,
1 95 3

年S c h n eid e r 25) は ゴ ル ジ体 に A l ･ P 活性の 上 昇をみ と

め
,
1 95 4 年 S c h n eid e r 2 6) はラ ッ チの 副畢丸の 分画に つ

いてゴ ル ジ体,
マ イ ク ロ ゾ ー ム に A l - P 活性 を高値 に 認

め
, 同年S ta u s 2 8) も ネズ ミ 腎細胞分 画 に て マ イ ク ロ ゾ

ー ム に Al - P 活性が 高い と し, 1 9 56 年 E m e r y 2 ) は肝細

胞核に 2 種類の フ ォ ス フ ァ タ ー ゼが あ り
一

方 は M g に て

活性化さ れ ない の が特徴的で あ ると し
,
1 9 6 7 年教室の 加

藤9) はS r
89

発 癌骨肉腫の ミ ト コ ン ド リ ア
,

マ イ ク ロ ゾ

ー ム に抗原 抗体法に て A トP 活 性 を示 す 糖リ ボ蛋白体 を

報L: て い る ｡ 1 9 6 8 年 F is h e r m a n 3 ) が癌組織由来の 胎盤

A トP と同 じ性質 を有す る R e g a n i s o z y m e を報告し
,

1 970 年吉田等3 7 ) は癌性胸膜炎の 患者よ り腫瘍組織由来と

推定され る N a g a ois o z y m e を報告し て以 来 A l ･ P に 関

する研究は急速の 進歩 を遂 げ第3 分画の Al-P は骨疾患
,

たと えば P a g e t 病 , 骨軟化症, 骨肉腰等に 認 められ る

とされて い る
｡
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著者の実験で 骨肉腫
, 骨巨細胸底, 骨線維肉腫

, 骨細

網肉腫
,

O S T お よび G l 細胞 の ミ トコ ン ドリ アお よび

マ イ ク ロ ゾ
ー ム の 第3 分画 に それ ぞ れ A l ･ P 活性を認め

た事実は こ れ の み で直ち に 断定する事 は困難であるが
一

応骨原性由来のも の と思推せ しめる｡

結 論

人 骨腫瘍組織お よ び培養細胞の酵素活性 を検索 し次の

結果 を得た｡

1
.
L D H お よび A l - ア の活性は ミ トコ ン ドリ アと マ イ

ク ロ ゾ ー ム に認 め られ た ｡

2 . 骨肉腫 L D H i s o z y m e は第 3 分画に主活性 を認 め

た
｡

3 . 骨巨細胞腫 L D H is o z y m e は第 4 ま た は第 5 分画

に 最大活性 を認 めた｡

4 . 骨線雄肉腫 L D H i s o z y m e は第4 分画に 帝大清性

を認め
,
分画の差 はあるも の の p a tt e r n は骨肉腫の そ

れと類似して い た｡

5 . 骨細網肉腫 L D H is o z y m e は第4
, 5 分画 に 強い

活性 を認め, 第 4 分画 に 最大活性が あ っ た
｡

6 . 株化細胞 O S T
,
G l ,

F L 細胞の L D H i s o z y m e は

それ ぞれ 異な る p a tt e r n を示 し鑑別可能 であ っ た
｡

7 . 各骨膜瘍お よ び骨腫瘍由来の O S T
,
G l 細胞の Al ･ P

活性は第3 分画に 認 めら れ
,

これ ら は或る 程度骨原性由

来の もの と推定さ れ た ｡

稀を終えるにあ たり
, 終始御懇篤な御指導

, 御校閲の労を賜 わ りま

した恩師高瀬武平教授に 深甚の謝意を表します ｡ また多大なる御教示

をい ただき ま した富山県立中央病院整形外科部長山崎安朗博士並 びに

富山県立中央病院検査部部長波多野茂博士に深甚なる謝意を表します ｡

更に 多大な御協力をい ただ きま した富山県立 中央病院整形外科医長羽

柴秀雄博士並 び に富山県立中央病院整形外科医員の諸学兄, 並 びに 富

山県立中央病院検査科鈴木郁子氏に 深 く感謝の意を表します
｡
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