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K e y w o rd s 遺伝性 リ ソ ゾ ー

ム 蓄積症, リ ソ ゾ ー

ム 酸性水解酵素, p H a cti vity

p r ofil e
,
P o m p e 病 ,

Ⅰ- C ell 病

遺伝性 リ ソ ゾ ー

ム 蓄積 症 (i n h e ri t e d l y s o s o m al

S t O r a g e d i s e a s e )
l一
は リ ソ ゾ M

ム 酵素の 欠損の た め に
.

種々 の 組織に 中間代謝産物 の 蓄積を 来た す 比較 的稀 な

疾患で
, 現 在ま で に 20 以 上知 られ て い る

2)

. こ れ ま で

この よう なリソ ゾ
ー ム 蓄積症 の 診断に は

, 培 養線維芽細

胞で 該当す る酵素 の 欠損 , 又 は低下を 証 明す る の が最

も信頼で き る方法 と い われ て 釆た . し か し
, 培養線推

算細胞を 準備す る に 際 して は , 患者 へ の 侵襲
, 培養技

術及び設備 , 培養 に 要す る時間等の い く つ も の 問題が

あり 一 日常用 い る臨床検査と 言う に は , あ まり に も特

殊す ぎる感 があ る . そ の ため培 養緯線芽細胞 に か わ り ,

取り扱い が 簡単で か つ 同様 も し く は そ れ 以 上 の 信頼

性の あ る もの を 用 い る こ と が で きれ ば , 日常臨床 に お

いて 非常 な メ リ ッ ト が 得 られ る .

リ ソ ゾ ー ム に 含ま れ る 種々 の 水解酵素 は細胞の 種

軌 こより 活性は 異 な る が
, 赤血球を 除く ほ と ん どす べ

て の 細胞 に 含ま れ て お り , 採取及 びそ の 取り 扱い が簡

単なと こ ろか ら , 末梢白血球 を用 い る こ と が 行な わ れ

てき た . けれ ども 今ま で の 報告 で は , T a y - S a c h s

病
3I4)

, 異染性 白質 ジ ス ト ロ フ ィ ー
5 勅

, G a u c h e r 病 7} ～ 9 }

N i e m a n - P i c k 病
9一

. K r a b b e 病
1 O>

, G M . - g a n
-

gli o si d o s i s
I H

, F a b r y 病
Ⅰ2}

で は信頼 で き る 方法 と

され て い る が
,
P o m p e 柄や ト c ell 病 で は 酵 素活 性

が正常又 は わず か に 低下 して い た に す ぎな い と い う報

告が 多か っ た
1 3 ト 1 7 I

. しか し , K a t o ら の 報告
1 8}

で は末梢

白血球 か ら顆粒球 を 除い た リ ン パ 球 分 画 で は
t
I

-

C ell 柄 に お い て も該当酵素の 低下 が は つ き り し て お

り
,
診 断 に 有用 で あ る とさ れ て い る｡ そ こ で 著者 は末

梢白血球 を さ ら に
. 顆粒球. 単球

,
リ ン パ 球の 3 分画

に 分離 し
,

培養線緑芽細胞と共に 6 種類の リ ソ ゾ ー ム 酵

素の P H a c ti v i t y p r o fil e を求 め
. 末梢白血球各 分 画

と培 養線維芽細胞の リ ソ ゾ ー ム 酵素の 活性分布を 比較

検討し て み た .

対象お よび 方法

1
, 対象

末梢白血球 は正常 対象と して
, 2 才か ら 35 才ま で の

健 康 人 10 名 か ら
, 更 に 筋 肉 生 検 標 本 で α

-

gl u c o si d a s e 活性欠損が 証 明さ れ た P o m p e 病 の 1 才

女児 と
, 培 養線 維芽細胞 で i n cl u s i o n b o d y と

, 多く

の リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 の 低下が 見 ら れ た Ⅰ- C e ll 病

の 3 才男児 か ら得た . 培養線椎茸細胞 は , 20 才か ら 60

才ま で の 少な く と も代謝性疾患を有 し な い患者 5 名か

ら , P o m p e 柄 . ト c ell 病に 関し て は前述の 患者凄か

ら皮膚生検 に よ っ て 得 た .

2
, 細 胞 分 画 の 分 離及 び培 養練維芽細胞の 採取

末梢白血球 の 分離 は
,
S n y d e r らの 方法Ⅰ9)

に よ り ヘ

パ リ ン 加静脈血 5 容 に
, 5 % デ キ ス ト ラ ン P B S 溶液1

A C o m p a r ati vi e S t u d y o f L y s o s o m al E n z y m e A c ti vit y i n P e rip h e r al B l o o d L e u k o c y t e

P o p ul a ti o n s (G r a n ul o c y t es
,
M o n o c y t e s

,
a n d L ym p h o c y t e s) a n d C u lt u r e d S ki n Fib r o bl-

a st s ‥ C li ni c al U tilit y of L y m p h o c y t e P o p ul a tio n s f o r th e E n z ym a ti c D i a g n o sis of S o m e

L y s o s o m al D is e a s e s ･ Ⅲi r o k o K a w a sh i m a , D e p a r t m e n t of P e di a t ri c s
, ( D ir e ct o r : P r of . N .

T a n ig u ch i) ,
S c h o ol of M e di ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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容 を混和 し , 室温で 3 0 分間静置 し白血球 に 富む 上清 を

得 た . こ の 上清を B 6 y u m の 方法
2 0}

に 従 っ て , F i c o 11 -

I s o p a q u e 上 に 重層し
. 4 0 0 × g , 4 ℃ , 30 分 間遠 心 し

て , 中間層 に 単核細胞層を
, p e ll e t に 赤血球の 混入 の

あ る顆粒球層 を分離 した . 更に こ の 単核細 胞層を 直径

6 c m の F a l.c o n シ ャ
ー レ中に 1 0 % F C S 入り R P M I メ

デ ィ ウ ム で 1 × 1 0
7

個の 割合で 浮遊さ せ
,
3 7 ℃ , 5 %

C O 2 下で 1 時間静 置し
, 単球を シ ャ

ー レの 底 に 吸着さ

せ た .
こ の 上清を集 め て リ ン パ 球 分画 と し , 吸着 し た

単球 は ポ リ ス マ ンで は が し単球分画 と し た が
, 8 0 %

～

8 7 % の a
-

n a P h t yl
-

e S t e r a S e
-

P O S iti v e c e1 1 が 認

め られ た .

21l 一

方 . p e 11 e t は赤 血球 が 混入し て い る た

め 蒸留 水で 再浮遊 し , 20 秒後 に 同量の 1 . 8 % 塩 化ナ ト

リ ウ ム 液を加 え て 等張に も ど した . 赤血球 の 多 い 場合

は , 更に 同様の 低張処理 を く り 返 し た . こ れ を 頬粒球

分画 と した が
t 単核細胞の 混入 は なか っ た .

こ の よう

に し て 得 られ た そ れ ぞれ の 分画を 生 食 水 で 3 回 洗 浄

し , 名酵素活性の 測定 に 適当 な細胞数 に 生食水 で 再浮

遊 し た . 培養線練芽細胞 は , 前腕屈側 部を 1 % キ シ ロ

カイ ン で 麻酔後 , 無菌的に 皮膚小 片を採取 し , 抗生物

質入り メ ディ ウ ム で 洗 っ た後 ,
メ ス で 細片に した .

こ

れ らの 細片 を F al c o n の 2 5 c ぱ カ ル チ ャ
ー ボ ト ル に う

え こ み
, 1 0 % F C S 入り M E M メ デ ィ ウ ム 中 で , 3 7 ℃

,

5 % C O 2 の 条件下 で 培養 し ,
メ デ ィ ウ ム 交換 は週 2 回

行 な っ た . P ri m a r y c u l t u r e 後 , 少 な く と も1 回以 上

s u b c u l t u r e を行 な っ た後 , 1 日目か ら 10 日目 ま で の

細 胞 に つ い て 酵 素活 性 の 測 定 を 行 な い , 細 胞 が

c o n fl u e n c y に 達 した後 に
,

は ぼ
一 定 し た活性 が得 ら

れ たの で
, 以 後の実験で は す べ て C O n fl u e n c y に 達 し

た 後 の 細胞 を用 い た .
カ ル チ ャ

ー ボ トル 内の 細胞 が

c o n fl u e n c y に 達 した後,
ポ リ ス マ ン で はく離 し,

こ れ

らの 細胞 を生食 で 3 回洗浄 した後, 適当な数 に 再浮遊

し て酵素活性 に 用い た .

3 , リ ソ ゾ ー ム 水解酵素 活性 の 測定法

酵素活性 の 測定 に は fl u o ri g e n i c 基 質 で あ る 4
-

m e t h y 卜 u m b ellif e r yl ( 以 下 4 - M U と略す) 化合

物を 用い た . 各酵素 に 対す る基質 は以 下の 通 り で あ る ｡

1) α
-

gl u c o si d a s e
…

4 M U
-

a
M

D
-

g l u c o p y r a n o
･

si d e

( K o c h - L i g h t L a b)

2 ) α
-

g al a c t o si d a s e
… 4 M U

-

a
-

D
-

g al a c t o p y r a
-

n o s i d e

( K o c h
-

L i g h t L a b)

3) β
-

g a l a c t o s i d a s e
" ･

4 M U - β
-

D
-

g a l a c t o si d e

( N a k a r ai c h e m i c al s)

4) β- gl u c u r o n i d a s e
･ ‥ 4 M U

-

β
M

D
-

gl u c u r o n i d e

( K o c h - L i g h t L a b)

5 ) a
-

m a n n O Si d a s e
･

･ ･ 4 M U
-

α
- D -

m a n n O p y
･

r a n o si d e

( K o c h
-

L i g h t L a b)

6) N
-

a C e t y 卜 β -

gi u c o s a m i n i d a s e
･ ･ ･

4 M U -

N
-

a C e t y 卜 β- D
-

gl u c o s a m i n i d e

( N a k a r a i c h e m i c a l s)

各酵素活性 の 測定 は ,
H i n d m a n ら の 方法

2 2)
を少し修

正 し て 実施 し た . T ri t o n X
-

1 0 0 を細胞浮遊故 に加

え (最 終濃度1 . 0グ / C ) , V o rt e x m i x e r で 強く 振盤

後 , f r e e z a n d th a w を3 回行な い
, 3 0 0 0 グ. 4 ℃

. 1 0 分

間遠心 し
,
上 浦 を剃産 に 用 い た . こ の 上清 50 〟ゼに 4

-

M U 基質 を 含 む M cIl v ai n e 緩 衝 液 ( 1 m m o l e / L )

1 0 0 fL P を加 え , 37 ℃ で 1 時 間 s h a k i n g w a t e r b a th の

中で 反 応さ せ た . B l a n k と し て 細胞浮遊 液に 4 - M U

基質 を 含 む M cII v a i n e 緩 衝 液 を 混合 後, 即 座 に pH

l O . 4 の gl y ci n e q N a O H 緩衝液を 3 . O mL 加えて
, 同

様に 3 7 ℃ の S h a k i n g w a t e r b a th 内 に 1 時間お い た
.

1 時間 の i n c u b a ti o n の 後 にpH l O . 4 の 0 . 2 5 M gl y ci n e

/
'

叫 N - A C F T Y し~ 腑 U C O S A MI N I D A S亡

/

′
●

D O

O O

エ

＼

U

芯

冒
｣

凸

旨
＼

P

聖

冨
【

リ

コ

〒
寸

S

雲
○

∈

∪

1 0 0

●
＼.

/
ノ●/

〆

ー
ー

ー ー
ー ー

ー~

8
嶋 G A J A C TO S 川 ASE

ローG しU C U R O N I D A S E

･
ノ

ー
ノ

/
＼ ･

刷 D AS E

･

＼
･

ノ
ノ

叫
ノ

.
/

･

G
- G L U C O S - D 几S E

/

-･ ト
ー ー ーー ーー

･ - ■̀~ ●

Q - G AしAC､rO S I D A S E

噌
〆 ! - ～ -

『
∠

1 2 ち 句 5 6
●

フ 8 9 1 0

F i g . 1 . T h e l y s o s o m al a ci d h y d r ol a s e a cti viti e s of

fib r o b l a sts i n r el a ti o n t o ti m e (d a y s) s in c e s u b c ul -

* C o n 鮎 e n c y w a s r e a c b e d o n 6 也 d a y 血 C e S n もc ul -

t u f e .



末梢血 リ ン パ 球 に よ る遺伝性リ ソ ゾ ー ム 蓄積症の診断 173

一 N a O Il 緩衝液 を 3 . 0 山 加え て 反応を 停止さ せ た
｡ 遊

離し た 4
- M U を 日立分光蛍光 々度計 を用 い励起波長

360 ロ叫 螢光 波長 450 n m で 測 定 し た . 各酵素 のpH

a cti v it y p r o fil e を 調 べ る ため に
, p H 3 . 0 , 3 . 5 , 4 . 0 .

4 . 5 .
5 . 0 , 5 . 5 , 6 . 0 , 6 . 5 , 7 .0 及 び8 . 0 の M c 11 v a i n e

緩衝液を 用い た . 又 , 酵素活性測定に 用 い た 上清液の

残りを用 い て L o w r y 法
2 3}

に よりタ ン パ ク の 定 量 を

行 な い
,

酵 素 活 性 を n m o l e s 4
-

M U c l e a v e d /

mg p r o t ei n / h で 表現 し た .

成 績

1 ) . サ ブ カ ル チ ャ
ー 後の 培養線椎芽細胞 にお け る

リ ソ ゾ
ー ム 酵素活 性の 時間的変化 ( 図1 )

a
-

gl u c o si d a s e . α
-

g al a c t o s id a s e
, β

-

g al a c t o
-

si d a s e
, β

-

gl u c u r o n id a s e ,
a

-

m a n n O Si d a s e , N

-

a C e t yl- β
-

gl u c o s a m i n i d a s e の す べ て の 酵 素

で , 細 胞 が C O n fl u e n c y に 達 し た後 ,
ほぼ

一 定 した

活性値を示 した .

2 ) . 正 常対照

① a
-

gl u c o si d a s e ( 図2 )

顆粒球分画 はpH 6 . 5 に ピ
ー

クをも つ- 1峰性であ っ たが
,

残りの 2 分画と 培養線維 芽細胞 で は い ず れ もpB 4 . 5 と

pH 6 .5 に ピ ー ク をも つ 二峰性の PH a cti v i t y p r o fil e を

1 ) Q - G LUCO Sl工)ASE

GR A N U L O C Y T IC F R A C T 1 0 N MON OC Y TI C F R A C T I O N

エ

＼

u

芯
冒
｣

d

p
ヒ

＼

P

聖
r

D
の
-

U

コ

∑
-

寸

S

¢

;
∈

U

7 0

6 0

50

0

0

.

q

て
ノ

示 した . pI1 4 . 5 及びpH 6 . 5 で の 活性値 は , リ ン パ 球分

画が
一 番低く , 額粒 球分画 , 単球分画 , 培養線維芽細

胞の 順に 高く な っ て い た .

② a
-

g a l a c t o s id a s e ( 図3 )

3 分画及び培養線 経芽細胞の す べ て が 班 5 . 0 に ピ ー

ク を も つ 1 峰性 で ,
ピ ー ク に お け る 活 性値 は ,

.α
-

gl u c o si d a s e と 同様 に リ ン パ 球分 画が
一

番低 く , 顆粒

球分画 , 単球分画 . 培養線維芽細胞 の 順に 高く な っ て

い た .

③ β
-

g al a c t o si d a s e ( 図4 )

3 分画及 び培養線維芽細胞 と もpB 5 . 0 に ピ ー

ク を も

つ 1 峰性 で , pI1 5 .0 で の 活性値 は前述の 2 酵素 と は異

なり , 板柾球分画が
一

番低く
,

リ ン パ 球分画 . 単球分

画 , 培養線推芽細胞 の 順 に 高か っ た .

④ β -

gl u c u r o n i d a s e ( 図 5 )

3 分画及び培 養線維芽細胞 と もpH 5 .0 に ピ ー

ク を 示

し
,

ピ ー ク で の 活性値 は リ ン パ 球分画が最 も低 く . 額

拉球分画が 次に 高く , 単球分画と 培養線維芽細胞 は は

ぼ 同 じよ う な 活性値 を示 し た .

⑤ a
-

m a n n O S id a s e ( 図6 )

3 分画及 び培 養線維芽細胞 でpH 4 .5 に ピ ー ク が 見 ら

れ , pR 4 . 5 で の 活性値 は リ ン パ 球分画が最 も低 く . 額

拉球分画 , 培養線維 芽細胞 , 単球分画の 順 に 高 くな っ

LY M P H OC Y T IC F R AC T I ON F I BROB LA ST IC F R AC T Z O N

ヨ 句 5 6 7 8 5 上1 5 6 7 8

P H p H

5 ′ q 5 6 7 8 5 句 5 6 7 8

P H p H

F i g ･
2 ･ P H a c ti vit y p r o fu e s o f a

-

gl u c o sid a s e i n e a c h l e u k o c y t e f h c ti o n (g r an ul o c y t e s
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1 7 6

5 句 5 6 7 8 5 q 5 6 7 8

P H P H

5 叫 5 6 7 8

P H

F i g . 7 . P H a c ti vit y p r o f a e s o f N -

a C et yl
-

β瑠1 u c o s a m i mi d a s e ･

て い た .

⑥ N - a C e t yl - β
-

gl u c o s a m i n i d a s e ( 図 7 )

pH 5 . 0 に 3 分画及 び培養線維芽 細 胞 で ピ ー ク を も

ち , pH 5 . 0 で の 活性値 は顆粒球 分画 が最 も低 く , リ ン

パ 球分画 , 培養線維芽細胞 , 単球分画の 順に高 く な っ

て い た .

3 ) ,
P o m p e 病

末梢 白血球 の 3 分画の う ち , 単球分画 は回収率が 悪

く 酵素活性 の 測定 は で き ず , 残り の 顆粒球分画 , リ ン

パ 球分画 と , 培養線維芽細胞 に つ い て 行 な っ た . α -

gl u c o si d a s e 以 外の 他 の 5 酵素 で は , 顆粒球分画 ,
リ

ン パ 球分画及び培 養線維芽細胞 に お い て
, 正常対照 と

は ぼ同様の pH a cti v it y p r o fil e を 示し た の で
, 結 果

の 図示 は省略 した . a
-

gl u c o s i d a s e の pH a c ti v it y

p r o fil e は顆粒球分画で はPH 6 . 5 に ピ
ー

ク を も つ 1 峰

性 で . 活性値の 低下 は全く 見 られ ず
,

む し ろ正常対照

よ り も少 し高 め で あ っ た .

一 方 リ ン パ 球分画及 び培養

線推算細胞 で は共 に 酸性域 ( 即3 . 0 ～ pH 5 . 0 ) で 活性

が 欠損 して お り
, 中性域 ( pH 5 . 5 ～ p H 8 . 0 ) に の み活

性を 認め た が , 正常対照 に 比較 し , 著 し い 低下 を 示し

た .

4 ) Ⅰ
-

C e ll 病

う q 5 6 7 8

P H

α
-

g l u c o si d a s e
,

α
-

g a l a c t o si d a s e
t β- g a l a c to

･

si d a s e
, β -

gl u c u r o n i d a s e
,

a
-

m a n n O Sid a s e , N

-

a C e t y l
-

β
-

gl u c o s a m i n id a s e の す べ て の 酵素

で
, 培 養線維芽細胞 に お い て

,
正 常対 照 に 較 べ 著しい

酵素活性の 低下 を示 し た . 顆 粒球分 画 と単球分画で は

正 常対照 に 比 較 し て
,

ほ ぼ 同じか や や低 め の 活性を示

し た が
, リ ン パ 球分 画で は低 い 活性 を 示 し , 特 に α -

g al a c t o s i d a s e
, β- g a l a c t o s id a s e , β- g l u c u r o ni ･

d a s e
,

α
-

m a n n O S id a s e の 4′酵 素 で は 低 下 が 著 し

く ,
そ れ ぞ れ 正 常 対 照 の 22 %

,
1 6 % , 40 %

,

3 5 % で あ っ た .

考 察

遺伝性 リ ソ ゾ ー ム 蓄積症 は現在 の と こ ろ まだ治療法

もな く , 余後 も悪 い 病気 で あ るが , 保因者 の 検出や羊

水診断 に よ り 出生予 防が 可能 で あ り ,
そ の 為 こ れら疾

患や 保因者 の ス ク リ
ー ニ ン グの 為 の よ り簡単 で か つ 信

頼性 の 高 い 診 断法の 確立 は非常 に 重要 で あ る ｡
リ ソ ゾ

ー

ム 水 解酵素の 測定法 は
,

以 前は 天 然基質も用 い られ

た が ,
f h o ri g e I血 な 合成基質を 用 い た 測 定 は天然基質

を 用 い る方法 に 較 べ
,
比較的簡単で あ り か つ 少量の検

体量で 実施 で き るの で , 現在で は天然基質 に と っ て か
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わり 広く診断 に 用 い られ て い る
｡

一 方 , 診断材料 と し

て は培養線維芽細胞が 最も信頼性が あ る とさ れて い る

が , 種 々 の 点で 日常臨床検査と し て 用 い る に は困難で

あり , 又 , 培養条件 に よ っ て リ ソ ゾ ー

ム 酵素活性が 非

常に 変化する と い う 報告
2 4)

もあり , 必 ず も理想 的 な

診断材料と は い え な い
. そ の 点 , 末梢白血球 は採取 が

非常に 簡単で
. 培養線維芽細胞の か わ り に 診断に 用 い

る試み が
. 遺伝性 リ ソ ゾ ー

ム 蓄積症 に お い て こ れ ま で

に多く な さ れ
,

そ の 結果 い く つ か の 疾 患で は非常 に 有

効な診断法と して
, 病気 の 診断の み で は な く保因者診断

に も用い ら れて い る ｡

2 6)
しか し

.
P o m p e 病 と ト c ell

病で は 患者 の 末梢白血球の 酵素活性 は
,

ほ とん ど正 常

かごく軽度 の 低下 しか 示さず . 末梢 白血球 は こ れ らの

疾患の 診断 に は全く 役に 立た な い と言わ れ て きた . と

こ ろが
, 今 ま で に こ の 様に 報告 され て い る例 は

, す べ

て顆粒球 , 単球 , リ ン パ 球が種 々 の 割合 で 混 ざ っ た も

の をそ の まま 測定材料と して 用 い て お り , リ ソ ゾ ー ム

酵素活性 は細胞の 種類 に よ っ て 異 なり , そ の 結果そ れ

ら の混合比の 適い に よ っ て 当然活性値が 大 きく 変わ る

こと が考え られ る
｡

そ こ で 著者 は白血球を より均 一 な

細胞群で あ る額粒球 ,
リ ン パ 球 , 単球 の 3 分画に 分離

し, 培養線維 芽細胞 と共 に 6 種類の リ ソ ゾ ー

ム 酵素 .

a - gl u c o si d a s e , a
-

g a l a ct o si d a s e
, β

-

g al a c t o
･

Si d a s e ,
.
β

-

gl u c u r o n i d a s e
,

a
-

m a n n O Si d a s e .
N

-

a C et y ト β
-

d u c o s a mi nid a s e の pH a cti v i ty p r o fil e

を調べ
, 末梢白血球の い ず れ か の 分画 が培 養線維芽細

胞に と っ て か わ り , P o m p e 病 やI -

C e ll 病 の 診断 に 用

いる こ と が で き な い か 調 べ て み た .

1 ) , 正 常対照

正 常対照 の 培養線維芽細胞 と末梢白血球の 3 分画の

各々 の pH a c ti v i t y p r o fil e を比較 し て み る と
, 酵 素

に よ っ て 培 養 線 維 芽 細 胞 に
一 番 近 い pH a c ti v i t y

p r o fil e を示す 分画は 異な っ て い た
. たと え ば

,
α

-

gl u c o si d a s e , a - g al a c t o si d a s e
, β p

g al a c t o
-

Sid a s e
, β - g l u c u r o n i d a s e で は 単 球 分 画が

,
α -

m a n n o si d a s e で は顆粒球分画 ,
N

-

a C e t yl
- β -

gl u c o s a m i n i d a s e で はリ ン パ 球分画が
t

そ れ ぞ れ 培

養線維芽細胞 に 最 も近 い pH a c ti v i t y p r o fil e を 示 し

て おり ,
こ れ らの 結果か ら, 特定 の 分画 と培養線維芽

細胞と の 対応 は証 明で き な か っ た
. 又 , 著者の 実験で

得られ た酵素の p H a cti v it y p r o fil e の う ち , a
-

gl u c o si d a s e
･ a

-

m an n O Si d a s e に つ い て N a k a g a w a

ら の 結 果
2 5}

と 比 較 し て み た . a
-

gl u c o si d a s e

で は N a k a g a w a ら に 見 られ る顆 粒 球 分 画の 2 峰性の

ピ ー

ク は著者 で は見 られ ず , N a k a g a w a ら で 酸性域 に

見られ た単球分画の 徳性値の ピ ー

ク は , 著者で は 中性

域に あ っ た . 又
,

α
,

r n a n n e Sid a s e は著者の結果で は全分

画で 1 蜂性で あ っ た が
,
N a k a g a w a ら は C a r r o 11 ら

2 8)

や K a t o ら
1 鋸

と同様, 酸性 , 中性雨域に 2 峰性 の ピ ー

ク

を示 した ･ しか し
,

これ ら以 外は はぼ 同じ よ う なpH

a c ti v it y p r o fil e を示 した . 又 . 正常対照 の 顆粒球分

画 , 単球分画,
リ ン パ 球分画相互 間の 活性値 の 関係を

B e u ti e r ら
T} の 報告 と比較 して 見 ると ,著者 の 結果で は

a - m a n n O Si d a s e の 単球分画 は顆粒球 分画 よ り高 い

活性を 示し
,

B e u tl e r らの 結果 で は こ れ が逆 に な っ て

い た が
,

そ の 他 の 酵素は す べ て 同 じ傾向を示 し た .

2 ) , P o m p e 病

P o m p e 病(糖 靡病 Ⅱ型) は心拡 大及 び筋緊張低下を

主徴と す る全身性の グリ コ ー ゲ ン 蓄積症で
t 心不全の

た めに 1 才前後 で 死亡す る常染色体劣性遺伝性 の 疾患

で あ る
l}

. 本症 の 酵素学的診断に H u iji n g ら の 報 告 以

来 , 末梢白血球 が用 い られ
, 多く は酵素活性が 欠損 し

て い た と報告 さ れ て い るが
,

な か に は明らか に患者で

あ り な が ら
, わ ずか に 低下或 い は はと ん ど正 常 で あ っ

た と い う報告 も散見 され る .

1 3 卜 1 6 } 著者の 結果で は リ ン

パ 球 分画 と培養線維芽細 胞に お い て , こ れ まで の 多く

の 報告 と同様 に酸性域で a
-

gl u c o s i d a s e の 活 性 の

欠損 が認 め られ , 中性域 で は低下 は して い るが 酵素活

性を残存 し て い た . しか し , 顆粒球分画 で は中性域 に

ピ ー

ク を も っ 1 峰性を示 し . 活性の 低下 は全く 見られ

ず, 逆に 正 常よ り や や高 めの 活性を示 した . こ れ らの

結果 は , リ ソ ゾ ー ム 酵素活性が
, 細胞の 種類に よ っ て

異 な る こ と を は っ き り と表わ して お り , 末梢 白血球全

体を 酵素活性 測定に 用 い た場合に は
, 活性値 は こ れ ら

の 異な っ た活性 をも つ 細胞の総和と し て表わ さ れ るの

で
,
酸性域 で酵素活性 を測定 して も

,
リ ン パ 球以 外の

細胞成分が 多い と そ れ らの 活性 の 為, 酵素欠損を 示さ

な い か , 又 はわず か に 低下と い う結果 に な る こ とが 当

然考え られ る
｡

こ れ ま で の 報告で
, 末 梢白血球 に お い

て a
-

gl u c o si d a s e 活性が 正 常 ないし
, わ ず か に 低下

と 報告 さ れ た例 は . 末梢白血球分離の 時に , 顆粒球や

単球 が多 く得 ら れ る デ キ ス ト ラ ン 沈降法や フ ィ ブ リ ノ

ー ゲ ン 法 を 馴 ､
, 逆に 低下と さ れた も の はリ ン パ 球分

画が 多く 得 られ る Fil m t e c h n i q u e
2 8 }

を 用 い て お り

こ の こ と は 著者の 結果 か ら の 推定と
一 致す ると考 え ら

れ る . 著者 の 結 果で は P o m p e 病 に 見 られ る培養線維

芽細胞で の α
-

gl u c o si d a s e 癌性 の 欠損が
. 末梢白

血球の リ ン パ 球分画 に は っ き り と表わ れ て おり t
こ れ

より
,

P o m p e 病の 診断 に は
, 末梢白血球の リ ン パ 球

分画を 酸性域で 測定 す るの が
, 最も確か な方法 で あ る

こ とが 証 明さ れ た .

3 ) , Ⅰ- e ell 病



1 7 8

卜 C el l 病 は臨床的に H u rl e r 病 に 規似 した 常 染 色

体劣性遺伝性の 疾患で あ る が , 尿中の ム コ 多糖体 の 排

泄 は正常 で あ る .

2 9} 患者 の 培 養皮 膚線維 芽細胞 に 多数

の 封 入体 (1 n c l u si o n b o d y) を 認 め る こ と か ら 卜

c e ll 病 と 呼ば れ て い る . 培養線維 芽 細 胞 で は , a C i d

ph o s ph a t a s e や β M

gl u c o si d a s e を除 い て 多数の リ ソ

ゾ ー ム 酸性水解酵素が低下 し て い る .

2 9} 一 方 ,
こ れ ら の

低下 し た活性を 示す酵 素が
, 培養線維芽細胞 の 培地 中

や 患者 の 血清 , 髄液や 尿中に 異常 に 増加 して い る Q し

か し
, 今 日 ま で の は とん どの 報告で は , 本症の 患者の

末梢白血球の リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 は正 常域 で あ る とさ

れ , わ ず か に W al b a u m ら
3 0)

,
S t r e c k e r ら

3 H
･

T a n a k a
3 2 }

が 患者の 白血球 で a
-

g al a c t o s i d a s e , β
-

g a l a c t o si d a s e
t β

-

g l u c u r o n i d a s e
,

a
-

N e u r a
-

m i d a s e
,

N
-

a C et yl
-

β
-

g a l a c t o s a m i n i d a s e

の 低下を報告 して い る に す ぎ な い ･ 又 , 彼等 は α
-

m a n n o s i d a s e
,

N - a C e ty ト β
-

gl u c o s a m i n i d a s e
･

A r yl s ul f a t a s e
-

A ,
a Ci d p h o s p h at a s e が 正常で あ っ

た と 報告 して い るが
,

こ れ ら の 結果 と著者 の 結果 を 比

較検討 して み た . 彼等の 報 告 で 低 活 性 を 示 し た α
-

g al a c t o si d a s e , β
-

g al a c t o si d a s e , β
～

gl u c u r o
~

n i d a s e は著者 の 結 果 で も .
い ずれ も リ ン パ 球分画で

酵素活性が そ れ ぞ れ 正常 対照の 2 2 %
,
1 6 ‰ 40 % と著

明に低下 し て お り,
顆粒球分 軋 単球分 画は正常対照 と

はば 同じ か軽度低下を示 し, 当然 こ れ ら活性 の 総和 は ,

正常対照に 較 べ 低活性を 示す もの と 思わ れ る ･

一 一 方正

常活性 と 報告 さ れ た a
-

m a n n O S i d a s e は ･ リ ン パ

球分画 で は正常 対照 の 3 5 % と低活性 で あ るが
･ 醸拉

球 分画と単球分画 にお い て
,
正 常対照 と は ぼ 同じ か軽

度上昇を 示 し ,
か つ そ の 活性値が リ ン パ 球分画の 7 ～

1 1 倍と高い 為 , 全体 と して リ ン パ 球分画で の 活性低下

が 曝され て し ま い , 正常 と報 告 さ れ た も の と 思 わ

れ る .
N -

a C e t yl
-

β
-

gl u c o s a m i n i d a s e は著者

の 結果 で も , 単球分 画 の 班 4 . 5
～

p R 5 . 5 で や や 活性が

低下 して い た 以外は , 3 分画共正 常対照 と ほ ぼ同 じ よ

う な活性 を示 して お り ,
こ れ ら の 総和 は 当然 正常活性

を 示すと考 え られ る . a
- N e u r a m i d a s e ,

N
-

a C e ty l

- β
-

g al a c t o s a m i ni d a s e の 測定 を著者 は行 な っ て

い な い が
,

a Ci d p h o s p h a t a s e
,
β

-

gl u c o si d a s e は

L e r o y ら の 報告
2 g)

が 示すよ う に
,

卜 c ell 病 で はお

か され て お らず , 彼等の 報告 で も当然正常 とな っ て い

る . こ の よ う に 著者 の 結果 は彼等 の 報告 と
一 致す る も

の と思わ れ る . 又 , 本症の 末梢 リ ン パ 球 の 20 % 前後 に

見 られ る空胞形成 は
, 培養線維芽細胞 と 同様 の 蓄積現

象 に よ る もの と考え ら れ て い る .

‖ 牒 l)
こ の 事 は , 末梢 リ

ン パ 球 に お け る リ ソ ゾ ー ム 水解 酵素の 徳性の 低下を 暗

示 す る も の の よ う に 思 わ れ
,
事実 . 本児の リ ン パ 球分

画 の a
-

g a l a c t o si d a s e , β
-

g al a c t o si d a s e ､ β -

g l u c u r o n i d a s e
,

a
-

m a n n O Si d a s e の 活性 は
, 培養緑

綬芽細胞に見られると同様著明 に 低下 し て お り
,

K a to

ら
欄

の 報告 と は ば同 じ よ う な結果を 示し た .
こ の よ う

に 著者 の 結果 で は , 患 児の 頬粒球分画 と単球分画で は

酵素活性 の 低下 はは と ん ど な く , リ ン パ 球分画 に の み

著 明な 活性 の 低下が 見 られ . P o m p e 病 と 同様 に
, リ ン

パ 球分画 で リ ソ ゾ ー ム 酵素の 活性を 測定す る こ と によ

っ て
,

卜 c ell 病 の 診断が 可能で あ る こ と が証 明され た.

結 論

健康 人,
P o m p e 病 及び ト c e11 病患者 にお い て

, 末

梢 白血球を , 顆粒球 , 単球 , リ ン パ 球の 3 分画に 分離

し
, 各細胞分画 と各人由来の 培養線維芽細胞の リ ソ ゾ

ー ム 水解酵素の pH a c ti v i t y p r o fil e を 検討 し , 以 下

の よう な成績を 得 た .

1 ) , 正常対 照 の a
-

g l u c o si d a s e の 酵素活性は
,

単球分 画.
リ ン パ 球分 画 , 培 養線維芽細 胞に お い て

,

至適pH カi 4 . 5 の a ci d f o r rn と
, 6 . 5 の n e u t r a l f o r m

に 分離さ れ た が , 鯖粒球分画で は萱適p 廿が6 ･5 の 1 峰

性 で あ っ た . 正 常 対 照 及 び P o m p e 病 の a
-

g al a c t o si d a s e
, β -

g al a ct o si d a s e
, β- gl u c u r o

･

n i d a s e ,
a

-

m a n n O Si d a s e
,

N -

a C et yl
-

β
-

gl u c o s a mi n id a s e の pH a c ti v it y p r o fil e は
, 各酵素で

全分 画及び 培養線維芽細胞で はぼ類 似 した 1 峰性の曲

線 を 示 し
,
至適p 別まそ れ ぞ れ 5 . 0 ,

5 . 0 , 5 ･0 , 4 ふ

5 .0 で あ っ た .

2 ) ,
各至適pH で の 活性値 は t a

p

gl u c o si d a s e
,

a
-

g al a c t o si d a s e
, β - g al a c t o si d a s e で は培 養線

維芽細 胞が , β
-

gl u c u r o n i d a s e , a
-

m a n n O S id a s e l

N
-

a C e t y l
-

β
-

gl u c o s a m i n i d a s e で は 単 球分画

が最 も高 い 活性 を 示 した .

3 ) ,
P o m p e 病 に お け る a

-

gl u c o si d a s e は
,
リ

ン パ 球分画と 培養線維芽細胞で の み , 酸性域に お い て

酵素活性 の 欠損 を示 し た が
, 顆粒球分画 で は正常対照

と はぼ 等 し い pH a c ti v it y p r o fil e を示 し
, 活性 低下

は全 く認 め ら れ な か っ た .

4 ) ,
卜 c ell 病 は ,

こ れ ま で の 報 告と 同様 , 培養

線維芽細 胞で は 全酵素で 著明な 活性 低下を 示し た ･ 又･

末梢白血球 3 分画 で は , リ ン パ 球 分 画 で の み
,

α
~

g a l a c t o si d a s e , β -

g al a ct o si d a s e
, β

M

gl u c u r o
-

n i d a s e ,
a

-

m a n n O Si d a s e の 著明 な 活 性 低 下を認

め , そ れ ぞ れ 正 常対照の 22 %
t
16 % , 4 0 ‰ 35 % で あ

っ た . し か し
, 額粒球分画 , 単球分画 で は正常対照と

憺 ぼ同 じ活性 を 示 した .
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5 ) . 末梢白血球を より 均 一 な細胞群 で あ る顆粒球

分軋 単球分画 , リ ン パ 球分画 に 分離 し , その リ ン パ

球分画の リ ソ ゾ ー

ム 水解酵素を測 定 す る こ と に よ っ

て
,
培養線維芽細胞を 用 い な く と も

,
P o m p e 病及 びⅠ

-

C e ll 病の 診断が 可能 と 考え られ る .

稿を終え るに 臨み , 御指導 と御校閲を 賜わ り ま した 谷口昂

教授に深謝い た し ま す . ま た 多大 な御協力を い た だ さま した

第6 研究室の 諸 兄 , 並 び に教室員の 皆様に 厚く 御礼申 し上げ

ます .
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