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末梢血 リ ン パ 球 に よ る 遺伝性 リ ソ ゾ ー ム

蓄積症 の 診 断

〔Ⅰ〕 正常人 の リ ン パ 球 . 頼粒球 の リ ソ ゾ ー ム 水解 酵素活 性

金沢 大学 医学部小児 科学教室 ( 主任 : 谷 口 昂教授)

加 藤 英 治

(昭和54 年 1 月1 0 日 受付)

遺伝性 リ ソ ゾ ー

ム 蓄 積 症
11
(I n h e r it e d l y s o s o m al

S t O r a g e d i s e a s e ) は リ ソ ゾ ー 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 す先天 性代謝

異 常症 で あり , 現 在迄 に リ ソ ゾ ー ム 酸性水解酵素の 特

異 的な欠 損 は20 以 上 の 疾患で 証 明さ れ て い る
封

. リ ソ

ゾ
ー

ム 酵素 は赤血球の よう に リ ソ ゾ ー

ム を含有 しな い

細胞を除 い て . 全 て の 細胞 に 見 い 出さ れ る の で ∴ 遺 伝

性リ ソ ゾ ー ム 蓄積症の 酵素学 的診 断 の 材料 と して , 脳 ,

肝 , 筋肉 t 白血球 , 培養皮膚緑綬 芽細胞 等が 用い られ ,

更に 疾患 に よ っ て は血清や尿 も使 わ れ て い る ∴特に 培

養線維芽細胞 で の 酵素欠損 の 証 明が最 も信頼性の あ る

診 断方法と さ れ て い る が
, 線維芽細胞 の療養 は限 られ

た 施設 で しか 行えず t し か も検体 の 採取 . 継代培養等

手技上煩 雑で あ るの で ,
一 般 的な検査方法と は言 い 難

い こ

末梢血白血球 ( 以 下白血球 と略す) は リ ソ ゾ ー ム に

富 み
. 又 容易に 採取で き る の で , T a y
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者 の 診 断 や ヘ テ ロ 保因者 の 検出 に 使用 さ れ て い る .

しか し , 白血球自体 は . 形態 . 寿命 , 及 び機能 の 点

で 異 なる h e t e r o g e n e o u s な細胞 の 集団で あ る の で ,

ほ ぼ同 一 な細胞か ら成 る と考 え られ る培養線維 芽細胞

と 同等に 見倣 す こ と ほ で き な い
. 又 リ ン パ 球 や頼粒球 .

単球等の 細胞群 に よ っ て , リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 に 差 が

1あ る こ と が予想さ れ る . 白血球の 酵素活性は こ れ ら の

細胞 群の 活性 の 絵和と し て 表現 さ れ るの で , 白血球分

T h e u s e o f p e ri p h e r al b l o o d l y m p h o c y t e s

離法 に よ り 回収 さ れ る細胞群の 構成比率 が異 な れば .

測定さ れ る酵素 活性 に も変動が 生 じる と 考え ら れ る .

末梢血白血球 を額粒球 や リ ン パ 球 等に 分離 し , 各細

胞 群 の リ ソ ゾ
ー

ム 酵素 の 活性 を測定し て い る 文献
7 即 -1

は 2 . 3 散見 さ れ る だ け で
. 殆ん どの 文献 は白血球全体

の 酵素活性を 測定し て い る . 報告さ れ て い る 測定結果

の 組 結 は こ の 事 柄に 起 因す る の か も知れ な い .

こ の 論文で . 著者 は . よ り均 一 な 細胞群と 考え ら れ

る リ ン パ 球と顆 粒球 に 白血球 を分離 し , 各細胞群 に 於

け る リ ソ ゾ ー

ム 酸性 酵素 の 活性 を健康 な成人で 検討 し

た .

研 究対象 及 び方法

1 . 対象

20 歳台 の 健康 な男女で
, 各リ ソ ゾ

ー

ム 酵素活性は 6

名づ っ 測定 した .

2 . 細胞 の 分離

S n y d e r ら
1 4】

の 方法 に よ り ,
ヘ パ リ ン 加静脈 血 5 容

に . 5 % の デ キ ス ト ラ ン を 含む生食水 1 容 を混 和 し .

室温 で 30 分間静置 後 , 白血球 に 富 む上宿 を得た .
こ の

上 清 巷 . B 6 y u m
1 5) の 方 法 に 従 っ て , F i c o ll -

1 s o p a q u e 上 に 重 層 し
. 40 0 × g , 4

C

c で , 3 0 分 間 遠

J亡.
､ し , i n t e rf a c e に 単核細胞層 を , p ell e t に 赤 血 球 の

混入 の あ る顆 粒球層 を分離し た . 単核細胞 層 は主 に リ

ン パ 球 で あ る が , 1 0 ～ 2 0 % 単球 を含 み , 顆粒球 の 混

入率 は 2 .5 % 以 下で あ っ た . こ の 単核細胞層 を今後リ

ン パ 球 分画 と呼 ぶ . p ell e t に 混 入し た赤血球 を溶血さ

せ る た め に , 2 山 の 蒸 留水で 再浮遊 し , 2 0 秒後 1 . 8 %

a s a n ai d i n t h e d i a g n o si s o f s e v e r al

i n h e ri t e d l y s o s o m al st o r a g e d i s e a s e s . 〔Ⅰ〕 T h e a cti vi t y o f l y s o s o m a l h y d r o l a s e s i n

l y m p h o c y t e s a n d g r
･

a n u l o c y t e s f r o m h e al t h y i n di v i d u al s . E iji E a t o
,

D e p a r t m e n t o f

P e d i a t ri c s ( D i r e ct o r : P r o f . N . T a n i g u c h i) ,
S c h o o l of M e d i ci n e

,
K an a Z a W a U n i v e r s it y .
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の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 液 を 2 最 加 え て , 等 張 に 戻 し

た . p ell e t か ら回 収さ れ た細胞 は犠粒球だ けで . 単核

細胞 の 混 入は なか っ た . こ の 細胞層 を . 以 下轍 粒球 分

画と称 す る .

リ ン パ 球分画と 顆 粒球分画 の 細胞 は 3 回生食水で 洗

浄 し , 生 食水 で 再浮遊後. 各酵素活 性の 測定 に 適 当 な

細胞数 に 調整 し 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 , 日u o ri g e n i c 基 質 で あ る 4 -

m e th yI u m b ellif e r y l (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 sid a s e
･ ･ - 4 - M U ･

α
- D -

g l u c o p y r a n o s id e

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

2 ) a
-

g al a c t o si d a s e
･ ･ ･

4
- M U - α ･ D ･

g al a c t o p y r a n o
-

Si d e ( K o c h - L i g h t L a b .)

3 ) β
･

g al a c t o si d a s e ･ ･ - 4 ･ M U - β一 D ･

g al a c t o s i d e

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

4 ) β
-

gl u c u r o n id a s e
- - ･

4
- M u ･ β ･ D ･ gl u c u r o n id e

( K o c h ･ L i g h t L a b .)

5 ) α ･ m a n n O Si d a s e
･ - 小 M U ･

a
- 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 l ･β･ gl u c o s a m i n i d a s e
- - - 4 ･ M U ･ N -

a C e t y ト

β
･ D ･

gl u c o s a m i n i d e ( N a k a r ai C h e m i c a l s)

各酵素活性の 測定 は Hi n d m a n ら
1 61

の 方法を少 し 修

正 し て 実 施 し た . 最 終 濃 度 が 1 . O g / L に な る よ う

に , T ri t o n X ･1 0 0 を 加 え た 細 胞 浮 遊 液 50 FL L

に ･ V o r t e x m i x e r で 強く 振盤 後 ･ 1 . O m m o l/ 1 の
.
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M U 基 質 を 含 む M clI v a i n e 緩 衝 液 100 FLL を 加

え , 3 7
C

C で . 1 時間 . S h a k i n g w a te r b a th の 中で 反

応 さ せ た
. B l a n k と し て

, 細胞浮遊液と 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 p H l O . 4 の

0 ･2 5 M gl y ci n e
- N a O H 緩衝液 を3 .O mL 加 え て . 3 7

C

C

の S h a k i n g w a t e r b a th 内に 1 時間置い た .

1 時間i n c u b a t e 後 に
, p H l O . 4 の 0 . 2 5 M g l y ci n e

-

N a O H 緩衝 液を 加えて , 反応 を停止させ た .

遊 離 し た4 ･ m e th yl u m b ellif e r o n e を . 日 立分 光 蛍

光光度計 を用 い
. 励起波長360 n m , 蛍光波長450 n 血 で

測定 し た .

各 酵 素 の p H a c ti v it y c u r u e を 調 べ る た め

に , p H 3 .0 . 3 ふ 4 .0 . 4 ふ 4 .5 . 5 . 0 . 5 . 5 . 6 .0 ,

6 ･5 , 7 ･ 0 , 及 び 8 . 0 の M c11 v ai n e 緩衝液を用 い た .

酵 素活性 は n m o l e s 4 - M U c l e a v e d / 1 0
7
c eil s / h と

表現 した .

結 果

1 ･ a
･

gl u c o si d a s e ( 図 1 )

リ ン パ 球 分 画 の 活 性 の p H a c ti v it y c u r v e は

p H 4 . 5 と 6 .5 に p e ak を も っ 2 峰性で あり t そ れ ぞ れ

a ci d と n e u t r al a
-

g l u c o si d a s e の 癌性 を示す と 考 え

ら れ る ･

一 方 , 柁 粒球 分 画 の 酵 素 活性 は p H 6 . 5 に

p e a k の 1 峰性 の 曲線で , a C id と n e u t r al の 活性 を分

け れ なか っ た . p H 4 .5 及 び6 .5 で の 活 性 は有 意 に 校

地球分画 が高か っ た ( p < 0 .0 1 ) .

2 . a - g al a c t o si d a s e ( 図 2 )
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図 5

両 細胞分画 の 活性と も , 至 適 p H は 5 . 0 で あ っ た . 至

適 p 托 で の 活性 は顆粒球 分画 が 30 . 9 ± 0 . 5 , リ ン パ 球

分 画 が 22 .1 ± 4 . 8 で , 有意差 を 認 め た .
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3 . β･ g al a c t o si d a s e ) 図3 )

リ ン パ 球分画 及 び額粒球 分画の p H p r o n l e は 槙似

し て お り . 至 適 p H は 4 . 5 で
, 活性値 は リ ン パ 球分画が
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56 0 .3 ± 1 20 .2 で . 顆粒球分画 の 35 1 . 5 ± 1 0 0 .1 よ り

有意に 高か っ た ( p < 0 . 01 ) .

4 . β
･

gl u c u r o n i d a s e ( 図4 )

至適 p H は 5 . 5 で , 両 細胞分画 と も同 じで あ っ た . 活

性は 瀾 粒球 分画 120 .9 ± 2 4 . 3
, リ ン パ 球分画 79 . 7 ±

1 0 . 0 で , 有意差 ( p < 0 . 0 1) を認 めた .

5 . α
-

m a n n O Si d a s e ( 図 5 )

両 細胞 分 画 の P H a c ti v i t y c u r v e は p H 4 . 0 と

P H 5 . 0 に 2 つ の P e a k を も っ た
. 顆粒球 分画と リ ン パ

球分 画 の 酵素 活 性 は , p H 4 . 0 で , 42 1 .8 ± 8 6 . 0 と

1 3 3 .0 ± 2 7 . 1 , p H 5 .0 で 5 0 1 . 8 ± 1 49 .7 と 1 6 3 . 1 ±

3 4 . 2 で あ り ､ 両 方の p H で , 有意に 顆粒球分画の 活性

が 高 か っ た ( p < 0 .0 1 ) . 2 っ の p e a k は a ci d と

n e u t r al a
･

m a n n O Si d a s e の 活性を 表わ す もの と 考 え

ら れる ,

6 . N ･ a C e ty トβ- gl u c o s a m i n id a s e ( 図 6 )

至適 p‡i は5 .0 で , 顆 粒球分画 の 活 性 値 は 162 5 ±

2 57 , リ ン パ 球 分画 の 活性 は220 9 ± 3 8 4 で
. 有意差( p

< 0 .0 1 ) を認 め た .

考 察

遺 伝性 リ ソ ゾ ー ム 蓄積症 は比較的 稀 な 疾 患 で あ る

が ,
ヘ テ ロ 保因 者の 検出や 出生前診 断 が可能 で あり t

将来治療法 の 開発 が 予 期さ れて い るの で - 先天 性代謝

異常症の 中で も , 近年注目 を溶 びて お り . こ れ ら の 疾

患 の より 簡便 な診 断 法や信 頼性 の 高い ヘ テ ロ 保因 者 の

ス ク リ ー ニ ン グ法の 確立は 重要で あ る .

C h r o m o g e n i c 或 い は a u o ri g e n i c な合成基質 に よ

る リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 の 測定は天 然基質を用 い る方法

よ り . 此 較的簡 便 で あり . し か も少 な い 検体量 で 実施

で き る の で , 現 在広 く診 断 に 利用 さ れ て い る .

培 養皮膚線維 芽細胞 は . 現在 最も信頼性の あ る 酵素

学的診断 材料と し て 用 い られ て い る が .
ヘ テ ロ 保因者

の 診 断の 場合 に は , 検体 の 採取の 点 で 披検者 に 負担を

架ける の で 問題 が あ る . 又培養条件 に よ っ て リ ソ ゾ ー

ム 酵 素活 性 が 変 化 す る と 報 告 さ れ て お り
1 7I

, ね1 s e

p o si ti v e 或い はf a l s e n e g a ti v e の 原因 と な る こ と も

考え られ る .

最 も容易 に 採取で き る 酵素源 は末梢白血球 で あり .

幾つ か の リ ソ ゾ ー ム 蓄 積症 の 診 断 や ヘ テ ロ 保因 者 の 検

出に 用 い ら れ て い る . しか し . 白血球の リ ソ ゾ ー ム 酵

素活性 の 測定結果 の 分析に お い て , 白血球 の h e t e r o
･

g e n ei t y に 起因す る と考え ら れ る解釈上の 困難 が み ら

れ る こ と もあ る . 著者 は白血球 を よ り均 一 な細胞群と

考え ら れ るリ ン ノヾ球分画と 顆粒球分画 に 分離 し , 6 種

の リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 を調 べ た .

7 1

α ･ gl u c o si d a s e は , 至適 p H が 4 . 0 付近 の a ci d a _

gl u c o s id a s e と , 至 適 p H が 6 .0 付 近 の n e u t r a l a .

gl u℃ o si d a s e が 存在 し I P o m p e 病( 糖原病 Ⅱ型) で は

a c i d a- gl u c o s i d a s e が 欠 損 し . n e u t r al a
-

gl u c o
.

Si d a s e の 活性 は冒 さ れ な い
1 8】

. 著者の 結果 で は , リ ン

パ 球 分画 の 活性 は a ci d と n e u t r al に 分離 しえ た が 瀾

粒球分画 で は酸性域 で も n e u t r al の 活 性 の 0 V e rl a p

の た め に a ci d と n e u t r a l の 活性を 分離 して 評 価 す る

こ と はで き な か っ た ･ H u iji n g ら
用 】

の 報告以来 , 白 血

球 の α
-

gl u c o si d a s e の 活性 は P o m p e 病の 患者 や ヘ テ

ロ 保因 者の 診 断 に 使用 さ れて い るが
, 本症 の 患者の 白

血球の 酵素活性が 欠損せず . む し ろ殆ん ど正常 で あ っ

た とい う報告 もみ ら れ る
2 0I

. 著者 の 結果が示す よう に ,

顆粒球 が多く 回収さ れ る白血球分離法の 場合 . た と え

p H 5 ･0 以 下 の 酸 性域 で 酵素活性 の 測定が 行わ れ て も .

顆 粒球 の rl e u t r a l a
r

gl u c o si d a s e の 残 存 活 性 の た め

に , 見 か け上酵素活性の 欠損 を認 め な い 結果を招 く こ

と が 予想 され る ･ 従 っ て , P o m p e 病 の 患 乱 ヘ テ ロ 保

因者の 診 断 に は ･ a Ci d と n e u t r a l の 活 性 を 分 離 し て

評価で き るリ ン パ 球分画の 使用が妥当と考 え られ る .

a
･

g al a c t o si d a s e の p H p r o fi l e は顆粒球分 配 リ ン

パ 球分画で 相似 し た曲線 で あ り . 同様な酵素活性を 示

す もの と 考 え ら れ る . F a b r y 病 は a
-

g al a ct o s id a s e

A の 欠損症 で あり . K i n t
. 2J

の 報告以 来, 白血球 の 酵素

活 性 が 診 臥 保 因 者 の 検 出 に 利 用 さ れ て い

る ･ B e u tl e r ら
8J
はリ ン パ 球 , 顆粒球 , 単球及 び血′ト板

の a
･

g al a c t o si d a s e の 清性 を 調 べ
, F a b r y 病 の 患 者

で は全部 の 細胞で 欠損 して い たと報告 して おり . リ ン

パ 球 分 画 及 び 額 拉 球 分 画 の 酵 素 活 性 の 測 定

は ･ F a b r y 病の 患 者及 び ヘ テ ロ 保因 者 の 診 断 に 役 立

つ も の と 考え ら れ る .

β- g al a ct o s id a s e の 欠 損 症 に は , g al a c t o c e r e b r o
-

S id e β- g al a c t o si d a s e 欠 損 の K r a b b e 病 と . G M .
_

g a n gli o s i d e β･ g al a c t o si d a s e 欠 損 の G M .
-

g a n gli o
-

Si d o si s t y p e l が あ る . K r a b b e 病 の 酵 素欠 損 は 4 ･

M U 合成基質 を用 い て 証 明で き な い
1 01

が
,

一 方 G M .
.

g a n gli o s id o si s t y p e l の 患 者及 び ヘ テ ロ 保因者の 診

断 に は ･ 4 ･ M U 合成基質 に よ る白血球酵素活性 の 測 定

は有効で あ る 川
. 著者の 成鋳 で は , リ ン パ 球分画と 顆粒

球分画 の 活性 の 至 適 p H は同じで あ っ たが
, 活性値 に

有意差が み られ た . しか し , 両細胞 分 画 と も , G M ,
_

g a n gli o si d o si s t y p e l の 診 断 に 応用 で き ると 思 わ れ

る .

β- gl u c u r o n id a s e の リ ン パ 球分画 及 び 精 粗球 分 画

の p H a c ti v it y c u r v e は p H 5 . 5 を p e a k と す る 1 峰

性 の 曲 線 で あ っ た . β
-

gl u c u r o n i d a s e 欠 損 症 は



7 2 加

M u c o p o l y s a c c h a ri d o si s t y p e Ⅶ と 呼ば れ ･ 皮膚線

維芽細胞 . 白血球の 酵素欠損を 示す
2 11

の で . 本症 の 診断

に , リ ン パ 球分画 及 び頼拉球分画 で の 酵素活性の 測 定

が役立 っ か も知 れ な い .

a
. m a n n o s id a s e 活性 に は , a

-

gl u c o si d a s e と 同様

に ,
a C id i c f o r m と n e u t r al f o r m が あ り t M a n n o ･

si d o si s は a ci d α
-

m a n n O S i d a s e の 欠 損 を 呈 す

る
2 2I

. M a s s o n ら
23J

は ヘ テ ロ 保因者の 診 断 に . 血 清 の

a ci d α
. m a n n O Si d a s e の 活性 は n e u t r a l の 影 響 を 受

け る の で 有効で な く .

一 方 白血球 の a ･ m a n n O Si d a s e

は 殆 ん ど 至 適 p H 4 .2 ～ 4 . 6 の a ci d i c f o r m

で , n e u t r al の 活性 は t r a c e で あ る の で , 白 血球 の

a ci d a _ m a n n O Si d a s e の 活性測定の 方 が 信 頼 で き る

と報 告した . 著者 の 結果 で は , リ ン パ 球 分画 . 顆粒球

分 画 と も に , P H 4 . 0 と 5 .0 の 2 つ の p e a k に 活性 が 分

離 さ れ た . そ れ ぞ れ の p e a k で の 活 性 は , a Ci d と

n e u t r a l a
,

m a n n O Si d a s e の 活性 を 表現す る と 考 え ら

れ , M a s s o n ら
2 3】

の 白血球の 活性の p H p r o 員1 e と 異

な る . しか し p H 4 . 5 以下 の 酸性域の 酵素活性 の 測定 は

r n a n n o s id o s i s の 診 断 に 役立 っ も の と考え ら れ る .

H e x o s a mi n id a s e に はリ ソ ゾ ー ム 酵素と して , 熟に

不 安定な h e x o s a r n i n i d a s e A ( h e x A と略す) と ,
そ

う で ない h e x o s a r n i n i d a s e B ( h e x B ) の 2 種 の i s o e n -

z y m e が 存在し . T a y -S a c h s 病で は h e x A の 欠 扱 が

あ り . S a n d h o ff 病で は h e x A と B の 欠損を 示し . 両

疾患の 患者の 白血 球 も そ れ ぞ れ の 酵 素 欠 挽 を 伴 な

う . S u z u k i ら
3J

は , h e x o s a m i n id a s e の 活 性 を 4 -

M 口 合成 基質 を 用 い て 検 討 し , 血清 や 白血 球 等 で

は , N - a C e tyl ･β
･

gl u c o s a m i n i d a s e が N -

a C e t y トβ-

g a l a c t o s a m i n i d a s e よ り は るか に 高 い 活 性 を 示 す の

で , h e x o s a m i ni d a s e の 活 性 は N -

a C e t y トβ- g l u c o
-

s a m i ni d a s e の 活性を用 い て 表現す る方が 適切 で あ る

と 報 告 L て い る の で . 著 者 も N - a C e t yl ･ β
･

gl u c o
-

s a m i n i d a s e の 活性を リ ン パ 球分画及 び頼粒球 分 画 で

調 べ た . T a y
･S a c h s 病 は G M 2

- g a n gli o s i d o si s の 中

で 最 も頻度が 高く t
ヘ テ ロ 保 因者 の 診断 に 血清の h e x

A の レ ベ ル が 使用さ れて い る
3】

. し か し , 糖尿病の 患者

や 経 口避妊薬服用 申の 婦人で , f al s e
･

p O Si ti v e が み ら

れ る
2 4I

.

一 方 , 白血球の 酵素活性 は こ れ らの 影響 を受 け

な い の で ,
ヘ テ ロ 保因者の ス ク リ

ー ニ ン グ法と し て ,

よ り信頼性が あ ると 考え ら れ て い る .

α
･ gl u c o si d a s e の 徳性の 測定 は リ ン パ 球分画の 使 用

が ,
n e u t r云l の 徳性を除 い て a ci d a - gl u c o si d a s e の

活性を 評価 で き るの で
,
P o m p e 病の 診 断に 有 用 で あ

ろう .

そ の 他の 測定 し た 5 種の リ ソ ゾ
ー

ム 水解酵素活性 の

藤

p H p r o 別 e は リ ン パ 球 分画と醸粒球分画 で 輯似 し た

曲 線で あ っ た の で
, 同 一 の 性質を も つ 活性 で あ る こと

が 示唆さ れた . し か し , 至 適 p H で の 酵素活性値 は
. 測

定 し た全部の 酵素で , リ ン パ 球分画 と 顆粒球分画で 有

意差 を示 し た . こ の こ と か ら , 末梢血白血球 の リ ソ ゾ

ー ム 酵素 活性 は . 測定さ れ る白血球 の 細胞 の 構成比 の

変化 に より . 測定値 が異 なり . 分散の 大 き な分布を示

す こ と が 予 想 さ れ る . 分 散 の 大 き な 正 常 値 で あ れ

ば , f al s e
･

p O Si ti v e 或 い は f al s e
･

n e g a ti v e 右伴 う こ

と が考 え ら れ ,

ヘ テ ロ 保 因者 の ス ク リ ー ニ ン グに 支障

を 来た す か も知れ な い .

白血球 をよ り均 一 な細胞群と考 え ら れ る リ ン パ 球と

顆 粒 球 に 分離し , 各細胞分画 の リ ソ ゾ ー ム 酵素活性を

測 定す れ ば , 以上 の よ う な困難さ が 解決さ れ るか も知

れ な い . 今後 , リ ン パ 球 及 び顆粒球分画 の 徳性 が遺 伝

性リ ソ ゾ ー ム 蓄積症の 患者及 び ヘ テ ロ 保因者の 診 断 に

応 用 さ れ , 有効性 に つ い て 検討さ れ る こ とが 望 まれ る .

結 論

健康成 人の 末梢血白血球 を リ ン パ 球分画と顆粒球分

画 に 分離 し , 各細胞分画に 於け る リ ソ ゾ ー ム 氷解酵素

活性の P H a c ti v i t y を検討 し . 以下 の よう な成繚を得

た .

1 . α
-

gl u c o s i d a s e の 活性 は , リ ン パ 球 分画 に 於 い

て 至適 p H が 4 . 5 付近 と 6 . 5 の a ci d と n e u t r al に 分

離さ れ た が , 顆 粒球 分 画 で は n e u t r al の 活 性 が 高

く . p H 4 . 5 付近 で も n e u t r al の 活性 の 0 V e rl a p の た

め に , a Ci d a - gl u c o si d a s e の 活性を評価 す る こ と は

で き なか っ た .

2 . α
･

g al a c t o si d s e . β-

g a l a c t o si d a s e
. β

･

gl u c u T

r o n id a s e , 及 び N - a C e t yl
-

β
一

gl u c o s a m i n i d a s e の 活 性

は , リ ン パ 球分画 , 頬粒球分画と も に 規似 した 曲線 を

示 し
, 各酵素の 至適 p H は そ れ ぞ れ , 5 . 0 ,

4 ･ 5 , 5 ･5 ･

5 . 0 で あ っ た . 至 適 p H で の 活 性 値 は . a
-

g al a c t o ･

s id a s e と β
-

gl u c u r o n i d a s e で は顆粒球 分画 の 方 が
,

一 方 β
-

g al a c t o si d a s e と 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 球分画の 方が有意 に 高か っ た .

3 . α - m a n n O S id a s e で は . 両細胞 分画 で . p H 4 .0 及

び p H 5 . 0 に p e a k を も つ 2 峰性の 活 性曲線 で . そ れ ぞ

れ a ci d と n e u t r al の 活性 を示す と 考え られ た . 活性値

は p H 4 .0 及 び 5 . 0 で 瀾 粒球分画の 方が 有意に 高か っ

た .

4 . 末梢血白血球 を , より均 一

な細胞群で あ る リ ン

パ 球分画 及 び額粒球分画 に 分離 し
,

そ れぞ れ の 細胞分

画 の リ ソ ゾ
ー ム 水解酵 素活性の 測定が , 未分画白血球

の 使用 よ り も ト 遺 伝性リ ソ ゾ 一 本蓄積症 の 患者及び へ

r
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末梢血 リ ン パ 球 に よ る遺伝性リ ソ ゾ
ー

ム 蓄積症 の 診断( Ⅰ)

テ ロ 保因者の 診断 に 有用で あ る こ と が 示唆さ れ た .
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. 3 ･ A . : F a b r y

'

s di s e a s e : A l p h a
･

g al a c t o si d a s e d e丘 ci e n c y . S ci e n c e
,
1 6 7

, 1 2 6 8 -

1 2 6 9 (1 9 7 0) .

1 3 ) W illi a m s
,
H . E . : α

･ gl u c o si d a s e a c ti v i t y i n

h u m a n l e u k o c y t e s . B i o c h e r n . B i o p h y s . A c ta .

1 2 4
.
3 4 - 3 8 (1 9 6 6) .

1 4 ) S n y d e r
,
R . A .

, & B r a b y ,
R . 0 . : T h e u s e o f

W h i t e c ell s a s a s o u r c e o f d i a g n o s ti c m a te ri a l

f o r li p id s t o r a g e d i s e a s e s . C li n . C hi m . A c t a
,
2 5

,

3 3 1 - 3 3 8 (1 9 6 9) .

1 5) B 6 y u m
, A . : I s o l a ti o n o f m o n o n u cl e a r c ell s

a n d g r a n u l o c y t e s f r o m h u m a n bl o o d . S c a n d . J .

L a b ･ I n v e s t ･ . 2 1( s u p pl . 9 7) ,
7 7 -

8 9 (1 9 6 8) .

1 6) H i n d m a n , J り & C o tli e r
.
E . : G l y c o si d a s e i n

n o r m al h u m a n l e u k o c y t e s a n d a b n o r m ali ti e s i n

G M .
･ g a n gli o s id o si s . C li n . C h e m . , 1 8

,
9 7 1 N 9 7 5

(1 9 7 2 ) .

1 7) M il u n s k y , A . , S pi el v o g e l
, C .

, & K a n f e r , J . N .

: L y s o s o m a l e n z y m e v a ri a ti o n s i n c u l t u r e d

n o r m al s k i n 缶b r o b l a s t s . L if e S ci .
,
1 l

,
1 1 0 1 h

l l O 7 ( 1 9 7 2 ) .

1 8) S a l a f s k y , Ⅰ. S .
,
& N a dl e r , H . L . : A l p h a

･1 . 4

g l u c o si d a s e a c ti v it y i n P o m p e
-

s d i s e a s e J .

P e d i a t .
,
7 9

,
7 9 4 - 7 9 8 (1 9 7 1 ) .

1 9 ) H u iji n g , F .
,

V a n C r e v el d , S . , & L o s e k o o t
,
G . :

D i a g n o s i s o f g e n e r ali z e d gl y c o g e n s t o r a g e

d i s e a s e (P o m p e
l

s d i s e a s e = . P e di a t
り

6 3
,
9 8 4 -

9 8 7 ( 1 9 6 3 ) .

2 0 ) S t ei n i t z , K . , & R u t e n b e r g , A . : T i s s u e a
-

gl u c o s id a s e a c ti v i t y a n d gl y c o g e n c o n t e n t i n

p a ti e n t s w ith g e n e r ali z e d gl y c o g e n o s i s . I s r a el J .

M e d . S ci . , 3 , 4 1 ト 4 2 1 (1 9 6 7 ) .

2 1 ) G l a s e r , J . H . , & S l y ,
W . S . : β- gl u c u r o n i d a s e

d e 丘ci e n c y m u c o p o l y s a c c h a ri d o si s ; m e th o d f o r

e n z y m a ti c d i a g n o si s . J . L a b , C li n . M e d .
. 8 2

, 9 6 9

- 9 7 7 (1 9 7 3) .

2 2 ) C a r r o u , M .
,
D a n c e

,
N

. , M a s s o n , P . K . , R o b i nT
S O n

, D . , & W i n c h e s te r
,
B . G

. : H u m a n m a n n o s id o
-

S i s -- T h e e n z y m e d e f e c t ･ B i o c h e m . B i o p h y s . R e s .

C o m m u n .
.
4 9

,
5 7 9 - 5 8 3 (1 9 7 2 ) .

2 3 ) M a s s o n
,
P . K

り & L u n d bl a d , A . : M a n n o si d o
_

Si s : D e t e c ti o n o f th e d i s e a s e a n d h e t e r o z y g o t e s

u si n g s e r u m a n d l e u k o c y t e s . B i o c h e m . B i o p h y s .

R e s . C o m m u n
り
5 6 ,

2 9 6
-

3 0 3 (1 9 7 4) .



7 4

2 4) 0
,

B ri e rL , J . S . : T h e g a n gIi o si d o s e s
, p 8 3 9 -

8 6 5 . I n J .
B . S t a n b u r y , J . B , W y n g a a r d e n

.
& D . S .

F r e d r i c k s o n ( e d .) ,
T h e m e ta b o li c b a si s o f i n h e ri -

t e d d i s e a s e
,
4 th e d . M c G r a w ･ H i11 B o o k C o .

, N e w

Y o r k , 1 9 7 8 .



末梢血リ ン パ 球 に よ る遺伝性リ ソ ゾ ー ム 蓄積症の 診断 〔 り 75

甘駄e 腿 e O君 p e r ip h e r a且 blo o d 蜘 n p 駄o e y七e s a s a .m aid in 抽e 戯a g m o sis o f s e v 餌 a且

壷m h e rit e d 且y s o s o m 乱1 s t 肝 a g e 戯s e a s e 臥 [‡】 甘h e a e 七i v it y o質 量y s o s o 取 乱l 鮎y 血 ¢且舶 ¢S 畳椚

l ym ph o c y t e s a n d g r a n ul o c y 七e s 鈷 o m 駄e a且t h y i n d i vi 血 a且s ･ Eiji K at o
,

D e p a r t m e n t of

P e di at ric s
,
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 ,

K a n a z a w a
,
9 2 0 , J a p a n . J . J u z e n

I g k . Z . , 8 8 , 6 8 - 7 5 (1 97 9) ･

A b s t r a c t

I n t hi s s t u d y ,
a m e a S u r e m e n t O f t h e a c ti vit y o f l y s o s o m a l h y d r ol a s e s i n p e ri p h e r a1 1 y m p h o cy t e s

w a s a p p li e d t o t h e d i a g n o si s o f P o m p e
'

s d is e a s e a n d I -

C ell d is e a s e .

1 . T h e p H a cti v it y c u rv e O f t h e a ･

gl u c o si d a se i n d i c at e d t h at d i ff e r e n ti al･ e Sti m ati o n b e t w e e n

a ci d a n d n e u t r al a
Tgl u c o si d a s e w a s d i ffi c u l t t o p e rf o r m w it h g r a n u l o c y t e 耳i c h p o p ul a ti o n s

,
b u t

e a sil y a c c e s si b l e w it h l y m p h o c y t e ィi c h p o p ul a ti o n s . T h e u s e o f l y m p h o c y t e 竜c h p o p u l a ti o n s f o r

t h e e n z y m a ti c d i a g n o si s o f P o m p e
'

s d i s e a s e s e e m e d t o b e m o r e r d i a bl e t h an t h e u se o f t h e w h ol e

l e u k o c y t e s; t hi s w a s als o t h e c a s e w it h a P o m p e
'

s p ati e n t . T h e l y m p h o c y t e d c h p o p 111 a ti o n s f r o m

t h e p a r e n t s h a d n o r m al o r l o w n o r m al a cti v it y o f a ci d a N

g l u c o si d a s e i n t h e fr e s hl y i s o l at e d st a t e
,

b ut w h e n c u lt u r e d w it h P H A f o r 7 2 h
,
t h e sti m ul a t e d l y m p h o c y t e s o f b o t h p a r e n t s sh o w e d a b o u t

3 0 % o f t h e e n z y m e a cti v it y o f t h e c u lt u r e d c o n t r oIs . It w a s d e e m e d p o ssib l e i n all p r o b a b i h t y t o

id e n tif y t h e c a r ri e r st a t e b y a n a s s a y o f t h e e n z y m e a cti v it y i n P H A - Sti m u l a t e d l y m p h o c y t e s .

2 .
S e v e r a1 1y s o s o m al a ci d h y d r ol a s e s w e r e i n v e stig at e d i n p e ri p h er al b l o o d l e u k o c y t es f r o m a

P a ti e n t w it h I - C ell di s e a s e a n d h is p a r e n t s
.
T h e a c ti viti e s o f l y s o s o m al h y d r o l a s e s i n g r a n u l o c y t e -

ri c h p o p u l ati o n s s h o w e d n o sig n ifi c a n t d if f e r e n c e s a m o n g t h e p ati e n t
, t h e p a r e n t s ,

an d t h e

n o r m al c o n t r o I s , W h il e l y m p h o c y t e ィi c h p o p u l a ti o n s f r o m t h e p ati e n t w it h I ･

C ell d i$ e a S e e X h i bit e d

t h e r e d u c e d a c ti v iti e s o f a ･ a n d β-

g al a ct o si d as e s , βTgl u c u r o n i d a se
,
a n d N -

a C e t y l
- βTg l u c o s a m i n id a s e

.

A ft e r P H A -Sti m u l a t e d c u lt u r e
,
1 y m p h o c y t es f r o m t h e p a ti e n t s h o w e d a m o r e d ifi n it e r e d u cti o n i n

t h e a c ti viti e s o f t h e s e e n z y m e s; t h e a c ti v iti e s o f βTgl u c u r o n i d a s e
,

a･ .

m a n n O Si d as e
,
a n d N - a C e t y l

･ β･

gl u c os a m i n id a s e w e r e r e d u c e d t o a b o u t 2 0 q 3 0 % o f t h e a cti vit y i n t h e P H A -Sti m ul at e d c o n t r o Is
,

a n d t h e a c ti v iti e s o f a -

a n d βTg a l a ct o sid a s e s t o l O % o r l e s s . L y m p h o c y t e s fr o m t h e p ar e n tS

S h o w e d n o si g n ifi c a n t di ff e r e n c e i n t h e a cti v iti e s o f t h e s e e n z y m e s f r o m t h e c o n t r o I s
,

W h et h e r

Sti m u l a t e d or n o t .

T h e s e r e s u lt s i n d i c a t e t h at t h e a s s a y o f t h e l y s o s o m al a cid h y d r o l a s e s i n l y m p h o c y t e s
,

e SP e Ci al -

1y i n P H A -

S ti m ul a t e d l y m p h o c y t e s
, P r O vi d e s a u s e f u l a id i n t h e e n z y m ati c c o n fi r m a ti o n o f I - C e u

d is e a s e
.


