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　Isozymeとは同じ基質特異性をもちながら，物理

化学的または免疫学的に異なった態度をとる酵素のこ

とであり，1959年にMarkert＆Mφ11er　1）が最初に

lactic　dehydrogenase（以下LDHと略す）に対して

与えた名称であるが，最近ではすべての酵素のそれに

適用されている．わが国では宮木2）がisozymeを異

性酵素とよぼうと提唱している．

　現在までにLDH　3）4）5），　leucine　aminopeptidase　6）

7），amilase　8），　alkaline　phosphatase　9），　malic　dehy・

dfogellase　lo），　isocitric　dehydrogenase　lo），　glutamic

oxalacetic　transaminaseなどのisozymeの存在が知

られており，とくに：LDHのisozymeについての研

究は著しい進歩をとげ，臨床的にも充分利用できるま

でにいたっている．

　一方，91utamic　oxalacetic　transaminase（以下G

OTと略す）はKarmenおよびWr6blewski　11）以

来，臨床的に最もよくその活性値測定が行なわれてい

る酵素の一つであり，そのisozymeに関する研究も

最近かなり活発となり，多くのすぐれた報告がみられ

るようになったが12）一18），諸種障害時における臓器内

GOTの電気泳動的研究はほとんどなされておらず，

なお不明の点が少なくない．この点を解明するために

著者はウィスター系ダイコクネズミ（以下単にラット

と記す）を使用し，正常時および種4の病的状態にお

いて各臓器ホモジネートのstarch　zone　electrophore・

sisを行ない，．2，3の知見をえたので報告する．な

お，あわせて若干の肝疾患患者血清についての検索も

行なった．

実験材料と方法

　1．実験材料

実験材料としてはラット（雌）の諸臓器および血

清，ならびに肝疾患患者血清を使用した．

　a）ラット臓器の処理

　i）正常ラット臓器の処理：100～1209のラットを

軽くエーテルで麻酔し開胸・開腹し，すみやかに心臓

・肝・腎・骨格筋をとり出し，ついで冷却した生理食

塩水（4。C）の中で数回反復洗浄し血球成分を洗いお

とす．後，これらの臓器を0。Cの氷室内に24時聞保

存する．完全に凍結したらとり出し，小豆大ぐらいま

でに細く切り，余分の結合織などを充分にとり去り，

9倍容の冷生理食塩水（4。C）を加え，　Waring　blen・

derで5分間氷で冷やしながらホモジナイズする．つ

いでそれぞれのホモジネートを4，000～5，000f．p．m．で

30分聞遠心分離し沈渣を捨て上清を使用した．この上

清は泳動開始前に4～10。Cの氷室内で緩衝液中に

Visking膜をもちい5～24時聞透析した．

　ii）四塩化炭素障害ラット：食餌（オリエンタル酵

母工業二丁二型飼料）および水を自由に与えている

120g前後のラットの腹腔内に四塩化炭素の20％オリ

ーブ油溶液を0．16ml／kg注入する．その後も食餌と

水の摂取を自由とし，注入後24時聞，48時間，96時

間，168時間で正常ラットの場合と同じくエーテル麻

酔下で開腹し，腹部大動脈より全採血を行なって殺

し，直ちに開胸し心臓を，ついで肝・腎・骨格筋をと

り出す．これらの臓器は正常臓器の場合ζ同じように

処理する．血液は凝固してから遠心し，血清を分離し

氷室に保存する．

　iii）再生肝＝16～12時聞絶食した160～1709のラ

ットを軽くエーテルで麻酔し開腹し，肝の外側左右葉

および内側二葉を基部で結紮切断し，切断面からの出

血のないことを確かめてから腹壁を縫合し保温に留意

、しながら24時間放置する19）．24時間後にラットを殺

す．この時期にはすでに肝の再生が起っているが，こ

の再生肝をとり出し，正常肝の場合と同じように処理

し実験に供した．
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　iv）DAB肝癌：成熟ラットにP・Dimethylamino・

azobenzen（DAB）を150日間以上続けて投与すると

肝に癌が発生する20）．このDAB肝癌についても実験

を行なった．DAB投与を180日間続けたラットを殺

し，肝をとり出すと，肝は著明に腫大し，表面からも

癌の結節が認められる．この肝の癌化した部をとり，

一部で組織学的な検索を行ない，残りの部で，正常肝

の場合と同じように処理し実験した．

　b）ヒトの血清

　当教室に入院した患者血清を使用した．症例は急性

肝炎1例，慢性肝炎3例，輸血後肝炎3例，胃癌の肝

転移1例，溶血性黄疸1例の計9例である．

　ヒト血清は泳動前にVisking膜に入れ，氷室内に

つるし濃縮し，血清蛋白量が10．Og／dlになってから

Visking膜より出し，臓器ホモジネーとの場合と同様

にして電気泳動を行なった，

　皿．電気泳動の支持体のデンプンの精製

　電気泳動の支持体としてはデンプンを使用した．デ

ンプンは和光純並製の馬鈴薯デンプンを用いた．

　デンプンは使用前に蒸留水で数回にわたり洗浄し，

そのつど沈降させて不純物と沈降しにくい微細な粒子

を傾斜によって除き，80。C以下の温度で乾燥し保存

する．ついで使用直前に緩衝液で洗い，洗液のpHと

もとの緩衝液のpHが一致するまで2～3回繰り返し
た21》．

　皿，細胞内GOT活性の分布

　諸臓器細胞内のGOT活性の分布をみるためにHage・

boom・Schneider法22）にしたがい超遠心法を行ない観

察した．すなわち24時間絶食させたラットを殺し，ラ

ットの臓器を0．25Mo1で4。Cの冷ショ糖溶液（以下

単にショ糖溶液と略す）で充分に洗い，血球成分を洗

い流したのち，その59をとり，小豆大ぐらいまでに

細く切り，9倍容の0．25Mo1ショ糖溶液を加えて，

Potter－Elvejhem型のガラス製homogenizerで氷で

冷やしながら均一化する．ついでこの均一液を700×

9で10分間遠心し，沈渣に0．25Mo1ショ糖溶液を加

え，軽く均一化し上清と合せる．つぎにこれを500×

9，10分間遠心し，上清をとり，沈渣に0．25Mo1シ

ョ糖溶液を加え再び洗い13，000×9，10分聞遠心，上

清をとり沈渣に0・25Mo1ショ糖溶液を加え軽く混濁

させ，13，000×9，10分間遠心し沈渣をミトコンドリア

分画，残りを上清分画とした，

　IV．電気泳動の装置および電気泳動の実施

　緩衝液で洗い泥状になったデンプンをかろうじてね

れるくらいの状態で図1のごとき20×1×1cmのプラ

スチック製の容器内に流しとむ．ついで両端に濾紙束
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図1　プラスチック製の泳動容器

をつけるとデンプンに含まれている余分の水分はこの

濾紙束をつたって滴下する．

　約20分間水平に放置した後，ブロックの表面を濾紙

で軽くおさえ，残った水分を吸いとると，表面のなめ

らかなデンプンーブロックが完成する．これを図にし

めすように濾紙束で緩衝液槽に，緩衝液槽から寒天の

U字橋で3％K：Cl溶液に接続，銀電極を用い小林式

濾紙電気泳動装置につなぐ．ついでデンプンーブロッ

クの陰極端より9cmの部に，スパーテルで0・5cm

の幅にデンプンを堀りおこし溝をつくり，ここにデン

プンで適当にねった試料を添加し，ブロックの表面を

なめらかにし，泳動を開始する．電気泳動は4～10。

Cの氷室内で行ない，15～20Volt／cmで4～20mA，

24時間行なつた．
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図2　使用した泳動装置

　電気泳動終了後ブロックを幅0．5cmで切り出し，

蒸留水1．5mlで抽出し，東洋濾紙No．5Bで濾別

し，各々の濾液についてそれぞれGOT活性値を測定

した．

　GOT活性値の測定はReitman・Franke1法23）によっ

て行なった．すなわち2mMo1α一ケトグルタール酸，

200mMol　L一アスパラギン酸のpH　7．4溶液を基質

とし，被即吟とincubateし，1mMo12，4一ジニトロ

フェニールヒドラジン塩酸溶液を加え，つぎに0・4N

NaOH溶液で発色させ，蒸留水を対照としColeman

分光光度計の波長505叫で比色し，吸光度から活性

値を出した．

　一部の例には測定のさいに10－3Mo1のpyridoxal

phosphate溶液を0．02　m1加えて行なった．

　V．使用した緩衝液

　緩衝液はpHが7．4，8．0のリン酸緩衝液（イオン強
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度はともに0．06），およびpH　8．6のベロナール緩衝

液（イオン強度0．1）を使用した．

　VI．活性値のrecovery

　以上のように実験し，泳動開始前の活性値と，泳動

終了後の各Fractionの活性値の総計とを比較すると，

終了後の活性値は開始前の活性値の70～75％の値をし

めしている．すなわち活性値のrecoveryは70～75％

であった．

実　験　成績

　1．正常臓器

　a）肝＝肝ホモジネートのGOT活性はstarch

zone　electrophoresisで二つの活性部分に分けられ

た．一つは原点より陽極側へ1cmの部に，もう一つ

は原点より陰極側へ3cmの部である．著者は陽極側

のものをFraction　I（以下FIと略す），陰極側のも

のをFraction　II（以下FIIと略す）とした．この二つ

の活性値のpeakは常にFIがFIIより高い活性値

をしめしている．FI／町：はリン酸緩衝液の場合には

pH　7．4で17例の平均が1．18±0．12（危険率α昌

0．05，以下同様とする），pH：8．0では6例の平均で

1・45±0．30，p：H　8．6のベロナール緩衝液の場合には

8例で行なった平均が1．12：±0．12であった（図3）．

いずれの場合にも透析を行なわない場合には活性の分

離が非常に悪くなり，分離されない場合もあった．

Units／m1

120

80

pH　8・6

FI／FI［＝1．12ゴ＝0，12

　（8例の平均）

0

　b）心筋＝心筋ホモジネートのGOT活性も二つの

部分に分けられ，一つは原点より陽極側へicmの部

に（FI），他の一つは陰極側3cmの部にあった（F皿）．

心筋ホモジネートでも正常な場合にはF工の方が常に

F皿より高い活性値をしめしていた．

　FI／FIIはP：H：7．4の場合は，6例行なつた実験の

平均で1．71±0．16，pH　8．0のときは5例の平均が

1．36±0．15，pH　8．6のときは5例の平均で1．26士

0．21であった（図4）．この心筋ホモジネートも透析

を行なわない場合には分離が悪く，特にpH　8．0のリ

ン酸緩衝液を使用したときで透析を行なわなかった例

ではいずれも活性部分の分離ができなかった．

Units／m1

120

80

pH　8．6

FIIF皿菖125±0．21
　（5例の平均）
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　　　　　図4　心筋ホモジネート
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図3　肝ホモジネート

　c）腎＝腎ホモジネートでも二つの活性のpeakが

みられる．一つは原点より陽極側へ1cmの部に（F

I），他は原点より陰極側へ2cmの部である（F皿）．

この場合にもFIの方がF皿より常に高い活性値を

しめしている．FI／F皿はpH　7．4の場合には12例の

平均で1。30±0．16，pH　8．6の場合は5例の平均で

1．16±0．12であった（図5）．腎ホモジネートでは全

例に透析を行なった．

　d）骨格筋；骨格筋ホモジネートもGOT活性部分

が二つにきれいに分けられた．一つは原点より陽極側

へ1．5cmの部に（FI），他の一つは原点より陰極側

へ2cmの部にみられた（F皿）．FI／F皿はpH　7．4の
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Units／mI
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　（12例の平均）
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図7　脾ホモジネート
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図5　腎ホモジネート
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にも肝・心筋・腎・骨格筋といずれの臓器ホモジネー

トでも二つの活性値のpeakをえた．この場合は血清

についても実験を行なった．

　i）24時間後・四塩化炭素腹腔内注入後24時閲で殺

し，実験に供したのは3例である．まず肝ホモジネー

トでは3例いずれもFI，つまり陽極側に泳動する部

分の活性が著明に減少してくる．FI／F皿は0．80，

0．85，0．88でその算術平均は0．81となり，FIの活性

値がF皿の活性値より低い値をしめしている．FI／F五

は心筋では同じく算術平均で0．82（0．89，0．80，0．87），

腎では0．72（0．67，0．70，0．81），骨格筋では0．78

（0．76，0．80，0．78）となっている．血清ではFIの

部位に一つの活性値のpeakがみられる（図8）．

図6　骨格筋ホモジネート

場合が1．76±：0．23（7例の平均），pH　8．6のとき

が1．36±0．29（5例の平均）であった．この場合も

全例でFIの活性値がF∬より高い値をしめしてい

る（図6）。全例で透析が行なわれている．

　e）脾：一部のラットでは脾ホモジネートについて

も実験を行なった．脾ではpH　7．4のリン酸緩衝液の

みを使用したが，この場合にも明らかに二つの活性の

peakをつくった．一つは原点より陽極側に1cm（F

I），他は陰極側へ2cmの部にみられた（F皿）．FI／F皿

は1．35土0．21であった（5例の平均）（図7）．

　皿．異常臓器

　a）四塩化炭素腹腔内注入による障害実験の場合

　四塩化炭素障害ラットの臓器を正常臓器と同様に処

理し，pH　8．6のベロナール緩衝液を使用し正常臓器

の場合と同じようにして実験を行なったが，この場合
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図8　四塩化投与後24時間，各臓器

　　　と血清；3例の平均
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　ii）48時間後：48時間後も3例で実験したが，24時

聞後と同様に全例でF工活性値低下がみられた．すな

わちその傾向はFI／F皿では骨格筋が3例の算術平均

で0．74（0。70，0．77，0．76），腎では0．75（0．90，

0・82，0・67）と24時間後のものにくらべて大きな変化

はみられないが，肝では0．70（0．80，0．62．0．68），

心筋では0．67（0．72，0．68，0．61）と著明に低下して

くる．血清は3例でいずれも町の部位に活性部分を

みたが（図9），3例の中で1例にF皿に相当する陰

極側にも軽度の活性をみた（図10）．

　iii）96時聞後：96時聞後も腎・骨格筋では24時問後

とほとんど差はみなれない．すなわちFI／F∬は4例

の算術平均で腎では0．74（0．86，0．80，0．67，0．65），

骨格筋では0．82（0．99，0．83，0．62，0．86）である．

u五its／m1

120　　肝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F工／F皿霜α70

80

しかし肝・心筋では4例いずれもF工の減少が続き，

FI／F皿は肝では0，56（0．70，0．69，0・51，0・47），心

筋では40．59（0．60，0．57，0．64，0．55）となってい

る．血清ではF工に相当する部分に活性値のpeakを

一つ作るだけで，陰極側にはみられなかった（図11）．
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　　　図9　四塩化炭素投与後48時闇，

　　　　各臓器と血清；3例の平均

　155791115151719　　　　　　　Segment　number
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図10　四塩化炭素投与後48時間でFraction皿
　　　　　の出現をみた血清の例
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　図11四：塩化炭素投与後96時聞，各臓器

　　　　　　と血清；4例の平均

　iv）168時間後・肝・心筋では96時間後に比してFI

の活性値の回復の傾向がみられる．FI／F皿は3例の

算術平均で，肝では。．78（o．75，0．78，0．8i），心筋で

は0．62（0．70，0．64，0．53）である．腎・骨格筋では

依然としてほとんど同じ傾向であり，腎では0．68

（0．87，0．64，0．55），骨格筋は0．68，（0．75，0・69，

0．61）である．血清ではFIの部位に低い活性値をし

めしている（図12）．

　v）組織学的所見：組織学的には肝のみを検討した

が，全時期を通じて小葉巾心部の壊死像がみられる

（附図1，2，3，4）．

　b）再生肝
　再生肝ホモジネートのGOT活性の距離はpH　8．6

のベロナール緩衝液を使用して行なった．この場合も

原点より1cmの陽極側と（FI），陰極側へ4cmの部

に活性がみられた（F皿）・

　再生肝でのこの二つの活性部分は正常肝の場合と同

じ型であり，FI／F皿は1・20，1・22，　L　24で算術平均
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　図12　四塩化炭素投与後168時閥，各臓器

　　　　　と血清；3例の平均

　皿．諸臓器GOTの細胞内局在

　pH　8．6のベロナール緩衝液を使用して行なった各

臓器Ffactionのstarch　zone　electfophoresisでは，

各臓器でいずれも上清分画は原点より陽極側1cmの

部に，ミトコンドリア分画は陰極側3．5cmの部にそ

れぞれ活性値のpeakを一つずつ作った．

　IV．肝疾患患者血清

　図15に2，3の例をしめしたが，患者血清のGOT

活性はpH　7，4のリン酸緩衝液を使用して行なった実

験で，いずれも原点より陽極側1～2cmの部に一つ

の活性部分を作るだけで，陰極側に活性部分をみなか

った．
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図13再生肝ホモジネート；3例の平均

が1．22であり，陽極側のFIの活性値がF皿より常に

高い値をしめしている（図13）．組織学的にも附図6

にしめすように肝に再生像がみられる．

　c）DAB肝癌
　DAB肝癌の肝（癌性部）ホモジネートをpH　8．6

のベロナール緩衝液を使い分離するとGOT活性は原

点より陽極側1cmの部にと（FI），陰極側3cmの部

に分けられる（F皿）．

　FI／F皿はこの場合も正常な肝ホモジネートと同様

に1以上の値をしめしている．DAB肝癌では一つの

肝より三つの試料をとり，それぞれ1．20，1．08，1．32

の値をえた（図14）．組織像は附図5にしめすように

明らかな癌の発生がみられる．
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　　　　　　図15患者血清

考 察

　GOTのisozymeに関する研究は1958年のSevela

24）の実験に始まる．Sevelaは流行性肝炎・心筋硬塞

の患者血清を用い濾紙電気泳動で血清GOT活性の90
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％がα2一グロブリンおよびβ一グロブリン分画にあるこ

とを報告している．電気泳動を用いてGOTのiso・

zymeに関する実験を行なったのは，ついでFleisher

ら25）である．すなわち，彼らはSevelaと同じように

濾紙電気泳動でイヌ・ヒト・ブタの心筋，イヌ・ヒト

の肝のGOTには陽極側に泳動するものと，陰極側に

泳動するものの2種類が存在することを認め，陰極側

に出現するGOTが血清のものと異なることに気づい

ている．Fleisherら26）はその後，陽極側のGOTを

GOT　I，陰極側のものをGOT皿と名づけており，

イヌの四塩化炭素投与による肝障害実験では，ほとん

どGOT　Iのみが血清中に出現するが，四塩化炭素投

与後20時間からは血中にGOT　IIが血清の総GOT活

性値の16％以下で出現する場合もあることを指摘して

いる．

　Boyd　2ア）は1961年に濾紙電気泳動でラットの肝の

GOTが二つの活性部分に分離されることを認め，そ

の各々を詳細に検討するとともに，超遠心法を利用

し，陽極側に出現するものは上清分画のGOTであ

り，陰極側のものはミトコンドリア分画のものである

とし，Fleisherらと同様にその各々をGOT　I，　GOT

皿とよんでいる．

　上述のごとくBoydおよびFleisherらの研究で動

物臓器のGOTは電気泳動で二つの活性部分に分離さ

れることが解明されたが，その他カラムクロマトグラ

フィーを利用したFleisher　28）およびBorstら29）の研

究もみられる．またわが国でも勝沼12）13）14），山田15）

16），森川17），松沢18）らのすぐれた研究がなされてお

り，いずれも臓器のGOTは二つの活性部分に分けら

れるとのべている．

　著者もデンプンを支持体としたzone　electrophore・

sisでラット臓器のGOTは二つの活性部分に分けら

れ，一つは陽極側，他の一つは陰極側にあり，陽極側

のものは上清分画のものであり，陰極側に出現するも

のはミトコンドリア分画のものであることを三遠三法

を用いて確認した。

　著者の実験では正常臓器はいずれの場合にもミトコ

ンドリア由来の陰極側の活性値が上清分画のものであ

る陽極側のものより常に二値をしあしている．

　電気泳動の試料である臓器ホモジネート作成のさい

にミトコンドリアから完全にGOTを抽出しえたかど

うかには問題があり，著者は被検材料臓器を1昼夜氷

室内で完全に凍らせ，細胞を破壊してからWafing

blender処理を行なったのであるが，　Boyd　30）はこの

点に関して5分間のWaring　blender処理だけでも

充分であるとのべている．

　しかしまた一方Eiche1ら3i）がミトコンドリアの

GOT分離抽出の目的で，ラットの肝ホモジネートに

sonic　oslllation処理，界面活性剤Triton　x－100，

0．25Molショ糖溶液中での浮；遊などの処理でミトコ

ンドリアのGOTを有効に抽出し，肝ホモジネートの

GOT活性はミトコンドリアに50～70％，上清分画に

20～40％であるとのべている．もちろんEichelらは

電気泳動を行なったのでなく，単に肝ホモジネートか

らの活性値の測定を行なったのみであるので著者の実

験成績と同一に論ずることのできないのはもちろんで

ある．しかし，ミトコンドリアからのGOTの抽出に

は非常に問題のあるところであろう．

　著者の実験では正常ラット臓器GOTのFI／F皿比

は上述のように1以上の値を示しているが，四塩化炭

素を投与するとFI／F皿比は検討した四つの臓器でい

ずれも1以下となってくる．これは上清分画である

Ffaction工が臓器の障害により血中に逸脱したためで

あると考えられるが，このことは同時に施行した電気

泳動で血清のGOTがFraction　Iと同じ泳動度をし

めすことからも充分にうなずけることであろう．肝で

はF工／F皿比は24時間憐からしだいに低下し，96時間

後に最低値をしめし，その出しだいに上昇している

が，著者の観察した168時間後までには正常な値まで

には復さなかった．四塩化炭素をラットに与えると肝

内のGOTは肝障害のために血中へ逸脱されるのは当

然であろうが，四塩化炭素を動物に与えて肝ホモジネ

ートのGOT活性値を測定した報告をみると，イエウ

サギを使用した高杉32）は14日間経過しても正常値にも

どらず正常よりなお24％の減少がみられるとのべ・ラ

ットを使用したAsada　33）は7日後には正常に近くも

どるといっている．著者の成績では7日後でもまだか

なりの上清分画のGOT活性値の低下をみた．

　心筋や腎・骨格筋でもFI／F皿比は1より小さな値

をしめしており，これらの臓器へも四塩化炭素は障害

を惹起したと考えられるが，GOTのelectrophoretic

patternからみると，肝の障害と異なり一度の四塩化

炭素の投与によりある一定の変化を起した後は旧聞的

に追求してもあまり大きな変化をみなかった．

　著者の実験のごとく，四塩化炭素は従来から実験的

肝障害実験によく使用されている34）35）36）37）．しかし肝

以外の臓器にどのような障害を与えるかについてはほ

とんどのべられていない．上述のように著者の実験成

績では，肝以外の臓器GOTにも明らかに影響を及ぼ

しているが，この点について，誤って四塩化炭素を吸

入したヒトの例をみると，重篤な肝障害とともに，高

度の腎障害およびうつ血性心不全の発生をみており鋤
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39），四塩化炭素が肝以外の臓器にも大きな障害を与え

ることは充分に考えられることである，

　四塩化炭素障害時のラット血清のGOT活性値の増

加は48時間後に最高に達しているが，48時間後の1例

で陽極側のFraction　Iの出現と同時にわずかのFrac－

tion∬の出現をみた，｝ミトコンドリアのGOTが血

中に出現したものであると考えられる．このミトコン

ドリア由来のGOTが血中へ出現することについて松

沢8）はほとんどの場合に起らないとのべているが，上

述のようにFleisherら26）はイヌでGOT：Kでの血中

への出現をみており，またBOyd　30）もイヌに四塩化

炭素を投与すると3例の中1例でGOT皿が血中に

出現するのを認めているごとく，かなり激しい，急激

な肝障害ではGOTのFraction五の血中への逸脱も

充分に起りうると考えたい．

　ラットの肝の一部を切除すると24時間後にはすでに

肝に再生が起ってくるが，この再生肝のGOT　electro・

phoretic　Patternは正常な肝の場合と同じ形をしめし

ている．またDAB肝癌の肝でもF工／F皿は1以上の

値をしめしており，この場合もGOTのelectrophore・

tic　patternに関しては正常肝と同じ傾向をしめしてい

る．

　このように再生肝でもDAB肝癌でもFI／F皿比が

1以上の値をしめしており，四塩化炭素障害肝のみが

1以上の値をしめすことは興味あることであり，肝に

加わる急激なnoxeのみがFI／F皿比を1以下の値にす

ることを知った．徐4に加わる肝への障害ももちろ

ん，Fraction　Iの血中への逸脱を起すことは当然であ

る．しかし急激な障害と異なり町／町比を逆転さすほ

どの変化を与えないのであろう．この事実は臨床的に

も，急激な肝障害，たとえば急性肝炎が血中に多量の

GOTを放出するのに対し，その他の慢性肝炎・肝硬

変・肝癌などの疾患では急性肝炎に比して血清GOT

活性値が著しく低いことからも充分に考えられる現象

である．

　著者の行なったヒトの血清での実験では陽極側への

一つの活性部分をみたにすぎず，Sevela以来の諸家の

報告と一致した結果をえたにすぎなかった．

　以上のようにデンプンを支持体としたzone　elect＝0・

phoresisで，著者は緩衝液中で被検材料の透析を行な

ったが，これは活性部分の分離によい結果をもたらし

た．これは透折によって分離を阻害する物質が透析外

液に出るためと思われる．この種の実験には透析処理

が充分になされる必要を認めた．

　著者はzo且e　electrophoresisで分けられる二つの

GOTについて，その詳細な性質については検討しな

山

かつたが，勝沼12）13）14）らはこの二つのGOTをそれぞ

れGOTs（supernant），　GOTM（mitochondria）とよ

び，それぞれの性質を詳細に検討し，GOTsとGOTM

とは生物学に異なった役割を演ずるものであり，とく

にGOTMはTCA　cycle内で重要な役割をもつとの

べているのは興味あることであろう。

　以上のようにラットの心筋・肝・腎・骨格筋・脾の

ホモジネートはデンプンを支持体としたzone　electro・

phoresisで二つの活性部分に分けられ，とくに臓器に

よる特異性をみなかったが，透析を行なわない場合に

は特定臓器で活性の分離が悪いことがある．著者は以

前に透析を行なわないで実施した実験では肝ホモジネ

ートのGOTのみが電気泳動で二つのpeakに分離さ

れ，他の臓器ホモジネートは分離されないことから，

GOTの臓器特異性の存在を考えたが40），これは臓器

特異性というよりも，むしろ酵素蛋白に附着する臓器

に特異な蛋白によるものと考えたほうがよいようであ

る．しかしまた一方ではGOTも単に細胞内局在のみ

による差異でなく，臓器閥にも何か小さな特異性の存

在の可能性も完全に捨てさるわけにはゆかないと思わ

れる．このことはDeckerら41）がstarch　gel　electro・

phoresisによるzymogramの研究からその可能性を

示唆しているからである．しかしいずれにしてもLD

Hにみられるようなはっきりした臓器による特異性が

みられないことは事実であろう．

結 論

　1）デンプンを支持体としたzone　electrophofesis

でラット臓器（肝・心筋・腎・骨格筋・脾）内のglU・

tamic　oxalcetic　transalninaseは諸家の報告のごとく

二つの活性部分に分けられることを確認した．またと

くに臓器による特異性は認めえなかった．

　2）実験的にラットに四塩化炭素を投与すると上清

分画のGOTの血中への逸脱が起り，臓器内GOTの

patternに変化をきたし，電気泳動で陽極側に泳動す

るFraction　Iの減少をみた．　Fractioll　I／Fτaction五

二は正常臓器が常に1以上であるのに反し，四塩化炭

素障害臓器では常に1以下の値をしめした．

　3）しかし肝部分切除後に生ずる再生肝およびDAB

肝癌ではこのFraction　I／Fraction　1正比が1以上であ

り正常臓器の場合と同じであった．

　4）諸種肝疾患患者血清のGOT活性はFraction　I

の部にみられた．

　終りに終始ご指導とこ校閲を賜った恩師武内重五郎教授に深く

　感謝します．またご指導をいただいた教室高田助教授および本学

　第二病理学教室倉田助教授，ご教示，ご協力をいただいた教室高

　沢講師に深謝します・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　Isozymes　are　deβned　as　different　molecular　forms　in　which　proteins　may　exist　with　the

same　enzymatic　speci丘city．

　In　recent　years，　isozymes　of　g1〃目口ゴ。　o靴1σoθ〃。〃碗3α彿伽。εθ（GOT）were　studied

using　the　starch　zone　electrophoresis・Normal　rats　were　sacrificed　under　ether　anesthesia．

The　liver，　heart，　kidneys　and　skeletal　muscles　were　immediately　removed．　These　organs

were　washed　thoroughly　in　cold　normal　saline　to　remove　the　red　cells，　and　then　placed　in

an　ice　box　at　O。C　to　freeze．　After　freezing，　they　were　homogenized　ln　cold　normal　saline

with　a　Waring　blender　for丘ve　minutes．　The　homogenates　were　centrifuged　for　30　minutes

at　4，000－5，000　r．　p．　m，　and　supernant伽ids　were　applied　to　the　electrophoresis．

After　electrophoresis　at　4。C　for　24　hours　at　15－20　V／cm　and　4－20mA，　the　starch　block
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was　cut　into　small　segments．　Each　segment　was　eluted　with　distilled　water　respectively．

GOT　activity　in　each　elute　was　estimated　by　the　method　of　Reitman－Frankel．

　　According　to　the　same　procedure，　the　following　pathological　rat　organs　were　studied：the

above－mentioned　four　organs　in　experimental　liver　dalnge　due　to　intra．peritoneal　injection　of

carbontetrachloride（CCI4）；regenerative　liver　24　hours　after　partial　hepatectomy；and，1iver

of　exper三mental　hepatic　cancer　produced　by　the　feeding　ofかdimethylaminoazobenzen・

　　The　rat　sera　in　CCI4　poisoning　and　the　human　sera　in　some　hepatic　diseases　were　also

studied　in　the　same　way．

　　In　all　the　organs　of　the　normal　and　pathological　rats，　GOT　activities　were　found　in　two

separate　parts；one　in　the　anodal　zone（Fraction　I）　and　the　other　in　the　cathodal　zone

（Fraction　II）．　GOT　activities　in　the　anodal　zone　always　showed　a　higher　level　of　activity

than　those　in　the　cathodal　zone，　in　all　normal　organs，　The　ratio　of　Fraction　I　to　Fraction

II（FI　IFIエ）was　always　calculated　higher　than　in　1．

　　In　the　four　organs　of　rats　poisoned　by　CCI4，　GOT　activities　in　the　anodal　zone　signi丘一

cantly　decreased，　F圧／FII　ratio　being　less　than　in　1．　This丘nding　was　seen　24　hours　after

the　injection　of　CCI4　and　continued　for　168　hours　in　all　the　organs．

　　This　decrease　of　GOT　activity　in　the　anodal　zone　was　not　seen　in　the　regenerative　liver，

nor　in　the　experimental　hepatic　cancer．　The　FI／FII　ratio　was　higher　than　in　1，　as　seen　in

the　normal　rats．　GOT　activities　in　the　rat　sera　poisoned．　by　CCI410calized　in　the　anodal

zone　and　no　activity　was　seen　in　the　cathodal　zone，　except　in　one　case，　which　was　sacrificed

48hours　after　the　injection　of　CC14．　GOT　activities　of　human　sera，　in　some　hepatic　diseases，

were　found　only　in　the　anodal　zone　and　not　detectable　in　the　cathodal　zo取e．

附　図　説　明

　1．四塩化炭素投与後24時間．肝細胞脂肪変性およ

び小葉中心部の壊死像．x250（H．E．）

　2．四塩化炭素投与後48時間．24時間後とほとんど

同じ像．×250（HE．）

　3．四塩化炭素投与後96時間．細胞浸潤をともなう

壊死巣が多発している．x250（H．E．）

4
　
・
『
O
n
O

　
像

四塩化炭素投与後168時間．小葉中心部の壊死

×250（H．E．）

DAB肝癌．定期的肝癌型の部．×250（H．E．）

再生肝（一部肝切除後24時間の残存肝）．濃染核

をもつ好エオジン性肝細胞とクロマチンに乏しい大き

な核をもつ写染性肝細胞がいりまじっている再生肝の

像．×250（H．E．）



337GOTの1sozyme

灘
鱗馨
繊
灘

灘


