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原 著

乳酸脱水素酵素活性測定の精度管理
―ア イ ソザ イムLD1測 定 を指 標 と して ―

吉 国 桂 子*谷 島 清 郎**卸 紅**山 岸 高 由 綿

乳酸脱水素酵素(LD)ア イソザイムの多様性から生ずる活性測定値の試薬間差ないし方法間差

を是正するため,部 分精製したLD1を 管理物質として,試 料中のアイソザイムLD1活 性を測定す

ることを試みた。耐熱菌,ヒ ト赤血球,ラ ット心筋のLD抽 出液について性状を検討 したところ,

ラットLD1が 熱に安定であり,ヒ ト血清のLD1と 電気泳動易動度,κm値 などの物理化学的性状

が近似 しており,酵 素標準物質として妥当であった。これを標準物質として各種試薬を用い,ヒ ト

血清,管 理用血清の総LD活 性およびLD1活 性を測定 した。乳酸を基質とした試薬間での収束度

はLD総 活性で0.8～2.0%,LD1活 性で0.2～3.6%と なり,ピ ルビン酸を基質とした方法間での

収束度はLD総 活性で5.8～7.8%,LD1活 性で0.7～6.3%と なり,施 設問是正における指標 とし

てのLD1活 性測定の有用性が示された。
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1.緒 言

乳 酸 脱 水 素 酵 素(EC1.1.1.27.LD)は,体

内各組織 に分布 し,臓 器 によ りアイ ソパ ターン

が異 なるこ とか ら,悪 性腫 瘍,心 疾患,肝 疾患

をは じめ とした臨床検査 に広 く応 用 され,活 性

測定 の標準 化 も進 んで きて い る1,2)。 しか し,

一 方で はアイ ソザ イムの多様性 か ら測定値の施

設問差が著 し く,そ の是正が求 め られて いる3-6)。

そ こで今 回 は,LDア イ ソザ イ ム1(LD1)

の み に注 目し,そ の活性 測定 に よる精度管理 を

試 みた。 また,酵 素標準 物 質 と してLD1を 用

い る こ とと し,耐 熱性 とい う観点 か らBacill%3

stmothermphim3,ヒ ト赤 血 球,ラ ッ トか ら

LDを 抽 出 し,LD管 理 物 質 と しての有 用性 を

検討 したので報告す る。

2.材 料 と 方 法

21.材 料

ヒ ト赤 血球 は金沢大学教 職 員 ならびに学生 の

有志 よ り提 供 された血液 を使用 し,ラ ット臓器

は金沢大 学医学 部動物施設 よ り分与 された もの

を用 いた。 また,耐 熱菌 は理化 学研究所微生物

系統保存 施設(東 京)よ り入手 した。

Z2酵 素精製 法

耐熱 菌のLD精 製 は,ブ レー ンハ ー トイ ン フ

ユージ ョン培地 で56℃24時 間 振 とう培養 した

後 に 集 菌 し,2倍 容 量 の ト リス 緩 衝 液(20

mmol/1,pH7.4)に 終濃 度1%のTritonX-100

を加 えホモ ジ ナイズ後,1,000g,30分 遠 心 し

た上 清 をSephadexG-200に よ り部分精製 した。

ラ ッ トのLD精 製 は,ラ ッ ト心筋 の小片 を トリ

ス緩衝 液(20mmol/1,pH7.4)で ホ モ ジ ナ イ

ズ後,1,000σ,15分 遠 心 した上 清 を10,000g,

30分 遠 心 し,Hsuら の 方 法7)に 従 いQAE-

Sephadex A-50(Pharmacia Fine Chemical,Pis-

cataway,NJ)で ア イソザ イム を分離 した。
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2.3.ア イ ソザイムの分析

電気泳動 法 に よる分析 は,パ ラゴ ン(ベ ック

マ ン社,USA)の ア ガロ ース 泳 動 膜 を用 い,

100V,20分 間 電気泳動 を行 い,Lー 乳酸 リチ ウ

ムを基質 と して試 薬キ ッ トの説 明書 に したがい

活性染色 を行 った。

2.4.κm値

ピル ビン酸濃 度 を0.05,0.10,0.15,0.20,

0.30,0.60mmol/1と 変 化 させ 試 料 中のLD活

性 を測 定 し,Lineweaver-Burkプ ロ ッ ト8)よ り

ピル ビン酸 基 質 に対す る 塩 値(×10-4mol/1)

を算 出 した。

2.5.活 性 化 エネルギー

測定 温度 を25,30,35,40,45℃ と変化 さ

せ て,試 料 中 のLD活 性 を測 定 し,Arrhenius

の プ ロ ッ ト9)か ら活性化 エ ネ ルギ ー(kJ/mol)

を求 めた。

2.6.LD活 性 測定 法

2.6.1.LD総 活 性

JSCC常 用 基 準法 と して,LDHHRIIワ コ ー

(和光純薬),ア クアオー トカイ ノスLDH-J(カ

イ ノス),イ ア トロLQLDHレ ー ト(ヤ トロン),

ク イ ック オー トネ オLDJS(シ ノ テス ト)お よ

びWroblewski-La Due法 のLタ イ プ ワ コ ー

LDH(和 光 純 薬),GSCC;German Society of

Clinical Chemistry法 の メル クオ ー トLDH(関

東 化 学),SFBC;Societe de France Biologie

Clinique法 の イア トロLQLDHレ ー ト(ヤ トロ

ン),SSCC;Scandinavian Society of Clinical

Chemistry法 の エ クデイアL"栄 研"LDH-S(栄

研 化学)の 各試薬 を使用 し,自 動分析機 で測 定

した。

2-6.2.LD1活 性

Tanishimaら の 方 法10)に 従 い,1,6-hexane-

diolでMサ ブユ ニ ッ トを阻害 して,LD総 括 性

測定法 に準 じ測 定 した。

2.6-3.LD活 性 の値づ け

JSCC(Japan Society of Clinical Chemistry)

常 用 基準 法1)に よ り,和 光純 薬株 式会社研究 所

に依頼 した。

3.結 果

3一1.各 種 酵素 の性状

3.1.1.ア イ ソザイムの分析

RstearotmnnoPhim3,ヒ ト赤血球,ラ ッ ト心

筋のLD抽 出 液について ヒ ト血清 を対照 に して

電気泳動法 に よるアイソザ イ ムの分析 を行 った。

そ の結 果,RstearotmrmoPhil%sは ヒ ト血 清 の

LD2に 近 い位 置 に単 一 のバ ン ドを認 め た。 こ

れ に対 し,ヒ ト赤血球,ラ ッ ト心筋 は血清 と近

似 した5本 のバ ン ドを認 めた。(図1)。

3.1.2.耐 熱 試験

Rstearotmnnopんim3の 精 製LDお よ びヒ ト赤

血球溶血液 とラ ッ ト心筋抽 出液 の精製LD1(い

ず れ も最 終 濃 度2%ウ シ アル ブ ミンを添 加,

375mosm)を56℃ に10分 間 加 温後直 に氷 冷 し,

LD活 性 を 測 定 して 残 存 活 性 を調 べ た。B.

stea名othermopんil"sで は100%,ヒ ト赤 血 球 は

50%,ラ ッ ト心筋 は92%の 残 存活性 を示 した。

3.1.3.κm値

B.stea,rotんermophilπs,ヒ トLD1,ラ ッ トLD1,

対 照 と して ヒ ト血清 の 臨 値 を調べ た結 果,ラ

ッ トLD1の1(m値(0.75×10-4mol/1)は ヒ ト

血 清 の 塩 値(0.57×10-4mol/1)と 近 似 して

いたが,Rstearotんermψ んimsの1κm値(1.75×

10上4mol/1)と は近似性 を認 め なか った。

3.1.4.活 性 化 エネルギ ー

Rstearotmrmψhims,ヒ トLD1,ラ ッ トLD1

な らび に対 照 と して ヒ ト血清 の活性化エ ネ ルギ

ーを調 べ た結 果
,ラ ッ トLD1の 活 性化 エ ネ ル

ギ ー(28.4kJ/mol)は ヒ ト血清(22.8kJ/mol)

お よ び ヒ トLD1(36.9kJ/mol)と 近 似 して い

たが,Rstearotmrmopんim3の 活 性 化 エ ネ ル ギ

ー(11 .OkJ/mol)は ヒ ト血 清 やLD1な ど に比

べ小 さい。

3.1.5熱 安 定性試験

B.stearotんerm,ophim,s,ヒ トLD1,ラ ッ トLD1

(い ず れ も最 終 濃度2%の ウ シ アルブ ミン を添

加,375mosm)を4℃ に保 存 し,1週 間 ご とに

6週 間 にわ た りLD活 性 を測定 した。 いず れ も
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A B

図1LDア イソザイムの電気泳動

A:1ヒ ト血清,2ラ ッ ト心筋

B:1ラ ッ ト心筋LD1,2ヒ ト赤血球,3耐 熱菌

安定 した活性 を示 し,ラ ッ トLD1活 性 は89%,

ヒ トLDI活 性 は94%,Rsteuotmrm伽m3LD

活性 は100%残 存 活性 を示 した。

3.2.精 度 管 理への応用

3.2.1.各 種 試薬間 でのLD活 性差

患者血 清5例,管 理用血清 と しての コ ン トロ

ール血清1
,2(和 光 純薬,ブ タ心筋 由来LD),

酵 素 標準標 品 としての酵素 リフ ァ レンス(和 光

純 薬,ヒ ト赤血 球 由来LD)に つ い てJSCC,

Wroblewski-La Due法,GSCC,SFBC,SSCC

の 各 測 定 法 でLD総 活性 な ら び にLDI活 性 を

測定 し,各 試 薬 間における活性値 の収束度 を調

べ た。 ま た,ス タ ンダー ドと して ラ ッ ト心 筋

LD1を 使 用 し,値 付 け した 活性 値 をパ ラメ ー

ター に組 み入 れ測定 を行 い,フ ァクター測定 と

収束度の比較 も行 った。

LD総 活性については,フ ァクター測定では

乳酸基質よりピルビン酸基質を用いた試薬間で

のばらつ きが大 きく,全 試薬間差はさらに大き

く平均CVが37.7%で あ った。スタンダー ド

測定では乳酸基質,ピ ルビン酸基質のいずれの

試薬間において もばらつ きは減少 し,全 試薬問

差は平均CV10.4%に 収束 した(表1)。

LD1活 性についてみると,フ ァクター測定,

スタンダー ド測定において,平 均CVが38.7%

か ら9.7%に 収束 し,LD総 活性 と同様の傾 向

が認め られたが,LD総 活性 に比べとくにピル

ビン酸基質の試薬間でのば らつ きが顕著に減少

した(表2)。

4-考 察

乳酸脱水素酵素は生体のほとんどの組織に存
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表1試 薬間におけるLD活 性測定値の変動

W: Wroblewski-La Due, G: GSCC, S: SSCC, F: SFBC, R=the square root of
 n

Σ
i=1
√cv2/n

在し,嫌 気的解糖系の最終段階に働 く酵素であ

る。H型 お よびM型 の2種 の異なるサブユニ

ットよりなる四量体で,そ れぞれの組み合わせ

から5種 類のアイソザイムが生 じてくる。これ

らのアイソザイムは電気泳動易動度,基 質に対

する1(m値,阻 害剤に対す る挙動などについて

異なった性状 を示す。物理化学的にもH型 サ

ブユニ ットは高温,低 温に対する安定性 にす ぐ

れてい るが,M型 のサブユニ ットは低温に不

安定で耐熱性にも欠けているなどの種々の違い

がみられる11,12)。

こうしたアイソザイムの多様性を考慮 した上

で,酵 素活性測定値の施設間差を少なくする目

的か ら,今 回は単一のアイソザイムLD1を 測

定することを試みた。

ラット心筋 のLD1を スタンダー ドとして,

各種血清試料のLD総 活性,LD1活 性における

試薬間の収束度 をみると,い ずれも活性値のば

らつきはフ ァクター測定 より減少 した。千葉,

山内らはヒ ト酵素標品を用いて,酵 素活性値の

施設問是正 を報告 している3'4)が,そ の成績 と

も遜色 なか った。 また,と くに,Wroblewski-

LaDue法,GSCC法,SFBC法,SSCC法 な ど

の ように ピル ビン酸基質 を用 い,測 定条件 が統

一 されて い ない試薬 の場 合 にLD1活 性 の ば ら

つ きの収 束が 著 しか った。 ヒ ト血清LDは ア イ

ソザ イムの構 成 によ り,測 定条件 による反応が

多様で あるため,そ の中の単一 の アイソザ イム

を測定 した こ とに起 因す る もの と思われ る。 し

たが って,LD1活 性 を指 標 と して測定 値 の施

設 問差 や試薬 の違 い,測 定法 に よる違い を比較

す るこ との妥 当性 が認 め られた。 とくに温度 に

不 安定 なM型 サ ブユ ニ ッ トの含有 量 の多い ア

イ ソザ イ ムLD3,LD4,LD5の 比 率 が高いサ ン

プルにお ける施 設間差是正 の指標 として有 用 と

考え る。

とこ ろで,LD1標 準 物 質 と して は温 度 に安

定 性 の 高 い酵 素 が 求 め られ て い る こ と は い

う まで も な い。Tanishimaら は 好 熱 性 幼 虫

(Stnatimys kaponioa)のLDが 耐 熱 性 を備 え,

電 気 泳動 上で は ヒ トLD1に 近 似 して お り,.κm

値,活 性化 エ ネルギ ー と もに ヒ ト血清LD1に
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表2試 薬間におけるLD1活 性測定値の変動

W: Wroblewski-La Due, G: GSCC, S: SSCC, F: SFBC, R=the square root of
 n

Σ
i=1
√cv2/n

近い値を示すことを報告 している13)。

正確な酵素活性値を導 くための酵素標準物質

の特性 として,中 野は,1)ヒ ト血清中の酵素

と互換性があること,2)品 質が均一であること,

3)温 度に安定であることなどをあげている2)。

血清中のLDは 不安定で冷蔵保存で も日々活

性が低下すること,5種 のアイソザイムで構成

されていることにより,均 一な品質を保持する

ことが困難である。そこで,ま ず耐熱性の観点

から耐熱菌,ヒ ト赤血球,ラ ット心筋から抽出

したLDを 比較 したが,い ずれ も遜色はなかっ

た。しか し,ヒ ト血清中のLDと の互換性 とい

う点では,電 気泳動上,ラ ットのLDが ほとん

ど同一のアイソザイムパターンを示 した。κm値,

活性化エネルギーについても,ラ ット心筋から

のLD1が ヒ ト血清のLD1と 近似 していた。

以上,耐 熱性であること,単 一のアイソザイ

ムであること,酵 素の性状がヒ ト血清と近似 し

ていることからラ ット心筋か らのLD1を 標準

物質 とした。

一方,ヒ ト由来酵素標品を用いることにより,

LD活 性のば らつ きが収束され施設 問差が是正

されることが報告されている3'5)が,中 野らは

アイソザイムの多様性 により方法間変換係数を

用いた として も正確 に変換で きないことを報告

している6)。 また,小 川 らは酵素標準物質中の

アイソザイム構成比により活性値に差が生ずる

問題点 を報告 してお り14),ヒ ト由来の酵素標

準物質 を使用 したとして も,LD活 性の施設問

差是正は問題が残ることを指摘 した。

今後,耐 熱性 に優 れるB.εtearotmrmψhims,

好熱性幼虫のLD,ラ ットLD1な どの蛋白構造,

遺伝子配列の検索 を進めるとともに,耐 熱性

LDの 標準酵素 としての有用性を検証 したい。

乳酸脱水素酵素活性の値づけにご協力いただき

ました和光純薬株式会社に深謝いたします。
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Summary

In order to reduce inter-assay variations in

the measurement of the activities of lactate de-

hydrogenase (LD) in sera, we developed a tech-

nique to only measure isoenzyme LD1 in sample

specimens using purified LD1 as an enzyme re-

ference. We selected the rat LD1 isoenzyme as

a reference enzyme after examing various ther-

mostable enzymes, including those from tissue

extracts of B. stearothermophilus, rat heart mus-

cle, and human erythrocytes, and comparing

their enzymic properties with human serum

LD1. After measuring LD1 activities in 5 serum

samples and 3 control sera using several com-

mercially available LD assay systems as stan-

dards, we compared the coefficient of variation
among the measured activity values. When we

used LD assay systems with lactate as a subs-

trate, we found that the inter-assay CV for the

measurement of total LD and LD1 activities of

these sera were 0.8-2.0% and 0.2-3.6%, re-

spectivety. When we used pyruvate as the sub-

strate, the CV were 5.3-7.8% and 0.7-6.3%, re-

spectively. The interassay CV for the measure-

ment of LD1 activities in sera were significant-

ly smaller than that for the total LD activities

in sera.
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