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　　　Two　cases　with　LDH－H　subunit　variants　are　reported．　The　lst　case　is　a　patient　with　acute

megakaryoblastic　leukemia（M7）and　the　2旦d　is　a　Ilormal　person．　On　routine　cellulose　acetate

electrophoresis（25min．　at　180V），　the　serum　LDH　1－4　isoenzymes　from　the　2　cases　moved　more

slowly　as　wider　separating　bands　compared　with七hose　of　a　control　person．　The　LDH・1，2，3

and　4　isoenzyme　fractions　were　separated　into　5，4，3，　and　2　subfractions　respectively　on　longer

electrophoresis（60－70　min．），　The　relative　concentrations　of　the　subfractiQns　in　each　isoenzyme

fractiQn　corresponded　to　the　binomial　distribution　pattern　that　the　subfractions　are　composed

of　random　tetrameric　association　of　LDH－H（norma1）or　H’（variant　subunit）alld　LDH－M　subunit．

With　family　study　of　the　cases，　the　same　LDH　variants　were　observed　for　3　generations　in　the

family　of　an　older　sister　of　the　lst　case　and　for　2　generations　ill　the　family　of　the　2nd　case．

　　　It　was　reported　that　the　incidence　Qf　the　LDH・H　subu且it　variant　is　approxirnately　O．01％

in　Japan．　We且nd　much　interest　in　having　two　LDL－H　subunit　variants　with　slightly　different

electrophQretic　mobility　and　Km　for　lactate，　though　the　farnilies　live　ill　neighboring　mountai－

110us　region　in　Shinshu　District，　Shinshuルied．ノリ87：821－826，ヱ989
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遠心し」血小板を得た。また下層の血球層は生理食塩水
　　　　　　　　　1　はじめに　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で洗浄した後，3，000rpm，10分遠心し血球境界面の

　Lactate　dehydrogenase（LDH：EC　1．1。1．27）は，　buffy　layerの白血球層と赤血球層を分取した。分離

M一サブ＝ニットとH・サブユニットからなる4量体で　　した血清，血小板，白血球，赤血球は使用するまで

電気泳動法により5つのアイソザイムLDH　1（H4），　　－70°Cで保存した。

LDH　2（H，M），　LDH　3（H2M2），LDH4（HM3），　LDH　　C　方　法

5（M，）に分離される。M・サブユ＝ット遺伝子はNo．　　1　臨床血液データはELT・8血球計数装置（オー

11染色体（11p14・p12），　H一ザブユ＝ット遺伝子1：　No．　ソ社），臨床化学データはSMAC　system（テクニコ

12染色体（12p12．2－p12．1）セこ局在することが知られて　　ソ社），　LDHの活性はCOBAS　FARA（ロシュ社）

いる。LDHサプユニット異常は1963年，　BQyerら1）　　を用いて測定した。

により赤血球を用いてヘモグロビソ異常を検討中に　　　2　LDHザイモグラムはヘレナシステム（ヘレナ

LDH・Hサブユニットパリアソトとして初めて見いだ　　社）を用いて行った。通常分画像はセルPt　一スァセテ

され，さらにNanceら2）によりLDH・Mサブユニ　　ート膜（タイタソリポ用膜）により電極液としてトリ

ットバリアントが見いだされた。これらのサブユニッ　　ス・バルピタール（pH8．　6，　pa　・O．01）を用いて冷却下

トバリアソトについても異なる荷電を持つ変異種が　　に180V，25分電気泳動を行った後ジホルマザソ法によ

存在し，電気泳動による移動度の違いにより8種類の　　　りLDH活性染色を行った。長時間泳動は塗付点を通

タイプに分類されLDHサブ＝ニットの遺伝子亜型と　　常より陰極側にずらしてアセテート膜（タィタソVis

していくつか報告されている3）。わが国においても，　　用）によりバルビタール緩衝液（pH8．6，　Pt＝　O．　01）

1973年菅野ら4）によりLDH・Hサブ＝ニット・ミリア　　を用いて冷却下に180V，60～75分（v一カーが陽極端

ソトが見いだされて以来数例報告されているが5）－9）症　　に達するまで）電気泳動を行い上記と同様にLDH活

例数が少なくLDHバリアソトの構造異常や疾患との　　性染色を行った。活性帯は495nmでスキャソを行っ

関連についての詳細は不明である。　　　　　　　　　　た。

　今回我・をはLDHアイソザイム像で通常のLDHの　　　3　LDLアイソザイム分画の精製e＊　QAE・Sepha・

5分画像に比べてLDH1，2，3，4型の移動度が陰　　dex　A50カラムクnマトグラフィーを用いて分離し

極側にずれ幅の広い活性帯を示したLDH・Hサプユ　　た10）。　QAE・Sephadex　A50は0．02M　Tris／HC1緩衝

＝ット・ミリアソトの2症例を見いだしたので，これら　　液（pH6．4）で懸濁しカラムにつめた後，同じ緩衝液

variant症例のLDHザイモグラム，　LDHの性状に　　で洗浄した。検体も同じ緩衝液で1晩透析した後カラ

っいて検討を行い，さらに家系検索も行ったので報告　　ムに添加した。緩衝液にNaC1濃度がO，60，100，145，

する。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240mMになるように調製し段階的に溶出してLDH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5～1の分画を得た。
　　　　　　　「「欄および臓　　　　4LDHの分子サイズ1まゲ、レ。過、ラ。，。。卜

A　発端者　　　　　　　　　　　　　　　　　　　グラフィー法により測定した。Sephacryl　S－300ゲル

　第1例（M，A，）は信州大学病院第2内科に受診し巨　　を0，04Mリソ酸緩衝液（0．15M　NaCl，0，01％EDTA

核芽球性白血病（M7）と診断された75歳男性でLDH　　2Na，　pH6．4）で懸濁しカラムにつめた後，同じ緩衝

アイソザイム検査により，第2例（H．0．）は健常者　　液で洗浄した。検体を添加した後，同じ緩衝液で溶出

のLDHアイソザイムのスクリー＝ソグにより見いだ　　し各分画のLDH活性を測定した。

された。両者ともに長野県で隣接する地域の出身であ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿　結　　　果
った。

B　材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　臨床血液，化学データ

　両発端老とその家族およびコソトPt　一ルとして健常　　　発端者および家族の臨床血液，化学デ・・一タを表1に

者より血液を採取し，3，000rpm，10分遠心分離し血　　示した。

清を得た。また一部の血液は抗凝固剤EDTA・2Kを　　　第1例（M．　A．）は宋血の赤血球が低値で若干貧血

含む採血管に採取し200rpm，10分遠心分離し上層の・　があったが白血球，血小板の増加を認め，特に血小板

PRP（platelet　rich　plasma）を3，000rpm，10分　　はその後の経過でも著明な凝集塊を形成しており100・・
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表1　LDH－H　subunit　variant症例の臨床検査データ

　　　　　　第1家系　　　　　第2家系
M．A＊．　Y．　A．　K．　S．　N．　A．　K．　A．　　H．0＊．　M．0．

項　目　　　　　正常値　　　　　M75　　F86　　F83　F51　F28　　　M28　　F56

　LDH　　　　　103－－216　U／L　　　　　546　　159　　185　　150　　137　　　　　133　　200

　GOT　　　　　　8－38　K。　U．　　　　　23　　　22　　　18　　　30　　　11　　　　　17　　　15

　GPT　　　　　　4－44　K．　U．　　　　　　9　　　15　　　12　　　24　　　14　　　　　36　　　　4

　CK　　　　　　　30－272　U／L　　　　　　20　　　64　　108　　　54　　　75　　　　　102　　147

血小板数　　12．　7－－36．8×104／μ1　　　＞100　20．6　33．3　　－　　24．6　　　23．7　　一

LDH　isozyme　LD　1　19－33％　　　　31．3　　26．6　　35，8　　38．6　　27．5　　　　32．8　　30．8

　　　　　　　　LD　2　30－41％　　　　45．6　　31．2　　36．4　　28．1　　30．9　　　　32．8　　30．8

　　　　　　　　LD　3　20－28％　　　　17．9　　25．8　　20．3　　22．1　　25．7　　　　21．1　　21．7

　　　　　　　　LD　4　4－14％　　　　　4．1　　　9．4　　　4．0　　　6．7　　　9．5　　　　　2．3　　　5。1

　　　　　　　　LD　5　2－9％　　　　　1．1　　　7．0　　　3．5　　　4．5　　　6．4　　　　　3．3　　　5．4

ac　：発端者，　M：Male，　F：Female

200万の高値であった。ALP，　GOT，　GPT，　CK，γ・　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

GTPなどの血幡素活性は正常であ・たカミ・LDH・　　　　／　刈鱒
みが500U／1前後の高値を示していた。本例の末梢血　　　　　　　　　　　　5

中聞芽球を認め・この細胞の電顕的血’」’板ぺ・けキ　　　　／
シダーゼ（PP・）および細臓面のGP・il・b一皿・嬢　　　　　／　夢
染色の陽性所見により巨核芽球性白血病（FAB分類　　　　　　　　　　　・／4

M7）と診断した。

第・例（H・…）は顯人であ・臨床デー・・・…全て @鱒継＿，－　e
正常であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“

。緯驚轡濫霊㍑麗　　　1＼o鯉
＝46％，LDH　3＝18％，　LDH　4＝4％，　LDH　5＝1　　　十

％）であ・，騰ではLDH1，・，・，・カ・正常都　　ll。．2晶E　Cs　l8鵡，。、，．Vs

比べて陰極側Vこずれており・そのずれ方はLDH　4＜　図1セ，レ。一スアセテ．ト簾常敢泳動（18。V．

3＜2＜1の順に大きくなっていた。また活性帯もLDH　　　　25min．）と長時間電気泳動（180V．75min．）に

4〈3＜2〈1の1頂に幅広くなっていた。さらに長時間　　　　よる症例1（M．A，）のLDHザイモグラム．　Cs：

電気泳動によるLDHザイモグラムではLDH　1が5　　　　正常対照血清，　Vw：・ミリアント白血球，　Vs：パ

本，LDH　2カ・4本，　LDH　3が3本，　LDH　2が2本，　　リアント血清

LDH　5が1本の活性帯に分離された。このLDHア

イソザイムを495nmでデンシトメトリーを行うと各　　22．4％，　LDH　4では48．3，51．7％であった。

アイソザイム中の亜分画の活性比率は，LDH　1では　　　第2症例のLDHザイモグラムは第1症例と同様に

陽極側より6．9，28．8，39．3，18．4，6．　4％，LDH　2で　　通常電気泳動でLDH　1から4の各分画がいずれも

は13．3，39．2，34．7，12．　8％，LDH　3では28．0，49．6，　陰極側にずれており，長時間泳動においても明らかに
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　間泳動でもLDH　1－4は5～2本の活性帯に分離され

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た（図1，2）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D　LDHバリアントの性質
5－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LDHバリアソトの性質について検討を行った。分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　子サイズはSephacryl　S－300によるゲル炉過クロマ
4一 @　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トグラフィー法により正常者およびIgG結合LDH

3－　・・　ut●O　　轍欝器欝鍮蝦業

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一トし活性の失活率を検討した。両症例とも正常溶血

　　Cs　　　　　　　　　V2s　　　　　　　　V2r　　　　　　　　　Vlr

図2　セルロースアセテート膜長時間電気泳動（180V．

　　75min．）による症例2（H．0．）のLDHザイモ

　　グラム．Cs：正常対照血清，　V2s：症例2血清，

V2r：症例2赤血球，　Vlr：症例1赤血球　　　　　　　＿
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ
図3　症例1の血球中のLDHザイモグラム．　N：正　　　　塞gO

　　常人，V1：症例1，　S＝血清，P：血小板，W：　　エ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　白血球，R：赤血球　　　　　　　　　　　　　　　　　」

80

B　　　　　　　　　　　　　　H．0．

－　　55℃ノ戸’鰹「°i
　　　　　ノ∫・’

＼、　　60C　　　　　　▲H，0．

●、、　　△一一　　　　　　　　　　　　　　　controI

　　　－一磨一　　一一一一一つM，A，

LDH・ミリアソト像を認めた（図2）。しかし第1症例　　　　　　L－」一一一一一一一一一一一」－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　15　　　　　　　30
に比べ各亜分画の移動度のずれは全体的に小さく，亜　　　　　　　　　　Incubation　Time（min）

分画の分離も鮮明でなかった。

C　各種血球中のLDHザイモゲラム　　　　　　　　　図4　Sephacryl　S－300　gel　filtrationによるLDH

両症例ともに赤戯・戯血小板中のLDHア　瓢輪鑑霧纏慰盟蜘
イソザイムは血清LDHと同様にLDH　1－－4の各分画　　　　1，　H．0．：症例2，LDH－lgG：IgG結合LDH

が陰極側にずれた幅の広い活性帯を示し（図3），長時　　　　症例，contro1：正常人対照
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＋口　　　〇＋

図5　症例1（M，A．）の家系

　　〆・発儲・図O・v・・i・・tLDH，図②：正常LDH，その他は未検査

て活性を測定し検討した・症例1と・ソト・一・レの　LDH－Hサブユニ。ト・ミリアハ，1。wer　typ，，第

LDH　1はともに1、07×10－2Mであったが，症例2で　　　2例はslow　typeであることが確認された。第1例

は1．62×10－2Mと若干大きなKm値を示した。　　　　は白血球，血小板が高値を示し，特に血小板は100万

E　家系検索　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以上で末血の染色像では血小板が凝集塊を形成してお

　図5に第1症例の家系図を示した。臨床データは発　　り血清中のLDH活性の高値は血小板由来の可能性が

端者を除きほとんど全て正常であった（表1）。LDH　　考えられた。また赤血球，白血球，血小板中のLDH

ザイモグラムは発端者の息予および孫では正常であっ　　アイソザイムも同様なバリアソトを示し，分子サイズ

たが発端者の姉2人が発端者と同様のLDHザイモグ　　も正常とほぼ同一であったことからこのバリアソトは

ラムを示し，長時間泳動においても「司様にLDH　1－4　　生合成時に生じたもので血漿中でグロブリソなどによ

が5本から2本の活性帯を示した。また，赤血球中の　　る修飾を受けたものではなかった。またこれらの物理

LDHアイソザイムも同様であった。また1人の姉の　　化学的性質も正常LDHとほぼ同様であった。

家族では娘，孫と3代にわたり同様のバリアソトが認　　　各アイソザイムのバリアントの活性比率については，

められた（図5）。　　　　　　　　　　　　　　　　　Boyerら1）は通常のHサブユニットと突然変異のH’

　第2症例の象系調査はまだ不十分であるが，母親に　　サブユニットがat　randomに結合して4量体を形成

まったく同様のバリアソトを認めたものの妹は正常で　　したときの各アイソザイム亜分画の量的比率は二項比

あった。なお，2家系は長野県中信地区の隣同志の山　　を示し，LDH　1型の5亜分画は1：4：6；4：1，　LDH

村の居住者であるが・親族関係は認められなかった。　　2型の4亜分画は1：3：3：1，LDH　3型の3亜分画

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は1：2：1，LDH　4型の亜分画は1：1となるとして
　　　　　　　　IV　考　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いるが，第1症例のパターンもこれとほぼ一致した。

　今回我々は・M7と診断された白血病患者のLDH　　　また家系調査から第1例の姉の家系では3代にわた

アイソザイムの検査と健康人のLDHアイソザイムの　　り同様のバリアソトが認められており，従来から報告

スクリーニソグにより2例の彩DHサブユニットパリ　　されているように優性遣伝形式をとっていた。これら

アソトを見いだした。　　　　　　　　　　　　　　　のLDH－Hサブユニットバリアソトの出現率は0．01　　　t

　両症例はLDHザイモグラムのLDH　1－4の移動度　　％程度とされている11）が，2つの若干性質の異なるタ

が通常に比べ陰極側にずれ，活性帯が幅広い異常バソ　　イプのバリアントが隣接する地域の2家系から見いだ

ドとして見いだされた。その程度はLDH　4＜3＜2＜1　　されたことは興味深い。

の順に大きくなることからH一サブユニットの異常が　　　　LDH－Hサブユニットバリアソトと疾患との関連は

考えられた。さらに長時間電気泳動法によりLDH　1　　明らかでなく，その生理的機能についても不明である。

が5本，LDH　2が4本，・LDH　3が3本，　LDH　4が　　今後さらに蛋白分子レベルおよび遺伝子レベルの解析

2漆の活性帯に分離され，その移動度から第1例は　　が必要と考えられる。
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