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　　　　　　　　　緒　　雷　　　　　　　　　　　　　（BAEE）が用いられてきた。しかしTrypsinの測定

膵炎の成因及び発生病理と蛋白分解酵素，とくに　　　が臨床的に注目されたのは，Nardiにより基質α一

Trypsinとの関係は，　Opie＆Meakinsi）により，ヒ　　　Benzoy1－L－argininamide　hydrochloride（BAA）が

ト出血性膵炎において強調されて以来多くの研究2）～7）　　導入され・膵炎患者16名で著明なBAA分解能（Nardi

14）t5）がある。これらの研究によれば，　Trypsinが膵　　　のTrypsin）の上昇が報告されてからであるz5）。その

炎の発生になんらかの役割をもっているとする根拠　　　後の研究では，必ずしもNardiと同じ結果がえられ

は，ヒト膵炎，とくに出血性膵炎にみられる血管変　　　ず25）27）BAA分解能の上昇を報告する研究者も，活性

1ヒ，組織壊死がTrypsinを用いた実験的研究のさい　　がNardiの成績に比して低いとしている28）・また

にみられる病変に類似すること1）2）3），Trypsinを静　　BAAはTrypsin以外に，　Cathepsin　B29），　Thrombin

注したときのシヨック症状，血液凝閲能の変仁が，　　　3°），Plasmin31）により分解されるといわれてきた29）。

ヒト急性膵炎での変化と類似しており9）’vl3），またヒ　　　著者はTrypsinをはじゃ膵蛋白分解酵素を膵炎の診

ト急性膵炎でAntitrypsin活性2Dに変化がみられる　　断に役立たせるために，まずBAA分解能の上昇があ

ことなどである。しかしながら急性膵炎の原囚は初期　　　るかどうかを，またBAA分解能がみられるとすれ

の研究1こおいて考えられたごとく，胆汁，十二指腸液　　　ば，Trypsinゐミ関与しているかどうかを検討した。

の逆流により，直接Trypsinogen活性化がおこり，　　　とくにTrypsinはEndopeptidaseに属するProt一

膵炎｝こ発展するというよりは，胆道系，膵管系，代　　　einaSeであり・BAA分解能のみではこの性格を言iE明

謝，1罐系，羅系，鰍など諸因子が関与しており　できない点｝・注1ヨしC…i・，Fib・i・・　BAA，および

14）’”18），TryPsinogen，膵蛋白分解酵素の活性化は、　　　a”Benzoyl“L－a「9inineP－nit「oanilide　hydrochloride

これら因子により，案質障害，酵素の間質13）14）への逸　　　（BAPNA）の4つの基質を用いて，実験膵炎犬血漿及

脱を介して起ると考えられている。いずれにしても　　び膵組織につ壽蛋白分解活性を検討し，若干の知見を

TrypsinOgenの活性化は膵炎の発生に，中心的な位　　えたので報告する。

置を与えられているが14），膵炎を起した組織につい　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

て，直接，T，yp、i。，　Chy。i。t，yp、i。の測定鮒った　　　1実験膵炎犬血漿の蛋白分解能

実験では，明らかな膵炎との関連性を認めることがで　　　　　　1・実験材料および方法

きなかった7）。また膵炎の臨床診断で逸脱酵素として　　　　　　（1）実験動物

役立っているのは，Amylaseのみであり，　Trypsin　　　体重10》前後の雑種成犬を用いJ次の3群に分けて

についてはなお一般化されていない18）lb）。この理山は　　　検討した。

1測定法，ことに基質に満足すべきものがないこと，　　　　　i）オリーブ油注入群’

血中にTrypsin　inhibitorを含めTrypsinの作用を　　　　ii）生食水注入群

中和する働きが強いことがあげられる18）ID）2D。　　　　　　　iii）無処澱群

　Trypsinの基質はKunitzらas）36）の　Casein，　An－　　　　　（2）巽験膵炎犬の作製

SOnら22）によるHernoglobinの使用にはじまり，　　　　ミンタール25㎎／leyを皮下に注射して麻酔したイヌ

SchwertらM）のα一Benzoy1－－L－arginine　ethyl　ester　　を手術台に固定，上腹部正rl』線に切開摩加えて開腹。
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＋二指腸および膵頭部を腹腔よりだし三騨管に2本　　㈲蛋白分鰯素活性の測定法

の縫舎糸を通し，1本を十二指腸側において結紮し・　　　　　i）BAA分解能の測定法

麟1こ部分切開を加えて、1卸より膵偵1に向って・外　　Nardi25）35）法に準じて測定した・すなわち・搬後

径約1．5瓢のポリエチレン管を10manKi入した。この管　　　ただちに分離した蔭酸血漿0・5認にPhosphate　buffer

より膵管内へ，オリーブ油0．2認／ley・または生食水　（pH　7・8・0・15M）O・5neを加え・次に・1・OneのBAA

O．　2nze／吻を徐々に注入した。注入後ただちに管を抜去　　　溶液を加えて，25°Cに贈置した・1時間後に・この混

し，膵側にかけてある糸で，膵管を結紮し・オリー・ブ　　合液O・2meをとりConway皿外室に注入した・Con一

油，生食水の逆流を防いだ。ついで創口および腹腔内　　　way皿はあらかじめ内室に1・00認の2％BQric　Acid

にマイシリンを注入して，腹壁を縫合した。　　　　　　と1滴の指示薬（Bromocresolgreen－Methylred溶液）

　　　㈲採血方法　　　　　　　　　　　　　　　　　を入れ・外室に1紹の飽和炭酸カリ溶液を加えてお

　1／10M蔭酸ソーダ1：血液9の割合で・前肢静脈より　　　く。ついで皿を回転し・外室の被検溶液と飽和炭酸力

採血し，速やかに混合して，1血L漿を分離した。血漿は　　　りをよく混合せしめ，室温に1時間放置したのち，内

ただちに氷室に入れ，測定は採血後2時間以内に行な　　　室の回収液をO・01N　HCIを用いて滴定した。盲検と

った。生食水，オリ・・一ブ油群ともに・術前術後24時　　　して，血漿のみを入れず・他は同様操作した皿および

間および一部については6時間・にそれぞれ採血し　　BAAのみを除いた皿を用いた。測定値は・あらかじ

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　め作成した標準曲線を用いTrypsin（NBC）の絶対

　　　（4）試薬および器具　　　　　　　　　　　　　　　量（γ）に換算して表わした。

　　i）α一Benzoyl－L－argininamide　hydrochloride　　　　ii）Casein分解能の測定法

　　　（BAA）：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kunitzor）にしたがった。すなわち，精製Casein　1

　第一製薬製，ミノファーゲン製薬製，BAA　331・8㎎　　　9をPhosphate　buffer（pH　7・6，0・15M）100認に溶

をPhosphate　buffer（pH　7・8，0・15M）10紹にとか　　　かし1％溶液を作った。この基質1紹に被検血漿O，5

して用いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　neとPhosphate　buffer　O・5彿6を加え25°C，15分贈置

　　ii）Casein：　　　　　　　　　　　　　　　　　した。っいで5％Trichloroacetic　acid（TCA）3彫

　Merck製のHammarsten級Caseinを精製32）し　　を滴加し，少くとも30分以上，室温に放置したのち，

Phosphate　butter（pl－1　7．6，0，15M）に1％の割合に　　　東洋濾紙No　6を用いて濾過した。盲検は被検血漿

溶解して使用した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　0・5酩のかわりに，Phosphate　buffer　O・5加6を加えて

　　iii）Fibrinogen：　　　　　　　　　　　　　　　同様に操作した。つぎに日立分光々度計139型を用い，

　Armour製のBovine　fibrinogenを用い，各10t・ご　　　波長280伽μでこの濾液の吸光度を測定した。毎回の

とにClottable　Protein　Ef匹lii定33）。冷却したBorate　　測定にさいして，　Trypsin　2．5γ～30γを加えて，上記

saline　buffer　（pH　7．8）　に　Fibrinogenを溶解し　　　操作を行い，標準曲線を作成した。

0．15％溶液を作製した。　　　　　　　　　　　　　　　　　iii）Fibrin分角鵜旨の測定法

　　iv）α一Benzoy1－L－－arginineかnitroanilide　　　　　本実験においては，　Activatorの混入，　Plasmino－

　　　hydr。chloride（BAPNA）：　　　　　　　　　　gεnの活性化による影響を除き，　Trypsinの活性だ

　Sigma製，　Erlanger34）らの方法にしたがいBAPNA　　けを測定するために，加熱Fibrin平板を用いた。平

435昭をTris　buffer（pr－1　8．　2）11に加熱，溶解し　　　板作製法はLassen37）の方法｝こよった。すなわち，ウ

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シFibrinogenを0・15％「の害1合で・冷Borate　saline

　　v）Trypsin：　　　　　　　　　　　　　　　　　bufferセことかし，この溶液10認を滅菌シャー・レ（直

　National　Biochemicai　CQ，（NBC）製，2x結品，　　径9　cni）にとり，水平板上で，0・5紹のThrombhl溶

塩類不含，10㎎をO．01N　HCI　100紹にとかしStock　　液（25u／認）を滴下しながら・回転し，よく混和せ

solutionとした。一部持田製薬のTrypsinを用いた。　　しめて凝固させた。平糠を30分室温に放置したのちI

　　vi）Plasmin：ミドリ十字製。　　　　　　　　　　　85°C，30分間加熱して，加熱平板とした。測定はこ

　　vii）Conway　itlL：柴田製Conway標準ユニッ1・。　　の平板が室温にまで冷えてから行った。まず被検血L漿

　　viii）ミクロビ。．．一レット：　　　　　　　　　　．を0．1紹のメスピペットにとり，平板上に0，03紹つつ

　柴田製，容量0．lme，1目盛1μ1を使用。　　　　　　　滴下，37°C，18時間贈置し7cのち，溶解窓の長1短

　　ix）ε一Aminocaproic　Acid（EACA）：　　　　　　径を測定し，この積をもって，平板溶解面積（vVh）と

　第一製薬の純未剤を用いた。　　　　　　　　　　　　した。測定は，平板2枚に，2ヵ所行い，平均値で示
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した。各測定ごとにTrypsin　2・5γ～30rを同様に平板　　　作を行って活性を測定し，標準曲線を作った。

上におき・標準曲線を作成した。　　　　　　　　　　　　　v）Tryp9・　inのBAA・Casein・Fibrin・BAPNA

　lv）α一Ben20yl－L－arginine　P－nitroanilide　　　　　　　分解能

　　hydrochloride（BAPNA）分解能の測定法　　　　　ウシTrypsin（NBC）をO．QO25N　HCIに溶かし，

Erlanger34）らの方法に準じて測定した。　BAPNA　　このTryps圭n　2，5γ～30rを4種の基質：Casein，　BAA，

eM　Erlangerらにより，開発されたTrypsinの基質で　　　BAPNA，　Fibrinを用いて，上記測定法により各基質

あり，Trypsinにより加水分解されて・かNitroani一　　分解能をみた。各基質とも・2・5γまで検出可能である

lineの黄色を呈する。　Erlangerら34）によるとTryPsin　　が，　Fibrinは測定誤差が大きかった。これらの基質

に対する至適pHは8・1附近にあり，　Km（M　x　IOs）：　　を用いて測定すれば，2．5γ以上のTrypsinを含む被

e．g3g，　kn　：　O，611であり，BAAより分解されやすい。　　検体については分解能を検出することができる。

BAPNA（10“8M）5認を用い，　pH　8・2，25°C，5分の　　　　　vi）Antitrypsin測定法38）39）

測定条件のもとにTrypsin　1γまで測定可能であると　　　15倍に稀釈した被検血漿とTrypsin（持田）200u．／me

いう。著者は・血漿0・5neにpl”18・2，・O・05M　Tri・b・ffer　T・is　b・ffer（pH　7．8，0．15M，　P・・O．15）溶液を等量

05銘とBApNA　Sm6をくわえ・25°C・30分艀置し，　　　混合し，37。　C　15分間艀置，0．03認つつ加熱平板上に

3。％・Aceti・　・cid　lmeS・・IJnkて反応をとめた・ついで　おき，37・C，18時間後に，溶解面積を計測した。

眩分光鍍計139型の蔽41°mptで吸光度をngj　対照舳漿のかわりにT，yp・i。溶液・．。3晩おき同

定した。盲検は被検血漿のかわりに・Tris　buffer　O・5　　様1こ操作した。活性の表示は次の式によった。

韓礪蝋議灘蹴澱An・・t・ypsin・％・一（1－－S－）・1・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A；血漿加Trypsin濱液の溶解面積（gm2）
わえて，Tris　bufferで全盤1認とした。以下同じ操　　　　　B：T。i。　b。ffer加T．yp，in溶液の溶解鰍（tu2）

BAA　　　　　　　　　　BAPNA　　　　　　　Casein

μe　O・Ol”N　Hce・　　　　°D柵・μ　　　　　。D・2se・μL

■

Trypsin

　　2040γ　 2040γ　2040γBAA：0，1M　　　　　　BAPNA：10－sM　　　　　Casein　l　1％
25°C　l　hr，　incubation　　25°C　30！　incubation　　　　　250C　15／　incubation

pH　7．　8　phosphate　buffer　pH　8．2Tris　buffer　　　　pH　7．6phospha［e　buffer

　図1・　　　TrypsinのBAA，　BAPNA．　Casein分解能

表1　　TrypsinのFibri11分解能

　　　　　　　（heated　plat・）　　　　　　　2，成　績

T・yp・i・量S・mpl・I　S・mP1・］［平均値　　　（1）BAA，　C・・ei・・Fib・i・分解能　．

　　　7　励　一痂一　…勃　すでに方法噸で述べたように款の3撫ついて
　2　　　　332　・　　　361　　　　341　　　　検討した。

　6　　　　483　　　　　505　　　　　494　　　　　　　i）オリP・ブ汕注入群

1°　　798　　776　　787　　　ii）生食水注入Z・￥－
12　854　　854　　854　　　iii）無処置群
Trypsin：O．OO2　ro　一・N　HCIに溶かして200γ／meと　　　　採血は多くの研究者によりTrypsin逸脱のもっと・

し’その溶液0・01～0ρ6紹をおく・　　　　　　　　も高値をしめすと報告されている術後24時間に行っ
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衷2　　　　　膵炎犬血漿BAA，　Casei・・Fib・1・分解能

一一一一

　　　　3‘｝　（】　／　　／　　／　　／　　／　　22　／　　／

オ　54　／　　8　0　／　／　／　／　10　°
　　　　554　0　0　／　！／　／〆　13　6　0
リ　56　0　0　0　／　／　／　13　5　0　1　　　　　57　　　　　　0　　　　　　　　4　　　　　　　　0　　　　　　　ノ／　　　　　　　／／　　　　　　　／　　　　　　　19　　　　　　　　0　　　　　　　　0

ブ　58　5　　。　　・　／　　／　　／　　26　　°　　⑪
　　　　59　　　　　　0　　　　　　　　｛｝　　　　　　　‘｝　　　　　　／　　　　　　　／　　　　　　　／　　　　　　　2〔｝　　　　　　　（｝　　　　　　　O

油　6。　7　6　・　3・　／　．・　／　／　・
　温三　　61　　　0　　　　0　　　　0　　　10　　　　〔｝　　　0　　　／　　　　／　　　　0

入　63　12　・　・　13　。　°　／　／　　°
　　　　64　　　　　1｛｝　　　　　　　｛｝　　　　　　　｛｝　　　　　　／／　　　　　　　｛｝　　　　　　　〔｝　　　　　　23　　　　　　　　6　　　　　　　1）

群　7。　。　／　　・　／　／　／　14　／　・
平均　3　　2　　0　18　　0　　0　20　　4　　0

　　　27　4　　／　　／　　／　　／　　／　　0　　／　　／
生　29　。　／　／　／　／　／　　0　／　／
食　65　。　。　・　／　／　／　　・　・　。
水　66　8　ノ　　・　／　／　／　　7　／　　・
泣　　68　　5　　　0　　　0　　　／　　　ノ　　　／　　　3｛｝　　　6　　　0

入　69　4　　0　　・　／　　／　　／　　4　　0　0
君羊　　．＿一＿＿＿＿　　　＿一．一．＿…一一一一一…・一一一一一一・一一一一　・一．一．　　　…一一一・一一一一一一一…一

平均　3　　0　　0　　／　　／　　／　　7　　2　　0
　　　42　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　／　　　　　　　／　　　　　　　／　　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　0

4黙　　　　　43　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　　0　　　　　　　　／　　　　　　　　／　　　　　　　　／’　　　　　　　　0　　　　　　　　　0　　　　　　　　0

処　　44　　　0　　　　0　　　し0　　　／　　　　／　　　　／　　　　0　　　　0　　　　0

瞠　72　0　　0　　0　　／　　／　　／　　0　　0　　。
君羊　一一一・一．．．．．…一一一一一・一一一一一．－tt　一一一’一國……P旧……’一’一…一一　一一一　　　　一－一一…』一一一一一…………－　　　th

　　平均　　0　　　　0　　　　0　　　／　　　　／　　　　／　　　　0　　　　0　　　0

た。したがって術前，術後24時間の2阿，および一部　　　り，車均の活性は2γ／彫であった（表2）。24時間値

については，術後6時間e＝も1采血した。　　　　は，オリーブれ1僻で0～10r／ne・平均4r／meであり1

　　1）BAA分解能　　　　　　　　　　　　　　　　測定の限界が2γで，分散より考えれば有意の上昇と

　オリーブ油群のBAA分解能は，表2に示すごとく　　はいえない。

前1直が平均3γ／認で，活性値oの例が多かった。術後6　　　　　iii）Fibrin分鰐能

時間で30γ／紹と高値を示す例もみられるが，3例のみ　　　　オリーブ油，生食水，無処置群（表2）ともに・術

に測定を行ったにすぎないので結論はさしひかえる。　　　前値，術後6時間，24時間値すべてFibrin分解能を

24時間値は平均20γ／m6と上昇しており，生食水注入対　　　みとめなかった。

照群に比して，明らかに高値を示した。ただ対照に，　　　　　iv）成綾の総括i）～iii）

30γ／認と高値を示す例がみられるが，生食水注入によ　　　　以上の成績をまとめて図2に示した。図にみるよう

っても膵炎がおこりうることから説明されるものと考　　，に，BAA分解能の上昇をみとめるが，　CaSein分解

えられる。無処置対照群の活性は全くみられなかつた。　　能の上昇はみとめず，Fibrin分解能は全くみとめら

　　ii）CaSein分解能　　　　　　　　　　　れなかった。
　オリーブ油群の前値はO～8γ／麗の間に分散してお　　　　　　（2）BAPNA分解能
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　　BAA分解能　　　　BAPNA分解能　　　　Casein分解能　　　　Fibrin分解能

オリーブ抽　　生食水注入　　　オリーブ油　　生食水注入　　　　オリーブ油　生食水注入　　　オリーブ油　　生食水注入

注入　　対照　　　注入　　対照　　　　注入　　対照　　　　注入　　対照
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図2，　　　　　　　　膵炎犬血L漿BAA，　BAPNA，　Casein，　Fibi’in分解能

表3　　膵炎犬血漿BAPNA分解能　　　　　　　　　表4　　膵炎犬血漿AntitryPsin　l【亘

墾前伽m12欄値・／ml＿9M，一．＊一．前壁坐堕間値％A繊鍔s’n

　　　　22　　　　　 0　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　 22　　　　6．8　　　　　 8．3　　　　　↑

オ　　　　　　55　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　フ4』　　　　　53　　　　　22．9　　　　　　　46．8　　　　　　　　†

1　・6　4　　・　　1　54潔　2・・2　↓
ブ57　0　 0　　ブ5530．0　36．5　t建　・…　　　　　　挫　5678・4　25・・　↓

入70　0　 0　 入5754，4　49，1　↓群　一．一一　　　　一一一一一一一…一…一一…一一一　　　　群　……一一…一一一一一…

　　　平均　 0　　　0　　　　 平均　39．4　 31．1

生65　0　 0　 生2737．8 25，0　↓
楽　66　・　　・　　飛　・・・…　2…　↓
注　　　　　 68　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　Q　　　　　　　　　　　　　沿三　　　　　31　　　　　24．2　　　　　　　30，1　　　　　　　↑

1．69°＿．．9＿一蘇扇…・5．・痂『㎝“一
群　　平均　　　0　　　　　　0

i，）の囎によれば綴蝋であるFib，i。，、C、，，i，、　図2談3にしめすごとくオリーブ油春撃，生館群・

uesの分解能が。ないしいちじるしく低く，　BAA　無処麟の分鰭｝よ，術前，徹24時間ともeこN・56

分朧蛎すことは，T，yp、i。と、、うより，　Amid、，e　の前働除けば全く活性がみとめられなか・た・

拷えた方がよい結果であった。したがって，この　　　　（3）Antitrypsin活性

点をさらにたしかめるために，BAAに似た分子最の　　　　すでに（1）－iv）でえられたBAA分解能とCaSein1・

BAPNAを基質として，活性の測定を行った。成績は　　　Fibrin分解能の差がTrypsinの関与を前鍵として
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説明されるとすれば，基質一酵素の結含性に変化を　　　す）Trypsinは10rにほぼ相当することを知ったの

考えなくてはならない。その第一は血中に逸脱した　　　で，Plasmin　o・5　c・u・／an6～6　c・u・／meについて・それ

TrypsinがまずAntitrypsinと結合してこのような　　　ぞれの基質分解能を測定した。

変化を起す可能｛生である。この点でAntitrypsinの　　（2）成績

測定を行うことがなんらかの乎がかりを与えるのでは　　　図3に示したごとく，Casein，　Fibrinの分解能に

ないかと考えて，第1章（5）－vi）にもとついて測定を　　ついては方法において述べたように・Plasmin　1

行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Casein　unit（C・　U・）がTryp＄in　10γにほぼ相当す

　成績は表4に示すようにオリー一ブ油群，生食注入対　　　る。しかしながらBAA分解能は3C・Uまで全くみ

照群ともに，Antltrypsinの上昇を示す例と低下例が　　　とめられず，　Trypsinの分解能とはいちじるしくこ

あいなかばし，一定の傾向をみとめなかった。　　　　　となる。BAPNAについても0・5　C・U・まで活性がな

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　くTrypsinのBAPNA分解能に比してPlasminの

　　II膵炎犬血漿BAA分解酵素とPlasmin　　　　分解能が低いことがわかる。

　　　との比較　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．BAA分解酵素にたいする加熱，　EACAの

　　　1，Pla9．　minのCase玉n，　BAPNA，　BAA，　Fibrin　　　　　影響

　　　　分解能　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BAA分解能を示す血漿酵素がPlasminであるとす

　古くから指摘されているように，BAAはTrypsin　　れば，加熱・EACAにより影響をうけることが知ら

以外にCathepsin　Bz9），　Thrombin30），　Plasmin3i）に　　　れている。すなわちLassenら37）は，　Plasmin活｛生が

より分解されるといわれてきた。BAA分解酵素が　　　60°C，15分の加熱により破壊されることを明らかに

T，yp、i。以夕ゆ酵素と仮定すれ1ゴ，凝1鮪旨を示す　し・岡本ら7°）｝よFib・i・を基質にした場合に，　Plasmi・

Thrombinを除いたCathepsinBとP1asminがもっ　　　が低濃度のEACAにより特異的に阻害されると報告

とも可能性のある酵素といえよう。しかしながら，　　　した。著者はこれらの点を応用し，まず加熱の影響を，

Catllepsin　Bは細胞内蛋白分解酵素で，　TryPsinと　　　ついでEACAを用いBAA基質でも阻害効果がみら

同じ基質分解態度を示す酵素であり，ここに用いた基　　　れるかどうかを検討するため以下の実験を行った。

質に対する分解能の差のみによってはTrypsinと区　　　　　（1）方　　法

別できない。このため著者はまずPlasminとの比較　　　オリーブ油注入膵炎犬の24時問後血漿について，第

検討を行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1章（5）－iiDの測定法にしたがって，　BAA分解能を

　　（1）方　　法　　　　　　　　　　　　　　　　　　測定し，同一一一血漿を，60°C，15分加熱およびEACA

　第1章において述べた方法で，Casein，　BAA，　Fib一　　を最終濃度10旧1Mになるように加え，　BAA分解能を

rin，　BAPNA分解能を測定した。　Plasminはミドリ　　　測定した。

十字の製品を使用した。　　　　　　　　　②成　績
　著者はすでにTrypsin（NBC）の4つの基質に対す　　　表5にしめしたように・対照は34γ加彦であり・

る分解活性について検討し，lCasein単位（C．　Uと略　　60°C・15分加熱した血漿の活性は34，28r／認平均31γ／me

　　Casein分解能　　　BAPNA分解能　　　BAA分解能　　　　Fibrn分解能
0．D．280mμ　　　　　　　　　O．D，410mμ　　　　　　　　　　0，01NHC2μ2　　　　　　　　mm’：

0．2

0．1

　　　　　　o．2

／O・1
e

6

2

20e

100

　　1．0　　　20C，U！即曜　　　　LO　　　2，0C．U／紹　　 1．0　　　2e　　C．U／面2　　　2　　3　　　　　　6C，U／認

cロ　ノne　ftft　nf

締1・1　騨NAiil㎎／le鮮iil；M　騰犠㎞
　　　phosphaしe　buffer　　　　　　　　　　　Tris　bu「fer　　　　　　　　　　　　phosphate　buffer

図3．　　　PlasminのCasein，　BAPNA．　BAA．　Fibrhn分解能
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表5　血漿BAA分解能に対する加熱　　　　　　　　群のイヌの血漿は，術前・術後24時間日に採取し・

　　　　　　およびEACAの影響　　　　　　　　　　BAA，　Fibrin，　Casein，　BAPNA分解能を測定した。

　　　　　　　　　測定1測定2平均値　　　②膵組織ホモジネ｝ト作製法

締一ブ翻34・r／・e34・／・e34・／・e。墜攣鍵騰獅濃撫総

002　C，15分加熱　　　　34　　　28　　　31　　　　　についているIfiL液，　rfll管，脂肪組織をできるだけとり

EACA（10”iM）　　　32　　　29　　　30　　　　さり，ほぼ19の小片に切る。さらに濾紙上で水分を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とり，化学天秤を用いて19の組織塊とした。つぎに，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あらかじめ氷水中で冷却したポッター型ホモジナイザ

表6血漿BAA分解能に対する加熱　　　一一V。，・．25M繍糖溶液9、meと1go組織腔入れ，
　　　　　およびEACAの騰　　　　、。％ホモジネ．，を作製した。このホ。ジネ．，齢

　　　　　　　　　測定1　測定2　平均値　　　却遠心機で4。Ci　4000r，P．m．，15分間遠心沈澱し，上

轍一柵入68・／・・68・／・・68・／・・清をとるて諜繍総鵬

6・°C，15頒熱　68　57　63　　i）BAA分簾
・ACA（1°－1M）　64　57　6°　　第1埣、（，）．、）で，藤。．，ne、。，かbり琳ホ。ジ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ネートO，Smeを加えて，同様に操作した。

…，その差f・・1・3・／・e　一く…すでに述べた・・．・ 狽V，第’_黙雛醐い，、鯛蹴て膵
蹴齪の羅範囲に近く・　lllleePtKとして講して　ホモジネ．ト。．，neを撒た。

も8％で低いので・加熱の影響があるとはし’えない・　　iii）F、b，i。分解能

・ACA抽斌藤の灘1坪均3°「／meで，鵬率　繍平灘用いて，第1章（，）一、、、）筋法で醗し

綱じく8・・8％とな朔らか醐害効黙みられない・た。鹸を瀞すると。ろ欝ホモジネ．，。．。3縦

　　3，小　　括
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　した。
P1・・mi・のBAA分解能は3　C・　U・までみと 笂U　　、。），A・NA辮倉旨

・・BAPNA分簾も゜・5　C・U・まで゜であり・「「yps’n @第1章（，）一、。）の燃で，鹸を隅モジネ．、に

・活幽澱がことなる・膵獄血漿のBAA頒　かnteだけでは鹸体力、醐して、、るため、。，41。m。

酵勲・熱の影獅うけない・またEACAの辮も　での齪力、できな、、．著都醐をとりのぞくため

うけない・　　　　　　　　　に，30％．Aceti、　acidのかわり｝・，15％T，i・hl・，。－

　　III　実験膵炎犬膵組織の蛋自分解能　　　　　　　　acetic　acid　lmeをくわえ，少くとも・30分以上室温に

附㈱・はBAA分購糊す・・ ﾕ縦1潔難鷺璽畿：、糀灘
し力蝋が，この酵素は予期販してウシT「ypsln @T，i。hl。，。ace、、，。，、d、，6畷更したので，。，yps、n

とは基質分瀦度がことなること醐ら力枇た・著　（NBC）を用いて胱度、．変化を及ぼすかどうか㈱

鵜器撒・宜懲驚黙身。盤鱗灘麟凝麗
かどうか鹸机た・　　　　　　膿低下をきte－9－。とをたしかめた．。嵯砒・1贈
　　　L　突験材料および方法

　　（1）莫験動物

　　i）オリー・ブ油注入群　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，

藍1撚入群　　　表715職欝づ1る3°％　　と
。・群。分けて，第璋、。述べ妨法で，雌鮒　・・yp…BAPN囎9ぎac、d　BA・NA・・5％・・A

い，轍24時間目｝・，ミソタ＿、レ麻酉1，・を施したのち，　γ／ne　O・D・（410mμ）　O・　D・（41°mμ）

心臓穿刺により約SOmeの空気を注入して殺した。ただ　　　　　5　　　　　0・075　　　　　　　0・070

ち｝・開腹し1膵体部の一継購し，以下に述べる方　　10　　°・152　　　0・143
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15　　　　　　　　　0．260　　　　　　　　　　　　　0，240
法によって，膵ホモジネートを作製した。これらの各
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表8　　　　膵ホモジネートのBAA．　Casein・Fibrin・BAPNA分解能

　　実験犬ノVo．　BAA分解能γ／m6　Casein分解能r／ne　Fibrin分解能mab　BAPNA分解能γ／ne

　　　　55　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　　　　　44　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　0

7｝一　　　　　56　　　　　　　　　17　　　　　　　　　　　　　　24　　　　　　　　　　　　　163　　　　　　　　　　　　　　　0

1　57　7。　　　34　　　45　　　°
ブ22　15　　12　　25　　⇔挫　64　19　　67　　138　　・
入70　4　　60　 210　　0群　　一一一一一一一一一．一．一一一一・t　　　　　　　　　－・．．．．一‘一一’一一tmt’mhww”ww　　　　　　－一一　｝．rt

　　　三1乙　　　　均　　　　　　36　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　　113　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　62　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　64　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　0

生65　0　　35　 335　　〔｝
条　・・　…　　　2　　2・7　　。
君…　　　　68　　　　　　　　42　　　　　　　　　　　　88　　　　　　　　　　　．217　　　　　　　　　　　　　｛｝

森一．．盤　　　1邑一＿　　　1°？＿　　＿一至1＿．　　　°．　tt

／STL　　　均　　　　　19　　　　　　　　　　　　　66　　　　　　　　　　　　　210　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　42　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　24　　　　　　　　　　　　　21　　　　　　　　　　　　　0

無　72　　12　　　　18　　　　0　　　　0
処　　　　　73　　　　　　　　　19　　　　　　　　　　　　　22　　　　　　　　　　　　　42　　　　　　　　　　　　　　0

1巌　　　　　 74　　　　　　　　　17　　　　　　　　　　　　　　78　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　0

群　　一一　　．．　　一一一一一一一一一一一一一一　　一　’．一・一．一一一一一一　　　　　　　　　一一一一一一一一一

　　　平均　14　　35　　15　　
0

少いので，標準曲線を各測定ごとに作成して，被検　　　無処置対照群の酵素活性は測定値のばらつきが大き

膵ホモジネートの活性単位を求めた。また吸光度は　　　い。すなわちFibrin分解能は0～42励と開いており，

Trich！oroacetic　acidを加えてから，30分放置後濾過　　　膵ホモジネートの作製過程ならびに測定中の活性化

し，ただちに測定した。　　　　　　　　　　　　　　　が，それぞれの例において異なることを示していると

　　　　2・成績　　　　　　　思われる。しかし組織中に含まれているTrypsinO－
　（1）無処羅対照群・表8に示すように，対照群の　　　gen，　Chymotrypsinogenをはじめとする諸酵素の単純

　BAA分解能は8γ加6～19γ／溜の間にあり，平均14　　な活性化のみによるとすれば，37°C，18時間も艀置

γ／meであった。　casein分解能は・18γ加6～78γ／neで・　　すれば，全例にFibrin分解能の出現をみてもよいと

平均35γ／meであった。　Fibrin分解能は活性の全くみ　　　考えられる。したがって活性化機序とInhibitor系の

られない例・活性の高い例があり1一定の傾向がみら　　活性阻止の機序が複雑に働いている結果と推論した。

れなかった。BAPNA分解能は全例で全くみとめら　　　穿リーブ油膵炎群ではBAA，　Casein，　Fibrin分解

れなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　能が全くみられない例はなく，無処置対照に比して活

　（2）　生食水注入群　　　　　　　　　　　　　　　　　性の増加がみとめられる。

　BAA分解能は表8に示すように平均19　r／meであ　　　　生食水注入対照群は，無処置対照群に比してCase一

り，Casein分解能は35～102γ／me・平均66γ／紹と高い　　　in、　Fibrin分解能が高い。このことは生食水注入に

活性をしめした。Fibrln分鯉能はO～335γ／紹で活性　　　よっても，オリーブ油膵炎群と同じように，膵組織中

0の例がみられた・　　　　　　　　　　　　　　　　に酵素活性の上昇，ならびに諸操作の過程における活

　（3）オリt・一ブ油注入群　　　　　　　　　　　　　性化されやすい傾向がみられるためと考えられる。

　BAA分解能は表に示すように4r／認～70γ／紹に分　　　　以上より膵組織には，　Casein，　Fibrin分解酵素，

散しており，平均36γ／？neであった。　CaSein分解能は　　　BAA分解酵素が含まれており，無処置対照群の膵ホ

12γ／ne～67γ／ne，平均40r／認であった。　Fibrin分解　．モジネートでは，これら酵素の活性化がおこり，BAA，

能は25励一210励で，活性が全くみとめられない例は　　　Casein，　Fibrin分解能として測定された。オリーブ

なかった。BAPNA分解能は金例で0であった。　　　　　汕注入群では，　BAA，　Fibrin，　Casein分解能が，無

　　　　3．小括および考按　　　　　　　　　　　　処罎対照に比して高値を示し，（1）膵炎にょる酵素の
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語性化・（2）膵炎により測定操作中・活性化されやす　　　　表10　膵炎犬膵ホモジネ＿5のFibrin分解

い状態になる，などの要因が考えられた。BAPNA分　　　　　　能に対するEACAの影響

解能離くみとめられなか・燦劉よ蹴がある・こ　EACA　S、、。d、，，IP1、，e　H，a，，dPl。te

・鰍で検討・たい・　　　　轄、、r禰一…班一癖編
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10『z　　　232　　　225　　　228　　　175　　　156　　　165

　　1V　膵炎犬膵ホモジネートのFibrln分解能に　　　10－2　247　232　249　189　100　142

　　　対するEAOA，　AMCHAの影響　　　　　　　　10－B　263　247　255　263　247　255

獅章においてlnL漿BAA分解台雛対するEACA　C°・t・°1247228237189169179
の影響を検討したが，問様の方法を用い，Fibrinを

基質として・EACAI　AMCHAの阻害作用について　　　　　3，　小　　括

検討をカ11えた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　膵炎犬膵ホモジネー1・のFlbrin分解能にたいして，

　　1．実験材料および方法　　　　　　　　　　　　　AMCHA，　EACAの阻害効果はみとめられない。した

　（1）膵炎犬膵ホモジネート　　　　　　　　　　　　がってFibrin分解に関与する諸酵素のうちPlasmin

第皿章（1）および（2）の方法にしたがい作製した膵ホモ　　　の活性はみとめられない。

ジネートを用いた。

　（2）EACA，　AMCHA含有フィブVソ平板70）　　　　　　V　膵炎犬膵ホモジネートのDEAEセルロm”

EACA慰びAMCHA（第一縢）糸、芭未を，　EACA　　スカラム［こよる翻

、10－・M～10－t・M，AMCHA・10－sMの最終濃度とな　期章で1嘩獄1瞭はBAA分解能を示づ鯛藤始

るようにFib，i。・9・。溶液蜘え，　Thr・mbi・を断　んでいることをたしかめ，第騨において・膵月「モジ

して騨轍を綴した．加熱轍佛1章（・）－iii）　ネート収BAA・Casein，　Fib「in分解能を示す螺

。しttカ・。て，　EA・A，・M・HA力Pntva，1・2R平板を繍　が含勲ていること擁処た・血漿中のBAA分解

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　能を示す酵素と同じ態度を那す酵素を，膵ホモジネィ
して作製した・　　　　　　　、から艦しようとして以下の杉謝輔。た。

（3）測定法 @　　　　．　1談験洲お・び方法
EACA，　AMCHA鱒えて1・M　［“．ilさせた騨フ・フ @（、）膵獄膵，，モジネ．、

リソ平齢よび，加熱フ・ブリン平板上｝こ・膵ホモジ　第1章の（2）の方灘より，オリーブ灘獄をつく

ネート・’・・3紹輔下し’37°C・塒間鷹・溶縮の　り，剃章（2）にしたカ1。て，膵ホモジネートを作製し

面積をもって，活性をあらわした。また阻害剤を含ま　　た。膵ホモジネートSmeをStarting　Phospl逸ate　buffer

ない標準，加熱平板の活性を求めて対照とした。　　　　　（PH6，5，0．005M）に一夜，4。　Cで透析してカラムにか

　　2・成　　績　　　　　　　　　　　　　　　　　けた。

　AMCHA　10”’BMを加えた加熱平板での活性は平均　　　　（2）DEAEセルロ・一一・7，カラムの調整

161痂で，対照の平均152励との1湖に差をみとめない。　　　DEAEセルPt　一ス（Brown，1．10meq／9）を水で膨

また10－1M～10－8MのEACAを標準・加熱平板に加　　　潤させてのち，再蒸水および1N　NaOHで繰返し洗

えたさいにも，対照と有意の差をみとめなかった。し　浄した。ついで0．005M　KH2POdでpHを調整，再

たがって，膵炎犬膵ホモジネートのFibrin分解能は　　　ぴ再蒸溜水で洗いStarting　phosPhate　bufferを3カ

AMCHA，　EACAにょって影響をうけなかった。　　　　　ラムレングス流して平衡化させた。ついで20×250nvn

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のカラムに充填した。

表9膵獄膵ホモジネ．，の，・b，・。ク｝綿闘　　（3）瀦の鰭4°）

　　　するAMCHA，　EACAの影響（加熱平板上）　　　　溶出は塩濃度勾配をかけて行った。すなわち，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Starting　phosphate　bufferを流し，　Cationic　protein
．．対照AMqHA（1°m8M）EACA（i°　u’M）　統分｝。溶出せしめてカ、ら，S・、，ti。g　Ph。・ph、t，　b。f．

Ne、55　100励　　　136imh　　　　130nvh　　　　ferを入れる14の広ロビソとO，4M　Phosphate　buf－

N°・56　163　　　　138　　　　　】28　　　　　　fer　1．4を入れるビンをビニール管でむすび，　Starting

No・64　138　　　　190　　　　　140　　　　　phosphate　bufferの入ったビン（混合槽）の下に，

．里21°　－182　＿一一．璽L．．一　ザネチ。・ス・ラー齢き，よく飾せしめながら．

平均　　152　　　　161　　　　　152　　　　　　魔濃度勾配をつくり，Anionic　Pr。teinの’溶出を行っ
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図4．　膵炎犬膵ホモジネートのDEAE一セルロースカラムクロマトグラフ

た。溶出は24紹／hrの流速で行い，分各画は4彫とし　　　　（1）BAPNA

た。灘腋蜘よ齢槽の液蚤の～もを越えないように注　　BAPNA（S量9ma）をT・i・　b・ffer（pH　8・2・0・°5M）

意した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　にとかし，10MSM溶液として第1章（4）－iv）にしたが

　　（4）蛋白濃度の測定　　　　　　　　　って測定した。

　日立分光々度計139型を用い280mμで吸光度を測定　　　　（2）Trypsin

L，その値をもって蛋白濃度にかえた。　　　　　持田製薬の製品で，塩類を含まないT・yp・i・を使

　　　2．成績　　　　　　　 用した。

　図4にみるように，Cationic　proteinの山とAnionic　　　　（3）膵炎犬膵ホモジネートの作製

preteinの1⊥1に大きくわけられ，それぞれの1」」は，さ　　　第皿章（2）の方法にしたがった。

らに3つと4っのピークに分けられた。前の山には　　　　　Z　膵炎犬膵ホモジネ・・一トおよび膵液の

BAA分解能をみとめるがFibrin分解能が全くみと　　　　　　Ent－erokinase活性化によるBAPNA分解

められなかった。後の山には，BAA分解能とFibrin　　　　　　能の変化

分解能がみとめられた。　　　　　　　　　　　　　　　表11に示すようにEnterokinase活性化により，膵ホ

　　　3・小　　括　　　　　　　　　　　　　　　モジネートのBAPNA分解能が鵬現する。　Entero－

　DEAEセルロースカラムにより膵炎犬膵ホモジネ　　　kinaseにはBAPNA分解能がみられない。したがっ

一bを分画し，Anionlc　proteinに属するピークに　　て，膵炎犬膵ホモジネート中には，　Trypsinogenが

BAA分朧とFib・i・分雛をみとめ・Cati°nic @含まれており，　E。・，，・kina・e｝・より灘化されて，

P・…1・に鞘す紛隊は・BAA分縦を示し　BAPNA分簾を示す。とがわか。た．膵灘ついて
F’b・’・分解朧しめさないピークをみも後都血　も表、。示すように。。、er。、・na、。、。より灘化さ2・，

漿BAA分騰素纐似した分鷹度を乱た・ @BA，NA分襯がみられた．

　　　　VI　BAPNAに関する2，3の検討

　策皿章においてすでに指摘したようにIBAPNAは　　　表IG　Enterokinase活性化による膵炎犬膵ホモ

他のCasein，　Fibrin，　BAA基質とは，被分解性にお　　　　　　　ジネー・一トのBAPNA分解能

いて粁態度をことにしている・とく1こ膵獄脇モ　　　　　BAPNA分解能OD．（41。mμ）
ジネートはCasein，　Fibrin，　BAA分解能を示すが，　　　　　　　　一一．　　　　　　　　　　　　　－

BAPNA辮能がみられない．そ・で，イ・膵灘よ　1）邦鞍犬膵ホモジネート　　゜・°°5

び榊モジネー・を…。・・k・na・・で灘化したさ・’s　2）讐諜査蕪ネ→　　…72

にBApNA活性を示すかどうか・またイヌにウシ　・』3）膵液＋Enterokinase　　　　　　O．300
’　Trypsinを静注したさいにBAPNA分解能を測定し　　　4）Enterokinase　　　　　　　　　O．002

　うるかどうかを検討した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（0．2％Enterokinase　O．1m6加え

　　　L　方法および材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37°C．1時間，贈置）
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表12Trypsin静注のさいの血漿BAPNA分解能　　　　　3・Trypsin静注時の血漿BAPNA分解能の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変動
　　　　　　　　　　BAPNA分解能O，D．（410mμ）
．．一一＿　　　　　　　一一一一　　　　　　　　　雑種成犬に，Trypsin　20万単位を10分かけて，静
　　Vor・　　　　　　　　　0・OIO　　　　　　　　注し，経時的に採血，　BAPNA分解能を測定した。

　　　30’　　　　°・330　　　　　　成績
　　　6°’　　　°・127　　　　図5，表127。示すように，ウシT，y，，i。を翻…す
　　　90！　　　　　　　　　　　　　　　　0．052

　　　12。・　　　。．。6。　　　るさいには，BAPNA分解能を測定できた・融は急
　　　1501　　　　　　　　　0．018　　　　　　　　　激に減少し，300分では全くみとめられなかった。

　　　180’　　　O．　013　　　　4・小括
　　　300！　　　　　　　　0，003　　　　　　　　　BAPNA分解能は・イヌ膵ホモジネートをEnteroki－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　naseを用いて活性化するさいに出現した。　またウシ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Trypsinをイヌに静注すると，経時的に300分まで，

㌦　　　　　　　　BAPNA分解能を瀧できた・

VII総括ならびに考按

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　最近Column　chromatograPhyの応用により，ウ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　シ膵液41），ブタ，イヌの膵液42），アヒル膵組織水解物

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘13）より，Trypsinogen，　Procarboxypeptidase　A，　B，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chymotrypsinogen　A，　B，　Elastaseなどの蛋白分解
Etef　6°’12°’．．　3・・’耐・・　醐を雅する。と、．成功し，鮫学的綱定…をカ。

図5，Trypsin静注による血漿BAPNA分解能の　　　えて，膵液成分とZymogen　granuleとが同一の酵
　　経時的変動

／m

　　　　　　　　　　biliopankreat・
Pankreasgang二　　　　　　　　Reflux

metaplasien　　　　　　　　toxischeWirkung　der
R‘ch　u”d　D”ff）＼　　　　　　　　　　GalTen5alze

hamatogen　　　　　Stauung’

wirkung’　　　　Parenchymzerstorung

　　Arteritis

　　　　　・，yp、i，at，i，i，，u噌

bd・・〆 @Bl、1、，，＼N，k，。se　　　　　　・

Lipaseaktivieru．ng’

durch　Gallensalze

Steatonekrose

図6．　　　　　　Pathogenetisclle　M6glichkeiten　bei　alくuter　Pankreasllekrose
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素組成44）45）をもっていることが明らかにされた。また　　　め・Nemir2s）・Butin27）・Vartioらは膵炎・膵癌に特徴

膵組織そのものについて，Anti－chymotrypsinogen，　　的な変化をみとめなかった。同一基質についても成績

Anti－clesoxyribonuclease，　Anti－・carboxypeptidase　　がまちまちであるが，これは臨床例で発症より測定ま

1血L清を用いて，細胞内の職粒に酵素の局在がたしかめ　　　での期間が一定しないこと，Trypsin活性がかならず

られた46）。しかしながら，これらの酵素が急性膵炎に　　　しもAmylaSe・LipaSe活性とSF行しないことなどによ

おいてはたす役割｛こついては，いまだに直接的な証明　　　ると考えられた。BAA活性の上昇を報告したGullick

がえられていない。図6に示すように，急性膵炎の原　　　らの成績もNardiの報告ほど高くなく・対照のとり

悶は膵管系およびitE管系の障害，感染，栄養などが　　　方によっては・有意の差とは認めにくい場合のあるこ

関与すると考えられている。初期の研究では，胆道系　　　とも注目されている。Bergmann4e）らはTrypsinの

との関係が注El・LX・2to2），創拙l　l血d鱒炎の病蜘～，　E・t・・ase作用は・BAAなどのAmidase作用に比し

lfrt管の壊死t組織の壊死を中心とする出【血Lであるとし　　　て60倍強いことを報告していたが，　Flochら52）はこの

2）3），Trypsinによる自己消化が関与しているとする　　点を応用しBAEEを用いて膵炎9例・膵癌3例にっ

立場よ1），胆汁がTrypsinogen活性化をきたすので　　　いて，　TryPsinを測定し，正常者の平均32，42士4．6

はないかと考えられた。しかしWhite，　Magee8）によ　　micromoles／hr・に比し・膵炎，膵癌では25・15士4・6

り，胆汁，胆汁酸のTrypsinogen活｛生化は否定され　　　micromoles／hr．と低く，診断的価値はみとめなかっ

た。実験膵炎の検討では，高圧で膵管系に，種々の物　　た。しかしBrown53）は同じBAEEを用いt膵癌

質を注入すること47），膵管系の結紮とSecretinの静　　　急憾膵炎，慢性膵炎13例で，活性の上昇を報告した。

注48）など，膵管系の破綻をきたす操作により，膵炎を　　　またBAEEよりさらに分解されやすいかToluen¢一

起しうる二とより，（1）膵管系の破綻による間質への酵　　　sulfonyレレargilline　methyl　ester（TAME）を用い

素の逸脱2）13），（2）膵外分泌細胞の障害と細胞内蛋白分　　　た検討でもSiege五manら54）は活性の上昇を，　Butin27）

解酵素の活性化により2）14），膵炎が発生すると推定さ　　　は有意の上昇はないと報告した。どの報告でもEste一

れている。しかしながら実験膵炎の膵組織についてlilj：　　rase活性は正常血清中にみとめられているため，活

接，Trypsin活性を証明しようとしたBeckら7）は，　　　性の変動を意1朱づけることが困難である。また一方1

明らかなTrypsin活性をみとめず，　Trypsinogen含　　　EsterであるBAEE・TAMEともにPlasminの基

有鍛の減少もみとめなかった。ヒト膵炎の血中Try一　　質であり59）・Amideに比して特異性の点でも劣って

psinはNardi25）により，膵炎，膵癌に著明な上昇　　　いるvしたがってPeptide基質の方が優れていると

をみると報告されたが，Gullick28）の成績を除けば，　　云えよう。

Nemir26），　Butin27）ら1よ明らかなTrypsin活性の上昇　　　　BAPNAはErlanger，　Kokowsky＆Cohen34）によ

をみとめなかった。Cのような成績の不一致は，　　　り新しく合成されたTrypsinの基質である。Trypsin

Trypsin測定の困難なことが大きな原因であり，この　　　vcよりHydrQlysisをうけ、　P－・Nitroanilineの黄色を

困難は基質およびTrypsin阻害物質に関する測定上　　　呈する。　BAAの場合はAmide－1ysisによりNHaが

の問題に分けられよう。　　　　　　　　　　　　　　　　発生し，この微量定鼠の操作が複雑であるが・BAPNA

　Trypsinの基質は現在のところ、　Hetnoglobhn，　　　の場合は直接光電比色により定量できるため測定が簡

Casein，　Fibriロなどの蛋白暴質とBAAなどの合成　　　単で正確である。すでに示したようVC　Trypsin2．5　r～

基質が用いられている。蛋白基質は血中の各種蛋白分　　　30γの範囲で直線を示し，Erlangerら34）のKinetic

解酵素により分解されるため，特異性に乏しい。この　　　studyた｝よるとBAPNA：Km（M×10s）O，939，　ks

点を解決するために，合成基質が広く応用されるよう　　　0．611，BAAζKm（Mx103）2、1，　kts　O．18でありBAA

になった。この基質の一一一つであるBAAはBergmann　　より分解をうけやすい。至適pHは8．1附近にあり，

ら（1939）49）により，TryPsin基質として導入された。　　BAAと大きな差はない。　BAPNA分解酵素に関す

またSangerら50）は，　TrypsinがLysine，　Arginine　　る検討では，　Papainによって分解されることが，指

の関与するPeptideを切断することを明らかにした。　　摘されている34）。われわれの検討ではPlasminによ

これらの研究を基礎にして，Nardiは始めてBAA基　　　っても分解された。

質を膵疾患の診断に応用し，膵炎，膵癌患看血清に　　　　薯者はTrypsinを測定するためには・Proteinase

BAA分解能の上昇をみとめ，この活性をTrypsinに　　　とくにEndopeptidaseとしても活性を測定しなけれ

よるとして臨床的有用性を強調した。その後の追試で　　　ばならず，したがってBAA分解能l　BAEE分解能

Gullick28）は膵炎のみで軽度のBAA活性上昇をみと　　のみの測定では不充分である点に注目し，同一一pt体を
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BAA，　BAPNA，　Casein，　Fibrinを用いて検討した。　　　しTrypsi　nとは至適pHが5・3とより酸性で・SH化

ウシTrypsin（NBC）を基準として，この2．5γ～30？’ @　合物により活性化され，　IodQacetamideで阻害される

がBAA，　BAPNA，　Casein，　Fibrinを用いて検出し　　　点に差異がみられる。著者はこの点について検討を行

うる・とをたしかめた・分解能をT・yl・si・（NBC）の　・ていないので・こに用いた四つの顯｝こ対す紛解

rfndにょって表示した。　　　　　　　　　　　　　　　態度のみでは区別できないことを述べるにとどめた

オリーブ油注入実験膵炎犬血漿のBAA分解能は上昇　　　いa

をみたが，Fibrin，　BAPNA分解能は全くみとめられ　　　　ThrombinはPr。thrombi　nとして生理的に血中に

ず，Casein分解能は低くかった。したがってAmidase　　存在する酵素である。Tl・rombinがProteolytic

としての活性に比してProteinase活性が低いといえ　　　activityを有することは，　Fib「inogen，　Casein・β一

よう．BAA分解能V・関してeよ・荒木56），細57）の胆　Iact・gl°b・li・，　G・1・ti・を使ってたしかめられてい

汁注入にょる実験的膵障害で成績と一致するが，　　　る。合成基質に対する分解能はSherry，　Trollら30）が

BApNA分解能の変動については報告がない・Casei・　BAA・BAEEをこついてたしかめた・Thr・mbinの

分解能｝こついてはRushらユo）が，血清Euglobulin分　　　BAA分解能はTAME，　BAEEなどのEste「ase活

酢ついて，膵炎のさい？・活性の上昇をみとめている　1生｝・比して著しく低い3°’・Sh…yら3°め測定では250

が，この活性はPlasmin，　Plasminogenによると考え　　unitsという大量のThrombinを用い，2hrのIncu一

る方が妥当であろう。教室の市川はフイブリン平板法　　bation　timeでかろうじて活性をみとめている。松岡

ωで，煎L漿には活性をみとめず，Euglebulin分画を　　　ら60）は家兎にThrombin　125unitsを耳静脈より注射

用いたEuglobulin　lysis　timeによっても64），術後　　　し，全例激しい醜攣を起して死亡したとのべている。

4S時間ではかえって活性の低下をみた。このように　　　実験膵炎の凝固能は報告者により成績が一致してい

Proteinを基質とした場合には明らかな活性の上昇を　　　ないが，最近の成績では術後より数時間後までは

証明することができない点は注Eiすべきであろう。　　　Prothrombin時間，凝固日寺間の短縮があり，48時間

　緒言においてすでに述べたように，BAA分解能を　　　以後は正常ないし延長を示すとされている・これらの

示す酵素はTrypsin以外にPlasmin・Cathepsin　B・　　蕪実を考えあわせると，急性膵炎の血漿にあらわれる

Thrombinが記載されている。　Plasminは生理的に，　　　BAA分解能がl　Thrombinによるとは考えにくい。

Plasminogenとして血中に存在すること，合成基質　　　最後にTrypsi　nがBAA分解能を示すと考えるな

TAME，　BAEE24）50）を分解でぎるため，古くよりBAA　　　らば，そしてまたその可能性が大きいと考えられる

分解酵素としてあげられていた。Trypsinとの異同に　　　が，何故に蛋白基質に対する活性が殆んどみられず・

っいては，Plasminが50～60°Cの加熱により不活挫　　　Amidaseとして合成基質に対する活性のみが測定さ

化されるのに比し，Trypshnは安定である37）。また　　　れるという分解能の解離が起りうるであろうか。この

最近，PlasminはPeptide分子中のLysyllysineと　　　点に関して二つの可能性が考えられる。第一には

ArginyltryPtophanのみしか分解せず，　BAAを水解　　　Trypsinが血中ですみやかに分解される過程におい

できないと報告されている59）。EACA，　AMCHAの影　　　て・基質との結合性に変化をきたしてくる場合であり・

響についても岡本らによりTrypsinのFibrin分解　　　第二にはTrypsin－Trypsin　inhibitor結合により・

能は全く阻害しないと報告されている70）。著者はBAA　　　Trypsinと基質の結合性に変化をきたす可能である。

分解酵素にFibrin分解能がみとめられないこと，60°　　節一の場合には，　Trypsinより分子最の小さい活性

C，15分の加熱に耐性を示すことを明らかにした。ま　　体が存在するかどうかが問題である。’1”rypsi　ilにょる

たPlasminは少くとも3　C，　U・すなわちTryPsin　30r　　S　一・　Su1Photrypsi・ユogenの分解に関しては，　Try1〕sin

に相当する量までは，BAA分解能をみなかった。も　　の構造決定の過程で，　Lysine，　Arginineの関与する

しこのBAA分解能がPlasminによるとすれば，　　PePtide結合が切断され，アミノ酸2コのDiPePtide

Fibrin分解能，　Casein分解能がみられないことが説　　　から26コのPolypeptideまで分離・精製されている

明できない。これらの事実より膵炎犬血漿のBAA酵　　　65）。このような小分子のPolypeptideに酵索活1‘kが

素はPlasminではないと結論した。　　　　　　　　　　あるとは考え．られない。したがってTrypsinにょる

　細胞内の蛋白分解酵素であるCathepsinBはもと　　　Trypsin，　Trypsinogenに分解がLysine・Arginine

もとTrypsinとの類似性より分類命名されているの　　　の関与するPeptideに平等に作用しているとすれば・

で，BAA，　BAEEを分解し，　casein，　Fibrin分解能　　　この作用を妨げ，活性中心を残し，他の部分のPoly一

を示し，Trypsinと同じ基質分解能を有する。しか　　　peptideのみを切断しなければならず・蛋白又は
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る。Hessら66）はTrypsinの自己分解を行わせ，　it・Pフ　　　により分画し，　Cationic　proteinに属する前の部分に

アンチューブに対する透過性より，通常知られてい　　BAA分解能を有し，　Fibrin分解能のない分画を証明

るTrypsi11より小分子壁の酵素活性を示すMinOr　　した。この分画に含まれる酵素（またわ酵素群）は膵

Enzymeの存在を推定し，不活性の蛋白を，　Trypsin　　炎犬血漿BAA酵素と似た性質を示しているので，本

白己分解反応系に入れるとこのMinOr　Enzymeの量　　　酵素が血中に逸脱したと考えたい。

が多くなると報告したが，上に述べた推論をうらづけ　　　　以上案験膵炎犬血漿および膵組織のBAA分解能を

る成績と考えられる。　　　　　　　　　　　　　　　　示す酵素を中心に検討を加えた。とくにPlaSmin

　第二の可能性は，Trypsin　inhibitorとの結合によ　　　Thrombinの関与を否定し・Nardiらの主張すること

り蛋白基質とBAAの分解能に差を生ずる場合であ　　　くBAA分解酵素すなわちTrypsinとはいえない点

る。膵炎で血中に逸脱するTryPs玉nはすみやかに分　　　を強調したい。　Trypsin測定法にかんして，　BAPNA

解されると同晦に，血中に大量存在するTrypsin　　を応用する利点を述べ2，3の基礎的問題についても検

inhibitorと結合して活性を失ない運搬される。最近　　　討した。

旭G7）は抗Trypsin抗体による検討で，　CaSein分解能

はきわめて阻害をうけやすいが，BAA分郷能は阻害　　　　　　　　　　　結　　語

されにくいと報告している。またHaverback2i）らの成　　　実験膵炎犬を作製し・血漿および膵組織について・

績ではα2－globulin分画のAntitrypsinと結合した　　　BAA，　BAPNA・Casein・Fibrin［を用いて分解能を

Trypsinに，ある基質に対する分解能がみられたと　　測定した。また血漿および組織のBAA・Fibrin分

いう。このような事実はTrypsinとAntitrypsin結　　　解酵素について，加熱，　Plasmin阻害剤の影響を検討。

含体に螢白基質と合成基質に対する分解能の解離が存　　　膵組織ホモジネートのDEAEセルロース分画にっい

在するという推論を麦持すると考えられる。以上膵　　　てBAA，　Fibrin分解能を測定し次の結果をえた。

炎血漿にみられるBAA分解酵素について，とくに　　　　1・膵炎犬血漿BAA分解能は，術後24時間に上昇

Trypsinの関与について二つの可能性を述べたが，　　　したが・Fibrin，　BAPNA分解能は全くみられず，

これらの点に関してはさらに検討を要するので，ここ　　Casein分解能は著しく低かった。

では推論と可能性を指摘するにとどめたい。　　　　　　　2・膵炎犬血漿のAntitrypsin活性は一定の傾向

　血漿中のBAA分解酵素に対して，膵組織ホモジネ　　　をみなかった。

・一・ gの酵素活性はオリーブ油，生食水，無処澱群で，　　　　3．Plasmin（ミドリ十字製）は3　Casein　unitsま

BAA，　Casein，　Fibrin分解能がみられた。このこと　　　でBAA分解能をみなかった。

は膵ホモジネート作製および測定の過程での活性化を　　　　4．膵炎犬血漿BAA分解能は60°C，15分のカll熱，

示すと考えられるが，膵炎の存する場合の方がより　　EACAの影響を受けなかった。

活性化されやすいといえよう。一方BAPNA分解　　　　5・膵炎犬膵ホモジネ・一一トはBAA，　Casein，　Fibrin

能は全くみとめられないのが特微駒である。膵ホ　　分解能を示した。

モジネー一トにEnterokinaseを加えて艀置すると，　　　　6．幽膵炎犬膵ホモジネー一トのFibrin分解能は60°C

BAPNA分解能が出現することより，ホモジネート中　　　15分の加熱，　EACA，　AMCHAの影響をうけなかっ

にTrypsinQgenが存在し，　TryPsinに転化するこ　　　た。

とがわかる。したがってウシTrypsin型のFree　　　7．膵炎犬膵ホモジネートにEnterokinaSe加えて

TrypsinはBAA分解酵素として関与していないと　　　鱒澄するとBAPNA分解能が発現した。

いえよう。Trol16s），　Eisenhartら6D）は膵障害時の膵ホモ　　　8．膵炎犬膵ホモジネートのDEAEセルロ　・一スカ

ジネートにTrypsin活性をみとめたと報告している　　　ム分画で，1血漿中にみられるBAA分解酵素と似た茎

が，BAA分解能，　AZOCaSein分解能の」二昇をもって　　　質分解態度を示す酵素（または酵素群）がみられた。

ただちにTryps　in活性とするには聞題がある。この　　　9・　ウシTrypsinをイヌに静注したさいには，30⑪

点でWilligら16）のいうProteolytischen　Restakしivi戯t　　分まで，　BAPNA分解能を検出できた・

の関与を支持したい。この酵素はBAPNA分解能が　　　　以上より実験膵炎犬血漿にはBAA分解酵素がみら

なく，Azocasein分解能を掬し，中性領域で活｛生を　　　れるが，本酵素はウシTrypsinとことなり・Plasnii皿

有するとされているが，まだ分離，精製には成功して　　　とも区別された。また血漿BAA分解酵索が膵組織に

いない。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　由来する可能性を指摘した。
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