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緒 言

肝疾患時における血清諸酵素変動が各種肝病態と

密接な関係をもつことは明らかであるが,現 在なお

その詳細は明らかでない.著 者は第1編 において,

四塩化炭素投与ラットについて肝細胞上清および ミ

トコンドリア局在glutamic oxalacetic transaminase

 (GOT)を 分画測定すると同時に,同 血清GOTの 電

気泳動分析を行ない,更 に各種肝疾患患者血清GOT

について検討した結果,CCl4投 与 ラットでは肝組織

にほとんど光学顕微鏡的変化を認 め ない早期 よ り

GOT, GPTの 血 中遊出があり,肝 細胞障害極期には

mitochondrial GOT (mit-GOT)の 血 中出現を認めた,

また急性肝炎患者について も,そ の極期には上清局

在GOT(sup-GOT)と と もにmit-GOTの 血中出現

を確認したが,一 方肝硬変症患者血清については,

そのGOT活 性 の上昇はsup-GOTの 血 中遊出のみ

によるものと認められた.こ れ らのことから,肝 酵

素の血中遊出機構は,肝 病態の差異により一様でな

いことが推定され,と くにその細胞内局在との関係

が注 目された.

そ こで,本 研究は, GOT, glutamic pyruvic trane

aminase (GPT), isocitric dehydrogenase (1CD)お よ

びglutamic dehydrogerase (GLD)の4種 酵素 につ

いて肝細胞内分布を検討するとともに,各 種肝病態

におけるこれら酵素の血中活性変動を追求 し,酵 素

の肝細胞内分布の差異にともなう血中遊出動態に検

討を加えた.

研究材料及び方法

1) 研 究材料

実験動物には150g前 後のラットを用いた.無 処

置ラット5匹 を対照群とし,実 験的肝障害には25%

CCl4オ リーブ油を体重毎100g 0.2mlあ て 経口投

与 し,以 後3, 6, 12, 24お よび48時 間 目にそれぞ

れ5匹 ずつ瀉血屠殺 し,す みやかに血清および肝組

織を採取し,以 後の実験材料とした.

臨床例は当教室入院患者で,一 部急性肝炎例を除

き,す べて腹腔鏡直視下肝生検によつて診断が確認

された急性肝炎9例,慢 性肝炎24例,肝 硬変11例

および肝内胆汁うつ滞5例 であり,そ れぞれの患者

血清が各酵素活性測定に用いられた.な お,肝 細胞

内酵素分布の測定に用いられたヒ-ト肝は,当 大学外

科教室の好意により非肝疾患患者の手術時に得たも

のである.

2) 肝 細胞分画法

0.25M sucrose (pH 7.4に 調 製)を 用 い,ま ず ラ

ッ ト肝 は10%,ヒ ト肝 は1～10%のhomogenateを

作 製 し,遠 心 分 離 法 に よ つ て 肝 細 胞 の 分 画 を お こな

つ た.

3) 酵 素 活 性 測 定 法

GOT, GPTはReitman-Frankel法1)に よ り測 定 し

た が, DEAE-cellulose column chromatography溶 出

液 に つ い て はKarmen法2)を 用 い て 測 定 し た. 1CD

はBowers3), GLDはOlson4)ら の 記 載 に ほ ぼ準 じ,

表1に 示 す 如 き それ ぞ れ の反 応 系 に よ つ て 測 定 し

た.肝 ミ トコ ン ドリアATrPase活 性 の 測 定 はReckna

gelら の 方 法5)を 用 い, 2, 4-dinitrophenol (DNP)

お よ びMg++で それ ぞ れ 活 性 化 され るATrPase活

性 を 測 定 し,こ の両 者 の活 性 比 の 推 移 を ミ トコ ン ド

リァ傷 害 の 指 標 と した.な お,以 上 の 諸 酵 素 活 性 の

測定 は す べ て37℃ で お こ なつ た.
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表1　 Assay Systems

* 0 .01M MnCl2, 0.15M NaCl, 0.1M Tria・HCl

 (pH7.5)を5:2:15の 割 合 に 混 ず

** blankに は α-Ketoglutaric acidを 除 い た も の

を 用 い た

4) 蛋 白定 量 法

Folin-CiocalteauのLowry変 法6)を 用 い た.

5) ミ トコ ン ドリァ破 壊 法

試 料 を 凍 結 融 解 した後 に,さ らに音 波処 理(10K

C7分)を お こな つ た.

6) GOT-isozymeの 分 画 法

DEAE-cellulose column chromatogrphyを 用 いて 肝

お よ び 血 清GOTの 分 画 を お こな つ た. 2×20cmの

DEAE-cellulose columnを 作 製 し, 0.005M, pH 7.0

 phosphate bufferで カ ラ ム平 衡 を お こ な つ た.試 料

と し て の 肝homogenateあ る い は 血 清 は,予 め

sephadex (G-25)に よ りゲ ル濾 過 した もの を 使 用 し

た.溶 出 は氷 室 で,ほ ぼ 勝 沼 らの 記 載 の に準 じ,そ

れ ぞ れ0.005M, 0.1M,お よ び0.3M phosphate

 bufferに よ る段 階 式 が 用 い られ, 1時 問 約30～50ml

の 流 速 で 溶 出 し5mlず つ分 取 した.血 清 中mit-GOT

の 同 定 はchromatography分 画 後,さ らに そ の酵 素

学 的 特 性 の検 討 に よ り,す な わ ち肝 上 清 お よ び ミ ト

コ ン ド リアGOTそ れ ぞ れ のkmの 差 を利 用 して 確

認 した.

成 績

1) 各酵素の肝細胞内分布

非肝疾患患者の手術時に得たヒ ト肝および無処置

ラット肝のhomogenateを 遠心分離法により分画し,

細胞各分画中の各酵素活性を測定 した結果を一括し

て表2に 示 した.活 性分布は各分画活性値の総和に

対する百分比で,か つそれぞれ5例 の平均値として

示 されている.ヒ ト肝およびラット肝ともに,そ の

主要分布が細胞上清にみ られるものはICD, GPT,

次 いでGOTで あ り,ミ トコンドリア分画にみられ

るものはGLDお よびGOTの 一 部である.こ の成

績は従来の報告8)と もほぼ一致する.

表2　 酵素の肝細胞内分布(5例 平均値)

2) CCl4急 性肝障害ラットにおける血清 および

肝内各酵素活性の経時的変動

肝細胞内局在を異にするこれら酵素の血中遊出動

態をまず実験動物を用いて検討するために, CCla経

口投与による急性肝障害ラットの血清および肝につ

いて各酵素活性を経時的に測定 し,肝 の光学顕微鏡

的変化と対比 した.図1に みる如 く,光 学顕微鏡的

に細胞壊死を認あない早期の3～6時 間目に既 に

ICD, GPT, GOTな どの上清局在酵素の一様の活性

上昇傾向がみ られ るが,ミ トコンドリア局在酵素

GLD, mit-GOTの 血中出現は全 く認められず,ま た

ミトコンドリア障害の一指標とみなしうるミトコン

ドリアのDNP-ATPase活 性のMg++ ATPase活 性

に対する比率も無処置対照肝のそれと有意の変動を

みない. 12～48時 間 目の著明な肝小葉中心性壊死を

示す時期には,上 清分布酵素およびミトコンドリア
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分布酵素ともに肝での活性低下に対応 して,血 中に

顕著な活性上昇peakを 示 し,そ れと平行 して ミト

コンドリアのATPase活 性 比は対照肝のそれに比 し

顕著な推移(比 率の逆転)を みており,明 らかなミ

トコンドリアの障害が推定 された. 48時 間 目の血清

GOTのDEAF-celluloseカ ラムクロマ トグラムは図

2に 示す如 くで, mit-GOTの 出現をみる.

図1　 急性CCl4障 害 ラットの肝および

血清酵素活性の経時的変動

図2　 DEAE-Celluloseカ ラム ク ロ マ トグ ラム

(ラ ッ ト血 清:CCl4投 与 後48時 間 目)

3) 肝疾患各病態における各酵素の血中パターン

各酵素活性は同一患者血清についてはできる限り

同時に測定 したが,各 酵素活性値相互の比較を容易

にするために,図3,図4に 示す如 くトランスア ミ

ナーゼ活性正常上限値を基準 にICD, GLD活 性 を

それぞれ換算し,す べて比較的な活性値として表現

した.急 性肝炎時の酵素パ ターン(図3,下 端)は

概 して上清局在酵素の顕著な血中上昇が特徴的であ

るが,同 時に ミトコン ドリア局在酵素の血中上昇を

も伴なう傾向にあり,と くに極期には各局在酵素の

一様な上昇傾向が特異的であつた.こ れはCCl4投

与 ラットの12～48時 間 目の血清のそれとほぼ類似し

た.慢 性肝炎で トランスア ミナーゼ活性の波状的変

図3　 肝疾患各病態における血清酵素パターン(1)

図4　肝疾患各病態における血清酵素パターン(2)



1012　 佐 野 良 英

動を繰返す場合の顕著な上昇期では.(図3,中 央),

 GLDの 上 昇は上清局在酵素の上昇度に比 し比較的

軽度にとどまつた.

慢 性肝炎例で血清 トランスア ミナーゼ活性100単

位前後の上昇をかなり長期に持続する症例では(図

3,上 端),他 の上清分布酵素1CD活 性 も同程度に

軽度上昇がみられ,さ らに症例の多 くは軽微なが ら

GLD活 性 の上昇をともなつた.

肝硬変症で血清 トランスア ミナーぜ活性が軽度な

いし中等度に上昇を持続 している症例では,肝 炎の

場合にみられるGPT>GOTと は逆 に, GOT>GPT

が特徴的で あるが(図4,下 端),他 の 酵素パター

ンでも肝炎のそれとは全 く対称的であつた.す なわ

ち,上 清分布酵素の血中上昇程度に比 しミトコンド

リア局在GLDの 上昇が顕著であることが注目され

る.

また,中 毒性肝炎および原発性胆汁性肝硬変を含

む肝内胆汁うつ滞例 も(図4,上 端)肝 硬変症と類

似のパターンを示 し,上 清局在酵素の上昇度に比し

GLD活 性 の上昇が顕著であつた.

血 清 トランスアミナーゼ活性が正常範囲にある慢

性肝炎および肝硬変症では(図4,中 央)他 の各酵

素活性もほとんど正常範囲にあつた.

4) 肝 ミ トコンドリア局在酵素の血中遊出

肝 ミトコンドリア局在酵素としてはmit-GOT, GLD

を測定したが,ヒ ト血清中のmit-GOTに ついては前

述のCCl4投 与 ラット血清の場合と同様に, DEAE-

cellulose column chromatographyを 用 い て 分 離 同定

した.各 種 肝 疾 患 者 血 清 に つ い てGOT, mit. GOT,

 GLDを 同 時 に 測 定 し た 結 果 は表3に 示 す 如 くで あ

る. mit-GOTは,肝 炎 例 でGOT活 性801, 890, 940

単 位 を 示 す顕 著 な上 昇 期 に の み,そ れぞ れ 総 活 性 の

4.8%, 6.1%, 3.5%の 割 合 で 血 中 に検 出 され た.

この 時, GLD活 性 は そ れ ぞ れ244, 120, 250単 位

で,そ の 上 昇 度 は軽 微 で あ つ た.こ れ に 反 し, mit-

GOT血 中 出現 を全 例 に認 め な か つ た 肝 硬 変,肝 内

胆 汁 うつ 滞 例 に おい て,GLDの 血 中 上 昇 が 顕 著 で

あ つ た.

表3　 肝疾患時における ミトコンドリア局在酵素の

血清 レベル

総括ならびに考案

肝疾患時における血清酵素活性の変動機序の詳細

は現在必ずしも明らかではないが,一 般には1)障

害肝細胞よりの酵素の血中遊出, 2)酵 素の胆汁中

への排出障碍, 3)肝 細胞での酵素の生成異常など

の機序が重要視 されている.本 研究で選定 した4種

の肝分布酵素はいつれ も肝障害時肝臓に減じて血中

に増加することが知られており,上 述1)に 属する

逸脱酵素9)と も呼ばれているものである.

同 じく逸脱酵素群に属 しても,各 酵素の血中上昇

度やその変動様式が一様でないことは従来より指摘

されており,細 胞内酵素含量の多少,酵 素の細胞内

局在の相違,酵 素の細胞膜透過性の難易,お よび血

中クリアランスの相違などが酵素の血中活性変動を

支配する因子と考え られている10).

ところで,最 近Henley11)ら は肝切片を浮遊ある

いは肝細胞を分散すると特異的にGPTが 細胞外に

漏出することを 認め,引 続き市原12)ら も 同様に肝

細胞浮遊実験をおこない,肝 細胞内種々の酵素活性

を分散前後で比較 した結果,漏 出しやすいのは上清

分布の酵素で,ミ クロゾームや ミトコンドリアに局

在する酵素はほとんど細胞内に残存することを見出

した.こ のように酵素の漏出にはその種類あるいは

その局在によつて選択性のあること,さ らに実験条

件下の肝細胞が形態学的に破壊されていないことか

ら,こ の際の酵素漏出はもつばら細胞膜透過性の亢

進によることが実証 された,他 方,勝 沼7),和 田13),

 Massarrat14)ら はGOT-isozymeの 立場から,電 気泳

動,ク ロマ トグラフィーあるいは免疫化学的方法を

用いて肝炎患者の血清GOTの 分 離同定を試みた結

果,肝 炎時の血清GOTの 上昇は肝細胞上清布分の

GOTの みの血中遊 出に よる ものであることを指摘

した.
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さて, CCl4投 与後肝細胞の生化学的および形態学

的変化は従来の研究からほぼ明らかにされており5)

まずendoplaemic reticulumあ る いは原形質膜より

障害が始まり,か なりお くれて ミトコンドリア障害

ないし細胞呼吸障害を随伴 して くるという.著 者が

観察 した各酵素の血中遊出についてみると,早 期に

血中上昇をみたのは上清分布の諸酵素であり,光 学

顕微鏡的に肝細胞壊死の現れる12時 間目に至り,

ミトコンドリアATPase活 性比の変化とともに ミト

コンドリア局在のGLDお よ びmit-GOTの 血中上

昇が確認された.以 上の成績は肝細胞内分布各酵素

がそれぞれ該当する障害の局在を鋭敏に反映して血

中に遊出することを示峻している.

臨床例についてみるに,ま ず前述のCCl4中 毒 ラ

ットの細胞壊死出現期に相当する各局在酵素の一様

の血中上昇がみられたのは急性肝炎極期の患者血清

である.急 性肝炎時の肝細胞内小器管の微細構造の

変化を調べた谷川15)によ ると,病 初期には小胞体の

変化がもつ とも顕著であるが,同 時にDisse氏 腔 に

面する細胞膜にも変化のみられることを指摘 してい

る.さ らに小坂is)は同 じく急性肝炎時の肝実質壊死

巣の電顕的検索から,細 胞膜破壊にともなう肝細胞

内各穎粒成分のDisse氏 腔および静脈洞への遊出を

確認している.こ れらの所見を併わせ考えると,本

症の極期における酵素の遊出は膜透過性の亢進だけ

でなく,肝 細胞の崩壊自体も酵素遊出に関与するこ

とが考えられる.

上 清分布酵素の血中遊出が ミトコンドリア局在酵

素のそれに優位する傾向は慢性活動性肝炎で顕著で

あり,急 性肝炎でも極期以外はほぼ同様の傾向がみ

られた. GLD/GPT活 性 比を求めると慢性活動性肝

炎で最 も小 さく約0.55,急 性肝炎で約0.7,肝 硬変

で約2.5,肝 内性胆 うつ滞で約6.5で あ る.

ミトコンドリア局在酵素GLDの 血中遊出が上清

分布酵素のそれに優位する傾向を示すのは肝硬変お

よび肝内性胆汁うつ滞例である.上 述の肝炎群と全

く対称的なこの酵素パターンの変動は,そ れぞれの

病態にもとずく撰択的な肝細胞障害の反映と考えら

れる.肝 硬変の場合肝循環障害にもとず くhistologic

 hypoxiaに よ る肝 ミトコンドリア障害 の存在は当然

考えられることであり,ま たcholestaeieに お ける肝

実質細胞の病像に関して も,そ の成因はなお明らか

でないが,撰 択的なミトコンドリアの形態学的異常

が電顕的に確認されている17).他 方,同 じくミトコ

ンドリアに局在するmit-GOTは これ ら患者血清中

には認められなかつた.

肝細胞上清分布酵素GOT, GPT, ICDは,肝 病態

の如何を問わずほぼ並行して血中に増減 したのに反

し,肝 ミトコンドリアに局在するGLDとmit-GOT

の血中遊出は,肝 病態の相違により対称的な態度を

示した.勝 沼18).によれば,ミ トコンドリアを超音波

で破壊するときもつとも容易に可溶化されるのは,

 GLD, mit-GPTで あ り, mit-GOTは 可溶化され難

く,顆 粒との結合の強弱によつても酵素遊出に難易

のあることが想定されるという.著 者の臨床観察の

結果では, mit-GOTの 血中出現 は肝炎極期のGOT

活性 の顕著な上昇期に限つて認 め られ,一 方GLD

の上昇はむしろ肝硬変, choletasisの 場合に顕著 に

みられた.従 つて, mit-GOTの 血 中出現はかなり広

範囲な肝細胞崩壊に由来することが推定され,一 方

GLDの 血 中上昇はむ しろ撰択的 な肝 ミトコンドリ

ア障害を反映 しているものと考えられる.

結 論

肝疾患時における血清酵素活性変動の臨床的意義

を解明する研究の一環 と して, GOT, GPT, ICD,

 GLDの4種 酵素 の肝細胞内局在の差違にともなう

血中遊出動態を明らかにするべ く, CGl4投 与 ラット

と各種肝疾患患者血清について検討を行ない以下の

成績を得た.

1) ヒ ト肝およびラット肝について遠心分離法に

より各酵素の細胞内分布を調べた結果, ICD, GOT,

 GOTの 主要分布はともに細胞上清にあり, GOTの

一 部およびGLDは ミトコンドリアに局在 している

ことを確認 した.

2) CCl4急 性 中毒ラットについて,早 期に血中上

昇をみたのは上清分布の諸酵素であり,光 学顕微鏡

的に明らかな細胞壊死の出現をみる極期に至り,ミ

トコンドリアの障害と並行 して同局在のGLDお よ

びmit-GOTの 血 中出現を認めた.

3) 急性肝炎患者の血清酵素パターンはこれに類

似 し,そ の極期には各局在酵素の一様の血中上昇が

みられたが,慢 性活動性肝炎の血清 トランスア ミナ

ーゼの急峻な上昇例では上清分布酵素の血中遊出が

比較的に顕著であつた.

4) 肝硬変症 と肝内性胆汁うつ滞例はともに,肝

炎群とは対称的にミトコンドリア局在のGLDの 血

中上昇が上清分布諸酵素のそれに優位する傾向がみ

られた.

5) 肝細胞上清分布のGOT, GPT, IGDは 肝病態
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の如何を問わず,ほ ぼ平行的な血中消長を示 した.

6) 肝 ミトコンドリア局在のGLDとmit-GOTの

血 中遊出動態には,肝 病態の差違により解離がみら

れ, mit-GOTの 血 中出現は急性肝炎および慢性活動

性肝炎のGOT活 性 の顕著な上昇極期に限つて認め

られ,一 方GLDの 上昇はむ しろ肝硬変および肝内

性胆汁 うつ滞例に特異的にみられた.

(擱筆するに当り御指導を頂いた小坂淳夫教授,

川 口正光講師に深謝する).
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Clinical Studies on Plasma Levels of Liver Enzymes

Part. Ⅱ PIasma Levels of Cytoplasmic and Mitochondrial Enzymes

 in Rats with Acute Liver Injury and Patients 

with Various Liver Diseases

By

Yoshihide SANO

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School
(Director: Prof. Kiyowo Kosaka)

The plasma levels of isocitric dehydrogenase (ICD), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), 

glutamic-oxalacetic transaminase (GOT) and glutamic dehydrogenase (GLD) were studied in rats 
with per oral doses of 0.2ml/100g B. W. of carbon tetrachloride in a 25 % mixture with 
olive oil and in patients with various liver diseases. Mitochondrial GOT in serum was sepa
rated by DEAE-cellulose column chromatography.
1) The elevation in the serum levels of GOT, GPT and ICD from cytoplasma occurred before 
the onset of parenchymal cell necrosis of the liver in a histologic sense in rats With CCl4
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poisoning. Uniform elevation in the serum levels of the enzymes from both fractions of cyto
plasma and mitochondria of liver cell was found in acute icteric period of viral hepatitis as 
well as in rats in 12 hours to 48 hours with CCl4 poisoning.

In the case of active chronic hepatitis the elevation in serum levels of GOT, GPT and 
ICD from cytoplasms, was predominant as compared with relatively low elevation of mitochon
drial GLD.
2) The distinct elevation in serum level of mitochondrial GLD in liver cirrhosis and 
intrahepatic cholestasis were characteristic as compared with relatively low elevation of the 
cytoplasmic enzymes in these cases. It is noteworthy that these results reflect sensitively 
the intracellular lesions in liver diseases. 
3) Mitochondrial GOT could be demonstrated only in a remarkable increase of serum GOT 
levels in the initial stage of acute hepatitis as well as in the exacerbating stage of active 
chronic hepatitis. On the other hand, in cases of cholestatic liver diseases and cirrhosis no 
mitochondrial GOT was detected in serum, while another mitochondrial enzyme GLD showed 
a high plasma level.


