
(202 ) 奈医誌. (J. Nara Med. Ass.) 40， 202~217，平 1

レクチン処理による骨性アルカリフォスブァターゼ

(ALP ][)の分離定量法

奈良県立医科大学泌尿器科学教室

窪田一男

QUANTITATIVE ANALYSIS OF SERUM BONE ALP (ALP III) IN 

AFFlNITY ELECTROPHORESIS AND THE PRECIPITATION 

METHOD CONTAINING LECTIN 

KAZUO KUBOTA 

Dφartn日ntof Urology， Nαra Medical University 

Received March 31， 1989 

Summary: For decades， ALP had been interpreted as a marker enzyme of metabolic 

bone diseases and an isoenzyme specific for the osteoblast been widely known as ALP III， 
too. 

Moreover， current tremendous advances in dialysis technology project an impact for 
the clinical significance of ALP III， because of the advent of a new characteristic clinical 

entity formed renal osteody町 ophy(ROD) which had been one of the inevitable com-

plications in long term hemodialysis patients. 

So far， however， many conventional methods failed to separate clearly ALP III from 

the liver specific ALP (ALP II) and present determination of ALP III by no means 

satisfied the clinical demand due to the lack of a direct quantitative method. 

On the other hand， lectin method， reported originally in 1984 by Rosalki， proved it 
to be possible to measure ALP III direct1y as well as quantatively. So， the author per圃

formed this study to confirm more precisely several conditions of procedure of the lectin 

method， using established 0山 oblasticcell 1ine ROS 17(2 as a marker， as well as the 
avai1abi1ity of its clinical app1ication， and obtained the following results; 1) The optimum 
concentration of Wheat-Germ 1ectin binded fully to ALP III was 139μm01(m1 in dis.・-

tilled water. 2) The concentration of Triton X-lOO preventing bi1iary ALP from ALP-

1ectin complex was 20%. 3) ALP III activity incubated with lectin overnight at 40C 

after incubation for 30 min. at 3TC was higher (mean土S.D，24.0土15.2%)than that 

incubated with lectin for 30 min. at 3TC. 4) ALP III was clearly separated from the 

1iver fraction using affinity electrophoresis on p01yacry1amide gel disc and isoelectric 

focusing on agarose gel. 5) ALP III activity in precipitate showed good correlation (r= 

0.998) with the differentia1 between tota1 ALP activity and ALP II activity in supernate. 

Index Term.s 
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緒 言

1923年 Robison1)が成長しつつある骨組織にアルカリ

ホスファターゼ (ALP)を発見して以来，骨疾患におけ

ALPの意義，とくに骨芽細胞に豊富に存在することか

ら骨形成との密接な関係は知られていため叩が，骨芽細

胞中の ALP活性が副甲状腺ホルモンによっても変動す

ることのめや，骨芽細胞が破骨細胞活性の誘導に一役を

担っていることが確認されてきているの.さらに，最近

では骨形成はもとより骨吸収にも骨芽細胞が本質的な役

割を有していると考えられ7)，代謝性骨疾患における重

要なマ}カーとして ALPが再認識されているめ4め.

代謝性骨疾患は従来は一部の先天性疾息ならびに副甲

状腺機能充進症，サノレコイドーシス，骨軟化症および悪

性腫療の骨転移などの限られた臨床例を包括するにすぎ

なかったが，透析療法の確立に伴って慢性腎不全に必発

の合併症として，臨床上無視できない重要な疾患となっ

ている.なかでも，他の代謝性骨疾患と異なり腎性骨呉

栄養症 (renalosteodystrophy，以下 RODと略す)での

骨病変11)12)は，骨軟化症，骨粗需重症，線維性骨炎および

inactive boneなどの各病変が重複かっ，変動するため

その臨床像の把握に骨性アイソザイムである ALPmが

key parameterとして極めて重要な検査項目となってい

る.

1962年 Hodsonet al.1めにより ALPのアイソザイム

の存在が示唆されて以来，臨床診断への応用が一般化さ

れたが，未だ半定量的表示にすぎず，満足できる数量表

示法は確立されていない.ことに従来より熱処理法14)お

よび電気泳動法15)のいずれにおいても骨性アイソザイム

と肝性アイソザイムの分離は不十分であった.

1985年 Rosalkiet al.16)は Lectinの一種の Wheat

Germ Lectin17)との反応性を利用して，ほぼ選択的に

ALP m を Lectin反応分固に回収しうることを報告し

ているが，本法は視覚的判定を必要とせず，また日常の

臨床検査操作のみで測定可能であり，従来の ALPアイ

ソザイムに関する報告の中で最も臨床応用可能な方法で

あると考えられ，教室の金子18)は本法を用いて ALPm

を測定し，慢性血液透析症例の骨変化と .ALPmが相

関することを確認し，長期血液透析患者で最も重大な合

併症である RODにおける副甲状腺摘出術の基準値を

設定しているが， レクチン分画における ALPm から

非骨性 ALPの除去が未だ不十分であった.そこで本研

究では，1)ALPmを最大限に Lectin分画へ収納す

る条件，および 2) LectiiJ.分画から非骨性 ALPを可

能な限り除去する条件の二点を明らかにするとともに，

Rosalki. et al，16)の原法を更に改良し， ALPm に対す

白る特異性を高め，本法の有用性を確認した.

実験材料と方法

1.試料

a) ヒト血清

対象症例jは維持透析患者，男性14例，女性9例，計23

例，年齢は30歳-72歳，平均49.3土19.3歳であり，対照

症例として承諾の得られたボラ γテイアによる健康成

人，男性4例，女性3f71J，計7例，年齢は24歳-38歳，

平均30.6土5.0歳で試料血清は透析前に，対照例につい

ては早朝空腹時に採血した.維持透析患者の透析期間

は， 12-156カ月，平均39.2土27.4カ月であり，原疾患

は，慢性糸球体腎炎18例，糖尿病4例，不明 1例であっ

た.

b) ROS 17/2培養漏液1の

骨性 ALPのマーカー資料としてラット骨肉腫由来の

細胞株である ROSlη2細胞 (ROS)の培養糖液を用

いた.なお， ROSは京都大学核医学放射線科山本逸雄

先生の御好意により提供していただいた.

2. 骨性 ALP(ALP m)の分離定量法 (Fig.l)

ALP m に親和性をもっ Wheatgerm lectin (Sigma 

Ohemical 00.以下 WGAと略す)を用いた Rosalki

et al.16)の原法に若干の修正を加え以下の方法にて ALP

E を分離し活性値を測定した.

(1)前処理

文献的に指摘されている胆汁性 ALP(ALP W)16)の

レクチン分画への混入を防ぐため，界面活性剤である

Triton X':100による前処置を行った.試料血清 50μl

に 20%Triton X-100 (Rchm & Haas 00.) 5μlを加

え， 37"0， 30分間 incubationした.

(2) Lectin処理

前処理した試料血清に Lectinとして WGAを 50μl

(139μmol/ml in distilled water)添加し Lectin処理し

た後， 37"0で30分間 incubationし， さらに 4"0で

over nightした.

(3) 遠心分離

2000 G， 15分間遠心分離(セγ トリザルト，SM13249E 

使用)後，上清をピペットで吸い取り，上清と沈澱物を

分離した.

(4) Resustend 

試験管壁に付着した上清を充分に綿棒にて除去し，沈

澱物を蒸留水にて洗浄後， 35 mmol/ml Sodium dodecyl 

Su1fate (和光純薬，大阪以下 SDSと略す)100μlを加

えて白い沈澱物が透明になるまで混和した.
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Serum 50μ1十20%Triton X-lOO* 5μl 

I incubated for 30 min. at 3TC 

lectin solution* 50μ1 added 

I~仕…山伽 30町一remained through over-night atゲC

centr出 ged(200 G) for 15 min. 

Supernate precipitate 

I washing by distiIIed water 
SDS* 100μ1 added & solubilized 

measurement of ALP. activity by modi自edKind・Kingmethod 

Triton X-IOO* isoctylphenoxypolyethoxyethanol， 2 mljdl in d附 iIledwater 

lection solution* : wheat germ lectinsolution， 139μmoljml in distiIled water 
SDS* sodium dodecyl sulfate， 35 mmoljL in 154 mmoljL NacI 

Fig. 1. Lecting precipitation procedure of ALP ill. 

Supporting n生edia

Buffer 

5% polyacrylamide gel in Tris HcI buffer pH 9.2 

0.1 M Tris Hcl bufier pH 9.2 

Chromogenic substrate :ふbromo_4-chloro-3-indolyl phosphate， p-toluidine 

0.1 M pH 9.5 
Tris borat 
lmff，じr

salt at a final conc巴ntrationof 1.25 mmoljL in 2-

aminoふ methyl-1， 3-propandiol buffer (1 moljL， 
pH 10.2) and 1 mmoljL magnesium sulfate 

G 

の

1.2 ml， polyacrylamide gel 
incIuding lectin 5μ1 in the buffer 
used to soak the polyacrylamide 

Electrophoresis :' 3 inAjone gel tube for 80 min. 

Stain of gel chromogenic substrate for 60 min at 3TC 

Fig.2. Lectin affinitγdisc eIectrophoresis of ALP m isoenzyme inpolyacrylamide. 

3. ALP活性値の測定 泳動法 (Fig.2)

上清，および SDSにて溶解した沈澱物の ALP活性 lectin添加により ALPillと ALPIIが分離できる

を AlkalinePhospha-HA Test Kit (和光純薬，大阪) ことを確認するため，ポリアグリルアミド、ゲノレデ、イスグ

を使用し，日立705自動分析機で p-Nitrophenylphか 電気泳動20)およびレクチン親和性ポリアグリルアミドゲ

sphate基質での 37'C初速度法により測定した.上清お ルディスク電気泳動を行った.ポリアグリルアミドゲ、ノレ

よび沈澱物の ALP活性は下記の式より求めた. (単位: ディスグ電気泳動は支持体として 5%ポリアグリルアミ

KAU)b青=測定値x2.1(Triton X-100(5μl)+WGA ド，ゲノレ用 bu庄町として TrisHCl pH 9.2を用いゲ

(50μ1)十Sample(50μ1)jSamples (50μ1)). 沈澱物=測定 ノレ化した.ゲノレ管に試料血清を 20-50μI重層し，泳動

値 X2(SDS(100μ1)jSample(50μ1) fFJ buぽerとして 0.1M Toris borate buffcr pH 9.5を

4. 電気泳動法 用い，ゲル管をセットして 1本あたり 3mA，1時間20

a) ポリアグリルアミドゲ、ルディスク電気泳動法およ 分通電した.通電後，ゲノレ管よりゲノレを取り出し AMP

びレグチン親和性ポリアクリノレアミドゲルディスク電気 bufferで 1.25mmoljLに溶解したふBtomo-4-chloro・
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3-indolyl phosphate， p-toruidine saltの基質液にて 37'0

で l時間反応させ，充分染色後 7%酢酸で脱色，固定し

た. レグチン親和性ポリアグリルアミドゲルディスク電

気泳動はゲノレ作成時に WGAをゲル管 l本あたり 5μI

のレタチンを添加しゲ、ル化した.以後の操作はポリアグ

リルアミドゲノレディスク電気泳動と同様にゲル管に試か|

血清を 20-50μl重層し，通電後，染色し脱色，固定し

た.

b) 等電点電気泳動法

酒井ら21)の方法に準じ ALPアイソザイムの分析を等

電点電気泳動法により行った.支持体として ISOLAB

社アガロースゲ、ノレ (80x90xlmm，pH3~1O)を用い，

10 W， 50分間電気泳動後， .10mMPべoluidinum5-

Bromoふ indorilphosphate (2M propandiol緩衝液，

pH 10.2)を用い， 37'0で60-90分間検出反応を行った.

結 果

1. ALP m 分離定量法各段階での操作粂件の確認

a) 添加レグチγ濃度

ALP血を結合するのに充分な Lectin濃度を決定す

るために試料血清に添加する WGAの添加濃度を検討

した.WGA添加濃度として 92.7μmoljml，111.0μmolj 

ml (WGA 4 gjL)， 139μmoljml (WGA 5 gjL)の3種類

について ROS(骨芽細胞)培養液を 2000G， 10分間遠

沈(セントリザルト， SM 13249E使用)後の 6倍濃縮

液に添加後，一それぞれの上清および沈澱物の ALP活性

値を Lectinprecipitation procedure (Fig. 1)にて測定

し， ALPmの回収率を検討した. Table 1 'に示すよう

に WGA添加濃度が 139μmoljmlのときに ROS培養

濃縮液 (6倍濃縮液の総 ALP活性値は 1'9.4KAU)

の沈澱物の ALP活性値は 19.3KAUとほぼ100%の回

収が得られたが， WGA添加濃度が 92.7μmoljml，111 

μmoljmlのときにはそれぞれ79.4%，84.5%の回収率で

あった.すなわち， ALPillとの結合にはれTGA添加i農

Table 1. ALP activity of concentrated ROS medi・

um added with Lcctin 

Lectin conC. 
(，umoljml) 

ROS* 
Withdrawal 
rate (%) Supernate Precipitate 

139.0 

111.0 

92. 7 

引
一
日
一
口

99.5 

84.5 

79.4 

19.3 

16.4 

15‘4 

Ooncentrated ROS medium* : ALP activity is 19.4 

KAU (KAU) 

Table 2. ALP activity incubated with Lectin 

lncubation time 

Overnight at 4'0 after 

30 min. incubation for 30 min. at 
(A) 37'0 (B) 

Sup* 

Ppt.* 5.8 7.3 (25.9) 

Sup. 
2 

Ppt. 6.5 7.8 (20.0) 

Sup. 
3 ー←ー

Ppt. 4.3 5.3 (23.3) 

Sup. 
4 

Ppt. 6.0 8.8 (46.7) 

Sup. 
5 

Ppt. 4.5 5.8 (28.9) 

Sup. 
6 一一一

Ppt. 2.8 4.5 (60.7) 

Sup. 
7 

Ppt. 49.3 50.0 (1. 4) 

Sup. 3. 7 3.3 
8 

Ppt. 1.2 1.6 (33.3) 

Sup. 12.0 10.8 
9 

Ppt. 4.5 5. 3 (17.8) 

Sup. 4.8 1.8 
10 

Ppt. 22.2 24.4 (9.9) 

Sup. 3.3 2.4 
11 

Ppt. 8.5 9.9 (16.5) 

Sup. 4.5 3.9 
12 

Ppt. 2.1 2.5 (19.0) 

Sup. 3.5 2.8 
13 

Ppt. 8.9 9.9 (11. 2) 

Sup. 2.5 2.2 
14 

Ppt. 10.4 12.6 (21. 1) 

Sup.* :日upernate (KAU) 

Ppt.* precipitat巴

( )ホ indicate% variation (B-AjA) 
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度 139μmolfmlが必要濃度であることが確認された.

b) レグチγとの反応時間

ALP m の回収率を確認するため WGAとの反応時

間につき検討した.Lectin pr百 ipitationprocedure (Fig. 

1 )での incubationtimeを 370Cで30分間 incubation

および 370Cで30分間 incubation後， 40Cで overnight 

の2つの反応条件を設定し上i青および沈澱物のそれぞれ

の ALP活性値の変化を検討した. Table 2に示すよう

に WGA添加後 370C，30分間 incubation: L，さらに

over nightずることにより， WGA添加後 370C，30分

間 incubation後よりも ALPm活性値は1.4%から60.7 

%，平均24.0+15. 2%高くなった.

c) Triton X・100の添加濃度

最初に， Triton X・100の添加による総 ALP活性値

測定の影響をみるため 4種類の TritonX-lOO濃度 0%，

2 %， 8%， 20%で慢性透析患者のうち骨変化の著明な

ALPm優位の症例 (SampleNo. 1-4)およ1び慢性透析

患者のうち骨変化はほとんど認められないが肝機能障害

の強い ALPn優位の症例 (SampleNo.5-7)について

血清 50μlにたいし TritonX-100をそれぞれ 5μl混

和し， ALP活性値の変化を検討した. Tab!e 3に示す

ようにSampleNo. 1-3において各濃度の TritonX-100 

添加による総 ALP活性値測定値への影響同みられなか

った.次に， Lectin precipitation procedur"l (Fig. 1)で

のレグチン分画および非レグチン分画の AIjP活性値へ

の影響を検討した結果， Table4に示すよう|に慢性透析

患者のうち骨変化の著明な SampleNo. 1-4では Triton

X幽 100添加による ALP活性値の変動は上清分画でも沈

澱分画でもほとんど認められなかった.一方，慢性透析

患者のうち骨変化はほとんど認められないが肝機能障害

の強い SampleNo.5-7では沈澱分画の ACP活性{直は

8% Triton X-100添加では TritonX-100非添加に比

し， 6. 8%~25. 0%の活性低下がみられ， 20%の Triton

X-1.00添加では SampleNo. 5においては25%の活性低

下がみられた.これに対し，上清分画の ALP活性値は

男

Table 3. ALP activity added Triton X-100 

Sample 
No. 

Triton X副 100co田 entration(%) 

O 2 8 20 

2 

3 

9.5 

27.0 

16.4 

9.6 

26.8 

16.6 

9.5 9.6 

26.8 27.3 

16.5 16.8 

(KAU) 

Table 4. ALP activity added with various con-

centration of Triton X-100 

SaNm0p. le 
Triton X幽 100concentration (%) 

。 2 8 20 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Sup.* 1.3 

Ppt.* 16.6 

Sup. 2.6 

Ppt. 37.6 

Sup. 3.2 

Ppt. 20.2 

Sup. 4.8 

Ppt. 102.4 

Sup. 5.4 

Ppt. 4.4 

Sup. 56. 7 

Ppt. 29.0 

Sup. 39.3 

Ppt. 8.6 

Sup.キ supernate

Ppt.キ precipitate

1.4 1.3 

16.8 17.0 

2.9 3.1 2.8 

36.5 37.0 37.5 

3.2 2.9 

20.2 20.2 

6.5 6.1 

106.6 106.8 

6.2 5.9 7.3 

3.8 4. 1 .3.3 

61. 3 64.9 

25.4 22.6 

40.1 43.9 

8.6 6.6 

(KAU) 

8% Triton X-100添加では TritonX-100 i非添加に比 かなように20%の TritonX-1.00の添加にて原点位に位

し， 7.4%~14.5%の活性上昇がみられ， 20%の Triton 置する胆汁性の ALP泳動帯が認められなくなった.す

X-100添加では SampleNo.5においては35.2%の活 なわち， AL巳Lectin結合に関して ALPm優位の症例

性上昇がみられた.すなわち，肝性 ALP優位の試料で では TritonX-100による前処理の必要性はないが，

は TritonX-1.00添加により，上清分画の ALP活性の ALP VIl優位の症例では TritonX-1.00による前処理を

減少分とほぼ同等分，沈澱分画の ALP活性の上昇が確 しないと ALPVIlが沈澱画分に少なからず混入してし

認された.さらに，胆汁性 ALPの残存をポリアグリノレ まうため TritonX・1.00による前処理は必要であり，そ

アミドゲルディスク電気泳動にて確認じた.添加 Triton の TritonX-100添加濃度は Rosalkiらが示した 2%

X-100濃度 2%までは原点位(ディスク左端)に胆汁性 では充分ではなく 20%が必要濃度と考えられた.

ALPに相当する泳動帯が認められたが Fig.3から明ら d) SDSによる沈澱秒Jの溶解操作
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Table 5. Effect of SDS on the activity of total 

ALP 

SDS* concentration 

SaNm0p. le (mmoljL in saline) 

。8.8 17.5 35 70 

12.7 12.7 12. 7 12.6 12. 7 

2 35.5 35.8 35.6 N.D* 35.6 

3 7.6 7.7 7.7 7.6 7.6 

4 10.6 10.7 10. 7 10. 7 N.D 

5 11. 4 11. 5 11. 1 11. 3 11. 5 

(KAU) 
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WGAとの複合体を形成した沈澱分画を可溶化するた

めに用いる SDSについて検討を加えた. SDSが ALP

活性値測定の反応系に及ぼす影響を確認するため試料に

SDS の8.8，17.5， 35.0および 70.0mmoljLin 154 

mmoljL NaCIの4種類の濃度を試料にそれぞれ等量添

加し 2倍希釈したのち ALP活性値の変化を検討した.

Table 5に示すように SampleNo.I-5において SDS

添加により ALP活性値にほとんど変化は認められず

SDS添加は ALP測定の反応系に影響を及ぼさないこ

とが確認された.

2. 電気泳動法

a) ポリアグリノレアミドゲノレディスグ電気泳動および

レグチン親和性ポリアクリノレアミドゲ、ノレディスク電気泳

動

i) ROS培養i慮液

ROS培養濃縮液 (6倍濃縮液)の従来のポリアグリ

ルアミドゲノレディスグ電気泳動 (Fig.ι(1))およびレグ

チン親和性電気泳動 (Fig.4-(2))に示すように ROS培

養濃縮液 (6倍濃縮液)に WGAを添加することによ

りALPillの泳動帯の易動度はポリアグリルアミドゲノレ

ディスク電気泳動によるものに比べやや遅れた.また，

新たな泳動帯の出現は認められなかった.

ii) 骨 ALP優位の検体

慢性透析患者のうち骨変化の著明な症例において，そ

の血清を従来のポリアクリノレアミドゲ、ルディスク電気泳

動を行ったところ， ALPillと ALPnは相接して日~

s globuIin位に泳動された (Fig.5-(1)).次に， 同症例

のレクチン親和性ポリアグリノレアミドゲソレディスグ電気

泳動では， ALPillの移動度が減じ ALPnの泳動帯と

明瞭に分離された (Fig.5-(2)). さらに， Lectin preci-

pitation procedure (Fig.l)の方法により得られた同症

例の上清にたいしポリアグリルアミドゲ、ルテ。イスク電気

泳動を行ったところ ALPillの泳動帯はほとんど認めら

れず， ALP nの部位にのみ泳動帯が認められた (Fig.

ふ(3)).すなわち， ALPillは従来の電気泳動に比べ，

lectinを添加することにより， ALP nと明確に分離し

た泳動帯として示された.

iii) 肝性 ALP優位の検体

慢性透析患者のうち骨変化はほとんど認められないが

肝機能障害の強い症例について従来のポリアクリルアミ

ドゲソレディスク電気泳動 (Fig.6-(I))，およびレクチン

親和性ポリアクリノレアミドゲルディスク電気泳動を行っ

た (Fig.6・(2)).Fig.6・(2)に示すように， ALPillの泳

動帯はほとんど認められず， さらに， Lectin precipita開

tion procedure (Fig.l)の方法により得られた同症例の

上清にたいしポリアクリルアミドゲ、ノレディスク電気泳動

を行ったところ ALPnの部位に集中した泳動帯が認

められるのみて、あった (Fig.6-(3)).すなわち，慢性透

析患者のうち骨変化の著明な症例，および慢性透析患者

のうち骨変化はほとんど認められないが肝機能運害の強

い症例のそれぞれの血清 ALPに対し， レクチン親和性

ポリアグリノレアミドゲソレディスク電気泳動を行うことに

より， ALP nとALPillとを明確に分離し得ることが

示された.

b) 等電点電気泳動法

慢性透析患者のうち骨変化の著明な症例，および可愛性

透析息者のうち骨変化はほとんど認められないが肝機能

障害の強い症例について，それぞれの血清をアガロース

ケ、ノレ等電点電気泳動を行った.骨変化の著明な症例にお

けるアガロースゲ、ノレ等電点電気泳動おいては，酒井らの

報告と同様に pl3.8-4.2の位置に肝性 ALPの出現が

認められ，等電点 pl=4.3に 2-3本の ALPillの活

性帯が確認された (Fig.7-(1)).さらに Lectinpreci同

pitation procedure (Fig. 1)後の上清分画では， ALPill 

の泳動帯はほとんど認められなかった (Fig.れ(2)).

同様に慢性透析題、者のうち肝機能障害の強い症例につ

いてアガロースゲノレ等電点電気泳動を行った.等電点

pl ニ 3.8~4.2 に肝性 ALP の泳動帯が確認され (Fig.7・

(3))，さら『こ， Lectin precipitation procedure (Fig.l) 

の方法により得られた同症例の上清にたいしアガロース

ゲル等電点電気泳動で、は， (Fig.7-(4)に示すように ALP

E の泳動帯はほとんど認められなかった.すなわち，

慢性透析患者のうち骨変化の著明な症例，および慢性透

析患者のうち骨変化はほとんど認められないが肝機能障

害の強い症例のそれぞれの血清に対し，アガロースゲル
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Fig. 8. Adding test with ROS medium. 

等電点電気泳動においても WGAと ALPm はほぼ特

異的に結合することが確認された.

3. ROS添加実験

ALP m のマーカ一試料として用いた ROS培養源液

添加による ALPm活性値の増加を確認するため， ALP 

活性値を 5.4KAUに調整した慢性透析患者の血清 100

μ1， 90μ1， 70μlおよび 50μlにALP活性値が 5.4KAU

の ROS培養源液を Oμ1，10μ1， 30μlおよび 50μlを

それぞれ添加し 100p1とした後 Lectinprecipitation 

procedure (Fig. 1)の方法により得られた上清および沈

澱物の ALP活性を測定した. Fig.8に示すように，

ROS培養糠液を Oμ1，10μ1， 30μlおよび 50μl添加

したときの上清分画の ALP活性値は1.4KAU， 1.35 

KAU， 1.34 KAUおよび1.26KAUと ROS培養瀦液

の添加量が増加するにしたがって希釈による低下がみら

れ，一方，沈澱分画の ALP活性値はそれぞれ 5.4KAU，

5.68KAU， 6.18KAUおよび 6.75KAUと ROS培

養漏液の添加量にほぼ比例した活性上昇を認めた.すな

わち，骨性 ALPである ROS培養溶液は WGAと特

異的に結合し， レクチン分画に回収されることが示され

た.

4. 臨床検体での測定結果 (Tab1e6) 

a) 維持透析患者血清 (Samp1eNo.1-23) 

Tab1e 6に示すように，総 ALP活性値は 5.4KAU

から 76.9KAUで平均 21.1土19.0KAU， ALP m 活

性値は 2.6KAUから 69.6KAUで平均平均 17.9土

17.9 KAUであった.健康成人である対照症例に比べ総

ALP活性値は約5倍， ALP m 活性値は約6倍の高値

を示した.総 ALP 活性値が正常範囲 (3~1O KAU)を

上回ったのはお例中15例， 65.2%であった; 15例の内訳

は，腎性骨症が4例，肝障害が4例(肝硬変のl'例およ

び肝炎の 3例)およびRODが 3例であったが，臨床的

に骨病変あるいは肝障害の認められない症例が4例あヮ

た. RODの3例中2例 (Samp1e.No. 1， 2)，腎性骨症

の4例中2例 (Samp1eNo. 7， 8)および臨床的に骨病変

あるいの肝障害の認められない4症例中 3例 (Samp1e

No. 12， 20， 21)は骨性 ALP活性が肝性 ALP活性の

4倍以上を示した.肝硬変を合併する Samp1e.No.14 

では明らかに肝性 ALPの上昇が認められた.また，総

ALP活性が正常範囲内の症例は8例， 34.8%であり，

R.ODを合併する 3例および腎性骨症，非外傷性骨折，

アルミニウム骨症，肝障害，臨床的に骨病変あるいは肝

障害の認められない症例の各 1例であった.

b) 正常ヒト血清 (Samp1eNo. 24~30) 

健康成人である対照症例 7例では，総 ALP活性はい

ずれも正常範囲内であり，総 ALP活性値は 3.OKAU

から 7.2KAUで平均 4.4土1.5KAUj .ALP m 活性値

は1.8KAUから 5.2KAUで平均平均 2.9土qKAU

であった.また，肝性 ALP活性と骨性 ALP活性の比

率は 1: 3と骨博 ALPの割合が高くなった，

また，正常ヒト血清 7例および血液透析患者23例，計

30例において Lectin分闘を洗浄後， さらに SDS.'"0溶

解するという煩雑な操作を避けるために，総 ALP活性

-Supernatant活性=ALPm活性が成立するかどうか

を試みたが，総 ALP活性-Supernatant活性出 ALP

E 活性と有意に正の相関が認められた. (相関係数 r=

0.998， P<0.01) (Fig.9) 
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Table 6. ALP activity 

Sample 
No. 

Total醐 Sup.Total Sup.* Ppt.* 

41. 7¥2.7 37.0 
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一
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2.2 2.4 

5.2 5.9 
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3.6 4.1 

3.0 3.6 

(KAU) 
Sample No. 1-23: patients on maintenance hemo-

dialysis 

Sample No. 24-30: normal adults 

Sup.*: supernate 

Ppt.*: precipitate 

5
一
6

一
7
一
8
一
9
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ω
一
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一
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一
日

14 60.8 
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一
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一
川
一
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一
日
一
日
一
日
一
口
一
日
一
日
一
一
日

考 案骨

血清 ALPアイソザ、イムは臓器特異性のもつ臨床上の

重要性から，肝，腎，骨，小腸，胎盤の各 ALPについ

て分離精製，鑑別方法が多数報告されてきた22)N29). こ

のうち肝，腎，骨の ALPは臓器非特異性 ALPと称さ

れるごとく，通常の電気泳動で、は満足できる分離が得ら

れなかった.ALPは多くの他の生体蛋白と同じく糖鎖

を有した糖蛋白であるが，肝，腎，骨，特ーに血中で問題

となる肝性 ALPと骨性 ALPの分離が従来困難であっ

た原因は，それぞれの蛋白部分の分子構造上に差がな

れ糖鎖部分の分子構造にのみ差異が存在するためであ

ると考えられていた30). 1986年 Weisset a1.31)は肝およ

び骨 ALPのアミノ酸配列を固定し，両者唱の蛋白部分が

同一構造であることを立証した.電気泳動で、は蛋白の荷

電状態により泳動位置が決まるため，肝性および骨性ア

イソザイムは α~戸グロプリン{立にほぼ同じく移動し，

明確な分離は得られない.糖蛋白中の糠鎖は一般に生体

内における蛋白分解酵素からの防御や，細胞膜などの結

合部位として意義があると考えられている32)，肝性ALP

および骨性 ALPの耐熱性の差異33)もこの糖鎖構造の差

に基ずいた現象と解釈される. 1983年 Bucheret a1.24) 

は糖鎖をノイラミニダーゼ処理することにより，従来分

離困興住であった ALPII と ALPrnをセノレロースアセ

テート膜による電気泳動にて分離できることを報告し

た.ALP rnが ALPIIに比しシアノレ酸含有量が多いた

め，ノイラミニダーゼ処理をすることにより ALPrnの

負の荷電(シアノレ酸)が ALPIIより多く減じる結果と

して ALPIIがより速く陽性へ移動し，両者の分離が明

瞭になることを示したが，泳動条件による影響も大きい

うえにノイラミニダーゼの力価も安定性に乏しく，最終

判定が視覚判定に依存しており，定量化の方法としては

一般化していない.

一方， 1960年以来 PHAに代表される種々のレクチ

ン34)が報告され，糖鎖と極めて親和性が高く，また糖鎖

とレグチンとの反応形式に一定の特異性があることが確

認され35)，様々な生体物質の分野にレクチンの応用が広

まった36)37). 今日医学分野で用いられているレクチンは

Con A， PWM， PHAなどがあり，これらのレクチンは

糖鎖と結合することにより細胞凝集， リンパ球の幼若

化，細胞機能充進，細胞障害などを引き起こすことが確

認さわしてL、る.

肝性 ALPは ConAと結合性が強いことが知られて

いためが， 1984年 ~osalki et al.16)は ALPrnが WGA

とほぼ特異的に反応することを利用し， ALP IIとALP
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Eを分磁定量可能なことを報告した.その後， Onica381， 

菰田39)，桑名40)などにより追試確認された. ALP蛋白

部分の解析は1977年 Hiranoet al. 41)により立証され，

既にそのモノグロ一ナノレ抗体42)，C-DNA31)43)等の開発

がなされているが，糖鎖部分に関する報告は少ない30)32>，

じかしたがら Rosalkiet al.16)の報告は先に述べた Lec-

tinと糖鎖の反応様式から骨 ALPは混成型糖鎖構造を

有L，反面 ALPnは複合型に近い糖鎖構造を有する

と考えられる.Rosalki et al.l6)ら報告の中で Lectin分

画に胆汁性 ALPが混入することを示唆し TritonX-

100を試料血清に添加することにより胆汁性 ALPが

Lectinと結合するのを防ぎ，さらに胆汁性 ALPの混入

は， 2% Triton X-100による処理にて防げると報告し

ているが，本研究で、はその濃度に若干の問題があること

を確認した.胆汁性 ALPは従来の電気泳動において

は，肝癌などにみられる U1tra-fast型 ALPと同じく

日-globulin位に泳動し， Lectin親和性電気泳動におい

ては原点にとどまることが報告されている仰ので，今回

著者はこの原点、にとどまる ALPを解消するのに要する

Triton X-100の濃度を検討した. その結果， Table 4 

に示されたごとく 2%Triton X-IOO添加では ALPVlI 

位優の試料では12.4~30. 3%程レグチン分固に混入し，

完全に混入を防ぐには 20%Triton X開 100処理を必要

とし，さらに， Fig.3に示すようにポリアグリルアミド

ゲノレディスグ電気泳動にても確認した.また TritonX-

100添加による ALP測定値への影響ではO~ l. 9%程度

上昇が 2%Triton X-100でも 20%Triton X回 100で

もみられたにすぎずその影響は臨床上無視しうる程度の

ものと言える.

一般に Lectinと糖鎖の結合は Nもしくは 0-グリコシ

ド結合であるが，非酵素的反応であるためレグチン濃度

およびレクチンとの反応時間とに左右されると考えられ

る. レグチン濃度に関しては Rosalkiet al.16)の報告と

同じく 139μmol/mlが至適濃度であることが確認され

た.一方，レクチンと試料との反応時聞に関しては

Rosalki et a1.16)の原法より 24時間放置することにより

更に ALPmとの結合が平均 24.0土15.2%増すことが

確認さわした.

本法での特異性の確認に本研究で用いた ROS17/2 

は Rodanet al.19)の報告以来 1) PTH 2) Vit. D 
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3) コラーゲン産生 4)r-g1a蛋白などの骨芽細胞とし

ての化学的特性を示すことから，今日広く骨芽細胞の増

産細胞モデルとして MC3T3-EI細胞45)とともに認め

られているものである.本研究で示された Table1の

結果ならびに Fig.4，Fig.8の結果は Lectin分固にほ

ぼ特異的に ROS細胞i慮液中の ALPは収納すること

を示し，間接的に本法での ALPill分離定量の特異性が

立証されたものと言える.さらに等電点電気泳動による

結果も同じく本法の特異性を支持している. ALPの等

電点電気泳動に関しては酒井ら21)は等電点 pl=3.8~4.2

に ALPIT，等電点 pl=4.3に ALPillの泳動帯が認め

られると報告しており Fig.6の結果もほぼ一致した結

果であった.

最後に肝性 ALPと骨性 ALPの比率に関しては，こ

れまで耐熱性での報告46)47)では肝:骨二1: 1，また桑名

ら40)はじめレグチン親和電気泳動法による測定では 3: 

7~4:6 と報告がなされているが，著者の測定結果でも

Table 6のごとく 1: 3と骨優位の結果であった.

以上のごとく，本研究で著者は Rosalkiet al.16)の方

法に比較的簡単な修正を加えることにより，臨床的に満

足しうる特異性をもって ALPillの分離定量が行える

ことを確認した. Lectinによるアイソザイム分離は最

近 Novelr-GTP48)でも確認されているが本法は操作が

比較的簡便であり，また特殊な器具も必要とせず，さら

に自動定量が可能であり広く臨床応用しうるものと考え

られる.

代謝性骨疾患，ことに慢性腎不全に合併する骨病変

は，複雑多様な背景のもとに混在して発症するのみなら

ず，経過とともに病態も変化するため，ことに生化学的

パラメーターでの病像の把握は重要である.一方，丸山4の

をはじめ諸家により RODの早期診断における ALPill 

の有用性が報告されている50)が，最近金子18)も本法を用

いて ALPillの定量化を行L、，骨特異蛋白として注目さ

れている bonegla蛋白および骨レ線変化と ALPill活

性とがよく相関することを臨床的に確認している.透析

患者での長期生存による合併症の多様性のため，従来透

析患者の ALPの変動はほとんど骨性と考えられていた

のに対し，近年では肝性 ALPや小腸性 ALP上昇例の

頻度も無視できなくなっており 51)本法による ALPillの

定量は慢性腎不全に合併する骨病変の病態追跡に価値あ

る情報を提供するものといえる.

結 論

骨性 ALPを分離定量化するために Rosalkiet al.の

方法に準じ，さらに簡単な修正を加えることにより骨性

ALPを最大限にレグチン分画へ収納する条件およびレ

クチン分画から非骨性 ALPを可能な限り除去する条件

の二点を明らかにするため，正常ヒト血清7例， ROS 

培養精液および維持透析患者23例を対象と Lて，ポリア

グリルアミドゲ‘ル電気泳動法， レグチン親和性ポリアグ

リルアミドケソレ電気泳動法および等電点電気泳動法を用

い，その有用性につき検討した. ALP illは Rosalkiet 

al.の原法に若干の修正を加え定量化した.

1) 骨性 ALPの分離定量のためレグチンとして

Rosalki et al.の原法に準じ WGAを用いた.

2) WGAの至適濃度は Rosalkiet al.の原法と同じ

く 139μmol/mlであることを確認した.

3) 胆汁性 ALPのレクチン分画への混入を防ぐには

20%の TritonX-IOOの濃度が必要であることを確認し

た.

4) 試料とレグチγとの反応時聞は Rosalkiet al.の

原法より 24時間放置することにより更にレクチンと

ALP illとの結合が平均24.0土15.2%増すことが確認さ

れた.

5) ポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動法およびレグ

チン親和性ポリアクリルアミドゲノレ電気泳動法に上り

ALP illの分離定量を確認するとともに等電点電気泳動

法的にも本法の特異性を確認した.

6) 正常巳ト血清における肝性 ALPと骨性 ALPの

比率に関しては， 1: 3と骨優位の結果で、あった.

7) 沈澱分画の骨性 ALP活性値は総 ALP活性値左

上清分困の肝性 ALP活性値との差と極めて高い相関

(Rニ 0.998)を示し，骨性 ALP活性測定には臨床的に

より簡便な間接的測定がより有用であるとおもわれた.

以上，本研究で著者は Rosalkiet a1.の方法に比較的

簡単な修正を加えることにより，臨床的に満足しうる特

異性をもって ALPillの分離定量が行えることを確認

しTこ.

稿を終わるにあたり，撚始御懇篤な御指導，御校閲を

賜った恩師岡島英五郎教授に深謝するとともに，御校聞

ならびに御助言を賜った生化学教室神谷知粥教授，第 1

内科学教室石川兵衛教授に感謝の意を呈します.なお本

研究の遂行にあたり終始御協力いただいた本宮善依講

師，丸山良夫講師ならびに人工透析室金子佳照講師をは

じめ教室の諸兄に厚く御礼申し上げます.
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Explanation of figures 

Fig.3. Polyacrylamide disc electrophoresis of ALP isoenzymes in maintenance hemodialysis 

patient with liver disease. " showes the point of origin. 

biliary ALP is disappeared at starting point by adding with 20% Triton X-I00 

Fig.4. Polyacrylamide disc electrophoresis and lectin affinity disc electrophoresis of ROS 

medium. " showes the point of origin. 

(1) Polyacrylamide disc electrophoresis of ROS medium. 

(2) Lectin a伍nitydisc electrophoresis of ROS medium. 

Fig. 5. Polyacrylamide disc electrophoresis and lectin a伍nity disc electrophoresis of ALP 

isoenzymes in maintenance h巴modialysispatient with bone disease. " showes the point 

of origin. 

(1) Polyacrylamide disc electrophoresis: ALP II and ALP III are not separatecl. 

(2) Lecting affinity c1isc e!ectrophoresis: ALP III is c1early showecl. 

(3) Polyacrylamicle disc electro phoresis of supernate obtained from lectin precipita開

tion procedure: ALP II is c1early showed and ALP III is not c1ear. 

Fig. 6. Polyacrylamide disc electrophoresis and lectin affinity di日celectro phoresis of ALP 

isoenzymes in maintenance hemodialysis patient with liver c1isease. " showes the point 

of origin. 

(1) Polyacrylamide disc electrophoresis lectin: ALP II and ALP III are not separated. 

(2) Lectin a伍nitydisc electrophoresis: ALP II is clear1y showed because of liver 

c1isease， but ALP III is not clear. 

(3) Polyacrylamide c1isc electrophoresis of supernate obtainecl from lectin precipitation 

procedur冒e:ALP II is clearly showed. 

Fig.7. Isoelectric focusing of ALP isoenzymes in maintenance hemodialysis patient. 

(1) Isoelectric focusing of ALP isoenzymes in patientwith bon巴 disease.

(2) Isoelectric focusing of supernate obtained from patient with bone disease. 

(3) Isoelectric focusing of ALP isoenzymes in patient with liver disease. 

(4) Isoelectric focu山 gof s叩 ernateobtained from patient with liver disease. 
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レクチン処理によ る骨性アル カ リフ ォス フ ァターゼ (ALPIII)の分離定量法 (215 ) 
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レクチン処理による骨性アルカリフォスファ ターゼ (ALPIll)の分離定量法 (217 ) 
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Fig.7. 




