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論文内容要旨

研究目的

 急性膵炎の病態の一環を把握するため,従来から多くの問題を残していたelastaseの血中濃度

 測定法をradioimmunoassayで検討確立し,さらにこの測定法を用いて実験的急性出血性膵炎

 豚におけるelastaseの体内分布,消長を検索し2,3の知見を得た。

研究方法

 Delastase測定法二豚膵eiastaseを抗原として・Freund'scompleteadjuvantと共に混

 和し,家兎に1週から3週間隔で5回以上感作して抗血清を得た。elastaseのヨード化はNEN社製

 Na1311(or1251)をGreenwoodとHunterの方法に準じて標識し,SephadexG-50(Fine)

 を用いexcelcolumm(1.5x45σ疵)でゲル濾過精製した。第1反応はTracer(約10,000c・p.m)

 0.1磁,第1抗体(最終希釈35万倍)0、1認,standard(orsample)0、1磁と0、05Mphos-

 phatebufferO・4彬を4℃で48時間incubationした後,第2抗体(×40)0・1認と正常ウ

 サギ血清(×200)0・1薦を4℃で24時間incubationした後,遠心してBF分離をおこなった。

 セリン酵素阻害剤であるDhsopropylfluorophosphateをbuffer中に用いる事により,血清

 中のinhibitor(α1-antitrypinとα2-macroglobulin)の影響を除外した。i1)急性出血

 性膵炎豚の作成と検索方法二膵炎の作成は子豚(20-37kg)を用い,大腿静脈,胸管リンパ管

 にカニュレーションした後,開復して主膵管に自家感染胆汁(0、5薦/kg)を高圧下,および100

 ご舵H20の圧で注入して得た。以後,経時的に末梢血,門脈血,胸管リンパ管より採血,採液し,

 5時間后に屠殺して腹水,膵組織を採取した。

研 究 成 績

 1)etastaseの測定法ニヨード化したelastaseのspecificactivityは200-300

 mci/mgであった。また,標準曲線と豚血清希釈曲線は平行となり,統計学的にも有意の相関

 を示し(Y-1,015x-3.603,相関係数r二〇.988),またinterorintraassaypre-

 cisionのcoefflcientofvariationは10%以下,recoveryも85-95彩と満足すべき結

 果が得られた。さらにtrypsinやchymotrypsinとの交叉は0・001%以下であり,第1抗体は

 豚膵elastaseに特異的であると考えられた。また,第1抗体は140万倍(最終希釈倍数)まで

 希釈可能であり,このassay系では5ng/耀まで判読可能であった。11)elastaseの体内分布,消

 長:高圧群のamylaseの変動についてみると,末梢血,門脈血胸管リンパ液いずれの部位においても,

 胆汁注入后15分より有意の差をもって上昇し,末梢血と門脈血ではほぼ同様の変動パターンを
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 示し,2時間以降plateuに達し,前値の約5倍を示した。これに対し,胸管リンパ液では胆汁

 注入后1時間から末梢血,門脈血と比較して高値を示し,3時間からほぼplateuに達し,前値

 の約13倍と高値を示した。膵組織中のamylase濃度について,膵炎前后の膵組織で比較する

 と,膵炎膵ではほぼ前値の1/3に減少していた。また屠殺時の腹水中のamylase濃度は150984

 ±82831(Caraway,M±SD)と高値を示した。100σ鋭H20注入群でも,胆汁注入后5分

 よりいずれの部位でも有意の差をもって上昇したが,高圧群と比較して上昇の仕方は緩やかであ

 り,やや低値を示すが上昇パターンは類似していた。一方,elastaseの変動についてみると,

 amylaseの変動と類似しており,高圧群では前値はいずれの部位でも90ng/曜前后あったが,

 末梢血、門脈血では胆汁注入后15分より有意に上昇し,1時間からはぼPlateuに達し,前値

 の約5-6倍を示すのに対し,胸管リンパ液では3時間ではぽPlateuに達し,前値の約12-

 13倍と末梢血、門脈血と比較して高値を示した。また,100ご蹴H20注入群のelastaseの変

 動についてみると,胆汁注入后5分よりいずれの部位でも有意の差をもって上昇したが,高圧群

 と比較するとその上昇の仕方は緩やかであり,またやや低値を示した。腹水中のimmunoreac-

 tiveelastaseは14712±15381ng/薦(M±SD)とamylase同様高値を示した。膵

 組織中のfreeおよびtotalelastase含有量を,膵炎前后の膵組織で比較してみた。Radiomm-

 unoassayで測定すると,freeelasaseは7.7±L1μg/mg(M±SD)から2.2±L9,total

 elastaseは18.6±1.4μg/mg(M±SD)から3、5±3、8といずれも有意差をもって,膵炎膵で

 では減少していた。また,elastaseの特異的な合成基質であるN～benzoyl-1・一alanineme-

 tylester(BAME)を・用いて,膵組織中のelastase活性をPH-statautotltratorで測定

 してみても,膵炎膵のfreeおよびtotalelastase活性はそれぞれ13・9±3・0,62・9±35・4

 BAMEμmole/min/mgdryweight(M±SD)と,contro1膵の塙から堀に減少してい
 た。また,血清,リンパ液,腹水にはBAME分解活性は全く認められず,逆にelastaseのBA

 ME分解活性を抑制する事が判明した。胆汁注入后5時間后の膵組織をみると,肉眼的に全例出

 血が認められ,組織学的にみると,壊死,間質浮腫,細胞浸潤,実質内出血,一部血管壁の破壊

 など,明らかな急性出血性膵炎像を呈していた。

結 論

 膵外分泌酵素の1つであるelasτaseは,amylaseと同様急性出血性膵炎時,血管(末梢血お

 よび門脈血),リンパ管・腹水中に大量に逸脱し,同様に膵組織中のelastaseの含有量,free

 およびtotalelastaseとも著明に低下する事が判明した。しかし,その分泌動態はamylase

 のそれと類似しており,elaStaseの血中濃度測定からは,急性膵炎時の膵病変の重症度の判定

 をおこなう事は困難と思われた。今后,浮腫性膵炎,また人のelaStaseの変動と対比検討する

 ことが意義あるものと思われた。
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 審査結果の要旨

 膵elastaseはその特異的なelastin分解作用を有する事から,急性出血性膵炎時に血管壁の弾

 性線維を破壊して出血をおこし,重症の膵炎に進展させると推測されてきた。しかし,血中

 elastaseinhibitorの影響で,現在まで血中elastase濃度測定に関しては満足すべき狽1」定方法は

 確立されなかった。本研究ではRadioimmunoassayを用いて血中elastase濃度を測定し,さらに

 豚を用いて急性膵炎を作成し,その分泌動態を研究している。

 踊d㎜moassayの方法としては,まずTracerはクロラミン丁法により1尋た。第1抗体は家

 免に感作することにより得た。BF分離は2抗体法によりおこなった。Buffer中にセリン酵素阻害

 剤であるE旺isopropylfluorophosphateを用いることにより,inhibitorの影響を除外している。

 このassay系における正確さ,精度,回収率も満足すべき結果がえられ,最小感度は5ng/麗で

 あった。次に子豚を用いて,大腿静脈,胸管リンパ管にカニュレーションしたのち,開腹して門

 脈にカニュレーションし,主膵管に自家感染胆汁0.5磁/kgを高圧下に注入して急性出血性膵炎を

 作成した。以後,経時的に採血、採液し,5時間后に膵組織,腹水を採取した。その結果による

 と,未梢血,門脈血,胸管リンパ液中のelastase濃度はいずれの部位でも前値は90ng/認前后

 であったが,胆汁注入后15分よりいずれの部位でも有意に上昇し,2-3時間でプラトーに達

 し,末梢血,門脈血では前値の5-6倍,胸管リンパ液では12-13倍と高値を示した。また

 腹水中にも大量のelastaseが認められた。膵組織中の.proelastase及びtotalelastase含有量

 は膵炎膵では著明に減少していた。amylaseの変動についてみると,いずれの部位でもelastase

 の変動と類似していた。膵には組織学的にネフローゼ,実質内出血,一部血管壁の破壊など明ら

 かな急性出血性膵炎像を呈していた。

 以上の成績より,膵elastaseは急性出血性膵炎時,血管,リンパ管及び腹水中に大量に逸脱す

 ること,その結果膵組織中のelastase含有量は著明に低下する事実を把握している。しかし,そ

 の変動はamylaseの変動と類似しており,その血中濃度測定から膵炎の重症度を判定することは

 困難であろうとしている。

 本研究はelastaseの血中濃度測定法を確立し,実験的急性出血性膵炎時のelastaseの分泌動

 態,役割を解明し,膵炎の病態解明に貴重な情報を提供し,治療に関しても有力なる指針を与え

 ている。よって,本研究は学位授与に値するものと認める。
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