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Antimitochondrial antibodies , serological hallmarks of primary biliary cirrhosis , recently

were found to be directed against the E2 subunits of mitochondrial dehydrogenase complexes.

The first objective of this study was to extend these findings and to determine whether

purified immunoglobulin from the sera of patients with primary biliary cirrhosis inhibit

activity of these dehydrogenase complexes in vitro. The second objective was to confirm

whether the detection of antibodies against mitochondrial dehydrogenase complexes contributes

the diagnosis of primary biliary cirrhosis and prediction of prognosis of the disease. Purified

Immunoglobulin from 13 patients with various liter of mitochondrial antibodies showed
concentration-dependent inhibition of activity of the dehydrogenase complexes , and close

correlation was observed between inhibitory activity against pyruvate dehydrogenase complex

and the reciprocal titer of immunoglobulin against this complex. Of 100 patients with

primary biliary cirrhosis, 79, 77 and 24 patients showed positive test for antibody against

pyruvate dehydrogenase, branched-chain ketoacid dehydrogenase, and alpha-ketoglutarate

dehydrogenase complex, respectively by enzyme linked immunosorbent assay. Only 7 patients
with primary biliary cirrhosis showed none of positive test for antibodies against these

enzyme complexes. Patients with positive for antibody against pyruvate dehydrogenase

complex showed higher level of serum cholesterol and bilirubin than those with negative.

Furthermore, all of the patients with positive test for antibodies against pyruvate

dehydrogenase complex showed early stage of liver histology. We conclude that the detection

of antibody against pyruvate dehydrogenase complex , besides serving as diagnostic markers

for primary biliary cirrhosis, may contribute to predict the prognosis of patient with this
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慣発性胆汁性肝硬変,抗 ミトこlンド■卜-,'抗体,抗L-:′しビン酸脱水素辞素抗体

病因はいまだ不明であるが.自己抗体LT)出現や細胞性免

急事 員 的 療異常より,その病状の進展には自己免疫的機序が関与

原発性胆汁惟肝硬変 (PBC)は胆汁 うっ滞を主教と してし､るものと想定されている.

する慢性の進行性肝疾患である.組織学的には慢性非化 Ⅰ-)BC患者血清中には高相私 かつ高力価で抗 ミト=1

膿性破壊性胆管炎と肝の肉芽腫形成を特徴 とする1'~3㌧ ソトー)'T抗体 (AhilAs)が出現し.疾敵特異性も高く,Pfで
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ぐ(1intht､presenceofincre之ISingconcentrationsLIltpurifi亡}dlg(;fr川TI
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79.,0ofthemean.ThelOOOoacti＼･itieswereasfollows:PT)H.I.3
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that5096/inhibitionofPDH.BCKr)こIndKC,1つHwpt･L.し)bsel-ヽ･,edby･
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/唱ml.
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の診断をこ有用である.近年 AMAsの対応抗原がピルビ

ン酸脱水素酵素投合体 LPt)tlll∴ 分枝錦 上｢卜酸脱水素

酵素複合体 川CKI)15∴ n･Jr卜酸脱水素梓素複 合体

LKGDH16てふ･ろ二王が証明された.我 ヤは PrミC患

者血清より igG を精製 し これらの酵素活性の抑制作

周を検討 した.また,個人の酵素複合体を精製し,それ

らを抗原とした EL王SA 法を開発 し,PBC患者血清中

LT)A九･lAsを ant卜Ⅰ)1)rl,anti-BClく1),anti-KGr.)ト1上

して個別に測定 した.さらにこれらの抗体の出現の有無

と臨床症状との関連性について検討 した.

2.対象および方法

当教室および閑適病院で艶繊学的,血清学的をこPBC

と診断された 100例について検討 した.王宮G の賄製は

MeKimney らの方法7)により行った.PDH はウシ心
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よりStanleyらの方法8)で号弧 D はウシ腎よりLawsom

らの方法9)で精製 した.KGDH は Sigma社のウシ心

KGDH を也ブァロ-ス CL-2B によるゲルろ過法で精

製 した.いずれの鰐魁酵素複合体 も SDSIPAGE およ

び Westem blot法によりその締製産を検討 し,各酵

素間のクロスコソタミネ-ショyのないことを確認した.

PDH,BCKD および KGDH の酵素活性は分 光 光度計

を履いたかすネテザックアッセイにより算出した10).IgG

による酵素活性阻害作問は以下の方法で検討 した.即ち,

披怜 lgf,LL_5別肝 TL1′ンニトLへ一一トした酵素n活性

を測定 し,ⅠgG 非添加の酵素活性との百分率で表した書

には ELISA 法を周いた.96究プレー トをこそれぞれの

精製酵素複合体 軋 5ug/welD を固相化 した. 旦%

BSA-PBSでポストコー トし,1,000倍希釈の被検血清
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Fig.2 C｡rrelLltiorltX､tWt､ビnetlZyTll(､itlhibitolTaLlti＼･itl-こ1ndこIntitxl巾rLICti＼･恒r
こIL,こIinstPDHcomplexestimこIt(〕dbyEl_一IS八.TheenZymt,inhibiti(-)n
assayforthePDHcomplexwascarriedoutinthepresenceoflO
/哨 mtOfIgGsfr･om AMj1-POSiti＼,ePTち(isL,rこ1.'nlPlowestILrG

frいm titrationcLlI･＼.eSag(,1instPnHL･omplpx.ThL11gGsliterstlIで
expressedasdilutionsof20m琵Of王gG/ml.Thedaをnshowah王宮h
dだgFeeOfcorrelation(㍗- -0,917,m:ニ13)betweenamも摘odyac軌豆ty

a嗣imstPDHcomplexbyEL王SAand呈nhibitionofemzymeact i v i t y .
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を室温1時間,さらに HRI)0 標識の抗ヒト免疫 ブr~-

プリン抗体 (4.(XX)倍希釈)を1時間反応させた.ABTS

で10分間発色させ.OD412を測定 した.13.1'卜す7値

はLE常血清の平均 OD+6Sr)とした.

3.結 果

精製 IgG による群素活性阻害作用

AMAs 陽性の PBC患者の血清よE)精製 した Igi;は

PDH,BCKD および KGDHの辞索活性を阻害した (図

1).予備実験によると各酵素は IgG を添加すると即座

に酵素活性の低下を示し,約2分で nadirに達した.PBC

由来の IgG では PDH,Ⅰ丈二KD.KGDHの酵素活性を50

%'阻害する濃度はそれぞれ8ug./ml.15ug!:ml.Bug,I;-ml

であった.健常者由来の IgG は 1,000ug:mlの濃度

でも阻害作用を示さなかった.AMAs陽性の PBC患

者由来 IgG (13検体)の PDH に対する群素活性阻害

作用は antトPDH の抗体価と正の相関を示した (図 2上

PBC 患者血清の anti-PDH,anti--BCKr).

antトKGI二)H ス.クり-1ニン.ゲ検査

PBC患者 100例の各抗体の出現型は表 tに示す如

くであり,antil)DH,antil_ミCKD,antトKGI)H tT)暢

表 l PBCIOO例における各抗体l))出現型

antトPDH anti-BCKD anti-KGI)H 例 数

十 + + 20

+ 十 - 44

+ - - 3

十 - - 12

- + 十十 0
- + 13
- - i

- - 7

ともに陰性の症例は79/6~てあ一､た.

臨床症状と こultトPr)H,;-1nti-t丈二Kl).こlnti-Kr,I)I-1

との関連性

臨床経過Cり追跡調喪が可能であ-1)た l'RC症例70例

に1いて.i-lntil)DH (')有無と臨昧像L･i-_L･r)関連性を検

討した.allt卜PDH 陽性の PBC症例は55例.anti､･1'l)r-i

陰作の f'f藍,は15例でか ,た.各群の年齢,,三宅漉碓亨の GITI＼

アルカリフ漆スファタ-ゼ,Ⅰ鍔M 値に有意差を認めな

か一一たが. 二･IL1ナu--JLおよび血清L-:り′Li-Iンイ【虹【

ant卜PDH陽性群が有意に高値であI-､た (表 2上 組織

学的検索では,こ1nti-PI_)H陽性群の55倒し巨13例が,痩

た anti-PDH陰性群の15例全例が Sch(.uerCT)Ⅰ期せ

たはrT期の初榊病変を示した (表 3上 無症候性 PBC(Li

ant卜PDH 陽惟群の55例中32例であり.ant卜f)【)H陰

性群では15例中13例であ一､た.こmt卜-PDH 陽性群の55

例中1()例が酋桁を什う症候性 】)Ⅰミ(｢･であり.こInli-Pl)H

陰性の症例はいずれも無黄疫であった.amt巨BCKD お

よび amt卜KGDH の有無と臨床像の問に関連性は認め

られなかった.

4. 考 案

今回の主賓所見は次の魂点である.すなわち,a)AMAs

陽性の PB(二面来(-JT)Igt.｣とPl)日,1号CKl).KGI)I.-1ハ

酵素活性を阻害し,b)PDH 酵素をこ対する阻害率は

;1nli-Pl)トItT)抗休価と_(7澗言行こ高い相関を示 しプ∴ し､､-

性LT)PBLlは930ふと高率で▲糾 ),dL)Llnl卜t,I)H陽性ハ

PBC症例では臨床像の進展 している症例が多い傾向が

認められた.

PBC血清中に出現する anも巨PDH は強も､酵素阻害

作用を看するが,後に ant卜PDH の対応抗原は E2サ

ブ認ニーノトの活性中心であるリポ酸結合 ドメインである

蓑 2 臨 床 検 査 成 績

ant卜Pr)H 陽 性 群 陰 性 群

例数 55 i.5

年齢 52.8士 11.7 57.7± 6.3

GPT 81.7± 66.5 60.3:吏67曲9

A王P 1015▲3±741.2 639.3±534,5

Cholesterd 2嶺9.9± 87.3 198.6±53.() p<0.01

B描Y.ubをm 1,9± 3,2 0.6± 0.4 p<0.0王.
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豪 語 組織学的 Stage分短

ant卜T)DH 陽性群 &%#

Scheuerl 35 13

汁 8 2

m 5 0
Ⅳ 7 0

ことが判明 し寿lj,生化学的にも酵素阻害作用が裏付け

られた.PDH,BCKD,KGDH はそれぞれ解糖系, ア

ミノ酸代謝,TCA 回路における蚤聾な酵素である12).

生体内でこれらの酵素活性が障害されるなら,義夫な代

謝異常を示すはずである. しか Lながら,PBC症例で

これらの代謝障害を示唆する報告はない.これらの酵素

の細胞内局在は ミトコンドリア内膜であり,血清中の抗

体が直接酵素と接触することは考えにくい. したがって,

AMA の持つ酵素阻害作用そのものは PBC の病因に

関与 していないものと考えられる.

当教室での PBC症例の IF法を用いた AMAs陽

性率は85%で, ミトコンUlljア内膜を抗原とした ELISA

法を用いた AMAs(anti-M2)の陽性率は95%であっ

法ではその陽性率は93%で,ほぼ従来の ELISA 法と

同等の検出率であった.各抗体と臨床像との関連性を検

討すると,amtトPDH 陽性の PBC症例は病態の進行

した例が多かった.従来の AMAs(IF)および ar血-M2

(ELISA)の出現の有無と臨床像をこぼ関連性が認められ

ておらず,AMAsのうち主要な抗原である PDH に限

定 して検討 した場合にのみこの傾向が示された. したがっ

て,ar由-PDH の出現は PBC の診断のみならず,チ

後推定のて-カー-となる可能性があるものと推測される.

この間轟についてはさらに抗体価の変動などと,臨床像

と関連性を検討する必要がある.
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