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精漿中Diamine Oxidase（DAO）活性の研究

埼玉医科大学総合センター泌尿器科（主任：斉藤 博教授）
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STUDIES QN DIAiM．INE OXIDASE （DAO）一 ACTIVITY
          IN SEMINAL PLASMA

Yutaka UaHiJiMA， Ken－lchiro YosHiDA， Nobuyuki KoBAyAsm

            and Hiroshi SAiToH

Fi’om the DeParttne2tt ef Urolog］， Saitama Medical Center， Saitama 11tfedica／ Sclzool

  Diamine oxidase （DAO： EC 1．4．3．6） activity was measured for seminal plasma of patients complaining

of infertility to investigate whether rneasurement of DAO activity in seminal plasma is a significant

laboratory examination or not for evaluation of male infertility．

  （1） DAO activity showed a slight decrease with increasing sperm density， but there was no significant

correlation between DAO activity and sperm density． （2） DAO activity was higher in sampies with

sperm motility below 200／．． There was a significant negative correlation between DAO activity

and sperm皿otility， （3）DAO activity was higher in samples with motile sperm count below 10×

IOIml．

  In conclusion， the slmple spectrophotometric assays for D．4s．0 could form the b．ase of a ro’v．tine examina－

tion of male infertility．

                               （Acta Urol． Jpn． 35： 829－833， 1989．）

Key words： Diamine oxidase， Seminal plagma， lnfertility， Sperm motility

緒 言

 男子不妊症に対する評語の中で精液量，精子濃度な

らびに精子運動性は特に重要なパラメーターである．

しかし精子運動性を評価する方法として従来観客的な

方法がなく，種々の試みがされてきた．最近CELL

SOFTT｝iにより精子運動性を半自動的に測定するこ

とが可能となったが1），装置が高価のため多くの施設

では利用することが困難であり，できるだけ簡便に，

しかも客観的な評価に耐える測定法の導入が待たれて

いる．

 Diamine oxidase（以下DAO と略す）はdi－

aminesを酸化する酵素で2），腎臓，腸管および胎盤に

分布し，精路では精漿，前立腺に多く存在することが

報告されている（Fig．1）． Jamesら4）は精子運動率

が低くなるにつれてDAO活性が高くなる傾向にあ

ると報告し，DAO活性の測定が妊孕性の指標とな

る可能性を指摘している。

 本実験では精漿中のDAO活性を測定し，精液の

各種パラメーターと比較することによりDAO活性

の測定の意義について検討した．

対象および方法

 埼玉医科大学泌尿器科不妊外来を受診した292症例

から提供された精液を20分間静置後，精液量，精子濃

度および精子運動率を測定し，その後3，000回転20分

間遠心沈澱し，その上清を酵素試料とした．

 DAO活性の測定：DAO活性の測定原理はTa・
ble 1に示したように（O．2 M phosphate buffer；

pH 7．4，5．7 mM 2－oxoglutarate， O．19mM NADH，

8 mM putrescine， 15 U／ml GIDH）， GIDH （L－

glutamate；NAD（P）oxidoreductase〕が DAO

によって発生したアンモニアを利用して，2－oxoglU－

tarate（本実験ではputrescine）をgluta・nateに変

換するときに酸化されるNADHの減少を吸光度340

nmで測定して行った5），

 試料の調整：精漿の中にはDAOの基質が多く含

まれているために，それを取り除くため酵素活性の測

定前にSephadex G－50カラム（2、5×40 cm）でゲ

ル濾過を施行し， void volumeの分画について
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H、N．［CH、1ザNH、＋0、＋H，0些しH、N．【CH、1．一1－CHO．NH、＋H、0、

cf．

    H2 一H  ／cx ／．c〈．
H2C NH2 ． ’．．．DAo H2C’ 0
                      1 ＋NH3＋H202         ＋02＋H20－  l

H2C NH， H2C． NH2  Xc／’ Xc／
    H， H2
  putrescine r－aminobutyratdehyde

Fig． 1． Action of di’amine oxidase for substrates ’

Table 1． Principles ofmeasuremen’t for diarpine

        oxidase activity．

                    GIDH＊
［NH3＋2－oxoglutarate＋NADH＋H’ii－III：tin：…一一一一一glutamate＋NAD’＋H20］

 O．D．

（280nml

Pho＄phate buffer
GIDH solution

2－oxoglutarate soTution
NADH solutlon

Sample

1，65－2．55ml

   O．05ml

   O，10ml

   O．10ml

 O．1－1．Oml

，LC！t11iljix qnd alldw to stand for 10min）

Substrate solution O．1ml

＊ L－Glutamate ： NAD（P） oxidoreductase

      O 10 20 30 40 50 60 70 80
               Fraction tube number

               （one fraction tube contain 4．08ml）

Fig． 2． Elution pattern of Sephadex G－50
      column chromatography
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Diamine oxidase activity in seminal plasma is plotted for sperm density．

DAO活性を測定した（Fig．2），

 蛋白定量はLowryら6）の方法に準じて施行した．

            結     果

精子濃度とDAO活性の間には相関係数がr＝
一〇．018，回帰直線Y＝1．31－7．62．・×10 4Xの関係

を認めたが，統計的に有意の相関は認められな．かった

 （Fig． 3）．

 精子濃度を無精子症から10×106／ml毎に最高．50

×106／ml以上の群までの7群に分類したが，各群問

に有意のDAO活性の相違は認められなかった（Ta－
ble 2）．
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 精子運動率とDAO活性の間には相関係数がr＝

一〇．267，回帰直線Y＝1．75－O．O143Xの関係を認め，

危険率p＝o．001で有意の相関を認めた（Fig．4）．

 精子運動率をO％から20％毎に最：高60％以上の群ま

での5群に分類して各群間のDAO活性を検討する

と，運動率が60％以上の群の’DAO活性は0．94±

O、53 U／mg proteinであり，運動率が低い群になるに

つれてDAO活性は上昇し，0％の群ではDAO活
性は2。30±O．59 U／mg proteinと危険率P＝O．01で

60％以上の群のDAO活性よりも有意の高い値を示

831

Table 2． Diarnine oxidase activity in seminai
     plasma for samples of different sperm

     density

Sperm density
 （10s／叩t｝

Diamine oxidase activity

 （U／mg protein｝

sos ｛n＝ 31）’
40＄ 〈50 （n＝25）

30＄ 〈40 ｛n ＝33）

20＄ 〈30 ｛n＝49｝

10＄ 〈20（n＝57）

O〈 〈10｛n＝84｝

  O （n＝11）

1．48±2．12

0，97 ±O．52

1．24±1．27

1．35±1．99

1．16±O．76

1．27±O．73

2．10±3，03

＊ Parenthesis shows sample number
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Diamine oxidase activity in seminal plasma is plotted for

sperm motility．

した．また運動率が0％の群は40－60％および20－40％

の群のDAO活性よりも各々有意に高いDAO活
性を示し，20％以下の群のDAO活性も60％以上と

20－40％の群のDAO活性よりも各々有意に高い

DAO活性を示した（Table 3），

 運動精子数（精子濃度×精子運動率）とDAO活

性の間には相関係数がr・＝：一〇．099，回帰直線Y＝1．34

－6．49×1〇一3Xの関係を認めたが統計的に有意の相関

は認められなかった（Fig．5）．運動精子数を0から

10×106／ml毎に最高50 × 106／mlの群までの7群に

分類し，各野間のDAO活性を検討すると，運動精

子数が。の群のDAo活性は2．30±o．59 u／mg pro－

teinで他の群よりいずれも有意に高いDAO活性を

示した．運動精子数が10xlO6／ml以下の群のDAO

活性は運動精子数が30－40 × 106／mlとlo－20×106／ml

の群より有意に高いDAO活性を示した（Table
4）．

Table 3． Diamine oxidase activity in seminal
     plasma for sampres of different sperm

     motil呈ty

Sperm motility

  （e／o）

Diamine oxidase actMty

  （U／mg protein）’

60＄ （n＝67）’
40＄ 〈60 （n＝67）

20S 〈40 ｛n＝58｝

0＜  ＜20｛n＝：56）

  O （n ＝27）

iiii麹熱

 ＊ Parenthesis shows sample number
＊＊ P〈O．Ol

＊＊＊ P〈O．05

考 察

 Crabbeは精液中DAO活性は精子運動率が20％

以下の群では高い活性値を示し7），H61ttaら8）も精子

運動率が70傷以上の群ではDAO活性が165 nM／

min／mlであるのに対して，50％以下の群では302

nM／min／mlと有意に高い値を示したと報告し，自験
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Fig． 5． Diamine oxidase activity in seminal plasma is plotted for motile sperm count．

例でも精子運動率が20％以下の群や運動精子数が10

×106／m1以下の群では他の群より精漿中DAO活性

が高い値を示し，精漿中DAO活性と精子運動性と

の間に何らかの関係が存在することが示唆された、

 精々に認められるDAOは他の臓器からのDAO
と非常に類似しており，分子量が182，000であること

が報告されている3）．DAOはdiaminesに対して高

い親和性を示し，精漿中に存在するpolyaminesを

酸化する可能性が指摘されている。H61ttaら3）は基質

として，putrescine， spermidineおよびspermine

を使用し，発生した過酸化水素量の検討からspermi－

dineおよびspermincは各々putrescineの94％，

64％の過酸化水素発生：量を示し，さらにspermineは

putrescineに対して競合的に作用すると報告してい

る．また精漿中のpolyamine濃度はputrescinc，

spermidineおよびspermineで各々約0，2mM， O．1

mMおよび3mMであり8），じゅうぶん精漿中の

DAOはin vivoでもpolyaminesを酸化すること

が可能であると考えられる．

 ；事実，精漿中DAO活性が高くなるにつれてpu。

trescine濃度は低値になり8）， Fairら9）も運動性の

良い精子を認める精液の：方が有意に高いspermine

濃度を示すと報告し，これらのpolyamineがDAO

により，より多く代謝されている可能性を窺わせる．

 酸化されたpolyamine代謝物の精子への作用につ

いては明かではないが，一つにはDAOにより発生

する可能性のある活性酸素による細胞膜の障害であ

Table 4． Diamine oxidase activity in seminal
     plasma for samples of different motile

     sperm count．

Motile sperm count

  tlOo／ml｝

Diamine oxidase actMty

  （U／mg protein）

50 〉一 （n＝ 13｝“

40≦  く50（n二7）

30s 〈40 （n＝7）
20＄ 〈30 （n＝25｝

los 〈20｛n＝4g＞
O〈 〈10 （n＝147｝

  O （n＝27｝

1A2士O．49
t15士0．68
0．63±O．26

1，00±O，52

0．93±O，53

1，27±1．63

2．30±O．59

）＊＊

1：

森＊＊

＊ Parenthesis shows sample number
＊＊ P〈O，Ol

＊＊＊ P〈O．05

り，もう一つには酸化されたpolyamine代謝物の作

用である．前者は活性酸素により精子膜の過酸化が運

動性を障害すると考えられ，過酸化に対する生体の防

衛機構であるsuperoxide dismutase（SOD）活性

が精子運動率と有意の相関を示すことから活性酸素に

運動性の障害作用があることが指摘されているlD）．後

者はspermine酸化物のN， N㌧bis，1一，4－diamino－

butaneのiminoaldehydeが精子におけ’る果糖およ

び乳酸の取り込みを強く抑制するということであ

り11），きらにこの代謝物が精子膜に強く結合する事実

が指摘されており12），精子エネルギー代謝にpoly－

amine酸化物が影響を与えるために精子の運動性が

障害を受ける可能性も考えられる．



結 語

内島ほか：Diamine oxidase・精漿

 本実験から精漿中のDAO活性の測定は男子不妊

症症例の妊孕能の評価判定に有用である検査法になる

可能性が示唆された．
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