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   A simple enzymatic method for determining total polyamines in human blood was established. 
Polyamines in trichloroacetic acid extract from 1 ml of blood were isolated on an anion-exchange 
column and measured spectrophotometrically by the end point assay using polyamine oxidase and 

putrescine oxidase. The recovery was as high as 98.4% and within-run precision (coefficient of vari-
ance: 1.82%), and the values obtained by this method were in fair agreement with those obtained 
by high performance liquid chromatography and the enzymatic differential assay methods previously 
reported. The polyamine levels were not changed when the blood was stored at —20°C. 

   Blood polyamine levels were measured in 108 patients with genitourinary cancers, 29 patients 
with benign prostatic hypertrophy, 18 patients with benign urological diseases and 25 normal sub-

jects. Although polyamines were not significantly elevated in the low stage of cancer, elevation was 
observed at a high stage of malignancy. These results indicate that the determination of total poly-
amines may be useful to determine biochemically the malignancy of cancers. 
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緒 言

核酸,蛋 白合成と密接な関係を持つポリアミンは近

年腫瘍マーカーとして注 目されてお り,尿 ・血液など

各種体液中で測定され,臨 床的に検討されているu.

われわれは,第1報 ～第5報2-6)に おいて,基 質特異

性の異なる2種 類のアミン酸化酵素を用 いて,血 中

および尿中ポ リア ミンを簡便に分別定量 す る方法 を

検討 し,有 用であるという結論を得ている,今 回その

分別定量法をさらに簡便に変法 させ,ポ リアミンを

diamine・spermidine・spermineと いった分画単位

でなく,一 括 した総ポリア ミンとして測定する方法に

ついて基礎的検討を加え,未 治療の尿路性器癌患者に

おける血中総ポリア ミンを測定し,そ の臨床的意義を

検討した,

測定原理および方法

A:測 定 原理(Fig.1)

本法 は,spermine。spermidineに 対 し て 基 質 特

異 性 を 持 つ ポ リア ミンオ キ シ ダ ーゼ と,diamine・

spermidineに 対 して 基 質 特異 性 を持 つ プ トレ 艸シ ン

オキ シ ダー ゼ の2種 の ア ミン酸化 酵 素 を用 い て ポ リア

ミンを 酸化 し,こ の反 応 に よ り生 成 さ れ るHzOzを

比 色定 量 す る こ とに よ り,血 中 の総 ポ リア ミン量 を 測

定 す る も ので あ る.

PAO

PUO

Sp叫

i

(2H=0=)

↓
Put,

↓
開202

Spd,

i

{開aOi)

↓
Put,

↓
HZOZ

Put,
i

l
Put,

l
H202

Cad

i

↓

Cad

↓
HZOZ

Totalpolyamines

Fig.1.Principle.

B:測 定 方 法(Fig.2)

1)血 中 ポ リア ミンの抽 出 と分 離

共栓 付 試 験 管 に,採 血 時 に ヘ パ リ ン加 した 全 血1ml

に10%ト リク ロ ロ酢 酸1m1を 加 え,試 験 管 ミキ サ ー

に て2分 間 か く搾 後,3,000r.P.m.で10分 間 遠心 分 離

した.遠 心 分 離 上 清1mlに0.5MBis-tris溶 液0,5

mlを 加 え 中和 し,こ の 混 合液 をAmberliteCG-50

カ ラ ム(4×7mm)に 添 加 し,精 製 水0.5mlに て洗

浄 後,吸 着 した ポ リア ミンを0.5NHCIO,5mlで 溶

出 し測 定用 試 料 と した.

2)Polyamine定 量

発 色 液1:0.5Mリ ン酸 カ リウ ム 緩 衝 液(pH7.0)

10mlに,ポ リア ミン酸 化 酵 素(PAO)1.5U,4ア
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ミ ノア ンチ ピ リン(4AA)1.Omg,ペ ル オ キ シ ダ ーゼ

(POD)0.2mgを 用 時 溶 解 した.

発色 液II:0.5Mリ ン酸 カ リ ウム緩 衝 液(pH&5)

15m正 に,プ レ 』 シ ン酸 化 酵 索(PUO)お よ び

TOOS(sodiumN-ethyl-N(2-hydroxy-3-sulfopro-

py1)-m-toluidine)4.5mgを 用 時 溶 解 した.

反応:測 定 用 試 料0,5m1に 発 色液1を1.Oml加

え37℃ で5分 間 混 和 させ た.続 いて,発 色 液IIを

1.5ml加 え37℃ で15分 間 反 応 させ,生 成 したH202

か らPODに よ って 形成 され る キ ノ ン色 素 を555nm

で 測 定 した.盲 検 と して 水0.5mlを 用 い て 同様 に操

作 した 。 本法 に おけ る血 中 総 ポ リア ミン量 は プ レ ト ノ

シ ンを標 準 ポ リア ミ ンと して 求 め た 係数360を 盲 検 試

験 との 吸 光度 差 に乗 ず る こ とに よ って算 出 した.

対 象

対象は主 として岐阜県立岐阜病院に入院し組織学的

に悪性腫瘍と診断された治療前の108症 例である.癌

の深達度はUICC分 類に従った.そ の内訳は,腎 細

胞癌18例,腎 孟尿管腫瘍9例,膀 胱腫瘍45例,前 立腺

癌26例,睾 丸腫瘍10例 である.な お,良 性腫瘍ではあ

るが組織学的に前立腺肥大症と診断された29例 につい

ても検討を加xた.

一方,対 照群は明らかな炎症性病変を伴わない泌尿

器科的良性疾患18例 および健常人25例 とした,泌 尿器

科的良性疾患の 内訳 は,尿 路結石症13例,遊 走腎3

例,神 経因性膀胱2例 である.

検体はヘパリン加採血後4℃ にて冷所保存 し,原

則 として約12時 間後に測定 した.



成 績

小 出 ・ほか;酵 素 法 ・血 中1G'i`リ ァ ミソ

1)添 加回収試験および検量線

標準液を用いた血中ポリアミンの添加回収試験の結

果をFig.3に 示す.回 収率は98.4%と 良好な成績が

得られた.検 量線は良好な直線性が得られた.

nmol/int

sao

婁塁

聾碧100

信
o

0
0100200nmol!認

Theoreticalvalue

Fig.3.Recoveryofpolyamineinblood.

nmol/m!

50

40

030
J
a
=
20

io

φ

●●●

●

n=26

r=0.9729

b=0.9868x+0.7572

●

亀'

..誓 ●
● ●

●

・ ●

●

0
01020301050nmol/,.t

Enzymaticassay

Fib.4,CorrelationbetweenEnzymatic

and]日[PLCassayinUlood.

647

2)同 時再現性試験

同時測定を10回 全操作にわたって行なった結果,変

動係数は1.82%と 良好な成績が得られた.

3)HPLCと の比較試験

本法と同様に調製 したカラム溶出液を試料として,

TablcIに 示 したHPI・Cの 条件にて測定 し本法 と

比較した.対 象は泌尿器科的疾患を有する26症 例であ

り,両 者の測定結果はFig.4に 示す とお りで,r=

0.9729,y=0.9868x+0.7572と い う良好な相関関係が

得られた.

TableI..ConditionsofHPLC.

Apparatus:LC-6A(Shimadzu)

Column:ISC・05/S-05044mmφ ×5.Ocm(Shimadzu)

Mobilephase:0.17Mtrisodiumcitrate

3.OMsodiumchloride

OP丁reagent=0.15Msodiumtetraborate

O,5g!eo-phthalaldehyde

O.5g/!Brij35

0.1%2-mercaptoethanol

1.0%sodiumhydroxide

Temperature:column70'C

FIowrate:mobilephaseO.7ml/min

OP丁reagent1.Oml/min

Reactioncoil● .TeflontubeO.5mmφX300cm

Detecter:EP-210(JapanSpectroscopicCo.)

Ex=345nm

Em=450nm

Integrator:SIC70008(SystemInstrumentsCo.)

4)凍 結保存試験

大置検体を処理する場合,凍 結保存が可能か否かは

大きなポイントとなる.泌 尿器科的疾患を有する15症

例について,採 血後4℃ にて冷所保存 し約12時 間後

に測 定 した値 と,-20℃ に て72時 間 凍 結 保 存 後 測 定

した値 とを 比 較 した.そ の 結 果 をFig.5に 示 す が,

r=0.9672,y=0.9897x-1.6621と 良 好 な相 関 関 係 が 得

られ た.
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5)分 別 定量 法 との比 較

第4報 で報 告 した分 別 定 量 法 を 用 い て 測 定 し た

diamine・spermidine・spermineの 和 と して の 総 ポ リ

ァ ミ ン量 と,本 法 で測 定 した 総 ポ リア ミン量 とを 比 較

した,Fig.6に 示 す とお り,r=0.9762,y=1.1304a‐

7.1070と 良 好 な 相 関 関係 が 得 られ た .

以上1)か ら5)よ り,本 法 は 臨 床 応 用 が 可 能 と考 え ら

れ た.

6)臨 床 的検 討

血 液 のポ リア ミンは95%以 上 が血 球成 分 中 に 含 まれ

て い る と報告 され て い る7)わ れわ れ は 第5報 で示 し
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n=20

r=0.9フ62

N=1.1304x-7.1070

Table2.Polyaminelevelofbloodin
urologicaldisease.(Corrected
byHt.value)
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た とお り6),腫 瘍 マ ー カー と して の 特異 性 を強 め るた

め に,血 球1mlあ た りのnmolと し て 測 定値 を 求

め た.

結果 をTable2に 示 す.

健 常 人25例 の 平 均 は38.97±4.95nmol/mlで あ っ

た,前 立腺 肥 大 症29例 の そ れ は33.90±7.40nmol/ml

であ り,泌 尿 器 科 的 良 性疾 患 群18例 のそ れ は38.98±

4.49nmol/mlで あ った.

腎 細 胞癌18例 の 平 均 は50.65±21.62nmol/mlで

あ り,健 常人 群 に 比 しP<0.05で 有意 の差 を認 め た.

深 達 度 別 に 検 討 す る と,lowstage群9例 の 平 均 は

45.08±10,56nmol/mlで あ り,highstage群9例 の

そ れ は56.22±26,49nmo1/mlで あ った.Iowstage

群 は 健 常 人 群 に 比 しP〈0.05で,highstage群 は
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P<0.Olで 有 意 の差 を示 した.

腎 孟 尿 管腫 瘍9例 の平 均 は42.19±6,77nmol/mlで

あ り,健 常人 群 に比 し有意 の 差 は認 め なか った.

膀胱 腫X45例 の平 均 は48.18±27,50nmol/mlで あ

り,健 常人 群 に 比 し有 意 の差 を認 め なか った.深 達 度

別 に検 討 す る と,Iowstage群32例 の 平 均 は39.82±

8.53nmol/mlで あ り,highstage群13例 の そ れ は

68.75±44.04nmol/mlで あ った.10wstage群 は 健

常 人 群 に 比 し有 意 の差 を 示 さな か った が,highstage

群 で はP<0.01で 有意 の差 を示 した.

前 立腺 癌26例 の 平 均 は48.88±24.85nmol/mlで あ

り,健 常 人群 に比 し有 意 の 差 を認 め なか った.深 達 度

別 に 検 討 す る と,Iowstage群7例 の 平 均 は35.10±
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7.30nmol/mlで あ り,highstage群 のそ れ は53・96

止27.18nmol/mlで あ った.Iowstage群 は 健 常 人 群

に比 し有意 の差 を 示 さ な か った が,highstage群 は

P〈0.01で 有 意 の差 を認 め た.

睾 丸 腫 瘍lo例 の平 均 は43.38±13.69nmol/mlで あ

り,健 常 人群 に比 し有 意 の差 を 認 め な か った.

健 常 人 群25例 の平 均 は38.97±4.95nmol/ml(mean

±SD)で あ る.mean+2SD=48.87nmol/mlを 越

え る もの を有 意 の高値 と して検 討 す る と健 常 人 群 で は

48.87nmol/mlを 越 え る もの は 認 め ら れ な か った.

泌 尿器 科 的 良性 疾 患 群 で は48.87nmol/m1を 越 え る

もの は認 め られ なか った が,前 立 腺 肥 大 症 で は29例 中

2例6.9%の 陽性 率 を 示 した.腎 細 胞 癌 で は18例 中

6例33.3%の 陽 性 率 で あ り,深 達 度 別 に 検 討 す る と

lowstage群 で は9例 中2例22.2%,highstage群

で は9例 中4例44.4%の 陽性 率 で あ った.腎 孟 尿 管 腫

瘍 で は9例 中2例22.2%の 陽性 率 で あ った.膀 胱 腫 瘍

は45例 中II例24.4%の 陽 性 率 で あ った,深 達 度 別 に検

討 す る とlowstage群 で は32例 中3例9.4%,high

stage群 では13例 中8例61.5%の 陽 性率 で あ った.前

立腺 癌 は26例 中9例34.6%の 陽性 率 で あ った.深 達 度

別 に検 討 す る と,10wstage群 で48.87nmol!mlを 越

xる ものは 認 め ら れ な か った が,highstage群 で は

19例 中9例47.4%の 陽 性 率 で あ った.睾 丸 腫 瘍 は10例

中2例20.o/0の 陽性 率 であ った.悪 性 腫 瘍 群 全体 で は

108例 中30例27.8%の 陽 性 率 を示 し,深 達 度 別 に検 討

す る と,正owstage群 で は60例 中7例11.7%,high

stage群 では48例 中23例47.9%の 陽 性 率 を 示 した.

考 察

生体内アミンであるポリアミンは,細 胞の増殖と密

接な関係を持ち,各 種の悪性疾患患者の血液 ・尿で増

加することが知 られている8,9).われわれは第5報6)で

尿路性器癌患者の血液中のポ リア ミンについて分別定

量し,臨 床的に検討 を加えた.し かし,血 中ポリア

ミンの分別定量法では検体 としてヘパ リン加血液が

5m1と 多量に必要であるという難点が ある.ま た,

大量の検体を処理する場合に凍結保存が可能であるか

否かは大きなポイントとなるが,わ れわれが分別定量

法で検討 した結果では,diamine,spermidine,sper-

mineの それぞれについて,採 血後4℃ にて冷所保存

し約12時 間後に測定した値 と,-20℃ にて72時 間凍

結保存後測定した値とを比較検討 したところ良好な相

関は得られなかった.本 法において血中総ポ リァ ミン

量は成績の4)に 示 したとお り良好な相関が得られた.

分 別定量 法で も,diamine.spermidine,spcrmine
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の和としての総ポリアミン量は凍結の前後で比較的良

い相関が得られたことから,凍 結はポリアミンの各分

画構成にのみ影響を与え,総 量としてはあまり変動が

無いものと思われた.し か し,凍 結 とそれに続 く解凍

といった操作が血液中のポ リアミン分画に与える影響

に関 しては,解 凍時の溶血の関与が推測される程度で

よくわかっていない.今 回,凍 結保存が可能で,検 体

の必要量がlmlと 分別定量法の5分 の1で 済み,実

験操作もはるかに簡易な本法で測定される総ポリアミ

ン量が臨床的に充分な意義を持つならばその利用価値

は大きいと考え,未 治療の尿路性器癌患者108例 につ

いて検討を加えた.健 常人群のmean+2SDを 越え

たものを陽性値 として悪性疾患群別に検討 した とこ

ろ,い ずれも20.0～34.6%と 特に高値を示す疾患はな

く,尿 路性器癌に関しては特定の癌のマーカーにな り

づらいと思われた.

ポ リアミンの早期癌診断における意義に関 しては否

定的な意見が多い10).今 回 も,悪 性疾患群全体の10w

stage群60例 中7例 のll.7%し か 陽性を示さなかっ

た.分 別定量法においてわれわれは,血 中のポリアミ

ン分画のいずれか1つ 以上の分画が陽性を示す場合の

陽性率が早期癌の症例でも30%以 上と高いこ とを認

め,癌 の早期診断における可能性を予測したが,本 法

は分別定量法と比較すると有用性は低いものと思われ

た.

癌の深達度との関係について検討 してみる と,い

ずれの悪性疾患群でもIowstage群 よ りhighstage

群の方が陽性率が高 く,さ らに悪性疾患群全体では,

highstage群 で47.9%と 高値を示 した.血 中のポリ

ァミン値が癌の進行と相関し上昇するとい う報告は高

見らll)をは じめとしてよく見られてお り,Russe11ら

は抗癌剤や放射線による治療効果の判定に有用である

と述べている17)今 後,本 法は測定 ・保存の簡便さか

ら,癌 の進行度,再 発のcheck,化 学療法などの治療

効果の指標として汎用が期待される.

結 語

1)第4報 において報告 した新 しい簡便な酵素法に

よる血中ポリアミン分別定量法を変法し,血 中総ポリ

ァミンの定量を行ない,そ の基礎的検討を加えた.

2)添 加回収試験の結果は回収率 が98.4%と 良好

で,同 時再現性試験も変動係数が1.82%と 良好な成績

が得 られた.HPLCと の比較試験および分別定量法

との比較試験ではともに良い相関関係が得られた.検

体の凍結保存も可能という結果 も得られた.

3)以 上 より本法は臨床応用可能 と考えられ,未 治
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療 の尿 路 性器 癌 患 者108例 に つ い て検 討 を加 え た.

4)健 常 人25例 の 平 均 は38.97±4,95nmol!m1で

あ り,mean+2SD=48,8フnmol/mlをxる もの を

有 意 の 高値 と して検 討 した.

5)尿 路 性 器 癌 の 早 期 症 例 で は11.7%の 陽 性 率 しか

示 さな か った,

6)い ず れ の 悪 性 疾 患 群 で もlowstage群 よ り

highstagc群 の方 が 陽性 率が 高 く,さ らに 悪性 疾 患

群 全 体 のhighstage群 で47.9%と 高 値 を示 す こ とか

ら,癌 の進 行 度,化 学療 法 な ど の治 療 効果 の 指標 と し

て 本法 の有 用 性 が 示 唆 され た.

最後に酵素を供与 していただいた天野製薬に深謝い た しま

す.

なお,本 論文の要旨は第74回 日本泌 尿器科学会総会に おい

て発表 した.
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