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  The enzymatic method for isolation and determination of urinary polyamines was modified to

measure the polyamines in the blood． High recovery rates of polyamine in blood by enzymatic hy－

drolyzation were obtained， namely，101．9＝と4．4％f｛）r diamine，96．0圭5．4％fbr spermidine and 104．1

土33％for sperminc． Furthermorc cxcellent lincarity was demonstrated． Within－run precision of

polyamine in blood was excellent， namely， in C．V．， 1．150／． for Reaction 1， 2．llO／． for Reaction 2

and 2．790／． for Reaction 3．

  This method was compared with high pressure liquid chromategraphy （HPLC）， and a close
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  correlation．Was demonstrated for all the fractions： diamine r＝O．8824， y＝＝！．367x十〇．0417 （n＝15）；

  spermidine r一一〇．9878， y一一〇．806x十5．218 （n＝15）； spermine r＝＝O．9764， y＝＝1．068x－O．9195 （n＝15）．

  Key words： Polyarnines in blood， A new enzymatic method

        緒    ．言

 ポリアミンは生物界に広く存在する生体アミンで，

核酸やタンパク質の合成や安定化，あるいは細胞の増

殖や機能的分化において重要な役割を担っていること

が知られている．また，1971年Russellらが癌患者

における尿中ポリアミンの増加を報告して以来，新し

い腫瘍のマーカーとして注目を浴び，その臨床応用に

ついて種々．の検討がなされている1・2）．

 血液中のポリアミンの測定については，高速液体ク

ロマトグラフ法（HPLC）を用いた高感度蛍光定量

法3），ダンシル化薄層クPマトグラフ法を用いた螢光

定量法4），アミノ酸分析法5）などが報告されている．

しかし，精度の点では優れているものの，特別な機器

や測定に時間を要するど臨床応用には問題があった．

われわれは尿路性器癌患者に事ける尿中ポリアミン

を，基質特異性の異なる2種類のアミン酸化酵素を

用いて簡便に分別定量する方法を臨床的に検討して．

きた6～8）．今回，との酵素法を変法して，血中ポリアミ

ンの分別定量に応用し，添加回収試験，同時再現性試

験，HPLCとの比較試験などの基礎的検討を加えた

ので報告する．
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       L轟㎜伽＿

    Amount of闘202＝Spd．十Puし一←Cad．
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       L認＿一一。
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Fig． 1． Method for differential determination
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Fig． 2，． Polyamine differentiation method in blood
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Table 1． Conditions of HPLC
測 定 方 法

 A：測定原理（Fig． i）

 第1報6）にて詳説したので省略する．

 B：測定方法（Fig．2）

 1）酵素加水分解法とカラムクロマトグラフ

 共骨付試験管に，採血時にヘニ糊ン加した全血5ml

及び蛋白除去剤（10％トリクロロ酢酸）5m豆を加え，

3分間激しくかく搾した．3，000r．p．m，にて10分間遠

心分離後，上清51nlを集め，0．5 M Bis－tris溶液3

mlを加えて混合した．この中和混合液をカラムに通

し，精製水5mlにて洗浄後，0．5 N HCI 3 mlで溶

出した．カラムは0．8×1．1cmの陰イオン交換樹脂

を含むものを使用した，

 2）Diamine， spermidine及びspermineの分別

定量

 発色液：0・2Mホウ三才トリウムーリン酸緩衝液

（pH 7．3）130 mlに，4一アミノアンチピリン10mg

及びTOOS（N－ethyl－N（2－hydroxy3－sulfopropvl）

Ntoluidine sodium salt）45 mgを用時溶解した．

 酵素液：ポリアミン酸化酵素（PAO）20 u／ml，プ

トレッシン酸化酵素（puo）500u／皿1を用いた．

 中和剤： 225 Mリソ酸ナトリウム溶液

 反応：0．5MNaOHにて中和されたカラム溶出液

1・5mlに，発色液1．3 mlを加え反応1・ll。皿を行

なった．反応1は30℃にて3分間preincubation

後，PUO 500 U／ml 10μ1を加え，300Cで20分間

反応させた。中和剤200μ1添加後，555nmにおけ

る吸光度（AI）を測定した．反応II 30℃にて3分

間preincubation後， PUO 5GO U／ml 10μ1を

加え，30℃で20分間反応させた．中和剤200μ1を

添加後，PAO 20 U／ml lOμ1を加え，30℃で10分

間反応し，555nmにおける吸光度（ADを測定し

た．反応皿は中和剤10μ1を添加し，3分間prein－

cubation後，20 U／ml loμ1を加え，30℃10分間

反応後，555nmにおける吸光度（Aのを測定した．

下記の計算式にて血中の各ポリアミン量を求めた．

diamine＝240× （Asssl－Ass6m）

 spermidine＝240×（AsE51十As55皿一Asss皿一blank）

 spermine ＝＝ 120 × （As ］・s g 一Asss 1 ）

 Blankは反応1でカラム溶出液1．5 mlの代りに蒸

留水1．5 mlを使用したものを用いた．検体はヘパリ

ン加採血後学所保存し，原則として約12時間後に測定

した．

 3）高速液体クロマトグラフ法（HPLC）

 酵素法と同様に調製したカラム溶出液を試料として

Apparatus ： LC－6A （Shimadzu）

Co］umn ： tSC－05／S－0504 4mmO x5，0cm （Shimadzu）
Mobile phase ： O．17M trisodium citrate

      3．OM sodium chloride
OPT reagent ： O，15M sodium tetraborate

      O，5g／e o－phthalaldehyde

      O．5 g／e Brij 35

      0．1 e／o 2－mercaptoethanol

      1．0 O／o sodium hydroxide

Temperature ： column 70“C

FIow rate ： mobile phase O．7 ml／min

      OPT reagent 1，0 mlfmin
Reaction coil ： Teflon tube O，5mmdi ×300cm

Detecter ； EP－210 （Japan Spectroscopic Co．）

      Ex＝345nm
      Em＝＝450nm
lntegrator ： SIC 7000B （System lnstruments Co，）
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Fig． 3． Recovery of polyamine in blood

Tab王e 1に示したHPLCの条件にて測定した．

成 績

 1）添加回収試験及び検量線

 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． diamineの回収率は101．9±

4．4％，spermidineのそれは96．0±5．4％， spermine

のそれは104． 1±3，3％であり，いずれも引回な成績

が得られた．検量線は良好な直線性が得られた．

 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

動係数は反応1が1．15％，反応且が2．11％，反応皿が

2．79％と良好な成績が得られた．

 3）HPLCとの比較試験

 本法と HPLCとの比較試験における対象は泌尿

器科的疾患を有する15症例である．

 両者の測定結果をdiamine， spermidine， spermi－

neの別にFig．4に示す． diamineにおける両者の

間には，r＝O．8824， y＝・IB67x＋0．0417， n＝15， sper一
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midineにおける両者の閲には， r＝0．9878， y＝0．806x

＋5．218，n＝15， spermincにおける両者の腺こは，

r＝0，9764，y＝1．068 x－0．9i95， n＝ 15の関係があっ

た．diamine， spermidine， spermineのいずれも，

本法と HPI．Cとの間には良好な相関関係が得られ

る．

考 察

 腫瘍マーカーとして近年注目されているポリアミン

は，尿，血液，脳脊髄液9），胃液10）などにおいて様々

な測定が行なわれ，臨床的に検討されている．現在ま

で，体液中のポリアミンの中で最：も幅広く測定され臨

床的役割を検討されてきたものは尿中ポリアミンであ

った．泌尿器科領域をはじめ各種の癌患者において

diamine， sPermidine， spermineのうちいずれかあ

るいはすべての上昇が報告されている．しかし，尿中

ポリアミンが日内変動を認めることは周知のことであ

り，尿定量検査ではその物質の排泄量に日内変動を認

める場合には，24時間蓄尿が原則とされる．24時間蓄

尿は入院患者では容易に採取できるが，外来患者では

なかなか困難である．24時間蓄尿の代りに尿中クレア．

チニン補正することにより随意尿での代用が可能であ

る1Dという報告もあるが，第1報でわれわれが検討し

たとおり厳密に言えば24時間蓄尿が好ましい．腫瘍マ

ーカーとしての汎用性などを考えた場合，外来患者で

随時測定でき，かつ患者の負担が少なく，集団健診な

どへの応用も可能であるという点で血中ポリアミンの

測定は非常に有用と思われ，われわれは血中ポリアミ

ンについて検討を加えた．

 現在まで，血液中のポリアミンの分布に関しては，

Cohenら12）， Saekiら13）により，95％以上が血球成

分中に含まれており，その中でも赤血球内にspermi－

dineの90％， spermineの80％が含まれると報告さ

れている，そのため赤血球内ポリアミンについての臨

床的検討は，前林ら14）早瀬ら15）により行なわれてい

る．しかし，白血球内にも相当量のポリアミンが含ま

れているとのGooperら16）の報告もあり，赤血球内

ポリアミンのみで血中ポリアミンを代表させるのは危

険であると思われる．

 本法は，血中ポリアミンを赤血球・白血球といった

分画単位でなくtota1として測定でぎ， HPLCなど

の従来法と比較して簡便であり，臨床的応用の可能性

が大きいと思われ，今回その基礎的検討を行なった，

 本法における血中ポリアミンの添加回収試験は，

diamine， sPe「midine， sPermineのいずれも良好な

回収率を示した．日常考えられるレベルまで直線性が

得られ，同時再現性も良好で，臨床的に充分応用可能

と思われた．

 現在まで，血中ポリアミンを測定する方法として最

も有力かつ正確であるとされていたHPLCと本法

との比較検討を行ない，diamine， spermidine， sper－

mineのいずれも良好な相関関係が得られた．

 以上より，添加回収試験，同時再現性試験，HPLC

との比較試験はいずれも良好な成績を示した．従来

法と比較し，測定に要する時間が大幅に短縮でぎ，

高度な機器が不要で全操作が一般の検査室レベルで可

能で，大量検体の同時処理が容易であるといった特徴

をもつ本法は，臨床的に非常に有用であると思われ

た．

結 語

 1）第1報に．おいて報告した新しい簡便な酵素法によ

る尿中ポリアミン分別定量法を変法し，血中ポリアミ

ンの分別定量を行ない，その基礎的検討を加えた．

 2）添加回収試験の結果は，diamine 101・9±4・4％，

spermidine 96．0±5．4％， spermine 104．1±3．3％で

あり，いずれも良好な成績を示した．

 3）同時再現性試験の結果は，変動係数が反応i＝
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1．15％，反応皿＝2．11％，反応皿＝2．79％と良好な成

績が得られた．

 4）HPI．Cとの比較試験では， diamine， spermi－

dine， spermineのいずれも良好な相関関係が得られ

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35回中部連合総会において発表し

た．
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