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   A new method of determining urinary polyamine concentration was compared with other 

techniques, namely, high pressure liquid chromatography (HPLC) and a polyamine test-

enzyme kit. 

   The values obtained by the new method, HPLC, and polyamine test-enzyme kit correlated 

well for all the fractions: diamine, spermidine and spermine. The correlation between the 

new method and the polyamine test-enzyme kit gave r=0.9702, y=1.1359x-}-5.1266 (n=48).

Key words: Urinary polyamine, A new enzymatic method

緒 言

生体内ア ミンの1つ であるポ リア ミンは細胞の構成

成分として広く生物界に存在し,生 体内におけ る代

謝,生 理作用についての研究がすすむにつれ,核 酸や

蛋白代謝に深 く関与 していることが知られるようにな

った.細 胞増殖の活発な癌組織ではポリアミンの合成

・蓄積が尤進 し,組 織内濃度が増加しているという報

告がみられる1).そ のため,癌 疾患では健常人に比し

尿中ポリア ミンが高値を示すなど癌の有力な腫瘍マー

カーとして注 目を集めている.ポ リアミンは,前 立腺

癌に対するPAPや 肝癌に対するAFPと 異 な り特

殊な癌に対 してでなく,種 々の癌に対して腫瘍マーカ

ーとな りうる点か らも期待される.し かし,電 気泳動

法 ・高速液体 クロマ トグラフィ法やアミノ酸分析法な

どの従来法はいずれ も手技が複雑であ り,一 般臨床検
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査 としては限界があった.

第1報2)にて報告した新しい酵素法は尿中ポリアミン

のアセチル抱合体をacylpolyamineamidohydrolase

に て遊離ポリアミンとして,基 質特異性の異なる2種

類のアミン酸化酵素にて簡便に分別定量でき,一 般臨

床検査 レベルにての測定が可能である.

第1報 にて新しい酵素法に よる基礎的検討を加えた

ので,今 回は他の尿中ポ リアミン測定法である高速液

体 クロマ トグラフィ法やポリアミンテス トーエンザイ

ムとの比較検討行 った.

研究方法および対象

Table1.ConditionsQfHPLC

尿 中 ポ リア ミ ン測 定 の 比 較検 討 は第1報 に て 報 告 し

た 本 法 と高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ法 お よび ポ リア ミ

ンテス トー エ ンザ イ ムで あ る.本 法 の測 定 法 は第1報

に て報 告 した の で詳 細 は 省 略す る が,acylpolyamine

amidohydrolaseに よ る酵 素加 水 分 解 に て 尿 中 ポ リア

ミンの ア セ チ ル 抱 合 体 を 遊 離 型 ポ リア ミン と し,Di-

amine,Spermidine,に 対 して基 質特 異 性 を示 す プ ト

レヅ シ ン 酸 化 酵 素(PUOと 略)とSpermidine,

Spermineに 対 して基 質 特 異 性 を 示 す ポ リア ミ ン酸 化

酵 素(PAOと 略)の2種 類 の ア ミン酸 化 酵素 に て反

応 させ,生 成 され る過 酸 化 水 素 を 比 色定 量 す る こ とに

ょ りDiamine,Spermidineお よびSpermineを 分

別 定 量 す る.

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィの測 定 法 は 尿5mlに

0.2Mtricine緩 衝液(pH7.5)5m1を 加 え,30℃

に て3分 間preincubation後,acylpolyalnineami-

dohydrolase(1・ooou/m正)o.1mlを 加 え,30℃,1時

問酵 素加 水 分解 し た.加 水 分 解 処 理 尿 全 量 を カ ラ ム

(0・5×1・8cmの 陰 イ オ ン交 換 樹 脂 を 含 む)に 添 加 し,

精製 水4m1で 洗 浄後,0.5NHCL3mlに て 溶 出

した.そ の溶 出 液10μ1を 試 料 と して,Table1に

示 した 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ法 の条 件 に て測 定 し

た.

ポ リア ミン テス トー エ ンザ イ ム に よ る 測 定 法 も 前

報2)に て 報告 し た の で 詳 細 は 省 略 す るが,acylpoly-

am三neamidohydrolas碗 こよる酵 素 加 水 分 解 に て 尿 中

ポ リア ミンの ア セ チル 抱 合 体 を遊 離 型 と し,プ ト レッ

シ ン酸 化酵 素に て反 応 させ 生成 され る過 酸 化 水 素 を 比

色 定量 す る こ とに よ りDiam五neとSpermidineの

総 墨 を求 め る.

本法 と高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ法 に お け る 対象 は

泌 尿器 科 的良 性 疾 患 患 者3例,腎 細 胞 癌 患 者2例,膀

胱 腫瘍 患 者3例 お よび 前 立腺 癌患 者2例 であ る.

本法 とポ リア ミン テ ス トー エ ンザ イ ムに おけ る対 象

Apparatus:LC・6A(Shimadzの

Column:ISC-05/S-05044mmφx5つcm(Shimadzの

Mobilephase:0.17Mtrisodiロmcitrate

3.OMsodiumchloride

OPTreagent:0.15Msodiumtetraborate

O.5g/20-phthalaldehyde

O,5g/εBril35

0.1%2-mercaptoethanol

1.0%sodiumhydroxide

Temperature:column70'C

FIowrate:mobilephaseO.7ml/min

OP丁reagent1.Oml/mln

Reactionco面"TeflontubeO.5mmφ ×300cm

Detecter:EP-210(JapanSpectroscopicCo.)

Ex=345nm

Em=450nm

lntegrator:SIC7000B(SystemlnstrumentsCo.)

は健常人15例,泌 尿器科的良性疾患患者4例,腎 細胞

癌患者6例,腎 孟尿管腫瘍患老4例,膀 胱腫瘍患者10

例および前立腺癌患者9例 である.

なお,い ずれの検体も24時 間蓄尿の一部を測定日ま

で 一20℃ にて保存し測定に用いた.

成 績

a)本 法 と高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィ法 の比 較

両 者 に お け る測 定 結果 をDiamine,Sperm三dine,

Spermineお よび それ らの ポ リア ミ ン総 量 別 にFig.1

に 示 す.

Diamincに おけ る両 者 の間 に は γ=0.957フ,ク=

1.17κ 一〇.71,η=10,Sperlnidineに お け る両 者 の 間

に は7=0。9648,ノ=1.23κ 一〇.78,π=10,Spermine

に お け る両 者 の間 に は γ=0.9210,ク=0.98κ+0。03,

η;10お よび そ れ ら の ポ リア ミ ン総 量 に お け る 両 老

の間 に は γ;0・9863,ノ=1.24κ 一2.81,F10の 結果

で あ っ た.

Diamine,Spermidine,Spermineお よび そ れ ら

の ポ リア ミ ン総 量 の い ず れ も本法 と高速 液 体 ク ロマ ト

グラ フ ィ法 と の間 に は 良 好 な 相 関 関 係 が認 め られ た .

b)本 法 とポ リア ミンテ ス トー エ ンザ イ ム の比 較

ポ リア ミ ンテス トー エ ンザ イ ムに て 測 定 され る 尿中

ポ リア ミンはDiam呈neとSpermidineの み の総 量

であ る こ と よ り,本 法 で はDiamineとSpermidinc

の和 を 求 め て両 者 を 比 較 検 討 した.両 者 に お け る測 定

結 果 をFig.2に 示 した.

健 常 人15例 に お け る両 者 の閾 に は γ=0.9443ン=

1,20κ 一〇。37,p己==15 ,泌 尿 器 署…斗的 良 性 疾,患群4{列 セこお

け る両 者 の間 に は γ=0・9416,ク=1.03κ 一q21,

π=4と い ず れ も 良 好 な 相 関 関 係 が 認 め ら れ た.

泌尿 器 科 領 域 の 癌 疾 患 別 に 同 様 の 検 討 を 加 え る
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と,腎 細 胞 癌6例 に おけ る両 者 の 間に は γ篇0.9692,

ノ=0・99κ+15・03,π=6,腎 孟 尿 管 腫 瘍4例 に お け

る 両 者 の 間 に は γ需0.7867,ク=0.85κ+16.59,

π=4,膀 胱 腫 瘍10例 に お け る両 者 の間 に は γ篇0.9632,

ノ=1.31κ 十2.26,π=10お よ び 前 立 腺 癌9例 に お け

る 両 者 の 間 に は γ=0.9074,ク=1.03κ+14.13,,、

=9で あ り,腎 孟 尿 管腫 瘍 以外 い ず れ も良 好 な 相 関

関 係 が認 め ら れ た.健 常 人,泌 尿 器科 的 良性 疾 患 群

お よび癌 疾 患 を含 め た 両者 の 間に は γ=α9702,ク=

1・14κ+5.13,π 需48と 良 好 な 相 関 関 係 が 認 め られ

た.

本 法 に お け る 健 常 人15例 のDiamineとSpermi-

dineの 和 の平 均 は22.37±6.18μmoles/9.Cr.,泌

尿 器科 的良 性 疾 患 群 のそ れ は20.55±5.i4μmoles/9.

Cr・ で あ る のに 対 し,ポ リア ミンテ ス トー エ ンザ イ ム

に お け る健 常 人 お よ び 泌 尿器 科 的 良性 疾 患 群 のそ れ

は26.56±7.88μmoles/g.Cr.お よび23.78±3,65

μmoles/g.Cr.で あ り,い ず れ も ポ リア ミ ン テ ス ト

ー エ ンザ イ ム の方 が 高 値 を示 した .さ らに,個 々 の症

例 を 検 討 して もポ リア ミン テス トー エ ンザ イ ムの方 が

い ず れ の症 例 も高 値 を 示 した.

癌 疾患 別 に 同様 の検 討 を 加 え る と,本 法 に お け る 腎

細 胞 癌6例 の平 均 は76.84±38・13μmoles/g・Cr・,

腎 孟 尿 管腫 瘍4例 のそ れ は31.67±10.89μmoles/9.

Cr・,膀 胱 腫 瘍lo例 の それ は36,87±16.35μmoles/9.

Cr・ お よび 前立 腺 癌9例 の そ れ は41.83±14.84μmo-

1es!g・Cr・ で あ る のに 対 し,ポ リア ミ ンテス トー エ ン

ザ イ ムに お け る腎 細 胞 癌 の 平均 は90.83±38.03μmo-

Ies/9・Cr・,腎 孟 尿 管 腫瘍 の それ は43.57±11.79μmo-

1es/9・Cr・,膀 胱 腫 瘍 の それ は50.69±22.30μmoles!

9・Cr・ お よび 前 立腺 癌 のそ れ は57.22±16.85μmo-

1es/g.Cr.と いず れ の癌 疾 患 に お い て ポ リア ミンテ ス

トー エ ンザ イ ム の方 が 高値 を示 した.さ らに,個 々の

症 例 を 検討 して もや は りポ リア ミンテ ス トー エ ンザ イ

ムの 方 が い ずれ の症 例 も高 値 を示 した.

考 察

Russel1ら は濾紙電気泳動法を用いて癌疾患患者の

尿中ポ リア ミンを測定し,健 常人に比し癌患者の尿申

ポリアミンが高値を示すことを報告した3).尿 中には

ポリアミン排泄が多いためか,あ まり鋭敏な方法でな

い濾紙電気泳動法でも測定が可能であった,そ の後,

高速液体クロマ トグラフィ法をはじめとした鋭敏な方

法が開発され,尿 中ポリアミンの腫瘍マーカーとして

の意義が高まった.し かし,高 速液体 クロマ トグラフ

ィ法やガスクロマ トグラフィ法は鋭敏な方法ではある

が,操 作が繁雑であり,特 殊な器具を要 し一般検査室

レベルでは困難であった.さ らに,尿 中に排泄される

ポリア ミンはアセチル抱合体がほ とんどのために加水

分解にて遊離型ポリアミンとして測定す る必要があ

る.従 来は高温で長時間の条件を有する塩酸加水分解

が用いられ,非 常に繁雑で危険であった.そ のため,

鋭敏でかつ簡便な方法が望まれ,ポ リアミンに対する

抗体を用いて測定するRIA法 が開発されて4>き てい

るが,抗 体の特異性に問題があ り現段階では鋭敏な方

法とは考えに くい.

最近 久保田らに より塩酸加水分解のかわ りにacy1-

polyamineamidohydrolaseに よる温和な条件下で尿

中アセチル抱合体を酵素加水分解 し,プ トレヅシン酸

化酵素を用いて尿中ポリアミソを測定するポリアミン

テス トーエンザイムが開発され5),簡 便にかつ多量に

検体を処理できるようになった.し かし,ポ リアミン

テス トーエンザイムは尿中におけるポ リアミンのDi-

amineとSpermidineの みの総量を求めるものであ

り,ポ リアミンに おけ るDiamine,Spermidinc,

Spermineの 各分別を定量することができない。

本法は尿中アセチル抱合体をacylpolyaminealni-

dQhydrolaseに よ る酵素加水 分解にて遊離型 とし,

基質特異性の異なる2種 類のア ミン酸化酵素を用いる

ことによりDiamine,Spermidine,Spermineの 各

分別定量を簡便かつ多量に検体を処理できるようにな

り,一 般検査室 レベルにても測定可能 となった.さ ら

に,本 法は尿中におけるポリア ミンぽか りでなく,血

液中や組織中のポ リア ミンの分別定量 も可能である.

本法に おけ る基礎的検討は第1報 に て報告した の

で,今 回は他の尿中ポ リア ミン測定と比較検討 した.

その結果,本 法と高速液体クロマ トグラフィ法 との比

較検討では,Diamine,Sperlnidine,Sperm玉neお

よびそれらの総量における両者の間には,い ずれも良

好な相関関係を認め臨床応用には十分測定可能と考え

られた.

ポ リアミンテス トーエンザイムと本法の比較検討に

おいて,両 者の間には γ謹0.972,ノ=1.14κ 十5.13,

π=48と 良好な相関関係を得たが,測 定法が異なるた

めかいずれの症例 もポリアミンテス トーエンザイムの

方が高値を示 した.

ポ リア ミンテス トーエンザイムは高速液体 クロマ ト

グラフィ法などの従来法に比し,① 測定に要する時間

を大幅に短縮できる.② 測定が比色計など一般機器の

みで実施でき,全 操作が一般の検査室で行える.③ 操

作に全 く危険を伴わない.④ 大量検体の同日処理が容

易である.な どの特長が指摘されている6)が,本 法 も
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手技的にほとんど大差なく尿中のポリアミンの分別定

量が可能であ り,さ らに大きく飛躍するものと考えら

れる。

結 語

1)第1報 に て 新 しい 酵 素 法 に よる尿 中 ポ リア ミン

測定 の基 礎 的 検 討 を 加 え た.

2)本 法 と高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ法 お よび ポ リ

ナ ミンテ ス トー エ ンザ イ ム との 比 較 検討 を加 え た.

3)本 法 と高速 ク ロマ トグ ラ フ ィ法 の 比較 検 討 に お

い て,Diamine,Spermidine,Spermineお よび そ

れ らの ポ リア ミン総 量 に お け る両 者 の 間 に は,い ず れ

も良 好 な 相 関 関 係 が得 られ た.

4)本 法 とポ リア ミンテ ス トー エ ンザ イ ムの 比較 検

討 に お い て,両 者 の問 に は γ需0.9702,ク=Ll4κ 十

5.13,π=48と 良 好 な相 関 関 係 を認 めた.

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49回東部連合総会および鎗73回日

本泌尿器科学会総会において発表した.
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