
(57)【要約】
【課題】　本発明は、患者へのマクロファージの悪影響を直接反映するマーカーを見出す
ことを目的とする。
【解決手段】試料中のジアセチルポリアミンを測定し、ヒトを含む動物における、マクロ
ファージ由来の悪影響の度合いを検出する方法を提供する。
　本発明の方法により、マクロファージの代謝状態を知ることができ、ヒトを含む動物に
おける、マクロファージ由来の悪影響の度合いを検出することが可能となった。具体的に
は、マクロファージ関連疾患と考えられる、癌若しくは悪性腫瘍の再発、浸潤、叉は活性
化、アルツハイマー病の神経細胞の変性や変質、リウマチ、クローン病などの自己免疫疾
患もしくは動脈硬化症の発症や進展をジアセチルポリアミンを測定することにより予想可
能とし、臨床検査上、極めて有用である。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来
の 悪 影 響 の 度 合 い を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 関 連 疾 患 、 障 害 叉 は 症 状 の
悪 化 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 癌 若 し く は 悪 性 腫 瘍 の 再 発 、 浸 潤 、 叉 は 活
性 化 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 神 経 細 胞 の 変 性 や
変 質 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 リ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 な ど の 自 己 免 疫 疾 患
の 発 症 や 進 展 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 動 脈 硬 化 症 の 発 症 や 進 展 を 示 す も の で あ る
、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン が 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン お よ び ／ ま た は ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
患 者 の 検 体 中 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 同 様 に し て 測 定 し た 健 常 者 の 検 体 中 の ジ ア
セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 量 と 比 較 し 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン 量 が 高 い 場 合 に は マ ク ロ フ ァ ー ジ
に よ る 患 者 へ の 悪 影 響 の 度 合 い が 高 い と 判 断 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ヒ ト を 含 む 動 物 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 悪 影 響 の 度 合 い を 検 出 す る た め 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア
ミ ン を 特 異 マ ー カ ー と し て 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 生 体 内 の 環 境 ・ 代 謝 状 態 を 判 定 す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 ヒ ト を 含 む 動 物 へ の マ ク ロ フ ァ ー
ジ の 悪 影 響 の 度 合 い を 検 出 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
癌 に お い て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 患 部 へ の 集 積 は 癌 の 悪 性 度 と 相 関 し て お り 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 細 胞 は 患 部 で の 炎 症 反 応 や 組 織 の 再 構 築 に 関 与 し て い る と 言 わ れ て い る （ Breast Cance
r Res.,2003, 5:83-88） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
も し 、 そ の 炎 症 反 応 や 組 織 の 再 構 築 に 特 有 な マ ク ロ フ ァ ー ジ の 状 態 を 知 る こ と が で き れ ば
、 病 気 の 進 行 度 を 知 る こ と や 治 療 方 法 の 選 択 に 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
し か し 、 現 在 ま で に マ ク ロ フ ァ ー ジ が 産 生 す る フ ァ ク タ ー は い く つ か 報 告 さ れ て い る も の
の 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 代 謝 状 態 、 特 に 患 者 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 悪 影 響 を 直 接 反 映 す る マ
ー カ ー は 報 告 さ れ て い な い 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 等 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン が 、
癌 特 異 的 な マ ー カ ー と し て 注 目 を 浴 び て き て お り 、 そ の 特 異 的 な 測 定 法 も 報 告 さ れ て い る
（ 特 許 第 ３ ７ ０ ９ ０ ７ ８ 号 、 WO2004-81569、 J.Cancer Res.Clin.Oncol.,123(1997),539-5
45、 J.Biochem.(Tokyo),132(2002),783-788な ど 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う な ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン は 、 癌 細 胞 自 身 が 産 生 し て い る も の と 考 え ら れ て い る
が 、 そ の 産 生 メ カ ニ ズ ム 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン と 癌 の 進 行 と の 関 係 、 あ る い は ジ ア セ チ
ル ポ リ ア ミ ン 産 生 と マ ク ロ フ ァ ー ジ と の 関 係 に 関 し て は 、 ま っ た く 不 明 の ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 許 第 ３ ７ ０ ９ ０ ７ ８ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ － ８ １ ５ ６ ９
【 非 特 許 文 献 １ 】 Breast Cancer Res.,2003, 5:83-88
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J. Cancer Res. Clin. Oncol., 123(1997),539-545
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J.Biochem.(Tokyo), 132(2002), 783-788
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の よ う に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 代 謝 状 態 、 特 に 患 者 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 悪 影 響 を 直 接
反 映 す る マ ー カ ー は 現 在 ま で 報 告 さ れ て お ら ず 、 も し 、 こ の よ う な 特 異 的 マ ー カ ー を 見 出
す こ と が で き れ ば 、 た と え ば 、 癌 に お け る 浸 潤 度 や 悪 性 度 、 あ る い は 再 発 の 可 能 性 を 検 出
す る こ と が で き 、 極 め て 有 用 な 診 断 マ ー カ ー と な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 患 者 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 悪 影 響 を 直 接 反 映 す る マ ー カ ー を 見
出 す こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 は 、 癌 細 胞 に お け る ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 メ カ ニ ズ ム を 研 究 し て い る 過
程 で 、 ま っ た く 意 外 に も 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン は 癌 細 胞 の 産 生 す る 物 質 で は な く 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ が 産 生 す る も の で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ の 知 見 を 基 に 更 に 検 討 を 重 ね た 結 果
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 代 謝 状 態 、
特 に ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の 悪 影 響 の 度 合 い を 直 接 反 映 し 、 癌 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 、 リ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 、 動 脈 硬 化 症 等 の マ ク ロ フ ァ ー ジ が 関 与 し た あ る い
は 関 与 の 疑 い の 高 い 疾 患 、 障 害 叉 は 症 状 の 悪 化 を 直 接 検 出 で き る こ と を 確 認 し 、 本 発 明 を
完 成 さ せ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ １ ） 試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 由 来 の 悪 影 響 の 度 合 い を 検 出 す る 方 法 。
（ ２ ） 悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 関 連 疾 患 、 障 害 叉 は
症 状 の 悪 化 を 示 す も の で あ る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ ３ ） 悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 癌 若 し く は 悪 性 腫 瘍 の 再 発 、 浸 潤 、
叉 は 活 性 化 を 示 す も の で あ る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
（ ４ ） 悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 神 経 細 胞 の
変 性 や 変 質 を 示 す も の で あ る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ５ ） 悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 リ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 な ど の 自 己 免
疫 疾 患 の 発 症 や 進 展 を 示 す も の で あ る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
（ ６ ） 悪 影 響 の 度 合 い が 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 動 脈 硬 化 症 の 発 症 や 進 展 を 示 す も の
で あ る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
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（ ７ ） ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン が 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン お よ び ／ ま た は ジ ア セ チ ル ス ペ ル
ミ ジ ン で あ る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ８ ） 試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る 、 上 記 （ １ ） 記 載
の 方 法 。
（ ９ ） 患 者 の 試 料 中 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 同 様 に し て 測 定 し た 健 常 者 の 試 料 中
の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 量 と 比 較 し 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン 量 が 高 い 場 合 に は マ ク ロ フ
ァ ー ジ に よ る 患 者 へ の 悪 影 響 の 度 合 い が 高 い と 判 断 す る 、 上 記 （ １ ） 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ １ ０ ） ヒ ト を 含 む 動 物 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 悪 影 響 の 度 合 い を 検 出 す る た め 、 ジ ア セ チ
ル ポ リ ア ミ ン を 特 異 マ ー カ ー と し て 使 用 す る 方 法 。
（ １ １ ） マ ク ロ フ ァ ー ジ の 生 体 内 の 環 境 ・ 代 謝 状 態 を 判 定 す る 、 上 記 （ １ ０ ） 記 載 の 方 法
。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 測 定 に よ り 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 生 体 内 の 環 境 ・ 代 謝 状
態 を 知 る こ と が で き 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の 悪 影 響 の 度 合 い を
検 出 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 具 体 的 に は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 関 連 疾 患 と 考 え ら れ る 、 癌 若
し く は 悪 性 腫 瘍 の 再 発 、 浸 潤 、 叉 は 活 性 化 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 神 経 細 胞 の 変 性 や 変 質 、
リ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 も し く は 動 脈 硬 化 症 の 発 症 や 進 展 を ジ ア セ チ ル
ポ リ ア ミ ン を 測 定 す る こ と に よ り 予 想 可 能 と し 、 臨 床 検 査 上 、 極 め て 有 用 な 発 明 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 以 下 の 用 語 は 次 の 意 味 を 有 す る も の で あ る 。
　 「 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン 」 と は 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン お よ び ／ ま た は ジ ア セ チ ル ス ペ
ル ミ ジ ン を 意 味 し 、 具 体 的 に は 、 Ｎ 1 ， Ｎ 8 － ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン 、 Ｎ 1 ， Ｎ 1 2 － ジ ア
セ チ ル ス ペ ル ミ ン を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 マ ク ロ フ ァ ー ジ 関 連 疾 患 」 と は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 直 接 叉 は 間 接 的 に 疾 患 の 発 症 、 障
害 叉 は 症 状 の 悪 化 に 関 与 も し く は 関 与 が 疑 わ れ る 疾 患 を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 癌 若 し く
は 悪 性 腫 瘍 等 の 細 胞 の 異 常 増 殖 に よ っ て も ら ら さ れ る 疾 患 、 神 経 細 胞 の 変 性 や 変 質 に よ っ
て も た ら さ れ る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 神 経 障 害 疾 患 、 免 疫 機 能 の 異 常 に よ っ て も た ら さ
れ る リ ウ マ チ な ど の 自 己 免 疫 疾 患 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 の レ セ プ タ ー を 介 し て コ ル ス テ ロ ー
ル が 沈 着 し て 発 症 す る 動 脈 硬 化 な ど の 血 管 障 害 疾 患 な ど を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 悪 影 響 」 と は 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お い て 好 ま し く な い 影 響 な り 、 状 態 な り を 示 す 。 本
来 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 ヒ ト を 含 む 動 物 の 免 疫 機 能 を 維 持 す る た め に は 欠 か せ な い 細 胞 で
あ る も の の 、 そ の 細 胞 の 生 体 内 で の お か れ て い る 環 境 あ る い は 代 謝 状 態 に よ っ て 、 癌 細 胞
に お け る 血 管 新 生 等 の ヒ ト を 含 む 動 物 の 体 調 維 持 に 好 ま し く な い 影 響 を 及 ぼ す こ と が あ る
。 こ の よ う な ヒ ト を 含 む 動 物 に お い て 好 ま し く な い 影 響 を 悪 影 響 と 呼 称 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 試 料 」 と は 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 含 有 す る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い 。 そ の
よ う な サ ン プ ル を 具 体 的 に 例 示 す れ ば 、 尿 、 血 清 等 を 例 示 す る こ と が で き 、 特 に 尿 サ ン プ
ル が 使 用 に 好 適 で あ る 。
　 「 再 発 」 に は 、 最 初 の 発 生 臓 器 と 同 じ 臓 器 で の 再 発 以 外 に 、 異 な る 臓 器 で の 発 生 で あ る
転 移 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
（ Ａ ） ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 測 定
　 試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 測 定 は 、 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い 。 そ の 中 で も 、
イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 特 に 簡 便 で 好 適 で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 す る 試 薬 、 具 体 的 な 測
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定 手 順 に 関 し て は 、 公 知 の 文 献 （ 例 え ば 、 特 許 第 ３ ７ ０ ９ ０ ７ ８ 号 公 報 、 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ４ －
８ １ ５ ６ ９ 号 公 報 、 J. Cancer Res. Clin. Oncol., 123(1997),539-545、 J.Biochem.(Tok
yo), 132(2002), 783-788） を 参 照 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ Ｂ ） マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の 悪 影 響 の 度 合 い を 検 出
　 上 記 方 法 に よ り 、 患 者 の 試 料 中 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 同 様 に し て 測 定 し た 健
常 者 の 試 料 中 の ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 量 と 比 較 し 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン 量 が 高 い 場 合
に は マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 患 者 へ の 悪 影 響 の 度 合 い が 高 い と 判 断 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 す な わ ち 、 後 述 実 施 例 に 示 す よ う に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産
生 が 亢 進 し て い る と い う こ と は 、 生 体 内 に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 環 境 ・ 代 謝 状 態 が 、 低
酸 素 条 件 下 あ る い は グ ル コ ー ス 等 の 糖 が 枯 渇 条 件 下 で あ る こ と を 示 し 、 こ の よ う な 環 境 ・
代 謝 条 件 下 で の マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 癌 細 胞 に よ る 血 管 新 生 を 強 化 し 、 癌 の 再 発 、 浸 潤 、 叉
は 活 性 化 等 の ヒ ト を 含 む 動 物 の 健 康 状 態 に 悪 影 響 の 度 合 い を 強 め る こ と と な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の よ う な こ と は 、 癌 に 限 ら ず 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 関 連 疾 患 全 般 に 当 て は ま り 、 ジ ア セ チ
ル ポ リ ア ミ ン の 増 加 と マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の 悪 影 響 の 強 弱 は 比 例 関 係 に あ る た め 、 試 料 中
ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン を 測 定 し 、 そ れ を 健 常 者 の 対 応 す る 値 と 比 較 す る こ と で 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ 由 来 の 悪 影 響 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 実 施 例 を あ げ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に よ っ て 何
等 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ １ ） マ ク ロ フ ァ ー ジ 環 境 中 の グ ル コ ー ス の 濃 度 と ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 の 関 係
　 チ オ グ リ コ レ ー ト を 注 射 し た マ ウ ス よ り 得 た 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ
ー ト に １ ウ ェ ル あ た り １ ． ２ ５ × １ ０ 5 個 の 濃 度 で 培 養 し た 。 こ の 時 、 ジ ア セ チ ル ポ リ ア
ミ ン の 原 料 の ひ と つ で あ る ス ペ ル ミ ン を １ ０ μ Ｍ 、 グ ル コ ー ス を ０ ， １ 叉 は ２ （ ｇ ／ Ｌ ）
の 濃 度 で 添 加 し た 。 な お 、 培 地 は １ ０ ％ ウ マ 血 清 含 有 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 培 地 中 の ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン と 残 存 グ ル コ ー ス を 、 常 法 に よ り 測 定 し た と こ ろ 、 図 １
に 示 す よ う に 、 グ ル コ ー ス の 枯 渇 に 対 応 し て ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 産 生 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ ２ ） ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 と ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 の 関 係 （ そ の １ ）
　 ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 ポ テ ン シ ャ ル を 強 制 的 に 低 下 さ せ る ア ン カ ッ プ ラ ー と 呼 ば れ る 試
薬 の ひ と つ で あ る ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル （ Ｄ Ｎ Ｐ ） １ ０ ０ μ Ｍ を 培 地 に 添 加 し 、 上 記 と 同 様
に ２ 日 間 培 養 し 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 濃 度 を 測 定 し た 。 な お 、 培 地 中 に グ ル コ ー ス は
２ ｇ ／ Ｌ 添 加 し て あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 そ の 結 果 、 表 １ に 示 す よ う に 、 グ ル コ ー ス が 存 在 し て い る 状 態 に お い て も 、 ミ ト コ ン ド
リ ア の ポ テ ン シ ャ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 産 生 が 確 認 さ れ た
。 　 　 　 　
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ３ ） ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 と ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 の 関 係 （ そ の ２ ）
　 ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 を 低 下 さ せ る 別 の 方 法 で あ る 低 酸 素 状 態 （ 約 ７ ％ （ ｖ ／ ｖ ） 、 対
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照 は ２ １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ） で 、 上 記 と 同 様 に １ 日 間 培 養 し 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 濃 度 を
測 定 し た 。 な お 、 培 地 中 に グ ル コ ー ス は ２ ｇ ／ Ｌ 添 加 し て あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 そ の 結 果 、 表 ２ に 示 す よ う に 、 グ ル コ ー ス が 存 在 し て い る 状 態 に お い て も 、 酸 素 濃 度 を
下 げ ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 産 生 が 確 認
さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ ４ ） ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 と ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 の 関 係 （ そ の ３ ）
　 ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 原 料 の ひ と つ で あ る ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ の 由 来 を 調 べ る た め に 、 ミ
ト コ ン ド リ ア か ら 細 胞 質 に ク エ ン 酸 が 運 び 出 さ れ る と き に 使 わ れ る ト リ カ ル ボ ン 酸 キ ャ リ
ア ー の 阻 害 剤 で あ る １ ， ２ ， ３ － ベ ン ジ ル ト リ カ ル ボ ン 酸 （ Ｂ Ｔ Ａ ） １ ０ ｍ Mを グ ル コ ー
ス な し の 培 地 に 添 加 し 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 そ の 結 果 、 表 ３ に 示 す よ う に 、 Ｂ Ｔ Ａ で ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 産 生 が 阻 害 さ れ る こ と
か ら 、 ミ ト コ ン ド リ ア の ク エ ン 酸 が 細 胞 質 に 運 び だ さ れ て 、 （ Ａ Ｔ Ｐ 依 存 性 ） ク エ ン 酸 リ
ア ー ゼ に よ り ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ と オ キ ザ ロ 酢 酸 に 分 解 さ れ 、 そ の ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ が 原 料 と な
る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ ５ ） ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 と ジ ア セ チ ル ポ リ ア ミ ン の 産 生 の 関 係 （ そ の ４ ）
酸 素 消 費 速 度 と ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン 産 生 量 の 関 係 を 定 量 的 に 示 す た め に 、 １ ウ ェ ル 当 た
り の 細 胞 数 と 培 養 液 の 体 積 を 種 々 に 設 定 し 、 酸 素 濃 度 を 種 々 に 制 限 し て ジ ア セ チ ル ス ペ ル
ミ ン 産 生 量 と の 関 係 を 求 め た 。 培 養 液 は グ ル コ ー ス の 代 わ り に 乳 酸 を 添 加 し て 用 い た 。 定
常 状 態 で は 、 乳 酸 の 消 費 速 度 は ク エ ン 酸 サ イ ク ル に よ る そ の 消 費 速 度 と 等 し く 、 さ ら に そ
こ で 産 生 さ れ る 還 元 型 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ａ Ｄ Ｈ ） が 電 子 伝 達 系
で 酸 素 に よ り 酸 化 さ れ る 速 度 と 等 し い と 考 え ら れ る 。 細 胞 数 は １ ウ ェ ル 当 た り １ ． ０ × 、
１ ． ５ × 、 ２ ． ０ × 、 ２ ． ５ × １ ０ 5 の ４ 種 、 ま た 、 培 養 液 の 体 積 は １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２
０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ μ ｌ の ５ 種 を 設 定 し 培 養 し た 。 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン 産 生 量 は 、 産
生 が 終 了 す る 培 養 ４ 日 目 の 上 清 を 測 定 し て 求 め た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
そ の 結 果 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 酸 素 が 制 限 さ れ 乳 酸 の 消 費 速 度 が あ る 値 以 下 に な る と ジ ア
セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 産 生 が は じ ま り 、 減 速 さ せ ら れ る ほ ど 産 生 量 が 高 く な る こ と が わ か っ
た 。 図 ２ で は 便 宜 上 、 同 細 胞 数 で の 結 果 を 結 線 し て 表 示 し て い る が 、 細 胞 数 が 異 な る 実 験
系 列 の 結 果 も ほ ぼ 重 な る こ と か ら 、 細 胞 数 あ る い は 培 養 液 量 の 独 立 し た 影 響 、 つ ま り 細 胞
間 相 互 作 用 や 分 泌 さ れ る 因 子 の 影 響 は な く 、 乳 酸 消 費 速 度 の 減 少 で 示 さ れ る 酸 素 の 不 足 の
み が ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン 産 生 量 の 決 定 因 子 と 考 え ら れ た 。 さ ら に ほ ぼ 直 線 関 係 で あ る こ
と か ら 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 酸 素 不 足 と ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン の 産 生 量 が “ 比 例 ” し
て い る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ ４ ） 考 察
ミ ト コ ン ド リ ア は 、 そ の マ ト リ ッ ク ス 中 の ク エ ン 酸 サ イ ク ル で 産 生 し た Ｎ Ａ Ｄ Ｈ を 酸 素 に
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よ っ て 酸 化 す る こ と で 細 胞 の エ ネ ル ギ ー （ Ａ Ｔ Ｐ ） 産 生 工 場 と し て 働 い て お り 、 そ の 活 動
性 は 酸 素 消 費 速 度 に よ っ て 示 さ れ る と 考 え ら れ る 。 ミ ト コ ン ド リ ア は そ の 機 構 上 活 動 性 を
低 下 さ せ ら れ る と ク エ ン 酸 を 保 持 で き な い が 、 そ の と き 漏 出 す る ク エ ン 酸 量 を 示 す ジ ア セ
チ ル ス ペ ル ミ ン 産 生 量 が 、 低 下 し た 活 動 性 つ ま り 酸 素 消 費 速 度 の 低 下 と 直 線 関 係 が あ る こ
と が 上 記 で 示 さ れ た こ と か ら 、 ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン は マ ク ロ フ ァ ー ジ が お か れ て い る 酸
素 不 足 の 状 態 を 示 し て い る と い え る 。 上 記 （ １ ） で グ ル コ ー ス の 枯 渇 が ジ ア セ チ ル ス ペ ル
ミ ン の 産 生 を 促 し て い る が 、 こ れ は 、 グ ル コ ー ス に よ っ て 作 ら れ て い た Ａ Ｔ Ｐ の 供 給 が な
く な り 、 ミ ト コ ン ド リ ア の Ａ Ｔ Ｐ 産 生 へ の 要 求 、 つ ま り 酸 素 要 求 が 昂 進 し て 酸 素 不 足 を 起
こ し た た め と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 グ ル コ ー ス 濃 度 や 酸 素 濃 度 の 低 下 は 、 生 体 中 で は 血 管 か ら 離 れ た 場 所 や 壊 死 部 分 で 起 こ
る と 考 え ら れ る 。 検 体 中 の ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン が 上 昇 し て い れ ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 生
体 内 で そ の よ う な 場 所 に 浸 潤 し 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 活 動 が 低 下 し 、 ヒ ト を 含 む 動 物 へ の マ
ク ロ フ ァ ー ジ の 悪 影 響 が 予 想 で き る 。 た と え ば 、 酸 素 濃 度 の 低 下 は 、 血 管 新 生 の 誘 導 因 子
と い わ れ て お り 、 組 織 の 再 構 築 の 能 力 が あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ が そ の よ う な 条 件 下 に 置 か れ
る と 、 同 細 胞 が 血 管 新 生 に 直 接 関 与 し 、 癌 若 し く は 悪 性 腫 瘍 の 再 発 、 浸 潤 、 叉 は 活 性 化 を
起 こ す こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の よ う に 、 血 管 新 生 が 予 後 に 大 き な 影 響 を 与 え る 疾 患 で あ る 癌 叉 は 悪 性 腫 瘍 の 治 療 効
果 の 判 定 や 治 療 薬 の 選 択 、 あ る い は 癌 以 外 で も ア ル ツ ハ イ マ ー 、 リ ウ マ チ 、 動 脈 硬 化 等 の
マ ク ロ フ ァ ー ジ が 関 与 し た あ る い は 関 与 の 疑 い の 高 い 疾 患 、 障 害 叉 は 症 状 の 悪 化 を 検 出 す
る こ と で 、 治 療 方 法 の 開 発 や 病 理 的 ・ 生 理 的 な 現 象 の 解 明 に 、 本 発 明 方 法 は 大 い に 貢 献 す
る こ と が で き る も の と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 横 軸 に 培 養 日 数 、 縦 軸 に グ ル コ ー ス お よ び ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン （ Ｄ Ａ
Ｍ ） の 濃 度 を と り 、 プ ロ ッ ト し た も の で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 横 軸 に 乳 酸 消 費 速 度 （ ＝ 酸 素 消 費 速 度 ） 、 縦 軸 に ジ ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン
（ Ｄ Ａ Ｍ ） の 濃 度 を と り 、 プ ロ ッ ト し た も の で あ る 。 な お 、 ◆ は １ ｘ １ ０ 5 細 胞 、 ■ は １
． ５ ｘ １ ０ 5 細 胞 、 ▲ は ２ ｘ １ ０ 5 細 胞 、 × は ２ ． ５ ｘ １ ０ 5 細 胞 を そ れ ぞ れ 使 用 し た と き
の 結 果 で あ る 。
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