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研究成果の概要（和文）：ポリアミンは細胞増殖促進作用を持つ因子であるが、酸化分解される

と毒性の強いアクロレインを産生する。血中アクロレイン量及びポリアミン酸化酵素活性の測

定法及びアクロレインの毒性作用機構について検討を行い、以下に述べる新知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Polyamines play important roles in cell proliferation and 
differentiation. However, acrolein that is highly toxic compound is produced by polyamine 
oxidation. In this study, new methods for measuring acrolein and polyamine oxidases, and 
molecular mechanism of acrolein toxicity on cell growth have been studied. New findings in 
this study have been described below. 
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１．研究開始当初の背景 

脳梗塞・脳出血に代表される脳血管障害は
悪性新生物、心疾患に次ぐ死亡率第 3 位の病
因である。その患者数は日本全国で 136 万
5000 人（厚生労働省 「平成 18 年 患者調
査の概要」より）、また WHO 発表の統計によ
ると、全世界人口のおよそ 4600 万人が脳血
管障害に罹患していると記されている。脳梗
塞は極めて予後の悪い疾病であり、梗塞巣の

規模・場所によっては意識障害・昏睡・四肢
の麻痺・失語症等、その後の社会生活に支障
を来たすケースが少なくない。 
現在、脳梗塞の診断には CT（computed 

tomography）もしくは MRI（magnetic resonance 
imaging）での画像診断が一般的に行われてお
り、機器性能や診断技術の向上によりその精
度・感度はここ数年で著しく向上している。
しかし、CT もしくは MRI での画像診断には
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適用できない患者やコストパフォーマンス
等の問題があることから、簡便に、精度良く、
低コストで脳梗塞を診断できる手段が必要
である。 

申請者らのグループは、アクロレインが過
酸化水素よりも強力な毒性物質であること、
この毒性がポリアミンオキシダーゼ（SMO お
よび AcPAO）の阻害剤で解除されることを証
明した。また、脳梗塞患者の SMO, AcPAO 活
性及びアクロレイン量を測定し、梗塞巣の大
きさと重症度との相関性を見出した。さらに
脳梗塞発症後 CT により梗塞巣が認められる
より早く、血中 AcPAO が速やかに上昇する
ことを明らにした。これらの成果を基に、
SMO, AcPAO およびアクロレイン量を指標と
した脳血管障害の診断法に関する特許を出
願した。さらに、健常者群より SMO, AcPAO
又はアクロレイン値の高い被験者を選別し、
MRI による確定診断により感度 82％の確率
で無症候性脳梗塞を発見することに成功し
た。さらに炎症性マーカーであるインターロ
イキン 6 および C 反応性蛋白質を組合せて測
定することで、感度を 90％に上昇させること
ができた。 
 
２．研究の目的 

tPA (tissue plasminogen activator) は脳梗塞
の初期治療に有効であり、発症後 3 時間以内
の適用が可能である。従って、脳梗塞を迅速
に診断できる生化学マーカーは、発症及び治
療後の病状経過を知る上で非常に役立つと
考えられる。そこで、発症後速やかに上昇す
る血中 AcPAO を迅速に測定する方法の確立
を目指す。また、現在は酵素活性及びアクロ
レイン含有量を測定するために被験者の血
液を用いているが、より非侵襲的な検査法が
望ましい。そこで本研究では、以下の点につ
いて重点的に研究を遂行する。 
(1) 尿中に含まれるアクロレイン付加化合物
を同定し、それに対する抗体を作製及び
ELISA キットの開発を行う。また AcPAO 活
性測定法の短時間高感度化をはかり、臨床の
現場で正確かつ迅速に測定できる方法を開
発する。 
(2) ポリアミンの酸化分解により産生するア
クロレインは、過酸化水素より数十倍強い細
胞毒性を持つにもかかわらず、その細胞毒性
作用機序に関しては不明な点が多い。本研究
ではアクロレイン耐性細胞の樹立とその生
化学的性質の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 生体内に多く存在し、アクロレインと反
応しやすく、かつ尿中に排泄されうる化合物
を試験管内でアクロレインと反応させる。ア
クロレインはアミノ基やチオール基と良好
に反応することが明らかとなっていること

から、ポリアミン（プトレスシン、スペルミ
ジン、スペルミン）、還元型グルタチオン、
システイン等をアクロレインと反応させた
後、HPLC で分離・検出を試み、主要な付加
化合物を NMR（nuclear magnetic resonance）, 
MS（mass spectrometry）等で同定する。AcPAO
の現行の測定法は、37℃で 24～48 時間反応
させ、基質の分解産物であるスペルミジンを
HPLC (high performance liquid chromatography) 
で定量する方法をとっている。短時間に高感
度で測定できる方法に改良するための検討
を試みる。 
(2) 変異導入剤で変異を入れた FM3A 細胞を
高濃度のアクロレイン添加培地で数ヶ月間
継代培養する。アクロレインの細胞毒性に耐
性を獲得した細胞の細胞内グルタチオン量、
ポリアミン量、及びこれらの化合物の生合
成・分解に関与する酵素の活性・発現量につ
いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) アクロレインは生体内で carboxyethyl- 
mercapturic acid（CEMA）と 3-hydroxypropyl- 
mercapturic acid（HPMA）という 2 種のメル
カプツール酸に代謝され、尿中に排泄される。
これら 2 種のメルカプツール酸に対する抗体
の作製を試みた。HPMA もしくは CEMA を、
キャリア蛋白質である KLH, BSA またはウサ
ギ血清アルブミン（RSA）に結合し、ウサギ
に免疫した。追加免疫は 2 週に一度行い、ま
た追加免疫の 1 週間後に採血を行い、抗体価
を確認した。その結果、HPMA-キャリア蛋白
質に対する抗体は追加免疫を行う度に増加
が見られた。これらの抗体を含む抗血清を用
いて、ELISA（Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay）の構築を試みた。しかし、キャリア蛋
白質に結合した HPMA を認識する抗体は得
られたものの、フリーの HPMA を認識しなか
った。現在、フリーの HPMA を認識するよう
にシステムを構築中である。 
 
2. アクロレインは過酸化水素に比べ、極め
て細胞毒性が強い化合物である。しかし、そ
の毒性作用機構は不明な点が多いため、分子
レベルで毒性作用機構の解明を試みた。マウ
ス乳がん細胞 FM3A に変異を導入し、アクロ
レイン添加培地で数ヶ月培養することで、ア
クロレイン耐性細胞ATM-1を樹立した（図 1）。
ATM-1 は FM3A に比べ、細胞内のグルタチオ
ン（GSH）含量及び GSH 合成の律速酵素で
ある γ-グルタミルシステインシンターゼ
（γ-GCS）の発現量を 2 倍にすることで、ア
クロレイン耐性を獲得したことを明らかに
した（図 2）。またγ-GCS の mRNA 及びゲノ
ム配列を確認したところ、FM3A のγ-GCS 遺
伝子が元々ヘテロで存在していることが明
らかとなり、ATM-1 はその復帰変異であるこ 
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とを示した。また細胞内のポリアミン含量を
測定したところ、ATM-1 では FM3A に比べ、
スペルミジンが減少し、スペルミンが増加し
ていた。ポリアミンの分解によりアクロレイ
ンが産生されることから、ポリアミン代謝酵
素である SMO, AcPAO 及び SSAT の活性を測
定したが、変化は見られなかった。一方、ポ
リアミン合成酵素であるオルニチン脱炭酸
酵素（ODC）及び S-アデノシルメチオニン脱
炭酸酵素（SAMDC）の活性を測定したとこ
ろ、ATM-1 では ODC 活性が 60%に低下して
いることが見出された。ATM-1 ではグルタチ
オン合成が FM3A の 2 倍に上昇していること、
またグルタチオン合成にはシステインの供
給源として S-アデノシルメチオニンが必要
であること、そして S-アデノシルメチオニン
はポリアミン生合成にも必要であることか
ら、ATM-1 ではグルタチオン合成に S-アデノ
シルメチオニンが優先的に使用され、その結
果、ポリアミン合成が低下し、低下したポリ
アミン量を補うためスペルミンが増加した、
と推測される。 
 
 

 
 

 

 

 

（図 2） 
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