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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
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
の存在する環境・代謝条件が、糖の枯渇条件下、ミトコンドリアの活動ポテンシャルの低
下条件下、または低酸素条件下にあると判定する方法。
【請求項２】
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３】
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。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　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】
【０００２】
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
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r Res.,2003, 5:83-88）。
【０００３】
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。
【０００４】
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。
【０００５】
　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３７０９０７８号、WO2004-81569、J.Cancer Res.Clin.Oncol.,123(1997),539-5
45、J.Biochem.(Tokyo),132(2002),783-788など参照）。
【０００６】
　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。
【０００７】
【特許文献１】特許第３７０９０７８号
【特許文献２】ＷＯ２００４－８１５６９
【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】
【０００８】
　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。
【０００９】
　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】
【００１０】
　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。
【００１１】
（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。
【００１２】
（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、
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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。
【００１３】
（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。
（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。
【００１４】
（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。
【００１５】
（１０）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。
（１１）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（１０）記載の方法
。
【発明の効果】
【００１６】
　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】
【００１７】
　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、Ｎ1，Ｎ8－ジアセチルスペルミジン、Ｎ1，Ｎ12－ジア
セチルスペルミンを例示することができる。
【００１８】
　「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。
【００１９】
　「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。
【００２０】
　「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



(4) JP 4678785 B2 2011.4.27

10

20

30

40

50

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。
【００２１】
（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
定手順に関しては、公知の文献（例えば、特許第３７０９０７８号公報、ＷＯ２００４－
８１５６９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。
【００２２】
（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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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】
【００２５】
　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。
【００２６】
（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９６穴マイクロプレ
ートに１ウェルあたり１．２５×１０5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１０μＭ、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１０％ウマ血清含有ＲＰＭＩ１６４０を用いた。
【００２７】
　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。
【００２８】
（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（ＤＮＰ）１００μＭ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
２ｇ／Ｌ添加してある。
【００２９】
　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
。　　　　
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【００３０】
【表１】

【００３１】
（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
照は２１％（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２ｇ／Ｌ添加してある。
【００３２】
　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。
【００３３】

【表２】

【００３４】
（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ＣｏＡ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（ＢＴＡ）１０ｍM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。
【００３５】
　その結果、表３に示すように、ＢＴＡ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、（ＡＴＰ依存性）クエン酸リ
アーゼによりアセチルＣｏＡとオキザロ酢酸に分解され、そのアセチルＣｏＡが原料とな
ることがわかった。
【００３６】

【表３】

【００３７】
（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（ＮＡＤＨ）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×、２．５×１０5の４種、また、培養液の体積は１００、１５０、２
００、２５０、３００μｌ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。
【００３８】
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
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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。
【００３９】
（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ＮＡＤＨを酸素に
よって酸化することで細胞のエネルギー（ＡＴＰ）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ＡＴＰの供給がな
くなり、ミトコンドリアのＡＴＰ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。
【００４０】
　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。
【００４１】
　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】
【００４２】
【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（ＤＡ
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
（ＤＡＭ）の濃度をとり、プロットしたものである。なお、◆は１ｘ１０5細胞、■は１
．５ｘ１０5細胞、▲は２ｘ１０5細胞、×は２．５ｘ１０5細胞をそれぞれ使用したとき
の結果である。
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