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Summary: It hasbeen thought that the pathogenesis of anemia in patients with 

chronic renal failure may be largely due to erythropoietin (EPO) deficiency. But recently 

there have been reports that uremic inhibitors may suppress the activity of EPO and reduce 

the maturation of erythropoiesis. 

Polyamine is well known to be involved in the regulation of cellular proliferation and 

differentiation. The serum levels of polyamine are elevated in chronic hemodialytic 

patients， and lowered immediately by hemodialysis. 

In this study the author first measured polyamine level (putrescine， spermidine， sper-

mine) by high performance liquid chromatography (HPLC) in 20 chronic hemodialytic 

patients， and investigated the effect of polyamine on the erythropoiesis. Secondly， each 

polyamine is added directly to the medium of fetal mouse liver cell culture plates in order 

to comfirm the direct inhibitory effect on the growth of CFU-E in the presence of recom-

binant human EPO (r-huEPO). 

Each polyamine level in chronic hemodialytic patients was higher than normal， and 

there was significant negative correlation between polyamine and erythropoietic activity 

designed by CFU-E/log EPO. In the in vitro study， the growth of CFU-E under r-huEPO 

was substantially suppressed by polyamine in the manner of dose response. 

These results suggest the conclusion that polyamine had an inhibitory effect on the 

proliferation or maturation of erythroid precursor cells and was intimately involved in the 

pathogenesis of the anemia in chronic hemodialytic patients. 

However further study should be done for full interpretation ofits clinical importance 

in anemia associated with hemodialytic patient. 
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緒言

末期腎不全患者に認められる貧血は赤芽球分化に最も

重要な液性因子である Erythropoietin(EPO)の産生障

害が重要な原因である1)2)3)4)が，以下のいくつかの臨床

事実より ur陀巴micinhibitorsによる赤血球寿命および赤

芽球分化障害も末期腎不全患者での貧血の病態に関与し

ていることが知られている5町すなわち 1)透析導入後

の尿毒症状態の改善により貧血状態にも改善が認められ

ること 1附}同同3叫制)

期血液透析例においてもへマト Fリツトイ値直が3初0%前後

を維持し得ている症例も少なくない.3) recombinant-

human-EPO (r-huEPO)投与による貧血状態の改善に

際し非腎性貧血症の改善に必要な血中EPO濃度よりか

なり高い非生理的濃度が必要とされている 8)9)10). 4)維

持血液透析患者での r-huEPO投与に対する反応性に関

して個体差が大きく，かっlowrespondorと解釈される

症例も少なくな¥;，8). 

前報〔第 l報〉において，末期腎不全患者あるいは維

持血液透析患者における血中EPO濃度は現在一般的に

用いられている RIA法11)叫による抗原量〔蛋白量〉の測

定では健常人に比較して低下傾向は認められず，むしろ

高い傾向が認められる 13)のに対し， fetal mouse liv巴r

cellを用いた invitro bioassay法による EPO活性の測

定では明らかに健常人より低い傾向を示していることを

著者は確認した.

腎不全患者の血清に認められる uremicinhibitorsは

これまで文献的には小分子物質から中分子物質まで多数

の物質が報告されており 14)15)16)川18)，これらが尿毒症に

みられる種々の合併症の病態と深くかかわっていること

が指摘されてきたが，その中で貧血症への病態に関与す

るuremicinhibitorsのーっとして polyamineが知られ

ている川.しかしながら，これまでの報舎では

polyamineの造血抑制作用，ことに赤芽球系細胞への特

異性については杏定的な報告もあり，確認されていな

い6)20)21) また invitroでの抑制効果は容認されても臨床

的意義については不明である.

そこで著者は，まず維持血液透析患者の造血機能に対

する polyamin巴の影響を実証するために， 1) RIA法に

より EPO抗原蛋白量を確認した上で，同一検体(血疑〉

でfetalmouse liver cellを用い colonyforming unit of 

erythroid (CFU-E)由来コロニーを算定し，形成コロニ

ー数/logEPOにより表される患者血衆中の単位EPO

あたりの EPO活性を確認し， 2)同一検体赤血球中

putrescine， sp巴rmidin巴， spermineの各polyamineを

high performance liquid chromatography (HPLC)で

測定し， 3)各polyamine濃度と形成コロニー数/log

EPO値と比較検討した.

更に，直接的造血抑制作用を確認するためにの in

vitroでfetal mouse liver cell culture plat巴に

polyamineを直接加えCFU-E形成への抑制効果を確認

した

対象および方法

対象症例:対象症例は奈良県立付属病院透析室および

その関連病院において chronicglomerulonephritisを

原疾患とする維持血液透析愚者，男性14例，女性6例の

合計20例で，年齢は 11歳より 69歳，平均46.3:tl4.2歳，

透析期間は35ヵ月より 151ヵ月，平均81.9:t34目9歳であ

った.また過去3ヵ月に輸血歴がなく，血清鉄，血清フ

ェリチン値が正常である症例につき検討した.

赤血球中polyamine測定:Fig.1に示すごとく，へパ

リン加全血を 500gにて 20分間遠心分離し，生理食塩水

くpreparationof RBC polyamin巴〉

heparin -added Blood 

centrifuge (500 x g， 20min ←「

↓ I 2 times 
RBC (remove serum) 一一一---1

1+什叫叫刊3-f凶山f白削O叶仙lds山ds
RBC 500μl十 H，O500μ1 + Triton X-100 
↓ 

+ 10% TCA 2ml 
↓ 

centrifuge (2，000 x g， 15min) 

supernatant precipitation十 5%TCA 1ml 

centrifuge (2，000 x g， 15min) 

precipitation 

dried up by rotary -evaporator 

residuum十H，O500μl 

HPLC 

Fig. 1. Method for determination of polyamin巴 in

erythrocyte 
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第2報 CFU-E由来コロニー形成能に対するポリアミ γの影響 (11 ) 

で2回洗浄し，充填赤血球を作成した.赤血球 能に対する r-huEPOの影響:培地上に加えられた r-

polyamine試料は，充填赤血球500μlに蒸留水500μ1， huEPOの濃度に依存してコロニー数は増加し，片対数図

Triton-X一滴にて完全溶血させ，ついでトリグロノレ酢 上で， r=0.994 (p<0.0005)の有意な標準曲線が得られ

酸を加え，十分に除蛋白後，得られた上清をエチノレエー た (Fig.3).

テノレで洗浄しロータリーエパポレーターを用いて蒸発乾 3) 維持血液透析患者における RIA法による血中 EPO

固した後得られた試料を HPLCにて測定した.HPLC 濃度:20症例における EPO濃度は 7.5mU/mlより 59

装置は，高圧溶媒ポンプ2台(HCC803 D， CCPD，東洋 OmU/ml，平均18.2:t13.14mU/mlであり，前報〔第l

ソーダ)，オートサンプラー (AS8000，東洋ソーダ)， 報〉と同様に健常群に比較して有意差を認めなかった

polyamine分析用充填カラム(TSK-Gel-aminopak，東 (Fig.4). 

洋ソーダ)，カラム用恒温装置(CO-8，東洋ソーダ)，蛍 4) 維持血液透析患者血清によるコロニー形成能・同症

光検出器(FS-8000，東洋ソーダ)，データ処理用コンピ 例の血清による CFU-E系によるムコロニー数は 50.8

ュータ (CP-8000，東洋ソーダ〉で構成した.オートサン 個より 80.8個，平均68.7:t8.79個で健常群に比較して有

プラーにより試料20μlをHPLCに注入し，溶離液とし 意、に低下していた (Fig.5).

てクエン酸緩衝液(pH5.3)，流速は0.5ml/min，カラム 5) 維持血液透析患者における polyamine濃度と造血

温度 55'Cで溶離した.測定にはオノレトフタノレアノレデヒド 能の関係:コロニー数と EPO濃度の関係は，その標準

試薬による蛍光反応を用い励起波長340nmより 470 曲線より単位EPO濃度ClogEPO)あたりの形成コロニ

nmで検出した.赤血球中ポリアミン値はnmol/mlすな ー数，すなわち形成コロニー数/logEPOをeryth-

わち単位充填赤血球容積中の nmolで表現した.

Fetal mouse liver cell assay法:f巴talmouse liver 

cellを用いた invitro bioassay法による colony形成能

測定の操作概略は，前報(第 l報〉のごとく，培地上に

維持血液透析患者血清を混和し fetalmouse liver cell 

を分注し，臨床例による CFU-E由来コロニー形成能を

測定して後，まずfetalmouse liver cell自体に対する

polyamineの直接的影響を観察するためにr-huEPOを

加えない培地に各濃度の polyamineを混和し， 8個以上

の後期赤芽球系前駆細胞コロニー数を算定し，その上で

r-huEPOを加えた同じ assay系で同様にコロニー数を

算定し polyamineのEPO活性に及ぼす影響を検討し

た.

また更に，対照実験として同様の条件にてクレアチニ

ンを 7mg/ml (0.62μmol/mj)の濃度で培地に添加し比

較した.

RIA法:RIA法による EPO抗原量の測定は，前報のご

とく，患者血清および標準試料に坑EPO血清を添加後，

25'Cで20時間反応後，標識 125I-r-huEPOを加えて再度

20時間反応させる非平衡法で測定した.

結 果

1) 維持血液透析患者における赤血球中 polyamine濃

度 putrescineが1.48士0.81nmol/ml， sp巴rmidineが

25.6士11.4nmol/ml， sp巴rnimeが6.57士3.87nmol/ml 

であり，各 Polyamin巴において，正常値よりそれぞれ，

4.1倍， 2.8倍， 1.2倍と高値を示した (Fig.2).

2) Fetal mouse liver cell assay法による colony形成

(nmol/ml) (nmol/ml) 

n=20 501 

(nmol/ml) 

n=20 . n~20 

40-l . . 16 
12 

10徽物:ゆ
Putrescine Spermidine 

Fig 2.Levels f Spermme 
of polyamines i in erythrocyte. 

250 

200 

向。-×
E
}

M
m
H
ω
 

司

4

4

F
y
p
 

/
 

W
型
E
O

官。

100 

80 
EPQ 

0: 1 U 0:4 0:8 1:6 3'.1 s'.a 12.5 25.0 (mU) 

Fig目 3.log EPO dose-r巴sponsestandard curve. 



(12 ) 吉 田克法

ropOleSlSの指標とすると，各Polyamine濃度とは

putrescine: rニ-0.432，spermidine: r= -0.513， sper. 

mine; r= -0.501と有意な負の相関を示した (Fig.6， 7， 

8). 

L'>Colonies 
(/3X10') 

6) Fetal mouse liver cell自体に対する polyamineの 100 

直接的影響:fetal mouse liver cellの培地に直接各 n=20 

polyamineをそれぞれO.Olnmol/ml，0.1 nmol/ml， 1.0 

nmol/ml加えた場合は， polyamineを加えないコントロ

ーノレに比較してその減少率はputrescineで-0.90%，-

2.59 %， -1.94 %， spermidineで 0.90%， -1.55 %， -

2.59 %， sp巴rmineで-0.45%， -0.26 %， -0.94 %と各

polyamineでほとんど有意な抑制jは認められなかった

(Fig.9). 

7) 各濃度のrーhuEPO存在下での fetal mouse liv巴r

EPO RIA 
(mU/ml) 
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CFU-E/log EPO 

250 

200 

150 

10 

r=-O.513 

n=20 

y=ー1.64x+2tD

P<O.05 

20 30 40 
$permidine 
(nmol/ml) 
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tion to spermidine in erythrocyte. 
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cel1の増殖能に対する polyamineの影響培地に加え

られたr-huEPO濃度は，生理的EPO濃度と考えられる

156 mU/ml， 313 mU/mlおよび高濃度の 1250mU/ml

であり，そのコロニーの増加率で測定した.EPO存在下

においてはpolyamineの濃度に依存してコロニー形成

能の抑制が認められたが，生理的EPO濃度存在下にお

いては低濃度の polyamineでは有意な差は認められな

かった.しかし高濃度EPO存在下においては低濃度の

polyamineでも有意な抑制傾向が認められ，EPO濃度の

上昇に伴いpolyamineによるコロニー形成抑制作用は

増加傾向が認められた (Fig.10， 11， 12). 

また，同様の系における対照群としてのクレアチニン添

加に関しては，ほとんど影響は認められなかった (Fig目

13.). 

考察

EPOは主として腎で産生される分子量約34，000の糖

鎖に富む酸性のポリペプチドホノレモンであり， 1977年三

宅ら22)によって初めて貧血患者尿より単離された.その

後，遺伝子工学的手法の導入間刊により純粋EPOの大

量生産化が可能となりトhuEPOとして基礎医学のみな

らず臨床医学の現場においても応用さわし画期的な臨床効

果が得られつつある.

本邦においてもすでにrーhuEPOphase 2の治験段階

を終了し，秋沢らの報告25)によりその有用性が高く評価

亡コ O.0引1nlT円mo
匿z塑12O. 1 nm叩oω1/刈ml
Eヨ1.0 nmol/ml 

Fig. 9. Effect of polyamine on erythroid colony formation without 

EPO. 
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e.Col口nies
(/3X 10') 仁二コ Control

~ 0.01 nmol/ml 
1501 1:-:-:-:1 0陶 nmol/ml 

陸週1.0 nmol/ml 

100 

50 

O 

156 313 1250 

Fig. 10. Effect of putrescine on erythroid colony formation in medium 

with EPO. 

e.Colonies 
(/3x 10') 仁コ Contr'ol

~ 0.01円mol/ml
1501 cヨO.1 nmol/ml 

匿週1.0 nmol/ml 

100 

50 

O 

156 

Fig. 11. Effect of spermidine on 巴rythroidcolony formation in 

medium with EPO. 

EPO 
(mU/ml) 

EPO 
(mU/ml) 

されている.しかし 1988年の腎臓学会において取り上げ 抑制作用を確認した.これまで種々の uremictoxinesが

られたごとく phasestudyの治験例の検討が進むにとも 確認され，維持血液透析患者における貧血に対する

ない治療効果の個人差が認められ無効例は皆無に近いも uremic toxinesの影響も報告されている2)1巾 6)

のの投与初期より lowresponseの症例あるいは治療途 Polyamineもその一つで， spermmeとそのprecursor

中より再度貧血の出現してくる症例が少数ながら認めら である putrescine，cadaverine， sp巴rmidin巴よりなるが，

れており'>'尿毒症状態での造血抑制物質の存在が改め 分子量は 88-202daltonと低分子物質ながら透析により

て認識されている. 十分除去できないため腎不全患者の赤血球，血清いずれ

著者も前報にお!いて，維持血液透析患者ではRIA法に においても健常者より有意に上昇することが確認されて

より測定される血竣EPO坑原蛋白量と CFU-E由来コ いる 19)20)26)27)28)

ロニー形成に反映される生理学的活性値とは必ずしも Radtke26)らは尿毒症患者の血清より Bio-G巴lにより

致せず， EPO活性発現に対する ur巴mictoxinesによる 分離したfractionのー部が健常者に比較し有意に上昇
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L1Colon;es 
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Fig. 12. Effect of spermine on erythroid colony formation inmedium 

with EPO. 
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し，その fractionがpolyamineであることを確認した

上で， spermineにつき fetalmouse liver cell による培

養コロニ一法を用いて尿毒症患者の血清あるいはsper-

mine坑血清添加後の CFU-E由来コロニー形成能への

影響を比較し造血抑制物質とじての polyamineを報告

している

また， Saitoら剖はHPLCを用い維持血液透析患者の

polyamineを測定して，健常者に比較して有意に上昇し

ていること，血清尿素窒素およびグレアチニンと有意な

正の相関が認められ，またspermineに関してはへマト

クリットと有意な負の相関が認められることを報告し，

同様にpolyamineの造血抑制作用を報告している.

一方， Segalら20)はbonemarrowcellを用いて CFU

E， CFU-granulocyt旬E一macrophage(CFU-GM)λ，およ

びCFU-megakaryocyta(CFU-M巴g)への spermineお

よびs叩p巴m町midi加n巴の影響を 5X10-7Mより 5X10

度で比較し， polyamineはCFU-EのみならずCFU-

GM， CFU-Megも問様に抑制し erythroidcolonyのみ

を特異的に抑制しないと報告している.

今回の著者の invitro実験系においても spermineに

ついてはRadtkeらの報告とほぼ同程度の polyamine

濃度でコロニー形成の抑制が確認され，これらの抑制は

Segalの報告と同じく培地中EPO濃度を上昇させても

解消されなかった.また更に，臨床検体においても血疑

中単位EPO坑原量あたりのコロニー形成と血中

polyamine濃度は負の相関を示し，臨床的にもこれらの

polyamineが貧血症の病態発現に関与していることが

確認された.

一方， putrescineについてはinvitro実験系ではsper日

mineおよびspermidineと同程度の抑制をみたが，臨床

検体では抑制傾向はsp巴rmineならびにspermidineに

比較して低かった.文献的にもこれまでputrescineにつ

いてはuremictoxinとしての報告はなく，また維持透析

患者における erythropoiesisに関しても報告はみられ

ず，今回 invitro実験系での結果も培地中の fetalcalf 

serumもしくはfetalmouse liver cellそのものに含ま

れる polyamine代謝酵素により putrescineが培養中に

spermidineおよびspermineに交換された結果で、ある

可能性は否定できない刑制.また最近Gahlら31)はfetal

calf serum自体に含まれている polyamineoxidaseの

影響により，種々の細胞に対し毒性を有する aminoalde-

hydeが形成される可能性を指摘しており，この点につい

てはpolyamin巴oxidas巴阻害剤を用いた上での再確認

が必要である.
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