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血中Thymidine　kinase活性測定法の基礎的検討とその血液

　　　　　　　　　悪性増殖性疾患での臨床的意義

AStudy　on　the　Measurement　of　Serum　Thymidine　Kinase　and　its　Clinical

　　　　　　Significance　in　Hematological　NeoFlastic　Disorders
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1．はじめに

　Thymidine　kinase（TK）は細胞分裂のG1からS

期にかけて関与するスカベンジャー酵素，すなわ

ちThymidineがDNA代謝に組み入れられる時

に，Thymidine　mono－phosphateに変換させる働

きをつかさどっている酵素である1）．この酵素は

必ずしも細胞分裂の際に必須なものではないが，

ある種のウイルスに罹患するとTK活性の誘導が

引き起こされること2）や，DNA代謝異常を伴う

悪性腫瘍では血中TKの活性が高まること3”5）等

がこれまでに報告されている．

　そこで，今回は［1251］iododeoxyuridineを基質

としたradioenzyme　assayによるSangtec　Medica1

社のProlifigen⑧TK－REAキットに関する基礎的

検討，ならびに血液悪性増殖性疾患を対象に血清

中のTK活性測定を行い，　DNA代謝異常マーカ

ー としての意義につき検討した．
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II．方法および対象

　1．TK活性の測定方法

　Prolifigen⑪　TK－REAキットを用いて血清TK

活性を測定した．本キットはTKの基質として

［1251】iododeoxyuridineを用い，酵素反応によって

生成した［1251】iododeoxyuridylic　acidを選択的に

捕獲し，その放射能を測定することによって検体

中のTK活性を測定する．　Fig．1にその測定法を

示した．検体は血清を用い，測定まで一20°Cで

凍結保存した．

　2．基礎的検討

　1）検量線の作成

　標準TKの活性を横軸に，標準TK40　U／Lの

計数率（B）から標準TKOU／Lの計数率（Bo）を

差し引いた計数率（B－Bo）を縦軸にプロットして

作成した．

　2）回収試験

　低TKプール血清に標準TK溶液0，5，10，20，

40U／Lを等量添加し，回収率を求めた．

　3）希釈試験

　異なる3種の患者血清をキット添付の標準TK

　Key　words：Thymidine　kinase，　Radioenzyme　assay，

DNA　metabolism．
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溶液OU／Lで倍々希釈してTK活性を求めた．

　4）再現性の検討

　①アッセイ内再現性

　TK活性値が異なる2種の被検血清を，同一ア

ッセイ内で1血清につき6本測定し，精度を検討

した．

　②アッセイ間再現性

　TK活性値が異なる2種の被検血清を異なるア

ッセイキットで3回測定し，再現性を検討した．

　5）血清LDHとの関係

　無作為に選んだ80例の病院母集団について，血

清中のTK活性とLDH（乳酸脱水素酸素）を測定

し，両者の関係を検討した．

　6）CEA，α一fetoproteinとの関係

　血清中のTK活性と腫瘍マーカーであるCEA
やα一fetoproteinとの関係についても検討した．

　3．臨床的検討

　D　健常人における血清TK活性値

　健常人として男性45名（20～66歳），女性45名

（19～64歳），計90名の血清TK活性を測定した．

健常人は健康診断の目的で当院に来院し，臨床的

および生化学的検査で異常を認めない人とした．

Add　201ilsample／standaid

　Add500pl
Radioactive　substrate

　2）血液悪性増殖性疾患での血清TK活性

　慢性骨髄性白血病（CML）6例，急性骨髄性白

血病（AML）7例，急性リンパ性白血病（ALL）5

例，骨髄異形成症候群（MDS）2例，多発性骨髄

腫（MM）5例の計25例について検討した．

m．結　　果

　1．基礎的検討

　1）検量線
　標準TKOおよび40U／Lを測定して得られた

検量線の1例をFig．2の実線で示した．破線は

標準TK溶液40　U／Lを標準TK溶液でOU／L
倍々希釈したものを測定して得られた検量線で，

これにより求められたTK活性値は標準TK　Oお

よび40U／Lの2点で作成した検量線から求めた

値よりもやや低値を示した．

悶
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Fig．2　Standard　curve　of　TK　REA　kit．

Table　l　Recovery　of　TK　added　to　serum　sample

・・m・ves叩・m・t・nt…一一一 国
Added　TK　Measured　Recovered　Recovery
　（U／L）　　　（U／L）　　　（U／L）　　　　（％）

Repeat　at　3　times

Fig．1　Assay　procedure　of　TK　REA　kit．
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Fig．3　Dilution　study　of　serum　TK．

Table　2　Precision　and　reproducibility　of　TK　PEA　kit

　a）　Intraassay　Variance（n＝6）
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Fig．4　Relationship　between　serum　TK　activity　and

　　　　serum　LDH　activity．
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　2）回収試験

　平均回収率は104．6±95％（Mean±S．D．）であ

った（Table　l）．

　3）希釈試験

　倍々希釈により得られたTK活性値は原点に向

かう直線のやや上方にプロットされ，計算値より

若干高い値を示した（Fig．3）．

　4）再現性
　①アッセイ内再現性

　変動係数（C．V．）はおのおの5．1％，6．3％と満

足できる精度が得られた（Table　2－a）．

n＝40
y＝－0．11x十9．84

r＝－0．024

　　　　1
　　　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TK（U／L）

Fig．5　Relationship　between　serum　TK　activity　and

　　　　serum　CEA　value．

②　アッセイ間再現性

C．V．7．0％，10．0％と十分満足できる結果であ

った（Table　2－b）．

　5）血清LDHとの関係
　相関係数r＝0．219と有意の相関関係は認めら
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Fig．6　Relationship　between　serum　TK　activity　and

　　　Serumα一fetoprotein　valUe．

れなかった（Fig．4）．

　6）CEA，α一Fetoproteinとの関係

　CEA，α一FetoproteinとTK活性の関係はおの

おのr－－O．024，0．221と，ともに有意の相関関

係は認められなかった（Figs．5，6）．

　2．臨床的検討

　1）健常人における血清TK活性

　健常人90名におけるTK活性は3．5±1．1　U／L

（Mean±S．D．）で，1．6～6．5　U／Lの範囲に分布す

る成績が得られた．これを男女別に求めてみると，

男性45名では3．4±1．OU／L，女性45名では3．5土

1．OU／Lと男女間に有意の差は認められなかった．

　腎不全で透析中の患者15例の血清TK活性を

測定したところ，3．2土0．9U／L（2．0～5．5　U／L）と

健常人の値との間に有意の差を認めなかった．

　2）血液悪性増殖性疾患での血清TK活性

　CML，　AMLの血清TK活1生と末梢血液所見を

Table　3に示した．　CMLにおける未熟頼粒球は

myelocyte，　metamyelocyte，　promyelocyteおよび

myeloblastを含め，　AMLではblastの項に

myeloblastを分類した．　CMLとAMLの血清

　MB（×10Jωm3）

20

10

ll＝16

y＝41．49x－6100．57
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Fig．7　Relationship　between　serum　TK　activity　and

　　　absolute　counts　of　myeloblasts　in　peripheral

　　　blood．

TK活性は健常人に比べ著明に充進し，100　U／L

を超える例がCMLで6例中6例，　AMLで7例

中4例認められた．しかもAMLにおいてはblast

の比率の高い症例ほど，血清TK活性が高値とな

る傾向にあった．なお，AMLのうち7U／Lと

TK活性値の低かった症例T．Y．は骨髄所見では

白血病細胞が確認されていない．

　ALL，　MDSおよび骨髄腫における血清TK活

性は，1例を除き高値を示した．同様にALLや

MDSにおいても，　blastの比率に比例して血清

TK活性が高値となる傾向が得られた（Table　4）．

　CMLおよびAMLの16例（臨床経過に伴う同

一症例5例を含む）について，末梢血のmyeloblast

の絶対数と血清TK活性の関係を調べてみると，

相関係数r＝0．807と正の相関関係が得られた
（Fig．7）．

IV．考　　察

　TKはcytosol内の酵素1”5）であり，細胞分裂

のG1からS期にかけてその活性は上昇する1）と

いわれている．また，細胞の再生，胎生期，ウイ

ルスの融解期においてもTK活性が高くなること

から，悪性腫瘍やウイルス疾患の診断の指標に応

用できると報告されている1～5）．
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　すでに，著者らは各種疾患について検討し，血

清TK活性の測定は従来の腫瘍マーカーとは異な

り，DNA代謝異常マーカーとして位置づけられ

ると報告した6）．そこで今回は，血清TK活性測

定の臨床的意義をより明確にするために，測定キ

ットに関する基礎的検討を含め，血液悪性増殖性

疾患患者での血清TK活性測定を行った．キット

の説明書に従って算出されたTK活性は，標準

TK溶液40　U／Lを標準TK溶液OU／Lで倍々希

釈して得られた検量線から求めた値よりも多少高

くなる傾向にあった．しかし，これは臨床上，問

題にはならない程度と考えられ，本検討では説明

書に従って求められたTK活性を採用した．回収

試験，希釈試験，再現性についての成績はほぼ満

足できるものであった．

　さらに，血清中のTK活性とLDH，　CEAおよ

びα一fetoproteinとの関係をみたが，いずれも有

意の相関関係はみられなかったことから，血清

TK活性はこれらとは異なった特性を有するもの

と考えられた．一方，ビタミンB12欠損症や肺小

細胞癌で血清LDHとTK活性の間に相関関係が

存在するとの報告もある7・8）．また，血清TK活

性はCEAと相関する8）との報告もあるが，　TK

はDNA代謝合成時のG1期からS期にかけて存

在する1）のに対し，CEAはribosome内で胎生期

に産生される蛋白9）で，両者の産生機構は異なっ

ており，測定する時期によって両者間の関係が異

なることも考えられる．

　今回対象としたCML，　AML，　ALL，　MDSおよ

び骨髄腫ではDNA代謝に異常をきたしており，

これらの患者の血清TK活性が健常人に比べて高

値を示したことは，血清TK活性がDNA代謝異

常マーカーとしての意義を有することを示唆する

ものである．

　CMLでは症例により血清TK活性のばらつき

が大きく，しかも末梢白血球数が増加するにっれ，

血清TK活性も充進していることがうかがえる．

CMLの末梢血穎粒球は，みかけ上は正常な形態

であってもDNA自身に異常をきたしているこ

と10）から，白血球数の上昇に伴い血清TK活性

が高くなるものと考えられる．

　一方，AMLでは末梢白血球数よりも芽球数の

比率が増加した時に，血清TK活性が充進し，し

かも両者の間には相関性がみられたことから，血

清TK活性がDNA代謝異常マーカーになり得る

との確証を得たと考える．

　また，ALLやMDSでもAMLと同様，末梢
血に芽球の出現率が高い症例ほど，血清TK活性

は高値を示した．一方，骨髄腫では前述の血液悪

性増殖性疾患に比べ，血清TK活性は低い値であ

った．これらの細胞形態は多様性を有することか

ら，症例によりDNA代謝の異常も異なるものと

推測される．

V．結　　語

　TK－REA．キットを用いる血清TK活性測定法

について基礎的ならびに臨床的検討を行った

　本キットは1日で測定結果が得られ，再現性，

希釈，回収試験の成績は良好であった．

　血液悪性増殖性疾患における血清TK活性の測

定は，DNA代謝の異常の観察であることが示唆

され，治療効果を評価する指標および予後の判定

に有用であると考えられた．
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