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　哺乳動物の蛋白代謝終末産物である尿素生成はKr－

ebs，　Henseleitのオルニチン回路12）で行なわれ，そ

の中間物質であるチトルリンの生成に関してCohen

ら4），Jonesら8），　Marsha11ら17）により詳細な検討

が加えられた．チトルリンは次の反応により形成され

る．

　Carbamyl　phosphate十〇rnithine→

　　　　　Citrulline十Phosphate　（反応1）

　この反応を触媒する酵素はReichard　28）によりラッ

ト肝から精製されOrnithine　carbamyl　transferase

（以下OCTと略す）と名づけられた．一方Krebsら

13）はチトルリンが哺乳動物の肝において砒酸ソーダの

存在の下にオルニチン，炭酸ガス，アンモニアに分解

されることを見出した．

　　　　　Arsenate
　Citrulline　　　　→CO2十NH3十〇rnithine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（反応2）

　この加砒酸分解反応に関与する酵素はReichard　28）

によりラット肝から精製したOCTと同一物質である

ことが確認された．

　一方1954年Wr6blewskiら16）が心筋梗塞におけ

る血清トランスアミナーゼ活性の変動を報告して以来

各種酵素活性の臨床的意義が検討されてきた．血清中
　　　　　　　　　　　　　も
酵素活性の変動から体内臓器の障害を評価しようとす

る場合，酵素の臓器特異性は極めて重要な問題であろ

う．この点OCTの肝特異性は極めて高く23），また血

清OCT活性の変動が肝障害に特異的であるとする報

告24）26）は興味深い．

　著者は各種小児疾患における血清OCT活性の変動

を研究するに当り，まず各年齢層の健康小児の血清

OCT活性値を測定し年齢差について検：討を加えた．

また未熟児および三州血についても測定したので併せ

て報告する．

実　験　対　象

　対象とした健康小児は金沢大小児科外来に健康診断

で訪れ異常を認めなかったもの，未熟児は福井赤十字

病院未熟児室に入院した健康未熟児，膀帯血は金沢大

産婦人科にて出生した児の膀帯血を選んだ．採血は食

事時間と一定の関係なく行ない，採血後3時間以内に

血清を分離し，採血当日に測定できなかったものは密

栓してdeep　freezer中に一20。Cで凍結保存し7

日以内に測定した．溶血を認めた材料は対象より除外

した，

　　　　　　　　測　定　方　法

　Reichard法20》に準じアンモニアの定量はインドフ

ェノール法5）によった．

（試薬）

　1）チトルリン・砒酸ソーダ緩衝液：0．2Mのdl一

チトルリンと0．5Mの砒酸ソーダ溶液を塩酸にてpH

7．1に調整

　2）4N過塩素酸

　3）砒酸ソーダ緩衝液：0．5Mの砒酸ソーダ溶液を

塩酸にてpH　7．1に調整

　4）0．01N硫酸

　5）瑚酸緩衝液；12．3gの棚酸と4Nカセイカリ

80mlを混和し水を加えて全量500　mlとする．

　6）アルカリ性フェノール溶液：特級フェノール25

　Activity　of　Ornithine　Carbamyl　Transferase　in　Sera　of　Children．　］：．　Activity　of　Ornithine

Carbamyl　Transferase　in　Sera　of　Healthy　Children．　Akio　Masaki，　Department　of　Pediatrics．

（Director：Pro五1．　Sagawa），　School　of　Medicine，　Kanazawa　University．



小児血清OCT値 101

gに5Nカセイソーダ54mlを冷却しかきまぜつつ

徐々に添加したのち水で100mlに希釈する．褐色ビ

ンに保存

　7）次亜塩素酸ナトリウム溶液：次亜塩素酸ナトリ

ウム溶液の有効塩素濃度が1．3～1．4g／100mlになる

ように適当に希釈し密栓して氷室に保存

　8）Mn2＋溶液：0．003MのMnSO｛溶液を調整

　9）アンモニア標準液：第一化学の硫酸アンモニウ

ム標準液を使用

曳手　技）

　1）被検血清1mlをチトルリン・砒酸ソーダ緩衝

液1mlとともに遠心沈澱管に入れて混合し37℃の

恒温槽で24時間静置する．別に盲検として血清1ml

と砒酸ソーダ緩衝液1mlを遠心沈澱管に入れ同じく

37。Cの恒温槽で24時聞静置する．ついで0．2m1の

過塩素酸を両方の遠心沈澱管に加えじゅうぶん混合し

て遠心沈澱する．

　2）おのおの上澄液1m1をあらかじめ申貸室に

0．01N硫酸を入れたConwayの微量拡散器の側室に

入れる．棚酸綬衝液3mlを側室に入れて蓋をし側室

の液をよく混和してから両方のConway微量拡散器

を37。C，2施時間静置する．

　3）ついで中央室の液0．5m1をとり出し共センの

目盛付試験管に入れる．両方の試験管を氷水を入れた

水浴に立てそれぞれに0．003M　MnSO4溶液0．05ml，

アルカリ性フェノール溶液1nll，次亜塩素酸ナトリ

ウム溶液0．5mlをこの順序で静かに加える．全部加

え終ってから直ちにセンをして静かに試験管中の液を

まぜ直ちに沸騰湯浴中に5分間つける．5分後すぐに

氷水中で2分間冷却してから蒸溜水を加えて全量8ml

に希釈し室温に20分間放置後波長625mμで吸光度を

測定する．別にアンモニア標準液より1m1あたりア

ンモニア窒素2．5，5，10，20μgを含む溶液を調整

してその1mlをConway微量拡散器の側室に入れ

2）以下の手技と同じ方法で蒸溜水を対照として検量

曲線を作製する．なお検量曲線は被検血清測定の度ご

とに作製し，比色計としては日立EPU　2型分光光電

光度計を使用した．なお試薬の調整，器具の洗源など

に使用した蒸溜水はすべてアンモニア不含水謝を用い

た．

（活性のあらわし方）

　検量曲線よりアンモニアの濃度を読みとり被検血清

と盲検の差を計算し，酵素活性は37。C，24時間で血

清0．5mlあたりに生成するアンモニアのμMで表わ

した．

実　験成績

　健康小児1～12カ月群14例，2～5歳群10例，6～

10歳群10例，11～15歳群10例と膀帯血8例ならびに健

康未熟児13例の血清OCT活性値は図1の如くであっ

た．各回の血清OCT活性値の範囲，平均値およびそ

の信頼度95％の信頼限界，危険率5％の棄却限界上界

は表1の如くであった．縢帯血，健康未熟児，健康小

児各年齢群間の平均値の差について推計学的に検定し

た結果5％の危険率で有意とはいえず年齢差は認めら

れない，1カ月～15歳までの健康小児44例について5

％の棄却限界上界を求めると0．27μMNH3／0．5m1と

なる．したがって著者は0．28μMNH3／0．5m1以上を

もつて異常値とした．

考 察

　血清OCT活性の測定法には大別してBrown法と

Reichard法がある．　Brown法1）はOCTの酵素作用

によりオルニチンとカルバミル燐酸から生成されたチ

図1　前帯血，未熟児および健康小児

　　各年齢群の血清OCT活性値

血

蓼。δ
● ●

C
T
活
性

3 ●● ： 2
の
●

値　02 ●
0

0
●

0
●
●
σ
o

3 9 ● ●の

蕊 60 ● 讐 ●●

01

“
●
● ・

…
●

●●●●

8
●

の
…

●●

μMN唐T。1 0
●

9

膀帯血 未熟児 1～12カ月 2～5歳 6～10歳 11～15歳

表1　膀帯血，未熟児および健康小児各年齢群の血清OCT活性値

障融繍児1・一・2朋12－5歳i6－1・剃・・一・5歳

例　　　　数

範　　　　囲

平　　均　　値

信頼限界
棄却限界上界

　　8
0．09～0．29

　　0．13

0．13＝ヒ0．045

　　0．27

　　13
0．08～0．24

　0．15
0．15±0．026

　0．25

　　14

0．05～0．29

　0．16
0．16±0．036

　0，30

　　10
0．06～0．23

　0．15
0．15±0．043

　0．29

　　10
0．08～0．22

　0．14
0．14±0．034

　0．25

　　10
0．01～0．24

　0．15
0．15±0．045

　0．30
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トルリン（反応1）を比色定量する方法である．Rei・

chard法21）はチトルリンの加砒酸分解反応を応用し

て生成された炭酸ガスまたはアンモニア（反応2）の

いずれかを定量するものでありそのうち標識チトルリ

ンを基質とする測定法21）27）は1－Citrulline　carbamy1

－C14を用いて生成されるC1402を測定する方法であ

る．他の1つはアンモニア微量拡散法21）20）でありdl－

Citrullineを基質として生成されたアンモニアを，

Conwayの微量拡散法とネスラー法の組み合せで測

定している．Reichardによればこれら2つの方法で

同一血清を測定した場合にはなはだ良好な相関関係が

みられるとし21、，y＝27，2x＋0．57なる回帰方程式が

求められている25）．著者の用いた方法はReichardの

アンモニア微量拡散法の変法である．原品ではCon・

wayの方法で拡散吸収させたアンモニアの酸性溶液

をネスラー法により発色してアンモニアを定量してい

るが，ネスラー法で再現性ある正確な値を得るために

は発色時の温度，発色時間，試薬の調整などで守るべ

き条件ははなはだ厳密であり5），著者も実際行なつて

みたが，夏季では発色に際して瞬時に混濁を生ずるな

ど実地上使用し得なかった．この点インドフェノール

法5）は正確さ，感度もすぐれており守るべき条件はネ

スラ一法ほどきびしくないのでアンモニアの定量には

インドフェノール法を使用した．

　OCTは血清中で非常に安定であり，十4。Cでは少

なくとも1一週間は安定，一15。Cではやく1年間酵素

活性値に変動が認められない．また全血は室温で1日

保存しても活性値に低下がない．凍結，融解を繰り返

しても活性値に変化を及ぼさず，ヘパリン，クエン酸

ソーダ，誌面ソーダ添加，軽度の溶血でも活性値に影

響しない．至適pHは7．15，至適温度は十45。Cで

あり耐熱安定性であるなどの事実が知られている21）．

　小児期の血清酵素活性については多く報告されてお

りアルカリ性フォスファターゼ19），乳酸脱水素酵素

31），トランスアミナーゼ30），インクエン酸脱水素酵素

39）1のなどは乳児期または小児期で成人よりも高く，ト

ランスアミナーゼ9）10）11）33）34）6、，乳酸脱水素酵素31）33）

34），アルドラーゼ33）34），ロイシンアミノペプチダーゼ

エ5）は未熟児を含めて新生児期では他の小児期よりも高

いとされ，グルコース6フォスファターゼは小児と成

入では差がない32）などの報告がある．このようにいく

つかの血清酵素活性の年齢的な差が知られているので

血清OCT活性値の年齢差を検討することは意義ある

ことと思われる，血清OCT活性値は二二についてか

なり報告されているが，小児の年齢別の記載はみられ

ない．健康成人の血清OCT活性値について，　Brown

木

法によるものではBrownら1）は正常範囲0．12－0．30

μMチ1・ルリン／ml，平均値0．22μMチトルリン／ml

とし，菅野29）らは正常範囲0．11－0．22μMチトルリ

ン／m1，早野ら7）は正常範囲0．14－0．27μMチトル

リン／mlであるといい，　Reichardの1－Citrulline

carbamyl－C14法では26）0．060μM　C1402／0．5m1以

下を正常とし0．100μMC1402／0．5ml以上を明らか

に異常であるとしている．Reichardのアンモニア微

量拡散法およびその変法による成績ではReichardら

21）は0．28μMNH3／0．5ml以上を病的であるとし，

辻35）は平均値0．054±0．024μMNH3／0．5m1で正常

上限を0．102μMNH3／0．5ml，　Chauschuら2）は正常

範囲1－4μgN－NH3／0．5ml，　Vaniξtaら36）は0．26

μMNH：3／0，5mlまでを正常範囲とし，　Weber　37》は

正常範囲0．12－0．64回忌単位，平均値0，38国際単位

であるとしている．著者は健康小児を1～12カ月，2

～5歳，6～10歳，11～15歳の4群に分けて年齢的差

異について検討した結果晶群の平均値の差は有意とは

いえなかった．1カ月～15歳までの健康小児44例の平

均値は0．15μMNH3／0．5ml，棄却限界上界は0．27

μMNH3／0．5mlとなり，　Chauschuら，　Reichard，

Vani§taらの出入の値とほぼ一致する成績を得た．

Masopustら18）も健康小児の活性値に年齢差を証明

しなかったと述べている．また未熟児ならびに晶帯血

についても健康小児の値と有意差はなかった．

　血清酵素活性の変動を検：討するに際し体内での分布

が問題になるが，OCTの臓器内分布に関してKrebs

ら13）はチトルリンのArsenolysisに関与する酵素は

ラット，モルモット，羊，ひきがえるの肝に存在し，

ラットの脳，腎，睾丸，肺，脾，心筋，横紋筋，羊の

膵，小腸，鳩の肝には存在しないと述べReichard　22）

は犬において組織gあたり肝2，900，十二指腸36，回

腸43，盲腸2．6μMC1402で胃，胆汁，血清にわずか

に証明されその他の臓器には存在しないとし，人聞の

臓器内分布は23）肝2，500，小腸347，大腸5．76，胃

4．7，肺1．52μMC1402でその他の臓器にははなはだ

少ないことを報告している．辻35）も家兎につき肝の

OCT活性値を100とすると小腸5，膵3，脳，肺，腎

2，心，脾，骨格筋1の割合であったと述べている，

人間の小腸OCTは肝のそれのやく1／10を示すが

Reichard　23）によれば広範な障害または壊死を起すよ

うな小腸の疾患ははなはだまれであり，血中からの酵

素消失障害を仮定しない限り血清OCT活性の上昇を

きたすのは肝障害のみであると示唆している．一般に

血液凝固因子を別として血清中にみられる種々の酵素

が血清中で積極的に代謝機能を営むものではなく本来
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細胞内で代謝にたずさわるものであり，血清酵素活性

値：は細胞の酵素蛋白合成能，細胞からの遊出な．どの程

度，血中での安定性，さらに賦活因子，阻害因子，破

壊，排泄などの因子により左右されると考えられてお

り3）現在のところ全く解明されていない．しかしなが

ら各種疾患に際して血清酵素活性値を測定し臨床的に

利用することは有意義であり，また小児科領域へ応用

するにあたり小児期の正常範囲および年齢差を検討す

ることは必要であると思われる．

ま　　と　　め

　Reichardのアンモニア微量拡散法の変法により1

～12カ月14例，2～5歳10例，6～10歳10例，11～15

歳10例合計44例の健康小児ならびに一帯血8例，健康

未熟児13例について血清OCT活性値を測定しつぎの

結果を得た．

　1．健康小児の血清OCT活性値の平均値は1～12

カ月0．16μMNH3／0．5ml，2～5歳0．15μMNH3／

0．5m1，6～10歳0．14μM　NH3／0．5ml，11～15歳0．

15μMNH3／0．5mlであり各年齢群の平均値に有意の

差は認められなかった．

　危険率5％の棄却限界上界をもつて正常上界とする

と小児では0．27μMNH3／0．5m1までが正常とみな

された．

　2．血清OCT活性値の平均値は膀帯血0．13μM

NH3／0．5m1，未熟児0．15μM　NH3／0．5mlで健康小

児各年齢群の平均値との間に有意の差を認めなかっ

た．
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                                    Abstract

  The activity of ornithine carbamyl transferase in sera (S-OCT) of infants and children

was measured by using the modified method of Reichard's microdiffusion technique for the

purpose of determining the normal value in sera. The subjects consisted of 44 healthy

children (14 cases 1 to 12 months of age, 10, 2 to 5 years old, 10, 6 to 10 years old and

10, 11 to 15 years old) and 13 premature infants and 8 cord blood specimens of full-term

infants.

  1) The mean value of the activity of S-OCT in healthy children was as follows; O.16

ptM NH3!O.5 ml. in the group of one to 12 months of age, O.15 in 2 to 5 years old group,

O.14 in 6 to 10 years old group, and O.15 in 11 to 15 years old group. Statistically signi-

ficant differences were not observed between these mean values. The upper limit of rejec-

tion at five percentage risk was O.27 FtM NH3/O.5 ml, which was considered to be the
upper limit of normal value in children.

  2) The mean value of the activity of S-OCT was O.13 ptM NH3!O.5 ml. in the group
of cord blood and O.15 irr the group of premature infants. The difference between the

mean values of these two groups and the healthy children group was not recognized to
have any statistical signifieance.


