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　　　　　　ジルコニルリン酸ゲル法（Zirconylphosphate　Gel　Method）

　　　　　　一殴階サソドイッチ法（One　Step　Sandwich　Method）　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウマ血清を沈澱剤として用いる二抗体法のRIAを開

　　　　　　　　　　はじめに　　　　　　　　　　　　発したが，この方法は複数のアイソトープ標識物を必

　1965年GoldとFreedmannによって成人大腸癌　　　要とするため実用化が遅れ，主にZirconylphosphate

患岩の癌組織中よりCAE（Carcinoembryonic　An－　　　Ge1法（以下Z法と略）が用いられてきた。しかし，

tigen）が発見され，大腸癌早期発見の手がかりな与　　　Z法は透析操作が必要不可欠で煩雑であるうえに，イ

えるものとして注目された1》－4）。その後血巾CEA測　　　オン強度の微妙な差により非特異的反応が加わり7），

定法の開発が進められ，1971年Hansenら5）Oik低イォ．　測定技術の習得が難しいために，簡便法の実用化が強

ン強度下でZirconylphosphate　Ge正を抗原抗体反応　　　く望まれていた。1975年，西と平井12）は木邦ノ＼大腸

物の沈澱剤として用いるラジオイムフアッセイ法（以　　　癌患者の肝転移巣より抽出したCEAを用いてOne

下RIAと略）を考案し，大腸癌のみならず他の消化　　Step　Sandwich法（以下S法と略）によるRIAの簡

管癌や泌尿生殖器癌患者にも高CEAエ血症を認め，癌　　　便法を開発した。　S法はその後間もなくダイナボッ・ト

ー般の診断法として」血中CAE濃度の測定が有用であ　　　RI研究所にて実用化されキットとして生産されるよ

ることを報告した。1972年にEaganら6）は抗ヤギIgG　　　う1こなったが，本法キッNこよる血1・1：l　CEA濃度の測
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定は日も浅く，その報告は極めて少い。　　　　　　　　M酢酸アソモニウム緩衝液（pH　6．　5）で3時聞透析

　今回，我々はダイナボットRI研究所よりS法を用　　　した。ついで透析袋内の検体を試験管にとり，　CEA

いたCEAリアキット，と日本ロシ株式会社よりZ法　　．抗血清25μ1を加えた。また，キッ1・付属のEDTA液

を用いたCEA「ロシ」キットの供与をうけ，二者の1　　を10倍希釈し，その5mlつつを工0本の試験管にとり，

精度，実用性などについて比較検討する機会を得たの　　　それぞれにCEA・スタンダード液を，0，10，25，50，

で報告する。　　　　　　　　　　　　　　　　’　　100μ1つっduplicateでヵllえて劉半し，これにCEA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抗血清25μ1を抑え，標準曲線作成用とした。すべて

　　　　　　　　　対象及び方法　　　　　　　　　　　　の試験管を45℃，30分間恒温槽t：放置後，12”“1－CEA

　信州大学順応内科，1同第2外科，同産婦人弟1ゐ入院｝1悟5μ1を加え，再び45°C，30分間1　ihcubateし，　Zir一

および外来患者を対象とした。　　　　　　　　　　　　conyll協dsムhムte　Gel　”2．5nllを加え　1OOOxg　5分間遠

　EDTA（3K塩）15mg，ソルビソサンカリウム20　　心後上清を捨て，沈澱をガソマ線計測器にて測定し

μ9の0．1ml水溶液が入った真空採血管にて血液7～　　　た。標準曲線より各検体のCEA濃度を読みとった。

8m1を採取し，1000xg　30分間遠心し血1球戒分が混入

しないように血漿紛離し測定当日まで一20・Cに　．　　1　測定結果

て凍結保存した。同一サンプルのCAE濃度を各キッ　　　　LZ法とS法キットの再現性

ト付属の使用説明書に従い，Z法及びS抜にて測定し　　　各キッ1ト付属のrecovery用サンプルの測定1直を表

た。各キットは使用期限内に使用した。　　　　　　　　　1に示した。Z法による測定値は表示濃度より若干高

s灘よる測定は・糠賭した鯉ズ腔郷に　・口鯛向が駒卜・・、繊度・r・・欄用サガ・レ（表

て常温眺どし・1・…1ずつd・pllca・・℃・XmS用㍗．．・～灘艀・鱒卿嘩娠側U卿鋤係数（C・

－1・（80穴の血球凝集反応用プレート）の各穴に入　　　V．）は23％であったが，中高濃度recovery用サンブ

れ，またキット付属め標準CEA溶液及びrecoヤery　　　ルのC：　V．はいずれも10％以下であり，ほぼ満足でき

用血清も同様にして各穴に100μ1ずつ入れた。っぎ　　　る結果がえられたぷまた，S法のC・V．は約6％であ

に，1251一抗CEA抗体を100μ1ずつ全穴に入れ，抗　　　った。

CEA抗髄cQatしたdi・cをピγセ黙トにてビンi「1：T　表1P，，c、、、。。。，’S’m，th。d　a。、　Z　me，h。d

よりとり出し，ロ紙にて軽く水分を除き，一枚つつ全　　　　　for　GEA　usil）9　recQvery　samPles

穴に入批のち，反応用プレートをキヅト付’属のシー　一一一一一一一一トー一一一一一一

ルでおおい，shakerにセットして100～120回／分，　　　　method

20時間shakeした。　incubation後，脱イォソ水1ml　　　　　，一

を欲吻え，アスピレー砺チ。プを使肌て洗液　．L

を吸引除去した。さらに，同様の操作を2圓くりかえ

し，3回の洗浄後に，discをアスピレーターチヅプ　　　　　Z

の先に吸いつけ；COtlnting　tube上で吸引をとめ，

indicated　value

　　　　ng／m1

3，5土0，5

2，0土0．5

3，9ニヒ0．5

7．7土1．　0

16，0：ヒ2，0

fOun　value＊

　　　n9／m1

i　3，ユi土0，2

2，6土0，6

4．1ニヒ0．4

9．1土0，9

16．6士1．2

discをtiibe内に落とし，ガンマ線計測辮にてCpm　　　－一一一一一一一一　　　　　　　一　　一
を測定鵬各騨CEAサガ・レの，pm輌燃　　＊mean色nd　standa「d　deviati°1’°f　4

グラ。の縦軸にとりJ灘を櫛　にと。て標軸線を　・d臼te「mlnati°ns　1

作成し，これから各サンプルの濃度を読みとった。’ @　　　　2，臨床例における陽性率

　Z法による測定は，冷凍保存したサンプルを室温に　　　　Z法による測定の場合は丈献8）－10）に従い，2．　5ng／

て常温にもどし，0・5m1ずつduplicateで試験管にと　　　ml以上を陽性とし；S法による場合もCEA研究会

り，またキット付属の4種のrecovery用血漿O、　5　　でのまとめ11）より同様に2．5ng／m1以上を陽性とし

m1ずつを岡様に試験管にとった。生理喰塩水2mlを　　　た。以．Lの裁準より，疾患名の判明している78症例で

各試験管に加えて罷拝し，さらに冷却した1．2M過塩　　　の陽性率を表2に示した，癌例ではZ法80％，　S法19

素酸2。5m1ずつを加え，30秒間掩伴後，1000xg，20　　　％，非癌例ではZ法42％，　S法5％で，金体ではZ法

分間遠心して除蛋白をした。上清を脱イオン水で透折　　　66％，S法16％の陽性率であった。

し，3時間毎に透析水を3回交換した後，さらに0．01

22　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1．24



　　　　　　　血中CEA（CARCINOEM腿YONI¢ANTI餌N職脚碇にお1ナる二種類の
　　　　　　　RADIOIMMUNOASSAY　KITの比較検討

表21ncidence　of　pOsitive　CEA　results　in　　　　結腸癌：”Z法では全例，中濃度以上であっ君ゐ飛法

　　78patients　with　various　diseases　　　　　　　では％が陰性であった。　　　　　層「∬‘y

Patlents（Nq）　　MethQd
．　1　　％・…t…　　醸・鯛稀珂翻であ・たが，乞法で騨灘
　　　　　　　　　　　　　　（≧応9／m1＞　　域喋中しており・s法では中濃度域以下であった9、

Cancer　　　（59）

Non．　Ca．（19）

Total　　　（78）

…7　　8・％　　　食議澗麟・離蹴であ・た．1”：∵閂：ぺ
S　　　　　19％　　　　　　　乳癌；S法では全例陰性であったが，Z法では1／3が

『z－”t’mm@4薦一一…7　鮒で・他は中灘域であ・た・　．
　　　S　　　　　5％．　　　　　子宮癌：Z法では中濃度域以上であったが，S法で

～一一
@．　一一一一一　　　一一一一　　　は1例のみ高濃度域で，他は陰性であった。

　　3．癌症例における血中CEA値の分布　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

従来の儲より艸CEA瀕の変化は，癌の搬　　、．．捕i症例に紺砿中CEA伽分1fi
脚購の撫13）・組織輸特徴14），交叉触反応12’ @癌欄の稀と同龍沸雛例の鍛酬の肺
等により生ずると考えられるが・今剛のZ法での臨床　　　を表4に示した。S法では慢性甲状腺炎の例のみが中

例の瀧慨は3つのピークがみられた・す勧ち・　灘域で，他財べて陰繊であ。た．・の伽齢
2・・5・g／m1織の馳群，2・　5’“7・g／m1のi：1：1濃麟　併6D，、ltse性があ巖Z法では湘磁の1／3の例，？肖

群，7・g／ml肚の融麟洋（糀例聡勲鱈　側，1賜徽撒撒泊、㈱，灘・酬麟ネ
った）の3群である。この3段階に分けた場合の癌の　　　フ戸＿ゼ，骨軟化症の各例が申濃度域であった。高濃

種別による肺臓3｝こ微と％で示した・　　　度域の伽両法郷なかった。

Z　　66％　　　卵鵜，・例のみであるカ・，Z法で繭濃麟で，
飢＿＿｝賜＿＿　s法で1よ陰性であ。鵡

　　　　　　　　　　　　　　　　　F『1｝1犬腺り高：本例1ま糸且織学的をこ1よ　anaplaStic　Carci－

　　　　一　　　，　　　　　nomaであり，卵巣癌と「司様の結果を得た。

表3CEAlassays°n　59　patients　suffe「ing　　表4CEA、，，ay，　Q。19　p。ti螂、、1ff，，i。g

　　fro11〔1　cancer　diSeases
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　Non－Cancer　diseases

Cancer
　　　　　　．．Methocl
　　　（Nq）Il

Gastric　Ca・　l　Z
　　　　　　1（26）

ColOn　Ca．

　　　（6）

Pancreas　Ca．

　　　（4）

Breast　Ca，

　　　（13）

Uterus　Ca．

　　　（7）

Otllers

　　　（3）

S

CEA　1・v・1・・g／m1（％）　6isea、e、

．皇三丑．ヒL7≦　　・　（Nの
8（31）12（tl，6）6（23）　葡，lithl。証

2L！鞭＿4（15≧1（垂≧　　　（6）

　Z　－　3（5°）3（5°）　藤i、Ulce；一
＿旦＿．．．4！『蔓）憩7）、憩7≧一　　　（2）

z

S

z

S

Z

S

Z

S，

　　一　1（25）3（75）　磁面i嚥；i蕊
．2」堕≧＿～坐P）．「．一．　　　　　（2）

4（31）9（69）一 @　石滞，・D，
三笹璽L＿二＿＿三＿　　　　　（2）

一　5（71）2（2V）　目面弼：i闘

6（86｝＿二一（1翌∴　　　（7）

Method

Z

S

Z

S

z

S

Z

S

Z

S

CEA　levels　ng／m1（％）

＜2．5　　2．5－7　　7≦

4（67）　 2（33）　　－

6（100｝　　　一．　　 一

「1　（50）　　　　コ　（50）　　　　－

2（100）　　　一　　　一

2（100）　　　一　　　＿

2（100）　　　一　　　一

2（100）　　　一　　　　一

2（1001　　　－　　　　＿

2　（29）　　　　5　（71）　　　　一一

6　（86）　　　　1　（14）　　　　一

m　｝　3（10｛〕1　　δth，，，、Tb。．　P。，it。niti，，エ1，。，，　Leukemi。，

2（67）1（33）．－ @　　　N，ph，。，i，，

Others：Ovarian　Ca．，　Thyroid　Ca．，　　　　　　　　　　　　　　　Chr．　Thyroiditis，　Os　teomalacia，

　　　　Esophagus　Ca．，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PseudomembrallQus　enterocoli亡is

　胃癌：’早期癌例は両法共にすべて陰性域であった。　．　　　5．癌症例での経過による血中CEA値の変化

Stage皿以上の進行癌例はZ法では各段階に広く分散　　　　表5にStage】［【以上の進行胃癌4例（症例ユ～4），

しているが，S法では大半が陰性域であった。「 @’　　乳癌2例（症例5はリンパ節転移あり，症例6は転移
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表5Plasma　concentratlons　of　CEA　before　　　なし）の手術前と術後2週間後における血中CEA値

　　and　afte「su「9ery　of　6　Patients　with　　　の変化を示した。症例6のみは完全治ゆ切除が行なわ

　　gastric　o「b「east　cancer　　　　　　　　　　　れ，経過も良好であった。他の5症例はいずれも術後

Patient

1

2

3

4

5

6

Method

Z
S

Z

S

Z

S

Z

S

Z

S

Z

S

befor　operation

ng／ml

2．46

1．45

4．90

0．76

1．00

0．75

2，26

0．58

3，50

1．05

5，46

0．47

2weeks　after　　　down　hill　courseをとっていた。　Z法では術前の値

灘’°n　は種・であ・た・い・ず描術後に上昇・・みられ，経

　　　　　　　　　　過をよく反映していた。しかし，S法では術前の値も

　　　　　　　　　　低く，術後の変化も臨床経過を反映していなかった。
6．00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

0，68

＿＿
@　　　　6．z法とS法間の相関

5’　46　　　　　　図1に両法による測定値の散布図及び回帰直線を示

1・25　　　　　　した。図中・は癌症例を，×は非癌症例を示す。回帰

4．30　　　　　方程式はY（S法）：O．47X（Z法）－O．　88であり，相

0．84　　　　　　関係数7d＝0．69，　P＜0．005で有意の相関が得られ

4。10　　　　　　た。

O．　60

一一・一・…一・一一 @　　　考案5，46

1．10　　　　　　以上の測定データにおける両方法間の測定値上の大

一　　　きな差の要因としては，分離法の違いと，用いられて

2・　50　　いる抗体の質的差が叛られる．S法は抗体として抗

＿哩＿＿　CEA闘備とdiscに鰭された抗CEAヤギ備
Patient　1・2・3・and　4　had　advanced　gast「ic　　　　を用いており，　discは抗原抗体複合物を吸着分離す

cance「（Stage亙・W）　　　　　　　　　　　　　　る役目を果している。また，　Z法は抗CEAヤギ血清

Patient　5　ha“metastatic　b「east　cance「・Patient　　　を抗体として用い，　ZlrconylphosPhate　Gelを分離

6had　brest　cancer　with　no　metastasis
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　剤として抗原抗体複合物を沈澱させている。しかし，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のCEA　　　　　　　　　・cancer　　　　　　　　　　：
　ng加l
　　　　　　　　　　　　　　　　　X　　Ilon－cancer

　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝101

　　　　　　　　　　　　　　　　　Y＝0．47X－0．88

　　　　　　　　　°　　　　　　　　　γ＝0．69

忘

en

5　　　　　10　　　　　15　　　　　20　　　　　25　ngfml・
　　　　　　　　　　ZMeヒhod　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CEA

図1Comparison　between　S　and　Z　method　for　plasma　CEA　determination
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血中CEA（CARCINOEMBRYONIC　ANTIGEN）濃度測定における二種類の
RADIOIMMUNOASSAY　KITの比較検討

現時点では，これらの分離法の違いにより測定値上に　　　はfalse　pOsitiveがわずか5％で非常に少く，　false

大きな違いを生ずるという報告はみられない。　　　　　negativeは90％もあるのに対し，　Z法ではfalse

　つぎに，抗CEA抗体の質的相違による影響として　　　Ix〕sitiveは42％で高いが，　false　negativeが20％で

は，S法キットに用いられている抗CEA抗体は本　　　あることから，癌患者のスクリーニソグ法としてはZ

邦人大腸癌患者の肝転移巣より抽出したCEAをヤギ　　　法がすぐれている。また，今回示した例では，最初の

及び馬に免疫して得られたものであり，抗CEAヤギ　　　測定値が高いほど経過判定に有用であり，　Z法での測

血清中の抗体は吸収操作が行なわれていないが，抗　　　定値がS法より高いことから，癌患者の経過判定には

CEA馬血清中の抗体はNCA（normal　colon　antigen）　　　Z法がより実用的であった。

による吸収が行なわれている1z）。従って，　fecal　anti一　　　以上いずれの場合でもZ法がより有用であると考え

gen，　lung　antigenによる交叉免疫反応は生じるが，　　　られるが，前述したように，抗体の処理いかんにより

NCAによる交叉免疫反応は僅少と考えられる。いず　　　測定値に大きな差が生ずるので，　S法の抗体吸収の程

れの疾患においても，NCAは抗原抗体反応上大きな　　　度を検討すれば，簡便で有用なキットの製作が可能と

部分を占めており，NCAで吸収を行った抗体を用い　　　考えられる。

れば，その測定値は十分低くなると考えられ，今lmの　　　　S法とZ法間の相関については，現在WHOにより

大腸癌症例における低陽性率がこれを麦持するものと　　　CEAスタンダードが準備されつつあり，　WHOのz

考えられる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　タソタ㌧ドはS法とZ法の中間値を示し，S法，　Z法

　一方，Z法キットに用いられている抗体は米国人大　　　ともにWHOスタソダードと有意の相関があると報告

陽癌組織より抽出したCEAをヤギに免疫して作成さ　　　されている12）。今回，我々はS法とZ法間の相関を検

れ，NCAやfecal　antigen等のCEA　i血し中関連抗　　　討したが，期待通り有意の桐関が得られた。

原による吸収を行なっていない抗CEAヤギ血清で，

CEAのion　sensitive　siteに対する抗体である7）。　　　　　　　　　　　　結　　論

従って，操作中にイオソ強度が上昇する条件がおこれ　　　　並L巾CEA濃度は，　Z法で測定した場合は高く，　S

ば，交叉免疫反応が大きくなる7）。実際には，透析膜　　　法の揚合は低いが，両者間には淘意の相関があった。

の洗浄程度，透析水の微妙な違い等により，測定値に　　　この違いは用いられている抗体の質的差によると考え

大きな変化が生じる。又，血中関連抗原にて吸収を行　　　られる。現時点では，Z法の方が癌患者のスクリー二

っていないので，これらの関連抗原による交叉免疫反　　　ソグ・Xbrw．過判定には実用性が高いと考えられる。

応が加わって測定値が高くなる。さらに，両方で抗体
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