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Radioimmunoassay　Kitを用いた血漿ACTH測定法の検討

橋　本　浩　三＊　細　木　秀　美’）e　＊　大　藤 真耕

はじめに

　ACTHのradioimmunoassayはACTHの血
中濃度が低く，感度のよい抗血清の作製が困難な

ため，まだ一般に普及しておらず，その他のペプ

チドホルモンに比較してキット化も遅れている．

我々は英国のRadiochemical　Center力澗発し，

わが国でも科研化学から提供されているradio－

immunoassay　kitを入手し，若干の基礎的検討

を行ったので，その成績について報告する．

測定方法

Kitの試薬調整

　①緩衝液：凍結乾燥粉末を付属のA液にて調整

する．

　②抗ヒトACTH血清：wellcome社抗体（AS

174／6）の凍結乾燥粉末を緩衝液8ml（kitの説

明では6mDにて溶解する．

　③ヒト標準ACTH：凍結乾燥粉末を緩衝液1．2

mlにて溶解し，10ng／mlに調整する．

　④珂一αi－2‘AcTH（200μci／μg）：使用時に緩

衝液にて8倍に希釈する（約5000cpm／O．1ml）．

　⑤ヒトACTHゼロ血清：1東結乾燥粉末を蒸留

水12．5m1に希釈する．

　⑥チャコール吸着剤：凍結乾燥紛末に25mlの

蒸留水を加え，10分以上混和し，使用時まで2～

4°Cに保存する．

測定操作
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　kitの原法に多少の変更を加え，次のごとく行

った．

　（1）ACTHの抽出

　①吸着：サンプルはヘパリン加血にて採血後直

ちに遠心分離し，血漿を凍結保存したもの2ml～

5mlを使用した．この血漿サンプル，及びACTH

ゼロ血清，又ACTHゼロ血清に標準ACTHを
1600pg／mlとなるように加えたものを，それぞれ

吸着用ガラス粒100mgの入ったポリエチレン遠沈

管に入れ，mixing　towerにて30分間混合し，

ACTHをガラス粒に吸着させた．

　②洗浄純化：1，000　9で2分間遠沈後，上清を

吸引除去し，その後蒸留水2mlとIN－HCI　2　m1

で計2回ガラス粒を洗浄し，それぞれ遠沈して上

清を除去した．

　③溶出：50％acetone　water　lmlを加え，

mixing　towerで20分間混合し，ガラス粒より

ACTHを溶出し，遠沈後上清を蒸発用チューブ

に移す．再度acetolle　water　O．5mlを加え，ボ

ルテックスミキサー上で混合し，上清を前回の溶

出液と合わせる．

　④乾固：溶出液を50CCの恒温槽で窒素ガス下

に蒸発乾固させた．

　（2）radioimmunoassay

　抽出乾固物に緩衝液300μ1を加え，乾固物を溶

解後遠沈し，上清を測定に使用した．なお標準

ACTH（1600pg／ml）の抽出物にはさらに300μ1

の緩衝液を加えて2倍に希釈し，上清600μ1を

800P9／mlのstandardとし，段階希釈して25

P9／mlまで6段階のstandardを作製した．　AC

THゼロ血清抽出液はACTH　O　p9／mlの設定に

用いた．このACTH　standard　100μ1，及びサ
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ンプル抽出液100μ1ずつを用い，duplicateでア

ッセイを行った．アッセイ用チューブに抽出液

100μ1と抗血清100μ1を加え，混合後2～4°Cで

20時間，第一次インキュベーションを行った．そ

の後，1251一α1－24ACTH溶液100μ1を加え，充分

混合した後，2～4°Cにて10～12時間（kitの説

明では6～8時間）第二次インキュベーションを

行った．boundとfreeの分離にはcharcoaI

susPension　100μ1を加えて混合後，10分放置し

（kitでは直後），1，000gで5分間遠沈し，上清

を吸引除去して沈査の1可一ACTHをwell－type

scintillation　counterで測定した．各スタンダ

ー ドの抗体結合パーセント（B／T）をグラフ用紙

にプロットし，サンプルのB／Tの読みより，サ

ンプルのACTH濃度を算出した．　duplicateで

得た測定値の平均値を実測値とした．

結　果

　1．抽出過程に於ける抽出率

　図1は血清に1251－ACTHを添加した場合の125L

ACT且の回収率を示している，血漿量が2．5ml，

1．25m1と減少すると，回収率は5ml，8m1の場

合に比較し，多少上昇する傾向が認められる．又

血漿に緩衝液を加え，すべて5m1にした場合も，

やはり血漿量が少ないと回収率が上昇する傾向を
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Fig．1　Effect　of　Plasma　Volume　on　The　Reco－

　　　very　of　1251－ACTH　in　Extraction　with

　　　Glass　Adsorbent

示した．又5mlの血漿での回収率の再現性は50．2

土1．3％（SD）　（n＝6）であり，かなり一定し

ているため，検体ごとの回収率による測定値の補

正は省略し得るものと考えられる．LH，　FSH，

TSH，　GH，　Angiotensin等のpeptide　hormo－

neのこの抽出操作での回収率は1．6％～9．2％程

度であった．　（図2）

（ま
）
勺
の
お
＞
8
Φ
』
Φ
・
。
§
。
＝
山
固

ACTHLH　FSH　TSH　GH　Angio
　　　　　　　　　　　　　tensln

Fig．2　Recovery　of　1251－Hormones　in　Extraction

　　　with　Glass　Adsorbent

　2．　インキュベーション時間

　第一次インキュベーションの反応は20時間程度

で平衡に達しており，その後は大体安定であった

ので20時間で行った．図3には1251一α1－24ACTH

を加えてからboundとfreeを分離するまでの第

二次インキュベーション時間の標準曲線に及ぼす

影響を示している．7時間程度より9時間半，12

時間と延長した方が落差が大きいので，インキュ

ベーション時間は10時間～12時間程度とした．

　3．charcoalを加えてから分離までの時間

　charcoa1を加えてから2分，5分，15分，22分，

30分後にboundとfreeを分離した場合のchar－

coalへの結合率は2分後が低く，その後多少増加
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　　　on　The　Bound　Percent　of　ACTH

したためbound％は2分後が最も高かったが，

7分から30分までは，ほぼ安定していたので，

charcoalを加えて10分放置後にboundとfreeを

分離した（図4）．

　4．標準曲線

　図5に標準曲線を示している．kitの説明のご

とく，5mlのACTHゼロ血清にヒト標準ACTH
（800pg／m1）を加えて抽出し，その乾固物を緩衝

液700μ1に溶かし，これを段階希釈したもののそ

れぞれ100μ1を用いて作成した標準曲線より，2．5

m1の血清にヒトACTH（1600P9／ml）を加えて
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Fig．5　Standard　Curve　of　ACTH　Radio－

　　　lmmunoassay

抽出し，300μ1のbufferに溶解して，段階希釈

したstandardのそれぞれ100μ1を用いて作成

した標準曲線の方が急峻で良好であった．そして

この場合には25pg／ml以下の検出感度を得ること

ができた．

　5．特異性

　図6の左には各種ペプチドホルモンをACTH

ゼロ血清に加え，上記と同様の方法で抽出，アッ

セイした場合の1251一α1－24ACTHと抗血清の反応

系に及ぼす影響をみているが，ヒトACTHの他

は反応系にほとんど影響を与えていない．又，右

は，使用した抗血清と各種ペプチドホルモンとの

cross　reactionをみたものであるが，　LVPが

ACTHに対し0．3％程度のcross　reactionを認

めた他にはほとんど認められなかった．したがっ

て，ACTH以外のペプチドは，少なくとも通常

の血中レベルではACTHの測定に千渉しないも

のと考えられる．

　6．血漿希釈曲線

　血中ACTH値648P9／mlのAddison氏病患者

血漿をACTHゼロ血清にて2倍，4倍，8倍，

16倍に希釈した場合の測定値は，ほぼ直線的関係

を示した（図7）．

　7．回収試験

　正常人プール血清にヒトACTHを25，50，

100，200，400pg／mlとなるように加えた場合の
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Fig．7　Dilution　of　the　Serum　of　a　Patient　with

　　　Addlson’s　Disease

添加実験の回収率は平均113．8％で，高濃度領域

で高めの値を示した（図8）．

　8．再現性（表1）

　同一アッセイ内で正常人プール血清を7検体測

定した場合の再現性は，50．2士4．8pg／m1で，変

異係数9．6％と比較的良好であった（表1上図）．
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Fig．8　Recovery　of　ACTH　added　to　Pooled

　　　Serum

又，7種の血漿を日をかえて2回測定した場合の

再現性を示しているが，平均誤差15．9±10．3％と

ばらつきが認められ，日差再現性には多少問題が

あった．又アッセイはduplicateで行っている

が，その2本間の平均誤差は0．79±O．56％（n＝
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Tab】e　l　Repeatability

　　Within－assay

sample
No．
ACTH
（P9／ml） Mean±SD

1
2
3
4
・
5
6
7
・

l

l 47．2

53．6

49．2

55．6

57．8

47．2

450

50．2士4．8

Between－assay

　
）
V
％C
（

｛9．6

・am，1・［ACTH（P9／m】）｛Mean．（1，，）

N・．…1，t…2。d
Mea元「一％

　　1　　1　　6

　　2　　　1　　20

　　3　　　　　　　24

　　4　　　1　　31

　　5　　　　　　　39

　　6　　　　　　540

　　7　　　　　　　48

M・a・土SD　［

　8

22

17

18

36

412

25

14．2

4．8

17。1

26．5

4．0

13．5

31．5

15．9±10．3
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17）程度で，radioimmunoassayそのもののば
らつきはiJ　xさカ〉った．

　9．臨床応用

　以上の方法により測定した正常人20名の午前9

～10時の血漿ACTHの値は15～100p9／mlに分布

し，mean：ヒSDは45．5±　19P9／mlであった．25

P9／m1未満の値は測定感度以下としたので，正常

値は85pg／ml以下となった．過形成型のCushing

症候群では正常の上界から178．6P9／m1の値を示

し，両側副腎摘出後は，248pg／ml～681pg／miの

値を認めた．又副腎腺腫によるCushing症候群

に於いては，測定感度以下の値を示した．Addi－

son病患者に於いては高値を示し，ステロイド治

療により低下傾向を認めた．下垂体不全症や，ス

テロイド治療中患者では測定感度以下の値を示し

た（図9）．

　又，Metyrapone　39投与（0．59×6回）に

より，翌朝9時の血中ACTHは正常人3名で
17g，21g，306　pg／miに達した．又Lysine－　8－

vasopression（以下LVPと略す）試験（4U・iv）

に於いて，腺腫によるCushing症候群に於いて

は反応が認められないのに対し，過形成によるも

のでは前値179pg／mlから，20分後に272pg／ml　，又
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Fig．10　P1asma　ACTH　Levels　in　Normal　Subjects　in　Metyrapone　Test　and　in　Patients

　　　　with　Cushing’s　Syndrome　in　LVP　Test

100pg／mlから388pg／mlへと増加反応が認められ

た（図10）．

考　案

　血漿ACTHは他のホルモンに比較し微量であ

り，又感度のよい抗血清の作製が困難であるた

め，そのradioimmunoassayは，　Felber1）らが

1963年に最初に発表してから10年になるにもかか

わらず，その普及は他のペプチドホルモンに比較

して遅れている．現在のInsulin，　GH，　TSH，

LH，　FSH，　Angiotensin等はキットが充分普及

し，これらは抽出操作なしに直接測定されてい

る．ACTHの測定に於いて，　BersonとYallow2）

やRayyis3）らはACTHを抽出操作なしに測定し

ており，又，松倉4）らはreverse　portionの現象

を利用して，やはり抽出操作なくして感度の良い

測定を行っている．しかし一般には感度の点でま

だ問題があり，アッセイの前に血漿からのACTH

の抽出操作が必要である．ACTHの抽出には一

般に，酸アセトン5）や酸アルコール6）による方法

（comPlex　silicate）やイオン交換樹脂7）（Am－

berlite），　Fuller’s　earth8），ケイ酸9）等を用いる

吸着を利用した方法がある．酸アセトン法，酸ア

ルコール法は抽出操作が煩雑であり，Amberlite

を用いる方法は時間がかかりすぎる欠点がある．

又，Fuller’s　earthによる吸着法では，バッチ

による相違が著明であるとされている．又，ケイ

酸は非特異的物質を抽出するとされている．又抽

出操作を加えた場合は，一般にあらかじめトレー一

サー量のi251－ACTHを加えて，回収率を補正す

る方法がとられているが，このkitではトレーサ

ーによる回収率の補正を省略している．このkit

では特殊な吸着用ガラス粒（Vycor　codelo）7930）

が抽出に用いられており，これによると抽出に用

いる血漿量を一定にすればかなり安定した回収率

が求められた．回収率そのものは50％程度でそれ
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ほどよくないが，再現性が良好であり，又，トレ

ーサーで回収率を補正すること自体に誤差を生じ

る可能性もあるので，トレーサーによる検体ごと

の回収率の補正を省略してさしつかえないもの

と考えられる．又1251で標識したTSH，　LH，

FSH，　GH，　Angiotensin等の回収率は1．6～9．6

％であり，抽出過程に於いて他のペプチドがかな

り除去されている．これはVycor　code　7930に

於ける吸着の過程以外に，1N－HCIによる洗浄，

アセトンによる溶出といった過程でも他のペプチ

ドが除かれるものと考えられる．又，アッセイに

影響する非特異的物質の除去も充分行われてい

る10）．この抗血清とのcross　reactionはACTH

以外のペプチドホルモンは低く，したがってAC

THと同様の操作で抽出した他のペプチドホルモ

ンのradioimmunoassayに対する干渉はACTH

の測定感度以下のものであり，実際の測定には影

響が認められなかった．又，この抗体はWell－

come社の抗体であり，Gloverii）によるとACTH

のfragmentに対しては1　－24ACTH，1　一一39AC

TH，11－24ACTHと反応するが，1　－14ACTH，

20－24ACTH，25－3gACTHとは交叉反応を示さ

ないとされている．したがってこの抗体を用いる

測定では生物学的活性のないACTH　fragment

は測定されてないものと考えられる．

　kitの説明では標準ヒトACTHを5mlのAC
THゼロ血清に加え，抽出乾固物を700μ1の緩衝

液に溶解し，これを段階希釈したものの100μ1ず

つを用いて標準曲線を作成している．血清量を

2．5mlにしても，抽出乾固物を300μ1の緩衝液に

溶解し，それを段階希釈したものの100μ1ずっを

用いて標準曲線を作成し，これと同様の操作で未

知の検体を測定すればより高い感度が得られた．

血漿量2．5mlの場合で25pg／mlの感度が得られ

た．又，抗体の希釈を8mlの緩衝液で行っても

この程度の感度を得ることができ，こうすれば測

定可能検体i数を6～7検体程度増やすことができ

た．標準ヒトACTHを血清に加えて抽出し，倍

数希釈して標準曲線を作成する場合，もし非特異

的なものが抽出されていれば，これも希釈される
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ため問題があるが，前述のごとく非特異的物質は

抽出操作でほとんど除かれており，実際の測定に

於いても問題はなかった．

　インキュベーション時間は第一次インキュベー

ションを20時間とし，第二次インキュベーション

を12時間程度とした場合に最も急峻で良好な標準

曲線が得られた．最も安定したアッセィには第一

次インキュベーションを延長した方が望ましいと

考えられるが，実際の測定ではこの程度の時間で

充分であった．

　ACT且の正常値，85P9／ml以下という値は諸

家の報告2）3）7）8）12）13）14）と比較し大差はなかったが，

松倉4）らの22～175pg／mlに比較すると1／2程度であ

る．又，下垂体副腎系に異常をきたす疾患での測

定値，正常人のMetyrapone試験に於ける反応，

Cushing症候群でのLVP試験の結果等からすれ

ば，このkitは充分臨床応用可能と考えられた．

ACTH測定の国内でのkit化が遅れ，　radio－

immunoassayがまだ充分普及していない現状で

は，このkitは抽出操作が多少煩雑ではあるが，

全操作は比較的簡単であり，その存在意義は大き

い．しかし感度の点で血清量が2ml以上必要な

点や高価な点に問題があり，今後これらの点の改

善が望まれる．

結　論

　英国のR．C．C．のradioimmunoassay　kitを

検討し次の結果を得た．

　①抽出には特殊なガラス粒を用いており，抽出

率の再現性が良好なので，トレーサーによる検体

ごとの回収率の補正は省略し得た．

　②第二次インキュベーションは12時間程度に延

長した方が良好な標準曲線を得ることができた．

　③又抗体の希釈を緩衝液8m1（kitでは6ml）

で行っても感度は変わらず，こうすれば測定可能

検体i数を増すことができた．

　④2．5mlの血漿を用いて測定を行った場合でも

25P9／m1のレベルまで測定が可能であった．

　⑤他のペプチドホルモンである，TSH，　LH，

FSH，　GH，　LVP，　Angiotensin等はACTHの
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測定に影響を与えなかった．

　⑥Addison氏病患者の血清をACTHゼロ血清

で希釈した場合の測定値は，ほぼ直線関係を示し

た．

　⑦プール血清にACTHを25～400p9／ml加え

た場合の回収率の平均値は113．8％であった．

　⑧測定の同時再現性は変異係数9．6％と良好で

あったが，日をかえての再現性には多少問題があ

った，

　⑨正常人の測定値は15pg／ml～100pg／mlに分

布しmean三SDは45．5士igP9／mlで85P9／ml以

下を正常値とした．又，下垂体副腎皮質系疾患

や，Metyrapone試験，　LVP試験の結果からす

れば充分臨床応用可能と考えられた．
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