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《使用経験〉

ACTH　Radioimmunoassay－Kitの検討
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はじめに

　ACTHのRadioimmunoassay（RIA）はFel－

ber1）によって開発されて以来，種々の報告があ

る．しかしACTHは分子量約4，500の比較的小さ

いポリペプタイドホルモンであるため，抗体価の

十分な抗血清の作製が比較的困難なためRIAの

普及は遅れていた．このたび英国のThe　Radi－

ochemical　Centre（RCC）よりACTH－RIAキ

ットが作られ，科研化学株式会社を通して市販さ

れることになった．我々は今回このACTH－RIA

キットの評価に関して種々の検討を行ったので報

告する．

検査対象及び方法

　1）検査対象

　当科に入院し，インスリン負荷テストを施行し

た正常人4名，甲状腺機能充進症患者4名の血漿

を用いた．

　2）ACTH・RIAの方法

　このキットによるACTH－RIAの方法は血漿

中のACTHを抽出したのちRIAを行うもので

ある．なお結合型と遊離型の分離にcharcoalが

用いられている．

　①　ACTHの抽出法：抽出操作は抽出用チュ

ーブに被検血漿2～8ml，またはヒトACTHゼ
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ロ血清5m1，及びACTHゼロ血清（2～5ml）

に標準曲線用としてキットに付属した標準ACT

H液0．4ml（4ng）を加えたものを対象として行

った．ACTH含有血漿および血清を回転混合器

（中島商店製Res－O－Mot　ETR用，直径25cm）

で1時間混和してチューブ内のガラス粒にACT

Hを吸着させたのち，このACTH吸着ガラス粒

を蒸留水2ml及び1N塩酸2mlで洗う．つい
で50％（v／v）アセトン水溶液（1m1）を加えて

30分混和してガラス粒からACTHを溶出させて

遠心し，その沈渣に再度アセトン水　（0．5m1）を

加えてACTHを再溶出させる．このACTH含有

アセトン水溶液（上清）を55°C恒温槽で蒸発乾

固させるか，または凍結乾燥器（Vertis社製）

で乾固させたのち，キット中の緩衝液0．2～0．7

mlを加えてRIA用抽出液を調整した．

　②　RIAの方法：この抽出液または標準ACT

H抽出液0．1mlに抗ACTH抗血清0．1ml加え，

16～20時間4°Cに保ち，ついで1251－ACTH　O、1

mlを加え再度4°Cで6～8時間保ったのち，

charcoal懸濁液にて結合型と遊離型を分離し，

それぞれの放射能を測定した．測定は全て二重試

験で行った．異常に高いACTHの時には上記の

緩衝液で抽出液を希釈して測定した．RIAの操

作はキット付属のマイクロプラスチック・チュー

ブと市販の採血用ガラス管とで行い標準曲線の差

異を検討した．ガラス管の方が使用し易い為に主

に用いた．

　3）　基礎的検討の方法

　これらの抽出ACTH－RIAの基礎的検討として
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ACTHの抽出率，　ACTH抽出操作中でのACTH

含有アセトン水溶液の乾燥状態，RIA操作での

保生時間，抗ACTH抗血清の量，保生温度およ

びcharcoal懸濁液混和後遠心分離までの時間の

諸問題につき検討した．ACTHの抽出率は正常

ヒト血清（NHS）にユ251－ACTH　O．1mlを加え

て，抽出操作前に4°Cで1時間保った場合と，こ

の操作を行わず直接抽出した場合を比較した．こ

の操作中に得た各溶液の全radio－activity（RA）

を測定した．ついでこれらの抽出操作中に得た溶

液のうち血清を含まぬ溶液ではNHS　O．5ml加え

たのち，20％TCA（三塩化酷酸）を加えて蛋白

を沈殿させたのち，その沈殿物に10％TCAを加

えて再度沈殿させた．これらの上清分画と沈殿分

画とのRAを測定した．

　4）1251・ACTHの検討

　標識1251－ACTH化合物の検討についてはユ251－

ACTH　O．1mlとリン酸緩衡液0．4mlを混和した

のちcarrier　proteinとしてNHS　O，5mlを加

えた．これらに20％TCA　1．Oml（TCA最終濃

度10％）を加えて蛋白を沈殿させたのち，この上

清，沈渣の放射能を測定し，free　1251の％（1251－

ACTHの分解の程度）を求めた．

　5）臨床的検討

　インスリン負荷テスト（0．1U／kg体重）を施行

した正常人4名，甲状腺機能充進症患者4名の血

漿ACTH，成長ホルモン（GH）及び血糖を測定

した．成長ホルモンはダイナボット社製のGH測

定用キットを用い，血糖はオートアナライザー法

に従った．

成　　績

　1）　抽出操作の検討

　抽出操作の1時間前および直前に1可一ACTH

を加えたものについてNHS量を1～12mlと変

えてその抽出率を求めた（図1）．図1に示すご

とく添加血清の増加するに従って抽出率は逆に低

下する．NHSを入れずに緩衝液2mlを用いて

1251－ACTHの抽出率を求めたものが最良であっ

た．また抽出の1時間前または直前にi251－ACTH
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30　min　ads◎rptlon　qnd　no　incubation　with『－ACTH

lhr　adsorption　per｜od　ond　l　hr　incubation　w｝th

t『－ACTH　before　adsorption

血清量ならびに抽出前に1251－ACTHと血清

を保つ時間のおよぼす1251－ACTH抽出率へ

の影響．黒丸印は緩衝液（2ml）又はNHS
（2～12m1）に1251－ACTHを加えたのち直ち

に30分間の回転抽出を行ったものを示す．×

印は同様に120分間の回転抽出を行ったもの．

また白丸印は抽出操作前に1251－ACTHと

NHSを1時間保ち，次で60分の回転抽出を
行ったものを示す．

を血清に加えても抽出率に大差を示さなかった．

また抽出時間を長くすると，即ち回転器を用いた

場合吸着用ガラス粒と血清の混和が不十分とも思

われたので，予定の4倍の時間にわたり混和した

が良好な抽出率はえられなかった．上記の結果か

ら実際測定時においては抽出率を一定にするため

被検血漿の量と標準曲線用抽出操作でのACTH

ゼロ血清の量を同一にした．抽出操作過程での

i251－ACTHの分布状態を見たのが表1である．

被検血清が多ければACTHは抽出されずに血清

中に残る率も高まる．また予想に反して蒸留水と

1　N－HCIによる洗浄により12～21％も1251－ACT

Hが除去された．図2はACTHゼロ血清2ml

または5mlに標準ACTHを加えて抽出し，そ
の倍数希釈により描いた標準曲線（ガラス管使用）

である．緩衝液に直接標準ACT且を加えて作っ

た標準曲線は抽出操作をした系に比べbound％
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ACTH　Radioimmunoassay－Kitの検討

　　rangP　of　dupticatρs

＋plasma（5ml）extract　solution

＋plasma（2mt）extract　solution

－o－buffer，wlth　g［ass　tube

－ o－buffer．　with　microplastlc　tube

O（＿＿＿一＿＿＿＿＿一＿＿＿＿
　　　100　　　200　　　　　　　　　40C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　800

　　　　　　　　ACTH　P9／m［P［asma

図2　Plasma　extract　solution：Extract　solution

　　　from　plasma　with　standard　ACTH　soluti－

　　　buffer：Buffer　with　standard　ACTH　and

　　　without　extracticn　procedure．

　　　抽出操作と使用試験管の標準曲線におよぼす影

　　　響．×印及び三角印は血漿（2又は5ml）中
　　　に標準ACTHを加えたのち抽出し，その抽出
　　　液を用いて作った標準曲線を示す．白丸印は緩

　　　衝液中に直接標準ACTHを加えて作った標準
　　　曲線を示し，実線は採血用ガラス管を用い，点

　　　線はマイクロプラスチックチューブを用いて
　　　RIAをしたもの．

（B％）は低かった．また血清2mlと5mlと比

べると5mlの系のB％が大になった．これらの

場合の最小測定限界は30pg程度であった．なお

RIAをガラス管で行ったものとマイクロプラス

チックチューブを用いたものとでは，後者の方の

標準曲線はやや良好であるが大差は認めなかっ

た．故に以下の測定は全てガラス管を用いてRIA

表1　血清量のACTH抽出率に及ぼす影響．
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を行った．

　つぎにACTH含有アセトン水溶液の蒸発操作

に関して，55°C恒温槽中で空気を吹きつけ蒸発

乾固させた場合と凍結乾燥器で乾燥させた場合を

比較したが，空気を吹きつけると管壁に水溶液が

とびちったので回収率を良好にするために凍結乾

燥させた．

　2）RIA操作の検討

　有効期限最終日の1251－ACTH中のfree1251は

25～32％であった．RIAの保生時間の影響を検

討したのが図3である．図3の左はキット説明書

に従って抗体と緩衝液とを入れ第一次保生をした

のち，1251－ACTHを加え，ついで第二次保生（種

々の時間）後にcharcoal液を加えて結合型と遊

離型を分離した時のB％を示した．第二次保生時

間は8～12時間においてB％は一定になったこと

を認めた．図右は一般のRIAの如く最初から

1251－ACTHと抗体および緩衝液を共に加えた場合

であるが，保生時間と共にB％は漸次上昇する傾

向がある．96時間4°Cに保った方が最高であっ

た．なお抽出せずに血漿を直接RIA系に入れた

ものでも同様の傾向を認めた．

　RIAにおける保生温度の影響について検討し

たのが図4である．室温（28°C前後）に第二次

保生時間のみを放置し第一次保全時間は4°Cに保

った場合や，第一次および第二次保生時間とも室

温で保ったものにおいてはB％は低下し測定精度

　　　1251－ACTHとNHS（1～12ml）又は緩衝液（2m1）を混和後キット説明書に従っ
　　　て抽出操作を行い，これより生じた上清及び沈渣のRAを測定し％で示した．

　　　　　　　Effect　of　serum　volume　on　extraction　percentage

Ser。m（m！）　　　「　0　　1　　2　　4　　8
Buffer（m1） 2 0 0 0 0

12

0

Serum　after　adsorption
　　　　（RA％）

Water　and　HCI　sol．　aftel　washing［

　　　　（RA％）　　　　　｝

Glass　particles　after　adsorption

　　　　（RA％）　　　　　　　　1

Extracted　sol．　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　（RA％）　　　　　　1

9．0－7．6　　10．7－10．5　　19．4－19．3　　34．4－31．8　　40．O－39．8　37．339．8

12．9－12．4　16．9－15．9　18．1－21．4　15．7－17．8　20．7－15．9　15．9－16．4

4．6－4．8　　5．4－4．1　　5．9－5．7　　4．0－4．3　　3．9－4．9　　4．9－4．9

73．6－75．2　　67．0－69．5　　56．6－53．6　　45．8－46．0　　35，439．4　　39．4－41．3
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1251－ACTH　administrati◎n

qfter　lst　incubation

B°1。

0 4

1251　－ACTH　admhistrqtion　before　incubqtion

B°／。

8　　12hrO

1＝rqnge◎f　duplicates

…
〈㌘1｛㈹

一
く驚㌫§；i

96hr

　　2nd　incubation　period　　　　　　incubation　period

図3　保生時間のB％に及ぼす影響．

　　　左図の黒丸印はキット使用書に従って18時間の第一保生のあと

　　　1251－ACTHを加え各種時間での1251－ACTHのB％を示す．白丸印

　　　はACTH　free　serum（HFS）0．1mlを含むものを示した．右図
　　　の黒丸印は初めより緩衝液，1251・－ACTH，抗ACTH一抗血清を加

　　　えて各時間での125LACTHのB％を示す．白丸印はHFS　O．1ml

　　　を含む．

B°／．

40

30

20

10

”’ ｝一・，一＾

　　　　’｝一一s

－一一
」一一一

一一
　4℃

　　room　temp．〈　7hr）

　　　　　　　（26hr）

1　ニ　ronge　of　duplLcates

　　100　　200　　　　　　　400　　　　　　　　　　　　　　　　　　800

　　　　　　　　ACTH　P9レlml　pkasma

図4　保生温度の標準曲線に及ぼす影響．

　　　黒丸印はRIAの全過程を4°Cで行ったも
　　　の．白丸印は第1次保生の18時間を4°Cで第2

　　　次保生の7時間を室温（28土3°C）で行ったも

　　　の．×印は全過程を室温で行ったものの標準曲

　　　線を示した．

も低かった．

　抗ACTH抗血清の量について0．1ml又は0．05

m1を用いて描いた標準曲線について検討を行っ

たが，キット説明指示のごとく抗体0．1mlを用

いた方が0．05mlのに比べてB％は高かった（図

5）．

B°∫心

50

T
3°｝ ’

｝
、

　　　　　－ACTH　stondord　　O．1

Anti－sp．　rum　　　O．1

1251－ACTH　　　　O．1

　　1°°2°°、、，壽゜ep9・r．t　plasrrn

”δi”c　ml）

O．05

∪．1

図5　抗ACTH一抗血清量の標準曲線におよぼす影
　　　響．

　　　黒丸印は抗体0．1ml，白丸印は抗体0．05ml

　　　でのACTH－RIAの標準曲線を示す．

　つぎにcharcoalを加えて結合型と遊離型とに

分ける場合，charcoal液添加後遠心までの時間

について検討したのが図6である．charcoalを

加えてから15分間までを検討したが，経時的にB

％が低下する傾向があった．全測定は出来るだけ

一定時間後に遠心する必要があると考えられた．

　測定値の再現性を検討するため同一患者血漿を
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B°Z．

50

4

30

2

〈　幽1－ACTH　　OJ　（ml）　Buffer　　　　O」

　Ar面serum　　　O．1

　24hr　incubation

　I＝ron⊆甲◎f　duPlicates

ACTH　Radioimmunoassay－Kitの検討

oL＿＿＿＿＋　1　　　　5　　　　　　　　　　15

min　af　ter　addition　Ct　chσrco（：11

図6　charcoa1溶液添加後遠心までの時間の1251一

ACTHのB％におよぼす影響．

4度，バッチナンバーの異なる同じRCC社製の

キットを用い，異なる日に重複測定した．表2は

その結果を示したもので変動を示している．また

同一キットで2種の同一血漿を20回測定したAC

TH値の正常域の変動係数は29であり，高値にお

いては18であった（表3）．
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表3　正常範囲内のACTH値を示す血漿と，高い
　　　ACTH値を示す血漿を各々同一キットで同
　　　一日に20回測定したときの変動係数を示す．

No．　of　tube

　　1
　　2
　　3
　　4
　　5
　　6
　　7
　　8
　　9
　　10
　　11
　　12
　　13
　　14
　　15
　　16
　　17
　　18
　　19
　　20

Normal　value

　　24
　　26
　　32
　　38
　　43
　　44
　　46
　　48
　　50
　　50
　　52
　　53
　　55
　　56
　　57
　　59
　　62
　　68
　　74
　　85

high　value

　144
　150
　174
　195
　210
　212
　215
　　223

　225
　225
　　228
　　230

　　234

　　235

　　236
　　248

　　252
　　274
　　290

　　315

表2　同一検体を異なるバッチナンバーのキットを

　　　用い，異なる日に測定した際の測定値の変動．

Kit　Subject’s　State　ACTH　pg／ml　in　plasma

　　　　　　　　　　　　1　　　2　　　3　　　4

A
B
C
D
．

basal

basal

ITT
ITT

　5　　5　　10　　15
30　　　　38　　　　42　　　　48

214　　　220　　　228　　　317

290　　　298　　　330　　　　357

ITT：insulin　tolerance　test

　3）臨床的検討

　正常人および甲状腺機能充進症患者にインスリ

ン負荷時の血中ACTH濃度を抽出法で測定した

結果を図7で示した．低血糖の出現と共に逆に

ACTH値は上昇し成長ホルモン値とほぼ同様の

反応パターンを示し，60分に最高値を示し2時間

後に負荷前値に復した．

考 案

血漿中のACTHの測定をする場合，抽出せず

mean
S．D．

C．V．

　SOO

1
豊4・・

・

ミP。。

：

エ　
5
＜

　100

　20

董
　10
エ

O
エ

51

14．6

29

226
40．3

18

」00
葦
。

覧
　　　0　　30　　60　　90　　120　　　　　0　　30　　60　　90　　120

　　　　　　　　　　　　Min

図7　インスリン負荷テスト中におけるACTH，
　　　成長ホルモン，血糖の動き．
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に直接血漿を用いてRIAを行うと，標識ACTH

と血漿を4°Cに保つことにより変性し易くまた測

定精度が悪いとされている．このため種々の抽出

法が考案されているが2）・3），操作の複雑さと回収

率に問題がある．本キットの抽出用ガラス粒子に

関しては説明書に明記してないため不明である

が，今回の使用経験からすると二・三問題点があ

る．しかし我々の抽出率検討は，1251－ACTHを

用いて行っているのでその解釈は注意を要すると

思われる．例えば1251－ACTHの変性の問題もあ

るので添加した1251－ACTHの抽出率でもって内

因性ACTHの抽出率を決定することは困難であ

る．また検体容量と抽出率との関係は血漿の増加

に伴い抽出率が低下するので十分に注意を要する

と思われる．

　内因性ACTHの血中存在様式に関しては遊離i

の型で存在し，蛋白と結合しないとされ，またか

りに結合蛋白が存在しても微量であると考えられ

る4）．今回の経験でも血漿と1251－ACTHの抽出

率に差を認めなかった．また蒸留水や1N－HCl

の洗浄が強すぎると1251－ACTHの回収率が減少

する傾向にあることと，50％アセトン水溶液での

ACTH溶出に十分な混和と時間をかけることが

必要と思われた．つぎにACTH含有アセトン水

溶液の乾固に関しては，加温による蒸発乾固に比

べて凍結乾燥の方のB％が低いため，成長ホルモ

ン等にみられる様な凍結乾燥操作による活性低

下5）はないと考えられ，乾固操作によるACTH

の損失を少なくするため凍結乾燥をすべきと思わ

れる．

　ACTHのRIAでも抗血清の力価が問題である

が，キットの抗血清を規定された量の半分使用し

た場合ではB％の低下及び測定精度の低下がみと

められた．しかしACT且が低濃度の場合濃度が

上ると共にB％が上る現象のparadoxical　bind－

ing　phenomenon6）はみとめられなかった．この

現象は比較的血清抗体価の低い抗血清を用いた：場

合にみられるので，ACTHの抗体価が関与する

ものと考えられる7）．これらの報告を併せ考えた

結果から本キットの抗体力価は満足すべきもので

ある．十分な精度をもって測定可能なACTHの

限界値はキット説明書によると10pg／m1となっ

ているが，我々の成績（抽出操作の後ガラス管使

用のRIA）ではやや測定精度は低く30pg／m1で

あった．この原因としてACTHの抽出率が低い

ことや，使用した1251－ACTHのspecific　activity

の低いことなど精度が良くない原因とも考えられ

る．キットを入手後ただちに使用した場合でも

1251－ACTH（α1－24）0．5μCi／ml（キット使用説明書

による）の希釈を説明書通りにして行うとauto－

well－scintillation　counter（Nuclear　Chicago）

で3000CPM／0．1ml程度の低値であり，125LAC

TH濃度をやや濃くして4000－5000CPM／0．1ml

で測定を行った．

　インスリン負荷した場合のACTHの動きは低

血糖を介するもので，血糖の低下より遅れてAC

THの上昇が起ることはすでに報告され9）10），ま

た今回我々もこれを確認した．また成長ホルモン

においても同様の反応を示した．以上ACTH

RIAキットを用いて血中ACTHの測定時の種々

の問題点の検討を行ったので報告した．

ま　と　め

　The　Radiochemical　CentreのACTH－RIA

、キットを用いてその有用性を検討した．抽出操作

においては，使用血漿量により回収率が異なるた

め標準曲線用の血漿量と被検血漿量を一定にする

必要がある．また少量の血漿量を用いた方が回収

率は良好であった．RIAではparadoxical　ph－

enomenonを認めない標準曲線をえて，各種被血

漿めACTH値を測定しえるものと考える．再現

性については測定値にかなりの変動があるため三

重複測定が良いと思われる．

　稿を終るにのぞみ，御指導御校閲を賜った伊地知浜夫

教授に深謝しますとともにACTH－RIAキットを提供し

ていただいた科研化学株式会社に感謝致します．

　本論文の要旨は，第13回日本核医学会総会（1973年8

月）に発表した．
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