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はじめに

　Cortisolは生命の維持に欠くべからざる重要な

hormoneの1つであり，その測定の臨床的意義は

大きい．従来血中cortiso1の測定には，煩i雑かつ

精度，感度共にあまりすぐれない螢光法1），2）によ

る測定が行われてきたが，1967年，corticosteriod

binding　globulin（CBG）を利用したCompetitive

protein　binding　analysisがMurphy3）によって報

告されて以来，血中cortisolは簡単，迅速にしか

も1度に多数の検体を測定することができるよう

になり，また感度，精度でも一層すぐれた測定法

として普及した．

　しかし，Murphy3）の原法，および，それ以後

の研究者の報告はいずれも3Hでラベルしたste－

roidを利用したものであったため，高価な液体シ

ンチレーションカウンターを必要とし，広く一般

に行われるには至らなかった，

　今回，科研化学株式会社により発表されたRCC

製Cortipacはウェル型のシンチレーションカウ

ンターで測定できる75Se－cortisolを用いたcomp－

etitive　protein　binding　analysisであり，我々は

＊岡山大学医学部第3内科学教室

　　　　　（主任：大藤真教授）

　受付：50年5月16日

　採用：50年9月11日
　別刷請求先：岡山市鹿田町2－5－1（〒700）

　　　　　　岡山大学医学部第3内科学教室

　　　　　　　　　　　　　細　木　秀　美

同社の御好意により本測定kitを使用する機会を

得たので，その基礎的検討，ならびに他の測定法

との比較について報告する．

実験材料および方法

　1．kitの組成

　1）　standard　cortisol：2．5，　7．4，19，45μ9／dt

のcortisol標準血清各1本（凍結乾燥品），使用前

に各々，0．5mlの蒸留水を加えて溶解して用い
る．

　2）test　vial：25本

このtest　vial中にCBG，75Se－cortisolおよびbo－

undとfreeとを分離するための吸着剤が入ってい

る．

　3）熱変性用試験管：25本（kit付属の試験管

架あり．）

　皿．器具

　1）マイクロピベット：エクセルマイクロピベ

ット　250一皿　及び　50一田

　2）ローテーター

　3）恒温槽

　4）thermo　mixer

　5）ウェル型シンチレーションカウソター

　6）count測定用プラスチック試験管

　田．方法

　4°Cに保存してあったkitの内容，および凍結

保存してあった被験血漿を室温に戻す．ついで，

standard　cortiso1に蒸留水0．5mlを加え，約10分
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Fig．1　The　procedure　of　the　method．

Table　l　Accuracy
●

Sample ：3跳、／dl・ 3．7　　　9．5　　　22．5

cortisol

free

plasma
O．lml

mean　　〈2．5＊　4．7

　　霊

：？e蕊：；。％

　　No． 5

1
：
1

9．1

5

10．9　’2Ll

O．8　　3．0

0．4　　1．3

7．3　14．2

5 5

＊すべて測定感度（2．5μ9／dの以下であった．

Table　2　Within　assay　precision

Sample
　No．

Plasma　Cortisol
　　μ9／dl

cortisol

2、5

Fig．2

　7，4　　　　　　　19　　　　　　45　μ9／dl

Standard　curve　of　cortisol．

間放置し，キャップをしてキャップに付着してい

る粉末も充分に溶かす．

　次に，このstandard　cortisol（duplicate），およ

び，被験血漿の各々0．lmlを熱変性用試験管に

入れ，蒸留水0．2mlを各試験管に加えたのち，　the－

rmo　mixerで約10秒間振撮する．すべての試験管

にパラフィルムで栓をして，70°C恒温槽内で10

分間加熱する．

1
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11．5

9．3

12．0

9．0

8．6

8．6

8．4

9．1

9．8

　　慧n

罐瓢。％

9．6

1．3

13．0

　加熱後，試験管架を恒温槽よりとり出し，室温

にまで冷却し，その熱変性溶液0．2mlをtest　vial

Presented by Medical*Online



75Se・cortisolを用いたCompetitive　protein　binding　Analysis　kitによる血中cortisol測定法の検討　663

cortisol

μ9／dl

　　20

　
　
　
　10

治
u
⑲
゜
。
但

．

唱
N

L
O
O

40

3
0

20

10

（言
モ
8
ー
①
の
め
し
く
ロ
⊇
山
O

0

Fig．5

　　　10

1st・assay

　　Fig．3　Between　assay
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Relatlonship　between　plasma　cortisol　levels

measured　by　competitive　protein　binding

analysis　（using　75Se・cortisol）　and　Clark’s

method．

　　cortisol　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　μ9／dl

20

1
0

（一〇
吟
一
］
』
O
O
l
①
の
u
う
ト
）
＜
口
山
O 0

y＝0．83x十2．8

r＝0，90

Icortiso1

μ9／d1

　　　　　0　　　　　　　　10　　　　　　　　20

　　　　　　　　CPBA（3H－corticosterone）

Fig．4　Relationship　between　plasma　cortisol　levels

　　　　　　　measured　by　competitive　protein　binding

　　　　　　　analysis（using　75Se－cortisol）and　competitive

　　　　　　　protein　binding　analysis（using　3H－corticos－

　　　　　　　terone）．
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　　　　　　　Radioimmunoassay

Relationship　between　plasma　cortisol　levels

measured　by　competitive　protein　binding

analysis（using　75Se－cortisol）and　radioimm－

unOaSSay　（Using　I251・cOrtisOl）．

中に入れ，室温でP一テーターを用いて30分間以

上incubateする．　incubate終了後，ローテーター

よりはずし，約2分間静置させ，頼粒が完全に沈

んでから上清0．5mlをcount用プラスチック試

験管にとり，ウェル型シソチレーションカウンタ

ー
でc．P．　m．を測定した（Fig．1）．

結　果

　　本kitの指示通りに操作して描いたstandard

curveの1例を示すとFig．2のようになり，　cor－

tiso12．5～45μ9／dlまで測定可能な急竣なcurve

を得ることができた．

　　本測定のaccuracyはcortisol　free　plasmaに標
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Fig．7　plasma　cortisol　levels　in　patients　with　various　diseases　and　plasma　cortisol　response　toβ1－24ACTH

（0．25mg），　regularinsulin（0．1U／kg）or　LVP（4U）．

準cortiso13．7，9，5，22．5μ9／dlを加えた時の回

収率で見た所，cortisol　free　plasma即ちplasma

blankは常に2．5μ9／dl以下であった．

　また標準cortisolを加えた時の変異係数は3．5

μ9／dlでは9．1％，9，5μ9／dlでは7．3％，22．5μ9／

dlでは14．2％と満足すべきaccuracyを示した

（Table　1）．　within　assay　precisionをみるために，

cortisol　IOpt9／dl前後を含む血清を9検体に分け

て同時に測定したところ，平均9．6μ9／dl，変異

係数13％と良好な値を示した（Table　2）．

　between　assay　precisionをみるために，種々の

濃度のcortisolを含む血清を2度測定し，そのバ

ラツキをみたところ，Fig　3のように，回帰直線

y＝1．　05x十1．63，　r＝0．95と満足すべき結果が得

られた．

　次に，我々の教室で以前より行ってきたMur－

phy3）の変法によるcompetitive　protein　binding

analysis（CPBA）4）と本測定kitによって測定し

た血漿cortisol値との間の相関をみたところ，回

帰直線ツ＝0．83　x十2．8，r＝0．9となり，本kitで

測定したcortiso1値がcortisol低値部分で幾分高

値となる傾向がみられた．cortisolの高濃度部分

では従来から行ってきたCPBAがやや高値をと

る傾向があった（Fig．4）．

　また螢光法として数年前より行ってきたClark

の方法5）に準じた螢光法6）による血漿cortiso1値

との相関はy＝1．24x十2．5，　r＝0．91となり，本

法が螢光法に比してやや高値となる傾向がみられ

た（Fig．5）．

　最近開発された1251－cortisolを用いたradioim－

munoassay7）’8）と本法との相関をみたところ，　y＝

0．83x十〇．53，　rニ0，96となり，radioimmunoassay

がやや高値となる傾向がみられた（Fig，6）．

　血漿cortisol測定法による血漿cortisolの早朝

空腹時の正常値はRuddの方法2）では9．4±2．5

μ9／dl（SD，　Nニ19），　Clarkの方法6）では8．6±2

μ9／dl（SD，　N＝15），　Murphyに準じたCPBA4）

では10．2±3．1μ9／dl（SD，　N＝22），1251－cortisol

を用いたradioimmuneassays）では10．5±3．3μ9／

dl（SD，　N＝26），？5Se－cortisolを用いる本法では

11．0±4．1μg／dl（SD，　N＝11）であった．

　本法を用いて測定した，各種内分泌疾患およ
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び，種々の負荷試験時の血漿cortisol値は，各種

の疾患において臨床上考えられる妥当な値，およ

び，反応を示した（Fig．7）．

考　　按

　1967年Murphy3）によってcorticosteroid　bind・

ing　globulinに対するhotのsteroidとcoldの

steroidの競合反応を利用したcompetitive　protein

binding　analysis（CPBA）カミ開発されて以来，血

漿cortiso1の測定法は感度，特異性，測定操作，

等に飛躍的な進歩が見られた．

　しかし，本法にも測定操作時の温度や時間の少

しのずれによって測定値にかなりのバラツキを生

じ，また，ある程度の熟練を要する点，やや問題

があり，1972年Ruderら9）によって報告された抗

cortisol抗血清を用いたradioimmunoassayの出

現により，CPBAは，その測定操作の測定値に与

える影響の大きさ，また，測定感度で数段劣るた

め，将来はradioimm皿oassayにとって代わられ

るべき運命にある様に考えられていた．

　しかし，75Se－cortisolを用いた本CPBA－kitは

CPBAに必ず付随して来る温度と時間の影響を最

小限に押さえ，初心者でも比較的簡単に操作を行

い得，またaccuracyも良好でwithin　assayおよ

びbetween　assayでのvariationも共に満足すべ

きものであった．

　試料よりcostiso1の抽出には本法では70°C，10

分間の熱処理を用いているが，Doughaday1°）は

60°C，10分間の熱処理でCBGのbinding　activity

をほぼ完全に失なわせることができると報告して

いる．このため本kitの説明書通り70°c　lo分間

で充分と考えられる．

　またCBGへのcortisol以外のsteroid　hormone

のbindingはMurphy3）によればcortiso1の結合

率を100％とするとcorticosterone　61　％，11－deox・

ycortisol　89％，　progesterone　20％bindingする

と報告している．またNugentら11）は11－deoxy－

cortisol　98％，　corticosterone　91％，　DOC　58％，

progesterone　32％，　cortisone　12％，　billdingする

と報告している．

’

故に本法で測定した血漿cortiso1値は正確には

cortisolのみとはいえず，むしろ血漿1　1－OHCS

というべきである，　しかし，metopirone投与時

またはsteroid　hormone合成過程での酵素異常等

を除いた大部分の人血漿を測定した時には本法に

よる測定値を血漿cortisol値として差しつかえな

いものと考える．

　本kitの標準cortisolには0μ9／dlが付いてお

らず，最小濃度が2．5μ9／dlであるため，　dexam－

ethasone抑制試験時，またAddison病，　Sheehan

症候群では常に血漿cortisolは2．5μ9／dl以下と

なり，測定感度以下であった，このためplasma

blankは2．5PS9／dl以下と表示することになるが，

これはClarkの方法，および従来からのCPBA

ではplasma　blankは0に近く，　またradioimm・

unoassayでも1．　2Pt9／dlとなり本kitのそれがよ

り高値をとることより，本kitのcortisol　standard

にも0また1．25μ9／dlを加えることにより一層低

値を正確に把握することができると考える．

　本法の利点は，75Se－cortisolを用いている点，

従来の様に高価な液体scintillation　counterを必

要とせず，一般病院でも使用可能なwell型r－

counterを使用し得る点，および，試料中のCBG

の変性時のみ温度に注意すれぽ，あとの操作に温

度は何ら干渉せず，室温で充分であり，しかも，

incubate時間にさほど影響をうけない点である・

しかし本法のB・F分離に用いられているSeph－

adex穎粒はややもすると充分に管低に沈まず，上

層0．5mlを採取時に頼粒が混じる可能性が大き

く，再考を要する．

　また1assay中に試験管を2回とりかえねぽな

らない点も今後に残された簡易化への問題と思わ

れる．

　3H－corticosteroneを用いる従来のCPBAと本

法の血漿cortisol値の相関もほぼ満足すべきもの

であったが，低値では本kitの値が高値となる傾

向にあった．

　Clarkの方法と本法との血漿cortisol値の比較

ではClarkの方法がNaIO、でcortisolを酸化す

ることによって特異的にcortisolのみを測定する
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方法であるためか，全体に本kitによる血漿cor－

tisol値が高値をとる傾向がみられた．

　radiOimmunoassayと本kitとの血漿cortisol値

間には良好な関係がみられた，

　以上の結果より，従来のCPBA，螢光法，およ

びradioimmunoassayによる測定値と本法のそれ

とは低値を除いて，ほぼ良好な関係が認められ

た．また実際に各種内分泌疾患　および，β’－24

ACTH試験，　insulin負荷試験，　LVP試験に対

する血漿cortisolの反応を調べたところ，ほぼ臨

床的に妥当な値を示したことよりも，本kitによ

る血漿cortisol値は充分に臨床応用可能と考える．

まとめ

　’5Se－cortisolを用いたCPBA　kitにつき基礎的

検討を行い，また従来のCPBA，螢光法，および，

radioimmunoassayで測定した血漿cortisol値と

比較した結果，充分臨床応用し得るkitと考えら

れた．

大藤真教授の御校閲を感謝します．

　またkitを提供下さいました科研化学株式会社に感謝
します．
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