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《原著》

Angiotensin　radioimmunoassayによる血漿renin活性の測定

その基礎的検討とbioassayとの比較

岡田　克彦＊ 長谷川　江＊＊

緒　　言

　1959年YalowおよびBerson1）が初めてinsulin

の測定にradioimmunoassayを導入して以来，そ

の特異性，感度，精度，簡便さという点で従来か

ら行なわれている方法に比べて優れているため，

種々の蛋白性hormoneの測定方法2”4）として広く

用いられるようになった．最近ではその応用範囲

もpolypeptide，非蛋白物質にも拡大し，さらにそ

の測定手技の改良に伴って感度および精度も飛躍

的に向王し，これら一部のものは研究段階にとど

まらず日常一般検査化している現状である．

　最近では高血圧患者の診断にあたりrenin－

angiotensin系の動態，特にrenin活性を検索する

ことは不可欠なものとなっている．これは従来

bioassay7～10）により行なわれていた．しかしbio－

assayは操作が煩雑であり，概して感度が低く，そ

の測定方法により数値が異なり，また大量の検体

を一度に測定することが不可能であった．従って

ある限定された研究室で研究を目的として行なわ

れていたにすぎず，日常一般検査への活用には程

遠かった．しかし1964年にGoodfriendl1）らによ

りangiotensinのradioimmunoassayが試みられ，
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1967年にはVallotonとHaberi2）によって人工

Polymerをangiotensinに結合させ分子量を大き

くする方法が行なわれ，感度および回収率が改善

され，さらにその後種々の改良が加えられ，Boyd

ら13）はangiotensinaseとconverting　enzymeの作

用を阻害することによりangiotensinのradioim－

munoassayを可能ならしめた．

　reninの測定についてはreninそれ自体では生

物学的活性を有さないため，血漿をincubateし

生じたangiotensinを測定することにより間接的

に可能である．著者らはこれまでreninとその基

質問の種属特異性を応用し，低renin血症の場合

でもよく検出し得る荒川法14）にてbioassayを行

なってきた．しかしこの方法とて従来より行なわ

れているbioassayと変わりなく，その手技の煩雑

さおよびその検体処理能にも限りがある．したが

って検体処理能，簡便さ，感度および精度という

点でもbioassayよりはるかに優れているradio－

immunoassayをassay面にのみ応用，すなわち荒

川法によってangiotensin抽出操作を行なった試

料につきradioimmunoassayにてangiotensin　I

およびIIを測定し，また同一試料について従来

どおりbioassayにてangiotensinを測定し，両者

の比撒討を行ない，またradioimmunoassayの

手技につき基礎的検討を加えた．

材料および方法

　血漿はheparin加血液（血漿1．O　m1に対して，

heparin　10単位）を4°C以下にて，10，000　r・p・m．
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15分間遠沈分離し1Mの酢酸を加えpH　6．0に調

整し，測定まで一20℃以下にて凍結保存を行な

った．その血漿1．O　m1にCohnのヒト血漿蛋白

分画IV－4（Fraction　IV－4ミドリ）を190　m9およ

び0．IMdiethylamine　acetate　bufferにてpH　6．0

に緩衝化したDowex　50　W×2を500　mg加え，

37°Cにて18時間振塗下でincubationを行なった

後，0．2Ndiethylamineで溶出，減圧乾固したも

のを生理食塩水2m1に溶解し，それをrat　bio－

assayおよびradioimmunoassayの試料に供した
（Fig．1）．

　　Radioimmunoassayにょるangiotensinの測定

にはCEA－IRE－SORIN製のangiotensin　Iおよ

びII　radioimmunoasay　kitを用いた．

14巻2号（1977）
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　　　　　↓

　　　Rat　pressure　assay

Fig．1　Chemical　steps　in　the　bioassay　of

　　　　　angiotensin　I　by　Arakawa

Table　l　Radioimmunoassay　procedure　for　angiotensin　I．

　　　　　　　　　Group

　　　　　　　　　　　　tubeNα

Step

Total　　　　・　　　　　　　　・act1Vlty

Standard　curve Sample

1～2（a） 3～4（b） 5～14（c）
　37℃15～57（d） 　　4℃

58～100（e）

（1）Buffer　B

’

　　1．45㎡ 0．90仇ε 0．80m2 0．85況2 0．85㎡

（2）Standard　solution 一 一 0．1㎡ 一 一

（3）Sample 一 一 一 0．05〃泌 0．05㎡

（4）1251－Angiotensin　I 0．05㎡ 0．05㎡ 0．05㎡ 0．05㎡ 0．05㎡

（5）Antiserum 一 0．05㎡ 0．05㎡ 0．05㎡ 0．05㎡

（6）　Incubation mix→4℃　　20～24hrs．→chiU

（7）　Charcoal　suspension
一 0．5㎡ 0．5㎡ 0．5π2 0．5㎡

（8）Mix vortex　mixer→wait　10min．

（9）Cenrtifugation 3000～5000g．10min．　at　roon　temperature

00Decant

ODCount VV611－type　scintillation　counter
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Angiotensin　radioimmunoassayによる血漿renin活性の測定

　Angiotensin　I

I）iL’51－angiotensin　I（2．5　iuCi凍結乾燥品）

2）anti－angiotensin　I（凍結乾燥品）

3）angiotensin　I　standard（凍結乾燥品）

4）dextran－charcoal　mixture（凍結乾燥品）

5）Tris　acetate　buffer（凍結乾燥品）

　Angiotensin　II

1）1251－angiotensin　II（2μCi凍結乾燥品）

2）anti－angiotensin　II（凍結乾燥品）

3）angiotensin　II　standard（凍結乾燥品）

4）dextran－charcoal　mixture（凍結乾燥品）

　これら試料の調整ならびに操作手技はkitの説

明書に従った．詳細はTable　1，2に示すごとく

である．正確を期すために検体および標準液は

2ないし3重測定方法を行なった．countに際し

ては島津製f乍所製のautowell　tyPe　scientillation

counterを使用し，標準曲線およびdata処理にあ

たっては，NOVAのminicomputerを用いた．前記

のradioimmunoassay　kitの標準液は5－isoleucine

angiotensin　IIであるのに対し，　bioas⑨ayに用い

Table　2　Radioimmunoassay　procedure　for　angioten－

　　　　sin　II．

＼　　　　＼　　　　　GrOUP

　　Step　　　　　　　　　　　　、
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con竃ro）
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：
i

一一・

u．6㎡ 0．5㎡

　　　　　‘

ト　　0．9■6

0．6㎡

　　　　　　　　　　　一一一一
121A・91°tensローf…
　　　pooled　pl“ma
　　　　－一’一一　　一　

1　0．2館τ

一←一一一

0．2ロ2　　！ 一 一

「31Sample
1　　　一

一 一 0．2㎡

｛4）Standard　solution 一
0．1㎡

一 一

（5｝Anti－・叩‘otensin o 0．1臼ノ 0．1㎡
一

0．11㎡

已　山““ mi叉→4℃ 6h口．

｛7｝61－Angl・tens口 口 0．1●’ 　　0．1■Z

l
o
．
回
1

　o．1■o

（81hcubatlnn mix→4で 24hr8．→ch，日

（9、　r、harcoal　　suspension 0．5㎡
1。．5．，

i
一 oj㎡

OdM1叉 VOltex　mixer

　　A－．　一一・1　一「

ぼll　CertnfURat1∩n 8000～5000r．Pqrn・　10rnin．　at　4℃

一「「

・1Z　Pecant 1
ト

一一一　　
・13COunいn反

一一←一一一一一一

　‘
　1、、セ｜1－type or　hq田d 5cm⑳‘llation counter
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るそれは5－valine　angiotensin　IIであるため両者

の抗原抗体反応における差を検討した．

　荒川法によるangiotensin抽出液は生理食塩水

で溶解しているため血漿と比較して粘稠度が不足

している．したがってradioimmunoassayに際し

てdextran－charcoalの流出および吸着に関し種々

の問題が考えられるため，粘稠度を加味する目的

でovalbumineあるいはangiotensin　freeの血漿

を添加し粘稠度を血漿に近似させその差について

検討を行なった．

さらに水の繊がradioimmunoassayに及ぼす

影響について蒸留水および蒸留後脱イオン化を行

なった純水を用いて検討を行なった．

　Radioimmunoassayにおいて使用試験管の種類

により種々のバラツキが生じることはこれまで報

告15）されている．このバラツキを少なくするため，

すなわち管壁への吸着を少なくし安定した曲線を

得るためにlysozymeの添加が推奨されている．

この添加の影響につき検討するため酢酸緩衝液に

lysozymeを2．5　mg／m1加えて比較検討した．

　また凍結融解を繰返すことによるrenin活性に

及ぼす影響について検討するため凍結保存した血

漿をある一定期間置き，凍結融解を繰返し行ない

その活性を測定した．

　著者らがbioassay法として用いた荒川法は，

incubationにおいてはangiotensinase阻害剤を全

く使用せず，生じたangiotensinは添加されたイ

オン交換樹脂に直ちに吸着させangiotensinaseの

作用を受けないようにしている．このようにして

得られたangiotensin抽出液をrat昇圧反応に用

いてrenin活性を測定しているが，この抽出液に

含まれているangiotensinが1なのかあるいはII

なのか未だ判然としない．従って本法により得ら

れた同一試料についてbioassayならびにradio－

immunoassayを用いangiotensin　IおよびIIを測

定し，その量的関係を検討した．

結　　果

1）標準曲線

　Angiotensin　IおよびIIの標準曲線はFig．2－a，
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2－bに示すごとくである．これらの結合率はangio－

tensin　Iで44～64％，　angiotensin　IIでは32～

54％の範囲内にあり満足すべき値であった．また

Fig．3に示すごとく5－isoleucine　angiotensin　IIと

5－valine　angiotensin　IIの標準曲線を比較検討した

結果，著明な差がみられず抗原抗体反応において

両者の間に差がないと考えられた．なおこの時の

結合率は5－isoleucine　angiotensin　II　42．3％，5・va－

line　angiotensin　II　46．1％であった．
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Fig．2・a　Standard　curve　of　angiotensin　I
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Fig・2－b　　Standard　curve　ofangiotensin　II

　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　200

　　　　　　　　　　　pg　angiotensin　Il　added

Fig・3　Standard　curves　of　isoleucine－5－angiotensin　II

　　　　（solid　circle）and　valine－5－angiotensin　II（open

　　　　circle）

14巻2号（1977）

2）Ovalbumineの影響

　Ovalbumine添加による試料の粘稠度の影響は

Fig．4に示すごとく，荒川法la）による抽出液に

ovalbumineもしくはangiotensin　freeの血漿を添

加して性状を血漿に近似させたがradioimmuno－

assayの測定値は両者の間に何らの差を認めなか

った．

50

§40

晶3°

　　20

10

　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　200
　　　　　　　　　　　P9●wgbt●n＄h　Il　add●d

Fig．4　Effect　of　ovalbumine　on　the　stability．　Solid

　　　　circle　represents　the　standard　solution　with

　　　　ovalbumin　added　and　open　circle，　the　s｛L、1LttiOll

　　　　not　added．

3）水の純度の影響

　Fig．5に示すように蒸留水を用いた標準曲線で

はかなりバラツキがみられたが，蒸留後脱イオン

化を行なった比抵抗500Ω以上の純水を川いた場

合はバラツキが著明に減少している．

　

30

　
2
0

§
×
唯

10

　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　卯O
　　　　　　　　　　　P9●n‘bt仙●㎞11■dd●d

Fig．5　Effect　of　quality　of　water　on　the　stability．

　　　　Solid　circle　represents　the　standard　solution

　　　　using　deionized　distiHed－water　and　the　open

　　　　circle，　the　solution　using　distilled　water．

4）Lysozymeの影響

　Fig．6にみられるようにradioimmunoassayに

おいてはlysozymeの添加により安定した曲線が

得られることが明らかとなった．
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Angiotensin　radioimmunoassayによる血漿renin活性の測定

　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　200
　　　　　　　　　pg　angiotensin　II　added

Fig．6　EiTect　of　lysozyme　on　the　stability．　Solid　circle

　　　represents　the　standard　solution　with　lysozyme

　　　added　and　open　circle，　the　solution　not　added．

5）回収率
　検体血漿中へ既知量の標準angiotensin　Iある

いはangiotensin　IIを加え，それらの回収率を求

めた．すなわちそれぞれ既知量8ng，4ngを各検

体に加え，その回収率を求めたところangiotensin

Iでは95．78％，angiotensin　IIでは90．5％と良好

な結果が得られた．

6）凍結融解の影響

　Fig・7に示すように採血後凍結保存することな

く直ちに測定したrenin活性を100％とすると凍

結および融解を1回行なった場合は96．5％，第2

回目では88．7％を示しかなりの活性が維持されて

いたが，第3回目では74．2％と著しく低下してい

た．

100

　80§
：
三
§6°

：
＆

　40

20

　　　　　　　　　　1　　　　2　　　　3

　　　　　　Frequency　of　freezing　and　thawing

Fig．7　Changes　of　plasma　renin　activity　by　freezing

　　　and　thawing．
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ηRadioimmunoassayとbioassayの比較

　荒川法14）による抽出液をangiotensin　Iおよび

IIのradioimmunoassay　kitにて同一試料を測定

したところ，angiotensin　IおよびIIの両者より

なることが明らかとなり，その量的関係では1の

方がはるかに多く含まれていることが判明した．

これをbioassayによるangiotensin濃度と比較す

ると，angiotensin　IIではbioassayで得られた値

（
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＼
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Fig．8　Correlation　between　radioimmunoassay

　　　of　angiotensin　I　and　bioassay．
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Fig．9　Correlation　between　radioimmunoassay

　　　of　angiotensin　1十II　and　bioassay．
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の約1／10を示したにすぎない．ちなみにこれらの

相関関係を求めるとangiotensin　lでは0．825（n－

128，P〈0．Ol），1とIIの和では0．808（n＝87，　P＜

o・01）となり有意の相関を認めた（Fig．8，9）．

8）臨床的検討

　正常血圧患者のcontrol群10例の血漿renin

活性値はbioassay値で平均56．1±10．3　n9／angio－

tensin／m1，　radioimmunoassay値では平均50．0土

9・3n9／angiotensin　I／m1であった．また腎血管性高

血圧症および原発性aldosterone症の病例はTable

3に示すごとく良好なる相関関係がみられた．

Table　3　Comparison　with　bioassay　and　radioimmuno－

　　　　assay・

　Normotensive　｛　10　cases　）

L
2
ー
へ
㌦
6
．
孔
＆
9
α

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

bioassay

　36．1

　31．0

　89．3

　75．8

　44．8

　42．1

　34．2

125．4

　63．6

　18．4

Essenti∂l　hypertension

　　　　　bioassay

L
2
工
▲
㌦
血
τ
＆
軌
q

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

45．6

35．8

80．0

66．0

43．3

19．2

52．2

22．8

143．6

95．2

Primary　aidosteronism

　　　　　bioassay
　　　　　　24．5
selt　　reStriction　　　　　 l＆　 4

radioimmunoassay

　　32．3

　　27．5
　　82．　8

　　64．4

　　40．2
　　39．6
　　30．8
　　111．5

　　55．9
　　15．0

｛10cases）

　　　　redioimmunoassay
　　　　　　　38．5
　　　　　　　32．1

　　　　　　74．5
　　　　　　ω．7
　　　　　　42．4
　　　　　　　17．5

　　　　　　59．8
　　　　　　20．4
　　　　　　129．O
　　　　　　M．2

M，K．43　yo．　Female

　　　　radioimmunoaSSay
　　　　　　20．2
　　　　　　14．2

Renσvascular　hypertension　　A．　S．

　　　　　bioassay
⇔

K
l
」
P
．
（
U
F
」

9
1
0
0
4

09

63

80

79

81

1

7yo．　Male
radioimmunoassay

　　102．4

　　58．0

　　76．8

　　72．8

　　77．9

bioassay：ng　angiotensin／m1

radioimmunoassay：ng　angiotensin　I／ml

考　　按

　Angiotensinのradioimmunoassayによる血漿

renin活性の測定は感度，精度，簡便さなどの点

で，従来のbioassayに比べ優れており，特に検体

処理能に関してはbioassayの比ではない．したが

って外来での高血圧症のscreeningなどの大量の

検体測定を要する場合に非常に有用であると考え

られる．

　CISより供給されているkit中のangiotensinの

標準液は5－isoleucine－angiotensin　IIでありbioas－

sayに用いられてきたそれは5－valine－angiotensin

IIである．このように第5番目のamino酸の異

なった化合物が抗原抗体反応系において同様の態

度をとるか否かを検討したところ，著者らの行な

った実験では両者に有意の差がみられなかったが，

生体内における生物学的活性あるいは生化学的反

応における態度は異なっているかも知れない．事

実Hollemansら16）はnatural　angiotensin　lIと

synthetic　angiotensin　IIに対して異なる抗体が存

在することを報告している．

　血漿をそのままradioimmunoassayに用いる場

合にはかなりの粘稠度を有するためdextran　cha－

rcolの流出および吸着に関しては問題はないが，

著者らがradioimmunoassayに応用した試料は荒

川法14）により得たもので，生理食塩水に溶解して

いるため血漿に比し粘稠度の不足がある．したが

って本試料の性状を血漿に近似させるため　oval－

bumineあるいはangiotensin　freeの血漿などを加

えてみたが，有意な差は認められず厳密な操作を

行なえばdextran　charco1に対する粘稠度の影響

はないと考えられる．その結果著者らは以後試料

の粘稠度に対する操作は加えなかった．

　radioimmunoassayにおいてはangiotensinの

測定に限らず各種抗原抗体反応において水に含ま

れている極く微量の不純物により種々の影響を受

けるといわれているため，著者らも測定に用いる

水の純度のradioimmunoassayに及ぼす影響を検

討したところ，前述のごとく標準曲線に明らかな

差が認められ，使用する水の純度の測定値に対す
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る影響が大きいことが明らかとなった．従って測

定にはできるだけ純度の高い水を用いることが精

度の点から考えても望ましい．これに関してgas－

trin　radioimmunoassayにおいて風早ら17）が同様

の報告をしている．また使用試験管の種類により

バラツキが生じるといわれており15），このバラ

ツキを少なくする目的でlysozymeの添加を行な

ったところ，明らかにより安定した標準曲線を得

ることができた．したがって管壁へのisotopeや

antibodyなどの付着を少なくし，安定した成績を

得るために試験管の種類に関係なくlysozymeを

添加すべきであると考える．しかしながら1975年

5月以降のkitはtris酢酸緩衝液から燐酸緩衝液

に変わっており，この緩衝液の場合1ysozymeの

添加がなされていない．著者らはこの点について

未だ検討する機会を得ていないが，最近lysozyme

添加tris酢酸緩衝液を用いた場合とlysozyme添

加のない燐酸緩衝液を用いた場合とでは測定値に

有意の差がないとの報告18）を得ている．

　著者らは試料を直ちに測定できない場合は一20
°

C以下にて凍結保存を行ない測定直前に融解し

ている．この凍結融解の血漿renin活性の影響を

みると凍結融解を繰返すごとに血漿renin活性は

明らかに低下を示した．また融解に際しては温水

あるいは室温で行なった場合，4°Cにてincuba－

tionを行なった検体のangiotensin　1およびIIが

高値を示すようになり血漿renin活性の精度が著

しく低下する．従って試料の凍結融解を繰返すこ

とはできる限り避け，融解にあたってはできる限

り低温にて行なうべきであると考える．著者らは

再検などにおける凍結融解の影響を避けるため血

漿を少量ずつ分注し凍結保存を行なっている．

　著者らがこれまで血漿renin活性測定にヒト血

漿蛋白分画IV－4をrenin基質として添加している

荒川法14）によるbioassayを用いてきた理由とし

て，renin－renin基質反応における種特異性を重要

視し，さらには基質添加によって低renin活性の

測定を良好にしている点，その上angiotensinase

阻害剤としてEDTAの添加を行なわずrat　assay

時の影響をなくしている点にある．従ってこの方
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法により得た試料をradioimmunoassayに応用し，

従来よりのbioassayにおける種々の欠点を補う

ことを企てた．しかしこのangiotensin抽出液は

angiotensin　IであるのかIIであるかは不明であ

る．bioassayにおいてはangiotensin　lとIIの和

を測定している．すなわち抽出液中のangiotensin

Iはbioassayにおいてはratに注入されると直ち

にconverting　enzymeによりangiotensin　IIとなり

昇圧反応を示し，angiotensin　Iもangiotensin　II

として測定されている．しかしradioimmunoassay

ではangiotensin　IおよびIIは別々に測定を行

なわねばならない．このため本抽出液について

angiotensin　IおよびIIを別々に測定し，それら

の関係について検討した．その結果angiotensin　l

がIIに比して大量に含まれていることが明らか

となった．特にangiotensin　lIはbioassayによる

値の約1／10を示したに過ぎなかった．このことに

ついては開原ら19）も著者らと同様の結果を報告し

ている．しかしEDTAを用いないで行なったin－

cubationにより得た試料においてはこれらの差が

認められず，この差はincubationにおけるEDTA

によるangiotensinaseの阻害に基づくものとして

いる．しかしながら著者らはEDTAなどの阻害

剤を全く用いず，incubation中に生じたangio－

tensinを直ちにイオン交換樹脂に吸着させるよう

にしておりEDTAの影響は考えられない．むし

ろこのイオン交換樹脂の吸着能に問題があるので

はないかとも考えたが，最近Nielsen2°）が荒川

法14）の原法であるBoucher7）の方法によって得た

試料ではangiotensin　IIが少なく，もしradioim－

munoassayによるangiotensin　II　の値をもって

renin活性値としてbioassayと比較するならば

converting　enzymeを含む血漿の添加を行なわね

ばならないと報告している．このようなことから

イオン交換樹脂の吸着能にも関係なく，in　vitro

の反応系における血漿中のconverting　enzyme活

性になんらかの問題があるのではなかろうかと考

えられる．ここでradioimmunoassayによるan－

giotensin　IとIIの和ならびにangiotensin　Iと

bioassay値との相関係数を計算すると，前者では
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0．808（P＜0．Ol），後者では0・825（P〈0・01）とな

り良好な相関を認めている．このような結果から

renin活性値の測定としてはangiotensin　Iを用い

た方が従来のbioassayにより得られた値にほぼ

等しい値が得られるため，より望ましいと考えら

れる．converting　enzymeの活性の問題について

は今後さらに検討しなければならないと考える．

結 語

　　angiotensin　1およびIIのradioimmunoassay　kit

を用いて基礎的検討を行なった．すなわちangio－

tensin　llの標準液に用いた5－isoleucine　angiotensin

II，および5－valine　angiotensin　IIの抗原抗体反応

において差がみられなかった．また試料の粘稠度

の差は何ら影響はなく，水はできるだけ純度の高

いものを用い，lysozymeを添加することにより

さらに安定した成績を得ることができる．凍結融

解によりrenin活性は低下し，3回の凍結融解で

活性は74．2％に低下した．回収率については，

angiotensin　I　95．8％，　angiotensin　II　90．5％と良好

であった．bioassay値とradioimmunoassay値と

の相関関係はangiotensin　IとIIの和およびan－

giotensin　1とに有意の関係が認められた．本法は

renin－angiotensin系の臨床的研究に十分役立つと

考えられる．

　稿を終わるにあたり御指導をいただいた柏井忠治郎助

教授（現：大阪赤十字病院内科部長）ならびにwell・type－

scintitlation　counterおよびminicomputerの使用につ

いて種々の便宜を与えていただき，また御助言をいただ

きました大阪医科大学放射線医学教室赤木弘昭教授に深

謝いたします．　なお本論文の要旨は第156回目本医学

放射線学会関西地方会にて発表した．
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S㎜ary

Meas皿ement　of　Re血Activity　by　Radioi㎜㎜oassay　of加giotensm：

　　　　　　Fundamental　Evaluation　and　Comparison　with　Bioassay

Katsuhiko　OKADA＊and　Hiroshi　HASEGAWA＊＊

T／～i”‘／Depar’〃ient　of　lntemalルledieine，　Osakaルtedical　Co〃ege，　TakatStiki，　Osak’a

　　　　　　　　　＊1）epart〃ient　of　Radiology，　Hン090α〃ege　ofルledi‘・ine

　　　＊＊1）epartme〃’q〃hternal　Medici，〃e，　Yaoルlunici　al　Hospital，｝’ao　Osaka

　　Afundamental　evaluation　of　measurement　of

renin　activity　was　done　by　using　radioimmunoassay

of　angiotensin　I　and　II　by　comparison　with　radio－

immunoassay　and　bioassay　on　renin　activity　in

human　plasma．

　　As　for　the　antigen－antibody　reaction，　there　was

rlo　difference　in　aMnity　between　isoleucine－5－

angiotensin　II　and　valine－5－angiotensin　II　which

was　used　as　a　standard　for　the　bioassay　method．

Viscosity　in　a　sample　fbr　radioimmunoassay
brought　no　influence　upon　renin　activity　and　steady

results　were　obtained　by　addition　of　lysozyme　and

by　using　quality　deicnized　water．　Renin　activity

after　the　third　inatance　of　freezing　and　thawing　was

reduced　to　74．2％．　Recovery　ratio　of　angiotensin

Iand　II　were　95．0％　and　90．5％　respectively．

Correlation　between　radioimmunoassay　and　bio・・

assay　were　significant　in　the　sum　of　angiotensin

IandII．

　　These　results　suggest　that　radioimmunoassay

method　may　be　useful　in　the　clinical　field．
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