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《使用経験》

Cortipac　Kjtの使用経験とMetyrapone　Testへの応用
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野田　和正＊

氏家　盛通＊＊＊
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はじめに

　血漿cortisolは，従来11－OHCSあるいは17－

OHCSとして測定されて来たが，　Murphy1・2）らに

よりcompetitive　protein　binding　assay（CPBA）

が確立され，多数の検体を迅速に測定することが

できるようになり，副腎皮質機能検査の簡易化が

可能となった．

　CPBAはcorticosteroid　binding　globu！in（CBG）

の特異性3）に多少の問題を残しており，CBGの

1　1　－deoxycortisolに対する交叉反応性は極めて大

きく，ことにMetyrapone　test後の血漿corticoid

測定はcortisolよりも11－deoxycortisal　levelを

表わしていると考えられる．しかし，平常の未梢

血液やACTH　test後の血漿中のcortisolは他の

steroid　hormoneに比して量的に極めて多く存在

することからCPBAによる測定は，　cortisol　level

を表わしていると考えられる．

　一方，下垂体ACTH予備能検査としての，

Metyrapone　testはすでに確立されている4）が，24

時間の全尿を完全に集めなければならない難点が

ある．このため血漿corticoids測定によるMety－

rapone投与後の下垂体予備能検査法の検討がな
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されている5”8）．

　われわれも，7sSe－cortisolを用いるCPBAによ

る測定Kit（Cortipac，科研化学株式会社）を使用

し，rapid　ACTH　testやMetyrapone　testの血漿

corticoids濃度を測定する機会を得たので，その

成績を報告する．

実験材料および方法

1．キットの内容

　Cortipacの1kitにはstandard　cortiso14水準

（duplicate）と検体17本の合計25本の測定用試験

管が含まれている．

　1）標準曲線用標準血清（4vial）

　Dexamethasone投与後の正常人血清を用いて

cortisol濃度が2．9，6．9，19，50μ9／d1になるように

調整した後，凍結乾燥したものであり使用前の蒸

溜水500μ1に溶解して用いる．

　2）測定用栓付試験管（25本）

　各試験管には75Se－cortisol（specific　activity　25

mCi／moD，　CBG（チャコール処理家兎血清）およ

びSephadex　G－25頼粒（coarse）0．39が0．1％

NaN3を含むリン酸緩衝液（0．05　M，　pH　7．0）1．8

m∫に溶解して含まれている9♪．

　3）熱変性用試験管および試験管架

　4）標準曲線作製用片対数グラフ用紙

2．実験器具

　1）マイクロピペット．100，200，500μ1用各1

　　本

　2）　ボルテックスミキサー

　3）温浴加熱装置
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　4）　ローテーター

　5）計測用試験管25本

　6）Well型γ一scintillation　counter

3．測定操作（Fig．1）

核医学　14巻4号（1977）

Rapid　ACTH　test
　　前　　0　　　30分　　　60分 120分

　凍結乾燥ヒト標準血清の各vialに蒸溜水500μ1

を加え10分間室温に放置して十分に溶解する．つ

ぎに，標準血清および被検血漿の各100ttlを熱変

性用試験管に入れ，さらに蒸溜水200μ1を加えた

後ボルテックスミキサーで振盤する．ついで，

70°Cにて10分間加熱処理する．その熱変性溶液

200μ1を測定用試験管に移し，室温でローテータ

ー を用いて30分以上インキューベートして競合反

応を起こさせ静置後，この上清500μ～を計測用試

験管に取り，Well型シンチレーションカウンタ

ー で計測する．

　　↓　↑　　　↓　　　↓　　　　↓
　採血ACTHO．25mg採血　　採血　　　　採血

Overnight　Metyrapone　test
　第1日　　　　　　　　　　第2日

　9AM　　　　　　8PM　12PM　　4AM　　　　gAM

　

血

↓
採

　↑　　　↑　　　↑
750mg　　750mg　　750mg

Metyrapone

　　Fig．2

↓
馳

　4）採取サンプルの一部は抗cortisol血清を用

いる3H－cortisol－RIA　Kit（ミドリ十字社）による

測定も行なった．

結　　果

Standard　Serum　or　Unknown　Plasma（100　g’）

↓Add　2・・μ1・fdi・・川・d　w・…

Heated　to　denature　the　endogenous　CBG　at　70°C

for　10　min．

↓C・・1・・…m・・m…a…e

200　pt1　of　the　denatured　sample　to　the　assay　vial

　　　Incubation　at　room　temperature　for　30　min．↓。、i。g，。，。，。r

Allow　Sephadex　G－25　granules　to　settle

　↓

500μ10f　the　supernatant　for　counting　by

γ一SCintillatiOn　COUnter

Fig．1　The　Procedure　of　the　Method（Cortipac）．

対象および血漿サンプルの採取

　D　横浜市大第2内科を受診し，臨床所見およ

び検査成績から診断した下垂体機能低下症2例，

副腎皮質機能低下症6例，原発性アルドステロン

症6例および正常者23例の計37例．

　2）rapid　ACTH　test1°）：合成ACTH（コート

ロシン）0．25mgの静注，前，30分，60分，120分

後にそれぞれ血漿を採取した．（Fig．2）

　3）overnight　Metyrapone　test8・11）：第1日午後

8時，午後12時，第2日午前4時の3回，Mety－

rapone各750m9を経口投与し，第1日午前9時

と第2日午前9時にそれぞれ血漿を採取した．

　CPBAに用いられるCBGとRIAに用いられ
る抗cortiso1血清の特異性について検討を加え，

Table　1に一括して示した．　cortisolに対する反応

性を100％としたとき，CBGは11－deoxycortiso1

にも100％の交叉性を示したが，抗cortiso1血清

では43％であった．

　Cortipac　Kitによる標準曲線はFig．3に示した

が，横軸にcortisol濃度を対数目盛りで表わすと，

2．9～50μg／d1の間では，ほぼ直線関係に近いもの

がえられた．標準曲線各点のwithln　assayおよび

between　assayのcoefHciCncy　variationはそれぞ

れ0．92％と3．6％であった．実際に検体を測定

した際のwithinおよびbetween　assay　variation

はそれぞれ12．896と16．0％であった．

　正常者23名の午前9時の採取サンプルをcorti一

Table　l　CPBA：RIAにおけるCross　Reaction．

CBG
（CPBA）

Antisera
（RIA）

Cortisol

11－Deoxycortisol

Corticosterone

Aldosterone

100％

100％

91％
1．2％

100％

43％
15．5％

1．0％

（The　Percent　Coss　Reaction　was　calculated　at　50％

Displacement　of　Cortisol．）
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pac　kitと3H－RIA　kitで測定した結果，それぞれ

（0．3±2．5，9．7±1．8（mean士SD）μ9／d1であり，ま

た正常者および諸疾患患者から得た検体を同様に

測定した結果，その相関係数はγ＝0．92で回帰直

　　44

　　43　　　　　　＜㌫
§42

941
言40

ξ39　　　　　＜；1981
≧38
137

　諾36

mt・．　35　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＜；葺282

i
i　　；二　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼〈；8939

　　　　　2．9　　　　6．9　　　　　　19　　　　　50

　　　　　　Cortisol　Concentrationμ9／dI

Fig．3　ATypical　Standard　Curve　for　CPBA（？5Se）

　　　　of　Cortisol．

575

線はγ　＝＝o．87x十1．98であった．（Fig．4）

　正常者および諸疾患症例のrapid　ACTH　test

に対する反応をFig．5，　Fig．6に示したが，　corti－

pac　kitの成績と3H－RIA　kitの成績はほぼ同様で

あった．

　次に，正常者のovemight　Metyrapone　testに

おけるCPBAのcorticoids値は投与前9．8土2．0

血40

誓
多，。

き
塁2°

μ9／d

；
。

0

y＝0．875x十1．982

　（r＝O．92）

10　　　　　20　　　　　30　　　　40

　血漿コルチゾール（RIA）μg／dl

　　　　Fig．4

Cortisol

　μ9／dl

CPBA
n＝13

RIA　＝

n＝6

Befo［e　　　30　　　　60　　　　　　　120　　　Before　　　30　　　　60　　　　　　　120

　　　　　　　　　　　　min．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　min．

Fig．5　Plasma　Cortisol　Response　to　Rapid　ACTH　Test　in

　　　　Patients　with　Non　Endocrine　Disorders．

Cortisol
μ9／d［

30

20

10

Mean　value

　OPrimary　aldosteronism
　△Hypopituitarism
　XHypoadrenalism

Befc）re　　30 60 120min．

Fig．6　Plasma　Cortisol　Response　to

　　　　Rapid　ACTH　Test　in　Patients

　　　　with　Endocrine　Disorders．
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Corticoids
　μ9／dl

20

15

10

CPBA
n＝11

RIA
nニll　Mean±SD

　　　Before　　　　　After　　　　　Before　　　　　After

Fig．7　Plasma　Corticoids　Response　to　Overnight

　　　Metyrapone　Test　in　Patients　with　Non　Endo－

　　　crine　Disorders．

Corticoids

μg／dl　　　CPBA

　20

15

10

5

／Mean．v、lue

　　　　　　oPrimary　aldosteronism
　　　　　　△Hypopituitaris　m
　　　　　　×Hypoadrenaiism

×ノn　＝3
∠き一一一一一一一△n＝2

　　　　　　Betbre　　　　　　　Aner

Fig．8　Plasma　Corticoids　Response　to　Overnight

　　　Metyrapone　Test　in　Patients　with　Endocrine

　　　Disorders．

から投与後15．6土2．O　P9／d1（mean土SD）となった．

RIAによる測定では投与前9．6土1．5から8．9士

3．8μ9／dlであった．（Fig．7）

　下垂体機能低下症，副腎皮質機能低下症，原発

性アルドステロン症に対するovernight　Metyra－

pone　testのCPBAによるcorticoids　leve1の測定

成績はFig．8に示すごとく，原発性アルドステ

ロン症では増加反応を認めたが，下垂体機能低下

症，副腎皮質機能低下症では殆ど反応を認めない．

考　　案

　血中cortisolの測定には，従来，精度，感度共

にすぐれない螢光法12・13）が応用されてきた．その

後，感度のすぐれたdouble　isotope　derivative

assay14）が導入されたが，測定法の煩雑さゆえ広

く利用されなかった．近年Murphyら1・2）によっ

てcorticosteroid　binding　globulin（CBG）を用い

るcompetitive　protein　binding　assay（CPBA）が

開発されて以来，血中cortiso1測定法は感度測定

操作等に著るしい進歩が認められた．

　cortipac　kitはMurphyらのCPBAを応用して

開発されたものであり，本キットは標識抗原とし

て，cortisolの2位にセレノメチル基が導入され

た75Se・・cortisolを用いており，γシンチレーショ

ンカゥンターで計測できる．本キットの基礎的検

討やCPBAとしての臨床応用への検討はすでに
他の報告者により述べられてお！）　15”2°），その詳細

はそれらに壌るが，今回の臨床的検討でもほぼ同

様の結果が得られた．

　われわれは，さらにCBG　11－deoxycortiso1に

ほぼ100％のbinding　aMnityを有する点に注目

し，本キットをMetyrapone　testに応用してみた．

　Metyraponeの効果は副腎のcortisol合成の最

終段階で11－hydroxylase酵素の作用阻害にあり，

この結果血中cortisol　levelは低下し，正常下垂

体からはACTHが多量に分泌され，その結果，

正常副腎からはcortiso1の前段階物質である

deoxycortisolが多量に生成・分泌される，またこ

の代謝産物は尿中17－OHCSとして排泄される．

　したがって，Metyrapone　testではこれらの指

標として尿中17－OHCSが現在一般に測定されて

いるが，この場合には24時間の完全蓄尿を必要と

する難点がある．また，その指標として血中ACTH

の測定は最も望ましいが，一般には未だ容易には

行われていない．そこで，CBGが11－deoxycor・

tisolに100％のbindin9　aMnityを有することを
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利用すれば，Metyrapone　testの評価判定も容易

になると考えられる．この点に関して加藤ら8）は

Metyrapone　test後のcorticoids　levelの測定によ

る下垂体ACTH予備能の検査は有用，可能であ

るとしており，overnight　metyrapone　test後の血

中corticoids　levelが10μg／dl以上は正常反応で，

6μ9／d1以下は反応低下と判定している．本kit

によるovernight　Methyrapone　testの成績でも正

常者のcorticoids　levelは，9．8±2．0μ9／d1（mean士

SD）から投与後15．6士2．1μ9／d1（11．8～19．0）と増

加を示し，原発性アルドステロン症でも同様に増

加反応を認たが，下垂体機能不全症や副腎皮質機

能低下症では増加反応を認めない．

　副腎皮質機能低下症では，下垂体ACTH予備

能が正常であってもcorticoids　levelは増加を示

さないことは注意すべきで，Metyrapone　testの

みでは下垂体ACTH分泌不全とは鑑別されない．

　一方．Metyrapone　testに抗cortisol血清RIA

を応用する場合は，11－deoxycortiso】に対する

binding　affinityは弱いので注意しなければならな

い．

　以上，cortipac　kit（CPBA）は測定操作が簡単

で再現性も良好であり，3H－RIAによるcortiso1測

定値とは良好な相関を認め，臨床的に十分応用可

能と考えられる．さらに，本キットはCBGによ

るCPBAであることを利用すれば，　Metyrapone

testに応用可能であると考えられる．

ま　と　め

　75Se－cortisolを用いたCPBA　kit（cortipac）は測

定操作が簡単で，精度・再現性も優れ，RIAによ

る測定値と良好な相関を示した．

　さらに，本キットはCBGによる測定法である

ことを利用すればMetyrapone　testに臨床上応用

可能であることが示唆された．

　最後にCortipac　Kitを提供して頂きました科研化学

株式会社に感謝致します．さらに御校閲を賜わりました

恩師金子好宏教授（横浜市大医学部第2内科）に深く感

謝いたします．
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　なお，本論文の一部は第24回日本内分泌学会東部部会

総会（昭和51年10月2日，東京）において発表した．
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