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《ノート》

α一FetoproteinのRadioimmunoassayに関する検討

Studies　on　Radioimmunoassay　ofα一feto－Protein

笠井　正樹＊ 真坂美智子＊ 佐藤誠也＊

Masaki　KAsAI，　Michiko　MAsAKA　and　Seiya　SATo

K〃aぷato　Bioche〃iica1　Laboratorieぷ

1．はじめに

　血中のα一フェトプロテイン（以下AFP）は原

発性肝癌における特異診断指標として注目されて

いた1）が，近年になって高感度でしかも定量的に

測定できるradioimmunoassay（以下RIA）が導

入されて以来2），3），原発性肝癌のみならず肝炎，

肝硬変，胃癌などでも高値に検出されることが指

摘4）され，その特異性は若干薄らいだものの，上

記疾患の経過観察や予後の推定に利用されている．

また産科領域においても異常妊娠時の胎児の重要

な情報源5）一’　7）として，その有用性は高く評価され

ている．

　現在AFP－RIA　kitは数社より市販されており，

測定方法もポリエチレングリコールを用いる方法

と二抗体法とがある．今回われわれは，α一フェト

プロテイン“栄研”の基礎的検討を試みる機会を

得たが，この方法が二抗体法であるにもかかわら

ず測定日数が1～2日で終了し，再現性にも優れ

ているという結果を得たので報告する．

II．方　　法

1．キットの内容

1キットは50テスト分で下記のものが含まれて
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いる（標準曲線用も含む）．

　1）　1251－AFP（黄色），放射能濃度1μCi以下

5．4m11本

　2）　AFP抗体（赤色），10．5ml　1本

　3）標準AFP溶液0．5，10，20，40，80，160　ng／

m1の各にバイァル

　4）第2抗体（青色），5．4m11本

　2．測定手技
　第2抗体をB／F分離剤として用いるRIA法で

ある．全操作は室温（20°～30°C）で行なう．そ

の手技はTable　Iに示した．

Table　l　Procedure　of　AFP　radioimmunoassay

Serum　　　　　　　100μ1

Anti　AFP　serum　　200μ1

1251－AFP　　　　　　　100μ1

↓　1st　incubation　at　room　temperature　for　3－24　hrs．

1　Sec・nd　an・ib・dy　1・・μ1

↓　2nd　incubation　at　room　temperature　for　20　min．

1・・n・・if・g・・i・n（3・・…r・P・m・・f・・3・mi・・）1

↓

1　Decan…i・n　l

↓

1・・un・i・gi

Key　words：　α一feto－protein，　RIA，　Second　Antibody，

Short　Time　Assay，　Primary　liver　Cancer
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　3．測定対象
　臨床検討においては，正常者19例，妊婦57例，

肝疾患11例，消化器系疾患9例，性腺系疾患7例，

総計103例について，その血中AFPを測定した．

全ての検体は測定時まで一20°Cにて凍結保存し

た．

III．結　　果

　1・基礎的検討

　1）　標準曲線と希釈曲線，測定感度：4ロット

にわたる標準曲線をFig．1に示した．　AFP濃

度が0における時の抗原抗体結合率（B％）は常に

75％前後を保ち，他のRIA－kitと比較して高い結

合性を示していた．各濃度間におけるB％は，

5ng／mlで89．9土2．5％（mean±S．D．）10ng／mlで

79．8土3．0％，20ng／m1で63．4±3．2％，40　ng／m1で

47．5土3．2％，80ng／mlで315土2．9％，160　ng／ml

で21．7土2．7％とよい再現性を示した．同時に測

定した自家製プール血清のAFP値も再現性がよ

かった．

　Fig．2は高濃度AFP血清を測定感度以下に検

出された正常ヒト血清および蒸留水で順次希釈し

たものである．Normal　Serum（○一〇）の希釈曲

線は標準曲線とよく一致していた．ただし蒸留水

で希釈した場合については例数が少ないためさら

に検討したい．

　測定感度として，標準曲線5ng／m1以下を描く

と抗体過剰域であり，reverse現象を起こしたた

め5　ng／m1が測定感度と考えられる．

　2）　インキュベーション時間：まず第2次イン

キュベーション時間を20分に設定し，1次インキ

ューベーション時間を0，1，3，6，18，24，48時にそ

れぞれ設定した場合の抗原抗体結合率をFig．3に

示した．AFP濃度が0の場合の結合率は18時間

以降で平衡に達しているが，高濃度の場合は3時

間で平衡に達していた．次いで第1次インキュベ

ー ション時間を6時間に設定し，第2次インキュ

ベーション時間について検討した（Fig．4）．低濃

度，高濃度共にほぼ20分の反応時間で平衡に達し

ていた．

　3）　回収率：AFP高濃度血清および低濃度血

清に標準AFPを添加し，その回収率をTable　2
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Fig．1　Standard　curve　of　AFP　radioimmunoassay

　　　by　Eiken－Kit
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Fig．2　Dilution　curve　of　high　AFP　serum　witb

　　　distilluted　water　or　normal　serum
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Fig．4　Effect　of　2nd　incubation　time　on　standard　curve　at　room　temprature　under　the

　　　　condition　of　6　hrs　of　lst　incubation　time．

Table　2　Recovery　of　AFP　added　to　normal　serum

Serum
Calculated
　　values
（ng／ml）

Observed

（ng／m～）

Recovery

　（％）

15．0 92．6

A 16．0 15．0 92．6

13．0 80，3

62．0 95．7

B 64．8 65．0 100．4

65．0 100．4

に示した．低濃度で88．5士7．1％（mean±S．D．），

高濃度で98．8土2．7％と良好な回収率を示した．

　4）再現性：同t測定系におけるAFP値の変

動（intra　assay　variation）をAFP高値，中値，低

値を示す試料でそれぞれ20回測定して求めた結果，

Table　3のように高値の変動係数（C．V．）は17．6％，

中値では7．6％，低値では6．8％であった．また

異なるロット番号のキットを用いて，日を変えて

同一検体を20回測定して得た再現性（inter　assay
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Table　3
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Reproducebility　of　AFP　radioimmunoassay
by　Eiken－Kit

Table　4 Effects　of　various　anticoaqulator　on　AFP

values

intraSSay　variatiOn （n＝20）

Mean S．D． C．V．（％）
Serum N・n・8瓢）

Citrate　EDTA－2K
（500mg／　（200　mg／

　ml）　　ml）
8．1

25．7

89．3
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7．8

7．6

（ng／ml）

04

（～日
＼
ヒ
o
＝
）
食
く

・一・一一一．．yKVi－－i

O　　O．04　0．13　0．5　　1．9　　7．3　14．6

　　Hemoglobin（9／dl）

Fig．5　Effect　of　hemolysis　on　AFP　values

variation）もintra　assay　variationのC．V．％と近

似の値を示し，異なるロットでの差は見い出され

なかった．

　5）　溶血の影響：AFP高濃度および低濃度血清

にヒトヘモグロビンを添加し，各ヘモグロビン濃

度の測定値に及ぼす影響をFig．5に示した．高

濃度では61．2土2・4ng／ml（mean土S．D．）．低濃度

は6．1±1．9ng／mlとヘモグロビンによって測定値

が影響をうけることはなかった．

　6）抗凝固剤の影響：AFP高値，中値の血清

にヘパリン，クエン酸，EDTAを添加して測定し

た結果をまとめたのがTable　4である．これらの

抗凝固剤がRIAの測定系に影響することはなか

った．従って，試料は血清，血漿を問わず測定可

8
＝200

＜

n＝31
γ＝0．98

y・＝1．23x－4．01

　　　　　　　100　　　　　　　200　　　　　　　300
　　　　　　　　　AFP　by　Eiken．Kit　　（ng／m1）

Fig．6　Correlation　between　AFP　values　by　Dainabot－

　　　Kit　and　those　by　Eiken－Kit．

能である．

　7）　他法との相関：第2抗体をB／F分離剤と

して用いているダイナボットRI研究所製のα・フ

ェトkitとの相関をFig．6に示した．ダイナボッ

トα一フェトの測定は使用書に従って行なった．

相関係数は0．98，回帰直線はy＝1．23x－4．Olを示

し，両者の間には極めて良好な正の相関がみられ

た．

　2．臨床的検肘

　臨床例のRIA法によるAFPの測定結果をFig．

7，8にまとめた．健常人19例の血中AFP値は

0～8ng／m1の範囲に分布し，そのうち9例は測定

感度以下であった．平均値土S．D．は1．26士2．08

ng／m1であった．妊娠16週頃までのAFP値は著

明な変化がないが，20週以降急激な上昇傾向を示
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Fig．8　Serum　AFP　concentration　in　normal　and　abnormal　pregnancy

した．消化器系癌疾患のうち20ng／m1に検出され

た1例は食道癌の例であった．性腺系疾患7例の

うち睾丸腫瘍が3例あったが，そのうち妊娠反応

が陽性であった2例においてAFP値が異常高値

に検出された．肝疾患11例中肝硬変3例は全例が

異常高値に検出されたが，慢性・急性肝炎4例は

正常範囲内であった．原発性肝癌1例は435ng／

m1と高値を呈した．これらの臨床成績は従来よ

り報告されているAFP値とほとんど変わらない

値であると思われる．また脳下垂体系に何らかの

障害がある7例は全例が正常範囲内であった．

IV．考　　案

　RIA法は微量の蛋白質をはじめとする種々の物

質を免疫学的な特異性を利用して測定する非常に

すぐれた測定方法である．しかし微量の抗原抗体

反応であるため，標識抗原の安定性の問題などか

ら低温長時間の反応が必要である．特に第2抗体
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をB／F分離剤として用いる2抗体法は2段階の

反応であるため，測定に2～5日を要しroutine

testとしての迅速性に欠けるという一面も有して

いる．今回われわれが検討したα一フェト“栄研”

は2抗体法であるにもかかわらず反応時間が短く，

全操作は24時間以内に終了する．また標識抗原は

一般的に不安定である．その安定度は分子量によ

って，また化学的1生質の差によって異なるが，ア

ンギオテンシン1の例に見られるように反応温度

を上昇させることによってdamageをうけ，抗原

抗体結合率が著しく低下し，測定値の信頼性に欠

けるという傾向があった8）．α一フェト“栄研”は

室温のインキュベーションにも耐え，標識抗原の

damageによる抗原抗体結合率の低下もなかった

ことは標識抗原が非常に安定していることを示し

ている．AFP濃度0における抗原抗体結合率は

18時間の1次反応時間で平衡に達し，それ以後も

低下することなく持続していた．低～高濃度領域

においては6時間の反応時間でほぼ平衡に達して

いた．これは抗体の親和性が高く，従ってroutine

testとして用いる場合，1次反応時間は6時間で

充分と思われる．長時間に渡る反応時間でも結合

率の低下がみられなかったことは測定系が安定し

ていることを意味している（Fig．4，3）．

　RIAによる測定の場合，その測定感度や特異

性は抗体によっても著しく影響されることはよく

知られている．そこで，高濃度AFP値を示した

試料について蒸留水および測定感度以下に検出さ

れた血清を用いて希釈試験を行なってみた．希釈

曲線は標準曲線とよく平行一致し，また希釈した

場合の理論値と実測値はよく一致し原点を通る直

線を描いた．この事実は，本抗体は血清蛋白成分

による非特異的干渉をうけることなく測定可能な

極めて特異性の高い抗体であることを示唆してい

る（Fig．2）．

　本キットは標準物質があらかじめ希釈調整して

添付してあり，測定時に生ずる希釈誤差が抑えて

あり，測定間のばらつきを最小限にすることがで

きる，また異なるロットによって生ずるばらつき

（inter　assay　variation）は標準曲線，プール血清共

に小さく，C．V．約7～1．9％であった．8ng／mt以

下の濃度におけるばらつきは多少大きいとも思え

るが，RIAのC．V．としてはほぼ満足すべき値と

思われる．異なるロットでの測定値に大きい解離

がないことは同一患者の経過観察の上で有用性が

高い．以上述べたように，希釈試験，標準曲線の

再現性などから本法の測定感度は5ng／m1といい

得る．最近，免疫反応が一段階のみのB，F分離

剤としてポリエチレングリコール（PEG）を用い

る方法が導入されるようになってきた8）”　10）11）．

PEG法は時間の短縮という利点があるものの測

定時における蛋白量の補正が必要である．AFP

PEG高濃度血清を希釈して測定した場合，γ一グロ

ブリン濃度が低下するためPEGによる沈降能が

低下する．従って測定系のγ一グロブリン濃度を一

定に保つよう添加することが要求されてくる．こ

のことは血清蛋白の濃度や組成の影響がfreeの

1251－AFPの共沈として現われ，高蛋白血清では

みかけ上やや低値に測定されるということが予想

される．以上の点を考慮にいれると反応時間の短

縮が可能であれば2抗体法による測定方法が，よ

り簡便で信頼性も高いことが推測される．本キッ

トはこの点を解決しているのでroutine　testとし

ての有用性が高いと思われる．

　被検検体の蛋白濃度による影響や溶血および抗

凝固剤の影響もほとんどなく，検体中のAFPを

正確にとらえている（Fig・5，　Table　4）・

　臨床成績については例数が少ないため明確なこ

とは論じられないが，正常値は1．26±2．08ng／m1

（mean±二S．D．）と従来の報告値と比較して低値の

傾向を示した．従来血中AFPの正常値は20　ng／

m1以下と設定されていたが，最近渡辺ら9）は15

ng／ml以下を，湯本ら12）は10ng／m1以下を正常

値として報告している．われわれの成績からも本

キットを使用する場合10ng／ml以下を正常範囲と

考え，20ng／ml以上に検出された場合は何らかの

疾患を疑うことが望ましいと考えられた．正常人

に関して特に性差，年齢による影響はなかった．

各種疾患における血中AFP値の変動や妊娠週数

と血中AFP値の変動は諸家の成績とよく一致し
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ていた．注目すべきことは，食道癌1例が高値を

呈したことおよび睾丸腫瘍の特に妊娠反応陽性例

に血中AFP値が高値であったこと，しかも妊娠

反応陰性の睾丸腫瘍は低値であったことは興味深

い．また各臨床例についてダイナボットRI研究

所製α一フェト・リア・キットを用いて測定した結

果（Fig．6），両者はよく相関していた．

　先に述べたように，本キットは従来の2抗体法

に比較して反応時間がかなり短縮化されているこ

と，調整済の標準物質が添付されているので測定

誤差を最小にとどめられること，そして標識抗原，

抗AFP血清，第2抗体が操作ステップによる試

薬のとり違いを防止する方策がとられているなど

日常検査として普及してゆくための利点を備えて

いると思われる．

V．まとめ

　α一フェト“栄研”に関する検討の機会を得たが，

基礎的・臨床的に測定法としての条件を十分に満
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足していた．検査結果も迅速に提出でき，かつ信

頼性も高いことは従来の方法と比較して優れてい

ると思われた．

　最後に本キットを供与して頂いた栄研イムノケミカル

研究所に深く感謝致します．
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