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《ノート》

カルチトニンRIA・kitの基礎的，臨床的研究

Fundamental　and　Clinical　Study　fbr　Calcitonin　RIA　kit
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1．はじめに

　近年，骨，カルシウム（Ca）代謝に関する研究

の進歩は，著しく，それにつれて，Ca調節ホル

モン，つまりカルチトニン（CT），副甲状腺ホル

モンおよびビタミンDの測定は，各種Ca代謝に

異常を呈する疾患に必須のものとなった．CTは，

魚，鳥，両生類，は虫類ではultimobranchial　body

より，ヒトでは甲状腺のC細胞より分泌されるポ

リペプタイド・ホルモンで，32個のアミノ酸より

なり，その1位と7位のアミノ酸は，SS結合し

ており，アミノ酸配列および生物学的活性の多少

は，種属特異性が強い。CTの主要な作用は，骨

吸収を抑制することにより，血中Ca値の低下を

きたすことと，腎尿細管に作用してリン（P）利尿

を起こすことである。

　血中CTの測定は，以前にはbioassay法にて

行なわれていたが，再現性および感度共に不満足

であった．ヒト血中CTの測定に十分感度の良い

radioimmunoassay（RIA）法は，1968年，　Deftos

らにより，初めて開発され，Ca代謝の異常を呈

する疾患の病態解明に，有益な情報を提供してき
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た1）．本邦では，Moritaらが初めてCTのRIAに

成功したが2），一部の施設でしか測定がなされて

いないのが現状である3・4）。そのため，crのRIA

Kitの開発が強く待望された．今回，　CTのRIA

Kit（第一ラジオアイソトープ社）を使用する機会

が得られたので，基礎的および臨床的検討を行な

うと共に，その有用性について報告する。

II．対象と方法

　1）対　象

　対象として，正常者56例，透析中の慢性腎不全

症46例，原発性副甲状腺機能充進症9例，特発性

副甲状腺機能低下症2例，骨粗穀症14例，骨軟化

症およびクル病3例，高Ca血症を合併した悪性

腫瘍3例，血中Ca値が正常な悪性腫瘍34例，甲

状腺髄様癌15例，他の組織型の甲状腺癌17例，橋

本病10例，甲状腺腫31例を用いた．なお，甲状腺

疾患の診断は，すべて組織学的に確かめられたも

のである．

　2）検体の採取および保存

　検体は，早朝，空腹時に採血後，直ちに遠沈分

離し，測定まで血清を一20℃にて保存し，頻回

の凍結，融解は避けた．

　3）特異性の検討

　合成ヒトCTのフラグメントは，11－32，17一

　Key　words：Calcitonin，　Medullay　thyroid　can㏄r，

Tumor　marker，　Radioimmunoassay
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Table　l　Assay　procedure　of　calcitonin　RIA　Kit．

Sample

Standard　CT

Phosphate　Buffer

Antibody

　0

100

100

100

00

0
0
0
0
0

1
　
　
　

1
　
1

μ

0
0
0
0
0

　
　
2

　　　　　　　↓
Incubate　at　4°C　for　l　day

　　　　　　　↓
Add　1251－CT 100μ

↓

Incubate　at　4°C　for　l　day

　　　　　　　　　　↓
Add　2nd　Antibody　　　100μ∫

　　　　　　　　　　↓
Incubate　at　4°C　overnight

　　　　　　　　　　↓
Add　Phosphate　Buffer　500μ1

　　　　　　　↓
Centrifuge（2，000xg）at　4°C　for　30　min．

　　　　　　　↓
Aspirate　Supernatant

Count

↓

32，21－32（ペプチド研究所）を使用し，他種の

CTとしては，サケCT（Sandoz），ブタCT（Armour）

およびウナギCT（東洋醸造）を使用し，アッセイ

系での交叉反応の有無を検討した．

4）Ca負荷試験

　Ca　Gluconate　15　mg／kgを4時間かけて点滴静

注し，注射前，注射後1，2，3，4時間目に採血し，

その血中CT濃度を測定した．

　5）測定手順

　standardは，合成ヒトCT（ペプチド研究所）を

用い，標識ホルモンには，ヒトCTの1，7位の

SS結合を，　CC結合に変換した合成ヒトCTの

analogueを使用した．抗体は，　nativeなヒトCT

にてウサギに免疫して得られた抗血清を用いた．

assayは非平衡系にて行ない，　boundとfreeは2

抗体法にて分離した．

　測定手順は，Table　1に示すように，　standard

用には，CT濃度0～6，400　pg／mlのstandard　100

μ1，リン酸緩衡液　100　iut，，抗体100　plを，検体測

定用には，血清100μ1，リン酸緩衡液100　lul，抗

体100　plを，　assay系における非特異的結合また

は1251－CTのdamageの評価用には，リン酸緩

衡液300μ1を，それぞれ4°C，1日間incubateす

る。次いで，1251－CT　100　Ptlを加え，さらに1日

間，incubateする。その後，第2抗体100　iulを

加え，4°Cで1晩放置した後，リン酸緩衡液500μ1

を加え，2，000×gにて遠沈する．上清を除去後，

沈渣をカウントする。standard，検体および非特

異的結合用のチューブのカウントから，次式，

｛standardまたは検体の沈渣カウント（B）一非特

異的結合のカウント（N）｝÷｛OP9／m1のstandardの

沈渣カウント（Bo）一非特異的結合のカウント（N）｝

を，計算する．

m．結　　果

1．　　standard　cu『ve

　代表的なstandard　curveを，　Fig．1に示す．

CT濃度OP9／mlのB－N／Bo－Nの点と統計学的

に有意に異なるB－N／Bo－Nは96．4±1．1％であ

り，その濃度は25P9／m1であり，この濃度を最小

検出感度とした．

　2．　　reprOducibility

　異なる3種類の濃度の検体について，5回測定

し，同一一assay内および異なるassay間の再現性

を検討した．Table　2に示すようにintra－assayの

変動係数（CV）は，2．6～5．7％であり，inter－assay

のCVは，4．9～15．0％であった．

　1〔DO　8　　　　　　96　4撒1　1

1co

80

　ω
8←N！Btl－1

｛1）

　　0
　　0　　10　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　1㎜

　　　　　　　　　CT　四’ml

Fig．1　Representative　radioimmunoassay
　　　curve　for　calcitonin．

㎜

standard
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Table　2　Reproducebility．

　　　　　　　Mean　　　　SDNo．　of　Assay
　　　　　　　　　（ng／ml）

秘 2㎜

1．Intra－　　　　　5

assay　　　　5

　　　　　5
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0．006
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2．Inter－　　　　5
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　　　　　5
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　　Fig．3　Recovery　test．
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1

Fig．2　Dilution　test　of　sera　in　patients　with　high

　　　CalCitOnin　COnCentratiOn．

　　　Closed　circle：Medullary　thyroid　can㏄r．

　　　Open　circle：Chronic　renal　failure．

　3．　dilution　test

　CT高値の甲状腺髄様癌および慢性腎不全症の

血清を，リン酸緩衡液にて稀釈し，その直線性を

検討した．Fig．2に示すように，良好な直線性を

示した．

　4．　recovery　test

　2種類のCT値の異なる血清に，種々の濃度

（25～1，600Pg／m1）のstandard　CTを添加し，実

測値と理論値との相関を検討した．Fig．3に示す

ように，実測値と理論値はよく一致した．

　5．　specificity

　本assay系における，ヒトCTのフラグメント，

11－32，17－32，21－32のinhibitionの検討では，

（1－32）CTと（11－32）CTとはやや平行性を認め

たが，（17－32），（21－32）CTとは平行性は観察さ

れなかった（Fig．4）．サケ，ブタ，ウナギCTと

は，100ng／m∫までの濃度では，なんら交叉反応

を認めなかった．

　6・正常者および各種疾患患者の血中CT値

　正常者56例の血中cr値は，全例89　pg／ml以

下に分布し，30土20pg／ml（平均±標準偏差）を示

し，34例（60％）が測定感度以上であった（Fig．5）．

　人工透析中の慢性腎不全症では，46例中42例

（92％）が，正常者よりも高値であった．

　原発性副甲状腺機能充進症では9例中8例が，

特発性副甲状腺機能低下症では2例中2例が，骨

粗髭症では14例中11例が正常er値を示した．

　クル病および骨軟化症の3例では，2例がCT

高値を示した．

　悪性腫瘍例では，高Ca血症を合併した3例中

2例がCTの高値を示した．血中Ca値が正常な

34例では，9例にCT高値を認めた．うち200　pg／

ml以上の値を示した4例の悪性腫瘍は，脂肪肉

腫，肺癌（扁平上皮癌），悪性黒色腫，悪性リンパ

腫であった．

　甲状腺疾患のうち，甲状腺髄様癌15例では，全

例CTの高値（210～13，600　pg／ml）を認めた．他の

組織型の甲状腺癌，橋本病および甲状腺腫では，

全例120P9／m～以下のCT値を示し，明らかに髄

様癌と区別が可能であった（Fig．6）．

　7・Ca負荷試験

　正常者5例と甲状腺髄様癌患者6例について，

Ca負荷試験を行ない，血中CTの変動を検討し
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Fig．4　Spercificity　test，　using　salmon，　porcine，　eel　and　human　calcitonin．

Chr．　Renal　Failure

Prim．　HyperParathyrold．

Osteoporosis

Rickets＆Osteomalacia

Mal㎏nant　Tumor

　　Hypercalcemic
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Fig．5Semm　calcitonin　values　in　normal　subjects　and　patients　with　various　diseases

　　　　　　induding　with　chronic　renal　failure，　primary　hyperparathyroidism，　idiopathic

　　　　　　hypoparathyroidism，　osteoporosis，　rickets　and　osteomalacia，　and　both　hyper－

　　　　　　calcemic　and　normocalcemic　malignant　tumor．
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Thyroid　Cancer

　Medullary
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Fig．6　Serum　calcitonin　values　in　patients　with　various　thyroid　diseases　including　with

　　　medullary　thyroid　cancer，　other　thyroid　cancer，　Hashimoto’s　disease　and　thyroid

　　　adenoma．

CT

pgSml
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2㎜
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0

0 1 2　　　3 4Hrs．

Fig．7　Changes　of　serum　calcitonin　concentration

　　　following　calcium　infusion　test（Ca　15　mglkg1

　　　4hrs．）in　normal　subjects（closed　circle）and

　　　patients　with　medullary　thyroid　can㏄r（open

　　　circle）．

た．正常者では，全例CTの頂値は300　pg／m1以

下を示したのに対し，甲状腺髄様癌患者では，強

いerの反応が認められた（Fig．7）．

　8．甲状腺髄様癌の家族発生例の検索

　甲状腺髄様癌患者の家族に，甲状腺腫を認めた

AFamily

lFamily

A．1．｛M）

CT　13．6ng’ml

A．E．‘M）

CT　1．4ng’ml

！．T．｛F｝

CT　1．8ngtml

1．K．｛F）

C丁O．52nglrnl

　　　　　　　　T．H．｛F）
　　　　　　　　CT　1．lngtml

Fig．8　Family　study　among　members　with　familial

　　　medullary　thyroid　cancer．

　　　Closed　circle：Incipient．

　　　Open　circle：Member　with　thyroid　goiter．

2家系について，血中cr値を測定した．　Fig．8

に示すように，A家系ではその長男に，1家系で

は長女および妹に，血中crの高値を認めた．甲

状腺髄様癌と診断され，手術が施行され，組織学

的に確認された．

　9．甲状腺髄様癌患者の術後の経過観察

　手術により甲状腺髄様癌が完全に摘除されたか，

あるいは腫瘍の残存があるのかを知るために，手

術前後の血中er値の測定を行なった．　Fig．　9に

示すように，腫瘍が完全に摘除可能であった4例

では，術後cr値は正常に復したが，残り3例で

は術後依然としてCT値は高く，腫瘍の残存，転

移が強く考えられた．
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Fig．9　Changes　of　serum　calcitonin　con㏄ntration

　　　following　thyroid　operation　in　patients　with

　　　medullary　thyroid　cancer．

　　　Closed　circle：Complete　removal　of　tumor．

　　　Open　circle：Residual　orland　metastatic　tumor．

IV．考　　案

　CTは，32個のアミノ酸よりなるペプタイド・

ホルモンであるが，種属によりそのアミノ酸配列

は，著しく異なる．現在まで，ヒト，サケ，ブタ，

ウシ，ウナギのCTのアミノ酸構造が決定されて

いるが，種属間には生物学的活性だけでなく，免

疫学的活性にも大きな差違が認められる5“9）．し

たがって，ヒト血中のCTをRIA系で測定する

場合，ヒトCTを用いたhomologousな系で行な

うことが必須である．ヒトCTのRIAは1968年，

Deftosらにより報告されて以来1），欧米では数多

くの施設で測定されている10“14）．しかし，本邦で

は限られた施設でしかCTの測定は行なわれてい

ない2”4）．その原因として，抗体産生に必要な十

分量のヒトCTが手に入らなかったことによる．

近年，Ca，骨代謝に対する関心が強くなると共に，

簡便で，再現性の良い，CTの測定Kitの開発が

待望された．今回，第一ラジオアイソトープ研究

所より，ヒトCT測定用のRIA　Kitが作られ，

その基礎的，臨床的検討を行なう機会が得られた

ので，その有用性を検討した．

　本Kitの特徴は，標識ホルモンとしてnativeな

ヒトCTの1，7位のSS結合を，　CC結合に変換

したanalogueを使用していることである．　native

なヒトCTは，ヨード標識化により，不安定なこ

とが知られており，その原因は，1，7位のSS結

合のためと考えられていた．SS結合をCC結合

に変換した合成analogueが，物理的にも化学的

にも安定であることが知られている15）．したがっ

て，このCC結合のCT　analogueのヨード標識

物は，免疫学的にも安定なことが期待される．事

実，incubation中の1251－CTのdamageを，　CT濃

度Opg／ml，抗体（一）の非特異的結合の沈渣カウ

ントとして評価した場合，1251－CTのdamageは，

total　countの1．9～2．1％を常時示し安定である

ことが確認された．

　本assay系の1251－CT　analogueに対して，ヒト

CTと甲状腺髄様癌患者血中のCTとは，同一の

competitionを示し，この系で測定されるCTは，

内因性のCTと区別できない免疫学的態度をとり，

ヒト血中CTの測定が十分可能であることが認め

られた．

　ヒト血中には，intactな（1－32）CTのほかに，

種々の分子量のCTが存在することが報告されて

いる16）．したがって，CTのRIA系で使用する

抗体のantigeneicityの部位を知ることが，ヒト血

中のCT値を評価するのに重要である．本Kitの

抗体は，フラグメントの交叉反応から，CTの（1

－16）の部位に，最も強いafhnityを示した．つ

まり，主として，CTのN末端部分を測定してい

ることがわかる．サケ，ブタ，ウナギCTとは，

全く交叉反応を示さなかった．

　本Kitのassay　sensitivityは，25　P9／mlであり，

この成績は従来の報告に匹敵するものであり3・4），

十分実用に耐えるものであった．

　正常者のCT値は，30圭20　pg／mlであり，全例
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89pg／m1以下に分布し，60％の正常者の測定が

可能であった．正常者の血中CT値は，100　pg／

mi以下という報告が大部分であり，本Kitでの

正常値もこれら報告と同様であった．

　intraおよびinter－assayの変動係数（CV）は，

それぞれ2．6～5．7％と4．9～15．0％であり，reco－

veryも良好で，満足される結果が得られた。

　腎不全症では，従来より血中CTの高値が知ら

れている1？・18）．今回，著者らのデータでも92％

の腎不全症患者の血中CTが高値を認めた．その

原因として，二次性副甲状腺機能充進症に基づく

Ca，　P代謝異常やビタミンD代謝異常のほか，

CTの腎での不活化が障害され，血中にinactive

なCTのフラグメントが存在し，これがCTの

RIAにて測定される可能性が考えられるが，本

態は不明である．

　原発性副甲状腺機能充進症のCT値は，一例を

除いて正常値を示した．この疾患では，CT値は

高いという報告もあり19），一致をみない。ただ，

原発性副甲状腺機能充進症のような慢性の高Ca

血状態では，急性のCa上昇とは異なり，　CTの

分泌のset　pointが正常より高くなっていること

が考えられる．これらの点の解明が今後必要であ

ろう．

　血中Caが低値である特発性副甲状腺機能低下

症では，血中CTが正常値であった．低Ca血症

では，CTの分泌の低下が予測されたが，本Kit

の測定では，測定感度以上を示し，CTの分泌は

正常なことが示された．

　クル病および骨軟化症では，3例中2例にCT

の高値を認めたのが注目される．特に，500pg／ml

を示した1例は，新生児クル病の患者で，生後3

か月ごろから低Ca血症，テタニー，レ線上クル

病性変化を認め，活性型ビタミンD剤の投与に

より，血中Ca値が正常化した症例である．血中

CTの高値が，その病態に関与している可能性が

あり，現在，経過観察中である．

　閉経後骨粗穀症では，14例中12例が正常値を示

した．閉経後骨粗穀症の原因として，エストロゲ

ンの欠乏による骨吸収保護作用の低下，二次性副
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に基づく腸管からのCa吸収の障害などが考えら

れるが，CTのレベルについての報告は少ない．

Moritaらは，老人では，　CTのbasa1値は正常で

あるが，Ca負荷に対するCTの反応性が，若年

者に比して低下していると述べている20）．この加

齢によるCT分泌の低下が，骨粗穀症の発現に関

与しているか否かは不明である．われわれの今回

の骨粗煮症のbasal　CT値も，同様に14例中11例

が正常値を示した．

　高Ca血症を合併した悪性腫瘍では，3例中2

例が，erの高値を示した．悪性腫瘍時にみられ

る高Ca血症は，その発現は突発的で，しかも急

激なCaの上昇を示すので，原発性副甲状腺機能

充進症などの慢性的な高Ca血症とは異なり，高

Ca血に反応して甲状腺C細胞からのCTの分泌
が充進しているものと考えられる21）．血中Ca値

が正常な悪性腫瘍では，34例中19例に，血中CT

の高値を認めた．悪性腫瘍に，erの高値を認め

るという報告が数多くみられる22“25）．Pearseは，

甲状腺C細胞は，発生学上APUD系に属してお

り，APUD系の腫瘍はCT分泌能があると推測

している26）．したがって，CTはこ二れら腫瘍の

tumor　markerとして利用可能であり，経過観察

に有用であろう．

　甲状腺疾患のうち，甲状腺髄様癌は血中CT値

の高値（210pg／ml以上）を示した．他方，他の甲

状腺疾患は全例120P9／m～以下の値を示し，明ら

かに鑑別が可能であった．crの測定は，甲状腺

髄様癌の診断に必須である27”31）．CTの分泌は，

Ca，ガストリン，グルカゴンなどにより刺激され

るが，これらの負荷試験を行なえば，正常者と髄

様癌患者とは反応の強さが異なるので，basal　cr

値が高くない症例の確診が可能である32－33）．しか

も，家族発生例の早期の髄様癌患者の発見や，術

後の経過観察にも利用でき，きわめて有用な方法

である．

V．結　　論

1）カルチトニンRIA　Kitの基礎的，臨床的検
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討を行なった．再現性は良好で，測定感度は25

pg／mlであった．抗体は，ヒトCTの（1－16）の

部位に，antigenecityをもち，甲状腺髄様癌患者

血中の内因性crはstandard　crと免疫学的に

同一の態度を示した．正常値は，30土20pg／m～（平

均土標準偏差）であり，全例6～89　pg／mlの範囲

に分布し，正常者の約60％が検出可能であった．

　　2）甲状腺疾患のうち，髄様癌のみにCTの高

値が認められ，他の甲状腺癌，橋本病，腺腫との

鑑別が可能であった．髄様癌では，Ca負荷時に

強いerの反応が観察された．血中CTの測定は，

髄様癌の診断，家族発生例の早期発見，術後の経

過観察に有用であることが示された．

　　3）その他cr高値は，慢性腎不全症，クル病

および骨軟化症，高Ca血症を合併した悪性腫瘍

および一部のCa値正常の悪性腫瘍に認められた．

　4）本Kitは基礎的，臨床的検討より，十分，

実用に耐えるものと思われた．

　本Kitをご提供戴いた，第一ラジオアイソトープ゜研究

所に，深謝致します．
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