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2－site　immunoradiometric　assay法を用いたPhadebas

Ferritin　PRIST⑬キットの基礎的検討と臨床応用

Measurement　of　Plasma　Ferritin　by　2－site　Immunoradiometric　Assay

　　　　　　　　　　（Phadebas　Ferritin　PRISTe）

　　　　－Evaluation　of　the　Kit　and　Clinical　Application一
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1．はじめに

　フェリチンは人体における主要な鉄貯蔵物質で

あり，肝，脾，骨髄，心，腎，胎盤などを中心に

あらゆる組織中に存在している．化学的構造は24

のサブユニットから成る分子量約45万のアポフェ

リチン蛋白の殻と鉄を含む核より成る．各臓器の

フェリチンは生化学的に不均一性を示し，イソフ

ェリチンの集合と考えられているD．

　1972年Addison2）らがimmunoradiometric　assay

（IRMA）法によるフェリチン測定法を報告した．

これにより微量の血清中フェリチンの存在が知ら

れ，この濃度が臨床的鉄欠乏や過剰状態をよく反

映することが報告された2・3）．最近ではこれ以外

にも肝疾患3・4）をはじめとする良性疾患，白血病

や悪性リンパ腫5・6），癌7”9）などで血清中フェリチ

ン値が生体内鉄貯蔵と相関せず上昇することが知

られ臨床的応用が期待されている．

　今回われわれは2－site　lRMA法10）を用いたPha一
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debas　Ferritin　PRISTキット（Pharmacia社製，

塩野義製薬提供）を使用する機会を得たので，そ

の基礎的検討の結果と他のキットとの相関および

癌を中心とする臨床検討について報告する．

II．方法と対象

　本キットは抗フェリチン抗体を付けたペーパー

ディスクを固相とする2－site　IRMA法によってい

る．使用されている標準フェリチンは人脾より得

たものであり，抗フェリチン抗体も人脾フェリチ

ンを抗原として家兎を免疫して得たものである．

実際の測定は試験管に抗フェリチン抗体を固相化

したペーパーディスクを1枚つつ入れ，これに標

準血清または希釈検体（血清か血漿）50μ∫を入

れ水平振塗機で振塗ながら室温で1時間インキュ

ベートする（第一反応）．溶液を吸引除去したのち

0．9％食塩水2．5　mtでペーパーディスクを洗浄し，

洗浄液を吸引除去する．この洗浄を再度行った後

1251一抗フェリチン抗体50μ／を加え，水平振塗機

で振塗しながら室温で2時間インキュベートする

（第2反応）．溶液を吸引除去したのちペーパーデ

ィスクの放射活性（Bound，　B）をオートウェルシ

ンチレーションカウンターで測定する（Fig．1）．

　Key　words：2－site　immunoradiometric　assay，　Ferri－

tin，　Tumor　marker

Presented by Medical*Online



1490 核医学　18巻10号（1981）

片対数グラフの横軸に濃度，縦軸にBIT％をとり

標準曲線を描き，これを用いて検体中フェリチン

濃度を求めた．検体は血清または血漿をキットに

添付された希釈液で10倍に希釈し測定に供した．

測定値が500ng／ml以上の場合はさらに希釈し再

検した．

　キットの基礎的検討としてインキュベーション

時間の影響，再現性，回収率，希釈試験，検体と

して血清と血漿の比較，検体凍結解凍の影響およ

びSPACフェリチンキット（第一一ラジオアイソト

ープ社製），RIA－gnostフェリチンキット（Behring－

werke社製，ヘキスト社）との測定値の相関をみ

た．

　臨床対象は正常対照男女各14例，癌患者67例，

良性疾患患者36例である．癌患者のうちわけは大

腸癌11例，食道癌，胃癌，肝癌，膵癌各10例，肺

癌9例，乳癌7例であり，良性疾患は肝疾患18例，

胆石症4例，胃・十二指腸潰瘍4例，その他の疾

患10例である．

Anti’Ferritin　Paper　Disc　　（Ab・Disc）

Standard　or　diluted　Sample　50μ1

l　st　Reaction

　Incubate　l　hr．　r。。m　temperature

　Aspiration

　Wsshing（0．9％seline　2．5ml）

　Aspiretion

臨床検体はEDTA加採血による血漿を用いた．

Ab・Disc・Ferritin

　十
1251．anti．Ferritin　Ab　50μ1

2nd　Reaction
　Incubete　2　hrs．　r。。m・temperatur●

　Aspiration

　Washing（0．9％saline　2．5ml）

　AsPiration

In．結　　果

Count

Fig．1　Assay　Procedures．

　1）基礎的検討

　（1）標準曲線：9回測定の平均による標準曲線

をFig．2に示した．測定可能範囲は0．5～50ng／ml

（10倍希釈で5～500ng／ml）でこの範囲での結合率

（B／T％）は2～50％である．各標準液での9回測

定の変動係数（C．V．）は4．7～8．9％と良好であり，

毎回安定した標準曲線が得られた．

　（2）インキュベーション時間の影響：第一反応

でのインキュベーション時間の影響を検討すると

Fig．3に示すように抗フェリチンペーパーディス

クに対するフェリチンの結合率は90分でプラトー

に達した．第2反応ではインキュベーション時間

180分まで検討したがBの計数率はまだ緩徐な上

昇を示した（Fig．4）．

　（3）再現性：濃度の異なる3種の検体をおのお

の2重測定で9回測定した結果より測定内誤差と

測定間誤差をRodbardらの方法11）により計算し

た．2重測定の測定内誤差はC．V．2．5～3．5％測

定間誤差はC．V．7．3～14．5％であった（Table　1）．

　（4）回収率：フェリチン濃度2．5ng／mlの正常

〉
■
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二
〇
■
一
●
一
〇
U
一
〇
遍
い

1　0　　　　　　　2．5　　　　　　　　　　　10　　　　　　　25　　　　　50　　　ng／mt

　　　Ferr‘tln

Fig．2　Standard　Curve，
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Table　l　Evaluation　of　precision，　reproducibility　and

　　　　recovery
1．Within　assay　error

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝9

M（ng／ml） 1S．D． C．V．（％）

46．8

134．0

358．0

4
丁
7
‘
n
6

1
4
T
8

3．3

3．5

2．5

2．Between　assay　error

n＝9

M（ng／ml） lS．D． C．V．（％）

　　　　15　　　　　　30　　　　　　45　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　90　　　　　　　　　　　　　120

　　　　　　　　　1・c・b・t・。・Tlrne（m，）

Fig．3　Eflfect　of　Incubation　Time　on　the　lst　Reaction．
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3．Revovery　test

Std．　Ferritin

　added
　（ng／ml）

Ferritin

assay
（ng／ml）

Recovery
　（％）

1．3

5．0

12．5

25．0

2．5

3．4

6．1

13．7

28．2

76

73

90

103
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Fig．4　Effect　of　Incubation　Time　on　the　2nd　Reaction．

対照血漿に1．3～25．Ong／m1の濃度の標準フェリ

チンをおのおの加えて測定した結果より回収率を

求めた（Table　1）．回収率は76～103％，平均85．5％

であった．

　（5）希釈試験：未希釈でフェリチン値が33．6を

ng／m1示した正常対照血漿をキットに添付された

希釈液で倍々希釈し測定した．32倍まで理論値を

示す直線をよく一致した値が得られた（Fig．5）．

　（6）血漿試料と血清試料による差：検体として

の血清または血漿を用いた場合の測定値の差を検

討するため正常対照男性11名より同時に採血して

ng㎞1

30

加c
旧
＝
」
」
●
」

10

抽十　　1

Fig．5

　十
Dilution

Dilution　Test．

1

得た血清とEDTA加採血による血漿を同時に測

定し結果を比較した．血清で平均値±標準偏差は

109．6±50．6　ng／m1，血漿が110．1±51．O　ng／m1であ
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り，相関係数r－0．996と良い相関を示し両者の

間には有意の差はみられなかった（p〈0．OD．

　（7）検体の凍結解凍による影響：検体の凍結解

凍をくり返すことによる測定値への影響をみるた

め正常対照血漿（フェリチン濃度155．7ng／ml）を

用い凍結解凍を0～8回まで行い測定した．測定

値は凍結解凍回数増加に伴う一定の増減の傾向は

示さずC．V．は8．1％であった．

　（8）SPACフェリチンキットとの相関：本キッ

ト（X）とSPACフェリチンキット（Y）の両者で

同一検体を測定できた良性疾患36例，癌56例計92

例でその測定値の相関をみた．両測定法による測

定結果は相関係数r－0．987，回帰方程式Y－1．09X

－
17．3と非常によく相関した（Fig．6）．

　（9）RIA－gnostフェリチンキットとの相関：本

キット（X）とRIA－gnostフェリチンキット（Y）で

良性疾患37例，癌62例についてその測定値の相関

をみた．両者の相関はr－0．899，Y－1．60X－30．4

であり，全体に本キットでの測定値が低値をとる

傾向であった（Fig．7）．両測定法の結果が一致し

ない症例の多くは癌であった．
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Correlation　of　Ferritin　Levels　between

Phadebas　Ferritin　PRIST　Kit　and　RIA－gnost

Ferritin　Kit．

　2）臨床検討

　正常対照男女各14例の血漿中フェリチン濃度を

測定した結果，男性107．9土47．5ng／m1，女性35．1土

31．6ng／mlと性差がみられた．臨床的には女性は

男性に比し常に隠れた鉄欠乏状態にあり，フェリ

チンに関しては正常対照とはいえないと考えられ

る．それゆえ血漿中フェリチン値の正常範囲は男

性の平均土2標準偏差をとり13～200ng／m1とし

た．今回の臨床検討では血漿中フェリチン値200

ng／ml以上をフェリチン陽性と表現した．

　癌65例につき臨床診断時の血漿中フェリチン値

をみると全体で416±684ng／m1で陽性率は52％

であった．原発巣別にみると食道癌（10例）で252

士346ng／m1（陽性率30％），胃癌（10例）545土714

ng／m1（60％），大腸癌（11例）191±366　ng／m1（36％）

肝癌（10例）303土259ng／ml（60％），膵癌（10例）

907土882ng／m1（80％），肺癌（9例）393土263　ng／m／

（67％），乳癌446土673ng／m1（29％）であった（Fig．

8）．各種良性疾患36例中の血漿中フェリチン値は

422±580ng／m1で，陽｝生率50％であり，特に肝疾

患18例では668土716ng／m1陽性率は72％であっ
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Fig．8　Plasma　ferritin　levels　ill　various　carcinomas．

た．

　血漿中フェリチン値とCEA，　AFPの関係を追

えた代表的癌症例を2例示す．

　症例1：血中AFP陰性肝癌症例（男性）である．

全経過中AFPは20　ng／m1以下であった．フェリ

チン，CEAはともに癌床経過とよく一致した動

きを示した（Fig．9）．

　症例2：胃癌で多くの皮膚転移がみられた症例

（女性）である．血漿中CEAは死亡前臨床経過と

は一致しない低下，いわゆるparadoxical　reducti－

onl2）がみられた．フェリチン値は逆に死亡前上

昇傾向を示した．肝転移はみられず，末期までの

GOT，　GPTは正常範囲であった（Fig．10）．
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T．H．　66y．o．（F）　　　Gastric　Cq．

　FT－207　　十　　〇K－‘32

　フェリチンの測定法として古くはimmunopre－

cipitation法，　immunodifusion法，　counterelectro－

phoresis法などがあったが感度が悪く微量の血中

フェリチン測定には不十分であった13）．Addison

ら2）によりIRMA法が開発され微量のフェリチ

ン測定が可能となった．今回われわれの検討した

Phadebas　Ferritin　PRISTaSキットは固相化され

た抗体と抗原を反応させ，その後標識抗体をさら

に加え，固相化された抗原と反応させるサンドイ

ッチ型の2－site　IRMAの原理10）によっている．

測定操作は簡便であり測定は約5時間で終了する．

キットの基礎的検討では精度，再現性とも良好な
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　234567monthCase　2．　T．H．66　y．o．（F）Gastric　Carcinoma．

結果であった．本キットのような2－site　lRMA法

では，高濃度ではhigh　dose　hook　effectがみられ

るのが短所である．これを避けるためキットの指
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定では検体は10倍希釈にて測定し500ng／ml以上

の結果が得られた場合にはさらに希釈して再検す

るようになっている．希釈試験の結果は良好であ

り，高濃度検体の希釈による測定も特に問題ない

と思われた．

　インキュベーションはキットの指示通り行った

が，われわれの検討では第1反応で90分でプラト

ーに達し，第2反応では180分まで検討したがB

の計数率は緩徐な上昇を示した．この結果からす

ればキット指示時間ではまだ反応は完結しておら

ず時間の差による変動がみられるので注意が必要

と思われる．

　検体の血清と血漿との差が測定値に影響するか

を検討したが差はみられなかった．検体としては

両者とも使用でき測定値も同様に比較できると思

われた．他に検体の凍結解凍試験でも測定値に明

からな差はみられなかった．

　以上のように本キットによる血中フェリチン濃

度測定の基礎的検討の結果は日常臨床検査として

満足すべきものであった．

　本キットと同様の2・site　IRMA法によるSPAC

フェリチンキットおよびRIA－gnostフェリチン

キットにつき本キットとの測定値の相関をみたが，

前者とは非常に良い相関を示した．後者では測定

値は本キットの約1．6倍を示すとともに癌を中心

に相関の悪い症例がみられた．本キットで使用さ

れている標準フェリチン，抗体ともに人脾フェリ

チンによっている．SPACキットでは脾フェリチ

ンと生化学的に類似する人肝フェリチンを使用し

ている．RIA－gnostキットでは標準フェリチン

と固相抗体は人肝フェリチンにより，標識抗体は

生化学的に脾フェリチンとは異なる胎盤フェリチ

ンに対する抗体を使用している．測定法はほぼ同

様なので測定結果の相関の差の原因の一つはこれ

らの組合わせの差によると想像される．

　正常人の血清フェリチン値については男女差が

あることが知られ，この性差は貯蔵鉄量の性差と

考えられている14）．われわれの結果でも正常対照

男性107．9ng／m1，女性35．1　ng／mlと多くの報告

のように性差がみられた．女性は常に隠れた鉄欠

乏状態と考えられ，フェリチンに関しては正常対

照とはいえないと思われる．

　今回の臨床検討では癌を中心に血漿中フェリチ

ン値を測定した．現在，癌胎児性蛋白の一つとし

て期待されている血中フェリチン濃度の臨床的意

義はAFPやCEAほど明らかではない．癌での

血中フェリチン濃度の上昇の原因としては癌胎児

性蛋白としての性格がより強いといわれる酸性イ

ソフェリチン15）などの腫瘍そのものによる産生も

考えられるが，他に腫瘍による組織破壊からの組

織フェリチンの血中への流入，癌のための無効造

血の影響，治療として用いる輸血による鉄過剰，

肝障害や感染症など血中フェリチンの上昇を示す

合併症など多くの因子が考えられる．また逆に消

化管癌などでは失血によるフェリチン値の低下の

要因がさらに加わる．それゆえ悪性腫瘍患者での

血中フェリチン値の臨床的解釈判断はより困難に

なる．生化学的面から言えばより腫瘍性といわれ

る酸性イソフェリチンが重要で興味深い．癌臨床

では可能であればこのような癌胎児性といわれる

イソフェリチンに感度の良い測定法9・16）を用いた

いが，今回は現在臨床的に利用可能な脾フェリチ

ンによる本キットを使用し癌における血漿フェリ

チン濃度の臨床検討を行った．

　癌臨床診断時の血漿中フェリチン値は対照群と

なる良性疾患群と比べ濃度も陽性率も明らかな差

はみられなかった．癌原発巣別では他の報告と同

様膵癌において濃度も陽性率も高かった点が注目

されるが明らかな臓器特異性はなかった．消化管

癌では肝転移例で高値例が多く，また良性肝疾患

でも高値例が多かった．肝はフェリチンに富む実

質臓器であり，腫瘍そのもののフェリチン産生だ

けでなく腫瘍による周辺の正常肝組織破壊でもか

なり血中フェリチン濃度は上昇すると思われる．

いずれにせよ癌での血中フェリチン濃度の解釈で

はキットの使用しているフェリチンの種類と癌胎

児性フェリチンに対する感度が重要と思われる．

また他の臨床検査により肝疾患をはじめとする他

の血中フェリチン値の変動する因子の検討も合わ

せて行い，臨床的解釈をする必要があると思われ
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る．

　　今回は症例数が少ないため癌における血漿中フ

ェリチン値とAFP，　CEAとの関係は明らかでは

ないが3者が同様の動きを示す場合は少ないよう

である．今後それらの組合わせ判定による有用性

の向上や，今回示した2症例のようなAFP，　CEA

が臨床経過観察の指標として使えない，いわゆる

paradoxical　reduction症例や，　AFP非産生性肝

癌症例などで新しい腫瘍マーカーとして利用し得

るのではないかと考えられる．

V．おわりに

　2－site　immunoradiometric　assay法によるフェリ

チン測定用キット（Phadebas　Ferritin　PRIST⑧）を

検討した結果，精度，感度，再現性など良好であ

り測定操作も簡便で臨床検査法として満足すべき

結果を得た．臨床的には鉄欠乏や過剰状態におけ

る利用以外にも悪性腫瘍での応用も期待される．
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