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Lはじめに
　胆汁酸は肝細胞において特異的に生成される異

化代謝産物であり，胆道を経て閉鎖的腸肝循環を

しているため，その生合成・代謝は肝の機能や病

態を反映することが知られている1）．しかし末梢

血中の濃度は微量であり，その簡便な測定は困難

であった．胆汁酸の測定法には各種クロマトグラ

フイ・一一一一法，酵素法，Radioimmunoassay（RIA）法

などがあり，それぞれ利点・欠点を有しているが，

近年臨床的なルーチン検査には測定の簡便さのた

めRIA法・酵素法が用いられている2・3）．

　胆汁酸のRIAは1973年Simmondsら4）が
91ycocholic　acidの測定系を開発して以来，現在ま
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でに各種胆汁酸のRIAが報告されている」’　－8）．ま

た，RIAキットの臨床的応用も近年検討されるよ

うになり，著者らも「CG　RIA　kit」，「SLCG　RIA

kit」について検討しすでに報告した9）が，今回栄

研1・C．Lのcholic　acid　RIA　kitを使用する機会を

得てその基礎的および臨床的検討を行ったので，

その成績を報告する．

II．方法および対象

　本キットの特徴は，①血中からコール酸を抽出

する操作が不要であり，少量の血清（10μ1）でコー

ル酸の測定が可能であること，②結合型トレーサ

ー （B），非結合型トレーサー（F）の分離に二抗体法

を用いることである．

　血清コール酸測定の方法はキットに添付された

使用説明書に従ったが，その概略をFig．1に示し

た．すなわち

　1）標準グリココール酸溶液または被検血清10

　Key　wotds：　Radioimmunoassay，
Liver　disease，　UDCA　tolerance　test．

Cholic　Acid，
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μ∫，グリココール酸抗血清200　pl，1251標識コー

ル酸200　lulを試験管に入れて撹搾混和する．

　2）室温で約20時間（16～20時間）incubation

を行う．

　3）第二抗体溶液100μ1を試験管に添加して撹

持混和する．

　4）室温でさらに30分間incubationを行う．

　5）3000rpm，30分間冷却遠心分離し，上清（F）

を吸引除去する．

　6）沈澱（B）の放射活性をオートガンマカウン

ターで測定し，標準検量曲線から検体の測定値を

読み取る．

　被検血清の測定はすべてduplicateで行い，血

清は測定まで一20°Cに保存した．

　また一定の検体について，本キットによる血清

コール酸値をダイナボット社の「CG　RIA　Kit」に

よる測定値と比較検討した．

　対象は健常人76名（男38名，女38名；年齢14～

89歳），肝生検または剖検にて確定診断された急性

肝炎17名，慢性肝炎62名，肝硬変症34名，原発

性胆汁性肝硬変症（PBC）10名，肝癌17名，6か

月以上の臨床経過観察で診断されたHB抗原キャ

リアー11名，それに手術などにて診断された胆石

δtandard　glycochol　ic　acid　or　sample　　10μl

Anti・91yc。cholic・acid　serum　200μ1
125 1－Cholic　acid　　　　　　　　　　　　200μ1

First　incubation　at　room　temperature

for　16－20　hr．

　　　　　↓

Second　antibody 1　OO　ILt

　　　　Second　incubation　at　room　temperature

　　　　for　30　min．
　　　　　　　　　　↓

　　　　Centrifugation　at　3，000　rpm　at　4℃

　　　　for　30　min．
　　　　　　　　　　↓

　　　　　　asPirate　the　supernatant．
　　　　　　　　　　↓

　　　　count　the　radioactivity　of　pellet．

Fig．1　Radioimmunoassay　prooedure　of　cholic　acid．

症10名，胆のう癌12名，膵癌17名，そして溶血

性貧血6名，鉄欠乏性貧血21名，腎不全（人工透

析患者）17名の計310名である．

　胆汁酸負荷試験はウルソデオキシコール酸500

mg（東京田辺製薬）を早期空腹時に水1・50・mlで飲

用させ，座位で経時的に採血して行われた．負荷

試験の対象は，健常男性8名，大酒家2名，肝生

検で確診された急性肝炎遷延型，慢性肝炎，肝硬

変症各1名である．なお大酒家はアルコール量約

309／日，25日／月，7年以上の飲酒歴を有し，肝炎

の既応はなかった．また1名は過去にr－GTPの

軽度高値を指摘されたことがあるが、負荷試験時

大酒家2名の肝機能血清生化学，ICG検査はすべ

て正常であった．

　なお本文中の数値は特記した以外，平均値±標

準偏差で示した．推計学的検討はFおよびt検定

で行った．

In．結　　果

　1．基礎的検討

　a）標準曲線

　8回の検討で各標準コール酸の測定値（0．25～16

nmo1／mののBITは変動係数が2．1～7．3％であり，

コール酸キットの標準曲線は非常に安定していた

（Fig．2）．本測定系の最小測定感度は0．25　n　mol／m1

であった．

　b）Incubation　time

　まずfirst　incubationを20時間とし，　second

incubationの時間について検討した．　incubation

時間を10，20，30，45，60分とした場合，時間が長

くなるに従い沈殿の放射活性（B／T）はわずかに増

加した．しかし20分以上のsecond　incubationで各

標準コール酸測定値（B／T）の変動係数は0～4．8％

であり，3種類の血清の測定値はおのおのの標準

曲線で同一であった．Fig．3にsecond　incubation

時間を10，30，60分とした場合のおのおのの標準

曲線を示した．

　次に，Second　incubationを30分とし，　first

incubationの時間について検討した．　incubation

時間を5，15，20，25，48時間とすると，時間が長
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Table　l　Reproducibility；Intra－assay
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4

13

12

10

11

9

11

10

12

11

11　－

11．l

l．2

10．8

Sample 1 2 3 4

first　incubation　20　h

●一一●10　min

O－－030　min

△－r△60　min

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

　
7
7
1
7
1
0
7
0
9

2
1
1
2
1
2
2
1
2
1

　
8
7
8
7
4
8
4
8
5

3
2
2
2
2
2
2
3
2
2

5．5

5．4

4．8

5．5

5．0

5．9

6．6

6．0

5．0

5．0

11．0

11．4

11．0

9．8

11．0

10．0

12．0

12．6

12．0

10．0

　　　　0．25　0．5
　　　　　Cholic　aCid　concentration　（nmol／mt）

Fig．3　Effect　of　second　incubation　time　on　standard

　　　curve．　First　incubation　was　performed　for　20

　　　hours，

Mean（n　mol／ml）　1．9

　　SD．　　　　　0．17
　　C．V．（％）　　　8．9

2．8

0．27

9．6

5．5

0．56

10．1

11．1

0．95

8．5

くなるに従い沈殿の放射活性（B／T）はわずかに減

少した．また，おのおのの標準曲線は，5時間で傾

きが緩徐であり抗原抗体反応が平衡に達していな

いことを示し，15，20，25時間でほぼ一致し，first

incubationは約20時間（15～25時間）がよいと思わ

れた．

　c）Incubationの温度

　incubation温度を15，20，30°Cとした場合，各

標準コール酸の測定値（B／T）は温度が高くなると

減少した．特に30°Cでは低濃度域のB／Tが低く

なる傾向がみられた．しかし，おのおのの標準曲

線で読み取った3種類の血清コール酸値は15，20，

30°Cで，おのおの1．4，1．4，1．5；1．8，1．8，1．8；0．6，

0．66，0．68とほぼ一定の値を示した．

　d）再現性

　4種類の血清試料を用いて10回行ったintra－

assayの変動係数は3．0～10・8％で，高濃度血清の

変動係数が大きかった（Table　1）．また4種類の血

清試料を用いて10回行ったinter－assayの変動係

数は8．5～10．1％であった（Table　2）．

　e）希釈試験

　4種類のコール酸高値血清を32倍まで希釈して

検討した．希釈曲線はすべてほぼ直線性を示し標

準曲線に平行した（Fig．4）．
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Fig．4　Dilution　curve．

Table　3　Recovery　test．

　　　　Figures　in　parentheses　indicate　the　percenta

　　　　ges　of　a　measured　value　to　a　expected　value．
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　　　acid　RIA　kit　and　measured　values　by　CG　RIA

　　　kit．
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　f）回収試験

　4種類の血清に標準グリココール酸を1，2，4，

8nmol／m1量添加して行った回収試験の成績を

Table　3に示した．各濃度グリココール酸の回収率

は99．5～105．5％で，平均103．0土2．6％であった．

　g）CG　RIA・Kitによる測定値との相関

　Cholic　Acid　RIA　Kit（栄研），　CG　RIA　Kit（ダ

イナボット）で測定し得た同一肝疾患患者血清（n

－136）のおのおのの測定値をFig．5に示した．両

者の相関係数はγ＝o．94（y－52．3x＋29．2）で正の

相関がみられた．しかしFig．5には示さなかった

が，コール酸高値を示す血清には両者の測定値が

解離するものがあった（n－4）．それらの両キット

による測定値はおのおの23，1430；15，1122；180，

2405；82，385（cholic　acid　RIA：nmol／m／，　CG

RIA：μg／d1）であった．

　2・臨床的検討

　a）健常人の空腹時コール酸値および食事負荷

後の変動

　健常人76名（男38名・女38名）の空腹時コール

酸値は0．44士0．20nmo1／m1であった．男にやや

高い傾向がみられたが，男女間に有意差はなかっ

た（Fig．6）．また，年齢差もなかった．

　健常人3名に一定の試験食（ハム・タマゴのサ

ンドイッチおよび牛乳）を摂取させ食後の血清コ

ール酸値の変動を検討した．コール酸値は食後速

やかに上昇し，食後15分で最大となったが時間と

ともに減少した．食後のコール酸値を空腹時値に

対する％であらわすと，食後15，30，60，120分の

値はおのおの307土167，246土119，156土58，142土

61％であった（Fig．7）．

　b）肝，胆のう，膵疾患の空腹時血清コール酸値

　Fig．6に肝，胆のう，膵疾患のコール酸値を示

した．健常人と各種疾患群のコール酸値を比較す

ると，各疾患群のコール酸値は有意に高値であっ
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Fig．6　Serum　cholic　acid　concentrations　in　normal　subjects　and　patients　with　various
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Fig．7　Elevation　of　serum　cholic　acid　concentration

　　　after　test　meal　in　normal　subjects．　Figure　indi－

　　　cates　mean　values　of　3　male　subjects．

た（p＜0．01）．各種肝疾患の中で，HB抗原キャリ

アーを除くと，慢性肝炎のコール酸値は4．3±8．3

nmol／m∫と最も低値であった．急性肝炎，肝硬

変症，PBC，肝癌のコール酸値は慢性肝炎と比較

しても有意に高値であった（p＜0．Ol）．　PBCは肝

疾患の中で，著明な高値を示した（p＜0．05）．その

値は56．4土40．1nmol／m1であった．

　また健常人のコール酸値から正常範囲を平均値

±2SDとすると，その値は0．04～0．84　n　mol／mt

となる．しかしFig．6の健常人におけるコール酸

値の分布から，正常コール酸値はlnmol／m1以

下とするのが妥当と考えられた．各種疾患のコー

ル酸高値（＞1nmo1／ml）の割合はHB抗原キャリ

アー18％（2名），急性肝炎65％（11名），慢性肝炎

66％（41名），肝硬変症82％（28名），PBC　100％

（10名），肝癌88％（15名），胆石症70％（7名），胆

のう癌100％（12名），膵癌88％（15名）であった．

　各種肝疾患の鑑別のために，コール酸値が高値

を示す症例についてさらに検討すると，3nmo1／m1

以上のコール酸値を示す割合はHB抗原キャリ

ァー0％，急性肝炎41．2％，慢性肝炎27．4％，肝

硬変症79．4％，PBC　lOO％，肝癌82．4％であり，

20nmol／m1以上のコール酸値を示す割合は，急性

肝炎29．4％，慢性肝炎6．5％，肝硬変症8．8％，

PBC　100％，肝癌35．3％であった．

　胆石症，胆のう癌，膵癌のコール酸値はFig．6

に示した如く，各疾患とも高値であったが，それ

らの標準偏差は大きくまた胆のう癌，膵癌の75％，

65％が黄疸血清であった．

　c）貧血，腎不全の空腹時血清コール酸値

　Fig．8にこれら疾患のコール酸値を示した．溶

血性貧血のコール酸値は8．53士14．2nmo1／m／で

50％が高値を示した．鉄欠乏性貧血では高値を示
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Fig．8　Serum　cholic　acid　concentrations　in　normal　subjects，　patients　with　anemia　and

　　　renal　failure．

す例はなかった．腎不全（人工透析患者）のコール

酸値は1．54土0．94nmo1／m1で，59％が軽度高値

であった．

　d）肝疾患症例の臨床経過と血清コール酸値の

変動（Fig．9）

　症例1は輸血後の慢性肝炎で，コール酸値は臨

床経過中GPT，　GOTと平行して変動した．その

変動はGPT，　GOT，血清ビリルビン値の変動に先

行した．

　症例2は細胆管癌で，コール酸値はGPT，　GOT

と無関係に増減し血清ビリルビン値の上昇に平行

して変動した．しかしコール酸の異常値は血清ビ

リルビン値の異常が出現する2週間前から認めら

れた．

　他に輸血後急性肝炎1例と慢性肝炎2例の3例

について4～7週間コール酸値を経過観察し得たが，

コール酸値は急性および慢性肝炎各1例でGPT，

GOTと平行して変動した．しかし他の慢性肝炎

1例のコール酸値はGPT，　GOTと平行しなかっ
た．

　e）外因性胆汁酸負荷試験について（Fig．10）

　ウルソデオキシコール酸500mgを経口的に負

荷した場合，健常人8名のコール酸値は負荷前，

負荷後15，30，60，90，120分でおのおの0．53土0．30，

0．46土0．17，　0．44土0．19，　0．50土0．31，　0．46士0．24，

O．44±O．22　n　mol／m／であった，負荷前値に比し負
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Fig．9　Clinical　course　of　serum　cholic　acid，　GPT　and

　　　total　bilirubin　in　patients　with　chronic　hepatitis

　　　and　cholangiocarcinoma．　W　and十indicate
　　　weeks　and　the　death，　respectively．

荷後のコール酸値は上昇しなかった．一方，急性

肝炎遷延型，慢性肝炎，肝硬変症各1例では，全例

で前値（おのおの1．1，0．36，9nmo1／m1）に比し負

荷後30～60分でコール酸値が上昇した．その％増

加はおのおの100，372，70％であった．大酒家2
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Fig．10　Sequential　change　of　serum　cholic　acid　after

　　　　UDCA　500　mg　oral　administration　in　normal

　　　　subjects，　alcoholics，　patients　with　acute

　　　　hepatitis，　chronic　hepatitis　and　liver　cirrhosis・

　　　　The　value　of　normal　subjects　is　a　mean　in　8

　　　　male　subjects．　Others　are　the　measured　values

　　　　in　each　case．

例でも肝疾患同様，負荷後30～60分のコール酸値

は前値（おのおの0．7，1．6nmo1／m1）に比して上昇

し，その％増加は186，50％であった．

IV．考　　案

　cholic・Acid　RIA　Kit（栄研）は安定した標準曲

線を示し，希釈試験，回収試験も良好な結果であ

った．再現性についてもほぼ満足すべき結果がえ

られたが，inter－assayの変動係数は全体に高値で

あり，またintra－assayでコール酸高値血清の変動

係数は10％を越える値であった．これらは本キ

ットの唯一の難点と考えられ，その原因は検体量

が10μ／と少量であるためと思われた．したがっ

て検体のサンプリングは慎重に行う必要がある．

またコール酸高値血清（＞10nmol／ml）は希釈再検

することにより正確な値がえられると考えられた．

Incubationの時間，温度はfirst　incubationが15～

25時間，second　incubationが20～60分，温度が

15～30℃で一定の測定結果がえられるので，本

キット説明書のincubationの時間，温度は適当と

考えられた．

　以上のことから，本キットは末梢血中に微量に

存在するコール酸を測定する系として信頼し得る

ものと考えられた．

　また本キットの測定値とCG　RIA　kitの測定値

を比較すると，両者の間には良好な正相関がみら

れ，測定値の絶対値もほぼ同じであった．しかし

コール酸値が高値である少数の例では両者の値が

解離した．これは本測定系がグリココール酸との

交叉性を100％とするとタウロコール酸，グリコ

デオキシコール酸，コール酸とおのおの129．6，8・5，

2・9％の相対的交叉性を持ち（栄研LC．L未発表成

績），CG　RIA　kitの各種胆汁酸との相対的交叉

性21）と若干異なるために生じる現象と推察された・

　近年各種胆汁酸の測定が種々の方法で行われ，

肝胆道疾患および小腸疾患における胆汁酸構成成

分の動態分析が明らかになりつつある10・11）が，著

者らは簡便なRIAによる血清コール酸値の測定

がルーチン検査として臨床的に有用なスクリーニ

ング法か否かを検討した．その結果，急性肝炎，

慢性肝炎，肝硬変症，PBC，肝癌はいずれも健常

群に比し有意に高いコール酸値を示し，またln

mol／m1以下を正常範囲とした場合これら疾患患

者の75％が高値であった．この成績は平lllら12）

の肝疾患における総胆汁酸測定の成績と同様の異

常値発現頻度であった．また肝硬変症，PBC，肝

癌は3nmol／ml以上の高値を示すものが多く（84

％；51名），なかでもPBCは全例20　n　mol／ml以

上であった．したがってコール酸値の測定は肝疾

患に対する有用なスクリーニング検査と考えられ

た．

　また臨床的に慢性肝炎と肝硬変症の鑑別は重要

な課題とされている．今回の著者らの検討では，

慢性肝炎のコール酸値は肝硬変症に比し有意に低

値であり，3nmo1／m／を境に両群の分布の差がみ

られた．CG　RIA・kitでコール酸値を測定した場

合，非活動型慢性肝炎と肝硬変症は1　OO　Pt9／d1を

境に分布を異にすることを著者らは報告した9）が，

その境界値と本測定系の境界値（3nmo1／m∫）は近
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似した．したがってコール酸値の測定はスクリー

ニング的に慢性肝炎，とくに非活動型慢性肝炎と

肝硬変症の鑑別に有用であると考えられた．し

かし，3nmo1／m1を境に両群で約20～30％のオ

ーバーラップがみられ（Fig．6），この傾向は酵素

法を用いてコール酸値を測定した田中ら13）の報告

とほぼ一致している．また肝疾患の鑑別には血清

胆汁酸を1回測定するだけでは不十分とされてい

る11・13）ので，何回か反復してコール酸値を測定す

ればその鑑別はより正確になると思われる．

　肝疾患の臨床経過中の総胆汁酸，コール酸値に

関して，急性および慢性肝炎でトランスアミラー

ゼとほぼ平行して変動することが報告されてお

り9・12・14），また慢性肝炎では再燃時にトランスア

ミラーゼに先行してコール酸値が上昇するという

報告15）もある．著者らの検討した症例1の慢性肝

炎はその臨床経過中トランスアミラーゼに先行す

る形で平行に変動した．一方症例2の細胆管癌で

はコール酸値がトランスアミラーゼと平行せず血

清ビリルビンに先行して上昇した．この現象はコ

ー ル酸の大循環へのシャントに起因すると考えら

れた．従来コール酸値は肝機能検査のなかで血清

ビリルビン値と比較的よく相関するといわれてい

る10～12・14）が，症例1，2の検討からコール酸値は

血清ビリルビンより鋭敏な肝機能指標と考えられ，

これはSimmondsら4）の報告を支持する結果とい

えよう．

　胆石症，胆のう癌，膵癌でもコール酸値が高値

であったが，これら血清は黄疸血清が多く肝外性

胆汁うっ滞を反映したものと考えられた．すなわ

ち，従来からいわれている11）ように肝内性と肝外

性胆汁うっ滞の鑑別にはコール酸値の測定は有効

でなかった．

　先に血清コール酸値の1回測定が肝疾患のスク

リーニングに有用であることを述べたが，肝疾患

の診断または鑑別診断のために，古くは食事負荷

試験16・17），近年では内因性または外因性胆汁酸負

荷試Wt　18”’　20）を行い負荷後の胆汁酸を測定する試

みがなされている．これらは主に潜在性肝硬変症

の発見や肝実質障害をより明確にしようとする検

討であるが，その方法は一定していない．著者ら

は可及的に簡便であることと本キットの各種胆汁

酸の交叉性を考慮してウルソデオキシコール酸

500mgの大量経口負荷を選択した．本法による

と健常人8名のコール酸値は負荷後120分まで上

昇しなかった．急性肝炎遷延型，慢性肝炎，肝硬変

では全例とも負荷後30～60分でコール酸値が上昇

し，また大酒家2名も同様の結果であった．大酒家

2名は肝炎の既応がなく，ICGを含めた肝機能検

査はすべて正常であった．これらの結果は本法が

通常の肝機能検査では検出しえないアルコールに

よる肝機能の低下を検出しうる可能性を示唆して

いると考えられた．今後，症例を重ねて検討したい．

　ところで各種疾患におけるコール酸値の検討か

ら，溶血性貧血の50％（3名），人工透析を受けて

いる腎不全の59％（10名）においてコール酸値が

軽度高値を示すことが明らかとなった．その原因

は詳細不明であるが，溶血性貧血では間接ビリル

ビンの高値が肝のコール酸代謝に影響しているこ

とが推察され，また腎不全では正常の硫酸抱合型

胆汁酸の尿中排泄1）がなくなり，コール酸値が高

値となる可能性が考えられる．従って，コール酸

値が軽度高値で肝疾患を疑う場合，溶血性貧血，

腎不全の存在に留意する必要があると思われた．

V．結　　論

　Cholic　Acid　RIA　kitの基礎的検討を行い，肝胆

道疾患を中心に血清コール酸値を測定してその臨

床的有用性を検討した．

　D　本キットはRIAの必要条件をほぼ満足する

安定した測定法である．

　2）健常人の空腹時コール酸値は0．44土O．20　n

mo1／mlで，正常域は1nmol／ml以下と考えられ

た．コール酸値は食後上昇するので採血時に注意

を要する．

　3）各種肝疾患130名の空腹時コール酸値はそ

の75％がlnmol／mlを越える高値であった．慢

性肝炎と肝硬変症では肝硬変症のコール酸値は有

意に高く，3nmo1／m1を境に両群の分布の差がみ

られた．
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　4）肝疾患の臨床経過でコール酸値の異常は血

清ビリルビンの異常変動に先行した．また肝炎で

トランスアミラーゼと平行する例が多く，コール

酸値は鋭敏な肝機能指標と考えられた．

　5）ウルソデオキシコール酸500mg経口負荷

試験で本キットにより測定された負荷後のコール

酸値の上昇は潜在性肝機能低下を発見しうる可能

性が示唆された．

　6）以上のことから，本キットによる血清コー

ル酸値の測定は肝胆道疾患のスクリーニングおよ

び臨床経過をみる方法として有用であると考えら

れた．

　7）肝胆道疾患以外に溶血性貧血，腎不全で，

空腹時コール酸道が軽度高値であった．

最後に，本検討のためにCholic　Acid　RIA　Kitを提供

して頂いた栄研LC．L．に深謝致します．
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