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1．緒　　言

　1956年，Bergstrand1）らにより報告されたヒト

のα一fetoprotein（AFP）は分子量約7万の糖蛋白

を含む胎児性蛋白である．

　1963年，Abelev2）らはマウス移植性肝癌が

AFPを産出することを報告し，1964年には
Tatarinov3）が原発性肝癌のヒト血清中に大量の

AFPが含まれていることを報告した．1972年4）に

ラジオイムノアッセイによるAFP測定が可能に

なつて以来，AFP測定は肝疾患特に原発性肝癌

の診断法として重要視されている．

　現在，多種類の測定キットが市販されているが，

今回，われわれはヘキスト社により開発されたリ

アグノストAFP一タキソルブキットを入手し，若

干の検討を加えたので報告する．

　＊京都大学医学部附属病院放射線部
＊＊　　　　同　　　　　核医学科
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II．測定原理と測定方法

　本法の測定原理は抗原抗体反応によるラジオイ

ムノァッセイ法であるが，その特徴はBF分離剤

に黄色ブドウ球菌（Staphylococcus　aureus）Cowan

I株菌の菌体成分であるProtein　AのFc－recePtor

部分と第2抗体を結合させたものを用いている点

である．

　すなわち，1940年にVerway5）がブドウ球菌に

特異的抗原が存在することを報告し，1959年

にJensen6）は同一のものにAntigen　Aと名づけた．

このAntigen　Aは諸種の血清と寒天ゲル内沈降

反応を起こすことが認められ，後に免疫グロブリ

ンとの反応であることが明らかになった．この

Antigen　AはCowan　I株菌に最も多量に含まれ

ているが，現在，単離生成が可能となりProtein

A（分子量41，000）と名づけられている．前述の

沈降反応はこのProtein　AのFc－receptor部と

IgGとの結合であるとされている．

　本キットではFig．1の模式図に示すように
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α一fetoprotein，
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Fc　receptor ㍗　　taphylococcus
　　　　　aureUS
Cell　walI

Fig．1　Schema　of　Ag－Ab　complex　in　bound　fraction

　　　of　RIA－gnost－Tachisorb　assay．

Std　or　Pt　serum　100，，1

1251－AFP　　　　　　　　200μl

Anti－AFP　serum　　200μ1

mlXlng

incubate　for　24hrs，　at　25うC

Tachisorb 50Qti1

Kessler？）の方法に基づいて作成されたCowan　I

株菌の菌膜に存在するprotein　AのFc－re㏄ptor

部に第2抗体を結合させて用いている．この方法

によると，ブドウ球菌膜を含めて用いるためBF

分離の際の沈澱物の量を多く，かつ安定なものに

できるという利点がある．

　本キットによる測定方法は以下の通りであり，

その概要8）をFig．2に示す．

　1）標準血清または被検血清100μ1を各試験

管に入れる．

　2）1251一標識AFPを各200　Ptlずっ加える．

　3）抗AFP血清を各200　plずつ加える．

　4）全試験管を振塗混和した後，室温（25°C）

で24時間インキュベイトする．

　5）インキュベイション後，タキソルブを各

500　Ptlずっ加える．

　6）全試験管を振塗混和した後，室温で15分間

インキュベイトする．

　7）インキュベイション後4°Cで3，000rpm

（1，000g以上）20分間遠心分離を行う．

　8）上清を吸引除去し，沈渣の放射能量を測定

する．

　9）標準品の結合カウントより標準曲線を作成

し，未知の検体のAFP濃度を読み取る．

　注：タキソルブとはKesslerの方法に基づいて

作成されたCowan　I株菌膜およびその菌体成

分のprotein　A（カルビオケミカル社製商品名

mlXlng

incubate　for　15min．　at　25つC

Centrifuge

↓
Aspiration

↓
Count

　Tachisorb：Pansorbin（Calbiochem）
　　　　　　　　　　十Second　antibody

Fig．2　Assay　procedure　of　RIA－gnost　AFP・Tachisorb

　　　Kit．

Pansorbin）と第2抗体を結合させたものの商品名

である．

III．実験方法と対象

　本キットに関する基礎的な検討項目として（1）

インキュベイション条件，（2）希釈試験，（3）回収

試験，（4）再現性，などについて検討し，またγ一

グロブリンが測定系に及ぼす影響をみるため，1

mg，1．5　mgおよび2．5　mg／tubeのγ一グロブリン

を標準品に添加してPEG法，タキソルブ法の両

法で回収率をみた．また他の測定法との比較には

ヘキスト社のリアグノストAFPキット（PEG法）

およびダイナボットRI研究所のAFPリアキッ

ト（2抗体法）を用いた．

　測定対象は，健常人29例，および肝生検または

剖検にて確定診断された肝炎29例，肝硬変20例，

原発性肝癌36例，外科手術または内視鏡生検にて

確定診断された，膵癌10例，胃癌22例，食道癌6

例の計152例におけるAFP値を測定した．
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Fig．3　Effect　of　temperature　in　first　incubation　on
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Fig．4　　E丘1ect　of　temperature　in　second　incubation　on

　　　standard　curve．

IV．結　　果

　1・基礎的検討

　1）インキュベイション条件

　キットの使用説明書によるとインキュベイショ

ンの条件は，温度については17～25°C，時間に

ついては第1インキュベイションは3～24時間，

第2インキュベイションは15分以上とされている．

そこで第1インキュベイション時間を24時間，第

2インキュベイション時間を15分間として，異な

った温度条件における標準曲線ならびにキット添

付の管理血清（RS）および3種類の血清試料の測

定値について検討した．Fig．3に第2インキュベ

イション温度を25°Cにして第1インキュベイシ

ョンを4°，25°および37°Cで行ったときの標準

曲線とコントロール血清の値を示した．4℃の場

合には若干結合率（B／T％）が低かったが，25°C，

37°Cの標準曲線は平行した．おのおのの標準曲

線で読み取ったコントロール血清の値は，いずれ

の条件でもほぼ同一であった．そこで，第1イン

キュベイション温度を25°Cにして第2インキュ

ベイション温度を4°，25°および37°Cとした場

合の標準曲線とコントロール血清の値をFig．4に

示した．いずれの標準曲線も一致しており，各種

コントロール血清の値もほぼ同一であった．
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Fig．5　Effect　of　first　incubation　time　on　standard

　　　curve．

　以上の結果より，以後の検討は第1インキュベ

イション，第2インキュベイション温度とも25°C

で行った．次に第2インキュベイション時間を15

分間にして，第1インキュベイション時間を3，

6，24および48時間で行った場合の各標準曲線と

コントロール血清の値をFig．5に示した．

　インキュベイション時間が3および6時間では，

結合率が低く標準曲線の勾配は緩やかであったが，

24および48時間の場合には両者とも平行した急峻

な勾配の標準曲線が得られた．
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Fig．6　Effect　of　second　incubation　time　on　standard

　　　curve．

　コントロール血清の値は，48時間で各濃度とも，

若干低く出る傾向が認められた．そこで第1イン

キュベイション時間を24時間にして第2インキュ

ベイション時間を，タキソルブ添加直後，15，30

および60分とした場合の標準曲線とコントロール

血清の値をFig．6に示した．

　標準曲線は添加直後での結合率は全体にやや低

かったが4者ともほぼ平行しており，コントロー

ル血清の値にも著差は認められなかった．

　以上の結果より，以後の検討は第1インキュベ

イション24時間，第2インキュベイション15分で

行った．

　2）稀釈試験

　稀釈試験はAFP濃度高値を示した患者血清3

例についてキット添付の検体稀釈剤で16倍まで倍

々稀釈を行った．その結果をFig．7に示した．

　いずれの稀釈曲線も直線性を示した．

　3）回収試験

　AFP濃度4および19　ng／m1の患者血清に25，

46，90，180ngの標準品を添加して回収試験を行

った結果をTable　1に示した．

　各添加量における回収率は88．0～113．0％の間

で平均回収率は104．9％であった．

　4）再現性

　Table　2にintra－assayおよびinter－assayにお
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Fig．7　Dilution　curve．

ける各種血清試料の測定結果を示した．

　同一キット内で10回行ったintra－assayの測定

値の平均値と標準偏差は19．8土1．0，116．3土4．6お

よび276．7土17．6ng／m1であり，それぞれの変動

係数は5．2，4．0および6．4％であった．また異なっ

たキット間において10回行ったinter－assayでの

管理血清および各種血清試料の測定値と標準偏差

はそれぞれ76．6±3．1，20．0土1．9，118．8土7．1およ

び289．2±20．7n9／m1で，その変動係数は4．1，9．7，

5．9および7．2％であった．

　5）γ一グロブリン添加回収試験

　次にγ一グロブリンが測定系に及ぼす影響を

PEG法，タキソルブ法の両法について検討した

結果をFig．8に示した．

　PEG法における測定値は用いた標準品46　ng／

m1に対して，42～45　ng／ml，90　ng／m1で77～

71ng／ml，180　ng／m1で148～121　ng／m1と高濃度

になればなるほど実測値が低値を示した．それに

対してタキソルブ法では46ng／m1に対して実測

値46～49ng／m1，90　ng／m1に対して90～92　ng／

ml，180　ng／mlに対して各170　ng／mlと，用いた

標準品濃度とほぼ同程度の測定結果が得られた．
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Table　l　Recoveries　of　added　AFP

AFP　added（ng／mり

0 25 46 90 180

Serum　1

measured（ng／ml）

recovered（ng／ml）

recovery（％）

19 41

22

88．0

68

49

106．5

109

90

100．0

201

182

101．1

Serum　2

measured（ng／ml）

recovered（ng／m1）

recovery（％）

4 32

28

112．0

56

52

113．0

102

98

108．9

202

198

110．0

mean　recoverey：104．9土8．3％

Table　2　Reproducibility

intra－assay inter－assay

No．
Serum

No．
Serum

1 2 3 R．S 1 2 3

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

0
0
0
0
0
1
8
8
1
0

2
2
2
2
2
2
1
1
2
2

112

123

121

114

116

117

110

117

122

111

271

265

279

298

258

257

297

258

282

302

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

3
5
6
4
1
2
8
8
3
6

7
7
7
7
8
8
7
7
7
7

0
9
4
2
9
7
1
0
9
9

2
1
2
2
1
1
2
2
1
1

120

123

117

134

110

118

125

114

113

114

323

299

314

310

271

283

282

273

265

272

Mean
S．D．

C．V．（％）

19．8

1．0

5．2

116．3

　4．6

　4．0

276．7

17．6

　6．4

Mean
S．D．

C．V．（％）

76．6

3．1

4．1

20．0

1．9

9．7

118．8

　7．1

　5．9

289．2

20．7

　7．2

　6）標準曲線およびPEG法との比較

本キットは元来B／F分離にPEGを用いていた

ものを，PEGの代りにタキソルブを用いるよう

にしたもので，その他のキットの組成や測定手順

はPEG法と全く同じである．　Fig．9は同一キッ

トを用いてB／F分離のみをPEG法，タキソルブ

法の両方で行った場合の標準曲線とコントロール

血清の値を示す．両者の標準曲線はよく平行して

いるが，コントロール血清の値は高値域でPEG

法の方が若干低値を示した．また，タキソルブ法

ではBo％の2標準偏差を取ると最少検出感度は，

6．5ng／m1となった．

　Fig．10は，43例の症例について両法で測定し

た結果を示しているが，両者間にはY－1．092X＋

7．512（γ＝0．997）と良好な相関が認められた．

　7）他社キットとの比較

　Fig．11に，32症例についてα一フェトリアキッ

ト（2抗体法，ダイナボットRI研究所）で測定し

た値との関係を示した．

　両者間にはY－0．724X＋3．372（γ一〇．997）の関

係が得られた．

　2．臨床的検討の結果

　Fig．12に健常人および各種疾患例における

AFPの測定結果を示した．

　健常人29例では測定感度以下を示したものが25

例，4例が6．6～7．9ng／mlの間に分布しており，

正常値上限は他の報告者にならって10ng／mlと

した．急性肝炎では，29例中20例が感度以下であ
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Fig．9

　3．2　6．5　　13　　26　50　92　180　360
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Standard　curve　of　RIA－gnost　AFP　Kit　using

PEG　or　Tachisorb　method．

り，10ng／ml以上を示したものは6例（20．7％）

であった．肝硬変症20例では，12例（60％）が，原

発性肝癌では36例中31例（86．1％）が高値を示した．

胃癌22例では1例がやや正常高値を示し，膵臓癌

10例，食道癌6例はいずれも正常値を示した．

V・総括ならびに考案

　現在，AFPの測定法には2抗体法，　PEG法な

どが多く用いられているが，2抗体法は反応時間

が長いため，PEG法が多用されている．しかし，

PEG法の場合には血清中の蛋白濃度，組成の変

化の影響を受けやすく先にわれわれの報告9）した

例でも2抗体法と著しい差の出る場合が多い．特
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　AFP　concentration　by　PEG　method（ng／ml）

Correlation　between　measured　values　by　RIA－

gnost　AFP－PEG　Kit　and　those　by　RIA－gnost

AFP－Tachisorb　Kit．

n＝32
y＝0．724×十3．372
r＝O．997

　　　　　　　　1ぴ　　　　　　　　103　　　　　　　1ぴ
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Fig．11　Correlation　between　measured　value　by　RIA－

　　　　gnost　AFP－Tachisorb　Kit　and　those　by

　　　　Dainabot　AFP　RIA　Kit．

にAFPの測定の場合は測定の対象となる疾患に

肝疾患が多いため，これらの疾患例では血中の蛋

白濃度組成の変化をきたす場合が多く，PEG法

による測定は問題とされる10・11）．

　今回検討したタキソルブ法は黄色ブドウ球菌

（死菌）の菌体成分であるprotein　AのFc－receptor

部とIgG（第2抗体）の結合を利用したものであ

り，原理的には2抗体法である．
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Serum　AFP　concentrations　in　control　subjects，　patients　with　hepatic　disease，　and

patients　with　gastrointestinal　malignancy．

　キットの基礎的な検討成績としてはインキュベ

イション温度は第1，第2インキュベイションと

も室温（25°C）で十分な結果が得られ，コントロ

ール血清の値にも温度による影響は認められなか

った．インキュベイション時間に関しては，使用説

明書によると第1インキュベイション3～24時間

とされており，ショートインキュベイションの可

能性が示唆されている．今回検討した結果でも第

1インキュベイションが3時間または24時間の場

合でもコントロール血清の値にはほとんど差は認

められなかった．しかし，標準濃度0濃度におけ

る結合％は3時間で40．5％，6時間で43．3％，24

時間で57．9％，48時間で59．3％と時間の経過とと

もに上昇しており，24～48時間でほぼ平衡に達す

る．したがって精度の高い結果を得るためには測

定系が平衡に達した状態で行う方が望ましい．し

かし，コントロール血清の値からみて，結果を至

急に必要とする場合には3時間インキュベイショ

ンも可能と考えられる．

　希釈試験の結果は良好な直線性が得られ，回収

試験の結果も平均回収率104．9％と良好な結果で

あった．

　再現性はキット内で変動係数4．0～6．4％，キッ

ト間で4．1～9．7％と満足できる結果であった．

　PEG法の場合，検体の蛋白濃度，組成の変化

が1251－AFPの共沈率に大きな影響を与えること

が指摘10・11）されているが，ヘキスト社のキット

を用いてPEG法とタキソルブ法の両法でγ・グロ

ブリン添加回収試験を行った結果，PEG法では

γ一グロブリンの添加量が増加すればするほど，ま

た被検体のAFP値が高いほど回収率は悪くなり

AFPは予測値より低値を示した．γ・グロブリン

2．5mg／tube添加の場合で180　ng／m∫の標準品の

測定値は121ng／m1と約30％の減少を示した．

一方，タキソルブ法では1．0～2．5mg／tube添加の

いずれの場合にも測定値にはほとんど影響を認め

ずPEG法に比し有用な結果が得られた．同社の

PEG法とタキソルブ法とを比較した場合，標準

曲線はほぼ平行しているがAFP高値域ではPEG

法の値が若干低く出る傾向が認められた．また，

タキソルブ法の最少検出感度は6．5ng／m1であっ

た．

　ルーチン検査の検体の中から任意に抽出した43

例についてタキソルブ法とPEG法，32例につい

てα一フェトリアキット（ダイナボットRI研究所，

2抗体法）との比較を行ったところ，PEG法とは

Y＝1．092X十7．512（γ＝0．997），α一フェトリアキッ

トとはY－0．724X＋3．372（γ＝0．997）と良好な相

関が得られたが，α一フェトリアキットの値はやや

高値に出る傾向があった．
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　臨床的には健常人29例では測定感度以下のもの

が25例で，4例が6．6～7．9ng／m1の間に分布して

いた．正常値に関してはAFPの場合，報告者に

よりさまざまであるが，測定感度以上であった4

症例の平均値と標準偏差が7．4±0．6ng／mlでその

2標準偏差を取ると6．2～8．6ng／m1となるところ

から，正常値上限を10ng／m1とすると健常人の

測定値はほぼその範囲に入ると考えられた．その

結果，10ng／m1以上を示した陽性例は急性肝炎で

20．7％，肝硬変症60％，原発性肝癌86．1％，胃癌

4・5％，膵癌0％，食道癌0％であった．また，小

西10），谷内12）らは原発性肝癌の診断に100～500

ng／m1をhigh　risk　rangeとし，500　ng／m1以上の

場合にはほぼ原発性肝癌として良いとしている．

この方法に従えばわれわれの検討した症例でも

500ng／m1以上を示したものは原発性肝癌（36例

中24例，66．7％）のみであった．ただし原発性肝

癌以外にもAFP高値を示す睾丸腫13）や胃癌の肝

転移症例の報告14）もあり，確定診断には注意を

要する．

VL　結　　語

　ヘキスト社により開発されたリアグノスト

AFP一タキソルブについて基礎的検討ならびに臨

床的検討を行った．

　本法はBF分離にブドウ球菌の菌体成分である

protein　Aと第2抗体の結合を利用しており，第

2抗体のみを使用した場合よりも安定した沈渣を

得られるという利点がある．またPEG法に比し

て血清中の蛋白濃度の影響を受けることがなく，

ショートインキュベイションも可能であるなどの

利点を有している．

　本キットでの正常値上限は10ng／mlであり種

々の肝疾患，特に原発性肝癌の診断にはきわめて

有用であった．

稿を終えるにあたり，キットをご提供頂いたヘキスト

ジャパン社に感謝の意を表します．
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