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《ノート》

抗ヒトC末端（46～84）PTH抗体を用いたRIA一キット（ヒト

　　　　　　　PTH‘栄研’⑱）の基礎的および臨床的検討

Fundamental　and　Clinical　Evaluation　of　Human　PTH　RIA　kit，

PTH‘Eiken’，　using　Antihuman　C－terminal（46－84）PTH　Antibody
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1．はじめに

　血中カルシウム濃度は副甲状腺ホルモン（PTH），

ビタミンD，カルシトニンなどのカルシウム調節

ホルモンが複雑に関与することによって微妙に調

節されていることから，カルシウム代謝異常を呈

する疾患の病態を解明する上で血中PTH濃度の

測定は不可欠である．

　血中PTH濃度の測定はBersonらによるラジ

オイムノアッセイの開発1）以来，多数の報告2”4）

があり，また本邦においてもPTH測定用キット

が発売されるに至っている．しかしヒトPTHを

大量に入手することが困難であるなどの理由によ

り，これらの測定法の多くはウシやブタのPTH

に対する抗体を用いたもので感度，確度，精度な

どの点に若干問題があった．

　今回著者らは，最近開発された5）ヒトC末端

（46～84）PTHに対する抗体を用いたラジオイム

ノアッセイキット，ヒトPTH‘栄研’（栄研イムノ

ケミカル研究所）を使用する機会を得て，その基

礎的，臨床的検討を行ったので報告する．
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II．方法および対象

　キットの内容および測定手順をTable　lに示し

た．標準血清のヒト（46～84）PTH濃度はヒト

（1～84）PTH等価として表示され，　ngEq／mlとい

う単位が使われているが，以下Eqは省略する．

また本キットの指示書は当初100　lulサンプリン

グを用いるよう記載されていたが，後に高濃度血

清の正確な測定を意図して20μ1サンプリングが

標準法とされたことからその後に検討した標準曲

線，希釈試験，臨床的検討の一部を除いては

100　plサンプリングを用いている．

　1．基礎的検討

　1）標準曲線および測定感度

　キットには8種類の標準血清が付いているが，

これをゼロ血清による希釈でさらに低濃度，すな

わち0．05，0．075，0．1ng／m1の標準血清を調製し

た．さらにサンプル量を10，20，50，100，200　pl

と変えて各濃度の標準血清について7重測定を行

い，サンプル量の標準曲線と測定感度に及ぼす影

響を検討した．

　2）再現性

　3種類の患者血清を同一アッセイでそれぞれ10
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　　Table　l
Kit　content

　（1）Anti　PTH　serum，　Iyophilized

　（2）125－Ilabeled　PTH，　lyophilized

　（3）PTH　standard，　solution

核医学　20巻B3－（1983）

Kit　content　and　assay　procedure

　（4）　Second　antibody，｜yophilized

Assay　procedure

Patients　serum　or　standard　solution

Anti－PTH　solution

l25－I　labeled　PTH　solution

7．Oml　l　vial

7．O　ml　l　vial

O．5m1　8　vials

（0－12．8ngEq／m1）

7．O　m／　1　vial

200r　lOOPt／

　　100μ1
　　100μ1

Sec。。d　an、ib。d，、。1。，i。。↓4UC・2days　l。。，1

　　　　　　　　　　　↓　　　　　　　　　　　　　at　room　temp．，
　　　　　　　　　　　　　　30min．
　　　centrifuge　for　30　min．　at　3，000　rpm

　　　　　　　　　　　↓
　　　　　aspiration　or　decanting

　　　　　　　　count

同測定し，また他の3種類の患者血清を異なる6

回のアッセイにて測定し，それぞれの再現性を検

討した．

　3）　1日1日又薯ζ

　2種類の濃度既知血Y”Ot　50　iutに6種類の標準lflL

清50μ／を加えて測定し，理論lll’1：に対する実測値

のパーセントを回収率として算川した．

　4）　：希’釆尺1武5灸

　慢性腎不全，原発性副甲」ノミ腺機能元進症患者lflL

清をPTHゼロ血清で16倍まで段階的に希釈し，

20μ1サンフ゜ル法と1　OO　Pt／サンフ゜ル法にて測定し

た．

　5）　インキュベーション時問

　インキュベーション時間が測定系に及ぼす影響

を検討する日的で，第一反応時間を12時間から72

時間まで変えてそれぞれの標準曲線におけるB／T

パーセントの推移をプロットした．

　2．臨床的検討

　20歳から40歳までの健常人26例，原発性副甲状

腺機能九進症患者3例，特発性副甲状腺機能低下

症患者3例，70歳以上で尿素窒素，血清カルシウ

ム濃度の正常な非内分泌疾患患者19例について基

礎値の測定を行った．

　血液透析をうけている慢性腎不全患者20例にっ

いて透析前後のPTH濃度を比較検討した．

　1α一Hydroxycholecalciferol（1α一〇H－D3）により

治療されている偽’性副甲状腺機能低下症の1例に

ついて，治療前および治療経過中のPTH濃度を

測定した．

　特発性副III状腺機能低下症の1例，および原発

性副甲状腺機能九進症の2例にEDTA負荷試験

を行い，負：荷前，負荷開始30分後のPTH濃度を

測定した．

　他の測定法との相関を検討する日的で種々の疾

病患者50例のサンプルについて，従来のウシC末

端抗体を用いたlllPTH‘栄研’キットと本キット

により測定したPTH濃度を比較した．

III．結　　果

　1．基礎的検討

　1）標準曲線および測定感度（Fig．1）

　種々のサンプル量による標準曲線を7重測定の

平均値でプロットした．サンプル最が少最の場合

高濃度域の傾きが急ll唆となり，良好な直線Mlが得

られる一・方低濃度域の傾きが小さくなり感度が悪

くなる．逆にサンプル量を多くすると感度は上が

るが高濃度域における傾きが小さくなった．

　測定感度をゼロ点での反応の2SD以上の反応

を示す最小濃度とすると200μ1サンフ゜リングで最

小であり，0．075ng／m1であt・た．また各サンフ゜

ルはにおけるB50値すなわちB／Boが5W，，を示

す濃度は10μ1で7．8ng／m1，20μ1で4．4　ng／m／，

50μ1でL5　ng／ml，100　／u1で0．9　ng／m1，2001t1で

0．45ng／m／あった．

　各サンフ゜ル量におけるBo／Tパーセントの平均

値は10　lulで45．5％，20μ1で47．5％，50　／i／で

47．7％」00μ1で44．4％，200μ1で42．6％とそれ

ぞれの問で有意差はなかった．また図には示さな

かったが，各サンプル量で含有するPTHぽを

PgEq／Tubeで表示し，そのB／Boパーセントをフ゜

ロットすると5PgEq／Tubeから640　PgEq／Tube

までサンプル量の違いにかかわらず一致した直線

性が得られた．

　2）再現性（Table　2）

　3種類の血清における10回のIntraassayのC．V．
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100 Table　3 Recovery　of　PTH　assed　to　two　different
serum　samples．

90

80

70

Predicted　　Determined
Value　　　　　Value　　　　　　　Recoverv
（ng／m／）　　　　（ng／ml）　　　　　（％）

　　　Serum　A（0．26　ng／m1）

”1；60
こ

田

＼50
m

40
10pl

0．23

0．33

053
0．93

1．73

3．33

0．24

0．29

0．52

0．98

1．67

3．50

104．3

87．9

98．1

105．4

96．5

105．1

30

20

10 ＊teast　detectab［e
concentrations

20pl

50pl

100pl

200pi

　　　　　　　　　　　　　　16　　 32　　 64　　128
　　　　　　　　　PTH　（ng／n1り
Fig．1　Standard　curve　and　least　detectable　concentra－

　　　tions　in　various　sample　volumes．

1．10

1．20

L40
1．80

2．60

4．20

Mean±S．D．

　Serum　B（2．O　ng／m／）

1．05

1．18

1．41

1．78

2．60

4．30

Mean±SD．

99．6±6．3

955
98．3

100．7

98．9

100．O

lO2．4

99．3：E2．2

Table　2　Reproducibility

　　　Interassay
　　　（ng／m’）

Serum　Serum　Serum

7

　　　Serum
　　　　l

　1　0．27
　2　0．29
　3　0．25
　4　　0．30

　5　0．23
　6　0．25
　7　　0．27

　8　0．23
　9　0．25
　10　　0．24

Mean　O．26
S．D．　O．02

C．V．　7．7

Intraassay
（ng／mr）

Serum
I
I

2．25

2」5

1．98

2．00

1．95

2」2

2．00

1．99

L97
2．12

2．05

0．09

4．4

Serum
川

1．90

2．00

2．00

2」2

2．12

2．05

2」0

2．30

2．20

2．20

2．10

0．11

5．2

IV

O．80

0．82

0．78

0．82

0．80

0．70

0．79

0．04

5．1

V

l．65

1．72

1．70

L68
1．77

150

Vi

3．00

3．25

3．10

3．35

2．50

2．48

1．67　　　2．95

0．08　　　0．34

5．0　　11．5

値はそれぞれ7．7％，4．4％，5．2％であ・・た．また

6回のInterassayにおけるC．　V．値はそれぞれ

5」％，5．0％，11．5％であった．

　3）　【11川又率，（Table　3）

　回収率はA血清で96．5から105．4％，平均

99．6％，B血清で95．5から102．4％，平均99．3％

であった．
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　　　　Fig．2　Dilution　test．

lX

　4）希釈試験（Fig．2）

　PT　H高値を示す慢性腎不全患者血清では1　OO　Pt　l

サンフ゜リングで若干直線性を欠いたが，20μ1サ

ンプリングでは良好な直線性がみとめられた．ま

た原発性副甲状腺機能充進症患者血清では100　pt，

20μ1サンプリングの両者ともそれぞれの測定可

能範囲内で良好な直線性を示した．

　5）インキュベーション時間（Fig．3）

　インキュベーション時間の延長とともにB／T
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Fig．3　Effect　of　first　incubation　time　on　B／T　percent．

パーセントは上昇したが，48時間以降はいずれの

標準血清においてもプラトーに達した．

　2．臨床的検討（Fig．4，　Fig．5）

　健常人26例の100　plアッセイによる血中PTH

濃度は0．20から0．36ng／mtの範囲にあり，平均

値は0．26ng／m／，標準偏；1…0．04　ng／mlであった．

また20μ1アッセイでは23例測定したが5例が測

定感度以下を示した．

　以下の臨床的検討はすべて100　ptアッセイにて

行った．

　原発性副甲状腺機能充進症患者3例における

PTH濃度は1．32から3．25　ng／mノの範囲にあり，

平均値2．21ng／m1，標準偏差0．97　ng／m1で健常人

に比べ有意に高値であった（P＜0．OO　1）．

　特発性甲状腺機能低下症患者3例では全例測定

感度以下を示した．

　70歳以上の尿素窒素，血清カルシウム濃度が正

常な非内分泌疾患患者19例では0．11から0．32

ng／m1の範囲にあり，平均値0．22　ng／m∫，標準偏

差0．66ng／mlで健常人に比べ有意に低値であっ

た（p〈0．02）．

　血液透折をうけている慢性腎不全患者20例にお

ける透析前のPTH濃度は0．64から6．85　n9／ml

の範囲にあり，平均値2．51ng／m1，標準偏差1．45

ng／m’であった．一方透析後は0．47から6．18n9／

m1の範囲にあり，平均値2．10　ng／m1，標準偏差

1．40ng／m1で透析前と比較するとpく0．Olで有意

に低下していた．しかし透析前後ともに健常人と

比較すると有意に高値であった（P＜0．00D．

　偽性副甲状腺機能低下症の1例に行った1α一

〇H－D3治療の前後における血清カルシウムおよ

びPTH濃度は治療前でそれぞれ5．7　mg／dt，1．75

n9／m∫，1α一〇H－D32μg投与1か月後でそれぞれ

7．5mg／d1，1．02　ng／m1，6μ9投与1か月後でそれ

ぞれ8．4mg／dt，0．33　ng／m1と血清カルシウムの回

復に伴ってPTH濃度は正常範囲内の値まで低下

した．

　EDTA負荷時のPTH濃度は特発性副甲状腺機

能低下症患者では上昇はみられなかったが，原発

性副甲状腺機能充進症患者の2例では著明な増加

がみとめられた．

　従来のウシC末端抗体を用いたllI　PTH‘栄研’

による測定値と本キットによる測定値の相関を

Fig．5に示した．　r－0．88，　y＝2．72　x十〇．38なる

有意の正相関がみとめられた（p＜0．00D．

IV．考　　案

　生物活性はないが，免疫活性を有するといわれ

るC末端PTHはN末端PTHに比べ血中半減
期が長く，また正常人血清の多くが測定感度内に

入るなどの利点があり，その血ll膿度の測定は原

発性副甲状腺機能元進症をはじめとする種々の疾

患の診断や治療効果判定上有用である．しかし従

来のウシやブタのC末端PTHに対する抗体を用

いた方法による測定値はヒトC末端PTHの相対

的量を表わしているにすぎなかった．最近，抗ウ

シC末端PTH抗体を用いる系にヒトのC末端

（65～84）PTHのトレーサーと標準品を使ったキ

ットも開発されている6）が，今回検討したヒト

PTH‘栄研’はヒトのC末端（46～84）PTHに対

する抗体を用いているのが特長である．抗体の特

異性については今回，種々のPTHフラグメント

の入手が不能のこともあり検討できなかったが矢

野は（53～84），（51～84）PTHとほぼ100％の交

叉をみとめるものの（1～34）PTHとは1，000

ngEq／m1まで交叉性をみとめずC末端に特異性

Presented by Medical*Online



抗ヒトC末端（46－84）PTH抗体を用いたRIA一キット（ヒトPTH‘栄研’⑬）の基礎的および臨床的検討　　81

　　　　　　　PTH　（ng／ml）
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Fig．4　Serum　PTH　concentrations　in　normal　subjects　and　patients　with　various　diseases．
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Fig．5　Relation　between　human　system　and　bovine

　　　system．

が高いことを示している5）．

　本キットの標準曲線はサンプル量を100　Ptl以上

とすると感度は良好となるが，高濃度域の傾きが

小さくなり，慢性腎不全患者など高濃度が予測さ

れるサンプルの測定上難点がある．一方サンプル

量を20μ1以下とすると高濃度域での精度が上が

るが正常人の約20％が感度以下となるように低濃

度域の測定上問題がある．こうしたことから測定

するサンプルによって使用血清量を使いわければ

0．075ng／m1から12．8　ng／m1までの広範囲で満足

できる精度，確度，感度を得ることが可能である．

　再現性はIntraassayで4．4から7．7％，　Inter－

assayで5．0から11．5％とほぼ満足できる結果で

あり，またこれは［fl　PTH‘栄研’で著者らが検討

した値7・8）に比べはるかに良好であった．

　確度については回収率，希釈試験ともに良好で

あった．高濃度血清の希釈において100　ptサン

プリングで若干直線性を欠いた理由は，標準曲線

の傾きが高濃度域で小さくなることによるものと

思われる．

　第一反応時間は48時間でフ゜ラトーに達すること

から指示書通り48時間が適当と思われる．

　健常人の基礎値から正常値を平均値±2S・D・

と定めると正常範囲は0．18ng／mtから0．34　ng／ml

となる．従来の測定法では健常人で感度以下とな

る場合が少なくなく7・8），正常値の下限の設定は困

難であった．しかし本キットにおいて著者らが検

討した範囲では100　plサンプリング法によって

感度以下を示した健常人はなく，正常下限の設定

の可能性が示唆された．この点については今後さ

らに検討する予定である．

Presented by Medical*Online



82 核医学　20巻1け（1983）

　原発性副甲状腺機能ノt進症，慢性腎不全，偽性

副甲状腺機能低下症患者では健常人に比べ高値を

示し，また特発性副甲状腺機能低下症，老年患者

では健常人に比べ低値であった．これらは従来の

報告と一一致し6“’　10），本キットの臨床応用上におけ

る有用性を示すものである．またEDTAやカル

シウム負荷時のPTH分泌動態をとらえるにはC

末端アッセイよりもN末端アッセイの方が有用で

あるといわれているがll），今回暑：者らのEDTA

負荷試験における結果をみる限り，本キットによ

る末端アッセイによっても十分変化を把握するこ

とができることが示された．

　1日PTH‘栄研’によるアッセイでは血液透析前

後のPTH濃度に差はなかったが7），今回の検討

から血中C末端PTHは透析により低下するとい

う結果が得られた．しかし変化しないとする報告

もあり5）今後さらに詳細な検討を要するものと思

われる．

　以上より本キットは血中PTH濃度の変化をよ

く反映し，かつ感度，精度，確度が高いことがみ

とめられた．

　1日PTH‘栄研’による測定値と本キットによる

測定値との間にはr－0．88なる有意の正相関がみ

とめられたが，lllPTH‘栄研’の測定値は本キッ

トによる測定値の30ないし40％の値を示した．こ

れは旧キットがウシPTHを標準品として川いて

いるのに対し，本キットはヒト（1～84）PTH等価

として表示しているヒト（46～84）PTHを標準llllI

に用いていることによる差と考えられる．他社の

キットではmlU／m1で表示されているものもあ

り12），今後測定値を統一する意味でPTHの標準

品の規格化が望まれる．

V．結　　語

　最近開発されたヒトC末端PTH測定用キット，

ヒトPTH’栄研’の基礎的，臨床的検討を行・・た．

本キットは従来のウシC末端抗体を用いた旧

PTH‘栄研’と比較し感度，精度，確度が良好で

あった．またサンプル量の調節によって低濃度血

清，高濃度血清それぞれの測定上精度を高めるこ

とが可能であること，種々の病態における血L中

PTH値変化を鋭敏に反映することから臨床応用

上有用であり，今後広く利用されることが期待さ

れる．

　稿を終えるにあたり，ご校閲いただいた中川昌一教授，

老年患者血清を提供いただいた創成えんどう病院，遠藤

正博士，ならびにキットを提供していただいた栄研化学

株式会社に深謝致します．
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