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2一サイトイムノラジオメトリックアッセイ（サンド

　　　イッチ法）における平衡論的取扱い（その2）

一
平衡論的な標準曲線およびその感度について一
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　　　　－Dose－response　Curve　and　Its　Sensitivity一
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1．緒　　言

　ラジオイムノアッセイ（RIA）の平衡論的取扱

いについては，Berson＆Yalowをはじめとして1），

Ekins2），　Rodbard3）らによって詳細に解析されて

いる．一方，2一サイトイムノラジオメトリックア

ッセイ法（サンドイッチ法）については，Rodbard

＆Feldman4）らによって反応速度論的な解析がさ

れているにすぎず，平衡論的な観点からみた解析

はほとんどない．

　そこで著者らは，サンドイッチ法における種々

の現象を解明することを目的として平衡論的な解

析を行うことにし，まず平衡論的概念を簡略化す

るために，固相化抗体と抗原との反応が完全に進

行する，すなわちその平衡定数Ki　＝＝。。であると

いう条件下で解析を行い，その結果について前報
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で報告した5）．そこで得られた平衡論的標準曲線

はK1－。。という条件下であるため，現実に描か

れているそれとは若干異なるものではあったが，

サンドイッチ法における標準曲線の骨子としては

十分なものであった．今回は，その平衡論的解析

をより現実的なものにするため，K1≒。。の条件

下で解析を行い，さらにα一フェトプロテインの

サンドイッチ法を用いた測定において，種々の条

件での標準曲線を作成し，平衡論的解析によって

得られた標準曲線をもとに若干の考察を行ったの

で報告する．

IL実験方法

　1）ヒトAFPの精製

　ヒトAFPはRuoslahtiらの方法6）に従い，ヒト

原発性肝癌患者の腹水より，固相化抗ヒトAFP

抗体カラムを用いたアフィニティクロマトグラフ

ィを用いて精製した．

　Key　words：　Radioimmunoassay，2－site　immuno・
radiometric　assay，　Equilibrium　constant，　Sensitivity．
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　2）抗血清

　抗ヒトAFP抗血清は，精製ヒトAFPを生理

食塩水に溶解し，Freund’s　complete　adjuvantと

混和してエマルジョンを作成し，ヤギおよびウサ

ギの皮下に2週間隔で5回投与して作成した．そ

の後，固相化ヒトAFPカラムを用いたアフィニ

ティクロマトグラフィ法により抗ヒトAFP特異

抗体を作成した．

　3）ヒトAFP抗原および抗ヒトAFPウサギ

抗体の1251標識

　ヒトAFPにNa1251を加えクロラミンT法に
よって比放射能25μCi／μgの標識抗原を調製した．

この場合，抗原1分子あたりヨウ素原子平均0．75

原子の割合で標識され，過剰抗体系での抗ヒト

AFP抗体との結合率は95％以上を示した．抗ヒ

トAFPウサギ抗体を同様に標識し8．8μCi／μgの

標識抗体を作成した．この場合，抗体1分子あた

り平均0．61原子のヨウ素で標識され，過剰固相

化抗原と80％以上の結合率を示した．

　4）固相化抗体ビーズの調製

　直径6．25mmのポリスチレンビーズ（Precision

plastic　Ball　Co，　Chicago，　USA）にCattらの方法7）

に準じて，種々の濃度の抗AFPヤギ抗体を吸着

させて固相化抗体ビーズを調製した．

　5）平衡定数および有効抗体量の算出

　標識抗原（AFP－1251），0．1　mlに，標準ヒトAFP

O．1mlを加え，固相化抗体ビーズを1個加えて

25°Cで3日間のインキュベーションを行った．

インキュベーション後，固相化ビーズを洗浄しそ

の放射能を測定した．得られた標準曲線より

Scatchard　plotを求め，平衡定数および有効抗体

量を求めた．

　6）2一ステップ法によるAFP標準曲線の作成

　標準ヒトAFP液（0－3，500　ng／m1）を0．02　m1に，

ホウ酸緩衡液を0．3m1加え，固相化抗体ビーズを

1個加えて25°Cで2日間インキュベーションを

行った．反応後，ビーズを洗浄し，さらに標識抗

体液を0．3m1加え，25°Cで2日間インキュベー

ションを行った，反応後，ビーズを洗浄し，ビー

ズ上の放射能を測定した．

m．平衡論的解析

　サンドイッチ法についての平衡論的考察を行う

際，前報で報告したものと同じ反応モデルにっい

ての仮定をたてた．そして（1）固相化抗体，抗原

および標識抗体を同時に加え，反応終了後，固相

上の放射能を測定する1ステップ法，（2）固相化

抗体と抗原とを反応させた後，未反応の抗原を洗

い去り，ついで標識抗体を加えて反応させ，反応

終了後，固相上の放射能を測定するステップ法の

おのおのの場合について解析を行った．

　1．1ステップサンドイッチ法

　固相化抗体と抗原との反応における平衡定数を

K1，標識抗体と抗原との反応における平衡定数を

K2とした場合，1ステップサンドイッチ法では主

として次にあげた反応を考えなければならない．

Ag十Ab1　＝　AgAb1　．．．．．．．＿．．．　．（1）

　　　　　Kl
Ag十Ab2＊　ご　AgAb2＊　．．．．．　　　　　．（2）

　　　　　K2
AgAb1十Ab2＊　＝　Ab1AgAb2＊　　　．．（3）

　　　　　　　K2
AgAb2＊十Ab1　＝　Aヒ1AgAb2＊　　　　．（4）

　　　　　　　K1

　ここでTa二総抗原濃度，　Tb1＝固相化抗体のみ

かけの総濃度，Tb2＝標識抗体総濃度とすれば

Ta＝【Ag】十【AgAb1］十［AgAb2＊］

　　十［Ab1AgAb2＊］　．．．．．．．．．．．．．．．．（5）

Tb1＝＝【Ab1］十［AgAヒ1］十［Ab1AgAb2＊］

　　　　　　　　　　　　．．．．．．．．．．．（6）

Tb2＝【Ab2＊】十［AgAb2＊］十［Ab1AgAb2＊］

　　　　　　　　　　　　．．．．．．．．．．．．（7）

ただし，

　［Ag】：

　［Ab1】：

【AgAヒ1］：

　　　［Ab2＊】：

　　［AgAb2＊］：

【Ab1AgAb2＊］：

遊離抗原濃度

遊離固相化抗体のみかけの濃度

固相化抗体一抗原結合物のみか

けの濃度

遊離標識抗体濃度

標識抗体一抗原結合物の濃度

固相化抗体一抗原一標識抗体結合

物のみかけの濃度
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　ここで（D～（4）式より

K・一蒜；i「［蒜鵠］・…（8）

K・一 ［蒜9「［㌶鵠・・（9）

となる．標識抗体の固相化抗体に結合した割合を

b（0≦b≦1）と置けば，b－［Ab1AgAb2＊］／Tb2であ

るから，まず（5）式より，

　　Ta－bTb2＝【Ag］｛K1［Ab1］十K2［Ab2＊】十1｝

　　　　　　　　　　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．（10）

（6）式より

　　Tb1－bTb2＝［Ab1］｛K1［Ag］十1｝．．．．．．（11）

（7）式より

　　Tb2－　bTb2＝［Ab2＊］｛K2［Ag｝←1｝．．．．．．（12）

（8），（9）式より

　　bTb2＝KIK2［Ag］［Ab1】［Ab2＊］．．．．．．．．（13）

が得られ，（10）～（13）式を解いて

　　K12K22TaTb22b4

　　　－KIK2Tb2｛KIK2Ta2十KIK2TaTb2

　　　十　KIK2TaTbi十KIK2Tb1Tb2十KITa

　　　十K2Ta十KITb1十K2Tb2十1｝b3

　　　十｛2K12K22TaTb1Tb2十K12K22Ta2Tb2

　　　［K12K22Tb12Tb2十K12K22Tb1Tb22

　　　十K12K22Ta2Tb1十2KIK22TaTb2

　　　十2K12K2TaTb1十2K12K2Tb1Tb2

　　　十2KIK22Tb1Tb2十Ki2Tb1十K22Tb2｝b2
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　　　一KIK2｛KIK2TaTb12十KITb12

　　　十KIK2Tb12Tb2十KIK2Ta2Tb1

　　　十KITaTb1十KIK2TaTb1Tb2十K2TaTb1

　　　十Tb1十K2Tb1Tb2｝b十K12K22TaTb12
　　　＝0　　．．．．．．．．．．．．．◆．．．．．．．．．．．．．．（14）

となり，4次曲線で示した標準曲線が得られる．

　ここでK1＝K2＝1×10101／mol，Tb2＝1×10－11M

とした場合において，固相化抗体濃度（Tb1）を変

化させた場合の標準曲線の例をFig．1に示した．

ここでは，縦軸としてbの代わりに結合率（％）

（b×100）を用いてある．Tb1濃度に関係なく，1

ステップ法に特有なプロゾーン効果がみられる．

ただし，プロゾーン効果が生ずる領域はTb1濃度

の増加に伴って高濃度側に移行していくことがわ

かる．しかも本条件下では，Tb1≧1×10－8Mに

なると，結合率が減少しはじめるTa濃度が変化

するだけで実際にTaの測定可能な領域における

標準曲線はほとんど変わらない．Fig．2にK2変

化による標準曲線の例を示した．K2を増加させ

ることによって測定範囲は低濃度側に移行してい

くことがわかる．しかし，K2を変化させること

によってプロゾーン効果をTaの高濃度側にシフ

トさせることはできない．

　次にK1変化による標準曲線の例をFig．3に示

した．K1を増加させることによって測定範囲は

低濃度側に移行していくがK1≧1×1012において
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　；a　m
Fig．1　Theoretical　dose・response　curves　for　1－step　sandwich　assay　with　various　Tb1．

　　　　（K1＝K2＝1×10101／mol，　Tb2＝1×10－11　mol／1）

Presented by Medical*Online



726

100

10

←

ヨ
畠

核医学　　20巻5号（1983）

κ1・1xlOIOn・t

Tb1・1x：o’㌔

01
　10’T2　　　　　　　10’il・　　　　　　IO’iO　　　　　　　IOJ9　　　　　　　1C『e

　　　　　　　　　　Ta　tHl
Fig．2　Theoretical　dose－response　curves　for　sandwich
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Fig．3　Effect　of　K1　values　on　theoretical　dose－response

　　　curves　of　sandwich　assay．

はK1値に関係なくほぼ同じ標準曲線を示すよう

になり，しかも，結合率（b）はTa≧1×10－9M，す

なわちTa≧Tヒ1において急激に減少することが

わかる．

　2．2ステップサンドイッチ法

　2ステップサンドイッチ法では，第1反応終了

後，未反応抗原を除去し，固相化抗体一抗原結合

物を用いて，標識抗体と第2反応を行わせるもの

であるから，まず第1反応においては，

　　Ag十Ab1ごAgAb1．．．．．．．．．．．．．．（15）

　　　　　　　K1
の反応に従って抗原が固相化抗体上に結合する．

これにより，

　　Ta＝［Ag】十【AgAb1】　．．．．．．．．．．．．．．（16）

　　Tbi：＝［Ab1］＋［AgAb1］．．．．．．．．．．．．．．（17）

の関係式が得られる．2ステップ法においては，

（15）式において結合したAgAb1を用いて第2反

応を行わせるのであるから，第2反応における総

抗原濃度は第1反応で得られた【AgAb1］に相当

する．そこでTa’一［AgAb1】とおくと

　　　　　【AgAb1］　　　　　　　Ta’
　　K・rAglAb、「ぐr。－T。’）（Tb、＿T。・）

が得られ，これをTa’について解くと

　　KITa’2－｛（Ta十Tb1）K1十1｝Ta’

　　　　　十KITaTb1＝0．．．．．．．．．．．．．．（18）

となり，ここで得られたTa’が第2反応における

総抗原濃度になり，当然のこととしてK1．　Ta，

Tb1の値によって大きく変動する．

　次に第2反応においては，第2反応の最中に第

1反応時において結合したAgAb1が解離する反

応，あるいは解離した抗原がさらに標識抗体と反

応する点についても考慮しなければならない．主

な反応としては次のとおりになる．

　　AgAb1’＝Ag’十Ab1　．．．．．．．t－．．（19）

　　　　　　ltKi
　　Ag’十Ab2＊　＝≧　AgAb2＊．．一一i－．．．．．．（20）

　　　　　　　　K2
　　AgAb1’十Ab2＊　＝　Ab1AgAb2＊　．．．．（21）

　　　　　　　　　K2
　　AgAb2＊－F　Ab1　＝　Ab1AgAb2＊　　．，．（22）

　　　　　　　　　K1

　ただしTa’＝［Ag’］十【AgAb1’］である

（19）～（22）式を用いて（1）～（4）式と同様bについ

て解くと，（14）式のTaの代わりにTa’となった

ものが得られ，このTa’に（18）式を代入すればb

とTaとの関係が得られる．

　ここでFig．1と同一の条件においてTb1を変

化させた場合の2ステップ法による標準曲線を

Fig．4に示した．1ステップ法の標準曲線に見ら

れた顕著なプロゾーン効果はみられず，Ta濃度

の増加に伴って結合率は増加していく傾向にある．

しかし，Fig．4の矢印で示したようにわずかでは

あるが極大値をもつ標準曲線になることがわかる．

つまり2ステップ法でもTa濃度が増加するとわ

ずかではあるがプロゾーン効果のあることがわか

る．一方，K1変化による2ステップ法の標準曲
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01
　1σ’2　　　　　　　　10－11　　　　　　　　10－M　　　　　　　　10－9　　　　　　　　10－S

　　　　　　　　　To｛門｝
Fig．4　Effect　of　Tbl　concentrations　on　theoretical

　　　dose－response　curves　of　sandwich　assay．　Maxi－

　　　mum　binding　points　are　indicated　by　the

　　　arrOWS．

線をFig．3の点線で示した．当然のことながら

K1が低い場合には1ステップ法と2ステップ法

とにおいてB％に大きな解離を認め，プロゾー

ン効果を起こす領域以下では1ステップ法の方が

2ステップ法と比較して高い結合率を示した．し

かし，K1が大きくなるにつれて両方における結

合率の解離は少なくなっていくのがわかる．

IV．最小検出感度

　サンドイッチ法における最小検出感度は，競合

反応を利用したRIAの場合と異なり，測定上の

バックグラウンドあるいはアッセイ上の非特異的

結合（NSB）によって決まってくる．サンドイッ

チ法の感度を検出可能な最小抗原濃度であると定

義すれば，バックグラウンドあるいはNSBを設

定することによって感度を計算することができる．

ここでは計算を簡単にするためバックグラウンド

を100cpmとおく．T分間測定した場合の計数誤

差は，100±～／1OO／Tである．　T分間測定するこ

とによりバックグラウンドに対して有意となるカ

ウントを平均値＋2標準偏差とおけば2×～／100π

＝20／N／Tとなる．このことは20／ン〒cpm以上

になれば検出可能になることを示している．

　一方NSBについてはNSB＝O％の場合と，

NSB－a％の場合に分けて考えてみる．
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　1・NSB＝・O％の場合

　固相化抗体一抗原結合体と反応した標準抗体の

1分間あたりのカウントをPとおけば

　　　　　　　　PニbTb2SVε

　ただし，　S：標準抗体の比放射能

　　　　　V：反応容量

　　　　　　ε：測定効率

となる．

NSB＝0％であるから20／～／rcpm以上あれば検

出可能となり，したがって標準曲線上の感度に相

当する点においては，

　　20／～／「r＝bTb2　SVε．．．．．．．．．．．．．．．．．．（24）

が成立する．ここでSVεT1’2－1×1015　count・

〃moIとおけば

　　bTb三＝2×10－14　mol／1．．．．．．．．．．．．．．（25）

となり，この条件を満たすようにサンドイッチ法

の標準曲線からTa濃度を求めればこれが感度に

なる．

　2・NSB・＝a％の場合

　標準抗体（Tb2）のうちでa％が非特異的に固相

化抗体上に結合するものとすれば，そのNSBに

相当する1分間あたりのカウントはaTb2　SVε／

100cpmであるから，測定上のバックグラウンド

（100cpm）と合わせて標準曲線作成上反応に関与

しないカウントは

　　　　　（aTb2　SVε／1∞十100）cpm

となる．これに対して有意となるカウントを同様

にして＋2標準偏差とおけば，

　　　　　2～／（aTb2　SVε／100十100）／T

となり，標準曲線上感度に相当する点においては

　　2V　　　　aTb2　SVε
　　　　　　　　十100）／T＝bTb2SVε．．（26）
　　　　　100

が成立する．ここでT＝1min，　SVε＝1×1015count．

1／mol／minとおけば

　　2へ／aTb2×1013十100＝＝bTb2×1015．．．．（27）

となり，この条件を満足するようなTa濃度を求

めれば，これが最小検出感度となる．

　Figure　5にSVεT1／2変化による標識抗体濃度

（Tb2）と感度との関係を示した．　Tb2を増加させ

るに従って感度は良くなり，例えばSVεT1’2＝
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Fig．6　The　Relationships　between　sensitivity　and　Kl

　　　values　for　sandwich　assay．

1×1015count・1／mo1の場合で1ステップ法にお

いてはTb2→。。とすることによりTa→2×

10－i4　mol〃に近づいていくことがわかる．また

SVεT1／2を変化させることにより，感度もそれに

ほぼ比例して変動することがわかる．次に種々の

K2によるK1と感度との関係をFig．6に示した．

当然のことながら標識抗体の平衡定数K2が増加

すれば感度が良くなることがわかる．さらにK1

を増加させることによっても感度は良くなり一定

10－11

01

（Σ
）
〉
↑
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一
プ
一
い
⊂
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10－13
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Fig．7　The　Relationships　between　sensitivity　and　K2

　　　values　for　sandwich　assay．
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Fig．8　Effect　of　NSB　of　sandwich　assay　on　sensltlvlty．

値に近づいていく．すなわち，K2→。。になり，

しかもK1→。。にすることによりTa→2×
10－14mol／1になる（これはbTb2＝2×10－14　mo1〃

としたことによる）ことがわかる．一方，1ステ

ップ法と2ステップ法との差については，Klが

小さければ2ステップ法の感度は1ステップ法の

それと比較して急激に悪、くなるが，K1が増加す

るに従って両法での感度に差はなくなってくる．

Figure　7に種々のK1によるK2と感度との関係

を示した．これはFig．6の場合とほぼ同様の傾向
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を示すが，1ステップ法と2ステップ法の差はK2

を変化させても変わらないことがわかる．

　Figures　5～7に示した感度についての関係はす

べてNSB－0％という理想的なサンドイッチ法の

場合である．しかし現実には，どのような系にお

いても，多少なりともNSBは存在する．そこで

NSB－0～5％の場合についてのTb2と感度との

関係をFig．8に示した．　KlとK2は一定である

ため，1ステップ法および2ステップ法の差は

Tb2には無関係である．しかし，　NSBが存在する

ことによって感度曲線は全く異なったものになる．

すなわちNSBが存在しない場合には，　Tb2濃度

を増加させることにより感度は徐々に良くなって

いくことがわかるが，NSBが存在すると，感度

曲線は下に凸の曲線を示す．すなわち標識抗体を

増加させるに従って感度はよくなっていくが，あ

る濃度以上になるとかえって感度の低下を示すよ

うになる．

V．結果および考察

　サンドイッチ法の測定範囲を論ずる場合，固相

化抗体のCapacityがよく論議される．　Figure　1

に示した条件下においては，TblすなわちCapa－

cityを増加させることによって測定範囲はある程

度広くなっている．しかしTb1≧1×10’9Mにな

ると，プロゾーン効果によって結合率（b）の低下

しはじめるTa濃度が濃Tb1度の増加とともに高

濃度側に移行していくことがわかる．このことは

Tb1を増加させることにより，プロゾーン効果に

よる結合率の低下をある程度避けることは可能で

あるが，測定領域を著しく増加させるということ

ではない．実際には固相化抗体濃度を変化させた

場合の標準曲線はFig．9に示したとおりである．

ここに示した2ステップ法によるAFPの標準曲

線において，固相化抗体濃度（Tb1）はScatchard

plotより求めた値である．　Figure　4に示した理論

曲線と同様にTblの増加とともに結合率の上昇

がみられる．2ステップ法であるからFig．9に示

した範囲内ではプロゾーン効果はみられていない

が，いずれにしても700ng／ml以上になるとプラ

100

10

729

01

　　　　　　　　　AFP　、ng　掲1↓

Fig．9　Dose－response　curves　for　AFP　2　step　sandwich

　　　assay　with　various　Tbl　concentrations．

100

10

OT

Fig．10　Dose－response　curves　for　AFP　2　step　sand－

　　　wich　assay　with　various　Tb2　concentrations．

トーになっている．次に標識抗体濃度変化による

2ステップ法AFPの標準曲線をFig．10に示した

標識抗体濃度を減少させるに従って結合率が上昇

していることがわかる．平衡式より求めた標準曲

線（今回は示していない）においても，Tb2減少さ

せることによって結合率が上昇する．

　一方，K2変化による測定範囲については，　K2

を増加させることによって低濃度側にシフトし，

測定領域を変えるためには，K2を変えることが

最適であることがわかる．Kl変化による測定範

囲については，K1を増加させることによってや

はり低濃度側に移行していくが，K2変化の場合

と比較して顕著ではない．
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　一般的にサンドイッチ法においては，プロゾー

ン効果をなくすために1ステップ法よりも2ステ

ップ法が良いと言われている．Figure　4にみられ

るとおり，2ステップ法とすることによって明ら

かに顕著なプロゾーン効果はなくなっているよう

にみえる．しかし，わずかではあるが，Fig．4の

矢印に示したように2ステップ法でも標準曲線は

bmaxをもつ曲線になり，　Ta濃度大過剰のもと

で合率が低下することがわかる．このことは，第

1反応で未反応の抗原を洗瀞除去しているので，

第2反応の最初においては未反応の抗原はない．

しかし，第2反応中にKlの大小に応じて抗原が

解離してくる．これが標識抗体と反応することに

よって1ステップ法ほど顕著ではないが，プロゾ

ー ン効果の生ずる原因となっている．また，ここ

では反応をすべて平衡論的に取扱っているが，現

実のサンドイッチ法では必ずしも平衡になるまで

反応しているのではない．そうなると，解離した

抗原および固相化抗体と結合した抗原に対する標

識抗体の反応速度が異なるため，もし液一液系で

の反応が液一固系での反応に比較して早ければ，

平衡に達する前に分離することにより，プロゾー

ン効果はFig．4に示した以上に顕著になことが

十分予想される．

　サンドイッチ法における感度曲線はFig．5～8

に示したとおり，いずれの条件下においても1ス

テップ法が2ステップ法に比較してすぐれている

ことがわかる．1ステップ法と2ステップ法での

平衡論的取扱いの上における差は（18）式にあり，

したがって両法における感度を決定するのには

Klに依存することになる．したがってK1を大に

すれば（18）式より第1反応で反応する抗原が大

になり，K1→ooになるとTa’＝Ta（ただしTb1≧

Ta）になるため，計算上においてはその感度は1

ステップ法，2ステップ法ともに同じになる．こ

のことは，2ステップ法を採用する場合にはK1

を大きくした方がよいことを示している．そうで

ないとK1の値によっては，その感度が1ステッ

プ法と比較して著しく減少するからである．サン

ドイッチ法における感度についてはEkinsら8）も

その理論的感度曲線を報告している．それは単純

に標識抗体平衡定数，すなわちK2をもとに計算

を行っているが，それらの詳細な論述はみられて

いない．

　Figure　6に示したとおり，　KlおよびK2を増

加させていくと感度は2×10’i4　mol／1に近づいて

いくことがわかる．これはbTb2－2×10－14　mo1／1

としたことによるものである．このbTb2とは，

標識抗体のうちで固相化抗体と反応したものの濃

度を意味する．すなわちSVεTI　f2＝1×10i5　count・

1／molとしたことによる．したがって，例えば比

放射能（S）を無限大にすることが可能であれば，

bTb2はそれに応じて小さくすることが可能とな

り，最終的には1分子の抗原が測定可能になるこ

とを意味している．この点においては，競合反応

を利用したRIAの感度とは大きく異なっている．

　以上，平衡論理に得られた標準曲線，および感

度曲線は現実のサンドイッチ法の標準曲線と比較

した場合，非特異的結合，カウント誤差，バック

グラウンドの変動などにより若干異なっているが，

その傾向については現実のそれに良く対応してい

る．そして，これらの平衡論的解析による取扱い

は，サンドイッチ法における基本的概念を得るの

に重要であると考えられる．
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