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1．はじめに

　悪性腫瘍患者の病勢の評価治療効果の判定，

経過観察に“腫瘍マーカー”が広く用いられてい

る．現在“腫瘍マーカ・一一　S’としては癌胎児性抗原

（CEA）1）やα一fetoProtein（AFP）2）などの癌胎児性

タンパク，ヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）の

ようなホルモン，前立腺酸性フォスファターゼ等

の酵素がある．しかしこれらは癌にのみ特異的な

ものでなく，良性疾患においても出現し，必ずし

も理想的な“腫瘍マーカー”ではない．現在まで

のところ癌にのみ特異的ないわゆる腫瘍特異抗原

は見つかっていないが，より癌に特異的な腫瘍関

連抗原を見つけようとする努力がなされている．

　Carbohydrate　Antigen　CA　19－9は1979年，

Koprowskiらによりヒト大腸癌の培養細胞を用
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いて作成されたモノクロナール抗体が認識する新

しい腫瘍関連抗原3・4）で，現在抗原の解析5・6）と新

しい“腫瘍マーカー”としての臨床的有用性7”’13）

が検討されつつある．今回CIS（フランス原子力

庁）で開発されたCA　19－9測定用キット“エルザ

CA　19－9”をミドリ十字より提供を受け，基礎的

ならびに臨床的検討を行い，膵癌，胆嚢癌，胆管

癌の診断に有用であったので報告する．

皿．対象および方法

　1．測定原理

　本法に用いられる抗体はヒト大腸癌由来の培養

細胞（SW　1116）によって免疫されたマウス脾細胞

とマウス骨髄腫細胞のハイブリドーマから得られ

たモノクロナール抗体である．測定原理は抗体を

固定したチューブを使用する固相法のimmuno－

radiometric　assay（IRMA）で固相一次抗体に検

体中の抗原を結合させる第一反応とそれにさらに

1251標識二次抗体を反応させる第二反応よりなる．

　Key　words：CA19－9，　tumor　marker，　mono－

clonal　antibodies，　immunoradiometric　assay，

malignancy　of　the　digestive　system．
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なおモノクロナール抗体の抗原決定基が2ヶ以上

あるため，固相一次抗体と1251一標識抗体は同一

抗体を使用している．

　2．測定方法

　特に指示のない場合は本キットの指示書14）に従

ったが，その概略は以下の通りである．

　1）抗体を固定したチューブにクエン酸

EDTA緩衝液200　Ptlおよび標準CA　19－9または

被検血清100μ1を入れる．

　2）　よく撹摺≧した後，37±1℃で3時間インキ

ュベーションする．

　3）反応残液を除去し，脱イオン水で3m1×4

回洗浄する．

　4）1251一標識二次抗体300μ1を加え，16～24

時間，室温にてインキュベーションを行う．

　5）反応残液を除去し，脱イオン水で3ml×4

回洗浄する．

　6）　各チューブの放射活性を測定し，各測定値

からバックグラウンドを引いたカウント数を求め

る．標準試料のカウント数（cpm）を縦軸に，濃度

（U／m1）を横軸に方眼紙にプロットして標準検量

線を得，検体のカウント数よりCA　19－9濃度を

読みとる．

　なお，CA　19－91Uは精製された抗原0．8　ngに

相当する．

　3．基礎的検討

　1）インキュベーション時間，温度の影響，

2）精度，再現性，3）回収率，4）希釈試験，5）特

異性，につき検討した．5）で行った交叉反応試験

にはそれぞれCEA，フェリチン，カルシトニンは

いずれも第一ラジオアイソトープ研究所，AFPは

ミドリ十字，β2・ミクログロブリンはPhabedas

（Sweden），　hCGは帝国臓器製のものを用いた．

　4・臨床的検討

　消化器疾患で本院にて手術により診断の確定し

た悪性腫瘍症例151例，各種臨床検査で診断され

た良性疾患症例124例，および健常人98例の計

373例を対象とした．内訳は悪性腫瘍症例では胃

癌28例，大腸癌23例，食道癌7例，肝細胞癌42例，

胆嚢癌4例，胆管癌5例，膵癌42例であり，良性

疾患症例では胃潰瘍10例，胃炎7例，胃ポリープ

3例，激症肝炎2例，急性肝炎5例，慢性肝炎33

例，肝硬変症35例，胆石症11例，慢性膵炎18例で

ある．

III．結　　果

　1．礎基的検討

　1）インキュベーション時間，温度の影響

　第一反応の標準CA19－9と固相一次抗体の結合

におよぼすインキュベーション時間と温度の影響

をFig．1に示す．第一反応のインキュベーショ

ンの温度は25°Cまたは37°Cとし，1時間から

24時間まで反応させた．なお第二反応のインキュ

ベーションの条件は25°C，24時間と一定にした．

固相一次抗体へのCA19－9の結合は25°C，37°C

ともに5～24時間でまだプラトーに達していない．

　次に第二反応であるCAl9－9と1251一標識二次抗

体の結合におよぼすインキュベーション時間と温

度の影響を検討した（Fig．2）．第一反応のインキ

ュベーションを37°C，3時間と一定にして，第二

反応のインキュベーションの温度を25°Cまたは

37°Cとし，反応時間を1時間から48時間までと

した．インキュベーション温度25°C，37°Cとも

3時間ではCA19－9への1251一標識抗体の結合は

プラトーに達していないが，24時間ではともにプ

ラトーに達する．

　さらに第一反応のインキュベーションの温度を

25°Cおよび37°C（時間は24時間と一定）の二通

り，第二反応のインキュベーションの時間を3時

間および24時間（温度は25°Cと一定）の二通り，

計四通りの組み合わせの条件下における標準検量

線と3つの検体の測定値をFig．3に示す．それ

ぞれの条件で若干，検量線が変化するが，その測

定値はほぼ一定である．したがって以下のアッセ

イはキットの指示書の標準法通りに第一反応を

37°C，3時間．第二反応を25°C，16～24時間のイ

ンキュベーションで行った．

　2）　精度，再現性および回収試験

　同一アッセイ内，異なるロットのアッセイ間に

おける10回の測定値の再現性は良好で変動係数
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Fig．1　Effect　of　time　and　temperature　on　the　first　incubation．　The　second　incubation

　　　was　perf（）rmed　for　16－24　hours　at　25°C．　Reaction　of　binding　between　solid

　　　phase　first　antibodies　and　CA19－9　did　not　reach　plateau　in　5　hours　incubation，

　　　　both　at　37°C（●一●）and　25°C（○一〇）．
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Fig．2　Effect　of　time　and　temperature　on　the　second　incubation．　The　first　incubation

　　　　was　perfbrmed　fbr　3　hours　at　37°C．　Reaction　of　binding　between　CA　19－9　and

　　　　12511abeled　s㏄ond　antibodies　progressed　from　3　hours　to　24　hours　incubation，

　　　　both　at　37°C（●一●）and　25°C（○一〇）．

（CV）はいずれも10％以内であった（Table　1，2）．

また血清に標準CA19－9を添加して回収試験を行

ったところ，回収率はほぼ100％であった（Table
3）．

　3）希釈試験

　CAI9－9濃度の異なる3検体をキット添付の希

釈液で希釈し，測定した結果をFig．4に示す．

希釈試験の直線性は不良であった．

　4）特異性

　いわゆる“腫瘍マーカー”とされているCEA，

AFP，フェリチン，β2ミクログロブリン，カルシ

トニン，hCGをそれぞれ最高濃度0．6μ9／m1，
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10，000

Bound
（cpm）
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核医学　21巻3号（1984）

　　1st

incubation
　2nd
incubation

Samples（U／m1）

●一● 37°C，3h 25°C，24h 10 40 72

▲一▲ 37℃，3h 25°C，3h 11 38 75

O－一〇 25°C，3h 25°C，24h 14 35 72

△・一△ 25℃，3h 25℃，3h 12 45 57
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Fig．3　Effect　of　time　and　temperature　of　the　first　and　second　incubation　on　the　standard

　　　curves　and　CA19－9　values．

1μg／m1，0．8μg／m1，1μg／m1，64　ng／m1，500　U／ml

添加してアッセイの特異性を検討したが，交叉反

応はまったく認められなかった（Fig．略、．

　2・臨床的検討

　1）正常値

　本キットによる19～75歳の健常人98例（男性47

例，女性51例）の血中CA19－9濃度の分布をFig．

5に示す．平均値士標準偏差は3．5±4．3U／m1で

最高値は21U／m1であった．15U／m1以下に健

常人の97％，20U／m1以下に99％が含まれるため，

正常値を15U／m1以下とした．

　2）各種疾患患者の血中CA19－9濃度

　消化器系悪性腫瘍患者の血中CA　19－9濃度を

Fig．6に示す．悪性腫瘍患者における陽性率はそ

れぞれ胃癌30％（9／28），大腸癌26％（6／23），食道

癌0％（0／7），肝細胞癌38％（16／42），胆嚢癌100％

（4／4），胆管癌100％（5／5），膵癌90％（38／42）であ

った．うち120U／m1を越える高い血中濃度を示
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Table　l　Results　of　intra－assay　reproducibility Table　3　Recovery　test
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　No．

　1
　2
　3
　4
　5
　6
　7
　8
　9
旦
Meユn
S．D．

CV（％）

Serum（U／m～） added　CAl9－9 Serum（U／m～）
一

8
7
8
3
3
8
8
6
8
8

3
3
3
3
4
3
3
3
3
3

0
8
0
0
9
1
0
0
9
0

2
1
2
2
1
2
2
2
1
2

0
1
0
1
0
8
0
0
0
1

1
1
1
1
1
　
　
1
1
1
1

6
8
8
2
3
7
2
6
5
3
一

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

7
7
5
4
4
1
7
2
7
6

7
6
7
7
7
6
6
6
7
7

0

7．5

15

30

60

　19

25
（94）＊

35

（103）

52
（106）

　78
（99）

　10

　18
（103）

25

（100）

41

（103）

69
（99）

　12

21

（108）

25

（93）

43
（102）

　70
（103）

Recovery（％）　100．5土5．2＊＊101．3±2．1　101．5±6．2

37．7　　　　19．7　　　　10．1　　　　35．0　　　　71．0

2．5　　　　0．8　　　　0．9　　　　2．4　　　　6．2

6．5　　　　4．2　　　　8．7　　　　6．7　　　　8．7

＊recovery％　　＊＊Mean±SD

Table　2　Results　of　inter－assay　reproducibility

No． Serum（U／mt）

　1
　2
　3
　4
　5
　6
　7
　8
　9
1
0Mean
SD．

CV（％）

9
9
8
0
9
8
6
7
0
9

3
3
3
4
3
3
3
3
4
3

6
7
6
9
0
9
1
6
7
5

2
2
2
2
3
2
2
2
2
2

9
0
3
0
6
8
5
7
5
2

5
6
6
6
5
5
6
5
6
6

Villanoら15）に従い37U／m1とした場合，良性疾患

における陽性率は15％（18／124）から3％（4／124）

に，悪性腫瘍における陽性率は52％（78／151）か

ら38％（58／151）と低下する．しかし正診率はcut

off値15　U／mlで67％であったのに対し，　cut　off

値37U／mlで65％とほとんど変わらない結果が

得られた．

38．5

1．3

3．3

26．6

2．5

9．6

60．5

3．2

5．2

す症例は胃癌7％，大腸癌0％，食道癌0％，

肝細胞癌2％，胆嚢癌100％，胆管癌40％，膵癌

81°／．と胆嚢癌，胆管癌，膵癌に多かった．これら

のほとんどは10倍の希釈でもscale・overするほど

の高値であった．

　一方良性疾患患者における陽性率はきわめて低

く，わずかに肝硬変症で軽度の上昇例が散見され

る（9／25，26％）のみで，120U／m1を越える症例は

胆石症の1例のみであった（Fig．7）．臨床的に膵

癌との鑑別が問題となる慢性膵炎の陽性率は22％

（4／18）であり，120U／m1を越える症例は認めら

れなかった．なおcut　off値15U／m1をDel

IV．考　　察

　CA　19－9はモノクロナール抗体の手法を用いて

開発され臨床的に使用される初めての‘‘腫瘍マー

カー”である．1975年K6hler，　Milsteinによるノ・

イブリドーマ法を用いるモノクロナール抗体の手

法16）は免疫学的分野に大革命を引き起こした．つ

まりこれまでの抗原を精製し，動物に免疫して得

られるポリクロナール抗血清では，いかに精製さ

れた抗原を用いても得られる抗体は均一なもので

はなく種々の抗原決定基に対する抗体が混じたも

のしか得られなかった．しかしモノクロナール抗

体の手法を用いるとその抗体は均一であり，無制

限に抗体を分泌しながら増殖する細胞を用いるた

め抗体の量的制限がない．しかも免疫に用いる抗

原が必ずしも精製されたものでなくてもよいため

モノクロナール抗体の手法は抗原の精製が困難な
“腫瘍マーカー”の開発に有用と考えられていた．

CA19－9は1979年Koprowskiらにより開発され

たモノクロナール抗体を利用した初めての“腫瘍

マーカー”である．その抗原はノイラミダーゼに
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　　　　　　　　　　　　　　　　　Dilution
Fig．4　Effect　of　sample　dilution　on　CA19－9　estimation，　All　specimens　were　obtained

　　　from　patients　with　high　CA19－9　values　and　diluted　by　diluent　equipped　with

　　　the　kit．

40

§30
8

も

田20
§
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　　5　　　　　　　　10　　　　　　　　15

　　　　　　　　　CA　19－9（U／ml）

Fig．5　Serum　CA19－91evels　in　98　normal　subjects．

20

より失活することよりガングリオシドを含むこと

が明らかとなり5），その抗原の一部も解明されて

いる6）．

　動物の免疫には大腸癌細胞を用いたため，当初

大腸癌に有用な“腫瘍マーカー”と考えられてい

た7・9）が，今回の検討のごとく膵癌の診断に有用

であることが明らかになりつつあるS・11）．

　今回検討した“エルザCA19－9”キットは固相
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Fig．6　Serum　CA19－91evels　in　151　patients　with　various　malignant　tumors．
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Fig．7　Serum　CA19－91evels　in　124　patients　with　various　benign　diseases．

法のIRMAである．抗体をチューブに結合させ

る固相法のアッセイは大量の抗体を必要とするが，

その操作とくにB／F分離が容易で近年多用され

ている．この固相法を用いたサンドウィッチ法に

よるIRMAはCA19－9のような抗原が十分精製

されておらず，一方抗体は大量に使えるモノクロ

ナール抗体の系においては適したアッセイ法とい

える．
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　キットの基礎的検討としては第一反応が5～24

時間ではプラトーに達しておらず，反応の安定性

にやや問題を残す．第二反応はプラトーに達する

のに24時間かかり，3時間インキュベーションの

短時間法よりは16～24時間インキュベーションの

標準法の方が安定した値が得られるものと思わ

れた．しかし得られた測定値にはほとんど差がな

かった．再現性，回収試験では満足すべき結果が

得られ，またこれまでのCEAやAFPなどの“腫

瘍マーカー”との交叉反応は認められず，CA　19－9

は従来の“腫瘍マーカー”とは異なったまったく

新しいものであると考えられた．ただ固相法の欠

点ともいえるが，本キットも希釈試験で直線性が

得られないことが今後の検討課題と考えられた．

しかも測定範囲が狭く，さらに希釈液に若干の

CA　19－9が含まれるために希釈測定の計算が繁雑

で，CA19－9が高値の場合にはその正確な濃度の

決定が困難な場合もありうると思われる．

　これまで膵癌は臨床所見，超音波検査，および

X線CTや血管造影検査などの各種放射線学的検

査を駆使しても腫瘤形成型慢性膵炎との鑑別診断

は著しく困難であった．しかし膵癌におけるCA

19・9の陽性率は90°／．と高く，またその値もきわめ

て高い．一方慢性膵炎における陽性率はcut　off

値を15U／mlとして22％，37　U／mtとして11％

と低く，120U／m1を越える症例は認められなか

った．事実，術前のCA　19－9が陰性であったが画

像診断により膵癌と診断されて手術を受けたとこ

ろ慢性膵炎であった症例を経験しており，血中

CAI9－9濃度の測定が今後膵癌と慢性膵炎の鑑別

診断の主役となる可能性がある．他の腫瘍では胆

嚢癌，胆管癌にも有用と思われる．これら以外の

悪性腫瘍では一般に陽性率はそれほど高くなく，

CEAなどとの比較検討が必要である．

　このようにCA19・9は膵癌，胆嚢癌，胆管癌の

診断に有用であったが，CA19－9は初めてモノク

ロナール抗体の手法を用いて開発された新しい
‘‘

腫瘍マーカー”であり，今後同じ手法を用いて他

の部位の悪性腫瘍に対するモノクロナール抗体が

開発され，臨床的に実用化するものと期待される．

V・ま　と　め

　CIS“エルザCA19－9”キットの基礎的および臨

床的検討を行い，以下の結果を得た．

　1）　本法は操作が簡便であり，再現性，回収率

も良好で，他の“腫瘍マーカー”との交叉反応も

なかった．

　2）　しかし測定範囲が狭く，希釈試験の直線性

が不良で，高値血清の測定に改善の余地があると

思われる．

　3）膵癌においては陽性率が高くまたきわめて

高値をとる一方，慢性膵炎では陽性率は低く，有

用な“膵癌マーカー”となる可能性が示唆された．

　4）　その他，胆嚢癌，胆管癌の診断にも有用で

あった．
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