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1．はじめに

　β2－microglobulin（以下β2－MGと略す）は，1968

年Berggardら1）によって尿細管性蛋白尿の患者

尿から分離・精製された分子量11，800の低分子

性の蛋白質であり，ヒトのリンパ球をはじめとす

る有核細胞2・3）で産生され，血液・尿・髄液・唾液・

乳汁・羊水・腹水・関節液・精液などに広く存在

している1・4）．体液中のβ2－MGは大部分が遊離の

形で存在し，その異化には他の低分子血漿蛋白と

同様に腎が主要な役割りを果たしている．血液中

のβ2－MGは容易に腎糸球体から濾過され，近位

尿細管で再吸収され異化されるため5・6），正常尿中
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にはきわめて微量にしか排泄されない．したがっ

て，尿中β2－MGは腎尿細管再吸収障害によって

増加することとなり，血液中および尿中β2－MG

を測定することは腎障害の早期診断として有用で

ある．また，β2－MGはリンパ球のみならず悪性

腫瘍細胞でも産生され3・7），自己免疫疾患などにお

いても増加する場合のあることが報告されてい
る8）．

　i著者らは従来のPhadebas　P2－micro　Testにかえ

て，Phadebas　P　2－micro　Test改良キットを使用す

る機会が得られたので，本キットの基礎的検討を

行うとともに，臨床的検討として健康小児ならび

に腎疾患・悪性腫瘍患児の血清β2－MG濃度を測

定したので，これらの成績を報告する．

皿．方法ならびに対象

　1．Phadebasβ2－micro　Test　100の原理

　本法の原理はFig．1に示すごとく，抗β2－MG

抗体をセファデックスに結合させた固相に対して

の標準β2－MGおよび未知検体中のβ2－MGと
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Fig．1　Principle　of　the　procedure．

Test　tubes　for　std．　soln Test　tubes　for　unknown　sample

Std，β2－microglobulin　soln．（10～500μg／1）

　　　　　　　　　　　　°’・’°°・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　50μ1

Unknown　sample
　　　　　　　　・・・・・・・・・・・・・・・・…　書・・・・…　50μ1

／32－microglobulin－i251so山tion（Blue）

　　　　　　　　　　・…　…・・・・・・・・・・・・・・…　50μ1

Test　tubes　for　tota｜　count

β2－microglobulin－「z51　solution

　　　　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　50μ1

Sephadex－Ant卜β2－microglobulin

complex　suspension（Yellow）
　　　　　　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　－i・…　50μ1

Cover　the　tubes　with　plastic　film

or　alumlnlum　foil　and　incubate

then　on　a　shaker　90　min．

at　c◎ntrolled　room　temperature

Phadebasβ2－microbuffer　solution
　　　　　　　……・………・…・………2mt

Centrifugation（2，000×g，10min．）

　　　　　　　　　　　↓

Remove　the　supernatant（decant）

　　　　　　Measurement　of　count　rate

Fig．2　Assay　procedure．

1251一標識β2－MGの競合作用の結果，抗体と結合

した結合型β2－MGと遊離型β2－MGを，遠心操作

により分離し測定する固相法Radioimmunoassay

である．

2
．

i
）

（1）

（2）

（3）

キットの構成および操作手順

キットの構成

1251一β2－MG（青色に着色）10．7　luCi　×1

標準β2－MG　10，25，75，200，500　Pt9／1×1

抗β2－MG（黄色に着色）　　　　×1

　　（4）　　緩便〒液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×2

　ii）　操作手順

　　測定はFig．2に示した操作手順に従って行った．

　iii）検体の調整

　　検体の調整はキットに添付されている緩衝液を

用い，血清で21倍（従来法は201倍），尿で5倍（従

来法は11倍）の希釈を行った．

　　iv）検討事項

　　基礎的検討事項として，1）標準曲線　2）イン
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Fig．4　Effect　of　incubation　temperature　on　the

　　　standard　curve．

キュベーション温度および時間の影響，3）添加回

収試験，4）希釈試験，5）再現性試験，6）従来法

との相関を検討した．臨床サンプルの検討として

は，月齢4か月から年齢15歳までの腎疾患患児39

例（内訳：男児22例，女児17例），悪性腫瘍患児28

例（内訳：男児20例，女児8例）の計67例を対象と

した．

　なお，今回扱った悪性腫瘍例においては，特に

腎機能の異常を認めていない．

III．結　　果

　1．基礎的検討

　i）標準曲線

　原法（室温，90分のインキュベーション）によ

り得られた典型的な標準曲線をFig．3に示す．6

重測定による変動係数は全域においてバラツキは

非常に少なく，良好な再現性を示した．

　ii）インキュベーション温度および時間の影響

　まず，反応温度を4°C，25°Cでそれぞれ行ない，

反応温度の影響を検討した．Fig．　4に示すように，

25°Cと4°Cにおける零サンプルの結合型β2・MG

のカウント数（Bo）と全カウント数（T）の比Bo／T

（％）を比較すると，25°Cのほうが4°Cの場合よ

り若干結合％が高かったが，標準曲線はほぼ類似

しており，温度による影響はほとんど認められな

かった．次に反応時間を，30，60，90，120，180分

と変化させた時のBo／T（％）および標準曲線を

Fig．5に示した．　Bo／T（％）は，反応時間が長く

なるほど高くなるが，90分以上ではその上昇度合

は僅かであり，90，120，180分でのB／Bo（％）に

換算された標準曲線は，よく平行していることか

ら，反応時間は90分が適当であると考えた．

　iii）添加回収試験

　4種の血清および尿にそれぞれ4種の標準β2－

MGを添加したときの成績を，　Table　1および

Table　2に示す．血清の平均回収率は94．8～

105．5％，尿の平均回収率は98．8～100．4％とほぼ

100％に近い値が得られた．

　iv）希釈試験

　異なるβ2－MG濃度をもっ3種の血清について，

緩衝液で21倍希釈した検体を，順次倍々希釈した

成績をFig．　6に示す．3検体とも概ね原点に収束

する希釈直線が得られた．

　v）再現性

　異なるβ2・MG濃度の3種の血清について，2

重測定で同時にそれぞれ6回測定を行った成績を
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Fig．5　Effect　of　incubation　time　on　the　standard　curve．

Table　l　Recovery　ofβ2－microglobulin　added　to　normal　serum　at　different　concentrations

β～－microglobulin　concentrationPt．　Serum

　　　volume

　　　μ1

Added
Standard
ほ一mic．μ9〃

Total
volume
　μz

predicted
　　μ9〃

determined
　　μ9／～

Recovery
　　（％）

50

25

25

25

25

一
10

25

75

200

50

50

50

50

50

177

93．5

101．0

126．0

188．5

177

98．5

106

132

196

一
105

105

104

104

Mean 104．5

50
一

50 139 139
一

25 10 50 74．5 69 92．6

25 25 50 82 75 91．5

25 75 50 107 99．5 93

25 200 50 169．5 173 102

Mean 94．8

50
一

50 187 187
一

25 10 50 98．5 102 104

25 25 50 106 105 99．1

25 75 50 131 122 93．1

25 200 50 193．5 174 89．9

Mean 96．5

50
一

50 252 252 一
25 10 50 131 136 104

25 25 50 138．5 145 105

25 75 50 163．5 166 102

25 200 50 226 250 111

Mean 105．5
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Table　2　Recovery　ofβ2－microglobulin　added　to　normal　urine　at　different　concentrations

β～－microglobulin　concentrationPt．　urine

　　　volume

　　　μ1

Added
Standard
ほ一mic．μ9〃

Total

volume
　μz

predicted

　μ9〃

determined
　　μ9〃

Recovery
　　（％）

．　　　　　　　50

　　　　　　　25

　　　　　　　25

　　　　　　　25

一
｜0

25

75

200

50

50

50

50

50

87

48．5

56

81

143．5

87

44．2

6ピ5
75

157

一
9L1
109

92．6

109

Mean 100．4

50
一

50 70．5 70．5
一

25 10 50 40．3 37．5 93．1

25 25 50 47．8 47．3 99．0

25 75 50 72．8 72．5 99．6

25 200 50 135．3 138．0 102．0

Mean 98．8

50
一 50 51．5 51．5

一
25 10 50 30．8 27．2 88．3

25 25 50 38．3 37．5 97．9

25 75 50 63．3 62．0 97．9

25 200 50 125．8 140．0 111．0

Mean 98．8

50
一 50 84 84

一
25 10 50 47 42 89．4

25 25 50 54．5 51．5 94．5
25 75 50 79．5 81．5 103．0

200 50 142．0 156．0 110．0

Mean 99．2
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Fig．6　Dilution　test．

Dilutions

1
／
1

　　　　　　　　　1．0　　　2．0　　　3．0　　　4．0　　　5．0　　　6．0　　　7．0　　　8．0　　　9．O

　　　　　　　　　　　　　Phadebas（New）β2－microglobulin　　　mg／l

Fig．7　Correlation　between　phadebas（new）β2－micro

　　　　　　test　and　phadebas（conventional）β2－micro　test．
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Table　3　Reproducibility　ofβ2－microglobulin　concentrations　using　the　same　kit

β2・microglobulin　conc．（μ9／1）

Sample　No．
（1） （2） （3） （4） （5） （6）

Mean（μg／の±1S．D． C．V．（％）

1 625．8 627．9 628．0 632．1 62｜．6 632．2 627．9±　4．0 0．64

2 6，615．0 7，035．0 6，762．0 7，056．0 6，342．0 6，531．0 6，723．5±284．1 4．22

3 1，348．2 1，433．3 1，361．9 1，376．6 1，308．3 1，373．4 2．99

Table　4　Reproducibility　ofβ2－microglobulin　concentrations　using　the　different　sample

β2・micro910bulin　conc．（μ9／1）

SampleNo．
（1） （2） （3） （4）

Mean（μ9〃）±IS．D． C．V．（％）

Serum　1

　　〃　　2

　　〃　　3

1，512．0

6，825．1

1，333．1

L628．1

7，141．1

1，315．2

1，670．1

7，350．4

1，365．2

1，638．2

7，081．2

1，354．3

1612．1±69．1　，7，099．5±216．3

1、342．0±22．3

4．29

3．05

1．66

Urine　　1

　　〃　　2

　　〃　　3

2，395．3

　　54．2

　432．5

2，325．5

　　52．5

　465．5

2，490．3

　　53．1

　437．3

2，475．3

　　57．1

　425．1

2，42L6±76．4

　　54．2±　2．0

　440．1±17．7

3．15

3．69

4．02

Chronic
　　Nephritis

・
今粋・・・・… ●

Acute　Nephritis ●　　●　　　　　　● ■

NH　L ●　　　　　　　●● ● ●

Neuroblastoma ●●　　　● ■

A　LL
．．．8．．．．3．　　●

● ●

Embryonal
　　Carcinoma

●　　● ●

I　　　　　　　　l

1．0　　2．0
310 4：0 510 610 710 日o d．o

　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　β2－microglobulin　m9／t
　　　NHL：non－Hodgkin’s　lymphoma，　ALL：Acute｜ymphoblastic　leukemia

Fig．8　Serumβ2－microglobulin　concentration　in　various　disorders．

Table　3に示す．変動係数CV％は0．64～4．22％

であり，非常に良好な結果であった．

　次に日をかえて4回のアッセイを行い，同一検

体による再現性をみたところTable　4に示すよう

に変動係数CV％はそれぞれ，1．66～4．29％，

3．15～4．02％であり，本測定系の再現性が優れて

いることが示された．

　vi）新旧Phadebas　P2－micro　Testの相関関係

　Phadebasβ2－micro　Test従来法と改良法による

同一症例120例における測定値の相関関係を求め

た成績をFig．7に示す．回帰直線式は，　Y－0・91

X＋0．12，相関係数r－0．95で示され，高濃度域で

は従来法の方が高値をとる傾向が見られた．

　2．臨床的検討

　悪性腫瘍を含む各種疾患患児67例における血清

β2－MG濃度をFig．　8に示す．

　1）腎疾患患児の血清β2－MG濃度

　慢性腎炎例による血清β2－MG濃度の平均値
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±1S．D．は2105．3±1489．9μ9／1，　i範囲は732．9～

3140．0μ9／1で，急性腎炎4例による血清β2－MG

濃度の平均値±1S．D．は2375．6土1527．3μ9／1，範

囲は1217．9～4580．0μg／1であり，いずれも正常値

から高値まで広く分布した．

　2）悪性腫瘍患児の血清β2－MG濃度

　急性リンパ性白血病16例，non－Hodgikin’s　lim－

phoma　5例，胎児性癌3例，神経芽細胞腫4例の

計28例による血清β2－MG濃度の平均値±1S．D．

は，2186．2±1253．7μg〃であり，正常値から高値

まで広く分布した．

IV．考　　察

　Phadebasβ2－micro　Test改良法の基礎的検討を

行うとともに臨床的な有用性について検討を行っ

た．まず標準曲線について6重測定による平均結

合率に対する変動係数CV％を求めると0．66～

2．62％であり，全標準濃度域において良好な再現

性が得られた．ただし，原法通りにアッセイを行

った場合，変動係数CV％は6％前後となるため

改善策として，アッセイの最終段階である上清除

去に際してデカントの状態で管壁の残液をアスピ

レートした．その結果，変動係数CV％に3％以上

の改善が得られた．インキュベーション温度につ

いては，25℃と4°CにおいてBo／Tに若干の差

を認めるものの，標準曲線としては類似しており，

ほとんど温度による影響を受けないものと思われ

た．インキュベーション時間については，90分以

上におけるBo／Tの差は僅かで標準曲線は良く平

行していた．したがって原法通り，室温・90分の

インキュベーション条件で実用上よいものと考え

られ，以下この条件で検討を進めた．添加回収試

験の成績は，尿平均回収率99．3％，血清平均回収

率100．3％と良好な結果が得られた．希釈試験で

は原点に収束する希釈直線を示し，本キットの緩

衝液が被検検体の希釈溶液として不都合ないもの

と考えられた．intra－assayでの変動係数CV％は

0．63～4．22％，inter－assayでの変動係数CV％は

1．66～4．28％と優れた再現性を示した．

　次に，臨床的検討として，β2－MGは低分子蛋白
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であるため血液中のβ2－MGは腎糸球体で容易に

濾過されるが，糸球体機能障害が生ずると濾過能

が妨げられ血中β2－MG濃度が著明に高くなる9）．

また，腎糸球体で濾過されたβ2－MGはそのほと

んどが近位尿細管で再吸収され異化されるが5，6），

異化能に障害が生ずると，尿中β2－MG濃度が増

加する5・10・11）．以上の観点から血清β2－MG濃度

の測定は糸球体機能の評価に，尿中β2－MG濃度

の測定は尿細管機能の評価にと広く臨床に応用さ

れている．

　今回，著者らが検討した慢性腎炎および急性腎

炎の血清β2－MG濃度は，正常値から異常高値ま

で広く分布し，高値を示した患児の血清クレアチ

ニン値は諸家の報告9・12）にあるように上昇傾向を

示した．一方，血中β2－MG濃度の上昇は腎疾患

に特異的でなく，リンパ増殖性疾患・悪性腫瘍・

自己免疫疾患においても増加することが知られ注

目されている3・6・7）．著者らの成績でも悪性腫瘍群

における初診時採取血清の約30％に高値を認めた．

V．総括ならびに結論

　Phadebasβ2－micro　Test改良キットの基礎的並

びに臨床的検討を行い，以下の結論を得た．

　1．本法の検体希釈比が従来法に比較して血清

で10分の1，尿で2分の1に改善されるとともに，

標準試薬の最小濃度に対する最大濃度比が32倍

（従来法）から50倍に拡張されたことにより，測定

感度，安定性に満足すべき結果を得た．

　2．本法の手技は簡単であり，被検血清は50μ1

と微量である．しかも，室温・90分のインキュ

ベーションで再現性の高い優れた結果を得た．

　3．腎疾患患児における血清β2－MG濃度は患

児の病態をよく反映していた．

　4．悪性腫瘍患児の初診採取血清β2－MG濃度

は，正常児に比較してやや高値を示した．
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