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1．はじめに

　β2－microglobulin（以下β2－MGと略す）は，尿

細管性蛋白尿を伴う慢性カドミウム中毒患者尿か

ら分離精製された分子量11，800の低分子蛋白1）で，

免疫グロブリンIgGの各domainと類似性2・3）を

もち，主要組織適合性抗原（HL－A）のL鎖を担っ

ている4，5）．β2－MGはリンパ系および種々の細胞

で産生され6’－9），血液をはじめ種々の体液中に遊

離形で微量存在する．血中および尿中β2－MGの

濃度に最も影響する因子は腎機能であり，現在臨

床的にも糸球体および尿細管機能検査に用いられ

ている．すなわち血中β2－MG値はクレアチニン

クリアランスに代表される糸球体濾過値（GFR），

ならびに腎血流量を反映するPSPテスト15分値

　＊東京女子医大ラジオアッセイ検査科
＊＊　　　同　　　腎臓病センター
＊＊＊　　　同　　　糖尿病センター

受付：59年ll月20日

最終稿受付：60年2月1日
別刷請求先：東京都新宿区市ケ谷河田町10番　（㊦　162）

　　　　　東京女子医大病院ラジオアッセイ検査科

　　　　　　　　　　　　　　　杉　村　英　一

との間に負の相関を認め，血清クレアチニンとは

正の相関関係10・11）があるので腎機能の良い指標

と考えられている．

　これまでPhadebasβ2－micro　test12）（塩野義）を

用い測定を行ってきたが，このたびPharmacia

β2－micro　RIA（塩野義）を試用する機会を得たの

で基礎的ならびに臨床的検討の成績を報告する．

n．方　　法

1．キットの構成および測定方法

i）キットの構成

（1）標準β2－MG（0．4，0．8，1．6，4，8，16mg〃）

　　　　　　　　　　　　　　　　　6バイアル

（2）1251標識β2－MG，1．7　iuCi　　1

（3）第一抗体（抗ヒトβ2－MG羊血清）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1

（4）第二抗体（抗羊IgG馬血清）　1

ii）操作方法と検体の調整

’’

1
1　
1
1

操作方法および抗原抗体反応の結合様式を
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Fig．1に示した．本法はマイクロセファロースに

固相化した第二抗体で，β2－MGと第一抗体との

結合物を沈降せしめる二抗体法である．通常第二

抗体は一定の第一反応時間後に添加するのである

が，本法ではこれらを同時に混合しインキュベイ

トする特徴がある．また尿検体は酸性尿によるβ2－

MGの変性を考慮し，　PHを中性に調整して測定

を行った．

Standard　or　unknown　sample　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50μ1

　　　　　　（serum　or　urine）

β2－microglobulin－1251　sclution　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　500μ　　　　　　　　　（1．7μCi）

Anti－humanβ2－microglobulin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50μ　　　　　　　（sheep　serum）

Anti－sheep　IgG・μ一sepharose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2mlsuspension（horse　serum）

　　Incubation（20－30°C，45　min

1

Centrifuge（1，500×g，10min）

　　↓

Decantation

○
β2－MG

1251・β2・MG

YY
lst　antibody

瀦
2nd　antibody

M賜
　Measurement　of　count　rate　Non　detect，　Detect

　byγ一counter

Fig．1　Assay　procedure　and　principle　of　Pharmacia

　　　β2－microglobulin　radioimmunoassay．

III．結　　果

　1・基礎的検討

　i）非特異的沈降率

　健常者の血清50検体，尿50検体における非特異

的沈降率（％）の平均値土標準偏差は，血清で2．Ol

土0．61％，尿では2．40士0．61％と低値であること

から，β2－MGの測定値には大きな影響を与えな

いと思われた．

　ii）標準曲線

　従来法および本法の標準曲線の濃度範囲と，添

加標識抗原に対する結合率（Bound／Total％）の違

いをFig．2に示した．両者の標準品の最低濃度

の結合率は，従来法が1．5μg／」－8．2％と低いのに

対して本法では0．4×103μgμ一61．6％と十分高い

結合率が得られている．なお本法において第一反

応の後に第二反応を行っても（2step　method）本

法の標準曲線との間に大きな差は認められなかっ

た．

　また本法の操作書に従った代表的標準曲線（Bo－

und／Bo％）と変動係数（CV％）をFig．3に示し

B／T％
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0
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Fig．2　Relationship　between　standard　section　of　Phadebasβ2－micro　test　and　Pharmacia

　　　β2－micro　RIA．

Presented by Medical*Online



べ一タ2マイクログロブリン測定に関する基礎的・臨床的検討 537

B／Bo％

90

80

70

60

50

40

30

20

10

王：Mean土SD

、

、

、　　　　　　　　　　　　　　　　n＝10　n＝36

＼
　＼

　　＼

　　パー一一一a．．＿

　　　　　　　　　な　Change　of　order　　　　、、、
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　　　　　　　　　　　　　sSe

STD
mg／1

B／Bo

CV％

Dose

PP％

0．4 2．1 7．6

0．8 1．8 4．9

1．6 2．9 3．5

4．0 4．2 2．6

8．0 5．3 2．4

16 5．6 2．5

　0
　　　　0．4　0．8　1．6　　　4　　8　　16mgμ
　　　　　　　　　β2－microglobulin

Fig．3　Standard　curve（B／Bo）and　interassay　coe伍一

　　　cient　of　variation（CV％）of　Pharmaciaβ2－

　　　micro　RIA．

た．本法は結合率が高いため標準曲線は大きな変

動がなく，36回の測定によるresponse　error　rela－

tionship（R．　E．　R．）の平均値±標準偏差はslope

O．015±0．004であり，precision　profile（P．　P．％）

も標準品0．4mg／1の7．6士2．3％～16mg／1の2．5

土0．8％と良好な精度であった．

　なお操作手順は①標準品または検体，②1251一β2－

MG，③第一抗体の順番に行うが，手順を誤って

①一③一②で行った場合（change　of　order）時間的に

数分の違いであるが結合率が著明に低下し標準曲

線は二相性を示した．

　iii）反応時間および温度の影響

　反応温度を25°Cと定め反応時間を10，25，45，

90および240分としてアッセイを行った（Fig．4－a）．

おのおのの標準品における結合率の上昇は，45分

でほぼプラトーであり，反応時間は45分で十分で

あった．次に反応時間を45分と定め反応温度を

B／T％
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Fig．4・a　Effect　of　incubation　time　on　the　standard

　　　　curves．
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Fig．4－b　Effect　of　incubation　temperature　on　the

　　　　standard　curves　and　serum　or　u血e　levels．

Presented by Medical*Online



538 核医学　　22巻4号（1935）

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

Serum　I Urine　A

Added　　Measured　Calculated　Recovery
（mg〃）　　　（m9μ）　　　（mg／1）　　　　（％）

Added　　Measured　Calculated　Recovery
（mg／1）　　　（mg／1）　　　（mg／1）　　　　（％）

0．4

0．8

1．6

4．0

8．0

16

0．90

1．33

2．51

4．22

8．44

0．84

1．24

2．44

4．44

8．44

107

107

102

95

100

Mean　102％

0．4

0．8

1．6

4．0

8．0

16

0．62

0．76

1．09

2．21

4．14

8．16

0．60

0．79

1．19

2．39

4．39

8．39

103

96

91

92

94

97

Mean　96％

Serum　II Urine　B

0．4

0．8

1．6

4．0

8．0

16

1．40

1．49

1．93

3．02

5．32

9．29

1．29

1．49

1．89

3．08

5．09

9．09

108

100

102

98

104

102

Mean　102％

0．4

0．8

1．6

4．0

8．0

16

0．71

0．83

1．32

2．25

4．40

7．90

0．79

0．99

1．39

2．59

4．59

8．59
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Mean　91％

Serum　III Urine　C

0．4

0．8

1．6

4．0

8．0

16

3．52

3．84

4．25

5．53

7．13

11．8

3．43

3．63

4．03

5．23

7．23

11．2

102

105

105

105

98

105

Mean　103％

0．4

0．8

1．6

4．0

8．0

16

5．31

5．44

5．93

6．53

9．14

12．4

5．60

5．80

6．20

7．40

9．40

13．4

く
】
4
6
8
7
’
3

9
9
9
8
Q
／
9

Mean　94％

Mean　103％ Mean　94％

4°C，25°C，37°Cの3通りでそれぞれアッセイを

行った（Fig．4－b）．標準品低濃度の結合率は37°C

より25°C，25°Cより4°Cと低温になるほど高く

なる傾向にあったが，検体のβ2－MG値は一定で

あることから操作が容易である室温で行うことと

した．

　iv）添加回収率

　濃度の異なる3種類の血清および尿検体25μ1

に，おのおの6濃度の標準品を25μ1添加してア

ッセイを行いその実測値と予測値を比較して回収

率を求めた（Table　1）．血清の平均回収率は102～

103％と良好であったが，尿の平均回収率は91～

96％と若干低値であった．

　v）希釈試験

　異なるβ2－MG濃度をもつ血清および尿のおの

おの3種について，リン酸緩衝液で倍数希釈した

成績をFig．5に示した．血清および尿のいずれ

も良好な希釈直線が得られた．

　vi）再現性

　濃度の異なる3種類の血清および尿検体におけ

る，アッセイ内およびアッセイ間の再現性（n＝10）

をTable　2に示した．アッセイ内における変動係

数は血清の8．0％以下，尿検体では7．0％以下であ

った．またアッセイ間における変動係数は血清の

6．0％以下，尿検体は8．0％以下となり良好な再現

性であった．

　vii）他キットとの相関性

　従来法と本法における相関性をFig．6に示し

た．血清および尿の回帰直線式と相関係数は良

好であった．また本法とβ2－microglobulin　RIA

キット（栄研）との相関性は，本法をX，栄研法

をYとすると血清はY＝0．781X十〇．031　mg／1，
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Table　2　Result　of　intraassay　and　interassay　reproducibility

IntraaSSay　varianCe

　　　　Serum　I
N＝10　　　　（mgμ）

Serum　II
（mgμ）

Serum　IH
（mg／～）

Urjne　A
（mgll）

Urine　B
（mgμ）

Urine　C
（mgμ）

Mean
　SD
CV％

1．61

0．099

6．1

4．91

0．302

6．1

7．18

0．575

8．0

0．90

0．055

6．1

1．49

0．096

6．4

5．39

0．304

5．6

InteraSSay　varianCe

Assay　　Serum　I
（N）　　（mg／～）

Serum　II
（mg／1）

SerumIII
（mg／t）

Urine　A
（mg／り

Urine　B
（mg／1）

Urine　C
（mg／1）

　1
　2
　3
　4
　5
　6
　7
　8
　9
　10

Mean
　SD
CV％

1．60

1．69

1．70

1．64

1．51

1．61

1．74

1．67

1．69

1．45

1．63

0．091

5．6

5．09

5．12

5．08

5．57

5．04

5．30

5．58

5．70

5．39

5．21

5．31

0．240

4．5

7．29

7．27

7．08

7．42

7．19

7．15

7．46

7．07

6．95

7．14

7．20

0．160

2．2

0．86

0．91

0．97

0．90

0．90

0．84

0．89

0．84

0．96

0．73

0．88

0．070

7．9

1．48

L67
1．60

1．65

1．57

1．44

1．50

1．47

1．73

1．33

1．54

0．122

7．9

5．74

5．88

5．71

5．96

6．24

5．45

5．85

6．33

5．63

5．23

5．80

0．333

5．7

mgμ
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」
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日
逸

pm：Serum
H：Urine

　　／1／161／81／4　　1／2
1／1281／641／32　　　　Dilution　factor

Fig．5　Effect　of　dilution　of　the　serum　and　urine　with

　　　phosphate　buffer　on　β2－microglobulin　esti－

　　　mates．

r＝0．986（n＝82）であり，尿ではY＝0．903X

－ 491．5μg〃，r＝0．991（n＝108）であった．

　2．臨床的検討

　健常者112例，腎疾患66例（慢性糸球体腎炎10

例，ネフローゼ症候群18例，IgA腎症6例，急性

腎不全7例，慢性腎不全25例），糖尿病52例，腎

障害を伴わない肝疾患81例（急性肝炎25例，慢性

肝炎25例，肝硬変14例，肝細胞癌17例）および膠

原病の14例（全身性エリテマトーデス11例，慢性

関節リウマチ3例，シェグレン症候群5例）を対

象とし，血中および一部の疾患については尿中，

唾液中のβ2－MGを測定した（Fig．7）．

　1）健常者のβ2－MG濃度

　健常者112例における血清β2－MGの平均値土

標準偏差は1．12土0．27mg／1であり，尿では77例

にて116土83．9μ9／1であった．また健常者47例の

唾液中β2－MGは0．83土0．44　mg／1であった．

　2）糖尿病性腎症における血中β2－MG値

　尿蛋白，2時間クレアチニンクリアランスおよ

び血清クレアチニンなどから，腎障害を合併しな
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Fig．6　Correlation　between　Phadebasβ2－micro　test　and　pharmaicaβ2－micro　RIA　on

　　　　　serum　and　urine．
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Fig．7　Serum，　urine　and　salivaβ2・microglobulin　concentrations　in　various　diseases．

Presented by Medical*Online



542 核医学　　22巻4号（1985）

い糖尿病35例（平均年齢52．9±11．4）と糖尿病性

腎症17例（平均年齢56．0±11．4）の2群に分け両

者を比較した．腎障害を合併しない群での平均値

土標準偏差は，血清クレアチニン1．1土0．17mg〃，

2時間クレアチニンクリアランス71・3士19・7m1／

minで，血清β2－MG値は1．82土0．67　mg／1と正

常範囲であったが，糖尿病性腎症では血清クレア

チニン1．3±0．27mg／1，2時間クレアチニンクリ

アランス51．0土14．3・ml／minまた血清β2－MG値

は2．83±2．48mg〃となり，健常者や腎障害を合

併しない糖尿病に比較して糖尿病性腎症の血清

β2－MGは上昇した．

　3）腎疾患の血中および尿中β2－MG値

　腎疾患における血清β2－MGの平均値土標準偏

差は，IgA腎症の1．24±0．36　mg／1，および慢性糸

球体腎炎の1．58土0．17mg／1は正常範囲内である

が，ネフローゼ症候群は3．01土2．01mg／1と軽度

の上昇を認めた．また急性腎不全の15．5土11．2

mg〃および慢性腎不全の29．7土19．5　mg〃は著明

な上昇であった．なお尿中β2－MGの平均値士標

準偏差も血清と同様に，IgA腎症224±248μg／1，

慢性糸球体腎炎390：と920μg／1，ネフローゼ症候

群5，050土12，210μg／1，急性腎不全6，160土10，710

μg〃および慢性腎不全19，700±31，740μg〃と明

らかな上昇を認めた．

　4）肝疾患における血中β2－MG値

　腎障害の合併を認めない各種肝疾患81例におけ

る血清β2－MGの平均値±標準偏差は，急性肝炎

2．53±0．94mg／～，慢性肝炎1．86±0．44　mg〃，肝硬

変2．66土1．20mg／1および肝細胞癌2．93±0．78　mg／1

となり，健常者に比較して軽度の上昇を認めた．

　5）膠原病における血中・唾液中β2－MG値

　全身性エリテマトーデスおよび慢性関節リウマ

チにおける血清β2－MGの平均値±標準偏差は，

前者3．04土1．98mg〃，後者4．42±1．66　mg〃であ

り健常者に比較して軽度の上昇を認めた．またシ

ェグレン症候群5例における唾液中β2－MGの平

均値±標準偏差は3．73士2．18mg／1であり，健常

者47例の唾液中β2－MG　O．83土0・44mg／1に比較し

て明らかな上昇を認めた．

IV．考　　察

　β2－MGの血中濃度はmg〃のオーダーであるが

従来法では測定に用いる標準品の範囲が1．5～96

μg／1のため，血清は200倍希釈，尿では10倍希釈

して測定する必要性があった．そのためmg／1台

の濃度を希釈なしで直接測定できるキットの実用

化が待たれていた．

　本キットの基礎的検討の結果，健常者における

血清および尿検体の非特異的沈降は平均2．2％で

5％を超える検体がないことから，検体のカウン

トより非特異的沈降を減ずる必要性はなくその影

響は少ないと推測された．従来の一抗体固相法で

結合率が10％程度と低いのは，一般的に固相化抗

体を用いる場合に抗体の立体性が崩れ抗原との結

合性が悪くなるためと考えられている．本法は二

抗体法を用いるので60％以上の高い結合率が得ら

れ，標準曲線は安定しておりその変動係数も良好

である．また本法において第一・第二反応を同時

に行う理由は，本法と2step法において結合率

および標準曲線の形状が大きく変化していないこ

とから，反応時間の短縮化を目的として行われて

いる．なお第二抗体は第一抗体（IgG）のFc部位

を抗原として認識し，第一抗体は目的とするβ2－

MG（抗原）を認識するため，先に第一・第二抗

体の結合物が形成してもその第一抗体の抗原認識

性は低濃度域において若干結合率の低下傾向を示

すのみであると思われた．

　なお本法の操作手順において標識抗原より先に

第一抗体を加えてしまうと結合率が著明に低下し

たが，一般のRIA法では目的抗原がng，　pg／m1

の濃度であり，抗体は高い希釈が施されているこ

とから手順を違えても上記現象は見られず標準曲

線の形状は変化しない．本法では高濃度の抗原を

直接測定するため，通常のRIA法と比較し抗体

の絶対量が非常に多く非標識抗原と第一抗体の結

合が先に進行し，標識抗原の結合する部位が少な

くなったためと考えられ，本法は操作書の手順で

行う注意が必要であった．

　また反応時間は45分が適当であり，反応温度は

Presented by Medical*Online



べ一タ2マイクログロブリン測定に関する基礎的・臨床的検討

室温で十分行えるので便利である．添加回収率は

血清で平均103％，尿検体においてはやや低値を

示すものがあったが平均値で94％回収されるため

ほぼ満足できた．また希釈試験においても血清お

よび尿のいずれも良好な希釈直線が得られた．な

お再現性においてもアッセイ内およびアッセイ間

ともにCV　8％以内で満足できる成績であった．

　本法と従来法の相関関係も血清r－0．987，尿

r－0．995と良好であり，栄研二抗体法とも良い相

関性を示した．また健常者の血清および尿β2－MG

の平均値土標準偏差は，それぞれ1．12土0．27mg／1，

116土83．9μg／1であったが測定上の問題点のない

こと，血清クレァチニン，糸球体濾過値との関係

および従来法と良い相関性を示すことから，カッ

トオフ値は血清で2．Omg／1，尿は随時尿で500

μg／lの従来設定値が適当と考えられた．

　臨床検体の測定において糖尿病性腎症は，クレ

アチニンクリアランスの低下に伴い血清β2－MG

平均値は2．83mg／1と上昇を示すため糸球体濾過

率を反映していると考えられ，各種腎疾患におい

てもネフローゼ症候群の軽度上昇から慢性腎不全

の平均29．7士19．5mg〃まで著明な上昇を示し，

糸球体機能の障害度合を表わしていると思われる．

また尿中β2－MG値は糸球体機能に高い障害があ

っても尿細管機能は保たれている症例も観察され

たが，全体的には血中に比例し慢性腎不全の19×

103土31．7×103μg／1まで高度の上昇を示している．

これは糸球体を通過するβ2－MG量が尿細管の再

吸収の閾値を超えたために尿中への排泄増加をき

たしたものと考えられる．

　腎障害の認められない各種肝疾患における血清

β2－MGのほとんどは，健常者に比較して軽度の

上昇を認めた．これは急性・慢性肝炎，肝硬変で

の肝におけるβ2－MGの異化の低下が推測され，

肝細胞癌でも癌細胞の活動性が高い状態での産生

充進9）が示唆されている．また全身性エリテマ

トーデスや慢性関節リウマチで健常者に比較して

血清β2－MGが軽度の上昇を認めるが，全身性エ

リテマトーデスや進行性全身性硬化症における抗

β2－MG抗体の存在も確認されており13・14），抗β2一
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MG抗体が測定系に影響している可能性もある

ためこれらの特殊な自己免疫疾患の症例では，非

特異的沈降率などの観察から抗β2－MG抗体の検

索も今後の検討すべき課題と考えられた．

　またシェグレン症候群における唾液中β2－MG

値も諸家の報告と一致し15），健常者の唾液中β2－

MG値に比較して明らかな上昇を認める．これ

は唾液腺に浸潤した単核細胞の浸潤の程度を反映

すると考えられており，本疾患の検索に役立つも

のと思われる．

V．まとめ

　Pharmaciaβ2－micro　RIAキットの基礎的なら

びに臨床的検討の結果，本法では血清および尿検

体のほとんどが希釈なしで測定できる簡便性と，

第一・第二反応を同時に行い反応時間を45分と短

縮しても安定したデータが得られるため，外来診

療に即したQuick　RIA法であり臨床的に腎機能

障害を検索する上で有用と思われる．

　キットを提供いただいた塩野義製薬株式会社に感謝い

たします．
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