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《ノート》

Radioassay法による血中ビタミンB12および葉酸同時

　　　　　　　　測定法の基礎的・臨床的検討

Simultaneous　Radioassay　of　Vitamin　B12　and　Folic　Acid　in　Blood
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1．はじめに

　ビタミンB12および葉酸は造血ビタミンとして

知られ，生体内におけるこれらビタミンの欠乏は

貧血の発生に関与し，とくに巨赤芽球性貧血を起

こすことは周知の事実である1”3）．他方，血液中

のビタミンB12含有量が異常に増加する，いわゆ

る高ビタミンB12血症4・5）は今日まで慢性骨髄性

白血病（CML），急性前骨髄球性白血病（APL），急

性骨髄性白血病（AML），急性肝障害6・7）およびあ

る種の悪性腫瘍8・9）において報告されてきている

が，ことにCMLおよび肝障害時にみられる血中

ビタミンB12値はきわめて高く，これら疾患の

臨床診断に有意義とされている．

　ビタミンB・210）および葉酸11・12）の測定法は従来

いずれも微生物学的定量法（bioassay）が用いられ

てきたが，近年アイソトープの臨床応用により，
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ビタミンB1213－16）および葉酸17）の測定においても

57Co標識ビタミンB12や75Seあるいは1251標識

葉酸を用いるアイソトープ法（radioassay）が普及

し，その測定精度および臨床的有用性が報告され

広く臨床に応用されてきている18・19）．

　今回，著者らはビタミンB12および葉酸を同

時に測定できる試薬（Corning社製radioassayキ

ット）を使用する機会を得たので，本法の基礎的

検討とともに従来より使用してきているbioassay

およびradioassayと比較し，その臨床的意義に

ついて報告する．

ll・対象および方法

　1）対　象

　検査対象は東都慈恵会医科大学青戸分院内科お

よびその関係病院外来，入院患者で診断した健康

者63例（男性33例，女性30例），悪性貧血6例，葉

酸欠乏症4例，鉄欠乏性貧血21例，再生不良性貧

血9例，急性リンパ性白血病（ALL）5例，　AML

8例，APL　5例，　CML　7例，　CML急性転化例4

例，急性肝炎14例，肝硬変症9例，胃癌11例，胃
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摘出例8例，肺癌7例，慢性腎不全9例，糖尿病

43例，甲状腺機能充進症11例，甲状腺機能低下症

7例，アルコール中毒症ll例，リウマチ性関節炎

16例および妊娠23例の合計301例で，それらの血

清または血漿（EDTA添加）を用いた．赤血球中

葉酸測定には抗凝固剤EDTAを含むガラス製試

験管に採血し，ヘマトクリット値を測定し，全血

100　Ptlをアスコルビン酸溶液2m1（10mg／ml溶

液）に加え，採血後2～3時間内に測定する場合

には4°Cで保存し，不可能の場合には冷凍して

保存した．

　2）方　法

　A）Corning社製ビタミンB12・葉酸同時測定

　　用radioassayキットの方法

　1）試薬　1キット（120検体用）の内容は下記

　　のごとくである．

　　ビタミンB12・葉酸結合蛋白　　1バイアル

　　　牛乳から精製して得た葉酸結　　　（60m1）

　　　合蛋白，および精製した豚内

　　　因子をガラス微粒子に共有結

　　　合しリン酸緩衝生理食塩水に

　　　懸濁した液剤

　　トレーサー（57Co一ビタミンB12，

　　1251・葉酸）　　　　　　　　　　1バイアル

　　　比放射能：57Co＝100～300

　　　　　　　　　　　　　μCi／μ9

　　　　　　　1251＝2，700～3，500

　　　　　　　　　　　　　μCi／μ9

　　ジチオスレイトール（DDT）　　1バイアル

　標準血清

　　ビタミンB12（0～2，000　P9／ml）

　　および葉酸（0～20ng／m1）を

　　含有するビタミンB12・葉酸

　　乾燥品

2）試薬の調製

6バイアル

　凍結乾燥粉末試薬のビタミンB12・葉酸標準血

清およびジチオスレイトール（DDT）に蒸留水

1　mlを加え，溶解後バイアルを2～3秒間回転

させながら混合し，10分間室温に放置する．ト

レーサー液の調製はDDT　1容量に対しトレー

サー120容量を加えて作製する．

　3）測定操作

　測定操作の概略はFig．1に示すごとくである．

　a）試験管に標準ビタミンB12・葉酸溶液ある

いはサンプル（血清あるいは全血）0．lm1を加え

る．

　b）　トレーサー（57Co一ビタミンB12・1251一葉酸溶

液）1．Om1を各試験管に加えた後，95°C以上の

boiled　water中に15分間放置する．

　c）incubation後15分間室温で放置した後ビタ

ミンB12・葉酸結合蛋白溶液0．5m1を加え，60分

間室温でincubateする．

　d）3，000rpmで10分間遠心分離し，上清を吸

引除去し，ついで沈渣部の57Coおよび1251の放

一 Protocol一

Vltamin　B12／Folate　Standard　　O．1m2

Patient　Sample　　　　　　　　　　　O．　l　m2

、，

　　　　　　　Tracer　1．Om2

Vitamin　B12〔57C。〕・F。late〔1251〕

　　Vortex　for　3・4second

　　Boilhg　for　15m旧ute5

，

Binding　Protelns　O．5m2

　　Vortex　for　3－4　5econd

▼

　　Incubate　for　lhr　at　room　temperature

　　　　　　　　　　↓

　　　Centrifuge　for　10　minutes　1400　G

　　　　　　　　　　！－－

　　Count　all　tubes　with　a　gamma　counter

Fig．1　Simultaneous　radioassay　of　vitamin　B12　and

　　　folate（RIA　B12／folate）．
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Table　l　Intraassay Table　2　1nterassay

Sample
Vitamin　B12　P9／ml Folate　ng／ml

Sample
Vitamin　B12　P9／m1 Folate　ng／ml

A B C D A B C D
N　　　　　　10

Mean　　　281

SD．　　　11．2
C．V．％　　　　　4．0

10

939
17．1

　1．8

10

2．0

0．1

5．0

10

9．2

0．2

2．2

N　　　　　　5

Mean　　　291
S．D　　　　　19．9

C．V．％　　　　6．8

　5
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射能をγ一カウンターを用いて計測する．

　e）標準ビタミンB12，葉酸のカウント値より

次式を用いて相対結合率を計算する．

　相対結合率（％）

　　　標準血清あるいは被検
　　＿途体のカウント（cpm）×100
　　　ゼロ濃度標準血清のカ
　　　ウント（cpm）

標準血清の相対結合率よりFig．2に示すごと

く標準曲線を作製し，被検血清の相対結合率より

ビタミンB12，葉酸値を算出する．

f）赤血球中葉酸値は下記の式によって計算す

　　る．

赤血球葉酸値（ng／m1）

　＿（全血溶血液の葉酸値ng！ml）×21×100
　　　　　　ヘマトクリット値（％）

B）ビタミンB12および葉酸のbioassay

ビタミンB12のbioassayは日本ビタミン学会

ビタミンB12定量小委員会で定められているL

leichmannii　ATCC　7830菌株を用いる方法により，

葉酸の定量はL．casei菌株を用いるbioassayに

よった．

　C）他のビタミンB・2，葉酸のradioassay

　ビタミンB12のradioassayはPHADEBASビ
タミンB12　testにより，葉酸はfolate　radioassay

testにより定量した．

III．結　　果

　1）基礎的検討

　A）標準曲線

　ビタミンB12および葉酸の標準曲線はFig．2

に示すごとく，各種濃度における結合率の変動は

平均4．2％および6．0％と良好な標準曲線を示す．

　B）Intraassayおよびinterassay　variation

　Table　2は2種類の血清を用いて，ビタミン

B12および葉酸を同時に10回くり返し測定した
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1

Table　3　Recovery　test　in　vitamin　B12 Table　4　Recovery　test　in　folate

Sample Added
P9／ml

Measured　Recovery
P9／m1　　　％

Sample Added
ng／m～

Measured　Recovery
　ng／ml　　　　％

E

　0
　50
125

250

500

1，000

263

319

382

512

740

1，388

112．0

95．2

99．6

95．4

1125

H

0

0．5

1．25

2．5

5．0

10．0

1．5

2．1

2．8

4．2

6．2

12．8

F

120．0

104．0

108．0

94．0

113．0

　0
　50
125

250

300

1，000

　0

306

361

412

541

781

1，375

450

110．0

84．8

94．0

95．0

106．9

1

0
0．5

1．25

2．5

5．0

10．0

G

2．0

2．5

3．2

4．2

6．5

12．4

100．0

96．0

88．0

90．0

104．0

　50
125

250

500

1，000

502

587

736

910

1．313

104．0

109．6

114．4

92．0

86．3

J

0

0．5

1．25

2．5

5．0

10．0

4．0

4．5

5．4

6．7

8．8

13．4

100．0

112．0

108．0

96．0

94．0

intraassayを，　Table　2は異なるロットを使用し，

日を変えて測定した場合のinterassayを示すが，

C．V．はそれぞれ1．8～5．0および3．1～8．3％とほぼ

良好な成績を示す．

　C）希釈試験

　Figure　3はビタミンB12および葉酸濃度の異

なる3種類の血清を生理的食塩水で1／2から1／32

倍希釈した試料のビタミンB12および葉酸値を示

す．高濃度の血清はやや高めのスロープを示すが，

満足できる直線｝生を認める．

　D）回収率

　Table　3はビタミンB12濃度の異なる3検体に
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キット添付標準血清を等量混合して50，125，250，

500および1，㎜pg／mlのビタミンB12を添加し

た回収率を示す．またTable　4は葉酸濃度の異な

る3検体にキット添付標準血清を等量混合して

0．5，1．25，25，5．0および10．O　ng／mlの葉酸を添加

したその回収率を示すが，それぞれ平均100．8％

および101．8％である．ビタミンB12および葉酸

いずれも添加量の低値群で回収率が高値の傾向を

示す．

　E）血清ビタミンB12値に及ぼすincubation

　　温度と時間の影響

　Figure　4およびFig．5は血清中ビタミンB12

値に及ぼすincubation時の温度とその時間の影

響を示す．incubation温度では4°Cから25°Cで

上昇し，37°Cでやや低下の傾向を示し，時間は

30分から60分ではあまり変化せず，25°C，60分が

incubationとして良好である一

●

＼●
“一一一h．．．．．．e

ここ：：：：：

°一一一一．s，rum．1
・一一一一→～～～～一＿～
　　　　　　　　　　～一●Control　l

　　　0ηトr－一一一「一一一一一一一一一一一一一r－一一一
　　　　　30　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　120　（min）

　　　　　　　　　Incubation　　Time

Fig．5　Effect　ofincubation　time　on　serum　vitamin　B12

　　　concentratlon．

　F）血清葉酸値に及ぼすincubation温度と時

　　間の影響

　Figure　6は血清葉酸値に及ぼすincubation温

度の影響を示すが，25°Cから37°Cにかけてか

なり急峻な低下がみられる．incubation時間にか

んしては，Fig．7に示すごとく60分から120分に

かけて低下傾向を認め，ビタミンB12および葉酸

結合蛋白の反応は25°C，および60分が最適な条

件と考えられる．

　G）ビタミンB12および葉酸測定における他

　　の方法との比較

　1）血清ビタミンB12測定におけるbioassayあ

　　るいはPHADEBASビタミンB1　2　radioassay

　　との比較

　Figure　8およびFig．9は本法による血清ビタ

ミンB12値とbioassayあるいはPHADEBASビ
タミンB12　radioassayによる血清ビタミンB12値

の相関を示す．前者はr－0．959，y－0．985x－－39．9

および後者はr－0．955，y＝0．922x－70．1と良好な
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Table　5 Content　of　vitamin　B12　and　Folic　acid　in　blood　from　normal

　individuals　and　patients　with　various　diseases

No．

　of
Cases

Vitamin　B12 Folic　acjd

Diseases
　　　Serum
M士SD（P9／ml）

　　Serum
M土SD（ng／m1）

Red　blood　cell

M±SD（ng／dl）

Normal　　　　　Male
　　　　　　　　　　　　Female

Pernicious　anemia

Folic　acid　deficiency

Iron　deficiency　anemia

Aplastic　anemia

Acute　lymphocytic　leukemia

Acute　myelocytic　leukemia

Acute　promyelocytic　leukemia

Chronic　myelocytic　leukemia

　Myeloid　blastic　crisis

　Lymphoid　blastic　crisis

Acute　hepatitis

Liver　cirrhosis

Gastric　cancer

Postgastrectomy

Lung　cancer

Chronic　renal　failure

Diabetes　mellitus

Hyperthyroidism

Hypothyroidism

Alcoholism

Rheumatoid　arthritis

Pregnancy

33

30

6
4
2
1
9
5
8
5
7
2
2
1
4
9
H
8
7
9
4
3
1
1
7
1
1
1
6
2
3

　486±

　445±

　112：ヒ

　586土

　522士

　456土

　392士

1，576土

4．127±

93

78

16

202

223

156

123

556

982

5，452士1，124

3，478

1．017

1，817±

406土

443士

289土

437士

　456士

　433±

　461±

409±

　369土

　446士

　398土

432

303

103

76

202

59

107

145

133

89

103

127

　4．8±L6

　4．6±1．4

　7．1土2．6

　0．7土0．3

　4．9士2．1

　6．1±2．4

　1．3±1．2

　1．1土1．2

　0．9：±1．1

　2．9土1．4

　1．6

1．4

　5．2±2．3

　2．7士1．9

　4．1土1．7

　3．9土2．1

　4．2土1．7

　3．1±1．1

　4．3土2．7

　3．1±2．1

　6．1±2．9

　2．9土1．1

　5．1土2．1

　2．7±1．9

246土76
231±61
287±103

192：E41

256土81
277土111

242士146

283±131

296土156

201土121
302

286

291土156

222土107

263土86
206土67
227土83
197±81
253土89
198±86
246±117

178土96
261土67
202±61
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正の相関を示す．

　2）血清葉酸測定におけるbioassayあるいは

　　75Se標識葉酸を用いるfolate　radioassay　test

　　との比較

　FigUre　10およびFig．11は本法による血清葉

酸値とbioassayあるいはfolate　radioassayによ

る血清葉酸値の相関を示す．前者はr＝0．845，y＝

0．868x－　1．20，後者はr－0．829，　y＝0．884x－1．28と

正の相関を示す．

　2）臨床的検討

　A）血清ビタミンB12値

　Table　5は健常者および各種疾患患者における

血清ビタミンB12，血清葉酸および赤血球葉酸値

をまとめたものである．

　男性健康者の血清ビタミンB12値486士93　pg／

mlに比して女性健康者では445±78　P9／mlとや

や低値を示すが，統計学的に有意の差を認めな

い．血清ビタミンB12値は悪性貧血では112±16

pg／mtと他疾患に比してきわめて有意に減少し

（p〈0．Ol），胃切除例263±58　pg／m1でかなり減少

し（p＜0．05），ついでアルコール中毒，妊娠，慢性

腎不全，胃癌，肝硬変症，ALLおよび糖尿病で軽

度の減少傾向を示す．他方，白血病とくにCML，

APLおよびAMLにおける血清ビタミンB12値

は高く，ことにCMLおよびAPLではALLに
比してきわめて高い（p＜0．01）．CMLの急性転化

例では慢性期に比して減少し，骨髄性急性転化例

で2，478pg／mt，リンパ性急性転化例で1，017pg／m1

と減少する．肝障害例では，急性肝炎で1，817士

232pg／mlと高く，他方肝硬変症では401士103

と低く，両者間に有意に差を認める（p＜0．01）．葉

酸欠乏症，鉄欠乏性貧血，再生不良性貧血，肺癌，

甲状腺機能充進症およびリウマチ性関節炎におけ

る血清ビタミンB12値はほぼ正常範囲にある．

　B）血清葉酸値

　男性および女性健康者における血清葉酸値はそ

れぞれ4．8圭1．6および4．6土1．4ng／m1で，男女

間に統計学的に有意の差を認めない．

　血清葉酸値は葉酸欠乏症できわめて低く（p＜

0．01），ついで白血病，とくにALL，　AML，　APLお

よびCMLの急性転化例でも低く，肝硬変，アル

コール中害および妊婦においても減少傾向を示す．

Presented by Medical*Online



Radioassay法による血中ビタミンB12および葉酸同時測定法の基礎的・臨床的検討

他方悪性貧血，再生不良性貧血でやや高値の傾向

を認めるが，鉄欠乏性貧血，胃癌，急性肝炎，肺

癌，糖尿病，甲状腺機能低下症およびリウマチ性

関節炎においてはほぼ正常範囲の血清葉酸値を示

す．

　C）赤血球葉酸値

　男性および女性健康者における赤血球葉酸値は

それぞれ246土76および231土61ng／mZと男女

間に統計学的に有意の差を認めない．健康者にお

ける血液葉酸値の年齢別推移はFig．12に示すご

とく，血清葉酸値は30～49歳でやや高く，以後加

齢とともに僅かに減少傾向を示すが，赤血球葉酸

値では血清葉酸値に比して，より顕著にその減少

傾向を示す．赤血球葉酸値は葉酸欠乏症で192±

41ng／mlと最も低く（p＜0．01），ついでアルコール

中毒，妊婦，慢性腎不全，甲状腺機能充進および

胃摘出例においてその減少傾向を示す．

IV．考　　察

　Bioassayによる血中ビタミンB12あるいは葉酸

の測定は以前より行われ，十分の感度を有し，現

在でも臨床的に応用されている．しかしbioassay

にあたっては，定量に使用する細菌の継続維持，

雑菌の混入防止，培地の汚染防止および器具の滅

菌などの操作上の煩雑さとともに24時間以上の長

時間を必要とすることから限られた実験室のみで

測定されている現状であろう．また細菌を使用す

るために抗生物質および抗腫瘍剤投与中の患者の

試料は測定不能である不利な点もある．

　他方，radioassayは操作が簡単で，短時間で結

果を得ることができ，また抗生物質および抗腫瘍

剤の共存でも測定可能で，かつ再現性が良く現在，

臨床面で広く使用されてきている．今日使用され

ているradioassayはビタミンB12および葉酸と

もに別個の操作によって測定されているが，今回

使用する機会を得たCorning社製radioassayキ

ットはビタミンB・2と葉酸が同時に測定できるよ

り簡便なビタミンB12，葉酸測定キットと言える．

　本法の基礎的検討においては，標準曲線，同

時・日差再現性，希釈試験，添加回収率試験，

937

incubation温度・時間いずれにおいても良好な結

果を示す．また従来使用されてきたbioassayお

よびradioassayとも良好な相関を認め，臨床的

応用が可能と考えられる．

　本法による男性および女性健康者の血清ビタミ

ンB12値はそれぞれ486土93および445土78　pg／

mlと従来の報告値とほぼ同様である．各種疾患

における血清ビタミンB12値は，悪性貧血ではき

わめて低く，胃切除例でもかなり減少し，ついで

アルコール中害，妊娠，慢性腎不全，胃癌，肝硬

変症および糖尿病で軽度の減少傾向を認め，これ

らの疾患においてもビタミンB12代謝異常の存在

が示唆される．他方，非リンパ性白血病において

はリンパ性白血病に比して血清ビタミンB12値

は増加しその診断的意義は高く，とくにCMLの

急性転化例では慢性期に比して減少するがことに

リンパ性転化例でその減少は著しく，骨髄性急性

転化例との鑑別診断に有意義である．また肝障害

例では血清ビタミンBl　2値は一般に高値を示す

が，とくに急性肝炎では肝硬変に比してきわめて

高く，これは肝細胞障害に基づく肝細胞よりのビ

タミンB12の逸脱によると考えられている．

　男性および女性健康者における血清葉酸値はそ

れぞれ4．8土1．6および4．6土1．4ng／mlであり，

また赤血球葉酸値はそれぞれ246±76および

231土61ng／mlと従来の報告値とほぼ同様である．

健康者の血清葉酸値は5C歳以後加齢とともに僅か

に減少傾向を示すが，赤血球葉酸値は血清葉酸値

に比してその減少傾向が顕著で体内葉酸動態は血

清葉酸値より赤血球葉酸値がより反映するものと

考えられる．

　各種疾患における血清葉酸値は葉酸欠乏症でき

わめて低く，白血病，肝硬変，アルコール中毒お

よび妊婦においてもその減少傾向を認めるが，白

血病における血清葉酸値の減少は白血病細胞によ

る葉酸需要増大によるものと考えられている．赤

血球葉酸値はアルコール中毒，妊婦および慢性腎

不全患者においてもみられ，血清葉酸値に比して

その変化が著しく，その欠乏症の診断に有意義と

考えられる．
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　ビタミンB12および葉酸の欠乏はともに巨赤芽

球性造血の発生に関与しており，本キットのごと

くビタミンB12および葉酸が同時に簡単に測定で

きることは，本キットが臨床上多くの診断，病態

究明上に，より有力な測定方法であると考えられ

る．

V．おわりに

　以上，ビタミンB12と葉酸を同時に測定できる

本キットの基礎的臨床的検討を行った．その結果，

標準曲線，同時・日差再現性，希釈試験，添加回

収率試験，incubation温度・時間いずれにおいて

も良好な結果を認め，また今日，使用されている

bioassayおよびradioassayとも良好な相関を認

める．また各種疾患における血中ビタミンB12・

葉酸測定においても従来の報告と同様の傾向を示

し，臨床的応用が可能で，本キットが臨床上，鑑

別診断，病態究明にあたってより有力な測定方法

であると考えられる．

　ビタミンB12／Folate　radioassay　kitをご提供いただい

たコーニングメディカル株式会社に深謝致します．
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