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《ノート》

Neuron　Speci丘c　Enolase（NSE）測定用Radioimmunoassay

　　　　　　　　　　　　　　キットの検討
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1．はじめに

　Enolaseは分子量約10万の解糖系酵素である．

この酵素は3種のサブユニットα，β，γから成る

二量体構造をなし，αα，αβ，αγ，ββ，γγのIsozyme

が確認がされている．このうちγサブユニットを

もつαγ，γγ型のEnolaseは主に神経細胞や軸索突

起に存在するのでNeuron　Specific　Enolase（NSE）

と呼ばれる．NSEは神経組織および発生学的に

神経組織と類似する神経内分泌細胞に存在するが，

赤血球，血小板，血清中などにも微量に分布して

いる1）．

　今日までに血清中NSE測定法としてMaran－

gosらのRIA2），石黒，加藤ら3）のEIA法が報
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告されている．これらの臨床的検討から，中枢

神経組織の破壊や，神経内分泌細胞由来の腫瘍

（APUDoma3）），またこれと似た生化学的性格を

持つ肺小細胞癌4）で血清中のNSE濃度が上昇す

ることが知られ，新しい腫瘍マーカーとして注目

されている．

　今回，われわれは栄研ICL社で開発された

NSE（γ一エノラーゼ）栄研キットを使用する機会

を得たので，一連の基礎的検討および臨床的応用

を行ったので報告する．

IL　測定方法と対象

　本キットはB．F分離を二抗体法により行う．

抗血清は牛の脳より得たNSEで家兎を免疫し作

製した．NSE濃度はγγ型のEnolaseで表示され

る．

　測定操作は次のとおりである．標準NSE溶液

および検体50μ1，1251－NSE溶液200　pl，抗NSE

血清溶液200　plを混和後，25°Cで20時間イン

　Key　words：　Neuron　Specific
marker，　Radioimmunoassay．

Enolase，　Tumor
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キュベートする（第1反応）．

　第二抗体溶液200　Ptlを加え25°Cで30分間イ

ンキュベートする（第2反応）．2，㎜9で30分間

冷却遠心し，上清を吸引除去し沈査の放射能を測

定する．

　測定の対象は，正常対照51例（男22例，女29例，

年齢20～56歳），良性疾患48例，癌疾患228例の合

計327例である．

B／T％

　　　　　16　　32　　64　　128

Concentretion　of　NSE　（ng／m2）

　Fig．1　Standard　curve．

m．結　　果

　1・キットの基礎的検討

　（1）標準曲線

　3　Lot，14回測定で得られた標準曲線の各標準濃

度におけるB／T％の平均値±1標準偏差（mean土

1S．D．）を示す（Fig．1）．各標準濃度の変動係数

（C．V．）は3．3～8．7％と毎回安定した標準曲線が得

られた．

　（2）インキュベーション時間

　第1インキュベーション時間の検討では，イン

キュベーション温度25°C，第2インキュベーシ

ョン時間を30分と一定にし，第1インキュベーシ

ョン時間を1～24時間の6段階に変化させ各標準

濃度の結合率を検討した（Fig．2）．インキュベー

ション1～6時間では，B／T％はまだ上昇傾向に

あり16時間以後プラトーに達した．

　第2インキュベーション時間の検討では，イン

キュベーション温度25°C，第1インキュベーシ

ョン時間を20時間と一定にし，第2インキュベー

ション時間を15，30，60分と変化させ各標準濃度

の結合率を検討したが，B／T％に明らかな変化は

見られなかった．

　（3）インキュベーション温度

　第1インキュベーション時間を20時間，第2イ

BIT％

　60

1　　3　　　6　　　　　　　　　　　　　16　　　　20
　　　　　　　　Time　（hr）

　　Fig．2　Efbct　of　the血st　incubation　time．

24

ng／nd
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ンキュベーション時間を30分と一定にしインキュ

ベーション温度を4°C，25°C，37°Cと変化させ，

各標準濃度の結合率を検討した（Fig．3）．

　4°Cと25°Cでは高濃度域で結合率の差は見ら

B／T％

　70

＼、

一ぷ一一4℃

一＿o－－25℃

＿b＿．37℃

　　　248163264128
　　　Concentration　of　NSE（ng／me）

Fig．3　Effect　of　incubation　temperature．

　　　　Table　l　Reproducibility

Intra－aSSay　varianCe n＝10
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れないが，25℃はより急峻な曲線が得られた．

また37°Cは全濃度で結合が低下した．

　（4）精度と再現性

　低・中・高濃度血清について1キットでおのおの

10本ずつ測定した測定内誤差は，C．V．2．2～3．5％

であった．次に同血清を10キットで10回の二重

測定した測定間誤差はC．V．3．6～5．8％と良好で

あった（Table　1）．

　（5）希釈試験

　NSE濃度82．6，20．1，15．5　ng／mlの臨床検体を用

No．　Mean（ng／ml）　S．D．（ng／ml）　　C．V．（％）

3．3

2．2

3．5

80
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0．77

2．76

60

40

20

（qε
～
b
o
仁
）
U
切
Z
や
O
⊂
O
＝
喝
」
■
⊂
Φ
O
仁
O
OInter－aSSay　VarianCe n＝10

No．　Mean（ng／m1）　S．D．（ng／m1）　　C．V．（％）

I

II

III

7．04

33．04

78．48

0．34

1．18

4．52

4．8

3．6

5．8

／』／。tS％

　　　Dilution
Fig．4　Dilution　test．

／

Table　2　Recovery　test

Added　NSE（ng／ml）
Sample

0 1 2 4 8 16 32 64

A

B

C

Measured　ng／m15．78

Recove】y％
Measured　ng／ml　3．61

Recovery％
Measured　ng／m126．O

Recove】ry％

　6．83

105．0

　4．61

100．0

27．0

100．0

　8．30

126．0

　5．39

89．0

28．0

100．0

10．10

108．0

　7．34

93．3

29．5

87．5

14．05

103．4

11．65

100．5

35．0

112．5

21．88

100．6

19．58

99．8

43．0

106．3

37．93

100．5

36．84

103．8

59．0

103」

73．70

106．1

72．52

107．7

90．0

100．0

M＝107．1

M＝99．0

M＝101．3
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い，キット添付の0濃度溶液で倍々希釈し測定し

た（Fig．4）．測定結果は良好な直線性が得られた．

　（6）回収試験

　3種の臨床検体にNSE標準溶液をおのおの等

量ずつ添加し回収率を求めた（Table　2）．

　平均回収率はA検体で107．1％，B検体で

B／T％

60

30

◎一◎CεAng！嘘

▼一▼TPA　U／100AR

O－oElastas■1ng川㎞£
■一●βゴMGμ9／mθ

△一△AFP　ng／偏d

X－→（PAP　ngノ鳳β

★一一★CA　｜9－9∪／仰直

●一一●NSE　ng／mθ

＼
＼

248163264128300
　　　　　Concentration
　　Fig．5　Cross－reactivity．

99．0％，C検体で101．3％と良好な結果であった．

　（7）交叉試験

　腫瘍関連物質CEA（CEA・リアビーズ），　TPA

（TPAキット第一），　Elastase　1（エラスターゼ1・リ

アキット），β2－MG（β2一マイクロテストシオノギ），

AFP（AFP栄研），　PAP（PAP栄研），　CA　19－9（セ

ントコアCA　19－9　RIAキット）の各測定用キッ

トの標準溶液をNSE測定系に添加し，測定した

が明らかな交叉性は認められなかった（Fig．5）．

　（8）CEA，　TPAとの相関

　NSEを測定した同一検体を用いCEAをCEA・

リァビーズで，またTPAをTAPキット第一で

測定しその相関をみた．NSE（Y）はCEA（Xと

135例の検討でrニ0．507，Y＝0．181X＋5．341，　TPA

（X）とは116例の検討でr＝0．405，Y＝0．05X十

6．086と両者とも統計学的に弱い相関がみられた

（p〈0．001）．

　2．検体の測定値に及ぼす影響

　（1）溶　　血

　検体の溶血による測定値への影響をみるため，

健常者3名（O型Hgb　15．39／d1，　A型Hgb　12．8

g／d1，　AB型Hgb　11．9　g／d1）の赤血球を生理食塩水

で十分洗浄後，おのおのの血清に添加し任意の溶

血検体を作製しNSEを測定した（Fig．6）．

100

　
　
　
　
　
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
　
0
　
　
　
∩
U

　
　
　
　
　
　
　
　
　
エ
O
　
　
　
　
　
　
　
⑲
O
　
　
　
り
6

⌒匂■
、
C
）
U
⑩
Z
＞
O
C
O
ぷ
句
」
■
C
Φ
O
C
O
O

10

10　　　50　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　300

　　　　　　　　Concentration　of　Hgb（㎎／d4）

　Fig．6　Effect　of　hemolysis　on　serum　measurement．
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Neuron　Specific　Enolase（NSE）測定用Radioimmunoassayキットの検討

　Hgb　35　mg／dtと肉眼的に溶血検体と判定しに

くい溶血量ですでにNSE測定値の上昇がみられ，

その値はHgb量の増加に伴って直線的にNSE値

は増加した．
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Fig．7　Effect　of　time　between　blood　sampling　and

　　　serum　separation　on　NSE　measurement．
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　（2）血清分離までの時間

　正常者8名に対し採血後全血状態で室温に放置

し，30分後と180分後にわけて血清を分離しNSE

を測定した（Fig．7）．分離血清の30分後でNSE

測定値は5．49土0．96ng／ml，180分後で6．27±0．90

ng／mlであった．血清分離までの時間がより長い

180分後の分離血清で有意に高い値となった（p＜

0．002）．

　（3）凍結融解

　検体の凍結，融解の繰り返しによる測定値への

影響をみるため2種の血清検体を用い凍結融解を

1～6回繰り返し測定した．2検体に一定の増減

傾向は見られず，mean土1S．D．（C．V．）は6・76土

0．34ng／m’（5．0％），77．33土2．26　ng／ml（2．9％）であ

った．

　3．臨床的検討

　正常対照および各種疾患の血清NSE値を示す
（Fig．8）．

　正常対照51例の血清NSE値は，男性5．3土

1．1ng／ml，女性4．6土1．3　ng／m1と性差なく，全

体で4．9土1．3ng／mlであった．正常値の上限は

mean±2S．D．をとると7．5　ng／mlとなる．今回の

　　　　　　NSE
1　　2　345　　10　 20 100　　ng！m2
・　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　‘　　　　　　●　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　白　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

normal曲」㏄t　n＝51
　　　　　　　　　　　　●

ひ…峰…・1
　　SCLc　　　n＝8－一　＿　一　←　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　’－
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ニー一一一二；一

brain　tumor　n＝5 ・　．　…　　　‘

　　　　　　1

hqpatoma　　n＝20
・，十‘…・ト　　　　　　　　　　1

color㏄tum　ca．　n＝33 ・ 　・右：咋∴笥…　　°・

booe　tumor　n＝2
．　　1．　　　　　　1

P加αeas　ca．　n＝16 ．．・．
鮪…　1　・　　　　　　・

myr。栢ca．　n＝4
　　　　　　　　　　1

．　　　．　　　1．．
　　　　　　　　　　‘

breast　ca．　　n＝13
　　　　　　　　　　　　　　　　1
・　・　　　よ・…　8　・1　　　・
　　　　　　　　　　　　　　　　1

esophagus　ca．　n＝8
」　．ヒ　．　　　　1

gastric　ca．　　n＝20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
・　　　　　　・　…　ξ一・8‘・…　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

prostate　ca．　n＝6
　　　　　　　1☆°・　　　1°

ovaian　ca．　　n＝18
　　　　　　　　　　　　　　　　　1

o愉er　ca．　　n＝22
　　　　．．・　　1’・’　’”苧’’”｜”　　°　　　　’

｛diseases　n＝48
　　　　　　　　　　　　　1

・ ≡…・鴻馨ジ’・・1・・

　　　　　　　　　　　　　　　SCLC　l　smal｜cell　lunge　carcinoma
　　　　　　　　　　　　　　　NSCし　　non－small　　　eunge　carcinoma

Fig．8　Serum　NSE　levels　in　normal　and　Various　diseases．
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㎜㎎

07

Pulmonary　Carcinoma

R㏄urr●nce

　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　2　　　　　　　　　3　　　　　　　　　4

　　　　　　　　　　　　　　　　　Month
Fig．9　Serum　NSE　levels　in　patient　with　small　cell　lung　carcinoma　responded　to　therapy．

臨床的検討では腫瘍マーカーとしての特異性を高

めるため，任意のCut・off値として10　ng！mlを

用いた．

　癌患者全体で228例中50例（21．9％）が陽性で

あった．癌原発臓器別にみると肺癌61例中24例

（39．3％）特に肺小細胞癌6例中5例（83．3％），肝

癌20例中1例（5％），大腸癌33例中6例（18．2％），

骨腫瘍2例中1例（50％），膵癌16例中2例（12．5

例），甲状腺癌4例中2例（50％），乳癌13例中1

例（7．7％），食道癌8例中3例（37．5％），胃癌20例

中6例（30％），前立腺癌6例中1例（16．7％），そ

の他の癌22例中4例（18．2％）が陽性を示し脳腫瘍

5例，卵巣癌18例は陰性例のみであった．20ng／

ml以上の高値例は，肺小細胞癌などの肺癌およ

びその他の癌の中で示した神経芽細胞腫の1例を

除いては，遠隔転移を伴った消化器癌であった．

　各種の良性疾患48例のNSE値をみると，肝硬

変と肝硬変に肺結核の合併した2例（4．2％）で陽

性を示したのみであった．

　次に臨床経過を追って血清NSEを測定できた

肺小細胞癌の症例を示した（Fig．9）．初診時，

NSEは72．3　ng／mlと高値であり，化学療法によ

る寛解後にNSE値は正常範囲となった．その後，

NSE値の上昇がみられ精査の結果，癌の再発を

確認した．

IV．考　　察

　本キットは，Enolaseのγ一サブユニットに対す

る特異抗体を利用したγγ型とαγ型のNSEが測

定される．NSEは種属特異性はなく5），抗体作製

に使用するNSEの種類による影響はないといわ

れる．本キットは牛の脳より得られたNSEによ

るヒトNSE測定系である．

　インキュベーション時間および温度を変化させ

検討した結果，キット指示で問題はなかった．

　測定におけるWithin　Assay　ErrorはC．V．2．2～

3．5％，Betw㏄n　Assay　ErrorはC．V．3．6～5．8％

であり，良い精度と再現性を示した．また希釈試

験，回収試験の結果も良好であった．腫瘍関連物

質CEA，　TPA　Elastase・1，β2－MG，　AFP，　PAP，　CA

19－9と交叉性はなかった．他の測定値のCEA

（r＝0．507），TPA（r＝0．405）とは弱い相関が見ら

れた．

　NSEは赤血球中1）に存在することから，溶血

検体で血清中のNSE値は高値となる．それゆえ，

溶血の程度による血清NSE値の上昇を検討した

が，Hgb　35　mg／dtとごく僅かな溶血でNSE測定

値に上昇が見られた．実際の臨床ではしばしば軽

度の溶血検体が提出される．著明な肉眼的溶血の

除外は問題ないが，ごく軽度の溶血では血清の脂

質やビリルビン等による混濁があればチェックは
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困難となる．したがって簡便な溶血の検査法，た

とえば適度な感度をもつテステープ法などが必要

であろう．

　検体の血清分離までの時間の検討では，放置時

間の長くなるほどNSEは上昇した．これらのこ

とからも，採血に際しての注意と速やかな血清分

離が必要である．

　また検体の凍結融解の繰り返しによるNSE値

への影響は見られなかった．生体内のNSEの多

くは中枢神経細胞に存在する．また発生学的に類

似する神経内分泌細胞（APUD細胞）にもNSEが

存在し，これより発生するAPUDomaの腫瘍マ

ー カーになると報告3）されている．さらにこの腫

瘍と似た生化学的性格を持つといわれるOat　Ce11

タイプの肺小細胞癌でも血清NSEの上昇が報

告4）されている．われわれの検討でも肺小細胞

癌で83．3％の血清NSE値の上昇がみられ，また

臨床経過観察例でも病態とよく一致した変動がみ

られたことなどから肺小細胞癌の有用な腫瘍マー

カーと考えられる．他の組織型の肺癌や遠隔転移

のみられた消化器癌等でNSE高値の症例がみら

れたが，その意義は判然とせず，今後の症例をふ

やしての検討が必要である．

V．おわりに

一連の検討の結果，測定操作はキット指示に従
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い，精度，感度，再現性とも良好で，日常の検査

法として満足する結果を得た．

　しかしNSE測定値は，僅かな溶血に影響され

る点，十分注意する必要がある．

　臨床的には，肺小細胞癌で高いレベルの分布が

見られ，また臨床経過例も病態と一致し，これら

の診断および臨床経過をモニターする腫瘍マー

カーとして十分期待される．
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