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《ノート》

共沈法を用いた新しいTIBC・UIBC測定法の開発

一
方法論と基礎的検討一

Development　of　a　New　Method　for　Measurement　of　TIBC

　　　　and　UIBC　Using　Coprecipitation　Method

　　－Methodology　and　Fundamental　Evaluation一

川崎　芳正＊ 堀野　嘉宏＊　宮本　佳一＊

Yoshimasa　KAwAsAKI，　Yoshihiro　HoRINo　and　Yoshikazu　MIYAMoTo

Jルtc

1．はじめに

　貧血の診断にあたって最初に実施する検査には，

ヘモグロビン，ヘマトクリット，血清鉄などとと

もにその血清鉄を輸送する蛋白（トランスフェリ

ン）の鉄結合能がある．この検査は不飽和鉄結合

能（unsaturated　iron　binding　capacity，　UIBC）と

総鉄結合能（total　iron　binding　capacity，　TIBC）の

二種類あり後者は前者と血清鉄の和である．

　また，測定方法においては滴定法，レジン法，

吸着法などがあるが，現在日常検査として普及し

ているのは，Ramseyの開発した炭酸マグネシウ

ム吸着を用いた方法1），Petersらの開発したレジ

ン法2）である．しかし現在市販化されているラジ

オアッセイキットを用いる測定では測定に2時間

以上を要し，また前処理を必要とするため操作が

煩雑になることが欠点である．この点を改良する

目的で，レジンストリップに代え共沈法を用い，

また2価の放射性鉄を用いることにより前処理を
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省略できる方法を考案し従来法（レジンを用いた

方法3））との比較検討を行った．

皿．測定原理と操作方法

　1）測定原理（従来法3）との相違）

　従来法（レジンを用いた方法3））でUIBCにお

いては，鉄含有量のわかっている放射性鉄（59Fe

（III））を血清に加えトランスフェリンの鉄不飽和

部に取り込ませ，取り込まなかった余りをレジン

ストリップ（陰イオン交換膜）で吸着除去し測定し

ている．その結果，加えた総放射能との比により

UIBC値が算出される．また，　TIBCはまず被検

血清に酸性の緩衝液を加え，トランスフェリンに

最初から結合している血清鉄を遊離させ，さらに

この血清鉄を陰イオン交換樹脂で吸着除去してい

る．その結果，トランスフェリンは鉄が全く結合

していない状態になるので，以後これを前述の

UIBCと同じ操作をすることにより全ての鉄結合

能（TIBC）を算出している．

　一方，本法でUIBCの測定には，レジンスト

リップの代わりに担体としてクロムイオン（Cr

（III））を用いた凝集沈殿による共沈を行うことに

　Key　words：　Total　iron　binding　capacity（TIBC），

Unsaturated　iron　binding　capacity（UIBC）．
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よりトランスフェリンに取り込まれず余った放射

性鉄を除去する．

　また，TIBCの測定においては，血清鉄を遊離

させるために液性を下げて2価の放射性鉄（59Fe

（II））を1，500　pg／dl加える．これは2価の鉄イオ

ン（放射性鉄）は3価の鉄イオン（血清鉄）より迅

速にトランスフェリンへ取り込まれる現象4）を利

用したもので，その結果，トランスフェリンには

放射性鉄（59Fe（II））が主に取り込まれることにな

る．以後UIBCと同様に凝集沈殿による共沈を行

いTIBC値を算出する．

　2）使用試薬

　a）放射性鉄　クエン酸鉄（III）アンモニウム液

｛1ml当たり約0．033μCi（1．33　KBq），　non－

carrier　free｝にLアスコルビン酸を使用時に加え

2価の放射性鉄に還元し使用する．

　b）担体　硫酸クロムアンモニウム水溶液．

　3）操作方法

　操作方法はFig．1に示した．遊離の放射能測定

にはウェル型シンチレーションカウンター（Auto－

Logic）を用い，1分間測定した．そして標準血清

TlBC
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　　　　　Fig．1　Assay　procedures．

の計測結果との対比により，microcomPuter

（01ivetti　P6040）を使い未知試料の濃度の読み取

りを行った．

m．検討項目

検討内容

1）使用血清量の検討

2）インキュベーション時間と温度の影響

3）添加59Fe量の影響

4）測定系に対する血清鉄の影響（鉄（II）と鉄

　　（III）のトランスフェリンへの取り込みの相

　違）

5）精度と再現性

6）従来法（レジンを用いた方法3））との相関

IV．方　　法

　1）使用血清量の検討

　使用する血清の適量を決定する目的で，使用血

清量を50，75，100，125μ1と変化させ，3種の異

なる濃度の血清に対しそれぞれ10回の同時測定を

行い，各濃度，各血清量ごとの測定値の変動係数

を比較した．

　2）インキュペーション時間と温度の影響

　本測定系では2つのインキュベーションがある．

最初のインキュベーションはTIBCのみで，これ

はトランスフェリンから血清鉄を遊離させるのに

必要なインキュベーションである．また，もう一

つのインキュベーションはTIBC・UIBCとも必

要で，これはトランスフェリンが放射性鉄（II）を

取り込むのに必要なインキュベーションである．

これら2つのインキュベーションの必要時間，ま

た最適温度を決定するため次の方法で行った．

　a）第1インキュベーション（トランスフェリ

　　ンから血清鉄を遊離する時間．TIBCのみ）

　　について

　TIBC　401　Ptg／dl，血清鉄98μ9／d1のプール血清

にpH　2．2のクエン酸緩衝液を加え，インキュベ

ーション時間を変化させた．遊離した血清鉄は

Nitrso・PSAPで発色，760　nmで比色し血清鉄の

濃度を算出した．
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　b）第2インキュベーション（トランスフェリ

　　ンが放射性鉄（II）を取り込む時間．　TIBC・

　　UIBCとも）について

　3種類の濃度の血清を用い，インキュベーショ

ン時間を，5，10，15，20分と変化させおのおの10

回，同時測定を行った．

　3）添加59Fe量の影響

　トランスフェリンが放射性鉄（II）を取り込む際，

トランスフェリンの鉄結合能力（Iron　binding

capacity）に比べ加える放射性鉄（II）量が少なけ

れば反応系の頭打ち現象が起きることが推察され

たので，どの程度で生じるかを検討した．365

μg／d1の鉄結合能力を持つプール血清に対し加え

る放射性鉄（II）量を300～1，020μ9／d1に変化させ

測定を行った．

　4）測定系に対する血清鉄の影響

　　（鉄（II）と鉄（III）のトランスフェリンへの取

　　り込みの相違）

　本法はトランスフェリンに結合している血清鉄

を緩衝液で遊離させ，放射性鉄（II）を加え，2価

の鉄イオン（放射性鉄）が3価の鉄イオン（血清

鉄）より迅速にトランスフェリンへ取り込まれる

現象4）を利用することによりTIBCを測定してい

る．その原理である鉄（II）と鉄（III）のトランス

フェリンへの取り込みの相違について検討した．

　鉄結合能が既知であるプール血清に鉄（II）（放

射性鉄）と鉄（III）（非放射性鉄）の各濃度を互い

に変化させた物を同時に加えた．そしてプール血

清中のトランスフェリンが取り込んだ鉄の放射能

を計測し濃度を算出することにより鉄（II）（放射

性鉄）が取り込まれた割合を見た．

　5）精度と再現性

　使用血清量100μ～，第1インキュベーション時

間5分・室温，第2インキュベーション時間10

分・室温に設定し，この条件下での測定系の精度

と再現性を次の方法で検討した．

　a．精　度

　プレシジョン・プロフィール5）（precision　profile：

横軸に標準血清の濃度をとり，縦軸にその濃度に

対する平均分散から計算された標準偏差をプロッ
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トし，線で結んだ図）により測定系の95％信頼レ

ベルにおける最小検出濃度の測定を行った．

　b．再現性

　3種類の血清（高，中，低濃度）を用いて，同一

アッセイ内で40回の同時測定を行い同時再現性を

検討した．また，異なるアッセイ間で11日間の測

定を行い日差再現性を検討した．

　6）従来法（レジンを用いた方法3））との相関

　TIBCマイクロテスト『第一』，　UIBCマイクロ

テスト『第一』を用いて測定したTIBC・UIBC値

との相関を検討した．

V．結　　果

　1）使用血清量の検討

　UIBC濃度471．0μ9／dlの血清A，310．O　P9／d1

の血清B，235．0μ9／dlの血清Cの3種類の血清

を用いて血清量を，50，75，100，125μ1と変化さ

せたところ，10回の同時測定における測定結果の

変動係数は血清Aではそれぞれ13．9，8．7，3．3，

3．2％であった．同様に血清Bでは205，13．1，8．9，

6．3％であった．血清Cでは16．5，9．3，5．6，3．2％

であった（Fig．2）．

　各濃度とも100μ1以上の血清量では同時測定

における変動係数は10％以下に収まった．

　2）インキュベーション時間と温度の影響

　a）第1インキュベーションについて

　第1インキュベーション時間を1，2，4，5分と

変化させた時，また温度を，室温，37°C，4°Cと

変化させた時，いずれも全ての血清鉄の90％以上

が，pH　2．2の緩衝液によってトランスフェリン

から遊離することが示唆された（Fig．3）．

　b）第2インキュベーションについて

　UIBC濃度428．0μ9／dlの血清D，319．0μ9／dl

の血清E，159．Oμ9／d1の血清Fの3種類の濃度

の血清を用いてインキュベーション時間を5，10，

15，20分と変化させたところ，10回の同時測定に

おける測定結果の変動係数は血清Dではそれぞ

れ8．3，4．9，3．3，2．9％であった．同様に血清Eで

は7．0，4．1，2．4，　2．8％であった．血清Fでは5．8，

3．4，1．8，2．3％であった（Fig．　4）．
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⊥＿一一「一一一一

　各濃度とも10分以上のインキュベーション時間

で同時測定における変動係数は6％以内に収まっ

た．

　3）添加59Fe量の影響

　365μ9／dlの鉄結合能力を持つプール血清に放

射性鉄（II）量を変化させ加えたところ，加える放

射性鉄（II）量が774μ9／d1以下（血清の鉄結合能

力の2．12倍以下）になると，測定値の頭打ち現象

が起こった（Fig．5）．

　なお，頭打ち現象が生じたか否かの判断は，プ

ール血清の鉄結合能力365μg／dlに対しその標準

偏差の2倍を許容限度としこの範囲を下回ったも
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のに対しては頭打ち現象が生じたとした．

　4）測定系に対する血清鉄の影響

　　（鉄（II）と鉄（III）のトランスフェリンへの取

　　り込みの相違）

　0．664　mg／dlの鉄結合能力を持つプール血清に

鉄（II）と鉄（III）の各濃度を互いに変化させ総鉄

量1，500　Ptg／d1に調製した鉄溶液を加えた．鉄（ll）

と鉄（III）の濃度が変化してもプール血清の鉄結

合能0．664mg／dlに対し，その0．95～1．03倍の値

を示した（Fig．　6）．この結果によりトランスフェ

リンには鉄（II）が鉄（III）より迅速に取り込まれ

る傾向が示唆された．

　5）精度と再現性

　a．精度
　プレシジョン・プロフィールによる本測定系の

95％信頼レベルにおける2重測定の最小検出濃度

は，TIBCで約35μg／dl，　UIBCで約20μg／dlで

あった（Fig．7a，7b）．
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Table　l　Intraassay　reproducibility　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2　1nterassay　reproducibility

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TIBC
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C．V．

40

456．9

23．9
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Correlation　between　new　method　and　TIBC　micro　test　DAIICHI．

　　　　　　　　　corr●1●t‘on

　　　　　　　　　　　　　　　UIBC

y＝　0．94x＋21．3　（n＝　61）

r＝0．977

P〈0．Ol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　μ9！dt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　UIBC　micro　test　DAIICHI

Fig．8b　Correlation　between　new　method　and　UIBC　micro　test　DAIICHT．
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　b．再現性

　同一アッセイ内における同時再現性は，TIBC

で5．0～9．8％，UIBCで3．9～7．7％であった
（Table　1）．

　異なるアッセイ間における日差再現性は，TIBC

で3．2～8．2％，4．6～7．2％であった（Table　2）．

　6）従来法（レジンを用いた方法3））との相関

　TIBCではy＝0．78x十63．0（n＝52）r＝0．915，ま

たUIBCではy＝0．94x十21．3（n＝61）r＝0．977で

あった．なお，両者ともp〈0．01である（Fig．8a・

8b）．

VI．考　　察

　TIBC・UIBCは，貧血の検査としてよく用いら

れる項目のひとつである．現在使われている

TIBC・UIBCマイクロテスト『第一』は，2時間

以上の検査時間を必要とし，またTIBCにおいて

は，トランスフェリンから血清鉄を遊離させ，そ

れを別のバイアルに移して放射性鉄を取り込ませ

るという操作があり，手技が煩雑である．それに

加えてその際，血清鉄を遊離させるための陰イオ

ン交換樹脂が放射性鉄の入ったバイアルに移す時

混入し易く測定値の誤差になり易かった．

　今回，われわれの開発した測定方法は凝集沈殿

による共沈法を用い，インキュベーション時間も

短く簡単に操作できる方法といえる．

　基礎的検討について

　インキュベーション時間は，1st，2nd，それぞれ

5，10分でプラトーに達し，温度は日常の温度な

ら問題なかった．また，再現性に関しては，同

時・日差再現性とも，良好な結果が得られた．最

小検出濃度に関しても良い結果が得られた．

　測定範囲については，前述のとおりTIBC・

UIBCとも，測定しようとするトランスフェリン

の鉄結合能力に比べ加える放射性鉄（II）量が少な

ければ反応系の頭打ち現象が起こり，測定値が真

の値より低くなることがわかった．それ故，頭打

ち現象を起こさぬように一般に血清の鉄結合能の

高値として予想される600　pg／d1の2．12倍（1，272

μ9／d1）以上の放射性鉄（II），実際には少なくとも，

1，500　Ptg／dl以上の放射性鉄（II）を添加しなけれ

ばいけないことが示唆された．

　本測定系の問題点と解決するための手段

　現在使用されているTIBC・UIBCマイクロテ

スト『第一』に比較し，本測定系の劣る点をいく

つか挙げる．

　まず，TIBC・UIBCマイクロテスト『第一』で

は，トランスフェリンに放射性鉄を加え，取り込

まず余った鉄をレジンストリップ（陰イオン交換

膜）で除去・分離しているが，この分離率はほぼ

100％であり完全除去可能である3）．それ故，計

測結果から測定値を算出する際，加えた放射性鉄

の濃度との比較により簡単に算出できる．

　これに対し本測定系では，クロムイオンを担体

とした凝集沈殿による共沈法を用いているが，こ

れの真の共沈率は約70％で完全除去できない．そ

れ故単純に，加えた放射性鉄濃度との比較だけで

測定値を算出することはできない．なぜなら，も

し全く鉄結合能がない血清を測定した場合完全分

離できるなら計数結果は，ほぼバックグラウンド

カウント程度だが，本測定系のように完全分離で

きない場合，本来除去されなければならない放射

性鉄まで計数してしまう結果になるためである．

この問題点を解決し，簡単に測定結果を算出する

ためには，標準血清（幾種類かの鉄結合能を持つ

血清）を用意し，測定の度に用いてその対比によ

り未知試料の濃度の読み取りを行う必要がある．

　次に試薬の保存における安定性が挙げられる．

TIBC・UIBCマイクロテスト『第一』では，放射

性鉄（III）を用いているので，放射性物質として

の半減期による放射能減衰だけを考慮すれば良い

が，本測定系では，放射性鉄（II）を用いているの

で，その化学的性状の不安定さ，という問題があ

る．鉄（II）化合物は空気中では，すみやかに酸化

されて鉄（III）化合物に変わり6），それ故，放射性

鉄（II）のまま保存するには，調製段階において完

全に密封する必要があるが，これは一般に使用す

る場合は困難である．したがって本測定系では保

存時には放射性鉄（III）の状態にしておき使用す

る際には，還元剤（L一アスコルビン酸）を加える
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ことにより放射性鉄（II）に還元させ，調製次第す

ぐに使用している．さらにこの還元剤（L一アスコ

ルビン酸）は，溶媒に溶解させると非常に不安定

になり還元作用を失い易い7）．そのため，この還

元剤を使用する場合，保存期間が数日間なら還元

作用を保ち易い25％シュウ酸溶液，5％メタリン

酸溶液などに溶解させておく必要がある．また，

長期保存するなら溶解せず固型状で保存する必要

がある．

VIL　結　　論

　凝集沈殿による共沈法を用いた新しいTIBC・

UIBC測定法を開発し基礎的検討を行い，下記の

成績を得た．

　1）本法の手段は，簡便で，30分間の操作で検

査が終了し，ルーチンの検査において省力化した

といえる．

　2）測定値の再現性は良好であり，変動係数は

同時アッセイ内で3．9～9．8％，異なるアッセイ間

で3．2～8．2％であった．

　3）従来法（レジンを用いた方法3））との相関は，

TIBCでy＝0．78x十63．O　r＝0．915，　UIBCでy＝

0．94x十21．3r＝0．977であった．
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