
833

《ノート》

モノクローナル抗体チューブ固相CEA　IRMA法の
　　　　　　　　　　基礎と臨床応用の評価

Fundamental　and　Clinical　Evaluation　of　a　CEA　Immunoradiometric

　　　　　Assay　Using　Monoclonal　Antibody　Coated　Tube
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1．はじめに

　Carcinoembryonic　Antigen（CEA）の測定は，

Radioimmunoassay法（以下RIA）1～3）および

Enzyme　immunoassay法4）と数多く開発され，多

種の測定試薬2’4”8）が実用に供されている．しか

し，CEAおよびその類似抗原の多様性3・9A’14）や，

抗CEA抗体の違い7・11）によって，それぞれの方

法で得られる結果には相当な差異がみられてきた．

また従来のほとんどの測定法は，過剰抗原域にお

けるフック現象8・15）が存在し，CEA測定上重要

な課題であった．これらの問題を解決すべく，モ

ノクローナル抗体を使うCEA測定法12）が以前か

ら検討されてきたが，実用化されている測定系は

少ない．

　われわれは，ドイツベーリング社が開発した

CEAモノクローナル抗体をチューブ固相とした

Immunoradiometric　assay法（IRMA）を使用す

る機会を得たので，基礎的検討を中心とした評価

を行った．
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II．実　　験

　1．キットの構成と標準的測定法

　キットには標準濃度品7バイアル（ロットによ

り多少異なるが，0，2．7，5，10，20，60，200n9／m1），

1251一抗CEA家兎抗体｛最大4．6μCi（170　KBq）以

下｝，固相抗CEAマウスモノクローナル抗体チ

ューブ，コントロール血清2種，アッセイバッフ

ァー（Tris　buffer）および洗浄液用錠剤（リン酸バ

ッファー調整用）が含まれている．Fig．1に標準

的なアッセイ手順を示すが，抗体チューブとサン

プルの第1インキュベーションと，チューブ洗浄

後1251－CEA抗体を加えて行う第2インキュベー

ションよりなる，いわゆるIRMA法による測定

系である．インキュベーションには水平振塗が必

要なため，以下の実験においては東洋科学産業株

式会社の水平振塗機（ダイナシェカー）で250rpm

に固定した条件でインキュベートした．

　2．実験方法
　インキュベーション時間の影響を観察するため．

第1インキュベーションについては，30分，1，3，

24時間，第2インキュベーションについても30分，

1，3，24時間それぞれの標準曲線と，同時に測定

　Key　words：Carcinoembryonic　antigen，　Tumor
marker，　Immunoradiometric　assay，　Monoclonal　anti・

body，　Tube　solid　phase．
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した血清サンプルの測定値を比較した．アッセイ

内変動については3種類の血清をそれぞれ10回測

定し，平均値，標準偏差（SD），変動係数（CV）を

求めた．またアッセイ間変動については2種類の

コントロール血清を10回測定し，同様な評価を行

った．

　高濃度サンプルの希釈性は，サンプルをアッセ

イバッファーで希釈し，標準曲線との平行性を評

価した．

　本法はチューブに抗CEA抗体を結合した固相

法のため，サンプルを添加した直後からインキュ

ベーション（以下プレインキュベーション）が始

まる可能性があり，サンプルの測定値への影響が

考えられるので，プレインキュベーション5分，

30分，1時間について検討した．

　他のCEA測定法との相関性は，第1ラジオア

イソトープ研究所のCEA　RIAキット・第17”8）

（以下第1法）およびダイナボット社のCEA　RIA

BEADキット16）（以下リアビーズ法）について比

較した．第1法，リアビーズ法いずれもビーズ固

相IRMAであるが，第1法は両抗体がポリク

ローナル抗体であり，リアビーズ法はビーズ抗体

がモノクローナル抗体である．

　さらに本キットの抗体特異性を検討するため，

CA　19－917）（CIS），　CA　12518）（CIS），　SCC19）（ダィ

Anti－CEA　antibody　tube

Standard　or　Sample．．．．．．．．．．．．．．．．．．100μ1

Assay　buffer　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．100μ1

　　　First　incubation　on　horizontal　shaker　
t　　　（1hr±15min，　room　temp）
Washing　twice　with　wash　buffer．．．．．．．．　1　ml

　↓

1251－anti・CEA　antibody．．．．．．．．．．．．．．．．100μ1

↓Sec°nd　incubati°n　as　in　f’「st　incubati°n

Washing　as　in　the　first　washing　procedure

　↓

Counting　of　tube

Fig．1Assay　procedure　of　the　RIA－gnost　CEA　IRMA

　　　kit（Behring）．

ナボット），NSE20）（栄研）のキットの標準品を測

定し，交差性を観察した．

　臨床的検討としては，健常者（年齢20～45歳）

43名を測定するとともに，各種疾患については胃

癌（33例），大腸直腸癌（32例），肺癌（22例），子宮

癌（14例），卵巣癌（11例），肝癌（19例），膵臓癌

（6例），乳癌（8例），食道癌（8例），膀胱癌（14例），

前立腺癌（6例）などの悪性疾患および良性疾患と

して肝硬変（31例），肝炎（13例），糖尿病（5例），

その他（14例）の合計279例のCEAを測定し，比

較を行った．

m．結　　果

　1．インキュベーション時間について

　第2インキュベーションを1時間に固定し，第

1インキュベーション時間を変えた場合，Fig．2A

に示すように30分，1時間での変化は標準曲線に

はみられない．しかし3時間から24時間と時間を

延長するに従い，結合放射能が増加し特に低濃度

での増加率が大きい．同時に測定した低値血清サ

ンプルの濃度は，コントロールサンプルと比較し

て時間の延長に伴ってやや高値に測定される傾向

が観察された．

　第1インキュベーションを1時間に固定し，第

2インキュベーション時間を変えた場合の影響は，

Fig．2Bに示すように時間を延長すると第1イン

キュベーションより高い増加率で結合放射能が増

加したが，標準曲線間には平行性が観察された．

また同時に測定した血清サンプルは，時間の延長

に伴ってやや高濃度に測定される傾向がみられた．

　2．アッセイ内およびアッセイ間の変動につ

　　いて

　アッセイ内の血清サンプル（A，B，　C）は，平均

値A＝4．74ng／m1，　SD－0．476，　CV＝10．06％，　B－

6．77ng／m1，　SD＝0．402，　CVニ5．93％，　C＝98．3ng／ml，

SD＝4．98，　CV－5．05％であり，良好な再現性で

あった．

　アッセイ間変動については，Fig．3に2種類の

コントロールサンプルの測定値を示すが，7％以

下のCVを示し優れた再現性が確認された．
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Fig．2　Effects　of　the　first　incubation　time（A）and　the　second　incubation　time（B）on

　　　　　the　standard　curves　or　the　samples．
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　3．希釈試験
原濃度が200ng／m1以上を示した血清サンプル

の希釈結果をFig．4に示す．約15，000　cpm付近

に結合放射能の飽和点が存在するが，200ng／m1
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Fig．3

N＝10
M＝29．3
SD＝1。83
CV＝6．24％

N＝10

　　　　　　　　　　SD＝O．21
　　　　　　　　　　CV＝4．27％

12345678910
　Assay　No．
The　chart　of　ten　interassay　variance．

標準濃度の結合放射能以下ではいずれのサンプル

にも良好な平行性が示された．またデータは示さ

ないが，200ng／m1以下の範囲では希釈比率と測

定値間に良好な直線関係が確認された．

　4．サンプル添加後の時間の影響

　　（プレインキュベーション時間の影響）

　第1，第2インキュベーションをそれぞれ1時

間に固定し，プレインキュベーションを5分，30

分，1時間とした場合と，前もってアッセイバッ

ファーを添加した後標準液とサンプルを加える方

法で，プレインキュベーションを30分あるいは1

時間とする方法について検討した．Fig．5Aにそ

れぞれの条件における標準曲線を示す．プレイン

キュベーションを延長すると結合放射能が若干低

下した．またアッセイバッファーを前もって添加

しておいても，さらに大きい影響がみられ，改善

されなかった．Fig．5Bにこれらの条件で測定し

（Σ
向
O
）

10

　　　　　Dilution　ratio

1／160　1／80　1／40　　1／20　　1／10　　　　　　　　　　　　　1／1

High　CEA　serum　sample

　　　　　　　　　　1．35　 2．7　　5　　　10　　　20　　　　　60　　　　　 200

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CEA　　　　　　　　　　　　（ng／m1）

Fig．4　Comparison　of　the　dose－response　curves　between　the　standard　preparations　and

　　　high　CEA　concentration　serum　samples．

Presented by Medical*Online



モノクローナル抗体チューブ固相CEA　IRMA法の基礎と臨床応用の評価

た血清サンプルの結果を示す．通常のアッセイで

はサンプルに先がけて標準液を分注するので，標

準液とサンプルのプレインキュベーション時間が

異なるほど高値に測定される結果であり，高濃度

での影響が顕著であった．しかし30分以上1時間

以内では，ほぼプラトーの状態にあった．またサ
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ンプルと同一プレインキュベーション条件の標準

曲線で求めた測定値は，高濃度サンプルの場合に

影響がみられるが，H，　Lコントロールでは安定

した結果であった．

　5．他の測定法との相関性

　第1法7・8）と同一の186サンプルを測定し，相

関性をFig．6Aに示す．対数グラフでの相関性で

示すが相関係数＝0．968が得られた．本法では

5ng／m1以下でより低値となる傾向が観察される

が，全体には第1法と近似した結果であった．

　108サンプルについて，リアビーズ法16）との相

関性をFig．6Bに示す．相関係数＝0．981と高い

相関性が得られたが，5ng／m1以下ではリアビー

ズ法でより低値に測定される傾向があった．

　6．他の項目との交差性

　第1法のCEA標準液や，　CA　19－917），　CA　12518），

SCC19），　NSE20）それぞれの標準液の交差性を

Fig．7に示す．第1法の標準液は，同一の結合放

射能で比較すると本法の約1．7倍の濃度を示した．

SCCの標準液には11．2％の高い交差性がみられ

た．またCA　125にもやや高い結合放射能がみら

れたが，濃度依存性ではなかった．NSEでは結

合放射能が極端に低いので図示はしなかったが，

交差性はないと考えられた．

　7．臨床的検討

　健常者43名の測定値は1ng／m～以下から4．5

ng／mlに分布した．1未満を1ng／mlとして計算

すると平均値＝＝・1．56ng／m1，　SD－0．76であり，平

Fig．5　Effect　of　the　pre－incubation　time　on　the　stand・

　　　ard　curves（A），　and　on　the　calculated　values（B）

　　　for　the　serum　sample　counts　at　the　5　minutes

　　　pre－incubation　by　the　30　minutes　or　the　l　hour

　　　pre－incubation　standard　curve．

　　　S：pre－incubation　was　done　after　standard　and

　　　serum　sample　dispensed　into　antibody　coated

　　　tube　without　assay　buffer．

　　　B：assay　buffer　was　pre－dispensed　before　dis－

　　　pensing　of　standard　and　serum　samples．

　　　8：二｝・㍑慧蒜，隠㌶t：蒜

　　　二：：ニニ｝・蒜㌫蒜1，：濃蕊1議
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均値＋2SD以下を正常範囲とすると約3．l　ng／ml

以下であった．また実分布はむしろ対数正規分布

性を示すことから，測定値の対数について平均値

＋2SDを求め，これを真数範囲に変換すると約

3・3ng／ml以下となった．カットオフ値はこの範

囲を参考とし，切り上げて3．5ng／m1と決定した．

Fig．8に健常者と各種疾患の測定値分布を示す．

最高では肺癌に16，000ng／mlが観察された．消化

器癌，肺癌，乳癌および子宮癌や卵巣癌に高値が

認められた．またカットオフ値を3．5ng／m1とし

た場合の陽性率は，膵臓癌，食道癌が100％で最

も高く，胃癌，肺癌が72．7％と同率で高い陽性

率を示した．良性疾患では肝硬炎や慢性肝炎，糖

尿病などで高値が観察されたが，慢性腎不全でも

20ng／m1以下の高値がみられた．

IV．考　　察

　べ一リング社のCEAモノクローナル抗体をチ

ューブ固相としたCEA　IRMAキットについて基

礎的検討を中心とした評価を行った．

　本法は試薬がほぼ調整ずみであり，またチュー

ブも50本単位で発泡スチロール製試験管立てに整

理されているのでナンバリングが省略でき，洗浄

操作においても50本単位で洗浄液をデカントでき

るなど高能率な操作性である．

　アッセイ方法は第1，第2インキュベーション

を室温1時間とする方法で十分な条件であった．

インキュベーション時間を延長すると測定値に影

響がみられるので標準アッセイ方法を遵守すべき

であろう．またチューブ固相法のために起こりう
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Fig．6　1nterrelationship　between　CEA　values　calibrated　with　the　RIA－gnost　CEA　IRMA

　　　kit　and　CEA　values　calibrated　with　the　other　CEA　kit．

　　　A：RIA－gnost　CEA　IRMA　kit　vs．　CEA　radioimmunoassay　kit（Daiichi）

　　　B：RIA－gnost　CEA　IRMA　kit　vs．　CEA　RIA　BEAD　kit（Dainabot）

　　　X：calculated　values　by　dilution　technique

るプレインキュベーションの影響を観察したが，

時間を延長すると標準曲線の結合放射能が徐々に

低下する現象が認められた．実際のアッセイを前

提にして30分あるいは1時間プレインキュベーシ

ョンをした標準曲線でプレインキュベーション5

分のサンプルの測定値を求めると，高値に算出さ

れる傾向であったが，30分と1時間ではほとんど

差が認められなかった．またアッセイバッファー

を前もって分注する方法も検討したが，これらの

現象は改善されなかった．アッセイ前半かあるい

は後半に標準液を分注することで，測定値への影

響は異なると考えられるが，全分注操作を可能な

かぎり短時間に終了することが望ましい．

　インキュベーションには水平振塗が必要である

が，これは反応時間の短縮に有効なだけではなく，

反応液量が200　pl以下であるがチューブ固相法で

あるため，水平振塗によってチューブ塗布抗体を

十分活用することにも役だっている．チューブを

切断して放射能分布を測定し，抗体塗布上限を求

めたところ，チューブ底から15～20mmの範囲

であった．

　測定値の変動は，5ng／ml以下の低濃度でもア

ッセイ間変動係数が5％以下を示し，安定した結

果であったので，カットオフ値前後の判別に優れ

ていると考えられた．また，最低検出感度を

Precision　Profile法21）で求めると0．1　ng／m1以下

の範囲にあり，臨床的に十分と思われた．

　従来のCEA測定法の希釈性は，測定範囲内で
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フック現象が起こる8・11）ことや，サンプルによっ

てフックの程度に差がある8’11）ことが重要な問題

点となっていた．本法については，測定値上限で

ある200ng／mlを超過した範囲では結合放射能の

頭打ちがみられるが，測定範囲内では観察されな

いので高値検体でも適切な希釈倍率で精度高い測

定が可能である．

　他方法との相関性では，第1法7・8）およびリア

ビーズ法16）と比較したが，第1法には相関係数

r＝0．968，リアビーズ法には0．981が得られ，リア

ビーズ法により良好な相関性であった．モノク

ローナル抗体を利用した方法として相関性が強調

された可能性が考えられる．しかし5ng／ml以下

の低濃度においては三測定法間に微妙な違いが認

められ，本法より第1法で高く，リアビーズ法で低

い結果であった．第1法の標準液を本法で測定し

それぞれの標準曲線を比較すると，Fig．7に示す

ように第1法標準濃度は1．7倍高い結果であった

が，平行性は良好であった．この結果から低濃度

における測定法間の差は，標準濃度の表示差に起

因している可能性が示唆される．三測定法のカッ

トオフ値にも影響がみられ，本法の3．5ng／mlに

対し第1法は4ng／m18），リアビーズ法では2．5

ng／Mt16）とされているのと符合する．また第1法

との相関性において10ng／m1以上では本法でむ

しろ高値を示しているが，第1法には測定範囲内

にフック現象が存在する8）ので低値に測定される

影響が表われたものと考える．

　他物質との交差性を検討したところ，SCCキッ

トの標準液に濃度依存性の交差がみられた．ダイ

ナボット社によれば，この標準液は粗抽出品との

ことであり，含有されるCEAあるいはCEA抗

体交差物質による可能性を示唆している．また第

1法のCEA標準液をSCCキットで測定しても

交差性は認められなかった．これらの結果からは

CEA抗体がSCC抗原に対して交差性を有するか

不明であり，精製SCC抗原による確認が必要で

ある．

　臨床検討では胃癌，結腸直腸癌，肺癌，卵巣癌，

子宮癌に200ng／mlを越える高値例がみられた．

841

また胃癌，肺癌，子宮癌，膵臓癌，食道癌では60％

を越える高い陽性率が観察された．さらに肝臓癌

63．2％，肝硬変58．1％の陽性率であったが，肝臓

機能障害によるCEA代謝速度の低下や消失の遅

延22）が原因と考えられる．また糖尿病でも30

ng／ml以下の範囲ではあるが高陽性率であり，既

報告の結果8）と一致した．CEAの糖鎖と糖尿病

における糖代謝の関係を暗示している可能性も考

えられる．慢性腎不全や肺炎でも高陽性率であっ

たが，少症例数のため母集団のかたよりが原因で

あろうと思われる．

V．まとめ

　べ一リング社のRIA－gnost　CEA　IRMA法につ

いて検討し，以下の結論を得た．

　1）標準アッセイ法は，全行程を2～3時間で

終了できる迅速な方法である．また必要十分な結

合放射能が得られ，時間的条件を変えると測定値

に影響がみられるので，標準アッセイ法を遵守す

ることが望ましい．

　2）低値感度に優れ，低値の再現性が安定して

いる．

　3）前準備性や洗浄操作性に大変優れているが，

抗体固相チューブを使用するため，標準液やサン

プルを分注してから長時間放置すると結果に影響

がみられるので，可能なかぎり短時間に全分注を

終了することが望ましい．

　4）最大測定範囲は200ng／mlであるが，測定

範囲内ではフック現象はみられない．

　5）カットオフ値は3．5ng／mlであり，臨床成

績では従来からの報告を再確認した．

　以上のように本測定法は，数多くの優れた特性

を持つモノクローナル抗体を有効に利用した方法

であり，CEA測定の新しい方向を示した方法と

考える．
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