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Osteocalcin　RIA　kitの基礎的および臨床的検討
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1．はじめに

　γ一カルボキシルグルタミン酸（Gla）残基を含有

する蛋白は，カルシウム結合能を持つことで知ら

れている．オステオカルシン（Osteocalcin，　OC）は，

1975年Hauschkaら1）により報告されたGla含有

蛋白であり，骨に存在するためbone　Gla　protein

とも呼ばれている．その働きや意義は未だ確定さ

れていないが，骨のカルシウム（Ca）動態を解析

する手掛りとして注目されている．また，1980年に

Priceら2）によりOCのradioimmunoassay（RIA）

が確立され，OCが血清中に存在することが示さ

れて以来，各種Ca，骨代謝の異常を呈する疾患

について測定がなされて，その病態の解明に供さ

れている．今回，われわれは，オステオカルシン

RIA・kit（ミドリ十字）を試用する機会を得，その

基礎的および臨床的検討を行ったので報告する．

H．対象および方法

　1．対　　象

　本研究には，健常人79例（男性48例，女性31例），

甲状腺機能充進症10例，甲状腺機能低下症3例，
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原発性副甲状腺機能充進症3例，骨粗髭症27例，

人工透析中の慢性腎不全症40例，前立腺癌41例，

高Ca血症を合併した悪性腫瘍17例の計220例を

対象とした．

　2．測定方法

　本RIA　kitは，　OCスタンダードにはウシOC

を，トレーサーには1251標識ウシOCを，抗体に

は抗ウシOCウサギ抗血清を使用した系である．

本RIA　kitの測定操作はFig．1に示すごとくであ

る．つまり，第1反応としてOCスタンダードま

たは検体100μ1，トレーサー（20，0∞－30，000cpm）

200μ1および抗体100μ1を添加後2～8°Cで20～

24時間インキュベートする．次いで，第2抗体

（250－500倍希釈）1，000　P1を加え，さらに2～8°C

15分間インキュベートする．その後，2～8°C，

3，000rpmで15分間遠沈し，　boundとfreeの分離

を行う．上清を吸引除去後，沈渣のカウントを測

定する．

　3．基礎的検討

　（1）第1反応の反応温度および反応時間の検討

　第1反応の反応温度および反応時間は，室温で

3時間，2～8°Cで16，19および22時間について

検討した．

　（2）検体量の検討

　検体量の多少が標準曲線に及ぼす影響を知るた

　Key　words：Osteocalcin，　Metabolic　bone　disease，

Radioimmunoassay．
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めに，血清量50および100μ1を用いて検討した．

　（3）OCの標準曲線の再現性および最小検出濃

　　度の検討

　第1反応の反応温度，反応時間および検体量の

決定後，9回のアッセイを行い，標準曲線を得て，

標準曲線の再現性を検討した．さらに，スタンダ

ー ドのOC各濃度についてB／Bo（％）のmean土

S．D．を求め，　OCのOng／m1のB／Bo（％）つまり

100％と有意に異なるOCの濃度つまり，　B／Bo

（％）が90％を示す濃度を最小検出濃度とした．

Osteocalcin　Standard　Solution　or　Sample　100μl

Tracer（i251－・osteocalcin｝　　　　200　gl

Ant卜osteocalcin　Antibody　　　　　　　　　　100μ1

　↓

1ncubation（2－8°C，20－24　hr）

　↓

Second　Antibody 1000μ1

　↓

1　ncubation｛2－8°C，15　min）

　↓

Centrifugation｛2－8°C，3000　rpm，15　min）

　↓

Aspiration

　↓

Counting

　　　　　Fig．1　　Assay　proccdure．

B／T　（9。）

60

40
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　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　22｛hrl
　　　　　　lncubation　Time
　“：Room　Temperature

Fig．2　The　effect　of　incubation　temperature　and　time

　　　on　the　bound　percent（B／T）．　Incubation　tem・

　　　perature　2－8eC　except＊room　temperature．

　（4）アッセイ内およびアッセイ間の再現性の

　　検討

　アッセイ内の再現性については，OC濃度の異

なる3種の検体を3回測定し，そのC．V．（％）を

求めた．他方，アッセイ間の再現性については，

OC濃度の異なる3種の検体を4回測定し，その

C．V．（％）を求めた．

　（5）希釈試験

　OC濃度の異なる3種類の検体を，キット添付

の0濃度スタンダードにて倍々希釈し，その直線

性と0点への収束性を検討した．なお，高濃度血

清には慢性腎不全例を，中，低濃度血清には腎機

能正常例を用いた．

　（6）添加回収試験

　OC濃度が既知である2種類の異なる検体に，

種々の濃度のスタンダードを添加し，実測値と理

論値から回収率を求めた．

　4．臨床的検討

　20歳以降の健常者および各種疾患患者の血中

OC濃度を測定した．健常者については，性差お

よび年齢別のOC濃度の測定値を比較した．さら

に血中OC濃度と血中BUN濃度との相関を高齢

者女性38例（72－89歳）について検討した．前立腺

癌患者については，骨転移の有無と血中OC濃度

との関係を検討した．骨転移の診断は99mTc－

MDPを用いた骨シンチグラフィおよび骨X線像

から行い，骨転移例21例と骨転移なし例13例に分

けて検討した．また，経時的に骨シンチグラフィ

を施行できた前立腺癌例について，血中OC濃度

を測定し，骨転移の消長，血中前立腺由来酸性フ

オスファターゼ（PAP）およびアルカリ・フオスフ

ァターゼ（ALP）濃度との関係を検討した．

IIL　結　　果

　1．基礎的検討

　（1）第1反応の反応温度および反応時間の検討

　第1反応の反応温度および反応時間とB／T（％）

との関係をFig．2に示す．反応温度が2～8°Cで

反応時間が16時間以上であれば，B／T（％）は56％

以上と良好であった．Fig．3に第1反応の異なる
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B／Bo（％）

100

50

●2－8°C　　　　22hr

△2－8°C　　　　　16hr

xRoom　TemP，　3hr

　　　　　一∫トー一一一「一一一一＿一一一一一一一一一　　　〇
　　　　〇　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　10

　　　　　　　　　　　　0steocalCin　ConcentratiOn　（n9／ml）
Fig．3　The　effect　of　incubation　temperature　and　time　on　the　standard　curve　for　osteo－

　　　calcin．

反応温度および反応時間における標準曲線を示す．

2～8°C，16および22時間での標準曲線は，室温3

時間のそれよりも良好であった．反応時間の16時

間と22時間の比較では両者に差はみられなかった．

したがって，第1反応の反応温度および反応時間

は2～8°Cで16時間以上と設定した．

　（2）検体量の検討

　検体量の多少による標準曲線の影響をFig．4に

示す．低濃度域（lng／ml以下）では明らかに100

μ1の方が50μ1よりもB／Bo（％）のinhibitionが

強く，感度が良好であることが示された．

　以上の結果から，以下の検討は第1反応の反応

温度および反応時間を，2～8°Cで16～22時間に，

検体量を100μ1にて行った．

　（3）標準曲線の再現性および最小検出濃度の決

　　定

　9回のアッセイでの標準曲線をFig．5に示す．

スタンダードのOC各濃度でのバラツキは少なく，

標準曲線の再現性は良好であった．また，OC濃

度0．5ng／m1でのB／Bo（％）は，0濃度のそれと有

意に異なったので，この0．5ng／m1を最小検出濃

度とした．本アッセイ系においては，　O．5～24ng／m1

の範囲での測定が可能であった．

　（4）アッセイ内およびアッセイ間の再現性の

　　検討

　アッセイ内およびアッセイ間の再現性の結果を

Tables　1，2に示す．アッセイ内のC．V．は1．2～

4．4％，アッセイ間のC．V．は2．7～8．2％と，両者

ともにほぼ満足できる成績が得られた．

　（5）希釈試験

　希釈試験の結果をFig．6に示す．低，中濃度検

体の希釈では，ほぼ良好な直線性と0点への収束

性が得られたのに対し，高濃度検体の希釈では0

点への収束はみられなかった．

　（6）添加回収試験

　添加回収試験の結果をTable　3に示す．回収率

は88．6～97．8％を示し，ほぼ満足できる成績が得

られた．
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B／Bo（％）

100

50

0

Fig．4

50ロ見

100μ兄

一〇　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　10
　　　　　　　　　　　　　　　0steocalcin　Concentration　（ng！ml）

The　effect　of　sample　volume　on　the　standard　curve　fbr　osteocalcin．

B！Bo（％）

100

10％Fall

50

0

ヨ0 q3 05 1 10

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Osteocalcin　Concentration　（n9！ml）

Fig．5　Reproducibility　of　standard　curve　fbr　osteocalcin（N＝9）．　Mean土S．D．
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　2．臨床的検討

　（1）健常者の血清OC濃度

　健常者の血清oc濃度をFig．7に示す．男性

では4．1土1．5ng／m1（mean±S．D．），女性では4．4圭

1．7ng／m1の値が得られ，測定値は1．O　ng／mlから

8．1ng／m1に分布した．したがって血中OC濃度

の正常値は，mean土2S．D．から計算された1．0～

7．8ng／mlとした．また，男性では加齢に伴い，

低下する傾向が観察された（N＝48，y・＝　－O．0326x

＋5．54，r－－O．376，　p＜0．01）．一方，女性では一定

491

の傾向がみられず，加齢とともに幅広い分布を示

した．

　（2）各種疾患患者における血清OC濃度

　各種疾患患者の血清oc濃度をFig．8に示す．

甲状腺機能充進症では10例中5例が高値を示し，

甲状腺機能低下症では冗進症に比し，やや低値の

傾向がみられた．原発性副甲状腺機能充進症の3

例中2例で高値が得られた．骨粗髭症ではやや高

値の傾向を示しており，慢性腎不全症では40例中

32例が高値を示した．前立腺癌症例では41例中5

Table　l　Intra－assay　reproducibility Table　2　1nter－assay　reproducibility

S・mpl・N（Meanng／m1）（ええ1）秘 S・mp1・N（Meanng／ml）（4濫1）㌫
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Fig．6　Dilution　test．

1

Table　3　Recovery　test

Added　osteocalcin（ng）
Sample

0 1．25 3．70 12．00

Mean±S．D．（％）

1

2

Measured（ng／m～）

Recove】y（％）

Measured（ng／m1）

Recovery（％）

1．65

3．20

2．75

94．8

4．03

90．6

5．26

97．8

6．74

97．7

12．10

88．6

14．34

94．3

93．7：ヒ3．8

94．2士2．9
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Fig．7　Relationship　between　serum　osteocalcin　concentration　and　aging　in　healthy　males

　　　（left）and　females（right）．

　　Serum　Osteocalc｜n　Conce　ntratlon　｛ng’ml）

N　　1　　　　　　　5　　10　　20
Mean±S．D．
　｛nglml）

Hyperthyroidism 10

‘

●

　　●　　　　　　　　　●

●　　　●●●　○●3　●

●

8．1±3．7

Hypothyroidism 3 ● ●　●

Primary

Hyperparathyroidism
3 ●　　　　　　　　　● ●》

Osteoporosis 27 ●…●詫…●鰺…8●● 6．8±2．6

Chronic　Renal
Failure

40 ●
●●●●●　●暢●●　8…●●弔 茎 罐 34．0±41．8

Prostat｜c　Cancer 41 ● ● ●●●　●
●・唱罷｛・●●●●

5．7±2．5

Malignancy　Associated

Hy爬rcalcemla
1
7

1

●　● ●●●●38●●●●●　●●

　　　　，　　　　　　　　　　‘ ‘

5．9±3．0

　　　　　　　　　　1　　　　　　　　5　　　10　　20
Fig．8　Serum　osteocalcin　concentration　in　patients　with　various　diseases．

例に，悪性腫瘍に合併した高Ca血症症例では17

例中4例に，血中OC濃度の高値が認められた．

　（3）血中OC濃度と血中BUN濃度との相関

　血中OC濃度と血中BUN濃度との関係をFig．

9に示す．両者の間には，有意の正相関（N－38，

y＝0．739x十10．36，　r・＝O．492，　P＜0．005）が認めら

れた．

　（4）前立腺癌における骨転移の有無と血中OC

　　濃度との関係

　前立腺癌患者の骨転移の有無と血中OC濃度と

の関係をFig．10に示す．両者には有意の差は認

められなかったが，9ng／m1以上の3例はすべて

骨転移を有する症例であった．さらに，1例の前

立腺癌患者の血中OC濃度の変動をFig．11に示
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Fig．9　Correlation　between　serum　osteocalcin　concentration　and　serum　BUN

　　　concentration　in　the　aged　females．

0
Serum　OsteOcalcin　Concentratlon　（n9！mD

　3　　　　　　6　　　　　9　　　　　12

Bone　凹eta　（＋）

　　　　N＝21
●　　　●　●　●●●● ・　8・●●88● ●　　●　　　　●

Bone　凹eta　（一）

　　　　N＝13
● ■●●●　　●●●●●　　　●　　●　　　　●

Fig．10 Serum　osteocalcin　concentration　in　patients　with　prostatic　cancer　with　or　without

bone　metastasis．

す．血中OC濃度は正常域にあるが，骨転移の出

現とともに，その値は上昇した．本症例では，血

中OC濃度の測定が骨転移の出現を知る上で，

PAPまたはALPよりも有用であった．

IV．考　　察

　OCは，骨に含まれる非コラーゲン蛋白のうち

では最も多いことが知られている3）．その分子量

は約5，900であり49個のアミノ酸残基からなり，

そのアミノ酸配列も近年明らかにされている4）．

その生合成は，ビタミンKおよびビタミンD依

存性であり，osteoblast様細胞で行われるといわ

れている5”13）．したがって，OCの増減は，骨形成

の指標となり得ると思われる．OCは，骨中ではノ・

イドロオキシアパタイトと強く結合しており14・15），

骨表面における骨塩平衡を調節しているので16・17），

骨の代謝機構を知る上で興味深い蛋白の1つであ

る．

　今回，オステオカルシンRIAキット（ミドリ十

字）を使用する機会を得て，基礎的および臨床的

検討を行った．本キットの測定操作は簡便であり，

第1反応の反応温度および反応時間を2～8°Cで
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Tegafur Estramustine

　　　　　　　5101520（lv10）Fig．11　Chronological　changes　of　serum　osteocalcin　concentration　in　a　patient　with

　　　proStatlc　cancer・

16時間以上に，検体量を1　00　Ptlに設定すると，標

準曲線の再現性，感度，アッセイ内およびアッセ

イ間の再現性，添加回収試験の基礎的検討では，

ほぼ満足すべき結果が得られた．ただし，希釈試

験において，慢性腎不全例の高濃度検体の希釈は

0点への収束性がみられなかった．このことは，

慢性腎不全例の血清中には，OCの免疫学的な

heterogeneityが存在する可能性を示唆するもので

あり，今後の詳細な検討が必要と考えられた．

　健常者の血中OC濃度は，男性では4．1±1．5

ng／m1，女性で4．4土1．7　ng／m1であり，諸家の報

告18　－d　20）とほぼ同様であった．健常者の血中OC

濃度のmean土2S．D．の範囲は男性では1．1～7．1

ng／m1，女性では1．0～7．8　ng／mlであり，そのため

本kitでは1．0～7．8　ng／m1を正常値として設定し

た．20歳以後の加齢に伴う血中OC濃度の変動は，

不変であるとする報告，あるいは上昇傾向を示す

という報告があり一致をみない20～24）．今回のわ

れわれの検討では男性で有意の低下傾向が観察さ

れ，加齢とともに骨形成の低下が生じることが示

唆された．一方，女性では有意の関係が見いださ

れなかったが，高齢者では血中OC濃度が低値か

ら高値まで幅広い分布を示した．

　OCは代謝を受けて腎から排泄される25）．その

ため糸球体濾過率が30m1／分以下の腎機能障害時

にはOCの排泄低下により血中OC濃度は高値を

呈する26）．今回，高年女性例について血中OC濃

度と血中BUN濃度との相関性を検討したところ，

両者の間には有意の正相関性が得られた．したが

って，血中OCの測定値を評価する際には，絶え

ず腎機能の因子を考慮すべきであろう．また，血

中OC濃度は日内変動がみられるので27），測定値

の評価には，採血時刻を一定にする注意も必要で

ある．

　骨・Ca代謝の異常を呈する疾患の血中OCレ

ベルを知ることは興味深い．甲状腺機能充進症で

は高値の，甲状腺機能低下症では低値の，原発性

副甲状腺機能充進症では高値の傾向が得られた．
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これらの成績は諸家の報告18・28・29）とほぼ同様で

あり，それぞれ骨形成状態を反映しているものと

考えられる．骨粗髭症患者の血清OC濃度につい

ては，比較的低値を示すものや高値を示すものが

あり一定の傾向が観察されなかった．Brownらは，

骨粗髪症のhigh　osteoid　formation群ではOC濃

度が高く，逆にlow　osteoid　formation群では低い

と述べている30）．また，今回のわれわれの成績で

も，骨粗髭症は単一の病態ではなく，heterologous

な病態からなっていることを示唆するものである．

慢性腎不全症では血中OC濃度の高値が観察され

た．この原因として，腎機能低下に基づくOCの

腎からの排泄障害31）のほかに，2次性副甲状腺機

能充進症の合併による骨形成の充進も加味してい

るものと考えられる．悪性腫瘍の骨転移例では，

血中OC濃度が上昇するといわれている18，28）．

OCはosteoblast様細胞により合成されるので，

造骨性の転移のマーカーとして期待された．われ

われは，造骨性の骨転移をきたしやすい前立腺癌

症例について血中OC濃度の測定を試みたが，骨

転移の診断には不適であった．しかし，骨転移の

経過観察には，血中OC濃度の測定は有用である

と思われた．つまり，ALPは骨以外の要因により

変動し得るのに対し，OCは骨に特異性が高く，

治療効果の判定に利用できるし18），ALPよりも

骨の代謝状態の指標として感度が良いことが挙げ

られ32），このほかに，骨Paget病，　Cushing症候群，

副甲状腺機能低下症，リウマチ様関節炎などでも，

血中OC濃度の変動が報告されており18・28・31～35），

各種骨疾患の病態解明の一助に広く使用し得ると

考えられた．

V．まとめ

　オステオカルシンRIA　kit（ミドリ十字）の基礎

的および臨床的検討を行い，以下の結果を得た．

　1）基礎的検討から本kitは，高濃度検体の希

釈に若干の検討の余地はあるものの，感度，再現

性，添加回収試験などほぼ満足できる成績が得ら

れ，十分臨床使用に耐え得ることが示された．

　2）健常者の血中OC濃度は1．0～7．8　ng／mlで
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あり，男性では加齢とともに低下を示した．また

血中OC濃度は血中BUN濃度と有意の正相関性

を示し，腎障害時でのOC測定値の評価には注意

が必要であった．

　3）代謝性骨疾患（甲状腺機能充進症および低

下症，原発性副甲状腺機能充進症，骨粗髪症），

慢性腎不全症，高Ca血症を合併した悪性腫瘍の

血中OC濃度の測定は，骨形成状態を知る一助と

して有用であった．さらに，造骨性骨転移をきた

す前立腺癌の経過観察にも，OC濃度測定は利用

し得ることが示された．

本kitをご提供頂いたミドリ十字社に深謝致します．
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