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RIAによる血清ネオプテリン測定の基礎的，臨床的検討
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1．はじめに

　ネオプテリンは，分子量253の2・アミノ・4一ヒ

ドロキシプテリジン誘導体の1つで，核酸（GTP）

由来の補酵素（ビオプテリン）の前駆体である1）．

当初ビオプテリン欠損に基く非典型的フェニルケ

トン尿症（atypical　phenylketonuria）にて測定され

たが2），インビトロの実験において，T細胞由来

のγ一インターフェロン（γ一IFN）によりマクロフ

ァージが活性化された時に放出される3）ことなど

より細胞性免疫反応を反映すると考えられ4），感

染症5・6），悪性腫瘍5，7），自己免疫疾患8），臓器移植

の拒絶反応9），後天性免疫不全症候群（AIDS）4）な

どの診断や経過観察に用いられている．従来測定

法はHPLC法による尿中測定10）が主であったが，

RIA法の開発により血中測定11）も可能となって

きた．今回著者らはRIA法により，血清ネオプ

テリンについて基礎的検討および小児領域での正

常値並びに臨床的意義について検討を行った．
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II．方　　法

　1．測定原理

　測定に使用したキットは，IMMU　test　Neo・

pterin（ヘキストジャパン）である．本キットの原

理は，RIA二抗体法に基き，検体中のネオプテ

リンと1251標識ネオプテリンの，抗ネオプテリン

抗体・第二抗体複合体：anti－neopterin　antibody

（sheep）pre－precipitated　by　anti－sheep　IgG　anti・

body（donkey）に対する競合反応を利用して測定

するものである．測定法は，被検血清20μ1に

1251標識ネオプテリンおよび抗ネオプテリン抗

体・第二抗体複合体を各100μ1加え，遮光し，

室温にて1時間インキュベートした後，洗浄液

（0．5％Triton　X100水溶液）1m1を加え，直ちに

遠心分離し，上清を吸引除去して沈渣の放射能を

測定する．

　2．方法および対象

　測定キットの基礎的検討としては，反応条件の

検討（反応時間，反応温度，反応中の光の影響），

最少検出感度，再現性，添加回収率，希釈直線性，

　Key　words：Neopterin，　Radioimmunoassay，　Mono・

cyte，　Systemic　lupus　erythematosus，　Virus－associated

hemophagocytic　syndrome．
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被検血清の安定性，および溶血の影響について検

討した．

　年齢別正常値にっいては，埼玉県立小児医療セ

ンター感染免疫科外来受診児のうち急性および慢

性疾患を否定した1歳以下14例，1～5歳10例，

6～10歳13例，11～15歳7例，16～20歳11例，

の計55例および成人例として同センター職員ボラ

ンティア31例にて求めた．

　臨床的検討では，全身性エリテマトーデス

（SLE）7例，若年性関節リウマチ（JRA）12例，ウ

ィルス感染症として麻疹，水痘，サイトメガロウ

ィルス感染，EBウィルス感染，ムンプス，急性

上気道炎などを含む13例，気管支喘息（Bronchial

Asthma，　BA）6例，細菌感染症として細菌性髄膜

炎，気管支肺炎，急性腺窩性扁桃炎，敗血症，な

どを含む19例，亜急性壊死性リンパ節炎（SNL）3

例，伝染性単核球症（IM）4例，　virus－associated－

hemophagocytic　syndrome（VAHS）3例，および

graft－versus－host　disease（GVHD）1例について血

清ネオプテリン濃度を測定し比較した．さらに細

菌感染症4例（細菌性肺炎3，細菌性腸炎1例）

について，急性期（入院時）と回復期（軽快退院

時）を測定し比較した．以上の患者において血清

BUN，血清クレアチニン値の検討で腎機能障害

を認めた者はいなかった．有意性の検定には

Student’s両側t検定を使用した．

III．結　　果

　1．基礎的検討

　1）最少検出感度

　希釈法にて，7重測定し有意差検定（危険率

1％）を行ったところ，最少検出感度は0．2ng／ml

であった．

　2）反応条件の検討

　反応条件の検討として，反応時間については，

30分，60分，120分，反応温度については，4°C，

20°C，37°C，反応中の光の影響については蛍光灯

により，遮光，500ルクス（室内相当），10，000ル

クスにて行った．またそれぞれ同時に，高，中，

低濃度のプール血清を測定した．反応温度が上が

るにつれ標準曲線の傾きは緩くなる傾向を示した

が，時間および光の検討に対してはBo／Tでプロ

ットした標準曲線は，変化を示さなかった（Fig．

1a，1b，1c）．同時に測定した高，中，低濃度のプー

ル血清測定値は，どの条件の検討においてもアッ

セイ間変動程度で規則的な変動傾向もなく反応条

件による影響は見られなかった（Table　1）．

　3）再現性

　高，中，低濃度のプール血清にて行ったところ，

測定内変動（n－10）はそれぞれ，C．V．－6．1，3・4，

3．9％で，測定間変動（n－10，3ロット間）はそれ

ぞれC．V．＝14．3，6．7，6．0％とほぼ良好な結果で
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Table　1 The　effect　of　incubation　time，　temperature，　or　light

exposure（Huorecent　lamp）on　pooled　sera

775

Neopterin（ng／ml）

Time Temperature Light（fluorescent　lamp）
Test　conditions

30　min　60　min　120　min　　4°C　　20°C　　37℃　　O　lux　　sOO　lux　10，0001ux

IOW　reference　serum

med．　reference　serum

high　reference　serun

1．4　　　1．2

10．3　　　10．8

31．2　　　　35．6

1．1

10．O’

33．0

1．2

10．5

32．5

1．2　　　　　1．1　　　　1．0

9．8　　　　10．1　　　　11．6

33．4　　　　33．7　　　　37．3

1．1

11．8

35．9

1．4

11．6

36．8

Table　2　Reproducibility；intra．assay　variation（n＝10）

　　　　and　inter・・assay　variation　（n＝10）　of　pooled

　　　　sera
Int「a－assay　variation（n＝＝10）

Table　3

Serum　l

Recovery　test；kit　standards　were　added　to

sera　at　the　ratio　of　1：1（vo1：vo1）

Serum　　Mean（ng／m1） S．D． C．V．（％）
Add　Measured　Recovered　Recovery　Mean　re－
（ng／m1）　（ng／ml）　　（ng／ml）　　（％）　COVery（％）

A

B
C

1．60

9．65

26．18

0．10

0．33

1．03

6．3

3．4

3．9

Inter－assay　variation（n＝10）

0．00

3．40

10．25

30．75

92．00

　2．74

　6．48

13．49

35．69

100．28

3．74

10．75

32．95

97．54

110．0

104．9

107．2

106．0

107．0

Serum　　Mean（ng／m1） SD． C．V．（％）

D　　　　　　l．35

E　　　　　IO．78

F　　　　　35．94

0．19

0．73

2．15

14．1

6．8

6．0

Serum　2

Add　Measured　Recovered　Recovery　Mean　re－
（ng／ml）　（ng／ml）　　（ng／ml）　　（％）　COVery（％）

あった（Table　2）．

　4）　汀ミ力日回1反率

　患児血清2検体にキット添付の標準液4濃度を

1：1の割合で添加したときの平均回収率は検体1

で107．0％，検体2では106．2％であった（Table　3）．

　5）希釈直線性

　VAHS　2例，　GVHD　1例の高濃度患児血清3

検体をキット添付の緩衝液にて32倍まで倍々希釈

し測定したところ，原点を通る良好な直線性が見

られた（Fig．2）．

　6）被検血清の安定性，および溶血の影響

　被検血清に凍結融解を6回まで行ったところ，

凍結前1．07ng／m1から1．00　ng／m1，2．69　ng／m1か

ら2．66ng／m1，10．09　ng／m1から10．43　ng／m1，と変

化は認められなかった．検体の光による影響は，

室内光（500ルクス）にて24時間まで放置したとこ

ろ，4時間以降で低値傾向となり24時間後では約

10％の低下が認められた（Table　4）．溶血の影響

については，1．01ng／m1の検体は10％溶血で1．13

0．00

3．40

10．25

30．75

92．0

　7．09

10．69

18．18

39．79

103．09

3．60

11．09

32．70

96．00

105．9

108．2

106．3

104．3

106．2

n9／m1，1・10　n9／mlおよび1・23　n9／mlの検体は

5％溶血でそれぞれ1．20ng／m1，1．22　ng／mlと変

化は認められなかった．

　2．臨床的検討

　1）年齢別正常値

　加齢により正常値に変動を認めた．1歳未満で

2．29二〇．97ng／ml（n＝　14），1～5歳で1．91土0．69

ng／ml（n＝10），6～10歳で1．05土0．35　ng／m1（n＝

13），11～15歳で1．48±0．60　ng／ml（n＝7），16～20

歳で1．41土0．55　ng／ml（n＝11），成人1．24±0．35

ng／m1（n＝31）と，1歳未満が高値を示し，以降

成人に近づくにしたがい低下傾向が見られた．1

歳未満では6～10歳（p＜0．01），成人（p〈0．Ol）と

較べて有意に上昇していた．以上計86例での平均

値士2S．D．は1．50±1．40　ng／mlであった（Fig．3）．
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Fig．2　Dilution　test；three　patients’sera　were　assessed．

Table　4　The　effect　of　light　exposure（fluorecent　lamp）

　　　　　　to　stored　sera　on　neopterin　assay

　　　　　　　　＜1Y　　　　　6－10Y　　　　16－20Y
　　　　　　　　　　　　　1－5Y　　　　11－15Y　　　　（adult）

　　　　　　　　　　　　　　　　　Age

Fig．3　Normal　neopterin　concentration　in　serum　of

　　　　　different　age－groups（n＝86）．

60

1hr　　2　hr　　3　hr　　4　hr　　8　hr　24　hr

50

］　Mean±S．D．

Serum　A　　O．97　0．95　0．97　0．96　0．88　0．84

　（ng／ml）

Serum　B　　2．65　2．61　2．58　2．44　2．55　2．38

　（ng／m1）

Serum　C　10．2610．20　10．34　9．66　9．99　9．45

　（ng／m1）

　2）疾患別血清ネオプテリン濃度

　VAHSでは17．8－59．O　ng／m1（nニ3），　GVHDで

は101．1ng／m1（n－1）と非常に高い値を示したほ

か，SNLで8．77±0．85　ng／m1（n＝3），細菌感染症

で3．89土2．19ng／m1（n＝19），　SLEで2．93土2．60

ng／m1（n＝＝7）と，正常値と比較して著明な高値を

示し，またウィルス感染症で2．05±1．11ng／m1

（n＝13），IMで2．38土1．94　ng／m1（n＝4）と正常値

上限を越える高値傾向が認められた．しかし，

JRAでは1．82士0．96　ng／m1（n＝12），気管支喘息、

では1．10土0．42ng／m1（n－6）と，正常値とほとん

ど差はなかった．このうちSLEでは高値3例が
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　　　　　CONTIIOL　SLE　　JRA　　vmAL　B．A．　BACTE　SNL　　IM　　 VAHS　GVHO
　　　　　　　　　　　　　　mfEC．　　　　INFEC．

Fig．4　Serum　neopterin　levels　in　various　diseases．

　　　　　CONTROL：normal　controls，　SLE：systemic

　　　　　lupus　erythematosus，　JRA：juvenil　rheumatoid

　　　　　arthritis，　VIRAL　INFEC．：viral　infection，　BA：

　　　　　bronchial　asthma，　BACTE．　INFEC．：bacterial

　　　　　infection，　SNL：subacute　necrotizing　lymph－

　　　　　adenitis，　IM：infectious　mononucleosis，　VAHS：

　　　　　virus－associated　hemophagocytic　syndrome，

　　　　　GVHD：graft－versus－host　disease．
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　　　　aCUte　phaSe　　　　　　COnValeSCenCe

Fig．5　Serum　neopte血levels　of　acute　phase　and

　　　that　ofconvalescence　in　4　patients　wlth　bacterial

　　　infections．

活動性（ステロイド治療中であるがCNSループ

ス，colonic　necrosis，関節炎を併発した患児）で

5・60±1・11n9／m1（n＝3），低値4例が非活動性（ス

テロイド療法により急性期症状の寛解状態にある

患児）で0．93土0．42ng／ml（n＝4）と，明らかに活

動性が高い値を示していた（Fig．4）．

　3）細菌感染症における病態との比較

　細菌感染症例4細（細菌性肺炎3例，細菌性腸炎

1例）における病態と血清ネオプテリン濃度の比

較では，急性期（入院時）5．66圭0．81ng／mlに対

して，回復期（軽快退院時）2．50±0．80ng／m1と

低下し，病態と一致した変動が認められた
（Fig．5）．

IV．考　　察

　血液中のネオプテリンは，腎臓より尿中へ排泄

されるため腎機能の影響を受け，今回の検討にお

いては除外したが腎不全において高値を示す9）．

また尿中に較べて血清ネオプテリン濃度は低レベ

ル12）であるため，クロマトグラフィなどの従来
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法では測定が困難であったが，RIA法により高

精度に大量検体の測定が可能となった7）．ネオプ

テリンは体内では，単球一マクロファージ系細胞

内においてGTPシクロヒドロラーゼにより，GTP

よりジヒドロネオプテリンとして産生1）され，一

部は一定の割合で酸化によりネオプテリンとなっ

ている．本キットでは酸化型ネオプテリンである

D－erythro・ネオプテリンを測定している．

　従来のRIA法キット11）に較べ今回著者らの使

用したキットは，基礎的検討結果において1ステ

ップ法（1時間）にて行う簡便な操作法で必要検

体量も20μ1と少なく，基礎的検討においても良

好な結果が得られた．希釈法で求めた最少検出感

度は0．2ng／mlと必要十分で，測定レンジも標準

液濃度で0．8－184ng／m～と広く，血清では希釈の

必要な検体はなかった．ただ，反応沈殿物は柔ら

かなため，上清をアスピレートする際には注意が

必要であった．反応条件の検討においては，条件

の変動による標準曲線の変動は少なく，また同時

測定した検体との解離も見られない安定した反応

系であった．ネオプテリンは光に鋭敏であるとさ

れるが，反応中の光の影響については蛍光灯下で

は変化なく，通常の検査室内の測定中においては

遮光の必要性は少ないものと思われた．検体の保

存性では凍結融解および溶血の影響は見られず，

光によって24時間後に10％の低下を示し，保存

中の遮光は必要である．以上のように本測定法は，

安定性，操作性にすぐれ多量の検体を測定する日

常検査としても，十分満足出来るものであった．

　臨床的検討に先駆けて行った加齢による正常値

の検討では，1歳未満で2．29土0．97ng／m1（n＝14）

と高値が認められ，1～5歳で1．91土0．69n9／ml

（n－10）とやや高く，それ以降は成人正常値

1・24±0．35　n9／ml（n－31）に近い値となった．年

齢別正常値において，1歳未満が有意に高いのは

この時期における数々の感染や単球機能の活性化

を示しているものと思われるが，インビトロでの

単球一マクロファージ系の検索を含めて今後の検

討が必要である．

　疾患別の評価としては，VAHS　3例において
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17．8－59．O　ng／mlと他の疾患と比較しても著明な

高値が認められた．これはウィルス感染により活

性化されたリンパ球を介する単球一マクロファー

ジ系の著しい活性化のためと思われた．また1例

ではあるがGVHDで100　ng／m1を越える著明な

高値が認められた．そのほかSNLで8．77土0．85

ng／m1（n・＝3），細菌感染症で3．89土2．19　n9／ml

（n＝19），SLEで2．93土2．60　ng／ml（n＝7）と，正

常値と比較して著明な高値を示したのをはじめ，

ウィルス感染症でも2．05土1．11ng／ml（n－13），

IMで2．38土1．94　ng／m1（n＝4）と正常値上限を越

える高値傾向が認められた．しかし，JRAでは

1．82土0．96ng／ml（n＝12），気管支喘息では1．10土

0．42　ng／ml（n＝6）と，正常値とほとんど差はなか

った．またウィルス感染症と細菌感染症を比較し

てみると，ウィルス感染症の値が2．05±1．11

ng／mlとさほど上昇しないのに対して細菌感染症

では3．89±2．19ng／m1と大きく上昇した．このこ

とは，ウィルス感染だけでなく，細菌感染症にお

いても直接あるいはインターロイキンを介して，

単球一マクロファージ系が活性化されていること

を示していると考えられた．SLEでは活動性5．60

士1．11ng／ml（n＝3）に対して，非活動性では0．93

土0．42ng／ml（n＝4）と，明らかに活動性のほうが

高い値を示していた．これはJRAにおいては活動

期あるいは非活動期をとうして一貫してネオプテ

リンの上昇を見なかったことと較べて，SLEに

おいては活動期の細胞性免疫能と単球一マクロフ

ァージ系の機能がより特徴的に充進していること

が示唆された．

　細菌感染症における病態と血清ネオプテリン値

の比較4例では，急性期の高値（5．66土0．81ng／ml）

に対して，回復期に低値傾向（2．49土0．79ng／m1）

になる病態と一致した変動を示し，血清ネオプテ

リンの測定が病態のモニターの一助に成り得るこ

とを示唆していた．

　ネオプテリンは，すでにインビトロの実験にお

いて活性化されたT細胞由来であるγ一IFNの刺

激によって単球一マクロファージ系より産生され

ることが明らかになっていたが3），著者らの実験

によればネオプテリンは血管内皮細胞からγ一IFN

さらにγ一IFNに較べて弱いながらα一IFNの刺激

によっても産生されることが確認された13）．この

ことにより血清ネオプテリン濃度は他の細胞から

の放出，そしてT細胞以外の活性化をも反映し

ている可能性がある．しかし血清ネオプテリン値

は，感染症や免疫疾患などで上昇するし，病態と

もよく一致することより臨床的有用性は高いもの

と考えられる．また今回著者らの検討したウィル

ス感染症ではC－reactive　protein（CRP）は低値で

ありネオプテリンの上昇との相関は見られなかっ

たが，血清ネオプテリン値は病勢と一致した変動

を示し，このことから病勢のマーカーとしてCRP

とは異なる有用性を持つのではないかと考えられ

た．しかしながら細菌感染症，免疫疾患等におい

て血清ネオプテリン値がCRPあるいは赤沈など

と相関を有するか否かは今後の解析が必要と思わ

れた．臨床的にも単球一マクPファージ系の著明

な機能充進が示されているVAHSやGVHDに
おいて血清ネオプテリン濃度は著明な高値を示す

ことから，骨髄穿刺による検索あるいは皮膚の生

検を補完する検査法と成りうる可能性があると考

えられた．

V．まとめ

　RIAによる血清ネオプテリンの測定は，基礎的

検討において良好な特性を示し，簡便で安定した

測定系であることよりルチン検査として十分満足

のゆけるものであった．血清ネオプテンの年齢別

正常値は乳時期において成人の2倍程度高いこと

が明らかになり，それ以降は成人の値に近づく傾

向を示した．疾患別ではVAHSで特に著明な高

値を示すことが明らかになったほか，SNLや細

菌感染症またSLEで高く，ウィルス感染症やIM

でやや高い値を示した．中でもSLEと細菌感染

症では病態によく一致した変動を示すことも明ら

かになった．

　ゆえに血清ネオプテリン濃度は感染症や免疫系

疾患において，その血清中濃度の上昇程度が疾患

により異なることや病態に一致した変動を示すご
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RIAによる血清ネオプテリン測定の基礎的，臨床的検討

となどから，診断への補助的検査や病勢の観察に，

特に有用と思われた．また細胞性免疫の示標とし

て，CRPなど他の検査法を補完する検査法とし

ても有用性は高いと思われた．
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