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《技術報告》

　　　　リコンビジェンEPOキットによる

血清エリスロポエチン濃度の測定と臨床応用

正木　洋治＊　　岡　　暢之＊

高木千恵子＊　　佐藤　利昭＊

古家　寛司＊　大國　智司＊

野津　和巳＊　加藤　　譲＊

　要旨　血清エリスロポエチン（EPO）のRIAキット（DPC社）の臨床応用について検討した．本法による

健常成人180名の血清EPO濃度は，18．6±5．6　mU／ml（平均値土標準偏差）であり，性差を認めなかつた．

70歳代の高齢者は若年者より高値を示した．腎機能健常者では，血清EPO濃度はHt値と負の相関を示した．

慢性腎不全患者の血清EPO値は健常範囲にあり，貧血の程度に比較して相対的に低値であった．糖尿病患

者，甲状腺機能低下症患者の血清EPO値は健常人より高値を示した．急性白血病，多発性骨髄腫，骨髄異

形成症候群，再生不良性貧血赤芽球虜の血清EPO値は著しい高値を示した．赤芽球磨におけるステロイ

ドパルス療法に伴う血清EPO濃度の低下は，貧血の改善や網状赤血球の増加に先行して観察された．した

がって血清EPO濃度の測定は貧血の援別診断のみでなく，治療経過の指標としても有用である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学29：701－707，1992）

1．はじめに

　エリスロポエチン（EPO）は分子量約38，000の

糖蛋白で，赤芽球系前駆細胞に作用し，赤血球の

産生を調節するホルモンである1）．EPOは主とし

て腎臓で産生される2）が，EPOの産生は組織内の

低酸素状態によって促進される3）．一般に貧血に

なると腎臓でのEPO産生は充進し，血中EPO濃

度は高くなる．しかし，慢性腎不全ではEPO産

生能が低下しているため貧血が存在するにもかか

わらず血中EPO濃度は高値を示さない4）．した

がって血中EPO濃度の測定は貧血症の鑑別診断

や病態の把握に有用と考えられる．

　血中EPO濃度の測定には当初bioassay法が

用いられたが5），最近遺伝子組み換えヒトEPO

（rHuEPO）の合成が可能になり抗EPO抗体を用
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いたRIAによる測定法が開発された6）．しかし多

数の正常人の血清EPO濃度にっいて，年齢や性

別に詳細に検討した報告はない．今回われわれは

RIA法を用いて健常成人の健常値を設定すると

ともに各種疾患患者における血清EPO濃度につ

いて検討したので報告する．

　　　　　　　IL　対象および方法

　1．測定方法

　血中EPO濃度はrHuEPOを抗原として作製し

たRIAキット（DPC社製）によって測定した．

本法は検体中のEPOをあらかじめ抗EPO抗体

と結合させ，その後1251標識rHuEPOを加えて

競合させる2ステップ2抗体法である．測定手順

をFig．1に示す．

　2．基礎的検討

　キットの基礎的検討として以下の項目について

検討した．

　1）標準曲線および測定感度

　標準曲線は各濃度の標準液を10回ずつ測定した．

最小測定限界は標準0濃度の放射能活性の平均値
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一 2SD値が標準曲線と交わる点とした．

　2）再現性
　異なる2種類の検体血清を用い同一測定内に各

5回，異なった測定日に各15回測定した．

　3）希釈試験

　3種類の検体血清を0濃度標準液で倍々希釈し

測定した．

　4）添加回収試験

　2種類の検体血清にそれぞれ5，10，20，40，80

mU／mlの標準EPOを添加した場合の回収率を求

めた．

　3・臨床的検討

　1）健常成人の血清EPO濃度

　われわれが施行した一般住民検診受診者のうち，

問診，打聴診ならびに各種血液生化学検査で異常

を認めなかった21～80歳までの健常成人男性76

名，女性104名，計180名を対象とした．早朝空

Sample，　EPO　standard
　　　　200　p1

㎞t1－EPO　antlbody
　　　200　ロ1

腹時に肘静脈より採血し，血清を分離し血清中の

EPO濃度を測定した．

　2）各種疾患患者における血清EPO濃度につ

　　いて

　当院に入院あるいは外来通院中の未治療および

治療中の患者171名を対象とした．その内訳は慢

性腎不全17例，糖尿病85例，甲状腺機能充進症

26例，甲状腺機能低下症22例，急性白血病7例，

多発性骨髄腫4例，骨髄異形成症候群6例，再生

不良性貧血4例である．貧血の診断基準として，

Hb値で男性は139／d1未満，女性は129／dl未満

を用いた．いずれの患者においても早朝空腹時，

安静状態で採血し，血清中EPO濃度を測定した．

なお慢性腎不全はいずれも透析前に，血液疾患は

輸血前に採血した．
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Fig．2　Reproducibility　of　standard　curve　and　dilution

　　　effects　of　serum　samples．　Mean（：とSD）、values

　　　of　10standards　are　shown．
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　結果はすべて平均値±SDで示し，二群間の有

意差検定はunpaired　Student’s　t－test，三群間以上

の有意差検定は一元配置分散分析後，multiple

range　testを用いた．　p＜0．05を有意と判定した．

Ill．結　　果

　1．基礎的検討

　1）標準曲線および測定感度

　標準曲線をFig．2に示す．各標準液をそれぞれ

10回測定した際の変動係i数（CV）は1．4～7．1％（平

均3．2％）であった．0濃度標準液添加時の沈渣の

放射能（Bo％）の平均値（±標準偏差）は36．7±

0．9％であり，本キットの最小検出量は5．1mU／ml

であった．

　2）再現性
　EPO濃度の異なる2種類の血清（30．2　mU／m1，

51．OmU／m1）の同一測定内のCVはそれぞれ3．8％，

9．7％，異なる測定間のCVは3．5％，8．9％で，両

者ともに良好な再現性を示した．

703

　3）希釈試験

　3種類の血清を0濃度標準液で希釈した場合に

は，標準液と平行した希釈曲線が得られた（Fig・2）．

　4）添加回収試験

　2種類の血清検体に標準EPOを添加した場合

の平均回収率はそれぞれ102．1％と93．3％であっ

た．

　2・臨床的検討

　1）健常成人の血清EPO濃度

　健常成人180名の血清EPO濃度の度数分布は

正規分布を示し，その平均値（±標準偏差）は

18．6±5．6mU／m1であった．平均値土2標準偏差

に相当する7．4～29．8mU／m1を健常範囲と設定し

た．性別では男性18．5±6．1mU／m1，女性18．6±

5．1mU／m1と性差を認めなかった．

　各年齢層別の血清EPO濃度は20歳代18．7土5・6

mU／ml，30歳代17．3土4．9　mU／m1，40歳代16．9土

4．7mU／m1，50歳代19．0±5．1mU／m1，60歳代19・1

±5．6mU／ml，70歳代21．6土6．9　mU／mlであった・

70歳代の血清EPO濃度は30歳代ならびに40歳

呂
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Fig．　3　Age－related　distribution　of　serum　EPO　levels　in　normal　adults．　Mean（士SD）

　　　serum　EPO　levels　are　shown．　Number　of　subjects　are　indicated　in　parentheses．
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Fig．4　Relationship　between　serum　EPO　and　hemato－

　　　crit（Ht）in　anemic　patients　without　renal　dis・

　　　ease（▲）and　in　patients　with　chronic　renal

　　　dysfunction（●）．

代に比べ有意（p＜O．05）に高値を示した（Fig．3）．

　2）各種疾患患者における血清EPO濃度

　腎機能障害を認めない場合にはHt値と血清

EPO濃度との間に有意の負の相関関係を認めた

（Fig．4，　R＝－o．81，　p＜o．oo　1）．慢性腎不全患者の

血清EPO濃度は20．2土8．2　mU／mlと健常範囲に

あった．しかし，同一のHt値を有する腎機能正

常者と比較すると血清EPO濃度は低値を示した

（Fig．4）．糖尿病患者の血清EPO濃度は25．4土8．1

mU／mlと有意に高値を示した（Fig．5）．これら糖

尿病患者のうち腎機能の指標の一つである尿中ア

ルブミン／クレアチニン比（ACR）が15　mg／g　Cr

以上の群の血清EPO濃度は15mg／g　Cr以下の群

より有意に高値を示した（29．0±10．Ovs．20．4±2．8

mU／m～，　P＜0．05）．またACRが300　mg／g　Cr以上

で貧血を有する群の血清EPO濃度は貧血を伴わ

ない群に比し有意に低値であった（21．0土6．7vs．

29．4±7．5mU／m1，　p＜0．05）（Fig．6）．

　甲状腺機能充進症の血清EPO濃度は20．0土8．9

mU／mlと健常範囲にあった．一方，甲状腺機能

低下症では22．0±6．7mU／mlと有意に高値を示し

た（p＜0．025）．

　血液疾患患者の血清EPO濃度は急性白血病

358・4±191・9mU／ml，多発性骨髄腫92．0土21．9

mU／ml，骨髄異形成症候群5401．3土4443．1　mU／m1，

再生不良性貧血10059．9土15517．3mU／m～といず

れも著しい高値を示した．赤芽球瘍（PRCA）の一

例の血清EPO濃度は，治療前5950・3　mU／mlと

著しい高値を示した．しかしステロイドパルス療

法後には明らかな低下（87．4mU／ml）が認められ

た．血清EPO濃度の低下は網状赤血球の増加や

貧血の改善に先行して観察された（Fig．7）．

IV．考　　察

　RIAによる血中EPO濃度測定の有用性につい

てはすでにいくつかの報告がある6－12）．しかしな

がら多数の健常人の血中EPO濃度について，年

齢や性別に詳細に検討した成績はきわめて少ない．

　われわれの成績では，健常成人180名の血清

EPO濃度は18．6土5．6　mU／m∫で，少数例を対象

とした瀬口ら7）の13．4±3．3mU／ml，桑木ら8）の

14．0±4．3mU／mlにくらべ若干高値であるが，金

尾ら9）の19．6土5．6mU／m1，寺山ら10）の18．3土

5．1mU／ml，梅津ら11）の17．1±7．2　mU／mlとほぼ

一致していた．

　これまでの年齢層別の血中EPO濃度に関する

報告では，各年代間に有意差は認められていな

い7・12）．しかし，多数例を対象とした今回のわれ

われの検討では，70歳代では30歳代や40歳代に

比べ有意な高値が認められた．加齢にともなう血

清EPO濃度増加の原因は明らかでないが，高齢

者における潜在的な造血能の低下を反映している

可能性が考えられる．

　慢性腎不全患者の血中EPO濃度については健

常者とくらべ低値であるとの報告7）や有意差を認
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Fig．6　Serum　EPO　values　in　patients　with　diabetes

　　　mellitus　which　were　grouped　by　the　grade　of

　　　albuminuria　and　anemia．

めない報告がある11）．われわれの検討においても

健常者との間に有意差を見いだせなかった．しか

し貧血を有する慢性腎不全患者の血中EPO濃度

が健常人と同じレベルにあることは，血中EPO

濃度が相対的に低値であることを示している11）．

　われわれは今回の検討において，糖尿病および

甲状腺機能低下症患者において血清EPO濃度が

健常者に比較して高値を示すことを初めて明らか

にした．これらの疾患においては腎臓の細胞レベ

ルの低酸素状態を介してEPO産生が充進するこ

とが考えられる．糖尿病患者においてmicro－

albuminuriaを呈する群で明らかな貧血が存在し

ないにもかかわらず血清EPO濃度が有意に高値

を示したことは，これらの患者における顕性の腎

機能低下に先行した潜在的な造血能の低下を反映

している可能性があり興味深い．

　造血器疾患における血清EPO濃度は幅広く分
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Fig．　7　Clinical　course　and　changes　in　serum　EPO　levels　in　a　patient　with　pure　red　cell

　　　aplasia　following　steroid　pulse　therapy．　m－PSL　indicates　methyl　predonisolone

　　　administration．

布し，とくに骨髄異形成症候群および再生不良性

貧血例では急性白血病や多発性骨髄腫例に比較し

て著しい異常高値を示した．赤芽球癬（PRCA）例

では貧血の改善に先行して血清EPO濃度の低下

が観察された．したがって血清EPO濃度は貧血

症の鑑別診断のみでなく，治療経過の指標として

も有用であることが示唆される．

V．まとめ

　リコンビジェンEPOキットの基礎的および臨

床的検討を行い以下の結論を得た．

　1）本法は測定法が簡便で，種々の基礎的検討

でもほぼ満足できる結果を得た．

　2）健常成人180名の血清EPO濃度の平均値

（M土SD）は18．6土5．6　mU／mlで，　M土2SDに相

当する健常範囲は7．4～29．8mU／mlと考えられた．

　3）高齢者の血清EPO濃度は若年者より高値

を示した．したがって高齢者の健常範囲は若年者

と別に考える必要がある．

　4）慢性腎不全患者の血清EPO濃度は健常範

囲にあったが，貧血の程度を考慮すると相対的低

値と考えられた．

　5）糖尿病および甲状腺機能低下症では血清

EPO濃度は若干高値を示した．

　6）血液疾患のうち骨髄異形成症候群および再

生不良性貧血例の血清EPO濃度は異常高値を示

した．これらの疾患の鑑別や治療効果判定に血清

EPO濃度の測定は有用である．
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S㎜ary
Clinical　Use　of　Serum　Erythropoietin　Determination

　　　　　　　by　Recombigen　EPO　RIA　Kit

Yohji　MAsAKi，　Nobuyuki　OKA，　Hiroshi　FuRuYA，　Satoshi　OHGuNI，

Chieko　TAKAGI，　Toshiaki　SATo，　Kazumi　NoTsu　and　Yuzuru　KATo

First　1）iv　is　ion，　1）epaMnentρゾc　Medic　ine，　Shimane　Medica1　こノhiversity

　Serum　erythropoietin（EPO）1evels　were　deter－

mined　by　the　recombigen　EPO　RIA　kit（DPC）in

normal　subjects　and　patients　with　renal　dysfunc－

tion，　diabetes　mellitus，　hypothyroidism　and　a

variety　of　hematological　disorders．　Mean（土SD）

serum　EPO　levels　were　18．6土5．6　mU／ml　in　180

normal　subjects　and　no　sex　difference　was　ob・

tained．　Serum　EPO　levels　in　older　subjects　were

slightly　greater　than　those　in　younger　subjects．

There　was　a　negative　correlation　between　serum

EPO　levels　and　Ht　values　in　anemic　patients　with

normal　renal　function，　whereas　serum　EPO　levels

were　within　the　normal　range　in　anemic　patients

with　renal　disorders，　suggesting　that　serum　EPO

1evels　were　relatively　low　in　patients　with　chronic

renal　failure．　Serum　EPO　levels　were　rather　in一

creased　in　patients　with　diabetes　mellitus　and

hypothyroidism．　High　serum　EPO　levels　were　ob－

tained　in　patients　with　a　variety　of　hematological

disorders　such　as　acute　leukemia，　multiple　myelo－

ma，　myelodysplasia　syndrome，　aplastic　anemia

and　pure　red　cell　aplasia．　In　a　patient　with　pure

red　cell　aplasia　treated　with　glucocorticoids，　serum

EPO　leve！s　were　lowered　before　anemia　was　re・

covered　and　reticulocytes　were　increased．　These

findings　indicate　that　measurement　of　serum　EPO

Ievels　are　useful　for　not　only　difrerential　diagnosis

of　anemia　but　also　clinical　evaluation　of　the

treatment．

　Key　words：Erythropoietin（EPO），　RIA，　Diag－

nosis　of　anemia，　Renal　function，　Pure　red　cell

aplasia．
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