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《技術報告》

血中CAI25測定用キットBALL　ELSA　CA125－II　KITの

　　　　　　　　　　　　　　　基礎的検討

垣崎　純子＊ 宮崎　忠芳＊＊ 前田　知穂＊

　要旨　モノクローナル抗体Ml1を固相抗体にOC125を標識抗体に用いた血中CA　125測定用キット

BALL　ELSA　CA125－11　KITについて基礎的検討を行った．測定値はインキュベーション時間，インキュ

ベーション温度，振塗条件による影響を受けるため測定条件を守る必要があった．再現性，回収試験，希釈

試験の結果は良好であった．プロゾーン現象に関しては，5，000U／ml以上の濃度域に見られた．最小検出

感度は7．5U／m／である．従来のセントコアCAI25　RIAキットと本法との測定値の比較では回帰曲線y－

1．058x－－0」06，　r－0．973と良好であるが個別には乖離iする例もあった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学30：807－812，1993）

1．はじめに

　1980年Bastらによりヒト卵巣漿液性嚢胞腺癌

の腹水細胞培養を免疫原としてモノクローナル抗

体（OC　125）が作製された1・2）．その後本抗体に反

応するCancer　Antigen　125（CA　125）はヒト血清

中にも存在し，卵巣癌，特に非ムチン性上皮性卵

巣癌で高値を示すとともに，卵巣癌患者の経過観

察にも有用であることが報告され3“5），また良性

疾患である子宮内膜症，特に子宮腺筋症での高値

が報告されている6）．

　今回CIS（フランス原子力庁）製CA125測定キ

ット（BALL　ELSA　CA125－11）の基礎的検討を行

ったのでその結果を報告する．

II．対象および方法

1．測定原理

BALL　ELSA　CA125－IIは，腹水由来のCA125
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抗原を免疫原として作製されたモノク・一ナル抗

体Ml・17）を固相抗体とし，　OC125を標識抗体と

して用いたImmunoradiometric　assay法による測

定キットである．

　2．測定方法

　測定手順をTable　1に示す．標準曲線作製には，

直線補間式を用いた．

　3・検討項目

　D標準曲線，2）インキュベーション時間，3）イ

ンキュベーション温度，4）振塗条件，5）洗浄回

数，6）再現性，7）回収試験，8）希釈試験，9）プ

ロゾーン現象，10）最小検出感度，1Dセントコ

アCA125　RIAキットとの測定値の比較，12）健

常人の血清CA125値．

IIL　結　　果

　1．標準曲線

　標準曲線をFig．1に示す．日を変えて測定し

た時の0濃度を除く各標準液の平均結合率（B／T）

の変動係数（CV）はLot　2002において4．8～6．9％

（n＝5），Lot　2004において4．2～12．8％（n＝3）で

あった．図に示すようにCAI25　RIAキットに比

べて結合率がおおきく改善された，
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Table　l　Assay　procedure　of　BALL　ELSA　CA125－11

Standards　or　samples　　　　　　　　　　100μ’

1251－Anti　CAl25　antibody　　　　　　　　　　200μ／

　　　↓

Anti　CA125　antibody　coated　BALL　ELSA

　　　I　　　　Mix
　　　　Incubate　for　2　hours　at　20°C

　　　　under　agitation

Wash　the　tubes　2　times　with　L5　ml

distilled　water

　　　↓

Count　and　calculate

cpm
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Fig．1　Standard　curve　for　BALL　ELSA　CAI25－H．

　2．インキュベーション時間

　インキュベーション温度を20°C，振塗条件を

250rpmと一定にして，インキュベーション時間

を1，1．5，2，2．5，3．5時間とした時の標準曲線の変

化とコントロール血清の値をFig．2に示す．高

濃度部ではインキュベーション時間が長くなるほ

ど測定値が高くなる．

　3・インキュベーション温度

　インキュベーション時間を2時間，振塗条件を

250rpmと一定にして，インキュベーション温度

を10，15，20，25，37°Cと変化させた時の標準曲

線の変化とコントロール血清の値をFig．3に示

す．中～高濃度部ではインキュベーション温度が

高くなるほど測定値が高くなる．

　4・振邊条件

　インキュベーション温度を20℃，インキュベー
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Fig．2　Effect　of　incubation　time．
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Fig．3　Effect　of　incubatjQn　temperature．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　3　Recovery　test
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　Fig．4　Effect　of　agitation　speed．
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113．1　　　　　　　92．7

138．2　　　　　　　97．5
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　　Mean　95．1

39。2

56．2　　　　　　　113．3

87．4　　　　　　120．5

142．5　　　　　　103．3

326．2　　　　　　114．8

　　Mean　113．0

14．1

29．7　　　　　　104．0

52．8　　　　　　　96．8

121．0　　　　　　106．9

271．2　　　　　　　102．8

　　Mean　lO2．6

　Table　2　1ntraassay　and　interassay　reproducibility

1）　Intraassay

回収率一測定熟灘㌶謬噸・1・・

Sample No． Mean±SD
　（U／m1）

α
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2）　Interassay

Sample No． Mean±SD
　（U／ml）

α
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0
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0
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ション時間を2時間と一定にして，振塗条件を

100，200，250，300rpmと変化させた時の標準曲

線の変化とコントロール血清の値をFig．4に示

す．高濃度部では振塗回数が多くなるほど測定値

が高くなる．

　5．洗浄回数

　1回の洗浄液量を1．5　mlとし，洗浄回数を1，

2，3，4，5回と変化させて標準曲線および血清値

の変化をみた．2回以上の洗浄回数で変化はみら

れない．またビーズのトランスファーの有無につ

いても検討したが，測定値の変動係数の減少には

つながらなかった．

　6・再現性
　濃度の異なる3種類の血清を用い，同一測定内

（n＝10）および測定間（n－10）の再現性を調べた

結果をTable　2に示す．同一測定内再現性の変動

係数は7．4，5．4，2．4％，測定間再現性の変動係数は

9．4，6．0，4．6％であった．

　7・回収試験

　濃度の異なる3種類の検体を用い，キット添付

の標準溶液を等量添加し，添加回収試験を行った．

結果をTable　3に示す．平均回収率は95．1％，

113．0％，102．6％であった．

　8・希釈試験

　濃度の異なる3種類の検体を用い，標準溶液

OU／m1で2倍から16倍まで倍数希釈した．結果

をFig．5に示す．ほぼ，原点を通る直線が得ら

れた．

　9．プロゾーン現象

　CA125値が10，000　U／m1を超える2種類の検

体につき希釈試験を行い，プロゾーン現象の影響
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Fig．5　Effect　of　serum　samples　dilution．
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Fig．7　Correlation　between　assay　results　of　CENTO－

　　　COR　CA125　RIA　KIT　and　those　of　BALL

　　　ELSA　CA125－II．

Table　4 Normal　CA125　concentrations　in　different

age　groups

Female（Age）

16－29　　　30－39　　　40－49　　　　50一

Male

　　　　O　　　　　　　iOO　　　　　　　1000　　　　　　10000

　　　　　　　　　　CA125　　《U／m‘》

Fig．6　Prozone　phenomenon．　Serum　samples　with

　　　high　CA125　values　were　obtained　from　patients．

n　　　　　12

Mean　　24．3
SD　　　　　8．1

Mean
十2SD　　40．5

7　　　15　　　34　　　13
17．4　　　　18．0　　　　11．1　　　　9．6

6．5　　　　　7．6　　　　　4．8　　　　　3．0

30．3　　　　33．1　　　　20．7　　　　15．7

をみた．結果をFig．6に示す．標準液の最高濃

度である750U／m～を超えた800　U／mlあたりか

ら平滑化し始め5，000U／m1付近で最大カウント

を示し，より高濃度で減少した．図に示されるよ

うに20，000U／ml以上の検体において標準液の最

高濃度である750U／m1以下の読取値を示す可能

性がある．

　10・最小検出感度

　キット添付の最小濃度標準溶液15U／mlを標

準溶液OU／m1で2倍から16倍まで倍数希釈して

CA125濃度を測定し（n－5），　OU／m1との間の有

（U／ml）

意差検定（Student’s　t　test）を行った．　O　U／mlと

有意差の認められる濃度は1．9U／m1であるが，

7．5U／ml未満は標準曲線の延長線上にプロット

されない．したがって，実際上7．5U／m1が感度

と考えられる．

　11．セントコアCA125　RIAキットとの測定値

　　の比較

　血清検体106例について，本法とセントコア

CA　125　RIAキットとの測定値を比較した．結果

をFig．7に示す．両者の間には相関係i数r－0．973，

回帰直線y－1．058x－O．106と良好な相関が認め
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られた．しかし個別にみるとセントコア社キット

で80U／mlであったものが本法で358　U／m1を示

す乖離例もみられた．

　12．健常人の血清CA125値

　性別および年齢別のCA125値をTable　4に示

す．16～49歳の女性の血中CA125は20．1±8・O

U／m1（Mean±2　SD，　n＝34）であり，50歳以上の

女性および男性より有意に高値を示した（p＜

0．001）．50歳以上の女性と男性群の間に有意差は

なかった．

IV．考　　察

　2種類のモノクローナル抗体を用いたBALL

ELSA　CA125－II　KITの基礎的検討を行った．標

準曲線は，従来品に比べ測定範囲が拡がるととも

に結合率が高くなり，精度の向上がみられた．イ

ンキュベーション時間，インキュベーション温度，

振邊条件の検討の結果，高濃度検体においておの

おのの影響がみられるため，アッセイ条件を守る

必要がある．再現性，回収試験，希釈試験の結果

は良好であった．抗原過剰域の検討では20，㎜

U／m1以上の検体において750　U／ml以下の値を

示す可能性がある．しかし，CA125の場合20，∞O

U／ml以上を示す血清検体の出現頻度はきわめて

まれであり，当検査室においては過去一年間に一

例であった．最小検出感度は，7．5U／ml未満の濃

度において用量反応性に差がみられるため，7．5

U／m～が感度と思われる．セントコアCA125　RIA

キットとの相関は良好であった．ただし，検査依

頓があった138検体を両キットにて測定の結果，

セントコァCA125　RIAキットで80　U／m1，　BALL

ELSA　CA125－II　KITで358　U／m1を示した慢性

膵炎患者検体について，他日採血された検体にて

希釈試験をした結果，前者のキットにおいては，

原液で56．7　ng／ml，2倍希釈で51．7　ng／m1，4倍希

釈で27．2ng／ml，8倍希釈で19．2　ng／mlと希釈直

線性はみられなかった．後者のキットにおいては，

ほぼ直線性を示した．CA　19－9と同様CA125の

ようなheterogeneityのある抗原の測定では，検

体の希釈曲線が標準曲線と平行しないことがある．

811

血清個々の抗原の性状の違いが希釈試験の結果に

影響を及ぼすと考えられるが，詳細は現在のとこ

ろ不明である．2種類のモノクローナル抗体を用

いたCA　125・II　KITを用いることにより，希釈直

線性が改善された症例といえるだろう．健常成人

の性別・年齢別基準値の検討では，平均値＋2SD

の結果，50歳未満の女性の血中CA　125値は36

U／m～，50歳以上の女性では21U／m1，男性では

16U／mlであった．50歳以上の女性と男性の間

に有意差はなかった．カットオフ値については

Bastらが報告した99％が包括される35　U／m1と

ほぼ一致する結果であった．以上，BALL　ELSA

CA125－II　KITの基礎的検討の結果，アッセイ条

件の厳密さ，およびプロゾーン現象の影響に関し

て注意が必要であるが，従来品に比べ精度管理上，

より安定したデータが得られるものと思われる．
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Summary

Basic　Studies　of　BALL　ELSA　CA125－II　KIT　for　Detection

　　　　　　　　　　　　　of　Serum　Cancer　Antigen　125

Junko　KAKIzAKI＊，　Tadayoshi　MIYAzAKI＊＊and　Tomoho　MAEDA＊

＊Departme〃t　of　Radiology，」（yoto　Prefectura1　Univei・∫め・（ゾルledicine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口［刀輌1703ρf’al

　We　made　basic　studies　of　BALL　ELSA　CA125－

II　KIT　which　is　a　solid　phase　two　site　immuno・

radiometric　assay．　The　first　monoclonal　antibody

（M11）is　coated　on　the　BALL　ELSA　solid　phase，

and　the　second　one（OC125），　radiolabeled　with

1251，is　used　as　a　tracer．　Since　serum　CA125　values

varied　by　incubation　time，　incubation　temperature

and　agitation　speed，　the　conditions　of　the　assay

had　to　be　kept　strjctly．　Intra－and　interassay　re－

producibility，　recovery　test　and　dilution　test　were

well　satisfied．　Prozone　phenomenon　was　observed

over　5，∞O　U／m1．　The　minimum　detectable　con・

centration　was　7．5　U／m1．　Serum　CA125　values

measured　using　BALL　ELSA　CA125－II　KIT　was

correlated　with　those　measured　using　conventional

CENTOCOR　CA125　RIA　KIT　（y＝1．058x－
0．106r＝0．973），　although　in　the　serum　of　a　patient

with　chronic　pancreatitis　the　discrepancy　between

serum　CA125　values　measured　using　these　kits

was　observed．

　Key　words：CA125，　IRMA，　Monoclonal　anti－

body．

Presented by Medical*Online


	0807
	0808
	0809
	0810
	0811
	0812



