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《技術報告》

　　　　　　2つのモノクローナル抗体を組み合わせた

新しいCA125測定用IRMAキット「SD－8729」の基礎的検討

山口　敦子＊　　小林真理恵＊

松原　国夫＊　羽鳥　　昇＊

遠藤　啓吾＊

今井　俊幸＊　　大竹　英則＊

冨吉　勝美＊　　井上登美夫＊

　要旨　2っのモノクローナル抗体OCI25とM11を組み合わせたone　step法IRMAキット「SD・8729」

の基礎的，臨床的検討を行った．OC125抗体のみを1251一標識トレーサ，固相化抗体として用いたこれまで

のキットに比べ，短い反応時間で，ビーズへの高い結合放射能を示し，基礎的検討結果は満足すべきもので

あった．測定した血中CA125濃度は，これまでのCA125キットによる測定値と非常によく一致した．　M11

抗体の抗原決定基は，卵巣癌と反応する抗体130－22，145－9とも異なるものの一部交叉しており，さらに検

討を要する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学30：1245－1252，1993）

1．はじめに

　卵巣癌の腫瘍マーカーCA　125は，モノクロー

ナル抗体OC125が認識する糖蛋白抗原で，血中

CA　125濃度は卵巣癌，子宮内膜症の診療に有

用である1”3）．CA125の測定は，抗体OCI25を

1251一標識トレーサ，ビーズ固相化抗体として用

いたone　step法によるimmunoradiometric　assay

（IRMA）により行われている．

　一方，Matsuokaらの作製したモノクローナル

抗体130－22は，CA125と同一抗原上のOC125

とは異なった部位に結合することが報告され

た4）．130－22抗体のほか，その後報告された多

くの抗体，196－1，－2，－3抗体や，MA601－1抗体，

MA602－6抗体，145－9抗体などの認識する抗原決

定基も，130－22抗体と類似する5・6）．CA130抗原，
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CA602抗原もまた，　CAI25類似の卵巣癌の腫瘍

マーカーとして用いられている3）．

　CA125は卵巣癌の優れた腫瘍マーカーである

が，血中CA125濃度の測定には，ビ』一ズへの結

合放射能が低いための測定値の再現性，高CA　125

血清の希釈試験に問題があることや7・8），稀に正

常人の血中CA125濃度が異常高値を示すことが

あるなどが指摘されていた．

　今回1251一標識OC125抗体とボール固相化抗体

としてM11抗体を組み合わせた，新しいCA125

測定用IRMAキットrSD・8729」（CIS製，　Saclay，

フランス）が開発された．そこで新しいCA125

測定用キットの基礎的検討を行うとともに，アッ

セイに用いている抗体の免疫学的な性状について

も検討した．

IL　材料および方法

　1．新しいCA125測定用IRMAキットによる

　　CA125の測定

　新しいCA125測定用キットは，1251一標識OC125

抗体と，精製したCA125抗原を免疫して作製さ

れたモノクローナル抗体M11を固相化したピー
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ズを組み合わせた，one　step法IRMAの原理に

基づく．

　特に指示のない場合，血中CA　125濃度の測定

は，

（1）0，15930，80，200，500，750U／m1の標準

　　CA125溶液100μ1あるいは未知検体100μ’

　　を試験管に加える．

（2）すべての試験管に，1251一標識OC125抗体溶

　　液200　P1を加える．

（3）M11抗体固相化ビーズを1個ずつ試験管に

　　加える．

（4）試験管をボルテックスミキサーで十分混和し

　　た後，室温で2時間振塗しながらインキュベ

　　ートする．

（5）内容液をできるだけ完全に吸引除去し，精製

　　水3m1で2回洗浄する．

（6）試験管の放射能をウエル型ガンマカウンタで

　　測定する．

2・これまでのCA125測定用㎜キ・ソトお

　　よびCA130測定用IRMAキット
　いずれも1251一標識トレーサ，標準溶液あるいは

未知検体，抗体固相化ビーズを同時にインキュベ

ー トするone　step法によるIRMAである．これ

までのCA　125の測定は，1251一標識トレーサ，ビ

ーズ固相化抗体にはいずれもOC　125抗体を用い

たIRMAキットをキット添付の指示書に従って

使用した（トーレフジバイオニクス，東京）2・3）．

一方血中CAI30濃度は抗体130・22を1251一標識

トレーサ，抗体145－9をビーズ固相化抗体として

用いたIRMAキットで測定した（第一ラジオア
イソトープ研究所，東京）5・9・10）．

　3・基礎的検討

　アッセイに及ぼす温度の影響，CA125測定の

再現性，CAI25が異常高値を示した卵巣癌患者

血清の希釈試験を行うとともに，健常人および各

種疾患患者血清105検体を用いて，これまでの

CA125測定用IRMAキットと，新しいCA125
1RMAキット「SD－8729」による測定値の相関関

係を求めた．

　4．OC125，　M11抗体の免疫学的性状の検討

　1）抗体の組み合わせによるCA125の測定

　rSD－8792」キットに用いられている1251一標識

OC125抗体，　M11抗体固相化ビーズと，　CA130

キットに用いられている1251・標識130－22抗体，

145－9抗体固相化ビーズを組み合わせた4つの

one　step法IRMA系を作り，キット添付の
CA125標準液を上に述べた方法で測定した5）．

　2）非標識130－22抗体のアッセイに及ぼす影響

　OC125抗体，　M11抗体の免疫学的性状は，1251一

標識OC125抗体，1251一標識130－22抗体，　M11

抗体固相化ビーズ，145－9抗体固相化ビーズを組

み合わせた4っのIRMAを，　two　step法で行い

検討した．第1反応あるいは第2反応に，各種濃

度の非標識130－22抗体を添加し，1251一標識トレ

ーサのビーズへの結合放射能を測定した．

　まず1251一標識トレーサのCA　125抗原への結合

（第2反応）に及ぼす，非標識130－22抗体の影響

については，

（1）約400U／mlを示すCA125高値の卵巣癌患

　　者血清50μ1，50mMリン酸生食緩衝液pH

　　7．5（PBS）150μ1を，　Ml1抗体あるいは，

　　145・9抗体固相化ビーズと試験管内で2時

　　間，振塗しながらインキュベートする（第1

　　反応）．

（2）内容液を吸引後，ビーズを精製水で洗浄．

（3）ビーズを含む試験管に，各種濃度の非標識

　　130－22抗体50μ’および1251・・標識OC125抗

　　体溶液200　P1あるいは1251一標識130－22抗体

　　溶液150μ1を加え，振塗しながら2時間イ

　　ンキュベートする（第2反応）．

（4）内容液を吸引，ビーズを精製水で洗浄後，ビ

　　ーズへの結合1251をウエル型ガンマカウンタ

　　で測定する．

　CAI25抗原とビーズ固相化抗体の結合（第1反

応）に及ぼす，非標識130－22抗体の影響について

は，

（1）約400U／mlを示すCA125高値の卵巣癌患

　　者血清50μ1，各種濃度の非標識130－22抗体

　　50μ1，PBS溶液100μ1をM11抗体あるいは

Presented by Medical*Online



2っのモノクローナル抗体を組み合わせた新しいCA125測定用IRMAキット「SD・8729」の基礎的検討　1247

　　145－9抗体固相化ビーズと，試験管内で振塗

　　させながら2時間インキュベートする（第1

　　反応）．

（2）内容液を吸引後，ビーズを精製水で洗浄．

（3）試験管に1251一標識OC125抗体溶液200μ1あ

　　るいは1251一標識130－22抗体溶液150μ1を加

　　え，振塗しながら2時間インキュベートする

　　（第2反応）．

（4）内容液を吸引，ビーズを精製水で洗浄後，ビ

　　ーズへの結合1251をウエル型ガンマカウンタ

　　で測定する．

　なおこれらの検討は3回以上行い，再現性のよ

い結果が得られたので，代表的な結果を呈示した．

III．結　　果

　抗体OC125のみを用いたこれまでのCA125測

定用IRMAキットと，　M11抗体とOC125抗体
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Fig．1　Representative　standard　curves　of　CA125　meas－

　　　urements　using　a　conventional　CA1251RMA
　　　kit（●）and‘‘SD－8729”kit（△）．　Results　were
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Fig．2　Effects　of　temperature　on　standard　curves　of

　　　CA125．　4°C（○），25°C（△）and　37°C（口）．
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Dilution　tests　using　three　sera　with　remarkably

high　CA125　values．
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Fig．4　Relation　ofserum　CAI25　concentrations　measured　by　conventional　CA125　IRMA

　　　kit　and‘‘SD－8729”kit．　Similar　CA125　values　were　obtained　by　two　kits（y＝

　　　0．97x十4．9，　r＝0．987，　n＝105）．

を組み合わせた新しいCA1251RMAキット
「SD－8729」で比較した標準曲線をFig．1に示す．

いずれもキット添付の指示書に従って行った

CA125測定の標準曲線であるが，「SD－8729」キ

ットの方が，著しく高いビーズへの結合放射能，

結合率を示すことが確認された．インキュベーシ

ョン温度が，ビーズへの結合放射能，結合率に及

ぼす影響を検討したところ（Fig．2），4°Cではビー

ズへの結合放射能がやや低いものの，室温（25°C），

37°Cでは差がなく，以下の検討は室温にて行っ

た．

　血中CA125濃度が異なる3つの検体（41．1，

108．0，424．1U／m1）を用いて，5回のアッセイ

における測定値の再現性を求めたところ，C．V．

はそれぞれ7．1，0．8，3．0％と良好な成績が得られ

た（結果略）．血中CA125濃度が3，040　U／ml，

2，400U／m1，1，376　U／mlと著しい高値の，3例の

卵巣癌患者血清の希釈試験を行い，ほぼ直線関係

が得られた（Fig．3）．　CA125がきわめて高値の場

合ビーズへの結合放射能がかえって減少するhigh

dose　hook　effect（フック現象）は，血清CA125値

が3，040U／m1以下の検体では観察されなかった．

　CA125値が500　U／m1以下の，希釈を要さない

105検体を用いて，これまでのCA125測定用

IRMAキットと，「SD－8729」キットで測定した

CA125濃度を比較したところ（Fig．4），ほぼ同じ

測定値が得られた（y＝0．97x＋4．9，　r－0．987，　n＝

105）．

　次にアッセイに用いた抗体の免疫学的性状を調

べるため，「SD－8729」キット，　CA130測定用キ

ットに用いている2っの1251・標識トレーサ，2っ

の抗体固相化ビーズを組み合わせた4っのIRMA

系を作り，CA125キット添付の標準抗原液を測

定したところ（Fig．5），いずれの測定系でも

CA125抗原の測定が可能であった．1251一標識

OC125抗体とM11抗体固相化ビーズを組み合わ

せたアッセイ系で，最も高いビーズへの結合放射

能が得られたのに対し，1251・・標識OCl25抗体と

145－9抗体固相化ビーズの組み合わせが，最も低

いビーズへの結合放射能を示した．

　そこでtwo　step法に基づくこれら4っのアッ

セイ系の第2反応に，非標識130・22抗体を加え

たところ，145－9抗体固相化ビーズへの1251一標識

130－22抗体の結合は，非標識130－22抗体の添加

でほぼ完全に容量反応をもって阻害された．しか

しM11抗体固相化ビーズに吸着した抗原と，
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1251一標識130－22抗体の結合は，高濃度の非標識

130－22抗体の添加でわずかに阻害されるのみで

あった（Fig．6）．一方1251一標識oc125抗体の抗

原への結合には，130－22抗体はまったく影響が

見られなかった．

　次にtwo　step法第1反応への30－22抗体の影

響をみるため，M11抗体あるいは145－9抗体固

相化ビーズと卵巣癌患者血清および種々の濃度の

非標識130－22抗体をインキュベート．洗浄後，

1251一標識OC125抗体，1251一標識130－22抗体のビ

・一 ズへの結合能を検討した（Fig．7）．

　　ビーズに固相化された145－9抗体とCA　125抗
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Fig．5　Measurement　of　CA125　antigens　by　combina・

　　　　　tions　of　1251－OC125　and　M・11　coated　beads

　　　　　（●），1251－OCI25　and　145・9　coated　beads（□），

　　　　　1251－130－22and　M－11　coated　beads（○），　and

　　　　　1251－130－22and　145－9　coated　beads（■）．
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Fig．6　Effects　of　unlabeled　130－22　antibody　on　the

　　　　　binding　of　1251－1abeled　OCI25　and　1251－labeled

　　　　　130・22　to　corresponding　antigens．　Antibody・

　　　　　coated　beads　was　incubated　with　CA125　anti・

　　　　　gensfor　2　hours（1st　step）．　After　washing，　beads

　　　　　was　incubated　within　creasing　concentrations

　　　　　of　unlabeled　130－22　antibody　and　1251－1abeled

　　　　　ligand　（2nd　step）　and　then　the　radioactivity

　　　　　bound　to　the　beads　was　counted．　Combination

　　　　　of　assays　were　1251－OC125　and　M－11　coated

　　　　　beads（●），1251－OC125　and　145－9　coated　beads

　　　　　（口），1251－130－22and　M－ll　coated　beads（○），

　　　　　and　1　’2　51－1　30－22　and　l　45－9　coated　beads（■）．
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Fig．7　Effects　of　unlabeled　130’22　antibody　on　the

　　　　　incubation　of　CA125　antigens　and　antibody・

　　　　　coated　beads．　Ml1－coated　beads　or　l45－9・

　　　　　coated　beads　were　incubated　with　CA125
　　　　　antigens　and　increasing　amounts　of　unlabeled

　　　　　　130－22antibody　for　2　hours（1st　step）．　After

　　　　　washing，　beads　was　incubated　with　1251－labeled

　　　　　OC1250r　1251－1abeled　130－22　antibodies（2nd

　　　　　step）．　Combinations　of　assays　were　1251－OC125

　　　　　and　M－11　coated　beads（●），1251－OC125　and

　　　　　　145－9coated　beads（□），1251－130－22　and　M－11

　　　　　coated　beads（○），　and　1251－130－22　and　145－9

　　　　　coated　beads（■）．
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原の結合は，非標識130－22抗体の添加でほぼ完

全に阻害され，1251一標識OC125抗体，1251一標識

130－22抗体のビーズへの結合放射能は著しく低

下した．これに対し，M11抗体固相化ビーズと

CA125抗原の結合は，非標識130－22抗体の添加

で，容量反応をもって低下するものの，その結合

阻害は不完全で，試験管当たり130－22抗体125

μgの最大添加でも，最大42％の結合低下が認め

られたのみであった．

IV．考　　察

　新しく開発されたCA125測定用IRMAキット

rSD－8729」は，これまでのCA125測定IRMA

キットに比べて，著しく高いビーズへの結合放射

能，結合率を示した．また得られるCA125濃度

はこれまでのキットによる測定値とほぼ同じであ

った．これまでのキットが1251一標識トレーサ，ビ

ーズ固相化抗体にともにOC　125抗体を使用して

いるのに対し，新しいキットではそれぞれ，

OC125抗体，　M11抗体と2つの異なったモノク

ローナル抗体を使用したため，ビーズへの結合放

射能が増加したものと解釈される．IRMAでは

1251一標識トレーサと固相化抗体に別々のモノクロ

ーナル抗体を用いた方が，1つのモノクローナル

抗体のみの場合より，アッセイの特異性，感度と

も優れていることが知られている．CA125の

IRMAでも，結合部位の異なる2っのモノクロ

ーナル抗体OCl25と130－22を組み合わせたアッ

セイ系では，CA　125の測定感度が著しく上昇す

ることが，Sagaらにより報告されている5）．

　CA　125抗原は分子量100万以上の巨大な糖蛋

白で，これまでOCl25抗体と130－22抗体の認識

する2か所の抗原決定基，CA125とCA　130が知

られている4・6）．精製したCA125抗原を動物に免

疫して作製されたM11抗体は，　OC125抗体より

はむしろ130－22抗体や145－9抗体と類似した部

位に結合すると報告されている11）．しかしFig．6

で示したように，M11抗体固相化ビーズと，145－

9抗体固相化ビーズでは，明らかに異なった反応

が認められた．われわれの予想とは異なり，M11

抗体固相化ビーズに吸着された抗原と1251一標識

130－22抗体との結合率は低く（Fig．5），しかも非

標識130－22抗体試験管当たり最大5μg添加して

も，その結合阻害の程度はわずかであった．Fig．

7の実験結果でも，145－9抗体とCA125抗原の反

応は，非標識130－22抗体の添加で完全に阻害さ

れるのに対し，M11抗体とCA125抗原の反応は，

非標識130－22抗体による影響が不完全であった．

しかもM11抗体と145－9抗体を比較すると，

M11抗体の活性は145－9抗体の0．1％以下と弱

いものであった．このような結果からM11抗体

の反応する部位は，これまでのOC125抗体，

130・22抗体と異なったCA125抗原上の第3の

抗原決定基かもしれない．M11抗体の免疫学的

な性状についてはさらに検討が必要と思われる．

　「SD－8729」では，ビーズへの結合放射能の増

加により，インキュベーション時間はこれまでの

16時間から2時間に短縮されるとともに，測定値

の再現性も満足すべき結果が得られた．また検討

した105例の血清では，これまでのCA125キッ

トによる測定値とほぼ同一のCAI25濃度として

測定された（Fig．4，　y＝0．97x＋4．9，　r＝0．987）．し

たがって新しく開発された「SD・8729」キットで

測定した血清125濃度の正常値も，これまで

CA　125測定用キットによる測定値と同じ35　U／m～

とするのが，妥当であろう3）．また卵巣癌，子宮

内膜症患者における臨床的有用性もこれまでと同

じと思われる．

　高いCA125値を示した卵巣癌患者血清3検体

の希釈試験では，直線関係が得られた．one　step

法によるIRMAでは，抗原が著しい高値の場合，

希釈するとかえってビーズへの結合放射能が高く

なるフック現象は，原理的に避けられない12・13）．

CA125は血清よりも，腹水，卵巣嚢腫内容液が

著しい高値を示すため，結果の解釈に注意が必要

である．しかし血清の場合には，3，040U／mlま

では満足すべき希釈試験の結果が得られた．

　血中CA125濃度は，妊娠中や月経中などの生

理的条件下でも上昇することが知られている

が14”’16），それ以外にHosono，　Kobayashiらによ
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り，健常人にもかかわらず，稀に血中CA125濃

度が異常高値を示すことがあると報告されてい

る17・18）．なぜCA125が異常高値となるか，その

原因は不明であるが，このような症例の血中

CA130濃度は正常で，　CA125濃度とCA130濃

度は著しく解離する．また1251一標識OC125抗体

と145－9固相化抗体を組み合わせたアッセイでも

正常値と測定されるという17）．1251一標識oC125

抗体とM11抗体固相化ビーズを用いた新しい

CA1251RMA系でも，桑原らによると血清
CA　125濃度は正常域に測定されると報告されて

いる19）．今後CA125抗原の免疫学的な性状につ

いての研究が進歩するとともに，CA125測定の

臨床的意義も一層明らかになると思われる．

　謝辞：「SD－8729」キットを提供していただいた塩野

義製薬株式会社に深謝いたします．
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Summary

Basic　StUdy　of　CA125　Measurement　Using　a　Newly

　　　　　　　Developed‘‘SD－8729，，　IRMA　Kit

Atsuko　YAMAGucHI，　Marie　KoBAYAsHI，　Toshiyuki　IMAI，　Hidenori　OTAKE，

　　　　　　　Kunio　MATsuBARA，　Noboru　HAToRI，　Katsumi　ToMIYosHI，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tomio　INouE　and　Keigo　ENDo

Depa〃〃le〃’q〆ハXuclearルtedicine　a〃d　Central」Radiation　Cθ〃’θr，

　　　　　　　　SC乃001（ぴルfedicine，（ヲ〃n〃la　University

　　‘‘SD－8729”is　a　one－step　IRMA　kit　employing

OC125　antibody　as　1251－1abeled　tracer　and　M・11

antibody　as　an　immunoadsorbent．　Higher　bound・

radioactivity　to　beads　was　observed　with　shorter

incubation　time　than　that　of　a　currently　used

CA1251RMA　kit　which　employed　OC125　anti・

body　both　as　1251－1abeled　ligand　and　immuno・

adsorbent　attached　to　beads．

　Almost　identical　CA125　values　were　obtained

by　using　two　kits．　The　antigenic　nature　recognized

by　the　M－11　antibody　seems　substantially　different

from　those　of　130－220r　145－9　antibodies　recogniz－

ing　CA130　antigen．

　Key　words：　CA125，

Ovarian　cancer．

CA130，　Tumor　marker，
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