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《原　著》

血中Digoxin濃度のRadioimmunoassay
にょる測定

久保田治代＊黒崎浩巳＊＊開原成允＊
飯尾正宏＊村尾　覚＊太田昭夫＊＊＊

緒 言

　1960年BersonとYalow1）がradioimmunoassayを

インシュリンの測定に導入して以来各種の蛋白性ホルモ

ンの定量に著しい効果を発揮してきた．最近では抗体作

製法の進歩によってradioimmunoassayによって測定

し得る物質はpolypeptideやsteroidにまで及ぶように

なった．

　1967年Butler2）等はdigoxinに対する抗体の産生に

成功し，radioimmunoassayによる血清中digoxin濃

度の測定を可能にした．

　次いで，1969年Smith3）等によってこの方法が確立さ

れた．

　著者等は，これらの報告をもとにして抗体を作製し血

清digoxin濃度のradioimmunoassayによる測定を試

み，測定法について改良を加え臨床的に充分用い得ると

の結論を得たのでその結果を発表する．

1　抗体の作製

た．方法は図1に示した通りで，

照されたい．

その詳細は原者2）を参

　1．方　法

　　a）　人⊥抗原の作製

　digoxin（Dig）の分子＿亡は780と小さいため，それ白

身単独では，抗原性を有しない．そこで高分子化合物で

あるbovine　sesum　albumin（BSA）と結合させDig－

BSA　conjugateを作製して抗原として用いた．

　CouplingはButler，　Chen等の方法に準じて行なっ
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Fig．1．　Preparation　of　protein－digoxin

　　　　con』ugate

　得られたconjugateの検定は可視部と紫外部の吸収ス

ペクトラムを比較して行なった．

　まずDig－BSA　conjugateと，結晶標準digoxinを

83％H，SO，に溶解し，可視部において両者の吸収曲線

を作成する．ついでDig－BSA　conjugateとBSA単独

を，どちらもO．　1NNaHCO3溶液に溶解し，紫外部

における吸収曲線を作成した．

　　b）　抗血清の作製と検定

　免疫方法はDig－BSA　conjugateの凍結乾燥物20mg
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を0．OS　N－NaHCO31ml，　に溶解し，これに同量の

Freund’s　compユete　adjuvant（Difco社製）を加え，

充分に乳化させた後，家兎の皮下又は筋肉内に0．2ml

つつ注射して行なった．週1回，計6回免疫後ブースタ

ー 1［1⊥1行ない7・…IOH後に採血して抗体を得た．

　抗体仙の検定は免疫の途中で益家兎から少遣つつ数回

採lil／して，抗体価の上昇度を調べた．すなわち数段階に

希釈した抗血清をそれぞれ0．1mlつつ試験管にとり，

これに3H－digoxin（New　England　Nuclear社製，比

放射能9～12Ci／mM）0．1mlを加え，0．1Mphos・

phate　buffer　O．3mlを加えて混合後，一”iil｝（incubate，

dextran－coated　charcoa］1mlを加えて混合後，遠心分

離（3500rpm　15　min）し，上清を試験管に移し，これ

にBray　scintillator　15　mlを加え，60°C，20分加熱し，

蛋白を変性させた後，遠心分離（2000rPln　5min）し，

上清を測定川バイヤルに移し，液体シンチレーションカ

ウンターで測定した．加えた3H－digoxinの全放射能

（Total　count）に対する抗体と結合した3H－digoxinの

放射能（Bound　count）の比を計算して，抗体価を相五

に比1咬した．一方特異性の検討のため，類似物質との交

叉反応を調べた．これについては別に発表するので参照

されたい4）．

　2．結果
　digoxin　219mgとBSA　280　mgを反応させconju－

gateを作製した結果．薄黄色針状結品が239　mg得ら

れ，収量は約48％であった．

　conjugateの吸収スペクトラム測定による検定結果は，

次に述べる通りであった．

　可視部吸収山線は図2に示す如く，conjugateと標準

digoxinいつれも吸収極大が390　mμと470　mμの近く

r

］08 一
Digoxin

－一一一一一 BSA・Dig

に見られる．このことからconjugateがdigoxinを含

んでいることが確認された．

　しかし，正確な吸収極人値は，conjugateと標準dig－

oxinの間に5皿μ位の差が見られる．このことはCon－

jugateは，その分子内にdigoxinを含んではいるが他

の物質であることを汕明している．

　紫外部の測定では図3に示す如くconjugateとBSA

のいつれも280mμに吸収極大が見られるのでconju－

gateがBSAを含んでいることが確認できた．
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Fig．3．　Spectrophotometry　of　protein－digoxin

　　　　conjugate　（u1†ra　violet）

ノ

↓

1
1
1
‘
1

07

‘
↓
‘
．
1

06

‘
1
〒O

　
F
b

　04

］
已

㊤

口
口
｝
㊤
O
O
　
〔
5
二
〇
戸
＝
］
×
し

30 r　
［

　3tl）o．＋一一5g⑪ 43㌃一．トー万「一＋um一詩b。r，7

Fig．2．　Spectrophotometry　of　protein－

　　　　digoxin　conjugate

　前記の方法により，家兎8羽について免疫を行なった

結果は当然のことながらかなりの個体差が見られた．そ

のうちの2例について免疫開始後の経過口数と抗体価の

上昇過程とを図4に示した，図から明らかな如く，免疫

30日後では抗体価の上昇が見られないが，その後急激に

上昇している．70日経過後には，家兎Bの抗血清は，

2x104倍の希釈率でも60％の結合が見られる程，高い

抗体rl川を有する抗休が得られた．

　各種化合物との交叉反応の相違を検討した結果，得

られた抗血清はdigoxinとの結合が最も強く，次いで
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　　　　　　　　　　dextranそれぞれを良く溶解し，

　　　　　　　　　　両液を混合してcoated　charcoal

　　　　　　　　　　として川いた．

　　5．シンチレータ

　　　　　　　　　　組成は，トルェン1100m1，　PPO

　　　　　　　　　　49，POPOP　O．19，　トライトン×

　　　　　　　　　　－100400m1とした．

　　6．0．IM　PH　7．6phosphate　buffer

　測定法の基礎的検討として，従来のradioimmunoassay

の方法を川いて，incubation時間と温度の検討，抗原，

抗体の反応時における添加順序の相違による影響6）につ

いて，また安定剤としての血清蛋］添加の必要性，およ

び，シンチレータ組成の検討を行なった．

　2．結　果

　a）Incuhation時間と温度

　温度条件を4°C，25°C，37°Cとし，反応時間を，5，

15，30，60分，36，12，48時間，のそれぞれについて検討

した結果を図5に示した．いずれの条件においてもin一

digitoxin，　gitoxinのlr頂で弱くなっている．　digoxinの反

応性はdigitoxinの約100倍であった．

　digoxin分子を構成するdigoxigeninとdigitoxose

の交叉反応を調べた結果は，digoxigeninには強い反応

が見られたが，digitoxoseにはほとんど反応が認めら

れなかった．

　また一般のステロイド化合物である　cholesterol，　es－

tron，　progestesonなどとは，ほとんど交叉反応が見ら

れなかった．
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1　測定法の基礎的検討

1．方　法

用いた試薬は下記の如くである．

　1．抗　体………高抗体価を得た抗血清を1　×　104倍

　　　　　　　　　に希釈して用いた．

　2．3H－digoxin…New　England　Nuclear社製比放

　　　　　　　　　射能9～12Ci／mMをbufferで

　　　　　　　　　4XlO3に希釈し，その　0．1m1

　　　　　　　　　（o．01μCi）を使用した．

　3．標準digoxin…結晶digoxinを少量のアルコー

　　　　　　　　　ルで溶解した後蒸溜水で希釈して

　　　　　　　　　用いた．

　4．Dextran　coated　charcoa15）

　　　　　　　　　veronal　butferにcharcoalと

70一9。厄31。6蕊一　』3「

Fig．5．

6h．1）h壱『「元面「

　　　　　　　　timc

B／Tratio　in　various　temperatures

and　various　incubation　times

cubation　5分後に，すでに85％以，Lの結合が見られ，

温度条件による差は見られなかった．さらに温度条件を

25°Cとし5分以内の反応時間についても検討を加えた

結果は，図6に示す如く，反応時問5分までは上昇が見

られるが，その後は一定であった．

　以上のことからdigexin　と抗］’f］t清の反応においては

温度条件はあまり問題にならず，また反応時間は，非常

に短かいことが明らかになった．

　現在，室温15分のincubation条件を採川している．
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Relationship　between　B／T　ratio　and

incubation　time　at　25°C

　b）　抗原，抗体の添加順序

　添加順序を変えてstandard　curveを作製した結果を

図7に示した．図から明らかな如くまず，3H－digoxin

と抗体とを反応させた後，標準digoxinを加える方法

では，標準digoxin濃度の増加に併う，％boundの低

下がほとんど見られず，ほぼ同時に抗原と抗体を反応さ
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せる方法では，傾斜のゆるやかなcurveが得られ，ま

ず標準digoxinと抗体とを反応させた後3H－digoxinを

Jj［1えて，さらに反応させる方法が最も感度の高いcurve

が得られた．このように添加順序の相違によって，かな

りの影響が見られたので，最も感度の良い方法として，

まず桔準digoxinと抗体とを反応させた後，3H－digoxin

を添加する方法を採用することとした．

　c）　安定剤として血清蛋白添加の必要性，

　lflL清添加量を，0，0．　Ol，0．05，0．1，0．2，0．5mlと

して，3H－digoxinと抗体を加えて反応させた結果を図

8に示した．血清を添加しない場合は，B／T％は著し

く低く，反応時に1［LL清の存在が重要であることが明らか

になった．
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Fig．8．　B／T　ratio　versus　amounts　of　carrier

　　　　serしLm
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A　×一×
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C　口　　口
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D　　　Ab
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D＊

Fig．7．　Standard　curves　in　the　following

　　　　conditlons

　添加量については，0，01mlと0．5m1の間に人きな

差が認められないので，血清邑は，あまり問題にならな

いと考えられる．

　測定の際，被検血清O．2mlを用いるので，　standard

curve作成の場合にも安定剤として1［］L清0．2mlを加え

て蛋日濃度を同・一にした．

　d）　シンチレータ組成の検討

　ジオキサン系シンチレータを用いて加熱蛋自除去を行

なって測定する方法と，界面活性剤の一種であるトライ

トンX－100を用いて蛋白を溶解させ，直接測定する方

法とを比較して，standard　curveを作成した結果，誤

差範囲内で同一・のcurveが得られ，トライトンX－100

による方法でも，充分測定が可能であることが判った．

　以上の検討の結果，測定法を図9の如く，標準化し

た．
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（Sample）

Serum　　　O．2ml

　　十

PO，　Buffer　O．6ml

，
，
一

（Standard）

St：三亘ポ　
‘．

一
　　　　　　　〇．2mIDigoxin

　　十

PO4　Buffer

　　十

Horse　Serum

0．4ml

0．2ml

　まず標準digoxin溶液0．2mlづっを小試管にとり，

女定剤として馬血清0．2mlを加え，　buffer　O．4mlを加

1

↓　↓

Anti　Serum 0．1ml

↓ Incubate　5min．

3H　Digoxin 0．11　1
　　＿一一．－1

／I・・ub・…5mi・・

Dextran　Coated　Charcoal　lml

↓C・…if・g・（3・・5…pm・・5mi・・）

Supernatant

　　十
Scintillator 15ml

える．一方被検血清O．　2mlにbuffer　O．6mlを加えて

おく．

　以L：の試験管に抗血清0．1ml加え，混合後5分放置

し，後，3H－digoxin　O．1mlを加え，さらに15分室温で

incubationする．

　次いでdextran　coated　charcoal　1．Omlを加え，良

く混合後，3500rpm　15分遠心分離し，上清を試験管を

傾斜してバイヤルに移す．15mlシンチレータを加えて

良く混合した後，液体シンチレーションカウンターで測

定する．

　Countは，　automatic　external　standardization方式

でquenchingを補正し，総放射能に対する％bound

を求めた．横軸にdigoxinば度ng／mlを対数でとり，

縦軸に％boundをとってグラフ上にプロットして

standard　curveを作成し検体中のdigoxin濃度を読み

取った．

皿　本法の臨床応用

↓
Liquid　Scintillation　Counter

Fig．9，　Procedure　of　assays．

1　方　　　法

　前記のradioimmunoassayによって，　digoxin投与

山の患者血清の測定を行ない，臨床的測定法の検討を試

みた．

測定法1
Bioassoy

Rb法

…Double　isotope

dilution　derivative

assay

1251digitoxinを禾U旧

　した

Radioimmunossoy

Adenosine　triphos．

phataseによる

enZymatlC　aSSay

原 理 問　　題　　点 感 度 報告者，年代

雌ガモの胎児の心臓が　実験動物を扱うので操作

digitalisの稀薄溶液に敏　が煩雑，かつ熟練を要す　　25　mUg／ml

感に反応することを応用．1る．　　　　　　　　　：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　一一．一　‘・

強心配糖体が赤血球申の
　　　　　　　　　　　　生きた赤血球の取り扱い
K濃度を減少させる能力

鍵聯三鑑叫が煩雑
3H－digitoxin　acetlc－an・
h・dride－・一・4Cを用いて，麟纏讐㌶〉元懸1

1mμ9／m1

一般的なdouble　isotope
dilution　derivative法を

用いた．

1251標畠筏digitoxin　と血

巾digitoxin力斗充仁Zgと競

合反応を起すことを利用．

めに大量（50m1）の静脈
　　　　　　　　　　　　‘…血を必要とする．
l　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　1251による標識が難しい．1

血清中からの抽出を必要

とする．　　　　　　　…
　　　　　　　　　　　　1

10mμ9／ml

　Friedman9）

　　（1947）

Lowenstein＆10）

Corri11

　　（1966）

1mμ9／ml

DigitoxinがNaとKの存　Dsgoxinの測定ができな

霧織竃癬．総議繊 10mμg／m1

Lukas　＆11）

Peterson

　　（1966）

Oliver　＆12）

Parker

　　（1968）

George＆13）

Robert

　　（1968）

表1血中ジギタリス測定法の比較
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　測定f直の精度を知るため，被検1血清を侵数で同時に測

定した値の標準偏差を求め，standard　curveの部位に

よる測定1直の精度を調べた．一方，測定ごとの測定値の

再現性を検討するため，digoxin含有のpool　plasma

を用意し，測定値の，Fl－｝’1準偏差を求めた．同じくpooled

plasmaを川いて添加digoxinの回収率テストを行なっ

た．臨床的測定結果の検討としてdigoxin投∫」量と血1

中濃度との関係を調べた．これについては先に発表7）し

た．

　2　結　　　果

　前記の方法で作成したstandard　curveの一例を図10

に示した．測定し得る感度は0．1ng／mlで，高濃度で

は4～5ng／m1まで測定し得る．

70

60
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　　Fig．10．　Standard　curve

5．O　ng／ml

　Standard　curveの部位による測定値の精度の相違を

調べた結果は下記の如くであった．

　各範囲における標準偏差と，その相対標準偏差（カッ

コ内）を示すと，血中digoxin濃度0．　O・－O．5ng／mlの

範囲では±0．04　ng／ml（8．8％），0．5～1．5ng／m1では

±0．03ng／m1（3．2％），1．5～3．5ng／mlでは±0．06

ng／m1（2．4％）であった．

　Pooled　plasmaを用いて測定値の再現性を検討した結

果，標準偏差は1．14±0．04ng／mlで，相対標準偏差は

3．　7％であった．

　Pooled　plasmaに標準digoxinを添加し，従来の方

法で測定し，total　digoxin濃度を求め，添加digoxin

の回収率を検討した結果を図11に示した．図の如く良好

な結果を得た．

　被検⊥自L清測定の結果から，投写量と血中濃度との関係

を図12に示した．
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血中Digoxin濃度のRadioim皿unoassayによる測定

　維持量0．125mg／dayの血中濃度は，　O．　51±O．　91

（0．32～0．71）ng／ml，0．25　mg／dayでは0．95±0．201

（0．52～1．50）ng／ml，0．375　mg／dayでは1．　28±O．　221

（0．82～1．63）ng／ml，そしてO．　5　mg／day投与では

1．98±0．224（1，65～2．2．40）ng／mlであり，維持量と

血中濃度との間に有意の相関が見られた．

　またdigoxin投与していない思者検点は，誤差範囲

内で0であつた．

IV　考 案

　Digitalisは，ほぼUt紀の長期に渡って心不全の治療剤

として広く川いられてきたが，digitalis服用山の思者

の生体内濃度を化学的に定量することは困難であった．

　1967年Doherty，　Perkins等8）は，患者に直接3H－

digoxinを静注して，その後7日間に渡って，又，患者

死亡後に至るまで組織内の分布と濃度を検討した．その

結果digoxin静注後30分後には心筋にdigoxinが到達

し，1時間後にピークに達し，ほぼ26時間に渡って同一

濃度を維持すること．また∬R中濃度は6～7時間後に一

定となり，その後24時間以上維持することを見出した．

一方血清申濃度に対する各組織の濃度比は腎臓，心筋な

どで高値を示し，中でも，血清と心筋との濃度比が最も

高く，長時間経過後においても，その比は，ほぼ一定に

保たれていることが見い出された．

　このように血中digoxin濃度は，ほぼ心筋中のdig－

oxin濃度を代表するので血中濃度測定が臨床的に，充

分，意味があると考えられる．

　血中digitalis濃度測定法については種々の方法が報告

されている9）1°）1ユ）12）．それ等の方法，原理感度などにつ

いては，表1に示す通りである．

　これらの方法は，臨床的なroutine検査法としては，

操作が複雑であるか，測定に時間を要し，適していない．

　一方Smith等によって確立されたdigoxinのradio・

immunoassayは，特異性と感度が優秀であると共に，

測定が比較的簡便である点で，臨床検査法として優れた

方法である．

　著者等がここに報告した方法は，このSmith等の方

法にさらに改良を加えて，下記のような利点を得た．

　Smith等3）の方法では，測定に要する被検血清量が

1．Omlであったのに比し，われわれの方法では0．2m1

の微童で充分測定し得る．

　測定操作としては，放射能測定の際のシンチレータを，

従来のジオキサン系のものから，界面活性剤の一種であ

るトライトンX－100含有のシンチレータを用いること
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によって，蛋白加熱，遠心分離による，蛋白除去の煩雑

な操作を簡略化した．

　感度については，Smith等3）の方法がO．　2　mpt9／m1

であったのに比し，0．1mμ9／m1と，2倍の感度が得ら

れた．

　こうして，　radioimmunoassayによるdigoxinの測

定は，かなり簡略化されたが，いつれも標識digoxinと

して3H標識物質を使用しているので，液体シンチレー

ションカウンタを必要とする点が，多少問題であろう．

　表2に示した，Oliver，　Parker等12）の1251標識によ

るdigitoxinの測定は，一般に広く普及しているγ線測

定川のウエル型カウンターで測定できる点が簡便である．

V　ま　と　め

　Radioimmunoassayによって血清digoxin濃度測定

を試みた．

　Digoxinとbovine　serum　albumin　を　coupling　し

て人工抗原とし，ウサギを免疫して抗体を作製した．標

識抗原としては3H－digoxinを用いた．

　測定法の基礎的検討の結果，反応条件は，室温とし

た．また液体シンチレーションカウンタによる測定の際

のシンチレータは，トライトンX－100含有のものを用

い，加熱蛋白除去の操作を省略した．

　被検血清測定の結果，投与量と血中濃度の間に相関が

見られた．

　Pooled　plasmaによる測定間の再現性の検討の結果，

測定値のstandard　deviationは，3．7％であった．

　Standard　digoxin添加による回収率テストの結果，

良好な成績が得られた．

　本測定法の感度は0．1ng／m1であった．
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Radioimmunoassay　of　Serum　Digoxin

Haruyo　KUBOTA，　Shigekoto　KAIHARA，　Masahiro　IIO　and　Satoru　MURAO

　　　　　　　　　　　　η～、e　Second　lnternalルledicine，　Uuiversめ・o∫Tokyo

　　　　　Hiromi　KUROSAKI

Dai・ichi　RodiosOtOPe　Laboratories

　　　　　Akio　OHTA

Cardiovasczalar　lnstitzate

　　Arapid，　sensitive　method　for　measuring　a　plasma

digoxin　concentration　has　been　developed　by　the

redioimmunoassay　technique．

　　Digoxin－BSA　（bovine　serum　albumin）conjugate

was　prepared　by　a　technique　originally　described　by

But］er且nd　Chen．

　　Ten　rabbits　were　immunized　by　the　injection　of

Digoxin－BSA　conjugate　with　six　injections　in　the

foot　pads　over　a　60　day　period．

　　The　assay　was　performed　by　incubat｛on　in　small

test　tubes，　to　which　O．2ml　of　sample　or　standard

seruln，0．1m］of　anti－serum　and　O，6ml　of　of　buffer

solution．　Then　tubes　were　shaken　and　stood　at　room

temperature　for　5min．　after　that　O．1皿l　of　3H－digoxin

was　added，　and　incubated　again　at　room　temperature

for　15　min．

　　Separation　of　bound　from　free　labeled　digoxin　was

achieved　by　dextran　coated　charcoal．

　　The　Supernatant　phase　was　added　to　15　ml　of　liquid

scincillator　which　consisted　of　to】uene　and　Triton

X－100and　counted　in　a　liquid　scintlllation　counter．

　　Correction　for　quenching　was　made　by　automatic

external　standardization．

　　Astandard　curve　was　constructed　by　use　of　so．

］utions　of　known　concentrations　of　standard　digoxin．

　　The　precision　of　the　assay　showed　that　for　serum

］evels　in　the　range　O．0～0．5mμg／ml　the　relative

standard　deviation　was　8．8％，　in　the　range　O．5～1．5

mμg／ml　was　3．2％，　and　in　the　range　of　1．5～3．5

mμ9／ml　was　4．4％．

　　Asimilar　analysis　was　performed　on　pooled　serum

by　repeated皿easurement．

　　The　relative　standard　deviati皿was　1．145±0．042

mμg／m1．

　　The　results　of　assays　performed　upon　clinical　cases

who　were　adrninistered　various　doses　of　dig⑪xin

showed　digoxin　levels　in　the　range　O．0～4．5mμg／ml．

　　There　is　positive　correlation　between　maintenance

dosage　and　plasrna　digoxin　concentration．
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