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《原　著》

Angiotensin　I　Radioimmunoassayを

用いた血漿レニン活性測定の基礎的検討

荻原俊男・山本智英＊＊土井
大森清彦＊＊熊原雄一・

啓＊＊

緒 言

　Radioimmunoassay（以下RIA）を応用した血

漿レニン活性（以下PRA）の測定は，1969年

Haberら1）によりAngiotensin　IのRIAを用い

た方法，Gockeら2）によりAngiotensin　IIのRIA

を用いた方法が報告されて以来，Boucherら3）の

Bioassay法に比し，操作が簡便なことから，次第

に普及しつつある。PRA測定用としてはAngio・

tensin　IIのRIAを用いる方法よりも，　Angio－

tensin　IのRIAを用いる方法の方がより直接的

ですぐれた方法と考えられる。この方法はすでに

Schwarz／MannあるいはSorin社よりキットとし

て発売されており，臨床応用がなされているが4），

具体的な点に関しては，例えばincubationの

pH，　inhibitor，血漿蛋白の非特異的影響など明確

に解決されているわけではなく，Haberらの方法

とは異なる改良法が，福地ら5），阿部ら6）により

報告されている。一般臨床検査として用いるキッ

トとしては簡便なこと，多数処理できること，安

価なことなどが要求される。我々は最近開発され

たダイナボット社製Angiotensin　I　RIAによる

PRA測定キットを用いてRIAによるPRA測
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定の基礎的検討を行つたのでここに報告する。

方 法

　患者血漿はEDTA・2Na（1mg／ml）入り氷冷

試験管に採血，冷凍遠沈し，分離後凍結保存し

た。測定時，被験血漿（1ml又は0．5m1）と等

量の0．2M　Acetate　Buffer　pH　5．5（8－Hydro－

xyquinoline　2．64　mg／m1，　Dimercapro18μ1／m1，

Tween　200．1μ1／mlを含む）を混合し，37°C，

2時間incubateし直ちに100°Cで10分間煮沸

3000rpm　20分遠沈，脱蛋白を行つた。その上清

をRIAに供した。　RIAは上清O．　1　ml又は標準

Angiotensin　I溶液（0．5～8ng／ml）0，1ml，1251－

Angiotensin　I溶液（0．09μCi／ml）0．1m1，抗

Angiotensin　I抗体（10000倍希釈）0．1m1を0．1

MTris　acetate　buffer　pH　7．4（0．1％Lysozyme，

0．0001％Thimerosalを含む）1mlに混じ，4°C

16～24時間incubateをする。標準曲線用試験管

にはデキストランチャコール処理コントn　一一ル液

（プール血清に等量のデキストランチャコール液

（20mg／ml）　を加え撹拝，　Angiotensin　を吸着

後，遠心，上清を煮沸し脱蛋白したもの）を加え

ておく。B－F分離はデキストランチャコール液

（以下D－C液）　（20mg／ml）0．2mlを加え，

Vortex　mixerで5秒間撹拝後4°C，15分間放置

後3000rpm　15分間遠心分離し上清をカウント，

総放射能との比（B／T）で表した。

　正常値測定は外来患者を利用し立位は来院時採

血，臥位は安静臥床1時間後に採血，一一部患者に

ついてはフロセマイド80　mgを前日に投与した
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後及び食塩3g負荷3日間後の2条件で再検した。

結 果

（1）RIAの検討

　a）時間反応曲線

　1251－Angiotensin　Iと抗体との結合を経時的に

観察すると4°CにおいてはFig．1に示すごと

Bo％
60
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　　　　　　　12　　16　　20　　24　　　　　　　48h｝．

Eig．1．　Time　response　curve　of　Bo　in　Angiotensin　I

　　　　radioimmunoassay．

％1ゴound
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Fig．2．　Standard　curve　by　serial　dilution　of

　　　　antibody，

10巻6号（1973）

くBoは14ないし16時間で平衡に達し，以後48時

間までプラトーを示した。従つて以後の検討は

4℃16時間incubateで行つた。

　b）抗体量

　抗体量を0．1m1（10000倍），0．2m1（5000倍），

0．05m1（20000倍）量で標準曲線を作成すると

Fig．2に示すごとくO．　1　ml量で0～8ng／m1に

わたり，感度，精度上最も良好であり，この条件

における最少測定濃度は0．25　ng／rnlであつた。

　c）交叉性

Angiotensin　IIとの交叉性を見るためにAn－

giotensin　II　1000　ng／tubeまで検討したところ，

検討範囲内では，Boundの低下が見られず，　An’

giotensin　IIとの交叉性は極めて少ないものと考

えられる。

　d）標準曲線

　標準曲線用試験管にAngiotensin　free　contro1

液を添加した場合及び非添加時，更にアルドステ

　　　x＿－d－xWITH　SUPERNATANT　OF
％　　　　　　　PRIMARY　ALDOSTERONISM’S

　　　　　PLASMA60

　　　Pt－一▲WITH　SUPERNATANT

　　¶　WITHOUT　SUPERNATANT
　　Y

　　　　2．0　　　　4．0　　　　　　　　　　8．Ong／ml

Fig．3．　Standard　curve　with　or　w三thout　deprote．

　　　　inized　supernatant　of　angiotensin　free

　　　　serum．
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nン症患者血清及びプール血清　inhibitor混液

を加え煮沸除蛋白後の上清を加えた場合の標準曲

線はFig．3に示すごとく，これら上清を添加し

た場合は，Bound型の増加がみられた。この点に

関して，Sorin社キットの抗体，及び東北大福地

より提供を受けた抗体ではこのような傾向は見ら

れなかつた。また，Inhibitor混液のみ，2NA－

EDTA液（3×10－4M）のみ及び生食液の添加で

は，その効果は見られなかつた。

　e）希釈曲線

　Angiotensin　Iが高値であるサンプル，及び正

常範囲のサンプルを2倍，4倍，8倍に希釈し測

定したところFig．4に示すごとく，その曲線は

標準曲線とよく平行した。

（2）PRA測定条件の検討

　（a）レニン基質量について

　被験血漿に更にレニン基質を加えることにより

PRA，つまりAngiotensin　I産生の上昇の有無を

調べた。初めにSkinnerの方法7）により被験血奨

をpH　3．5で透析，内因性レニン基質を不活化し

2 4 8
ng／ml

Fig．4．　Dilution　curve　of　two　human　incubated

　　　　samples．

．ng／m1

1．5

1．0
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Fig．5．　Angiotensin　I　production　by　angiotens・

　　　　inogenfree　serum　enriched　with　various

　　　　amount　of　Cohn　fraction　IV・4．

ng／ml　x－x　PLASMA十EXCESS　COHN　FjV－4
　　　x－一・－xPLASMA十SALINE

　　　◎一一nPLASMA十DILUTED
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　　　　　　　　　　　　　　　　　／

　　　　　　　　　　　　　　　　／’

　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　！1，／
　　　　　　　　　　　〆
　　　　　　　　　　　ノメ
　　　　　　　　　　　ノ線

プ
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Fig．6．　Angiotensin　I　production　by　human

　　　　plasma　with　or　without　Cohn　fraction

　　　　IV．4．

ておき，これにCohn　Fraction　IVを10　ng／m1，

50　ng／ml，100　ng／mlを加えると，　Fig．5に示す

ごとくAngiotensin　Iの産生が見られるような
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り，このCohn　Fraction　IVをレニン基質として

次の検討を行つた。すなわち被験血漿にCohn

Fraction　IV　10　ng／ml，及び100　ng／m1の少量及

び大量を加え，Salineをcontro1として加えた場

合の3系列を5時間incubateしAngiotensin　I

の産生量をみると　Fig．6に示すごとく，3者は

ほとんど一致した直線を示した。

　（b）Inhibitorについて

　被験血漿に過量のAngiotensin　Iを加え，その

分解をみるとFig．7に示すごとく，EDTA－2Na，

8－Hydroxyquinoline，　BAL　3者で十分な分解抑

制が見られ，更にTween　20の添加によりAn－

giotensinase，　Converting　Enzymeは100％抑制さ

れた。

　（c）Incubation時間の検討

　本キットのInhibitor混液を加え，37°Cで

incubateし，　Angiotensin　I産生量を継時的に5

ng／ml

100

1 2 3 4 5hr．

Fig．7．　Effect　of　enzyme　inhibitors　to　degradation

　　　　of　angiotensin　I　added　in　human　plasma．

時間まで測定した。Fig．8に示すごとく，3時間

までは全例で直線関係を示したが，一部例で4時

間，5時間の値が低下している例があつた。

ng／ml

5hr．

Fig．8．　Effect　of　incubation　time　to　angiotensin　I

　　　　production．

　（d）Incubation　mixtureのpHとAngiotensin

　　　I産生量との関係

　被験血漿とInhibitor混液との混合液のpHを

3検体において測定したところ6．4，6．6，6．7で

あつた。これをpH　4．0～8．0の各段階に調整し，

incubateを行いAngiotensin　Iの産生量を見る

とpH　4．0，　pH　8．0では産生量は著しく少なく，

pH　5．5で最大値を示した。本キットの方法で測

定した場合を矢印で示した（Fig．9）。

（3）サンプル測定上の問題

　（a）回収率

　被験試料に既知量のAngiotensin　Iを加え，そ

の回収率を見ると2～20ng／mlの範囲で90～110

％（平均97％）の回収率を示した。

　（b）同一測定内変動率，測定間再現性

　平均値0．55ng／ml，0．95　ng／ml，1．65　ng／ml，

4．5ng／mlの4サンプルをtriplicateで測定した
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ng／mVhr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH

Fig．9．　Relationship　between　angiotensin　I

　　　　production　and　pH　of　incubation

　　　　mixtUre．　The　arrow　shows　PRA

　　　　in　each　plasma　sample　measured　by

　　　　this　system．

場合のC．V．は各々15％，7％，4％，4％で

あり，低値においてはやや大なる変動を示した。

同一サンプルを1週間以内に2回測定し再現性を

みると0．65～4．5ng／mlの各濃度でC．　V．10％

以内の良好な再現性が認められた。

　（c）サンプルの保存について

　同一アンプルを一10°Cに保存4週～8週にわ

たり測定，さらに煮沸上清を一10°Cに保存した場

合と比較した（Fig．10）。血漿のままで保存した

場合2週目ですでに低下する例があり，4週間後

逆に上昇した例もあつた。しかし除蛋白後の上清

液を凍結保存した場合は全例とも安定した値を示

した。

ml／hr－　BOILED　SUPERNATANT
　　　－一一一PLASMA
　　　　　　　　　　　　　＿，－d－＿一一一一一一x
～一‡：＝＝x＝＝一ご㍍一一　一一一‡　　　　　　　　　　　　　　　　一

一～’一一一・一一一一．一一　一一一一．．一“．tL

．一一一一一一一、r●

蕊
Fig．10．　PRA　measured　in　different　interval　of

　　　　storage　of　plasma　samples．

（4）測定値

　健常者50名，及びフロセマイド負荷後10名，食

塩負荷3日間後5名における測定値はFig．11に

示すごとく，常食下におV・ては臥位0．7±0．4ng／

ml／hr（m±S．　D．），立位1．4±0．4ng／ml／hrであ

り，フロセマイド負荷後は各々4．4±1．7ng／ml／

hr，6．0±2．　O　ng／ml／hrに上昇，増塩食後は各々

0．4±O．　2　ng／m1／hr，　O．　9±0．4ng／ml／hrと低下し

た。

考 按

　現在普及しているAngiotensin　I　RIAを用い

たPRAの測定法は，　Haberら1）の方法に基づく

ものであるが，本法の問題点は，Angiotensin　I

産生を行うpHが7～8の間であり，その産生量

が少ないこと，又直接assayの為，蛋白の非特異

的影響8）がある点などであるが，これらに対する

改良法として，福地ら5）はpH　5．5でincubate

しbufferで希釈，煮沸除蛋白を行V・RIAを行

つてv・る。又，阿部ら6）は10μ1の少量を用いて

直接assayを行V・，蛋白の影響を防いでいる。し

かしincubateに当り，各サンプルのpHを5．5に

adjustさせることは多数検体の処理上は煩雑なこ

とである。従つて本キットのような方法はこの点

をある程度簡便化したといえるが，至適pHで

incubateしているわけではなV・。しかし測定サン
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Fig．11．　PRA　measured　by　this　method　of　normal　subjects　on　normal　salt　intake，　salt

　　　　restriction（with　furosemide）and　forced　salt　intake（3　days）．

プルのpHはほぼ6．5近辺であり，Angiotensin　I

産生量も十分多い故，実際の臨床応用上は問題な

い。その他Incubationの条件としては8－hy－

droxyquinoline，　Dimercaprol，　Tween　20，　EDTA

・ 2Naで　Angiotensinase，　Converting　Enzyme

を100％Blockしているが，　incubate時間によ

るAngiotensin産生量をみると，4時間以後では

必ずしも直線を示さない例があり，この原因とし

てはInhibitorの問題，各種分解酵素の個人差，

あるいはRenin　inhibitorなどレニン作用の

Velocityに影響する物質9）などの関与が考えられ

るが，PRA測定は3時間以内，本法のように2

時間で行う限り問題ないと考えられる。従つて本

法は2倍希釈して測定していることになり，グラ

フから読みとる値そのものがAngiotensin　I産生

量ng／ml／hrとして表わされるので，2時間の

incubation　timeは実際上至便である10）。本法は，

自らの血漿中に含まれるレニン基質にレニンを働

かせてAngiotensin　Iを産生させてV・るわけであ

るが，Cohn　fraction　IVを加えた場合のAn－

giotensin　I産生量は加えない場合と比し著変はな

く，この事実は血漿中には本来十分なレニン基質

が含まれていることを示唆するが，経口避妊剤投

与時におけるようにレニン活性とレニン含量に解

離のあること11・12）を見出すために不適当である。

すなわち，測定値の解釈にあたつては，その原

理，方法をよく理解しておくべきである。しか

し，PRAの充進又は抑制の事実を知るのが目的

であれば，本法で十分であると考えられる。

　抗原抗体反応に対する血漿蛋白の非特異的影響

はPageら8）によりAngiotensin　Iの場合，分子

量14000の蛋白の存在が知られているが，本抗体

の場合，煮沸後の除蛋白上清を加えても　Bound

が上昇する傾向がみられた。この効果はSorin
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社，又は東北大福地により作成された抗体では見

られず本抗体に特有なものと考えられる。しかも

この効果はInhibitor混液，生食水又はEDTA・

2Na溶液では認められず，塩類又はpHの影響

とは考えられない。RIAにおける非特異的因子の

影響はYalowによると，その機序は抗原抗体反

応，又はB－F分離への干渉，抗原のdamage等

の問題といわれ，本キットの場合も，B－F分離直

前に上清液を入れてもBo上昇効果がある程度認

められ，抗原抗体反応及びB－F分離の両者に影

響している可能性が強い10）。この現象を解決する

ため，調整液を標準曲線用試験管に加えることに

より補正した標準曲線は，原発性アルドステロン

症患者血漿，プール血清の煮沸除蛋白後上清液

を加えた場合の標準曲線とほぼ一致しており，

これにより実際のサンプルが測定可能である。

Angiotensin　I濃度高値を示す血漿の希釈曲線は

標準曲線とよく平行し既知量のAngiotensin　Iを

添加した場合の回収率は97％と良好な結果を示し

た。同一測定内変動率，測定間再現性は満足すべ

き結果であつた。サンプルの保存については一一re

にレニンそのものの活性低下のため，2週間以内

に測定すべきであるが，サンプル数の都合により

長期保存の必要あるときは煮沸上清を保存すべき

である。この場合少なくとも2カ月間は安定であ

る。

　RIAによるPRA測定に当たつては，　Bioassay

法との比較が常に問題になるが，この場合比較す

べきサンプルのincubationの条件が同一である

必要がある。Incubationの条件が異なるにもかか

わらず両者が一致するという，例えばHabersら1）

の報告はむしろ奇異である6）。本法による測定と

Bioassayとの比較は熊沢ら13），多川ら13）により報

告されており，いずれも良好な相関が得られて

いる。正常値についても同様な理由により，各

測定機関で決定する必要があるが，この場合は

incubationの条件のみならず，患者の採血条件，

すなわち食塩摂取量，体位，月経周期などを規定

すべきである。我々の場合，健常男女（月経周期

を考慮せず）50名であり，立位は来院時（入院患

561

者の場合4時間後），臥位は安静1時間後と規定

しており，さらにフロセマイド80mg前日投与

後，又は食塩393日間負荷を行い，レニン分沁・

の異常検索に利用しており，これら三者を組み合

わせ，低レニン，高レニン活性の診断を行つてい

る。

結 語

　ダイナボット社製レニン活性測定キットを用い

レニン活性測定の基礎的検討を行い，pHの問

題，inhibitorの問題，　PIAの非特異的反応等に

関し若干の実験を行つた。本法によるPRA測定

法は簡便な点，多数を処理できる点から臨床検査

法として有用と考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SummaTy

　　　　　　Measurement　of　Plasma　Renin　Activity　by　Angiotensin　I　Radioimmunoassay

　　　　　　　　　　　　　　　　　Toshio　OGIHARA＊，　Toshihide　YAMAMOTO＊＊，　Kei　DOI＊＊，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kiyohiko　OMORI＊＊and　Yuichi　KUMAHARA＊＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊The　Cen彦rα膓Laboratory　for　Clinical　lnvestigatien，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0∫』Univer吻H・spital　and＊＊疏θCenter

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　for　Adultヱ）iseases，　Osafla．

　　Plasma　Renin　Activity　（PRA）by　radioim・　　　　etc．　were　tested．

m皿oassay（RIA）of　Angiotensin　I　using　com・　　　　　　One　particular　problem　with　this　assay，　non

mercia1（PRA）kit　was　evaluated，　which　was　　　　　speci丘c　effect　of　deproteinized　supernatant　of

provided　by　Dainabot　Isotope　Laboエatoエy．　The　　　　　angiotensin　free　serum　was　found．　Some　data

effects　of　variations　in　incubation　time，　kinds　　　　obtained　with　normal　subjects　oll　normal　salt

and　amount　of　angiotensinases　and／or　converting　　　　　restriction　and　forced　salt　intake　were　enclosed．

enzyme　inhibitors，　optimal　pH　during　incubation，
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