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《原著》

ヒト肝フエリチンのRadioimmunoassayに関する基礎的研究

中　　治 隆　　宏＊

1．はじめに

　フェリチンは鉄貯蔵蛋白質として組織中に認め

られる蛋白質であり，哺乳動物の肝臓，脾臓，骨

髄，腎臓，心臓，小腸粘膜，骨格筋，胎盤などあら

ゆる組織中に見出され，その分子形態は蛋白の殻

の中に鉄ミセルを持つとされている．その分子量

は44万～48万1’2）であり，その分子は203）～244）個

の均一なsubunitから成りたっているといわれて

いる．血中でのフェリチンの検出は1956年，

Reissman＆Dietrich5）にはじまるが，彼等は血

中へのフェリチンの出現は肝細胞死によって，フ

ェリチンが血中へ逸脱してくると考えた．しかし，

その後の研究によって肝障害患者のみならず，種

々の疾患（白血病，再生不良性貧血，悪性リンパ

腫など）で血中フェリチンの増加することが報告

されるとともに，高感度の免疫放射測定法6）の進

歩によって病的患者血清のみならず，健常人血清

中でも測定することが可能となった7）．

　著者はフェリチンが肝細胞の細胞分画法におい

てマイクロゾーム分画に大量に含まれること，ま

たこの蛋白が免疫電気泳動上α、位にくることを

利用して超遠沈による細胞分画法，電気泳動法，ゲ

ル濾過法を組み合わせてヒト肝フェリチンの分離
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精製を試みた．さらにこの精製フェリチンを家兎

に免疫し，特異ヒト肝フェリチン抗体を作製し，

2抗体法によるフェリチンの微量測定法を検討確

立したので報告します（以下フェリチンと統一す
る）．

II．材料ならびに方法

　A．材　　料

　1・フェリチンの精製手技：自験法によってそ

の精製標品を得たが，その内容はTable　1に示す

Table　l　Purification

　　　　ferritin

　　LIVER

procedures　for　human　liver

　　　Homog　e　n　ization　in10　Vol．　of　O．25　M　Sucrose

Cell　Fractionation（Chauveau）

　
l

Mlよ。S。ME　FRACTI。N

Ultrasonication　and　Filtration

Zone　Electrophoresis（Block　type）

　　　15mA／bne　for　I8　hours
　　O．025M　Veronal　Buffer　PH　8．6

　　92．FRACTI。N

　　　l

Sephadex　Gト200　Column　Chromatography

　　Bed　Vo｜ume　407　ml：Sample　apply　lO　ml

　　l／15MPhosphate　Buffer　PH　7♂4

　　FホST　PEAK

Affinity　Chromatography

　　　↓

　　PURIFIED　FERRITIN
　　　l
lmmunizat’bon　to　Rabbit

　　皐i＿HUMA＿R　FERRITI，
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ように剖検肝309をポッターのホモゲナイザー

を用い，O．25　M　1，　va溶液にてhomogenize，　Chau－

veauの細胞分画法8）に準じて核成分，細胞断片，

ミトコンドリア成分を除外しマイクロゾーム分画

を集めた。このマイクロゾーム蛋白をpevikon　C

870を支持体としpH．8．6のverona1緩衝液を用

いたゾーン電気泳動にかけ黄褐色を呈したα2分

画のブロックを切り出し，pH　7．4のリン酸緩衝

液を用いて蛋白質を溶離した．この溶離液を濃縮

後，内径2．5cm，長さ100　cmのカラムを用いて

sephadex　G－200　column　chromatographyにて分

画採取した．このうちフェリチンの溶出される最

初の分画を，抗正常ヒト血清とのゲル内免疫反応

にて検定し，混入蛋白のないことを確認して精製

フェリチンとした．また，ゲル内免疫反応にて混

入蛋白が存在した場合には，抗正常ヒト血清をく

っつけたsepharose　4Bを用いてaMnity　chromato－

graphyを施行精製した．

　2．抗ヒト肝フェリチン家兎血清

　自験精製フェリチンを感作抗原とした．ヒト肝

フェリチン50μgを含む生食0．5m1と等量のフ

ロィンド完全アジュバンドを混和したエマルジョ

ンを家兎の腹壁皮下，大腿皮下に分割注射した．

その後2週間ごとに4回同量の抗原で追加免疫し，

抗血清を作製した．採血した抗血清は56°C，30分

間非働化した．

　3．抗家兎γ一gluobulin山羊血清（第2抗体）

　第一ラジオアイソトープ研究所社製の標品を使

用した．

　4．標識基　New　England　Nuclear（米）社製

Na1251を使用した．

　5．緩衝液：1％ウシ血清アルブミン，0．01M，

EDTAおよび0．05％窒化ソーダを含むpH．7．5，

0・07M．リン酸緩衝生食水（BSA・PBSと略す）を

用いた．

　6．測定用試験管：プラスチック製シオノギチ

ューブφ1．Ocm，長さ7．Ocmを用いた．

　7．放射能測定器：Packard社製Auto・γ・counter

を使用した．

　B．方　　法

　1．1251標識法および標識フェリチンの精製法

Hunter＆Greenwoodlo）の方法に準じて標識した．

精製フェリチン100μ9に400μCiのNai251とク

ロラミンT溶液0．1m1（IOO　Ptg）を手早く注入し，

60秒間混和後，メタ重亜硫酸ソーダ240μ9（0・1

m1）を加え反応を停止させた．2分後ヨードカリ

1mg（0・1　m1）を添加し，総量を0．5　m1とした．

この溶液を，ウシ血清アルブミン20mgをあら

かじめ通した内径1．Ocm，長さ20　cmのsePhadex

G－200によるゲル濾過を行なった（Fig．1）．0．5　m1

ずつ分画採取し標識フェリチンを分離精製した．

なお精製フェリチンが凍結保存すると不溶性変性

物を生ずることから，著者は標識フェリチンの変

性崩壊を少なくする意味で，保存を4℃とした．

　2・測定方法

　結合1251一フェリチン（B）と遊離1251一フェリチ

ン（F）との分離はMorgan，　Lazarow11）らの2抗体

法を採用した．assay　systemはTable　2のごとく

行なった．すなわちシオノギ製チューブに各基準

フェリチン液あるいは，被検血清0．1m1，1251標

識フェリチン希釈液0．1m1，ついで第一抗体の

BSA－PBS希釈液0．1m1を添加し0．5m1のdiluent

（BSA－PBS）で全量を0．8　m1にした後，4°Cで第

一反応を行なった．第一反応終了後carrier　protein

Table　2　Procedures　of　radioimmunoassay　for　human

　　　　serum　ferritin

　　　　F［RRITIN　MDIOIMMUNOASSAY　SYS↑［M

　　　　　Two　antibody　system

0．5　rn1

0．1　ml

O．1　m1

0．1　ml

Diluent（1／15MPBS．1，0％BSA，　O．O　I　M　EDTA）

standard　or　assay　samp｜e

1125・Ferritin（1。・2。・9）

anti・Ferritin　rabbit　serum（ ：8000）

First　reaction　at　4℃for　36　hours
↓

0．1　ml　　normal　rabbit　serum（1：50）

0．1　ml　　Antトrabbitγ・gbbulin　goat　serum（｜：lO）

　　　　　　　　　lSecond　reaction　at　4「C　for　24　hour　s

　　　j
Centrifuge　at　3000　rpm　for　30　min．

　　　↓
Precipitate　count（bound　count）
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として正常家兎血清50倍希釈液0．1ml，第2抗

体希釈液0．1mlを順次加え，4°Cで第2反応を行

なった．第2反応を終了後，全放射能（T）を測定

し，3，000　rpm．30分間遠心後，上清を捨て試験管

壁に残存する上澄を濾紙で吸いとり，その後，沈

澱物（B）の放射能を測定した．一方，対照として

基準フェリチン第1抗体の代わりに，おのおの

BSA－PBS液0．1　m～を用いた検体の全放射能（To）

沈澱物の放射能（Bo）を測定した．標準曲線は縦

軸に全放射能に対する結合率（bound　rate），横軸

に基準フェリチン濃度ng／mlの対数値を用いて

作製した．結合率bound　rate＝B－Bo／T・back　ground

にて算出した．また基準フェリチン3・9，7・8，15・6，

31．2，62．5，125，250，500，1，000ng／ml濃度にBSA・

PBS液で希釈調製した溶液0．1　mtを用いた．

III・実験成績

　A．フェリチン，1251・フェリチンと抗フェリチ

ン家兎血清の検討

　1．自験法とGranick法による精製フェリチン

の比較

　著者の方法でヒト肝より抽出，精製したフェリ

チンと，従来行なわれているGranickによった

それとを対比して検討を行なった．まず自験標品

は，7．5％ポリアクリルアマイドを用いたdisc電

気泳動で単一の鉄染色陽性のパンドであることを

確かめた．immunoelectrosyneresis，㎡cro－Ouch・

terlony法による免疫学的検定法においても抗正

常ヒト血清蛋白と反応せず，抗ヒト肝フェリチン

家兎血清とsharpな1本の沈降線として反応し，

Granickフェリチンとも完全に一致した．一方

Granick法｝こより抽出したフェリチンはimmuno－

electrosyneresis，7．5％disc電気泳動で微量の他の

蛋白の混入を認めた．

　2・標識フェリチンの検討

　標識1251一フェリチンの精製はsephadex　G－200

colurnn　chromatographyにて行ないFig．1に示す

ごとき，比放射能0．3　mCi～0．4　mCi／mgの標識

フェリチンを得た．1251一フェリチンのpH．8．6，0．05

M・veronal緩衝液を用いたアガロースゲル内免疫
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電気泳動，ならびにそのautoradiographyはFig・

2，3に示すごとくで，標識1251・フェリチンは，抗

正常ヒト血清蛋白と反応沈降線を示さず，抗ヒト

肝フェリチン家兎血清と反応し，その反応沈降線

はα2位で放射活性を持った．またこの沈降線は

反応時間が長くなると，2本～3本にsplitする

現象が見られることがあった．しかし，それぞれ

放射活性を持った．

　10　　　20　　　30　　　40　　　助　　　　60　　　ro　　　80

　　　　　　0．5耐／t山●　　　　　　　　　■口ct匂n施皿細

Fig．1　Separation　of　1251－ferritin　from　Na　1851　by

　　　sephadex　G200　column　chromatograplly，
　　　（counts　of　5μ1　in　every　fraction）

∵糊，NOELECTROPHORESIS
e’く一一！t・E－一・一…rr＝・一．．＿　　＿磁

　　　　　　　　　　　　　　　；a”、「・s

Human　しvor　Ferrいr

liaE’・Hurnnn　L　ver　F　Ar・　1n

A・’⊂・一つ

晦21mmunoelectrophoretic　patterns　of
　　　feni血and　normal　human　serum

human
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ANTI・FERRITIN

ANTI　一　FERRI了｝N

Fig．3　Autoradiography　in　immunoelectrophoretic’

　　　patterns　of　i251－ferritin

　3．標識1251一フェリチンの崩壊

　クロラミンTにてヨード化後，sephadex　G・75

column　chromatograPhyにて分離精製した1251・フ

ェリチンを20日，45日，75日間4°Cの低温室

にBSA－PBS溶液として保存した．その後，この

ユ251一フェリチン溶液の0．5m～を0．07Mリン酸緩

CP」眺

100×1ず

g
o

80

oo

01

Separ∂tゆn　by　Sephadex　G・200　Co｜um　Chromnat◎graphy

C血m㎞gth　2輪C。㎞⑩et百1．伽
1／15MPhosphate　buI〈er　5●Gne　tPH7A・Fract㎞05mI

〃

　0　　0　　　10　　　卯　　　30　　　40　　　萄　　　60　　　n　　　80
　　　　　　　0．5mlltube　　　FrectiOt）　nunt）er

Fig．4　Rechromatographic　pattems　of　1251・ferritin　at

　　　various　period　kept　in　4°C　after　labemng

衝液pH．7．4を用いて，　sephadex　G－200にょって

rechromatographyを行なった．　Fig．4に示すよ

うに崩壊していない1251一フェリチンは，第1ヒ゜一

ク放射能（未崩壊1251一フェリチンの放射能）の試

料全放射能（カラムから溶出された全分画の総放

射能）に対する割合から，20日後で約50％，45

日後で約37％，70日後で約40％であった．すなわ

ち，標識20目後で約半量の1251一フェリチンが崩

壊していることを知った．このため，異なった時

期に1abellingを行ない，　sephadex　G－75　cohumn

chromatographyによって精製した1251一フェリチ

ンについて，再度，経時的にsephadex　G－200　re・

chromatographyを施行したところ，　label後2日

目で89％，7日目で85％，21日目で79％が崩壊

をうけずに残った．これらの結果より，標識フェ

リチンは標識時の条件によって，崩壊を強くうけ

る場合と，比較的崩壊が軽い場合とがあることを

知った．いずれにしても，標識フェリチンはでき

るだけ，再精製などによって調製後使用すること

が好ましいと考えられる．

　4．抗ヒト肝フェリチン家兎血清の検討

　この抗血清の特異性はmicroOuchterlony法で

Fig．5

2

1

C

6

4

5

Double　immunodinusion　in　agar　gel．The　center

well　contains　the　anti－ferritin　rabbit　serum．

The　peripheral　wells　contain　the　following：

　1）Our　Purified　Ferritin

　2）Normal　human　serum

　3）Human　liver　necrosis　Homogenate

　4）Our　Purified　Ferritin

　5）Patient’s　Serum

　6）Ferritin　by　GRANICK　Method
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検定した。Fig．5に示すように，自験フェリチン

はGranickフェリチンと完全に癒合して反応す

るが健常人血清とは反応せず，白血病患者血清と

弱い反応沈降線を形成した．以上より，この抗血

清はフェリチンに特異性を有すると判定した．

　B．測定条件の設定

　自験法によって得た精製ヒト肝フェリチンなら

びに抗血清の検討によって，純度，特異性の面か

ら十分使用可能の標品であることが認められた。

これらを用いてradioimmunoassayのための測定

条件の検討を以下のごとく行なった．

　1．標識フェリチン量

　標識フェリチン量の標準曲線に及ぼす影響を検

討した．一定濃度の第1抗体8，000倍希釈液，第

2抗体10倍希釈液，各0．lm1を用い，標識フェ

リチン量10ng（約5，000　cpm），20　ng（約10，000

cpm），40　ng（20，000　cpm）にっいて各標準曲線

を作製検討した。得られた結果，5，000cpmでは

バラツキが大きく，20，000cpmではbound　rate

が低下するので，感度，精度の面から10，∞Ocpm

を採用した．

　2．第1抗体濃度

　第1抗体濃度変化による標準曲線の相違を一定

の標識フェリチン量（10，000　cpm）で，抗ヒト肝フ

ェリチン家兎血清4，000，8，000，16，000倍希釈液，

第2抗体，10倍希釈液を用い，各標準曲線を作製

し検討した．Fig．6に各標準曲線を示すがフェリ

チ．ン検出感度は4，000倍希釈液使用時，62．5ng／mt

以上，8，000倍希釈液使用時，15．6ng／ml以上で

bound　rateの減少率が大きいのに対し，16，000倍

希釈抗体の使用時のそれは小さいため，精度上か

ら8，000倍希釈抗ヒト肝フェリチン抗体の標準曲

線の方がすぐれていた．この成績から抗血清希釈

濃度は8，000倍を使用するのが適切であると判断

した．

　3．第2抗体濃度

　第2抗体濃度のbound　rateに及ぼす影響を検

討するために基準フェリチンの代わりにBSA・

PBS液0．l　m1，標識フェリチン10，000　cpm，第1

抗体8，000倍希釈液0．1　mlを用い，抗家兎γグロ

891

一一．．．、

　　　＼
　　　　　　＼N〈：q

＼

　　　　　3．9　　　7．8　　　15・6　　　3r・2　　　62．5　　　125　　　　250　　　500

　　　　　　　　　　　　　　nglmT　Standard　Ferntm

Fig．6　The　changes　of　standard　curves　and　the　con．

　　　centration　Of　anti－ferritin　rabbit　serum．

ブリン山羊血清を5，10，20，40倍に希釈した液

0．1m1使用時の各bound　rateを求め推移曲線を

作製した．なお第2反応時間は24時間とした。

その結果10倍希釈抗血清の場合に最高のbound

rateが得られたので，これを第2抗体至適濃度と

した。

　4．第1および第2反応時間

　第1反応時間のbound　rateに及ぼす影響を検

討するために，基準フェリチンの代わりにBSA・

PBS液0．1　m∫を標識フェリチン10，000　cpm（約

20ng相当），第1抗体として抗フェリチン家兎血

清8，000倍希釈液0．1mlを使用し，反応時間6，

24，48，72，96時間について各bound　rateを求め，

その推移曲線を作製した．Fig・7にその成績を示

したが，24時間まで漸次時間の経過とともに

bound　rateの増加を見た．以後はほぼ一定の

bound　rateを呈した．その結果1251一フェリチンの

damageなどを考慮して36時間を第1反応時間

とした．第2反応時間のbound　rateに与える影

響も同様に検討した．第2抗体濃度は10倍希釈

を用い，反応時間6，12，24，48，96時間で各bound

rateの推移曲線を作製した．　Fig．7の下段の推移

曲線から24時間を採用した・

　C・標準曲線

　前項で検討した成績から，至適測定条件，1251・
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　　　time

フェリチン量10，000cpm（約20　ng），第1抗体と

して抗フェリチン家免血清8，㎜倍希釈液0．1m’

第1反応時間36時間，第2抗体として抗家兎γグ

ロブリン山羊血清10倍希釈液0．1m1，第2反応

時間24時間を採用し，Table　2に示した測定系で

標準曲線を作製した．血清検体を測定するために

は，血清蛋白の影響を考慮する必要があるため基

準フェリチンの溶媒をBSA－PBSとフェリチン除

去ヒト血清とで比較検討した．フェリチン除去血

清の作製はセファローズ4BをBrCNで活性化

し12），それにbatch法で24時間，4°Cで特異抗

フェリチン家兎血清を付着させ，リン酸緩衝生食

水pH．8．0で十分洗浄後，混合正常ヒト血清を反

応させ作製した。BSA－PBSに溶解した基準フェ

リチンとフェリチン除去血清に溶解した基準フェ

リチンとの標準曲線の違いは，フェリチン除去血

清希釈による標準曲線の方がbound　rateにおい

て約0．05程低下した．しかし精度，感度ともに差

は見られなかった（Fig．8）．その感度は31．2　ng／ml

であった．

　D．測定法の特異性と再現性

　L　特異性

　2，000ng／mlのフェリチン濃度をもつ患者血清

によって標準曲線を作製し，その特異性をみた．

BSA－PBSによりこの血清を希釈し，基準フェリ

チンBSA－PBS系の標準曲線と比較検討した．250

ng／m1以下のフェリチン濃度では両方の標準曲線

はほぼ平行であったが，500ng／ml以上では患者

血清希釈の概準曲線のbound　rateが高く，基準

フェリチンによる標準曲線と少し異なるパターン

を呈した．しかしおおむね特異性を持つと判断し

た（Fig．8）．

　2・再現性

　フェリチン除去血清で希釈した基準フェリチン

による標準曲線の再現性を検討した．標識フェリ

チンを10，∞Ocpm／0．1　mlに希釈してすぐに測定

Presented by Medical*Online



ヒト肝フエリチンのRadioimmunoassay　｝こ関する基礎的研究

をはじめたもの，希釈後24時間後に測定を開始

したものとで，その標準曲線を比較した．その結

果，希釈後24時間の1251・フェリチンを用いた標

準曲線のbound　rateが0．1程度低下した（Fi9・9）・

しかし標準曲線のパターンは両者とも平行であっ

た．一方凍結保存しておいた1251一フェリチンを使

ってフェリチン除去血清希釈基準フェリチンによ

る標準曲線でもbound　rateの低下が見られた。

またFig．10は異なった時に作製した標準曲線を

示している．基準フェリチンは同じものを使用し

留Rat°

O．6

o．5

o．4

o．3

o．2

o．1

0

893

たが，標準曲線のパターンは少し変動している．

この2つの標準曲線で同一人血清について測定値

の再現性を見た．Table　3に示すごとく7人の血

清の測定値のCV＝土2．35％であった．このこと

から著者は，測定のたびごとに標準曲線を作製す

れば検体の定量値の再現性が保たれると判断した．

Table　3 The　reproducibility　of　7　samples　in　two　times

assay

Name
Ferritin　ng／m1

1 2
Deviation×100

1
2
3
4
5
6
7

M．K．

T．N．

1．N．

1．M．

M．K．

A．A．

H．0．

32．6

104．0

152

173

210

420

450

35

94

165

172

210

420

420

土3．6

土5．1

土4．1

±0．3

土0

土0

土3．4
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　E．正常人，肝障害患者血清の血中フェリチン

濃度

　前記Table　2に示す測定条件のもとに正常人男

36例，女30例の肝障害患者血清67例の血中フ

ェリチン濃度を測定した．著者の作製した標準曲

線の感度は31．2ng／mlあるいは15．6　ng／mtであ

ったため血中フェリチン濃度がこの感度以下のも

のは31ng／mlとして計算することとした．その

結果，正常男子の平均フェリチン濃度177土SD

103ng／ml，女子107土SD109　ng／m’であった．肝

障害患者血清では369±SDI11　ng／m∫，最も高いも

ので680ng／mlの検体が存在した．肝癌症例はま

だ少ない例であるが，その11例の平均値628土

SD255　ng／mlであった（Fig．11）．

IV．考　　案

　血清フェリチン検出のためには，ゲル内拡散法

にもとつく種々の免疫学的検出法があるが，感度，

定量性に相当の巾があることが知られている13）．

免疫電気泳動法では感度も低く検出しにくい．

immunoelectrosyneresisでは50μg／ml以上で検出

は可能であるが定量性は持たない．immunoe1㏄tro－

diffusionでは1．25　mg／d1以上で検出可能で，10

mg／d∫～1．25　mg／d∫の範囲内で定量性をもってい

る．またsingle　radial　immunodiffusion法でも10

mg／d1～1．25　mg／dlで用量反応曲線を得る．した

がってこれらの方法は微量のフェリチンの定量性

を欠き，臨床的応用を考慮すると，さらにより高

い定量性をもつ測定系が要求される．そこで著者

は2抗体法によるradioimmunoassayの確立を試

みた．2抗体法によるフェリチンのradioimmun－

oassayに関して，　F．　Stanley14）は，フェリチンの

もつ鉄含量の標準曲線へ及ぼす影響を述べ，フェ

リチンよりも，むしろアポフェリチンの方が免疫

反応性が高いと報告している．またY．Niitsら15》

は2抗体法によるradioimmunoassayによって癌

患者血清中でのフェリチン濃度の分布を報告して

いる．しかし1251一フェリチンの崩壊については，

なお検討の余地があると考えられる．従来フェリ

チンは，その分子構造，アミノ酸構成の問題から標

識しにくいといわれている．著者もFig・1に示す

ように，低いspecific　radioactivityの1251一フェリ

チンしか得ることができなかったことより，標識

の難しい蛋白であることを確認した．

　このことからWalterら7｝の開発したimmuno－

radiometric法が用いられてきている．この方法

は直接フェリチンの1251での標識を避け，フェリ

チンの特異抗体を標識し，それをtracerとして測

定する方法である．

　著者は，熱処理操作を行なわず，細胞分画法，

ゾーン電気泳動，ゲル濾過法を組み合わせてフェ

リチンを精製した．この方法は熱処理操作を省い

たため，比較的緩和な精製条件と考えた．この精

製フェリチン100　Pt9をHunter＆Greenwoodlo）

の方法に準じて1251で標識後，ゲル濾過にて精製

して得た1251一フェリチンの比放射能は0．3～0．4

μCi／μ9でかなり低いものであった．この1251一フェ

リチンは免疫電気泳動によるautoradiography

（Fig・3）で抗ヒト肝フェリチン家兎血清とのみ反

応し，放射能を有する沈降線を得た．このことか

らフェリチン分子そのものがヨード化されたと確

認した．しかしこの1251一フェリチンはsubunitを

もつ分子構造のためか，他の蛋白抗原に比べ

damageがかなり早く進行した．この崩壊の様子

を観察するために行なった1251一フェリチンのse－

phadex　G－200によるrechromatographyの結果

（Fig．4）から1251一フェリチンは崩壊を起こしやす

いことを知った．このことは標識中の強い酸化剤，

温度などによる実験条件，標識抗原の構造上の問

題，ヨード分子の結合状態の不安定性の影響によ

ると考えられる．最初の分離をsePhadex　G75のゲ

ル濾過で分離した1251・フェリチンのピーク分画と，

最初からsephadex　G200で分離した1251一フェリチ

ンのヒ゜一ク分画との1251一フェリチン溶液0．5mlの

sephadex　G－200によるrechromatography像を比

較すると前者の方がdamageの率が高かった．こ

のことは標識中の反応でフェリチン分子がかなり

損傷をうけ，種々の分子量段階の分子破片の存在

が推定され，このことが標識1251一フェリチンの崩

壊や免疫反応に何らかの関係があるのではないか
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と考えられる。著者はchloramine　Tで標識後

sephadex　G－200　column　chromatographyによって

a251一フェリチンを分離精製し，比較的均一な1251一

フェリチンを取り出したと考えたが，放射能被爆

の点から，溶出時間の早いsephadex　G－75で分離

し測定前に再調整することが望ましいと考えた．

Fig．9，10に示したように標準曲線は，前記1251・

フェリチンの不安定によって再現性が低く，測定

のたびに標準曲線が多少変化する．このため測定

ごとに標準曲線を作製する必要性を認めた．

　フェリチン濃度2，000ng／m1の患者血清の

BSA－PBS希釈による標準曲線では，精製基準フ

ェリチンのBSA－PBS希釈による標準曲線と類似

のパターンを呈したが，500ng／m1以上でbound

rateに差が見られた．このことはフェリチン分子

の血中存在状態が不均一であるためか，精製フェ

リチンと血中フェリチンとの分子構造の差による

ものかは不明である．

　以上の基礎的検討の結果，2抗体法によるフェ・

リチンのradioimmunoassayをTable　2のごとく

することが最も妥当と考える．しかしなおフェリ

チンの血中存在様式など不明な点も多くあり，今

後臨床患者血清の測定を行ないつつ解明したい．

V．むすび

　1．フェリチンの微量測定にradioimmunoassay

を適用，2抗体法による測定法を検討した．

　2．ヒト肝フェリチンを精製し，これを用いて

抗ヒト肝フェリチン家兎血清および1251標識フェ

リチンを作製して第1反応に用い，さらに第2反

応として正常家兎血清および抗家兎γグロブリン

山羊血清を用いた．

　3．測定至適条件について検討した結果，以下

の系が最も良いと判断された．すなわち，被検血

清0．lm1，1251標識フェリチンは測定前必ず再精

製して0．lml（約10，000　cpm）をそれぞれ添加後，

第1反応時間36時間4°Cにて反応させた．その

後carrier　proteinとして正常家兎血清50倍希釈

O．1mlを添加後，第2反応時間として24時間4°C

にてよく反応させた．全放射能を測定後，3，000

rpmで遠心分離にて結合型1251・フェリチンと遊離

型1251一フェリチンを分離し，上澄の遊離フェリチ

ンを除去した後，boundのカウントを測定した．

　4．さらに血清検体測定に対して，基準フェリ

チンの溶媒をフェリチン除去血清を用い標準曲線

を作製した．

　5．標準曲線の再現性にっいては，1251一フェリ

チンの崩壊のため，今後なお検討が必要であるが，

測定時ごとに標準曲線を作製することによって，

検体の測定値の再現性を保つことができた．

　6．血清フェリチンの検出感度は31．2ng／ml以

上であった．

　7．正常人，肝障害患者血清の血中フェリチン

濃度を定量した．正常人男子平均177±SD　103ng／

ml，女子平均107土SD109　ng／mlであった．肝障

害血清では369±SDI11　ng／m1，肝癌では628土SD

255ng／m1の高値を認めた．

　なお本研究の要旨は第15回Radioimmunoassay研究

会，ならびに第16回核医学会において発表した．稿を終

わるにあたり，本研究に御指導．御校閲を賜りました馬

場茂明教授，および研究について御助言，御指導を頂い

た埼玉ガンセンター石井勝博士，兵庫医科大学戸沢辰雄

助教授，神戸大学第2内科助手池原英夫先生，共同研究

者の中村功，小島幹代両学士，ならびに教室員諸兄に深

謝の意を表します．
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Summary

S加dies　on　a　Doubl輌tMy　Ra曲i㎜皿oassay
　　　　航he　Determination　of　Human　Ferritin

Takahiro　NAKAJI，　M．　D．

The・Seeo〃d　Dep〃’〃昭nt　Of　lnternalハ砿滅〃θ，」（obe　University　School　Ofル仇rc∫〃e

　　　　　　　　　　　　　　　　　r1）irector：ぷ’higeaki，　Baba，．M．　D．ノ

　　Adouble　antibody　radioimmunoassay　method

fbr　the　determination　of　human　liver　ferritin　was

studied　to　establish　its　validity　of　microassay．

We　purified　serum　protein－f亡ee　ferritin　from　human

livers，　and　made　anti－human　liver　ferritin　rabbit

serum　by　immunizing　with　the　purified　ferritin．

Amodi丘ed　method　of　Hunter　and　Greenwood　was

used　fbr　the　1251－1abelling　of　the　ferritin．

　　1251－labeled　ferritin　was　separated　through　a

sephadex－G75　column　and　repurified　through

G－200column　bef（）re　assay．　The　specific　radio－

activity　of　the　labeled　ferritin　ranged　from　O．3　to

O．4μCi　of　1251－per　microgram　of　protein．　All　dilu－

tions　were　made　with　1／15M　phosphate　buffered

saline，　PH　7．5，　containing　1％bovine　serum　albu－

min（1％BSA－PBS）．　One　hundredμ10f　serum
sample　or　standard　ferritin　was　added　to　100μ1

0f　anti－human　liver　ferritin　rabbit　semm（1：8000）

and　500μof　buffer．　Thel1，1251－1abeled　ferritin

（10，000cpm＝20　ng）was　added．　The　solutions

were　mixed　and　incubated　at　4°C　for　36　hours．

One　hundred　＃1　of　the　normal　rabbit　serum（1：50）

and　100　ptlofthe　second　antibody（1：10）were　added

to　the　solutions，　fbllowed　by　incubation　at　4°C　fbr

24hours．

　　The　above　assay　conditions　were　found　to　be

optimum，　and　the　total　and　precipitated　counts

were　measured　by　Packard　auto一γ一counter．　The

standard　ferritin　was　diluted　in　both　the　1％BSA－

PBS　and　the　ferritin－free　human　serum　obtained

by　sepharose　4B　aMnity　chromatography　using．the

anti－ferritin　rabbit　serum　as　ligand．　The　standard

curves　in　these　diluents　were　almost　the　same　and

showed　that　the　ferritin－free　human　serum　protein

did　not　interfere　with　the　assay　system．

The　minimal　ferritin　concentration　in　normal

serum　detectable　by　this　assay　method　was　31

ng／m1，　and　the　mean　value　of　ferritin　in　normal

human　serum　was　177士SD　103　ng／ml　f（）r　male

（36samples）and　107±SD　109　ng／ml　for　female

（30samples），　respectively．
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