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《ノート》

二抗体法radioimmunoassayキットによる

　　　　　血中ferritin値測定の検討

Measurement　of　Serum　Ferritin　Values　by　Double　Antibody

　　　　　　　　　Radioimmunoassay　Kit
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Lはじめに
　Ferritinは哺乳動物ではほとんどあらゆる組織

中に存在する分子量約45万の鉄貯蔵蛋白質であ

る1・2）．血清中のferritinは放射免疫測定法の開発

によってng／m1単位で測定されるようになり3）～6），

その値は生体の鉄欠乏又は過剰状態をよく反映す

るものとして鉄代謝や血液疾患の分野でその動態

が研究されている1・？）．更に最近では各種悪性腫

瘍患者の血中で血清鉄と相関しないferritin値の

増加が認められ，血中ferritin値は特に肝癌，膵

癌，肺癌，子宮癌，悪性リンパ腫および急性骨髄

性白血病などの診断や治療効果の判定に有用であ

るとの報告がなされている6’8・9）．著者ら10）も先に

各種疾患々者にっいて血清ferritin値と血清鉄値

とを同時に測定しその比を求め，その比の悪性腫

瘍診断における有用性にっいて報告した．

　今回著者らは，二抗体法radioimmunoassay法

によるGamma　Dab　Ferritin　RIAキット　（トラ
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ベノール社）を試用する機会を得たので，血中

ferritin値測定の基礎的検討の結果と臨床応用に

ついて報告する．

II．対　　象

　健常人対象者51例（男20例，女31例）は肝および

腎機能検査，血液検査（Ht値，　UIBC値および血清

鉄値）およびその他の血液生化学的検査で正常範

囲にあり，正常の日常生活を営んでいるものとし

た．

　各種疾患々者410例（悪性腫瘍277例，悪性腫

瘍以外の疾患133例）は京大病院の外来および入

院患者で，各種検査により臨床的に診断され，ま

たは手術，剖検によって確認された症例である．

悪性腫瘍患者についてはすべて病理組織学的に検

索されている．

III．方　　法

　GammaDab　Ferritin　RIAキットの測定原理は

二抗体法によるradioimmunoassay法で，標準

ferritinや1251標tW　ferritinは人の肝ferritinを用

いている．

　1・キットの構成

　キットの構成は下記の通りである．
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1251標E＆　ferritin（14　m～）

家兎抗ferritin抗血清（14　m1）

沈澱用抗血清溶液（130　ml）

測定用緩衝液（56m1）

ferritin標準品（6濃度各2m1）

ferritin－free血清（4m1）

核医学　　17巻10号（1980）

　本法の測定手順は下記の通りで，

Fig．1に示す．

　1）ferritin標準品または被検血清25μ1を各試

験管に入れる．

　2）家兎抗ferritin抗血清100　iulを各試験管に

加える．

　3）1251標識ferritin　500μ1を各試験管に加える．

　4）37°Cで3時間インキュベイトする．

　5）　各試験管に1000　Pt　1の山羊抗家兎抗血清を

加え，37°Cで30分間インキュベートする．

精度管理用コントロール血清（2種）

測定方法
　　　　　　　　　　　　　その概略を

Std．　or　Serum　　　　　　　　　　25μl

Rabbit　Anti－Ferritin　Serum　　100μ1

丁racer　Buffer　Reagent　　　　　　500μ1

mixing

lncubation　（at　37LC，　3hrs．）

Precipitating　Antiserum　Reagent　1000μ1

mixing

incubation　｛at　37ごC，30min．｝

Centrifuge

　Ψ
Aspiration

　＼レ

　Count

　　　B／T｛％）瑠酬・1・・

Fig．1　Procedure　of　GammaDab　Ferritin　RIA　kit．

　6）　その後，1000×gで15分間遠心分離を行い，

上清を吸引除去する．

　7）　各試験管の放射能量を測定する．

　8）標準ferritinの結合カウントより標準曲線

を作成し，未知検体のferritin濃度を読み取る．

IV．成　　績

　1．基礎的検討

1）標準曲線

　Fig．2にferritinキットによる典型的な標準曲

線を示す．この図によると20ng／m1以下の濃度

域では勾配が鈍下し感度が悪くなっているが，

200ng／m1以上の高濃度域では感度は良くなって

いる．

2）反応温度

　原法では反応温度は第1反応，第2反応ともに

37℃で行うようになっているが，若干の検討を

行った．まず第2反応温度を37°Cにして，第1

反応温度を4°，25°および37°Cと変化させた時の

標準曲線とコントロール血清1および2の測定値

（ng／m～）をFig．3に示す．これによると，4°Cで

は結合がまだ十分でなく，25°Cと37°Cではコン

トロール血清の値はほとんど差はなかったが，

37°Cの曲線の方が若干急唆であり，第1反応温

度は37°Cの方が良いと考えられた．
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Fig．2　Standard　curve
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Fig．4は第1反応温度を37°Cにして，第2反

応温度を4°，25°および37°Cと変化させた時の標

準曲線とコントロール血清1および2の値を示す．

標準曲線はいずれの温度条件でもほとんど変化は

みられず，コントロール血清の値にも大きな差は

なく，第2反応は室温で充分と考えられるが，第

　　5　　　　　　20　　　50　　　　　200　　　500

　　　　　　Ferritin　concentration　｛ng’m”

Fig．5　Effect　of　first　incubation　time　on　standard

　　　curve．

1反応，第2反応とも同じ条件に設定する方が便

利なので，以後の測定には37°Cを用いることに

した．

3）反応時間

　Fig．5は第2反応時間を30分間に設定し，第1

反応時間を1，3および6時間と変化させた時の

標準曲線とコントロール血清1および2の値を示

す．これによると時間の経過とともに結合率は上

昇しているが，コントロール血清の値は3時間と

6時間では全く変らず，第1反応時間は3時間で

十分と考えられた．

　次に第1反応時間を3時間に設定して，第2反

応時間を15，30および60分間と変化させた場合の

結果をFig．6に示す．これによると標準曲線に

もコントロール血清1および2の値にもほとんど

差は認められなかった．

4）稀釈試験

　ferritin高濃度の患者血清5例にっいて，キッ

トに添付されたferritin－free血清を用いて稀釈試

験を行った結果をFig．7に示す．いずれの血清に

おいても良好な直線性が得られた．

5）回収試験

　ferritin濃度が29，38および132　ng／m1の患者
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1

血清に標準ferritin　25，100および250　ng／mlを添

加して測定した結果をTable　1に示す．それぞれ

の回収率は，109．6％，104．6％および111．8％で

あり，平均回収率は108．7％と良好であった．

6）再現性

　Table　2に同一測定内（intraassay）および異なっ

た測定間（interassay）における再現性の成績を示

す．同一測定内における再現性の検討には濃度の

異なった3種の患者プール血清を用いて各々10回

の測定を行ったが，各々の平均値および標準偏差

は，122．4土6．7，186．6土5．6および340．3土13．4ng／

m1であり，変動係数は各々5．5，3．0および3．9％

と良好な成績が得られた．

　次に異なる測定間における再現性の検討にはキ

ットに添付されている2種のコントロール血清を

用いて行ったが，8回の測定の平均値と標準偏差

は各々10．1士0．7および97．1土3．9ng／m1であり，

変動係数は6．9および4．0％で満足すべき成績で

あった．

7）　RIAGNOST　Ferritin　RIAキットとの相関々

　　係

　本キット（Y）およびRIAGNOST　Ferritin　RIA

キット（X）11）でともに測定しえた検体75例につい

てその測定値の相関々係をみたのがFig・8である．

全体に本キットでの測定値の方が低値をとる傾向

がみられるが，両者は非常に良く相関し，相関係

数γ＝＋0．979，回帰直線式γ＝0．524×＋1．876で

あった．

　2・臨床応用

　健常人，悪性腫瘍以外の疾患々者および各種悪

性腫瘍患者の血中ferritin値の分布をFig．9に示

す．

1）健常人の血中ferritin値

　健常人男子20例，女子31例の血中ferritin値の

分布はFig．9の最上段に示す．男子の幾何平均値

（および±標準偏差値）は，73．9ng／ml（41．5～

131．6ng／ml），女子は38．6　ng／m1（23．4～63．9　ng／

ml）であり，女子は男子より低値をとる傾向がみ

られた．また，女子では非常に低い値を示すもの

が多く，潜在性の鉄欠乏状態にあるものが多い事

がうかがわれた．上の値より200ng／m1を正常上

限値とし，この値を越えるものを陽性とした．

2）　悪性腫瘍以外の疾患々者の血中ferritin値

　再生不良性貧血8例では2例を除き6例が非常

な高値を示したが，逆に鉄欠乏性貧血41例では大

部分が10ng／m1以下を示した．

　慢性肝炎13例と肝硬変症16例では低値から高値

まで広く分布したが，肝硬変症の2例で1000ng／

m1を越えるものもみられた、
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Table　l　Recovery　test

Ferritin　added（ng／ml）

25 100 250
　mean
recovery（％）

29ng／ml

measured
recovered

recovery（％）

　58．2

　29．2

（116．8）

128．9

99．9

（99．9）

309．7

280．0

（112．0） 109．6

38ng／m1

measured
recovered

recovery（％）

62．7

24．7

（98．8）

136．4

98．4

（98．4）

329．8

291．8

（116．7） 104．6

132ng／mt

measured
recovered

recovery（％）

160．8

　28．8

（115．2）

232

100

（100．0）

432．7

300．7

（120．3） 111．8

（108．7）

Table　2 Intraassay　　reproducibility　　and　　Interassay

reproducibility．

Inter－assay　N＝8

F・r川tln　　concentr・いon　　lng　lml）

Intra－assay　N＝10

S智e　1 2 3 4 5

Mean
S．D．

C．V．（％）

122．4　　　186．6　　　340．3　　　　10．1

　6．7　　　　5．6　　　　13．4　　　　0．7

　5．5　　　　　3．0　　　　　3．9　　　　　6．9
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Fig．8　Correlation　between　RIAGNOST　Ferritin　RIA

　　　kit　and　GammaDab　Ferritin　RIA　kit．

　その他の各種疾患々者55例では低値から高値ま

で広く分布したが1000ng／m1を越える例はなか

った．

3）　各種悪性腫瘍患者の血中ferritin値

　各種悪性腫瘍患者277例では，特に肝癌，肺癌お

よび遠隔転移を有する子宮癌患者で血中ferritin

値が非常に高値を示すものが多くまた陽性率も高
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Fig．9　Distribution　of　serum　ferritin　values　in　normal

　　　and　various　diseases．

かった．なお症例数は少ないが膵癌2例，食道癌

2例および膀胱癌1例は非常な高値を示した．

　甲状腺癌では髄様癌7例とその他の組織型の癌

6例とのferritin値の分布に大きな相違はみられ

なかった．

　また，明らかな遠隔転移巣を有する症例と有し
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ない症例とでは，子宮癌を除いて，著明な差は認

められなかった．

V．考　　案

　ferritinは生体の鉄貯蔵蛋白質としてほとんど

すべての組織中に存在し古くから研究されてお

り12・13），分子量約44万～48万で，蛋白の殻と中心

の鉄ミセルから成る20～24個のsubunitから成

り14），各組織毎にmicroheterogeneityを示す事が

知られている15・16）．

　しかし血中のferritinの検出は比較的新しく，

1956年Reissman＆Dietrich17）がimmunopreci・

pitin法で初めて行ったが感度は非常に悪かった．

1972年Addison3）らがradioimmunometric　assay

法を開発してng／m1単位の血中値が測定されるよ

うになり，その後血中ferritin値の測定法として

Milesら5）がtwo－site　radio　immunometric　assay

法を，Niitsuら6）が二抗体法によるradio　immuno

assay法（RIA法）を報告し，各種疾患々者の血中

ferritin値が測定されるようになった．

　その結果，血中ferritin値は生体の鉄欠乏または

過剰状態をよく反映するものとして認められ1・7），

更に各種の悪性腫瘍患者で血清鉄と相関しない

増加が認められ，悪性腫瘍に付随して増加する

tumor－markerとして注目されている6・8・～10）．

　我が国では1978年後半より血中ferritin値測定

用キットが数社から市販されており，血液疾患お

よび鉄代謝の分野で，また悪性腫瘍の補助的診断

や経過観察の指標の一つに利用されている．特に

肝癌，膵癌，肺癌，子宮癌悪性リンパ腫および骨

髄性白血病での診断に有用であるとの報告が多
レ、8，10，16，18）．

　1．Gamma・Dab・Ferritin・RIAキットの検討

　今回検討した本キットは競合結合による二抗体

法radioimmunoassayの原理に基づく血清ferritin

のin　vitro測定用のキットで，測定系のferritin

には人肝ferritinを用いている．

　この測定系では被検血清を25μ1使用し2ng／

ml～500　ng／m1の範囲が測定可能となっている．

Fig．2に示す如く低濃度域が高濃度域と比べ感度

の点では劣るが鉄欠乏性貧血や潜在性の鉄欠乏者

の診断，また逆に悪性腫瘍診断などの高ferritin

血症の診断を主な目的とする場合も十分使用可能

であると思われる．

　インキュベーションの反応時間および温度はキ

ット添付書に示された通りに行って十分な成績が

得られた．

　稀釈試験では高濃度の患者血清5例で行ったが

いずれも良好な直線性が認められ，所謂high　dose

hook　effectはみられず，高濃度検体の稀釈によ

る測定も特に問題はないと考えられた．

　回収試験の成績は平均で回収率108．7％と満足

すべき結果が得られた．

　再現性については，異なる3種の検体の同一測

定内（intraassay）での再現性の変動係数は各々

5．5％，3．0％および3．0％で，非常に良好な結果

であった．また2種の検体の異なる測定間（inter

assay）での再現性の変動係数は，6．9および4．0％

で，良好な結果であった．

　本キット（Y）とRIAGNOST　Ferritin　RIAキ

ット11）（X）とで測定した血中ferritin値の相関々

係は，相関係数γ＝＋0．979で非常に良好である

が，回帰直線式はγ＝0524×＋1．876となり本キ

ットでの測定値が低くなる傾向がみられた．これ

は両キットとも人肝ferritinを用いているが，二

抗体法radioimmunoassay法とtwo　site　solid

phase　immunoradio　metric　assay法との測定法の

相違や，用いる抗血清が，由来する臓器毎に種々

なheterogeneityを示すものを含む血中のferritin

に対して反応性が異なるためと考えられる．

　以上，本キットは精度，再現性，感度などは良

好で操作も簡便であり，日常の臨床検査法として

満足すべきものであると認められる．

　2．臨床応用について

　本キットを用いて測定した健常人男子20例の血

中ferritin値の幾何平均値（および標準偏差値）は

73．9ng／m1（41．5～131．6　ng／ml）で，女子31例では

38・6n9／ml（23・4～63．9　ng／m1）であった．著者ら

は「健康」とする人にも血液Ht値，　UIBC値お

よび血清鉄値を測定し正常範囲内にあるものを健
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常人としたが，それでもなお女子では血中ferritin

値が20ng／m1以下の非常に低い値を示す者がみ

られ，潜在性の鉄欠乏状態にあると考えられ，こ

れらの検出には血中ferritin値の測定が有用であ

ると思われる．

　鉄欠乏性貧血ではほとんどが10ng／ml以上を

示した．

　再生不良性貧血では8例中6例が非常な高値を

示し，鉄利用低下による相対的鉄過剰状態を反映

したferritin値増加であると考えられる．

　悪性腫瘍以外の疾患では低値より高値まで広く

分布するが，慢性肝炎や肝硬変症で比較的高値を

示すものがみられ，炎症などによる組織崩壊から

の組織中ferritinの血中への逸脱が主な原因と考

えられる19・20）．

　悪性腫瘍患者では人体に低値から非常な高値ま

で広く分布したが，特に肝癌，肺癌，膵癌，子宮

癌などで非常な高値を示すものが多くみられた．

　悪性腫瘍患者とそれ以外の疾患々者の血中fer・

ritin値の分布より，1000　ng／m1を越える症例は

悪性腫瘍が強く疑われる．しかし両者の分布には

かなりの重複が認められ，悪性腫瘍診断という観

点からは血中ferritin値だけでは有効な指標にな

り得ないと考えられる．

　著者ら10）は先に血中ferritin値と血清鉄値を同

時に測定し，その比（ferritin値／血清鉄値）を求

める事により，悪性腫瘍以外の疾患では93．3％が

比が10以下であるのに対して，悪性腫瘍では比が

10以上を示すものが51．9％にみられる事を示し，

「比が10以上」が悪性腫瘍診断の一つの指標にな

り得ると報告した．

　Ishitaniら21）は肺癌患者で血中ferritin値は34

例中21例61．8％に陽性となり，血中CEA値の陽

性率47．5％より高く，また両者を組み合わせる

事により89．5％の検出率になると報告している．

また，GrOPPら22）は4例の肺癌患者の放射線治療

または化学療法の経過中の経時的な測定でCEA

とferritin値はよく平行したと報告している．

　以上より血中ferritin値は各種のmarker組み

合わせれば，特に肝癌，膵癌，肺癌，子宮癌など
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で補助的診断や経過観察の一つの指標として有用

であると考えられる．

　なお甲状腺髄様癌はCalcitoninやCEAなどを

よく産生し，これらの血中値を測定することによ

り他の組織型の甲状腺癌との鑑別が容易である

が23），ferritin値に関しては組織型による相違は

認められなかった．

　悪性腫瘍において血中ferritin値が上昇する機

序に関しては種々な要因が考えられているが18），

未だ完全には解明されていない．しかし腫瘍組織

から腫瘍に特異的なferritin（acidic　isoferritin24）

またはcarcinofetal　isoferritin25）など）の産生も考

えられており，悪性腫瘍患者の血中ferritinの増

加の一つの要因になっていると考えられている26）．

　今後悪性腫瘍診断の観点に立てば，腫瘍特異性

のisoferritinの分離精製とRIAなどの測定法の

開発が望まれるe

VI．おわりに

　二抗体法radioimmunoassay法によるferritin

測定用キット，Gamma　Dab　Ferritin　RIAキット

（トラベノール社）を検討した結果，精度，再現性

などは良好で，他のferritin測定用キットともよ

く相関し信頼性が高く，また測定操作も簡単で日

常臨床検査法として満足すべきものであった．

　臨床的応用に関しては，患者の鉄欠乏または過

剰状態の判定や治療の指標として有用であり，更

に悪性腫瘍，特に肝癌，膵癌，肺癌および子宮癌

の補助的診断や経過観察の指標の一つとして有用

であると考えられる．

稿を終るに臨み，Gamma　Dab　Ferritin　RIAキット

を提供された日本トランベール社に謝意を表します．
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