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《ノート》

2一サイトイムノラジオメトリックアッセイ（サンドイッチ法）

　　　　　　　　　における平衡論的取扱い（その1）

一
固相化抗体と抗原との平衡定数が極めて大きい場合一

　　　　　Mathematical　Treatment　of　2－site　Immunoradiometric（Sandwich）

　　　　　　　　　　　　　　　Assay　at　Equilibrium－1

－
ln　the　Case　of　Equilibrium　Constant　of　Solid　Phase　Antibody　Approach　lnfinite一

池田　勲夫＊　飯沼　一茂＊ 高井　　優＊　　倉田　邦夫＊

Isao　IKEDA，　Kazushige　liNuMA，　Masaru　TAKAI，　and　Kunio　KuRATA

1）ainabo　t　Radioisotope　Laboratories

1．緒　　言

　ラジオイムノアッセイ（RIA）には大別して，

標識された抗原を用いて検体中の抗原との競合反

応を利用する方法と，標識された抗体と固相化抗

体を用いて検体中の抗原を測定する方法とがある．

前者については，Berson＆Yalow1）をはじめと

して，Ekins2），　Rodbard3・4）ら多くの研究者によ

って理論的解析がなされてきた．また後者は，イ

ムノラジオメトリックアッセイ（IRMA）5）として

端を発し，その後2一サイトIRMAとして発展

し6”8），現在では通常サンドイッチ法と呼ばれて

広く応用されている．そのサンドイッチ法につい

てもその標準曲線は，Rodbard＆Feldmang・10）ら

によつて反応速度論的に解析されている．しかし

ながら，それらは現実の種々の現象を説明する上

では必ずしも十分なものではない．そこで著者ら

は実験データの解析，標準曲線の予測を目的とし，
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サンドイッチ法における平衡論的解析を行うこと

にした．今回は，標準曲線の平衡論的な取扱いを

簡略化するために，固相化抗体と検体中の抗原と

の反応が完全に進行する，すなわち，その平衡定

数をK1とした場合，　K1－。。であるという条件の

もとで解析を行ったので報告する．

II．平衡論的解析

　通常サンドイッチ法においては，（1）固相化抗体

に標準抗原または未知検体を加えて反応させた後，

未反応抗原を洗い去り，ついで標識抗体を加えて

反応させ，反応，洗浄後，固相上の放射能を測定

する，いわゆる2ステップ法および，（2）固相化抗

体ゴ標準抗原または未知検体，および標識抗体を

同時に加え，反応終了後，固相上の放射能を測定

する1ステップ法が用いられている．今回は以下

に述べるとおり，おのおのの場合について平衡論

的に解析してみることにする．まず反応モデルを

作成するにあたり，競合反応を利用したRIAの

抗原一抗体反応モデルの場合とほぼ同様2・4），次

のような仮定をたてた．

　Key　words：Radioimmunoassay，2－site
radiometric　assay，　Equilibrium　constant．
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1052 核医学　19巻7号（1982）

　（i）抗原は化学的に均一である．

　（ii）固相化抗体および標識抗体は化学的に均

一であり，しかも抗原に対する反応性は互いに妨

害することなく独立している．

　（iii）固相化抗体および標識抗体は1価であり

おのおの抗原内の異なる部位に対して1：1のみで

反応し，この抗原一抗体反応による立体障害およ

び協同効果はない．

　（iv）反応はすべて平衡に達するまで行う．

　（v）反応終了時の分離に際しては平衡状態を

乱すことはない．

　1・2ステップサンドイッチ法

　第1反応における平衡定数（K1）が非常に大き

い場合，固相化抗体と反応した抗原が第2反応中

に解離するのが無視できるので，第1反応および

第2反応をおのおの次のように簡単に表わすこと

ができる．

第1反応　Ag＋Ab1　＝　AgAbi
　　　　　　　　　K1

……
（D

第2反応　AgAb’1＋Ab2＊自　AbiAgAb2＊
　　　　　　　　　　　　K2

・・・…
　（2）

ここで，Ta＝総抗原濃度，　Tb1＝固相化抗体のみ

かけの総濃度，Ta’一第2反応で用いた総抗原濃

度，Tb2一標識抗体総濃度とすれば，

Ta＝［Ag］十【AgAb1］

Tb1＝［Ab1］十［AgAb1］

Ta’＝【AgAb1’】十【Ab1Ag　Ab2＊】

Tb2＝【Ab2＊】十［Ab1Ag　Ab2＊］

　ただし［Ag］：遊離抗原濃度

……
（3）

・・・…
　（4）

……
（5）

・・・…
　（6）

　　　　　【Ab1］：遊離固相化抗体のみかけの濃度

　　　［Ag　Ab1］：固相化抗体一抗原結合物のみか

　　　　　　　　けの濃度

　　　［Ag　Ab1’］：第2反応での遊離固相化抗体一

　　　　　　　　抗原結合物のみかけの濃度

　　　　【Ab2＊］：遊離標識抗体濃度

　IAbi　Ag　Ab2＊］：固相化抗体一抗原一標識抗体結

　　　　　　　　合物のみかけの濃度

また，第1反応終了後，未反応抗原Agを洗い去

り，固相化抗体一抗原結合物Ag　Ab1を用いて標

識抗体Tb2と第2反応を行わせるのであるから，

Ta’＝［Ag　Ab1］となる．

　一方，第1反応および第2反応における平衡定

数をおのおのK1，　K2とすれば，第1反応より

K・一［㍑鵠f（T。－T亮b、二丁可）

であるから，これより

　KITa’2－｛（Ta十Tb1）K1十1｝Ta’十KITaTb1＝0

のTa〃についての2次式が得られる．ここでK1→

。。としてTa’について解くと

　　Ta・＝（Ta十Tb1）－1Ta－Tbi1

　　　　　　　　　2

となり，これより

　　Ta≧Tb1のとき　Ta’＝Tb1　　　　……（7）

　　Ta〈Tblのとき　Ta’＝Ta　　　　……（8）

となる．次に標識抗体の結合した割合をb（0≦b

≦1）と置くと，b＝［Ab1　Ag　Ab2＊］／Tb2であるから

第2反応より

　　K・一【去鵠琴］霊㍉一（T。’－b吉，）（1－b）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　……（9）

となる．今回の報告では，K1が非常に大きい場

合にっいて論じているのであるから，2ステップ

法の標準曲線については次の2つの場合にわけて

考えなければならない．まず，

　1）Ta≧Tb1の場合

　（7）式よりTa’－Tb1であるから，これを（9）式

に代入してbについて解くと，

bニ

（Tb1十Tb2）K2十1－～／1（J　i「亘十Tb2）K2十f戸二14ffi27i　blT’i　r2

　　　　　　　　　　2K2Tb2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　……（10）

となる．標準曲線を描くにあたり，Tb1，　Tb2およ

びK2は一定であるから，　Ta≧Tb】，すなわち総抗

原濃度≧固相化抗体のみかけの総濃度の領域にお

いては，抗原濃度に関係なくbは一定値を示す．

さらにここでK2→。。とすれば，

　　Tb1≧Tb2のとき　b＝1　　　　……（11）

　　Tb1＜Tb1のとき　b－Tbl／Tb2　　……（12）

となって標準曲線はきわめて簡単な式になる．

　（2）Ta＜Tb2の場合

　（8）（9）式よりbについて解くと

Presented by Medical*Online



b一

2一サイトイムノラジオメトリックアッセイ（サンドイッチ法）における平衡論的取扱い（その1）

（Ta十Tb2）K2十1－～／｛（Ta十Tb2）K2十1｝2－4K22TaTb2

　　　　　　　　　2K2Tb2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　……（13）

となる．ここで得られる標準曲線は（13）式から明

らかなとおり2次曲線を示している．さらにK2

→。。とすることにより，

　　Ta≧Tb2のとき　b＝1　　　　　……（14）

　　Ta〈Tb2のとき　b＝Ta／Tb2　　　……（15）

で表わされる標準曲線になる．

　ここでK1＝K2＝。。の場合についての標準曲線

の例を示す．ここでは縦軸にはbの代りに結合率

（％）（b×100）を用いる．固相化抗体のみかけの総

濃度（Tb1）および標識抗体総濃度（Tb2）が等しい

場合，Fig．1に示したとおり，結合率（％）は（15）

式に従い総抗原濃度（Ta）の増加とともに上昇し，

抗体濃度（Tb1，　Tb2）と同濃度になる点で100％に

なることがわかる．次にTb1を一定に保ち，　Tb2

を変化させた場合の標準曲線をFig．2に示した．

Tb2がTb1より低い場合には，　Fig．1と同様Ta

の増加に伴い（15）式に従って結合率（％）は増加

1053

し，Tb2と等しくなる点において100％を示す．

しかし，Tb2がTb1より濃い場合には，結合率は

（15）式に従い，TaがTb1と同濃度になるまで増

加するが，以後，Ta≧Tb1の領域においては一定

値Tbl／Tb2を示す．

　一方，K2変化（Kl＝。。）における標準曲線の例

をFig．3に示した．抗原過剰領域で一定値を示す

結合率（％）はK2の増加に従つて増加し，しかも

抗原の測定可能な領域が低濃度側に移行していく

ことがわかる．またK2が一定のもとでTb2を変

化させた場合の標準曲線をFig．4に示した．　Tb2

が濃くなると，すなわちここで示したK2に対し

て第2反応の平衡が生成側に有意に移行する濃度

以上になると，当然のこととしてK2＝∞の場合

と同じ標準曲線を示すが，Tb2が低くなるに従っ

てK2の影響をうけることになるため，　K2－。。の

場合と比較して結合率は低下する．

　2．1ステップサンドイッチ法

　1ステップ法とは，固相化抗体，抗原および標

識抗体を同時に加えて反応させることを意味して

いるから，固相化抗体と抗原との反応における平
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　　　　　　　　　　　　　　　Ta　（H）

Fig．1　Theoretical　dose－response　curves　for　2－step　Sandwich　assay　when　all　reaction　are

　　　irreversible　and　allowed　to　reach　completion（K1＝K2＝o◎）．
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Fig．2　Effect　of　labeled　antibody　concentrations　on　theoretical　dose・response　curves　for

　　　　　　2－step　Sandwich　assay　at　K1＝K2＝Oo．
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Fig．3　Theoretical　dose・response　curves　of　2－step　Sandwich　assay　for　various　K2　values．

　　　　　　（K1－。。）．
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Fig．4　Theoretical　dose－response　curves　of2－step　Sandwich　assay　for　Various　labeled　anti・

　　　　body　concentrations．（K1＝oo）．
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衡定数（K1）が非常に大きいとした場合，主とし

て次にあげた反応を考えなければならない．

Ag十Ab1　＝　AgAbi
　　　　　K1

Ag十Ab2＊s＝＝；AgAb2＊
　　　　　K2

AgAb1十Ab2＊均Ab1AgAb2＊
　　　　　　　　K2

・・・…　（16）

・・・…
　（17）

……
（18）

ここではK1が非常に大きいとしているのだから，

（8）式から明らかなとおり，Ta＜Tb1の場合，す

なわち総抗原濃度（Ta）が固相化抗体のみかけの

総濃度（Tb1）より低い場合，抗原はすべて固相化

抗体と反応することになり，（17）式の反応は無視

できる．このことは，Ta＜Tb1の領域においては，

2ステップサンドイッチ法と同一の標準曲線を示

すことを意味している．一方，Ta≧Tb1の領域で

は（16）～（18）式より

　　Ta＝［Ag］十［AgAb1］十［AgAb2＊］

　　　　　十【Ab1AgAb2＊］　　　　　　　　　　　　・・・…　（19）

　　Tb1＝［AgAb1］十［Ab1AgAb2＊］　　　……（20）

Tb2＝［Ab2＊］十［AgAb2＊］十［Ab1AgAb2＊】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・・…　（21）

K・一［譜鵠「農鵠謀】 ・・・…
　（22）

と表わすことができる．ここでb－【Ab1AgAb2＊］

／Tb2とおく．（22）式より，［AgAb2＊］＝K2【Ag］

［Ab2＊】および【AgAb1］ニbTb2／K2【Ab2＊］カミ得られ，

これを（19）～（21）式に代入するとおのおのの式は，

（19）式より

　　Ta－Tb1＝【Ag］｛1十K2【Ab2＊］｝

また（20）式より

　　Tbi－bTb2＝bTb2／K2【Ab2＊】

（21）式より

　　Tb2－bTb2＝［Ab2＊］｛1十K2【Ag］｝

・・・…
　（23）

・・・…
　（24）

・・・…
　（25）

となる．（23）～（25）式を用いて【Ag］および［Ab2＊】

を消去しbについて解くと，
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　（Tb1Tb2十TaTb1）K2十Tb1一／｛（Tb1Tb2十TaTb1）K2十Tb1｝2－4K22T云1「b］戸〒152
bニ
　　　　　　　　　　　　　　　　2K2TaTb2

・・・…
　（26）

が得られる．これは，Ta≧Tb1の領域においては，

bとTaとの関係が2次曲線であることを示して

いる．またK2→o。とすることにより，

　　Ta≧Tb2のとき　b＝Tb1／Ta　　　・…・・（27）

　　Ta＜Tb2のとき　b＝Tb1／Tb2　　……（28）

が得られる．

　Kl－K2＝・。の場合において，1ステツプ法に

よる標準曲線の例をFig．5およびFig．6に示し

た．標準曲線は，Ta≦Tb1の領域においては2ス

テップ法と同一であり，Ta≧Tb1になつた場合，

（27）式または（28）式に従い，一定値（Tb1／Tb2）を

示すかまたはTbl／Taに従つて減少する．さらに，

K2変化（K1＝。。）における標準曲線をFig．7に示

し，K2一定のもとでTb2変化によるそれをFig．8

に示した．いずれの場合においても，TaがTb1

より大になると結合率（％）は（26）式に従つて減

少することがわかる．このような現象は，一般的

にプロゾーン効果として知られている．

Ill．考　　察

　今回，著者らはサンドイッチ法の平衡論的な解

析をK1－。。，すなわち固相化抗体と抗原との反

応において，いずれか一方，濃度の低い方が完全

に消費されるまで反応するとの仮定のもとで行つ

た．この中でも，K1－K2－∞における標準曲線

はFig．1，2，5，6に示したとおり，非常に特殊な

例であり，通常のサンドイッチ法の標準曲線にみ

られるような曲線ではない．しかし，サンドイッ

チ法では，競合反応を利用したRIAの場合とは

異なり，固相化抗体に可能な限りの抗原をとらえ，

しかもその抗原に可能な限りの標識抗体をとらえ

ることが理想的であり，その意味においてK1＝

K2＝∞とした場合の標準曲線は，いわば理想的

なものであるといえる．一方，K2≒。。において

は，比較的滑らかな曲線が得られているものの，

1ステップ法のそれは，結合率（％）が最大値を

与える抗原濃度付近においてはかなり屈曲した状
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Fig．5　Theoretical　dose－response　curves　for　1・step　Sandwich　assay　when　all　reactions

　　　are　irreversible　and　allowed　to　reach　completion（K1＝K2＝oo）．
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Fig．6　Effect　of　labeled　antibody　concentrations　on　theoretical　dose－response　curves　for

　　　　　　1－step　Sandwich　assay　at　K1＝K2＝oo．
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Fig．7　Theoretical　dose．response　curves　of　1－step　Sandwich　assay　for　various　K2　values．
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Fig．8　Theoretical　dose－response　curves　of　1－step　Sandwich　assay　for　various　labeled

　　　antibody　concentrations．（K1＝◎o）．

態になっている．これは，明らかにKl＝。。とし

たことによるものである．通常RIAに用いてい

る抗体のK1は108～10111／mol程度であり，その

場合の標準曲線はK1－。。の場合と比較して傾向

は同じであるが，実際的な形状は異なっている．

その場合の平衡論的解析については，次報で詳細

に述べるが，2ステップ法においては，第2反応

中に抗原が固相化抗体から解離してくる反応も考

慮しなければならず，さらに複雑な式で表わされ

る標準曲線になる．

　また，サンドイッチ法の多くは，縦軸に結合率

（％）の代りに反応した標識抗体のカウントでプロ

ットしており，したがってその場合には標識抗体

濃度だけでなく比放射能についても考慮しなけれ

ばならない．そして反応した標識抗体のカウント

を（AblAgAb2＊）カウントとすれば，

　　（Ab1AgAb2＊）カウント＝b・Tb2SVT

　ただしS：標識抗体の比放射能

　　　　V：反応液量

　　　　T：測定時間

と表わせる．標準曲線をカウントでプロットする

場合，標準曲線はこの式より，比放射能，測定時間

等によつて単純に上下平行移動することがわかる．

　IRMA法およびサンドイッチ法における理論

的解析についてはRodbardらによつても報告さ

れている9’－11）．Rodbardらは解析をするにあた

り，IRMA法およびサンドイッチ法における固

相化抗体濃度Tb1－3／K1という条件を設定し，速

度論的に解析した結果，その標準曲線を作成して

いる．このTb1＝3／K1という関係は，　RIAにお

ける最高感度を得るための最適条件であるが2），

サンドイッチ法の場合，最高感度を得るためには

K1＝o。あるいはTb1＝o。となることが必要条件

である．しかも反応を速度論的に扱う場合，サン

ドイッチ法では多くの場合固相化抗体を使用する

ため，液相系のみの反応の場合と異なってきわめ

て複雑になることが予想される．一般的に抗原

一抗体反応は拡散律速の反応であるといわれてお

り12），一方（16）（17）式はおのおの固一液系，液

一液系という不均一系での反応であり，この中で

おのおのの速度定数のパラメータを設定するのは

難しい場合が多い．さらに高感度の標準曲線を得
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2一サイトイムノラジオメトリックアッセイ（サンドイッチ法）における平衡論的取扱い（その1）

るために，K1およびK2に対してTblおよびTb2

を比較的大量に用いていることが多く，したがっ

て比較的平衡に近い状態で測定しているものが多

い．こうした意味において，サンドイッチ法の平
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衡論的な解析による取扱いは，現実の標準曲線を

理解する上において，またサンドイッチ法におけ

る基本的概念を得るのには最適であると考えられ

る．

IV．結 論

サンドイッチ法での標準曲線において，1ステップ法および2ステップ法についておのおの平衡論的な

解析を行つた結果，標準曲線はおのおの次のとおりである．

（1）2ステツプ法

　（i）Kl－K2－∞の場合

　　Ta≧Tb1，　Tb1≧Tb2のときb＝l

　　Ta≧Tb1，　Tb1＜Tb2のときb＝Tb1／Tb2

　　Ta＜Tb1，　Ta≧Tb2のときb＝＝　1

　　Ta＜Tb1，　Ta〈Tb2のときb＝Ta／Tb2

　（ii）K1＝oO，　K2キoOの場合

Ta≧Tb1のとき

Ta＜Tb1のとき

b＿（Tb・＋Tb・）K・＋1一ン｛（Tb・＋T炬）K・＋i｝2二4k打b・Tb・

　　　　　　　　　　　　　　　2K2　Tb2

b－（聖＋Tb・牌＋1－V｛（T・＋Tb・）些・＋旦2－4K22　T・T6・・

　　　　　　　　　　　　　　2K2　Tb2

（2）1ステップ法

　（i）Kl－K2－∞の場合

　　Ta≧Tb1，　Ta≧Tb2のときb－Tb1／Ta

　　Ta≧Tb1，　Ta＜Tb2のときb＝＝Tb，／Tb2

　（ii）　K1＝oo，　K　2≒oOの場合

　　Ta≧Tblのとき

b工b・Tb2＋T・Tb・）K2±エb・二竺｛（エb・！P・＋T・Tb・）K・±工巨！｝2－4K22T・Tb・2Tb・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2K2　TaTb2

　ただし，Ta＜Tb1の領域では2ステップ法と同

じである．

　以上，平衡論的に得られた標準曲線は，K1－。。

という条件下で解析されているため現実のサンド

イッチ法のそれとは若干異なつているが，今後の

平衡論的解析のための一端として有意義なもので

あると考えられる．
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