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《ノート》

ビーズ固相法CEAラジオイムノアッセイキットの基礎検討

Studies　on　a　Solid　Phase　CEA　Radioimmunoassay

長　田　篤　雄＊

Atsuo　NAGATA＊

＊Radioisot《りpe　Laboratory，　Saitama　ilLttedical　School

1．はじめに

　Carcinoembryonic　Antigen（CEA）の測定では

現在Radioimmunoassay（RIA）法1”5）およびEnzy－

meimmunoassay（EIA）法6）と開発が進み，測定キ

ットとしてもすでに5種類以上2・6’v20）が実用に供

されている．しかしすでに指摘されているように，

CEAおよびその類似抗原の多様性5・11－’18），さら

には抗CEA抗体の差異7・13）によってこれらキッ

ト間での相関関係は認められてはいるものの，同

一試料で測定値に相当な差異があるため，それぞ

れのキットによる測定値の互換性はほとんど無い

とされている．これらの事情を考慮するといまだ

に完全な測定キットと断言できる状態にはないよ

うに思われる．しかし臨床上ではすでに一部の癌

のマーカーとして高く評価されており8・11・12・19），

癌，非癌の認識度や経過観察のために，測定系に

用いる抗原，抗体の質的改善，高値の希釈性の改

善などの努力は続けられるべきであろう．

　われわれは今回新しく開発された第一ラジオア

イソトープ研究所のCEA　Radioimmunoassayキ

ット（以下，本法）を入手する機会を得たので，現

在実施しているダイナボット社のCEA　RIAキッ

トとの比較を中心として検討を行った．
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II．実　　験

　1．キットの構成と標準的測定法

　本キットは標準濃度品6バイアル（300，50，10，

3，1，0ng／m1），1251一抗CEAヤギ抗体，固相抗CEA

ヤギ抗体ビーズ，およびコントロール血清が含ま

れている．標識抗体と固相抗体は別々のCEA標

品に対して作製したヤギ抗体20）である．Figure　1

にアッセイ手順を示す．抗体ビーズとサンプルに

よる第1インキュベーションと，それに続く1251－

CEA抗体を加えての第2インキュベーションが

必要なサンドイッチ法となっている．

　2・実験方法

　標準曲線の安定性を確認するため，同一ロット

で測定日を3回変えた場合，異なる3ロットで3

回測定した場合の標準曲線およびコントロールの

値を比較した．またインキュベーション時間の影

響を第1インキュベーションでは2，4，6，24時間

と変化させ標準曲線とコントロールについて検討

した．第2インキュベーションについても同様に

4，24，48時間について検討した．この場合温度は

すべて23°Cに固定した．アッセイ内変動にっい

ては3種類の血清についてそれぞれ10回ずつ測定

し，平均値，標準偏差（SD），変動係数（CV）を求

めた．またアッセイ間についても6種類の血清に

ついて6～8回測定し同様にして評価した．

　高濃度サンプルはキット添付のOng／m1標準液

Key　words　l　CEA，　radioimmunoassay，　solid　phase，

plastic　bead，　dilution　methods　on　sample．
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1378 核医学　20巻9号（1983）

　　　Standard　or　Sample．．．．．．．．．50μ1

　　　　　
　　Buffer　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．200μ1

　　　　　
　　Antibody　Bead．．．．．．．．．．．．．　1

　　　　↓　first　incubation（4　hrs，　room　temp．）

　　　Wash　Bead
　　　　↓

　　　1251－CEA　antibody．．．．．．．．．．200μ1

　　　　↓　second　incubation（20　hrs，　room　temp．）

　　　Wash　Bead
　　　　↓

　　　Count

Fig．1　Assay　procedure　of　the　CEA　radioimmuno－

　　　assay　kit（Daiichi）．

（1・2％ウシγ’グロブリン，0・5％BSAを含む0．1M

酢酸緩衝液）20）で倍々希釈を行い標準曲線との平

行性および測定値の直線性を観察した．

　他の測定法との相関性は従来から広く国内で使

用されているダイナボット社のCEA　RIAキッ

ト5・7・19）（以下D法）との比較を行った．両測定法

の無希釈での測定値と希釈での測定値についてそ

れぞれ比較した．D法については高値での際立っ

た頭打ち現象21）が指摘されているので，われわれ

は10ng／m1以上のサンプルをすべて希釈測定し

ている．この方法22）の概要は，初期濃度を元に希

釈倍率を決めて倍々希釈で3濃度のサンプルを調

整し，これらの測定値と希釈比率の間に直線性が

観察される値に希釈倍率を乗じて測定値を求める

方法である．例えば10～20ng／mlでは5，10，20

倍希釈系例，20n9／m1以上では10，20，40倍希釈

を行い，これらで直線性が確認されない場合はさ

らに高倍率希釈を採用する方法である．またこれ

ら相関関係の観察以外にD法標準濃度を本キット

で，また逆の測定も行い標準濃度品の比較を行っ

た．

　臨床的検討としては，健常男子25名（年齢20～

45歳）について測定し正常範囲を推定した．また

各種疾患については，胃癌，大腸癌，直腸癌，肺

癌，卵巣癌，子宮癌，肝癌，膵臓癌，糖尿病，肝

炎，肝硬変について測定し比較を行った．この場

合100ng／m1を超過するサンプルについては希釈

測定を行った．

III．結　　果

　1．標準曲線の形状について

　Figure　2　Aに同一ロットで測定日を3回変えた

場合の標準曲線を示すが，放射能減衰によるカウ

ント低下は見られるものの平行性は失なわれてい

ない．Figure　2　Bに異なる3ロットの標準曲線を

示す．ほとんど一致しており形状の差異も全く見

られない．また標準曲線は両対数で表示されてい

るが50ng／m1までは直線的に経緯しているが50～

300ng／m1では抑制されている．しかしこれら2

点のカウント差は50，000cpm以上あり，300ng／ml

での変動を2，000cpmとしても十分有意な読み取

りが可能である．

　2．インキュベーション時間について

　第1インキュベーション時間を2～24時間まで

変化させた場合，標準濃度では多少のバウンド率

上昇が認められるが，コントロール血清および

サンプルでは相当な上昇を示した．したがって

Table　1に示すように2時間に比較して24時間で

は約2倍の測定値が観察された．第2インキュベ

ーション時間については4～48時間に変化させて

観察したが，標準濃度，サンプルともに平行に近

いバウンド率の上昇であった．したがって測定結

果は多少の増加にとどまり影響は少ないと考えら

れた．これらの結果から，第1インキュベーショ

ンは原法の4時間程度で固定する必要があるが，

第2インキュベーションは24時間を目処とし厳密

である必要はない．また第1インキュベーション

時間を無くし，抗体ビーズと標識抗体を同時に添

加して24時間インキュベーションすると，標準濃

度は原法と大差ないバウンド率を示したがサンプ

ルにおいては特に高濃度でバウンド率の低下が顕

著であり低測定値を示した．

　3．アッセイ内，間の変動

　3種類の血清サンプル（A，B，　C）についてアッ

セイ内でそれぞれ10回測定したところ，Aでは平

均値（A）5．3ng／m1，　SD＝0．212，　CV＝4，041％であ

った．またB＝29．7ng／m1，　SD＝1，160，　CV＝3，904

％，C＝253　ng／m1，　SDニ9，775，　CV－3，864％であ
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Fig．2　Comparison　of　the　standard　curves　within　same　lot（A）and　among　different

　　　lot（B）．

りいずれもCVが5％を切る良好な再現1生であっ

た．

　アッセイ間変動についてはTable　2に6種類の

サンプルについて各アッセイにおける測定値を示

す．キットに含まれるコントロール血清とPool

A，Pool　BについてはLot　No．20810846で3回

測定しているがcvはいずれも10％以下であった．

全体ではPool　BがCV－10．56％を示した以外い

ずれも10％以下であり良好な再現性であった．
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Table　1
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Effect　of　the　first　incubation　time　on　B／T％of　the　standards

　　　　　　　and　samples

Standard Sample

1（ng／ml）　　10 300 Control Pool　A Pool　B

2hours
4　，，

6　，，

24　，，

0．44

0．52

0．43

0．52

4．09

4．75

4．34

4．73

42．72

43．81

43．11

44．65

2．37（　5．6）

2．95（　6．4）

3．37（　7．5）

5．13（10．7）

18．00（50．0）

24．54（　77．0）

24．12（　78，0）

32．20（121．0）

1．11（2．6）

1．65（3．8）

1．72（3．6）

2．58（5．3）

（　）：calibrated　values　of　samples

Table　2　1nterassay　variance　（unit；ng／m1）

Lot．　No．　of　kit Control　serum
Pool　serum Survey　serum

A B A B C
20510846

20710846

20810846

20910S46

5．7

5．9

5．8

6．0

5．9

5．4

6．8

6．4

5．6

5．9

6．6

6．7

5．8

6．7

2．5

3．3

3．1

3．2

2．8

3．3

6．6

6．3

7．1

6．8
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Mean（20810846）
S．D．

C．V．％

5．77

0．32

5．57

6．37

0．49

7．75

3．03

0．21

6．86

Mean（whole）
S．D．

C．V．％

5．99

0．43

7．22

6．22

0．50

8．10

3．03

0．32

10．56

6．80

0．31

4．56

39．83

2．23

5．59

93．0

4．15

4．46

　4・希釈試験

　無希釈で高値を示したサンプルについてキット

添付のOng／m1標準液で倍々希釈し，標準曲線と

の平行性を観察した．Figure　3　A，　Bに示すように

ほとんどのサンプルでは4倍以上の希釈で平行性

が出現するが，一部のサンプルでは高倍率希釈が

必要である．また平行性の有無は前述のような3

点希釈を行うことで確認可能である．さらにこれ

ら希釈実験で一部のサンプル（4，6，8，13，14）で

高倍率希釈で若干平行性が失なわれることが示さ

れた．

それぞれの希釈率と測定値の関係をFigure　4に示

す．これから判断すると初期濃度が100ng／m1を超

えるサンプルでは，希釈直線より初期濃度が低値

に外れて観察され，その傾向は初期濃度が高値に

なるほど著しいことが示された．したがって初期

濃度が100ng／m1以上では希釈測定の適応となり，

希釈倍率は前述のように5，10，20倍など3点希釈

が有用と考える．

　5．他の測定法との相関性について

　ダイナボット社CEA　RIAキット（以下D法）と

の比較を行った．無希釈での両測定法の値につい

て相関をFigure　5Aに示す．回帰式Y－3．12X－4．2，

相関係数r－0．882（対数変換するとLnY－1．160

LnX十〇．339，　r＝0．922）であり，D法では90　ng／m～，

本法では300ng／m1を超えるサンプルは今回の検

討では観察されなかった．対数変換による回帰式

からD法の基準値である2．5ng／m～に相当する値

を求めたところ4．1ng／m1であった．

　当施設ではD法については高値の頭打ち現象が
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1 3

CEA

ユ0 50　（n6’／m1）　　　300

　　　　　　　　　1　　　　　　　　　3　　　　　　　　　］．0　　　　　　　　　　　50　　（ng！m1）　　　　　300

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CEA，
Fig．3　Comparison　of　the　dose－response　curves　between　the　standard　concentrations

　　　and　various　high　CEA　concentration　samples（A，　B，　C）．

　　　◎：ascites　sample

あることから10ng／ml以上を前述のようにすべ

て希釈測定している．Figure　5　BにD法での希釈

測定結果と本法での同様の希釈測定結果の相関性

を示す．回帰式はY－3．21X－49．5，相関係数r＝

0．888（LnY＝1．260　LnX－0．579，　r＝0．902）であっ

た．対象が16例と少ないが希釈測定上の相関性は

良好であり，希釈測定の意義は高いと考えられる．

　6．臨床的検討

　健常男子25名（年齢20～45歳）について測定した

ところ平均値1．88ng／m1，　SD＝0．70であり最大値

は3．7ng／m1，最小値は1．4ng／m1であった．平均

値＋2SD以下を正常範囲とすると約3．3ng／ml以

下となった．しかし25例中3．3ng／ml以上を示す

例が3名有るのでこれらを考慮すると本法では

4．O　ng／mlまで正常範囲とすることが適当と考え

る．この値を参考としてD法における正常値“2．5

ng／m1以下”5・7・11・12）を使って本法における値を比

較した．まずD法で2．5ng／m1以下を示した
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…－1　1！翌、61／8

Fig．4　Dilution　test　of　various　high　CEA　concentra－

　　　tion　samples．　Same　sample　number　was　used

　　　in　Fig．3．

サンプルを本法で測定した場合では27例中5例

（18．5％）が4．O　ng／mlを上回った．またD法で2．6

～3．O　ng／mlに当たる疑わしいケースについては

本法で4．On9／m1以下が30例中14例（46．7％）であ

った．さらにD法で3．1～5．O　ng／mlの値を示し何

らかの異常が疑われるケースについては39例中2

例のみ4．Ong／m1以下を示した．これらの結果か

ら4．Ong／ml以下を本法における正常範囲として

適当と考えるが，3．0～5．Ong／mlには疑わしいケ

ースが多く含まれると考える．これら健常人およ

び各種疾患について測定した値をFigure　6に示す．

100ng／ml以上の値は前述のような方法による測

定値である．最高値では胃癌の1，700ng／m1が観

察された．全体として消化器系癌で高値を示し，

また肺癌，膵臓癌でも高値を示した．しかし子宮

癌，卵巣癌では正常範囲への重なりが多く観察さ

れた．また肝機能低下を伴う疾患でも若干高値が

観察された．

IV．考　　察

　第一ラジオアイソトープ社のCEA　RUAキッ

ト20）（以下，本法）について基礎的検討を主として

行った．アッセイ方法はサンプルと抗体ビーズと

の第1インキュベーションと，反応ビーズを洗浄

後の1251－CEA抗体を加えてからの第2インキュ

ベーションに分れている．全操作行程が2日間に

わたる方法であるが一操作に必要な時間は比較的

短時間であり，また前処理なども不要なので使い

やすい設定となっている．またサンプルも50μ1

で行う点では他の関連項目と合せて測定される場

合に大変有利な点であろう．

　基礎検討であるが，ロット内およびロット間で

も標準曲線はきわめて安定しており，アッセイ間

変動係数も10％以下を示し全体として安定な測定

が可能であった．

　インキュベーション条件では第1インキュベー

ション時間を延長すると原法に比較してサンプル

のバウンド率の上昇が顕著であり特に高値では影

響が大きい．これは標準濃度とサンプルの液性の

違いが考えられ標準濃度では早期に平衡に達する

が，サンプルにおいては何らかのlnhibition　factor

によって遅延しているものと考えられる．これに

対して第2インキュベーションでは4～48時間で

わずかにバウンド率は上昇するが標準濃度とサン

プルが平行的に増加するので影響は少ない．これ

は第1インキュベーション後に抗体ビーズを洗浄

しサンプル中に含まれる種々のInhibition　factor

が取り除かれたためと考えられる．したがって第

1インキュベーションは一定時間に定めて行う必

要があり，最低標準濃度域および健常者サンプル

のバウンド率から判断して指定法の4時間は適当

な設定であろう．

　高値サンプルの希釈試験では100ng／m1以上で

頭打ち現象が観察された．しかし100ng／m1以下

ではほとんど観察されず良好な希釈直線性および
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　　　　　　　A：Non　diluted　values　by　the　original　procedure　method　of　kits．

　　　　　　　B：　Only　diluted　values．
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Fig．7　Comparison　of　dose－response　curves　by　the　standard　concentrations　of　CEA

　　　radioimmunoassay　kit（Daiichi）and　CEA　RIA　kit（Dainabot）．

　　　（○一〇）：　Original　standard　curve　of　CEA　kit（Daiichi）．

　　　（●一●）：　Standard　curve　obtained　by　dilution　of　300　ng／ml　standard（Daiichi）．

　　　（○…○）：　Standard　curve　obtained　by　original　standard　concentrations　of　CEA

　　　　　　　　kit（Dainabot）．
　　　（●…●）：　Standard　curve　obtained　by　dilution　of　100　n－g／ml　standard（Dainabot）．

標準曲線との平行性があった．またこれらの現象

は血清サンプルにとどまらず腹水，胸水にも認め

られた．希釈方法は理想的には直線性が出現する

まで継続的に希釈系列を測定することが望ましい

が，ルチン測定上では困難である．したがって前

述のように最低3点による希釈測定が有用と考え

る．また高倍率希釈で若干平行性が失なわれるサ

ンプルも観察された．この原因としてCEA類似

抗原の影響も考えられるが最近の黒木らのNFA－

1，NFA・2，　NFCAI3・15～17）の報告に及んで，　CEA

測定値の解釈上留意すべき要素は多い．

　本邦で広く使われているダイナボット社の

CEA　RIAキットとの比較では両法について無希

釈と希釈測定について相関を見た．無希釈では両

法ともに頭打ち現象が観察されたが，相関係数は

0．922と両法に強い相関が見られた．またD法で

10ng／m1以上のサンプルを希釈測定した結果では

（本法では100ng／m～以上を希釈測定）やはり相関

係数0．902で有意な相関が認められた．Figure　7

にD法の標準濃度を本法で測定し，合せて本法の

300　ng／m1とD法の100　ng／m1標準濃度を本法の

Ong／m1標準濃度で希釈したそれぞれの標準曲線

の平行性を示す．希釈した標準曲線はいずれもオ

リジナルの標準曲線より低いバウンド率を示した

が，本法では誤差範囲の程度であり，D法でオリ

ジナル標準曲線と希釈した標準曲線にやや解離が
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認められるのは両法の液性の違いがバウンド率の

違いとなって現われたためと考えられた．またD

法で本法の標準濃度を同様にして測定しても本法

の標準濃度の方が高いバウンド率を示す結果が得

られた．これら組合せ実験において相互の液性に

ほとんど差がないと考えられる低標準濃度域で，

希釈した標準曲線相互がきわめてよく平行するこ

とから，両法の標準濃度品に用いているCEA標品

はきわめて性質の近いものと推定された．以上の

相関関係や健常者の測定結果から正常範囲を4．O

ng／m1以下としたが，3～5　ng／m1はFalse　negative／

positive　rangeとして慎重な判断が必要であろう．

　各種疾患の測定値では消化器系癌，肺癌，膵臓

癌で高値が観察された．また肝炎，肝硬変，糖尿

病で若干高値が認められたが，肝疾患ではCEA

の代謝速度の低下や消失の遅延23）が原因と考えら

れており，今回の結果はこれに符合するが糖尿病

については原因が明らかではない．しかし過去に

も同様な報告19・24）も見られ本法に特有な傾向で

はないと考えられる．

　健常人の唾液をOng／m1標準濃度で希釈を行い

標準曲線との平行性を観察したところ，Figure　3C

に示すように低濃度に至るまで良好な平行性が認

められ，唾液中にCEA抗原決定基を持つ類似物

質の存在を示唆する結果であった．この結果ひと

つを見ても癌特異性は否定されるが，これはむし

ろ採血，血清分離，CEA測定の一連の過程にお

いて不特定な原因による唾液のサンプルへの混入

に対する注意事項と考えるべきであろう．本法は

アフィニティクロマトグラフィにより抗体のNCA

による吸着で，CEAに対してより特異性の高い

抗体を使用している20）としており，一歩進化した

CEA測定法として評価しうるキットと考えられ
る．

　キットを提供していただいた第一ラジオアイソトープ

研究所に深謝します．
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