
233

《ノート》

コーニングビタミンB12［57Co］／葉i酸［1251］ラジオ

　アッセイキットの基礎的および臨床的検討

Basic　and　Clinical　Studies　on　the　Simultaneous　Measurement　of　Serum　and

　Red　Blood　Cell　Folate　and　Serum　Vitamin　B12　Concentrations　Using

　　　　　Corning　Vitamin　B12［57Co］／Folate［1251］Radioassay　Kit

木原　数弘＊　　中村　宏紀＊

佐藤　邦夫＊　　角田　新一＊

田中　朱美＊＊

坂田　裕行＊

出村　　博＊

杉村英一＊
堀川　直史＊＊

Kazuhiro　KIHARA＊，　Hiroki　NAKAMuRA＊，　Hiroyuki　SAKATA＊，　Hidekazu　SuGIMuRA＊，

　　　　　　　　Kunio　SATo＊，　Shinichi　TsuNoDA＊，　Hiroshi　DEMuRA＊，

　　　　　　　　　　Naoshi　HoRIKAwA＊＊and　Akemi　TANAKA＊＊

　　　　＊刀be　Radioa∬oγCθ〃’θr，＊＊Depar〃ηθ〃t　of／Vθ〃r（）psych　ia〃γ，

Tokyo〃「o〃7θη’ぷMed’cat　Co〃ege，10　KCiwada－cho，∫c力なαγo，　S加ガ〃ku－k〃，7bんγo

1．はじめに

　ビタミンB・2または葉酸欠乏はヒトにおける巨

赤芽球性貧血の主要な原因である．この診断のた

めにはビタミンB12または葉酸の測定が必要とな

る．葉酸は血中でN－5－methyltetrahydrofolic　acid

として多く存在する1）のでこの測定が行われる．

ビタミンB・2および葉酸の測定は，微生物学的測

定法や，ラジオイムノアッセイ法（RIA）で行われ

ているが，後者が操作手順が簡便で感度も鋭敏な

ことから広く用いられている．RIAではこれまで

ビタミンB12や葉酸をおのおの個別に測定してい

たが，ビタミンB12に57Coの核種を用い葉酸に

1251を用いることで同時に両者を測定できるキッ
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　　　　　　　　　　　　木原数弘

トが開発された．57Coと1251とは放出ガンマ線

エネルギーが異なり放射スペクトルの重複部分が

少なく測定できるので同時測定が可能である．わ

れわれは牛乳葉酸結合蛋白と豚内因子を用いた

competitive　protein　biding　assay（CPBA）法によ

る同時測定可能なVitamin　B12／Folate　Radioassay

キット（コーニング社）を試用する機会を得たの

でその基礎的および臨床的検討について報告する．

IL　キットの構成

　本キットは次の試薬で構成されている．

1．　binding　Protein

　（牛乳から精製した葉酸結合蛋白および豚内因

　子をガラス微粒子に結合させたものを，保存剤

　アジ化ナトリウム含有リン酸緩衝食塩水に分

　散）

2．トレーサー（57Co標識ビタミンB12および

　1251標識葉酸混合液）

　Key　words：Vitamin　B12，

Simultaneous　measurement．

Folate，　Radioassay，
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Table　l　　Assay　procedure

核医学　22巻2号（1985）

1．　Add　100μ’of　the　apPropriate　standard，　control

　　or　patient　sample．

2．Add　1．O　ml　of　tracer　to　each　tube．

3．　Vortex　for　3－4　seconds．

4．Cover　with　a　loosely　fitting　cap　or　aluminum　foil．

5．　Incubate　in　a　biling　water　bath　or　equivalent

　　（＞95°C）for　15　minutes．　Protect　from　light．

6．Remove　from　incubator　and　allow　to　sit　at　room

　　temperature　for　15　minutes　or　in　an　ambient

　　temperature　water　bath　for　5　minutes．　Protect

　　from　light．

7．Remove　the　cap　or　foil　and　add　500　ptl　of　binding

　　proteins．

8．　Vortex　for　3－4　seconds．

9．Incubate　for　one　hour　at　room　temperature．

　　Protect　from　light．

10．Centrifuge　for　ten　minutes．

11．Decant　all　tubes．

12．Count　all　tubes　with　a　gamma　counter　capable

　　of　counting　［57Co］　and　【1251】simultaneously　or

　　separately．

　2・赤血球中葉酸

　抗凝固剤EDTAを含む採血管に採血しヘマト

クリットを測定する．全血100μ1を0．2％アス

コルビン酸溶液2．Om1に加えて溶血させ均一な

濃度とする．

　3．測定方法

　測定方法はTable　1に示した．　Fig．1にs7Co

と1251の放出γ線エネルギーのスペクトルと測定

に使用したエネルギーの幅を示した．放射能カウ

ントはAuto　Well　Gamma　System　ARC－251（Aloka

Co．）を用い57Coと1251のおのおのを図示したご

とく放射線スペクトルの重ならない部分で測定し

た．また赤血球中の葉酸値は次の式から求めた．

赤血球中葉酸値（ng／ml）

一
≡響禁？援i1・1・・（×21：希囎率）

IV．基礎的検討

　（0．001％シアン化カリウム，保存剤としてアジ

　化ナトリウム含有ホウ酸緩衝液）

3．dithiothreitol（トレーサー液に添加混合して

　使用）

4．ビタミンB12／葉酸混合標準液

　（6種濃度のビタミンB12およびN－5－methyl－

　tetrahydrofolic　acid混合標準液0／0，100／1．0，

　250／2．5，500／5．0，1，000／10．0，2，000／20．0，（ビタミ

　ンB12　pg／m1葉酸ng／m～）をヒト血清アルブミ

　ンおよび保存剤アジ化ナトリウム含有リン酸緩

　衝食塩液に溶解）

5．ビタミンB12／葉酸対照血清

　（2種類の濃度のビタミンB12およびN－5－

　methyltetrahydrofolic　acidに脱線維素ヒト血漿

　および保存剤としてアジ化ナトリウムを含む）

m．検体処理および測定方法

　1．血清または血漿

　本キットの測定には血清または血漿を用い，血

漿の場合はEDTA添加採血を行う．本検討では

血清を用いた．

　1．反応時間

　binding　protein添加後の反応温度を22°Cと一一

定にし，その時の反応時間を15分，30分，60分，

120分，240分と変化させた場合の標準曲線の変

化と2種類のコントn一ル血清測定値を検討した

（Figs．2，3）．

　その結果，ビタミンB12，葉酸ともに反応時間

が長くなるに従って，各濃度における結合率は低

下したが60分以上の反応時間でほぼ安定した標準

曲線が得られた．ビタミンB12ではコントロール

血清値にあまり変動が認められなかったが，葉酸

では反応時間15分でコントロール血清がやや高い

値を示した．

　以上のことより反応時間は安定した標準曲線が

得られ最も短い60分が適当と思われた．

　2．反応温度

　反応時間を60分とした上で反応温度を4°C，

22°C，37°Cと変化させた場合の標準曲線の変化と

2種類のコントロール血清の測定値を検討した

（Figs．4，5）．

　ビタミンB12では反応温度に影響されず安定な

標準曲線が得られたが，37°Cにおいてコント
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Table　2　Reproducibility　of　vitamin　B12

Intraassay Interassay

Serum
A（P9／m1） B（P9／ml） C（P9／m1） D（P9／m1） E（P9／m1） C（P9／m1）

154

147

157

161

167

160

167

165

167

163

718

785

758

711

730

697

697

749

748

765

1，657

1，570

1，651

1，534

1，505

1，612

1，615

1，536

1，503

1，508

261

277

239

298

277

261

269

272

276

267

578

542

623

568

566

584

593

586

586

617

1，711

1，636

1，629

1，540

1，544

1，582

1，558

1，511

1，583

1，562

　n
Mean
S．D．

C．V．

10

160．8

　6．2

　3．9

10

736．1

29．9

　4．1

　10
1，569．1

　57．4

　3．7

10

269．7

14．3

　5．3

10

584．3

22．5

　3．9

　10
1，585．6

　55．6

　3．5

ロール血清1が高値を示しコントロール血清2が

低値を示した．

　葉酸では反応温度が高くなるほど各濃度におけ

る結合率は低下したが，22°Cと37°Cでほぼ安定

した標準曲線が得られた．37°Cにおいてはコン

トロール血清1が高値を示した．

　以上のことから反応温度は簡便である室温

（22°C）が適当と思われた．

　3・アッセイ間における標準曲線

　8回のアッセイにおける標準曲線の変動を検討

した（Figs．6，7）．

　その結果ビタミンB12，葉酸ともに良好な標準
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Table　3　Reproducibility　of　folate

Intraassay Interassay

Serum　A（ng／ml） 　Red　blood
Cell　A（ng／mi）

Serum　B（ng／ml）
　Red　blood
Cell　B（ng／ml）

3
2
9
1
1
2
3
1
3
3

4
4
3
4
4
4
4
4
4
4

147

147

139

143

155

147

134

134

139

139

5．0

5．0

5．2

4．6

4．6

4．9

4．9

5．0

247

220

205

236

252

221

228

221

　n
Mean
S．D．

C．V、

10

4．2

0．1

3．1

10

142

　6．7

　4．7

　
0
3
4

n

O
く
】
0
6

　8
229

　15．5

　6．8

Table　4　Recovery　test　of　vitamin　B12

Standard　solution Added Predicted Determined Recovery

0　　（P9／m1）

100

250

500

1，000

2，000

の廊㎎
”
”
”
〃
〃

（802 104（pg／m’）

154

229

354

604

1，104

127（pg／m／）

169

230

377

603

1，112

122．1　（％）

109．7

100．4

106．5

104．3

100．7

Mean 107．3

0

100

250

500

1，000

2，000

364

’
’
”
，

’
’
’
”

182

232

307

432

682

1，182

214

239

295

450

724

1，260

117．6

103．0

96．1

104．2

106．2

106．6

Mean 105．6

0

100

250

500

1，000

2，000

793

，
’
”

，
’
ノ
，
”

397

447

522

647

897

1，397

404
453

530

668

994

1，474

101．8

101．3

101．5

103．2

110．8

105．5

Mean 104．0

曲線が得られた．

　4・再現性
　ビタミンB12において濃度の異なる5種類（A，

B，C，　D，　E）の血清のintraassayおよびinte「assay

は良好な変動係数（C．V．）を示した（Table　2）．

　また葉酸においても血清および赤血球のin－

traassayおよびinterassayで，良好の変動係数

（C．V．）が得られた（Table　3）．
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Table　s　Recovery　test　of　folate

Standard　solution Added Predicted Determined　　Recovery

0　（ng／ml）
1．0

2．5

5．0

10．0

20．0

2．1（ng／ml） 1．1（ng／ml）

1．6

2．3

3．6

6．1

11．1

1．5（ng／ml）

2．1

2．7

4．3

6．7

11．5

136．4（％）

131．3

117．4

119．4

109．8

103．6

Mean 119．7

0

1．0

2．5

5．0

10．0

20．0

65 3．3

3．8

4．5

5．8

8．3

13．3

3．1

4．2

5．1

5．5

9．3

11．6

93．9

110．5

113．3

94．8

112．8

87．2

Mean　　102．1

0
1．0

2．5

5．0

10．0

20．0

9．5 4．8

5．3

6．0

7．3

9．8

14．8

5．4

7．1

7．4

8．9

10．6

18．1

112．5

134．0

123．3

121．9

108．2

122．3

Mean　　120．4
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　Fig．8　Dilution　test　of　vitamin　B12．

　5．回収率試験

　濃度の異なる3種類の血清を標準液に等量添加

し測定値を検討した（Tables　4，5）．

　ビタミンB12では0濃度標準液混和で一部や

や高い回収率を示し，また葉酸においても低濃度

標準液混和においてやや高い回収率を示したもの

があったほかは，ビタミンB12および葉酸ともに

回収率は良好であった．

　6．希釈試験

　濃度の異なる3種類の血清を0濃度標準液で希

釈した場合の希釈曲線はビタミンBl2，葉酸とも

にほぼ原点を通る直線であり良好な結果であった

（Figs．8，9）．

　7．他社キットとの相関

　ビタミンBl2：86例の血清について本キットと

ファルマシア社「VBI2テストシオノギキット」

の相関を求めた結果，相関係数rは0．96と良好

であったが回帰係数Y＝0．79X－52．0と本キット

は若干低値を示した（Fig・10）・
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　葉酸：74例の血清および82例の赤血球について

本キットとトラベノール社「Folateラジオアッセ

イキット」の相関を求めた結果，血清中葉酸値は

きわめてよく相関した（Fig．11a）．赤血球中葉酸の

検討では本キットはトラベノール社に比べ低値を

示した（Fig．11b）．

　以上の基礎的検討で良好な成績が得られたので

次に臨床的検討を行った．

V．臨床的検討

　正常者，血液疾患（悪性貧血を含む巨赤芽球性

貧血，各種白血病），肝疾患（肝炎，肝硬変，肝

癌），腎疾患（慢性腎不全）などを対象として，血

清ビタミンBl2，血清および赤血球葉酸を測定し

た．対象はビタミンB12剤および葉酸剤の投与が

ないものについて行った．統計検定は値を対数変

換しステユーデントtテストによった．

　ビタミンB12：（Fig．12）

　1）正常者血清50例におけるビタミンB12値

の測定の結果123～873pg／mlに分布し平均473土

159．3（S．D．）pg／m1であった．

　2）各種疾患におけるビタミンB12

　悪性貧血では正常値より明らかな低値を認め（p

〈0．01），胃切除後の巨赤芽球性貧血では低値を示
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す例のほか一部正常域の値を示す例が認められた．

　　慢性骨髄性白血病では正常域より明らかな高値

を示し（p＜0．01），急性骨髄性白血病では若干の高

値を示した．

　　その他急性肝炎，慢性肝炎，肝硬変および肝癌

の一部の例で高値が認められた．慢性腎不全透析

患者では高値を示す例が多く，統計的に正常人と

の間に有意差がみられた（p＜0・01）・
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　葉酸1（Fig．13）

　1）正常者の葉酸

　正常者血清葉酸値は3～12ng／mlに分布し5・7

±2．0（S．D．）ng／mlであった．正常者赤血球中葉

酸の分布は124～296ng／m1で210土42．8（S．D．）

ng／m1と血清値に比べ高値を示した．

　2）各種疾患における葉酸値

　悪性貧血では血清値は正常者と有意差がなく，

胃全摘後の大球性貧血の1例は血清値が1．Ong／

mlと著明な低値を示した．

　慢性骨髄性および急性リンパ性白血病の少数例

で血清値が低値を示し，再生不良性貧血，急性お

よび慢性骨髄性白血病の少数例で赤血球値が高値

を示す例がみられた．

　肝疾患の血清値は正常域とほぼ同じ分布であっ

た．

　慢性腎不全透析患者では血清値は高値傾向を示

し（P＜0．01），赤血球値は明らかに高値を示した（p

＜0．01）．

　神経精神科領域においてカルバマゼピン，フェ

ニトイン，フェノバルビタールなどの抗痙攣剤を

1年以上投与された者では，血清値はほぼ正常域

と同じ分布を示したが赤血球値はやや高い値を示

した例が一部にみられた．

VL　考　　察

　本キットは2種の異なる核種を導入し同時に2

種の物質を測定できるというきわめて便利なもの

である．さらにcompetitive　protein　binding　assay

（CPBA）法で蛋白をガラスビーズに結合させた固

相法を用いていることから従来のキットに比べ操

作手順が簡便化され，所要時間も約3時間と短縮

されたものである．

　基礎的検討ではビタミンBl2，葉酸ともに反応

時間は60分，反応温度は22°Cで安定した標準曲

線が得られ指示書どおりの方法が適当と思われた．

本キットの再現性はintraassay，　interassayともに

安定しており，また回収率試験および希釈試験で

ほぼ満足する結果が得られた．

　本キットとファルマシア社のビタミンB12の相
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関は良好であったが本キットはやや低値を示す傾

向にあった．これは本キットが結合蛋白に純度の

高い内因子を使用しているため，特異性が高くか

つより鋭敏にビタミンB12濃度を測定できること

によると思われる．また本キットとトラベノール

社の血清葉酸値の相関はきわめて良好であったが

赤血球中葉酸値は本キットでは低値を示した．血

球値が低値を示した理由は明らかではないが，ト

ラベノール社キットではサンプルを熱湯浴後トレ

サーとミルク結合蛋白を加え，さらにチャコール

分離をするという測定操作の違いが特に血球中葉

酸測定に関係しているのかもしれない．

　臨床的検討において，本キットで測定したビタ

ミンB・2の正常者平均値は従来の報告2，3）より低

値であった．以下各疾患においても従来の報告

値3，4）よりも低値が得られた．

　本検討でみられた悪性貧血の低ビタミンB12値

はその欠乏状態を示すもので診断上有用である．

　慢性骨髄性白血病では正常者に比して有意な高

ビタミンB12血症を示したが，これは主として白

血球中に含まれていたビタミンB12が白血球の崩

壊により遊出して高ビタミンB12血症をきたすも

のと推定されている．

　肝疾患において一部の症例で高ビタミンB12血

症を示したが，これは主として肝実質組織の崩壊

によるビタミンB・2の逸脱と考えられている5）．

　慢性腎不全透析患者において若干の高値を示し

たことは，正常者では尿中にごく少量のビタミン

B12が排泄されるが慢性腎不全透析患者において

は尿排泄が悪くなるため血中にビタミンB12が蓄

積し若干の高ビタミンB12血症をきたすものと推

定される．

　正常者における血清および赤血球中葉酸値は他

報告6）にほぼ準ずる値を示した．採血時や検体処

理などにおいて溶血があると測定値は高く出るこ

とがある．これは今回の検討でもみられたように，

赤血球中の葉酸が流出するためで注意を要する．

　胃全摘後に生じた大球性貧血の1例は血清葉酸

値が著明な低値を示した．この症例は胃全摘後約

1年間にわたり流動食にたよったものであった．
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　悪性貧血で血清葉酸値が高値を示すものが少数

例あったが，これはビタミンB12欠乏が葉酸代謝

に関連していることによると思われる．すなわち

ビタミンB12依存性メチオニン生成反応の際，5－

methyltetrahydroxyfolic　acidがtetrahydroxyfolic

acidに代謝される7）が，ビタミンB12欠乏ではこ

の転換が行われず，葉酸は前者の形で蓄積される

ことになり，血清値が高値に測れたものと思われ

る．

　慢性骨髄性白血病および急性リンパ性白血病に

おいても血清葉酸値が低値を示した例が認められ

たが，これはメソトレキセート製剤などの抗癌剤

による葉酸の生成障害によると考えられる．

　てんかんの患者に抗痙攣剤を投与した場合に生

ずる薬剤性の葉酸欠乏が報告されている8・9）が，

抗痙攣剤投与者15例の血清および赤血球中葉酸値

において低値を示した例は認められなかった．

VII．まとめ

　以上CPBA法によるVitamin　B12／Folate　radio－

assay　Kitの基礎的ならびに臨床的検討を行った．

本キットはビタミンB12と葉酸を同時に測定する

ことができるものだが，基礎的検討からルーチン

検査で十分使用可能であることがわかった．また

臨床的にも巨赤芽球性貧血の原因診断に加え，他

の疾患においてもビタミンB12と葉酸の同時検索

に有用であると思われた．

　謝辞：キットを提供していただいたコーニング社に深

謝いたします．
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