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《ノート》

β・－microglobulin測定用RIAキット「SD－8567」の

　　　　　　　　　基礎的，臨床的検討

Fundamental　and　Clinical　Evaluations　ofβ2－microglobulin

　　　　　　Radioimmunoassay　Kit‘‘SD－8567”

垣崎　純子＊ 宮崎　忠芳＊

Junko　KAKIzAKI　and　Tadayoshi　MIYAzAKI

Kンoto　Prefectural　Uniりerぷ〃γ（）f　Medici〃θ，1）epartme〃t　of　Radiology

1．はじめに

　β2－microglobulin（以下β2－MG）は，1968年，

Berggardら1）によって尿細管性蛋白尿を伴った

Wilson氏病および慢性カドミウム中毒患者の尿

中から分離された分子量11，800，100個のアミノ

酸残基からなる血漿タンパクであり，正常人の血

清，尿，髄液，唾液，羊水，腹水，関節液，乳汁，

精液など体液，分泌液中に存在する．その機能に

関しては，不明であるが，構造的には，そのアミ

ノ酸配列が免疫グロブリンのH鎖，L鎖のCH3

と類似しており2），リンパ球表面の組織適合性抗

原（HL－A）のL鎖と共通した構造になっているこ

とが報告されている3’4）．臨床的には，糸球体濾

過値（GFR）低下とともに血中β2－MGが上昇し，

腎尿細管再吸収障害により，尿中β2－MG濃度が

高くなるといった腎病態を知るだけでなく，自己

免疫疾患，悪性腫瘍のマーカーとしてCEA，　AFP，

Ferritin，　hCGといった他のtumor　markerと組み

合わせて測定されることも多い．現在，市販され
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ているキットとしては，セファデックス粒子に結

合した抗体に対する競合反応を利用した「β2一マ

イクロテストシオノギ」（Pharmacia社）および二

抗体法による「β2一マイクログロブリン‘栄研’」

（栄研化学）があるが，今回，検体希釈を必要としな

い血中および尿中β2－MG測定キット「SD－8567」

（Pharmacia社）をシオノギ製薬より入手し使用す

る機会を得たので，その基礎的および臨床的検討

結果を報告する．

II．測定原理および測定方法

　本品は，標準または検体に，標識抗原，第一抗

体およびDecanting　suspension（マイクロセファ

ローズに結合した第二抗体）を同時添加し，反

応時間45分でプラトーに達する固相二抗体法

Radioimmunoassayである．検体希釈を必要とせ

ず血清50μ1にて，0．4～16mg〃の血中濃度，尿

200μ1にて，100～4，000　Pt9〃の尿中濃度が測定可

能である．また，試薬を加えた後，撹拝を必要と

せず，手技的にも簡便な方法といえる．Fig．1に

測定手順を示す．計測は，シンチレーションカウ

ンター（Packard　Model　A　521000）にて，1分間

計測を行い，microcomPuter　Wan92200にてlogit

log　2次多項式もしくは，　logistic曲線のいずれか

　Key　words：β2－microglobulin，

method，　Radioirnmunoassay．

Double　antibody
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Standard（human）or　Un㎞own　sample

　　　　　　　　　Serum　　　50μ　
l　　　　　　　　　Urine　　　200μ1
　↓

1－125BMG
　↓

Anti－BMG（Sheep）

　↓

Anti－Sheep　IgG一μ・Sepharose

　　　　incubation
　↓

Centrifuge

　↓

Decantation

　↓

Count

　　Fig．1

500μ1

50μ1

核医学　　22巻2号（1985）

　　　　（Horse）

　　　　2ml
（at　room　temp．　45　min．）

（3，000r．p．m．　　10　min．）

Assay　procedure　of　SD－8567．

により濃度の読みとりを行った．

In．検討項目

　1．基礎的検討項目

　1）標準曲線，2）インキュベーション時間および

温度，3）再現性，4）回収率，5）希釈試験，6）最

少検出感度，7）検体量による測定値の相関，8）他

キットとの相関．

　2．臨床的検討項目

　1）正常者ならびに慢性腎炎患者の血清および

尿中β2－MG値，2）慢性腎炎における血清iB　，）－MG

濃度と血清クレアチニン濃度の関係．

IV．結　　果

　1・基礎的検討

　1）標準曲線

　Figure　2にN＝10における標準曲線を示す．

結合率（Bo／T％）は，52～75％にあり，平均結合

率は，63％であった．また各濃度での変動係数

は，2．2～11．1％平均5．5％であった．

　2）インキュベーション時間および温度

　Figure　3にインキュベーション時間を，15，30，

45，60分，2時間，19時間と変化させた時（イン

キュベーション温度25°C－一定）の標準曲線，お

よびサンプル濃度を示す．いずれのインキュベー

ション時間にても良好な標準曲線が得られ，血中

β2－MG値も問題ないと思われるが，低濃度にお

ける尿中β2－MG値は同一測定内でのバラツキが

大きかった．45分以上19時間の範囲において，

標準曲線はほぼ一致するため，45分で平衡に達す

るものと思われる．Fig．4にインキュベーション

温度を4°C，25°C，37°Cと変化させた時（インキ

ュベーション時間45分一定）の標準曲線およびサ

ンプル濃度を示す．25°C，37°C，においてほぼ一

致した検量線が得られた．したがって，以降の検

討では，インキュベーション時間45分以上，イン

キュベーション温度は室温（15～30°C）にて測定

を行うことにした．

　3）再現性
　3種類の血清および尿を用いて行ったintraassay

（N＝13）の結果をTable　1に，3種類の血清，2

種類の尿を用いて行ったinterassay（N＝10）の結

果をTable　2に示す．血清に関しては，同時再現

性，日差再現性とも，CV　5％前後と安定してい

B／Ot

Fig．2　Standard　curve．

冗9／1
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Table　1

　　　Serum　A　　Serum　B　　Serum　C　　Urine　D　　　Urine　E
i　＝－6

　　mgl’CV％　mg／’CV％　mg／’CV％　μ911　CV％　μ9／’CV％

255

Intraassay　reproducibility　of　serum　and　urine

β2－microglobulin　values

15lnin．　　1．7　　　2．4　　　2．6　　　2．6

r，0　min．　L5　5．8　2．4　　5．4

45min．　　1．6　　　2．8　　　2．6　　　4．4

60　min，　1．4　4．3　2．5　8．0

2hrs．　　L4　　5．0　　　25　　　2．7

19hrs．　　　15　　　4．2　　2．4　　　5．8

5．9　　　7．8　　　180　　　6．8　　350　　　6．3

55　　　3．1　　　170　　　9．4　　300　　　8．0

5．4　　　7．7　　　210　　　9．1　　350　　3．9

5．7　　　4．3　　　160　　115　　　320　　7．5

5．4　　　2．7　　　160　　　9．0　　320　　5．7

5．2　　　7．2　　　140　　1L8　　270　　　6．0

　　　　SerumK　SerumL　SerumMn＝13　　　　　mgμ　　　mgμ　　　mgμ

Mean
S．D．

CV％

1．3

0．087

6．7

2．5　　　　8．2

0．10　　　　0．31

4．1　　　　3．8

B／「．

　　　　Urine　N　Urine　O　　Urine　P
n＝13　　　　　Ptg／t　　　　　μ9／t　　　　　　μ9μ

Mean
S．D．

CV％

190

25

13．6

730

51

7．1

1700

156

　9．2

Fig．3

0．4　　　0．8　　　　1．6

Effect　of　incubation

curves．

4　　　　　8　　　　16

　　　　　　mg／1

time　on　the　standard

　　　Serum　F　　Serum　G　　Serum　H　　　Urine　I　　　Urine　J
n－6
　　mg／’CV％　mg／t　CV％　mg／t　CV％　μ9／’CV％　μ9／1　CV％

rug／

10

1／1］、6i／8

4’C　　　1．4　　　5．9　　　2．6　　　3．3　　　9．1　　　3．5　　　320

2S’C　　　．1．3　　　7．3　　　2．6　　　6，3　　　85　　　6．2　　　320

37’C　　　1．4　　　4．9　　　2．6　　　3．7　　　8．7　　　4．7　　　360

5．6　　3，100　　3．6

4．5　　2，800　　7．3

10．1　　3．200　　7、8

Fig．5

1／4　　　　　　　　1／2

　　　Serum　dilution　raヒie

Dilution　test　of　three　serum　samples，

ち／T9

Fig．4

0．4　　　　0．8　　　1・6

Effect　of　incubation

standard　curves．

4　　　　8　　　　16

　　　　　mg／1
temperature　on　the

たが，尿サンプルについては，CVが10％を超

えるものもあり，濃度を問わず血清よりバラツ

キがおおきかった．ただし，尿サンプルによる

interassayは，　pH　6以上のものを分注後一30°C

保存，1か月半に渡り行った．この間，経時的な

測定値の減少はみられなかった．

　4）回収率
　3種類の血清および2種類の尿に，キット添付

の標準液を50μ1ずつ加えて行った回収率の結果

をTable　3に示す．平均回収率は，血清100％，

尿102％であった．

　5）希釈試験

　3種類の高濃度血清および尿をPhosphate　buff－

er（牛血清アルブミンを含む）および0．9％生食で

順次希釈した結果をFig．5，　Fig．6に示す．血清
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Table　21nterassay　reproducibility　of　serum　and　urine　p2－microglobulin　values

Lot　No． Serum　Q
　mgμ

Serum　R
　mg／1

Serum　S
mgμ

Urine　T
　Ptg／1

Urine　U
　Ptg／1

831214

840113

840113

840113

840113

840113

840207

840207

840207

840223

1．3

1．4

1．3

1．4

1．5

1．3

1．3

1．4

1．4

1．4

2．5

2．7

2．4

2．7

3．0

2．7

2．7

2．7

2．6

2．6

8．8

8．2

7．8

8．1

8．4

8．7

8．2

7．8

8．6

8．8

420

450

380

450

500

330

410

440

390

470

1，080

1，030

1，010

　980

1，020

　890

1，110

1，040

820

1，030

Mean
S．D，

CV％

1．4

0．067

4．9

2．7

0．16

5．9

8．3

0．38

4．6

420

50

11．7

1，000

　　87

　　8．7

Table　3　Recovery

Added
mgμ

Measured
　　mg／1

Calculated
　　mgμ

Recovery
　　％

Serum　V

Serum　W

Serum　X

0
4
」
8
6
0

　
コ
　
　
　
　
　
　
　
コ
　
　
　
ロ

　
A
U
O
1
4
．
0
4
8
6
0
　
0
4
8
6
0

　
0
0
1
4
　
　
0
0
1
4

4
9
4
1
2
　
6
0
4
0
2
　
5
9
9
0
9

1
1
2
3
5
　
2
3
3
4
6
　
5
5
5
7
9

8
2
0
4

1
（
∠
3
く
∨

3．0

3．4

4．2

6．6

5．9

6．3

7．1

9．5

106

109

103

96

100

100

95

94

100

94

99

104

Mean＝100％

Added
mgμ

Measured
　　ng／l

Calculated
　　μg／l

Recovery
　　％

Urine　Y

Urien　Z

0
4
8
6
　
0
4
8
6

　
0
0
1
　
　0（
U
－

　560

　980

1，450

2、220

1，190

1，590

2，010

2，740

960

1．360

2，160

1，590

1，990

2，790

102

106

103

100

101

98

Mean＝102％
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1／］ヲ161／3

Urine　dilution　ratie

Fig．6　Dilution　test　of　three　urine　samples．

／
09
0

μ
6
｛
一
エ

8
巳
004Φ

e
づ
叶
o
＞
020Φ

冠
自
器

　　　　　　　　　　　　　　　μq／1
　　　　　　　Sample　volurne　（200μ1）

Fig．8　Correlation　of　urineβ2－microglobulin　values

　　　between　the　original　method（sample　vo1迦e

　　　200μ1）and　the　modi丘ed　method　（sample

　　　volume　400μ）．

⌒S
c
パ
）
。
ξ
H
o
＞
㊤
叶
合
品

1

／

　　　　　4　　　　　6　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　14
　　　　　　　　・　　　　　　　　・　　　　　　　rng／1
　　　　　　　　Sample　volume　　　　　　　　　　　　　（50μ1）

Fig．7　Correlation　of　serumβ2－microglobulin　values

　　　between　the　original　method（sample　volume

　　　50μ1）and　the　mod桁ed　method（sample　volume

　　　10μ1）．

では，希釈液による差はみられず原点をとおる直

線が得られたが，尿の場合，生食希釈の方が緩衝

液による希釈よりも低値であった．

　6）最少検出感度

　0．4mg／1の標準液を緩衝液で順次希釈し，バゥ

ンドカウント数の有意差検定を行った，危険率

1％で差があると認められる最少濃度は，0．1mg／1

であった．

　7）検体量による実測値の相関

　本キットは，通常，血清50μ1，尿200　Ptlを使

mgs

ト
O吟
o。

l
O
o
o

10

n＝72（5erしエrn｝

y＝0．93x＋0．25

　　　　2　　　　　　　 4　　　　　　　5　　　　　　8　　　　　　10　　　　　　i2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rng／工　　　　　　　B2－micrO　TesTヒ　Shiono9工

Fig．9　Relationship　between　serumβ2－microglobulin

　　　values　measured　byβ2－micro　Test　Shionogi

　　　and　SD－8567．

用するため，測定範囲は，血中β2－MGO．4～16

mg／1，尿中100～4，000　Pt9／1である．しかし，日常

検査において血中β2－MG　16mg〃以上，尿中β2・

MG　IOO　pg／l以下の検体も少なくはない．本キッ

トの内容には，緩衝液が含まれておらず高濃度検

体を希釈測定することができないため，検体量を

少なくすることにより上限を拡げることができる

かどうか原法との相関をもとめた．Fig．7に血清

10μ1を用いた時の原法との相関を示す．r＝0．96
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、榴

　
　
　
0

　
　
　
0

　
　
　
5

●
⑩

moo
I
O
心
◎

n＝50（Urine）
y＝0．9　4　；・：＋44．0

　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　　　1000
　　　　　　　　　　　　　　　　　　μ9／1
　　　　　　B2－micro　Test　Shionogi

Fig．10　Relationship　between　urine　p2－miocroglobulin

　　　values　measured　byβ2－micro　Test　Shionogi

　　　　and　SD－8576．

、6冨

　
　
　
　
　
0

　
　
　
　
　
0

　
　
　
　
　
5

卜
●

mgo
－
O
切

n＝38（Vrine）
y＝1．04x＋29．2

　　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　　　！000
　　　　　　　　　　　　　　　　　　μ9／1
　　　　　　　　B2－MG　，E工1くEN，

Fig．12　Relationship　between　urineβ2－microglobulin

　　　values　measured　byβ2－MG‘EIKEN’and

　　　SD－8567．

rag／1

卜
◎
い
oo
－
O
む
⑲

n＝63（Serurn）

y＝1．1x－0．30

　　　　2　　　　　4　　　　　6　　　　　8　　　　10

　　　　　　　　B2．距！G，EIKEN，　　　　mg／1

Fig．11　Relationship　between　serumβ2－microglobulin

　　　　values　measured　byβ2－MG‘EIKEN’and

　　　SD－8567．

であった．また，尿中β2－MGに関しては，検体

量を多くすることにより下限を拡げることができ

るかどうか原法との相関をもとめた．Fig．8に尿

400μ1を用いた時の原法との相関を示す．r＝0．99

であった．両者とも原法と良好な相関を示すこと

から，血清10μ1使用により上限は80mg／1まで

測定可能，尿400μ1使用により下限は50μg／1ま

で延長することができる．

　8）他キットとの相関

　Figure　9に，β2一マイクロテストシオノギを用い

て測定した血中β2－MG値の相関を示す．　y－0・93x

＋0．25（n－72）r－0．95であった．Fig．10に同じ

く尿中β2－MG値の相関を示す．　y－0・94x＋44・0

（n＝50）r＝0．95であった．Fig．11に，β2一マイク

ログロブリン‘栄研’を用いて測定した血中β2－

MG値の相関を示す．　y－1．1x－0．30（n－63）r＝

0．99であった．Fig．12に，同じく尿中β2－MG値

の相関を示す．y－1．04x＋29．2（n－38）r－0．96で

あった．

　2．臨床成績

　1）正常者ならびに慢性腎炎患者の血清および

　　尿中β2－MG値

　Figure　13に正常例25例，慢性腎炎患者30例に

おける血清および尿中のβ2－MG値を示す．正常

者は，0．9～1．9mg／1に分布し，平均値L3±・0．2

（S．D．）mg／1であった．慢性腎炎では，1．2から

12．5mg／1と広く分布したが，ほとんどの例が2

mg／1以上の高値を示した．その平均は，5．6±2．8

（S．D．）mg／1であった．また随意尿中β2－MG値は，

正常例20例では，40μg〃から201μg／1に分布し，
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Fig．14　Relationship　between　serum　concentration　of

　　　　β2－microglobulin　and　creatinine　in　30　cases

　　　　with　renal　disease．

その平均は，114土40（S．D．）μ9／1であった．慢性

腎炎では，80～3，500　P9／1と血清に比較し，さら

に広い分布を示した．その平均は，1，133±956

（S．D．）μg／1に分布した．

　2）慢性腎炎における血清β2－MG濃度と血清

　　クレアチニン濃度の関係

　Figure　14に慢性腎炎30例の血清β2－MG濃度

と血清クレアチニン濃度の関係を示すが，両者の

間には，r＝0．76の正の相関がみられた．

v．考　　案

　β2－MGは，その臨床的意義も幅広く，依頼件

数の多い項目のひとつである．現在使用している

β2一マイクロテストシオノギは，血清，尿とも前

処理として希釈を必要とし，また結合率が10数％

と低く，count　errorを少なくするためには，2分

間測定を必要とすること，さらに3回の遠心洗浄

操作など手技上も煩雑である．今回検討した本品

は，マイクロセファローズに第二抗体を結合させ

ている固相二抗体法であり，インキュベーション

時間も短く，取扱い上，簡便なキットといえる．

　基礎的検討について

　まず，標準曲線に関しては，血清濃度0．4～16

mg〃の範囲を精度よく測定でき再現性もよい．

インキュベーション時間は，45分でプラトーに達

し，温度は，室温（15～30°C）でよく測定条件に

幅がある．再現性に関しては，血清の場合は，同

時再現性，日差再現性とも良好であるが，尿中

β2－MGでは，変動がおおきかった．回収率は，血

清，尿とも良好であった．希釈試験については，

血清の場合，緩衝液，生食いずれで希釈しても原

点をとおる直線が得られたが，尿の場合，生食希

釈においては，緩衝液による希釈直線を下方に平

行移動したような直線が得られた．原因は明らか

でないが，この測定系には，一定の蛋白濃度が必

要と思われる．

　測定範囲については，血清10μ1を使用するこ

とにより血中β2－MG，80　mg／1まで測定可能，尿

400μ∫を使用することにより尿中β2－MG　50μ9／1

以上を定量できる．キットの相関に関しては，β2一

マイクロテストシオノギ，β2一マイクログロブリン
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‘栄研’とも，ほぼ1：1に対応した．ただし，尿低

値（100μg／1以下）においては，両キットによる測

定値に比べて高くでる傾向があった．以上，基礎

的検討を通じ，尿中β2－MG量を正確に測ること

の困難さが窺われた．検体側の問題として，ひと

つには，尿中β2－MGの安定性の問題があげられ

る．酸性尿，特にpH　5．2以下では分解されやす

くpH　5．5以上の正常プール尿についての実験で

は，37°C，2時間，20°C，24時間，－20°C，4週

間の保存ではほとんど変化がなく，pH　4では，

－ 20°C（50％残存）以外は，ほとんど分解され

る5・6）．との報告がある．筆者らの経験からもpH

5の尿検体は，－30°Cの保存にて，2週間後には，

1／2～1／3に分解されていたが，pH　6の尿検体は，・

2か月後も測定値に変化なかった．次に，尿の混

濁がある．尿中に排出される細菌，塩類，細胞に

より測定値に変動がみられる7）．第三には，尿中

β2－MGにおいては，日内，日差変動とも差が大

きく，尿量，排泄時間により随意尿での測定値の

バラツキは大きい8）．さらには，希釈試験の結果

より，標準溶液と尿中のpH，塩濃度，蛋白量の

ちがいなども反応条件の違いとして考えられる．

　臨床的検討について

　慢性腎炎では，血清クレアチニンと良好な相関

が認められた．これは，従来からの報告2）とよく

一致している．また尿中β2－MG値は，正確な尿

量がわからないと，一日排泄量を求めることは困

難であるが，今回の検討では，正常者と慢性腎炎

患者では，一部重なりがみられるが大多数におい

て慢性腎炎患者では尿中β2－MG値が上昇してい

た．

VL　結　　論

　β2－MG測定用キット「SD－8567」の基礎的，臨

床的検討をし，以下の成績を得た．

　1）本法の手段は，簡便で，特に希釈を必要と

しないことは，ルーチン検査上，きわめて省力化

と言える．

　2）室温（15～30°C）で，45分間のインキュベ

ーションと短時間で検査が終了し再現性も良好で

あった．

　3）本法の測定成績は，慢性腎炎患者において

血清クレアチニン値と良好な相関を示した．また，

慢性腎炎患者では，ほとんどの例が随意尿中の

β2－MG値が高値を示した．

　謝辞：本キットを提供して頂いたシオノギ製薬（株）に

深謝いたします．
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