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1．はじめに

　モノクローナル抗体の開発1）により腫瘍関連抗

原の解析は急速な進歩を遂げ，CA　19－9をはじめ

として臨床的に有用な腫瘍マーカーが次々に報告

されている．Cancer　Antigen　l25（CA　125）は

1980年，Bastらによりヒト卵巣癌培養細胞を用

いて作製されたモノクローナル抗体2）が認識する

腫瘍関連抗原であり，上皮性卵巣癌に対して有用

な腫瘍マーカーであると注目されている3“’5）．

　今回，CIS（フランス原子力庁）製CA　125測定

用キット（エルザCA　125キット）をミドリ十字

より提供を受け，基礎的ならびに臨床的検討を行

ったのでその結果を報告する．
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II．対象および方法

　1・測定原理

　本法に用いられる抗体はヒト上皮性卵巣癌培養

細胞（OVCA　433）によって免疫されたマウス脾

細胞とマウス骨髄腫細胞のハイブリドーマから

得られたモノクローナル抗体OC　125である．測

定原理は抗体を固定したチューブに検体と1251標

識二次抗体を同時に添加する固相法のradioim・

munometric　assayである．なお固相一次抗体と

1251標識二次抗体は同一抗体を使用しているため，

用いる抗体が認識する抗原決定基は2個以上存在

しているものと考えられる．

　2．測定方法

　特に指示のない場合は本キットの指示書6）に従

ったが，その概略は以下のとおりである．

　1）抗体を固定したチューブに標準液または検

体および1251標識抗体を入れる．

　2）よく撹絆した後，室温で18～20時間，イン

キュベーションを行う．

Key　words　：CA　125，　Tumor　marker，　Monoclonal

antibody，　Ovarian　carcinoma．
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　3）反応残液を除去し，脱イオン水で3m1×4

回洗浄する．

　4）各チューブの放射能を測定し，各測定値か

らバックグラウンドを引いたカウント数を求める．

標準液のカウント数（cpm）を縦軸に，濃度（U／ml）

を横軸に方眼紙にプロットして標準検量線を得，

検体のカウント数よりCA　125濃度を読みとる．

　3．基礎的検討

　アツセイの1）精度，再現性，2）回収率試験

3）特異性，4）希釈試験につき検討した．特異性

試験はアッセイ系にCEA，　AFP，　TPA，　CA　l　9－9

の標準液を添加して検討したが，それぞれCEA，

TPAは第一ラジオアイソトープ研究所，　AFPは

ミドリ十字，CA　19－9はCIS製のものを使用した．

　またキット指示書には検体と1251標識抗体の同

時添加（one－step法）が指示されているが，それ

以外にまず検体と固相一次抗体を反応させ，洗浄

した後1251標識二次抗体を加える二段階法（two－

step法）のアッセイも試みた．

　CA　125の性状を検討するためCA　l25高値血

清をSephadex　G－150カラムクロマトグラフィに

かけ，血中CAl25の分子量についても検討を行

った．

　4・臨床的検討

　本院にて手術により診断の確定した悪性腫瘍症

例88例，各種臨床検査で診断された良性疾患症例

83例，および健常人72例の計243例を対象とした．

悪性腫瘍症例の内訳は胃癌12例，大腸癌13例，膵

癌13例，中間群を含む悪性卵巣腫瘍21例（うち漿

液性嚢胞腺癌4例，ムチン性嚢胞腺癌3例，類内

膜癌3例，類中腎癌1例，Brenner腫瘍2例，未

分化胚細胞腫2例，胎児性癌2例，平滑筋肉腫1

例，転移性腫瘍3例），子宮頸癌23例，その他の

婦人科系悪性腫瘍7例（卵管癌2例，子宮体癌4

例，絨毛癌1例）である．良性疾患症例の内訳は

急性肝炎10例，慢性肝炎10例，肝硬変症10例，良

性卵巣疾患28例，子宮筋腫24例である．

IH．結　　果

　1．基礎的検討

　1）標準曲線

　6種類の濃度の標準液（6．5，30，80，200，350，

500U／m1）を8回測定し，結合放射能の平均値，

標準偏差を求め作成した標準曲線はFig．1に示

すとおりである．各濃度の変動係数は5．4～9．8％

であり，標準曲線の再現性は良好であった．

cpmxlO’3

6．5　30　80 200 350 500
CA125（Ulmt）

Fig．1　Typical　standard　curve．　Each　point　represents　mean土SD（N＝8）．
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　2）精度，再現性

　CA　125濃度の異なる3種類の血清にっき，同

一アッセイ内で10回，異なるアッセイ間で5～7

回測定を行い，それぞれの平均値，標準偏差お

よび変動係数を求め，その再現性を検討した．

Tables　1，2に示すごとく，測定値の変動係数は同

一アッセイ内では5．6～18．1％，異なるアッセイ間

では12．1～23．9％の値を示し，いずれもCA　125

濃度低値の検体で変動係数がやや大きい傾向であ

った．

　3）回収率試験

　血清にキット添付の標準液（30，80，200，500ng／

m1）を等量添加し，回収率を求めた．　Table　3に

示すように回収率93．4～ll2．9％，平均105．3％と

満足すべき結果であった．

　4）特異性
　CEA，　AFP，　TPA，　CA　19－9をアッセイ系にそ

れぞれ最高濃度300ng／ml，1，000　ng／m1，3，000　U／

L，120U／m1添加して，1251標識抗体の結合を測

定し，アッセイの特異性を検討した．これらの腫

瘍マーカーの添加により標識抗体の結合は増加せ

Table　l　Results　of　intra－assay　reproducibility

ず，CA　125とこれらの腫瘍マーカーとの交叉反

応はないと考えられた．

　5）希釈試験

　三種類の血清をキット添付の希釈液を用いて，

1／2～1／8まで希釈測定した（Fig．2）．これらの検体

では希釈曲線はほぼ原点を通る直線となった．し

かし非常に高濃度の検体では以下に述べるプロ

ゾーン現象が認められた．
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Fig．2　Effect　of　sample　dilution　on　CA　125　estimation．

　　　Sp㏄imens　were　obtained　from　patients　and
　　　diluted　by　diluent　equipped　with　the　kit．
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Table　2　Results　of　inter－assay　reproducibility
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Table　3　Recovery　test

＼

Added
（U／m1）

Exp㏄ted　Measured　Recovery
（U／m1）　　　（U！ml）　　　（％）
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100　　　　1DOO
　CA125（U／mt）

10．∞0
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Fig．3　Dilution　of　serum　with　high　CA　125　values．

　　　Radioactivity　of　bound　1251－1abeled　antibodies

　　　was　plotted　against　CA　125　concentrations．

　　　Prozone　phenomenon　was　observed．
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Sephadex　G－150　column　chromatography　of　a　serum　sample　with　high　CA　I　25

value．Each　fraction　was　assayed　by　the　kit　and　immunological　activities　of　CA　125

were　represented　as　radioactivity　of　bound　1251－labeled　antibodies（●一●）．

Protein　concentration　was　measured　by　absorbance　at　280　nm（○…．一・○）．　CA　l　25

was　eluted　at　the　void　volume．

Presented by Medical*Online



卵巣癌に対するモノクローナル抗体を用いたエルザCA　125　RIAキットの基礎的ならびに臨床的検討　　1395

　6）プロゾーン現象

　CA　125濃度が非常に高い検体を希釈液で順次，

希釈して測定した結果をFig．3に示す．高濃度

域で1251標識抗体の結合放射能がかえって低く

なるプロゾーン現象（フック現象）が認められた．

このためCA　125が非常に高濃度の検体では，適

当な希釈を行わないで測定した場合，血中CA

125を低値と読んでしまう可能性が示された．

　7）同時添加法（one－step法）と二段階法（two－

　　step法）

　このような顕著なプロゾーン現象は検体と1251

標識抗体を同時に添加するone－step法に起因す

るのではないかと考え8，9），プロゾーン現象を少

なくする目的で抗体を結合したチューブにまず検

体のみを加え，室温で3時間インキュベーション

した後，洗浄し，その後に1251標識抗体を添加し

て室温で16時間インキュベーションを行うtwo・

step法を試みた．しかしtwo－step法では全体に

1251標識抗体の結合が低下するとともに，CA　125

が高濃度と低濃度の場合で結合放射能の差が少な

くなるため（Fig．4），以後の検討はすべて指示書ど

おりのone－step法による測定方法で行った・

　8）血中CA　125の性状

　CA　125高値の血清をSephadex　G－150カラム

クロマトグラフィにかけたところ，CA　125は

void　volumeに溶出され（Fig．5），血中CA　125は

分子量20万以上のかなり大きな分子で存在してい

ると思われる．ただ1251標識抗体の結合はアッ

セイ中のタンパク濃度に依存しており，CA　125

の含まれていない低タンパク濃度域で1251標識

抗体の非特異的結合が認められた．
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Fig・6　Serum　CA　1251evels　in　normal　subjects　and　in　patients　with　non－9＞・necologica｝

　　　diseases．　A　large　closed　circle　represents　ten　subjects．
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　2・臨床的検討

　健常人72例（男性37例，17歳～72歳，平均36．2

歳，女性35例，19歳～68歳，平均43．0歳）では全例

5U／ml以下の低値であった．　Bastらに従い3）35

U／mlをカットオフ値とすると婦人科系疾患以外

の肝炎，肝硬変症などの良性疾患では全例陰性だ

ったのに対し，消化器系悪性腫瘍では胃癌12例中

1例，膵癌13例中2例で35U／ml以上の陽性値

を示した（Fig．6）．一方，婦人科系疾患では悪性

卵巣腫瘍で高値症例が多く，21例中9例が陽性で

あった（Fig．7）．組織別にみると漿液性嚢胞腺癌

4例中4例，類内膜癌3例中2例，Brenner腫瘍

2例中1例，転移性腫瘍3例中2例で血中CAl25

値は35U／m1以上を示し，最も高値血清では

1，000U／mtに達した．しかし今回の検討ではム

チン性嚢胞腺癌の3例，類中腎癌の1例，未分化

CAI25
｛U’m1）
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Fig．7　Serum　CA　l251evels　in　patients　with　various

　　　gynecological　diseases．

胚細胞腫の2例，胎児性癌の2例，平滑筋肉腫の

1例は35U／mt以下に分布し，子宮頸癌23例，

その他の婦人科系悪性腫瘍7例でも陽性例は認め

られなかった．良性卵巣疾患では卵胞嚢胞の1例

に高値例がみられたが，良性卵巣腫瘍，子宮筋腫

ではCA　125は35　U／m1までに分布し，カット

オフ値を35U／mlとした場合，いずれも全例陰

性であった．

IV．考　　察

　CA　125は膵癌に対する腫i瘍マーカーCA　19－9

と同じく，モノクローナル抗体の手法を用いて開

発され，これまでのCEA，　AFPとは異なる新し

い腫瘍マーカーである．

　測定は抗体を固相化したチューブに検体と1251

標識抗体を同時に添加するone－step法のimmuno－

radiometric　assayで，今回の基礎的検討でもっ

とも大きな問題点はプロゾーン現象であった．す

なわち非常に高い値をとるはずの検体でかえって

1251標識抗体の結合が低下して，見かけ上低値と

なってしまうのである．この現象は抗原と1251標

識抗体を同時添加するone－step法である限り，

抗原過剰の場合，理論的に避けられないs・9）．そ

こで検体を加え，洗浄した後に1251標識抗体を

加える二段階法（two－step法）を試みたが，　Klug

らの成績7）と同様，1251標識抗体の結合は低下し

てしまい，標準曲線の傾きが緩やかとなり，測定系

としては成り立たなくなってしまった．CA　19－9

がtwo・step法を採用しているのに対し，　CA　125

では抗体の抗原への結合親和性が低く，洗浄によ

り固相一次抗体に結合したCAl25が離れるため

かもしれない．したがって当施設もキット指示書

どおりの同時添加法（one－step法）を採用してい

るが，プロゾーン現象のため読み値が80U／ml

以上の検体はすべて希釈して測定しなおしている．

　卵巣癌培養細胞の培養上清中あるいは細胞膜表

面のCA　125は分子量20万以上のものと報告され

ているが10），今回のクロマトグラフィによる検討

でも患者血中のCA　125はかなり大きな分子であ

ることが示された．CA　125は糖タンパクである

Presented by Medical*Online



卵巣癌に対するモノクローナル抗体を用いたエルザCA　125　RIAキットの基礎的ならびに臨床的検討　1397

ことが報告されているが，モノクローナル抗体を

用いて開発された腫瘍マーカーの常として，その

抗原の性状に関してはなお不明のことが多い．

　臨床的には悪性卵巣腫瘍ことに上皮性卵巣癌で

高い陽性率を示すとされており，今回の測定結果

も症例数が少ないがその傾向が認められた．他の

悪性腫瘍や良性疾患での陽性率は低く，CA　19－9

と同様，比較的特異性の高い腫瘍マーカーと言え

よう．ただ今回の検討ではカットオフ値をBast

らの報告に従い35U／m1としたが，早期の卵巣

癌では35U／m1以下のことが多く，カットオフ

値の設定にはなお検討を要すほか，われわれも血

中CA　125濃度と病理組織像，病期との関係，他

の腫瘍マーカーとの比較などの検討を進めている．

さらに血中CA　125濃度の測定は卵巣癌患者の経

過観察にも有用で3・4・11），優秀な腫瘍マーカーと

評価されているが，アッセイに用いるモノクロー

ナル抗体の抗原への結合親和性や腫瘍特異性に関

しては，なお不明の点が多く，今後さらに検討さ

れるものと思われる．

V．まとめ

　L　血中CA　125濃度測定の精度，再現性，お

よび回収率試験はほぼ良好であった．

　2．しかしプロゾーン現象の影響を大きく受け

るため，高値を示す検体の解釈には注意が必要で

ある．

　3．これまでの腫瘍マーカーCEA，　AFP，　TPA，

CA　19－9との交叉反応は認められなかった．

　4．健常人72例は全例5U／mt以下の低値であ

った．

　5．良性疾患症例82例中，35U／m1を越えたの

は卵胞嚢胞の1例のみであった．

　6．悪性腫瘍症例89例では胃癌12例中1例，膵

癌13例中2例，悪性卵巣腫瘍21例中9例で35U／ml

以上の値を示し，CA　125は優秀な卵巣癌腫瘍

マーカーである．
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