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Neuron　Speci丘c　Enolase（NSE）RIA　kit（Pharmacia）

　　　　　　　　の基礎的・臨床的検討

Basic　and　Clinical　Studies　of　Measurement　of　Neuron　Speci丘c
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1．はじめに

　エノラーゼは，2一ホスホグリセレートをホスホ

エノールピルビン酸に変換する解糖系の酵素であ

る．そのうち，γサブユニットを有するαγ，γγ型

のアイソザイムは，神経組織に特異的に存在し，

Neuron　Specific　Enolase（NSE）と呼ばれている1～4）．

　NSEは，　APUD系腫瘍5），神経芽細胞腫゜・7），

肺小細胞癌3・9）の細胞中でも発見されており，こ

れらの患者血清中ではNSEが上昇する．すなわ

ち，神経芽細胞腫6・7），肺小細胞癌8，9・14），膵島

癌10）などでは，血中NSE濃度測定の臨床的有用

性が報告されている．

　今回，ファルマシア社製“NSE・RIAキット”

を使用する機会を得たので，その基礎的検討なら
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びに血清NSE濃度測定の臨床的有用性の検討を

行い若干の知見を得たので報告する．

II．方法および検討事項

　本キットは，2抗体法ラジオイムノアッセイの

原理に基づき測定する．すなわち，血清（標準液）

50μ1に，1251－NSE　50μ1と抗NSE抗血清50μ’

を加え，混和後，室温にて3時間放置．第2抗体

をセファロースにつけたデカンテーション用試薬

を加え，混和後，室温にて30分間インキュベート

する．その後，1，500×gで10分間遠心分離後，

デカンテーションを行い，沈澱物の放射能を測定．

標準曲線を作成，検体のNSE濃度を読みとる．

　基礎的検討として，反応時間と反応温度の標準

曲線に及ぼす影響，標準曲線と測定値の再現性，

希釈試験，添加回収試験，溶血のNSE測定値に

及ぼす影響を検討した．臨床検討としては，正常

人69例．各種良性疾患105例，消化器癌51例，生

殖器癌32例，肺癌74例，合計331例について血清

　Key　words：Neuron　Specific　Enolase，　Tumor　mark・

er，　Small　cell　lung　cancer．
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174 核医学　　23巻2号（1986）

NSE値を測定した．また，肺癌症例では，他の腫

瘍マーカーCarcinoembryonic　antigen（CEA）（第

一ラジオアイソトープ研究所）および，Squamous

cell　carcinoma　related　antigen（SCC）（ダイナボッ

ト社）濃度も同一患者血清で測定し，NSEとの比

較検討を行った．

In．結　　果

　1．基礎的検討

　1）反応時間と反応温度の標準曲線に及ぼす

　　影響

　反応温度を室温として（20°C～22°C），第1反

応時間を，30，60，90，120，180，210，240分と変化

させた場合の標準曲線に及ぼす影響について検討

した．反応時間30分，60分でとくに高濃度におい

て高値を呈したが，150～240分においては，ほぼ

同様の標準曲線が得られ，コントロール血清の濃

度もほぼ同一であった（Fig．1）．

　つぎに，第1反応の反応時間を3時間とし反応

温度を，8°C，室温（20°C～22°C），37°Cと変化さ

せた場合の標準曲線を作成したところ，ほぼ一致

した標準曲線が得られ（Fig．略），キットの指示書

に従い，第1反応は，室温3時間の反応条件で良

いと考えられた．

　さらに，第1反応は，室温3時間と一定にして，

第2反応時間を，15，30，60，180分と変化させ標

準曲線を作成した場合にも，ほぼ一致した標準曲

線が得られた．よって，第2反応もキットの指示

書のとおり，30分間の反応条件で行った．

　2）標準曲線

　標準NSE溶液を用いて作成した標準曲線は，

2～200ng／mlの間できれいな曲線が得られ，最小

検出感度は2ng／m1である．10回のアッセイでの

標準NSEの変動係数（C．V．）は，それぞれ，

1．17～4．80％と非常に良好な標準曲線の再現性が

得られた（Fig．2）．

　3）血清NSE濃度測定の再現性

　同時再現性をみるために，濃度の異なる4検体

を同一キットを用いて10回測定したところ，変動

係数は，2．4～7．7％であった．また，3検体を異

なる10キットで測定したキット間変動係数は，

4．6～9．6％と，低濃度域でやや変動係数が高かっ

たが，ほぼ満足すべき成績であった（Table　1）．

　4）希釈試験

　濃度の異なる2種類の患者血清を，キット添付

の希釈液にて，1／2～1／64に希釈して得た測定値

は，Fig．3のごとく，原点に向かう直線上にプロ

ットすることができた（Fig．3）．
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Fig．1　Effect　of　incubation　time　on　the　standard　curves　and　serum　NSE　values．

Presented by Medical*Online



Neuron　Specific　Enolase（NSE）RIA　kit（Pharmacia）の基礎的・臨床的検討

　100

　　80

6
Q60
9

R
840
m

　　20

O

2　510　30　
100

　　　　　　　　　　　　　　　NSE

Fig．2　Reproducibility　of　standard　curve．

Table　l　Intra－and　inter－assay　variations

200（ng／mQ）

Sample n mean（ng！mの S．D．（ng／mの C．V．（％）

lntra－assay

A 10 6．5 O．15 3．8

B 10 8．2 O．44 5．6

C 10 20．0 1．OO 5．3

D 10 45．O 1．26 3．0

lnter－assay

E 10 6．O O．55 9．6

F 10 19．1 O．92 5．1

G 10 47．4 2．06 4．6
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Table　2　Recovery

Added（ng）
Sample

O 5 15 50

A
measured（ng！mO）

recovery（％）

3．O 8．5

（106）

　18

（100）

57
（108）

B
measured（ng／m2）

recovery（％）

6．7 11．5

（98）

21．5

（99）

66
（116）

C
measured（ng／m2）

recovery（％）

26 29
（94）

40．5

（99）

80
（105）

Mean±SD＝102．8±6．8％

n
　　　　　　　NSE（ng／m2）
5　　　10　　　20　　　　　　　　　1001　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

Control 69 ・

叫姫・“・｝・・

PancreatitiS 12 ・・．．

…．・・：i

Cholelithiasis 12
．．＝．．i

Gastric　ulcer 4
　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

3・　1・

Diabetes　Mellitus 3
　　　　　　　　　1●　　　　●　　●　　　　　　　　　！

Chronic　renal　failure 14
　　　　　　　　，

● 4・◆ト

Chronic　hePatitis 4 ．3．i
Liver　cirrhosis 11

　　　　　1
……8・・弍

Diffuse　panbronchb‖tis 13
　　　　　1
・2…・・3→・　・　　　　　1

Emphysema 10 …　●8・・1

BronChi㏄tasiS 5
　　　　　　1●・　　●●　　　1　●

Pulmonary　tubercubsis 17
　　　　　　　　　1

・ 18P・・！…
Misce‖8neous　bθnign
Pulmonary　dise8ses

9
．3s．．　i　　　　　　　　・

Fig．4　Serum　NSE　levels　in　normal　controls　and　patients　with　various　benign　diseases．

　5）添加回収試験

　3種類の異なる血清に，キット添付の標準品を

添加し，その回収率を検討した．血清検体の回収

率は，94～119％平均102．8％でややばらつきは

あるもののほぼ満足すべき結果であった（Table　2）．

　6）溶血の影響

　NSEは赤血球内に存在することが知られてい

るため7・11），溶血によるNSE測定値に及ぼす影

響を検討したところ，溶血によりNSEは，著し

く高値として測定されることが明らかとなった．

すなわち，非溶血時5ng／mlの正常人血液を軽度

溶血させると12．8ng／m1に，強溶血させた場合に

は118ng／mlと，見かけ上非常に高値に測定され

た．

　2．臨床的検討

　1）健常成人の血清NSE値

　20歳～55歳までの成人男女69名の血清NSE値

を測定したところ，2．0～12．6ng／m∫の間に分布

し，その平均値は，5．01±1．84ng／ml（平均値圭標

準偏差）であった．そこで，これまでの報告どお

り9・10・12）血清NSE濃度の正常上限値を10ng／m1

として以下の検討を行ったが，健常人69例中2例
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Fig．5　Serum　NSE　levels　in　patients　with　various　malignant　diseases．

NSE 5　　10　　20　　　　　　100　　　　　　　（ng／m2）■ろ． Positlve
　r8te

Epidermoid　carchoma
　　　　　　　　　　　n＝20

8・靭・1・・
15％

Adenocarcinoma
　　　　　　　　　　　n＝33

Small　cell　carchoma
　　　　　　　　　　　n＝18

　　　　　　　　‘

18％

44％

Large　cell　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝3 1

1

O％

CEA 1　　　　　3．55　　10　　　　　　　　　100　（ng！m2）　　　　　　　　　　　　．

Epidermoid　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝16

パ●　；4　　・．・　　　　　　・　　　　　　　，

56％

Adenocarcinoma
　　　　　　　　　　　n＝29

Small　cell　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝13

　　　　　　　　　・
●　●8　⇔8●わ》8弓の　　　　●●　　　　●　　　●　　　　　●　●　　●

　　　　　　　　　1
66％

69％

Large　Cell　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝3

　　　　；●　●●　　1　　　　～

O％

SCC 1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7（ng／mの
」　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　‘

Epidermoid　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝20

　　　　　．

3・」・8・…　　　　　3　　8　　　　　・（窟） 45％

Adenocarcinoma
　　　　　　　　　　　n＝33

Small　cell　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝18

Large　cell　carcinoma
　　　　　　　　　　　n＝3

9％

11％

O％

Fig．6　Serum　NSE，　CEA　and　SCC　levels　in　patients　with　lung　cancer．

（2．9％）が偽陽性を示した．

　2）各種良性疾患患者の血清NSE値

　各種良性疾患患者における血清NSE値は，114

例中8例（7．0％）が10ng／m1を越える値を示し

た．ただ偽陽性例の多くは，12．5ng／m1以下のご

く軽度の上昇であったが，び漫性汎細気管支炎の

1例では17ng／m1，肺結核の1例では14　ng／ml

を示した（Fig．4）．

　3）各種悪性疾患患者の血清NSE値

　各種癌患者157例の血清NSEをFig．5に示す．

消化器癌，生殖器癌とも少数の陽性例は認められ

るものの大多数（90．5％）では，血清NSE濃度は，

10ng／m1以下であった．これに対し，肺癌患者で

は，74例中17例（23％）が陽性で，しかも著しい高

値を示す症例が認められるため，さらに以下のご

とく検討を加えた．

　4）肺癌病理組織像と血清NSE，　CEA，　SCC

　　濃度

　肺癌74例を病理組織型に従い分類すると，’各群

により，血清NSEの陽性率，』 測定値には著しい
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差異が認められた（Fig．6）．15　ng／ml以上の高値

を示した肺癌組織型の多くは小細胞癌であり，腺

癌，類上皮癌でも若干の陽性例が見られるものの，

そのNSE濃度は1例を除き15ng／m1以下であっ

た，これに対し，CEAは，測定し得た61例中37

例（61％）が，SCCでは，74例中14例（19％）が陽

性であった．CEAは，腺癌，類上皮癌，小細胞

癌いずれにおいても上昇する傾向が認められたが

SCCでは，類上皮癌での陽性率が高い．

　肺癌患者血清CEA，　NSE，　SCC濃度の間には有

意な相関関係は認められなかった（p＜0．05）．

Iv．考　　察

　NSEは神経組織より精製されたものであるが，

発生起源の類似したAPUD系腫瘍にも存在する

ことが明らかにされている5）．したがって今回検

討した肺小細胞癌の他に，神経芽細胞腫，褐色細

胞腫におけるNSE測定の有用性も報告されてい
る6・7・15）．

　NSE・RIAキットは，2抗体法に基づいており

測定値の再現性は良好で，短時間のインキュベー

ションにより測定可能であった．操作は簡便で，

希釈試験，回収試験とも良好で，基礎的検討は満

足すべきものと考えられる．ただ，NSEが赤血

球内に含まれているため溶血は測定値の著しい誤

差をきたす．検体の取り扱いには十分な注意が必

要であるが，癌末期には，ごくまれに二次性の溶

血性貧血をきたすことがあり13），この場合には正

確な血清NSE濃度の測定は困難であると考えら

れる．

　臨床的検討では，健常成人69名の血清NSE濃

度は，5．01土1．84（平均値±標準偏差）ng／mlであ

ったが，他の報告も参考にし9・10・12），カットオフ

値を10ng／m1と設定した．血清NSEの偽陽性を

呈したものは，健常成人2．8％，良性疾患6．7％と

少なく．しかもほとんどが，12．5ng／ml以下のご

く軽度の上昇であった．一方，肺癌，特に小細胞

癌では著しく高値をきたす症例があり，肺小細胞

癌の診断に有用であると考えられる．肺小細胞癌

は，肺癌の中でも特異であり，早期より転移しや

すく，治療は，手術よりも放射線療法，抗癌剤が

有効な症例が多い．したがって，NSEが著しい

高値を示す場合には，肺小細胞癌が強く疑われ治

療の有効な選択の助けとなろう．

　しかし，肺小細胞癌でもその陽性率は18例中8

例（44％）とそれほど高くない．陽性例の多くは

進行癌でCEAも陽性の症例がほとんどであった．

　これまでの報告では，肺癌の腫瘍マーカーとし

てはCEAが最も優れているとされている．今回

の検討でも，CEAは肺癌症例のうち61％で陽性

であった．一方，子宮頸癌の腫瘍マーカーとして

開発されたSCCは，肺の類上皮癌でも上昇する

ことが知られており，今回の検討でもSCCの陽

性率は肺癌のうち類上皮癌で最も高かった．すな

わち，肺癌では，CEAが最も優れた腫瘍マーカ

ーで特に腺癌に有用とされており，NSEが高値

の場合には小細胞癌を，SCCが高値の場合には

類上皮癌を疑うことができよう．つまり，肺癌で

は腫瘍マーカーの測定により，ある程度その病理

組織像を予測することが可能になる訳で，きわめ

て興味深い．

　血清NSE濃度の測定は今回検討した肺小細胞

癌以外にも，神経芽細胞腫6・7），膵島癌10）や褐色

細胞腫15）でも有用であると報告されている．免

疫組織染色ではこれらの腫瘍組織にNSEの局在

が証明されているが，血清NSE濃度を上昇させ

るにはかなりの腫瘍重量が必要なようである．例

えば米田らの報告15）では褐色細胞腫患者におけ

る血清NSE濃度は8．1　ng／m1（平均値）と正常人

よりは有意に高値だが，NSE測定の臨床的有用

性に関しては十分検討されていない．また神経芽

細胞腫でもNSE上昇例はいずれも進行病期の症

例である．

　NSEを含めてこれら腫瘍マーカーが陽性とな

るのは，いずれもかなり進行した症例に多い．今

後さらに早期癌でも陽性として検出されるような

感度に優れ，しかも疾患特異性の高い新しい腫瘍

マーカーの開発が期待される．
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V．まとめ

　　NSE・RIAキット（Pharmacia）の基礎的ならび

に臨床的検討を行い，以下の結果が得られた．

　　1）操作は簡便で，短時間で結果が得られ，測

定値の再現性は良好であるなど，基礎的検討は満

足できるものであった．

　　2）しかし，溶血した場合には見かけ上NSE

が高値として測定されるため，検体の取り扱いに

は注意が必要である．

　　3）健常人，良性疾患患者における偽陽性率は

低い．

　4）悪性腫瘍患者では肺小細胞癌で高値を示す

症例が多い．したがってNSE，　CEA，　SCCの測定

によりある程度肺癌の病理組織像の予測が可能と

思われる．

謝辞：NSE・RIAキットを提供していただいたシオ

ノギ製薬に深謝いたします．
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