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《ノート》

IRMAによる血中SPan－1抗原測定法に関する
　　　　　　基礎的ならびに臨床的検討

一
消化器系癌におけるCA　19－9とCEAとの比較一

Fundamental　and　Clinical　Evaluation　of　IRMA　fbr　Serum　SPan－1　Antigen

福田　容子＊　　村上 稔＊　　福地　　稔＊・＊＊

Yoko　FuKuDA，　Minoru　MuRAKAMI　and　Minoru　FuKucHI

Depa〃’ηθ〃t　of～V〃clearルfedicine，」Uyogo　Co〃egeげルtedicine，　Nishinoinカ・a，∫カ080

1．はじめに

　モノクローナル抗体産生技術の進歩普及に伴

い1），血中腫瘍関連抗原の測定法が数多く開発さ

れ，日常臨床上，主に癌の補助的診断法や経過観

察に活用されている．

　消化器系の腫瘍関連抗原もCA　19－9やCEAに

代表されるごとく，多くの血中腫瘍関連抗原が測

定され，インビトロ核医学の主流となっている．

ところが，これら消化器系の腫瘍関連抗原の測定

法は，いずれも膵癌細胞以外の免疫原を用いて作

成されたモノクローナル抗体を利用した測定法で

あった2”4）．

　1986年，鄭ら5）は膵癌培養細胞株（SW1990）を

免疫原とした新しいモロクn一ナル抗体，すなわ

ちSPan－1抗体を作成した．　SPan－1抗体が認識す

る腫瘍関連抗原，すなわちSPan－1抗原は，末端

にシアル酸を必要とするムチン様糖蛋白と考えら

れている6）．SPan－1抗原は分泌性であり，膵癌に
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特異性が高いことが期待できるため，膵癌の腫瘍

マーカーとして臨床的に注目されている7・8）．

　今回，われわれは，血中SPan－1抗原測定用

Immunoradiometric　assay（IRMA）にっき，基礎

的検討を行うとともに，同一血清を用いCA　19－9

やCEAとの比較，コンビネーションアッセイ，

などを中心に臨床的検討を行ったのでその成績を

報告する．

II．方法および材料

稔

　検討にはダイナボット株式会社より提供を受け

たSPan－1　RIABEADを用い，実際の測定はFig．

1に示す手順で行った．

　1．基礎的検討

　1）標準曲線および最小検出感度

　各標準SPan－1抗原溶液添加の際のカウントi数

（cpm）から，標準SPan－1抗原0濃度溶液添加の

際のcpmを，　non－specific　binding（NSB）として

減算し，標準曲線を作製した．また，最小検出感

度は，標準SPan－1抗原溶液の最低濃度（10　U／m1）

を，キット添付の標準SPan－1抗原0濃度溶液で，

1．25U／m1まで倍々希釈を行い，それぞれ5重測

定してカウント数の平均値を求め，標準SPan－1

　Key　words：SPan－1　antigen，　IRMA，　Tumor　marker，

Pancreas　cancer，
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1）　SPan－1　anti⑬en　standard　or　assay　sarnple　　　－一．・－　　　　25　pl

2）Buffer　　　　　　　　　　　－一…　200　pl
3）　Anti－SPan－1　antibody　coated　Bead　　　　　　　　　－←一・－　　　　1　bead

Incubate　for　l　hour　at　37、C

4）　A5plrate　the　incubatlon　mixture，　wash　the　3e3d

　2　times　wlth　O．9　’5　NaCl　solution　（　1　m1　）

6）　Asplrate　the　incubation　mlxture，　wa～h　the　3ead

　ヨセう　らVl1セわ　－　；r　　　ol　ti　く1　ラ

　　↓

7）　Count　and　calcu］ate　the　assay　results

Fig．1　Assay　procedure　of　SPan－1　RIABEAD．

抗原0濃度溶液との間でおのおの有意差検定を行

い求めた．

　2）インキュベーション条件

　インキュベーション温度とインキュベーション

時間が本測定法の標準曲線に及ぼす影響につき以

下の方法で検討した．反応温度は，second　incu－

bationを37°C，2時間と一定にして，　first　incu－

bation温度を4°C，25°C，37°C，45°Cとかえて1

時間反応させ，また，first　incubation温度を37°C，

1時間と一定にして，second　incubation温度を

4°C，25℃，37°C，45°Cとかえて2時間反応させ

た際のおのおのの標準曲線を比較検討した．一

方，反応時間は，second　incubationを37°C，2時

間と一定にして，first　incubation時間を37℃下

で15分，30分，1時間，2時間，16時間とかえ

て反応させ，また，first　incubationを37℃，1時

間と一定にして，second　incubation時間を30分，

1時間，2時間，3時間，16時間とかえて反応さ

せ，それぞれの標準曲線を比較検討した．

　3）精度再現性

　血中SPan－1抗原値の異なる3種類の血清試料

を用い，同一測定内（n＝・10）および異なる10回

の測定間の再現性をC．V．で評価した．

　4）希釈試験

　血中SPan－1抗原値が62S．9，424・0，118・2　U／m1

の3種類の血清試料を用い，標準SPan－1抗原0

濃度溶液で，1：1から1：32まで段階的に希釈測

定して評価した．

　5）回収試験

　血中SPan－1抗原値が16．1，37．6，98．4　U／mlの3

種類の血清試料に5種類の標準SPan－1抗原溶液

（5，15，50，150，500U／m1）を添加し回収率を求め

た．

　2．臨床的検討

　1）健常人における血中SPan－1抗原値

　健常人62名を対象にSPan－1抗原値を本測定法

で測定した．その内訳は，男性29名，女性33名

で，年齢は21歳から62歳まで分布し，平均32

歳である．

　2）良性疾患での血中SPan－1抗原値

　消化器系良性疾患群81例を対象にSPan－1抗原

値を本測定法で測定した．その内訳は，急性およ

び慢性膵炎17例，急性および慢性肝炎17例，肝

硬変18例，胆のう症14例，潰瘍性大腸炎15例

である．

　3）悪性疾患における血中SPan－1抗原値

　診断が確定した消化器系悪性疾患151例を対象

にSPan－1抗原値を本測定法で測定した．その内

訳は，膵癌31例，原発性肝細胞癌23例，胆のう・

胆管癌20例，胃癌29例，結腸・直腸癌27例，

食道癌21例である．

　4）悪性疾患における血中SPan－・1抗原値と血

中CA　19－9値の比較

　本測定法でSPan－1抗原値を測定した消化器系

悪性疾患149例を対象に，同時にセントコアCA

19－9RIAキット（トーレ・フジバイオニクス株

式会社）でCA　19－9値（カットオフ値37　U／m1）

を測定し比較した．

　5）悪性疾患における血中SPan－1抗原値と血

中CEA値の比較

　本測定法でSPan－1抗原値を測定した消化器系

悪性疾患149例を対象に，同時にCEA　RIABEAD

（ダイナボット株式会社）でCEA値（カットオフ

値3．Ong／m1）を測定し比較した．

　6）コンビネーションァッセイの検討

　血中SPan－1抗原値，　CA　19－9値，　CEA値を

同時に測定した消化器系悪性疾患148例につき，
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Fig．2　Standard　curve　of　SPan－1　RIABEAD．

消化器系良性疾患79例を対照にコンビネーション

アッセイの意義につき単独測定の成績と比較した．

　7）血中SPan－1抗原値測定による治療効果の

評価

　治療経過中のSPan－1抗原値の追跡測定を行っ

た膵癌（Stage　IV）患者1例で治療効果の評価を行

った．

III．結　　果

　L　基礎的検討

　1）標準曲線および最小検出感度

　本測定法の代表的標準曲線をFig．2に示す．標

準SPan－1抗原濃度10U／mlから1，000　U／m1の範

囲で，ほぼ満足できる標準曲線が得られた．最小

検出感度は，有意差検定上，標準SPan－1抗原濃

度OU／m1と1．25U／m1の間で結合カウントに有

意差（P＜0．05）が認められ，平均±2S．D．間の重

複を指標にすると標準SPan－1抗原濃度OU／m1

と2．5U／m1との間に重複はみられなかった．

　2）インキュベーション条件

　インキュベーション温度および時間に関する

検討成績をFig．3に一括する．温度の検討では

first　incubation，　second　incubationともに温度が上

昇するのに比例して各濃度におけるカウント数

（cpm）が増加したが，　first　incubationでは1，000

U／mlの高濃度で25°C，37°C，45°Cの間で有意の

差がないため，感度と高濃度域での精度を考慮し

37°Cで十分であり，またsecond　incubationは

37°Cと45°Cとの間に有意な差がなく，first

incubation同様37℃で良いとの成績を得た．時

間の検討では，first　incubationおよびsecond

incubationともに反応時間が長くなるのに比例し

て各濃度でのcpmは増加するが，標準曲線の直

線性を重視するとfirst　incubation　1時間，　second

incubation　2時間が良いとの成績を得た．

　3）精度再現性

　同一測定内（n－10）および異なる10回の測定

間における精度再現性を変動係数（C．V．）で評価

した．同一測定内では血清A（測定値：24．1土0．58

U／m1）で2．4％，血清B（測定値：127．9土4．01　U／

ml）で3．1％，血清C（測定値：340．0土17．46　U／m1）

で5．1％との成績が得られた．一方，異なる測定
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Fig．3　Effect　of　incubation　temperature　and　time　on　standard　curve　of　SPan－1　RIABEAD．

間では血清A（測定値：24．8±1．1U／m1）で4．4％，

血清B（測定値：125．3±4．25U／m1）で3．4％，血

清C（測定値：322．2±26．33U／m1）で8．1％であ

った．

　4）希釈試験

　希釈試験の結果は，いずれの血清試料でも0点

に集束する直線が得られた．

　5）回収試験

　回収試験の結果は，血清Aで104．3％，血清B

で100．2％，血清Cで96．3％で平均100．3％であ

った．

　2．臨床的検討

　1）健常人における血中SPan－1抗原値

　健常人62名のSPan－1抗原値の測定結果を
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Fig．4　Assay　results　of　serum　SPan・1　concentration　in　normal　subjects　and　patients　with

　　　various　diseases　of　the　digestive　system．

Fig．4に示す．その範囲は2．5　U／m1以下から35．4

U／m1の範囲に分布した．すでに報告されている？）

多施設によるカットオフ値30U／mlで評価する

と62名中61名（98．4％）がカットオフ値以下に分

布し，1名（1．6％）で35．4U／mlを示した．以下，

臨床的検討ではカットオフ値として30　U／mlを用

いた．

　2）良性疾患における血中SPan－1抗原値

　対照群として消化器系良性疾患81例のSPan－1

抗原値の測定結果をFig．4に示す．81例中16例

（19．8％）で偽陽性を示した．各疾患別の偽陽性率

は肝硬変の33．3％，胆のう症の28．6％，急性および

慢性肝炎の17．6％，急性および慢性膵炎の11．8％，

潰瘍性大腸炎の6．7％であった．

　3）悪性疾患における血中SPan－1抗原値

　消化器系悪性疾患151例のSPan・1抗原値の測

定結果をFig．4に示す．全体では151例中82例

（54．3％）が陽性を示した．疾患別で見ると膵癌が

90．3％，胆のう・胆管癌が80．0％と高く，次いで

原発性肝細胞癌で56．5％，胃癌で41．4％，結腸・

直腸癌で40．7％，食道癌で9．5％であった．

　4）悪性疾患における血中SPan－1抗原値と血

中CA　19－9値との比較

　消化器系悪性疾患149例を対象に，同一血清を

用い，同時にSPan－1抗原値とCA　19－9値を測定

比較した成績をFig．　5に示す．このうち，測定

値が得られた128例につき相関係数（r）を求めた

ところ，両者の間にはr＝＋0．721と有意の相関

を認めた．CA　19－9値がカットオフ値以上で，

SPan－1抗原値がカットオフ値以下の症例が2例

あったのに対し，CA　19－9値がカットオフ値以

下で，SPan・1抗原値がカットオフ値以上の症例

が15例あった．特に膵癌1例ではCA　19－9値が

38U／mlであったのに対し，　SPan－1抗原値が865
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Fig．5　Correlation　between　serum　SPan－1　values　and　serum　CA　19－9　values　in　patients

　　　with　cancer　of　the　digestive　system．
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U／m1，胆のう・胆管癌2例ではCA　19－9値がお

のおの32U／ml，34　U／m1であったのに対し，

SPan－1抗原値はおのおの706　U／ml，950　U／mlと

著しく高値であった．

　5）悪性疾患における血中SPan－1抗原値と血

中CEA値の比較
　消化器系悪性疾患149例を対象に，同一血清を

用い，同時にSPan－1抗原値とCEA値を測定比

較した成績をFig．6に示す．このうち，測定値

が得られた108例につき相関係数（r）を求めたと

ころ，両者の間にはr＝＋0．055と相関は認めら

れなかった．SPan－1抗原値がカットオフ値以下

で，CEA値がカットオフ値以上の症例が10例あ

った．また，逆にSPan－1抗原値がカットオフ値

以上で，CEA値がカットオフ値以下の症例が38

例あったが，うち12例は膵癌患者であった．

　6）　コンビネーションアッセイの検討

　同一血清でSPan－1抗原値，　CA　19－9値，　CEA

値を同時に測定した148例を対象にコンビネーシ

ョンアッセイの臨床的意義を単独測定と比較した

（Fig．7）．コンビネーションアッセイにより陽性

率は若干上昇したが有意ではなく，良性疾患群で

の偽陽性率が上昇することから，消化器系悪性疾三

患ではSPan・1抗原値を指標とする場合には，さ

らにコンビネーションアッセイを行う意義はない

との結果を得た．

　7）血中SPan－1抗原値測定による治療効果の

評価

　膵癌患者（Stage　IV）1例で，腫瘍摘出術施行前

後の血中SPan－1抗原値を経時的に本測定法で測

定した．手術施行後血中SPan－1抗原値は急速に

低値となり，治療効果の評価に有用であった．
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IV．考　　察

　膵癌は消化器系悪性疾患の中では最も診断が困

難な疾患の1つである．近年，画像診断法が発達

普及したことから，従来に比べやや進歩したとは

いえ，まだ十分とは言えない現状にある．一方，

モノクローナル抗体作成技術の普及により1），種

種の腫瘍関連抗原の測定法が開発され，日常臨床

上活用されている2－’4）．膵癌の診断に際しても，

血中膵腫瘍関連抗原の測定が補助的診断として，

あるいは臨床経過の観察法として求められてきた．

　鄭ら5）は，ヒト膵癌細胞SW　1990を免疫原とし

た7種類のモノクローナル抗体（SPan－1～7抗体）

を作成し，おのおのが認識する抗原をSpan－1～7

抗原と命名した．このうち，SPan－1抗原は，膵癌

細胞の膜構成成分で，分泌性が高いことから，膵癌

の新しい血中マーカーとして注目されている6’8）．

そこでわれわれは，最近，その利用が可能となっ

た血中SPan－1抗原測定用IRMAにつき，実際

に測定する立場から，基礎的ならびに臨床的検討

を行った．本測定法は，first　incubation　1時間，

second　incubation　2時間と比較的短時間に測定結

果が得られる．本測定法の標準SPan－1抗原濃度

は10U／m1が最小濃度であるが，最小検出濃度

の検討では有意差検定法で，1．25U／m1とすぐれ，

平均土2S．D．の重複で評価しても2．5　U／mlまで，

検出可能であった．インキュベーション温度やイ

ンキュベーション時間もキット指示の条件で十分

であることを確かめた．精度再現性，希釈試験，

回収試験などの検討でも，本法は測定法に要求さ

れる諸条件を満足していた．健常人における測定

値は，2．5U／m1以下から35．4U／m1の範囲に分布
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した．すでに報告されている多施設によるカット

オフ値30U／ml8）を基準に評価すると，98．4％が

カットオフ値以下に分布し，カットオフ値以上を

示したのは僅か1名であったことから，本測定法

のカットオフ値30U／mlは妥当であると考えられ

た．カットオフ値30U／m1を基に検討したところ，

消化器系良性疾患群の80．2％は陰性であったが，

19．8％で偽陽性を示した．とりわけ，肝硬変，胆

のう症，急性および慢性肝炎で偽陽性を示す症例

が多かった．その理由については不明であるが，

他の腫瘍マーカーでもみられる傾向と考えられた．

消化器系悪性疾患群全体では陽性率は54．3％で
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あったが，疾患別にみると膵癌で90．3％，胆の

う・胆管癌で80．0％と高く，比較的膵癌に特異

性の高いことが示唆された．他の腫瘍マーカーと

の比較では，CA　19－9とは相関係数r＝＋0．721

と相関が認められた．これはCA　19－9が膵癌の

補助的診断法として期待されてきたことから当然

の結果と思われた．細部についてみると血中CA

19－9値がカットオフ値以上で，SPan－1抗原値が

カットオフ値以下の症例は僅か2例であったのに

対し，その逆の結果を示した症例が15例あった．

一方，CEAとの比較では予想どおり，両者の間

に相関は認められず，細部について検討しても，

血中CEA値がカットオフ値以上で，　SPan－1抗原

値がカットオフ値以下の症例が10例あったのに

対し，その逆の結果を示した症例が38例あり，

うち12例が膵癌患者であった．これらの成績は

血中SPan－1抗原値の測定が臨床的に意義がある

ことを示す成績と考えられた．腫瘍マーカーの診

断精度を高める努力として，コンビネーションァ

ッセイがある．血中SPan－1抗原値，　CA　19－9値，

CEA値について検討したが，結論的には悪性疾

患群での陽性率が上昇する以上に，良性疾患群で

の偽陽｝生率が上昇するため，血中SPan－1抗原値

を指標とする場合には単独評価で良いと考えられ

た．治療経過の観察における本法の意義につき検

討したが，治療経過の評価が可能であることが確

かめられた．これら今回の検討から，血中SPan－1

抗原値測定用IRMAは，新しい腫瘍マーカーの

測定法として臨床的に有用であり，今後活用され

ると考えられる．

V．結　　語

　血中SPan－1抗原測定法用IRMAにつき，基

礎的ならびに臨床的検討を行い，以下の結論を得

た．

　1）本測定法の最小検出感度は有意差検定法で

1．25U／m1，平均土2S．D．の重複で評価すると2．5

U／m1であった．

　2）健常人の血中SPan－1抗原値は，2．5　U／ml

以下から35．4U／m1の範囲を示し，98．4％が30
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U／m1以下に分布した．

　3）消化器系良性疾患群では，80．2％が30U／

ml以下を示し，19．8％は偽陽性であった．

　4）消化器系悪性疾患群の54．3％が30U／ml以

上を示し，特に膵癌で90．3％，胆のう・胆管癌で

80．0％と高率で，比較的膵癌に特異性が高かった．

　5）CA　19－9とは相関係数r＝＋0．721と相関が

認められたが，CEAとは相関はみられなかった．

　6）SPan－1抗原，　CA19－9，　CEAの3者のコン

ビネーションアッセイを検討したが，その意義は

少ないとの結果を得た．

　7）血中SPan－1抗原値の測定は，治療経過の

観察にも利用可能であった．

稿を終えるにあたり，血中SPan・1抗原測定用IRMA

キットの提供をいただいたダイナボット株式会社に謝意

を表する．
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