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《ノート》
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1．はじめに

　ネオプテリンはいわゆるプテリジン化合物の1

つで，マクロファージが生成分泌とすると考えら

れている1）．In　vitroの実験でもTリンパ球をイ

ンターフェロンガンマで刺激すると培養液中にネ

オプテリンが増加することが報告されている2）．

血清や尿あるいはその他の体液中のネオプテリン

濃度が増加する疾患として高フェニールアラニン

血症や各種の感染症，骨髄移植を受けた際に拒絶

反応が起こっている時，細胞増殖の著明な悪性腫

瘍などが知られている1》．

　従来，その測定はhigh　performance　liquid

chromatography（HPLC）により行われていた

が3’4），近年血中ネオプテリン測定用の特異的な

RIAも開発された5）．われわれはすでにHPLC
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による臨床的検討を行い，その成績を報告した

が6），今回，尿中ネオプテリン測定用RIAとして

新たに開発されたキットにつき基礎的ならびに臨

床的検討を試みたので，その成績を報告する．

II．方　　法

　患者および健常者から採取した新鮮尿に0．01％

のEDTAを加え一80°Cで保存したものを測定

に供した．測定には解凍した尿に二倍量の蒸留水

を加え，0．22μmのフィルターを用い2，00095分

間遠心濾過した試料を用いた．

　対象患者には東大病院の外来あるいは入院患者

を当てた．その内訳は，肝疾患23（肝硬変15，肝

細胞癌7，慢性活動性肝炎1），リウマチ様関節炎

（RA）18，血液疾患9（白血病5，ポジキン病1，

refractory　anemia　with　excess　blasts（RAEB）1，骨

髄腫1，再生不良性貧血1），肺疾患4（肺癌3，メ

ゾテリオーマ1），SLE　5，循環器疾患3（高血圧症

2，細菌性心内膜炎1），その他の自己免疫疾患8

（べ一チェット病3，重症筋無力症1，PSS　1，シ

ェーグレン症候群1，皮膚筋炎1），その他6（腎不
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全，糖尿病，肥満，胃癌，胆道癌），の計76例で

ある．健常者は東大病院の職員，男性24，女性34

の計59人につき検討した．

　HPLCによる測定はHowellsらの方法4）に準

じて行った．使用機器は島津LC－6A型を用いカ

ラムはシムパックCLC－ODSを，溶離液は20mM

リン酸緩衝液pH　6．1を用いた．流速は0．8m1／min

でカラム温度は4℃で行った．RIAはHenning

社の尿中ネオプテリン測定用RIAキットIMMU
test　noePterinを用いた．

　キットの構成は

　1．1251一ネオプテリン（2vials，11ml》vial）

　2．第一抗体は抗ネオプテリン抗体（ヤギ血清）

　　　第二抗体として抗ヤギIgG抗体（ロバ血

　　清）2vials（11m1／vial）がすでに加えられて

　　いる．

　3．洗浄液（105m1）

　4．ネオプテリン標準液（0．4ml）

　　0，0．8，2．3，6．8，20．5，61．5，184ng／ml（それぞ

　　れ0，3，9，27，81，243，729nmo1〃相当）

　　　ネオプテリンコントロールサンプル1，II

　　（0．4ml）

　測定法の手順をTable　1に示す．

III．成　　績

　1．標準曲線（Fig．1）

　0．8から60．Onmo1／1の範囲でほぼ直線を示す標

準曲線が得られ，測定間の再現性も良好であっ

た．

Table　l　Assay　procedures　of　RIA　for　urinary　neo・

　　　　pterln　concentratlon

　2．反応時間の影響

　Figure　1にincubation時間の影響を示す．反応

時間30分，1，2，3時間の間では標準曲線への影

響はほとんどなかった．尚，以下の検討では室温

にて反応時間は1時間とした．

　3．添加回収試験

　患者尿に500，2，500，10，㎜nmol〃のネオプテ

リンを各々添加して測定した成績をTable　2に示

す．患者尿は170nmol／1の値を示し，いずれの

濃度でもほぼ1∞％の回収率が得られた．

　4．測定の再現性

　日差と日内の変動につき3種類の検体を用い検

討した成績をTable　3に示す．日差，日内の再現

性は，それぞれ3種および2種類の濃度について

検討したがCVは8～16％であった．

　5．交叉反応

　ネオプテリン類似のプテリン化合物であるビオ

B／Bocy．）

100

80

60

40
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　　　　　　　1　　　　　　　10　　　　　　　100

　　　　　　　　　　Necpterin　Cnrno！／［）

Fig．1　Standard　curve　for　neopterin　assay．

　　　（Effect　of　incubation　time）
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Table　2　Recovery　test　of　neopterin

1．　pipette

2．　pipette

3．　Incubate

五
「
く
∨
6
7
’
8

pipette

Centrifuge

Decant

Measure

neopterin　standards　or

samples

1251－neopterin

20μ1

20μ1

100　lil

1h　at　room　temperature　under

the　exclusion　of　light

washing　solution

2，000×g，10min

supematants
radioactivity（1　min）

1，000　ltl

Added　neopterin　Measured　values　　Recovery
　　（nmolμ）　　　（nmol／1）　　　（％）

　　0
　500
2，500

10，000

　170＊

　6625
2，407．5

11，170

98．5

89．5

111．0

Calculate　from　standard　curve

mean　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．7

＊Neopterin　was　added　to　the　urine　from　one

　patient　as　shown　in　the　table．

　Values　depict　mean　of　duplicate　determinations．
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Table　3　Reproducibility　of　neopterin　assay Tab！e　4

Intraassay（n＝5）　　　　Interassay（n＝5）
　　　　　　　（nmol／／）

783

Sユmples

Urinary　neopterin　concentrations　in　normal

subjects

－
つ
↑
3
4
丁
5

＊5．73土0．92（16．1）

12．76土2．05（16．1）

56．82±4．50（7．9）

RIA　　　　　　HPLC
　　（！tmol／mol＊）

14．79土2．39（16．2）

58．24：と5．77（　9．9）

Male（n＝25）

Female（n＝34）

Total（n・＝59）

（mean±SD）

133＋44
189：と62

165⊥61

120±38

177±56

153±56

＊mean二SD（CV％） ＊Neopterin／Creatinine
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Crossreaction　of　neopterin　assay．

プテリン，プテリン，キサントプテリンにつき，

50および200nmo1／1の濃度を加え交叉反応を検

討したが，検討範囲内では交叉反応はみとめられ

なかった（Fig．2）．

　6．正常値

　男性24人，女性34人，合計59人における測定範

囲をTable　4に示す．　RIAによる値とHPLCに

よる値を同時に表に示した．RIAによる値は若

干高めに測定された．また，女性は男性に比較し

て高値であった．本キットによる尿中ネオプテリ

ン濃度の正常値は，クレアチニン比として男性

133±44，女性189±62μmol／molであった．

　7．年齢差

　健常者における尿中ネオプテリン濃度を年齢別

に区分し，クレアチニン比としてFig．3に示す．

　10歳以下の小児で高値の傾向がみられたが10歳

以上では60歳までほぼ一定であった．

　8．RIAとHPLCによる測定値の比較

　Figure　4に各種疾患患者での尿中ネオプテリン

濃度をRIAとHPLCによる測定値の比較を示す．
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Fig．3　　Urinary　neopterin　concentratlon　ln　varlous

　　　age．
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Fig．4　Correlation　between　urinary　neopterin　concen・

　　　trations　by　HPLC　and　by　RIA　in　patients　with

　　　various　diseases．
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｛μmol／mol｝

ぷ

Fig．5　Urinary　neopterin　concentrations　in　various

　　　diseases．

両者は，Y＝・　126X－60，γ＝0．892と良好な相関関

係を示すが，RIAによる値はHPLCによる値と

比較して若干高値であった．

　9．各種疾患患者における尿中ネオプテリン濃

　　度

　Figure　5に各種疾患患者における尿中ネオプテ

リン値を示す．

　肝疾患患者では非B型肝炎による肝硬変患者で

正常値以上の高値を示す例が58％あった．また，

1例の慢性活動性肝炎，7例の肝細胞癌の内6例

で著しい高値を示した．

　血液疾患では，白血病，再生不良性貧血で高値

を示した．リウマチ様関節炎では50％で正常値

以上を示し，Systemic　lupus　erythematosis（SLE）

でも約半数で高値例がみられた．

IV．考　　案

　尿中のネオプテリン濃度が最近あらたに注目さ

れているのは，悪性腫瘍の存在と関連して増加す

ることと，acquired　immunodeficiency　syndrome

（AIDS）あるいはAIDS関連の疾患7）や肝炎8），リ

ウマチ様関節炎9・10）などの免疫異常状態に関係し

てその濃度が変化することが明らかになったこと

による．さらに骨髄移植や腎移植の際の拒絶反応

の発現と尿中ネオプテリンあるいはビオプテリン

の排泄増加が関連することが報告され11・12），その

測定の臨床的有用性が再認識された．

　しかし，ネオプテリンの測定はかつてはHPLC

が用いられたため，日常の臨床的検査としては難

点があった．その後血中測定用RIAキットが開

発されたが，実用化には至らなかった．

　今回われわれはHenning社が新たに開発した

尿中のネオプテリン測定用RIAキットIMMU
test　neopterinにっき基礎的および臨床的検討を

行ったが，検体はEDTA処理により一80°Cで1

年間保存しても測定値に差をみとめず，長期間保

存が可能であった．

　標準曲線は測定間の差はほとんどなく，安定し

た測定系であった．

　反応時間の影響は室温30分ではゼロ結合が僅か

に低下する傾向をみとめたが，3時間までは標準

曲線に大きな変化はなかったことから，1時間の

反応時間が実用的で最適と思われた．

　添加回収試験もほぼ100％であり，測定の日内，

日差の変動もCVで8～16％であり，低濃度領

域では若干高く，その理由は明らかでなかったが，

患者尿の測定に支障はなかった．

　検体中に混在する可能性のある他のプテリジン

化合物との交叉反応は全くなく，本キットがネオ

プテリンに極めて特異的な測定系であることが確

認できた．

　健常者の尿中ネオプテリン排泄は，女性は男性

に比較して多く，また小児は成人に比較して多い

結果が得られ，従来の報告と一致した3）．肝疾患

の場合肝硬変（非B），慢性活動性肝炎や肝細胞癌
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で著しく高い値を示す例がみとめられた．高値を

示した血液疾患は，白血病，骨髄腫，再生不良性

貧血など予後不良疾患がほとんどであった．自己

免疫性疾患であるRAやSLEの患者でも高値を

示す例が多かったが，疾患の活動性や病期と尿中

ネオプテリン排泄量との関連は認められなかった．

　血中ネオプテリンの測定法としてHPLCの他

にすでにRIAも報告されており，臨床的検討結

果も報告されている．しかし最近，肝炎や臓器移

植時の拒絶反応の状態さらにAIDS感染の指標と

してネオプテリンが注目されている13）．今回尿中

ネオプテリン測定用として新たに開発された本キ

ットは，多数の検体を簡便に処理することが可能

であることからも，本測定値が悪性腫瘍のmarker

としてのみならず，自己免疫疾患関連のmarker

としても臨床的に有用と期待される．

　本論文の一部は第37回日本臨床病理学会にて発表し

た．
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