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《技術報告》

乳癌の新しい腫瘍マーカーCA549測定の基礎的検討
　　　　　　　　　および臨床的有用性の評価

山口　敦子＊　牛込真理恵＊

五十嵐　均＊　羽鳥　　昇＊

遠藤　啓吾＊

今井　俊幸＊　大竹　英則＊

冨吉　勝美＊　井上登美夫＊

　要旨　モノクローナル抗体を利用した乳癌の腫瘍マーカーCA549測定用IRMAキット「BL－CA549」の

基礎的，臨床的検討を行うとともに，CA15－3抗原との関係を検討した．　CA549測定の再現性，希釈試験

などは満足すべき結果が得られ，乳癌患者で高値を示す症例が多く認められた．血中CA549濃度はCAI5－3

濃度と強く相関した．CA549，　CA　15－3の測定に用いる1251一標識トレーサ，抗体固相化ビーズを組み合わせ

た4っのアッセイを行ったところ，いずれのアッセイでもキット添付のCA15－3抗原の測定が可能であっ

た．またCA54gに対するモノクローナル抗体は1251一標識抗CA　15－3抗体の抗原への結合を完全に阻害し

た．これらの結果はCA549とCAI5－3がほぼ同一の性状の抗原であることを示唆する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学30：317－322，1993）

1．はじめに

　米国では乳癌が女性の悪性腫瘍の第1位を占め

ているが，わが国でも近年乳癌の増加が著しい．

乳癌の腫瘍マーカーとして，CEA，　CA　15－3がも

っぱら臨床応用されているが，疾患特異性が低く，

陽性率が低いなど，種々の問題点が残されており，

乳癌の新しい腫瘍マーカーの開発が待たれる1・2）．

　近年米国ハイブリテック社で開発された乳癌の

新しい腫瘍マーカー「CA549」3”5）測定用IRMA

キット「BL－CA549」（米国，ハイブリテック社製）

を使用する機会を得たので，血中CA549抗原測定

の基礎的，ならび臨床的検討結果およびCA15－3

抗原との関係について報告する．
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IL対象と方法

　1．測定原理および測定方法

　CA549は1251一標識マウスIgGモノクローナル

抗体（BC4E549）と，マウスIgMモノクローナル

抗体（BC4N　154）を固相化したビーズを用いた

IRMA法キットrBL－CA549」を用いて測定され

る糖蛋白抗原である．そのアッセイの手順を以下

に示す．

（1）測定チューブに検体または，標準液，コント

　　ロール溶液20μ1入れる．

（2）各チューブに，アッセイ用緩衝液300μ1，マ

　　ウスモノクローナルIgM抗体固相化ビーズ

　　を1個ずっ加える．

（3）室温で2時間インキュベートする．

（4）チューブおよびビーズを，洗浄液2m1で2

　　回洗浄，アスピレートする．

（5）各チューブに，1251一標識マウスモノクロー一・一ナ

　　ルIgG抗体溶液200　plを入れる．

（6）室温で2時間インキュベートする．

（7）チュー・・一・ブおよびビーズを，洗浄液2m1で2
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　　回洗浄，アスピレートする．

（8）ビーズの放射能を測定し，標準曲線より，

　　CA549濃度を求める．

　なお対照とした血中CA　15－3濃度の測定は，2

つのモノクローナル抗体115D8とDF3を組み合

わせたCA15－3キット（CIS製，フランス）を，

血中CEA濃度の測定は，「CEA」RIAキット（栄

研化学株式会社，東京）を使用した．

　2・基礎的検討

　標準曲線に対する温度の影響・標準曲線の安定

性，測定精度，希釈試験などの基礎的検討を行っ

た．

　3．対　　象

　健常人志願者，男性33人（年齢22～57歳），女

性21人（年齢22～58歳）から得た54検体，およ

び乳癌74検体，卵巣癌15検体，前立腺癌10検

体，その他の癌46検体，腎不全患者24検体，そ

の他の良性疾患26検体の合計249検体を測定の

対象とした．

　4．CA549とCA15－3との関係

　CA549抗原とCA　15－3抗原の免疫学的な関係

を検討するため，「BL－CA549」キットとrCA15－3」

キットのそれぞれの1251一標識トレーサ，抗体固相

化ビーズを組み合わせた．4つのアッセイを行っ

た．っついてそれぞれのアッセイ系の2次反応に，

非標識抗体BC4E549を添加し，　CA549抗原と

CA　15－3抗原の抗原決定基についても検討した．

III．結　　果

　1・基礎的検討

　1）標準曲線に及ぼす反応時間，温度の影響

　標準液（o，10，25，50，75U／m1の5本）の濃度

を用いて描いた標準曲線は，Fig．1のように，再

現性よく得られた．

　インキュベーション温度を4°C，25°C（室温），

37°cと変化させた場合の標準曲線の変化をFig．2

に示す．4°Cでは，他の2つの温度での反応に比

べ，ビーズへの結合放射能が低く，25°C，37°C

の曲線は，ほとんど同等の値を示した．

　5種類の異なった標準CA549液を用いて，反

応時間を1時間，2時間，3時間，4時間と変え

て，反応時間の影響を検討した（Fig．3）．第1反

応と第2反応，それぞれの時間を同じ時間で反応

させた．インキュベーション時間が長くなるにつ

れて，ビーズへの結合放射能も増加し，3時間未

満では反応時間の影響が大きかった．

　2）希釈試験

　高濃度値の3検体（52．2U／m1，70．5　U／m1，93．4
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U／ml）をゼロ濃度標準溶液で倍々希釈して測定を

した（Fig．4）．3検体中，低，中濃度検体2つは，

ほぼ直線関係にあった．75U／m1を超えた高濃度

（93．4U／m1）の検体では，やや低値を示し，頭う

ちとなった．

　3）アッセイの精度と再現性

　平均濃度10．0，34．2，64．1U／m1の3種類の検

体を，異なった日に10回測定して得られた日差

変動を見たところ，変動係数（CV）はそれぞれ
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14．0％，17．5％，10．6％であった（Table　1）．また，

2種類の検体（濃度平均12．8，47．6U／m1）を，同

一アッセイ内で10回測定した同時再現性は，それ

ぞれ3．9％，8．4％と，ほぼ満足される成績であっ

た（Table　1）．

　2・臨床的検討

　健常人合計54検体で測定したCA549の平均血

中濃度は，男性，女性それぞれ3．2±1．5（平均土

標準偏差）U／m1，3．5土1．1　U／m1であった．正常

100 Table　1 Reproducibility　of　serum　CA549　measure・

ments
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Fig．5　Serum　CA549　levels　in　healthy　individuals，and　patients　with　benign　and　malignant

　　　diseases．
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Fig．7　Measurements　of　CA15－3　antigens　with　assay

　　　systems　using　different　combinations　of　1251－

　　　1abeled　antibody　and　antibody－bound　beads．

　　　　●一●；1251－1abeled　anti－CA15－3　antibody　and

　　　CA15－3　alltibody－coated　beads，■一■；1251－

　　　1abeled　anti－CA549　antibody　and　CA15－3　anti－

　　　body－coated　beads，　×一×；1251－1abeled　anti－

　　　CA15－3　antibody　and　CA549　antibody－coated

　　　　beads，▲一▲；1251・labeled　anti－CA549　anti－

　　　　body　and　CA549　antibody・coated　beads

上限値（カットオフ値）を6．OU／m1としたところ，

正常上限値を超える例が男性，女性ともに1名ず

つ観測された．

　良性疾患患者50例のうち14例（28．0％）で，

6．OU／m1を超える例が観察されたが，ほとんど
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Fig．8　Effect　of　unlabeled　anti－CA549　antibody　on　the

　　　binding　of　1251－1abeled　anti－CA549　antibody

　　　and　1251－labeled　anti－CAI5－3　antibody　to

　　　antigen－captured　beads．

　　　　○一〇；1251－1abeled　anti－CA549　antibody　and

　　　CA15－3　antibody－coated　beads，×一×；1251－

　　　1abeled　anti・CA549　antibody　and　CA549　anti－

　　　body－coated　beads，　●一●；1251－1abeled　anti－

　　　CA15－3　antibody　and　CA15－3　antibody－
　　　coated　beads，▲一▲；1251・labeled　anti－CA15－3

　　　antibody　and　CA549　antibody－coated　beads

10U／ml以下の低い値であった．これに対し20

U／m1を超えるCA549濃度の高値例は良性疾患患

者ではなく，乳癌患者に多く見られた（Fig．5）．

またCA549陽性率も乳癌では，55．4％（74例中

41例）と高かった．また肺癌でも8例中6例
（75％）がCA549陽性を示し，他の卵巣癌（13．3％），

前立腺癌（20．0％），食道癌（25．0％），胃癌（40．0％）ti

膵癌（40．0％），大腸癌（30．0％）などよりも，高い

陽性率であった．

　3．CA549とCA15－3との関係

　乳癌患者血清を用いてCA549濃度，　CA15－3

濃度を測定したところ，両者の間には強い相関関

係（r＝0．88，N＝142）が認められた（Fig．6）．そこ

で，両キットに用いられている1251一標識トレーサ

と抗体固相化ビーズを組み合わせた，4つのアッ
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セイ系を用いて，キット添付のCAI5－3標準抗

原液を測定した（Fig．7）．いずれのアッセイでも

CA　15－3抗原の測定が可能であった．

　さらにCA549キットに用いられているBC4E

549抗体をアッセイに添加したところ，1251・標識

抗BC4E549抗体のみならず，「CA15－3」キット

に用いられている1251一標識115D8抗体のビーズ

への結合も完全に阻害された（Fig，8）．

IV．考　　察

　CA549抗原は，これまでのCA　15－3抗原と類

似した糖蛋白抗原であり，血中CA549濃度と血

中CA15－3濃度は非常によく相関する，乳癌の腫

瘍マーカーであることが明らかとなった．

　CA549もCA15－3も，1251一標識トレーサ，ビー

ズへの固相化に異なったモノクローナル抗体を使

用した，IRMAにより測定される，ともに第1反

応，第2反応のある2ステップ法によリ測定され

るが，CA15－3のアッセイは，まず血清を51倍に

希釈し，希釈した検体中の抗原濃度を測定するの

に対し，CA549では，血清20μ1をそのままアッ

セイに使用するため，操作が著しく簡便である．

　CA549キットの標準曲線，測定値の再現性は良

好であったが，反応はインキュベーシコン時間と

温度に依存しており，インキュベーション時間が

長いほど，温度が高いほど，ビーズへの結合放射

能が増加することが明らかとなった．特にインキ

ュベーション時間の影響は大きく，室温（25°C）

では第1反応，第2反応ともインキュベーション

時間を一定にするよう注意する必要がある．キッ

ト添付の指示書に従って，第1反応，第2反応と

も室温，2時間が適当と思われた．

　CA549濃度が最も高値を示し，陽性率の高い

のは，乳癌症例である3可5）．肺癌でも高い陽性率

（75％）が得られたが，CA549濃度はそれほど，高

値を示さないことが多い．今後症例数を増やして，

肺癌におけるCA549測定の臨床的有用性の検討

が必要と思われる．腎機能，肝機能の低下に伴

い，腫瘍マーカーが偽陽性を呈することが多く，

CA549濃度も偽陽性例が少数見られた．しかし
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腎不全患者でも20U／ml以上のCA549高値例は

なく，CA549は腫瘍特異性の高い腫瘍マーカーと

考えられた．

　新しい乳癌の腫瘍マーカーCA549と，これま

での乳癌の腫瘍マーカーCA　15－3との関係を見た

ところ，

　（1）血中CA549濃度は，　CA　15－3濃度とよく

相関すること

　（2）1251一標識BC4E549抗体とDF・3抗体固相

化ビーズを用いたアッセイで，CA15－3抗原の測

定ができること

　（3）BC4E549抗体が1251・標識115D8抗体の

CA　15－3抗原への結合を完全に阻害すること

　これらの結果は「BL－CA549」と「CA　15－3」の

IRMAキットに用いられている，2っの1251一標識

モノクローナル抗体の抗原決定基がoverlapし，

CA15－3とCA549がほぼ同一の免疫活性をもつ

糖蛋白抗原であることを示唆する．

v．結　　論

　モノクローナル抗体BC4E549を1251一標識トレ

ーサ，BC4N154抗体をビーズ固相化抗体とし

て用いた血中CA549抗原測定用IRMAキット
rBL－CA549」の基礎的ならびに臨床的検討を行っ

た．

　1）測定値の再現性，希釈曲線などの基礎的検

討は満足すべきものであった．

　2）乳癌患者血清でCA549濃度の高値を示す

検体が多く見られ，乳癌の診療に有用と思われる．

　3）肺癌でも高い陽性率が得られ，さらに検討

が必要である．

　4）血中CA15－3濃度と強い相関関係が見られ，

CA549とCA15－3は，きわめて類似した免疫活

性の抗原と考えられた．
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Summary

Basic　StUdy　of　CA549，　a　New　Tumor　Marker　for　Breast　Cancer，

　　　　　　　　　　　and　Evaluation　of　lts　Clinica1　UsefUlness

Atsuko　YAMAGucHI，　Marie　UsHIGoME，　Toshiyuki　IMAI，　Hidenori　OTAKE，

　　　　　　　　Hitoshi　IGARAsHI，　Noboru　HAToRI，　Katsumi　ToMIYosHI，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tomio　INouE　and　Keigo　ENDo

Depart〃昭nt　oゾ」～μckαr・Medicine　and　Cθ〃”al　Radiatio〃Center，　Schoo’ofルfedicine，　G〃〃〃昭U｝1輌verぷ輌ty

　　We　performed　basic　and　clinical　studies　of

IRMA　kits　f（）r　serum　CA549　antigen　and　ex－

amined　the　immunological　correlation　between

CA549　and　CA15－3　antigens．　Satisfactory　results

were　obtained　in　the　basic　studies　of　CA549　as－

says，　such　as　the　reproducibility　and　the　dilution

test．　Many　patients　with　breast　cancer　had　elevated

serum　CA549　concentrations　and　significant　cor一

relation　was　observed　betw㏄n　serum　CA549
and　CA15－3　va】ues．　Anti－CA549　antibody　com－

Pletely　inhibited　the　binding　of　1251－1abeled　anti－

CA15－3　antibody　to　its　antigens．　These　results

suggest　that　CA549　and　CA15－3　antigens　have

similar　immunological　characteristics．

　　Key　words：　CA549，　CA15－3，　Breast　cancer，

Immunoradiometric　assay．
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