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《技術報告》

新標準試料を用いたNon　boil　radioassayによる

　　　　　　血清ビタミンB12・葉酸の測定

石渡　幸久＊　槌居　敬志＊

安田　和人＊

遠藤　紀子＊　池田　律子＊

　要旨　血清にアルカリを加え内因子性結合タンパクを変性させることによって解離させ，磁性鉄微粒子に

コーティングした結合蛋白（精製ブタ内因子，精製牛乳葉酸結合蛋白）を用いて磁力でB／F分離を行うnon

boil法の測定値は従来のboil法より低値を示すことが知られており，問題となっている．そこでわれわれ

は新標準試料を用いたnon　boil法における血清ビタミンB12，葉酸の測定精度を検討し，従来の標準試料

を用いたnon　boi1法ならびにboil法との比較を行い，特に葉酸測定の検討に重点を置いて検討した．そこ

でわれわれはnon　boil法の測定精度ならびに正常値についてboil法と比較した．

　1．新標準試料を用いたnon　boi1法の同時再現性は，ビタミンB12でCV　4．5±2．5％，葉酸3．5土0．2％と

良好であった．

　2．CN－Cbl，局方葉酸による回収試験は新標準試料を用いたnon　boi1法でビタミンB12：95．2～99．0％，

葉酸：101．0～108．0％であり，従来のnon　boil法の回収率（ビタミンB12：99．4～100．6％，葉酸：100・8～

101．8％）と同等であった．しかし5－CH3・H4一葉酸による回収率は新標準試料を用いたnon　boil法で101．0～

104．0％と従来のnon　boil法の60．0～94．5％に比較して良好な成績が得られた．

　3．新標準試料を用いたnon　boil法とboil法との相関はビタミンB12：r＝0．987，　y＝0．97x＋73．59，葉

酸：r＝0．932，y・＝1．02x－0．08であり，両測定値は一致した．また血清葉酸においてLactobacillus　caseiに

よるmicrobioassayとの相関はr＝0．984，　y＝1．10x＋2．87であり，良好な相関が得られた．

　4．新標準試料を用いたnon　boil法による血清ビタミンB12の正常値は210～920　P9／m1，血清葉酸の正

常値は2．5～9．2　ng／mノであり，従来のboil法の正常値と一致した．

　5．本標準試料を用いたnon　boil法は正確に血清ビタミンB12，葉酸濃度を測定していると考え，正常値

として，正確であると思われた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学31：619－627，1994）

1．緒　　言

　巨赤芽球性貧血の主要な病因にはビタミンB12

欠乏と葉酸欠乏があり，両者の鑑別には血清ビタ

ミンB12および葉酸の測定が必須である．また先

㌔帝京大学医学部臨床病理学教室
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　　　　　　帝京大学医学部附属病院中央検査部

　　　　　　　　　　　　　　　　石　渡　幸　久

天性トランスコバラミンII欠損症1），5一メチルーH4

メチルトランスフェラーゼ欠損症2）では巨赤芽球

性貧血がみられるにも関わらず，低ビタミンB12

血症または低葉酸血症をきたすことがない．両ビ

タミンは摂取不足による欠乏は少ないが，薬剤の

影響すなわちコルチヒン，ネオマイシン，大量の

ビタミンC3）が血清ビタミンB12値，ジフェニル

ビダントイン等の抗けいれん薬4）が血清葉酸を低

下させることが知られている．さらに慢性骨髄性

白血病，真性多血症，肝障害では高ビタミンBl2
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620 核医学　 31巻6号（1994）

血症をきたし，特に慢性骨髄性白血病が疑われた

場合には血清ビタミンB12の測定が有用と考えら

れている3・5）．したがって血清ビタミンB12と葉

酸の両者の測定が必要な症例は多く，そのような

場合に最近ではもっぱらnon　boil　radioassayに

よる血清ビタミンB12，葉酸同時測定が用いられ

ることが多い．一般に葉酸測定の標準法として用

いられてきたLactobacillus　casei（Lacto。　casei）に

よるmicrobioassayは生物活性のある物質を測定

し，radioassayと測定範囲が異なることが知られ

ている．さらにradioassayにおいてもnon　boil

法の葉酸値はboil法に比較し低値を示すことが

知られており，血清中の葉酸結合タンパクの解離

方法の違いによって正常値が異なることが問題と

なっている．そこでわれわれは新標準試料を用い

たnon　boil法における血清ビタミンB12，葉酸の

測定精度を検討し，従来の標準試料を用いたnon

boi1法ならびにboi1法との比較を行い，特に葉酸

測定の検討に重点を置いて検討した．

II・実験方法

　1．対　　象

　血液学および血液化学検査に異常を認めなかっ

た病院職員259名（男性：114，女性：145）なら

びに血液疾患，肝疾患の入院・外来患者42名を

対象とした司

　2．方　　法

　1）Non　boil法

　測定試薬はM一ビタミンB12／葉酸（コーニン

グ）測定キットを用いた．測定方法は血清200μ1

ずつ試験管に取りdithiothreitol混合トレーサ

（57Co標識ビタミンB12および1251標識ヨウ化チ

ラミン化葉酸混合液）を加え15分放置後，さら

にNaOHを加えて15分間放置し，血清中の結

合タンパクを変性させビタミンB12を解離させる．

次に精製ブタ内因子および精製牛乳葉酸結合蛋白

をコーティングした磁性鉄微粒子を加えて1時間

インキュベートし，検体中のビタミンB12，葉酸

を競合的に反応させ，磁石を用いてB／F分離し，

上清を除去した後，磁性微粒子に結合している

57Co標識ビタミンB12，1251標識ヨウ化チラミン

化葉酸を核種により放出される放射線スペクトル

の異なることを利用し，γカウンターによりおの

おのを測定して検量線からそれぞれの量を算出す

るものである．

　2）新標準試料

　non　boi1法をboil法と比較するとビタミンB12

は両法とも同じ測定値が得られるのに対し，葉酸

は前者が低値を示すことが知られている8）．これ

を補正するために両法の測定値の相関を求め，そ

の回帰式を用いてboil法の値に一致させるよう

標準試料を調整したものを新標準試料（コーニン

グ）とした（補正係数は明記されていない）．

　またboil法としてB12／葉酸ラジオアッセイキ

ットimmophase（コーニング）を用いた．

IIL実験結果

　1．新標準試料を用いたnon・boil法の基礎的

　　検討

　（1）再現性

　3種類の濃度の血清について同時再現性（n－

10）を検討した．ビタミンB12はCV＝4．5±2．5％，

葉酸：3．5±0．2％，また日差再現性（n－7）は，ビ

タミンB12：CV＝9．2±1．2％，葉酸：9．3：と1．0％

となった（Table　1）．

　（2）希釈直線性

　ビタミンB12および葉酸が高濃度の検体につい

て希釈直線性を測定した．血清を0濃度標準試料

で各段階に希釈し測定したところ，原点を通る直

線となり，ビタミンB12は，3，300　P9／m1，葉酸は

37ng／m1まで直線性が確認された（Fig．1）．

　（3）添加回収試験

　正常血清に局方シアノコバラミン（CN－Cbl）お

よび局方葉酸（PteGlu）を加えて添加回収試験を

試みた．ビタミンBl2の回収率は95．2～99．0％，

葉酸は101．0～108．0％であった．また血清中の主

な存在型であるメチルコバラミン（CH3－Cbl）お

よび5－CH3－H4一葉酸を加えた回収試験を行った結

果，CH3－Cb1は95．6～103．5％，5－CH3－H4・葉酸は

101．0～104．0％と良好な成績であった（Table　2）．
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　　Table　l　Precision　on　measurement　of　serurn　vitamin　Bi2　and　folic　acid

621

vitamin　B12（P9／mD folic　acid　（ng／ml）

mean　　　S．D．　　　C．V．（％） mean　　　　S．D．　　　　C．V．（％）

A（n＝10）

B（nニ10）

C（nニ10）

875．8　　　　　　22．3　　　　　　　2．5

306、8　　　　　　　12．0　　　　　　　　　3．9

165．3　　　　　　12．0　　　　　　　　7．3

13．37　　　　　　0．44　　　　　　　　33

6．60　　　　　　　0．23　　　　　　　3．4

3．86　　　　　　　0．14　　　　　　　3．7
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●

1／321／81／4　　1／2　　　　　1／1　　1／321／81／4　　1／2
　　　　　　　　　　　　di｜ition　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dilition

　　　　　　　　　Fig．1　Linearity　of　serum　vitamin　B12　and　folic　acid．

1／1

Table　2　Recovery　test　of　serum　vitamin　B12　and　folic　acid

vitamin　B12　（added　CN－CbD folic　acid　　（added　ptercylglutamic　acid）

added（P9／ml） found（P9／ml） recovery（％） added（ng／ml） found（ng／ml） recovery（％）

0 271 一 0 2．5 一

250 509 95．2 2．5 5．2 108．0

500 756 97．0 5．0 7．7 104．0

10CO 1261 99．O
；　　　　　10．O

12．6 101．0

vitamin　B12（added　CH3－CbD folic　acid　（added　5－CH3－H4－pteGlu）

added（P9／ml） found（P9／ml） recovery（％） added（ng／ml） f。und（ng／mD recovery（％）

0 243 一 0 5．0 一

250 482 95．6 2．5 7．6 104．0

500 752 101．8 5．0 10．2 104．0

1000 1278 103．5 10．O 15．1 101．0
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　Fig．3　Correlation　between　boil　and　non　boil（New　standard）method　on　serum　vitamin

　　　　　　B12　and　folic　acid．

　（4）相関性

　日常検体を用いて新標準試料を用いたnon　boi1

法と従来のnon　boil法およびboi1法との相関に

ついて検討した．従来および新標準試料を用いた

non　boi1法どうしの相関はビタミンB12：r＝

0・984，y－0．97x＋38．54（n－57），葉酸：r＝0．980，

y＝1．25x十〇．14（n＝55）となった（Fig．2）．

　またboi1法と新標準試料を用いたnon　boil法

との相関はビタミンB12：r＝0・987，y＝0・97x＋

73．59（n＝75），葉酸：r＝0．932，y＝1．02x－0．08（n＝

78）となった（Fig．3）．

　さらに健常者に局方葉酸20mg経口投与した血
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清を用いてLact．　caseiによるmicrobioassayと新

標準試料を用いたnon　boi1法による血清葉酸の

相関はr＝0．984，y＝1．099十2．870（n＝8）となった

（Fig．4）．

　2・正常値
　当院職員のうち血液学，血液化学検査で異常を

認めなかった者から定期検診時採取した血液を用

いて，血清ビタミンB・2，葉酸を測定した．新標

準試料を用いたnon　boi1法による血清ビタミン

B12の正常値は210～920（484土160）P9／m1（n＝

259，男性114，女性145）であり，また血清葉酸の
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Fig．4　Correlation　betw㏄n　microbioassay　and　non

　　　boil（New　standard）method　on　serum　fblic

　　　acid．
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正常値は2．5～9．2（5．2士1．4）n9／m1（n＝257，男性

113，女性144）となった．測定値の分布はビタミ

ンB12，葉酸ともに対数正規型を示した．性差は

認められなかった（Fig．5）．

　3・臨床的検討

　血液疾患，肝疾患などを対象として，血清ビタ

ミンB12および葉酸濃度を測定した．血清ビタミ

ンB12濃度については血液疾患では，急性リンパ

性白血病は1083±869pg／ml（n＝4），非ポジキン

リンパ腫は2097±1166P9／m1（n＝4）と正常値よ

り高値を示した．鉄欠乏性貧血は620士139pg／m1

（n＝8）とほぼ全例が正常領域内の値を示したが，

ビタミンB12が高値を示した症例が1例あった．

急性骨髄球性白血病の2例は2，157および233

p9／mlであった．慢性骨髄単球性白血病の1例

は1，436P9／m1であった．肝疾患では肝硬変は

2601±1764P9／m1（n＝10），慢性肝炎は658土343

pg／ml（n－10）であり，肝硬変は10例中9例が

高値を示した．血清葉酸濃度については血液疾患

では急性リンパ性白血病では10．50±7．24ng／m1

（n－4）と高値を示した．非ポジキンリンパ腫は

4．54土2．31n9／ml（n＝4）と正常領域内であった．

鉄欠乏性貧血は6．18±3．02ng／ml（n＝8）とほぼ全

例が正常領域内の値を示した．急性骨髄球性白血

病の2例は6．34および5．28ng／m1であった．慢

性骨髄単球性白血病の1例は3．57ng／mlであっ

た．肝疾患では，肝硬変は8．77±4．03（n＝10），慢
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　　　standard）method　in　normal　subjects．
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Table　3

核医学　31巻6号（1994）

Content　of　vitamin　Bi2　and　folic　acid　in　serum　from　normal　individuals

　　　　　and　patients　with　various　diseases

Vitamin　B12 ．Folic　acid

Diseases n Serum Serum
M±SD（P9／mり M±SD（ng／ml）

Normal　subject 259 484±　160 5．20±1．40

lron　deficiency　anemia 8 620±　139 6．18±3．02

Acute　lymphocytic　leukemia 4 1083±　869 10．50±7．24

Acute　myelocytic　leukemia 2 2157，233 6．34，5．28

Chronic　mye「ocytic　leukemia 1 1436 3．57

non　Hodgkins　disease 4 2097±1166 4．54±2．31

Chronic　hepatitis 10 658±　343 8．88±5．41

Liver　cirrhosis 10 2601±1764 8．77±4．03

性肝炎では8．88士5．41ng／m1（n＝10）とどちらも

高値を示したが，慢性肝炎のうち4例は正常領域

内であった（Table　3）．

IV．考　　察

　57Co標識ビタミンB12，1251標識葉酸を加えた

後，アルカリ変性によって試料中のビタミンB12，

葉酸結合タンパクを変性させる．次に磁性鉄微粒

子をコーティングさせた精製ブタ内因子，精製牛

乳葉酸結合タンパクを加えてradioassayにより

血清ビタミンB12，葉酸を同時測定するnon　boi1

法は測定キットが市販されており，試料に放射性

同位元素を加えて15分煮沸する過程を含むboil

法に比較して汚染の恐れが少なくかつ操作が簡便

であるとして，広く利用されている．

　再現性について山田ら6）はboil法でビタミン

B12：6．0～7．6％，葉酸：8．4～8．7％，木原ら7）は同

じくboil法でビタミンB12：3．7～5．3％，葉酸：

3・1～6．8％と報告している．新標準試料を用いた

non　boi1法はビタミンB12：2．5～4．4％，葉酸：

3・3～3．7％とほぼ同等の数値が示された．すなわ

ち，non　boi1法とboi1法は再現性の点では大差

がないと考えられた．

　回収試験について，従来のnon　boi1法を用い

て葉酸の主な血清中の存在型である5－CH3－H4一葉

酸による回収試験では2．25ng添加で94．5％と

良好であるのに対し，10．Ong添加では60．0％と

低値を示したとの報告8）があるが，新標準試料を

用いたnon　boi1法の回収率は2．5～10．O　ng／mlの

添加で101．0～104．0％と安定した成績が得られ

た．またCN－Cb1や局方葉酸による回収試験はビ

タミンB12：95．2～99．0％，葉酸：101．0～108．0％

とboil法に比べて同様な成績が得られた．

　従来の標準試料と新標準試料を使用したnon

boil法間での相関はビタミンB12についてr＝

0．984，y＝0．97x＋30．54（n＝57）であり，低，中，

高濃度ともにほぼ一致した成績が得られたが，葉

酸についてはr＝0．980，y＝1．25x十〇．14（n＝55）と

高濃度検体において新標準試料を用いたものが高

値を示す結果となった．またboil法と新標準試

料を用いたnon　boil法との相関は，ビタミンB12

でr＝・O．987，yニ0．97x十73．59（n＝75），葉酸でr＝

0．932，y＝1．02x－0．08（n－78）と良好な成績を得

た．すなわちboi1法，新標準試料を用いたnon

boil法はほぼ一致した測定値が得られるものと考

えられた．またi葉酸測定において標準法である

Lacto．　caseiを用いたmicrobioassayとの相関は，

r＝O．984，y＝1．099x＋2．878と新標準試料を用い
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新標準試料を用いたNon　boil　radioassayによる血清ビタミンB12・葉酸の測定

たnon　boi1法が若干高値を示したが，使用した

血清はPteGlu　20　mg経口投与後のものであり，

すなわち血清総葉酸濃度にPteGluの占める割合

が多いことが示唆され，よってPteGluよりも

CH3－H4案酸に感受性が高いとされるLacto．

caseiが実際の総葉酸値よりも低値を示したこと

が考えられた．

　ビタミンB12の正常値は，　microbioassayで奥

田ら9）によれば168～612pg／m1，田中10）によれば

385～638P9／m1と多数の報告がある．　radioassay

では内因子を結合タンパクとし，B／F分離に炭素

末を用いたものはKolhouseら11）により136～

656　p9／m1，固相法で同じく精製ブタ内因子を用い

た例はOsifoら12）により655土251　P9／m1，その

ほか，Rタンパクを結合タンパクに用いた場合は

Kolhouseら11）により282～1，064　P9／m1と報告さ

れている．また従来のnon　boi1法の正常値は安

田ら6）により229～847（465±155）P9／mlと報告

されており，新標準試料を用いたnon　boi1法の

正常値：210～920（484±160）P9／m1と従来の

radioassayと大差がなかった．

　血清葉酸の正常値はmicrobioassayでHer・
bard13）により7．5～24．O　ng／m1，　Cooper14）により

4．0～18．O　ng／m1，　radioassayのうちboi1法では山

田ら7）によP4．6～9．8　ng／m1，満間ら15）により

2・4～8．4　ng／mlと報告されている．新標準試料

を用いたnon　boi1法の正常値は2．5～9．2（5．2土

1・4）ng／m1であり，安田ら6）による従来のnon

boi1法の正常値：2．34～7．08（4．23±1．19）ng／m1に

比べて高値を示した．これはすでに述べたように

5－CH3－H4一葉酸による回収率が従来の標準試料を

用いたnon　boi1法に比較して良好な成績が得ら

れたためと考えられ，正常値としてもより正確な

値であると思われた．

　ビタミンB12または葉酸の欠乏の検査所見とし

て大球性高色素性貧血が比較的早期に出現するこ

とは広く知られており，従来はまず，血液学的検

査によって異常が見いだされ，血中ビタミンの測

定は病因の確認に用いることが多かった．しかし

血液学的検査によって両者を鑑別することは難し
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く，葉酸の欠乏よりビタミンB12の欠乏症が比較

的頻度が高いため，まずビタミンB12が測定され

る．そのため葉酸代謝の検討が後回しになったり，

時には欠乏が見落とされる恐れがある．そこで，

両者の測定を同時または短時間に行うことは臨床

上意義があると考えられる．

　血液疾患における血清ビタミンB12測定成績に

ついては，高ビタミンBl2血症をきたす血液疾患

として急性骨髄性白血病，慢性骨髄性白血病，急

性リンパ性白血病などがあげられるが，われわれ

の成績も同様であった．非ポジキンリンパ腫では

低値を示すとの報告があるが，われわれの症例で

は高値を示すものが多かった．肝疾患ではビタミ

ンB12は肝実質細胞からの逸脱により高値を示す

ことが知られており，われわれの成績も同様で肝

硬変で高値を示した．

　血清葉酸濃度については，急性骨髄性白血病，

慢性骨髄性白血病，急性リンパ性白血病などで低

値を示すとの報告13）もあるが，われわれの症例

では高値を示すものが多かった．また非ポジキン

リンパ腫では低値を示すとの報告13）もあるが，

われわれの症例では高値を示すものが多かった．

また肝疾患では減少傾向をきたすとの報告16）も

あるが，われわれの症例では肝硬変で高値を示し

ていた．

V．結　　論

　血清にアルカリを加え内因子性結合タンパクを

変性させることによって解離させ，磁性鉄微粒子

にコーティングした結合蛋白（精製ブタ内因子，

精製牛乳葉酸結合蛋白）を用いて磁力でB／F分離

を行うnon　boil法により，boil法との相関の回帰

式によりboi1法の値に近づけるよう標準物質を

設定したものと従来のnon　boi1法およびboi1法

と比較した．

　1．新標準試料を用いたnon　boi1法の同時再現

性はビタミンB12でCV　4．5±2．5％，葉酸3．5士

0．2％と良好であった．

　2．CN－Cbl，局方葉酸による回収試験は新標準

試料を用いたnon　boi1法でビタミンBl2：95．2～
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99．0％，葉酸：101．0～108．0％であり，従来のnon

boil法8）の回収率（ビタミンB12：99．4～100．6％，

葉酸：100．8～101．8％）と同等であった．しかし

5－CH3－H4一葉酸による回収率は新標準試料を用い

たnon　boi1法で101．0～104．0％と従来のnon

boil法8）の60．o～94．5％に比較して良好な成績が

得られた．

　3．新標準試料を用いたnon　boi1法とboil法

との相関はビタミンB12：r＝0・987，　y＝0・97x＋

73．59，葉酸：r＝0．932，y＝1．02x－－O．08であ！，両

測定値は一致した．また血清葉酸においてLacto．

caseiによるmicrobioassayとの相関はr＝0．984，

y＝1．10x十2．87であり，良好な相関が得られた．

　4，新標準試料を用いたnon　boil法による血清

ビタミンB12の正常値は210～920　P9／m1，血清葉

酸の正常値は2．5～9．2n9／m1であり，従来のboi1

法の正常値と一致した．
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Summary

Determination　of　Serum　Vitamin　Bi2　and　Folic　Acid

　　　　　by　Non　Boi1（New　Standard）Radioassay

Yukihisa　IsHlwATA，　Keiji　TucHli，　Noriko　ENDo，

　　　　　Ritsuko　IKEDA　and　Kazuto　YAsuDA

Depa’・’〃1θ〃’cゾC〃’iica1　Pa〃zolo8γ，　Teikγoこ功’vα・sity　School　cゾMedicine

　　On　purpose　to　study　the　radioassay　of　serum

vitamin　Bi2　and　folic　acid　using　non　boil　methods

in　with　these　two　vitamins　were　released　from　their

endogenous　binding　proteins　with　alkalin　denatura－

tion　and　separated　the　bound　vitamins　from　the

free　ones　with　the　magnetic　iron　particles　coated

these　vitamin　binders（purified　hog　intrinsic　factor

andβ一lactoglobulin　from　cow　milk）were　evaluated

on　precision　and　accuracy，　compared　with　boil

radioassay．

　　1．The　reproducibilities　of　non　boil　method

were　4．5士2．5％on　vit．　B12　and　3．5土0．2％on

folate（n＝10），　respectively．

　　2．The　recovery　test　of　the　two　serum　vitamins

with　the　use　of　cyanocobalamin　and　pteroyl・

glutamic　acid（J．P．）were　finely　showed　the　rations

of　95．2－99．0％fbr　vit．　B12　and　101．0－108．0％for

folic　acid．　And　that　of　folic　acid　use　of　5－methyl・

tetrahydropteroylglutamic　acid　was　showed　the

ratios　of　101．0－104．0％．　The　values　of　folic　acid

measured　by　this　method　were　found　slightly　higher

than　non　boil　method　using　conventional　standard．

　　3．　The　correlation　coe伍cient　between　non　boil

method　and　boil　method　were　O．987　and　regression

equation　was　showed　y＝0．97x十73．59　fbr　vit．　B12

（n＝75）and　r＝0．932，　y＝1．02x－0．08（n＝78）fbr

folic　acid．

　　4．Normal　range　of　serum　total　vit．　B12　con・

centration　was　210－920（484土160　P9／m1，　n＝259）

and　that　of　fblic　acid　was　2．5－9．2（5．2士1．4　ng／m1，

n＝・　257），as　well　as　boil　method．

　　5．　Accordingly　it　was　considered　that　non　boil

（new　standard）method　was　excellent　for　estimation

of　vitamin　B12　and　folic　acid　clinical　status．

　　Key　words：Vitamin　B12，　Folic　acid，　Non　boil

method，　Radioassay．
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