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《技術報告》

Radioimmunoassayを用いる血中1，25－dihydroxyvitamin　D測定法

山本　逸雄＊ 浜津　尚就＊ 木上　裕輔＊ 森田　陸司＊

　要旨　RIAを用いる血中1，25－dihydroxyvitamin　Dの新しい測定キットの基礎的および臨床的検討を

行った．再現性，回収率，他のビタミンD代謝物との交叉等は問題なく，また従来の測定法との相関

も良好であった．本法によって測定した111例の19－78歳健常者の血中レベルの平均値は405±14．2

pg／m’であった．また未治療の腎不全症例や副甲状腺機能低下症患者において低値を示し，一方，原発

性副甲状腺機能充進症患者や，サルコイドーシスに伴う高カルシウム血症患者において，高値を示し

た．本測定法は，従来の方法と異なり，β線を用いないので扱いが容易であり，臨床的に有用と考えら

れた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学34：243－250，1997）

1．はじめに

　1　，25－dihydroxyvitamin　D（1，25－（OH）2　D）は，腸管

からのカルシウム吸収や破骨細胞形成などカルシ

ウム代謝調節の重要なホルモンであり，コレステ

ロールや食事中のエルゴステロールより皮膚にて

紫外線によってビタミンDとなり，肝，腎での水

酸化を経て形成されるb．血中1，25－（OH）2　Dレベ

ルは，各種カルシウム代謝疾患において変動し，

その測定は，それらカルシウム代謝疾患の診断

や，活性型ビタミンD3治療患者における血中薬

物レベルの評価などに重要である2・3）．血中活性型

ビタミンDレベルの測定としては，高速液体ク

ロマトグラフィ（HPLC）による精製後，1，25－

（OH）2　Dレセプターを用いてのレセプターアッセ

イ法（RRA）が，最初に開発された4｝．その後，簡

易法としてHPLCのかわりにミニカラムを用いる
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方法が導入され，アッセイ法の簡便化がはかられ

たs‘‘7）．今回，ミニカラムによる精製後，1，25－

（OH）2　Dに対する特異抗体を用い，1251標識の

1，25－（OH）2　Dアナログを用いた1，25－（OH）2　Dの

RIAキットがINCSTAR社にて開発され，使用す

る機会を得，基礎的，臨床的検討を行ったので報

告する．本法は，測定法そのものが，簡便であ

り，従来の3H標識1，25－（OH）2　D3を用いる方法に

比し，取り扱いが容易となっている．

　今回，1．基礎的検討として，再現性，回収率，

他のビタミンDとの交叉性，2．従来の測定法と

の比較，3．臨床的検討としての健常人，諸種疾患

での測定の3点につき検討を行った．

II．方　　法

　1．測定方法

　1，25－（OH）2　D測定キットは1NCSTAR社製の

ものを用いた．本測定キットの測定法の概略を

Fig．1に示す．本法では1，25－（oH）2　Dに対するヤ

ギ抗体とヤギ血清に対するロバ抗血清を用いた2

抗体法を用いている．また血清を，C，，OHカート

リッジとシリカミニカラムを用いて精製してい

る．抽出法そのものは従来の方法5・7）と同様であ
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Pipe“e　O．75　m～of　each　standard，　control　and　patient

　sample　into　borosilicate　glass　tubes

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　Add　O．75　mt　of　acetonitrile，　vortex

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　Centrifuge　at　760×g　for　10　min　at　20－25°C

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Decant　the　sample　supernatants　into　test　tubes，　discard

　pellets

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　Add　O．75　mt　of　Sodium　Periodate　solution　and　vortex

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　Incubate　samples　for　30－60　min　at　20－25°C

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Apply　samples　to　C，，OH　cartridge，　vacuum　and　discard

　eluents
　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　Add　2　mt　of　water，　vacuum　and　waste

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Add　5　ml　of　70：30　Methanol／water，　vacuum　and　waste

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Add　5　mt　of　90：10Hexane／Methylene　Chloride，　vacuum

　and　waste
　　　　　　　　　　　　　　　↓

Add　5　ml　of　99：lHexaneAsopropanol，　vacuum　and　waste

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Place　Cl80H　cartridge　onto　Silica　cartridge　and　add　5　m～

　of　92：8Hexane／lsopropanol，　vacuum　and　waste

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Remove　CisOH　cartridge　and　add　5　ml　of　80：20　Hexane！

　Isopropanol，　vacuum　and　collect　eluates

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　（Store　samples　at－20°C）

Fig．1A　Procedure　for　extraction　and　purification　of　1，25－

　　　　dihydroxyvitamin　D　from　serum．

るが，本法では回収率を別に計算するかわりに，

スタンダードをも患者サンプルと全く同様に処理

している．測定にかかる時間は，検体の前処理に

約2時間，RIAに約3時間で，1日での測定が可

能である．測定検体として今回は血清を用いたが

EDTA添加血漿にても測定可能である．

　2．基礎的検討

　再現性に関して同時，およびアッセイ間で検討

した．同じサンプルを10検体に分け同じアッセ

イ内で10回測定しその変動係数（C．V．）を求め

34巻4号（1997）

　　Dry　the　eluates　under　a　hood　using　nitrogen　gas

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Reconstitute　each　dried　extracts　with　50μ10f　95％

　Ethanol，　mix　gently

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Pipette　20μ∫of　the　reconstituted　standard，　contro1，　and

　sample　extracts　into　borosilicate　glass　tubes

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　Add　50μof　tracer　into　all　tubes

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Add　250　pl　of　primary　antibody　into　all　tubes　except　NSB

　tubes（add　NSB　buffer）

　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　Mix　and　incubate　for　2　hours　at　20－25°C

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Add　O．5　mt　of　anti－goat　antibody　complex　solution，

　incubate　for　20　min　at　20－25°C

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Centrifuge　all　tubes　for　20　min　at　2（レ25°C　a“800×g

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Decant　the　supernatants　and　place　the　inverted　tubes　onto

　absorbent　paper　for　2－3　min

　　　　　　　　　　　　　　　↓

Measure　the　radioactivity　of　all　tubes　in　a　gamma　counter

Fig．1B　Procedure　for　the　radioimmunoassay　of　purified

　　　　samples．
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Fig．2　Standard　curve　of　RIA　for　1，25－dihydroxyvitamin

　　　　D．Each　point　represents　mean±ISD　of　8

　　　　different　assays．
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Radioimmunoassayを用いる血中1　，25－dihydroxyvitamin　D測定法

た．また同じサンプルを5検体に分け，－20°C

にて保存し，別の5回のアッセイにて測定しその

C．V．を求めた．また添加回収試験を行った．つま

り同一の血清検体を4つに分け，そのうちの3つ

に既知量の1，25－（OH）2　D3を加え，他の1つにエ

タノールのみを加え，スタンダードと同様に抽出

し測定を行い回収率を求めた．希釈テストを2検

体につき行い，測定値が期待どおりであるかどう

か検討した．希釈はキット付属のゼロスタンダー

ド溶液にて行い抽出処理後測定した．

　アッセイに干渉するビタミンD代謝物やアナロ

グの影響を検討する目的で，24，25－dihydroxy－

vitamin　D3（24，25－（OH）2　D3），25－hydroxyvitamin　D3

（25－OH　D3），1α一hydroxyvitamin　D3（1α一〇H　D3），

および1，24－dyhydroxyvitamin　D3（1，24－（OH）2　D3）

（いずれも中外製薬社製）の既知量をキット付属の

ゼロスタンダード溶液にて溶解し，サンプルと同

245

様の抽出操作で測定し，アッセイにおける影響を

検討した．

　従来の測定法との比較検討の目的で，同一30

検体をHPLCを用いて精製，すでに報告したごと

く，鶏卵1，25－（OH）2　Dレセプター（ヤマサ）を用

いて測定した8），また同様に同一一　27検体につき簡

易ミニカラム法による精製を行い，すでに報告し

たごとく，牛胸線1，25－（OH）2　Dレセプターを用い

る1，25－（OH）2　D測定キット（メジフィジックス社）

を用いて測定した5）．それぞれの測定成績につき

比較検討した．

　試薬，溶媒はいずれもHPLCグレードあるいは

キット付属のものを用いた．HPLCは東洋ソーダ

製のものを用い，プレカラムを装着したメルク社

製Cl8逆層カラム（4．2×150　mm）を用いた．

　3．臨床的検討

　健常人における値を検討するため，検診などに

Table　l　Intra－and　inter－assay　variations．　A　sample　was　aliquated　to　ten　and　assayed　in　a　same　assay（intra－assay

　　　variation），　Another　sample　was　aliquated　to　five，　stored　at－20°C　and　assayed　in　five　different　assays

　　　　　（inter－assay　variation），　C．V．　of　intra－assay　was　l　L3％and　C．V．　of　inter－assay　was　12．2％

Intra－assay　Variation

Sample
No．

1 2 3 4 5 6 7 8 9 　　　MeanlO
　　±SD．

1，25－D
　　　　22．4　　　　24．4　　　　24．9　　　　24．4　　　　28．2　　　　24．3　　　　22．1　　　　28．6　　　　25．2
（P9／ml）

　　　25．631．1

　　　±2．9

Inter－assay　Variation

Assay

No．
1 2 3 4 5

Mean
±S．D．

1，25－D
　　　　293　　　　25．2
（P9／ml）

32．6
　　　　　　　28．725．0　　　　31．2

　　　　　　　±3．5

Table　2 Recovery　rate　of　known　amounts　of　l，25－dihydroxyvitamin　D3　added　to　a　sample．

　　　　Mean　recovery　rate　was　l　O2±35（mean±S．D．）％

　　　　　　Basal　Value
Sample　No．
　　　　　　　　（P9）

Added
（P9）

Expected　Value

　　（P9）

Measured　Value　　Recovery　Rate

　　（P9）　　　　　　（％）

1
（
∠
3
4

10．5

10，5

10．5

10．5

0

3．3

9．8

19．7

10．5

13．8

20．3

30．2

9．3

15．2

19．4

25．1

142

91

74

Mean±S．D． 102±35
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246 核医学　34巻4号（1997）

て得られた健常人111名（男性30名，女性81

名，年齢19－78歳，平均年齢37．0±16．3歳）につ

き，その血中レベルを測定した．

　さらに，各種疾患患者の検討として，急性腎不

全患者（4例），活性型ビタミンD3未投与慢性腎

不全患者（71例），活性型ビタミンD3投与慢性

腎不全患者（14例），原発性副甲状腺機能充進

Oロ
、
ロ

1．0

O．8

0．6

0．4

　　0．2
　　　1　　　　　　　10　　　　　　100　　　　　1000

　　　　　　1，25・Dihydroxyvitamin　D（pgtml》

Fig．3　Dilution　analysis　of　tvvo　samples．　Two　samples

　　　were　diluted　with　zero－standard　solution　and

　　　measured　by　RIA．　Expected　values　were　obtained

　　　in　both　samples．

症患者（5例），悪性腫瘍に伴う高カルシウム血

症患者（5例），未治療副甲状腺機能低下症患者（8

例），活性型ビタミンD3投与副甲状腺機能低下

症患者（21例），偽性副甲状腺機能低下症患者（2

例），サルコイドーシスに伴う高カルシウム血症

患者（2例）の血中1，25－（OH）2　Dの測定を行った．

III．結　　果

　1．基礎的検討

　Fig．2に本測定系の標準曲線を示すが，8回の

測定の平均値と標準偏差を示している．4pg／m’

から180pglm～まで容量反応曲線が得られ，この

範囲内での測定が可能と考えられた．

　Table　1に同時および日差再現性の成績を示す

が同一測定ではC．V．が11．3％，測定間ではC．V．

が12．2％であった．

　Table　2に添加回収試験の結果を示す．既知量

のサンプルに3つの既知量の1，25－（OH）2　D3を加

えて回収率を計算したが，その平均値と標準偏差

は102±35％であった．

　Fig．3に2つの検体の希釈試験の結果を示す

が，希釈曲線は標準曲線と平行していた．

　Fig．4に各種ビタミンD代謝物あるいはアナロ

1．2

1．0

O．8

60

Oロ
、
ロ

0．4

0．2

1，25D

窒ξb25D

ID

　　　　　α0
　　　　　　10°　101　102　103　1ぴ　105　106　107

　　　　　　　　　　　Concentration　（P91ml）

Fig．4　Cross－reactivity　of　vitamin　D　metabolites　or　analogues．1，25D：1，25－dihydroxy－

　　　vitamin　D3，1，24D：1，24－dihydroxyvitamin　D3，24，25D：24，25－dihydroxyvitamin　D3，

　　　25D：25－hydroxyvitamin　D3，　l　D：1　a－hydroxyvitamin　D3
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Fig．6　Circulating　l，25－dihydroxyvitamin　D　levels　in

　　　healthy　adults．
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Correlation　between　conventional　HPLC　puri－

fication－RRA　method　and　mini　column　purifica－

tion－RIA　method（upper　pane1）．　Correlation

between　mini　column　purification－RRA　method

and　mini　column　puri　fication－RIA　method（10wer

panel）．

グの交叉試験の結果を示す．1，24－（OH）2　D3とはほ

ぼ100％交叉した．また1α一〇HD3とは約500

倍，また24，25－（OH）2　D3とは約10，000倍の濃度に

て交叉が認められた．25－OHD3とは検討した範

囲内の濃度では交叉が認められなかった．

　Fig．5に他の測定法による1，25－（oH）2　D測定成

績との相関を示す．HPLC法と相関係数0．81，メ

ジフィジックス社のキットでの成績との相関係数

0．81でともに有意の相関を認めたが，本RIAキッ

トの測定値は約15％ほど低い値を示した．

　2．臨床的検討

　健常成人の測定値の年齢分布をFig．6に示す．

20歳前後でやや高値例があり，高齢者において

値がばらつく傾向が認められる．1，25－（OH）2　Dの

測定平均値（平均値±1SD．）は男性42．4±12．O　pg／

ml，女性39．8±15．O　pg／mlと有意の性差は認め

ず，全例で40．5±14．2pg／mlであった．この値よ

り平均値±2S．D．の範囲は12～69　pg／mlであると

計算される．

　各種疾患患者における測定成績をFig．7に示

す．血中1，25－（OH）2　Dは，急性腎不全，慢性腎不

全，副甲状腺機能低下症，偽性副甲状腺機能低下

症の患者において低値を示し，一方，原発性副甲

状腺機能元進症やサルコイドーシスに伴う高カル

シウム血症患者において高値を示した．また活性

型ビタミンD3投与中の慢性腎不全症例や，副甲

状腺機能低下症例における血中レベルは正常範囲

内にあった．悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症例

では低い例と正常範囲内にとどまる例とが存在し

た．

IV．考　　察

　1，25－（OH）2　Dは腎にて産生されるカルシウム調

節ホルモンの一つであり，カルシウム代謝におい
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Fig．7　Circulating　1，25－dihydroxyvitamin　D　levels　in　patients　with　various　diseases．

　　　Measured　values　and　mean±S．E．　of　those　are　shown．　Alleviations；ARF：Acute　renal

　　　failure，　CRF：Chronic　renal　failure，　CRF　D＋：Chronic　renal　failure　with　vitamin　D，

　　　treatment，　HCM：Hypercalcemia　of　malignancy，　HPT：Primary　hyperparathyroidism，

　　　Hypopara：Hypoparathyroidism，　Hypopara　D＋：Hypoparathyroidism　with　vitamin　D、

　　　treatment，　Pseudo：Pseudohypoparathyroidism

て重要な役割を果たしており，その血中レベルの

測定は臨床的にも重要であるト3）．

　従来，血中1，25－（OH）2　Dレベルの測定は血清よ

り脂質成分を抽出後，HPLCを用いて精製し，

1，25－（OH）2　D受容体を用いるレセプターアッセイ

にて行われてきた．そしてレセプターアッセイの

ためには，生物活性を有する3H標識1，25－（OH）2

D3が放射性標識物質として不可欠であった．最

近になって，HPLCによる精製にかわって，簡易

カラムを用いる方法がキット化されて登場し5・7），

このキットによる測定が広く行われている．測定

は比較的簡便となったが，従来のキットはなおウ

シ胸腺レセプターを用いるRRAであり，放射性

標識物質としてなおβ核種を用いる必要があり，

その取り扱いに問題があった．今回，レセプター

のかわりに特異抗体を用いるRIAキットが登場

し，放射性標識物質として1eSI標識1，25－（OH）2　D

アナログを用いることが可能となり，ガンマカウ

ンターにて放射能測定が可能となり，さらに測定

が簡便となった．

　本キットの基礎的検討を行ったが，再現性，希

釈試験などにおいて問題なく，また標準曲線は

キットのロットごとにばらつきも少なく安定で

あった．臨床的に問題となる各種ビタミンD代謝

物との交叉性においても，抽出操作後において

は，1α一〇HD3で500倍，24，25－（OH）2D3で1万

倍，25－OHD3では1万倍以上の濃度にて影響が

あると考えられたが，これらは通常の臨床におい

てはほとんどあり得ないレベルであり，問題がな

いと考えられた．この理由として，これらのビタ

ミンDの代謝物は，RIAには干渉し得るが，ミ

ニカラムによる前処置にてほとんど問題のないレ

ベルにまで除外されているためと考えられる．血

中1，25－（OH）2　Dのレベルは低いためなお血清サン

プルの前処置（精製）は必要であるが，本キットの

手順どおりの抽出精製操作にて，他のビタミンD

代謝物の影響は除外できると考えられた．ただ，

通常は体内にはあり得ない物質であるが1，24－

（OH）2　D3は1，25－（OH）2　Dと全く同様に抽出され，

アッセイでも完全に交叉し，1，25－（OH）2　Dと区別

できない．ミニカラムによる抽出精製は簡易法で

あり，過去特に問題は指摘されていないが，臨床

的に不可解な値が算出されたとき，アッセイに干

渉する代謝物を考慮してHPLCなどによる精査を
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考えるべきである．

　従来の測定系との測定成績の比較では，HPLC

法，および，ウシ胸腺受容体を用いるメジフィ

ジックス社のキットでの測定成績との間にいずれ

も相関係数0．81の正相関が認められた．これは，

HPLC法（三菱BCL）とメジフィジックス社のキッ

トとの間の相関を検討した成績での相関係数0．77

という報告7）とほぼ同様である．また本キットの

測定値は従来の測定系，特にメジフイジックス社

のキットに比し低い値（約15％）を示した．その

理由は明らかでないが，用いているスタンダード

の違いによる可能性もある．ちなみに，従来のメ

ジフィジックス社のキットはHPLC法（三菱BCL）

に比し約9％高い値を示していることが報告され

ており7），1，25－（OH）2　D測定系においては測定系

間での測定値に若干の相違があることは従来より

指摘されていることである．より多くのサンプル

での比較検討が必要と思われるがデータの解釈に

おいて注意が必要である．

　H1名の健常者の測定成績では，平均値40．5±

14．2pg／mlであった．これは，従来のHPLC法を

用いての45±15pg／mtという成績8）や，メジフィ

ジックス社のキットでの49．1±11．8P9／ml（ただし

19歳以下も含む）という成績7）に比し若干低いが

前記理由によるものと思われる．また20歳前後

の例で高い例が認められ，また高齢者においては

値がばらつく傾向も，従来の報告と同様に認めら

れた8）．

　各種疾患患者の成績においては，従来の多くの

成績と一致して2・3・7），腎不全症例や，副甲状腺機

能低下症例において低値を，原発性副甲状腺機能

充進症患者やサルコイドーシスに伴う高カルシウ

ム血症患者において高値（一例は400pg！mlに達

した）を示した．また，活性型ビタミンD3投与中

の患者においては，正常範囲内にそのレベルが上

昇していた．従来言われているごとく，これらの

骨カルシウム代謝性疾患の診断や，治療経過や病

態の観察に有効であると考えられた．

V．結　　論

　簡易カラムを用いて血清を前処置し，1251標識

1，25－（OH）2　Dアナログをトレーサとし，1，25－

（OH）2　Dに対するヤギ抗体を用いて1，25－（OH）2　D

を測定するRIAのキットの使用経験につき述べ

た．本キットは，測定精度，再現性など問題がな

く，またγ線核種を用いるという点で従来のキッ

トに比し取り扱いやすくなっており，さらに臨床

的にも従来の測定成績ともほぼ合致する成績を

得，臨床的にも有用と考えられた．
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Summary

Measurement　of　Circulating　1，25・Dihydroxyvitamin

　　　　　　　　　D　Employing　Radioimmunoassay

Itsuo　YAMAMoTo，　Hisatoshi　HAMAzu，　Yuusuke　KiGAMi　and　Rikushi　MoRiTA

Depar’〃len’‘～〃～adio～08y　and　ls‘）tope　Division，　Shi8a　Uη’versity‘ゾ〃edical　Science

　　Measurement　of　serum　1，25－dihydroxyvitamin　D

levels　is　important　for　diagnosis　of　various　calcium

metabolism　disorders．　Conventional　assays　for　l，25－

dihydroxyvitamin　D　employed　specific　l，25－

dihydroxyvitamin　D　receptor　as　binding　site　for　the

ligand　and　thus，　biologically　active　l，25－dihydroxy－

vitamin　D　ligand，　which　is　labeled　with　3H，　was　re－

quired．　Usage　of　3H　made　assays　cumbersome　works．

Anew　assay　which　uses　specific　antibody　as　the　bind－

ing　site　and　the　radioligand　labeled　with　1251　is　now

available　as　a　commercial　kit．　Using　these　kits，　we　first

studied　basically　the　reproducibility，　recovery，　cross一

reactivity　and　comparison　with　conventional　assays．

All　of　those　results　were　satisfactory．　Secondly，　we

measured　clinically　in　l　l　l　healthy　adults　and　in　pa－

tients　with　various　disorders　such　as　renal　failure，　pri－

mary　hyperparathyroidism，　hypoparathyroidism　and

sarcoidosis．　This　newly　available　kit　for　measurement

of　circulating　l，25－dihydroxyvitamin　D　is　proved　to

be　useful　in　clinical　evaluation　of　calcium　metabolic

disorders．

　　Key　words：　1，25－dihydroxyvitamin　D，　Radioim－

munoassay，　Calcium　metabolism，　Radioreceptor

assay・
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