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ABSTRACT: Itwaswell-knownthattherewasnodetectableC-reactive

protein(C氏p)inserafrom normals. In1968,however,Nilssonfわundthe

existenceofCRPinserafrom normalsbytheconventionalimmunodiffusion

method,thoughtheconcentrationofCRPwasverylow. Inordertoestablish

asimplemethodfわrthemeasurementofthelowconcentrationofCRP,we

examinedthelaserimmunoassay(LIA)method･ BytheLIA method,we

couldsuccessfullydeterminethelowconcentrationofCRPemployingaStandard

curvedrawnwithdilutedreferencesera. Werecommendthistechniquewhich

isexcellentandsimple,especiallyinpracticaluse.

緒 呂

CRP は C-reactiveprotein の略で あり,

1930年頃肺炎菌の菌体成分よりC (第 3番目と

いう意味)一pOlysacchrideが発見され1', その

物質と反応するという意味である｡人体のどこ

かに急性の炎症や組織の破壊の有無,その程度

を判定するための急性反応物質のうち最も重要

なものの一つであり,日常検査の中で頻度の高

い検査である｡その測定法は現在毛細管沈降法

(以下毛細管法 と略記)が主流を占めている｡

この方法は簡便で少量の検体で行なわれるなど
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の長所を有 しているが, しかし①定量性に欠け

る,②判定までに1晩以上の長時間を要する,

③製品の種類やその製品番号によりばらつきが

大きい,④ Standardをとらないので正確性に

欠ける,などの多 くの欠点を有 している｡一方

一元免疫拡散法 (SingleRadialImmunodiffu-

sion,以下 SRID と略記)も以前から行なわれ

ている方法であり,定量性,再現性はよいが,

低濃度が測定出来ず,毛細管法と同様に時間が

かかるという欠点を持っている｡長い間この様

な方法で血清 CRPが測定されていたので,正

常人の血清中に CRPは存在 しないと言われ,

もし存在が証明されればそれは異常であると考

えられていた｡しかしRadioimmunoassay法2,3'

(以下 RIA法と略記)が開発され,低濃度の蛋
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白も測定されるようになってからは,CRPも正

常人血清に存在することが明らかに証明された｡

最近抗原抗体複合物のわずかな混濁が Laser

nephelometer により測定されるようになった

ので Laserimmunoassay法 (以下 LIA法と略

記)を利用 して CRPの測定が可能となった｡

そこで我々はこの LIA法によるCRP測定法

の検討を行なうと同時に,低濃度領域における

CRPの測定法を検討 し, それを可能にした｡

また毛細管法で陰性の新鮮血清は不活化するこ

とにより約20%陽性化すると言われている4,5,6'

のでこの点についても併せて検討 した｡

実験材料と方法

1. 被 験 材 料

京大病院中央検査部血清検査室に提出された

各種疾患々者血清及び健常者として本学々生有

志のうち毛細管法で CRP 陰性血清,計260例

を周いた｡また毛細管法で陽性の患者血清23例

を用いた｡

2. 器 具

Hyland社 レ-ザ-ネフェロメーター PDQ

及び LIA カリキュレーターYHP9815Aシス

テムを使用 した｡CtlVetteSは LAS-良Test用

DisposableBorosilicateGlasscLlVetteS(10×75

mm)Hylaud製を用いた｡

3. 試 薬

A) LIA 法

a) Anti-CRP goatantiserum (Hyland)

Lot.No.8678UOO2A

b) Antiserum diiuentLot.No.8550UOO4

A

c) SampleblanksolutionLot･No.8651

UOO9A

d) CRPreferenceserum (Hyland)

RefTerenceNo. 表 示 値 Lot.No.

-

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

V

7.7mg/d18686UOOIA

Ⅵ 0･6mg/d1 8691UOOIA

B) 毛 細 管 法

栄研抗 CRP血清 Lot.No.91N2KA

4. 測 定 方 法

A) LIA 法

濃度既知血清 (CRPreferenceserum)及び検

体血清に抗血清を加え混和 し,室温 (20-25oC)

でインキュベ- トした｡ この反応液中の抗原抗

体複合物による光散乱強度 (以下% R工.Sと暗

記)をレーザーネフェロメーターPDQ とLIA

カリキュレーター YHPで測定 した｡

B) 毛細管法

前記試薬キットを用い使用書の通り行った｡

5. 実 験 方 法

A) LIA 法の精度の検討

LIA 法による CRP 測定法の精度を検討す

るために以下の実験を行なった｡

① 前記 6種の濃度既知血清の検量線を作成

した｡

① 6種の濃度既知血清を用いて反応の経時

的変化を調べた｡

③ 再現性を検討するために毛細管法陽性患

者血清 (3例)について20回反復測定 した｡

④ 毛細管法陽性患者血清 (20例)につき二

重測定を行なった｡

B) 低濃度領域の測定法の検討

標準血清を炉過生理食塩水で,1.7mg/dl,1.0

mg/dl,0･6mg/dl,0･36mg/dl,0.18mg/dl,

0･06mg/dlの6濃度に希釈 し,抗原抗体反応

後室温で100分間インキュベ- ト後140分以内に

測定 した｡

C) 不活化の影響

260例の新鮮血活を 56oC,30分間加温 して

不活化 した後の CRP値を LIA法で上記の低

濃度の測定法にしたがって測定 した｡

結 果

6.6mg/d18687UOOIA 1. 測定法の検討

5.2mg/d1 8688UOOIA a) 標準血清における検量線

3･8mg/d18689UOOIA 標準血清 Ⅰ～Ⅵの検量線はゆるやかなS字状

1･7mg/d18690UOOIA の三次の回帰曲線が得 られた (図 1)｡ この結
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図1 標準血清によるC

RP検量線 (LIA法)異は LIA法による CRPの測定値の信頼性の高いことを示 している｡ b) 反応の経時変化標準血清 Ⅰ:7.7mg/dl

,Ⅲ:6･5mg/dl,Ⅲ:5･2mg/dl,Ⅳ:3.8mg/dl,V:1･7m

g/dl,Ⅵ:0･6mg/dlについての変化を

図2に示 した｡ 標準血清 1-Ⅳは反応開始と共に急

速に% RLSが増加,90分後には 最ゞ高に達 し240分迄平衡安

定を示 した｡一方標準

血清V,VIは100分後迄複合物の生成が

見られ以後 240分迄平衡安定を示 した (図2)｡

C) 再現性について3種の毛細管法陽性血清での再現

性は,表 1に示 した様に,A検体の変動係数 (以下

C･Ⅴ･と略記)は3.8%,B検体の C.Ⅴ･

は3.2%,C検体の C.V.は1.9%で3検体の平均 C･Ⅴ

･は2.9%で共に低値を示した｡この結果より

再現性のかなり良いことが判明した (表 1)0

d) 二

重測定について2

0検体についての二重測定は表 2に示 した｡その

結果二測定値間の差の百分率は平均5･8%120Time(mh.)0 30
6



京都大学医療技術短期大学部紀要 第 1号 1981

表1 LIA法による血清CRP定量の再現性

*支-平均 S.D.-標準偏差 C.V.-変動係数

と低値であり,測定法の信頼性の高いことを示し

ている｡2. 低濃度領域における測定

の検討低濃度領域を測定する場合
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図4 LIA法による正常領域血清 (新鮮)の
CRP定量値

毛細管法で陰性を示 した新鮮血清260検体の

不活化後の CRP測定値は図5に示 した｡その

結果,約50%は 0-0.2mg/dlの問に存在 して

いた｡そこで,この不活化血清の測定値と新鮮

血清の測定値の相関を検討 した｡両者の相関々

係は図6に示 した｡その結果新鮮血清で Omg

/dlを示 した検体は不活化することにより, 1

例を除き 0.02-0.68mg/dlの値を示 した｡同

様にして,新鮮血清で 0.25mg/dl以下の検体

は不活化により測定値の上昇傾向を認めた｡ し

か し0.25mg/dl以上では不活化により逆に抑

制される傾向がみ られた｡

考 接

血清 CRPは,急性炎症や組織の破壊があれ

ば,血清中に増加する異常蛋白と考えられ正常

血清中には存在 しないと考えられていた｡ しか

し正常血清中に CRPが存在することを最初に

報告 した人は, スエーデ ン G6teborg 大学の

Nilsson(1968)7'であった｡Nilsson は免疫拡

散法により健康供血者の50-70%の血清から痕

跡の CRP を証明 した｡その後 Saxstad ら8)

は健康な小児98人中17人に CRP を証明し,

Scheiffarth ら9' は同じく Ouchterlony法によ

70
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図5 LIA法による正常領域血清 (不活性)の
CRP定量値

り50人の供血者のうち72%に,抗 CRP血清を

16倍に希釈することによって CRPを認め,残

りの28% には被験血清を濃縮するかまたは抗

CRP 血清をより高度に希釈することによって

CRPを認め,CRPは健康人の正常の血清蛋白

の一つであることを確認 した といっている｡

また,Greeneら10'もCystic后brosis組織の免

疫化学的研究のなかで CRPは正常人にも多 く

認 められ る といって同意見 を述 べて い る｡

Kindmarkll)らは,RIを用いた Radio-electro-

i､mmuno-precipitatiollaSSay 法 (0.001mg/dl

の CRP も検出可能)で,血清 CRPの各年令

群の正常値を定めている｡ それによると健康人

-.123-
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Serum図6 正常新鮮血清と不活

化血清とのCRP値の相関図 (LIA法)血清から 0

.002-1.35mg/dlを証明し,性別差は

ないが年令差は認められ,新生児に最も少く,小児は成人に比べて少い｡最近 Clausら2'

も RIA 法で,ほゞ同一の結果を得ている｡ そしていずれの研究

者も正常人にあるCRPが,病的に増加する CR

Pと同じであるといっている｡このように,今日では

,CRP は正常人血清に存在する蛋白の一つであ

ることが確認されたので,感度のよい方法や試

薬が出現 した｡蛍光偏光解消法12',Le

cithin試薬凝集法13',巌近のラテックス凝集法14' が出

現 し, また被験血清を56℃,30分間不活化すれ

ば毛細管法で約20%陽性化するという河合 ら4,5,6' の提案 にもとずい て,抗 CRP血清試薬に塩化コリ

ンなどの抗補体剤 を加 えて感度 を上げたものが

出現 している｡同様にして LIA 法を用いた

CRP測定法も開発されている｡そこで我

々は,Hyland 社のレーザーネフェロメーターを用いて Immunoassaysy

stem にょる CRPの定量測定を種々検討して

きた｡この測定法は経時変化,再現性,二重測定などの

検討 によ り,
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来る,③定量 が出来 る, な どの点があげられ

る｡また短所 として は①測定機器 が高価であ

る,①比濁法であるので混濁血清などは,その

処理法を考慮する必要がある,などである｡前

記の如 く河合 ら3,4,5) は, 毛細管法で血清を不

活化すれば陰性が約20%陽性化するといい,他

の施設でも追試されている15)｡今回,我々によ

り確立しえた低濃度領域での LIA 法による測

定法を用いて,毛細管法で陰性の血清の不活化

の影響について検討 した結果,0.25mg/dl以上

の血清群は不活化により抑制される傾向を示 し

たが, しかし 0-0.25mg′/dlの血清群では栴

々高値を示すものが多 くみられた｡この事実は

LIA 法に特異の現象であるか, その真偽は今

後 RIA 法との対比検討などを施行 して解決 し

なければならない問題点である｡

低濃度領域の CRP 測定は現在のところ RI

A 法が最もす ぐれていることは確かであるが,

放射能管理や廃液の処理などに問題がある｡一

方 ⅠJIA 法ではOmg/′dlも出現するので感度の

点では RIA 法に劣るが,簡便で放射能管理の

問題もないので,CRP の日常検査法として推

奨出来る｡

結 論

我々は,Hyland 社製 レーザーネフェロメー

ター及び LIA カ リキュレーター YHP システ

ムと,flyland社製の CRP 抗血清,CRP 標準

液を用いて,血清 CRP 定量 (LIA 法)を検

討 し,次のような結果を得た｡

1) LIA 法による CRP 測定法は,定量測

定が可能で,その精密度 も高い｡被験血清は微

量で,短時間で多数の検体処理が出来るなどの

長所を有 し,日常検査として利用 し得る｡

2) 通常の LIA 法では,血清 CRP 0.6

mg/dl以下は測定出来ないが, 既知標準血清

を希釈 し, 低濃度の検量線を作り 0.6mg/dl

以下の測定を可能とした｡この方法は RIA 法

より感度は劣るが,簡便で放射能管理の問題が

ない｡

3) 毛細管法で CRP 陰性の患者及び健康人

血清 260例について新鮮血清と不活化血清を比

較検討 した結果,CRPが0･25mg/dlより高値

では不活化により抑制される傾向がみられた｡

本論文要旨は,昭和54年10月,第26回日本臨

床病理学会 に発表した｡本研究 の遂行 にあた

り,多大な御協力をいただいた京大病院中央検

査部稲本キヨ技官,野崎康子技官,日本 トラベ

ノール水谷利栄氏に深甚の感謝の意を捧げる｡
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