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ユ ー一ロピ ウム(Europium)を 標 識 物 質 と した

DelfiaPAPキ ッ ト⑪を用 い た血 清 前 立腺 性 酸 性

ホ ス フ ァ ター ゼ測 定 の検 討
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  MEASUREMENT OF SERUM PROSTATIC ACID PHOSPHATASE 

  (PAP) BY DELFIA PAP KIT® USING EUROPIUM AND CLINCAL 
    EVALUATION IN PATIENTS WITH PROSTATE CANCER 

           Susumu Akimoto, Takemasa Ohki, Tomohiko Ichikawa, 

                  Koichiro Akakura and Jun Shimazaki 
             From the Department of Urology, School of Medicine, Chiba University 

   Fundamental and clinical studies of serum prostatic acid phosphatase (PAP) detected by a 
Delfia PAP kit® were performed. The system is a time-resolved fluoroimmunoassay using europium 
as a tracer. The lower limit of detection was 0.2 ng/ml. Sera from 54 patients with prostate 
cancer, 20 with benign prostatic hypertrophy, 20 with urological malignancies other than prostate 
cancer and 140 adult males over 46 years old were determined. From the mean+2 S.D. of serum 
PAP values obtained on the adult males, 1.5  ng/m1 was considered as the upper normal level of 
adult males. By calculating the efficiency and ROC curve using the PAP values of prostate cancer 
and benign prostatic cancer, 2.5 ng/ml was decided as a cut-off value of this kit. The positive 
rates of adult males, prostate cancer, benign prostatic cancer and urological malignancies other 
than prostate cancer were 0.7%, 65%, 20% and 10%, respectively. The sensitivity of stage A2, B2, 
C and  D1-1-D2 was, 0%, 0%, 64% and 83%, respectively. The efficiency of the Delfia PAP kit® 
was 52% and that of the Markit M PA kit® was 71%. The correlation between the values assayed 
with the Delfia PAP kit® and the Dinabot PAP kit® was very high; the value obtained with the Delfia 
PAP kit® was about 80% of that obtained with the Dinabot PAP kit®. 

                                                 (Acta Urol. Jpn.  40: 987-993, 1994) 
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緒 言

前立腺性酸性 ホスフ ァターゼ(PAP)の 測定は,前

立腺癌の診断や治療後の経過観察に広 く用い られてき

た:"4).し かし,PAPは,低 病期 での感度が 低いこ

とり,再 発,再 燃時に腫瘍 マーカーが再上昇す る場合

でも前立腺 特異抗原(PSA),ガ ンマセ ミノプロティ

ン(r・Sm)よ りも遅れ ること5)な ど よ り,現 在では

PSAが 最 も信頼のおける前立腺癌 の腫瘍 マーカーと

される6).

反面,PAPに は,PSAで は高率 な 前立腺肥大症

の陽性率が低 い こ と,急 性炎症時 の一過性上 昇幅が

PSAや γ一Smよ り少 ない こ とな ど7),PSAに な い利

点 があ る.

KabiPharmaciaDiagnostics社 の 蛍光 免 疫 測定

法 に よ るDe脆aPAPキ ■・)トoは,63Eu(z一 ロピ ウ

ム)標 識 抗 体 を用 いたmicroplate固 相 法 に よる抗

原 抗 体反 応 に よ り,低 濃 度 よ りの測 定 を可 能 と した.

今 回,本 キ ヅ トに つい て基 礎 的 お よび臨 床 的検 討 を 行

った ので 報告 す る.

対 象 お よ び 方 法

未 治療 前 立腺 癌54例,前 立腺 肥 大 症20例,前 立腺 癌

以 外 の 泌尿 器科 癌20例,男 子成 人140例,計234例 を材
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料 とした.男 子成人は,1992年 千葉県館山市にて行わ

れた前立腺集団検診にて直腸指診にて異常所見を認め

ず,経 腹的超音波断層法 にて,前 立腺重量が40g未

満 の46歳 ～79歳 のものを健常 とみなして対象 とした.

前立腺 の 重量 は,既 報 の 方法8)に て行 った.前 立腺

肥大症は,手 術にて組織学的に確認 された ものを用い

た.前 立腺癌以外の泌尿器科癌の内訳は,膀 胱腫瘍11

例,腎 癌5例,精 巣腫瘍3例,陰 茎腫瘍1例 であ り,

年齢は35歳 から80歳,平 均63歳 である,こ れ らは,直

腸指診な どで前立腺癌を否定 した,前 立腺癌の臨床病

期分類は,前 立腺癌取 り扱い規約9)に準 じた.

未治療前立腺癌 お よび 前立腺肥大症の 検体 を用 い

て,大 日本製薬社のマー一キ ッ トMPA② キ ッ ト10)によ

るPSAと 比較 した.ま た,未 治療前立腺癌 の検体 を

用いて,ダ イナポッ ト社 のPAPキ ッ ト②11)との相関

性を検討 した.DelfiaPAPキ ッ ト⑫は,時 間分解蛍光

免疫測定法であ り,マ ウス由来の二種の単 クロナール

抗体 を用いた固相2ス テ ップのサ ンドイ ッチ型測定法

である.標 識物質 は,ユ ー ロピウム(Eu)を 用 いた.

操作手順 を 示す.固 相 のanti-PAPIgGと 検体中

のPAPを 反応 させた後,Eu標 識anti-PAPIgG

(tracer溶 液)を 加えて再度イ ンキ ュベーシ=ン し,

増強試薬を加える.こ のことに よ り,tracerか らEu

イナンが遊離 して,新 たなキ レー トを形成 する.Eu

キ レー トは界面活性剤 の ミセル中 に 取 り込 まれ るた

め,こ の蛍光を測定 した.測 定値 はPAPを 含まない

blankと の差 を用 い た.全 測定時間は約3時 間であ

った.基 礎的検討では検体は3-5重 測定 し平均値を用

いた.臨 床検体はできるだけ2重 測定を行 って平均 を

求めた.

二 群間の有意差の検定は分散 の等 しくない二群間の

t検 定を用いた.感 度の設定では,

を用いた.

結 果

Porterの 方 法12)

1)基 礎 的検 討

a)標 準 曲線

標準 曲線 は,ヒ トPAPを ブ タ血 清 お よ び リン酸

緩 衝液 に 希 釈 して 作製 し た.o.5,1.5,10,100,200ng/

m1の5点 の ブ タ血 清 希釈 液 を 用 い た標 準 血 清 に て標

準 曲線 を 作成 した(Fig.1).各 点 は,3重 測 定 し,平

均 を用 い た.Ong/m1は,平 均992cps蛍 光 強度 で,

100ng/1は 平 均724,346cps蛍 光強 度 で あ り,そ の間

は両 対 数 で プ ロッ トす る と,PAP値 と蛍 光 強 度 との

間 は直 線 的 関係 を み た.こ れ 以 上 で は や や低 下 した。

b)再 現 性

同時 再 現性 につ い て は,低 濃度(L),高 濃 度(H)

お よび そ の 中間(M)の,三 種 類 の ヒ ト血 清 を お のお

の10回 同時 に測 定 し,そ の再 現性 を検 討 した,L,M,

Hそ れ ぞれ の平 均値 お よび 分 散 係数(C。V.)は,3.l

ng/ml,1.6%,16.5nglm1,L6%お よび97.9ng/ml,

3.8%で あ り,良 好 な再 現性 で あ った.日 間再 現 性 を求

め るため,H,M,Lを それ ぞれ4日 間連 続 して測 定

した.そ の 間検 体 は,-20℃ に て保 存 し凍 結 融 解は

行 わ なか った.L,M,Hそ れ ぞ れ の 平 均 値 お よ び

C.V.は,3.Ong/m1,9.4%,164ng/m1,9ρ%お よび

IOI.Ong/ml,3.0%で あ り,い ず れ もC.V.は10%以

下 で あ り,良 好 な再 現 性 で あ った 。

c)希 釈 試 験

H,M,Lの.種 類 を ブ タ血 清 で2～16倍 希 釈 した

が,い ず れ の検 体 も良 好 な希 釈 直 線 性 を 示 した(Fig.

2).
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Fig.2.Dilutiontest。

d)回 収 率試 験

測定値2.2,a5お よび17.3ng/m1の 血 清 に10,

27.5ng/m1の 標準 血 清 をllで 添 加 して,回 収率

試験 を行 ったが,回 収率 は,82～104%で あ った.

e)感 度 試験

最 小検 出感 度を 求 め るた めに,0.5ng/m1標 準 血 清

を ブタ血 清に て希 釈 し測 定 した.各 濃 度 とblankと

の カ ウソ トの差 と各濃 度 と0濃 度標 準 血清 との カ ウ ソ

トの2SDの 和 は,1/5に 希 釈 した もの では 後者 が 大

き く,4/5,3/5,2/5に 希 釈 した もので は前 者 の ほ うが

大 きか った.こ の た めに,最 小検 出感度 は0・2ng/m1

と考 えた.

2)臨 床 的検 討

a)男 子 成 人 のPAP

男子成 人 の正規 確 率分 布 は,直 線 を示 し,ほ ぼ 正規

分布 と み な せ た.年 代別 の平 均 値 お よび 標 準 偏 差 を

Table1に 示 す が,年 代 別 のPAP値 の 差 をみ なか

った.前 立腺 重量 とPAP値 との 関係 に つ いて,前 立

腺 重 量が 増す に つれPAP値 は高 くな った が,統 計的

な差 は み ら れ な か った.前 立腺 重 量 とPAPと の相

関性 もr=0.21と 低 い もの で あ った.男 子成 人 の平 均

値+2SDは1.41ng/mlで あ り,こ れ に よ り男 子成 人

の正 常 上限 値 は1.5ngm1と 考 え た.

b)前 立 腺 肥 大症,前 立 腺癌 お よび前 立腺 癌 以外 の 泌

尿器科 癌 のPAP

20例 の前 立腺 肥 大 症 のPAP値 は,0.74ng/m1か

ら3・1ng/m1ま で分 布 し,平 均値 お よびSDは,1.70

ng/m1とO.72ng/mlで あ った(F量g.3).前 立 腺 癌

の各病 期別 で はBま で は男 子成 人 と変わ らず,Cと な

TableLPAPvaluesassayedwiththeDelfia

kitforadultmalesaccordingto
ageandprostateweight

(1)PatientsAge

40-49(3)*

50-59(23)

60-69(74)

70-79(39)

0.94±0.14**

0.85士0.21

0.92±O.31

0.84土0,17

(2)Weightofprostate

109>(4)

10-19g(63)

20-29g(63)

30-39g(17)

0.77±0.09

0.85±0.19

0.91±0,33

0.98±0,18

章Figuresinparenthesesare
,number

o「patients.

艸ng/ml ,mean土s.D.

り上昇をみた.前 立腺癌以外の泌尿器科癌 のPAPは

前立腺肥大症の範 囲と同 じであった,

C)正 常上限値の設定

男子成人 の正常上限値 である1.5ng/mlを 体キ ッ

トの正常上限値 として用 いると,大 半の前立腺肥大症

は異常値 とな り腫瘍マーカーの本来の 目的 であ る前立

腺癌 との鑑別が困難 となるので,前 立腺癌 と前立腺肥

大症の検体を用いて,検 出率,特 異性お よび診断効率

を算定 した.診 断効率が最も高いのは,2.6ng/mlで

あったので,2.5ng/m1を 正常上限値 とした(Fig.4).

これは,受 信老操作特性 曲線(ROC曲 線)に て も妥

当なものであ った(Fig.5).

この値 にcutoffと した と き,男 子成人,前 立腺

癌 前立腺肥大症 および前立腺癌以外の泌尿器科癌で
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Sensitivity,specificityandefficiency・

キ ッbe69%,マ ー キ ッ トMPAキ ッ ト⑫84%と,後

者 が 優れ て いた.De1丘aPAPキ ッ ト⑫と マ ーキ ッ ト

MPAキ ッ ト⑪との相 関 性 をみ た 両者 の相 関 性 は低

か った(Fig.6).

ダイ ナ ボ ッ トPAPキ ■・}ト②に て前 立 腺 癌 の 検体 を 測

定 して,デ ル フ ィ アPAPキ ッ ト②との相 関性 を 検討 し

た.相 関 性 は,非 常 に 良 か った が,デ ル フ ィアPApo

で の測 定 値 は,ダ イ ナ ボ ッ トPAPキ ーvト⑫で の 測定 値

の約80%で あ った(Fig.7).

考 察

F三9・4・

の異 常 値 出現 率 は,そ れ ぞれO.7%,65%,20%お よ

び10%で あ った.ま た,病 期別 の 検 出率 は,病 期A2,

B2,C,Dl十D2そ れ ぞれO%,0%,64%:お よび83

%で あ り,低 病 期 の 検 出率 は 低 か った.マ ー キ ッ ト

MPAキ ッ ト②に て,前 立 腺 癌 お よび前 立腺 肥 大 症 を

測 定 した ので,DelfiaPAPキ ッ ト②との 前 立腺 癌 の

病 期 別 の 正常 値,異 常値 の 組み 合 わせ 表 を 作製 した

(Table2).診 断効 率 は 前者 が71%,後 者 が52%と,

前 者 が 約20%高 か った.正 診 率 で も,DelfiaPAP

本 キッ トは,希 釈す ることな く0.2～100ng/mlの

範 囲を測定でき,こ れは前立腺癌では転移病期 も含め

て96%の 検体 を測定で き,希 釈 の必要がなか った.検

査所要時間 も約3時 間 と,短 時 間であ り,測 定範囲の

広 さを考 えると優れた キッ トと考 えた,

また,近 年検診項 目の1つ として前立腺が組み込 ま

れ,フ ィール ド方式 お よび人間 ドノグ方式における前

立腺検診13・14)が普及 してきたが,こ の分野 でも高感度

PAPは,期 待できる.山 中 ら15)は,50歳 以上の前立

腺検診者 を対象 と して,酵 素免疫測定 キ ッ トを用い

て,男 子健常成人 の95%は1・4ng/ml以 下 と報告 し

たが,こ れは今回の検討 での1・41ng!mlと 大差な く,

この結果は,本 邦における50歳 以上の男子成 人の正 常
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Table2.Numberofthepatientswithprostate

cancershowingpositiveornegative

bytheDe1丘aPAPkit⑪andtheMarkit

MPAkit⑬accordingtostage

PAP(十)PAP(十)PAP(一)PAP(一)

PSA(十)PSA(一)PSA(十)PSA(一)

Stage

A2

B2

C

Dl十D2

0

0

14

18

0

0

2

1

0

2

8

3

3

1

1

1

(十),(一)showedabnomaivalue,normalvaluc,

respcctivdy・

PAP:DeR丘aPAPkit

PSA:MarkitMPAkit

EMciencyofDei丘aPAPkit=5L9%

E缶cicncyofMarkitMPAkit冨70,8%

値 と考 えられ る.PSAは,年 齢 とともに上昇す ると

報告 され,各 年代 ごとの正常上限値を設定 して癌 の検

出に応用 され16),年 齢を60歳未満か ら80歳以上を4段

層に分けた場合,年 齢 とともに上昇す る.ま たPSA

は前立腺の 大 きさ で変化 し,ク ル ミ大以下,小 鶏卵

大,鶏 卵大以上の3分 類で分けた場合,こ の順 に上昇

す る且3).しか しなが ら 今回のPAPの 測定では,年

代に よる差を認めず,PSAと は異な る結果であ った.

2.5ng/m1を 本キ ッ トの正常上限値 としたが,前 立

腺肥大症の特異性が80%と やや低か った.こ れ は全例

手術を要 した大 きな腺腫であ ったため と推測 した.千

葉大学 における以前の検討にても,栄 研キwト での前

立腺 肥大症の特異性 は89～93%で あった1)が,15例 の

手術例 のみの検討では7フ%と 低下 していた17).
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前 立腺 癌 で は,病 期 別 の検 出率 につ い て は欧 米 や本

邦 の従 来 の報 告 と大 差 な い もの であ り,低 病 期 に おい

て低 く,ま た 転移 病 期 に おい て10数%の 正 常 値例 のあ

るこ とは本 キ ッ トで も同様 で あ った.診 断 効 率 で,本

キ ッ トは,マ ーキ ッ トMPA② よ りも約20%低 い成 績

で あ った が,診 断効 率 や正 診 率 で評 価 した 場 合,PSA

は,PAPよ りも優 れ て い る こ とは 今 ま で の発表 と同

様 で あ り,診 断 時 で のPSAの 優 位 性 が示 され た.し

か し,PSAとPAPと は 相 関性 が 低 く,ま たPSA

正 常値,PAP異 常値 の前 立腺 癌 が3例(病 期C,2,

D2,1)あ った こ とか ら,診 断時 マ ー カ ーの併 用 を考

え る ときは,PSAと 同 じセ リソ蛋 白分解 酵 素で あ る

γ一Smよ りは,PAPと の併 用 の ほ うが 有用 性 が 高 い

と考 え た.

PAPの 他 キ ッ トとの相 関 は,ダ イ ナ ボ ッ トキ ッ ト

のみ 行 った が,相 関 性 は 良好 で測 定 値 は,ダ イ ナ ボ ッ

トキ ッ トで の値 の約80%で あ った.こ の こ と と,栄 研

キ ッ ト値 とダイ ナ ボ ッ トキ ッ ト値 がほ ぼ 同 じで あ る こ

と1D栄 研 キ")ト で の正 常 上限 値 は,3ng!mlで あ る

こ とよ り,DeI丘aPAPキ ッ ト⑭の 正 常 上限 値 の 設 定

が2.5nglmlと した こ とは,妥 当 とい え よ う.

結 語

ユー ロピウムを標識物質 とした時間分解蛍光免疫測

定法であるDelfiaPAPキ ットを用 いて基礎的お よ

び臨床的検討を行い以下の結論をえた.

1.測 定検出感度は,0.2ng/m1で あった,

2.46歳 以上 の男子成人 の平均値+2SDはL41ng/

m1で あったので,男 子成人 の正常上限値は 】.5ng/

m1と した.

3.前 立腺癌 お よび前立腺肥大症 よ り,診 断効 率,

ROC曲 線 をえ て,両 者 の 鑑 別 が最 も 良 好 な2.5ngl

m1を 本 キ ッ トのcutoffと した.こ の 結 果,男 子

成 人,前 立 腺 癌,前 立 腺 肥 大症 お よび 前 立腺 癌 以外 の

泌 尿器 科 癌 で の 異 常値 出現 率 は,そ れ ぞれ0,7%,65

%,20%お よび10%で あ った.

4.前 立 腺 癌 の病 期別 の検 出 率 は,病 期A2,B2,C,

Dl+D2そ れ ぞ れO%,O%,64%お よび83%で あ っ

た.

5.マ ー キ ヅ トMPAキ ッ ト⑪に よるPSAと 本PAP

に て,前 立腺 癌 お よび前 立 腺 肥 大 症 を測 定 した.Del-

fiaPAPキ ッ ト⑰お よび マ ーキ ッ トMPAキwFeの

診 断効 率 は 前者 が52%,後 者 が71%と,後 者 が 約20%

高 か った.正 診 率 で も,前 者 が69%,後 者 が84%と,

後者 が優 れ てい た.

7.DelfiaPAPキvtト ⑪とダイ ナ ボ ッ トPAPキ ッ ト⑫

との相 関 性 は,非 常 に 良 くDe1丘aPAPキ ッ ト⑫で の

測 定値 は,ダ イナ ボ ッ トPAPキ"tト ⑪で の 測定 値 の

約80%で あ った.
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