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モ ノク ローナル抗体 を用い た酵素免 疫測定法

(IQ(Bio)PAP-AELIAキ ッ ト)に よる

前立腺 性酸性 フォ ス ファ ター ゼ測定 の検討
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   The clinical application of enzyme immunoassay (EIA) for prostatic acid phosphatase (PAP) 
is reported. PAP concentration was measured by an IQ(Bio)PAP-AELIA kit. Serum samples were 
collected from 20 healthy individuals, 31 patients with benign prostatic hypertrophy, 14 patients with 

prostatitis, 23 patients (47 samples) with prostatic cancer and 29 patients with various other malig-
nancies. The coefficients of variation (%CV) in intraassay and interassay ranged from 2.3 to 4.4%, 
and from 3.0 to 3.6%, respectively. The recovery rate in the dilution test and recovery test were 
106.2+8.9% and 101.3+6.9% respectively. A significant correlation (r=0.994, p<0.01) was ob-
served between EIA and RIA methods in the prostatic cancer patients. PAP concentration was ele-
vated above 2.0 ng/ml in 0/2 (0%) of the treated patients with stage B prostatic cancer, 1/5 (20%) 
of those with stage C, 6/16 (38%) of those with stage D, and in 4/5 (80%) of the untreated patients 
with stage D prostatic cancer. False positive results were seen in 2/31 (6%) of the patients with 
benign prostatic hypertrophy, 3/14 (21%) with prostatitis and 3/29 (10%) of the patients with vari-
ous other malignancies. In the majority of the false positive cases, elevated levels were only just 
above the normal value. In conclusion, the PAP level measured by this EIA kit was correlated with 
the clinical response to hormone therapy for prostatic cancer.
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は じ め に

前立腺性酸性 フ ォスファターゼ(PAP)は,前 立腺

癌の腫瘍 マーカーとして広 く認め られ,そ の血清 レベ

ルの測定は,前 立腺癌の診断お よび患者 の臨床経過を

観察する際に,必 須の検査項 目としてあげ られ る.現

在,PAPの 測定法 として広 く用 い られ て い る 方法

は,radioimmunoassay(RJA)法 であるが,同 法が

放射性 同位元素を利用 してい るため,測 定施設が限定

され る.最 近,抗 体標識法を放射性同位元 素か ら酵素

に置 き換えたenzymeimmunoassay(EIA)の 開発

が進み,そ の有用性が報告 されて い る1・2)・今回,わ

れわれは,英 国IQ(Bio)社 製,PAP-AELIAキ

ッ トを入手 しうる機 会を得たので,若 干 の基礎的検討

を加え,そ の臨床 的成績について報告す る.

対象および方法

1.測 定 対 象

正 常 男子17例.正 常 女 子3例,前 立 腺 癌23例(stage

B=2例,stageC=5例,stageD:16例),前 立腺

肥 大 症31例,前 立 腺 炎14例(急 性3例,慢 性10例,結

核 性1例),前 立 腺 癌 以 外 の 悪 性腫 瘍29例(膀 胱 腫瘍

21例,腎 腫 瘍3例,睾 丸 腫瘍2例,肝 細 胞 癌2例,血

管周 皮 細 胞 腫1例)の 計117例 で あ る.
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2,方 法

i)RIA法:栄 研 イムノヶ ミカル研究所製,RIA

キ ッ トを用いた、本 キ ッ トでは ヒ ト前立腺肥大結節組

織か ら抽出精製 されたPAPに 対す る抗PAP抗 体

が作製 されてお り,こ れを用いた二 抗体法 にて測定 し

た.

2)EIA法:英 国IQ(Bio)社 製,PAP-AELIA

キ ッ トを用いた.本 キ ッ トの特徴は酵素増幅法を用い

ることに よ り,よ り迅速で よ り高 感度な測定を可能に

した ことで あ る,Fig.1に この操作 手順 を示す.本

法におけ るプ レー トの洗浄操作は1ヵ 所 のみで,全 工

程は約3時 間で終了す る.一 検体 につ き3wellsの 平

均値を もってそのPAP濃 度 とした.

結 果

10号1987年

4)希 釈 試 験(Fig.2)

PAP濃 度,9.Onglmlの 血 清 サ ソプル を キ ッ ト添

付 の 試 料 希 釈 液 を 用 い て希 釈 し測定 した.再 現 率 は

96:5～ii7.o%(106.2±8.9%).で あ った,

5)添 加 回 収 試 験(Table4)

PAP濃 度 の異 な る2検 体 に 対 して 各 濃 度 の 標 準液

を11の 割 合 で 混合 した 場 合 の 回収 率 は,91.7～

114,1%(101.3±6.9%)と 良 好 で あ った.

2.臨 床 的 検 討

Table2.Intra-assayprecision.

Sample

No. 1 II 皿

1.基 礎 的検 討

i)標 準 曲線 の再 現 性(Tablei)

各 濃 度 に お け る変 動 係 数(CV%)は4.7～9.9%で

あ った.

2)Intra-assay(Table2)

PAP濃 度 の 異 な る3検 体 を 同一 ア ッセ イ内 で8回

測 定 した.CV%は2.3～4.4%で あ った.

3)Inter-assay(Table3)

PAP濃 度 の 異 な る3検 体 に つ いて 施 行 日を変 え て

それ ぞ れ5回 測定 した,CV%は3.0～3.6%で あ っ

た.
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Table3.Inter-assayprecision.
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Table4,Recoverytest.

PAP(ng/皿 の

Sera AddedExpectedDeterminedRecovered%Recovery

S1

(3.0㎎/魏)

S2

(0.9ng/皿 の
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Fig.3.SerumPAPlevelsbyEIA.

Table5,PAPpositiverateinprostaticcancer.

Positivecases 1
StageNaEIA RIA

B

C

D

20

51

166

(5)(4)

0

1

7

(5)

();entreatedcases

正常 男子17例 お よび 正 常 女 子3例 の 血 清PAP値 の

平均 値 ±3SDは,そ れ ぞ れ0.85±1.18ng/ml,0.60

±0.60nglmlで あ った.ま た 正常 男 子 の 最 高値 は,

1.7nglm1で あ り,2.Ong/mlを 越Yxる もの は認 め ら

れ なか った.以 上 よ り本 キ ッ トの 正 常 域 は,2.Ong/

ml以 下 と した,Fig.3に 各 疾 患 の 血 清PAPの 測

定値 を示 す.

前 立 腺 癌症 例 につ い て み る と,異 常 高値 を示 した 症

例 は,stageB=012,stageC:115(20%)stageD:

未 治療,4/5(80%),既 治 療,6116(38%)で あ った ・

一方
,前 立腺 肥 大 症 で は2/31(6%),前 立 腺 炎3/14

(21%),そ の他 の悪 性 腫 瘍3/29(10%)に 異 常 高値 を

認 めた 。 これ ら前 立 腺 癌 以外 で異 常 高 値 を 示 した 大 部

分 の症 例 の 測 定値 は,正 常 上 限値 を僅 か に 越 え る程 度

で あ った が,急 性 前 立 腺 炎 の1例(6・6ng/ml)と,

腎細 胞 癌 の1例(5・7ng/ml)で は,明 らか な 上 昇 が

認 め られ た,前 立 腺 癌23例 に お い て ・RIA法 との 比

較 を 行 な うと,Table5に 示 す ご と く異 常 高 値 の 出
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Fig.4.CorrelationofPAPresultsbetweenEIA

andRIA

現率 はほぼ一致 していた.同 一症例 よ り経時的に得 ら

れた血清 サ ソプルを含む前立腺癌症例47検 体における

比較検討では,相 関係数r=0.994と 高い 相関関係が
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得 られ た(Fig.4).
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DES:DiethylstilbestroldiphosphateC:Castration.

次に本法 の測定値 と臨床経過 との相関を示 した症例

を提示する.

症例1:食 思不振を主訴 に某医を受診 し,PAPの

異常高値を指摘 され,当 科 に紹介 された.前 立腺生検

の結果は,未 分化型腺癌であ り,骨 スキ ャソにて脊椎

骨への広汎 な転移が疑われ,stageDと 判定 された.

除睾術に引 き続 きホルモ ン療法 に てfollow-upし た

際の血 清PAP値 の変動をFig.5-Aに 示 す.治 療開

始7ヵ 月後 の骨 スキ ャソでは,も はや異 常集積 は認め

られず,全 身状態 も良好であ り,患 者は,ホ ルモ ン療

法で よくコントR一 ルされ ている状態 と考え られた.

この時の血清PAP値 は,EIA法 で は正常化 レてい

た.

症例2:排 尿困難,腰 痛,肉 眼的血尿お よび骨 スキ

ャソにてRIの 異 常集積が広汎に認 め られ当科 に 紹

介され た.前 立腺生検 の結果は未分 化型腺癌 で,stage

Dと してた だ ち に ホルモ ン療法を開始 した.治 療前

130ng/m1あ ったPAP値 は,.排 尿困難や腰痛の軽快

と と もu8次 下 降 し,3週 間後 には ほぼ 正常化 した

(Fig.5-B).

考 察

今 回われわれは,免 疫学特異性 を利用 した方法であ

るenzymeimmunoassay(EIA)法 に ょ りPAP活

性を測定 し,現 在当科 で使用 しているRIA法 に よる

測定結果 と比較検討 した.従 来の2抗 体法EIA法 と

呼ばれ るものは,標 識第2抗 体の固相へ の結合量をで

きるだけ多 くする必要があ り,こ のために昼夜 といっ

た長時間のイ ンキ ュベーシ ョンが要求 され る.こ れに

対 してIQ(Bio)PAP・AELIAキ ッ トでは,基 本的

には従来のEIA法 と同様にPAPに 対す る抗原認 識

部位の異なる2種 類 のモ ノ ク ロ ー ナ ル抗体を用い,

PAPを サ ン ドイ ヅチ方式で捕える方法 を用いている・

しか し本キ ッ トは標識 されている酵 素の活性を直接測

定す るのではな く,YVの 酵素 よ り生成 され る化合物 と

この化合物 がtriggerと な る酵素増 幅系 とを反応 させ

ることでえ られ る発色を測定する方法で ある.こ の増

幅系 は約500倍 の増幅能力を もつ とされ,し たが って

感度を下げ ることな く反応 時間の短縮が可能 とな る.

本キ ッ トの基礎的検討において標準 曲線の再現性は良

好で,Intra-assay,Inter-assayに おけ る変動 も測定

上の誤 差の範囲 と思われた.希 釈試験ではほぼ満足す

べ き直線性が得 られ,添 加回収試験において も回収率

101.3±6.9%0と 良好であ った.前 立腺癌症例における

EIA法 とRIA法 の相関係数 はr=0・994(n‐47)

と良好 な正の相関が得 られ,ま た陽性率 もほぼ一致 し

ていた.前 立腺肥大症においてEIA法 に よ るfalse

positivc例 が報告 されてい るがi),今 回の検討では前

立腺肥大症で2/31(6%),前 立腺炎 で3114(21%),

その他の悪性腫瘍 で3/29(10%)のfalsepositive

が認め られた.こ れ らfalsepositive8例 中6例 ま

では,2.7nglml以 下 であ り,正 常域を2.Onglml以

下 とした設定V'問 題があるのか もしれない.明 らかな

高値を示 した前立腺炎 の症例は,RIA法 で も異常高

値を示 していたが,腎 細胞癌 のi例 で は,RIA法 で

は正常値を示 して お り,本 キ ットの抗体 とcrossre・

acti。nを 起 こしうる物質 の存在を考 えさせ る.臨 床

経過 との比較においては,EIA法 に よ る測 定 値 は

RIA法 の値 とおおむね平行 して推移 し,ホ ルモ ン療

法 の治療効果 を よく反映す るもの と考 えられた.

結 語

前 立 腺 性 酸性 フ ォス フ ァタ ーゼ(PAP)のenzyme

immunoassayキ ッ ト(IQ(Bio)PAP-AELIA)に

よ る測 定 を前 立 腺 癌23例 を含 む計117例Y`対 して施 行
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した.

1)キ ッ トの基 礎 的検 討 に お い て,Intra-assayお

よびInter-assayに お け るPAP濃 度 の 変動 係 数,

さ らに希 釈 試 験,添 加 回 収 試 験 に お け る再 現 率 は満 足

すべ き結 果 で あ った,

2)前 立 腺 癌23例47検 体 に お け るRIA法 との相 関

係数 は0.994と 良 好 な 正 の 相 関 を 認 め た.

3)前 立 腺 癌 症 例 に お け る陽 性 率 は,stageB:0/2

(0%),C:1/5(20%),D:未 治療,4/5(80%),

既 治療,6116(38%)で あ った.

4)Falsepositiveは 前 立 腺 肥 大 症2131(6%),

前 立腺 炎3/14(21%),そ の他 の悪 性 腫 瘍3129(10

%)に み られ た が,そ の 大 部 分 は 正 常 域 を わず か に上

まわ る程 度 で あ った.

5)StageDの2例 に お け る臨 床 経 過 との 比 較か

ら,本 キ ッ トに よるPAP測 定 値 は ホル モ ン療 法 の治

療効 果 を よ く反 映 してい る こ とが 示 され た.

以上IQ(Bio)PAP・AELIAキ ッ トは,正 常値 の

1707

設定 につ いては検討の余 地を残す ものの,感 度および

再現性 に関 してはRIA法Y`匹 敵す ることが示 され,

その簡便な操作 と放射性同位元素を必要 としない点を

考慮す れば,今 後RIA法 に代わ りうる方法であると

考え られた.

本研究にご協力を頂いた本学険査部,奥 村次郎博士に深謝

致します.
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