
            1415

〔螺欝1訥

RIA法における血清中の前立腺性酸性
          ホスファターゼの：検討、

     第1報 基礎的検討と正常値について

名古屋大学医学部泌尿器科（主任：三矢英輔教授）

    杉山．寿一・日江井鉄彦

    加藤範夫・三矢英輔
名古屋大学医学部放射線科（主任：佐久間真行教授）

    野口英三・仙田宏平
            佐々木常雄

THE EVALUATION OF A NEW RAD王OIMMUNOASSAY KIT
                                                   り
           FOR PROSTATIC ACID PHOSPHATASE

        L SETTING UPPER LIMIT OF SERUM PAP LEVEL

         Toshikazu SuGIYAMA， Tetsuhiko HIE正，

           Norio KATo and Hideo MiTsuyA

From theエ）吻吻翻of UrolOgX Fac吻・f Medicine， Univer吻げ勲8妙α

               （Director； Prof． H． MITSUYA）

            Hidezo NoGuc田， Kouhei SENDA

                 and ’lrsuneo SAKAKi

From the 1）ePartmelzt（～f Radio／・9］，翫吻（ゾ愉漉・鵬～Ylniver吻げ翫9卿

               μ）irect・r’Pr・f． s． SAKひMA）

   A new radioimmunoassay kit （GammaDab PAP kit） was evaluated． Result of precision and

accuracy tests was satisfactory． ln the clinical phase， serum PAP level was measured in the serum

obtained from 22 patients with treated and untreated prostatic cancer， 20 patients with benign pro－

static hyperplasia， 20 patients with other urological diseases， 114 patients with other nonurological

diseases and 45 volunteers of healthy males and females．

   Normal serum PAP levels of healthy m41es Seem to be O．85±O．285 ng／ml in our assay． In 7 cases

of advanced prostatic cancer（32％＞seru皿PAP Ievel was elevated ovcr 5．O ng／ml and nonprost’atic

cancer did not exceed this level． From this result， it may ． be conclUded th4t if setum PAP level is

higheir than 5．0 ng／ml， prostatic cancer at least advanced is strongly suspected， and its prognostic

usefulness in prostatic cancer may be expected．

   As conclusion the method of radioimmunoassay for rneasurement of PAP is much more reliable

than enzymatic assay and may be suitable for clinical application in the diagnosis of prostatic cancer．
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緒 言

泌尿紀要27巻 11号 198i年

 前立腺癌の血清学的検査として，serum prostatic

acid ph・sphatase（以下PAPと略す）の測定が広く

行なわれている．しかし従来行なわれてきた酵素法で

は，酵素失活，検出感度，再現性などに難点があり，

臨床的に必ずしも十分とは言えなかっ7．最近PAP

の測定法として，radioimmunoassay（R．IA）法の開発

が行なわれ，今回われわれにTravenol社のGam－

maDab PAP kitを入手する機会を得たので基礎的，

臨床的検討を加えて報告する．

実験対象および測定方法

（1）対 象

 1980年6月より12月までの名古屋大学病院および関

連病院を受診した患者

 a）泌尿器科疾患70例

 前立腺癌未治療8例（Stage C 1例， Stage D 6例，

不明1例）

 前立腺癌治療後14例（Stage（】2例， Stage D l l例，

不明ユ例）

前立腺肥大症20例

前立腺以外の腫瘍21例

慢性前立腺炎1例

膀胱頸部硬化症1例

慢性言値腎炎26例

尿管結石2例

尿管狭窄i例

 前立腺癌と肥大症とは全例針生検またはTUR－P

によって組織診断を行なつ7C．

 b）非泌尿器科疾患l14例

 c）健康者：男子26例，女子19例

 これらの症例より5 mlの静脈採血を行ない，血清

をすみやかに分離し，測定に供しt．なお直腸診，経

尿道的操作後1日は採血をさけた1）．

（■）測定方法

 a）キットの内容

 A．1251トレーサー

 B。抗PAP山羊血清
 G．沈殿用抗血清試薬

 D．PAPコントロール血清濃度1，■

   工は2±0・6ng／ml，」は12土2．4 ng／mlを含む

 E．PAPブランク血清

 F．PAP標準血清（BPH患者に由来する）

   1，3，10，30 mg／mlを含む

 b）測定操作

 （1）標準血清，コントロール血清，被検血清を100

μ1ずつ測定用小試験管に分注する．

 （2）抗PAP山羊血清を100 Pt1ずつ加えて混和す

る．全小試験管を約18時間室温でインキュベートする．

 （3）i251－PAPトレーサーを100μ1ずつ，全小試験管

に加え混和する．約3時間室温でインキュベートする．

 （4）沈殿用抗血清を1・Omlずつ加え撹絆する．室

温で約30分問インキュベートする．

 （5）反応終了後10009で20分聞遠沈する．

 （6）上清を除去し，各小試験管の沈渣を，ウエル型

シンチレーションカウンターで計測する．

 （7）標準血清について得られたカウントより標準曲

線を作製し，被検血清のPAP値を求める．

 酵素法はKing－Kint変法を用い血清申の総酸性ホ

スファターゼ（以下TAPと略す）を測定しており，

正常値は4K．A，U．以下である．

 GOT， GPTはReitman－Frankel変法を用いて測

定し，正常値はそれぞれ15～36unit，9～31 unitで

ある．

結 果

1．基礎的検討

 a）標準曲線，測定感度

 同一ロット間の標準PAPをおのおの5回測定し，

標準曲線を求めると，無点の変動率は1．7～10．7％，

平均5．2％と良好であった，また近似式を求めると，

Log－Logit 3次式が最もよくあてはまった． PAPの

最小検出感度は，Ong／mlとの有意差から求めると

O．5 ng／mlであった．

 b）インキュベーション温度の検討

 インキュベーション温度を4。，25。，37。Cとしたと
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Table 2． lriter－assay variance
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CH CL A B c
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4 1等．O1

5 11 ．74

2．12 17’ D13

2］5 17．17
2，02 17．12

1，60 15．30

1．94 16．92

5，23

4．92

5．06

4，72

5．26

．67

．51

81

33

80

．一．一一一一一．一LJ nt一 M 11．64 1，97 16．73 5．04 1 ，62

SD O，45 O，22 O．80 O．22 O，20

CV 3，84 11．23 4．81 4－46 12．59

N一一’eeX
“一一一一一1．． tContL

i一一e一一・一一pt．

nq／皿1

15

Serum C

    4 25 37 eC
      incubation ternperature
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き，標準溶液についてB／Tで求めた反応曲線の変化

をFig．1に，．異なる． R検体と2種のコントロール血

清とのPAP値の変化をFig・2に示した，これらよ

り標準溶液は4。Cでは反応が不足し，25。Gで反応は

飽和しており，被検血清では37。Cで測定値が低下し

ている．したがって本キットのインキュベーション温

度は25℃が適当と思われる．以後の測定は遠心のみ

40C，それ以外は25℃で行なった．

 血清PAPは室温1時間で約50％活性が低下すると

いわれているが，被検血清には安定剤は添加しなかっ

た．

Table 1． lntra－assay variance
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Table 3． Recovery test

1

Patient PAP Measured
 serum added value Recovery

1，52

1．0

3．0

10．0

20．0

3．40

5，20

12．36

22．81

135
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107
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 c）インキュベ．一ション時間の検討

 第1回目のインキュベーション時間を18時間以上と

する標準溶液，被検査血清とも，測定値は安定してい

た．

 トレーサー一・iンキュベーション時間は標準溶液の結

合率と相関しており，被検血清のPAP値は3時間以

上で安定していた．

 第2抗体のインキベユーション時間は30分で標準溶

液，被検血清とも反応は飽和し，測定値が安定してい

PAP
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 d）再現性に関する検討

 同一assay内の再現性をTab正e lに示す、異なる

3被検血清をおのおの10回ずつ測定すると変動係数は

それぞれ4． 52，1．62，5．83％であった．

 異なるassay内の再現性をTable 2に示す．異な

る5キットで2種のコントu一ル血清（CH， CL）と，

3被検血清（A，B， C）とを測定したところ，変動

係数はそれぞれ3．84～12．59％の間であった．
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 e）希釈に関する検討

 3被検血清をブランク血清で希釈し，試験を行なう

と，いずれもほぼ原点を通る直線になった（Fig・3）．

 f）回収率に関する検討

 2被検血清に標準溶液を加えたときの回収率は平均．

114％であった（Table 3）．

 9）反応阻害剤の検討

 2．0×10－i ML一酒石酸，2．0×10－4 M CuSO4，5・0×

10－1Mホルマリン，5・0×10－4 M FeSO4，1・0×IO－2

MMgSO4をそれぞれ反応系に加え』ると， L一酒石酸

では100％，FeSO4では98％反応が阻害された．

∬．臨床的検討

 本キットでの最小検出感度がO．5 ng／mlと測定され

だので，0．5ng／m1以下はすべて0．5 ng／mlとして計

             Table 4．

泌尿紀要 27巻111号 1981年

       算した．

 a＞正常値に関する検討

 i）男子正常値

 健康男子のPAP値の年齢分布は：Fig・4に示し

たとうりである．平均（M）がO．86 ng／ml標準偏差

（s．D．）は。．285 ng／ml， M十3sD．＝1．72 ng／mlと測

定された．

 li）女子正常値

 健康女子のPAP値の年齢分布はFig・4に示した
とうりである．M－o．78 ng／m1， s．D，一〇．285 ng／ml，

M十3s．D．＝1．64 ng／m1と測定された．

 iii）年齢別変化

 Fig。5は男子， Fig． 6は女子における全測定値（除

前立腺疾患）を示し・たもので，加齢による変化はみら

Serum PAP levels in various diseases
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れなかった．

 b）臨床応用に関する検討

 1）Fig．7に前立腺肥大症と前立腺癌のPAP値を

年齢別に示しt．

 i）前立腺肥大症

 M＝1．78ng／m1， S．D。＝1．07 ng／m1， M十3S．D．＝

4．99ng／m1．と測定された．

i421

 ii）前立腺癌

 未治療群のPAP値の変動範囲は1．19～20．63 ng／ml

であり，治療群では1・1 ；一 135．6 ng／mlであった．5

ng！ml以上を高値群とすると，未治療群は3例（37．5

％），治療群では4例（28．6％）がこの群にはいった．

 2）Table 4は非前立腺性泌尿器科疾患と他科疾患

のPAP値の一覧表である．膀胱，腎，睾丸腫瘍とも
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Fig． 8． Serum PAP levels in patients with higher GPT levels．
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一部IC高値を示した症例もあっtが，平均値はおおむ

ね1．O ng／ml以下であった，

 3）GOT， GPT高値群のPAP値． Fig．8でGPT

が比較的高値の20例のPAPとGPT値との関係を示

した．GPT平均132．3 u， PAP平均1．30 ng／mlで

あり，標準偏差O・25 ng／mlであった．両値間で相関

係数 r＝＝一〇．17となり，相関関係はなかった．しかし

健康者群の値と比べると，PAP値はやや高値を示し

た．GOTについても同様の結果であった．

 c）酵素法でのTAP値とRIA法のPAP値の比

   較

 i）前立腺肥大症における比較

 12例について同時採血し・た検体を用いて行なつ7

（Fig． 9）．

 TAP平均2．2 u， PAP平均1．27 ng／mlであり，

相関係数r－O．612（＞0・5324，P＜0・05）であり正の相

関関係が認められた．

 ii）前立腺癌における比較

 16例について同時採血しt検体を用いて行なった
（Fig． 9）．

 TAP平均4．o u， PAP平均4．o nglml両値問で相

関係数r＝0．583（＞O・4683，（Pく0・05）の正の相関関

係が認められた・

 d）他社キットとの比較

 栄研kitとGammaDab PAP kit．との比較を49検

体で行なったところ，相関係数r＝0・988と高い正の

相関関係があった，

 e）長期経過観察症例

 症例：Y．H．，63歳男子．

 主訴：排尿困難．

 現病歴：1979年2月排尿困難にて近医受診し，前立

腺生検にてadenocarcino・naとの診断をうけt．除睾

術が行なわれ入院したが，1980年8月30日，腰痛にて

名大病院へ入院した．

 入院経過：入院時PAP 99．8 ng／ml， TAP 11・2

K．A．U．骨シンチにてほぼ・全身に骨転移を認めた．9

月から10月にかけて腰椎から仙骨へ4000radの放射

線療法を行なった．10月より両側下半身の運動障害，

知覚障害が出現した．10月21日にはPAP 135 nglml・

TAP 15．4 KA．U．と上昇していた．11月4日よりホ

ンバン750mg／日の投与を開始したところ，11月末よ

り下肢の知覚の改善がみられ，11月30日のPAP値

30ng／ml， TAPフ・4 K・A・U・と低下していた．12月症

状の増悪のため，NK－63110mgノ週を併用した．12月

25日のPAP値15．8 ng／ml， TAP値は6．OK．A．U．で

あった，このように，ホンバン治療とともにPAP値

とTAP値とも値が低下していき，自他覚症状も改善
し’ナこ （Fig．10）．

考 察

 酸性ホスファターゼは酸性域でリン酸モノエステル

を加水分解する，主としてライソゾームに由来する分

子量で約10万の糖タンパクの酵素であり，ほとんど全

身の細胞に含まれる．
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Fig． 10． A case of 68 y．o． male， prostatic cancer stage D．

81，1
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 1938年Gutmanら2）が転移を有する前立腺癌患者の

血清中の酸性ボスファター四声の上昇を見出して以来

前立腺疾患での酸性ホスファターゼの定量が盛んに行

なわれてきた．

 しかし従来の方法は，酵素の活性を利用する酵素法

であり，基質には古典的なグリセロリン酸やフェニー

ルリン酸，フェノールフタレインリン酸，ニトロフェ

ノールリン酸などを始め前立腺性酸性フォスファター

ゼの基質的特異性を求めて多数のリン酸エステルが用

いられてきた．緩衝液により反応系を酸性に保ち，血

清中の酸性ホスファターゼ活性による生成物を発色さ

せて測定していた，さらにPAPはAbul－Fad13）によ

って報告されたし一酒石酸によって阻害をうけた酵素

量として表わされアこ．しかしこれらの操作は酵素の活

性を保たせなくてはならぬために，繁雑であり安定性

や再現性に乏しく，検出感度が低く，また特異性に乏

しいという難点が指摘されてきた4・5）．

 近年酵素法に代わる測定法として，CIEPやR．IA

が現われ，特｝こRIA法がCooperら6）や， Fotiら7）

によって注目されてきた．

 今回われわれはGammaDab PAP RIA kitを入手

する機会を得たので，血清中のPAPを測定しキヅト

の信頼性，その他の基礎検討と，PAPの臨床的な検

討，特に正常値に関しての検討をおこない，以下の点
に考察を力口えナこ．

1．基礎的検討

 a）標準曲線

 0．5より30ng／mlまでの範囲内で反応は良好に行

なわれ，Log－Logit 3次式に標準曲線はきわめて良好

な近似を示した．

 b）インキュベーション温度，時間

 標準血清の結合率（BIT）およびコントロール血清

の濃度，被検血清の濃度の動きを指標として求めた結

果，25。C以上のインキュベーション温度ではPAP

値がいずれも低下しており，温度条件には十分留意す

る必要があると思われる．

 c）再現性，精度：

 同一assay内でCV l．62～5．83％，平均4． O％であ

り，assay間では3．84～12．59％，平均7．4％であり，

川井でのばらつきがやや大きくなる傾向があった．ま

たWHOの精度管理の指針に基づいて各回のRER
を算出したが，平均0．02以下と精度は良好であった．

 d）希釈試験

 原液の濃度がやや低くなる傾向があるが，原点を通

る直線上にプロットされている．添加回収率も平均で

H4％であり，精度，正確度について満足すべき成績

であった．
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■．臨床的検討

 a）正常値に関する検討

 健康男子ではM＝0・86 ngfml， S・D・＝0・285 ng／m1，

M十3 S．D．＝1．72 ng／mlとなる．この値は藤井らが栄

研PAP kitを使用しM十3s．D．＝4．25 ng／m18），鴛

海らがRIA－QLuant PAP test kitを使用して， M十

3S・D・＝1・60n9／m19），石部らも同キットでとM十

3S．D。＝2，18ng／m11。）報告しているのとほぼ同様な値

であった．しかしこの値を正常値と決めて，これが臨

床的に有用かどうかは以下の理由で問題があると思わ

れる．

 各種疾患を前立腺疾患と非前立腺疾患とに分けてみ

ると，非前立腺疾患でこの1 ．72 ng／ml以上の値をと

ったのは6症例，3．2％であり腎癌2例，睾丸腫瘍，

慢性腎孟腎炎，尿管結石，糖尿病各1例であり，主と

して腎の疾患で上昇していた．これは他の報告と一致

し・ているID。偽陽性は3，2％と良好な数字であると思

われる．GOT， GPTが比較的高値であっても， PAP

の平均は1．34 ng／ml値であり，やや高値を示すが，

1．72ng／ln］をこえたのは糖尿病の1例だけであった．

 しかし前立腺疾患のうちで考えてみると，慢性前

立腺炎2．35 ng／ml，前立腺肥大症M－1・78 ng／ml，

s．D．＝1，07 ng／mlと平均値は前述の数字に近く，1・72

ng／mlをこえる症例は9例（45％）もある．また前立

瞭癌｝こおいても，1．72 ngfml以下は6例（25％）で

ある．前立腺癌症例は全例生検により診断は確認され

てはいるが，前立腺肥大症の診断はおもに触診所見に

よるもので全部は組織診断が確認されておらず，前立

腺癌の診断や潜在癌の可能性は否定されているわけで

はないが，男子健康者にもとつくこの1・72ng／mlと

いう値は前立腺疾患においては偽陽性，偽陰性とも

に，正常値と決めても診断的にあまり価値がないよう

に思われる．

 さて，前立腺疾患の中でも，前立腺肥大症と癌との

PAP値を比較すると，かなりの部分がオーバーラッ

プした値であるが，変動範囲は肥大症で0・5～4・6ng／

ml，一方，癌では1・1～135．6 ng／mlとなり，圧倒的に

癌の方が広く，IOO倍以上の変動範囲がある．このこ

とはReifら12）や丸岡ら13）の報告にもみられ，また栄

研RIA kitを使用した鳥住ら14）の報告にもある．こ

とに鳥住らは未治療症例と抗男性ホルモン療法に抵抗

を示した症例を活動型とし，抗男性ホルモン療法の効

果のみられる症例を非活動型として2群に分類して，

活動型はPAPは高値を示し，非活動型は低回を示す

と報告している．今回のわれわれの測定結果では，ほ
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とんど全例Stage Dであるが，治療群，未治療群の

中で，値のばらつきが認められる．このため，一応の

目安として，前立腺肥大症のM＋3S．D．一4．99 ng／ml

以上の値として5．O ng／mlを基準にして，これ以上の

値をとる症例をPAP高値型，これ以下の場合を低値

型として前立腺癌を区別してみたいと思う．高値型は

自験例では未治療群では37．5％，治療群では28．6％を

占める．そしてこの5・Ong／m1以上の値を示した非前

立腺癌疾患の症例は1例もない．し7こがってこの値以

上のPAP値が測定されたときは，少なくともStage

C，Dの前立腺癌の疑いが濃厚であるとしてよいと思

われる．

 PAP値のみですべての前立腺癌を診断することは

：不可能である．Fotiら15）は8ng／mlを上限値と決め

Stage I 33％，■79％，皿 71％， IV 92％の診断率と

報告しており，Chuら16）はStage B 30％， G 53％，

D71．2％の診断率と報告している．したがって，す

べての前立腺癌の診断づける数字よりも，前立腺癌と

他疾患とを区別して，前立腺癌の疑わしいと思われる

値の設定がこの場合有意義であると思われる．今回測

定できなかったStage A， Bの症例についても，他の

報告17）よりこのような，高値型と三値型とが存在する

ことが予想されるがさらに自験例を増してゆき確認し

たいと思っている．

 このPAP値の広範囲にわたるばらつきの原因を

Reifら12）や石部ら11）は腫瘍の産生能，分泌能，血中

へのバリヤーの存在，ネガティブフィードバックの存

在，腫瘍細胞と間質の構成比などをあげている．

 b）特異性に関する検討

 男子のPAP値よりやや低いが，女子についても

PAPが測定される理由は，なお特異性に関して不十

分な点があるのか，あるいは男子の前立腺に該当する

特殊な腺が女子に存在するのか，免疫学的に同一の酸

性ホスファターゼが，他の組織から分泌されるのかは

不明である．森下らは前立腺肥大症のPAPと，前立

腺癌のPAPとはisoenzyme patternが異なっている

と報告しており18），この面からもさらに特異性に関し

ての検討が必要と思われる．

 c）予後への有用性の検討

 酵素法を使用しての予後の判定への有用性は，石部

らがすでに報告している19）．

 RIA法を使用してのPAP値の治療前後の変化は，

丸岡ら13），二階ら20），森川ら21）らが，TUR，内分泌

療法や除睾術後に，PAP値が急激に低下した症例を

報告している．丸岡，森川らの症例では酵素法での値

が正常化しても，RIA法でのPAP値がなお異常値

を示しており，RIA法の高感度を指摘している．ま

た鳥住ら14）は，内分泌療法後｝こPAP値の低下する群

と，しない群とのあることを報告している．先に酵素

法により石部らが低下する群の予後は低下しない群の

予後より良好であると述べているが，RIA法ではど

うか，また酵素法とRIA法でのPAP値の動きはこ

の点で平行するのか否かは，今後の問題であろう．

 自験例については，酵素法のPAPとRIA法の

PAP値とはほぼ平行して変化していたが， PAP値の

変動の方がより大きく，TAPがほぼ正常範囲内にな

つ7ときでもPAP値は異常値を示していた．

 これらの値の変化と予後との関係についてはまだ定

まった評価はなく22・23），これからの課題となるが，RIA

法の感度や再現性などの長所を生かして，PAP値の

tumor markerとしての有用性が示されることを期待

している．さらに症例を増やしてゆき，Stage A，．B

などのtotal prostatectomy後のPAP値の変化と予

後の関連についても調べたいと思っている．

結 語

 GammeDab PAP kitにより以下の検討を行なっ
た．

（1） 本キットの基礎的検討

 a）標準曲線を作用し近似式を求めた．

 b）温度条件，インキュベート時間の検討を行ない

最良の条件を決定した．

 c）再現性，希釈試験，回収率の検討を行ない良好

の結果を得た．

 d）L一酒石酸，FeSO4に本キットの反応は阻害さ

れる．

（」） 臨床的検討

 正常値についての検討を加え次の結論を得た．

 a）性差はほとんどない．

 b）男子健康者のPAP値は平均0．86 ng／ml， M＋

3SD．＝＝1．72 nglmlであった．

 c）非前立腺疾患で上記の値をこえるものはほとん

どない．

 d）前立腺肥大症と癌との比較から，PAP値が
5．O ng／ml以上であれば，少なくともStage C， Dの

前立腺癌の疑いが強い．

 e）予後の判定にも使用できると思われる．
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