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Eプ レー ト`栄 研'PSAキ ッ トを用 いた臨床 的検討
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   We studied the clinical significance of serum prostate specific antigen (PSA)  ratio  : free-PSA/total-
PSA and free-PSA/complex-PSA to discriminate between prostate cancer (PC) and prostate benign 
disease (non-PCa) by using total-PSA, ai-antichymotrypsin complexed (complex)-PSA and free-PSA 
enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) kits newly developed at EIKEN Chemical Co, Ltd. 
Free-PSA and complex-PSA ELISA kits demonstrated high sensitivity and specificity. Total-PSA 
ELISA kit also demonstrated equimolarity for free-PSA and complex-PSA. On the total-PSA range of 
4-10 ng/ml,  free-PSA/total-PSA%  (f/0/0) and  free-PSA/complex-PSA% (f/c%) were very useful to 
discriminate between PCa and non-PCa by receiver operating characteristic curve analysis as well as
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PSA density (PSA-D) but not free-PSA level.  F/0/0 and  f/0/0 were even useful to discriminate early 
stage PCa (i.e.  AI or Bo) from non-PCa by the Mann-Whitney U-test. 

                                           (Acta Urol. Jpn.  44: 755-763, 1998) 

Key  words  : Prostate-specific antigen, Prostate cancer, free PSA, free/total PSA, E-PLATE EIKEN® 
        PSA

緒 言

前立腺癌(PCa)の 診 断や経過 観察 における前立腺

特異抗 原(prostatespecificantigen:PSA)の 有 用性

は広 く知 られている.一 方で正常値上 限に近いPSA

値 で は前立腺肥大(BPH)で も高値 を示す ため偽陽性

が高 く,い わゆるgrayzoneが あ り腫瘍 特異 的マー

カーとな りに くい.そ のため,こ の範囲の診断精度 を

高 め る た め に,前 立 腺 体 積 で 除 したPSAdensity

(PSA-D)や 年 間差PSA(PSAvelocity)が 提 唱 され

て きたDし か し,前 者 は前立腺体積 の測定が可能 な

施設 にその応用が限定 され るので汎用性 に欠 け,ま

た,後 者 はPSAの 日差変動な どの問題によ り,こ れ

を生検決定 に用い るのはfalsepositiveの 増 加が危惧

される.

PSAの 血 中存 在様 式 として は遊離 型 のfree-PSA

(以下f-PSA)と α1-antichymotrypsin,α2。macroglo-

bulinや 他 のprotease-inhibitorと 結 合 した結合型 の

complex-PSAが 存 在 しているこ とが知 られている.

complex-PSAの う ち α2-macroglobulinと 結 合 した

もの はそ の結 合形 態上測 定 されず,α1-antichymot-

rypsinと 結 合 したPSA(以 下c-PSA)が 測 定 される

と言 われて いる2'4)最 近,f-PSA,c-PSAお よびそ

れ らを合算 したtotal-PSA(以 下t-PSA)を 測 定で き

る系が 開発 された ことか ら,PCaとBPHで 血 中 に

存在するf-PSAとc-PSAの 比 率が異 なるこ とが報告

され,f-PSAとt-PSAと の比(f-PSA/t-PSA)を 求 め

ることが,上 記 のような問題 を克服す る手段 として期

待 され,多 くの発表がなされている5'8)

今 回,栄 研化学で新 たに開発 されたt-PSA測 定 用

キ ッ ト(Eプ レー ト`栄 研'PSA,以 下Eプ レー ト

PSA)に 加 えて,認 識性が異な るモ ノクローナル抗体

を組合わせたf-PSAを 特 異的 に検 出する測定系 とc-

PSAを 特 異的 に検出す る測定系が 同時 に開発 された,

そ こで,生 検 を受け た症例 を用 いて,t-PSA,f-PSA

お よびc-PSAな らびにf-PSA/t-PSA(f/t),f-PSA/c-

PSA(fγc)の 臨床 的有用性 について検討 したので報告

す る.

対 象 お よび方 法

1。 対 象

検体 はいずれ も生検 を実施 した未治療者のみ を対象

とし,Tablclに 示 した10施 設 よ り非前立腺癌(non

PCa症 例)385例,前 立腺 癌(PCa症 例)286例 を入

手 し,検 討 に用いた.そ れぞれの症例 の内訳 をTable

2に 示 した.病 期 の決定 は前立腺癌取 り扱い規約9)に

したが ったが,PSA異 常(4.lng/ml以 上)で 触診正

常 の ものはBoと した.

な お,sensitivityは 検 査 陽性 癌症例 数/検 査 陽性症

例 数×100,speci丘cityは 検 査陰性 非癌症例数/検 査 陰

性 症 例数 ×100,positivepredictivevaluc(PPV)は

発 見癌 数/検 査 陽性症例数 ×100と した.ま た,臨 床 的

有用性 を検討 するために,receiveroperatingcharac-

teristic(ROC)曲 線 分析 にて比較 した.

2.t-PSA,f-PSAお よびc-PSAの 測 定法

t-PSAを 測 定するEプ レー トPSAは,f-PSAとc-

PSAの い ず れ も認識 す るモ ノクローナル抗 体clQne

No.19-Ol(固 相 用:A)とcloneNo.M212-09(標 識

用:B)を 使 用 している.f-PSA測 定 系 はf-PSAを 特

異的 に認 識す るモ ノクローナル抗体cloneNo,Ol28一

Table 1. Number of patients at each institution diagnosed by biopsy (before therapy)

Institution

Gunma University School of Medicine 

Tokyo Medical College 

University of Tsukuba 

Kitasato University School of Medicine 

Gifu University School of Medicine 

Kyoto Prefectural University of Medicine 

Osaka Medical Center for Cancer and Cardiovascular Diseases 

Kurasiki-Central Hospital 

Harasansin Hospital 

Nagasaki University School of Medicine

Sample

124 

31 

41 

139 

140 

26 

35 

30 

65 

 4n

BPH

56

20

26

95

87

16

4

10

36

5

Inflammation

5

2

Normal Prostate cancer

21

2

42 

11 

15 

44 

53 

10 

31 

20 

25 

35

Total 671 355 7 23 286
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Fig.1.Principleofeachassay(t-/f-/c-PSA).

757

Table2. Totalnumberofthebiopticspeci-

men

Disease SampleNo.

Anti-PSACoatedPlate

StandardorSample

AssayBuffer

nonProstatecancer Norma且

Infiamrnation

BPH

20μI

lOOμ1

23

7

355

Total 385

5min.Mix,55minincubaしeat25℃

wash3しimes

Antibody-HRPConjugateSoiution100μ1

Prostatecancer StageA

StagcBo

StagcBl

StageB2

StageC

StagcDl

StageD2

unknown

3

22

35

43

69

9

89

16

Mix,60minincubateat25℃

wash3times

SubstrateSolution 100μ1

30minincubateat25℃

TerminatingSolution 100μ1

Total 286

10を 固相 に,標 識用 にはcloneNo.19-Olを 使用 して

い る.ま た,c-PSA測 定 系 は固相用 にt-PSAと 共 通

のモ ノクローナル抗体cloneNo.19-Olを,標 識用 に

は α1-antichymotrypsin(ACT)に 特 異 的な ウサ ギポ

リク ローナル抗体(No.DAO22)を 使 用 している.各

測定系の原理をFig.1に 示 した.

3測 定系 とも固相 にマイクロプレー トを利用 した2

ス テ ップサ ン ドイ ッチEIA法 で,検 体量20μ1,測

定範 囲は0.1'-30ng/ml,反 応 時間 は第一 ・第二各1

時 間,酵 素 反 応30分 と操作 法 は共 通 に なって い る

(Fig.2).

結 果

1.標 準 曲線

t-PSA,f-PSAお よ びc-PSAの3測 定 系 の標 準 曲

線例 をFig,3に 示 した.測 定範 囲はO.1--30ng/ml

Readabsorbanceat490nm(main)and650nm(sub)

Fig.2.Assayprocedure.

10

1

φo.l
o

0.Ol

0.001

+t-PSA

-△-f-PSA

-0-c-PSA

0.00.11.010.0100.O
PSAconc.(ng/ml)

Fig.3.Standardcurvesofeachassay(t-/f-/
c-PSA).

の範 囲で 良好 な標準 曲線 で あった.ま た,再 現性 は

測 定 内 で,そ れ ぞ れ1.8%一 一5.5%,1.4%～3.5%,
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0.9%一 一6.1%,測 定 問 で4.8%～6.4%,3.3%～

6.0%,3.9%-7.1%と 良好であった.

す で に,筆 者 らによ りt-PSAを 測 定 す るEプ レー

トPSAは 集 団検 診検体 を用 いた検討 に よ り,Tan-

demRと の 相関は良好 で,カ ッ トオフ値 はTandcm

Rと 同 じ4.Ong/mlで 報 告 した10)

2,各 測 定系の認識特異性

3測 定系 のPSAに 対 す る認 識特 異性 の検 討 をf-

PSAお よびc-PSAの 精 製抗 原(Scrips社 製)を 用 い

て行 った.ま ず,各 抗原 をHPLC(日 立 製655型,カ

ラム:TOSOHG-3000SW-XL30cm)で ゲ ル濾過

し,そ れぞれ の3測 定系 で各 フラクシ ョンを測定 し

1,200

1,000

釜800
油
S600

話400
」

200

0

t-PSA

た.そ の結果,t-PSA測 定 系(Eプ レー トPSA)は

ど ち らの抗原 とも反応 し,f-PSA測 定 系 はf-PSA抗

原 と強 く反応 し,c-PSA測 定 系 はc-PSA抗 原 とのみ

反応 していた(Fig.4).

f-PSAお よ びc-PSA抗 原 の ピー クフラク ションを

用 いて交差率 を検討 した ところ,t-PSA測 定 系 は各

抗 原 と も他 の測 定 系 とほ ぼ 一 致 した 値 を 示 した

(Tabl。3).ま た,f-PSA測 定系 はc-PSA抗 原 に対 し

0.83%の 交 差 を認 め た.一 方,c-PSA測 定 系 はf-

PSA抗 原 との交差 は認め られなか った.

StanfordUniversityか ら入手 したf-PSAお よ びc-

PSAの 標 準抗原 を用 いて,混 合す る割合 を変 えて,

+c-PSAAg

-o-f-PSAAg
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語
」

1,200

1,000

800

600

400

200

0

10

f-PSA

15 2025

FractionNo.

30 35

Fig.4.
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GelfiltrationpattemoffreeandcomplexPSAmeasuredbyindi-

vidualassay.

Table3。ReactivitytothefreeorcomplexPSAbyeachassay

Assay

Antigcn

t-PSA f.PSA c-PSA

free-PSA(Fr.22) ng/mll,0261,ll5<0.l

reactivitylOO.0%108.7%〈0.Ol%

complex-PSA(Fr.18) ng/ml480.43.99

react三vitylOO.0%0.83%

486.6

10L3%
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各 測 定系 で測定 した.そ の結果,t-PSA測 定 系 は混

合比率 を変 えてもほぼ一定の測定値が得 られ,f-PSA

測 定 系 とc-PSA測 定 系 はその抗原割合 に応 じた測定

値が得 られた(Fig.5).

ま た,臨 床検 体132例 を用いて,3測 定系で測定 し,

10

8

?6

垂

ili4

2

0

一●-t-PSA

+f-PSA

H}-c-PSA

OlO2030405060708090100

RaLioofcomplexPSA(%)

Fig.5.Relationshipfbrthemixratiooffree/
complexPSAandtotalPSAvalue.
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午
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o
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nニ132

y=O.945x+0.007

R=G.993

t-PSAとf-PSAにc-PSAを 加 え た値(f+c)の 相 関

性 を検討す る と,f+cは ほ ぼt-PSAと 一 致 した値 が

得 られた(Fig.6).

3.臨 床 検体における検討

前立腺癌病期 の明 らかな検体 を用いて,病 期 ごとの

各測定系の測定値 とfγt%,f/c%を 比 較検討 した.t-

PSAとc-PSAはB1か ら,f-PSAはB2か らnon

PCaに 対 し危 険率5%未 満の有意差が認 め られ た.

また,f/t%とfγc%は 病 期Alか ら有意 差が認 め ら

れた(Table4).

生 検 を受 けたnonPCaとPCaの 全 例 に おい て

ROC曲 線 を作成 し各測定 系お よびf!t%,f/c%の 診

断効率 を比較 した.f-PSA以 外 はほとん ど同 じ曲線 を

示 し,arcaunderthecurve(以 下AUC)も 同等 の値

であった(Fig.7).

上 記 症 例 の う ちt-PSAが4--10ng/mlの 検 体

(nonPCa144例,PCa51例)に つ いて同様 に比較 し

た.t-PSAま た はc-PSA単 独 で はAUCが0.619ま

た は0.649な の に対 し,f/t%とflc%で はAUCが

1

0.8

bO.6
Σ

岩
ロ
80.4

0

Fig.6.

102030

t-PSA(ng/mi)

Linearregressionoft-PSAconcentra-

tionand(f十c)-PSAconcentration.

0.2

0

+t-PSA(0.851)

+f-PSA(0.733)

+c-PSA(0.858)

一(}-f/t%(0 .851)

-0-f/c%(0 .844)

(AreaUndertheCurve)

00.20.40.60.8

Fig.7.
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0.8

bO.6Σ
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0

+t-PSA(0.619)

+f-PSA(0.293)
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.776)

一[トーf/c%(0
,766)

(AreaUndertheCurve)

00.20.40,60.81

1-Specificity

Fig.8.Receivedoperatingcharacteristiccurvesofallsampleswithtotal
PSAconcentrationintherange4-10ng/mL
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PSA,f/t%・ ・f/・%andPSA-Dval・ ・mva・i…cli・ ・cal・tages

Stage t-PSA f.PSA c.PSA 玖% f/c% PSA-D**

Norma1 n

Mcan

Medtan

SD

21

70

67

39

21

08

06

07

21

63

62

33

21

126

111

7.0

21

142

127

8.6

0

Inflarnmation n

Mean

Mcdlan

SD

7

78

68

36

7

13

10

13

7

68

70

33

7

15、8

134

1L7

7

202

142

178

2

049

049

004

BPH* n

Mean

Median

SD

357

66

43

80

357

13

07

30

357

54

37

63

357

191

166

124

357

281

190

551

231

025

016

031

A且 n

Mean

Medlan

SD

P

3

60

22

70

0887

3

05

03

06

0144

3

56

23

64

0966

33

8689
8390
3228

聯 灘 騰 獅鰯

1

090

090

Bo n

Mean

Median

SD

P

22

90

78

71

0140

22

07

05

06

0102

22

80

75

60

0060

2222

98112

8288

7198

㌻甥 ㈱鰍 難灘

15

035

031

023

0124

B1 n

Mean

Medlan

SD

P

35

176

89

299

:tニニ蔦勲i嬉

35

11

07

12

0541

35353521

16.188101079

777074034

2754963L38

1ら.鶴 鵬 蹴 擁 繍 鰯1・・El;:耀三燃 彫 卿 獅 ㈱ 辮

B2 n

Mean

Median

SD

P

434343434333

2882525799131121

152121326981077

3213029583181124

コ〃 葛繍 妙 噸 難 愛痢 も二〆卑を㈱ 墜';窟 瑚 藏 ㈱;職 箋鶴 ㈱ 臓 碗 纏 鱗

C n

Mean

Median

SD

P

69

786

359

1515

∵伽 傑芝彫'

69

45

19

73

,〆 覇 麟1霧

69696947

72.67683286

3256267128
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0.776ま た は0.766と 診 断 に よ り有 効 で あ った

(Fig.8).一 方,t-PSAとc-PSAの 比較 では,単

独 で用 いた場合 のAUCは ほ ぼ同等 であ り,fアt
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やf/cの 比率 を用いた場合 も同等 の数値であった.

同 様 に前 立 腺体 積既 知群L《nonPCa233例,PCa

l80例)に ついてt-PSAを 前 立腺体積 で除 したPSA

density(PSA-D)と 比 較 した.群 全体で はf-PSA以

外 ほ とん ど差 は認 め られないが(Fig.9),t-PSAが

4'-10ng/mlの 検 体 においてPSA-Dとf/t%な ら び

にf/c%で 診 断効率 が高 い傾 向にあ った(Fig.10).

次 に,前 立腺体積 既知群 において横 軸 に前立腺 体

積,縦 軸に レPSA濃 度 をプロ ッ.トして それぞれの関

係 を検討 した.nonPCaとPCaで は分布 が異 なって

お り,nonPCa症 例 では前立 腺体積の大 きい症例 で

もt・・PSAの 顕 著な上昇が見 られないの に対 し,PCa

症例 は前 立腺体積の小 さい症例で もt-PSAが 高 い傾

向が うかが えた(Fig.11).特 に,前 立 腺体積 が40

ml以 上 でt-PSAが10ng/ml以 下 の症 例 は,non

PCaが52症 例 あ るの に対 しPCaが3症 例の みで,

PPVは5.5%と 非 常 に低 く,言 い換 える と癌でない確

率(negativepredictivevalue:NPV)が94.5%と 有
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Table5. Positivepredictivevalue(PPV)byeachdiagnosticcriteriainPCaandnonPCawithtotal-PSA
concentrationintherange4-10ng/m1

Combination fアt%cut-off
ProstatevolumeNon-Prostate
cut-offCancer

ProctateCancerPPV

t-PSAonly 88 28 24.1%

t-PSAandfンt%

t-PSAandprostatcvolume

15%≦

15%〉

40ml>

40m1≦

45

43

51

37

4

24

27

1

a2%

35.8%

34.6%

2.6%

t-PSA,f/t%andprostatevolume 15%≦

15%≦

正5%>

15%〉

40ml>

40ml≦

40m星>

40ml≦

23

22

28

15

4

0

23

1

14.8%

0.0%

45,1%

6.3%

効1生が高い といえる.

t-PSAが4'-IOng/m1の 検 体 にお いて,各 診 断法

を組 み合 わせ てPPVを 比 較 した(Table5).t-PSA

単 独 で はPPVが24.1%で あ った の に 対 し,f/t%

(15%未 満)と 組 み合 わせ ると35.8%に,前 立腺体積

(40ml未 満)と 組み合 わせ る と34.6%に 上 昇 し,さ

らにfγt%と 前 立腺体積 を組 み合 わせ ると45.1%に 上

昇 した.一 方,NPVを 比 較する とf/t%(15%以 上)

は9L8%で あ るのに対 し,前 立腺体積(40ml以 上)

は97.4%,さ らにf/t%と 前立腺体積 を組合わせる と

NPVは100%と,前 立腺体積 を指標 にす ると非常 に

高 いNPVが 得 られた.

考 察

今回,栄 研化学に より開発 されたt-PSA(Eプ レー

トPSA),f-PSAお よ びc-PSAを 特 異的 に測 定す る

測定系 の基礎 的な らびに臨床的意義 につい て検討 を

行 った.

3測 定系 ともプ レー ト固相 によるEIA法 で ,検 体

量,反 応時間 とも共通に設定 されてお り,ま た測定範

囲が0.1～30ng/mlと 高感度の測定系であった.

各 測 定 系 の認 識特 異 性 は,f-PSA測 定 系 で はc-

PSAの 交 差 率 が0.83%と 低 く,c-PSA測 定 系 はf-

PSAと の 交差 反応 は認 め られず,と もに各抗 原 を特

異的 に測定 す る測定 系であ った.ま た,t-PSA測 定

系 はf-PSAとc-PSA抗 原 の混合比率 を変 えて も一定

の値 が得 られ,さ らにt-PSA測 定 系 の測 定値 はf -

PSAとc-PSAの 加 えた値 にほぼ一致 して いることか

ら,t-PSA測 定 系は各抗原 を1:1で 測 定 している こ

とが示唆 された.

前 立腺癌病期の明 らかな検体 を用いた検討 か ら,t-

PSAとc-PSAは 病 期Blか ら,f-PSAはB2か ら,

fγt%とfγc%はA1か らnonPCaに 対 し有意差が認

め られ,f/t%iとf/c%は 早 期 診断 に有用 であ ると思

われ た.し か し,t-PSAが 腫 瘍体積 とあ る程度 相関

を示 し,fンt%あ る いはf/c%がt-PSAの 低 い レンジ

で有効性 を発揮 することか ら考えれば,広 く早期 診断

に有用であ るとの結論 は早急で ある.ま た,A且 を現

在われわれが行 ってい る生検技術で は確 定診 断が 困難

であ り,A且 の治療意 義 とあわせて考 えるな らばその

価値 は低 い もの と考える.

生 検 を受 けたnonPCaとPCaのROC曲 線 解析

か ら,f-PSA以 外 はほ とん ど同 じ曲線 を示 し,f-PSA

以 外 は同等の診断効率 と思われ,f-PSA単 独 での有用

性 は認 め られなか った.本 邦で はf-PSAの キ ッ トと

して γ一Smが 発売 され,ス ク リーニ ング診断 と して

使 用 されてい る ようで あるが,上 記 の よ うにf-PSA

単 独 の価値 は低 く,ス ク リーニ ング診断に用 いること

は経済 効率 の意味 か ら不適切 で あ る.一 方 ,t-PSA

とc-PSAを 比 較す る とROC曲 線 解析 から差 はほ と

ん ど認 め られず,fγt%とflc%に お いて もほぼ 同様

の数値 を示 した.言 い換えればt-PSAとc-PSAの 両

者の うちいずれかを使用すれば良い と思われ る.

また,t-PSA値 が4--10ng/mlの 検 体 で はt-PSA
,

c-PSA単 独 よりもf/t%とfアc%で 高 い診断効率が認

め られた.同 様 に前 立腺 体積既知群 においてPSA-D

と比 較 す ると,f/t%やf/c%はPSA-Dと 同 等 の高

い診 断効率が期待 で きる と思 われる.し か し,前 立

腺体積 は測定が可能な施設 に応用が限定 され汎用性 に

欠 ける点が あるのに対 し,f/t%やf/c%は 血 清 を検

体 と したイムノア ッセイであ り,安 定 したデー タが得

られ るメ リッ トが ある.t-PSAが4-一"10ng/mlで 直

腸診が正常 な症例 に対 して前立腺生検 を実施 した時の

癌検 出率 は10～20%と 思 われるのでll),臨 床 医 と し

て は生検 適否 の決定 に悩 む ところであ る.し たが っ

て,f/t%やf/c%は 生 検 実施 の決定 を下 す一助 と成

りうる と考 えられた.

次 に,前 立腺体積 とt-PSAの 関 係 か ら,nonPCa

症例 で は前立腺体積 が大 き くて もt-PSAが 低 い傾向

があ り,逆 にPCa症 例 で は前立腺体積 が小 さ くて も

t-PSAが 高 い傾 向が み られた .例 えば前 立腺体積 が

40ml以 上 でt-PSAlOng/ml以 下 の症例 は
,PPVは
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5.5%,NPVが94.5%と 癌でない確率が高いといえ

る.

前立腺生検の決定はPSAを 中心 に行われるように

なった,と 言って も過言ではない.し かし,PSAは

万能ではなく,直 腸診や経直腸的超音波診断を併用す

ることが一般的に行われている.あ るいは,PSA関

連の方法 として年齢階層別PSAや 年間差PSAな ど

の併用により診断精度の向上に努力してきた.今 回,

多施設間の共同研究といった事情もあり,こ のような

診断法との組合わせで充分な検討をすることができな

かった.実 際の診断の場では,こ れらの組合わせでよ

り精度の高い診断が下されるものと思われる.

結 語

栄研化学 により新た に開発 され たt-PSA(Eプ レー

ト"栄 研"PSA),f-PSAお よびc-PSA測 定 系 ならび

にfltお よ びf/cの 臨 床有用性 の評価 を生検 受診例 の

保存血清 を用 いて行 った.

1)f-PSAとc-PSA測 定 系 とも各抗原 を特異 的に

測定す る測定系 であ った.ま た,t-PSA測 定 系 はf-

PSAとc-PSAを1:1の 割 合で測定 してい ることが

示唆された.

2)fアt%とfアc%は と もにPCaに お いてAlや

Boの よ うな早い病期 か らnonPCaと 有 意 な差が認

め られた.

3)t-PSAとc-PSAお よ びfγt%とfアc%のROC

曲 線 におけ る差 はほ とん ど認 め られず,c-PSAの 診

断上 の有用性 はt-PSAと 同等 と思われ,両 方 を測定

する意義 はない と思 われた.ま た,f-PSA単 独 では有

用性が認め られなか った.

4)t-PSAが4～10ng/mlの 検 体 においてはf/t%

とf/c%がPSA-Dと 同様 に前立腺癌 の診断 に有効で

あった。

5)前 立腺 体 積40ml以 上 でt-PSAが10ng/ml

以 下で は癌 でない確率が高 く,前 立腺体積 も前立腺癌

診断の1指 標 として有効 と思われた。
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