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尿中 tissue polypeptide antigen (TPA) に

関する臨床的研究

測定上の問題点 の検討 とその改良
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   The reliability of measurement of urinary TPA using a Prolifigen TPA kit (Sangtec, Sweden) 
was investigated, and an improved method for stabilizing TPA was tested. Samples were 
filtrated with a cellulose nitrate membrane filter to remove impurities as a possible cause of a 
high false positive rate which has been a problem in urinary TPA measurement. Serum TPA and 
Tween 40-treated urinary TPA was not adsorbed by the filter, whereas TPA in the non-treated 
urine showed a marked affinity to the filter. This shows the instability of TPA in the original 
urine, and the impropriety of filtration as a measure of purification of urine samples. 

   The dilution test of urine and the standard TPA, and the recovery test of the standard TPA 
added to 6 different urine samples showed reasonable results only when the samples were treated 
with Tween 40; otherwise the values were lower than expected. 

   Thirty-four spot urine samples were tested to examine the change in TPA value during the 
storage for 24 hours. TPA values decreased when urine was stored at room temperature, but 
this change was prevented by treatment of urine with Tween 40. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 35: 217-223, 1989)
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緒 言

Tissuepolypeptideantigen(以 下TPAと 略す)

は,臨 床各科領域において腫瘍マーカーとしての意義

が認められて きてお り,多 くの臨床応用の成績が 報

告されている.泌 尿器科領域においては,特 に 尿中

TPAの 意義についての検討が進められてお り,本 邦

でもいくつかの報告がなされている.し か しながら,

本測定においては,そ の正常範囲が報告老間で一定せ

ず,か つ各種疾患における陽性率にも差がみられてい

る。このことは,尿 自体のもつ多様性はもとより,そ

の不安定性が,現 在の測定値に不正確さを与えている

ものとの危倶を感じさせるところである.

そ こで著者は,現 在血清TPAと 同様の方法で行わ

れている尿中TPA測 定 の問題点について検討 したと

ころ,従 来の方法では尿中TPAが 正 しく測定され

ない可能性があること,お よび非イオン性界面活性剤

Tween40(ポ リオキシエチレン ソルビタンモノパ

ルミテート)を 用いた尿の前処理により,こ れらの測

定値の安定化が得られるとの結果を得たので,こ こに

その検討経過を記載する.

方 法

TPAの 測 定 に は'Sangtec社 製ProlifigenRIA・
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TPAキ ッ トを使用し,Aloka製CD-751シ ンチレ

ーションカウンターで測定 した.1

尿 は,泌 尿器科外来および入院患者の随時尿あるい

は24時 間蓄尿の一部を用い,3,000回 転,15分 の遠沈

後その上清を採取し,測 定に供 した.こ の際,膿 尿,

血 尿の有無は考慮せず,不 純物除去の目的で,硝 酸セ

ルロース膜 フィルター(東 洋濾紙製,poresizel.0

μm)を 用いて,上 清を濾過 したものと濾過しないも

のについてTPA測 定を行った.

他方,界 面活性剤Tween40(半 井化学薬品製)に

よる処理を行ったものについて,同 様の方法でTPA

測定 を行った.Tween40処 理 は,4%Tween40水

溶液 と検体を等量混合する嘉により行った.こ の際,

比較のために,血 清および標準TPAに も同様の処理

を行い測定 した.有 意差検定はpairedt・testを 用い

て行 った.

結 果

1)フ ィル タ ー処理 に よる効 果

不 純 物 除 去 の 目的 で,25例 の 尿 を フィ ル タ ー で 濾

過 した とこ ろ,濾 過 前TPA値 は335.o±216.2u/1

(Mean±SD)で あ った が,濾 過 後 に は153.0±168.8

u/1と な り,濾 過 に よる著 明 な 測 定 値 の 低 下 が み ら

れ,こ れ は す べ て の検 体 にお いて そ の傾 向 がみ られ た

(F三g.1a).他 方,15例 の血 清 に 同 じ フ ィル タ ーに よ

る操作を加えたところ,濾 過による測定値の変化は認

められなか6た(Fig.1b).

また,キ ット添付の希釈液で溶解した標準TPAを

濾過したところ,濾 過による測定値の低下は全 く認め

られなかった(Fig.2a).そ こで,キ ット添付希釈液

に含まれる界面活性剤Twecロ40を 用いて,20例 の

24時 間尿を処理したところ,濾 過による測定値の低下

はみられなくなった(Fig.2b).

2)Tween40処 理 による検討

68例 の随時尿を用 いてTween40処 理 による測

定値 の変化を検討したところ,尿 ではほぼ全例 に,

Tween40処 理による測定値の増加が認められ,非 処

理群では180.7±249.6U/1で あったのに対 し,処 理

群では232.2±296.1u/l(P<o.ol)と,有 意の差がみ

られた(Fig.3a).一 方,20例 の血清についても検討

を加えたが,Tween40処 理 による測定値の変化は認

めなか った(Fig.3b).

また,尿 におけるTween40処 理 時間と尿中TPA

'測定値の関係をみたところ
,6例 中5例 にTween40

水溶液 と混合後2時 間以内でほぼ安定した値になる傾

向が認められた(Fig.4).

次 に,尿 のTween40処 理に よって得 られた測定

値の信頼性について,希 釈試験および添加回収試験に

より検討を 行った.ま ずTPAの 希釈試験の結果,

Tween40水 溶液で溶解,希 釈した場合には希釈によ
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る予測値に近い値を示したが,生 理食塩水で溶解希釈

した場合には,予 測値を大きく下回った.し かしなが

ら,希 釈途中でTween40処 理を追加した場合には

予測値への回復がみられた(Flg.5).

次に,高TPA値 を示していた尿を,低TPA値 を示

した他の尿で希釈したところ,Tween40処 理群は,

非処理群に射し高値を呈 し,希 釈曲線は予測値に近い

ものとなった(Fig.6).

6例 の尿に,既 知量の標準TPAを 添加し,そ の添

加回収率の検討を行った.同 一検体をTween40非

処理群および処理群に分け,TPA測 定および回収率

計算を行った.な お,標 準TPAは いずれ もTween40

を含まないものを用い,添 加は200u/lお よび300

u/1の 水溶液を等量の尿と混合することにより行っ

た.そ の結果,Twcen40非 処理群では平均52,2%

の回収率であったのに対 し,Tween40処 理群では
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101.6%と 極 めて良好な回収率が得られた(Table1),

3)尿 保存に関する検討

尿の保存中に生 じる,TPA測 定値の変化とTween

40の 効果について34例 の随時尿を用いて検討した.
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す なわ ちFig.7に 示 す ご と く尿 を 遠 沈 し,そ の上 清

をTween40処 理 群 と非 処 理 群 に 分 け,さ らに 各 群

を 室 温,あ る い は 一20℃ で24時 間保 存 す る2群 に分

類 した.ま た,Tween40非 処 理 群 で室 温 保 存 した も

の に つ い て は,測 定 直 前 にTween40処 理 を した も

の と しな い ものに 分 け,各 群 の 測 定値 を 比 較 した.そ

の結 果,Tween40処 理 を 行 っ た群 では,24時 間 凍 結

保存 群(A)で158.1±224.9u/1.室 温 保 存 群(B)

で153.5±215.5u/1と 両 群間 に差 を 認 め な か った.

他方,Tween40非 処 理 群 で は,凍 結 保 存 群(E)に

お い て123.2±157.5U/1で 有 意 の 低 値 を示 し,さ ら

に 室 温 保 存 群(D)で はlo4.9±142.Iu/lと な り,

凍結 保 存 群(E)に 比 して もさ らに有 意 の低 下 を 示 し

た.

しか しな が ら,Twccn40非 処 理 の ま ま24時 間 室 温

放 置 したD群 に 対 し,測 定直 前Tween40処 理 を 施

行 した と ころ,146.8±199。5u/lと な り,あ らか じめ

Tween40処 理 を行 って お いた 群 に ほ ぼ近 い測 定 値 を

示 した.

考 察

Tissuepolypeptideantigenは 腫 瘍 細 胞 か ら検 出

され た 蛋 白 で,1957年 にBjorklundら1-3)セ こよ って

報告 され た.現 在 これ に は3種 類 の サ ブ ユ ニ ッ トが知

られ て お り,そ の 分 子 量 は それ ぞれ43,000,30,000,

17,000と 報 告 され て い るが4),通 常 は これ らが 互 い に

凝 集 し合 って 大 きな 分 子 を形 成 して い る もの と され て

い る5・6).TPA測 定 に は,以 前 は赤 血 球 凝 集 反 応 が 用

い られ て いた が7),現 在 で はPIAキ ッ トを 用 い た簡

便 な方 法 が 用 い られ,そ の基 礎 的6・8-11),お よび 臨床

的9-16)検 討 が 成 され つ つ あ る.し か し な が ら,TPA

測定 に おけ る基 礎 的 検討 の 多 くは血 清TPAに 関 す る

もの で あ り9-12),尿 中TPAに 関す る も のは ほ とん ど

み られ ない のが 現 状 で あ る.尿 中TPAの 正 常 値 に つ

い て み て も,坂 上 ら13)は125u/1,Kumarら14)は85

U/1,辻 橋 ら15)は430U/1,藤 氷 ら16)は244U/1と 報

告 者 間 で差 が み られ る.こ の よ うな差 を生 じる原 因 と

して,1)現 在 の測 定 キ ッ トは,本 来 血 清TPA測 定

用 に 開 発 され た もの で あ り,尿 を検 体 と して 用 いた 時

の 安 定 性 に は 問 題 が 残 され て い る こ と,2)尿 自体 の

不 安 定 性 お よび 多 様 性 に基 づ く測 定 値 の変 動,3)検

体 の採 取 あ る いは 保 存 の 条 件 の 相違 な どが 考 え られ る.

測 定 キ ッ ト自体 に 関 して は,血 清 を 用 いた 諸 報 告 で

十分 な信 頼 性 が 既 に示 され て お り6・1!),鳥 住 ら の尿 を
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用いた実験8)で もアッセイ間,キ ット間での測定値変

動は僅かであり,臨 床応用に十分耐えうる可能性が示

されている.し か しながら,長 田ら且o)によれば,血

清,腹 水,あ るいは 羊水 などを用いた希釈試験の結

果,検 体の種類の相違により,そ の希釈曲線は標準

TPAの それとの平行性に差がみられると報告されて

お り,種 々の検体を一様に扱うことには問題があると

思われる.さ らに,尿 自体の性状が測定値にいかなる

影響を与えるかについてはほとんど検討されていない

のが現状であるため,著 者は尿中TPA測 定の安定性

を検討すべく尿特有の問題点を探ってみた.

感染尿や血尿において偽陽性が生 じ易く,そ れが尿

中の不純物によって引き起こされるのではないか と考

え,不 純物を除去する目的で,遠 沈後の尿上清を硝酸

セルロース膜 フィルターで濾過した.そ の結果,TPA

測定値の安定性は増加したものの,全 般的に著明な低

下が認められるという結果が得 られた.硝 酸ヤルロー

ス膜フィルターはある種の蛋白質を吸着するため,そ

の性質を利用して蛋白質や核酸の分離,精 製に用いら

れている17)が,尿TPAは このフィルタ「に吸着され

ることが考えられた.事 実,著 者はこの確認のために

フィルターの細片を尿に混入させ,掩 伴したところ,

そのTPA値 の著明な低下を認めている.他 方,血 清

TPAお よび界面活性剤Tween40を 含むキット添

付希釈液で溶解 した標準TPAは,フ ィルターへの吸

着がみられなかった.こ のことか ら,尿 中において,

TPAは 他 の物質に極めて吸着され易いこと,さ らに,

尿中でのTPA分 子は他の物質を 吸着することによ

り,測 定に何 らかの影響を与えているとの考え方が示

唆された。

血清にはすでに界面活性作用が存在するとされ21),

これがTPAの 易 吸着性を抑えていると考えられる.

著者が行った血清での検討でも,尿 にTween40処

理を行った時にみられたTPA測 定値の増加は血清に

おいてはみられなかった,こ のことから,尿 での測定

を血清と同一の方法で行 うことに問題があると考えら

れた.

さらに,Twecn40処 理を行った場合の標準TPA

の希釈試験,お よび尿への添加回収試験の結果は,抗

原抗体反応開始前に尿のTween40処 理 が行われな

ければ,正 しい測定値が得られない可能性を示唆して

いる.血 清TPAは 希釈試験においてほぼ良好な直線

性を示すことが知 られている6・11)が,これについても

長田ら1。)は,血清よりもさらに羊水の方が検体問にお

ける希釈特性のばらつきが少ないことから,RIAに

対するなんらかの妨害因子の存在が考えられるとして

いる.と くに,血 清や羊水中には多量の リン脂質が存

在する18・19)ことから,溶 媒中の界面活性作用の強弱が

TPA測 定値に大きな影響を与えているのではないか

と考えられる,

尿中TPA測 定が臨床応用されるにあたって大きな

問題 となることの一つに,測 定までの尿の保存条件が

考えられる.尿 中TPA測 定は,最 近になって随時尿

を用いた報告15)が散見されるが,一 般には24時 間尿を

用いて行われてきてお り,著 者 もこれまでに24時 間尿

を用いた成績を報告してきた16).し か しながらこれま

での報告 では,各 々の測定値 でかな りの変動 がみら

れ,臨 床応用における信頼性に不安がもたれてきた.

そ こで今回,24時 間 蓄尿の影響を検討 したところ,

TPA測 定値は,室 温での蓄尿中にかな り低下するこ

とが明らかにされた.そ して,そ の変化は尿にあらか

じめTween40を 加 え"cakSくことにより防止 でき,

また,無 処理であっても測定直前にTween40に ょ

る処理を行 うことで正確な測定値を示 しえることが明

らか となった,

結 語

1)尿 中TPAは 血清TPAと 異な り,血 清TPA

と同 じ従来の測定法では,正 しい値を示さないと思わ

れた.

2)尿 中TPA測 定値が一定しない理由を検討 した

結果,血 清との界面活性作用の差に起因するものであ

ることが推察された.

3)尿 に,界 面活性剤 であるTween40処 理 を加

えることにより,安 定した測定結果が得 られた.

4)Tween40を 加えることにより,蓄 尿中に生じ

るTPA測 定値の低下を防止することができ,臨 床応

用における信頼性を確立することができた.

なお,本 研究 の一部 は,文 部省科 学研究費60480362号 の助

成を受 けて行 われ た.
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