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前 立 腺 特 異 抗 原(PSA)キ ッ ト問 に お け るFree

お よ びComplextypeの 免 疫 認 識 の 違 い に 関 す る 検 討

一Delfia法
,ケ ミルミACS-PSA法,Eiken法 を対象 として一
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   To study immunorecognition of free type and complex type prostate-specific antigen (PSA) by 
current commercial PSA assays, sera from 3 patients with stage D2 prostate cancer were separated by 
Sephacryl S-200 chromatography and determined by Delfia PSA, ACS-PSA and Eiken PA kits. Two 
antibodies used in the 3 kits are 2 monoclonal, 1 monoclonal and 1 polyclonal and 2 polyclonal 
antibodies, respectively. Following chromatography, two PSA peaks were obtained in all patients. 
One was about 100 kDa and the other about 30 kDa. The former was considered to be the complex 
type PSA (complex with  a-1 antichymotrypsin) and the latter to be free type PSA. As to free type 
PSA, the ACS-PSA kit and Eiken PA kit quantitated PSA values approximately 5.1 and 2.5 times 
higher than the Delfia PSA kit. For complex type PSA, the quantity determined by ACS-PSA kit was 
approximately 1.3 times higher than that determined by the Delfia PSA kit, while the quantity 
determined by the Eiken PA kit was about one third of that determined by Delfia PSA kit. The ratio of 
complex type PSA to total PSA (free type  PSA±  complex type PSA) was  74.8  ±  14.9%  (mean±  SD) 
when determined by Delfia PSA kit,  59.3±  18.4% by ACS-PSA kit and  52.9±  13.8% by Eiken PA kit. 
The range of this ratio determined by ACS-PSA kit was from 47.3% to 80.5% in the 3 patients. 

   These findings suggest that there are qualitative differences in immunorecognition of free type PSA 
and complex type PSA among current commercial PSA assays and that there are quantitative 
differences in the ratio of the 2 forms of PSA in serum among prostatic  cancer patiants. The 
measurement and follow-up of both free type and complex type PSA might be important for diagnosis 
and monitoring of prostate cancer. 

                                            (Acta  Urol. Jpn.  42: 279-284, 1996) 
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緒 言

前立腺癌の診断,お よび病勢をモニターする上で

の,血 中PSA測 定の高い有用性はすでに確立されて

お りト3),今 後社会の高齢化に伴い前立腺癌患者の増

大が見込 まれることも相 まって,新 たなPSA測 定

キットがつ ぎつぎと開発 され,測 定感度の向上 ととも

に測定手順の簡素化,自 動化が図られている.本 邦に
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おいて もすでに10種 以上 のキ ットが使用可能で,測 定

精度,最 小測定感度,腫 瘍マー カー としてのカ ッ トオ

フ値 などが報告 されている4'6)し か しなが ら実際 に

は同一検体 を測定 して もキ ッ ト問で その測 定値が異

な り,そ の結果正常値 も異 なるとい う重大な問題が存

在する.こ のメカニズムについてはいまだに充分 な解

明が な されてい ないが,臨 床 上の必要性 か ら異 な る

キ ット間のデータ比較 のために換算式 も求め られてい

る6・7)

一 方 最近 の知見 として
,PSAは 血 中においてpro-

teaseinhibitorと 結合 したcomplextypePSAと 非 結

合型のfreetypePSAと して存在す ることが明 らか に

されているばか りでな く8'9)前 立腺癌症例 では前 立

腺肥大 症 に比較 してcomplextypePSAの 比 率が 高

く,こ の 比が 両者 の鑑別 効率 を向上 させ る との 報

告10'11)も な され て い る.Complextypeで はfree

typeと 比べ る と蛋白結合 によりPSAの 立 体構造が変

化 した り,測 定キ ットの抗体が認識するエピ トープが

PSAと 結 合 した蛋 白によ り隠れ た りす る可能性が考

えられる.す なわちキ ッ ト間で使用する抗体が異なれ

ば,PSAのfreetypeとcomplextypeの 認 識 に偏 り

が生ずるこ とを示唆する とと もにtotalと しての測定

値 にキ ット間で違い を生ず ることを示唆す る.し か し

なが らこの ことはい まだに一部 のキ ットで しか示 され

ていない12・13)

PSA測 定 キ ッ トの多 くは2種 の抗体 を使 用 してい

るが,今 回 は,2種 と もにモノクローナル抗体 を使用

す る系であ るPharmaciaDelfia⑧ 法(Delfia法)14),

モ ノクローナル抗体 とポ リクローナル抗体 を組み合 わ

せ た系 で あ るCibaCorningACS-PSA法 ⑧(ACS

法)12),2種 の ポ リクローナル抗体 を使 用 した系で あ

るEikenPA⑧ 法(Eiken法)15)の3者 を選 び,free

typeお よ びcomplextypeの 免 疫認識の相違 について

検討 を行 ったので報告す る.

対象および方法

plextypeのtype別 に 算 出 し,測 定の違 い につ いて

検 討 した.Delfia法,ACS法,Eiken法 に よるPSA

の測 定法 についてはすで に報告 されてお り,こ こでは

その説明 を略す なお図 中に示す最小測 定値 はそれぞ

れの最小測定感度 の値であ り,測 定感度以下 は最小測

定 感度 を もって図 に示 した.な おPSAのfreetype

と 。omplextypeの 比 率 に関す るキ ッ ト間の差 の検 定

は,対 応 のあるt検 定(twogroupt-test:paired)を

用 いた.

結 果

1)PSA溶 出 曲線

対象3症 例 のすべ て におい て2つ のPSAピ ー クが

み られ,そ の分 子量 はお よそ100kDaと30kDaで

あ った(Fig.1～3),ヒ ト精 漿 を本 カラムに添加 し,

そ のPSAを 測 定す る とそのほ とん どが30kDaの 部

分 に溶 出 され た.こ れ らよ り100kDaがcomplex

typePSA,30kDaがfreetypePSAと 判 断 され た.
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立病院泌尿器科 に受診 した前立腺癌stageD2の 患 者

3人 よりえた.い ずれ も未治療例で治療 開始前の血清

を対 象 とした.SephacrylS-200(フ ァルマ シア社)

をpH7紬 に 調整 したphosphatebufferedsalineに

て 膨化 させ た後,カ ラム(直 径 ×高 さ:2.4×120cm)

に充 填 した.カ ラムをゲル濾過用キ ャリブ レーション

キ ット(フ ァルマシア社)に て キャリブ レーシ ョンし

た後,血 清検体1mlを 添 加 し,fractioncollectorに

て1分 画 をlmlと して採 取 した.各 分画 中 のPSA

濃 度 をDelfia法,ACS法,Eiken法 の 各キ ッ トにて

測定 し,PSA溶 出 曲線 を求 めた.さ らにこれ らの結

果 よ りキ ッ ト問の回帰式 をPSAのfreetypeとcom・
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100kDa付 近 の ピーク はcomplextypeの 中で も α1-

antichymotrypsinと 結 合 したPSAと 考 え られたが,

PSAに 対 する もう1つ の主 たるproteaseinhibitorと

さ れ る α2-macroglobulinと の 結 合PSA(780kDa)

につ いてはそ れに該当す るピークは検 出 されなか っ

た.

症 例1のPSA溶 出 曲線 をFig.1に 示 すfr・eetype

PSAとcomplextypePSAの 各 認識 が3つ のキ ッ ト

間ですべ て異 な って いる こ とが判 る,complextype

PSAの 認 識 につ いて み るとACS法 が 最 も優位 で,

以 下Delfia法,Eiken法 のJII頁で あっ た.一 方free

typeの 認 識 につ いて はACS法 が 最優位 で あるが,

以 下Eiken法,Delfia法 と続 き,complexの 場 合 と

異な った順 位 を示 した.ま た症例1をDelfia法 で評

価 す れ ばcomplextype優 位 で あ るが,ACS法 と

Eiken法 で 評価 すれ ばfreetypeが 優 位 であるこ とが

グ ラフ よ り明 らか に示 されてお り,freeとcomplex

の比 率の評価 はキ ット間で異 なることが判 る.症 例2

と3は 症 例1よ りも総PSA値 が 低 い ため,グ ラフ

(Fig,2,3)の 縦 軸のスケ ール は異 なるが,今 回,測

定 感 度以 下 を最 小測 定 感 度 を もって示 した結 果,

Eiken法 はDelfia法,ACS法 よ り基線が高 くなって

いる ことが示 され た.ま たEiken法 は他2者 よ り最

小測定感 度が劣 るばか りで な く,freeとcomp豆exの

type別 の評価 において も感度が低 い ことが示 され た,

ま た症例2と3はcomplextypeのPSA値 は各 測定

キ ッ トで近 い値 を示 したが,freetypeは3測 定法 の

すべてで大 き く異な っていることが示 され た.

2)症 例 別 お よびPSAキ ッ ト別 にみたfreetypeと

complextypeの 比 率

Fig.1～3の 溶 出 曲線 か ら,freetypeとcomplex

typeの そ れぞ れのPSA値 を求め,そ の比率 を症例 問

およびキ ット間で比較 した(Tablel).3症 例 のPSA

値 のcomplex/total(free+complex)の 比 率 をみる と

Del丘a法 で は症例3が60.8%,症 例1は73.2%,症

例2で は90.5%と 最 大29.7%の 違 い を症例 問 で示 し

た.ACS法 で は症例1で47.3%,症 例3で は50.2%

で あ るの に対 し,症 例2で は80,5%と 症 例 間で最大

33.2%の 違 いを示 した.ま たEiken法 で はその比率

は症例1で39.3%,症 例3で52.5%,症 例2で66.9%

と最 大27.6%の 症 例 間での違い を示 した.こ の ように

同一測定法で も症例 間で差がみ られ,前 立腺癌患者 間

でtotalPSAに 対 す るcomplexPSAの 比 率が一定せ

ず大 きな違いがあることが示 された.キ ット別 にみる

とtotalPSAに 対 す るcomplexPSAの 比 率 は,

Deifia法 で は74.8±14.9%(平 均 ±標準偏 差),ACS

法 で は59.3±18.4%,Eiken法 で は52.9±13.8%で

あ った.検 体 数が少 な く有意 差 は認 め なかったが,

ACS法 とEiken法 で はDel丘a法 に比 してcomplex

typeの 比率 を低 く評価 する傾向がみ られた.

3)Freetypeとcomplextypeのtype別 に み た

PSAキ ッ ト間の回帰関係

PSA溶 出 曲線 ではfreetypeとcomplextypeを 反

映 してい ると考え られ る2つ の ピークがみ られた.そ

こでこれ らの ピークを形成する5分 画 を各 ピーク毎 に

選択 しそ のPSA測 定 値 をfreeとcomplexのtype

別 に症例1～3で 集計 し,キ ッ ト間の相関 を検討 した

(Fig.4～6).

Freetypeに つ き各 キ ッ ト間の相 関係 数 と回帰分析

をみ ると最 も低 い ものでDel丘a法 とEiken法 の相 関

係数であ る0.992で あ り,回 帰分 析のp値 は0.0001以

下 で あった.complextypeに つ いて も同様で あ り,

回帰分析のp値 はいず れのキ ッ ト問において も0.0001

以 下 であ った.こ の ようにfreetシpe,complextype

の いず れ も各キ ッ ト間で きわめて高い相 関を示すが,

そ の 回帰直 線 につ き傾 きをみ る とACS法 はDelfia

法 に比 してcomplextypeを1.3±0.156倍(回 帰直線

の傾 きの95%信 頼 区間,以 下 同様 に表記),freetype

を5.138±o.32倍 の 高 値 と して 測 定 し(Fig.4),

Eiken法 はDelfia法 に比 しcomplextypeを0.347±

O.67倍 と低 く評価 す るが,freetypeは2.584±0.195

倍 と 高 く評 価 す る(Fig.5)こ と が 示 さ れ,ま た

Eiken法 はACS法 に対 して,complextypeを0.273

±0.21倍,freetypeを0.504±0.Ol3倍 と低 く測 定す
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PSAは 分子 量約30kDaの セ リンプロテアーゼの1

つ で 精漿 中に高濃度(0.5-5mg/m1)に 存 在す る.

主 要な生理学的役割 は精漿 中のゲル形成性の蛋 白であ

るseminogelinとfibronectinを 分 解 し精子 の運動性

の向上に寄与す ることである.1979年 に同定 されて以

来16),前 立 腺上皮 細胞 に よっての み分 泌 され ると考

えられて きたが最 近で は傍尿 道腺17)や 一 部 の腫 瘍組

織(乳 癌 や卵巣癌)で も微量 に産生 されている ことが

報告 されてい る18,19)正 常 の前立腺 上皮 と前 立腺肥

大症組織 は,前 立腺 癌組 織 よ りもPSAを 大 量 に産生

して お り20),PSAのmRNAも 悪 性 よ りも良性 の前

立腺組織 で高 レベル に発現 され てい る21)し た が っ

てPSAは 腫 瘍細 胞に よって よ り大量に産生 される通

常の腫瘍マ ーカー とは異 な り,血 中PSAの 上 昇 は前

立腺組織の構造的異常 によってPSAが 間 質 中,そ し

て血流 中に漏出する量が増大 した結果 と考 え られる.

活 性 を有 す るPSAが 血 中 に放 出 され る とプロ テ

アーゼイ ンヒビターと結 合 してcomplexを 形 成す る.

イ ンヒビターは血清 中にPSAの105'6倍 の 高濃度で存

在す るため,活 性 を有するPSAが 血 中に存在す るこ

とはほ とんどない と考え られてい る.実 際には非結合

型 のfreePSAが 血 中にみ られるが,こ れ らは活性 を

持 たないproPSAか,血 中 に放 出される前 に部分 的

な修飾 を受 けて不活化 されたPSAと され る9)PSA

に対 す る プロテ アーゼ イ ン ヒビター と して α1-anti-

chymotrypsin(ACT),α2-macroglobulin(MG),

α1-antitrypsin(AT),inter一 αtrypsininhibitor(IT)

が報 告 されて お り,PSAは こ の うちお もにACTと

MGに 結 合す る10'23).分 子 量 はACTと のcomplex

(ACT-PSA)が 約100kDa,MGと のcomplex

(MG-PSA)が 約780kDaと されて いる9)今 回カ ラ

ム クロマ トグ ラフ ィー上,780kDaの 部 分 にPSAが

検 出されなか ったが,こ れはMG-PSAが 存在 しない

ことを示す ものではな く,4量 体 として存在す るMG

に よ りPSAの す べ てのエ ピ トープが 隠 された ため と

考 え られ る8・24)こ の 他 にATやITと のcomplex

も存 在 す るが ご く微 量で あ り,通 常 はfreePSAと

ACT-PSAを 合 わせ てtotalPSAと してい る.

以 上の ようにPSAの 存 在様式 について の解 明が 進

んだの と平行 して,ACT-PSAとfreePSAの 比 が
,

前 立腺癌 と前立腺肥大症 との鑑別 に有用であ るとの報

告が最近 な されて いる6'7・18)Christenssonら7)は 彼

らの作成 した キ ットを用 いてfreePSA/totalPSAの

中央値が前立腺癌患者では0.18,前 立 腺肥大症患者 で

は0.28で 両群 間に統計上有意差が認め られた としてい

るが,両 群 間にはオーバー ラ ップがみ られてお り,こ
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Table2. CoeMcientsofcorrelationandlinearregressionlines

amongPSAassaysystemsforprostatecan㏄rpatients

X Y

De1丘a ACS Eiken

ComplexPSA LR

r

YニL555十1.3×

0.980

Y==2.187十 〇.347×

0.952

FreePSA LRY=-4,558十5.138X

rO,995

Y=-1.741十2,584×

0,992

TotalPSA LR

r

Y=9.48十2.62×

0.99#

Y=4.6698十 〇.3247×

0.9466*

#文 献13 *文 献7

の 比が両疾 患の鑑別に有効 なのはPSAの 軽 度上昇の

症例 に限定 され るとして いる.今 回の検討結果 が示す

ように,使 用す る キ ットに よ りtotalPSAの 値 が異

なるのみ な らず,freeとcomplexの 測 定比 も大 き く

異 な るこ とは,前 立 腺癌 と肥大 症 との鑑別 をtotal

PSAに 対 す るfreePSAの 比 率 で求 め るに はPSA

キ ッ トのfreePSA,ACT-PSAの 免 疫認識 を検討 し

た上で行 うべ きであることを示 してい る.今 回検討 し

た3つ のキ ッ ト間で の回帰式 を,既 報告の総PSA値

で の回帰式 と比較 した もの をTable2に 示 す.Table

で 示 され るご と くcomplex,free,totalの 回 帰直線

の傾 きに明 らかな解離がみ られる.今 回3症 例で示 さ

れたごと くfreePSAとACT-PSAの 比 率が症例間で

異 なること,ま た用 いるPSAキ ッ トによりfreePSA

とACT-PSAの 測 定が 異 なるこ とな どを考 える と,

キ ッ ト間で の総PSA値 の 換算 について は,慎 重 に行

うべ きである と考 える.

現 在,MG-PSAに つ いて は前述 したごと くの理 由

か らその測定 はで きないが,invitroの 実 験 ではMG

はACTよ り もPSAと のcomplex形 成 が早 い との

報告 も8)あ り,そ の濃度測定 について も,今 後検討す

る必要 があろう.

結 語

PSA測 定 につ いて,PSAの 免 疫認識 の点か らモ ノ

クローナル抗体 ・モノクローナル抗体の組み合 わせ,

モ ノクローナル抗体 ・ポ リクローナル抗体の組 み合わ

せ,ポ リクローナル抗体 ポ リクローナル抗体 の組み

合 わせ と し,Delfia法,ACS法,Eiken法 を これ ら

の代表 的キ ッ トと して検 討 した.そ の結 果,PSAの

血 中存在様式で あるfreePSAとACT-PSAの 免 疫認

識 にキ ッ ト間 で 大 き な違 いが あ る こ と,ま たfree

PSAとACT-PSAの 比 率が わず か3症 例で あるが症

例 間で大 き く異 な るこ とが示 され た.こ れ らの事実

は,前 立腺癌 の診 断お よびモニ ター上 血中PSAを,

totalPSA値 の み な らずfreePSAとACT-PSAの 存

在様式別に も表現 してお くことが重要で ある可能性 を

示唆 した もの と思 われ る.

稿 を終えるにあた り,カ ラムクロマ トグラフィーにつき御

指導いただいた新井京子氏に深 く感謝いたします.
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