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概要　hCG に 対す る Enzymeimmunoassay （EIA）を開発 し，絨毛性疾患の 管理 に 応 用 した 。

　1．抗 hCG β，　HRP 一抗 hCG 抗体 に よ る サ ン ドイ ッ チ 法（method 　I）で は ， 測定範囲O．5〜100ng／ml ，　hCG

RIA （CIS　hCG 　PR 　Kit） との 相関 は ，相関係tW　r ・＝0．99， 回帰直線 y； 1．02X 十 2．3で あつ た ．

　変動係数は intraassay　1，8％ ，
　 interassay　5，8％ ， 回収率 は 尿 95、6％，血清85．5％で あつ た が，0．5％

ゼ ラ チ ソ 溶液で 血 清を 2 倍 に 希釈す る こ と に よ り94％ に 上昇 した ．

　2。抗 hCGβ，　Biotin一抗 hCG 抗体 ，
　Avidin−HRP に よ る サ ソ ドイ ッ チ 法 （method 　lI）で は ，測定範囲

0．1〜20ngfml，
　hCG −RIA と の 相関は

， 相関係数 r ＝ 0．98， 回 帰直線 y ＝ 0．96X − 0．38， 変動係数 は intraas・

say 　5．2％ ，
　 interassay　9．5％ で あつ た ．

　3．正 常男女 ，
LH 　surge

， 更年期婦人 の 血 清，尿309検体を method 　Iを用 い て 測定，正常値 は 2ng／m1

以下で あつ た．
4．HAR 法 で LH レ ベ ・レを 示 し 塒 期 の ，絨毛性疾患外来 f・ll・w −

・p 思者血清320検体 ・ 治療 中患者血

清 91検体を 皿 ethod 　I で 測定 した ，

　follow・up 患者 血 清 は 全例 2ng／m1 以下 の 値 で あ つ た が，治療中患者血 清91検体で は
， 51検体 56％が

2ng ／ml 以下 の 値 で あ り，40検体44％で hCG が 検 出 さ れ，最高15．8ng／m 互で あつ た ．

　5．method 　Iに よ る血 中 hCG 測定で HAR 法 よ り約 2 ヵ 月早 く再発の 診断が可能で あ つ た 症例 があ

り，本法に よ る絨毛性疾患 の 管理 は ， 再発の 診 断，寛解 の 判定，化学療法打 ち切 り の 時期の 判断 に HAR

法 よ り有用 で あつ た．

Synopsis　Two 　enzyme 　immunoassays 　for　hCG　were 　developed　and 　compared 　with 　HAR 　and 　RIA　
by

　
using

many 　urine 　and 　serum 　samples ，　 The 　EIA 　was 　characterized 　by　management 　of　trophoblastic　disease．

　1．An 　EIA 　by　hCG 一
β antibody 　immobilized　on　a　microplate 　and 　hCG　antibody 　conjugated 　with 　HRP

。n 。ym 。　qua 。ti丘・d　hCG 　f・・m 　O．5　t・ 100・g／ml ，・whi1 ・ th・ ・th・・ by　bi・ti・yl・hCG ・ntib ・dy ・ nd 　avidine
−HRP

conjugate 　quentified 　hCG 　from   ユ to　20ng／ml ．　 Both 　of 　them 　had　a　good 　correlation 　with 　RIA ；y＝1．02x ÷

2．3， ，
− O．99・ and ・Y − e．96・ − O．38，　 Th ・ C．V ．S．・ w ・・e・1．8・ and ・5・2％ （i・t・aassay ）… 5・8・ and ・9・5％ （i・t・・assay ），

respectively ．

　2．The　EIA　was 　carried 　out 　to　test　hCG 　patients　whose 　urinary 　hCG 　by　I｛AR 　was 　under 　the　LH 　leve1．

The 　values 圭n　371　samples 　were 　under 　2ng加 1
，
　but　those　in　40　samples 　were 　higher　than　2ng／m1 （Max 　15，8

。9／ml ）．　 Di。9・・si・　by・EIA ・di・ti・g ・i・h・d ・ecurrence 　f・・ m 　remi ・・i・・ 2m ・ nth 　ea ・1i・・ than　by　HAR ・The

EIA　was 　useful 　in　the　management 　of 　the　disease．

Key　words ： Enzymeimmunoassay ・Sandwich　method 。hCG ・Trophoblastic　disease

　　　　　　　　　　 緒　　言

　Human 　chorionic 　gonadotropin （hCG ）の 測定

は ， 妊娠 の 診断 絨毛性 疾患 の 管理等に重要 な検

査法で あ り ， 赤血球凝集反応 （HAR ），　 Radioim ・

munoassay （RIA ）等で 測定され て い る．　 HAR 法

は 低単位 レ ベ ル で LH との 交叉 性が，　 RIA は 設

備，廃液処理 ， 放射性 同位元素の 半減期 が短い た

め ， そ の 有効期間が短 い 等の 問題 がある．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1983年 6月

そ こ で 放射性同位元素 を使用せ ず ， 高価 な設備の

必要 がな い Enzymeimmunoassay （EIA）の 開発

　が検討 され て い る
9）1fi）

．　EIA に は競合法 ， 非競合 法

があ り
，

こ の うち競合法で は分子量 10万以下 の 物

質の 測定 は 困難で あつ た が
6）

，
血 清の 汗渉作用 を

軽減さ せ る こ とに よ り，hCG 　EIA の 競合法も報告

され る よ うに な り
13）

， サ ン ドイ ッ チ 法 ， Biotin
，

Avidinを使用 した低単位 hCG 測定法 も検討され

て い るη．更に EIA が 日常臨床 の 場 に 導入 さ れ る

た め に は ，操作の 自動化が焦点の 1 つ で ある
1｝．

　 そ こ で 今 回，著者は Immunoplate，　microplate

photometer を利用 し
， 操作 の 簡易化 を試み ，

　hCG
EIA の サ ン ドイ ッ チ 法を開発，臨床応用を行な い

以下 の 成績 を得た の で報 告す る．

　　　　　　研究対 象お よ び研究方法

　 1．妊娠 7 〜41週の 正常妊婦血 清40検体 ， 正常非

妊女性の 血 清61検体，尿 50検体，LH 　surge の 1血清

11検体 ， 尿 7検体 ， 更年期婦人の 血 清 ， 尿，各20

検 体 ， 正常男性血清90検体 ， 尿50検体お よび ， 尿

中 hCG が HAR 法で LH レ ベ ル を示 す絨毛 性疾

患治療中の 患者血清18例 ， 91検体 ， 外来 follow　up

患者血 清 320検体

’
O 計720検 体を対象 とした，

　 2．EIA の 研究方法

　 （i）抗体 の microplate へ の 吸着

　 33％ ， 50％硫 安 分画 よ り抗体 の γ
一分画 を調 整

し，0．1M 炭酸ナ ト リ ウ ム 緩衝液 で 透析後30μ g／
m1 に 希釈 し，　 Nunc 　lmmunoplate （96well） の 各

well に 150μ 1ずつ 分注 し ， 40℃ 3時間恒温静置後，

4 ℃ に
一

晩静置 し
， 抗体を吸着 させ た

e

　（ii）Horse　Raddish　Peroxidase（HRP ）標識

抗体，Avidinの 作製

　過 ヨ
ー
索 酸架橋法 に よ り　

12）
， HRP の 抗体又 は

Avidinへ の 標識を 行なつ た ．

　（iii） Bietin　N −hydroxysuccinimide　ester

（BNHS ） と抗体の 結合

　BNHS を dimethyl　formamide に 溶解 ，
こ れ に

0，01M ホ ウ酸緩衝液で 透 析 し た 抗体を 加 え撹拌

後 ， リン 酸緩衝液で 透析を した ．

　（iv） hCG の 測定

　第
一

抗体 に 抗 hCG β抗体，第 二 抗体 に 抗 hCG

抗体を使用 した サ ン ドイ ッ チ 法で 行なつ た ．

小林他 765

　 method 　I

　 microplate の 抗体 を吸引，0．05％ Tween 　20 添

加生理 食塩 水で 洗浄後，standard 又 は sample を

各 well に 100μ1加 え ， 40℃ で 2 時閲反応 （第一反

応）後 ， 吸引洗浄 し，HRP ・抗 hCG 抗体溶液を 100

μ1加え ， 40℃ で 3 時間反応 させ る（第二 反応）。吸

引洗浄後 ，
Mc 一夏lvein溶 液 100m1に 0・phenylene

diamine　IOOmg ，
30％過酸化水 素100μ1加 えた 基

質溶液 を1GOμ1加 え，室温で 1時間反応後 ， 1M メ

タ重亜硫酸 ナ ト リ ウ ム 50μ1加 え 反応 を停止 させ

450  に お け る 吸 光 度 を corona 社 の micro ・

plate　phOtOrneter で 測定 した．

　 method 　II

　 第
一

反応終了後，吸引洗浄 ， 10μ g／ml に調整 し

た 抗 hCG −BNHS を 100μ 1加 え ， 40℃ で 1 時間反

応後 ， 吸 引洗浄，Avidin・HRP 　1001tl加 え室温で 10

分反応後 ， 吸引洗浄 し ， 基質溶液を125μ 1加え，室

温で 20分反応後 ， 酵素反応 を停止 ， 450nm に おけ

る吸光度を測定 した．

　 3，EIA の hCG 　RIA と の 相関性，測定範囲，回

収率 ， 変動係数， 交叉鼠 正 常値 に つ し・て の 検討

　 （i）正 常 妊 婦 i血 清 を RIA 用 Diluent で

100−・1，000倍に 希釈 し ， hCG 　RIA （CIS　PR 　Kit）
と の 相 関性 を 求 め た ．standard 　 hCG は 1mg
75201Uの もの を使用 し た 。

　 （ii）回収 率は hCG 　freeの 血 清 ， 尿に standard

hCG を 1，10ng／ml の 羅度 に な る よ うに 加 えた 検

体で 検討 した．変動係数は intraassay，　interassay
に つ い て 求め た 。

　（iii）交叉率は
，　 LH ，　FSH ，

　hCG α
，
　hCG β に っ

い て 1〜IOOng／m1 の 範囲 で method 　lに つ い て 検

討 した．

　（iv）正 常非妊女性 ，
　LH 　surge

， 更年期婦人 ， 正

常男性 の 血 清 ， 尿309検体を method 　Iで 測定 しそ

の 正 常値 を設定 した ．また ， LH 　surge ，更年期婦

人 の検体 を LH 　RIA で 測定 ，
　 LH 　RIA と hCG

EIA の 値を比 較 した ．

　（v ）絨毛性 疾患治療 中 ， 外来 foUow　up 患者 の

同一
日の 尿 血 中 の hCG を

， そ れ ぞft　HAR ，
　EIA

で 測定比較 し，絨毛性疾患管理 に お け る EIA の 有

用 性 に つ い て 検 討 した．
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　　　　　　　　　 結　　果

　1．hCG 　RIA との 相関性

　method 　I の hCG 　RIA （CIS　PR 　Kit）との 相関

性は ，相関係数 r ＝ 0．99， 回帰直線 y ＝ LO2x ＋ 2．3

で あつ た （図 1）。

　method 　IIで は 相関係数 r ＝ O．98，回帰直線 y ＝

0．96X − 0．38で あつ た （図 2 ）．

　2．測定範囲，変動係数，回収率

　method 　Iの 測定範 囲は 0．5〜100ng／ml （図 3），

変動係数は intraassay　1．8％ ，　interassay　5．8％で ，

回収率は 尿 95．6％ ，
血清85．5％で あつ た が，血 清

購

図 1 　Correlation　between　RIA 　and 　EIA

図 2　Correlation　between　RIA 　and 　EIA
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図 3　　Standard　curve 　and 　cross 　reactiQns

孀 ．．
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図 4 　Standard　curve

を 0．5％ゼ ラ チ ソ 溶液で 2 倍 に 希釈す る こ とに よ

り94％に 上 昇 した ．

　method 　IIの 測定範囲は 0．1〜20ng／ml （図 4 ），

変動係数は intraassay　5．2％，　 interassay　9．5％ ，

回収率 は 尿94％ ，
血 清 83．2％で あつ た．

　3．method 　Iの LH ，　FSH ，
　hCG α ，　hCG β との

交叉 は ，
LH ，　 FSH ，

　 hCG α　100ng／ml 以下で は

hCG に 換 算 し 2ng／ml 以 下，　 hCG βは 100ng が

hCG 　20ng　ec相当し ， 本測定系は hCG と hCG βを

N 工工
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図 5　Application　of　EIA　to　the　hCG 　free　specimens
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主に 認識す る系で ある （図 3）．

　4．正常人尿 ， 血 清 の EIA 値 （図 5 ）

匯冤 謹飄 薀 遡 （総臨 ：：蹇8＞

　（i）正常男性 ， 非妊女性 ，
LH 　surge

， 更年期婦

人 の 尿127検体 の 値 は ，更年期婦人 の 尿 1 検体が

2．1ng／ml ， 残 りの 126検体は 2ng／m1 以 下 で あ っ

た．

　（ii）血 清 182検体で は，全例 2ng／ml 以下 で あ
つ た．

　5，LH 　RIA
，
　hCH 　EIA 値の 比較

ng ／nt

　LH 　surge （図 6 ）， 更年期婦人 （図 7）の 尿，

血 清を L｝IRIA ，　hCG 　EIA で 同時に 測定し
， その

値を比較 した が
， LH が 180mIU ／m1 の 更年期婦人

尿が EIA で 2．1ng／ml で あつ た が
，
　 LH 　240mlU ／

ml の 検体 も EIA で 2ng／ml 以下 で あ り， 本法 の

正常値を 2ng／ml 以下 とした ．

　6．絨毛性疾患に お ける 臨床応用

　（i）尿中 hCG が LH レ ベ ル に な つ た 時 の 血

中 EIA 値 （図 8）

図 6　Comparison　between　LH −RIA 　and 　EIA （Spec・

　imens　in　LH 　surge ）
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図 8　Serum　hCG 　value 　by　EIA 　after 　U −hCG　by　HAR 　dropped 　to　the　LH 　level
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　外来 follow　up 患者で HAR 法に よ る尿中 hCG

が 5〜801U 〃 の 値 を 示 し た 320検 体 の EIA に よ

る血 中 hCG は
， 全例 2ng／ml 以下 の 値を示 した ．

　治 療 中 患者 18例 ， 91検 体 の うち ，
HAR 法 で

51U〃 を 示す 16検体で は ，2ng／ml 以下 は 11検体

68．8％，2ng／m1 以 上 は 5 検体31，1％ ， 最高15．8

ng ／m1 で あつ た。

　HAR 法で 101U 〃 を 示 す 23検体で は ，2ng／ml

以 下 は 14検体 ，
60．9％ ，

2ng！ml 以 上 は 9 検体

39．1％ ， 最 高 6．1ng／ml で あ つ た ．　 HAR 法 で

201U〃 を示す31検 体で は ，
2ng！m1 以下 は 17検体

54．8％，2ng／ml 以上 は 14検 体45．2％最 高 7．8ng／

ml で あつ た ，

　HAR 法で 401U 〃 を 示す 16検体で は 2ng／m1 以

下 は， 8検体 50％ ，
2ng／ml 以上 は 8 検体 ，

50％，

最高15．6ng／m1 で あっ た．　HAR 法で 801U〃 を示

す 5 検体 で は ，2ng／ml 以下は 1検体20％ ，
　2ng／ml

以上 は 4 検体 80％ ， 最高15．7ng／ml で あつ た ．

　 91検体全体 で は
，

2ng／m1 以下の 正 常値を と る

もの は 51検体 ，
56％，2〜4ng／ml ，　18検体 19．8％ ，

4〜6ng／ml ， 7 検体7．7％，6〜8ng／ml ，
7 検体

7，7％ ， 8〜10・g／m い 検俶 ．1％ ，
10〜12ng／ml ・

1検体 1。1％ ，
14〜16ng／ml ，

6 検 体6．6％で あ つ

た ．

　次に 症例を呈示する

　症例 1 （図 9）

　47歳，絨毛癌再発症例。尿中 hCG が HAR 法で

801U〃 以下 の LH レ ベ ル を示 し て い る 期間 も

EIA に よ る 血 中 hCG は 上 昇 を 続 け，
15mlU （2

ng ）／ml 以上 の 値 を と りは じ め て 約 2 ヵ 月後 に

HAR で LH レ ベ ル を越 えた．

　本例で は
，
HAR 法 よ り約 2 ヵ 月早 く，

EIA で 再

発 の 診断 が可 能で あ つ た 。

　症例 2 （図 10）

　39歳，絨毛癌。子宮＋ 両側付属器摘 出 ， 化学療

法 に よ り， HAR 法 に よる尿中 hCG はすみや か に

下降 ，
こ れ に 伴な い EIA に よ る血中 hCG も正 常

に 下降 し た e 本例 で は HAR 法 ，　EIA の値は
，

ほ

ぼ パ ラ レ ル で あつ た 。

　 症例 3 （図 11）

　 47歳，破壊奇胎．子宮 ＋両側 付属器摘 出， 化学

療法 に よ り， 尿中 hCG はすみや か et　201U〃 以 下

に 下降した が ，EIA に よ る 血 中 hCG は 約 2 ヵ 月

遅れ て 正常値を とつ た 。

　 症例 4 （図12）

　 33歳 絨毛癌再発症例。子宮十両側付属器摘出 ，

化学療法 に よ り， 尿中 hCG は 801U〃 以下 の LH

レ ベ ル を 持続 し て い る が ， EIA に よ る 血 中 hCG
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図10 症例 2
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は 化学療法 に よ る
一過性上昇， い わ ゆる細胞効果

を示 し て い る。

　　　　　　　　　考　　案

　血 中 hCG の 測定は 主に RIA ，低単位尿 中 hCG

の 測定は主 に HAR 法で 行なわれ て い るが ，
　 RIA

は放射性物質 の 廃棄問題 ， 半減期 の 短 い こ と， 又

HAR 法 は LH と の 交叉が 臨床上 問題 とな り， 新

し い 測定法 の 開発が望 まれ て い る．近年 RIA の 欠

点 を補 うた め
， 放射性同位元素標識を酵索標識 で

置換 した方法で ある EIA が 開発されて きた
9｝15）．

　hCG の 測定法は ，妊娠の 診断等に 必要 な比較的

高単位 レ ベ ル
， 絨毛性疾患の 管理 に 必要な低単位
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図11 症 例 3
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図 12 症例 4
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レ ベ ル の 測定法があるが
， 前者 に 紺 し て は

， 感度

500mlU ／ml の 尿中 hCG 測 定用 EIA が開発 され

て お り　
14 ）

， 低 単 位 hCG 測 定 に は 0．4mlU ／mll1
＞
，

0．5mlU ／mli3 ）の 感 度の EIA が報告 され ， 主 に 妊

娠初期の 低単位 hCG の 測定 に 応用 され て い る，

　血 中の hCG を測定す る場合，血 中の 酵素阻害物

質の た め標識化酵素活性 の低下 お よび プ ロ テ ア ー

ゼ の た め 酵素が 消化失活す る危険性があ る が ， 本

サ ン ドイ ッ チ 法で は
， 第

一反応後，吸引洗浄す る

こ と に よ り， 検体中 の 酵素阻害物質，
プ ロ テ ア ー

ゼ 等が 除去で ぎる た め ，妨害が極め て 少 な い と考

えられ る。
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　 本法は hCG 　RIA と の 相 関係数 r ＝ 0．99
， 感 度

0．5ng／m1 ，変動係数は intraassay　1．8％ ，
　 interas・

say 　5．8％， 回収率は 尿95．6％，血 清95．5％で 血 清

の 回収率 は 尿に 比 べ 低 い が ， 0．5％ゼ ラ チ ソ 溶液で

検体を 2倍に 希釈する こ と に よ つ て ， 血清中 リ ポ

プ ロ テイ ン 等の 阻害が除かれ
エo），94％に 上昇し，日

常臨床 に用U）る ア ッ セ イ系と しであ必要条件を満

た し て い る．

　 EIA を 臨床 に 導入す る た め に は 自動化が焦点

の 1つ で あ るo ．今回，96穴 microplate を 用い ，

試薬は
，

マ ル チ チ ャ ン ネ ル ピ ペ
ッ トで 12　well 同時

に注入 し
， 吸引洗浄も 8wel1 同時 に 行なつ た ．さ

ら に microplate 用 photometer に よ り96　well の

吸光度測定を 2 分間 とい う短時間で 行 なえ，半 自

動化す る こ とがで きた の で ， 臨床に 導入する こ と

が十分可 能とな つ た ．

　 また Biotin，　Avidinを用 い ，0．1ng／ml ま で 感

度が あが り， 変動係数も intraassay　5．2％ inter・

assay 　9．5％と感度 ， 再現性の 点優れて い る が，正

常人血 中に もO．lng／m1 程度 ま で の LH とは 異 な

る hCG 様物質の存在が報告 されて お りs）
， 通常の

hCG β抗体 を用 い る ア ッ
セ イ系で は ， 0．1ng／mI

程 度の 憤は ，絨毛性疾患 の 管理 に お い て ， 血 中に

trophoblast由来 の hCG が 存在す る か 否 か 判断

が 困難 で あるた め ，感度 は O．5ng／m1 と劣 るが
， 抗

hCG β，
　hRP 一抗 hCG に よ る サ ン ドイ ッ チ 法 を用

い た．

，正常人男女，LH 　surge ，更年期婦人 の 尿 ， 血清

の EIA の 測定値よ り，
2ng／ml を cut 　off 　pointと

した．

　絨毛性疾 患治療中患者 の EIA に よ る血 中 hCG

と HAR 法 に よ る尿 中 hCG の 変化 を比較す る と

HAR 塗で 卵巣機能が ある場合 401U〃 以下 ， な い

場合 801U〃 以下 の い わ ゆ る LH レ ベ ル
4）に 下 降

す る時期 と，EIA の 正 常値 2ng（15mIU ）／ml 以下　　　 ノ
に 下降す る時期 は ，一般に 前老が早 か つ た ，と く

に 症例 3 で は
， 子宮＋ 両側付属器摘 出，化学療法

に よ り，HAR 法 に よ る尿 中 hCG は す み や か に

LH レ ベ ル に 下降 した が
，
　EIA に よ る 血 中 hCG は

約 2 ヵ 月遅れ て 正 常値に なつ た．本症例は
， HAR

法で判断した場合 ， 3 コ
ー

ス の 追加化学療 法を行

小林 他 771

なつ た こ とに なるが ， EIA の 値 からみ る と追加化

学療法は 行な つ て い な い こ とに な る。 しか し本例

は
， 組織学的 に 破壊奇胎で ある こ とが確認され て

い る こ と ， 転移病巣 が認め られ な い こ と，化学療

法の 副作用が強い こ と，過去 の 再発症例の 分析結

果
3）5）を考慮に い れ ， 追加化学療法 を行なわ ず外来

で follow　 up

’
し て い る が

， 現在ま で 尿 中，
血 中

hCG と も正 常値を持続 して い る，

　症例 4 は 絨毛癌再発症例で あるが ， HAR 法で

は 3 ヵ 月以上 LH レ ベ ル を持続 ，
　 HAR 法 に よ る

寛解基準を満 た し て い るが 215）
， 血 中 hCG は 治療

に よ る
一

過 性上 昇を示 し
， 寛解とは判定 で ぎない ，

こ の よ うに
， 治療中の絨毛性疾患患者の管理 に お

い て は
， EIA に よ る 血 中 hCG の 測定は

， 寛解の 判

定 ， 治療の 打ち切 りの 時期判定 に つ い て HAR 法

よ りす ぐれて い る と考え られ る．

　絨毛性疾患 治療中患者 の HAR 法 で LH レ ベ

ル を示す時…期の 血 清，91検体 の EIA 値は，51検体

56％が正常値を示すが，40検体 44％は hCG が検出

され ， HAR 法で 51U〃 を示す時 の 血 中 hCG 値は

最高15．8ng／m1 で あっ た．

　HAR 法で LH レ ベ ル を示 す 時 の 血 中 EIA 値

は follow　up 患者で は 再発例を除 くと正常値 を示

し た が
， 症例 1 の 絨毛癌再発症例で は ， HAR 法で

801U〃 以下 の 時期で も，　 EIA に よ る血 中 hCG は

上 昇 を続け，約 2 ヵ月遅れ て HAR 法 に よ る尿 中

hCG は LH レ ベ ル を越 え上昇した．

　こ の よ うに 絨毛性 疾患治療中及 び 外来 follow

up 患者 の 管理 に 本 EIA に よ る 血 中 hCG の 測 定

は有用な方法で ある と結論される ，
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