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A latexagglutinationphotometricimmunoassaymethodwasdevelopedt･omeasure
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which was obtained rronla patient･. TheSAAcontent･wasdeterminedelectropho-

reticallyandtheresultwasusedastheassaystandard. Thisrapidandeasymethod

isexpectedtobeappliedfortheroutineuses.

fiealth valuesofSAA weresomewhathigherthant･hoseofC-reactiveprotein
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proteinschangedinparallel. ThelogSAA vslogCRPratioshowedessentiallyt･he

samevaluesinpatientswithrheumatoidarthritis,gastrointest･inalcancer,lungcanncer,

acutemyocardialinfarction,surgicaloperationandbact･erialpneum onia,whilesignifi-

cantlyhigervalueswereobtainedinpatientswithrubellosis,cytom egalovirusinfection
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alwaysbecontrolledbythesamemechanisms,andt-hemeasurrnentofSAA wouldtだ

orvalueincertaindisorders.
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緒 R

Serum amyloidA (SAA)は,分十鼠11,丁oo(,')糖

を含まない一本錬蛋白1､である.また全身性1'い-1(トー

シスのうち,慢性炎症性疾患に合併する型 (AA タイ

プアミ四イド-シス)で組織をこ沈着する線維物質の妾寮

構成蛋白である AA ペプチ ドの血中前駆体とされてい

る2､3､..その血中濃度は.鋭敏な急性期反応物質の ･-1

としで l､,炎症性疾患の活動性iこ応 卜酎射･こ変動する.

本蛋白は.血中では Hig.tldens巾,1ip(lprotein(Ht)L)

車に存在するアポリポ蛋白であり5),-漫綿製した SAA

と fiDL に存在 している状腰のものとでは抗 SAA 抗

体との反応に差異がある6).これまで SAA の定量は,

radioimmunoこlSS;･lyLRIA)I:＼ 免疫拡散法か 9､enzl111e

iTT･lTllun(1こISSa),(ETA).O･11ソ亡どiこよってきたが.測定

時の標準物質の規定法はタ試料の処理法に違いがあるこ

とから,その報告値をこ統一性がなかった.また,これら

の方法では測定をこ長時間を要し,かつ煩雑であるなどの

問願もあった.本研究では,日常検査-の応周を目的をこ,

迅速,簡便で,標準化も容易なラテックス凝集免疫比濁

法をこよる自動化定量法を新たに開発したので,報告する.

血清 SAA 値は,悪性腫項 7､.12､.心筋梗塞13㌧ 慢恨

関節 リウマチ7)9)14)などの炎症性疾患で,それぞれの病

態を良く反映するとされているが,このような目的をこぼ,

C-reactiヽ･eprotein(CRP)が .一般によく利用さIlてき

た.南蛮由は強 く相関する且5)との報告もあるが,標準

化された測定系での評価がないことなどから,比較検討

が不充分であった.そこで轟研究では,いくつかの疾患

群につき.今rnj開発された測定法による SAA 値と CRP

値をそれぞれ求め,その挙動を比較評価 した.本稿では,

その成績をもとに SAA 測定の臨床的有用性iこついて

も述べてふたい.

対 象 と 方 法

1. 対 象

健常正常値の検討i二は､115例 (男60例.女.55例.20

歳か↓T:)6O歳まで10歳ごとiこ均等に分布)の健常血清を使

用した.また6人L')鰹常成人ボうン:'L-(~了力､ド'経時,経

目的に採取された血清阜)測定にfJliLた.疾患で(I)検討に

は.表 1に示す患者血清を使用した. 心筋梗塞.腎臓

移植患者をこついては, 経過中の敬意の血清を測定 した.

風疹,サイ トメガ田ウイルス感染をこついては,臨床症状

があり.抗･17･LTJL-くIgM 抗体が陽性になった時点での

血清を測定 した.細菌性肺炎以外の疾患では,明らかな

細菌感激症が認められた場合はこれを除外した.血清試

棉.よ.測定時まで,-20℃または-80℃に凍結保存した.

2. 方 法

2.1 :iナリIjス免疫比濁法 (LA)による SAA 定

最

持) SAA の精製と抗 SAA 抗体の作製

慢性関節 リウマチ患者の血凍変換時のろ過液から,既

報161'に準 L+HDL を採取後,6M 尿素下の S亡､Phaeryl

S-4()O(Pharmacia)で2回.Super･(1Se12(同)で 1

回のゲルろ過を行い SAA を調整 した. しかし,この

分画には,Il●′Lブミン.Tがりポ^I.ll,cm蛋白の

共存がfムノプロ､リ卜法で確認されたので,それぞれの

Table1 SAA andCRPvalueininflammatorydis()rders

I)iseasP n♯ 白AA CRP logSju lo

1) rheumatoidarthritiswithoutamyloidosis 3(ー 245.4±191.0 38.9±24.7 I.52±0.17

21 rheumat(ーidarthritiswithamyloidosis 10 187.9±206.5 29.1±一6.0 1.50±0.19

3) 郎lStrOintestinattractcaneer 14 59.1士30.9 15.1±11.0 1,51±0,17

車 1ungcaneeLT- 10 9-.1±92.7 20.6±14.4 1.49±0.19

封 aCutemYOCardialinfaTCtion 5 51(一,5±343.1 loo.1±69.6 1.41±0.21

6) surgicaloperation lO 330.6士28-.0 37.6±19.9 1.60j=0.22

7) bacterialpneumonia 8 336.6±238.4 46.4±23.6 1.53±0.20

8) rubellosis 6 25,6±9.32 4.5±2.2 2.50*±0.85

91 cytomegalo -ヽirusinfeetion 5 63.6士53.7 9.4±7.1 2.06*±0.39

10) renalallograftrejection 5 143.2±87.2 7.6±2.9 3.05*±0.92

I)ilt(,1areShownasrllmln± SI)い11gい .♯NumberofsanlPles.*Tht7meanissig11ifieとIntly

different(pく0.00日 from thatofl1I()71group.
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蛋白に対する抗血清 (栄研化学)で吸収操作を行い､巌

清ア′しブミソを標準とした LowTy法によ--,た.抗 SAA

抗体は,精魁蛋白を Freundの完全丁ジ:1′ミントで懸

濁 して家兎に毎週 1mgずつ乾 卜注射 し. 3--6･JHj

操にrtTl清を採取 し,Ⅰ)EAI二-tl_I,Lt~-:Jく tPhこlrmaCit,ll

I(才･ソ交換 'Jl:,-1!トゲ:Ji-)(一により得た Ig{:,画分上

した.

(2) 分析手順

本研究では,物坪吸着法17､iこより,I_)テLソ'′二く粒子

20/LILL_をこ汀℃て反応させ,▲10秒後と54O秒後の 58511m

における吸光度〔?う増加を求LV).検敏線より濃度換符する

Lip_いう方法をt:,た.1､人卜は免疫聴取 測 定 装 置 Lノし2(XX)16､.

(栄研化学)により.日動処理 さ れ た . 標 準 物 質 . 血 清

の希釈i二は 0.5m()I.:LI-fllIl'll;S, pH 7.5 を 使 作目 _た .

(31 標準物質 (標準 Ⅰ-1~1)lJ) tr)作 魁

Godeniri､)6､の方法 に 準 し∴ 精 製 川 )lJ の SA^ 含

高値の-∴患者血 清 に くい )超 遠 心 法 と SLIPh ;/,I(le光 Cr 200

(pharmacia)で の で ,Lろ 過 に よ り f寸r)L を 柄 製 L, 段

階希釈 した柿製 SA A と 共 に , 12,% Sr)Slポ り ~′'!J l)

･lI,'ミド電気泳動 (SDS-PAGl･.:)で 分 離 後 .分 子 鼠 12.tXX)

に相当する SAA の染色帯かLt〕デ ン .I ト メ ト リ M に tL

2.2 酵素免疫測定法 (ETA)による SAA定巌

抗 SA^ 抗休LT)ビオチン標識抗 SAA 抗体により試料

キシJ/--ゼを反応させそtJ)発色を定量 した.既報9､で

は,抗体としてアミrT†ド組織か⊥■-)抽出した AA 蛋白

を免疫 LT.得LL.)わた抗 AA 抗体を,また漂準物質とし

て精製 SAA を_i~f二常血清に添加したものを使用したが,

ここではそれぞれ 2.1節で述べた抗 SAA抗体t_,

標準 HDLを用いた.既報との相関は良好 (r-().978,

n-34)であった.本法は.高感度法として 健常者血清

の測定に使用 した.

2.3CRPの定量

CRPは,抗 CRP抗体結合ラテ..,･/7て試薬とFL]動分

析装置 BehringNephelometet･Analyzer(ともにヘキ

ストジャパン)を用いてネフェロメトリーn･･一法によって定

農 した.また高感度法として,抗 CRP抗体とべ′レイ･

キシダーーゼ標識抗 CRP抗体 (ともに DAKO)による

サ ン ドイ･ソチ EIA法を実施 した.両法とも-キスト社

2. /1 測定-I,-ご1-･JjcT)評価

各疾 患 で L･'lSAA値と CRP値の関係を評価するた

め . 濃 度 値 (mg:lJ~)を対数に変換 し.そし71比 (logSAA･

loLr('1そ1)〕 Lf.:aLIJ.した.

結 果

1. LA 法の評価

標準 トⅠ~l)1..封洋々希釈した6点し7)測定か左0.96-30.7

rug:L L7)範抑tr)検鼠線が得['わた し図 11.10回同時

測定し･')iTl二規性 し(ー＼11は3.5Q6V~C_:㌔ 5日間JIE-1差再現性
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モ ゲr7ビン 450mg:dl,中性脂肪 1200mg/dlまでの

it･存iこよる影響は.んLT)か7Llかつた.同 じ測定標準を用い

たEIA法上の比較では.相関棟数 r==().998であー､

た し図 21.

2.標準物質決定法の評価

標準 HDLを採取 した患者とは別の5名の SAA高

値患者よりそれぞれ Hl)L を精製し,SDSIPAGF.汰

と LA 法による SAA 値を比較し, その結果を表 2

に示 した.

3.健常値と経常個人内変動

EIA 法で測定 した健常 人の 100例 (TIS()例一女̀50例,

20--.GO歳)の SAA 値は対数正規型に分布 し,対数変

換後の平均値は 1.1mgL. 平均値±2SD の範囲は

お.60歳以 l二の15例ではそ(.7)うち多 く (8例)が 5.O

mg.L以上を示 したため, 統計処坪か上､)除いた. 同 じ

関は ().15 --,0 .76 m g . I.. で 糸 一)た . 3 例 の 経 常 成 人 の牛
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後 8時かt-t了f二後 8時 までの 3時間毎L7)SAA (7)測定で

は いずれ も 1.0mg:1_一tM勺の変動で明L､- か在日内変

された CRI)に平/fj'した (図 3).

こ1. 各疾患での測定値

発症後,数時間かLI-'li-HJJ勺(-77血清が入手 しえた急性

心筋梗塞例3例L7)経過血清に-'~)き,SAA と CRlJLr)餐

動を検討 した し図 41.両蛋白とも3日臼にど- γに達

する平行 Lた変動を示 した.発作後 6時間目の血清が入

手しえた患者 KH では.こLT)時期ですでに SAA は 311

mg-:Lと異常値を呈 したが.CRPは ネ7二1-ロ J卜り-一

法の検出限界である 1.4m鑑札 以下であった.

各疾患群でLT)SAA 値は広 く分布 したが.10gSAA LL

logCRP は慢性関節 りr17て+,消化器癌,丹翻鼠 心筋

梗塞,外科手術後,細菌性肺炎(り各疾患群で 1.5付近に

収束した. 弓jl.風疹,サ 1'トメガr7-J7[/して感染症.

および臨沫症状や血清 一,'し-:･'+こン_I:_昇かと､-腎移植拒絶
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logCRl)が前述n群に比べ有意に高く左--た (表 1上

長期に追跡 Lた腎移植患者例を図 5iこ呈示したが, 1

回Ht~里巨絶時は, 尿路感染を併発していたため CRP

も高値にな一一､たが.感染が否定されたL)回F十では CRl'

ほJtJjU､かな.__【二昇を示さなか--,ナ∴ また経適中.CRPが

健常範囲にあり臨床的にも拒絶反応を認打JJ安定 した時

期i･こもかか,Ili十デ､SA./1は持続 して軽度の異常値を示

した.こLr)傾向は他LT)1)例でも確認された.

考 察

SAA は,AA アミロイド線維蛋白の血中前駆体であ

ることが実験的にも証明されており19㌧ その存在自体

が病因的な意味を持っている,この意味で他の急性期蛋

白に比べ,測定の意義は高いものと考えられる.アミロ

イドーシスをこついては,寒蛋白の血中濃度の高値持続に

なんらかの要因が加わりアミロイド沈斎-と進むものと

想定されている3.. したが-･.､て､慢性関節 りrL/て+をは

じめとする AA アミロイ ドーシスの合併率の高い慢性

炎症性疾患では,SAA 値の経過観察が必要と考えられ,

また 一江合併 した後でも,沈着蛍増加による腎不全への

進行を監視するためをこ定期的に謝留意すべきとの意見があ

る'10㌦ しかし,現時点では Ŝ A はI.~]'Fdf-紺勺に測定され

る 検 査 には至ってい左い.こ(')理由としては 第--に本

蛋白測定のための汲済性の高い方法が確立されていなかっ

たこと,第二をこ炎症性疾患の管理指標として,CRP を

上回る意義がはっきりしていなかったことがあげられる.

本研究では,SAA 窪慶のためのラテックス凝集免疫

比濁 軋A)法を開発するにあたり,SAA の稀製法か

ら再検討 した.m Lからゲル頗過により精製されたも

のは,高感度のイムノブロット法では,アルブミン,HDL

アポ蛮由群を含むことが分かり,これらの吸収操作によ

りはじめて鈍化が連せられた.得られた抗血清もイムノ

プロット法にと予SAA のみをこ反応するという特異性が

確認された.今回開発 した LA 法は､自動化測定機へ

L71応用iこよIl.10分1再知こ測定結果が得tT)Itるというこ

れまでをこない迅速なあのでありチ再現性および,既存の

した方法と考えられた.

SAA は.HI)IJと会合している状態では安定である

那,構製されたものは通常の数理的緩衝液車では難溶性

で,凍解し易いなくiI:ノド安定左惟質を持--.).したがって測

i-パよ,精製 SAA を標準に用い,血清試料中C')SA人

も脱胎操作に上り精製 SAA に近い状態iこすることで

ある.または.SAA 含健既知L71血清か Lll)L を用い,

無地押L7)血清試料を測定する方法である.前:A･につき予

備的に検討した上ニ/一.血清を酸 (().lN I･･.iC圧 -j'/i

てヰ),精髄 SAA 上希釈による免疫反応態度に.-1致が

jtLL-わなかつた.二才‖ま免疫拡散法,tlIlA.本 IJA 法

のいずれの系でも同じ傾向であった.前勉理をしても免

疫反応時には生理的溶液に再び曝されるたれ 不安定左

性質が常をこ問題をこなるためと思われた,また争なをこより

も血清の前処理を粟することは,日常検査としての応用

を考える上で不利であるためタ精製 SAA を測定標準

とする検討は行わなかった,後者に関 して,既報即 で

は精製 SAA を希釈正常血清をこ添加するという方法を

とったが,厳密をこぼ正確性に欠けるものであった.今回

は.Godelliri1-6＼が RIA L7)糸でF机 ､た 1患者(:.T)HDL

を標準にするという方法を試みた.この標準化法によっ

は 別に SDSIPAGE法て求めi■)わた値に.それぞ,1110

(r)決定法は.本 1,A 系でも妥当Li-_考:tit)わた.こL7)標

準物質を用い.EIA 法で求人t)た鰹 常 人における Ŝ A

(T)平均値 l.1mgL は､Godenirロ トLT)それ LEJi1.66

mg∵L､女 2.81mg:L)にはば近似 し ていた.

SAA､CltPなどし')急性期蛋白群は,炎症刺激iこより

1亡Iukin-満 たし.L:L')モノカ1'ンハ作用で肝細胞iこおいて合

成さ,11る-2ll･.多くの炎症性疾患で SAA と CRr)が高

度に相関するのは.両蛋白の産生がこの同しメカニズム

をこよって制御されているためと思われる.健常者の雨蛋

白がある程度の終日変動を示したことは,生理的状態に

おいても,たとえば何らかのス トレスをこよって上記モノ

カインのレベルが変動 していることが推察され,興味深

い.両蛋白の時間的変動については,健常者,急性心筋

梗塞患者においても完全iこ平行 Lたことから,産性刺激

を受けてかLL,,.合成に至るまでの時間が両者とも同じで

あると想渡される.急性心筋梗塞例のうち-例では発作

後6時間という早期に SAA L7)jlが異常を呈 したこと

は,SAA の基礎 しベILが CRP〔')それよりも若干高く,

娩出が容易であったためと考えられた.つま吟,健常城

からの激妙な変動を把嬢するをこぼ SAA のほうが有利

といえる.

各疾患での SAA と CRPi//T)値の開陳を評価す るた

めに.Mauryt5､は両蛋白CT)測定値Ll)比 をLL-_-)た. しか

し.両蛋白の変動幅が大きく異なるため,こしT)値には相
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的に増減することを考慮 し.測定値の対数の比をと一一､て

評価 した.その紡果,慢性関節 -I,LJて+など,通常 CltP

が高値となる疾患では,1ogSAA.:logCRP Lははは類似

した値を示 し.両蛋白の濃度値はある規則的な関係をも-､

て相関することがより明確とな一一一､た.よ-.-､てこかL､'の疾

患で亡･よ.CRP と SÂ の両者を測定する音義は乏 しい

といえる.

併した患者群と合併 していない群でこの比を比較 したが,

有意差はな く.既報9､15､のごとく前駆体 SAA の濃度

値からアミロイ ド-シスの存在は推定できなかった.普

者は SAA の多型性に着 日し,各T l､ノI7十一一ム別の

定量を行t∴ 1-'ミロ1′ト -シスに個有の硬化を検討 して

も論 してい るように,同症発生以前かr-'長期的に SAA

値を観察して解析する必要があると考えと､'Ilる.

風疹,サ(トメ1jlロ巾1'′Lス感染症,腎移植拒絶時で

は.logSAA.:logClミr--'は高 くな-､た.麻疹.風疹,サ

1'トメガU.帯状庖疹り(,し-LなどL,')rt71′L.く感染症 に

おいては,SAA が上界するLl二いう報苦-ill"15､がある仇

CRYLJ･_t7ー)比較はなされていない.今｢(･,lJ')成績では,Ŝ A

細菌性肺炎では両者は規則的研削範を示 した.この結果

かド).両蛋自測定により感染症をr17(′レス性か細菌性か

分別できることも期待されるが,さl'バこ多数例.-で(7)検討

が必要と思われる.腎移植については.すでに Maury

Lt_つが.SAA値が拒絶反応Ll)標数となること12削,そして

その際,CRI)よ;)J二昇度L',T)高いこと151を論 しているが.

今回の成績 も こJ.Lを支持するものであ一一一た.

SAA と CRP の 関係がこれらの病態で不均衡となる

原 因 は , 現 在 の と こ ろ 不 明である.SAA と CRPのど

ち ら に 起 因 す る の か ､ ま た , 蛋白の産性と異化のどち己LL)

に 原 因 が あ る の か を探 -〕て い か 加ナナ日が亡らない.腎移

植 に お い て は, 明 i㌦かな拒 絶 が な く安 定した時期でもSAA

な 免疫 反 応 , あ る い は , 薬 剤 に よ る 免 疫 抑 制 状態がSAA

の 産 性 を 先 進 させ て い る か , 異 化 を 遅 lT-せ て い る可能性

が 考 え t■-)れ る.

結 論

血清 SAA の是 農 法 と して , う チ リ ')ス凝集免疫比

濁法を開発 Lた.本法は.迅速,簡 便.定展性iこ優れて

おi),Fl常検査-の応用が期待された.

各疾患における検討成績か!丁-),CItP と比 較 した SAA

測定の臨床的有用性としては,

(1)CRl)より基礎しべ′Lが高 く.餐動 幅 も顕 著 で あ る

たれ 変動を捉え易い.

(2)rL)イ′しス感染症,腎移植患者での経過 観 察 の 指 標 上

なる.

LJJ二CT)可能性が示唆 された.
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