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    学位論文題名

  便 中 Hb－ Hp複 合 体 測 定 に よ る

下部消化管疾患の新しい診断法の開発

学位論文内容の要旨

  目的

  近年の大腸癌の増加に伴い本邦において開始された集団検診の1次スクリーニン

グ法として，ヒトHbを抗原とする免疫学的便潜血反応が用いられている．大腸内

視鏡検査との併用によるスクリーニングの結果，免疫法僞陰性の大腸癌が報告され

るようになりその限界が明らかとなってきた．そこで本研究ではimmunoradiometric

assay (IRMA)を用いてヒトHbの免疫法を基礎的に検討して，より感度と特異性の

高い便潜血マーカー一としてへモグロピンーハプトグロビン(Hb-Hp）複合体の

IRMAを確立し，その臨床的意義を検討した．

  方法

  1．抗原および特異抗体の作製

  Williamsらの方法に基づぃて精製したヒトHbへとシグマ社製精製ヒ・トHpとを重

量比2:1で混合し，37℃，30分問反応させSephacryl S-300カラムを用いてゲル濾過

を行ない，Hb―Hp複合体を精製した．精製ヒトHbへ，精製ヒトHp，精製ヒト

Hb-Hp複合体を家兎に免疫して得た抗血清をそれぞれの抗原を結合させたアフイニ
テイカラムに通して特異ポリクローナル抗体を精製した．

  2．ヒトHb，HpおよびHb-Hp複合体に対するIRMA系の作製

，各抗原に対する特異抗体を結合させたU型プレートに標準抗原または被検検体を

加え室温で2時間反応させた後，’Iodogen法により125I標識した特異抗体を約10万cpm
添加し，室温で16時間反応させてプレートに結合した放射活性を測定した．IRMA

系 の ヒ ト 特 異 性に ついて は動 物Hbお よび 動物血 清を 用いて 検討 した．

  3．胃液および糞便抽出液によるHb，Hb-Hp複合体の変化

  健康成人より採取した胃液にHbあるいはHb-Hp複合体を混合し，37℃下にイン
キュベーションして抗原活性の経時的変化をIRMA系により測定した．一方，Hbあ

るいはHb-Hp複合体に含まれるhemeのぺルオキシダーゼ活性の変化をGuaiac法にて

定性的に検索した．同様の検討を健康成人より採取した糞便の抽出液についても行

なった．



  4.臨床的検討

  269例の患者より特別な食餌制限を行なわずに糞便検体を得た．内訳は大腸癌48

例，大腸腺腫64例，炎症性腸疾患33例(Crohn病11例，潰瘍性大腸炎11例，単純性

潰瘍5例，放射線直腸炎4例，大腸結核2例），上部消化管疾患65例（胃・十二指腸

潰瘍29例，胃癌21例，非上皮性腫瘍8例，胃ポリープ7例），非消化管疾患59例であ

る．正常値の設定のために上部およぴ下部消化管内視鏡により病変を認めず，一般

血液・生化学的検査において異常のない者61例を健常者とした．糞便2ケ所より40LL1

ずつ採取しO.l%加0.5Mリン酸緩衝液3m10こて溶解混和した後遠沈した上清を検体と

して測定まで凍結保存した．

    ．．

  結果

  1． 1RMA系の特異性

  Hb，Hp，Hb－Hp複 合体IRMA系の測 定可能範囲 は3.125～800ng/mlであった・

Hb-IRMAは Hpとの問に交叉反応を示さず，Hp-IRMAはHbとの間に交叉反応を示さ

なかっ た．Hb―Hp複合体IRMA系はHb，Hpの両者と反応した．ヒト特異性につい

てはHb-LRMAにおいてヒヒおよびイヌのHbとの間に弱い交叉反応を示した他は諸

種動物Hbまたは血清との間に反応はみられなかった．

  2.胃 液 ， 糞 便 抽 出 液 に よ る Hb， Hb-Hp複 合 体 の 抗 原 性 の 経 時 的 変 化

  テトラガストリン負荷により採取した胃液(pHl.8，ペプシン活性1.15Tyr.単位

/ml)によりHbおよびHb－Hp複合体の抗原活性は速やかに低下したが，Hbが15分で

検出不能となるのに対し，Hb-Hp複合体は30分後でも測定可能であり，抗原性の低

下には有意差が認められた（pく0.05）．糞便抽出液中においてHbは15分後に67ワ。，

60分後に23ワ。と急速に抗原性が低下し，4時間後には40/0となったのに対し，Hb-Hp複

合体は60分で80ワ。，4時間後でも530hの抗原性を保持しており，より安定であった

（pく0.01）．胃液，糞便抽出液いずれの場合にも同時に測定したGuaiac法による

Hbの定性反応は保たれており，Hbの抗原性の低下はグロビン部分の消化に基づく

ことが示唆された・

  3.臨床成績

  健常者 の検討から ，糞便中の Hbの正常値を 10ng/ml以下，HpはSng/ml以下，

Hb‐ Hp複 合 体 は 10ng/In1以 下 と 設 定 し ， そ れ 以 上 を 陽 性 と 判 定 し た ．

  糞便中Hb陽性率は，大腸癌72．9ワ。，大腸腺腫43．8％，炎症性腸疾患48．9％，上部

消化管疾患46．2ワ。であった．非消化管疾患での陽性率は18．6％であったが，いずれも

30nび m1以 下 で 消 化 管 疾 患 群と の 間に 有 意 差が 認 めら れ た（ pくO． 01） ．

  糞便中Hp陽性率は，大腸癌の85．4％，大腸腺腫71．9％，炎症性腸疾患85ワ。，上部

消化管疾患52．3％であった．非消化管疾患の陽性率はHbと同様18．6％であった・

  糞便中Hb―Hp複合体陽性率は，大腸癌91．7％，大腸腺腫87．5ワ。，炎症性腸疾患

88．9％，上部消化管疾患69．2ワ。であった．非消化管疾患の陽性率は16．9ワ。であった・

  Guむac法の陽性率は大腸癌83．3ワ。，大腸腺腫51．5％，炎症性腸疾患64．4ワ。，上部消

化管疾患61．5ワ。，非消化管疾患33．9ワ。，正常者26．2ワ。であり，免疫学的潜血反応に比



べて正常者における偽陽性が有意に高く，HbーHp複合体との比較では大腸腺腫・上
部消化管疾患での陽性率が有意に低かった（pく0.01）．
  大腸癌においてHb-Hp複合体はHbよりも有意に陽性率が高く（pく0.05），部位別
には脾弯曲よりも近位の癌の陽性率が有意に高かった（pく0.05)．大腸腺腫では，
Hb-Hp複合体の陽性率が大きさ別，部位別ともにHb，Guaiac法よりも有意に高かっ
た（pく0.01）．
  糞便中Hb濃度が10ng/ml以上である場合脾弯曲よりも遠位の病変である確率が高
く，値が高いほど肛門側からの出血であることが考えられるのに対して，Hb-Hp複
合体濃度は部位による差が認められなかった．
  考察
  今回の検討から，出血によって消化管内に漏出したHbのグロピン鎖が消化液お
よぴ糞便による消化を受けることが免疫学的便潜血反応僞陰性の原因のひとっと考
えられた．そこで赤血球成分であるHbのほかに血漿蛋白成分であり，Hbと複合体
をっくるHpをも併せて測定するHbーHp複合体のIRMA系を考案した．Hb-Hp複合体
は試験管内において消化液および糞便中で遊離Hbよりも安定であり，臨床例での
成績でも大腸癌，大腸腺腫のみならず上部消化管疾患においてもHbよりも感度が
高く，僞陽性率はHbと同等でGuaiac法よりもはるかに低かった．糞便中Hbが下部
消化管のより遠位の病変に特異的であるのに対し，糞便中Hb-Hp複合体は部位に関
係のない消化管疾患の診断のマーカーとして有用であることが示唆された・
  結語
  新しい免疫学的便潜血反応法としてヒトHbとヒトHpの両者を検出し得るHb-Hp
複合体のIRMA系を確立した．基礎的ならびに臨床的検討において消化管疾患にお
ける潜血反応偽陰性を減少せしめ，消化管出血のマーカーとして有用であることが
示唆された．



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

  便中HbーHp複合体測定による

下部消化管疾患の新しい診断法の開発

    目的

下部消化管疾患に感度・特異性の高い便潜血マーカーとしてヘモグロビンーハプ

トグロビン(Hb－Hp)複合体のimmunoradiometric assay(IRMA)を確立し，その臨床

的意義を検討した．

    方法

  1．IRMAの作製

Williamsらの方法により精製したヒトHbへとシグマ社製精製ヒトHpとを混合し，

ゲル濾過を行ない，Hb-Hp複合体を精製した．精製ヒトHb，Hp，Hb-Hp複合体を

家兎に免疫して得た抗血清から特異抗体を精製した．各抗原に対する特異抗体結合

プレートに標準抗原または検体を加えて反応させた後，1251標識した特異抗体を添

加し，固相結合放射活性を測定した，

  2. IRMAの特異性の検討

  ヒトHb，HpならぴにHb-Hp複合体の特異性について各抗原と異種動物Hbおよび

血清を用いて検討した．

  3.胃液および糞便抽出液によるHb，Hb―Hp複合体の変化

  健康成人より採取した胃液および糞便抽出液にHbまたはHb-Hp複合体を混合し，

37℃下の抗原活性の変化を経時的に検討した．

  4.臨床的検討

  269例の患者（大腸癌48例，大腸腺腫64例，炎症性腸疾患33例，上部消化管疾患

65例，非消化管疾患59例）より得た糞便から約40Ltlを採取し，リン酸緩衝液3ml(こ

溶解混和の後遠沈した上清を検体とした．
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    結果

  1．IRMA系の特異性

  各IRMA系の測定可能範囲は3.125～800ng/mlであった．Hb-IRMAはHpとの間に，

Hp-IRMAはHbとの間に交叉反応を示さなかった．Hb-Hp複合体IRMA系はHb，Hp

の両者と反応した．ヒト特異性についてはヒヒ・イヌのHbとヒヒ血清との間に弱

い交叉反応を示した他は反応はみられなかった．

  2.胃 液 ， 糞 便 抽出 液 によ る Hb， Hb-Hp複合 体の 抗 原性 の 経時 的 変化

  胃液によりHbが15分で検出不能となるのに対し，Hb－Hp複合体は30分後でも検

出され，抗原性の低下に有意差が認められた（pく0.05）．糞便抽出液中において

Hbは60分後に23%，4時間後に4%と抗原性が低下したのに対し，Hb-Hp複合体は60

分で80%，4時間後でも53％の抗原性を保持しており，より安定であったくpく0.01）．

いずれの場合にもグアヤック法によるぺルオキシダーゼ反応は保たれていた・

  3．臨床成績

  消化管病変を認めない健常者61例の検討から糞便中のHbの正常値を10ng/ml以下，

HpはSng/ml以下，Hb-Hp複合体は10ng/ml以下と設定し，それ以上を陽性とした．

  糞便中Hb-Hp複合体陽性率は，大腸癌91.7％，大腸腺腫87.5%，炎症性腸疾患

88.9010，上部消化管疾患69.20/0であった．非消化管疾患の陽性率は16.9u/oであった．

  糞便中Hb陽性率は，大腸癌72.9 010，大腸腺腫43.80/0，炎症性腸疾患48.90/0，上部

消化管疾患46.2ワ。であった．，非消化管疾患での陽性率は18．6%であった・

  糞便中Hp陽性率は，大腸癌の85.4u/0，大腸腺腫71.9 010，炎症性腸疾患85 010，上部

消化管 疾患52.3％であった．非消化管疾患の陽性率は18.6%であった．・

  大腸癌においてHb-Hp複合体はHbよりも有意に陽性率が高く（pく0.05），部位別

には脾弯曲よりも口側の癌の陽性率が有意に高かった（pく0.05)．大腸腺腫では，

Hb-Hp複合体の陽性率が大きさ別，部位別ともにHb，グアヤック法よりも有意に

高かった（pく0.01）．

  グアヤック法の陽性率は大腸癌83.3％，大腸腺腫51.5％，炎症性腸疾患64.4 010，上

部消化管疾患61.5 010，非消化管疾患33.9%，正常者26.2%であり，免疫学的潜血反応

に比ぺて偽陽性が有意に高かった（pく0.01）・

  糞便中Hb濃度が高いほど大腸の肛門側からの出血であることが考えられるのに

対 し て ， Hb-Hp複 合 体 濃 度 は 部 位 に よ る 差 が 認 め ら れ な か っ た ．

    考察および結語

  免疫学的便潜血反応僞陰性の原因のひとっとしてHbのグ口ビン鎖が消化液およ

び糞便によって消化を受けることが考えられたため，赤血球成分であるHbのほか

に血漿蛋白成分であるHpをも併せて測定するHb―Hp複合体のIRMA系を考案した．

  Hb-Hp複合体は試験管内において胃液および糞便中でHbよりも安定であり，臨

床成績では下部消化管のみならず上部消化管疾患においてもHbよりも感度が高く，



僞陽性率はHbと同等でグアヤック法よりもはるかに低かった．糞便中Hbが下部消

化管のより肛門側の病変に特異的であるのに対し，糞便中Hb-Hp複合体は下部のみ

ならず上部をも含めた消化管疾患の診断のマーカーとして有用であることが示唆さ

れた．

  以上により，本研究は博士（医学）の学位論文として妥当なものと判断される．


