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ガストリンのradioimmunoassayに関する検討

一
Dextran・coated　charcoal法とPolyethylene　glycol法の比較一

松　岡　　　徹＊　　福　地

尾上公一＊＊　木戸

稔＊＊　南本正篤＊＊
亮＊　　永　井　清　保＊

1．はじめに

　ガストリンのradioimmunoassay（以下RIAと

略す）は，1968年McGuigan1）・2）が抗ガストリン

抗体の作製に成功したことを端緒として，その後

McGuiganら3）やYalowら4）1こよりその確立が報

告された．ところがガストリンは分子量が比較的

小さく，RIAに供しうる良好な抗体を作製するこ

とが困難であったため，ガストリンのRIAが一一

般的に普及するには至らなかった，最近わが国に

おいてガストリンのRIAキットが開発され，臨

床的に応用されつつある5）・6）．著者らもすでに，こ

のキットにつき基礎的検討をおこない，十分臨床

応用が可能であることを確かめ報告した7）・8）．今

回著者らはガストリンRIAの抗体結合型（bound，

以下Bと略す）と遊離型（free，以下Fと略す）の

分離法として，Dextran－coated　charcoa1（以下DC

と略す）法とPolyethylene　glyco1（以下PEGと略

す）法を用い，両者の比較をおこなったので，そ

の成績につき報告する．
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　RIAの材料はダイナボットRI研究所より提供

されたものを用いた．特異性の検討には，　tetra－

gastrin（日水化薬），　pentagastrin（住友化学），

cholecystokinin－pancreozymin（以下CCK－PZと略

す一The　Boots，　Co．）およびsecretin（The　Boots，

Co．）を用いた．

　2）　ガストリンRIAの方法

　①DC法
　0～800pg／mlの濃度に調整した標準ガストリン

または血清試料0．lm1に，1251標識ガストリン

および抗ガストリン家兎血清を各0．1m1加え，

標準曲線用のtubeには蛋白濃度を補正するため

gastrin－free　serum　O．1　mlを加え，さらに0．02M

barbital　buffer，　PH　8．0（0．2％egg　albumin含有）

にて全量0．5mlとして4°Cにて24時間incubate

した．B・F分離に際しては，あらかじめ4°Cと

しておいたDC液1．Om1を加えて撹拝後4°Cに

15分間放置，その後4°Cにて3，000rpm　15分間

遠沈した．上清を吸引除去した後，charcoa1に吸

着したFの放射活性を測定した．

　②　PEG法
　0～800P9／m1の濃度の標準ガストリンまたは血

清試料0．1mlに，1251標識ガストリンおよび抗ガ

ストリン家兎血清各0．1m1を加え，全量0．3ml

にて25°Cの室温で2時間incubateした．　B・F分

離に際しては，25％PEG液1．Om1を加え撹拝後

室温で3，000rpm　15分間遠沈した．上清を吸引

除去した後，沈降物中に含まれるBの放射活性を

測定した．
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III．成　　績

　1）incubation条件の検討

　①DC法におけるincubation時間の検討

　DC法のassayに際して，4°Cにおけるincu－

bation時間を10，24，48，72時間と種々変えた時

の標準曲線につき検討した．Fig．1に示したごと

く，10時間のincubationではガストリン濃度0

における総放射活性（total　count，以下Tと略す）

に対するFの割合，すなわちF／T（％）が47・8％

で，ガストリン量の増加とともに標準曲線は比較

的ゆるやかな勾配を示した．これに対し24，48，

72時間のincubationではガストリン濃度0にお

けるF／T（％）はそれぞれ42．2，39．1，37．5％と低

下傾向を示し，さらにその標準曲線は急峻な勾配

を呈した．ところがこれら3者の標準曲線には明

らかな差はなく，従ってincubation時間はこれら

のうちで最も短かい24時間が適当との結果であっ

た．

　②PEG法におけるincubation温度および時

　　間の検討
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　Fig．1　Effect　of　incubation　time　on　the　standard　curve　of　DC　and　PEG　methods．
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　PEG法におけるincubation温度を検討するた

め，25°C2時間あるいは4℃24時間でincubate

した際の標準曲線を作製し，その比較をおこなっ

た．その結果Fig．2に示すごとく，両者はほぼ

一致することが認められた．

　次に25°Cにおけるincuヒation時間を30分，

1，2，4時間と種々変えた時の標準曲線につき検討

した．その結果Fig．1に示したごとく，30分あ

るいは1時間のincubationでは，ガストリン濃

度0におけるB／T（％）がそれぞれ52．8，58．1％

で，ガストリン濃度の増加にともない比較的ゆる

やかな勾配を示した．これに対して，2，4時間の

incubationでは，ガストリン濃度0におけるB／T

（％）はそれぞれ64．6，67．1％で，その標準曲線は

比較的急峻な勾配を示した．ところがこれら2者

の標準曲線には大差なく，incubation時間は2時

間が適当との成績であった．

　2）標準曲線
　標準曲線のassayごとの再現性を検討するため

に，標準曲線各点のassayごとの平均値と標準偏

差を計算し，Fig．3に示した．　DC法では7回の

assayの標準曲線各点の再現性は，変動係数2．1～

8．9％であった．一一方PEG法では5回のassayに

おけるその再現性は，変動係数1．6～5．8％とDC

法との比較でより良好な結果が得られた．

　3）回収率の検討

　血清試料に既知量のガストリンを添加した際の

回収率につき検討した．その結果回収率は，DC

法では，90．7～115．9％，平均およびその標準偏差

は102・8土8．1％で，またPEG法では86．1～

115．8％，98．1土9．1％との成績であり，理論値と

実測値との比較では，相関係数はDC法で0．9918，

PEG法では0．9988との成績であった（Fig．4）．

　4）血清稀釈曲線の検討

　血中ガストリン値が比較的高値を示す血清につ

き，その稀釈曲線と標準曲線との平行性を検討し

たところ，DC法・PEG法いずれにおいても両者

は良好な平行性を示した．
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Fig．3　Standard　curves　of　DC　and　PEG　method．　Each　points　were　expressed　as　mean　ti：
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Fig．4　Recovery　experiment．

　5）再現性の検討

　異なった2種類の血清試料を用いて，同一assay

内における再現性と異なったassay間の再現性に

ついて検討した．まずDC法での検討では，同

一・ assay内における再現性はガストリン値が平均

137・3pg／mlと比較的低濃度の血清試料を用いた

際の変動係数は3．9％，ガストリン値が平均281．8

P9／m1と比較的高値を示す血清試料における変動

係数は5．1％で，両者の平均値は4．5％であっ

た．また2種類の血清をduplicateで異なった5回

のassayにより測定した際の変動係数はそれぞれ

10．5，16．3％，平均13．4％であった．次にPEG法

での検討では，同一・assay内における再現性は，

ガストリン値が平均95．4pg／mlと正常範囲内にあ

る血清試料を用いた際には変動係数3．0％で，ガ

ストリン値が平均469．2pg／mlと比較的高値を示

す血清試料を用いた際の変動係数は5．4％で，両

者の平均は4．2％であった．一方異なった5回の

assayにおけるassay間の再現性についてみると，

変動係数はそれぞれ11．1，8．4％，平均9．8％であ

った（Table　1）．

　6）特異性の検討

　本法の特異性につき，tetragastrin，　pentagatrin，

CCK－PZおよびsecretinを用いて検討した．その

結果Fig．5に示したごとく，　tetragastrinおよび

Pentagastrinではガストリンと交叉反応を示すこ

とを認めたが，通常の測定範囲についてみるとそ

の交叉性は僅少であった．さらにガストリン100

P9が標識ガストリンと抗体との結合を阻害する

のと同等の効果を示すtetragastrinとPentagastrin

の量をFig．5から求めると，それぞれ6026，7079

pgとなり，これら両者の本assay系におよぼす

影響はガストリンの効果を100とすると，それぞ

れ1．7，1．4％と計算され，その影響は小さいもの

と考えられた．CCK－PZでは，104μu／ml以上の

濃度で明らかにガストリンと交叉反応を示すこと

を認めた．一方secretinについては，50　u／m1の

濃度まで検討したが，検討範囲内ではガストリン

との交叉は認められなかった．

　7）DC法とPEG法の測定値の比較

　同一血清試料をDC法およびPEG法で測定し，

測定値の比較検討をおこなった．その結果Fig．6

に示すように，両測定値は相関係数0．9586（p＜

0．001）と良好な相関関係を示した．

IV．考　　案

　RIAは今日広く臨床的に応用され，欠くことの

できない臨床検査法となっている．ガストリンに
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Table　l　Reproducibility　of　the　gastrin　radioimmunoassay

　　　DC　method

Within　the　same　assay

　　PEG　method

Within　the　same　assay

501

Serum　A Serum　B Serum　A Serum　B
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　　　rations　measured　by　DC　and　PEG　methods．

ついてもそのRIAの開発に関心が向けられてい

たが，1970年McGuiganら3）およびYalowら4）

がガストリンRIA確立の成功を報告した．とこ

ろが，ガストリンは分子量約2，000と比較的小分

子のべプタイドホルモンであるため，一般的には

RIAに供しうる良好な抗体の作製は容易でなく，

広く臨床的に応用しうるRIAの普及が待たれて

いた．最近わが国において，B・F分離法として

DC法を用いたガストリンのRIAキットが，次い

でPEG法によるキットが提供されるようになり，

その臨床応用に期待がかけられている．今回著者

らは，B・F分離法を中心としてガストリンRIA

キットにつき検討をおこなった．

　DC法についてはその一部をすでに報告した

が7）・8），PEG法に関する今回の検討では，本法の

標準曲線のassayごとの再現性は1．6～5．8％で，

DC法における2．1～8．9％に比して一層良好な成

績がえられた．さらにPEG法では．とりわけガ

ストリン高濃度領域である400および800pg／ml

におけるassayごとの標準偏差がそれぞれ0．5，

0．7％と小さく，すぐれた再現性がえられること

を確認した．また回収率・再現性についても両法

ともに良好で，ほぼ同様の結果がえられ，ガスト

リン高濃度血清の稀釈曲線はDC・PEGいずれの

方法にても標準曲線と良好な平行性を示すことを

認めた．これらの成績から，DC・PEG法による

測定値は血中ガストリン値をよく反映するものと

いえ，いずれも臨床検査として十分応用しうる

ものと考えられる．特異性に関する検討では，

tetragastrinおよびpentagastrinで若干の交叉性

を認めた．ところがこれらはいずれも化学的合成

品で内因性ガストリンとは異なるため，実際の

assayに際しては，その影響は問題とはならない

と考えられる．

　実際の測定についての両測定法の比較では，

DC法では4°C　24時間のincubation後DC液を

加えてB・Fの分離をおこなったが，本法は非特

異的な吸着現象を利用しているため温度の影響が

大であり常に温度条件を一定に維持することが要

求される．従ってこれら一連の操作を4℃でお

こなうことが必要で，温度管理が煩雑であるとい

える．これに対してPEG法では室温25°Cで

incubationをおこない，　B・F分離の操作も室温

25°Cにておこないうるため，本法はDC法に比

して温度管理がきわめて容易であるといえる．し

かもPEG法では，　incubation時間が2時間と短

かく，一回のassayをその日のうちに完了できる

ことが特長といえよう．

　RIAにおけるB・Fの分離には今日種々の方法

が知られており，ガストリンRIAにおいても，

McGuiganら3）は二抗体法を，　Yalowら4）はレジ

ン法を，またHanskyら9）はDC法を用いている．

DC法は，　dextranで処理したcharcoalがFを

吸着しBは吸着しないという現象を利用したもの

で，B・F分離法としては操作が簡単であり，すぐ

れた方法といえる．ところがこの方法では蛋白濃

度の影響が問題であり，すべての測定tube内の

蛋白濃度を一定にすることが要求され，標準曲

線用tubeにおける蛋白濃度の補正が問題となる．

したがってDC法では，標準曲線用tubeには
gastrin－free　serumを加えることが必要である．こ

れに関する著者らの検討では，馬血清あるいは家

兎血清を用いても標準曲線の作製は可能であるが，

gastrin－free　serumを用いた際もっとも良好な標
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準曲線がえられた8）．

　PEGは中性ないし弱アルカリ性の溶液中でγ一

globulinを沈降させるが，　albuminは上清中に残

すことが知られている1°）～12）．その後Desbuquois

ら13）は，PEGはべプタイドホルモンを沈降させ

ないことを認め，これをRIAにおけるB・F分離

法として用いて，insulin，　parathyroid　hormone，

9rowth　hormone，　vasoPressinのRIAに応用した．

本法は抗体であるγ一globulinと結合したBを沈

降させ遊離のFを上清中に残すもので，この沈降

作用は比較的分子量の大きい蛋白の溶解度低下に

よるものと考えられている．また沈降した蛋白の

変性をきたさぬために，Bを沈降させても抗体と

結合したホルモンの解離はないものと考えられて

おり14），すく・れたB・F分離法といえる．ところ

が本法ではγ一globulinの濃度が問題となり，すべ

ての測定tube内のγ一globulin濃度を一定にする

ことが要求される．このためにとくに標準曲線用

tubeにγ一globulinを加えることが必要となる．従

ってPEG法による市販キットでは，あらかじめ

各濃度に分注された標準ガストリン溶液中にほぼ

人血清中のγ一globulinに相当する量が添加されて

あり，操作がより簡便化されている．

　DC法およびPEG法で同一血清試料を測定し，

両測定値を比較した成績では良好な相関関係がえ

られた．ガストリンRIAキットは測定法として

の条件を十分満足するものであり，今後広く臨床

的に応用されるものと考えられる．

ガストリンRIAキットの提供をいただいたダイナボ
ットRI研究所に感謝いたします。

　なお，本論文の要旨は第22回日本臨床病理学会総会

（1975年11月，長崎）において発表した。
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