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はじめに

　グルカゴンは，Ungerら1）により比較的早くか

らラジオイムノアッセイ（RIA）で測定されていた

が，他のタンパク性ホルモンに比し，特異性の高

い抗体が得にくいこと，分解酵素により破壊され

やすいこと2），得られた抗体が膵グルカゴンのみ

ならず消化管由来のグルカゴンと交叉反応する3・

4・5）などのため，さらにはグルカゴンはインスリ

ンに較べてその生理的，病理的な意義が不明確で

あったため測定そのものが普及しなかった．しか

し，ここ数年来Ungerらの努力により特異性の

高い膵グルカゴン抗体（30K）が入手可能となり，

また，彼らのデキストランチャコール（DCC）に
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よる結合型グルカゴンと遊離型のそれを分離する

方法6）の確立により多数検体処理も可能となり，

今後種々の負荷試験法（糖，アルギニンなど7“9））

とともに膵グルカゴンの糖，アミノ酸，脂肪酸代

謝への影響および代謝異常に関する疾患の研究が

発展すると考えられる．

　現在Ungerらにより推奨されている測定法は，

比較的低分子量のホルモンの分離に有利とされて

いるlo），デキストランチャコール法（DCC法）を

用いている．しかし，DCC法は，その精度およ

び検体量の面で批判もあり11），今日タルク法12），

ポリエチレングリコール法（PEG法）などが種々

検討されてきている13～16）．一方，DCC法は簡便

なほか，低濃度での感度が優れている16）面も有し

ている．今回，われわれはDCC法によるグルカ

ゴン測定の基礎的な条件について検討を加え，若

干の知見を得たので報告する．

試薬および方法

A．試　　薬

1）希釈液：glycine（和光純薬工業，特級）7．5　g

　　Key　words：　Glucagon，

Dextran　coated　charcoa｜

Radioimmunoassay，
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Table　l　Flow　sheet　of　Unger’s　method

Tota1（T）
Control　of
Standard（C）

　　　　　　　　　　　　　Control　ofStandard（St）　　Sample（S）
　　　　　　　　　　　　　Sample（Cs）

i251－Glucagon（30　pg／ml） 0．5ml 0．5ml 0．5mt 0．5ml 0．5ml

Aprotinine（10，000　U／ml） 0．1 0．1 0．1 0．1

Sample　or　Standard　soln． 0．2 0．2 0．2

Diluent 0．6 0．4

Antiserum 0．4 0．4

Mixing↓Incubation　for　96　hr．　at　4°C
NSS 0．2ml 0．2m／

DCC 0．5 0．5 0．5 0．5

　
l
　　Mixing
　Incubation　for　45　min．　at　4℃

↓漂盟ξ漂認認1°min
Count

を水450m1に溶解し，ヒトアルブミン試薬（国際

試薬．30％試薬用）を0．5％，正常ヒツジ血清（日

本バイオテスト）を1％となるよう添加し，2N－

NaOHでpHを8．8に補正し全量を5∞mlとし
た．

　2）　Aprotinine：Antagosan（10，000　U／m1，5　ml

ヘキスト社）

　3）グルカゴン抗体：30K（Unger研究所，

Pool　3，　Pool　4）を希釈液により100倍（pool　3）あ

るいは500倍（pool　4）にし，－20°Cに保存，使

用時さらに最終濃度2万倍（pool　3）あるいは25万

倍（poo14）とした．

　4）標識グルカゴン（1251－Glucagon）：ヘキスト

社製（0．54μCi／5　ng～0．81μCi／5　ng）を蒸留水2

mlで希釈し，小分けして一20°Cに凍結保存，使

用時30pg／mlに希釈液で再希釈して使用，入荷

後3週間以内に用いた．

　5）標準グルカゴン：リリー社製，ウシブタグ

ルカゴンを用い0．02N－HCIで0．4　mg／m1の原標

準液を作り，さらに希釈液で10μ9／m1とし，小

分けして凍結保存，使用時さらに1ng／m1～16

pg／m1に希釈して使用した．

　6）0．2M　Glycine　buffer：glycine　7．5　gを水450

m1に溶解し，2N－NaOHにてpH　8．8とし，水に

て全量500　mlとした．

　7）デキストランチャコール（DCC）：0．2　M

GIycine　bufferで1％となるようNorit　A（和光純

薬工業）を入れ混和し，別に0．5％デキストラン

T－70，あるいはT－40（生化学工業）を含有した0．2

M　Glycine　bufferを作り，両者を等量ずつ使用前

に15分間よく混和して用いた．

　8）ポリエチレングリコール6，000（PEG）（和光

純薬工業）

　B．検　　体

　採血後直ちに，全血2・mlをあらかじめ4°Cに

冷却し，Na2－EDTA　3．O　mg，　Aprotinine　l，000　U

を入れておいたガラス試験管に注入混和，冷所保

存して2時間以内に4°C，2，500rpm，10分遠心

し，得られた血漿を検体とし，－2e℃に保存した．

　C．測定方法
　Ungerらの方法（標準法と仮称する）に従った6・

17）．前もって氷中で冷却したポリエチレンチュー

ブにTable　1のごとく1251－Glucagon　15P9／tube，

Aprotinine　1，000　U／tubeを入れ，標準用（St）に標

準液（0，16，31，63，125，250，500，1，000pg／m1）

を0．2m1検体用（S）および検体コントロール用

（Cs）に検体0．2　m1を入れ，抗体をSt，　Sへpool

3は最終濃度2万倍，pool　4は最終濃度25万倍
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Fig．1－a　Effect　of　incubation　time　on　standard　curve．

となるよう0．4m1加えた．非特異的結合を求め

るため標準用コントロール（C）およびCsには希

釈液を0．6m1，0．4　m1それぞれ添加した．　Vortex

mixerで混和した後4°Cで96時間incubationし

た．St，　Cに標準ヒッジ血清0．2　m1を入れ混合し，

DCC　O．5　m1をTotal用（T）を除く全tubeに入れ

混和した．次に，4°C，45分間放置したのち，4

°C，2，500rpmで15分間遠心し，上清を吸引除

去，沈渣およびTをAuto－Logic（ダイナボット社

製）でそれぞれ5分間カウントした．バックグラ

ウンドを差し引いたカウント数から次式により，

：㌶ご麟襲鵠罐
算出した．そして，片対数グラフ用紙に濃度を対

数軸とし標準結合率をプロットし，その検量線に

より検体濃度を読みとった．

　なおT，C，各濃度Stは3重測定，　S，　Csは

2重測定した．また，以下の検討のため測定法の

一部を変更して行なった．
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C72hr｝

w｜thout　Prelncubat｜on
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　　　10　　　　　　　　　　　　　〈Pool　4＞

　　　　　16　　　31　　　63　　　125　　250　　500　　1000

　　　　　　　　　　Glucagon｛P9／m1）

Fig．1－b　Effects　of　incubation　time　and　preincubation

　　　　　on　standard　curve，

結　　果

　1）Incubation時間，　preincubation　による

標準曲線，非特異的結合の変化：incubation時間

を24，40，64，96時間とした場合の標準曲線を

Fig．1－aに示した．長時間incubationするにし

たがい，結合率は上昇し傾きも大となった．非特

異的結合はいずれの場合も10．3～13．0％内であ

った．Fig．1－bはPool　4抗体を用い72，96時間

での標準法と，はじめに検体と抗体を加えて48

時間preincubationを行なったあとで，1251－Glu－

cagonを全チューブに0．5　m1加えて混合し，さ

らに72時間incubationを行なった場合の標準曲

線を示した．Preincubationを行なったものは100

～400P9／m1域での感度の上昇がみられた．

　2）希釈液，DCC調製用glycine　bufferのpH

の変動による標準曲線，非特異的結合への影響：

pHを7．5，8．5，9．0，9．5にして行なった結果が

Fig．2である．　pH　7．5～8．5はほぼ同一のカーブ

を示すのに対して，pH　9・0，95は明らかな結合

Presented by Medical*Online



972

50

40

京
）

℃30
⊂
コ

o
co

20

10

●　　8．O

核医学　16巻6号（1979）

（ま
｝
で
⊂
コ
o
o
o

　　16　　　31　　　63　　　125　　250　　500

　　　　　Glucagon｛P9／ml）

Fig．2　Effect　of　pH　on　standard　curve．

50
〔4°C〕

　　90min．

45min．

　　20min．

率の低下を示した．非特異的結合とpHの相関に

は一定の傾向は見られず，いずれのpHでも11．8

～17．596にあった．

　3）DCC添加後のincubationの温度および時

間の標準曲線への影響：Fig．3－a，　bに4cC，29°C

それぞれ20分，45分，90分incubationした結

果をあらわした．4°Cではincubation時間が長

いと若干結合率が上昇したが，20分，45分では

ほとんど変化がなかった．しかし，29CCでは時

間の延長とともに明らかな結合率の低下がみられ

た．29°C，20分incubationした後の結合率は，

4°C，45分のものとほぼ一致した結果となった．

　4）デキストランの分子量による標準曲線の変

化にっいて：平均分子量4万のT－40，7万のT－

70を用いた結果をFig．4にあらわした．標準曲

線はほとんど差がなかった．

　5）正常ヒッジ血清添加および希釈正常ヒッジ

血清添加による影響：正常ヒッジ血清を添加しな

い場合，Fig．5のごとく全体に低い結合率となっ
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　　　　Fig・3－a，　b　Effects　of　temperature　and　staying　time　on　standard　curve．
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Fig．5　Effect　ofaddition　of　normal　sheep　serum（NSS）

　　　　　　on　standard　curve．
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Fig．6　Effect　of　dilution　of　normal　sheep　serum　and

　　　　　　human　serum　albumin．

50

40

　
　
30

（ポ
｝
唱
⊂
コ
o
国

20

01

OW）： 撚：ぎume

●卜一r●　　Stendard

　　　　　Method

　　　　　　　　16　　　31　　　63　　　125　　250　　 500

　　　　　　　　　　　　　Glucagon（P9／ml）

Fig．7　Comparison　of　standard　method　and　half
　　　　　　volume　method．
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Fig．8　Comparison　of　PEG　and　DCC　separation

　　　method．

た．どの程度の正常ヒッジ血清が必要かグルカゴ

ン125pg／m1の標準液を用い，正常ヒッジ血清を

希釈液で2倍，3倍，5倍，10倍に希釈し，検討

したものがFig．6である．3倍希釈までは結合率

は変化しなかった．同一条件下で，ヒト血清アル

ブミンを添加した場合は，その濃度にかかわらず

効果が認められなかった．

　6）標準法とその半量法による検体測定値の再

現性について：Fig．7にそれぞれの標準曲線を示

した．半量法でも標準法と同じような標準曲線が

得られた．2つの検体（S・，S2）を9重測定したと

ころS・は標準法で平均値216pg／m1，　S2は43　pg／

m1，半量法ではそれぞれ274，95と，半量法で

は測定値が高くでた．また標準法での再現性の変

動係数は14．1％（S・），16．8％（S2）であったのに対

し，半量法ではそれぞれ28．9，30．3％と悪くなっ

た．

　7）DCC，　PEG分離法による標準曲線および

検体の再現性：標準法の正常ヒッジ血清添加まで

を2系列作り，1系列はDCC法で他の系列は4
°Cに冷却した35％PEGを0．8　m1（最終PEG濃

度12．7％）注入混和し，4°Cで30分放置後，4°C，

2，500rpm，15分遠心し上清を吸引除去し，沈渣を

カウントした．DCC法は前記算出法でPEG法は
標準結合率一￥1三8×1・・，検体結合牢：芸

×100で算出し，Fig．8にあらわした．　DCC法に

較べPEG法は傾きの小さいカーブで全体に低い

結合率にとどまり，低濃度域での感度はDCC法

がやや勝った．しかし，それぞれの方法による同一

検体の9重測定の結果での値の再現性の変動係数

はDCC法で14．1％，　PEG法では4．0％とPEG

法が勝った．

　8）標準法による正常範囲：健康と考えられる

12名の成人男性の早朝空腹時値は130土82P9／ml

（平均値±標準偏差）であった．

考　　案

　グルカゴンの結合型，遊離型の分離法としては，

クロマト法，タルク法，二抗体法，PEG法，　DCC

法など多種あるが，安価で操作が簡便でルーチン

のための多数検体を処理するにはPEG法，およ

びDCC法がすぐれている．ここ数年来この2法

につき検討されているが，標識量の問題一定の

抗体を得にくいなどのため，標準的な方法が確立

されていなかった．Ungerらによる30K抗体は

高価ではあるが容易に入手でき，しかも，膵グル

カゴンに対する特異性も高いとされ，近年急速に

この方法が普及してきた．わが国では，取り扱い，

精度の面からPEG法を推す報告13・14・16）が多いが，

Ungerら6・17）はDCC法を推奨している．今回わ

れわれは，DCC法についての基礎的条件につい

て検討した．一般にincubation時間は72～96時

間とされ，また，preincubationを行なった方が

精度が上昇するという報告16）がある．われわれ

の結果では，incubationは長時間ほど低濃度域で

の感度が大となり，また，preincubationを行な

った方がさらに優れた結果が得られた（Fig．1－a，

b）．
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　pHは各研究者により緩衝液の組成が異なった

り，pHが異なっている5’6）ので，　pH変化の影響

を検討した結果，標準法ではpH　8．8としている

が，pH　7．5～8．5の中性に近い域で結合率が高く，

pH　9．0を越えると結合率は低下した（Fig．2）．た

だし，今回は反応系と吸着系のpHを同時変化せ

しめたので，いずれの系のpHの変化が大きな影

響を有するかはさらに検討が必要である．

　従来からDCC法は低分子のものの分離法とし

て良い10）と言われているが，温度および時間の影

響が大きいため，再現性に問題があるのではない

かとされてきた．そこで，DCC添加後2っの温

度で，3種の放置時間で検討した結果，明らかに

29℃では結合率は，時間とともに低下しており，

結合体の破壊が起こっていると考えられる．しか

し，4℃ではむしろ，長時間の方が結合率がやや

上昇した．DCC添加後のincubationは低温下で

行なう必要があるが，その時間は標準法の半分で

もよいと考えられた（Fig．3－a，　b）．

　一般には添加するデキストランはT－70が用い

られているが，より低分子のT－40の添加でも同

様の効果が認められ，添加するデキストランの分

子量の影響は認められなかった（Fig．4）．

　PEG法でも共沈のために一定量の血清の添加

が標準液用には必要13）とされるが，DCC法でも

この血清濃度が問題とされているので，正常ヒッ

ジ血清の添加効果をみた．添加しない場合は明ら

かに結合率が落ちる（Fig．5）．しかし，正常ヒツ

ジ血清の添加効果はその3倍希釈液でも認められ

た（Fig．6）．この場合ヒト血清アルブミンを用い

たところ，結合率の上昇に全く効果がなく，結合

率の上昇にはアルブミン以外のタンパクが関与し

ていると考えられる（Fig．6）．

　抗体が高価であるため，半量法を検討した．同

様の標準曲線が得られたが（Fig．7），測定値の再

現性が悪くなり，半量法で行なうのは難しいと考

えられる．

　DCC法がPEG法に較べ，再現性に問題があ

るのは，DCCそのものが懸濁液であること，沈

渣がくずれ易いこと，ポリエチレンチューブにチ
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ヤコールの付着が起こり，特に検体が入るとそれ

が著しいなどの要因が考えられる．しかし，DCC

法は比較的低濃度での感度が優れており（Fig・8），

この点がDCC法の長所といえる．

　健常人の血漿グルカゴン値は報告者，方法によ

って異なっているが，われわれと同じように抗体

として30K，分離法としてDCC法を用いたGe－

richら18）の報告（142±7pg／m1；平均値±標準誤

差）と，われわれの値はよく一致した．

ま　と　め

　DCC法によるグルカゴンの測定の基礎的条件

の検討を行なった．

　1）incubation時間を長くするほど低濃度域で

の感度は上昇した．また，はじめに検体と抗体を

preincubationし，次に1251－Glucagonを加えin－

cubationすると，さらに感度が上昇した．

　2）pHは7．5～8．5の中性域近くで高い結合率

が得られた．

　3）DCC添加後のincubation温度の結合率へ

の影響は大であったが，低温度（4°C）でincuba－

tionした場合は，　incubation時間の影響は小さか

った．

　4）デキストランの分子量による結合率の変化

は認められなかった．

　5）標準用には正常ヒッジ血清の添加が必要で

あった．

　6）DCC法はPEG法に較べ，低濃度での感度

は優れていたが，再現性では劣った．

　7）本法による健常人の血漿グルカゴン値は，

130土80P9／m1（平均値±標準偏差）であった．
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