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Glucagon　radioimmunoassay　kit（Dainabot）のi基礎的，臨床的検討
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1．はじめに

　1923年，KimballとMurlin1）によって膵エキス

中の血糖上昇物質として報告されたglucagonは，

1955年Staubら2）および1956年Bromerら3）によ

り，それぞれ結晶化され化学構造が決定されたが，

一方，1964年MakmanらSutherland4）により，

食道を除く消化管にグルカゴン様物質が存在する

事が示され，現在ではそれぞれ膵glucagonおよ

びgut　glucagonとして区別されている．ヒト末梢

血中の膵glucagonだけを特異的に測定する方法

は，1959年Ungerら5）がradioimmunoassay（RIA）

を導入することによって進展したが，本邦におい

ても1971年大根田ら6）を始めとして諸家により続

々と報告され？一’　17），一次性糖尿病，二次性糖尿病

等における膵glucagon分泌動態は，漸時明らか

にされつつある．しかし，これらは依然として極

く限られた研究室においてのみ可能であり，日常
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の臨床で応用するためには，十分管理された，信

頼度の高い測定キットの提供が望まれる．

　今回著者らは，ダイナボットRI研究所より抗

膵glucagonl9－29特異抗体（OAL－12320））を用いた

RIAによる血中膵glucagon測定キットの提供を

うけ，若干の検討を行ない，本邦文献6～17）との比

較検討を加え報告する．

II．測定方法

　1．キットの内容

　本キット（100検体用）の内容は1251・gluca－

gon19”29溶液（1251－glucagonとbenzamidineを含

むborate　buffer，比放射能180～240　mCi／mg，総

放射線量1μCi以下）10．5　ml，標準glucagon血清

（0，50，100，200，4∞，800，および1，600P9／m1）各

0．5m1，抗ブタ／ウシ膵glucagoni9”29）家兎血清溶

液（OAL－12320），最終濃度約15万倍）31m1，抗家兎

γ一globulinヤギ血清溶液（第二抗体）31　m1よりな

る．

　2．測定操作

　a）各試験管（ガラス製，直径14mm×高さ104

mm）に標準血清又は被検血清をそれぞれ0．1　ml

ずつ入れる．
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　b）全試験管に抗膵glucagon抗体溶液を0．3m1

ずつ加え，軽く混じ，4°Cで艀置する（pre－incu－

bation）．

　c）全試験管に1251－glucagon溶液を0．1mlずつ

入れ，軽く撹絆後，4°Cで艀置する（first　incuba－

tion）．

　d）全試験管に第二抗体溶液を0．3m1ずつ加え，

軽く振とうし，4°Cで一昼夜艀置する（second

incubation）．

　e）全試験管を3，000rpmで30分間遠沈し，傾

斜法で，抗体と結合したi251－glucagonを，遊離

型1251－glucagonと分離する．

　f）ウエル型γ一シンチレーションカウンターで，

各試験管の放射線量（B）を測定する．

　g）標準血清のB／T％より標準曲線を作成し，

検体のBIT％よりglucagon濃度（IRG）を求める．

　3．その他

　血中insulin（IRI）は二抗体法によるRIAキッ

ト（Dainabot），血糖はautoanalyzer法，血中GOT，

GPTはUV法によりそれぞれ測定した．　Trasylol

5，0∞U／m1はバイエル社より，10％L一アルギニ

ン溶液は森下製薬よりそれぞれ提供された．

　有意差検定は，スチューデントのt一テストを用

いた．

III．対　　象

　臨床症状，所見および一般検査で特記すべき異

常を認めない健常成人（年齢11～72歳）86例（男47

例，女39例），人間ドックで発見された48～55歳の

一次性成人型糖尿病22例（男17例，女5例），血液生

化学的検査，腹腔鏡，肝生検等で診断された急性

肝炎10例（男6例，女4例），慢性肝炎21例（男13

例，女8例），アルコール性肝炎10例（男のみ），肝

硬変症7例（男のみ），閉塞性黄疸2例（女のみ），

慢性膵炎3例（男1例，女2例），膵全摘術後2例

（男のみ），インスリノーマ2例（男のみ），各種内

分泌機能検査で診断した末端肥大症10例（男8例，

女2例），特発性下垂体性こびと症12例（男9例，

女3例），クッシング氏病およびSLEのため数年

間betamethasone　5　mg／日以上を服用中のグルコ

コルチコイド過剰症7例（男3例，女4例），原発

性甲状腺機能低下症3例（女のみ），計197例を対

象とした．

IV．結　　果

　1・艀置時間
　First　incubationを1～5日とした時の標準曲線

を比較した（Fig．1）．　Bo　96は1日21％，2日28％，

3日30％，4日27％，5日2896であり，3日の標

準曲線は他に比べ，glucagon濃度100　P9／ml以下

の検量線が急峻であり，以後はfirst　incubationを

3日ないし4日とした．

　この際，さらに1251－glucagon溶液の添加時期を

それぞれ同時，3，24および48時間後とした時の標

準曲線を比較した（Fig．2）．　Glucagon濃度100

pg／m1以下での検量線の傾きは，3時間後添加の

ときが最も急峻であり，pre－incubationは3時間

とした．Second　incubationは，経験上一昼夜と

した．

　2．標準曲線
　標準曲線はglucagon濃度50　pg／m1から1，600

P9／m1の間で軽度のsigmoid　curveを描き（Fig．3）
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Fig．1　Effect　of　first　incubation　times　on　standard

　　　curves．（lncubation　temperature　4℃，　second

　　　incubation　time　a　day）
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Fig．2　E　ffect　of　delayed　addition　of　1251－glucagon　on

　　　standard　curves．（First　incubation　for　3　days，

　　　second　　incubation　for　a　day，　incubation

　　　temperature　4°C）

OP9／m1点と50P9／m1点，および50P9／m1点と

100pg／m1点でのB％にそれぞれ有意差（p＜0．05）

を認めた．

　3・稀釈曲線

　IRGがそれぞれ390，895，および1，120　P9／ml

と高値を示したアルギニン（0．5g／kg）負荷数の糖

尿病患者血清をglucagon　free血清で倍数稀釈し，

assay系に添加して求めた稀釈曲線は，50　pg／m1

から1，600pg／m1の間で，標準曲線と比較的良く

平行した（Fig．3）．

　4・再現性

　内一　assay内で平均IRGが，70，168および

335pg／mlの血清を4本ずつ測定した時の変動係

数は，それぞれ6，8および4％，平均6．0土1．6％

であった（Table　1）．

　異なったassay間で，平均IRGが200，270お

よび500pg／mlの血清を8回繰り返して測定した

ときの変動係数はそれぞれ7，6および10％，平

均7．7土1．7％であった（Table　1）．

　5．回収率

　IRG　84　P9／m～の健常成人血漿に62．5，125，250，
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Fig．3　Representative　standard　curve　and　dilution

　　　curves．

Table　1 Reproducibility

determination）．

（＊mean土SD　of　duplicate

Sample IRG
P9／m1

％C．V．

Within　assay（N＝4）

　A
　B
　C
Between　assay（N＝8）

　D
　E
　F

70土4
168±14

335士13

200土14

270土16

500±50

6
8
4
．
7
’
／
0
0

　
　
1

500および1，000pg／mlのglucagonを添加したも

のを検体として，それぞれ3本ずつ本assay系で

測定し，求めた回収率はそれぞれ57土20％，122土

34％，93土19％，112±14％および124±7％，平均

110±27％であった．

　6．ポリ試験管による測定値との比較

試輔にガラス製（直径14mm×高さ104㎜）

あるいはポリエチレン製（日本無線社，直径

14mm×高さ83　mm）を使用した場合の標準曲線

を比較した（Fig．4）．2つの標準曲線は平行せず，
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Fig．4　Comparison　of　the　standard　curve　obtained

　　　from　using　poly－tubes　and　glass－tubes．

91ucagon濃度が100　pg／m～以上のとき明らかに解

離した．ガラス試験管を使用している本assay系

での測定値（y）が65～920pg／mlであった血漿22

本を，ポリ試験管を用いて再度測定し（x），両者

を比較したとき，回帰直線はy＝0．68x＋22，相関

係数＋0．97であり，ポリ試験管を用いた測定値は

本アッセイ系での測定値より約30％高値であった．

　7．採血条件

　採血後血漿分離迄の条件を37°C，室温（22℃）

および氷水中（0°C）とし，それぞれTrasylol（500

U／ml）を添加した時と，添加しなかった時との測

定値について検討した（Fig．5）．採血後血液を37°c

に保ちTrasylolを添加しなかった時，　IRGは漸

減し，採血後直ちに血漿分離し測定した値に比べ，

2時間で約30％低下した．Trasylo1を添加し，

室温あるいは氷水中に保てば採血後血漿分離まで

の時間が6時間以内であれば，測定値に変化を認

めなかった．

　本研究では，採血後直ちにTrasylo1を加え，氷

水中に保ち3時間以内に血漿分離し，d㏄p　freezer

内で凍結保存し，3カ月以内に室温で解かし測定

することにした．

　8・測定値

　健常成人86例での空腹時IRGは25～122（62土

1　　　　　　4　　　　　　5　　　　　　6

　　　　　　　　　　τrne　（hours｝

Fig．5　Change　of　IRG　Activity　in　human　plasma　with

　　　or　without　peptidase　inhibitor（Trasylol）at

　　　different　temperature．（●：37cC，○：room

　　　temperature，△：0℃，一：without　Trasylo1，

　　　一一一：with　Trasylol）

35）pg／mlで，性差，加齢による差を認めなかった．

健常成人男子ボランティア2例において，安静臥

床絶食状態で午前8時より午後2時迄，30分毎に

採血し測定したIRGは，有意の変化を示さず，

変動係数は5％および11％であった．

　健常成人（11～72歳）86例の空腹時IRGは62±

35pg／m1であった．

　人間ドックのため受診した17例（48～55歳）に

50gブドウ糖負荷を施行し，血糖曲線が正常型を

呈した3例のIRGは，空腹時96土2P9／m1で，

60分及び90分に有意な低下傾向を示した．境界型

9例及び糖尿病型5例の空腹時IRGは，それぞ

れ104土6及び111±15P9／m’で，ブドウ糖負荷

後有意な低下傾向を認めず，後者ではむしろ上昇

する傾向を認めた（Table　2）．

　健常成人3例にアルギニン（0．59／kg）を30分間

で点滴静注し，IRGを測定した．前，30，60，90お

よび120分にそれぞれ70土35，351±41，99圭12，

100土36および85±42P9／mlを得た．

　この他の空腹時IRG（Fig．6）は，急性肝炎10

例でND（12．5として計算）～160（92士46）P9／ml，

慢性肝炎21例でND～75（96土52）P9／m1，アルコ

ール性肝炎10例で54～172（145圭119）pg／m1，肝

硬変症7例で207～355（309▲77）pg／m1，慢性膵炎

3例でND～163（84±58）P9／m1，閉塞性黄疸2例

で343および1054（697土354）pg／m1，膵全摘術後

2例で53および56（58±5）P9／m～，インスリノーマ
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Table　2

Glucagon　radioimmunoassay　kit（Dainabot）の基礎的，臨床的検討

Plasma　IRG，　IRI　levels　following　oral　administration　of　50　g　glucose　in　17　adults　with　BS

response　of　normal，　borderline　and　diabetic　pattern．
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Tlme （minutes） 0 30 60 90

BS（mg／d1）

N＊

B＊＊

D＊＊＊

96⊥2†

104：と6

111十15

128土8
158±21

180土16

117±10

171±23

199±25

80±12

125土18

179±34

IRI（μU／m1）

N＊

B＊＊

D＊＊＊

4
「
」
4

±

土

二

〇
1
9

1
　
1

19±14

25土14

16土6

13土7
32土16

21±8

11±6
26土11

17土8

IRG（P9／m1）

N＊

B＊＊

D＊＊＊

87土7
101士51

119土51

84土8
99土54

128±39

77±7
93±46

123土44

74士2
95土49

117士46

N＊：Normal　pattern（N＝3），　B＊＊：borderline　pattem（N＝9），　D＊＊＊：diabetic　pattern（N＝5）．†：mean±S．D．

Fasting　IRG　levels（P9’ml）

CUnic31　ass鰯ment

M土S．D． No ND　　　　50　　　　100　　　　　　　　　　500　　　1000　　　　　　　‘　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　・　　1　　　・　　　‘

nomal 6こ±　35 86

．．．．．．．．．．．．．本⇔＿・．．．●●●●●■■●●●■●●●　　●●●●●●●●●●°3認゜°品7　1三’智晋；

diabetes　mellitus

　　　　　　（border1me）

　　　　　　（diabetic）

108±　60

104±43

12

10

■　　●●　　　■’　　　●　●●　　●■　●
　　　　　　　　1　　　　■
　　　　　　　　‘　　　　　●

　　●●　　　　‘　　●■　●●■　　●●
　　　　　　　　‘　　　　　●

　　　　　　　　‘

acute　hepatitls 9ヒ　46 10
゜°　　　　　†°．°　°’．°

　　　　　　　　　1

，chronic　hepatltis 96土　52 21
●●　　●　●　　●　‘●◆●　　●■●●●●

　　　°　●　　1　°　°°°°
　　　　　　　　　‘

81cohoUc　hepatit返 145±119 10
゜・ 1　°．°．°°　°　　　　　　°
　」　　　　．

liver　ciπhos畑 309±　77 7 1　　　　　　㌔　゜°：　°
1

ob三tructivejaundice 697±354 2
1　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　．

1
‘

chronic　pmcreaいtis 84±　58 3
゜

　　　　　　r　　　　°
　　　　　　　　　　1

tota｜pancmtectomy 58土　5 2
●　4

　　‘

insulinoma 349±2こ6 2
‘　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

‘
‘

8cromeg剖y 84±　27 10
・’♂1°°”．°
　　　1

hypo60mto！ropic
　　　　　　（berore　hGH、

dwarらm　（during　hGH）

130±　34

105±　24 7
4

1◆°°8・’
II●　・　・．

1

Hy匪r81ucoco“ism 254宝67 7
1　　　　　　■　　　●・・●　●●

1

師mary　hyPOthyroidism 333土18こ 3

Fig．6　Fasting　IRG　levels．

2例は123および675（349±226）P9／m／，末端肥大

症10例で50～129（84土27）P9／m1，特発性下垂体性

こびと症未治療7例で78～174（130±34）P9／ml，

hGH治療中4例で71～127（105士24）P9／m1，グル

ココルチコイド過剰症7例で148～371（254±67）

pg／m1，甲状腺機能低下症3例で75～468（333±

182）pg／m1であった．

V．考　　察

　膵91ucagonのRIAにおいて，最大の問題点は，

使用する抗血清の特異性であり，膵glucagonの

みに特異的な抗血清は稀にしか得られない．本キ

ットの抗血清（OAL・123）は，トリプシン処理で作

られたブタ／ウシ膵91ucagon19－29，・と牛血清アルブ

ミンの結合物で家兎を免疫して得られた抗血清で，

食道並びに胃前庭部，十二指腸，小腸，大腸等の

各抽出物とほとんど反応せず，膵，胃底部および

胃体部の各抽出物と反応し，従来より供給されて

きた特異抗体30K5）に匹敵する特異性を有する

抗血清である20）．

　Glucagon　RIAでのfirst　incubation　time　eま，4°C

で48～96時間とするものが多く7”’9），またpre一
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incubationを行った方が，低濃度域での精度が上

昇することが指摘されているが9・10），著者らはfirst

incubation　3乃至4日間（Fig．1），　pre－incubation

3時間（Fig．2）とした時，最も良い結果を得た．

この際の標準曲線は50P9／m1から1，600　P9／mlの

間で軽度のsigmoid　curveを描き，容量反応的に

変化し，高濃度glucagon血清の稀釈曲線も，こ

の間で標準曲線と比較的良く平行した（Fig．3）．従

って本キットは，ヒト血漿0．1m1を直接用いて血

漿中glucagon濃度を測定可能であり，最小検出

感度は50pg／mlと推定された．これは伊東ら8）の

25pg／m1，桜井ら11）の20　pg／m1，村田ら9）の16　pg／

m1，　Sankeら12）の15　pg／m1，吉田ら7）の5pg／m1よ

り高く，今後改良の必要性がある．各施設で報

告されているRIA系の再現性（変動係数）は同一

assay内で伊東ら8）5％以下，村田ら9）1．9～5．4％，

奥村ら10）4および14．1％，著者ら10～19％，異な

ったassay間では伊東ら8）7．1～21．1％，村田ら9）

6．3～11．3％，著者ら6～10％，回収率は桜井ら11）

83～121％，村田ら9）86～106％，Shimaら13）46～

89％，著者ら57～122％であり，ほぼ満足しうる

と考える．

　著者らは，ガラス製試験管を用いたが，ポリ試

験管を用いた時の測定値はこれより有意の高値で

あり，本アッセイ系では使用する器具による影響

も無視できない（Fig．4）．

　Eisentrautら18）は，標識91ucagonによるincu－

bation　damageは，　Trasylol　500　U／m1の添加によ

ってほぼ完全に克服されると報告している．著者

らは血液を氷水中に保っことで，採血後6時間迄

はglucagonの分解をほぼ完全に阻止しうる結果

を得たが（Fig．5），血漿保存中や解凍時の分解を防

止するために，Trasylolの添加は必要であると考

えた．

　健常成人における空腹時血中IRG値は，用い

たassay系によって多少異なり，著者らはND～

127（62士35）pg／mlで，伊東ら8）77±29　pg／ml，桜

井ら11）67±10P9／m1，森田ら14）53士20　P9／m1とほ

ぼ一致し，奥村ら10）132土82pg／m1に比べ低値，

吉田ら7）12～96（37±23）pg／ml，　Weirら19）25～60

（43土12．3）P9／m1に比べ高値であった．又，著者

らは健常成人2例について，安静臥床絶食状態で

午前8時より午後2時まで30分毎に採血し測定し

たIRGに有意の変化を認めず，アルギニン負荷

で増加し，ブドウ糖負荷で低下する傾向を認めた．

　本研究では，ドックで発見された一次性成人型

糖尿病で，既に空腹時IRGが軽度高値であり，

ブドウ糖負荷後，正常者ではIRGは前値に比べ

低下するのに対し，本症では低下せず，むしろ逆

に増加する傾向を認めた（Table・2）．こうしたIRG

分泌調節機序の異常は，既に諸家により報告され

ており8・12・15・16），本症の増悪に働いている可能性

が指摘されている．Sankeら12），　Matsuyamaら17）

は，これがgut　glucagonであることを示唆して

いる．

　二次性糖尿病の発生機序は非常にheterogenous

であるが，一次性糖尿病と内様に，IRGの異常が

みられる．

　慢性膵炎での空腹時IRGは，森田ら14）103±28

P9／m1，著者らND～163（84±：58）P9／m1とほぼ正

常であるが，ブドウ糖負荷後膵性糖尿病ではIRI

反応が低下し，IRGは健常人と内様に低下するが，

耐糖低下が同程度な一次性成人型糖尿病では，

IRI反応は健常人と同程度に分泌され，　IRG分泌

はむしろ増加する点で異なる事が示されている14）．

　肝硬変症では糖代謝障害が認められ，insulin治

療にも抵抗する事は周知の通りであるが，本症に

おける空腹時IRG値は，森田ら14）224土38　P9／m1，

小笠原ら21）240±186P9／m1，　Sherwinら22）243±二

41pg／mt，著者ら309±二77　pg／m1といずれも高値

が報告されている。本症での高glucagon血症は

アンモニア耐性の低下や22）門脈一大循環副行路の

存在と相関すること23）から，代謝低下による可能

性が指摘されているほか，glucagon分泌が正常の

2～3倍に増加23）していることより，高グルカゴ

ン血症をきたしている可能性についても報告され

ている．

　グルココルチコイド過剰症における空腹時IRG

値は，清野ら24）153±28pg／m1，　Wiseら25）169±

28pg／m1，著者ら254±67　pg／m1といずれも高値
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Glucagon　radioimmunoassay　kit（Dainabot）の基礎的，臨床的検討

であり，その原因としてWiseらは，蛋白異化充

進の結果生じた高アミノ酸血症による可能性を指

摘している25）．

　下垂体性こびと症の空腹時IRGは，清野ら26）

175±21pg／m1，著者ら119±44　pg／m1といずれも

高値で，ブドウ糖負荷後に増加すること26）が報告

されているが，本研究ではhGH治療中にもブド

ウ糖負荷試験を行ったところ，IRG分泌が正常に

近づいており，hGH欠損に起因する可能性が示

唆された．

　成長ホルモン過剰症における空腹時IRGは，

清野ら26）181士38P9／m1，著者ら84土27P9／m1と

正常乃至高値であり，ブドウ糖負荷ではむしろ上

昇する傾向も報告され26），過剰な成長ホルモンの

持続刺激により膵91ucagonやgut　glucagon分泌

能に変化が生じている可能性も考えられるが，層

お明らかではなく，今後追究すべき課題である．

VI．ま　と　め

　抗ブタ／ウシ膵glucagon19－29家兎血清（OAL－

123）を先いる91ucagon　RIAキット（Dainabot）に

ついて検討し，次の結果を得た．

　1．本測定法ではガラス試験管（直径14mm，高

さ104　mm）を用い，標準血清又は被検血漿0．3　ml

を入れ，抗ZZ　glucagon抗体19－29（最終稀釈15万

倍）を混じ，最終液量は0．25％BSAと0．01M

benzamidineを含むborate　buffer（pH　8．6）で0．8

m～に調整し，4°Cで3時間pre－incubation後，

1251－91ucagon（200　mCi／mg）溶液0．1　mlを加え，

さらに4°Cで3日間incubationし，抗家兎γ一

globuline山羊血清溶液0．3　m1を添加し，傾斜法

でB・F分離した．

　2，最小検出量は50P9／m1であり，50　P9／m1か

ら1，600pg／mlの濃度まで良好な容量反応曲線が

得られた．同一　assay内での変動係数は6．0土1．6％

（M±SD），異なったassay間では7．7±1．7％，回

収率は110±27％であった．

　3．本アッセイ系は種々の病的状態における

IRG分泌動態を検討可能であり，臨床上有用と

考えた．
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　稿を終えるにあたり，ご協力いただいた周防内科医院
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