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《ノート》

Trypsin　Radioimmunoassay　Kitの基礎的および臨床的検討
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1．はじめに

血中トリプシンの測定は従来酵素学的方法で試み

られていたが，血中に同時に存在するトリプシ

ン・インヒビター（α1－antitrypsin，α2－macroglo－

bulin，　inter一α一trypsin）のために，その正確な測定

は困難であった．また従来から，膵疾患の診断に

利用されているアミラーゼの測定は臓器特異性に

欠ける1）という問題点を有している．したがって

測定操作が簡便で臓器特異性を有するトリプシン

のradioimmunoassay（RIA）の開発は臨床的に重

要な意味を持っている．

　RIAによるトリプシン血中濃度の測定は，1971

年Temlerら2）が最初に行なって以来，数多くの

報告がみられる3”’6）．近年その測定にRIAキット

が使用されるようになり，その臨床的応用が検討

されている．

　今回著者らはTrypsin　Radioimmunoassay　Kit

（CIS－Sorin；ミドリ十字社）を使用する機会を得て，
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その基礎的検討，臨床的検討を行なったのでその

成績および知見を報告する．

II．方法および対象

　本キットの特徴は，1）測定に要する時間が短

いこと，2）結合型トリプシン（B）と遊離型トリ

プシン（F）の分離にポリエチレングリコールを用

いていることである．

　測定方法はキットに添付された使用説明書に従

ったが，その概略は次の如くである（Fig．1）．

　（1）被検血清または標準トリプシン液0．1　ml

1251標識トリプシン0．lm1，抗トリプシン血清

0．lm1を試験管内で混合し，室温で1時間インク

ベートする．

　（2）氷浴中で冷却した20％ポリエチレングリ

コールを1m1添加し，撹絆した後15分間放置する．

　（3）試験管を室温で3000rpm，10分間遠沈し

てB／F分離を行なう．

　（4）上清液（F）を吸引除去し，沈殿（B）を

autogamma　counterで計測する．

　（5）各測定値からbackgroundを引き，　O　stan－

dardに対する標準トリプシン系（B）の割合より

標準検量線を作成して，その曲線から被検血清の

トリプシン値を読み取る．

Key　words　l　radioimmunoassay，　Trypsin，　Trypsino－

gen，　pancreatic　disease，　renal　failure．
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　測定はすべてduplicateで行ない，検体はすべ

て血清分離後測定まで一20°Cに保存した．

　血清アミラーゼの測定はヨード・デンプン比色

法を用いた日立オートアナライザー（日立726）で

行なった．

　対象は，健常者58名（18～70歳），手術にて確認

し得た膵癌10名および慢性膵炎6名，急性膵炎4

名，内視鏡的逆行性膵管造影（ERPG）実施患者7

名，そして腹部症状のない人工透析患者23名，溶

血性貧血7名，鉄欠乏性貧血39名，Banti症候群

6名，肝疾患70名，糖尿病8名，計238名である．

　以下，文中の測定値は特記したもの以外すべて

平均値±標準偏差で記載した．

皿．成　　績

1．Trypsin　Radioimmunoassay　Kitの基礎的検

　　討
　a）標準曲線

　Fig．2にB／F分離後の沈殿をそのまま計測し

た場合と，洗浄操作を加えて計測した場合のおの

おのの標準曲線とおのおのの方法で測定した4検

体の測定値を示した．Total　countに対する結合

率は洗浄した場合低くなるが，両標準曲線はほぼ

Standard　trypsin　or　sample　　O．1　m2

1251－label　led　trypsin　　　　　　　　　O．1　m2

Anti－tr　sin　serum　　　　　　　O．1　m2

　　　　　　　　　　　　　0．3m2

　　　　　1ncubati　on　for　l　hr．

　　　　　at　r∞m　temperature

Addition　of　cold　20％　　polyethylene－

glycol（in　ice－bath）　　　　　　　　　1．O　m2

　　　　　1　ncubati　on　for　15min．

　　　　　at　2－8℃

B／Fseparation：centrifuge　at　3000　r．p．m，

for　10min　at　r∞m　temperature

　　　｝
Remove　the　supernatant　by　aspiration．

　　　｝
Count　the　pellet

B／B・（％）一慌鷲fS蒜蒜蒜lm）×1・・

平行した．また4検体の読取値は両者で同様の値

を示した．この測定系の最小測定感度は5ng／m’

であった．なおこの結果から，以下の検討はFig．

1に示したようにBIF分離後沈殿を洗浄せずに行

なった．

　b）Incubation　time

　室温でのIncubation　timeを15，30，60，90分間

とした場合のおのおのの標準曲線をFig．3に示

した．30分以上のIncubationで標準曲線は安定

し，60分でこの抗原抗体反応は飽和に達した．な

お4検体をおのおののIncubation　timeで測定し

た値は，30分以上のIncubationによる標準曲線

でほぼ同様の値を示した．

　c）再現性

　同一キットにおけるintra－assayは4種類の検

体を用いて10回測定した．Table　1に示したよう

に，C．　V．は8．4～12．3％であった．一方，測定

（％）

8川
　×

｜
40

30

20

10

●一●wash｛十l

x－xwash｛一｝

sample●

　1　　125

　2　　205

　3　　210

　4　　195

x　（ngm2）

120

190

210

194

Fig．1Radioimmunoassay　procedure　of　trypsin．

＼こ＿
　　　　　　　°＼

0
　5　　25　　50　　　　　　100 200ng／m2

Fig．2　Standard　curve　and　effect　of　washing　of　pellet．

　　　Numbers　of　inset　indicate　measured　values　of

　　　samples　by　each　standard　curve、vith　washing

　　　or　without　washing．
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＼
》
人

Sarnples

1　　2　　3　　　4　　（∀■の

22　　45　　　90　　250

22　q2　　140　225

23　　42　　T52　　225

22　　42　　155　　225

Table　l　Reproducibility　of　measured　values．

＼
　　　　　　　　　　　　（％）
n　　　天　　　　SD　　C．V．

Intra　aSS8y 10　　　　46．5　　　　4．6　　　　9．8

10　　　1領．5　　　13．9　　　10．0

10　　　1鴎．0　　　15．8　　　　8．4

10　　　326．0　　　40．1　　　12．3

lnter　assay 6　　　22．8　　　1．9　　　8．2

6　　　　42．2　　　　3．6　　　　8．5

6　　103．7　　　9．4　　　9．1

6　　173．3　　1418　　12．0

6　　237．5　　34．5　　14．6
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Fig．3　Effect　of　incubation　time　on　standard　curve．

　　　　　　Numbers　of　inset　indicate　measured　values　of

　　　　　　samples　by　each　standard　curve　of　vairous

　　　　　　inCUVatiOn　timeS．
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　Dilution　test．
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Table　2　Recovery　of　trypsin　added　to　semm．

SamPle A Sample B

Added standard　　trypsin

｛ng／ml　l

measured　value

　　（ng／mn

reCovedy　　　measured

（％）　　　　　｛ng／

value

ml｝

recovery
｛％1

　　　O

　　l5

　　40

100

200

10

27

55

117

180

　一

108

110

106

86

18

36

59

125

270

　　一

109

102

106

124

mean ±S，D． 103±11 110± 10

一．
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一●　Trypsin

o－oPancre◎zymin
x－x　SeCt・etln

　　　　3050　　80｜00　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　400

　　　　　TrypSin　COnCentratiOn（ng　／　ml）

Fig．5　Cross－reactivity　of　pancreozymin　and　secretin

　　　to　ant1－trypsln　serum．

日を変えて検討したinter－assayは5種類の検体

を用いて6回行なった．C．V．は8．2～14．6％で

あった（Table　1）．

　d）希釈試験

　4種類の血清試料をOstandardで2，4，8，16，

32倍と希釈した測定値をFig．4に示した．32倍

希釈までおのおのの測定値は直線性を示し，標準

曲線に平行した．

　e）回収試験

　Table　2に回収試験の成績を示した．既知濃度

20ng／m1，36　ng／mlの検体0．5　mlに標準トリプシ

ンを15，40，100，200　ng添加した場合の回収率は

おのおの平均103％，110％であった．

　f）交叉試験

　膵外分泌を刺激する消化管ホルモンのパンクレ

オザイミン，セクレチンは1000ng／m1までトリ

プシンとの交叉性を認めなかった（Fig．5）．

Serum　trypsin　（ng／mり
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Fig．6　Serum　trypsin　concentration　in　normal　subjects　and　patients　with　various　diseases．

　　　Numbers　of　inset　indicate　Mean土S．D．　of　each　group．
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Fig．7　Change　of　serum　trypsin　after　ERPG．

　　　Opatient　injected　contrast　medium　to　acinous

　　　　space　by　ERPG．
　　　●patient　injected　contrast　medium　to　second’

　　　　ary　branch　of　pancreatic　duct　by　ERPG．

　2・TryPsin　Radioimmunoassay　Kitの臨床的検

　　討
　a）健常対照群の空腹時トリプシン値

膵・肝・腎疾患および糖尿病などの既応歴のな

い，健康と思われる58名（18～70歳）の空腹時ト

リプシン値は32．9士8．1ng／mlであった．男女差

はなかった．

　b）血清トリプシン高値を示した疾患について

　Fig．6に各種疾患患者の空腹時または検査後の

トリプシン値を示した．急性膵炎4名，腺房造影

されたERPG後の患者3名および人工透析患者

24名のトリプシン値は，健常群の平均値土2S．D．

を正常範囲とした場合，全例高値であった．急性

膵炎およびERPG後の平均値は914ng／m1であ

り，人工透析患者の平均値200ng／m1に比しより

高値であった．膵癌10名のトリプシン平均値は

77土60ng／m1で，膵癌の60％が高値であった．

∈
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コ
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　　　　　Partial　resection　　C㎝ple㎏resect」on

Fig．8　Serum　trypsin　concentrations　after　pancreatec－

　　　tomy．

また溶血性貧血7名のうち6名（86％）がトリプ

シン高値であったが，その値は71土21ng／m1で，

急性膵炎に比しはるかに低い値であった．

　ERPGを実施した患者の検査前後のトリプシ

ン値をFig．7に示したが，腺房造影されるとト

リプシン値は著明に上昇した．しかし主膵管およ

び2次膵管までの造影では検査直後の値は変動し

なかった．

　c）血清トリプシン低値を示した疾患について

　慢性膵炎6名のうち5名にトリプシンの低値が

認められ，その平均値は11土7ng／mlであった．

鉄欠性貧血39名のトリプシン値は18±6．9ng／ml

であったが，41％が低値を示した．Banti症候群

は全例トリプシンが低値であり，その平均値は

6．2土3．5ng／mlであった（Fig．6）．

　d）膵全摘後の血清トリプシン値

　膵癌患者の空腹時トリプシン値は前述した如く

77土60ng／m1であり，高値から低値まで広く分

布した．しかし手術により完全に膵が摘出された

7名では，Fig．8に示したようにトリプシン濃度

は全例において測定感度以下となった．なお，部
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Fig．9　Serum　trypsin　concentrations　in　normal
　　　subjects，　severe　diabetes　mellitus　examined　by

　　　50g－OGTT　and　liver　diseases．　Numbers　ofinset

　　　indicate　Mean土S．D．　of　each　group．

分膵摘出術を受けた患者のトリプシン濃度は測定

可能であった．

　e）肝疾患，糖尿病の血清トリプシン値（Fig．9）

　肝炎・肝硬変・肝癌患者計70名のトリプシン値

は一定の傾向を示さず，正常範囲（51％）から軽

度高値（30％）であった．

　50g－OGTTを行なった健常人9名および空腹時

血糖が200mg／d’をこえる重症糖尿病患者8名の

空腹時トリプシン値はおのおの27．1土6．5，47．0土

19．5ng／m1であった．各群の糖負荷後のトリプシ

ン値はともに有意の変動を示さなかった．

　f）慢性膵炎患者のPS試験時の血清トリプシ

　　　ン値について

　慢性膵炎が疑われる2名の患者にpancreozy・

minsecretin（PS）負荷試験を行ない，パンクレオザ

イミン注射後10分，セクレチン注射後10，20，40，

60分に採血し，血清トリプシン値を測定した．負

荷後の値は前値に比し有意に変動しなかった．

（
ミ
⊇
）
＄
妥
§
§
句
⑩

1000

●　amylase　1194

i蕊グ
罫

n＝55

r＝0．57

　　　　　　100　　　　　　　200　　　　　　　300　　　　　　　400　　　　　　　500

　　　　　　　　Serum　trypsin　（㎎／me）

Fig．10　Correlation　between　serum　trypsin　and

　　　　amylase．

　　　　Shaded　areas　indicate　normal　ranges　of　each

　　　　assay．

　g）血清トリプシン値と血清アミラーゼ値の相

　　　関について

　Fig．10に同一検体から測定し得たトリプシン

値およびアミラーゼ値を示した．両者間にはγ＝

0．57の弱い正相関がみられた（P〈0．01）．Fig．10

の斜線領域はおのおのの正常範囲を示す．55例中

トリプシン正常，アミラーゼ高値を示した3例は

耳下腺炎2例，手術時肉眼的に膵が正常であった

大腸癌1例であった．一方トリプシン高値，アミ

ラーゼ正常を示した例は13例で，確定診断されて

いる例（9例）の中では，腎機能障害（5例）が多か

った．

IV．考　　案

Trypsin　Radioimmunoassay　Kitの特徴は操作
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が簡便で，短時間で測定が可能なことである．本

キットの基礎的検討で，著者らはBIF分離後の

沈殿の洗浄が不要であること，またIncubation

timeは60分で十分であることを示したが，この

方法で行なうと約3時間で血清トリプシンの測定

が完了すると思われる．

　本キットの標準曲線は5～200　ng／mlの範囲で

鋭敏であり，低濃度検体の測定値の再現性はC．V．

が10％以下であり，また回収試験，希釈試験も

十分に満足できる結果であった．高濃度検体の測

定値の再現性はC．V．が10％をこえ唯一の難点

を示したが，これはFig．3の標準曲線をみると明

らかな如く，200～400ng／m1の範囲の標準曲線

は緩徐な傾きで測定手技による誤差が影響するた

めと思われた．しかしこの欠点は，200～400ng／

m1の値が本キットの正常値をはるかにこえる範

囲であるため異常値の確認に困難なく，本キット

の希釈試験が良好なので検体を希釈再検すること

により十分に解消し得ると考えられた．

　RIAによるトリプシン測定の特異性について

はGeokasら6）が詳細に報告し，従来の酵素学的

測定法でトリプシン・インヒビターとして問題に

なったα2－macroglobulinが1251標識トリプシン

と結合し，この結合体はほとんど免疫活性を示さ

ないことを指摘している．したがって，RIAに

用いられる1251標識トリプシンはヒト血清中の

α2－macroglobulinと結合しないように不活化され

るか，または本キットのようにあらかじめトリプ

シンをウシ血清と混和し免疫活性を有するtry－

psin一α1－antitrypsinとしておく必要がある．また

RIAではトリプシノーゲンの交叉反応が98％あ

るとされ6），RIAにより測定されるものにはトリ

プシンのみならずトリプシノーゲンも含まれてい

る．

　本キットは種々の蚕白分解酵素と交叉反応を示

さないことが知られており7），また著者らは膵全

摘患者でトリプシン値が測定感度以下になること，

および耳下腺炎患者等でアミラーゼが高値になる

がトリプシン値は正常であることを示した．これ

らの事実は，本キットが膵に特異的なトリプシ
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ン・トリプシノーゲンを測定していることを示し

ている．

　本キットによる健常人空腹時トリプシン値は

32．9±8．1　ng／m1であった．これはGeokas6），

Borgstr6m4）ら，および本キットを使用した岩木7），

今村8）らの報告と近似している．トリプシンの

RIAによる測定値についてはその他にTemler3），

Elias5）らの報告やそれらのRIA系に準じたRIA－

gnost　trypsin　kitを使用した報告があるが，その

健常人空腹時トリプシン値は著者らの結果より約

10倍高値である．この相違は先に述べた1251標識

トリプシンの不活化および標準トリプシンの純度

が異なるためと考えられている6）．したがって，

トリプシン値の判定には測定に用いたRIA法を

知っておくことが肝要である．

　血清トリプシンの測定が臨床的に急性膵炎の診

断に有用であるとの報告はすでに多くあり，著者

らの成績も同様であった．またERPGを行なっ

た患者の検討から，トリプシンの異常変動は非常

に鋭敏であると思われた．

　他の膵疾患では，慢性膵炎でトリプシン値が低

く，諸家の報告5・8・11・12）と同様の傾向を示した．

膵癌は60％にトリプシンの高値が認められたが，

摘出膵に広範な慢性炎症を合併していた例ではト

リプシンが低値であり，一定の傾向を示さなかっ

た．膵癌におけるトリプシン値は随伴する膵炎の

状態を反映しているものと思われた．以上の成績

は本キットが膵疾患のスクリーニングに有用であ

ることを示している．

　著者らは膵疾患に対するトリプシン測定の有用

性を検討するため各種疾患患者のトリプシン値を

測定したが，その結果，膵疾患との鑑別に注意を

要する疾患がいくつか存在することが明らかとな

った．Fig．6に示した如く，人工透析患者は急

性膵炎と同程度の高トリプシン値を示し，また

BUN，　creatinineが異常高値を示さない腎機能低

下患者でもトリプシンが軽度高値となるので，ト

リプシン高値の場合は腎機能低下の有無に関する

検討が必要である．腎不全における高トリプシン

値に関してはいくつかの報告5・9’10）がみられ，
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Lake・Bakaarら10）はアミラーゼを同時測定しト

リプシン／アミラーゼ比をみると，その値が腎不

全で高いことを指摘している．すなわち腎機能低

下ではアミラーゼに比しトリプシンが高値となる．

これはトリプシン，アミラーゼの腎におけるクリ

アランスの相違によると考えられる．また，血液

疾患のトリプシン値は溶血性貧血で高値が多く

（86％），鉄欠乏性貧血および鉄欠乏性貧血と同様

の血液学的パターンを示すBanti症候群で低値

（おのおの41％，100％）であった．貧血患者のト

リプシン値が疾患特有の病態を反映しているのか，

あるいはこれら患者血清が測定系に非特異的に影

響しているのかは詳細不明である．しかし，患者

血清，フェリチンは本アッセイ系に影響せず（成

績省略），疾患特有のパターンと思われた．これ

ら疾患と膵疾患との鑑別が臨床上問題になること

は少ないと思われるが，トリプシンが低値で慢性

膵炎を疑う場合には，同時に鉄欠乏性貧血の有無

についての検討が必要である．

　肝疾患，糖尿病ではトリプシン値に特有の傾向

がなかった．従来重症糖尿病，特にインスリン依

存性患者でトリプシン値の低下が報告されてい

る13～15）が，著者らの検討では空腹時血糖値200

mg／d1以上の重症糖尿病患者8名のトリプシン値

はいずれも低値を示さなかった．重症糖尿病にお

けるトリプシン低値の報告はEliasら5）のRIA

系に準じた測定系によるものであり，著者らと同

じキットを使用した糖尿病のトリプシン値の報

告8・16）は著者らの成績と同様の傾向を示している．

この相違はトリプシンの正常値と同様に，測定に

用いたRIA系によるものと考えられる．

V．結　　論

　1．本キットは再現性，精度とも良好で，RIA

の基礎的必要条件をみたす簡便な測定系である．

　2．血清トリプシン値は急性膵炎で全例著明な

高値を示した．また慢性膵炎で低値を示す傾向に

あった．膵癌では6例（60％）が高値，1例が低値

を示した．

　3．本キットは膵に特異的なトリプシンを反映

するものであり，膵疾患のスクリーニングとして

臨床的有用性を持つと考えられた．

　4．血清トリプシン値の測定結果の判定につい

て腎機能低下および貧血患者の場合は，膵疾患と

の鑑別に若干の考慮が必要である．

最後にtrypsin測定用キットを御提供下さいました㈱

ミドリ十宇に感謝致します．
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