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《ノート》
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L　はじめに

　ラジオイムノァッセイ（RIA）による血中インス

リン測定値が異常値を示し，インスリン抗体の存

在が疑われる検体に遭遇することが少なくない．

検体中に抗体が存在する場合，標識インスリンが

試薬として添加したインスリン抗体のみならず検

体中の抗体とも結合し，ポリエチレングリコール

（PEG）法では，抗体とともに沈降して沈渣に集ま

るので，測定値は0またはそれ以下の異常低値と

なる．二抗体法では，試薬由来の抗体は沈降する

が，検体由来のものは上清にとどまり，沈渣の放

射能が減少するので，測定値は異常高値を示すこ

とになる．インスリン抗体のほとんどの場合が，

過去あるいは現在のインスリン治療に由来するが，

われわれは，PEG法で異常低値をとるにもかか

わらず二抗体法では異常高値を示さず，インスリ

ン治療歴も否定される症例を経験し，PEG法に

よる測定値の異常が検体中のインスリン抗体によ

るものか，あるいは測定法上の問題によるものか

について検討し，インスリン抗体の存在によるも

のであることを確認したので，PEG法の有用性

と併せて報告する．
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　1）検体：昭和55年1月より11月までの11か月

間に，PEG法による血中インスリン測定を行っ

た症例は780例で，測定値が0以下となった症例

は18例であった．今回，このうちの13例について

検討し，これらを異常群とした．インスリン治療

歴のあるものは11例，患者が否定したものは2例

　Key　words：polyethylene　glyco1（PEG）method，
insulin　radioimmunoassay，　insulin　antibody．
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であった．これに対して，インスリン治療歴のな

い症例より無作為に17例をとり，これらを対照群

とした．

　2）インスリンRIA：PEG法による市販キッ

ト（科研製薬社，PEG法キットと略す）と，二抗

体法による市販キット（ダイナボット社，二抗体

法キットと略す）を用いた．

　3）インスリン結合率の測定：検体血清1∞μ1

に0．04Mリン酸緩衝液（pH　7．4）100　pl，1251一ウ

シインスリン液100　pl（いずれもPEG法キット

で使用のもの）を添加し，4°Cで約20時間反応さ

せた後，20％PEG－0．5％γ・グロブリン（4：1）混

液1mlを加えて混和し，4°Cで3，㎜rpm，15分

間遠心分離し，沈渣の放射能を計測した．インス

リン結合率は添加した総放射能に対する沈渣の放

射能の比（B／T％）で求めた．インスリン結合率に

対する血清蛋白濃度の影響をみる実験では，ウシ

アルブミン，ヒトα一グロブリン（Sigma　Chemical

社），ヒトγ一グロブリン（ICN　Pharmaceuticals社）

を0．04Mリン酸緩衝液（pH　7．4）で種々の濃度溶

液に調製し検体とした．また，非標識インスリン

の影響をみる実験では，PEG法キットの標準品

であるヒトインスリンを同じ緩衝液で0～約10

mU／mlに調製して使用した．

　4）セルロースアセテート膜（セ・ア膜）電気泳

動法：検体血清100　plに1251一ウシインスリン液

100　Ptl（約5μU），0．04　Mリン酸緩衝液またはヒ

トインスリン液（約10mU／m1）100　Ptlを加え，

4°Cで約20時間反応させたものを検体として泳動

した．セ・ア膜はSepraphore　III（Gelman　Science

社）を用い，陰極側より3．5cmの位置に検体数

μ1を塗布して，バルビタール緩衝液（pH　8．6，イ

オン強度0．06）で約1時間，1mA／cmの定電流で

泳動した．0．4％ポンソー3R液で染色，次いで

3％酢酸液で脱色して蛋白の分画を確認した．さ

らに，原線より陰極側0．3cm，陽極側6．O　cmを

0．3cmずつの切片とし，ポリスチレン管に入れて

放射能計測を行った．

　5）B／F分離法の交叉実験：PEG法キットの

標識インスリン，抗体および緩衝液に対して二抗

体法によるB／F分離法1）を用い，二抗体法キット

の標識インスリン，抗体および緩衝液に対して

PEG法によるB／F分離法を用い，通常の方法と

合せて4通りの組み合せについて，それぞれ測定

を行った．二抗体法キットの場合，反応液量が

800　plであるため，　PEG濃度を27．7％，γ・グロブ

リン濃度を0．7％として，同一最終濃度でB／F分

離が行われるようにした．

III．成　　績

　1）PEG法と二抗体法の比較：異常群（13症例，

69検体）においては，PEG法キットで全部が0以

下の測定値となったが，二抗体法キットではFig・1

に示す結果となった．二抗体法による症例1～5

の反応パターンは，非インスリン依存性糖尿病，

肥満，肝硬変などでもみられるものであり，直ち

にインスリン抗体の存在を疑う結果ではなかった．

症例6～13は明らかに異常高値を示し，インスリ

ン抗体の存在が疑われた．すなわち，症例1～5

の検体中のインスリン抗体の有無にっいて，PEG
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Fig．1　Changes　in　IRI　during　oral　glucose　tolerance

　　　test　determined　by　both　PEG　and　double

　　　antibody　（DA）methods．
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Fig．2　Correlation　between　IRI　values　by　PEG
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Fig．3　Effect　of　gamma　globulin，　alpha　globulin　and

　　　albumin　on　insulin　binding　ratio．

法と二抗体法で解離する結果が得られた．症例2，

3，5ではインスリン治療歴があり，症例1，4で

はなかった．

　対照群（17症例，54検体）においては，PEG法

キットと二抗体法キットの測定値の間に，相関係

数r＝0．988ときわめて高い相関が認められた

（Fig．2）．ただし，　PEG法キットでは二抗体法キ

ットに比し低値となる傾向がみられた．

　2）インスリン結合率に対する血清蛋白濃度の

影響：0～6．3％のアルブミン液，0～2％のα一グ

ロブリン液，0～4％のγ一グロブリン液の影響を

検討した結果，アルブミン，α一グロブリンでは，

濃度を増加してもインスリン結合率に対する影響

はみられなかった．これに対して，γ一グロブリン

では，正常血清濃度の約2倍に相当する4％溶液

で，インスリン結合率は約17％に増加した（Fig．3）．

　3）患者血清のインスリン結合率：異常群では，

35．4～81．0％，平均66．3％と著しい高値となった．

一方，対照群では，6．3～8．4％，平均7．0％であ

った（Table　1）．

　4）インスリン結合率に対するヒトインスリン

の影響：症例4の血清100μ1に0～約10mU／ml

のヒトインスリン液100μ1，1251一ウシインスリン

液100　plを添加し，インスリン結合率を測定した

ところ，ヒトインスリンの添加量が増加するにし

たがいインスリン結合率が低下し（Fig．4），ヒトイ

ンスリンが競合する特異的結合であることが認め

られた．

　5）セ・ア膜電気泳動による検討：対照群では，

アルブミンとα1一グロブリン分画の間に単一の放

射能ピークがみられた．これに対して，異常群症例

4では，以上のピークに加えて，γ一グロブリン分
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画により大きな放射能ピークが認められた．血清

の代わりにキットのインスリン抗体を用いた場合

も，γ一グロブリン分画に放射能ピークが認められ

た．さらに，あらかじめ約lmUの過量のヒトイ

ンスリンを添加し泳動させたところ，γ一グロブリ

ン分画にみられた放射能ピークは，対照群にみら

れる位置に移動した（Fig．5a）．

　1251一ウシインスリン液に代えて，1251一ブタイン

スリン液（二抗体法キットで使用のもの）を用い

ても同様の結果となった．ただし，1251一ウシイン

スリンを用いた場合に比して，γ一グロブリン分画

にみられる放射能ピークが低い結果となった
（Fig．5b）．

　異常群の他の症例についても，症例4と同様に，

過量のヒトインスリンの添加により，放射能ピー

クがγ一グロブリン分画からアルブミンとα1一グロ

ブリンの中間に移動する結果が得られた．これは

抗体と結合していた標識インスリンが，過量の非

標識インスリンと競合して遊離することを反映し

たものと考えられた．

　6）B／F分離法の交叉実験：方法の項で述べた

4通りの方法につき，それぞれの標準曲線を作成

したが，B／F分離法を交叉させても原法の場合と

ほぼ同様な標準曲線が得られた．また，同一血清

につきIRIを測定したが，　PEG法と二抗体法に

0
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　　　of　human　insulin．（abnomal　group，　case　No．4）

　　　（a）1251－bovine　insulin　was　used、

　　　（b）1251－porcine　insulin　was　used．

よる測定値間に，極めて良好な相関がみられた．こ

れらの結果より，B／F分離法を交叉させても原法
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Table　2

ポリエチレングリコール（PEG）法による血中インスリン測定について

Bound　ratio（B／T％）in　cross　experiments　of　bound－free　separating　method．

（abnormal　group，　case　No．4）
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4）antibody　5）OμU／m’of　standard　solution　6）double　antibody　＊value　in　case　of

addition　ofextra　buffer

よと変わらない結果の得られることを確認した後，

以下3つの場合について測定を行った（Table　2）．

　（1）標準液にインスリン抗体試薬を加えて測定

する場合．いずれのキットにおいても，B／F分離

法による差はみられなかった．濃度OμU／mlの結

合率（Bo％）を表に示した．

　（ii）検体にインスリン抗体試薬を加えないで

測定する場合（インスリン結合率の測定）．別の機

会に採血した異常群症例4を検体とした．PEG

法では，PEG法キットで57．1％，二抗体法キッ

トで20．1％とキットにより大きな差異が認められ

た（前者はBo％を越え，後者はBo％より明ら

かに小さかった）．PEG法キットについて，反応

液量を二抗体法キットと同一（800　p～）にして測定

を行った結果，インスリン結合率が32．3％に低下

したことから，両キット間のインスリン結合率に

差が認められた理由として，反応液量の多少によ

る希釈の効果の差が考えられたが，標識インスリ

ンの比放射能の差，あるいは種差（PEG法キット

ではウシインスリンを，二抗体法キットではブタ

インスリンを用いている）も可能性として考えら

れた．

　（iii）検体にインスリン抗体試薬を加えて測定

する場合（IRIの測定）．　PEG法では，試薬に用い

たインスリン抗体と検体中のインスリン抗体の両

者に結合した標識インスリンの割合が結合率

（B／T％）であり，二抗体法では，試薬に用いたイン

スリン抗体に結合した標識インスリンの割合のみ

がB／T％に相当することから，両法の差により，

検体中のインスリン抗体に結合した標識インスリ

ンの割合を知ることができる．PEG法キットの

場合，検体中の抗体による標識インスリンの結合

率（34．9％）が，試薬抗体による結合率（28．5％）

よりも若干大きかつたのに対し，二抗体法キット

の場合は，検体中の抗体による結合率（11．5％）が

試薬抗体による結合率（38．7％）よりも著しく小さ

かつた．すなわち，PEG法を用いた原法では検

体中のインスリン抗体の影響を受けたが，二抗体

法を用いた原法ではその影響が軽度にとどまった

と考えられた．

IV．考　　察

　PEGは，　Desbuquoisら2）によりRIAにおけ

るB／F分離に利用される様になった．彼らは，

水一PEG　2相系の分配において，抗体と結合した

ペプチドホルモンは，PEGにより溶液から排除

されて沈降し，遊離のものは上清のPEG相に残

って両者が極めて良好に分離されること，PEG

が室温でも蛋白の変性を起こさず，B／F分離時に

もペプチドホルモンー抗体結合の解離を起こさな

いことを指摘している．また，中川ら3）は，インス

リン抗体を含有する血清の遊離インスリン定量法

において，B／F分離に炭末，タルクによる吸着法，

二抗体法，塩析法などを試みたが満足すべき結果
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が得られず，PEG法の優れていることを報告し

ている．

　抗体結合インスリンを完全に沈降させるために

は，一定濃度以上のPEGに加えて，ヒト血清か

γ一グロブリンの添加を要するが，γ一グロブリンが

過剰となると，遊離インスリンもγ一グロブリンに

伴ってわずかながらも沈降することが指摘されて

いる．われわれも，γ一グロブリンと共にアルブミ

ン，α・グロブリンについて，PEG法によるインス

リン結合率測定に及ぼす影響を検討し，γ一グロブ

リンのみが濃度増加に伴ってインスリン結合率を

非特異的に増加させることを認めた．菊池ら4）も，

高γ一グロブリン血症を示した肝疾患患者で，この

様な非特異的結合が有意に上昇することを報告し

ている．しかしながら，血清γ一グロブリン濃度が

正常の約2倍に相当する4g／dlに程度が達しても，

このためにインスリン結合率が，われわれの測定

条件下で，非特異的に20％以上に増加することは

なく，異常群でみられたインスリン結合率高値が，

この原因によるものでないことは明らかである．

また，異常群に高γ一グロブリン血症を合併した症

例はなかった．

　インスリン結合率の測定は，インスリン結合物

質の有無を確認する簡便な方法であり，それが

γ・グロブリン分画に含まれる場合は，PEG法によ

り異常値が得られる．しかし，測定値にはBIF分

離の技術的な不完全さ，標識インスリンの試験管

への吸着などによる非特異的結合率（NSB）も含ま

れており，インスリン結合物質の含まれていない

検体でも数～10％程度の値となる．したがって，

インスリンに対する特異的結合率をみる為には，

過量の非標識インスリンを加えて，インスリン結

合率が低下することを確認することが必要である．

この点について，PEG法およびセ・ア膜電気泳

動法を用いて検討した結果，非標識インスリンを

加えることにより，競合的なインスリン結合率の

低下，あるいは放射能ヒ゜一クのγ一グロブリン分画

からの移動がみられた．

　以上の成績から，異常群の血清には，インスリ

ン治療の有無にかかわらず，インスリンと特異的

に結合し，高分子でγ一グロブリン分画に属するこ

とからインスリン抗体が存在し，これが原因で

PEG法による血中インスリン測定値が0以下の

異常値を示したと考えられる．

　二抗体法による測定値が著しい異常高値をとら

ず，インスリン抗体の存在を直ちに示唆しえない

検体があった点については，B／F分離法の交叉実

験から，B／F分離法の相違ではなく，反応液量の

差による希釈の効果，検体中のインスリン抗体と

試薬として用いたインスリン抗体の力価，親和力

の相対差が原因であり，標識インスリンの相違に

よる可能性も残された．測定条件，検体によって

は，検体からの抗体混入による影響が軽度にとど

まり，測定値に著しい異常をきたさず，検体中の

インスリン抗体の存在を見逃す場合のあることは

注意を要すると考えられた．

　インスリン抗体は，インスリン治療によりほと

んどの症例に発生し，その一部でインスリン抵抗

性の状態をもたらす．また，インスリン治療のな

い場合でも低血糖発作を引き起こして，インスリ

ン自己免疫症候群の原因となる．今回，検討した

異常群のうち2例（症例1と4）では，インスリン

治療歴が確認されないことから，低血糖発作はな

かったが，インスリン自己抗体の可能性が考えら

れた．インスリン抗体と標識インスリンの種差に

よリインスリン結合率に差があり，異常群症例4

でも，標識ウシインスリンとの結合率がブタの場

合よりも高値であった．この場合，比放射能の差

による可能性もあり，種差によるとすることはで

きないが，仮に種差が原因であったとしても，

Goldmanら5）は，治療によるインスリン抗体とイ

ンスリン自己抗体とで，ヒト，ウシ，ブタインス

リンに対する親和性には一定の差はみられず，こ

の点からの両者の鑑別はできないと報告しており，

異常群症例1，4のインスリン自己抗体の存在を

否定するものではない．

　平田6）は，インスリン自己抗体を有しながら低

血糖を生じない多数の症例も広く含めてインスリ

ン自己免疫症候群とする見解に対して，低血糖を

発生する場合に限って自己免疫症候群と呼ぶべき
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ポリエチレングリコール（PEG）法による血中インスリン測定について

であろうと定義し，インスリン自己免疫症候群の

本邦例は約10年間に50人の頻度であるが，・一方，

低血糖を起こさないインスリン自己抗体保有者に

ついては，甲状腺機能充進症でチアマゾール使用

者以外に，健康者や他疾患罹患者にも偶然に認め

ることが少くないと述べている．その頻度につい

て数字としては示されていないが，抗体力価が高

く，低血糖を起こすインスリン自己免疫症候群を

氷山の一角として，抗体力価が低く，低血糖を起

こさないインスリン自己抗体保有者が多数潜在す

ると想定され，インスリン自己免疫症候群の病態

を明らかにするに当っては，単なるインスリン自

己抗体保有者も含めた全体を対象にして検討する

ことが必要であろう．

　われわれの症例1は85歳女子，症例4は51歳男

子で，いずれも肥満を伴った非インスリン依存性

糖尿病であり，前者は胆石症，後者は高血圧症を

合併していたが，両者とも，他の免疫異常の合併

はなく，甲状腺機能も正常で，チアマゾール服用

もなかった．

V．まとめ

　PEG法を用いた血中インスリン測定において，

780例中18例で測定値が0以下の異常を示し，そ

のうち，13例について検討した結果，全例がイン

スリン抗体の存在によるものであった．

　また，インスリン結合率に対する血清蛋白の影

響につき検討した結果，γ一グロブリンのみが濃度

増加に伴ってインスリン結合率に有意の影響を与
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えた．しかし，インスリン結合率が著しい高値を

とる場合は，インスリン抗体の存在が強く示唆さ

れることを示した．

　PEG法による血中インスリン測定は，検体ブ

ランク値がインスリン結合率を示すことから，イ

ンスリン抗体の有無を同時に，かつ鋭敏に検出で

きるという大きな利点があり，抗体によるインス

リン抵抗性，あるいはインスリン自己免疫症候群

などの病態の把握に最も有用な方法と考えられる．

本論文の要旨は，第21回日本核医学会総会（札幌，1981）

において発表した．
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