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1．はじめに

　最近のラジオイムノアッセイ（RIA）の進歩に

よリ膵疾患の診断に特異性の高いトリプシンやエ

ラスターゼなどの測定法が普及しつつある．一方

膵蛋白分解酵素インヒビターに関してはα1一アン

チトリプシン（α1－AT）やα2・マクログロブリン（α2－

MG）が血中でその役割を果たしていることが知

られている．Pancreatic　secretory　trypsin　inhibitor

（PSTI）は56個のアミノ酸よりなる分子量6242の

物質で，膵酵素とともに膵液中に分泌され，キモ

トリプシンやカリクレインを阻害せずトリプシン

のみを阻害するKazal型インヒビターである1）．

その血中測定はEddelandら2）および北原ら3）が

RIA法を開発して以来PSTIの基礎的ならびに
臨床応用に関する報告4“’11．）がこれまでにかなり認

められる．

　今回著者らもPSTI・RIAキット〈シオノギ0931－

S）を試用する機会を得，その基礎的検討ととも
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に，とくにカラムクロマトグラフィーおよび濾紙

電気泳動法により1251一標識PSTIの純度検定を行

った．また臨床検討としてはアルコール多飲者に

おける変化を検討するため慢性アルコール症患者

を対象に血中PSTIの測定を行ったのでその成績

を報告する．

II．対象および方法

　使用したPSTI測定用キットは2抗体法による

もので指定の操作手順はTable　1に示した．なお

γカウンターはLKB－WALLAC　800COオートウ

ェルカウンターを用い，標準曲線からのPSTI濃

度算出はLOG－3次回帰曲線を用いてディスクト

ップコンヒ゜ユーター（Cannon　SX－350）で行った．

　臨床検討としてはアルコールを常習的に多飲し

て精神科に入院した慢性アルコール症患者で，明

らかな膵炎の症状および膵石を認めない症例4C名

（男39，女1，年齢16～70歳，平均46．9歳，飲酒

期間3～39年，平均22．9年）を選んだ．また日常

的飲酒にとどまる健常者4C名（男45，女1，年齢

18～5！歳，平均35．8歳）を対照群とした．

　Key　words：　PSTI，　Radioimmunoassay，　Gelchro－

matography，　Paperelectrophoresis，　Chronic　alcoholic．
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　　　Table　l　Assay　procedure　of　PSTI　RIA

Standard　or　Sample　50μ1

　　125－1－PSTI　　100μl

　　First　Antib鉗y　500μ1

Ong！ml　Standard　50μ1

　　　125－1－PST1　100叫

　　　　Buffer　　　500μ1

　First　I　ncubation｛a｛37’C　temp．2hrs．）

’ ’

l　　Sec・nd　A・ti励y　　1・・μ1 1

　Second　l　ncubation｛at　37°Ctemp．30　m｜n．｝

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、 ’

l　　C・nt・if・g・｛15・・91・・i・・） 1

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、 ’

ー A・pirati・n　　　　　l

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

l　　　C・unt・nd　C・1・・ul・ti・n　　　l
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　　　　　　　IIL　成　　績

　1．基礎的検討

　1）第1反応時間

　第2反応時間を30分とし第1反応時間を37°C

で30分～24時間まで変化させた際の各濃度におけ

るB／T（％）をFig．1に示したが，反応は16時間

でほぼ平衡に達した．

　2）第2反応時間

　第1反応時間を16時間とし第2反応時間を

37°Cで30分～240分まで変化させた時の各濃度に

おけるB／T（％）をFig．2に示したが，反応時間

は30分で十分と考えられた．

　3）標準曲線

　前述の結果から第1反応を16時間，第2反応を

30分で実施した代表的な標準曲線をFig．3に示

す．標準濃度2～150ng／m1の範囲において良好

な曲線が得られた．

　4）再現性
　測定系内および測定系間の再現性をいずれも3

種類の血清試料を用いて検討した．Table　2に示

すように，測定系内では2．9～6．5％（C．V．），測定

系間では8．5～9．7％（C．V．）の再現性を示した．
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Fig．2　1nfluence　of　second　incubation　time．

　5）回収率
　2種類の血清試料にっいて回収率を求めた．

Table　3に示すようにそれぞれの血清において，

105．3％および97．5％の平均回収率が得られた．

　6）希釈試験

　3種類の血清試料を生理食塩水で2～8倍まで

希釈して測定を行った．Fig．4に示すように各濃

度とも良好な直線性が得られた．
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　7）1251一標識PSTIの検定

　（a）ゲル濾過法

　1251一標識PSTIの純度を検定するために，セフ

ァデックスG－50カラム（1×50cm）に1°／．ヒトア

ルブミン2mlをあらかじめ通し，1251・・標識PSTI

lmtを添加した後，0．OlMリン酸緩衝液（pH－

7．4）を溶出液として1m1ずつ分画した．その結

果はFig．5に示すように3つの放射能ヒ゜一クが

みられその割合はおのおの5．4％，86．3％，8．3％で

あった．

　（b）電気泳動法

　Whatman　3　MM濾紙（3×30　cm）をあらかじめ

バルビタール緩衝液（pH＝8．6，μニ0．075）に浸し

た後，泳動槽に水平にはりつけ，1251一標識PSTI

O．1m1とヒト血清0．lmtにプロムフェノルブルー

（BPB）を指標として加えた試料を濾紙面の原点に

のせ定電圧500V，定電流10mAで4°Cにて約

1時間泳動した．終了後濾紙を乾燥させ，1cm間

　　Table　2　1ntra－and　Interassay　variations

A）Intraassay

Sample　　　　No．

Serum　A　　　　10

Serum　B　　　　10

Serum　C　　　　10

B）Interassay

PSTI　ng／ml
（M士SD）

9．64土0．63

30．74土1．20

63．75⊥L82

C．V．

（％）

く
∨
Q
／
Q
／

6
3
〔
∠

Sample

Serum　D

Serum　E

Serum　F

Table　3　Recovery　test

No．
PSTI　ng／ml

（M±SD）

4
4
．
4
．

6．97：］：0．67

19．63土1．90

62．82土5．32

C．V．

（％）

9－［5　－

9．7

9．6

Added
PSTI
（ng／m1）

Serum　G Serum　H

Measured
（ng／mt）

Recovery
　（％）

Measured
（ng／m’）

Recovery
　（％）

0
1

2．5

5

25

75

250

　4．70

　5．95

　7．47

　9．51

28．91

81．99

253．70

125．0

110．8

96．2

96．8

103．1

99．6

　3．68

　4．07

　5．98

　8．61

29．31

80．81

251．34

90．0

92．0

98．6

102．5

102．8

99．1

mean 105．3 97．5
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Fig．6Paperelectrophoresis　of　125－1－PSTI　with　What－

　　　man　3　MM　paper．

Table　4 Serum　PSTI　levels　in　patients　with　chronic

alcohol　intake　and　in　normal　controls

　Subjects　　　　　　　　　　　No．

Normal　contro1　　　　　46
Patient　with　chronic
　　　　　　　　　　40　alcohol　intake

　vs．　normal　control＊p＜0．001

PSTI（ng／ml）

　（M土SE）
3

10．4土0．3

15．8士1．4＊

呈2
⇔

1

　　O　　　　　　　lO　　　　　　　20　　　　　　　30　　　　　　　40　　　　　　　50

　　　　　　　　　Fraction　No．

Fig．5　Column　chromatography　of　125－1－PSTI　with

　　　sephadex　G・50．

隔に切りおのおのを試験管に入れ放射能を測定し

た．

　その結果はFig．6に示すように2つのピーク

がみられ，添加放射能の7．5％がヒト血清蛋白と

ともに移動した．

　2・臨床的検討

　健常人および慢性アルコール症患者の本キット

による血中PSTI値はTable　4に示すように対照

群46名では10．4±0．3（M士SE）ng／mlを示し，一

方慢性アルコール症40名では15．8±1．4（M±SE）

ng／m1を示し，対照群と比べて有意の上昇を認め

た．なお各症例の実測値はFig．7に示すごとく

であるが，慢性アルコール症では40名中19名

（47．5％）に健常者のMean＋2SD（14．6　ng／m1）以

上の高値を認めた．

IV．考　　察

　現在血中PSTIの測定にはシオノギ製薬株式会

社製RIA・キット（0931－S）が用いられ，これま

でにもその基礎ならびに臨床検討の成績4～13）が発

表されている．今回著者らも同キットについて基
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Fig．7　Serum　PSTI　levels　in　patients　with　chronic　alcohol　intake　and　in　normal　controls．

礎的検討を行うとともに，とくにカラムクロマト

グラフィーおよび濾紙電気泳動法を用いて1251一

標識PSTIの純度検定を試みた．

　まず反応時間はキット指定では第1反応は2時

間，第2反応は30分となっているが，前者につい

ては反応系が完全に平衡に達するまでには少なく

とも16時間以上を要すると考えられた．したがっ

て以下の実験はすべて16時間で行った．しかし2

時間の反応でもほぼ同程度の傾きの標準曲線が得

られることから迅速な測定を要する場合には2時

間でも可能と考えられる．また第2反応時間は30

分で反応系は十分に平衡に達した．このようにし

て作製した標準曲線は標準PSTI濃度2～150　ng／

m1の範囲において良好な曲線が得られた．また

本キットの再現性については測定系内で2．9～

6．5％（C．V．），測定系間では85～9・7％（C・V・）で

ありRIA法としてはほぼ満足すべき結果を示し

た．回収率についても105．3％および97．5％と良好

な成績が得られた．さらに希釈試験では高，中お

よび低濃度のいずれの領域においてもほぼ原点を

通る直線が得られた．

　さて今回の検討においてはとくに1251一標識

PSTIの純度検定を試みた．セファデックスG－50

を用いたゲル濾過では3つのピーク部分が認めら

れたが，第1のピークは重合分子と考えられその

割合は5．4％であった．第2のピークは86．3％を占

めPSTIそのものと思われた．また第3のピーク

は8．3％でPSTIのフラグメントあるいは遊離1251

と考えられた．一方濾紙電気泳動法では1251一標識

PSTIの放射活性は原点に近い部位に925％がと

どまり，7．5％がヒト血清とともに移動した．こ

れもDamaged　fractionの存在を示すものと考え

られた．このように1251一標識PSTIの純度検定の

結果，カラムクロマトグラフィーにおいては第1

および第3のピークを合わせ13．7％に，電気泳動

では7．5％にそれぞれ不均一性が認められたが，

RIA実施上とくに問題となるほどではないと考

えられる．なお今回は本測定系に対する各種膵酵

素および蛋白分解酵素インヒビター（アプロチニ

ン）などの交叉性は検討し得なかったが，石原ら4）

および松田ら5）によると交叉性は認めなかったと

している．

　血中PSTIの測定意義に関しては膵疾患，とく

に急性膵炎や慢性膵炎増悪期6）に上昇し，壊死性

膵炎7）では著明な上昇を認めると報告されている．

またこのほか各種の悪性腫瘍5，8“’10），腎不全11）あ

るいは加齢13）における上昇も知られている．アル

コールは膵炎発症の最も重要な因子であり，アル

コール多飲者においては血中トリプシン14）やエ

ラスターゼー115）の上昇も報告されている．そこで

今回の研究では慢性アルコール症患者を対象に血

中PSTIの変動を観察した．その結果本症の血中

PSTI値は対照群と比べて有意の上昇を示し，異

常出現頻度もほぼ半数に達した．これはアルコー

ル多飲者では血中トリプシンやエラスターゼー1の

上昇に加えて，血中PSTIも同時に上昇すること

を示すものである．健常人の血中PSTI値にっい

ては報告者により差異があるが，今回の著者らの

症例（平均年齢35．8歳）では10．3土0．3（M士SE）

ng／m1を示した．一方慢性アルコール症患者の平
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均年齢は46．9歳と約10歳の開きがある．したがっ

て前述のように慢性アルコール症における血中

PSTI上昇には加齢に伴う因子も考慮に入れるこ

とが必要と思われる．しかし中野ら13）によれば30

歳代と40歳代との間には差異は少ないとしている

ことから，年齢要因を考慮しても慢性アルコール

症の血中PSTIは上昇していると考えられる．

　PSTIが血中に増加する機序については現時点

では不明であるが，PSTIは本来膵腺房細胞より

分泌され，膵管内で特異的にトリプシン活性を阻

害するとされていることから，それがアルコール

多飲者の血中に上昇する事実は，アルコールによ

るトリプシン上昇に生体が何らかの機序で対応し

ている可能性を示唆している．

●

）
）

－
▲
ー
へ
∠

V．結　　論

基礎検討

第1反応時間は16時間が適当と考えられた．

再現性，回収率および希釈試験においては

RIA法としてほぼ満足しうる結果を示した．

　3）カラムクロマトグラフィーおよび濾紙電気

泳動を用いた1251一標識PSTIの検定ではRIA法

として十分用い得る結果が得られた．

　2．臨床検討

　慢性アルコール症の血中PSTIは有意に上昇し，

アルコールによる膵障害との関連性が推測された．

　本論文の要旨は第9回日本核医学会北海道地方会（昭

和59年7月札幌市）で発表した．

　なお，PSTI測定用キットの提供をいただいた塩野義製

薬株式会社，PSTIにつき種々ご教示をいただいた大阪大

学医学部第二外科小川道雄講師および本研究にご協力い

ただいた札幌医大RIセンターの諸氏に謝意を表します．
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