
235

《ノート》

セクレチン測定用キットによる血清セクレチンの
　　　　　　　　　　　Radioimmunoassay

Measurement　of　Serum　Secretin　by　Secretin　Radioimmunoassay　Kit
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はじめに

　セクレチンは消化管ホルモンの中で最初に発見

され（1902年），その生理学的作用も詳細に検討さ

れて消化管ホルモン研究の緒となったものである

が，その化学構造の決定はガストリンよりもはる

かに遅れ，ようやく，1967年に至り，Mutt＆

Jarpes1）により明らかにされたものである．

　すなわち，Jarpes＆Muttは1953年からセクレ

チンの分離精製を試み，1961年に単一なセクレチ

ンを得るに至った2）．次いで，アミノ酸分析によ

り11種のアミノ酸27個からなるポリペフ゜タイドで

あることが報告され，Edman分析によりN一端か

らHis．－Ser．－Asp．の配列が決定されたが，抽出物

が微蟻なため構造決定までには至らず，ようやく，

1967年に至’、てMutt＆JarpesDはTrypsin，

Thrombin分析を利用して構造を決定し，さらに，

Bodanszkyらの合成研究の協力を得て27個のペフ゜

タイドを合成し得るに至ったものである．

　セクレチンはトニ指腸粘膜から分沁され，膵外

分沁，とくに水，1荘炭酸の分沁促進作用ガストリ

ンならびに胃塩酸分沁機能の抑制作用などの生理

的作川が知られている．

　セクレチンのradioimmunoassayによる測定に

ついては，1968年Youngら3）によ一・て初めて定量
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され，さらに，1973年Beden＆chey4）によって

測定法が確立された．以来，セクレチンの定量は

多くの研究者によって行なわれてきたが，安定性

のある標準セクレチンが得られ難いこともあって

測定は困難をきわめた．1976年Yanaiharaら5）は

ヨウ化セクレチンとして，彼らが合成に成功した

Nα一tyrosy1セクレチン，［Tyrosinei］セクレチンを

用いたセクレチンのradioimmunoassay法を確立

したことから，セクレチンの測定は格段の進歩を

示すようにな・，た．

　われわれは昭和52年来末，第一ラジオアイソト

ープ研究所で開発された［Tyrosinei］セクレチン

を用いたキットを使用する機会を得たので，2，3

の基礎的検討を行なった．

対象ならびに方法

　対象症例は国立東京第二病院の入院および外来

患者181例で，その内訳は正常者68例，胃癌，胃

潰瘍それぞれ9例，十二指腸潰瘍3例，肝炎およ

び肝硬変18例，胆石症14例，膵炎3例，腸閉塞2

例，悪性腫瘍（非消化器）25例，糖尿病6例，甲状

腺機能ノd進症13例および甲状腺機能低下症11例で

ある．

　試料はいずれも早期空腹時の血清を用い，採取

後一20℃で凍結保存した．

　セクンチンのradioimmunoassayはキットの指

示書に従った操作法を用いて行なった．

Key　words：　Gastrointestinal　hormone，　Secretin，

Radioimmunoassay，　Secretin　value
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236 核医学　16巻2号（1979）

　キットの内容

　1）　セクレチン抗血清（合成ブタセクレチンを

家兎に感作して作製した抗血清）

　2）標準セクレチン（合成ブタセクレチン6．4

mg含有）

　3）　ヨウ化セクレチン（1251・［Tyr．1】セクレチン

を約2μci含む）

　4）家兎γ一グロブリン抗血清一第2抗体一（家

兎γ一グロブリンを山羊に感作して作製した抗血

清）

　5）標準セクレチン用希釈剤

　6）Tween＃80溶液（約5m’）

　測定操作法は標準セクレチン，または被検血清

200μ～に緩衝液で希釈したセクレチン抗血清1m1

を加え，4°Cで4日間インキュベートした後，ヨ

ウ化セクレチン（1251）溶液100　lulを加えて4°C

でインキュベトし，次に家兎γ一グロブリン抗血清

（第2抗体）100　plを加えてさらに4°Cで1日間，

延べ6日間インキュベートする．次に，冷却遠心

器で2，㎜×gで30分間遠沈し，アスピレーターを

用いて上清を吸引除去する．

　ウェル型シンチレーションカウンターで放射活

性を測定して自然計数率を差し引き，B／Bo％を算

出して標準曲線を作製し，被検血清のセクレチン

濃度を読みとる．

成 績

操作を行なった際の標準曲線は，50pg／m1から

3，200　P9／m1に至るまで緩徐な曲線を画き，かつ，

その測定値にもかなりのバラツキを示した．

　また，ロット番号の異なった8キットおよび有

効期限切れのキットにおける標準曲線はFig．2に

示すように逆S字型の曲線を示した．ただ有効期
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　1．標準曲線
　本法での標準曲線をインキュベーション温度に

変化を与えっっ行なったものと併せて示したのが

Fig・1である．すなわち，指示書どおりに行なっ

た4°Cのインキュベーションにおける標準曲線は，

50P9／m1から100P9／m1までは緩徐に，またそれ

以上の濃度では1，600P9／m1に至るまで比較的急

峻に下降する曲線を示した．また，20°Cの恒温槽

でインキュベートした際にはB／Bo9。は低値を示

したものの，ほぼ前者と平行しつつ経過した．ま

た，ラジオイムノアッセイの本質からみても，実

際の操作上からみてもあり得ないことではあるが，

凍結氷解という急激な温度変化を途中で与えつっ

B！Bo％

50　100　200　．200　800　16003200　re　mt

Fig．1　温度による変化

　　　　　　　　　　A　8キ7トの甲均
　　　　　　　　　　8　有妨廟■切れ｝ノト

Fig．2　異なt，たロットにおける標準曲線
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セクレチン測定用キットによる血清セクレチンのRadioimmunoassay 237

Table　1　各ロットにおける標準曲線作成時の濃度％の変動

ロット　No．

濃度P9／m／

　　　50
　　　100

　　　200

　　　400

　　　800
　　1，600

　　3，200

1

95．0％

89．2％

75．7％

49．2％

25．3％

15．5％

9」％

2 3 4

94．5　　　　94．3　　　　97．5

87．3　　　　88．7　　　　89．9

75．2　　　　76．2　　　　74．2

49．9　　　　49．3　　　　48．4

24．5　　　　25．1　　　　28．1

15．6　　　　15．4　　　　18．7

9．3　　　　　9．3　　　　10．6

5 6 7 8

97．6　　　　95．6　　　　96．5　　　　96．5

92．0　　　　88．2　　　　90．4　　　　90．5

75．3　　　　74．9　　　　78．5　　　　77．5

47．1　　　　46．8　　　　48．3　　　　48．6

26．6　　　　24．7　　　　24．9　　　　26．6

18．2　　　　15．4　　　　14．8　　　　16．4

9．3　　　　9．7　　　　9．4　　　　9．3

平均±SD．（％）

95．93±1．28

89．52土1．48

75．93士1．42

48．45±1．06

25．73±1．25

16．25±1．43

9．531LL　O．46

限切れのキットにおける標準曲線は100　P9／m1以

下のみならず全般的に緩徐な下降を示す傾向にあ

’
，た．

　8キットにおける標準曲線作成時の濃度゜。の変

動をTable　1に示した．キット問でわずかの変動

は見られたものの，一般に標準偏差は少なく，き

わめて良好であった．

　2．　回収率

　濃度既知のセクレチンを含む血清3試料に一定

量の標準セクレチンを添加した際の回収率は

Table　2に示したごとくである．すなわち，濃度

既知試料34，52，73P9／mlの血清にそれぞれ50，

100，200，400pg／m1を添加した際の各試料の平均

Ii】1収率はそれぞれ，111．7±6．07°6，112．5土8．43％，

10L8土4．76°、、とほぼ満足すべき成績を得た．

　また，希釈試験はTable　3に示したように，実

測値1　，606　P9／m1の試料について2，　4、8倍に希釈

して行なったが，それぞれ811，398，196　P9／m1と

ほぼ満足すべき測定値を得た．なおFig．3には，

その際の理論値と測定値との関係を゜、，であらわし

たもので，いずれも良好な成績を示した．

　3．再現性
　本法の再現性を見るために，同一キット内での

バラツキについて検討した．すなわち血清3試料

を用いて同一キット内で同一血清を試験管5本で

測定した際の成績はTable　4に示すごとくで，変

動係数（CV）はそれぞれ2．13°6，1．08％，3．30％と

良好な成績を示した．

　4・臨床例の測定値について（Table　5）

　本キットを用いて測定した正常者68例の空腹時

セクレチン値は67～239pg／m1の間に分布し，平

均130．6土38．OP9／m1であった．

Table　3　稀釈試験

Table　2回収率
既知試料f直

　　　P9／n・／

サンプルA

34

サンプルB

52

サンプルC

73

添加量
pg／m／

　50
　100

200

400

　50
　100

200

400

　50
　1∞

200

400

回収量　回収率
P9／m／　　　（u／o）

　98　　　117

　144

　273

　460

　117

　180

　295

　453

134

174

271

469

平均回収率
（％±S．D．）

107

117　　　111．7

106　　　　　16．07

115

118

117　　　112．5

100　　　±8．43

109

100　　　101．8

99．3　　　　±4．76

99．2

実測値
理論値

　l
pg／ml

l．606

％
o
o

理

論50

値

　2　　　　／4
P9／m／　　P9／ml

811　　　　398

803　　　　　401．5

0 　50
測定値

Fig．3

100％

／8

P9／ml

196

200．7
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Table　4再現性

核医学　16巻2号（1979）

竺
1
3
3
4
5

サンプルA

98P9／m1
94

94

98

95

m土S．D．　　95．8±2．05

サンプルB　　サンプルC

l32　pg／ml　l16pg／m’

130　　　　　122

132　　　　　119

132　　　　　122

129　　　　　113

131．0±1．41　　118．4：ヒ3．91

C．V． 2．13％ 1・98％一・ 3．30％

Table　5　各種疾患におけるセクレチン値

例数

正　常

胃　癌

胃潰瘍

十二指腸潰瘍

肝炎及び肝硬変

胆石症

膵　炎

腸閉塞
悪性腫瘍（非消化器）

糖尿病

甲状腺機能充進症

甲状腺機能低下症

8
9
9
3
8
4
3
2
5
6
3
1

1

0
　
　
　
　

1
1
　
　
　
「

∠
　
　
－
1

　範囲　　　　m士S．D．
（P9／m1）　　　（P9／m’）

67－239　　　130．6±38．0

62－220　　　144．5士48．1

92－258　　　161．2土51．9

89－189　　　147．3土52．0

56－195　　　126．4ti：46．3

56－235　　　133．3±42．8

97－127　　　116．7：t17．0

116－146　　　131．0士212

54－595　　　162．1土116．5

62－218　　　115．7土54．2

66－225　　　127．3士52．5

70－170　　　103．8士33．4

　胃癌9例では62～220P9／m1，平均144．5土48．l

pg／m1で，正常者よりやや高い値を示した．また，

胃潰瘍9例では92～258pg／m1，平均161．2土51．9

pg／mlと高値を示したが，十二指腸潰瘍3例では

89～18gP9／m1，平均147．3土52．OP9／m／とこれよ

り低い値を示した．肝炎および肝硬変18例では56

～195P9／m1，平均126．4土46．3P9／m1，胆石症14例

では56～235pg／m1，平均133．3土42．8　pg／m1，膵炎

3例では97～127P9／m1，平均116．7±17．O　pg／ml，

腸閉塞2例では116～146　pg／m1，平均131．0土21．2

pg／m1，悪性腫瘍（非消化器）25例では54～595　Pg／

m1，平均162」土1165　P9／m1，糖尿病6例では62

～218P9／m1，平均115．7±54．2　P9／m1，甲状腺機能

∫L進症13例では66～225P9／m／，平均127．3　P9／m／，

平均127．3士52．5pg／m1，甲状腺機能低下症11例で

は70～170P9／m1，平均103．8±33．4　P9／m1であ・1

た．

　5．糖負荷試験時における血中セクレチン濃度

　　の時間的変動

　胃十二指透視検査で異常を認めなかった正常例，

糖尿病症例および肝炎症例の509経1｜糖負荷試

験時の血中セクレチン値の変動を血糖値，インシ

ュリン値，C一ペプチド値，　HGH値およびガスト

リン値などと併せて検索した．

　a．正常例（Fig．4）

　血糖曲線は正常型を示し，かつ，C一ペプチド，

インシュリン値も糖負荷後1～2時間で高値を示

した後下降した．この間のHGH値は当然のこと

ながら，わずかに緩やかな減少を示すにとどま’，

MT　♂　19才

館mt

200

100

セクレチン尾．‘ ガストリン　　　　　唱●‘ C－〔ブチト　　　　　　㎎6 血　　■。∪．， インシュリンパ“ HGH

200 10 200 加 20

100 5 100 100 10

♂〉

＼蘭　1　2　3〔ti）　葡　1　2　3｛lt｝　前　1　2　3伽1　前　1　2　3｛tr）　前　1　2　3（囹　前　1　2　3〔旬

Fig・4　正　　　常　　　イ列
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Sl　♂68才

はeC　

…
1

100

セクレチン　　　　　題■‘ ガストリン　　　　　唱■‘ Cベプチト　　　　　㎎幽 血　　■　　　　　“u●‘ インシュリン　　　　　mμ9■‘ HGH

200 1じ 200 200 20

　　　　　100

∨
へ‘ 100 100 10

ハ
荊　1　2　3　　　前　1　2　3　（tV　t荊　1　2　3　w　　荊　1　2　3　ttr、　前　1　2　3〔tr　1　前　1　2　3　thr）

Fig．5糖尿病症例

KH　♂40才
F￥L’“

200

100

セクレチン　　　　　　尾■’ カストリン　　　　　　噌但‘ C－〔ブチド　　　　　　㎎／還 血　　笛　　　　　　μuノ●■ インシュリン　　　　　m声8⑭’ HGH

200 10 200 200 20

100 5 100 100 10

｝前123悔｝繭123（rv［荊123〔倒荊123（削前123（rの前123（tv，

Fig・6肝炎症例

た．

　血中セクレチン値は，糖負荷後2時間口に高値

を示した後旧値にもどる傾向を示したが，この間，

ガストリン値はほとんど変動を示さなかった．

　b．糖尿病症例（Fig．5）

　過去にインシュリン治療歴を有し，現在1820

cal．の食餌制限のみで十分コントロールにされて

いる糖尿病症例である．

　空腹時血糖値は正常を示したが，50gブドー糖

経口負荷による血糖曲線では明らかな糖尿病型を

示した．

　C一ペプチドおよびインシュリン値の空腹時レベ

ルは正常者のそれとの間に差はないが，両者とも

peakはいずれも60分より遅れ，いわゆるdelayed

responseを示した．しかし，本症例は食餌療法に

よるコントロールが十分であるため，C一ペプチド

の態度はインシュリンの低値に比して正常に近い

反応を示していることがわかろう．

　本症例のセクレチン値の推移は糖負荷によって

もほとんど変動せず，一方，ガストリン60分は値
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240 核医学　16巻2号（1979）

を頂点とした変動を示した．

　c．肝炎症例（Fig．6）

　鼻出血およびこれに対して行われた血管結紮術

に際して行なった輸血による血清肝炎例で，GOT，

GPTは高値を示す．

　509ブドー糖経rl負荷による血糖曲線は正常型

を示し，また，C一ペプチドおよびインシュリンの

空腹時レベルは正常域にあったが，負荷による反

応性増加は著しく，これに反してHGHは低値を

維持するにとどまった．

　セクレチン値は糖負荷により早期に著明な増加

を示した後旧値に復し，また，ガストリン値は空

腹時には高値を示していたが，糖負荷により急速

な減少を示した後，再び，空腹時を上回る高値を

示した．

考 案

　セクレチンは消化管ホルモンの中で最も早く発

見され，膵外分沁量の増加作用や，ガストリンな

らびに胃塩酸分沁機能の抑制作用などが知られて

いるが，セクレチンのradioimmunoassayによる

測定は，標識ホルモンを作製するために必要な

Tyrosineが存在せず，安定性のあるヨウ化セクレ

チンを得るのが困難であつたため，不11∫能であっ

た．

　1976年Yanaiharaら5）はブタセクレチン，［Ty－

rosine1］セクレチンの合成に成功し，これに伴一，

てこれらを用いたradioimmunoassay法を確立し

たことから，セクレチンの測定は飛躍的な進歩を

示すに至った．

　われわれは第一ラジオアイソトープ研究所より

提供を受けた［Tyrosinei］セクレチンを用いたキ

ットについて，2，3の検討を試みたのであるが，

得られた標準曲線のB／Bo9。は標準セクレチン50

pg／m1から100　pg／m1までは緩徐に，またそれ以

上の濃度では1，600P9／mlに至るまで比較的急峻

に下降する良好な感度を示した．この点は清野

ら6），宮下ら7｝の報告と同様であった．ただ，全

過程を20°C恒温状態で行なった際のB／Bo％は

低値を示したものの，50pg／m1～800　pg／mlの間

で指示、1　｝，に従った4°C操作の際の標準曲線と平

行する曲線を得たことは，少なくともこの温度範

囲内で恒温状態を保ち得るならば，測定し得る可

能性を示唆するものといえよう．

　回収試験の結果はほぼ満足すべきものであった．

ただ，今回の実験に使用した既知試料値が34，52，

73pg／m1と比較的低濃度試料に偏したきらいがあ

り，より高度の試料についての検討もまた必要で

あろう．また添加量の多少による回収率の傾向に

一定のものは見られなかった．

　希釈試験は実測値1，606pg／m1を示した試料を，

それぞれ2，4，8倍に希釈して行な一，た結果，理

論値に近似した良好な再現性を示した．

　同一キット内で同一血清を試験管5本で測定し

た際の変動係数は2」3％，1．08％，3．30W、を示し，

本キットにより得られるセクレチンの再現性はき

わめて良好であった．

　以上の検討成績から，本キットは臨床上のセク

レチン測定に有用であると思われる．

　われわれの測定した正常者の空腹時セクレチン

値は，67～239pg／mlの間に分布し，平均130．6±

38．OP9／m／であ・・た．この値は清野ら6）の50～217

P9／ml宮下ら7）の50～230　P9／m1平均140「50

P9／m1とくらべて多少の差異はあるものの，ほぼ，

同様であった．

　また，例数はまだ少ないのであるが，測定し得

た胃癌，胃潰瘍，十二指腸潰瘍および非消化器悪

性腫瘍などの症例では，正常者より平均値の上で

高い傾向を示し，とくに胃潰瘍および非消化器悪

性腫瘍にその傾向を強く認めた．肝炎および肝硬

変，胆石症，腸閉塞，甲状腺機能元進症例などは

ほぼ正常に近く，また，膵炎，糖尿病，甲状腺機

能低下症などの症例ではいずれも低値を示す傾向

にあったが，いずれも今後症例を重ねて検討を加

える必要があろう．

　糖経口負荷試験時における血中セクレチン濃度

の推移については，セクレチンの有する生理学的

作用の多様性を考慮して，ガストリン，C一ペプチ

ド，血糖インシユリン，HGHを同時に測定して

興味ある知見を得たがこの点に関してもさらに症
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セクレチン測定用キットによる血清セクレチンのRadioimmunoassay

例を重ねて検討する必要があろう．

おわりに

　われわれは［Thyrosinei】セクレチンキツトにつ

いて2，3の検討を加えた結果，本キットは感度，

精度ならびにセクレチン値の再現性も良好で，臨

床的に十分利用し得るものと考えられる．

　本論文の要旨は第9回日本核医学会関東甲信越地方会

で報告した．
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