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C－peptideのRadioimmunoassay

一
塩基性アミノ酸部分を含まない合成ヒト

　　　C－peptideによる方法に関する検討と評価一

Fundamental　and　Clinical　Evaluation　of　C－Peptide　Radioimmunoassay　Kit
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1．はじめに

　1967年Steinerら1）により，インスリンの前駆

物質であるプロインスリンが発見された．プロイ

ンスリンは，膵β細胞内で，インスリン部分，塩

基性アミノ酸部分，さらにC－peptideの3っの

部分に分解され分泌されることが知られてい
る2～4）．

　現在，膵β細胞機能を臨床的に検査する方法と

して，radioimmunoassay（以下RIAと略す）によ

る血中インスリン（IRI）の測定が広く普及してい

る．ところが，IRIの測定は，インスリン治療中

の患者や，血中に抗インスリン抗体の存在する患

者などの検査で問題があった5“8）．C－peptideとイ

ンスリンとの間には，免疫学的に交叉性がないこ

とが明らかにされており9），RIAを用いることに

より，両者を完全に区別して測定することが可能

である．したがって，インスリン治療中の患者や，

血中に抗インスリン抗体の存在する患者を含め，

すべての症例の膵β細胞機能検査が，C－peptide

を指標にすることにより容易に施行できる．
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　C－peptideのRIAに関しては，当初，抽出ヒト

C－peptideを用いた方法が種々検討されてきた

が9・10），一般化するまでにいたらなかった．近年，

ヒトC－peptideの合成が可能となり11），これを用

いたRIAが確立され12），臨床的に利用されてい

る13）．

　現在，わが国で入手可能なC－peptide　RIA　Kit

は，材料としてNおよびC端に各々2個ある塩

基性アミノ酸部分，つまりArg・ArgとLys・Arg

を含む構造となっている．

　最近，あらたにこれら塩基性アミノ酸部分を含

まないヒトC－peptideの合成を行い，これを用い

た新しいRIA　systemがわが国で開発され，注目

されている．今回，われわれは，この新しいC－

peptide　RIA　systemにっき，基礎的および臨床的

検討を行うと共に，従来の方法との比較などを行

う機会をえたので，その成績につき報告する．

2．方法および材料

　今回，検討に用いたRIA　Kitは，塩野義製薬

（株）より提供をうけ，実際の測定操作は，Table

1に示すごとき手順で行った．また，IRIの測定

にはPEG法によるRIA法により，また血糖値の

測定は，Auto－analyser法によった．

　Key　words　：　Evaluation，

peptide．
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Table　l　Assay　procedure　for　C－Peptide　radioimmuno・

　　　　assay　Kit
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Buffer　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

Standard　CPeptide　or　Sample．．．．．．．．

Anti－C－peptide　antiserum　．．．．．．．．．．．，

Radioiodinated　C－peptide　－一．．．．．．．．．．

　　　Mixed　and　stand　for　20－24　hrs　　↓
　　　at　room　temperature（15－25°C）．

Second　antibody　．．．．　．

　　　Mixed　and　stand　for　l　hrs　at　　↓
　　　room　temperature．
Centrifuge　at　1，500　g　for　5　min．

Aspirate　of　supPernatant

Added　saline　to　the　assay　tube　．。．．．．．．

Centrifuge　at　1，500　g　for　5　min．

Aspirate　of　supPematant．

Count　and　calculate　of　assay　results．

0．5m1

0．1m1

0．1m1

0．1m／

0．1m1

2．Oml

　1）基礎的検討

　（1）標準曲線に関する検討

　異なる10回の測定でえられた標準曲線を，

mean土S．D．で表示し，その安定性と再現性を検

討した．

　（2）特異性に関する検討

　本測定系の抗体の特異性をみる目的で，塩基性

アミノ酸部分を含むヒト合成C－peptide（第一ラ

ジオアイソトープ研究所），塩基性アミノ酸部分を

含まない合成ヒトC－peptide（シオノギ），グルカ

ゴン（ダイナボットRI研究所），およびトリプシ

ン（ミドリ十字）を用い，本測定系に対する抑制の

有無，およびその程度を検討した．

　（3）回収率に関する検討

　濃度の異なる2種類の血清試料に，濃度の異な

る4種類のCpeptideを添加した際の回収率にっ

き各々検討した．

　（4）再現性に関する検討

　濃度の異なる各々4種類の血清試料を用い，同

一測定内（n＝6），および5回の異なる測定間にお

ける再現性を検討した．

　（5）希釈試験に関する検討

　比較的血中C－peptide濃度が高値を示す2種類

の血清試料を，1：1，1：2，1：4，1：8，1：16と希釈し，

　希釈試験を行った．

　（6）インキュベーション時間に関する検討

　a・First　incubation二時間に関する検討

　First　incubationを，8，22，および46時間とか

えた際の各々の標準曲線と，血清試料のB％およ

び測定値を基に比較検討した．尚，　second　incuba－

tionは1時間とした．

　b．Second　incubation時間に関する検討

　Second　incubationを，15，60，および180分と

かえた際の各々の標準曲線と，血清試料のB％お

よび測定値を基に比較検討した．尚，fi「st　incuba－

tionは20時間とした．またsecond　incubationが，

原法では60分と比較的短いため，rotatorを用い

撹拝した場合と，静置した場合との差異の有無に

つき，各々の標準曲線を基に比較検討した．

　2）他の測定法との比較

　（1）標準C－peptideの比較

　本測定法における標準曲線および標準C－pep－

tideの評価を目的として，他の測定法（第一ラジオ

アイソトープ研究所製）の標準C－peptideを本測

定系に，また逆に本測定法の標準C－peptideを第

一ラジオアイソトープ研究所製の測定系に各々添

加し，比較を試みた。

　（2）測定値の比較

　血清試料66検体を用い，本測定法と他の測定

法（第一ラジオアイソトープ研究所製）とで同時に

血中C－peptide濃度を測定し，両測定値を比較し

た．

　3）本測定法の臨床応用

　対象には，昭和54年8月から昭和55年1月ま

での間に，兵庫医科大学病院RIセンター診療部

に509ブドウ糖経口負荷試験（50gOGTT）によ

る血中IRIまたはC－peptideの測定依頼のあった

症例から，任意に選ばれた34例をあてた．これら

の症例の内訳は，糖尿病患者27例，尿糖を伴う

他疾患患者7例であった．さらに，糖尿病患者27

例を治療法別にみると，食餌療法群9例，経口糖

尿病剤投与群8例，インスリン治療群10例であ

ったが，インスリン治療群10例のうち3例は，

PEG法によるIRI測定で血中に抗インスリン抗

体の存在が確かめられた症例であった．さらに対

照として，健常人6名をあて，同様の検討を行っ
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た．

　すなわち，これら総ての症例に5090GTTを

施行し，インスリン治療群を除く症例では，血中

C－peptide，　IRI，および血糖値を，またインスリ

ン治療群では血中C－peptideと血糖値を測定し比

較した．

3．成 績

　1）基礎的検討

　（1）標準曲線に関する検討

　異なる10回の測定でえられた標準曲線を，

mean±S．D．でFig．1で示した．すなわち，　B／Bo

％でみるとC－peptideで0．195　ngの平均は95．0

±1．5で，有意の抑制が認められ，本測定法の感度

がきわめてすぐれていることが確かめられた．ま

た，0．39から25ngの間で良好な直線性が認めら

れた．各濃度におけるC．V．をみると，0．195　ngで

1．5％，0．39ngで2．6％，0．78　ngで2．8％，1．56　ng

で4．1％，3．12ngで4．2％，6．25　ngで3．4％，12．5

ngで5．9％，25　ngで11．8％，また50　ngで19．8％

であった．

　（2）特異性に関する検討

　本測定法の特異性を検討する目的で，C－peptide，

インスリン，グルカゴン，およびトリプシンを用

1317

い，本測定系における抑制効果の有無を検討した

結果をFig．2で示した．すなわち，グルカゴン，

インスリン，トリプシンとは，検討範囲内ではほ

とんど影響を認めなかった．これに対しC－peptide

は，第一ラジオアイソトープ研究所製も，シオノ

ギ（株）製も，いずれも同様に用量反応性に抑制効

果が認められ，本測定法がC－peptideに特異的で

あることが確かめられた．

　（3）回収率に関する検討

　C－peptide濃度の異なるA，　B，2種類の血清試

料に，3．1，6．3，12．5，および25ngと濃度の異なる

4種類のC－peptideを添加した際の回収率を各々

求めTable　2で一括した．血清Aでの回収率の

平均は107．5％，血清Bでの回収率の平均は109．5

％といずれも良好な結果がえられた．

　（4）再現性に関する検討

　C－peptide濃度の異なるA，　B，　C，　D，4種類の血

清試料を用い，同一測定内における再現性と，同

じくC－peptide濃度の異なるE．，　F，　G，　H，4種類

の血清試料を用い，異なる5回の測定における再

現性を各々検討し，その結果をTable　3に一括し

た．同一測定内での再現性はC．V．が6．4から

11．7％の範囲を示し，一方，異なる測定間の再現

性は，C．V．が6．7から9．8％の範囲を示すことが
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Fig．1　Standard　curves　of　C－peptide　radioimmuno－

　　　assay　kit．
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Fig．2　Specificity　of　C－peptide　radioimmunoassay　kit．
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Table　2　Recovery　of　c－peptide　added　to　serum　samples　on　c－peptide　radioimmunoassay　kit

Serum　value
　（ng）

Added　C・peptide
　　（ng）

Assay　result

　（ng）
Calculated　value

　　（ng）
Recovery
　（％）

A．3．8

3．1

6．3

12．5

25．0

7．5

11．0

16．0

28．5

6．9

10．1

16．3

28．8

119

114

98

99

Mean 107．5

B．1．6

3．1

6．3

12．5

25．0

5．6

7．9

14．5

28．0

4．7

7．9

14．1

26．6

129

100

104

105

Mean 109．5

　　　　　Table　3　1ntraassay　and　interassay　reproducibility　of　c－peptide　radioimmunoassay　kit

1）　Intraassay　reproducibility

No．　of　assay

Assay　results－ng／ml

1 2 3 4 5 6 Mean　S．D．

C．V．

（％）

Sample　A．

Sample　B．

Sample　C．

Sample　D．

0．36　　　0．37　　　0．34

4．3　　　　5．2　　　　4．3

10．7　　　　12．0　　　　11．0

22．5　　　21．5　　　20．0

0．27

4．5

9．3

18．5

0．28　　　　0．34　　　　0．33　　　　0．04

4．4　　　　4．3　　　　4．5　　　0．32

9．8　　　　10．3　　　　10．5　　　　0．87

20．5　　　　19．5　　　20．4　　　　1．30

11．7

7．1

8．2

6．4

2）　Interassay　reproducibility

No．　of　assay
Assay　results－ng／ml

1 2 3 4 5 Mean S．D．

C．V．

（％）

Sample　E．

Sample　F．

Sample　G．

Sample　H．

0．60

4．2

4．6

10．5

0．61

4．5

5．9

8．8

0．65

4．3

5．4

9．4

0．55

5．2

6．2

10．5

0．52

4．1

5．6

9．7

0．59

45
5．5

9．8

0．05

0．39

0．54

0．66

7．8

8．8

9．8

6．7

確かめられた．

　（5）希釈試験に関する検討

　C－peptide濃度の異なる2種類の血清試料を用

い，1：1，1：2，1：4，1：8，1：16，と希釈して測定した

際の測定値を検討したところ，いずれも0点を通

る直線がえられた（Fig．3）．

　（6）インキュベーション時間に関する検討

　a．First　incubation時間に関する検討

　First　incubation時間を，8，22，および46時間

とかえた際の標準曲線と，血清試料のB∫Bo％お

よび測定結果につき，比較検討した．標準曲線に

ついては，Fig．4で示したごとく，いずれも良好

な平行性が確かめられた．細部についてみると，

8時間のインキュベーションだと0．195ngでの

B／Bo％は99％とC－peptide濃度が0との間に有

意の差を認めえなかった．これに対し，22時間の

インキュベーションだと95．7％と有意の抑制が

認められ，46時間のインキュベーションとの間に

も有意の差異を認められなかった．また血清試料

についての検討では，B／Bo％も，これを基に算出

された測定結果も有意の差を認めなかった．

　b．Second　incubation時間に関する検討
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Fig．3　Dilution　test　of　serum　C－peptide　on　C－peptide　radioimmunoassay　kit．
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　　　C－Pepttde　Standards　－　n9！ml

Fig．4　Effect　of　first　incubation　times　on　C・peptide

　　　radioimmunoassay　kit．

　Second　incubation時間を，15，60，および180

分とかえた際の標準曲線と，血清試料のB／Bo％

および測定結果につき，比較検討した．標準曲線

についてはFig．5で示したごとく，いずれも良

好な平行性が確かめられた．細部についてみると，

低濃度領域では，インキュベーション時間が長く

なる程B／Bo％が低下する傾向が認められたが，感

度についてみると15分インキュベーションの場

合を除き有意の差異を認めなかった．また血清試

料についての検討ではB／Bo％も，これを基に算

出した測定結果も，有意の差を認めなかった．ま

た，second　incubationの際，静置した場合と，

rotatorで撹件した場合との比較も行ったが，　Fig．

6に示したごとく，両者の間には有意の差を認め

なかった．
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Fig．5　Effect　of　second　incubation　times　on　C－peptide】‖

　　　radioimmunoassay　kit．
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Fig．6　Effect　of　mixed　with　rotator　on　second　incuba－

　　　tion　of　C－peptide　radioimm皿oassay　kit．

　2）他の測定法との比較

　（1）標準C－peptideの比較

　本測定系に2種類の標準C－peptideを添加した

際の標準曲線をFig．2に，また，他の測定法に同

様に2種類の標準C－peptideを添加した際の標準

曲線をFig．7で示した．すなわち，両標準c－

peptideによる標準曲線は良好な平行性を示すこ

とが確かめられた．細部についてみると，B／Bo％

はいずれの測定系でも塩基性アミノ酸部分を含ま
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Fig．7　Effect　of　Cpeptide　standards　of“Shionogi”

　　　on　C－peptide　radioimmunoassay　kit　“Daiichi”．
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Fig．8　Correlation　of　assay　results　between　C－peptide

　　　radioimmunoassay　kit　Shionogi　and　C－peptide

　　　radioimmunoassay　kit　Daiichi．

ない合成ヒトC－peptideで低い結果であった．

　（2）測定値の比較

　本測定法と他の測定法とで66例の血清試料を

同時測定し，両者の比較を行った結果を，Fig．8

で示した．両者は相関係数r＝＋0．954，y－0．85x＋

0．1と良好な相関がえられた．

　（3）本測定法の臨床応用

　健常人6例に対し，早朝空腹時に50gOGTT

を施行し，負荷前，および負荷後30分，60分，90

分，120分，および180分と採血し，血中C－pep－

tide，　IRI，および血糖値を測定した成績を，　Fig．9
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Fig．9　Blood　sugar，　IRI　and　C－peptide　responses　to　oral　administration　of　50　g　glucose

　　　in　normal　subjects（Mean土S．D．），

で一括した．C－peptideはIRIと類似の変動を示

すことが確かめられ，50gOGTTによる血中C－

peptideの測定が，膵β細胞機能を知る手段とし

て有用であることが確かめられた．一方，同様の

方法による臨床応用の成績をFig．10．，11で示し

たが，C－peptideはIRIと類似の動態を示し，各

各の症例の膵β細胞機能を反映した成績がえられ

た．特にPEG法による血中IRIの測定で，血中

抗インスリン抗体の存在を明らかにしえた3例中

2例で，C－peptideの過大反応が認められ（Fig．11）

かかる症例における膵β細胞機能を知る手段とし

て有用であることが確かめられた．

4．考 察

　膵β細胞機能を知る必要のある症例は，臨床的

にはきわめて多い．膵β細胞機能を知る手段とし

ては，現在，主にOGTTによる血中IRIの測定

が広く普及し，臨床的にも有用であることがすで

に確かめられている．しかし，現在インスリン治

療中の患者や，血中に抗インスリン抗体の存在す

る患者などの検査では，測定値に影響するため応

用が不可能であった．ところが臨床的には，これ
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Fig．11　Blood　sugar　and　IRI　responses　to　oral　administration　of　50　g　glucose

　　　in　diabetic　patients　treated　with　insulin．（＊patients　with　anti－insulin

　　　antibody　in　the　serum）．

ら症例の膵β細胞機能は，しばしば問題となるた

め，かかる症例の膵β細胞機能を検する方法の確

立が望まれていた．一方，プロインスリンの構造

が明らかになるにつれ14），血中へのインスリン分

泌に際し，プロインスリンからインスリン部分と

C－peptide部分と塩基性アミノ酸部分の3つに分

解され，血中に放出されることが知られるように

なった2’”4）．このことは，C－peptideがインスリン

と同様の分泌動態を示し15），しかも免疫学的にイ

ンスリンと交叉性がないことから，C－peptideを

用いた新しい膵β細脇機能検査が注目されるよう

になった．1974年Kanekoら12・13）により，合成C一

peptideを用いたRIAが確立され，現在広く普及

している．われわれも，すでに現在市販されてい

る測定法の臨床応用とその意義につき，報告して

きた16’”19）．現在，市販されている測定法はすぐ

れたKitであることが確かめられているが，材料

として塩基性アミノ酸部分を含むヒト合成C－

peptideを用いたものであった．ところが，　C－pep・

tideとは，厳密にはインスリン部分と塩基性アミ

ノ酸部分を除いた部分を意味している．最近，純

粋にC－peptide部分を合成し，これを用いたRIA

が確立されたのを契機に，現在市販されている測

定法との間の特異性や，臨床応用上の差異の有無
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に関心が集まってきた．われわれは，今回，この

新しい測定Kitに関する基礎的検討を行うととも

に，これら2種類のKitの比較などを行う機会を

えた．われわれの検討成績では，本法は標準曲線，

特異性，回収率，再現性，希釈試験などの基礎的

諸条件を，いずれも満足するものであることが確

かめられた．特に注目されたのは，現在市販され

ている測定法との比較であったが，両者の標準曲

線はFig．2およびFig．7で示したごとく，良好

な平行性を示すことが，いずれの測定系でも確認

できた．同一血清を用い，同時に両測定系で測定

比較した成績では，両者はr－0．954と良好な相関

関係がえられた．これらの成績からC－peptide

RIAは，その材料として塩基性アミノ酸部分を含

むものを用いても，あるいは含まないものを用い

ても，実際の臨床応用上は差異がないと考えられ

る．しかし，今回われわれが検討したKitは，1－

125－C－peptideを青色，抗C－peptideを黄色と着

色がなされているため，測定操作上便利であり，

さらに，測定に必要な時間が，現在市販されている

測定法が4日であるのに対し，本Kitは2日でよ

いなどの特徴をそなえている．一方，実際の臨床

応用では34例の糖尿病患者を中心に検討したが，

いずれもよく各々の臨床病態を反映した成績がえ

られた．特に，PEG法によるIRIのRIAで血
中に抗インスリン抗体の存在が認められた症例に

おいても，OGTTでC－peptideの反応が確かめら

れたことは，本法の臨床的有用性を示唆する成績

といえる．

　最後に，C－peptide　radioimmunoassay　Kit‘‘Shionogi，，

の提供をうけた塩野義製薬株式会社に謝意を表します．
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