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Pancreatic　Secretory　Trypsin　Inhibitor（PSTI）測定用

　　　　　　　　RIA・Kit（塩野義）の検討
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1．はじめに

　膵臓には2種類のトリプシンインヒビターが存

在する．塩基性膵トリプシンインヒビター（Basic

pancreatic　trypsin　inhibitor，　BPTI　Kuncitz型イン

ヒビター）と膵分泌性トリプシンインヒビター

（Pancreatic　secretory　trypsin　inhibitor，　PSTI，　Kazal

型インヒビター）である1）．BPTIはヒトには存在

しないが，ウシ肺臓より得られたもの（Trasylol⑪）

が急性膵炎，ショック，熱傷などの治療に利用さ

れている．PSTIはヒトをはじめとする哺乳動物

の膵液中に分泌され，膵管内のトリプシン活性に

対抗している．ヒトPSTIは54個のアミノ酸か

ら成り，分子量は6，242である2）．

　PSTIのRIAによる測定は1978年Eddeland
ら3），1979年小川ら4）により報告された．血中に
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は微量のPSTIが存在し，その濃度は急性膵炎，

慢性膵炎増悪期に著増し，重症度や臨床経過をよ

く反映する．また，血中アミラーゼに比し長期間

高値を持続すると報告されている1）．

　今回，われわれはPSTI　RIAキット（0931－S・

塩野義製薬株式会社製）を使用する機会を得たの

で，その基礎的検討と各種疾患での血中PSTI濃

度測定の結果について報告する．

H．方法と対象

　本キットはB／Fの分離に2抗体法を用いてい

る．標準PSTIはヒト膵液より分離したものであ

り，抗PSTI抗体もヒトPSTIを抗原として家兎

を免疫して得られたものである．実際の測定は

Fig．1に示すように，各濃度の標準PSTI溶液ま

たは検体50μ1に1251－PSTI溶液100　p1，抗PSTI

抗体（第1抗体）溶液500　plを加え37°Cで2時

間インキュベートする．さらにpolyacrylmid　gel

にヤギ抗家兎IgG抗体を結合した第2抗体溶液

100　Ptlを加え37°Cで30分インキュベートする．

　Key　words：　Pancreatic　secretory　trypsin　inhibitor，

Radioimmunoassay，　Pancreatitis．
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Standard　or　sample　　50μ1

｜251－PSTI　　　　　　　100μl

Anti－PSTI　serum　　　500μ1

Count

Ong／ml　Standard　50μ1

1251－PSTi　　　　IOOμl

Buffer　　　　　　500μ1

1st　lncubation

　2hrs．　at　room　temperature

2nd　lncubation

　30min．　at　room　temperature

Centrifuge　1500g．10min．

Aspiration

1251－PSTI　100μ1

B／T
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Fig．3　Effect　of　incubation　time　on　the　lst　reaction．

Fig．1　Assay　procedure．
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2．0　　　5．0　　　10　　　　　　　　　50　　　　　150

　　　　　　PSTI（ng／ml）

Fig．2　Standard　curve．

500

反応終了後，室温で1，5009，10分間遠心分離し，

上清を吸引除去したのち沈渣の放射能をオートウ

ェルシンチレーションカウンターで測定する．測

定はすべてduplicateで行った．片対数グラフ用

紙を用いて標準PSTI濃度（ng／m1）を横軸，10g

B
隻

30・
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15 30　　　　　　　　60

1ncubation　time（min．）

90

Fig．4　Effect　of　incubation　time　on　the　2nd　reaction．

側に，B／Bo％を縦軸にとり標準曲線を描き，こ

れを用いて検体中PSTI濃度を求めた．

　今回検討の対象としたのは正常対照71例（男

35，女36），良性疾患患者183例，癌患者251例

である．良性疾患のうちわけは急性膵炎15例，

慢性膵炎13例，胃潰瘍23例，肺炎17例，急性

肝炎15例，慢性肝炎25例，肝硬変29例，胆石

症19例およびその他の疾患27例である．癌は食

道癌11例，胃癌78例，大腸癌37例，肝細胞癌

34例，膵癌30例，肺癌25例，乳癌17例，およ

び胆道癌19例である．
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Fig．5　Effect　of　incubation　temperature　on　standard

　　　curve．

IIL　結　　果

　1．基礎的検討

　（1）標準曲線（Fig．2）

　12回の測定で得られた標準曲線の各標準濃度

におけるB／Bo％の平均値土1標準偏差（而土1

S・D・）をFig．2に示した．標準液の濃度範囲は

2．0～500ng／m1である．各標準溶液における12

回測定の変動係数（C．V．）は1．3～8．9％と良好で

あり，毎回安定した標準曲線が得られた．

　（2）インキュベーション時間（Figs．3，4）

　実測値2．8，10．1，59．3ng／m1の3種類のコン

トロール検体を用いて第1および第2反応におけ

るインキュベーション時間の影響を検討した．

　第1反応時間の検討では第2反応の条件を37°C，

30分とし，第1反応時間を30分から4時間ま

で5段階に変化させ検討した．Fig．　3に示すよう

にB／TおよびBo／T％はキットの指示時間であ

る2時間前後ではまだごく緩徐な上昇傾向を示し

（nglml）

300

020＝
°
ω
住

100

1／16

　　Dilution　　Ratio

Fig．6　Dilution　test．

たが時間による差はわずかであった．

　第2反応時間の検討では，第1反応の条件を

37°C，2時間とし，第2反応時間を15～90分ま

で4段階に変化させ検討したが，Fig．　4に示すよ

うに結合率の変化はほとんどみられなかった．

　（3）インキュベーション温度（Fig．5）

　第1および第2反応におけるインキュベーショ

ン温度を4°C，室温，37°Cの条件で測定を行っ

た時のおのおのの標準曲線をFig．5に示す．高

濃度域での結合率は37°C，室温，4°Cの順に大

きかったがその差はごくわずかであった．

　（4）希釈試験（Fig．6）

　PSTI濃度58．O　ng／m1の膵癌症例と303．O　ng！

m1の急性膵炎症例の検体を用い，キットに添付

されているOng／ml標準PSTI溶液で倍々希釈し

測定した．測定結果は理論値を示す直線とよく一

致した値が得られた．

　（5）回収試験（Table　l）

　1例の正常対照血漿に2．5～250ng／m1の濃度の

標準PSTIを加えて測定した結果より得た回収率

は98．0～109％，平均101％と良好であった．

　（6）測定系内再現性と最低測定感度（Table　2）

Presented by Medical*Online



878 核医学　21巻7号（1984）

　測定のWithin　assay　errorと最低感度をみるた

め9種類の検体をおのおのduplicateで10回測定

した．2．O　ng／ml以下の濃度の測定は2．Ong／mlの

標準PSTI溶液をOng／m1のPSTI溶液で希釈し，

Table　l　Recovery　test

M瓢）（B）竺囎

1・0，0・5，0．25ng／mlの標準溶液を調製し，測定し

た．検体濃度2．02～59．3ng／m1の範囲ではC．V．

1．6～8．4％と良好な結果であった．検体濃度1．89，

1．63，0．90ng／m1ではおのおのC．V．15．0，19．1，

Added（A）
（ng／m1）

Table　3　Between　assay　error
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Table　2　Within　assay　error
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Fig．7　Effect　of　age　on　plasma　PSTI　levels　in　normal
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Fig．8　Plasma　PSTI　levels　in　benign　diseases．
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Fig．9　Plasma　PSTI　Ievels　in　various　carcinomas．

23．1％と変動は増大した．この結果より，信頼に

たる最低測定感度は2．O　ng／ml程度と考えられる．

　（7）測定系間再現性（Table　3）

　Lot　No．830150とNo．830216のキットを用い

低，中，高濃度の3種の検体をおのおの測定した．

測定値はNo．830150では低濃度で2．50土0．08n9／

m1（n＝4），中濃度で10．2土0．25　ng／m1（n＝6），高

濃度で59・0土3・14ng／m1（n＝5）であり，同様に

No．830216では2．57±0．15　ng／m1（n＝6），9．77士

0．77ng／ml（n＝6），63．0±2．2　ng／m1（n＝6）とLot

間で測定値の有意の差（p＜0．Ol）はなかった．

　同じ3種類の検体をおのおの二重測定で10，12，

11回測定（異なる3Lotのキットを含む）して得

たBetween　assay　errorは平均濃度2．54　ng／m1で

C．V．5．0％，10．Ong／m1で6．0％，61．lng／m1で

5．4％と良好な結果であった．

　（8）血漿と血清の比較

　検体として血漿または血清を用いた場合の測定

値の差を比較検討するため正常対照29名より同

時に採血して得た血清とEDTA加採血による血

漿を同時に測定した．血清10．2±1．65ng／m1価

士1S・D・），血漿9．70±1．73　ng／m1であり，両者に

は有意の差はみられなかった（p＜0．01）．

　（9）検体の凍結融解による影響

　検体の凍結融解をくり返すことによる測定値へ

の影響をみるため，PSTI値10．3　ng／m1の検体を

用いて凍結融解を0～12回くり返し測定した．測

定値は凍結融解の回数増加に伴う一定の増減傾向

は示さずC．V．7．2％であった．

　2．臨床的検討

　（1）正常対照群のPSTI値（Fig．7）

　正常対照71例（男35，女36，年齢20～89歳，

平均47．8歳）の血漿中PSTI値を測定した．正常

対照全体では12．0土5．Ong／m1であり，男性11．3

土3．6ng／m1，女性12．6土6．1　ng／mlと性差はなか

った．20～50歳台（n－49）までのPSTI値に年

齢差はみられず9．7土2．1ng／m1であった．これに

比し，60歳台（n＝9）では14．2±4．2ng／ml，70歳

以上（n＝13）では18．9士6．5ng／m1とおのおの5％，

1％の危険率で有意に高値を示した．

　（2）血漿PSTI値の日内変動

　正常対照3例で8：00a．m．から5：00　Pm．に

かけて食事前後を含み5～6回採血し，PSTI値を

測定した．それぞれの日内変動は2．2，4．5，5．4％

（C．V．）で測定内変動の範囲であり，かつ時間によ

る一定の増減傾向はみられなかった．

　（3）各種疾患のPSTI値（Figs．8，9）

　各種良性疾患183例（18～89歳，平均61．1歳）

の疾患別血漿PSTI値をFig．8に示す．また，

各種癌患者251例（36～89歳，平均69．4歳）の
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Challges　of　plasma　PSTI　levels　and　serum　amylase　activities　in　a　case　of　acute

pancreatitis．

PSTI値をFig．9に示す．対象患者には高齢者が

多いことを考慮し，PSTI正常上限値のカット・

オフ値を30．Ong／m1として検討した．

　良性疾患の血漿PSTI上昇症例は急性膵炎15

例中6例（40．0％），慢性膵炎13例中3例（23．1％），

胃潰瘍23例中1例（4．3％），肺炎17例中4例

（23．5％），急性肝炎15例中1例（6．7％），慢性肝炎

25例中2例（8．0％），肝硬変29例中3例（10．3％），

胆石症19例中2例（10．5％）およびその他の疾患

27例中3例（11．1％，PSTI値220および465　n9／

mlの症例は慢性腎不全患者）であり，全体では

183例中25例（13．7％）であった．

　各種癌患者のPSTI上昇率をみると，食道癌11

例中2例（18．2％），胃癌78例中13例（16．7％），

大腸癌37例中8例（21．6％），肝細胞癌34例中

20例（58．8％），膵癌30例中14例（46．7％），肺

癌25例中2例（8．0％），乳癌17例中0（0％），胆

道癌19例中10例（52．6％）であり，癌全体で251

例中69例（27．5％）であった．

　Figure　10に急性膵炎で発症当日より血漿中

PSTI値と血清アミラーゼの経過を追えた症例を

示す．アミラーゼは第1病日より第4病日にかけ

臨床症状がまだ不良にもかかわらず急激に正常化

したが，PSTI値は第1および第4病日をヒ゜一ク

とする2相性の変動を示したが，その後臨床症状

の改善ともよく一致して，第20病日にかけ徐々

に低下した．

IV．考　　察

　血中に存在するPSTIの測定には免疫学的測定

法が必要である．1978年Eddeland5）らはsingle

radial　immunodiffusion法を報告したが，感度が

血中PSTI測定には不十分であった．その後

Eddelandら3），小川ら4）によりRIA法が報告さ

れた．今回検討したPSTI測定用RIAキットは

ヒト膵液より得たPSTIを抗原とした2抗体法

RIAキットである．

　インキュベーション時間の検討結果では第1反

応ではキットの指示時間である2時間以後も結合

率（B／T％）はまだわずかに上昇傾向にあるが，時

間による結合率の変化はわずかであり，検体ごと

の測定操作時間のわずかな差が測定値に与える影

響はほとんど無視しうると考えられる．臨床的に

はできるだけ短時間に測定を終了することが望ま

しいので4時間以降の検討は実施しなかった．第

2反応では時間による結合率の変化はほとんどな

く，インキュベーション時間はキット指示の30

分で十分であった．本キットによるPSTI測定に
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要する時間は4時間以内と短かく，急性膵炎など

の急性腹症での利用に対応できうるものと思われ

る．

　Within　assay　errorは2．02～59．3　ng／mlの範囲

でC．V．1．6～6．9％，　Between　assay　errorは2．54～

61．1ng／m1の範囲でC．V．5．0～6．0％であり良い

精度，再現性を示した．また希釈試験，回収試験

の結果も良好であった．

　検体の血漿，血清による差はなく，1検体だけ

での検討であるが，凍結融解のくり返しによる測

定値の変化もみられなかった．また正常対照では，

食事を含めた採血時間による測定値の変動もみら

れなかった．

　以上のように本キットによる血中PSTI濃度測

定の基礎的検討の結果は日常臨床検査法として満

足すべきものであった．

　正常対照71例の血漿中PSTI値は12．0土5．O

ng／m1であり，正常上限値をfi1十2SD．とすると

22．Ong／m1となる．しかし60歳以上では60歳

以下に比し有意に高値を示したこと，対象者が比

較的高齢者が多いことを考慮すると血漿中PSTI

値の正常上限値は臨床的には30．Ong／m1程度が

適当と考えられる．高齢者でPSTI値が高値を示

す理由は明らかでない．血中PSTIの排泄には腎

が重要な役割をしていると考えられる6）．われわ

れの検討でも腎不全の2例で著明な高値を示した．

正常対照でも加齢に伴う軽度の腎機能の低下が血

中PSTI値上昇の原因の一つであるのかもしれな

い．

　血中PSTI値は各種の膵疾患で上昇し，その重

症度や臨床経過を良く反映する1）といわれる．血

中PSTIはトリプシンやエラスターゼ1などの膵

酵素と異なり，他の蛋白とは結合せずfreeの状態

で存在する．このためRIAにより全量の測定が

可能であり，より正確に膵病変を評価しうると考

えられる1）．今回の検討でも急性膵炎の40％で

血漿中PSTIの上昇がみられた．また経過を追っ

てPSTIを測定できた急性膵炎症例では発症当日

には著明な高値をとったが，第2病日には一度下

降し，再度上昇を示した．この原因は不明である
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が急性膵炎発症初期では採血時期によりPSTI値

はかなり変動する可能性はある．しかしその後の

PSTI値の経過は急速に低下してしまうアミラー

ゼと比べ，臨床経過によく一致した動きを示した．

　癌患者では肝細胞癌，膵癌，胆道癌を中心とし

た各種癌で血中PSTI値が上昇する症例がみられ

た．これらの症例では必ずしも膵への転移浸潤は

みられていない．これらの症例での血中PSTI値

上昇の原因は判然としないがPSTIと免疫学的に

同一の物質がヒトの各臓器にも存在するとの報

告7）もあり興味がもたれる．なお臨床症例につい

ての詳細な検討は別に報告する．

V．おわりに

　2抗体法によるPSTI測定用キット（0931－S）を

検討した結果，精度，再現性は良好であり，日常

検査法として満足すべき結果を得た．また血中

PSTI値測定は各種膵疾患，癌などで新しい臨床

情報をもたらすと考えられる．
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