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1．はじめに

　膵疾患診断における血中膵酵素測定の意義は各

種診断法の発達した現在も高く，特に，膵障害の

スクリーニングに重要である．血中のトリプシン

は膵特異性が高い．しかし，血中に共存する類似

活性物質や活性阻害物質のため酵素活性測定は困

難である．そのため，免疫活性を測定するrad－

ioimmunoassay法が開発され，膵疾患診断に対す

る意義も認められている1’“9）．

　現在までに報告された血中トリプシンの正常値

はradioimmunoassay系により異なる．Temlerら1），

Eliasら2）による正常値は他の測定系3～5）による正

常値に比し約10倍高い．測定系による正常値の差

の原因を明らかにするため，Temlerら1），　Elias

ら2）の報告とほぼ同様な正常値を示すBehring－

werkeのRIA－gnost　Trypsin　kitとMalvanoら3），

Borgstr6mら4），　Geokasら5）の報告と同様な正常

値を示すCis－SorinのTrypsin　Radioimmunoassay
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kitを用いて血中トリプシンの免疫活性を測定し

比較した．

n．方法，材料および対象

　1．血清トリプシンの測定方法

　BehringwerkeのRIA－gnost　Trypsin　kit（ヘキス

トジャパン提供，以下BW　kitとする）および

CIS－SorinのTrypsin　Radioimmunoassay　kit（ミド

リ十字提供，以下CS　kitとする）を用い，　im－

munoreactive　trypsin（IRT）を測定した．測定操作

は，kit添付の操作法によった．

　2．標識トリプシンの活性阻害剤添加による影

　　響

　1251標識トリプシンに対するトリプシン阻害剤

の影響を検討するため，リン酸緩衝化生理食塩水

（NaH2PO4・2H201．O　g，　NaHPO47．3　g，　NaCl　9．3g，

EDTA・2Na1．79，ウシアルブミン109を加え蒸

留水にて全量1，000m1，　pH　7．4にした．以下PBS

とする），1M塩酸benzamidine　PBS溶液，　Ap・

rotinin　10，000　KIU／m1（trasylol，　Bayer）各0．3　m1

を1251トリプシン液2．7m1に加えて，これを標

識トリプシンとして用いて，それぞれの標準曲線

を作成し，比較した．

　Key　words　：Imm皿oreactive　trypsin，　Trypsin　stand－

ard，　Trypsin　inhibitor，　Behringwerke　kit，　Cis－Sorin　kit．
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　3．標準トリプシンの比較

　標準トリプシンの純度の違いによる測定値への

影響をみるために，標準血清2，アルコール依存

症13例の断酒直後から2か月間の血清46検体を，

測定系は変えず標準トリプシンのみを相互に交換

して測定値を読んだ．すなわち，BW　kitでCS

kitの標準トリプシンと血清を測定し，測定値は

CS　kitの標準トリプシンで作成した標準曲線で読

んだ．同様に，CS　kitの測定値をBW　kitの標準

トリプシンで作成した標準曲線で読んだ．なお，

測定値がそれぞれの測定系で高値あるいは低値と

なりすぎた値は相関を求める時には除外した．

　両kitによる測定値の相関をみるために，それ

ぞれのkitによる上記48検体の測定値を比較した．

　4・血中トリプシン阻害物質の影響

　血中のα1　antitryPsin（α1AT）およびα2　mac「o－

globulin（α2M）の両kitのIRT測定値に対する

影響をみるために，α1ATおよびα2Mの濃度を

血漿蛋白定量用免疫拡散板，Mパルチゲン（ヘキ

ストジャパン提供）で測定し比較した．検体は上

記46検体の中から30検体を選んだ．

　5・推計学的検討

　相関および回帰直線は最小二乗法を用い，相関

係数の有意水準は5％以下とした．

III．成　　績

　1．標識トリプシンに活性阻害剤を添加した場

　　合の標準曲線に対する影響（Fig．1a，　b）

　BW　kit（Fig．1a）およびCS　kit（Fig．1b）ともに

benzamidine　1　M液，　trasylo110，000　KIU液の添

加ではPBS緩衝液（対照）の添加と標準曲線にほ

とんど差がなかった．

　2．標準トリプシンの差による測定値の影響
　　（Fig．2a，　b）

　BW　kitにCS　kitの標準品を用いて標準曲線を

描いた測定値（y）はBW　kitそのままの測定値（x）

と，y＝0．36x－23．9（r－0．99，P〈0．01）の有意な相

関関係があった（Fig．2a）．一方，　CS・kitとBW　kit

の標準品で標準曲線を描いた測定値（y）はCS　kit

そのままの測定値（x）と，y－13．Ox－57（r＝0．99，

P〈o．01）の有意な相関を認めた（Fig．2b）．

　両kit本来の標準品を用いて測定した場合も

BW　kitの測定値（x）とCS　kitの測定値（y）は良

く相関したが，前者は後者の10倍以上の高値を示
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Fig．1　Comparison　of　trypsin　standard　curves　with

　　　and　without　addition　of　a　trypsin　inhibitor　to

　　　1251trypsin．

　1a：measured　by　Behringwerke’s　RIA・gnost　trypsin

　　　（BW）kit．
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1b：by　CIS－Sorin’s　trypsin　radioimmunoassay

　　（CS）kit，
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Fig．2　Correlation　between　serum　immunoreactive（IRT）values　read　by　its　own　standard

　　　by　another　kit．

　　　2a：IRT　was　measured　using　BW　kit　and　read　by　BW　standards（x）and　by　CS

　　　standards（y）．　y＝0．36x－23．9，　r＝0．99，　p〈0．01，　n＝　48
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2b：IRT　was　measured　using　CS　kit　and　read　by　CS

　　standards（x）and　by　BW　standards（y）．

　　y＝13，0x－57，　r＝0．99，　p＜0．01，　n＝36

した（y＝0．14x－2．9，　r＝0．89，　P〈0．01，　Fig．3）．

　3．血中α1AT濃度のIRT測定値に対する影
　　響（Fig．4a，　b）

　BW　kitによるIRT測定値（y，　Fig．4a），　CS　kit

によるIRT測定値（y，　Fig．4b）いずれも同一検

体中のα1AT濃度（x）と相関しなかった．

　4．血中α1M濃度のIRT測定値に対する影響
　　（Fig．5a，　b）

　血中IRTの測定値（y）はBW　kit，　CS　kitいず

れでも同一検体中のα2M濃度（x）とは相関を認

めなかった．

IV．考　　察

　現在までに報告されている血中IRTの正常値

はTemlerら1），　Eliasら2）とその他の報告3～5）で

は前者が約10倍高い．この差は欧米のみでなく，

日本の報告6’”8）でも同様である．その原因として

は，①標識トリプシンの性状，特にそのトリプシ

ン活性の阻害の有無や阻害方法の相異，②標準ト

Presented by Medical*Online



1672 核医学 21巻12号（1984）

Is7
●

～

150

　
　
　
㎜

（～
∈
＼
⑭
⊂
）
ト
庄
u
り
6

50

0

Fig．3

　　　　　　　　　250　　　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　　　　750　　　　　　　　　　　　1000

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Behringwerke－IRT（ng／m2）

Correlation　of　serum　IRT　values　assayed　by　BW　kit（x）and　by　CS　kit（y）．
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　　　　　　4a：IRT　was　determined　by　BW　kit．　r＝0．15　not　significant，　n＝30
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5b：　IRT　by　CS　kit．　r・＝0．25　not　significant，　n＝30

リプシンの相異，特に純度の違い，③血中トリプ

シンの存在様式の影響，特にα2Mやα1ATと結

合したトリプシンと遊離トリプシンやトリプシノ

ーゲンに対する抗トリプシン抗体の反応性の違い，

④抗トリプシン抗体の特異性の相異などが考えら

れる．

　1．標識トリプシンについて

　標識トリプシンの酵素活性が不活化されていな

いと，標識トリプシン自体が分解されたり，被検

血清中のαIATやα2Mなどと結合し，抗トリプ

シン血清との反応性が変わり，測定値が実際より

高くでる可能性がある．したがって，標識トリプ

シンは何らかの方法で酵素活性を不活化する必要

がある．

　Temlerら1），　Eliasら2）はヒトの活性トリプシ

ンを標識に用いた．Temlerらは抗トリプシン血

液溶液にウシ血清2％を加えた液0．1m1に標準

トリプシン液あるいは被検血清0．1m1を加えた

後，1251trypsinを加えているので，1251　trypsin

はウシ血清中のα1ATで不活化されると推定され

る．Eliasら2）の方法は，　Adrianら9）が報告した

ように，aprotininLで1251　trypsinの活性を不活化

している．

　Malvanoら3）もヒト活性トリプシンを1251で

標識し，その後ウシ血清を加えてからSephadex

G－200でゲル濾過し，放射活性の第2峰を標識ト

リプシンとして用いた．これはα1ATと結合した

1251tryPsin分画と考えられる．

　Borgstr6mら4）はDFP（di－iso－propyl　fluoro－

phosphate）で不活化したトリプシンを標識に用

いた．Geokasら5）はTLCK（tosyl－L－lysine　chlo－

romethyl　ketone）で不活化したトリプシンを標識

した．

　以上のように，α1AT，　aprotinin，　DFP，　TLCK

などと結合した1251trypsinはトリプシン，トリ

プシノーゲン，α1AT－trypsinとほぼ同様な免疫活

性を示し3”5・10），被験血清のIRT測定値もほぼ同

様な値を示した10）．

　今回の検討でもBW　kit，　CS　kitの標識トリプ

シンはaprotinin，　benzamidine添加による免疫活

性の変化はほとんど認められなかった．BW・kit

ではaprotinin，　CS　kitではウシ血清中のα・ATが
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1251trypsinと結合していると考えられ，両kitに

よる測定値の相異は標識トリプシンが原因とは考

え難い．

　2．標準トリプシン（STとする）について

　EliasらはST用には半精製トリプシンを用い

た2）．この酵素活性は精製品の30％であった2）．

MalvanoらはCS　kitのST用トリプシンはBW

kitのSTに比し約10倍，　Figarellaのトリプシン

の4倍免疫活性が高いという3）．Recchiaら11）も

BW　kitのSTはCS　kitのSTに比し免疫活性が

約10倍低く，そのため前者の測定値は約10倍高い

ことを報告している．

　両kitのSTを相互に測定した今回の結果も，

BW　kitのSTはCS　kitのSTに比し約10倍免疫

活性が低く，そのために測定値は約10倍高くなっ

ていた．Eliasら2）のSTと精製品の酵素活性の

比較では10倍のIRT測定値は説明しがたいが，

彼らの精製品の純度がFigarellaのトリプシン程

度と考えればSTの純度の差で，両kitの測定値

の差は説明できる．

　3・血中a1AT，　a2MのIRT測定値に対する影

　　響

　血中には活性型トリプシンと結合しその酵素活

性を阻害する物質が含まれている．i251　trypsinの

酵素活性が不活化されていないとこれが血中の

α1AT，　inter一α一antitrypsin，α2Mと結合する．前2者

との結合トリプシンの免疫活性はトリプシンの約

80％であるが，α2Mとの結合トリプシンはほと

んど免疫活性を示さない5）．1251trypsinの不活化

が不十分であるとα1ATやα2Mと結合し，特に

α2M－trypsinは免疫活性がほとんどないのでIRT

測定値への影響が大きい．しかし，BW　kit，　CS　kit

の標識トリプシンはaprotinin，α1ATでそれぞれ

不活化されているので，血中のα1ATやα2Mの

影響されなかった．すでに報告したように7），被

検血清にα1ATを添加してもIRT測定値はほと

んど影響されなかった．また，慢性膵炎の血中の

α1AT，α2MもIRTと相関がなかった．　Adrian

ら9）も被検血清にα1AT，α2M，　inter一α一antitrypsin，

aprotininを過剰に加えてもIRT測定値は変わら

1675

なかったと報告している．

　4．抗トリプシン抗体の特異性

　抗血清の特異性には明らかな相異はないと考え

られている．

　以上のように，BW　kitとCS　kitの正常値の差

の最大の要因は両kitに用いられている標準トリ

プシンの力価の差によると推定される．1251tryp－

sinの不活化は両kitとも十分にされており，血

中のα1ATやα2Mなどの阻害物質がIRTの測
定値には影響しないと考えられる．

　今回，トリプシンで認めたようなkit間の測定

値の変動はインスリン，その他でも報告がある．

インスリン測定用のkitでは共通のインスリン標

準品を用いることにより，kit間の変動が有意に減

少した12）．共通の標準品を採用することが，測定

値の差を少なくするために重要であろう．

V．結　　論

　血清トリプシンの正常値は報告者，測定系によ

り2大別される．正常値が200ng／m1に近い測定

系の代表としてBehringwerkeのRIA－gnost
trypsin　kitを，20　ng／m1に近い測定系の代表とし

てCis－SorinのTrypsin　Radioimmunoassay　kitを

選び，標識トリプシンに対する阻害剤の影響，標

準トリプシンの力価の比較，血中のα1antitrypsin，

α2　macroglobulin濃度のトリプシン測定値に対す

る影響などを検討した．その結果，両測定系の測

定値の差異は標準品の力価の差によるためで，標

識トリプシンの不活化処理の差によるものでない

ことが判明した．
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