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Castrinは,強 力な胃液分泌作用を有する消化管ホルモンであり,胃 十二指腸疾患 の病態生理を究明す
る上に,Castrinの血中濃度を測定することは不可欠である。

著者は自家抗 Castrin血清を作製し,ま た WilSOn C。.の抗血清を用いてCastrinのRadicimmunoassay

に関する基礎的検討を行い,二 抗体法による血中 Castrinの預」定に成功した.

空腹時血中 Castrin値は正常群で平均58Pg/mlであり,各 種消化器疾患患者と比較した場合特に有意の

差は認められなかつた.ま た血中 Castrin値と胃酸分泌の間には feed back機構が関与することが明らか

にされた。手術後の Castrin値の変動をみると,迷 走神経切断によりCastrin値が上昇するという結果を

得た.

ヽ

ト

I 緒  言

胃十二指腸潰瘍の発生原因については,従 来より多く

の学説によつて論じられている。しかしその多くは単一

な原因について考察されてきたが,そ こに述べられてい

るごとき単一な原因のみによつて潰場が発生するとは考

えられず,現 在では 胃粘膜に対する defensive factO述

と aggresive Factoドの画面からの力関係により潰場の

発生が説明づけられている。すなわち defensive factOrs

は,粘膜,粘 膜血流などの粘膜抵抗を,aggresive factors

は,酸 ,ペ プシン,壁 細胞数など粘膜障害因子を考え,

これらの平衡関係が崩れた時に潰場が発生すると説明さ

れてヽヽる
1)。

胃酸は aggresive Factoぃの重要な因子 であるが,そ

の分泌機構に関しては未知の点が多く今後に残された研

究課題の 1つである,胃 液分泌における神経性困子につ

いては,Pavlovな どの種々の研究 により明 らかとなつ

ているが,体 液性困子に関しては永い問研究の進展が見

られなかつた。しかし最近になり消化管ホルモンの 1つ

である Castrinの強力な胃液分泌刺激作用が注目され,

胃液分泌機構を解明する新分野としてその研究成果が期

待されている。

1905年J・S,Edkinsらは, 胃幽門部粘膜よりの抽出物

を猫に静注することにより,胃 液分泌が元進することを

報告した。彼はこの物質が食餌摂取により元進する胃液

分泌のhOrmonalな働きをするものと考え,“CaS,rin''と

命名した.し かしその後,1910年 Daleめ,1919年 POPie_

lSkiゆ,らにより追試され,こ の物質 は 胃幽門部 に限ら

ず他の臓器にも存在すると報告され,つ ヽヽに は 1932年

SaCkSめらによりGastrinはhistamineと向一物質であると

して,Edkinsの Castrin説は完全に否定 されてしまつ

た。これらの混乱は主としてその抽出法に起因するもの

であるが,1938年 Komarovい は triCh10ric acetic acid

を用いた新しい抽出法にて,Gastrinを httamineか ら

分離することに成功し,Castrinは再び脚光 を浴びるよ

うになつた。さらに1944年 R6nnow&Uvnasの め, 1946

年 Harper"ら によりCastrinの生理活性が立証された。

Castrinの生化学的研究は 1959年に始 る Cregory&

TraCyの一連の研究によりほぼ完成されたといつてょぃ.

すなわち1959年に Castrinの単離 に成功
1い1り1り

して以

来,こ れの純化 (1963)14構 造式の決定 (1964ン)1",
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さらには化学合成 (1964)1いに成功し,Castrin研究の基

礎をきづいた。

Castrinの構造式は Table lに示すごとく, 17個 のア

ミノ酸が鎖状に連らなる P。lypePtideでぁり,12番 目の

Tylosineに 。S03H基 が導入されたCastrin Iと,導 入さ

れないCastrin Iに分類される.種 属による構造上の相違

は5,8,10番 目のアミノ酸が異るのみである。

Castrinの生理的活性部分は,C‐末端tetraPeptine(‐Try‐

Met‐AsP,Phe'NH2)に あり,機 能的に最も重要な部位は

aspartic carboxァlic残基とPhenyl‐alanine amide残基に

あることが明らかにされた
1の.ま た種々の fragmentの

うち最も強力なる胃液分泌刺激作用のあるのは t‐buthy‐

loxy carbo呼l Pentapeptidelり1りでぁり,こ れが化学合成

され市販されるようになつて以来,Gastrinの 生理学的

研究が急速に進歩した。

Castrinの生理作用
2い2め2分2め2o2め26)は

胃液分泌,と くに

塩酸分泌刺激に代表されるが,そ の mechanismは 胃粘

膜に対する各種の刺激,た とえば 胃壁 の拡張,食 物中

の賓白,ア ルヨール,ア ルカリ性物質などの物理的,化

学的刺激が mucoSal receptorを介して,迷 走神経の協

力のもとに2の2ゆ2ゆ
幽門前庭部にあるC細 胞 (S01Cia)3のを
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刺激し,Castrinが血中に放出される。 こ の Cattrinが

壁細胞に直接作用,ま たはこの間に hiStamineが関与す

るとの説もあるが
3,3り

,壁 細胞の塩酸分泌を促進する。

Castrinのその他の生理作用として,軽 度ではあるがベ

プシンの分泌,消 化管の筋収縮作用
30,膵 胆道系 に対

し,陣 液,胆 汁の分泌元進作用を有する。

Castrin分泌細胞は,主 として胃前庭部粘膜 に存在す

ると推定される。Furgusonの電顕的検索 に よると
3ゆ

,

Gastrin細胞は胃前庭部胃小寓の底部にあり,梨 状形 を

なし,幅 の広い部分に核を有し,基 底膜に接し,細 い部

分は micrOVilliとして管腔内に面していると報告してい

る.し かし光顕的には種々の説があ り,MCCuigan3い は

EnterochromaFnn 細 胞, Carvalheria36)ャまArgyroPhilic

細胞,S。lCia3いは膵島にあるδ細胞類似の細胞であると

報告している。また MCCuiganの 最近 の文献
3のによる

と,CaStrin細胞はジアブ染色でも嗜銀染色 でも染色さ

れず,蛍 光抗体法によつてのみしか証明できないと述べ

ている。

Castrinの生理作用が明らかになるにつれ,各 種消化

器疾患の病態生理を究明するため,Gastrinの 血中濃度

を測定することが不可欠となつてきた。当初は BioaNay

″
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法により血中濃度を測定しようとする試み が な され,

U抑体 &Etts3り , Lai3り,松 尾
4い

らの報告がみられる

が,い づれも特異性,感 度に問題があり,満 足すべき結

果は得られていない。

近年になりRadioinllllunoassay法が開発され,各 種ホ

ルモンの微量定量が可能となり,診 断上,治 療上に画期

的な進歩をもたらしたが,Castrinに 対 してもこの方法

を取 り入れるべく研究が進められた。

Radioimmuncassay法 の原理については後述するが,

これを行 うには,測 定しようとする物質に対する特異

性の高い,高力価の抗体を必要とする。1967年MCCuigan

は Gastrinの C‐末端 Tetrapeptide(Tetragastrin)に対

する抗体を作製し,初 めて CastrinのRadicimmunOassay

に成功した4め42j.本
邦においては当教室の小玉らにより

報告された 0‐末端 Hexapeptide(Hexagastrin)に 対す

る抗体を用いての RadioimIIlunoassayが最初 の もので

ある4り4ゆ。しかし生体内には消化管ホルモンの一種であ

る Ch01ecystokinill_Pancreozァminが 存在 し, こ れ と

Castrinの C‐末端 pentapeptideが全く同一構造 を有し

ているため,Tetragastrin抗体や Hexagattrin抗体にて

Cattrinの Radioi―lunOattayを行つた場合,交 文反応

性が問題となる
4D4い

.し たがつて精度の高い,再 現性の

ある RadioimmuIIoattayを行うには Cattrinの構成々分

すべてに対する抗体が必要であり,1968年 MCCuiga■は

合成ヒトガス トリンに対する抗体
4の4り

を,1970年 Yallow

&Bersonは プタ抽出ガス トリンに対する抗体作製に成

功し,Cattrinの RadioiIIlmunoaNayの基礎をなした。

著者は今回,合 成とトガス トリン (1-17)に 対する

抗体作製を試み,そ の抗体および WilSOn社 製の抽出ブ

タガス トリンに対する抗体を用いて,CaStrinの Radio‐

iELIIunoassayに対する基礎的検討を行つた。著者の用い

た二抗体法による RadioimmunOassayは比較的容易で,

再現性も高く,今 後消化器疾患の病態生理の究明,お よ

び臨床面における Castrinの研究に有意義なものと考え

る。さらにこの方法にて測定した血中 Gattrin値より得

られた新しい知見につき報告する。

II 基 礎的問題の検討

正
-l Radici■ lIILunCaSsayの 原 理 と そ の 問 題 点

Radioimmunoassay法ヤま1959年 Ya1low&Berson に

より Insulinの測定
5いに初めて用いられ た 方法 である

が,そ の後各種 の蛋白性ホルモン,す なわち,CrOWth

HormoneSlち Follicle‐stiinulating Hormone52ち Luteini_

zing HOrmoneS2ち ThyrOidtstimulating HOrmOneS3ちAdre‐

3(193)

Fig.1
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nocorticotrOPic Hcrmone50などの測定にも応用されるよ

うになつた。

RadioimmunOassay法は Fig,1に示すごとく放射性物

質により標識された標識ホルモンと,標 識されない非標

識ホルモンが,そ の抗体に対して結合する際の競合反応

を利用したものである5D56)。
すなわち,標 識ホルモンに

そのホルモンに対する抗体を作用させると,抗 原抗体複

合体が形成されるが,こ の反応系に非標識ホルモンが加

わると,非 標識ホルモンは標識ホルモンと競合し,標 識

ホルモンと抗体との結合を阻止するように作用する.こ

の反応系の標識ホルモンと抗体の量を一定にしておき,

加える非標識ホルモンの量を増加させると,抗 体と結合

する標識ホルモンの量は減少する。この際,何 らかの方

法により非結合標識ホルモン (F)と 結合標識ホルモン

(B)を 分離し,そ の放射能を測定しB/Fを 求めると,

加えた非標識ネルモン量とは逆相関々係となる。予め既

知量の非標識ホルモンにて B/Fを 求め Standard curve

を作成しておき,こ れを用いることにより未知の検体を

測定することができる.

ところで RadicimmunOassayを行うにはつぎのような

条件が必要であるといわれている
5め.

(1)測 定しようとする物質を純粋な形で得ることが

可能で, しかもその物質に対する抗体 を産生しうるこ

と.

(2)そ の抗原物質は放射性物質によつて標識が可能

であり,標 識によつて抗原性に変化をきたさないこと.

Castrinの場合,そ の構造式 は 明らかとなつており,

しかも化学合成されているため純粋な形のものを入手す

ることは可能である。しかし分子量 2,100で,こ れ単独

で抗原とはなりえない haptaneと 考えられるため,抗

0 口 C ―

口  E―

口 ロ ー

よ
，
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体作製には多くの問題点が存在する。

また放射性物質の導入に関して,CaStrinは 17個のア

ミノ酸が鎖状に連らなつた比較的安定した物質であるの

で,標 識の際生じる変性は少なく,抗 原性に変化をきた

すことも少ない。放射性物質の導入方法として,Hunter

&Greenwoodの Ch10ramine T法57)に
よる

1251ま
たは

1311の
導入が一般に用いられているが,こ の場合ヨード

の導入基として Cystaine,TyrOsine,または Hystidineが

必要とされている
5り.caStrinでは C_末端より5番 目の

アミノ酸が TyrOSineでぁり,こ の部位へのヨードの導

入が可能である.

つぎに問題になるのは,F,Bの 分離法である。これ

に関して現在種々の方法
59)6いが報告されているが,そ れ

ぞれ一長一短があり,測 定しようとするネルモンにより

最良のものを選択する必要がある。Castrinの定量には,

二抗体法
4め

,charcoal法
4め

,Rettn法
49)な

どが報告され

ているが,著 者は操作が比較的簡単で,多 くの検体が処

理できること,damaged hOrmOneが ぁまり問題となら

ないこと,再 現性 が 高いことなどにより,二 抗体法 に

よる CastrinのRadioimmunoassayを中心に検討を行つ

, こ.

また Radioimmumassayは抗原抗体反応を応用して行

うものであるため,そ の反応が阻止されたり,非 特異反

応を起さないような至適 な条件を整えなければ ならな

い。すなわち,反 応液の緩衝液,pH,添 加物質,反 応時

間,反 応温度などを選択し,さ らにすべての検体に対し

同一条件下で反応させる必要がある。

以上のことより,Castrinの RadioimmunOassayにお

ける最大の問題点は,haptane抗 原である Gastrinに対

する抗体を作製することにあり,し かも Radioimmuno‐

2SSayに使用するには,か なり高力価の抗体が必要であ

り,同 時に特異性の高いことが要求されるため,Castrin

の Radioimmunoassaァは比較的困難な問題であるとされ

ている。

I I - 2  抗C a s t r l n 血清について

エー2 - 1  緒言

Radioimmunoassaァには高力価の特異性の高い抗体を

必要とするが,Castrinは分子量約 2,100のhaptaneと

考えられ,こ れ単独では抗原性はなく,抗 体作製は不可

能と考えられる。従来より蛋白が抗原性を有するには少

なくとも分子量 3,000以上が必要であると考えられてい

たが, G i l l i a n d & P r o u t 6 1 ) , B o y d & P e a r t 6 2 ) らによりこ

の考えが必ずしも普遍的でないとして,小分子のPCPtide

RadicimEIunOassaγ    日 消外会誌 8巻  3号

に対しても免疫原性を獲得さす方法が開発された.

haptane抗原に対し,免 疫原性を獲得させ るた め に

は,高 分子の蛋白質 (Carrier protein)と結合 させる必

要があ り,Carrier prOteinとして従来より血清アルブミ

ン,グ ロブリンが用いられている.富 白質と PePtideの

結合物を作製する薬剤として近年多数開発 され ている

が,1964年 GoOdfriendにより発表され た bradikinine

や angiOtensinの抗体作製に用いた CarbOdiimideがょ

く用いられ,そ の操作も簡単である.

1970年小玉らは Castrinの抗原性を検討す るた め,

Castrinのfragmentでぁる C‐末端 tetrapePtide(Tetra_

gastrin),ぉよび C‐末端 hexapeptide(Hexagastrin)を

用いて抗体作製を試みている.こ の報告
4めに よ る と,

Tetragaslrin単独の免疫では抗体価の上昇は全く認めら

れず,や はりhaPtaneでぁることが 証明された。 ま た

POlyglutamic acidと結合した PCA_Tetragastrin,BOvin

serum Albumineと結合した BSA‐Hexagastrinについて

抗体作製を試み,BSA‐Hexagastrinに対し比較的良好な

抗体価の上昇を認め,こ れを用いて Castrinの Radioi‐

mmunoassayに 成功している。しかし本抗体にては交又

反応性が問題となり,正 確な Castrin値の測定が困難な

ため,Gastrinの全構成々分に対する抗体の作製 が望ま

れていた.

I-2-2 自 家血清の作製

1)実 験動物

免疫には体重約 2,000gの白色成熟ウサギ,お よび約

300gの モルモットを使用した。

2)免 疫抗原

各種動物における Gastrinの構造式は Table lに示す

ごとく非常に近似しており,し かも haPtaneでぁ るた

め,抗 原性を獲得させるには Carrier Proteinが必要で

ある。そこで Carrier Proteinとして分子量約67,000の

Bovin Serum Albumin(以下BSAと 略記)を 選び,こ

れを 1‐Ethyl-3‐(3‐dimethyl aminOprOPyle)carbodiimide

を用いて合成 Castrin(1-17)と COnttgateし,こ れ

を抗原とした (以下 BSA‐Gattrinと記載).

COttugaieの方法は MCCuiganの 文献
42j4ゆ

を参考 と

し,つ ぎのごとき操作にて行つた。なお合成 Castrinに

ヤま Imperial Chemical lndustries ″) synthetic human

gastrin(1‐17),BSAは Man■ Reseach Lab.の 製品,

Carbodiimideに は阪大蛋白研の Water soluble carbodii‐

mideを 使用 した。

Synthetic human gastrh(1-17)9曜 を 0.05M PO・

コ　　
　
んク　
メｒ■
ｎ

オ

】
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tassium phosphate buIFer pH 7.5, 1.5mlに溶解し,こ

れに dilllethyle fOrmamide o.6ml, B s A 18BIs, Water

soluble carbodiimide 9omgを順次添加し,こ の溶液をゆ

つくり撹辞しながら4℃ で15時間反応させ,さ らに20℃

で5時 間反応させた.こ れを 0。15M NaCI・ o.olM pO‐

tassium phosphate burer l,000mlにて透析後,凍 結乾

燥にて52昭の BSA‐Castrinを得た。

3)免 疫方法

白色ウサギに対しては BSA‐Castrin 2～5 mgを1回免

疫量とし,こ れを COmPiete Freund's adttVantとwater

in Oilの状態に混合したものを足昧皮内に免疫注射し

た。免疫間隔は 1～ 2週 間とし,耳 静脈よりの採血によ

り抗体価を測定しつつ約10カ月間免疫を継続した。

モルモットに対しては BSA_Castrin o.5～2 mgを1回

免疫量とし,心 臓努刺にて採血し,抗 体価を測定しつつ

約 6カ 月間継続した。

4)抗 体の検出

白色ウサギ2羽 に免疫を継続したが10カ月間では抗体

価の上昇は全く認められなかつた。

モルモットは12匹に免疫を行つたが,こ のうち2匹 に

約 6週 間後より軽度の抗体価の上昇を認め,こ のうち 1

匹が約 6カ 月後に Radioin■mnncassaァに使用可能な程度

にまで抗体価が上昇した。

抗体の検出には gel nitratiOnを用いた。Synthetic

human gastrinを 1251に
て標識した

1251_caStrinを
抗原

とし,こ れを作製した抗血清と4℃ ,48時 間反応させた

後,Sephadex C‐75C01um■ (1× 75cm)に て elutiOnし

た。l mlづつ分画採取しこれを Well_type scintilation

counterにて漁U定し Elution diagttmを作成,抗 体価を

検討した。

Hg.2は 免疫開始後 6カ 月のモルモットより採取した

血清の10倍稀釈にて作成した EIutiOn diagramでぁる。

12mlぉ ょび30mlを 中心にして二峰性の曲線が得られ,

この血清に抗 Gaserin抗体が存在することを示 してい

る。しかもこの2つ の降の占める面績がほぼ等しいこと

は,10倍 稀釈血清にて Castrinの Radioimmunoassayが

可能であることを示している.

I-2-3 Wilson血 清の検討

最近,WilSon Laboratoriesょり抗 Castrin血清が発

売されたので,こ れを購入し検討を加えた。この血清は

Yallowに より作製されたもので,豚 の胃粘膜 より抽出

した粗 Gastrinを抗原とし,モ ルモットに免疫し得られ

たものである。この血清は human gastrinとの反応性も
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高く,ヒ ト血清の CastrinのRadioinl■lunoassayに充分

使用しうることが立証されている
4".

購入した WilSOn血清は Lot No.150835で, この抗

血清と
1 2 5 1 _ c a S t r i n に

よる g e i  n i t r a t i O n を行 うと,

F七・3に示すように 3,000倍稀釈にて二峰性の曲線が得

られ,こ れにて Radioimmunoassayが可能であることを

不 している,

前述したように自家作製した抗合成 Castrin血清でも

10倍稀釈にて Radioimmunoassayは可能で あ るが, 多

数の検体を処理するには量的に不足であ るた め,以 下

WiISon血清を用いて CastrinのRadioimmunoassayに お

ける基礎的検討および血中 Castrh値 の測定を行つた。

H-3 RadlolttmuntDassayの 基礎的実験

エー3-1 抗 Cattrin血清の抗体価測定

Lot No.150835の WilSOn血清,す なわちCuinea Pig

Anti Porcine Castrin Serumを用いた。

この抗血清の使用濃度を 決定するため,血 清を段階

稀釈し,こ れと
1251_caStrinとの結合能を検討したのが

Fiど.4で ある。 100倍稀釈では B/Fが 1.70で あるが,

3000倍稀釈では0,37と下降し, Radioimmuncassayに 用

Fig。 2
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Fig。4  12SI_sHC binding activitァOf Wilson's Serum

(Lot No. 150835)deterinined by double

antibody method

うるにはこれが稀釈の限界と考える。

■-3-2 Cuinea Pig lgCの 精製

二抗体法にてF,Bを 分離する場合,安 定した沈降量

を得るために,二 次血清反応時一次血清と同様の抗原性

を有する物質を反応液中に添加する必要がある。この目

的で Guinea Pig lgCを精製したが,同 時に二次血清作

製の際にもその抗原として Cuinea Pig lgGが必要であ

る。作製方法は次の通 りである。

モルモットより採取した血清を飽和硫安にて50%塩 析

を 2回行い粗 γ‐Gを 描出,さ らにDEAE C。lumn Chr。‐

matographyにて IgG分 画を分離した。RadioimmunOas‐

Sayに 使用する際には 1検体当り10γ/0.lmlと した。

■-3-3 二 次血清の作製

抗 Castrin抗体は IgC分 画に存在することが村上ら

の研究
4ゆにより確認されており,ま た WilSOn血 清はモ

ルモットにて作製されているので,二 次血清としてAnti

Cuinea Pig lgCを 作製した。

Cuinea Pig lgCを 抗原とし, 1回 10mgを1週間々隔

で白色ウサギに3回 免疫注射した。これにて 128倍の抗

体価 (Oudin法 )の 抗血清を得,ま た免疫電気泳動法に

ても明らかな沈降線が認められた (Fag,5)の で,こ れ

を二次血清として用いることとした。

つぎに Radioimmunoassayに用うる場合の 1検体当り

の二次血清の使用量を検討した。Fig.6に 示すように,

二次血清0.02mlで B/Fが o,386と最高の沈降量 を示

すが,二 次血清をさらに増量すると,B/Fは 漸減し,0,1

二抗体法による Castrinの RadioiElmunoatty 日消外会議 8巻  3号

Fig.6  Radioinlnunoassay of gastrin

%

geoOnd aerEIE(ml)

mlで 0.359と低下した。したがつてRadioimmunoattay

に用うる二次血清の量は0.02mlと した。

1-3-4 Castrinの 放射性同位元素標識

Hunter&CreenwOOdの ChiOramine T法 5の60により

synthetic human ttstrinに12SIを
標識した。すなわち,

ダイナボット社製 Carier iec Na‐12S1l mCiに, 0.5M

Potassium phosPhate burerにて稀釈したCastrin 2 μg/1oo

"を 加え,さ らにCh10ra■line T 35μg/1o μlを添加し,

60秒間反応させた後, 250μg NaHS03に て反応を中止

した。これを SCPhadex C‐10 Col― n ChromatograPhy

にて labelled Castrinとfreeの 1251を
分離し,さ らに

Sephadex G‐75に て labelled Castrinを精製した。現在

ダイナボット社より
1251_caStrinが

市販されており,以

後の実験には簡便なるため,主 としてこの製品を使用し

た。なおこの製品の比放射能は 400～ 500Ci/mg Cattrin

である。

Fig.5
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I-3-5 反 応時間の検討

冨抗原抗体反応が充分行われるためには一定の時間が必

要である。Fig.7,FigⅢ 8に示すように,最 高の沈降量

を得るには一次反応で48時間,二 次反応で18時間を要し

た。この実験結果より,一 次反応を48時間,二 次反応を

24時間の測定条件として採用した。

I-3-6 補 体活性の問題について

Morgan6Dら は二抗体法にてF,Bを 分離する際の問

題点として,被 検血清中の補体活性によつて沈降反応が

阻害されることを挙げている。したがつて充分なる沈降

Fig`7  Radioimmuncassay of gastrin

% 暉

first illcubation time

Fig.8  Radioimmudoassay of gastrin
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量を得るためには補体活性を抑制する必要があ り,著 者

はこの目的 にて被検血清を予め56℃,30分 にて 非動化

し,さ らに反応液中に 0.lM Na2‐EDTA O.lmlを 添加

することを試みた。

同一血清についてこのような処理を行つた場合と,行

わない場合を比較すると,処 理群の方が沈降量が増加す

るため Castrin値は低下するが,そ の Slandard errorは

小さくな り,再 現性の高いことが判明した くTable 2).

したがつて二抗体法の場合には,補 体活性を阻止するこ

とが望ましいと考える.

Table 2  Serum gastrin concentration measured in

the presence and absence of EDTA and

heat inactivation

品

琥 th ttDTA and

hoat的 距ti 巴ヽ1的E

胡 位 ott EDTA a■ d

lleat m絶 lm

8

3

4

5

G
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is ll 14

1 1 1 8 郷

3 4 4 0 4 1

9411010G

l10  g4 的
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駒 310280

13と留7

17とa8

40■83

0と 11

108主18

コ夢3と11

280±42

14 14 19

81 30a0

9 0 韓 3 8

1 e O 騎 1 8 t

lG5 150 13К

ようとこ3

好 生&6

71と19

コ8Bt3身

1争0とを5

卸 土,B
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%OH

Table 3  RadioiFnm■ Oassay System fol Measuring

Serum Castrin by Double Antibody Method

(1)16“ia'lHrminc ln●■5,1lo■Mi、t口【

。Serum sa商,1●or D:的ted SH● 0.lm!

●■・Labelet SHq         O.l ni

●卜gi備u[1■。FG`iteⅢPis(■宅) 0.l mi

“)Rttdioコetlviけ:●Pr●Cip“●s(B)and s■,ernatant

( F ) D o t e r l ■i n e d  t t  S t i 回付H a t i o ■C o ■n t e r

球EArPBs,91好Egg A!口bumto inは15M NaCI

はOI M PhosPhJ●BtFfer PH■4

正-3-7 Assay Systemの 作成

以上の基礎実験をもとに,Table 3に示すような Cas_

trinの Radioimmuncassay Systemを作成した。 以 後の

実験結果はすべてこの方法により得られたものである。

1-3-8 標 準曲線の作成

ICIの Synthetic hu■lan gastrin Iを稀釈し, 0。1～

1,000Pg/o.lmlの既知の標準溶液を作製し,各 濃度に

おける B/Fを 算出することにより標準曲線を作成した

second
incubatiOn time
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Fig. 9  RadioimmuncaMy calibration diagram

(Fig。9).

l pgから 100Pgの 間で直線関係が得られ,実 際に患

者血清を測定する場合には これ の10倍量,10～ 1,000

pg′mlの 間で測定可能であつた。

I-3-9 抗 Castrin血清の交叉反応性の検討

WiISOn血清のCastrinへの特果性を検討するため,各

種非標識抗原の 1251_caStrinに
対する競合抑制試験 を

RadioimmunOassay法 を用い行なつた (Flg.lo).

従来より問題となつていた Pancreozymin‐Cholecysto_

kininとの交文反応性は,本 血清にては極めて軽度 で

あり, 1,000BoOtSに おける B/Fは Castrinの0.lPgに

Fig. 10  COmparative lmmunoreactivities of Vari‐

ous Castrin Fra印阻entS,PZ‐CCK and Sec‐

retin

の RadioimElunOastty 日消外会議 8巻  3号

しか相当せず,CaStrin値測定に際し,そ れに影響 をお

ょぼすことは極めて少ないものと考える,

Castrin iagmentである Tetragastrin,Pentagastrinに

対しては合成 Castぶ■ の約10~2倍の反応性 を示 す が,

Secretinには全く反応性を示さなかつた。

IH 臨 床例における血中 Gastrh値 の検討

III-1 空 腹時血中 Castrh値

I-1-1 健 康成人の Castrin値

Castrinは胃液分泌の胃相を 司る hOrmOneで ぁり,

食物摂取による物理的,化 学的刺激によりG細 胞よりの

Castrin分泌が促進される。したがつ て対照群として,

胃腸疾患を有しない健康成人を12時間絶食させた後の早

朝空腹時に採血し,Gastrin値を測定した (Fig.11).

%
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測定値は最高95Pg/ml,最低10Pg/ml以下であり,平 均

値は58±33Pg/mlと なつた。よつて本法における正常域

“ま 100Pg/mi以下と考える。

皿-1-2 各 種疾患々者の Gattrin値の検討

胃潰瘍15例,十 二指腸潰湯 5例 ,胃 癌11例,腎 疾患 7

例の空腹時血中 Castrin値を測定し,比 較検討した。そ

れぞれの平均値は, 胃潰瘍 101pg/mI,十 二指腸潰瘍62

pg/ml,胃癌54Pg/ml,腎疾患11鶴pg/mlとなり,腎 疾患々

者で著明な高値を示した (Fユ宮・11).

消化器疾患々者のうち胃潰瘍群でやや高値を示してい

るが,発 生部位別にみると,高 位潰瘍 3例 の平均値 が

Fig.11

10      100
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260pg/mlと高値を示すのに対し,胃角部および前庭部潰

蕩は61pg/mlと 対照群 と大差はなかつた。高位潰場患

者はいずれも50才以上の症例であり,こ れは MCGuigan

の報告
66)6めにある年令的因子が関与しているものと考え

られる。

胃癌の占拠部位による Castrin値の差果をみると,噴

門癌17Pg/mI,胃体部癌23Pg/ml,前庭部痛58Pg/ml, 幽門

狭窄 152pg/mlとなり,幽 門部に近づくにしたがつて高

値を示した。

正-1-3 冒 液酸度と Gastrin値の相関性

胃潰瘍 また は十二指腸潰瘍患者 8例 につ き空腹時

Castrin値と胃液酸度の関係を検討した (Fig.12).Basal

acid outPut,Maximum acid outputぃずれの場合も,高

Fig.12  Serum Gastrin Level and Castric Secretion

い値の症例ほど Castrin値は低い傾向になつた。すなわ

ち Gastrin値と胃液酸度は逆相関々係 に あり,Castrin

分泌は胃内pHにより規待」されており,両 者の間に feed

baCk機 構が存在することを物語つている.

H卜 2 薬 剤刺激に対する Castrin値 の変動

皿-2-l HiStamine刺 激

胃漬瘍患者 2711にHiStalog法による胃液酸度と血中

Gastrin値の変動を比較した (Fig。12).

刺激直後より胃液酸度の急上昇を認めるが Castrin値

はむしろ低下し,胃 液酸度が下降を始める時点において

Castrin値の上昇を認めた。

Kahiso■3,3のゃ JohnSOn6ゆらは,Castrinが直接壁細

胞に作用するのではなく,HiStamineを 介して胃液分泌

がなされるとの仮説を立てているが,こ の点より興味あ

る結果といえる。

ll-2-2 Castrin lll激

胃潰瘍患者 3例に対し,Castrin fragmentでぁる Teも

9(199)

tragastrinまたは Pentagastrin 4 γ/kg筋注後の血中Castrin

の変動を調べた。この場合には当然のことながら,血 中

Gastrin値の上昇にともなつて胃液酸度も上昇を認めた。

なお Fig.12には Tetragastrinによるものを示したが,

Pentagattrin刺激においてもほぼ同様の変動を示した。

皿-2-3 1ド ulin刺激

Insulin刺激による胃液分泌元進 は,低 血糖に基因す

る迷走神経刺激によるものとされている。十二指腸潰瘍

2例 ,胃 潰湯 1例に H01lander testを行い,そ の後 の

胃液酸度,Castrin値,血 糖値を測定した (Fig.13).

Fig.13 Castrin ieveis in response to stimulation(1)

血糖値はInsulin刺激後30分から60分の間20～30mg/dIと

低値を示し,こ れと同時に高 Gastrin血症および胃液分

泌の元進を認めた。すなわち迷走神経刺激によりCattrin

分泌が促進され,そ の結果胃液酸度が上昇するものと考

えられ Castrin分泌に迷走神経が関与していることを示

唆するものである。

Ⅲ-2-4 食 観刺激

食餌内容によつて CaStrin値の上昇に相違のあること

が想像されるが,今 回は食パン2片 および牛字と200ml

操取後の Castrin値の変動をみた。食後30～60分の間で

Gastrin値の上昇を認め,そ の後は漸滅した (Fig。13)。し

かし症例によりこれと異つた変動を示すものもあり今後

試験食を作製し,一 定の刺激となるよう考慮する必要が

ある。

III-3 胃 切除術と Gastrh値

胃癌および消化性潰場に対する外科的治療が,Castrin

にいかなる変動をきたすか検討を 加えた, 胃癌群,漬

瘍群ともにG細 胞領域を含 めた 胃切除術 にて,空 腹時

Gastrin値はそれぞれ下降を認め 22Pg/ml,23Pg/mlと な

cargel Ti(轟 め
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Fig。14

二抗体法による Castrinの

Castrin levels in response to stimulation(2)

Serum Castrin Level

Pre_ and Post‐ oeration

in Castric

Radiolmmuncassaソ 日消外会誌 8巻  3号

の定量化が急がれた。一方,各 種室白性ホルモンに対す

る RadioimmunOattay法が開発され,輝 かしい成果を収

めている点より,Castrinに対してもこの方法 を導入す

べく研究が進められた。

Radicimmunoassayを行う場合,測 定しようとする物

質に対する特果性の高い,高 力価の抗体を作製すること

が第一条件であるが,と くに Castrinにおいては,生 体

内に一部構造を同じくする Pancreozymin‐Cholecystoki‐

nineが存在するため,こ れとの交叉反応性が 常 に問題

となつてくる
4D4い

。数年前 よ り巧ヽ玉 ら
4めは caStrinの

Radioimmunoassayの 検討をすすめており,当 初 Castrin

の l fr電コentで ぁる Hexagastrinに対する抗体 を作製

し,こ れにて Castrinの定量を試みていたが,Pancreo‐

z y m i n ‐C h o l e c y s t o k i n i n との交 叉性 が 問題 とな り,

Pancreozymin‐CholecystOkininヵヽ血中にどの程度存在す

るかが不明であり,正 確な Castrin値の測定には,合 成

Gastrin抗体を 使用した Radioimmuncassayが必要であ

ることを報告している.

著者は BSA‐Castrinを抗原とし,抗 Castrin抗体の作

製を試み,約 6カ 月の免疫にて抗体価の上昇を認め,10

倍稀釈にて GastrinのRadioimmunoaNayに使用可能な

抗血清の作製に成功した.し かし多くの検体を処理する

上には,さ らに高力価の血清が 必要 で あり,今 後追加

免疫を行い抗体価の上昇を計る必要 がある。Yallow&

Berson4いは豚胃粘膜よりの抽出 Castrinを抗原とし,抗

Castrin血清を作製したが,良好な抗血清を得るに約 2年

間の歳月を要している。このことよりhaptane抗体の作

製には長期にわたる免疫が必要であることを痛感する。

Radioimmunoassaァにおけ る Freeと BOundの 分離

には二抗体法と, CharCCalぉょび Resinなどの吸着剤

を用いる一抗体法とがある。これらの吸着剤を用いた場

合,Freeの
1251_caStrinを

完全に 吸着することは不可

能であ り,ま た dameged homo■eを も吸着することか

ら,鋭 敏性,再 現性にも不安が残るため,F,Bの 分離

には二抗体法を用いた。

二抗体法による問題点は non_SPCCinc inhibitorによ

つて沈降反応が抑制されることにあるが,こ れは補体活

性によるものと考えられており
6ウ

,熱 処理およびEDT

Aの 添加により阻止することは可能である。Table 2に

示したごとく,こ のような処理を行うことにより,測 定

値はやや低下するが,再 現性は上昇し,良 好な結果を得

ている。

著者の作成した Assay SystemャまTable 3に 示 した

Fig.15
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つた (Fig・14).前庭部領域の切除にて Castrin値の低下

をきたすのは当然であるが,胃 全摘術を行つた症例でも

Castrin値ヤま0とはならないことから,Castrin分泌は冒

前庭部に限らず,そ の他の臓器,十 二指腸,小 腸,陣 臓

などにも存在することが推測される。

胃十二指腸潰瘍に,胃 切除術と合せて迷走神経切断術

を施行した群は,空 腹時 Castrin値が73pg/mlとなり,

単に胃切除にとどめた症例の23Pg/mlに比べかなりの高

値を示したことは興味深い。

lV 考   察

消化管ホルモンである Castrin研究 の歴史 は古く,

1905年の 」,S,Edkinsのに逆のぼるが,実 際 の研究に進

展をみたのは,1964年の Gregory&Tracy16)の 化学合

成々功以後のことである.そ の後 Castrinの生理作用が

明らかになるにつれ,そ の強力な胃酸分泌刺激作用が注

目され消化器疾患との関連性を究明すべく血中 Castrin
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通 りであるが,こ の方法にて血中 Castrin値10～ 1,000

Pg/mlの 間での測定が可能であり,ま た測定する患者血

清は 100pg/ml以下のものが大多数を占めているため,

臨床的に充分使用できるものと考える.しかしZ。1linger‐

Ellison症候群のごとき 1,000Pg/mlを越える症例では,

息者血清を稀釈して預け定する必要 が あ る.Castrinの

Radioimmunoattayの際,常 に問題となる ChOlecys,oki‐

nin_Pancreozyminとの交叉反応性も極めて軽微であり,

抗 Tetragastrin抗体や抗 Hexagastrin抗体に比べこの血

清の優秀性を示しており,よ り正確な Gastrin値の測定

が可能となつた。

最近,Charcoal法による Castrin Kilが発売 された

が,こ の方法と二抗体法を比較した 結果,測 定値 にか

なり高い相関性が得られたため,今 後 この方法 による

Castrinの Radicimmunoassayにも期待するところ大で

ある70).

健康人の血中 Gastrin値は,そ の測定に使用する抗血

清の相違や,F,Bの 分離方法が異るため,各 施設によ

りまちまちの値が報告されており,未 だ確一化されてい

ない。著者の行つた二抗体法による健康人平均値は58.0

Pg/mlで あり,正 常域は 100pg/ml以下と考 えて い る

が,Yallow&Berson4いは Resin法により拓Pg/ml以

下,MCCuiga■
606のは二抗体法 に より 165±28Pg/ml,

また Temperly71)はDextran coated charcoal法にて84士

6 Pg/mlを正常値と報告している。本邦での報告例は未

だ少ないが,大 倉
7り7りが Resin法 に て 1.9ng/mlと か

なりの高値を報告しているほかは,松 尾
7ゆが Resin法に

て50～ 180Pg/ml,谷 内
7ゆが二抗体法にて18.6Pg/mlと

100Pg/ml以下を正常値としている者が多い。また最近

発売になつた Dextran coated charcoal法によるCastrin

Kitで の正常値は,増 岡
7いが 105±28.7Pg/ml,小玉

7いが

平均39.2Pg/mlと報告している。

McCuigan6ゆ6のは高令者になるにしたがつて空腹時血

中 Gattrin値は高くなると報告しており,そ の原因とし

て加合による萎縮性胃炎が進展し,胃 内PHが上昇するた

め,Castrin分泌が促進されると述べている。著者 は 胃

液酸度と血中 Cattrin値の比較を行つたが,こ れらは逆

相関々係にあり,血 中 Castrin値が胃内pHの影響を受け

ることは明らかで,他のホルモン分泌と同様にfeed back

機構が存在するものと考えられる,

各種消化器疾患々者の空腹時 Gastrin値を比較した場

合,正 常群と有意の差は認めず,た だ 高位潰瘍 のみが

260pg/mlと かなりの高値を示したにすぎなかつた。ま

11(201)

た他施設の報告でも十二指腸潰場 における血中 Castrin

値は正常群に比べやや高値をとる傾向にはあるが,明 ら

かな差とはなつていない。従来 Castrinは胃十二指腸潰

場の aggresive factoぃの 1つ として考えられていたが,

Zollinger‐Ellison症候群のごとき異常な高値を示す場合

は例外として,通 常みられる 胃十二指腸潰瘍 に対して

aggresive factOrとして作用するとは考えにくい。しか

し今回測定した症例群は,す でに漬湯を形成している者

ばかりであり,し かも空腹時 Castrin値という静的な観

察にすぎないため,今 後,潰 場の発生初期,急 性期,慢

性期などに分け比較し,さ らに食餌刺激,薬 剤刺激に対

する反応性を検討すれば,正 常群との有意の差を生じる

ことも考えられるので,現 時点では,Cattrinをaggrestte

factOrsから除外することは尚早であろう。

胃痛症例で癌占拠部位が幽門部に近づくにしたがつて

血中 Castrin値が高値を示しているが,今 回は部位別比

較のため, 胃の一領域 のみに 限局した比較的早期の症

例を選んでおり,癌 の進行度と関係があるものと思われ

る.さ らに進行し幽門部領域全体に広く浸潤した胃癌で

はC細 胞も犯され,Cattrin値は低下 すると考えられる

が,G細 胞が健全 な状態 にあれば,癌 による物理的刺

激,食 物の停滞による化学的刺激,さ らには幽門狭窄に

よる胃内圧克進がG細 胞を刺激するため,幽 門部に近づ

くにしたがつて Castrin値が 上昇 するもの と考えられ

る。

今回研究対象となつた症例群中,腎 疾患群のみが著明

な高 Castrin血症を示したことは注目されるが,こ のこ

とより Castrinが腎臓で分解または排泄されることが推

測される。しかしこれら症例で必ずしも胃液酸度は高く

なく,ま た潰易性病変も認められないことから,異 常に

増加している Castrinは,抗 Cattrin抗体 との Immu`

■oreactivityは存在するが, 生理活性基はなんらかの変

化を受けていることも想像される。なお,腎 移植後の腎

機能の改善された 1症例では Gastrin値は範Pg/mlと 正

常値にまで減少していた。

Cattrinと胃液分泌機構に関していろいろ論じられて

いるが,著 者の行つた薬剤刺激,食 餌刺激によりその一

部が解明,実 証されたものと考える。すなわち,食 釘刺

激,Insulin刺激により血中 Castrin値が上昇し,HiSta‐

mine刺 激によリー時的に Castrin値が低下することよ

り,Castrin分泌は食餌摂取による化学的,物 理的刺激

により促進され,ま た迷走神経の支配をも受けている。

さらに血中に遊離した Cattrinは直接壁細胞に作用する
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のではなく,Kahison30 3めゃ JohnSOn6りらの提唱した

ごとく, hittamine stOre cellに作用し, HiStamineの

放出を促し,こ の Hおtamineの 刺激 により壁細胞の胃

液分泌がなされるのであろう。また胃液酸度が上昇し,

胃内pHが低下すれば,feed back機 構により Castrin分

泌が抑制されるであろう.し かし胃液分泌はこのような

単一な Mechanismの みによるのではなく,他 の消化管

月ミルfE 3/,  Secretin, CastrOn, Cholecystokinin‐Pancreo‐

Zyminな どと競合相宋J作用が 加味し, もつと複雑なも

のであろうと推察されるが,今 回の実験によりその一部

が解明されたものと考える。

胃切除術に伴う血中 Gastrin値の変化を比較すると,

Castrin分泌領域である 胃前庭部切除 により Castrin値

は当然低下するが,こ れに迷走神経切断術を併用した場

合,単 に目切除を施行した群より有意 の差 をもつて血

中 Gastrin値が高値を示していることが 注目される。

H。1le80ゃ田北
3の

らは迷走神経前庭枝にCastrin分泌を抑

制する因子が含まれていることを推定しているが,小玉,

芳竹らは 実験的結果より, この説を否定している。ま

た今回の実験における迷走神経切断後の高 Castrin血症

の原因として H。lleらの説を挙げるには,普 通切除 の

場合必ず迷走神経前庭枝が切断されていることより根拠

とはなり得ない。したがつてその原因として,迷 切によ

る胃液酸度の低下による刺激や,胃 運動低下に伴う胃内

容物の停滞が Castrin分泌を促進すること, さ らに は

Castrin分泌抑制因子で あ る SecretinゃCaStrinが迷

切により変動を受け,二 次的に Castrin値が上昇するこ

と,迷 切による眸よりの Castrin分泌増進などの因子が

考えられる.いずれにせよ,今 回の実験結果のみから結

論を出すことはできないが,迷 走神経切断後 の Castrin

変化については,胃 幽門部以外の Castrin産生細胞より

の Castrin分泌に関し,多 くの重要な問題が存在するこ

とを示要している。

わが国においては従来より胃十二指腸潰場の外科的療

法として,広 範囲胃切除術が広く行われてきたが,術 後

の酸分泌面からみても良好な結果となつている.し かし

この手術法が胃十二指腸潰瘍の発生原因,術 後の消化吸

収などを考慮に入れた上での治療法として最適なもので

あるか否か,も う一度検討される必要が生じてきた。

最近,消 化性潰瘍に対する手術法
8り|,303の

として,幽

門洞切除兼選択的迷走神経切断術,選 択的迷走神経切断

術兼幽円形式,お よび近位選択的迷走神経切断のみの方

法など,迷 切 を 中心とする手術法の報告が増えつつ あ

の RadioimmunOassay    日 消外会誌 8巻  3号

る。これら迷切を加えることにより,胃 臓器をできるだ

け温存して,し かも潰瘍治療に良好な結果を得られれば

理想的である.今 後これら手術法に対する実験的裏付け

が必要であり,そ の手段の 1つ として GastrinのRadioi

mmunoaNayが ますます有用となるであろう。これによ

り,胃 液分泌の生理,迷 切の意義などが明らかとなり,

胃十二指腸潰場に対する正しい治療法が確立されること

であろう。

V 結  語

CastrinのRadioimmuncassayを目的とし,抗 Castrh

血清の作製を試み,約 6カ月間 の 免疫後, 10倍稀釈血

清にて RadioimmunOassayに使用可能なる抗血清 を得

材Rこ.

WiiSOn血清Lot No.150835を用い二抗体法にてGastrin

の Radioimmunoassay Systemを作成 し, 血中 Gattrin

値の測定を行つたが,本 方法 による測定可能域 は 10～

1,000Pg/mlであり,臨 床的に充分活用できるものであ

る。

この Assay Systemにおける健康人空腹時血中 Castrin

値の平均は58±33Pg/mlであるが, 100Pg7ml以 下であ

れば一応正常値 と考えている。 これと各種消化器疾患

々者の Cas↓rin値を比較した場合,高 位潰瘍 に て 280

Pg/mlと 高値を示しているほかは,胃 角部,十 二指腸潰

瘍,胃 痛ともに有意の差は認めず, aggresive Factorと

して CaStrinを考える場合,動 的な変化に注目する必要

がある.ま た腎疾患群で著しい高 Castrin血症を認めた

ことより,Castrinは腎にて分解または排泄 されること

が推測される。

胃液分泌の Mechanismは 複雑で不明な点も多いが,

食餌刺激,薬 物刺激を行うことによりその一部が明らか

となり,と くに Castrinが壁細胞を刺激する際, HiSta‐

mineを 介してなされることが 推察 され, また Cattrin

と胃液酸度の間には feed bacと機構が存在することが

示愛される.

胃切除術にて Gastrin値は低下するが,こ れに迷走神

経切断術を併用すると,単 に胃切除を行つた症例よりも

高い血中 Castrin値を得た。この点に関して今後さらに

検討を加える必要があり,消 化性潰場に対する迷切の意

義,手 術適応に対する諸問題など,解 決されるべき多く

の課題が残されている.

稿を終わるに臨み, ご指導, ご校閲を頂いた恩師橋本

勇教授ならびに小玉正智講師に深甚なる謝意を表する。
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