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緒 言

Oyer1)が ヒ ト膵 よ り, C-ペ プチ ドを抽 出精 製

し,そ のア ミノ酸 構造 を決定 して以 来, C-ペ プ

チ ドは その 種族 特 異性2),3),4),5)が注 目され,イ

ンス リン と等 モ ルが膵 β細 胞 よ り分 泌 され る6)

こ とが 報告 され た.そ してC-ペ プチ ド自体 は イ

ンス リン抗 体 と免 疫学 的 交 叉性 を有 しな い こ と

よ り, C-ペ プ チ ドの 測定 は,イ ンス リン治療 を

受 けて い る糖尿 病 患者 での 内因性 膵 β細 胞 分泌

機 能 の指 標 として重要 視 されて い る.そ して既

に, Melani7)とBlock8)ら は ヒ ト膵 よ り抽 出 し

たC-ペ プチ ドを用 い,ま た,兼 子 ら9)が,矢 内

原 ら10)によ り合 成 され た合 成 ヒ トC-ペ プチ ドを

用 いた 二抗 体法 に よるC-ペ プ チ ドのRadio im

munoassayを それぞれ発表 して い る.

今 回,著 者 は,合 成 イ ヌC-ペ プチ ドとそ の抗

血 清 を用 い,操 作 が簡 単 で,よ り多 くの検体 が

安 価 に処 理 で き る一 抗 体法 に よるRadio-immu

noassayを 開発 し,そ の基 礎 的検 討 を行 い動 物

実 験 で イ ヌ末梢 血 中お よび膵 静脈 血 中 のC-ペ プ

チ ド濃度(CPR)と イ ンス リン濃度(IRI)を 比較

す る と ともに,イ ヌ膵動 脈 内に,ブ ドウ糖 とア

ル ギニ ン投与 した 時の 膵静 脈 血 中CPRとIRIの

分 泌動 態 を測定 したの で報 告 す る.

実 験材 料 と実 験 方法

〔1〕イヌC-ペ プチ ドのRadioimmunoassay

① 材料 お よび方 法

合 成 イ ヌC-ペ プチ ド,チ ロ シン結 合 イヌC-ペ

プ チ ドお よび モル モ ッ ト抗 イ ヌC-ペ プチ ド抗血

清 は,静 岡薬科 大 学 の矢 内原 昇教 授 よ り提供 さ

れ た もの を使 用 した.

標 識方 法

チ ロシ ン結合 イ ヌC-ペ プチ ド3μgをHunter-

Greenwoodの 方 法11)に準 じた クロラ ミンT法 に

て125I-Na (New England Nuclear Corp) 2mCi

で標 識 した後, Bio-GelP 30カ ラム(1×50cm)

を用 い, 3M酢 酸 に て標 識 イ ヌC-プ プチ ドを分

離精 製 した.

測定 方法

測定 法 の大要 は 〔表-1〕 に示 した.抗 原抗 体

複合 物 の分 離 は, Herbertら12)の 方法 に 準 じた

デ キ ス トラ ンチ ャー コー ル を用 い る一 抗 体法 で

行 っ た.測 定 用 の緩衡 液 は, 0.15MのNaclと

0.5%ウ シア ルブ ミン(FractionV)を 含 む0.05

Mの リン酸 緩衡 液PH7.5を 使用 し,標 準C-ペ プ

チ ドお よびサ ンプ ルは0.1meの 量 を用 いた.

② 基礎 的検 討

抗体 濃 度 〔図-1〕

抗血 清 を最 終 濃度2000倍, 4000倍, 8000倍,

 16000倍 とした時 の各 々の標準 曲線 を〔図-1〕 に
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表1.イ ヌC-ペ プチ ドの免疫学的測定法の既要

METHOD OF DOG-CPR RADIOIMMUNOASSAY

図1.抗 体 濃度 の検 定:抗 イ ヌC-ペ プチ ドモル モ ッ

ト血 清 を最 終 濃 度2000倍, 4000倍, 8000倍, 16000

倍 と した時 の標 準 曲 線

示 した.こ の図 よ り,以 後 の測 定 系 には,最 終

濃 度4000倍 の抗血 清 を使 用 した.

反 応時 間 お よび 温度 〔図-2〕

反応 時 間 と温度 に よる影響 は〔図-2〕 に示 し

た-こ の結 果 よ り,以 後, 4℃. 48時 間 で 測定 し

た.

標 準 曲線,稀 釈 曲 線お よび交 叉 試験 〔図-3〕

標 準 曲線 を〔図-3〕 の実 線 で,ま た, 6.8pM/

図2.反 応時間および温度:室 温(破 線)お よび4℃.

(実線)に おける反応 時間の検討

meのCPRを 示す サ ンプル を, 2倍. 4倍. 8倍.

 16倍 に稀 釈 した ときの稀 釈 曲 線 を破 線 で示 した.

ウ シ.ブ タ イン ス リン お よび ヒ トC-ペ プ チ ドと

イ ヌC-ペ プチ ド抗 血 清 との交 叉 反応 は認 め られ

なか っ た.

精度 お よび 回収率 〔表-2〕

2.6pM/mlと6.1pM/mlのCPRを 示 す2つ の

サ ンプ ル を各 々8本 つ つ 同一 測 定 系 で測 定 した

ときの変 動係 数 は,そ れ ぞれ3.8%お よび4.9%

と良好 な結 果 を得 た.ま た, 0.6pM/mlと2.0pM/
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図3.標 準 曲 線,稀 釈 曲線 お よび 交 叉試 験:標 準 曲

線(実 線)と6.8pM/meのCPRを 示 す サ ンプ ルの

2倍, 4倍, 8倍, 16倍 に稀 釈 した ときの 稀 釈

曲 線(破 線)と ウ シ ブ タ イ ンス リ)ン(X-X)お よ

び ヒ トC-ペ プチ ド(△-△)と の交 叉 反 応

表2.回 収率: 0.6pM/mlのCPRを 示 す サ ンプ ルに

合 成 イ ヌC-ペ プチ ド0.5pM/mlと1.4pM/mlを

各 々 添加 した と きの 回収 率.

RECOVERY RATE

meのCPRを 示すサ ンプル に, 0.5pM/meと1.4pM/

meの 標 準C-ペ プチ ドを添加 した と きの 回収 率 は

〔表-2〕 に示 した ご と く97.2～103.5%で あっ た.

各測 定系 にお け るバ ラ ッキ 〔表-3〕,〔 表-4〕

同一 サ ン プル のwithin-Assay〔 表-3〕 お よ

びBetween-Assay〔 表-4〕 での実 測値 の変動

係数 は,そ れ ぞ れ3.3～6.0お よび8.2～10.8%と

ほぼ 満 足す べ き結 果 を得 た.

二 抗体 法 との比 較 〔図-4〕

本 法 と二 抗体 法 との相 関 を調 べ る と,相 関 係

表3. Within Assay.:同 一 測 定 系 での バ ラツ キ

WITHIN ASSAY(
pM/ml)

表4. Between Assay:各 測定 系 間 に お け る

バ ラ ツ キ

BETWEEN ASSAY

(pM/ml)

図4.本 法(一抗体法)と 二抗体法 との比較
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数0.74と ほ ぼ良 好 た相 関 々係 を示 した.

〔2〕動 物 実 験

1)実 験動 物お よび方 法

体重8～16kgの 成熟 雑犬 を使 用 し, 24時 間絶

食後,ネ ンブ タ-ル 麻 酔下 に 開腹 し,上 膵 十二

指 腸動 脈(膵 動 脈)お よび上 膵十 二 指 腸静 脈(膵

静 脈)にT字 型 の シ リコンチ ュー ブ を挿 入 した.

〔図-5〕 また,大 腿静 脈 には カテー テ ル を挿 入

図5.術 式 と採血方法

した.術 後,血 糖 の安 定 化 す る2～3時 間後 に

下 記 の実 験 を行 っ た.な お,膵 静 脈 よ り採 血 の

際,門 脈 血 の混 入 を防 ぐ 目的 で,T字 管 の 門脈

側 をコ ッヘ ルで 閉塞 して採 血 を行 っ た.

成 熟雑 犬44匹 の空 腹 時に お け る大 腿 静 脈血 中

と膵静 脈 血 中のCPRお よびIRIを 測定 した.血

糖 はglucose Oxidase法23), IRIは 二抗 体 法22)で

測 定 した.

2)負 荷実 験

先ず,コ ン トロー ル実 験 と して,生 理 的 食塩

水 負荷 を行 い,つ いで,既 知 の膵 β細 胞 分 泌刺

激物 質 で あ るブ ドウ糖 とア ル ギニ ンの 負荷 を行

っ た.

① 生理 的 食塩 水 負荷

生理 的 食塩 水(0.4me/min)を,膵 動 脈 内 に5

分 間持 続 注 入 を行 い,注 入前10分, 0分,注 入

開 始 直後 よ り, 20秒 間隔 で連 続 的 に膵 静 脈 よ り

採 血 し,膵 静脈 血 中CPR(膵CPR),お よ び膵

静 脈血 中IRI(膵IPI)を 測定 した.

② ブ ドウ糖 負荷

ブ ドウ糖(10me/kg/min)を,膵 動 脈 内に5分

間持 続 注 入 し,膵 静 脈 よ り実 験① と同様 に採血

し膵CPRと 膵IRIの 値 を測定 した.

③ ア ル ギニ ン負荷

ア ル ギニ ン(250mg/kg/min)を,膵 動 脈内に5

分 間持 続 注 入 を行 い,実 験① ② と同様 に して,

膵CPRお よび膵IRIの 値 を測 定 した.

各 デー タはM±SEMで 表 わ しWilcoxonの

Signed-ranktestに より統 計 的処 理 を行 なった.

結 果

〔1〕イ ヌC-ペ プチ ドRadioimmunoassayの 評価

本測 定 法 は,標 準 イ ヌC-ペ プチ ド(測 定 用サ

ンプ ル)0.lmeに 対 し,抗 体 濃 度4000倍 を使 用 し,

 4℃,48時 間のincubation後, 0.25%デ キス ト

ラ ンを含 む0.5%チ ャ-コ ー ルで分 離 した結 果,

イ ヌC-ペ ブチ ド濃度 が0.4～25.6pM/meの 範囲

で 測定 可能 な標 準 曲線 が 得 られ,稀 釈 曲線 もよ

く平 行 した.交 叉 試験 で,ヒ トC-ペ プ チ ド,ブ

タお よび ウ シ イ ンス リン と免 疫学 的交 叉反 応 を

示 さなか った.ま た,精 度 は変動 系数3.8～4.9

%,そ して 回収率97.2～103.5%と 良 好 で,再 現

性 も, Within-AssayとBetween-Assayで の変

動係 数 は,そ れ ぞ れ3.3～10.8%と ほ ぼ 満 足す

べ き結 果 を示 した .二 抗 体法 と本 法 との 比較 で

も,相 関 係数0.74と 良 好 な相 関が 得 られ た.以

上 よ り,本 法 は,イ ヌC-ペ ブチ ドの 測定 法 とし

て 充分 評価 で き る もの であ るこ とが わか った.

〔2〕動 物 実験 成 績

1)空 腹 時大 腿 静 脈血 中お よび膵 静 脈血 中CPR

とIRIの 平均 値 〔表-5〕

表5.空 腔時 イヌ末梢血 中お よび膵静脈血 中CPR

濃度の平均価

FASTING DOG C-PEPTIDE AND INSULIN

 LEVELS (N=44)

〔MEAN±SD(pM/ml)〕

成 熟雑 犬44匹 に おけ る空腹 時 大 腿 静 脈血 中C-

PRとIRIの 平均値 は,そ れ ぞれ0.67±0.03pM/
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mlお よび0.11±0.66pM/mlで あ り,膵CPRと 膵

IRIの 平 均 値 は,そ れ ぞ れ2.73±0.51pM/mlお

よ び1.92±0.51pM/mlで あ っ た.

2)生 理 的 食 塩 水 負 荷 〔図-6〕

図6.生 食 負荷:生 理 食塩 水0.4/me/min膵 動 脈 内5

分 間 持 続 注 入時 の 血 中CPR(●-●)お よびIPI

 (Ｏ-Ｏ)濃 度 の 変動

図7.ブ ドウ糖 負荷:ブ ドウ糖10mg/kg/min膵 動 脈

内5分 間持続 注入時 の血 中CPR(●-●)お よび

IRI(Ｏ-○)濃 度の変動

生理 的食塩 水(0.4ml/min)の 膵 動 脈 内持 続注

入 に よ り,膵CPRと 膵IRIは,と もに基 礎値 よ

り有意な変動 を示 さず,ほ ぼ一 定 した値 を示 した.

3)ブ ドウ糖 負荷 〔図-7〕

ブ ドウ糖(10mg/kg/min)の 膵動 脈 内持 続 注 入

開始 直 後 よ り,膵CPRと 膵IRIは 急 速 かつ 著 明

に,ほ ぼ平 行 して 増加 し, 2～3分 後 に頂 値 に

達 した.ブ ドウ糖 負荷 前 の膵CPRは3.1pM/ml

に対 し,頂 値 は2分20秒 後 の6.5pM/mlで あ た.

そ して そ の増加 量 は3.4pM/mlで あ っ た.一 方,

膵IRIは,負 荷 前値1.7pM/mlが2分 後 に頂値4.6

pM/mlを 示 し,増 加 量 は2.9pM/mlで あ っ た.そ

の 後のCPRの 反応 はIRIに 比 し,や や 高値 を維

持 す る傾 向 を示 した.

4)ア ル ギニ ン負荷 〔図-8〕

図8.ア ル ギニ ン負 荷:ア ル ギニ ン250mg/kg/min膵

動 脈 内5分 間 持 続 注 入 時 の 血 中CPR(●-●)お

よ びIRI(○-○)濃 度 の 変 動

ア ル ギニ ン(250㎎/kg/min)の 膵 動 脈 内持 続

注 入に よ り,膵CPRと 膵IRIは 急速 かつ 著 明 に,

ほほ平 行 して 増加 し, 40秒 で頂 値 を示 した.膵

CPRは アル ギニ ン負荷 前値3.2pM/mlが 頂値5.8
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pM/mlを 示 した.膵IRIは 前値1.7pM/mlに 対 し,

 40秒 後 の頂 値 は4.4pM/mlを 示 し,増 加 量 は2.7

pM/mlで あ った.そ の後, CPR値 はIRI値 に 比

し,や や 高値 を持 続 した.

考 察

合成 イヌC-ペ プチ ドの二抗体 法に よるRadio

immunoassayは,す で に兼子 ら13)に よ り発表

され て い るが,著 者 は,一 抗 体 法 に よ る測定 法

を試 み,そ れ を確 立 した.

イ ンス リン とC-ペ プ チ ドは,膵 β細 胞 内分 沁

顆 粒 中に 等 モル に存 在 し14), exocytosisに よ

り分 沁15)さ れ るが,末 梢 血 中で は,両 者 の代

謝 の違 い16),17)に よ り, C-ペ プ チ ドが よ り高

値 を示 す こ とが知 られ てい る.著 者 の 行 っ た実

験 で,基 礎 分 泌状 態 で の イ ヌ膵静 脈血中CPRと

IRIの 比 が1.42で あ り,末 梢 血 中で の比 は6.09

であ っ た. Hedingら18)は,空 腹 時正 常 人 での

末 梢 血 中CPRとIRIの 比 は7.0と し, Horwitzは,

ヒ トで末 梢血 中でのCPR, IRIは10.4,門 脈 血

中で は4.3の 値 を報告 して い るが, Kuhlら20)

は,ブ タ門 脈血 中 ではCPRとIRIの 比 は1.5で

あ る と し, Hedingら21)は,ブ タ膵静 脈 血 中で

はCPRとIRIは ほぼ等 モ ル存在 して い る と報 告

して い る.今 回の イ ヌにお け る成 績 で膵 静脈 血

中のCPRとIRIの 比が,ヒ トの 門脈血 中で の そ

れ よ り低 値 を示 す理 由 と して,ま ず 第一 に 門脈

内に 入 る と膵静 脈血 は,胃 や腸 等 か らの 循環 血

液 混 入 のた めか な り稀 釈 され た状 態 とな って い

る こ と,第 二 に イン ス リンに 比 し, C-ペ プ チ ド

の代謝 が遷延 して い るこ とが あ げ られ る.

Horwitzら19)は さ らに,ヒ トで ブ ドウ糖25

gお よびア ル ギニ ン30gの 静 脈 内投 与時 の 末梢

血 中 と門脈 血 中の プ ロイ ン ス リン ・イン ス リン

C-ペ プチ ドの変 動 を観 察 してい る.彼 らに よる

と,ブ ドウ糖 や ア ル ギニ ン負荷 に よ り,三 者 と

も90-120秒 で頂値 に達す るが インス リンの 相対

的増加 はプ ロイ ンス リンやC-ペ プチ ドよ り大 で

あ った.し か し,末 梢 血 中 では,そ の増 加 率 に

著 明 な差 は み られ なか った 智 そ して 門脈血 中 で

頂 値 を示 した ときCPRとIRIの モ ル比 は,ブ ド

ウ糖 負荷 時 に1. 17,ア ル ギニ ン負荷 時 に は1.07

と等 モ ルに 近 い値 を示 し,ブ ドウ糖 や ア ル ギニ

ン負 荷後 の 末梢 血 中 と門 脈 血 中の プ ロ イ ンス リ

ン濃度 には 相関 は み られ な か つた が,イ ンス リ

ン とC-ペ プ チ ドの間 に は,全 体 と して 相関 がみ

られた と して い る.こ の成 績 か らヒ トに お いて

もイ ンス リン とC-ペ プチ ドは 等 モ ルに 分沁 され

て い る と結 論 した.

今 回 の イ ヌの実 験 に お いて は,ブ ドウ糖 お よ

び アル ギニ ン負荷 時 の膵 静 脈 血 中CPRとIRIの

頂 値 に お け る基礎 値 よ りの 増加 量 の 比 は,そ れ

ぞ れ1.17お よび0.96で あ り,負 荷 後2分 間 にお

け る基礎 値 か らの分 沁増 加 分 を面 積 比(△CPR:

△IRI)で 表 わ す と,ブ ドウ糖 負荷 で0.93ア ル ギ

ニ ン負 荷 で0.95と な り,ほ ぼ 等 モ ルの分 沁 増加

が 認 め られた.以 上 よ り,今 回 の イ ヌ を用 いて

の実 験 に お いて もHorwitzら の ヒ トでの成績 を

裏 づ け る結 果 を得 た.

結 語

イ ヌC-ペ ブ チ ドの 一抗 体 法 に よるRadioimm-

munoassayを 確 立 し,ブ ドウ糖 お よび ア ル ギニ

ン負荷 後 の イ ヌ膵 静 脈 血 中C-ペ プチ ドの分 沁動

態 を観 察 し,イ ンス リンの分 沁動 態 と比較 す る

こ とに よ り下 記 の結 論 を得 た.

1)イ ヌC-ペ プチ ドの一抗体法 に よるRadioimm-

unoassayを 確 立 し,そ の基礎 的 検討 を行 い その

有 用性 を実証 した.

2)イ ヌ末梢 血 中CPRと 膵 静 脈血 中CPRの 平

均値 は それ ぞれ,0.67±0.03pM/meお よび2.73

±0.46pM/meで あ り, CPRとIRIの 比が,そ れ

ぞれ, 6.09お よび1.42で あ つた.

3)ブ ドウ糖(10mg/kg/min)お よび ア ル ギニ ン

(250mg/kg/min)の イヌ膵動 脈 内5分 間持 続 投与

に よ り膵CPRと 膵IRIの 急速かつ 著 明 な平 行 し

た分 沁動 態 を認め,負 荷 後2分 間 にお け る基礎

値 よ りの分 泌 増加 分 を面積 比 で 示す と△CPR:

△IRIが それ ぞれ0.93と0.95と な り,ほ ぼ等 モル

の分 泌 増加 を示 した.

稿 を終 えるにあた り御指導,御 校 閲を賜 った恩師

大藤真教授な らびに直接御指導下 さいま した河西浩

一講師に深 く感謝致 します
.ま た御協 力いただいた

糖尿病研 究班の諸先生 に厚 く感謝致 します.な お,
し

合成 イヌC-ペ プチ ドお よび その抗血清 をこころよ く

提供 していただいた静 岡薬科 大学 の矢内原昇教授に

深 く感謝致 します.
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Immunoreactive dog C-peptide levels in pancreatic vein

Part I: Dog C-peptide radioimmunoassay and C-peptide immunoreactivity

 in pancreatic vein after loading of glucose and arginine

Yoshiaki NISHINA

Third Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School,

Okayama, Japan

(Director: Prof. T. Ofuji)

A specific dog C-peptide radioimmunoassay system was established with a single antibody 

method using synthetic dog C-peptide as standard. The measurable range was between 0.4 

pM/ml and 25.6 pM/ml. The coefficients of variation of Within and Between-assay were 

6.0 and 10.8%, respectively.

Dog C-peptide immunoreactivity (CPR) and immunoreactive insulin (IRI) level in the 

superior pancreaticoduodenal (pancreatic) vein were measured in fasting and after loading of 

glucose or arginine into the superior pancreaticoduodenal (pancreatic) artery.

Fasting dog CPR level was 2.73 •} 0.46 pM/ml in the pancreatic vein and was 0.67 •} 0.03 

pM/ml in peripheral vein. The molar ratio of CPR/IRI was 1.42 in the pancreatic vein and 

6.09 in peripheral vein.

Glucose (10 mg/kg/min) infusion into the pancreatic artery evoked a prompt and parallel 

maximal increase in CPR and IRI within 3 min. The CPR concentration increased from 3.1 

pM/ml to 6.5 pM/ml and the IRI concentration increased from 1.7 pM/ml to 4.6 pM/ml at the 

peak.

Arginine (250 mg/kg/min) infusion resulted in a prompt, parallel increase in CPR and IRI. 

The CPR concentration increased from 3.2 pM/ml to 5.8 pM/ml, and the IRI concentration 

from 1.7 pM/ml to 4.4 pM/ml at 40 sec, respectively.

The insulin - to - C-peptide ratio showed approximately equimolarity.


