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〔目的〕

紋毛性ゴナドトロピン (HCG) ，下重体性黄体化ホルモン (LH) の測定は，従来の生物学的測定法に

加え， 1960年以降免疫学的測定法が導入され臨床上にも妊娠反応として応用されるところとなった。

先に私は免疫学的妊娠反応を実用化する目的で市販 HCG 製剤を抗原とし，タンニン酸処理羊血球凝

集反応による定性および半定量的 HCG 測定法の特異性と応用範囲等について基礎的・臨床的に検討

を加えた結果数多くの利点を見出すことができた。 しかしながら本反応を尿中又は血清中徴量 HCG

や LH の測定に利用する為には， なお鋭敏度が不充分で被験尿の濃縮を必要とし，血清では非特異

的な凝集反応にさまたげられる等の理由から，更に鋭敏な抗原抗体反応の必要性を感ずるに至った口

そこで最近 Insulin をはじめ種々の蛋白ペプチッドホノレモンの徴量測定に利用されつつある 131 1 標識

ホノレモンによる Radioimmunoassay に着目し，微量測定の諸条件を検討すると共に，この方法により

実際に母体及び騎帯血巾 HCG，正常月経周期婦人の尿巾 LH の測定をこころみた。

〔方法ならびに成績〕

1 .抗原及び抗血清の調製

抗原 HCG は市販製剤 (2630 iujmg) を Ethanol 分画沈澱および DEAE・cellulose column chromatogr-

aphy により 8000 iujmg 迄精製して使用した。抗 HCG 血清は上記抗原を complete Freund's adjuvant 

と共に反復家兎に注射して作製し，下垂体剥除婦人尿および、小児血清蛋白で吸収後に使用した。抗家

兎 r-globulin 血清は同様の方法で羊を免疫して調製した。

2. 131 1 による HCG の標識法

Greenwood らの Chloramin-T 法にもとづき，上記抗原 HCG5μg を 2 mCi の 131INa によって標

識し 200，-，300μCijμg の specific activity を得た。 131I_HCG と(1 31 1) Iodide の分離は Bio-Gel P-60 の
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ゲルP過 (1 x 15 cm) Iとより行なった。 13II_HCG は 50 mg/cc の割合に牛血清アノレブミンを含む 0.05

M 燐酸絞街生理的食塩ノk中に採取した。

3. 抗原抗体反応と生物学的活性の関係

Radioimmunoassay において 131I_HCG との結合にあずかる抗体の消長と上清の生物学的活性との

関係を明らかにする為， 800iu から1.5 iu Iこ至る倍数稀釈の cold HCG に一定量の抗 HCG 血清を加

え，次いで 13II_HCG 約 1mρg (0.008 iu) を加えて更に incubate し，そのあと二重抗体法で全ての抗

HCG 血清を沈降せしめ，沈降物の放射能を測定した。その結果抗 HCG 血清が cold HCG で [1::1和さ

れ， 131I_HCG の沈降物への recovery が20%以下になる 100 iu の点から上清中に HCG の生物学的活

性が急速に出現する事を幼若ラット卵巣重量法及び子宮重量法によって証明した。

4. Radioimmunoassay 

J3JI_HCG 0.1 cc (500 ，...._， 1000μμ討を標準 HCG (倍数稀釈系列)あるいは被験液 0.4cc と混合し，

1 : 15000 稀釈抗 HCG lÚl清 0.2 cc を加えて 370C 1 時間及び 40C 12 時間 incubate し， 次に抗家

兎 r-globulin 羊血清 0.3 cc を加えて更に 2 日間 4
0

C に incubate した後遠沈し沈澄の放射能を Well­

type scintillation counter で測定した。標準曲線は，横軸に HCG 濃度の対数 log X (iu/cc)，縦軸に

precipitable radioactivity Y (%)即ち (Cx-Co/C100-Co) X 100 をとって画いた。〔但し Cx は cold HCG: 

X iu/cc の時， Co は抗 HCG 血清を加えなかった時， C100 は cold HCG を加えなかった時のそれぞ

れの沈降物中放射能 cpm をあらわす〕口 乙の方法により市販 HCG 製剤 (2630 iu/mg) ・精製 HCG

(8000 iu/mg) ・国際標準品 (1963年)について比較すると相互にきわめてよく一致し， 0.0003--0.1 

iu/cc の範囲で 100-- 0 %迄下降する S 字状曲線を得た。測定域として標準曲線の rll央部 0.001--0.02

iu/cc を使用したり

5. 臨床実験

分娩時に同時採血せる母体及び腕有j:血 rl-I HCG を26例について比較すると，それぞれの平均値 1 1.5

iu/cc 及び 0.025 iu/cc となり，濃度比の平均値は 1 : 678 と母体側に高くなった口従って胎盤に於け

る HCG は母体側に向って一方向性に分泌され且つ HCG の通過性に対し胎盤が barrier をなしてい

る可能性が考えられた。次に正常月経周期婦人の早朝尿を 2 周期にわたり測定したところ排卵期に一

致し 0.02--0.03 iu/cc 程度の急峻な peak を認めたの

〔総括〕

J31I_HCG を用いる Radioimmunoassay により， HCG の微量測定法を考案検討した結果， 8000 iu/ 

mg の精製 HCG を抗原として用いた場合，種々の HCG について標準曲線は一致し，測定域として

0.001 ,...._,0.02 iu/cc を得た口この方法により母体及び瞬帯血巾 HCG level を比較すると，母体側に著し

く高い事を26例について証明した。又正常月経周期婦人の早朝尿を 2 周期にわたり測定し，排卵期に

一致する peak を認めたヮその感度は従来の Bioassay (Friedman 反応)に比し約 1000 倍であり，血清

あるいは尿巾の微量変動をも追跡することが可能であるので臨床的にもその利用価値が大であると考

える口
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論文の審査結果の要旨

紋毛性ゴナドトロピン (HCG) ，下主体性黄体化ホ jレモン (LH) の測定は， これまで Bioassay によ

って行なわれてきたが，近年 Immunoassay すなわちタンニン酸処理 HCG 感作血球凝集反応等の導

入があり，妊婦尿'i1 HCG の測定に実用化されるに至ったっしかしながらこの方法は尿中または血清

巾の微量 HCG や LH の測定には鋭敏度が不充分で，被験尿や血清からの濃縮抽出が必要な為，個々

の回収率の問題や非特異的な凝集反応にさまたげられる等の理由からさらに鋭敏な抗原抗体反応系が

望まれるに至った。

著者は抗原及び抗血清の精製純化に工夫を加え， 8000 iujmg の精製 HCG を 131 1 にて標識し高い

Specific activity の 1311-HCG を調製した後，二重抗体法による Radioimmunoassay 法を考案し基礎

的， 臨床的に検討を加えた結果， 種々の HCG により画いた標準曲線はよく一致し， 測定域として

0.001 ,_,0.02 iujml の微量を検出し得ることを明らかにした。乙れを臨床例に応用し同時に採血した母

体及び隣帯血rl::l HCG レベソレを比較し瞬帯血に著しく低いことを証明した白

また正常月経周期婦人の尿中 LH を測定し排卵期に一致するピークを見出した。

以上の方法は Friedman 家兎排卵法に比し約1000倍， タンニン酸処理 HCG 感作血球凝集反応に比

し約 500 倍の鋭敏度を有するので，今後臨床応用に期待されるところ多大であり，学位論文として適

当であると思われる。
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