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論文内容の要旨

緒 Eコ

性腺機能を支配するホルモンいわゆるゴナドトロビン K 関する研究の歴史は

古く、過去半世紀にわたってその存在と複数の生理作用台よび各ホルモンの抽出

・精製 K 関する研究が進められてきたo その過程で ζ れらの各ホルモンはいず

れも、化学的にはよ〈似た性質をもっ蛋白質であるととが明らか K された。

Hurnan Chorionic Gonadotropin (胎盤性性腺刺激ホルモン、 HC G) 

の純化・精製は Got ら 1 )、 van He 11 ら 2 )、 Bahl 3 )、 BelI ら，.) ~;"よび望月ら 5 ) 

6) VC よって妊婦尿から抽出・精製されてきたが、得られた標品の物性は報告者

K よ勺て必ずしも一致してい在かった。その原因としては HCG の化学構造の

複雑さ K起因する介析値の不一致もあり得るが、全先物質自身の不安定さ K 基

づ〈抽出過程の化学的変化という ζ とも考えられた。とのよう VCHCG の化学

的解明は遅れていたが、最近 K 至り HCG も 2 つの subun i t VC より構成され
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ていることが明らかになり、化学構造解析のための新しい一つの端緒が得られたo

HCG の subun i t の化学的研究は主として Bahl ら 7) 会よび Canfi eld ら 8) 9) 

によ勺て行われてきた。そして HCG が Human Lnteinizing Hormone 

(HLH) と生物学的、化学的 K類似してむり免疫学的K も両者は互いに反応

するのに対して、 HCG-ß subunit は HLH とは免疫学的 K反応し左いとと

が明らか K 在ってきた。著者は HCG を再現性よく生物学的、化学的、免疫化

学的にも高純度 K 分離・精製するとと K 成功し、それからさらに subunit を

単離し、免疫化学的方法によっても精製して十分満足する標品を得るととがで

きた 10)11)12) 13) 。

次 VL H C G l:>'>よびその su bu n' i t の本能解明の手がかりと在る知見を得るため

それらの物理化学的左らび K化学的性質を比較した。またとれらの免疫化学的

性質としては免疫抗原の精製、特異性の「ピlj ~、抗体 (r) 作製、 radioimrnunoas sav 

( R 1 A )さら K は specific HCG-ß の R 1 A 系を停'立し、そして HCG

分子の活性中心へのアプローチを行うととにより種々の新しい知見を得るとど

ができた 14) 。
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本 さき:.6..
画問

1. Human Chorionic Gonadotropin の介離・精製

妊娠 2--3 カ月の妊婦尿を原料とし、Gu r in らの方法 15)に従って得られた粗

HCG を種々のクロマトグラフィーを組み合わせ、生物学的金よび免疫学的

在効力を指標として精製を行った。

粗 H C G ( 2.0 0 0 ,..__ 4, 0 0 0 1 U/巧)をAmbe r 1 i t e C G -5 0 カラムで

介画した。活性分画( C G -2 )を Sephadex G 一 7 5 でゲノレロ過して F-l

を得、さらに D E A E -Sephadex A-50 カラムクロマトグラフィーに

より活性介画 (DE-l )を得た。その操作をぐりかえして得た DE-IR

をゲルロ過して精製 HCG を得た。各分画の活性と収量を Table 1 v<:示した。

2 で述べる
Ta b 1 e 1. Biological activi ty of KCG on purification 

step and activity recovery. 
HCG の

subunitの単離
HCG potency of each fraction Ac t i v i ty 

Lot IU/mg recovered 
No. 

CG-2 F-1 Purified l1CG 。G

20 3 ,312 5 ,839 15;215 56.8 

21 6 ,745 8 ,060 14 ,534 65.1 

27 5 ,135 9 ,429 12 ,739 42.2 

28 4 ,339 5 ,430 14 ,760 67.4 

K はとの精製

HCG を原料

として用いた

が、抗血清の

作製用抗原その他免疫化学的左検討を行うようま場合K は抗 NHS( ヒト血

清)抗血清なよび抗尿 B 分画抗血清で吸収精製した。

2. Human Chor i on i c Gonado t ropi n の Subunits の単離

精製 HCG40 呼を 10M尿素溶液( p H 4. 5 ) 1. 0 mi VL溶解し 40 'Cで

6 0 分間 incubation 後、 DEAE-Sephadex A-50 カラムクロマトグラ
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ーにより αsubunit と〆 subun i t VL 分離し、それぞれをさらにフィ

HCG-α およびHCG 〆はそのもの白G-75 カラムで再精製した。Sephadex 

7.0 ) vc 溶解し、pH  両者を 0.1 M リン酸緩衝液(体では生物活性をもたず、

3 7
0

C で incubation するとと K よって活性を回復した。再集合の incubat ion 

時間と活性の関係を Tab1 e 2 vc 示した。生物学的活性は native HCGVC 対

2 4 時間後8 時間後 4 8.8 %、4 時間後 3 O. 0 婦、して 6 0 介で 1 3.7 %、

との再集合の経過は免疫電気泳動( Fi g. 1 ) は 7 5.9 婦の回復率であった。

会よびディスク電気泳動( Fig.2 )のノぐターン K よっても観察された。

また 2 4 時間後の再集合サンプルと native HC  G の o RD 合よび CD スベ

クトル Uては全ぐ差がみられず両者の骨格構造むよび側鎖の状態には差が左い

注
一
介

ととが認められた。
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Immunoelectrophoresis of recombination 

of HCGーαand HCG一白.

W~ll (1)0 min (2)60 min (3)4 hr (4)8 hr 

(5)24 hr (6)native HCG (7)HCG-α 

(8)HCG-゚  

Trough:anti-HCG antiserum. 
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十

Fig.2. Disc electrophoresis of recombination of 

HCG-α~nd HCG-゚  on polyacrylamide gel. 

The anode is at the bottom. (l)HCG-α(2) 

HCG-゚  (3)0 min (4)30 min (5)60 min (6)4 

hr (7)8 hr (8)24 hr. 

Table2. Biological and immuno.logical activitlcs of 

recombined liCG-αand HCG-゚ . 

Time after 

recombination 

o min 
30 min 

60 min 

4 hr 

8 hr 

24 hr 
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n-
-
宇

Biologica.l 

activity 1U/mg 

804 

863 

1 ,627 

3 ,554 

5 ,786 

8 ,994 

1mmunological 

activitY 11)/01g' 

4 ,992 

4 ,992 

4 ， 9~2 

9 ,984 

9 ,984 

7 ,392 

52 

70 

11 ,846 

120 

12 ,820 

10 ,000 
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HCG 一 α および HCG 一山主 HCG同様吸収操作る ζ と K よって免疫化学的忙

も精製した。

ディスク電気泳動

3. 物理化学的、化学的 b よび免疫化学的性質

HCG 、 HCG 一 α むよび HCG-ß のディスク電気

泳動ノミターンを Fig.3 ~示した。精製HCG は糖蛋白質の特徴である幅広い

単一の"':.ンドを示した。また HCG 一 α は 1 つの maJor バンドと 2 つの minor

バンドそして HCG-ß は 1 つの majorバンドと 1 つの mi nor バンドを示し

た。

分子量測定 HCG 、 HCG-α 、 HCG-ß それぞれ o. 8 、 0.6 :j:，-.よび

0.4% の蛋白質漫度で超遠心沈降速度分析を行った。また S D S ーポリアク

リルアミドゲル電気泳動分析を行い、 ζ れら両測定法 K よって求めた分子量

を Table 3 ~まとめた。

Fig.3. AnalyticaL polyacryLamide 

disc gel electl'opho,'esis at pfl 8.9. 

Left:native IICG , center:IICG-α ， 

right:HCG-゚  

The anode is at the bottom of the 

figure. 
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Table ~ Molecular weight of HCG , HCG-αand HCG-゚ . 

Method of determination I HCG HCGーαHCG-ß

Ultracentrifugation 137 ,000 14 ,500 19 ,500 

SDS-gel electrophoresis I 35 ,500 16 ,000 23 ,000 

アミノ酸分析 HCG 、 HCG α 、 HCG-ß の各介子量を 3 6.0 0 0 ¥ 

15， 000 、 2 1 , 0 0 0 とした時の蛋白質 10101e 中の各アミノ酸の数を 100

アミノ酸残基当わとして Table 4 v[ 示した(; HC  G は Pro 含量が最も高値で

HCG-α は Lys、 Hi s、 Gl u、 Met、 Tyr、 Phecη 含量が多く、 HCG--ft\ 主

Ar 宮、 Pro 、 I 1 e 、 Leu の含量が高かうた。

Ta b I e 4. Amino acid analyses of HCG and its subunits. 

Amino acid HCG HCG-α HCG-゚  

Lysine 4.5 6.6 3.5 

Histidine 1.8 3.7 1.1 

Arginine 6.1 3.8 7.9 

Aspartic acid 8.3 6.9 8.6 

Threonine 8.0 9.1 7.2 

Serine 9.0 8.8 9.2 

Glutamic acid 8.3 10.7 6.9 

proline 12.8 7.5 15.0 

Glycine 6.1 5.3 7.0 

Alanine 5.9 5.7 6.3 

Cystine 2.6 4.1 2.4 

Valine 8.1 8.2 7.9 

J'v1ethionine 1.9 3.4 1.0 

Isoleucine 2.8 1.4 3.6 

Leucine 7.3 4.7 8.5 

Tyrosine 3.7 5.4 2.9 

Phenylalanine 2.7 4.8 1.1 

ホ Expressed as residues/100 amino acid residues. 

糖分析 ヘキソース(オルシノール儲酸法 16) )、ヘキソサミン (B1 ix 

の変法 17) 〉なよびシアール酸(チオノりしビツール酸法 18) )の含量を 100

ハ
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F 蛋白量あた

りの F 量で
Table 5. Carbohydrate analyses of HCG and its subunits. 

した。

ﾇarbohydrate HCG HCG-α 、 HCG- 日

Hexose 11.2 13.8 13.8 
Hexosamine 10.5 9.7 11.9 
Sialic acid 9.0 8.8 10.2 

Table 5 K 示

N末端アミノ酸残基分析 DNP 法 K より分析した結果 HCG は Al a、 VaJ 、

Ser 、 HCG 一 α は Ala 、 HCG-ß は Ser である ζ とを認めた。

Follicle Stimulating Hormone (F SH) および Thyroid

Stimulating Hormone (TSH) 活性 HCG 、 HCG-α および

HCG-β 17119 中の F S H j;，-.よび TSH活性‘を市販の R I A キ y ト K よタ求め

た結果を Table 6 K示した。いずれの標品についても FSH 、 TSH の混在

は 0.0 0 1 ~ Table 6. Content of FSH and TSH in HCG and its subunits. 

(w/w) 以 FSH TSH 
Fraction mIU/mg ng/mg μU/mg 

下でほ\とんど CG-2 43.4-57.8 10.0 6.1-6.7 

F-1 36.2-42.5 7.4 7.1-7.8 

無視できる量 Purified HCG 14.9-38.3 6.6-7.0 6.2-6.6 

HCG-α 21.1-24.7 3.3-3.5 3.2-4.1 
であった。 HCG-.゚ 1.8-2.9 0.9-1.1 2.6-3.3 

4. Radioimmunoassay 

抗血清の作製 HCG 、 HCG-α 、 HCG-ß それぞれの凍結乾燥品

200μg を生理食塩液 K溶解し、これに等量の comp l e te Fremd-

adjuvantを混和し家兎の皮内 1 0 0 ク所以上 K mu 1 t i s i t e i n j e c t i 0 n を

行い、 60--70 日後 K十分抗体価が上昇したととろでさら K腹腔内あるい

は牌臓 K 2 0 0μF 注射後 2 ......， 3 週間目 K 全採血をし血清を分離した。

Tabl e 7 j;，.，.よび Table 8 K抗 HCG 、抗 HCG-αb よび抗 HCG-ß 抗血
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清の t i t e r と avidity を示した。

Table 17. Titer and avidity of anti-HCG antisera. 

Titer Avjdity 

A"tiborl'l 
HA RlA' ) K(針。1./1\[ Antibody COnc I¥t. L .) 

K515 -1" 1: 3,200 1: 30,000 6.72 x 10" 4.92 x 10-' 

2') 1: 3 ， 2∞ 1: 38,o')n 8.99:< 10'・ 7.α】 x10-' 

1 : 12,800 1: 170,000 1. 5.1x 10" L03xlO" 

'4' ) 1 : 25,600 1 : 250， 0∞ L �;:ixl0" 1. 4SxlO-1 

‘
:-, 11 i 1 : 51,200 1 : 450,000 2.36 x 10" 2.08x 10-1 

K516 -1 1 : 8∞ 1: 8， 4的 4. 07 >~ 10" 3.56 x ， 0-・

-2 1 : 8∞ 1: 12,000 5.27 ̂  10" 5. 88x 10" 

-3 1: 1,600 1: 18,800 6.62 x 10" 6.32>; 10-' 

4 1: 1 ， 6∞ 1 : 140,000 3.14 x 10日 6.11 x 10-' 

-5 1: 12,800 1 : 260,000 7.31 x ~O" 3.64 x 10-' 

K51� -1 1: 6,400 1: 40,000 1.11 x 10" L 06x 10-0 

ーワ 1: 6,400 1: 71,000 4.68xl0" 3.35 x 10-' 

-3 1: 25,600 1 : 390, OOfJ 5.00xlO" 6.20 x 10'" 

ー4 1: 6，"∞ 1: 2<!,000 ~. 73;.: 10" 2.27 X 10-1 

-5 1 : 51,200 1 : 280.000 4.60 x 10" 6.76>; 10" 

K518 -1 1: 6, ,100 1: 36, 500 1. 53xl0" 4.24 x 10-' 

ー2 1: 6， 4∞ 1: 73,000 3.02 x 10" 6.18 >: 10-' 

ー3 1: 25， 6∞ 1 : 185,000 2. 54x 10" 6. 98x 10一'

ー4 1: 12， 8∞ 1: 113,000 4.12 x 10" 5.66 x 10-' 

-5 1: 51 ， 2'∞ 1: 5∞， 0∞ 4.66xl0" l.OSx 10-1 

K519 -1 1: 3 ， 2∞ 1: 25， 0α3 2.33x 10' ‘ 1. 85 x 10-' 

-2 1: 3， 2∞ 1: 26,000 2.54xl0" 2. ∞ x lO-' 

ー3 1: 3,200 1: 28,500 4.16x 10日 1. 66 x 10-' 

-4 1: 3 ， 2∞ 1: 27,500 8.84xl0" 5.31 x 10" 

-!) 1 : 12,800 1: 105， 0∞ 2.3.5xl0" 4. 27x 10-' 

a) Serum dilution required for 50% binding or labelled antigen. 
b) I1ndiluted antiserum 
c) BI∞d drawn at 5-week after primary immunization. 

d ) A t 6-,,'eek. 
e)At 7司we也

f ) ﾀ t 8-week. 
g) At 2-0f 3-"，制k after b畑山r injection. 
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Tab 1 e 8. Titer and avidity of anti-HCG-αand anti-HCG-゚  

antisera. 

After immunization 
Lot (week) 

Anti-hCG-a 

K265 6 
9 

one week after b∞ster injection 

2 

K266 3 
5 
8 

two weeks after b∞ster injection 

Anti-hCG- ,9 
K263 4 

5 
6 

。ne week after booster injection 

2 

K264 5 
6 

8 
9 

。ne week after b∞ster injection 

2 

Titer Avidity 

RIA'> K value Antibodv concb' 

1: 61 ， αぬ

1: 39， α沿

1 : 178 ， 0∞ 
1 : 240, 000 

1: 2， 6∞ 

1: 12， 0∞ 

1: 30, 000 
1 : 1∞.∞o 

1: 14.0∞ 
1: 153，∞0 
1: 130， αm 

1: 490， 0∞ 

1 : 370, 000 

1: 1 ， 0∞ 
1: 22， αm 

1: 22.0∞ 
1: 20, 000 
1 : 1∞，低)()

1: 28.αm 

(Ljl\I > (MjL)

4.05xl0刊

6.59x 10'. 

1.37xl0" 
1. 39xl0" 

s. 50x 10・
~.30xl0・
2.14x 10'. 

5.60x 10'. 

5.63x 1010 

8.81 x 10'・
1.16 x 10" 
3.28 x 10" 
4.91 x 10" 

1.17x 10" 
1.49xl0" 
2.94 x 10" 
3. 59x 10" 
3.68)( 10" 

2. 76x 10" 

1. 78x 10-< 

9. 96x 10・'
9.89x 10-' 
1.56)( 10-. 

:? 50x 10-' 
3. 30x 10-< 

2.05κ10- ・

2. oox 10-. 

3.53 x 10-' 
2.84 x 10-0 

1. 50x 10-' 
1. 32>: 10-. 

1. 17 x 10-' 

4.67 K 10-1 

1. 57 x 10・'
7.08 x 10-' 
5.94 X 10-1 

2.56xlO-' 
1.15>:10-' 

a )Serum dilution required for 50% biriding of labelled antigen 

b) Undiluted anlisera 

標準曲線 HCG は 1 0 ..__ 5 0 0 m 1 U/ m 1 の間で直線性を示し、さら

K低濃度 2..__ 1 0 mI U./ml VC おいても十分担Ij 定が可能であった。また

HCG ー α 、 HCG-β の感度はそれぞれ 0.0 4 nι/ml 、 0.0 8 ng/m 1 であ

った。

交叉反応曲線 HCG 、 HCG-α 企よび HCG-ß の homo1 ogous 左

RIA 系 K 合ける他の蛋白質ホノレモンとの交叉反応曲線を Fig.4 (a) 、 (b) 、 (c)VC 

示したo H C G の RIA 系 VC j:，-"いて HCG-α との焚叉率は O. 5 ---1 %、

HCG-β とは1. 4---2 婦、 K 値より交叉率を求めると HCG-α とは O. 8 9 

-322-
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%、 HCG- f3 とは 2. 1 3 婦で、 50% bound と K 11直から求めた両交叉率は

よぐ一致した o H L H 、 HTSH 、 HFSH との交叉率はそれぞれ 3 7.8 婦、

1 2.2 CJ/J 、 O. 5 7 %であったo HC  G 一 α の RIA 系 K i>'いては HCG-ß

とはほとんど反応しなかったが、 HCG とは 5.0 %の cross を示した。また

HLHK対しては 2 6.7% とかなり強い cross を示し HTSH 、 HFSH ともか

左 b 反応した o HCG-ß の R 1 A 系では HCG 一 α とは全〈反応し左かっ

たが、 HCG とは 1 0.9 5 %、 K~直からは 6. 3 0 %の crossを示した。 HLH 、

HTSH 、 HFSH とはど〈弱い cross しか示さず、 HGH、 HCS 合よび

ム SP1-g l ycoprotein とは全〈交叉性を示さ左かったo とれらのととか

ら HCG 一 α の共通性、 HC G-ß の特異性が確認された。

回収率なよび再現性 HCG の回収率( Tab I e 9 ) ，i，-.よび再現性( Table 

10 )の結果を示した。

Table 9. Recovery of HCG added to buffer , ur1ne or serum. 

mIU/ml 

Bu宮er

I!CG a.:!ded 凶 I 15.61 ω| 

No. 1 

2M222まま63抱335 1 1 1 1 1 
ml l 

n22E2s4曲五sa 3i i i 1 l 2 130 I 14.5 

3 145 I 12.5 

4 135 j 13.5 

5 120 I 13.5 

M目阜

日||m||HS|| ぺ| Recovery (%) 101 I 104 I 93 I 96 

SD 1l.5i 10.61 2.3i 16.3 

cv 4. 5 I 8. 2 1 16. 1 I 6.8 

SD S:a:ldard deviatioa. 
CV Coefficient 01 variati。由

-324-

Ur.ne 

125 1ω 

135 i 18.5 

130 I 16.5 

125 i 15.5 

130 1 15.5 

1021 111 

7.6 i 2.2 

6.01 12.5 

Serum 

1251 15.6' 

240 115 11.5 

245 110 17.5 

Z75 115 14.5 

245 120 14.5 

Z75 125 10.5 

1217由56511 1 M12日94 I 88 

!:o.i I 2.8 

6.8 4.91 20.2 



Table 10. Reprdducibility of results on urine and 
serum samples. 

Sam�e I First ti国e I 5econd ti:ne I Third time Mean 
ple I ~ I ~ I ~ 2 50 

Urine 1 25， 5ω 21, 570 24.410 2,474 
2 11, 530 12.2� 9.840 11, 213 1,245 
3 19, 550 21,610 16,420 19.193 2, 613 
4 45,040 45， 4∞ :r7, 720 42,720 4, 334 
5 51， 9伺 59， 1曲 41 ,490 50,870 8,885 

Serum 1 52,510 41, 770 40,250 44,843 6, 683 
2 188, 350 198, 330 225, 510 204,0ô3 19, 232 
3 118, 900 l Z7, 420 110,890 119.070 8, 266 
4 135.870 126. おO 130,740 130.997 4,750 
5 7， 8鈎 7,820 6,890 7.533 55s 

.z M回目白CG-radioim:nutlo;>otencies of urine and $erum expre.sed as mIU/ml 
50 5tandard deviation 

CV Coelficient of ¥'ari<ltion 

cv 

10.1 

11.1 

13.6 

10.1 

17.5 

14.9 

9.4 

6.9 

3.6 

7.4 

HCG 一 α 台よび HCG-ß の回収率は Tabl e 11 (tC、再現性は Tabl e 12 (tC 

示した。緩衝液、尿、血清の各系(tC .i，'"ける回収率、再現性共 K 申し分の左い

Ta  b 1 e ll. Recovery of HCG-αand HCG-ﾟ added to buffer , 
ur1ne or serum. 

ngjml 

Bufier Urine Serurn 

HCG-a added a 2.5 1.25 5 2.5 1.25 5 2.5 1.25 

1'¥01 4.35 2.95 1.34 5.69 2.45 1.18 4.55 2. 臼 1.35 

2 6.33 2.35 1.19 4.80 2.95 1.24 4.64 2.72 1.31 

3 6.07 2.98 1.25 5.85 2.49 1.03 5.12 2.90 1.48 

4 5. 品 2.49 1.29 4.84 2.56 0.98 4.~ 2.35 1.36 

s 4.97 2.75 1.29 5.32 2.01 1.28 4.05 2.19 1.35 

Mean 5.47 2.70 1. 27 5.30 2.49 1.14 4.56 2.53 1.37 

RecoHry (%) 1ω 108 102 106 99.6 91.2 91.2 101 110 

so 0.81 0.28 0.05 0.48 0.33 0.13 0.33 0.28 O.時

CV (%) 14.8 10.-4 3.9 9.1 13.2 11.4 8.3 11.1 4.4 

llCG- ,3 added 2.5 1. 25 0.625 2.5 1.25 0.625 2.5 1. お 0.625 

ぉ。 l 2.89 1.18 0.61 2.79 1.38 0.70 2.61 1. 49 
0.72 

2 2.87 1.20 0.59 2.58 1.16 0.62 2.59 l.ro 
0.62 

3 2.53 1.21 0.63 1.99 1.10 0.65 2.63 
1.15 O.&: 

4 2.62 1.26 0.64 2.53 1.20 O. 伺 2. 同 1.20 0.56 

5 3.02 1.45 0.64 2.05 0.95 0.58 2.60 1.~ 0.62 

M白n 2.79 1.26 0.62 2.39 1.16 0.63 2.61 1.19 
0.63 

Recovery (%) 112 101' 99.2 95.6 92.8 101 1M 95.2 101 

50 0.20 0.11 0.02 0.35 0.16 0.05 0.01 
0.18 0.06 

cv (~の 7.2 8.7 3.2 14.6 13.8 16.1 0.-4 15.1 9.5 

S 0 Standard deviation 
C V Codficie:、 t of 、cariatioo
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ものであった。

Table 12. Rcproducibility of result.s on urine and serum 
samples measured by HCG-a and HCG-゚ radioi"mmunoassay. 

1st !irne 2nd ti "，~ 3,è !lrne l¥!e3n 
RI.-¥ lnl!m ::ampI~ E .1' :t 主 SD CV 

じ， i r. e 1 128 133 1:>5 134 5.1 3.8 

2 130' 129 13� 133 3.6 2.7 

128 135 1':'2 135 7.0 5.2 

4 239 262 2~ò 250 11.6 4.6 

s 329 :lS3 :3Gl 3.58 27.1 7.6 

配G-ct I Serum 1 411 :l�9 30J� お3 32.0 8.3 

2 855 975 g..l6 925 62.6 6.8 

3 711 819 時3 738 71.8 9.7 

169 1..17 125 147 22.0 15.0 
a 臼 64 72 63 9.5 15.1 

じrine 1 454 43:: 416 434 19.0 4.4 

2 427 391 おS 402 21.1 5.4 

3 406 373 お6 382 21. " 5.6 

4 111 615 6S3 672 50.3 7.5 

a 154 69-1. 736 �2S 30.8 4.2 

lfCG・3 |込山ml 481 必2 4<< .結2 25.5 5.6 

2 的6 690 903 9CO 8.5 0.9 

3 5!H 562 fH2 599 40.3 6.7 

4 2筋 266 %4.7 266 19.5 7.3 

5 110 98 85 98 12.0 12, 2 

.r ~fean “CG-n- and tiCG- ,3-r3dioimnunopotenc:es of urine ;;:td serum e誕p.ess~d as ns/ml. 
ー o Star.da.d de ，'iatio。
C V Cc.e'iic:!:l: of vari"::O:l 

血清b よび尿検体の RIAVC よる測定結果 男女正常人の血清志、よび尿の

正常値を Table 1 3 (a)(b) t'C示した。また正常妊婦血中および尿中の HCG 、

HCG ー α 、 HCG- ;i のレベノレを Fig.5 VC 示したo HC G は妊娠 3 カ月で peak

をつぐり序々 K減少した。 HCG 一 α は血中では前期、後期で高値を示し、

尿中では後期 K著明在増加を示した。 HC G-ß は血中卦よび尿中で前期K

高値を示し、以後漸減する傾向を示した。

Table 13. Normal values of IICG and its subunits 

in serum(a) and urine(b). 

(a) 

Cycle HCG HCG-α HCG-゚ 

n mIU/ml:tSD n ng/ml:tSD n ng/ml士SO

Men 108 6.38:t4.20 

Women Proliferative 10 17.5 :t7.58 

Ovulatory 10 28.3 :t5.46 
51 1.23:t0.59 109 0.25:t0.16 

Secretory 10 21.0 土2.29

~Ienopausal 5 68.3 :t9.75 

women 

po 
つ
臼

q
δ
 



HCG HCG-α HCG-゚  
Cycle 

n mIU/ml:!::SD n ng/ml:tSD n ng/ml:tSD 

JI.1en 26 7.05士 5.53

Women Proliferative 21 8.61:!:: 4.13 

Ovulatory 10 48.4 :t 9.88 72 1. 05 士1. 94 86 0.41:t0.33 

Secretory 28 9.16 士 5.48

Nenopausal 10 44.7 :!::13.9 

women 
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5. S p e c i f i c ﾟ S u b u n i t の Rad i 0 immunoassayJ4) 

HCG は尿素処理 K よって 2 つの subun i t vc 分離され、 subunit 単独で

は HCG としての生物活性を示さず、また免疫化学的には subunit 相互聞

の反応は全〈左いが、親分子であ-る HCG との反応性は保持されている。そ

れ故臨床的 K は HCG 産生瞳療の性質や病態の解明あるいは治療の経過観察

K親分子と反応し左い HCG 一戸、す左わち HCG-ßVC特異的在反応系の

確立が切望されていた。

抗原の精製 Tabl e 1 4 vc 示したどとぐ HCG-ß/HCG 比が低い、す

Table 14. Avidity of anti-HCG antisera for HCG and HCG-ß ・

K(ass) ニ S.C. L/~I 

Lot No. HCG(xl010) tiCG- fJ(又 101:1) I1CG-゚ /HCG (xI0-3) 

1(477(30) 3 ::i .70士 13.3 I.HO!0.18 

,1( 478(30) 5.9リ土 0.68 3.06:0.16 

1¥4AO(:l()) 7.62士1. 18 3.05~O.17 

1(1011 l:l.'!Oi 3.90 5.~O 土0.97

O. ::i O 工0.24

5.11~O.85 

4.00工0.84

3.94 土1. 90

左わち HCGVC対する親和性が強〈、かつ HCG--ßVC対しては反応性の低

い K477(30) 3mi で HC G -_ ﾟ 3. 5 mr; を部分吸収精製して免疫抗原と

して用いた。

抗 HCG-ß 抗血清 得られた抗HCG-ß 抗血清の HCG 会よび HCG

-ßVC対する反応性を K値より比較した( Tab 1 e 1 5 )。抗 H C G -ß 抗血

Table 15. Avidity of anti-HCG-゚ antisera for HCG and HCG一日.

1¥( ass) 土日 .E. L/~， I 

Lot No. tiCG(xl010) HCG-r< x 1010) HCG- 日/HCG

K393(70) '1 .63iO. ,1(j 1.51i;'.0リ 3.:l:3iO.18 

1¥394(70) 2.:W士O.IH 35.00~G.:;O 1::;.'J1 士 '1.16

1¥400(70) 1.3J!η.16 9.R4 土0.83 7.29:!:1.'17 

K437(70) 1. 35土り .09 9.8向 :!:1.16 7.3?士1.35 
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清は fその lmlをさら KHCG- ，8含有量の少左い HCG25mg を用いて精製し

た。その結果従来の HCG- ，8系での HCGK対する交叉率は K値では 6. 3 

t/J 、 5 0 C/; bound からは 1 0.9 5 %であったが、 specific 抗 HCG- ，8

抗血清を用いた系で HCGK対する交叉率は 2.7'_ 3. 3 %となり、従って

spe c i f i c抗 HCG --，.- β 抗血清は従来の抗HCG- ，8抗血清よ Jj 2--3 倍程度

特異性が上昇し売。

Rad i 0 i mlJlunoa s say 

Fig.6 K 示した。また妊娠

6 週から 3 9 週までの同一

人の血液会よび尿を同一時

間K採取した検体を HCG 、

HCG- ，8台よび specific

HCG- ，8系 K て測定した

結果を Fig.7 K 示した。妊

婦血清中の sp e c i f i c 

HCG-ft のレベルは非常 K

低〈、妊娠中を通じてほと

んどゼロ K近かった。一方

妊婦尿中の specific

HCG-βは 6週から 1 5 週

位までか左タの漫度で検出

された。

Spe c i f i c H C G -，8の RIA の標準曲線を

1.1色a・1・-・222222..-， e。u，.a.

・且・脚4・・ za，z・..-・・ e・・'"色・
S.亀・岨町圃a伽・・官rd d官..c包.・舗悔色 00.. ・.r・ εt・ "・・・

且 ，，T・za-2 , lee・ .0・ 0.aaz •• --且Eaa•• ‘a.・.-.am，，-a"，-.，s.as•• -.,a a • J, , S s , a ‘ 2 z ・E 
J 7U 1000.00 ・ .n~ O.15JS ・
J 927 ¥00.00 o. 
-・1・ S~o.o・ O. ・ .07))
5 1101 2S0.U o. 

-'aa.--、~ ~~~.~~ !-・.0114
i ii;;・ 12 22 $事.. e6 0a ・・ ・.IOU 

1111・E 2 • Z iE，.‘2.5~ ・-u・ー ・2.5. O. ・.un

ーー, '-4. d , Z z a • 2 - --Jl.U O. ・ .1・・ 1
15.・。.a・ 1a 12 '・S 15. ・ 2z 0. ・ .II1 J

a2aaal‘ ・・・' , a l l a t 1 ・・・・5B0"2'3 • -・ --・・--s1 B a a t a e0 •• 1E1h h 、ももL 包，・-，・凶a.・-・., B a • 司 0.11ー・;s� i:;i õ:îi;~ 0.1・・・
e， t.・2 1a.. e0.. ・ .1・・B

. . . 

1.・ー.D n.l 12'.・‘U.・ u・1.1
RCG .，β sUbuol 色(ロル/ml)

Fig.6. Standard curve of specific HCG-゚ subunit 

radioimmunoassay. 
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Fig.7. 

加水分解酵素消化 19 ) 6. 

HCG4 mfjVL ヒトプラスミン 4. 0 カゼイン単位をプラスミン K よる消化

2 4 時間むよび8 、3 、6 0 分、3 0 、加え 3 7 t:で incubation し、 0 、

ンヒピタ とプシンイソイピントリ4 8 時間後 K 一部をサンプリングし、

ゲノレ内沈降反応、むよびディスクε ーアミノカプロン酸を加えて反応を停止させ、

Ouchterlony 法では 24 時間以電気泳動を行った結果を Fig.8 VL 示した。

1 E P のノぐタ ン治込らきち上の消化で新しい抗原基の出現が認められたが、

ですでに新しい抗原基が出現し3 時間の incubationK 詳細 K観察すると、

HCG-ﾟ について HCG と同様 K

ヒトプラスミンで消化した時のディスク電気泳動ノくターンを Fig.9 VL 示した。

ハ
vqu
 

qべ
U

HCG-α 、ているととが認められた。



十

十

ia:' 

(tJ) 

F i g. 持. lll'íllllllυ(' L じ ct ト opho l' csi 戸川1d 広e1

d ﾎ_f ['U ,.; i 011 いは tt じ rllS by OllchtC l' l 川 ny fl)C t1 10 <l

of 1)1 、 IS ，f1i n-d i ぷ cs1 ぐ d HCG a t (L)O 川 11 ， (2.) 

30 rn i 1), (::3) ()() 111 i n , (,1) 3 It r' , (,:> )バ 111' ， (G) 

21 hr' ancl (7).IH hr'. Upp:~ r' colunlll:�tiｭ

IIC(; , anti-lICG-(l. ElC'd anti- JlCG一白 antiscl'El 

l ロ t!1C cent cr \, e 11 fl ・ om tl:e uppcr gcl. 

CC;�Cl' colurnn:anti-iISG antiserulll in 

trou 1，五 11 :05・ Botto Jn C り 1u日tn:disc clectroｭ

phorctic patterns of plasmin-digested 

HCG. Frorn 1eft to right digcstion tirn{_ 

clapsecl. 

今"、ハ F i g. 9. Immunoelectrophoretlc 

詮~
"、4い

and disc electrophoretic patterns 

of plasmin-digested HCG-α(a) and 

HCG-゚ (b) at (1)0 min , (2)30 min , 
(3)60 min , (4)3 hr , (5)8 hr , (6) 
24 hr and (7)48 hr. Troughs: 

anti-HCG-αantiserum on (a) and 

anti-HCG-゚  antiserurn on (b). 

HCG-α では大雪左変4t はみられ左か勺?とが、 HCG 一 β では incubation

3 0 分でかなりの変化が認めちれ、消化時間の経過と共にそのバンドは不

明瞭 K 左った。

トリプゾンによる消化 HCG25 mg を 1 100 量のトリプシンを加え

つ
d
‘

つ
d



180 分間 incubation した水解物を Sephadex G 一一 50 でゲルロ過した

パターンを Fig.l0 VL 示し売。
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F i g. 10. Gel fi 1 tration of trypsinｭ

digested HCG on Scphadex G-50 column. 

The column (1.5x141 cm) was eluted 

with 0.05 M NH4HC03 solution of pH 

8.6. Fraction volume:2.8 ml. Flow 

rate:l0 ml per hr. Two hundred μ1 

aliquot was taken for sugar determinaｭ

tion hy phenol-H2S04 method. The 

arrows A, B and C in figure indicate 
the eluted position of native HCG , 
HCG-゚  and HCG-α. 

<125 z r 1 

Na t i ve H C G -ß の溶出位置とほぼ同じ位置に相当する落ちとみのある大

き左ピークと低分子の小さ左ピークが出現した o 介画どとに生物活性: i;.よび

Table 1�. Biological and immunological activity of eluntes 

免疫活性を測定 from gel filtration of trypsin-digested HCG ・

した結果を Tab-
Ovarian HI 

Ttlhe 1'¥0. 

le16VC示した。
"，'eight(rng) ・ (IU/ml) 

28 4.8 200 

生物活性は弱い 30 7.3 4 ,000 

31 7.5 5 ,000 
左がらも No. 3 0 32 3.3 10 ,000 • Values obtained 

33 。 20 ,000 with 400μ1 of 
およびNo.3 1 (f(、

31¥ 。 10 ,000 
spec�ens were 

また免疫活性は
36 。 2 ,000 

subtracted by 
38 。 200 

those of saline 

No. 3 3 にそれぞ 40 。 。

。 controls. 
50 。

れのピークが認、 66 。 。

められ、生物活性分画と免疫活性分画i の分離を呈した o
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結 論

1 )妊娠の前期 K大量K尿中K排准される HCG の分離・精製法 Kついて改良

を加え、飛躍的K高収率でしかも高純度( 1 0, 0 0 0 --1 5, 0 0 0 1 U/句)

cD HCG を得た。

2) H C G より αsubun i t と ß su bu n i t を再現性よ〈分離・精製した。ま

た両 subunits の再集合 K よる生物活性の発現は 2 4 時間以上、免疫活性の

発現 Kは 4 時間以上の incubation を必要としたが、ゲ Jレ内沈降反応パタ

ーンをよびディスク電気泳動パターンから解析すると 2 4 時間以 k の

incubation を必要とすることを認めた。

3 ) H C G 、 HCG-α 会よび HCG-ß の物理化学的をよび化学的在性質を

明らか K した。

4 ) H C G 、 HCG-α 事、よび HC G-ß の免疫化学的性質として次の諸点を

明らか K した。

① HCG 、 HCG 一 α 昔よび HCG-ß の免疫化学的な精製、および新しい

免疫方法の開発K より特異性、力価、親和性共K良好走抗血清を得たとと。

② HCG 、 HCG-α 台よび HCGーバの RIA系を作製し、回収率、精度、

再現性:K すぐれ特異性が極めて高い測定方法の確立。

③ HC  G のホルモン固有.性を有する HCG-ß の specÎ fic 抗HCG-ß

抗血清を用いた RIA系を作製し、親分子 HCGK干渉されず KHCG-ß

を測定するとと。

④ HC  G 、 HCG-α 、 HCG-ß$" よび specific HCG-ß の RIA

系を用いてヒト尿中台よび血中の正常値レベルの測定並びK妊娠期間中の

推移。
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5 )化学的修飾試薬事、よび加水分解酵素 K よる生物活性中，しへのアプローチを

行い次の諸点を明らかにした。

① HCGのプラスミン消化 K より抗 HC G-α 抗血清公よび抗 HCG-ß

抗血清との沈降反応性が増強されること。

② HCG のトリプシン消化による活性の変化から免疫活性と生物活性.の部

位が異在るとと。
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論文の審査結果の要旨

妊娠の前期に大量に尿中に排池される Human Chorionic Gonadotropin (HCG) の分離・精製法

について改良を加え，飛躍的に高収率でしかも高純度 (10， OOO~ 15, OOOIU/mg) の HCG を得た。

さらに HCG より αsubunit と βsubunit を再現性よく分離・精製しその物理化学的，免疫化学的お

よび化学的な性質を明らかにした。

この知見を基にし HCG， HCGー α およびHCG-ßの免疫化学的な精製，および新しい免疫方法の開

発により特異性，力価，親和性共に良好な抗血清を得，回収率，精度，再現性にすぐれ特異性が極め

て高い測定方法の確立を行ない併せてヒト尿中および血中の正常値レベルの測定並びに妊娠期間中の

推移などにこれを応用した。

よって本論文が薬学博士を与えるにふさわしいものと認めた。
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