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論文内容の要旨

(目的)

種々のホルモンの標的細胞における情報伝達物質である cyclic AM P (cAM P) ならびに cycli

cGMP(cGMP) は，血衆，尿中にも存在し，その濃度は各種病態で変動する事が知られている。血楽

ならびに尿中 cAMP濃度より計算で求められる nephrogenouscAM P は，副甲状腺機能状態を知るた

めの有用な指標であるO また種々の血管拡張薬やANP に反応して血衆および尿中の cGMP濃度が

変化することが報告されているO 生体試料中のこれらのサイクリックヌクレオチドの測定にはRIAが

従来用いられてきた。しかし，操作がより簡便で，放射性同位元素を扱う必要のないELISAが臨床

観察ならびに実験に有用であると考えたO 本研究は ヒト血衆ならびに尿中 cAMP および cGMP 濃

度をモノクローナル抗体を用いたELISAにより測定しその特異性・精度・信頼性などの基礎的検討

を行うとともに応用を試みたものである O

(方法ならびに成績)

(方法)

a. モノクローナル抗体の作成と ELISA

サクシニル cAMP あるいは cGMP とヒト血清アルブミンの結合物を抗原とした。抗原で感作した

BALB/c マウス牌細胞とマウス骨髄腫細胞株， P 3 U 1 ，とのハイブリドーマにより，それぞれの

サクシニルサイクリックヌレオチドに対して高力価で特異性の高いモノクローナル抗体を得た。抗原を

吸着させたELISA用 microtiterplate (96穴)に抗体とサクシニル化した試料を添加し反応させた

後， plate に吸着した抗体を酵素標識 protein- Aで認識・定量する方法を用いたO
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b. R 1 A 

ELISAに用いたものと同じモノクローナル抗体を用いたRIAキットにより施行。

(成績)

1. 標準曲線

血衆ならびに尿中 cAMP および cGMP の典型的な標準曲線が得られた。最小検出濃度はいずれも

0.6pmol/mlであったO 血紫中には，本測定に干渉する因子が存在する可能性が認められた。したがっ

て，血策検体測定に際しては cAMP-および cGMP-free plasma で標準溶液を作成したO

2. モノクローナル抗体の特異性

種々のヌクレオチドとの交差反応は， 0.0014% (50% displacement において計算)以下であった。

3. 回収率

血衆ならびに尿検体での cAMP および cGMP の回収率はそれぞれ， 99-108% , 97-103% (血衆) , 

99-109% , 96-105% (尿)であった。

4. 精度

4 種類の濃度の検体の血衆ならびに尿中 cAMP の同一測定内 cv値は 5.2-6.1% ， 3.3-7.0%であっ

たo cGMP のそれは， 3.2-7.0% , 2.8-7.1%，であったo 5 回測定した血祭ならびに尿中 cAMP の測

定問cv値は各々 6.7-8.9% ， 5.1-9.5% , cGMP のそれは4.0-9.9% ， 2.0-9.5%であったO

5. R 1 A との相関

本法と RIAによる測定値の相関係数は血衆 cAMP ，尿中 cAMP およひ~nephrogenous c A M P それ

ぞれについて r =0.94 (n =66) , r =0.98 (n =64) , r =0.96 (n =51)であったO 血紫および尿中

cGMP のそれは r =0.96 (n =50) , r =0.98 (n =60) であったO

6. 正常値

健常人30名(年令14-76才)の血紫および尿中 cAMP 濃度ならびにnephrogenous c A M P 濃度の

平均値は，各々 10.3土3.8pmol/ml , 5.5 ::t 2.5μmol/ g • creatinine , 4.3::t3.4nmol/l of G F (mea 

n ::t SD) であったO また健常人43名(年令18-66才)の血祭および尿中 cGMP濃度の平均は，各々

4.89 ::t1.73pmol/ml , 1. 06 ::t 0.74μmol/ g • creatinine (mean::t S D) であった。

7. 臨床応用

副甲状腺機能低下症の患者に PTH負荷試験 (Ellsworth-Howard test) を行い 尿中 cAMP を E

LISAおよびRIAで測定，よく一致した値を得た。副甲状腺機能冗進症症例における，手術前後の

血衆ならびに尿中 cGMP をELISAで測定し， cGMP濃度の変化を観察した。この症例では，血紫

cGMP は術前に7.0-17.8pmol/ml と高値であった。術後， 18日目，血衆 cGMP は 12.7pmol/ ml と依

然高く，術後25日目に4.1pmol/ml と正常値に復したO

(総括)

1 .血衆ならびに尿中 cAMP ， cGMP の ELISAを確立したO

2. 本法による健常人の血祭および尿中 cAMP濃度ならびに nephrogenous c A M P 濃度は，各々 10.3

::t3.8pmol/ml , 5.5 ::t 2.5μmol/ g • creatinine, 4.3::t3.4nmol/l of G F (mean::t S D) であったO



3. 本法による健常人の血祭および尿中 cGMP濃度は各々 4.89::t 1. 73pmol/ ml , 1. 06士0.74μmol/g • 

creatinine であった。

4. nephrogenous cAM P の測定や Ellsworth-Howard test において本法の臨床応用が可能であること

を示し得た。

論文審査の結果の要旨

本研究は，サイクリックヌクレオチドの測定に enzyme-linked immunosorbent assay CE L 1 S A) 

を応用し，測定方法の基礎的検討を行ったものである。すなわち，ヒト血衆中ならびに尿中 cyclic AM  

P および cyclic GMP濃度をそれぞれのサイクリックヌクレオチドに対するモノクローナル抗体なら

びに alkaline phosphatase 標識 protein A を用い測定し，その臨床応用を検討した。その結果，特異性・

精度・信頼性の点で満足すべき成績が得られた。従来用いられてきたRIAに比し操作がより簡便で，

放射性同位元素を扱う必要がなく，より少量の検体で測定できる ELISAの有用性が示された。各種

病態におけるこれらのサイクリックヌクレオチド濃度の変動は近年注目されている所であり，放射性同

位元素を用いないサイクリックヌクレオチド測定法の確立は意義深い。新しいELISAの確立とその

臨床応用の可能性を示した論文として，学位に価すると考えられる O




