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β一E。d。，phi。の，adi。i㎜。n。・ssayに関す

る検討

　　　　京都大学第2内科

　　　　　○中尾一和、隠岐尚吾、中井義勝、

　　　　　　井村裕夫

〔目的〕　内因性opioid　peptidesの中で最も強力な

作用を有すると考えられているβ一end・・phin（β一EP）

の高感度のrad　io　im　munoassayを確立し、血中及び組

織中のβ一EP活性について検討した。

〔方法〕　β一EP抗血清は粗製ブタACTH製剤をモル

モットに免疫して得たもので、最終稀釈60万倍で使用

した。標準用及び標識用β一EPはLiより提供されたも

のを用いた。

標識はクロラミンT法により実施し、Quso　G－82にて

精製した。得られた1251β一EPの比活性は100～200

μC　i／Pgであった。　測定はすでに報告しているACT

Hのradioimmunoassay（Horm　Me　tab　Res（Suppl）5：7

1975）に準じて実施した。BとFの分離はタルク法に

よった。

本法の最小検出量はlpgで、α一EP、7－EP、　Met－

enkephalin、　Leii－enkephalin、αhACTH、α一MSHとは

交叉反応を示さなかったが、Liより提供されたヒトβ一

LPHとはモル比で約100％の交叉反応を呈した。

そのためBioge1P－60、Sephadex－100の種々のsize

のカラムを用いて、・ize　hete・・geneityを検討しβ一

LPHとβ一EPをゲルロ過で分離して測定した。

血液はsiticic　acidを用いて抽出し、組織は蒸留水を

加えて4℃のもとにポリトロンホモゲナィザーでho－

m・genizeし、沸騰水中で10分間加温後50000xgで遠心

分離し、その上清を凍結乾燥したものを用いた。

〔結果〕　ヒト血中、ACTH産生腫瘍組織中、正常胎

盤組織中及び・atの下垂体、脳組織中にβ一EP活性が

検出された。　β一EP以外にβ一LPH更に分子量の大

きなprecursorが存在した。

〔結論〕　β一EPの鋭敏なradi・immun・・ssayを確立し、

これを用いて、血中、組織中にβ一EPの存在すること

を証明した。　その生理的意義は興味深く、分泌動態

についても検討中である。
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Sub8tance　PのRadioimmunOassaア

岡山大学　第三内科

　○山脇泰秀，小川紀雄，高原二郎，

　　大藤　眞

〔目的〕脳と腸管から抽出され，血圧下降とatropine

によって拮抗されない腸管収縮作用を有する8ub8ta－

ncθp（SP）は生体に広く分布することが知られると共

に，最近では神経伝達物質として注目を集めている。

我々はSPのradioimmun。a8say（RエA）の開発を試みたの

で報告する。

〔方法〕抗血清はgユutaraldehydeを用いてSP（ペプチ

ド研）－BSA　conjugateを作成，250μ9　SP　eguivalent

をFreund　complete　adjuvantと共に5週間々隔で2回

家兎背面皮内数十ケ所に注射して得た。tracerとして

〔TYrS〕－SP　（ペプチド研）を1actoperoxidageとHs　Osを

用いてn51で標識し，Sephadex　G－10カラムで精製した

ものを用いた。B・Fの分離にdextran　coated　dharcoaユ

法を用いた。

〔結果〕　〔Tyr8〕－SPをヨード化後Sephadex　G－10カラ

ムで精製すると2つの大きな峰がみられ，vord　volum

にみられる第1峰が12s　1－〔TyrS〕－SPであったが，そ

の峰の下降部が抗血清に最もよく結合した。得られた抗血

清は5加o倍希釈で加えたt25L－〔TyrS〕－SPの約40％が結

合した。RIA中のSPの不活化を防止する目的で，各種

の薬剤の影響をみたところ，抗血清への特異結合（SP

loongの存在下と非存在下の場合のtracerの抗血清

への結合の差）はmercaptoethano1（5皿M）＞hacitracin

（50μ　9／nt）－me　rcaptoethanol（50皿M）＞phθnylmθthyユ

θulfonyl　fluoride（2mM）＞P－－chloromercuriphenyユ

su］fonic　acid（10mM）＞＞Trasylol（2000KIU／勧）であっ

たので，以后，RIA用bufferにはt［tnMのmercapto－

ethanolを添加した。このRIA系でSPは5pgから50
ngまで用量反応関係がみられ，最少検出量は5pgで

あった。またこの抗血清はTRH　，皿　－RH　，　soma」tOBtatin，

VIP，neurotensin，MSH－RIH，β一endorphinとは全く交叉

反応を示さず，〔TyrS〕－SPのみが50％の交叉反応を示

し，SPに特異的な抗血清であった。このRエAによるラ

ット下垂体SP含量は100～150n♂で，脳含量は

15ng／gであった。またmicrowave屠殺によるラット脳

SP含量は55　ng／gと断頭法による値の約2倍であった。

〔総括〕特異的かつ，高感度のsub8tance　Pのradi－

oimmunoa8sayを確立した。
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