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Radioimmunoassayによる血中luteinizing　hormone

　　　　　　　releasing　hormone　me度の測定
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はじめに

　1971年luteinizing　hormone　releasing　hormone

（LH－RH）が単離合成され，（pyro）Glu－His－TrP－

Ser－Tyr－Gly－Leu－Arg－Pro－Gly－HN2である事が明

らかにされた1）が，この合成LH－RHを用いて，

間脳一下垂体一性腺系疾患の病態生理学的研究，診

断ならびに治療的応用等，幅広い研究が進められ

ている．

　一方，生体試料中のLH－RH濃度測定には，従来

種々のbioassay2）が試みられていたが，感度と精

度が悪く，操作も繁雑で，臨床応用には多くの問

題を残していた．1973年Arimuraら3），　Keyeら4），

Jeffcoateら5），　Kerdelhueら6）は合成LH－RHの

特異抗体を作製し，radioimmunoassay（RIA）に

よるLH－RHの測定を可能とし，本邦においても

1974年以来，多数の研究者がRIAによりim－

munoreactive－LH－RH（IR－LH－RH）を測定し，生

体試料中の濃度について報告している．

　著者らも抗LH－RH抗体を作製し，血漿中のIR－

LH－RHを測定するRIA　systemの開発を試み，
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実験材料

　合成LH－RH及びTRHは田辺製薬より，　LH－

RH誘導体は武田薬品より，FOY－007（gabexate

mesilate）は小野薬品より提供された．標識用1251

はThe　radiochemical　centre（5　mCi／ml）製を，

benzidine　dihydrochlorideはSigma社製を，

chloramine－Tは半井化学薬品社製を，　Sephadex

G－25はPharmacia社製を，牛血清アルブミン

（BSA）は第一化学薬品社製をそれぞれ用いた．

実験方法

　1．LH・RH－bis－diazotized・benzidine・BSA　（LH－

RH－BI）B・BSA）conjugate作製

　Benzidine　dihydrochloride　O．23　gを0．2　N塩酸

45m～に溶解し，これに5　mlの再蒸溜水に溶解

した0．175gの硝酸ナトリウムを加え，60分間氷

冷中で撹搾しながら反応させ，BDBを作製した．

30　mlのBDBを10　mlの0．16　M　borate，0．15M

NaCl　buffer（pH　9）で溶解したLH－RH　10　mgと

BSA　100　mgに加え，0°Cで撹拝しながら120分

Key　words　l　radioimmunoassay，　luteinizing　hormone

releasing　hormone，　puberty．
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間反応させた．この反応物をイオン交換水に対し

て3日間，さらに0．15MNaClに対して24時

間，いずれも4°Cで透析しLH－RH－BDB－BSA

conjugateを得た．

　2．抗LH・RH抗体の作成

　LH－RH－BDB－BSA　conjugate　1．O　m1とFreund’s

complete　adjuvant　1．O　m1を混じ，1～2週間毎に

家兎foot　padsに注射し，3ケ月後に抗LH－RH

抗体を得た．

　3．LH・RHの標識および精製

　1251－LH－RHの作製はGreenwood＆Hunterの

方法15）に準じ，chloramine－T法で作成した．即ち

12510．5mCiと　LH－RH　5μ9をchloramine－T

25μ9で20秒間反応させ，1251をLH－RHに標

識した．1251－LH－RHの精製にはSephadex　G－25

medium　column（1×20　cm）を用い，0．5％BSA，

0．01Mphosphate，0．15　M　NaCl　buffer（pH　75）

で溶出し，1．Om1ずつ分画採取した．

　4．LH・RH輪e血漿の作成

　凍結保存された健常成人血漿1．O　m1にactivat－

ed　charcoal（Noroit　A）30　mgを加え，24時間室

温で撹拝した後12，㎜rpmで30分間遠沈し，上

澄を採取した．この操作を再度繰り返した後，濾

過した血漿をLH－RH　free血漿とした．

　5．血漿LH－RHの抽出

　血液6m～を，あらかじめヘパリン塗布した注

射器に採取し，直ちにFOY－0070．02　Mとよく混

和し，4°Cの低温下で血漿を分離した。血漿3　ml

に10m1の冷酢酸酸性メタノールを加え混和後，

遠沈した上澄をガラス試験管に移し，室温で減圧

乾燥させた．測定時0．5m1の0．5％BSA，0．01　M

phosphate，0．15　M　NaCl　buffer（pH　7．5）にて溶解

し，その0．1mlを測定に供した．

　6．測定方法

　プラスチック試験管（15×80mm）に，標準溶液

（3P9／tubeから1，000　P9／tube）およびLH－RH　free

血漿抽出物0．1mlまたは検体0．1　m1をそれぞれ

加え，次に全試験管に0．1％gelatin，0．01　M　phos－

phate，　O．15　M　NaCl　buffer（pH　7．5）で稀釈した抗

LH－RH抗体（最終稀釈度25，㎜倍）0．1　mlおよ

び1251－LH－RH　O．1　m1（10，㎜cpm／tube相当）を加

えた．全試験管の液量を0．9m1に調製し，4°C，

24時間艀置後，同bufferで20倍に稀釈した抗家

兎r－910bulin山羊血清0．l　m1を加え，さらに

4°C，24時間放置後，3，㎜rpmにて30分間遠沈

し，free　form（F）とbound　form（B）に分離した．

Bの比放射能をwell－type†scintillation　counter

で測定し，全カウントに対するBカウントの比

（B／T）から該当するIR－LH－RH量（P9／tube）を算

出し，これを1．67倍して理論上の血漿IR－LH－

RH濃度（P9／ml）を求めた．

　7・有意差の検定

　スチューデントーtテストを用いた．

対 象

　対象は鳥取大学医学部第三内科の医師，研究員

等健常成人7例（22～27歳），ならびに当科外来

および入院患者のうち臨床症状および臨床検査所

見から正常短躯者と診断した小児23例（6～10歳で，

二次性徴を認めない思春期前の5例，11～13歳

でTanner　II度の二次性徴を認めた思春期初期の

18例），特発性下垂体こびと症22例，特発性思春

期早発症，特発性多毛症，Sheehan症候群，橋本病

および成人型糖尿病各1例，cretinism・2例，　Base－

dow病8例の計67例で，成熟女子は卵胞期を選
んだ．

成　　績

　1．i251－LH・RHの精製

　前述の方法で得た1251－LH－RHをSepha－

dex　G－25　medium　columnでゲル濾過し，図一1に

示した如く二峰性のradioactivityを得た．　Frac－

tion（Fr）別に抗LH－RH抗体とのimmunoreac－

tivityをみると，最初の峰は抗体との結合能を認

めず，第IIの峰に結合能を認め，1251－LH－RHと

考えられた．Fr　20のimmunoreactivityが最も良

く，この部分のimmunoreactivityを100％とす

ればFr　7は0％，　Fr　14は30％，　Fr　16は86％，

Fr　24は93％で，以後の実験にはFr　19～86の

分画を1251－LH－RHとし，4°C保存により，1ケ
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．月間使用可能であった．

　2．抗体の特異性

　抗LH－RH抗体と各種LH－RH　analoguesとの

免疫学的交叉反応性をTable－1に示したが，明ら

かな交叉性を認めなかった．この他TRH，　hTSH，

hLH，　hFSH，　hProlactinおよびhGHとの交叉性

は0．05％以下であった．

　3．標準曲線

　LH－RH　free血漿を添加した標準曲線と，添加

しない標準曲線を比較してFig．2に示した．　LH－

RH　free血漿の添加により，　LH－RH標準溶液と

の用量反応相関性は増加しており，本研究では

Ioo
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Result　of　purification　of　1251－LH－RH　on　1×20

cm　column　of　Sephadex　G－25，　using　O5％

BSA，0．01　M　phosphate　and　O」5　M　NaCl

buffer（pH　7．5）

1301

LH－RH　free血漿を添加し，標準曲線を作成した．

濃度0と3P9／tubeのB／T比に有意差（P＜0．05）

を認めたことにより，本法の最小検出量3pg／

tubeを得た．

　4．回収率

　健常成人保存血漿に，7．9pg／mlから62．8　pg／

m1のLH－RHを添加し，抽出後測定し，回収さ

れたIR－LH－RH値と，添加したLH－RH量と比

較しTable・2に示した．回収率は70～110％，平均

90土23％であった．

　5．再現性

　Intra－assayの変動係数（N－4）はIR－LH－RH濃

度が18P9／m1，30P9／m1および41P9／m1の時，それ

ぞれ14％，13％および12％を得た．また，inter－

assayの変動係数（N＝3）はIR－LH－RH濃度が

32pg／m1の時16％であった．

60
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Fig．2　Standard　curve　with　extract　of　LH－RH－free

　　　　human　plasma　or　with　buffer．

Table　l　Cross　reactivity　of　various　compounds　with　anti－LH－RH　serum

LH－RH　Analogues ％Cross　Reactivity

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Gly・Leu－Arg－Pro－Gly－NH2（LH－RH）

pGlu－Phe－Trp－Ser－Tyr－Gly－Leu－Arg－Pro－Gly－NH2

pGlu－His－Trp・Ala－Tyr－Gly－Leu－Arg－Pro・Gly－NH2

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Cly－11e－Arg－Pro－Gly－NH2

pGlu－His・Trp－Ser－Tyr－Gly－Va1－Arg－Pro－Gly－NH2

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Gly－Leu－Lys－Pro－Gly－NH2

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Gly－Leu－Arg－Pro－NH－CH3

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Gly－Leu・Arg－Pro－NH－CH2－CH3

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Gly－Leu・Arg－Pro－NH－（CH2）2・CH3

pGlu－His－Trp－Ser－Tyr－Gly－Leu－Arg・Pro－N・CH2－CH3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼CH2－CH3

loo．oo

　2．63

　0．50

　0．50

　3．45

　0．02

　0．03

＜0．02

〈0．02

＜0．02
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Table　2

核医学

Recoveries　of　added　synthetic　LH・RH　after

extraction　from　pooled　human　plasma

17巻10号（1980）

LH・RL
added　　　N
（P9／m∫）

IR－LH－RH
recovered
　（P9／m∫）

Recovery

（％）

110士16

101土21

77±17

70土1

Table　4　Clinical　and　experimental　data　for　the　23

　　　　　normal　variant　small　children．　Basal　LH　and

　　　　　FSH　levels　and　their　peak　levels　after　LH－RH

　　　　　（200μg，i．v．）injection　were　evaluated　by　a

　　　　　radioimmunoassay．

7．9

15．8

31．6

63．2

？
」
つ
」
つ
」
3

8．7土1．4

16．0士3．3

24．3±4．1

43．9士05

P智：；t鵠Sex
LH（mlU／　FSH（mIU／
　ml）　　　　m’）

毘
田

basal　max．　basal　max．　pg／ml

Table　3　ainical　and　experimental　data　for　the　4

　　　　　normal　male　adults　and　the　3　normal　female

　　　　　adults　during　the　follicular　phase　of　the

　　　　　menstrual　cycle．

Patient

No． e
）

㎏
位

Sex IR－LH－RH
　（P9／ml）

－
．
∠
（
」
4
丁
5
6
7

N
N
N
N
N
N
N

∩

∠
∩
∠
2
3
3
「
1
7
’

（

∠
2
う
一
（
∠
ウ
“
（
∠
2

F
M
M
F
M
F
M

ND
35．0

30．4

20．0

46．4

ND
3．5

　6．血中IR－LH－RHの測定成績

　血中IR－LH－RH値は，健常成人7例（22～27

歳）のND～46．4　P9／ml，平均19．3±17．3　P9／ml

（NDはOP9／m1として計算した）に比べ（Table・3），

11～13歳の思春期初期の小児18例はND～36・8

pg／m～，平均12・2土11．2　pg／m∫で（Table・4），健常成

人に比べ若干低値の傾向を示した（Fig．3）．これ

に対し6～10歳の思春期前の小児5例はND～
5．1pg／ml，平均1．6士2．1　pg／m1の明らかな低値で

あった（p＜0．05）．

　特発性下垂体性こびと症22例（8～28歳）の血

中IR－LH－RH値はND～52．8　P9／m1，平均11．0±

14．3pg／mlと，健常成人に比べ低値の傾向（P≒

0．1）を認めた（Table　5）．

　特発性思春期早発症（D1）は60　P9／m∫の高値を

示し，特発性多毛症（D7），　Sheehan症候群（D　13）

および成人型糖尿病（D14）は，いずれもNDの

低値であり，Basedow病8例（D　4，5，6，8，9，11，

12，15）は4．0～69．6pglm1，平均21．4土22．o　pg／ml

で，cretinism　2例（D　2，3）は，それぞれ40．0お
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Fig．3　The　correlation　betw㏄n　plasma　IR－LH－RH
　　　　and　chronological　age　in　normal・variant　small

　　　　children，　normal　adult　males　and　normal
　　　　adult　females　during　the　follicular　phase　of　the

　　　　menstrual　cycle（male：○，　female：●）．
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Tabte　5　Clinical　and　experimental　data　for　the　22

　　　　　　indiopathic　pituitary　dwarfs．　Basal　LH　and

　　　　　　FSH　levels　and　their　peak　levels　after　LH－RH

　　　　　　（200μg，i．v．）injection　were　evaluated　by　a

　　　　　　radioimmunoassay．　Isolated　GH　deficiency：＊

Patient

　No． 鵠Sex
LH（mlU／　FSH（mlU／
　　mt）　　　　ml）

basal　max．　basal　max．

IR－

LH－

RH
P9／mt

1303

よび13．6P9／m1，橋本病（D10）は21．6P9／m∫で

あった（Table　6）．

　小児（正常短躯者），特発性下垂体こびと症，

Basedow病等における血中IR－LH－RH値と血中

LH基礎値は，相関係数＋0．496の比較的良い相

関を示した（Fig．4）．
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＊
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＊
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1
1
1
1
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P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

8
9
0
1
1
2
2
3
3
4
6
7
7
8
8
8
9
1
2
2
6
8

　
　
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2

F
M
F
M
M
M
F
F
M
F
M
M
M
M
M
M
F
M
M
M
M
M

　6　　9
　2　　　8

11　　24

　9　　22

　7　　28

　7　　14
10　　46

18　　195

　4　　63

14　　120

12　　39

11　　12

　6　　　7

ND　　　5
　3　　　6

13　　26

23　　120

17　　38

14　　96

10　　23

14　　66

　8　　11

0
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22　　15．0

21　　4．3

8　　ND
31　　12．0

9　　3．7

7　　10．3

11　　7．5

5　ND
9　　5．1

9　　14．5

42　25．6

30　　ND
23　41．6
18　　52．8

38　　33．0

14　　7．9

考 察

　　1973年頃より，LH－RHをpolyvinylpyrroli－

done3’7），　human　albumin13），　BSA4・5・9・10・11・12）等と

結合させたconjugateを抗原として，動物に注射
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Fig．4　The　correlation　between　plasma　IR－LH－RH

　　　　　and　plasma　LH．

Table　6　Clinical　and　experimental　data　f（）r　the　15　patients　with　various　diseases．　Basal　LH　and　FSH　levels

　　　　　　and　their　peak　levels　after　LH・RH（200　pg，　i．v．）inj㏄tion　were　evaluated　by　a　radioimmunoassay．

　　　　　　Blood　samples　from　mature　females　were　obtained　during　the　follicular　phase　of　the　menstrual　cycle
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　　　　　　　　りす
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し，LH－RHに特異的な抗体を作製し，　LH－RH

の測定が可能なRIA　systemが報告されている．

著者らはLH－RH－BDB－BSAを抗原として，家兎

に免疫して作製した抗体を用い，LH－RHの末梢

血中動態を検討可能なRIAの開発を試みた．

　得られた抗体はLH－RHに特異的に結合し，各

種LH－RH誘導体をはじめTRH，　hLH，　hFSH等

のホルモンとの免疫学的交叉性はほとんど認めら

れず，LH－RHに対して極めて特異性が高い事が

知られた（Table　1）．

　LH－RHはGreenwood＆Hunterの方法15）に準

じて1251で標識し，Sephadex　G－25　columnで精

製した．Gammaspectrogramには二つの放射性

ピークが得られ，第二のピークを過ぎた部分が抗

LH－RH抗体を最も良く結合した（Fig．1）．本研究

では放射能および結合能の両面で満足できるFr

19～21の分画を用いた．1251－LH－RHは冷所保存

により1ケ月間安定であったが，用時精製すれば

さらに長期間有効な事が推察された．

　未梢血中のLH－RH濃度の測定にあたり，RIA

系に及ぼす血漿の非特異的影響を除外するため，

charcoal処理したLH－RH　free血漿抽出物を，標

準曲線に添加した．Arimuraら3）は血漿4．O　m1に

500mgのactivated　charcoalを加えれば，　LH－RH

はほぼこれに99％吸着されると報告している．

Saitoら9）は血漿10m1にactivated　charcoal　50　mg

を添加して，同様の回収率を示している．著者ら

はSaitoら9）の方法に準じて操作した事により，ほ

ぼLH－RHを含まない血漿を作製し得たと考え
る．

　採血後血中LH－RH濃度は経時的に低下するが，

その程度は体液の条件に近い37°C，pH　7．0で最

大で，time　dependencyを示しており9・11），蛋白分

解酵素などのenzymc　systemが関与している可能

性が強い．Keyeら4）は採血後直ちに氷冷し，4°C

で血漿分離し，採血後14日以内に測定する事で，

血漿を直接assayに用いている．しかし，通常は

採血後直ちにLH－RHを抽出し3・6・9”14），凍結保

存し，bufferに溶かして測定される．血漿から

LH－RHを抽出する為には，3倍量以上のメタノ

一ルを用いれば，80％以上7・ll）を回収出来ると言

われる．著者らは冷酢酸酸性メタノールを3．3倍

量用い，平均90％の回収率を得た（Table　2）．

　本RIA　systemの最少検出量は3p9／tubeで，

諸家の報告した結果1pg／tube以下3・7・13’14），2P9／

tube4），3pg／tube9），10　pg／tube11），20　pg／tube5），50

P9／tube6・8）等に比べ，ほぼ満足しうる成績と考え

られた．LH－RH　RIA　systemの同一assay内で

の再現性は，Sa　itoら9）6．4％，熊坂ら7）6％，衣笠

ら11）6．8－12．9％，著者ら13％であり，assay間

での再現性はSaitoら9）9．6％，衣笠ら11）2．3～9％

著者ら16％であり，著者らのRIA　systemは，再

現性について今後さらに改善する必要性が示唆さ

れた．

　健常成人男子における血中IR－LH－RH値は，

用いたassay　systemにより異なり，著者らのIR－

LH－RH値は平均19．3士17．3　P9／mlで，　Keyeら4）

の67．9土12．3pg／m1より低値で，　Saitoら9）の20

P9／m～以下，衣笠ら11）の10　P9／m’以下，橋村ら13）

の1．73土0．47pg／m1に比べ高値であった．このこ

とは，本RIA　systemの特異性に若示の問題が残

された事を示唆している．

　成熟婦人における血中IR－LH－RH値は，成人

男子とほとんど同様な値4・9・11）だが，midcycleの

時期には増加する9・11）事，高齢男子，閉経後婦人

および去勢後成人では，血中IR－LH－RH値は高

値を示すものが多く9’11’13），小児では低値4・9・10）を

示す事が報告されている．本研究では，6～10

歳の思春期前小児における血中IR－LH－RH値は

1・6±2・1pg／m∫，11～13歳の思春期初期の小児は

12．2土11．2P9／m1であり，　H歳を境として著明

なLH－RH分泌の増加がみられる事を明らかにし

た（Fig．3）．このLH－RH分泌は，既に諸家によ

り示されて来た思春期初期のgonadotropin分泌

増加16・17）と，時期的に一致している．また血中

IR－LH－RH濃度には，　LHと同様に思春期年齢以

降pulsatile　patternの変動12）が報告されており，

著者らの思春期初期の小児および成人における血

中IR－LH－RH値が，本assay系の変動係数13～

16％を著しくこえるばらつきを示した事と符合
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する．

　血中IR－LH－RH値はpolycystic　ovaryii），　Tur－

ner症候群11｝および第二度無月経11）では高値，

Fr6hlich症候群lo）では低値を示す事が報告されて

いる．本研究では，特発性下垂体性こびと症例22

における血中IR－LH－RHは低値の傾向を示すこ

と，ならびに特発性思春期早発症1例は高値，特

発性多毛症およびSheehan症候群各1例は低値

であることを報告した．

　血中LH基礎値と血中LH－RH生物活性が正の

相関を示す事は，既にMalacaraら2）により報告

されているが，著者らも本assay　systemにより同

様の結果を得ており（Fig．4），末梢血中IR・・LH－

RH値は，下垂体門脈血中LH・RH濃度と平行す

る事が示唆され，血中IR↓H－RHの測定は，視床

下部一下乖体一性腺系の機能ならびに病態生理の解

明に有用な方法であると考える．

ま　と　め

　1．合成LH－RHをBDB・BSAと結合したcon－

jugateで家兎を免疫し作成した抗LH－RH抗体を

用いて，ヒト未梢血中LH－RH　immunoreactivity

（IR－LH－RH）を測定した．

　2．抗LH－RH抗体はLH－RHと特異的に結合

し，最少検出量は3P9／tubeで，回収率は平均

90％，同一’assay内の変動係数は平均13％，　assay

間の変動係数は平均16％であった．

　3．本法で測定した血漿中IR－LH－RH値は，健

常成人7例（22～27歳，成熟婦人は卵胞期）で感

度以下（ND）～46．4　P9／m1，（19．3土17．3　P9／m∫；平

均値土SD），6～10歳の思春…期前の小児5例で

ND～5．lp9／m1（1．6土2．lp9／m’），11～13歳の思

春期初期の小児18例でND～36．8　P9／m’（12．2土

11．2pg／m∫），特発性下垂体性こびと症22例（8～

28歳）でND～52．8　P9／ml（11．0士14．3　P9／m1）．特

発性思春期早発症女子（10歳）は60．Opg／m1，特

発性多毛症女子（31歳）およびSheehan症候群

（50才）は共にNDを得た．

　4・末梢血中IR－LH－RHの測定は，LH－RH分

泌動態を知るうえに重要な意義を有し，視床下部一
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下垂体一性腺系の機能ならびに病態生理の解明に

有用な方法である．
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