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《原　著》

人成長ホルモンの簡易超微量定量法の

開発とその臨床応用

！」、　　刀1　糸己　　雄＊ 高　原　二　郎＊ 大　藤 真＊

る．

はじめに

　Radioimmunoassay（RIA）の開発以来10余年の

間に血漿人成長ホルモソ（human　growth　hor・

mone：HGH）値測定のために種々のRIAの変法

が工夫され，かつまた用いられてきた1）・2）．現在

用いられているすべてのRIAはincubation終了

後に抗体結合型ホルモン（bound：B）と遊離型

ホルモン（free：F）とを分離する必要があり，

その目的のために2抗体法，クロマト電気泳動

法，塩析法，デキストラン炭末法その他多くの方

法が用いられている．

　固相法RIAはCattら3）によりHGHの測定法

として最初に報告されたが，水洗という簡単な手

技のみでBとFの分離が可能な特異な方法であ

り，その後他のホルモンの血中濃度の測定に応用

されている4）－7），

　本稿は，先に報告s）したplastic製microtiter

trayを用いる固相法RIAを一部改変した，血漿

HGHの超微量定量法の開発に関するものである．
1また，従来のRIAでは基礎HGH値のみの測定

では正常者と下垂体機能低下症患者とを区別し得

ないとされてきた9）’1°）が，本法を用いれば基礎

HGH値測定のみから両者の鑑別が可能であった

ので，本法の臨床応用による知見も併せ報告す
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原　　理

　RIAは一般に，抗血清を希釈すればするほど，

測定可能な範囲は狭くなるものの，競合する抗原

量は少なくなり，測定の感度をあげることができ

る11）’12）という性質がある．著者らは先に，B・

Fの分離方法の1つとしてPlastic製microtiter

trayを用いるHGH固相法RIAを報告した8）・13）

が，本報告では最少測定感度の上昇を目的とし

て，RIAの一般的性質に従って，抗血清をきわめ

て低濃度にまで希釈した固相法RIAの測定系を

設定した．

方　　法

　1）plastic製dispo8able　rnicrotiter　tray

　内容量0．2m1のcup　96個を有する米国Linbro

社製のmicrotiter　tray（S・MRC　96）を70％エタ

ノールに約10分間浸した後，水洗して固相として

使用した，

　2）抗HGH抗体
　抗HGH家兎血清はダイナボットRI研究所よ

り提供を受けたものを使用した．この抗血清は先

に報告した通常の固相法RIAS），　13）や2抗体法RI・

Aでは約2万倍希釈で用いられるが，本法におい

ては牛血清アルブミンを含まない0．05Mphos・

phate　buffer（pH　7．5）により8万倍に希釈して用

いた．

　3）　1251－HGH

　ダイナボットRI研究所製の市販の1251－HGH
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（specific　activity　109　mCi／mg）を使用した．

Table　l　Effect　of　scratching　the　surface　of　the

　　　　antibody・coated　microtiter　tray　on　bound

　　　　radioactivity．

（N・・）（ぷ認E）

・言・1251㌫＼，

3　OOO

t°　P9へ

＼
untreated　　　　　　　　　　　　　　　　　（4）

scratched　by　the　pipet　tip　　　　　（4）

scratched　by　the　injection　needle　（4）

1221．8十19．9

1216．3±　8．5

1305．8－←15，5

Table　2　Estimate　of　standard　deviation（s）from

　　　　deterrnination　of　duplicate　pairs　in　various

　　　　concentration　range　of　plasma　HGH，　and

　　　　the　fiducial　limits　for　each　range，

2　OOO

Fiducial

　limits
（P＝0．05）

（P9／ml）

1000

　　HGH
concentration

　range　（P9／ml）

No．　of

duplicate

　pairs S

　0－　99

100－499

500－999

1000－4999

25

59

60

173

20．1　　Mean±28．4

71，4　　Mean－十gg．　g

94．4　　Maen十132．1

160．O　　Mean十221，7

　4）標準HGH
　HGH（NIH－GH－HS　1147）を95％馬血清にて

希釈して標準曲線作成に用いた．

　5）測定方法

　Microtiter　trayの各cupに等量（0．2ml）の希

釈抗血清を入れ室温（18°C）で24～48時間coating

する．抗血清を吸引除去した後，蒸溜水で2回洗

浄する．なおcoatingに使用して回収した希釈抗

血清は少なくとも2回は再使用が可能である8）．

次いで，0．1mlの標準HGH液または血漿サソプ

ルと0．1mlの1251－HGH（IO4　cpm／0．1ml）を各

cupに入れ，室温で48時間incubateする．　incuba・

tion終了後cupの内容を捨て，蒸溜水で2回洗浄

した後，各cupをハサミで切り離し，　well型カウ

ソターでcupごと放射能量を測定する．抗血清を

coatingしていないcupへの1251－HGHの非特異

的吸着は添加放射能量のわずか0．5％にすぎなか

った．

　なお，すべての測定はduplicateで行った．

0

Fig．1

　　　50　　　100　　　　250　　500　1000　　2500　5⊂め0　10000

　　　　　　HGH　P9’ml

Effect　of　added　doses　of　1251－HGH　on　the

standard　curve．

　6）　血tn　HGH値の臨床的検討

　基礎HGH値を求めるために，正常男子23名，

正常女子23名および下垂体機能低下症患者21名を

それぞれ1夜絶食させて午前9時に採血した．

　また，50gブドウ糖経口負荷試験（50g　GTT）

を正常男子13名および正常女子13名について施行

し，経時的に採血してHGHを測定した．

結　　果

　1）HGH超微量定量法の確立

　まず基礎的検討では，抗HGH血清のcoating

時間24，48，72，96時間についてB％は時間とと

もにわずかずつ上昇を示すものの大差なく，coat・

ingは24～48時間で十分であった．　coatingされた

抗血清の被膜は比較的丈夫で，自動マイクロピペ

ットのチップあるいは注射針で2回X字状に

scratchしてもBカウントは不変であった（Table
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1）．B％はincubate時間と共に上

昇するが，48時間を越えるとその上

昇度は軽度となるため，48時間の

incubate時間を採用した．添加する

i251－HGHの量による標準曲線の変

化をFig．1に示す．中央の8P9／m1

は通常の2抗体法の市販kitで使用

する濃度とほぼ同じであり，この量

が最もBカウントの落差が大きく，

かつ低濃度域まで測定が可能であっ

た．

　logit・log　paper上に記した標準曲

線の一例をFig．2に示すが25～

2000pg／mlの間で直線関係が見ら

れた．また，各点5本ずつで測定し

た標準曲線の成績から，0と25pg／

mlとの間に5％以下の危険率で有意

差があり，最少検出感度は25P9／m1

であることが確かめられた．

　317検体の血漿サソプルを各々

duplicateで測定し，　Brownらの方

法14）に従って本測定法の評価を行い，

各濃度における標準偏差と信頼限界

をTable　2に示す．この結果，血漿

サンプルの測定値より求めた最少検

出量は28．4P9／m1で，上述の標準曲

線より求めた最少検出量とほぼ一致

する．さらにmaximum　percentage

error±50％を見込むと実用面での

最少検出濃度は56．8pg／mlである．

　下垂体機能低下症患者血漿または

正常人プール血漿に標準HGHを添

加して測定した場合の回収率は83．2

～114．5％であった．
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Fig．3　Effect　of　the　concentration　of　protein　in　samples　on

　　　bound　radioactivity．

　正常人プール血漿および下垂体機能低下症一例

の同一　assayにおける変動係数はそれぞれ8．　3％，

12．3％であり，異なるassayにおける変動係数は

それぞれ15．1％，23．6％であった．

　またACTH　250　ng／ml，　TSH　250μU／ml，　LH，

FSH各々250　mU／mlまで添加しても測定値に影

響はみられなかった．

　検体中の蛋白濃度の測定値におよぼす影響をみ

たが，少なくとも生体の通常の血清蛋白濃度の

範囲では測定値に大きな影響がみられなかった

（Fig．3）．
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Table　3　Basal　plasma　HGH　levels　after　an　overnight　fast三ng　in　normal　subjects　and　in　patients　with

　　　　hypopituitar三sm；comparison　between　basal　plasma　HGH　levels　obtained　with　this　solid・phase

　　　　method’and　that　obtained　with　the　double・antibody　method　in　analysis　of　the　same　plasma

　　　　samples．

basal　plasma　HGH（pg／ml）

nOrmal　maleS normal　females hypopituitary　patients

double　antibody　　　　solid　phase

　　method　　　　　method

double　antibody　　　solid　phase

　method　　　　　method

double　antibody

　method

solid　phase

method

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
2
0
0

2
5
8
6
9
8
9
0
9
0
0
0
0
8
2
1
0
0
5
6
2
9
9

1
2
3
4
1
1
1
1
1
3
2
8
2
2
1
1
1
2

0
5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
5
0
0
0
5
0
0
0
0
5

0
9
6
5
9
5
0
2
3
6
0
3
7
0
2
7
5
2
0
0
0
3
4

4
2
8
2
7
5
0
1
7
9
3
0
0
3
9
9
7
6
5
9
0
8
1

1
1
2
4
　
6
1
1
1
　
1
1
2
1
2
1
5
1
2
1
1
　
2

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
7
5
1
2
9
0
7
5
3
8
3
8
5
7
0
7
6
9
8
8
7
4

5
2
6
2
2
5
3
1
4
2
1
5
2
1
2
1
1
5
4
1
3
5
］

0
5
0
5
0
5
0
5
0
0
5
0
0
0
0
0
0
5
0
2
0
0
0

6
2
1
4
5
8
8
7
0
6
1
0
8
0
0
2
5
5
1
6
0
6
0

6
4
1
5
5
7
3
0
9
6
6
1
0
7
8
1
3
7
5
8
1
0
4

2
1
6
3
2
4
2
1
3
2
1
3
2
　
1
1
2
2
2
1
3
3
2

Mean　2，036

SD　　1，　643

　　　1

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

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

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

　　　　2，100

　　　　1，491

N．S．　　　1

0
0
5
5
8
0
0
0
0
4
0
0
0
8
1
0
0
0
5
1
7

6
1
3
3
7
8
3
6
1
3
5
6
9
6
8
8
7
7
2
3
9

9
8
6
4
1
4
2
1
7
1
6
9
5
7
3
2
2
1
7
4

3，　300

1，690

　1　　　N．S．

2，589

1，189

　1

1，376　　　　　　　　　　　　484

　498　　　　　　　　282

　［－P＜0．001－1

　2）　HGH超微量定量法の臨床応用

　正常男子23名，正常女子23名，下垂体機能低下

症21名の基礎血漿サソプルを，本法と通常の2抗

体法（ダイナボットRI研究所製の市販のkitを用

いた）とで測定した結果の比較がTable　3である．

正常男女ともに，本法と2抗体法とによる測定値

の間に有意差はみとめられず，一方，21例の下垂

体機能低下症患者においては本法による測定値は

2抗体法による測定値に比較して有意に（p＜

0．001）低く，Mean　484±282（SD）pg／m1であっ

た．下垂体機能低下症患者の基礎GH値のMean

＋2SDは1．047　P9／mlで，正常人46例中この値

以下に測定されたものはわずか6例にすぎず，本

測定法を用いれぽ負荷試験を行わなくとも，安静

空腹時の検体のみで下垂体機能低下症患者のスク

リーニングが可能であることが示された．
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　次に50g　GTT時にどの程度まで血漿HGH

が抑制されるかについて検討した．ブドウ糖負

荷に対して血漿HGH値がsubnanogramにま

で抑制されたのは，正常男子13例中1例と正常

女子13例中2例の合計3例のみであり（Fig．

4），このことは正常人ではブドウ糖を負荷し

ても血漿HGHは完全には抑制されてしまわな

いことを示している．

考　　按

8

7

6

5
　
　
　
4
　
　
　
ヨ
　
　
　
2

ミ
g
°
9
・
ヱ
o
＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　現在まで広く使用されてきたradioimmuno・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
assay（RIA），ことに2抗体法では正常人の基　　　　o

礎HGH値が時に測定感度以下になり，あるい　　Fig・4

は下垂体機能低下症患者血漿の測定値がクロマ

ト電気泳動法による測定値より高い値が得られ

る2）などして，基礎HGH値の測定のみで正常人

と下垂体機能低下症患者とを区別するのは困難で

あるというが従来の定説であった2），9），1°）．

　ところで，固相法RIAは最初HGH測定法と

してCattら3）により報告されたが，　B・Fの分

離が水洗という簡単な手技で可能であるという利

点から，human　placental　lactogen5），　luteinizing

hormone4），　insulin6）およびprolactin7）の測定に

も応用されている．固相としては粉末状3），小円

板状4），15），試験管型5），6）・7）などが用いられていた

が，disposable　microtiter　trayを用いる8）’13），16），17）

とさらに手技が簡単であり，また費用もプラスチ

ック試験の1／10以下で済む．

　固相法RIAの感度としては，　Cattら3）は推計

学的な検討は加えていないが，粉末状固相法RIA

で血漿HGHの最少感度を0．4ng／mlとし，しば

しば0．1　ng／mlまで測定できたと報告しており，

従来のRIAの報告18）より高感度である．これは，

damaged　hormoneが固相法RIA測定系には関与

しない3）・5）ことと，抗体として固相の表面に固着

した抗血清を使用するために，抗原抗体反応が2

次元の限られた場で行われるので競合する抗原量

が少なく，したがって感度が他のRIAより高く

なる傾向にあるためと考えられる．

　著者らはHGHのRIAのB・F分離方法の一

normat　mal¢S
（N・13）

8

7

6

5
　
　
4
　
　
3
　
　
2

ミ
g
°
9
×
エ
o
エ

1

」＿＿一＿＿一＿＿一＿＿」　　　　0　」＿＿」」＿＿一＿＿一＿－

　30　60　90　120mm．　　0　30　60　90　1和mm

　Plasma　HGH　concentrations　during　a　standard

　oral　glucose　tolerance　test（50gm）in　normal

　subjects．

つとしてplastic製disposable　microtiter　trayを

用いる固相法RIAをすでに報告した8）・13）が，本

報告においては，先の原理の項で述べたごとく，

RIAの一般的な性質11）・12），すなわち，同じ抗体

では抗体濃度が低くなるにつれて競合する抗原量

が少なくなり，標準曲線のスn一プが急峻にな

り，測定感度は上昇するという性質を利用して，

抗血清を先の著者らの報告において使用した濃度

のさらに4倍に希釈して低濃度部分の測定感度を

高めることに成功した．この場合，測定可能範囲

は当然狭くなるが，著者らの基礎HGH値を測定

する，という目的にとっては何らの不都合はない．

2抗体法においても使用抗体量を減ずれぽ標準曲

線のスロープを急峻にすることは可能であるが，

2抗体法の場合は，tracer　damageが測定系に大

きく関与する2）ので，必ずしも測定感度を著しく

上昇させることはできない．本法の標準曲線上の

最少検出感度は25pg／mlであり，血漿測定のそれ

は56．8pg／mlときわめて高感度であった．この

ような標準物質の測定より得られた最少検出感度

と血漿測定より得られた最少検出感度とに差異の

あることはすでにHunter　and　Greenwoodi°）にょ

り報告されているが，その原因は必ずしも明らか

でない．

　本法を用いれば，Table　3に示したように負荷
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試験を行わなくとも基礎HGH値の測定のみで正

常者と下垂体機能低下症患者の鑑別のスクリ…一一ニ

ングが可能であった．しかも興味あることに，下

垂体機能低下症患者の基礎HGH値は決して0で

なく，484±282pg／mlという微量ながらもHGH

が検出された．最近のHGH　radioreceptor　assay

（RRA）の進歩により血中でのRRAとRIAによ

って得られるHGH値に解離のみられることが報

告されており19），2°），今回検出されたHGHは免

疫活性は有するものの，生物活性をもたない可能

性も考えられるが，その詳細については今後解明

されるべき課題と考えられる．

　一方，ブドウ糖は正常な基礎HGH値を抑制す

ることが知られている21）・22）が，上述のように従

来のRIAの感度の点から，どの程度にまで抑制

されるのかは不明であった．正常人において50g

ブドウ糖負荷時の血中HGH値を本法を用いて測

定したが，大部分の例では下垂体機能低下症患者

の基礎HGH値のMean＋2SD以下までは低下
せず，高血糖は正常人のHGH分泌を低下せしめ

るものの，その最低値はなお下垂体機能低下症患

者の基礎HGH値より大であることを明らかにし

た．

まとめ

　抗体をcoatingしたplastic製disposable　micro・

titer　trayを用いる固相法radioimmunoassayを応

用して，ルーチソに行いうるHGH超微量定量法

を開発し，本測定法を用いて安静空腹時1回採血

検体の測定により，下垂体機能低下症患者検出の

スクリーニングが可能であることを示した．

　本論文要旨は第13回日本核医学会総会シンポジウム

（名古屋）において発表した．

　（謝辞：ぷHGH家兎血清の提供を受けたダイナボッ

トRI研究所に感謝します．）
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Summary

Routine　Ultramicro・Measurement　of　Human　Growth

Hormone　in　Plasma　by　Solid・Phase　Radioimmumassay

　　　　　　　　　　　　　　and　its　Clinical　ApPlication

Norio　OGAWA，　Jiro　TAKAHARA　and　Tadashi　OFUJI

　　　　Third　D■Partクnent　o∫1nternal　Medicine，0虎αツama

　　　　　　　　　　UniηersitツMedical　5cみool，　Okaツa〃2a

　　The　development　and　application　of　the

method　for　the　ultramicro・measurement　of

human　growth　hormone（HGH）in　plasma　based

on　the　solid－phase　radioimmunoassay（RIA）by

using　antibody・coated　disposable　microtiter　trays

was　reported，　By　further　reduction　in　the

amount　of　antibody　with　corresponding　increase

in　the　period　of　incubation，　greater　sensitivity

has　been　achieved．‘This　method’has　adequate

sensitivity　and　precision　for　routine　ultramicro－

measurements　of　plasma　HGH　concentration，

and　is　relatively　simple　to　perform　The　lower

limit　of　sensitivity　for　purified　HGH　was　25P9

／ml（P〈0．05）．　The　precision　of　the　measure・

ment　of　HGH　in　plasma　has　been　calculated，

and　the　quantitative　sensitivity　of　the　method

derived　from　the　results　given　by　its　routine

use　was　56．8P9／m1（P〈0．05）．

　　There　was　no　statistical　significance　between

the　besal　HGH　level　obtained　from　this　method

and　that　from　double－antil）ody　RIA　in　normal

subjects．　On　the　other　hand，　the　mean　basal

plasma　HGH　level　after　an　overnight　fasting

in　21　hypopituitary　patients　was　484P9／ml

（±282；1SD）by　this　method，　and　this　was

significantly　lower（P〈0．001）than　1376　P9／ml

（±498；1SD）by　double・antibody　RIA．　These

data　show　that　deterlnination　of　basal　plasma

HGH　levels　by　this　method　is　of　much　value

in　the　diagnosis　of　hypopituitarism．

　　Plasma　HGH　concentrations　were　determined

by　this　method　during　standard　oral　50991ucose

tolerance　tests　in　normal　subjects，　and　there

was　a　distinct　decline　but　not　reaching　the　sub－

nanogram　range．　Thus　high　concentrations　of

blood　glucose　could　not　suppress　completely

HGH　secretion　in　normal　subjects．
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