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《総説》

ホルモン測定法の進歩

宮　　地 幸　　隆＊

　要旨　ホルモンは血中に微量しか存在しないため血中濃度の測定は困難であり，ホルモン測定法の開発は

内分泌学の研究そのものであった．まずホルモンの生物活性を指標とする生物学的測定法や化学的測定法が

行われたが，感度が十分でなく，広範に用いられるには至らなかった．1959年BersonとYalowにより開

発されたインスリンのradioimmunoassayは感度もよく操作も比較的簡単であるため，インスリンにかぎる

ことなく，多くの蛋白ホルモンさらには分子量の小さなペプチドホルモンやステロイドホルモンにも応用さ

れた．

　Radioimmunoassayの確立によりホルモンの測定法は完成されたようにみえたが，ある疾患の病態解明や

さらに微量な局所的に作用するホルモンの測定には感度のより高いassayが要求されるようになった．二つ

の異なった抗体を用いるimmunoradiometric　assayはradioimmunoassayよ憾度が数十倍よくなること

が判明し，その特異性や操作性と相まって現在では広く用いられるようになった．

　これまでは標識ホルモンとしてはradioisotpeが用いられたが，　radioisotopeの取り扱いのわずらわしさ，

衛生上の問題からもnonisotopic標識ホルモンが用いられるようになってきた．　Nonisotopic標識物として

は化学発光，螢光，酵素などが用いられ感度もradioisotopeに比較してむしろ良好なnonisotoPic　immuno・

assayが確立された．

　ホルモンの本来の生物活性に近いホルモンと受容体receptorへの結合を利用するradioreceptor　assayは

receptorの調整のむずかしさからあまり用いられていない．

　例えば試験管内に睾丸組織を入れ，testosterone産生能をみるLH（hCG）のin　vitroのbioassayは簡便

で，ホルモンの本来の作用である生物学的活性を標識にするよい方法である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学31：283－288，1994）

はじめに

　ホルモン測定はかつては内分泌学の研究そのも

のであり，表1に示すような多くの測定方法が開

発された．

　ホルモンの化学的測定法や生物活性を指標とす

る生物学的測定法は，感度が十分でなく広く用い

られなかった．1959年BersonとYalowにより

第33回日本核医学会総会教育講演の内容を総説として
編集委員会が投稿をお願いした．

＊東邦大学医学部第一内科

受付：5年12月21日
別刷請求先：東京都大田区大森西6－11－1（●143）

　　　　　東邦大学医学部付属大森病院第一内科

　　　　　　　　　　　　　　　　宮　地　幸　隆

開発されたradioimmunoassay（RIA）の出現によ

りホルモン測定は容易となり，ホルモンのみなら

ず多くの微量物質の測定を可能とした．RIAに

続き，広く用いられるようになった感度が良好な

immunoradiometric　assay（IRMA），　radioisotope

を用いないnonisotopic　immunoassayも基本は

RIAであり，　RIAの原理をよく理解しておくこ

とが必要である．

　Immunoassayよりホルモンの本来の生物活性

に近いホルモンと受容体receptorへの結合を利

用するradioreceptor　assay，簡便なin　vitroの

bioassay法についても，ホルモン測定法の歴史に

沿って著者が行ってきたヒト絨毛性ゴナドトロピ

ン（human　chorionic　gonadotropin，　hCG）を中心

にして解説する．
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表1　ホルモンの測定法

核医学　31巻3号（1994）

1．化学的測定法

2．生物学的測定法

　　in　viVO

　　mVltro
3，免疫学的測定法

　　radioimmunoassay
　　immunoradiometricassay

　　non－tsotoplc　lmmunoassay

　　　enzyme　1mmunoassay
　　　fluorescence　immunoassay

　　　chemiluminescence　immunoassay

4．受容体を用いる測定法
　　radioreceptor　assay

a．ホルモン＋標識ホルモン＋抗体

　　→ホルモンー抗体＋標識ホルモンー抗体（B）＋

　　　ホルモン十標識ホルモン（F）

b．ホルモン÷標識抗体→ホルモンー標識抗体＋標

　識抗体

図1Radioimmunoassay（a）とImmunoradiometric
　　assay（b）の原理．

1％τ　　　　　　　　　しAC了OPER◎nDASE　　　　　　　　　CHLORAhMNε　T

　　cp…1。4　　　　　　C岬．｜03

1．生物学的測定法

　hCGは分子量39，000で異なったα一，β一二つの

subunitからなる糖蛋白である．　hCGは黄体化ホ

ルモン（luteinizing　hormone：LH）と同様に睾丸

からtestosterone，卵巣から女性ホルモンの分泌

を刺激し排卵誘発作用をもっている．

　古くから用いられたhCGの生物学的測定法は

ウサギにhCGを投与して排卵を調べたり（排卵

誘発法），ラット卯巣のアスコルビン酸減少を測

定する（卵巣アスコルビン酸減少法）in　vivoの

assayであり，多量のhCG投与を必要とした．

2．Radioimmunoassay

　図1にRIAの原理を示す．ホルモンのRIAを

行うにあたっては標準ホルモン，ホルモンに対す

る特異的な抗体，標識ホルモン，反応後遊離標識

ホルモン（F）と抗体に結合した標識ホルモン（B）

の分離法，得られたデータの処理が必要である．

　hCGの標準品は妊婦尿から精製されたhCGが

入手可能である．しかし多くのホルモンを生物材

料から抽出精製し，純粋な標準品を得ることはし

ばしば困難であり，蛋白化学や遺伝子工学の進歩

を待たなければならなかった．

　hCGの特異的な抗体を作製する際，ポリクロ

ー ナル抗体であればhCGのcomplete　Freund

adjuvant，乾燥結核菌を混ぜ，エマルジョンとし

たものを家兎の背部皮内数十か所に注射すると少

量のhCGで良好な抗体を得ることができる．標

5

7

9

1｜

　　　　　　　　　　　SLtCE　NUM8ER

図2Lactoperoxidase法により作製したi251－hCGの

　　PAGEによる分析．

識hCGとしては1251標識が主として用いられる．

hCGの1251一標識法は古くはchloramine　T法しか

なかったが，免疫活性を保つ1251－hCGの作製が

時にむずかしかった．甲状腺ホルモン合成がまさ

にヨウ素化であることを利用してlactoperoxidase

法を開発した1）．Lactoperoxidase法により1251一
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図3Lactoperoxidase法により作製した1251－hCGを
　　用いるhCGのradioimmunoassayの標準曲線．

hCGを作製し，1251－hCGの生物学的活性，放射

化学約純粋性，免疫活性を分析した．1251－hCG

をpolyacrylamide　gel　electrophoresisで泳動後，

1mm　slice中の放射能を測定すると図2のように

1つのヒ゜一クがみられた．なお同時に古いchlo・

ramine　T法によリヨウ素標識した1251－hCGは

gel中に放射能が広く分布し，1251－hCGのピーク

がみられなかった．Lactoperoxidase法により作

製した1251－hCGの生物学的活性を卵巣アスコ

ルビン酸減少法により調べると非標識hCGの

108％と生物活性を維持していることが明らかで

あった．さらにhCG　RIAの標識物として用いた

場合良好な標準曲線が得られ，免疫活性も十分に

維持していた（図3）．

　抗原一抗体反応終了後，BとFの分離には遊離

標識ホルモン（F）を沈澱分離させるにはdextran

coated　charcoalがよく用いられ，抗体と結合し

て標識ホルモンの分離には第2抗体，polyethy－

lene　glyco1，硫安などが用いられるがB／Fが十分

に分離できるなら，経済性も考慮してどの方法を

用いても問題ない．

　RIAの標準曲線は抗体と結合した標識ホルモ

ン（B）を縦軸に，標準ホルモン量を横軸に取ると

双曲線となり，標準ホルモン量を対数で表すとS

字状曲線となり，Bを10git変換すると直線に変換

できる．データ処理を手計算する時には10git－109

変換をして直線化し，computerが利用できる時
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　　　　　　　hCG　（NANOGRAM）
図4hCGのradioimmunoassay，　radioreceptor　assay
　　およびin　vitroのbioassayの標準曲線．

にはS字状曲線を用いるfour　parameter　logistic

curve　fitting法が推められる．

3．　Radio『㏄eptor　assay

　1251－hCGが生物的活性を保持していたのでラ

ット睾丸切片を用いるhCGのreceptor　assayを

確立した．標準曲線の1例を示す（図4）．

4．In　vitroのbioassay

　hCGのin　vitroのbioassayでは睾丸切片をチ

ューブに入れ，hCGを添加してincubation後上

清中に放出されたtestosteroneを測定する．添加

したhCGの量に応じて睾丸からのtestosterone

産生が増加し，良好な標準曲線が得られる（図4）．

hCGの代わりに未知の試料を加え，産生される

testosterone量から試料中のhCGを推定できる．

このhCGのin　vitroのbioassayはきわめて高感

度で精度も高い．確立したhCGの3つの測定法

RIA，　radioreceptor　assayおよびin　vitroのbioas一
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図5Radioimmunoassay，　radioreceptor　assayおよび

　　in　vitroのbioassayで測定した妊婦血清のhCG
　　値．

　　　　　　amnlotbc　hCG　　《po｜yclenal　antlbody　S86｝

図7Radioimmunoassayとimmunoradiometric　assay
　　　により測定した羊水中のhCG値．

sayにより妊婦の血清hCGを測定した（図5）．3

つの方法により測定した値はおのおのよく相関し

ていたが，一部の試料では測定値に解離がみられ

た．

5．Immunoradiometric　assay

　MilesとHalesはRIAが確立されて数年後

1968年にはIRMAの方がRIAより理論的に感度

が優れることを報告した2）．1971年にはAddison

とHalesにより二つの抗体を用いるtwo　site

IRMAが報告され3），1975年のMilsteinとK6hler

のモノクローナル抗体作製法の開発により大量の

抗体供給が可能となり，IRMAが急速に広まっ

ていった．IRMAは標識した抗体を多量に用い

るため反応は早く終了し（図1），特異性は高く，

感度はRIAの100倍近く理論的によくなる・測

定範囲はRIAの2～3桁に比し，3～4桁と広く

なり，ピペッティングによる誤差は標準品，または

試料を加える1回のみなので操作性もよくなる4）．

　hCGの6種類のモノクローナル抗体を作製し

hCGβサブユニットを認識する抗体（3D1）と

natura1なhCGのみを認識する抗体（21D6）の二

種類を用いるtwo　site　IRMAを開発した5）．固相

化した3D1に標準hCGまたは試料を加えincu－

bation後洗浄し，1251標識した21D6を加え，さ

らにincubation後hCGと結合した1251－21D6の

放射能を測定した．hCG　IRMAの標準曲線は感

度も良好であった（図6）．羊水中のhCGをRIA
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図9hCGのimmunofiuorometric　assayの標準曲線と
　　交差反応．

／

とIRMAを用いて測定すると両者はよく相関す

るが，IRMAを用いて測定した値がRIAの約2／3

の値を示し，RIAではnaturalなhCG以外のも

のも測定している可能性が考えられた（図7）．
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するとEu帯螢光は二つのピークを示す（図8）．2

番目のピークは未反応のEu冊であり，第1番目

のヒ゜一クが21D6と結合したEu＋t÷であり，　Eu帯

の標識率は15～20％になる．Eu＋標識21D6を

用いてhCG　IFMAを行った時の交差反応と標準

曲線を示す（図9）．LH，　FSH，　TSHなどの糖蛋白

とも交差せず，特異性が高く感度もきわめて良好

であった．

　Acrydinium　ester標識21D6を用いるhCGの

ICMAも感度がよく，特異性も高かった．

　Radioisotopeの代わりにEu＋螢光やacry－

dinium　ester化学発光を用いるIFMAやICMA

はradioisotopeを用いないため操作が楽であり，

また一度標識を行うと半永久的に用いることがで

きる．感度，特異性も優れているのでenzyme

immunoassayを含めて今後の一層の発展が期待

できる．

おわりに

　以上ホルモンの測定法について生物学的測定法，

RIA，　RRA，　in　vitroの生物学的測定法，　non－iso－

topic　immunoassay（IFMA，　ICMA）を，それらの

方法の発展に従って述べてきた．ホルモンのim・

munoassayは測定の感度が1桁よくなることによ

り，そのたびに臨床内分泌学が新しく展開されて

きた．感度がさらによくなることにより，活性の

あるより微量な遊離ホルモンやparacrine，　auto－

crineに働くホルモンを測定できるようになるこ

とが期待される．

　ホルモンのimmunoassayが目覚ましく発展し

た今日，immunoassayの有用性とその限界を認

識するとともに，ホルモンはあくまでも生物学的

活性が基本であることを忘れてはならない．

6．Non・isotopic㎞㎜o郎皿y

　次にradioisotopeの代わりにEu＋＋f螢光および

acrydinium　esterによる化学発光を用いるim・

munofluorometric　assay（IFMA）およびimmuno’

chemiluminometric　assay（ICMA）を検討した．

上述のhCGモノクローナル抗体21D6をisothio・

cyanabenzy1試薬と反応後Sephadexを用いて溶出
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S㎜ary
Development　of　Hormone　Assay　Methods

Yukitaka　MIYAcHI

励・ぷ’1）epart〃ient　of　lnter〃α11佐硫ゴne，　Toho［〃～iversめ・　School　ofルledieine

　　Befbre　the　introduction　of　radioimmunoassay，

most　hormones　were　measured　by　bioassay　and／or

chemical　methods．　The　sensitivity　of　these　methods

was　low，　so　large　amounts　of　samples　were　needed

to　perfbrm　hormone　determinations．

　　In　1959，　Berson　and　Yalow，　first　applied　radio－

immunoassay　to　the　measurement　of　insulin，　after

which　many　protein　hormones　were　detemined

by　this　method．　Subsequently，　radioimmuno－

assays　were　developed　for　small　peptide　molecules

as　well　as　for　non－peptide　hormones　such　as

thyroid　hormones　and　steroid　hormones．

　　Two　site　immunoradiometric　assay　in　which

one　antibody　was　immobilized　and　another
labeled　with　1251　becomes　popular，　due　to　its　high

sensitivity　and　the　development　of　monoclonal

antibody　production　by　the　hybridoma　technique．

Although　radioimmunoassays　immunoradio－
metric　assays　are　sensitive　and　robust　techniques，

there　has　been　a　growing　interest　fbr　non－istotopic

altematives　since　early　1980s．

　　Re㏄ntly，　non－isotopic　immunoassay　methods

utilizing　chemiluminescence，　fluorescence　and

enzymes　as　labels　are　widely　used．

　　Chemiluminescence　immunoassays，　fluorescence

immunoassays　and　enzymic　immunoassays　with

fluorometric　detection　have　resulted　in　sensi－

tivities　adequate　to　replace　radioimmunoassays．

　　Since　hormone　immunoassays　are　a11　dependent

upon　immunologic　properties　of　hormones，　the

simultaneous　measuremellt　of　hormones　by　a

biologic　method　sometimes　shows　discrepancies

in　the　hormone　concentrations．

　　Hormone　assay　methods　employing　biologically

specific　receptors　was　introduced，　but　used　not　so

widely　due　to　the　unstability　ofhormone　receptors．

　　In　vitro　bioassay，　is　easy　to　perform　and　has

high　sensitivity　and　applicable　fbr　definite　hor－

mones．

　　Isotopic　and　non－isotopic　immunoassays　are

simple　and　quite　useful，　but　other　methods　such　as

radioreceptor　assay　and　bioassay－especially　in

vitro　bioassay　are　also　recommendable　to　run

with　radioimmunoassays．

　　Key　words：Radioimmunoassay，　Immunoradio－

metric　assay，　Non－isotopic　immunoassay，　Bioassay，

Radioreceptor　assay．
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