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論 文 内 容 要 旨

コル チ ゾ ー ル(F)な らび に11一 デ オ キ シ コル チ ゾー ル(S)の ヒ ト血 中,尿 中 レベ ル は,各

種 下 垂 体 副 腎 系疾 患,と りわ け ク ッ シ ング症候 群 の鑑 別 診 断 の 指 標 と して 重要 視 され る。

従 来,こ れ ら コル チ コイ ドの 分析 は,主 に ラ ジオ イム ノ ア ッセ ィ(RIA)に よ り行 わ れ て き

た 。本 法 は,抗 原 抗 体反 応 を 原 理 とす るた め高 感度 で あ り,特 異 抗 体 の 使 用 に よ り,構 造 上 の微

少 差 を 識 別 で き るな ど,優 れ た 特 長 を 有 す るが,放 射 性 物 質 の 使 用 に もとつ く欠 点 は さ け難 い。

こ う した 観 点 か ら,近 年,酵 素 免 疫 測 定 法(EIA)が 開 発 され,多 大 の 注 目 を 浴 び て い る。

しか し,RIAに 匹 敵 す る感 度,特 異 性 を もつ コ ル チ コ イ ドのEIA系 の 開 発 は,必 ず し も容 易

で な い 。 この 目的 に は,特 異 性 に優 れ る抗 体 の 調 製 に加 え,適 切 な酵 素 標 識 抗 原 の 使 用 が 求 め ら

れ る。 抗 ス テ ロ イ ド抗 体 の 調 製 に は,ス テ ロ イ ドを キ ャ リア蛋 白 に結 合 させ ハ プ テ ン化 した免 疫

原 を 用 い る必 要 が あ る。 この と き産 生 され る抗 体 の 特 異 性 は,両 者 の 結 合 様 式 に著 し く影 響 され

る。 この た め,特 異 抗 体 の 調 製 に は,ハ プ テ ンの デ ザ イ ン,と くに キ ャ リア と結 合 す る ス テ ロイ

ド核 上 の位 置 の 選択 が 重 要 と な る。 一 方,ハ プ テ ン ーキ ャ リア に よ り調 製 され る抗 血 清 は,多 く

の 場 合,そ の ブ リッ ジ部 位 に も親 和 性 を 示 す 抗 体 を 含 む 。 この た め,同 一 の ハ プ テ ン化 合 物 を用

い て 調 製 した酵 素標 識 抗 原 を 組 み 合 わせ るEIA系(homo王ogous系)で は,抗 体 が 酵 素 一 ス テ

ロ イ ドの ブ リ ッ ジに 親 和 性 を 示 す 結 果,十 分 な感 度 が 得 られ な い場 合 が 多 い。 こ う した場 合,一

方 の 調 製 に異 な るハ プ テ ン種(ブ リ ッ ジ構 造,ブ リ ッ ジの ス テ ロイ ド核 上 の位 置 あ るい はハ プ テ

ン自体 を変 え る)を 用 い るheterologous系 の 工夫 によ り,感 度 の向 上 を期 待 す る こ とが で き る。

さ らに,ア ッセ イの 特 異 性 を 考 慮 す る と,こ れ らheterologyの うち ブ リ ッ ジheterologyの 採

択 が 望 ま しい。 しか し,各 種 ブ リ ッ ジの組 み合 わせ の感 度 あ るい は特 異 性 に お よ ぼす 影 響 に つ い

て は,未 だ 十 分 な検 討 が な さ れて お らず,そ の選 択 上 指 針 とな る知 見 に乏 しい 。

これ らの 問 題 点 を 考 え 合 わせ る と,コ ル チ コ イ ドのEIAの 開 発 上,ハ プ テ ンの ブ リ ッ ジ部 位

と して が 一3一ケ ト構 造 の4位 が注 目 され る 。 この位 置 は,生 体 内で 水 酸 化 を うけず,し か も近 縁

化 合物 との 識 別 上重 要 な11位,17位 よ り十 分 離 れ るた め,特 異抗 体 の 産 生が 期待 で き る。 さ らに,

合 成 上 種 々 の ブ リ ッ ジの導 入 が容 易 な た め,各 種 ブ り ッ ジheterologous系 に っ い て系 統 的 な検

討 が 可 能 で あ り,E工Aの 開 発 上 有 用 な知 見が 得 られ る もの と期 待 さ れ る 。

そ こで,4位 に種 々 の ブ リッ ジを もっ"〔C-4〕 ハ プ テ ン"を 用 い,Fな らび にSのEfA

の 確 立 を企 て た。 さ らに,近 年 多大 の注 目 を浴 びて い る モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 の免 疫 測 定 法 に お け

る有 用 性 に着 目 し,モ ノ ク ロー ナ ル抗S抗 体 の調 製 を試 み た 。

1、 コ ル チ ゾ ー ル のEIAFのEIAは,従 来,3位 お よ び21位 を キ ャ リ ア 結 合 部 位 と す る
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い,E正Aの 確 立 を 企 て た 。

まず,各 〔C-4〕 ハ プ テ ンを,N一 ヒ ドロキ シ

コハ ク酸 イ ミ ド法 に よ りそ れ ぞ れ β 一ガ ラ ク トシ

ダ ー ゼ と結 合 させ,酵 素 標 識 抗原 を調 製 した 。 つ

いで,抗 血 清 お よ び酵 素 標 識 抗 原 の組 み合 わせ32

通 りの う ち,良 好 な感 度(約20pg)を 示 した各 種

ブ リッ ジheterologousEIA系 につ いて ,生 体

試 料 の 測 定 に よ り特 異 性 を 吟 味 し た 。EIAは2

抗体 法 でB/F分 離 を 行 い,B画 分 の酵 素 活性 を,

基 質 にo-nitropheny1β 一D-galactopyranoside

ハ プテ ンを 用 い て 調 製 した抗 血 清 に よ り行 わ れ て い る。 しか し,感 度 あ る い は特 異 性 の点 で 問 題

を残 す もの が 少 な くな い 。 一 方,HosodaらDは,〔C-4〕 ハ プ テ ン(Chart1)を 用 いて 抗F抗

血 清,CMT,CET,HST,HS各2種 を 調 製 し,そ れ らの 多 くがRIAで 優 れ た特 異 性 を

示 す こ とを 報告 した 。 そ こで,こ れ ら抗血 清 を 用

CHZOH

HO

O/

R

CMT

CET

HST

HS

H

O
O

R=SCHzCOOH

R=SCHZCHZCOOH

R=5CH2CHZOCO(CHZ)ZCOOH

R=OCO(CH2)2COOH

Chart1

を 用 い,吸 光 光 度 法 で 測 定 した。 は じめ に,1血 漿 を 加 熱 お よ び塩 化 メ チ レ ン抽 出 で 処 理 し,F測

定値 を比 較 した。 その結 果,抗 血 清CET-1に 標識 抗 原CMTあ るい はHSを 組 み 合 わ せ る系 は,

他 の 系 に く らべ て 低 く,か つ 前 処 理 法 の 違 いに よ る差 が 見 られ ず,検 討 した系 の う ち最 も特 異 性

に 優 れ る こ とが 判 明 した 。 さ らに,こ れ ら2種 のEIA系 は,血 漿,尿 い ず れ の 試 料 に つ い て も

先 に確 立 したRIA1)と よ く一 致 す る測 定値 を 与 え,血 漿 に つ いて は簡 便 な加 熱 処 理 で,尿 で は

塩 化 メ チ レ ン抽 出 に よ り測 定 可 能 な こ とが 示 され た 。 尿 中Fの 測 定 は,構 造 の酷 似 す る各 種 代 謝

産 物 に よ り妨 害 を う けや す く,と りわ け高 い特 異 性 を必 要 とす る 。 この た めEIAの 適 用 は未 だ

報 告 され て いな い。

以 上,従 来 の 方 法 に く らべ,感 度,特 異 性 に優 れ るFのEIAを 確 立 す る こ と に成 功 した 。 ま

た,コ ル チ コ イ ドのEIAに お い て,〔C-4〕 ハ プ テ ン に よ る ブ リ ッ ジheterologyの 有 用 性 を

実 証 す る こ とが で きた 。

2.11一 デ オ キ シ コル チ ゾ ー ル のRIAヒ ト血 中Sの 測 定 は,下 垂 体 副 腎 系 機 能 検 査 と して

の メチ ラポ ン試 験 に お い て 有 用 で あ る。 しか し,従 来 用 い られ て い る抗S抗 血 清(C-3,C-6,

C.7お よびC-21を キ ャ リア 結 合 部位 とす るハ プ テ ンに よ り調製 され て い る)は,特 異性 に お い

て 必 ず しも満 足 し得 る もの で は な い。 そ こで,臨 床 上 有 用 なSのEIAの 開 発 を 究 極 の 目標 と し

て 〔C-4〕 ハ プ テ ン(Chart2)を 用 いて 抗S抗 血 清 を調 製 し,そ のRIAに お け る 特 異 性 を 吟

味 した 。

一10一



ま ず,4種 ハ プ テ ンをN一 ヒ ドロ キ シ コハ ク酸 イ ミ ド法 でBSAと 結 合 させ,免 疫 原 を 調 製 し

た 。 これ らで 家 兎 を隔 週 ご とに免 疫 し,約4カ 月後 に満足 すべ き力価 の抗 血 清,CMT,CE』T,

HST,HS各2種 を 得 た 。RIAに,標 識 抗 原

に 〔1,2-3H〕 一Sを 用 い,B/F分 離 は デ キ ス ト

ラ ン炭 末 法 で 行 った 。 用 量 作 用 曲線 は,log-logit

変換 によ り20-600pgの 範 囲 で 良 好 な 直 線 性 が み

ら れ た 。Scatchardプ ロ ッ トに よ り 親 和 定 数

(Ka)を 求 め た と こ ろ,い ず れ も1010オ ー ダ ー の

高 い値 を 示 した 。抗 血 清 の特 異 性 は,交 差 反 応 性

試験 な らび に血 漿 試 料 の測 定 に よ り吟 味 した。 代

表 的 な近 緑 ス テ ロイ ド6種 との 交 差 反 応 性 を

Table1に 示 す 。 い ず れ の 抗 血 清 もF,コ ル チ

ゾ ン(E)と の反 応 性 は 小 さ く,11位 官 能 基 の 識

別 に優 れ て い た 。他 の化 合 物 に つ い て も全 般 に低

く,

ゆ

R

O

CMT

CET

HST

HS

CHZOH

H

O

O

R=SCHZCOON

R=SCHzCHzCOOH

R=.SCHZCHZOCOCCHZ)ZCOOH

R=OCO(CH2》COOH

Chart2

従来の抗血清と くらべ遜色ない結果であった。さらに健常人な らびにメチラポン投与患者血

漿について測定 したところ,前 処理に塩化メチレン抽出を行うとき8種 抗血清はいずれ も満足す

べき成績を与えた。なかでもCMT-2,CET-2は とりわけ優れた特異性を示 し,こ れ ら抗血清

を用いるRIAは メチラポン試験に十分適用可能なことが判明 した。

Table1.PerCentCross-ReactionofAntiseraraisedagainst

(C-4)一BSAConjugateswithSelectedSteroids

11-Deoxycortisol一

ｰocross-reactivityC50ｰo)

Steroid
HS.一1HS-2CMT-1CMT-2CET-1CET-2HST-1HST-2

11-Deoxycortiso]

Cortisol

Cortisone

Corticosterone

11-Deoxycorticosterone

17a-Hydroxyprogesterone

Progesterone

100

1.5

0.85

100

0.35

0.77

100

0.59

0.26

100

0.58

0.86

ioo

O.75

0.005

100

0.32

1.3

100

0.45

0.36

100

0.34

2.1

〈0.001く0.001く0.001〈0.001<0.001<0.001<0.001〈0.001

9.4

12

1.4

4.8

3.9

0.31

2.2

5.3

0ユ3

6.4

4.1

0.33

8.7

0.90

0.24

11

15

0.75

11

7.7

ヱ,2

2.6

5.1

0.62
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3.11一 デオ キ シ コル チ ゾ ー ル のElAsのEIAは メ チ ラポ ン試 験 の 方 法 論 と して 有 用 で

あ る。 しか し,ス テ ロイ ドのEIAの 感 度,特 異 性 は 種 々の 因 子 に左 右 され,両 者 と もに優 れ る

ア ッセ イ 系 の 開発 は必 ず し も容 易 で な い 。 そ こで,先 に調 製 した抗 血 清 を 用 い てSのEIAを 確

立 す べ く,各 種EIA系 の 感度,特 異性 を 系 統 的 に検 討 した 。

Sハ プ テ ンの β 一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ 標 識 体 の 調 製 な らび にElAは,1に 述 べ た方 法 に準 じて

行 った 。 ま ず,8種 抗 血 清 お よ び4種 酵 素 標 識 抗 原 を 組 み 合 わ せ る32種 のEIA系 につ い て,検

量 線 上Slngに よ る酵 素 反 応 阻 害 率 を求 め,ア ッセ イ感 度 を 比 較 検 討 し た(Table2)。 い ず れ

の抗 血 清 も対応 す る免 疫 原 の ハ プ テ ン に くらべ,よ り短 い ブ リ ッジの 酵 素 標 識 抗 原 を組 み合 わ せ

Table2.EffectofCombinationbetweenAntiserumandβ 一Galactosidase-

labeled11-DeoxycortisolonSensitivityinEnzymeImmunoassay

Inhibition(%)a)

Q-Galactosidase-labeled11-deoxycortisol

Antiserum

CMT CET HST HS

CMTユ

2

CET1

2

HST1

2

HS1

2

7

9

4

0

4

9

9

9

7

7

7

.9

9

9

9

9

5

8

3

3

2

3

5

6

7

7

4

7

8

8

9

9

5

0

5

2

3

4

6

8

8

9

5

8

5

7

9

9

5

6

3

3

5

7

4

7

9

9

9

9

9

9

9

9

a)Inhibitionofboundenzyrnicactivityofvariousconjugatesby ・1ngof11-deoxy-

cortisolaCoeffcientsofvariationCn=3)werelessthan5ｰ0.

せ る場 合 に感 度 の 大 き な上 昇 が み られ た 。 この 知 見 は,FのEIAの 結 果2)と よ く符 合 し,ス テ

ロイ ドのEIAに お い て一 般 性 を もっ こ とが 示 唆 され た 。 ま た,す べ て の 抗 血 清 に つ い て,い ず

れ か の ア ッセ イ 系 でRIAに 匹 敵 す る高 い 感 度(阻 害 率>90%)が 得 られ た 。 つ ぎ に,良 好 な感

度 を 示 した16種 のEIA系 で 正 常 人 お よび メ チ ラ ポ ン投 与 患 者 血 漿 を測 定 し,そ の 特 異 性 を 吟 味

した(Table3)。 そ の 結 果,抗 血 清CMT-2を 用 い る系1,CET-2に よ る 系VI,田 が 他 に く

らべ 良好 で あ った 。 この 成 績 は,先 のRIAの 結 果 と よ く符 合 し,〔3H〕 一RIAで 特 異 性 に劣 る

抗 血 清 で は,一 般 に,特 異 性 に優 れ るEIAの 確 立 は望 め な い こ とを 示 す 。 ま た,ブ リ ッ ジhe-

terologyの 採 用 が 時 と して 特 異 性 を低 下 させ る こ とが 示 され た(例 え ば,homologous系Wの

系皿 の 比較 よ り)。 系Hは,な かで も小 さ な測 定値 を示 し,最 も特 異性 に優 れ る こと が判 明 した。

しか し,正 常 人血 漿 で は,RIAに く らべ て 高 値 を 与 え,Fに よ る妨 害 が 示 唆 され た 。 そ こでF

添 加 抗 血 清 を 用 い る特 異 性 の 改 善 を検:討 した 。 さ らに蛍 光 光 度 法 に よ る酵 素 活 性 測 定法 を採 用 し
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てアッセイの高感度化を図り,感 度(検 出限界800fg),特 異性 ともに満足 し得るEIA系 の確

立に成功した。本EIA系 は,正 確度,精 度においても優れ,ク ッシング症候群におけるメチラ

ポン試験(下 垂体性副腎皮質過形成と副腎腺腫の鑑別)の 判定に有用なことが判明 した。その測

定例をTable4に 示す。本研究で得 られた感度,特 異性に関する知見は合理的,能 率的に優れた

EIA系 を開発するうえで有用と思われる。

Table3. AssaySystemsUsedinEnzymeImmunoassayof11-Deoxycortisol

p-Galactosidase-labeled11-deoxycortisol
Antiserum

CMT CET HST HS

CMT-1

2

CET-1

2

HST-1

2

HS-1

z

1

豆

w

w

巫

別

団

卿

V且

一 皿

一v

-v皿

X

XII一

一X互V

π_...一 型

Table4. Plasma11-DeoxycortisolLevelsbeforeandafterMetyrapone

AdministrationtoPatientswithCushing'sSyndrome

Time(h)ay
Patient

0 4 8 24 48

Hyperplasia

Adenoma

-
↓

9
自

つ
U

1

9
自

Q
U

6

Q
り

4

2

0
0

0
0

1

1

8

3

9
山

∩
口

58

23

84

6.2

1.4

16

58
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4.モ ノ ク ロ ーナ ル 抗11一 デ オ キ シ コル チ ゾ ー ル 抗 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は,一 定 品 質 の も

の が 安 定 か つ 継 続 的 に供 給 され 得 るた め,ア ッセ イ の標 準 化 が可 能 と な る な ど ,免 疫 測 定 法 の 開

発 上 役 立 つ と こ ろが 大 き い。 そ こで モ ノ ク ロー ナ ル抗S抗 体 を調 製 し,そ のR工Aに お け る特 異

性 を 吟 味 した。

ハ プ テ ンCET-BSA結 合 体 でBALB/cマ ウ ス を 隔 週 で 免 疫 し ,最 終 免 疫 後3日 目 の脾

細 胞 を,45%ポ リエ チ レ ング リ コー ル に よ りP3-NS1/1-Ag4-1ミ エ ロ ー マ と融 合 させ た。 っ い

で,抗S抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ を 限界 希 釈 法 に よ り ク ロー ン化 し,そ の培 養 上 清 に モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体S・CET-M8を 得 た。

H鎖 サ ブ ク ラ ス,L鎖 タ イ プ を 間

接EL工SA法 によ り調 べ た と こ

ろ,そ れ ぞ れ γ1,κ で あ っ た 。

つ い で本 抗 体 を用 い,RiAを 先

と 同様 に行 っ た 。用 量 作 用 曲線 は

log-logit変 換 によ り,10-500pg

の範 囲 で 良 好 な直 線 性 を 示 した 。

Scatchardフoロ ッ トに よ り親 和

定 数(Ka)を 求 め た と こ ろ,2

Tab工e5.Cross-ReactionofMonoclonalAntibody

Steroid Cross-reaction

11-Deoxycortiso]

Cortiso]

Cortisone

Corticosterone

11-Deoxycorticosterone

17a-Hydroxyprogesterone

Progesterone

100

0.2

0.4

0.02

・7

7

0.2

×1010M-1で あ った 。近 緑 化 合 物6種 との 交 差 反 応 性 は い ず れ も小 さ く,従 来 の 抗 血 清 と く らべ

遜 色 な い特 異 性 を もっ こ とが 示 さ れ た(Table5)。 と くに,FO.2%,EO.4%と きわ めて 小 さ

い こ とか ら,メ チ ラ ポ ン試 験 に適 用 し得 る免 疫 測 定 法 の 開 発 が期 待 され る。

以 上,感 度,特 異 性 と もに優 れ るFお よ びSのEIAの 確 立 に 成 功 し,〔C-4〕 ハ プ テ ンの 有

用 性 を 実 証 した。 これ らEIAは 臨床 上 有 用 で あ り,他 の 」4-3一ケ トステ ロ イ ドにつ いて も同 様

〔C-4〕 ハ プ テ ンの 使 用 に よ り優 れ たEIAの 開 発 が可 能 と思 わ れ る 。 ま た,モ ノ ク ロ ーナ ル 抗

S抗 体 産 生 細 胞 株 を 樹 立 す る こと がで き た。 本 抗 体 は優 れ た特 異 性 を有 し,ア ッセ イ法 の標 準化

に大 き く役 立 つ もの と考 え られ る 。 モ ノ ク ロー ナ ル 抗体 は,免 疫 測定 法 の 開 発 上 き わめ て 有 望 視

され て お り,各 種 ア ッセ イへ の適 用 は今 後 急 速 に進 展 して い くもの と思 わ れ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

コルチゾール(F)な らびに1ユーデオキ シコルチ ゾール(S)の ヒト体液中レベルは,下 垂

体副腎系疾患とりわけクッシング症候群の鑑別診断 の指標として重要視される。 しか し,簡 便

かつ信頼度の高い測定法が未だ確立されるにはいたっていない。本研究は,酵 素免疫測定法(E

王A)に おける抗体 と標識抗原の組合せの感度,特 異性におよぼす影響を検討 し,そ の知見に基

づいてすぐれたアッセイ系の開発を試みたものである。

従来,こ れらコルチコイ ドは,主 にラジオイムノアッセイ(RIA)に より測定されてきたが

近年E互Aが 開発され,多 大の注 目をあびている。 しか し,RIAに 匹敵する感度,特 異性を も

つEIAの ・開発は必ず しも容易ではな く,こ の目的には特異性にす ぐれる抗体および適切な酵素

標識抗体の使用が求められる。特異抗体の産生には,ハ プテンのデザイン,と くにステロイ ド核

上のキャりア結合部位の選択が重要である。一方,同 一のハプテンにより調製 した酵素標識抗原

を用いるEIA系(homologous系)で は,し ば しば十分な感度が得られず,ブ リッジが異なる

ハプテンにより抗体,標 識抗原を調製するheterologous系 の工夫が求められる。 しか し,こ れ

ら組合せの選択上指針となる知見に乏しい。

EIAの 開発上,ハ プテンのブリッジ部位として」4-3一ケ ト構造の4位 が注目される。この位

置は,生 体内で水酸化をうけないうえ,近 縁化合物 との識別上重要な部位より離れるため特異抗

体の産生に有利である。またブ リッジの導入が容易なため各種ブリッジheterologous系 につい

て系統的な検討が可能である。そこで種々の 〔C-4〕ハプテンを用いEIAの 確立を試みた。ま

ずFの ブリッジheterologousEIAを 検討 し,従 来のEIAに 比べ 特異性にす ぐれるアッセイ系

を開発 した。ついで各種抗S抗 血清を調製したところ,RIAに おいて従来の ものと比べ遜色な

いす ぐれた特異性を示 した。そこで これ ら抗血清を用いるhomologousな らびにブリッジhete-

rologousEIA系 を検討 した。その結果,感 度,特 異性のいずれにもす ぐれ,メ チラポン試験

の判定に有用なEIA系 を確立することができた。さらにモノクローナル抗体の免疫測定法開発

上の有用性に着目してモノクローナル抗S抗 体の調製を試み,RIAに おいて従来の抗血清より

す ぐれた特異性を示す抗S抗 体産生細胞株の樹立に成功した。

以上,本 論文は未開拓のまま残 されていたEIAに おける酵素標識を感度,特 異性の問題に系

統的な考察を加え数々の新知見を得ると共にモノクローナル抗体を用いる実用的なアッセイ系の

開発に成功 したものであり,学 位を授与するに十分値する内容と認める。
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