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概要　絨毛 性 ゴ ナ ド ト ・ ピ v の 異種 動 物 に 対す る 抗原性 を 利 用 し た Immunoassay 　lよユ960 年毒Wide ら に ょ っ

て 特 異 性 の 高 い 方 法 と し て 臨 床応用 の 可 能性 が 示 さ れ た ．著者 は Immunoassay を 実用 化 す る 為，　抗 原 の 純

度 に 検 討 を 加 え た 後 passive　haernagglutination　 inhibition　 technique （H ・LT ・） に よ る 定性酌妊娠反 応 の

特 異性 と 簡 易 迅 速 な 定 量 法 の 矇床応用 に つ い て 検討 し，次の 成 績 を 得 た ．

　 （1） colnplete 　Freund，
s　adiuvant を 用 い た免疫方 法 に よ り50001．U ．以 下 の 抗 原 量 で 充分抗体価 を一L昇 せ

し め る 事 が 旧 来 た ．

　 （2） gel 内沈 降 反 応 に よ り市販 H ，C．G 。製 剤及 び抽 出H ・C ．G ．（Gurin 法 ） に は 血 清 albu 皿 in を 主 と す る

爽雑 蛋 自 質 を 数種 類認 め た ，

　 （3） H ．1，T ．で は H ．c ．G ，　o．　03　1．u ！cc （皿 μg　level）の 微 量 を 検 出 で きた が，こ の 反 応 系 の 鋭敏 度 を 調 整 し

て 尿 中 H ．C ．G ．ユ200・v2400 　LU ．i1で 陽 性 と な る 様 に す る と 妊 娠 反応 の 的中率 は 99．6％ （854例） と な つ た ．

　 （4） 以 上 の 成 績 は 抗 血 清 を そ の ま s 用 い た 結果 で あ る が，定性 妊 娠 反 応 に 於 て 上1鹹 感 作 に 市 販 H ．C ，G ．製

剤程 度 の 純 度 の もの を 用 い て も特 異 酌抗 H ．C．G ．抗 体 の 高い 抗 血 清 で あ れ ば 吸 収操 作 は 不 必 要 で あ る と 思 わ れ

る ．

　 （5） 定 量 的測 定 を 妊 娠各時期 の 正 常 妊 婦 227例 と流 早 産 ・切 追流 産 等 の 25例 に っ い て 行 つ た と こ ろ 従 来 の

Bioassay の よ く
一致 し た 成 續 を 示 し た ．

　 （6）　子 宮外妊 娠 の 補 助 診 断 に 用 い 26例 中 24例 に ［場性 を 見 た ．特に 定 量 的測 定 に よ り役立 っ 事 が 多か っ た ．

　 （7）　絨 毛 性腫 瘍 患 者 尿 中 H ．C．G ．も同 様 に し て 測 定 し う る 事 が わ か つ た ．

　 （8）　Friedman 反 応 に よ る 定 量 値 と の 間 に は ，
10　Lu ・11（H ・1・T ・）≒ 1Rab ・u ・11（Friedman ） の 開 係 が 成

立 し た ．

　　　　　　　　　亙． 緒　　言

　絨毛 性 ゴ ナ ド トロ ピ ン （H ・C・G ・） が異種動物 に 対し

て 抗原性を宥す る事 は 既 に1931年 Zondeki 〕
そ の 他の 人

々
澗 4 ，

に よつ て報告 さ れ ，
Collips） に ょ り Antihorrnon ．

と呼称 され た ．併 し 当初 の 方 法 で は そ の 特異性 に も問 題

があ り，且 っ 亦 in　vitro に 於 て微量 な 抗原の assay に

利用 しうる鋭敏な方法が な か っ た の で ， 妊娠反応 として

の 臨床応用 に は 程 遠 か つ た ．

　最近免疫化学 の 進歩 に 伴い ，Insulin，　Growth 　hormon

等 の免疫学的測定 1皿 munoassay6
）7）

を行 い うる 事が知

られて よ り，H ．C ．G ．に 関 して は Wide らの Paessive

haemagglutination5 ）“’L1）や ， 補体結合反応
12 ），沈降反

応
13 ｝

，Latex 　agglutinationi4
）LE ）

等 の 報告が 相次い でい

る ．

　著者 は 1皿 皿 unoassay を 実用 化す る為 ，市販 H ・C・G・

製遡等を 抗原 に 選 び passive　haemagglutination 　 inhi一

bition　test （以下 H ・1・T ．と略）に よ る定性的妊娠反嵐

の 特異性 と，簡易迅 速 な 定量法の 臨床応用 に つ い て 検討

し若干 の 知見を得た の でそ の 大要 を 報告す る．

　　　　　　　　 II． 基 礎実験

　 「H ．C．G ．」抽出物の 抗原活性物質 に つ い て

　 「H ．C ．G ．llは既 に数種類 の 市販製剤 が あ り，又 Guri 血

等
15 ）

は 妊婦尿 よ り抽 躡して かなり純度 の 高い 事を報告 し

て い る ．併 し こ れ等 「H ・C・G ・」は 未だ均 質 な 物 と は 考 え

難 い の で，著者は 先ず免疫学的妊娠反応 に 用い る 「H ．C．

G ・」 抗原を Gel 内沈降反応等に よ り検素し夾雜物質 に

っ い て こ れを明 らか にせ ん とし た．

　 次 に 著者 は 精製 1−1．C・G ．（Gurin 法 ） を 副 標準品 に用

い ，H ．LT ．に よ る妊娠反応 登 routine 化す る為 の 諸条

件 を渙定 した．　な お 同時 に絨毛性腫瘍患者 の 尿中撲泄

Gonadotropin の 抗原性 に つ い て も免疫化学的検討を 加

えた ．
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　 実験材料並 び に 方法

　　（1） 抗血 清の 調製

　　（i）抗原 ；市販 H ．C ．G ．製剤 Primogonyl （以下 H ．

C・G ・−P と略）及 び 妊婦尿 よ り抽出精製 （Gurin 法）し た

もの （以下 H ・C・G ・−G と略） の 2種類 を用 い た ．

　 免疫方 法 ； （わ第 1次免疫　上記抗原の 生 琿的食塩水

　（以下生 食水 と略）溶液を Cemplete　Freund ’
s　adjuv −

ant17 〕
と等竜混合し雌性 成熟家兎 の 両足蹠趾 問 及 び 背部

皮 内に 各 0．lccずっ 20ヵ 所 に注射 した．

　　（ii）第 2 次免疫 （booster　injection） 第 1 次免疫 よ

り2 週間後 に （a）3 日間隔でiOO・．・1000LU 。を 2 回 筋注

し （No ・1 〜8 ），（b＞2 週間毎に5000〜 6eOO　1．U ．を 2 ，

3 回静注 した。

　　（iii）採血 　最終注射よ り 7 日後試験採 血 の 上 ，心臓

穿刺 に よ り全採血 し血清を 分離 ， 56℃ 30 分間非仂化 し

0・01％の 割合に sodium 　rnerthiolate を加 え
一20℃ に 凍

結保存した ．

　 （2＞ 抗 血 清 に よ る 生 物学 的活性 の 中和

　 幼蒋 ラ ッ ト卵巣重量法
LBI

を用 い ，　II．C ．G ．−G 　100〜 3C｝O

I・U に抗 HLC ・G ・・G 血 清 （No ．11）   。ユcc を　（対照 ：

正 常 家兎 血 清 0。1cc）加 え，4 ℃ に約12時問放置後遠沈

し上清を用 い た ．

　 （3） Ge1 内沈降反応 に よ る分析

　 （i）Ouchterlony 法
19 ）

｝Difco　Bacto−Agar 　Standard

を rH7 ・2
，

0・15M 燐酸緩衝 生 食水に 1．4％に 溶解 しO．01％

の 割合 に sediun ユ エnerthiolate を 加 え た ．抗原溝 に は

H ・C・G・−P （1000−−20001 ・U ・
，
smg ：F・1in法 に よ る蛋自量 力・

らの 推定）20001 ・U ・／cc 生食水溶液，　 H ．C ．G ．−G （3000〜

40001 ．U ・img）26351．U ！cc 生食7k溶液，正 常妊婦Jf［Lfi，

正 常男子尿濃縮液 （尿 をvisking 　 tubeに 入 れ Carbewax

60GOで濃縮後 4 倍容の Ethanol 沈渣 を Ether で 2 回 洗

滌乾燥 し 5　mg
，

iCC
の 割合で生食水 に再溶解）を 入 れ ，抗体

溝 に 抗 H ．C ．G ．−P 血 清 （No ．9 ）を入 れ た ．反応 は 25℃

湿室中で 行 っ た．

　 （ii）Immunoelectrephoresisp ・m ）m ｝
；Difco 　Bacto −Agar

Standard （1％ ），岡 8．2　Verona1 塩酸緩衝液 〔μ
； O．05）

を用い ，泳動硝子板13× 9cm ， 泳動条件 2．5Volt，’cm 　IE

電圧 4 〜 5 時間 と した ．試料 は 中央 に 径 5mm の 円筒溝 を

作 っ て 入 れ，正 常男子 血 清を対照 とし，泳動後 Bromphe −

nelblue 染色 又 は 対応 抗 血 清 との 沈降線を指標と レ泳動

位置 を 比較 した．抗原 に は H ・C，G ．−P及び．−G50001。U ．1cc
緩 衝 溶 液 を 用 い ， 抗血 清 に は 抗 H ，C．G ．−P （No ．9 ） 及

び 一G （No ．11）血清並び に ソ、Q 容 の 正 常男子1血清 を 加

え て 37℃ 工時間 incubate 後 4 ℃ に 約12時間放置 した遠

沈 上清を 「吸収血清」 と して 使用 した ．反応 は 25℃湿室

中で行な い 7 日後に写真撮影 した．な お沈降弧線と生物

学的活性の 関係を 猛 C・G ・−G につ い て 電 気泳 動直後の 分

画 抽 出 液 にっ い て し ら べ た ．

　 （4） 、絨毛性腫揚患者　（以下絨腫と略）　の 尿中排泄

Gonadotropin

　 （i） 生 物 学 的活 性 の 中和　絨腫尿 か ら安息香酸飽和

アセ トン 吸着法 に よ り抽出し ， こ れ を幼若 ラ ッ ト卵巣重

量〔法 に よ り測定後，
』
rEI常妊婦尿抽出 H・C・G．で調製し た

抗 H ・C・G・−G 亅血清 （No ．ユ1） に よ り 中和 尖験 を行 つ た 。

　（ii）Ouchterlony 法　絨腫，胞状奇胎，正 常男子尿 よ

り抽 出 （前述 （3））し ， 夫 RH ・C・G・−P （5eGOI・U ・1cc）
及び対応抗血清 （No ・9） との 閧係を検討した ．

　（iii） Immunoelectrophoresis 破壊性胞状奇胎患者 血

清 （本例は尿中 H ・C ．G ．が Friedrnan　20万家兎単位陽

性 ） と抗 H ・C ・G ・−P1 血清 （No ．9）の 関係を検 討した．

　 （5）　passive　haemagglutination 　及 び　inhibition

test （H ・T ・及び H ・1，T ・）

　H ・C・G ・感作血球の 調整 ；Wide （1961）の 方 法
a 帥

を簡

易 化 して 次 の 如 く行っ た （第 1表）．

第 1 表 H 。C ．G ．感 作 1所球 の 調 叢 方 法

　　　　　 ピソヲ血球樋 腋 〔’Slseve「‘εol曲 R 〕．一
・饗 唖

一

羸 嚢 驚
醐 ’゚・・ 5

’
）

　 　 　 ウ　　　　　　　　　　　　　　　　
　
　　　　

”
T
’＝r

　 　 　
−・：〕一竺　　　　 1 容　　壷　 il．5容

　 　 　 　 　
 1．．一一．　　　　　　 125黙

　　　　　　 ＼ ／啄’醗 轡卩器中 L2 聞聯 文置 後

　　　　　　　　　↓純 木ぐ4両洗甑 況 〔3000rpmi
’
）

　 　 生食水　＋ 　 耶 ルー？丿ン化血 望塗渣 〔娼邑泥ゴ犬〕

　 τ
一一一

　　1 容

　 　 　 　 六 1レマリン1
一
亟 豊游液 旭窒

　　　　　　　艦飲 凅 洗蹴 ，。，剛
’
）

　 　 　 　 　 　 血球〜冗∫登 ＋ Pト
・
［／．4Rl3．S．刈

／

t
⊂：

驟
警 滋藁謡 ＿

　　　　　　 血球浣渣 rP 」
「丘4 凹璽、

　　　　　　コ
ー一 ．

留器［に
← P】
r
δ佃 b・伽 ．4暖

＼ ／　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 56℃ 温 浴 ジ時 向隈

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　生 食水 で2匠洗滌還沈 ビi弸 ・pmiの

　 　 保 芹液 f3cc　十 　な球渦
1
渣

一＿．↓
FCG鰍 ド皿 剄　　

一2c℃ に ；卓ぽ 了嚴

　 （ i ）　 ヒ ツ ジ 血 球 の ホ ル マ リン 化　ヒ ツ ジ 血球浮遊

液（Alsever 溶液 中）霆士生食水で 3 回 洗滌後血 球沈渣 1容

を 生食水1L5 容 に 浮遊，こ れ に等容の 3％ ホ ル マ リン 生

食水 （禪 7．0）を加 え 37℃ に 20時間 incubate す る ．次に
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純水で 4図 洗滌し血球沈渣 （褐色泥状）を 9容 の 生食水

に 再浮遊ぜ しめ る．

　 （ii）タ ン ニ ン 酸処理 及び抗原感作　上 記 ホ ル マ リン

化血球浮遊液 16ccを 生食永で 1回洗滌す る．血球沈渣を

Pli6．4，0」5M 燐酸緩衝生食水 （以下 P・B・S・と略）47cc

に浮遊 さ せ ， その うち40ccを i1
、。。。。 タ ン ニ ン 酸 P ・B ・S ・

溶液 40ccと混 じた 玄 ちに 56℃ 浴槽で30分間 incubate し

た 後 P．B ．S．で 2 回 洗滌す る． 血球沈澄 に P・B ・S・を加

えて 40ccと しこ れに H ．C．G ．−P　 10001 ．U ．を溶 解 し た

P．B ．S．40Gcを加 え56℃ 2 時間 incubate 後生食水で 2回

洗滌 し，鴕渣を保存液 （蔗糖10g ， 1E常家兎血清4cc 又

は bovine　 serum 　 albumin ； Arnlour 　 O。49 ，　 1 ％

sodium 　 merthiolate 　l　c嚇こ生食水 を加 えて 10Gccと し

た溶液）13ccに 溶解す る ．こ の H ・C・G・感作血 球浮遊液

は 0．5ccずつ 小 試験管に分け
一20

°
Cに 凍結保存し ， 使用

時 に P．B．S．1。Occを加 えて 溶蘇 し使用す る．

　方 法 ；小 試 験管 （内径 10  ，深 さτ0〜80  ） に P ．B．S．

を用 い て 抗 H ．C．G ．血清0。45ccの倍数稀釈系列を作る．

次 に上 記 H．C．G ，感作血 球浮遊液 0．05ccを加え，よ く振

盪後 室 温 に約 2 時 間静置 し管底 に 沈 ん だ 1血球像 を Stav −

itsky の 原著
3）に照 して 判定 しそ の 垂繭 の 抗体価 を定め

た ．H ．1．T ．は被験液 （1−1・C・G ・標準液又 は 尿） 0．盛ccに

抗 H ．C ．G ．血清稀釈液 O．05　cc を 加 え 振 盈 後 た x
’

ち に

H ・C ・G・感作 血 球浮遊液0．05ccを加 え再び よ く振蘯 して

か ら静置 し凝集又 は阻止 を同様 の 方法で判定す る．

　 実験成績

　 （1） 抗血清 の 調製 complete 　 Freunds ，
　 adjllvant

及 び booster　effect を適 宣 用い た （第 2 表）結果，抗原

H ．C ．G ．総量　5000　LU ．以 下の 家兎群 （No ．1 〜8）は

eg　x“1 ： 5120，25eOO・v 　400001 ・U ．の 家兎群 （No・9〜

13）は 1 ：10240 の 抗体価 （H ．T ・）の 血清を 得た ．

　 （2） 抗血清に よる 生物学的活性 の 中和　著者 は H ．

第 1 図　 抗 H ．C．G．−G 血 清 に よ る 生 物 学的 活 性

　　　　 の 中和 実 験

』

聾一
　 TOOl，U

　 　 1501，u

　 　 即0　1．匡

　 　 250　Ll

　
F

　 300L
　 　 　 　 　 ロ トICG−G．投調 孝　　囮 　日c6−G÷AntiH．c．6，−60，lcc孟殳与群

C．G ．の 幼若ラ ツ ト卵巣重量増加作用に対す る抗 H ・C ・G ，

血 清 0．1ccの 中和 作 用 を観察 した 所 H ・C ・G ・2001・U ・以

下の 投与群は 完全 に活性 が 中和 さ れ，卵巣 の 充血 ，腫大

が認め られなかつ た、 250LU ．以 上 の 投与＃￥
’
（ritli：卵巣

重量 は や Σ 増加す るが対照 に 比 し活性は 強 く阻止 され た

（第 1 図）．

　 （3） H ．C．G ．−P 及 び一G の gel 内沈降反応 に よ る 分

析 ，
H ．C．G．・P．と対応抗血清との 間に は Ouchterlony

法で 8 本以上 の 沈降線が あ らわ れ （写真 1 ），そ れ 等 は 男

子血清と共通 の 沈降線群 （3本以 上 ），濃縮男子尿 との み

共通の 沈降線群 （2 本 以 上）と，そ の 何 れ にも共通せ ず，

た x
“H ，C．G ．−G との み つ な が る沈降線（必 らず し も sharp

な 1 本ではない ）の 3 群 に分け る事 が 出来 た、H ．C・G ・−G．

との 間では沈降線 の 数は減少 し先 に述 べ た H ・C・G ・・P と

第 2 表　免 疫 方 法 及 び 抗 体 価

豪・… 抗 呻 一 d’・ ad 」・ v ・ n ・1
　 　 　 HCG ．P1234

〃

〃

600　LU ．

ユ5001200

　　　　 　

厂
…−
7

− …
1

1− 一
　　 〃

900
じ
り一
俘
U7

〃

89

　 　 10i
−
　 　 11
トー −
　 　 12．

1　　13

　 　 〃

「
一
　 　 〃

　 〃

HCG −G
〃

〃

goo900900goo

ユGOOO100001500015000

× 2

10000

boQster　injection 「抗 原 量 　抗 体 価

10001U ＞く2 　 5001U

ユOOO× 2500 × 4

500 × 5500

× 3500

× 4500

× 4500

× 450D

× 46000

× 25000

5GOO × 35000

× 35000

6500

31001U ！ 1 ：　 640　i
1 ・ 51．20

−
i
［

55003700

1 ：　 5120

2400 ユ　　 5120

29DO 1 ： ユ0240

29002900 1 ：　 5120

1・；　 6400

2900 1 ：　 3200
2700025eOO3000041500

6000 5000 × 2 26000

　 1 ；　 ユ0240
　iJ 　t− − tun　
　 1 ： 10240

1 ： 10240

1 ： 10240

1 ： ／0240
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写 真 1　 抗 HCG −P 血 清 に よ る 寒 天　Gel 内 沈

　　　　降 反 応

　　　　 C ： 抗 ILC ．G ．．p 」血清

　 　 　 　 1 ： H ．C ．G ．−P

　 　 　 　 2 ； H ，C．G ．−G

　　　　 3 ： 男
二

了尿 濃 縮液

　　　　 4 ； 妊婦 血 清

写 真 2　 H ．C 、G ．−P 及 び・G の Imrnunoelectr一

　　　   phoresis
　 　 　 　 ユ ： H ．C．G −P
　 　 　 　 2 ： II．C．G ．−G

　　　　A ： 抗 H ．C ．G ．−P 十正 常男子 血清

　　　　B ； 抗 H ．C．G ．−G 十正 常 男 子 血 清

　　　　 写 真 左 側 が 陽 極 ．

一Gの み に共通す る沈降線以外 は殆ん ど血 清蛋白 と共通す

る沈降線群 の み となっ た． 工mmunoelectrophoresis で

は H ．c．G ．・P に は β
一Globulinに相当 し た 易動度 を 示す

強 い factor が II．C ．G ．−G．よ り多 く含 ま れ て い た （写 真

2 ）．H ・C ・G ・−G と対応抗 血清の 関係は C写真 3） α 2
−G1−

obulin とITJ　S
’
等 しい 易動度 に 強 い 沈降線が あ らわ れ た

が ， そ の 他に albumin 位 置 に も沈降線が 認め ら れ た ．
II．C．G．−G を 同時に 正 常男子血 清蛋白に 対す る 抗血 清 と

写 冥 3　 1mmunQelectrophoresis 　 l’こ よ る　H ．C．G −G

　　　　の 分析 （1）

　　　　1 ： 正 常 男 f’血 清

　 　 　 　 2 ： H ．C ．G ，−G ．

　　　　A 二 抗 了E 常 男 子 血清 （家 兎 血清 ）

　　　　
’6 ：抗 H ．C．G．G

写 真 4　 工mnlunoelectrophoresis に ょ る H ．C．G．・G

　　　　 の 分析 （皿）

　　　　 1 ； 正 常 男 子 血清

　 　 　 　 2 ：H ．C ．G ．−G

　　　　 A ： 抗 正 常 男 子 血 清 （家 兎 血 清 ）

　　　　 B ： 抗 H ．C ．G ．−G 、

作月 さ せ る と albumin に 3 本 の か な り強 い 沈降線が あ

らわ れ ，以 下弱 い 沈降線 が α に 1 本，βか ら γ に か け て

2 本見 られた ．　「吸収血清 」　（実験方法 （3））では （写

真 4）α ：
−Glebulin位置 に sharp な沈降線の み あらわれる

と共 に 吸収 の 為 に力i［えた 男 子血 清 と抗 慌 常男子血 清 と の

間 に も 2 〜3 本の 直線的 な沈降線 が あ らわ れ た 。電 気 泳

動後 の 各分画 の 卵 巣重 量 増加作用 は α 、
・Globulin 位置 の

沈降弧線 の 頂 点と￥ 行 した 高 ま りを 示 した （第 2 図）．以

上 の 結果で は α 、−Globulin 位 置 の 沈 降線 を H ・C ・G ・自体

の もの と断定す る事は出来 ない が 少な くと もこ の 沈降線
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第 2図 lmmdn ・ elect ・・ph ・resis に よ る 沈降

　　　　線 と生 物学的活性 の 関 係 （幼 若 ラ ッ

　　　　 ト卵 巣重量法 ）

以外の もの は ・・ nt ・ minati ・ n であ り ， 更 に 鋭敏度の 高

い H ．LT ．を用 い た 妊娠反応 に 於 て ， 蛋 白尿 の 場合に 特

に検討を 要 す る 事 を知 つ た．

　 （4） 絨腫 の 尿中排泄 Gonadotropin　正 常妊婦尿 よ

り抽出した H ・C・G ・に対す る 抗 血 清 を 2例 の 緩腫尿抽出

物 に加 える と 「c の 卵巣重量 増加作用 は阻止 された．添加
抗血清との 量的関係も（2）の 場合と大差 が な か っ た（第 3
図）・Oachterlony 法に よ る と（写真 5 ）H ．C．G．と考え ら

第 3 図　悪性 絨 毛 上 皮 腫患者尿 中 H ．C．G 。の 中和実 験

一

谷　 沢 149k−47

写真 6 破壊性胞状 奇 胎 患 者 血 清 の lmmun 。 e ！  t−

　　　　rophoresis

　　　　1・： 正 常男 子血 清

　　　　2 ； 破壊 性胞状 奇 胎 患 者血 清

A ： 抗 H ．C ．G ．−P 血 清

症 例 　1
（悪 誡）

タt 照 〔生令水 ）

iD飜．L 驫．
〔注財ヨ〕 o．15：r

HP
−
〔L醒

　 信 頼限界

イ　／　　瘍勿
「〆

z 　　　x

症例 　π
　〔悪 刷

対 照 〔生食水）．L
尿　 鷲

1匚1。1，1　 讐
・ ノ

窈 ！〆
弼

吻

写 真 5　絨 毛 性腫瘍患 者 尿中 H ．C ．G と正 常妊娠時

　　　　の H ・C・G・の 関 係 （Ouchterlony 法 ）

　　　　 C ： 抗 H ．C。G ．−P
　 　 　 　 1 ：H ．C．G ．．P

　　　　2 ： 胞 状 奇 胎 患 者 尿 濃 縮 液

　　　　3 ： 悪性絨毛 上 皮 腫患者 尿 濃 縮 液

　　　　4 ： 正 常 男 子尿 濃 縮 液

れる最 も内側 の 沈降線は 正 常妊婦尿と絨 腫 尿 に於 て 共通
す る事が わ か つ た・破壊性胞状奇胎患者血 清と抗H ．C ．G ．
血 清 との lmm … elect ・・ ph ・re ・i・ （写 真 6 ） で は 正 常

男子血清 との 沈降線 （・lbumin 位置） 以 外に 先 に述 べ た

「H ．C．G．」 の atz−Globulin位置 に 相当 して沈降弧線 が

認 め られ た ．

　 （5） H ・T ・及び H ・1・T ・
，
H ・C ．G．感作血球 は タ ン 昌

ン 酸処理 及び H ・C ・G・感 作 を56℃ で行なう Wide の 方

法を用い た。感作血球保存液 に は 正 常家兎血清 に代えて

bovine
　serUm 　albumin を用い る事が 出来 た ．副 標準 品

とし て H ・c・G ・−G （343TI・u ・1mg）を H ．1．T ．に用い Lu ，
1ml濃度 と抗血清稀釈倍数の関係 （第 ≦図） を 見 る と

両値の 対数がほ ゴ反比例 の 直線関係 を 示 した．実際に数

第 4 図　凝 集 阻 止 反 応 に 於 け る 抗 H ．C．G ．血 清

　　　　濃 度 と阻 止 H ．C．G 量 の 閧 係
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写 真 7　阻 止 反 応 の 鋭 敏度

免疫学 的 妊 娠 反応 に 関す る 研 究

段階の 稀釈抗並繭 （No・9 ）に つ い て 行 っ た写 真 （写真

丁）か ら抗体価 1 ： 10240の 血清を 1 ： 1100で H ・1．T ・

に 用 い る と0．03　1．U ．　tcc（m μg　level） で 既 に 阻止 反応の

起 るの が わ か る が ， 1 ： 500 の 稀釈抗血 清 の 如 く明確 な

endopoint を示 さ ず疑陽性 が 中間 に 2本介在 した ．抗 1匯

清 と H ．C．G 感作血 球が同
一

で あ る限り 1 カ 月後に も反

応は 再現 さ れた が，感作血 球 の 状態 に よつ て 異なる の で

新 しく調製 す る毎 に ILI．T ．の 条 件 を 定 め る 必 要 が あ

る．又 臨床検査 と して の 必要条件で あ る 反応 の 明確 さ と

再現性齷 慮す れ ば 0．5“一　 1．．OI・U ・！・・ 程度 に H ・LT ・

の 鋭敏度 をお さ え る事が 望 ま しい ．

　　　　　　　　 III． 臨床実 1験

　免疫学的妊娠反応の 臨床応 用

　生 物学的妊 娠反応は
一

定条件の 動物 を 常 に 多数飼育す

る 必要 が あ り且 つ 亦判定 に か な りの 日時 を 要す る等の 欠

陥があつ た ．最近臨床応 用へ の 道が開か れた Immunoa −

SS 。y は in　vit ・・ に於 け る 簡易，迅 速 な 反応であ る 事か

ら 「妊娠反応」は 方法論上一
つ の 転蝋 こ 至 つ た と も考 え

られ る．著者腿 礎 実 験に よ つ て 明 らか ｝こ し得 た 「ll・C ．

G ．」 の 免疫化学的性 質 舳 とに H ・1．T ，　 ［，こ よ る 妊 娠反

応の 特異性 と定量的測定眺 用性 IL’・’） い て 検討レた

　 実験対象 並 びに 方法

　実験薄象 ；阪 大 病 院産婦入科外来及 び 入 院患者尿 を使

用 した ．

　実験 方 法 ；H ，LT ．は 先に 述べ た 方 法を用い 抗H ・C・G ・’P

及 び
一G ∫血清 は 吸 収 せ ず に そ の ま tSで使用 レ た D　H ．LT 。

の 鑞 度は 600・1．U ！l に調整 した ． 被験尿 は濾過後Pt

6謹 P ．B ．S． に よ り反応用試験管で直接倍数稀釈 し た ・

定 性 的妊 娠反応 は全例 1 ： 2 及 び 1 ： 4 稀釈尿 に っ い て

行ない ， 判定は 第 5 図の 如 く行っ た ．定量 的妊娠反応 は

日 産婦 誌 17卷 2 号

第 5 図　定性 的妊娠 反 応判 定 基 準

1 ： 2 か ら 1 ： 210 （1024倍）稀釈尿に 至 る 10本 の 倍数

稀釈例 に つ い て 行 つ た 。

　実験成績

　（1） 定性的妊娠反応，経過 に よ り正常妊娠 （第 5週

以後）と確認され た 515例 （451名）及 び 非妊娠339例（339

名）合計 854儺 こつ い て （第 3表）600＜ ＞1200LU ・陵

基準とす る と98．4％，1200＜ ＞24eOI．U41 を 基準 とす る

と99．6％の 的 中 率を 示 した．非妊娠 339例 （第 4 表）で

　　　　　　第 3 表　定
’
性 的妊 娠 反 応 成 績

臨 。劃 陽 性 舮 網 的弊

　．［E常 妊女暖　1　　 515
（第34日以 後）

．
　（　451） （

514450
）1oi　）11（

98．4％
．

弓「τ 疲
、嬲， 1 ・ 1・・ 3・・隔匙吻 1

噸 敏 度1200〈 ＞ 25。OI ．V ・iL・tr・ 調 整 し た 時 の 的 中率

　　　　　第 4 表 非 妊 娠例 の 疾 患別分類

疾　　患　　名

L1 常婦△．
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第 6 図 妊 娠 尿 中H ．C ．G ・の 半 定 量 的 測 定値

48121620242832S640
　　　　　　　　　　　　　　　　　 妊娠週数

　　第 7 図　妊娠早 期 の 1 症例

．患 者　○ 井 ○ 余 0 　30才　未経 産

溜

蜘

腰

飢

so，ooo

和、oo

加』eol

σ，螂

5，0co2

，5001

、2駟

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ’

妊娠｛離v        
飴

x70

写 真 8　定量 的 妊娠 反 応 判 定 時 の 写 真

谷 　 沢 151− 49

は 子宮癌患者（術前及び 術後）に 最も多くの false　positiv

が あ らわ れ た ．ま た 腎疾患 の 蛋 白 尿 患者 （1〜10％o土 屋

氏法） 9例 は 全例 陰性 を 示 し た．

　 （2） 定量的妊娠反応，正 常妊婦 227例 （第 6 図 ）で

蚤ま第 5週 よ り尿 中 H ・C ・G ・量が 急速 に増量 し，第 9 週〜

第 14週 は 最高値 （80，000 ・v320
，000　LU ・11） を 保 ち，

第 15週以 後下降す る．妊娠窮 6 カ 月 に は 平均値 14．390

1・V ．／1 （P ＝ 0．01と した 信頼限界 は 24．00D 〜 86．000

LU ．11）と最低値 となり其 の 後稍 々 増 加 し 14，000 〜

28．OOO　LU ．ilの 平均値 を分娩迄維持する．こ の 変動状

態は従来 の Bioassay に よる諸家 の 成績
24 ，

と も よ く
一

致

して い た ．妊娠早期の H ．C ．G．上 昇につ い て観察 レ た 1

例 （第 7図）で は 妊娠第 33 日 目早朝尿で初め て 腸性 とな

り以後急速 に上昇 して第 10週 に 入 り160．000LUII を 示

した．H ．1．T ．判定時の試験管底の 像は明確 な もの でそ

の 1例 を （写 真 B） に 示 し た 。

　　（3） 異常妊娠時 に於け る臨床応用

　　（i） 流 ・早産　下腹痛 ・性器 出血等の 流産徴候を あ

らわ し流産 に 終 っ た症例及び胎児死亡或い は子宮内容除

去後の 胎盤 の変性状態 か ら稽留流産と診断 さ れ た症例18

例 （15名）は第 6 図 に × 印で記入 した ．何れ も同時期 の

正 常妊娠例 に 比較し著 しい 低値を示 した．ま た 切迫流産

の 徴候を 示 した が治療 に よ り症状が消失し結筒は分娩 に

至 つ た症例 7 例 に △ 印 を附した ．  の 1例は子癇発作を

起 し た 胎児死亡例で尿中 H ・C ・G ・値 の 高い 事はBioassay

に よ る諸家の報告
2d ）

とも よ く
一

致 して い る．以 上 の 成績

か ら尿中 1｛，C．G．の H ．1．T ．に よる測定値 が 低い 場合に

は流早産を 考慮 す べ き 事を知つ た ．

　　（ii）子宮タト妊娠 ；26例中 1 例陰性 ， 1例疑陽性，24

例陽性を示 した （第 5表）．本症の 鑑別診断 に用い 有用な

数例 （症例 1 ， 3 ，14，22，23） を経験した ．

　　（iii）絨腫 ；胞状奇胎26名，絨腫 7名 に つ い て・Frie・

dman 反応
zs ）

と同時に 施行 した 1G5回 中95回の
一致した

第 8 図　絨毛 性唾 瘍 （2例 ）の 尿中 H ・C・G ・追 跡
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結 果 を 得 た．不
一

致 の 10回 中 2 回 は 明 らか に 家兎 の 自然

排卵 に よ る （再検）もの で ，Immunoassay の み腸 性 の

場合が 2回 ，
Friedman 反応 の み陽性の 場合が 6回で あ

つ た が何 れ も 100家兎単位 以 下の 低 単 位排泄例 で あ つ

た。次に 胞状奇胎娩出直後及び絨腫 に 対す る子宮全剔除

術後 の 血 清及 び尿 巾 H ・C・G ・（第 ・8・ISU）は F ・i・dm ・ n 反

応 と 平行 し10〜20日で 消失 した ．こ う した H ．C ．G ．の 追

跡も極 め て 簡単 に 行 な い うる所 か ら臨床 上 絨腫 の 診断 と

予後判定 の 指針 と して役立 つ 事を知っ た。

　 （4） Friedman 反 応 との 比 較

　Friedrnan 反応 に よ る測定値 との 比較 を 同一
尿 に つ い

て 行っ た （第 9図）．症例は 正常妊 婦 14例，絨蓮 37例 ，合

計 51例．測 定値 は 両法 とも陽性 か ら陰性 に 転 じた 両 値 の

中央値 を とる事 と し た． そ の 結果 1・U ・11（HJLT ・）÷

Rab ・U ・！1 （Friedman ） を 求 め る と 10．5± O．72 （標準誤

差） とな っ た ．こ の う ち正 常妊婦 の み か ら求 め た 値 8．4
± IA ， 絨腫 の みか ら求 め た値11．3± 0．85の 問に 有意の

差 は 認め な か っ た ．且 つ 亦 両 法 とも 半定量値 で あ る か
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ら，10LU ．fl（H ・1・T ．）≒ 1Rab・U ・！1（Friedman）とし

て 簡単 に 換算 （蒄険 率 5 ％ 以 下）し う る 事を知 っ た ．

　　　　　　　IV． 総 括並 び に考按

　 「H ，C．G ．」抽出物 の 抗原活 性 物質 に つ い て

　Wide らは 免疫学的妊娠反応 の 実施 に 際 し H ・C・G・抗

原として 市販 H ．C．G．製剤を 基礎的検討を 行な わ ず に 用

い た がLunenfeld26♪，　Raoz7），Midgley2s ），　Brody29）

らは 製

剤中に含ま れ る夾糀蛋白質を gel内沈降反応等により確

認し ， 吸収 ・飽和の 操作に よ り抗 H ・C ・G ・血清 の 純化 を

行 な う事が反応 の 特異性 を 高め る為 に 必要 で あ ろ う と 述

べ て い る ，著者 も妊娠反応 の実用化を 考慮し本邦に於 て

入手 に便利な製剤 Primogonyl 及び抽出H ．C ．G ．（Gurin

法）を抗原 として 用 い た．こ れ等 「H ・C ・G ・」中に 含ま れ

る抗原活性物質を検討した と こ ろ ，血清 albumin を 主

とす る 血 清蛋白質と尿中の み に見 られ る蛋白質が ，なお

数種類含ま れて い る事を知っ た．こ の 際抗血清の 調製 に

は complet ．e　Freund’

s　 adjuvant 及び booster　effect

を 用 い た が ，こ れ は Ramon ，

s　adjttvant を 用い た Wide

等
8 ）

の
1
！g。 の 抗原量で同様の 抗体価 を 上 げえた 事に な り

著者の 方法は実験上にも役立 つ 事がわか っ た．

　H ．C．G ．に 対する抗体 の直接の 証明は生物学的活性 の

中 和作用 を 見 な けれぱな らない の で ， 著者は 幼若 ラ ッ ト

卵巣重量法を用い て こ れを証明 した．gel 内沈降反応 に

よ り 「H ．C．G．」の 夾雜抗原に つ い て 血清蛋白質等を明 ら

か に した が ，
α 、
・Globulin 位置 の 沈降線の み は 正 常男子

血清等 に よる 吸収 に よつ て も消失 せ ず，H ・C ・G ・に よる

もの と想像され る．しか し沈降線を H ・C・G・自体に よ る

もの と決定す る にはなお検討の 余地が あ る．また熱処理

に よ り活性 の 消失した後も抗原 性 は存在す る とい う事が

著者 ら
s°）1｝）32 》

に よ り認め られ て い る の で，H・C・G ・の 抗

原性 と生 物学的活性 の active 　site の 関係は 今後の問題

と して 残 されて い る．

　 絨腫尿中 に 排泄 さ れ る H ．C・G．が 正 常妊婦の H ・C・G ・と

異な る性質 の 物ではない か との 点に 関 して は ，Sober33｝，

Reisfelds4） らに よる と1血清中 に 於ける これ 等 且・C ・G ．

の 電気泳動的 な 性質に は差が あ る事を述べ て い るが，著

者 の 成績か らは抗原 性 に差異を見出す事は 出来 な か っ

た ．

　 免疫学的妊娠反応 に つ い て

　 著者は H ・LT ・の 高い 鋭 敏 度 （O．03LU ・tcc） を 500〜

10001・U ・tl程度に押 え，更に 被験尿の 方 も P ．B．S．で 4

倍 に稀釈 して 後用 い る事に よ り， 尿 中 H ．C ．G ．1200・v

240el．U ．11で阻止 反応 が起 る様 に 調整 した所，先 に 明 ら

か に した夾糶蛋 白質を全 く顧慮 しな くとも的中率9脈 ｝％

と云 う高 い 特異性 を得た ．本反応の false　positiv に闃

係する 2 ， 3 の 因子 に 考察を加える と，先ず蛋白尿の 場

合 H ．1．T ．が陽性 とな らな か つ た の は passive　haemag −

glutination の 反応 系 内 に於 け る量 的 な もの に原因す る

の であろ う．次に多少反応条件を異に す る SouthamS5 ｝，

SalzbergerS6〕37 ）3ε）
等 の 成績 が 的中率95％以 下 に止 り，先

に 著者の 行 つ た Stavitsky 原法 に よ る 方法で は 僅か 80％

程度 の 的中率 にす ぎな か っ た 事実 よ り夾雜蛋白質 よ りは

む し ろ H ．C．G 感作血 球の 状態が よ り強 く false　positiv

に 関係す る もの と思 わ れ る．尚，子宮癌患者 （術前及び

術後） に 最も多 くの false　positiv が あ らわ れ た が，こ

れ は卵巣剔除後に増量す る と云われる下垂体性 L ・H ・が

交叉反応的 に作用す る 事
11 〕22 ）

に よる もの か，あ る い は 子

宮癌患者尿中には正常妊娠時 と共通して増量す る或 る種

の 蛋白質が 存 在 す る為 の 何 れ か と考 え られ る．

　本法を定量的に 用 い た 場合 Friedrnan 反応 に よ る測

定 値 と よ く平行 し， 101・U ．tl（H ．LT ．）≒ 1Rab・U ・！1

（Friedman ） と して 臨床的に は充分 そ の 目的 を達 し うる

事がわかっ た，こ うした簡易定 量法を用い れ ば ， （a ）流

早産の 予後に関す る診断，（b）子宮外妊娠の 補助診断 ，

（c）絨腫 の 診断 と経過観察に資し得る の み な らず， （d）

切迫流産あ るい は習慣性流産 の 際 に於 け る胎盤機能 の 指

標と して利用 しうる もの と考 え る．

　 生 物 学 的妊 娠反応 は H ・C・G．の 生 物学的活性そ の もの

を測定 し，高 い 特異性 を有 す る点で は秀れ て い るが，動

物を使用す る ための 煩雜 さ が欠点とな っ てい る．こ れに

対 し H ．LT ．に よる妊娠反応は抗血清及 び 感作血球の 調

製 に 若干の 準備を 必要とす る もの s ，実際 の 測定は Bi−

oassay に 比較し極め て簡易であ り判定も 2時間 で 完了

す る ．しか も定量的 に も応用で き，正 常妊娠の 診断は も

と よ り各 種 の 異常 診断 に も利用で き る とこ ろか ら従来 の

Bioassay よ りはむ しろ更 に 広範囲 に活用し得 る ので ，

そ の 臨床的意義は 大 きい と期待 さ れ る．

　　　　　　　　　　v ． 結　論

　 免疫学的妊娠反応 （H 工 T ・） を 実用化す る為 の 基礎的

検討 と 臨床実験 に よ り次 の 結果を得た．

　　（1） 免疫方 法 と して complete 　Freund
’
s　adjuvant

及 び bOoster　inl  tio皿 を適宜用 い る こ とに よっ て少量

抗 原 （50001・U ・以 下） で 抗体 価 の 高 い 血 清 を 得 る事が出

来 た．

　　（2） 抗 H ．C ．G ．血清 0．1ccは H ・C ・G ．200　LU ・の 幼

若 ヲ ッ ト卵巣重量増加作用 を 中和 した．
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　　（3） 市販 H ・C・G ，製剤 Primogony1 及び抽 出 H ・C ．

G ．（Gurin 法） は gel 内沈降反応 に よ り数種類 の 抗原活

性物質を認め た ， 後者 （3000・・−40001．Ufmg ） の 爽雜蛋

白質 は Albumin を主 とす る血清蛋白質である。

　 （4） 絨腫尿中 Gonadotropin は 正 常妊婦の H ．C．G ．

と免疫学的 に は そ の 間 に 質的 な差異を認 め な か つ た ，

　 （5） H ・1・T ・では H ・C ・G ・・GO ．03　LU ．！cc （m μ91evel ）

の 微量を検出で きた ．

　　（6） H ・LT ・の 鋭敏度 を 600　LU ．11に な る 様 に 調整

し，被験尿 を 予 め pH6 ．4　 P ・B ・S．で 4 倍 に稀釈 して 用い

る 事 に より尿中 H ．C．G ．1200〜24001．U，11で腸性 とな る

様 に す る と妊娠反応 の 的中率は 最も高 くな り，正 常 妊娠

5工5例，非妊娠 339例 ，合計 854例に 於ける的中率99．6

％ を 示 した ．

　 （7） 蛋 白 尿は著者の 用 い た 抗 血 清で は H ．1．T ．に於

け る fa且se 　positiv の 原因に はな らな か つ た a

　 （8） 妊娠各時期 の 妊婦尿 （随 時尿） 227例 に っ い て

H ・C・G・量 を 測定 した とこ ろ妊娠第 5週 以 後急激 に 増量

し ， 9 〜14週迄 80000〜3200eO　1・U・！1の 高値を示 し，15

週か ら下隙 し，e9　6ヵ 月以後 は 14000〜 280001・U ・
，

，1の

平均値 を 分娩迄持続 した ．

　 （9） 本実験に 於 て は 妊 娠第 33日 目に 初めて 尿 中 H 。
C ．G ．を証明す る事 が 出来 た．

　 （10）流早産 ， 稽留流産等 の H ．C ．G ．量 は 正 常妊娠 に

比 して
一

般 に著 し く低 い か 又 は 全 く陰性 を示 す もの が 多

か つ た．

　 （11）子宮外妊娠26例 は 24例腸性を示 し，特 に 判定迄

2 時間で行 い うる の と，定量値が 同 時に 得られ る事か ら

術前の 補助診断 に 大い に 役立っ た．

　 （12）絨腫 の 尿中 H ・C．G ．も本法に よ り同様に測定が

可能 で あ り．Friedman 反応 とは 105例 ［’［−i　95例の
一
致し

た 成績を得た．

　 （13）H ・1・T ・の 測定値 と Friedman 反応 の 測定値 の

問 に は 次の 関係が 認め られ た ． 10　LU ，　／三（HJ ．T ．） ≒ 1

Rab．　u ．11（Friedman ）．

　稿 を 終 る に 臨 み ，終 始 御懇篤 な る 御 指 導 と 御 校 閲 を 賜

つ た 恩 師 足 高 善雄 教 授 並 び に 御 校 閲 を 賜 っ た 本 学 細 菌 学

歡 室 天 野 恒 久 教 授 に 深 甚 な る謝 意 を 捧 げ る と 共 に H ．C．G ．

拍 出 精製 に 関 して 帝 国臓 器，松 島 早 苗 博 士，免 疫 電気 泳

動 法 に 関 し て 本 学 細 薦 学 教 室 田 辺 鎮 雄 博 士 の 御 教 示 に 厚

く感 謝い た し ま す ，尚 本 実 験 に 際 し て 直 接 御 教 示 い た L
”

t ・た 本歡 室礒島晋三 博士 並 び に 種 々 御助 言 ・御 援 助 い た

S
’

い た 竹村喬講 師，滝一
郎 講 師 ，．

教 室 員各 位 に 衷 心 よ り

感
．
謝 い た し ま す，

　本 論 文 の 要 旨 ぱ 昭 和 36年 5 月第 24回 ・曙 和 37年11 月 第

27 回 近 畿 産 婦 人 科 学 会 総 会 ，昭 和 38年 4 月第 36　ma　E！l本 内

分 泌 学 会 総 会 宿題 シ ソ ポ ジ ウ ム 参加 ，昭 和38年10月 西 N

本産 婦 人 科 学 会 総会 に 於 て 発表 し た ．
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