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概要　 （1）ヒ ト 下 垂体 （合 詳 240燗 ）か ら，Ll の 方法 に よ つ て Prolactin （PL ）」Growth 　hormone （HGH ），

Gonadotropin （G ） を ，更 に ヒ ト 胎 盤 か ら は 所謂 Human 　P ［acental 　LaGtogen （HPL ） を 中野 渡等 の 方法

を 用 い て 抽 出 し た ．各抽 出物 に つ い て は 生 物 学 的活 性 を 確 認 し た ．搬出 物 に は 特 に Chromatography な ど に

よ る 純 化 の 操 作 は 力既 な か つ た が ，晉 々 に よ つ て 作 製 し た 抗 ヒ ト ホ ル モ ソ 免 疫 家 兎 血 清 を検 討 し た と こ ろ ，抗

体 と し て の 特 異 性 は 充 分 で あ つ た ．そ こ で こ の 抗 ヒ ト t・ル モ ン 免疫 家 兎 1缸清 の 夫 々 に つ い て 免疫学的吟味を 行

な つ た ．

　 （2）　PL と HGH と の 関係 は 最 も問 題 に な つ て い る 点 で あ る が ，特 に 抽 出 物 の 純 化 を 行 な わ な か っ た に も

拘 ず，各 々 に 免 疫 学 的 特異 性 を あ る 程 度 認 め る こ と が 出 来 た ．し か し 免疫学 的に 両 者 を 分離 す る こ と は 出来な

か つ た ，

　 （3）　ヒ ト血L清 Acetone 抽 出物質，尿 Kaolin 抽 出 物 質は 妊 娠 後 期 よ り産 褥 期 に 至 る ま で 抗 PL と 沈 降 反

応 を 示 し た ．し か し 抗 HGH と は 反 応 を 示 さ な か つ た ．

　 （4）　抗 HPL 血 清は HGH
，　Apostelakls 法に よ る PL 　 Extract と 沈降 反 応 を 示 し た ．無 抽 出 の 婦人旗

清 は 妊娠 3 ヵ 月 か ら 抗 HPL 血 浩 と 沈 降 反応 を 示 し，分娩後 に は 最大 3 時 間 ま で 同 じ 反 応 を 起 し た ．抗 HPL

血 溶 と臍 帯 血 血 清 と は 全 く反 応 し な か っ た ．

　 （5）　以 上 の 結 果か ら，ヒ 5 の PL と HGH と HPL と を 完 全 に 免 疫学的に 分離 す る こ と は 出 来 な か っ た ．

し か し，PL は HG ・H 及 び HPL と は ち が つ て 授乳婦 人血 中 及 び尿 中 物質 と 免 疫 反 応 す る 特性 を もっ こ と が 認

め ら れ た 、

　　　　　　　　　　 緒　 　言

　 ヒ ツ ジ や ウ シ に 於 い て は ，Prolactin（PL ），
Gr．

owth 　 H ・ rmone （GH ）は 下垂体か ら分離抽出 が

出来る が
，

ヒ ト下垂体 か ら は 分離抽出は 困難 で

．あ り，そ の PL 活性は Human 　growth 　hormone

（HGH ）の 中 に 含 ま れ る （Li ＆ Liu，／964），即 ち PL

活性 と GH 活性 とは 生物学的 に も免疫学的 に も

同
一

の 分子 の 性質 で あ る とす る説 ，
Irie＆ Barrett

　（1962 ），又
一

方 Chen ＆ Wilhermi 　q964） は

Chromatography で pastels，　 Brauman ＆ Bra −

uman （1963） は ヒ ト下垂体の Tissue 　Culture に

よ つ て HGH と PL を 分離 で きる と し た ，また

Apostolakis （1964）は Acetone を大量に 用 い る抽

出法 に よ っ て ，活性比 （？ L ： HGH ） が （8 ：

2 ）に な る まで に 分離 し得た と報告 して い る 、今

回 は Ll （1959） の 方法を 用 い て 下 垂体か ら Pr −

oteo 　hermone 　PL
，

・HGH
，
　G を抽出 し ， 特に純化

の 過程 身経 な い で各 Proteo　hormone の 抗体を作

製，免疫学的な面か ら ， それぞ れ の 沈降反応，婦人

血清及 び尿中の PL 様物質 との 沈降反応 ， 更に 問題

とな っ て い る Human 　Placental　Lactogen（HPL ）

を も抽出 してそ の 関連性に つ い て も実験 し た 、

　　　　　　　　　　　実験材料

　 2 − 1） ヒ ト下垂体

　凍結保存 した ， 総計 （A ）　 1GO個 ，　（B ） 140

個 の ヒ ト下垂 体を使用 し た ．

　 2 − 2 ） ヒ ト且台盤

　分娩後直ち に 凍結保存 し実験に 供 し た ．約1
，
000

9 の 胎盤 か ら 3 ．69 の H ？ L 収量が あつ た ．

　 2 − 3 ） ヒ ト血 清及 び ヒ ト24時間尿

　血清 は 正常人，妊娠及 び 褥婦 （泌 乳婦を 含む）

の 肘静脈 よ り採 血後，Acet ・ ne 抽出に供す る も の

は 直ち に 冷 Acetone 中 Oこ 滴下 し て 処理 し ，無抽 繊

の まま実験に 供す る もの は 5 〜10分室温放置後，

低温遠心機に て 血清を分離した ．

　　　　　　　　　 実験 方法

　 3 − 1 ）各 hormone 及 び PL 様物質 の抽 出法

及び その生物学的活性

　 3 − 1 − 1 ） ヒ ト下垂体か らの PL ，　 HGH ，

G の 抽出は 表 （1）に 示 し た 如 く，主 と し て GH を
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表 1　 Bio弖ogical 　 ACtivity　 of 　hGrmones

Hormones

（A ） PL

（B ） PL

（A ）HGH

（君 ） HGHG

HPL

Extract 　 method

LiLiLiLiLi

PL 　Activity

PigeoncrOP

3〔l　iu／rng

10iu ／mg

10　 iu／rng

53　iu〆mg

0、83ju／mg

Nakane ，　Okamoto ，

Otsuka ，

HGH 　Activlty

Tibia 　 tc5t

0．4mg （一）
0．2盈g　（十）

G．4mgO

．025mg0

．05mg

3．6iu ／mg

0．4mg　（一）
o・025mg　（十）

　（±）　 十

GActivity

Mouse 　 uterine

weight 　method

nOtdetected

nOtdetccted

nOtdetected

notdetected

0．3mg　（十）
0．ヱ皿9　（一）

nOtdetected

抽出す る ，
Liの 方法 に 従 つ た ．　 PL 及び HGH は

前後 2 回 に 分け て 抽出 した ．即ち表 に 示 す （A ）

は 100個か ら ， （B ）は 140個の 下垂 体か ら抽出

した もの で ある ．

　 3 − 1 − 2 ） ヒ ト 血清中 の PL 様物質抽 出は

Simk 三n （：1958 ） の Aceton 抽出法 に 従 っ た ．

　 3 − 1 − 3 ） ヒ ト尿中 PL 様物質抽出 は Fu．iil
＆ Shimizu

， （1958 ） の Kaolin を用 い る方法に 従

つ た ．

　 3 − 1 “ 4 ） ヒ ト胎盤中催乳物質 ， 即 ち HPL

は 中野渡 ，岡本等 の 方法 で 抽出 し た もの を使用 し

た ．

　 3 − 1 ・− 5 ）各抽 出物質 の 生物学的活性

　表（1）に 示 した如 く，Li の 抽出法 に よ るHGH

の PL 活性がむ し ろ PI 、よ りも高か つ た こ と は 抽

出 の 何等か の 条件 に よ る もの で あろ うが ，十分な

量 が な い た め に 特に 純化し て吟味す る こ とは 出来

な か っ た ．ま た 特に 問題 とな る HPL の GH 活性

は 5 ％ の危険率で 有意 で な か つ た ．

　 3 − 1 ・一　6 ）免疫抗体作成法

　各 H ・・ m ・ n ・ の 免疫家兎血 清作製に は 成熟家兎

2 ．5− 3   で ，家兎 の 趾 間に 各抽 出物 5mg を生

理 的食塩水 2m1 に 溶解 し ，　Complete −Freund ’
s

Adjuvant 　 2　ml を 加えた もの で
，

14 日間隔で 6

回 ， 総言卜30mgを各 々 の 家兎に 注射 し た ．最後 の 注

射後 7 日目に 頚動脈よ り全採血 し て 血 清を分離 ，

56℃ ，
30分で 非働化 し ， 0．1％ の 割合に マ

ーゾ ニ

ン を加え，− 20℃ で 凍結保存 し た ．

十 significant 　 difference　 with 　P ＜ 0，05

　 3 − 2 ）沈降反応 Precipitation

　 3 − 2 − 1） 重層沈降輪反応 Precipitin　 ring

test

　 内径 3   長 さ 8c田 の小試験管に
， 正常家兎血 清

（Normal 　Rabbit　Serum 以下 NRS ）で 倍数稀釈

し た 各抗血 清を それ ぞれ 0．1ml 宛分注 して 各 々

に 1mg ！ml の hormone 標品 o ．1ml を重層し た

後室温で 5 時間後 ま で観察 し接触境界の 白色輪の
’

有無に よ つ て 抗原価及 び 抗体価を測 定 した ．

　 3 − 2 − 2 ） 寒天 Gel 内沈降反応 （Ouchter−

lony 法）

　Difcobacto−agar 　 Standard を生理的食塩 水 に

1．2％ の 濃度に 加熱溶解後rd　7．0に 調成 し ，こ の

11 に 対 し て細菌 の 発生 を防 ぐた め に ，
マ ー ゾ ＝

ン 1滴 と，色素 の Scaret　red 　o，029 を加え て 加熱

濾過する ． こ れを 直径90   の シ ャ
ー レ に 10ml 宛

注入 し て 第 1 層を作成 し ， 凝固 させ た 後に 中心 部

とそ の 周囲 とに真鍮製 の 四角形の 枠をた て ，更に

寒天 15ml を 注加 し た ．冷却後枠を抜 き去 り， 中

心 部に は抗 甑清を ， 周 囲 itこ は 抗原液を入れ 37 ℃ で

14臼沈降帯を観察 し た ．

　 3 − 2 − 3 ）Ouchterlony−Elek： Kohn の 変法

　Ox ・id の C ・Ilul・・e　Acetat・ 膜 を使用 した ，膜

は緩衝液声 8．6 （O．07M ）湿 ら せ た 後に 膜 の 乾

燥を防 ぎなが ら中心部 に 抗血清を ， 周囲 セこ は 抗原

液を塗付 し，次に 流動 パ ラ フ ィ γ 中に膜を 固定 し

て ，そ の 膜を水洗後 工 一テ ル で パ ラ フ ィ ン を除玄

し大量 の 緩衝液で 4 時間脱蛋白の処理を加えた 後

N 工工
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に ， ポ ン ソ ー 3R で 染色 ，次 に 1 ％氷酢酸で 弁色

の 後，沈降帯を 12，24
，
48お よ び 72時閲 の 各時闘

に 観察した ．

　 3 − 3 ＞ 補体結合反応 Complement 　 fixati。n

test　Kolmer 法の 変法に よ り， 抗原系列に は 200 ，

50 ， 12
，　3 、　0．8，　02 ，0．05， 0、Olftg！ml の

HPL 食塩水溶液 0，5ml を用 い ， 抗体系列に は

生理 的食塩水 で 16
，
32，64

，
128

，
256 倍に 稀釈

し た 抗 HPL 溶液 0 ．5を 用い た ．抗原及び抗体系

列は 二 次元的 に組合せ て 試験管内で 混 和 して 更 に

2full 　unit の 補体を 加え ，
4 ℃ 18時間放 置後，

溶血 素 と感作羊赤血球を 加え て 37℃ ，
1 時間保温

し た 後 ， 溶血 状態を 観察 し た ．対照 セこ は 生理的

食塩水に 各濃度 の HPL 溶液を加え た もの を用い

た 。

　 3 − 4 ）赤血球凝集反応 Hemagglutination 　St−

avitsky （1954） の 変法 と Read （1960） の 方法

を参考 に した ．抗 PL 血清及 び 抗HGH 血清は

56℃ ，30分間加熱 し て非動化 し た後 ， 洗滌した ヒ

ト0 型赤血 球で 異種赤1血球凝集素を吸収 し た ．吸

収は ヒ ト0 型赤血球 と抗血清 と の 間 に 凝 集が 起 ら

な くな るま で 行な っ た ．、PL ，HGH 結合 タ ソ r ．

ン 酸処理赤血 球は 0．85％食塩水 で 3 回洗滌 し た ヒ

ト0 型赤血球0．lml を 4 ．9m1 の 躍 7 ．2燐酸緩衝 液

生理 的食塩水（田 7 、2phosphate 　Buffered−Saline，

以下 7 ．2− PB − S ） に 浮遊 し て 50x1 び 倍 に

舜 7，2PB − S で 薄め た タ ン ニ ン 酸溶液 5ml を

加え，37℃ 15分間処理 し た 後坦 7 ．2PB − S で 1

回洗滌 し た もの を 4．9ml の PH　7 ．2PB − S ｝こ 浮

遊せ しめた ．次に 声 7．2PB − S5m1 に 600μg

の PL1 或 は 畔 72PB − Ssml に 200 μg の

HGH を溶 し た 溶液を タ ン ニ ソ 酸処理 血球浮遊酸

液に 加 え て 37℃ ，30分間放置 し ，
？ L

，
HGH をそ

れ ぞれ結合 させ た 後，生理 的食塩水 100倍稀釈 ，

NRS で 3 回洗滌 し て 1
，
000 倍稀釈 NRS6 ．9

ml に 浮遊 させ 1．4％浮遊 感作赤血球 と し た PL

或 は HGH タ ソ ニ ン 酸処 理赤血球 は 4 ℃ で 保存

し ，
2G時間以内に 使用 した ．

　測定 に は内径 10  長 さ 100nunの 試験管に 50倍 N

RS で 倍数稀釈 した抗 PL 血清 ， 抗HGH 血清 を

浜　 口 997

0．2ml 宛分注 し ， こ れ に L4 ％感作赤血球浮遊

液 O ．013ml を加え ， 4 時間室温 で 凝集像を判定

し た ．対照 は 50倍稀釈 NRS 生理 的食塩水 を用 い

た ．

　 3 − 5 ）赤血球 凝集阻⊥L反応 Hamagglutina −

tion 三nhibitien 　test 抗原系列 として 512， 256 ，

128，4 ，
2 ， 1μg！ml の よ うに倍数稀釈 した溶

液の 0．1ml に 対 し， 抗体系列 として は 抗体価 8 倍

の 抗 1’　 L ， 或は 抗 HGH を倍数稀釈 し．そ の 0 ．l

ml を 用 い て 各 々 を 2 次元系列 で 反応 さ せ て 30分

後 に 1．4％感作赤血 球浮遊液 O．2ml を 加え て 4

時間後 に 凝集阻止を観察 し た ．

　4 ． 実験成績

　 4 − 1 ）各抗血清 の 抗体価及び 各抽出物 との 沈

降反応

　 4 − 1 − 1 ）抗体価

　表 2 に 示す 如 く ， 抗 PL ， 抗HGH は 重層沈降

表 2　　Preciptin　ringtest 　 or 　 varing 　concentra −

　 　 tions 　 of 　 A 群 i・Pl，　 with 　PL

PLIM
［

楳

L
紬

p

〃

〃
叙

〃

ノ

X

，
4

〃

〃
駆

〃

X
〃

6

〃

X
〃

23

Oo

⊃

ヰ
9

（＋ ）　　 （＋ ）　　 （＋ ）　　 （＋ ）　　 （
∴ 〉　　 （

一）　　 （一）

表 3 　Haemagglutinati 。 n 　 inh三btion 。f　 varing

　　 concentrations 　 of 　Anti騨PL 　 by　 PL

Anti −
Seru 皿

Anti．PLSerumabsorbed

E　 withhurnan
−

Is・ ・ um

（SBC ）

PL −
SBC

hor −
mone

PL

HGH

Dilutions 　 of 　Antigen

4　　8　1632 　64128256512

一 一一 一一 一
：辷 十

一 一一 一一一一
± 十
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一

表 4　1nterreaction　of 　 each 　Anti −Pituitary 　horm   雛 es 　serum 　with 　pitultary　hormones ⊃

　 postpartum 　serum ，　urine 巳xtrac 重
，　Albumin ，　Globulin 　and 　Bovine 　PL 　as 　deteTmined

　 by　ouch 之er 主o ロy　test・

「h

賦 聯レi
A 且 t卜 PL 1 Anti −HGH 1

　 　 、L ＿r＿．＿−

LT． ・ 臨
ひ

Anti −G

dose 1・ ・m

竺匿劉 dose ・… 　 i・ ・m ・

LP

HGH

一

十

1　mg 〆rn 】

　 　　 　 　 一 一一1

1mg／m 正

・・嘆・書｝i臣1：112 伽

田 … 11繍1：ユ20h

十

1− 一一

　 1皿91ml
　　（0．2ml ）．
　 　 　 　 　 　 120h
O．5mg！ml 　　　　I
　　（　0 ．2【n1 ）　［

十

G

iAlb。 mi ・

lGlobulin

｛1黜   。
｝

レw ・ m …

｝器
（

器

1

十

十

　 　 一＿L ＿．＿＿＿
「
　 馳

　 1

　　 ！

　　 に
　 　 1
　 　

−
1
一剛旧一｛

0．5mg！ml
　　（O．2ml）

i− 5・ 1

・．王25・g〆ml 　
−
i

。．，。！19i2
「ni ）

，
・2・hI

、一一一一（』・2m り l
i

120h

i・・8h

一 1−．．一

十

t−　　　　　　　　mum
　　 lmg！rnl

　　　（O．2rp1）
　 O．2mg！ml
　　　（O．2ml ）

120h
積

e 、

輸反応で 抗原価 512倍 ， 抗体伽 8 倍で あつ た ．抗

G は 256 倍 ， 抗体価は 4 倍で あり た ．

　表 3 に 示 す如 く，赤血球凝集阻止反応で PL 或

は HGH 　 128倍 （約20pg ！ml ） ま で 凝集反応阻止

の 判定が 可能で あつ た ．

　 4 − 1 ・− 2 ） Ouchterlony 及び Ouchterlony−

Elek ： Kohn の 変法 に よ る PL ，HGH ，　 G 間 の

沈降反応

　表 4 及 び 5
， 写真 1

，
2

，
3 ， 4 に 示 す様 に 抗

PL と PL と の 沈降反応線 （写真 1 ， 2）を み る

写 真 1P ・ e・ ipitati・ n 　 line・ in　 ag ・・ platc　bet−

　 ween 　 upper 　 wells 　 c ・ nta 三ning 　 human 　pitしレ

　　itary　prolact三ロ （PL ） and 　the 　lower　well

　 containing 　rabbit 　antiserum £o　PL ： reac −

　 tiOF ．　 of 　antigenlc 　ident重ty ・

と ，
Ouchterlony ，　 Ouchterlony−Elek： Kohn 変

法 と もに ，鮮明な単一の 反応線 で ある ．更に 抗

PI ．は HGH とも反応す るが ，そ れ は 不 鮮明で ，

し か も巾広 く， 図．3 に み る 様 に 中心部 で HG

写 真 2　The 　preclpitation　reaction 　designat−

　 ing　 antlgenic 　partial　三dentitv　 upper 　Ieft

　 well
，
　HGH ； upper 　 right 　wel1

，
HGH ．　Iower

　 well ，　Rabblt 　antiserum 　to 　HGH ．　Note 　that

　 the 　lines　are 　sin ｛le，　symmetrically 　placed

　 and 　 zoin 　end 　te　eud 飢 the 　 midllne ，
　den−

　 〔｝ting 　identity　 of 　the 　 antigens 　in　the
．
up −

　　per
・2wellS ・

’
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写 真 3　 The 　precipitation 　reactien 　 designaしi．

　　辞gantigenic 　identity　between 　two 　subst −

　 anceg ．．　 upper 　 left　 wel ］，　 PL ； upper 　 right

　　 welt ，　HGH ： lower　 well ，　Rabbit 　antiserum

　 　 ILo？L ．

H の 沈降帯 と部分交叉 し て い る ．

　抗月：GH とHGH との 沈降帯 （図 ． 2
，

4 ）は

鮮明 で は ある が ， 2 本の 沈降帯が重 な つ た形で

ある t また 抗 HGH は 抗 PL が HGH と反応す る

と同 じ く． PL と反応す る．そ の 沈降帯は 図 4 の

様に 抗 PL と PL の それ に 比較 して 淡 い が同様

に 鮮明 で あ り中心 部で PL の 沈降帯 と融合 して い

た ．

　抗 PL ，抗HGH ともに G とは反応線を全 く形

浜　 口 999

写 真 4　　The 　precipitation　reaction 　designati＿

　　ng 乱 ntigenic 　identity　 between 　two 　substa −

　　Ilccs ．　upper 　left　well ，　PL ： upper 　righ −t

　　wcll ，　HGH ： lewer　well ，　Rabbit　antiserum

　 　 to　HGH ．

成 しな か つ た ．

　抗 G は G と鮮 明な沈降帯を示すが ，
PL

，
HG

H とは反応 し な か つ た ．

　抗 PL 及 び 抗HGH に対す る PL ，　 HGH の 最

小反応時間は ，
Ouchterlony 法で 5 日 目，Elek：

Kohn の 変法 で は 48時間 ， 抗原量 0 ．1mg ／m1 ×

2s 抗体量 は Ouchterlony 法 で 0．2ml ，
　Elek：

Kohn 変法で は 0，02ml で あつ た ．抗原量 O．01mg ！

ml 　 x5 ，抗体量 0．2ml 或 は 0．02ml で は 反応線

 

雪

D

4

表 5　 1nterreaction　of 　each 　Anti −pituitary　hormenes　with 　pitultary 　 hormGnes ，　human 　serum 　Extract ，

　　 Urine 　 Extract 　 and 　 Albumin 　 as 　 determilled　 by 　 Ou （：hterlony −Elek ； Kohn 　 test

＼ 丶　 　 　 ANT 工一
　 　 　 　 serum

Hormone 　　
’

＼

PL

HGH

GAlbulnin

Gl1〕burin
HARN −PL
（Kaolin．　Ext ）

Womenserum
（PL ）

（A ．ceton ．　Ext ）

Ant 三一PL A ニュ ti−HGH Anti −G

9 …
−
　 d。、e

tlon 1・ … 暑劉 dose 1・・m ・ 欟 r dose　　　ITime
　 　　 −．⊥ 一

十

十
・

十

十

0．1ngfm ｝

　　 （0．02m り
0．05皿9！ml

　　 （0．02ml ）

0．　05mg／rn1
　　 （0．02mL ）

0，5mgfrn1
　　（0．02mi ）

0．05ml

，，．．172h

48〜
72h

48〜
72h

十

十

o，1mg！m 監

　　（0。02m 王）

o．  5皿g！m 正

　 　 （0．02m 髭）

lI1
＿＿＿ ＿＿＿齟

一 1
一 1

72hl　 −

　　1

48〜
72h

48〜
7211

一
→

0，5皿91m1
　 　（G．02ml ）

48〜
72h

一一 一一一一 1
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表 6　 1nterreaction　 of 　Antl −PL 　 with 　 human 　 serum 　 ext 獄 ct　 as 　determined

　　 by　 Ouchterlony −Elek ： Kohn 　 test ． ●

脚
ai

鳶儲
i
け

一 「・1・ 1… 015

… ・ iiV［・ i・一 ｝ll［一…1．．刺 ・・　1　x　1・・s・一

e！5
　　Io
！5 亅

　 　 1　 ＿．．．ゴ
・

層 … D例 ・／5 … 国 ・1・ ト
ー 一

形成 は み られ な か つ た ．

　 4 − 2 ）抗 PL と ヒ ト血 清 Acetone 抽 出物質 ，

尿中 Kaolin 抽 出物質との 沈降反応

　 以下全て ，Ouchterlony−Elek： Kohn の 変法 に

よ　り検言寸を力日えた ．

　 正 常男子 ，正常婦人 ，妊娠 中 ， 産褥期婦人 ， 各

群 5 列に つ き，血 清 Acetone 抽出 を用 い て 実験を

行 なつ た ．衷 6 の 如 く正常男子 ， 正常婦人 （卵胞

期 ，黄体期 と醤 こ ） で は ， 全て 沈降反応 は み られ

ず ，妊娠 9 ヵ 月に なつ て は じめ て 1例 が反応を示

し ，10ヵ 月 で 2 例 ，産褥期 で 2 例が反応 し た ．産

褥期で は 1 例は産褥 3 日目 ，
1 例 は 5 日目 で あ

り ， 泌乳良好な婦人で あっ た ．

　尿中 Kaolin 抽出物質は ，産褥第 5 日 目 ， す べ

て 泌乳良 好な婦入尿を用い た が ，16倍か ら 256 倍

まで 沈降反応を 示 し た ．更 に 無抽出 尿 （原尿＞ 4

例で は 全 く沈降反応は起 らなか つ た ．

　 4 − 3 ） HPL の 免疫学的検討

　 4 − 3 − 1 ）抗体価

　表 7 に示す如 く，抗HPL 中に は 重層沈降輪反

応 で HPL と反応す る沈降素が 認め られ ， そ の 沈

降素量 （抗体価） は 16倍で あつ た ．

　表 8 に 示 す如 く補体結合反応で の 抗体価 は 1 ：

表 7PreciPtin 　 ring ヒest ・f　var 亘ng 　 C・ ncentra

　 　 tions 　 of 　Anti −HPL 　 with 　 HPL

職

・
ヒ

LnP
戸

H

〃

X2

〃

”

X4

〃

X8

〃

〃
叡

lt

　
X

〃

2
　
3

Oo

ヨ「
稟

（＋ ）　　 （＋ ）　　 く＋ ）　　 （＋ ）　　 （＋ ）　　 （
一

）　　 （一）

128
， 抗原価 は 3 μ91m1 で あっ た ． 16倍稀釈 ， 抗

HPL で O．21t9／ml の HPL まで 反応を起 こ し た ．

　 4 − 3 − 2 ）抗 HPL と各抽出物及び 婦人血清

との 反応

　表 9 に 示 した様に ，抗HPL とHPL とは 沈降

反応を起 こ し
，
HGH

，
　 Apostolakis 　 pL 　 Extract

とも反応 し た が ， PL 及び G とは反死；を示 さ な か

つ た ． ま た ，
Simkin の 抽出法 に よ る血中 PL 様

物質 とは 全 く沈降反応を示 さ な か つ た ，

◎

『、
表 8　 Copmlemer 夏t　fixatめ n　 reaction 　 of 　Anti −HPL

・謡 ＼ 躡 11 ，。。

　 HPL 　
＼ 丶．

　 　 ：L ’
　 16　 　 　 　 　 　 　 　 4

：1 ；　 32

］／　 　 64

1　　 128

］、　　 256Saline

44400

、。 L2 3

1　 4444oe 444400 444400

0．8　 　 　 0 ．2

42

4　　 　　 400

〔｝

0

〔｝

6
…一

e o

0．05100000i　・．　・1

0ooo0

、　 0

Saline

00000

O ： C ・ mplete 　 hemolysis

12 ： lnc・ Pletehem ・ lysis

4 ： N ・ n −hem ・ lysis

Antibody 　 titer　1 ：　128

Antigen 　 tlter　3＃9／ml ◎

∫
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表 9　 1nterraction　 of 　Aiiti −HPL 　 with 　 HPL ，

　 　 humanpituitary 　hormone ＄
，
　 humari 　serum

　 　 Extract 　 and 　 purehuman 　 Albumln 　as 　de −

　　 termin ¢ d　by　 OTichterlony　Elek ：　Kohn
　 　 t・es し

　 　 　 Ant 至，
　 　 　 HPL
　 　 　 serum

Hor −　 −

lmone 　 ＼ 丶

Anti −HPL
（0．02ml ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　

P 「 ec 三P
膿

nhne
　 T ・me

鑼鷽鐸詔跨乖

浜　 rr

HPL

　 HG ：EI
「

Apostolakis
　 ExtPLHCG

　 HMG
Womanb
ユood 　 serum

human 　 ＊

blOQd 　 SE ！rum

　 PL 　 Ext

Albumin

Globulin

reaCrtlon

十

十

 

十

0．D5皿gXml （0．02ml ）
o．02皿91ml （一）

o．　05mg／ml （0．02m 隻）
O．　03mg／ml （

一）

　 　 　　 （0．02ml ）

48〜
72h48

〜
72h

L、＿＿一

D．08mlO
．04ml （

一
）

72h

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
＊ Simkin

　表 10に 示 す如 く 血清 を用 い て 正 常婦人 ，妊娠

中，産褥婦人 ， す べ て 5 例ずっ 観察 し た 結果 ，妊

娠 3 ヵ月で 2 例 ，4 ヵ 月 で 1 例 ， 5 ヵ月か ら 8 カ

月ま で は 2 例 ， 9 ヵ 月 ， 10ヵ 月は 3 例 と増加 の 傾

向が み られた ．産褥期で は
， 同

一
患者 で 分娩時か

ら G ，　0．5 ， 1 ， 3 ， 6 ，12
，
24時間 と反応を観

察 し た が ，5 例 中 2 例 は 反応を全 く起 さず ， 1例
は 1時間 ま で ， 2 例 は 3 時間 ま で 沈降反応 を示 し

た ．

写真 5 ， 6 に 示 す如 く抗HPL とHPL は 鮮明

な単一
な反応線で あつ た ．HGH と の 反応を み る

と中心 部で 部分交又反応を示 した ．PL とは 反応

1001

写 真 5　Th （：precipitatiOn　reactien 　des孟gnating

　 antigenic 　partial　identitゾ uPPer 　left　weH ，

　 HPL ： uppcr 　 right 　well
，
　HPL ，　iower　 well

，

　 Rabb 三t　 antiserum 　 te 　 HPL ．　Note 　 that 　the

　 lines　are 　single ，
5ymmetf 三cally 　placed　and

　 join　 end 　to　end 　at 　the 　 midline
，
　denoting

　 三dentity　of 　the 　antigens 　in　th 巳　upper 　2
　 wells ．

写 真 6　The 　p ゼecipi 【ation 　reaction 　de写ignati −

　 ng 　 antigenic 　part 皇al　 identity．　Upper 　left

　 well
，　HGH ： upPer 　right 　we 三1，　HPL ： IQwer

well
，
　 Rabbit 　 antiserum 　 to 　HGH 、　 Note

that 　the 　right −hand　precipitation　llnejoins
end 　to　side ，　resulting 　in　a 　spur 　of 　the

end 　 of 　the 　left−hand 　 line．

表 1° 1” t・・r ・・ cti ・ n ・f　A … 呈一HPL 　with 　 se ・a 　f・Q … n ・ ・ m ・正
，
　P ・ eg ・ al・t … dp … p・ ，t。 m

　　 women 　 as 　determined 　 by　 Ouchtcrlony −Elek −Kohn 　 test．

Nor −
mal P 「 egnancy postpartu 皿

positive
　 No ．  ノ51

015

1

0！5

9

215115

V

2！52 ！52 ！52f5

Ix　　 x

　　厂
3／513 ！5

lhr

Y5

3hrs　6hrs

2！5015
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写 真 7　 The 　precipitation　 reaction 　designating

　 antigen 董c　partial　 ident五ty 　upP 乏：r 　left　well ，

　 PL ： uPPer 　 right 　 we 星1，　HGH −lower　 well
，

　 Rabbit 　 ant 玉serUm 　 to　 HPL ．

線を形成 し な か つ た （写真 7 ）．

　特に 興味あ る結果は 無抽出 の ままあ妊娠宋 期か

ら産褥 ， 3 時 間ま で の 婦人血清 と反応 し Acetone

抽出 に よ る 血清中 PL 様物質 と は 反応 し な い こ と

で ある ．こ れ は PL ・
と沈降反応 し な い こ とと符合

す る ．

　　　　　　　　　 考　　寨

　Ouchterl   ny 法 及 び Ouchterlony −Elek −Kehn

の 変法 に よ る各下垂体抽出物間 の 沈降反応を観察

する と，表 4 ， 5 の 如 くで あるが 興味 あ る 反応

は ， 抗 ・ ・＜究
H

．抗 HGH ＜貼 H
の 沈降帯

　 　 　 　 　 　 　 　 　 つ

で あ る ．即 ち図 1 ，　 2
，

3
，

4 の 如 く ， 抗 PI 、

と PL の 沈降帯は 鮮明 な 単一
の 反 応で あ る ，抗

HGH とHGH との 沈降帯は 鮮明で は ある が ， 2

本の 反応線 が 重な っ た 形 で あ る ，更に 抗 PL は H

GH と も反応す る が ， それ は 不鮮 明で し か も巾広

く中心 部で HGH の 沈降帯と部分交又 し て い る ，

ま た抗HGH は PL とも反応す る ．そ の 沈降帯は

抗 PL と PL の それ に 比較 し て 淡い が ，同様に 鮮

明で あ り中心部で PL の 沈降帯 と交又反応を示 し

て い る．以上 の 結果 は ，抗 PI ．に は 混入物が殆ん

どな く ， 抗 HGH に は 混入物の 存在を 思わ せ る ．

Hayashida （1962 ），
lrie ＆ Barrett （1962），

Laron

＆ Assa （1962）Apostolakis （1965 ） 等は ヒ ］・　thL

清 ，ヒ ト Albumin が抗HGH と反応を起す と述

べ
， また

一方 ，Grumbach ＆ Kaplan （1960） は

こ の 様 な混入物 は ない と主張 し て い る ．今回 の 実

験で も，後者 と同様 に ヒ ト血清，ヒ ト Albumin ，

ヒ トGlobulin とは Ouchterlony法 ，　 Ouchterlony −

Erek−Kohn の 変法で は 全 く沈降帯を 形成 しなか

つ た ．こ の こ とは 混入物 の 量が非常 に少 なく， 混入

物 に 対す る抗亅血清は ，抗HGH 抗 PL に 比 し て 抗

体価が低 い た め と思われ る ．こ の 場合抗慮清を稀

釈す るか ， 抗［血L清に 少量の ヒ ト」血t清を加 え る こ と

に よ つ て 除去出来 る と Greenspan （1962），Beucher

（i960），Irie＆ Barrett（1962），Laron （1962）等をま述

べ て い る が，今回 の 実験で も同様 で あっ た ，抗 HG

H を稀釈 し て も PL ，
　 HGH に 対す る 2 本の 沈降

帯が重複 し て い る様 に 観察 され た の は ，Li（1959）

の 抽出法 が主 とし て
，

HGH を抽出す る方法 で あ

る た め ，生物活性 の 項 で も述べ た 如 く，、HGH が

PL の分画を多量に 含ん で お り，し か も Column

Chromatography 等に よる純化 の 過程を行なわ な

か つ た た め に 抗HGH に は 抗 PL が多量 に含 まれ

て い た 影響 とも推察 さ教．る ．HGH は サ ル GH と

免疫学 的に 沈降反応 を 形成 す る が 他 の 動物 の GH

とは全 く反応 しな い こ とは Grumbach ＆ Kaplan

（1960），Li （19．　61） 等が報告し て い る が ，更に

Hayashida （1962），
　 Ivie＆ Barrett（1962）等 も下

垂体性 ホ ル モ ン の うち で ，PL とHGH とは沈降

反応 を起 こ す こ とを述べ て い る ．また HGH と P

L とが生物学的作用 の 上 で も共通 部分を有す る と

い う結果 も ，
Lyons

，　Li （1960），
Ferguson （1963），

Chadwick （lg61） に ょ っ て 報告 さ れ て い る ．著

者 も同様の結果を観察 し た が ，
Levy ＆ Sampllner

（1961）は HGH と ヒ ト PL との 類似性 の 程 度に

っ い て 決定的結論は 下せ な い と し て い る ．今回 の

実験結果か ら考え る と ，
HGH 分画 に PL が 多量

に 混入 した まま抽出された た め とも言え よ う．し

か し免疫学的tuは HGH と PL が反 応を 異 に す る

事実を 明らか に し得た と考 え られ る ．ヒ ト下垂体

か ら PL を抽出する試み は 数多 くみ られ るけ ど ．

ヒ ツ ジある い ほ ウ シ か ら得た標品 に 匹敵す る生物

学的活性を有す る もの は ，
い まだ得 られ て い な い

よ う で あ る．Apostolakis （1965） は 1200 個以上

の ヒ F 下垂体か ら PL 活性が GH 活性 よ りも明ら

か に （8 ； 2 ） 強い 分画 を 分離す る こ とに 成功

し，Laron ＆ Assa （1962） は 免疫学的方法でそ

の 分離を確認 した と報告 し て い る ．今回 の実験で

ll　，特 に 純化 の 過程を行な い えなか つ た の は 遣憾

で ある ．

　 ヒ ト尿中 PL 様物質の 存在 に っ い て は ，藤井，

清水 （1958），Lyons ，
　Li （1960），Meites ＆ Turner

ず

、．
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　 （1941）等 の 文献を み る こ と が 出来 る．著老は産褥

　 第 3
， 5 日 目の 無抽出尿（原尿）及 び K ・ ・｝in 抽出

　物 と抗 PL と の 沈降反応を観察 し たが ， 無抽出尿

　 は 全 く反応 を 起 こ さなか つ た に も拘 らず Kaolin

　抽毘物 と抗 PL とは 沈降反応を示 した ．　 PL の 代

　謝 物質が 免疫特性 を もつ た ま ま 尿中に 排泄さ れ た

　可 能性が ある ．こ の 点に 関 し て は 更に 検討 の 必要

　 が あろ う．

　　血中 PL 様物質 は ，無抽出の ま ま の 1重L漿を用い

　 る と ハ ト嘆嚢 テ ス トで
， 月経周期 で は 見 られ な い

　が ．妊娠 で は 月数 とと もに 上 昇 （ 1．2 − 2．4　iu／
ml ） し ・ 分娩後 10日迄 の授乳嫐 こ eま泌乳良好の 場

　合は 8 〜 32pcu／m1 で あっ た 。こ れ は大塚 （1968 ）

　の 報聳 し た 血 中 PL 様物質の 動向 と略 一致 し て い

　 る

　　
Simkin ＆ G ・ 。d ・・t （1960） IX月経周期 の 黄体

期に 上 昇 し ，授乳期 に は 更 に 高悟直を示す こ とを報
告 して い る ．今回 の 実験で は妊娠後期（9 ガ 月，10

か月）及び産褥 3 ， 5 日 目の 婦入血 清と抗 PL との

問に 沈降反応 を示 し たが ， 月経 周期に は 証朗出来
な か つ た ，ま た 抗 HGH とは 全 く反応が起 こ らな

か つ た こ とか ら ， 授 乳期に お い て ウ シ ，ヤ ギ に つ

い て 血 中 PL が上昇す る よ うに
，

ヒ トに お い て も

泌乳に 関係の ある hormone す な わ ち PL 力涌 t中
に 増し て くる は ずで あつ て ， し か もこれは HPL ，
HGH で は な く下垂体に 由来 す る PL で ある こ

とが推定 され る ．こ れ も更 に 検討を要す る が興味
あ る事実で あ り・尿中物質を対象と し た Fujii＆

Uruta （1965 ）の 推定に
一

致する ，

　
ヒ ト胎盤 中の 催乳物質，い わ ゆるH ？ L の 存在

は 確認 され て Cohen
，　Grumbac わ

，
　Kaplan （1964），

F ・i・sen （1965），J・ ・im ・vi・h ＆ M ・・laren （1962）
は い る が ，そ の物質 の 詳細に つ い て は 未 だ明 らか

に さ れ て い な い 点カミ多い ．

　わ れ われ は 前に ， 伊藤 ， 東（1961 ），黒崎（1961 ），
Josimovich（1962）， 等 の 各抽 出物 を 用 い て ハ

トテ ス トを行 な い ．そ の ハ ト藤嚢腺の Sμdan 皿染
色 ・ 潤田（1964），RNAIDNA 比 ， 石 田（1965），m ぴ

中餬 旨肪酸 の G ・ ・ chr ・ m ・ t・9・phy，丿搗 （1965）に

よ る分析な どを試 み た ．そ の 結果各抽出物が下垂

体性 の ？ L とは 性状を異に す る点を認め て報告 し

て い る．すなわ ち HPL は存在す る と して も， 少な

浜 　 口 1003

　 くとも
1
下垂体性の ？ L と同一

の 物質 と は 考え難 い

　 結果を得た （岡本 1969）．今回 の Kaplan ＆ Coheh

　 （1964 ）の 方法を基本 とした抽出法，岡本 ，中野，

　等 （1969 ）に よ るHPL を用 い て 免疫学的考察を

　 試み た ．抽出 し た HPL は 更 に DEAE 　Cellulose

　Column 及び Sephadex −G − 100 に よ っ て 純化 した

　結果 ，そ の 生物学的活性は 4　mu・ ，筋注 ， 0．／mg筋

　注で ハ トテ ス ト陽性で あ つ た ．

　　実験成績 俵 10） の 如 く，0 ・ ・ht・・1・ ny −EI。k，

　Kohn の 変法 に よ つ て 沈降反応をみ る とHPL は

HGH 汝 蕨 3 ヵ 月以降及 び産褥 3 彫 嗣迄 の 産褥

　婦血 清と免疫学的に 沈降反応を示 した ．抗HGH

　とHGH 及び HPL の 反応 を観察 す る と HPL

　とHGH とは写真 6 の 如 く 部分的 に 交又 し，免

　疫学的 に 共通 な部分 を有 し て い る こ とを示 し て

　い る ・ こ れ は Josimovichの Ouchterlony 法 に

　よ る沈降線 と全 く一
致 し て い る ．こ の こ とか らも

HPL は 少な くとも免疫学的に は Prolactin−Like

　Substanceと言 うよ りもむ し ろ GH −Like 　Substance

　と云 っ た 方が 妥当で あろ う．なお
， 抗HGH と妊

娠中 ， 及び 産褥婦人血清 とは 全 く反応線を 形成
し な か つ た ． 妊婦血 清 の HGH 之つ い て は ， 妊

娠中 に 増量 し な い とす る Kaplan ＆ Gtumbach

（1964 ）・Y ・n … 1・（ヱ967）， また授乳期に 於 い て ，
や や高値を示す と言 うGreenwood 　et 　al ．（1964 ），

Ehrilich＆ RandLe （1961） 等 の 報告 はあるが未
だ 明 らか に されて い な い ．今回 の 実験の 結果 だけ

か ら妊娠 授乳期 に 於け るHPL とHGH と の 共
同作用 等に 言及す る こ とは無理 で あ る ．

　次に 妊婦壷 清及び産褥婦血 清中 の HPL で あ る

が
， 実験成績 の 如く妊娠 2 ヵ月迄 は抗HPL と沈

降線を形成 しなか っ た ． こ の 結果も Josimovich
＆ A ・twe ・d・（i964 ）の 0 ・ ・ht・rl ・ ・y ・g・・g・l　pl。 t。
assay の 妊娠第 12〜15週 まで の 母 1血清に は HPL

を証明 しな い と言 う結果 に
一

致 す るが ，
Kaplan

（1964）・pers・ n （1967），
　F ・量・・en （1964）等 の R 。d三。、

immunoassay に よ る と妊娠 5 〜 8 週 に 血漿中
に 出現 し， 月数 と共に 上昇する． こ れは 明 らか に

Ouchterlony 法 と Radio 三mmunoassay との 量的
轗 度 の 差で あ り，

こ れ だけ で ， 妊娠時 の HPL
の 現わ れは じめ る時期 に差 の ある の は 当然 で あ
る．今回 の 結果で も例数は 非常に 少な い もの で あ
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る が ，やや増量 の 傾向を認 め 得た ．

　次に 血 中の HPL は 分娩後は多 くの報告者 Sa−

maan
，
　 et 　al ．　（1966），

　Saxena，　et　 a 廴　（1968 ），
Sp−

．ellacy
，
　 et 　 aL （1966）， と

一致 し て す み や か に （3

時 間） で 消失した ． 以上 の 結果 は HPL の half

Yifeが非常に 短 い こ と を示 し，胎盤機能検査法 と

し て の 可能性が あ る とも考 え られ る 。

　す で に 述べ た 如 く ． 抗HPL は 無抽出の 妊産婦

血清 とは 反応す る が ．Acetone に よ る抽出物 （Si一

皿 kin） とは 全 く反応 しな か つ た ．それ に 反 し て

下垂 体性 PL は Acetone 抽出物と反応を示 した ．

下垂体性 の P．L とHGH 及び HPL に つ い て は未

だ 確認 され な い 点が多 い ．生物学的活性を み る

と，家兎乳管内注入法及 びハ bテ ス トの 結果量 的

な 差は認め た げれ ど
， 質的に は 3 者の 間 に 差 を認

め なか っ た ．しか し今 回 の 実験 の 結果 か らHPL

は 少な く とも下垂体性の PL と免疫学的に は 全 く

異 な つ た 物質で ある こ とが言 え よ う．

　稿 を 終 わ る に 臨み ，御 懇 篤 な 御 指 導，御校閲を 賜 わ っ

た 恩 師藤 井 久．四 郎 教 授 に 深 甚 な る ．謝 意 を 捧 げ る と 共 に

種 々 御 教 示 下 さ つ た 岡 本 良 平 講 師，大 塚 晴 久 博 士 に 深謝

し
， 御 協 力 下 さ っ た 教室 員 各位 に 感謝 致 し ま す，ま た 材

料 を 提供 下 さつ た 東京 都 監 察 医 務 院 ，各 ホ ル
’
モ ン の 抽 出

に 御 協 力 を L・．た S
’
い た 帝 国 臓 器 松 島早笛 博 士 に 深 謝 致 し
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