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概要　CRF の RIA 系の確立 を試み ， 以下 の 結果を得た．

　1）合成 ヒ ッ ジ CRF を g亘utaraldehyde 下 で BSAと conjugate し ，
　Freund ’

s　complete 　adjuvant と共
．

に 家兎 に 免疫 し， 抗血清を作製 したと こ ろ ， 希釈濃度 1 ：12，000倍で
1251 −CRF と約40％ の 結合能を示す

抗 血 清が得られ た ．

　2）作製し た 抗血 清を
， 各種 ホ ル モ ソ と反応 させ そ の 特異性 を検討 したが ，

い ずれ も有意な交叉反応を

示 さな か つ た ．

　3）合成 ヒ ッ ジ CRF を Chloramine−T 法に よ り ヨ
ード化 し

，
　 Sephadex　G・50を 用 いた ゲ ル ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ーに よ り精製 した．CRF の RIA は，緩衝液 に 0．1％BSA ，20mM 　EDTA

，
　200KiU ／ml ト ラ ジ ロ ー

ル を含む 0。03M　phosphate 　buffer（pH 　7．2）を用 い
，
　 B／F 分離 に は Pextran・Charcoa1法 を用い た．本

RIA 系で の 最小検出感度｝ま20〜 ioop91tubeで ，こ れを用 い て o．5M 酢酸 boiling法 に よ り抽 出 し た ラ ッ

トの 視床下部 中の immunoreactive　CRF （1・CRF ） に つ き検討 した と こ ろ，　 CRF 標準曲線 と平行に 近 い

曲線が得られ た．

　4）本 RIA 系を叩い て
， 卵巣摘出後ラ ッ ト， 雌ラ ッ トお よ び雄 ラ ッ トの 視床下部中の 1−CRF を測定 し

た とこ ろ，卵巣摘出後 ラ ッ トお よび雄 ラ ッ トに お い て，雌．ラ ッ ト に 比 べ 高い 傾向が み られ，と くに 雄 ラ ッ

トは雌 ラ ッ ト よ り有意 の （p く 0．05）高値を 示 した ．

Synop曲 Anewly 　developed　specific　radioimmunoassay 　for　corticotropin 　releasi   factor （CRF ）was

perfomled．
1） Synthetic　ovine 　CRF 　was 　conjugated 　to　bovine　serurn 　・albumin （BSA ）with 　glutaraldehyde　and 　used

as　an 　immunogen　to　generate　antibodies 　in　rabbits ．　 One　of 　the　antisera 　revealed 　40％ binding　with 　
i251−CRF

at 　1 ：12，000　dilution　in　RIA，
2） The 　antiserum 　did　not 　ahow　any 　significant 　crossreaction 　with 　other 　hormones．
3） Th ・ Chl・ramine −T ・m ・th・d・was ・u・ed・t・ 1・b・1・CRF ・with ・

・2・1　and ・P・rfi ・d　by　S・ph・d・x （］．5。　fin。 （1乂
103cm）chromatography 　with 　O．03M 　phosphate 　buffer（pH 　7．2）　containing 　Oユ％ BSA ，2（hmM 　EDTA ，200　KIU／
ml 　Trasyrol　was 　used 　for　the

．
RIA　b．uffer 　and 　the　separation 　of　fヒee 　and 　antibOdy ・bound　CRF 幅 s　perfonhed

by　the　Dextran ・Charcoal　method ．　 The 　tentative　minimum 　sensitivity 　of　the　assay 　was 　20− 100pg／tube．
The　dilution　curve 　of 　

1251−CRF 　in　the　hypothalamus　of 　rat 　was 　parallel　to　that　of　the　standard ．
4） Immunoreactive　CRF　content 　in　the　hypothalamus　of　rnale ，　female　and 　post　ovarectomized 　rats 　was

measured 　by　RIA ．　 The 　content 　in　thoSe　of　male 　and 　post　ovarectomized 　rats 　was 　significantly 　higfier　thtin
in　female　rats ．　 These　data　indicate　that　the　pituitary・adrenal　axis 　may 　have 　some 　effects 　on 　post・
menopausal 　status ，
Key　vrerdS 　：　CRF ・RIA ・Hypothalamus ・Castration・ACTH

　　　　　　　　　　緒　　言

　1981年 trc　Vale　et 　al．i8｝trcよ りそ の 構造 が決定 さ

れ た 視床下部 ペ プ タ イ ド ホ ル モ ン で あ る Cor一

ticotropin　releasing ．factor（CRF）は ，
　 ACTH の

放 出因子 で あ る こ とか ら ，
ス ト レ ス に関与し て い

る とされ て お り，すで に 内科領域 に お い て ， その
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臨床応用が検討 されて い る．
一

方 ， 産婦人科の 分

野に お い て も， 最近 ス ト レ ス と深 い 関係 の ある副

腎皮質一下 垂体 系因子 の 研究 が進 め られて い る

が ， その
一

端を担 うべ く，今回まず独 自ゐ CRF の

RIA 系を確立 し ， 卵巣 との 関係をみ るため の動物

実験 と ， 若干 の 考察を 加え ， CRF の 産婦人科領域

へ の 応用性を検討した．

　　　　　　　　　 研究方法

　 1．CRF 抗体 の 作製

　合成 ヒ ッ ジ CRF 　lmg とウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン

（BSA ）15mg を生食4ml に 溶解し ， 静か に撹拌 し

なが ら ， 2．48％ glutaraldehyde溶液 （三光純薬 ，

東京）1m1 を滴下 し
， さ らに 室温で 遮光の 下 に 24

時間反応 させ 結合せ しめ た． こ の 反応液を，室温

0．01M 　PBS （pH 　7．2）で 24時間透析した ．こ う

し て 作製 した CRF −BSA 結合物1m1を ， 等量 の

Freund’

s　complete 　adjuvant （Difco　Co，　U．S．A ．）

と乳濁化し ， 雌 の New 　Zealand　White　Rabbitの

背部に皮内注射 して免疫 した ．免疫 は 2週間の 間

隔で 9 回行ない
，

7 回免疫以降は それぞれ 8 −−10

日 目に 耳静脈 よ り採血 し ， 抗血清を 得た．以上 の

作製過程を表 1に 示 した ．

　2．CRF の 標識法 お よ び標識 CRF の 精製法

　合成 ヒ ッ ジ CRF 　5μg とNa 　
12510 ．5mciを O．5M

phosphate 　buffer（pH 　7．4）30μ1中で混和 し ， 20

μ 1の chloramine −T （20μg／20μ1）を加 え ， 30秒後

表 1Product 三〇 n 　of 　antiserum 　for　CRF

に 20μ1の sodium 　metabisUlfate （100μg／20μ1）を

加 え反 応を 止め た．さ らに ，
ヨ
ー ドカ リ液 （KI，

10％溶液） 10μ1を加 えた．標識物 の 精製 は Se−

phadex 　G・50（S．F．1× 103c皿 ）を用 い た ゲ ル ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーに て 行な い ， 0．1％BSA を含む0．2

M 酢酸ア ソ モ ニ ウ ム 緩衝液 （pH 　5．5）にて溶 出し

た．．以上 の 操作過程を表 2 に示 した．

　3．CRF の RIA
　測 定系 の 緩衝液 とし て は，0．03M 　phosphate

buffer（pH 　7．2）に ，20mM 　EDTA ，0．14M 　NaCl，

0。1％ BSA
，
0．02％ NaN3 ， 200KIU／ml ト ラ ジ

卩 一ル を 加 え た も の を 使用 し
，
B／F 分離 に は

DCC （dextran・coated 　charcoal ）法を用 い た．ま

ず 緩衝 液 200μ 1に 標 準 CRF ま た は サ ン プ ル 100

μ 1， CRF 抗体 （1 ：10，000倍希釈） 100μ1， 標識

CRF （10，
000cpm ）100μ1を加 え撹拌の 後， 4℃ で

48時間 incubateした．次に ，
　NHS （normal 　horse

serum ） 100μ1，　DCC （dextran　T −705g ／1，　char 。

表 210dination　procedure　of　CRF

CRF 　solutien （5μg／5μ1）
Phosphate　buffer（0．5M 　pH7 ．4）
Nal251

　 　 　 5μ1

　 　 　 30μ1

0．5mci ／10μ1

Chloramine−T （20μg／20μ1　O．05M　phosphate 　buffer）20μ1

　 ↓　 Mix ，　 for　30sec
Sodium　metabisulfate

　（100μ g〆20μ10．05M 　phosphafe 　buffer）

KI （10％）

　↓

Ge1−filtration

20μ110

μ1

Synthetic　ovine 　CRF 　lmg ／0．15M 　saline　3ml

　 十

BSA （bOvine　serum 　albumin ）15  ／0．15M　sahne 　lm1

　 十

Glutaraldehyde（2．48％ solution ）1ml

　 ↓ added 　drep　by　drop　with 　centinuous 　stining

Incubation　for　24hrs　at　room 　temp

　 ↓　　（gentle　stirring ）

Dialysis

The 　conjugate 　lml

　 十

Freund’s　complete 　adjuvant 　lm1

　 ↓　 injected　at　2　weeks 　intervals　on 　multiple

　 　 dorsal　sites

New 　Zealand　white 　fema1e　rabbit

表 3　 Radioimmunoassay 　pr  edure 　for　CRF

・uff・・（1：1韈 艫 瞥 、？朧 齢 ，・
H … ）・… 1

Standard　or 　sample

Antiseru皿
i251 −CRF
　 ↓　　Incubate 　for　48hr　at　4

°
C

NHS （normal 　hourse 　ser   ）

DCC

　 ↓　 Incubate 　for　30min 　at　4℃

（弛ntrif   e　for　15min 　at　1000G 　4℃

　 ↓

BIF 　separation

　 ↓

COUIlt

100μ 1100

μ 1100

μ1

100μ lSOO

μ1

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1986年 5 月 宇井他 659

coal 　 50g／D　500μ1を加 え撹拌後 ，
4 ℃ 30分 in・

cubate し，遠沈 （1，000G，
15分， 4 ℃）分離 し た ．

以上 の 操作過程を表 3 に示 した．

　 4，組織の 抽出

　実 験 に は
， 10〜12週 の SD 系雌 ラ ッ ト （体重

180−−230g） 9匹 を用 い ，　 pentobarbital麻酔下で

開腹 し，両側卵巣 を摘出 し ， 4週 目に 断頭 した ．

また ， 他群の 雌 ラ ッ トに つ い て は連 日腟細胞診に

て 性周期を確認 した後 ，
Diestrusの 時期を選 ん で

断頭 した．断頭後， 視床下部を摘出 し ， 抽 出に は

酢酸 boili  法 を 用 い た ．即 ち，　 o．5M 酢酸中で

homogenize し た後， 約10分間沸騰 させ ，室温に て

遠沈 し上清を分離 した （表 4）．

　　　　　　　　　研究結果

1．CRF 抗体の特異性の 検討

表 4 　Extraction　procedure　for　CRF　from
　hypothalarnus

　免疫は 4 羽の 家兎 に 行なつ た が
， 8回免疫した

時点で ， 抗体価は ほ ぼ平衡 に達し ， 2羽の 家兎に

良好 な抗体が産生 された （図 1 ）． こ れ ら の 抗血清

は，希釈濃度 1 ：12，000で 1251 −CRF と約 40％ の 結

合能 を示 し た ．抗体 の 特異 性を 検 討す るた め
，

Leucin・Enkepharin
，
　 Meta ・Enkepharin

，
α
・En・

10

rat　hypothalamus

O．5M　 acetic 　acid

Homogenation

　 亅
boiling　10min

　 「
Centrifugatien　foT　15min　at　3DOOG

　 ISupernatant
　fraction

　 Ineutralization
　with 　NaOH

　 IRIA

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

5
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　 　 　 　 　 　 buffer

　 　 　 　 　 c ：0．1％ 8SA
　 　 　 　 　 　 o．02％ NaN3
　 　 　 　 　 at　 pH 　5．5
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　　　　　　 卿 剛 W ・1｝ ＼ し甌 k ．Ep ．FSH
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　−E−k マ　H　 r−　　

　　　　　　　　　　　　鵠 β・MSH
O−CRF
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ACTH　r｛H
　 　 　 　 　 　 　 阨

x24S
　　 x81 　　 x21　　 xg 　　 ×3

　 　 　 　 　 hypotha）amic 　extrant

　 　 x150 　　　　　x450 　　　　　× 1350　　　　×4050　　　　xr2150 　　　　x36450

　　　　　 Antiserum　dl「utien 　ratio　（at 　initia「）

図 1 　Titration　curves 　of　anti・CRF 　rabbit 　sera

　 TOi　　　　　　　 TO3　　　　　　　 10°　　　　　　 los

　 　 　 　 　 　 　 　 CRF （P9〆ml ）

図 3　Dose　response 　curves 　of 　CRF 　and 　male 　rat
’
s

　hypothalamic　extract 　in　CRF 　RIA
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dorphin， β・Endorphin
， γ

一Endorphin，　 ACTH ，

TSH
， β・MSH

，
　rat −LH ，　rat−FSH ，

　rat−GH と反応

させ た が ， い ずれ も有意な交叉反応を示 さなか つ

た （図 3）．

　2．CRF の 標識と精製お よ び RIA

　 1251 −CRF を Sephadex　G −50カ ラ ム を 用 い た ゲ

ル ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに て 精製 した が ， そ の 溶 出

曲線は 図 2 に 示 す よ うに，最初 の ピ ーク が
msl ・

CRF で ，第 2 の ピ ーク が無機の
1251

で ある 二 峰性

の 溶出パ タ
ー

ソ が得 られ た．

　次に CRF の 標準曲線を描 くた め
， 合成 ヒ ツ ジ

CRF を反応 させ た と こ ろ， 100pg〜1ngの間 で鋭

敏 に反応 した が，感度 に つ い て は ， さらに改善の

余地が ある と思わ れ る．さ ら に ，
ラ ッ トの 視床下

部抽出物に つ き同様 に 反応 させ た と こ ろ，ある範，

囲で 平行に近 い 曲線が得 られた （図 3）．

　3．卵巣摘出後 ラ ッ トの 視床下部中 CRF 値

　卵巣摘出 4 週後の ラ ッ トの 視床下部抽出物中の

Immunoreactive　CRF （Ir−CRF ）値 は 83．68±

33．23ng／hypothalamus（mean ± S．E ）， 同 じ く雌

ラ ッ トは 54．90± 13．51ng／hypothalamus， 雄 ラ ッ

トは 85．60±20．92ng／hypothalamusとな り，卵巣

摘出後お よ び雄 ラ ッ トで ，雌 ラ ッ トに比 べ 高い 傾

向がみ られ ， とくに雄 ラ ッ トと雌 ラ ッ ト と の値の

間には有意差が認 め られ た （図 4）．

　　　　　　　　　 考　　察

　 CRF の RIA 系に 関し て は Vale　et　aL に よ りそ

n91hyp 。thalamus

100

50

mear 跏十S．　E，

：female

；PO5t　oopherectemy

：rn81e

）：Nα of 　5ample5

　 　 　 　 工　　　 　 a　　　　 皿

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ＊P く0．e5VSI

図 4　 CRF 　concentrations 　in　the　hypothalamus 　of

　 rat

の 構造が決定 されて 以来
18｝

， 開発が進め られ て き

て い るが ， 今まで の 報告で は
， 抗原と し て は 合成

ヒ ツ ジ CRF8 ）11）15）1s）
の 他 ，

　 analog と し て の Tyr・

CRF が用い られ
13）17）19）

，
い ず れ も Chlofamine−T

法に よ り ヨ ー ド化 し た 後 ，
Sephadex　G・50　cbl 

chromatography 又 は HPLC8 ，に て 精 製 し て い

る．ま た RIA に お け る B〆F分離 に は 二 抗 体

法
11》15）16），また は DCC 法

13）17｝19）b：用い られ ， その

最小感度は 20〜30  ／tubeの範 囲に あ るが ，
　 Hol−

lander　et　al．i3 ）et　monoclonal 　antibody を開発 し，

2。5pg／tube と して い る．我々 の RIA 系の 最小感

度は 20pg／tube で あ・
った が ， 抗体価 か らみ て さら

に感度をあげる こ と は可能で ある と思わ れ る．一

方 CRF は in　vivo18）に お い て も in　vitroll に お い

て も， ACTH ある い は β・Ep
．
の 放出活性を有す る

こ とが 認 め られ て い るが ， rat で は 視床下 部 の

median 　eminence （ME ）を をよ じめ と し て 広 く分布

し て お り
11），最近で は ヒ トの 視床下部に も存在す

る こ とが示 唆されて い る
2）．また Suda　et　a1 ．16）

は ，

ヒ トの 第 3脳室に も存在す る こ とか ら ， CSF に も

含 ま れ る 可能性 を 示 唆 し ，
ヒ ト CRF は ヒ ッ ジ

CRF と同 じ分子量 で あ り， そ の 含量 は 1／50で あ る

と報 告 し て い る．

　今回 の 研究で は卵巣摘出 4週後 の ラ ッ トの 視床

下部中の Ir−CRF を測定 し た が
，
　control 群に 比 べ

高 い 傾向が認め られた ．わ れ わ れ は こ れ まで に卵

巣摘出後 の ラ ヅ トの 視床下部 ， 下 垂体， 末稍血中

の β・LPH を測定 した と こ ろ ， 視床下部の β一LPH

は摘出後 11日 目で 上昇 し
，

17日 目で やや 減少 し ，

21 日目で 再び上 昇 し て お り，下垂体 ， 末梢血で は

ピ ーク は 少しずれ る もの の 同様の 変化が認め られ

て お り
4）

， 本研究で は 摘出後 の 経時的変化 は 検討

し て い な い が同様の 意味を もつ もの と思わ れ る．

副腎摘 出後 お よび ス トレ ス で の CRF の 変化 に つ

い て は
，

これ ま で に幾 つ か の 報告があ り，
い ずれ

も初め 減少 し ，
つ い で 高値 を呈 す る と し て い る

が 12）15）
， 卵巣摘 出後 の CRF レ ベ ル に 関 して は い ま

だ 報告が なか つ た。本研究 は 閉経後 の ホ ル モ ン 環

境に CRF が 関与 し て い る こ とを示 唆す る もの と

思わ れ る．

　 一
方，

一般に 閉経後の 内分泌環境の 変化，と く
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に 卵巣ホ ル モ ン や ゴ ナ ド ト ロ ピ ン の 変化を論ず る

報告は 多い が
， 副腎皮質 ホ ル モ ン との 関連性を論

ずる報告は 少 ない ．Genazzani　et 　al ．’）は
，

22例 の

postmenopausal 　women を対象に ，β・Ep，β・LPH

お よ び ACTH を 測定 した 結果 ， β・Ep と β・LPH

は著 し く減少 し て お り， また β・LPH ／β
一Ep　ratio

は 著 し く増加 し て い るが
，ACTH ．に は変化 がみ ら

れ な か つ た と述 べ て お り， さ らに卵巣摘出 6 ヵ 月

後で も同様 に β一Ep
， β・LPH の 減少が み られ る

が，hot　flushを有する婦人で は 高値を示 した と述

べ て お り，これ らの こ とか ら Estrogen（E）の 欠

如が前駆物質 か ら ACTH ， β一LPH へ の 転換の 酵

素 に 対す る反応性 など に 干渉 し て い るもの と推測

し
，

これ ら の 結果 は postmenopausal や surgical

castration 後の 症候を説明する 際に 重要で ある と

述べ て い る．また Clerico　et　al．6）は
， 卵胞期婦人

と閉経後婦人 の 血 中 cortiso1 濃度 を比較 し有意差

が な く， 従つ て estrogen な どス テ ロ イ ドホ ル モ ン

の 欠落 は
， 血中の cortisol レ ベ ル に影響を及 ぼさ

な い と報告 して い る．
一

方 Greenblatt　et　al ．9）は 閉

経後 hCG の 静注 に よ り卵巣の estrogen は 変化し

な い が ， androgen 産生は 増加 し，さ らに ACTH

の 静注に よ つ て は卵巣 ， 副腎の estrogen 産生は 無

反応 で あつ た と報告 して い る．また Reid　et 　al ．i4）

は，閉経後 β・Ep の 静注に よ り LH レ ベ ル は変化

しな い が ， PRL は 著 しく増加 した と述 べ て お り，

卵巣 ス テ ロ イ ドの フ ィ
ー

ドバ
ッ ク が欠如 し

，
ゴ ナ

ド ト ロ ピ ン の 過剰分泌 の よ うな状態で は LH ・RH

の 放出阻害が お こ つ て い る の で は な い か と推測 し

て い る．以上 の 報告 は ，閉経期の 内分泌環境に ゴ ・

ナ ド ト ロ ピ ン な どとの 関連性を含め て ，副腎皮質
一下垂体系ホ ル モ ン が 関与 し て い る こ とを示唆す

る もの で あるが，最近で は更年期症候別に 分析し ，

hot　flashを有す る場合は LH
，
　FSH がや や高 く，

E2
，　androsterone は 低 い

， また 不眠 症で は FSH
は 高 くEzは低い ，抑 うつ の あ る場合は PRL が や

や 高 い
1°），perimenopausal 期 の うつ 状 態 で は

LH
，　FSH 共 に 基礎値 も高 く L且一RH 　testに過剰

反応 を呈す る
5）

， 逆 に 閉経 後期 の デ プ レ ッ シ ョ ン

で は 低値を呈 する
3｝，な どとの 報告もあ り， 将来に

お い て 更年期症候の 分類や治療な どの 臨床面に 応

用 され るもの と思わ れる．

　稿 を終わ るに 臨 み ， 本研究の 遂行に 御指導 お よ び御助言

を い た だ い た 大塚 ア ッ セ イ研 究 所橋村悦朗氏忙深謝 の 意 を

表し ま す．

　また ，本研究 にあた り終始 御協力をい た だ い た 大塚弘子

女史に 感謝の 意を 表 し ます．
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