
The Zoological Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Zoologioal 　Sooiety 　of 　Japan

動物学雑誌　ZooLoGuCAL 　MAGAz ］NE 　82 ： 1一ユ5 （1973）

〔綜 説〕

生殖腺刺激ホ ル モ ン 　1．抽出と純化
＊

Gonadotropi皿 s 　［，　Purificatio皿

直

7
『
3

吉 田高志 ・石店　進

（Takashi 　YOSHIDA 　AM ） Susumu 　ISHI【）

東 京 都 ・早稲 田 大学義育学部生物学教室

昭和 48 年 1月 1 日　受領

ト

　　　　　　　1．ま　え　が 　き

　 生 殖腺刺激 ホ ル モ ン 料
の 脳下 垂 体前葉 か らの 分

離，抽 出は ，ユ930年代か ら． 多くの 研 究者 に よ っ

て すすめ られ て ぎた 。 しか し，初期 の 硫安， ＝ タ

ノ
ール 等を用 い た沈殿分画法に よ っ て は ，均質 な 物

質を 得 る こ とは ．と うて い 不 可 能 で あ っ た。そ の 為

に ，生殖腺刺激 ホ ル モ ン の 分子量 ，化 学 組 成 等に 関

して ，当時 の 研 究 の あ い だ で は ，一
致 した 結果 が 得

られ な か っ た （Geschwind ，1963 綜説参瑠）。と こ

ろ が 1950 年代以降 の 研究 に お い て は ，ゲ ル 炉過法，
イ オ ン 交換法，電気泳動法な ど の 方法を用 い た た め ，
純度の 高 い 試料 を得る 二 とが で きる よ うに な り，分

子量 ， 糖組成，ア ミ ノ 酸組成な どに ，比較的
．一

定 した

値が報告 され る よ うに な っ た 。そ して ．現在に 至 っ

て，黄体形成 ホ ル モ ソ LH ，炉胞刺激 ホ ル モ ン FSH

は ，と もに ふ た つ の 単 量 体 subunit か らか た ち つ

くられ て い る こ と，そ し て そ の ア ミ ノ 酸配列 さえ，明
らか に な っ た 。 しか し，こ れ らの 結果 を導い た ホ ル

モ ン 精製物 の 純 度の 検討．ホ ル モ ン 比活 性 の 詳細な

比 較 を お こ な っ て み る と，研究者間に 、必 らず し も

明 確 な 意見 の
一

致 は 見られ な い 。さらに ，そ れ ら の

精製物 の 化学的な性質に つ い て も，まだ まだ 不 可解

な 問題が 残 され て い る （Hellema，1971 綜 説参照 ）。

　そ こ で ．こ の 綜説 で は ，ホ ル モ ン 抽 出過 程 に お け

＊

本綜説 の 作製 に は POPulation 　 Council ，　 New

　 York の 補助金 の
一

部 が 用 い られ た 。
＊ ＊

こ の 論文 で は ，黄体形 成 ホ ル モ ン と．炉胞刺激

　 ホ ル モ ン の 両 老を さ し， プ ロ ラ ク チ ノ は 含 め な

　 い 。

ユ

る問題点、抽 出 され た ホ ル モ ン の 生 物学 的 t 化学的，
物理 学的性質 に つ い て ，1950 年代 以 降 に 報 告 され

た 主要 な 研究 を 中 心 に し て ，整理 した 。そ し て 生殖

腺刺激 ホ ル モ ン に つ い て ．今後明 ら か に しな け れ ば

な ら な い 問題 を 探 ろ うと し た が ．前半 で は ，生殖腺

刺激 ホ ル モ V の 抽 出 と純化 の 方法 の 紹介に 重．点を お

き．こ の 方面 の 研 究者に 役 立つ よ うに した ．

　　　　 2．生殖腺剌激ホ ル モ ン の 分離

　 生殖腺刺激 ホ ル モ ン の 抽 出，純化は ，多 くの 研究

者 に よ っ て す す め られ て い る が ，そ の 方法 は ，他の

タ ン パ ク 質 の 抽 出．純化 の 方法 と，何 ら異な る こ と

は ない 。強い て 言 うならば，FSH と LH とは 糖 タ

ン パ ク で ある の で ，他の 単純 タ ン パ
ク の ホ ル モ ン と ．

い くらか ちが っ た 方法 を と る こ とが あ る程度で あ ろ

う。しか し，個 々 の 具体的な方法 とな る と，研究者

に よ っ て ，か な りの か た よ りが．見 られ る。例え ば ，
後 に くわ し くの べ る こ と で は あ るが ， Hartree 達
は ，脳下輩体 の ，酢酸 ア ン モ ニ ウ ム と エ タ ノ

ール の

混 液 に よ る 抽 出 物 を ， イォ ソ 交換体 CM セ ル 卩 ＿

7．． DEAE セ ル 卩
一

ス の カ ラ ム に か け る こ と に．

よ っ て 精製 して い る の に 対 し．Wilhelmi や Rei−

chert らは ，主 に 硫安分画 に よ る粗抽 出物を ，初期

に は 。 イ オ ソ 交 換 体 ア ソ バ ー
ラ イ ト IRC−50 を用

u ’t あとで は ，そ れ に DEAE £ ル ロ
ー

ス ，お よ び セ

フ
ァ テ ッ ク ス Gleo　；c よ る ゲ ル 炉過法 を組 み 台 わ せ

て い る・ また C・H ・Lr らは ，上 記 の ゲ ル 炉過法，
イ オ ン 交換法に 加 え ，電気泳動法 に よ る分離 を お こ

な っ て い る e こ の よ うに ，多 くの 研究者に よ っ て ．
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そ れ ぞれ 異 な っ た 操「乍の 組み 合せ が 用 い られ ．そ れ

ぞ れ 独 自の 成 果 が 得 られ て い る e そ こ で ，ホ ル モ ソ

の 抽出．分離の 過 程 を い くつ か の 段階 に 分け，そ の

各段階 に つ い て ，ど の よ うな 結果 が 得 られ て い るか ，

を ，まず眺 め て み よ う。

2−1，採販された試料の 保存法

　摘 出 され た 脳 下垂体は ，ア セ ト ソ 粉末 に され貯蔵

さ れ る 例 が 多か っ た が ，最近 で は ，生 の ま ま冷凍保

存され て い る例が 多い 。組織 の ア セ ト ン 保存と，冷

凍保存 との ，ホ ル モ ン 収率 の ち が い に つ い て は ，

Oliner　et　ai ．（1968）お よ び Parlow 　et　at．（1965a）

の 研究があ るが，彼 らの 結果 か らみ て こ の ふ た つ の

方法 に 明瞭な ち がい があ る とは 言えない 。 ア セ ト ン

粉 末 は j か な り長期 の 保存 が 可能で あ る と古 くか ら

言 わ れ て い る が，冷凍保存 の 場合 も，半年 ぐらい

た っ て も，ホ ル モ ン 活性 に つ い て は ，ほ とん ど 変化

が な い よ うで あ る。 した が っ て ．冷凍庫 の 普及 した

現 在で は ，冷凍保存の ほ うが 簡単 て す ぐれ て い る と

思われ る が ，停電や 故障の こ とを 考慮すれ ば ，ア セ

ト ン 粉末保存 もまた 捨て 難い 。

　2−2，沈殿分画 法

　ど の 研究者 も，上 記 の 試料か ら，まず常法 ど うり

に
， 水 また は 塩溶液で ，タ ソ パ ク を 抽 出 し．それ を

い ろ い ろ な 塩濃度や ，pH ，また は 有機溶媒を用 い

た 沈殿 法で 分画 し， FSH や LH の 粗抽出物 を つ

く っ て い る。そ して こ の 段階 で ，糖 タ ソ パ ク で あ る

FSH ，　 LH お よび 甲状腺刺激 ホ ル モ ソ TSH の 三

つ を ，他 の 単純 タ ン パ ク の ホ ル モ γ （成 長 ホ ル モ ン

GH ， プ ロ ラ ク チ ン LTH ．副腎皮質刺激 ホ ル モ ン

ACTH ） か ら 分 離す る こ と を 試み た り，あ る い は

さ らに ，FSH と LH と の 分離を 試 み た り し て い る。

　 まずは じめ に ，代表的 な 硫安分画法に つ い て み て

み よ う。ヒ トの 脳 下垂 体か ら生殖腺刺激 ホ ル モ ン の

粗抽出物 を 作 る た め に ，Wilhelrni （1961） の 用 い

た 方法が か な りひ ろ く用 い られ て い る 。 こ の 方法に

よ る と， まず，1．25M 硫安 （pH4 ） で ，単純 タ γ

●
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　　　　　　　　　　　　　 図 1．Wilhelmi　 硫安分画法

Wilhelmi （1961）； Reichert　 and 　Parl 。u （1964a　and 　b） Parl 。u 　et　at．（1965a） よ り

作成。比活性 の 表示は ，5頁脚注参照。パ ーセ ン トは ホ ル モ ン 活性 の 回 収率を 示 す 。
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　　　　　　 図 2．EIHs の 硫安分 画 法

E 】1is （1958 ） よ り作 成 ・比 活性 の 表示 は ，5 頁 脚注参照 e

パ ー
セ ン トは ホ ル モ ソ 活 性 の 回 収 率を 示 す 。

r

レ

”q
ク ホ ル モ ン （GH ，　ACTH ，LTII）を 沈殿 させ 糖 タ

ン パ ク ホ ル モ ソ （FSH ，　LH ，　TSH ） を ， うわ ず み に

・
残す。そ して ，pH や ，硫 安 濃度 を か え る こ とに よ

り，FSII を 多 く含む 分 画 と，　 LH の 多い 分画 を つ

く っ て ゆ くの で あ る が．GII，　ACTH 、　LTH を含む

は じめ の 沈殿 の 方 に
，
LH の 3  ％ 以 上 が 移 っ て し

まう （Palrow 　 et　 ai ．，1965）。 また LH と FSH の

・
分離を，pH7 ，2・2　M 硫安 で お こ な っ て い る が ，あ

ま り分離 は よ くな い 。そ して こ の よ うに して 得 られ
1
た LH ，　FSH の 分画は ，　 TSH を も含 ん で い る 。 そ

の 他 の 動物に 対 して は ．Ellis （1958）の 硫安分画法

が しば し ば 用 い られ て い る。そ れ に よ る と，LH ，
’TSH は ，　 pH7 ．5，2．2M 硫安沈殿 分 画 に は い り，

FSH は ，　 pH7 ．5，3、OM 硫 安 沈殿 分 画 に あ つ め ら

れ る とい う。前 法 に 比 較 して，FSH と LH の 分 離

は ，良い よ うで あ るが ，しか し，LH と TSH は 分

離す る こ とが で きな い
。

　FSH は ，2．2〜3．  M 硫安で の 沈殿分画 にあつ ま

る と い う　（Saxena 　 and 　 Rathnam ，1967 ｝Roos 　 et

ai ．，1963；Jutisz　 et　 at ．，1960； Woods 　and 　 Sim．

pson ，
1960）。そ して，細 か くみ る と 2．2M 硫安の

沈殿に ，20％，3M 硫安 の 上 ずみ 1こ 30％ が去 っ て

ゆ き，2．2〜3M 硫安沈 殿 分 画 に 50％ の 活 性 が み

られ る と い う　（Jutisz　et　al．，1961 ）。

　LH は ，脳下垂体 を ， 蒸溜水 で ホ モ ジ 、．ナ イズ す

る と沈殿 に 残 る と い うが ，こ の 条件で は FSH は ，
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o
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図 3．牛 殖腺刺激 ホ ル モ ン の 硫安分画法生殖腺刺激 ホ ル モ ソ の 沈澱 した 硫安濃 度を 直線 で 示 した 、

　　　　　　　　　　 数字は ，回 収 され た ホ ル モ ソ 活性 の 割 台 を 示 す c

　　　　　　　　　　 ← は ，そ の 濃度で の 沈澱分画

　　　　　　　　　　 一．》 は ，そ の 濃 度 で の 上 澄 分画 et

うわ ず み に うつ り，LH と FSII とを分離す る こ とが

で きる とい う。そ して ，LH は ，3．OM 硫安で 沈殿

させ ら れ る が （Reichert，ユ96工； Reichert 　 and

Midgley ，1968 ； Papkoff 　 and 　Gan ，1970） L3 〜

2．1M 硫安沈殿分両 に そ の 50％ が，見 ら れ る

（Squire 　 and 　 Li．1958）。

　 こ の よ うに ，LH は ，比 較 的 低 濃度の 硫安溶液 で

沈殿 す る が，FSH は ．2M 以 上 の 濃度iこ し な けれ

ば
， 沈殿 し な い こ とが．一般論と し て 言 え よ 5 （図

3）。 しか し，結論的 に は 硫安分画 法 に よ っ ては ，
FSH と LH ，さ らに LH と TSH とを完全に 分離

す る こ とがで きず，さ らに ，こ の よ うに して 調整 さ

れ た 生殖腺刺激ホ ル モ ン で は ，か な りの 量 の 活性が．

他 の 分画 と して 捨 て られ て し ま う。

　
一

方 ．エ タ ノ ール に よ る分 画 法 を し らべ て み よ う。

生 殖 腺刺 激 ホ ル モ ン は ．6％ 酢 酸 ア ン モ ＝一ウ ム を 含

む 40％ エ タ ノ ール で 抽出され る （Hartree ，1962 ；

Segaloff　and 　Steelman，1959）。 こ の 抽 出条件 を

検討 してみ る と， pH4 ．5
， イ オ ン 強度 O．5 の 40タ6

エ タ ノ ール に よ る抽出が ，い ち ばん抽出率が 良い と

い う （Koenig　 and 　King，1950）。こ の 方法 で は ，

その あ と エ タ ノ
ール 濃度を 80％ 程 度に 増 加 させ ，

額 タ ン パ ク分 画 を 得て い る （Hartree，1966； Har．

tree 　et　 al ．，　1968 ヨ　Hartree 　and 　Cunningham 丿．

1969 ；　Segaloff　 and 　Steelman，1959；　XYard　et

al ．
，
1968 ；Yamazaki 　 and 　 Donaldson，1968）。す

なわ ち，LH ，　FSH ，　TSH を 含 む 分函 が 得 られ るわ

け で あ る。こ の 方法で は ，脱塩 ，か つ 脱 水 され た粉

末 が 簡単に 得 られ る点 で 便利 で あ る が ，収率は 必 ら

ず し も高 くな い c ま た ，エ タ ノ
ール 分画法に よ っ て，−

LH と FSH を 分 け よ う とい う試 み は な さ れ て い な

い 。た だ ，LH 粗抽 出物 を 調整す る 試み と して ，30

弩 エ タ ノ ール の うわ ず み を，中性 か ら酸性 に 変化

させ る こ とに よ り，pH4 ．5，30％ エタ ノ ール の うわ

ず み に LH をあつ め る とい う試み があ る （Reichert

and 　 Wilhelmi，1965）。し か し，こ の 分画 に ，ど の

程 度 の FSH が 混入 し て い る か は ，明 らか で は な い 。．

　 また ，メ タ リ ン 酸 も．生殖腺刺激ホ ル モ ン の 分 画

の た め に 用 い られ て お ウ．LH ，　FSH は ，　 O．2M 〆

タ V ”．／酸に お い て
， うわ ず み に あっ ま る （Papkoff

et　ai ．，1967a）。　 、035M メ タ リ ソ 酸に お い て も，

87瑠 の FSH ，96％ の LH が ，うわずみ に 回収 さ

れ る （Braselton 　 and 　 McShan
，
1970）の で ，回収

率の み を問題に す る場台に は ，O．035　M 程度 の うす

い メ タ リ ソ 酸に よ っ て 抽出をお こ な う方 が よ い 。 ま

た，O．2M 程 度 の 濃 い メ タ リ ン 酸抽出をお こ な っ て一

1
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■

r

b

晃 ，抽出物 の 比活性 は ，必 らず し も増加す る とは い

えない 。

　 また ．生殖腺刺激 ホ ル モ ソ は ．0．02MZn （C2H3
02）2 で 抽出 され る （Steetman　et　ai．，1953 ） こ と

p ，3M 尿素 で 沈 殿 す る （Cahi】l　 et　 at ・，1968） こ

と を利用 して い る 例 もあ る。さ ら に 1 ； 1 ク 卩 卩 ホ

ル ム ーブ タ ノ ール （v ／v ）混 液を 用 い る こ と に よ一．，て ，
FSH の 比 活性 を 3〜4 倍 ｝こ 増加 させ る と と もに ，
LH の 混 入 を 低下 させ て い る例 もあ る （Jiang　 and

Reichert ，1964 ； Reichert 　 and 　 jiang，1965）。

　 こ の よ うに し て，塩 溶液．有機 溶媒 に よ る 分 画 法

に よ っ て 比活性を増加 させ よ うと すれ ば，あ る 程 度

ま で は 可能で あ り，ヒ トの LH で は．O．3〜0．4単位
＊1

mg 程 度 に ，　 FSH で は ， 4〜 8 単位 ／mg 程 度 に ま

で 増加 させ る こ と が 可 能で あ る。しか し，そ の 結果 ，

回 収率は ，LH で は 4D％，　 FSH で は 20％ ほ ど に

な っ て しま う （Bettenderf　 et　aL ，ユ968； Relchert

and 　 Pariow ，］964a　and 　b）。そ して ，比 活性 の 増

大 に と もな っ て，急速 に 回 収率は 低下 し， ブ タ の

LH の 伊」で は ，　上ヒ活｛生 O．03・7 単位二／mg の 粗才由出物

を， メ タ リ γ 酸と エ S ノ
ール とで 分 画 す る こ と に

よ っ て ，比 活性を 約 3．5 倍 （O．】3 単位加 g）に 増 加

させ た 結果，回 収率は ，40％ も低下 し て い る （Rei ・

chert ，1964）。　 FSH に つ い て も，同様の 結果 が 報

告 され て い る （Hartree 　and 　Cunningham ，　IL）69　；

E 田 s，1958）。

　それ故 に ，全体的 に み て，抽出の 効 率は ，は なは

だ よ くな い 。そ こ で ，上 記 の よ うな方法 を 用 い た 抽

出，精製は ，な るべ く簡単 な もの に と どめ て お くか ，

あ る い は ，ア セ ト ン 粉末 か らの 抽出物 を ，そ の ま ま

ク ロ
．
マ ト ジ ラ フ ィ

ーや ，ゲ ル 炉過 に も っ て 行 く方が

よい か も知 れ な い 。

：2−3．ク 囗 マ トグ ラ フ ィ
ー

および電気泳動法

　 他 の タ ン パ ク の 分離と 同 じ よ うに ，生殖腺刺激 ホ

ル モ ン の 分離に も，い ろ い ろ な 基材 に よ る ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

法 や ，電気泳 動法が 用 い られ て い る。そ

して ，こ れ ら の 方法 は ．現在で は ．ほ とん ど の 場合，

単 独 で は 用 い られ ず そ の い くつ か が 紐 み 合わ さ れ て

用 い られ て い る。こ こ で は ，まず，そ の 個 々 の 方法

、に つ い て ，概 要 と特 徴 を 述 ぺ て み る。

i
以
一
ドす べ て LH に っ い て は NIH 　 LH −Sl，1mg

　 の 活 性 を 1 単 位，FSH に っ い て は NIH −FSH −S1、

　1　mg の 活性 を 1単位 と して 換算 して 表現 して あ

　．る 。

2−3−1．ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー法

　 FSH や LH の 物理化学的性質が明 らか に な る 以

前 か ら， い く種類 か の イオ ソ 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ
ーが ， こ れ らの 物質の 分 離 に 用 い られ て き て い

る 。し た が っ て ，次 ぎに 述べ る分離方法は ，もと も

と理論的 とい うよ り もむ しろ，試行錯誤 か ら経験的

に 用 い られ て ぎた もの で あ る 。

　 現在 の と こ ろ FSH と LH とを 分離 す る た め に

は ， カ ル ボ キ シ メ チ ル （CM ） セ ル ロ ース 、あ る い

は ，ジ エチ ル ア ミ ノ エ チ ル （DEAE ） セ ル 卩 一ス が

用 い られ て い る し，LH か ら TSH を分離す る に は ，
DEAE セ ル 卩 一x が 有 効 で あ る と さ れ て い る。一

方 ，FSH や LH を 他 の 物質か ら分離 し て ，比活性

を H 昇 させ る に は ，ア ソ パ ーラ イ ト IRC・50 に よ る

イ ォ ン 交換法 が 用 い られ た が 比較的最近 に な っ て普

及 した ゲ ル 炉過法がす ぐれ て い て ，よ く用 い られ て

い る。しか し，こ れ らの 方法は ，そ の い ずれを と っ

て も完全 な もの で は な く，さ らに 使用条件 に よ っ て ，
ま た 研究者に よ っ て ，か な り結果 に 差 が あ る こ とが ，
以下 の 記述 に よ っ て，わ か っ て い た だ け る こ と と思

う。

2−3−1−1，陽 イ オ ン 交 換体 ア ン バ ーラ イ ト IRC −50

　　　　 の 使用

　 こ の イ オ ン 交換体 は ，Reichert （ユ961）に よ っ て ，
LH の 精製に 用 い られ て 以来，しば ら くの あい だ ，
何 人 か の 研究者に よ っ て 用 い られた c

　Rejchert は ， ヒ i・あ る い は ヒ ツ ジ の LH は ，
pH8 ．0， ．007　M リ ン 酸

．−O．003　M ホ ゥ 酸緩衡液で ．
ア ソ バ ーラ イ ト IRC −50 の カ ラ ム に か け られ た と

き，59瑠 程 度 の LH 活 性 が カ ラ ム に 保持され る 。

こ の LH は ，　 O．5MNaC1 で 溶出 され る 。
こ の 燥作

に よ っ て ，3 〜 8 倍の LH 比活性 の 増加が得 られ る

と と もに ． ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る ホ ル モ ソ の 失

活現象は ，認 め ら れ な い 。 しか し，こ の よ うに して

得られ た LH 分画 に 全体の 30〜60％ の TSH が，
1．8−−3．3倍 に 濃縮され て 混在 し て し まう （Relchert，
1961； Reichert，1964；　Reichert　and 　Pa1−low ，
1964c）。

　 そ こ で，溶 出 液 の 塩農度 を 段階的 に か え て ，TSH
の 混 入 が ，全 TSH の 2、2％ に しか すぎな い 分画

を 得 た が ，その 分画に お け る LH の 回 収率 は 50％

程度 で あ っ た 。
こ の よ うに して 調整 された LH 試

料 は ， ウ シ で ， L7 単位 ／mg （O、05　 USP 単 位
一

TSHfmg ），ヒ ツ ジ で ，2．2単 位 ／mg （ ．02　USP 単

位
一TSH ／mg ，　 G・a12 単位 FSH m々g ） の 比 活 性 を

持 っ て い る （Reicllert， 1962； Reichert　and
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Parlow ，1963）。

　ま た LH の カ ラ ム へ の 吸着
4

を ，　 pH7．5，0．esM

リ ン 酸緩衡液で お こ ない ，NaC ］ で 溶 出させ て い る

例 もあ る　（Hartree　 et　 al ．，1964 ； Butt　 et　 aL ，

1964）。

　以 上 の 実験 て は ，塩 の 濃度勾配 で ， カ ラ ム か ら

LH を溶出 させ て い る が ，　 pH の 勾配 に よ っ て LH

を溶出 させ て い る 例 もあ る。

　pH5 ．9，　 D．2M リ ン 酸緩衡液で カ ラ ム に 保持 さ れ

た ヒ ツ ジ の LH は．　 pH6 ．9 緩衡液で 溶出され ，比

活性は 2，7倍に 増 加 し． ホ ル モ ン 回 収率は 80．％ 程

度て あ っ た （Squire　and 　Li ，
1958 ； 1959）。皰 方，

ヒ 1“の LII は ，　 pH5 ．51 丿 ン 酸緩衡液 で カ ラ ム に 保

持 され ， pll6 ・9 緩衡液 で 溶 出 され る が， こ の 操 作

に よ る 比活性 の 増加 は ，1．8 倍で あ り，回 収率は 3 

％程喧に とど ま っ た 。 ま た こ の 試料か ら FSH 様 の

活性 が 検出され て い る （Li　 et　 aL ，1960）。

　以上に の べ た よ うに ，陽 イ オ ン 交換体 ア ソ バ ーラ

イ ・IRC −50 を 用 い る こ とに よ り．LH の 比活性は ，

2〜8 倍 に 増加す る。こ の 場合，塩 の 濃度勾配に よ る

溶出法で は ，TSII の 混 入 を防 ぐこ とは で きな い 。

また pH の 勾配に よ る溶 出法で は ，　 TSH の 混 入 を

防げ る か ，否か ，明 らか で は な い c

　 ア ン バ ーラ イ ト IRC −50 は ，　 FSH の 精製に も，稀
．

で は あ る が 用 い られ て い る。ヒ ツ ジ の FSH は ，　pH5 ，

0．2M 酢酸緩衡液で カ ラ ム に 保持…され，　 pH9 ・3，0・Z

N グ リ コ コ ール ーNaOH 緩 衡 液で ．溶 出 さ れ る

（Jutisz　et　 at ．，1960； 1961）。また，　 pH8 ．O，口，D7

M リ ン 酸 0．　003　M ホ ウ 酸緩衡液で ，ラ ッ トの LH

を溶出 させ て い る例 もあ る （Reichert 　 and 　 Mid ．

gley，ユ96B）。

　一
般的に 言 うな らば ，LH と TSH は ，ア ン バ ー

ラ イ i・IRC −50 ヵ ラ ム に お い て ．非常に よ く 似 た

行動を 示 し、両者を完全 に 分離す る こ とは ，困難 で

あ る。あえて 分離 を試 み る な らば ，前 に 述べ た よ う

に ，LH の 回収率 は 大 き く低下 して し まう （Rei・

chert 　 and 　Parlow ．1964c ）。 また ，　 FSH と LH

も，互 い に よ く似 た 行 動 を と るの で 両者を完全 に 分

離す る こ とは て
’
きな い 。した が っ て ，最近 で は 。こ

の 方法は あ ま り使 用 され て い な い よ うで あ る。

2−3−1−2．隅 イ オ ン 交 換 体 CM セ ル ロ
ー

ス の 使 用

　 こ の カ ラ ム は ．主 と して LH の 純化， お よび 、

＊

吸着 と い う用 語 は イオ ソ 交換 の ば あい に は 物理化

　学 的に 正 しい 用 い 方 で は な い が，こ の 論文 で は ば

　あ い に よ り便 宜 上 こ の 言 葉 を用 い て あ る。

FSH と LH の 分 離 を 目的 と して 用 い られ て い る 。

LH を こ の カ ラ ム に 吸 着 させ るに は ，多 くの 条件が ・

用 い られ て い る 。 pH6 ．1，　G．Ol　M 酢酸ア ソ モ ニ ヴ ム

で は ，ヒ トの LH の 全 体の 約 60％ が カ ラ ム に 保持

され ，約 4G％ は ，そ の ま ま 流 出 す る　（Squire 　 et

aL ，19621Peckham 　 and 　Parlow，1969b）。し か

し pH6 ．e，5 配 M 酢酸 ア ン モ ＝ ウ ム で は ，73％ の

LH が ，カ ラ ム に 保持…され る （Ward 　et　 aL ，ユ959）。．

　Hartree （1966）は ，ヒ ト の LH の 吸 着最 適条件

tL’知 る た め に ，　 pll6 ．O，10　 m ，M ，お よ び ，　 pH6 ．3，4

mM ； pH55 ，
4niM の 三 種 の 酢酸 ア ソ モ ニ ウ ム を

用 い ，そ の 比較 を 行な っ た 。そ の 結果，カ ラ ム に 保

持 され る LH の 割台は ，　 P且 5．5，4 ・m 醒 酢酸 ア ン モ

ニゥ ム で ，80〜90絡，他 の 二 条件で は ，そ れぞれ約

SO％ で あ る こ とが わ か っ た e 以上 の こ とか ら， こ

れ らの 三 条件 の うち で は ．pH5 、5，
4mM 酢酸 ア ン

モ ； ウ ム が 最 もよ い とい う結論を得 て い る。しか し，

同時 に カ ラ ム に 保持 され る LH は ，全体 の 4％ に

すぎな い が，TSH は ，99％ が カ ラ ム に 保持 され る “

彼女 らは ，同 じ方法 を ．ウ マ と ニ ワ ト リの FSH の

精製 に 用 Lhて い る （Hartree 　et　al．，1968 ；Hartree

and 　Cunningham ，1969）。

　 Hartree　 and 　Cunningham 　（1969）　 お よ び ，

Peckham 　 and 　 Parlow （1969b） の よ うに lM 酢

酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い ，CM セ ル ロ
ー

ス か ら LH

を 溶出 し て い る 例 もあ るが，Squire　et　 aL （1962）

の よ うに 酢酸 ア ソ モ ニ ウ ム の 濃度勾配を 用 い ．Q．04

〜0．08M の 分画 に ヒ ト の LH を溶 出 させ て い る 例

もあ る。 こ の 分画で LH の 比活性it　9 倍 に 増 加 す

るが，そ の 回収率は ，全体の 8％ に す ぎな か っ たい

　Ward 　 ee　 al ．，（】959〕は ． ヒ ツ ジ の LH を．

O，Q4　M ホ ウ酸緩衝液 （pH8 ．2） に NaCl を 加 え，

NaCl の O．2M まで の 濃度勾配 に よ っ て ，溶出を
’

試 み た 。そ の 結果，LH 活性 は ，　 LH1 と LH2 の ふ

た つ の 分画 に 回 収 さ れ ，前者に 全体 の 11〜20％．後

者に 21〜27％ の 活 性 が 回 収 され た 。比活性 は ，

LH2 の ほ うが 高 く、　 LH
， の 約 4倍 （約 1単位

一LH

／mg ）で あ っ た 。 ま た LH
且 を 同 じ条件で ，　 CM セ

ル 卩
一

ス ・カ ラ ム に 再 び か け る と， LH ， は ，　 LH
，

と LH2 とに 再 び 分か れ て くる。 こ の こ とか ら彼ら

は ，LH
上 は ，　 LH2 と他 の タ ソ パ ク と が結合 した も

の で あ る ，と推 測 して い る。

　 以 ．Eの よ うに ，　 CM セ ル μ
一

ス を 利用 する こ とに一

よ ．
っ て ，LH と FSH とを能率 よ く分離す る こ とが

で き る 。した が っ て ，そ の 目的 て CM セ ル ロ
ース

を 使 用 して い る例 は 多 い （Hartree ，1966；Hartree

1

’
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鼻

ト

et　 at ．
，

！968 ；Hartree 　 and 　 Cunningham ，1969 ；

Steelman　 at　 at ．
，

ユ959 ； Saxena 　 and 　 Rathnam ，
1967 ；　Papkoff 　et　ai．，　1967a；　 Peckham 　and

Parlow ，ユ969b）。　しか し，　 LH と TSH 　とは ，こ

の 方法 で は ほ と ん ど分離す る こ とが で ぎな い 。ま た

こ の 方法 に よ る 回 収率は ，LII で も，　 FSII で も非

常 に 良好 で あ る。しか し，LH の 比 話 性 の 増 加 は ，

通常 2〜3 倍 に と ど ま る 。
こ れ は ，LH の 動きが，

必 らず し も 均質 で は な く，か tsり広 い 塩 濃度 に わ

た っ て溶出 され る た め で あ ろ うと思 わ れ る e

2−3−1−3．陰 イ オ ン 交換体 DEAE セ ル ロ
ー

ス の 使

　 　 　 　 用

　 DEAE セ ル ロ
ー

ス に ょ る カ ラ ム ク P
−
7 ｝

・グ ラ フ

ィ
ーは ，LH ，　 FSH 両者 の 精製 に も，ま た 両 者 の 分

離 の た め に も用 い られ て い る。まず，LH の 精製に

つ い て み て み よ う。

　pH8、　O，0．007 丿しf　リ　ン 酸
．0．003　M 　ホ 「ン酸緩衝液，

で か け られ た ヒ ト，ブ タ お よ び ウ．
マ の 脳 下垂休粗抽

出物は 80％ 以 ヒの LH が カ ラ ム か ら流出 し．流出

液中 の LH の 比活性 は ，2〜3 倍 に 増加す る （Rei・

chert ，1964； Reiehert 　 and 　 Parlow ，1964a ；Rei・

chert 　 and 　Wilhelmi ，1965）。 こ の さ い ，95霧 以

上 の FSH お よ び 70％ の TSH が ， カ ラ ム に 保 持

され て 残 る （Reichert 　and 　 Parlow ，1964a）。

　他方， グ L） シ ン 緩衡液を用 い た 例で は 、 pH8 ．5，
0．IM 緩衡液で カ ラ ム に か け ら れ た ヒ ト LH は ，

全活性 の 60％ が 流 出 し，比活性 は 10倍 以 上 に （O．35
か ら 3．6単位／nzg ） に 増加す る。こ の 流 出液中の 混

入 ホ ル モ ン は ，0，021 単位
一FSH ／川 g，　D．　Ol5 国際単

位
一TSH 加 9 で あ っ た （Hartree ，1966）。また，も っ

と低濃度 （pH9 ．5．5mM ） の グ リ シ ン 緩 衡液 で は ，

当然 LH は ，カ ラ ム に 保持 さ れ る。こ の 場 含，　O．2〜

O，25M 緩衡液 で 溶 出 され ，そ の 比活1生は ，ニワ ト

リ に お い て．」4 単 位7ing か ら，48 単位／mg に

（Hartree　 and 　Cunningham 、1969）， ヒ トに お い

て は ，O．4 単位／mg か ら ，2 単位 7mg に 、と．2〜

6｛音の 増加 が み られ る （Butt　 et　ai ．，1964 ； Parlosv

et　 at ．，｝965b）。 また ，　 pH 　9，5，0．2M 緩衡液 に

よ っ て 溶出 さ れ る 分画に ，ヒ ト LH で は ，80％ 以

．トが 回収 され，比活性 は ，2、6倍 に 増加 し ，
TSH の

混入 は ，O．03％ 以 下 で あ る， と い う報 告 も あ る

（Hartree 　 et　 ai 、、1964）。

　 グ リ u コ ール ・−NaOH 緩衡液を 用 い ，　 TSH を カ

ラ ム に 吸着させ ，LH か ら分離 し よ うとい う試 み も，
ヒ ツ ジ で な され て い る （Jutisz　 et 　 Courte ，1968）
が ，十 分 な 検 討 は な され て い な L・。

　FSH の 精製に ．　 DEAE セ ル 卩 一ス が 用 い られ て

い る例 を ，つ ぎに 述べ よ う。 pH7 ．Ci　 V ン 酸緩衡液

に よ る ク 卩 マ ト グ ラ フ f
一

を お 二 な っ て い る例が多

い 。　ヒ ッ ジ 。ヒ ｝
、
の FSH の 場台，　 FSH は 0，005

〜0．02　M リン 酸緩 衡液 で カ ラ ム に 保持 され る。

　溶出 に は ．図 4，に 示す よ うに ，い ろ い ろ な 濃 度

範囲 の リ ン 酸緩衡液 が 用 い られ て い る が ，匕 ツ ジ で

は ，比 活性 ，回 収率ともに Woods 　 and 　 Simpson

（1960） の 報告が も っ と も高 か っ た 。 ま た O．075〜

O・lAd の 分画 に FSH の 36％ があ つ ま り，そ の 分

画 で の 比活性 の 増加は ，20 倍 に もい た る，と い う報

告 もあ る （Hashim ・t。　et　al．，　 1965）e

　 しか し，図 4．か ら もわ か る よ うに ， DEAE セ

ル ・
− x カ ラ ム を用い た 揚合，FSH は ，必ず し も

同 じ よ うな分 画 に 回 収 され て は い な い
。

　LH の と こ ろ で 一部 述 べ た よ う に ，　 Reichert

（1964）臣t、pll8．　O、　 O．　GO7　Aゴ リ ン 酸
一 ．003M ホ ゥ

酸緩衡液 で カ ラ ム に か け られ た ブ タ の 脳下垂体粗抽

「

｝

動物

ヒ ツ ジ

0 O．02
緩衝液 濃度 （モ ル ）

0．04　　　　0．06　　　　0．08 0．1

ヒ ト

XxX

×

or −一一一一95− 一一一 →

　 （〉
一一一一90− 一一一・

　 D − 一一60−

　 　 　 　 　 　 　 − 20−一一一● Q −一一一36−一一一一●

一 一 45−一一一一一一 ●

一

｝W ・・ d・　an ・ S・・ … n （・96・）

　Ellis（1958）

　Hashimoto 　 et 　 al ，（1965）
　Li　 etal ．（1960）

　Roos 　 and 　Gemzen （1964）

図 4．DEAE セ ル ロ ース に 吸 着され た FSH の 解離 の た め の 条件 （pH7 ．　O リ ン 酸緩衡液 に よ る）

　　　　　　　　　　 X 　 カ ラ ム に か け られ た時 の緩衡液濃度

　　　　　　　　○
一

●　溶出 され た 時 の 緩衡液濃度

　　　　　　　　数字 は 回 収 され た FSH の 活性 の 割合 （鰐 ） を 示 す 。
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出物 の うち．FSIi の 95％ が，カ ラ ム に 保持 され，
lMNaCI を 含む緩衡液で 溶出され る が，　 FSH の

比 活性 の 増加 は 2倍程度 で あ っ た ．また こ の 分 画 へ

．の LH の 混 入 は 20％ で あ っ た。

　 また ，pH7 ・O．0・Ol・M 酢 酸 ア ソ モ ー＝ 　t）ム を 用 い ，
G．75M に 至 る 連続 的 濃度勾配 に よ っ て 溶出され た

ヒ ト の FSH は ，比活性 の 増加 4，5〜5．4 倍，5 単

位 加 9 か ら，27 単 fUt’mg に致 っ て い るが ，　 LII の

混 人 は 防げなか っ た （Steelman 　 et　 a1 、、1969）．

　，こ の よ うに して ，FSH の 精製 の た め に ，　 DEAE

セ ル 卩
一

ス は ，い ろ い ろ な条件で 用 い られ て い る が，
LH の 混 入 を完全 に 防 ぐ こ とは で きな い （Li　 et　aL ．
1．96e ； Roos 　 and 　 Gemzel 】，ユ965 三 Ilashimoto 　 et

aL ，1965）e こ の 意味 で ，　 FSH の 精 製 の た め の

DEAE セ ル 卩 一ス の 使用 は ，あ ま り有効 とは 言 え

な い が，LH か ら TSH を 除 く 目的に は ，利用 で

き る。
2−3−1−4，リ ン 酸 力 ル シ ウム ゲル 　（Hydroxylapa −

　　　　 tite） に よる ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　 LH お よび FSH の 精製に ，こ の ゲ ル に よ る ク 卩

一7 ト グ ラ フ ィ
ーが 比 較的最近用 い られ て い る。

　 Ward 　 et　 al 、，（1959）は ，　 pH6 ．8、　O，005」M リ ン

酸緩衡 液 で ，ヒ ツ ン の LH を カ ラ ム 中に 吸着さ せ
，

緩衡液 の 濃度勾配 （0．2〜0，5△M ）に よ っ て ，LH を

溶出させ て い る 。 　し か L ，Jutisz　 and 　 Squire

（1961）に よ る と．ヒ ツ ジ の LH の 23％ が D．11M

の 分画 に ，20弩 が O．］5M の 分画に ，30％ が O．2M

の 分画 に 分散 し．て 溶出され る．そ し て ，お の お の の

LH 分画を，同 じ条件て
’
再び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ーに

か け て み る と， SNTは り　LH 活性 は ，　O．苴 M か ら

0．2M に 致 る すべ て の 分 画 に 分 散 し て し ま う。そ

して LH の 回 収率は 全分画 を併せ て も，80％ 程 度

で あ 1）　．比活性 の 顕 著な 増加 は 認 め られ ttい と い う。

こ の よ うな こ とか ら Jutiszらは ，リ ン 酸 ヵ ル シ ゥ

ム ゲ ル の 利用を，あ きら め た よ うである。

　 FSH の 精製 に も，　 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル は 用 い

られ て い る elmM
　 Na2HPQt 溶液 で カ ラ ム に か け

られ た ヒ ト の 試 料 で ，カ ラ ム に 吸 着され ず流 出 して

く る 分画 の ，FSH を あ つ め る試 み が あ るが ．比 活

性 は ．そ れ ほ ど 増加 して い な い （Butt　et 　 al ．，1964 ；

Amir 　 and 　 Barker ，1966）。　 pH6 ．8，］．〜】OmM リ

ン 酸緩南液 で ブ タ の FSII を カ ラ ム に 吸着させ ，40
mM 緩衡液 で 溶 出 させ た 場 台，比 活性 は 5 単位／

？xg か ら，25 単位1mg に な るが回 収率は 40〜50％
程 度で あ っ た （Steelman，1958）。 しか し，緩衡液

の 連 続 的濃度勾 配 で 溶 出 させ ，比 活性 を 22 単位 〆

mg か ら，86 単位加 g に ，4 倍増 加 さ せ ，回 収率

73弩．と い う ヒ ツ ジ に お け る 例 もあ る （Sherwood

et　a1 ．，　］97 ）。

　 こ の よ うに 見 て み る と，リ ソ 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル ・

ク 卩
一
マ ト グ ラ 7 イ

ーは ，LH の 精製 に は 有効 で あ る

と言 え な い が ，FSH の 場合に は ，比活性を高め る

目的に 利用 され ，回収率 も，それ ほ ど悪 くな い ．と

考 え られ る e しか し， こ の 操作 に よ っ て 得 られ た

FSH が．超遠 心 に よ る 分析の 結果，均
．一
で は な か っ

た，と い う報告 もあ る （Steelman ，1958）。
3十 5．ゲ ル 泝 過 法 （セ フ ァ デ ッ ク ス ）の 使用

　 セ フ ァ デ ソ
ク ス に よ る ゲ ル 沖 過法 は ，多 くの 研 究

者 に よ っ て ，LH お よ び FSH の 精製に 利用 され て

い る 。 Jutisz　 et　 al ．（］963）は ，　 FSH の 精製の た

め に ．どの よ うな 種類の セ フ ァ デ y ク ス が有効 であ

るか ，を 調 べ ， セ フ ァ デ ン ク ス G75 ．　 G ユ00，　 G200

の 三 種 が ，適 して い る，と報告 した 。事実 ，ほ とん

どの 研究者が． セ フ
ァ デ  ク ス GIO   を 用 い て い

る。

　 mO 　cm 程 度 の セ フ
ァ デ 。 ク ス GIOO カ ラ ム に よ

る ゲ
．
ル 1戸過 で ，LH 比活性は 3〜5 倍程 度増．加 して

い る　（Reichert　 and 　Parlow
，
1963 ；Reichert 　 and

Parlow ，】964b　l　 Peckham 　 and 　Parlow ，ユ969b ；

Braselten　 and ，McShan
， 1970）。 こ の ばあ い pH

6〜8程度に 調整 され た 緩衡液 が瀕用 され て い る。

　ま た FSH も同様に し て 精製 され て お り，比 活偉

は 2．3〜3．2 倍程度増加 し， 80〜90％ 以 上 の 回 収 率

が，報告 され て い る （Jutisz　et　al ．，1963 ；Reichert
and 　 Parlow

，
ユ9．　64b　；Reichert 　 and 　 Jiang，1965；

Reichert 　 and 　 Midg ｝ey ，1968 ； Papkoff 　 et　 ai ．，
］967a　and 　b）o

　 こ の よ うに ，生殖腺刺激 ホ ル モ ン を，ゲ ル が過す

る 場台，中性附近 で ， ．1〜O．5M 程 度の NaCl を

加 え た緩衡液に よ っ て お こ な うな らば ，操作中の 失

活現象は 認 め られない よ うで あ る （ReQs　and 　Gem ・

zell ，1964　 and 　 l965 ； Ward 　 at　 at．，1967 ；Ward
et 　al ．，」968 ； Peckham 　 and 　 Parlow ，1969b）．

　 しか し，こ の よ うな セ フ ァ デ v ク ス G ユ．00 に よ る

100・−200　cm の ．デ ル 1戸過で は ，　 FSH ，　LH ，　TSH の

三 者相互 の 分離は 困 難 で あ る （Reos 　and 　Gemze 】1，
1964and 　ユ．965 〜 Hashimoto 　et 　al 、，　1966 ； Saxena
and 　 Rathnam

，
1968 ； Jutisz　 et　 Courte，1968；

Be 仁ヒendor ［ et　 ar．， 1968）o

　とこ ろ が ，最近．Hermire 　 and 　 Jutisz（1969）
は ．100　cm カ ラ ム を 2 本 連 結 した うえ ，数 回 の リ

サ イ ク リ ン グを お こ な い ．ヒ ツ ジ の LH と FSH と

i

’

●
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直

瞋

隣

腎

：を，充分満 足 され る 程 度に 分離 し た 。 FSH 中 に お

尋 る LH の 混 入 は D．　OO1単位 ／mg で あ り，　 FSH

の 回 収 率は ，低下 し て い な い ．とい う。

　 以上の ほ か に ，少数 で は あ る が ，精製 の R的 で ，
セ フ

ァ デ ッ
ク ス G50 （ParLow 　 et　 aL ，工965b），セ

フ ァ デ ッ
ク ス G75 （Rathnam 　and 　Saxena

，
1970）、

・セ フ
ァ デ ッ ク ス G200 （Papkoff 　ei　 aL

，
ユ965）を

用 い て い る 例 もあ る。
2−3・−T−6．イ ォ ン 交換 セ フ ァ デ ッ ク ス の 使 用

　 分 子 篩効 果 と，イ オ ソ 交換 作用 の 両者 の 性質 を 持

つ 陰 イ オ ン 交換 体 DEAE セ フ
ァ デ ッ ク ス A50 を

使 用 して い る 例 もあ る 。

　pH7 ．　e，　 O．　01　M 以下の 濃度 の リ ン 酸緩衡液 で カ

ラ ム に か け られ た ヒ b お よ び ヒ ツ ジ の FSH は ，カ

ラ ム に 保持 され ，O．lM 緩衡液 に よ っ て 溶出され

る 。 そ の 結果，比活性 は ，2．5 倍程度 に 増加す るが，

．回 収率1
・X　2040 ％ で あ っ た 　（Amir 　 and 　 Barker ，

1966； Hashimoto 　 et　 ai ．，1966）。 こ の よ うに して

得 られ た FSH は ，ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気 泳 動に

よ り，移動度 の 異 な る FSH 　I と FSII　II に 分け る

こ とが で き る （Peckham 　 and 　 Parlow ，ユ969a）。

　 また ，ヒ ト LH は ，　 pH6 ．8，0．05　M 以 下 の 濃度
・の り γ 酸緩衡液に よ っ て は ，カ ラ ム に と ら え られ な

い の で FSH と分け る こ が で き る．流 出液中 の LH

の 比活性 は ，2．6 単位／mg か ら 5 単位／mg へ と，
2 倍 の 増加 が み ら れ，そ の 回収率は ，60％ で あ っ た

（Peckham 　 and 　 Parlow11969b ）。

　 しか し こ の 結 果 を ．先 きに 述 べ た DEAE セ ル

ロ ース の 使用結果 と比較 して み る と、
DEAE 一ヒ フ

ァ

デ
ッ

ク ス が ， DEAE セ ル 卩 一ス よ り も明らか に 有

効である とは い え な い よ う で あ る 。

　 他方 ，陽 イ オ ン 交換体をか ね る ゲ ル 枦過材 CM

セ フ ァ デ ッ ク ス C50 は ，　 LH の 精製に 関 して は ，
．CM セ ル ロ

ーx よ り も有効で あ る こ とを 示 す実験 が

ある （Braselton　 and 　 McShan ，］、970）。
　 O．02M リ

ン 酸 緩 衡 液 の pH6 ．0〜8．0 の pH の 勾 配 に よ り精

製 さ れ た ウ
ー
7 の LH は ，比 活性 5．8単位／mg ，比活

性 の 増加 6倍．と な り回 収率 は 60弩 で あ っ た 。

　 ま た ヒ ツ ジ FSH を ，　 pH6、　9，
0．02　M 酢酸 ア ン

モ ； ウ ム ー
水酸化 ア ン モ ニ ウ ム 緩衡液， も し くわ 4

mM 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム で カ ラ ム に 保持 させ ，緩衡
』
液 の pH を増加 させ て 溶 出 させ る 例 もあ る が ，そ

の 比 活 性 増 加 は ，7単 位 ／mg か ら 22 単 位かη g ，と

3倍 程度で あ り，回 収 率 は 70％ 以 上 で あ っ た

くSherwood 　 et　al．，】970）。ま た ア ク リル ア ミ ドゲ

ル ・デ ィ ス ク 電 気 泳 動 に よ っ て ，12 以 上 の バ ン ドに

わ か れ る ヒ トの FS 工1 試 料 を ，　 CM セ フ ァ デ ッ
ク ス

C50 に か け る こ とに よ っ て ，5 程度 に まで ．パ ソ

ド数 を 減少 させ て い る 報告 もあ る　（Saxena　 and

Rathnam ．1968）。

　また ，陽 イ オ ン 交換体 を か ね て い る SE セ フ
ァ

デ ッ ク ス C50 を使用 す る 例 もあ るが ，比活性 の 増

大 ，LH と FSII の 分離 ，　 TSH の 除 去 に 関 して ．

必 らず し もfLbの 方法 よ り有効 で あ る とは 言え な い よ

う で あ る （Papkoff 　et　at．，1965、ユ967a　and 　1967b ；

Papkoff 　 and 　 Gan ，】97 ）。
2−3−2，電気 源動法

　電気泳動に よ る 方法は ，生殖腺刺激 ホ ル モ ン の 場

合 ，ホ ル モ ソ の 失活現象に よ っ て ，回収率の 大 幅な

低下 が み られ る 点に 問 題 が あ る が ，イオ ン 交換 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ
ー等で ，あ る程度精製 した もの を ，さ

らに 製精し，よ り純度 お よ び ，比活性 の 高い 物質を

得 る 目的に 使用 され て い る 例 が 多 い 。
2−3−2−1．デ ン プ ン ゲ ル 電気泳動法

　 デ ン ブ ン ゲ ル 電気泳勤法 に よ る 生殖腺刺激 ホ ル モ

ン の 精製 の 試み は ，比較的は や い 時期 か ら，い くつ

か な され て い る。

　 pH4 附近 の 酸性条伴 （酢酸援衡液） で は ， ヒ ツ

ジ の LH は 陰極側 に 移動す るが ，　 FSH は ほ とん ど

移動 しな い （E 】lis．1？58 ； Squire 　and 　Li，1958

and 　 jg59）。そ し て 、　 FSII 活性 の 40％ 程 度 が 回 収

され ，比活性 も，ユ1 単位 ／mg か ら 2  単位ρηg 程

度に ，増 加 す る （E ］lis，1D58），一・
方，　pH ・t．O （Tris 一

ク エ ン 酸緩衡液）で は ，ヒ ツ ジ の FSII は ，不 活 性

化 され て し ま う，とい う報告 もあ る （Duraiswami

etal ．，1964），

　また 逆 に ，ア ル カ リ側条件 （pH8 一
黔 で 電気泳動

をお こ な うと．マ ウ ス の LH は ほ とん ど移動せ ず，
FSH は 陽極側に 移動す る が ，移動 しや すい 分画 と，

しに くい 分画 とに FSH は 分け られ る （TEB 緩衡

液）
1

（Lloyd 　 and 　 Meares ，1962）。また ．　 FSH の

移動 し に くい 分画 に FSH 活性 の 80％ が 回 取 され

る （ヴ エ卩 ナ
ー

ル 緩衡液）　（LietaL ，1960）。 他

方 ．ヒ ソ ジ LH も陽極側 に 移動 しに くい 主 た る分

画 と．移動 しや す い 従 た る 分画 とに 分 か れ ，FSH

は ，そ の LH の ふ た つ の 分画 に は さ まれ て 存在 す

る （TEB 緩衡液） と い う報告 もあ る　（Lloyd　et

ai ・，1968）。そ して ，　 pH7 ．7 （ホ ウ酸緩衡液）の 条件

で は ．LH と FSH は う t く分離 され な い こ と も，

ウ マ の 試料 で 報告 さ れ て い る （Saxena 　 and 　 Hen ・

＊ Tris −EDTA −Boric 　 acid 　 Buffer
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neman ，1965）。

　 こ の よ うに ，電気泳動 の 結果に つ い て は 詳細 に み

る と，研究者 に よ っ て ，必 ず しも
一

致 した 結果 が 得

られ て い な い 。そ の 理 由 と して ，生殖腺刺激 ホ ル モ

ソ の 特定 pH 値 に お け る 荷電 状況は ，使用 され る

緩 衡 液 の イ オ γ 組 成 に よ．
，て か な り異な る （Ward ，

et　 al ．，196］） こ とが ，理 由の ひ とつ に 考 え られ る e

デ ン フ ン ゲ ル 電 気 泳動法 に よる FSH と LH と の

分離，お よ び 活 性 の 回収とい う点に 関 し て ，そ の 利

点 が は っ き り と認め られ る ま で に は致 っ て い ない 。

2−3−2−2．セ ル 囗 一ス 電 気 泳動法

　 ヒ ツ ジ の LH を pll5．2 酸性条件 （O．11　M 酢酸

緩衡液） で ．セ ル 卩
一ス ・カ ラ ム 電気泳動をお こ な

っ て も，活性は ，カ ラ ム 内に ひ ろ く分散 し，その 比

活 性 もそ れ ほ ど増 加 しな い 。そ の こ とか ら，こ の 方

法 は LH の 精製に は 適 さな い とい う （Jutisz　 and

Squire ，1961）。 と こ ろ か pH36 （蟻酸緩衡液 ま た

は酢酸緩衡液） で の カ ラ ム 電気泳動 で は ， ヒ ト の

LH の 比 活性 は 増加 した 。 こ れ は LII と 結台 して

い る タ γ
バ

ク が ，電気 泳動 に よ っ て除 か れ た た め で

あ る，と述べ て い る （Squire　 et　 aL ．】962）。

　pH7 ．7 （リ ソ 酸緩衡液）で ，セ ル ロ
ース 薄屠電気

泳動 を お こ な っ て い る 例が．ウ マ や ヒ ツ ジ の 生殖腺

刺 激 ホ ル モ ノ の 精製に あ る。しか しこ の 条 件 で ば ，

LH と FSH とを 分 離す る こ とは で きな い （S3xena

et 　ai．，　1962 ；　Saxena 　and 　Henneman ，　1965 ；

Duraiswami 　 et　 al，，1964）。

　一方，pH8 ，6 （炭酸緩衡液） の ア ル カ リ側条件で

は ，　ヒ トの LH は ，　他の タ ア パ ク 質とか な り良 く

分離 さ煎，比活性増加は 約 2．4 倍，回収率 は 80％

で あ る （Squire　 et　 aL ，1962； Li　 et　 aL ，　 lg60）。

　 こ れ らの 報告を 信頼す る か ぎり，ア ル カ リ側に お

け る セ ル ロ
ース 電 気 泳 動は ．デ ン ブ ン ゲ ル 電 気 泳 動

よ りも．LH の 精製 と い う目的 に 関 して は ，効 果 的

で あ ろ う．． しか し，セ ル ロ ース 電気泳動に お い て も．

生殖腺刺激 ホ ル モ ン の 精製は ．常に
一

定した 良好 な

結果 が ，得 られ て い る とは 言 い 灘iい 。

2−3−2−3．庶 糖 密度勾配 電 気源動法

　 Peckham らは ，　 PH8 ，6 （O，025習 Tris・HCI 緩

衡液）に よ る庶糖密度勾配電気泳動法を用 い ，ヒ ト

の 生 殖腺刺激 ホ ル モ ン の 精製をお こ な っ て 好結果 を

得 て い る （Peckham 　 and 　 Parlow 　 1969a，　b）。彼

ら に よ る と，LH は ，移動度の 異 な る LH 　1．　II，　 III

の 三 種 に 分け られ ，そ れ ぞれ の ホ ル モ ソ 活｛生は ，Z6

単位！mg ，　 IO．　7 単位 ／rng ，8・5 単位伽 9 で あ っ た 。

しか し， こ れ らの LII 調製物 が 純粋で あ るか どう

か は，TSH 活性 が お お きい こ とか ら疑問が持 た れ

℃ ．・る 。 他方， ヒ トの FSH は ，　 DEAE セ フ ァ デ

．y ク ス A、50 に ょ っ て ，　 FSH 　I と II に 分け ら れ る

が ，さらに こ れ らの 比活性を，庶糖密度勾配電気泳

動 （pH8 ・．　O，0．025　M 　Tris −Hq 緩衡液）に よ っ て ．
250 単位／rng か ら，395 単位 ／mg に ま で 高め て い

る。
2−3−2−4、調 製用 ア ク リル ア ミ ド電気 泳 動

　 ア ク リル ア ミ ドゲ ル に よ る電気泳動、い わ ゆ る 調

製用 DISC 電気泳動 に よ る 生殖腺 刺激 ホ ル モ ン の

精製 が ，近年と くに 盛 ん に な っ た 。

　Roos 　 and 　Gemzell （］964） ｝よ，ヒ トの FSH の

DISC 電気泳動に よ る精製を 試み ，　 pH8 ．7，5％ ゲ

ル を用 い て ，電気泳動を お こ な っ た 。 そ し て 単
．一

の

分 画 と して FSH を と り出 した が，泳動 に よ る 比活

性 の 顕 著な 増 加 は 見 ら表 な か っ た 。その 原因 と し て t．

純粋 な FSH は 変性 しやすい か らで あ ろ う，と述 べ

て い る。しか し，Saxena らぽ ，ヒ トを試料 と し，

pH8 ．1 の DISC 電気泳動を 試 み ，比活性を 63 単位／

mg か ら 185単 位 伽 g まで ，3 倍 に 増加 させ ，回

収率 60％ の 結果 を 得 た c こ の 条件で は ，FSH の ほ

うが LH に くらべ て 速 く移動す るた め に ，　 FSH 調

製物中の LH の 混 入 は か な り防 ぐ こ と が で き る

（185 単 位 一FSH ／πn9 ，0．02 単位
一LH ／mg 以

一
ドお よ

び 105一工60 単 位一FSH ／m9 ．　 O、05 単位
一LH ／川 9 以

下）。
こ の よ うに 調製 され た FSH は ，　 pH4 ，3 お よ

ひ PH8 、6 の 分析 用 DISC 電気泳動で 均質 で あ る こ

とが 確め られ て い る （Saxenaand 　Rathnam 　 1967，．

1968）。

　ま た 同様 に pH8 ．9，［10％ ゲ ル を用 い て ，ヒ ツ ジ の

FSH を精製 して い る 例 もあ る が ， こ の 調製物 を 分

析用 DISC 電気泳動 に か け る と，　 pH4 ．　3 で は ，単

一
な バ ソ ドを 示 し 均質 で あ る が ，pH8 ．9 で は ，ゲ

ル 中に 広 くひ ろ が っ て し ま っ た （Sherwood 　 et　 al ．，，

1970）。

一
方，上記 の pH8 ．9

，
10％ ゲ ル と い う 条

件で は ，ウ マ に お い て ，FSH と LH と を完全 に 分

離す る こ とが で ぎなか っ た， と い う報 告 もあ る

（Braselton 　 and 　McShan ，
19．　70）。

　以上 の よ うに ，調製用 ア ク リル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
・

動 を 用 い る こ とに よ っ て ，FSH と LH と を か な り

うま く分離す る こ とが で きる。しか し，完 全 に 分 離

す る こ とは 困難 で あ る 。ま た ，純化 とい う意味に お

い て も，こ の 方法 は か な り効果 の あ る こ と は 確 か で

あ る が ，FSH に つ い て は ，少 し疑問が 残 る。

　なを，Saxena 　 and 　Rathnam （1967）は ， 調製

用 ア ク リル ァ ミ ド電気泳動 で は ，ユ 回 に 精製 で きる・

働

t

島

’
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試料量 が 限 られ て い る の で ．前 も っ て，pll7．7 の セ

ル 卩 一ス カ ラ ム 電気泳動をお こ な っ て お くこ と を す

す め て い る。
2−3−2−5，その 他 の 調製用電気源動

　以上 に 述 べ た 以外 に ，Cahill　 et　 al 、（1968）は，
セ フ ァ デ ッ ク ス G25 の カ ラ ム で ．　 pH8 ．6 リ ソ 酸緩

衡液 を用 い ，ヒ ツ ソの FSH の 電気泳動 を お こ な っ

た 。こ の 方法 に よ り．比 活性 43 単偉 伽 g の 試料 を

得 た 、回 収率 は 60％ 程 度で あ る 。また LH の 混 入

は ，非常に 少な か っ た とい う。

3−4．各種 の精製方法 の 組 合せ

　 こ れ ま で 諸種 の 精製方法に つ い て 述べ て きた わ け

で あ る が ，実際 の 研究 で は ，こ れ ら の 諸方法を，何

種 類 か 組 合 せ て 用 い て い る の が 普 通 で あ る。そ し て J

そ の 組合．ぜ 方 は，研 究者 な い し 研究 グル ープに よ っ

て 特色 が あ り，また 同
一

の 研究者 で も j 材 料に よ っ

て ，また 時代 に よ っ て 異 な っ た 方法 の 組合 せ を と っ

て い る。極端 に 言 えば ，論交 の ひ とつ ひ とつ で ，そ

の 方法が 異 っ て い る と さ え言え る。

　 こ の 章 で は ，あ る程度まとま っ た 数の 論 交を続け

て 発表 して い る ；v・くつ か の 研究 グ ル
ープを選 ん で ．

彼 ら の 用 い て い る方法 の 組合せ を招介 した い e

2−4−1．Reichert ら の 方法

2−4−1−1，LH の 分離

　 Reichert （ユ｛61）は ，ウ シ の 脳 下垂 体の ユ．5 ．3．　O

M 硫安沈殿 分画 を ，ア ン バ ーラ イ ト IRC −50 の カ

ラ ム に 通 し，LH を分離 し よ うと L た。しか し，こ

の 方法 で は ，TSH の 混 入 が さけ られ ない こ とか ら ，

DEAE セ ル ロ
ー

ス を使用す る よ うに な っ た （Rei ・

chert
，
1964 ； Reichert 　 and 　Par ］ow ，1964a　 and

b）。そ して 最終的に は ，DEAE セ ル ロ
ー

ス を通 し

た もの を， さ らに セ フ
ァ デ ッ ク ス G100 に 通 す こ

とに よ っ て ，非常 に す ぐれた 分離結果を得 た （Rei−

chert 　and 　Parlow ，1964b ；Parlow 　 etaL ，1965b）。
こ の 組合せ に よ って 得 られ

’
た 試料は ，比 活性 の 上 昇

に も著 し い もの が あ っ た （Reichert 　 and 　 Midgley ，
1968）。

　 彼らは 上記 の 方法 に よ っ て得 た 試料を ，さらに 庶

糖密度勾配電気泳動法に よ っ て，比活性 を 最高 10．7

単位fmg に まで 高め て い る が，そ の 均質性は ， い

ぜ ん と して TSH の 混 入 があ る こ と （O．　4　USP 単位

TSH ／mg ），分析用 DISC 電気 泳 動法で 、複数の バ

ソ ドに 分 か れ る こ と な ど か ら，疑 問 が 持 た れ て い る

くPeckham 　and 　 Parlow ，1969b）。

24 −1−2．FSH の 分離

　 Reichert らは FSH の 分離に も LH と同 じ方法

を適用 し て い る。彼 らは 通常，他 の 多 くの 研究者と

同 じ よ うに ，ヒ ツ ジ の 脳 下垂体の 硫安分画 を カ ラ ム

ク P マ F グ ラ フ ’t 一に か け て い る が，硫安分 画 を カ

ラ ム に か け る 前に ，ク ロ ロ フ ォ ル ム ・ブ タ ノ
ー

ル 混

液 （1 ： 1） に よ っ て 精製 し，FSH の 比 活 性 を あ る

程度 （数単位 Xmg ）高め て お い た 例 もあ る （Jiang
and 　 Reichert ，1964 ； Reichert 　and 　Jiang．1965）G ．

しか し必 らず しも こ の 種の 前処 理 が特に 有効 で あ る

か ど うか は ．疑問 で あ る。 さ て s 彼 ら （Reichert

and 　 Parlow ，1964a　and 　b）　｝よ，　 FSII｝こ つ い
’
て も，、

LH と 同様 に ，硫安 分 画 を DEAE セ ル 卩
一ス の カ

ラ ム に か け ，比活性 を 2．9単位 ／mg に あげ，次に

セ フ ァ デ ック ス GIOC を 通 し，94 単 位 ／η碧 と い う

比 活性 の 高 い もの を 得 て い る。ま た 彼 らは ，後 に は ．．

こ の 順 序を 逆 に し， セ フ
ァ デ ソ

ク ス GIOD を 通 し，
FSH ，　LH 以 外 の 物質を な るべ く除 い て お い て か ら，．
CM セ ル ロ ース ，　 DEAE 一ヒ ル ロ ース を通 して ，

　FSH

と LII とを 分離 して い る （Reichert　 and 　 Jiang，
］965；Reichert　 and 　 Midg ｝ey ，1968； Parlow　 et

al ，1965b ）“Peckham 　and 　Parlow （ユ969b〕　も，
こ れと似 た 紐合せ を用 い た 。す な わ ち ヒ トの 脳 下 垂

体を 試料 と し，は じ め に CM セ ル P − x で LH を

除 ぎ，次 に DEAE セ ル ロ
ース 、 セ フ ァ デ ッ

ク ス

G ユO  を 用 い ． さ らに 庶糖密度勾配 電気泳動法に よ

っ て 精製 した と こ ろ 395 単 位 ／rng と い う高 い 比活

性 の FSH を得た 。二 の 試料 の LH 活性 は，　 O．008．

単位／mg であ っ た 。

2−4−2．Li とその 協 同 者 に よ る方 法

2−4−2− 1．LH の 精製

　L
⊥ らは ， ヒ ツ ジ の 脳 卜垂 体 の 1．．32 ．OM 硫安

（pH6 ．9） 沈 殿 分 画 を ， ア ン バ ーヲ イ ト IRC −50 の

カ ラ ム に 通 し （比 活 性 増 加 2，7 培 ，回収 率 80％ ），
こ れ を さ らに デ ソ ブ ソ ゲ ル 電 気 泳動 （pH4 ．2

， イ オ

ソ 強度 O．10，1丿 ソ 酸緩衡液）に か け た が，最終 回 収

率 は 30％ 以 下 と な ．
っ た （Squire 　 and 　 Li，1958，

1959）。ま た t デ ソ ブ ソ ゲ ル の か わ りに ，エ タ ノ ラ

イ ズ ドセ ル ロ
ー

ス の カ ラ ム 電気泳動を 用い た 例 も報

告 して い る が，17％ の 活性 が，こ の 泳動に よ っ て 失

なわれ て し まっ た と述 べ て い る （Li　et　ai．，　ig60）。
2−4−2−2．FSH の 精製

　Li ら　（1960）は ，　デ ソ プ γ ゲ ル 電 気 泳 動 と，
DEAE セ ル ロ

ー
ス を 用 い ， ヒ トの FSH の 比 活性

を ， は じめ の 約 10倍 に あげ る こ と に 成功 し た が
．

LH 活性 を除 くこ とは で ぎな か っ た、また彼ら は ，

N 工工
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ヒ トや ヒ ツ ジ の FSH を ，　 SE セ フ ァ デ ッ ク ス C50，
セ フ ァ デ

ッ
ク ス G100，・っ い で CM セ フ ァ デ ッ ク ス

C50 を 通す こ とに よ り，LH の 混 入 の 少な い 試 料 を

得 よ うと した が ，必 らず し も成功 して い ない （Pap ・

koff　et　α’．，　1967a　and 　b）。

　 比 活性 も高 く （］00単位／rng 以上）．　 LH の 混入

も，あ っ た と して も e．05 単位／mg 以下の t ぎわ め

て純度 の 高 い FSH は ，　ヒ トに お い て は ， セ フ
ァ

デ ッ ク ス G100，っ い で CM セ ル Pt・
一

ス も し くは

CM セ フ
ァ デ

．
ッ ク ス ，そ し て 最終段階 で ，調製 用

DISC 電気泳動法 に ょ っ て 得 られ て い る （Saxena

and 　 Rathnam 　1967，1968）。ヒ ツ ジ に お い て も，　 k

フ
ァ デ ッ ク ス GIOO

．
　 CM セ フ

ァ デ ッ ク ス C50 ，つ

い で リ ア 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル を通 し，最後 に や は り，
DISC 電気詠動 に よ ．

） て 高純度の FSH が 得 られ て

い る （Sherwood 　 et　 aL
，

上97C）。

2−3−4．Jutiszらの 方法

　 Jutisz ら も，初期 に は 硫安分 画 法， ア ル コ ール

沈殿法 で 調製 した ヒ ツ ジ の 脳 下 垂 体抽出物を ア γ

パ ーラ イ ト IRC50 や リ γ 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル を 使用

して ．FSH や LII を 精製 し よ うと した が ，あ ま り

良好 な 結果 は 得 られ な か っ た （Jutisz　 and 　 Squire
，

1961）。そ こ で，ヒ ツ ジ の 前葉抽出物を，まず DEAE

セ ル ロ
ー

ス に 通 した 後 ，セ フ ァ デ ッ ク ス GIOO の 長

い カ ラ ム に 繰 り返 し，数度通す，とい う方法を用 い

て ，比活性 が ，】．．8単位ノ，ng の 試料，お よび 2G−・30

単 位 ／mg の 試料 を 得た （Jutisz　 and 　Courte ，　IP68 ；

Jutisz　 et 　 at ．，1965 ； Baron 　 et　 ai ．，1968）。そ の

後 ，
二 の ゲ ル 枦過 の 部分を 改良 し カ ラ ム を 2 本連絡

す る こ と に よ り，比活性 が 58 単位 ／rng ，　 LH の 混

在 が．0．001 単位 ／mg 以 ドと い ら高純度の FSH を

得 る こ とに 成功 した （Hermire 　 and 　 Jutisz． 1969）。
こ の 方法 で は ，回収率 が 非常に よ い の が ，そ の 特徴

で あ る。．

2−4−4，その 他の 組合せ

　 以 上 に 述べ た 以外に も， 1丿 ン 酸 カ ル シ ウ ム デ ル ，
CM セ ル 卩 一7・，　 DEAE 一ヒ ル ・」 一

ス を ．　 Steelman

らが ，ヒ トや ブ タ の 脳 ド垂 体抽出物に 対 し て 用い て

い る し （Stee ］man 　 l958 ； Steel［na 【1　 et 　aL ，1959）．
DEAE セ ル ロ

ー
ス と ゲ ル 沮 過法 の 組台せ を，　 Ha ・

shimeto 　 et　 at 、（1965，1966） が ， ヒ ツ ジ‘こ お い て

用 い て い る。 Bettendorf 　 et　 al ．（1968） も． ウ マ

の 生殖腺刺激 ホ ル モ ン の 精製 に ，ゲ ル 炉過を くり返

し用 い て い る 。また Hartree らも，こ れ まで 述べ

て きた 諸方法を用 い て ．ヒ トに お い て か な りの 成果

を 幸畏告 した 　（IlartreeJ　1966 ； Hartree　et　at ．、　1964
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