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(主査〉教授鎮目和夫

(副 査〉教授吉岡守正，教授平田幸正

論文内容の要旨

研究目的

ヒト成長ホルモン(以下 hGH と略〉は191 個のアミ

ノ酸からなる単鎖の単純蛋白質である.そのホルモン

作用発現には hGH がその受容体と結合することが必

要である.しかし， hGH 分子上の受容体への結合部位

の詳細は必らずしも明らかではない.一方，ホルモン

に対するモノクロ一ナノレ抗体(以下 MoAb と略〉はそ

の抗原決定基が非常に狭い範囲であるためホルモンの

生物活性部位，免疫活性部位の研究に有用である.ま

た MoAb と抗原との反応系はポリグローナル抗体(以

下 PoAb と略〉の場合より単純化できるため，抗原抗

体反応の解析にも有用である.そこで， hGH に対する

MoAb を作製し，その性質について検討した.

実験方法

hGH で免疫した BALB/c マウスの牌細胞とマウス

由来骨髄腫細胞株 SP2/0 とを Kohler とMilstein ら

の方法に準じて， 50% ポリエチレングリコール下で細

胞融合を行ない， Hypoxanthine ， Aminopterine ， 

Thymidine 添加培地にて選択しハイブリドーマを得

た .培養上清を Solid-phase enzyme-liked im-

munosorbent assay にてスクリーニングを行ない，得

られた抗 hGH 抗体産生クローンを BALB/c マウス

腹腔内に接種し，高濃度の MoAb を含む腹水を得た.

硫安塩析および DEAE カラムにて抗体の精製を行

なった.

得られた MoAb によって hGH の Radioim-

munoassay (以下 RIA と略〉を行なうとともにその特

異性を，遺伝子工学でつくられたメチオニル hGH ，他

の動物の GH ，酵素処理や化学修飾を受けたため分子

の一部が変化している hGH ，hGH フラグメント，ない

しhuman placental lactogen (以下 hPL と略〉との

交叉反応により調べた.次いで， 125I-hGH とMoAb を

プレインキュベートした後に hGH と受容体を反応系

に加えることにより， hGH と受容体との結合反応に

おIoAb が影響を及ぼすか否かを調べた.さらに，パノミ

イン処理により MoAb の Fab 部分を作製し，これを

用いて同様の実験を行なった.

PoAb との比較を行なうため，抗原抗体反応の時間

経過， 125I_hGH の遅延添加による RIA の感度の改善

の有無を調べた.同様の実験を 2 つないし 3 つの

MoAb を組み合わせた系でも行なった.

実験結果および結論

3種の抗 hGH-MoAb を作製しえた.腹水中の抗体

濃度は， 1-37mg/ml であった.これらの MoAb はい

ずれも hGH ，メチオニル hGH を同様に認識したが，

hPL に関しては 1つの MoAb のみこれを認識し，残

りの 2 つの MoAb は全くこれを認識しなかった.

hGH フラグメントとの交叉反応の結果より 3 つの

MoAb の主要な抗原決定基は hGH の N 端より

47-134 番 B のアミノ酸残基に存在することが推定さ

れた.また， 1つの MoAb は125I-hGH が受容体へ結合

するのを抑制し，他の 2 つの MoAb はむしろ125I_hGH

の受容体への結合を増強した.このことから 1つの

MoAb は hGH の受容体への結合部位近傍を抗原決定

基としていることが推察された.

PoAb と比較して MoAb は RIA の感度は著しく不
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良であった. MoAb の抗原抗体反応は極めて迅速であ

るが， 1251.hGH の遅延添加効果も認められず，反応は

可逆性であった.そこで， 2 - 3つの MoAb を組み合

わせたところ，抗原抗体反応の所要時間の延長，遅延
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添加効果出現および反応の非可逆化， R1A の測定感度

の改善を認めるようになった.すなわち， MoAb は反

応が可逆性のため測定感度が不良で、あると思われた.

論 文 審 査の要旨

本論文はヒト成長ホルモンに対する三種のモノクローナル抗体を作製しそれら抗体は成長ホルモ

ンの受容体との結合部位をある程度明らかにし，またそのうち 2種は結合を増強 1種は結合を阻害

する性質のあることを明らかにしたもので，医学上価値あるものと認める.
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