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研究要旨 日局各条ヒト下垂体性性腺刺激ホルモン（HMG）では，純度試験として，LH 活性（精
のう重量法または卵巣アスコルビン酸法）が，定量法として FSH活性（卵巣重量法）が設定されてい
る．LH活性は，HMGの有効性及び安全性に関与するパラメータであるが，定量法としては設定され
ていない．また，LH 活性の測定法には二種類の方法があり，異なった値が得られる可能性がある．
さらに，LH/FSH活性比は 1以下と広い規格となっている．そこで，LH活性試験や純度試験のあり方
について検討することを目的に，各メーカーにおける LH 活性の管理状況を調査し，さらに製剤中に
残存している不純物を明らかにした． 

 
A. 研究目的 

HMG（HMG）は閉経後の婦人の尿からウイル
スを除去又は不活化する工程を経て精製されたも
ので，卵胞刺激ホルモン（FSH）作用と黄体形成
ホルモン（LH）作用を持つ．HMGは主に不妊治
療に用いられ，FSHは胞状卵胞の発育を促進する．
LHは FSHと協調的に作用するが，過剰な LH活
性は，卵巣過剰刺激症候群と呼ばれる副作用を引
き起こす可能性がある．そこで，LH 活性は有効
性及び安全性に関わる重要なパラメータであり，
LH/FSH 活性比は適切に管理されていることが必
要である．日本薬局方第十六改正では，定量試験
として設定されているのは FSH活性のみであり，
LH 活性は純度試験において，FSH 活性に対する
LH活性の比（LH/FSH活性比）が 1以下であるこ
とを確認することになっている．LH 活性の測定
方法として，精のう重量法または卵巣アスコルビ
ン酸減少法のニ種類の方法が設定されている．測
定方法が異なれば，得られる値も異なる可能性が
ある．表１に市販されている HMG製剤の一覧を
示す．臨床の場においては，LH/FSH活性比が約 1
の製剤，やや低い製剤，及び非常に低い製剤が，
必要に応じて使い分けられているようである．局
方 HMG各条における LH活性の許容範囲は幅広
く，LH 活性に関する製品間差は大きいと思われ
る．そこで，本研究では，適切な LH活性の規格
及び純度試験の方法について考察すべく，HMG
の LH活性管理状況の調査，局方の問題点につい
て考察を行った．特に，FSH及び LHともに実験
動物を用いたバイオアッセイが採用されているた
め，頑健性，再現性及び動物愛護の精神を考慮し

て，理化学的試験法や ELISAなどへの変更が可能
かどうか検討する必要があると考え，製剤に含ま
れる不純物の同定を行った． 
 
B. 研究方法 
1．試料 
 HMG剤として，HMG注射用 150 IU 「テイゾ
ー」（あすか製薬），「TYK」及び 100 IU「TYK」（大
正薬品工業），「フェリング」（フェリングファーマ），
「F」（富士薬品工業）を用いた．修飾トリプシン
はプロメガ社より購入した．その他の試薬は，高
純度なものを使用した． 
2．還元カルボキシメチル化及びトリプシン消化 
 300 IUの下垂体性性腺刺激ホルモンをPD-10カ
ラム（GEヘルスケア）にて脱塩し凍結乾燥した．
6 mol/L グアニジン塩酸及び 5 mmol/L EDTAを含
む 200 mmol/L トリス塩酸緩衝液（pH 7.4）100μ
Lを加えて溶解し，200 mM ジチオスレイトール
（DTT）溶液を 1 uL加え攪拌し，37℃で 2時間放
置した．400 mM ヨード酢酸溶液を 1.2 uL加え攪
拌し，遮光下室温で 30分間放置した．50 mM DTT 
を1.2 uL加えたのち，PD MiniTrap G-25カラム（GE
ヘルスケア）にて脱塩し，凍結乾燥した．100 IU
相当量を 20μL の 4 mmol/L の EDTA を含む 20 
mmol/Lのトリス塩酸緩衝液（pH 7.4）に溶解し，
1μL の 0.25 mg/mL 修飾トリプシン溶液を加え，
37℃で 6 時間消化した．0.1% ギ酸溶液で 2 倍に
希釈し，1μLを LC/MS/MSに供した． 
 
3．LC/MS/MS 
液体クロマトグラフには Paradigm MS4 
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(Michrome BioResources)，質量分析計には，Orbitrap 
Elite (ThermoScientific)，イオン源にはナノエレク
トロスプレーを使用した．カラムには，L-Column 
L2-C18 (CERI, 0.1 x 150 mm, 3 m)，溶離液には，
A：0.1% ギ酸（A）及びB：0.1% ギ酸を含む 90% 
アセトニトリルを用いた．試料は，同カートリッ
ジ式トラップカラムに吸着させ，0.1% TFAで脱塩
した後，流路を反転させ，室温，流速 0.5 l/min
で，0-2 min, 5% B，2-62 min，5-65% Bのグラジエ
ント条件にて溶出した．質量分析の m/z範囲は，
400-2,000とした．データ依存的にMS/MS測定を
行った． 
 
4. データベース検索 
 MS データは，検索エンジン PEAKS DB
（Bioinformatics Solutions社）を用いて，Swiss-Prot 
humanデータベースに対して検索を行った．検索
結果は，ペプチド及びタンパク質に対して，
-10xlog10 (P-value)が 20以上のもの（P-value 1%に
相当する）もののみを同定とした． 
 
C. 研究結果 
1．HMGの現状の調査 
 局方における LH活性に関する記述は次のよう
になっている．「黄体形成ホルモン 定量法及び次
の方法により試験を行うとき，黄体形成ホルモン
単位の卵胞刺激ホルモン単位に対する比率は 1以
下である．黄体形成ホルモンの測定法には精のう
重量法と卵巣アスコルビン酸減少法がある．黄体
形成ホルモン単位の卵胞刺激ホルモン単位に対す
る比率が 1以下，0.10以上の場合，精のう重量法
を用いることができる．」 この記述からは，
LH/FSH活性比が 0.1以上１以下の場合は精のう
重量法が使用でき，卵巣重量法は常に使用できる
と読み取れる．しかしながら，一般的には，LH
活性の測定には，精のう重量法が使用されるケー
スが多く，LH/FSH 活性比が低い場合に，FSH
が測定に影響を及ぼし正確な測定結果が得られな
いことから，卵巣アスコルビン酸法が使用されて
いるようである．実際，第五WHO国際標準品 ヒ
ト尿由来 FSH 及び LH バイオアッセイ用の検定
においては，卵巣アスコルビン酸法による測定は
行われていない．そこで，局方の書きぶりを LH
活性測定の実態に合わせる必要があると考え，製
造会社におけるLH活性の管理方法について調査
を行った．LH/FSH活性比が約 1の製剤では，局
方の規格（精のう重量法）で確認し，LH/FSH活
性比の低い製剤では，局方の規格に加えて，免疫
学的な手法にてLH含量が少ないことを確認して
いるケースがあった（データ非表示）． 

また，米国薬局方では，LHと FSHの活性比は
約 1 であり，活性比の調節のために，LH 活性の
30%まで妊婦尿由来胎盤性性腺刺激ホルモン
（hCG）を添加して良いことになっている．そこ
で，本邦におけるHMGへの hCG添加の有無につ
いてアンケート調査したところ，添加していると
回答した会社はなかった（データ非表示）． 
 
２．HMG製剤中のタンパク質の同定 
 動物を用いない純度試験を検討するため，トリ
プシン消化ペプチドをLC/MS/MSで分析し，HMG
製剤に含まれるタンパク質成分を同定した．HMG
製剤に加えて，FSH活性のみを精製した精製卵胞
刺激ホルモン製剤も同時に分析した．結果を表２
に示す．タンパク質のアクセッション，分子量と
タンパク質名を示し，その右側に，各製剤で同定
された場合にはタンパク質グループ番号を記入し
た．表の上の方に，有効成分である FSHのβサブ
ユニット（Follitropin subunit beta），FSH，LH及び
hCG に共通するαサブユニット（Glycoprotein 
hormones alpha chain），hCG のβサブユニット
（Choriogonadotropin subunit beta），並びに LHのβ
サブユニット（Lutropin subunit beta）を示した．
FSHはいずれの製剤においても検出されていたが，
LH及び hCGについては，検出されていない場合
もあった．これは，その他のタンパク質が大量に
存在していたことから，相対的な含量が少なく，
検出が妨害されたと思われる．hCGが観測されて
いることから，閉経期婦人尿には，由来は不明で
あるが hCGが含まれていると思われる．LHより
も hCG の方がスコアが高く検出されていたこと
から，LH活性に占める hCGの貢献度は高いこと
が推測される．不純物として，Serum albumin，
Protein AMBP，Plasma serine protease inhibitor，
Complement component C7，CD27 antigen，Tumor 
necrosis factor receptor superfamily member 1B，
Ribonuclease pancreatic，Alpha-1-acid glycoprotein 2
など非常に多くのタンパク質が同定された．血中
から尿中への排泄には，分子量や電荷が関与する．
分子量が数万 Da 以下のタンパク質は尿中に排泄
される．今回，分子量の非常に大きなタンパク質
も検出されていたが，これは，タンパク質断片化
物が検出されたと考えられる．製剤間で検出され
たタンパク質が異なっているが，これは，不純物
タンパク質の量比は変動が大きいことを示唆して
いるのかもしれない． 
 
D. 考察 
 HMGは FSH作用及び LH作用を有しているこ
と，また，FSH及び LH活性はどちらも有効性及
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び安全性に係わることから適切に管理されている
必要がある．そこで，LH は純度試験ではなく定
量試験とすべきではないかと考え，生物薬品委員
会での議論を求めた．この点について，生物薬品
委員会で，実際に使用している医療機関の意見及
び製造メーカーの意見を聞き，実態に合わせて修
正することに決まった．また，LH 活性の測定法
が二種類あることに関して，卵巣アスコルビン酸
減少法は LH/FSH活性比の低い製剤で使用されて
いることが分かり，この点についても，LH の測
定法の記述を実態に合わせて修正することに決ま
った．つまり，LH/FSH 活性比がある値以下の場
合にだけ使用できるという形になると予想される．
しかしながら，試験の適否の判定が，LH/FSH 活
性比が 1以下ということであれば，本試験を実施
する必要性が不明であり，本試験法の取り扱いに
ついて議論する必要がある．また，卵巣アスコル
ビン酸減少法は動物を用いたバイオアッセイであ
り，精度及び感度が低いことから，動物を用いな
い精度及び感度の高い分析法へ置き換えることが
望ましいと考えられる． 
 今回 HMG製剤の状況を調べた結果，市販され
ている製剤の LH/FSH活性比については，一部の
製剤では明確に示されていないことが分かった．
治療上重要な医薬品の特性については情報が適切
に提供されていることが必要であり，LH/FSH が
どのレベルで調整されているのかが明確にされて
いることが望ましいと思われた． 
 また，FSH活性や LH活性測定を理化学的試験
法や ELISA 等の免疫化学的方法に置き換えられ
ないか検討する目的で，HMG 製剤に含まれる不
純物タンパク質の同定を行った．その結果，非常
に多くのタンパク質が混在していることが分かっ
た．また，LH の量は微量であること，及び hCG
も含まれており，HMGの LH活性は，LHと hCG
の両方によることが示唆された．この結果より，
LH 活性測定の代替えとしては，理化学的試験法
は難しく，ELISAのような免疫学的手法を用いて，
hCGと LHの両方を評価する方法がよいのではな
いかと思われた． 
 
E. 結論 
1. 第十六改正HMG各条において純度試験とされ
ている LH活性試験は定量試験とすべきであるこ
と，また，卵巣アスコルビン酸減少法の取り扱い

に問題があることを明らかにした．その結果，生
物薬品委員会では，医療機関及び製造メーカーの
実態を調査し，その結果を踏まえて，LH 試験を
見直すこととなった． 
2. 動物を用いない純度試験作成のための予備的
検討を行い，HMG 製剤中には非常に多くの不純
物タンパク質が含まれていることを明らかにした． 
3. LH活性は LHと hCG両方によるものであるこ
とが示唆されたことから，動物代替法として，免
疫学的手法などを用いて，hCGと LHの両方を評
価する必要性が示唆された． 
 
謝辞 
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