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緒 言

Estrogen測 定 法 に は 生物 学 的測 定 法(Vaginal

smer法,子 宮 重 量 法),物 理 学 的 測 定 法(Ultraviolet

 absorption spectrophotometry, infrared absorp

tion spectrophotometry, gas chromatography)

放射 化 学 的 測 定 法(isotopic dilution technique),

酵素 系 反応 を指 標 と した生 物 化 学 的 測 定 法,お よ び

化学 的 測 定 法 が あ り,現 在 は化 学 的 測 定 法 が主 に用

い られ て い る.

妊 娠 時 や 特 殊 な 内分 泌 疾 患 時 を除 き,尿 中 に排 泄

され るestrogenは 微 量 で あ り,混 在 す る尿 不 純 色

素 に よ る発 色 障 害 や比 色 干 渉 等 に よ り,化 学 的定 量

は 容 易 で な い.化 学 的 定 量 法 に は蛍 光 法 と比 色 法 が

あ り,前 者 に は硫 酸 を 用 い る もの と燐 酸 を 用 い る も

の と が あ るが,い ず れ も感 度 が 非常 に よ く0.005μg

のestroneが 測 定 可 能 で あ る1)2).し か し,こ の方 法

に は 多 くの 問題 点 が あ り3)4),特 に反 応 の特 異 性 に疑

問 点 が残 され て い るた めBorth5)のCriteriaを 満

足 し感 度 お よ び特 異 性 に優 れ て い る比 色 法 が 現 在 広

く行 な わ れ て い る.比 色 法 はKober6)以 来 多数 の 改

変 が な され, Brown7)のmethylationに よ るphase

 change purificationとBauld8)のsaponification

 stepを 加 え, Brownら9)に よ り完 成 され た.し か

しな が ら,こ の方 法 に お い て も,尿 不 純 色 素 に よ る

発 色 障 害 や比 色 干 渉 等 が あ り,微 量 定 量 に は な お十

分 で は な い. Ittrich1)は この尿 不 純 色 素 に よ る干 渉

を除 く目 的 で, chlorform containing p-nitrophenol

でKober colorを 特 異 的 に抽 出 す る方 法 を発表 し,

 Salokangas & Bulbrook10)はtetrachlorethane

 containing p-nitrophenolで 抽 出 し,よ り良 い結 果

を得 た.尿 不 純 色 素 は肝 障 害 患 者 尿,特 に黄 疽 尿 に 多

く認 め られ るが,加 水 分 解 の 方 法 に よ って も残 留 の

程 度 が 異 な って く る.現 在,加 水 分 解 法 と して 酸 加

熱 水 解 法 が 多 く用 い られ て い るが, Brown & Blair

11)の 指 摘 す る ご と く
,こ の 方 法 で もestrogenの 破

壊 す る可 能 性 は大 き く,ま た発 色,比 色 測 定 の 際 に

多 く の 干 渉 物 質 を つ く る傾 向 が あ る. Solvolysis

12)13)14)15)お よ び酵 素 水 解 法14)16)17)18)は これ らの 欠

点 を除 くこ と がで き,現 在 最 良 の 方 法 と考 え られ る.

ま たsolvolysisはestrogen sulfateを 特 異 的 に水

解 す る が, β-glucuronidase (β-G)に よ る水 解 法
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で はestrogen glucuronideを 特 異 的 に水 解 す る の

で,こ れ らの方 法 を併 用 す れ ばestrogenを 抱 合 型

別 に測 定 す る こ とが 可 能 で あ る と考 え られ る.

そ こ で著 者 は 酸 加 熱 水 解 法,β-Gに よ る酵 素 水

解 法 とsolvolysisに お け る水 解 条 件 を再 検 討 し,つ

い で微 量 比 色 定 量 法 に検 討 を加 え,そ の結 果 健 康 成

人 男 子 の尿 中estrogen排 泄 量 をestrone (E1),

 estradiol-17β (E2), estriol (E3)の3分 画 につ

い て分 別測 定 し た.

Ⅰ. Estrogen conjugatesの 加 水分 解 法 に つ い て

1 対 象

岡 山大 学 医 学 部 産 婦 人 科 に入 院 した正 常 妊 娠 末 期

(9～10ヶ 月)の 妊 婦 尿 を2倍 に希 釈 した 尿.

2 試 薬 お よ び器 具

β-GはBernfeldら の方 法19)に 準 じて屠 殺 直 後 の

仔 牛 の肝 臓 を用 い て,精 製 過 程 の第 二 段 階 ま で精 製

し,褐 色 ビ ン に入 れ て 冷 蔵 庫 に保 存 した.精 製 した

β-G活 性 は塚 元 氏 法20)で 測 定 す る と90,000units/ml

で あ っ た. Kober試 薬 はHydroquinone(富 士写 真

工 業 製)2gmを65v/v% H2SO4に 溶 解 し褐 色 ビン

に保 存 した.標 準estrogenお よ びestrogen-3-

methyletherはSteraroids Inc. (U. S. A.)よ

り購 入 した. AluminaはAluminium oxide stan

dardized for chromatographic absorption ana

lysis according to Brockman (Merk, Germany),

 Penicilline G-Kは 武 田 薬 品 工 業 製,そ の 他 の試 薬

はすべて市販特級品を使用した.水 はイオン交換樹

脂で脱 イオン化後,さ らに再蒸溜したものを用いた.

 Columnは 内径0.5cm,長 さ約20cmで,上 部に約25cc

の球 形部を作製し加圧がで きるようにした ものを使

用.比 色には日立分光光電光度計(EPU-2A型)を

用いた.

Table 1 Effect of Incubation Time on Yi

elds of Estrogen-methyl-ethers 

from Estrogens

Each 20μg of estrogen dissolved in 50ml

 of 1.6%NaOH solution, to this O.9g of

 boric acid and 1ml of (CH3)2SO4 added,

 stirred by a magnetic stirrer at 37℃.

(average values in three experiments)

3 測 定 方 法

Table 2の よ うにBrown法7)を 一 部 改 変 して

測 定 した.こ の う ち,と くにmethylationの 条件 に

つ い て検 討 した.す な わ ち, Brown法7)で は37℃ で

dimethyl sulfate 1mlを2回 加 えて 強 く振 盪 させ て

反応 させ, 1夜 放 置 して い るが,著 者 はdimethyl

 sulfate lmlを1回 加 え, 37℃ に加 温 しmagnetic

 stirrerで 振 盪 混 和 させ た.結 果 はTable 1に 示 し

た よ うに, 15分 間振 盪 で92～98%が 反 応 してestr

ogen-3-methyletherと な り, 1夜 放 置 して もほ と

ん ど変 化 が な く, 15分 間 の 反応 時 間 で 十 分 と考 え ら

れ た.こ れ は神 戸 川 ら21)の 報 告 と も一 致 して い る.

Alumina column chromatographyはalumina 2

gmを 水飽 和benzeneで 湿 性 に充 填 したcolumnを

用 い た.こ のcolumnにestrogen-3-methylether

数100μgの 結 晶 をapplyし た 際, 10cmHgの 加 圧 下

での 各fraction溶 出 に必 要 な溶 媒 お よ び溶 出 量 は

E1-3-methyl-etherの 溶 出 に は0.1% ethanol-b-

enzene 12ml, E2-3-methyletherに は1% ethanol

 benzene 13ml, E3-methyletherに は10% ethanol-b-

enzene 10mlが 必 要 で あ っ た.

発 色 はKober反 応 に よ り行 ない, light-path 1cm

のセ ル で分 光 光 電 光 度 計 を用 い て480, 515, 550mμ

の3波 長 で吸 光 度 を測 定 し た後, Allenの 補 正22)を

行 な っ た. standardと してestrogen-3-methyle

therの20μgを 同 時 に測 定 して 尿 中estrogen量 を算

出 じ た.つ ぎ に検 討 対 象 に はつ ぎの4つ の加 水 分 解

法 を選 ん だ.

1) 酸 加熱 水 解 法: conc. HCl 15mlを 尿10mlに,加

えて 沸騰 水 中 で 加 熱 し継 時 的 に水解 率 を測 定 した.

2) β-Gに よ る酵 素 水 解 法:尿10mlに0.2M acetate

 bufferを 加 えてpH 4.7に 調 製 後,防 腐 の 目的 で

penicilline G-Kを 約2,000単 位加 え た.β-Gの

濃度による水解率の変化を水解時間および水解温

度 につ い て検 討 した.

3) Solvolysis=NaCl 2gmを加えた 尿10mlに50%

H2SO4お よびethyl-ether 15mlを加え37℃ で1日

2回 振 盪 しfree estrogenをether層 に抽 出 し

H2SO4の 濃 度 に よ る水 解 率 を継 時 的 に測 定 した.
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Table 2 Chemical Determination of Estrogens

 in Pregnancy Urine

4) 2段 水解法:β-Gに よる酵素水解 とsolvolysis

を用 いた2段 水解と酸加熱水解 とを比較 した.

4 実験結果

1) 酸加熱水解法(Fig. 1)

沸騰 水中での加熱時間は15分 から90分 まで経時的

に水解率をみるとE1は15分 ですでに大部分水解さ

れているがE2お よびE3は60分 以上しなければ水解

は完全とな らなかった.

2) β-Gに よる酵素水解法

a) 水解温度37℃,酵 素濃度300units/mlで72時 間

まで経時的に水解率を示したのがFig. 2で ある

尿中estrogenは3分 画ともこの条件では72時 間

以上の水解時間を要すると考えられた.

FIG. 2Eff
ect of Incubation Time on Vi

elds of Estrogens from Urine 
of a Pregna

nt Woman.

b) 水 解 温度37℃,水 解 時 間 を72時 間 に固 定 し,酵

素 濃 度 を150units/mlか ら3000units/mlま で 変 え

て 水 解率 を み た の がFig. 3で あ る.こ の 結 果 よ

り2,000units/mlの 濃 度 で 各estrogenと も最 高

値 に 達 した.

c) 水 解温 度37℃,酵 素 濃 度2,000units/mlと して

水解 時 間 を24時 間 か ら84時 間 まで経 時 的 に 抽 出 し

た 成績 はFig. 4で あ る.や は りb)で 得 られ た
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結果と同 じ72時 間で最高収 量が得 られた.

FIG. 3
Effect of Enzyme Concentration on Yields of Estrogens from Urine

 of a Pregnant Woman.

FIG. 4

Effect of Incubation Time on Yields of Estrogens from Urine of a

 Pregnant Woman.

d) 水 解温度 を50℃ に上げて,酵 素濃度を2,000

units/mlと して経時的に12時 間か ら72時間まで水

解率をみたのがFig. 5で あ る.水 解温度を高 く

すると水解時間は短縮 し48時 間で完了した.

FIG. 5
Effect of Incubation Time on Yields of Estrogens from Urine of a

 Pregnant Woman.

以上のことからβ-G水 解の最適条件はβ-G濃 度

2,000units/mlで 水解温度37℃ の時は72時 間, 50℃ の

時は48時 間の水解時間が必要であると結論された.

しかし同一尿について水解温度を37℃ と50℃ を比較

するとTable 3に 示すように50℃ の方が各estro

genと もに水解率の結果がよかった.

Table 3 Comparision of Urinary Estrogens

 Hydrolyzed by β-Glucuronidase at

 37℃ for 78hours and at 50℃ for

 48hours.

3) Solvolysis (Fig. 6)

0.5, 1.0, 2.0v/v%H2SO4濃 度 に つ い て 経時 的

に水 解 率 を測 定 す る と0.5～1.0v/v%H2SO4濃

度 で は96時 間以 上 の 水解 時 間 を必 要 と した が,2.0

v/
v%H2SO4濃 度 で は48～72時 間 を 要 し た.

FIG. 6
Effect of Solvolysis on Yields of Estrogens from Urine of a

 Pregnant Woman.

4) 2段 水解 法(Table 4)

β-Gに よ る第 一 段 水 解 は 前 述 の 最 適 条 件 で あ る

β-G濃 度2,000units/ml,水 解 温 度37℃ で72時 間

incubateし,第 二段 水 解 のsolvglysisは2v/v%

H2SO4濃 度, 37℃ で72時 間継 時 抽 出 を行 な っ た結 果

と酸 加 熱 水 解(15v/v%HCl濃 度 で沸 騰 水 中 で60分

加熱)と の 結 果 を同 一 尿 につ い て比 較 した.総es

trogen量 で は両 者 と もほ ぼ 等 し いがE1とE2分 画

で は2段 水 解 法 に お け る収 量 が 多 く, E3で はisol

volysisに お け る収 量 が 多 か っ た.
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Table 4 Comparision of Yields of Estro

gens by Hot Acid Hydrolysis and 

Two Step Hydrolysis in Pregna

ncy Urine.

Ⅱ 微 量 比 色 定量 法 につ い て

1 試 薬 お よ び器 具

Tetrachlorethane試 薬 は市 販 特 級p-nitrophenol

 2gmをtetrachlorethaneに 溶 解 し100mlと し て褐

色 ビン に 入 れ て 保 存 した. Micro-cellはlight path

Table 5 Chemical Determination of Estrogens 

in Male Urine

Table 5 Colorimetory

(Modified SALOKANGAS' micro
method)
Estrogen-methyl-ether fraction eva

porated to dryness

1. 1.5ml of KOBER reagent added to the dry 

residue and boild in water bath for 20 

minutes after that it cooled in ice water 

for 10 minutes.

2. 0.5ml of water added.

3. It boiled in water bath for 5 minutes and 

cooled.

4. 1.5ml of water added.

5. 1.5ml of tetrachlorethane reagent added 

and mixed by a mixer, then centrifuged for 

10 minutes at 1,500 r. p. m. Aqueous layer 

was removed by suction.

6. The tetrachlorethane phase was measured

 by a spectrophoto-meter with a micro-cell

 at wave-length of 508, 539 and 570mμ, re

spectevely.

7. ALLEN's correction was done and estro

gens in 24hours urine were calculated.

(Standard estrogen:1μg of estrone

methyl-ether, estradiol-methyl-ether and

 estriol-3-methyl-ether respectively)
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5cm, capacity 0.6ccの もの を 日立 ミク ロ セ ル附 属

装 置(M-1型)を 日立 分 光 光 電 光 度 計(EPU-2A型)

に附 け て 使 用 し た.そ の他 の試 薬 お よ び器 具 は前 項

で用 い た もの と同 じで あ る.

2 対 象

岡 山 大学 医 学 部 第 一 内科 に勤 務 す る29才 の 健 康 な

男 子 の 尿 で あ る.

3 実 験 方 法(Table 5)

尿50mlま た は100mlを 前 項 で 得 られ た 最適 条 件 の

2段 水 解 後Brownの 神 戸 川 変 法 の一 つ で あ るE法

21)で 行 な い
, alumina column chromatographyで

estrogenを3分 画 と した.発 色,比 色 定 量 はSal

okangas & Bulbrookの 方 法10)を 若 干 改 変 して測

定 した.

4 実 験 結 果

1) 3つ のestrogen-methyl-etherの 純 品 をTable

 5に 示 した方 法 でKober発 色 後tetra-chlorethane

試 薬 に抽 出 して 比 色 測 定 す る とFig. 7の ご と く

0.015μgま で正 確 に 測 定 可 能 で あ っ た.

FIG. 7
Optical Density in Various Amounts of Estrogen-methyl-ether 

after Extraction with Tetrachlorethane

2) Table 6に 回 収 率,精 度,感 度 を示 した.成

人 男 子 尿50mlを2段 水 解 法 で 加 水 分 解 後0.5～1.0μg

の 標 準estrogen-methyletherを 加 え測 定 した.回

収 率 はE2が65.1%と 低 か っ た が混 在 す る尿 不 純

色 素 の 干 渉 の た め で あ る と考 え られ る.測 定 誤 差 は

3.0～3.7%で 少 な か った.ま た 感 度 はE1 0.52μg/

24h., E2 0.42μg/24h., E3 0.5μg/24h.で あ り良 好

な 結 果 で あ っ た.

Table 6 Accuracy

It was tested by adding 0.5～1.0μg of the

 reference standard preparations to 50ml of

 male urine samples after 2 step hydrolysis.

percentage recoveries

(±standard deviation )

(10 experiments)

Precision

Duplicate analyses of 50ml of male urine samples 

by the method involving 2 step hydrolysis.

Sensitivity

μg/24hours

Ⅲ. 健 康男子における尿中estrogen排 泄値

1 対 象および採尿法

対象は24才 から35才 までの健康 な学生 と当教室の

勤務医11名 および60才 から70才 までの岡山市内某病

院に入院していた内分泌疾患を有しない軽症結核患

者4名 である.採 尿はtoluene約5mlを 防腐の目的

で蓄尿 ビンに入れ午前8時 から翌 日午前8時 までの

24時 間尿を正確に採取し,尿 量の少ない場合は水で

1,500mlに なるよ うに希釈し,これ以上の尿量があれ

ば全尿を正確に測定後ポリエチレン製容器に入れ4

℃に貯蔵 した.

2 測定方法はTable 5に 従 った.

3 測定結果(Table 7)

老年者ではE3が やゝ低値でE2が や ゝ高値であり,

総estrogen量 はやゝ低値であった.ま たE3/(E1+
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E2)は か なり低値 となったがp<0.05で 若年者との

間に有意差はなかった.

Table 7 Excreted Estrogens in the Urine of Healthy Men

考 按

1. Estrogen conjugatesの 加 水 分 解 法 につ い て

尿 中estrogenは 大 部 分 が 抱 合 型 で 存 在 して お り25),

この 抱 合 型 の 主要 な もの はestrogen glucuronide

とestrogen sulfateで あ る23)24)25).しか しestriol-

3-sulfate-16(17?) glucuronideと い うdouble

 conjugateも 新 生 児 尿 中 に 発 見 され て い る.26)これ ら

のestrogen conjugatesは 加 水 分 解 を行 な わ な け

れ ば 化学 的 に定 量 す る こ とは困 難 で あ るた め,い ろ

い ろ な 加 水 分 解 法 が行 な われ て い る.

酸 加 熱 加 水 分 解 法 にはHClやH2SO4が 使 用 さ

れ,こ れ らの 酸 の 濃 度 と 煮 沸 時 間 が 異 な る 多 くの

変 法 が あ る が,加 水 分 解 に 要 す る時 間 が 短 か くて

よい こ と と,安 価 で あ る こ とが特 徴 で あ る.古 典 的

estrogenで あ るE1, E2お よ びE3は 酸 や加 熱 に対

して 安 定 な物 質 で あ るが,主 要 なmetaboliteで あ

る2-hydroxyestroneは 容 易 に破 壊 され る27).し か

し古 典 的estrogenの う ち特 にE2に は 尿 中 で は 酸加 熱

水 解 に よ っ て 若 干 の 分 解 が 起 る こ とが指 摘 され て

い る11),28).こ の 損 失 は尿 を希 釈 す る こ と に よ って 防

ぐ こ とが で き る11). Glucoseの 存 在 で はE1, E2, E3

の す べ て の 分 画 で 回 収 率 が 減 少 し, Hobkirk29)に よ

る と2%glucose尿 で は酵 素 水 解 に 比 較 して70～80

%が 破壊 され, 10倍 希 釈 尿 と して 酸 加 熱 水 解 した 場

合 は ほ とん ど分 解 され なか った と報 告 した. Glucose

は一 種 のaldehydeでestrogenのphenol ringと

反 応 しbakelite様 物 質 をつ く る可 能 性 をBrownは

指 摘 し11), Dodsonはglucoseのcarbonyl基 とes

trogenの 官 能 基(aromatic ring)と の 縮 合 で,水 に

可 溶 性 の物 質 を生 ず る可 能 性 もあ る と述 べ た30).著者

はHClに よ る酸 加 熱 水 解 法 を検 討 し15v/v%HCl

濃度 で100℃, 60分incubationす れ ば よ い と い う

Marrianら31)やBrownら11)と 同 様 の 結 果 を 得 た.

酵 素 に よ る加 水 分 解 法 は 酸 加 熱 水 解 法 で お こ る

estrogenの 破 壊 を防 ぐた め に行 な われ, Katzman

ら32)やBeer & Gallagher16)は β-Gを 用 い て よ

い 結果 を 報告 して い る.酵 素 に はglucuronideを 離

す β-Gとsulfateを 離 すphenol sulfataseが あ

るが,そ の起 源 に よ って至 適pHが 異 な って い る.

Patella vulgataよ り抽 出 され た酵 素 に は β-Gと

sulfataseの 両 者 を含 み, estrogen conjugatesの

加 水 分 解 に は最 適 で あ るが 我 国 で は 入 手 しが た い.

β-Gに よ る加 水 分 解 で は酵 素 の 至 適pH,濃 度,水 解

時 間 お よ び温 度 が 重 要 で あ る. Beer & Gallagher

15)は 牛 の 肝 よ り抽 出 し た β-G 300units/mlで120時

間, Strawら33)は100～200units/mlで 細 菌(E. 

coli)性 β-Gで24時 間, Brownら11)はpatella v

ulgataか ら得 られ た β-G 600units/mlで96時 間 が必

要 で あ っ た と報 告 して い る. Hobkirk29)は こ れ らの

起 源 の 異 な る β-Gを 比 較 して,肝 性 β-GがE3-

glucuronideを 水解 す るの に 最 も多 量 を必 要 とす る

こ とを指 摘 した.

著 者 は肝 性 β-Gを 使 用 して追 試 し,水 解 時 間 を短

縮 して72時 間 に した場 合, 37℃ で2,000units/mlの

高 濃度 を必 要 と し,さ らに50℃ に す れ ば48時 間 で最

高収 量 が得 られ た. 50℃ に した 方 が収 量 が 多 い こ と

は 尿 が 弱 酸 性 で あ り,温 度 が 高 い た めglucuronide

以 外 のsulfateや 他 のconjugateも 水 解 され た こ と

を示 す もの で あろ う.β-Gのinhibiterと してsac

charolactoneが 最 も強 いinhibiterで あ る34)が,他

にBeling34)は 尿 中 の あ る種 の 塩 もinhibiterで あ

る と して お り,今 後 明 らか に され るべ き問 題 で あ る.

Burstein & Lieberman35)は, pH 1, 38℃, 24

時 間 のether連 続 抽 出 ま た は継 時 抽 出 でsolvolysis

を行 な う と, estrogen sulfateは 他 のglucuronide

に影 響 され ることな く水 解 され る と報 告 して い る が,

著 者 はFig. 6の ご と く2v/v%H2SO4で48～72

時 間 継 時 抽 出 を必 要 と した.

酵 素 水 解 とsolvolysisに よ る2段 水 解 法 と酸 加

熱 水 解 法 を比 較 す る とTable 4に 示 す よ うにE2分

画 が 酸 加 熱 水 解 法 に お い て低 値 で あ った.こ れ は
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Brown11)やBoscottら28)の 云 うご と く加 熱 と強 酸

の影 響 でE2が 若干 破 壊 され た こ と と,尿 中 不 純 物 が

多 く生 成 され比 色 干 渉 を起 した こ とが 考 え られ る.

2段 水 解 法 に お いて はE3の 収 量 が少 な いよ うに見 え

る が,総estrogen値 は2つ の 方 法 で ほ ぼ等 しい こ

と が ら,酸 加熱 水 解 法 で はE1, E2分 画 の 一 部 がE3

分 画 と同 じ極 性 の もの と な り溶 出 され た との可 能 性

も考 え られ る.

2 微 量 比 色 定 量 法 に つ いて

男 子 尿 中estrogenは 非 常 に微 量 で あ りBrown

法 で は 尿 中 不 純 色 素 を 十 分 除 去 す る こ と が難 か し

く,微 量 測 定 に は適 さな い.こ の欠 点 を除 くた め に

Ittrich1)はKober chromogenをchloroform co

ntaining p-nitrophenolで 特 異 的 に抽 出 し測 定 した

が 褪 色 が 速 く不 安 定 で あ った.Tetrachlorethane

 containing p-nitrophenolでKober chromogen

を抽 出 す るSalokangas & Bulbrookの 方 法10)は

Ittrichの 方 法1)に 比 べ て 褪 色 が遅 く安定 で あ るた

め,著 者 は この 方 法 を若 干 改 変 して 微 量測 定 を行 な

った.そ の 結 果24時 間 尿 で0.5μgま で 正確 に測 定 可

能 で あ りSalokangas & Bulbrook10)の 報 告 と一 致

した.ま た測 定 操 作 は煩 雑 で あ るが大 量 の尿 を必 要

とせ ず50mlの 尿 で十 分 測 定 で き る優 れ た方 法 で あ る.

3 健 康 男 子 に お け る尿 中estrogen排 泄 値 に つ い

て.

Table 8 に男 子 の尿 中estrogen排 泄 値 の報 告

例 を示 し た.古 典 的estrogenの 中 でE2は どの報告

で も最 低 で あ っ た がE1とE3は どち らが 多 い か は報

告 者 に よ って 異 な って い る. Diczfalusy & Lauri

zen36)や 正 司 ら37)はE3>E1, Bersohn & Oelofse

39)43)はE
1>E3で あ っ た と云 って い る. Gallagher

18)は 男 性 のestrogen代 謝 の示 標 と して はE
3よ りE1

を重 視 して い る.E3は 肝 での 代 謝 遅 延 あ る い は阻 害

に よ り低 くな る可 能 性 も考 え られ る.正 常 男 子 につ

い て の著 者 の成 績 で はE3>E1で あ っ た.な お,著

者 の成 績 で はE2が 比 較 的 多 か っ た が,こ れ は水 解 法

の 改 良 に よ る もの と思 わ れ る. estrogen排 泄 量 は

小 児 で は低 く,40)成人 に な る と増 加 し,老 人 に な る と

減 少 す る とい う報 告 が 多 い37)41)42).著 者 の 成績 で も,

老 人 で の 減 少 傾 向 を認 め た.こ の 減 少 は副 腎 や 睾 丸

機 能 の 低 下 に基 因 す る と考 え られ る.

結 論

尿 中estrogen測 定 法 の うち,各 種 加 水 分 解 法お

よ びSalokangas & Bulbrookに よ る微 量 比 色定 量

法 に つ い て 検 討 を行 な い, 2段 水 解 法(酵 素 水解 と

solvolysis)で 水 解 後 微 量 比 色 定 量 法 を併 用 して,

正 常 男 子15名 に つ い て尿 中estrogenを 測 定 し,次

の結 果 を得 た.

1) 酸 加 熱 水 解 法 で は15v/v%HCl濃 度 で100℃,

 60分 加 熱 で尿 中estrogen値 は最 高 で あ った.

2) β-Gに よ る酵 素 水 解 法 で は, 2,000units/ml濃 度

で37℃ で は72時 間, 50℃ で は48時 間 で 水 解 が 完 全 と

な りよ い結 果 が得 られ た.

3) Solvolysisで は2%H2SO4濃 度, 37℃ ether

継 時 抽 出 法 で72時 間 を必 要 と した.

4) 酸 加 熱 水 解 法 と2段 水 解 法(β-Gに よ る酵 素 水

解 法 とsolvolysis)を 比 較 す る と総estrogenで は

ほ ぼ 等 しい 結 果 で あ った が,酸 加 熱 水 解 法 で は他 の

方 法 に 比 べ てE2の 減 少 が み られ た.

5) Salokangas & Bulbrook法 を若 午 改 変 した微

量比 色 定 量 法 では 純 品estrogenで0.015μgま で測

定 可 能 で あ った.

6) 微 量比 色 定量 法 に よ る平均 回 収 率 はE1 76.7%,

 E2 65.1%, E3 82.8%で あ り.測定 限 界 は0.5μg/day

で あ っ た.

Table 8 Urinary Estrogens in Normal Male Subjects
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a) 24～35才 の健 康 男 子 の 尿 申estrogen値 は11例

でE1 1.7±0.5μg/day(平 均 値 ±標 準 偏 差), E2

 1.7±0.7μg/day, E3 3.5±0.6μg/day,総 量7.0

±1.0μg/dayで あ っ た.

b) 60～70才 の 健 康 男 子 で はE1 1.3±0.4μg/day,

 Es 2.5±0.4μg/day, E3 2.6±1.1μg/day,総 量

6.4±1.2μg/dayで あ った.

稿を終 るに当り,御 指導を賜わった有正修道博士

に深謝いたします.

本論文の要旨および一部 は第14回 日本内分泌学会

西日本地方会と第40回 日本内分泌学会総会において

発表 した.
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Urinary Estrogens in Male Patients with Liver Diseases

1. Studies on Method for the Estimation of Estrogens in Normal 

Male Subjects

By

Isao Fukushima

The First Department of Internal Medicine Okayama University 

Medical School (Director: Prof. K. Kosaka)

In an attempt to establish optimal conditions for the hydrolysis of estrogen conjugates in urine 

with Brown's method, the study was made of the hot acid hydrolysis, enzyme (β-glucuronidase)

hydrolysis and solvolysis. The modification of the micro-method according to Salokangas & Bul

brook was reinvestigated. urinary estrogens in fifteen normal male subjects were meseaured with

some modified micro-method involving two step hydrolysis (β-glucuronidase hydrolysis and solv

olysis). The following results were obtained.

1. Optimal conditions for the hot acid hydrolysis were in 15v/v%HCL concentration at 100

℃ for 60minutes incubation. For β-glucuronidase hydrolysis, those were in 2,000units per ml

enzyme concentration at 37℃ for 72 hours incubation and at 50℃, incubation time was 48 hours.

 Optimal incubation time for the solvolysis was 72 hours at 37℃ in 2% H2SO4 concentration with

 continuous ether extraction.

2. Compared with the hot acid hydrolysis and two step hydrolysis involving β-glucuronidase

 hydrolysis and solvolysis, quantities in total estrogens were mostly equal but estradiol fraction 

in the hot acid hydrolysis diminished little.

3. With the modified micro-method according to Salokangas & Bulbrook, the smallest amounts

 of pure estrogen could be estimated to 0.015μg and the mean ratios of recovery in this procedure

 were as follows; estrone 76.7%, estradiol 65.1%, estriol 82.8%. By this method, it was possible 

to dtermine urinary estrogens untill 0.5μg per day.

4. Urinary estrogens in eleven normal male subjects with 24 to 35years old were as follows; 

estrone 1.7±0.5μg per day (mean±standard deviation), estradiol 1.7±0.7, estriol 3.5±0.6, total

 estrogen 7.0±1.0, and in fourth with 60 to 70yers old, estrone 1.3±0.4μg per day, estradiol

 2.5±0.4, estriol 2.6±1.1, total estrogen 6.4±1.2.


