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緒 言

最 近 に なつ て 妊 娠 中の ス テ ロ イ ド代 謝 を胎 児 一 胎

盤を 一 つ の単 位 と して と らえ る考 え方 が な さ れ る様

にな つ た.従 来 胎 児 副 腎 のFoetal zoneは 活 性 で な

い と考 え られ て い た がE. Bloch1), S. Solomon16),

 D. B Villee17)18)等 に よ る胎 児 副 腎 のIncubation実

験 に よ りFoetal zoneがAdult zoneと 同 じ 様 に

Steroid生 合 成 の 機 能 を 持 つ て い る 事 が 示 され た .

一方4) E . Diczfaluey等 は 胎 児 副 腎 及 び胎 盤 のIncu

bation並 び に灌 流 実 験 を 基 に して 卓 越 した 理 論 を

導 いた.す な わ ち彼 等 は妊 婦 尿 中 に大 量 に排 泄 され

てい るエ ス トリオ ール の合 成 に 関 して胎 児 副 腎 が 強

く関 与 して い る事 を 示 し た.

胎 児 副 腎に は17, 20-Desmolase及 び17-Hydrogy-

laseは 存 在 す るがAromatising enzymesy8temの 存

在 は 疑 問視 され 又 Δ5-3βol-Dehydrogenase及 びIso

meraseの 活 性 は な い と報 告 して い る.一 方 胎 盤 に

於 て は逆 に,Δ5-3βol-Dehydrogenase, Isomerase及

びAromatising enzymesystemの 活性 が 強 い が17-

Hydroxylase及 び17, 20-Deamolase活 性 が な い と報

告 され て い る.し か し一 方E. Bloch1)等 は胎 児 副 腎

に Δ5-3βol-Dehydrogense及 び, Isomerose活 性 は

妊 娠週 よ り既 に認 め ら れ る と反 論 して い る. Dicz-

falusy4)の 理 論 は母 体 或 は 胎 児 よ り供 給 され た プ レ グ

ネノ ロ ンがが 胎 盤 の Δ5-3βol-Dehydrogenase及 び,

 Isomeraeeの 作用 に よ り プ ロゲ ス テ ロ ンに 合 成 され

これ は 妊 娠維 持 に関 与 し更 に Δ5-3βol-Dehydroge-

nase及 びIsomeraseの 作 用 を 受 け な か つ た プ レ グネ

ノロ ン は 胎 児 副 腎 の17-Hydroxylase及 び17 , 20-

Desmolaseの 作 用 に よ りDHAに 合 成 され る. DHA

は胎児 副 腎 の16-Hydroxylaseの 作 用 に よ り16-OH-

DHAに な り,主 と して 胎 盤 内 で エ ス ト リオ ール に

生合成 され る.臨 床 的 に もACTHの 分 泌能 力 が な

い と考 え られ る無 脳 児 を 有 す る る母 体 尿 中 エ ス ト リ

オール 値 の低 い 事 や 子 宮 内胎 児 内死 亡 場 合 母 体 尿 中

エ ス トリオ ール 値 が 急 激 に低 下 す る事 はDiczfalusy

の理論からすれば容易に説明する事が出来る.

しかし胎児,胎 盤及び母体を結ぶものは血液であ

り従つてunitがunitと して存在する為には血液を

介さなければな らない.

胎児-胎 盤系の最も重要なルー トである臍帯血の

分析はEberlein7)等 の報告を見 るのみである.し か

しこの報告はプール血でなされたものであり個々の

症例につい臍帯血中17-KS分 画の測定例は優れた

分離能を持つ微量測定法が開発されなまいままに未

だ見 られていない.

本 研究に於いては個 々の症例について 臍帯血 中

17 KS 5分 画を遊離型,結 合型別に充分に測定し得

る方法を開発しそれを用いて測定を行つた.更 に母

体血,母 体尿及び新生児尿の分析を行つた.

分析 したステロイ ド

1) 臍 帯: 117-KS5 分画

2) 母 体 血: 17-KS5 分画

3) 母 体 尿: 17-KS 9分 画 及びエス トロゲン8

分画

4) 新 生児尿: 17-KGS, Total 17-KS, 17-KS 9分

画及びエス トロゲン分画

1) 2) 3)及 び4)の17-KS及 びTotal 17-KSは 個 々

の症例について測定し4)の17-KS 9分 画 などエス

トロゲン分画はプール尿で測定 した.

Androstandione 5α or 5β-androstan-3, 17-

dione

Δ4-Androtendione Androst-4-en-3, 17-dione

Androsteorne 3α-hydrogy-5α-androatan-

17-one

Etiocholanolone 3α-hydroxy-6β-androstaa-

17-one

DHA 3β-hydrosy-androst-5-en

 17-one

11-Ksto-Androsterone 3α-hydroxy-5α-androstan-

11, 17-dione

11-Keto-Etiocholanolone 3α-hydrosy-5β-androstan-
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11, 17-dione

11-OH-Androsterone 3α, 11β-dihydroxy-5α-and-

rostan-17-one

11-OH-Etiocholanolone 3α, 11β-dihydroxy-5β-and-

rostan-17-one

Estrone 3-hydroxy-estra-1, 3, 5 (10)

 trien-17-One

Estradiol Estra-1, 2, 5 (10)-trien-3, 17

β-diol

Estriol Estra-1, 3, 5 (10)-trien-3,

 16α, 17β-trol

16-Epi-Estriol Estra-1
, 3, 5 (10)-trien-3,

 16β, 17β-triol

Progesterone Pregn-4-en-3, 17-dione

Pregnenenolone 3β-hydroxy-pregn-5-en-20-

one

本論文に於て記載 したSteroidの 名 称は上図に示

す通りであり全て略語を用いた.

基 礎 編

第1章　 臍帯血中及び母体血中17-KS分 画測定

法

血中Steroid hormonの 測定は比較的最近 になつ

て行われるようになつたがその歴史はやつと10年 位

である.血 中Steroid hormonの 測定が 尿中の もの

の測定に比 して発達の遅れた理由は1) 採血 の最大

の限界に含まれるステロイ ドが測定感度の最小限界

に達しない場台が多い. 2) 血 清中にはSteroid測

定に干渉する多 くの化学物質を含み,そ の除去には

比較的複雑な精製過程を必要 とする. 3) 脱蛋 白の

操作を必要とする.

以上の理由により従来か ら行われてきた単なる比

色法では測定が困難であつたが最近では1) につい

てはMicrocellの 使用,螢 光比色法,ア イソトープ

法,ガ スクロマ トグラフィーによる分析など測定感

度の高いものが使用され るよ うになつ た為Total

 Steroidの みでな く分画測定 も可能に なつて きた.

 2) 3)に つ いては徐々に改良法が考え られてきてほ

とんど現在では問題がな くなつている.

一方最近では従来血中のSteroidは 遊 離型で存在

すると考えられていたが主として硫酸結合の型で存

在するものが多い事が明 らかになり加水分解が大き

なテーマとな りつつある.そ の他結合型にはグルク

ロン酸結合型及び リン酸結合型がある.こ れ等の加

水分解は人工産物を作りやす く,又 あまり緩除な方

法 で は 水 解 が 充 分 に 行 わ れ な い の で よ りよ い成 績を

得 るた め い ろ い ろ な 方 法 が 工 夫 さ れ て い る.血 中

17-KSの 分 画 測 定 に 関 して はMigeon11), Seier14),

 Conrad2), Oertel12)13), Hermann3), Bellie9), Mc10)

 Kenna, De Neve3), Sandberg15)等 の 報告 が あ り主

と してDHAが 最 も 多 い と され て い る.

つ い でAndrosteroneが 多 い と され て い る.同 じ

立 体 異 性 体 で あ るEtiocholanoloneはKellie9), De3)

 Neve, 12)13)Oertel, 15)Sandbergに よ り報 告 され て い

るが 量 は甚 し く少 い.そ の 他 にOertel12)13)は11-

OH-Etiocholanoloneを 報 告 しKellie9)及 びMigeon11)

は Δ4-Androstenedione 11-Keto-Etiocholanolone 11-

OH-Androsteroneに つ い て 報 告 して い る が これ 等 は

1人 よ り採 取 した もの で な くプ ール 血 で の 検討 で あ

り臨 床 的 に個 々の 症 例 の 多 寡 につ いて 論 ず るこ とは

出 来 な い.

こ こで 示 す 血 中17-KS分 画 測 定 法 は 著 者 の 考案

した 新 し い測 定 法 で本 法 の 特 徴 は1) 脱 蛋 白操 作を

先 行 して 行 うこ とに よ り以 後 の 抽 出等 の 操作 を容 易

に し硫 酸 結 合 の 水 解 に 用 い たTransesterificationの

蛋 白 に よ る干 渉 を除 い た 点2) 硫 酸 結 合 の水 解 に酵

素 水 解 に次 い で緩 除 で 然 も水 解 効 率 の優 れ たTran-

sesterificationを 用 い た 点3) 17-KSと 極性 が よ く類

似 し分 離 が不 可 能 とま で 考 え られ て い るPregnane

 series steroids (C21 methyl)特 にProgesterone及 び

Pregnenoloneを2回 の薄 層 クロ マ トグ ラ フ ィーによ

り除 い た点4) 個 々の 症 例 につ き測 定 した点 で ある.

以 下 は本 測 定 法 を 示 す.

1) 臍 帯 血 及 び 母 体 血 の採 取

2) 血 清分 離

3) 脱 蛋 白

4) ス テ ロ イ ド抽 出

5) 脱 脂

6) Florisil column chromatography

7) 一 次薄 層 ク ロ マ トグ ラフ ィー

8) 二 次 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー

9) 発 色 測 定

1) 分 娩 直 後 直 ち に臍 帯 を 切 断 し 母体 側 より出る

血 液 を 予 め ヘ パ リン処 理 し た ポ リエ チ レン製200ml

の 遠 沈 管 に採 取 し これ を臍 帯 血 と した.一 方母体血

は肘 静 脈 よ り採 取 し同 様 の 容 器 に移 した.

2) 採 取 した 血 液 は直 ちに3000r. p. mで20分 間遠

沈 して 血 漿 を 分 離 した.

3) 血 漿 に そ の3倍 量 の50%ア セ トン/メ タノール

を 加 え て よ く振 盪 して 遠 沈 し上 清 を採 取 した.こ の
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操作は計3回 行つた.上 清を中型ナスフラスコに集

め50℃ にて減圧蒸溜して乾固した.

Table. 1 Method for determination of
 17-KS in cord (1)

Table. 2

 METHOD FOR DETERMINATION

 OＦ 17-KS IN CORD PLASMA (1)

4) 採取血漿と同量の 蒸溜水を加え2倍 量の エー

テルにて2回 抽出しエーテル層と液層(1)を 分離 し

た.エ ーテル層は1/20倍 量 の0 .1 NNaOHに て2回

洗滌し1/10倍 量 の蒸溜水で2回 洗滌 し無水硫酸ソー

ダにて脱水し40℃ にて乾固した
.

5) 80%メ タノール80ml及 び80mlのn -ヘキサ

ンにて分配を行い更にn-ヘ キサン層は40mlの80

%メ タノールで逆抽出した.こ の80%メ タノール層

は50℃ にて減圧蒸溜して乾固した.

6) 内径1cmの カ ラ ムを 使 用 し予 試 験 の済 ん だ フ

ロ リジ ール を 使 用 して メ タ ノ ール/ク ロ ロホ ル ム 系

に よ り17-KS+C21 methyl Pregnane series Steroid

 (2)を 更 に 極 性 の高 い 分 画 よ り分 離 した.

7) (2)を55cmの プ レー トを 使 用 した 薄 層 上 に15

%ア セ トン/ク ロ ロ ホ ル ム を 展 開 溶 媒 と し て 展 開 し

た.こ の展 開 に よ り17-KS分 画 即 ちAndrostanedi-

one,Δ4-Androstene-dione, Androsterone, DHA,及

びEtiocholanoloneは 分 離 す るがAndroetanedione及

び Δ4-Androstenedioneに はProgesteroneが 混 入 し

Androsterone及 びDHAに はPregnenoloneが 混 入

す る.然 もProgesteroneもPregnenoloneも17-KS

の 発 色 で あ るZimmermann発 色 に 反 応 しDHAの

1/3～1/4程 度 の 発 色 を示 す 為Progesterone及 びPr

egnenoloneを 除 去 す る必 要 が あ る.こ の為55cmの

プ レー トよ りAndrostanedione, Δ4-Androstenedione

 Androsterone DHA及 びEtiocholanoloneを 各 々 か

き取 りEtiocholanoloneを 除 く他 の4種 の17-KSを

二 次 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー に 展 開 し た.

Table. 3 Rf values of neutral steroids
 on T. L. C. (55cm Plate)

8) Androstanedione分 画 及 び Δ4-Androstenedione

分 画 はProgesterone除 去 の 目的 で20cmの プ レ ー

トを 使 用 した 薄 層 上 を10%ア セ トン/ク ロ ロ ホ ル ム

を 展 開 溶 媒 と して 展 開 し た. Androsterone及 びDHA

分 画 はPregnenlone除 去 の 目 的 で20cmプ レ ー ト

を 使 用 した薄 層 上 を ク ロ ロ ホ ル ム:ア セ トン:エ タ

ノー ル=90:7:3を 展 開 溶 媒 と して 展 開 した.尚

Etiocholanolne分 画 はC21 methyl Pregnane series

 Steroidの 干 渉 が な い 為二 次 薄 層 に は 展 開 し な か つ

た.
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Table. 4 Rf values of neutral steroids

 on T. L. C.

System A: 10% Acetone/Chloroform

System B: Chloroform: Acetone: Ethanol
=90:7:3

9) 以 上 一 次 及 び二 次 薄 層 ク ロ マ トグ ラフ ィー に

よ つ て 得 られ たAndrostanedione, Δ4-Androstenedi

one, Androsterone, DHA及 びEtiocholanolone分 画

をZimmermann発 色 のLieberman変 法 に よ る マ イ

ク ロ法 に よ り定 量 し た.

Lieberman変 法 に よ る マ イ ク ロ法 は10mlの 試 験

管 に 移 し乾 固 した各 分 画 と ブ ラ ン ク1本 及 び ス タ ン

ダ ー ドと してDHA 20μgを 採 り各 々に0.2mlの1

%メ タヂ ニ トロベ ンゼ ンを よ く管 壁 を 洗 う様 に して

加 え更 に 同 様 に して0.1mlの5N苛 性 カ リを 加 え

暗所 で30～60分 放 置 し1mlの 蒸 溜水 を 加 え て 反 応

を停 止 す る. 1.5mlの テ トラ ヒ ドロ フ ラ ンを 加 え て

30秒 間 よ く振 盪 す る と発 色 物 質 は テ トラ ヒ ドロ フ ラ

ン層 に 移 行 す る.次 い で3,000r.p.m.に て5分 間

遠 沈 して テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン層 をMicro-cellに 移 し

分 光 光 度 計 で460mμ, 520mμ, 580mμ の3点 を 測 定

しAllenの 補正 を 行 い 算 出す る方 法 で あ る.

10) (1)は0.2MのPhosphate bufferに よ りpH

を6.8に してPhoephate β-Glucuronidaseを 検 体25

mlに つ き6,000 Fishman単 位 加 え48時 間 加 水 分 解

した.

こ こで 使 用 し たphosphate β-Glucuronidase仔 牛

の肝 臓 よ り抽 出 した もの で 一 般 に この 水 解 の為 用 い

られ るAcetate β-Glucuronidaseを 用 い たphosphate

 β-Glucuronidaseを 用 い た 理 由 は次 の 操 作 で 硫 酸 結

合 水 解 法 と して 用 い るTransesterificationに 対 す る

干 渉 を 少 くす る 為 で あ る, Transesterificationは

Eberleinの 報 告 し た方 法 で 硫 酸 結 合 型 を特 異 的 に加

水 分 解 し,そ の 反 応 は酵 素 水 解 に似 て 緩 除 で あ り

steroidに 変 化 を与 え る事 が 少 く,収 量 の い い 方 法

で あ る が 蛋 白及 び 有 機 イ オ ンに 干 渉 され る欠 点を有

して い る.こ の 欠 点 を補 う為,脱 蛋 白を 先 行 して行

い, β-Glucusonidase水 解 も有 機 のAcetateを 用いず,

無 機 のPhosphateを 用 い た の で あ る.

Phosphate-β-Glucuronidase水 解 後 は4) 6) 8) 9)

を行 つ た.更 に4)よ り得 た 液 戸 はTranseaterifica

tion及 びSaponificationを 行 い6) 7) 8) 9)を 行

つ た.

Table. 5 Traneesterification procedure

第2節　 本法による血中17-KS分 画測定の回収

率

1) 各stepで の回収率
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A) 脱蛋 白操作

分離した血漿を5mlづ つ4本 の試験管に採 り2

本の血漿にはDHA純 品30μgを 添加 し各々に15ml

の50%ア セ トン/ク ロロホルムを加えよ く振盪 して

遠沈し上清を採取 した.こ の操作を3回 行い上清を

完全に乾固してZimmermann発 色 をしAllenの 補

正を行いこの補正値を用いて次の式にて算出した.

DHA添 加群-DHA非 添加群

/ DHA純 品30μg
×100… …(1)

この結果は平行試験にて78.5%と71.5%の 成積

を得た.

B) エーテル抽出:脱 蛋 白操 作後 乾固しこれに

血漿と同量の蒸溜水を加えよく振盪 し均一化した液

層を用いて行つた. DHA純 品添加はA) の如 く行

い2倍 量のエーテル2回 で抽出を行いこれを乾固し

てZimmermann発 色をしA)…(1) の式 により算

出した.平 行試験で行つた為結果は100%と100%の

成績を得た.

C) アルカリ洗滌及び水洗操作:血 漿を脱蛋白操

作をしエーテル抽出し,こ のエーテル層を等量づつ

分割 しA) と同様にDHA純 品 添加群及び非添加

群に分け1/20倍 量の0.1N苛 性 ソーダにて2回 洗

滌し1/10倍 量の蒸溜水 にて2回 洗滌 し乾 固 して

Zimmermann発 色をしA)…(1) の式 により算出し

た.

平行試験で行つた為結果は100%と98.2%の 成積

を得た.

D) 脱脂操作:血 漿5mlづ つ4本 の試験管に採

り各々脱蛋白→エーテル抽出→アルカリ洗滌,水 洗

後乾固しその中の2本 にDHA純 品を添加 し各々に

80%メ タノールとn-ヘ キサンの分配に より脱 脂 し

た80%メ タノール層を減圧蒸溜して乾固してZimm

ermaan発 色をしA)…(1)の 式 により算出した.

平行試験で行つた為結果は97.2%と98.8%の 成 績

を得た.

2) 全回収率

臍帯血10mlに 純品50μg添 加 した添加群と添加

していない非添加群について全過程の操作を行い添

加群一非添加群/純 品50μg×100に より算出した.

尚Androstanedioneは 不純物が混入 している為検討

出来なかつた.

以下一括 して全回収率を示す.

A) Δ4-Androstostenedione: 36.3%

B) Androsterone: 62 .7%

C) DHA: 59 .6%

D) Etiocholanolone: 55.8%

Table. 7 Total recovery rate

第3節　 臍帯血17-KS分 画 の同定

プールした臍帯血より17-KS分 画を分 離し各 々

についてガスクロマトグラフィー,薄 層クロマ トグ

ラフィー等を用いて同定に関する若干の検討を行つ

た.

1) Androstanedione :A) 相異 なる2種 類 の シス

テムを有する薄 層 クロマ トグラフィー(55cmの プ

レー トを用い15%ア セ トン/ク ロロホルムを展開溶

媒として展開したものと, 20cmの プ レー トを用い10

%ア セ トン/ク ロロホルムを展開溶媒 として展開し

たもの)に おいて純品と等 しいRf値 及び色調を有

するスポットを認める事.

B) 1% SE-30の カ ラムを使用 したガスクロマ ト

グラフィーにおいて純品と等しい相対保持時間を有

する事.

C) TLC上 に一致する検体 よ りの サ ン プル が

Zimmermann反 応 陽性である事.

2) Δ4-Androstenedione

A) 相異なる種類のシステムを有する薄層 クロマ

トグラフィー(55cmの プ レートを用い15%ア セ ト

ン/ク ロロホルムを展開溶媒として展開したものと

20cmの プ レー トを用い10%ア セ トン/ク ロロホルム

を展開溶媒として展開したもの)に おいて純品と等

しいRf値 及び色調を有するスポットを認める事.

B) メタノール内の最大吸収波長が240mμ にある

Fig. 1 Absorption curve
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事.

C) TLC上 に一致する検体よりのサ ンプルがZi

mmermann反 応陽性である事.

3) Androsterone

A) 相異 なる2種 類のシステムを有する薄層 クロ

マ トグラフィー(55cmの プ レートを用い15%ア セ

トン/ク ロロホルムを展開溶媒として展開したもの

と20cmの プ レー トを使用 しクロロホルム:ア セ ト

ン:エ タノール=90:7:3を 展開溶媒として展開

したもの)に おいて純品と等しいRf値 及び色調を

有するスポットを認める事.

B) 相異 なる2種 類のカラムを有するガスクロマ

トグラフィー(1% SE-30及 び2% NGS)に おいて

純品と等 しい相対保持時間を有する事.

C) TLC上 に一致する検体よりのサ ンプルがZim

mermann反 応 陽性である事.

3) DHA

A) 相異 なる2種 類のシステムを有する薄層クロ

マトグラフィー(55cmの プー トを用いた15%ア セ

トン/ク ロロホル ムを展開溶媒として展開したもの

と20cmの プ レー トを使用しクロロホルム:ア セ ト

ン:エ タノール=90:7:3を 展開溶媒として展開

したもの)に おいて純品と等しいRf及 び色調を有

する事.

Table. 8 Rrt on G. L. C.

1) Column:1% SE 30

C. T.: 240℃

N2: 30cc/min, 3kg

AIR: 0.61/min

H2: 60cc/min

2) Column: 0.7% NGS

 C. T.: 215℃

N2: 30cc/min, 3kg

AIR: 0.61/min

H2: 60cc/min

Fig. 2 Identification of DHA on gasliquidchromatography

Column: 2% NGS C. T.: 220℃ H2: 80ml/min. S. C. T.:220℃ AIR: 0.61/min.

 D. T.: 210℃ N2: 30ml/min. 3kg
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B) 相異 なる2種 類のカラムを有するガスクロマ

トグラフィー(1% SE-30及 び2% NQS)に おいて

純品と等 しい相対保持時間を有する事.

C) Oertel-Eiknes12)発 色を行うと最大吸収波長が

405mμ にある事.

Fig. 3 Continuous absorption curve

 (Eik-Nes Reaction)

D) TLC上 に一致するサンプルがZimmermann

反応陽性である事.

5) Etiocholanolone

A) 相異 なる2種 類の システムを有する薄層 クロ

マトグラフィー(55cmの プ レー トを用い15%ア セ

トン/ク ロロホルムを展開溶媒として展開 した もの

及び20cmの プ レー トを使用してクロロホルム:ア

セトン:エ タノール90:7:3を 展開溶媒として展

開したもの)に おいて純品と等しいRf値 及び色調

を有するスポットを認める事.

B) TLC上 に一致するサ ンプルがZimmermann

反応陽性である事.

第4節　 母体尿中17-KS 9分 画測定法

臍帯血を採取 した症例の中で2例 につき,分 娩前

の母体尿を採取 した. 1例 は分娩前2日 であり1例

は分娩前6日 であつた.こ の尿について17-KS 9

分画の測定を行つた.

本法は当教室の吉田,鈴 木により開発された方法

で同一尿より17-KS 9分 画, Corticoids 9分 画の測

定が可能である.著 者は母体尿及び新生児尿の分析

には本法を用いた.

本法では加水分解は3段 階 水解 法(遊 離 型,

 β-Glucuronidase水解及びソルボライシス)を 用いて

いる.以 下は本法の概略を示す .

1) 採尿: 1日 尿を採取の尿量を メスシ リンダー

で正確に測定する.

2) 加水分解: pH 4 .7に調 整の1/25倍 量の0 .2M

の酢酸緩衝液を加え自家製 β-Glucuronidaseを 尿25

mlに 対 して6,000 Fishman単 位及びペニシリンG

を耳かき1ぱ い加え37℃ にて48時 間 イ ングベー

トす る.尚 イ ングベー トをしはじあて24時 間目に

β-Glucuronidaseを 初 回の半量を追加 した.

3) 抽 出:酢 酸 エチルを用いて行つた. 2/3倍 量

で2回1/3倍 量 で7回 行い分離 した液層はソルボラ

イシスを行つた.

4) 洗滌:酢 酸エチル層は1/7倍 量の冷2N苛 性

ソーダで2回, 1/5倍 量の蒸溜水にて2回 洗滌し無

水硫酸 ソーダにて脱水 し50℃ にて減圧蒸溜 して乾

固 した.

5) Column chromnatography:内 径1cmの カ ラ

ムを使用し予試験の済んだFlorisilを 用 いて メタノ

ール/ク ロロホルム系により17-KSと コルチコイ ド

を分離 した.

6) 薄層 クロマ トグラフィー: 17-KS分 画 をテス

トチューブに移し55cmの 薄層上を15%ア セ トン/

クロロホルムを展開溶媒として展開し17-KS 9分 画

を分離した.

7) 発色測定: Zimmermann発 色 により9分 画を

測定 し純品補正を加えて1日 排泄量を算出した.

第5節 尿中エス トロゲン8分 画測定法

第4節 で示した2例 の母体尿についてエス トロゲ

ン8分 画の測定を行つた.

本法の概略を示すと以下の通 りである.

1) 採尿:母 体尿は2例 につき採取 し1例 は分娩

前2日 目, 1例 は分娩前6日 目であり1日 尿を採取

しメスシリンダーで尿量を正確に測定 した.

2) 加水分解: 25mlの 尿 を遠沈管に濾過 して採

りpH 4.7に 調 整し1mlの012Mの 酢酸緩衝液

を加え更に6,000 Fishman単 位 の β-Glucuronidose

及 びペニシリンGを を耳かき1ぱ い加えて37℃ に

て48時 間 イングベー トした.

イ ングベー トはじめて24時 間目にβ-Glucuronidase

を初回の半量追加 した.

3) 抽 水:エ ステルにより行い40ml 1回, 35ml

で1回 抽出した.

4) 洗滌及び濃縮:7.7mlの 蒸 溜水で2回 洗滌し

45℃ にて2.5ml位 になる迄濃縮した.

5) 溶解: 20mlの50%石 油 エステル/ベ ンゼン

を加えて溶解 した.

6) 酸性Steroidの 抽 出: 25mlの1.6%苛 性 ソー

ダにて抽出した. (1回 目Sml, 2回 目8ml, 3回 目

9ml)

7) メチル化:ア ルカリ抽出液 に0.45g硼 酸 を
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加 え 更 に0.5mlの ヂ メ チル 硫 酸 を 加 え37℃ 30分

間 攪 伴 し室 温 に昼 夜放 置 した.

8) ベ ンゼ ン抽 出: 3.3mlの20%苛 性 ソー ダ及

び0.83mlの30%過 酸 化 水 素 水 を 加 え5分 間放 置 し

15mlの ベ ンゼ ンで2回 抽 出 した.

9) 洗 滌: 3mlの 蒸 溜 水 で3回 洗 滌 し無 水硫 酸 ソ

ー ダ を加 え て 脱 水 し60℃ に て 減 圧 蒸 溜 して 乾 固 し

た.

10) 薄 層 ク ロ マ トグ ラフ ィー:乾 固 した メチル 化

し た酸 性Steroidを メ タ ノ ール で テ ス トチ ュー ブ に

移 し20cmの 薄 層 上 を10%ア セ トン/ク ロ ロホ ル ムを

展 開 溶 媒 と して 展 開 して エ ス トロゲ ン8分 画 を 分 離

した.

11) 発 色 測 定: Kober発 色 の 微 量 測 定 法 に よ り測

定 した.

こ の 微 量 測 定 法 は　A) エ ス トロゲ ン8分 画,Est

rone methylether純 品5μg及 び ブ ラ ン クの 計10本

を 用 意 す る.

B) ブ ラ ン ク, Estriol分 画, 16-epi-Estriol分 画

に は0.8mlのKober試 薬 を16-OH-Estradial分 画,

 16-OH-Estrone Estradial及 び2-Methoxy-Estrone分

画 に は0.64mlの コ ー ベ ル 試 薬 を16-OxO-Estrone

 Estrone分 画 及 びEstronemethyl ether純 品 には0.7

mlのKober試 薬 を加 え100℃ に て20分 間 保 温 す

る.

C) 10分 間 氷 冷 後B) で 加 え たKober試 薬 と 同 量

の蒸 溜 水 を 加 え る.

D) 冷 暗 所 に3分 間 静 置 し振 盪 した 後 再 び3分 間

静 置 す る.

E) 各 々 に0.8mlの1. 1. 2. 2.-テ トラ ク ロル エ タ

ン試 薬 を 加 え30秒 間 振 盪 す る.

F) 2500r. p. mに て3分 間 遠 沈 す る.

G) 下 層 の テ トラ ク ロル エ タ ン試 薬 に 移 行 した コ

ー ベル 発 色 物 を 注 射 器 で 採 取 しMicrocellに 移 し

510mμ, 540mμ, 570mμ,に て 測 定 し純 品 補 正 を加 え

て1日 排 泄 量 を算 出 す る.

臨 床 編

第1節　 臍帯血中17-KS 5分 画

の測定

臍帯は生理,解 剖学的に胎児と胎

盤及び母体を結ぶ唯一のルートであ

り従つて臍帯を流れる臍帯血は胎児

と胎盤及び母体の代謝中でも胎児-

胎盤系の代謝を最も直接的に表現し

て い る場 所 と して 考 え られ る.胎 児-胎 盤 系 の代謝

を 論 ず る場 合 に は 臍 帯 血 の分 析 が な され て な けれ ば

い くら イ ング ベ シ ヨンや 灌 流 の実 験 の 様 なin vitro

の実 験 に よ り卓 越 した 説 を 立 て て もin vitroに あて

は め る に は よ ほ ど慎 重 で な けれ ば な らない.胎 児-

胎 盤 系 の ス テ ロ イ ド代 謝 に 関 し てDiczfalusyは 卓

越 した 理 論 を 報 告 して い る が この 理 論 の 根拠 は イン

グ ベ ー シ ョンや 灌 流 実 験 で あ る.

一 方 臍 帯 血 中 ス テ ロ イ ドの 分 析 はEberleinが 報

告 して い る が これ は プー ル 血 で の 検 討 で あ り 然 も

17-KSに 関 して は 硫 酸 結 合 型 のAndrosterone DHA

及 びEtiocholanoloneに つ い て の 報 告 で あ る.そ の

他Steroid分 画 に つ い て の 報 告 は全 くな い.著 者 は

臍 帯 血 中17-KS 5分 画(Androstanedione, Δ4-And

rostenedione Androsterone, DHA及 びEtiocholanol-

one)を 個 々 の 症 例 別 に 遊 離 型, β-Glucnronidase

 Hydrlysate, Transesterification Hydrolysateと して

抽 出 し測 定 した.

測 定 した症 例 数 は21例 で あ る.

1) 遊 離型:測 定 した21例 の 臍 帯 血 中17-KS各

分 画 の血 漿100mlあ た りの 常 均 値 及 び 標 準偏 差 は

次 の通 りで あ る.

A) Androstanedione: 18.9±7.5μg/100ml

B) Δ4-Androstenedione: 13.0±6.4μg/100ml

C) Androsterone: 11.4±5.7μg/100ml

D) DHA: 10.4±4.2μB/100ml

E) Etiocholanolone: 10.0±4.2μg/100ml

これ 等 の 各 々 の分 画 の分 布 を 図 示 す れ ば第4図 の

如 くで あ り個 々 の 症 例 で の ば らつ きは 比較 的 少 く

Androstanedione及 び Δ4-Androstenedioneの 両分 画

は他 の3分 画 に比 較 す る と や や 大 きい ば らつ きを示

して い る.

2) β-Glucuronidase Hydrolysate

リン酸 緩 衝 液 でPH 6.8に して 示適pHが6.8

で あ るphosphate β-Glucuronidaseに よ り 加 水 分 解

Fig. 4 17-KS Fractions in cord blood
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され た17-KS分 画 で あ り測 定 し た21例 の臍 帯 血 中

17-KS各 分 画 の 血 漿100mlあ た りの 平 均 値 及 び 標

準 偏差 は 次 の通 りで あ る.

A) Androstanedione: 16.4±6.9μg/100ml

B) Δ4-Androstenedione: 10.3±4.7μg/100ml

C) Androsterohe: 9.9±4.6μg/100ml

D) DHA: 11.5±5.5μg/100ml

E) Etiocholanolone: 9.3±4.0μg/100ml

これ等 の各 々 の分 画 の分 布 を 図 示 す れ ば第5図 の

如 くで あ り各 々 の分 画 で は ば らつ きは 遊 離 型 よ り更

に少 くア ン ドロ ス タ ンダ イ オ ン分 画 が 他 の4分 画 に

比 較 す る とや や大 き い ば らつ きを 示 して い る.

Fig. 5 17-KS Fractions in cord blood

 (β-Glucuronidase hydrolysate)

MEAN±SD

3) Transesterification Hydrolysate

TransesterificationはEberleinの 考案した方法で

硫酸結合の加水分解に用いられているが我々の検討

では1) 硫 酸結合を特異的に水解する事2) ステ ロ

イ ドの破壊及び変化を起 りに くい事により硫酸結合

加水分解酵素であるサルファターゼの入手困難な現

在最も優れた方法と考えられ る水解法である.

しかしTransesterificationは 蛋 白により反応が阻

害される為原法では少量の血清を多数の試験管に分

注して行 うものであるが著者は脱蛋白を先行して行

う事により分注する事なく行 う事が出来た.

測定した21例 の臍帯血中17-KS各 分 画の血漿100

mlあ た りの平均値及び標準偏差は次の通 りである.

Fig. 6 17-KS Fractions in cord blood

 (Transesterification hydrolysate)

MEAN±SD

A) Androstanedione: 10.7±5.1μg/100ml

B) Δ4-Androstenedione: 5.6±2.3μg/100ml

C) Androsterone: 8.7±5.7μg/100ml

D) DHA: 50.5±21.7μg/100ml

E) Etiocholanolone: 9.7±5.5μg/100ml

こ れ等 の 各 々 の分 画 の分 布 を 図 示 す れ ば 第6図 の

如 くで あ り, DHA分 画 が 圧 倒 的 に 多 く含 ま れ て い

るが ば らつ き も他 の4分 画 に 比 較 す る と大 き い.

4) 遊 離 型 と結 合 型 の和 で 見 た17-KS分 画 遊 離 型,

 β-Glucuronidase Hydrolysate及 びTransesterification

 Hydrolysateの 和 で あ り測 定 した21例 の 臍 帯 血 中

17-KS各 分 画 の 血 漿100mlあ た りの 平 均 値 及 び標

準 偏 差 は次 の 通 りで あ る.

A) Androstanedione: 46.0±12.4μg/

100ml

B) Δ4-Androstendione: 29,7±9.3μg/

100ml

C) Androsterone: 30.2±8.1μg/100ml

D) DHA: 73.1±24.2μg/100ml

E) Etiocholanolone: 29.1±9.9μg/100ml

こ れ 等 各 々 の 分 画 の 分 布 を 図 示 す れ ば 第

7図 の 如 くで あ り, DHA分 画 が 圧 倒 的 に

多 く含 ま れ て い るが ば らつ き も他 の4分 画 に 比 較 す

る と大 き い.以 上 遊 離 型 及 び 結 合 型 に於 け る各 分 画

の平 均 値 及 び 標 準 偏 差 は一 括 して 第8表 に示 す.更

に見 方 を 変 え て 臍 帯 血 中17-KS各 分 画 の 遊 離 型,

 β-Glucuronidase Hydrolysate及 びTransesterifica-

tion Hydrolysateの 占 め る割 合 は 第9表 に示 して い

る.こ の表 に よれ ば各 々 の 分 画 を3群 に大 別 す る事

が 出来 る.

即 ちAndrostanedione及 び Δ4-Androstenedione

は 遊 離 型 及 び β-Glucuronidase Hydrolysateと して

多 くAndrosterone及 びEtiocholanoloneに 遊 離 型,

 β-Glucuronidase Hydrolysate及 びTransesterifica'ion

 Hydrolysateに ほぼ 均 等 に 含 ま れ て い る.

一 方DHAは 殆 ん どTransest-

erification Hydrolysateと し て 存

在 し 遊 離 型 及 び β-Glucuronidase

 Hydrolysateと し て は 少 い.

第2節　 同一症例より得た母体

血及び臍帯血中17-KS

の測定値

同一症例より得た母体血及び臍

帶血中 の17-KS分 画 測定に関 し
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ては未だ報告を見ない.最 近Incubation実 験 や灌

流実験を根拠にして胎児-胎 盤系のステロイド代謝

が論ぜ られている.

Fig. 7 17-KS Fractions in cord blood (Total)

MEAN±SD

Table. 9 17-KS Fractions in cord blood

MEAN±SD

Table. 10 17-KS Fractions in cord blood (Percentage of free and cojugate form)

Diczfalusyの 理論によれば妊娠中のステロイ ド代

謝の中心を胎児-胎 盤系に求めて お り特にEstriol

生合成に関 しては胎児-胎 盤系がその全てであるか

の印象を与えている.確 かに胎盤は極めて重要な機

能を有 し妊娠中のステロイ ド代謝の指導的立場をと

つている事は認めるとしても果 して胎児-胎 盤系が

主であり母体-胎 盤系は殆んどないと云う事には疑

問がある.こ の問題の解決法として著者は胎児-胎

盤系に関 しては臍帯血を採取し母体因子としては母

体血を採取 して各々について17-KS 5分 画 を測定

した.

更 に分娩前の母体1日 尿を採取しこの中に含まれ

る17-KS 9分 画及びエス トロゲ ン8分 画 の測定も

行つた.

症例　1) H. K. 27才　para 2-1-1-1

分娩予定 日　1968年1月25日

分娩　 1968年1月24日

分 娩に際 し頸管の開大は順調であつたが長骨盤の

為吸引分娩を行つている.

児 は♀　2800g　アプガー指数　 10点

胎盤の所見では　重量600g　 で 白色硬塞(-)　 石

灰沈着(+)で あった.

分娩時診断　1) 妊 娠10ヶ 月第1後 頭位経産婦

　2) 長骨 盤

以上の状態であり胎児-胎 盤-母 体機能は正常と

考えられる症例である.

A) 母体 血中並びに臍 帯血 中17-KS分 画母体血

及び臍帯血中17-KS各 分 画の血漿100mlあ た りの

測定値は次の通りである.
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a) 遊 離 型

ⅰ) Androstanedione

母 体 血: 21.7μg/100ml

臍 帯 血: 14.0μg%100ml

ⅱ) Δ4-Androstedione

母 体 血: 11.9μg/100ml

臍 帯 血: 12.8μg/100ml

ⅲ) Androsterone

母 体 血: 12.0μg/100ml

臍 帯 血: 3.4μg/100ml

ⅳ) DHA

母 体 血: 13.1μg/100ml

臍 帯 血: 12.5μg/100ml

ⅴ) Etiocholanlone

母 体 血: 10.6μg/100ml

臍 帯 血: 3.6μg/100ml

b) β-Glucuronidsse Hydrolysate

ⅰ) Androstanedione

母 体 血: 43.7μg/100ml

臍 帯 血: 23.9μg/100ml

ⅱ) Δ4-Androstenedione

母 体 血: 8.8μg/100ml

臍 帯血: 13.3μg/100ml

ⅲ) Androsterone

母 体 血: 9.9μg/100ml

臍 帯 血: 9.3μg/100ml

ⅳ) DHA

母 体 血:―

臍 帯 血: 10.8μg/100ml

ⅴ) Etiocholanolone

母 体 血: 3.5μg/100ml

臍 帯 血: 6.3μg/100ml

c) Transesterification Hydrolysate

ⅰ) Androstanedione

母 体 血: 19.7μg/100ml

臍 帯 血: 19.6μg/100ml

ⅱ) Δ4-Androstenedione

母 体 血: 3.5μg/100ml

臍 帯 血: 5.8μg/100ml

ⅲ )Androsterone

母 体 血: 6.1μg/100ml

臍 帯 血: 16.0μg/100ml

ⅳ) DHA

母 体 血: 24.2μg/100ml

臍 帯 血: 65.1μg/100ml

ⅴ) Etiocholanolone

母 体 血: 8.0μg/100ml

臍 帯 血: 5.6μg/100ml

Fig. 8 Case (1)

17-KS FRACTIONS IN CORD BLOOD 17-KS FRACTIONS IN MATERNAL BLOOD

17-KS FRACTIONS IN MATERNAL URINE

ESTROGEN FRACTIONS IN MATERNAL URINE

これ 等 の各 々 の分 画 を 図 示 す れ

ば 第8図 の如 くで あ り3水 解 型 の

和 で見 る と 母 体 血 で はAndrosta-

nedione分 画 次 い でDHA分 画 が

多 く他 の3分 画 は20～30μg/100

mlに あ る.一 方 臍 帯血 で はDHA

分 画 次 い でAndrostanedione分 画

が 多 く Δ4-Androstenedione分 画

及 びAndrosterone分 画 は30μg/

100ml程 度 で ほ ぼ等 し くEtiochol

anolone分 画 は15.5μg/100mlと

少 い.

母 体 尿 中17-KS 9分 画 及 び エ

ス トロゲ ン8分 画 の 測 定 結 果 は 第

9図 及 び第11表 に 示 し て い る が

17-KS分 画 に 関 して はEtiochola

noloneが や や 少 い 以 外 は特 異 なパ

ター ンは 示 して い な い.一 方 エ ス
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ト ロ ゲ ン8分 画 の 測 定 で はEstriolが 圧 倒 的 に 多 く

5699. 4μg/dayを 示 し て い る.他 の 分 画 で はEstrone

 147.2μg/day 16-epi-Estriol 83.9μg/day Estradiol 

42.2μg/day 2-methoxy-Estrone 36.8μg/day 16-

OH-Estradiol 26.0μg/day, 16-OH-Estrone 8.3μg/

day及 び16-oxo-Estroneが7.7μg/dayと 少 い.

Table. 11 Case (1): 17-KS Fractions in cord

 blood, maternal blood and maternal

 urine

Estrogen fractions in maternal urine

症 例　2) この 症 例 で は母 体 血 の 採 取 が 出 来 な か つ

た 為 臍 帯 血 中17-KS 5分 画 と母 体 尿 中17-KS 9分

画 と エ ス トロゲ ン8分 画 を 測 定 し た.

Y. M. 26才　 para 1-0-1-1

分 娩 予 定 日　 1968年1月10日

分 娩　 1968年1月14日

分 娩 に 際 し頸 管 の 開大 は 順 調 で あ つ た が 骨 盤 出 口

の 軽 度 の狭 窄 が あつ た 為 吸 引分 娩 を行 つ て い る.児

は ♂3200g,ア プ ガ-指 数9点,胎 盤 は520gで

色 白硬 塞(-),石 灰 沈 着(-)で あつ た.

分 娩 時 診 断　1) 妊 娠10ヶ 月 第2後 頭 位 経 産 婦

2) 軽 度 骨 盤 出 口狭 窄

以 上 で あ り症 例1と 同 様 に 胎 児-胎 盤-母 体 機 能

は正 常 と考 え られ る症 例 で あ る.

A) 臍 帯 血 中17-KS分 画

臍 帯 血 中17-KS各 分 画 の血 漿100mlあ た り の測

定 値 は 次 の通 りで あ る.

a) 遊 離 型

ⅰ) Androstandione: 14.3μg/100ml

ⅱ) Δ4-Androstenedione: 10.7μg/100ml

ⅲ) Androsterone: 8.9μg/100ml

ⅳ) DHA: 15.9μg/100ml

ⅴ) Etiocholanolone: 10.8μg/100ml

b) β-Glucuronidase Hydrolysate

ⅰ) Aadrostaneone: 9.4μg/100ml

ⅱ) Δ4-Androstenedione: 8.2μg/100ml

ⅲ) Androsterone: 8.2μg/100ml

ⅳ) DHA: 8.7μg/100ml

ⅴ) Etiocholanolone: 11.0μg/100ml

c) Transesterification Hydrolysate

ⅰ) Androstanedione: 21.6μg/100ml

ⅱ) Δ4-Androstenedioni: 5.0μg/100ml

Fig. 9 Case (2):

17-KS FRACTIONS IN CORD BLOOD

17-KS FRACTIONS IN MATERNAL URINE

ESTROGEN FRACTIONS IN MATERNAL URINE
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ⅲ) Androsterone: 15.9μg/100ml

ⅳ) DHA: 76.8μg/100ml

ⅴ) Etiocholanolone: 22.8μg/100ml

Table. 12 Case (2): 17-KS Fractions in cord

 blood and maternal urine
Estrogen Fractions inmaternal urine

これ 等 の各 の分 画 を図 示 す れ ば第9図 の 如 くで あ

り3水 解 型 の 和 で 見 る とDHA分 画 が 多 く 次 い で

Androstanedioneで あ るが 症 例1と 異 り こ の 症 例 で

はEtiocholanoloneが 多 く44.6μg/100mlで あ る.

母 体尿 中17-KS 9分 画 及 び エ ス トロゲ ン8分 画

の測 定 結果 は第9図 及 び 第12表 に 示 して い るが17-

KS分 画 に 関 して はEtiocholanoloneが や や 少 い 事

は症例1と よ く似 て い る がAndrosterone及 び11-

OXY-17-KSが 多 い 点 が 異 つ た パ ター ンを 示 して い

る.一 方 エス トロゲ ン8分 画 の 測 定 で は症 例1に 較

べ概 して 高値 を 示 しEstriolは9308 . 1μg/day次

いでEstradiolの601.2μg/doy, 16-0H-Estrone 247

.8μg/day, 16-oxo-Estrone 180 .1μg/day, 2-methoxy-

Estrone 108.5μg/day, 16-epi-Estriol 107 .1μg/day,

 16-OH-Estradiolは28 .0μg/dayで あ つ た .

第3節　 新 生 児 尿 中Total 17-KS 17-KGS 17-

KS及 びエ ス トロゲ ン分 画 の 測 定

著 者 は 妊 娠 中 のSteroid代 謝 を解 明 す る 目 的で 胎

児-胎 盤 系 に関 して は 臍 帯 血 を母 体 に 関 して は 母 体

血 及 び母 体 尿 を 選 び主 に17-KS分 画 に 関 して 測 定

した が胎 児 内 で は どの 様 な 代 謝 が 行 わ れ て い るか に

関 しては胎 児 血 の採 取 は 事 実 上 不 可 能 で あ り検 討 出

来 なか つ た.こ の問 題 に少 しで もア プ ロー チす る為

採取 す る事 の可 能 な 新 生 児 尿 を 選 びTotal 17-KS

 17-KGS 17-KS 9分 画 及 び エ ス トロゲ ン分 画 の 測 定

を行 つ た.

新 生児 尿 は 生後1日 目, 3日 目, 5日 目及 び7日

目に採 取 した.更 に 新生 児 副 腎 機 能 を 見 る 目 的 で3

例の新生児に対 してACTH-Z 10単 位を3, 4, 5,日 目

に負荷しTotal 17-KS 17-KGS及 びエス トロゲン分

画の反応を見た.

1) 17-KGSの 経 日的変動

17-KGSの 最 も著明な経日的変化は分娩1日 目か

ら3日 目に至る変化でありこの変化により上昇群,

下降群,不 定群の3群 に区別出来る.上 昇群の分娩

1日 目の17-KGSの1日 排把値は548～193.9μgで

あり下降群では316.9～379.4μgで あつた.叉 不定

群では118.3～305.8μgで あつた.従 つて1日 目に

高値をとる例では3日 目は下降し1日 目に低値をと

るものは3日 目は高値をとる傾向 に あ つ た.更 に

17-KGSの 経 日的変動の大きい事が特徴的で あつた.

2) Total 17-KS.の 経 日的変動

17-KGSに 関 して検討した上記3群 につきTotal

 17-KSの 経 日的変動を追求 した.

17-KGS上 昇群に於けるTotal 17-KSの 変化は一

定の傾向を示さなかっ た.一 方17-KGS下 降群で

のTotal 17-KS値 の変動は4例 中3例 は下降してい

たが1例 は非定形的であつた. 17-KGS不 定 群での

Fig. 10

Urinary 17-KGS

 in newborn

Urinary 17-KS

 in newborn
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Total 17-KSの 変動は上昇 しているもの2例,下 降

しているもの2例,非 定形的な変動を示すものが2

例であつた.一 方経日的変動は17-KGS場 台 と同様

で変動の巾は大きかつた.

Fig. 11

Urinary 17-KGS

 in newborn

Urinary 17-KS

 in newborn

Fig. 12

Urinary 17-KGS

 in newborn

Urinary 17-KS

 in newborn

更に分娩3, 4, 5日 目 にACTH-Z 10単 位づつ

筋注 して17-KGS及 びTotal 17-KS値 の 変動を測

定したが17-KGSもTotal 17-KSも よ く反応 して

おり反応の最 も強い日は17-KGSで は分 娩3日 目

が1例, 5日 目が1例, 7日 目が1例 で ありTotal

 17-KSに 関 してては分娩3日 目が1例, 5日 目が1

例, 7日 目が2例 で あつた.以 上ACTH-Z筋 注 例

は第13図 に示す.

3) 17-KS分 画

大人の場合と 比 較 す る とEtiocholanolone及 び

DHAが 少 く丁度更年期婦人様のパターンを示 して

いる外は特徴的な変化はない.

4) エス トロゲ ン分画

エス トロゲ ン分画の中で最 も経日的変動を示して

いるのはEstriolで あ る. Estriolは 分娩後1, 3,

 5, 7日 目と日の経過とともに急激な減少を示して

いる.

一 方ACTH負 荷例では各分画とも中等度の反応

を示 した.

Fig. 13

Urinary 17-KGS
 in newborn

 (Pesponce to acth)

Urinary 17-KS

 in newborn

 (Pesponce to acth)

Fig. 14

Fig. 15 Urinary pregnandiol, pregnantriol

 and estrogens in newborn

第4節　 総括並びに考按

Diczfalusyが 妊娠中のエス トリオール合成に関し

ては胎児-胎 盤系が最 も重要なルー トである事を報

告して以来妊娠中のステロイ ド代謝を胎児-胎 盤系

を一つの単位としてとらえる考え方がなされる様に
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な つ て き た. DiczfalusyはIncubation実 験 及 び灌

流実 験 で胎 児 にはSulphokinase, 17, 20-Desmolase,

 11-Hydroxylase, 16-Hydroxylase及 び17-Hydrox

ylaseが 存 在 しAromatising enzyme systemに 関 し

ては 不 明 で あ る と し一 方 胎 盤 に はSulphatase, 3β-ol

 Dehydrogenase, Isomerase及 びAromatising enzyme

 sysbemが 存 在 す る と報 告 して い る.然 も 興 味 あ る

事 は上 記 の 酵 素 の 中 で 胎 児 に 存 在 す る も の は胎 盤 に

は存 在 せ ず胎 盤 に存 在 す る酵 素 は 胎 児 に は存 在 しな

い事 が 示 され て い る.即 ち胎 児 と胎 盤 は1つ の 単 位

で あ り こ こにFoeto-Placentar Unitの 概 念 が は じま

つ た の で あ る.し か しDiczfalusyの 示 し た 胎 児 及

び胎 盤 に於 け る酵 素 活 性 に つ い て は反 論 す る人 もあ

り例 え ばE. Blochは 胎 児 副 腎 に は 妊 娠9週 よ りΔ

5-3βol Dehydrogenase及 びIsomerase活 性 が 認 め ら

れ る と云 つ て い る.

又胎 児 が分 娩 胎 後 胎 盤 か ら離 れ て 自力 で 生 活 して

い く為 に はCorticoidsが 必 要 で あ る と 考 え ら れ る

がDiczFalusyの 示 した 胎 児 内 酵 素 で はCorticoids

は合 成 出来 な い.し か し一 方 酵 素 活 性 の な い もの が

分 娩 機 転 に よ り急 激 に 活 性 を 示 す 様 に な る と も考 え

られずDiczfalusyの 示 した 胎 児-胎 盤 で の 酵 素 活

性 は 余 り明 瞭過 ぎ て 疑 問 が 残 る.更 にDiczfalusy

の理 論 はIncubation実 験 及 び 灌 流実 験 を 基 に して

導 か れ た もので あ り可 能 性 を示 して い るに 過 ぎず こ

の 理 論 を実 証 す る為 に は血 液 中 のSteroidを 測 定 し

な けれ ばな らな い. Eberleinは 臍 帯 血 中Steroidの

分 析 を行 つ て い るが 硫 酸 結 合 型 のDHAが 多 い 事 を

示 しDiczfalusy理 論 を 裏 付 け て い る が これ は プ ー

ル した 血 液 で の 結 果 で あ り個 々の 症 例 につ い て の 報

告 は な い.更 に 同一 症 例 に つ い て 臍 帯 血,母 体 血 及

び母体 尿 中 のSternidをdynamicに と ら え る事 が

必 要 な ので はな か ろ うか.著 者 は臍 帯 血 中17-KS 5

分 画 を 遊 離 型, β-Glucuronidase Hydrolysate及 び

Transesterification Hydrolysateに 分 けて 分 離 測 定 し

た.臍 帯血 中17-KS分 画 の 中 でDHAが 他 の 分 画

に 較 べ て圧 倒 的 に 多 か つ た が 主 にTranscsterification

 Hydrolysateと して 存 在 して い た .し か し そ の 他 の

分 画 も可 成 りの 量 含 まれ て い る事 が分 つ た. Eberle

inの 臍 帯 血 中17-KS分 画 の 測 定 は 硫 酸 結 合 型 の

Androsterone, DHA及 びEtiocholanoloneで あ る が

DHAに 関 して は著 者 と ほ ぼ 等 しい 測 定 値 で あ るが

Androsterone及 びEtiocholanoloneに 関 して はEbe

rlein測 定 値 は著 者 の 測 定 値 よ り低 値 で各 々1 .2μg/

100ml, 0.2μg/100mlで あ る.し か し 著 者 の 検 討 し

た母休尿及び新生児尿の測定値より見るとEberlein

の測定値は余りにも低値の様に考える.母 体血及び

臍帯血同時測定例でみるとAndrostanedioneは 母体

血に優位に多 くこの解析は合の所不明である. Δ4-

Androstenedione, Androsterone及 びEtiocholanolone

は両血液間に殆んど差を認めない.こ の事は母体又

に胎児-胎 盤系に特異的な生合成機構のない事を示

している.

Fig. 16 17-KS Fractions in cord blood

 and maternal peripheral blood

一方DHAに 関 しては臍帯血88 .4μg/100mlに 対

し母体血では37.3μg/dayで あ り臍帯血中に優位に

多い事が示され胎児-胎 盤系に強い生合成能力があ

る事が分る.し かし母体血中にも相当量含まれてお

り母体にもDHA生 合成能が ある事 が示されてい

る.

母体尿中17-KS分 画 についてはEtiocholanolone

が非妊成熟婦人尿に較べ低値を示 している. Aadro-

sterone及 びDHAは 大量に排泄されている.母 体

尿中エス トロゲン分画については従来の報 告 通 り

Estriolが 圧 倒的に多い.

大人の17-KS分 画 について男女差を最もよく示

す方法としてAndrosteron/Total 17-KSが あるが臍

帯血中17-KS分 画について この比率を求めたが胎

児の男女差との間には全 く相関は認められなかつた.

新 生児尿中17-KGSの 経 日的変動 は上昇群,下 降

群,不 定群に区別 して検討したが臨床的所見 との明

らかな 相関は 認められ なかつた. 17-KGS変 動 と

Total 17-KS変 動は多少類似していた.又17-KGS

もTotal 17-KSも 経 日的に大きな変動を示 していた

がこの原因は下垂体一副腎皮質系のFeedback機 構

が未熟な為であると考 え た.ACTH負 荷 例 で17-

KGS及 びTotal 17-KSは よ く反応 して おり新生児
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副腎が活性である事が分つた.

新生児尿中17-KS分 画ではDHA及 びEtiochol-

anoloneが 少 く更年期婦人様のパ ターンを示 し新生

児の性腺機能が静止状能にある事を示している.新

生児尿中エストロゲ ン分画中Estridlは 経 日的に急

激な減少を示し母体の影響の大である事を示 してい

た.し かしACTHを 負荷すると中等度の反応を示

し新生児副腎性のEstriolも 存在する事を示 してい

た.

DiczfalusyはEstriolのPrecurssorで あるDHA

の生合成に関 してFoeto-placentar unitが その全て

である様に報告 しこの考え方が現在一般化しつつあ

る.

しかし著者は1)母 体血中にもDHAが 相 当量含ま

れている事2)新 生 児尿 中 のDHAが 案 外 少い事

3)Estriolは 胎児に移行するの根拠に基いて妊娠未期

になれば母体尿中に10mg前 後 も排泄されるEstriol

が胎児-胎 盤系によるものであるとの考え方は間違

つておりFoeto-placentomaternol unitと してとらえ

る考え方を提唱する.そ してこの新しい概念に基い

て代謝をとらえる為には臍帯血,母 体血及び母体尿

の分析が必要である.

更 に個々の症例による臍帯血中17-KS各 分 画の

全分画に対する比率を見ると各分画ともばらつきが

少 くこの事はこれ等分画間の代謝Shiftは 個 々の症

例で余 り変化のない事を示 している.

Fig. 17 Androstanedione/total 11-deoxy-

17KS incord blood

Mean±SD: 22.2±3.8

Fig. 18 Δ4-Androstenedione/total 11-deoxy-

17KS in cord blood

Mean±SD: 14.2±2.8

Fig. 19 Androsteron/total 11-deoxy-17KS in

 cord blood

Mean±SD: 14.5±2.6

Fig. 20 Etiocholanolone/Total 11-deoxy-17KS
 in cord blood

Mean±SD: 13.7±2.9

Fig. 21 DHA/Total 11-deoxy-17KS in cord
 blood

Mean±SD: 34.3±7.4

結 語

臍帯血中17-KS 5分 画,母 体血中17-KS 5分 画,

母体尿中17-KS 9分 画 及びエス トロゲン8分 画,

新生児尿中17-KGS, Total 17-KS 17-KS 9分 画 及

びエス トロゲン分画の測定の結果次の様な事が明ら

かになつた.

1) 臍帯血中にはDHAがTrnseatesification Hy-

drolysateと して多 く含まれているが他の4分 画 も

可成り多 く含まれている事.

2) 母体血及び臍帯血同時測定例ではDHAが 臍

帯血に優位に 多 く胎児-胎 盤系 で 確 か にActive

にDHA生 合成が行われている事.し かし他の4分

画 に関しては特異な代謝環境の見出せない事.

3) 母体尿中17-KS分 画 の 中でEtiocholanolone

は非妊成熟婦人に較べ低値であるがDHAは 大量に

排泄されている事.

4) 母体尿中にはEstriolが 大 量に排泄 されてい

る事.

5) 新 生児尿中17-KGS及 びTotol 17-KSの 測定

により新生児副腎はSteroid生 合 成を行つている事.

更 に17-KS分 画測定で性腺機能は静止状態にある

事が分 りDHA排 泄 が案外少い事が分つた.エ ス

トロゲン分画測定では新生児副腎にエストロゲン生

合成能のある事が明らかになつた.

以上によりEstriol生 合成は胎児-胎 盤系で行わ

れ ると云 うDiczfalusyの 理論には大きな疑問があ

り著者は胎児-胎 盤-母 体を1つ のUnitと して考

える結論に達 しこれを知る為には母体血,臍 帯血,

母 体尿の測定をしなければならない.

稿を終 るにあたり御指導御校閲を賜わ りました恩

師橋本清教に深 く感謝致します.又 終始御教示を戴

いた吉田俊彦講師に深く感謝致します.
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Study on 17-Ketosteroids in Umbillical Cord Blood

Shohei KAMADA

Department of Obstetrics and Gynecology, Okayama University Medical School, 

Okayama, Japan.

In recent years, new theory concerned upon the estriol biosynthesis in the pregnant was 

developed remarkably . Diczfalusy and others demonstrated that DHA from foetal adrenal was 

the main precurssor of estriol in the pregnant . Their approaches for this problem were tried 

mainly with in vitro incubation and circulation studies. In this study, the approach was tried 

with the determination of steroids in cord blood, maternalblood, maternal urine and urine of

 newborn. Androstanedion
, Δ4-androstenedione, DHA, androsterone and etiocholanolone in

 cord blood were deter minated by new method , which was cosisted of following procedure.

1) 3s Hydrolysis (free steroid extraction , hydrolysis with β-glucuronidase in phosphatete

 buffer and transesterification with methyl-green and acetic acid.
2) Florisil column chromatography .
3) Thin layer chromatography.

4) Colorimetry following Lieberman , colour development with modified zimmerman reaction.
The results of this determination were as following.
In two cases, five androgens in cord blood and maternal peripheral blood, eight fractions

 of estrogens and nine fractions of 17-Ketosteroids in maternal urine, were determined. Also
 nine fractions of 17-Ketosteroids and four fractions of estrogens were determined in pooled

 urine of newborn .

The results of these determination were as followings.
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1) DHA level in cord blood was higher than that in maternal blood. But DHA level in

 maternal blood was cosiderably high. DHA in cord blood: 88.4μg/100ml, DHA in maternal

 blood: 37.3μg/100 ml It should be indicated that, thinking of maternal blood volume, mate

rnal DHA is important for estriol biosynthesis.

2) Although DHA level in maternal urine was high, but DHA level in urine of newborn

 was low. Urinars DHA in mother: 1111.3μg/day, Urinary DHA in newborn: 10.0～50.0μg

/day By this results, it is difficult to think that all estriol should be the product of foetal

 DHA.

3) Urinary estriol in early post-natal days was relatively high and then decreased to 10

 and less μg in seven days of newborn. This indicates that the stored estriol was excreted in

 post-natal days. By these results, it should be clear that estriol biosynthesis is done not only 
in foetoplacentar unit, but also in maternalplacentar unit. It is claimed that steroids metab

olism in pregnancy, as was seen in estriol biosynthesis, must be examined not as foeto-place-

ntar unit but as foeto-placentar-maternal relation.


