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　 81．Gasehromatograph ．Mass 　Spectrometry （G

C ・MS ） に よ る血 中 Estrogen 定 量 法

　　　 （昭 和 大 ）

　　　　　　　菅野　　寛，岩ブ1．政清，橋野　正 史

　　　　　　　鈴木　仁
一

， 矢内原　巧，中山　徹也

　　　　　　　　　　 （帝 卜司臓器 ・イヒ研 ）　籍…　　　　 弘

　　　　　　 （菓京薬科大 ・薬品 物理 ）　 馬 場 　茂雄

　 日的 ： 而清中 Estrogen （Es） は ，従来種 々 の 方法 に

よ り測定 され て い る．我 々 は安定 同 位体 を 用 い た 内鮒票

準物質と し て の Es 安定 同位体 を 合成 し Gaschromato −

graph ・Mass　Spectrometry（GC −MS ） を用 い Mass 　 Frag−

mentography （MF ）を 利用 し た 血 清中遊難 Est「one （E ・）

Estradiol （E2） Estriol（E3）の 定量法 を 開発 した．

　方法 ； 内部標準物質 の 合成法は ，E
、
Ex ま た は E

、 を

30％ D 、SO ，
　 D

，
O 存在下 に CH

き
OD と還流 した 後 ，t タ ノ

ー
ル よ り再 結 晶 して 2．4．16．16−d

べ
E

，．2．4−dz−E ，，を 得 た ．

血 清 に．L記 の 内部標 準物質を 一・定暈 あ らか じめ 添加 し た

後 メ タ ノ ー一ル に て 抽出．n一ヘ キ サ ン に て 嬲 旨後 メ タ ノ
ー一

ル を 溜去 し酢酸 エ チ ル に て抽出す る ．酢酸エチ ル ，無水

ト リ フ ル オ 卩 酢酸 に て TFA 化 ま た は 無 水 酢酸 に て ア

セ チ ル 化す る ，そ し て GC −MS （島津 1．KB 　9000　MID −

PM ） に て 測定 す る ，ガ ラ ス カ ラ ム （1m．， 1％ OV −l

chromosorb 　 w 　60〜80me8h），キ ャ リ ァ ー一
ガ ス 　（He　25

ml ！min ）温度条件 （セ パ レ ー
タ
ー・270℃ ，カ ラ i・210℃，

イ オ ン 源290℃ ） に て 添加 した
一

定量 の 安定同位体 と標

準 Es の MF ．Lに お け る ピ ー．
ク比 か ら血 清中 Es 値 を

計算 に よ り定量 した ．本法 に よ る測定 に 要す る時 間 は約

3 時 間 で 1 日20検体測 定で ぎる ．

　成續 ； 本 法 に よ る 精度は E
、
E

，
E3 の ％ recovery は それ

ぞれ97．72± 1．89，　97．45Ll　O．99，　98．25：±：1．52　cocfRci −

ent 　of　variation もそ れ ぞ れ．1．90 ， 1．30，　 i．52で あ り極

め て 良好な 成績で ある ．測定感度 は 絶対注入 量が 20P9

以土 あれ ば可能で ある ，また 本法 と我 々 の 教室で 行 つ て

い る RIA 法 の 結 果 と 相 関 係 数 は E1 （r＝0・8491），　 E2

（rニ0．9271），
E3 （r＝O．87e！） で あ っ た ．妊 婦 （120例 ）

血 清中の Es 値は 妊娠 週数と共 に増 加 （妊 娠 10カ月 で は

E
， （19．76± 8．50ng！ml ），　 E2 （37．73± 工3、35ng！

’
ml ），　 Es

（16．49± 3．05ngfml） で あ っ た ．

　独創点 ：使用 した 内部標準物質が 定量 し よ う とす る 日

的物質 と同様 の 理 化学的性 質 を しめ す た め に 抽 出操 作 の

P ス は 自動的 に 補正 され る こ と に なる ．ま た そ の 質量数

よ り定量 す る た め に 極め て 特 異 性 の 高 い 測定法 で あ る．

　 82，「251
標 識 estradiol を使 用 した estradiol の 簡

便な radiolmmu 皿 oassay

　　　 （束京 ・第．…
ラ ジ オ ア イ ソ トープ研）

　　　　　　　津島章
．．．一

郎，中沢　信彦 ，小川　　弘

　 婦入血 中の estradiol −17β （E 、）を
1・51

標識 ト レ ＿サ

ーを 使用 し ，且 ，カ ラ ム 等に よ る ク 卩 マ ト操作 に 代る 簡

便な 純化操作 に よ り，1［1確 に 測 定 可 能 な assay 　system の

開発を R的 ヒして検討を行つ た ．

　 方法 ：300μ1 前後の Lfi［1青を ニ ー一テ ル 抽出 し ，＝ ・　一テ ル

揮発後O．4ml の 50％ メ タ ノ ール と LOrnl の n一ヘ キ サ ン

の 間 で 分配 defatting す る ，　 n一ヘキ サ ン 除去後 ，メ タ ノ

ー
ノレi容液を 揮 発L，，　緩 1重i液0、5m1，　

12SI −E
，
−tyrosine　O．1

m 】（ca ，2 × iO4cpm），抗而清 （anti −E2−6　BSA ）0．lml 添

加後室温に て 60〜90分醐 イ ン キ コ．ベ ー一
トす る ．BF 分離

は
一一
：抗 体 法 を 使 用 し た ．

　成 績 ： ス テ p イ ドの radioimmunoassay で 従来使用 さ

れ て きた lyrosine　 methyl 　 ester 誘導体 を 標識 し ，トレ …

−1，．一と し て 使 用 した と こ ろ rfn清抽出物 の 増加 と と もに 非

特異的吸着 が 異常 に 増加 し，使用 に 耐 え な か つ た ，本法

で は そ の 加 水分解物 で あ る
1251 −E2−6・tyrosine を ト レ ＿

サ ー一と し て 使 用 した ．標準［ih線は Bo ！T ＝60％，（BIBo）

9〔｝％＝10P9， （B！Bo）50％＝75P9 とな り感度 は 良好 で あ

っ た ．50％ メ タ ／ ・．ル と n −’x キ サ ン の 間の 液 々 分配操

作 で は Ea は 定量的 に 5（1％ メ タ ／
一

ル 層 へ 分配 され る の

が 認 め られ ，本法 の 回 収率 は 90〜95％ と なつ た ．intra一

お よ び inter−assay 精度は それ ぞ オ
「
1．5．5％，8．0％ となつ

h ．被検血清は 50｛〕μ1 まで は 使届可能で あ り，本法 （y）

と Sephadex　LH −20 ヵ ラ ム 操作 に よ る 方法 〔x ）な ら び

に Defatting操作 を 省略 し 抽出 の み の 場 合 （x ） との 相

関性は それぞれ y ＝1・03x十 7・o （P91ml ），1’＝o．989，　y＝

0，887x − 34 （pglfml），　 r ＝＝O．982 となっ た ．

　以 H，本法 に よ つ て 求め た 結 果 は 従 来 の Sephadex

LH −20 ヵ ラ ム に よ り純化 し て 求 め た 値 と良 く
．一一一

致 し，そ

して 操作 が 簡便 （ス ビ
ッ ツ ，ピベ

ッ テ ィ ソ グ 不 要）なこ

と，史に トレ
ーサ 核種 と L て

1251
を 使用 して い る こ と

に 」：り臨床 上 充分応用 し うる もの と考 え られ る ．

　 質 問 　　　　　　　　　　　（山 Ll大）伊東　武久

　 分 子 当 りの Radioactivity が
3H

よ り高い に もか か わ
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