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概要　尿 中 estrogen の 測 定 に つ い て は estrogen が 特異 な 呈 色 反 応 を 示 す こ と が 見 出 され て 以 来古 く，
か ら化 学

定 量 が な さ れ て い る．し か し estrogen が 微量 で あ る と ぎ，呈 色 液 は 尿 の 不 純 物 に よ り影響 さ れ や す い た め ，

こ れ を 取 除 か ね ば な ら な い ．Ittrich
，
　Salakangas

，
　Bradshaw の 方法 は こ の 呈 色 液 よ り estrogcn 呈 色 の み を 抽

出す る も の で 特性を ま す こ と が で き る．

　最 近 Cl4 又 は H3 に て 標識 さ れ た steroid 　hormone が 合 成 さ れ，臨 床 的 に 応 用 され る よ 5 に な り，　 steroid

hormone の 測 定 が 正 確 に 行 な え る よ 5に な つ た．

　 こ s で は 尿 中 cstrogen を Ittrichの 方法 に 3 っ の 操 作 を 加 え て 不 純 物 を 取 り除 き， 更 に 放射性同位 元 素 の

使 用 に よ り従 来 に 比 し て 正 確 な 値 を 得 る こ と が で き た ． 不 純 物 を 除 くた め に 加 え た 3 つ の 操作 と は silicagel

column 　に よ る Chromatography 　と Saponification と alumina 　 colUmn に よ る chromatography で あ る．

estrogen の 分 画 は Bush　 system の paperchromatography を 用 い た ．こ の system に お け る Rf 値 は Bush 　Biで

は estrol ユe
，
　estradiol ，　estriol は 各 々 0．77，0．43，0．02で あ り，Bush　C で は O．90，0．87，0．27 で あ っ た．　 estrogen

color の P−nitrophenol −chIoroform 抽 出液 で は 537m μ，
517m μ，

557m μ の 吸収 度を み れ ば よ い ・こ の 方 法 の

回 収率 は estrone
，
　 estradio 】，　 estriel で 44．8± 3．4％ ，

58．8± 5．9％，30．1± 1．5％ で あ り ， 再 現 性試 験 で は ，

6．3± o．34μ9fday ，5．8±G．60μ91day ，9．8± 0．48μ91day で 誤差は 少 な か つ た． 放 射 能 の 測 定 は Tri　carb

loquid　 scintillation 　 spectrometer で 行 な つ た，　 scintillator は PPO （2，5−Diphenylexazole ） と Dimethyl

POPOP 〔1，4−bis−2 （4−mcthyl −5−phcnyl −oxazole ）benzene 〕 の toluene 溶 液 で あ る．

　　　　　　　　　1・ 緒　　言

　尿中 estrogen の 測 定 に つ い て は ，　 estrogen が特異 な

呈 色反応を示す こ とが 見出 され て 以来古 くか ら比 色 定量

が な され て い る ．しか し estrogen が 微量 で あ る とき
『
，

呈 色液は 尿 の 不 純物 に 影響されやすい た め ，こ れを取除

か ねばならな い ．Ittrichi）
，
　Sa 正akangas2 》

，
　Bradshaw3 ） は

こ の 呈色液か ら estrogen 呈 色 の み を 抽出する こ とに よ

つ て 特性 を ます こ とが わ か つ た ．

　最近 ，Cu ま た は H31 ，L て 標織 され た steroid 　hormone

が 合成 さ れ．， 臨床的 に 応用 さ れ る よ うに な り，steroid

hormone の 測定が 正 確 に 行 な え る よ うに な つ た ．

　 こ こ で は 尿中 estr ・gen 測定は Ittrich の 方法 に 3 つ

の 操作を加えて 不純物を取除 き ， 更に 放射性同位元素の

使用 に よ り ， 従来 に 比 し て 正 確 な値 を 得 る こ とが で きた

の で 報告す る ．

　　　　　　　　 ll・ 実験方 法

　 1　 試薬

　ether ： 1 級．5％ FeSO ，
・2 ％ H ，SO41 ！1。量 2 回洗

浄 ．水
11iO

量　1回洗浄．5 ％ NaHCO
，

1
！m 量 2 回洗浄．

水
1
！1D量 2 回洗浄 ．　CaCla で乾燥させ ，34〜36℃蒸溜部分

を と る．こ の 操作で 鉄分 を 取除 く．petroleum　 ether ： 1

級．40〜60℃蒸溜部分 をとる ． toluerie ： 1級 ． 110〜

112℃
「
蒸溜部分． benzene，　 ethylacetate ，　 methanol

，

chlorofDrm
，
　acetone

，
　ethanol

，
　H ，

SO4
，
　 HCI ，　 NazSO4

，

NaOH ．　NaHCO3 ，　Na3CO3 ，　p−nitropheno1 ，K ，
Fe （CN ）E ，

FeCls・6H，O ： 以上特級（関東化学製）．ligroin： 1 級．80
〜100℃ 蒸溜部分 （日本石 油製）． hydroquinone ： 1級

（関東化学製）．2％−hydroquin 。 ne −H
、
SO

、 液 ： estradiol
，

estrone ，　cstrio1 各 々 54％，64％ ，68％ H
，
SO ‘溶液で 2

％ hydrDquinone 液を つ くる ．1 ％ NaOH ： 特 級 Na

OH 使用． 8 ％ NaHCO2 ： 特級 NaHCO3 使用 ．

，
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■

■

P

carbonate 　buHfer： 1
！i。N の Na2CO3 とNaHCO

， よ りpH

lO．5に 作成 ．　 alumina ： Brockmann 　 I一皿度 とす る

（Merk 製）．silicagel ： 100mesh 以上 の もの （関東化 学

製）．paperchromatography 用濾紙 ： 東洋濾紙No ．51A ．

scintil 「at ・r ； toluene 　500ml 中 ｝こ PPO （2，5−Dipheno−

loxazole）2g と Dimethyl 　POPOP 〔ユ，4−bis−2−（4−methyl

5−phenyl　 oxazolyl ）−benzene〕 25mg （い ずれ も Packard

社製） を入れ 溶 か した もの ． radioisotopc ： estradio1 −

6，7−Hs （specific 　activity 　 O．95　mc ！mg ），　 estrone −6
，
7−H3

（spec 量fic　 activity 　1．86mc ！mg ），
estradiol −4−C14 （specific

activity 　8．18mc！mg ） い ずれ も Radiochemical 　 Centre

製 ． estriol 一ユ5−Hs （specific 　 activity 　 llmc1   9） Dr ．

Levitz （New 　York ）の 提供に よ る 、

　2 ．実験器具

　 column 　 chromatography 用 tube 内径 8 皿皿長 さ 15cm

の もの ．Soxhlet 装置 ： benzene−ethanol 等量液中に

paperchromatography 用 1慮紙 を 入 れ，4 〜5 日放置 ．脱

脂を行な うもの ．rOtary 　evapOratOr ：有機溶媒 の 乾固に

用 い る ．paperchromatographys 用 tank ； Bush 系 の も

の で 恒温 槽 に 入 れ ，31± 1 ℃ に 保持す る （図 王）．

図 1　 Tank 　for　paperchromato 　graphy

Paper

ase

　paperchromatogram 　scanner ； Aloca　 Model 　 PCS 　2 ．

放射能測定装置 ：Packard 製 Tri　Oarb 　liquid　scintllla −

tion　 spectrometer ．比 色 計 ： 日立 分光光電光度比色計 ．

N2 −gas ：乾固に 用 い る．　 parerchromatography 用 paper ：

図 2 ．

　 3　実験操作

　実験操作の 過程 は 図 3 に 示 す 如 く，Ittrichn） の 方法

に 更に 不 純物を 除 く目的 で 種 々 の 操作を 加えた もの で あ

る．

　加水分解 ： 尿 （isotQpe　dilution　meth ・d を 行 な うた

め ，estradiol −6，7−H
菖
，　estrone −6，7−H ：

，
　estriol −15−Hz を 各 々

O．5μc 加え る ）15Vol ％ に conc ．　HC 艮を 加 え ，　100℃

1時間加水分解す る ，抽出 ，精製 ：加水分解終了後冷却

し ，ethcr に て 3 回 抽出．　 ca1
’bonatc　bufferで 洗浄 1 回 ，

堤 1245− 59

f i
図　2　 Paper 　fbl

’

　 80m　 2σmpaperchromatography　 40cm

可 ［⊃亡 ：＝＝ ＝ ＝ 」ユ・・

図 3　 Flow 　Sheet　for　the　Separation　 of 　Es−

trone ，　 Estradiol　 and 　 Estriol　 by　 the　 Mo −

dification　 of 工ttrich
’
s　 Method

Urine　hyd．rGlysed 　 wi 十h　HOし

　　　　1・編 c＋ed ・ wl ＋h ・＋h・・

　 　 Ether　e＞d’ract
Washed　wi 十h （1）carbena 十e　buffer　pH　IC．5
　　　　　 （2〕sa 十d，N 己HOO3
　 　 　 　 　 〔3〕wa 十巳「

　　E十her　e ）apora †ed

　　　　 iGhroma十〇graphed 　on 　silTca　gel
Benzene　and 　ligh士　pe十ρoleum （equ ヨl　vDls．）　added

　　　　t　 　 　 　 　 e ×十「 ec 十ed 　 w ［th　l％ NaOH

　　　　　 30mi 冂，　saponi 刊ed

　　NaHCO
霎
addeai

　 　 Neutrai［zgd 　wi舌h　HGl

　　　　　l・x＋・ae ＋・d 耐 h ・ナh・・

　 　E十her　 e＞apo 「己†ed

　　　　　l・h・・ m ・＋。graphed ・n　
・1・ mina

Paperchroma量ographed 　by　Bush
’
s　sys ｛em

，，＋，譜牆 ，，d、。t 豊嬲
一

De＋ermi 盻 d　 by　c。lorime＋ry

8 ％ NaHCO
、 液 1回 ，水 1 回洗浄，　 Na ，

SO
、 を少量加

え て ，ether 部 よ り水分を 除 き，ether を rotary 　 evapo −

rator で 蒸発乾固 させ る．こ の 中に は 色素 ， 脂肪等の 不

純物が含まれ て い る た め ， s三licagel　column を 通 し た ．

si　licagel　1　 g を benzene に とか して column に つ め ，

benzene が silicagel の 上 1〜 3　CmtlCきた とき，抽出乾

固 した estrogen を benzene 　 2　m1 で 温 め 溶か し，冷や

した後 ，
celumn に 入 れ ， 吸着さ せ る． 更に benzene

2m1 で 容器 を洗い ，　 column に 加 え る，そ れ が 再 び

silicagel の 上 1cm に きた と ぎ，ethanel ： benzene （5 ：

95）溶液 10mlを検体の 容器 に 入れ て か ら ， こ れをcolumn

に 入 れ ，溶出 され た もの は捨て ，次 に ethyl 　acetate を

10ml 容器に 入れ ，　 column か ら溶出 され た も の を と る ．

こ の fraction は そ の ま ま ，
　 Nz−Gas で 乾固 さ せ る ．

column を通 つ た もの は phenoli⊂ fractionを 得 る た め ，

benzene　25ml
」 petroleum　ether 　25inl等量液 で 溶 か し，

1％ NaOH 　 25m 】 3 回で 抽出す る ．しか し こ の 抽出物

に ま だ脂肪等 が 残 つ て い る か ら，30分煮 沸 す る こ とに

よつ て 鹸化を行なつ た ．終了後 NaHCO
、 4g を 入 れ

conc 　 HC1 で pH 　7．0に 中和させ る ．冷却後 ether 　25ml 　3

回 で 抽 出 ，水 2 ・n12 回 洗浄 ，　 Na
，
Sq を少量 加 え 水 を

切 り，rotary 　 evaporator で 乾固 さぜ る ．次 い で 再 び 不
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純物を 除 くた め ，alumina 　 column を 通 した ．　 alumina

1．6g を水飽和 benzeneに とか し ，　 column を つ く り ，

30％omethanol −benzene　2　ml に とか した検体 を benzene

が colu   の 上 0．5cmに きた とき，　 column に 入 れ ，

吸着及び 溶出 させ ， そ れ を 試験管 に と り ， 再 び 30％

methanol
−benzene　10ml で容 器 を 溶 か し ，

　 column に 入

れ ， 溶出 し た もの は 全 部 と る ．paperchromatography ：

不 純物を幾分取除 い た もの は 次い で estrone
，
　estradi ・ 1，

estri ・1 の 3 分画 に す る た め ，　 Bush 系
5 〕

の paperchr・
−

matography を 用 い た ．検体を methanol 　O．05m1 に と

か し，あらか じめ 脱脂を行な つ た 濾紙 の start 　lineの 部に

0．5cm以 下 の 巾で 線状 に キ ャ ピ ラ
ール で つ け る ．次 い で

容器は methanol 各 lt　O ．05ml で 3 回洗い なが らspotting

を 行な う．spotting 終了後，図 1 の 如 ぎ ，
tank に 入

れ ， 恒温槽 の 中で ，24時 間 移動相 と 固定相 を 飽和 させ

た後 ， 上部 の 液槽 に 分液 ロ ートか ら移動相を流 し展開す

る ．Bush　B1 で は 5 時間 ，　Bush　C で は 4時間で 分離 で

きる．検体は まず Bush　B
、 系 に 入 れ ， ク ロ マ ト終了

後乾燥 させ ，Scanner で scanning を行な う．　 estrone ，

estradiol 部分 は 分離 され るが estrlol は start 　line　trこ残 る

た め ，
こ の 部を再 び methanol で とか し ，

　Bush　C 系 で

chromatography 行な う．分離さ れた estrone ，　estradiol
，

estriol の 濾紙を 0 ．5 × 0．5c皿の 大 き さ に 切 り，methanol

で 溶解乾 固さす，こ れを既知 の 量 の methanol で 溶 か

し ，各 々 2 つ に 分け ，

一
部は 放射能 の 測定 ，

一
部 は 化学

定量に 用 い る．放射能を 用 い な い と ぎは paper を 1 ％

FeCI 、 と 1％ K 、Fe （CN ）fi の 等量液に浸 し，次 い で 5

％ HCI 液 で 洗 い ，呈 色反応 を行な う と eg・　trogen の あ

る 部が青色 とな る ．化学的測定 ：Ittrich法 に 基 づ き，

検体に 2 ％ hydroquinone 　H ，SO 、 液 1m1 加え，4G分

100℃ 加熱，冷 却 させ た後，水 1・4m 且 加 え た もの に 2

％
−
p
−nitrQphene1 −chleroforrn

，
1 ％ ethanol 溶液 2 ．5ml

加えて ，Kober 　color の み を抽出す る ．Kober 　color は

比 色計に て 測定 す る ．放 射能 の 測 定 ： 検体 を ！iquid

scintillation 用 vial に 入れ乾固 させ ，
　 scintillator 　10

ml を 入 れ ，　 liquid　 scintillation 　spectrometer で 測 定

する ．isotope 　 dilution　method で 尿 中 estrogen は 次

式 で 計算す る ．

　　A ＝a （
Io　＿11）

　　　　　　A ：米知 の estrQgen

　　　　　　a ：加えた estrogen の 量

　　　　　　Io ：加えた estrogen の specific 　 activity

　　　　　　1 ： 測定 し よ うとす る estrogen の specific

　　　　　　　 ACtivity

　色素等 の quenching は internal　 standard で 補正 し

た ．

　　　　　　　　 IIL　実験成績

　paperchromatography を行なつ たもの を scan した

も の は 図 4 の 如 く．Bush　B ， で eStrone と estradiol を，

Bush　 C で estriel が 分 け られ る こ とが わ か る． 各 々 の

Rf 値は 表 1 の 如くで あ る．estrogen を p−nitrophenol −

chloreform 溶 液 で 抽 出 し た も の の 吸 収 曲線 は 図 5 の

如 く， 537m μ で 最大吸収 となり， 517m μか ら 557m μ

が直線をえが くの で ， こ の 3 点を とり，Allene）
の 補正

式 で 補正 値 を 出 し た ． estrogen の 検量 曲線 は 図 6 の

如 く で estr 。 ne ，　estradiol ，　estriol は 平行線 を えが き．

estr ・gen の 量 が 0 ，5〜 5．Oμ g の 部 で 直線を示す の で

こ の 部分で読む とよい ．こ の 方法に よ る recovery は表

2 の 如 く，同
一

条件 の もとで は 値 は 大体一致す る こ と

を 示す ．paperchromatography を行な つ た と きの paper

　 図 4 　Scan　 of 　Radioactive　Estregens　E　eparatecl

　　　　 by　 PaperchrQmatography

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tlme　oonst．3DSec．　 BushG

　　　　　・
騨 嬲 1器 。・，
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」 念＿ 丿．
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表 1　 Rf 　Values　 of 　Estrogens

（Bush
’
s　paperchromatography ）

Estrone

Bl

C

123456

　

12nj456
聖 nae

田 ean

0．800
．770
．700
．760
．780
．740

．770
．880
．920
．980
．970
．850
．80o

・鯉

・・t・・d・・ll ・・・… 1

0．390
．400
．450
．500
．440
．40

／

1432

工

00DOOOODOOOO

0．430
．850
，900
．950
，820
．800
．90O

．87

D．020
，250
．ユ80
．350
．250
，290
．300

．27
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◎

図 5　 Wavelength ！Absorption　 curves 　of

　　　Estrogen−Celor　 in　 p−Nitrephenol−

　 　 　Chloroforrn　Solution

O．

　 O．
密
20・
ゆ

！O8

且 a0

　 D

440　460　細 　　δOD　52D　MO　560　5θD

　　　 Wave　lengfh晦μ）

図 6 　Relationships　between　Corrected

　　　Spectrophotometer　Readings 　and

　　　Amounts 　 of 　EstrDgens
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表 2　Recovery （％）

No ． EstroneEstradiolEstriol

123456Mean45．632
．047
．956

．646

．740

．044
．8：±：3．4

62．O 28，0
68．077
．240
．938

．266

．758

．8十 　5 ．9

24．830

．528

．236

．333
．030

．ユ十 1．5

表 3 　Reproductibility μgfday

NQ ， Estrone

1234Mean 6．46

．66
．45

，76

．3十 D．34

1・… ad ・・1

　 　 5．26
，46
．25

．45

．8十 〇．60

Estriol10

．09
．610

．59
．29

．8十 〇昌48

堤 1247− 61

を 1 皿 lfraction とし，各 々 の 放射能 と化学定量値 を同

時に 示す と図7， 8 の 如 く ，
Bush　Bi　iこ 於 て もC に 於て も

一致する こ とが わ か る．

図 7Paperchromatogram （Bush　 B コ） of

　 　 Nomlal 　 Woman 　 Urine

l！滞 一

・ ・ 嘱 しブ
ロ

。 51 。

1
信 7025

．
tid
’
T ，

　 　 　 　 　 1：「n 　Frac†［．：n

60匚〕
50MO4aoO

　 ∈

30QC，■

　 D200010000

図 8　 Paperchromatogram （Bush　C ） of

　 　 Normal　 Woman 　 Urine

繋
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O・。・・　 　　
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liiik
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　　　　　　　　 IV ・ 考　　按

　尿中 estrogen の 測定に つ い て は 古 くか ら，　 estrogen

は特異 な呈 色反応 あ りとい わ れ η 5）， 中で も Kober が

estrogen に 濃硫酸を 加 え ， 熱する こ とに よ つ て ，green −

fluorescing　 orange とな り，そ れを水 で 稀釈す る とpink

に 変色 す る こ とが 出現 され て 以来 ， 比色定量がで きる こ

とが わ か つ た
e 〕1m ）H 〕．又硫酸及び 燐酸で 螢光を発生 させ

て 測 る こ ともで ぎる ．更に Kober 反応 を 改良 し て
，

hydroquinone −H
、SO 、 を用 い る と感度 ，特性，安定性が

増す とい う
12》13 ）1a ｝．　 estr 。gen が 微量 の と き ，

Kober 呈 色

液 は尿 の 不 純物 に よ り影 響 されや すい た め
，

こ れ を取除

くた め ，
Itt・i・h1》

は P−nitr ・phen ・卜・hl・ r・f・・m
，
　Sala−

kangase｝

は p−nitrophenol 　tetrachtoroethane
，
　Bradshaw3 ）

は trichloroacetic 　acid 　chlGrofor 皿 で こ の 呈色液 か ら，
estrogen 　Kober 　color の み を特異 的に 抽出する方法を報

告し て い る ．Ittrichは 加 水 分 解 ， 抽出 ，精製 は Brewn

に 準 じて い る が ，KQber 　 celor の みを p・nitrephenol −

chlor 。f・rm で 抽出測定を行 な つ て 微量 検出 されるとい

つ て い る ．こ こ で も Ittrich の 方 法 を 用 い ，更 に 不 純物

を 除 く目的 で silicagel 　 colurnn
，
　saponification

，
　alumina
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celumn ，
　paperchromatography の 操作を加えた．silica −

gel 　column は Goldzieherlfi｝ に よる column で 脱色，

脱脂 の 目的 で 使用 す る もの で あ る．原法 は n −hexane
，

benzene・ether （95 ： 5 ），　ethyl 　 ace 匸ate の 順 に 展開 し，

n −hexane で 脱 コ レ ス テ Pt　一一ル と 脱色素が 行 なわれ ，

ethyl 　 acetate で steroid を と り出すもの で あ るが ，
こ

こ で は 脂肪は 次の saponi 丘cation で とる こ とに し，脱 色

を主 と し た の で n −hexane は用 い な か つ た ．　 saponifica −

tion は Bauldi3｝
，
Brown11 〕

に よ り行なわ れ ， 不 純物 は 鹸

化 さ れ ，estr 。gcn 　fract沁 n に 不 純物の くる 率を 減少せ し

め る こ と及 び こ れ に よ り estrogen の 損 失 は 認め られ な い

こ とが わ か つ て い る．alumina 　co ！umn は Stimmel1G） が

2 ％ ，
5 ％ ，30％ methanol −benzene で estrone ，　estra −

diol，　estriel を分画 して 以来 ， 多くの 人 が こ れ を応用 し

て い るが 又 こ の こ とか ら30％ Inethanol −benzane の み で

total　 estr 。gen とし て と り出す こ と も可 能で あ る．しか

し他 の chromogen を全部除去す る こ とは 不可能で あ つ

た ．paperchrQmatGgraphy で e5trGgen を分 画 す る こ

とは 古 くか ら多 くの 報告が あ る ．Burt。n ，　Zafforani 及び

Keutmanl7） は paper に propylen　glycol や Ibramid を

浸 した 後 ，試料をつ け る 方法 を 報告した ．BushSlは移動

相と固定相 の 飽和 した とこ ろ で 試料をつ けた paper に

展開させ る方法 を用 い た ．前者 は大量 の 試料 が の せ られ

る が ，展 開 や 展 開 終 了 後 の 乾燥 に 長 時間を 要 し ，Rf が

得 られない とい う欠点が ある ．後者は 大量 の 試料 の 検出

が出来 な く，展開中の 温度を一
定 に 保た な けれ ば な らな

い が ， 展開や 乾燥に は 短時間 で よ く ，
Rf も得られ ， 誤

差 は 少 な い とい う利点がある ．Bush は 温 度を30〜38°

± 0。5℃ に
一

定 に し て 繰 作 を 行 な い ，0．5〜20μg ま で

の 量 の 定性可能 で あつ た ．Axelrodls｝19 ）

は Zafforani

system に 従い ，o −dichlor  benzene−foramide 系で estrone ，

estradio1 の 分離 ，
　 methylen −chl ・ ride −f・ ramide 系 で ，

estriol を 分離した ，又 methyl −cyclohexan 。
−pr・pylen−

gIycol で estrone ，　cstradiol を 分離す ．　Zaff・rani 　 system

を 用 い た 報告 は 多 い
zo ）z ＝ 22 〕2 ：⊃24 〕25 ）．　 MitchellZpt27） は

placenta の 抽出物を Bush 　systcln で petrolcum 　ether −

methanol （1 ： 1 ）で estrone ，　 estradiol を benzene−

methan ・1−water （2 ： 1 ： 1 ）で estriol を 分離して い

る ．Rf は cstrone ，　estradio1
，
　estriolet 各 々 0．2

， 0．07 ，

0，13で あ る．Dao2s ｝
は Bush 　B5 系 で estriol と16−epie −

striol の 分離，　 n −hexane −methanol （1 ： 1） で estrQne ，

estradi ・1 の 分離 を し ，
これを bi。 assay した．　Da ・ と1司

じ方法 で Porter29 ）
等 は Rf は estrone 　 O．54 ，

　 estradiol

0．18を得た ．又 bioassay を 行 なわ ず ，　 spQt の 面積 と

estrogen の 濃度 との 闘係か ら簡単に 検体 の estrogen の

定量 を した，Bush系 の も の の み を 使 つ た もの で BarIow30＞

は Bush　B1 で estrone ，　estradiol7 　Bush 　C で estriol を分

け ，Rf は 各 々 0．8，0．38，0．33で あつ た ．　 Czeizel3n等

に ょれ ば Bush　Bs で estrone ，　estradiol ，　B5 で estriol を

分け ，
Rf は各 々 0．58， 0．29，0，14で あつ た ．血中 ， 尿

中の estrogen を Maheshsz） は Bush　B3と B
、 を使い ，

Rf は 0．56，0．17，0．08を得 た ．　 Bush　system で estrogen

を分離す る 方法は そ の 他多くみ られ る
3S ）3‘）35 ］Sfi］S7）aa’39）．

　Cln 又 は Hs に て 標識 され た steroid 　 hormone が 臨

床的 に 応用 され る よ うに な り ，
steroid 　hormone の 測定

が 正 確 に 行 な え る よ うに なつ た ．放射能を 用 い る 測 定

法 に は 種 々 の 方法 が あ るが 最 も 簡単 な も の は isetope

diluti・ n 　methed で あ る． こ の 方法 は す で に 1939年

Rittenbergge40｝41Hm

カミ H3 標識 ア ミ ノ 酸 を 用 い て ア ミ ノ

酸の 微量定量 を 行 な つ た ．そ の 後 Peterson4s〕 が 血 漿 の

corticosterone の 定量を行ない ，同様 の 方法 で Ayres4喧 〕

は

尿中の cortisol と　aldosterone を 測定 した ．そ の 他多

数 の 報告が ある
d5 ）46 ｝4T ）‘B）41 ）5°）fiL／

・52 〕53 ）．

　 estrogen で は
一

井等
54 〕が estrone −6

，
7−Hs

，
　 estradiol −6，7−

H3 を用 い て
，

血 漿中の estrone
，
　estradiol を Bush　system

の paperchromatography で Finkelsteinの 燐酸螢光 法

に よ り測定 した ．Barlow3° ｝
は 尿中 の estrogen を estrone −

6
，
7−H3

，
　estradio1 ・6

，
7−H3 と副腎卵巣剔 除婦人 に estrone −

6
，
7−H3 を静注 し ， そ の 尿 か ら 精製 し た estriol −6

，
7−HS

を 用いて ，Bush　system の 　paperchromategraphy 　と

alumina 　column 　chrematography で 精製分画 し ， 硫酸

螢光法で 測定 した ．Oakey 等
55 ）

はC 瓦4
を用い て partition

column 　 chromatography とBush 　 system の paper　 chro −

matography で estrone ，　estradiol −17Cr
，
　 estradiol −17β ，

estriol −16β ，
17β，e8triol −16α ，17βを分けた ．　Hobkirk

等
55 ｝

は estrone −16・CLa
，
　estriol −16−CM ，　estradiol −17β一6

，
7−

H3 ， 16−ketoestradiol−17β一16−C ’4
を用い て Bauld の 変

法 で column 　partition 　 chromatography で 男子と更年

期婦人 の 尿中 estr 。gen を 測 定 した ．　 reverse 　 chilution

method で 測定 し た もの で は Gallagher ￥・　57 ）
の 実験 が

あ る ．即 ち 副腎卵巣摘除婦人 に eStradiol −16−C14 を 静注

し て ，そ の 尿 を 集め ， carrier とし て 既知 の 量 で あ る

estrone ，　estradiol ，　 estriol を比 較 的 大 量 加 え て か らそ れ

を Brown 法で 比 色 定量 した も の で あ る ．

　又 estrogen の metabolism の 研究 で Beer，　Gallag −

hersS〕5g ）
，
　Levitz 等 も

s2 ）z3 ］
こ の 方法を用 い て い る．
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　isotope　dilution　 method よ りももつ と精密 に 測れ る

方法 と して ，
1946年 Udenfriend 等

6°）
は ア ミ ノ 酸をIls1

，

S3s−pipsyl　derivative　を用L・，　double　isotope　dilution

derivative　method を 試み た ．1954年 Avivi 叫 が H 吸

び C14 で 標識 された acetic 　anhydride を ster 。idに応

用 す る こ とに 至 り，Kliman とPeterson62 〕

が aldosterone

を こ の 方法 で 測 る こ とに 成功 し た ．そ の 後 Riondet等
G3 ｝

は 血漿中の testosterone と progesterone を Ss5−thiose−

micarbazide と　H3 −steroid を 用 い て 測 り，　 Bojesen
，

DegnE4 ）
は aldosterone を　SS5−p−iodobenzene　 sulfonic

acid 　 anhydride 　 der量vative とP3Lp −iodobenzene　 sulfate

acid 　anhydride 　sterold よ り求 め た ．　 Hud9．　on 等
E5 ］

は tes−

tosterone −4−C14 とacetate −H3 に よ り．血漿中 の testosterone

を 測定す．estrogen は Svendsen6a） が 血 漿中の estrone

と estradiol を p−iodobenzene　 sulphanyl 　 chlo1
・ide−Ss5

で ester 化し ， 既知量 の estrone −
，
estradlol −3−p−iodoben−

zene 　sulfonyl −11slを 加 え ，
・9z511131の 測定 か ら．　 estrone ，

cstradiol を定量す る方法 で あ る ．操作が か な り 困 難 で

ある．Siiteri67〕
は 妊婦 に estradiol −6，7−H3 と dehydroe −

piandrosterone−4−Cia−sulfate を 静注 し て そ の 尿中 の

estrone ，　 estradiol 　 estriQl を 非 放射能測定 H3 −acetic

anhydride で acetyl 化 した もの よ り H31Ci4 を specific

activity を 求 め 計算 した ．

　 我国 で は 1960年神戸川
63 ＞

が dlmethyl　 sulfate −H3

と estr 。 ne −C14 及 び estradiol −14C 　よ り double　 isotope

dilution　derivative　 method を報告 し て お り，相沢
69 ｝が

estrogen 　を　P−iodophenyl −sulfonyl 　ch ［oride −S35（pipsyl
chloride −S3fi） で ester 化 し ，　 estrogen 　pipsylate とし て

UVIight と aut ・ radi ・graphy に よ り確認 し，検量曲線

を求め た とこ ろ ， O．001μ9 以上 の estrogen を 測定し

え た とい つ て お り，稲葉
7D ）

は 相沢の estrQgen 　 pipsylate

を 用 い て 　H ：−acetic 　 anhydride よ り　dQuble　 isotope

dilution　derivative   ethod を考え，　O．OO5ptgの もの を

測定 し た と報告 し て い る ，放射能を 用 い た そ の 他 の 方法

は Raliffson7’〕
7BerlincrT2

）
の isotope　deriva亡ive　method

が あ り，相沢 の 方法 も こ れ に 準ず る ． Karman73 ）
の

testosterone に Gas−chromat 。graphy を用 い た derivative

ratio 　 analysis がある が こ れ は あ ま り 用 い られ て い な

い ．

　　　　　　　　　 V ． 結 　　論

　 1） isotope　dilution　methQd を 用 い ，　Ittrichの 方法

に 基 づ い て ， 尿中 estrogen を 測定した ．

　 2） Ittrichの 方法そ の もの で は 不純物が 多 い の で ，

堤 1249− 63

silicagel 　column で 脱脂，脱色を 行な い ，
　 saponification

で も残 りの 脂肪を と り，alumina 　 column で estrogen

の み を と り出 し ，
Bush 　 system の paperchromatography

で estrone
，
　estradiol ，　estri ・1 の 3 分画 を 行 なつ た ．

　3） paperchromatography の Rf は Bush　 B1 で

estrone 　O．77，　 estradiol 　O．43，
　 estriol 　O．02，　 Bush　C で

estrone 　O．90，　 estradiol 　O．87，　 estriol 　O．27で あつ た ．

　4） p−nitrophenol −chloroferm で 抽出 した estregen

の 吸収曲線 は 537m μ で 最大吸収 とな り， 517mPtか ら

557m μま で が 直線を え が くの で こ の 3 点を と り，Allen

の 補正 式で 補正値を出 した ．

　5） 倹量 曲線 で estrone
，
　estradiol

，
　estriol 共 0．5〜5

μ9 で 直線を え が い た ．

　 6）　こ の 方法 に よ る回収率 は estrone 　44．8± 3．4％ ，

estradi ・ 158 ．8± 5．9，　 estriol 　30．1± 1．5％で あり，再

現性試験 で は 大体
一致す る こ とが わ か つ た ．

　 estrogen の 測定 は 他 の stereid に 比 して 微量で あ るた

め ， 操作が 長 く， そ の た め 回収率 も悪 くな り，満足 し た

値が得 られ な い こ とが 多 い ．従 つ て 放射能 を標識した ，

estrogcn を 用い れ ば，回収率 の 補正が で きる の で 正確な

値 が 得 られる．

　 以上 の 方法 は精製を充分行 なつ た た め ，回 収率は 悪 く「

なつ た が ，色素 が 除去 され て 正確な値 を得 る こ とが 出来

た と思 う．

　 稿 を 終 る に 当 り，終始御 懇篤 な る御 指 導御校閲を 戴 い

た 恩 師鈴 木雅 洲 教 授 に 深 く感 謝 を 捧 げ る と 共 に ，本研究

に 当 り御助言 を 戴 い た 新潟 大 学 医学 部 生 化 学教室緒 方規

矩 雄 教 授，新潟 大 学 医 学 部 ア イ ソ ト L ・ブ 研 究 室清水泰 二

教 授 ， 放 射 線 医学 総 合 研究所一井 昭 五 博 士 並 び に ア イ ソ

　ト ープ を 提 供 し て 下 さ っ た New 　York 大 学 Dr ・Levitz

に 深 謝 い た し ま す．ま た 御 指 導，御援 助 を 賜 つ た 当教 室

広 井正 彦 先 生 ， 阿 部 穣 先 生，北 条泰輔 先 生 に 感 謝 い た し

ま す．

　 尚 本 論 文 の
一部 要 旨 は 第 18 回 口本 産 科 婦 人科 学会 総

会，第 14回 日本 内分 泌 学 会 東部 部 会 並 び に 第 4 回 日本 産

科婦 入科 学 会 内分 泌 懇 話 会 に 発 表 し た．
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