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概要 血 中 pr。ge就 erone 灘 灘 っ い そ cbmpetitive 　proteiR 　binding　assay
，
　radioimmunoassay を 用 い て 上匕較

検討 し ，臨 床応 用 を 目 的 と し た 測 定 法 に つ い て 論 じた ．

　 1）　ProgeSteTone −3−BSA で 得 られ た 抗 血 清 を用 い た R 正A の 感度 は
， 妊娠 モ ル モ

ッ
ト 血 清 か ら得 られ た PB

P を 用 い た CPBA の そ れ よ りす ぐれ て い た ．

　2）　CPBA で は incubation温 度 の 影 響 を 強 く受 け， 4 ℃ が 最 適 で ，37 ℃，45℃ で は 測 定 で き な か つ た ．
RIA で は ， 4 ℃ か ら45℃ で は 温 度 の 影 響 は 認 め ら れ な か つ た ．ま た　incubation 時 間 も RIA で ltSO分間 で

十 分 と 考 え ら れ た t

　3）　PBP と の cToss 　reaction は ．内 因 性 steroid 　hormone で あ る DOC ，20nt．dihydroprogesterone，　pregne．

nolone
，　testosterone ，17at−O 且一progesterone とか な り認 め ら れ た が ，　 R　I　A で は，　 pregnenolene 以 外 は，強 い

crOSS 　 reaction は 認 め ら れ な か つ た ．

　4）　CPBA に よ る follicUlar　phase の 　progesterone値 は ，　 chromatography を 省 略 し た RIA に よ る そ れ

よ り 2 な い し 3 倍 の 高値 を 示 し た が ，妊娠 後 半 期 で は，平 均 L15 倍 で あ つ た ．

　5） Chro 皿 atography を 省 略 し た RIA に よ る 値 は chromat もgraphy を 行 な つ た 場 合 の 値 よ り， 平均 で 1．19

倍 を 呈 し た ．

　6） Chromatog瓰 phy を 省略 し た RIA に よ る folllcular　 phase の progeste：one 値 は 1．5nglml 以 下，皿 id

luteal　phase は 4 ．5ngl血1 以 上 を 示 し た ． ま た 妊娠 で は ，妊 娠 20週 よ り， そ の 値 は 急 に 上 昇 し， 妊 娠末 期 で

160〜 350ng／ml を 呈 し た ．

　血 中 progesterone 測 定法 と し て は RIA が す ぐれ て い る が，　 C　P　B　A で は PBP が 妊娠 モ ル モ ッ ト か ら 得

ら れ る こ と よ り便 利 で あ る ．両 測 定法 と も 今 後 の 臨 床 応 用 が 期 待 さ れ る ．

　　　　　　　　　　 緒　　言

　血 中 progesterQne 値 は ，即巣 の 黄体機能や ，

胎盤機能の 重要な指標 とされ て い る が
， 血 中の 微

量 の ホ ル モ ン 測定は 困難 で あ り，臨床面 で 広 く応

用 され る に 至 らな か つ た ．

　近年 electron 　 captUre 　 detector付 gas　liquid

chromatography や ，
　 compet 逝 ve 　 protein　bindiug

assay （CPBA ），　radioimmunoassay （RIA ）の 導入 に

よ り
． 血 中 progesteroneを は じめ とする 血 中ホ ル

モ ソ 測定法 の 発達は め ざま し く，種 々 の検討が加

え られ ．臨床応用を 目的 と した測定法が開発 され

つ つ ある．

　今回 ， 妊娠 モ ル モ ッ ト血清か ら得 られた prOge−

sterone 　b至nding 　protein （PBP ）を用い た CPBA
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と progesterone−3−bovine　 serum 　 albllmin で免疫

し て 得 られ た抗血 清を用 い た RIA との 比 較を行

な い ，基礎的検討お よ び臨床応用 を 目的と した 血

中 progesterone測定法 の検討を行な つ た の で 報告

す る．

　 1　 実験対象

　 熊本大学附属病院産科婦入科 の 外来お よ び入院

中 の 妊婦を対象 と し，採血は 午前 9 時か ら11時 に

行な い 遠心 分離 の の ち，血 清は
一20℃ に 凍結保存

した．

　 9　実験試薬お よ び器具

　 1）　 progesterone−1α ，
2α

，

−3H （n ）： Radiochemtcal

Cent ・e （英国） specific 　a ・tivity　53c三ノmM

　2）、ethyl 　acetate
，
　petroleum 　ether

，
　ammonium

sulfate
，　beuzene，　ethyl 　alC 。hol： 特級 （和光純薬）

　 3）　0．04M −phosphate　buffer，
　pH 　7 ．4

　 4） 0，05M −borate　buffer，　 pH 　8．0

　5） Dext「an 　 coated 　 charcol 　 suspension の 作製

　Dextran　T　40 ，50mg （Phammacia ，
　 UpPsala−Swe −

den） と Norit　A　50G  （半井化学薬品）を PH　7．4

の 0．04M 　phosphate 　 buffer　200ml に 溶解 し た．

　 6）　 Dioxane　 scintillation 　mixture

　dioxane （半井化学薬 品） 500ml に 液体 シ ン チ

レ ーシ
ョ ン 用 naphthalene （和光純薬）509 ，　 P

PO （半井化学薬品） 39 を加え て作製．

　7）　 ？ BP の 作製

　妊娠後半期 モ ル モ
ッ トか ら心臓穿刺 に て採血 ，

血 清を分離 ，
・4 ℃ ， 24時間pH　7 ．4の 0 ．04M 　phos −

phate　bufferに て 透析を 行な つ て作製．

　8）　 Progesterone 　抗血 清 ： Pragesterone−3−BSA

で 家兎 を免疫 し て 得 られた もの （帝国臓器研究所

よ り提供 ．　牧野 　（1973））

9）

10）

皿

1）

表 1　 Competitive　pretein　binding　 assay

plasma十 progesterone ．eH 　20，000　cpm

extracted 　 with 　5　ral 　 of 　 E亡OAC

ト
ー 一 一

【
evap ・ rated

　 　 　 2ml 　 of 　 EtOAC

1
「ecove 「y

　10ml 栓つ き試験管 に約 20，000cpm の

gesterone と 0 か ら25ng ま で の 種 々 の 濃度 の 標準

pr。gesterone また は ， 標準曲線に は い る よ うな適

当量 の 血 清を 加 え ，
ethyl 　acetate 　 5　ml に て 抽出

栓 つ き10ml 用 ス ピ
ッ

ツ 試験管

ALOKA 　 I．iquid　Scintiliation　Counter　 601

測定方法

Competitive 　proteln　binding　assay

　　　　　　　　　　　　　　　　
8H −pro一

iΩ cubated 　 wi 出 PBP

　　l
　 　 Iseparated

　with 　dextran　 coated 　Charco1

「
supematant

　 ／
LSC

した ．そ の 0．5ml を回収率補正 用 に ， また 2m1

は 蒸発乾固 さ せ a ・・ay に 用 い た ．　 C ・岫 ・titive

protein　binding　assay 　at蒸発乾固 した 検体に PB

P を 加えて incubationを行な つ た 後，遊離の
3H −

Progesteroneを吸着す るた め ，
　dextran　coated 　char ．

col 　suspension を 加え遠沈 し ，その 上清 の 0．5m1

に dioxane　 scintillqtio 皿 mixture を加え ALOKA

Liquid　 Scintillation　 Counter　 601 に て 測定 し た

（表 1 ）．

　 2）　 Radtoimmunoassay

　 10ml 栓 っ き試験管に 約 2 ，500　cpm の
3H −pro−

gesterone と G か ら 1，00epg ま で の 種 々 の 濃度 の

標準 progesterone ま た は 標準曲線に は い る よ うな

適当量の 血清を加 え ethyl 　acetate 　．　S　ml に て 抽出

し ethyl 　 acetate 層 2ml を蒸発乾固 させ た ．そ

の 乾固物を b・ nzen ・ ・ m ・ 山・ n ・1（85 ： 15） の 溶液

0．2m1 に て 2 回洗 い Sephadex　LH −202 　m1 を つ

め た ツ ベ ル ク リ ン 注射筒を 用 い た micro 　column

に 入 れ，benzene−methano1 溶液 に て chromato −

graphyを行な い progesterene 分画を用 い た．そ の

分画量 の
t
／2を回収率補正用に ，また 残 り

112
を RI

A に用 い た ． RIA は progesterone分 画 と し て得

られた benzene・methanol 溶液に
3H −progesterone

lO，OOOcpm を加 え 蒸発乾固後， 抗血清 を 加 え

iucubat気on 後，抗血清 と結合 し た
3H −progesterone
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表 2　 Radioimmuneassay

宮 川 他

Plasma十 Progesterone−
sH

，
　Ca．　2500　cpm

　　　1
extracted 　 with 　5　m 瓦EtOAC

　　　l
evaporated 　2　m 王 of　EtOAC

／

　　　I
　　 P・oges 亡erone 　fraction

一

Sephadex　LH ．20　 column 　 chromatography

l　　 　　　　　　 　　　　 l
11

。 ＋ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ￥， for　 recover ア

progesterone ．3H ，　 ca 。10000　cpm

1349

図 l　 Effect　of 　PBP 　 concentrat 三〇ns （CPBA ）
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incubated　 w 量th　 antiserurn し

separated 　 with （NE ［4）2　SO4

supernatant

LSC

（Beund ） と遊離IC）
3H −progester・ ne （Free） の 分離

に は 50％ （NH4 ）zs64 を用 い た ．遠沈後 ， そ の 上清

O．2ml を用 い て ALOKA 　 Li吼uid 　 Scint呈llat量on

Counter 　601 に て 測定 し た （表 2 ）．

　　　　　　　　　成 　　績

　1） PBP な らび に progesterone　antiserum 濃

度 の 影 響

　妊娠 モ ル モ ッ ト血清 を 300倍 ， 600倍， 900

倍 ，
1

，
800 倍に 稀釈 し て 用い た ． 600倍稀釈血清

で得 られ た PBP を用 い た 場合が もつ と も良い 結

果が得 られ距．

　ま た ， progester ・ ne 　antiseru ・n で は ， 5，000 倍，

10
，
000倍 ，

20
，000倍 ，40，00e倍に っ い て検討を行

な い ，10
，
000倍稀釈溶液を 測定に 用 い た ．（図 1

，

図 2 ）

　2） hcubation 温度 の 影響

　 CPBA で は
，

0 か ら 25tig の 種 々 の 濃度 の

prQgesteroneを加え て PB ・P との 結合率を ， また

図 2　 Effect　 of　anti −ser ロ m 　concentrations （RIA ）
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RIA で は ， 0 か ら 1，000．pg ま で の 種 々 の 濃度

の progesteroneを加 え て antiserum との 結合率

を ， 4 ℃
，

18℃ ，
37 ℃ ，45℃ の incubation温度で

検討 し た ． CPBA で は 4 ℃ で 目的 に 適 し た 曲線

が得 られた が
，
37

°
C ，45℃ で は ， progesterone濃

度 の 変化 に よ つ て結合率に変化が 認め られ な か つ

た ．一
方，RIA で は ，

い ずれ の 温度に お い て も

progesterone濃度が 増す に つ れ て 結合率 は 低下

し ，測定に 使用 で き る 標準 曲線が得 られ た ．（図

3 ，図 4 ）
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図 3　Effect　of 　temperature （CPBA ）
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図 5 　Effect　of 　incubation　time （CPBA ）
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　 3）　Incubation時間 の 影響

　 CPBA で は ， 5 分か ら120分 ま で の incubation

時間 に ょ る 結合率 の 変化を観察 した．15分 ま で の

結合状態は 図 5 に み られ る よ うに
， 時闘 の 経過 と

とも に 急速 に 結合率は 上 昇 し た が ，その 後は わず

か つ つ 2 時間ま で 上昇した．

　添加 した progesterone　 3　ng お よび 15ng の 2

時間後の 結合率を 100％ とす る と，
5 分で の それ

ぞれ の結合率 の 平均値は 5。．8％ ，15分 で 70・．4％a
，

30分で は 73 ．4劣
， そ して 60分 で は 80．9％で あつ

た ．　 （図 5 ）
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　 ｝ 　 RIA で は，0と5GOpg のincubation

2 時 間 後 の結合率 を工 OO ％とすると ， 15 分で

そ れぞれ の結 合 率 の 平均恒はすでtl1 　 88
　．9 ％，30

で 91 ，8 ％，さらにover 　night のi皿 cubati

を 行 な つ て も ，その結合率 は108 ．0 ％ と 大 き

結 合 率の 上昇 は

ら れな かつた ． 　また， incubation 中 に振

う を 行なつ た もの と，静 置 した も の と の 差は認

られ

か つた．（図 6） 　4）　Cr

s 　 reaction 　CPBAで はprogester

e　O に おける
結
合率 （A ）から各 種 1・・ … id ・ h ・

m … 10・ g に お ける結 合率（ B）の 差と pr 。gest
one　Oの結合率から progesterone 　 10ng の
合 率 （ C ）
差 の，すな 　 　 A−B わ ち

　
　 　　　　x100 で表現したが

　 retr
rogeste − 　　A − C rone （ 157．0％）

もつとも強くDOC（93 ．7 ％） 20 α一 dihydroprogesterone 　（ 81．5

）， 19nor −teStoste − rone （25．0％o）pregnenolone　（

．7％），∫estosterone （12・5％o），17Ut − hyd「・xyp
。9 ・st ・ r ・n ・ （ 10 ・ 8 ％ ） 、

表

ﾉ

す

うであ
る
．一 方 ， RIA で の ◎ 黔 駆 N 工 工 一
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表 3Cross 　 reaction （CPBA ） 表 5　 Precisi（m （CPBA ）

Progesterone

Retroprogesterone

DOC20

α 一〇H
　 progesteronb

19nor−testosterone

Pregnenol・ ne

100．0157

．093

．7

81．525
．016

．7

Testesterene

17Ct−OH
　 progesterone

Androstenedione

Hydirocort．isgqe

Estradiol −17β
Estriol

12．5

　 le．8

　 7．5

　 6．3

　 5．8

＜ 5．0
▲

表 4　 Cross　reaction （RIA ）

No．

week

estimatedvalue

（ng ！ml ）

mean ± S．E ．

　 11utealphase

，

16．019

．Ol7

．015

．016
．8

　 ± 0．74

　 2

　 9w

　 24．0

　 21．0

　 28．0

　 27．025

．0
　 ± L37

3 4

32w38w

135．O218 ．O
195．0178 ．5

187．5 互85．O

190．0　　　　． 22LO

176．9
± 12．17200

．6
　　± 9．52

Progesterone　　　　lOO ．O
Pregneno ！on6 　　　　30．0

17α 一〇H
　 progesterene　　　　3 ，75
DOG 　 　 　 　 　 　 　 3．O
RetrOPrOgestero職 e 　　　1．5

20αt−OH
　 progesterQne　　　　　1．0

Androstenediene　　　　O．5
19nor−testosterone 　　〔】．38

Testosterone　 　 　 O．3

Hydrocortisone　 〈 0．15

Estrone　　　　　　 ＜ 0．15

EstradioL17β　　〈 0．15

Estrio1　　　　　　　　〈 0。15

表 6 　Precision （RIA ）

，

ぞ

prOgeSterOne 　 aPtiserum と各種 SterOid　hOrmone と

の cross 　reaction は progestelone　50％結合率を 示

す量 （X ） と各種 steroid 　hor皿 ・ ne の 50％結合率

を示 糧 （・） 眦 ，す筋 ち｝ ・ 1・・で 求 め

た ．　　cross 　reaction 　をま　　pregnenolone　　（30．0％）

17α一hydroxyprogesterone 　（3．75％） DOC （3 ．0

％）　retroprogesterone 　（1．5％）　20 α一dihydroproge 【

sterone （1，0％），
　 estrone

，　estradiol ・17β，　estriol

は 0．15％以下 で あ りPBP を 用 い た CPBA の

displacement とは 明 らか に 異な つ て い た．（表 4 ）

　5） Precisien

　CPBA で は ， 黄体期 ， 妊娠 9週 ，
32週お よび

38週 の 症例 の 同
一

検体 を 4 回測定 し て ，また RI

A で は ，卵胞期，黄体期 ， 妊娠 11週 ，21週お よ び

36週 の 同
一

検体を 6 回測定 し て precisionを 求め

た．

　 CPBA で は ，S・E ・は 6 ．9％ 以下で あ り，・RI

A で は ，卵胞期で エ1ユ％で あつ たが ，そ の 他で は

3．6％以下で あつ た ．（表 5 ・，表 6 ）

　6）　回収率

　血 清か ら の progest ¢ rone の抽 出を
・eth 興 acetate

と pe伽 le  e 出 er を用 い て検討 し た ．前者に ょ

る 回収率　（Mean ± S・E・） は 102．5± 0．8％ で あ

sample

　No． 123 4 5

folli一
  1arph

乱se

工utealphaseP
「eg −

nanc ア
llW21w36w

0．805 ．2013 ．5117 ．5210 ．0

0．754 ．0014 ．01Q2 ．5205 ．0
O．704 ．5014 ．5105 ．0 正90」0est二mated

　value

（ug ！m1 ）
L504 ．3012 ．5120 ．0200 ．0

1．104 −1012 ．0125 ．0190 ．0

1．104 ．60 王3，7105 ．O200 ．0

皿 ean 土S。E ．0．99
± 0．114

．45
± 0．1613

．37
± 0．35112

．50
± 3．54199

．17
± 2．99

り．後者に よ る それは 55．2± 3 ．2％で あつ た ．

　 7）　 Column 　 chromatography

　 ？ rogesterone の 分離 　 精製 に は ，　 Wu 　 et 　 al ．

　（1971 ）　 の 方法 を 用 い た．　 Sephad
’
ex 　 LH −20

．microc 。lumn　chrematography を 行な うと ， 図 7 に

示す よ うに progesterone分画は ，
1．0血 1 か ら1．6

ml の benzene−methanol 溶液中 に 認め られ た ．

　 8）．CPBA と RIA の 値 の 比 較 、

　 PBP を用 い た CPBA と chromatography を

　 図 7　　Chromatographic　behavior　 of 　sterold 　tracers

　 　　 　1n　Sephadex　LH ．20　 column

4♂
・

30

2010

　 　

　A 弓I 　 　 　 　 E・ ・z ・n ・ ・ 酬

一 賑べ
1　　　 2　　　 3　　　 4　　　 5 　　　 6 　　　 7　　　 8

　 　 　 　 　 　 　 　 　 凪戯 io冂　Vo［ume 〔m 乳）

　 P ： 陶 9巳s奮e旧 曜 　E．： estrone

　 E2 ： esl に dioト17β　　E5 ：　e5 弋師ol
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表 7　 Radioimmunoassay 　without 　chromatography

　　 and 　competitive 　protein 　binding　assay

proge3terone
　　　ng1 皿 1 （2 ）

爵M 。〜
2

醤A
（1 ）

Lo 3．23 ．20
1．6 3．52 ，18fonicularphase

5．3 7．51 ．42

11．6 23．42 ．011uteaIphase
17．5 28．01 ．60
20．8 29．8L43

28．0 51．21 ．83earlyP
「egnancy

30．0 40．01 ．33
80．0 99．21 ．12

125．0127 ．01 ，G1m
：dP

「egnancy

115．0 147．01 ．28

205 ．0224 ．01 ，09

290 ．0
「

346 ．71 ．201ateP
「egnancy

220 ．O266 ．71 ．21

図 8 　FSH 』 H 　and 　 progesterone　 levels 血 men −

　 　 strual 　cycle

’一一tPpgeSterOte

　 BBT10

5

f壽日
：瓢

認∴
＼

1　　 5　　 1b　　 I5　　 zb 　　 2お　　 3b
　 　 　 　 　 　 　 　 　 MprStttsal　 cyde

1

指1200

100

図 g　 PlaSma 　 prOgeSterone　 leVelS　 dUring　 nOrmaI

　 　 P『egnancy

■

表 8　 Assay 　 of 　plasma　ptogeSterone　 w 三th

　　 and 　without 　chro 【riategraphy

ng
！ml400

300

9

sa 皿 pleNo
．

　 1

　 2

　 3

　 4

　 5

　 6

　 7

　 8

　 9mean

十 S．E ．

pr・ gestetone　 ng ！ml

　 （1）
direct　 assay

　 8．519
．020

．755

．076

．585
．5240

．0250

，0312

．0

（1 ） c ・エ 

chromatOt

graphy　prior
　 to　assay

　 7．617

．417

．350

．057

，367
，9207

．5186

．7253

．0

（1 ）

（2 ）

圭．玉11

，091

．19L10L33L251

．15L33

正．231

．197
±0，030

200

loe
　　　　　　　 ∴

　　　　　．三〜∴
二齢 4 甜 ガ

’泌
’＝

阜

　　 　　   ・闘：・：・．、

　 ．…：・：
’
”

魯∴
∴ ．・

　 の　ぴ　 の　 v 　 　じ　 の

’ 三∴ ：  ・・

．
・♂ 雪

 
！

s
　　　le　　 l5　　 20　　 25　　 3a　　 s5 　　 40 　 4ら

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 VVeeks 　ef 　Pregnancy

で 1，19倍を示 した （表 8 ）．

　 10）臨床応用

　Chro皿 塗tography を省略 し た RIA に よ る 正 常

月経周期 の
一
症例 と正常妊娠経過の 血 中progeste −

rone 値 の pattem を 図示 した （pa　8 ， 図 9 ）．

多 くの 症例 で ， follicular　phase　1．5ng！ml 以下 ，

mid 　 Iuteal　 phaseで 4．5ng！ml 以上 を示 した ．妊

娠 で は
， 妊娠 20週をす ぎる と著 明な増加が認め ら

れ ， 妊娠末期で は ， 160〜 350ngノ皿 1 で あ り ， そ

の 値は chromatography を行 な つ た 値よ り約20％

高値 と考え られ る．

　　　　　　　　　考　　案

　血 中　progesterone 測定法 は ，　 Hooker。Forbes

（1947） の 生 物学的測定法 を は じめ ， Zander ＆

Simme 　（1954） の 比色 に よ る 化学的測定法 ，

■

f
省略 し た RIA に よ る値 の比較を行な つ た．

　卵胞期で は CPBA に よ る 値は ，
2 〜 3 倍 の 高

値を示 した が ，妊娠後半期で は 平均1．15倍で あつ

た （表 7 ）．

　9） Chron
≧
atography を 用 い た 場合と 省略 した

場合 の 値 の 比 較

　 RIA に お い て chromatography を 省略 し た 場

合 の 値 は ，chromatography を 行な つ た値 よ り平均

●

■
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1974年12 月

Woolever ＆ Goldfien（1963） の double　isotopic

dilutien　 methed ， また Van　der　 Mole 皿 ＆ Groen

（1965 ） の 9・s　liq・ id ・hr・ m ・t。9・aphy に よる測

定法 な ど歴 史的発達を とげ て きた が 多量 の 血 清が

必 要で あ る こ とや ， 測定手技が煩雑で あ る こ とが

臨床応用 の さまたげ とな つ て い た ．

　 しか し．Murphy 　et 　aL （1963） に よ る cortico −

steroid 　binding 　globulin （CBG ）を用 い た compe −

tltlve　protein　b三nd 三ng 　assay に よ る corticosteroid

測定法は Neil1 （1967） に よ りCBG の progeste−

rone との creSS 　reaction を利用 す る こ と に よ り，
ch ・・ m ・t。9・aphy を行な い 血 中 P ・・9・・t… ne 測定

法 に も 用 い られ る に い た つ た ． ま た ，Johansson

　（1969）は抽出溶媒 に petroleum 　ether を使用す

る こ と に よ り ch 「ematography の 操作を省略 し て

も臨床応用 が 可能で あ る とした ．

　 さ らに ，
Diamond 　et　al・（1969） に よ つ て 妊娠

モ ル モ
ッ ト血 清中に 発見 され た progesterone と

特異的 に 結合す る 蛋 白、すなわ ち progesterone
binding　 Protein （PBP ）は

， 他 の 内因性 stereid

h・ rrnone と の cross 　reaction が 少い た め chroma −

tography を 行なわず に 測定に 利用 され て い る （宮
丿II，　1973 ）．

　
一

方 ，
stereid 　 hor皿 one の RIA は bovine

seru 皿 albumin を結合 させ て hapten を作製する

こ とに よ り，
一

段 と進 歩を とげ ， progesteroneの
RIA も Ab ・ah ・m ・t　・ 1・ （1971） に よ つ て 開発

され た ．

　現在 ， 臨床 面で の 血 中 progesterone測定法 は ，

CPBA や RIA が用 い られ て い る が
， それ ぞれ

の 特長 に つ い て 比 較検討 した 報告は 少な い （M ・ ，−

gan ， 1972）．こ こ で は PBP を 用 い た CPBA と

P「ogesterone −3−BSA を家兎 に 免疫し て 得 られ た

progesterone　 antlserum を用 い た RIA に つ い て

比 較検討 し た．

私達 の PBP を 用 い た CPBA で は ，妊娠 モ

ル モ
ッ ト血 清 600倍稀釈 の もの が

， もっ ともよ い

standard 　curve が 得 られ ，
　 incubationの 適温は 4

℃ で あ り，
37℃ ，45

°dで は全 く結合が認 め られ な

か つ た ・また ・その i・ ・

￥
b・ti・n 時間は 15分間お

宮川 他 1353

こ な つ て い る報告もある が
， わ れ わ れ の 成績で は

60分 ま で 結合率は少しつ つ 増加 の 傾向が み られ ，

60分が適当と考え られた ．

　
一
方，RIA で は

，
4 ℃ か ら45 ℃ の incubation

温度で は その 結合率は ほ とん ど
一

定で ，incubation

時間 も30分 で 9L8 ％ の 結合率が 得 られ ， 十分 と考

え られ ，
i颯 cubation 中の 振 ど うの 必 要もな か つ た ．

　臨床応用を 目的 とした 測 定法 で は ，測定操作
上，もつ と も煩雑で ある chromatography の 過程
を 省略する こ とで あ り，それ に は progesterone に

特異的な，他 の steroid 　hormone と の cross 　 reaction

の 少な い PBP ある い は 抗血 清 を 得 る こ とが望 ，

ま し い．妊娠 モ ル モ
ッ ト血清か ら得 られ た PBP

の cr 。 ss
　
reaction か ら考慮し て

， 測定上 問題 とな

う内因性 S
’
teroid 　hormone は

，
　DOC

，
20α 一dihy−

d・・P・・9 ・・ter・… t・・t・st・… e
，

17α一hyd ・。xyp ，・9。．
’

ster 。ne
，　hydrgc 。rtisQne で あ る． 妊娠 で は proge−

ste 「°・・ の 著明な増加に 対 し て
， それ らの 増加は

少な い こ とや ，それ らとPBP の 結合能か らみ て

測定値の 変動は progesteroneの 変化 とみ な し え

るが ，月経周期 で は ， 17α一hydroxyprogesterone
，

testoste 「one
・
hydroc・ rtisone の 関与が あ り，当然測

定値が高値 を示 すの で 十分考慮 しな けれ ば な らな

し丶

一
方 ，

RIA の … ss ・ ・eacti ・・ ｝rk　 pr・9・・t・… e

50％結合率の量 と各種 steroid 　hormone 　50％結合

率の 量 の 比 で表現 し たた め
，

PBP の 場合 の cross

reaction の値 とそ の ま ま 比 較 は で ぎな い が
， そ の

cross
　

reactton
　脅ま　pregnenolone　30．0％ ，　17α一

hyd「・ xyp ・・g・・t… n ・ 3．75％
，
　D 　O 　C　3 ．0％で あつ

た・血 中 P・eg ・ … 1… 濃度は きわ め て 微量で あ
る こ とに よ り， 臨床的 に は ， 月経周期 の 測定に お

い て も ・h・・ m ・t。9・・phy の 過程 を 省略 し て も良い

と考え られ る ．

　また
， precisiQnは RIA の 方が CPBA よ りす

ぐれて い る こ とが示 された．

　回収率 は血清か ら の progesteroneの 抽出 に つ い

て 検討 した．J。hansson（1969）は petr。leum　ether

を用 い る こ とに よ り， progesterone の み が抽出 さ

れ る と し て ，chromatography を省略 し た CBG に

N 工工
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よる血中 progesterone測定法 の 迅 速化を試み て い

る ．我 々 り 成績 で は ，petroleum　ether の 場合は ，

55 ．2± 3．2％ と回馭率も悪 く，ば らつ きも大 きく

standa 「d　 curve も満足すべ きも の が 得 られ な か つ

た ．

　Chromatography の 必要性 は 抗血 清ある い は結

合蛋白 と内因性 steroid 　hormone と の cross 　 reac −

tion の 程 度に よ つ て き
r
ま るが ，　 R 　I　A で は chro −

matography を行なわ な か つ た場合は，行な つ た場

合 の 約 1．2倍を 示 し た ．ま た chromat ・ graphy を省

略 し た RIA と PBP を用 い た CPBA で 同
一

検

体 の それ ぞ れ の 測定値 に つ い て 検討 した ． Proge −

sterone 値 が低値 を示す月経周期や Ist　 trimeste「

で は， CPBA に よ る値 は 高値を示 し た が ，　 mid

pregnancy 以後で は ，平均 1．15倍で ほ ぼ同 じ よ う

な測定値 を示 した ．

　Ch「omatography を 省 略 し
， 臨床応用を 目的 と

した 測定法 は ，他の steroid 　 hormone との cross

reaction を 少 くす る こ とが 重要 で ある が
， 妊娠 モ ル

モ
ッ ト血 清か ら得 られ た PBP に は 限界が あ る．

し か し
，

RIA で は Progesterone−3−oxime −BSA
，

？rpgesterone ．6−（carboxymethylene ）thioether −BSA

llα一hydrexyprogesterene呷hemisuccinate＿BSA な ど

の 種 々 の hapten を 作製 し progesterone に 対す る

Sipecificityの 高 い 抗血 清を作 り出す努力が な され

て い る ．し た が っ て PBP に よ る CPBA と R 工

A の 比 較は ，得 られた PBP や抗血清に よ つ て左

右 さ れ る た め
一

概に は の べ られ な い が
，
specificity

の 高 い 抗血清 の 得 られ る RIA は incubation 時

間 も短か くて ．incubatio皿 温度 の考慮 もせ ずに測

定 で き ，
ま た 感度も よ く cress　 reaction が 少な い

た め chromatography を省略 して も臨床応用 に は

十分で あ り，利用 L や す い 、 し か し
，

PBP に よ

る CPBA も卵胞期こ と に Iate　 follicular　 phase

の 高値を考慮すれ ば ，目的に よ つ て は
， 血 中 pro−

gesterone 動態を知 る 指標 と し て は 十分 で あ り，

妊娠 モ ル モ
ッ ト血清で ある た め 動物を免疫 して 抗

血清を 得る 必要 もな く便利 で ある．．

　両測定法 とも ， 血 清量 が少 くて す み
，

測定手技

も比 較的簡単 で ある こ と よ り，今後 の 臨床応用が

期待され る．

　 恩 師前 山 昌 男 教 授 の 御校 閲 を 感 謝 し ま す ．ま た RIA

の 　antiserum を 提 供 さ れ た 帝 国 臓 器 株式 会 杜，神 戸州

明 博士 ，牧野 拓雄博士 に 深 謝 し ま す．な お 本研究 の
一
部

は 第21回 日本内分 泌学 会 西 都 総 会 に て 発表 し た ．
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