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概要 　妊娠 時 に 著 増 す る胎盤 estriol の 主要 precursor と し て 知 られ て い る 16α
・OH ・DHEA の RIA に よ る微

量 定量法 を 開 発 し ， 臨 床応用 に 供 し た．1） ス テ ・ イ ドホ ・レ モ ン の RIA に 必 要 な 抽出 ・純化過 程 で の 回 収率

補 正 の 為 に ・Speci丘c　 activity の 高 い
sH −laheleCl　 16α一〇H −DHEA を 微生 物学的 に 生 合成 し た ． そ の 純度 は

97・490・S・a・VX　13・9Ci！mM で あ る．．2） DHEA −17−oxime −BSA 　conjugate に 対 す る 抗血 清 が 16α．OH ．DHEA
と も40％ の 交 叉 反 応 を 示 す こ と を 応用 し，本 抗 血 清 を用 い て の Assay 系 を 確 立 し た ．本抗血 清 と 交叉 反 応 を 示

す 他 の ス テ ロ イ ド の ds　Androstendiol，　Pregnenolone
，
17α 一〇H −Pregnenolone の 分 離 に は 薄層 ク P マ トグ ラ フ

a を 用 い た ．こ れ に よ り 0 〜 300pg の 本 ス テ ロ イ ド の 測 定 が 可 能 で あ り，　 accuracy 及 び precisionの 精度 も

満 足 す べ き も の で あっ た．3）　胎 児 血，母 体血 中 の 本 ス テ 卩 イ ド と D 且 EA 及 び estrogen と と も に 測定 し た

結 果 ・   　16α一〇 H −DHEA 値 は 臍 帯 動 脈 血 中 に 最 も高 く，　 D　H 　E　A と 比 べ 約 2 倍 の 高値 を示 し，胎盤 estrogen

の precursor と し て の 本 ス テ ロ イ ド の 役割の 重 要 性 が示 唆 さ れ た ．  　胎児 切迫仮死 例 で は，正 常例 に 比 べ 臍

帯 動 脈血 中 の 16α一〇 H −DHEA の 低下 が 著 し く，∫Lつ こ れ と平 行 に 母 体血 中 estrogen 値 の 低 下 が み ら れ ，低下

の 程 度 は 新生 児 の Apgar　score 　 7 以 下 の 重 症 例 で 特 に 著 し か っ た こ と か ら， 母 体血 中 の estrogen 測 定 が 胎 児

の 16必 OH −DHEA 産 生 能 の 指標 と な り得 る こ と が 示 峻 され た．

　　　　　　　　　　緒　　言

　妊娠時に 著増する estrogen 特に estri・1 の 生成

機構に つ い て は Diczfalucy （1966）中山等（1970）

の 研究 があ り， その 材料は 胎児副腎か ら DHEA
，

DHEA −sulfate の形で 生成 され ， こ れが胎児 ’胎

盤 ユ ニ
ッ トで 加工 され て estrio1 ま で転換 され る

こ とが明 らか に された ．そ し て ， こ の 胎盤 estriol

の precursor と して は ， 胎児副 腎或 は 肝臓で D

HEA か ら 転換 され る 16α一〇H −DHEA が主で あ

る と の 知見か ら （Diczfalucy， 中山）， 胎児⊥臼L中の

16α・OH −DHEA 測定法 が胎児 の 副腎
一

肝臓系機

能 の 指標 と な り得る と考 え られる ．こ の 16α一〇 H −

DHEA 測定法 と して は 従来は 化学的 な方法が応

用 され て お り ，
Co1直s　et　al．（1964），Magendantz

et　aL （1964），　Arai （1972 ） の 報告がある が ， 方

法論的 に そ の 敏感度や精度 に つ い て は 限界が あ
つ た ．近年 RIA の 進歩に よ り血 中の 微量 な各種

の ス テ 卩 イ ドホ ル モ ン の 測定が可能 とな つ た が ，

16α．OH −DHEA に っ い て は 未だ報告がな い ．ス テ

P イ ドホ ル モ ン の RIA 上 の 問題点 の 1 つ は 特異

性 の 高 い 抗体 の 作製 で あ り， 第 2 は 抽出 ・純化過

程で の 回収率補正 の 為 に 必 要な Spec．i丘c　 activity

及 び純度 の 高 い
3H −labeled ス テ ロ イ ドの 合成で

ある ． 第 2 の 点，即ち Speci丘c　 activity の 高 い

3H ．labeled　I6α一〇 H −DHEA を微生物学的 に 生合

成す る こ と に 成 功 した の で ， こ れ を抽出 ・純化過

程 の 回収率 の 補正 に応用 し ， 第 1 の 点は DHEA −

17−oxime −BSA 抗体が 16α一〇H ・DHEA と約40％交

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1206 妊婦 血 中 16α
・OH −DHEA の Radioimmuneassay 目産 婦 誌 27巻 11号

叉反応 を示す こ とか ら こ れを抗体と して用い る こ

と に よ り16α一〇H −DHEA の 新 しい RIA 法 を 開

発 した ．本法に よ り胎児血及び母体血中の 本ス テ

ロ イ ドを DHEA 及び estrogen とともに 測 定 し ，

本法が臨床応用上価値ある こ とを知 つ た の で報告

す る ．

　第 1 章　
SH −1abeled　16a・OH ・DHFA の 微生物

学的生 合成

　飯 田貢博士 （東京理大） の 協力を得て下記の 如

く行な つ た ．

　1） 供試菌株 StrePtomsces　roseaehromogenus 　ATC

C13400 及び StreptomJces　 reseochromogenus 　 NRRL

B1233 が DHEA の 16α一hydroxylatienを 特異的

に 起 し 16α一〇 H ・DHEA を 生成 す る こ とを確認 し

た の で ，後者を 応用す る こ とに した （lida ，　M ．
，

Matsuhashi
，
　K ．

，
　 NakayamaJ 　T ・

， 1975）．

　2） 培養法

　 ベ ン ネ ト斜面培地一Eに 本菌株 を27℃ 48時問生 育

さe た 後 ，我 々 の 培地 （3 ％gluc ・se ， 2　％ s・ybean

meal
，
　 O ．22％ soybean 　 oil

， 0．25％ CaCOs 　 pH

7 ．2）　 100m1 に 接種 し ， 500ml 容三 角 ブ ラ ス ＝

中で 27℃ 18時間振盪培養 （220rpm ） した ． こ の

時点 で ，
7−sH −labeled−DHEA （Speci丘c　 octivity

13．9Ci！mM ，
　New 　 Eng 【and 　Nuclear） の 1．9× 109

dpm を N
，
N−dimethyl　 formamide 　O．5ml に 溶解

して 培地 に 添加 し ， 更に 5 分間培
．
養を行なつ た ．

　 3） 抽 出 。純化法

　 上記培養液 か らス テ Pt イ ドを CH2Cl 　100ml で

3 回抽出 した 後 ， 抽出物は 薄層 ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ

上 （TLC −plate　silicagel 　60
，
　Merck ）を用 い Ch1−

oroform ： Methyl 　 alcohol 　 97 ： 3 の system を も

つ て 展開 し，16α・OH −DHEA 部分 を 純化 した ．

こ れ に よ り
3H −labeled　l6α一〇 H ・DHEA と目され

る放射能 1．1× 109dpm を 得た ．次 い で ，更 に 4

回 の 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ に よ り16α一〇 H −DHEA

部分 を 純化 し た ． （Chloroform： Methyl 　alkohol

97 ：　3 × 21亘］，Cyclohexane ：　Ethyl　acetate 　1　：

1 × 2 回，計 4 回 ）．

　 4） 生 成物質の 同定並び に 純度検定

　 以上に よ り精製 した 物質は 2．5 × 107dpm の 放

射能 を もつ て い た が ， 以下 に よ り本物質が
aH ・

1abeled　 l6a・OH −DHEA で あ る こ とが 同定 され

た ．i） Radio−thin−layer−chromatography ；Packard

model 　 7201 を用 い て の CHCI
，
： MeOH 　 1 ： 1 の

system で Rf．0．24 の 16α一〇 H −DHEAI ’こ 相当す る単

一
の 部分に 放射能 がある こ とが Radio −autography

で も確認され た ． ii）Radio・gas−chromatography ；

OV −17　Column に て 16α一〇H −DHEA に
一

致す る部

分 （保持時間（分）11．4） に 単
一 peak を 認め た ．

iii）再結 晶法 ：純品 の 16α一〇H −DHEA 　 8   を加

え Methanol を溶媒 と し て再結 晶を行な つ た と こ

ろ ， 表 1 の 如 く，結果 の Spece丘c　activity （dpm ！mg ）

図 1　 Radio−Gas・Chromatogram　of 〔7−
3H

〕16α ・

　　　0 ］日［−Dehydroepiandrosterone　produced

　

…

仁

一

一

表 1 　1dentification　and 　radiochemicaI 　purity　of

　　　〔7−
BH

）16α 一hydroxy・dehydroepiandrosterone

　　　produced

〔7−
3H

〕16a−OH −D且 EA

Recrystallization
一

互adio

　　　　　　　1
　　　　　　　　　　ロ　　　　　　
　 　 　 　 　 　 　 　 actlV 匸ty

　　　　　　　　 （dpm）

1st．

2nd ．

3rd ．

534304400136353

糊
t

．、飜 ）

5．7244

．9244

．294

933489368466

Initial　radioactivity 　of 　16α
一〇 H −DHEA 　122000dpm

Final　 radioactivity 　of 　16α ．OH −DHEA

　（after 　3rd　recrys 止allization ）　　　　　　　　工18800dpm
Purity　of　16α ．OH −DHEA 　　　　　　　　 97．4％
16α 一〇H −DHEA ：＝：16at・hydroxy−

　dehydroepiandrosterone
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は連続 3 回
一

致 ，
Axerled の 検定基準 に 合致 し

た ． 本試験 に よ れ ば生 成物質の
3H −labeled　 l6α一

〇 H −DHEA と して の純度は 97．4％で ある （図 1，

表 1 ），

　　　　第皿 章 　16a・OH ・DHEA の RIA

　 1）、実験材料

　　i）抗血 清 ；DHEA −17．oxime −BSA 　conjugate に

対す る抗血 清を用い た が ， 同抗血清は 大沢仲昭 ・

関原久彦 博士 （東京大学第三 内科） の 好意 に よ り

提供 された もの で あ る ．同 conjugate を家兎 に約

2 年間免疫 して 得 られた 抗血 清を borate　 buffer

　（0 ．05M ．　PH　7．8） に て 10倍 に 希釈 し て 使用 し

た ．ii） 3H −1abeled　16α一〇H ・DHEA ； 上述 の 方法

で生合成 した も の を ， 2，000cpm！0．1ml　Methanol

溶液 と し検体 ご とに 加え て 回収率 を 補正 した ．

iii）3H −labeled　7α一DHEA （Specific　activity 　22．4
Ci／mM ）； New 　England 　Nuclear よ り入手 ，薄層
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （Benzen ：　Methanol　1 ： 1） で

純化 した 後 ，
methanol に 溶解 し て 4 ℃ に 保存

し た ．なお 純化 は 1 カ 月毎に 行な つ た ．iv） 純

品 ス テ ロ イ ド ； 16α一〇H ・DHEA 及 び 本法で の 交

叉反応 の 検討に 用 い た 各種 の ス テ ロ イ ドは全 て

IKAPHARM 　LTD ・よ り入手 し，薄層 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ 及び融点測定 に よ り純化を確認 した の ち ，

methanol で 希釈 し 4　
ec

に 保存 し用 い た ．　 v ）薄

層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ 用の シ リ カ ゲ ル ；TI．C　 PIate

Silicagel　60　pre−coated 　Merck を充分乾燥 した も

の を使用 した ．vi ） ペ プ シ ン 処理 ガ ン マ グ ロ ブ リ

ン ；Gam 皿 a 　venin，　Hoechst 　Japan．を用 い た ．

vii） Bovine　 serum 　albumin （BSA ）； Armour 　Phar−

maceuti ・1　C 。・製の もの を 用 い た ．　viii）有機溶

媒 ；methano1
，
　toluene

，
　ethyl 　acetate

，
　cyclohexane

等は 和光純薬製 の analytical 　grade の もの を そ の

まま用 い た ．ix）放射能測定 ； シ ン チ レ ータ ー用

の PPO
， 及び POPOP は Packard 　Instrument

Co・の もの を用 い Aloka　Model 　 LSC −602液休 シ

ン チ レ ーシ
ョ ン ス ペ ク ト ロ メ

ータ ー
を 使用 し，

extemal 　 standard 法に よ り測定 し た ．

　2） 測定方法 の 概要

　測定方法 の 大要を図 2 に 示 した ． i ）血 清中の

松　橋 1207

図 2　 The 　procedure　 of 　the　measurement

　 　 Plo ●mo 　Oρ 5 噂O．2　ml

　
SHrl6

α ●OH −OHEA
　　　　　 ↓
　 　 　 の th　 　 　 xtraefien

　　　　　 ‘
　 　 　 wa り 　　り ith　wat ■ 　

　　　　　 ‘
　 　 　 　 　 ロ　ヅ

　　　　　‘
　 Thio　，回yor　chromatography

　　　　　い朔 1 − ・・ ・ … 1。 h。鯏 ・1，

　 　 　 assay 　steroid 　froction

』
02 胃鑒l　　　　　　　　　　　　　　　　　 I．5ml
A 闘 oy 　　　　　　　　　　　　 Roco 鴨 r ヅ

5H −OH εA

　 ‘
drサ

　↓
incり bo ↑Ion 　with 　dilU璽g 　on 「iserum

i4 °C − i・・

　りじ　cN 　る）t 　o 　

　畜
さ ロ ウリ 　n ロ セロロ サ

　凸
oouo 「od 　for　 3H

16α一〇H −DHEA の 抽 出及 び 純化法 ；血清0．05〜

0．2m1 に 回収率補正 の 為
sH −16α・OH −DHEA 　2 ，000

cpm を加 え ， 10ml の ethyl 　ether を更に 加え て

10分問振盪 し た 後3000rpn1 で 30分問遠心沈澱 し

．血清部分を分離 し た後 ，
ethyl 　 ether 層を とり ，

蒸留水 1ml で洗滌 した後， 温浴槽上で 窒素 ガ ス

で 乾固 した ．こ れを 0．1m1 の aceton に 溶解し

て 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ　（ethyl 　 acetate ： cyclo

hexane　1 ： 1）で展開，16α一〇H −DHEA 部分を 削

り取 り，ethyl 　acetate ： n −hexane 　2 ： 1 溶液10ml

（5ml × 2 ）で 抽出し37℃温浴槽上 に て 窒素ガ ス

に て乾固 した ．乾固分を正確 oc　2　ml の methano1

に溶解 し，うち 1．5ml は 回収率補正用 とし ， 0．2
m1 ず つ 2 本 を RIA に 用 い た ． 回収率補正 用

の 分 に は シ ン チ レ ータ ー　（PPO49 ，
POPOP

O・29 ・
methanol 　 50皿 1 を toluene　g50ml に溶

解） 10ml を加えて count した ．　 ii） R エ A の手

技 ；各濃度 の 16α一〇 H −DHEA の 標準溶液 （標準

曲線用）或は 検体 か ら 抽出 ・純化 した 溶液 0．2
ml を ， 37℃ の 温浴槽内で 窒素ガ ス で 乾固 し た

後，
0．5m ］の 抗 DHEA 抗血清 （O．05M ， PH7 ．8
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の borate　buffer に よる 1 ： 20000 希釈液 ，
10QOO

dpln　 DHEA −7−BH ・0，075％ BSA 及 び O．025％

γ
一globulin を含む）を加 え ， 30秒間 vortex で 振

盪後 ， 4 ℃
一

昼夜 incubation した ．　 incubation

後飽和硫酸 ア ン モ ニ ウ ム O．5ml を加 え 直 ち に

vortex に て 1分間振盪 し ， 10分間 その まま 4 ℃

に 放置 し3eOOrpm で 30分間遠心 沈澱 し ，上清 0．5

皿 1 に Bray の シ ソ チ レ ータ ー10ml を加え て放射

能を count した ．

　 3） 本測定法 の 検討

　 i）抗体 の 希釈度 と標準曲線 ；抗血清を 100QO

倍 ， 15000倍 ， 20000倍に 希釈 し16α一〇 H ・DHEA

O 〜 500pg の 間で 標準曲線を抽 くと，  Opg

の ％ free は 希釈 と共 に上昇 して い る こ と， 

0 〜 100pg の 間 で は 20000倍 で か な り急俊な 曲

線が得ら れ る こ と，  実際 の 測定に応用 され る

0 〜 300P9 で は そ の ％ free の 上 昇度 の 薯 明な

20000 倍希釈 の 抗血 清を 用 い るの が適当で ある こ

とが 明 らか とな つ た ．図 3 に 20000倍希釈 の 抗並L

清を用 い た 場合 の 標準曲線を示 し た ．ii）抗」血清

と関連 ス テ ロ イ ド と の 交叉反応 ；表 2 に 示 す各種

表 2　Relative　potency　of　displacement　ability

　　 （DHEA 　lOO％）

L　Adrena三 Corticoids 　I　　Estrone　　　　　 3
　 Cortisol　　　　　　　　　　　O％

　 Corticosteronc　 4
　 Dcoxycortiso1　　0

　 Deoxycorticosterone

　 　 　 　 　 　 　 　 4

　 Aldosterone　　　O　
」

2．Progestins

　 Progesterone　　　3

　 17α
一〇 H

　 　 Progesterone　O

　 Pregnenolone　　22

　 17α
一QH

　　 Pregnc・nolone 　19

3．Estrogens

　 Estradiol

　 Estrio1

4，CiO　 Steroids

　 Testosterone

　 Androsterene

％4qD

43

　 Epiandrosteronc　 g

　 Etiocholanolone

　 　 　 　 　 　 　 　 8
　 Androstenedione

　 　 　 　 　 　 　 　 2

　 Androstenedio128
　 DHEAS 　　　　 7
5，ChQlesterol　　　 Q

6．16α
一〇 H −DHEA40

表 　 3

　 　 　 　 　 Rf．valUG 　 on 　TLC

Androst−5．en −3β一〇 1−17−ene

I壘α
一〇 H −P翼EA

Pregn−5−en ・3β一〇1−3−one

Pregn−5−en ・3β，
17α 一diQ1−3−one

Androst−5−en −3β，17β一diol

　

5465

3

正

3
〔
∠

2

00000

図 3　　Standard　curve 　for　16α”OH ＿DHEA （1：20000

　　 dilution）

0pg　16，，．OH．DHEA

の 関連 ス テ ロ イ ドに つ い て ，各 々 の 0 ， 25，50，

100 ， 200 ， 300， 500， 1000pg を用い て 標準

曲線 を抽 ぎ，そ の displacement　ability か ら各 ス

テ ロ イ ドの 交叉反応を検討 し た ．DHEA を 100

％ とす る と16α 一〇 H −DHEA は 40％ の 交叉反応を

示 した ．そ の 他 の 主 な交叉 ス テ ロ イ ド と し て は ，

Androstenedio128％ ，
　 Pregnenolen　22％ ，

17α一〇H ・

Pregnenolone 　］9％等が あ る．な お 血 清中に 比較的

多量 に 含 まれ る ス テ ロ イ ドの cholestrol ・
cortisol

・

estrogen で は 交叉反応は 極 く 僅か で あ つ た ．以

上 の 成績 か ら ，
16α一〇 H −DHEA を本抗血清 を 用

い て 測定 す る 為 に は1，
DHEA

，　 Androstenedio1 ，

pregnenolone，
17α一〇 H −Pregnenolone　と の 分離が

必要 と な る ， こ れ等 の ス ラ
ー

ロ イ ド は 薄層 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ　（ethyl 　 acetate ： cyclohexane 工 ： 1

× 2 回）に よ り16α・OH −DHEA とは 完全 ｝こ 分離

可 能で あつ た （表 3 ）．iii）精度 ；Accuracy 及び

Precision に つ い て の 検討成績を 表 4 に 示 した ．
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　 　　 表　4
Accuracy　of 　the　Assay

1毎

嬲
HEA

　
16

騰覊
EA

驚
・

踏
0 0
1ng 0．96± 0．1396 ± 13　 14

10ng 10．26± 0．87102 ：辷 8　 8

20119 19．44± 1．1697 ± 5　 　6

松　橋

Precision　 of 　the　Assay

（M ± SD） （C．V．）

Intra　Assay

Sample 　 l

Sample 　 2

22．14± 0．88
5．46± 0．46

4幽

8

1209

Inter　Assay

Sample　 3
Sample 　 4

23．82± 0．52

5．64± 0．22

OQ4

  Accu 「acy ；蒸留水に 純品の 16α一〇H −DHEA を

1 ，10，20ng 加えた 際の Recovery は それぞれ 96

± 13，
102 ± 8 ，97± 5 ％ で あ り， 変動係数 は ，そ

れぞれ14
，
8

，
6 ％と良好で あつ た ．  Precisi・ n ；

Intra　Assay及び Inter　Assay の 変動係数が共に 10

％以内で あ り満足すべ き結果が得 られた ．

　　　　　　 第1il章　臨床応 用例

　同一例 に つ い て胎児血及び母体血 中 の 16α一〇H −

DHEA と ともに DHEA 及び estrogen を測定 し ，

比較検討 した ．な お DHEA は 関原法 （1972 ），
estrogen は高橋法 （1975）に 従 つ て RIA に よ り

定量 した ．

　1） 分娩時 に於 け る胎児血 及び母体血中の 16α一

〇H ・DHEA
，　DHEA 及び estrogen 値

　正常分娩29例に つ い て の 平均値 を 表 5 に 示 し

た ．  16α・OH ・DHEA 値 ；臍帯動脈血 が 最も

高値を示 し （22．16± 11．73ng！ml ），臍帯静脈血

（14．31± 9，61ng！ml ）が これ に 次 ぎ ， 母体血 で

は 最も低か つ た （6．13± 9．61ng！ml ）．な お ， 胎児

血 中 で は 16α・OH −DHEA は DHEA の 約 2 倍 の

高値を 示 し，胎盤 estrogen 　precursorと し て の 重

要性が示唆された ．  DHEA 値 ；臍帯動脈血

で は 臍帯静脈血 よ りも高い が ， 母体血中で は ， 臍

帯動脈血 とほ ぼ 同等の 値で あつ た ．  　estrogen

値 ；16α一〇 H −DHEA と異な り ， 臍帯動脈血中 で

最 も低 く ， 臍帯静脈血 及び 母体血中 で は高値で あ

っ た ．こ の こ とは  ・  の 成績を考え合せ る と臍

帯動脈中の 16α一〇H −DHEA 及び DHEA は 胎盤

で estrogen に 転換 され ， こ れが膀帯静脈及 び母

体側に大量 に 移行す る こ とを示唆 し て い る ．

　 2） 妊娠週数 と母体血 及 び膰帯動脈血 中 の 16α・

OH −DHEA 及 び DHEA 値

　妊娠週数に よ る変化を表 6 に 示 したが ， 母体血

に 於 て は 16α一〇 H −DHEA 及 び DHEA 値に 著明な

変動は な い ．臍帯動脈血 に於 て は 16α一〇H ・DHEA

及 び DHEA 値共 に 39週か ら41週 ま で は 週数に つ

れて値が上昇す る傾向が あ り，42週 で は やや低値

を示 した ．こ の こ とは 胎児副腎 の androgen 産生

能 は妊娠41週 ま で は上 昇す る が ， 42週に 入 る と低

下 の 傾 向が ある こ とを 示唆 し て い る ．

　3） 胎盤重量及 び新生児体重 と臍帯動脈血中 16

α 一〇H ・DHEA 及び DHEA 値

　臍帯動脈血 中 16α・OH ・DHEA 及び DHEA 値

は胎児の 副腎及び肝臓系機能 の 指標とな り得る と

考え られる の で ，こ れ と胎児付属物 で ある胎盤重

量及び新生 児体重 と の 相関を検 したが ，16α一〇 H −

DHEA 及び DHEA 値と もに 胎盤重量 と 相関は

無 く，新生児体重 とも相関 しな か つ た ．

表 5　正 常分娩例 に 於 け る 母 体 血 ・月斉帯動 脈 血 ・臍 帯静 脈 血 の 16α 一〇 H −DHEA 値 と

　　　DHEA 及 び estrogen 値 の 平 均 値 （ng ！ml ）

臍 帯 動 脈 血 臍 帯 静 脈 血 母 　　体　　血

16α一〇 且一DHEA （n ＝29）

DHEA （n ＝29）

Estrogen （n ＝ 29）

22．16　：量：　11．73

11．45 ± 　7．68

40．74　：ヒ　35．1

14．31　± 　　9．61

7．16 ± 　4 ．70

141．71　± 82．35

6冒13　：ヒ　3．05

13．37　± 　　8．83

116．54　：ヒ1G3．57
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表 6　妊娠末 期 に 於 け る 母 体血 中 。臍 帯 動 脈 血 中 の 16α一〇H −DHEA 及 び DHEA 値 （ng ／ml ）

分娩週 数

（n ＝　 ）

母

体
血

動

脈
血

臍

帯

16α 一〇H −DHEA

DHEA16a

−OH −DHEA

DHEA

3826

．1 ±4．3

13．0 ：ヒ2．5

26．95±　23．97

20．45：ヒ　21．95

3911

5．2 ± 2，8

12．4 ± 7．4

19．85±7．15

10，42± 6．17

408 415

7．2 ± 　　3．0　　　 5．8 ：辷　 2．6

14．6　：辷　11．3

20．03±　11．06

10．62± 　　4 ．51

10．1 ± 　　6．3

29，70：ヒ　14．41

14．16± 　　8．91

4227

．2 ±　 1，1

14．6　± 　　1．6

16，10±　　工1．87

5．65：ヒ　1．48

表 7　胎児 切 迫 仮死 例 に 於 け る 母 体血 中 16α 一〇H −DHEA 値 と DHEA 及 び estrogen 値 の 比 較 （ng ／ml ）

（n ＝　 ）

16α一〇 H ・DHEA

DHEAestrogen

正 常分娩例

296

．13± 　　3．05

13，37± 　　8．83

116．54± 103．57

胎児 切 迫 仮 死 例 ・・… sc ・・e1 ・ IAp零斃 ゜ 「e

8 10

8．05± 4．42

7 ．51：ヒ 4 ．09

70．03：ヒ38．80

7．8± 2．7

13．2±： 6．3

103．2± 67．9

25

5．7± 　 2．8

12，2± 　　8．9

114，3± 102．7

Apgar　 score

　 　 7 〜

2

6．0 ± 4．1

4．8 ± 0．6

26．3　：ヒ　3．3

裹 8　胎児切迫仮死例 tc於 け る臍帯動脈血中 16α一〇 H −DHEA 及 び DHEA 値 と臍帯静脈血 中

　　　 est「ogen 値 の 比 較 （ng ！m1 ）

（n ＝　 ）

16α一〇 H −DHEA

DHEAestrogen

正 常 分娩 例

2922

．16± 11．73

11．45± 　7鹽68

141．71±82．35

胎児切 迫 仮 死 例

811

．73ゴ：12，40

7．61± 5．95

137，21±49．45

Ap9 ・一 ・elol

　 　 　 　 ＿ ＿＿1Apgar
　score

　 9 〜8

1020

．5± 6，4

13．7± 　7 ，1

139．O：ヒ76 ．4

2521

．0± 13，1

10．1：辷 7．1

142．1±76．1

Apgar　score

　 　 7 〜

26

，8± 4．4

4，0± 0．2

132．4±43．2

　4） 胎児切迫仮死例 に 於け る 16α 一〇H −DHEA

と DHEA 及び estrogen 値

　  母体血 （表 7 ） ；胎児刧迫仮死 の 8 例 で は

正常例 に 比 べ 16α一〇H −DHEA 及び DHEA 値に

は有意差 はな い が ，estrogen 値は有意に低値を示

した （t ＝ 2 ．00）．なお ， 同症例 の 新生児 の 仮死

の 程度を Apgar　score に 従 つ て 分類 し て み る と ，

score 　 7 以下 の 重症新生児仮死を お こ した 例 で は

16α一〇 H −DHEA 及 び DHEA に は 有意 の 差は無

い が ，
estrogen は 著 し く低値を示 し て い る ． 

胎児血 （表 8）1 臍帯動脈血 中16α 一〇 H ・DHEA 及

び DHEA と膀帯静脈血 中 estrogen 値 を 検す る

と胎児切迫仮死例 で は 16α一〇 H −DHEA は有意 の

差を もつ て 低値を示す （t ＝＝2 ．ユ3）．DHEA 値 も

平均値 と し て は 低 い が有意差 は無 く，estrogen 値

に も差 は 見 られ な い ．特 に新生 児の Apgar　 score

が 7 以下 の 重症仮死例 で は estrogen 値に は 差は

無い が ，16α一〇 H −DHEA は 明 らか に 低 く ， DHE

A もか な り の 低値が み られ ，且 っ 16α一〇 H −DHEA

の 低下 の 方が DHEA の それ よ り著 しい ．

　以上 の 如 く，胎児切迫仮死例 に つ い て は ，膀帯

動脈 r虹中で は 16α 一〇 H −DHEA は 明 らか に 低値を

示 して （DHEA も平均値は 下が る），胎児副腎
一

肝臓系機能 の 低下 が 窺わ れ る が ，膀帯静脈．lr仲

estrogen 値に 有意差が無い の に対 し て ，．
母休 血中

で は estrogen 値 が明 らか に 低値を 示す の に i6α一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1975年 11月 松
』
橋 1211

OH −DHEA 及び DHEA に は有意差が み られな い

との 知見は 興味深 く，本症例 で 母体．面中 estrogen

値 の 低下す る の は 胎盤 estrogen の 材料 と し て の

胎児 で の 16α ・OH −DHEA （及 び 恐 ら くは DHEA

の ） 産生 の減少に基因す る こ とが示 唆される ．

　　　　　　　　　 考　 　案

　 1） sH −labeled　 16α 一〇 H ・DHEA の 生合成

　 16α一〇H −DHEA の RIA 確立 の為 に は ， 抽 出 ・

純化過程 の 回収率補正用 の high　 speclfic 　 activity

を もつ
sH −labeled　l6α一〇 H −DHEA の合成が先決

とな る ．Iow　specific 　 activity の 本 ス テ ロ イ ドに

っ い て は 既 に Solomon 　 et　aL （1966） に よ る報

告があ り ，
16α・OH ・Pregnenolon に つ い て は high

speci 丘c　activity の も の の 生 合成が 報告され て い

るが （Alfonso　1969 ），16α・OH ・DHEA 　に つ い て

は 未だ報告が な い ．我 々 （lida，
　 M ．，　Matsuhashi，

K ・
，
Nakayama

，
　T ・

， 1975） は 既報 の 如 く Strepto−

mりces 　 roseochromogennts 　NRRL 　 B　1233 に よ り97．4％

の 純度を もつ specific 　 activity の 高 い （S．a．13．9

Ci！mM ）， 本 ス テ ロ イ ドの生合成 に 成功 し た こ と

の 意義は大 きい ．

　2） 抗 DHEA −17−oxime −BSA 　conjugate 　1血清応

用に よ る 16α一〇 H −DHEA 測定法の 開発

　大沢 ・関原等 に よ り提供を うけた DHEA −17−

oxime −BSA 　 conjugate に対す る抗血 清が ， 16α一

〇H −DHEA とも40％の交叉反応 を示す こ とを応用

した Assay系を開発 した ．本抗血清は そ の 他 の ス

テ ロ イ ド とも交叉反応を 示す為 ， 16α 一〇H −DHEA

の 抽出 ・純化過程で こ れ ら の ス テ ロ イ ド の 分離

が 必要 と な る が ， 薄層 ク v・ マ ト グ ラ フ ィ （ethyl

acetate ： cyc1 ・hexane　1 ： 1 × 2 回）に よ り他 の ス

テ ロ イ ドを分離す る こ とが 出来た ．但 し ， 類似 ス

テ v イ ドの 16−keto・Androstene−3・17・diol に関 し て

は 本薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で も分離が 困難で あ る

の で （桑原）， 本法で は こ の ス テ ロ イ ドを含め て の

16α一〇H −DHEA 分画を測定して い る こ とに な る ．

な お ，胎児や母体血中の 16−keto・Androstendiot 値

は 16α 一〇H −DHEA に 比 べ れ ばか な り少な い と さ

れて い る （矢 内原）．本法 に よ り 0 〜300pg の 本

ス テ ロ イ ドの 測定 が 可能 で あ り ，
Accuracy や

precisionの 精度 の 点で も満足すべ き成績が 得 ら

れ ，入手 の 比較的容易 な DHEA −17−6xime−BSA

conjugate 抗1血清 を 用 い て DHEA と 16α一〇H −

DHEA とを 同時 に測定す る こ とが可能とな つ た 、

　 3） 胎児血及 び 母体血中の 16α一〇 H −DHEA ，　 D

HEA ， 及び estrogen 値

　正常分娩例 で は ，  　16α一〇 H −DHEA 値 は胎

児か ら胎盤 に 移行す る臍帯動脈血中に 最も高く，

勝帯静脈や母体血で は 低値で ある こ と．  　鵬帯

動 脈血中 の 本 ス テ P イ ド値は DHEA の ほ ぼ 2 倍

の 高値を示 した こ と． 
一

方 estrogen 値 は臍

帯動脈で は 最も 低 くて 臍帯静脈血及び 母体血 中

で は 高値を示す こ とな どか ら ， 胎盤 estrogen の

precursorと して は DHEA よ りも16α一〇 H −DHEA

が量的に も よ り大きな役割 を果 して い る こ とが示

唆さ れた ．

　胎児切迫仮死 例で は ， 正常例に比 べ 母体血 中の

estrOgen 値が有意差を もつ て 低下 し　（16α一〇H −

DHEA 及び DHEA に は有意差は な い ）， 胯帯動

脈血 中 の 16α 一〇H −DHEA が 明らか に 低値を示す

（DHEA の 平均値 も下 る が e8trogen に は 有意差

は な い ） こ とか ら ， 本症例 で 母体血 中 estrogen 値

の 低下す るの は胎盤 estrogen の 材料 と して の 胎

児で の 16α一〇 H ・DHEA （及び恐 ら くは DHEA ）

産生 の 減少に起 因す る こ とが 示唆 され ，・
母体血 中

estrogen 測定が胎児内分泌機能 の 示標 とな り得る

こ とが 示 され た こ とは興味深い ．な お 血 中 の 本 ス

テ ロ イ ドは free 型 よ りも sulfate 型 の 方が多い

こ とが知 られて い る の で ， 抽出過程で solvolysis

な ど の 加水分解を行な つ て 後者を測定す る こ とが

今後 の 方向とな る ．

　稿 を 終 る に 臨み ， 終始御懇篤 な 御指導並 び に 御校閲を

賜 わ り ま し た 恩 師 中 山徹 也 教授 に 深甚 な る感謝 の 意 を

捧 げ ま す ．本研究 に 御協力下 さ い ま し た 東京理 科大学

理学部応用化学教室講師飯 田貢 博士 ，及 び 東京 大 学 医学

部第 3 内科大沢仲昭博士 ・関 原久彦博士 ，更 に
， 本 教室

高橋 諄 学 士 に 心 か ら 御 礼 申 し 上 げ ま す． な お 本 論 文 の

要 旨は 第48回 日本 内分 泌 学 会 総 会 に 於 て 発 表 し た．

桑 原 　慶紀 ：私 信

文 　　献
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