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概 要　16α
一hydroxyestrone（16α 一〇H −E 、）は，　 estrio1 に い た る重要な中間代謝産物で ある．し か し ， 生

体内の 本 ス テ ロ イ ドを 測定す る 方法が確立 さ れ て い な か つ た た め
， そ の 動態は 不 明 で ， 臨床的意義 も十

分解 明 され て い な い ．今回，16α
・OH −E

、
に 特異的 な radioimmunoassay （RIA ）法を開発し て そ の 実用

性を検討 し，興味ある臨床デー
タ を得た の で こ こ に 報告す る．

　方法 ：16α
一〇H −Er3 −CME ・BSA で ，家兎 に 免疫 し 抗 血 清 を 作 つ た ．16α

一〇H −E 、
−3H は，　estrone ・3H を

NADPH 加胎児肝臓組織ホ モ ジ ネ ー
ト と incubateし生合成 し た．妊婦母体末稍血 ，臍帯動静脈血 お よ び

羊水を検体 と して 採取 し た．各 々 の
， plasma お よ び羊水上清 に ， ト レ ー

サ
ーと し て 16α

一〇H −E
，
−3H を

1，000dpm 加 え エ ー
テ ル 抽出後，　 TLC お よ び LH −20で 分離 16α

・OH ・E 、 の 分画を集め ，回収率補正後 ，

残 りで RIA を行 つ た ．

　成績 ：妊婦母体末稍血中濃度は ， 妊娠 12週未満で 0．98± O．07 （平均値 ± S．E．）ng ／m ユ，妊娠12週か ら24
週未満 で 2．42 ± 0．30ng／ml ， 妊娠24週か ら37週未満で 4．76±0．42ng／ml ， 妊娠 37週以降5．49± 0．98ng／ml
で あ り妊娠 12週未満に 比 し，中期以降は有意に 高値を示 し た．正常分娩 中の 母 体末稍血値は ， 分娩第 1
期 5．48 ± O．59ng／m1 ，分娩第 2 期4．63± 0．53  ／m1 で あ つ た ．ま た 膀帯動脈血 13．63± 1．98ng／ml ，臍帯
静脈血 15．88± 1，77ng／ml ，羊水 8．44± 1、85ng／m1 で あつ た．胎児仮死例 の 本 ス テ ロ イ ド値は，母体末梢
血分娩 第 1期4．60± 0．96  ／ml ，同第 2期4．65± 1．14ng／ml

， 臍帯動脈血6．75± 1．37  ／m ユ，臍帯静脈血

7．52± 1．46ng／ml ，羊水8．11± 3．13ng／ml で あ つ た ．無 脳 児 例 で は
， 母 体末梢血 分娩 第 1 期 0．79±

O．07ng／ml ，同第 2期 L39 ±0．46  ／ml ，膀帯動脈 血 5．60± 3．20ng／ml ，臍帯静脈血 1．25± 0．28ng／ml ，
羊水0．58± O．04ng／m1 で あつ た ．臍帯動静脈 血 中濃度は

， 正常分娩例に 比 し，胎児仮死例，無脳児例 で

有意に低値を示 した ．16α
一〇H −E1は 胎児 ・胎盤側 分泌 が主 で ，胎児予後を反映する こ とが推察され た ．

Sympsis 　 l6α
一hy（iroxyestrene （16α

一〇H −E ，）is　an 　important　intermediary　metabolite 　in　the　biosynthetic

pathway 　leading　to　estriol．　 No　established 　routine 　method 　has　been　published　to　measure 　this　steroid 　in
the　organism ．　 A　new 　RIA　16α

・OH ・E 、　method 　was 　developed　and 　by　using 　this　method 　some 　interesting
clinical 　data　were 　obtained ．

　Method ： Rabbits　were 　immunized　with 　16a−OH −Er3・CME −BSA 　to　produce　its　antiserum ． 16α ・OH −Er
3H

　was 　synthesized 　by　incubating　estrone −3H 　with 　the　human 　fetal　liver　preparation　and 　NADPH ．　 As
samples ，　peripheral　blood　of 　pregnant　women

，
　umbilical 　artery 　blood （UA ），  bilical　vein 　blood（UV ）and

amniotic 　fluid　were 　collected ．　 To 　each 　sample ，1000　dpm 　of 　16α
一〇H ・E1・3H 　was 　added 　as 　a 　tracer

，
　extracted

with 　ether
，
　and 　the　extract 　was 　separated 　on 　TLC 　and 　LH −20．　 The　16α 一〇H −EI　fraction　was 　collected 　and

used 　for　RIA ．

　Results ： The 　16α ・OH −El　levels（ng ／m1 ）in　peripheral　matemal 　blood　 of 　 nomlal 　gestation　before　ll
weeks ，12− 23　weeks ，24

− 36　weeks 　and 　after 　37　weeks 　were 　O．98± 0．07（mean ± SE ．），2．42± O．30，4．76± 0．42
and 　5．49± 0．98，　respectively ．　 A 　Significant　increase　in　the　steroid 　titer　was 　observed 　as 　gestational　weeks
advanced ．

　The 　steroid 　concentrations 　of　the　matemal 　blood　during　the　lst　and 　2nd　stages 　of 　labor
，
　those 　of 　UA ，　UV

and 　amniotic 　fluid　were 　5．48± 0．59，4．63± 0．53，13．63± 1．98，15．88± 1．77　and 　8．44± 1．85
，
　respectively

，
　in　normal

delivery，　whereas 　they　were 　4．60± 0．96，4．65± 1ユ4
，
6．75± 1．37

，
7．52± 1．46

，
　and 　8．11± 3．13，　respectively ，　in　cases

with 　fetal　distress．　 In　anencephalic 　pregnancy ，　these　values 　were 　O．79土 0．07，　L39± 0．46，5．60± 3、20，1．25±
0．28and 　O．58± 0，04，　respectively ．　 The 　l6α

・OH ・E 且 1evels　were 　signi丘cantly 　depressed　in　cases 　with 　fetal
distress　and 　anencephalus ，　as　cornpared 　to　the　normal 　controls ，　 The 　clinical 　significance 　of 　this　steroid 　was
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　　　　　　　　　緒　　言

胎児胎盤系 に お い て 生合成，代謝 され る ス テ ロ イ

ドホ ル モ ン の 中で 量的に最 も多 く，か つ 胎児予後

と の 相関が あ る とされ て い る estriol （E，）を中心

に ， 多数の 研究発表があ る． し か し
，
E

，
の 生理的

意義に つ い て は，必ず し もその 全貌 が明 らか に な

つ た とは 言 えな い ．Brown 　 and 　 Marrians）は ，

estrone （E1）の 16α 位の hydroxylationが ， 代謝

の 主経路の
一

つ で ，
E

窓に い た る中間代謝物質 とし

て ， 16α
・OH ・E

、を位置づ けた ．

　 と こ ろで，妊娠中の E ，
へ の ス テ 卩 イ ド生合成経

路 は さらに 複雑で ある．す なわ ち胎児副腎で 作 ら

れ た dehydroepiandrosterone（DHA ）− sulfate

は胎児肝臓 の 16α
・hydroxylaseで 16α 一〇H −DHA −

sulfate に転換 され ， さ らに こ れが胎盤 で 酵素水解

を 受 け て 16α 一〇H −DHA と な り，つ ぎに AS・3β一

hydroxysteroid　dehydrogenase （3β一HSD ） と

A4
”5isomerase

に ょ り16α 一〇H −androstenedione

とな る．こ れ は aromatase に よつ て 16α
一〇H ・E1 と

な り，
さ らに 17β・hydroxysteroid　dehydrogenase

に よつ て 最終産物 で ある E3が出来 る．

　 さて ， E3がか りに 終末代謝産物で あつ て も， 中

間代謝物質に 何 ら か の 生理的意義を 見出す可能性

が あ る．事実，E ， の 直前 の 中 間代 謝産物で あ る

16α
一〇H −E 、は，Fishman　et　al ．1°）の 実験で 向子宮

作用が強い こ とが知 られ て い る．こ の 16α ・OHE 、

は
， 中間代謝産物 とし て 上記 の 通 り重要 な位置 に

ある が ，特異的測定方法 が確立 されて い なか つ た

た め ， 生体内の 動態に 関す る研究は未だ 少 ない
12）．

今回 ， 16α ・OH −E
、
の RIA 法を確立 し ， 妊娠 ， 分娩

時 の 動態お よ び他 の ス テ ロ イ ド と の 相関を検討 し

た の で 報告す る．

　　　　　　　 対 象お よび方法

　 1．対象

　妊娠 5 週 よ り40週 ま で の 正常妊婦 （148例），正

常経腟分娩例（71例）， 胎児仮死 と診断 され 出産 1

分後 apgar
’

s　score が 7 点以 下 で あ つ た 新 生児仮

死例 （31例），お よ び 無脳児分娩例 （3例）の 母 体

末梢血 ， 1済帯動静脈血 お よび羊水を採取 した ．

　2．実験試薬な らび に 器機

　 1）放射性 ス テ ロ イ ド

　2，4，6，7−sH −E1 （Lot　No 　1227− 095 ；s．a ．114．O

Ci／mmol ）

　1
，
2−3H ・DHA （Lot　No 　500− 147；s．a．58．6　Ci／

mmol ）

　2，4，6，7−3H ・E3 （Lot　No 　998− 042 ；s．a．85　Ci／

mmol ）

　三 者共 et　New 　England　Nuclear製

　 2）非放射性 ス テ ロ イ ド

　 16a−OH −E ， ： Steraloids製

　E1 ： Sigma　Chemical　Corp製

　 16α
・OH −DHA ： Sigma　Chemical　Corp 製

　E3 ： Merck 製

　 3）試薬 （有機溶媒類 は 特級 を使用）

　 シ ク ロ ヘ キ サ ソ
， n一ヘ キ サ ン

，
ベ ソ ゼ ン

，
メ タ

ノ
ー

ル
，

エ チ ル エ
ー

テ ル
， 酢酸， 酢酸エ チ ル

，
ク

PP ホ ル ム
，

ピ リ ジ ソ
， 無水 コ ハ ク酸 ，

トル エ ン
，

プ ロ ム 酢 酸 エ チ ル
，

ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド

（DMSO ），
ジ ア ス タ

ー
ゼ

，
ト リ

ー
n
一ブ チ ル ア ミ

ン ，イ ソ ブ チ ル ク 卩 卩 蟻酸，エ チ レ ン ジ ァ ミ ン
ー 4

一
酢酸 （EDTA ），

　 NADPH ：関東化学製

　 プ ロ ペ ニ ー
ル ア セ テ ー ト

，
メ タ ク ロ ロ 過安息香

酸 ：半井化学薬品製

　 Bovine　serum 　albumin ；　Crystalline　fraction

V （BSA ）： Sigma　Chemical　Corp 製

Bovine 　gamma 　globulin，
　fraction　II： Miles

Laboratory　Incorporation製

　 0．05M 　borate　assay 　buffer： 0．05M 　 borate

bufFerに ，
　 BSA を 0．06％ ，

　 bovine　 gamma

globUlin　 fractiQn　 IIを 0。05％ の 割合で 加 えて ，

pH8 ，0に調整 した．

　 Complete　Freund’

s　adjuvant ： Difco　Labora・

tory製

　 ト ル エ ン シ ソ チ レ ー
タ

ー
； POPOP 　53mg ，

PPO 　4．2g を トル エ ン 1000mlに 溶解 した ．

　 Sephadex　 LH ・20 ： Pharmacia 　 Fine　 Chemi・

calS 製

　 4）器機

N 工工
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　　 図 1 　Synthesis　of 　the　antigen 　for　16a・OH ・E 、

，♂ 踝
・

  《層勉
．

　　 El 　 　 E、
・16・e・。1・di・Ac　 E、

．16，17．ep。、ide．di．A， 　
HO

．贈 撫く丈鑑 《詳慨
　 　 　 　 　 in　DMSO 　　CH 〜COQC ？H5　　　　　 CHiOOOH

16α
・OH・E1　　　　　16a−OH・E1・3・CME・Et　　16a・OH・EL・3・CME

　 　 　 　 　 O

H ，、ff
’°H

，言亀SA16

α
・OH−E，

・3・CME ・BSA

　 液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ソ カ ウ ン タ ー ：ALOKA

LSC −903型を使用 し試料 の 測定 は 10分間行 つ た ．
3H

の 測定効率は 48％で
，
　 back　ground は 25dpm

であつ た．

　 3．抗原 の 合成 と抗血 清の 作製

　抗原 の 合成は
，
16α 一〇H ・E

、
が少量 し か 入手で き

な か つ た た め，図 1 に 示 す ご と く E 、か ら合成 し

た ．す なわ ち E 、 10gを プ ロ ペ ニ
ー

ル ア セ テ
ー

ト80

ml に溶解 触媒 として硫酸 5滴を加 え hot　plate

上で 3時間加熱 して Er16 ・enol 　diacetateと し ，

シ リ カ ゲ ル ク 卩 マ トで 精製 し た ．これを ク ロ ロ ホ

ル ム に 溶か し， メ タ ク P ロ 過安息香酸を加 え ， 室

温
一
夜反応後 工

一
テ ル 抽 出 し て 16，17・epoxide と

し ， さ らに メ タ ノ ール 溶液中に 希硫酸を加 え て 水

解 し 16α
一〇HE1 を 得 た ．こ れ を DMSO に 溶 か

し ， プ ロ ム 酢酸 エ チ ル と反応 させ 16α
一〇H −E 、

・3−

ethoxycarbonyl 　methyl 　ether を 合 成 し ， さ ら に

酵素 で 水 解 し て ， 16α
・OH −E 、

・3・carboxymethyl

ether （16α
一〇H −EI−3−CME ）を得た．さ ら に こ れ を

mixed 　anhydride 法で BSA と結 合 さ せ 16α ・OH −

Er3 ・CME −BSA を作 製 し
，

こ れ を抗体作製用抗原

と した ．

　 こ の 16α
一〇 H −E

，
−3−CME −BSA 　lmg を生 食0．5

m 正に 溶か し，Complete　Freund’

s　adluvant 　1．5mI

図 2 　Synthesis　of　16α
・OH ・E1・2，4，6，7−3H

o

　 　 Fetal　Liver
　 　 　 ゆ

　 　 　 NADPH

T　 T　　　　　　　　　 O2
E1−2，4，6，7−

3H

T

o
ノ OH

HO

　 　 丁　 T

16a ・OH 一
匚 1
・2，4．6，7−

3H

を 加え て乳化した もの を ， 家兎 に 月 1 回免疫 し て
，

5 ヵ 月後 に 最高力価の 抗血 清を得た ．

　こ の 抗 血 清 を0．05M 　borate　 assay 　bufferで

1 ：20，000に 希釈 して用 い た （希釈液は作製後冷

蔵保存 し， 1 週間以内に使用）．

　4，16α ・OH −DHA お よ び E
，
の 抗血 清に つ い て

　16α
一〇H −DHA −3−succinate ・BSA お よ び E ，

・6・

carboxymethyloxime ・BSA を 抗原 と した抗血 清

を用い た
1）2＞．

　 5．16α ・OH ・E 、
・3H の 合成

　図 2 に 示す ご と く16α
一〇H ・E1−3H は，2，

4
，
6

，
7−3H −

E 、を ， 胎児肝臓の マ イ ク ロ ゾ
ー

ム 分画 と NADPH

で incubate し て 生 合 成 し
， 薄層 ク 卩 マ ト グ ラ

フ ィ
ー

で 分離精製 した ．なお
，

これは 標準物質 と

混 じ て 再 結晶を反復 ， 比 放射能が一
定 で あ る こ と

を確認 し た ．

　6．測 定方法

　 1）検体

　検体 の 血 液 お よ び 羊 水 は，採 取 後 た だ ち に

EDTA を加 え て混和 し ， 冷却遠沈 して Plasma な

い し上清 を用 い た ．検体 の 0．05〜1．Oml を用 い ，

1ml 以下 の場合は 水を加 えて 1ml と し た ．測定は

必ず duplicateで 行 つ た．

　2）16α
一〇H −E1の RIA

　 i）抽出 と分離

　検 体 に 回 収 率 算 定 の た め 16a−OH −E 、
・3H を

1，000dpm 添加 し ， 5 倍 量 の エ チ ル 。エ
ー

テ ル を加

え て 混和後， ドラ イ ァ イ ス 加 ア セ ト ソ 液に つ け ，

検体部分を凍結させ エ
ーテ ル 層を 別 の 試験管 に 移

し て 水洗後窒 素 ガ ス で 蒸発乾固 さ せ た ．残渣 を

Sephadex　LH −20 （溶媒系 〜n 一ヘ キ サ ン ；ベ ン ゼ

ン ： メ タ ノ ー
ル ＝ 6 ： 2 ： 2）お よ び薄層 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ー

（溶媒系〜シ ク ロ ヘ キ サ ン ：酢酸 エ

チ ル ：酢酸 ＝ 1 ： 1 ：0．1）で 分離後，16α OH −El

N 工工
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分画を集め た ．こ の 半量を回収率算定用 に供 し，

残 り半量で RIA を行つ た，

　 li） RIA

　測定用試験管 （7 × 50mm ，
ガ ラ ス

，
シ リ コ ン 処

理）に 集 め た 上 述 の 試 料 に
，

16α
・OH −E1・3H を

10，000dpm 加 えた 後，溶媒 を蒸発乾固 し，こ れに

抗血 清液O．3ml を 加 え て Vortex上 で 十分混和後

室温 で 30分間 incubateした．次 に 飽和硫酸 ア ン モ

ニ ウ ム 液 0．3m1 を加えて 混和，10分間放置後，10分

間 4 ℃ ， 800× g で 遠心 し Bound と Freeに 分離 し

た ．そ の 上清（free　fraction）を 0．3ml と り， 10ml

の トル エ ソ シ ソ チ レ
ータ ー

を 加 えて十 分混和後液

体 シ ソ チ レ
ー

シ ョ ン カ ウ ソ タ ー
で放射能 を測定 し

た ．

　 7．16α ・OH ・DHA の RIA

　16αOH ・DHA −3H の 合 成 は 1，2−3H −DHA を 胎

児肝 臓 の マ イ ク ロ ゾー ム 分画 と NADPH で in−

cubate した後，薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ 1 一で 分離精

製 した．なお，標準物質と再結晶を反復，比放射

能が 一定 で あ る こ とを 確認 した．回 収率算定用

に ，
16α

一〇H ・DHA −3H 　 1
，000dpm を 資料 に 添加

し
，

5 倍量 の エ チ ル ・ エ ーテ ル を 加 え て 十分混和

後， ドラ イ ァ イ ス 加 ア セ ト ン 液に つ け，検体部 分

を凍結 させ エ ー
テ ル 層を別の 試験管 に移 し ， 水 洗

後 蒸 発 乾 固 さ せ た．残 渣 を 薄 層 ク Pt マ ト グ ラ

フ a − （溶媒系 〜シ ク ロ ヘ キ サ ン ：酢酸 エ チ ル ：

酢酸 ＝ 1 ： 1 ：0．1）で 展開後 ，16α
一〇H −DHA 部

分を溶出 し ， 測定用試験管 に集め た．その 半量を

回収率算定用 に 供 し ， 残 り半量 に 16α
一〇H −DHA −

3H を 10，000dpm 加 え溶 媒 を蒸 発乾 固 し た ． こ れ

に 抗 16α
一〇H −DHA 血 清 を0．05M 　 borate　 assay

buffer（16α
一〇H −E1と同様）で

，
20

，
000倍に希釈 し

た 液 0．3ml を加 え て Vortex上 で 十分混和後室温

で 30分間 incubate した ．次に ， 飽和硫酸ア ン モ ニ

ウ ム 液 0．3ml を加 えて 混和 ，
10分間放置後 10分 間

遠心分離 して ， Bound と Freeに 分離 し た ．その 上

清 （free　fraction）0．3ml を と り，10ml の F ル ＝

ン シ ン チ レ
ー

タ
ー

を加 え て 放射能 を測定 し た．

　8．E3の RIA

　検体 （0．02〜0．1ml）に ， 回収率算定用の E3・3H

を 1，000dpm 添加 し，2ml の エ ーテ ル で 抽 出後 ，

池 　 下 2303

LH −20（溶媒系
〜ベ ン ゼ ン ：メ タ ノ ー

ル ＝ 85 ：15）

で E3部分を分離 し ，
　 RIA に供 した．

　9．検定法

　結果 の 有意差検定 は Student　t・testに よっ た ．

ま tc，　RIA の 結果は Rodbard　and 　Fadenl8）に従 つ

て統計処理 した ．

　　　　　　　　　結　　果

　1．本法の 感度，特異性，お よび精度

　抗血 清は20，000倍 希釈で ， 0．05〜1ng の 範 囲 の

16α ・OH ・E1を測定出来た ，

　検出可能最低限界は 10．6± 2．2（平均値± S．E．）

P9 で あつ た ．

　 こ の 抗血清 に 対す る他の ス テ ロ イ ドの 交叉反応

率を もとめ る と ， 表 1 の ご と くに な つ た，最も交

叉 反 応 率 の 高 か つ た の が E
、
で 3．4％，次 い で

17・epiestriol が 3．0％で あつ た．また 16α
・OH ・E、 と

C ，
D 環 が 類 似 す る 16α

・OH ・androstenedione は

0．1％，16α 一〇H −DHA は 0．07％， 16α
一〇H −DHA −

sulfate は O．08％ とほ と ん ど交叉反応 は 無 く，抗体

の 特異性が ぎわめ て た か か つ た ．

　 Water　Blank 値は 27．33± 6．16 （平均値 ± S．E ）

表 1　 Cross　reaction 　of 　various 　steroids 　with 　the

antiserum 　against 　16crOH ・El・3・CMEBSA
　 　 　 　 　 　 （dilution　1 ：20，000）
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図 3 　Quality　control 　chart 　for　radioinununoassay

　 of 　16α
一〇H ・E ，
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12345678910
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 assay 　 NO

表 2　 16a・OH ・Ei　levels　during　pregnancy
　 　　 　 　 （unconjugated ）
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Intercept
　 　 　 200
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weeks 　of 　pregnancy 16α
一〇H ・E1（ng ／m1 ）

　〜11w6D
（42samples）

O．98士 0．07
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　　　　（37samples） 2．42± 0．30串

24wOD 〜36w6D
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4．76±D、42ホ
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　　　　（23salnples）
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pg ，
500pg の 16a −OH −Eiを 1ml の 蒸留水 に加えた

時の 回収率が 81．09± 4．7％ （n ＝ 10）， 測定内変動

（C．V ．）は 5．16％ （n ＝ 10），測定間変動 （C．V ．）は

＊P く D．OOI　V ．S．〜11w6D

12，79％ （n ＝ 　10）で あ り， 精度は満足 す べ きもの

で あつ た．また
，

10本 の 標準 曲線 に つ い て
， 定量

的検討を行つ た結果，満足す べ き結果を得た （図

3）．

　2．妊婦宋梢血 中 の 16α
一〇H −E

、濃度

　16α
・OH ・E 、値は 妊娠中経時的に 増加 した ．妊娠

各時期 に 分 ける と妊娠 12週未満で 0．98± 0．07 （平

均 値±S．E ）ng ／ml ， 妊 娠12週 か ら24週 未 満 で

2．42 ± O．30　ng ／m1 ，妊 娠 24 週 か ら 37週 未 満 で

4．76± O．42ng／ml ， 妊娠 37週以降 5．49± 0．98ng／ml

で あつ た ．妊娠 12週未満に 比 し ， 中期以降は 有意

（p＜ 0．001）に 高値を示 した （表 2），

　3．分娩時 の 16α ・OH ・E1の 濃度

　 1）正常分娩例

　図 4 に 示す ご と く母体末稍血 中濃度は分娩第 1

期5．48± 0．59ng／m1 ， 第 2 期4．63± 0．53ng／ml で

図 4　16α ・OHE 、
　levels　during　delivery（unconjugated ）
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あ つ た ．また ， 臍帯動脈血は 13．63± 1，98  ／m1 ，

臍 帯静脈血 は 15．88± 1．77ng／ml ， そ して羊水中の

濃 度は 8．44± 1．85ng／ml で あつ た ．

　 2）胎児仮死例

　上記 の そ れぞれ の 値を胎児仮死 例 に つ い て み る

と，4．60± 0．96ng／ml
， 4．65± 1．14ng／ml ， 6．75±

1．37ng／ml ，7．52± 1．46ng／ml お よ び8．11± 3．13

  ／m1 で あつ た．

　 3）無脳児例

　同様 に 無脳児妊娠の 母体血 に つ い て み る と， 分娩

第 1期 0．79± 0．07ng／ml ，第 2期 1．39± 0．46ng／ml

で ， 臍 帯動脈血 5．60± 3．20ng／m1 ，臍帯静脈血

1．25± 0．28ng／ml ， そ し て 羊 水O．58±0．04ng／m 正

で あつ た ．

　分娩第 1 ， 2期母体末梢血値 は
， 正常分娩例 に 比

し
， 胎児仮死例 ， 無脳児例 と も有意差 は 無か つ た．

臍帯動静脈血 中濃度 は ，正常分娩例に比 し ， 胎児

仮死例 ， 無脳児例 とも有意に （胎児仮死例臍帯動

脈血 ＝ p〈 0．05．胎児仮死例臍帯静脈血 ， 無脳 児例

臍帯動静脈血 ＝ p＜ 0．01）低値を 示 した ．羊水 中

濃度 は無脳児例 が正常分娩例に 比 し ， 有意に （p〈

0．05）低値を示 した ．

　また 無脳 児例 を 除い た い ずれ の 症例 でも 16α 一

〇H −El濃度 は ，母体末稍血 よ り臍帯血 お よび羊水

で 高値を示 した．

　4．他の ス テ ロ イ ド と の 相関

図 5　Correlation　between　l6α
・OH ・E，

　levels
　and 　 16α

・OH −DHA 　levels　 in　 matemal

　blood　（unconjugated ）
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　 図 6　 Correlation　between 　16α ・OH −E ， 1evels　and 　E3

　 1evels　in　umbilical 　blood（unconlugated ）
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　 1）16α
一〇H −DHA

　 29例の 妊婦で 同
一
検体中 の 16α

一〇H ・DHA 濃度

を測定 した．16α
・OH −E

、 と16α
一〇H ・DHA の 血 中

濃度の 相関関係を図 5 に示 す．両者 は r　 ＝ O，5193

で有意に （p＜ O．002）正 の 相 関を示 した ．

　 2） E3

　 同
一

検体中 の 遊離 E
，を 11例 の 臍帯 血 に つ き測

定 し た。16α
一〇H −E1と E3値 の 相 関 関 係 は r ＝

0．6716で ， 有意に （p 〈 0．05）正の 相関を示 した （図

6 ）．

　　　　　　　　　考 　　寨

　 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 産生は
，

一般 に非妊時に

比 し妊娠中著 し く増量す る．中で も estrogen の 産

生量 が最 も多 く， E，
は そ の 9 割以上 を 占め る．こ

の E，の 産生源は
， 主 と して胎児お よび胎盤で あ る

が ， そ の 生合成経路の うち E
，
の 直前 の 中間代謝物

質 が 16α
一〇H −E 、で ある．こ の ス テ ロ イ ドは 測定方

法 が確立 され て い な か つ たた め ，生体内動 向お よ

び臨床的意義は 不 明な点が多い ．Lahita　et　aL14 ）

は
， systemic 　lupus　erythematosus （SLE ）患者

に お い て E
、
の 16−hydroxylationカミ上 昇す る こ と

を報告 し て い る．妊娠中は 16α
・hydroxylase活性

が胎 児肝 に 強 く， 妊婦が 産生 す る16α 一hydroxy・

steroid の か な りの 部分は
，

こ こ で 作られ る と考 え

られ る．そ の 16α
一hydroxysteroidの 中で ， 16α 一

〇H −E 、 は 胎 盤 組織 で す み や か に E3に 転 換 さ れ

る
17）
．臍帯血 中に 高濃度で 循環 し て い る 16a・OH ・

DHA は 16α
・OH −androstendione

， 16cr・OH −E，を
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経 て E3 に 転換 され る
9）15 ）

． と こ ろが胎盤に お ける

反応が速 い た め ，中間代謝産物 を適確 に 把握 し難

い 場合もあ り， 個 々 の 物質の 生理的意義解明を困

難 に す る
一

因 とな つ て い た．

　 こ の 16α
一〇H −E

，
は 16と17が α

一ketol　Vこ な つ て

い るた め 酸化 され易 く， とくに ア ル カ リで 不 安定

で ある こ とか ら，抗原の 合成で ア ル カ リ鹸化で な

くて ジ ア ス タ ーゼ で 酵素的に エ チ ル 基 をは ず して

16α
一〇H −Er3 −CME を 作製 した ．また こ の ス テ ロ

イ ドの 測定に は
， 加熱を さけ ア ル カ リ側にす る こ

とな く操作 し て 16α
一〇H ・E 、の 分解を防い だ．

　今回 ， 我 々 が開発した 16α OH ・Eiの RIA は
， 特

異性，精度，感度，再現性何 に お い て も十分満足

す べ き結果を得た．

　また ， 妊婦血 な ど の サ ン プ ル を ル チ ン に測定出

来 る シ ス テ ム が確立 され ， 臨床応用 へ の 道が開か

れた ．

　 こ の方法 に よ る妊婦末稍血 の 16α ・OH ・E 、
は

， 妊

娠初期か ら妊娠中期以降に か け て 有意に 増量す る

こ とが判明 し ， 本 ス テ ロ イ ドの 血 中 レ ベ ル が妊娠

中 ， 経時的 に増加す る こ とが 初め て 証明された．

　分娩時の 測定結果 に お い て 胎児仮死例で は ， 正

常分娩例 に 比 し臍帯動静脈血 中濃度が共 に低値で

あっ た ．上田
31は

， 妊婦の 尿中 estrogen ／creatinine

比 と血中 E3を測定 した結果，　 apgar
’

s　score 　 6点

以下 お よび 出産体重 2，500g 未満の 症例 の 妊 娠各

時期 に お け る両者の 値が平均値以下 で ある こ とを

示 した ．今回 ， 16α 一〇H ・E 、濃度が胎児仮死例で ，

正 常分娩例に 比 し母 体末梢血 で は 有意差を認め な

か つ た が
， 臍帯動静脈血 に お い て 有意に 低値を示

し
， 胎児 ・胎盤系に お ける本 ス テ ロ イ ドの 産生が

低下 した こ とを推定せ しめ た．

　分娩 中の 胎 児仮死 は 比較的急性に 来 る こ とが多

く ， 血 液の酸塩基平衡 へ の 影響が 現われ る と同時

に
， 副腎 ， 肝 な ど胎 児臓器の 低酸素血 症に よる機

能低下 を も招 くこ とが推定出来る，従 つ て
，

こ の

よ うな 条件下に ある 児に お い て は
， 副腎 か ら分泌

され る DHA （−sulfate）， 肝で 産生 される 16α
・OH ・

DHA （−sulfate ）な どの 減少を来 し ，
ひ い て は 血 中

16α
一〇H −E 、 な い し E

，
レ ベ ル の 低下 を招 くこ と は

十 分考え られ る．

　胎 児血 中 の 16α
・OH −DHA お よ び E3が 分 娩 経

過中 に増量 し，それ は胎児性 ACTH の 分泌刺激

に よ る もの で あろ うとす る報告
5）6）th：ある．今回 ，

16α
一〇H −DHA お よ び E

， を 妊婦血 お よ び臍帯血

の 同一検体 で 測定 し，い ずれ も16α
・OH ・E 、 と有意

の正 の 相関を認め ，胎児 ・胎盤系の Es生成経路の

中で 重要 な中間代謝産物の動向が ， 密接に 関係 し

て い る こ と が 示 唆 さ れ た ．矢 内 原 ら
4）は 16α

一

hydroxysteroidが 一般 に ，胎児側 に きわ め て 高値

で あつ た と報告 し て い る が ， 本 ス テ P イ ドも母体

末稍血 よ りも胎児側が 高 く， 胎児 ・胎盤系に お け

る産 生 ， 分泌 の 比重 の 大 きい こ とを示 し て い る．

　無脳児妊娠で は
， 胎児 の 間脳 〜

下垂体 一副腎系

の 異常に よ り， 胎児副腎 の 萎 縮が顕著で 胎児血
，

母体血 ， 母体尿 の E，値が 低 い ．Nakayama 　et　al．16｝

は
，
in　vitro の 実験で ， 無脳児胎盤 が正 常胎盤 とほ

ぼ 同等の ス テ ロ イ ド生合成能や酵素活性を もつ と

し た ．Tabei　and 　Heinrichs20）tま
， 無脳児の 肝臓 に

お け る DHA 代謝は ， 正 常胎児 とほ とん ど同 じで ，

16α ・hydroxylationに 差がな い こ とを報告し て い

る．し た が つ て 無脳児妊娠 の E ，
の 低下 は

， 胎盤あ

る い は 胎児肝の 機能障害で は 無 く， 胎児副腎の 高

度萎縮に よ る E3の 前駆物質の 分泌減少に 起因 し

て い る，今回 の 成績で無脳児妊娠 の 分娩時 の 16α
一

〇H −E
、値 は正常例 に 比 し著 し く低値 を示 した。す

なわ ち
， 本 ス テ ロ イ ドもそ の 生 合成 ， 分泌に 際し

て ，胎児下垂体副腎皮質系機能が大 きく関与し て

い る こ とがわ か る．

　羊水中に 含有 され る ス テ ロ イ ドは
， 大部分が 胎

児 由来 と考 え られ る が 16α 一〇HE1 濃度 も臍帯血

の そ れ に 近 く，無脳 児で は著明な低値で あつ た ．

　また 16α
・OH −Elお よび E3が異 常低値 を 示 す妊

婦で 無脳児で な い 場合，まれ に 胎盤 の sulfatase

欠損 の こ とが ある，胎盤 に sulfatase が欠損 した

場合 は E3生 合成過程 の 初段 階 で ブ 卩
ッ ク され て

し ま う． こ の 様 な先天 的異常症例 は 別 と し て
一般

に は，妊娠 の 進行に 従 つ て 胎児 の 16α
・OH ・DHA

の 分泌が増加 し
， それに 比例 し て E3が 多 くな る ．

16a ・OH −EieUt図 5 と 図 6 に 示 す如 く，
16α

・OH ・

DHA や Esと相 関 性 を 示 し，　 E3の 生 合成 過 程 で

16α
一〇H −E 、

が 重要 な 中間代 謝産物 で あ る こ とを
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示唆 し た が
，
Vega 　Ramos 　et　aL21）も in　vitro の

実験で 16α
一〇H −testosterone を経 る過程 よ りも，

16α
・OH ・E 、を経 る 方が 優位 な経路 で ある こ とを

報告 して い る．また DelP　Acqua 　et　a1．9）は
，

16a ・

OH ・testosteroneの 胎盤 に お け る E3へ の 転換 が

16α ・OH ・DHA ，16α
一〇H −androstenedione よ りも

は るかに 効率の 悪 い こ とを示 し た ．従 つ て
， 16α

一

〇 H ・E
、を通 る経路

19，が 主体を なす と考 え られ る．

　 なお 胎盤 の 酵 素 は 卵 巣 に くらべ て 非常に 豊 富

で ， 16α
・OH ・androstenedione も直 ち に 16α 一〇H ・

E
、 とな り17の ケ ト ソ の 還 元が続 い て 行われ て E

，

に なるが
，

一部 の 16α
・OH ・E 、

は 母 体に移行し て 母

体肝臓 で E3に なる こ とが示唆 されて い る．

　 こ の 16α
・hydroxylaseは 主 に 肝臓 の マ イ ク ロ

ゾ
ー ム に 存 在 し testosterone ，　 A4−andro ・

stenedione ，
　E1

，
　progesterone，　DHA 等 の ス テ Pt

イ ドの 16α 位 を水酸化す る こ とに よ つ て ，
こ れ ら

の活性を失活 さ せ ，同時に 排泄 され易 い 型 に変換

さ せ る酵素 で あ り
一

種の 解毒作用 と考え られて い

る． こ の 様 な酵 素 に は 16α
一hydroxylase の 外 に

6β，7α ，11β，15α ，18，19， 21の hydroxylaseが

あ るが，これ らの 酵素活性は 動物 の 種 に よ つ て ，

また加齢や 性差に よ り異なる
13）．なお 原始的脊椎

動物 の 肝臓 に は 7α の hydroxylaseし か な く， 進

化の 過 程 で 色 々 の hydroxylase を 獲得 し て ヒ ト

の 肝 で は 6α ，6β，7α ，7β， 16α な どの 多数の

hydroxylase が証明され て い る
7）．一方 ， 胎児肝臓

も成人 と同じ様 に 種 々 の 代謝酵素を持つ て い る が

16α ・hydroxylase活性 が強 く， な か で も DHA を

基質 とした ときは
，

こ の 活性 が最高 を示す こ とが

知 られ
15 ）

， 胎児の加齢 とと もに漸増す る と言わ れ

て い る
11）．

　　　　　　　　　　 ま　と　め

　今回 ， 16α ・OHE1 の RIA 法を開発 し
， 正 常妊

娠 ， 無脳児妊娠 ， 正 常分娩，お よ び胎児仮死例 の

分娩時 の 本 ス テ Pt イ ド値 を測定 した ．従来，16α
一

〇H ・E1 は ル チ ン の 測定法 が ， 開発 されて い な か つ

た た め その 生体内 の 動態 お よ び 臨床的意義に 関 し

て あま り知 られ て い な か つ たが ， こ こ に 本 ス テ ロ

イ ドの 妊娠，分娩時の 動態 の
一一端を初め て ， 明 ら

か に し た ．

　本論文 の 要 旨 は，第34回 日本産科婦人科学会学術 講演 会

（神戸）， お よ び第55回日本内分泌学会総会 （東京） に お い

て 発表 し た ．
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