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概要　胎児の 肺成熟度予測法と し て ， 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを羊水中の Lecithin／Sphingomye ）in

ratio （L／S 比）測定 に 適用 し，こ の 測定系の 有用性を検討した．

　1）L／S 比が 1．0，2．0，3．0，4．0，5．0に 精製され た市販 の 標準液に つ い て ，こ れらを 各 5 回ずつ 測定

し た 結 果，L／S 比 二 1．0の も の が L21 ± 0．047 （Mean ±S．D．） CV ＝ 3，84％，　 L！S ＝ 2．Oが2．12士0．012
CV ＝ 5，59％，レ S ； 3．0が3．64±O．34　CV ＝ 9，40％，　L／S ＝ 4．Oh：4．41±0．32　CV ＝ 7．35％，　L／S ； 5．0が
6．16± 0，41CV ＝ 6，75％ （CV は 変動係数），と測定 され た．回帰式 は ，

　 Y 二 〇．8X ＋ 0．17 〔Y ：標準液の

LIS 値，　 X ：HPLC 値）r ；O．984と非常に 良好な相関 と再現性 が 得 られ た ，　 Lecithinの 回収率は 88．9％，
Sphingomyelinの 回 収率 は 81．4％ で あつ た ．

　2）界面活性 が な い と され て い る不 飽和 レ シ チ ソ を除去す る方法 と して ，
ア セ ト ン 沈澱法が提唱 され て

い る が ， 同
一

検体 30例 を用 い て ア セ トン 沈澱 法 と，
こ れを用 い ない 方法 とで ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
の 値 の

相関を 検討した 結果 ，
Y ；3，25X − 2，14（Y ：ア セ ト ン 沈澱法を用 い な い で 得 られ た L／S 値 ，

　 X ： ア セ ト

ン 沈澱法 に よ る L ／S 値），
r＝O．987 と極 め て 高 い 相関 が あ り，ア セ ト ソ 沈澱法を省略 で きる 事が 示唆 され

た ．

　3）64例 の 臨床症例 の 内，LIS 比測定後72時間以内に 分娩 した もの ，41例 を対象と し た ．こ の 内 9 例 に

respiratory 　distress　syndrome （RDS ）が発症 し た．　 LIS ＝・4．20を RDS 群 と正常群 との 判別 を行 う限界

値 とした 場 合，RDS の 正診率 は，88．9％で あつ た．また 胸水貯留 に よ る肺拡張 不 全症例が 3例見 られた

が
，

こ の 限界値を適用 し，全例 に 呼吸 不 全 の 予知が可能で あ つ た．

　以上の 結果 よ り， HPLC に よ る 羊水中 の L／S 比測定 は 胎児肺機能を予測する上 で ，　TLC 法 に 比 し簡便

で か つ
， 迅速 ， 正確な方法 で あ り，日常 の 臨床検査法 と して 十 分 に 利用 で きる と考 え られ た，
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　In　64　pregnant 　women
，
41　 cases 　were 　delivered　within 　72　hrs　of 　the　amniotic 　fluid　collection ．

　The 　prediction　of　respiratory 　distress　syndrome （RDS ）was 　performed　with 　variables 　of 　the　LIS　ratio ＜

4．2 ．
　80f 　g　babies（88．9％ of 　sensit 董vity ）who 　developed　RDS 　and 　30f 　3 （1DO％ of 　sensitivity ）other 　types 　 of

respiratory 　failure　due　to　hydrothorax　were 　predicted　by　this　method ．

　In　conclusion ，　thismethod 　is　simple ，　rapid 　and 　sensitive 　for　the　prediction　ofrespiratory 　dlstress　syndrome

and 　 other 　respiratory 　failure．
Key　words ； Amniotic　Huid ・High　performance 　liquid　chromatography ・Lecithin／Sphingomyelin　ratio ・

　　　　　　 Respiratory　distress　syndrome

　　　　　　　　 緒　 　暫

周産期医学の進歩に よ り，極小未熟児の 救命率

が向上 し て 来て い る が，肺が未熟 な た め に ，肺 の

界面活性物質で ある サ
ー

フ ァ ク タ ン トを十分に産
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生す る事が で ぎない こ とに 起因す る新生児呼吸窮

迫症候群 （respiratory 　distress　syndrome ，
　 RDS ）

は，新 生 児罹病，新生 児死 亡 の 主囚 とな つ て い

る
1）
．

　 Gluck　et　 a1．
13 ）が，1971年 に 薄層 ク ロ マ ト グ ラ

7 イ
ー 〔Thin 　Layer 　Chromatography，　TLC ） を

用 い て 羊水中 の L／S 比 を測定 し，
こ の 値 が胎児 の

肺成熟度を反映 して い る と の報告を行 つ て 以来 ，

L ／S 比測定は 出生 前胎児肺成 熟の 予測 法 と し て ，

広 く
一般化 され てお り， また そ の 変法 も数多 く発

表 され て い る
4 ）11 ｝14 ｝24 ］．

　 し か し こ の TLC 法 は 測定手技が 煩雑で ， 測定

に 長時間を要す る為，分析結果が遅延 して し ま う

事 も多 い ．
一

方高速 液体 ク μ マ ト グ ラ フ ィ
ー

（High　 Performance　 Liquid　 Chromatography，

HPLC ）は TLC に 比 し，精度，感度，再現性 に 優

れ て い るばか りで な く， 分析に 要す る時間 も少 な

く， 検体 の 展開に 特殊技術 もい らない とい う利点

を もつ て い る．

　本 研究 に お い て ， 羊水中の L／S 比測定に 適 し た

カ ラ ム 及 び展開液を選定 し，HPLC 法に よ る羊水

分析を行 い ，RDS の 予知 法 とし て ， 有効な臨床結

果 を簡便か つ 短時間で 得 られ る方法を見出 し た の

で こ こ に 報告す る．

　　　　　　　　　研究方法

　試薬類 ：米 国 Sigma 社 よ り市販 され て い る L／

S 比 の 標準液 LS・10，　 LS −20，　 LS・30，　 LS・40，　 LS・

50 （こ れ らは Lecithinと Sphingomyelinがそ れ

ぞれ重量比 で 1 ： 1 ， 1 ： 2
，

1 ： 3 ， 1 ： 4
，

1 ： 5 に 調製 され て い る）及 び，Lecithin（Sigma

No 　P5763），　 Sphingomyelin（Sigma　No 　S7004）

を control と して 測 定系の 精度の 確認に 供 した．

　羊水 ：破水 の な い 症例 に お い て は
， 経腹的 に羊

水穿刺を行 い ，前期破水の 例で も羊水腔が ある程

度認め られ る もの に つ い て は 羊水 穿刺を 行 い
1°）

，

羊水腔が ほ とん ど消失し て い る例 に つ い て は
， 腟

鏡下 に 洗浄を行つ た 後，経時的に 羊水 を採取 した．

最近の 報告に よ る と頚管粘液や そ の 他の 腟分泌液

は L／S 比や サ ーフ ァ ク タ ソ ト レ ベ ル に 影響 を与

え な い と の 理 由 か ら
5〕8 ｝15 ）2e）

，
こ れ らの 羊水 も検体

に 加えた．肉眼的に 血液混 入 の 見 られ るも の や ，

胎便 の 混入 し た 検体 は 除外 し た
25）．採取 し た 羊水

は
， 直ち に 1，300Xg で 10分間遠心 分離 し ， 上清を

L ／S比 測 定 に 用 い
一 部 を

一20℃で 凍 結 保 存 し

た
22）．60名の母体 よ り延 べ 86回 の検体を採取 した

が， こ の うち72時間以内に 分娩を完 了 した例が41

例 で あ り，
こ の 41例 に つ い て検討を加 え た ．

　 リ ン 脂 質 の 抽 出 ：遠沈 し た 羊水0．8ml に メ タ

ノ ール 2．Om1 を加え，　 Vortex　Mixer に て 撹拌後

20分間室温 に て 放置し，除蛋 自を十 分に 行 つ た．

これに lml の ク ロ ロ フ ォ ル ム を加 え再度撹 拌，更

に 1m1 の ク ロ ロ フ ォ ル ム と蒸 留水 lml を加 え，十

分 に 撹拌 の 上 1，300× g で 10分間遠心 分離 を 行 つ

た．二 層に 分離 された 羊水 の 内 ， 下層に ある ク ロ

卩 フ ォ ル ム 層 を分離 し， 60℃の 温浴 内で N2 ガ ス

下 に蒸発乾固 させ た ．

　高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

：使用 した カ ラ ム

は 米国 Rainin社の Microsorb　column （Catalog

No 　80−125）で あ る．本カ ラ ム は 5μm の 球形 シ リ

カ を充填 し た も の で
， 長 さ25cm 直径4．6mm で あ

る．イ ン ジ ェ ク シ ョ ン シ ス テ ム は （仏）Gilson社

の ポ ソ プ
， 1iquid　delivery　module 　Mode1302 を

使用 した ．ポ ン プ ヘ
ッ ドは 5S 型 を用 い た ．分離 さ

れた 検体 の 検 出に 用 い る紫外線分光検出器 は エ ス

エ ム 機器社 よ り市販 され て い る Variactor・311型

を使用 し ， 203nm の 波長 で 検出 を行 つ た．本装置

の 感度は 0．00050D で あ る．　 Variactor に よ り検

出 された リ ソ 脂質の 紫外線吸光度は電気信 号に 変

換され ペ ン レ コ
ーダ（米国 Linear社 Mode11201）

に よ りチ ャ
ート上 に記録 し た ．展開液は ア セ ト ニ

ト リ ル ：メ タ ノ
ー

ル ：HzO ； 75 ：15 ：13の 組 成

とし ， 十分に 超音波 に よる脱気を行つ た 後 ， 5S 型

ポ γ プ ヘ
ッ ドに よ り，

1．Oml／分の 流速 に て カ ラ ム

に 展開 させ た．

　測 定系の 精度 ：前述 した Sigma 社の 標 準液 を

そ れぞれ 1種類ずつ 5 日間に 亘 り測定 し ， それ ら

の 平均値及び標準偏差 よ り，変動係数 （Between・

day　CV ）を求め た．

　回 収 率 ：Lecithin及 び Sphingomyelinの 回 収

率は そ れぞ れ の 標準品 を同
一

の 溶 媒 に
一一

定量 溶解

し た もの の 測定値 と，羊水単独で 測定 し た もの と，

こ の 羊水に 上記 の 標準品を加え た もの を測定 した
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38 羊 水 中 L！S比測 定 と そ の 臨床応用 日産 婦誌 40巻 1号

値の差 か ら求め た ．

　 検体の 測定 ：前述の 方法で 乾燥固定 し た リ ン 脂

質分画に ク ロ ロ フ ォ ル ム ： メ タ ノ
ー

ル ＝ 1 ： 2の

溶 液40μ 1を加 え 十 分に 溶解 さ せ た 後 ，
20μ 1を高速

液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に 展開 した．検出 された

リ ン 脂 質 の チ ャ
ート ftの 記 録 を デ ジ タ イ ザ ー

（Graphtec社 Mitablet−2） と マ イ ク ロ コ ン ピ ュ
ー

タ NEC −9801と の 組み 合わ せ に よ り作成 し た 自動

面積計算装置 に よ り計算 し，L／S 比 を面積比に よ

り求め た ．

　 ア セ トン 沈澱法 と の 比較 ： ア セ ト ン 沈澱法 の 必

要性を検討す る為，冷凍保存 した 30例 の 検体を 2

群に 分け，先述 の 方法で ， リン 脂質分画 を蒸発乾

燥 させ た 後，第 1 群に は lml の cold 　acetone を加

え，氷冷下に 20分間放置 した後，ア セ ト ン 可溶分

画を吸引除去 し， 試験管内に 不 溶分画を残 し，再

度窒素 ガ ス に て 蒸発乾燥 させ た ．第 2群 は ア セ ト

ン を加 えず ， 直 ち に HPLC に 展開 し た ．

　 RDS の 診断 ：出生後24時間以内に 気管 内挿管

及 び 02投与 に よ る陽圧呼吸管理を必 要 と し，胸部

X 線上 で Bomsell の 3型 以上 の 所見を呈 し，呼吸

管 理 を24時 間以 上 必 要 と し た 症 例 を RDS と し

た ．

　 ま た そ の 他 の 肺 拡張不 全 に よ る 呼吸障害例 と

は ，妊娠中 よ り胎内で胸水 の 貯留（Hydrothorax）

が確認 され ， 出生後気管内挿管に よ る 加圧呼吸に

よ つ て も肺 に お け る酸素化が で きな か つ た 症例 と

し た ．

　　　　　　　　　結　　果

　標準液の測定結果及 び典型的な肺成熟の 症例，

未熟肺 の 症例 の チ ャ
ー

ト を図 1
， 2 ， 3 に 示 した

（図 1，2，3），

　標準液 の 測 定結 果及 び変動係 数は 表 1 の 如 く

CV は 3，8 − 9．4％で あ り
， 標 準 液 の L ／S 比 と

HPLC 値間で の 回帰式は，　 Y ＝ O．80X＋ O．17（Y ：

標準液 の L／S 比，X ：HPLC 値），　r ＝0，984と非常

に 高 い 相関 と良好な変動係数が得られ た （表 1）．

また Lecithinの 回収率は 88．9％，　 Sphingomyelin

の 回収率は 81．4％で あつ た ．

　同
一

検体 30例 に つ い て ，ア セ ト ソ 沈澱法 を用 い

た第 1群 と，ア セ ト ン 沈澱法 を用い なか つ た 第 2
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群 との L／S 値の 測定結果 を図 4 に 示 した．第 1 群

と第 2 群間 で の 回 帰式は Y ＝3．25X − 2．14，　 r ＝

0．987（Y ： ア セ ト γ 沈澱を 行わ な い L／S 値 ，
X ：
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，05
．0

1．212
，123
．644
．416
．16

3．845
．599
．407
．356
．75
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図 6 　Diagnostic　 thresho】d　 on 　 sensitivity　 and

　specificity

ア セ ト ソ 沈澱を用 い た と ぎの L／S 値 ）と非常 に 高

い 相関 を示 した （図 4）．

　羊水採取 よ り72時間以 内に 分娩が完了 した 41例

の 羊水 中 L ／S 比 と妊娠週数 の 関係は 図 5 に 示 す

如 くで ある （図 5）．

　臨床結果は 41例 中29例が 正 常群 ， 9 例が RDS

発症群 ，
3 例が そ の 他の 呼吸不 全群で あ つ た ．こ

れ らの 異常症例群の L／S 比 ，出生時の妊娠週数，

出生体重 ， RDS の 予測 ， 臨床診断とそ の 転帰を表

2 に 示 し た （表 2 ）．

　LIS 値 ：RDS の 診断 に 対す る sensitivity （ある

設 定 値 未 満 の LIS 値 の 群 ÷ RDS 発 症 群） と

specificity （ある設定値以 上 の L／S 値 の 群 ÷ 正常
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表 2　Cases　who 　developed　RDS 　and 　other 　respiratory 　failure

SubjectL ／SratioG ．W ． BW ．（gr）
Predictionof

　RDS
　 Clin．
FindingsOutcome

1，K ．K ． 1．5733w ＋ 6d1 ，201positiveRDS died
2，T ．Y ． 1，5127w ＋ 1d1 ，096positiveRDS died
3，J．0 ． 2．3032w ＋ 2d2 ，314positiveRDS alive

4．M ．　H ． 2．6038w 十 〇d3 、126positiveRDS alive

5．S．N ． 4．1932w 十〇d1 ．734positiveRDS a厳ve

6．K ．M ． 2．0224w 十3d 627positiveRDS died
7．C ，N ． 9，8534w 十 3d2 ，434negativeRDS alive

8．M ．M ． 1．9430w 十 1d 790positiveRDS died
9，Y ．Y ， 3，2327w 十 4d 682

　　卜．
POSltlveRDS died

10，R ，Y ， 2，3232Wl ．1d2 ，404positiveother died
11，H 『1 ， 1．5031w 十2d2 ，774positiveother died
12，M ．M ． 2．8831w 十 〇d2 ．348positiveother died

　　　−『

表 3　L／Sratio　analysis 　in　the　prediction　of 　respiratory 　distress　syndrome （RDS ）

No　of 　casesSensitMtylD Speci行city
〔2， Predictive　val ロe

【助

of 　abnormal 　testsPredictive
　value ω

of 　nOrmal 　teStS
E伍ciency

〔s｝

N 　 　 　 ％ N 　 　 　 　 ％ N 　　　 ％

　　　　　一．
N　 　 　 ％
　　　　　　　　　　　　−
　　　　　　　80．0
−一．一．

38 8／9　 　 88．9 ・・／・9
．肌 ．」・／・・

一一一．一．　　　　　　　　　　一．−
　 27／28　 　 96．4

　　　　　　　　　．．−1「W
　N　 　 　　％

35／38　 　 92．1
　−一 一一一．．一

（1） Number 　of　L／S　ratios ＜ 4、20÷ number 　of 　infants　with 　RDS ．
（2） Number 　of　L／S　ratios ≧ 4、20÷ number 　of　norma ］infants．
（3）Number 　of　infants　with 　RDS ÷ number 　of 　infants　with 　an 　L／S　ratio ＜ 4 ．20．
（4）Number 　of 　normal 　infants÷ number 　of 　infants　with 　an 　LIS　ratio ≧4．20．
（5） （Number 　of 亡rue 　positive　tests→」 the　number 　of 　true　negative 　test）÷ tota】number 　of　tests、

呼吸群）が 共 に 高 くな る よ うな LIS 値 を求め た の

が図 6 で ある．これは横軸 に L／S 値 ， 縦軸に sen −

sitivity （closed 　circle ）と speci 丘city （open 　circte ）

を と り L／S 値の 変化に応 じて RDS 児 と正常新生

児 の 占め る 割合 （累積寄与率）が変化 して い く事

を示 した図で あ る （図 6）．

　 こ れ に よ る と L／S ＝ 4．20を肺 成熟の 限界値 と

し て 設定す る 事 が 臨床上有用 で あ る事が 判 る．

こ の 方法 に よ り判別 し た 場合 RDS の 正 診率 は

8／9＝・88．9％ ，

一方正 常群に 対 して は 27／29＝ 93．1

％を 正 診で きた （表 3 ）．

　そ の 他の 呼吸不全群 ： 3 症例 に胸水貯留 に よ る

肺 拡張不全 が見 られ，全例呼吸不 全に よ り24時間

以内に新生児死亡 に 至 つ た が ， 本症例群 も総 て こ

の 限界値で 正診可能で あつ た ．

　測定に 要 し た 時間 は
， 90分で あつ た．

　　　　　　　　 考　 　案

　Gluck　et　aL が TLC を用 い ，羊水中 の L／S 比 を

測定す る こ と に よ り， 胎児肺の 成熟予知が可 能で

ある と の 発表 を行つ て 以 来
13 ）

， 数多 くの 報告が あ

り， L〆S 比の 測定法 として は ，　TLC が標準 モ デ ル

と され て い る
4）11＞13，14）24，

．と こ ろ が原法で は ，抽出

物の展開に 多少 の 熟練 を 要し
， また展開後の 発色

操作に も手間がか か る た め ，HPLC 法 に 比 べ
， 検

査に長時間を要す る．さ ら に原法で は，抽出 の 段

階で ア セ トソ 沈澱法を用 い る． こ れ は界面活性の

な い レ シ チ ン を取除 く為 の 手法 で ある とされ て い

る
13 ）14 ）．こ の ため に ，TLC を原法に 忠実 に 行 お う

とすれば，約半 日を要 し ， また 専門の 測定施設 と

検査技師が必要とな る こ ともある． こ の よ うな理

由で shake 　 testの よ うな簡易法 が 用 い られ る

がη 23
体 法は ，精度が高 い とは い い がた く簡便法の

域 を脱 し得な い の が 現状で ある，ま た サ
ー

フ ァ ク

タ ン ト の 主成 分で ある DS −PC （disaturated　phos −

phatidylcholine ）を酵素に よ つ て 直接測定す る方

法や
3｝，電気 泳動法 に よ つ て 肺 の ア ポ 蛋 白を測定
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す る方法等 も発表 されて い る が
2｝，こ れ らは確か

に 精度が 高 く， 特に 血 液や胎便の 混 入 し た 羊水 で

も， 精度 に 影響を受げな い と い うす ぐれた面を持

つ て い る が時間が か か る とい う欠点がある．従つ

て 羊水中の L／S 比測定を行 うに は
， 如何に 迅 速か

つ 精度 の 高 い 方法 に よ り， 臨床現場 に 貢献で ぎ う

る か が，最大 の 問題点 とな る．

　Jungalwala　 et　 a1 ．を は じめ と し て
1s）

， 最近

HPLC の L／S 比 測定 へ の 応 用 が 発 表 され て お

り，その 臨床応用例も報告 され て い るが 6）12，1η 21）
，

彼 ら の 方法 も ア セ ト ン 沈澱法 を用 い gradientを

か けた HPLC を行つ て い る の で ， 高速液体 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

の 持つ
， 時間的有利 さを相殺 し て い

る，

　 Hobson 　et　 al．16）は 同
一

検体 181例を用 い て ，

TLC 法 を用 い た LIS 比測定に お い て
，

ア セ ト ソ

沈澱法 の 必要性の 有無 を検討 し た結果，肺成熟度

の判定 の 予知に 差異は な い
， との 報告を行つ て い

る．

　本研究に お い て 著老 は，Hobson　et　a1．の 追試 と

して 同
一検体30例 に つ い て

，
ア セ ト ン 沈澱法 の 必

要性 の 有無 を HPLC 法 に つ い て 行 つ た が
，
　 r ＝

0．978と非常に 高 い 相関が得 られた の で，HPLC

に も採用可能 と考えた．

　即ち ，抽出段階で は ，Hobson　et　al．の 提唱す る

ア セ ト ソ 沈澱を用 い な い 方法を採用 し， また 分離

段階で は isocratic　 HPLC を用い ， さらに 計測段

階で は ， デ ィ ジ タ イ ザ ー
と マ イ ク 卩 コ ン ピ ュー

タ

を採用 した ．こ れに よ り TLC 法に 比 し，2時間以

上 の 時間短縮が可能 とな り，全所要時間は 90分間

とな つ た．

　L〆S 比 の 測定結果 よ り，RDS の 予測 を行 うに は

従来 TLC で は LIS〈 2．0が一般化 され て お り，こ

れ に よ り正 診率 は概 ね88％で ある が HPLC に よ

る L／S 比 で の Critical　Pointは 報 告者に よ つ て

それぞ れ異 な つ て お り，
Ng 　et　al．

ig ｝et　L／Sく 3．0を

RDS 発症 の 限界点 と し て い る．また D℃ osta 　 et

aL9 ）は 我 々 と ほ ぼ 同様 の 方法 を用 い L ／S 比 が 7．0

未満で 9 名中 7 名に RDS が発症 し，　 L／S≧ 7．0で

は RDS の 発症が な か つ た と報告 し て い る． し か

し D’Costa　et　 al．は ア セ ト ソ 沈澱法を省略 で きる

か否か に つ い て の検討を行つ て い な い．

　以 上 の よ うに ，HPLC を用 い た 場合 ， 各研究者

に よ り，Critical　 Pointの 設定値が様々 で あ り，

TLC の 場合 の よ うに
一
様に L／S 値 ≧2．0で 肺成

熟を判定する とい うま で に は
，

一般 化 され て い な

い ．

　著老は RDS 発症 に 対す る L／S 値 の 限 界値 は

sensitivity と speci丘city が 共 に 高値 とな る値 を

累積寄与率 か ら求め た．

　 こ の 方法に よ れば RDS に 対す る sensitivity は

88．9％ とな り，複雑な手技や 多大の 時間を要す る

TLC に とつ て 代われ る方法として
， 臨床 に 貢献す

る事が 可能 となつ た ．

　また RDS とは 診断され な い が， 胎児水腫の
一

症状 とし て み られ る胸水貯留 の 症例 が 3例 あ り，

これ らの 群は ，全例出生後 の 呼吸不 全 に て 死亡 し

たが，本法 に よ る診 断基準で 予測 可能で あ つ た．

　以上 の 結果か ら本研究 に よ り得 られ た 方法を利

用す れば，RDS ぼか りで な く胸水 貯留 に よ る 呼 吸

不全群 も短時間で 正確 に 予測する事が可能 となつ

た ．

　稿 を 終 え る に 臨み 多大な る 御指導，御校閲を賜つ た 恩師，
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