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本論文の要旨は昭和47年第20回日本内分泌学会東部々会総会,昭和48年第46回

日本内分泌学会給金.第21回日本内分泌学会東部々会給金において報告した･

Cortisolの代謝に関しては.すでにおびただ しい

知見が集穂されヒト1)～7).ラット8)-ll),マウス12)13), イ

ヌ14)～16).ゥシ17).モルモット18)などの invitro及び

invivo実掛 こて主な cotisol代謝産物が分離同

定されている.これらにはぼ共通な代謝様式 として

は′,まず ALreductase及び 3a.3β-dehydrogenase

によるA環の還元, 11β-dehydrogenase.20α,β-

dehydrogenaseによる C-11位,C-20位の還元 ,

6α,β-hydroxylaseによる C-6位の Hydroxyla-

tion及び側鎖の酸化的離脱をうけ,さらにこれらの代

謝産物はその大部分が glucuronyltransferaseによ

りグルクロン酸抱合を,一部は sulfokinaseにより

硫酸抱合をうけて腎あるいは消化管に排他されること

が明らかにされている柑).しかし詳細な点になるとそ

の知識は決して充分ではなく.従来もっとも系統的に研

究されてきたヒトにおいてさえ,放射性 cortisolを

投与して尿中に回収される代謝産物のうち既知のもの

は60%に過ぎないとされ20).最近においてもKornel

らの硫酸抱合型代謝産物の同定21),Bradlowらのcar_

boxylicacid 型代謝産物の発見22) などが報一告 さ

れており,これらの新しい代謝経路の意義も今後の問

題である.

従来 steroid代謝の研究は主として肝を用いた in

vitroでの incubation実験と尿中代謝産物分析に

よる invivo代謝の検討が主であった.もちろん肝

は steroid代謝抱合において中心的役割をはた して

いるが.それ以外の組織も種々の程度において ster-

oid代謝能を有しており23)～26).更にinvitroの条件

は生理的とはおよそかけはなれており.その結果より

invivoでの代謝を定量的な意味で推定することは

難しい.一方尿中 steroidの分析は代謝の最終過程
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を見ることはできるが.外因性に投与され,あるいは

内因性に分泌した cortisolが体外に排他されるまで

の過程がどのようになっているかは窺うことができな

い.その意味で血中および臓器中の代謝産物の分析は

重要であるが,今までは詳細な定量的研究はほとんど

見られていない.

今 1つの問題は steroid代謝の種属差である.犬

副腎はラット,ウサギと異なりヒトと同じくcortisol

を主として分泌する点より従来 Human Endocri-

nologyの実験モデルとして広く用いられてきた.し

かしはたして産生するホルモンが同一でもその処理が

同一か否かは従来検討されていない.

本研究ではこれらの点を解明すべく犬に放射性 cor-

tisol投与一定時間後の血中および肝における代謝

産物を分離,同定.定量を行い若干の成績を得たので

報告する.

本論文で使用する慣用名,略号は以下に示す通りで

ある.

Cortisol(F);'Cortisone(E);20α-dihydrocortiso1

(20α-DHF):11β,17α,20α. 21-tetrahydroxy-

4-pregnen-3-one; 20β-dihydrocortisol(20β-

DHF):llβ,17α,20β,2卜tetrahydroxy-4-pre-

gnen-3-one; 20α-dihyrocortisone(20α-

DHE):lTa,20a,211trihydroxy-4-pregnen-3.

ll-dione; 208-dihydrocortisone(208-DHE):17

α,20β,2卜trihydroxy-4-pregnen-3.1卜dione;6

β-hydroxycortisol(6β-OH-F):6β,11β,17α.2卜teト

rahydroxy-4-pregnen-3,20-dione;6β-hydroxy･

Cortisone(6β-OH-E):6β,17α,21-trihydroxy-4-

prpgnen-3,ll,20-trione;6β-hydroxy-20β-dihydroI

cortisol(6β-OH-20β-DHF):6β,11β,17α.20β,21
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-pentahydroxy-4-pregnen-3-one;6β-hydroxy-

2Da-dihydrocortisol(6810H-20a-DHF):68,118,17

α.20α,2卜pentahydroxy-4-pregnen-3-one;6β-

hydroxy120a-dihydrocortisone(6B-OH-20a-DHE):

6β,17α,20α,2卜tetrahydroxy-4-pregnen-3,1卜

dione;6β-hydroxy-20β-dihydrocortisone(6β-OH-

20β-DHE):6β,17a,20β,2卜tetrahydroxy14lPreg･

men-3,ll-dione;tetrahydrocortisol(THF):3α.11

β,17a,21-tetrahydroxy-5β-pregnene-20-one;､tet･

rahydrocortisone(THE):3α.17α,2卜trihydroxy

-5β-pregnane-ll,20-dione;cortoト20α:5β-preg･

name-3α.11β,17α,20α,21-pentol;corto1-20β:5

β-pregnane-3α.11β,17α,20β.21-pentol;cortol･

one-20α:3α,17α,20α,2卜tetrahydroxy-5β一preg･

nan-ll-one;Cortolone-20β:3α.17α,20β,2卜teト

rahydroxyl56-pregnan-ll-one.,118-hydroxy-aet-

iocholanolone(1卜OH-Etio):3α,11β-dihydroxy-5

β-androstan-17-one;11β-hydroxy-androstened-

ione(110H-AD):11β-hydroxy-4-androstene-3,17-

dione;1トoxo-aetiocholanolone(1卜oxo-Etio):3α

-hydroxy-5β-androstane-ll,17-dione;6β,11β-

dihydroxy-androstenedione(6,ll-diOH-AD):6β,

11β-dihydroxy-4-androstene-3.17-dione;5β-

hydroxy-adrenosterone(68-OH-Adreno):68-hy･

droxy-4-androstene-3,ll.1'卜trione.

実験材料と方法

実態材料

Ⅰ.cortiso卜1,2-3H(S.A.40-60Ci/mmole)

NewEnglandNuclearCo.より購入し,使用前

に BushB5の paperchromatography にて純化

し使用した.

Ⅱ.模品 steroid
6β-hydroxycortisol(6β-OH-F)は Dr.S.Bern-

stein(LederleLaboratories)の好意により,また一

部は LederleLaboratoriesより購入した. これ以

外の steroidsは SigmaChemicalCo.より購入 し

た.6β-hydroxy-20β-dihydrocortisol(6β10H-DH

F),6β-hydroxy-20β-dihydrocortisone(6β-OH-D

HE)はそれぞれ 6β-OH-F,6β-hydroxycortisone

(6β-OH-E)の C-20ketoneを Bradlow ら27)の方

法にて sodiumbrohydrideで還元 して作製 し.20

αと20βの異性体は 5%boricacidに impregnate

した嘘紙を Franz28)のYにて展開分離 した.

Ⅲ.実験装置
放射能測定は Beckmann Liquid Scintillation

田

SJpectorometerにより測定 した.ScintillationSolu･

tionは2種を用い,System1(dimethyトPOPOP

0.25g,PPO5g,toluene1,000ml)は alcohol溶

液の資料測定に,System2(POPOP0.3g,PPO ll

g,Naphthalene450g,methanol160ml,ethylene

glyco140ml,♪-dioxane2.500ml)は水溶液の資料

測定に使用 した.radiochromatographyの scann･

ingには AlokaModelTRM-1Bを用いた.

実験方法

2頭の体重5-6kgの成犬を筋注用 Ketaral(50

mg/kg)にて麻酔後,Cortiso卜1,2-3H5mciを少量

の ethanolに溶解.生理食塩水にて20mlとしこれを

股静脈より急速に静注,150分後に股動脈よりヘパ リ

ン加注射器にて採血,脱血死せしめ肝を取り出 した.

血液は平均469ml.肝は平均272gであった.血液は直

ちに遠心分離を行い.血発は肝とともに次の操作まで

-20oCにて保存 した.

Ⅰ.抽出

抽出方法は図 1に示すごとくである.血発はmeth･

anol.四塩化炭素にて除蛋白抽出を行い,蛋白は n･

butanolで再抽出し合わせて乾固 した後.75%meth･

anolに溶解 L n-hexaneと四塩化炭素で洗浄 し乾

固した.残液を水に溶解Lethylacetateで遊離型

代謝産物を抽出した.また肝は homogenateとした

後,acetone･ethanol(1:1)で除蛋白抽出し,蛋

白は n-butanolで再抽出を行い合わせて乾固 した.

その後の操作は血兼と同様に行った.

Ⅱ.遊離型代謝産物の分離
分離に用いた paperchromatographyのsystem

は表 1に示すごとくである. すべて Bush type

の system であるが,5% boricacidで impreg-

nateした泌紙で行うことにより glyceroltypeの

側鎖を有する steroidの分離 は非常 に良好 であっ

た.Sampleを applyした地紙は chromatogra-

phyタンクの中で3時間 equilibrationした後展開

した.実際の遊離型代謝産物の分離は図2に示す方法

にて行った.まず BushBpsystem で展開 し,得

られた各 peakを methanolと 85% methanol

にて慮紙より溶出し順次各種の system で展開分離

した.その際滅紙の片側に pilotとして合成 steroid

棲品を点 じ. 同時に展開し radiochromatogram

の scanningより得られた peakの移動度 を棲準

品のそれと比較 した.

Ⅲ.抱合型代謝産物の分離
遊離型代謝産物を抽出後,水層に残った抱合型代謝

産物は Bradlow の方法29)により AmberliteXA
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Fig.1. Extraction and separation procedures
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l
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l
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of IIFreel'steroids

Waterphase

加belliteXA｡_2Column

Methin.lie Eluate

l
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sepalation.f I.C.n]ugates"

Numbersin parenthesesindicatethevolumeofsolventused :

e.q.(2×3vol)-extraction twicewith threevolumesofsolvents.

TableL Paperchromatographicsystems

SystenJdesignat10n Solvents(proportionsbyVolume)

Y ethylacetate/chlorofom /methanol/water(25:75:50‥5

0)S-Ⅰ benzene/ethylacetate/methanol/watery(50:40:50

:50)(5%boric) (sameasS-Ⅰ)beforeapplication,paperwasdi
ppedin5% boricacidanddried

inhood.Bp benzene/chloroform/methanol/water(50/

50/50/50)B-5 I)enzene/methanol/water(1,0

00:525:475)(5%boric) (sameasB-5)beforeapplicat10n,paperWaSdippedin5%boricacida

nddriedinhood.SL10B-1 toluene/tert-butanol/methanol/

0.02M boricbuffer(pH 9.
0)(170:40:30:100)(paperpreimpregnatedinthebo

ricbufferanddried)petroleum ether/toluene/methanol

/water(25:25:35:15)B-3 petroleum ether/benzene/methanol/
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Fig.2. Paperchromatographicseparationofcortisolmetabolites
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eorto1-20αeorto1-20良68-0Ⅰ卜Eトー7xp5｢ニ戎…………………:;

20α-DHF
20良-DHF

20α-DHE
20良-DHE

ト叫 ,;:I;= = ≡…ト 7

嘉

ric,芳 =…a-5(x])- EC]98terOidsFordesignationofchromatogra
phicsystems.seeTable1;numbersinparenthesesindicatethele
ngthofther′un,e,q.(×3)-3timessinglelengthrun.Forsteroidabbreviationandnomenc

latureseefootnoteinthet

ext.D-2columnにて抽出した.すなわち水40mlを20

gの AmberliteXAD-2をつめた column

に点じ水80mlで洗浄し150mlの methanolにて溶

出した.回収率は常に85%以上であった.次に K

ornelの方法30)に準 じ高圧波紙電気泳動にてグルクロン

酸抱合 と硫敢抱合を分離した.すなわち Amberlite

XAD-2columnよりの methanol溶出液を乾固し,これを少量の n･butanol:70% methanol(1:3)に

溶解してWatman3MM 櫨紙に applyL,pyri

dine酢酸緩衝液 pH2.2で 1.000-1,5

00V 2時間の泳動を行うとダルクロン敢抱合は原

点近くに.硫酸抱合はより陽極側に移動し分離された.グル

クロン酸抱合は臆紙より溶出後これをpH6.4で再

泳動するとpH2.2泳動時よりもより陽極側へ移動 し,

きれいに分離された.この際陰極側へ移動する極く小さな peak

がみられたが,この代謝産物については

これ以上の検討は行わなかっだ.1.ダルクロン敢

抱合型代謝産物の分離電気泳動的に分離したグルクロン酸抱合分画は滅紙より 75%methanol:n･butanol(

3:1)およびmethanolで溶出後乾固し.その残液を水に溶解 し 酢酸緩衝液でpH4.5に調製しβ一glucuronidase(秦

京臓器1.300u/ml)2mlを加え36時間,37.5oC

にてふ置し水解した.遊離した steroidは ethylace

-tateにて抽出し,各種 paperchromat

ographyのsystem にて遊離型代謝産物と同様の

方法で個々の代謝産物にまで分離した.2.硫酸

抱合型代謝産物の分離第 1回の電気泳動にて分離した硫

酸抱合型分画は.2頑を合わせて pH2.2で再泳動を行い純化し 75%methanol:n-butanol(3:1)

とmethanolで溶出したが量的に少ないため血兼と肝を合わせて乾

固級.Kornelの方法31)に従って Solvolysis

を行 った.すなわち残壇を水3滴にて溶解,ethano14ml.equilibratedethylacetate20m

lを加え37;50C18時間のふ直後 アンモニア水 で中和 して乾固 した.

なお ethylacetateの equilibrationは分液 ロートに50mlの ethylacetate,5mlの 2

0% NaCl溶液を加え50%硫酸にてpH1.0とする

ことにより作製した.乾固した残査は先に述べた方法にて.Amber･

liteXAD-2columnで脱塩Lmethan
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様一連の paperchromatographyで分離した.

Ⅳ.遊離型及びグルクロン酸抱合型代謝産物の同定
各種 paperchromatography にて分離したster-

oid は,それぞれの一部を放射能測定 に供 した後 .

chromatography上同一の steroidを poolL適

当な system で再 chromatography 後 reverse

isotopedilution法により同定を行った.その方法

は Berliner および Salhanick32)に準 じ,放射性

steroid 代謝産物に相当する非放射性模準 steroid

(0.3-0.9〟M)を carrierとして加え. 再度適当な

systemで chromatographyLscanning後 peak

を溶出. その 1/10量を放射能測定にあて, 1/10-

1/20量を化学的に240m〟紫外線吸収.bluetetrazoト

ium 反応,Zimmerman反応などで定量 L dupli･

cateで specincactivity(DPM/FLM)を求め,残

りは periodate酸化 (glycerol型側鎖 を もっ も

の),bithmithate酸化 (dihydroacetone 型側鎖

をもつもの)などの derivativeformation を行

い,再度適当な system(B-1またはB-3)でchro･

matographyを行い予期される移動度の単一のpeak

が生 じ, その溶出部について求めた speciac ac-

tivityが derivativeformationの前後において
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不変であることをもって同定 した.個々の steroid

についての詳細は表2に示すごとくである.なお 5α

と5βの分離およびC-19代謝産物の分離同定は行わな

かった.

結 果

表3に示すごとく血焚.肝より抽出された corti-

sol代謝産物は血費で遊離型30.2%,20.8%,グルク

ロン酸抱合型60.6,71.3%.硫酸抱合型9.2,7.9%で

あり.肝では遊離型56.1,49.2%.グルクロン酸抱合

型42.1,46.2%,硫酸抱合型1.8,4.6%であった.血

発,肝ともに類似の値を示 したが,肝において遊離型

の占める割合が多 くグルクロン酸抱合型とはば等 しか

った.硫酸抱合型は血焚.肝ともに数%とわずかであ

った.個々の代謝産物を比較すると表4のごとくであ

る.遊離型では血焚.肝いずれにおいても β-cortol･

oneが最 も多 く,次いで β-cortolであり.両者 で

はぼ遊離型放射活性の40-50%を占める.その他少量

ではあるが tetrahydro型代謝産物 (tetrahydro･

cortisol,tetrahydrocortisone)および 20β-dihy･

drocortisol,cortisol,CortisoneなどA環非違元 の

代謝産物が同定された.遊離型では血祭と肝の間に大

Table2. Identification ofsteroid moietiesofindividually separ-
ated cortisolmetabolites

｢ Postu一ated Chromatography Specificactivityd.p.m./〃molChemicalreactionapplied DeriVatiVe Chromatog-raphyofderiVatiVe(2)Steroid withcarrier(2)

fomed (1)Ⅹ Y(5%boric)(Ⅹ1) ●1180 KⅠ040Xid.6β-OH-20β-DHF S-1(5%boric)(

Ⅹ2) KⅠ040Xid.6β-OH-20β-DHE S-Ⅰ(5%boric)(

Ⅹ1) 786 KIO.oxid.Corto1-20α SL

10(Ⅹ3) 2650 KIO.oxid.Corto1-20β

SL.o(Ⅹ3) 5967 KⅠ040Xid.Cortolone-2Oα B

-5(5%boric)(Ⅹ4) 976 KⅠ040Xid.Cortolone-20β ち-5(5%boric)(Ⅹ4) 3712 KⅠ0

4dXid.THF B-5(Ⅹ5) 1815 N

aBiO30Xid.THE B-5(Ⅹ3) 526 NaBiO30Xi

d.20β-DHF B-5(■5%boric)(

Ⅹ2) 2011 KIO.oxid.F B-5(Ⅹ3) 986 NaB

iO30Xid.E B-5(Xl) 712 NaBiO30Xid, Spe

c
ificactivit
yd.p.m./〃mo

l■6,11･di

OH･AD6-OH･

Adrenoll-O

H-Etioll-OH

･Etioll-oxo-Etio

ll-oXo-Eti

oll･OH･

Etioll･oXo-Etio

ll･OH-AD

ll･OH-AD

ll-oXo-AD B-5(Ⅹ1

)

B-5(Ⅹ1)

B･5(Ⅹ1)

B･3(x2)

B･3(x2)

B･3(Ⅹ1)

B･3(Ⅹ1)

B･3(Xl)

B･3(Ⅹ1)

B･3(Ⅹ1)

B･3(Ⅹ1)

B･3(Ⅹ1)

6

1

1

1

1

4

4

7

7

2

1

5

5

3

1

9

9

0

3

3

6

8

1

7

579685096125312(1) For steroid

abbreviations and nomenclature see footnote inthe text.(2)
Fordesignation ofchromatogrhphic system,see Table 1:numberinparenthesindicate

thelengthofrun,e.g..(×3)-3timessingle length run.･ Carr
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Table3. Radioactivity offreeand conjugated steroid fractions
in dogplasmaand liver(1)

l Free(Z) Conjugates(3)Glucuronide Sulfate

Plasma 30.2 60.6
9.220.8 7

1.3 7.9Liver 56.
1 42.1 1.8

49.2 46.2 4.6(1) Resultsareexpressedaspercentoftotalradioactivity in

plasmaorliver.(2) Radioactivity recoveredbyethylac
etateextraction.(3)Radioactivityafterseparationofconjugates
bymeansofhighvoltage

electrophoresis.Table4. Freeand glucuronideconjugatedmet
abolitesofcortトsol･1,2･3H in dogpl

asmaandliver(I)‡Steroids(2)
Plasma l LiVerFree Glucuroni

de Free GlucuronideXl(3) 1.5 1.

8 8.6 4.3 1.7 1.2 ll,3 7.2x2(3) 7.

8 12.8 13.6 7.8 10.1 9.3 18.0 10.46β-OH-20β-DHF 3.0 10.6 3.0 1.5 6.5 5.5 4.8

1.36β-OH-20β-DHE 1.3 2.0 1.5 0.6 1

.2 1.5 1.8 1.06β-OH-F(?)(3) 1.0 2.6 -

- 1.0 1.1 0.5 0.5α-cortol 2.2 1.6 ll.6 l

l.7 2.9 2.3 2.9 3.5β-cortol(4) 16.0

13.9 37.5 50.6 14.2 19.4 19.4 34.9a-Cortolone 8.5 4.6 0.9 1.6- 8.8 6.2 14.1 1

.0β-Cortolone(4) 25.4 23.3 15.0 8.5 22.5 31.5 18.6 17.

80.220α-DHF(?)(3) 1.4 1.0 1.0 0.5 -20β-DHF 9.1 4.9 4

.0 2.5 5.920β-DH

E(?)(3) 4.2 2.0 2.0 1.

5 -THF 6.53.8 6.7 3.1 3.9 4.96.2 2.32.5 15.4TH

E - 2.1 2.5 1.0 2.5Ft{ 2.2 - - 1.5EK 2.3 1.

9 - - 3.9 1,6 1.0C19Steroid

s(5) 6.0 6.0 3_1 7.0 9.1 ll.1 1.7 1.8Ⅹ3 2.1 -

-(1) Resultsareexpressedaspercentofradioactivit

y recoveredin freeand glucuronidefractions.(2) Forsteroidabbreviations andnomenclatureseefootnot
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きな差はなかった.また C-19steroidは血発で6.0

%,肝で9.1,ll.1%みられた.しかしその分離同定

は行わなかった.特に興味のある点は chromato･

gram上 6β-hydroxycortisolより更に極性の高い代

謝産物が血祭で13.6,27.2%,肝で19.5,17.5%と大

量にみられたことである. その中の2つは 6β-hy-

droxycortisolおよび6β-hydroxycortisoneより自

家合成 した標品により 6β-hydroxy-20β-dihydro･

cortisolおよび 6β-hydroxy-20β-dihydrocorti-

soneと同定されたが.最も極性の高くかっ大量 に存す

るものについては模品がなく同定が不可能であった.

しかしその移動度 (systemY において Rf0.15,

6β-hydroxy-20β-dihydrocortisolは Rf0.33,6

β-hydroxycotisolは Rf0.56)よりみて恐 らくA

環も還元された形,すなわち 6β-hydroxycortol又

は 6β-hydroxycortoloneではないかと推定 され

る.

⊥方グルクロン酸抱合においてもcortol,corto1-

oneが主要な代謝産物であり tetrahydrocotisol,

tetrahydrocortisoneは少量 しか見出せない点は遊

離型と同様である.遊離型で見出されたA環非還元の

代謝産物 (20β-dihydrocortisol,cortisol,corti-

sone)はグルクロン酸抱合では.血兼には全く見出 さ

れず.肝において極くわずかに見出されたのみであっ

た.又 6β-hydroxy-20-dihydrO型代謝産物は血安

で26.7,14.2%,肝で35.9,19.9%に存 した.血費と

肝の比較では α-および β-cortolが肝よりも血祭

に多い以外大きな差はなかった.

遊離型とグルクロン酸抱合型では.先に述べたごと

く血焚.肝ともにA環非還元代謝産物がグルクロン酸

抱合型にほとんどみられないこと,血兼においてCOr-

tolが グルクロン酸抱合に多いことが両者の間の相

違であった.

硫敢抱合型は量的に少く, すべての sample を

poolして分析 しても完全な同定ができなかったが ,

paperchromatographyでの分離結果を示したのが

蓑5である.20-dihydrocortisolが17.5%と比較的

多く見られた以外.遊離型およびグルクロン酸抱合型

と大差は認めなかった.

これを要約すると.血兼と肝,遊離型と抱合型を問

わず.個々の代謝産物では cortol,Cortolone,20-

dihydrocortisolなど glycerol型側鎖を有す る代

謝産物が多く,tetrahydrocortisol,tetrahydro･

CortisoneなどtetrahydrO型代謝産物が比較的少

量であったこと.および 6β-hydroxy-20β-dihydro-

cortisol,6β-hydroxy-20β-dihydrocortisone,6β
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Table5.Sulfateconjugatedmetabolitesof

cortiso1-1,2･3H(1)

Steroids(2)

Ⅹ

6β-OH-20β-DHF

6β-OH-20β-DHE

cortols

cortolones

THF

THE

20-DHF

20β-DHE

cortisoI

cortisone

C19SterOids

(1) Sulfatefractionsfrom 2plasmaand2
liverspecimenswerepooledandanalyzed.
Resultsareexpressedaspercentoftotal

sulfateradioactivity,
(2) Forsteroidsabbreviationsandnome什
clatureseefootnoteinthetext.

-hydroxycotol(one)など極性の高い代謝産物が多

く見られたことが特徴であった.

考 接

cqrtisolの metabolicpathwayについては今

までも invivo,invitroについて多数の研究があ

るが,血祭.臓器中の代謝産物の全スペクトルムを明

らかにしたものは本研究が初めてである.ただし本研

究は tracer量の放射性 cortisol注射後150分 とい

う一時点で行われており,いわば代謝の一時相を示す

もので,各代謝産物の生成,排他の動的な動きについ

ては又別の実験が必要であろう.

犬の血安中 cortisol代謝産物のうち遊離型は30%

以下であり.抱合型は70%以上を占めその大部分はグ

ルクロン酸抱合であった.Kornelら33)はヒトに放射

性 cortisolを投与し.同じく150分後には遊離型45

%,グルクロン酸抱合型42%.硫酸抱合型8%,未知

の抱合型5%と報告しているが,これと比較すれば犬

はヒトに比して抱合機転時にグルクロン酸抱合機転が
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活溌であると考えられる.硫酸抱合型 cortisol代謝

産物のヒト血中での存在は Miyaboら34)により初め

て確定されたが,本研究において,犬の血中において

もは 同ゞ じ%を有することが明らかとなった.

一方肝において血党に比 して遊離型が多 くグルクロ

ン酸抱合が少い結果は一見意外に思われる.従来 ヒト

を含めて各種の動物において cortisol代謝産物のグ

ルクロン酸抱合は主として肝においてA環の還元され

たものを基質として C-3位において行われるとされ

てきた.犬についても著者らの invitro の実験結

果26)や Gold15)の肝摘出犬における尿中 cortisol

代謝産物の研究からそのことが裏づけられている.従

って本研究の結果は一旦肝で生成されたグルクロン酸

抱合型代謝産物は極めてすみやかに血中に遊出される

ためであろうと考えられる.又当然の ことなが ら血

安中,および肝において20β-dihydrocortisolやcor-

tisol,CortisoneなどA環非違元のものは一部 は肝

で,又他は肝外性にも生産されるが,もっぱら遊離型

として存 し,グルクロン酸抱合型はほとんど見当らな

い.
個々の代謝産物の分析で注目されるのは.血焚.肝

の遊離型,抱合型いずれを問わず cortolおよびcor-

tolone の様なA環および C-20位の両方が還元を

受けたものが量的にも最大を占めることである.血中

において遊離型 cortol,Cortoloneが高い%で存す

ることは今まで知られていなかったことで,その結果

よりA環の還元されたものの少なくとも一部はそのま

ま血中に放出されるものと考えられる.しかし尿の分

析14)ではA環遺元型はすべてグルクロン酸抱合をうけ

て排他されているので,一旦血中に出たこれら代謝産

物も最終的には肝に再摂取されグルクロン酸抱合をう

けるものと考えられる.

また側鎖の構造より見ると遊離型,グルクロン酸抱

令,硫酸抱合いずれの分画でも cortol,Cortolone,

20-dihydrocortisol.20-dihydrocortisone など

C-20位の遺元された glyceroltypeのものがそれ

ぞれに対応する α-ketoltype の側鎖の代謝産物

(tetrahydrocortisol.tetrahydrocortisone,corti-

solおよびCortisone)より多いことがわかる. この

ことは犬においては C-20の還元が極 めて活溌 に行

われていることを示唆する.事実犬の尿についての

Goldの成績14)でも cortol,Cortoloneがグル クロ

ン酸抱合の60%を占め.tetrahydro型 は40%であ

り,今回の血祭,肝における成績と一致する.C-20

の道元は著者らの犬諸組織の invitro の実験 で も

明らかにされたごとく肝以外の組織でも活発に行われ

るので invivoで見られたこの旺盛な C-20の還元

が肝内性,肝外性いずれが主力であるかは今後の検討

を要する.これに反してヒトの尿中 cortisol代謝産

物の検討では Fukushimaら5).Romanoff ら6)は

tetrahydrocortisol,tetrahydrocortisone が45

%,cortol,Cortoloneが25%であったとしており,

ヒトと犬では臭った結果を示 している.ただ し近年

Wortmannら35)はヒトの開腹手術の際門脈より放射

性 cortisolを注入し,肝静脈血中の代謝産物を分析

しているが,これによると遊離型ではcortisol,cor-

tisoneよりその 20-dihydro型が,又抱合型では

tetrahydrocortisol,tetrahydrocortisoneより

cortol,Cortoloneの方が多いという結果で, これ

は前述のヒト尿中代謝産物の結果と矛盾 した成績であ

る.その理由は不明であり,麻酔や手術時の血流分布

の変化も考えられるが,又 Wortmannの成績 は肝

の還流時間がせいぜい20分までの成績であり,あるい

はヒト肝の C-20hydroxysteroiddehydrogen･

aseは cortisolに対しての affinityは強いが ca･

pacityは小さく.量的には glycerol型代謝産物の

生成は限られたものなのかも知れない.

本研究では又 6β-hydroxycortisolよりも極性の

高い代謝産物を,遊離,グルクロン酸抱合,硫酸抱合

の各分画にそれぞれ相当量見出し,その中で 6β-hy-

droxy-20β-dihydrocortisolおよび 6β-hydroxy-

20β-dihydrocortisoneについてこれを同定した.同

様の代謝産物はすでに著者 らが cortisolを犬の肝 ,

副腎と incuba.tionすることにより生成同定 してい

る26).極めて極性の高い cortisol代謝産物として 6

β-hydroxycortisolが1954年 Bursteinら36)によ

ってモルモットおよび正常 ヒト尿中からはじめて見出

されたが. その後新生児尿37), 妊婦尿38). 羊水3g).

cushing症候群患者尿40)から相ついで証明 された,

さらに1964年 Lambert引)は6β-hydroxycortisolよ

りさらに極性の高い代謝産物として6β-hydroxycor･

tisolおよび 6β-hydroxycortisoneの 20β(およ

びα)-dihydrO型代謝産物 を羊水 より分離同定 し.

続いて妊婦尿42).cushing症候群患者尿43)か らも見

出されてきた.これらの代謝産物は極めて水溶性が高

く,従って従来もっぱら尿中に遊離型 して存在すると

考えられてきた.しかし本研究では 6β-hydroxy-20

β-dihydrocortisolおよび 6β-hydroxy-20β-dihy･

drocortisoneはいずれも遊離型のみでなく.グルク

ロン酸抱合型.硫酸抱合型として血中に初めて見出さ

れており極めて重要な知見と考えられる. これ ら代

謝産物の由来について Dixonら… 5) は放射性 6β-
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hydroxycortisolおよび 20β-dihydrocortisolを

ヒトに静注して得られた結果より 6β-hydroxy-20β-

dihydrocortisolは 6β一hydroxycortisolの C-

20の還元および 20かdihydrocortisolの 6β-hy-

droxylationの2つの代謝経路のあることを示 した.

しかしヒトにおいては 6β-hydroxycortisolは常在

の成分であり 6β-hydroxy-20-dihydrO型代謝産物

はこれより量的に少いのに反し,犬においては 6β-

hydroxycortisolは著者の血中,肝臓中の代謝産物

の成績においても,Goldの犬尿中代謝産物の分析 に

おいてもほとんど見出し得ず.6β-hydroxy-20-di_

hydro型が圧倒的に多いことからみて,むしろ20-di-

hidrocortisolの 6β-hydroxylation が主要経路

ではないかと考えられる. ただ一旦生成された 6β-

hydroxycortisolが極めてすみやかに208-hydrox-

ylationを受ける可能性も全く否定はできず.今後 こ

の点を追求していく予定である.

この様な極性の高い cortisol代謝産物の生理的意

義については今日よく判っていない.従来 6β-hy･

droxycortisolの排他が新生児や肝疾患々者,estr0-

gen処置などA環還元,グルクロン酸抱合の低下のあ

る場合46)17),モルモットの様にグルクロン酸抱合のほ

とんどない動物の尿48)に多いことから,cortisolの

主要代謝経路であるA環還元とこれに続く抱合という

過程が障害された場合の代償的な経路と考えられてい

た.しかしこの点については異議もあり4g).本研究で

も示すごとく.これら代謝産物は抱合型としても相当

量存在し得ることから,何か未知の生理的意義がある

可能性も否定できない.

なおこれら極性の高い cortisol代謝産物の中で,

最も極性の高いものについては chromatography

上単一の放射性 peakとして分離しているが,標準

品がないため同定については現在検討中である.しか

Lpaperchromatographyの移動度や誘導体の検

討から恐らく 6β-hydroxycortolまたは 6β-hy-

droxycortoloneではないかと推定 している.いずれ

にせよまだ報告のない代謝産物であるが,A環が還元

された 6β-hydroxy 型 steroid についても最近

Danillescu-Goldinbergら4g)が放射性 cortisolと6

β-hydroxycortisolを投与 した~新生児尿より 6β-

hydroxy-tetrahydrocortisolと考えられる物質を

見出しており充分その可能性もあると考えられる.

以上犬における cortisol代謝の様相をみると従来

ヒトについて報告されてきたものと可成り量的にli異

っており,犬においてはヒトに比較 して C-20位還

元.C-6位の hydroxylationが活溌であり.また
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グルクロン酸抱合機転も旺盛であると思われる.Mc･

Cormickら50)は犬に放射性 cortisolを constant

infusion L.主要臓器および全体の M'etabolic

clearancerateを計算 した結果ヒトにおいて報告

されたものより大きいことを認めているが,このこと

は著者の成績と一致する.彼等はこの様な種属差の原

因の1つとして.犬においては cortisol binding

globulin濃度が低いこと51)をあげているが,果 して

そがれだけで説明できるか否か更に検討を要する.い

ずれにせよこの様な種属差の存在は,犬を Human

Endocrinologyのモデル動物として使用する際充分

考慮すべき問題であると言える.

結 語

cortiso1-1.2-3H を犬に静注 し150分後の血焚 ,

肝における遊離型.グルクロン酸抱合型,硫酸抱合型

代謝産物を各種 paperchromatographyおよび高

圧波紋電気泳動にて分離 し同定を行い.次の結果を得

た.

1.血境では遊離型30.2,20.8%,グルクロン酸抱

合型60.6,71.3%.硫酸抱合型9.2,7.9%であった.

肝では遊離型56.1,49.2%.グルクロン酸抱合型42.

1,46.2%.硫酸抱合型1.8.4.6%であり､.血党 に比

し遊離型の占める割合が多いのが特徴的であった.

2.個々の代謝産物をみると血焚,肝ではその構成

に大きな差はなかった.また遊離型,グルクロン酸抱

合型のいずれにおいても cortol,Cortoloneが最大

の%を占めた.

3.これに反し tetrahydrocortisol, tetrahy-

drocortisoneは比較的少かった.

4.A環非違元の代謝産物は遊離型および硫酸抱合

型に少量見出されたが,いずれにおいても C-20還

元型 (20β-dihydrocortisol,20β-dihydrocorti-

sone)が C-20-ketO型 (cortisol,Cortisone)より

多かった.

5.これらの事実は犬における活溌な C-20位還

元能の存在を示すものと考えられる.

6.遊離型,グルクロン酸抱合型.硫酸抱合型のい

ずれにおいても極性の高い代謝産物が可成りの%を占

めた.その中の2つは 6β-hydroxy-20β-dihydro-

cortisolおよび 6β-hydroxy-20β-dihydrocorti-

soneと同定された.最も極性の高い代謝産物は未同定

であるが,恐らくそれらのA環遺元型と考えられる.

7.これらの結果は従来ヒトで知られた cortisol

の代謝と量的には大分異っており,種属特異性がある

と考えられる.
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Abstract

Thisstudy wasccrried outtp obtain atotalspectrum orcortisolmetabolites

in the dog.Two and a halfhoursafteri.V.administration ofa tracerdose of

cortiso1-1,2-与H to two dogs,theblood waswithdrawnandtheliverwas removed,

Theplasmaand liverhomogenatesweredeprotei山zed and freemetaboliteswere

extracted with ethylacetate.Theconjugated metaboliteswereextracted with Am-

berliteXADl2column chromatography and separated into glucuronideand sulfate

conjugatesbymeansofhigh voltageelectrophoresis.Glucuronideconjugateswere

hydrolyzed by 8-glucuronidaseand sulfateconjugateswerecleaved bysolvolysis.

Thefreemetabolitesand thesteroid liberated from conju由tesweresubjected to

severalconsecutivepaperchromatographiestoseparatethem intoindividualsteroids

and identined by reverse isotopedilution techniques.

Theresultsshowedthatfreemetabolitesconstituted20to30% oftotalplasma

radioactivity,glucuronideconjugates60to 70% and sulfateconjugates8to 9%,
whilein theliverfree metabolitesconstituted 50to 60 % oftotalradioactivity,

glucuronideconjugates40to50% andsulfateconjugates2to5%.RingA reduced

steroidswith glycerolsidechain such ascortolsand cortoloneswerethemost

abundantmetabolitesin allfractions (50 to 70 % radioactivity).All fraHi()ns

containedsubstantialamount(20 to 40 %) of 6β-hydroxy-20-reduced metabolites

such as 6β-hydroxy-20β-dihydrocortisol, 6β-h)′droxy-20β-dihydrocortisone and

probably6-hydroxylated derivativesofcortol(one)S.Thtrahydrocortisoland tetra-

hydrocortisone represented only5% inplasmaand lO% intheliver.Compared

withtheresultsoncortisolmetabolitesinthehumanobtainedbyotherresearchers

theresultsseemedto indicatethatreductionatC-20ketoneand hydroxylation at

C-60ccurred moreactively in thedog than in thehuman.


