
A stusy of Pituitary Suppressive Effects of
Synthetic Glucocorticoids Using Plasma ACTH
Bioassay

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/7837URL



1 0 94 金沢 大 学十全医学会雑誌 第94 巻 第6 号 109 4 －1 1 0 4 く19 85 I

血奨 A C T H bi o a s s a y 法を用 い た合成副 腎皮質

ス テ ロ イ ドの 下垂体抑制効果 に 関する研究

金沢 大学医学部第三 内科学講座 く主任 こ松 田 保教掛

黒 田 ひ と み

川召和6 0年1 1 月2 2 日受付I

ラ ッ ト副腎細胞単 層培養に よ る A C T H b i o a s s a y 法 の 開発 を行い
，

副腎摘除ラ ッ ト の腹腔内に 各種

合成副腎皮 質ス テ ロ イ ド 剤を投与 し
，
下垂 体抑制の 程度 に つ い て血 中 A C T E を指標と して検討 した

． 培養

副腎細胞の コ ル チ コ ス テ ロ イ ド産生 を指標 と した標準曲線の 最小 検 出量 は 2 ．5 p g で あ り ， 副腎摘出ラ ッ ト

血清抽出物の 稀釈曲線は 標準曲線 と平行 した ． ま た ， 添加実験に お け る回収率は 97 ． 6 ％で あ り
，
i n t e r ． a s s a y

i n t r a
－ a S S a y V a ri a ti o n とも に 満足す べ き も の で あ っ た

．
D e x

－ P と D e x
－S に つ い て

， 両 エ ス テル の 下垂 体抑

制の 相違に つ い て副腎掃除 ラ ッ トを使 っ て検 討 した － D e x
－ P は

， 投与後 1 時間よ り A C T H を抑制 したが ，

D e x
． S は 2 時間後 に は じめ て抑制 を認 め D e x

－ P の抑制程 度は D e x
－S に 比 し 非常 に 強 か っ た 一 血 中遊離

D e x
． 濃度 は

，
D e x

－ P で は腹腔 内投与直後高値 で 以後漸減す る の に 対 し，
D e x－S は 3 時間後 ま で 感度以下

で 6 時間後に 最も 高い 僑 を示 した ．
こ れ ら の成績よ り

， 静注 で の ヒ トでの 成績 と異 な り ラ ッ ト腹腔内投与

で は D e x
－ S も徐々 に あ る程度加 水分解 を受 け

，
下垂体抑制 効果 を現 わ す こ と が明 ら か に な っ た

－
F k ． P

，

p r e d ．

s u c はい づ れも腹腔内投与 で能率 よ く水解され ， 遊離ス テ ロ イ ド を生 じた
． 投与量に よ る A C T H 抑制

の 程度は D e x ．
に 比 し弱く

，
また 持続も短 か く

， 両者 はほ ぼ 同程度 で あ っ た ． 合成 グル コ コ ル チ コ イ ド の

力価はス テ ロ イ ドの 作用 の 強度 と持続の両者 を考慮 して決定さ れ る べ きで ，
こ の 点， 現在臨床上

一 般 に 用

い られ てい る相対力価，
ハ イ ドロ コ

ー

チ ゾン ニ プ レ ド ニ ゾ ロ ン ニ デ キ サ メ サ ゾ ン
，

1 ニ 4 こ3 0 で は デ キサ

メサ ゾン の力価が 過小評価さ れ て い る可能性 が あ る ．

K e y w o r d s A C T H b i o a s s a y ， gl u c o c o rti c oid s
， p it uit a r y s u p p r e s si v e eff e ct s

，

m o n ol a y e r c ult u r e of a d r e n al c ells

H e n c b ら
1
厄 よ り重症慢性関節リ ウ マ チ 患者に コ ー

チ ゾン が使用され ，劇 的な臨床効果が 報告さ れ て以 来，

副腎皮質ス テ ロ イ ド剤の 使用 は増加 の
一 途を た どり，

そ の間プ レ ド ニ ゾロ ン
， デ キサ メ サ ゾ ン

， トリ ア ム シ

ノ ロ ン な ど多数の合成副腎皮質ス テ ロ イ ド剤が 開発 さ

れ ， 現在で は臨床上不可欠な もの と して 頻用 さ れ て い

る ． しか し
，

こ れ らの 合成副腎皮質 ス テロ イ ド は電解

質代謝作用 を欠き， 抗炎症 ． 抗 肉芽 ． 抗ア レ ル ギ
ー 作

用 が増強され てい るが
，
糖質代謝作用， 蛋白異 化作 乱

下垂 体 一 副腎皮質系抑制作用 な ども 強化され ， 薬物 と

して 投与 し た場合必 然的に さ ま ざ ま な 副作用 が 生 じ

A b b r e v i ati o n s こ D e x － P
，

d e x a m e th a s o n e

る
．

この た め ， 合成副腎皮質ス テ ロ イ ド剤の 種類や投

与法と効果 ． 副作用 の 関係 に つ き さ ま ざ まな検 討が な

さ れ る よ う に な っ た ．

A b r a h a m
21
が ス テ ロ イ ド の r a di o i m m u n o a s s a y

くR工Al を報告 して 以 来，
プ レ ド ニ ゾ ロ ン や デ キ サメ サ

ゾ ン の 測定 に も R工A が 使用 さ れ
，

血 中． 尿中濃度の 測

定が行 な われ るよ う に な り
，

そ の 体 内代謝動 態の 変化

と投与方法 や効果，
副作 用発現 との 関連 に つ き 詳紗 こ

検討さ れ つ つ あ る
3ト 71

合成副腎皮質ス テ ロ イ ド剤の 臨床的力価は
，

主に 慢

性 関節 リ ウ マ チ患者 に お け る臨床 効果 の 比 較検討よ

dis o di u m p h o s p h a t e 三 D e x
－ S

，
d e x a m e th a s o n e

s od iu m s ulf at e ニ D M E
，
D ulb e c o

，

s m od ifi e d E a gl e m e d i u 町 F k － P
，
h y d r o c o r tis o n e d is o di u m

p h o s p h a t e i P r ed －

S u C
， p r e d ni s ol o n e s o di u m s u c cin a t e i R I A

，
r a di oi m m u n o a s s a y i S ． A －

，
S P e Ci －

fi c a cti vit y ．



A C T H b i o a s s a y と 合成 ス テ ロ イ ドの 下垂 体抑制効果

り，
ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 1 に 対 して プ レ ド ニ ゾ ロ ン 4

，

デキサ メ サ ゾ ン 30 と さ れ
8I

，
こ の 相対力価は 現在 も臨

床的に 使用 さ れ て し 1 る ． しか し
，

こ の 臨床的力価に 基

づき少量の デ キサ メ サ ゾ ン を使用 した 場合 は
，

ノ レイ ド

ロ コ
ー チ ゾン や プ レ ド ニ ゾ ロ ン使用 時に 比 し か な り強

い 副rF 用 が発現 す る こ とよ り
，

デ キサ メ サ ゾン の 力価

が過 小評価さ れ て い る可能性 が指摘さ れ て い る
9I 川

． ま

た
，
副腎皮質 ス テ ロ イ ド剤使用 の 臨床経験 の 蓄積と と

もに
，

ス テ ロ イ ドの 作用 発 現機序に 関す る研究や検査

方法の 進歩 に よ り ， よ り定量 的な相対力価評価法と し

て レ セ プ タ
ー

と の 結合活性
川

，
ヒ トの リ ン パ 球幼君化

50％阻害活性1 2
や 下垂 体一副腎皮質抑制 作用 よ り み た

活性 用 が 報告され てし 1 る
． 特 に

， 下垂体 一 副腎皮質系抑

制作用 の 検討で は 力偶の 検討に は
， 時間的要因が 重要

である こ とが 指摘 され て い る ．

一 方注射用 合成副腎皮質ス テ ロ イ ド 剤は
， 緊急例や

重症 例に 対 して 抗炎症 効果や シ ョ ッ ク効果 を期待し て

広く使用 され
，

ま た関節内や髄膜内注入用 と して も使

用され て い る ． 注射用 製剤と し て の デ キ サ メ サ ゾ ンの

燐酸塩お よ び硫酸塩 の 合成副腎皮質ス テ ロ イ ド剤と し

ての 効果に つ い て は
， 従来よ り動物実験 で両剤共効果

ありと す る報告 川
と燐酸塩は効果が あ る が硫酸塩 に は

効果 を認 め ない と す る報告 川
が あ り

，

一 定の 見解が 得

られて い な い
． 近 年中村 抑 は

，
ヒ トに デ キ サメ サ ゾ ンの

燐酸塩と硫酸塩 を静注 し
，

下 垂 体抑制効果 お よ び遊離

型デ キサ メ サ ゾ ン を測定 した ． 静注法 で は硫酸塩は下

垂体抑制 を示 さ ず
，

血 中 に遊離型 デ キ サ メ サ ゾ ン が み

られず ， 硫酸塩の ま ま尿中に 速や か に 排泄 され る こ と

を明 らか に し， 静注 に よる硫酸 塩は グ ル コ コ ル チ コ イ

ド作用 は な い と 結論 し た
．

し か し
， 臨床的 に は関節 内

投与で 明 らか に 抗炎症 効果 を認 めて お り
，

炎症 部位 へ

の 局所注入 な ど投与方法 に よ っ て 効果を発揮す る 可能

性も考え られ る が
， 詳細 に つ い て は今 だ不 明 な点が 多

い
．

本研 究 で は
， 副 腎 細 胞 単 層 培 養 に よ る A C T H

bi o a s s a y を 開発 し
，

血 中 A C T H を指標 に 各種合成 副

腎皮質ス テ ロ イ ド剤の 下垂 体抑制効果 を検討 し， 新 し

い知見 を得 たの で報告 す る
．

材料 お よ び方 法

I ． A C T H b i o a s s a y

l ． ラ ッ ト副腎細胞単層培養法

午前 6 暗 か ら午後6 時 を明環境
，

他の 時間帯 を暗環

境と した条件 で 飼育 し た ， 体重 180 へ 2 0 0 g の 雄 ウ ィ ス

タ ー 系 ラ ッ l
l

を ベ ン ト パ ル ビ タ
ー ル くN e m b t al

，

A b b o tt L a b o r at o r y U ．S ．A ．1 麻酔 し
， 速や か に 両側副

腎を摘出 し た ． 取 り 出 し た副 腎は
，

水冷 し た 20 m M

1 09 5

H e p e s
， 1 0 ％重 炭酸 ナ ト リ ウ ム

，
ペ ニ シ リ ン く結晶

ペ ニ シ リ ン G カ リ ウ ム 令
，

1 0 0 I U ノm l
， 明 治製薬上 ア

ム ホ テ リ シ ン B くフ ア ン ギ ゾ ン魯
，
0 ．2 5 メJ gノm l

，
ス クイ

ブ社I を含む D ul b e c o
，

s m o d ifi e d E a gl e M e d i u m
，

P H 7 ．4 くD M E
，
G ib c o 社，

U ．S ． A ．1 に 集め
， 被膜を 除

去した 後ti s s u e sli c e r く夏目製作所I で幅 0 ． 3 m m の

ス ラ イ ス と した ．
こ れ を コ ラ ゲ ナ ー ゼく1 m gI m l ， t y p e

l
，
W o r th i n gt o n 社 ，

U ．S ． A ．1 を含む D M E 約30 m l に

浮遊さ せ
，
3 7

0

C 温浴中で 40 分間
，
10 0 回ノ分 の 速さ で 振

盗 し
，

そ の 間5 分間隔で手に よ る振盗 を加え副腎細 胞

を遊離さ せ た後
，
ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ 6 0 に て 濾過 した ．

こ れ に D M E 約 20 m l を加 え直 ち に 1 00 X g ，
1 0 分 間冷

却遠 心 後
，

上 浦 を除去 し た細胞塊 に 16 ％牛胎児 血 清

t F C S
，

G ib c o 社 ， U ．S ．A ．1 を含 む D M E く1 6 ％F C S －

D M Eン を加 え
，
1 0 0 X g ，

1 0 分間冷却遠心 した ． 上 帝 を

除去 した細胞塊 を 16 ％F C S － D M E に 再浮遊させ た
． 細

胞浮遊液中の 細胞数は
，
0 ．5 ％ t r y p a n b l u e で 染色 し

生細胞 を計数 し
，

1 X lO
6

ノm l と なる よ う に 細胞浮遊液

を16 ％F C S － D M E で 調整 し た ．
こ の 細胞浮遊液 1 m l

を あ ら か じ め 1 6 ％F C S － D M E l m l を 分 注 し て あ る

35 X l O m m ti s s u e c u lt u r e d i s h くF al c o n 社 ，
U ．S ．A ．1

に 加 え，
3 アC ，

5 ％C O 2 月5 ％0 2 の条件で イ ン キ ュ ベ
ー

トし た
． 培養液 は

，
2 4 時間毎に 新し い培養液と交換 し

た ． 負荷実験は 山本 ら
川

の 方法 に 従い
， 培養開始36 時

間後 に 行い
， 負荷実験後の 培養細胞 は0 ． 5 N 水 酸化 ナ

トリ ウム で溶解 し
，
L o w r y ら

1 81 の 方法で 細胞の 蛋白量

を測定 した ．

2 ． A C T H 抽出方法

A C T B 用 採血 お よ び抽出 に はす べ て シ リ コ ン 処理

した ガ ラス 試験管 を使用 し た ． 新実 用
の 採血 法に 従 い

，

ヘ パ リ ン 処 理 し た 血 祭 巨 － 5 一口l に 5 0 0 K I Eノm l の 割

合に ア プ ロ チ ニ ン くトラ ジ ロ ー ル 魯
，

バ イ エ ル 一武 田

社1 を 加 え，
m i c r o sili c a g r a n u l e s くQ U S O G －3 2

，

P h il a d el p h i a Q u o rt z C O
，
U ．S ． A ．I lO 旬 50 m g を加 え

て 混和 し， S a y e r s
2 O l

の 方法 に 準 じて 抽出し た
．

す な わ

ち， Q U S O G － 3 2 を加 えた 血 祭を 1 分間振漫． 5 分間水

中に 静置し
，
3

，
0 0 0 r p m

，
1 0 分間冷却遠心後上滞 を吸 引

除去 し
，
2 m l 蒸留水で 捜拝 し遠心 して 上清 を除 く操作

を 2 回 く り返 し て 洗 浄 し， 1 へ 3 m l の 0 ， 1 N 塩 酸 を

加え抽 出し た
． 抽出物は A C T H 測定 ま でq 20

O

C で 凍

結保存 し， 測 定時2 N 水酸 化 ナ ト リ ウ ム を加 え p H

7 ．0 に 調整 して使用 し た ．

3 ． コ ル チ コ ス テ ロ ン の 測定

培養液 0 ． 5 m l に ジ ク ロ
ー ル メ タ ン 15 m l を加 え混

和後 1 時間静置 し
， 水層 を吸引除去後窒素気流下4 5

0

C

温 浴中で ジ ク ロ
ー ル メタ ン を乾固 し

，
0 ． 2 m l エ タ ノ ー

ル に 溶解 した
． 次に 0 ． 0 1 M リ ン 酸綬衝液くp H 7 ． 4コを



1 0 9 6 黒

加 え 10 倍 に稀釈 し
，
その 0 ．1 m l を R I A で測定 し た ．

抽出に よる 回収 率は 98 ．5 士2 ． 5 ％ くM e a n 士 S ■ Dl で あ

る ため 回収率の 補正 は行なわ なか っ た ．

4 ． A C T H 標準曲線

下垂 体摘 出ラ ッ トよ り得 た A C T H f r e e の 血祭 1 m l

に
，

D M E に 溶解 した100 p g ，
5 0 0 p g ． 5 n g の A C T H

く1
句

2 41 くC o r tr o s y n 命
，
O r g a n o n

，
U ．S ． A ．1 の 0 ， 1 m l

を 加 え， 前 述 の 方 法 で A C T B を 抽 出 後 抽 出 物

0 ． 0 1 旬 0 ． 1 m l を副腎細胞単層培養 di sh にカロえ ， 3 7
0

C ，

2 時間， 5 ％C O 2 イ ン キ ュ ベ
ー

タ
ー 内で培養 し た

． 培養

液 中の コ ル チ コ ス テ ロ ン産生量 を測 定 し
， 標準曲線 を

作製 した
．

I工 ． 合成副腎皮質ス テ ロ イ ド負荷実験

200 g 前後 の ウ イ ス タ
ー 系雄 ラ ッ ト を ベ ン ト パ ル ビ

タ ー ル 麻酔下 に 両側副腎 を摘 除 し
，

0 ．9 ％食塩 水 を与

え
，

7 日後 に合成副腎皮質ス テ ロ イ ド製剤 を腹腔 内に

投与 した ． 投与後30 分
，

1
，

2 ， 3 ，
6 時間後に 心臓

採血 を行 っ た ． 採血 に は す べ てプ ラ ス チ ッ ク シ リ ン ジ

くテル モ 社1 に て ヘ パ リ ン採血 し， 直ち に シ リ コ ン処

理 した ガ ラ ス試 験管 に移 し
，
アプ ロ チ ニ ン を 50 0 葺く工Eノ

m l の割合で 加えた 後， 冷却遠心 を行 っ た ． 分離 した血

祭は A C T H 測定ま で － 2 0
0

C 凍結保存 した
． 使 用 した

合成副腎皮質ス テ ロ イ ド製剤 は
，
d e x a m e th a s o n d i s o

－

d i u m p h o s ph a t eくD e x
－ P

，
デ カ ド ロ ン 魯

， メ ル タ寓有1 ，

d e x a m e th a s o n s o di u m s u lf a t e くD e s
－ S ， デ キ サ シ ュ ロ

ソ ンtgl
，

シ ュ
ー リ ン グl ，

h y d r o c o r ti s o n d i s o di u m

p h o s ph a t e t F k － P
，
水溶性 ハ イ ドロ コ

ー

ト ン魯
， メ ル ク

萬有1 お よ び P r e d ni s ol o n e s o di u m s u c ci n a t e くP r e d －

s u c
，
プ レ ド ニ ン魯

， 塩野 義1 であ り，
D e x － P お よび D e x

－

S はそ れ ぞれ 2 ．5
，

25
，

5 0
，

10 0 ノ上 g ハ00 g 体重
，

F k － P

は 5 0 ， 10 0 ， 5 0 0 JL g1 1 0 0 g 体重 ，
また P e d －

S u C は 1 0 0
，

2 5 0
，
5 0 0 ， 1

，
0 00 〆g ハ00 g 体 重 を ラ ッ ト腹腔内に 投与

した
．

ま た
，
対 照群と し て生理食塩水 を腹腔内に 投与

し， 同時に 採血 した ．

H l ． 血 中遊離型 デ キ サ メ サ ゾ ン くD e x ．う，
ハ イ ド ロ

コ
ー

チ ゾ ン く別れ プ レ ド ニ ゾ ロ ン くP r e d ．フ の

測定

D e x ．
，
F k お よび P r e d ． は 中村

1 61 の 方法 に 従い RI A

で 測定 した ． 血襲0 ． 1 m l に 回 収率測定用 の 1
，
2

，
4

，
6

，
7 ．

3

H － D e x ．くs p e cifi c a c ti v it y くS ． A ．1 ，
85 ． O C il m m oll ，

1
，
2 －

3

H － P r e d ．くS ． A ． 4 0 ． O C iI m m ol1 1
，
2 －

3
H － F k くS ． A ．J 4 7 ． 6 9

C il m m oll を約 3
，
0 0 0 c p m 加 え

，
ジ ク ロ

ー ル メ タ ン 15

m l で抽出後乾 回し残澄に 0 ． 5 m l エ タ ノ ー ル を加 え そ

の 0 ．1 m l を R I A 用 に
，
0 ． 1 m l を 回収率測定用 に 供 し

た ． 抽 出に よ る回収率 は 90 ％以上 のた め補正 し なか っ

た ．

lV ． 統計学的検定

測定値 は
一

部 を除き M e a n 士 S E M で あ らわ した ． 有

意差の 検 定に は全 て St u d e n t の t －検定 を用 い た ．

成 績

I ． A C T H bi o a s s a y

l ． A C T H 抽出

1 1 血祭 A C T H 抽出の最適条件
1 25

I － A C T H くS ． A ． 5 4 JL Cil FL g ，
N e w E n gl a n d

N u cl e a r
，
U ．S ．A ．1 1 0 0

，
0 00 c p m を加 え た血奨 1 へ 5 mi

に つ い て Q U S O G －3 2 1 0 へ 1 5 0 m g で 吸 着さ せ ， 0 ． 1 N

塩酸 1 へ 4 m l で溶出 させ
，

吸着率， 溶 出率， 回収率を

検討 した ． 図1 に 血衆 1 m l
，
溶 出液 1 m l と した 場合の

結果 を示 し た ． Q U S O G －3 2 の 使用 量 が増 す に 従い 吸

着率は 上 昇す るが
， 溶出率 は急速 に 低下 した ． 従 っ て

回 収 率 は
， Q U S O G － 3 2 の 最 少 量 10 m g 使 用 時 が

73 ． 7 ％ と最も 良好 な結果 を示 した
． 溶出液量を増して

も 回収率 は 70 句 7 2 ％と溶出液 1 m l
， Q U S O G －3 2 10

m g の 条件と差 は なく
，

血 祭1 m l で は Q U S O G －3 2 10

m g ， 溶出液 1 m l と した ． 同様の 方法で
，

血 衆 2 へ 4

m l で は Q U S O G － 3 2 2 0 m g ，
血 襲 5 m l で は Q U S O G －

3 2 5 0 m g ， 溶質液 2 m l が最適 であ る こ と を確認 した
．

こ の 条件 で の 血 祭 1 へ 5 m l の 回 収 率 は 69 ．7 士0 ■ 5％

と大 きな 差 は認め なか っ た
．

t

エ
ト

U

d
．

訂

こ
こ
む

0
－

中

d

1 0 2 0 5 0 1 0 0 1 5 0

Q tJ S O く叩I

F i g ． 1 ． E ff e ct of d o s e s o f Q U S O o n a d s o r p ti o n
，

el u ti o n a n d r e c o v e r y o f
1 2 5

I － A C T H f r o m pl a s m a ．

1 m l o f r a t pl a s m a t o w h i c h l a b el e d A C T H h a d

b e e n a d d ed w a s m i x e d w i th v a ri o u s a m o u n t s of

Q U S O ． T hi s Q U S O w a s c e n t rif u g e d
，

W a Sh e d

t wi c e w i th 2 m l d i s till e d w a t e r
，

a n d m i x e d w it h l

m l O ．1 N H Cl ． P e r c e n t a d s o r p ti o n
，

el u ti o n
，

a n d

r e c o v e r y くp e r c e n t a d s o r p ti o n X p e r c e n t el u ti o nJ

w e r e d e t e r m i n e d ．

0 － 0
， ％ a d s o r p ti o n i ム ーA

， ％ el u ti o n i

一

書
， ％ r e c o v e r y ．

l
t
■
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A C T H b i o a s s a y と合成 ス テ ロ イ ドの 下垂体抑制効果

T a d l e l － R e c o v e ri e s of A C T H a d d e d t o p o ol e d pl a s m a ．

a d d e d A C T H s a m pl e l s a m pl e 2 ％ r e c o v e r y

くp gノm り F o u n d ％ r e c o v e r y F o u n d ％ r e c o v e r y a v e r a g e

0 8 ． 6

5 0 5 2 ． 9

1 0 0 1 0 7 ． 8

2 5 0 2 4 7 ． 3

8

3

5

8

9

5

0
0

9

9

1 1 ． 9

6 3 ． 1 1 0 2 ．4 9 5 ． 6

1 1 6 ． 5 1 0 4 ． 6 1 0 1 ． 9

2 5 0 ． 0 9 5 ． 2 9 5 ． 3

O V e r all a v e r a g e 9 7 ．6 士 3 ．9 ホ

V a ri o u s a m o u n ts of s t a n d a r d A C T H w e r e a d d e d t o p o ol e d r a t pl a s m a a n d a s s a y e d ．

ホ M e a n 士 S E M

1 ． 2 2 5 5 1 0 2 ら SO l O O 2 5 8 幻 O

A CTH c o r 則 r 机 n く
P乾eI

Fi g ． 2 ． A t y pi c al s t a n d a rd c u r v e ．

さ
一

命
，

S t a n d a r d A C T H トム －A
，
d il u ti o n c u r v e

Of pl a s m a e x t r a c t f r o m a d r e n a l e c t o m i z e d r a t ．

X l
，

u n d il u ti o n i X 2
，
2 f o ld d il u ti o n i X 4

，
4

f old dil u ti o n ．

2 1 A C T H 標準曲線 ， 回収率， 再現 性の 検 討

図2 に 標準曲線 およ び稀釈曲線 を示 し た ． A C T H 5

へ 2 5 0 p g の 範囲で 直線関係と な り ， 最小 検出量 は2 ． 5

P g で あ っ た
． 副腎摘除 ラ ッ ト血 祭 を下垂 体摘出ラ ッ ト

血焚 くA C T H f r e e 血祭う で 稀釈後抽 出 し測 定 し た

A C T H 濃度 は
， 標準曲線と よく 平行 し て 変化 した

．

表1 に 回収率の 結果 を 示 した
．

2 匹 の ラ ッ トよ り心

臓採血 で得 た血 祭に 既 知 量く50
，
1 0 0

，
2 5 0 p gl の A C T H

く1 －24うを 加え全操作 を行 い
，

A C T H 濃度 を測 定 し

加 え た A C T 王1 く1 u 2 小 量 と 比 較 し た
． 回 収 率 は

97 ．6 士3 ．9 ％と良好で あ っ た ．

表2 にI n t e r
．

a s s a y お よ びI n t r a
－

a S S a y V a ri a ti o n を

示した
．
I n t e r

－

a S S a y V a ri a ti o n は血 奨 よ り抽 出 した

A C T H 抽 出物 を4 検体 に 分け て－20
0

C に 保存 し， 4 回

の測定の 各々 の 時点 で 自 然融解さ せ A C T H 濃度 を測

1097

定し た ．
ま た ，

I n tr a
－ a S S a y の た め に 同 一 検体抽 出物 を

8 di sh に 同量 添 加 し て A C T H 濃 度 を 同時 に 測 定 し

た
．
l n t e r a s s a y の 変異係数 は 10 ．7 ％

，
12 ．4 ％

，
I n t r a －

a s s a y の 変異係数 は 20 ．2 ％，
5 ．4 ％と良好 で あ っ た ．

2 ． ラ ッ トお よ び と 卜血 奨 A C T H 漉度

両側副 腎摘除ラ ッ ト の血 祭 A C T H 濃度 は
，
5 7 8 ． 7 士

4 0 ． 3 p gノm l く以 下 1 m l 血 祭 を使f削 で あり ，
エ

ー

テル

1 分曝露 に よ る ス ト レ ス を 加 え た 直後 の ラ ッ ト は

15 72 －0 士3 7 ． O p gノm l
，

ペ ン ト パ ル ビ タ
ー ル 麻 酔 下 の

ラ ッ トで は 10 へ 15 分後で 154 5 ． 5 士32 ． O p gノm l
，
3 0 分

後で 224 ． 8 士 4 1 ．O p gノm l で あ っ た ． 正 常な ヒ トの 午前

10 時 か ら 午 後 12 時 の A C T 王1 濃 度 は 25 ． O p gノm l 以

下で あ っ た が ， 1 例 の N el s o n 症 候群で は 287 ． 4 p gl

m l で あ っ た
．

工工
． 各種 合成ス テ ロ イ ド投与後の 血 紫 A C T E 漉度

お よ び血 紫 ス テ ロ イ ド濃度 の 種時的変化

1 ． エ ス テ ル の 差に よ る比 較検討

図 3 に D e x
－ P を 1 0 0 FL g1 1 0 0 g 体重，

5 0 FL gl 1 0 0 g 体

軋 25 ノノg ハ00 g 休 憩 2 ．5 声g ハ00 g 体重腹腔内投与時

の 血祭 A C T H 濃度の 経時的な変化を示 した ． 1 0 0 JL gノ

10 0 g 体重 投与群 で は投与 1 時間で対照群 に 比 し有意

くp く0 ， 0 0 1うに 血 祭 A C T H は 抑制さ れ
，
以 後6 時間ま

で 持続 した ． また 25 〆g お よ び 50 〆gハ00 g 体重 投与

群で は投与 1 時間 よ り 6 時間ま で 10 0 声 gノ川O g 体 重

投与群と 同程度の 抑制 を示 し， 2 ． 5 〆 g ハ00 g 体重 投与

群で は 6 時間後の 検討 の み で あ るが よ り大量の 使 刷寺

と同様， 有意くp く0 ． 00 1I の 抑制を示 した
． 図4 に D e x

．

S lく1 0 声 g ，
5 0 ノJ g ，

2 5 ノ上g お よ び 2 ． 5 ノノ g ハ00 g 体重 投与

時の 血 祭 A C T H 濃度 の 推移 を 経時的 に 示 した
．

10 0

躇 ノ1 00 g 体重投与で は
，

1 時間 で は対照群 との 間に 有

意差 を認 めず
，

2 時間後に は じめ て有意 くp く0 ． 00 い

の 低 下 を示 し
，

6 時間ま で 続 い た ． 5 0 声g お よ び 25

声g ハ00 g 体重 投与 で は
，
1 00 声 gハ00 g 体重 投与群 と 同

様 に 2 時 間よ り 6 時間 ま で 有意 くp く0 ． 0 0 1 ま た は く

0 ■0 0 5うの 低下 を示 した が
，
2 ．5 ノ上g ハ00 g 体重投与群 で



1 09 8 黒

T a bl e 2 ． T h e i n t e 巨 a n d i n tr a－a S S a y V a ri ati o n s of th e m e th o d

S a m Pl e A C T H c o n c e n tr a ti o n p g ノm l m e a n 士 S D ％C V 春

i n t e r
－

a S S a y

つ

が
T

喜
一

盲

害
u

エ
ー

U

く

芸
呈
血

1 90 0 98 0 7 8 0 8 0 0 8 6 5 士 9 2 1 0 ． 7

2 39 0 3 25 3 5 0 2 9 0 3 3 8 士 4 2 1 2 ． 4

i n tr a － a S S a y

A 4 7 5 3 3 6

日 16 2 1 4 8

4 5 7 3 2 0 ． 38 7 士 80 2 0 ． 2

1 4 7 1 3 2 1 4 9 ． 7 士 8 ． 5 5 ． 4

ホ％C V こ C O effi ci e n t of v a ri a ti o n

C l h r 2 h
． 3 h ． 6 h ．

F i g ． 3 ． P l a s m a A C T H c o n c e n t r a ti o n s a ft e r

in tr a p e rit o n e al i n j e c ti o n o f d e x a m e th a s o n e p h o s
－

p h a t e くm e a n 士 S E M J ．

P l a s m a A C T H c o n c e n tr
－

a ti o n a ft e r 3 h r s w a s

a s s a y e d o nl y i n th e r a t s in j e c t e d i n t r a p e ri t o n e all y

l O OjL g11 00 g b － W ． O f d e x a m eth a s o n p h o s p h a t e ．

P l a s m a A C T H c o n c e n t r a ti o n o f th e r a t
，
i nj e c t e d

i n t r a p e rit o n e a ll y 2 ．5 JL g l 1 0 0 g b ． w
． o f d e x a

－

m e th a s o n ph o s p h a t e
，
W a S a S S a y e d o nl y a ft e r 6 h r s ．

C
，

C O n t r Ol くn ニ 61 ニ m ，
D e x

－ P 2 ．5 p g1 10 0 g b ． w ．

くn
ニ 6J in j e c t e d ニ E2 2 1 ，

D e x
－ P 2 5 jL gノ10 0 g b ． w ．くn こ

61 i nj e c t e d ニ巨ヨ
，
D e x － P 5 0 JL gJl O O g b ． w ． くn ニ 6I

it
Tj e c t e d H 国凱 D e x ． P l O OJ L gI l O O g b ． w ． くn ニ 61

i nj e c t e d ニ
ホ

， p く0 ．0 0 1 u s th e c o n tr oi ．

は 6 時間後の 血祭 A C T H は軽度 の 抑制 くp く0 ． 0 51 を

示 すの み で あ っ た ．

図 5 に D e x － P お よ び D e x
－S 投与後 の 血 祭 D e x ． 濃

度 を経時 的に 示 し た
．

D e x － P は投 与 15 分 で 13 7 ． 2 士

肌 5 声gノ劇 を と り ， 以 後 急速 に 減 衰 し 30 分 で 平 均

25 ．5 月g 川1 の 血祭濃度 を示 した 後 6 時間 ま で 徐々 に

減衰 した ．

d 方 D e x ． S l O O J L gJ I O O g 体重投与群 で は投

与 30 分，
1

， 2 ， 3 時間は平均 2 ． 卜 4 ．2 メgノdl と ほぼ

変化 な く
，
6 時間後 に 平均 29 ． 5 声 g 佃1 と血 祭濃度は増

加 した ． 2 5 p g お よび 50 J L g1 1 00 g 体重 の D e x ． P
， D e x

－

つ

よ
丘

－

亡

三

三
5
U

吉
U

H
ト

U

く

言
こ
こ

C l h r 2 h r 3 h ． 6 h ．

F i g ． 4 ． P l a s m a A C T H c o n c e n t r a ti o n a f t e r

i n t r a p e ri t o n e al in j e c ti o n of d e x a m e th a s o n e s uト

f a t e くm e a n 士 S E M l ．

C
，

C O n t r Ol くn ニ 6I ニ 皿 ロ
，

D e x
－S 2 ．5 JL g1 1 0 0 g b

．
w

．

くn
ニ 61 i nj e c t e d ニ 匠召 ，

D e x
－ S 2 5 JL g1 1 0 0 g b ． w ．くn こ

61 i nj e c t e d 三 匡ヨ
，

D e x －S 5 0JL gJl O O g b ． w ． くn こ 6j
i nj e ct e d 三 陸臥 D e x

－S l O O JL g1 1 0 0 g b ． w ． くn
ニ 6J

l n 3 e C t e d ニ n S
， n O t S l g nifi c a n t ニ

ホ

， p く0 ．0 01 ニ
ホホ

，

p く0 ．0 05 ニ
ホ H

， p く0 ．0 5 u s th e c o n t r ol ．

S 投与群 は と も に 1 0 0 声gノ10 0 g 体重投 与群 に 比 し血

祭濃度は低 い が
， 同様 の 血 祭濃度の 推移 を示 した ．

6

時間後 の 血 祭 D e x ． 濃度 を D e x
－ P と D e x

，S 投与群で

比 較す る と す べ て の 投 与量 に お い て D e x
． S 投与群が

D e x
－ P 投与群よ り高 い 値 を示 した ．

2 ■ 合成 副腎皮質 ス テ ロ イ ド間 で の 比較検討

図 6
，

7
，

8 に D e x
－ P

，
P r e d－S u C お よび F k－P 投与

後1
， 2

，
6 時間後の 血 祭 A C T H 濃度 を示 し た

． 投与

後1 時間く図6 1 で は
，

D e x －P は 2 5 p gノ1 00 g 体重で 強

い A C T H 抑制 を示 す の に 対 し
，

P r e d －

S u C lO O p g1 10O

g 体重 で は A C T H 抑制 を 示 さ ず 250 JL g1 1 0 0 g 体重で

有意 の 抑制 を示 した
．

ま た ， グ ラ フ に 示 して い ない が

50 0 声 g ハ00 g 体 重 で 強 い 抑 制 を 示 し た ． F k － P は5 0

JL gノ10 0 g 体 重投 与群 で 明 ら か な A C T H 抑制 を 示 し
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Ti m e くh rl

Fi g ．
9

．
Pl a s m a l e v el s of f r e e st e r o id s a ft e r

i n t r a p e ri t o n e al i nj e c ti o n s of p r e d ni s o l o n e s u c ci －

n a t e a n d h y d r o c o r ti s o n e p h o s ph a t e o f 5 0 0 JL gl 1 0 0

g b ． w ． くm e a n 士 S E M J ．

中
一

書
，
P r e d n i s ol o n e s u c ci n a t e くP r e d ．J i nj e ct e d ニ

0 － 0
，
h yd r o c o r ti s o n e p h o s ph a t e くF kI i nj e ct ed ．

た ． 投与2 時間後 で はく図7 う，
D e x

－ P は 1 時間後と 同

様 25 JL g1 1 0 0 g 体重で 強 い A C T H 抑制 を示 した が
，

P r e d ．

s u c は2 5 0 FL g1 1 00 g 体 重 で は ま っ た く A C T H

抑制 は認め ず，
5 00 FL g1 1 0 0 g 体重で 軽度の A C T H 抑

制 を認 め る が， 1
，
00 0 〆g ハ00 g 体重 で は じめ て 著 明

くP く0 ． 0 01う な抑制 を示 した
．

F k － P は 5 0 0 ノ上g ハ00 g

体重 投与で は A C T H 抑制 を示 さ な か っ た ． 投与 6 時

間後で はく図8 う，
D e x－P は 2 ． 5 月 g ハ00 g 体重で依然強

い A C T H 抑制 を示 したが ，
P r e d － S u C は 1

，
0 00 JL gl 1 0 0

g 体重
，
F k － P は 5 0 0 jL gJ l O O g 体重 で ま っ た く A C T H

抑制 を示さな か っ た ．

図 9 に P r e d ． s u c お よ び Fk － P 5 0 0 J L gJl O O g 体 重 投

与時の血祭 P r e d お よ び Fk 濃度 を経時 的 に 示 し た ．

F k ． P は3 0 分で 平均 480 ． 0 声gノdl の 値 を と り ，
1 時間

後 に は平均2 7 ． 3 ノJ gノdl とな り 3 時 臥 6 時間で は 0 ．3

FL gl dl の 測定感度以下と な っ た ．

一 方 P r e d －

S u C は投与

1 時間で平均 90 ． 0 月g 佃l
，

2 時間で 1 4 ． 4 声 gノdl ，
3 時

間で 7 ． 8 メ gノdl
，
6 時間で 3 ． 1 ル g 佃l と F k よ り 高い 値

を示 した
．

考 察

工 ． 副 腎細胞単層培養法 に よ る A C T H b i o a s s a y に

つ い て

A C T H の 特異的作用 であ る副腎細胞 の ス テ ロ イ ド

産生能 を利用 した A C T H b i o a s s a y 法に は， 従来よ り

下垂 体摘 出ラ ッ ト を用 い た I n v i v o 法 と し て 副腎重

量2 り
， 副腎ア ス コ ル ビ ン酸減少

2 2I
， 副腎静脈 血 中また は

副腎組織 中 コ ル ナ コ ス テ ロ ン を指標 とす る方法2 312 4I
が

行 われ て い た ．
こ れ らの 方法は操作が煩雑で あ り

， し

か も感度が 悪 い こ と よ りほ と ん ど近年 は使用 さ れ なく

な っ た
．

こ れ に か わ っ て 工n v it r o 法と し て副腎 ス ライ

ス や遊離細胞 を用 い る方法が 開発さ れ た が
， 副腎ス ラ

イ ス 法は A C T H に 対 す る感度が 劣 る こ と よ り ， 近年

はも っ ば ら副腎遊離細胞 を用 い る A C T H b i o a s s a y 法

が 行な わ れ て い る ． 副腎遊離細胞 が副腎皮質細胞機能

研 究 の 手 段 と し て 用 い ら れ る よ う に な っ た の は，

F e i n s tJei n ら
2 51

，
K l o p z e n b e r g ら

2 61
，
S w all o w ら

271
の 報

告か らで ある
．

そ の 後間も な く副腎遊離細胞 を用い る

A C T H bi o a s s a y 法が S a y e r s
2 01 に よ り考案 さ れ

， 従来

の bi o a s s a y 法 に 比 べ はる か に 感度が よ く 精度 も優れ

た も の で あ る こ と が 報 告 さ れ た ． ま た ， 新実1別
も

S a y e r s
2 0 I

と 同様 に 副 腎遊離 細胞 を 用 い た A C T H の

bi o a s s a y 法の 検討 を行 い
，
その 感度は 4 p gl m l と良好

で あ り精度 お よ び特異性 に 優れ 末楷血 中 A C T H 濃度

を測定 す る の に 充分 な bi o a s s a y 法 で あ る と報 告し て

い る
．

副 腎細胞 の 単層培養 は， 0 旧 a r e ら
2別 が ラ ッ トを用

い て基礎的な ス テ ロ イ ドの 分泌状態 を報告 した こと に

始ま る
．
その 後 G o o d y e r ら

2 91
は牛胎児の 副 腎細胞単層

培養 を用 い て A C T H く1 －24う に 対 して コ ー チ ゾル の

分泌量 が用 量反応的に 増加す る こ と を示 し，
こ の 方法

が A C T H の b i o a s s a y 法 と し て 使用 で き る 可能性を

示 唆 した ． 最近 山本ら 口1 は ラ ッ トお よ び ヒ ト副腎細胞

単層培養法に よ る A C T H に 対す る 反 応性の 検討を行

い
，
副腎遊 離細胞法に 比 べ 長時間の 実験が 可 能で あ り

，

か つ 技術的に も簡便 で 単 層培養 法が 充分 に A C T H の

b i o a s s a y に使用 可能 で あ る こ と を報告し て い る
．
著者

は 山 本 らと 同様 の 方 法に て副腎細胞単層培養 を行い
，

これ を用 い て A C T H の b i o a s s a y を行 っ た ． 副腎遊離

細胞の 作製 に は
，
消化酵素と し て コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 使用

と手 に よ る振盈 を加 え て得た単離細胞を使用 し， 単層

培養 を行 っ た
． 遊離細胞の 作製 に は消化酵 素とし て ト

リプ シ ン
，

コ ラゲ ナ ー ゼ お よ び両者 の 併用 が報告され

て い る が
，

コ ラ ゲナ ー ゼ を用 い た 方法 は トリ プ シ ン使

用 に 比 べ
，

よ り簡単に 短 時間内の 操作 で 遊離細胞を作

製 で き る利点が ある
．
S a y e r s

2 0
切 方法 に 代表され る遊

離細胞 法で は
， 遊離細胞作製時 に 生 ず る死 細胞 や傷害

され た 細胞 が混入 しや す く ， また 特に コ ラ ゲナ
ー

ゼを

用 い た 場合は酵素 の 影響が残 る可能性が あ るが ， 単層

培乗法で は山本 ら 用 も指摘 して い る様に 2 回の 培養液

の 交換で 遊離細胞 を作る 時に 生 じ る細胞 片や酵素が除

か れ ， 2 日間の r e c o v e r y ti m e で 細胞膜 面の 修復が行

l
l
一
t
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なわ れ る こ と に よ り検体 が よ り 均一
一

な も の と な り
，

A C T H に 対す る コ ル チ コ ス テ ロ ン の 産生 量 の ば ら つ

き が小 さ く
，
b a s a l l e v el の 低下に 伴 い 感度が 良く な る

利点が あ る ． ま た成績 に は示 さ な か っ た が
， 培養 3 日

目に標 準 A C T H や検体 を添加し た 後培 養液 で 洗浄 す

る こ と に よ り 4 ．

5 日目 で も A C T H に 対 し て用 量反

応的に コ ル チ コ ス テ ロ ン の 産 生が み られ
， 再利用 も 可

能で あ っ た ． 前述の 如く副腎遊離細胞法に 比 べ 多く の

利点 を有 す る単層培養法 は
，
A C T H の 作 用機序の 研究

や ス テ ロ イ ド代謝 の 研究等に 使用 さ れ る の み なら ず
，

A C T H b i o a s s a y の 反 応系と し て優 れ た 方法と 思われ

る ．

A C T H の 抽出法と して は
，

Sili ci c a ci d
301

， Q U S O を

用い る方法が 報告さ れ て い る ． Q U S O に つ い て は ， 遊

離副腎細胞の コ ル ナ コ ス テ ロ ン 産生 を阻害す る物質 を

充分に 除く こ と が で き な い こ と や
， 低濃 度の A C T H

測定の 場合に 阻害物質を除 く こ とが でき な い と の 報告

がされ て い る ． し か し著者の 検討で は，

1 25
トA C T H で

の A C T H 回 収率 は 69 ， 7 士0 ．5 ％と 安定 し た 良好 な結

果 を示 し
，

ま た 添加回 収率 は 97 ． 6 ％と 良好 で あ る こ

と
， 稀釈曲線 が標 準曲線 と よ く 平行 し 2 ．5 ノノgノm l の

A C T H 濃度 の 検 出 が 可 能で あ る こ と か ら 考 え て
，

A C T H 抽出は Q U S O 法 で問題 な い と 思わ れ る
．

A C T H の b i o a s s a y の 信 頼 性 に つ い て は
，
I n t e r ．

a s s a y お よ びI n t e r
－

a S S a y ， 添加 回 収率 と も 良好 で あ

り， 感度 は 2 ． 5 p gノm l と き わ め て 高感度で あ る こ と，

しか も先 に 述 べ た如く 遊離細胞法に 比 べ 多く の 利点 を

有す る単層培養法 を用 い た本実験 の 測定系は
，

A C T H

の bi o a s s a y 法と して 優 れ た方 法と思わ れ る
．

王I ． 各種 合 成 副 腎皮質 ス テ ロ イ ド製 剤 間 に お け る

A C T H 抑制効果の 相違 に つ い て

ス テ ロ イ ド は水に 難溶 であ る た め
， 注射用 製剤と し

て は リ ン酸，
コ ハ ク 酸あ る い は硫酸塩な ど C －2 1 位 をエ

ス テル 抱合 して 製剤化 し て あ り ，
デキ サ メ サ ゾ ン製剤

として は D e x
－ P と D e x

． S が 臨床 的に 広 く使用 さ れ て

い る ． D e x－P と D e x －S の 生物学的活性 に つ い て は 多方

面よ り検討 さ れ て お り
，

D e x － P に つ い て はす べ て の 報

告で強い グル コ コ ル チ コ イ ド活性を有 す る こ と が明 ら

か に さ れ てい るが
，

D e x
－S に つ い て は今だ

一

致し た見

解が得られ て い な い
．

K it a g a w a ら
3 り

は ラ ッ ト を用 い

て D e x － P と D e x
q S の 抗 炎症効果を比 較検討 し， D e x

．

P は強い 抗炎 症効果 を有す る が
，

D e x
－ S は き わ めて 弱

い かほと ん ど効果 を認 め な か っ た と報告 して い る
．

ま

た， 抗 シ ョ ッ ク 効果 に つ い て は
， 末盛

3 2I お よ び江端 ら
33I

はD e x
－ P と D e x－S は同程度の 効果を 有す る と 報告し

て い る が ， 今井 ら
341 は D e x －S に は ほ と ん ど効 果が な

か っ たと報告 した ． 近年 中村
1 6

鳩 ヒ トに お い て 定量的

110 1

に D e x
－ P と D e x

－S の グ ル コ コ ル チ コ イ ド作用 を比較

検 討 す る た め 下 垂 体
一 副 腎皮 質 系 の 抑 制 を 血 中

A C T H を指標 に 検討 し， D e x
－ P で は静注 30 分以降 6

時間まで対 照 に 比 べ 有意の A C T H 抑制を認 め たが
，

D e x
－ S で は 静注後 6 時間ま で 対照 との 間 に 有意差 は

認 め なか っ た と報告し た ． ま た 同時 に血 中 D e x ， 濃度

の測定を行 い
，

D e x
－S で は血 中 D e x ． 濃度は静注後 5

分に 頂値 を示 し半減期4 ． 7 4 時間の 2 相性 の 減衰 を 示

した が
，
D e x － S で は血中 D e x ． 濃度は静注後24 時間ま

です べ て感度以下 で あ り ，
ほと ん ど未水解の D e x

－ S の

まま 尿に 排泄さ れ る こ とを 示 し， D e x ． P は 強い グ ル コ

コ ル チ コ イ ド溶性 を有す る が
，

D e x
－S に は下 垂 体 一 副

腎皮質系抑制効果 は認 めず， 静脈内投与で は グル コ コ

ル チ コ イ ド活性 は な い と結論 して い る
．

D e x － S は 静脈 内投与で の効果 に は疑問がある が
， 臨

床的に は関節内あ る い は髄腔内注入 に 用 い られ て き て

お り
，
投与方法 に よ っ て D e x ．S は水解さ れ遊離型 デ キ

サ メ サ ゾ ン と して グ ル コ コ ル チ コ イ ド作用 を発揮す る

こ と が考 えら れ る ． 著者は ラ ッ トを用 い D e x
． P お よ び

D e x
． S を腹腔内 に 投与し

， 下垂 体 一 副腎皮質系の抑制

効果 を比 較検討 し た ． D e x
． P は 2 5 JL g よ り 1 0 0 J L gノ10 0

g 体重 で 投与 1 時間よ り6 時間ま で 強い A C T H 抑制

を示 し
，
2 ． 5 ノJ g ハ00 g 体重 の 少量投与で も 6 時間後 の

A C T H は強く 抑制 さ れた
．
ま た

， 血 中ヂ キサ メ サ ゾ ン

濃度 は投与15 分 ま で に 頂値 をと り
，
以後 急速に 減衰 し

た ． こ れ ら の 結果は
， 中村

1 鋸の ヒ ト に お け る D e x
－ P の

静脈内投与 の 成績と 同様で あ っ た
．

一 方
，
D e x－S は投与1 時 間後で は 1 0 0 JL gl 1 0 0 g 体重

でも 全く A C T H 抑制 は み ら れ な か っ た が
，

2 時間以

後 は D e x ゼ に 比 較 し て弱 い なが らも 対照 に 比 較 し 有

意の A C T H 抑制 を示 した ． ま た 10 0 JL gノ100 g 体重投

与ラ ッ ト の 血 中 D e x ． 演度 は 2 ， 3 時間で は4 邦 雄1

と 低濃度で あ るが 漸次上 昇 し，
6 時間後に は2 9 ． 5 月gノ

dl に 達 し
， 同時間 の D e x

． P よ り 高い 値 を示 した ．
こ れ

ら の 結果は
，

ヒ ト に お け る中村 の 成績 と異 なっ て い る

が
，

これ は D e x
－ S が ラ ッ ト腹腔 内投与で

一

部水解 さ れ

遊離 D e x ． が で き る こ と に よ る もの で あ ろう ． 従来 よ

り D e x
－S の グル コ コ ル チ コ イ ド活性 の 有無 に つ い て

賛否両論が あ るが
3 31 3 5－

， 投与 ル
ー

ト ， 局所 で の 水解 に よ

る遊離 D e x ． の 産 生が 異 な っ て い る こ と に よ ると 考 え

られ る
1 6 ほ6I

ラ ッ ト に お け る抗炎症力価 は ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 1

に 対 し て プ レ ド ニ ゾ ロ ン 3 へ 4
，

デ キ サ メ サ ゾ ン

1 00 へ 2 0 0 と さ れ て い る
3 7 ト 41J

． 今回の 著者の 成績 で は
，

F k ． P の A C T H 抑制 は1 時 間後 で か な り強か っ たが ，

2 時間以 後 500 〆gノm O g 体重 で も有 意の 抑制 を認 め

ず
，

P r ed －

S u C の 1 時間後の A C T H 抑制 は F k － P よ り
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弱い 様で あ るが ， 2 時間後で は 500 ノJ gノ1 0 0 g 体重 で 弱

い な が ら有意な抑制が み られ
，
総 合的に み て F k－P と

P r e d ． s u c の A C T H 抑制効果 はほ ぼ 同程度と 考え ら れ

た ． D e x
－ P に つ い て は

， 先に 述 べ た如く 1 時間よ り強

い A C T B 抑制 を示 し
，

投与後 6 時間の 時点で 比 較す

る と Fk ． P に 対 して 200 倍以 上 の 強 い A C T H 抑制効

果を示 した ．
こ れ らの結果は

，
ラ ッ ト に お け る抗炎症

力価 が ハ イ ド ロ コ
ー

チ ゾ ン 1 に 対 し て デキ サメ サ ゾ ン

100 句 2 0 0 と す る成績や 副腎重量 法で の 力価 と 同様で

あり ， 抗炎症力価と下垂体
一 副腎皮質系抑制 が ほ ぼ平

行す る こ と を示 して い る ．

一 方ヒ トに お ける グル コ コ ル チ コ イ ドの 相対力価 と

して
，

ハ イ ド ロ コ
ー

チ ゾ ン 1 に 対 して プ レ ド ニ ゾロ ン

4
，

デ キ サ メ サ ゾン 30 が 臨床 上
一

般 に 用 い られ て いユ

る
42 刷

． しか し
，
こ の数字は抗 リ ウ マ チ 効果 な ど用 量一

反応関係の定量 化の難 しい 経験的 な デ ー タ を基 礎 に し

て い る ． 事実 M ei kl e ら
1 3I は

，
血 中コ ル チ コ ス テ ロ ン を

指標 に下垂体 一 副腎皮質抑制 を経時的 に検 討し，
ス テ

ロ イ ド投与後8 時間で は ハ イ ドロ コ
ー チ ゾ ン 1

，
プ レ

ド ニ ゾロ ン 3 ， デ キサ メ サ ゾン 52 で あるが， 14 時間後

で はそ れ ぞ れ 1 こ5 ． 2 二1 5 4 の 力 価 を示 し時 間が 経 つ

ほ どデ キサメ サ ゾン の相対力価が 高く な る と報告 し
，

K h alid ら
相

も 副 腎不全患者 に お け る A C T H 抑 制 の

程度を検討し
，

デ キサ メ サ ゾ ン は少な く と も ハ イ ド ロ

コ
ー

チ ゾン の 50 倍以 上 の 力価 を有 し て い る と報 告 し

てい る
．

こ の 様 に 従来の デ ー タ で は
，

デキ サメ サ ゾ ン

の 相対力価が過小 評価 され て い る可能性が考 え られ
，

本剤 の 使用 に あ た っ て は こ の 点に 留意 す る 必 要 が あ

る
．

結 論

ラ ッ ト副腎単層培養に よ る A C T H b i o a s s a y 法を開

発 し， 合成副腎皮質 ス テ ロ イ ド剤 を副腎摘除 ラ ッ トの

腹腔内に 投与 した場合の 下垂 体抑制効 果に つ い て 検討

を行い
，

次の 結果を得た ．

1フ ラ ッ ト副腎単層培養法 は
， 感度 ． 精度 ． 再現性

と も に満足す べ き も の で あ り
，
臨床応用 可能な A C T H

b i o a s s a y 法と 思われ る ．

2 うD e x － P は腹腔内投与後 す み や か に 水解 さ れ遊離

D e x ． を生 じ
，
投与後 1 時間よ り A C T H を強力 か つ 持

続的 に抑制 した ．

3 1 こ れ に 反 し
，

D e x
－S は

一

部が徐 々 に 水解 さ れ
，

D e x ． を遊離 し
，
投与後 2 時間よ り A C T H を抑 制し た

が
，

その程度 は D e x ． P よ り軽度 で あ っ た
．

4 1 F k － P
，
P r e d －

S u C は腹腔 内投与で能率 よ く水解さ

れ遊離ス テ ロ イ ドを生 じ， 持続 は短い が ほ ぼ同程度の

A C T H 抑制を 示七 た ．
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it s a p pli c a bili ty t o th e i n v i tr o s t u d y o f a d r e n al

m e t a b oli s m ． E n d o c ri n o l o g y ．
，
8 2

，
1 0 5 3－10 58 く19 6 8J ．

2 7I S w all o w
，
R ． L ． 也 S a y e r s

，
G ． こA t e c h ni c f o r th e

P r e p a r a ti o n o f i s o l a t e d r a t a d r e n a l c ell s ． P r o c ． S o c ．

e x p ． B i ol ． M e d ． ，
1 3 l ， 卜4 く19 6 9l ．

2 8I O
，

H a r e
，

M ． J ． 鹿 N e v ill e ， A ． M ． こ T h e

St e r Oid o g e n i c r e s p o n s e o f a d u lt r a t a d r e n o c o r ti c al

C e11 s i n m o n ol a y e r c u lt u r e ． J ． E n d o c r ．
，
56

，
5 3 7－54 9

く19 7 3ン．

2 9I G o o d y e r
，
C ． G ． T o r d a y ，

J ． S ．
，
S m i th

，
B ． T ． 及

G i r o u n d
，

C ． J ． P ． 二 P e rli m i n a ry o b s e r v a ti o n s o f

b o v i n e a d r e n a l f a s ci c u l a t a － r eti c ul a ri s c ell s i n

m o n o l a y e r c ult u r e ． A c t a E n d o c r ．
，
8 3

，
3 7 3

－

3 8 5 く19 7 6J ．

30I Li o t t a
，

A ． 鹿． X ri e g e r
，

D ． T
． ニ A s e n siti v e

bi o a s s a y f o r th e d e t e r m i n a ti o n o f h u m a n pl a s m a

A C T H l e v el s ． J ． Cli n ． E n d o c ri n oI M e t a b ．
，
4 0

，
2 6 8

－27 7 く19 7 引．

31I K i t a g a w a ， H ．
，
M oll ri

，
T ． 鹿 K it a g a w a

，
N ． こ

C o m p a r a ti v e st u di e s o n a n ti －i n fl a m m a t o r y eff e c t

a n d bi ol o gi c al f a t e s o f 21 －

Ph o s p h a t e s a n d －

S u lf a t e s

Of d e x a m e th a s o n e a n d p r e d ni s o l o n e ． A r z n ei m ．

F o r s ch ．
，
22

，
4 0 2－41 0 く19 7 2l ．

3 2I 未盛郁男 二 外傷性 シ ョ ッ ク ラ ッ ト に 対 す る 副腎

皮質 ス テ ロ イ ドの 効果． 麻 軌 26
，
11 24－11 3 1 く1 9 7 71 ．

3 31 江端倭彰 ． 長内宏之
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小 林謙 ニ ー

戸 塚 守夫 ． 早 坂

涌こ エ ン ド ト キ シ ン シ ョ ッ ク に お ける デ キサ メ サ ゾ ン

の 効果 ． 麻酔，
2 7

，
3 5 5－35 9 く19 7 軋

3 4ン 今井孝裕 ． 桜谷寒彦 二 Gl u c o c o r ti c oid の 抗 シ ョ ッ

ク作用 の 研究． 日内分 泌 誌
，

5 4
，
8 7－92 く19 7 軋

35I 桜 谷 藩彦 ■ 今 井 孝裕 こ D e x a m eth a s o n e の 憐

塩
，
硫酸塩間の 抗 エ ン ド トキ シ ン 効果 と血 中濃度の 比

較研究． 麻 酪 27
，
3 6 0－368 く1 9 7 軋

361 宮保 進 ■ 久田友 一 郎 ． 岸田 繁 ． 安里 公 こ ヒ

トに お ける 合成 c o r ti c o s t e r o id 剤の 代謝． 日内分泌誌，
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， 9 9 7－10 0 7 く19 7 61 ．

3 7I M ei e r
，
R ．

，
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，
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3 8I S t e p h e n s o n
，
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m e th o d ． C a n ． J ． B i o c h e m ． P h y si o l ．
，

34
，

25 3－25 8

く1 9 561 ．

3 9I B ib il e
，
S ． W ． こ T h e a s s a y o f c o rti c al st e r oid s

b y th e m o u s e e o si n o ph il t e st ． J ．
E n d o c ri n ol o g y ．

，
9

，

3 5 7 － 3 6 9 く19 5 31 ．

4 01 P a b s t
，
M ．

S ．

，
S h e p p a rd

，
R ． 鹿 E 血 e n g a

，
M －

H ．
ニ C o m p a ri s o n of li v e r －

gl y c o g e n d e p o siti o n a n d

w o r k p e rf o r m a n c e t e st s f o r th e b i o a s s a y o f a d r e n a l

c o rt e x h o r m o n e s ． E n d o c ri n o l o g y ．
，
4 1

，
55

－

6 5 く19 7 41 ．

4 11 II o d g e s
，
J ． R ． 息 V e rn i k o s

，
J ．

ニ A c o m p a ri s o n

o f th e pit u it a r y i n hi bit o r y e ff e c t s o f p r e d n i s o n e
，

p r e d ni s o l o n e a n d h y d r o c o rti s o n e ． B rit ． J ． P h a r m a
．

C Ol ．
，
1 3

，
9 8

－

1 0 2 く19 8 引．

4 21 B o l a n d
，
E ． W ． こ T h e tr e a t m e n t o f r h e u m at oid

a r th riti s w ith a d r e n o c o rti c o s t e r o id s a n d th eir

S y n th e ti c a n al o g u e s ． A n n ． N ． Y ． A c a d ． S ci ．
，
8 2

，
8 87

－90 1 く19 59I ．

4 3I R i n gl e r
，
I ． こ A c ti v iti e s o f a d r e n o c o r ti c o s te －

r oi d s i n e x p e ri m e n t a l a ni m al s a n d m a n ， p2 2 7
－

3 49 ．

I n R ．I ． D o rf m a n くe dl ，
M eth o d s i n h o r m o n e r e s e a r ch

，

V o l ． III A ．
，
A c a d e mi c P r e s s

，
N e w Y o r k

，
1 9 6 4 ．

441 K h alid
，
B ． A ． K ．

，
B u rk e

，
C ． W ．

，
H u rl e y ，

D ．

M ．
，

F u n d e r
，

J ． W ． 及 S t o c k i g t J ． R ． こ S t e r oi d

r e pl a c e m e n t in A d d i s o n
，

s d i s e a s e a n d i n s u bj e c ts

a d r e n al e c t o m i z e d f o r C u s hi n g
，

s d i s e a s e ニ C o m p a ri －

s o n o f v a ri o u s gl u c o c o r ti c oid s ． J ． C li n ． E n d o c ri n oI

M e t a b ． ， 5 5 ，
5 51－559 く19 8 2l ．

A st u sy of Pit u it a r y S u p p r es siv e E ff e c ts of S y n th e ti c G lu c o c o rtic oid s U si n g Pl as m a A C T H

Bi o as sa y H it o m i K u r o d a
，
D e p art m e n t o f I n t e r n al m e di ci n e く叫 ， S ch o ol o f M e di ci n e ， K a n a －

z a w a u n i ve r si t y ，
K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 4 ，

1 0 9 4 － 1 1 0 4 り9 8 51

K e y w o rd s二 A C T H bi o a ss a y ， glu c o c o rt ic oi d s
， P i t ui t a ry s u p p r e s si v e eff e c t s

，
m O n Ola y e r c u lt u r e

of a d r e n al c ells

A b str a c t

A n A C T H b i o a s s a y b a s e d o n t h e s t e r o i d o g e n i c r e s p o n s e o f r a t a d r e n o c o r ti c al c ell s i n m o n o
－

1 a y e r c u lt u r e w a s d e v el o p e d ． T h e m i n i m u m d e t e ct a b l e A C T H w a s 2 ．
5 p g － T h e d o s e r e s p o n s e

c u rv e S h o w e d e x c ell e n t p a r all eli s m b e t w e e n t h e st a n d a r d A C T H a n d p l a s m a e x t r a ct f r o m a d r e n －

al e ct o m i z e d r a t s ． B o t h a c c u r a c y a n d r e p r o d u cib ilit y w e r e s a ti s f a c t o r y ． U si n g th i s m e t h o d
，
t h e

r el ati v e A C T H s u p p r e s si v e p o t e n c y o f v a ri o u s s y n t h e ti c g l u c o c o r ti c o i d s w a s e v al u a t e d ． A ll

st e r o id s w e r e ird e ct e d i n t r a p e rit o n e a 11 y t o a d r e n al e c t o m i z e d r a t s ． D e x a m e t h a s o n e p h o s p h at e

くD e x
－P J c a u s e d a r a p i d a n d m a rk e d A C T H s u p p r e s si o n

，
W h il e t h e e f f e c t o f d e x a m et h a s o n e s u lf a t e

くD e x
－ SJ w a s sl o w a n d m o d e r a t e ．

I n c o n t r a st t o p r o m p t ri s e o f p l a s m a f r e e d e x a m e t h a s o n e a ft e r

D e x － P
，
t h e f r e e d e x a m et h a s o n e b e c a m e r n e a s u r a b l e o n l y l a t e r t h a n 3 h o u r s a ft e r D e x

－ S i nj e c ti o n ．

T h e r e s ult s s u g g e st t h a t
，

u n li k e th e p r e v i o u s i n t r a v e n o u s st u d y i n m e n
，
D e x

－ S i nj e c t e d t o r a t s

i n t r a p e rit o n e all y c a n b e h y d r o l y z e d g r a d u all y a n d t o a li m it e d e x t e n t － H y d r o c o rti s o n e p h o s
－

p h a t e a n d p e r d ni s o l o n e s u c ci n a t e w e r e h y d r o l y z e d e f fi ci e n tl y i n t h e a b d o m i n al c a v it y ． C o m p a r e d

t o D e x
－ P ，

h o w e v e r
，

t h e p it u i t a r y s u p p r e s si o n b y b o t h s t e r o i d s w a s w e a k a n d t r a n si e n t ■ F o r

e v al u ati o n o f gl u c o c o rti c o i d p o t e n c y ，
b o t h i n t e n sit y a n d d u r a ti o n o f a c ti o n s h o u l d b e t a k e n

i n t o c o n si d e r a ti o n ． I n t h i s s e n s e
，
t h e c o n v e n ti o n al d a t a o n t h e r el ati v e gl u c o c o rt o c o id a cti v i ty くi ．

e ． h y d r o c o rti s o n e l こ P r e d n i s o l o n e 4 こ d e x a m et h a s o n e 3 0J s e e m t o u n d e r e s ti m a t e t h e p o t e n c y o f

d e x a m et h a s o n e ．
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