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2 － H y d r o x y e s t ri ol の 特異的 R a di oi m m u n o a s s a y の

開発およ び正 常妊婦 血中濃度 の 測定

金沢 大学医学部内科学第三 講座 は 任 こ 松 田 保教 掛

堀 川 裕 弘
く昭 和6 0 年2 月14 日受付J
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特異 的で感度の 良 い 2 －h y d r o x y e st ri ol く2 － O H E 3， の ラ ジオイ ム ノ ア ッセ イ くRIA l を開発 し
，

正 常
妊婦血祭中に お け る 2 － O H E 3 濃度 を測定し た ． 血祭中2 ． O H E 3 は 1 0 人 の 正 常妊 婦 で妊娠の 経過を追 っ て測
定し， 同時 に エ ス ト ロ ンく鋸 ，

エ ス トラ ジ オ ー ル ほ2ユ，
エ ス ト リオ ー ル くE 3，も 測定 した ． 2 － 0 鴨 － 6 －く0 ．

C a r b o x ym e th ylJ o x i m e
．b o v in e s e r u m al b u mi n を抗原 と して 2 － O H E 3 に 特異的な抗体 を作製した ． 2 ．

O H E 3 は血祭 か ら酢酸 エ チ ル で抽出 し
，
S e ph a d e x L H ．2 0 カ ラム を用 い

，
ベ ンゼ ン ニ メ タ ノ ー ル く89 ニ11

，

ア ス コ ル ビ ン酸飽和 に て溶出分離 し た ． R工A は 0 ． 05 ％の アス コ ル ビン 酸 を含む緩衝液 を使用 し， 8
，
00 0

C p m の E
3
Hコ2 － O H E 3 と 5 ， 0 0 0 倍 に 希釈 した抗血 清を用 い

， 標識抗原の 結合型 と遊離型 の分離に はd e x t r a n

C O a t e d c h a r c o al を用 い た
． 標準曲線 はl o g

－l o git の グラ フ 上 で 10 p g か ら 1
，
0 00 p g の 範囲で 直線性 を示 し

た
t

この ア ッ セ イ の 感度 は1 0 p g で ア ッ セ イ 間の 変動係数は 1 3 ．2 ％で あっ た
． 確度は プ ー ル した血 襲に 既

知 の量 の 2 － O H E 3 を添加 し て 測定 した ． 全 回収率の 平 均 は 1 14 ． 3 士12 ■ 8 ％で あ っ た
．
2 － O H E 3 の血 衆中濃度

は男子 で は 25 ．4 士2 ． 7 p gl m l くn ニ 4 l ， 非妊婦 で は24 ■ 4 士3 ． 7 p gJ m l くn ニ 5 J で あ り
， 妊婦 に おい て は ，

妊娠前期 で は 4 8 ． 2 士 18 ． O p gノm l くn ニ 8 う， 中期で は 81 ． 0 士3 2 ■ 8 p gノm l くn こ 3 8う， 後期で は 15 8 ．3 士6 6 ．1

P gノm l くn ニ 5 2I で あ っ た
．

2 ． O H E 3 は 妊娠 15 週頃か ら次第 に増加 し
， 3 0 週以後急激な増加を示 した ． E l ，

E 2 ，
E 3 は妊娠中期よ り後期に か けて 次第に 増加 した が E 3 に お い て は 30 週 以後 そ の 増加は著明で あ っ た

．

E l
，
E 2

お よ び E 3 の 2 － O H E 3 に 対す る比 は妊娠 の 進行と とも に 増加し た ．
こ の よう に 妊 娠の経過 に お い て2 ．

0 批 3 の 増加率が 低い こ とは 2 － O H E 3 の 代謝が きわ め て速い 事 に よ る と考え られ る ． 本研究は 2 － O H E 3 の 血

祭中濃度を R工A で 測定 した最初の 報 告で ある ． 最近 の 研究に よれ ば カ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン はプ ライ マ

リ ー

エ ス ト ロ ゲ ン の 単なる代謝産物 で はな く， それ 自身に 強力な生物学的お よび 内分泌学的活性 を有す

る こ と が示 唆さ れ て い る ． し たが っ て カ テ コ
ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の RI A は こ の 独特な エ ス トロ ゲ ン代謝産物

の 生理 的役割を明 ら か に す る上 で 重要 な方法に なる と思わ れ る
．

K e y w o r d s r a di oi m m u n o a s s a y ，
2 －h y d r o x y e s t ri ol

，
C at e C h ol e s t r o g e n

，

e st r o g e n
， p r e g n a n C y

エ ス ト ロ ゲ ン の A 環の 2 ま た は 4 位が 水酸化さ れ

たカ テ コ ー

ル エ ス ト ロ ゲ ン は プ ラ イ マ リ
ー

エ ス トロ ゲ

ンで ある エ ス ト ロ ン く鋸 ，
エ ス トラ ジオ

ー ル くE 21 ，

エ ス ト リ オ
L ル ほ 3う の 主 要代謝産 物 で あ る事 は，

G all a gh e r や F i s h m a n ら の グ ル
ー プ に よ り 明ら か に

されて い た が
1 ト刃

，
そ の 生理 的意義に つ い て は必 ず し

も 明 らか で はな か っ た ． しか し
，
近年カ テ コ

ー ル エ ス

ト ロ ゲ ン が カ テ コ
ー ル ア ミ ン の 主 要代 謝酵素で ある

C a t e Ch oト0 －

m e th ylt r a n sf e r a s e tC O M TJ お よ び ty r o
－

Si n e h yd r o x yl a s e の 強力な抑制物質であ る こ と5 ト 9，
，

プ ロ ス タ グラ ン ディ ン げG J の 合成を促進し代謝を抑

制 する こと
川 11 1

，
ゴ ナ ド トロ ピ ン お よ びプ ロ ラ ク テ ン

A bb r e vi a ti o n s ニ B S A
，
b o vi n e s e r u m alb u m in I D C C

，
d e x t r a n c o a t e d ch a r c o al ニ E l ， e St r O n e ニ

E 2 ， eS t r a di ol ニ E 3 ，
e S t ri o1 3 M C R

，
m e t a b olic cl e a r a n c e r a t e 三 2 v O H E l ，

2 － h y d r o x y e s t r o n e I 2 －

O H E 2 ，
2 － h y d r o x y e st r a di ol ニ2 － O H E 3 ，

2 －h y d r o x y e s t ri ol ニ P B S
， p h o s p h at e b uff e r w it h s ali n e 3

P G
， P r O St a gl a n d in i RI A

，
r a di oi m m u n o a s s a y 三 S ． A ．

，
S p e Cific a c tiv it y ．



3 3 0 堀

刺激 と抑制機序に 関与す る こ と
1 2 ト 瑚

を示 唆す る報 告

が相次ぎ
，

カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の 生理 的意義が 注

目 され る よう に な っ た ． こ の 意味で カテ コ ー ル エ ス ト

ロ ゲ ン の 正 確な血中， 尿中， 組織 内レ ベ ル を知 る こ と

は きわ め て重要な問題 であ り ， 近年 その 一 つ の 方法と

して血中お よ び尿中2 ． h y d r o x y e s tr o n e く2 － O H E ll，
2 －

h yd r o x y e st r a d i o l く2 ． O H E
2I の 特異 的で感 度の 良い ラ

ジ オイ ム ノ ア ツ セ イ くR王Aう が報告さ れ た
20 ト 2 引

一 方 プ ライ マ リ
ー

エ ス トロ ゲ ン である E l ，
E 2 ，

E 3 は

妊娠時に は その 経過と と も に 著増 し， 末期に は尿 中の

E l ，
E 2 は非妊娠貴体期の 1 00 倍，

E a は 1
，
0 00 倍 に も 達

す る ． 特 に E 3 は
一 般 に は E l ，

E 2 の 代謝産物で あ るが
，

妊娠時 に は主 に胎児 一 胎盤系で 生成 され
， 母体血中に

移行 し尿中に 排泄 され る ． した が っ て E 3 の 生成 と排泄

に い た る ま での 系は 仁胎児 ． 胎盤 ユ ニ
ッ トJ を構成要

素とす る妊娠状態 その も の で あり ， 臨床的に は E 3 の 尿

中濃度 は胎児 一 胎盤 一 母体機能の 総合的指標 と な っ て

い る ．

本研究で は
，

E 3 よ り生成 され る カテ コ ー ル エ ス ト ロ

ゲ ン で ある 2 －h yd r o x y e s tri ol く2 － O H E ，1 の 特異的で 感

度の 良い RI A を開発 し
，

こ の方法 で 正常妊婦血中濃度

を測定 し， 同 一 検体に おい て プライ マ リ
ー

エ ス トロ ゲ

ン で ある E l ，
E 2 ，

E 3 を同時測定 し比 較検 討 を行 っ た の

で報告す る ．

対象お よ び方法

工 ． 対 象

血圧， 検尿 な ど理 学的，
一 般臨床検査 に 異常の ない

こ と を確認 した 20
－

4 0 歳 の 正 常男子 ，黄体期女子 お よ

び 正常妊婦を対象と し ， 午前 8 時か ら 10 時の 間に 肘静

脈よ り ，
E D T A

， ア ス コ ル ビ ン 酸加 真空採血管に 採血 ，

直 ち に 冷水 中で 冷却後冷却 遠心 し た
．

血 蒙 は測 定ま

で － 2 0
0

C に 凍結保存 した ．

H ． 各種 エ ス ト ロ ゲ ン の 測 定方法

1 ． 溶媒 ， 試薬

溶媒 はす べ て和光純薬社製 を用 い
，

エ タ ノ ー ル
，

エ

チ ル エ
ー

テ ル は特級 を，
ベ ン ゼ ン

，
メ タ ノ ー ル

， 酢酸

エ チ ル はク ロ マ トグラ フ用 を その まま使用 した ． アス

コ ル ビン 酸，
C h a r c o a lくN o ri t A l は和光純薬， d e x t r a n

お よ び b o v i n e
－

y
－ gl o b uli n は 生 化学 工 業，

S e p h a d e x

L H － 20 は P h a rm a Ci a 社よ り購 入 し， その ま ま純化せ

ず に使 用 し た
．

E l ，
E 2 ，

E 3 の純 晶 は S ig m a 社よ り購入

し純化せ ず使用 し た ． 2 ． O H E ，は S t u b e n r a u c h ら
261の

方法に て次の よう に 合成 した ． ま ず E 3 の 2 位 を ニ ト ロ

化 し
，

ニ ト ロ 基 を還元 化の の ちオ ル ソ ア ミ ノ フ ェ ノ ー

ル に相当す る部分を逆酸化法 に より オ ル ソ ジオ キ シ ベ

ン ゼ ン に 変換 し
，

その 部分 を還元 化 する こ と に より 2 －

O H E 3 を合成 し
， 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー に て精製し

た ．

E2 ，
4

，6 ，7 －
3
HコE l くS p e Cifi c a c ti v i ty ，

S ． A －
，
8 8 ．5 C iJ m 叫．

E2 ，
4

，
6

，
7 －

3
H コE 2 くS ．

A －
，
1 1 0

．O C il m M J ， E2 ，4
，
6

，
7 －

3
Hj E a

くS ． A ．
，
9 0 ．O C iJ

l
m M J は N e w E n gl a n d N u cl e a r 社より

購入 し た ． E6
，
7 －

3
Hコ2 － O H E 3 はJ elli n c k ら

2 7
切 方法に従

い
， 仁6

，
7 －

3
HコE 3 くS ．A ．

，
5 8 ．O C iノm M

，
N e w E n gl a nd

N u cl e a r 社I より合成 し た ． す な わ ちE
3
HコE 3 を N A D H

存 在 下 に 0 ． 1 M T ri s
－ H Cl 緩 衝 液 中 で m u sh r o o m

t y r o si n a s e くSi g m a 勧 と 反応さ せ て合成 し
， S e ph a

．

d e E L 廿2 0 カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に て 精製した
．

ア ス コ ル ビ ン 酸緩衝液 くp H 7 ． 4う は K o n o ら
23
切 方

法 で
，

0 ．0 1 M 燐酸緩衝液 くp H 7 ． 4
， ph o s p h at e b uff er

W i th s ali n e
，
P B Sl は N i sh i n a ら

2 81
の 方法で 調製した ．

R I A の標 識抗 原の 結合 型 と遊離 型 の 分離 に はd e x t ．

r a n c o a t e d c h a r c o al のC CJ 懸濁液 を攫拝 しながら使

用 した が
，
2 － O H E 3 で は ア ス コ ル ビ ン 酸緩衝液に

，
また

E l ，
E 2 ，

E ，で は P B S に
，

そ れ ぞ れ ch a r c o al 0 ．6 25％
，

d e x t r a n O ．0 6 2 5 ％の 割合 で加 えた もの を用 い た
．

2 ． 各種 エ ス ト ロ ゲ ン に対 す る抗血 清

二り 2 － O H E 3 に対 す る抗血清

抗 2－O H E 3 血 清 は す で に 報 告期
し た よ う に

，
2 ．

O H E ，
－ 6 －く0 －

C a rb o x y m e th ylI o xi m e － b o v i n e s e r u m

al b u m i nくB S AJ c o nj u g a t e を家兎 に免疫 し て得られた

も の で RI A に はア ス コ ル ビ ン 酸績衝 液で 5 ， 0 00 倍に

希釈 して使用 した
．

2 う E ．
，
E 2 ， E 3 に対 す る抗血清

抗 E l ，
E 2 ，

E 3 血清 は S t e r a r oid s 社 よ り購 入 したE l ，

E 2 ，
E ，

－ 6 －く0 －

C a rb o x y m e th ylJ o x i m e － B S A c o nj u g a te

を家兎に 反 復免疫 して作製 した ．
こ の 血 清 を凍結乾燥

して 保存 し
，

R I A に は E l は0 ． 2 7 m g ，
E 2 は0 ． 17 m g ，

E
3 は 0 ． 2 5 m g を1 0 0 m l の P B S に 溶解 して 使用 した

．

3 ． 各種 エ ス トロ ゲ ン の 抽 出

い 2 － O H E 3 の 抽 出

2 － O H E 3 の 抽出に は 2 m l の 血 祭 を用 い
，

回収率測定

用 仁
3
Hコ2 － O H E 3 を 6 0 0 c p m 加 え，

1 5 m l の 酢酸エ チル

で 抽出し た ． 抽出液 は 4 5
0

C 以下 の 水浴 中，
窒素気流下

に て 乾 固した
．

2 う E l ，
E 2 ，

E 3 の 抽出

E l
，
E

2 ，
E ，の 抽出に は血 祭0 ． 1 －0 ．5 m l を用 い

，
回収

率測定用 E
3
HコE l ， 亡3 H コE 2 ， 仁3 EコE 3 を そ れ ぞれ 1 ．00 0

c p m 加 え
，

エ チ ル エ
ー

テ ル 6 m l で 2 回 抽出し
，
5 0

0

C 以

下の 水浴中 で 窒素気流下 に 乾回 した ．

4 ． 各 種 エ ス ト ロ ゲ ン の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ

フ ィ
ー

い 2 － O H E 3 の カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

2 － O H E 3 の 抽 出分離の 概略 は図1 に 示 した よう に
，分



2－O H E
3 の R王A お よ び正常妊 婦血中濃度 の 測定

P l 掴 m さ 2 M l

A d d 8 此 c p m
l H － 2 － O H 亡き

E xt r 8 らt W l t h 15 m 暮 せt h y l ■G et at e

C モn t r け u g e d 虞t 2 ．0 00 rp m ノ5 m l n

C o 仙 m n c h r o r n at o q r 叩 h y

S 印 h 8 d e x L H － 2D く0 ．6 x 13 c m l

E l 鵬 e d w lt h b e n 王e nモ ノm e t h ヰn Ol く89 ニ l り

さa t U r 8t e d w l 仙 さ S e O rb j c ■C l d

D ry e l u 8t e d n d a d d D ．5 m l et h a n o l

0 ．3 m 1 0 ．l m l

R a d王Oi m n l U n O a S S a y E st i m at e 代 G O V e r y

Fi g ． 1 ． E x t r a c ti o n a n d p u rifi c a ti o n o f 2 － O H E 3

fr o m pl a s m a ．

E 2 ，
2 －O H E l

且
tl －00 0

1 0 20 3 0 4 D

E l u t i o n V o l u m e くm り

50

Fi g ． 2 ■ E l u ti o n p a tt e r n o f E
3
Hコst e r oid s ． 仁3 H j E l ，

亡S
H j E 2 ， E 3 HコE

3 ， E
3
Ilコ2 － O H E l ， F

3
Hコ2 － O H E 2 a n d

E 3 Hコ2 － O H E 3 W e r e a p pli ed t o S e p h a d e x L H －2 0

C Ol u m n く0 ，6 X 1 3 c m J a n d el u t ed w ith b e n z e n eノ
m eth a n o l く89 ニ1 1

，
S a t u r a t e d w ith a s c o r bi c a cidl ．

3 3 1

離 に は S e 如ad e x L H － 20 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー

を使用 した
．
S e ph a d e x L H －2 0 は ベ ン ゼ ン ニ メ

タ ノ ー ルく89 二1い で
一

昼 夜膨潤さ せ た後， 内径0 ． 6 c m

の カ ラ ム に 高さ 13 c m ま で 充填 した ． 溶出溶媒 はア ス

コ ル ビ ン酸飽和 ベ ン ゼ ン ニ メ タノ ー ル く錮 二11う を使

用 し
，
カ ラ ム は使 用前 に 溶出溶媒 に て 充分 に 洗浄 した ．

そ し て抽出乾固し た試料を 0 ．2 m l の溶出溶 掛 こ溶解，

カ ラム に の せ
， 括栓 を開い て 吸着さ せた ． 同様の 操作

を 2 回繰 り返 した後， 溶出溶媒で 溶出した ． 溶出曲線

は図2 に 示 したが
，
2 ． O H E 3 は他の 近縁ス テ ロ イ ドか ら

完全 に 分離 さ れ 2 － O H E 3 分画と し て 28
－

4 2 m ユ を使 用

した
．

2 － O H E a 分 画は乾固後0 ． 5 m l の エ タ ノ ー ル を加

え溶解
，
0 ． 1 m l を回 収率測定用 に

，
0 ， 3 m l を R工A に 使

用 し た ．

2 J E l ，
E 2 ，

E 3 の カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

E
l ，

E 2 ，
E 3 の 抽出分離の 概略は 図3 に 示 した

． S e ph a
－

d e x L H t 2 0 を溶 出溶媒 で あ る ベ ン ゼ ン ニ メ タ ノ ー ル

く9 二 1 I で 一

昼 夜膨潤させ た後， 内径0 ． 8 c m のカ ラ

ム に 高さ 10 c m ま で 充填 し， 2－O H E 3 と同様の 操作 に

て E l ，
E 2 ， E 3 を溶 出分 離 した

． 溶出曲線は 図4 に 示 し

た ． E l ，
E 2 ，

E 3 の 分画と して そ れ ぞれ 4 － 8 m l
，
1 0 －

1 5

m l
，
2 5 －35 m l を使用 した ． 各分画は乾国後 0 ． 7 m l の

エ タ ノ ー ル を加 え溶 解
，
0 ， 1 m l を 回 収率測定用 に

，

R工A に は 妊 娠前期 は 0 ■ 3 m l
， 中期 は 0 ． 2 m l

，
後期 は

0 ．1 m l を使用 した
．

5 ． 各種 エ ス トロ ゲ ン の R工A

R I A の 概略 は図5 に 示 した よう に
， 援衝液 と して 2 －

O H E
3 測定に はア ス コ ル ビン 酸緩衝液を

，
E ． ，

E 2 ，
E ，測

定 に は P B S を用 い た以 外 はす べ て 同様の 方法 で行 っ

た ． 試料あ るい は 各濃度の 非標識 ス テ ロ イ ド0 ． 1 m l に

約 8 ，00 0 c p m の E
3
Hj s t e r oi d O ． 1 m l と 0 ．5 m l の希釈

P l a さ m t 8 ．l m l
－

8 ．5 m l

A d d l ．8 88 c p m J H
－

E st r o g e n

E x t r a ct w l t h 6 m J et h y l et h e

C e nt rI f u g e d 8 t 2 ，800 r p m ノ ほ m i n

C o 仙 m 員 c h r o m at o g r a p h y

S e p h a d e x L H －

2 0 川 ．8 X 10 c m J

E 山t e d w 圧 h b e n ヱe n e ノ m e t h a n o l く9 ニ り

D r y モ I u a t e a n d a d d O ．T m l et h a n o l

0 ． ト 0 ．3 叫 0 ．1 州

R a d i o i m m u n o a s s さy E s t 血 at e r e c o v e ry

F i g ． 3 ． E x t r a c ti o n a n d p u rifi c a ti o n o f E l ，
E 2 a n d E 3

f r o m pl a s m a ．
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E 山ti o n V o 暮u m e くm り

Fi g ． 4 ． El u ti o n p a tt e rn O f E
3
Hコe st r o g e n s ． 仁

3
HコE l

，

仁
3
HコE

2 a n d 仁
3
HコE 3 W e r e a P pli e d t o a S e ph a d e x

L H －2 0 c ol u m n く0 ．8 X l O c m l an d el u t ed w ith

b e n z e n el m eth a n o l く9 ニ1J ．

0 ．1 m l S t a n d a r d o r S a m p J e

O ． 5 m l A n t i b o d y

O ．1 m t ヨH － S t e r oi d

上
I n c u b at e d o v e r n i g h t a t 4

0

C

上
A d d O ．3 m J D e x t r a n

－

C O a t e d c h a r c o a I

上
C e n t r i f u g e d a t 3 ，000 r p m ノ10 m i n

土
0 ．5 m J S u p e r n a t a n t

読 n t

Fi g ． 5 ． S c h e m e f o r E l ，
E 2 ，

E 3 a n d 2 － O H E 3 r a di o
．

i m m u n o a s s a y s ．

抗血 清を加 え て混 机 4
0

C で
一 夜反応 させ た後水冷し

なが ら D C C 懸濁頼 0 ． 3 m l を加 え擾拝後 10 分間静覆

し， 3 ，
0 0 0 r p m で 10 分間冷却遠心 した

．
上 宿0 ．5 m l を

液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 用 ミ ニ バ イ ア ル に 移 し
， 液体シ

ン チ レ ー シ ョ ン 液 0 ． 6 m l を加 え て 攫拝後放射能を測

定 した
．

成 績

工 ． 各種 エ ス ト ロ ゲ ン の 測 定方法 の 検討

1 ． 2 － O H E a の 測定方法の検討

い 2 ． O H E
3 の S e p h a d e x L H － 2 0 カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ ー に よる 分離

2 － O H E 3 の 近縁 ス テ ロ イ ドか らの 分離を検討 するた

めE
3
HコE l

，
亡3 HコE 2

，
仁3

HコE ， ，E
3
H コ2 － O H E l ，亡

3
Hコ2 － O H E 2 ，

E
3
H コ2 － O H E ，そ れ ぞ れ 約 10

，
0 0 0 c p m を 混 合 し

，

S e p h a d e x L H － 2 0 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー による

分離 を み た
． 溶 出パ タ ー ン は図 2 に 示 す よう に

，
2 ．

O H E 3 は他の 近縁 ス テ ロ イ ドと は 溶出速度 の 違い で分

離す る こ と が で き た ．
2 － O H E 3 の血 費か ら の 抽出よりカ

ラ ム に よ る 分離 まで の 操作 に よ る 回 収率 は52 ．2 ％よ

り 84 ． 4 ％の範 囲で 平均 66 ． 4 士6
．

． 2 ％くn こ 1 0 71 で あっ

た
．

2 I 抗2 － O H E 3 血 清の 特異性

抗 2 ． O H E 3 血 清の 特異性に つ い て 検 討す る ため各種

ス テ ロ イ ドお よび カ テ コ ー ル ア ミ ン に 対す る交叉率を

測定 し， すで に報告29I
した ． 2 － O H E 3 との 結合を 100％

とす る と
，
2 ． O H E

2
2 ． 4 ％，

2 ． m e th o x y e st ri o1 4 ． 4 ％
，

E ， 4 ． 3 ％
，
4 －h yd r o x y e s t ri o1 3 ． 1 ％と若干高 い 交叉率を

示 した が ， 他 の近 縁 ス テ ロ イ ド化合 物と の 交叉 率は

1 ％以 下で あ っ た
．

C 1 9
－

St e r O id お よ び C 21
－ St e r Oid

，
カ

テ コ
ー ル ア ミ ン とは全 く交叉 を示 さな か っ た ．

3 I 2 － O H E 3 の R I A に お け る標準曲線

2 － O H E 3 の R工A に お い て非標識抗原 を 0 と した時，

8
，
0 0 0 c p m の 標識抗 原と の 結合 が 50 ％ で ある 抗血清

の 希釈度は 5
，
0 0 0 倍で あっ た

． 同希釈度の 抗血清を用

い て作製 した標準曲線 を図 6 に 示 した ． 非標識の 抗原

を 0 と した時 の標識抗原の 結合塾 の 計数を B o ，

一 定量

の 非標識抗原 を加 えた時の 標識抗原の 結合型 の 計数を

B
， 標識抗原の 非特異結合の 計数を N とす る ．

この 隠

B － N I B 。
－ N の パ ー セ ン ト をl o git 変 換 し縦 軸 に

，
2 －

O H E 3 の 量 を p g 単位で l o g 変換 し横軸に とり グラフ

に あ らわ す と
，

1 0 p g か ら 1
，
0 0 0 p g の 範囲で直線性を

示 し
，

こ の 範 囲で 定量可 能 で あ っ た
．

4 1 2 － O H E 3 の R I A に お け る pl a s m a bl a n k 値

健 常成 人 女子 よ り 得 た 血 焚 を ch a r c o al 処理 して

s t e r oid f r e e pl a s m a を作製 し
， pl a s m a b l a n k を測定

した ． 本測定法 に よ る全操作 の pl a s m a bl a n k 値は10



2－O H E
3 の R工A お よ び正 常妊婦血 中濃度の 測定

回の 測定で す べ て 20 p gノm l 以下 であ っ た ．

5 I 2 － O H E 3 の R工A の 確度

健常成人 男 子血 寮に 20
， 5 0 ， 1 0 0

，
2 0 0 p gノm l の 2 －

O Ii E 3 を加 えて 全測定操作 を行 い
， 本測定 法の 確度 を

検討した ． 結果は図 7 に 示 すよ う に
， 回収率 は 114 ． 3 士

12 ． 8％と良好で あ っ た
．

6 I 2 － O H E ，の R I A の 精度

本測定法の精度の検討 はほ ぼ 50
，
1 0 0

，
2 0 0 p gノm l の

濃度の血 栄を各々 4 回測定す る こ と に よ り 行っ た
． そ

れ ぞ れ の 濃度 に お け る ア ッ セ イ 間 の 変 動 係 数 は

18 ．5 ％， 2 0 ． 7 ％， 8 ． 5 ％ で あ っ た ．

2 ． E l ，
E 2 ，

E 3 の 測定方法の検討

1 1 E l ，
E 2 ，

E 3 の S e ph a d e x L H ．2 0 カ ラ ム ク ロ マ ト

4 1 0 2 0 40 1 00 200 40 8 1 0叫

2 － O H E 3 くp g J

Fi g ． 6 ． S t a n d a rd c u rv e f o r 2 － O H E 3 0 n a l o g －l o gi t

tr a n sf o r m a ti o n ． B o ，
r a di o a c ti vi t y くc p m J o f b o u n d

F
3
Hコ2 － O H E 3 W h e n c o ld 2 － O H E 3 W a S n O t a d d e d s

B
，
r a di o a c ti v it y くc p m J o f b o u n d E

3
Hコ2 － O H E

， W h e n

V a ri o u s a m o u n t s o f 2 － O H E 3 W e r e a d d ed ニ N
，

r a di o a c ti vit y くc p m l o f n o n s p e cifi c b o u n d E
3
Hコ2 －

O H E 3 ．

3 3 3

グラ フ イ
一

に よる 分離

E l ， E 2
，
E 3 の 分離を検討す る た め仁3

HコE l ，E
3
HコE 2 ，E

3

Hj E 3 そ れ ぞ れ 約 200
，
0 00 c p m を 混 合 し， S e ph a d e x

L H －2 0 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ る 分離 を み

た ． 溶出パ タ ー ン は 図4 に示 す よ う に
，
E l ，

E 2 ，
E 3 は溶

出速度 の 適い で分離す る こ とが で き た ． E l ，
E 2 ，

E 3 の 血

祭か ら の 抽出よ りカ ラ ム に よ る分離まで の 操作に よ る

回収率 は
，

E l は 9 4 － 5 士8 ． 9 ％
，

E 2 は 9 2 ． 5 士7 ． 6 乳 E 3

は 81 ． 2 士7 ． 9 ％と良好で あ っ た ．

2う 抗 E l ，
E 2 ，

E
3 血 清の 特異性

2 0 50 100 200

2 － O H E さ A d d e d － p g

F i g ． 7 ． V al u e s m e a s u r e d w h e n v a ri o u s a m o u n ts o f

2 － O H E 3 W e r e a d d e d t o th e p o ol ed pl a s m a o f a d u lt

m e n ． E a c h p oi n t i n di c a t e s m e a n 士S ． D ． T h e

n u m b e r o f d e t e r m i n a ti o n i s sh o w n i n p a r e n th e s e s ．

S l o p e o f r e g r e s si o n li n e i s O －9 6 w ith a in t e r c e pt of

32 ．6 p gノm l ．

T a bl e l ． P l a s m a c o n c e n tr a ti o n o f 2 － O H E 3

2 － O H E 3 くp gノm り
R a n g e

くM e a n 士 S D ．I

M e n

N o n p r e g n a n t w o m e n

P r e g n a n t w o m e n

l s t tri m e s t e r

2 n d tri m e s t e r

3 r d tri m e s t e r

21 ．2 － 28 ． 7
く2 5 ．4 士 2 ． 71

20
，
1 － 29 ． 8

く2 4 ． 4 士 3 ．
71

2 4 ． 0 － 7 1
． 0

く4 8 ． 2 士 1 8 ． OI

2 6 ． 0 － 1 47 ． 0
く81 ．0 士 32

． 8う

66 ．1 －

31 0 ． 0
く1 5 8 ．3 士 6 6 ． い



3 34 堀

抗 E l 血 清 の E 2 ，
E 3 と の 交叉 率 は そ れ ぞ れ 2 ． 4 ％，

0 ． 1 ％以 下， 抗 E 2 血 清 は E ．，
E 3 と そ れ ぞ れ 0 ．9 ％，

0 ． 2 ％， 抗 E 3 血清は E l ，
E 2 と それ ぞ れ 0 ． 1 ％以下

，
0 ． 2 ％

の 交叉率で あ っ た ． ま た C． ，
． お よび C 21

－

St e r O id と の 交

叉率は す べ て 0 ． 1 ％以 下で あり
，
W ri gh t ら

3Olの 報告と

同様に きわ めて高い 特異性 を示 した ．

3 1 E l ，
E 2 ．

E ，の RI A の標準 曲線お よ び Bl a n k 値

す べ て 2 ． O H E 3 の R I A と 同様 に 検討した
． 標準曲線

は 4 p g よ り 1
，
0 0 0 p g の 範 囲で直線性 を示 し

，
こ の 範

囲で 定量 可 能 で あ っ た ．
B l a n k 億 は 4 p gl mi 以 下 で

あ っ た
．

4 1 E ． ，
E 2 ，

E 3 の R I A の 確度と精度

確度 を検 討す る た め行 っ た 回収 率は E l ，
E 2 ，

E 3 そ れ

ぞれ 98 ． 6 士3 ． 3 ％
，
1 0 1 ． 3 士5 ． 6 ％

，
9 8 ． 1 士6 ．2 ％と良好

で あ っ た ． ア ツ セ イ 内の 変動係数お よ び ア ッ セ イ 間の

変動係数は それ ぞ れ
，
E ．は 5 ． 0 ％と 8 ．9 ％

，
E 2 は 6 ． 9 ％

と 11 ． 3 ％， B は 8 ．0 ％ と 13 ．5 ％であ っ た ．

工王． 血 紫中の 各種 エ ス ト ロ ゲ ン の 定量

1 ． 男子 お よび 非妊婦の 2 － O H E 3 の 定量

健常 男子 お よ び非妊 婦の 血 祭 中2 － O H E 3 値 は衰 1 に

示す よ う に 男子 で は21 ． 2 －28 ．7 p gノm l で 平均 25 ． 4 士

2 ．7 p gノm l くn ニ 4う， 女子 黄体期 で は 20 ． 1
－

2 9 ．8 p gノ

2 ． 妊 娠の 経過 に お け る 2 ． O H E 3 お よ び E l ，E 2，
E

3

の 定量

血 祭中2 － O H E 3 を妊 娠 の 経過 で み る と 表 1 に 示 すよ

う に 妊 娠 初 期 で は 24 ． 0
岬

7 1 ． O p gノm l で 平 均48 ．2 士

1 8 － O p gノm lくn ニ 8 l ， 中期で は 2 6 ． O M 14 7 ． O p g J m l で

平 均81 ． 0 士3 2 ．8 p gl m l く n ニ 38l
，

後 期 で は66 ．1 －

3 1 0 － O p gl m l で 平均 1 58 ．3 士6 6 ． 1 p gl m lくn ニ 52J と妊

娠 の 経過 と と もに 増加 した
．

個々 の 妊 婦 に つ い て妊 娠の 経過 を追 っ て 測 定した

E l ，
E 2 ，

E 3 お よ び 2 － O H E 3 値を 図 8
，

9
，
1 0

， 1 1 に 示し

た
．
E l ，

E 2 ，
E 3 値は と も に 15 週頃よ り次第 に 増加し

，
さ

らに E 3 値 は 30 週前後 よ り著増す る傾 向 を示 したが
，

こ の 結果 は C o h e n ら3 11
，

D e h e rt o gh ら3 2J の 報告と同

様 で あ っ た ．

一

九 2 t O H E 3 は1 5 週 頃よ り徐々 に増加

し， E ユと 同様 30 週以 降著増 する傾 向を示 した ． 妊娠各

期 に お ける E l ，
E 2 ，

E
，
の 2 － O H E

3
に 対す る比 を表2 に

，

個々 の 妊 婦 に お い て 妊 娠 の 経過 を追 っ て み た E 3ノ2 ．

O H E 3 比 を 図12 に 示 し たが ，
い ずれ も妊娠の進行と共

に 上 昇 し 2 － O H E 3 の 増加 率が E ． ，
E 2 ，

E 3 の 増加率より

も小 さ い と い う結果 で あ っ た
．

考 察

m l で平均 24 ．4 士3 ．7 p gl m l くn ニ 5 I で あ っ た ． カ テ コ
ー ル エ ス ト ロ ゲ ン は芳香 A 環 の C －2 あるい

二
E
く

空
こ

－

皇
室
芝

u
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2 － O H E 3 の R I A お よ び正常妊 婦血 中濃度の 測定

はC－4 位の 水 酸 基 がき わ め て 不 安定で ， 容易 に 酸化さ

れ る こ と か ら
，

そ の R 工A は き わ め て 困 難 で

Y o sh i z a w a ら
331 に よ り ， 2 ． O H E l の R I A が報告さ れ た

が
一 般化さ れ な か っ た

．
と こ ろ が 最近 抗 原 と して の

s te r oid－p r O t ei n c o nj u g a t e の 合成， 試料の 採取， 抽出，

分離操作や緩衝液 に カ テ コ
ー ル エ ス トロ ゲ ン の 安定化

割として 抗酸化剤，
ア ス コ ル ビ ン 酸が使用 さ れ るよ う

に なり
抑

， その RI A がか なり正 確に で き る よ う に な っ

た．

カ テコ
ー ル エ ス トロ ゲ ン は主 と し て 肝臓 に 存在す る

2 － およ び4 － h yd r o x yl a s e に よ り生合成さ れ
，

そ の ほ か

月払 胎盤， 腎， 筋肉で も 合成さ れ る
3 4 ト 3 71

． なか で も 2 ．

0 日E l が最も 多く， また 生 理 的意義の 検討も 2－O H E ．お

ハ

言
f
こ
ぎ
こ
二
E
コ

J

心
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u
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33 5

よ び 2 － O H E 2 が 主 で あ っ た こ と か ら
， 血中非抱合型 カ

テ コ
ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の RI A は 2 － O H E l ，

2 － O H E
2 を

中心 に 開発さ れ てき た
．

従 来 報 告 さ れ て い る 2 － O H E 1

20 ト 2 封
お よ び 2 ．

0王1 E 2

2 412 5
切 R I A で は 抗 原 と し て 2 － O H E l

． 1 7 －く0 ．

C a r b o x y m e t h yll o x i m e
－ B S A ま た は 2 － O H E 2

－ 1 7 －

h e m i s u c ci n y トB S A を使用 して 抗血 清 を作製 し てい る

こ と か ら， 芳香 A 環の C －2
，
C －3 位に 水酸基を有する カテ

コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン に特異的に 反応 するが
，

D 環の認

識は悪 く
， 抗2 － O H E

．血 清は 2 － O H E 2 ，
2 － O H E 3 と2 0

－

10 0 ％と きわ め て高 い 交叉 率を示 した ． すで に プラ イ マ

リ
ー

エ ス トロ ゲ ン である E l ，
E 2 ，

E 3 で は 6 位 の B S A ．

C O nj u g a t e を抗原と して 作製 した抗血 清が
，

そ れ ぞれ
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3 36 堀

の エ ス トロ ゲ ン に 対して き わ め て高い 特異性を示 す こ

とが 報告 叫 晒 され てお り， 著者の 使用 し た抗 E l ，
E 2 ，

E 3

血清も 同様に き わ めて特異性 の 高い 抗血 清で あっ た ．

こ の点 に 着日 して F ujii ら
3 91は 最近2 － O H E ． ，

2 － O H E 2

の 抗原と して 2 － O H E l
－ お よ び 2 － O H E 2

－ 6 ．く0 － C a rb o x y
－

m e th yll o x i m e
－ B S A の合成 を報告 して い る ． 本研究の

2 － O E E 3 の R I A に 用い た 抗 血清 も 同様 に 2 － O H E 3 牒－

く0 ．

c a rb o x y m e th yll o x i m e
－ B S A を抗 原 と し て作製 し

た も の で あ り ，
2 ． m e th o x y e s t ri ol

，
E

，，
4 － h y d r o x y

．

e st ri 01
，
2 ． O H E 2 と 2 － 4 ％の 交叉 を示 す以 外，

そ の他

の ス テロ イ ドお よ びカ テ コ
ー ル ア ミ ン と の交叉 は 1 ％

以下 と低 く
，
2 － O H E 3 に きわ め て 特異性の高 い 抗血清で

あっ た ． 抗 2 － O H E 3 血清の E 3 と の交叉 は4 ．3 ％と ごく

わ ずか で あ るが ， 妊婦に お け る E 3 血 中濃度 は きわ め て

高く
，
2 － O H E ユ測定に 影響 を与え る こ とが予想さ れ るた

め ， 前処理 と して E 3 な ど近縁 ス テ ロ イ ド と の 分離 を

行 っ た後 ，
2 － O H E 3 の R I A を行 っ た

．

S e ph a d e x L H － 20 は C eli t e と と も に ス テ ロ イ ド の

精製， 分離に 最も繁用 さ れて い るが ，
カ テ コ

ー ル エ ス

1
上

二
E
l

ぎ
U

E
コ
J

心
の

u
鵬

u

O

芯

巴
l

u

む

0

亡

O

U

葛

て
l

の

山

闇

闇

ト ロ ゲ ン の 分 離 に は C h at t o r aj ら
21
りこ よ り 尿 中2 ．

O H E l と 2 － O H E
2
の

， C e c c hi n i ら
2 2l

， K o n o ら
231

によ り

血 簗 2 － O H E ．と 2 － O H E 2 の 分 離 に 使 用 さ れ て い る
．

K o n o ら
23ユ

は 従 来 報 告 さ れ て い た 2 － O H E ．値 が2 ．

O H E l の m e t a b oli c cl e a r a n c e r a t e くM C RJ か ら推定さ

れ る億 よ りも高 い こ と よ り
， 血中の 他の ス テ ロ イ ドま

た は非 特異的な 反応 阻害物質 の R工A へ の 影響を指摘

し，
S e p h a d e x L H － 2 0 カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー

な

ど に よ る試料 の 純化 を強調 して い る
． 著 者は K o n o

ら
2 3I

と同サイ ズの カ ラム に メ タ ノ
ー ル を若干 増や した

溶出溶媒 を用 い る こ と に よ り ，
E

3
お よび 近縁 ス テ ロイ

ドと 2 － O H E 3 を完全 に 分 離す る と と も に
， 良好な回収

率 を得 る こと が で きた ． B l a n k 値 も従来の 報告とほぼ

同
一

レ ベ ル で あり， 添加 回収実験 ， 再現性も良好な満

足す べ き 2 － O H E 3 の R工A を確立 で きた
．

と こ ろ で R 王A に よ る ヒ ト血梁 カ テ コ
ー ル エ ス トロ

ゲ ン の 測定 は
，
Y o s hi z a w a ら

3 3
りこ よ り血祭非抱合型2 －

O E E l の R工A が は じ め て 報告さ れ た 後 7 年 間ま っ た

く報告さ れ な か っ たが
， 最近 B a11 ら

20l
，
C e c c hi ni ら

2 2l
，
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2 － O H E
3 の R王A およ び正 常妊婦血 中濃度の 測定

E o n o ら
23I

，
B e r g ら

2 畑に よ り相 つ い で 報告さ れ た ． 2 －

O H E l の 測定値 に つ い て は
，
Y o s hi z a w a ら

，
B e r g らは

比較的高い 値 を，K o n o らは低 い 値 を，
B a ll らは前 2 者

の中間の 値 を報告し
， 今 だ

一 定の 見解 は得 られ て い な

い
．

また RI A に よ る血 中非抱合型 2 － O H E
2 値 は E o n o

ら
2 引に よ り妊娠後期 を除い てす べ て 10 p gノm l 以 下，妊

娠後期で も 15 士 9 p gノm l の低い 値を報 告 して い る
．

また Ki sh id a ら
頼
も妊娠 前 ． 中． 後期 で そ れ ぞれ 8 ．1 士

1 ．3 p gl m l
，

11 ■ 8 士2 ． 7 p gl m l
，

2 4 ．9 士 7 ． 5 p gl m l と

K o n o ら の 報告よ りも高 い が
，
2 － O H E ．に 比 較 して か な

り低い 値 を報告 し て い る
．

ヒ ト血 襲非抱合塑 2 － O H E 3

の R工A に 関す る報告 は著者の 調 べ 得た範 囲で はみ ら

れず， 本研究が 最初の 報告で ある
． 成人 男子 お よ び非

妊婦 の 2 － O H E 3 値 は 25 ， 4 士2 ． 7 p gノm l お よ び24 ． 4 士

3 ． 7 p gノm l と プ ラ イ マ リ
ー

エ ス トロ ゲ ン である E 3 の

7 －30 p gノm 1
4 1 ト 4 引と ほぼ 同じ血 中レ ベ ル で あ っ た

．
ま

た2 ． O H E l と の 比 較 で は E o n o ら
2 3ユ

と B all ら
抑

の 報

告の中間 の 値 で あ り，
K o n o ら

251
，

K i s hi d a ら
4 01 の 2 一

二
戸
く
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3 3 7

O H E 2 値よ り高値 を示 した
． 例数が少 なく 更 に 多数例

で の 検討が 必要で ある が 2 － O H E l ，
2 － O H E 2 ，

2 r O H E 3 と

も に 男子 お よ び非妊婦 の 血中濃度 は 20 p gノm l あ る い

はそれ 以下とい う低濃度で あり
，

正確 な血 中濃度測定

の た め に は
， さ ら に特異性お よび感度の高い R工A 法 の

開発が 必 要と思われ る
．

妊婦 に お け る 2 － O H E 3 値 は妊娠 の 経過 と 共 に 増 加

し
，
妊娠各時期の 2 ． O H E 3 血中 レ ベ ル は 2 ． O H E

l
と ほぼ

同じ血 中レ ベ ル を示 した
． 個々 の妊婦で の経時的検 討

で は血 中2 － O H E 3 お よびプライ マ リ
ー

エ ス ト ロ ゲ ン で

あ る E l
，
E 2 ，

E 3 値 は 妊娠の 経過と と も に 増加 す るが 個

体差が 大きく， 特 に妊娠後期 に 著明 とな る こ とか ら
，

各 ス テ ロ イ ドの比 較検討 に は個々 の 例で
，

か つ 同 一 検

体で の 測定が必 要と 考え られた
． 著者は個々 の 妊婦 に

て 同 一

検体 で 2 ． O H E ，と E l
，
E 2 ，

E 3 を測定し
， 妊娠の経

過 を追 っ て E l ，
E 2 ，

E 3 と 2 － O H E 3 の比 を検討 した
．
E ，ノ2 －

O E E 3比 は 妊 娠の 進行 と と も に 全例 で上 昇 し，
E

lノ2 －

O H E 3 ，
E 21 2 － O H E ，比 も同様で あ っ た ． 桑原ら 刷 は同 じ
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3 3 8 堀

く 個々 の妊婦 で E． ，
E 2 と 2 ． O H E l ，

2 － O H E 2 を経時的 に

測定し， E l l
1
2 ． O H E ．，

E 2I2 － O H E 2 比 が上 昇す る こ と を

報告し てい る ．
したが っ て カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の

妊婦に お ける血 中演度 は妊娠 の進行 に つ れ てプ ライ マ

リ
ー

エ ス ト ロ ゲ ン と と も に 増 加す る が ，
プ ラ イ マ

リ
ー エ ス ト ロ ゲ ン に 比 べ そ の増加率は小 さい と 考え

られ る ． M e r ri a m ら
4 5J

， K o n o ら
2 引

は 2 － O H E l ，
2 － O H E 2

の 半減 期は そ れ ぞ れ 7 分，
1 1 ． 2 分 と 非 常 に 短 か く

M C R は E ． ，
E 2 ，

E 3 の 約 10 0 倍 と非 常 に 大 き い こ と を

報告 して い る ． また D u n n ら
相
は妊 婦，

非妊 婦共に2 ．

O H E l ，
2 － O H E 2 の テ ス トス テ ロ ン 結合 グ ロ ブ リ ン

， ア

ル ブ ミ ン との 結合率 は E l ，
E 2 よ り低く ， 従 っ て 血中で

は 蛋 白非結合 の 遊離型 が 多い こ と をみ て い る
．

一

方

B a11 ら
4 71

，
A d l e r c r e u t z ら

4 81 頼 は妊 婦尿 中グ ル ク ロ ン

酸お よ び硫酸抱合型 2 － O H E ．お よ び C －2 位が メ チル エ

ス テ ル に な っ た 2 －

m eth o x y e st r o n e の 排泄量は非妊婦

の 20 句 1 0 0 倍に も増加す る こ と を報告 して い る ． これ

ら の 事実 はカ テ コ
ー ル エ ス ト ロ ゲ ンが 血 中で き わめて

T a b l e 2 ． R a ti o s o f E l ，
E 2 a n d E 3 t O 2 － O H E 3 i n s e r u m of n o r m a l p r e g n a n t w o m e n

E II 2 － O H E 3 E 21 2 － O H E 3 E 31 2 － O H E 3

R a n g e R a n g e R a n g e

くM e a n 士 S ． D ．I くM e a n 士 S ． D ．1 くM e a n 士 S ． D J

1 s t tri m e s t e r

3 ． 3
－

4 3 ． 4 3 ．6
－ 4 1 ．6 1 ． 5 州4 ． 6

19 ． 0 士 13 ． 8 くn ニ 5う 23 ．3 士1 3 ．7 くn 二 引 3 ．4 士 1 ． 4 くn こ 3う

2 n d t ri m e st e r

2 1 ． 6 － 15 1 ． 6 23 ．2 －2 4 7 ． 3 7 ． 9 －8 1 ． 1

5 2 ． 6 土2 9 ． 5 くn ニ 2 6J 8 9 ．
4 士 5 3 ．6 くn ニ 2 6I 3 0

． 5 士 1 8 ． 0 くn こ 26J

3 r d t ri m e st e r

2 0 ． 7 －22 3 ． 7 64 ．8 －37 3 ． 2 32 ．6 帽1 9 5 ．6

6 6 ． 4 士4 0 ． 0 くn 二 3 41 1 4 8 ．5 士6 9 ． 0 くn こ 3 4I 8 1 ．8 士 4 0 ． 5 くn ニ 34 プ

n
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2 － O H E
3 の R I A お よ び正常妊婦血中濃度の 測定

速くメ チル 化 また は抱合 をう け て排 泄さ れ る こ と を示

してお り，
プ ラ イ マ リ ー

エ ス トロ ゲ ン に比 較 し てカ

テ コ
ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の 血 中濃度増加率が 小 さ くな る

主因と考え られ た ．

妊婦 に お ける E 3 は非妊婦と異な り
，
そ の 多くが胎児

副腎 で 多量 に 合 成 さ れ る d e h y d r o e pi a n d r o st e r o n e

s ulf a t e よ り胎盤で合成さ れ母体血 中 へ 移行 して い る ．

またカ テ コ
ー ル エ ス トロ ゲ ン の 主要な産 生臓器 は肝臓

とさ れ て い る が胎 盤 も か な り の2 － h y d r o x yl a s e 活性

を有してい る
瑚

． 妊娠時 の 胎盤 での ア ン ド ロ ゲ ン っ エ

ス トロ ゲ ン す なわ ち芳香化の 増大と相ま っ て胎盤で の

2 － O H E 3 を含め た カ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン の 産生 は妊

婦血中カ テ コ
ー ル エ ス トロ ゲ ン 濃度上 昇の かな りの部

分をしめ
， 局所で の 濃度 はよ り 高い と想像 され る ． し

か しカ テ コ ー ル エ ス ト ロ ゲ ン 特 に 2 － O H E l や 2 － O H E 2

の子宮筋細胞質 リセ プ タ 一 に対 する親和性 はプ ライ マ

リ
ー エ ス ト ロ ゲ ン で あ る E 2 の それ に 比 し て 極め て

弱く
50 即

，
プライ マ リ ー エ ス トロ ゲ ン との 血中濃度

の比較か ら考 えて も カ テ コ
ー

ル エ ス トロ ゲ ンが 妊 娠子

宮の 子宮刺激作用 に 重 要な 役を果し て い る と は思 わ れ

ない
．

一 方子 宮を含 めた 生殖系に い わ ゆ る ア ラ キ ドン

酸カス ケ ー

ドの す べ て の酵素が含 まれ ， 多数の P G 関

連物質が産生 され 受 精卵 の 着床か ら分娩に い た る妊娠

のあらゆる過 程 に 重 要な役割を果た してい る こ とが 知

られてい る
． 子 宮 に お け る P G 増加の 主要 因子 は エ ス

トロ ゲ ン で あ るが
5 2I

，
エ ス ト ロ ゲ ン の P G 塵 生 促進は

いわ ゆる古典的 エ ス ト ロ ゲ ン受 容体機構を 介し ない と

いう報告
S 3I 叫 が ある ． 興 味 ある こ と に ラ ッ ト子 宮に お

いても ヒ ト子 宮に お い て も 2 － O H E 2 は子 宮お よ び血 管

収縮性の P G F 2 a を ふ や し， 反 対 に 拡張 性 の 6 ．k e t 。
－

P G F l ぽくP G工
2 の 安定代謝産 柳 を減 じ， そ の 作用 は E 2

より強い と い わ れ
叩

， P G 産 生 に お よ ぼ す作用 の 本態

はエ ス トロ ゲ ン で は な く カ テ コ
ー ル エ ス ト ロ ゲ ンで あ

り， しかも エ ス ト ロ ゲ ン 受容体 を介さ ない レ ベ ル で
，

たと えばそ の カ テコ
ー ル 構造か ら想像さ れ る よう に 各

種P G 合成過程に 必 要 な p e r o x i d a s e に 対 す る 水素供

給体とし て P G 産生 に 重 要な役割を果 して い る こ とが

考えられる
．

こ の よ う に 妊 娠末期 に 急増す る 2－O H E
3

を含めた 2－h y d r o x yl a t e d e st r o g e n が血 管収縮
， 子 宮

収縮や分娩発 来 に局所 ホ ル モ ン と し て 重 要な役割 を演

じてい る こ とが 十分予 想さ れ
， 妊娠 の 継続

， 妊娠中毒

症や分娩発 来機序との 関与 に つ き
， より詳細 な検討が

期待され る
．

結 論

カ テ コ ー ル エ ス トロ ゲ ン の 生理 作用 を解 明 す る 上

で
， 血中濃度の 測定 は重 要な意義を も つ と思 われ る

．

3 3 9

そ こ で 血祭中2 ． O H E 3 の 特異的 R工A を開発 し
， 妊婦の

血 中濃度を測定 した
． 同時に プ ライ マ リ

ー

エ ス ト ロ

ゲ ン で ある E l ， E 2 ，
E 3 を R I A で測定 し

，
2 － O H E

，との 比

較検討を行 い
，

以 下 の 成績 を得 た
．

1 ． 試料 の 純 化法と して S e ph a d e x L H － 2 0 カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

を用 い たが
， 回収率， 分離能と も

に 良好 で あ っ た
．

2 ． 抗 2 ． O H E ，血 清 の 交 叉 反 応 は 2 ．

m e th o x y
－

e st ri ol
，
E 3 ，

4 －h y d r o x y e st ri ol
，
2 － O H E 2 と 2 ． 4

－

4 ． 4 ％ で

あ っ たが 他の ス テ ロ イ ドと は 1 ％以 下で あ っ た ．

3 ． 本 法 で の 測 定 感 度 は 10 p g ，
St e r Oid f r e e

pl a s m a で 測定 した bl a n k 値は 20 p g l m l 以下であっ た
．

4 ． 本法の 精度 と し て の アッ セ イ 間 の変動 係数 は

8 ．5 ％， 1 0 ． 5 ％
，
2 0 ． 7 ％で あ り

，
確度と して の全回収率

は 11 4 ．3 士1 2 ．8 ％であ っ た
．

5 ■ 血 襲中2 ． O H E 3値 は健常 男子 で25 ． 4 士2 ． 7 p gノ

m l くn ニ 4 う
， 非妊 婦 で 24 ． 4 士3 ． 7 p gノm l くn ニ 5 1 で

あ っ た ． 妊婦 で は 妊娠 前期48 ． 2 士18 ． O p gノm l くn ニ

8 J ， 中 期 で 81 ． 0 士3 2 ． 8 p gノm l くn ニ 3 鋸， 後 期 で

158 ． 3 士66 ． 1 p gノm l くn こ 5 2フ で あ っ た
．

6 ． 個々 の 妊 婦 に つ き経 過 を 追っ て 2 － O H E 3 ，
E い

E 2 ，
E 3 を同時に 測定 し， E ．1 2 ， O H E B ，

E 212 － O H E 3 ，
E ，1

2－O E E 3 比 を検討 し た
．
い ずれ も妊娠の 進行と とも に 上

昇 し
，

プ ライ マ リ
ー

エ ス トロ ゲ ン の 増加率 に比 較 し

て
，
2 － O H E 3 の 増加率が小さ い こと が明らか に な っ た ．
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