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　1928年Corner　1）が卵巣黄体は子宮内膜にproge・

stational　proliferationをひきおこすことを家兎を用

いて観察し，この変化を起こさせる物質が黄体にある

ことを報告し2），1929年目arrian　3）が妊婦尿中より

生物学的に不活性な物質を抽出し，1936年Butenandt

4）がこの物質を同定しPregnanediol（以下Pd．と略

す）と命名した．その後，Venningら5）がPd．と黄

体形成との間に相関々係があることを報告して以来，

黄体機能の出線として多くの研究者6）胃13）がPd．の測

定を行なってきた．

　Pd．測定には秤量法5）14）15），比色法6）8）16）卸1s）が応用

されてきたが，近年ではgas－chromatography　lo）19）

を用いた方法も登場してきている．各方法には一長一

短があるが，特別な装置も必要なくしかも少量の尿を

用いることによって測定可能な比色法が現在最も好ん

で用いられている．著者もKlopper一神戸川法に準じ

て産科婦人科領域の尿中Pd．を測定しているが，尿中

ホルモン測定は測定法によってはもちろん，同一方法

でも測定者により差がでる．したがって一人の測定者

の手を決め，その測定法の信頼性を検討した後，測定

値を判定すべきである．それゆえ正常値と一般にいわ

れるものも測定者によって若干の相違が生じるのも当

然のことと思われる．

　今回，著者は測定法の信頼性として，回収率，二重

測定，再現性，実測値と計算値との比較などを用いて

検討し，さらに硫酸呈色反応についての検討も行なっ

たので報告する．

実験材料および実験方法

1．実験材料

　1．装置および器具

　クロマト管：径7．5mm，長さ20　cmで上部に約

30mlの球状のふくらみをもち，先端の径が1mmの

ガラス管．共通共栓三角コルベン1300m1．共通共栓

遠心管：50mlと2001n1．ナス型コルベン：300m1．

分液ロート．振盤装置．ドラフト．分光々度計：日立

101．

　2．試薬および溶媒

　chloroform：1級．　benzene：特級．　ethanol：特

級．H2SO4：特級．　pyridine：特級．無水酢酸：特

級．n－Hexane：特級．20％酢酸液．　acetate　buffer：

無水酢酸ナトリウム5．8gと氷酢酸3．3mlを水で

1βとする（pH　4．5）．4％NaOH液．無水硫酸ナト

リウム：1級．pH試験紙（pH　4．0～5．0）．β一glu・

curonidase：東：京臓器化学製品．　alumina：Woelm

銅製，中性，活性度工．

　3．クロマト用溶媒

　水飽和benzene：benzeneに少量の蒸留水を加え振

面して水を飽和させたもの．0．5％ethanol　benzene

（0．5％E－B）；上述の水飽和benzene　99．5mlに

ethano10．5m1を加えたもの．2％ethanol　benzene

（2％E－B）．　0．2％ethano1－n－Hexane（0．2％E－

nH）．0．5品目thanol－n－Hexane（0．5％E－nH）．

　4．　Standard

　5β一pregnane－3α，20α一dio1，5β一pregnane－3α，

20α一diol－diacetateをそれぞれethanolに50μg／ml

の濃度に溶かしたもの．

皿．クロマト予試験

　1．クロマト管の先端に小脱脂綿球を詰め，先端に

ゴム栓をほどこして水飽和benzeneを球面％程度ま

で入れ，上述のalumina　2gを手早く秤量して入れ

る．ただちにゴム栓をとる．benzeneがaluminaの

上3～5cmに来た時，あらかじめ用意したbenzene

5mlに溶かしてあるstandard　5β一pregnane－3α，

20α一diol約100μgを静かに注ぎaluminaに吸着

させる．benzeneが再びaluminaの上3～5　cmに

来た時，0．5％E－Bを注ぎ圧力を加えることなく展

開，溶出させる．この溶出液を5m1ずつ試験管に約

10本ほど取り，沸騰石を加えてドラフトにて蒸発乾固

させる．

　Studies　on　the　Method　in　the　Determination　of　the　Urinary　Pregnanediol．　Toru
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　蒸発乾固した試験管に濃硫酸1m1を入れて1000C

30分間加熱し，黄色になる部分を見る．この時，例え

ば5本目の試験管から黄色を呈した時，4本目までの

液量すなわち20m1がPd．のpre－wash量と決め
る．

　次いで，同じalumina　2　gを上記と同様にクロマ

ト管に詰め，あらかじめbenzene　5　m1に溶かした

standard　5β一pregnane－3α，20α一dio1約100μgを

静かに注ぎaluminaに吸着させ，　benzeneがalu・

minaの上3～5　cmに来た時，さきに決めた0．5％

E－B液のPd．　pre－wash量（例えば，この場・合20

ml）を注ぎ，展開，溶出の後，　benzeneが再びalu－

minaの上3～5　cmに来た時，2％E－B液を注ぎ

Pd．を溶出させる．展開，溶出液は5mlずつ試験管

に取り，上述と同様に蒸発乾固の後，濃硫酸1m1を

加え100。C　30分間加熱し，黄色になる部分を見る．1

この時，Pd．は2％E－B液のNo．1，2，3の試験管

に出るのが普通である．例えば，これを図示すると下

記のごとくである．

図　1

　0．5％E－B　　　　　　　　　2％E－B

　このようにしてPd．の0．5％E－B液でのpre－wash

量および2％E－B液での溶出量を決定しておく．

　2．Pd．が少量の時は，干渉クロモーゲンのため測

定不能のことがあるので，Pd．をacetylationして

Pd．一diacetateとし，その展開，溶出の条件を変え

て，さらに精製する．　したがってPd．一diacetateの

クロマト予試験も行なっておく．

　同じalumina　2　gを上記と同様にn－Hexaneで

詰め，あらかじめn－Hexane　5　m1に溶かしたstan・

dard　pregnanediol－diacetate約100μgを注ぎalu・

表1．Determination　of　urinary　pregnanedio1

50～100ml．　of　24hr．　urine

　　　　　　adjustment　of　pH．4．5　with　20％CH3COOH，　ad．　4ml．　of
　　　　　　Aceta企Buffer，　ad．β一glucuronidase　300　i．u．／ml．，　incubation
　　　　　↓f・・24h・・at　37．C・・xt・a・ti・n　with　50　ml・・f　CHC1・・

　l
CHC13← CHCI3←
　　　　wash　with　50　ml．　of　4％NaOH，5min．，3times，　wash　with
　　　　50ml．　of　Water，5min．，2times，　evaporation　in　draft　chamber．

　↓

The　crude　urine　extracts

　　　　dissolve　in　10　m1．　of　Benzene，　absorption　in　column　of
　　　　Alumina（A103），　Activiy　I

　↓

：First　chromatographic　analysis
　　　　　　　　　↓

　　1　　　　　　　　　　　！
　0．5％E－B（pre－wash）

↓
Urine

　ad．50ml．

　of　CHCI3
↓
Urine

t
discard

2．0％E－B

Pegnanediol　fraction

　　　evaporate　in　draft　chamber　and　acetylate　with
　　　O．25m1．　of　Acetic　Anhydride　and　O．25　ml．　of
　　　Pyridine，　heating　at　100。C　for　l　hr．　and　dry

　　　in　draft　chamber

　　↓

Second　chromatographic　analysis
　l　　　　　　　l
O．2％E－nH　　　　O．5％E－nH
　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　evaporate　in　draft　chamber，
　　　　　　　　　　　　↓　　　　ad．　4ml．　of　conc．　H2SO4

　　　　　　　　　Colorimetry

米E．B．　（Ethanol　in　benzene）

来E－nH（Ethanol　in　I1－Hexane）
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minaに吸着させ，　n－Hexaneがaluminaの上3～

5cmに来た時，0．2％E－nH液を注ぎ，展開，溶出

させて上記と同様の操作の後，pre－wash量を決め，

次いで0．5％E－nH液を用いて溶出量を決定する．

皿．測定方法（表1）　　　　　　　　　　　　　　L

　1。水　　解

　24時間尿を採尿し尿量を測定し保存ビンに入れて室

温で課存しておく．　この尿の一部50～100m1（あら

かじめPd．が少量と予想される時に100　mlの尿を

用いる）を正確に取り，共通共栓三角コルベン（300

ml）に入れ，これに20％酢酸液を滴下しながらpH

試験紙でほぼpH　4．5に調整する．次いでacetate

bufferを2～3　m1加え，よく振盤し，β一glucuroni・

dase　300単位／mlを加え，充分に振盟混和した後，

37。C恒温室にて24時間incubateする．

　2．抽　　出

　incubateの後，　chloroform　50　mlを加え，栓をし

て振盈装置で5分間振際する．この時，emulsionが

できなければ分液ロートに移し，上部の尿層と下部の

chloroform層に分離される．　emulsionができた時

は，遠心管（200m1）に移し遠心器にかけてemulsion

を消却，上部の尿層のみを再び三角コルベンに取り，

chloroform　50mlを加えて再抽出，さきのchloro－

formと合し遠心器にかけて尿層とchloroform層と

に完全に分離させる．上部の尿層は吸引器で捨てる

（著者の測定の際，ほとんどの例でemulsionができ

た）．残ったchloroform層に無水硫酸ナトリウムを

加え，chloroform層の上部に認められる浮遊物を無

水硫酸ナトリウムに付着させて管底に沈澱させる．

chloroformのみをさきの三角コルベンに移し，沈澱

物をchloroform　10mlほどで洗い，このchloroform

も三角コルベンに移し合す．　にのように浮遊物を除

去しておくと以後の洗浄の際にemulsionができず操

作が容易となる．）

　3．洗　　浄

　4％NaOH液50m1を加え，振盗装置にかけて5

分間洗浄，4％NaOH液は捨てる，これを3回行な

い，次いで蒸留水50mlを加え，同様に5分間水洗，

蒸留水は捨てる．これを2回行なう．最後に無水硫酸

ナトリウムを加えて脱水し，chloroformのみをナス

型コルベンに移し，沸騰石を入れてドラフトにて蒸発

乾固する．かくしてPd．の粗抽出物が得られる．

　4．chromatography

　粗抽出物を水飽和benzene　5　m1にあらかじめ溶解

させておき，　予試験をしたalumina　29を水飽和

benzeneでクロマト管に詰め，　benzeneがalumina

原

の上3～5cmに来た時，粗抽出物を溶解させた

benzeneを静かに注ぎ，さらに容器を水飽和benzene

でゆすぎ，このbenzeneもクロマト管に注ぎ
alumina　5　mlに吸着させる．benzeneがaluminaの

上3～5cmに来た時，予試験で決めたPd．の0．5％

E－B液pre－wash量を静かに注ぎ，　Pd．を展開さ

せ，次いで溶媒液を切らないように2％E－B液溶出量

を静かに注ぎ，この溶出液を共通共栓遠心管（50m1）

に取る．これに沸騰石を入れ，ドラフトにて蒸発乾固

させる．かくして精製されたPd．を得る．

　5．　acetylation

　Pd．が少量であると予想される時は，さらにace－

tylationを行ないPd．一diacetateに変えて，　chro・

matographyを行なって精製する．

　2％E－B液で溶出したPd．　fractionおよびstan・

dard　pregnanediol　50μgに無水酢酸とpyridineの

等量混合液0．5mlを加え，この液で管壁を洗って，

Pd．を管底に集め，ドラフトにて100。Cで加熱しな

がら乾固させる．

　6．second　chromatography

　acetylationした抽出Pd．一diacetateおよびstan－

dard　Pd．一diacetateをn－Hexane　5　m1にあらかじ

め溶かしておき，予試験をしたalumina　2　gをn－

Hexaneでクロマト管に詰め，　n－Hexaneがalumi－

naの上3～5　cmに来た時，抽出Pd．一diacetateおよ

びstandard　Pd．一diacetateを溶解させたn－Hexane

を静かに注ぎ，以下first　chromatographyと同様

に0．2％E－nHで展開，0．5％E－nHで溶出し，こ

れを共通季肋遠心管（501nl）に取り，沸騰石を入れ，

ドラフトにて蒸発乾固させる．かくして，精製された

Pd．一diacetateが得られる．

　7．colorimetry

　chromatographyで得たPd．およびstandard

Pd．50μgに濃硫酸4mlを加え，100。C30分間加熱し

呈色させる．これをspectrophotometerで波長385

mμ，420mμ，455　mμの吸光度を測り，次のAllen

の補正式を用いて補正値を計算し，この補正値より

tota1ρd．量を算出する．　acetylation後のsecond

chromatographyにて得たPd．一diacetateも同様に

波長385mμ，420mμ，455mμの吸光度を測り，　A1・

1enの補正式よりPd．量を算出する．

　　補正値‘E420mμ《E385mμ十E455mμ）×％

　　total　Pd．値　（mg／day）

　　　　　　検体の補正値　　　　　1日尿量
　　　standard（0．05mg）の補正値×測定尿量×0・05
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基　礎　実　験

1．測定法に関する信頼性

　1．回収率
　1）抽出，洗浄によるIoss

　方法：0．9％NaCl水溶液50mlにstandard　Pd．

100μgを加えて抽出，洗浄，乾固し，ただちに硫酸

呈色を行なった．

　結果（表2）：63．9～52．4％，平均57．9±4．56％で

あった．

表　　2

Allen
の補正値 Pd，値

結果（表4）：30，0～56．8％，平均43．9±10．77％で

あった．

Standard

Sample　1

2

385

266

440

415

420

340

458

421

455

206

350

318

104．0

63．0

54．5

100μg

60．6

表　　4

Standard

Sample　1

3

4

334370

430432

273

320

66．5

57．5

mean．

S．D．

2

3

4

385

254

169

420

199

229

251

352

182

217

272

284

455

200

120

142

173

188

Allen
の補正値

125

37．5

46．5

71．0

64．5

mean．

S．D．

Pd．＿di・

aceねte
　値

100μg

30．0

37．2

56．8

52．4

63．9

54．8

57．9

±4．56

51．6

43．9

±10．77

　2）first　chromatographyによる10ss

　方法：ナス型コルベンにstandard　Pd．100μgを

取り，予試験を行なったaluminaにてchromato・

graphyを行なった，

　結果（表3）：72．1～63．9％．平均64．8±4．67％で

あった．

表　　3

　4）去勢寺入尿を用いての回収率

　方法：去勢婦人尿100mlにstandard　Pd．100μg

を加え，β一glucuronidase水解，抽出，洗浄，乾固

しchromatography　1回行なった．

　結果（表5）：sampleより32．7～53．5μg，平均

44．2±7．57μgのPd．が回収され，　contro1に13．4

～19．3μg，平均16．4±2．92μgのPd．が含まれて

いた．したがってその差27．8μgが加えたPd．より

回収されたものである．すなわち回収率は27．8％であ

る．

Standard

Sample　1

2

3

4

385 420 455

266　34d　206

261

255

251

252

285

274

276

290

176

170

168

178

Allen
の補正値

104．0

66．5

61．5

66．5

75．0

mean．

S．D．

Pd．値

100μg

63．9

59．1

63．9

72．1

64．8

±4．67

表　　5

Standard

噌
⊥
　
　
9
臼
　
　
つ
」
　
　
4

轟
轟
純

m
勢
に
0
4
え

血
忌
尿
－
o
加
の

5

6

Control　1
（去勢婦人尿）

　　　　　2

385

266

435

330

270

318

280

330

233

235

420

380

425

345

270

325

285

343

216

212

455

240

290

236

187

216

200

220

150

155

Allen
の補正値

127

62．5

62。0

41．5

58．0

45．0

68．0

24．5

17．0

Pd．値

100μg

49．2

48．8

32．7

45．5

35．4

53．5

19．3

13．4

　3）second　chromatographyによる10ss

　方法：共通共栓遠心管（50m1）にstandard　Pd．一

diacetate　100μgを取り，予試験を行なったalumina

にてchromatographyを行なった．

　2．二重測定

　20例について二重測定を行ない，表6に示すごとく

測定誤差を偏異係数coefficients　of　variationで表

わせば，38．8％であった．一方，20例中いずれかの

Pd．値が1．Omg／dayを越す9例について，その偏

異係数を求めると3．01％であった．
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　　　　　　　　　　　　ノ費

　　　　　　　　　　　　　　　　×100coefficients　of　variation；
　　　　　　　　　　　　Σx1許

d

ユ
　
り
ゐX
X

range，　　n：　number　of　cases，

value　of　first　determination

value　of　second　determination

表6　二重測定

No．

1崇

2

3

4

5

6

7

8

9

10＊

11＊

12＊

13

14

15＊

16

17帯

18崇

19来

20＊

Name

M．S．

S．T．

K．N．

S．F．

R．N．

T．M．

M．1．

K．A．

M．K．

K．M．

Y．H．

M．A．

C．Y．

M．K．

M．M．

Y．H．

T．S．

M．K．

E．K．

A．Y．

Pd．　value（mg）

0．35；

0．ooi

o・％

…5
O．07i

。．。6i

・．・4i

a2・l
：
雰
i

64．7。i

O．ooi

O．96i

O．ooi

O．76i

o・06i

3．701

。．23i

2。．4、i

2．04

0．16

0．08

0．07

0．00，

、0．17

0．04

0．14

0．06

3．44

61．50

1．04

0．00

0．81

3．17

0．00

0．00

1．13

14．71

7．011　　5．64

Range

1．69

0．16

0．17

0．02

0．07

0．11

0．00

0．06

0．00

0．27

3．20

1．04

0．96

0．81

2．41

0．06

3．70

0．90

5．70

1．37

＊Pd．がいずれかの検：体に1mg以上測定さ
　れたもの

　3．再現性
　方法：4例について各24時間尿を採尿し，採尿直後

および2カ月後に測定した．尿はビン詰にして室温に

無処置のまま放置し，2カ月後の測定時，必要量の尿

を取り出す前に尿を充分振盈混和した．

　結果（表7）：採尿直後と2カ月後のPd．値につき

その測定誤差を偏異係数で表わすと5．92％と二重測定

の1mg以上の測定値のそれとほぼ同じであった．

原

表7　採尿後の時間とPd．値の変動

M．N．

Y．H．

A．K．

E．K．

採尿直後

46．10
　　　　mg／day

50．26

1．29

3．00

採　　尿
2カ月後

38．15

mg／day

44．83

0．99

3．81

range

7．95

mg／day

5．43

Q．30

0．81

　4．実測値と計算値の比較

　方法＝妊娠尿を用いて原尿，2倍，5倍，および10

倍の各稀釈尿を作成し各50m1を用いてPd．を測定

した．

　結果（表8）：2倍，5倍，10倍の各稀釈尿の計算

値は原尿の実測値を基に求めた．その一致率（実測値

／計算値×100％）は73～107％であった．

表8　実測値と計算値の比較

原　尿

2倍尿

5倍尿

10倍尿

実測値

7．50mg

3．54

1．09

0．80

計算値

3．75mg

1．50

0．75

一致率

95％

73

107

一致率：実測値／計算値×100％

皿．硫酸呈色反応およびcolorimetryの検討

　1．硫酸呈色反応の時間および温度

　方法：同一ホールピペットを用いて，Pd．50μgを

試験管に取り，濃硫酸4mlを加えて呈色開始し，10

本は室温（21．5。C）に放置し，他の11本は100。C恒

温室に入れ各時間での吸光度を測り，AIIenの補正値

を求めた．

　結果（表9，図2）：室温での呈色反応は経時的に

増心していく傾向が認められる．一方，100。C加熱の

場合には30分が最：強で，以後経時的に減面していく，

24時間後には黒褐色を呈していた．100。C30分間の呈

色は，室温24時間の約2倍の強さの呈色を示めした．

　2．Pd．の濃度差による呈色反応

　方法：試験管に各濃度のPd．を取り，濃…硫酸4m1

を加え，1000C30分間にて呈色後，ただちに冷水にて

冷やし，吸光度を測りAIIenの補正値を求めた．

　結果（表10，図3）：Pd．の濃度と吸光度とは直線

的に比例せず，濃度が高くなるにしたがって吸光度は

強く，Allenの補正値も高値を示した．
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表9　被検体の温度および時間による変動
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　3．高濃度Pd．の稀釈について

　測定の実際において，濃硫酸4m1を加えて呈色さ

せた時，spectrophotometerの吸光度目盛が1000を

越えると読みの上でかなりの誤差が生じる，また時に

は無限木を呈するほどに針の振れることがあり，濃硫

酸を倍数量追加して稀釈せざるをえない時がある．

　方法：各濃度のPd．を試験管に2嘆ずつ取り．　a）

1本はあらかじめ稀釈量の濃硫酸を加えて呈色開始

し，b）他本は呈色終了時濃硫酸を加えて稀釈し，両

者のAllenの補正値を比較した．

AIIenの補正値

　100

50

図4．高濃度Pd．の稀釈

　　　　潔、且a　　　　　　’　　、r．

　，’
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　　　　，’潔鞠一ロー鴫引1’
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0
　50r　　　　100　r　　　150　r　　　200　r　　　250　r　　　300　r

Pd．

表11高濃度Pd．の稀釈

Pd．値

50μ9

100

150

200

250

300

濃硫酸

4m1

8

12

16

20

24

a

385】42・

145

140

135

128

143

130

200

167

175

170

188

185

455

142

110

110

100

110

103

Allenの
補正値

56．5

42．0

52．5

56．0

66．5

68、5

b

385［42・

158

142

140

133

140

145

185

198

175

166

190

207

4551鉗1潴

135

132

113

103

115

132

38．5

61，0

48．5

48．0

62．5

68．5

　結果（表11，図4）：Pd，の濃度が高くなるにした

がって，吸光度はやや強くなるようであるが，aとb

には殆んど差がない．

考 察

　尿や血漿中には各種のホルモンおよびホルモン以外

の物質が多数混在している．したがってその中の単一

のホルモンの定量を行なう場合，purificationと10ss

とがシーソーのように一方に重きを置けば他方が軽ん

ぜられるがごとく，測定上相対立する位置にある．ま

た，ホルモンはその性質上，多すぎても少なすぎても

生体にとっては好ましくなく，常に生体にとって適量

でなければならず，ここにホルモン定量ということが

要求される．ところが，多くの臨床家はその治療面に

おいてホルモン環境が生体にとってhyperfunction

なのかhypofunctionにあるのかを種々の臨床症状か

ら推測しているにすぎないのが現状である．これは種

々の理由のうちでも，とくにホルモン測定には長時間

が必要なためである．ここに定量の簡易，迅速化が要

求される．近年，免疫学の発達により免疫反応を応用

したfnimunoassayが登場し，ホルモン定性および

半定量での簡易，迅速化に多いに役立っている．しか

し，この方法も蛋白体ホルモンにのみ応用できるので

あって，ステロイドホルモンは漸く端緒についたばか

りであって実用化されていない．このようにホルモン

測定にはpurification，　loss，　simplification，　speed

という要求から種々の困難が生じ，各測定者がその中

のどの点に重きを置くかは測定の目的によって決めて

いる．そこに当然，測定者によって測定値に若干の差

が生じることになる．したがって各測定者は自身の正

常値というものをもっていて，それを基準に値を評価

している．また，測定者は自身の測定法がどの程度信

頼できるかを種々の方法で検討し，これを基盤として

はじめてその測定値が生きてくる．

　測定法の信頼性についてSnedecor　20）は二重測定

を，Braunsbergら21）は二重測定，再現性，回収率

等をあげている．一般に多くの研究者は主として回収

率と二重測定とで信頼性を表現している．

　Pd．の回収率に関して，　Klopperら8）は94％，

Talbotら17）は93％，　H：uber　14）は90％，神戸川6）は

82～85％，Watteville　15）は65～70％と報告してい

る．しかし，いずれの研究者もどのような方法で回収

率を得たかは記していない．著者の回収率27．8％はこ

れら研究者の回収率に比らべて著しく低い．この点に

関してStimmel　22）はPd．を尿に1mg以上加えた

時の回収率は110～98％と高く，0．6mg以下加えた時
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は66～14％と著しく低下し，さらに0．2mg以下の時

はspectrophotometerの波長420／410　ratioが1よ

りも小さくPd．と考えられないと述べ，またBrau・

nsb町gら21）は添加したものの濃度が低い場合には

回収率について正しい評価ができないと述べている．

Rogerら7）は胆汁にNa－Pd．を加えた時の回収率は

65～15％（平均40％）1と報告している．このように回

収率の求め方も，その加えたPd．量および何にPd．

を加えたかによって著しく違ってくる．著者の回収率

の低値を検討してみると，抽出，，洗浄のみですでに

57．9％，これが尿を用いればさらに低下するものと考

えられる．ことに尿の場合，emulsionが生じると操

作が煩雑になり10ssも当然多くなる．　Gutermanら

16）は抽出時のemulsionは尿中のアルブミンもしく

は血液が関与している，したがって濾過によってこれ

ら物質を除くか，もしくは洗浄剤の1～2滴を加える

とemulsionが除去できると記している．　Pincus　23）

は用いる溶媒によってemulsionができ易いのとで

きにくいのがあると述べ，Drekterら24）は用いる溶

媒が少量の時はemulsionができるが，大量の時はで

きにくいと述べている．　著者はemulsion除去に第

一回chloroform抽出段階では遠心器を用い，第二回

chloroform抽出後は無水硫酸ナトリウムを加えて脱

水と同時にch至oroform上層に浮遊している物質を無

水硫酸ナトリウムに吸着，沈澱させることによって行

なった．これによって以後のアルカリ洗浄，永洗浄の

際に全くemulsion発生もなく操作が容易であった．

chromatographyは粗飯出物からPd．を純化して取

り出すのに必要な操作で，Huber　14）が初めてこれを

採用したが，彼自身90％の高い回収率を示しながら，

その10％の10ssは避けられない，これはcolumnか

らの溶出が非常に困難なものであるからだと述べて

いる．著者もcolumnだけでも35．2％の10ssを認

めている．column　chromatographyは活性度が高け

れば溶出に時間がかかり，またtailingを生じ易く，

反対に低げれば他の物質との。マ6rlapρingが生じ純

化の意味がなく，活性度およびクロマト用溶媒との調

整が非常にむずかしい点である．神戸川6）は溶出量が

15mlくらいになることが好ましいと述べ，著者も活

性度とクロマト用溶媒の調整の際に，溶出量が15ml

になるようにした．

　二重測定に関しては，Watteville　15）は7．5％，

Klopperら8）は0～0．36mg（平均0．12mg）と述べ

ている．著者の38．8％は信頼性の点からみるとかなり

低いが，しかしPd．1mg以上含有されている検体

のみをみる時，3．01％と著しく信頼性は上昇してい

る．これは回収率に関するStimme122）の報告とよく

一致する．

　再現性に関して著者は，採尿直後および2カ月後に

同一検体のPd．量を測定し，その測定誤差を偏異係

数で表わした時，5．92％と二重測定のそれよりもいく

らか悪いが，ほぼ満足すべきもので，このことから

Pd．は長期保存にも非常に安定した物質であることが

分かる．著者は保存上，特別の処置もせず，ビン詰に

して室温に放置したのであるが，Talbotら17）は蓄尿

の際に濃塩酸7mlを防腐剤として添加，神戸川6）は

incubateの際にペニシリンG末を添加すると述べて

いる．しかし，Astwoodら25）はPd．は非常に安定

な物質なので蓄尿の際にも特別な注意も不要で，異常

なアルブミンとか血液もPd．測定を阻害しないと述

べている．ただ尿の長期保存によってPd。自体に変

化はなくても尿中に細菌が増殖してきたりすることに

よって，尿中アルブミン，血液などとともに抽出時の

emulsion発生を増し，測定を困難なものにすること

は考えられる．

　Goldfineら9）は尿を稀釈し，その実測値と計算値

の一致から尿2mlを稀釈したものまで正確に測定で

きると述べている．著者も信頼性の検討にこの方法を

採用し，2倍稀釈尿にて95％，5倍稀釈尿にて73％，

10倍稀釈尿にて107％の一致率をみた．　もちろん，こ

の一致率も尿中に含有されているPd．量に左右され

ることは充分考えられることで，尿中にどのくらいの

量：のPd．が含有されている時，正確に測定できるか，

いわゆる測定限界に関してPincus23），　Watteville15），

Klopperら8），　Goldfineら9）は0．5mgと，神戸川6）

は0．1mgと述べている．著者の測定限界は基礎実験

の上からほぼ0．7～0．8mgと考えられる．

　さて次にPd．定：量にspectrophotometryを初め

て応用したのはGutermanら16）であるが，彼らは

その利点として従来の秤量法に比らべ少量の尿で測定

でき，また技術的にもsimpleであることをあげてい

る．しかし，Huber　14）は比色法よりも秤量法の方が

より正確であると述べ，一方，Talbotら17）は両方法

の値は10％内に一致していると述べている．確かに秤

量法はPd．そのものを結晶として取り出し，　melting

pointの測定で物質の同定ができて正確ではあるが，

Pincusら24）が言っているようにこめ場合は10　mg

以上のPd．が必要である．最近のように微：量のホルモ

ンを測定する傾向のある時には，gas－chromatogra－

phyはより重宝ではあるが，技術的にも設備の上から

もやはり比色法が最も好んで用いられる傾向にある．

しかし，この比色法自体にも問題はある．　spectro・
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photometerでPd．は420　mμでpeakを示すが，

Talbotら17）はPd．の硫酸呈色は特異的でないので，

Pd．を比較的純粋の形で分離することが大切であると

述べている．Stimme122）はPd．以外のものは420　mμ

よりも410mμの方が透過性が強く，このことから

Pd．のcriteriaとして420　mμ／410　mμratioが1

よりも大きい時Pd．として採用すべきだと述べてい

る．著者も比色法を用いているが，硫酸呈色反応につ

いて種々検討レた．まず，温度および時間については

100。C，30分間で：最強の透過率を示すことを認めた．

これに関してGutermanら16）は室温，1時間，　Stim－

me122♪は室温，20～30分間，　Talbotら17）は室温，

20分間，Ronanら18）は室温，一昼夜，　Klopperら8）

は室温，17時間以上，神戸川6）は沸騰水中，約5分間

と述べている．多くの研究者が呈色温度条件として室

温を採用しているが，Klopperら8）は20分間の呈色時

間ではまだ魚影が進行中で17時間以上呈色させると増

色率が2％以下なので，この時間が好ましいと述べて

いる．確かに著者の実験で認められるように室温での

増強はゆるやかで，測定時に要する逸聞を考慮した

時，室温の方が誤差が少くすむが，迅速性を加味した

時，短時間の呈色が必要で，また加熱の方が室温より

も透過率が良いようである．著者は30分間加熱の後，

ただちに冷水にて明色をおさえるようにしている．

　Pd．の濃度（25～200μg）と透過率についてみると

Pd，の濃度が高くなるにつれて透過率は大きくなる傾

向を示した．これに関してGutermanら16）はPd．

の濃度と透過率とは平行すると述べている．しかし，

著者の実験からは平行関係は認められず，この実験か

らPd，の濃度が高い時は実際よりも多いPd．値とし

て表現される危険性があるのではないかと推察してい

る．したがって著者は測定の際に，spectrophotometer

の針が吸光度目盛1000を越える時は，それ以下になる

ように稀釈しているが，この際，呈色開始前にあらか

じめ稀釈を予想して倍数量の濃硫酸を加えて呈色させ

た場合と，呈色終了後，濃硫酸を加えて稀釈した場合

に相違があるかを検討したが，図4のように両者はほ

ぼ一致をみている．

結 論

　1，著者の尿中pregnanedio1の回収率は27．8％

であった．

　2．二重測定にて，その測定誤差を偏異係数で表わ

せば38，8％であった．しかし，Pd．が1mg以上含有

されている検体についてみると3．01％と著しい上昇が

認められた．

原

　3．再現性について，その測定値の変動を偏異係数

で表わすと5．92％であった．

　4．著者は測定法の信頼性の検討に，実測値と計算

値の比較をみたが，その一致率は73～107％であった．

　5．colorimetryの温度および時間は，100。C．30

分聞が最強の透過率を示した．

　6．pregnanedio1の濃度と吸光度とは直線的に比

例せず，濃度が高くなるにしたがって吸光度は強くな

った．

　7．濃硫酸呈色時，あらかじめ稀釈量の濃硫酸を加

えて呈色した時と，呈色終了時に稀釈量の濃硫酸を加

えた場合と，ほとんど差が認められなかった．

稿を終るにあたり終始御懇篤なる御指導御校閲を賜った恩師赤

須文男教授に深甚なる謝意を捧げると共に，測定法に関して御教

示を画いた西田悦郎助教授，帝国臓器製薬株式会社薬理研究部神

戸川明博士に心から感謝いたします．
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                                  Abstract

  This paper is primarily concerned with the method to determine urinary pregn-
anediol and its reliability.

  The determination of urinary pregnanediol was performed according to the pro-
cedure prescribed by Klopper and Kanbegawa.
  The reliability was estimated by the following four factors:

  1. Recovery rate.
  The recovery rate obtained in the present experiment was 27.8%, which is
assumed lower than those of other authors' reports. This low recovery rate might
be attributed to the reduced amount of the standard materials.

  2. Experimental errors in the duplication method.
  Coefficients of variation was shown as 38.8%. But it was 3.01% when only the
materials centaining more than 1.0mg pregnanediol were calculated.

  3. Reproducibility
  Urinary pregnanediol was determined soon after the collection of 24-hour speci-

men and 2 months later again of the same materials.

  4. Comparison between the calculated values and the determined.
  Both values differed from each other with 73t"vl07% coincident rate.

  Certain colorimetric problems were discussed further as follows :

  1. Temperature and time
  The transmittance rate was increased most when the materials were treated with
conc. sulfuric acid 4 ml. at 1000C for 30min..
  2. The relation between the concentration of pregnanediol and its transmittance
rate did not draw a straight line in a figure expressing the former as vertical and

the latter as horizontal.

  The transmittance rate became higher in proportion to the increase of the con-

centratlon.
  3. Timely different addition of conc. sulfuric acid caused little difference in
the reaction. In one case was added conc. sulfuric acid in diluted volume before
the reaction, and in the other after that.


