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緒 言

血 中Gestagenは,そ の含 有 量 が 血 中Androgen

よ り さ らに低 い た め,測 定 は 困難 で あ る.し か しな

が ら, Gestagenが 女 性 に と っ て重 要 な ホ ル モ ン で

あ る こ と は,早 くか ら知 られ て お り,特 に妊 卵 保 持

に 関 して,最 も重 要 な位 置 を しめ て い る こ とに は疑

う余 地 は な い.

さ らにsteroid HormoneのMetabolic Pathway

が 明 らか に され る に つ れ て,代 謝 の 源 流 の 近 くに

Gestagenが 存 在 し,睾 丸 や副 腎 に お いて も重 要 視

され るよ うに な って い る.し か し,そ の測 定 に関 し

て は構 造 上 極性 が低 い た め にChromatographyに

よ る分 離 が む ず か しい こ と と, Androgenに お け る

Zimmerman反 応1), Corticoidsに お けるPoter

Silber反 応5)6)7)の よ うな特 異 的 な 呈 色 反 応 が な い

等 の理 由 に よ り,測 定 が 困難 で あ っ た とい え る.さ

て そ のGestagenの 中 で も生 物 学 的 活 性 の 最 も高

い, Progesteroneを 測 定 し よ う とす る努 力 が は ら

わ れ て い る.人 の血 中Progesteroneを も っ と も早

く測 定 した の は, Zander14)で1954年 の こ と で あ る.

彼 等 は,妊 娠 の 後 半 で 血 中Progesteroneは, 0.04

～0 .27μg/mlで あ った と報 告 して い る.そ の後Short

の 発 表10)と と もに測 定 法 も次 第 に改 良 され た が,大

量 の 血 液 を必 要 とす るた め 臨床 的応 用 は困 難 で あ っ

た が,最 近 に な って測 定 法 は,急 速 に進 歩 し,臨 床

応 用 の 糸 口 を きず きつ つ あ る. 1962年Short11)は,

蛍 光 光 電 比 色 計 を用 い て感 度 を あ げ, 20mlの 血 液 で

の 測 定 を可 能 とした. Van der Molen12)13)は, Gas-

Liquid Chromatogeraphyで 測 定 を お こ な いArgon

 lon Detectorま た はElectron Capture Detector

を 用 い て μg単位 か らng単 位 ま で感 度 を あ げ る こ とに

成 功 し, Lipsett等 はRadiostereoassayに よ る

Progesterone測 定 法 を 開発 して い る.著 者 は,同

一 試 料 よ り血 中 に 存 在 す るGestagenの 中 で生 物 学

的 作 用 の あ る Δ4-Pregnene-3, 20-dione(Proge

sternoe), Δ5-Pregnene-3β-ol-20-one(Pre

gnenolone), Δ4-Pregnene-20α-ol-3-one(20α-

OH-Progesterone), Δ4-Pregnene-17α-ol-3, 20-

dione (17α-OH-Progesterone),Δ5-Pregnene-

3β, 17α-diol-20-one(17α-OH-Pregenenolone)

を 抽 出 し,分 離 精 製 す る 方 法 を 考 案 し,こ の 方 法

に 基 づ き,妊 娠 前,中,後 期 に わ け て5個 の

Gestagen分 画 を 測 定 し た の で 報 告 す る.

本 論 文 で 使 用 し たSteroid Hormoneのsyste

maticnameとtrivial nameは 以 下 の 通 り で あ り,

 trivialnameを 用 い た.

Progesterone

:Δ4-Pregnene-3, 20-dione

17α-OH-Progesterone

: Δ4-Pregne-17α-ol-3, 20-dione

20α-OH-Progesterone

: Δ4-Pregnene-20α-ol-3-one

Pregnenolone

: Δ5-Pregnene-3β-ol-20-one

17α-OH-Pregnenolone

: Δ5-Pregnene-3β, 17α-diol-20-one

第1章　 実験方法

第1節　 試 薬

1) Steroid純 品

Progesterone

 17α-OH-Progesterone

 20α-OH-Progesterone

 Pregnenolone 

17α-OH-Pregnenolone

}帝国臓器製薬より

入手

2) 有機 溶媒

Ether:硫 酸 第一鉄の0.5%V/W 2%硫 酸水 溶液
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1/10volを1級Etherに 加 えて振 盪 前 下 層 をす

て る. 2回 お こな った の ち, 1/10volの 純 水 で3

回 洗浄 し, PH 4.4～4.6に 調整 後, Sodium sulfate,

 anhydrousで 脱 水 し蒸 溜 した もの を用 い た.

Ethyleneglycol

 n-Hexane

 Methanol

 Chloroform

 Acetone

}これ らは,い ず れ も和光純薬製

特 級の もの をその まま用 いた.

3) 試 薬

β-Glucuronidase: Fishmanの 方法 で 屠 殺 直 後

の 仔 牛 肝 よ り自家 抽 出 し, step Ⅱ ま で精 製 し た も

の を用 い た.

Sulfuric acid

 NaCl

 NaOH

これ らは いずれ も和光 純薬特級

の もの を用 いた.

Formalin:和 光 純 薬 製

Kieselgel GF 254: Merck社 製

4) 器 械 器 具

比 色 計:日 立 分 光 光 電 光 度 計EPU-2A型

薄 層 器 具:YAZAWA Spreader一 式

Gas-Liquid Chromatography:島 津 製 作 所 製

Gas Chromatograph GClB型

ガ ラ ス カ ラ ム:内 径12mm高 さ28cm,上 部 に 約30ml

の球 状 の 溶 媒 の た ま り を有 す る もの.

第2節　 採 血 方 法

採 血 に あ た っ て は,朝 食 を絶 食 せ しめ,午 前10時

に母 体 肘 静 脈 よ り50ml採 取 し,直 ち に3,000rpmで

20分 間遠 沈 し,血 漿 を採 り,直 ち に実 験 に 用 い た.

第3節　 血 中Gestagenの 分 画 測 定 法

第1図
　 METHOD FOR DETERMINATION OF BLOOD GESTAGENS

測 定 法 の 概 略 は,第1図 に示 す 通 りで あ る.

1) 脱 蛋 白

採 取 した血 漿 に3倍 量 の50% Acetone/Methanol

を加 え て,よ く振 盪 し遠 沈(3,000rpmで20分 間)

し て上 清 を採 取 した.こ の 操 作 は 計3回 お こな い,

上 清 を1,000ml容 量 の ナス フ ラス コ に集 め, 50℃ に て

減 圧 蒸 溜 乾 固 した.

2) Steroid抽 出

採 取 した血 漿 と等 量 の純 水 を加 え, 2倍 量 のEther

に よ り, 2回 抽 出 し, Ether層 と液 層(1)に 分 離 した.

Ether層 は, 1/20倍 量 の0.1N-NaOHに よ り2回

洗 浄 し,次 いで1/10倍 量 の純 水 で2回 洗浄 後Sodium

 Sulfate, anhydrousに よ って 脱 水 し40℃ で減 圧 蒸

溜 乾 固 した.

3) 脱 脂

80% Methanol, 80mlお よ びn-Hexane, 80mlに

よ る分 配 を お こな い,さ ら に40mlの80% Methanol

でn-Hexane層 よ り逆 抽 出 す る方 法 に よ り,脱 脂 を

お こ な っ た.

4) Alumina Column Chromatography

内 径12mmのColumnを 使 用 し, 4% Water Alu

mina, 2gを 水 飽 和Benzenで 湿 性 に つ め, 0.15%

Ethanol/Benzenお よ びEthanolに よ り第2図 に

示 す よ う にProgesteroneお よ びPregnenolone

を含 む1群, 17α-OH-Progesteroneお よ び20α-

OH-Progesteroneを 含 む Ⅱ群 お よ び17α-OH-

Pregnenoloneを 含 む Ⅲ群 に分 画 した.な おAlumina

 Column Chromatographyの 予 試 験 は, Aluminaの

各瓶 毎 に お こな い,ま た 同 一 の もの で も一 ヶ 月 毎 に

確 認 し た.

図2

第2図
　ALUMINA COLLUMN CHROMA TOGRAM OF C-21METHYL RREGNANE SERIES STEROIDS

5) lmpregnant薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー

lmpregnant薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー の 作 成 は,

Kieselgel GF 254, 20gと30%, 40ml Ethyleneg

lycol/Methanolを3分 間 よ く混 和 し,こ れ を20×

20cmのGlass plateに450 micronの 厚 さでspread
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す る. Kieselgel GFの 表 面 が 白 く乾 燥 す る まで 室

温 で 放 置 して後, 37℃ で10分 間 加 温 す る. Alumina

 Column Chromatographyに よ って 得 られた Ⅰ,Ⅱ,

Ⅲ群 のSteroid residueをMicrotubeに0.5ml×

3のEthanolで 移 し60℃ N2ガ ス下 で蒸 溜 乾 固 し,

こ れ を0.05mlの50% Methanol/Chloroform液 で4

回重 ね て前 記 の薄 層 上 にspottingし,平 行 し た 位

置 に Ⅰ群 では, Progesteroneお よ びPregnenolone

純 品 を, Ⅱ群 で は17α-OH-Progesteroneお よ び

20α-OH-Progesterone純 品 を,Ⅲ 群 で は17α-OH-

Pregnenolone純 品 をspottingす る.こ の 場 合 小

spotを 横 に重 ね る方 法 で お こな い,同 一 円 周 上 に

spottingし な い方 が よ い.

Spotting終 了 後spotの 部 位 に50% Ethyleneg

lycol/Methanol液 を滴 下 して これ をcoverす る.

 cover後 はspottingの 部 位 が 白 く乾 燥 す る まで室

温 に放 置 し,そ の後 再 び37℃, 10分 間加 温 す る.こ

の 薄 層 を Ⅰ群 では50%(10% Acetone/Chloroform)/

n-Hexaneで,Ⅱ 群 で は10%(Chloroform:Ace

tone:Ethanol=90:7:3)/n-Hexaneで Ⅲ群 で

は20%(Chloroform:Acetone:Ethanol=90:

7:3)/n-Hexane展 開 す る.(70度 上 行 法 で15cm

展 開)展 開後,純 品部 分 を硫 酸 発 色 せ しめ,純 品 の

spotに 一 致 す る血 液 試 料 の展 開 部 分 をか き と り, 50

ml容 量 の遠 沈 管 に そ れ ぞ れ分 取 し, 50% Methanol/

Chloroform 10mlを 加 え振 盪 し た の ち, 3,000rpm,

 5分 間遠 沈 し上 清 を採 取 す る.こ の操 作 を2回 行 い,

得 られ た上 清 をそ れ ぞ れ の分 画毎 に 集 め,沸 騰 石 を

入 れ100℃ に て上 蒸 溜 乾 固 す る.(第1表)

第1表

6) 発 色 お よ び測 定

イ) Progesterone, 17α-OH-Progestroneお

よ び20α-OH-Progesteroneの 測 定

Shortの 原 法10)11)に 従 い, Methanol 4mlを 加

え, 220mμ, 240mμ お よ び260mμ の3点 測 定 を

お こな い, Allenの 補 正 値 を算 出 し,血 漿100mlあ た

りの値 を算 定 す る.

ロ) Pregnenoloneお よび17α-OH-Pregnenolone

 Oertelお よ びEiknesの 原 法2)3)4)に 従 って,発

色 し, 390mμ, 410mμ お よ び430mμ の3点 測 定

をお こ ない, Allenの 補 正値 を算 出 し,血 漿100mlあ

た りの値 を算 定 す る.

7) β-Glucuronidase加 水分解 お よびSolvolysis

2) に示 した よ うに遊 離 型Gestagenを 抽 出 し た

時 の 液 層(1)は, 20% Acetic Acidに よ りPHを4.7

に 調 整 し,β-Glucuronidaseを6,000 Fishman

 Unit/25mlお よ び0.1M Acetate Bufferを1ml/25

ml加 え, Penicillin G 40,000単 位 を加 えて37℃ で48

時 間incubateす る.な おincubateは じ め て24時

間 後 に β-Glucuronidaseを3,000 Fishman Unit/

25ml追 加 す る.こ の よ う に し て β-Glucuronidase

に よ る加 水 分 解 の 終 了 す る と遊 離 型 の 場 合 と同一 操

作 に よ っ てGestagenを 分 離 し測 定 す る.

この際 生 じた 液 層 につ い て は, Solvolysisを お

こ な い遊 離 型 お よ び β-Glucuronidase加 水 分 解 型

と同様 に して 抽 出,分 離,精 製 お よ び測 定 す る.

第2章　 実験成績

第1節　 回収率 に関 す る検 討

1) 各Stepで の回収率

A) 脱蛋 白で の回収率

分離 した血漿 を5mlず つ4本 の試験 管 に とり, 2

本の血漿 にはProgesterone純 品30μg添 加 し,そ

れ ぞれ に50% Acetone/Methanolを 加 えて よ く振

盪 し遠沈 して上清 をと り,こ の操作 を3回 お こな い

得 られた上清 を完 全 に乾 固 し, Shortの 原法 によ り

測定 し, Allenの 補 正値 を算 出 し,次 の式 によ り脱

蛋 白の回収率 を求 めた所, 78.5%と75.0%の 成績 を

得 た,

Progesterone添 加群-Progesterone非 添 加 群

/ Progesterone純 品30μg

×100…(1)

B) Ether抽 出での 回収率

脱蛋白操作後乾 固 し,こ れ に血漿 と等量 の純 水 を

加 え,よ く振盪 して均一化 した液層 を用 いて, Pro

gesterone純 品 の添加 は, A)と 同一 におこない,
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2倍 量 のEtherで2回 抽 出 を お こな い,こ れ を 乾

固 してShortの 原 法10)11)に よ り測 定 し, A)-(1)

の式 に よ り算 出 した 所,い ず れ も100%の 成 績 を得 た.

C) アル カ リ洗 浄 お よ び水 洗 浄 操 作

血 漿 を脱 蛋 白 して, Ether抽 出 後Ether層 を等

量 ず つ分 割 しA)と 同 様 に して, Progesterone純

品 添 加 群 と非 添 加 群 に わ け, 1/20倍 量 の0.1N-

NaOHで2回 洗 浄 お よ び1/10倍 量 の 純 水 で2回 洗

浄 後 乾 固 し, Shortの 原 法 に 従 って 測 定 し, Allen

の 補 正 値 を算 出 して, A)-(1)式 に よ り回 収率 を求

め た所100%と98.2%の 成 績 を得 た.

D) 脱 脂 に お け る回 収 率

血 漿5mlず つ4本 の試 験 管 に と り,そ れ ぞ れ脱 蛋

白→Ether抽 出 → ア ル カ リ洗 浄 お よ び 水 洗 後 乾 固

し,そ の 中 の2本 にProgesterone純 品30μg添

加 し80% Methanolとn-Hexaneの 分 配 によ り脱

脂 後 減 圧 蒸 溜乾 固 し, Shortの 原 法 に 従 っ て 測 定

し, A)…(1)式 に よ り回 収率 を求 め た所97.2%お よ

び98.8%の 成 績 を得 た.

2) 全 回収 率

血 漿10mlを と り,こ れ にProgesterone, 17α-

OH-Progesterone, 20α-OH-Progesterone, Pr-

egnenolone, 17α-OH-Pregnenoloneの 純 品30μg

を添 加 し,第1章 第3節 で の べ た方 法 に よ りそ れ

ぞれ のGestagenを 分離 測 定 し, A)-(1)の 式 によ

り全 回 収 率 を求 め た所, Progesterone: 75.4%,

 17α-OH-Progesterone: 68.0%, 20α-OH-Pro

gesterone: 65.8%, Pregnenolone: 73.0%, 17α-

OH-Pregnenolone: 58.2%の 成 績 を得 た.

第2節　 同定 に 関 す る検 討

前 記 の著 者 の 開 発 した 測 定 方 法 に よ り,分 離 した

各Gestagen分 画 に つ い て 同定 に関 す る検討 をお こ

な っ た.

第3図

GAS-LIQUID CHROMATOGRAM

(PROGESTERONE)

COLUMN: OV-I. C. T.: 240℃.

第2表

1) Progesterone分 画

イ) Gas-Liquid Chromatography

1.5% OV-I Columnを 有 す るGas-Liquid Chr

omatographyでColumn温 度240℃,検 出 器 温 度

220℃, Carrier Gasを ヘ リウ ムで 流 した所,血 液

Sampleも 純 品 もCholestaneに 対 す る相 対 保 持 時

間 は,い ず れ も0.829を 示 し,一 致 した.(第3図,

第2表)

ロ) 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー

Kieselgel GFを 使 用 した薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー(System: 10% Acetone/Chloroform)とEth

yleneglycolに よ るlmpregnant薄 層 ク ロマ トグ ラ

フ ィー(System: 10%(10% Acetone/Chloroform)

/n-Hexane)に お い て70度 上 行 展 開 法,展 開 距 離15

cmで 検討 した 所,い ず れ も純 品 と血 液Sampleは 同
り

一Rf値 を示 し
, 3650Aの 光 下 で の 色 調 お よ び硫 酸

発 色 で の色 調 が一 致 し た.(第13図,第14図)

ハ) Methanol内 連 続 吸収 曲 線

Methanol内 で の 連 続 吸 収 曲 線 にお い て純 品 お よ

び血 液Sampleは,最 大 吸 収 波 長240mμ を示 し一

致 した.(第4図)

2) 20α-OH-Progesterone分 画

イ) Gas-Liquid Chromatography

1.5% OV-I Columnを 有 す るGas-Liquid Chr

omatographyで 温 度240℃,検 出器 温 度220℃, Ca

rtier Gasを ヘ リウ ム とし て 流 し た所,血 液Sample

も純 品 もCholestaneに 対 す る相 対 保 持 時 間 は,い

ず れ も0.88を 示 し一 致 した.(第5図,第3表)

ロ) 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー

Kieselgel GFを 使 用 した 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ

ー を展 開 溶 媒 を10% Acetone/Chloroformで70度

上 行 展 開 法 に よ り15cm展 開 を お こな っ た もの と,

 Ethyleneglycolに よ るlmpregnant薄 層 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィー を展 開 溶 媒10%(10% Acetone/Chlor

oform)/n-Hexaneと して70度 上 行 展 開 法 に よ り15

cm展 開 を お こ な っ た もの の い ず れ もに お い て 純 品 と

血 液Sampleは,同 一Rf値 を示 し, 3650Aの 光 下 で の
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色 調 および硫 酸発色 での色調 が一致 した.(第13図,

第14図)

ハ) Methanol内 連 続吸収曲 線

第4図　

IDENTIFICATION OF PROGESTERONE

(IN METHANOL)

第5図

　GAS-LIQUID CHRDMATOGRAM

(20-OH-PROGESTERONE)

COLUMN: OV-I. C. T.: 240℃.

第3表

第6図

　IDENTIFICATION OF 20α-OH-PROGESTERONE

(IN METHANOL)

Methanol内 で の 連 続 吸 収 曲 線 に お い て純 品 お よ

び血 液Sampleは,最 大 吸 収 波 長240mμ を示 し,

一 致 した .(第6図)

3) 17α-OH-Progesterone分 画

イ) Gas-Liquid Chromatography

第7図

　 GAS-LIQUID CHROMATOGRAM

(17-OH-PROGESTERONE)

COLUMN: OV-I. C. T.: 240℃.
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第4表

1.5% OV-I Columnを 有す るGas-liquid Chr

omatographyでColumn温 度240℃,検 出 器 温 度

220℃, Carrier Gasを ヘ リウム と して 流 し た所,

血 液Sampleも 純 品 もCholestaneに 対 す る相 対

保 持 時 間 は,い ず れ も1.12を 示 し一 致 した.(第7

図,第4表)

ロ) 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー

Kieselgel GFを 使 用 した 薄層 ク ロ マ トグ ラフ ィ

ー を展 開 溶 媒 を10% Acetone/Chloroformで70度

上 行 展 開 法 に よ り展 開 距離15cmと して 流 した もの と,

Ethyleneglycolに よ るlmpregnant薄 層 ク ロマ ト

グ ラフ ィー を展 開 溶媒10%(10% Acetone/Chlor

oform)/n-Hexaneと して, 70度 上 行 展 開 法 に よ り

15cmの 展 開 を お こな った もの の い ず れ にお い て も純

品 と血 液Sampleは,同 一Rf値 を示 し, 3650Aの

光下 での色 調お よび硫酸 発色 での色 調が一致 した.

(第13図,第14図)

 ハ) Methanol内 連続吸収曲線

第8図

　IDENTIFICATION OF 17α-OH-PROGESTERONE

(IN METHANOL)

Methanol内 で の連 続 吸 収 曲 線 に お い て 純 品 お よ

び血 液Sampleは,最 大 の 吸 収 波 長240mμ を示 し,

一 致 した .

4) Pregnenolone分 画

イ) Gas-Liquid Chromatography

第5表

1.5% OV-1 Columnnを 有す るGas-Liquid Chr

omatographyでColumn温 度240℃,検 出 器 温 度

220℃, Carrier Gasを ヘ リウ ム と して 流 した所,

血 液Sampleも 純 品 もCholestaneに 対 す る 相 対

保 持 時 間 は い ず れ も0.78を 示 し一 致 した.(第9

図,第5表)

ロ) 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー

Kieselgel GFを 使 用 した 薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー を展 開 溶 媒 を10% Acetane/Chloroformで70度

上 行展 開 法 に よ り,展 開 距 離15cmと して 流 した もの

と, Ethyleneglycolに よ るImpregnant薄 層 ク ロ

マ トグ ラ フ ィー を展 開 溶 媒 を10%(10% Acetone/

Chloroform)/n-Hexaneと して70度 上 行展 開 法 に

よ り15cm展 開 を お こな った ものの い ず れ に お い て も

純 品 と血 液Sampleは,同 一Rf値 を示 し, 3650A

の光 下 で の 色 調 お よ び 流 酸 発 色 で の色 調 が一致 した.

(第13図,第14図)

ハ) Oertel-Eiknes発 色 に お け る連 続 吸 収 曲 線

第9図
　 GAS-LIQUID CHROMATOGRAM

(PREGNENDLODE)

COLUMN: OV-1. C. T.: 240℃.



妊婦 血中Gestagen 5分 画 の新測定法 に関す る研究　 121

第10図

　IDENTIFICATION OF PREGNENOLONE

(IN EIK-NES'S REACTION)

Oertel-Eiknes発 色 に お け る連 続 吸 収 曲 線 におい

て 純 品 と血 液Sampleの いず れ もが,最 大 吸収 波 長

410mμ を示 し一 致 した.(第10図)

5) 17α-OH-Pregnenolone分 画

イ) Gas-Liquid Chromatography

1.5% OV-1 Columnを 有 す るGas-Liquid Chr

omatographyでColumn温 度240℃,検 出 器 温 度

220℃, Carrier Gasを ヘ リウ ム と して 流 した 所,

血 液Sampleも 純 品 もCholestaneに 対 す る 相 対

保 持 時 間 は,い ず れ も1.00を 示 し一 致 し た.(第11

図,第6表)

第6表

ロ) 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー

Kieselgel GFを 使 用 し た薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ

ー を展 開 溶 媒 を10% Acetone/Chloroformで70度

上 行展 開 法 に よ り,展 開 距 離15cmと して 流 した もの

と, Ethyleneglycolに よ るlmpregnant薄 層 ク ロ

マ トグ ラフ ィー を展 開 溶 媒 を10%(10% Acetone/

Chloroform)/n-Hexaneと して, 70度 上 行 展 開 法

に よ り, 15cmの 展 開 を お こな っ た もの の い ず れ に お

お い て も純 品 と血 液Sampleの 硫 酸 発 色 で の 色 調 が

一 致 し
,同 一Rf値 を示 した.

ハ) Oertel-Eiknes発 色 に お け る連 続 吸 収 曲 線

図12

第12図

　

IDENTIFICATION OF 17α-OH-PREGNENOLONE

(INEIK-NES'S REACTION)

Oertel-Eiknes発 色 にお け る連続 吸収曲線 におい

て,純 品 と血 液Sampleの いず れ もが,最 大 吸収波

長410mμ を示 し一致 した.(第12図)
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第13図

第14図

第3節　 測 定 値

妊 娠2ケ 月 よ り4ケ 月末 まで を1st Trimesterと

し,妊 娠5ヶ 月 よ り妊婦7ヶ 月 末 ま で を2nd Tri

mesterと し,妊 娠8ケ 月 よ り末 期 に い た る ま で を

3rd Trimesterと して,そ れ ぞ れ, 5例, 4例 お

よ び11例 を対 象 と して測 定 を お こな っ た.

1) Progesterone濃 度

第15図　 PROGESTERONE IN PREGNANCY

妊 婦 血 中Progesterone濃 度 は,第15図 に示 して

い る が, 1st Trimesterで は 平 均 値 ±標 準 偏 差 で

21.4±19.2μg/100mlを 示 し, 2nd Trimesterで

は 同様 に66.0±45.8μg/100mlで, 3rd Trimester

で は, 84.1±20.3μg/100mlを 示 し,妊 娠 が進 む に

つ れ て増 加 して い た.

2) 20α-OH-Progesterone濃 度

第16図 　20
α-OH-PROGESTERONE IN PREGNANCY

妊 婦 血 中20α-OH-Progesterone濃 度 は,第16図

に示 し て い る が, 1st Trimesterで は平 均 値 ±標 準

偏 差 で51.8±22.3μg/100mlと 比 較 的 高 く, 2nd

Trimesterで は,同 様 に して21.8±10.9μg/100ml

と低 下 を示 した が, 3rd Trimesterで は104.8±

34.5μg/100mlと 高 値 を示 した.

3) Pregnenolone濃 度

第17図 　PREGNENOLONE IN PREGNANCY

妊 婦 血 中Pregnenolone濃 度 は 第17図 に示 す通 り

で あ るが, 1st Trimesterで は平 均 値 ±標 準 偏 差 で

30.9±26.9μg/100mlを 示 し, 2nd Trimesterで
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の 平 均 値 ±標 偏 差 は30.5±22.5μg/100mlで 妊 娠

8ヶ 月 以降 で は, 91.2±15.7μg/10mlと 急 激 な 上 昇

を示 した.

4) 17α-OH-Pregnenolone濃 度

第18図

　17α-OH-PREGNENOLONE IN PREGNANCY

妊 婦 血 中17α-OH-Pregnenolone濃 度 は, 1st

 Trimesterで は,平 均 値 ±標 準 偏 差 で1.3±0.3μg

/100mlを 示 し, 2nd Trimesterで は, 2.2±1.5μg

/100mlと な り, 3rd Trimesterで は6.2±1.4μg

/100mlと 上 昇 を示 した.(第18図)

な お17α-OH-Progesteroneは,分 離 し測 定 をお

こな っ た が ほ とん どの症 例 で0を 示 し,比 色 測 定 で

の 感 度 以 下 で あ った.

次 い で妊 娠 末期 の血 中Gestagen値 とOxytocin

に 対 す る子 宮 感 受 性試 験 の 結 果 と比 較 検 討 した.子

宮 感 受 性 試 験 はSmyth法8)9)を 改 良 した 岡 山大学 の

方 法18)を 用 い た.採 点 方 法 は,第7表 に示 す通 りで

あ る.

第7表

1)′ Progesterone濃 度 と子 宮 感 受 性 試 験

Progesterone濃 度 と子 宮 感 受 性 試験 の 関 連 は,

第19図 に示 して い るが,相 関 係 数 は0.025で あ り,相

関 は認 め られ な か った.

2)′ 20α-OH-Progesterone濃 度 と子 宮 感 受 性

試 験

20α-OH-Progesterone濃 度 と子宮 感 受 性 試 験 の

関 連 は,第20図 に示 して い るが,相 関 係 数 は, 0.125

で あ り,相 関 は 認 め られ な か った.

第19図

　 CORRELATION BETWEEN PROGESTERONE

 AND OXYTOCIN TEST SCORE

第20図

　 CORRELATION BETWEEN 20α-OH-PROGESTERONE

 AND OXYTOCIN TEST SCORE
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第21図

　 CORRELATION BETWEEN 17α-OH-PREGNENOLONE

 AND OXYTOCIN TESTSCORE

3)′ 17α-OH-Pregnenolone濃 度 と子 宮 感 受 性 試

験

17α-OH-Pregnenolone濃 度 と子宮 感 受 性 試 験 の

関 連 は,第21図 に示 して い るが,相 関 係 数 は0.329で

あ り,ほ とん ど相 関 は 認 め られ な か っ た.

4)″ Pregnenolonei濃 度 と子 宮 感 受 性 試 験

第22図

　 CORRELATION BETWEEN PREGNENOLONE

 AND OXYTOCIN TEST SCORE

Pregnenolone濃 度 と子 宮 感 受 性 試 験 の 関 連 は,

第22図 に示 して い るが,相 関 係 数 は, 0.490で 軽 度 の

相 関 を認 め た.次 い で 血 中Gestagenの 分 画 比 と

Oxytocinに 対 す る子 宮 感 受 性 試 験 との相 関 を求 めた.

1)″ 20α-OH-Progesterone/Progesterone

比 と子 宮 感 受 性 試 験

第23図

　 CORRELATION BETWEEN 20α-OH-PROGETERONE

/PROGESTERONE RATIO AND OXYTOCIN TEST

SCORE

第24図

　 CORRELATION BETWEEN PROGESTERONE+

20α-OH-PROGESTERONE/PREGNENOLONE

+17α-OH-PREGNENOLONE RATIO AND

 OXYTOCIN TEST SCORE
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20α-OH-Progesterone/Progesterone比 と子

宮感受性試験 の関連 は,第23図 に示す が,相 関係数

は, 0.208で あ り,相 関 は認 め られなか った.

2)″ Progesterone+20α-OH-Progesterone/

Pregnenolone+17α-OH-Pregnenolone比 と子宮

感受性試験

Progesterone+20α-OH-Progesterone/Preg

nenolone+17α-OH-Pregnenolone比 と子 宮感受

性試 験の相関 は,相関係数0.160で あ り相関 は認 め ら

れなか った.(第24図)

考 案

産科 領域 において,最 大 の謎 は,陣 痛 の発来 が如

何 な る機転 でお こなわれてい るか に集約 され よ う.

最終月 経よ り算定 して280日 目,排卵 日よ り算定 して

266日 目の周辺 で陣痛 が発来 し,分娩が開始 されるが,

その機転 は不明の ままであ る.ま た一 方分娩の誘発

は,従 来主 として予定 日超過 をおそれた り,ま た児

の過剰 発育 をおそれた り,ま た社 会的適応 と して本

人 や家族 の希望 を重視 してお こなわれて きたが,近

年新生児学 の進歩 に ともな って胎 盤機 能不全 や児の

過熟 の問題 が,重 視 され,そ の医学的適応 が再 確認

され るよ うになっている.

一方医療体制 や医療従事者 の労動 の問題 か ら,計

画分娩 も検討 され るよ うにな り,安 全無害 な分娩誘

発法 が望 まれ るとともに,そ の適応 もさらに拡大の

傾向 にある.数 多 く存 在 す る分 娩 誘発 法の中で,

 Oxytocinに よ るものが最 も生理的 な もの と考 え ら

れるが,最近 では また臓 器製剤におけるOxytocinの

中か ら血圧上昇因子の除外 が充分 にお こなわれ るよ

うにな り,こ の方面 での副作用 はほ とん ど考慮 す る

必要 はな くな った.こ の よ うな分娩誘発 の手段 とし

ては, Oxytocinに よる ものが,最 も生理 的 で最善

の方法 である として もその効果 については,必 ず し

も満足すべ きもの ではな く,医 学的適応 によ り是 非

と も誘発 しなけれ ばな らない症例 に対 して も効果 の

少い こ とが多 い.臨 床 的 には,初 産婦 よ りは経 産婦

が,頚 管因子の未熟 な もの よ り成熟 した ものが,前

駆陣痛 のな い もの よ りある もの が,破 水 してない も

のよ り破 水 してい る ものが誘発効果 が良好 な ことが

知 られてお るが,根 本的な解決法 とはな らず もっと

基礎 に存在 す る要因について検討す る必要性 が ある

Progesteroneは, Oxytocinに 対す る子 宮 筋 の感

受性 の低下 因子 として知 られてお り,現 在生理学 的

作用 が最 も強 い と考 え られ て い るProgesterone

は,胎 盤 の Δ5-3β-ol-steroid Dehydrogenase,

 lsomeraseの 作 用 に よ って 生 合 成 され る もの で あ

る.一 方Progesteroneや20α-OH-Progesterone

の 尿 中 排 泄 型 で あ るPregnanediolは,妊 娠 の進 行

と と もに増 加 し,妊 娠38週 を ピー ク と して 下 降 し,

下 降 を は じ め て約2週 間 目 に陣 痛 が開 始 して くる こ

とは,陣 痛 が 胎 盤 の Δ5-3β-ol-steroid Dehyd

rogenase, lsomeraseの 作 用 の低 下 と ともにPro

gesteroneお よ び20α-OH-Progesteroneの 生 合 成

が低 下 し,こ れ に よ って 子宮 筋 のOxytocinに 対 す

る感 受 性 が 増 大 す る た め生 ず るの で は な い か と考 え

る こ とが で き る.一 方 従 来 血 中Gestagenの 測 定

は,そ の 目標 がProgesteroneの み に向 け られ て い

た感 が強 く,他 のGestagenま で 同 時 に測 定 した 報

告 は ほ とん ど存 在 しな い.そ こ で著 者 は,血 中Ges

tagen 5分 画 の 測 定 法 を開 発 した.こ の方 法 の 中 心

は, Alumina Column ChromatographyとEthyl

eneglycolに よ るlmpregnant薄 層 ク ロマ トグラフ

ィー に よ る分 離 お よ び精 製 に存 在 す る.こ の両 者 を

組 合 せ る こ とに よ り,血 中Gestagen 5分 画 を充 分

に分 離 す る こ と を可 能 と した.一 方 全 過 程 に お け る

回収 率 に 関 す る検 討 に お い て58.2～75.4%を 得 た こ

とは,こ の方 法 の優 秀 性 を物 語 り,ま た 同定 に 関 す

る検 討 で他 の分 画 の 混 入 が ほ とん ど認 め られ な か っ

た こ とは,分 離 能 の 優 秀 性 を示 して い る.

こ の方 法 を 用 い て,血 中Gestagen 5分 画 を1st

 Trimester, 2nd Trimesterお よ び3rd Trim

esterに わ け て 検討 した が,一 般 的 に ど の分 画 も妊

娠 が進 行 す るに つ れ て,高 くな る傾 向 が うか が わ れ

た.こ の点 で は,尿 中Pregnanediolと よ く似 た変

動 を示 して い る と考 え ら れ る が, Oxytocinに 対 す

る子 宮 筋 の感 受 性 を知 る ため に考 え られ たOxytocin

感 受 性 試 験 の採 点 と これ ら血 中Gestagenと の間 に

明 瞭 な相 関 は認 め られ ず,ま たΔ5-3β-ol-steroid

 Dehydrogenaseお よ びlsomeraseを 中 心 に し た

分 画 比 や20-reductaseを 中心 と した 分 画 比 の 間 に

も相 関 は,認 め られ なか っ た.吉 田 は19),子宮 筋 に 対

す るOxytocin感 受 性 に関 して, Progesteroneお

よ び20α-OH-Progesteroneの 影 響 をin vitro実 験

を して い る が,従 来 最 も生 理 学 的 作 用 が強 い と考 え

られ て い たProgesteroneがOxytocinに 対 す る 子

宮 筋 感 受 性低 下 因子 として, 20α-OH-Progesterone

よ り5倍 も劣 る と報 告 し,ま た 子 宮 筋 層 内 のProg

esteroneお よ び20α-OH-Progesteroneに つ いて 検

討 し,血 中 とは 全 く異 っ た比 率 で, 20α-OH-Proge
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steroneがProgesteroneの20倍 以 上 含 ま れ て い

た こ と を報 告 して い る が,こ れ らの 点 に つ い て 考 え

る と,陣 痛 発 来 の 機 序 に関 連 したGestagenの 役 割

に つ い て の 検討 で は,血 中 で の検 討 も重 ね な が ら子

宮 筋 層 内 で の 検 討 も並 行 して お こ な う必 要 の あ る こ

とが 示 唆 され た.

ま と め

著 者 は,血 中Gestagenの5分 画 を同 時 測 定 す る

方 法 を開 発 した.

こ の方 法 は, 1)脱 蛋 白 2) Seroid抽 出

3)脱 脂 4) Alumina Column Chromatography

 5) Ethyleneglycolに よ るlmpregnant薄 層 ク ロ

マ トグ ラ フ ィー 6)発 色 測 定 よ りな っ て お り,回

収 率 に関 す る検 討 で は,各stePで の 検 討 お よ び全

回 収 率 に 関 す る検 討 を お こな い満 足 すべ き結 果 を得

た.ま た同 定 に関 す る検 討 で は, 1)発 色 に よ る検 討

2) Gas-Liquid Chromatographyお よ び 3)薄 層

ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り検 討 し,い ず れ の 分 画 に

つ い て も満 足 す べ き結 果 が 得 られ た.

著 者 は,こ の 方 法 を 用 い て,妊 婦 血 中Gestagen

を1st Trimester, 2nd Trimesterお よび3rd

 Trimesterに わけて測定 した.そ の結 果17α-OH-

Progesteroneは,微 量 のため測定不 能の症例 が多

く存在 したが他 の4分 画 はいずれ も妊娠の進行 ととも

に増加 す る傾 向 が認 め られたが,こ れ らのGestagen

分画濃度 とOxytocinに 対 す る子宮筋感 受性 の間 に

は,明 瞭な相関 関係 は認 め られず またΔ5-3β-ol-

steroid Dehydrogenaseお よびlsomeraseを 中心

と した分 画比 や20-reductaseを 中心 とした 分画 比

の間 に も相関関係 は認 め られなか った.

今後 は,血 中Gestagenの 検 討 を重 ねなが ら子宮

筋層 内の検討 も並行 して,お こな う必要性 の ある こ

とが示 唆 され た.

稿 を終 るに臨 み,御 指導,御 校閲 を賜 った恩師橋

本教授 に深謝す る とと もに終始 御指導 をいた だいた

(故)吉 田俊 彦講師,鎌 田昌平 講師 および秋本 晄久

先生 に感 謝 します.

なお採 血 に際 し協 力 をいただ いた 岡山済生 会総合

病院産婦 人科医長小 池健太郎先 生お よび市 村英毅先

先 に感謝 します.
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ABSTRACT

With recent advance in analytical techniques many reports have appeared on the assays of 

steroid hormones, but as to the blood progestin at present the majority of these reports are 

concerned only with progesterone from the same test specimen, and there is as yet no report on

 simultaneous assays of other progestins.

Therefore, the author has designed an analytical method for analyzing simultaneously 5 

fractions of blood progestin.

This method consist of 1) deproteinization, 2) the extraction of steroids, 3) delipidizat

ion, 4) alumina column chromatography, 5) the impregnant thin layer chromatography with 

ethyleneglycol, followed by the color assay, and the results of study on the turnover rate at each 

step have given satisfactory findings.

As for the identificative analysis; 1) analysis by color reaction, 2) gas-liquid chromatog

raphy as well as 3) by thin layer chromatography, all yielded satisfactory results.

Using this method, the author measured blood progestins at the first, the second and the 

third trimester of pregnancy.

The results have demonstrated that there are many cases where the measurement of 17α-

OH-progesterone is not possible because of its minimal quantity, but the other four fractions all 

showed an increasing tendency along with the advance in pregnancy stage.

However, there could be observed no clear-cut correlations between the concentration of 

these progestin fractions and the uterine muscle susceptibility to oxytocin, neither was there any

 correlation between the fraction ratios centering around Δ5-3β-ol-steroid dehydrogenase and

 isomerase and the fraction ratios centering around 20-reductase.

It has been suggested that the study of the states in the uterine muscular layer needs to be 

carried out simultaneously with the study of blood progestin in future.


