
尿 中17-Hydroxycorticosteroidsお よ び

Cortol compoundsの 新 分 画 測 定 法 に 関 す る研 究

岡山大学医学部産婦人科学教室(指 導:橋 本清教授)

本 森 良 治

〔昭和47年11月25日 受稿〕

Synopsis

尿 中Steroid測 定 か ら副 腎 皮 質 機 能 を正 確 に判

定 す る こ と を 目的 に 同時 抽 出 法 よ り得 た 試 料 の 一 部

をTLCを 応 用 した17-OHCS分 画 測 定 に,他 の 一

部 はCortol comp.以 外 のHIO4-17KSを 二 次Flo

risil column chromatographyで 除 去 し,こ れ を

HIO4で 酸 化 後Alumina column chromatogrphyに

よ り11-deoxy-cortol, Cortolone, Cortolを 分 画

し測 定 す る方 法 につ き基礎 的 検討 を試 み,測 定 法 を

確 立 した.さ らに11-deoxy-cortolの 同 定 も合 せ 行

い,本 法 に も とず く正 常 男 女 の排 泄 値 を求 め 報 告 す

る.

1. 緒 言

副 腎 皮 質 機 能 検 査 特 にGlucocorticoidsの 分 泌

能 検 査 として 一 般 に 用 い られ て い る方 法 は,尿 中 総

17-OHCS測 定 法 お よ び尿 中17KGS測 定 法 で あ る.

しか し,こ れ ら総Steroidの 測定 値 の み で な く,そ

の病 態 を詳 細 に検 索 す るた め に は 尿 中17-OHCSの

分 画 測 定 が必 要 で あ る.さ らにFukushima1), Rom

anoff2)はradioactive crotisolの 投 与 後 尿 中 に排

泄 され るSteroidを 検 索 し, C20-hydroxylaseの

作 用 を うけ たC17-glycerol side chaine C21-St

eroid(以 下Cortol comp.と 略 す)が25～30%も

存 在 す る こ とを報 告 した.こ のCortol comp.は,

 Porter-Silber chromogenと して は 発 色 せ ず,従

っ て17-OHCSと これ らCortol compoundsの 排

泄 が完 全 に相 関 しな け れ ば17-OHCSの みの 測 定 で

は副 腎 皮 質 機 能 検 査 法 と して は 完 全 な もの と は云 い

得 な い.一 方17KGS測 定 法 で はCortol comp.も

同時 に測 定 され る がPregnantriolも 測 定 す る こ と

とな り吉 田3)が 指 摘 した如 く成 熟 婦 人 で は性 周 期 に

伴 う変 動 を示 す た め判 定 に困 難 を きたす ことにな る.

我 々 は17-OHCS分 画 測 定 法 につい ては従 来4)5)の

Paper chromatographyよ り簡 易 で,し か も分 離

能 の よ いThin layer chromatography(以 下TLC

と略 す)を 応 用 して,新 しい分 画 測 定 法 に つ き検 討

した. Cortol comp.の 測 定 法 につ い て はRoman

off2), Fukushima1)ら の 如 くPaper chromatograp

hyを 使 用 せ ず,図1に 示 す よ うにPeriodic acid

 oxidationに よ りZimmermann発 色 す るSteroid

(以 下HIO4-17KSと 略 す)の 中 か らCortol comp.

以 外 の17, 20-glycol C17-steroidと17KSを まず

Florisil column chromatographyで 除 去 し,そ の

後periodic acid oxidationを 行 い,さ らにAlumi

na column chromatographyでCortol comp.の 分

画 測 定 を行 うこ とにつ き基 礎 的 検 討 を行 い,新 しい

測 定 法 を確 立 し得 たの で報 告 す る.

2. 実 験 材 料 お よ び器 具

1) 試 薬

1. β-glucuronidase: Fishmanの 方 法 に も とず き

step 11ま で仔 牛 の肝 臓 よ り自家 精製 した もの を

用 い た.(以 下 β-Gl.と 略 す)

2. 0.2M acetate buffer (PH 4.7)

3. Penicillin G potassium:市 販 の もの.

4. Florisil:和 光純 業 の100～200 meshの もの を

使 用,そ の精 製 法 は200g Florisilを 醋 酸 エ チ ル

500mlで 時 々振 盪 しな が ら1昼 夜 放 置,そ の後60℃

の乾 燥 器 で乾 燥,さ らに500mlのchloroformで

1夜 洗 滌, 60℃ 乾 燥 器 で 乾 燥,そ の 後600℃ に て4

時 間 活 性 化 し, 100℃ 以 下 に な らな い う ち に デ シ

ケー タ ーの 中 に入 れ 常 温 に戻 し使 用 した.

5. 6% water Alumina: Woelm製Aluminaに

水6%に 加 えたもの.
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6. Silica gel G: Merck製 の も の を そ の ま ま.

7. 1% meta Dinitrobenzene alcohol溶 液:

 m-Dinitrobenzeneは 再 結 晶 に よ り精 製 し た も の

を 用 い た.

8. 8N-KOH水 溶 液.

9. Phenylhydrazine硫 酸: Phenylhydrazine硫

酸 塩 は 特 級 遊 離 型 を 硫 酸 塩 に 変 換 さ せ,さ ら に 再

結 晶 に よ り精 製 し た も の を 用 い た.硫 酸1.27mlと

水1mlか ら な る 硫 酸 水100ml中 にPhenylhydraz

ine硫 酸 塩 を65mg入 れ て 用 い た.

10. Ethyl acetate:試 業 特 級 を 再 蒸 溜 し た.

(以 下EtOAc.と 略 す)

11. Ether:試 業 一 級 を 精 製 し た.

12. 芒 硝:試 業 一 級 を 精 製 し た.

13. 水 飽 和 ベ ン ゼ ン:試 薬 一 級 の ベ ン ゼ ン を 精 製

し,こ れ に 少 量 の 水 を 入 れ て 飽 和 さ せ た もの を 用

い た.

14. 以 下 の も の は 全 て 市 販 試 薬 特 級 を そ の ま ま 用 い

た.Sodium chloride, Sodium hydroxide,

 Chloroform(以 下CHCl3と 略 す), Ethyl alco

hol(以 下EtOHと 略 す), Methyl alcohol(以

下MeOHと 略 す), Sulfuric acid, Sodium pe

riodate(以 下NIO4と 略 す), Acetic anhydro

us, Pyridin, Blue tetrazolium, Tetramethyl

 ammonium hydroxide, Phosphomolybdic acid,

 Antimony pentachloride, Sodium borohydri

de, Trimethylsilyl-chlorosilane, Hexamethy

ldisilazine.

2) 実 験 器 具

1. Column: Florisilに は 内 径1cmの も の, Alu

minaに は 内 径0.75cmの も の を 使 用 し た.

2. Rotary evaporator:柴 田 製.

3. Siphon balanced automatic fraction colle

ctor:東 洋 〓 紙 製.

4. 365mμ UVラ ン プ:マ ナ ス ル 工 業 製.

5. Photo electric spectrophotometer EPU-2

6. Multipurpose recording spectrophotometer

:日 立 製MPS-2型.

7. Gas Liquid Chromatograph:島 津 製GC-1B,

 Detector: HFD-1.

8. 吉 田 式 熱 風 乾 燥 器:さ く ら製.

9. Thin Layer Chromatograph:シ ュ ミ ッ ト製

一 式
, glass plate 20×20, 20×55cmを 使 用 し た.

10. Microsyringe: 1ul用.

3) 標 準Steroids

Pd.: 5β-pregnan 3α, 20α, -diol

(帝 臓 よ り提 供)

Pt.: 5β-pregnan 3α, 17α, 20α-triol

(帝 臓 よ り)

Comp. S.: 17α, 21-dihydroxy-pregn-4-en-3,

 20-dione(帝 臓 よ り)

Comp. E.: 17α, 21-dihydroxy-pregn-4-en-3,

 11, 20-trione(帝 臓 よ り)

Comp. F.: 11β, 17α, 21-trihydroxy-pregn-4-

en-3, 20-dione (Nutritional biochemic

als)

THS: 3α, 17α, 21-trihydroxy-5β-pregnan-

20-one (Southeastern biochemicals)

THE: 3α, 17α, 21-trihydroxy-5β-pregnan-

11, 20-dione (Steraloid)

THF: 3α, 11β, 17α, 21-tetrahydroxy-5β-pr

egnan-20-one (Steraloid)

allo-THF: 3α, 11β, 17α, 21-tetrahydroxy-

5α-pregnan-20-one (Steraloid)

β-Cortolone: 3α, 17α, 20β, 21-tetrahydroxy-

5β-pregnan-11-one (Zori)

α-Cortolone: 3α, 17α, 20α, 21-tetrahydroxy-

5β-pregnan-11-one (Steraloid)

β-Cortol: 5β-pregnan-3α, 11β, 17α, 20β,

 21-pentol (Zori)

Andr.: 3α-hydroxy-5α-androstan-17-one

(帝 臓 よ り)

Etio.: 3α-hydroxy-5, β-androstan-17-one

(帝 臓 よ り)

11-K-Etio.: 3α-hydroxy-5β-androstan-11,

 17-dione(帝 臓 よ り)

11-OH-Etio.: 3α, 11β-dihydroxy-5β-andro

stan-17-one(帝 臓 よ り)

Pregnantriolone: 3α, 17α, 20α-trihydroxy-

5β-pregnan-11-one(帝 臓 よ り)

Pregnantetrol: 5β-pregnan-3α, 11β, 17α, 20

α-tetrol(帝 臓 よ り)

3. 実 験 方 法 お よ び 結 果

〔Ⅰ〕 尿 中17OHCSお よ びCortol comp.の 水 解

抽 出 お よ び 分 離 法 に つ い て.

本 森6)の 尿 中17KS, 17OHCS, Pd., Pt.お よ び

Cortol comp.の 同 時 抽 出 お よ び 分 離 法 に 従 っ た.

即 ち 新 鮮 尿 を β-Gl., Solvolysisの2-Step hyd

rolysisを 行 い, EtOAc. 5回 で 振 盪 抽 出 を 行 っ た.
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アル カ リ洗 滌 はcold-2N NaOHで 行 い,ア ル カ リ

洗 滌,水 洗 と もにBack extractionを 行 っ た.脱

水 後60℃ 窒 素 ガ ス還 流 下 に減 庄 蒸 発 乾 固 してSter

oid残 渣 を得 た.こ の抽 出 残 渣 をFlorisil column

 chromatographyに て11-deoxy-17KS, 11-oxy-

17KSお よ びPd.を 含 む第1分 画 と △4-3-keto

corticosterone, Tetrahydro-corticosterone,

 △4-3-keto-17OHCS, Tetrahydro-17OHCS,

 Cortol comp.お よ びPt.を 含 む 第2分 画 にmass

 separationを 行 った.

〔Ⅱ〕 17OHCS分 画 測 定 法 に つ い て.

(1) Florisil column chromatography第2分

画 の簿 層 上 へ のspottingま で の定 量 的 濃 縮 法

の 検 討.

1) Bush7)の"wick chromatogram by Bush"法.

 Comp. F. 10, 50μg, DHA 5, 10, 50お よ び200

μgを 用 い て検 討 した と ころ,そ の 回収 率 はComp. F.

 10μgで65.9%, 50μgで74.9%で あ りDHA 5μgで

97.9%, 10μgで97.6%, 50μgで98.3%お よ び200μg

で84.0%で あ っ た.

2) Bush7)のPaper chromatography法.

THF 5, 10, 50, 100μgを 用 い て行 った 回収 率 は

それ ぞ れ84.1%, 96.5%, 99.5%お よ び98.7%で あ

った.

3) 定 量 的 濃縮 法.

THE 25μg, 50μgを そ れ ぞれ100ml容 ナス フラス コ

に と り窒 素 ガ ス で 蒸 発 乾 固 し た もの にMeOH 2,

 2, 1mlの 計3回 で 溶 解 して はmicrotubeに 移 し,

これ を 同 じ く蒸発 乾 固 した.そ の 回収 率 は そ れ ぞ れ

81.8%, 86.8%で あ った.

(2) Silica Gel G.の 活 性 度 に つ い て の 検討.

簿 層 の作 成 はSilica Gel G. 50gと 純 水110ml

を300～500ml容 三 角 フ ラス コに 入 れ,混 和,直 ち に

applicator内 に 注 ぎ, 0.5～0.3mmの 厚 さ に作 成 し た.

風 乾 後 次 の よ うな方 法 で活 性化 を試 み た.

表1.　 Method of activation for Silica gel G. plale

A) 1.6時 間 風 乾 の み. 2. 6時 間 風 乾 後120℃

 30分 加 熱. 3. 6時 間 風 乾 後150℃ 2時 間加 熱.

 4. 3の 簿 層 を濃 硫 酸 を含 む デ シケ ー タ ー 中 に1日,

 2日 お よ び3日 保 存 した もの.

B) 1.30分 風 乾 の み. 2. 30分 風 乾 後120℃ 30

分加 熱. 3. 2の 簿 層 を80%硫 酸 水 を 含 む デ シ ケ

ー ター 中 に3 , 12, 18, 24お よ び72時 間保 存 した も

の.

以上 の 各簿 層 にIndophenol, Sudan red G.お

よ びButter yellowの 色 素 をspotし, Solvent

 systemと してBenzeneを 使 用 して 色 素 のRfを 求

め た. Brockman活 性度 と比較 した が,結 果 は 表1に

示す如 くで, 30分 風乾後120℃ 30分 加熱 し,保存は80

%硫 酸水の入ったデシケーター中で3日 迄行いうる

ことを認めた.こ の方法にもとず く活性度はBro

ckman Ⅱ-Ⅲ に相当するようである.

図2

　 THE loss by spotting

(3) 簿 層 上 へ のSteroidの 定 量 的Spottingの 方

法 に つ い て の 検 討.

CHCl3, MeOH, EtOHお よ びMeOH-CHCl3等

量 液 を,そ れ ぞ れmicrosyringeを 用 いて 簿 層 上 に

spotし た と きの 溶 媒 の 蒸 発 の 仕 方 はCHCl3ま た は

MeOH-CHCl3等 量 液 が 最 も適 して お り適 当 なspot

が 行 い 得 た.そ こでTHF 50μgをmicrotube 7本

に と り,こ れ にMeOH-CHCl3等 量 液 を0.05ml宛 入

れ溶 解 し,こ れ を簿 層 上 にspotし た.同 様 の 操 作

を1～7回 ま で繰 返 した後, microtubeを 発 色 させ

tube内 に残 るTHFを 測 定 した と ころ 図2に 示 す 如

く4回 で ほ ぼ残 りは0と な った.

(4) Silica Gel G.に 吸 着 したSteroidの 定 量

的抽 出法 につ い て の検 討.

簿 層 上 のSilica Gel G.を 新 し い片 刃 の カ ミソ

リでか き と り, 0.3g宛 に分 け た.こ れ にComp. F.
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20μg宛 吸 着 させ た.抽 出 溶 媒 と して は, EtOAc. 5

ml, MeOH-CHCl3等 量 液15ml,次 い でMeOH 5ml

の 計3種, 25mlを 使 用 した.抽 出 法 は次 の3種 を検

討 し た.

1. 東 洋 〓 紙No. 6.を 用 い て〓 斗 上 に て〓 過 した.

2. 蓋 付 遠 沈 管 に と り,振 盪 し たの ち遠 沈 させ,そ

の 上 澄 を とっ た.

3. 内 径0.75cmのColumnに と り,溶 出 させ た.

各 々 の 回 収 率 の 結 果 は ① 102, 101%, ② 103,

 102%, ③ 104, 98%で,い ず れ も良 好 な 回収 率,

と再 現 性 を認 め た.そ こ で方 法 の 簡 便 な 〓 過 法 を以

後 使 用 した.

(5) 簿 層 上 のSteroid spotか らの 定 量 的 回収 法

に つ いて の検 討.

Comp. F. 50μg宛 簿 層 上 にspotし, Solvent

 systemと してCHCl3:MeOH:H2O (90:10:1)

を使 用 して 約15度 傾 斜 で15cm約45分 間,上 行 展 開 し

た の ち に, 365mμ UVラ ン プでspotの 認 め られ る

areaのSilica Gelを 次 の よ うな 方 法 で 採 取 し,

過 〓 法 に て抽 出 した.

1. 吸引 法: a) 簿 層 上 のSilica Gelを 吸 引 管 の

途 中 に綿 栓 した と ころ まで 吸 引 して 集 め る.

b) CHCl3中 に 吸 引 す る方 法.

2. スパ ーテル法:片 刃 の カ ミソ リで か き と る方 法.

そ れ ぞれ の 回 収 率 は, 1aで55.0～58.9%, 1bで

56.4% 66.0%,お よ び2.で63～82%で ス パ ー テ ル 法

で最 もよ い 回収 率 が得 られ た.

(6) 簿 層 上 で のSteroid spotの 検 出 法 につ いて

の検 討.

Comp. F.を0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6,

 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0お よ び10.0

μg宛 簿 層 上 にspotし,次 の 各 々 の 方 法 で の 最 少検

出量 を検 討 した.

図3　 Porter-Silber Chromogenecity of refference Steroids

1. alkali Blue tetrazolium溶 液 を吹 霧 す る方 法.

a. Blue tetrazolium 250mgを 再 蒸 溜 し たEtOH

 100cc中 に溶 解.

b. 10% tetramethylammonium hydroxide水 溶

液1容 とEtOH 10容 を混 合,用 時 調 整.

使 用 時, a. b.等 量 混 合 液 を調 整 し,吹 霧 す る と

青 色 のspotが 認 め られ る.

2. 濃 硫 酸 を吹 霧 す る.淡 褐 色 のspotが 現 れ る.

3. 燐 モ リ ブデ ン酸溶 液 の 吹 霧.淡 褐 色 ～ 黄 褐 色 ～

暗 灰 色 のspotが 認 め られ る.

4. 五 塩 化 ア ンチモ ン吹 霧.黄 褐 色 ～灰 褐 色 のspot

が 現 わ れ る.

5. 365mμUVラ ン プ.

そ れ ぞれ の 方 法 に よ る最 少 検 出 量 は1. 0.1μg,

 2. 0.2～0.5μg, 3. 0.4～0.8μg, 4. 5μg,お

よ び5. 0.5-1.0μgで あ り, alkali Blue tetraz

olium溶 液 の 感 度 が最 も良 好 で あ った.

(7) 薄 層 展 開槽 内 へ の 各 種 溶 媒 の 飽 和 時 間 につ い

て の 検 討.

展 開 槽 内 の 側 壁3面 に〓 紙 を お き, Solvent sy

stemと して1. CHCl3:MeOH:H2O (90:10:

1), 2. 10%(CH3)2CO:CHCl3, 3. 10% Et

OH-CHCl3を 槽 内 に入 れ,〓 紙 を湿 して 密 栓 した.

 5分 毎 に観 察 して 飽 和 され て槽 壁 に 溶 媒 滴 が附 着 す

る ま で の時 間 を み る と1. 5分, 2. 15分,

 3. 20分 で あ っ た.い ず れ に して も30分 間 放 置 した

の ちに簿 層 を槽 内 に 入 れ展 開 す る こ とに した.

表2.　 Rf. Values of the individual a-ketolic Steroids

Solvent Syatem

(8) 17OHCS用 展 開 溶 媒 につ い て の検 討.

Steroidの 純 品 と してDOC, Comp. A.,

 B., Comp. S., E., F., THS, THE, THFお

よ びallo THFを 用 いた.展 開 は 約15° 傾 斜

の 上 行 法 で,展 開距 離10, 15お よ び20cmと し,

展 開 温 度19～23℃,展 開 に要 す る時 間30～45

分 の 条 件 を用 い た.展 開 溶媒 と して は 多 くの
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Solventを 検 討 した が比 較 的 良 好 な結 果 を得 た もの

は, CHCl3:MeOH:H2O (90:10:1), 7% Et

OH-CHCl,お よ び10% EtOH-CHCl3で あった. 15cm

展 開 法 の各 種SteroidのRfは,表2の 如 くで あ っ

た.比 較 的Rf値 が近 い が,実 際 に は 横 に 広 い 隋

円形 のspotと して 展 開 し,各spotのoverlapは

THF, allo THF以 外 に は認 め られ な か っ た.我 々

の 目的 か らはepimerの 分 離 を必 要 と し な い の で,

以後Solvent systemと してCHCl3:MeOH:H2O 

(90:10:1)を 使 用 す る こ とに した.

(9) 17OHCS各 純 品 の 発 色 度 の 検 討.

最 終 的 な 比 色 判 定 法 と して はPorter-Silber8)神

戸川 変 法9)に も とず きPhenylhydrazine-H2SO4で

発色 させ, 370, 410, 450mμ で の 吸光 度 を測 定 し,

 Allenの 補 正 を 行 った.各Steroidを 各 々, 10, 20,

 30, 40, 50お よ び100μg宛 と り発 色 させ,そ のch

romogenecityを 検 討 した.平 均 結 果 は 図3に 示 す

如 く, Comp. F.を1と す る とComp. S. 1.04, Co

mp. E. 0.65, THS 2.44, THE 0.72, THF 3.79お

よ びallo THF 2.12の 発 色 度 で あ っ た.さ らに各 々

の 連 続 吸 収 曲 線 をみ る と,そ れ ぞ れ のmax λ ODは

Comp. S., E., F., THS 410mμ, THE 415mμ, THF

 395～400mμ お よ びallo THF 400mμ で あ った.

(10) 〔Ⅱ〕 の 小 括.

尿 中17OHCSの 分 画 測 定 法 と して 以 上 の結 果 か

ら,尿150mlを β-Gl., Solvolysisの2-step hy

drolysisを 行 いEtOAc. 5回 抽 出, cold 2N Na

OHで アル カ リ洗 滌,次 い で水 洗 す る が,こ れ らは

逆 抽 出 を行 う,脱 水 後, 60℃ 窒 素 ガ ス還 流 下 に減 圧

蒸発 乾 固 し,こ れ をFlorisil column chromatog

raphyに よ り17OHCSを 含 む10% MeOH-CHCl3分

画 を求 め る.こ の 分 画 残 渣 をMeOH 6mlに 溶解 し,

そ の う ちの4mlを 定 量 的 に 試 験 管 に と り60℃ 窒 素 ガ

ス吹 込 み に よ り蒸 発 乾 固 させ る.さ らにMeOH 2,

 2, 1ml計3回 で試 料 を 定 量 的 にmicrotubeに 移 し

乾固 させ る.

一 方 薄 層 は20×20cm plate上 にSilica Gelを0 .5

mmの 厚 さに作 製 し,風 乾30分 後120℃ 30分 加 熱 し,活

性 化 させ,そ の後80%硫 酸 水 を入 れ た デ シ ケ ー タ ー

中 で1～3日 間保 存 した もの を用 意 す る. 3cm間 隔

に溝 を切 り,こ れ と直 角 の 方 向 に展 開 距 離15cmの と

ころ に も溝 を切 る.展 開槽 は三 方 向 に〓 紙 を立 て,

 CHCl3:MeOH:H2O (90:10:1)の 展 開 溶 媒 を

底 に充 分 入 れ,〓 紙 も湿 した 後 密 栓 し, 30分 以 上 放

置 して お く.

試 料 の 簿 層 上 へ のspottingはmicrotubeをMe

OH-CHCl3等 量 液0.05mlで 溶 解 して はmicrosyrin

geで 薄 層 上 にspottingし,同 様 の操 作 を計4回 繰

返 して 行 う.同 時 に標 準Steroid mixtureも 他 の

溝 にspotす る.こ れ を約15° 傾 斜 の上 行 展 開 法 で

15cm,約30～45分 間 展 開 す る.

展 開終 了 後,簿 層 を静 か に槽 よ り取 り出 し水 平 に

保 って 充 分 に 乾 燥 させ る.測 定 用 試 料 が 展 開 して い

る簿 層 部 分 を ガ ラス 板 で 被 い,純 品 部 の み にalkali

 Blue tetrazolium溶 液 を吹 霧 す る.さ らに暗 い場

所 で365mμ UVラ ン プを 照 し,純 品 と同 様 の 移 動 が

み られ るか をチ ェ ッ クす る.次 い で 片 刃 の カ ミソ リ

の刃 で 各 々 の純 品相 当 部 のSilica Gelを か き と り

径6cmの 東 洋〓 紙No. 6上 に お く.こ れ にEtOAc.

 5ml, CHCl3-MeOH 15ml次 いでMeOH 5ml計3回

の抽 出 溶 液 を 注 い で〓 過 し抽 出 す る.こ れ を蒸 発 乾

固 し, Porter-Silber-神 戸 川 変 法 にて 発 色 させ,

 Comp. F.を 対 称 に370, 410, 450mμ で の 吸 光 度 を

測 定 しAllenの 補 正 お よ び発 色 度 の補 正 を行 い1日

排 泄 量 を計算 す る.但 しallo THFはTHFに 含 め

た 分 画 値 と して 計算 した.

以上 の方 法 が 基礎 的 検討 か ら得 た 成績 を も と に確

立 した尿 中17OHCS分 画 測 定 法 で あ る.

〔Ⅲ〕 尿 中Cortol comp.の 分 画 測 定 法 に 関 す る

研究.

(1) HIO4-17KSの 中 か らCortol comp.の み を

分 離 す る方 法 に つ い て検 討.

図1の 如 くHIO4-17KSはC17-がketone, 17,

 20-glycol, glycerol側 鎖 を もつSteroidで あ る.

この う ち17KSは 既 にFlorisil column chromat

ographyの 第1分 画 に全 て が溶 出 され て い る こ とは
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報 告 し た.6)

17, 20-glycolで 尿 中 排 泄 が 報 告 さ れ て い る も の

はPt., Pregnantetrol, Pregnantrioloneな ど で

あ る.そ こ で11-OH-Etio., Pt., Pregnantriolone

 Pregnantetrol, THF, 11-deoxy-Cortol, α-Co

rtolone, β-Cortoloneお よ び β-Cortolを 用 い て

こ れ らの 分 離 法 に つ い て 検 討 し た.分 離 法 と し て は

Florisil column chromatographyを 使 用 し た.

内 径1cmのColumnにFlorisilを7cmの 高 さ に な

る よ うCHCl3で 湿 性 に つ め,種 々 溶 出 溶 媒 を 検 討 し

た.

図-14

Florisil Column Chromatography

Column: inner diameter 1cm

Florisit: 100-200 mesh 7cm high

 Absorption: 2cc×4CHCl3

結 果 は図4に 示 す よ うに5% MeOH-CHCl3 26ml

をprewashと し,次 い で10% MeOH-CHCl3 55ml

で 他 のHIO4-17KSとCortol comp.を 完 全 に分 離

し う る こ と を認 め た.但 しTHFは 両方 にoverlap

して い た.

(2) Periodic acidに よ る酸 化 条 件 に関 す る検 討

1) β-Cortolの11-OH-Etio.へ の転 換 に対 す る反

応 液 のPHお よ びPeriodic acid濃 度 の 検 討.

 β-Cortol EtOH溶 液25μg宛 と り,純 水10mlを 加

え, PH2, 7お よ び9, NaIO4 1, 10お よ び25%

の組 合 せ で37℃ 1時 間 反 応 させ 後 述 のEther抽 出,

水 洗,乾 固 後Alumina column chromatographyで

11-OH-Etio.分 画 を採 取 しZimmermann発 色 させ

分 子 量 補 正 を行 っ て 回 収 率 を求 め た.結 果 は表3に

示 す 如 くでPH 9お よ び7で もNaIO4が20%以 上 の

濃 度 に な る と回収 率 が低 下 す るが,神 戸 川10)の 指 摘

す る11-ketoへ の過 剰 酸 化 は 認 め られ な か っ た.ま

た1%と い う低 濃 度 で も反 応 時 間 が1時 間 あれ ば比

較 的 反 応 が進 む よ うで あ る.

2) 酸 化 時 間 に対 す る検 討

β-Cortol 40μgを 同 様PH 7, 10% NaIO4 4ml/

10ml sample濃 度 に加 え, 37℃ で10分, 20, 30, 60

お よ び120分 と反 応 させ,そ れ ぞ れ を1)と 同様 処 理 し

た と こ ろ,そ れ ぞ れ の酸 化 率 は96.2, 97.4, 98.2,

 98.5お よ び98.9%で あ っ た.

さ ら に二 次Florisil columnでTHFがoverlap

して くるの でTHFを 同様 酸 化処 理 し た の ちにZM

色, PS発 色 を試 み た が,無 処 置 のTHFと の 間 に

ZM発 色 度 に差 が 認 め られ な くPSCと して も発 色

は 認 め られ な く, Etiocholanic acid化 が 起 っ た も

の と考 え られ る.

(3) 11-OH-Etio.の 抽 出法 に 関 す る検 討.

11-OH-Etio. 40μg宛 と り,こ れ に 純 水10ml

を 加 え,こ れ にEther 20ml宛 加 えて振 盪, Et

her層 の み と り,脱 水 後ZM発 色 を行 っ た.そ

の 回 収率 は1回 で94.9～95.0%, 2回 で98.5～

99.2%, 3回 で97.0～99.1%で あ り2回 で 充 分

で あ る こ と を認 め た.

さ らに, 2回 抽 出 したEther層 を1N NaOH

 5mlで アル カ リ洗 滌 後,純 水5ml宛2回 水 洗,

脱 水 蒸 発 後, ZM発 色 し た と きの 回収 率 は アル

カ リ洗 滌1回 で97.9%, 2回 で100. 2%で あ り

ア ル カ リ,水 洗 で のlossは 認 め られ な か った.

(4) 尿 中Cortol comp.由 来HIO4-17KSの

分 画 法 に つ い て の 検 討.

理 論 的 に も,ま た 後 述 す る 同 定 試 験 に お い て も,

 NaIO4酸 化 に よ りCortolは11-OH-Etio.に, Cor

toloneは11-keto-Etio.に 変 換 す る.従 っ て, Etio.

 11-Keto-Etio., 11-OH-Etio.の 分 画 法 を 検 討 し た.

表3.　 Conditions of Oxidation for β-Cortol by Periodic Acid

 pH and Conceration of periodic Acid

Reaction Time: 1hr.

図5　 Alumina Column Chromatography

Column: inner diameter: 0.75cm

 6% water Wolem Alumina 1gm

 Absorption: 4cc Benzene
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内 径0.75cmのColumnに6% water Alumina 1

gを 水 飽 和 ベ ン ゼ ン で 湿 性 につ め,そ れ ぞ れ のSt

eroid純 品 を水 飽 和 ベ ンゼ ン1ml宛3回 でColumn

に吸 着 させ た.各 種 濃 度 のEtOH-水 飽 和 ベ ン ゼ ン

系 で予 試 験 を試 み た.

そ の 結 果 は,図5に 見 られ る よ う に0.3% EtOH-

Benzene 26mlでEtio.が, 0.4% EtOH-Benzene

 20mlで11-Keto-Etio.が,さ らに2% EtOH-Ben

zene 15mlで11-OH-Etio.が 分 離 溶 出 され,そ れ ぞ

れ の 回収 率 は11-Keto-Etio. 94.4%, 11-OH-Etio.

 101.6%で あ っ た.

(5) 比色 測 定 法 に関 す る検討.

1) Zimmermann-神 戸 川 変 法11)

2) aquous Zimmermann by Epstein12)

11-OH-Etio.お よ び尿 抽 出物 に つ き,両 発 色 法 に

つ き比 較 検 討 を試 み た.

aqueous Zimmermannで はmax λODが510mμ

に移 動 し, peakがbroadと な り, 11-OH-Etio.,

 DHA尿 抽 出物 に お い て も連 続 吸 収 曲 線 の 変 換 点 が,

 390mμ に あ り,従 って 三 点 測 定 す る に は390, 510,

 630mμ とな り,水Blank,尿 抽 出 物Blankに お い

て もこの 間 の 直 線 性 が 認 め られ な くAllenの 補 正 式

が 適 用 し難 い欠 点 が認 め られ るが,一 方 反 応 が 暗 所

で 行 う場 合 と明 る い場 所 で行 う こ とに 差 が な く,褪

色 もゆ るや か で30分 以 後 に起 る とい う長 所 も見 い 出

し得 た.

Zimmermann-神 戸 川 変 法 は これ らの 欠 点 は認 め

られ な い が,褪 色 は比 較 的早 く, 10分 以 後 お こ り始

め時 間 と共 に急 速 に褪 色 す る こ と と,夾 雑 色 素 の 干

渉 を うけ やす い欠 点 が認 め られ た.そ こ でZMCを

30% EtOH 2mlとEther 4mlで 振 盪 抽 出す る方 法

も検 討 した が,こ の 場 合 はEtherの 沸 点 の関 係 上 逆

に時 間 の経 過 と共 に 濃縮 され,さ らに濃 く発 色 した

と きの希 釈 法 に 問題 が 見 い 出 され た.本 法 に お け る

HIO4-17KSはFlorisil columnを2回, Alumina

 column 1回 通 り精 製 され て い るの でUrochromo

genの 夾 雑 は僅 少 で あ る こ とか らZimmermann-神

戸川氏法を使用することにした.
図7　 Alumina Column Chromatogram for Identification

図6 Absorption Spectrum in conc. Sulferic Acid

Steroid in conc. H2SO4 
for 1hr.

Urinary Extract

1: 11-deoxy-Cortol fraction

2: Cortolone fraction

3: Cortol fraction

Etio., 11-K-Etio., 11-OH-Etio.の 発 色 度

はDHAを1と す る とEtio. 0.8, 11-K-Etio.

 0.7, 11-OH-Etio. 1.1で あ っ た.

(6) 同 定 法

二 次Florisil column chromatographyの

10% MeOH-CHCl3 55cc分 画 をSilica Gel G

 0.5mmの 簿 層 にspotし, solvent system:

 CHCl3:MeOH:H2O (80:20:1)で20cm約

30分 上 行 展 開 し た.濃 硫 酸 で 発 色 せ し め た と こ

ろ,各Cortol comp.のRfは そ れ ぞ れ β-Co

rtol 0.367, α-Cortolone 0.522, β-Cortolo

ne 0.500お よ び11-deoxy-Cortol 0.565と 分 離

し,尿 抽 出 物 も こ れ ら に 相 当 す るRfのspot

と他 にhighpolar 3, less polar 1つ を 認 め

た.そ れ らareaのSilica Gel Gを か き と り,前
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述 した 方 法 で 抽 出 して濃 硫 酸4mlを 加 え室 温1時 間

放 置 し た後,連 続 吸収 曲 線 を求 め た.結 果 は図6に

示 す 如 く,相 当 す るSteroid純 品 と同様max λOD

は11-deoxy-Cortol 420mμ, β-Cortolone 410mμ

お よ び β-Cortol 415mμ に一 致 したcurveが 認 め

られ, THFと は全 く異 な る 吸収 が 認 め られ た. TLC

上 の他 のspotに つ いて は,そ れ をか き と りHIO4-

17KSで あ るか ど うか に つ き検 討 を試 み た が い ず れ

もneglesible ZMCの み しか 示 さな か った.

次 い で10% MeOH-CHCl3分 画 をNaIO4 oxida

tionし6% water alumina column chromatogr

aphyに お け るZMCの 溶 出態 度 を検 討 した と ころ

図7に 示 す ご と く, steroid純 品Etio., 11-K-Et

io., 11-OH-Etio.と 全 く同様 の 溶 出 態 度 を示 し た.

さ らに酸 化 物 を10% Acetone-Chloroform system

に よ る20cm上 行 展 開 のTLC分 析 した もの を 濃 硫 酸

で呈 色 せ し め た と きの色 調 がSteroid純 品 と同 様

で, Etio.相 当 部 が黄 色, 11-K-Etio.相 当 部 が褐

青 色, 11-OH-Etio.が 紫 青 色 を示 し,し か もそ れ ら

spotのRfもEtio. 0.400, 11-K-Etio. 0.216,

 11-OH-Etio. 0.131と 純 品Steroidと よ く一 致 した.

さ らに20×55cm簿 層, 10°下 行 法, Solvent system

: 15% Acetone-Chloroform系 で5時 間30分 展 開

した と ころ そ れ ぞ れEtio. 29cm, 11-K-Etio. 21.8

cm, 11-OH-Etio. 19.7cmの 移 動 点 に 純 品Steroid

と一 致 したspotを 認 め た.ま たColumn: 1.5%

 SE-30, Column Temp. 230℃, Carrier gas

: N2 30ml/min. 3kg, 内 部 標 準Cholestaneの 条 件 で

のGLCに お い て もEtio., 11-K-Etio., 11-OH-

Etio.のRRTに 一 致 したpeak即 ち0.220, 0.270,

 0.350のRRTを 認 め た. ACTH-Z 40単 位 筋 注 後 の

尿抽 出 物 で は 特 に0.350, 0.270のRRTのpeakが

増大 し, SU-4885 test後 の 尿 抽 出物 で は, RRT

 0.220のpeakが 増 大 した. GLCに お け るColumn

を1% XE-60, 1% SE-52, 1% QF-1に お いて

C. T. 210℃ で の分 析 で もそ れぞれEtio. 2.90, 0.472,

 2.20, 11-K-Etio. 6.18, 0.602, 3.82, 11-OH-Et

io. 8.34, 0.796, 4.10と い うRRTを 示 しSteroid

純 品 の そ れ に 一 致 したpeakが 認 め られ た.さ らに

NaIO4酸 化 後 のSteroidをChamberlain13)の 方 法

に基 ず きTMSi ether化 を行 いdelivertを 作 成 し

1% XE-60のColumnで180-240℃, 1℃/分 の昇

温GLCを 行 った と ころ や は り純 品Steroidと 同様

の位 置 にpeakを 認 め た.以 上 の こ とよ り本 法 に お

い て 測 定 して い る物 質 は11-deoxy-Cortol, Cort

olone, Cortolで あ る こ とを 同 定 し た.

(7) 11-deoxy-Cortolに つ い て.

THSを 神 戸 川10)の17KGS測 定 法 に お け る還 元 操

作 の み をNaBH4で 行 っ た後 抽 出 し, CHCl3:Me

OH:H2O (80:20:1)で15cm上 行 法 に よ るTLC

で 分 析 した と こ ろ, Rf 0.328, 0.427, 0.480お よ び

0.592のspotが 認 め られ た.こ れ らareaのSili

ca Gel G.を か きと り, Steroidを 抽 出 し た の ち

NaIO4酸 化 を行 っ た,こ れ を20×55cm簿 層 を用 い て

Solvent system: 15% (CH3)2CO-CHCl3, 5時 間

30分 の10° 傾 斜 の下 行 展 開 を 行 った.純 品 のRs DHA

 1.07と0.92の それ ぞれ, Andr., Etio.に 相 当 す る

areaにspotを 認 め他 に も不 明 のspotが 認 め られ

た.こ れ らareaのSilica Gel Gを か き と りZM

発 色 を行 っ た が, Andr., Etio.に 相 当 す る部 の も

の の みZMCで あ る こ と を認 め た, SU-4885を 投与

後 反 応 が正 常 な症 例 の 尿 をpoolし,そ れ を 水 解 抽

出 後 同 様 の 操 作 に よ り20cm簿 層 上 か ら得 たEtio.に

転 換 す るHIO4-17KS部 のareaか らの 抽 出 物 を求

めた.こ れ に硫 酸4ml加 え1時 間 放 置 後,連 続 吸 収

曲 線 を描 い た とこ ろTHSのNaBH4還 元 物 中Etio

に転 換 したHIO4-17KSと 同様 のmax λOD 420mμ

を示 した.

以 上 の こ とか らEtio.に 転 換 す るHIO4-17KSは

5-pregnan-3α, 17α, 20, 21-tetrolで あ る こ と

が考 え られ,我 々 は この 物 質 を11-deoxy-Cortolと

呼 ぶ こ とに した.こ の物 質 につ い て は未 だ 報 告 をみ

な い が,こ れ に近 い もの と して1938にSteiger and

 Reichstein14)がSubstanceKと して 報 告 したal

lopregnan-3β, 17β, 20β, 21-tetrolと は5α,

 5β の違 い か らな る異 な る物 質 と考 え られ た.も し

このSubstance Kが 尿 中 に排 泄 され て い る とす れ

ば,本 法 に よ るAlumina columnで はEtio.分 画 に

同 じ く溶 出 され混 在 して い る こ とが考 え られ るが,

未 だ この物 質 の尿 中へ の排 泄 につ い て は 報 告 を み な

い.

(8) 尿 中Cortol comp.の 測 定 法 の 比 較 につ いて

本 森15)の 尿 中Cortol comp.の 簡 易 測 定 法 に も と

ず き,尿 抽 出物 をFlorisil column chromatogr

phyでCortol comp.以 外 のHIO4-17KSを5%-

MeOH-CHCl3で 溶 出 除 去 し た の ち に, 25% MeOH-

CHCl3でCortol comp.分 画 を溶 出 させ た.こ れ を

次 の4つ の 方 法 で 分 画測 定 を試 み て 比 較 検 討 した.

1) Method 1: Solvent system, CHCl3:Me

OH:H2O (20:80:1) 20cm上 行 展 開 法 に よ りT-
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LCを 行 い,そ の後NaIO4酸 化, Ether抽 出後ZMC

として 測 定 す る方 法.

2) Method Ⅱ: 25% MeOH-CHCl3分 画 を先 づ

NaIO4酸 化 し,次 い でEther抽 出 を行 う.

a. Alumina column chromatographyを 行 って分

画 す る.

b. Solvent system 10% Acetone-Chlorofo

rm, 20cm上 行 展 開 法 に よ るTLC分 析 後ZMC

と して測 定 す る.

c. TMSi-ether作 製 後Column: 1% XE-60ま

た は1% NGSを 用 いC. T. 210℃ にてGLC分

析 を行 った.

同 一 婦 人 混 合 尿 を用 い て これ ら3つ の 方 法 で測 定

した 値 は11-deoxy-Cortol, Cortoloneお よ びCo

rtolの 各 々 の 値 は, Method Lで571, 992, 700μg

/L., Method Ⅱaで332, 985, 708μg/L., Ⅱbで

274, 883, 1172μg/L.で あ りⅡCで は そ れ ぞ れ52.2,

 32.0, 15.8%の 分 画 比 で あ っ た.

〔Ⅳ 〕 本 法 にお け る回 収 率 お よ び平 行 試 験 につ いて.

β-Cortolを100μgを と り各stepで の 回 収 率 を求

め た.こ れ らを理 論 的 に計 算 した と きの 全操 作 で の

回 収 率 は67.9%で あ っ た.一 方 純 水 に,β-Cortol 100

μgを 入 れ 全操 作 を行 った と きの 回収 率 は表4の 如 く

66.24±2.03%で あ り前 者 とよ く一 致 した.さ らに,

尿 に β-Cortol 100μg添 加 した と きの 回 収 試 験 に お

い て も68.9%, 64.1%と ほ ぼ一 致 し,ま た平 行 試 験

と して も満 足 し得 る結果 で あ った.

表4.　 Recovery of β-Cortol by each step and total procedure

〔Ⅴ〕測定法の実際について.

以上の結果にもとずき,測 定法を組立て図8に 示

した.

Steroidの1日 排泄量の計算に際しては,酸 化に
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よ る分 子 量 補 正 値 と発 色 度 補 正 値 お よ び回 収 率 を乗

す 必 要 が あ り,我 々 の検 討 で は 酸 化 に よ る分 子 量 補

正 値 とDHAを1と す る発 色 度 補 正 値 を乗 し た値 は

11-deoxy-Cortol 1.006, Cortolone 0.842, Cor

tol 1.310で あ っ た.

表5.　 Mean excretion values of 17OHCS fraction for norml females (proliferative and secretory phase), males in urine.

±S. E. μ9/day

表6.　 Mean excretion values of three cortol compounds for normal females and males in urine

±C. L. μg/day

〔Ⅵ〕 本 法 に よ る17OHCS分 画 お よ びCortol co

mp.分 画 の正 常 尿 中排 泄 値 に つ い て.

正 常 周 期 を有 す る成 熟 期 婦 人 の 卵胞 期,黄 体 期 尿

お よ び正 常 男 子 の 排 泄 値 は そ れ ぞ れ表5お よ び6に

示 した.

4. 考 按

Fukushima1)はF-4-C14を 静 脈 内投 与 した の ち の

metabolic transformationを 検討 した 結 果THE,

 allo THFがneutral Steroidの う ち45～58%を 占

め, Cortol, Cortoloneは11-keto neutral Ste

roidの18～33%を 占 め11-oxygenated 17KSへ の

転 換 は2～12%に 過 ぎな い と報 告 し, Cortisol代 謝

物 と して のCortol comp.の 占 め る比 率 の大 きい こ

と を報 告 した.一 方Romanoff16)は60例 の測 定 か ら

正 常排 泄 値 をTHF 1.2±0.07, allo THF 0.8±0.06,

 THE 2.0±0.09, β-Cortolone 0.9±0.09mg/dayで

あ る と しTHF, allo THF, THEの 排 泄 量 と β-

Cortoloneの 排 泄 量 には 有 意 な 相 関(γ=0.91)が

み られ た と報 告 して い る.Berliner17), Zumoff18)に

よ る とCortol comp.の 生 成 は △4-3-keto-17O

HCS→Tetraydro. comp.→Cortol comp.の

み で な くReichstein E., U.ま た は,そ のepimer

か らのpass wayが あ る と報 告 して い る.我 々 は 別

に報告する両者の排泄値比率に異常を認めている症

例を経験 していることから17OHCSの 測定 とともに

Cortol comp.の 測定 も必要な測定法 と考 えてい

る.

17OHCSの 分 画 測 定 法 につ い て はPaper chro

matograpy19)4)20)が 多 く用 い られ, Fukushima1)は

Celite partition column chromatographyを 使 し,

さ らにPaper chromatographyを 使 用 して い る.

 Paper chromatographyに 比 し,分 離 能 の よ い

Thin Layer chromatographyをE. Stahl20)が 開

発 し,次 い で, Adanec21)がSolvent system: 5%

 EtOH-CHCl3を 用 い て, 2時 間 上 行 展 開 した と きの

RfがTHF 0.43, THE 0.74,Comp. F. 1.00,

 Comp. E. 1.61, Comp. S. 2.00で 良 好 な分 離 を示

した こ とを報 告 した.

我 々 はTLCを 応 用 した 方 法 でSolvent system

をいろ いろ検討 した結 果CHCl3:MeOH:H2O: (90

:10:1)でallo THFとTHFの 分 離 が 不 充 分 で は

あ る が,分 画 定量 し得 る こ と を認 め た.し か しTLC

ま で の濃 縮, TLCか らの定 量 的抽 出 法 な ど につ い

て は未 だ い ろ い ろ な方 法 が行 な わ れ て い るの で この

点 につ い て も基 礎 的 な検 討 を試 み,我 々 の 方 法 を確

立 し得 た.

Cortol comp.分 画測 定 法 につ いて はRomanoff16)

はPaper chromatographyを2回 行 っ た の ちPe

riodic acid oxidationし, 17KSと してZMC測

定 を行 っ て お る. Fukushima1)はCelite column

 chromatogrphyに つ い で:Paper chromatography

を行 って 測 定 して い る.我 々 はisomerの 検 討 は 目
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的 ではな い ことか らTalbot and Eitingon22)が7し

た如 くC17-glycerol side chainは 過 量 なNaIO4 

oxidationに よ り17-ketonに 酸 化 され る こ とを応

用 して, high polar steroidを 酸 化 す る以 前 に 分

離 す る困 難 さ を除 き,分 離 の 簡 単 な17 ketosteroid

に 酸 化 した の ち にAlumina column chromatogr

aphyで 分 離 す る方 法 を考 案 し,満 足 し うる測 定 法 を

確 立 し得 た.し か し, Romanoff5)に よ れ ばHIO4

 oxidationでZMCと な る もの と してallopregnan-

3β, 11β, 17α, 20β, 21-pentol,△4-pregnen-

17α, 20ｇ, 21-triol-3-one, △4-pregnen-21,

 20αβ-diol-3-oneが あ り,さ らにHolness23)は 尿 中

にこ△4-pregnen-11β, 17β, 20, 21-tetrol-3one,

 △4-pregnen-17β, 20, 21-triol-3, 11-dioneの

排 泄 を認 め た と報 告 して い る.こ れ らSteroidのF

lorisil column chromatographyで の溶 出順 位 を

検 討 して い な い が, 5β-pregnan-3α, 11β, 17α,

 20α-tetrolの 予 試 験 で充 分 に11-deoxy-Cortolと

分離 して い るの で まづCortol comp.分 画 に は,こ

れ らSteroidは 混 在 して い な い もの と考 え られ る.

11-deoxy-Cortolに つ い て は未 だ報 告 をみな いが

不満 足 な が ら一 応 の 同 定 を な し得 た もの と信 じて い

る.

正 常 婦 人 な らび に 男 子 で の 本 法 に よ る正 常 尿 中排

泄 値 はRomanoff, Costら の 報 告 に比 し, THS,

 Comp. F., Comp. E.が や ゝ高 値 で あ る が,一 応 同

様 の 傾 向 を示 し, Cortol comp.で は11-deoxy-

Cortol, Cortolone, Cortolの 多 くの 症例 で の排

泄 値 の 報 告 を みな い. Sum total値 で の17OHCS:

 Cortol Comp.比 は卵 胞 期 婦 人 で1:0.70,黄 体 期

婦 人 で1:0.48,正 常 男 子 で1:0.38で あ り, Fuk

ushima1)の 平 均1:0.70と 比 し,黄 体 期 婦 人 さ ら に

正 常 男 子 に お いてCortol comp.比 が 減 少 してい る.

5. 結 語

副 腎 皮 質 機 能 を尿 中 に排 泄 され るSteroidの 測

定 で 行 う場 合, Cortisol metaboliteで あ りな が ら

従 来 のPorter-Silber Chromogenと して の17-

OHCS測 定 法 で は測 定 し得 な いC17-glycerol side

 chain C21-Steroidの 測定 法 に つ き検 討 し,同 時 に

同 一抽 出 物 か らTLCを 応 用 した新 しい17OHCS分

画 測定 法 を 確 立 す る こ とが 出 来 た.

測定 法 の 検討 中未 だ 報告 を見 い 出 し得 な い11-de

oxy-Cortolの 尿 中排 泄 を 認 め,同 時 に測 定 し得 る

方 法 を 確 立 し た.

本 法 を応 用 した 日本 人 正 常 婦 人 卵 胞 期,黄 体 期 な

らび に 正 常 男 子 の17OHCS分 画 値 お よ びCortol

 comp.分 画 値 を測 定 し報 告 した.

(稿 を終 るに 当 た り御 指導 御 校 閲 を賜 っ た恩 師 橋 本

清 教 授 に 深 く感 謝致 しま す.ま た終 始 御 指 導 を戴 い

た(故)吉 田俊 彦 講 師 に深 謝 致 します.)
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Study on a new method for the determination of

 17OHCS fractions (Comp. F., E., S., and THS, THE, THF,)

 and Cortol compounds (Cortol, Cortolone, 11-deoxy-Cortol)

 in urine, and their urinary excretion values in normal subjects.

Yoshiharu Motomori

Department of Obstetrics and Gynecology, Okayama University, medical

 School, Okayama, Japan. (Professor and Chairman, Kiyoshi Hashimoto, M. D.)

Cortol compounds have been not determined as 170HCS or Porter-Silber chromogen, al

though they form one of the main groups of urinary metabolites of glucocorticoids.

In this study, a new method for fractional determination of these three cortol compounds,

 and 17OHCS in urine was established. The new method consisted of the following procedure.

(1) Hydrolysis with, β-glucuronidase. (2) Extraction with ethyl acetate. (3) Separation

 of 1 fraction (17KS and pregnandiol) and 11 fraction (17OHCS, pregnantriol and cortol co

mpounds) by first florisil column chromatography. (4a) Separation of 17OHCS fraction by

 thin layer chromatography (solvent system: chloroform: methanol: water). (5a) Colorimet

ry as Porter-Silber chromogen. (5b) Separation of cortol compounds from other HIO4-17KS

 steroids by second florisil column chromatography. (6b) Oxidation with periodic acid.

(7a) Fractionation of three converted steroids by 6% water alumina column chromatogrphy.

 (7b) Colorimetry as Zimmermann chromogen.

This procedures was cosisted from its fundamental experiments.

Total recovery rate of β-cortol 100μg was average 66.2±2.0%.

Identification of cortol compounds messured by this method was carried out on the Rf.

 values by TLC, RRT values by GLC, RRT values of TMSi-ether deliverts by GLC.

5β-pregnan-3α, 17α, 20, 21-tetrol named "11-deoxy-Cortol" was messured for excret

ion values in urine. Normal mean excretion values were as follow.

Normal females (proliferative phase) THE 486±94, THE 1153±535, THS 256±57, (secre

tory phase) THE 457±58, THE 801±189, THS 261±46, normal males: THE 1789±360, THE

 2741±568, THS 225±52, ug/day.

Normal females (proliferative phase) Cortol 734.9±198.1, Cortolone 1120.6±241.2, 11-

deoxy-Cortol 178.8±98.2, (secretory phase): Cortol 462.8±169.6, Cortolone 975.2±132.4, 11-

deoxy-Cortol 207.6±58.9, normal males: Cortol 757.5±181.2, Cortolone 1514.9±227.3, 11-deo

xy-Cortol 264.9±49.2 ug/day.


