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論文内容の要旨

Estrogen の測定法は最初 bioassay に始まり、種々な化学的測定法へと進歩し、感度、精度の点

でも次第に秀れたものとなってきたが、測定手技にかなりの煩雑きを伴い、実際の臨床応用には困難

な点が多かった。最近、蛋白性ホルモンの血中微量測定法として radioimmunoassay (RIA) が普及

し、感度、特異性、手技の簡易きが認められるにつれ、本j去をステロイドホルモン測定に応用しよう

との試みがなされるようになった。今同 estradiol- B SA を抗原として抗体を調製し、硫安塩析法を

用いて estrogen の簡易 RIA 法を開発し、特異性、基礎的諸条件などを検討した。次いでこれを妊婦

lfil 中 estrogen のうち特に estrogen 活性の指標ともなる free estrone 、 estradiol 分画を測定し、

若干の成績を得たので報告する。

〔方法ならび、に成績〕

(1) 抗lÍIL清の調製 estradiol- 17β-succinyl bovine serum albumin (E2-BSA) を抗原とし、

complete Freund' s adjuvant を用いて家兎およびモルモットを免疫し、採血後、研佼塩析法にて

血清の γ-globulin 分画を抽出した(抗E2- BSA)。

(2) estradiol-17β-6 、 7 -3 H (3 H -Ez) : spec ific activity 48 C i/mM 、 1 mCi/ml benzene 

ethanol 溶液を 16 ， 000倍稀釈し、最終濃度を 6mμCi/0.1ml とした。

(3) 抗体の抗ホルモン作用:幼若雌性ラットの背部皮下に E240mμg注射し、同時に各濃度に稀釈した

家兎抗 Ez-BSA 血清を腹腔内に投与し、 6 時間後に子宮重量を測定したところ、わずかo .01ml の

抗血清に E2 の生物学的活性中和作用を認めた。

(4) RIA 測定子技 :HCG の RIA 測定法に準じ、 3H-E2 0.1ml (6mμCi) 、標準 Ez または被検液0 .4

ml 、 1 ， 600fi~稀釈モルモット抗 E2- BSAγ-gl. O.lml を混合し 4 oC 、 2 時間 incubat合したのち
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飽和硫安溶液 0.6ml を加え 3 ， 500rpmで20分間遠沈し、沈j査を saline 1. Oml に溶解しこれに Bray's

solution 10ml を加え liquid scintillation counter で10分間放射能を測定した。標準曲線による

測定域は312.5pg/ ml-5. Ong/ ml であった。

(5) 交叉反応性:各種 steroids について標準曲線を画くと、 E2に対して es trone (E1 ) はほぼ完全に

(100%) 、 es t r i 0 1 (E3 ) は比較的弱い( 4 %)交叉反応を示したが、 testosterone 、 hydrocortiso­

m 、 progesterone は 1μg/ml 以下の濃度ではいずれもこの系に干渉しなかった。

(6) 血中 steroids の簡易抽出法一一 estrogen 抽出と E3 除去一一:血清0.1 または0.2ml に H20 2 

ml 添加、これに石油エーテル 6ml を加え振塗し、石油エーテル相を排除したのち血清相にエーテ

ル 6 ml を加え振還し、今度はエーテル相を採取し加温・蒸発乾回した。次いでこれに 3%炭酸ソ

ーダー溶液 5 m1 、石油エーテル・エーテル( 2 : 1 容)混合液 5 m1 を加え振塗後、石油エーテル・

エーテル混合相を採取し加温・蒸発乾固し、これに PBS 1. 0m1 を加えて溶解し被検液とした。以

上の操作てやじは古~古に減少した。

(7) 妊婦血中 free < E1 十 E2 > の測定:妊娠第 9 週から第42週に亘る 69例の正常妊婦血中 free くE1 +

E2> 11良を測定した結果、妊娠初期( 4 ヵ月)では平均9.5ng/ml であるが、妊娠中期( 7 ヵ月)には

16.6ng/m1 、妊娠末期 (10ヵ月)には29.5ng/m1 と漸次上昇した。なお毎回 3H-E2 12mμCiにつ

いて血清試料と同様の抽出操作を行なって回収率を計算すると 41. 3土 2.0% となり、同一試料を繰

り返し測定した値の assay 聞の変異系数は妊娠 3 ， 4 ヵ月に相当する比較的低いレベルにおいて

もそれぞれ13.1% 、 22.5% であった。

(8) 胎盤娩出後血中 free くE1+ E2> 及ぴ血中 HCG の消退 :11例につき胎盤娩出時より経時的に採血

して血中 free <El + E2> 及び HCG を測定した結果、胎盤娩出後の半減期は、それぞれ14.2分、 3

時間42分であった。

(9) 異常妊婦血中 free くE1 + E2> の測定:各種異常妊婦29例につき血中 free くE1十 E2 > を測定した結

果、子宮内胎児死亡 4 例はすべて低値であり、切迫流早産 6 例では 4 例が正常値を、予後の悪かっ

た 2 例が低値を示した。また無脳児 1 例は正常範囲の下限値を、中毒症 5 例では正常範囲内かやや

低値を示し、予定日超過 1 例はやや低値であった。なお胞状奇胎 8 例では低値を示すもの 5 例、正

常範囲のもの 2 例、高値のもの 1 例であり、双胎では高値 2 例、正常値のもの 2 例を認めた。

〔総括〕

Estradio1-B SA を抗原とし、家兎およびモルモットを免疫して得た抗血清をもとに RIA を設定

し、血中 estrone (E1 ) 、 estradio1 (E2 ) 抽出法を簡易化することにより主として妊婦血中 free

くE 1十 E2> 測定法の開発を行ない、その臨床応用を試みて以下の成績を得た。

1. E2ニ抗E2-BSA 系の RIA において各種 steroids の交叉反応をみたところ、 E1 は 100% 、 estri-

01 (E3 ) は 4% 、 te~tosterone 、 hydrocortisone 、 progesterone は 0.03%以下であった。

2. 妊婦血清をエーテルで抽出し蒸発乾固したものを、 3%炭酸ソーダー溶液によって洗浄、石油エ

ーテル・エーテル( 2 : 1) 混合液によって抽出することにより、 free E3 を約90%除去すること

ができた。

3. 本 RIA の測定域は0.3-5.0ng/m1 であり、試料の抽出による回収率は41. 3:!::2.0% 、同-R対斗の

-100-



測定による assay 聞の変異係数は22.5%以下であった。なお測定手技は極めて簡易であり、所要

時間も 4 時間以内と迅速で、ある。

4. 正常妊婦血中 free く E1+ E2 > 値は妊娠初期より末期にかけて漸次増量し、従来の複雑な測定法

による実測値に比肩する成績を得た。

5. 胎盤娩出後の血中 free くE 1十 E2 > の消退は極めて速やかであり、半減期が14.2分であった。

6. 妊婦血中 free <El + E2 >の測定は切迫流早産の診断及び予後判定、あるいは分娩誘発時期の決

定などに役立つことを知った。

論文の審査結果の要旨

本論文は estradiol ー 17β-succinyl bovine serum albumin を抗原として家兎およびモルモット

を免疫し、血中の遊離型 estrone (E 1 ) および estradiol (E2 ) の radioimmunoassay (RIA) に関

する基礎的ならぴに臨床応用に関する研究を行なったものであるが、次の諸点に独創性を認める。

基礎的事項

(1) 抗原抗体反応後の抗体結合型と非結合型標識ステロイドの分離のために、硫安塩析法を用いて、

充分な精度を保ちつつ、手技の簡易迅速化を計上本法の臨床応用を容易ならしめた事。

(2) 血中ステロイドの抽出に際して、 chromatography を行なわないで、 estriol (E3 ) を除去し、

E1 および'E2 を抽出することのできる方法を考案した事。

臨床的事項

感度、特異性、精度について充分検討したのち、本法を臨床応用し、次の諸点を明らかにした。

(1) 正常妊婦各週の血中遊離型 <El十 E2 > 値を明らかにした。

(2) 分娩後に血中から消退してゆく <El十 E2 > 値の様相を human chorionic gonadotropin (HCG ) 

と対比して明らかにし、その臨床的意義を指摘した。

(3) 各種の異常妊娠(切迫流早産、無脳児妊娠、胞状奇胎、双胎など)について、本法による血中遊

離(生物活性)型 <E1 + E2 > 測定値を示し、従来、専ら行なわれていた尿中結合(非活性)型 E3 測

定との臨床的意義の相違を指摘した。

以上の諸点から、本論文が学位論文として適格なものと認める。
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