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論 文 内 容 要 旨

血 中並 びに尿中のestrogenレ ベルは,非 妊時には排卵 の予知 ・検知,卵 巣をはじめとする性腺機能

の,ま た妊娠時 には胎児 一胎盤系機能 の診断指標 と して臨床上重要視 されている。Estrogenは,

生 体 内で種々変換 を うけ,最 終 的に グル クロン酸あるいは硫 酸など との抱 合体 として存在 し,排

泄 され る。従来,こ の種の抱合体の分析 は,酵 素 的あるいは化学 的に水解 し,遊 離する非抱 合型

ステロイ ドを測定の対象 とす る間接 的な方法 が とられてきた。 しか し,こ のよ うな方 法は操作 が

煩雑で あり,脱 抱合が定量的 に進行 し難 いば か りか,抱 合 の形式,位 置 に関 する情報 を失 うなど

の欠点が ある。 その ため,脱 抱合す ることな く抱合体 のまま直接測定す るアッセイ法 の開発 が求

め られ るにいた って いる。

1959年,Berson,Yalowに よ り開発 され た ラジオイム ノア ッセイ法 は,感 度,特 異性 に優 れ,

ま た操作 も簡便 な方法であ ることか ら,生 体 内ステロイ ドの微量測定法 と して も広 く普及 してお

り,近 年では抱合体を直接測定 す るイムノア ッセ イ法の開発 も種々試み られて いる。 しか し,グ

ル クロニ ドの場 合,従 来のハプ テン抗原 はグル クロン酸部の カル ボキシル基を高分子 キ ャリアー

との結合に利用 した ものが多 く,そ の ため産生す る抗体の特異性 は必ず し も十分で はなか った。

そ こで今 回,estrogenに 特徴 的な構造を もつA,D環 か らともに離れた6位 を介 して キャリアー

を結 合させ るため,抱 合型estrogenの 〔C-6〕 ハ プテ ン化を試みた。 まずD環 にグルクロニル基

を もつestradio117-glucuronide(1),estriol16-glucuronide(2)を 対 象 に と り あげ,

〔C-6〕 一BSA結 合体 を調製 して満足 し得 る抗血清を得 た。っいで,臨 床 的意 義が 注 目され な

が ら抗血清 の得 られていない二重抱 合体 のestradiol3-sulfate17-glucuronide(3),estriol

3-sulfate16-glucuronide(4)を 対 象に特異 抗血清の調製を試 みた。最 後に生体 試料への 適

用を 目的 と して,こ れ ら抗血清 を用 いた血 中estrogen二 重 抱 合体 の直接 ラジオイ ム ノア ッセ イ

法を開発 し,そ の有用性 を明 らかに した。
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1.抗EstrogenD環Glucuronide抗 血 清 の 調 製

Estradio1よ り数工程 で得 られ る6-oxoestradiolを 出発物 質に用いた。3位 水酸基をベ ンジ

ルエ ーテル として保護 した後,炭 酸銀を触媒 とす るKoenigs-Knorr反 応 に付 し,17-glucu-

ronideacetate-methylester(5)を 製 した。Pd-C触 媒 を用い る加水素分解 により脱 ベ ンジ

ル化後,carboxymethoxylamineと 縮 合 させ,6一(0-carboxymethy1)oxime(6)に 導 いた。

混合酸無水物 法を用い ウシ血清 アル ブ ミン(BSA)と 結 合 させ7と した後,ア ルカ り水 解 に よ

りグル クロン酸部の保護基を除去 し,目 的 とす るestradiol17-glucuronide-BSA結 合体(8)

を 得 た。 これについてハプ テン/BSAの 結 合モル比をUV法 によ り求 めた ところ約20で あ った。
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一 方
,6-oxoestrio1を 前 述 同 様 ベ ン ジ ル エ ー テ ル と した の ち,Koenigs-Knorr反 応 に 付 し,

16一 及 び]7-glucuronideacetate-methylester(9a,b)を 約12=1の 量 比 で 得 た 。9aを 脱 べ
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ン ジ ル 化 し,estradio117-glucuronideの 場 合 と 同 様 に してestriol16-glucuronide一 〔C-

6〕 一BSA結 合 体(10)を 調 製 し た 。 こ の と き ハ プ テ ン/BSAの 結 合 モ ル 比 は 約16で あ っ た 。
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8,10をFreund翁completeadjuvantと と もにそれぞれ雄 性家兎 に免疫 し,6カ 月後 抗血 清

を得 た。 〔3H〕標 識抗原 を用いて近縁化合物 との交差反応性を検討 したと ころ,い ず れ も優 れた

特異性 を有 し,従 来 の抗血清 が とりわ け高 い値を示 した3-sulfateD環gl眈uronide類 と の交

差反応 性はか な りの程度 改善 をみ た。

本 法は,グ ル クロン酸部をacetate-methylesterと して保護 したままブ リッジを 導 入 し,

BSAと 結 合 させ た後,保 護基 を除 去す る。 それゆえ,ハ プ テ ン抗原の調製が容易で あ り,BSA

を6位 で選択 的に結 合 させ得 る利点が ある。 このため得 られ た抗血清 は,A,D環 の構造を 同時

によ く識 別 し,二 重抱 合体 との交差反 応性が減少 した もの と考え られ る。

2.抗Estrogen二 重 抱 合 体 抗 血 清 の 調 製

まず6-oxoestradiol17-glucuronideacetate-methylester6一(O-carboxymethyD-

oxime(6)に ピ リジン中ク ロロスルホ ン酸を作 用 させ,3-sulfate(11)を 製 した。BSAと の結

合に混 合酸無水物 法を用い ると硫 酸エ ステルが水解 され るおそれが あるた め,い ったんp一 ニトロ

フェノールと縮合 させ活性 エステル(12)に 導 いた。ついで温和 な条 件下交換 反 応 に よ りBSA

結 合 体 に変 え,ア ルカ リ水解 によ り目的 とす るハプ テン抗原(13)を 得 だ。 このもののハプテン/

BSAの 結 合 モル比 は約18で あ った。
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一 方
,9aを ピ リ ジ ン ー 無 水 酢 酸 で17-acetate(14)と し,つ い で 加 水 素 分 解 に よ り脱 ベ ン ジ

ル 化 後,6一(0-carboxymethyDoxime(15)に 導 い た 。 以 下,estradiol3-sulfate王7-

glucuronideの 場 合 と 同 様 に し てestrio13-sulfate16-glucuronide一 〔C-6〕 一BSA結 合 体

(16)を 調 製 し た 。 硫 酸 発 色 法 に よ りハ プ テ ン/BSAの 結 合 モ ル 比 を 求 め た と こ ろ,約14で あ っ

た 。
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13,16を 前 述 同様家 兎に免疫 し,6カ 月後抗血 清を得た。

ここに得 られた抗 血清の特 性を ラジオ イムノア ッセイにより評価す るた め,〔3H〕 標 識 抗原を

生 合成 的に調製 した。 〔6,7-3H〕Estradiol17-glucuronideま た は 〔6,9-3H〕estriol

16-glucuronideを 基 質 に用い,3'一phosphoadenosine-5Lphosphosulfateの 存 在 下,モ ル

モ ッ ト肝 ホモ ジネ ー ト105,000xg上 清'と37℃ で イ ンキ ュベ ー トした。 生成物を高速液体 クロマ

トグラフィー(HPLC)に よ り分離精製 し,〔6,7-3H〕estrio13-sulfate16-glucuronide

を 得 た。

これ ら標 識抗原 を用いて抗血清 の特異性 を吟味 した ところ,近 縁の抱合型 ステロイ ドとの交差

反 応はほ とんど認 め られず 抱合部位 を含 め二 重抱 合体 ゐ分 子全体を認識 して いることが判 明 し

た。

従来,estrogen二 重抱合体 の測定 は,特 異抗血清 が得 られないため,分 画 ・水解 を 組み合わ

せた煩雑 な方 法が とられてきた。今 回得 られた抗血清 は高い特異 性を有 し,脱 抱合を要 しない二

重抱 合体 の直接 ラジオイ ムノアッセ イ法の確立 に役 立っ もの と期特 され る。

3.血 中Estrogen二 重 抱 合 体 の 直 接 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッセ イ

Estriol3-Sulfate16-Glucuronide:炭 末処 理 した ヒト血 清(10-100倍 希 釈)を ア ッセ

イ系に加 えて検量 線を作 成 した ところ,内 因性物質 に よる妨害がみ られず,50-1000pgの 範 囲

で測定可能 であ った。添加 回収試験にお ける回収率 は良好で あり,日 内お よび 日差変動 もともに

CVく10%と 満 足 の い く成 績 で あ った。つぎに本法の信頼性を吟味す るため,HPLC-Lラ ジオ

イムノア ッセイ法に よる結果 と比較 したところ,良 好な相関(r=0。97)が 認 め られた。最後 に

妊婦 にお けるestrio13-sulfate16-glucuronideの 血 中 レベル と妊娠週齢 の関係 を考察 した。

血中 レベル は妊娠の進行 とともに上昇 し,末 期 にお いて と くに著 しく,分 娩後 は急速 に減少 する

ことが明 らか となった。
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Estradiol3-Sulfate17-Glucuronide=炭 末,つ いでSep-pakC18処 理 した ヒト血 清を

用いて検量線を作成 したところ,内 因性物質 などによ る妨 害 もみ られず,50-2000pgの 範 囲で

測定可能で あ った。添加回収率,日 内 お よ び 日差 変 動 は いず れ も良 好(CV〈12%)で あ り,

また精度 ・正確度 も満足 し得 る もので あ った。一 方プ ール した 妊婦 血 清 をHPLCに 付 し,

estradiol3-sulfate17-glucuronideの 存 在 を ラジオ ィムノア ッセ ィによ り追 跡 した。 酵 素

水解を行 なわ ない血清 では700-800pg・ ㎡ 一1のestradio13-sulfateヱ7-glucuronideが 検出

され,直 接測定法 による値 とほぼ一致 したのに対 し,酵 素 水解 後の血清か らは検 出 されず,妊 婦

血 中にestradio13-sulfate17-glucuronideの 存 在 が支持 された。最 後 に 妊 娠の進行 に伴 う

血中 レベルを測定 した。 その結果,estradio13-sulfate17-glucuronideは 妊 婦血 中 に少量

なが ら存在 し,そ の レベルは妊娠 末期に上昇す ることが初 めて明 らか とな った。

ステ ロイ ドニ重抱合体 の直接 ラジオ イムノアッセイは これが初 めてであり,今 後estrogen抱 合

体 の体 内動態 の解 明に役立 つと ころ大 と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨

エス トロゲ ンの体液中 レベル は,胎 児胎盤系 におけ る機能状態 の診断 ,正 常 月経周期婦 人にお

ける排卵の予知な どの指標 と して,そ の消 長が臨床上 きわめて重要視 されてい る。エス トロゲ ン

は,主 にグル クロ ン酸,硫 酸との抱合体 として排 泄され るため,こ れ らを直接測定す るイムノア

ッセイ法の開発が種々試 み られ てい る。 しか し,こ れに用い る抗血清 の特異 性は必 らず しも十 分

で はな く,と りわけ二重抱合体 の体 内動 態については未 詳の点が多い。 本研究は,estradiol

(E2)3-sulfate(S)17-glucuronide(G),estriol(E3)3-S16-Gを 対 象に,〔C-6〕

BSAconjugateを 調 製 して特 異 抗 体 を 産生 させ,そ れを用 い直接 ラジオイムノア ッセイ(R

IA)法 を 開発 した ものであ る。

まずE217-G,E316-Gを と りあげ,6-oxoE2,6-oxoE3か ら数工程 を経て,そ れぞ れ

玉7一および16-Gacetate-methylesterを 製 し,6一(O-carboxymethyl)oximeに 導 いた。

ついで混合 酸無水物法 によ りBSA結 合体 と した後,ア ル カ リで水解 して 目 的 とす るハ プテ ン抗

原 を作製 した。 これ らを家兎 に免疫 し,得 られた抗血清 につ いて近縁化合物 との交差反応性を吟

味 した ところ,従 来 の ものよ り遥 かに高い特異 性を有す ることが判明 した。

これ らの結果 に基づ き,E23-S17-G,E33-S16-Gを 対 象 と して特異抗血清 の調製 を

企 てた。 まず 前述 のacetate-methylester6一(O-carboxymethyl)oximeを3-sulfateに

変 え,活 性エ ステル法 によりBSA結 合体 と した。最後 にアルカ リで保護基を 除去 してハプテン抗

原 を作製 し,前 述 同様 家兎に免疫 して抗血清を得 た。一方,グ ル クロ ン酸抱 合体 を基質 に用 いモ

ルモ ッ ト肝ホモ ジネー トとインキュベ ー トし,〔3H〕 標 識抗原を生合成 的に調製 した。得 られ た

抗血清 の性質 を吟味 した結果,十 分な親和性 と力価を有 し,近 縁の抱合型 ステ ロイ ドとの交差反

応性か ら見てす ぐれた特異 性を もつ ことが判明 した。

これ ら抗血清 を妊婦 血清 エ ス トロゲ ンニ重抱合体の測定 に適用 し,簡 便 で 信 頼 性 の高 い直 接

RIA法 を 開発 した。その結果,妊 婦 血中にE23-S17-Gの 存 在が初 めて立証 され ると共 に 妊

娠の進行 に伴 うエ ス トロゲ ンニ重抱合体の体液中 レベルの推移が明 らか とな った。

以上,本 研 究は,従 来未 開拓のま ま残 されて いたステ ロイ ドA,D環 二 重抱 合体 の特異抗血清

の調製 とそれを用 いる直接RIA系 の 開発 に成功 した もので あ り,今 後 体 内動態 の解 明に本法 が

大き く役 立つ ことが期待 され る。学位論文 と して十分価値 ある内容 と認 め る。
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