
1185

秘 尿 紀 要5巻12号

.昭 和34年12月 、

尿 中 中 性17-KetosteroidsのPolarograph的

定 量 の 研 究

第1篇 尿 中 中 性17-KetosteroidsのPolarograph的 定 量 法 及 び

健 康 人 の 尿 中 中 性17・Ketosteroidsの 排 泄 値

京都大学医学部泌尿器科教室(主 任 稲田 務教授)

助 手 玉 置 明

   A Study of the Polarographic Quantitative Analysis of the Urinary 

                     Neutral 17-Ketosteroids 

   I. The Method of the Polarographic Quantitative Analysis of the Urinary 

      Neutral 17-Ketosteroids and the Rate of Urinary Excretion of the 

                 17-Ketosteroids in Normal Healthy Male 

                          Hajimu TAMAKI, M. D. 

           From  the Department of Urology, Kyoto University Medical School 

                       (Director  : Prof. Tsutomu Inada, M.D.) 

                                   Kyoto, Japan 

   There have been colorimetric and polarographic methods in chemical quantitative 
analysis of urinary 17-KS. In colorimetric quantitative analysis of urinary 17-KS, the total 
neutral fraction contains, in addition to the 17-KS, a number of other steroids, nonsteroids, 

and nonspecific chromogens some of which give the same type of color reaction as the 
17-KS and thus interfere the determination, while polarographic quantitative analysis first 

described by Wolfe in 1940 is the specific  method of microquantitative analysis for urinary 
17-KS, in which Wolfe obtained polarogram of 17-KS by Girard's derivative produced by 
Girard's T reagent. On the basis of Wolfe's method, it has been intended by the author 
to improve the method of extraction of 17-KS and the polarographic procedure by referring 
to Barnett's and Kimoto's methods, and the author has deviced the simple polarographic 
method for microquantitative analysis of urinary 17-KS. The rate of excretion of urinary 
17-KS has been estimated by this method with  20  cc in total daily  output of urine on 
58 normal healthy males. 

   1) As urine sample,  20  cc in total daily  output was used for polarographic analysis 
of 17-KS and polarogram for 17-KS whose amount was equivalent to that in  10  cc was 
obtained. 
   2) During the procedure for extraction of 17-KS, the total residue was washed with 

dilute aquaous alkali, 9%  Na2CO3, 10%  Na2S,0,3•5H20-10% NaOH which solutions were made 
by Barnett. 

   3) During the polarographic procedure, the total volume of the final assay treated
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with alcohol+Girard's T reagent, 0.05  cc+H20, 1.0 cc was utilized and to this 1.0 N of 

 NH4CI,  1.0  cc and 0.5 N of  NaOH,  1.0  cc were added, from which polarogram was obtained. 

   4) The standard was obtained by the Standard Addition Method employing androsterone. 

   5) Among 58 cases of normal healthy males whose ages ranged between 10 and 69 years, 

the average of the excretion range in 45 cases ranging 16-49 years of age was 10.5 mg/day 

(5.4 mg-18.7 mg/day). 

   6) The excretion range, the average value, and the standard deviation were obtained 

in each age group in order to determine the daily  urinary excretion standard of 17-KS 

by means of the author's method.

1緒 言

副 腎 皮質 ホ ルモ ン或 は脳 下 垂 体 ・副 腎 皮質 系

に 関 す る研 究 は 近 年特 に 目覚 し く,就 中.中 性

17-Ketosteroids(以 下17-KSと 略記 す る)

に 関 し て の基 礎 的 及 び 臨 床的 報 告 は 内外 を問 わ

ず 枚 挙 に 暇 が無 い.

尿 中 に排 泄 され る17-KSは 或 る も のはAnd-

rogen物 質 とし て 性 腺 に 由来 し,或 る も のは

C2・SteroidのEndoproductと し て副 腎 皮 質

に 由来 し て い る と ころのC、7位 にCo基 を 有 す

るSteroidの 総 称 で あ る.従 つ て尿 中17-KS

総 量 及 び そ の各 分 劃 を 分 離 測 定 す る事 はSte-

roid代 謝 の 消長,並 び に性腺 副 腎 皮質 系 の機

能 を知 る一 つ の 示標 とし て幾 多 の研 究 者 に よ り

試 み られ,臨 床 的診 断 及 び治療 に応 用せ られ て

い る.

尿 中17-KSの 定 量法 は大 別 し て生物 学 的 定

量 法 と化学 的 定 量 法 に別 け られ る.後 者 は更 に

呈 色 反応 とPolarograph法 の2方 法 に別 け ら

れ る.呈 色 反応 はZimmermann反 応 及 びP-

incus反 応 を応 用 せ る2方 法 が あ る.そ の 中で 最

も広 く行 わ れ て い る方法 はZimmermann反

応 の応 用 で あつ て,Callow,Haltorff,Drekt-

er,Pearson等 の方法,三 宅 改 良法,Drekter一

大 野 変 法,等 と多数 の方 法 が 報 告 され てい る.而

し これ ら比 色法 に よる 尿 中17-KS定 量 に際 し

て は,同 時 に存在 す る17-KS以 外 の非 ク トン

性Steroid或 はChromogenに よる呈 色 の干

渉 が問 題 とな つ て い る.こ の為 にFraserの

補 正 式 が 必要 と され てい る.後 者 のPolar-

ograph法 は1940年Wolfeに よ り提 唱 され,

そ の後Barnett,Talbot,木 本 等 に よ り研 究

せ られ 多 少改 良 が 加 え られ てお り,所 謂Pola-

rograph的 に不 活 性 な17-KSのCo>基C=0

にTrimethylacetohydrazideammonium

Chloride(GirardT試 薬)を 反 応 せ しめ,

之 を活 性 な>C=NL基 にか え,こ の電 解 還 元

電 流電 圧 曲線 を得 る事 に よ る,尿 中17-KSの

特 異 的 な 微 量 定 量 法 で あ る.更 に1953年M.

Brezina等 はDiethylaminopropionicacid

hydazideを 用 い たPolarograph的 定 量 法 を

報 告 し た.

著 者 は尿 中17-KSの 化 学 的定 量 法 が種k諸

家 に よ り検討 吟味 され て い る今 日,そ の 抽 出法

を過 去 のPolarograph法 に加 味 し て,Diet-

hylaminopropionicacidhydazideは 入 手 困

難 のた め,本 邦 で は 入手 容 易 な るGirardT試

薬 を用 い,且 つ最 終 のPolarograph的 操 作 に

おけ る基 礎 液 緩 衝 液 濃度 に改 良 を 加 え,被 検 試

料 を最 大 に活 用 し,簡 便 に し て 且 つ 微量 定 量 に

適 す る如 く種 々検討 を 加 え て,成 人尿 中17-KS

排 泄 値 の総 量 及 び 分劃 測 定 に 便 な るPolarogr-

aph法 を工 夫 し た い と思 い 次 の研 究 を行 つ た.

皿 測 定 法

〔1)試 薬

エチルエーテル

純 エチル アル コール

氷酷酸

9%炭 酸 ソーダ水溶 液

10%苛 性 ソーダ水溶 液

0.5n苛 性 ソーダ水溶液

1.011塩 化アンモ ン水溶液
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10%チ オ硫 酸 ソ ーダ10%芝 性 ソ ーダ 水溶 液,使 用

当 日に新 製 す る.

以上 諸 薬 品 は何 れ も試 薬 用特 級 を用 い る.

GirardT試 薬;Trimethylacetohydrazidea-

mmoniumChloride100mg/1.Occ氷 酷 酸 溶 液 を2日

毎 に 新製 す る.

androstrone標 準 液;androsterone1.Omg/1.Occ

エ チ ル アル コー ル溶 液 を 保 存液 とし,そ の0.1ccを

O.1mgと して使 用 す る.

(2)測 定基本操作

androsterone標 準 液 の適 当 量 を 小試 験 管(1.5cm

×9.5cm)に と り600C恒 温 乾 燥 器 に 入れ 蒸 発 せ し

め,そ の乾 固物 にGirardT試 薬0.05ccを 加 え,

コル ク栓 で密 栓 し2分 間煮 沸後 直 ち に 冷却 す る.か く

して得 た も のはandrosteroneのC17位 のCo基 が

GirardTと 置 換 され た 水 溶性 化合 物 で あつ て,こ の

もの は電 解 還 元 可 能 であ る

曾cl

l
H2N。NHCO・CH2N(CH3)s

ジ ラ ール試 薬

t
_一 『

N・NH・COCH2・N(CH31・s
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尿 を 用 い,Barnett等 は1日 尿 量 の1/15と し,木 本

第1図androsteroneO,1mg

1

2

3

一1 .1v

S=11
0

Androsteronell

譜
(表1)

N・1…NH・CLI・ …N・ ・Hl…1解 鵬

I
C1

1

2

3

4

工.OCC

1.O

1.0

1,0ccOcc3.05cc

1.0

1.0

Wolfe木 本 法

2

4

5.05

7.05

5.00

次 で 之 に1.Occの 蒸 留 水 を加 え,更 に1.OnNH4Cl,

く).5nNaOH各1.Occ宛bNえ,よ く振 盈 麓 拝 す る.こ

一れ をPolarograph用 電 解 瓶 に 移 し15分 間 水 素 を通 気

して溶存 酸 素 を 完 全 に除 去 し,法 に従 つ て 一1.OVよ

り 一1.7Vの 間 に お い て電 解 電 流 電圧 曲線 を 撮 影 す

る.尚 電 解 還元 は20℃ 士2。C陰 極 水銀 の滴 下 速 度 は

3秒1滴,平 均 水 銀 滴下 重 量6.Omgと した.使 用 し

たPolarographは 柳 本製 自記 記 録 式 ポ ー ラ ロ グ ラフ

〈visibe-recordingPolarograph)を 用 い検 流 計 は感

度 最 高o.4μA/mmの1/2～1/50に 下 げ て用 い た.か

く して得 られ たPolarogramは 第1図 で あつ て,即

ち17-KSの 電 解還 元 波 は 一1.35V～-1.4Vに 表

わ れ,や がて 飽和 電 流を 示 す が未 反 応 の ま ま残 つ て い

るGirardTの 還 元 波は 一1.55V～-1.65Vに 表 わ

れ て 来 る ので17-KSの 定 量 には 妨げ とな らな い.

〈3)被 検 試 料 及 び 水 解抽 出法

被 検 尿;Polarograph法 に よ る尿中17-KSの 定

量 法 を初 め て提 唱 したWolfeは 被検 試 料 と して11の

は小 児 領域 にお い て60ccを 使用 した.著 者 は 被検 尿

を更 に 少 くし,Polarograph法 を 微 量定 量 法 と して

意 義 づ け る事 に 着 目して,尿20cc/1日 量 中 を 使用 し

た.

水 解 と抽 出 法;三 宅,Drekter一 大 野,Barnett,

木 本等 の方 法 を取 入 れ 新 し く抽 出 法 を修 正 した.即

ち被 検24時 間 尿 を測 定 し,其 の20ccを100cc容 量 の

フ ラス コに と り,之 に濃 塩 酸6ccを 加 えて 共 栓 を し,

重 湯 煎 に し,80℃10分 間 加熱 水 解 す る.水 解 後直 ち

冷 却 し,本 液 を 分液 漏 斗 に と り40ccの エ ル チ エ ー テ

ル に て フ ラス コを洗 溝 して 之を 分 液 漏 斗 に注 加 し3分

間 一一A定速 度 で 温和 に 振 盈 抽 出 し,エ ーテル 分 に9%

Na,CO3,10%NaOH及 び10%チ オ硫 酸 ソー ダー1006N

aOH溶 液 を各20cc順 次 注 加振 盗 洗 瀧 を 行 いPheno1

分劃,色 素 及 び被 還 元 物 質 を除 去 す る.更 に蒸 留 水2

0ccで 水 洗 し残つ たエ ーテ ル分 中25ccを と り減 圧乾

固 せ しめ,乾 固 物 を2.5ccの 純 エ チ ル ア ル コ ール に溶

解 す る.そ の2.Occを 小試 験 管 に と り60℃ 恒 温 乾 燥

器 中 に て蒸 発 後,12)に 準 じてPo1ユrogramを 得 る.
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(4>較 正 曲線 の 作製 及 び17-KS1日 排 泄畳 の 算 定

Wolfe等 は 尿 拙物 中 には17-KSと 共 に來 雑 物 が共

存 す る ため,こ れ らの 物 質 が17-KSの 波高 に 影 響す

る事 を のべ た.こ こに 各 種 既 知 量 のandrosterone

標 準 液 を(2)に 準 じてPolarogramを 得,更 に感 度 を

変 化 させ た 場 合 のandrosteroneの 濃 度 波 高 との関

第2図 感度 と波高の関係

androsteroneO.1mg

3.05cc

・一(1)÷

(・)士

(・)古

藍
3

(・)畜

0,5mg迄 の濃度では実際正比例 している と言え,0.6

rng以 上 にな ると拠物線状を示す事を知つた.木 本は

この直線(C',D')を 較正曲線 と名付けているのでi著者

も之を較正曲線 と呼称す る.

ここで この 較正曲線が 尿中17-KS量 をandrost-

eroneに 換算 して測定す るため の標準 曲 線 とし,こ

れ によ り1日 排泄量は次 の如 くに計算 した.

第3図

androsterone

mg

A8
硯2

較 正 曲 線

cc' PDt

軌05

婦

碗

●

E

fe 齢

ε'

mg D Dt S:

一LoV-1 .肺 一LSv

係 を 示す と第2図 及 び第3図ABCDEの 如 くであ る.

而 し これ は 純 粋 のandrosteroneの 濃 度 波 高 曲線 で あ

っ て,尿 中17-KS量 を求 め る場合 に標準 曲線 と して使

用 す る事 が 適 当で な い.著 者 は標 準 曲線 と して 所 謂標

準 体 添 加 法(Standardadditionrnethod)を 用 い

た.本 法 に よる誤 差 は ±1.5%以 内で あ る と言 われ て

い る.即 ち一 定 量 の尿 抽 出 物 に各 種 既知 量 のandros-

terone標 準 液 を 加へ て 較 正 曲線 を 次 の 如 くに作 製 し

た.

'尿40ccエ チ ル エ ー テル80cc各 種 洗潅 液 を各 倍

量 として(3)に 従 い水 解 抽 出 し,抽 出乾 固 物 を5ccエ チ

ル アル コール に溶 解 し,こ れ を2cc宛2本 の試験 管

に と り,次 にそ の 内1本 に既 知 量 のandrosterone標

準 液 を 添 加 し,乾 燥 後(2]に 従 い 両 者 のPolarogram

を 得,こ の2つ の 波高 の 差 を求 め てandrosterone

濃 度 と波高 との 関 係 を図 示 す る と第3図Ct,D'の 如 く

で あっ て,Ct,D'はC,Dよ り夫 々高 い値 を 示 してい る,

著者 は 実 際 に最 も必 要 なandrosteroneO.2mg迄 の

濃 度 波高 曲 線 を 図示 した が,androsterone波 高 は

0.025113.013.5

0.050125.526。0

0.075i39.540.5

0・10Ql49・553・5

0.150174。076.5

0.2001100.0103.0

し

A-1.50

喘
味
D⊥5

E12

ロ
17-KS1日 排 泄量=A×-

V

U=24時 間尿 量(cc)

V=定 量 に用 い られ た 尿 量

252.0=20cc×-rxπ=10cc

σ 一⊥10

DL1_5

ELL2

蛾 高
つ隔■隠

A=被 検 試 料(尿 量10ccに 相 当)中 の

androsteroneのmg数 に 換 算 し

た17-KS量

(5)回 収 実 験

同一 被 検 尿20cc2つ の 内1方 に既 知量 のandros-

terone標 準 液 を 添 加 し,両 者 を(3),(2)に 従 い水 解 抽
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出Polarogramを 得,こ の両 者 の 波高 の差 を 較 正 曲

線 に照 して添 加androstenoneの 濃 度 に 換 算 して回

収値 とした.そ の成 績は 第2表 の如 くで あつ て誤 差 平

均%は ±3.30%で あ る.

第2表 回 収実 験 成 績 表(androstercne)

番号

1

2

3

4

5

6

ブ

8

9

10

添 加 せ る
androsterone

γ

試料 中 の
androsterone

濃 度 計算 値 γ

25

50

50

100

100

150

200

200

300

工2.5

25

25

50

50

75

測定値

13.O

23.5

24.0

51,0

回収率

400

103.7

94。2

96.1

102,0

一色lv

第4図 健康者17-KS

1. 2 19

1189

100

100

150

200

49.5 99.4

N・1波 高 γ 17-KS/day

73.5198.8

103.51103.5

95,595.6

1

2

3

24

16

mm

26.5

87.3

58.O

97.7

γ mg

9.38

9.28

18.62

146・51g7・8

190・ 『95・0

皿 健康人の測定値

著 者 は 本 法 に よ り健康 男 子10才 ～69才 合 計58名 につ

い て1日 排 泄 量 を 測定 し,そ れ を年 齢別 に 区 分 して第

3表 に示 した.同 一年 令 群 内 に於 て も可 な り大 きい排

泄 量動 揺 範 囲 が あ り,亦16才 を過 ぎる と急 激 に増 加 の

傾 向 を示 し,30才 ～35才 に て最 高 に達 し,そ の 後年 令

と共 に減 少 してい る.16才 ～49才,45例 の平 均 値 は

10.5mg/day分 布 範 囲 は5.4～18.7mg/dayで あ る.

第4図 は23才,24才,34才 の健康 男 子 のPolarogram

で あ る.

第3表 健康者尿中性17-KS値(mg/dan)

性別 年 令 騰:平 鯛 分 布1騨 偏差

♂

δ

6

6

6

δ

δ

♂

10～15

16～19

5

15

・・～29115

1
30～39110

1,。一 、,i・

15。～5gl,

1、。-69・

11
11

16～491451[

4.0

8.1

11.2

14.3

10.2

9.5

7。2

10.5

2.6～5.7

5.4～12.4

7.〔シ)18.5

8.4～18.7

6.3～14.2

6.6～12,1

5.3)9.8

5.4～18,7

±1.25

±2.42

±2.59

±2.73

=ヒ3.05

±2.27

±2.25

Vl考 察

1935t4Zimmermannが 最 初 に 尿 中 よ り艦

せ るandrosteroneがKOHの 存 在 の も とに,

m。dinitorobenzeneと 反 応 し て赤 色 の呈 色物

質 を生 ず る,所 謂Zimmermann氏 呈 色 反応 に

よ る尿 中17-KS比 色定 量 を可 能 な ら しめ て以

来,諸 実 施 者 に よ り尿 エ キ スの抽 出法 及 び 比 色

法 の細 か い諸 点 に わ た り研 究 実施 が試 み られ,

この 方法 が 簡 単 で短 時 間 で 出来 る特 点 を 有 す る

事 で現 在最 も広 く臨床 的 に 応 用 せ られ てい る.

而 し このZimmermannの 呈 色 反 応 はAndro-

genそ れ 自体 で な く,活 性 一CHr群 を有 す る

Ketosteroidsの 測定 で あ るが,事 実上 之 に よ

つ て性 腺 や副 腎 皮質 機能 の 消長 を窺 い 得 る もの

で あ る.

この比 色法 とは全 く別方 法 で あ るPolarog-

raph法 を 初 め て 発表 し た のがWolfe(1940年)

で あ つ て,こ れ に先 立 ち,EisenbrandがPo-

1arograph的 にKSの うち 共 輌系 を もつ3-KS

で あ るTestostrone,Progesterone,Cortico-

sterone等 は0.1nLiCl溶 液 で 一1.7Vに 半 波

電 位 を も つ還 元 波 を 示 す が,共 擁 系 を もた な い

17-KSで あ るandrosteroneは 還 元 波 を示 さ

な い事 を報 告 した.次 い でWolfe,Hershber一



1190 玉 置一 尿 中中 性17-KetosteroidsのPolarograph的 定量 の研 究(第1篇)

g,Fieser等 が この 還 元 波 を 示 さ な い17-KSに

GriardT試 薬(H2N-NHCO-CH2N-CL(CHs)

3)Trimethylacetohydtaziedeammonium

Chloridを 作 用 せ し め,Polarograph的 に 不

活 性 な る17-KSの ケ ン ト基 〉-C=0を 可 溶

性,電 解 還 元 可 能 な る 所 謂 活 性 は>C=NL基

に か へ 、Polarogramを 得 る 事 に よ り 尿 中17-

KSの 微 量 定 量 に 成 功 し た.こ の 際Testoste-

「one,Progesterone,Corticosteroneな る 不

飽 和3-KSもGirardT試 薬 に よ り還 元 波 を

示 す が,そ の 電 解 電 圧 は 一1.25Vで あ り,17

-KSの 一1 ,4Vと 異 な り,こ れ 等 両 液 は 互 に 干

渉 せ ず,17-KSと3-KSの 混 合 液 を 電 解 し て

嚇f
,o

第5図

T

↓

,LZ臼1.阜,'.

I

Sv

androsterone50γ 十Testosterone

…/…5ccs一 古

も 明 瞭 な る2段 波 と し て 現 わ れ る事 を 発 表 し

た.第5図 はandrosterone50γ とTestost

erone75γ を 混 合 せ る 液 のPolarogramで

あ つ て,明 瞭 な る2段 波 を 形 成 す る事 が 判 る.

尿 中 に排 泄 され る17-KSはTestosterone

がandrosterone,etiocholanolone,と し て 代

謝 され る 事 はDobriner,Dorfman等 に よ り

明 らか に さ れ て い る 様 に,或 る も の は 性 腺 に 由

来 し,或 る も の は 副 腎 に 由 来 し て い るC、7位 に

Co基 を 有 す る 中 間 代 謝 乃 至 終 末 廃 棄 物 と し て

尿 中 に 見 られ るSteroidの 総 称 で あ つ て,そ

の 主 な る も の はandrosterone,dehydroiso-

androsterone,isondrosterone,etiocholan-

olone等 で あ る.Wolfe等 は これ 等17-KSの

同 一 濃 度 の も の に つ い てPolarogramを と

り,各 々 の 分 子 量 と 波 高 と の 関 係 を 検 討 し,分

子 量 が違 つ て も波 高 が変 らな い事 も報 告 し て い

る.

このPolarograph的 定 量 法 を比 色 法 と比較

し た場 合,比 色 法 にお け る呈 色 はAndrogene

それ 自体 で な く活 性 一一CH,一 群 を持 つKSの

測定 で あ つ て,従 つ て17-KS以 外 の非 ク ン ト

性Steroidが 呈 色 に干 渉 し,そ の為 標 準 線

と比 べ 理 論 的 に誤 差 を来 す の で吸 光 度 補 正 に

Fraserの 補 正 式 を必 要 とす る に比 べ,こ の点

か らし てPolarograph法 は 尿 中17-KSの 理

論 的 に は全 く特 異 的定 量 法 で あ る と言 われ ね ば

な らな い 而 しそ の操 作 及 び要 す る時 間 が 比 色

法 に比 し複 雑 且 つ長 時間 を要 す る点 で,今 日迄

余 り省 み られ な か つ た方法 で ある.1946年Ba-

rnett,Henly,Batt,Morris,1955年 木 本 等 に よ

り尿 エキ ス抽 出法 及 びPolarograph的 操作 に

改 良 が 加 え られ た.即 ちBarnett等 は17-KS

抽 出法 と して 過 マ ンガ ン酸 カ リ液,9%炭 酸 ソー

ダ水 溶 液 を夫 々使 用 し,還 元 物 質 除去 法 を考 案

し,木 本 はDrekter,Barnett,三 宅 の方法 を 抽

出法 に取 入れ,Polarograph的 操 作 にWolfe

の方 法 を用 い て 改良 法 を 実施 し,こ れ を小 児領

域 に おけ る臨 床 に応 用 した.亦1953年M.Bre-

zina,V.Volkova,J.Vilke等 に ょ りDiethy1-

aminopropionicacidhydrozdeをSteroidに

結 合 させ てhydrazoneと し,0.2n苛 性 ソ

ー ダ0 .5n塩 化 ナrvウ ム電 解 液 中 で17-KS

を測 定 し,GirardT試 薬 を使 用 した場 合 よ り

遙 か に 微 量 の17-KSの 検 出 され る事 を報 告 し

て い る.著 者 はWolfe,Barnett,木 本 等 に よる

Polarograph的17-KS定 量法 が 臨 床的 に総

量 及 び 分 劃 分離 測 定 に 応 用 す る た め に は余 りに

も被 検 試料 多量 を要 し,且 つPolarograph的

操 作 が 複 雑 で あ る事 を思 い,3者 の方 法 を基 礎

に し て,Diethylaminopropionicacidhydr-

azideが 本 邦 に て 入手 困 難 の た め,本 邦 に て 入

手 容 易な るGirardT試 薬 を 使 用 し,微 量 定

量 に適 す る如 くに改 良法 を前 述 の如 く考 案 す る

に 当 り次 の如 く実 験 検 討 を行 つ た.

被 検 試 料;木 本 は1日 尿 中60ccの'試 料 を を

用 い 実際 測 定 には25cc相 当量 中 の17-KSの

波高 を求 めた が,著 者 は試 料 を20ccと し10cc
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根 当量 の17-KS波 高 を測 定 す る様 改良 し,

成人 値 測定 を行 つ た.三 宅,Drekter一 大 野 変

法 等 は試 料10ccを 用 い5cc根 当量 串の17-KS

を 比 色法 に て行 の て い るが,Polaro即aph的 定

量 法 に お い て は エチ ル エ ー テ ル抽 出後,エ ー テ

ル 層 を9%NamCO3水 溶液 及 び10%Na2S黎03・

5匙0/10%NaOH溶 液 に て2回 の洗 灘 法 を余

分 に行 い,そ の過 程 に お い て エチ ル エ ー テ ル の

漏 出 が 多い た め灘 定 誤 差 を 来 し易 い の で,比 色

法 よ り多量 を 必要 と認 め,尿20ccを 用 い た.

水解 と抽 墨法;17-KSの 臨 床 的灘 定 法 の基

礎 的 条 件 と し て,古 来 よ り水 解 法 に対 す る吟 味

検 討 が種 々諸 家 に よ り研 究 され て い る.1935年

Butenandt,Dannenbaumが3β 一hydroxy

17～KS就 中dehydroeplaRdresteroneが 水

解 に 当つ て構造 破壊,基 転換 を起 し易 い事 を 報

告 以 来,1938年Dingemanse,Peters◎n等 は

塩 酸 加熱 水 解 に よつ て生 ず る脂 溶 性 のandro-

gen茎eの 物 質 は 裁解 の時 題 を菱 くす る と却 つ て

少 くな る と言 い,亦 水解 に よ り 消 失 す るの は

β 分 翻 に お い て著 し く、 生 物 挙 的 活 性 も低 下 す

る事 を報 じた.水 解法 で3-Chloro-△5-and-v-

ostefie-17-ORe,1-agdro§teg◇IORe等.A.■ 二産 物

と して生 成 され る事 が 知 られ,従 つ て 水解 法 と

し て塩 酸 加熱 水 解 に とつ て変 り,水 解 と抽 禺 を

同 時 に行 う塩 酸 クロ ロ ホル ム同時 水 解 抽 出法

(Talbot1§4◎)が 考 案 され,そ の飽 に ブ タ ノ

ール エ キスBaC12水 解 法(Talbot1943) ,エ タ

ノ …一ルHaSO4(P,H.10),室 温長 期 水解 法(Li-

eberman1948),ブ タ ノ ールxeキ スacetate

B雌ef承 解 法(B圭tmaR,Cohek(1951)>

Tensen,T6tterman2段 階 水解 法(1952)

dioxan水 解 法(Cohen,Oneson(1953)),

Sulfatase水 解 法(Roy1956)等 数 多 くの 改

良法 が遂 年 的 に 報 告 され て お り,大 野(1959)

が主 な る方 法 につ いて 追試 吟 味 検 討 し,詳 細 な

報 告 を行 つ て い る.

著 者 はDrecter一 フ℃野 変法 に習 し・,尿20cc

毒こ壌 酸6cc,8◎ ℃,10分 間 力嚥 採水 分 解法 を 用

い た 。

抽r51法 は 簡 便 迅 速,回 収 率 の よいDrekterの

エ チ ル エ ー テ ル法 を用 い,抽 出 した エ ーテ ル 層

難9王

の洗 瀞 は 木 本 の行 っ た如 く延,Bar獄e枕 の

考 案 せ る9%NaxCOs,10%「Na2S20s・5H20

/1096NaoH水 溶 液 を用 い た.比 色法 に比 較

す る と この2回 の洗灘 が余 分 の 操作 で あ るが,

還 元物 質 除 玄 及 びG圭rardT試 薬 に 可 溶 性 と

す る為 に は必 要 な よい方 法 で あ る事 を認 め た.

エ ー テ ル鷹 乾 固物 のア ル コー ル処 理;エ ーデ

ル エ キ ス乾 固 物 を直 接 呈 色 反応 に応 用 し得 る比

色 法 に姥 較 した場 禽,本 法 に お い て はPolare-

graph的 操 作 を行 う際,0.05ccGirardT

試 薬 に溶 解 させね ば な らな い.そ のた め に は

25ccエ ーyル ェキ スを 出来 る だけ 小 さい面 に

蒸 発乾 翼 させ ね ば な らない このた あ特 購 の蒸

発用 試 験 管 を作 製 使 用 して も,僅 か のGirard

T試 薬 に溶解 ぜ し め る為 に は余 りに も広面 積 に

過 ぎ る為,純 エ チ ルア ル コー ル に一疫 溶解 せ し

あ,小 試 験 管 江再 慶乾 固物 を作製 させ ね ぽ な ら

な い 著 者 は エ ー テル乾 固 物 を2.5ccの ア ル コ

ール に 溶解 せ しめ ,そ の2.Occを と り,ア ル

コ ール乾 固物 を作 製 す る様 改 良 し た.

Pelarcgraph的 操 炸;第 丞表 に云 す 如 く,

Wolfeは 尿 のア ルcu・一一ル抽 出液 な減 圧 濃 縮 し,

油状 物 質 にGka搬 丁 試 薬(鴻5ccを 撫 え2

分 間100℃ の湯 浴後 冷却 し,水0.95ccを 加

え る.こ の液 ◎.25ccにO.5k餐 飛,C至 ◎.5cc及

び0.2nNaOHO.625ccを 加 え,更 に 水1.125

ccを 擦 え て企 体 を2。5ccと な し,こ れ を電 解

液 とし てPolarogramを 撮 影 し た.木 本 は

Wo挽 法 を総 て 倍量 とし電 解 液5ccに てP◎1-

arogramを 得 た,以 上 の如 く水解 抽 出 に よ る

最後 の17-KSア ル コール抽 出乾 麗物1こGira-

rdT試 薬 及 び水 を加 注 せ る全量1.Occ中 よ り

Polarograph的 操 作 に 移 る段 階 に お い て,

Wolfeは そ の1/4量(0.25cc),木 本 は1/2量

(9.E;cc),を 分 割 使 絹 して い る.構 し これ は誤

差 を防 ぐた め の もの とは考 え られ な い.従 つ て

全 量(LOcc)を 使 用 しPolarogramを 得 る事

が,試 料 を少 くし操 作 を 簡略 化 す る上 に塑 まし

い事 と考 え,著 者 は 膵 ◎王艶 法 を 基礎 に種 々検

討 を撫 え,そ の結 果抽 出物GirardT試 薬 液 に

加 え る水 の量 を1.Occと 改 め,そ の全量(1・05

cc)に 添 加 す るNH,Clを,1.OnNH4Cllcc
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とな し,緩 衝 能 を大 に す る為,次 に加 え るNa

OHを0.5n1.Occと 改 め,電 解 液3.05ccPH

5.0と し,前2方 法 に 比 しPolarograph的 操

作 を行 うに際 し,著 し く簡 略 化 し てPolarog-

ramを 作 製 し た.第1図(1),第2図 はandr-

osteroneO.1mg標 準液 を使 用 し たPolarog-

ramで あ つ て,第1図(4)のWolfe一 木 本 法 に

よ り得 たPolarogramと 比 較 した場 合,同 一

試 料 を使 用 した時,理 論 的 に倍 量 の17-KS相

当 波 が 得 られ,実 際 に波 高 の測 定 に 便 な る事 を

知 つ た.従 つ て試 料 の減量 を可 能 な ら しめ る と

同時 に微 量 定量 に よ り利 点 を 備 え て い る もの と

第
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思 われ る,

次 に本 法 を 考 案 せ る過程 及 び有 機Polarog-

raphと し て本 法 を検 討 せ る結 果 につ い て述 べ

る.

一 般 に 有 機Polarograph実 験 に お い ては第

一 にPH1～13の 緩 衝 液 中 で の半 波 電 位,波 形,

波高,波 の数 を観 測 す るの が原 則 で,そ の 中 よ

り最 も測 定 し易 い 波 形 を呈 す る範 囲 を求 め,こ

のPHで 濃 度 と波 高 の関係 を し らべ る事 が順

序 と され て い る.

Wolfeは 第4表 に 示 し た方 法 と,そ の基 礎

液 にH201.75cc,H201.50cc十 〇.1nHCIO.25cc,

4表

Wolfe

Wolfe

木 本

本 法

最 終

彰 固.物

GirardT

H20cc

〃

0.05

基 礎 液

→検体
が

十NH4Cl

CC

緩 衝 液

十NaOH

E CC

0.5n

→0 .25十NH4CI

0.95
0.5

0.2zz

十NaOH

O.625

十H20
CC

十
1。125

電 解 液

〃

0.05

O.95

→0 .5

1。.5n

十NH4CI
1.O

〃

0.05

1.00

→1 .05

il.。n

十NH4Cl
1.0

0.2η

十NaOH
1.25

O.5n

十NaOH
1.0

総量
PH

2.5

5.2

+
2.251

[

5.0

5.2

(一)

3.05

5.0

H20L25cc十 〇.1nHC10。5ccを 加 え た,4つ の

Polarogramを 示 し,原 法 の最 適 な る事 を述 べ

てい る.尿 エ キ ス十GirardT試 薬 十H20液 全

量 でPolarograph的 操 作 を行 う場 合,Wolf

e木 本 法 に準 じ る と,木 本法 の緩 衝 液 を総 て倍

量 に す る とよい.而 し電 解 液量10ccと な るた

め,先 ず基 礎 液 とな るべ き木本 法 の0.5nNH4C1

は そ の 倍濃度 の1.OnNH,ClLOccと な し,

之 を加 えて基 礎 液 とし,次 に 緩 衝 液O.2nNa

OHは0.5nNaOHlccと 高 濃度 とし1ccを

添 加 した.更 に添 加す べ き水 の量 は彼 等 の方法

に 従 えば5ccと な り電 解 液量8.05ccと な る.

著 者 は之 等 に基 づ い て先 ず0.4nHC1,0.511N

aOH,H,Oを 用 い てPH1,3,5.2,8.6,11.1,

12.O,13.0,の8つ の緩 衝 液 を作 り之 等 を本 法

基礎 液 に 加 え,電 解 液 量5.05ccと な し,Po1一

arogramを 得 た.そ の結 果Wolfeの 述 べ た

如 くPH13の 強 ア ル カ リを加 え た場 合,最 も

美 しい 波型 を呈 す る事 を認 め た.即 ち0.5nNa

OH1。Occ+H202.Occで あっ て,電 解 液PH

5.1で あっ てWolfe一 本 木 法 の電 解 液PH5.2

に極 め て接 近 せ るPH値 で あつ た.第1図(2>

が そ のPolarograrnで あ る.

有 機 化 合物 の電 極 反応 に は殆 ん どの場 合 水素

イオ ンが直 接 に関 係 す るか ら,電 極界 面 の 水素

イオ ン濃 度 を 一定 に保 つ ため に緩 衝 溶 液 を 用 い

るが,こ の緩衝 溶 液 の構 成 分 質 の 濃度 は,そ の

緩 衝 能 を大 き くす る意 味 か ら言 つ て成 る可 く高

い方 が望 まれ る.著 者 はandrosteroneO.1m

g含 有 す る基礎 液 に緩 衝 液 と して0.5nNaOH

1.Occに 水 をOcc,2.Occ,4.Occ3つ の 添 加 し

た電解 液 に つ い てPorarogramを 作 り,第1
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図(1),(2),③ に 之 を 示 した.之 に よ り水 を添 加

す るに従 ひ 波高 の低 い事 を知 つ た.即 ちNaOH

濃 度 に 従 い,波 高 に高 低 を 生 ず る事 を 示 し て

る.Polarogramに お い ては感 度 を高 くす る

と 波形 の傾 斜 が急 とな り,波 高測 定 に誤 差 を 生

じや す く,そ の た め感 度 を下 げ 美 し い波 形 で,

且 つ波 高 の高 い波 を 得 る事 が望 まし い 以 上 の

結 果 よ り17-KSのPolarogramはWolfe

の報 告 し て い る と同 様,緩 衝 液 のPHは 強 ア

ル カ リの場 合 で,電 解 液PH5.2前 後 に於 て

』満 足 な波 が 得 られ
,而 も添 加0.5nNaOHの

濃 度 が高 い 場 合 に よ り高 い 波形 を得 る事 を知

り,著 者 は 更 に0.5nNaOH,1.OnNH4Cl,H20

を 量 的 に種kの 組 合 せ を行 い,電 解 液PH4.2

～7.4に お い てPolarogramを 得 ,こ れ らに

つ い て半 波電 位,波 形,波 高 に つ い て 検討 を行

つ て第6図 に 示 し た .第6図 に お い て,Wolf一

第6図
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e一 木 本 法 ⑦ を 中心 とし て観 察 す る と,そ れ よ

りPH7に 向 うに従 い 波 の 出現 が 一1.4Vよ り遅

れ,逆 にP且4.2に 向 うに従 い 波 の 出現 が 一L4

Vよ り早 くな る.即 ちPHに よ り半 波電 位 の

移行 す る事 が 判 る.第1図 に お い て も同様 の事

が認 め られ る.第7図 は 緩 衝液 に強 酸 及 び強 ア

ル カ リ,中 性 の3者 を本 法,Wolfe一 木 本 法,

と比 較 した 場 合 を示 すPolarogramで あつ

て,半 波 電 位 の移 動 を更 に 明瞭 に認 め 得 るも の

で あ る.波 形 は(3),(4),(5),(6),(7)は ほぼ 同様

の形 を呈 し,(1),(2>,(8),(9)に お い て は波 形 の

傾 斜 が 前 者等 に比 し急 で あ り,波 高 に おい ては

⑧が 最高 の波 高 を 示 し,(6),(7)が 美 し い波 形 な

が ら余 りに も他 に比 し低 い 波 高 の波 を呈 して い

る.
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著 者 は 以上 よ り波 高,波 形,半 波電 位及 び

Polarograph的 操 作 に 簡便 な る事 を考 え合 せ

て,Wolfeの 報 告 した 一1.44Vよ り還 元 波

は 早 く,約1.35～-1.37Vに 出現 し,Girard
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Tの 波 は 一1.55以 下 に出 現 す る第6図 ③,即

ち前 述 せ る本 法 を選 び,更 に0.511NaOHの 量 的

変 化 に よ る波 の差 を比 較 し て第8図 に 示 し た.
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これ に よ り0.5nNaOHが1.Occよ り少 い 時 は

波 高 は低 く,多 い時 は 波 高 は高 く変 化 す るが.

そ の いず れ もが 波高 測 定 に不 適 当 と思 われ,

(3)を適 当 と認 め た.更 に この 方法 に よ るPol-

arogramの 波 高 と水 銀 柱 との 関係 の比 較 を行

つ た.即 ち健 康 成 人尿 よ り抽 出 し た 尿 エ キス を

本 法 に てPolarogramを と り,そ の際 の波 高

と水銀 柱 の高 さの 関係 を検 討 し,波 高 は水銀 柱

の高 さの1/2乗 に比 例 す る事 よ りKineticcur-

rentの 含 まれ て い な い事 を認 め た.

Polarograph法 を比 色 法 と比較 す る と,抽

出法 及 び エ ーテ ル抽 出物 を 更 に ア ル コール 抽 出

を行 わ ね ぱ な らぬ事 等,前 述 せ る如 く,操 作 が

複 雑 で あ る他Polarograph的 操 作 は 常Va-一定

温 度 に て測定 せね ぱ な らぬ不 便 が あ るが.本 法

は電 解 電 流 を 自記 せ し め る もの で あ るか ら,記

録 を永 久 に保 存 す る事 が 出来,亦 反応 処理 物 は

極 め て安 全 で 同一 被 検液 に つ き定 量 を24時 間 後

に反 覆 して も,波 形,波 高 に変 化 を見 な い とい

う利 点 が あ り,比 色法 に おけ る発 色 す る反応 時

間,呈 色 後 に吸 光度 を読 み取 る迄 の時 間 が数 値

に影 響 す る事,亦Fraserの 補 正 式 を使 用 せ

ね ぱ な らぬ 等 の必要 は本 法 に は な いBarn-

ett(1946年)等 はPolarograph法 と,Cal-

10wの 比 色法 に よ る17-KS定 量 結 果 を比 較 し

(第5表),比 色法 が 高 値 を 示 し,標 準 偏 差 も

大 で あ る と述 べ て お り,そ の理 由 につ い ては言

及 し て い ない が,比 色 法 に お い て は色 素 及 び

水 解 人 工 産物 等 に よ る干 渉 で は な い か と述べ

木 本 は この 点 よ りし て もPolarograph法 は 尿

中17-KSに 全 く特 異 的定 量 法 といえ る と述 べ

てい る.

著 者 はWolfeに よ り提 唱 され て以来,Bar-

nett木 本 等 に よ り改 良 が 加 え られ,臨 床 的 に

応用 せ られ て来 た17-KSPolarograph的 定

量 法 で,こ れ等 の方 法 を基礎 に し て,更 に 簡 略

化 し て,ア ル コー ル抽 出乾 固物 のGirardT試

薬 添 加液 の 全量 を活 用 し,Polarograph的 操

作 に お い てNH4Cl,NaOHの 濃度,添 加 量 良

工 夫 を加 え,試 料20cc/1日 尿量 よ り尿 中17-

KSのPolarograph的 定 量 を行 い 得 る様 改 に

し た.

健 康 人 の17-KSの 尿 中排 泄量 は従 来 幾 多 の

報 告 が あつ て,年 令 的変 動,日 時 期 的 変 動,

民族 に よ る相 違 等 そ の値 には 可 成 りの差 異 が あ

り,同 一 年令 群 内 に お い て も排 泄 量 の動 揺 範 園,

は 可 な り大 き い事 が 知 られ て い る.そ れ故 に 正

常 排 泄 量 の 限 界 を何 所 に 置 くか が 問題 で あ る

が,大 野 は 自 己 の測 定 経 験 よ り5mg～16mg/d

ayを 正 常 範 囲 とし,5mg以 下,25mg以 上 を

略 女病 的値 と決 め て い る.Hamburger(194

8年)は 第9図 の如 く,正 常 人 の尿 中17-KS排

泄 量 分 布 図 を報 告 し て い る.
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第5表
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著 者 は 本 法 に よ り測 定 した58例 の健 康 成人 男

子17-KSの1日 排 泄 量 は 第3表 に 示 し,第9

図 に分 布 図 を示 した.Hamburgerの 分布 図 に

あて は め た場 合,そ の総 て が範 囲 内に あ り,30

才 ～40才 の 値 は 低 値 に 偏1立して い る観 を 呈 して

い る.従 来 米 英 人 と本 邦人 との測 定 成績 を比 較

す る と,差 異 あ る事 は認 め られ て お り,教 室 ト

部 は成 入男 子 に就 て そ の平均 値 に於 て3～5mg

の差 が あ る と述 べ てい る.

この成 績 を諸 家 の報告 と比 較 した場 合 を第5

表 に 示 し た.三 宅,増 田,大 野,卜 部 等 の比 色

法 に よる数 値 と比較 す ると,特 に著 明 な差 が認

め られ な い 比 色法 のKenigsberg,Barnett

及 びPolarograph法 に よ るBarnettの 値 に

比 較 す る と低 値 を 示 し てお り,Polarograph

法 に よ る木 本 とは 概 ね一 致 した値 を 示 して い

る.こ れ 等 の相 違 は 民族,測 定 方法,例 数,或

は補 正 式 使 用等 に よ り生 ず る もの と考 え る.

尿 中17-KSの 正 常 値 の決 定 は 先 に 述 べ た如

く困難 な事 で あ るが,著 者 は丈 献 に挙 げ られ た

他 法 に基 く健 康 人 値 と比 較 し,本 法 が 測定 上 充

分 価 値 の あ る事 を認 め,第6表 に示 す健 康 人値

を以 て本 法 に お け る正 常値 と老 え,臨 床 的 応 用

へ の標 準 と した.

V結 語

(1)著 者 はWolfeの 方法 に よ り,尿 中17-KS

をGirardT試 薬 と反応 せ し め,之 を電 解 還

元 可 能 な るGirard誘 導 体 とな しPolarogra-

ph法 に よ り尿 中17-KSを 定 量 した ・

(2)Polarograph的 尿 中17-KSの 測 定試 料
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と して著 者 は成 人1日 尿 中20ccを 用 い,P-

olarogramが 試 料 尿10cc相 当量 中 の17-KS

の波 を作製 し得 る如 く,測 定 方 法 を 改 良 し た.

③Polarograph的 操作 に際 し,ア ル コー ル

乾 固物+GirardT試 薬+水1.Occの 全 量 を使

用 し,更 に1.OnNH,C11.Occ,0.511NaOH1.Oc

cを 加 え,Polarogramを 得 る 様,従 来 の

Polarograph的 操作 に工 夫 検 討 を行 い.そ の

方 法 を簡 略 化 した.

(4)抽 出方法 中.洗 瀞法 にBarllettの 老 案 せ

る90/oNa2CO3水 溶 液,10%Na2S20s・5H2

0・10%NaOH液 に よる洗 灘 法 を取 入 れ好 結 果

を得 た.

〈5)著 者 はandrosterone標 準 液 を使 用 し,

標 準体 添加 法 を 用 い,較 正 曲線 を作 製 し,そ れ

を以 て標 準 曲線 と な し,こ れ よ り17-KS量 を

換 算 し,1日 排 泄 量 を求 め た.

(6)健 康 男 子10才c》69才58例 に つ い て17-KS

1日 排 泄 量 を 測定 した.16才 ～49才45例 の分 布

範 囲 は5.4mg～18.7mg/dayで あ つ た.各 年

令 群 に 区分 し分 布 範 囲,平 均値,標 準 偏 差 を求

め,そ の値 を以 て,本 法 に よる17-KS1日 排

泄量 の標 準 値 と した.

本論文の要 旨は 日本泌尿器科学会第44回 総会にて発

表 し,尚 そ の後追加実験を行い,第10回 日本泌尿器

科学会中部連合地方会にて発表 した.

欄筆するに当 り御懇篤なる御持導並 びに御校閲を賜

りました恩師稲田教授に衷心 より感謝いた します.

試薬を提供 して頂いた 帝 国 臓 器に感謝いた しま

す.
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