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   Since the quantitative analysis of the pituitary gonadotropin in human urine revealed 

to be applicable for clinical diagnosis, various methods to measure urinary gonadotropin 

have been  presented.  However these methods have some faults in troublesome experi-

mental manipulations, considerable loss in the process of extraction or toxity of the final 

products. 
   The present study was performed to  fmd a simple and reliable method for clinical use, 

and the following results were obtained. 

   1. Kaolin adsorption, because of its reliability and practibility, is a method of choice 

for extraction of gonadotropin from urine. 

   2. But, even in this method, there are some faults that procedure is rather complicat-

ed and the yield of gonadotropin is influenced to some extent by the quality of kaolin. 

   3. The process of extraction has become simple by use of crude kaolin. There is no 

substantial difference in extraction, be the kaolin crude or purified. 

   4. Synthetic weak alkaline ion exchanger resin which is of more uniform quality com-

paring to kaolin, are recommended for extraction. 

   5. Various methods for measuring activity of thus extracted gonadotropin were studied, 

and it was concluded that the best assay method for FSH, ICSH and total gonadotropin are 

respectively as follows to weigh the increase of the ovarian weight of the intact immature 

mouse treated with HCG, to measure the enlargement of the prostate and seminal vesicles 

of the hypophysectomized immature rats, and to calculate the increase of the uterine weight 

of the intact mouse. 

   6. Prolactin in the urine was extracted by the alcohol precipitating method and assay-

ed with  pigeon's crop gland method. 

   It was observed that in the antiandrogenic therapy for the prostatic cancer, there might 

exist corelation between prolactin  output and effectiveness of the treatment , More basic 
researches would be necessary in order to complete the method of quantitative analysis of 

prolactin.
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1緒 論

妊娠婦人尿 中に大量 の性腺刺戟 ホルモ ン(以

下Gと 略 称する)が 含 有 され ることは,1927

年1)lc既 に報告され てい るが,1930年Zondek2}

が更年期後の婦人尿 中にGを 発見 し,以 後正常

の男子及び女子の尿 中にも少量 ではあ るがGが

含有されることが認め られ るに至つた.そ の後

の研究の結果 ,こ れ等 のGは,妊 婦尿 中のGが

胎盤を分泌源 とするのに対 して,脳 下垂体 よ り
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分泌されるものであることがわかつた.尿 中の

脳下垂体性Gは 量的に極めて僅少である為に最

近に至る迄化学的,或 いは生物学的面では見る

べき研究の進展がなかつたが,脳 下垂体はGを

分泌 し,性 腺の発達と,こ れに伴う性ホルモン

の分泌を促進する機能を持つ反面,性 ホルモン

により脳下垂体のG分 泌は調整を受けているこ

とが明らかにされた.従 つて例えば,睾 丸を摘

除 した場合,脳 下垂体は男性ホルモソによるG

分泌の抑制が解かれるために大量のGを 分泌す

るに至 り,従 つて尿中にGの 過剰排泄が起る,

性腺自体に起因する一次性性腺機能障害の場合

にも同様に尿中に大量 のGの 排泄を見る場合が

多い.こ れに反して脳下垂体機能の障害により

そのG分 泌が減退 し,二 次的に性腺の機能不全

を招来する場合は,尿 中えのG排 泄量は減少す

る.こ のように尿中のG量 が,性 腺及び脳下垂

体の機能を反映することは,臨 床家の注目を引

き,基 礎的研究に先行して臨床的応用の研究が

進み,特 に泌尿器科領域では,男 子性腺機能不

全症 の正 しい診断の為の"手 探として,睾 丸の

組織学的所見,睾 丸機能に由来する精 液 の検

査,及 び睾丸より分泌されるホルモソ,及 びそ

の代謝産物の定量 と並んで尿中Gの 定量が広 く

試みられ るようになつた.し かし性腺のホルモ

ン分泌,及 び性ホルモンの脳下垂体G分 泌調整

の機構に関しては完全な解明が行なわれたわけ

ではない.例 えば男性ホルモンのG抑 制作用が

比較的弱いことから,男 性に於てGの 分泌調整

に主役を演ずるのは男性ホルモンではなく,睾

丸より分泌される発情ホルモソであろうと考え

られ,そ の分泌源については,精 細 管 上 皮の

Sertoli氏 細胞であろうとする説3》4)5,が有力で

あるがMaddock等6)は 】Leydig氏 間質細胞

説を提唱 している,

又最近では各種ステロイ ドホルモソの臨床的

使用が盛になり,そ の使 用量 も増大している

が,こ の場合脳下垂体の受ける影響も見のがす

ごどのできない問題である.逆 に性ホルモンの

脳下垂体機能抑制効果,或 いは抑制後の所謂ハ

ネカエ リ現象を積極的に利用しようとする種々

の治療法も試みられている.こ れ等いずれの場
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合に於ても尿中Gの 測定は,脳 下垂体のG分 泌

機能を推定するための主要な手段であり,そ の

価値は大きく評価されなければ な らな い.長

田7)が初老期の性腺障害に於ける男性ホルモン

治療の場合,使 用すべき男性ホルモンの適正量

を尿中Gの 測定より決定したこともその一例で

ある.こ のような趨勢を反映して極めて多数の

尿中G測 定法が考案され改良されて来たが,何

れもいくつかの欠陥を持つている.特 に尿中の

G量 が僅少であるために検定にあたつて先ず尿

中よりGを 分離,精 製することが必要であるこ

と,及 びGが 蛋白質ホルモンであるために,分

離されたGの 定量は生物学的定量法によらざる

を得ない事は,臨 床的利用に当つてこれ等操作

の煩雑 さが多 くの障害を及ぼしている.著 者は

特にこの点に留意し,で きる限り方法を簡略化

することを主眼として各種の方法を比 較 検 討

し,一 つの検定法を立案した.以 下その手順を

詳細に記述すると同時に結論に至る過程につい

て報告する.

皿 尿中Gの 分離法

尿中Gの 定量法は,二 つのステツプに分離して考察

することができる.第 一は尿中よりGを 分離,精 製す

る段階であ り,第 二は分離されたGを 測定する過程で

ある.以 上二つの過程については,そ れぞれ極めて多

数の報告があるが,先 ず分離,精 製の方法としては最

も古くから用いられている方法に,ア ルコ ール沈 澱

法がある.こ の方法はZondek2)が 初めて尿中にGを

発見した際に用いられ,そ の後多 くの研究者8)9)に ょ

り種々改良が加えられたものであるが,そ の要点は弱

酸性として炉過した尿に4倍 前後のアルコールを添加

し,Gを 沈澱させる方法である.し かしこの方法では

大量のアルコールを消費し,又 アルコール不溶性の他

の物質をも同時に大量に沈澱させるので得られるGは

極めて不純であり,こ のため次の段階で生物学的試験

を行 うに当つて毒性が強 く,定 量が不能となる場合を

生ずる.Heller等10)は この点に対してアルコールに

よる沈澱物を再び水に溶解して透析することにより,

低分子の爽雑物を除去し毒性を減ずることができた.

しかしこの方法による場合は,透 析中に有効成分の損

失するおそれがあり,松 島11)は,こ の点を考慮した改

良法を発表した.以 上のような改良により,ア ルコー

ル沈澱法の毒性に関する欠点は排除できたが,ア ルコ

一ルの消費量については改善することがで きな かっ

た.ア ルコールの代 りにアセ トソを用いても殆んど同

様に処理を行 うこともでぎるが11)IMI8,,大量 の溶媒を

用いることに変 りはなく,大 きな改良とはならなかっ

た.ア ルコール法,或 はアセ トン法は安全確実である

点でひとつの標準的方法であるとは考えられるが,大

量の溶媒を消費することは,経 済 的 面でもroutine

な臨床的手段としては難点がある.そ こでこれに代る

種々の方法が考案され試み られている.即 ちタンニン

酸14)15〕16)又は タソグステソ酸17)18,等蛋 白沈澱試薬に

よりGを 沈澱分離する方法,安 息香酸19}カオ リンm,

21)22)23)水酸 化 アル ミニユーム24)等吸着剤を用いてG

を吸着分離する方法,そ の他塩析による方法25)限外源

過を用いる方法26)27)等である.こ れ等の優劣に関して

は一定の見解がなく,例 えぽアルコール法を提唱する

Heller等10,が タソニン酸法に比し,ア ルコール法が

優れていると報告しているのに対して,タ ソニン酸法

を 推 奨するLevinは 全 く逆の結果 を発 表してい

る15).そ こで著者は先ずこれ等の諸方法について比較

検討を行つた.こ の場合,比 較の基準として次の4点

を考えた.

(イ)操 作が容易であり特殊な装置,専 門的な化学的

技術を必要としないこと.

(ロ)Gの 収量がよいこと.

の 生物学的試験の障害となる毒性が除去できるこ

と.

◎ 費用がかからぬこと.

本研究はroutineな 臨床的利用を可能にすること

を主眼としたので,(イ)及び⇔の点に特に留意した.

i)各 種G抽 出法の比較検討

先ず(イ)項に関して考察した結果,限 外瀕過法は特殊

の装置を必要とし,タ ンニン酸法,タ ングステソ酸法

による場合は共に抽出物が不純であり,毒 性の点でそ

のままでは不適であるが,こ れを更に精製純化するた

めには煩雑な化学的操作を必要とし,こ れも(イ)項の条

件を充たさなかつた.又 硫安を用いる塩析法では,得

られたGに 硫安が混入し,そ の除去のために透析が必

要であり,又 この間に液量が増加するので再びアルコ

ール法,そ の他により濃縮を行 う必要を生じ煩雑さを

免れなかつた.以 上の理由にょりアルコール法,又 は

アセ トン法に代 り得る方法があるとすれば残る吸着剤

を用いる諸方法以外には考えられなかつた.そ こでこ

れらにつき,次 に示す方法により(ロ)項の収率比較を試

みた。尚尿中よりのGの 回収率を測定する場合,比 較

的大量,且 既知量のGを 尿に溶 解 し,こ の尿より各

種の方法でGを 抽出,測 定し,予 じめ加えたG量 との
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比較によつている報告鋤もあるが・著者はこのような

方法による場合・G量 は自然の状態に比し・高濃度で

あり,又一度分離 乾燥されたGが 自然の場合と必ず

しも同一の化学的性質であるか否かは 問題 で あり・

収率比較の方法として疑問が持たれたので・比較的確

実にGを 分離できると考えられるアルコール法を標準

とし,こ れとの比較による間接的な方法により収率の

比較を行つた.

a)方 法

試料は男子尿,婦 人尿,更 年期婦人尿を用い,夫 々
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を 数 等分 して 各 々アル コール 法,ア セ トン法,及 び各

種 の 吸着 法 に よ りGの 抽 出 を行 つ た.ア ル コール 法

は,松 島 の方 法11,カ ナ リン吸 着 法,水 酸 化 アル ミニユ

ー ム吸着 法,安 息香 酸 吸着 法 は,夫 々Bradbury等20》

Malburg等24)及 びKatzman等19)の 方 法 に従 つ た .

収 率 の 比較 は 後 述す る マ ウス子 宮重 量 法に よ り各Gフ

ラ クシ ヨソの 効 力を 検定 し最 小 有効 量 を原 尿 に換 算 し

て 行つ た.

b)実 験 成 績

収率 比 較 の 一 例は,第1表 に示 す 通 りで あ るが,ア

第1表 収率比較の一例

抽出法
投与量cc
(原尿換算量)

40

20

ア ル コ ー ル 沈 澱 法

子鍾 量m、陶 反応 率

30

29

20

26

30

10

5

23

20

32

11

18

8

7

8

8

7

2,5

10

6

6

8

9

十

十

十

十

十

十

十

十

5/5

3/5

0/5

O/5

推 定 効 力

1単 位=

10cc

ア セ トン沈 澱 法

子宮重量m、1判定隊 応率

36

26

23

51

27

13

12

18

12

13

8

12

7

10

8

7

7

9

10

9

十

十

十

十

十

5/5

0/5

o/5

o/5

20CC

カ オ リソ 吸着 法

子宮重量m,1判定隊 応率

45

41

51

47

40

52

33

56

36

29

25

17

17

11

13

5

7

7

8

6

+1

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

5/5

5/5

1/5

0/5

20CC

試料は更年期後婦人尿

検定はマウス子宮重量法

判定は子宮重量が20mg以 上 となつた場合を+と し,単 位の推定は一群の動物の50%以 上が反応+を

示す最小量を1単 位とした.
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第2表 各種抽出法の収率比較

実 験 番 号

試
ア ル コ ー ル 沈 澱 法

ア セ トン 沈 澱 法

カ
オ
リ
ソ

吸
着
法

吸着剤※2
Al

A2

B1

水 酸化 アル ミニ ユー ム

吸 着 法

安 息 香 酸

吸 着 法

1234

正 常 男 子 尿

100100100100

100

50

ioo

100

100

25

56 7

去 勢 男 子

100100100

100

50

2∞

50

25

以 下

8 9

正常婦人尿

100100

50

25

10111213

更 年 期 後 婦 人 尿

※1※1

100100100100

50100

50

50

100

100

25

以下

収率はアルコール法を100と した場合の他の方法の比較値

※1透 析を行わず

※2カ オ リンの 製造 メー カ ー及 び製 造 ロ ッ トの 別

ルコール沈澱法による収率を100と し,そ の他の方法

の収率を一括して表示すれぽ第2表 の如 くになる.即

ちカオリソ法は,ア ルコール法に比して25%～100%

の収率を示し,こ れに対して水酸化アル ミニューム吸

着法,安 息香酸吸着法は夫々25%～50%,及 び25%以

下 となつた.

c)考 察

ヵオリン吸着法の場合比較的低収率の例が初期の実

験に多かつたことは,こ の方法に対する習熟の程度の

問題もあると考えられる.水 酸化アルミニユーム吸着

法は,カ オリンが天然物であり,品 質が一定 しない欠

点を考慮し,こ れを合成により作製し得る水酸化アル

ミニュームに置き換えた方法であるが,実 験の結果は

ヵオ リンに比し,50%程 度の収率しか得られなかった

のみならず水酸化アル ミニーム法により得 られ るG

は,ヵ オリン法に比し,低 純度であつた.カ オリンの

品質による収率の差については,後 に詳細な実験を試

み,収 率の悪い品種に遭遇する確率は極めて少ないこ

とを認めた.

d)小 括

(1)収 率の点で最も安心して利用し得る方法は,ア

ルコール法であるが,こ の方法には大量のアルコール

を消費する欠点がある.

〔2)ア ルコール法に代 り得る方法としては,第 一に

カオリン吸着法をあげることができる.

ii)カ オ リン吸着法の改良

カオ リン吸着法は元来Scott等28,が
,妊 婦尿中よ

り胎盤性Gの 分離法として発表したものであるが
,Br

adbury等20,に より尿中の脳下垂体性Gの 分離に利用

され,好 結果を見た方法である.Bradburyの 報告は

1947年 であるが最近に至 り急速な普及を見ると同時に

多 くの研究者により追試が行われ,Loraine等2D及 び

Albert等23)に よつて改良法が発表されている
.カ オ

リン吸着法は・経費がかからないこと
,比 較的高純度
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であり,従 つて毒性の少ない抽出物が得られる利点が

あるが,反 面操作が稽々煩雑であり,又 カオリンが天

然物であることから,そ の品質が一定しないのではな

いかという惧れが持たれている.著 者はこの二つの欠

点に対応して種々の実験を試み一つの改良法に到達し

たのでその手順,及 び改良の根拠について報告する.

尚Gの 定量は後述する如 く生物学的方法によることと

したので,こ れを前提としてGの 分離法について検討

した.

(1)採 尿量及び使用尿量

尿中G量 は1日 尿に換算して表現されるのが普通で

あるので著者もこれに従つた.し たがつて少くとも全

尿を採取してその容量を測定す ることが必要である.

実際検定に使用する尿量は次に検定に使用する動物数

と関連があり,多 ければ多い程検定結果の信頼度は高

くなるが,著 者は実際上の諸条件を考慮して原則とし

て1日 尿全量を使用することとした.

② 尿中Gの 安定性

Gは 一種の蛋白質であり,酵 素の分解作用により効

力を失うから尿の腐敗を防止することは絶対に必要で

ある.し かし腐敗しなくても長時間水に溶解した状態

に放置すると,Gは 変性を起し,同 様に生物学的活性

が失われる.こ の変性の速度は一般に温度の上昇と共

に増大することが予想される.尿 の室温,及 び冷所に

於ける保存時間とGの 効力について実験を試みた結果

は次の通りである.

L方法】正常男子尿1!に つき5ccの トルオールを

加えて防腐の処置を行つた後,約25℃ の室温,及 び

10℃ 以下の冷蔵庫内に尿を保存 し,3日,1週 間,

2週間後に各々一部を取り出しカオリン吸着法により

Gを 抽出し,マ ウス子宮重量法により検定を行つた.

その結果より単位容量当 りの効力を,採 尿直後のそれ

と比較した.

〔実験成績〕 第3表 に示す結果が得 られた.常 温で

は3日 後にすでに効力の低下が認められた.従 つて尿

の保存は冷蔵庫中に置かなければならないが,こ の場

合も保存しうる限度は,1週 間と考えられ る.又 たと

第3表 尿中Gの 安定性

放置条件

冷蔵庫IO℃以下

室 温 約25℃

直 後

1

1

3日 後

1

1週間後

1

1/2[1/4
1

2週間後

1/2

数値は直後の効力を1と した場合の各期間の効力
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え効力の損失がなくても長期保存した尿は,炉 過の際

除去し難い沈澱を生ずる場合があり,そ の後の操作を

甚だしく阻害する.

(3)吸 着の条件

a)吸 着時のpH

Gを カオ リンに吸 着する場合の尿のpHに ついて

Loraineは 極めて厳 密な要 求をしている.即 ちpH

4.0で 吸着率は最大であるが,こ れ より上下すること

により著るしく吸着率が低下し,例 えぽpH4.5,pH

3,5で は約60%,pH5.0で は50%に なると報告して

いる.こ れに対してAlbertはpH3.5,pH4.0,pH

4.5で は差を認めず,pH5,0以 上 のアルカリ性の場

合に,は じめて収率の低下を認めている.こ の点につ

いて著者の追試の結果は次の如くなつた.

〔方法〕 正常男子尿6e,及 び去勢男子尿2.4tを

夫々3等 分しpH3.5,pH4.0,pH4.5と して炉過後

Bradburyの 方法に従い吸着,及 び溶出を行い,得 ら

れたGフ ラクシヨンの効力をマウス子宮重量法により

推定して収率の比較を行つた.又 カオリンを除去した

後の尿中に残 留するGを アセ トン沈澱 法により回 収

し,そ の効力を測定した.

〔実験成績〕 結果は第4表 に示す通りで あ りpH

3.5,pH4.0,pH4.5で 吸着を行つたいずれの場合も

Loraineの 報告する如き収 率 の差 を見 出さなかつ

た.又 カオリン吸着後,尿 中に残るGは カオリンに吸

着されたGの1/4～1/8以 下であつた.以 上の結果か

らG吸 着時の尿のpHは それ程厳密である事を必要と

せず,従 つてpHの 測 定は,メ ーターによらなくて

も,pH試 験紙による程度で充分であると判定した.

尚Albertは,Loraineの 報告に対して 「Loraine

の実験は既知量のGを 予め添加した尿を用いて居 り,

これは自然の状態より遙かに高濃度のGを 含有する尿

を用いていることになり,こ れが前記の結果を生じた

原因であろう.」 という批判を行つている.

b)カ オ リソの型状

Loraineは,N一 塩酸で予め前処理し更にこれを充

分水洗した後,水 に懸濁したカオリンを用いている.

この操作は非常に面倒であ り,且 長時間を必要とする

ので著者はこの点の簡易化を試みた.先 ず懸濁液を予

め大量に調整して置き必要量だけ小分けして使用する

ことを考え,懸 濁液の保存期間と,こ れを用いたとぎ

の収量の比較を去勢男子尿について行つた結果,第5

表 に示す如く殆んど収率に差を認めなかつた.そ こで

次には塩酸処理を行つたカオ リンと,塩 酸処理をしな

いカオ リンの懸濁液との比較を試みたがこれも収率の
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第4表 カナリソ吸着法の検討

1,吸 着時の尿のpHと 収率

実 験 番 号 1

尿 正 常 男 子 尿

皿 皿

正 常 男 子 尿 去 勢 男 子 尿

吸着時のpH 3.5 4.0
F4

・5ト4'0 4.5 3.5 4.0 4.5

カ
オ
リ
ソ
に
吸
着
さ
れ
る

G

投

与

量

　
原

尿

換

算
)

160cc 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4

80 4/4 1/4 3/4 3/4 4/4

40

20

10

5

2.5

0/4

0/4

o/4

0/4

o/4 2/4 1/4

o/4 0/4 o/4 4/4

3/4

o/4

o/4

4/4

3/4

4/4

4/4

0/4

0/4

1/4

O/4

尿 投 320 0/4 o/4 0/4 o/4 i
中 与
に 量 160 o/4 o/4 0/4 o/4
残
る

(
原
尿

80 0/4 o/4 o/4 0/4 o/4 0/4

G
換
算 40 o/4 o/4 0/4 o/4 0/4 o/4
」) 「唱

第5表 カオ リン吸着法の検討

2.カ オリソ懸濁液調製後の月数とGの 収率

第6表 カオリソ吸着法の検討

3.精 製カオ リソと無精製カオ リソの収率比較

議
40CC

20

10

5

新

4/4

4/4

1/4

0/4

4ヵ 月

4/4

3/4

1/4

0/4

6カ 月

実験

番
号

4/4

4/4

0/4

0/4

去勢男子尿使用

1

差を見出さなかつた.更 に一歩を進め,カ オリンを懸

濁液とすることの必要性を見るために,カ オリンを粉

末のまま用いた場合と原法通り懸濁液とした場合との

比較を行つた結果,第6表 の如 くやはり差を認めなか

つた,即 ちカオリンは無処理で,し かも粉末のまま用

いることが可能であるとの結論に達した.尚 カオリン

を粉末のまま用いる実験はAlbert,23}小 野田29)も行

って居りその結論は著者の結果と一致している.更 に

Albertは カナリンの必 要量についても研究 して居

り・尿1!に 対して最小209の カオリンが必要である

皿

皿

投 与 量

(原尿換算)

40cc

20

10

5

40

20

10

5

40

20

10

5

精製カオ
リソ
懸 濁 液

4/4

4/4

1/4

0/4

4/4

4/4

1/4

o/4

4/4

4/4

1/4

0/4

無精製力 無精製カ
オ リン オリソ

懸 濁 液 粉 末

3/4 4/4

3/4L3/4

2/4 1/4

o/4 o/4

4/4

4/4

1/4

1/4

L

4/4

2/4

0/4

o/4

4/4

4/4

2/4

1/4

去勢男子尿使用
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と報告しているが・この点については・著者は追求し

なかつた.

c)カ オ リソの品種

過去3年 間に於いて著者は5種 類のカオリンを使用

したが,そ の都度アルコール法と比較検定を行い・そ

の適否を判定した.既 に第2表 に示した如 く・当初の

実験では,ア ルコール法に比し,約25%の 収率しか得

られなかつた例があつたが・その後のカオリンは・い

ずれもアルコール法に比し・収率の差がなかつた・ヵ

ナリソは,天 然物であり品種により収率に差が生ずる

のではないかとい うことは,一 つのカオリソ法に対す

る危惧であるが,上 記の結果は使用不適であるような

品種にそれ程頻繁に遭遇するものではない ことを 示

し,叉 カオリソの使用量は少量であるので新らしい品

種を用いる場合,そ の都度収率を検したとしてもそれ

程大きな労力は必要としないと考えられる.

4)カ オリンよりG溶 出の条件

ヵオリソよりGを 溶出する溶媒についてはカオリン

えのGの 吸着の場合と同様Loraineは 厳密なpH調

整が必要であると力説している.即 ち水酸化ナ トリウ

ム液を用いてpH11.3と した場合が収率最高であり,

その前後ではいずれも収率が低下する.例 えばpH11,0

では,80%,pH10.5で は50%,pH10.0で は20%

以下に,又pH12.0で は約30%で あ ると報告してい

る,著 者はBradbury等 の方法に従い,N一 アソモニ

ア水で抽 出を行つているので,】Loraineの い う最適

抽出溶…媒であるpH11.3の 水酸化ナトリウム液との

比較を試みた.

〔方法〕 正常男子尿3tを2分 し,カ オリソ吸着迄

の操作は常法により行つた後,溶 出を,一 方はN一 ア

ソモニア水で,他 方はpH113の 水酸化ナ トリウム

液により得られたGフ ラクシヨンの効 力比 韓 を行つ

た.

〔実験成績〕 第7表 に示す如 く,収 率はむしろN一

アソモニア水の方が良好であつた.尚 二つの方法によ

つて得られるGフ ラクショソの重量の比較を行 うと第

7表 の如 くなり,N一 アソモニア水による方 が遙かに

高純度のGが 得られることが明らかに なつた.N一 ア

ソモニア水によつた場合でも,尿 が新鮮でなく,既 に

述べた如き濁りのある場合は,沈 澱の重量が多く不純

であつた.Loraineは,そ の方法により得られ るG

が不純であり,G含 有量の少い尿を用いた場合,得 ら

れる抽出物が毒性のため,生 物学的検定が不 能 とな

り,ト リカルシユームフォスフ山イトを用いる再精製

力泌要であると述ぺている30}こ れに対して著者はN
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第7表 カオリソ吸着法の検討

4,ア ンモニア水を用いる溶出と水酸化ナ トリウ

ム溶液を用いる溶出との収率比較

霧礁 糊 嶺収量 16・1・ ・1・ 。i・ ・

ア ン モ ニア

1-一

水 酸 化 ナ ト
リウム

H

ア ソ モ ニ ア

124/4

97.04/4

324/4

水酸 化 ナ ト68 。0リウム 4/4

4/4

2/4

4/4

'/41。/4

o/4

2/4

・/・i・/・

0/4

0/4

0/4

正常男子尿使用

一アソモニア水抽出によつた製 品を用いて何等生物学

的検定に支障を感じていない.尚N一 アソモニア水の

所定量をカナ リソに加えた場合のpHの 実測 値は,

11.5前 後であり,Loraineの 指摘する至適pHに 近

い値を示し,ア ソモニアは弱アルカリである為幾分の

濃度の差では,pHが それ程動かないことを認めた.

以上要するにN一 アソモニア水により溶 出を行つた場

合,pH11,3の 水酸化ナ トリウム液 による場 合に比

し収率に差がないのみならず,高 純度のGが 得 られる

点を考慮すると前者の方が,優 れた溶出溶媒であると

結論される.

5)溶 出液 よりGの 沈澱

a)ア ル コール添加時のpH

Bradburyは,カ オリソよりGをN一 アソモニア水

で溶出した後,こ の溶出液を一度pH8.5と して遠心

分離した後,更 にpH5.5と してアルコールを加 えて

Gを 沈澱させている.先 ず問題となるのは,pH8.5

で一応止める必要の有無である.N一 アソモニア溶出

液が混濁していることは,前 記の通 りであるが,こ の

混濁は溶出液のpHを 酸性にするにしたがつて,分 離

し易くな り,そ の上限が大体pH8.5で ある.一一一i方混

濁中には,カ オリソの微粒子が混在することが明らか

であり,Gの 水溶液にアルコールを加えてGを 沈澱さ

せる為には液を酸 性にする必 要があるが,カ オリン

は,酸 性ではGを 吸着することも明らかである.そ こ

で一挙に酸性とするとGが 再びカオリソに吸着される

おそれがある.以 上の点がBradburyが 一度pH8.5

で沈澱を除去した理論的根拠であると考えられるが,

著者は簡易化を目的として敢て一挙にpH5.5と して

沈澱の除去を試みた.そ の結果,収 率に影響を及ぼさ
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ないことを認めた.又 このとき生ずる沈澱を再びN一

アソモニア水で溶出し,Bradburyの 原法に従つて沈

澱を行つたが,殆 んど沈澱が得られなかつた.以 上の

結果から溶出液のpHは,一 挙にpH5,5と して沈澱

を除去し,直 ちにアルコールを加えることとした.

b)ア ル コール添加時の液のpH

中和した溶出液にアルコールを添 加する場 合,pH

試験紙を用いてpHの 測定を行う限 りに於いて,多 少

の変動は免かれないのでpHの 収量に及ぼす影響を次

の方法により検した,

〔方法〕男子尿よりGを 常法により吸着及び溶出し,

溶 出液を数等分し,夫 々をpH4.0～6.0の 種 々のpH

として4倍 のアルコールを添加し,一 夜放置後沈澱を

遠心分離 して乾燥した.

〔実験成績〕 夫々の重量,及 び効力は第8表 の如く

なつた.こ の結果よりアルコール添加時のpHも それ

程厳密であることを必要 としないと判定された。

第8表 カオリン吸着法の検討

5.ア ルコール添加時のpHと 収率

〔実験成績〕 以上の結果は,第9表 の如くであり,

アルコール2倍,及 び3倍 添加では,沈 澱量が4倍 の

場合の約70%,90%と なつた.又 効力は,2倍 の場合

は25%と なつたが,3倍 の場合は,4倍 の場合と差を

第9表 カオリン吸着法の検討

6.ア ルコール添加量 と収率

アル コ ール添 加量

収 量
(mg/原 尿le)

効 力

(muu/原 尿le)

上
澄
中
に

残
る
G
量

実騒 引 1 H

アル コー ル追 加 量

収 量
(mg/原 尿1の

pH

収 量
(mg/原 尿1e)

効 力

(muu/原 尿le)

4.0

18,5

5.0

効 力

(muu/原 尿1e)

2倍

14

4

2倍

6.9

10

3倍

18

16

1倍

2.7

2.5

以下

4倍

20

16

16

1倍

20.0

16

1.5

6.0

17.5

16

2.5

以 下

4.5

28.0

8

5.5

31.5

16

正常男子尿使用

c)ア ル コールの添加量 と収率

カオリソ吸着法は,ア ルコール沈澱法に比し遙かに

安い経費でGの 分離を行うことができるが,尚 尿1e

に対 して約300ccの アルコールを消費することにな

るので,で ぎるだけアルコール量を節減する意味で添

加するアルコールの量と収率との関係を見た.こ の為

には次の如き実験を行つた.

〔方法〕 常法によりGの 吸着及び溶出を行い,溶 出

液のpHを5.5と して遠心分離した後,そ の上澄液

を3等 分し,各 々にアルコールを2倍,3倍,及 び4

倍 添加し,一 夜冷蔵庫中に放置した.翌 朝沈澱を遠心

分離し,こ れを乾燥すると同時に,上 澄液には更に夫

々初めの液量の2倍,1倍,及 び1倍 のアルコールを

添加し,こ のとき生ずる沈澱も前回と同様に分離乾燥

し秤量を行 うと共に効力を測定した.

認めず従つてアルコール3倍 添加によりGは 殆んど完

全に沈澱し,こ れ以上のアルコール添加によって生ず

る沈澱は無効物質であるとの結 論に達した.こ の点

は,ア ルコールの追加による沈澱が,2倍 より4倍 の

場合は有効であるのに対して,3倍 より4倍 では無効

であることによつても立証された.尚4倍 の上澄に更

にアルコールを追 加しても殆んど沈 澱 を生じなかつ

た.も とよりこの沈澱は,無 効であつた.以 上要する

にGを 沈澱させる為に必要なアルコールの量は,3倍

以上ということになる.Bradbury等 は,こ の目的の

ために4倍 量の95%ア ルコールを用いているが,蛋 白

質の水溶液にアルコールを加えてこれを沈澱させる場

合,主 として問題となるのは添加後の最後の濃度であ

る.従 つてBradbury等 が,95%ア ルコールを用い

たことは特に大きな意味は考えられない.た だ使用後

のアルコールを回収して用いる場合,100%迄 脱水す

るのに比して95%に 止めることは非常に容易であるの

で・この場合は意味があり,又 これ以上低濃度のアル

コールを用いると同じ最終濃度を得るためには非常に

液量が増加するのでこの点からも95%は 適当な濃度と

考えられる.尚4倍 の95%ア ル コールを加えた場合,

添加後の濃度は76%と な る計算であ り,著 者の実験に

於ける3倍 量のアルコールを加えた場合に75%と なる

点と大体一致し,Gを 沈澱させるために必要な最小限
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のアルコール量と考え られ る.Loraine等,及 び

Albert等 は共にアルコールの代 りにアセ トソを用い

ている.但 しLoraineの2倍 量に対して,Albertは

5倍量を用い,そ の間に大きな差がある.ア セ トソが

アルコールと同様に用い得ることは先に述ぺたアセ ト

ン沈澱法が,ア ルコール沈澱法と同等の収量を示す点

からも明らかであるが,こ の場合に於ける必要量につ

いては,追 試を行わなかつた.

6)混 入する不純物

ヵオリソ吸着法により得られるGフ ラクシヨソは,

他の方法による場合に比して比較的高純度 では あ る

が,こ れとても純粋なGで はなく相当量の不純物を混

有することは明らかである.既 に述べた如 く著者はG

の定量を主としてマウス子宮重量法により行つている

のでGフ ラクシヨン中に含有され,且 この方 法 に よ

る定量に影響を与える可能性のある爽雑物について考

察した.先 ず考えられるのは,子 宮に対して直接作用

を有するエストロジエソ(以 下Eと 称する)で ある

が,更 にこれをEndogeneousなEと,Exogeneous

なEと に分けて考えた.

a)Elldogelleous-E;尿 中のEは,こ れを定量する

ことが臨床的診断手段としてGの 定量と共に屡々利用

されるが,Butt等31)は,カ オリソによりGを 吸着し

た後の尿をEの 測定に利用し得るということを報告し

ているので,著 者は本来の目的であるGフ ラクシヨン

中に混入するEの 測定を行 うと同時にG吸 着後尿中に

残るEの 測定も同時に試みた.

L方法〕 男子尿中にもEの 排泄はあるが,そ の量が

微量であるので,本 実験には男子尿の他,E含 量の多

い卵胞期の婦人尿,及 び妊娠婦人尿を用いた.Eの 定

量はG吸 着前後の尿中Eは,Methylation法32)に よ

り,又Gフ ラクシヨン中のEは,塩 酸で加水分解後,

同様の方法で抽出を行つた後,共 にHydroquinone

Kober法33}に よ り比色定量を行つた.更 に念 の た

め,Gフ ラクシヨソ中の混在するEに ついては,次 の

方法による生物学的検定によつてもこれを確認した.

即ちカオリン吸着法により卵胞期の婦人尿より抽出し

たGフ ラクシヨンを2分 し,一 方はそのまま,他 方は

30分間100℃ の温浴上で加熱してGを 無 効 化 した

後・共にマウス子宮重量法により定量を行つた.若 し

Gフ ラクシヨソ中にEが 存在し,こ れがマウスの子宮

に反応する程度の量であればGを 加熱無効化した後の

Gフ ラクシヨンによつても反応を示す筈である.

し実験成績〕 先ず化学的測定の結果では,第10表 に

示す如く,Gフ ラクシヨン中に殆んどEを 認めず,従

つてこれを用いて子宮重量法によりGの 定量を行つて

第10表 カオリン吸着法の検討

7.尿 中E*の 化学的定量

225

墨

フ ラ クシ ヨン

男 子 尿

卵 胞 期婦
人 尿

妊 婦 尿

原 尿 £欝 後

8.8γ/t8.8γ/t

loo% 工00%

72.O〃69.O〃

100%95.8%

114。.。"「1130.0"

1・・%199.1%

Gフ ラ クシ
ヨン

O.14r/t

1.6%

1.43〃

O.13%

*エ ス トロ ジ ニ ン

も何等Eに よる影響を考慮する必要がないという結論

に達した.ま た生物学的検定の結果は,第11表 の如 く

なり,加 熱したGフ ラクシヨソは,Gに よる反応が認

められる4倍 量でも何等子宮の肥大を認めなかつた.

以上二つの実験結果からGフ ラクシヨン中には検定の

障害となる程のEが 混入しないことが実証された.

第11表 カオリン吸着法の検討

8.Gフ ラクシヨン中に混在するEの 生物学的

検定

実験
番号

1

皿

投 与 量
(原尿換算)

320CC

160

80

40

20

640

320

160

80

40

Gフ ラ クシ ヨン

4/4

2/4

0/4

o/4

3/3

3/3

0/3

o/3

加 熱

Gフ ラ クシ ヨン

0/4

0/4

0/4

0/4

o/2

0/2

0/2

0/2

卵胞期の婦人尿使用

b)Exogeneous-E;以 上はEndogeneousなE

の場合であるが,泌 尿器科領域で は大量 のExog-

eneousなEの 尿 中排 泄が予想される場合がある.

例 えば前立腺癌の治療に於ては生理 的量 を遙かに超

えたEが 投与される.又 この場合には,天 然 のEで

はなく合成発 情 物 質が用いられることが多いので前
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述の場合と別に考えなけれ ば な らない,最 近,再 発

性前立 腺癌 治 療の対策を見出さんとして尿中Gの 態

度が論議 されて居り,Albert23}は 卵胞ホルモソ投

与中の症例では投与ホルモソの影 響を考 慮して,G

検定にはマウス子宮重 量法は不適で必ず ラット卵巣

重量 法を用 うべきであると述ぺて居る.著 者は合成

発情物質の一種である,Hexestrole(ヘ キスロソ)

(以下Hと 称する)を 投与した場合について実験した.

先ず尿はH1日 当り5mgを 連 日数週間 投 与 後の患

者の尿を用いた.若 し5mgのHが そのま ま尿 中に

排泄されたとすれば恐らく1日 尿の1/50000～1/1000

00程 度の微量の投与でマウスの子 宮は反応するもの

と予想される.Hが 尿中にどの様な型で排泄されるか

は明らかでないが,Eと 同様,遊 離型の他,グ ルクロ

ン酸等との結合型 としても排泄されるであろうと予想

されるので,尿 中よりHの 分離は遊離型 と結合型に分

けて抽出を行つた.次 に尿中にはフエノール性物質が

多 く,一 般的なHの 定量法はそのまま適用出来ず,又

尿中Hの 定量法として確定した方法がないので生物学

的活性よりその排泄量を概算した.

〔方法〕 弱酸性とした尿よりエーテルで遊離型Hを

振盈抽出し,遊 離型Hを 抽出除去した尿を塩酸で加水

分解後,同 様にエーテルと振盈 して結合型Hを 抽出し

た.次 に検定は,夫 々を蒸発乾固した後,水 に懸濁し

マウス子宮重量法によつた .又Gフ ラクショソ中のH

はEの 場合と同様加熱してGを 無効化した後,マ ウス

子宮重量法によつた.

〔実験成績〕 測定の結果は第12表 に示す如 く,遊 離

型,結 合型共に原尿40cc相 当量ではじめて有効とな

り,先 に予想した著量のHは,尿 には認められず,H

は生体内で何等かの型で不活性化された後,尿 中に排

泄されるのではないかと考えられた.次 に本来の目的

であるGフ ラクシヨン中のHで あるが,Eの 場合 と同

様の方法で検定を行つた結果,第13表 に示す如く,殆

んどHの 効力は認められなかつ た,以 上の結 果 は,

ExogeneousなEも マウス子宮重量法によるGの 検定

の障害とならないことを示すものと考えられる.

c)乳 汁分泌ホルモン

尿中に乳汁分泌ホルモン(以 下LTHと 称する)が

排泄されることは・既に1935年Lyons等34⊃ に より授

乳中の婦人尿について報告 されているが,最 近Cop-

pedge等35》 及びBahn等36)は 正常人の尿中にもこれ

を認めている.一 方Segaloff等37)は 脳下垂体摘出雄

ラットに於て,副 性器に対する男性ホルモ ンの作 用

が,LTHに ょり増強 されることを報告しているので

雌動物の副性器に対してもLTHは 何等かの影響を持

第12表 カオ リン吸着法の検討

9.H*投 与患者の尿中Hの 生物学的検定

実験
番号

1

投与量(原尿換算)

10cc

5

2.5

1。25

皿

1
160cc

80

40

20

17

0,5γ

0.25r

0.125γ

遊離型
H

o/4

o/4

結合型
H

o/4

o/4

H

0/4

0/4

o/4

0/4

4/4

4/4

3/4

0/4

4/4

3/4

2/4-一 一[

o/4

4/4

4/4

4/4

4/4

去 勢 後H1日5mg連 日3週 間投 与 患 者 の

尿 使 用*Hexestrol(ヘ キ ス ロソ)

第13表 カオ リン吸着法の検討

10.H*投 与患者の尿中Gの 検定

実験
番号

1

皿

投与量
(原尿換算)

160cc

80

40

20

320

160

80

40

20

G・ ラク・・ンG。 勃 。替。

4/4

4/4

4/4

1/4

4/4

4/4

2/4

o/4

0/4

0/4

0/4

o/4

o/2

o/2

o/2

o/2

去 勢 後H1日5mg3週 間 連 日投 与患 者 の

尿 使 用

*Hexestrol(ヘ キ ス ロン)

つのではないかと考えられる.し かし著者は30iuの

牛脳下垂体性LTHを 同時に投与したが,Gの マウメ

子宮重量に対する効果に影響を与えな か つた.最 近
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LOr'a'ine等88,も この点 につ い て 研 究 を 行 い,相 当 多

量のLTHも マウス子 宮重 量 法 に よるGの 検 定 に障 害

を与えない ことを認め た.

7)小 括

1)尿 中Gは 水溶 液 で は不 安 定 で あ り,尿 の保 存 限

度は,常 温 で3日 間,冷 蔵庫 中で1週 間 程 度 で あ る ・

2)吸 着 に用 い るカ オ リソは,特 に前 処 理 を必 要 と

せず粉末 の ままで も用 い る こ とが 出来 る.吸 着 時 の尿

のpHは3.5～4.5が 適 当 で あ る.又 カオ リンは天 然

物であるが品質 の差 に よる収 率 の変 動 は そ れ程 危 惧す

ぺきものでな い こ とを 認め た.

3)カ オ リソ よ りGの 溶 出溶 媒 として は,水 酸 化 ナ

トリウム溶 液 よ りN一 アソ モ ニ ア水 の方 が 収率,純 度

の両 面で優れ てい る.

4)溶 出液 よ りGを 沈澱 させ る場合 のア ル コール 添

加量は3倍 が 適当 で あ りそ れ 以上 を必 要 と しない.又

この ときのpHは4.0～6.0の 間 で 収 率 に差 を認 め

なかつた.

5)得 られ るGフ ラ クシ ヨ ソ中 に は,Endogeneous

・Estrogen及 びExogeneous-Estrogen共tlこ 混 入せ ず マ

ゥス子宮重 量法 に よる定 量 の障 害 とは な らな か つ た.

iii)ヵ オ リン吸着 法 の手 順

第14表 カオ リン吸着 法 の'検討

11.尿 中Gの 抽 出法

抽出過程に於ける諸点について以上の如き検討の結

果,第14表 に示す改良法に到達した.尚 松即9)は,既

にカオリソ吸着法の改良案について発表しているが,

本法は上記の種々の検討の結果,更 に改良を加えたも

のである.

iv)イ オソ交換樹脂吸着法

ヵオ リソ吸着法の一つの欠点である煩雑さは前項の

諸改良によりある程度緩和され,又 他の一つの欠点で

あるカオ リソの品質による収量の変動も実際にはそれ

程頻発するものではないと思われる実験結果が得られ

た.し かしカオリソはあく迄天然物であり,そ の品質

に対する保証がない.(日 本薬局方には規定はあるが

吸着能に関する規格はない)著 者は収率の悪かつた当

初のカナリンについて,吸 着 能 をメチレンブラウン

を吸着する能力により検した(活 性炭の吸着力につい

て日本薬局方に規定されている方法)結 果,吸 着 能

は,そ の他のカナリンと差を認めなかつた.Gの 収率

の変動は,吸 着力よりむしろ吸着されたGの 溶出の難

易にあるのではないかとも考えられるが,現 在これを

第15表 尿 中Gの 抽 出法

(AmberliteXE64法)

工 程

工副 操 作 法

(1)採尿保存

(、炉過1尿 を鰍 で ・H… ～… として閥 し・

②吸着
游液にその1`に 対して109の カオ リンを

加えて撹拝後,暫 く冷蔵庫中に放置する.

(2炉 過,吸
着

操 作 法

所用の尿を集めllに つぎ約5CCの ト

ルォールを加え冷所に保存

酢 酸 でpH3.5と して炉 過,炉 液 に

そ の1tに た い して エ09のXE-64を

加 え1時 間撹 搾 後 暫 く冷 蔵庫 に放 置

⑧洗浄 吸引瀕過又は遠心分離して沈澱を集め・蒸
溜水で繰返し洗う.こ の沈澱に初め加(

4)抽出1え たカオリンの5倍 量のN
.NH,OH水 を

1加 えて約,分 間,激 しく躍 又は麟 し

1た後放置し20～30分 後遠心分離して上澄

1灘 とり沈澱は前回と同量のN.NH、OH

l水 で洗浄,遠 心分離,洗 液は上澄液に合

1す る.

氷酢酸でpH4.5～5.5に す る.生 じた沈

澱は遠心分離して除く,次 に上澄液に3倍

量のエタノールを加えて1夜 冷蔵庫中に放

置する.

(3)遠心分離

(吸引炉過)

洗 灘

(4)抽 出

・(5)沈澱

⑥乾燥

(検定)

(5)沈 澱

遠心分離して沈澱を集 めエタノール,エ

ーテルで各々2回洗つて減圧下乾燥する,

又直ちに検定を行 う場合は乾燥せず 所要

の生理食塩水に溶解する.

㈲検液の調
製

上澄を傾斜して除いた後,遠 心分離

して沈澱を集め酢酸でpH4.0～5.O

とした蒸溜水で繰返し洗う

沈澱に10%の 酢 酸アンモニウムを含

む40%エ タノール10倍量を加え,1時

間撹拝抽出した後,遠 心分離して上

澄をとり,沈 澱は前回と同量の溶 媒

で洗灘後遠心分離洗蘇液を上 澄液に

合する.

3倍のアルコールを加えて1夜 冷蔵庫

中に放置

遠心分離して沈澱を集め所要の生理

食塩水に溶解する.もしただちに検定

を行わない場合は,ア ルコール,エ

ーテルでおのおの2回洗溝して減圧乾

燥保存する.
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予め検出する方法が得られていない。そこで天然物で

あるカオリンの代 りに合成イオン交換樹脂を用いる方

法を試みた.こ の方法は,Johnsen40)が 尿中Gの 化学

的研究のために大量の尿 よりGを 分離する目的で,天

然イオソ交換樹脂であるパームチツドを用いている点

に基き,パ ームチツドと類似した性質を有する合成弱

陽イオソ交換樹脂であるAmbrliteXE64を 用いた

方法であり,松 島41》はすでに妊婦尿よりHCGの 分離

に用い好結果を得ている.そ の方法の概略は第15表 に

示す通りであり,大 体カオリン吸着法と大同小異であ

るが,更 に尿中Gの 定量えの利用のための諸条件につ

いて検討を行つた.

1)G吸 着時のpH

〔方法〕pH3.0,3.5,4.O,4.5,5.0,5.5と して

炉過した正常男子尿に夫々1e当 り109のXE64を 加

え,約1時 間撹拝後瀕過して,Gを 吸着した樹脂を集

めた.以 下第15表 の方法に従いGの 溶出,及 び沈澱を

行つた.

t実験成績〕 第16表 の結果を得た.即 ちpH3.O,

第16表 イオン交換樹脂によるGの 吸着

1.尿 のpHと 収率

,.。!,.,1ホ1蕊 「ぜ

3.5,4,0で は重量,効 力共に殆んど差が無かつたが,

pH4.5以 上 のアルカリ性では,明 らかな収量低下RS

認められた,以 上の結果から,尿 のpHは4.0以 下

の酸性であればよいという事になつた。

2)イ オン交換樹脂の必要量

次に尿中のGを 完全に吸着するために必要なイォソ

交換樹脂の必要量を決定するため次の如き実験を行っ

た.

〔方法〕 試料は正常男子尿,及 び去勢男 子尿 を用

い,尿 をpH3。5と して演過した後,イ オソ交換樹脂

を1!に 対し109,59,2.59加 え前記の方法にょ

りGの 吸着,及 び溶出,沈 澱を行い,得 られたGフ ラ

クシヨンの重量,及 び効力を測定した,尚 更に尿中に

残留するGを 定量するために,イ オソ交換樹脂を演別

した後の尿よりカオリソ吸着法によりGを 回収し,そ

の効力を検定 した.

〔実験成績〕 第17表 に示す如き結果が得られた.正

常男子尿,去 勢男子尿,い ずれの場合に於ても,1t

に対 して59の 樹脂の使用により完全なGの 吸着が行

第17表 イオン交換樹脂によるGの 吸着

2.使 用する樹脂量と収率

実験番号

1

丑

皿

菅

収量並びに効力

収 量(
mg/原 尿1の

効 力(
muu/原 尿1e)

収 量
(mg/原 尿1の

効 力

(muu/原 尿le)

収 量(
mg/原 尿lt)

効 力
(muu/原 尿ll1

収 量

(mg/原 尿1t)

効 力

〔muu/原 尿lt)

167

6

77

8

82

8

68

16

142

6

72

16

39 7

41>

3.5 36

馨糺 豊詳 糠)1・ ・1…

1

1>8

76

8

32

　

正
常
男子

尿
)

8 皿

40

16

　
去
勢男

子
尿
)

収 量
(mg/原 尿le) 「 、、

効 力
(muu1原 尿1の

尿 中 に残 留
す るGの 効力

収 量(
mg/原 尿1e)

効 力

(muuノ 原 尿lt)

尿中に残留す
るGの 効 力

8

0

77

8

0

52

2∞

0

2,5

65

4

0

58

100

o

1,25

42

1>

4

38

100

0

18

6

*実 験IVはN一 アンモニア水により溶出.

いずれも正常男子尿使用

われた.し かしG含 有量の多い去勢男子尿に於ては,

1t当 り2,59迄 でGの 吸着が完 全であるのに対し

て・G含 有量の少ない正 常 男 子尿の場合,1t当 り

2・59で 稽々収率の低下することは,G量 よりも他の

因子による影響が大であるのではないかと考 え られ

る・但し樹脂の必要量に関する実験は尚不充分である

ので一一応常法としてはカオリンと同様尿14に 対憲工
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legの 樹脂を用いることとした.

3)イ ォソ交換樹脂よりGの 溶出

HCGの 場合好結果の得られた10%酢 酸 アンモニァ

を含む40%ア ルコールを主として用いたが・同時にN

アソモニァ水での溶出を試みた.結 果は 第16表 に示

す如くにN一アソモニア水によつても溶出はできるが,

このときは遠心分離によつても,炉 過でも澄明な溶出

液が得られないために最終製品の純度が著るしく低下

した.10%の 酢酸アソモニアを含む40%ア ルコールを

用いることにより,こ の点は改善され,且 収率の低下

砿認められなかつた.又10%の 酢酸アンモニアで溶出

を行つた後更にN一 アンモニアで溶出しても,そ れ以

上のGを 得ることは出来なかつた。

4)カ ナリン吸着法との比較

尿のpHと 収率との関係に関する実 験過 程で既に

第16表に示した如 くに,尿 のpHを3。0～4.0と してイ

ォン交換樹脂によりGの 吸着を行つた場合,カ オリソ

吸着法,及 びアルコール沈澱法との間に収率の差を見

出さなかつた,又 尿1tte対 して59以 上 の樹脂を用

Vて 吸着を行つた場合,尿 中に残留するGを,カ オリ

ン吸着法により回収することが出来なかつたことは,

イオソ交換樹脂のG吸 着力が,カ オリソに劣らないこ

とを示すものと考えられる.但 しイオソ交換樹脂によ

り得られるGフ ラクションは,カ オリン法により得ら

れるものに比し,重 量的に稽々大であ り,純 度が幾分

劣ることが認められた.し かし生物学的検定上の支障

となつた例は無かつた,

5)イ オン交換樹脂の前処理

イオン交換樹脂は,使 用前に強酸,強 アルカリで交

互に繰り返し洗浄し,最 後に充分水洗した後使用する

のが普通であるが,簡 易化の観点から以上の実験は,

すべて無処理の樹脂を用いた.し かし尿中Gの 分離の

目的には何等障害のないことは上記の諸結果から明ら

かである.

6)小 括

(1)イ オソ交換樹脂によるG吸 着時のpHは,3.0

～4.0が 収率よくpH4.5以 上 のアルカリ性になると

収率の低下が認められた.

② 使用樹脂量について検討した結果,使 用した原

尿の種類で変動(2.59～59)が あつたが,カ オリ

ンと同様,尿14に 対 して109の 樹脂を用いた.

(3)樹 脂 よりGの 溶出は,10%酢 酸アンモニアを含

む40%ア ルコール溶液が,収 率が良く,N一 アンモニ

ア水などに比し操作が容易でしかも高純度であつた .

㈲ 使用する樹脂は,酸,ア ルカリなどの前処理を

行わなくても,尿 中Gの 分離に何ら支障のないことを
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認めた.

(5)カ オ リソ吸着法との収率,及 び純度の比較を行

つた結果,本 法は重量収量が稻々多く,且 つ純度が幾

分劣ることが認められたが,生 物学的検定上の支障と

はならなかつた.

以上要約すれば,イ オン交換樹脂AmberliteXE

64に よ りGを 吸着分離する方法は,カ オリンの品質

不均一に対応し,こ れに代り得る方法 と考 えられる

が,現 在尚実験例が少ないので更に追 加実 験 中であ

る.

皿Gの 生物掌的検定法

尿中Gの 検定のための第一階程である尿中よりGの

分離については,前 項に述べた如くであるが,続 いて

第二のステップである分離されたGの 定量 法 につい

て研究を行つた,Gの 定量法には,化 学的方法と生物

学的方法との二種があるが,化 学的方法は,尿 中Gに

関する基礎的,化 学的研究の現段階では困難なことで

あると考えられる.Crooke等42}に よつて報告された

クロマトグラフィーによる方法も著者等の追試の結果

では,生 物学的定量の結果と平行せず,予 想されるG

量 との間にも著しく異なる値を示す 場合 があつたの

で,主 として生物学的方法について研究を進めた.な

おGの 定量を行う場合,目 的によりFSH,ICSHを 個

別に測定する必要のある場合と,両 者の総体的な検定

で目的が達せられる場合とがある.そ の目的により定

量の手段も異なるが,臨 床的利用に当つて,産 婦人科

領域ではFSH,ICSHの 量的関係が重大な関心事とな

ることが多いのに比し,泌 尿器科領域では,総 体的な

定量で満足される場合が多い,又 前者は,後 者に比し

一般に方法が煩雑であるので臨床的利用を主眼とした

本研究では,主 として後者について研究を行つた.以

下その結果について述べ,前 者に関しては,2,3の

実験例を挙げ利 用の可 能性 について考察するに止め

る.

生物学的定量法は,如 何なる方法に従うにしても大

な り小なり使用動物による制約を受け,随 時行い得な

い難点はあるが,化 学的定量の不可能な現段階では面

倒でもこの方法によらざるを得ない.Gの 生物学的検

定法は,も とよりその生物学的作用に基き,性 腺に起

る変化を利用することは云うまでもないが,使 用動物

の種類,性 別,及 び性器を利用するか,副 性器を利用

するかにより極めて多種の方法が考案 され,発 表され

ている.そ のうち主なものだけでも,第18表 に示す如

きものがある.こ れ らのうち尿中Gの 定量という条件

に適合し,比 較的繁用されているものには,○ 印を附
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第18表
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して卵巣重量を測定した.G
の生物学的検定法の種類

FSH及 びICSHの 定量法

FSH ICSH

脳下垂体摘出雌ラツトの

卵巣肥大を見る方法,

HCGと 同時に投与し

○ 幼灘 ラツ双 はマウ
スの卵巣重量増加を見

る方法.

脳下垂体摘出雄ラツ

○ トの精嚢又は前立腺

重量増加による方法

〔実験成績〕 結果は第1図 に示す通りであるが去勢

男子尿を用いた実験例に於て,1～2muu(マ ウス子宮

重量単位,後 述)で 明らかな重量増加を示した.換 言

すればマウス子宮重量法に対して1～112の 感度を

有する反応と推定される.

幼若雌 ラット又はマ

○ ウスの卵巣の充血を

見る方法.

第1図vウ ス卵巣重量法 用量一反応曲線

20

反15

応10

総 体 的 定 量 法

5 噴

○幼若雌マウスの子宮重量増加による方法.

○幼若雌 ラットの卵巣重量増加による方法.

処女兎の排卵による方法.

ガマ又はカエルの精子の排出を見る方法.

:

/
.ニニ ノ

したものがある.

i)FSH,ICSHの 定量

理想的には試験動物の脳下垂体より分泌されるGの

影響を除くために脳下垂体を摘出した動物を用いる方

法によるべぎであるが,脳 下垂体摘出は特殊な技術を

必要とするのみならず,簡 易に検定を行 うことができ

ないので,正 常動物を用いる諸種の方法が研究されて

いる.先 ずFSHの 検定法として過剰の(20～40iu)

胎盤性G(HCG)と 検体とを同時に投与して,マ ウス

の卵巣重量増加を見る方法がある.そ の実験 的 根拠

は,HCGの 投 与ではマウスの卵巣は,一 定限度以上

に重量を増 さないが,こ れにFSHが 附加されるとこ

の限度 を超 えて更に増加するのに対して,ICSHの

附加ではこのような増加を示さないという点にある.

次にICSHに ついては,マ ウス,又 はラツトの卵 巣

の充血を見る方法が一部の研究者により利用されてい

るが,ま だ一般的ではない。この方法はもとより卵巣

充血が,ICSHの 特異的反応であるという点に根拠を

置いている.著 者はこの他,幼 若正常雄 ラツトの副性

器重量増加による方法も試みた.こ れは脳下垂体摘出

法が未発達の頃,ICSHの 概略の測定に用いられた方

法である.

(1)マ ウス卵巣重量増加による方法43)

〔方法〕 生後約20～25日,体 重6.5～8.59の 幼若

雌マウスを用い,検 体を総量40iuのHCGと 同時に

1日2回3日 間・計6回 に分割投与し,第5日 に解剖

0005

04040

72

4040

損 与量

48尿 甲Gmuu

4040HCG1ω

② 脳下垂体摘出雄ラットの前立腺,及 び精嚢重量.

による方法44,

t方法〕 生後約1ヵ 月,体 重40～509の ラツトの

脳下垂体を摘出し,摘 出後3日 より,1日1回,5日

間検体を皮下に投与し,第6日 に解剖して,前 立腺,

及び精嚢重量を測定した.

t実験成績〕 結果は,第2図 に示す如 くなつた.即

ち去勢男子尿を用いた実験例に於て大体10muロ で明

らかな重量増加を示した.マ ウス子宮重量法に比し約

1/10の 感度を有する反応 と推定される.

第2図 脳下垂体摘出ラツト副性器重量法

用量一反応曲線

30

反
20

応

10

./全 前立腹

〉 一/精 憂

OZ551020投 与量`恥 の

(3)マ ウス卵巣の充血による方法

〔方法〕L10yd等4b}の 報告に従い体重8～139の

雌 マウスに検体を1回 皮下注射し,注 射 後7時 間目

に,一 酸化炭素で殺して解剖 し,卵 巣を観察した,

〔実験成績〕Lloyd等 の云 う充血反応は明らかに認

めることはできたが,陰 性の場合 と陽性の場合との間

は連続的に変化し,両 者を判別する客観的標準が得難

く・又少数例ではあるが反応の個体差がかなり大きい
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様に感ぜられた・この点よりこの方法は定量的方法と

しては不適であると考えられた・

㈱ 正常幼若雌ラツ・トの副性器 重量 増 加による方

法4a,

〔方法1投 与の方法,解 剖の方法は・いずれも脳下

垂体摘出ラッ トの場合と同様に行った.

〔実験成績〕 予想に反して極めて感度が悪く去勢男

子尿を用いた場合,40muuで も前立腺・精嚢共に重

量の増加を示さず,感 度の点で尿中Gの 定量法 として

不適に判定された.

㈲ 小括並びに考察

前述の如く以上の諸方法について著者はまだ充分な

検討を行つて居らず,断 定しうる段 階 に至つてない

が,次 の如くに考える.FSH,1(£Hの 定量法として

は,脳 下垂体摘出動物を用いることが望ましいが,実

際面では正常動物を用いる簡単な方法が要望され,こ

の要求に応えてFSHの 定量法として考察されたマウ

スの卵巣重章増加を用いる方法は,感 度,精 度共に実

用化の可能性が強いが,ICSHの 定量法であるマウス

の卵巣充血反応は,客 観点標準が得難い難点がある.

又著者の試みた正常雄ラットを用いる方法は,著 るし

く感度が悪かつた,従 つて現段階としての定量は脳下

垂体摘出ラツトを用いる方法 に よらざるをえない.

Brown等43)が,マ ウス子宮重量法 によりTotalG

を,マ ウス卵巣重量法によりFSHの 定量を行い,両

者の関係よりFSHとICSHの 関 係を追 求し敢えて

1(SHの 定量を行つていないのは,こ の点に原因する

ものと考えられる.な おマウス卵 巣 重量 増加による

FSHの 定量法は,は じめSteelman等47)に よ りラッ

トを用いて行なわれた方法をマウスに応用したもので

あり,そ のFSHに 対する特異性については未だ充分

な検討が行われていないように思われる.

ii)TotalGの 定量法

TotalGの 定量法としては,マ ウス子宮重量法が

最も広く用いられているが9)21}24)23)40)4t)4V4B),一部 の

研究老はラツト卵巣重量法を用いている8)IO)23)49}eo)・

著者は,前 者の方法をroutineに 用いているのでこ

の方法についての詳細な研究結果を主として述べ,後

者については2,3の 実験例を挙げるに止める.又 そ

の他非常に簡易に用い得る兎 の排 卵 による方法51)

(Friedman法)も 試みたのでその結果を併せ報告す

る.
しコ

(1)マ ウス子宮重量法

〔方法、7.5～9。59の 幼若雌マウスに対し,生 理食

塩本に溶解した検体を背部の皮下に1日2回3日 間注
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射する.1日 置いて第5日 目にマウスをエーテルで麻

酔して殺し,子 宮をとり出し軽く炉紙で押えて表面の

水分を拭い,ト ーシ買ンスパラソスで秤量する.個 々

の動物について子宮重量が20mg上 となつた場合を

陽性とした.

〔実験成績並びに考察〕 マウス子宮重量増加を用い

る検定法は多数の研究者により報告されているが,体

重,生 後日数等,使 用動物に関する制限,投 与回数そ

の他投与法に関する規制は報告者により異なる.そ こ

で著者は,著 老自身の方法を中心とし検定のための諸

条件を吟味すると共にその他の方法についての批判を

試みた.

a)動 物の選定

体重の反応に及ぼす影響については,動 物を体重に

より数群に分け,各 群間の反応率を比較したが,第19

表に示す如 くに,そ の影響は予想外に少なかつた.従

第19表 体重と反応率

検体 1 H

体 重7.5～8.58.5～9.5
9.5～ 9.5～6

.5rv7.510
.510.5

8 4/4 4/4 4/4 3/4 4/4
投
4 4/4 4/4 ⊥ 4/4 3/4

与
2 2/4 1/4 1/4 0/4 0/4
且
里
1 0/4 0/4 o/4 0/4 o/4

つて前記の如 く体重の許容範囲を7.5～9.59と 規定

したが,実 験には更に緩和することが可能と考えられ

る.動 物の種を規定することは実際上困難が多いので

著者は総べて動 物商より購入した雑 系を用いている

が,実 用上支障のない精度を示した.又 第20表 に示す

如 く,異 なる動物商より購入した動物の間にも顕著な

第20表 マウスの飼育条件と反応率

検 体

飼 育
条 件

投

与

量

8

4

2

1

1

a

4/4

3/4

2/4

1/3

b

4/4

2/4

0/4

0/A

C

3/4

2/3

o/4

o/4

皿

a

4/4

2/4

2/4

0/4

b

3/4

4/4

1/4

O/4

C

4/4

4/4

2/4

0/4
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反応の差を見出さなかつた.生 後日数も実際的には規

定することが困難であるので,こ の点についての検討

は行わなかった.

b)注 射の方法

Gの 作用は一般に多数回に分割注射した方が同一量

を1回 に注射した場合に比して増大する.し かし反面

注射回数の増加は労力の増大となることは云 う迄もな

い.そ こでこの両面えの考慮からGの 検定の場合の注

射回数は,1日1～3回,注 射 日数は3～5日 である

場合が多い.又 注射終了後反応が最大となる時間は大

体24～72時 間であるので,解 剖の時期は24時 間後又は

48時 間後に行われる例が大部分である.著 者はかつて

Gの 分離にアルコール法を用いた関係上,そ の毒性を

考慮し,出 来るだけ多数回に分割注射する目的で1日

2回3日 間,計6回 とした.し かし,こ の方法は,感

度その他総べての点でKlinefelter等52,の 方法即ち

3日 間に5回 注射する方法 と全く差異が認められなか

つた.又 著者は 解剖を第5日 に行つているがこれ も

Klinefelter同 様第4日 に行つても反応に差がなかつ

た.Levin等48,は,1日1回3日 間計3回 の投与を行

つているが,こ の場合は著者の方法に比し幾分感度の

低下が認められた.な お著者は出来るだけ検定の労力

を省き又結果の判明する時間を短縮する目的で1日2

回,及 び唯1回 の注射を行い48時 間後 に解 剖する方

法を試みた所,第3図 に示す 結 果が 得られ,用 量一

反応曲線の傾斜の減少が認められ,こ の方法が利用出

来れば著るしく検定は簡易化されるので更に追加実験

第3図3日 聞注射と1日 注射法の用量

一反応曲線比較
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中である.次 に1回 の注射液量であるが,多 ければ多

い程注射液量の誤差は少な くなるが,マ ウスに注射出

来る最大限は精々1ccで ある.そ こで著者は0,4cc

～0.2ccと した.な お注射液量の差は,反 応に認むべ

き影響を与えなかつた.

c)反 応 の判定

組織の重量変化により反応の判定を行 う場合,対 照.

動物の平均組織重量の50%,100%,或 は200%を 限度

とし,そ れ以上 となつた場合を陽性と判定するのが普

通である.し かし,著 者は,対 照動物の平均値を考慮

せず一律に20mg以 上 となつた場合を陽性とした.

これは次の理由によるものである.第 一に実際上一回

の検定に用い得る対照動物の数には自ら限度があり,

5匹 前後が通常であるが,こ の平均を以て母平均と見

倣す ことには大きな意味がない,第 二に過去の検定例

中より対照動物の子宮重量を集計し,平 均,及 び標準

偏差を求めた結果第4図 に示す如く夫々8.75mg及 び

頻
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mIl
ni

-⊥

孕 均;8・75mg

簾 ・2.65・g

ir
⊥ 一

345678910〃'21J/415/6ノ?18

子 宮 重 量(四)

qo

子

宮30

重
量20

(四}
10

2。65mgと なつた.又20mgを 超えた例は1例 もなか

つた.第 三に用量一反応曲線を求めるとそのうちの2

例 を第5図 に示す如 く,子 宮重量10mg以 下 より30

第5図 マウス子宮重量法の用量一反応曲線
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rng以 上に至る間 のカーブ は極めて急峻であり,10

rng以 下に対応する投与量の4倍 量ではすでに30mg

以上に達し,20mg前 後 の中間的数値を示す例は極め

て少数であつた.以 上の諸点から検定の都度対照を求

めるより一律に20mgを 限 度と考える方がむしろ合

理的であるのみならず,そ れだけ動物数の節減が可能

であると考えられる.

d)単 位の表現

生物学的検定法には二つの方式がある.第 一は比較

法であり一定の標準物質を定め検定の都度標準品と検

体とを同時に併行して検定し,検 体の効力を標準品の

それとの比較によつて求める方法である.従 つてこの

場合検体の効力は標準品何mgに 相当するかによつて

表現される.第二の方式は,絶対法であ り著者の方法が

その1例 であるが,検 定の条件を詳細に規定し出来る

限り厳密にその規定に従つて検定を行 う方法である.

この場合検体の効力は予め規定された反応を示すため

に要する最少量(通 常は1群 の動物中50%以 上が規定

の反応を示す最少量一これをED50と い う一)を 以て

表現する.生 物学的検定の条件はいかに厳密に規定し

ても,規 定し難い因子がある.例 えば同一Speciesの

動物を用いてもこれを飼育する気候,風 土が異なる場

合,両 者が同一条件であるとは云い難い,又 生物の反

応に季節的変動がある場合,そ の差を消去することは

困難である,従 つて測定値の普偏性を保証することが

難かしい,こ の点比較法による場合は,使 用動物の感

度に変動があれば標準品に対する反応も検体に対する

反応も併行して変動する筈であり,前 記の様な条件の

変化を考慮する必要がない.こ の意味で比較法による

測定値は普偏性があるといいうる.尿 中Gに 於ても

Loraine等fi3)は,標 準品を定め専ら比 較 法 によつて

いる.彼 等は標準品として更年期後の婦人尿より得た

Gで あるHMG-20Aを 用いている.又 その後1957年

WHOはNatioηalInstituteforMedicalResearch

(London)に 国際標準品の準備を命じ,1958年 国際標

準品HMG-24を 制定した.し かしこの標準品設定に

対してJohnsen等54,は,反 対意見を発表している.

彼等の論旨は 「標準品を用い比較法によつて検定を行

い得るためには,一 つの絶対的な条件がある.そ れは

標準品と検体とが生物学的に同じ性質のものであると

いうことである.換 言すれば標準品と検体とは純度は

異なつても含有される有効物質が同一物であるか,生

物学的に同一の作用を有するものであることが必要で

あり・この条件が充たされないときは,次 の様な矛盾

を生じ標準品を用いる意味が失なわれる.第 一は,比

較法を行うためには用量一反応曲線が併行することが
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必要であるが,質 的に異なる2つ の有効物質では併行

しない場合も生ずる.第 二に,2つ 以上の異なる検定

法で検定を行つた場合,測 定値の間に差を生ずること

がある.し かるにHMG-20A,及 びHMG-24は 共に他

の方法により分離したGと の間に明らかな質的差が認

められる」 ということである.尿 中のGはFSH,ICSH

の2作 用を有し,そ の比率が一定せず,原 料である尿

の種類,或 いは分離法により異なり,従 つて生物学的

作用が異なることが多くの研究者により報告されてい

ることは既に述べた通 りである.こ の意味に於て著者

も国際標準品の設定については疑義を持つている.更

に著者は他の一つの理由により敢て標準品を用いなか

つた.そ れは比較法により検定を行 う為には用量一反

応曲線の直線部分を利用しなければならないが,マ ウ

ス子宮重量法の用量一反応曲線は既に第5図 に示した

如く直線部分が極めて狭 くこの間を利用することは相

当の困難が予想され少なくとも予備試験により予め概

略の効力を知る必要がある.こ のような実際的な意味

から敢て比較法によらず絶対法によつた.な お標準品

により予め標準曲線を作製し,検 体に対する反応量よ

りこれに相当する標準品の量を求め,こ の数値によつ

て検体の力価を表現している報告もあるが,こ の方法

では検定条件に基ずく推定の誤差を補正することは出

来がた く,単 に表現上の便宜のみで標準品を用いる意

味は殆んどないと云つても過言ではない.

e)精 度

生物学的検定法についても批判することは,広 範囲

に且数多くの実験を反復した後でなけれぽ難かしいこ

とであり,特 に本検定法の如 く臨床的利用を主眼し,

使用動物の数を可能な限り節減 した場合に於て精度を

云々することは至難であるが,以 下2,3の 事項につ

いて考察する,

検定法の精度は,三 つの要素よりなる.第 一は偏筒

である.こ れは前述した如 く,同 一検体を地理的,時

間的に間隔を置いて反復検定した場合相互の間に生ず

る測定値の差であり,検 定条件の相異によつて生ずる

ものである.偏 碕を補正する最 も有効な手段として,

標準品を設定し比較法によつて検定を行 うことは既に

述べた.し かし著老は標準品を用いず敢て絶対法によ

つた.そ の理由についても既述した.従 つてこの方法

に従つた場合,偏 筒に関する補正を行いえず,他 の研

究者の測定値を厳密に比較することは出来ない.し か

し過去の諸報告と照応した結果,第21表 に示す如く略

々一致した値を得ている.又 同一検体を時間的間隔を

置いて反復検定の結果,第22表 の如き測定値を得,季

節的な変動は予想外に少ないものと推定 された.精 度
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第21表 男子尿中のG排 泄量

報 告 者*
単 位rnuulday

最 低 最 高 平 均

Katzmaneta1

Levin

Hellereta1

Evansetal

Catchpole

Werner

Klinefelter

10

25

6

7

5

7～13

著 者112

25

10

20

20

120

53～105

28

10

40

13～26

24

*TheHormone皿 よ り

能性が強いことは明かであるが既述の如くGの 分離を

カオ リン吸着法による限りGフ ラクシヨソ中には性ホ

ルモソの混入はなく,そ の影響を考慮する必要はない

と考えられる.又 障害の可能性があるもう一つの因子

Prolactinが 子 宮 重 量に影 響を与えないことも立証

された.そ の他それ自身は生理作用を有しない不純物

も間接的な影響を反応に与えているかも知れないが,

過去の実験例中特に障害を認めなかつた.尿 中Gの 定

量の如 く試料に制約を受ける場合は感度もまた精度に

間接的ではあるが影響を持つている.感 度がよいこと

は必要に応じて多数の動物の使用が可能であるからで

ある.各 種検定法の感度については後述するがそれ等

の比較値をマウス子 宮 重 量法を100と して表示すれ

ば,第23表 の如 くなる.こ の数値 より明らかな如くマ

第23表 生物学的検定法の感度比較

第22表vウ ス子宮重量法の再現性
マウス子宮重量法一

ラツテ子宮重量法

100

検 体

検定番号

投
16

8

与4

量
2

1

1

1

3/4

4/4

3/4

O/4

0/4

2

4/4

4/4

4/4

0/4

o/4

3

4/4

4/4

1/4

1/4

o/4

皿
ラツテ卵巣重量法

50・V25

1

4/4

4/4

2/4

0/4

2

4/4

4/4

o/4

0/4

家兎排卵法

20～10

3 5～25

4/4

4/4

0/4

0/4

の第二の要素は,変 動である.こ れは動物の個体差そ

の他避け難い或いは不明の原因による測定値の変動で

ある.こ の変動に基ず く誤差は可能な限 り検定の条件

を厳密にすると共に,出 来る限 り多数の動物を使用す

ることにより極限することが出来る.そ の精度を表現

する尺度としてλが用いられる.Loraine等22),Borth

等55),及 びBrown等43)は 夫々R=0.133,0.09～0.28,

及び0.070～0.132を 得,共 にマウス子宮重量法が高

い精度の検定法であることを立証している.著 者の検

定法は比較法によらないので,え を用いて数的に精度

を表現することは出来ないが,第5図 の用量一反応曲

線は相当高い精度の測定値が得られることを予想させ

る.な お第22表 に於て反復測定の値が極めてよく一致

したことは,前 述の季節的偏筒が少ないことを示すと

同時に変動の小さいことも表している.最 後にもう一

っの精度の要素は特異性である.副 性器である子宮の

変化を利用する本法は,性 ホルモンの影響を受ける可

ウス子宮重量法の感度は最 も大である.な お著者は既

述のように1群3匹 の動物を使用しているが,こ れは.

1日 の全尿を最 も有効に使用するための一つの試案で

あり,要 求する精度,及 び状況に応じて動物数を加減

し得ることは云う迄もない.

b)検 定法に対する実際面 よりの考察

検定法は,前 項の精度が要求される反面,実 際的に

は出来る限り簡易に行い得ることが要望される.そ の

要求は四項に分けて考察することが出来る.第 一は検

定に要する時間である.Gの 検定に於ては充血反応,

排卵観察,そ の他肉眼的所見に基く方法は,6時 間～

24時 間で行いうる場合もあるが,こ の方法では判定が

主観的になり易く,客 観的標準の得られる組織の重量

変化による方法は,72～96時 間 を必要とするのが通常

である.こ の点マウス子宮重量法は特に長時間を要す

るとは考えられないが,前 述の如 く著者の試みでは1

回注射後48時 間後でも子宮重量の増加が認められ時間

短縮の可能性も考えられる.第 二は検定に要する労力

であるが,こ れは略々時間と併行関係にあり,1回 注

射により検定が可能であれば著るしく労力は節減され

る.第 三には経費である.こ の点ではマウスは,Gの

検定に用いうる動物中最も低廉である.第 四に検定に

要する熟練の程度であるが,本 法はおそらく生物学的

検定法 としては最も単純な方法であ り,殆 んど熟練を
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必要としないと考える・以上の諸点から考察しマウス

子宮重量法は実際的にも極めて簡易に行いうる方法で

あると考える.

② ラツト卵巣重量法

〔方法〕 体重40～509の 幼若雌ラツトに1日1回5

日間検体を皮下注射し,第6日 にラットを殺して卵巣

重量を,マ ウスの子宮と同様の方法により秤量する.

検体は1回 の投与液量が1ccと なるように稀釈する.

〔実験成積〕 去勢男子尿及び卵胞期婦人尿を用いた

実験の結果から,第6図 に示す用量一反応 曲線 を得

た.こ の結果よりラット卵巣重量法は,反 応 を数 字

第6図 ラツト卵巣重量法用量一反応曲線

60

卵50

巣

重40

量30

(mg)

20

ノ0 「"

去勢男子尿

鯛胞期
婦人尿

　 　 　　 　　　　 　　　　　 　　　　　　　し 　　　 　 　　し　　　　 　　　　 　　　　 　　　ヤ

xi25255.010.0200muu

役吾量

的に表現し得る利点はあるが感度はマウス子宮重量法

に比し1/5～1/10で あ ると推定された.

(3)兎 の排卵による方法

〔方法〕 体重2.5kg前 後 の処女兎を1匹 つつ隔離

して飼育し,検 体を1回 に耳静脈内に注射する.注 射

後約48時間目に動物を殺すことなく麻酔下に開腹し,

卵巣をとり出し,排 卵,及 び出血点の有無を検し,い

ずれかが認められた場合を陽性と判定した.

〔実験成績〕 去勢男子尿を用いた数例の実験では,

20～40muuの 投与により反応が陽性 となつた.従 つ

てマウス子宮重量法に比し1/10～1/20の 感度となり

検定法は簡易であり,判 定に要する時間も短縮し得る

利点はあるが,G排 泄量が多量であることが予想され

る場合の他は,一 般的な利用には不適である,

㈲ 小括

TotalGの 定量法としては,マ ウス子宮重量法は最

も高感度であり,臨 床的利用に適すると考えられるの

で・この方法について詳 細 な研究 を行つた.そ の結

果

1)体 重の反応に及ぼす影響は意外に少なく6 .5～

10・59の間で感度の差を認めなかつた.
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2)異 なる動物商より購入したマウスの間にも感度

の差を認めなかつた,

3)注 射回数の減少は感度の低下を来たし,特 に唯

1回 の注射では用量一反応曲線の傾斜も減少した.又

注射液量の増減は反応に影響を及ぼさなかつた.

4)投 与量一反応曲線の観察,及 び再現性に関する

実験結果よりマウス子宮重量法は充分臨床的目的に適

する精度を有するものと考えられる.

5)対 照動物の子宮重量に関する統 計 的観 察の結

果,反 応の判定規準を子宮重量20mg以 上を陽性とす

ることに定めた.又 単位の表現のためには,標 準品を

定め比較法によることは望ましいが現段階では理論的

にも実際的にも標準品の設定,並 びに利用は困難と考

える.

その他実際上の諸観点よりの考 察 の結 果 か ら も

TotalGの 定量法としてマウス子宮重量法は臨床的利

用に最も適するものと考えられる.

W尿 中Prolactinの 定 量法

前立腺癌とProlactinの 関係

前立腺癌は男性ホルモン依存性癌(Androgende-

pendentcancer)で あるため,そ の治療法として,

1941年Huggins56)57,一 派に依 り始められた抗 男性

ホルモン療法が専ら行われている。この治療により前

立腺癌の95%は 臨床症状の軽快がみられるとHuggins

が報告していることをみても抗男性ホルモン療法が如

何に有力な治療法であるかが理解され得るのである.

しかし,そ の後の研究によりこの有力な治療法にも尚

解決されねばならない大きな問題があることが判明し

て来たのである.即 ち前立腺癌は抗男性ホルモン療法

によく反応するが,そ の殆ど全部が早晩再発し,こ の

場合はホルモン療法に殆ど反応しなくなるという事実

である.今 日,前 立腺癌に解決を迫 られている最大の

問題は,こ の抗男性ホルモン療法後の再発前立腺癌を

どうするかと云うことである.こ れに対する一つの試

みとして,外 科的(surgical)及 び薬物的(medica1)

副腎捌除術が行われたが,そ の成績は予期に反した否

定的のものであつた.そ のため最近では脳下垂体ホル

モンとの関連に注目し,こ の問題の解決の端緒を見出

さんとの試みがなされているのである.

即ちSommers58)は 前立腺癌と脳下垂 体ホルモソ

との関連性を指摘している,又Kennedy等59)は,2

例の前立腺癌に於て生長ホルモンの投与が疹痛の再発

と,酸 フォスファターゼ値の上昇を来たし,逆 に脳下

垂体別除術で再発性前立腺癌が一時的軽快を示すこと

を報告している.一 方Grayhack60),及 びScott61)
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嫁,蕊 立線癸育にTestosteroReとProlactinの 協

力作用を認 めて屠 り,更 にScottはProlactinを
'restgsterone以 外の蕊立賑葉織 ホルモソ(another

prostatestlmUlatlnghormeRe>と 称し,且 前立腺

癌の卵胞ホルモソ療法の作用機序として,卵 胞ホル屯

ンはFSH及 びICSHの 分泌御制に止まらず,下 垂

偉よりのProlaet孟nの 放出揮舗,或 いは敏嵐された

後のProlactinの 群溺 擦 鋼カミ考えられると達べ,蔚

立腺癌の発育孤大にProlactinが 重要な役割を演じ

ていることを暗示して繕るのである.

以上要するに再発牲麟立線癌の治療,更 に醜立腺癌

の発育因子の解明には,FSH及 び1CSRと 共にPτ 一

〇1actinの 態 度を知ることが重要であり,そ のため

i》鱒1act撫 の態度を知る一手段として尿索Prolacも 魚

の硫床的定量法が強 く要望されている規状である.

尿中Prolactinは,Lyons等34)に よ り始めで授乳

中の婦人尿中に発見されたが,そ の後Bahn等Sfi;が 鳩

の駿嚢を用いる糎めて鋭敏な方法の利用により正常男

女性の尿中にも認められるに至つた、その飽C◎ppe-

dge等35),Hadfield等52)は 夫 々鳩の瞭嚢重量増加に

よる方法及びマウスの翼腺の発育をこよる方法によつで

矩量を行つている.し かしそれ等の定量禮の問には槽

鑑な差があbこ の点江関してLoraineesきei尿 中Pro--

lactinの 定量は先ず方法の基礎的研 究が急 務である

と述べている。

以上の観点に立つて著者は正常男子及び前立腺患者

について嚴中Prolactinの 定量を試みた.

i)方 法

Pro!actinに ついて臨FSH,ICSHの 場禽と同様尿

中ようの分離,及 び抽出物の検定の二段階に分けて考

察することカミ可能である.

1)抽 出法

嚴中Prolactinの 抽 出法についての研究は極めて

少なくKlinfelter等t2)の 方法が一般に用いられてい

る殆んど唯一の方法であるので私もこれに基き,そ の

一部を改良して第餌表の方法に従つた.

2)検 定法

抽蹟物の生粉学鯵鹸定法については多数の報告蕃あ

るが,大 劉すれば鳩の縢嚢を用いる方法と34}鋤§5)Cfi},

ラツ ト97}・マ ウス鋤又嫁兎鋤の貌線を驚いる方法とで

ある.鳩 を用いる方法には更に縢嚢の重量増加を指標

とする方法δ4》と肉眼釣又は総織学豹変駕を観察する方

法鋤とがあり叉検体の注射を筋肉内に行う方法と局所

に行う方法とがある・著都 淀 れら諸法の中から感度

が最良であり,又 方法が最も簡易である鳩に局所注躬

をし,曝 嚢の肉鰻的藩見による方法を採用した .但 し

24時 間尿

第24表 尿 中Prolactinの 分離 法

10%酷 酸 でpff5.5と し,孟%のNaClを 溶解

した 後,純 アIV雛 ・一ル を4倍 加 え 一夜 放 置

漉 澱

少量の蒸溜水に藩解

セロフアソ袋に入れ{》5%NaCl溶 液に対』して

2B間 透析後 くlH2Pt外 液交換)内 液を遠心分

離

上 澄

凍締乾燥

乾鰻粉末

第25表 尿 中Prolactinの 定量
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この方法には特異性に難点があるので同時に筋肉内注

射にょる方法も併用した.即 ち検体を1ccの 生 理食

塩水に溶解し2009～3009の 鳩の胸部皮 内に又は胸

筋内に1日1回0。25cc宛4日 間注射し,第5日 目に

鳩を殺して曝嚢を開き,肉 眼的に観察して明らかな肥

厚を認めた揚合を陽性と判定した.

ii)実験成績及び考察

正常男子,前 立腺患者中Estrogen療 法実施後経過

良好な場合,及 び不良の場合について夫々尿中Prot-

actinの 検定を行つた.結 果は第25表 の如 くな り局所

注射法によつた場合,前 立腺癌の増悪と尿中Prolac-

tin値 の増加との間には何等かの関係があるかの如き

結果を示した,し かし乍ら筋肉内注射によつた場合は

排泄量の多い例はいずれも陰性となつた.哺 乳類の脳

下垂体より得られるProlactinを 筋 肉 内に注射した

場合,局 所注射法による最小有効量の約10倍 量の投与

により反応が陽性を示すのに対して上記の例では40倍

以上の筋肉内注射によつても陽性を示さなかつた.こ

の結果は尿中のProlactinと 脳下 垂 体より得られる

それとの本質的な差を示すものか,局 所注射法の信頼

度に関するものか即断することは出来ないが,い ずれ

にしろ尿中Prolactinの 定量法に関して前記Lorai-

neの 主張する如き考慮が必要であることを示す もの

であり,今 後更に研究を継続する予定である.

V結 論

1)尿 中 よ りGを 分離す る多数 の方法 につい

て,信 頼性,経 済性その他諸種 の観点か ら比較

研究した結果,臨 床的方法 としてカオ リン吸着

法が最適 であることを認めた.

2)し か しカオ リン吸着法に もなお操 作が梢

々煩雑である,カ オ リンの 品種が一定 でない と

いう二 つの欠点を認めた.

3)第 一 の欠点 に対 しては,カ ォ リンを粉末

のまま用いる等の改良に より方法 を簡易化す る

ことが出来た.

4)第 二の欠点に対 しては,カ オ リンの代 り

に合成弱陽性 イオン交換樹脂(AmberliteXE-

64)を 用 いることに より解決の可能性 を見出 し

た,

5)分 離 されたGの 定量 法 としては,FSH

の定量にはHCGと 同 時に投与 してマウスの卵

巣重量増加を見 る方法,ICSHの 定 量 には脳 下

垂体摘出雄 ラッ トの副性器重量増加 に よ る 方
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法 ・又Tota1Gの 定 量にはマウス子宮重量法

が適 当であることを認めた .

6)特 に マウス子宮重量法は季節的変動が少

く.測 定値 の再現性 もあ り,そ の信頼度は充分

臨床的要求 を満たし得 るもの と判定 され た.

7)カ オ リン吸着法 によるGフ ラクション中

には生理的に排泄 され るEstrogen及 び 治療上

大量 に投与 された合成女性 ホルモ ソのいずれ も

混入せず,マ ウス子宮重量法 によるGの 定量の

障害 とな らない ことを認めた.

8)尿 中Prolactinを アル コール沈 澱 法に

よ り分離 し,鳩 縢 嚢法 によ り(局 所注射法)定

量 した結果,前 立腺癌患者 に於け る抗男性ホル

モ ン療法 の治癒効果 と尿 中Prolactin量 との

間には相関関係が ある如 き結果 が得 られたが,

定 量法の欠陥が認 められ,更 に定量法の基礎的

研究が必要で あるという結論 に達 した.

本研究の遂行,及 び発表の機会を与えられた帝国臓

器製薬株式会社山口社長,懇 切なる御指導を賜つた新

延研究部長,松 島主任研究員,西 村横大講師,及 び各

種の御援助を戴いた中野渡亀夫,飯 塚和雄,三 木徳太

郎,植 松弘子の各位に深謝致します.ま た御多用中御

校閲を辱うした原田横大教授に厚 く御礼申上げます.
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