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尿中総中性17一ケトステロイド測定法

干渉色素ならびに使用溶媒の検討

     東京女子医科大学生化学学教室

教授松村義寛・藤野怜子    マツ  ムラ  aシ  ヒロ    フジ  ノ   レイ  U

（受付 昭和38年11月26日）

        緒  言

 刮腎皮質がら分泌されるステロイドホルモンに

ついて多数の攣問的研究ぶ進むにつれて，各種疾

ｳに対する尿中17ゲトステロイド（Cyclopentano一

”perhydrophenanthFenの基本骨儲の第17番目の

、炭素原子に酸素をケトン型に結合している中性／7

オキソステuイドの通称名，以下17－KSと省略）

の臨床化学的測定演要求されるようになってきた

ぶ，それは未だに解決されない多くの問題をもつ

ている．その中で最大の難点は抽出操作に始まる

．一 Aの測定技術に付随する非ケトン性クロモーゲ

ンの存在にあるといわれている．種々の媒体を用

トいたクロ．マ1トグラフ法，ポーラmグラフ法，化学分

こ劃などが報ぜられている中で，一応正統方法とし

て一般化しているのは，Girard試薬i）2）による妨

・害物質の除去である．しかしそれを検査室に応用

するのは容易でない．一般に広く使用されている

．Zimmerman反応3）の大きな変動の原因として，

℃ahenら4）はこれらの色素による過大呈色および

．17位にケトン基のある伺規定濃度の近似構造ステ

’uイド自体の変化を述べている．pincus5）はシ

ス型とトランス型に彼の方法によ妙分けている．

樫田6）らはホルマリンを加えて硫酸による加水分

解を行なうと，干渉色素の発生淋極度に抑制され

るという．

 Fraser7）およびAilen8）は干渉色素に対する

補正式を導入した．Talbotg）およびEngstrom

ら10）は，Fraserの補正式で得た値は中性ケトン

分劃の測定値と一致することを確認したが，厳

密にはアルコール性水酸化カリウム液を用いる

Callow法u）以外には適用できず，他はや5高値

になると報告12）されてVる，Fraserは430mμ

と520mμの吸光度から計算しているのに対して

Allenは460，520，5801nμの吸光度を用いてい

る．尿クロモーゲン（非ケトン分劃）の標準はテ

ストステロンが使用きれ，これらの方法はすべて

発色後にエチルアルコールで一一・・定濃度および量に

うすめて測定する方法である．

 これに反して発色液を希釈後，有機溶媒層に転

溶する試みがなさ〆れている．これによると補正式

は必要とされず，有機溶媒層には17－K：Sのピン

ク色のみが移行し尿クロモーゲンは水層に行くと

いう．有機溶媒としてCahenに続いてZim－
mermanユ3）， pupert14）， Masudai5）， Werbini6）た

ちはクロロホルムを用いた．最近Peteronら17）

はジクロmメタン（CH2Ci2）を使用すると真の

．17－KS値ぶ得られ， Girard分劃，カラムクトマ

トグラフ法，干渉色素補正式などを必要としない

という．他の利点としてクロロホルムよりも毒性

の少ないことを強調しているボ，桑田ユ8）も麻酔作

Yoshihiro ’MAT－SUMURA ＆ Reiko FUJIiNO（Department of Biochemistry， Tokyo Women’s Medical

College）： Assay method of urinary total neutral 17－ketosteroids． 一 Especially on the ． interfering

LchremQgenes and the influence of solvents．
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用の点から約1／3であとる述べている．

 以上の点から次の二つのことを観察した．第一

はCahenらの方法を基礎にした時，尿色素にア

ルコールだけを加えた場合と，メタジニトロベン

ゼンを除いてアルカリだけを加えた場合のそれぞ

れの試料の二三が，色調を異にして大きな差を生

じるので，どちらが真の妨害物質であるか吸光度

を追ってみた．しかしGirardの分点と比較し

，なかったので，その差についてだけ示す．第こは

ヒグロロホルムとジグ白bエタンを溶媒として使用

した際の差を試料，標準の吸光度およびそれらの

計算の結果から比較した．

         実験方法

 1．試薬

 イ）．塩酸：純正化学特級濃塩酸をそのまま使用．

 ロ）．エチルエーテル：昭和工一テルー級をそのまま使

用．

 ハ）．2．5N NaOH：濃水酸化ナトリウム水溶液をうす

めて使用．

 二）．10N． K：OH：関東化学特級を50 g／dlになるように

水に溶かし濃度既知の0．1NHC1により補正する．暗所

に保存．

 ホ）．メタジニトロベンゼン：東京化成一級をそのまま

使用．大体2％になるように無氷アルコールに溶かす．

使用時作製し暗所に置く．

 へ）．クPPホルム：小宗化学一級を乏のまま使用．

ト）．ジクロロメタン：関東化学一級をそのまま使用．

 チ）．アルコール：市販野冊エチルアルコール11につ

きAgNO3109， KOH19を加え5～6時間沸騰水浴
中に還流冷却器をつけて煮沸後，蒸留する．留出液につ

いて0．4％に；なるようにメタフェニレンジアミンを加え

暗所に1週間放置し時々振飛する・再び蒸留し留出液の

吸光度を200～320mμの範囲℃ym．IJ定し吸収のないこと

を確める．不純の場合210～220mμの間及び260～

2701nμの間に吸収が見られる．このような場合は更に

精製を反覆する．80％アルコールは無二アルコールを水

でうすめて作るe一

 り）．永：イオン交換筒を通して脱イオンした水を全ガ

ラスすりあわせ蒸溜装置を用いてKMnO・存在のも．とに

蒸留して使用．

 ヌ）．標準液＝dehydroisoaηdrosterone acetate東京化

成正確に2㎎／dlの無二アルコール溶液を作り，使用時

10倍又は20倍に熟年アルコールで希釈する．暗所に保存

 2．使用器具

 イ）．光電光度計：日立EPU－2A型（アルコールその他

純度検定用，常時必要て5ない）日立FPO－3型 比色用一

 ロ）．除湿器

 ハ）．分液ロート 100m’1．

 二）．アスピレーーター

 ホ）．遠心器 15ml 8本掛け

へ）．恒温槽，温度計，永浴

 ト）．試験管，遠心管などのガラス器具類、

 チ）．暗室又は暗所

 3．実 施

 詳細な文献の比較，検討，取捨選羅は省略して方法だ

けを述べる．なお参照交献29）N36）は終りに一括しておい・

た．

顯燦酸翻｝｝～懸酸5m1漁0ん4℃貯

      80～85℃承浴に10分間後氷冷，分液ロート    ／
      100m1に移し，試験管を水21nlて：3回洗
      い込む

  エーデル20ml振ca 1分間

    ⊥岩層を捨て・

  臨融瓢、。ml臓・備

    ⊥N・・H彫すて・

  柔一テ鋼櫨・鯉

      液層をすて，エーテル層を試験管に移し分    t
     液ロートを5～10m1のエーテルで洗海し一
      て加える

  蒸発乾固（デシケーターで吸引）

   幽

〔羅銭鮮臨…ml
    ⊥25℃・25頒鰹・恒囎内）

  80％エタノール 2ml
  クロPホルム 盛ml

    ⊥縦軸勤評管に移し・

   璽i

  クロPホルム層」S．フィルター

   瀬1
               1日排泄尿量  尿試料一二ブ2ンク
                    ＝μ9櫨           ×20×  標準液一ブ．ランク                 10

  20：標準液2Gμg∠α2m1

  10：定量に要した尿：量．m工
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第 1 表

＼ 尿試料    ヘペ 試薬（ml）＼
無水 エチルアルコール

メタジニトロベンゼン

水酸化カリウム

蒸  溜  水

A

O．4

O．2

B

O．4

O．2

C

O．2’

O．2

O．2

 D
（発色）

O．2

O．2

O．2

試薬二日

OL 2

O．2

O．2

標準液
（20ptg）

O．2

O．2

O．2

       干渉色素について

 干渉尿色素が有機溶媒層に全く移行しないとし

たら，試薬盲験だけで充分である．そこで同じ尿

試料を用いた盲験で発色剤の組合わせを第1表の

如く行ない，それぞれの吸光度を観察して第1，

2，3図に示す，

 第3図にみられるように，試薬盲験を差引いた

だけで530mμを中心とする山形の曲線となり，

試料盲験（A．B，C．）を差引くと逆になだらかな

坂道となる．水酸化カリウム液の入っていない試

料（A．C．）は610mμで非常に高い吸光度を示

す．Rappaportらユ9）が行なっているように試料

盲験は不要かも知れない．しかし実際に試料前立

O．41一

 O．3

賑
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第3図 Dより各組験を差引く

に着色があると比色定量の常識から差引かねばな

らないという不安を起す．試料盲撃と試薬盲験と

の男にどの程度差が生じたかを第2表に示す．試

料凝脂（B）を用い26例について尿量10m1およ

び5m1で行なうと約770／。の差があった．差のな

い場合，すなわち1000／oに近い時は試料および試

薬盲験値がほぼ等しく，抽出時に無色の場合が多

い．抽出時に着色がつよい程差が大きく，その原

因は不明のクロモーゲンとはいっても，尿酸塩の

多い尿や総合ビタミン投与尿などが経験的に差を
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光
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第2図 試薬盲験を差引く
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第  2  表

実験例

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

尿10ml使用mg／day

（試薬

盲験）

2． 76

4． 18

5． 69

3． 40

1． 29

1． 10

4． 30

3． 30

（試料

盲験）

1． 96

4． 15

4． 17

2． 65

1． 40

O． 38

4． 30

2． 88

3． 941 3． 79

4． 461 4． 16

o／o

71．0

99．5

73．4

78．0

108．5

34．6

100．0

87．3

96．1

93．3

尿5ml使用mg／day

（試薬

盲験）

3． 12

4． 48

5． 86

4． 50

1． 49

1． 27

4． 32

2． 99

4． 12

5． 36

（試料

盲験）
2． 28

4． 76

4． 44

4． 04

1． 93

O． 53

4． 62

2． 90

3． 84

5． 02

o／o

73．1

106．2

75．7

89．8

129．5

41．7

107．0

97．0

93．2
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

平均

5． 66

1． 58

4． 57

2． 54

2． 75

2． 31

4． 01

6． 21

3． 02

3． 96

5． 79

3． 38

5． 95

4． 35

3． 06

2． 91

4． 64

1． 00

3． 14

81．9

63．3

68．7

2． 331一 91．8

1． 72

1． 91

3． 07

5． 63

2． 64

2． ！6

62．6

82．8

76．6

90．5

87．5

54．6

3． 55

2． 93

4． 86

2． 86

1． 67

1． 26

61．4

86．7

81．8

65．8

54．6

43．3

76．0

34．6一”

108．5

Z 36

1． 92

5． 13

3． 41

2． 86

3． 04

4． 46

6． 65

3． 92

4． 83

6． 89

3． 43

6． 54

4． 90

3． 33

3． 30

6．25f 84．9

1．35i 70．4

3．571 69．6

3．251 95．4

1．681 58．8

2．691 88．5

3．321 74．5

5．921 89．1

3．561 90．8

2．78L 57．6

4． 96

3． 14

5． 62

3． 54

1． 93

2． 04

72．0

91．5

86．0

72．3

58．0

61．9

77．7

41．7・v

129．5

示す．それらの化合物が抽出時，又は発色時に何

らかの複面体を作るか，あるいはそのまま自体で

発色するか，その機構については今後の研究をま

また’なければならない．

       画商溶媒について

 Petersonら17）の記述にもとづいてクロロホル

ムの代りにジクロロメタンを用い両者を比較し

た．それぞれの吸光度（試料測定値一試料盲験），

F’1排泄量（mg／day），標準液（200μ9）の相関数係

は0．910，0．809，0．988と非常に接近し，それを第

4，5，6図に示す．これらの結果からクロロホ

ルムとジクロロメタンの聞に大差はない，桑田18）

はクロロホルムはアルカリに安定でないと述べて

いる，ジクロロメタンについての記載はなく，危

瞼性および麻酔性の点から粘膜の刺激がつよく長

時飼の溶剤吸入による人体の障害をさける方法を

取るのが、望ましいので，転溶溶媒としてジクnm

メタン使用は臨床検査に適すると思われる．
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             結  論

 尿中総17－KS測定．時め．尿試料に関する干渉色

素および転溶溶媒について老察した．その結果試

薬盲験と試料盲験との間に平均約77％の差が生

じ，・その差は尿自体の中にある成分によって相当

（35～130％）変動することがわかった．転溶溶

媒にクロロホルムとジクロロメタシの溶媒を用い

た差異はあまり．みられなかった．
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