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         Use of Radioimmunoassay of Cortisol and Deoxycortisol in Plasma and

                       Urine for the Diagnosis of the Pituitary

                               Adrenocortical Axis.

                               Emi ODAGIRI, M.D.

               Department of Internal Medicine (Director: Profl Kazuo SHIZUME)

                            Tokyo Women's Medical College

   Radioimmunoassay (RIA) of cortisol (F) and ll-deoxycortisol (S) in plasma and urine were

developed and these methods were applied for the diagnosis of pituitary-adrenocortical disorders.

   In order to prepare antibodies against F and S, F-21-hemisuccinate bovine serum albumin (BSA)

and S-3-O-carboxymethyloxime (S-3-O)-BSA were synthesized according to the method of Erlanger et al.

   After extracting F and S from plasma and urine samples with methyJene chJoride, aliquots were

used directly fbr RIA in routine analysis.

   A small Sephadex LH-20-column (O.8 × 8cm) was used to separate F and S fbr further puri-

fication when necessary.

   Mean plasrna F Ievel at 9a.m. was 14.6±9.8 ygldl and plasma S was not detectabie in normal
subjects,

   Mean urinary excretions of free F and S were 50,2±94.0 and 1.5±5.2 yg124hr respective]y in
normal subjects at rest.

   As urinary free F excretion increased 6 to 80 fo1ds in Cushing's syndrome compared with normal

subjects, measurement of urinary free F excretion was of great diagnostic value fbr hypercortisolism.

   The author established a new ACTH test which uses measurement of urinary free F as indicator.

   In normal subjects, the mean urinary free F in 3 hour period increased from 28.1±22.4 to 117.0±

70.2 geg, and from 33.2 ± 29.8 to 218.1 ± 14.8 yg after intraveneous iajections of GIyi･-ACTH amide

O.35 mg and P!-24ACTH O.25 mg respectively.

   However it did not increase in patients with hypopituitalism, Adclison clisease and in patients who

were treated with a ]arge amount of predonisolone for a long period. These results correlated well with
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plasma F responses to ACTH．

    Arapid metyrapone test was established giving 1．5 g of methyrapone orally as a single dose early

in the morning and drawing blood befbre admillistrat量on and every 2 hours a丘er methyrapone ad－

min三stration until 6 hours．

    In normal su切ects and Cushing，s syndrome due to bilateral adrellocortical hyperplasia， the mean

plasma F levcl decreased a實er 2 hours， then began to increase and reached the control level諭er 6

hours． On the contrary in the patient with Cushing’s syndrome due to adrenal adenoma， plasma F

level decreased gradually throughout 6 hours of studies． Plasma S Ievel increased gradually unti16

hours in the normal su切ects。 In the patients with Cushing，s syndrome due to adrenocortical hyper・

p豆asia， hyperresponse of plasma S was observed， while a Iow response was seen in patients with Cushing，s

syndrome due to adrenal adenoma．

    In the standard metyrapone test， half a gram of metyrapone was given orally every 4 hours fbr

2days．24 hour urine was collected長）r 4 days， befbr， a丘er and during 2 days of metyrapone ad－

min玉stration。 Urinary l 7－OHCS，血ee F and free S excretions were measured．111 patients with

Cushing，s syndrome due to adrenocortical hyperplasia， urinary ffee F decreased during metyrapone

administration。， but returned to high level on the day a丘er cessation of metyrapone administratioR．

On the contrary， in patients with Cushing，s syndrome due to adrenal adenoma， urinary ffee F

decreased during and a翫er cessation of metyrapone administration． The increasc of urinary倉ee S

remained within normal limit in pat量ents with Cushi且g’s syndrome due to hyperplasia， while low in

patients with Cushing’s syndrome due to adrenal adeロoma．

    Tkus， the measuremeRt of plasma F and S Ievels in the rapid metyrapone test and urinary ex．

cretions of倉ee F and S in the standard metyrapone test were considcred to be of great value fbr dif」

色rential diagnosis in various Cushing，s syndromes．

               内容目次
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   b）尿中遊離co「tisol（F）
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   a）ACTH試験における尿中遊離Fの反応

   b）ACTH試験における血漿Fの反応

   3．Metopirone試験

     a）ラピッドMetopirone試験

     b）標準Metopirone試験

IV．考察

 V．結語

    文献

               1・緒  言

  われわれはErlanger1）らの方法に基づいて作製

したステロイドと蛋白質との縮合物をウサギに注

射して作った抗血清を用いて，血漿cortiso1（以

下F）とFの前駆物質である11－deoxycotiso1（以

下S），また尿中遊離FおよびSのRIAを確立

し，正常者ならびに諸疾患においてこれらのホル

モンを測定した．さらに，下垂体副腎皮質疾患に

ついて，基礎値ならびにACTH試験やMeto－

pirone試験を行なった際の，血中，尿中のこれら

一495一
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のホルモンの反応をしらべ，副腎皮質予備能，下

垂体ACTH系予備能の診断の確立を目ざした．

特にCush三ng症候群のMetopirone試験における血

中，尿中のF，SはCushing症候群の病因により

興味ある変動を示し，鑑別診断に極めて有効であ

った．

        皿・方  法

 1）抗血清

 F，Sの抗血清は， Erlanger1）らの方法に準じて各々

cortisol－21－hemisuccinate－bovine serum albumin（BSA），

11－deoxycortiso1－3－ox丘me－BSAをウサギに注射して作製し

たもの2）を用いた．前者は10，000倍，後者は500倍に希

釈して使用した．これらの抗血清の特異性を検討したと

ころ，表1に示したように，cortisol－21－hemisuccinate抗

表1 F－21－Suc抗体およびS－3－0抗体の特異性

交叉率％

血漿または尿0．lm［、水O．5mL、 MeCし24mt（氷中）
     I

V。rtex Mlxerで抽出1分間

     量

♪日置P遠ノb5分間
     1

上層を吸引除去
     1

下層（MeCL2）の50，しまたは100刃LをとってRIA

       本法による回収率
         F 95．3％
         S 97。6％

  図1．血漿および尿中F，Sの抽出法

ステロイド

Cortiso1（F）

Deoxycortisol（S）

Deoxycorticosterone（DOC）

Corticosterone（B）

Aldosterone（Ald）

THF＊

THS＊＊

THE＊＊＊

Cortisol－

21－Suc抗体

100．0

52．9

12．8

回目oxycor囎

 tisol＿3－

Oxime抗体
＜0．01

100．0

40．9

18．0 16．0

4．2

＜0．OI

＜0．01

＜0．O1

20．3

＜0．01

＜0．01

＜0．01

 ＊ tetrahydrocortisoI

＊＊ tetrahydrodeoxycortisol

＊＊＊ tetrahydrocortisone

体は，Sとの交叉は52．9％だったがdeoxycorticosterone

（DOC）， corticosterone（B）とはそれぞれ12．8％，18％

と低く，THF， THS，THEとの交叉は0．01％以下

であった．一方，11・deoxycortisol・3・oxime抗体はFと

の交叉は0．01％以下と低く，DOCと40．9％， Bと16

％，aldosterone（Ald）と20．3％交叉したが， T H F，

THS， THEとは交叉しなかった．

 2）抗  原

 Fは 1，2・3H－F（New England NucIea社，比放：射能45

CVmM），Sは1，2－3H－S（New England Nuclea社，比放

射能35ci／mM）を薄層クロマトグラフィー（Kodak6060，

展開液ベンゼン：メタノール＝85：15）にて純化したも

のを使用した．

3H－F；および3H－S（名・1500cpm）を擬餌固
      1

血漿または尿0．1～0．5ml、エチルエーテル5ml
      8

Vortex Mlxerで抽出2分間
      1

下層を吸引除去
      i

水0．5mlを加えVortex Mixerで洗浄1分間
      1

」二層をとり蒸発牽セ固

      l

Sephαdex・LH－20カラムにて展開

僻開墾誓ン：メ智一ル）

〈 回”5～率      RIA

図2 血漿および尿中F，Sの抽出とSephadex
   LH－20カラムによる糸屯イヒ

 3）血漿および尿中遊離F，Sの測定

 a）抽出，精製

 血漿および尿中遊離F，Sの抽出は図1に示すごとく，

試料100μ1（高値が予想される場合には25～50μ1）に水

0．5mlを加え，氷中で4mlのジクロルメタンで1回

抽出した．本法における回収率はF：95．3劣，S：97、6

％であった．ルーチンの抽出は上記の方法によったが，

これら抗血清は特異性に多少の問題があるので，必要に

応じて以下のごとく精製も行なった．すなわち図2に示

すごとく，まず抽出管に回収率補正のため3H－Fおよび

3H－S（各1，500cpm）を加え，蒸発乾固した後，血漿ま

たは尿を0．1～0．5ml加え，エチルエーテル5m1に

て抽出し，水0．5mlで洗浄し，エーテル層を蒸発乾固

した後，展開液（ベンゼン：メタノール需85：15） 0．1

mlに溶出して， Sephadex工H－20カラムにて展開した．

なおSephadex LH－20カラムは， Sephadex LH－20をべ

一496一



25

2㎜
放
射
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P

DOC

S

ノ」ラム ；0．8×0．8cm

展開液；ベン．ゼン．；メタ〆一．一．1

   85   15

F

LO      2．0     3．0     4．0     5，0     6．0     7」0     8．0

        ン㌃出量（mD P；pr。｛搾steτ。ne

 DOC；deoxycorticoste「Qne

 S；1トdeoxycor目soし
 下； CO「tlsoL

図3．Sephadex■H－20カラムによるステロイドホ

   ルモンの分離

ンゼン：メタノール85：15にて一晩膨潤させ，内径8㎜

のミクロカラムに使用直前に8cmの高さにつめ，同溶媒

で数回洗浄した後使用した．Sephadex上H・20カラムに

よるステロイドホルモンの分離は図3に示すごとくで，

progesterone（P）， DOC， S，Fの順に溶出された． S分画

として4．Oml～5．4ml（L4ml）， F分画として6．2m1

～8．Om1（1．8ml）をとり，各々烏山は回収率の補正

に，残りの一部をRIAに使用した．

 b）RIA
 ルーチンの抽出法の場合には，抽出液50または100

μ1を用い，Sephadex LH－20カラムによる抽出法の場合

には，FのRIAにはF分画の20～50μ1，SのRIA｝こ

はS分画の20～700μ1の溶出液を用いた．これらの溶

出液に2，000～3，000cpm／50λの3H・Fまたは3H－sを

加え蒸発乾固した後，抗血清250μ1（標準希’釈液は0．05

Mborate buHer pH 8．050mDこBSAを0．2％の割合

で溶解し，さらに10％ヒトγ・グロブリン（h一γG）300μ1

を加えたもの）を加え，室温で90分間incubateした．

bound（B）とfree（F）の分離には飽和硫安250μ1を加

え，室温に10分間放置した後，上清（F）200μ1をと

り，液体シンチレーター10ml（組成はトルエン500m1，メ

タノール10ml， PPo 2．59）を加え， count FIT（tota1）

を求めた．このようにして得られたFおよびSの標準曲

線を図4に示した．

        皿1・結  果

 1．基礎値

 a）血漿F：図5に示したように，正常者52例

における早朝空腹時の基礎値は14．6±9．8μg／dI

（mean±2SD以下同様）であり，Cushing症候群

6例（副腎皮質過形成4例，副腎腺腫2例）中5

例で高値，1例で正常上界であったが，この1例

は副腎皮質過形成例であり，日内変動は消失して

いた．異所性ACTH産生腫瘍（大腸の腺癌）の

1例では85．5μ9／dlと著明な高値を示し， Addison

病8例，Sheehan症候群4例では著明な低値を示

した．下垂体性小人症は12例中4例（1／3）で低山

であり，このうちラピッドMetopirone試験を行

なった10例中4例でACTH系予備能低下が確認

された．末端肥大症4例，神経性食思不振症3

例，性器発育不全3例では正常値であり，ステロ

F／丁

（塾〕

80

60

4

20

F
F／丁

（％）

80

書允原1，2・3H■F．3，GODcpm    60

抗体F・21・SuC l：10，（XD

室温90分 fncubo亡lon

40

20

0  1GO  250     500

     cold F（P9）

10餌り

S

●

書左原1，2－3H冒S2，㏄Ocpm

岳五体S－3－O l：500

宴温90分「ncロbdion

OIOO 250

図4．FおよびSの標準曲線
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  F（鰭壌）

拝投与中の5擁では低値であった．

勤）尿申遊離欝二図6に示したように，24時問

嚢中遊離鍵の墓礎値は，正常活動考29鋸では9甑3

ヒ69，雛鰐／臼と蕉常安静聴26弼の50．2土警4．0鰐／臼

窺りも明らかに高運を示した。副腎皮質過形成に

窺るC回縁躍症候群4例では平均823勲縄煽と

多略な高値を示し，劇腎腺腫による3例でも平均

340．3鰐癩と高く，異所性ムCTH産生腫瘍玉

響では砦傷395．9縄壌と異常高値を示した．慢

嬢干炎！3纏，胃，！2指信濃瘍霧例はでは安静時に

うかかわらずそれぞれ93．2土謡曲4縄撫，83。7±

L6縄／臼と正常安静者に比べやや高い値を示し

二。慢性腎不全6例では23。7士20薄鷲掴と低くン

藪尿病14例では54．7±鎗0。8タ顧臼と正常安静者

二有意の差はみられなかった．

¢）旗漿翫基礎値は正常者ならびに他疾患で，

1淀感度以下であったが，異瞬性AC写翻産生三

雲，。1

霧1

嗣
2叶

 1
！G u・

o

        li！

㎝……… P…鴫 @        ’鴻一言一輔轟一曲‘「 ゴ

鴎7 葺常者および諸種疾患におげる尿串遊離

  ＄（鰺海）

瘍では3，3縄／戯であった。

 の羅中遊離騒：図7に示したように，正常安

静者上例中象4傍で検鐵不能であったが，／例で

紘8纒顔を示した．箆常活動者25例中約鵠の倒

で検出不能であったが，残りヲaの基礎値はL5土

5。2鰐旧であった。c臓面聡症候群では6例中5

例で検嵐可能で，尿中遊離罫と同様，翻腎皮質過

形成によるものが翻腎線腫によるものよりやや高

い値を示し，各々平均9。5鰐旧，2。8鰐爆であ

った．慢性肝炎6例，胃，エ2指腸潰瘍5例中農例

では安静時にもかかわらず，各々4。3±1L8鰐／

臼，5．8±7．2μ霧／賃と高値を1示した．慢豪生腎不

全，糖尿病では，ほとんど検綴不能であった．

 窪．AO管慕試験

 検査法は礁外ACT鷺（慧鋤総難i縣（以下1－18

ACτ鷺＞Q。35㎎またはβ撫A償獲三下i一

怨Ac響鷺）鼠2δ㎎を1回静注し，前後の3時閲

尿（正常者は6時間尿まで）および同時に30分お

ぎに180分まで経時的に採血した血漿中の買を灘

定しヲ両老の稽閥をしらべた．

 の総躍試験地織ける尿中遊離十指霧レ

 美一18ACTH試験では正常者瑚列の3時三三

中遊離罫の負荷纐直は28．吐22濃雌で，三三後

3時間尿では！17．吐7σ。2罵と平均蕉2倍の増

撫を示したが，6時間後には1曾鴻士13講罵と負荷

前回より低下した．下垂体翻腎皮質機能低下症6

例では，葺輔直2β土3護縄と低く多負荷後も2．6

土5。6鰐と無反応であった、ステμイド長期投

一嬢＄一
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図8 ACTH試験における尿中遊離Fの反応
   （μ9／3h）

底止5例では，負荷前値4．5±4．6μ；gと低かっ

たが，負荷後6．0±2。4μgと低反応に止まった．

 1－24ACTH試験では，正常者9例の負荷前

の3時間尿中遊離Fは33，2±29．8μgで，負荷後

218．1±148．2μgと平均6．3倍の増加を示し，6

時間後でも66．6±102．8μgと負荷前年より高値

を示した．下垂体副腎皮質機能低下症4例では，

前値1．2±1．4がgと低く，負荷後も2．2±2．0

μ9と無反応であった，ステロイド長期投与例5

例では，前値5．0±5。0μgと低く，負荷後も11．9

±6．4μgと低反応であった．

 b）ACTH試験における血漿Fの反応

 1－18ACTH試験では正常老15例の血漿Fの

前値は16．6±6．8μ9／dlで， peak値は負荷後60

分に認められ32．5±6．4μg／d1で，平均2．o倍の

増加を示した．下垂体副腎皮質機能低下症6例で

は，前議1．6±1．4μg／dlで，負荷後60分でも

1。8±2．6μg／dlと無反応．ステロイド長期投与

例5例の前値は2．o±1．4μg／dlで，負荷後60分

のpeak値は5．0±5．0μg／d1と低反応に止った．

 1－24ACTH試験では正常者9例の負荷前値

は13．3±4．8μg／dlであり，peak値は120分に

認められ36．3±14．oμg／d1であり，平均2．7倍の

増加を示した．下垂体副腎皮質機能低下症4例で

ば前値L5±1．2μg／dlであり，負荷後120分で

も1．8±1．2μg／dlと無反応．ステロイド長期投

与例5例の前王は2．1±2．oμg／d1であり，負荷

後120分のpeak値も8．4±8．8μg／dlと低反応

であった．

 3．Metopim蹴e試験

 a）ラピッドMetopirone試験
 方法は早朝空腹時に前輪を採血後，スナックと

共にMetopirone 1．59，アルミゲル1．09を経

口投与し，2，4，6時間後に採血し，血漿Fお

血
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図10．間脳下垂体疾患のラビットMet・試験1こおけ

   る血漿FおよびSの反応

よびSを測定した．正常者8例における血漿F，S

の反応は図10のshadowに示した．まず正常者

の血漿Fの負荷前値は14．1±11．2μ9／dlであり，

Metopirone投与2時間後は4．2±4．8μ9／dlに下

降し，4時間後5．8±6．oμg／dl，6時間後10．o±

6．8μ9／dlと徐々に上昇した．一方，血漿Sは前

事は測定感度以下であったが，Metopirone投与後

2時間目に3．2±3．6μg／d1，4時間後7．3±3．6

μg／dl，6時間後9．3±9．8μg／d1と徐々に上昇し

た．間脳下垂体疾患のラピッドMetopirone試験

の結果を図10に示した．下垂体性小人症10例中4

例，汎下垂体機能低下症2例で低反応であった．

神経性食思不振症1例では，血漿Fは高反応であ

ったが，血漿Sはほぼ正常反応であった．

 Cushing症候群におけるラピッドMetopirone

試験時の血漿Fおよびsの反応はCushing症候群

の病因により異なった反応態度を示した．まず

Sephadex LH－20カラムを用いなかった場合の測

定法での結果を図11に示した，すなわち副腎皮質

過形成によるCushing症候群4例では，まず血漿

Fの前値は平均27．7μ9／dlと高く， MetoPhone

負荷2時間後に10．2μg／dl，4時間後！5．3μg／d1，6

時間後22．9μg／dlと前値は高値であったが，正常

者と同様に4時間以降は反応性増加のパターンを

示した．一方，血漿Sは三値は測定感度以下で

あったが，2時間後に平均8．7μg／dl，4時間後に

19．7μg／dl，6時間後に20．4μg／dlと徐々に上昇し

た．副腎腺腫によるCushing症候群3例では，血

漿Fは前値28．7μ9／dlと高かったが， Metopirone投

与後2時間目に15．6μg／dl，4時聞後，9．4μg／dl，

6時間後10．2μg／d1と，4時間以降の反応性増加

はみられなかった．血漿Sは前池測定感度以下で

あり，2，4，6時間後も各々1．0，0．9，2，1

μg／dlと正常に比して殆ど反応はみられなかっ

た．異所性ACTH症候群1例では，血漿Fは前

値89．1μg／dlと著明に高く，2，4，6時間と徐

々に下降し，副腎腺腫と同様のパターンを示した

が，血漿Sは前幅3。3μg／dlと高く，2，4，時

 血
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間と上昇し，6時間後も24．5μg／dlと依然高く副

腎皮質過形成と同様のパターンを示した．

 一方，これらの検体をSephadex LH－20カラム

による精製を行なった場合の結果を図12に示し

た．まず正常者4例の血漿Fの前値は9．6±8．2

μ9／d1で， Metopirone投与後2聖目に1．3±0．6

μg／d1に下降し，4時間目1．5±1．oμg／d1，6時

間目3．8±3．4μg／dlとわずかに上昇したが，カ

ラムを用いなかった場合より低値であり，この差

は1部はF抗体とSとの交叉反応によるものと

考えられた．一方，血漿Sは即値167．7±114．2

ng／dlであり，Metopirone投与後2時問診に4．2±

2．4μg／dl，4，6時間後に各々5．0±2．0μ9／d1，

5．5±2，4μg／d1と徐々に増加し，カラムを用い

なかった場合と同様のパターンを示した．副腎皮

質過形成によるCushing症候群2例の血漿Fの前

値は平均20．3μg／dlと高く，2，4時間と下降

し，6時間後に2．9μg／dlとわずかに上昇し，

正常者と同様のパターンを示した．血漿Sは前値

平均232．7ng／dlであり，2，4，6時間と急増

し，カラムを用いなかった場合と1司様のパターン

を示した．一方，副腎腺腫によるCushing症候群

3例の血漿Fの前値は24．4μ；g／d1と高かったが，

Metopirone投与後，2，4，6時間と徐々に下降

した．血漿Sは下値平均439．3ng／dlであったが，

2時間後に2．9μg／dlとやや増加するも，4，6

時間と明反応にとどまった．

 b）標準Metopirone試験

 方法はMetopirone 1日39を6分割で経口投

与2日間行ない，投与中および投与前後の24時

間の尿中17－OHCS，尿中遊離F，Sを測定した．

 正常者における尿中ホルモンの反応を図13の

shadowに示した．正常者3例の尿中17・OHCSは，

前値4．3±2．3mg／m2／日で， Metopirone投与1，

2日と増加し，投与中止後やや下降した．尿中遊

離Fは前値82．3±28．4μ9／日で，Metopirone投与

1日目は74．3±43．6μ；g／日と下降したが，2日目に

110．3±56．8μg／日と上昇し，投与中止後は189．0

±139．6μlg／日とさらに上昇した．一一方，尿中

遊離Sは負荷前値3．0±8．6μ9／日であったが，

MetoP孟rone投与1，2日と各々24．3±16．8μ」9／日，

72．1±70．oμg／日と上昇し，投与中止後17。o±13．2

μg／日に下降した．

 副腎皮質過形成によるCushing症候群5例では，

尿中17－oHcsは前値111．6±13．2mg／m2／日と高値

を示したが，MetOP三rone投与後のパターンは正

常者と同様，投与1，2日目と上昇し，投与後下

降した．尿中遊離Fは前値平均861．4μg／日と高
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く，Metopirone投与1，2日と徐々に下降した

が，投与中止後は829．3μg／日とほぼ前値の高値

に復した．一方，尿中遊離sは前節平均18．4μg／日

と正常よりやや高く，Metopiro皿e投与1，2日と

上昇したが，正常反応であり，投与中止後38．0

存g／日とやや高値を示した．

 副腎腺腫によるCushing症候群2例の尿中17・

OHcsの前値は平均9．5mg／m2／日と高かったが

Metopirone投与1，2日目と無反応であり，投与後

は6．lmg／m2／日と前値以下に下降した．尿中遊離F

の前値は平均363．6／日と高かったが，Metopirone

投与後1，2日と下降し，投与中止後も74．7μg／

日とさらに下降した．尿中遊離Sの前値は平均

14．8μ9／日と正常よりやや高く，Metopirone投与

1，2日目と無反応であり，中1L後は7．7μg／日

と三値より下降した．

 これらの検体をSephadex LH・20カラムを用い

て精製を行なった場合の測定結果を図14に示し

た．正常者3例の尿中遊離Fは前値44．5±27．6

μ9／日であり，Metopirone投与1日目14．4±11．4

μg／日と一F降し，2日目は■o．3±7．4μg／日とさら

に下降するが，中止後は44．6±16．2μg／日と上昇．

尿中遊離Sは前値5．5±1．4μg／日であり，Meto．

pirone投与1，2日目と各々7．7±13．6μg／日，

29．8±40．0μg／日に上昇し，投与中止後は14．3±

15．oμg／日と下降した．
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 副腎皮質過形成によるCushing症候群3例で

は尿中遊離Fは前罪平均1260．6μg／日と高く，

Metopirone投与1，2日と下降したが，中止後は

1061．0μg／日とほぼ半値の高値に復し，カラムを用

いなかった場合の測定と同様の結果が得られた．

一方，尿中遊離Sは前知平均22．0μg／日と高く，

Metopirone投与1，2日と上昇し，中止後も43．1

μg／日と依然高値であった．

 副腎腺腫によるCushing症候群1例では，尿

中遊離Fは前代149．6μ9／であり，Metopirone投

与1，2日と下降し，中止後わずかに上昇する

が，低反応にとどまった．尿中遊離Sは三値

2．1μ9／日と低く，Metopirone投与1日目に6。5

μg／日とわずかに上昇するが，2日目，投与中止

後は下降した，

       1V・考  察

 従来，FやSの測定法としては，比色法，蛍光

比色法3）4）5）やcompetitive protein bind量ng assay

（CPBA）6）などが広く用いられてきたが，最近に

なりステロイドの測定にもRIAが応用され，よ

り簡便迅速に血中，尿中値の測定が可能になりつ

つある．

 cortiso1・21－hemisucc三nate－BSAを用いて抗体を

作製し，血中，尿中のFのRIAを行なった試み

は報告がいくつかなされている7）8）9）．われわれの

用いた抗体は，Sとは52．9％とやや高い交叉率を

示したが，DOC， Bとの交叉率は低く，血中，

尿中でのS，DOC， Bのレベルを考えると，ル

ーチンの測定には1回抽出後直接RIAが可能と

思われた．しかし，負荷試験の際にはS，DOC

などが上昇する場合があり，測定の正確を期する

ためにはジクロルメタン抽出後，Sephadex LH－20

カラムによる純化が必要と思われた．Ruder7）ら

の抗体はS，21－deoxycortiso1などと100％の交

叉を示し，B， DOCなどとも高い交叉を示し

た．彼らは血漿では，ジクロルメタンによる1回

抽出で，尿ではステロイド以外の阻害因子を考慮

してジクロルメタン抽出後，薄層クロマトグラフ

ィー（TLC）にて純化して測定した，われわれ

もTLCを用いて検討したが，前後で測定成績に

大差を認めず，T正Cを用いるとブランク値が高

くなることがあるので，ルーチンの測定にはTL

Cによる純化を省略した．Sephadex LH・20カラ

ムによるステロイドホルモンの分離，純化法は

Newsomelo），牧野8）らによって行なわれているが，

Newsomeらは1．0×20～22cmの比較的長いカラ

ムを用いて抽出した後CPBAにより，牧野らは

0．7×2．Ocmのミクロカラムにより抽出した後，

RIAにより試料を測定し満足すべき結果を得
た．

 血漿FはCushing症候群，異所性ACTH産生
腫瘍では高く，Sheehan症候群， Addison病，ス

テロイド長期投与群では低く，疾患の病態をよく

反映していた．しかし血漿Fには11内変動があ

り，しかもepisodicに副腎から分泌されているこ

とはHellmam11）らにより報告され広く認めら

れていることであり，1回のみの血漿Fの測定

では時に診断を誤まる可能性がある．また妊婦

や12）18）estrogen治療14）を行なっている患者では，

血漿FはCBGの増加のため異常高値を示すこと

はよく知られているが，このような状態ではFの

turn over rateはむしろ低下しており，副腎は機

能充進状態とはいえない．このような状態では尿

中遊離Fは正常という報告が多く15），血中値より

尿中遊離値の方が副腎皮質機能をよく反映してい

ると思われる．

 尿中遊離Fは血漿遊離Fの直接の指標とされて

おり，副腎皮質機能充進状態では著明に増加し

ているので，17－OHCS，17－KS，17・KGSより副腎

皮質機能充血状態！をよく反映することは1959年

Cope16）らにより報告されている．しかし尿中遊離

Fの定量は手技が繁雑であり，長い間臨床応用さ

れなかったが，Murphy6）， Hsu17）らによりCPBA

が開発され，比較的容易に測定が可能となった．

われわれはRuder7）らの方法に準じてRIAによ

り尿中遊離Fを極めて簡便1迅速に測定する方法

を確立した．われわれのRIAによる尿中遊離F

の測定成績は，正常安静者では50．2±94．oμg／日
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表2 ACTH試験における尿中遊離ならびに血漿Cortisolの増加量からみた判定基準

前  値 1－18ACTH 1－24ACTH

［騨1 血  漿
bortisol

ﾊ／dl l

        ．  ．    一      一  一
A中遊離  1 血  漿

驍P…蹄別
鷺灘「墾㏄、、，評（μ9／3h） 1

（μ自／dl）

1・E常 者il窪野芝1…（ 6～24±2SD）14・肚 18肚 16・肚 11・以上
 下垂体副腎皮質

0．4～4．3 0．5～2，3 0～ L9       0～ 2．3 0．1～1．7 0～1．1

ス テ ロ イ  ド

ｷ期投与例
L1～6．1 i 1．2～3．2！     ［0～3・710・5～5・3

2・7～12・51 4．6～11．2

であり，Ruderらの43±15μ9／日，Murphyらの。～

108μg／日（男子41±30μg／日，女子56±33μg／日）

とよく一致した値が得られた．われわれの測定で

は，正常活動者は安静者にくらべ約2倍，胃，

12指腸潰瘍では安静時にもかかわらず83．7±71．6

μg／日と高い1直が得られたのは，stressによる副腎

皮質刺激状態を反映しているものと考えられた．

また慢性肝炎では，93．2±104．4μg／日と高値を

示したのは，肝障害による血漿Fのグルクロン酸

飽合型への転換の減少によるものと考えられた．

Murphyi8）によるとCushing症候群の尿中17・OHCS

は正常者の約3倍ぐらいの上昇を示したにすぎな

いが，尿中遊離Fは約8倍に増加していたと報告

しており，われわれの経験したCushing症候群7

例でも，尿中17－OHCSは正常の2～3倍であった

のに対し，尿中遊離Fは6～80倍にも増加してい

た．さらに，われわれの経験したCushing症候群

の1例は，．血漿Fの日内変動は消失していたが，

基礎値は正常であり，尿中遊離Fの測定で710．3

～1236．3μg／Eiと異常高値を示したことがcushing

症候群の診断を確実なものとした．Rosner19）らも

軽度の副腎皮質機能充進症状を示したCushing症

候群の1例では，尿中17・OHCSは正常一L昇であ

ったが，尿中遊離Fは明らかに上昇していたと報

告している．このように尿中遊離Fは，副腎皮質

機能充進状態を極めて鋭敏に反映するため，尿中

17－OHCSより優れたparameterであるといえよ

う．われわれはこの点に着目して尿中遊離Fを指

標としたACTH試験を試み，従来行なわれてい

る血中コルチコイドを指標とした方法と比較検討

した．われわれのACTH試験の結果を表2に示

した．正常者の負荷前の3時間尿中遊離Fは17．0

～50．5μ9であり，24時間尿中遊離Fよりかなり

高値であるのは，採尿時間が6～9a・m・という

．血漿Fの日内変動の高い時間帯のためと考えられ

た。1－18ACTH負荷後，正常者の尿中遊離F

は40μg以上の増加を示したが，血漿Fは60分の

peak値でも平均8μ9／dlの増加に⊥しまった．一一

方，1－24ACTH負荷後では，正常者の尿中遊

離Fは60μg以ヒの増加を示したのに対し，血漿

Fは90分におけるpeak値でも10μg／d1の増加を

示したのに止まった．下垂体副腎皮質機能低下症

では，尿中遊離Fは三値0．4～4．3μgと低値で

1－18ACTH，1－24ACTH負荷後無反応で
あり，血漿Fも両試験で無反応であった．ステロ

イド長期投与例では尿中遊離Fは等値1．1～6．1

μgと早暁であり，1－18ACTH，1－24AC
TH負荷でわずかに尿中遊離Fは増加反応が認め

られたが，増加量は1－24ACTHの方が高かっ

た．同じ傾向は血漿Fを指標とした際にも認めら

れた．1－18ACTHと1－24ACTHに対する
反応の差は，合成ACTH製剤の非活性化の速度

の差と考えられ，一一一・般にACTHの短鎖のものほ

ど皐く非活性化される20）といわれている．

 尿中遊離Fを指標としたACTH試験の報告は
ないが，Kolanowski21）らはβ1』24 ACTH O．25日目を

500mlの5％glucoseにとかし，．正常者16例に

8時間にわたり点滴静注して，検査前，中，後の

24時闘尿をあつめ，尿中遊離FをCPBAにより

測定した．それによると検査前の尿中遊離Fは

33．9±3．3μ9／24hrであったが， AcTH負荷中

は1316．7±120．6μ9／24hrと．宮［り1にナ曽加1し，検“甫
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後は21．4±3．7μ9／24hrに下降したと報告してい

る．尿中遊離Fを指標としたACTH試験は蓄尿

という手間はあるが，採血の必要がなく簡便で

あることと，血漿Fの場合と異なり一定時間の積

分としての副腎皮質予備能を知ることができるな

どの利点があり，今後さらに広い臨床応用が望ま

れる．

 一方，11－deoxycortisol－3－oxime・BSAを用いて抗

体を作製し，血漿SのRIAを行なう試みは，阪

本22）らにより報告されているが，尿中遊離SのR

IAの報告はない．われわれの用いた抗体は，血

中に大量に存在するFとの交叉はほとんどなかっ

たが，DOC， B， aldosteroneと各々40．9，16．0，

20．3％の交叉を示したため，負荷試験の際には

Sephadex LH・20カラムによる純化を試みた．阪

本らの作製した抗体は特異性が高く17－OH－pro－

gesterone， DOCと3．7％， Bと4．8％の交叉を示

すのみで他は1％以下であり，Metopirone投与

後の血漿は抽出後直接RIAが可能であったと報

告している．さらにMahajan23）らは11・deoxyco－

rtisol－21－hemisucdnate－BSAを用いて抗体を作製

し，．血漿SのRIAを行ない報告している．この

抗原はSの21位にBSAが結合しているので，こ

の部の特異性が失われ，作製した抗血清は特異性

が低下する可能性が考えられる．

 血漿Sの基礎値は，試料を0．1ml抽出して測

定したわれわれの成績では，大部分の例で測定感

度以下であったが，異所性ACTH産生腫瘍の1

例では3．3μg／dlと高値を示した．阪本ら22）は，

血漿0．1～1mlを用いてSephadex LH－20カラ

ムにて抽出後RIAを行なったところ，血漿Sの

正常値は49．7±19．8ng／dlであったと報告してい

る，血漿Sの基礎値は11β一hydroxylase deHc三ency

の患老で上昇がみられ診断的意義があるが，血漿

Sの測定の臨床的意義は後述するMetopirone試

験における下垂体ACTH予備能診断にあるとい

える．

 一一方，尿中遊離Sは試料iを0．1ml用いたわれ

われの測定では，正常安静者の大部分の例で検出

不能であり，正常活動者ではし5±5．2μg／日であ

ったが，安静者と活動老のこの差は不明である．

尿中遊離Sの測定はDassler2の， Kolanowski21）ら

により報告されているのみである。特にKolano・

wskiはジクロルメタン抽出後，薄層クロマトグラ

フィーにて純化してCPBAにより測定したとこ

ろ，正常者の尿中遊離Sは0．07～0．85μg／24hrで

あり，平均。．31±o．05μg／24hrであったと報告し

ている．

 Metopironeは副腎皮質でのUβ・hydroxylase

の抑制剤であり，下垂体ACTH予備能を知る

Metopirone試験として広く臨床応用されている．

検査方法はHddle25）らにより最初に報告された

ごとくMetopirone 3～4．591日6分割経口投

与し，投与前，中，後の尿中17－OHCSを指標と

する方法が一般的であるが，17・KGS，11－DOCS26）

などを指標とする方法もある。最近では血漿

S23）27），血漿ACTH28）29）を指標とする方法もあ

り，投与法も392日間経口投与やsingle dose

test27）といわれるMetopirone 2．0～3．09を真夜中

に1回投与する方法などがあり，一定していな

い．

 われわれの行なったラピッドMetopirone試験

は早朝にMetopirone正．59を経口投与するsingle

dose testである．正常者と副腎皮質過形成による

Cushing症候群における血漿Fは， Metopirone投

与後2時間目に最低を示し，その後徐々に上昇し

た．一方，副腎腺腫によるCushing症候群では，

Metopirone投与後，血漿Fは2，4，6時間と

下降をつづけた．一一方，血漿Sは，正常者と副腎

皮質過形成によるCushing症候群ではMetopirone

投与後，2，4，6時間と上昇し，特に後者では

過大反応を示した．一方，副腎腺腫によるCushing

症候群では，血漿Sは低ないし無反応であった．

これらの検体をSephadex LH・20カラムによる純

化を行なったところ，血漿Fは正常者および過

形成例では，純化前にくらべ，』4，6時間後の

reboundの上昇は少なくなったが，反応の型は本

質的には同様であった．これに対して腺腫例で

は，カラム前と同様に，4，6時間も減少をつづ

けた．血漿Sの反応型は正常老，過形成例，腺腫
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例ともに本質的に不変であった．したがってカラ

ム使用前のMetopirone投与血漿のFの反応性増

加は一部はF抗体のSとの交叉によるものと考

えられた，このようにMetopirone投与後の血漿

F，sの反応性はCushing症候群の病因により異な

った反応態度を示したので，ラピッドMetopirone

試験はCushing症候群の鑑別診断に有効な方法

と思われた．われわれはMetopironeを早朝1

回経口投与したが，Jubiz28）らはMetopirone投

与による血漿ACTHの反応性には， circadian

variationがありMetopironeを夜中に投与した方が

朝に投与した場合より血漿ACTHの反応性は大

きく，血漿Fも同様の傾向がみられたと報告し

ている．しかし，この際の血漿Sの反応性には

Metopirone投与時間による差がみられなかった

としている．さらにMetopironeは消化器症状，血

圧低下，めまい，などの副作用が強いことが知ら

れており，検査は医師の管理下で行なうことが望

ましく，外来にて行なえる本法はその点すぐれた

方法といえよう．

 Cushing症候群の病因の違いによるMetopirone

に対する反応性の差は，標準Metopirone試験で

はさらに判然としている．正常者と副腎皮質過

形成によるCushing症候群では，尿中遊離Fは

Metopirone投与1，2日と下降するが，投与中止

後はreboundがみられたのに対し，腺腫例では中

止形のreboundはみられなかった．尿中遊離Sは

過形成例では正常反応であったが，腺腫例では無

反応であった．正常者と過形成例のMetopirone中

止後の尿中遊離Fの上昇は，Metopironeの副腎で

のIlβ・hydroxylation阻害作用が低下ないし消失

した後も過剰に分泌されたACTHが副腎を刺激

してFを過剰に産生した結果と考えられるが，

Metopironeには肝でのenzyme systemを阻害す

るという報告もあり30），Fのグルクロン酸吻合型

への転換の減少に伴なう血漿遊離Fの増加が尿中

遊離Fの増加の一因となっていることも考えられ

る．このようないわゆる標準Metopirone試験を

行ない尿中遊離F，Sを測定した報告は， Kola・

nowski21）らにみられるのみである．彼らは，正常

老にMetopirone 750㎎を4時間毎，48時間経口

投与し，Metopirone投与前，中，後の24時間尿

をジクロルメタンにて抽出した後，薄層クロマ

トグラフィーにて分離抽出し，尿中遊離F，Sを

CPBAにて測定している．それによると尿中遊

離Fは，前値35。6±8．4μ9／24hrからMetopirone

投与1，2日と下降したが，投与後は．前値の2倍

に上昇した．一方，尿中遊離Sは前値0．55±0、15

μ9／24hrからMetopirone投与1，2日と徐々に

上昇したが，投与後は下降し，われわれの正常者

例とよく一致した成績を報告している．Metopi－

rone投与中は血漿Sは上昇しているにもかかわら

ず，尿中遊離Sは総量で遊離Fよりはるかに低い

のは，Sの！netabolic clearance rateがFより早

いためと考えられる．Gold31）らは100㎎のSを

0。9％500mlの生理食塩水にといて30分間注入

し，SとFの血中でのhalf lifeをみたところ，

正常者ではFは96分であったのに対し，Sは42分

と短かく，一方，同時に測定したグルクロン酸勘

合型はSではFの5倍にも達していた．このこと

はSはFよりはるかに早く，グルクロン酸型に

転換してゆくことを意味し，尿中での遊離Sが

Metopirone試験の際，著明に増加しないことの説

明となろう．

        V・結  語

 血漿および尿中遊離cortiso1（F）と11－deoxy－

cortiso1（S）のradioimmunoassayを確立し，臨床

応用を図った．

 1） 尿中遊離Fの基礎値は正常安静者では50．2

±94．oμg／日であり，正常活動者は安静者の約2倍

を示した，胃，12指腸潰瘍，慢性肝炎などでは，

安静時にもかかわらず高値を示した．Cushing症

候群では尿中遊離Fは平均823．oμg／日であり，正

常静者の6～80倍に増加しており，診断に極めて

有用であった．また血漿Fの正常者の基礎値は

14．6±9．8μg／dlであり，C鵬hing症候群では24

μg／dl以上の高値， Addison病，ステロイド長期投

与例では秘図を示し，診断に有用であった．

 2）尿中遊離Fを指標としたACTH試験を行

ない，従来行なわれている血漿Fを指標としたA
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CTH試験と比較検討した． Gly1－ACTH（1－

18）amide O．35㎎静注負荷時の正常者における尿

中遊離Fは，．時値28．1±22．4μgから負荷後117．0

±70．2μ；gと4．2倍に上昇し，血1漿Fは16．6±

6．8μg／dlから32．5±6．4μg／dlと2．o倍の増加を

示した．下垂体副腎皮質機能低下症，ステロイド

長期投与例では，尿中遊離F，血漿Fは各々無反

応，低反応に止まった．βユ’24ACTH O．25㎎静注

負荷時の正常者における尿中遊離Fは，前値33．2

±29．8μgから負荷後，218，1±148．2μ9と6．3倍，

一血漿Fは13．3±4．8μ9／dlから36．3±14．0μ9／dl

と2．7倍の増加を示した．下垂体副腎皮質機能低

下症，ステロイド長期投与例では，尿中遊離F，

血漿Fは1－18ACTH負荷時と同様各々無反
応，低反応に止まった．尿中遊離Fを指標とした

ACTH試験は簡便であり，しかも一定時間の積

分としての副腎皮質機能を知ることができるとい

う利点があり，広く臨床応用がのぞまれる．

 3） ラピッドMetopirone試験および標準Meto・

pirone試験を行ない，血漿F，S，尿中遊離F，Sを測

定し，下垂体ACTH予備能の診断を目ざした．

ラピッドMetopirone試験における血漿Fは，

正常者と副腎皮質過形成によるCushing症候群

では，Metopirone投与後2時間で最低値を示し

たが，4，6時間とreboundの上昇を示した．一

方，副腎腺腫によるCush孟ng症候群では， Meto－

pirone投与後，血漿Fは2，4，6時間後も下降

をつづけた．血漿Sは正常者と過形成例では2，

4，6時間と徐々に増加したが，腺腫例では無反

応であった．

 標準Metoplrone試験では，尿中遊離Fは正常

者と過形成例ではMetopirone投与後1，2日と

下降し．たが，投与1・1．i！L後はreboundの上昇を示し

た．一方，腺腫例では尿中遊離FはMetopirone

投与中低下したが，中止後のrebolmdはみられ

なかった．尿中遊離Sは正常者と過形成例では

Metopirone投与1，2日と増加し，中止後は下

降したが，腺腫例では無反応であった．このよう

に，ラピッドMetopirone試験および標準Metopi－

rone試験における血漿F，S，尿中遊離F，Sの反応

は，Cushing症候群の病因により異なった反応態

度を示したので，鑑別診断上有用であった．

 本論文をご校閲頂きました鎮目和夫教授に深謝致し

ます．

 終始，ご指導賜わりかつご校閲頂きました出村博助

教授および共同研究者各位に感謝致します．

 本研究は第47回（1974年）日本内分泌学会総会にて

口演発表した．
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