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喜 j 定法一

フリー E3リアパックによる妊婦血中 unconjugatedoestriol ,f直の

悶: I且長［尉：村田不「l

松本筐史＊杉山閤ー＊

はじめに 1. 測定方法と対象

げ・,:;:,oestriol (以下 E3と省略）詞定は，

なかて，最も信頼しうる

ら0)0) 1つとされている．特に尿中凡測応は， HAIR

ょ<Jf1『i砂詞足伍の出現以来，産科/;i盆床上広く

'.i: 且jこ喜し，［］］資凱管叫』の面で，欠かすことのできない

ぢりつつある．

ーカ［仙):iE3測定は，化学的測定法の時代を経て，

Tulchinsky et al. (1971), Gurpide et al. (1971)2) 

らの設］•以来，もっばら RIA 法により行われるよう

こ・はり， total£3ならびに unconjugatedE3の胎児

胎臼戻記検査法としての有用性が数多く報告されてい

るが，測定採作に筒易さを欠くなどの理由で， 日常臨

闘、上広く仕用されるに至っていない．

その後， Denら (1973)3),Katagiriら (1974)4)な

どにより， Esに対する特異性の高い抗体を用いた RI

Aが開兌され， chromatographyによる分雌操作が省

略できるようになった．しかし，一部の凡抱合体と

文又反応があるため， conjugatedE3とunconjuga ted 

凡を分腐j~する， etherなどによる抽出操作を省略する

ことはできなかった．

介阿，私どもは，従来に比しさらに特異性の高い抗

いることにより，抽出操作をも省略し， direct

に血中 unconjugatedE3を測定できる RIAkit (フ

リー E3リアパック，英国 TheRadiochemical Centre 

製，科(iJf化学取り扱い）を使用する機会を得たので，

ならびに異常妊婦を対象に，基礎的，臨床的
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合「パi仙月］した lf[L1!:i unconjugated E3測定汀JRIA 

kit (フリー E3リアパック）の氣l.f反は， (1)i25I-E汀各

液， (2)筑恥血崖， (3) (東紡乾燥屈準血清， (4)直

酸アンモニウム溶液，てある．煉結直乞燥似準血清は，

0.5mlの窯習水で溶解した場合に，似示さ九た温度に

なるように謡］虹されている．

測定操作は図 1に示ずごとくで，標準血清あるいは

被検血清 20plに rzs1-E3,f応凡血清をそれぞれ 200

pl加え，圭温で 45分間 incubateした悛，硫安塩折

法で B/F分離を行い，沈清の放射指を 7-counterで

計測した．

測定はすべて duplicateで行い，栢準血清の cpmよ

り標準曲線を描き，披検血清の E3値を読み取った．

本kitの種々の steroidに対する交叉反応は， Tech-

nical information (RCC社）5)によれば表 1のように

なっている．

対象は，三重大学医学部附属病院および関連病院の

産婦人科外来ならびに入院中の妊婦で，正常妊娠 120

例，双胎4例，妊娠中認症軽症 11例，妊娠中毒症重

症 5例，子宮内胎児死亡 3例，子宮内胎児発育遅延 1

図 1 Assay procedure 

Standard or sample . 20μl 

ml-E3 200μl 

Anti-E3 serum 200μl 

Vortex mix 
↓ 

At room temperature for 45 min. 

I Ammonium sulph~te solution 500μ) I 
↓ 

Vortex mix 
↓ 

Centrifuge 3,000 rpm for 20 min. 
↓ 

Remove the supernatant liquids 
I 
Y 

Count in a gamma counter 
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例，無脳兄 1例である．

採血は肘静脈より行い，血情分耀して測定時まで

-20℃ に保存した．

，
 

t

)

 f
 

、ま 6例より出産した児の胴摺静脈血 6

検体についても検討した．

2. 測定結果

1)標準曲線の再現性

10回の assayにおける各椋隼血清の B/T位（％）

ならびにその平均，籾準偏差，変動係数を示したもの

が表 2である.Assay番号 1,._. 4では，変勁係数 c.v.
は 2.4,..,,6, 6%, assay香号 5~10では， 1.7,....,3, 0% 

となった．図 2は， assay否号 5,...,,10の平均｛直土S.D.

を plotし，標準曲線を描いたものである．

表 l5l Cross-reaction of steroids in the 

oestriol (unconjugated) RIA kit 

Steroid 

Oestrone 
Oestradiol 
Oestetrol 

% Cross-reaction* 

0.1 
1. 3 

27.6 

16-Epioestriol 7. 7 

17-Epioestriol 0. 3 
16, 17-Epioestriol 0. 2 
Oestriol-3-sulphate (Na) 2. 4 

Oestriol-3-glucuronide (Na) 2. 3 

Oestriol-16-glucuronide 0.1 
16-Hydroxyoestrone 1. 1 

16-Keto-oestradiol 2. 4 

2-Methyloestrone 0. 2 

Oestrone sulphate (Na) 0. 1 
Progesterone 0. 1 
17-Hydroxyprogesterone 0.1 

Dehydroepiandrosterone 0. 1 

Dexamethasone 0. 1 
Cholesterol 0 

Cortisol 0 

* at steroid concentration of 100 ng/ml 

ホルモンと［嵩床 Vol. 27 

2)測定範囲ならびに最小検出感度

本 kitの剥定＇認田は 0,_,,30ng/mlとさ訊ている．焙
応

準曲線において B。/Tの 95%に対応する E3

最小検出感度とすると， 0.1ng/mlとはる

3)精度

Duplicate訂定｛直のばらつきより，

intraassay variationを械尊した（表 3)6>.c.v. は4.2

-7.5%となった．

表 4に interassayvariationを示す．附和53午9月

29日に採血，血清分隣し，ー20℃ で保存した control

血清の，約 5カ月間にわたる 8回の assayにおける

値である.c.v.は 7.3%となった．また，約 5

にわたる測定において，明瞭な測定値の低下あるいは

上昇傾向は認められなかった．

4)測定範囲を超える血清の稀訳法

腑帯静尻血 6検体につき，生理食塩水と E3free血

清による稀釈法を比校した（表 5). いずれも 21倍に

稀釈し，測定した.6検体とも生理食塩水稀釈のほうが

表 3 Intraassay variation estimated by analysis 
of duplicate determination 

Concentration Mean土S N c.v. 
range （％） 

0.1,,...,, 5 3.01土0.13 38 4.2 

5,-...;10 7.63土0.34 97 4.5 

10,._, 15 12.55土0.55 83 4.4 

15,-,20 17.13土0.88 65 5.1 

20,.._,25 22.12土1.10 39 5.0 

25-30 27.35土2.05 24 7.5 

30~35 32.00土1.58 12 4.9 

s=✓L]d2/2N, C.V与 s/Mean

s=estimates of SD 

d : difference between the two results in dup・ 

licate determinations 
N : the number of duplicate determinations per・ 

formed 

表 2 Reproducibilty of standard curves of 10 assays (B/T %) 

S、;::;';¥!,111!2 31、iJ M Js.D.1~96";·1~;:,d11 s 617 s 48 6 1 I I 911011 M 1s.D.j~iJ彎f-~、
0 67. .3157. .9 62.2 4.11 6.6 0 55. 54. 54.8 21: 1I 1 55. 55.93 :s1I : l 57.01 I 55.5 0.94 1,1 
1.5 41.181•635 9.639.425,58 4206 .1 40.2 0.99 2.4 1.4 37.9 18,, 35.6 9I 、34. 36. 36. 36. 8 36. 3 0. 77 2.1 

4. 7 25. 7 24. 925. . 8 25. 7 0. 69 2. 7 4. 4 25. 25.124. 25. 25. 25. 5 25. 3 0. 49 1.9, 

14. 0 16. 6 16. 0 16. 8 17. 8 I 16. 8 0. 65 3. 9 I 13. 1 18. 4 17. 117. 17. 9 18. 18. 3 17. 8 0o. . 5347 . 1 ー註訊
28. 0 13. 112. 7 14. 014. 5 13. 9 0. 94 5. 2 30. 1 14. 414. 414. 14. 915. 14. 8 14. 7 

(s.Dバご戸 C.V.=S.D./M)
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ら:i), E3 free血活稀釈O){直に対し，平均 85.8

なった．以後，測定範囲を越える校体につ

E3 free血箭により適当に稀釈し測定した．

5)日内変動

5例］）人院中の妊娠俊朗婦人について，血中 un-

conjugate d止の日内変動を検討した（図 3).症例の

(1)妊阪中裔症軽症，妊娠37週， (2)前置胎

旺長 38遠， (3)妊娠中毒症軽症，妊娠 38

週， (4)仏位，妊販 34週， (5)子宮筋／］璽合併妊娠，

35 j口である．変勁係数は 6,,...,12%で，夜間にや

なる印象を受けるが，明瞭な変動 patternは

ら肛ばい

6)正常妊娠各時期における血中 unconjugatedE3 

値

考えられる妊娠 9週より 41週までの妊

婦120イタ］より得られた 210検体につき，妊娠過数ご

とに血巾 unconjugated恥値を plotしたものが図 4

であろ．表6に，妊娠中朋以降の各時期における平均

位なら

血中 unconjugated凡値は，妊娠週数を経るにし

たがい， しだいに高値となり，妊娠 40週において頂

図 2 Reproducibility of standard curves of 

unconjugated Ea 
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伯 21.1土7.Ong/mlを示した．

7)生物学的半減期

正常怪腔分娩7例について，児娩出役 2時間までの

血中泊失速度を検討した會兄娩出後の時間に対する血

中 unconjugatedE3 1直を，片対蚊四椋紅示したもの

が図 5である． 図に示すごとく，血中 unconjugated

Esは，児娩出直後の急峻な減衰と， その後の比校的

緩徐な減衰の 2祖性減衰曲線を揺く．第 1朗の半誡期

は 5~18分，平坊 11分，第 2相の半減肌は 61--117

分，平均 94分となった．

8)異常妊娠例の検討

妊娠中毒症軽症 11例について， unconjugated E3 

値の推移を示したものが図 6である．ほぼ正常域に入

り，特に一定の傾向は認めない．

妊娠中毒症重症 5例については，図 7に示すように
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図 3 Diurnal variations of serum 

unconjugated£3 
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表 5 Unconjugated Ea levels in cord serums 

123456 

Diluted by saline Diluted by E3—free 
serum 

517 557 

319 342 

336 428 

153 170 

265 317 

242 317 

表 4 Interassay variation of unconjugated E3 

No. of assays I 1 I 2 3 4 I I I s I 6 

Date of assays (1978)10/4 10/11 11/8 12/13 (1979)1/31 2/6 

E, level (ng/ml) 29. 2 22. 9 26. 7 27. 0 28. 1 24. 6 

Mean:c:26. 7, S.D.=1. 94, C.V.=7. 3% 

7
 

2/10 

28.4 

8 

2/14 

26.7 
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ほは:・.IIこ常域応入ったが，廷娠 35辺て子官臼胎児冗亡

を釆した症例 (1)では，兄心音泊失砿認『名の捻体

で，著切な低下を示した．本紐例はその約 3時団政に

2,220 gの死児と 430gの胎児附□物を説出した．他

の4例の詮訊を以下に示す．圧例 (2)は託最 35迅

にて早章，見体賃 2,120 g, Apgar 9点，胎兄附［応臼

宣髯 365g. 応例 (3)紅応 36辺にて分炒虹万知，兄

体宣 2,270 g, Apgar 8点，胎兄附［□均宣rn:s40 g 

図 4 Serum unconjugated E3 levels in 
uncomplicated pregnancies 

ng/ml 
40 

30 

20 

． ． 

1゚ 。ロ
表 6 Means and standard deviations of serum 

unconjugated E3 levels in uncomplicated 
pregnancies 

Weeks of Number Mean S .D. 
gestation of cases (ng/ml) I (ng/ml) 

16,_, 19 

20,._,23 

24,...,,27 

28,-,29 

30-31 

32,_,33 

34,_,35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

5
7
1
4
1
0
1
1
1
2
2
3
1
9
2
4
2
7
1
9
1
6
1
1
 

4.26 

6.91 

8.11 

7.6 

9.6 

11. 6 

12.3 

14.5 

17.0 

18.3 

18. 7 

21.1 

19.2 

0.62 

1. 94 

2. 79 

2.0 

3.9 

3.3 

3.5 

3.6 

4. 1 

4.4 

4.1 

7.0 

6.8 

症例 (4)妊娠 38

2, 420 g, Apgar 1分後 6点， 5分後 9点，

物重景 450g,症例 (5)妊娠 39

3,000 g, Apgar 10点， 胎恥ザ~},'J叶砂呈望 500
g, 

妊娠中図症以外の原因によると考えら礼る 2

宮内胎兄冗亡例でも低・fIT2:を示した．ま

支，¥t:な低位を示した．

一方，子官内胎児茫育]ill廷（妊炭 41

児休豆 1,580g, 胎兄附韮；；物宣昌 340g -;:, 

餃 18-trisomyと判明した 1例でも低いぞ示した．

さらに，双胎胚娠例では， 3例のうち 2

図 5 Serum unconjugated E3 level after 
delivery 

100 

10 I 

I~ '゚... , 

図 6 Serum unconjugated E3 levels in patients 
with mild toxemia of pregnancy 

ng/ml 

30 

20 

10 
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3、 考 察

1) kitの特異性について

{~JTJ した血中 unconjugated 恥測定用 RIA

kit, (フ，1; - E3リアパック）に用いられている拭 Es

礼ているものに比し，

＜， 王〗～ノヽ／
',.,・x... ヘ／心＼，/ふ oestetrolと27.6%, 16-epiestriol 

7.7%てあるが，いずれも血中濃度は oestriolに

く，測定上問題になることはないと考

麟訊る．立た etherextraction操作を加えた場合

し之象喜菜（図 8)5)によると，両者はよく一致

し本 kitによるcl' は1rect assay , unconJugated E3 

にspecificであり， extractionstepは省略してさし

つかえなし＼とされている．

2)測定操作の簡易性について

本kitは，上述のように描出操作が省略されたた

め，］叡こに翌する時間も短縮され， 1キット 20検体

をduplicateで測定するのに要する時間は 2-3時間

である．

図 7
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また，樗誡紋圧1こ125Jが）：［］いらオしたため，区寮崖晟

に広く曽及してしい三 welltype 1パ-counterが仄月］可阻

である

被検血惰鳳は， 1determinationにつき 20、u.lと少

最で，詞定域は 0~30ng/mlとされ，妊娠後期の血中

unconjugatedじ測定に適するように設定されてい

一る）

図 8い Effectof ether extracit1on on assay va-

lues 

The relationship between the values 

obtained was: value after extraction= (1. 

02 X direct assay value)-0. 95. The corr 

elation coefficient was 0. 92 (100 samples) 
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なお，さらに厨時間の詞定が必妻な場合には， in-

cubation timeを 15分間に短綺iする emergencyas-

say5lも可指とされていろ．

3)精度

今回の私どもの紋討では， intraassayvariation 4. 2 

,,...,7, 5%, interassay variation 7. 3%となり，ほぼ鷹

足すべき精度を宥していると考えら礼る

4)日内変動

血中 uncojugatedE3の日内変動については，夜間

に幌度の高｛直傾向を示すという罰告7,8) があるが，そ

の変勁幅はいずれも小さい．私どもの成禎でも c.v.は

平塩は 10%であり，やや夜間に高伯傾向を示すも，

明瞭な変励ではなく，胎兄胎聟歳詣としての血中 un-

conjugated E3の評価に， 日内変動の影讐は考応しな

くてもさしつかえないと考えられる．

5)妊娠経過における推移

私どもの成給と語家の成禎との比校を図 9に示す．

いず訊も RIAによる血中 unconjugated恥の祠定値

である．本 kitによる値は，従来の報告に比し，やや高

値傾向を示すようである．本 kitと同一の kitを使用

した赤堀らの成績9) とは，極めてよく一致している．

6)生物学的半減期

血中 unconjugatedE3 の生物学的半減期は，私ど

もの成績では平均 11分と極めて短く，胎児胎盤系に

よる Es産生能を鋭敏に反映すると考えられる．

7)異常妊娠例

妊娠中毒症軽症例では，特に一定の傾向を示さず，

諸家の報告10,13) と一致している．

妊娠中毒症重症例では，低値傾向を示すという報

告10,13)が多いが，今回検討した 5例は，いずれも正常

域に入った．

子宮内胎児死亡，無脳児，子宮内胎児発育遅延で

は，諸家の報告と同様，低値を示した．

8)胎児胎盤機能検査としての血中 unconjugated

瓦測定の意義

現在，臨床的には尿中 Es測定が胎児胎盤機能検査

として広く用いられているが，いくつかの欠点が指摘

されている 13)• 例えば， (1) 24時間蓄尿の煩雑さお

よび不正確さ， (2)24時間後にはじめて胎児胎盤機

能を評価できる. (3)腎機能の影聾を受けやすい，

(4)個体間のばらつきが大きい，などである．血中

unconjugated恥測定は，これらの点について，尿中

恥測定よりも優れた胎児胎盤検査法と考えられる．

しかし，個体間のばらつきについては，尿中恥より

小さいとされているものの6), なお無視できない面も

ホルモンと臨床 Vol. 27 

あり，やはり連続的な測定による変勁 patternか

析する必妥があるのではないかと考えられる．

ま とめ

Direct RIA による血I・i.:::i unconJugated F J3 

kit (フリー E,リアパック）により，

に異常妊婦における E叶臼を検討し，

度ともに優れた kitである．

(2) フリー Esリアパック

少量の検体で短時間に詞定が可指であろ．

(3) 日内変砂は小さく，測定上問四とならない．

(4) 正常妊婦では妊娠経過に従い，

となり，妊娠 40辺に頂位となる．

(5) 生物学的半減閉は極めて短く，胎兄胎盤系に

おける恥産生能を鋭敏に反映する．

(6) 妊娠中唸症などによる子宮内胎児死亡，子宮

内胎児発育遅延，無脳児では低値を示す．

稿を終わるにのぞみ，検体を提供していただいた，国立津

病院， 佐原十四男医長ならびに宮村吉麿先生， 検体採取に協

力していただいた産科病棟の助産婦， 看殴婦諸氏，ならびに
教室員諸氏に感謝いたします． また， kitを提供された科研
化学株式会社に深謝いたします．
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