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第1章　緒　論

　エストロゲンは、雌の生殖において必須の役割を果たすホルモンである。成長過程にお

いては、生殖腺の発育と春機発動の到来、性成熟後は、発情の発現、妊娠の維持および分

娩の誘発等に関与している。哺乳動物の発情周期におけるエストロゲンは、脳の弓状核に

作用して黄体形成ホルモン（LH）の分泌を抑制するが、末梢血中濃度が増加し、視索前

野への刺激が閾値を超えると、性腺刺激ホルモン放出ホルモンを介して下垂体からのしH

サージを惹起し、結果的に排卵を誘起する（Kesner　et．　aL，1981；玉置ら，1988）。一

方、卵胞の発育とエストロゲン分泌は、黄体から分泌されるプロゲステロンによって抑制

される。また、妊娠期のエストロゲンは、水分貯留や体重増加を引き起こす。このよう

に、エストロゲンはあらゆる時期の雌の生殖機能と密接に関係しており、そのrin中濃度

は、雌性動物の生殖機能を反映する指標として極めて重要である。

　エストロゲンは、炭素原子を18個含むエストラン骨格を持つステロイドで、その特徴

として分子内に芳香環を持ち（加藤・小野内，1980）、血液中のコレステロー・一・一ルを基質と

する一連の性ステロイド合成経路の最終産物として、ゲスターゲンおよびアンドロゲンを

経て産成される（Gore－Langton　and　Armstrong，1994）。エストロゲンの分子構造

は、水酸基の数、二重結合の位置、光学異性等によって多くの種類に分かれており、その

幾つかは動物種によって特異的に産生されている（玉置ら，1988）。しかし、主要なエス

トロゲンは広く脊椎動物に共通して利用されており、全ての動物種を通じてエストラジ

オールー17βが最も生物活性が高く、エストロンがそれに次ぐ活性を示す（玉置ら，

！988）。また、エストラン骨格の分子構造は極性が低いため、それを核とするエストロ

ゲンは本来脂溶性で水に難溶である。しかし、哺乳動物のエストロゲンは子宮、肝臓、腸

管等の代謝作用により抱合型酸化を受けるため、血液中にはグルクロン酸抱合や硫酸抱合

を受けた水溶性の代謝産物も存在している（荒井・加藤，1977）。

　ウシの場合、エストロゲンは主に卵巣と胎盤で産生されるが、卵巣と胎盤ではエストロ

ゲンの主な合成経路が異なるため、その生成様式にも違いが認められる（Gore－Langton

and　Armstrong，1994；Solomon，1994）。卵巣では、成熟過程にある卵胞がエストロゲ

ンの主な産生母体であり、内卵胞膜細胞でコレステロールを前駆物質としてアンドロステ

ンジオンが合成され、穎憾寝細胞でテストステロンを経て芳香化酵素の働きによってエス

トラジオールー17βに転換される（玉置ら，1988）。エストラジオールー17βは、脱水

素酵素の作用によりエストロンと可逆的に相互変換する（Armstrong　and　Dorrington，

1979）。一方、胎盤では、アンドロステンジオンからテストステロンを経ずに直接エス

トロンが合成され、エストラジオールー17βはエストロンから副次的に産生されている

（Hoedemaker　et．　al．，　1990；Solomon，1994）。エストロンの多くは硫酸基を付加され

てエストロンサルフェートに転換される（Dwyer　and　Robertson，1980＞。そのため、

発情周期のウシの血液中ではエストラジオールー17βが量的に優位であり、妊娠期には

エストロンとエストロンサルフェートが優位となる（Kn　icke　rb　ocker　et．　aL，1986）。発

情周期における末梢血中エストロゲン、特に、エストラジオールー17β濃度は、卵胞の

成熟度合いを示す指標として重要である（Hafez，1987；佐藤，1984）。一方、妊娠期の

母体末梢血中エストロゲン、特に、エストロンサルフェートは、胎盤機能を反映する指標

1
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第1章　緒　論

として重要である（Edqvig．　t　and　Stabenfeldt，1989；Jaii一）udeen　and　Hafez，1987）。

　動物やヒトの血液中のエストロゲン濃度の測定は、放射性同位元素、酵素あるいは蛍光

物質を標識とする競合免疫測定法によって行われている（Abraham，1969；Tamamura
et　al．，1982；De　Boever　et．a1．，1986；Sjobloln　et．　al．，1990）。これらの方法はいずれ

も高い検出感度を有し、ヒトやブタでは、血液を試料として直接エストロゲンの測定を行

うことができる（Roda　et．　al．，1986；Thomas　et。　al．，1987）。しかし、ウシはエストロ

ゲンの血中濃度が低く、妊娠後期以外はこれらの方法の測定感度を下回るため、血液を試

料として直接エストロゲンを測定することができない。ウシの末梢血中のエストロゲン濃

度を測定するためには、エストロゲンを血液から抽出し、濃縮・純化しなければならな

い。一般的な方法としては、有機溶媒を用いた液一二抽出の後、液体クロマトグラフィー

による精製・純化、あるいは分配脱脂法によって脂肪分を取り除く方法が用いられている

（Mikhail　et．　al．，1970；鳥居・藺守，1975；Medina　and　Schwartz，1986）。一方、抱合

型のエストロゲンは極性が強く水溶性で有機溶媒に移行しないため、単純な液一液抽出法

では1血液から分離することができない。そのため、加水分解して非抱合型として測定する

か、濃縮しないで直接測定する方法が広く用いられている（Holdsworth　and　Chal）lin，

1982；Worsfold　e　t．　al．，1989）。しかし、これらの方法では高い検出感度が得られない

ため、妊娠中後期以外のウシの末梢血中の抱合型エストロゲン濃度を測定することができ

ない。ウシの生殖内分泌機構を解明する上で、エストロゲン、特に、抱合型エストロゲン

のより簡便な抽出・精製法の開発が望まれている。

　固相抽出法は、液体クロマトグラフィーによる分離法を充填済み簡易カラムを使って分

取用に簡略化したもので、多くの物質の濃縮や純化に利用されている。特に、極性の違い

によって分離を行う逆相分配法は、特殊な緩衝液を調製する必要がなく、分離する物質の

分子量に関係なく広い用途に利用できるため、固相抽出法として最も広く利用されている

（McDonald，1991）。ステロイドの抽出に関しても、様々なマトリックスに対して逆相

分配法を利用した報告がなされている（Axelson　and　Sahlberg，1981；Shackleton，

1986）。しかし、ウシの血液中のステロイドに応用した報告はなく、その有効性は確認

されていない。また、固相抽出用の簡易逆相カートリッジを活性型ステロイドの分画にま

で利用した報告はない。

　ステロイドは水に難溶であるため、血液中では大部分のステロイドが特異的なステロイ

ド結合蛋白質や非特異的なアルブミンなどの血中蛋白質と疎水結合することによって輸送

されている。輸送蛋白質の種類やステロイドとの親和性は動物種によって異なっており、

固相分配法によって血液中のステロイドを抽出する場合、動物種によってそれぞれ相応し

い抽出方法を選ばなければならない。

　本研究では、ウシの血漿中エストロゲンの固相抽出法について基礎的な検討を行い、エ

ストロン、エストラジオールー17βおよびエストロンサルフェートについて、放射免疫

測定のための抽出法を確立した。さらに、固相抽出法を応用することにより、正常発情周

期および妊娠初期におけるウシの末梢血中エストロンサルフェートの濃度推移を明らかに

した。血液中のエストロゲンの簡便で確実な抽出精製法が開発されたことにより、エスト

ロゲンの測定が容易になり、今後のウシの生殖内分泌研究での応用が期待される。
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第2章　高速液体クロマトグラフィーによる性ステロイド
　　　　　　　　　　　　　溶出条件の検討

　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　逆相分配法は、分離能が高く再現性に優れていることに加え、対応できる極性範囲が広

く、多数の類似構造物が存在するステロイドの分離手段として優れた方法である。そのた

め、逆相分配法を利用した高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、ステロイドの分析

に広く用いられている（Heftmalm　and　Hunter，1979）。エストロゲンの分析に関して

も、O’H：are　et．　a1．（1976）により逆相カラムによる分画の有効性が示されている。その

後、妊娠後期等エストロゲン濃度が高い時期に関しては、定性分析だけでなく、体液中濃

度の定量にも応用されるようになった（Dolphin　and　Pergande，1977）。一方、エスト

ロゲン濃度の低い時期には、放射免疫測定のための前処理法として逆相HPLCが利用され

ている（Sch6nesh6fer　and　Dulce，1979）。

　エストロゲンが簡易逆相カートリッジに保持されることは、既に幾つかの報告によって

明らかにされている（Shackletoll　alld　Whitney，1980；Heikkinen　et．　al．，1981）。し

かし、簡易逆相カラムを用いた際の他の性ステロイドとの分離能およびエストロゲン同士

の分離能については調べられていない。そこで本章では、簡易カラムによるステロイドの

溶出特性を推定するため、高耐圧逆相カラムを用いたHPLCにより、溶出溶媒としてのメ

タノールとアセトニトリルの比較および溶媒への酸添加効果の検討を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1．試料

　5種類の活性型性ステロイド（エストロン、エストラジオールー17β、テストステロ

ン、アンドロステンジオンおよびプロゲステロン）および1種類の抱合型性ステロイド

（エストロンサルフェート）の分析を行った。エストロン、エストラジオールー17βお

よびプロゲステロンはSIGMA　Chemical（米国）から購入した。テストステロン、アンド

ロステンジオンおよびエストロンサルフェートは帝国臓器製薬（東京）神戸川博士から提

供されたものを使用した。各ステロイドは10％のメタノールを含む精製水に溶解し、注

入時の濃度は、エストロゲンが100μg／lnl、アンドロゲンが10μg／ml、プロゲステロン

が20μg／m1となるように調製した。

2．試薬

　試薬類はすべて和光純薬工業（大阪）から購入した。送液用精製水は、高速液体クロマ

トグラフ用蒸留水を用いた。ステロイド溶出用の有機溶媒は、残留農薬試験用メタノール

1，000および高速液体クロマトグラフ用アセトニトリルを使用した。溶媒に添加した酸

は、蛋白質一次構造分析装置用三フッ化酢酸（TFA）を用いた。

3．分析装置

　分析用カラムとしてデルタパックC18（日本ウォーターズ，東京）を用いた。送液ポン

プとUV検出器はウォーターズの625LCシステムおよび991フォトダイオーードアレイ検出

器を用い、流路には全てPEEK管を使用した。

3
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第2章　HPLC

4．分析条件

　インジェクションループの容量は100μ1で、溶媒の流速は毎分1rnl、カラムの温度は

30℃とし、50～70k9／cln2の負荷圧力で分析を行った。エストロゲンは波長280nmにお

ける紫外部吸光度によって検出し、アンドロゲンおよびプロゲステロンは、波長240n　m

の紫外部吸収によって検出した。

5．溶出方法

　逆相カラムに保持されたステロイドは有機溶媒の濃度勾配を利用して溶出させた。試料

注入後5分間精製水で流路とカラムを洗浄し、5分後から25分まで有機溶媒濃度を1分

当たり5％の割合で直線的に増加させた。有機溶媒はメタノールとアセトニトリルの2種

類を使用し、溶媒へのTFA添加の影響についても検討するため、以下に示す4種類の条

件で実験を行った。なお、溶媒混合部から検出器までの容量は6．5mlであった。

　　条件1．精製水→メタノール

　　条件2．精製水→アセトニトリル

　　条件3．0．1％TFA加精製水→0．1％TFA加メタノーール

　　条件4，0．1％TFA加精製水→0．1％TFA加アセトニトリル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　果

　6種類の性ステロイドを同時に注入した際の各々の条件における溶出パターンは図1に

示した。いずれの場合も少量ではあるが複数の分解産物のピークが確認された。

　メタノールを溶出溶媒として用いた場合、エストロンサルフェート、テストステロン、

エストロンおよびエストラジオールー17β、アンドロステンジオン、プロゲステロンの

順に溶出し、エストロンとエストラジオールー17βは分離されなかった。それぞれの溶

出時点における溶媒中のメタノール濃度は25、59、61、63および70％であった。

　アセトニトリルを溶出溶媒として使用した場合、エストロンサルフェート、エストラジ

オールー17β、テストステロン、エストロン、アンドロステンジオン、プロゲステロン

の順に溶出した。メタノールを溶出溶媒に用いた場合と異なり、エストロンとエストラジ

オールー17βを分離することができた。それぞれの溶出時点における溶媒中のアセトニ

トリル濃度は18、41、43、44、45および56％であった。

　溶媒にTFAを添加した場合、いずれの溶媒でもエストロンサルフェートの保持時間の

みが延長し、他のステロイドの溶出時間に変化は認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　逆相クロマトグラフィーでは、移動相の極性が小さくなる程溶出力が強まることが知ら

れている（辻，1978）。本実験では、溶出溶媒としてメタノールとアセトニトリルを用い

たが、アセトニトリルはメタノールより極性が低く、カラムに保持されたステロイドはメ

タノールより低濃度のアセトニトリルで溶出した。しかし、溶媒に対する試料の溶解度は

極性だけでなく様々な要因によって変化するため、逆相分配法における分離特性は溶媒と

試料双方の性質に依存する（辻，1978）。本実験の結果では、エストロンサルフェートと

プロゲステロンはどちらの溶媒でも他のステロイドと分離できたが、アンドロゲンの分離

能はメタノールの方が高く、エストロゲンはアセトニトリルでしか分離できなかった。ま
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第2章　HPLC

た、エストロゲンとアンドロゲンの分離ではメタノールが優れていた。しかし、簡易逆相

カートリッジを用いる分画法では、HPLC程厳密に溶媒濃度の設定を行うことができない

ため、メタノール、アセトニトリルいずれの溶媒を用いてもエストロゲンとアンドロゲン

を分離して回収することは困難ではないかと推察された。

　本実験では、エストロンサルフェートはエストロンより低濃度の有機溶媒で溶出した。

エストロンサルフェートは、硫酸基が付加された抱合型のエストロンで、活性型のエスト

ロンと比較して極性が強まっている。そのため、固定相との親和性が低下し、エストロン

より低濃度の有機溶媒で溶出したものと考えられる。本実験の結果から、エストロンとエ

ストロンサルフェートの溶出条件の差は大きく、簡易逆相カートリッジを用いた場合でも

両者を分画できる可能性が示唆された。一方、同様の条件で硫酸抱合を受ければ他のステ

ロイドでもほぼ同様に極性の変化を起こすことから、逆相クロマトグラフィーでは硫酸抱

合を受けたエストラジオールー一17βもエストロンサルフェートとほぼ同様の挙動を示す

と考えられる。これは、簡易カートリッジを用いて分離を行う場合、両者は同じ品分に分

画される可能性が高いことを示している。

　逆相クロマトグラフィーでは溶離液の組成が変われば試料の溶出パターンも変化する。

本実験において移動相にTFAを添加した場合、酸無添加時の溶出パターンと比較してエ

ストロンサルフェートの溶出時間のみが延長し、他の性ステロイドの溶出時間には変化が

認められなかった。これは、活性型の性ステロイドが中性物質であるのに対し、エストロ

ンサルフェートはその分子内にイオン性の硫酸基を持つ酸性物質であるためだと考えられ

る。中性物質は溶媒のpHを変化させてもその疎水性が変化しないのに対し、エストロン

サルフェートの場合、TFAを添加したことにより溶媒のpHが硫酸基のpKaに近付き、解

離している分子数が減少し、溶媒に対する相対的な極性強度が低下する。そのため、疎水

性が上昇して充填剤との親和性が増し、保持時間が延長したと考えられる。この結果は、

簡易逆相カートリッジに保持させたエストロンサルフェートと活性型のエストロゲンとを

分離する場合、溶離液には酸を添加しない方が、両者の溶出条件の差が大きくなり、分離

し易くなることを示している。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　要

　簡易逆相カートリッジに保持されたステロイドの溶出条件を探るため、生殖に関与する

5種類の活性型ステロイドと1種類の抱合型エストロゲンを用い、溶出溶媒としてのメタ

ノールとアセトニトリルの特性の違いおよび溶媒への酸添加の影響について逆相HPLCに

よる検討を行った。その結果、溶出溶媒としてメタノールあるいはアセトニトリルのいず

れを用いても、エストロゲンとプロゲステロンおよびエストロンサルフェートと活性型の

エストロゲンとを分離して回収できることが示された。しかし、溶媒にTFAを添加する

と、エストロンサルフェートと活性型のエストロゲンとの分離能が低下した。一方、エス

トロンとエストラジオールー17βはメタノールで分離されず、アセトニトリルでのみ分

離されたが、両者の溶出条件は近似しており、簡易逆相カートリッジによって両者を分離

することは困難と思われた。また、エストロゲンとアンドロゲンの溶出条件も近似してお

り、簡易逆相カートリッジでは、いずれの溶媒を用いても両者の分離は困難ではないかと

推察された。
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第3章　固相抽出法によるウシ血漿中エストロゲンの
　　　　　　　　　　　　抽出および分画

　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　前章の実験により、逆相充填剤に保持された性ステロイドはそれぞれ異なる溶出特性を

持つことが明らかになった。HPLCによるステロイドの分画法は精度が高く、構造の類似

したステロイドを正確に分離することができる。しかし、HPLC装置は試料の並列処理が

できないため、試料が多数に上る場合は多くの時間が必要となり、分離後のステロイドの

安定性を考慮すれば、相応しい前処理方法とは言えない。一方、簡易カラムは類似したス

テロイドを分離するには精度が充分ではないが、特殊な装置を使用しないため、一度に多

数の検体を処理することができるという利点がある。

　簡易逆相カートリッジを用いたエストロゲンの抽出についても既に幾つかの報告がある

（Shackleton　and　Whitney，1980；Heikkinen　e　t．　a1．，1981；Ciotti　e　t．　al．，1989）。し

かし、これらはいずれもヒトの体液を試料としたもので、ウシの血液から性ステロイドを

抽出した報告はない。前章の実験からも分かるように、注入する試料や溶離液の性質が異

なれば保持および溶出の条件も変化する。また、血漿中には様々なステロイド結合蛋白質

が存在しており（Baulieu，1986）、血漿から直接ステロイドを固相抽出する場合、血漿

中のステロイド結合蛋白質の影響についても検討を行う必要がある（Shackleton　and

Whitney，1980）。特に、ウシは草食に適化した特殊な生理機構を有するため、血液成分

が他の動物と大きく異なっており（Kaneko，1989a；Kaneko，1989b）、エストロゲンの

固相抽出を行う場合も未知の影響があることが推察される。

　本章では、まずウシの血液中に含まれるエストロゲンが簡易逆畜力y一一　一トリッジにどの程

度保持されるのか確認するため、放射性同位元素を標識したエストロゲンを添加したウシ

の血漿を用い、逆相カートリッジの各種エストロゲンに対する保持能の検討を行った。そ

れによって、ウシの血漿中に含まれる性ステロイド結合蛋白質がエストロゲンの固相抽出

に及ぼす影響を捉えることができる。次に、溶離忌中の有機溶媒濃度を段階的に上昇させ

ることにより、各々のエストロゲンの至適溶出条件の検討を行った。逆相充填剤にはウシ

の血液中に含まれる様々な物質が保持されるため、溶出条件を限定した方が爽雑物の混入

を抑えることができる。そこで、先の実験から得られた成果を基に、溶出溶媒として特定

の濃度の有機溶媒を用いてエストロゲンの分画および精製を試みた。

　　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1．供試動物および血漿

　供試動物は、農林水産省畜産試験場繋養のホルスタイン種雌ウシを使用した。50mlの

ポリプロピレン遠心管（国産遠心器，東京）に凝血防止剤（ノボ・ヘパリン注1，000，ノ

ボ・ノルディスクA／S，デンマーク）50単位を添加し、外径1．8mmの温血針（ディスポ

採血針，富士平工業，東京）を用いて頚静脈より採血した。採血した遠心管は直ちに氷水

に浸漬し、採血後30分以内に4℃、1，800xgで遠心分離を行った。遠心開始1時間以上経

過した後に血漿を分離し、50m1角型試薬瓶（ニプロン化成工業，豊橋）に分取した・血

7
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第3章　固相抽出

漿は実験に供試するまで一20℃あるいは一35℃で凍結保存した。

2．溶媒

　有機溶媒は全て和光純薬工業より購入した。標識エストロゲンの保存には高速液体クロ

マトグラフ用メタノールを、簡易逆相カートリッジの活性化には特級メタノールを用い

た。溶出溶媒は、残留農薬試験用メタノール1，000、残留農薬試験用ジエチルエーテル

1，000および高速液体クロマトグラフ用アセトンを使用した。精製水は、水道水を活性炭

濾過、イオン交換、蒸留し、Milli－Q　SP．　TOC．　Reagent　Water　Systeln（日本ミリポア

リミテッド，東京）で精製したものを用いた。

3．3H標識エストロゲン

　Dupont　NEN　Research　Products（米国）より購入した標識化合物を使用した・活性

型エストロゲンとして［2，4，6，7－3H（N）］一エストロン（4．03TBq／mmo1）および

［2，4，6，7，16，17－3H（N）］一二ストラジオールー17β（6．25TBq／mmol）、抱合型エストロ

ゲンとして［6，7－3H（N）］一エストロンサルフェートアンモニウム塩（1．77TBq／mmol）を

用いた。標識化合物の放射活性の測定は既報（Hirako　et．　al。，1992）に従い、液体シンチ

レーション法で行った。

4．ウシ血漿への標識エストロゲンの添加

　標識エストロゲンのメタノール溶液を50mlのガラス遠心管（岩城硝子，船橋）に分取

し、45℃、窒素ガス送風下で蒸発乾固させた後、ウシの血漿を添加した。レシプロ振盈

器（S　R－1，ダイテック，越谷）を用いて室温、100往復／分で30分間振繰し、さらに、

4℃で一晩静置した。血漿をミキサー（ボルテックスジェニー，MS機器，大阪）で混和

した後、4℃、1，800xgで30分間遠心し、上澄み部分の血漿を実験に用いた。

5，簡易逆相カートリッジ
　固相抽出用の簡易逆相カートリッジは、セップパックC18（ウォータ・一ズ）を用いた。

逆相カートリッジは、まず5mlのメタノールで充填剤を活性化し、5mlの精製水で2回

洗浄した後各々の実験に供した。活性化後5m1のプラスチック注射筒をカートリッジに

接続してリザーバーとし、クロマトグラフィー用のスタンドに懸架してそれぞれの実験を

行った。試料の注入、精製水による洗浄および溶離液による溶出は、いずれの場合も加圧

あるいは吸引を行わず、自然落下による条件で分析を行った。カートリッジ通過時の流速

はおよそ0．2～0．5ml／分であった。ただし、カートリッジと注射筒の接合部に気泡が混

入し、溶液の滴下が滞った場合にはピペットで気泡を吸引除去した。

実験1．簡易逆相カートリッジによるウシ血漿中エストロゲンの抽出

　1）活性型エストロゲン（エストロンおよびエストラジオールー17β）の抽出

　　ウシの血漿中に含まれる活性型エストロゲンが簡易逆相カートリッジにどの程度保持

　されるか検討するため、生理的に血液中のエストロゲン濃度が最も高くなる時期に当た

　る妊娠後期の血漿を試料として用いた。それぞれ分娩3、12、22、34および45日前の

　ウシの血漿に各々130Bq／m1（約9pg／ml）の3H標識エストロンあるいは250Bq／m1

　（約11P9／ml）の3H標識エストラジオールー17βを添加した。既報（Hirako　et・al・，

　1992）に従い、5、10あるいは15mlの血漿を逆相カートリッジに注入した後、精製水

　5mlで2回洗浄し、保持されたエストロゲンを3mlのメタノールで溶出させた。カー

　トリッジはさらにジエチルエーテル3mlで洗浄し、強親和性物質を溶出させた・
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第3章　固相抽出

　2）抱合型エストロゲン（エストロンサルフェート）の抽出

　　正常な発情周期を営むウシ3頭、妊娠初期1頭（人工授精後73日）、妊娠中期2頭

　（146日および！53日）および妊娠後期2頭（共に204日）のlf皿漿にそれぞれ650Bq／mI

　（約135P9／ml）の3H標識エストロンサルフェートを添加した。5　mlの1血漿を逆相カー

　トリッジに注入した後、精製水5mlで2回洗浄し、保持されたエストロンサルフェー

　トをメタノール3mlで溶出させた。カートリッジはさらに3mlのアセトンで洗浄し、

　強親和性物質を溶出させた。

実験2．エストロゲンの溶出至適メタノール濃度の検討

　実験1で調製した3H標識エストロン、エストラジオールー17βおよびエストロンサル

フェート添加血漿10m1を予め活性化した逆相カートリッジに注入した後、5m1の精製水

で2回洗浄し、各々3　mlの10、20、30、40、45、50、55、60、65、70、75、80、90
（V／V）％メタノールおよびメタノール原液を順次注入して3H標識エストロゲンの溶出を

試みた。

実験3．簡易逆相カートリッジによるウシ血漿中エストロゲンの分画

　1）活性型エストロゲンの抽出・精製
　　生殖周期による血漿中のステロイド結合蛋白質の影響を探るため、エストロゲンと結

　合する蛋白質の濃度が高くなると考えられる（Lermite　and　Terqui，1991）発情期の

　ウシ血漿を試料として用いた。発情2日前1頭、前日2頭、当日2頭の計5頭のウシか

　ら採取した血漿各々50mlに100Bq／ml（約7pg／ml）の3H標識エストロンあるいは

　170Bq／lnl（約8pg／ml）の3H標識エストラジオールー17βを添加した。血漿5mlを

　逆相カートリッジに注入した後、精製水51nlで2回洗浄し、3mlの40、70（v／v）％

　メタノールおよびメタノール原液で順次カートリッジに保持された血漿成分を溶出させ

　た。メタノールを通過させたカートリッジはさらにジエチルエーテル3mlで洗浄し、

　強親和性物質を溶出させた。

　2）抱合型エストロゲンの抽出・精製

　　抱合型エストロゲンの抽出は既報（Hirako　et．　al．，1996）に従って行った。試料とし

　て、正常発情周期、妊娠初期（74日および86日2頭の混合血）、妊娠中期（158日）お

　よび妊娠後期（278日）のウシ血漿を用いた。125Bq／ml（約26pg／ml）の；31－1標識エス

　トロンサルフェートをそれぞれ25rn　lの血漿に添加した。注入するIfll漿の量によってウ

　シの血漿中に含まれる抱合型エストロゲンの回収成績に影響が現われるかどうかについ

　ても検討するため、0．1、1．0および10mlの血漿を簡易逆相カートリッジに注入した。

　精製水5mlで2回カートリッジを洗浄した後、3m1の40、75（v／v）％メタノールお

　よびメタノール原液で順次カートリッジに保持された血漿成分を溶出させた。

　なお、それぞれの実験は各検体各容量につき2本ずつ並行して行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　果

実験1．簡易逆相カートリッジによるウシ血漿中エストロゲンの抽出

　1）活性型エストロゲン

　　各溶媒中に溶出した3H標識エストロンおよびエストラジオールー17βの5頭分の平

均回収成績はそれぞれ表1および表2に示した。血漿に添加した標識エストロゲンの大
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第3章　固相抽出

部分が逆相カートリッジに保持され、添加した標識物質のうち、エストロンの98％以

上、エストラジオールー17βの97％以上がメタノール画分に溶出した。エストロン、

エストラジオールー17β共に、各町分における回収成績は、注入したlf［t漿の量に関係

なく安定しており、検体によるバラツキも少なかった。

表1．妊娠末期のウシ血漿に添加した3　H一標識エストロンの簡易逆相カートリッジを用

　　　いた固相抽出法による各溶出画分における回収成績

回収率（％）

溶出野分
5　ml　a） 10m1 15ml

通過血漿一1b）

通過血漿一2

通過血漿一3

洗浄水一1

洗浄水一2

メタノール

ジエチルエーテル

O．78±O．16　c）

O．17±O．07

0．04±O．03

98．94±O．23

0．07±O．02

O．38±O，07

0．50±O．07

O．10±O．02

0．03±O．04

98．92±O．13

0．07±O．02

O．28±O．06

0．35±O．10

0．36±O．06

0．07　±O．02

0．04±O．03

98．74±O．21

0．16±O．20

・）注入血漿量

b）血漿および洗浄水は各画分5ml、有機溶媒は3rn1

・）平均±標準偏差（N・＝5）

表2．妊娠末期のウシ血漿に添加した3H一標識エストラジオールー17βの簡易逆相カー

　　　トリッジを用いた固相抽出法による各溶出画分における回収成績

回収率（％）

溶出画分
5ml　a） 10m1 15ml

通過血漿一1b）

通過血漿一2

通過血漿一3

洗浄水一1

洗浄水一一　2

メタノール

ジエチルエーテル

1．06±O．22　c）

O．22±O．08

0．02±O．03

98．62±O．2，3

0．08±O．02

O．53±O．10

0．75±O．18

O．13±O．05

0．04±O．01

98．46　±O．32

0．08±O．02

O．36±O．05

0．47　±O．06

0．50　±O．07

0．10±O．02

0．05　±O．O1

98．42±O．17

0．10±O．02

・）注入血漿量

b）血漿および洗浄水は各画分5ml、有機溶媒は3　ml

・）平均±標準偏差（N＝5）
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第3章　固相抽出

2）抱合型エストロゲン

　それぞれの溶媒に溶出した平均回収成績は表3に示した。血漿に添加した標識化合物

の大部分は逆相カートリッジに保持され、保持されたエストロンサルフェートのうち、

97％以上はメタノール山分に溶出した。また、いずれの四分での回収成績にも生殖周

期の違いによる変動は認められなかった。

表3．様々な時期のウシ血漿に添加した3H一標識エストロンサルフェートの簡易逆相

　　　カートリッジを用いた固相抽出法による各溶出画分における回収成績

試料 非妊娠　　　妊娠初期　　妊娠中期　　妊娠後期　　平均±標準偏差

（N＝3）　（N一＝1）　（N＝2）　（N＝2）　（N＝＝8）

通過血漿・）

洗浄水一1

洗浄水一2

メタノール

アセトン

O．62　b）

O．30

0．43

98．19

0．47

O．55

0．24

0．39

97．19

1．62

O．68

0．23

0．38

95．30

3．41

O．67

0．25

0．47

97．38

1．23

O．64±O．08　c）

O．26　±O．06

0．42±O．06

97．14±1．62

1．54±1．66

・）血漿および洗浄水の盆画分は5ml、有機溶媒は3　ml

b）実験区毎の頭数（N）の平均回収率（％）

・）8頭の血漿を2本ずつ並行して測定した16例の結果から計算した回収率（％）

実験2．エストロゲンの溶出至適メタノール濃度の検討

　エストロンおよびエストラジオールー17βの溶出実験結果はそれぞれ図2－1および

図2－2に示した。50～70％メタノールまでの画分に添加したエストロゲンの94％が溶

出し、特に60および65％メタノール画分では、合計で平均86％のエストロンと83％のエ

ストラジオールー17βが回収された。

　溶離箇中のメタノール濃度を段階的に上昇させた際のエストロンサルフェートの溶出パ

ターンは図2－3に示した。各個体の生殖周期に関係なく40％メタノールで最大量のエ

ストロンサルフェートが溶出し、30％と40％の合計で平均93％の標識物質が溶出した。

実験3．簡易逆相カートリッジによるウシ血漿中エストロゲンの分画

　1）活性型エストロゲン

　　活性型エストロゲンの平均回収成績は表4に示した。70％メタノール十分にエスト

　ロンの92％とエストラジオールー17βの90％が溶出し、カートリッジ毎の回収成績の

　バラツキも少なく、定量的に回収された。しかし、70％メタノール通過後も一部は

　カートリッジに保持されたまま残り、メタノール原液で総量の6％のエストロンと7％

　のエストラジオールー17βが溶出した。

　2）抱合型エストロゲン

　　エストロンサルフェートは、注入血漿量および生殖周期の時期に関係なく40％メタ

　ノール二分に最も多く溶出し、75％メタノール以降の画分にはほとんど溶出しなかっ
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第3章固相抽出

（表5）・また、注入したinL漿量が多くなると各画分における回収成績の偏差が小さく

なった。素通り画分での回収率の変動係数は、注入昂：0．1mlで74％、1mlで51％、

10rn1で20％であり、40％メタノール画分での変動係数は、注入量0．1rn1で6．3％、1ml

で2。1％、10mlで1．3％であった。これらの回収成績のバラツキは各カートリッジ毎の

差によるもので、個体の違いや生殖周期の違いによる差は認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　活性型のステロイドは疎水性であるためrfu液中ではその大部分が担体となる蛋白質と結

合して輸送される（Baulieu，1986）。そのため、　ifll．液を対象とする固相抽出では試料の

カラム通過速度が早くなると充填剤のステロイド保持能が低下する。しかし、ステロイド

と多くの担体蛋白質との結合は非特異的で親和性も低いため、試料を緩慢に通過させれ

ば、血中総量のほとんどを逆相充填剤に保持させることができる。本研究において、ウシ

の血漿に添加したエストロンは、実験条件に関わらず逆相カートリッジに高率かつ定量的

に保持されており、本章で設定した程度の流速であれば、固相への吸着に対する非特異的

な結合蛋白質の影響はほとんど排除できると考えられる。
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PI　P2　W　W　10 20　30　40　50　60　70　80　90　100　E
溶離液中のメタノール濃度（％）

図2－1．簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出において溶離液中のメタ

　　　　　ノール濃度を段階的に上昇させた時のエストロンの溶出パターン

　　　　　（平均±標準偏差；N＝＝5）

　　　　　E：ジエチルエーテル、P：血漿、　W：洗浄水
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図2－2．簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出において旧離液中のメタ

　　　　　ノール濃度を段階的に上昇させた時のエストラジオールー17β

　　　　　の溶出パターン（平均±標準偏差；N＝5）

　　　　　E：ジエチルエーテル、P：血漿、　W：洗浄水

　一方、ステロイドの一部には血液中に特異的な結合物質の存在することが知られている

（Ros　enbaum　et．　al．，1966；Baulieu，1986）。本研究で用いたエストラジオールー17β

も・血液中ではその一部が特異性の高い性ステロイド結合蛋白質（Sex－steroid　Binding

Protein：SBP）と結合している（Murphy，1968）。そのため、血液中のエストラジオー

ルを固相抽出する際にはSBPの影響を考慮する必要がある。たとえば、ヒトでは、血漿あ

るいは血清を直接逆相カートリッジに注入しても、エストラジオールの半分程度が保持さ

れずに通過し、定量的に回収できない（Shackleton　and　Whitney；1980；Heikkinen　e　t．

aL・1981）・本研究においても、1血液中のSBPの量が多い発情前後の血漿を用いた実験3

では、妊娠後期の血漿を用いた実験1での結果と比較し、エストラジオールー一一　17βの素

通り二分への漏出率が僅かではあるが高くなった。このことは、エストロゲンの固相抽出

を行う場合、ウシにおいても他の動物と同様に血液中のSBPの影響があることを示してい

る・しかし、実験3においても、添加したエストラジオールー17βの96％以上が逆相

カートリッジに保持されており、その影響は他の動物の場合と違って無視できる程度でし

かないと考えられた。ただし、本研究で抽出したエストロゲンは外因性のものであり、結

合物質の影響に関しては、内因性のエストロゲンでさらに確認する必要がある。
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図2－3．簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出において骨離飛出のメタ

　　　　　ノール濃度を段階的に上昇させた時のエストロンサルフェートの

　　　　　溶出パターン（平均±標準偏差；N＝8×2）

　　　　　A：アセトン、P：血漿、　W：洗浄水

表4．ウシ血漿に添加した3H一標識エストロゲンを簡易逆相カートリッジに保持させた後

　　　40、70（v／v）％メタノールおよびメタノール原液で段階的に溶出させたときの各

　　　画分における回収成績

エストロン

（N－5）

エストラジオールー17β

　　　（N＝：5）

通過血漿・）

洗浄水一1

洗浄水一2

40％メタノール

70％メタノール

メタノール原液

ジエチルエーテル

O．97±O．08　b）

O．19±O．12

0．Ol　±O．06

1．08±O．03

92．00±1．19

5．73±1．13

0．02±O．O1

1．53±O．09

0．28±O．04

0．02±O．03

1．06±O．12

89．94±1．71

7．15±1．72

0．02±O．Ol

・）nt1漿および洗浄水の各画分は5m1、有機溶媒は3mI

b）平均±標準偏差（％）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第3章　固相抽出

　実験2の結果・簡易逆相カートリッジによるエストロゲンの分離パターンについても前

章でのHPLCによる溶出パターンと同様の傾向が認められた。エストロンとエストラジ

精一ルー17βはほぼ同じメタノール濃度の画分に溶出しており、両者を簡易力L一一一トリッ

ジを用いた固相抽出法によって分離することは困難と考えられた。しかし、本実験の結果

から、溶融液として70～80％のメタノール溶液を用いることにより、逆相カートリッジ

に保持されたエストロゲンの大部分を回収できることが分かった。また、実験3では、

40％メタノールで逆相カートリッジを洗浄しても充填剤に保持されている活性型のエス

トロゲンがほとんど溶出しなかったのに対し、エストロンサルフェートおよび色素等の爽

雑物は40％メタノs・・一・一・一ル画分に溶出した。このことから、ウシの血漿中に含まれる活性型

のエストロゲンを固相抽出する場合、高濃度の有機溶媒でエストロゲンを溶出させる前

に、40％メタノールでカートリッジを洗浄することにより、洗浄しない場合より純化し

て回収できることが分かった。

表5．ウシ血漿に添加した3H一標識エストロンサルフェートを簡易逆相カートリッジに保

　　　持させた後40、75（v／v）％メタノールおよびメタノール原液で段階的に溶出さ

　　　せたときの墨画分における回収成績（N＝8）

注入血漿量 0ユm1 1．0　m1 10　ml

通過血漿＋洗浄水

40％メタノール

　75％メタノール

　メタノール原液

　7．5±4．6　a）

91．4±4．8

　1．7±O．8

一　O．6±O．3

3．3±1．4

94．0±1．6

2．5±O．4

0．2±O．O

3．4±O．5

94．4±1．1

2．1±O．6

0．2±O．1

・）平均±標準偏差（％）

　実験3では、カートリッジを40％メタノールで洗浄した後、70％メタノールで溶出さ

せることにより、逆相充填剤に保持された活性型のエストロゲンを定量的に回収すること

ができた。しかし、実験2の結果では40％メタノール通過後70％メタノールまでの間に

添加総量の96％のエストロンと95％のエストラジオールー一　17βが溶出したのに対し、実

験3における両者の回収率はそれより少なかった。回収率が低下した分はカートリッジに

保持されたまま残っており、ほとんどはメタノール原液の二分に溶出した。逆相クロマト

グラフィーでは、溶離液中の有機溶媒の濃度だけでなく、カラムを通過した溶媒の総量に

よっても溶出条件が変化する（辻，1978）。つまり、濃度を段階的に上昇させて溶出させ

る場合・溶出条件付近での希釈段階数を減らせば、充填剤に保持されている物質が溶出す

る溶媒濃度は高濃度側に推移する。実験3において、70％メタノール画分の溶出量が実

験2での等濃度のメタノールまでの溶出量より減少したのは、実験3で設定した濃度の段

数が実験2より少なかったからだと考えられる。これらの結果から、40％メタノールで
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カートリッジに保持された不純物を除去した後、より高濃度のメタノールでエストロゲン

を溶出させる方法では、溶出溶媒として75％以上のメタノールを用いる方がより高い回

収率を期待できると思われた。ただし、メタノール濃度が上がれば充填剤により強固に保

持されている脂溶性物質も一緒に溶出するので、回収したエストロゲンの純度は低下する

ことになる・また、本研究では3mlのメタノール溶液を使用したが、カー一一一トリッジを通

過する溶媒の容量が異なれば保持されている物質の溶出パターンも変化するため、溶離液

の注入量を変える場合は再度溶媒濃度の検討を行う必要がある。

　イオン性物質の場合、逆相充填剤への保持特性はマトリックスのpHに、また、回収溶

媒への溶出特性は溶離液のpHに依存する。抱合型のステロイドはその分子内に酸性基を

有するため、血漿のPHによって逆相充填剤への保持パターンが変化する。そのため、固

相法によって抱合型ステロイドを抽出する際には血漿のpHを調整してからカラムに注入

する方法が用いられる（Bradlow，1968；Bradlow，1977）。しかし、実験1では、1血漿

および洗浄液のpHを調節しなくてもJ血漿に添加したエストロンサルフェートの98％が逆

相カートリッジに保持されており、このことから、ウシ血漿中のエストロンサルフェート

に関しては、注入時に試料のpHを調整しなくても固相抽出できると考えられる。

　一方、実験2において、エストロンサルフェートは30％と40％のメタノール画分に分

散して回収され、溶丹碧中のメタノール濃度は活性型のエストロゲンより広範囲に渡って

いた。これは、エストロンサルフェートの溶出特性が硫酸基のイオン化の程度に依存して

いるからだと考えられる。本実験では溶離液のpHを調整していないため、硫酸基のイオ

ン化程度にバラツキが生じ、結果的に溶出範囲が広がったと推察される。前章のHPLCに

よる分析でも、溶離液に酸を加えない実験区では、実験2での結果と同様に溶出範囲が広

くなる傾向が認められた。しかし、実験2では血漿に添加したエストロンサルフェートの

95％以上が40％までのメタノールで回収されており、このことから、簡易逆相カート

リッジに保持されたエストロンサルフェートは、溶離液のpHを調整しなくても、40％以

上のメタノールで溶出させることにより、定量的に回収できると考えられる。

　また、実験2におけるエストロンサルフェートの溶出結果を見ると、60％メタノール

に前後の謹選より多くの標識物質の溶出が認められる。この画分はエストロンの溶出野分

と一致しており、操作中に硫酸基と解離したエストロンが溶出したものと推察される。エ

ストロンサルフェートは活性型のエストロゲンより化学的に不安定で、実験操作によって

はエストロンと硫酸塩とに解離する可能性がある。しかし、本実験において60％メタ

ノール現場に溶出した放射活性は全体の0．8％と極微量であり、この結果は、エストロン

サルフェートが一連の固相抽出操作によってほとんど解離せず、抱合物のまま安定的に回

収できることを示している。

　実験3におけるエストロンサルフェートの回収試験の結果、生殖周期の時期に関わらず

1m1以上の血漿を注入すれば、逆相カートリッジに保持されたエストロンサルフェート

を40％メタノールで定量的に回収できることが示された。一方、i血L漿0．1mlを注入した場

合、40％メタノールでの回収成績は平均91％と概ね良好であったものの、素通り野分へ

の漏出率が平均7．5％と他の実験区の2倍以上であった。この原因として、試料のカート

リッジ通過時の流速の影響が考えられる。Ifll漿は粘稠であるため自然落下条件では洗浄水

と比較してカートリッジを通過する際の流速が遅い。本実験では精製水を満たしたカート
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第3章　固相抽出

リッジに血漿を注入し、IfrL漿注入後直ちに洗浄水を導入した。カ・一一一・一一トリッジのベッド容量

は約1rn1であるため、血漿の注入量が0．11n1の場合、カートリッジ内の大部分は洗浄水で

占められることになる。そのため、0．1m1注入区では試料の通過速度が他の区より早く、

この流速の早さが回収率低下の原因ではないかと考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　要

　ウシの血漿に添加した活性型および抱合型のエストロゲンが、固相抽出法により抽出・

精製できるかどうかを検討した。まず、rfi1漿中のエストロゲンが簡易逆相カートリッジに

保持されるかどうか確かめるため、生殖周期の様々な時期にあるウシ血漿に3H標識エス

トロゲンを添加し、注入量を変えて固相抽出による回収試験を行った。次いで、エストロ

ゲンの至適溶出メタノール濃度を調べるため、溶離液中のメタノール濃度を段階的に上昇

させ、固相に保持された活性型および抱合型エストロゲンの溶出を試みた。さらに、メタ

ノール濃度の異なる溶離液を段階的に注入することにより、活性型と抱合型のエストロゲ

ンを分離して溶出させることができるかどうか検討した。

　その結果、活性型のエストロゲンは、生殖周期の時期や血漿の注入量に関わらず、逆相

カートリッジに高率かつ定量的に保持された。エストロンサルフェートは、1　ml以上の

Ifi1漿を注入すれば、生殖周期の時期に関わらず高率かつ定量的に保持されることが分かっ

た。溶離液中のメタノール濃度を段階的に上昇させた時の溶出パターンは前章でのHPLC

の結果と良く一致していた。カートリッジに保持されたエストロゲンを40％と70％のメ

タノールで段階的に溶出させることにより、エストロンサルフェートは40％メタノール

に、エストロンとエストラジオールー17βは70％メタノール二分に溶出した。

　これらのことから、簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出法によりウシ血漿中のエス

トロゲンを定量的に抽出できることが確認された。また、簡易逆相力L一・一トリッジに保持さ

れた活性型および抱合型エストロゲンを分離して回収できることが示された。
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第4章　固相抽出法を利用したウシ血漿中

　　　　　　　エストロゲンの測定

　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　ウシの血液中エストロゲン濃度は低く、高感度の測定法でも多量の血漿からの抽出およ

び濃縮が必要である（百目鬼・中原，1977）。そのため、抽出方法によっては測定を阻害

する爽雑物質も一緒に濃縮される可能性がある（永田ら，1996）。一一般に、ウシのltrt漿か

ら抽出・濃縮されたエストロゲンの定量は、放射性同位元素、酵素、蛍光物質等を標識と

する免疫測定法によって行われる（百目鬼・中原，1977；Roda　et．　a1．，1986；Sjoblom　e　t．

aL，1990）。免疫測定法は、感度が高い反面様々な爽i雑物の影響を受け易いので、固相抽

出が定量的に行われても抽出物を直接測定に供した時に正確に濃度を測定できるかどうか

は分からない（Ciotti　et．　al．，1989）。

　本章では、簡易逆相カートリッジを用いてウシの血液試料から内因性のエストロゲンを

固相抽出し、得られた抽出物を直接放射免疫測定法（Radioimmunoassay；　RLへ）に供

し、定量的に濃度を測定できるかどうか検討した。まず、注入血漿量によって測定値に変

化があるかどうか調べ、測定に相応しい注入血漿量を決定した。加えて、エストロゲンの

測定に影響を及ぼす爽雑物の特性について検討を行うと共に、血液成分が内因性エストロ

ゲンの抽出に及ぼす影響についても検討した。次いで、測定値の信頼性を確かめるため、

ウシ血漿に外因性のエストロゲンを添加し、固相抽出およびRIAによる回収試験を行っ

た・さらに、抽出法が確立されているエストラジオールー17βについて、信頼性の高い

抽出・精製方法である液一液抽出・液体クロマト分配法および固相抽出法により同一試料

からの抽出を行い、RIAによって測定された濃度の比較を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1．固相抽出

　固相抽出は、セップパックプラスC18（ウォーターズ）を用い、カL一一一一一トリッジの活性化

および血漿注入後の洗浄は前章と同様の方法で行った。血漿の注入と充填剤に保持された

エストロゲンの溶出は実験毎にそれぞれの方法で行った。

2．　RIA

　1）標識化合物

　RIA用の標識化合物は前章と同じ物を用い、試験管当たりの添加量は、エストロンと

エストラジオールー17βが約350Bq、エストロンサルフェートが約180Bqとした。

　2）抗体

　抗エストロンー6一カルボキシメチルオキシム（CMO）一BSAウサギ血清および抗

エストラジオールー17β一6－CMO－BSAウサギ血清は帝国臓器製薬（東京）より購

入した。面一ストロンサルフェートー　6　一C　MO　一BSAウサギ血清は帝国臓器製薬神戸

川明博：士より供与されたもの（神戸川ら，1989）を用いた。

　3）RLへ操作

　活性型および抱合型エストロゲンのRIAは、抗原抗体反応を競合法、抗体との結合物
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第4章　測　定

　と非結合物の分離をデキストラン被覆活性炭法（中村ら，1974）で行い、Log－10git曲

　線（赤木ら，1974）により濃度を算出した。エストロン、エストラジオールー17βおよ

　びエストロンサルフェートのRIAによる測定感度は、それぞれ0．64～4．4、0．25～0．87

　および2．0～2。7pg／tubeであった。エストロン、エストラジオールー17βおよびエス

　トロンサルフェートについて、それぞれ平均濃度13、23および8．4pg／mlの血漿を用い

　て得られた測定内および測定間変動係数は、それぞれ9．2および14％、7．5および13

　％、12および18％であった（Hirako　et．　a1．，1996）。

実験1．放射免疫測定における注入血漿量の影響

　ウシの血漿中に含まれるエストラジオールー17βとエストロンサルフェートについ

て、注入血漿量を変えて固相抽出を行い、抽出物を直接RIAに供することにより、爽雑物

の混入による測定への影響の有無を検討した。なお、各試料の抽出および測定は液量毎に

2本ずつ並行して行った。

　1）エストラジオールー17βの測定

　　黒毛和種未経産牛6頭およびホルスタイン種経肉牛4頭から発情期の1血液を採取し、

　無作為に2頭分ずつ混和した5種類の混合血漿を作成し、予め活性化した簡易逆相カー

　トリッジにそれぞれ1、2、3、4、6および8mlずつ注入した。各試料の抽出およ
　び測定は既報（Hirako　et．　al．，1995）に従って行った。

　2）エストロンサルフェートの測定

　　妊娠初期のホルスタイン種経産牛8頭から採取したr（i皿漿を無作為に4頭分ずつ混和し

　て2種類の混合血漿を作成した。一方は、0．5、1、2、4、6、8および10m1をそれ

　ぞれ逆相カートリッジに注入し、もう一方は、0．5、1、2、3、4、6および8mlを

　注入した。また、発情期のホルスタイン昇圧経産牛の血漿1、2、3、4および5m1

　もそれぞれ注入した。カートリッジ洗浄後、充填材に保持されたエストロンサルフェー

　トを40％メタノール3m1で溶出させRIAに供した。

実験2．エストラジオーールー17βの測定に及ぼす爽雑物の影響

　脂溶性のエストラジオールー17βについて、固相抽出で得られた抽出物を、さらにジ

エチルエーテルを用いて液一町抽出することにより、固相抽出で混入するR工Aでの測定阻

害物質が水溶性か脂溶性かを調べた。発情期の黒毛和種未経産牛5頭から得られた血漿を

用い、実験1と同じ方法でエストラジオールー17βの固相抽出を行った。75％メタノー

ル溶出天分を蒸発・乾固させた後、精製水0．2m．1を添加し、ジエチルエーテル（試薬特

級和光純薬工業）1．6m1で2回液一液抽出を行った。溶媒の分離は、試験管をドライア

イスアルコールに浸漬して水層を凍結させ、エーテル層のみを別の試験管に移して行っ

た・回収した溶媒を45℃、窒素ガス下で蒸発させ、乾固物を測定用緩衝液0．2m1で再溶解

してR工Aを行った。

実験3．内因性エストラジオールー17βの溶出条件の検討

　実験1の結果から逆相カートリッジに保持された内因性のエストラジオールー17βが

40％メタノール画趣中に漏出する可能性が疑われたことから、内因性のエストラジオー

ルー17βについて、溶出条件の検討を行った。黄体期の黒毛和種！頭、発情期の黒毛和

種2頭、発情期のホルスタイン種1頭、妊娠末期（分娩22日前）のホルスタイン種1頭

の計5頭の未経産牛から採取した血漿20mlをカートリッジに注入し、前章実験2の方法
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第4章　測　定

に従い・メタノールの段階的な濃度勾配を利用して保持されたエストラジオールー17β

を溶出させた・回収した溶媒を60℃、窒素ガス下で蒸発させた後、精製水0．21n1を添加し

て乾固物を再溶解させた。固相抽出時に混入した水溶性の來雑物がRIAに及ぼす影響を排

除するため・ジエチルエーテル1．5mlで2回エストラジオールー17βの液一液抽出を行っ

た・回収した溶媒を45℃、窒素ガス下で蒸発させ、乾固物を0．2mlの測定用緩衝液で再溶

解してRIAに供した。

実験4．添加回収試験
　活性型および抱合型のエストロゲンについて、既定量をウシの血漿に添加し、固相抽出

を行った後RIAにより回収量を測定し、本法の結果が正確にlf皿中のエストロゲンの濃度を

反映するかどうかを検討した。

　！）エストロン

　　黄体期の黒毛和種未経産牛2頭およびホルスタイン種経産牛2頭から採取した1血1漿を

　均等に混和し、エストロン濃度の低い試料を調製した。また、エストロン濃度の高い試

　料として分娩9日前のホルスタイン種経産牛から採取した血漿を用いた。低エストロン

　血漿20mlに4、8あるいは16pg／m1のエストロンを添加した。一方、高エストロンJ．fr．t

　漿6mlには1、2あるいは4ng／mlのエストロンを添加した。予め活性化したカート

　リッジに低エストロン試料は5ml、高エストロン試料はO　．2mlずつ注入した（Nニ3）。

　エストロンの溶出は実験1のエストラジオールー17βと同様の方法で行い、測定は既

　報（Hirako　et．　al．，1996）に従って行った。

　2）エストラジオールー17β

　　黄体期の黒毛和種未経産牛3頭から採取した血漿を均等に混和し、エストラジオール

　一17β濃度の低い試料を作成した。また、発情期の黒毛和種未経産牛3頭の血漿を均

　等混和し、エストラジオールー17β濃度の高い試料を作成した。各々の血漿15mlに

　4、8あるいは16pg／m1のエストラジオールー17βを添加し、2mlずつカートリッジ

　に注入した（N＝3）。エストラジオールー17βの溶出はエストロンと同じ方法で行い、

　RIAにより濃度を測定した。

　3）エストロンサルフェート

　　発情期のホルスタイン種経産牛から採取した血漿に10、20および40pg／mlのエスト

　ロンサルフェートを添加した。妊娠初期のホルスタイン種経産牛2頭のlfil漿を均等に混

　和し、50、100および200pg／rnlのエストロンサルフェートを添加した。発情期血漿は

　2　ml（N＝4）、妊娠初期血漿は1m1（N＝3）ずつカートリッジに注入し、精製水5m1

　で2回洗浄した。保持されたエストロンサルフェートを40％メタノールで回収し、R工A

　で濃度を測定した。

　それぞれのエストロゲンについて、無添加の血漿の測定値に対する増加量を回収量と

し、回収率を計算した。

実験5．固相抽出と液一液抽出・液体クロマト分配法との相関

　エストラジオールー17βについて、同一試料を用いて信頼性の高い前処理方法として

確立されている液一因抽出・液体クロマト分配法と固相抽出法とを並行して行い、両方の

抽出物のRIAによる測定値を比較し、固相抽出法がRIAの前処理法として信頼できるかど

うか検討した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章　測定

1）供試血漿

　発情周期の様々な時期にある黒毛和種未経産牛！0頭、三毛和種経産牛3頭およびホ

ルスタイン種経産牛9頭から採血して得られた血漿、計22検体を試料として用いた。

2）固相抽出法

　遠心してフィブリンを除いた【f皿漿51nlを予め活性化した簡易逆相カートリッジに注

入し、実験1と同様の方法で溶出させた。

3）単一液抽出・液体クロマト分配法

　エストラジオールー17βの液一院抽出は、血漿5mlを用い、百目鬼・中原（1977）

の方法に従って行った。また、エストロゲンの分配は牧野（1973）の方法に準じて

行った。移動相は、液体クロマトグラフ用ベンゼンおよびメタノール（和光純薬）を体

積比で85：15に混合し、1日以上馴染ませた溶媒を脱気して用いた。23G×！インチ

の注射針（テルモ，東京）を装着し、底栓として濾紙（No．5A，東洋濾紙，東京）を挿

入した21nlの注射筒（トップ，東京）をカラム外回として用い、溶媒で膨潤させた後

脱気したゲル（Sephadex　LH－20，　Pharmacia）2mlを充填した。抽出物を60℃、窒

素ガス下で乾固させた後、溶媒0．1m1で再溶解してカラムに注入した。溶媒0．1m1で管

壁を洗浄、再度注入した後、溶媒2．3rnlを重層し、通過した溶媒を廃棄した。ベッド上

の溶媒が無くなった後、溶媒1．7mlを添加し、滴下する溶媒を回収した。抽出および分

配による回収率は約70％であった。

4）エストラジオールー17βの測定および濃度の比較

　固相抽出および専一液抽出・液体クロマト分配法で回収した溶媒を60℃、窒素ガス

下で蒸発乾固させ、測定用緩衝液。．5mlを添加した。良く振盟した後4℃で一・晩静置

し、原th1漿2m1に相当する0．2mlの再溶解液を測定用試験管に分取し、　RIAに供した。

抽出は方法毎に各検体2本ずつ重複して行い、RIAでの双方の結果を平均した値を抽出

法毎の回収率で補正して濃度を算出し、回帰分析による比較を行った。回収率は、固相

抽出法が75％、液一液抽出・液体クロマト分配法が70％として計算した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　果

実験1．放射免疫測定における注入一ltll漿量の影響

　1）エストラジオールー17β濃度

　　注入血漿量を変えて測定したエストラジオールー17β濃度は表6に示した。注入量

　1m1では試料毎の変動が大きかったものの、1mlと2m1での測定値に差は認められな

かった。しかし、注入量が2mlを越えると、　RLへによる測定値は、血漿量に依存して低

下した。2m1での濃度を基準として11nl注入時を除く5種類の血漿の平均回収率で見

ると、注入量と濃度との間に有意な負の相関（R＝一〇．98，P〈0．001）が認められ、

注入量が11n1増加する毎に約10％ずつ見かけの濃度が低下した（図3）。

　40％メタノール回収野分を用いて測定したエストラジオールー17β濃度は表7に示

　した。40％メタノールでは75％での測定値に対して、注入量1、2、3、4、6およ
び8ml毎にそれぞれ27．0±7．9、21．2±4．7、20．7±5．9、18．7±4．0、21．8±4．4および

27．7±5．8％（平均±標準偏差）のエストラジオールー17βが回収された。一一方、メタ

ノール原液回収画分引にはほとんどエストラジオールー17βが検出されなかった。
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　　　　　　　　　　　　　第4章　測定

表6．注入血漿量がエストラジオールー一一　17βの測定値に及ぼす影響・）

　　　40（v／v）％メタノールで洗浄し、75（v／v）％で溶出させた場合

注入血漿量 エストラジオールー17β濃度（pg／1n1）

（ml） 血漿！b） 血漿2 血漿3 血漿4 血漿5
9．4

12．2

111

10．7

8．2

5．7

11．2

11．8

10．0

10．1

6．8

4．7

27．0

25．2

24．4

20．1

13．9

9．5

15．3

13．5

11．3

11．4

9．0

6．4

15．3

13．3

12．2

11．1

8．3

5．8

a）ウシ血漿をカートリッジに注入し、3mlの40（v／v）％メタノールで洗浄した

後、3mlの75（・／v）％メタノール溶出画分を乾固し、　RIAで測定

b）血漿は全て発情期のウシから採取

100

80

　　60ま

横十

軽

回40

20

o

回収率（％）＝・一9．53×注入血漿：量＋119

R＝一〇．98

2 3

　適用血漿量（ml）

7 8

図3．固相抽出物から直接RIAでエストラジオールー17βを測定した場合に

　　　注入量2m1で測定した濃度を100％とした時の注入一ifll素量と濃度との

　　　関係（平均±標準偏差；N＝5）
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　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

表7・注入血L漿量がエストラジオールー17βの測定値に及ぼす影響。）

　　40（v／v）％メタノールで溶出させた場合

注入血漿量 エストラジオールー17β濃度（pg／m1）

（rnl） 血漿1b） 」血漿2 血漿3 ∬皿漿4 1血漿5

3．3

2．3

2．3

2．1

1．8

1，6

3．8

2．9

2．6

2．1

1．9

1．8

4．2

3．5

2．7

2．3

2．1

2．0

4．1

3．3

2．8

2．3

2．0

1．7

3．6

3．2

2．7

2．4

1．8

1．6

・）種々の量のウシ血漿をカートリッジに注入し、精製水で洗浄した後3mlの

40（v／v）％メタノールで溶出させた画影を乾固し、RIAで測定

b）血漿は全て発情期のウシから採取

　2）エストロンサルフェート濃度

　　注入する血漿の量を変えて固相抽出を行い、RIAによりエストロンサルフェートを測

　具した時の注入駒繋に計算した血漿中の濃度は表8に示した。3検体いずれの試料にお

　いても、注入量2mlまでは注入する血漿の量に関係なく概ね一定の濃度を示した。し

　かし、2　in1を越えると血漿の注入量に依存して濃度が低下し、注入量と濃度との間に

　有意な負の相関が認められた（R＜一〇．95、P〈0．01）。

実験2・エストラジオールー17βの測定に及ぼす爽雑物の影響
　簡易逆相カートリッジに保持させたエストラジオールー17βを75％メタノールで溶出

させ・さらにジエチルエーテルによる液一液抽出を行ったところ、RIAで測定した濃度

は、注入した血漿の量に関わらず安定していた（表9）。ただし、注入量が2ml以下に

なると試料間での変動が大きくなった。

実験3・内因性エストラジオールー一　17βの溶出条件の検討

　内因性エストラジオールー17βの75．1±9．3％が60および65％メタノール画分に溶出

し・45～70％画分までの間に回収総量の91．2±5．1％が溶出した（図4）。40％以下の

画分には合計でも6・3±3・5％しか溶出しなかった。内因性エストラジオーールー17βの溶

出パターンは・前章実験2での外因性エストラジオールー17βでの結果と良く一致して

いた。

実験4．添加回収試験

　エストロン・エストラジオールー17βおよびエストロンサルフェートの添加回収成績

はそれぞれ表10、11および12に示した。低濃度のエストロンを含む血漿に一一）定量のエス

トロンを添加した場合の回収率は平均81％で、高濃度試料は74％であった。各試料内で

の回収率の変動は小さく・測定値は安定していた。エストラジオールー17βでは低濃度

の平均が77％で、高濃度が78％であり、各試料内および添加量間での変動が小さく、安
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

定した回収成績を示した・エストロンサルフェートは低濃度の平均が101％、高濃度では

87％であったが・各々の測定値間での変動が大きかった。

表8・注入血漿量がエストロンサルフェートの測定値に及ぼす影響、）

注入血漿量 エストロンサルフェート濃度（P9／ml）

（ml） 血漿1b） 血漿2b） 血漿3・）

Water　blank

　　O．5

　　1．0

　　2．0

　　3．0

　　4．0

　　5．0

　　6．0

　　8．0

　10．0

　o．0

123．3

126．4

125．4

33．3

89．6

53．8

29．4

20．3

o．0

41．0

39．0

41．7

3．0

28．4

16．1

8．9

o．0

6．7

6．4

0．6

0．2

・）注入血漿量を変えてエストロンサルフェートの固相抽出を行い、3mlの
40（v／v）％メタノールで溶出させた後抽出物を乾固し、RIAで測定

b）妊娠初期のウシから採取

。）発情期のウシから採取

一：未実施区

表9．固相抽出法と液一液抽出法とを組み合わせた場合のRIAによるエストラジオールー

　　　17βの測定値・）

注入血漿量 エストラジオールー17β濃度（pg／rnl）

（ml） 血漿1b） 血漿2 血漿3 血漿4 till漿5

5．1

7．5

7．4

8．2

7．7

6．3

　5．4

7．1

11．9

11．8

11．3

11．2

85
7．8

7．6

8．4

8．0

7．7

6．7

7．5

7．7

8．5

8．3

8．3

10．8

11．0

10．9

11．2

11．5

11．0

a）ウシ血漿をカートリッジに注入し、40（v／v）％メタノール3m1で洗浄、75（v／v）％

　メタノール3mlで溶出・乾固物を精製水0．2m1で再溶解し、ジエチルエーテル

　1．6mlで2回抽出、　RIAで測定

b）血漿は全て発情期のウシから採取
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

実験5・固相抽出と液一液抽出・液体クロマト分配法との相関

　ウシの血漿から固相抽出法および液一二抽出・液体クロマト分配法によって得られた抽

出物を用い・RIAで測定したエストラジオールー17β濃度について比較したところ、両者、

の相関（R＝0・99，P〈0・0001）は非常に良好であり、液一液抽出・液体クロマト分配

法で得られた濃度に対する固相抽出後の測定値の回帰係数は1．07（P＜0．0001）、回帰

定数は一〇．76P9／1n1であった（図5）。

50

ま

）40
辮
軽
回

eq　30

ト

　
1

ミ

　201

㌻〉～

1卜

”L P0

H

o

　　　o　lo　20　30　40　so　60　7’o　s’o　gb　160
　　　　　　　　　　　　　溶離液中のメタノール濃度（％）

図4．簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出において溶離液中のメタノール濃度

　　　を段階的に上昇させた時の内因性エストラジオールー17βの溶出パターン

　　　（平均±標準偏差；N＝5）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　実験1の結果から、注入する血漿の量が2ml以下であれば、固相抽出物を直接RLへに供

することにより・ウシ血漿中のエストロゲン濃度を定量的に測定できる可能性が示され

た・一一一方・注入した血漿の量が2mlを越えた場合、　RIAによって測定したエストロゲンの

血中濃度が低下した・前章での結果から、注入血漿量が増加しても固相抽出におけるエス

トロゲンの回収率は低下しないことが分かっており、実験！におけるエストロゲン濃度の

減少は・抽出物読に含まれていたエストロゲンの実量が少なかったからではないと考えら

れる・これは・固相抽出時にそれぞれのエストロゲンの回収画分に溶出する爽雑物が、
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　　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

表10・固相抽出法によるエストロンのウシ血漿への添加回収試験成績。）

添加量 測定値 回収量 子収率（％）

低濃度試料b）　　0

（pg／ml）　4
　　　　　　　　8

　　　　　　　16

Oe65

3．89

7．91

11．91

o．oo

3．24

7．26

11．26

寸
⊥
紹
⊥
0

Ω
り
Q
）
7
．

高濃度試料・）

（ng／ml）

1．08

1．89

2．47

4．00

o．oo

O．81

1．39

2．92

¶
⊥
0
り
3

∩
6
ρ
0
7
9

・）エストロンを添加したウシ血漿を逆相カートリッジに注入し、40（v／v）％メタ

　ノール3m1で洗浄した後、3　mlの75（v／v）％メタノールで溶出させ、　RIAで測定

b）黄体期のウシから採取、5rn1注入

・）妊娠末期のウシから採取、0．2m1注入

R工Aにおける抗原抗体反応あるいはチャコールによる吸着反応に対して何らかの阻害作用

を及ぼしたことを示している。

　実験1において、RIAによって測定された見かけ上のエストロゲン濃度は、試料の違い

に関係なく、注入した血漿の量に依存して一定の割合で低下した。このことは、固相抽出

下中に混入するエスト・ゲンの測定を阻害する物質が、生殖周期に関係なく、ウシの」膿

中に一定の割合で含まれていることを示している。また、注入血漿量と測定値の低下とは

高い相関を示すことから、注入量が21nlを越えた場合でも、血漿の量に応じた低下率で

測定値を補正することにより、正確な濃度を算出できると考えられる。

　｝方・実験2では・固相抽出物をジエチルエーテルで再抽出することにより、注入血漿

量に関わらず一定の測定値を示し、実験1で観察された注入血漿量に依存した濃度の低下

は認められなかった。液一酌抽出法では、水溶性の成分が排除されるものの、ステロイド

だけでなく全ての脂溶性物質が抽出溶媒中に移行する．その中にはステ・イドの抗原抗体

反応を阻害する物質も含まれており、免疫反応を利用した定量法による測定値に影響を及

ぼすことが知られている（永田ら，1996）。実験2の結果は、RLへによるエストロゲンの

測定を阻害する固相抽出の爽雑物が水溶性であること、また、固相抽出法によってRIAの

反応を阻害するほとんどの脂溶性物質が除去されていたことを示している。これらのこと

から・固相抽出法と液一液抽出法とを組み合わせた2段階抽出法は、水溶性・脂溶性いず

れの免疫反応阻害物質も取り除くことが可能であり、ウシ血中の活性型エストロゲンを免

疫測定法によって定量するための前処理法として優れた方法であると考えられる。

　実験1の内因性エストラジオールー17βの抽出では、注入量によって変動が認められ

たものの・測定総量の約20％が40％メタノール高分で、約80％が75％メタノール丁丁で

回収された。本実験における40％メタノール画分での相対的な回収率は、標識物質を用
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

表11・固相抽出法によるエストラジオールー一一17βのウシ血漿への添加剛又試験成勧

添加量
（pg／ml）

測定値
（pg／ml）

回収量
（pg／ml）

回収率
（so）Ko）

低濃度試料b）　　0

　　　　　　　　4

　　　　　　　　8

　　　　　　　16

2．5

5．4

8．8

15．7

o．0

2．9．

6．3

13．2

2
Q
O
2

高濃度試料・）　　0

　　　　　　　　4

　　　　　　　　8

　　　　　　　16

8．1

11．6

14．0

20．6

o．0

3．5

5．8

12．4

0
0
7
8
7
σ

a）エストラジオールー17βを添加したウシ血漿を簡易逆相カートリッジに注入

　し、40（v／v）％メタノール3miで洗浄した後、3m1の75（v／v）％メタノールで溶

　出させ、RIAで測定

b）黄体期のウシから採取、2ml注入

・）発情期のウシから採取、2ml注入

いて得られた前章での回収成績と比較して大幅に増加しており、この結果は、内因性と外

因性のエストラジオールー17βでは溶離条件が異なる可能性のあることを示している。

そこで、実験3において、ウシの血漿中に含まれる内因性のエストラジオールー17βを

固相抽出し、溶離液のメタノール濃度を順次上昇させて溶出を試みたところ、大部分のエ

ストラジオールー17βは60および65％のメタノール画分に溶出し、40％以下の画分には

回収総量の6％しか溶出しなかった。このことは、実験1で得られた40％メタノール回

収画分におけるエストラジオールー17β濃度は見かけ上の値であり、正しい血中濃度を

反映していなかったことを示している。また、実験3では、ウシの血漿から固相抽出に

よって得られたエストラジオール一一　17βについて、ジエチルエーテルで液一向抽出を行

い、水溶性の爽雑物を排除してからRIAによる測定を行った。このことから、実験1にお

ける40％メタノール溶出画分での測定値が高かったのは、75％メタノール回収画分にお

ける注入血漿量に依存した見かけ上の濃度の低下と同様に、水溶性爽雑物がRIAの反応に

影響を及ぼしたことによって生じたものと考えられる。

　実験1において・75％メタノール溶出画分では注入ilE漿量に依存した濃度低下のみが

認められたのに対し・40％メタノール二分では注入量に依存した濃度低下も認められた

ものの・当初の濃度自体が高く測定されていた。その原因の1つとして抱合型のエストラ

ジオールー17βの溶出が考えられる。抱合型のエストロゲンは液一液抽出の際エーテル

層に移行しないため・実験3の測定試料中には含まれていなかったと考えられるが、実験

1の40％メタノール回収十分には含まれていたはずである。本研究に用いた抗体の抱合

型エストロゲンに対する交差反応性は調べられていないが、抱合型と活性型のエストラジ
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　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

表12・エストロンサルフェートのウシ血漿への添加回収試験成績。）

添加量
（pg／ml）

測定値
（pg／inl）

回収量
（pg／ml）

回収率
（％）

O　b）

10

20

40

9．6

21．0

26．7

50．2

o，0

11．4

17．1

40．6

114

86

102

　O　c）

50

100

200

172

211

256

370

　0
39

84

198

Ω
り
4
Q
り

7
・
0
6
Q
）

・）ウシ血漿にエストロンサルフェートを添加した後固相抽出を行い、3mlの

40（v／v）％メタノールで溶出させ、RIAで測定

b）発清期のウシから採取、2ml注入

・）妊娠初期のウシから採取、1rnl注入

オールー一　17βとはエストラン骨格部分が全く同じ構造なので、高い交差反応性を示すと

考えられる。これらのことから、実験1では、40％メタノール画分に溶出した抱合型の

エストラジオールー17βを測定していた可能性が考えられる。ウシの血中における抱合

型のエストラジオールー17βの動態についてはほとんど分かっていないが、本法を用い

ることによりその動態を解明できるかもしれない。

　エストロンの添加回収試験において、低濃度のエストロンを含む試料の場合、5m】の

血漿を注入したにも関わらず、平均80％以上の高い回収率が得られた。実験1でのエス

トラジオールー17βの測定では・注入量が5m1の場合、2rn1の時と比較して約30％の濃

度低下が観測された。エストロンでは注入量を変えた実験を行っていないが、これらの結

果から・エストロンのRIAはエストラジオールよりも抽出時に混入する測定阻害物質の影

響を受け難いのではないかと推察される。一方、高濃度のエストロンを含むウシ血漿にエ

ストロンを添加した場合、回収率は低濃度試料の時よりも若干低下した。本実験における

高濃度試料の注入量はO・2m1であったことから、前章におけるエストロンサルフェ＿トで

の結果と同様に注入量が少な過ぎたため、カートリッジの通過速度が増し、抽出での回収

率が低下したと考えられる。

　エストラジオールー17βの添加回収試験では、低濃度・高濃度試料共に安定した回収

成績を示した・これは・エストラジオールー17βの黄体期と発情期の濃度差が黄体期と

妊娠期のエストロンの差より少なく、両試料の注入量も同じだったからだと考えられる。

しかし・エストラジオールー17βの回収率は75％を若干上回る程度で、前章で得られた

抽出のみの回収率より約15％低下した。また、測定精度を算出するために既知量のエス

トラジオールー17βを含む血漿の濃度を繰り返し測定したところ、その回収率は約75％

で・本実験での回収成績とほぼ一致していた。これらのことは、注入量が2mlの場合で

も・RIAに対して測定阻害物質の影響が現われることを示している。しかし、測定の精度
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

を考慮すれば・エストラジオールー一　17βの回収率は充分錠しており、抽出および演掟

双方腰因を加味したエストラジオールー17βの回糠を75％とすることによりIE確な

濃度の算定が可能と考えられた。

エストロンサルフェートの回収率は、低灘試料で約1・・％、高階試料で約9。％で

あったが・いずれの場合も各試料内での変動が大きかった。本実験で使用した3H標識エ

ストロンサルフェートの放射活性はエスト・ンの1／2、エストラジオールー17βの1／3で

あった・そのため・エスト・ンサルフェートのRIAの感度および同灘での精度は他のエ

ストロゲンより劣っており瀦果的に測定値の変動が大きくなったと考えられる．しカ、

し・前章の結果からエスト・ンサルフェートの抽出での回収率は9・％を若干上回る膿

であり・今回の結果から・エスト・ンサルフェートのRIAでは、抽出時に混入した測趨

害物質の影響はほとんど無かったと考えられる。
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　　　o　1　2　3　4　s　6　7　8　9　lb　il’1’2’i3
　　　　　　　固相抽出法によるエストラジオールー17β濃度（pg／m1）

図5・ウシの縢から固相抽出および液腋抽出腋体ク・マト分厘醜こよって得

　　　鵬ll出物を用いてRIAで測定したエストラジオールー1磯度の相関
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章　測　定

　　実験5の結果は・固柚咄法がウシ血漿中のエストラジオールー17βを測定するため

の前処理法として腋腋抽出腋体ク・マト分配蘭様に信頼性鵬し】ことを示してし、

る・加えて・本法は既存の方法と比較して操作手順が単純であり、ウシの血中エスト。ゲ

ン測定の前処理法として利用価値の高い方法である拷えられる．ただし、字夜腋抽出．

液体クロマト分配法ではエスト・ンとエストラジオールー17βを分離て回収すること

ができるが澗相抽出法では両者を分離することができない．そのため、酬膿吻翻

いたRIAの測定値の信頼度は抗体の特難に依存する．本実験で用いkYJ［エストラジオv一．一

ル抗体のエストロンとの交差反応性1ま約3％であるが証常な発醐期を営むウシではエ

ストロンの血中灘はエストラジオール＝・7βより低し、ので、混入したエスト。ンによ

る測定値への影響はほとん撫いと考えられる．しかし、妊娠牛では、女壬期によってエス

トロンの灘がエストラジオールー17βの1・イ耀度まで上昇するため（CatchP。le，

1977）・本実験で用いた抗体では固i二丁出物から直接妊娠中の正確なエストラジオ＿ル

灘を測定することはできない・他の濃縮法同様、固相抽出物から特定のステ。イドの測

定を行う場合も・状況に応じて特異性の高い抗体を使用する必要があると考えられる。＿

方・エストロンとエストラジオールに対する抗体の交差反応性が等しく、他のステロイド

の影響を受け難ければ・本法を用し】てウシ血中の総湯スト・ゲン量を測定することが可能

だと考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　要
簡易逆相カートリッジを用いてウシの血液試古論内因性のエスト・ゲンを降将1即

し・得られた抽出物を酸RIAに供し淀量的に灘を測定できるかどうカ・について検討

した。その結果、内因性のエストロゲンも簡易逆相カートリッジに定量的に保持され、

40％と75％のメタノールで段階的に溶出させることにより活性型と抱合型のエストロゲ

ンを分離て回収できることが分かった．注入する血漿の量が2ml以下であれ1ま、所定

の灘のメタノールで瀦させた固相抽出物を直llkRIAに供する事によりウシ血漿中に含

まれる活性型・抱合型双方のエストロゲンを定量的に測定できることが明らかになった。

エストロゲンの濃度が低く2mlを越える血漿を注入する必要がある場合は、既知量のエ

ストロゲンを含む血漿の回収率で測定値を補正することにより、正確な灘を算出できる

ことが示唆された・それぞれのエスト・ゲンの抽出および測定双方の要因を加味した回収

率は・51n1の蝶を用いたエス｝・・ンで約80％、血漿2m1を用いたエストラジオ＿ルー

17βとエストロンサルフェートがそれぞれ約75％と約90％であった。また、活性型のエ

ストロゲンでは・固相抽出物をさらに液野手由出する鍛階抽出法を行うこtvこより、水

溶性および脂溶性のほとんどの測定阻害物質が除去され註入血漿量が圭獣て碇量的に

濃度を測定できることが分かった。
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　　　第5章　発情周期および妊娠初期におけるウシ末梢iL中

　　　　　　　　　　　　　　　エストロゲンの動態

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言

　　本章では・前章までに確立した欄・分酷法を用いてウシの末撒中エスト。ンサル

フェート灘の測定を試みた・多くの動物樹こおいて、血液中のエスト。ンサルフェ＿｝、

灘は・卵胞の発育状態（Lasley　et・al・，1989；大崎ら，1991）や妊欄の藍子一論難

能（Edqvist　and　Stabenfeldt・1989）を診断するための指標として利用することができ

る・しかし・低灘のエスト・ンサルフェートに対応した抽出および測定法力欄発されて

いなかったため・ウシにおける発引腰や妊娠初期の．limLiii動態について1ま未だ鯛されて

いない・そこで・固相抽出法を凧、てウシの末梢血中のエスト・ンサルフェートを儲．

精製し・商舗の高いRkで測定することにより、正醗鯛期および女壬娠襯1における

ウシの末梢血中のエスト・ンサルフェートの動態を明らかにした．さらに、その濃闘建移

について・生礫能の診断的指標としての有効性を確かめるため、活1鯉のエスト。ゲン

との比較を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

　1．固相抽出

　セップパツクプラスtc18（ウォ汐一ズ）を用い、第3章と同様の活性化操作をffつた

後・鹸5rn1を注入した・細水5m1で2回カートリッジを面した後、充填当りに儲
されたステロイドをそれぞれ3mlの40、75（v／v）％メタノールおよびメタノL．．一．．ル原液

で順次酬させた・回収した溶媒を蒸eeさせた後、測定膿鰍・．51nlを添加して再瀦

させた・ただし・メタノール原液回収画分については0．5％のTrit。n　X－100（SIGMA）

を含む溶液を用いた・40％メタノール回収画分の再溶鰍02m1を用いてエスト。ンサル

フェ〕トのRIAを行い・75％画分再溶解液0．2mlずつを用いてエストロンおよびエストラ

ジオールー”一　17　BのRIAを行った・また・メタノール原液で回収した画分の再瀦液4μ1

を用いてプロゲステロンのRIAを行った。

　ロ　へ

　活性型および抱合型エストロゲンのRIAは前章と同様の方法で行った。プロゲステロン

のRIAは鵬（平子ら・1987）に従って行い、測定感度は6．7～8．6P9／tubeで、平均灘

1．8ng／m1の血漿を用いた測定内および測定間変動係数は、それぞれ9。6および16％で
あった（Hirako　et．　al．，1996）。

抽出および測定の操作は・各検体についてそれぞれ2本ずつ並行して行い、瀦の旧り定

値の平均を各面体中のステロイド濃度とした。

実験1・正常発情周期におけるウシ末梢血中エストロゲン濃度の推移

　正常な発情周期を繰り返す黒毛和種未経産牛2頭およびホルスタイン種経産牛2頭につ

いて、発情の数日前から次の発情の数日後まで毎日5．　Omlの採血を行った。血液の処理は

第璋と同様の方法で行い・分離された蝶を用いて、エスト・ンサルフェート、エスト

ロン・エストラジオールー17βおよびプロゲステロンの測定を行った。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章　濃度推移

実験2・妊娠初期におけるウシ末梢血rPエスト・ゲン灘の推移
　　発情開始7日後のホルスタイン醗酬こ1個あるいは2個の黒毛和灘夕＊受精胚を移

植した・翻した胚は家獣帯業団子・ら提供されたもので、体外受精および瀦までの

培養はKuwayalna　et・al・（1992）の方法に従って行わea．た．醐プ。一ブを装着した超

音波画像診断鑓（SSD－65・・ア・カ，東京）を用い、発醐比恵3。、45および6。EIに

妊娠および甲子数の判定を行った・胎子数は、分娩時に郵亭軸心を行った．移脚力、

ら妊娠卵（発情開畑が・日）まで翻で採血を行い、単胎および双胎妊娠の確認さ
れたウンそれぞれ6吟ずつの鹸を実験｝こ供試し、固相抽出および：RIAにより、エスト。

ンサルフェート・エスト・ンおよびエストラジオールー一　17βの濃度を測定した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　果
実験1・正則情周期におけるウシ末梢J血中エスト・ゲン灘の推移

　　各個聴のエスト・ンサルフェート、エスト・ン、エストラジオールー17βおよびプ

ロゲステロン灘の擁は図6に示した・また，　VF一卵日を騨とする前後の騰毎の各ス

テロイドの平均灘推移は図7に示した．発工期のウシ末梢血中エスト。ンサルフェ＿

トの動態は・エスト・ンおよびエストラジオーノレー一　17βと良く似ており溌情；onこ高値

となり・黄醐には1～4回の増減隔り返した（図6）．しかし讃㈱と発欄の濃

エストロゲ澗の相関を比較すると・エスト・ンサルフェートとエスト・ンとの欄｛臓

となり・液腋抽出とRIA（二一ら，1974）あるいは酵素免疫測定法による直接演掟
　（平子ら，1987）で得られたウシの末梢血中濃度と同様の水準で推移した。

実験2．妊娠初期におけるウシ末梢血中エストロゲン濃度の推移

単胎および双胎妊娠牛各6頭の末i肖血中におけるエスト・ンサルフェ一一　bの平均灘推

移は図9一・に示した・エスト・ンサノレフェートは、区民、双胎ともに女壬娠5。噸まで

醗情顔と同様の傾向で推移し・二二娠に伴う澱の変化が認められなカ・つた．＿方、

50日以降は妊娠の経過に伴って濃度が上昇する傾向が認められ、測台妊娠牛では、妊娠

かった（0・05＜P＜0・2）・また・双胎妊娠牛では、妊娠49日以降、単月台妊娠牛よりエスト

ロンサルフェート濃度が有意に高くなった（P＜O．05）。

　エストロンサルフェートの濃度推移を個体毎に比較すると、単坐妊娠牛のうち3頭で

は・それぞれ妊娠55・57・59日までにエスト・ンサルフェート灘が妊娠21日から43日

までの平均値と比較して有意に高くなった（Pく・．・5）．また、2頭では灘の上昇傾1向

が認められたものの渓験欄内におvナる上昇前後の一差は有意ではなく、残りの願

では実験鯛を通じて灘の変動が激しく、妊娠に伴う変化は認められなカ・つた。＿方、

双胎妊娠牛のうち5頭では・それぞれ女壬生51、51、53、55、57日以降、エスト。ンサル

フェート濃度が妊娠21日から43日までの平均値より有意に高くなった（P＜0。05）。しか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　32
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図7．正常な発情周期を営むウシ末梢血ri」における性ステロイド濃度の推移

　　（排卵日を基準とした前後の日数毎の平均±標準誤差；N＝5～8）

　　　　　E1－S：エストロンサルフェート

　　　　　E1：エストロン

　　　　　E2：エストラジオールー17β
　　　　　P4：プロゲステロン
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図8・正常な発情周期を営むウシの末梢1打1中におけるエス

　　トロンとエストロンサルフェート（a）、エストラ
　　ジオールー一一　17　／？とエストロンサルフJ一一ト（b）

　　およびエストラジオールー一17βとエストロン（c）

　　濃度の相関を示す散布図及び回帰直線
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し、残りの1頭身は実験期間内に有意な濃度の上昇が認められなかった。

　エストロンは、エストラジオールー17βと類似した動態を示したが、エストラジオー

ルー17βより濃度の変化が少なかった（図9－2）。また、妊娠55日まではいずれの個

体でも妊娠に伴うエストロン濃度の変化は認められなかった。55日以降は、単胎妊娠牛

の1頭でエストロン濃度がエストロンサルフェートと平行して上昇したものの、他の個体

ではそれ以前と同様に推移した。

　エストラジオールー17βでは、実験期間を通じて妊娠に付随した濃度の変化が認めら

れなかった（図9－3）。また、単無刀と双胎牛での濃度にも差は認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　発情周期のエストラジオールー17βは主に卵胞で生産されるため、血中におけるその

濃度は卵胞の発育状態を直接反映する（Hafez，1987）。一方、エストロンサルフェート

はエストロゲンの代謝産物であり、主に子宮や肝臓で産生されるため、直接的には卵胞の

動態を反映しない。しかし、ヒトの月経周期（Hawkins　and　Oakey，1974；Honjo　et。

a1・，1987）やウマの発情周期（大崎ら，1991）における末梢；in中のエストロンサルフェー

ト濃度は・エストラジオールー17β濃度と高い相関を示し、その変化はどの活性型エス

トロゲンより大きく、最高時にはエストラジオールー17βの数倍に達することが知られ

ている。免疫測定法では、測定対象となる物の濃度が高ければ試料の量を減らすことが可

能であり、それに応じて抽出操作を簡略化できる。また、基底値と最高値の濃度差が大き

ければ・卵胞発育の判定を高精度に行うことができる。これらのことから、ヒトでは、末

梢血中におけるエストロンサルフェートの濃度水準は、エストラジオールー17βよりも
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章　濃度推移

優れた卵胞発育の指標と考えられている（神戸川ら，1989；Lasley　et．　aL，1989）。

　実験1の結果・ウシの末梢血中エストロンサルフェートの濃度推移は、活性型のエスト

ロゲンとの間に有意な相関を示した。しかし、エストロンサルフェートよりエストラジ

オールー17βの方が発情期の濃度水準が高く、発情周期における濃度範囲も広かった。

このことから・ウシの卵胞発育の指標としては、卵胞の機能を直接反映するエストラジ

オールー17βの方が・間接的なエストロンサルフェートより優れていると考えられた。

　実験1において・各エストロゲン間での相関を比較すると、エストロンとエストラジ

オール｝17β（R＝0・59）が最も高く、エストロンとエストロンサルフェート（R＝0．56）

がそれに次ぎ・エストラジオールー一17βとエストロンサルフェートとの相関（R＝O．39）

が最も低かった・この結果から、発情周期におけるウシのエストロンサルフェートは、エ

ストラジオールー17βからエストロンを介して生産されていると考えられる。しかし、

活性型のエストロゲンとエストロンサルフェートとの濃度比は、ヒト（Ho可。　et．　aL，

1987）やウマ（大崎ら，1991）よりかなり低く、発情周期のウシでは硫酸抱合がエスト

ロゲンの主要な代謝経路ではないのかも知れない。
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図9－1．体外成熟一体外受精一体外培養した胚を発情周期の7日に移植して受胎

　　　　　した単胎（○）および双胎（●）妊娠牛における妊娠初期の末梢i山中エ

　　　　　ストロンサルフェート濃度の推移（平均±標準誤差；N－6）

　　　　　　　＊：同じ日華の単胎妊娠牛と比較して有意差（P＜0．05）

　　　　　　　＃：妊娠21日から43日までの平均値と比較して有意差（P＜0．05）
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　　　　　　　　　　　　　妊娠日齢（0：発情開始日）

図9－2．体外成熟一体外受精一体外培養した胚を発情周期の7日に移植して受胎

　　　　　した単胎（○）およびび双胎（●）妊娠牛における妊娠初期の末梢lf11．中

　　　　　エストロン濃度の推移（平均±標準誤差；N＝6）

　実験2において、妊娠牛の末梢血中山ストロンサルフェート濃度は、妊娠50日頃から

上昇を開始した。過去の報告（Dobson　et．　al．，1993；Hatzidakis　et．　aL，1993）によれ

ば、妊娠70日以降に母体血中での濃度が上昇するとされており、本実験ではこれらの報

告より10日以上早くエストロンサルフェート値の上昇を捉えることができた。これは、

固相抽出法を利用した本実験の測定感度が従来法より高かったからだと考えられる。ウシ

では妊娠50日を過ぎるとまず羊水中のエストロンサルフェート濃度が上昇し、少し遅れ

て尿膜水中での濃度が増加する（Robertson　and　King，1979）。今回の結果は、母体血

中でのエストロンサルフェート濃度の上昇が、尿膜水での濃度増加とほぼ同時期に始まる

ことを示している・これは・胎盤が未完成な妊娠初期においても後期と同様に、胎子＿胎

盤一母体間におけるステロイドの移行が速やかに行われていることを示唆している。

　ヒト、ウマ、ブタ等多くの動物種における妊娠期のエストロンサルフェートは、胎子お

よび胎盤で合成された活性型のエストロゲンを前駆物質として、主に子宮内膜で産生さ

れ、母体血中に放出される（Solomon，1994；Wooding　arld　Flint，1994）。一一方、ウシ

は・子宮だけでなく胎盤にもエストロゲンの硫酸抱合化酵素を持っており、胎盤で産生し

たエストロンを直接硫酸抱合することもできる（Adams　alld　Low，1974）。また、母体

および胎子の肝臓や副腎もエストロゲンに硫酸基を付加する酵素を持っていることから、

妊娠牛におけるエストロンサルフェートの主要合成経路は妊期によって変化していると考
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章　濃度推移

えられる・しかし・妊娠初期のウシ1こおけるエスト・ンサルフェートの合成経路について

はまだ良く分かっていない・実験2の玉無母体末撒中のエスト・ンサノレフェ＿ト灘

は・活性型のエスト・ゲンに趨しナて上昇した．このことは、前駆瀕となる7甜型のエ

ストロゲンが母体の血流に放出されることなくエスト・ンサルフェートが合成されている

ことを示している・つまり・この時期のエスト・ンサルフェートは、子宮内部でのみ醗

されていると考えられる・一方・R・berts・n　and　King（1979）によれば、尿膜水中の濃

度が上昇する前に羊水中のエスト・ンサノレフェート灘が増加しており、ウシではまず妊

娠50願に栄養膜あるいは胎子がエスト・ンサルフェートを産生し始めると考えられ1

る。彼らの成績と本実験での結果から、妊娠初期には子宮内膜を介さず、栄養膜あるいは

胎子が産生したエストロンサルフェートが、直接母体血中に移行している可能性が高いと

考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　妊娠日齢（0：発情開始日）

図9『3・体外成熟一体外受精一体夕t面した胚を発翻期の7日に移植して受胎

　　　　　　した古今（○）および双胎（●）妊娠牛における妊娠初期の末梢血中エ

　　　　　　ストラジオールー17β濃度の推移（平均±標準誤差；N＝6）

　実験2では・体外成熟一体外受精一体外培養した胚を移植して得られた妊娠牛を用い

た・体外で成熟させた卵子は体内で成熟した卵子より受精後の発育率が悪いことが知られ

ており（Leibfried－Rutledge　et・a1・，1987）、本実験で移植した胚盤胞も同一購の体

内受精胚より細胞数が少なかった。また、超音波診断でも人工授精によって受胎した胚と

比較して子宮内における絨毛膜腔の成長が遅れていた。McDonald（1975）は、ウシの
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章　濃度推移

発鍛階について・妊娠45日までを胚子期、それ以降を胎子期と趨している．また、

Robinson（1977）は・ウシにおける胚の着床が完成する時期は妊娠第6週以降としてお

り・それ以前の胚の損耗率は以降より高し、と述べている．模験においてエスト。ンサル

フェート値が上昇を開始した時期ま・これらの醐より謝握れていたものの、体外受精

胚の成長の遅れを噛すれば・正常な女壬娠牛におけるエスト・ンサルフェーート値の塀時

期はこれらの時期と概ね一致すると考えられる．自然交配あるいは人工授＊青によって正常

に妊娠した牛のエスト・ンサルフェート灘の推移については実際に確認する膿がある

ものの・これらのことは・妊娠45N前後e；ウシの胎盤纏が大きく変化することを示唆

　しているむ

　　実験2の結果では、エストロンサルフェート濃度が上昇を開始した時期が個体によって

1週間以上娯なっていた・エスト・ンサノレフェートの産生が開始される妊娠40－50日

は・雑膜外胚葉の絨毛叢と子宮・」・丘部の上皮絨毛が成長して酵の儲力強固となり、

　多核細胞が盛んに形成され始める時期に当たる（Wooding　and　Flint，1994）。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　着床前後
の胚の成長は胎盤の形成状態に依存していることから、本実験で観察された個体によるエ

ストロンサルフェート値の上昇時期の差は、胚の成長度合いを反映したものではないかと

考えられる。日子の発育度合いと母体血中のエストロンサルフェート値との関係について

はさらに詳しく調べる必要があるものの、本実験の結果は、ウシの妊娠初期における母体

末梢血中のエスト・ンサルフェート値カミ、胎盤形成の有効な指標となり得ること、さらに

は二子の成長度合いを知る手掛かりともなることを示唆している。

　ブタでは、着床期の胚が一一時的に多量のエストロゲンを産生するため、母体の血中でも

交配後25日頃をピークとするエスト・ンサルフェ心隔度の過性の上昇が観察される

（R・berts・n　and　King・1974）・そのため、郊己後20～26日半末梢劇・エスト。ンサル

フェー膿度によって・高＊譲の妊娠診断力河能である（Sugiyama　et．　aL，1985）．ま

た・H・rne　et・al・（・983）la・その劇のエスト・ンサルフェートの最高値が子宮内に

存在する騰に依存すると述べており、St・ne　et．　a1．（・986）とFrank　et．　aL（1987）

は・ブタでは末梢劃・のエスト・ンサルフェート灘から胚の数を推定できると酷して

いる・本実験の結果・ウシではブタのようなエスト・ンサルフェート値の過｛生の上昇は

認められなかった・この違いは・ブタは富力§子宮へ移行したことを伝える信号物質として

エストロゲンを利用している（Perry　et．　al．，1973）のに対し、ウシでは受胎の信号とし

てインターフェ・ンτ（lmakawa　et・al・，1987）、血小板活性化因子（OINeill，1987）

等他の物質が使われていることによると考えられる．一方、ウシにおいても、妊娠後期に

は胎丁数と母体血中のエスト・ンサルフェート値との間に有意な欄のあることが示され

　　　　（Worsfold　et．　aL，1989）。また、本実験と同じ試料を用い、妊娠全、期間にわたている

りエストロンサルフェートの油漉定を行ったところ、女癖娠150日以降の単乳牛と双胎牛

の末梢血中エスト・ンサルフェート灘1こは龍な差が認められた（Takahashi　et．　aL，

1997）・これまでの報告（W・rsf・1d　et．　aL，1989；D・bs・n　et．　al．，1993；Takahashi　et．

aL・1997）では・妊娠100日以前の単胎牛と双胎牛の血中エストロンサルフェート濃度に

差は認められていないが・本鍬の直配では、双胎妊娠牛の方が単周到よりもエスト。ン

サルフェート濃度の上昇時期が早く、上昇率も高かった。本実験の結果と過去の報告との

間に相違が見られたのは、過去の報告（Holdsworth　et．　a1．，1982；Kamonpatana　e　t．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章　濃度推移

aL・！983；Hung　et・al・・1990；Hatzidakis　et．　al．，1993）で用いられた測定2去の感度が低

く・この時期のウシ末梢lit中のエストロンサルフェート濃度を正確に判定できなかったか

らと考えられる・本実験の結果は・妊娠初期においてもエストロンサルフェート濃度の上

昇の程度が胎子数に依存することを示しており、この時期の母体末梢lin中のエストロンサ

ルフェート値によって胎子数を判定できる可能性を示している。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　要

　本章では・前章までに確立した抽出・分画方法を用い、正常発情周期および妊娠初期に

おけるウシの末梢血中のエストロンサルフェートの測定を試み、活性型のエストロゲンと

の濃度比較を行った・その結果・発情周期におけるエストロンサルフェ・一一一トのiflL中動態は

活性型のエストロゲンと類似していたものの、黄体期と発情期における濃度の変動幅がエ

ストラジオールー17βより狭く、優れた卵胞発育の指標とは成り得ないことが分かっ

た．一方、妊娠初期のウシの末梢血中におけるエストロゲンの濃度推移について調べたと

ころ、妊娠45日まではいずれのエストロゲンでも妊娠に伴う濃度の変化を認めなかった

が、ほとんどのウシでは、妊娠50日頃から妊娠の経過に伴ってエストロンサルフェート

濃度が上昇した。一方、活性型のエストロゲンは妊娠59日まで低値で推移した。エスト

ロンサルフェート濃度が上昇し始めた時期は、個体毎に差があ5たものの、双胎妊娠牛の

方が単胎牛よりも早くなる傾向が認められ、平均で見た濃度の上昇率も双胎妊娠牛の方が

有意に高かった。これらのことから、この時期の母体末梢血中のエストロンサルフェート

値によって藍子数を判定できる可能性が示された。また、妊娠40～50日は胎盤形成の時

期に当たり・末梢血中のエストロンサルフェート値が胎盤形成の指標として利用価値の高

いことが示唆された。
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第6章　総　括

　本研究は・固相抽出法を利肌て・ウシの末梢血中のエスト・ゲンを辮よく抽出、分

画することを目的として行った・1僻夜中のエストロゲンの簡便で確実な抽出精製法が開発

され・容易に測定できれば・ウシの生殖機能研究への貢献が期待できる。

　　まず・簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出法におけるステロイドの溶出パタ＿ンを

推定するため・雌性動物の生殖機能において重要な役割を果たす5種類の活性型性ステロ

イド（エストロン・エストラジオールー17β、テストステロン、アンドロステンジオン

およびプロゲステロン）および1種類の抱合型ステロイド（エストロンサルフェ＿ト）に

ついて、高耐圧逆相カラムを用いた液体クロマトグラフィーによる精密な分離パターンの

検討を行った。その結果、簡易逆相カートリッジでもエストロゲンとプロゲステロンおよ

びエストロンサルフェートとその他のエストロゲンを分離して回収できる可能性が示唆さ

れた。しかし、エストロンとエストラジオールー一一17βおよびエストロゲンとアンドロゲ

ンの分離は困難と思われた。

　次に、先の実験結果に基づき、溶離溶媒としてメタノールを用い、ウシの血漿に添加し

た活性型および抱合型のエストロゲンが、簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出法によ

り抽出・精製できるかどうか検討した。まず、ウシの血漿中に含まれるエストロゲンが簡

易逆相カートリッジに保持されるかどうか確認するため、生殖周期の様々な時期にあるウ

シの血漿に3H標識エストロゲンを添加し、注入量を変えて固相抽出による回収試験を

行った。次いで、エストロゲンがどの程度の濃度のメタノールで溶出するか調べるため、

溶離液のメタノール濃度を段階的に上昇させ、カートリッジに保持された活性型および抱

合型エストロゲンの溶出を試みた。さらに、メタノール濃度の異なる溶離液を段階的に注

入することにより、活性型と抱合型のエストロゲンを分離して溶出させることができるか

どうか検討した・その結果、いずれのエストロゲンについても、生殖周期の時期や血漿の

注入量に関わらず、逆相カートリッジに高率かつ定量的に保持された。隔離雨中のメタ

ノール濃度を段階的に上昇させた時の溶出パターンは、先に行った高速液体クロマトグラ

フィーでの結果と良く一致しており、カートリッジに保持されたエストロゲンを40およ

び70（v／v）％メタノールで段階的に溶出させることにより、エストロンサルフェートは

40％メタノールに・エストロンとエストラジオールー17βは70％メタノール画分に溶出

した・これらのことから、簡易逆相カートリッジを用いた固相抽出法によりウシ血漿中の

エストロゲンを定量的に抽出できることが確認された。また、逆相カートリッジに保持さ

れた活性型および抱合型エストロゲンを分離して回収できることが示唆された。

　続いて・簡易逆相カートリッジを用いてウシの血液試料から内因性のエストロゲンを固

相抽出し、得られた抽出物を直接RIAに供し、定量的に濃度を測定できるかどうか検討し

た・まず・注入血漿量によって測定値に影響があるかどうか調べ、測定に相応しい注入量

を決定した・次いで、エストロゲンの測定に影響を及ぼす爽雑物の特性について検討を行

うと共に・血液成分が内因性エストロゲンの抽出に及ぼす影響についても検討した。加え

て、測定値の信頼性を確かめるため、ウシの血漿に外因性のエストロゲンを添加し、青田

抽出およびRIAによる回収試験を行った。さらに、抽出法が確立されているエストラジ

オールー17βについて、信頼性の高い抽出・精製方法である液一液抽出・液体クロマト
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分配法および固棚咄法により同一試料からの抽出を行い、RIAによって測定された灘

の比較を行った・その結果内因性のエスト・ゲンも簡易逆相かトリッジに定量的に保

持され、40％と75％のメタノールで段階的に溶出させることにより活性型と抱合型のエ

ストロゲンを分離して回収できることが分かった．RIAによる測定値は注入int　g」｛t量に依存

して低下したが・注入する血漿の量が2・inl以下であれば、所定の灘のメタノL．一一．．ルで溶

出させた固相抽出物を直接RLへに供することにより、ウシlfiL漿中に含まれる活性型および

抱合型双方のエストロゲンを定量的に測定できることが分かった。一一一一方、エストロゲンの

濃度が低く、2m1を越える血漿を注入する必要がある場合は、既知量のエストロゲンを

含む血漿の回収率で測定値を補正することにより、正確な灘を算出できることが示唆さ

れた。また、活性型のエストロゲンでは、固相抽出物をさらに液一液抽出する2段階抽出

法を行うことにより、水溶性および脂溶性のほとんどの測定阻害物質を除去できるので、

注入血漿量が増えても定量的に濃度を測定できることが示された。

　さらに、固相抽出法と特異性の高いRIAを組み合わせることにより、これまで解明され

ていなかった発情周期および妊娠初期におけるウシの末梢血中側ストロンサルフェートの

測定を試み、正常発情周期および体外受精胚の移植によって受胎した単胎および双胎妊娠

牛の妊娠初期における末梢血中エストロンサルフェート濃度の推移を明らかにした。ウシ

の発情周期における末梢血中のエストロンサルフェート濃度は、活性型のエストロゲン濃

度との間に有意な相関を示したものの、エストラジオールー17βと比較して変動範囲が

狭く、卵胞発育の指標としては相応しくないことが分かった。また、妊娠牛では、妊娠

45日まではいずれのエストロゲンでも妊娠に伴う濃度の変化を認めなかったが、妊娠50

日頃からエストロンサルフェート濃度が上昇した。一方、活性型のエストロゲンは妊娠

59日まで低値で推移した。エストロンサルフェート濃度の上昇し始めた時期は、個体毎

に差が観られたものの、双胎の方が単胎より早くなる傾向が認められた。また、エストロ

ンサルフェート濃度の上昇率も双胎の方が単胎より大きかった。これらのことから、この

時期の母体末梢血中のエストロンサルフェート値によって障子数を判定できる可能性が示

された。また、この時期は胎盤形成の時期と一致しており、末梢血中のエストロンサル

フェート値が胎盤形成の指標として利用価値の高いことが示唆された。

　以上・本研究によってウシ血液中エストロゲンの効率的な固相抽出法を確立することが

できた。さらに、本法を利用することにより発情周期および妊娠初期におけるウシの末梢

血中庸ストロンサルフェートの動態を明らかにすることができた。
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SOLID－PHASE　EXTRACTION　OF　ESTROGENS　FROM
BOVINE　BLOOD　PLASMA　FOR　THEIR　PERIPHERAL
　　　　　　　DETECTION　BY　RADIOIMMUNOASSAY

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Makoto　Hirako

Department　of　Grazing　Animal　Production

IVational　Grassland　Research　lnstitute

1

a

　　A　simple　purification　and　separation　method　for　estrogens　in　bovine　peripheral

blood　with　solid－phase　extraction　was　established　for　potential　contribution　to

research　on　reproductive　physiology　in　cattle．

　　As　a　preliminary　experiment　on　elution　of　steroids　in　the　solid－phase　extraction

with　a　small　reversed－phase　cartridge，　5　unconjugated　steroids　（estrone，　estradiol－

17B，　testosterone，　androstenedione　and　progesterone）　and　1　conjugated　steroid

（estrone　sulfate），　all　important　in　female　reproduction，　were　analyzed　by　high

performance　liquid　chromatography　（HPLC）　with　a　high　pressure　reversed－phase

column．　The　elution　patterns　suggested　the　possibility　of　separately　collecting

unconjugated　and　conjugated　estrogens　as　well　as　estrogens　and　progesterone　with　a

g．　mall　reversed－phase　cartridge，　although　this　would　not　be　possible　for　estrone　and

estradiol－17B，　and　estrogens　and　androgens．

　　Whether　unconjugated　and　conjugated　estrogens　added　to　bovine　plasma　can　be

extracted　and　purified　by　solid－phase　extraction　with　a　small　reversed－phase

cartridge　has　been　investigated．　According　to　results　of　HPLC，　methanol　was　used

as　elution　solvent　in　the　following．　First，　3H－labeled　estrogens　added　to　bovine

plasma　at　various　reproductive　stages　were　recovered　by　solid－phase　extraction

with　applied　volume　to　ascertain　whether　estrogens　in　the　pla．　ma　are　quantitatively

retained　in　the　cartridge．　Secondly，　unconjugated　and　conjugated　estrogens　retained

in　the　cartridge　were　eluted　with　a　stepwif　e　gradient　of　methanol　concentration　to

determine　an　appropriate　concentration　of　methanol　for　the　elution　of　each

estrogen．　Thirdly，　study　was　made　as　to　whether　unconjugated　and　conjugated

estrogens　are　separately　recovered　with　a　stepwise　gradient　of　methanol

concentration．　All　estrogens　were　highly　and　quantitatively　retained　in　the　cartridge

irrespective　of　the　reproductive　stage　or　applied　plasma　volume．　The　elution

pattern　of　each　estrogen　with　the　stepwise　gradient　was　consistent　with　that　in

HPLC．　When　estrogens　retained　in　the　cartridge　were　eluted　by　the　stepwise

gradient　with　40　and　709（o（v／．）　methanol，　estrone　sulfate　was　eluted　with　409（o

methanol，　followed　by　estrone　and　estradiol－176　with　70910　methanol，　Thus，

estrogens　in　bovine　blood　plasma　can　be　quantitatively　extracted　by　solid－phase

extraction　with　a　small　reversed－phase　cartridge．　Unconjugated　and　conjugated

estrogens　retained　in　the　cartridge　appeared　to　be　separately　recovered．

　　Endogenous　estrogens　were　extracted　from　bovine　blood　samples　with　a
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reversed－phase　cartridge　and　measured　by　radioimmunoassay（RIA）to　demonstrate

the　reliability　of　the　total　assay　system．　First，　the　influence　of　applied　plasma

volume　on　the　assayed　value　was　examined　and　apPropriate　plasma　volume　for　the

assay　was　determined．　Impurities　affecting　the　reaction　of　estrogen　on　RIA　were

characterized　and　the　influence　of　bovirle　plasma　component　on　the　extraction　of

endogenous　estrogen　was　investigated．　The　recoveries　of　exogenous　estrogens　by

solid－phase　extraction　and　RIA　were　examined　to　verify　assayed　values。　Estradiol。

17B　was　isolated　from　the　same　blood　samples　by　solid－phase　extraction　as　well　as

liquid－liquid　extraction　followed　by　distribution　by　liquid　chromatography　as　a

validated　extraction　and　purification　method．　Estradiol－17B　in　each　extract　was

measured　by　RIA　and　the　values　were　compared．　Endogenous　estrogen　was　found

to　be　adsorbed　quantitatively　in　the　cartridge，　and　unconjugated　and　conjugated

estrogens　to　be　separately　eluted　by　stepwise　gradient　with　40　and　75％methanol．

Although　RIA　values　declined　with　increase　in　applied　plasma　volume，

unconjugated　and　conjugated　estrogens　included　in　the　bovine　plasma　could　be

quantitatively　measured　for　the　applied　plasma　volume　of　2　ml　or　less．

Concentrations　could　be　almost　precisely　determined　by　correcting　the　assayed

values　with　recovery　in　known　samples，　even　if　estrogen　levels　were　so　low　that

more　than　2　ml　of　plasma　were　necessary　for　the　assay・For　unconjugated　estrogen，

the　blood　level　was　quantitatively　measured　irrespective　of　applied　plasma　volume

by　2　step　extraction，　since　solid－phase　extraction　with　liquid－liquid　extraction

eliminate　water－and　oil－soluble　contaminants．

　　By　coupling　solid－phase　extraction　and　a　specific　RIA　system，　changes　in

peripheral　estrone　sulfate　were　determined　during　the　regular　estrous　cycle　and

early　stages　of　singleton　and　twin　pregnancies　caused　by　transfer　of　IVF　embryos．

Estrone　sulfate　during　regular　estrous　cycle　showed　significant　correlation　with　the

concentrations　of　unconjugated　estrogens．　Peripheral　estrone　sulfate　is　not　an

appropriate　indicator　for　follicular　development　in　cattle　because　lts　concentratlon

has　a　smaller　range　compared　to　estradiol－17B．　In　pregnant　cows，　no　significant

changes　due　to　pregnancy　were　observed　until　Day　45　at　any　concentration　of

estrogen．　Since　Day　50，　estrone　sulfate　concentration　is　elevated　with　the　advance　of

pregnancy．　Peripheral　concentrations　of　unconjugated　estrogens　were　kept　at　basal

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロlevels　until　Day　59．　The　timing　of　increment　in　estrone　sulfate　concentratlon　m

twin　pregnant　cows　is　earlier　than　in　cows　with　singleton　pregnancy．　The　rate　of

increase　in　estrone　sulfate　concentration　was　higher　in　twin　carrying　cows　than

singleton　cows．　Peripheral　estrone　sulfate　would　thus　appear　a　useful　indicator　of

placental　formation　in　cattle　because　increase　in　estrone　sulfate　production　is

accompanied　by　development　of　the　placenta．

　　Areliable　solid－phase　extraction　of　estrogens　from　bovine　blood　was　established．

Changes　ill　estrone　sulfate　concentration　in　bovine　blood　plasma　during　regular

estrous　cycle　and　early　pregnancy　were　determined．
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