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〈原　著〉

Equilibrium　dialysisを用いた血中遊離型

（蛋白非結合型）cortiso1動態の検討

橋　本　浩　三＊ 浅　岡　克　司＊＊ 大　藤 真＊＊

はじめに

　血中cortisolは，一部は特異的結合蛋白であ

るcorticosteroid　binding　globulin（CBG）と結

合しており，一部はalbuminと結合している．

また一部はこれらの蛋白と結合せず，遊離型（蛋

白非結合型）cortisolとして存在している，生理

的活性を有するのはこの蛋白非結合型cortisol

（non　protein－bound　cortiso1）であるとされ

ている1）’“6）．この遊離型cortisolを簡単な平衡透

析を利用した方法で測定し，その動態につき多少

の知見を得たので報告する．また合成エストロー

ゲン製剤であるdiethylstilbestrol（DES）の遊

離型cortisolの変動に及ぼす影響についても検

討したので報告する．

方　法

　1）血中蛋白非結合型cortisol，および蛋白非

結合パーセントの測定

　方法はDoe7）らの方法を多少修飾して行った．

即ち，1．1mlのplasmaに10μ1の14C－cortisol

（o．oo2ci，　o．014μg）を加え，37°c温浴にて1

時間，i4C－cortisolと血漿cortisolとを平衡させ

たのち，その1mlを用いて0．05M　phosphate

buffer（pH　7．4）1．5mlに対して平衡透析を行

った．また14C－cortisolの同量を透析外液に最初
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より入れておいて，平衡透析を行いながら，血漿

cortiso1との平衡を同時に行う方法も比較検討し

た．透析チューブには細いVisking　tube　（8／

32”，Visking社）を用い，これを二つ折りにし

て，あらかじめ1．5mlの透析外液を加えた1×

7cm程度の試験管に入れた．チューブの両端よ

りsampleを0．5mlずつ入れた後，両端を試験

管の外側に折り曲げ，充分封をした．平衡透析は

37°C温浴にて16時間振とうしながら行った．試

験管はパラフィルム，ゴムキャップ等で充分封を

し，チューブ内外の液の蒸発を防いだ．透析後，

チューブ外液1m1とチューブ内液0．2mlに含ま

れるi4C－cortisolを液体シンチレーションカウン

ターにて測定し，次の式により蛋白非結合パーセ

ント，および遊離型cortisolを算出した．

　　罐；il謡i纏：羅｛6号鵠｝｝×…

　　　　＝蛋白非結合パーセント（％unbound）

　　蛋白非結合率×血漿コーチゾール

　　　　　　　＝遊離型コーチゾール（μ9／dl）

　血漿cortisolの測定は，　cortisolを特異的に測

定しうるClarkら18）の酸化法による硫酸螢光法に

よった．

　2）diethylstilbestrolの遊離型cortisolに

およぼす影響

　健康人有志にdiethylstilbestrol（DES）7．5

mg／日を3日内服させ，そののちにcortiso1の

蛋白非結合パーセント及び遊離型cortisolを測定

し，その影響について検討した．またDESを4

日内服後にrapid　ACTH　test（α1－24　ACTH

O．25mg静注）を行い，その際の遊離型cortisol，
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albumin結合型cortisol，　CBG結合型cortisol

の変動を正常群と比較した．

　albumin結合型cortiso1の算出は血漿を60°C

で30分処理して，そのCBG活性をなくしたもの

を用い，やはり37°Cで平衡透析を行い，その時

の非結合パーセント，結合パーセントより次の式

により求めた．

灘曇是謬ト×遊鯉…ti・・1

　　　　＝albumin結合型cortisol（μ9／dl）

　これはPearson8）らの報告のごとく，albumin

結合型cortisolと遊離型cortisolの比は血漿中

cortisolの量と無関係に一定であることより導い

た式である．CBG結合型cortisolはtotal　cor－

tisolより遊離型，及びalbumin結合型cortisol

を引いて算出した．

結　果

が高くなる傾向を認めた．したがって血漿1ml

に対し，外液1．5mlの割合に限定して測定を行っ

た，

Table　2　The　percentage　of　unbound　cortisol

　　　　when　i4C－cortisol　was　added　inside

　　　　the　dialysis　tube　or　outside　the　tube，

　　　　and　its　reproducibility

t4c－c…i・・ll麟iξ㌦1麟監
　　　　　　1

o／o　　unbond

8
7
4
3
3
4
8
5
8
6
1

6
6
6
6
6
6
5
6
6
6
6

6．2

6．4

6．6

6．4

5．9

6．4

6．2

6．3

　1）測定法の検討

　透析は14C－COrtisolをチューブ内に入れた場合

でも外液に入れた場合でも，10時間を過ぎるとほ

ぼ平衡に達していたが，十分を期すために16時間

行った．

Mean
　SD
CV（％）

6．4

0．3

4．7

6．3

0．2

3．3

Table　l　Effect　of　volume　outside　the　dialysis

　　　　tube　on　the　percentage　of　unbound

　　　　cortisol　　（inside；1．Oml　plasma）

outside　the
dialysis　tube　　1．Om11．5ml　2．Oml　4．Oml
　（buffer）

　　　　　　　6．7
9／o　unbound　　　　　6・2

　　　　　　1　6．4

　　　　　　　6．5

　Mean　　　　　6．5

　SD　　　　　　O．2
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　表1に示すごとく，i4C－cortisolを内液に入れ

た場合，血漿cortisol　l　mlに対し，外液が2ml

以上になると蛋白非結合パーセントは低値を示す

傾向を認め，測定の誤差も大きくなる傾向を認め

た．また透析外液にi4C－cortisolを入れた場合に

は，外液が2m1以上になると非結合パー一・・セント

　　　　　　　　　　　（inside；1．Oml　plasmaoutside；1．5ml　buffer）

　表2はこうして測定した際，i4C－cortisolを血

漿に加えた場合と，外液に加えた場合での非結合

パーセントの相違，およびそれらの再現性を示し

ている．それらは6．4土0．3％および6．3±0．2％と

再現性は良好で，両者の間にはほとんど差異は認

められなかった．以上より外液にi4C－cortisolを

加えるほうがより簡便なので，この方法を主とし

て用いた．

　2）正常人，およびcortisol分泌増加状態，分

泌減少状態における遊離型cortisol（図1）

　正常人14名の非結合パーセントは6．6±2．2％

（mean土SD）であり，11名で測定した遊離型

cortisolは0．63±0．28μ9／dl（mean土SD）であ

った．合成ACTH　O．25mg静注後30分には非結

合パーセントは平均10．2％と上昇を認め，遊離型

cortisolも平均1．49μg／dlと増加を認めた．また

前夜dexamethasone　lmg服用後，翌朝9時の

血漿では非結合パーセントは平均4．2％と減少を
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Fig．1　The　percentage　of　unbound　cortisol
　　　　　　and　levels　of　non　protein－bound　cort－

　　　　　　isol　in　normal　subjects　and　patients

　　　　　　with　hypophysial　adrenocortical　diso－

　　　　　　rders．
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認め，遊離型cortisolはほとんど0に近い値を示

した．またcortisol分泌元進症であるCushing

症候群8名では非結合パーセントは8．8％～26．6

％，平均14．2％と上昇を認めた．また遊離型co一
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Fig．2　Effect　of　diethylstilbestrol（7．5mg×

　　　　　　3day）on　plasma　total　cortisol（37°C）

rtisolは1．23μ9／dl～15．4μ9／dl，平均4．61μ9／dl

といずれも高値を示した．cortisol分泌低下状態

にある副腎不全患者4名では非結合パーセントは

平均3．4％と減少傾向を認め，遊離型cortisolは

ほとんど0に近い値を示した．
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Fig．3　Effect　of　diethylstilbestrol　on　the　percentage　of　unbound　cortisol　and　levels　of

　　　　　　non　protein－bound　cortisol（37°C）
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　3）diethylstilbestrolの遊離型cortisolに

fO’よぼす影響

　合成エストローゲンであるdiethylstilbestrol

（DES）7．5mgを3日間内服後の血漿cortisolは

図2のごとく2倍以上に上昇している．図3にそ

の場合の非結合パーセントと遊離i型cortisolの

値を示している．対照群の7名では，非結合パー

セントは午前9時が平均6．4％，午後4時が5．1

％，午後11時が6．0％と時間による変化はあまり

なかった．遊離型cortisolは午前9時が0．66土

0．35μ9／dl，午後4時が0．42±0．28μg／dl，午後

11時がO．23土0．22μg／dlと夜になるほど低いと

いう日内変動を認めた．またDES投与群7名で

は，非結合パーセントは午前9時，午後4時，午後

11時の平均値が3．6％，2．8％，2．7％といずれも

低下傾向を認めた．遊離型cortisolの値は0．89

±O．46pLg／dl，　0．52土0．25μ9／dl，　0．31圭0，20μg

／dlとなり，対照群との間に有意の差を認めず，

また対照群と同様に日内変動が認められた．

　図4にはrapid　ACTH試験の際の血漿コーチ
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ゾールの反応を示しているが，対照群に比して

DES投与群では，　ACTH投与30分後，60分後に

は血漿cortiso1は2．5倍以上と有意の上昇を示し

ている．この際のcortisolの非結合パーセント

と遊離型cortisolの変動を図5に示している．

対照群では前値に対し，30分，60分で非結合パー

セントは有意ではないが増加傾向を示し，DES

投与群では明らかではない．また遊離型cortisoI

は，対照群で前値がO．61土0．17μg／dl，30分が

1．34土0．27μ9／dI，60分が1．83土0．41μ9／dIと時

間とともに上昇している．DES投与群では前値

0．78土0．33μ9／dl，30分が1．88圭0．4μ9／d1，60分

が2．37士0．39μ9／dlと，やはり時間とともに上昇

しており，対照群との間に30分で有意の上昇を認

535

めた．

　対照群5名とDES投与群4名のrapid　ACTH

試験の際の血清を60°Cにて30分処理したものを

用いて37℃で平衡透析し，前記の方法により

albumin結合型cortisol，　CBG結合型cortiso1

を求めた結果を表3，及び図6に示している．こ

れによると，DES投与群ではCBG結合型cortisol

の上昇が対照群に比し有意に増加しており，この

増加は著明である．またACTH負荷後30分，

60分では遊離型cortisolにもDES投与群で対照

群に比し上昇傾向を認め，またalbumin結合型

cortiso1はDES投与群で対照群に比し有意に上

昇していた．

Table　3 Total　cortisol，　nenprotein－bound　cortisol，　albumin－bound　cortisol　and　CBG－bound

cortisol　in　Rapid　ACTH　Test（37°C）

subject minutes　％unbound

　CBG－inactivated
　Plasma

％。。b。u。d．旦g・旦

　　　　　％unbound

plasma　cortiso1（μg／dl）at　37°C

’

total　　　NPC albumine－　　CBG－　bound　　　　bound
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Fig．6　Non　protein－bound　cortisol　Albumin－bound　cortisol　and　CBG－bound　cortisol　at

　　　37°Cin　Rapid　ACTH　Test

考　案

　遊離型cortiso！の測定は電気泳動を利用した

方法4），ultrafiltration2）・3）・8）・9）を利用した方法，

gelfiltration11）を用いた方法，平衡透析を利用し

た7）方法が行われている．電気泳動を利用した方

法では精度が悪く，ultrafiltrationを利用した方

法では血液量が多量必要であり，また特定の装置

を必要とする欠点があった．平衡透析による場合

は，従来の報告では透析を行う前にトレーサーと

してのi4C－cortisolと内因性のcortisolを，まず平

衡状態にしておいたのちに平衡透析を行う方法が

行われているが，今回は透析外液に最初より1℃－

cortisolを加え，平衡透析を行いつっ14C－cortiso1

と内因性cortisolの平衡を行う方法も行ったが，

いずれの場合も16時聞の透析で十分平衡に達し

た．平衡透析を用いて遊離型cortisolを測定す

る場合には，透析外液による血漿の希釈の問題，

トレーサーとして加える微量のcortisolが内因

性cortisolの濃度に影響を及ぼす問題等が存在

する．血漿の浸透圧が外液より高いと血漿が希釈

される可能性があるが，我々の測定した条件では

この点はあまり問題にならなかった．妹尾13）らは

外液にdextranを加えて浸透圧を血漿浸透圧と

同程度にして良好な結果を得たと報告している．

また外液量が血漿量の2倍以上になると非結合パ

ーセントの値に影響がみられたが，1．5倍以下で

は問題はなかった．またトレーサーとして加えた

cortisolは血漿cortisol値の低い場合には問題

がある．しかしこの点はトレーサーを用いる場

合，避けられない問題であり，また今回用いた

14C－cortisolの量はトレーサーとして最少量であ

り，実際それほど大きい誤差を生じるとは考えら

れない．

　今回の測定において，正常人の非結合パーセン

トは6．6±2．2％で，Millsら3）の8．3士0．87％

（mean圭SE），　Plager9）らの11．5％（mean）

De　Moorlo）らの8．3％（mean），　Rosenthal12）ら

の8．5土0．6％（mean±SE）に比すと多少低いが，

Doe7）らの7．3土1．1％（mean土SD）とは近い値

を示した．Doeら以外はultrafiltrationを用い

ており，この場合は測定の性質上，非結合パーセ
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Equilibrium　dialysisを用いた血中遊離型（蛋白非結合型）cortiso1動態の検討

ントが高めに出るものと考えられる．また遊離型

cortisolは朝9時の値が0．63士0．28μ9／d1で，

Marshallii）らの0．68士0．47μ9／’dl（mean士SD）

とよく一一致していたが，Plagerg）らの1．25μ9／dl

（mean），De　Moorlo）らの男性1．07士0．35μ9／dl，

女性1．33士0．65μ9／dl（mean　±　SD），　Doe7）ら

の男性1．27±O．51μ9／dl，女性1．40土0．40μ9／dl

（meaIl土SD）に比較すると低い値を示している．

これは非結合パーセントが低いことのほかに，我

我は血漿cortisolの測定をcortisolに特異性の

高い酸化法による硫酸螢光法18）により行っている

ため，血漿cortisolの正常値（4．0～14．5μ9／dl）

が従来の報告より多少低いことにもよると考えら

れる．

　ACTH静注後には非結合パーセントは上昇傾

向を認め，dexamethasone負荷後は低下傾向を

認めた．Cushing症候群では非結合パーセント

が20％以上のものも存在し，これは血漿cortisol

レベルの上昇に伴うものと考えられるが，結合蛋

白の減少の可能性も否定し得ない．dexametha－

sone負荷や副腎不全症の場合には生体にとって

は，非結合パーセントや遊離型cortisolの上昇

が合目的であるが，そのようになる機序は存在し

ないようである．

　estrogen3），14）・15）投与や妊婦1）・15）の場合には血

中cortisolの上昇があり，これはCBGの増加に

よるとされている．estrogen投与や妊婦の場合

の遊離型cortisolに関しては変化なしとする報

告と，上昇するという報告がみられる．

　Mills3）らやPeterson2）らはultrafiltration

により遊離型cortisolを測定し，　estrogen投与

の際には非結合パーセントが減少するため，遊離

型cortisolには有意の上昇を認めなかったとし

ている．またDe　Moorlo）らも血液透析時にin

vivoでplasma　ultrafiltrateを得ることにより

遊離型cortisolを測定し，同様の結果を報告し

ている．これに対しPlagerら9）はestrogen投与

によっても非結合パーセントは減少せず，遊離型

cortisolは平均に1．1μ9／dlから4．0μ9／dlと増加

しているとしている．Doe7）らはestrogen投与
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の際に，午前9時には遊離型cortisolの有意の

増加があるが，午後9時にはこの増加が認められ

ないとしている．また，妊娠時には午後9時にも

遊離型cortisolの有意の上昇があり，これが妊

娠時にみられるCushing様症状の原因だとして

いる．Rosenthal12）らはやはり妊娠時には時期が

進むにしたがい，遊離型cortisolも増加すると

している．今回の実験ではDES　7．5mg，3日間

投与により血漿cortisolは有意に上昇していた

が，非結合パーセントは減少しており，結局遊離

型cortisolは午前9時，午後4時，午後11時と

もに対照群との間に有意の差を認め得なかった．

今回使用したDES　7．5mgは量としては多いが，

投与期間が短い点には問題があるかも知れない．

しかし，従来の報告や今回の実験を総合してみる

と，estrogen投与の際には遊離型cortisolは必

ずしも有意ではないが，いずれも上昇傾向を示し

ており，このことからすると，CBGの増加のみで

estrogen投与の際の血漿cortisolの上昇を説明

できない．Doeらの報告のごとく，estrogen投

与により下垂体副腎皮質系のnegative　feedback

機構のセットポイントに変化が起こる可能性も否

定し得ない．

　またrapid　ACTH試験においてDES　7．5mg，

4口間投与群において，血漿cortisolは対照群

に比べて過剰の上昇を示した．この過剰の上昇に

も，　estrogenによるcorticosteroid　binding

capacityの増加や，　cortisolの肝臓での代謝の

遅延が関与しているとされている．今回の実験で

はいずれの群でも遊離型cortisolはACTH静

注後30分，60分と前値に比べて上昇する傾向を示

している．また，DES投与群では対照群に比べ

て，遊離型cortisolは上昇傾向を示した．　DES

投与群では，CBG結合型cortisolのみでなく，

albumin結合型cortisolも上昇しており，やは

りCBGの増加のみではACTH負荷後のcortisol

の過剰上昇を説明し得ない．肝臓でのcortisol

代謝の遅延も一因と考えられるが，そのほかに

estrogenが副腎に直接働いて，　ACTHの効果

を増強させる可能性（ACTHに対する副腎の感
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受性の増大）　も考えられる．　この点に関しては

Kittayi6）が動物実験でその可能性を示しており，

我々17）も同様の結果を得ている．しかしestrog－

en投与の際にcortisol　1日分泌量の増大はない

とする報告が多く，この副腎の感受性の増大は，

視床下部下垂体レベルで打ち消されることが考え

られる．今回は人体において，estrogenの投与

が副腎のACTHに対する感受性を増大させてい

るという直接の証明はなし得なかった．

結　語

　細いVisking　tubeを用いた簡単な平衡透析に

より遊離型（蛋白非結合型）cortisolを測定し，

満足すべき結果を得た．透析外液にトレーサー量

の1℃－cortisolを加える方法により，方法をより

簡易化した．午前9時の血漿cortiso1の蛋白非

結合パーセントは6．6土2．2％であり，遊離型co－

rtisolの値は0．63±0．28μ9／d1であった．また遊

離型cortisolはcortisol分泌充進状態では上昇

し，分泌減少状態では低下していた．合成estr－

ogenであるdiethylstibestrol　7．5mg，3日間

投与群では，血漿の総cortisolは対照群に比べ

て，上昇していたが，非結合パーセントが低下し

ており，遊離型cortisolは対照群に比べて，上

昇傾向は認めたが有意ではなかった．非結合パー

セントには日内変動は認められなかったが，遊離

型cortiso1は総cortisolと同様，日内変動を示

した．またrapid　ACTH　testにおいて，　DES

投与群では総cortisolは対照群に比べて過剰に

上昇しており，遊離型cortisolにも上昇傾向を

認めた．またCBG結合型cortisolの上昇が最も

大きかったが，albumin結合型cortisolも対照

群に比べて上昇しており，CBGの増加のみが，

rapid　ACTH　testにおける総cortisolの過度

の上昇の原因ではないことが示された．
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Summary

Studies　on　Non　Protein・Bound　CortisoI

　　　　　　with　Equilibrium　Dialysis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kozo　HASHIMOTO

　　　Dψα吻2θ耐o∫C〃耽α1Laborato7y，0んαツα〃la　U　nivers吻Hosρ吻1，0kaya微

　　　　　　　　　　　　　　　Katsushi　ASAOKA　and　Tadashi　OFUJI

The　Third　Dθ加γ吻吻qτ抗〃nal～lfedicine，　School　ofルfedicine，0〃砂醐αUniveプsit；ソ

　Dynamics　of　non　protein－bound　cortisol

were　investigated　with　simple　equilibrium

dialysis．　One　ml　plasma　was　pipetted　into

aVisking　tube　with　a　diameter　of　8／32”

and　dialyzed　to　equilibrium　in　a　glass　tube

containing　1．5　ml　phosphate　buffer　at　37°C

for　16　hours．　Tracer　dose　of　14C－cortisol

（0．002μCi，0．014μg）was　added　inside　or

outside　a　cellophane　tube．

　　Following　results　were　obtained．

　　1）Same　percentage　of　unbound　cortisol

was　obtained　regardless　of　wheather　14C－

cortisol　was　added　inside　or　outside　the

tube．

　　2）Unbound　percentage　of　plasma　cort－

isol　in　14　normal　subjects　was　6．6土2．2（SD）

％　and　non　protein－bound　cortisol　was

O．63土0．28（SD）μ9／dl．

　　3）Non　protein－bound　cortisol　was　inc－

reased　after　injection　ofα1－24ACTH，　decr－

eased　after　administration　of　dexamethas－

one，　increased　in　patients　with　Cushing’s

syndrome　and　decreased　in　patients　with

adrenal　insufficiency．

　　4）In　patients　treated　with　7．5　mg　die－

thylstilbestro1（DES：synthetic　estrogen）

for　3　days，　plasma　total　cortisol　was　high－

er　than　in　control　group，　whereas　unbound

percentage　was　decreased．

　　5）Diurnal　variation　of　unbound　percen－

tage　of　cortisol　was　not　found，　but　similar

variation　to　total　cortisol　was　found　in

non　protein－bound　cortisol．

　　6）In　rapid　ACTH　test，　increase　of　total

cortisol　was　greater　in　DES　treated　group

than　in　colltrol　group．　Non　protein－bound

cortisol　was　also　increased　in　DES　treated

group．　Increase　of　corticosteroid　binding

globulin－bound　cortiso1（CBG）was　most

significant，　although　albumin－bound　cortisol

was　also　increased　in　DES　treated　group．

So　that，　not　only　increase　of　CBG　but　any

other　factors　apPear　to　be　concerned　in

significant　increase　of　total　cortisol　at　ra－

pid　ACTH　test　in　DES　treated　group．

Presented by Medical*Online


	0531
	0532
	0533
	0534
	0535
	0536
	0537
	0538
	0539



