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緒 言

魚類 の血 液 や 組 織中に は サ メ,エ イ に見 られ るll一

ハ イ ドロキ シ コル チ コ ス テ ロ ン(ldlerandTruscott ,

1966)や サ ケ の11一 ケ トテ ス トス テ ロ ン(ldleret

al・,1960;SchmidtandIdler,1962)な どの 特 殊 な

例 を 除 い て哺 乳 類 とほ ぼ 同種 の ス テ ロ イ ドホル モ ンが

存 在 し,そ れ らの生 合 成 径 路 も哺乳 類 と大 差 な い こと

が知 られ て い る.し か しな が ら,ス テ ロイ ドホ ル モ ン

の代 謝 に関 す る研 発 は少 な く,ア ン ドロゲ ン(Breuer

andOzon,1965;LisboaandBreuer,1966)と エ

ス トロゲ ン(Breueretai.,1963)に つ い て 若干 の報

告 が あ るの みで,プ ロゲ ス チ ンと コル チ コ ス テ ロ イ ド

につ いて は ほ と ん ど 何 も知 られ て いな い(ldlerand

Truscott,1972).ま た,魚 尿 中 の代 謝 産物 につ いて

は著 者 らの知 る限 り,わ ず か にMckim(1966)が ニ

ジマ ス の尿 か らテ トラ ヒ ドロ コル チ ゾ ンを 同定 した と

報 じて い る の みで あ る.

近 年,Horningetal.(1967)に よつ て人 尿 中 のス

テ ロイ ドホ ルモ ン代謝 産 物 のガ ス ク ロマ トグ ラ フ分析

法 は著 し く進 歩 した.す な わ ち,尿 中 ス テ ロ イ ドの う

ち17位 に ジ ヒ ドロキ シアセ トン基 側 鎖 を もつ ス テ ロ

イ ドは 熱分 解 を 受 けや す い ため,ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ

分析 が非 常 に困 難 で あ つ たが,彼 等 は これ らの ス テ ロ

イ ドの20位 の ケ トン基 を メ トオ キ シム(MO)化 し

た後,21位 の 水 酸基 を トリメチ ル シ リル(TMSi)化

す る と熱 に安 定 な化 合 物 に変 わ る(FalesandLuuk-

kainen,1965)こ とに ヒ ン トを 得 て,尿 中ス テ ロイ ド

の一 斉 分 析 法 を確 立 した.こ の方 法 は ス テ ロイ ドの ガ

スクロマ トグラフ分析上画期的なもので,今 日のステ

ロイド分析の中心となつている.そ の後,立 体障害を

受けた11fiお よびtert17α の水酸基のシリル化法も

確立され(SakauchiandHoming,1971;Thenot

andHorning,1972),尿 中 ステロイ ド分析時の 分

解,テ ー リングの問題は 完全 に解決された.一 方,

Ryhage(1964)に よつて 開発されたガスクロマトグ

ラフー質量分析法はステロイド化学の分野に急速に普

及し,現 在では μ9～ng量 のステロイ ドの構造を決

定しうるまでになつた.

著 者らは これらの 技術を用 い て コイ(Cyprinus

carpio)尿 中のステロイ ド代謝産物 を 同定 した.

本研究の遂行にあたり,九 州大学農学部の小林邦男

助教授には大変有益なご助言を頂いた.こ こに厚 くお

礼申し上げる.

材 料 お よ び 方 法

1.試 薬の精製

メタノール,ア セ トン,酢 酸エチルは市販の試薬特

級品を 使用前に蒸留した.ピ リジンは試薬特級品を

KOH顆粒 上 で4時 間煮沸還流後蒸留し,褐 色瓶中

に貯えた.AmberliteXAD-2樹 脂(Rohmand

Haas社)は 蒸留水で繰り返えし洗つて表面に浮遊す

る微小粒子を除いた後カラムにつめメタノール,ア セ

トン,水 で十分に洗浄した(Bladlow,1968).ア ン

ドロステロン他12種 の標品ステロイ ド(Table1参

照)はSigma社 か ら購入 した.ζ れらのステロイド

はガスクロマ トグラフ的に純粋であつたので,特 に精

製せずに使用した,



Fig. 1. Showing a cannulated carp (Cyprinus 
 carpi()) with the cannula attached to the 

ice-cooled receiver flask. Water enters the 
box at A and emerges at B.

2.供 試魚

コイ業者から購入した全長26～28cm,体 重248～

2809の コイ10尾 を水温22±1℃ の水槽(29・5×60

×30cm)中 に 各2尾 ずつ入れ,約1カ 月予備飼育し

た.

3.採 尿

コイを100PPmのMS-222(ト リカインメタン硫

酸塩)溶 液中で5分 間麻酔し,膀 胱にカテーテル(1

cmの 長さに切つた内径1mmの ポ リエチレンチn

一 ブの先端に小さな シリコーンゴム外套を とりつけ,

他端に30cm×1mmφ のシリコーンチューブを接続

したもの)を 挿入した.つ いで,魚 を採尿用小型水槽

(Fig.1)に 移 し,シ リコーンチューブの 自由な一端

を水槽外にとり出し,受 器フラスコに連結 した.水 槽

には活性炭で脱塩素処理 した水道水を22±1℃ に調

節し,十 分なエアレーションを行なつた後,100ml/

minの 割合で供給 した.

実験室多尿症(Grafflin,1931)の 影響を避けるた

め,初 めの24時 間に排泄された尿は捨て,つ ぎの

48時 間に排泄された尿を 集めた.コ イ10尾 か ら48

時間尿10検 体を採取 したが,そ のうち8検 体(雄3

尾,雌5尾)を 下記によつて加水分解 し,残 りの2検

体(雌 雄各1尾)を 遊離ステロイ ドの分析にあてた.

4.酵 素分解とソルボリシス

予備試験の結果,コ イ尿中にはβ-グ ルクロニダー

ゼ阻害物質が含まれていることが判つたので,こ れを

除くため尿をAmberliteXAD-2カ ラム(約2・59,

15cm×5mmφ)に 注ぎ,流 速0.5ml/minで 透過

させた.蒸 留水10m1で カ ラムを洗つた後,ス テロイ

ドをメタノール12.5mlで 溶 出した.つ いで溶出液を

減圧下に窒素気流中で蒸発乾固 し,残 渣を坂内(1971)

の方法に従つて加水分解した.す なわち,尿 中ステロ

イ ドを25mlの 水 に溶 解 し,こ れ に0.5M燐 酸 緩 衝

液(pH6.0)5mlを 加 え,pH6.0に 調 整 し た 後,

細 菌 性β-グ ル ク ロニ ダ ー ゼ1000.単 位(約16mg,

Sigma社)と 防 腐 の た め の ク ロ ロ ホル ム 数 滴 を 加

え,37℃ で24時 間 持 続 振 と う した(酵 素 分解).つ

いで,硫 酸抱 合 体 を 分 解 す る た め に,酢 酸 エ チ ル25

m1,1/5濃 度 の市 販 ホル マ リンo.5ml,50%v/v

H,SO4Ba液1.5ml,NaCl6.25gを 加 え5分 間激 し く

振 と う し,さ ら に33℃ で43時 間 接 続振 と う した

(ソ ル ボ リシス).内 容 物 を 分液 漏 斗 に移 し,上 層 の酢

酸 エチ ル 層 を分 離 後,水 層 を さ らに25mlの 酢 酸 エ

チル で 抽 出 した.酢 酸 エ チ ル層 を合 わ せ,7.5mlの

8%NaOH-10%NaC1溶 液 で5回,7.5mlの10

%NaCl溶 液 で3回 洗 浄 後,無 水Na2SO4で 脱 水

し,溶 媒 を窒 素 ガ ス 気 流 中 で減 圧 除 去 した.

5.遊 離 ス テ ロイ ド

コ イの48時 間 尿 を 蒸 留水 で100mlに 希 釈 し,25

9のNaClを 添 加後,100m1の 酢 酸 エ チ ルで2回 抽

出 した.抽 出液 を 合 わ せ,8%NaOH-10%NaC1

溶 液30mlで5回,10%NaCI溶 液30m1で3回

洗 浄 後,無 水Na2SO4で 乾 繰 し,溶 剤 を窒素 ガ ス 気

流 中 で 留去 した.

6.MO-TMSi誘 導 体 の 作製

ス テ ロイ ド試 料 を テ フロ ンキ ャ ツプ付 反 応 管(5

cm×5mmφ)に 移 し,下 記 のA,B法 に 従 つ て

MO-TMSi誘 導 体 を 作製 した.両 法 と も11-ケ ト基

以 外 の全 ケ ト基 をMO基 に変 え る点 で は 同 じで あ る

が,A法(HorningandHorning.1970;Horning

etal.,1967)は 立 体 障害 を 受 けた11β とtertl7α

の 水 酸基 を エ ーテ ル に変 え る こ とが 出来 な いの に 対

し,B法(ThenotandHorning,1972)は ス テ ロイ

ド分 子 内 の全 水 酸 基 をTMSiエ ーテ ル化 し うる.

(A)ス テ ロ イ ド試 料 に メ トキ シア ミ ン 塩 酸 塩2

mgと 乾 燥 ピ リジ ン0.2mlを 加 え,十 分 溶 解 させ た

後,密 栓 し室 温 で 一夜 放 置 した(MO化)・ つ い で ピ

リジ ンを 窒 素 ガ ス気 流 中で 除 去 後,残 渣 を2mlの5

%Na2CO3-10%NaCI溶 液 に溶 か し,3mlの 酢

酸 エ チ ルで 抽 出 した.抽 出 液 を2m1の5%Na2CO3-

10%NaCI溶 液 で2回 洗 浄 後,無 水Na2SO4で 乾

燥 し,減 圧 下 に40℃ で 溶 剤 を 留去 した・ 残渣 を 少

量 の 酢 酸 エチ ル を 用 い て 反応 管(5cm×5mmφ)

に移 し,溶 剤 を 留 去後,ビ ス ト リメ チル シ リル ア セ ト

ア ミ ド(BSA)20μ1を 加 え 室温 に1時 間 放 置 し た

(TMSi化)・

(B)ス テ ロイ ド試 料 に メ トキ シア ミン 塩 酸 塩1



mgと 乾燥 ピ リジ ン10μ1を 加 え,十 分 溶 解 後 密 栓

し,60℃ で30分 間 加 熱 した(MO化).ピ リジ ンを

窒 素 ガ ス気 流 中で 蒸発 させ,残 渣 にN一 トリメ チル シ

リル イ ミダ ゾ ール(TSIM)10,,,1を 加 え100℃ で2

時 間 加熱 した(完 全TMSi化).な お,標 品 ステ ロイ

ドにつ い て も全 く同様 に処 理 してMO-TMSi誘 導体

を 作製 した.

7.ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ分 析

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ 分 析 は 水 素 炎 イ オ ン化 検 知 器

(HD)を 備 え た 島 津製4BMPFに よ り,3m×4

mmφ の ガ ラス カ ラム を 用 い,1%OV-1と2%

QF-1ShimaliteW(酸,シ ラ ン処 理,80～100メ

ッ シュ)で それ ぞ れ170℃ お よ び 互50℃ か ら2℃/

minの 昇 温 分 析 を 行 な つ た.試 料導 入 口 と 検 出 器 は

280℃ に保 ち,窒 素 ガ ス流 量 は60ml/minと した.

な お,分 析1回 につ き試 料 溶 液1～2μ1を マ イ ク ロ

シ リ ンジで カ ラム に注 入 した.

8.MU値 の測 定

Homingetal.(1967)の 方 法 に従 つ て試 料 溶 液 に

n一パ ラ フ ィ ン(ApPliedScienceLaboratorieslnc.)

を 混入 してガ ス ク ロマ トグ ラ フ分 析 を行 な い,コ イ尿

中 ス テ ロ イ ドお よ び標 品 ステ ロイ ドのMO-TMSi誘

導体 の メ チ レ ンユ ニ ッ ト(MU)値 を測 定 した.

MU値 は昇 温分 析 で のス テ ロイ ドの保持 時間 をn一

パ ラフ ィ ンの そ れ と比 較 して表 わ す ピー ク同定 法 で あ

る.す な わ ちC、8～C34のn一 パ ラフ ィ ンは昇 温 分 析

に お いて ほぼ等 間 隔 に溶 出 す る こ とか ら,目 的 の ステ

ロ イ ドを は さむ前 後 の π一パ ラ フ ィ ンの 炭 素数 を標 準

に と り,そ の位 置 を定 め る もの で あ る。 この方 法 に よ

れ ば分 析 温度,キ ャ リヤ ー ガ ス 流速,液 相 濃度 に比 較

的影 響 され ず正 確 な同 定 が で き る.

9.ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ー 質量 分 析

ガ スクロマト グ ラ フー 質 量 分 析 は 日立 製RM-50

GCに よ り,3m×4mmφ の ガ ラス カ ラムを 用 い,

1%OV-1ま た は2%QF-IShimalitew(80～100

メ ッシュ)で130℃ よ り1℃/minの 昇 温分 析 を 行

なつ た.試 料 導入 口,イ ン ター フ ェイ ス は250℃ に

保 ち,ヘ リウ ムガ ス 流 量 は約30ml/min,イ オ ン 化

電 圧 と電 流 は それ ぞ れ50eVと80μAと した。

結 果

1.尿 量

キ ャニ ュ レー シ ョン直後 の コイ尿 の 流速 は23～25

ml/kg・hrの 高 値 を 示 した.お そ ら く 実 験 室 多尿 症

(GraMin,1931)の せ い と 思 わ れ る.こ の 流 速 は24

時 間 以 内 に5.3～7.9ml/kg・hrに 減 少 し,そ の 後 は

ほ ぼ一一定 となつ た。 前 述 の ご と く,初 め の24時 間 に

排 泄 され た尿 は捨 て,つ ぎの48時 間 に 採 取 した尿 を

実 験 に供 した.な お,1尾 当 りの48時 間尿 量 は72～

105mlで,平 均86mlで あつ た.

2.ガ ス ク ロマ トグ ラ フ分 析

標 準 ス テ ロ イ ドと コイ尿 中ス テ ロイ ドの1%OV-1

お よび2%QF-1カ ラム に よ る分 析例 をFigs.2～

4に 示 す.TSIMに よ り完全 シ リル化 した試 料 の 場 合

に は2%QF-1の 方 が 分離 が よい が,BSAに よ り部

分 シ リル化 した試 料 の場 合1%OV-1の 方 が む しろ

分 離 が よ かつ た.ク ロマ トグ ラム上 の1～X皿 の ピー

クのMU値 を 標 準 ス テ ロイ ドの そ れ ら と対 比 した結 果

をTablelに 示 す,Table1か ら判 る よ うに1のMU

値 はア ン ドロス テ ロ ンMO-TMSi誘 導 体 の それ に一

致 す る.同 様 に して他 の ピ ー クのMU値 を 比 較 す る

と,IIは エ チオ コ ラノ ロ ン,皿 はデヒドロエピアンド

ロス テ ロ ン(DHEA),IVは ア ン ドロス テ ン ジオー ル,

Vは プ レグ ナ ン ジオ ール,VIは プ レグ ナ ン ト リオ ー

ル,Wは コ レス テ ロー ル,田 は テ トラ ヒ ドロ コル チ ゾ

ン(THE),工Xは テ トラ ヒ ドロ コル チ ゾ ー ル(THE),

Xは コ ル トロ ン,X[はβ-コ ル トロ ン,X旺 は コ ル トー

ル,脳 はβ-コ ル トール の 誘 導 体 に それ ぞ れ 相 当 す

る.な おFig.4に お いて 測 とX皿の ピー クは他 の ピ ー

ク に隠 れ て検 出 で き なか つ た.

ア ン ドロス テ ロ ン,エ チ オ コ ラノ ロ ン,プ レグ ナ ン

ジオ ール,THE,THFの ピー ク は比 較 的 大 き く確 認

が容 易 で あ つ た が,他 の ピー ク は概 して小 さ く,試 料

に よつ て は検 出 され な い こ とが あつ た.ま た ア ン ドロ

ス テ ンジオ ー ル ピー ク は個 体 差 が大 き く,試 料 に よつ

て ア ン ドロス テ ロ ンピー ク よ り大 きか つ た り.DHEA

ピー クよ り 小 さか つ た り した.こ の点 含 量 が 少 な く,

変 動 幅 の小 さい人 尿 中 の ア ン ドロス テ ン ジオ ール と著

し く異 な る.一 方,ス テ ロ イ ドパ ター ンの雌 雄 差 は認

め られ ず,ま た遊 離 ス テ ロイ ドの量 はコ レステ ロー ル

を除 いて検 出 限界 以 下 で あつ た.コ レス テ ロー ル は代

謝 産 物 とい うよ り は,む しろ前 駆 体 と呼ぶ べ きで あ る

が,排 泄 量 が人 尿 に比 して著 し く多 く,し か もか な り

の量 が フ リー型 で あつ た.な お コ レス テ ロ ール を 除 く

12種 の ス テ ロ イ ド代 謝産 物 の う ち,ほ とん どの ス テ

ロ イ ドは酵 素 分 解 の み で ほ ぼ完 全 に遊 離 され た の に反

し,DHEAと ア ン ドロス テ ン ジオ ー ル は一 部 硫 酸抱

合 して い る ら し く,さ らに ソル ボ リ シス しな けれ ば完

全 に遊 離 され な か つ た.



Fig. 2. Gas chromatogram of reference steroids as  TMSi and MO-TMSi derivatives 
(TSIM, 100°C). Separation conditions; 3m x 4mm i. d. glass column, 2 % QF-1 on 80-100 

mesh Shimalite W, temperature programmed at 2°C/min from 150°C. An=andro-
sterone, Et=etiocholanolone, DHEA=dehydroepiandrosterone, Pd=pregnanediol, Pt= 
pregnanetriol, THF=tetrahydrocortisol, THE=tetrahydrocortisone.

Fig. 3. Gas chromatogram of carp urinary steroids as TMSi and MO-TMSi derivatives 
(BSA, 20°C). Separation conditions are the same as for Fig. 2, except that a 1 % OV-1 
(on 80-100 mesh Shimalite W) column was used, and initial temperature was 170°C. 
I ; androsterone, II ; etiocholanolone, II ; DHEA, IV; androstenediol, V; pregnanediol, 
VI; pregnanetriol, VII; cholesterol, ; THE, PC; THF, X ; cortolone, XI; ,9-cortolone, XQ ; 
cortol, Xii; ft-cortol.



Fig. 4. Gas chromatogram of carp urinary steroids as TMSi and MO-TMSi derivatives 
(TSIM,  100°C). Separation conditions are the same as for Fig. 2. I ; androsterone, 
lI ; etiocholanolone, DI ; DHEA, V ; pregnanediol, VI; pregnanetriol, Vll; cholesterol, 
AI; THE, IX ; THF, X ; cortolone, XI ; fl-cortolone.

Table 1. Methylene unit (MU) values for MO-TMSi derivatives of 
carp urinary steroids and reference steroids determined by temperature 
programming with OV-1 and QF-1 liquid phases.

i) 1 % OV-1 column, temperature programming at 2°C/min, starting at 170°C. 
2) 2% QF-1 column, temperature programming at 2°C/min, starting at 150°C. 
s~ Dehydroepiandrosterone. 

   Tetrahydrocortisone. 
5> Tetrahydrocortisol.



Fig. 5. Mass spectrum of compound V. The fragmentation pattern coincided with 
that of authentic pregnanediol TMSi derivative. The GC column was a  3m  x 4 mm i. d. 
glass coil packed with 1 % OV-1 on Shimalite W. The column temperature was pro-
grammed at 1°C/min from 130 to 230°C.

3.ガ ス ク ロマ トグ ラ フー 質 量 分 析

コ イ尿 中 ステ ロイ ドを ガ ス ク ロマ トグ ラ フー 質 量 分

析 計 にか け1～ ㎜ の マ ス スペ ク トル を測 定 した 結果,

1～Xに つ いて はそ れ ぞ れ対 応 す る標 品 ステ ロイ ドの

MO--TMSi誘 導 体 の マス ス ペ ク トル と完 全 に 一致 し

た.し か しなが ら,Xl～XIIIに つ い て は充 填 剤 か らの

ノイ ズ に邪 魔 され た り(1%OV-1),巨 大 な コ レス

テ ロー ル ピ ー ク と重 なつ た り(2%QF-1)し て,満

足 な マ ス スペ ク トル が得 られ な か つ た.

ス テ ロイ ドのMO-TMSi誘 導 体 の フ ラ グメ ンテ ー

シ ョンパ タ ー ン に共 通 した特 長 はメ トキ シル 基 や トリ

メチ ル シラ ノー ル の離 脱 に基 づ くM-31,M-90,M-

90×2等 の ピー クが 大 き くて 確 認 しやす い こ とで あ

る.Fig.5にV(プレグナンジオールTMSi誘 導

体)の マ ス スペ ク トル を示 す.m/e464が 親 ピー ク

(M)で,M-90,M-90x2に 対 応 す る ピー クがm/e

374,284に 見 られ る.m/e449(M-15),359(M-

90-15),269(M-90×2-15)は そ れ らか ら,さ らに メ

チル基 が離 脱 した た め に生 じた ピー ク群 で あ る.m/e

347(M-117)は 全 側 鎖 の 離 脱 に 基 づ く ピー ク で あ

る.つ ぎ にFig.6にIX(THFMO-TMSi誘 導 体)

の マ ス スペ ク トル を示 す.m/e683が 親 ピ ー ク(M)

で,M-31,M-3I-90,M-3I-90×2,M-3I-90×3に

対 応 す る ピー ク が そ れぞ れm/e652,562,472,382

に見 ら れ る.m/e523(M-160),433(M-160-・90),

343(M-160-90×2)の 一 連 の ピー クは 全 側 鎖 と トリ

メチ ル シ ラノー ル の 離脱 に基 づ くピー ク群 で あ る。

考 察

哺乳 類 のス テ ロイ ドホル モ ンは そ の代 謝 過 程 にお い

て,d4二 重 結 合 の 還元,3位 の カ ル ボニ ル 基 の 還 元,

20位 の カ ル ボニ ル基 の 還 元 を 受 け,グ ル ク ロ ン酸 ま

た は硫 酸 抱 合体 と して腎 臓 お よ び胆 の うか ら排泄 さ れ

る(岩 井,1967;中 尾,1967;松 本 ・魚住,1972).

そ して この 代謝 を行 な う主 要 な器 官 は肝 臓 と考 え られ

て い る.

魚 類 の ス テ ロイ ド ホル モ ン の 代 謝 に 関 し て は

LisboaandBreuer(1966)が 肝 臓 切 片 を用 い たin

vitroの 実 験 で テ ス トス テ ロ ンが ア ン ドロス テ ロ ンや

エ チオ コ ラノ ロ ンに代 謝 され る こ とを 報 告 して い る.

ア ン ドロゲ ンは肝 臓 の みな らず,卵 巣(Callardand

Leathem,1965;Reinbothetai.,1966),精 巣

(Simpsonetal・,1963),ス タ ニ ウス小 体(C6dard

etal.,1963)等 にお い て も部 分 的 な代 謝 を 受 ける こと

が 知 られて いる.プ ロゲ ス チ ンに つ い て はAraiet

al.(1969)の 報 告 が 唯 一 の もの で,彼 等 はニ ジマス

の 腎組 織 が プ ロゲ ス テ ロ ンを プ レグ ナ ン ジオ ン,プ レ

グ ナ ノ ロ ンお よ び そ れ らの異性 体 に還 元 す る機能 を も

っ と述 べ て い る.

本 報 に お いて 同定 した プ レグナ ンジ オー ル とプ レグ

ナ ン トリオ ール は哺乳 類 で は プ ロゲ ス テ ロ ンの 終末 代

謝 産物 と して知 られ て お り,ま たTHE,THF,コ



Fig. 6. Mass spectrum of compound IX. The fragmentation pattern coincided with 
that of authentic  THE MO-TMSi derivative. GC conditions are the same as for Fig. 5, 
except that a 2 % QF-1 column was used.

ル トロン,1θ一コル トロン,コ ル トール,β-コ ル トー

ルはコルチゾン,コ ルチゾールの代謝産物として知 ら

れている.こ れらのステロイドがコイ尿中から検出さ

れたことは魚類のステロイ ドホルモンの代謝径路が哺

乳類と基本的に同じであり,代 謝産物の少なくとも一

部は腎臓から排泄されることを意味する.排 泄径路と

しては腎臓の他,鰐,胆 のう,体 表面等が考えられる

が,こ れらの問題については今後さらに検討 したい.

人尿中には上記のステロイ ドの他,11一 ケ トアンドロ

ステロン,ll一 ケ トエチオコラノロン,11一ハイドロキ

シアンドロステロン,ll一 ハイ ドロキシエチオコラノ

ロン,プ レグナノロン,プ レグネンジオール,プ レグ

ネントリオール,プ レグネントリオロン,テ トラヒド

ロコルチコステロン等のステロイ ドの存在が知られて

いるが,こ れらは今回の実験では検出されなかつた.

恐 らく存在しないのではなく,検 出限界以下であつた

ためと思う.

予備試験中にコイ尿中にβ-グ ルクロニダーゼ阻害

物質が含まれることがわかり,こ れを除 くためいろい

ろ苦心したが,AmberliteXAD-2樹 脂で処理する

のが最 も効果的であつた.こ の 阻害物質は人間の尿

中のβ-グ ルクロニダーゼ阻害物質としてよく知 られ

ているグルコサツカロー1,4一ラクトン(Marsh,1963)

か,ま たはそれに類似 したものかも知れない.

人尿申のステロイ ドの分析は現在,医 学方面で副腎

皮質,睾 丸,卵 巣,脳 下垂体等の内分泌器官の機能検

査や妊娠の診断に広 く活用されている.魚 尿中のステ

ロイ ドの分析も今後データを蓄積 してゆけば,魚 卵の

成 熟度 の判 定,魚 病 の 診断,さ らに農 薬 や 産業 廃 液 に

よつ て起 き る魚 の生 理 機 能 障 害 の早 期 発 見 等 に利用 で

きる可 能 性 が あ る.

要 約

コ イ尿 中 の ステ ロイ ド代 謝 産 物 をβ-グ ル ク ロニ ダ

ー ゼ とソ ル ボ リシス(酢 酸 エ チ ル ーINH2SO4)に よ つ

て分 解 し,得 られ た遊 離 ス テ ロイ ドを 酢 酸 エ チル で 抽

出,溶 剤 を 留 去後,MO-TMSi誘 導 体 に か えて ガ ス

ク ロ マ トグ ラ フ分 析 した.分 析 に は 島 津 製4BMPF

型 ガ ス ク ロマ ト装 置を 用 い,分 離 は1%OV-1と2

%QF--1カ ラ ムで 行 な つ た.

コ イ尿 中 ス テ ロイ ド(1～X皿)のMU値 を標 品 ス テ

ロ イ ドの それ ら と対 比 した 結 果,ア ン ドロステ ロ ン,

エ チオ コ ラノ ロ ン,DHEA,ア ン ドロス テ ンジオ ー

ル,プ レグ ナ ンジオ ー ル,プ レグナ ン トリオ ール,コ

レステ ロー ル,THE,THF,コ ル トロ ン コル ト

ロ ン,コ ル トール,β-コ ル トー ル を検 出 した(Table

1).ア ン ドロス テ ロ ン～ コル トロ ンにつ い て は さ らに

マ ス スペ ク トル測 定 に よつ て そ の構 造 を 確 認 し得 た.
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                                Summary 

   Steroid metabolites in carp (Cyprinus carpio) urine were hydrolyzed with  ,e-glu-
curonidase and by solvolysis (ethylacetate-1 N H2SO4) . The liberated steroids were 
extracted with ethylacetate, converted to methoxime-trimethylsilyl derivatives, and 
subjected to gas chromatographic (GC) analysis. The GC separations were carried 
out on 1 % OV-1 and 2 % QF-1 columns, and the retention data (MU values) of 
carp urinary steroids ( I -XM) were compared with those of reference steroids 
identically treated with the above procedures (Table 1). The structures of the com-

pounds I -X were also confirmed by GC-Mass spectrometry. 
   The results showed the presence of androsterone, etiocholanolone, DHEA, 

androstenediol, pregnanediol, pregnanetriol, cholesterol, THE, THF, cortolone, ft-
cortolone, cortol and fl-cortol in the urine of carp.


