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(54)【発明の名称】 エチニルエストラジオールの酵素免疫測定法

(57)【要約】
【課題】エチニルエストラジオールを簡単に特異的に検
出でき、環境サンプル中の本物質の測定が簡便かつ高感
度に実施できる方法を提供する。
【解決手段】試料中のエチニルエストラジオールと、酵
素標識エチニルエストラジオールを、固相に間接的に固
定化された又は固相に間接的に固定化されうる抗エチニ
ルエストラジオール抗体上で競合させ、該抗体に結合し
た又はしなかった酵素標識エチニルエストラジオールを
検出する。



(2) 特開２００１－２６４３２８

10

20

30

40

50

1
【特許請求の範囲】
【請求項１】試料中のエチニルエストラジオールと、酵
素標識エチニルエストラジオールを、固相に間接的に固
定化された又は固相に間接的に固定化されうる抗エチニ
ルエストラジオール抗体上で競合させ、該抗体に結合し
た又はしなかった酵素標識エチニルエストラジオールを
検出することを特徴とするエチニルエストラジオールの
測定法。
【請求項２】請求項１に記載の方法おいて、抗エチニル
エストラジオール抗体の固相への間接的固定化が、
（１）抗エチニルエストラジオール抗体に結合しうる異
種動物抗体を介して行われる、（２）抗エチニルエスト
ラジオール抗体が低分子物質により修飾されており、そ
の低分子物質に結合する抗体を介して行われる、（３）
ストレプトアビジン及びビオチンを介して行われる、又
は、（４）免疫グロブリンに対して特異的に結合する物
質を介して行われれることを特徴とする方法。
【請求項３】請求項１又は２に記載の方法において、標
識酵素がアルカリ性ホスファターゼであることを特徴と
する方法。
【請求項４】請求項１～３いずれかに記載の方法におい
て、試料が生体外に存在する水、土、または大気に由来
するものであることを特徴とする方法。
【請求項５】酵素標識エチニルエストラジオール、及び
固相に間接的に固定化された又は固相に間接的に固定化
されうる抗エチニルエストラジオール抗体からなること
を特徴とする、エチニルエストラジオールの競合法測定
キット。
【請求項６】請求項５に記載のキットにおいて、標識酵
素がアルカリ性ホスファターゼであることを特徴とする
キット。
【請求項７】請求項５または６に記載のキットにおい
て、測定対象が生体外に存在する水、土、または大気に
由来するものであることを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、試料中に含まれる
エチニルエストラジオール（Ｅｔｈｙｎｙｌ－１，３，
５［１０］－ｅｓｔｒａｔｒｉｅｎｅ－３，１７－ｄｉ
ｏｌ）の酵素免疫測定法に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】１７α－エチニルエストラジオール（１
７α－Ｅｔｈｙｎｙｌ－１，３，５［１０］－ｅｓｔｒ
ａｔｒｉｅｎｅ－３，１７β－ｄｉｏｌ）は合成卵胞ホ
ルモンの一種であり、従来合成黄体ホルモンとともに避
妊薬（ピル）として用いられており、低用量ピルの場合
１錠に約３０～４０μｇ含まれている。合成型ピルは長
期持続性注射薬やホルモンの皮下移植による避妊法と異
なり、ほぼ２４時間以内で血中レベルのホルモン量が消
失するため、排卵日におけるＬＨ、ＦＳＨのピークを消
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失させ排卵を阻止する働きより避妊作用があると考えら
れている（ホルモンと臨床４６巻Ｎｏ．５（１９９８
年）５７－６３ページ、ピルによる避妊の基礎と実際、
廣井正彦）。低用量ピルが最近正式に認可されたことか
ら、本剤の使用量は飛躍的に上昇することが考えられ、
それとともに、本剤の廃棄量も増加すると考えられる。
すでに、イギリスの河川水では、天然エストロゲンとと
もに１７α－エチニルエストラジオールが発見されたと
の報告がある（ぶんせき１９９９年２月号、９４－９８
ページ、環境ホルモン問題と分析化学、井口泰泉）。
【０００３】経口投与された１７α－エチニルエストラ
ジオールは、肝臓で抱合化されて尿中に排泄されるとさ
れているが、１７α－エチニルエストラジオールの生物
活性は、バイオアッセイ（エストロゲン依存性増殖を示
す乳腺腫瘍細胞（ＭＣＦ－７）をエストロゲンフリー培
養液中で培養し、エストロゲン様作用を持つ化学物質曝
露による増殖活性をみる評価方法）の結果からはエスト
ラジオールと同等であるため、本物質の環境中への放出
・残存は生態系特に生殖機能とりわけ胎児発育に重篤な
影響を与える危険性がある。従って、環境水、土壌など
に本物質が残存していないことを定期的にモニターする
ことが望ましく、さらに本物質が検出された場合には、
速やかに除去措置を講じることが必要である。
【０００４】従来本物質の測定としては、ＧＣ／ＭＳ、
先述のバイオアッセイ及びＲＩＡがある。ＧＣ／ＭＳは
質量数により物質の特定は容易で、また内部標準添加に
より定量性もあるが、他に多数のステロイドが含まれて
いる試料においてはクリーンアップ操作が必須であり、
測定サンプル調製までに要する時間及び労力が大きい。
特に河川水、土壌、大気などの環境から得られたサンプ
ルのように、汚染状況を把握するため多地点からサンプ
リングを行いサンプル数が多い場合は、測定までに要す
る作業量は膨大であり、時間を要するため、結果を取得
できた時点では本物質による汚染の拡大が起きている危
険性がある。バイオアッセイについては、細胞上のエス
トロゲンレセプターを用いた測定のためエストロゲン作
用を直接に把握することはできるが、１７α－エチニル
エストラジオールに特異的ではなく、生物活性を有する
他物質の影響を除去することはできない。また、細胞増
殖で評価するため、評価に１週間程度の時間が必要であ
り、さらに細胞の状態を一定に保つために技術と労力が
必要であり、特定の技術者でなければ測定が不可能であ
る。また、生物反応を指標とするため、再現性に乏しい
という欠点がある。
【０００５】免疫測定は、交叉反応性が低く特異性の高
い抗体を選択すれば、特別なクリーンアップを必要とせ
ず、また類似構造を有するステロイドの影響を受けずに
測定が可能であるとともに、サンプルの処理能力が高
い。また、短時間で高感度に再現性よく１７α－エチニ
ルエストラジオールのみを測定することが可能であるこ
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とから、本物質の定量において有効な方法である。とこ
ろが、通常実施されるラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）
は放射性同位元素を使用するため、特別な場所と設備を
必要とする上、放射性廃棄物が生じ、廃棄物の保管及び
処理を厳重に行う必要があることから、多点測定とフィ
ールドワークの必要な環境サンプルの測定には適さな
い。酵素免疫測定法はその点特別な設備を必要とせず、
比較的短時間で高感度に測定対象を検出できるため、環
境サンプルのように一度に多数のサンプルを測定する場
合に適している。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】１７α－エチニルエス
トラジオールはエストラジオールと同等の強い女性ホル
モン活性を有しており、その環境中への放出は生態系に
影響を与え、生殖機能の変化、特に胎児においてはオス
の雌化を惹起する原因となる。さらに、動物脂肪中で蓄
積し、これを摂取した食物連鎖上位の個体体内でさらに
濃縮されていくため、毒性が増強される。従って河川、
土壌など環境中の１７α－エチニルエストラジオールの
測定を行って本物質の環境中濃度の上昇を監視し、１７
α－エチニルエストラジオール濃度上昇を未然に防ぐと
ともに、万が一異常高値が認められた場合、適切な除去
措置を講じる必要がある。そのためには、定常的に決め
られた地点のモニタリングを行うことが有効であり、高
感度で処理能力の高い簡便な定量法の構築が望まれる。
【０００７】本発明の目的は、エチニルエストラジオー
ルを簡単に特異的に検出でき、環境サンプル中の本物質
の測定が簡便かつ高感度に実施できる方法を提供するこ
とである。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明者らは上記課題に
関して鋭意検討した結果、本発明に到達した。すなわ
ち、本発明は、試料中のエチニルエストラジオールと、
酵素標識エチニルエストラジオールを、固相に間接的に
固定化された又は固相に間接的に固定化されうる抗エチ
ニルエストラジオール抗体上で競合させ、該抗体に結合
した又はしなかった酵素標識エチニルエストラジオール
を検出することを特徴とする、エチニルエストラジオー
ルの測定法である。
【０００９】また本発明は、酵素標識エチニルエストラ
ジオール、及び固相に間接的に固定化された又は固相に
間接的に固定化されうる抗エチニルエストラジオール抗
体からなることを特徴とする、エチニルエストラジオー
ルの競合法測定キットである。以下本発明をさらに詳細
に説明する。
【００１０】本発明による測定法は、１７α－エチニル
エストラジオール、１７－βエチニルエストラジオール
のどちらの測定にも用いることができ、それぞれに特異
的に結合する抗体、及び酵素標識体を用いればよい。一
般的には、１７α－エチニルエストラジオールを測定す
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ることが多いので、その際には、１７α－エチニルエス
トラジオールに特異的に結合する抗体、及び酵素標識１
７α－エチニルエストラジオールを用いればよい。
【００１１】本発明で使用される酵素標識は、通常免疫
反応において用いられる酵素であれば限定はなく、例え
ば西洋ワサビペルオキシダーゼやアルカリ性ホスファタ
ーゼ標識をあげることができる。
【００１２】酵素標識エチニルエストラジオールの作製
方法は特に限定されないが、エチニルエストラジオール
と酵素との結合については、活性化エステル法にて結合
させることが好ましい。この際エチニルエストラジオー
ルと標識酵素との間のスペーサはあってもなくてもよ
い。
【００１３】本発明で使用される抗体は、エチニルエス
トラジオールに対して特異的に反応するものであれば特
に限定はなく、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗
体のいずれでもよい。また遺伝子工学的に作製されたも
のや、抗体フラグメントであってもよい。さらに抗体の
製法に関しても特に限定はなく、エチニルエストラジオ
ールをそのまま免疫してもかまわないが、エチニルエス
トラジオールの特異的な構造（抗原決定基）とタンパク
質結合部位としてのカルボキシル基を有するエチニルエ
ストラジオール誘導体（ハプテン）を作製し、これをウ
シ血清アルブミンなどのタンパク質と結合した免疫原を
用いて製造してもよい。
【００１４】本発明に用いられる抗エチニルエストラジ
オール抗体は、固相に間接的に固定化された又は固相に
間接的に固定化されうるものである。抗エチニルエスト
ラジオール抗体の固相への間接的固定化は、例えば
（１）抗エチニルエストラジオール抗体に結合しうる異
種動物抗体を介して行われる、（２）抗エチニルエスト
ラジオール抗体が低分子物質により修飾されており、そ
の低分子物質に結合する抗体を介して行われる、（３）
ストレプトアビジン及びビオチンを介して行われる、又
は、（４）免疫グロブリンに対して特異的に結合する物
質を介して行われれる等が例示される。
【００１５】（２）の低分子物質としては、例えばフル
オレッセイン、ルミノールなどが例示される。また
（３）のストレプトアビジン及びビオチンは、どちらが
抗体側に結合してもよい。さらに（４）の免疫グロブリ
ンに対して特異的に結合する物質としては、プロテイン
Ａなどが例示される。
【００１６】抗体が固相に間接的に固定化される時期に
は特に限定はない。抗体は競合反応前にあらかじめ固相
に間接的に固定化されていてもよいが、競合反応中また
は競合反応後に固定化されることが好ましい。
【００１７】酵素標識エチニルエストラジオールを検出
するには、酵素基質を添加し、その反応の程度から求め
ればよい。
【００１８】本発明に用いられる試料としては特に限定
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されるものではないが、とりわけ非血清試料、例えば生
体外に存在する水、土壌、大気などの環境から得られた
試料であっても、好ましく測定できる。この場合、試料
は測定前に適宜濃縮することが好ましい。
【００１９】また本発明は、上述の測定法を行うための
キットに関するものであり、酵素標識エチニルエストラ
ジオール、及び固相に間接的に固定化された又は固相に
間接的に固定化されうる抗エチニルエストラジオール抗
体からなる。このキットには、その他に抗体を固定化す
るための固相などが含まれていてもよい。
【００２０】
【発明の効果】本発明によれば、簡便で特異性が高く、
また再現性と感度の良好なエチニルエストラジオール測
定法を提供することができる。環境中には非常に多種類
のステロイドが存在している。１つ１つのステロイドの
含有量はごく微量であり、測定のためにはその方法の検
出限界に見合った濃縮が必要であるが、測定方法の感度
が本発明のように高ければ、試料の濃縮前の容量を減ら
すことができ、測定前濃縮作業量の減少が期待できる。
また、濃縮することで測定対象であるエチニルエストラ
ジオールの濃度を高めることができるが、同時に他の共
存ステロイドの濃度もまた高まるため、本発明の方法の
ようにエチニルエストラジオール特異性の高い方法は共
存物質の影響を受けず真の測定値を得ることができる。
【００２１】また含有量が微量であることから、本発明
のように再現性よい測定方法であれば、測定値の信頼性
が高まり測定回数を減らすことができる。本発明の方法
は簡便であり、特殊な技能を必要としないため、現場に
おいて短時間に測定値を得て、速やかな除去処理に結び
つけることが可能である。特に１７α－エチニルエスト
ラジオールの使用目的から考えると、１７α－エチニル
エストラジオールの環境中への放出の起源としては、医
療施設や動物飼育施設などが考えられ、特異的に１７α
－エチニルエストラジオールを検出した場合、サンプル
採取日時や採取場所の情報から汚染源をつきとめること
ができ、対応処置が速やかに実施され汚染の拡大防止に
寄与できるものである。
【００２２】
【実施例】以下実施例により本発明を記述する。しか
し、本発明はこれら実施例のみに限定されるものではな
い。
【００２３】実施例１  アルカリ性ホスファターゼ標識
１７α－エチニルエストラジオールの合成
（ａ）エチニルエストラジオール（Ｅｔｈｙｎｙｌ－Ｅ
２とする）活性エステルの合成
（１）Ｅｔｈｙｎｙｌ－Ｅ２－６ＣＭＯ［１，３，５
（１０）－Ｅｓｔｒａｔｒｉｅｎ－１７α－ｅｔｈｙｎ
ｙｌ－３，１７β－ｄｉｏｌ－６－（Ｏ－ｃａｒｂｏｘ
ｙｍｅｔｈｙｌ）ｏｘｉｍｅ］からＥｔｈｙｎｙｌ－Ｅ
２－６ＣＭＯ－ＮＨＳ［１，３，５（１０）－Ｅｓｔｒ
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ａｔｒｉｅｎ－１７α－ｅｔｈｙｎｙｌ－３，１７β－
ｄｉｏｌ－６－（Ｏ－ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ｏ
ｘｉｍｅ－Ｎ－ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄ
ｅ］の合成。
【００２４】Ｅｔｈｙｎｙｌ－Ｅ２－６ＣＭＯ  ２０．
７５ｍｇ（５４．１２ｍｍｏｌ）にＮ，Ｎ－ジメチルホ
ルムアミド（和光純薬社製）０．４１５ｍＬを加え攪拌
して完全に溶解した。さらに、これを氷浴につけ５分間
以上放置した。氷冷下において、これにＮ－ハイドロキ
シサクシミド１０．０５ｍｇ（８７．３２ｍｍｏｌ）を
加え攪拌して完全に溶解した。さらに氷冷下において、
これに１－Ｅｔｈｙｌ－３－（３－ｄｉｍｅｔｈｙｌａ
ｍｉｎｏ－ｐｒｏｐｙｌ）－ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ
  ＨＣｌ  １７．３５ｍｇ（９０．５１ｍｍｏｌ）を加
え攪拌して完全に溶解した。氷冷下において６時間反応
熟成後、さらに冷蔵庫に移し一晩放置し反応を完結させ
た。反応チェックはＨＰＬＣにて行った。原料消失確認
後、反応液を分液ロートに移し酢酸エチルと水にて抽出
を行った。さらに有機層を水にて２回洗浄後、減圧下に
おいて濃縮した。得られた透明オイル状物質に少量の水
を加え固体とした。この固体を減圧下において乾燥する
ことにより、Ｅｔｈｙｎｙｌ－Ｅ２－６ＣＭＯ－ＮＨＳ
白色の粉末を得た。この時の収量は１８．３５ｍｇ、収
率は７０．６％であった。
【００２５】（ｂ）アルカリ性ホスファターゼ標識１７
αエチニルエストラジオール（Ｅｔｈｙｎｙｌ－Ｅ２－
６ＣＭＯ－ＡＬＰ）の作製
ウシ小腸由来アルカリ性ホスファターゼ（ＡＬＰ）１０
ｍｇ（０．７３ｍＬ）（バイオザイム社製）を透析チュ
ーブに入れ、５０ｍＭほう酸緩衝液（ｐＨ９．０）に対
して２～８℃で透析を行った。１回に５Ｌの緩衝液を用
い、４時間以上、３回透析を行った。透析終了後、０．
４５μｍフィルターを装着したシリンジにＡＬＰ溶液を
とり、ろ過を行った。この時の体積は２．２６ｍＬ、濃
度は４．４３ｍｇ／ｍＬであった。
【００２６】この溶液を反応容器に移し４±１℃に制御
された恒温槽１５分に浸漬した。これにＥｔｈｙｎｙｌ
－Ｅ２－６ＣＭＯ－ＮＨＳのＮ，Ｎ－ジメチルホルムア
ミド溶液（濃度：１２．９ｍｇ／ｍＬ）を０．０２２６
ｍＬ投入した。磁気攪拌子を用いて滴下終了後３０±１
分静かに攪拌した後攪拌を止め、２４時間恒温槽に放置
した。
【００２７】反応終了後、反応溶液を透析チューブに移
し、５ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）に対して２～８
℃で透析を行った。１回に１０Ｌのリン酸緩衝液を用
い、５時間以上、２回透析を行った。
【００２８】透析終了後、ＤＥＡＥ－セルロースカラム
にて精製を行った。２０ｍＭ  ＮａＣｌを含む５ｍＭリ
ン酸緩衝液にて未反応のＡＬＰを溶出した後、１００ｍ
ＭＮａＣｌを含む５ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）を
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カラムに流してアルカリ性ホスファターゼ標識１７αエ
チニルエストラジオールを溶出させた。アルカリ性ホス
ファターゼ標識１７αエチニルエストラジオールが溶出
した区分を回収し、これを透析チューブに入れ、５ｍＭ
  ＭｇＣｌ

2
、０．１ｍＭ  ＺｎＣｌ

2
、０．１％  Ｎａ

Ｎ
3
を含む２５ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．５）に対して

２～８℃で透析を行った。１回に５Ｌの緩衝液を用い、
４時間以上、３回透析を行った。
【００２９】透析終了後、０．２２μｍフィルターを装
着したシリンジに上で作製したアルカリ性ホスファター
ゼ標識１７α－エチニルエストラジオールをとり、ろ過
を行った。この結果、１．８ｍＬのアルカリ性ホスファ
ターゼ標識１７αエチニルエストラジオールが得られ、
その濃度は１８４８ｍＡ（ただし、１Ａは吸光度２７８
ｎｍで１．０）であった。
【００３０】実施例２
１７α－エチニルエストラジオールのワンステップ酵素
免疫測定法の構築ポリスチレンビーズ８００００個にヤ
ギ抗ウサギＩｇＧ（ケミコン社製）を１６ｍｇ、０．１
Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）を１６０ｍＬ加え
て、ゆるやかに回転しながら３０℃で１６時間放置し、
抗体固定化を行った。１６時間後、抗体液を除去し、
０．１Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）にてビーズを
洗浄後、０．５％ウシ血清アルブミンを含む０．１Ｍト
リス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）を２００ｍＬ加えて５３
℃３時間ブロッキング処理を実施した。終了後、ブロッ
キング液を除去し、０．１Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ
８．０）で洗浄して、０．５％ウシ血清アルブミン含有
０．１Ｍトリス塩酸緩衝液（ｐＨ８．０）に懸濁し、使
用時まで４℃にて保存した。
【００３１】カップ内に上記で作製したビーズを１２個
入れ、さらに実施例１で作製したアルカリ性ホスファタ
ーゼ標識１７α－エチニルエストラジオールを０．２ｍ
Ａ含むコンジュゲート希釈液を５０μＬ加え凍結した。
ここでいうコンジュゲート希釈液とは、５０ｍＭトリス
塩酸緩衝液（ｐＨ７．５）、２．５％ゲリゼート（ベク
トンディッキンソン社製）、２％シュクロース（和光純
薬製）、５ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜
鉛、０．１％アジ化ナトリウムからなる溶液である。凍

8
結コンジュゲート含有液５０μＬの上に、ウサギ抗１７
α－エチニルエストラジオール抗血清をコンジュゲート
希釈液で１２０００倍に希釈した液を５０μＬ加えて凍
結した。その後凍結乾燥を行い、凍結乾燥物を作製して
測定開始まで４℃にて保存した。
【００３２】測定時は、凍結乾燥物に水７５μｌ、５０
ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）７５μｌを加えて溶解
し、あわせて抗体への競合的免疫反応を開始した。測定
装置は市販の全自動免疫診断装置（ＡＩＡ－２１、東ソ
ー（株）製）を用い、４０分インキュベーション後、Ｂ
／Ｆ分離を行い、ビーズに結合したアルカリ性ホスファ
ターゼ量を、４－メチルウンベリフェリルりん酸を基質
として測定した。既知濃度の１７α－エチニルエストラ
ジオールを用いて作製した標準曲線により、試料中の１
７α－エチニルエストラジオール量を求めることができ
る。
【００３３】本方法により作製した標準曲線を図１に示
す。図中、縦軸はＢ／Ｂ０を示す。ただし、Ｂ：各標準
液濃度における４－メチルウンベリフェロンリン酸分解
活性（エストラジオールを含まない標準液は除く）、Ｂ
０：エストラジオールを含まない標準液における４－メ
チルウンベリフェロンリン酸分解活性である。また横軸
は、１７α－エチニルエストラジオール濃度（ｌｏｇ）
である。またその際得られた測定値を表１に示す。測定
値は、結合したアルカリ性ホスファターゼの基質分解活
性で示す（単位：ｎＭ／ｓ）。２ＳＤ法により求めた最
小検出限界は５．３ｐｇ／ｍＬとなり、高感度に１７α
－エチニルエストラジオールを測定できることが明らか
となった。
【００３４】また、本測定系に及ぼす各種ステロイドの
影響を検討するために、エストロン、エストラジオー
ル、エストリオール、及び植物由来ステロイドであるジ
ェニスティンを測定したところ、表２に示すように、エ
ストラジオール及びエストリオールについて交叉反応性
がそれぞれ０．１１％、０．１８％とわずかに検出され
たものの、非常に特異的に１７α－エチニルエストラジ
オールを検出していることが明らかとなった。
【００３５】
【表１】



(6) 特開２００１－２６４３２８
9

【００３６】
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【表２】

【図面の簡単な説明】 【図１】実施例２で作製した標準曲線を示す図である
。

【図１】
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