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研究成果の概要（和文）： カテコールエストロゲンが酵素的あるいは非酵素的に酸化されて生

成するオルトキノンを、フェナジン誘導体とすることにより、LC-MS により選択的に高感度

で定量できることを見出した。この手法を活用して、カテコールエストロゲンからオルトキノ

ン生成を触媒するタンパクや金属イオンを作用を確認することができた。さらに、乳がんのイ

ニシエーションに重要と考えられる、オルトキノンの生体内タンパクとの付加体分析のモデル

実験として、オルトキノンのグルタチオンや L-システインとの付加体の定量法を確立した。 

 

研究成果の概要（英文）： Selective and sensitive analytical method for estrogen-o-quinones 

derived from catechol estrogen with enzymatic or non-enzymatic manner was developed 

based on the use of phenazine derivatization and LC-MS. The present method enabled to 

determine the catalytic activity of protein and some metal ions on the process of oxidation 

of catechol estrogens to the corresponding o-quinones. Furthermore, analytical method for 

the glutathione and L-cysteine conjugates of these o-quinones was established as one of the 

model for determining protein adducts of o-quinones. 
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１．研究開始当初の背景  

エストロゲン代謝物のうち、カテコールエ
ストロゲンは、オルトキノンやセミキノンに
酸化されやすく、特にオルトキノン体は生体
内の求核分子種と反応して共有結合付加体
が生成し、この共有結合体と乳がんなどの発
がんとの関連が指摘されている。カテコール
エストロゲンから生じるオルトキノンは化

学的安定性に乏しいため、直接定量すること
は困難であり、エストロゲンオルトキノン体
の生体内における挙動は明らかにされてい
ない。また、化学的に不安定なエストロゲン
オルトキノンを安定化する方法としてオル
トフェニレンジアミンによるフェナジン誘
導体化が知られているが、極微量のレベルに
おける誘導体化は殆んど検討されていない。 
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２．研究の目的 

エストラジオール(E2)は重要な女性ホルモ
ンであると同時に、乳がんなどホルモン依存
性の疾患において、E2 自身の受容体レベル
のイニシエーション作用を有する。また、代
謝物であるカテコールエストロゲンの酸化
物であるオルトキノン体が生体内のチオー
ル基を有する成分と反応し、共有結合による
付加体形成により、発がんを誘発するとされ
る。オルトキノンのような活性分子種の体内
動態を把握することは重要と考えられるた
め、本研究では、オルトキノン体の正確な定
量法確立、生体内で起こりうる酵素的・非酵
素的オルトキノンの生成を定量的に捕らえ
ることに加え、オルトキノン生成とこれらに
よる乳がん発がんのイニシエーション機構
解明することを目的とする。（図 1） 

 

図 1 

 

３．研究の方法 

カテコールエストロゲンとそれらの酸化活
性体であるオルトキノン類の定量を LC-ESI- 
MS/MS で行うため、各々の分子構造に対して
特異性の高い誘導体化法を検討した。LC- 
ESI-MS/MS に高感度で応答させるため、カテ
コールエストロゲン類は水酸基をプロトン
親和性のあるピリジンカルボン酸エステル
とし、オルトキノンはオルトフェニレンジア
ミンによるフェナジン誘導体とした。これら
の誘導体化による各分子の分離条件や選択
性を確認した後、カテコールエストロゲンの
オルトキノンへの酸化過程を触媒する、酵素、
タンパク、金属イオンなど影響を精査し、生
体内におけるオルトキノンの安定性を調べ
た。また、オルトキノンの SH 基を有する化
合物との反応性についても検討した。 
 
４．研究成果 
 (1)エストロゲンオルトキノンのフェナジ
ン誘導体の標準品並びに内標準物質の調製
を行った。すなわち、2-hydroxyestrone (2- 
OHE1)、4-hydroxyestrone(4-OHE1)、2-hyd- 
roxyestradiol (2-OHE2) 及 び 4-hydroxy- 
estradiol(4-OHE2)を用い、酸化剤として
MnO2、NaIO4 を用いてオルトキノンとし、次
いで DMF中オルトフェニレンジアミンと反応
させ、目的とするフェナジン誘導体とした。

（図 2）一方、[16,16,-17-2H3]-estradiol 
17-monoacetate を iodoxybenzoic acid- 
polystyrene beads(IBX-resin)と反応させ、
生成する 2,3-quinone及び 3,4-quinone をフ
ェナジン誘導体としたのち、加水分解して内
標準物質を得た。（図 3）この内標準物質を用
いて、微量レベルでのオルトキノンのフェナ
ジン誘導体化を検討し、分析法の妥当性を検
証した。その結果、カテコールエストロゲン
存在化でも、オルトキノンが選択的にフェナ
ジン誘導体化を行うことに成功し、誘導体生
成における再現性も優れていた。オルトキノ
ン の フ ェ ナ ジ ン 誘 導 体 は LC-ESI- 
MS/MS(positive mode)において、高感度で検
出でき、定量限界はいずれのオルトキノンに
ついても同じで概ね 5 ng/mL であった。 
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図 3 

 
(2) 前年度の研究成果をもとに、HPLC-ESI- 
MS/MS 法を基盤とし、この手法を用いて生体
内においてカテコールエストロゲンからエ
ストロゲンオルトキノンへの酸化が、どのよ
うな分子によって触媒されるか検討を行っ
た。その結果、チロシナーゼ、ペルオキシダ
ーゼ、へモグロビンあるいはミオグロビンの
ような金属をコアに持つタンパク存在によ
り、カテコールエストロゲンからエストロゲ
ンオルトキノンへの変換が触媒されること
がわかった。特にチロシナーゼとぺルオキシ
ダーゼでは、酸化の活性において水酸基の位
置特異性が認められた。（図 4）また、カタラ
ーゼではその変換は認められず、触媒作用の
異なることが示唆された。さらに、これらの
タンパクのコアとなっている金属イオンの
影響については、上記タンパクを用いた実験
に対応する同等レベルの濃度では、カテコー
ルエストロゲンからエストロゲンオルトキ
ノン生成は認められなかった。また、高濃度 
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の Cu2+（0.1 mg/mL）の存在のみ、エストロゲ
ンオルトキノンへの変換を促進し、 Fe3+

（0.1mg/mL）では促進されなかった。これら
の金属イオンの酸化メカニズムの差異につ
いても、今後検討を行う。さらに、カテコー
ルエストロゲンからエストロゲンオルトキ
ノンへの変換は、これらのタンパクや金属イ
オンの非存在化においても起こり得ること
が判明しており、これらの金属イオンあるい
は金属イオンをコアに持つタンパクや酵素
の作用を特異的に検出、定量化するためには、
非特異的酸化反応を最小限に抑える工夫が
必須であることも判明した。 
 
(3) オルトキノンとタンパクなどの生体高分
子との反応のモデル実験として、オルトキノ
ンのグルタチオン（GSH）、L-システイン（Cys）
あるはN-アセチル-L-システイ（N-Ac-L-Cys）
などのSH化合物の付加体の調製法を検討し、
これら付加体のHPLCあるいはHPLC-MS法によ
る定量法について検討した。オルトキノンを
50%酢酸中、GSHと室温で反応させると、2,3-
キノン体からは1-GSH付加体および4-GSH付加
体の2本のピークが、また3,4-キノン体からは
2-GSH付加体が単一ピークとして得られ、これ
らのピークはODS系カラムを用いることによ
り完全に分離できた。L-Cys及びN-Ac-L-Cys
についても、GSHの場合と同様な付加体を得る
ことができ、それぞれの構造はHPLC-エレクト
ロスプレーイオン化（ESI）-MSを用いて確認
した。さらにこれらの付加体のHPLC-ESI-MS
による定量分析を行うため、[13C4]-エストロ
ンあるいは[13C4]-エストラジオールを直接、
IBX-resinで酸化し2,3-キノンおよび3,4-キ
ノンとした後、対応するSH化合物の付加体に
導き内標準物質を得た。調製した内標準物質
を用いた各付加体の検量線はいずれもr = 
0.98 以上で良好な直性が得られ、エストロゲ
ンキノンとGSH、L-Cys及びN-Ac-L-Cys付加体
の定量法を確立することができた。 
 4種のオルトキノンのGSH-付加体のプロフ
ィールを一例として図5に示した。 
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