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研究成果の概要（和文）：染色体異常等による副腎の過形成/低形成に基づく原発性の副腎皮質ホルモン産生異常は難
治性のものが多く、早期の診断と治療が必要となる。本研究では、このような疾患の早期診断を目的として、コルチゾ
ールおよびその生合成前駆体/代謝関連化合物の微量定量を、少量の生体試料で行えるよう、プロトン親和性誘導体とL
C-ESI-MS/MS法を用いて構築した。本研究では、定量用の重水素標識内標準物質の調整、18－オキソコルチゾールの合
成をはじめ、各種プロトン親和性誘導体の有用性を精査し、ピコリン酸エステル誘導体が最も優れていることを見出し
、誘導体の副腎皮質ホルモン産生異常疾患の診断への応用を展開した。

研究成果の概要（英文）：It is essentially pre-requisite for the prompt diagnosis and the treatment of 
diseases caused by congenital adrenocortical hyper-/hypoplasia originated from the chromosomal 
abnormality, because those disease are usually intractable. In this research, our purpose was directed 
for the development of the microdetermination of cortisol and its related precursors/metabolites in small 
amount of biological samples based on the use of proton-affinitive derivatization and LC-ESI-MS/MS. In 
addition, we investigated the syntheses of deuterated internal standards, 18-oxocortisol as an authentic 
sample and the preparation method of various kinds of proton-affinitive derivatives, and their utilities 
in LC-ESI-MS/MS. Of these derivatives, we revealed that the picolinate ester was the most useful, and the 
application of the present derivative for the diagnosis of diseases of the abnormality of adrenocortical 
hormone production was carried out.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 染色体異常による副腎の過形成/低形
成に基づく原発性の副腎皮質ホルモン産生
異常は、生合成酵素欠損や自己免疫性等を伴
い重篤で難治性のものが多く、早期の確実な
診断と治療が必要となる。 
 
(2) コルチゾール、18-オキソコルチゾール
及びアルドステロンならびにこれらの先駆
体や代謝物を網羅的に定量することにより、
これら原発性の副腎皮質ホルモン産生異常
の病態を的確に鑑別し得ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、質量分析法（MS）を基盤とし、
副腎皮質ホルモンならびにそれらの代謝関
連物質をエレクトロスプレーイオン化(ESI)
法に高感度で応答する各種プロトン親和性
誘導体（ピコリン酸、3-メチルピコリン酸、
6-メチルピコリン酸あるいはフザリン酸エ
ステル）とすることによる副腎皮質ホルモン
の targeted steroidmics の開発と副腎皮質
ホルモン産生異常疾患の鑑別診断法の確立
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) コルチゾール及びアルドステロンなど
の副腎皮質ホルモン並びにこれらの代謝関
連物質のプロトン親和性誘導体（ピコリン酸
エステル、フザリン酸エステルなど:図 1）を
混合酸無水物法により調製し、高速液体クロ
マトグラフィー(HPLC)- ESI- MS/MS における
選択反応クロマトグラム並びに ESI-スペク
トルを測定した。 
 

     (A)              (B) 
 
図 1 コルチゾール-ピコリン酸エステル(A)
及びフザリン酸エステル(B) 

 
(2) 市販されていない 18-オキソコルチゾー
ル（図 2）及びその重水素標識内標準物質は、
コルチゾール及び重水素標識コルチゾール
を出発原料として化学合成した。 
 

 
図 2 18-オキソコルチゾール 
 
(3) ヒト血清試料に含まれるコルチゾール、
アルドステロンおよびこれらの生合成、代謝

関連物質を一斉定量するために、クリーンア
ップ法の検討ならびに最適なプロトン親和
性誘導体を、感度ならびに特異性に重点をお
き LC-ESI-MS/MS でスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
(1)極微量レベルにおけるコルチゾールおよ
びアルドステロン並びのこれらの関連物質
の誘導体化は、すでに我々の基礎研究で確立
された、混合酸無水物法で行った。すなわち、
ピコリン酸（メチルピコリン酸類およびフザ
リン酸）と 2-メチル-6-ニトロ安息香酸無水
物および 4-ジメチルアニリンの混合物をス
テロイドに加え、室温で 30 分から 1 時間放
置することにより目的とする誘導体とした。
アルドステロンや 18-オキソコルチゾールの
ように、分子内にヘミアセタール構造を有す
場合は、エステル化に先立ち、EtOH/塩化水
素溶液でヘミアセタールを保護した。過剰の
試薬は Oasis HLB による固相抽出法で除去で
きること見出した。 
 コルチゾールおよびアルドステロンを含
む 15 種類のステロイドのピコリン酸エステ
ル誘導体での選択反応(SRM)クロマトグラム
を図 3に示した。 

図 3 15 種のステロイドをピコリン酸エス 
テルとした時の SRM-クロマトグラム 

 
(2)18-オキソコルチゾールにつき、さらなる
高感度化を検討した結果、ピークの SN 比(図
4)を評価することにより、ピコリン酸エステ
ルよりフザリン酸エステルが優れているこ
とを見出し、この化合物の定量についてはエ
トキシ-フザリン酸エステルを適用した。 

 
図 4 18-オキソコルチゾールの誘導体と 
SRM-クロマトグラムから得られた SN 比 
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(3)コルチゾール、18-オキソコルチゾールお
よびアルドステロンならびにこれらの生合
成、代謝関連物質の targeted steroidomics
を検討した結果、プロトン親和性誘導体を用
いる LC-ESI-MS/MS 法が優れていることを見
出した。プロトン親和性誘導体とてピコリン
酸、3-メチルおよび 6-メチルピコリン酸、フ
ザリン酸などを検討したが、ピコリン酸が感
度並びに反応収率など鑑みると、最も汎用性
の高いことを見出した。また、3β-OH-⊿5の
部分構造を持つプレグネノロンや(2)に示し
た 18-オキソコルチゾールは、ピコリン酸よ
りフザリン酸が感度において優れているこ
とを明らかにすることができた。 
 
(4)本研究で開発された副腎皮質ホルモンの
targeted steroidomics 研究はすでに、アル
ドステロンと 18-オキソコルチゾールを指標
とした原発性アルドステロン症の鑑別診断
法の開発（東北大学医学部・腎・内分泌・高
血圧グループ）および臍帯血中ヒトグルココ
ルチコイドレセプターの発現とステロイド
抵抗性の発現に関する研究（福島医科大学小
児科グループ）に応用されている。 
 
(5)今回の研究成果で得られたプロトン親和
性誘導体の利用価値について検討した結果、
これらの誘導体は副腎皮質ホルモンと病態
を考える targeted steroidomics 研究のみな
らず、アンドロゲン、エストロゲン、コレス
テロールや胆汁酸の生合成・代謝異常と先天
性疾患の解明、生体内の脂質代謝やアミノ酸
代謝異常の指標となる有機酸類の一斉分析
にも利用価値の高い手法であることを見出
し、今後の展開が期待される。 
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