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研究成果の概要：ヒトはストレスによってコルチゾールをはじめとするストレスホルモンを過

剰分泌するため、これらを適度に抑制することは生体機能維持に重要と考える。本研究では、

ステロイドホルモン合成の律速段階となるプレグネノロンおよび 17-ヒドロキシプレグネノロ

ンの簡便で再現性のよいセミミクロ HPLC 定量法を開発した。この定量法をウシ副腎皮質培養細

胞系を用いて、抗ストレス薬（薬用人蔘サポニン代謝物）の評価法として応用した。 
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１．研究開始当初の背景 
 長期間の過剰なストレスは、副腎皮質から

のコルチゾール等の過分泌を引き起こし 

(Fig. 1)、消化器症状、高血圧、糖新生の亢進、

免疫機能の低下などが引き起こされる。この

過剰のコルチゾール産生に対して適度な抑制

を行い、ステロイドホルモンの濃度を調節し、

生体機能を維持することは重要である。コル

チゾールの分泌機構は、コレステロールより

側鎖切断酵素チトクローム P450scc を介して

プレグネノロンが産生され、これが律速段階

となってコルチゾールなどのホルモンが分泌

される。プレグネノロンは、P450scc による

初の生成物であり、ステロイドホルモンの生
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Fig. 1 Stress and secretion of adrenal hormones.  
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成過程の律速段階となることから(Fig. 2)、ス

テロイドホルモンの中でも特に重要な化合物

であり、定量の必要性がある。しかしながら、

プレグネノロンを分離、定量するには、紫外

部に特徴的な吸収を持たないため、UV 検出

HPLC での測定が困難で、GC-MS などを用い

て測定を行うのが一般的であるが、生体試料、

細胞培養液からの抽出においては、濃縮乾固

などの操作で時間を要し、煩雑である。その

ため、汎用されている HPLC を用いて、簡便

で再現性のよい定量法の開発が必要であると

考えた。 
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Fig. 2 Synthetic pathway of adrenal steroid 
hormones. 
 

２．研究の目的 
 プレグネノロンおよび 17-ヒドロキシプレ

グネノロンについて、コレステロールオキシ

ダーゼを用いてオンラインで酵素変換を行い、

プレグネノロンは UV 吸収のあるプロゲステ

ロンに、17-ヒドロキシプレグネノロンは 17-
ヒドロキシプロゲステロンに変換し、カラム

で分離後、240 nm で検出するシステムを構築

する。さらに、この開発した定量システムを

応用して、薬用人蔘サポニン代謝物における

ステロイドホルモン分泌の抑制効果について

検討を行い、抗ストレス薬としての評価を行

う。 
 
３．研究の方法 
（1） 固定化コレステロールオキシダーゼリ

アクター/セミミクロ HPLC システムの構築 
① 固定化コレステロールオキシダーゼリ

アクターの作成 
これまでに当研究室で行っている方法

（Yamato S et al, Anal.Chimi.Acta, 406,191-199, 
2000）を用いて、以下のように IMER を作成

した。Aminopropyl-CPG を 0.5ｇ量り取り、

2.5％ glutaraldehyde/0.1 M phosphate buffer(pH 
7.0)10 ml を加え、減圧下で 1 時間攪拌した。

ガラスフィルターでろ過し、精製水で洗浄後、

0.1 M phosphate buffer(pH 6.0)に溶解したコレ

ステロールオキシダーゼ(1.0 mg/ml)を 10 ml
加え、氷冷下で 2 時間攪拌し、その後室温で

2 時間攪拌した。ガラスフィルターでろ過し、

0.1 M phosphate buffer(pH 7.0)で洗浄後、さら

に精製水で洗浄した。1％ sodium 
tetrahydroborate/0.1 M phosphate buffer(pH 
6.0)10 ml を加え室温で 1 時間攪拌後、ガラス

フィルターでろ過し、精製水で洗浄した。ゲ

ルを 0.1 M phosphate buffer(pH 7.0)に懸濁し、

ステンレス-スチールカラム(10×4 mm I.D.)内
に充填して Immobilized enzyme reactor (IMER)
を得た(Fig. 3) 
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Fig. 3 Preparation of immobilized enzyme reactor. 

 
② セミミクロ HPLC システムの構築 
トラップカラムに Shiseido Guard Cartridge 

Capcell MF Ph-1（2.0 mmφ×10 mm）、分析カラ

ムに Shiseido Capcell PAK C1（150 mm×2.0 mm 
I.D、Type UG 120）を用いた。送液ポンプ A、

B は共に Shimadzu LC-10ADvp を用い、ポン

プ A からは 0.05 M phosphate buffer(pH 7.0)を
流速 0.3 ml/min で送液し、固定化酵素リアク

ターを平衡化させた。ポンプ B は IMER の洗

浄用として水を用いた。ポンプ A より送液さ

れる buffer で平衡化された固定化酵素リアク

ター中へサンプルインジェクターより試料を

注入し、酵素変換を行わせた後、生成物をト

ラップカラムで捕集した。システムバルブ 2
を切り替え、ポンプ C より送液される移動相

により生成物をバックエリュートして分析カ

ラムへ送り込んだ。ポンプ C は Shimadzu 
LC-10Ai を用い、移動相にアセトニトリル/水
＝50：50、流速 0.15 ml/min で分離カラムから



目的物質を溶出させた。カラム温度は 40℃、

検出器は Shimadzu SPD-M10Avp 型紫外可視

吸光光度計を用いて測定波長 240 nm でモニ

ターした(Fig. 4)。また、試料注入量は 5 μl と
した。 
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Fig. 4 Schematic diagram of immobilized 
cholesterol oxidation enzyme reactor/ semi-micro 
HPLC. 
 
（2）標品を用いた試料調整法 
 プレグネノロンおよび 17-ヒドロキシプレ

グネノロンそれぞれを 2-propanol に溶かした

ものを原液として用いた(1 mg/ml)。このプレ

グネノロン溶液及び 17-ヒドロキシプレグネ

ノロン溶液の一定量を量り取り、20％ 胆汁酸

塩(終濃度 1％)、80％アセトニトリルを添加し

て試料溶液とした。 
（3）細胞培養液の前処理法 
ウシ副腎皮質培養細胞から得られた反応液

(1.8 mL)は、C8 カートリッジ(BOND 
ELUT-C8,50 mg, 1 ml, VARIAN)を用いて、

プレグネノロンおよび 17-ヒドロキシプレグ

ネノロンを保持させた後、精製水 2 ml で洗浄

した。さらに、80％アセトニトリル 300 μl で
溶出し、濃縮、精製した。その溶離液に可溶

化剤として胆汁酸塩(終濃度 1％)を添加し、遠

心分離後、その上清を試料溶液とした。 
(4) ウシ副腎皮質培養細胞の調製法 

 ウシ副腎皮質の束状帯-網状帯をスライスし、

2 mg/ml TypeⅠコラゲナーゼ(200 units/ml)、
0.2 mg/ml デオキシリボヌクレアーゼ、100 
units/ml ペニシリン、0.1 mg/ml ストレプト

マイシンを添加して 45 分間 37℃で反応後、

ろ過した。さらに、遠心(100×g, 5 分)後、得

られた細胞を KRP で洗浄、遠心し、

DMEM/Ham’s F-12(1:1)、10％FBS、ペニシ

リン、ストレプトマイシンを添加し、dish(35 
mm)に植えた。CO2 の存在下、4 日間培養し

て ウシ副腎皮質培養細胞を得た。 
(5) ウシ副腎皮質培養細胞を用いた抗スト

レス薬の評価 
ウシ副腎皮質培養細胞は、 1 ウェル当たり、

2×106個の細胞を用い、ACTH および 3β-HSD
酵素阻害薬であるトリロスタンの存在下ある

いは非存在下で、37℃1 時間培養しその上清

(細胞外液)および細胞の超音波破砕液（細胞内

液）を定量用の試料とした。この培養細胞実

験系に薬用朝鮮人蔘のサポニン代謝物である

20(s)-protopanaxatriol（M4）を添加あるいは無

添加で定量し、抗ストレス薬としての評価を

行った。なお、この M4 はこの培養細胞系で

蛍光法によるコルチゾール定量を行って、

ACTH 刺激によって産生されるコルチゾール

を、M4 が抑えていることを別途確認して、抗

ストレス薬の候補とした。 
（6）開発したセミミクロ HPLC 法と GC-MS
法との定量性の確認 
 プレグネノロンをおよび 17-ヒドロキシプ

レグネノロンの水酸基をトリメチルシリル誘

導体化（60℃、30 分）し、GC-MS 測定した。

5α-cholestane を内標準物質として SIM モー

ドで定量し、開発した固定化コレステロール

オキシダーゼリアクター/セミミクロHPLCシ

ステムとの定量の相関性を確認した。 
 
４．研究成果 

（1）固定化コレステロールオキシダーゼリ

アクター/セミミクロ HPLC システムの開発 
オンラインで固定化酵素リアクターのコレ

ステロールオキシダーゼと反応させることに

より、プレグネノロンはプロゲステロンに、

17-ヒドロキシプレグネノロンは 17-ヒドロキ

シプロゲステロンにそれぞれ酵素変換され、

240 nm に吸収を持つ物質に変換されて、ピー

クとして確認された。変換された 17-ヒドロキ

シプロゲステロンは 11.6 min に、プロゲステ

ロンは 13.8 min に、ピークが認められた(Fig. 
5)。 
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Fig. 5 Typical chromatogram of pregnenolone and 
17-hydroxypregnenolone obtained by cholesterol 
oxidation enzyme reactor/semi-micro HPLC 
system. 
 



プレグネノロンからプロゲステロンへの変換

率は 90.3％、17-ヒドロキシプレグネノロンか

ら 17-ドロキシプロゲステロンへの変換率は

99.6％と良好な値が得られた。さらに、プレ

グネノロンの定量範囲は、0.3～10 μg/ml で相

関係数は 0.9996、17-ヒドロキシプレグネノロ

ンの定量範囲は 0.4～10 μg/ml で相関係数は

0.9989 と良い直線性が得られた。今回開発し

た HPLC 法と GC-MS 法の間には、良好な相

関性（プレグネノロン R2=0.995、17-ヒドロキ

シプレグネノロン R2=0.974）が認められ、開

発した HPLC 法の信頼性が確認された。 
 
（2）ウシ副腎皮質培養細胞系への応用 
①ウシ副腎皮質培養細胞からのステロイドホ

ルモンの産生条件の検討 
 細胞のみのコントロールでは、検出されず、

ACTH 刺激のみの場合でも、ステロイドホル

モンのカスケードが進行し、プレグネノロン

および 17-ヒドロキシプレグネノロンは、定

量下限未満であった。ACTH 刺激条件下で、

3β-HSD 酵素阻害薬のトリロスタンを加えた
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Fig. 6 Chromatograms of pregnenolone and 
17-hydroxypregnenolone secreted by bovine 
adrenal cortex cells. 
(A) control (no ACTH stimulation in the absence 
of trilostane), (B) ACTH stimulation in the 
absence of trilostane, (C) ACTH stimulation in 
the presence of torilostane. 
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Fig. 7 Effect of medium volume on the 
extracelluar and intracellular production of 
pregnenolone and 17-hydroxypregnenolone with 
or without ACTH stimulation in the presence of 
trilostane.  (a) extracellular, (b) intracellular.  

ところ、ステロイドホルモンのカスケードが

抑えられ、プレグネノロンおよび 17-ヒドロキ

シプレグネノロンが蓄積された(Fig. 6)。 
この細胞培養系を用いて細胞培養液の量を変

化させたところ、細胞内外の濃度変化が認め

られた。細胞外/内の濃度比は、プレグレノロ

ンで 0.6～1.1、17-ヒドロキシプレグネノロン

で 3～4 として得られ、プレグネノロンは細胞

内に、17-ヒドロキシプレグネノロンは細胞外

に多く分布していた。 また、プレグネノロン

は細胞内の濃度が一定であり、過量に産生さ

れたプレグネノロンが細胞外へ単純拡散され

ていると思われ、17-ヒドロキシプレグネノロ

ンとは異なる分泌挙動を示した(Fig. 7)。また、

上記の結果から、抗ストレス薬の評価系には、

培養液量 2 mL を用いることとした。 

②ウシ副腎皮質培養細胞を用いた抗ストレス

薬の評価 

抗ストレス薬としての効果を評価するため

に、トリロスタン存在下で M4 をウシ副腎皮

質培養細胞に添加し、ACTH 刺激によって産

生される細胞内外のプレグネノロンおよび

17-ヒドロキシプレグネノロンの定量を行っ

た。その結果、細胞外液において M4 は有意

な抑制効果を示し、M4 の抗ストレス薬として

の有効性が確認された(Fig 8)。さらに、細胞

内外ともに同様の抑制効果を示したことから、 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

－ － ＋ ＋ ＋ ＋

－ ＋ － － ＋ ＋

－ － － ＋ － ＋

p<0.01
Pregnenolone

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
(μ

g/
m

L)

10 μM Trilostane

1 nM ACTH

20 μM M4

17-Hydroxypregnenolone

－ － ＋ ＋ ＋ ＋

－ ＋ － － ＋ ＋

－ － － ＋ － ＋

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

p <0.01

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
(μ

g/
m

L)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

－ － ＋ ＋ ＋ ＋

－ ＋ － － ＋ ＋

－ － － ＋ － ＋

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

－ － ＋ ＋ ＋ ＋

－ ＋ － － ＋ ＋

－ － － ＋ － ＋

p<0.01
Pregnenolone

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
(μ

g/
m

L)

10 μM Trilostane

1 nM ACTH

20 μM M4

17-Hydroxypregnenolone

－ － ＋ ＋ ＋ ＋

－ ＋ － － ＋ ＋

－ － － ＋ － ＋

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

17-Hydroxypregnenolone

－ － ＋ ＋ ＋ ＋

－ ＋ － － ＋ ＋

－ － － ＋ － ＋

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

① ② ③ ④ ⑤ ⑥

p <0.01

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
(μ

g/
m

L)

 
Fig. 8 Inhibitory effect of M4 on the extracelluar 
production of pregnenolone and 
17-hydroxypregnenolone with or without ACTH 
stimulation in the presence or absence of 
trilostane. 
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Fig. 9 Inhibitory effect of M4 on the intracelluar 
production of pregnenolone and 
17-hydroxypregnenolone with or without ACTH 
stimulation in the presence or absence of 
trilostane. 
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Fig. 10 Possible inhibitory site of M4. 
 
M4 のコルチゾール産生抑制作用は、細胞内ス

テロイドホルモン生合成の初期段階に作用し

ているものと考えられた(Fig. 8, 9, 10)。 
本研究にて開発した固定化コレステロール

オキシダーゼリアクター/セミミクロHPLCシ

ステムは、プレグネノロンを測定することで、

ミトコンドリアの側鎖切断酵素チトクローム

P450scc の活性を間接的に定量でき、抗ストレ

ス薬の評価に応用できることを明らかにした。 
 現在、本研究内容は論文投稿すべく準備中

である。 
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