
子牛尿中の 20-ヒドロキシエクジソンと
その代謝物の同定のための LC/MS/MS
メソッド開発

食肉用家畜に対する乱用規制への応用例

概要

無脊椎動物や植物に存在するステロイドホルモンのエクジステロイドは、タンパク
質同化剤として食肉用家畜で使用される可能性があります。牛におけるエクジステ
ロイドの乱用を規制するためには、生物マトリックス中に微量 (µg/L) で存在するエ
クジステロイドを検出できる効率の良いメソッドの開発が求められます。こうした
状況を受け、2 つの固相抽出カートリッジ(SPE C18およびSPE SiOH) を用いた精製と
LC-(ESI+)-MS/MS 測定をベースとして、尿サンプル中の 20-ヒドロキシエクジソンと
その代謝物を検出するための分析手順を開発しました。タンデム四重極 MS/MS の
感度と選択性により、添加サンプルおよび投与サンプルにおける微量測定が可能に
なりました。すべての分析対象物について、カラムロード量 0.12 ng〜12 ng で良好
な直線性が観察されました。
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はじめに
エクジステロイドは、無脊椎動物 (おもに節足動物) と植物 (キク
科、ナデシコ科、ウラボシ科) に存在するステロイドホルモンで
す。また、節足動物ではエクジステロイドは脱皮ホルモンとして
機能し、植物においては非適応の植食性昆虫から保護する作用が
あると考えられています。植物界および動物界の典型的なエクジ
ステロイドは、20-ヒドロキシエクジソン (20E) です。複数の研究
では、20E には、ヒトや牛を含む各種動物 (ラット、マウス、ニホ
ンウズラ) における成長促進作用が示唆されています[1-3]。臨床
研究では、20E はメタンドロステノロン (ダイアナボル)よりも同
化作用が強く、一般的なステロイドで通常観察される男性ホルモ
ン作用などの望ましくない副作用がないことが示されています
[4]。しかし、そうした成長促進特性を持つにもかかわらず、生物
マトリックス中の 20E を検出する手法は少数しか報告されておら
ず、牛における 20E 代謝に関する情報はありません[5]。本アプリ
ケーションでは、子牛尿中の微量(ppb レベル) 20E と代謝物を検
出および同定できるメソッドの開発について解説します[6]。この
メソッドを適用して、20E経口投与後の子牛尿サンプルを分析し
ました。また、それらの物質の排泄速度の評価にも、このメソッ
ドを使用しました。

実験手法
化合物標準物質
標準参照物質 22S,23S-ホモブラシノライド (植物ステロイドホル
モンに属するブラシノステロイド) をSigma-Aldrich社 (France) か
ら入手しました。20-ヒドロキシエクジソン、14-デオキシ,20-ヒド
ロキシエクジソン、20,26-ジヒドロキシエクジソンは、Lafont 教
授から厚意による提供を受けました。

サンプル前処理
25 ngの 22S,23S-ホモブラシノライドを内標準 (IS) として子牛尿
5 mL に加え、3,500gで15分間遠心分離したのち、SPE C18で精製
しました。C18-SPEカートリッジをメタノール10 mL、水10 mLの
順で調製したのち、尿サンプルをカートリッジに加えました。そ
の後、カラムを水/メタノール (80/20)混合液 6 mL で洗浄し、次
いでエクジステロイドをメタノール 10 mL で溶出しました。溶離
液を窒素気流下で穏やかに蒸発させ、乾固させました。残渣をエ
タノール 50 µL とシクロヘキサン 150 µL に溶解したのち、あらか
じめシクロヘキサン 25 mL で活性化した SPE SiOH にロードしま
した。相を酢酸エチル/シクロヘキサン (80/20) 6 mL で洗浄し、
分析対象化合物をクロロホルム/メタノール/アセトン (6/2/1) の
混合液 10 mL で溶出しました。窒素気流下により溶媒を蒸発させ、
乾固させたのち、酢酸 0.5%を含むメタノール/水 50 µL (30/70) に
最終抽出物を再溶解しました。この抽出物からとった 10 µL を
HPLC カラムに注入しました。

使用装置
LC：

カラム： GEMINI C18、Phenomenex 
(3 µm、110 ＝A50×2 mm)/アジレント製の
同等カラム：ZORBAX Extend-C18 3.5 µm、
2.1 mm×50 mm (部品番号735700-902)

カラム温度： 40 ºC
移動相： A：MeOH

B：酢酸0.5%を含む水
流量： 0.3 mL/分
グラジエント： 時間(分) %B

0 90
8 0
10 0
12 90
16 90

注入量： 10 µL
MS： G 6410A トリプル四重極質量分析計
イオン化： ESI (+)
フラグメンタ： 120 V
マスレンジ： 100-500 amu
スキャン時間： 300 ms
キャピラリ： 4000 V
ネブライザ： 35 psi
乾燥ガス： 11 L/min
ガス温度： 325 ºC

各分析対象化合物のトランジション結果を表1に記載しています。
最初のトランジションがもっとも良好な感度のシグナルに相当し
ます。

結果と考察
実験手法の項で述べた LC/MS/MS パラメータを用いて、目的化
合物の標準溶液を分析しました。これにより、20E、M1、M2、IS
(それぞれカラムロード量5 ng) のイオンクロマトグラムが得られ
ました (図1)。すべての化合物が 10 分未満で溶出され、きわめて
良好なクロマトグラフィ分離能とピーク形状が得られました。

20E (481.3&445.4) 

M1 (465.4&303.3) 

M2 (497.4&461.4) 

IS (495.5&109.1) 
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図1. ポジティブイオンモードで得られた20Eおよび代謝物の
最大トランジションの抽出イオンクロマトグラム(EIC)の重ね書き
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表1. 20E およびおもな尿中代謝物の SRM トランジションと LC/MS/MS (QQQ) 分析に用いたデータ取り込みパラメータ

衝突 衝突 衝突
エネルギー エネルギー エネルギー RT

分析対象 トランジション 1 (eV) トランジション 2 (eV) トランジション 3 (eV)           (分 ± 0.2)

22S,23S-ホモブラシノライド(IS) 495.5→109.1 20 495.5→127.1 10 495.5→459.1 5 9.8

20-ヒドロキシエクジソン 481.3→445.4 10 481.3→371.4 10 481.3→165.1 20 7.5

14-デオキシ, 465.4→303.3 20 465.4→285.3 25 – – 7.9
20-ヒドロキシエクジソン(M1)

20,26-ジヒドロキシエクジソン(M2) 497.3→461.4 5 497.3→351.1 15 497.3→371.2 20 6.8

メソッドの選択性を評価するために、ブランクの尿サンプルと、
20 E(1 µg/L) 添加した尿サンプルを分析しました。図2に示すブラ
ンクデータでは、予想される 20E の保持時間で干渉が全く確認さ
れず、モニタリングしたシグナルの選択性が良好であることを示
しています。分析対象の 20E は、添加尿サンプルにおいて3つの
SRMトランジションで同定されました。モニタリングしたシグナ
ルは良好な感度で検出され、高い S/N 比を示しました。これら
の結果は、2002/657/EC 指令で定められた基準を満たしています。
この基準では、化合物同定の確認のために、4 つ以上の同定項目
が求められています[7]。

メソッドの直線性と再現性を評価するために、異なる濃度で添加
した尿サンプルを分析しました。 5つの濃度ポイント (0.2、0.5、1、
5、20 ng/mL) を用いて検量線を作成しました。検量線の決定係数
(R2)は 0.99 を上回り、20E メソッドの直線性が良好であることが
示されました。

4 日にわたって 20E を経口投与して得られた子牛尿サンプルにも、
このメソッドを問題なく適用することができました。投与後わず
か 30 分で 20-ヒドロキシエクジソンが尿中から検出され、最終投
与の 24 時間後まで検出されました。20E の代謝作用を調べたとこ
ろ、2 つの主要代謝物14-デオキシ,20-ヒドロキシエクジソン(M1)と
20,26-ジヒドロキシエクジソン(M2)が検出されました[8]。M1とM2
はいずれも、LC/MS/MSによりモニターしました(表1)。図 3 には、
20E の投与前と最終投与から 2 日後に得られた尿サンプル中 M1 の
イオンクロマトグラムを示しています。

図からもわかるように、M1 は 20E 投与前の尿からは検出されませ
んでしたが、投与期間中は 4 日間すべてで検出されました。また、
20E の最終投与から 2 日後にも検出および同定されました (基準で
求められる4つの同定ポイントをもとにしました)。この結果は、エ
クジステロイドの乱用管理という観点から見ると、きわめて興味
深いものといえます。というのも、投与後の検出期間がきわめて
長く、より効率の良い管理メカニズムが可能になるためです。
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図2. a) ブランク尿サンプルと b) 添加尿サンプル (1 µg/L) の SRM イオンクロマトグラム。LC-(ESI+)-MS/MS により測定。
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図3.   a)20E の投与前および b) 最終投与から 2 日後に採取した尿サンプル中の M1 および IS の SRM イオンクロマトグラム。
LC- (ESI+)-MS/MSにより測定。

結論
本研究では、子牛尿中に含まれる 20E と主要代謝物の同定におけ
る LC/MS/MS の性能が示されています。これらの化合物のモニ
タリングにより、食料生産動物における 20E の乱用を効果的に管
理できるようになります。タンデム四重極 MS/MS は、この目的
に最適な分析テクニックです。タンデム四重極 MS/MS を使えば、
2002/657/EC 指令で定められた基準に従って、目的化合物の同定
の信頼性を高めることが可能です。子牛尿サンプルの分析が成功
したことは、本アプリケーションで開発したプロトコルの堅牢性
を証明しています。この手法を応用すれば、一次排泄速度や子牛
尿中の 20E の主要代謝物を測定することも可能です。
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