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Reichstein,Kendal,Wintersteiner')等に

よって始められた副腎皮質Stex･oidに関する

系統的化学的研究は遂に牛副腎皮質抽出物から

約30種の結晶性Steroidを分離することに成功

し，近代ホルモン学史上に不滅の功績をうち建

てるに到った．処で，これらの研究では個々の

Steroidの分離・確認が大量の原料を用いて，

極めて複雑な分離操作によって行われたのであ

り，而もその分離操作中で一部Steroidでは構

迭変化の可能性も指摘されているのであって，

この様な方法は日常実験室内でのSteroid化合

物の分離，検出，定量には到底応用することは

出来ない．

副腎皮質Steroid化合物中でも,Corticost-

erone,Desoxycorticosterone,Cortisone等

の生物学的に活性なホルモンを含んだ所謂

Corticoidと呼ばれている約半数近くのSteroid

化合物は，何れもその雑木構造中のD環にα一

言

ketol(-C-CH20H)側鎖を有しているため諸
’’

0

種の特異な化学反応性が知られている．この特

性を利用して最近Zaffaroni,BUrton2･3,4)等

はPaperChromatography法によって比較的

少量の材料でCorticoid化合物の系統的分離，

確認を行うことのできる方法について報告を行

った．Simpson,Reichstein5,6)等はAldoste-

roneの分離研究でPaperChromatographyの

適用が甚だ有利なことを実証した．

著者等は牛及鯨の副腎抽出物からZaHhroni,

Burton句,4)らの方法でPaperChromatgraphy

を行い数種のCorticoidを確認，定量し，その

結果を昭和30年日本薬学会総会で発表したので

あるが，我が国では未だこの種の研究の報告を

見ないし，又鯨副腎よりのCorticoid分離・定

量に関しては著者らの知る限りでは，外国の文

献にもその例が見当らないので，こ上に著者ら

の行った実験について報告する．

実験材料並びに方法

1．供試臓器及び抽出液：

a)腎皮抽出液として強力インテレニン注射液（帝

国臓器製）を用いた．

b)牛副腎は屠場で屠殺後直ちに摘出した副腎を脂
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肪等の不要物を除いて冷凍したものを用いた．副

腎1個当り平均重量26gm.

c)鯨副腎は南氷洋で捕獲した主として白長彼鯨の

冷凍した副腎（1個約1,300gm)を用いた．

2．標準品として使用したCorticoid:

Cortisone(Kendall'sCompoundE;K､Eと称す，

以下同じ）

Hydrocortisone(K.F)

Corticosterone(K､B)

11-Dehydroxycorticosterone(K.A)

11-Desoxy=17Q--hydroxycorticosterone

(Reichstem'sCompoundS;S.S)

11-Desoxycorticosterone(DOC)(R、Q)

3．溶媒(PaperChromatography用):

Tbluene､

H･"…'畑|何れも最純品を使用し,之を更
Metanol

lに再蒸溜して実験に供したChlorofOrm

'IbtrahydrofUran/

4.PaperChromatography用濾紙として東洋瀧紙

No.51を用いた．

5．呈色試薬：

a)アルカリ性硝酸銀溶液

0.1N-AgNO310mlと強アンモニア水10滴及び

10%NaOH5mlを使用直前に混合する．a-ketol

(-CO-CH20H)基があれば褐色に呈色する．

(Zaffaroni3,7))

b)Bluetetrazolium試薬(B.T・試薬）

BluetetrazoliumのO.5%methanol液1分と10

%NaOH1分を使用直前に混合する．a-Ketolは

紫色に呈色する．(Cope8))

c)ヨード試薬

石油ベンゼンにヨードを飽和した液．α，β不飽

和ketoneがあれば青又は褐色に呈色するが直ち

に消失する．澱粉溶液を噴霧すると呈色が長く保

つ.(Bush9))

d)ヨード白金試薬

1N-HCIに5%に塩化白金をとかした液5mlに

10％ヨードカリ45mlと蒸溜水100mlを加う.keto

基があれば青色となる.(Zararoni'0))

e)燐モリブデン酸試

燐モリブデン酸の10％アルコール溶液に同量の氷

酢酸を加う．本試薬をスプレーし,･110｡C,1分
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加熱するとspOtは青色となる.(Kritchevskyll))

6.PaperChromatography装置：

ZafrarOni,Burton3,7)と同様の装置

7．測定機:BeckmanDU分光光度計

8．紫外線吸収によるCorticoid検出法：

a)アルカリ螢光反応

60%methanollOOmlにNaOH10gmを溶解した液を

濾紙に噴霧し60｡～100｡Cで乾燥する．紫外線照

射でα，β不飽和ketoneは淡黄色の螢光を発す

る．この螢光発現は非常に鋭敏で2r/cm2の

serOidの検出も可能である.(Bush9))

b)螢光板法'2）

展開した炉紙を紫外線透過フィルター上にせ，炉

紙に印画紙をのせて露光するとspot部分のみ紫

外線を吸収し白色に現像される．この方法は物質

に変化を与えないでspOtの位置が判る．

c)q,β不飽和ketoneは240m"附近に紫外線吸収

スペクトルの最大吸収を示す．

d)硫酸ChrOmogenの紫外線吸収スペクトル検

査2,14）

窒素気流中で蒸発乾燥した検体に純硫酸4mlを加

え室温で2時間放置し，発現した硫酸Chromogen

を210～500m"で紫外線吸収を測り，最大吸収の

波長特性を標準品のそれと比較した．

9.Corticoidの比色定量法：

a)著者らのフエリチアン法

検体を少量のアルコールにとかく水で稀めて

10r/ml程度の5%アルコール浴液とする．この

液1mlに5%Na2CO3液1mlと0.1%K3Fe(CN)6液

1mlを加え10分間100｡Cに加熱し，冷後FeNH4

(SO4)2．12H20(鉄明バン）を0.2%に浴かした

10％酢酸浴液1mlで発色させ標準品と比較する．

この方法は中尾．相沢法15,16)に比して感度良く，

又アルコール濃度ｶﾐ5％で低い為アルコールによ

る誤差が少い、

b)Porter-Silber法(Reddy,JenkinsandThomの

変法'3)）

65mgの塩酸phenydrazmeを100mlの1.63:1の硫

酸にとかしたphenylhydrazme-硫酸4mlを加え

60oC,20分加熱し410m浬で比色する．

c)Bluetrazolium法8）

B.T・試薬によって発色せしめたspotをTetra-

hydrofuranで処置してChromogenを溶出し，波

長540m似で比色定量する．
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実験の郡

PaperChromatography(PCG)法による

Corticoidの分離はZaffaroniandBurton4,4)

法に準じて行ったのであるが，検体の多寡によ

って以下述べる様に2通りの実施法を行った．

I検体少量の場合のPCG分離法：

a)実施法．

先ず第一図の様に，その基底部で共通して

いる3本の細長い濾紙片(30cm×1.8cm)

を切り取って，これを一旦Methanolで洗

って乾した後,Propyleneglycol:

Methanol(1:1)混液に浸す．溶媒から

取出した濾紙を別の乾燥濾紙間に挾んで軽

く押え過剰の溶媒を吸い取る．この濾紙の

上端から12cm離れたStartlineへ検体

(Chloroform抽出液を減圧蒸溜し，窒素

気流中で乾燥し，残澄をMethanol:

Chloroform(1:1)混液0.05mlに溶か

す）又は標準Corticoid(結晶5mgを

Methanol5mlに溶かした液0.05ml)を

つける．この際，扇風機等を用いて乾燥を

促し，滴着SpOtの大きさを5mm以下と

する．次で上端より8cmで濾紙を折り，

ガラス板に固定しPropyleneglycol飽和

Toluene300mlを展開液とし下降法で展

開する．容器の底には展開液の入った別の

容器を置き器内を溶媒蒸気で飽和させる．

展開速度は1時間10cmになる様に調製し，

＃il度は30.士1.Cとした．48時間展開後瀧

紙を外し，放熱器上で乾燥する．この乾燥

施紙についてCorticoidの確認・定量を

下記の様にして行った:

乾燥濾紙を第1図の様に縦に2等分し，

その－･半片をB.T・試薬に浸すと1－2分後

にCorticoidの存在部位に相当して青紫

色のSpOtが発現する．呈色spotの位置

を検休と標準Corticoidについて比較検討

した後,SpOtを切り取りTetrahydrofuran

2mlで3回溶出し560m"で比色定量する．

残りの半裁濾紙の呈色部位に相当する部分

をや上大きめに切り取ってMetanol2mlで

3回溶出し,Methanolを一括し，これに

ついて

1）螢光及び紫外線吸収検査，

2）硫酸Chromogenの紫外線吸収スペク

トル測定，

3）フエリチアン法による還元力測定，

4)Porter-Silber法による比色定量

等を行ってその結果を既知濃度の標準

Corticoidのそれと比較して個々の

Corticoidの確認・定量を行った．

b)結 果．

我々は検体が比較的少量の場合として強イ

ンテレニン1アンプル及牛副腎100gmより

の抽出物（製法後述）についてPCG法によ

るCorticoidの分離実験を行った．この実

験では含量の多いCortisoneとHydrocorti

soneのみが検出された．即ち第1図は夫

被々検抽出物（中央）と標準Corticoid

(CortisoneとHydrocortisoneの混液）

（両側）を滴着させた3条の濾紙のPCG展

開図であるが,B､T・試薬によって，何れの

抽出物でも対照の濾紙のHydrocortisone

並びにCortisoneの位置に相当した部位に

2つのspot(Spotlll及びIV)が認められ

た．又第2図は発色させない残りの半蔵濾

紙片のSpot相当分をMethanlで溶出し

たものについて検査した紫外線吸収スペク

トルを示したものであって,Spotlllは

242m/』にSpotIVは283m"に最大吸収を

示し，夫々 Hydrocortisone及びCortisone

のそれに全く一致している．第3図は

Methanol抽出物を蒸発しその残置につい

て硫酸Chromogen反応を行って，夫々 の

紫外線吸収スペクトルを測定したものであ

る．即ちSpOtlllはHydrocortisoneと

同じく240,280,390,475m〃に特異吸
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収があり，一方SpotlVはCortisoneの

吸収スペクトルと一致して283,340,415

m〃に特異吸収を示した．以12の様に理化

学的検出法でCorticoidの種類が確認され

たのであるが，次に各spot抽出物について

更にフエリチアン法，紫外線吸収率測定，

B､T・比色定量及び肝グリコーゲン法によっ

て牛副腎100gm並びに強インテレニン1

アンプル中のCorticoid含量を夫々 定量算

出して第1表の成績を得た．

こ上で注目されるのは，紫外線吸収スペ

クトル法ではBackgroundが多いため何

れの検体でもや上過大のCorticoid含量を

示したが，フエリチアン法及びB､T.法は共

に良く一致した値を示した．

尚鯨副腎抽出物は1回のPCGでは不純物

多く，次に述べる様なsystematic

chromatographyを行って初めて或程度の

Corticoidの分離定量が可能である．

II検体が多量の場合のPCG分離法：

牛及鯨の副腎10kgを用いて第2表に示した

方法で抽出を行った．最後に副腎柚III液を凍結

乾燥し,Chloroform5mlで4回柚lllし抽州

液を一括する．この液の1/100量をとってフエ

リチアン法でCorticoid含量を測定すると牛副

腎皮質抽出液ではCortisoneに換算して34.8mg

の値が得られたが，鯨では不純物が多くて測定

不能であった．残りの抽出液は窒素気流を通じ

つつ減圧蒸溜し,残置をChloroform:Methanol

（1：1）混液0.1mlに溶しPCG分離定量に使

用した．

以下，牛副腎抽出液の場合に於けるPCG分

離実験例について述べる.PCGによる各分劃の

分離操作の概略は4図に提示した如くである．

即ち濾紙を第5図の様に切り取って，型の如く

Methanol洲條,Propyleneglycol:Methanol

（1：1）混液浸漬を行った後，そのstartline

に上記検体液を定量的につける．漁紙上端より

8cmで折り曲げ展開液槽のガラス板にかけ~ド降

法で展開した．展開液はPropyleneglycol飽

－－－－

和Toluene300ml,温度30｡C,展開の進行す

るにつれて，遂に展開液は濾紙先端より流下す

るに至る．そこで流下液を別の容器に受け取り

展開時間によって之をA,B,C,Dの4分劃

とした（第3表)．

展開速度はCorticosteroid分子の極性

(Polarity)の強弱によって大きく左右される．

従ってFractionA,B中には極性の比較的小さ

l,､,11-Desoxycorticosterone,Corticosterone

等のC2203又はC2104型Corticoidが流出

され，他方極性の大きなC2105型化合物

(Hydrocortisone等）は展開速度も腱だ遅く

DFraction中に残留している．

次でFractionA,B,Cの各々 を減圧蒸溜

し残置をChloroform-Methanolにとかし，

夫々 別の漉紙を川いてPropyleneglycol飽和

Tolueneで再展開を行った。今回は濾紙端より

展開液が滴下しないように展開時間を前回より

も短くし,FractionAでは2時間,FractionB

では6時間,FractionCでは24時間とした．

展開終了後，濾紙の一部分を切り取って（第5

図参照)B.T.試薬で発色させること,Fraction

Bでは2spot(B1,B2),FractionCでは3

spot(C,,C2,C3)が認められたが,Fraction

Aでは何らspotが認められなかった．

他方第1回展開を終った残りの濾紙の一部分

についてB.T･発色試験を行うとD1,D2の2spot

が認められた．そこでD,,D2相当部分を夫々

Methanolで抽出し，上記Fractionと全く岡

様に再展開(60時間）を行った結果,D1から

は1spot(D,a)のみ,D2からは4spot(D2a,

D2b,D2c,D2d)が分離された．

この様にしてPCG法によって牛副腎抽出液か

ら分離しれた10個のspotについて，前項少量

実験で述べたと全く同様に，そのMethanol溶

出液をもって，標準Corticoidを対照として紫

外線吸収スペクトル検査，呈色試験等を行っ

て，第4表提示の如く,Corticosterone,11-

Dehydrocorticosterone,Allopregnane-38,

116,21-tiol-20-(ne,Allopregnane-3",
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17“-21-triol-20-one,

Allopregnane-36,21-diol-11,20-dione,

Hydrocortisone,Allopregnane-3817",21-

t】ざol-20-one,Aldosterone,cortisoneの9個

のCorticoidを確認することが出来た．更に第

5表は各分離Corticoidについて定量試験を行

って得られた検出量をZaffaroni4)並びに

Pfifiher'8)の報告した検出量と比較表示したも

のである．

一方鯨副腎抽出液についても，上述牛副腎と

|司様にPCG分離法を実施して,A,B1,B2,

C,D1a,D1b,D1c,D2,D3,D4の10個の分

劃を得たのであるが，牛副腎抽出液と異って，

鯨副腎では不純物の混在が多いため，各分劃に

ついてのCorticoidl司定試験は甚だ困難であっ

た.最後に確認定量し得たのは第6表に示した如

く,Corticosterone,11-Dehydrocorticosterone,

Tetrahydrocorticoid,Hydrocortisone及び

Cortisoneの5種であった．

結
毒
胆

ZaHaroniandBurtonのPaperChromato-

gradly法によって牛及び鯨の副腎皮質中の

Corticoidを分離定量して次の結果が得られ

た．

1）強力インテレニン1アンプル及牛副腎100

9m中からCortisone及びHydrocotiscne

の2Corticoidが分離定量された．

2）大量(10kg)の牛及鯨副腎から得られた

抽出液について系統的Corticoid分離法を

通用して，

a)牛副腎からはAldosteroneを含めて9種

のCorticoidが分離定量されたが

b)鯨副腎では，比較的多量の不純物に影響

されて確認されたCorticoidは5種であっ

た．
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Tablel

QuantitiesofCortisoneandCortisolof

BeefAdrenalExtract

』別且⑤LIlUuU1

1e↑erminn↑,⑥r

』LX且V1U｣⑤
■

]日Ornt】⑥Ⅱ

DmlOOgm

LrCInal砦1迅皿L

JmnlerclalPrePar且uoｴj

ofadrbnalFeXtract
lRmnl．

〕r、負⑥mell△OrnS O11K里OrEIg⑪neIしOrI1Sf

J畠⑥Ⅱ

Table2

PreparationofAdrenalCorticalExtract

Beeforwhaleadrenals(10kg)gound,andsuccessivdy

extractedwith30ﾉ,20ﾉ,andlOﾉ,of95%alcohol

l－－喜一一一
Alcoholextract Glandresidue

AlcoholremovedmN2gasat45｡C

Concentratedsolution

Extractedwithpetroleumether
l-.-----.-----一一一一

PetroluemetherAqueoussolution

10mBaCl2added,andallowedto

standovernightl
l-‐－－－‐－．－－－－－一一－－‐・－－＝---~--．

Fntrate Precipitate

Extracted5timeswithequalvolume

ofbenzene

Benzenesolution Aqueoussolmion

Benzeneremoved;dissolvedml2

of70%alcoholl

70%alcoholsolution

ExtractedwithlJpetroleumether
l---一－－－

Wateraddedtomake50%ofalcohol, Petroleumether

extractedwith0．5ノpetroleumether
‐

Wateraddedtomake30%ofalcohol,Petrolumether
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extractedwithO､5ノpetroleumether
l-

AlcoholremovedPetroleumether

Aqueoussolution

Lyophylised;extracted4timeswith5mlchloroform
l

ChlOr㎡ormextract．

Table3

FractionsofBeefAdrenalExtractPaper-

ChromatographedinToluene-Propylene

Glycol

.』侭V磑川、【】ⅡⅡ

luS

ﾕgc

】rL皿■Q】lq

HソH1

*Quantitiesofcorticoidsdetern血edbytheferricyanatcmethod.
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Table4

CorticoidslsolatedfromBeefAdrenalExtract
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Dne
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Table5

QuantitiesofVariousCorticoidslsolatedfromlOkg
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Fig.1Diagramofthepositionsoftwosteroids

chromatograIXledintoluene-propyleneglycolfor48hours.

A,C:standardcorticorticoid.B:sample.

Spotl:hydrocortisone・Spotll:Cortisone.
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