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マトリックス干渉のない
尿中遊離コルチゾロールとコルチゾンのLC-MS/MS分析

Featured Application: Raptor Biphenylを用いた尿中遊離コルチゾールとコルチゾンの分離

• Raptor Biphenylは内因性マトリックス干渉から分析対象化合物の確実な分離を可能にします。
• C18や他のフェニル系固定相では分離が困難な化合物の選択性が高まり、正確な結果が得られます。
• 3分の高速分析によってさらなるサンプルのスループットの向上が可能となります。

コルチゾールは、副腎にて多酵素によるカスケード反応によってコレステロールから合成されるステロイドホルモンです。それはヒトにおける
主要なグルココルチコイドであり、そしてグルコース代謝および免疫応答の制御において重要な役割を果たしています。コルチゾールの下流
代謝産物であるコルチゾンは、さまざまな副腎皮質障害、特に副腎皮質機能亢進症（クッシング症候群）の診断に役立つように、コルチゾー
ルと同時に測定されます。尿中遊離コルチゾールおよびコルチゾンレベルは生理活性を示す血漿中の濃度と良い相関があり、重要なバイオ
マーカーです。LC-MS/MSは選択性が高く、イムノアッセイに基づく方法に影響を与える可能性のある、分析における干渉を排除するのに役立
つため、これらの化合物に適したスクリーニング技術です。

コルチゾールとコルチゾンの構造的な類似性、および尿成分からのマトリックス効果の可能性により、正確な結果を得るためには適切なカ
ラム選択性が重要です。ここで開発された尿中遊離コルチゾールとコルチゾンのLC-MS/MS分析では、高い選択性を有するRaptor Biphenylカ
ラムを使用することによって両方の化合物が内因性マトリックス干渉から完全に分離されました。いくつかのマトリックス化合物はコルチゾ
ールとアイソバリックであり、質量分析計によって判別することができないので、この場合はクロマトグラフィー分離が不可欠でした。Raptor 

Biphenylカラムとここに示す条件を使用して、3分の分析でベースライン分離が得られました。これにより、臨床診断のためのより正確な定量
データを迅速に生成できます。
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Column Raptor Biphenyl (cat.# 9309A52)
Dimensions: 50 mm x 2.1 mm ID
Particle Size: 2.7 µm
Pore Size: 90 Å
Guard Column: Raptor Biphenyl EXP guard column cartridge 5 mm, 2.1 mm ID,  

2.7 µm (cat.# 9309A0252)
Temp.: 40 °C
Sample
Diluent: Mobile phase A
Conc.: Calculated concentration is 105.1 ng/mL and 135.9 ng/mL for 

cortisol and cortisone, respectively
Inj. Vol.: 10 µL
Mobile Phase 
A: Water, 0.1% formic acid
B: Acetonitrile, 0.1% formic acid

 Time (min) Flow (mL/min) %A %B
  0.00 0.6 70 30
  1.00 0.6 70 30
  1.01 0.6 0 100
  1.50 0.6 0 100
  1.51 0.6 70 30
  3.00 0.6 70 30

Max Pressure: 400 bar
Detector MS/MS
Ion Mode: ESI+
Mode: MRM
Instrument UHPLC

Notes: サンプル調製方法： 1. 女性の尿を4,500 rpm、10℃で5分間遠心分離す
る。 2. 上清380 µLに各内部標準溶液（1 µg / mLメタノール溶液）20 µLを加える。 

3．ISOLUTE SLE+ 200 µL (96穴ウェル) (part# 820-0200-P01)に200 µLのサンプルを負
荷する。 4. 減圧して処理を開始する。 5. サンプルを完全に吸着させるため
に5分間置く。 6. 1 mLのMTBEでサンプルを抽出します。自然滴下で5分間溶
媒を流し，完全に溶出させるために10～30秒減圧します。 7. 抽出液を窒素
下で蒸散乾固する。 8. 分析前に200µLの移動相Aで再溶解する。 9. ボルテッ
クスして混合する。

   tR Precursor Product Product
  Peaks (min) Ion  Ion Ion
 1. Cortisol-d4 0.75 367.4 121.0 -
 2. Endogenous cortisol 0.76 363.3 120.9 91.1
 3. Cortisone-d8 0.88 369.4 167.9 -
 4. Endogenous cortisone 0.89 361.3 163.2 91.0
  *Isobaric matrix peaks
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 Lit. Cat.# CFSS2824A-JP

ガードカラムカートリッジで堅牢なカラムの寿命をさらに延ばし、カラム本体に
かかるコストを削減します。ガードカラムの交換は手締めなので、ホルダー本体
のネジを破損せずに簡単におこなえます。特別な工具も不要です！ 

Unidirectional Raptor  

EXP Guard Column Cartridge
Hand-Tight Fitting—

No Tools Needed!
Auto-Adjusting 

Titanium Hybrid Ferrule—

ZDV Connections!

手締めフィッティング
工具不要！

一方向Raptor

EXP ガードカラムカートリッジ 自動調整チタンハイブリッド
フェラル - ZDVコネクタ

Raptor Biphenyl LC カラム (USP L11) 

長さ 2.1 mm

cat.#

3.0 mm

cat.#

4.6 mm

cat.#

1.8 µm カラム
30 mm 9309232 — —

50 mm 9309252 930925E —

100 mm 9309212 930921E —

150 mm 9309262 — —

2.7 µm カラム
30 mm 9309A32 9309A3E 9309A35

50 mm 9309A52 9309A5E 9309A55

100 mm 9309A12 9309A1E 9309A15

150 mm 9309A62 9309A6E 9309A65

5 µm カラム
30 mm — 930953E —

50 mm 9309552 930955E 9309555

100 mm 9309512 930951E 9309515

150 mm 9309562 930956E 9309565

250 mm — — 9309575

Raptor EXP ガードカートリッジ

ホルダー本体

EXP ダイレクトコネクトホルダー 

品名 入数 cat.#

EXPガードカートリッジ用EXPダイレクトコネクトホルダー
(六角ヘッドフィッティングとフェラル2個を含む)

1 25808

ホルダー耐圧 : 20,000 psi (1,400 bar、140 Mpa) 

Raptor EXPガードカラムカートリッジ
品名 粒子径 入数 5 x 2.1 mm

cat.#

Raptor Biphenyl EXPガードカラムカートリッジ 2.7 µm 3-pk 9309A0252

カートリッジ耐圧: 600 bar/8,700 psi (2.7 µm) または 400 bar/5,800 psi (5 µm)

Raptor SPP LC カラムには、SPPのスピードとUSLC技術による分離性能が一体化されています。
詳細は www.restek.jp/raptorを参照してください。
ハイブリッドフェラルは、Optimize Technologies社が米国特許第8201854を取得しています。EXPホルダーは、Optimize 

Technologies社が米国特許第8696902を取得しています。EXP2レンチはOptimize Technologies社が米国特許第D766055 

を取得しています。その他、米国および他国の特許についても出願中です。接頭語Opti-はOptimize Technologies社の
登録商標です。

Resprep VM-96 バキュームマニホールド
96ウェルプレート用
品名 入数 cat.#

Resprep VM-96 バキュームマニホールド ea. 25858

https://www.restek.jp/Patents-Trademarks
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