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研究成果の概要（和文）：　内因性ジギタリス（EDLF）の定性的解析は免疫組織染色や液体クロマトグラフィー/質量
分析（LC/MS）を用い行われきた. LC/MSは液体サンプルの解析のため，細胞，組織内のEDLFの解析を直接行うことは困
難である．しかし質量顕微鏡は細胞，組織を直接サンプルにして質量分析することが可能となった．今回、質量顕微鏡
を用いて，EDLFの候補物質であるマリノブフォトキシンとマリノブファゲニンにおいてピコグラム濃度までLC/MSと同
じマススペクトルを確認することができた．
　質量顕微鏡で標品のEDLFのマススペクトルパターンが得られたことはEDLFの研究に質量顕微鏡が有用な手法となるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：  The qualitative analysis of Endogenous digitalis-like factor (EDLF) is used immu
nohistochemistry and Liquid Chromatography mass spectrometry (LC/MS). LC/MS is applied for the liquid samp
le; therefore it is difficult to analyze for cell and tissue. Imaging mass spectrometry can directly analy
ze for cell and tissue. We confirmed the mass spectrum pattern of marinobufotoxin and marinobufagin as wel
l as the result of LC/MS in the concentration of pictogram.
 Imaging mass spectrometry should be useful analytic tool to study for EDLF.
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１．研究開始当初の背景 
 内因性ジギタリス様物質(EDLF)はナトリ
ウムポンプ活性を抑制することで腎でのナ
トリウム代謝と関係し，血管平滑筋や心筋細
胞では細胞内カルシウムイオン濃度を上昇
させ血管平滑筋や心筋の収縮をもたらし血
圧上昇をもたらすと考えられている EDLF
の産生・分泌機構については，主な分泌組織
と考えられている副腎でもいまだ十分解明
されていない．その原因として EDLF はステ
ロイド骨格を持つ低分子物質でありその解
析手法が限られているため，その生体内での
生理作用の解明を中心に研究がすすめられ
てきたため産生分泌機構の解明を行ってい
る施設は少ない．しかし，生体内での EDLF
の生理作用の解明のためには産生分泌機構
の解明は重要と考えられる． 
 従来我々の研究で用いていた LC/MS は液
体サンプルの解析のため，細胞，組織内の
EDLF の解析を直接行うことは困難である．
しかし近年，質量顕微鏡が発達してきており，
細胞，組織を直接サンプルにして従来解析が
難しかった低分子化合物や脂質成分の存在
を質量分析することが可能となってきてい
る． 
 
１． 研究の目的 
（１） 質量顕微鏡を用いて，EDLF の候補

物質であるマリノブフォトキシン
（MBT）とマリノブファゲニン
（MBG）の標品と同じ質量分析結果
を得られるかを検討する． 

（２） ラットの視床下部，N1 細胞を用い，
ウアバイン（OUA）の存在，局在分布，
分泌増強因子の検討，さらに分泌に
伴う細胞膜の変化を従来我々が行っ
てきた抗 OUA 抗体を用いた ELISA
や LC/MS だけでなく質量顕微鏡を
用い検討し視床下部における OUA の
産生・分泌メカニズムを解明する． 

 
３．研究の方法 
（１） MBT，MBG の標品を用いて LC/MS と同

じ質量分析結果を得られるかを保持剤
として用いるマトリックスの調節と標
品の濃度を検討する． 

（２） 質量顕微鏡を用いラットの視床下
部組織に標品のOUAと同様のMS/MSパタ
ーンが見られるかを確認し，視床下部に
おける局在を検討する．次に視床下部不
死化細胞株である N1 細胞を用い，同様
に N1 細胞内の OUA の存在を質量顕微鏡
で確認する． 

 
４．研究成果 
（１） MBT，MBG，OUA はステロイド骨格を

有し図に示すように非常に類似した構
造式を有している． 

 
 

 
 
 
 

 
 
 LC/MS を用いて，それぞれの標品に特異的
な MS/MS パターンを得ている．我々は今まで 
ELISA 法と LC/MS を用いて，副腎皮質のモデ
ル細胞である Y-1 細胞上清に MBT、MBG が存
在することを確認しているが，細胞中の存在
量については，十分な検討は行われていない
ため，質量顕微鏡を用いた検討ではごく少量
の標品の質量分析が必要となる．そのため今
まで実績のある MBT，MBG の標品の検討を行
った．その結果，各種の保持剤として用いる
マトリックスを検討し最終的に，MBG，MBT と
もにピコグラムレベルの標品濃度まで MS/MS
パターンの検出を行うことができた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

標品での基礎検討を踏まえて，質量顕微
鏡を用いてY-1細胞での検討を行ったが，
特異的なMS/MSパターンを得ることはで
きなかった．この結果から標品のフェン
トグラム濃度でのマススペクトルの検
出を目標して検討する必要があると思
われる．EDLF の産生分泌機構の解明に質
量顕微鏡は有用と思われる． 
 
（２） OUA についても同様に，質
量顕微鏡を用いて標品での検出限界の
検討を行ったが，十分な結果が得られな
かった．マトリックスの検討も含めさら
なる調節が必要と思われる． 
N1 細胞を用いた OUA の分泌増強因子の
検討では，ｱﾝｼﾞｵﾃﾝｼﾝⅡが N1 細胞からの
OUA の分泌を増強し，ｱﾝｼﾞｵﾃﾝｼﾝⅡ阻害剤
がその分泌を抑制する結果を示唆する
データが得られた． 

 
 EDLF の産生分泌機構の解明に質量顕微鏡
は有用と思われる． 
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