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研究成果の概要（和文）：各種の内因性ジギタリス（EDEF）がヒトに存在することを報告しているが、いずれも
ステロイド骨格を有する低分子物質であり解析手法が乏しい。質量分析イムノアッセイ（MISA）は少ない試料量
で高感度な定性や定量解析が可能である。
　現有の抗マリノブファゲニン（MBG）抗体用い、我々が確立したenzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
の前処置に使用している簡易カラムと比べ、MISAチップに現有する抗体を吸着させておきチップ内で抗原抗体反
応を起こし試料を加えることで、目的の物質のみ抽出可能かの検討を行ったがチューブ内で十分な抗原抗体反応
を起こすにいたらなかった。

研究成果の概要（英文）：This research is a part of patho-physiological study of endogenous 
digitalis-like factors (EDLFs). We have marinobufagin, telocinobufagin, and their related compounds,
 maronobufotoxin and telicinobufotoxin. Moreover, we reported they are existed in human plasma. 
EDLFs have low monocular compounds with steroid ring. Therefore their analytic methods have only 
some techniques. Recently MISA, which has been interested by same field’s researchers, can be a 
technique for high sensitive qualitative as well as quantitative analysis in lesser sample volunme. 
We tried MISA was used more easily and high specific pretreatment of our ELISA instead of C18 seppak
 columns. Our each antibodies was absorbed in MISA tubes, and then samples was added in MISA tube. 
In this tube, we tried to extract only target substances.
 Unfortunately, the adequate antigen‐antibody reactionin was not achieved in this study.

研究分野： 医歯薬
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１．研究開始当初の背景 
我々はヒトに TCT が存在することを HPLC
と LC/MS を用いて世界で初めて発見し報告
し非常に注目を集めている．（吉賀正亨ら，
培養副腎細胞から分泌される新規内因性ジ
ギタリス様物質の発見，2005 年臨床検査医
学会総会，福岡）.   
しかし，EDLF の定性解析において，血液中
には類似化合物が多く存在するためまず簡
易カラムを用い夾雑物を取り除く．また TCT
の血中濃度が少ないため 20ml の試料を減圧
乾固して濃縮した試料をHPLCで1分毎の分
画に分け，標品の TCT の溶出位置の分画を
LC/MS に用いる煩雑な方法が必要であった．
さらに定量解析も HPLCとELISAを組み合
わせる必要があった．近年開発注目された質
量分析イムノアッセイ（MISA）は， MISA
チップに抗体を吸着させて試料を加えるこ
とで，チューブ内で抗原抗体反応を起こし目
的に物質のみをチップに留め，目的の物質の
み取り出し LC/MS の試料に用いることが可
能になった.本方法を用いると多検体を自動
的に処理できるようになる．従来の我々の方
法では非常に多量の試料と手間を要したが，
MISA を用いると，少量の検体で同時に多検
体を短時間に自動的に処理し LC/MS に用い
ることができる.さらに LC/MS/MS を用いて
selected reaction monitoring（SRM）法を用
いるとフラグメントパターンが確定してい
る物質は定量的解析を行うこともでき，高感
度で定量・定性両解析が可能になりさらに
EDLF の研究が飛躍的に進むと考えられる． 
 
２．研究の目的 
 MISA が EDLF の研究に応用出来るか

の検討を行う．まず現有の抗 MBT 抗体
を用い MISA 系を構築し，現在使用して
いる測定系との比較を行い高血圧患者
の血液や Y-1 細胞上清を用いて EDLF
産生組織，分泌機構の解明を行う． 

 LC/MS/MSを用いてSRM法を用い定量
的解析を行う． 

 
３．研究の方法 
現有の抗 MBG 抗体を使い MISA を構築し，

従来の ELISA との測定感度の比較を行う．さ
らに LC/MS/MS で SRM 法を用い MBT，MBG の定
量的解析をおこない，十分な感度が得られた
ならば，従来困難であった多検体の測定が可
能となるため高血圧患者の血液中のMBTを測
定し，病態生理への関与を検討する． 
次に標品の TCT を用いて定法に従い抗 TCT

抗体を作成し TCT測定の ELISA 系を構築する．
EDLF の分泌組織と考えられている副腎皮質
のモデル細胞であるY-1細胞上清を経時的に
測定し，TCT の分泌を検討し，アンジオテン
シンやその阻害剤を添加して RAAS が調節因
子になっているかを検討する．さらに MBT と
同様に作成した抗 TCT 抗体を用い MISA を行
い高感度な TCT の定性解析を行う．さらに

LC/MS/MS で SRM 法を用いて TCT，TCB の MBT，
MBG の網羅的な定量解析をおこなう． 
 
４．研究成果 
今回、すでに確立されている MBG、MBT の

ELISAへの前処置の検討としてMISAを用いた
が、目的の物質のみ抽出可能かの検討を行っ
た。今回の検討では、チューブ内で十分な抗
原抗体反応を起こすにいたらず、MBG または
MBT を特異的に抽出することができなかった。 
その原因として、血液中の MBG、MBT はそ

の存在量が少ないため従来の前処置である
濃縮作業が必要ある可能性がある。別の原因
として MISA チップへの抗 MBG 抗体の吸着率
の悪さが考えられた。チップの種類や、抗体
濃度の調節を行ったが、十分な成果は得られ
なかった。 
また両生類から抽出した TCT を原料に抗

TCT 抗体の作成を行ったが、MBT、TCB と構造
式が非常に類似しているため、特異性の高い
抗体産生にはいたらず、ELISA 系の構築がで
きなかった。 
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