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研究成果の概要（和文）：本研究はステロイドホルモン産生機構の解明を目的として、組織切片上で直接、ステ
ロイドホルモンを検出する実験系の開発を行った。ステロイドホルモンのより効率的なイオン化法を探索するた
めに、種々のSALDI法や誘導体化法を試み、Girard-T（GirT）試薬を用いた誘導体化によって組織切片上におい
ても強いイオン化シグナルが得られた。そこで、ラット、ウサギ等の副腎組織切片上でGirTによる誘導体化の
後、質量分析イメージング解析を行ない、Corticosterone, Progesterone, Cortisol, Aldosterone等の誘導体
化ステロイドホルモンが、副腎皮質切片上で検出された。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the mechanism of steroid hormone production, we 
developed the direct visualization methods of steroid hormones on mammalian adrenal tissue sections 
by imaging mass spectroscopy.　 Since the ionization efficiency of steroid hormones are low when 
common organic matrices such as CHCA or DHB are used, we explored various SALDI/Nano-PALDI 
ionization methods and various derivatization reagents to improve the ionization efficiency.  Among 
these methods, Girard-T (GirT) efficiently derivatized steroid hormones.  We used GirT as an 
on-tissue derivatization reagent on adrenal tissue sections and detected m/z peaks of major steroid 
hormones (corticosterone, progesterone, cortisol, aldosterone, etc.) on adrenal cortex. Using FT-ICR
 MS with ultrahigh mass resolution, precise m/z peak signals of steroid hormones within +/-0.001 
were obtained.   

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景

哺乳動物のステロイドホルモンは、主に

副腎皮質、精巣、卵巣で、数種類の

Cytochrome P450s や Hydroxysteroid

Dehydrogenasesの連携によって合成・分泌

され、糖質/鉱質コルチコイドや、男性/女

性ホルモンとして機能する。これらのステ

ロイドホルモンは、組織切片上で従来の免

疫組織化学法などで検出できないために、

各々のステロイドホルモン産生部位（細

胞）については、それらの最終合成酵素の

発現/存在部位を検出することによって、

間接的に推定されていた。しかし、酵素の

存在は活性状態を意味しておらず、例えば、

酵素特異的阻害剤などの投与下では、その

酵素が大量に誘導、発現していても、反応

生成物のステロイドホルモンは産生され

ていないなどの状況が存在する。

２．研究の目的

本研究ではステロイドホルモン産生機

構の解明を目的として、ステロイドホルモ

ン産生部位の局在解析を、これまでのステ

ロイド産生酵素の発現解析による間接的

な推定でなく、ステロイドホルモンを組織

切片上で直接、検出する実験系の開発を、

質量分析イメージング法を用いて行った。

３．研究の方法

ステロイドホルモンは、質量分析

MALDI法で通常用いられる代表的有機化

合物マトリックス（CHCA や DHB 等）で

は、イオン化効率が低くバックグランドノ

イズも高い（S/N比が低い）。そこで、イ

オン化効率が高く、S/N比の高い技法とし

て、有機化合物マトリックスを用いないで

イオン化補助効果を有する、種々の SALDI

法/Nano-PALDI法、および、イオン化効率

をより一層高める技法として種々の誘導

体化法を検討した。これらの技法の中で、

主に Girard-T試薬を用いて、組織切片を

On-Tissue誘導体化することにより、組織

切片上においても強いイオン化シグナル

が得られたため、この試薬によるOn-Tissue

誘導体化法を、ウサギ、ラット等の副腎切

片に適用することによって、質量分析イメ

ージング解析を行った。

質量分析、及び、イメージング解析には、

主に FT-ICR MS機（Bruker社：Solarix）を

用いた。

４．研究成果

ステロイドホルモンは、質量分析MALDI

法のイオン化補助マトリックスとして一般

的な CHCAや DHB等の有機化合物を用いる

と、イオン化効率が低く、m/z ピーク強度が

低いが、①：市販、及び、自作の種々の酸化

金属ナノ粒子（酸化鉄、酸化セリウム、酸化

鉛、酸化コバルト、酸化マンガン、酸化スズ、

等のナノ粒子）、および、ナノレベルの微細

な凹凸構造をもつ平面構造体を、有機化合物

マトリックスの代用として用いると（SALDI

法/Nano-PALDI法）、代表的なステロイドホ

ルモン 6種の純試薬混合物において、バック

グランドが低く S/N 比の高い、主に１価の

Na⁺付加体のステロイドホルモン群の m/zピ

ークが得られた。又、②：種々の誘導体化試

薬によるステロイドホルモンのイオン化効

率の向上を試み、ステロイドの A環のケトン

基に反応する Girard-T（GirT）試薬を用いて

代表的なステロイドホルモン 5種を誘導体化

することにより、強いイオン化シグナルが得

られた。（図 1）



そこで、ラット、ウサギ等の副腎の凍結組

織切片を作成し、スライドグラス上に貼付し

た切片を、①：SALDI法/Nano-PALDI法によ

るイメージグ検出、及び、②：GirT試薬を噴

霧器でスプレーし（On-Tissue誘導体化）、引

き続き CHCA 等のマトリックスを噴霧した

後に、質量分析MALDI法によるレーザース

キャンの後、イメージング検出を行った。こ

の際、あらかじめ切片上でMALDIレーザー

試し打ちを行い、切片上で内在性のステロイ

ドホルモン群のGirT標識化合物のm/zピーク

が検出されることを確認した後に、MALDI

イメージングスキャンを行った。その結果、

①の SALDI法/Nano-PALDI法では、組織切片

においては他の内在性物質によるバックグ

ランドピークが高く、ステロイドホルモン群

の m/zピークは、明瞭に検出されなかったが、

②の誘導体化法において、Cortisol-GirT,

Corticosterone-GirT, Progesterone-GirT,

Aldosterone-GirT等の誘導体化された代表的

ステロイドホルモン群の m/z ピークが、副腎

皮質の各層（前３者は束状層・網状層、

Aldosterone-GirTは球状層）に、質量分析イメ

ージング像として検出された。この際、超高

質量分解能（質量分解能 100万）の FT-ICR MS

機（Bruker社：Solarix）を用いることによっ

て、予想される m/z 値の ±0.001以内の正確

さで、これらのイオン化ステロイドホルモン

のイメージング検出が達成された。

図１．組織切片上のステロイ ドホルモン
（Corticosterone 等）は、Girard-T (GirT) によ
って誘導体化され（On-Tissue誘導体化）、１価
のプラスチャージを帯び、レーザー照射による
MALDI検出強度が高まった。
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