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凡 例  

ACN   Acetonitrile 

ACTH Adrenocorticotrophic hormone 

ADS           Androstenedione 

ALD Aldosterone 

APCI         Atmospheric Pressure Chemical Ionization 

ATP Adenosine triphosphate 

AW         Ammonia Water 

CA    Citric acid 

CCS         Corticosterone 

CCS-d8 Corticosterone d8 

CE     Collision Energy 

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propanesulfonate

CID Collision-Induced Dissociation 

CRH Corticotropin-releasing hormone 

DCC          11-Doexycorticosterone 

DDW Distilled deionized water 

DES           Diethylstilbestrol 

DES-d8        Diethylstilbestrol d8 

DES-G         DES-(β-D-glucuronide) 

Dex Dexamethasone  

E1     Estrone 

αE2           17α-Estradiol 

βE2           17β-Estradiol 

E2-d2         17β-Estradiol d2 



E2-3G         17βE2-3(β-D-glucuronide) 

E2-3S          17βE2-3sulfate 

E3            Estriol 

ECL Electrochemical luminescence  

EDC Endocrine disrupting chemical  

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA         Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

ENVI          ENVI-Carb 250 mg    

ER   Endoplasmic Reticulum  

ER   Estrogen Receptor 

ESI            Electric Spray Ionization 

FA     Formic Acid 

FDA           Food and Drug Administration 

FWHM Full Width at Half Maximum 

GC    Gas Chromatography 

GnRH          Gonadotropin-releasing hormone 

Hex   n-Hexane 

HPA Hypothalamic-pituitary-adrenal system  

HPGN         17α-Hydroxypregnenolone 

HPGT  17α-Hydroxyprogesterone 

HPLC         High Performance Liquid Chromatography 

HRP Horseradish Peroxidase Conjugated Second Antibodies 

3β-HSD      3β-Hydroxysteroid dehydrogenase 

17β-HSD       17β-Hydroxysteroid dehydrogenase 

HTP           2-Hydrazino-4-(Trifluoromethyl)-Pyrimidine 



IgG Immunoglobulin G 

LC    Liquid Chromatography 

LH Luteinizing hormone  

LOD           Limited of Detection 

LOQ   Limited of Quantification 

MALDI        Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 

MeOH         Methanol 

MS            Mass Spectrometry 

MS/MS        Tandem Mass Spectrometry 

P450 17α       17α-Hydroxylase 

P450 21α       21α-Hydroxylase 

P450 11β 11β-Hydroxylase   

P450arom      Aromatase 

P450scc        Cytochrome P450 side chain cleavage 

PBR           Peripheral benzodiazepine receptor 

PBS Phosphate buffered saline 

PDI Protein disulfide isomerase 

PGN          Pregnenolone 

PGN-G Pregnenolone-3(β-D-glucuronide) 

PGN-S Pregnenolone-3sulfate 

PGT Progesterone 

Q1    Quadrupole 1 

q2             Collision cell 

Q3   Quadrupole 3 

RIA           Radioimmunoassay 



RSD   Relative Standard Deviation  

RT-PCR        Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

S/N    Signal/Noise 

SPE  Solid Phase Extraction  

SRM   Selected Reaction Monitoring 

StAR Steroidogenic Acute Regulatory protein   

TCDD Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

TEA           Triethylamine 

TOF Time of Flight 

TS     Testosterone 

TS-d3          Testosterone d3 

TS-17G        TS-17(β-D-glucuronide) 

UV            Ultra Violet 

WAX          Weak anion exchange 

WB Western blotting 
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緒  言  

ステロイドホルモンは内 的 要 因 や外 的 な刺 激 に対 応 して主 に精 巣 、卵 巣 、副

腎 、性 腺 および末 梢 内 分 泌 腺 から分 泌 され、血 液 によって標 的 器 官 に運 ばれ

様 々な生 理 作 用 を発 現 する。ステロイドホルモンは生 理 作 用 と構 造 からアンドロ

ゲン、エストロゲン、コルチコイドに分 類 されコレステロールから合 成 される。ステロ

イドホルモンの合 成 機 序 として、細 胞 内 の遊 離 コレステロールがステロイド産 生

急 性 調 節 タンパク質  （Steroidogenic  Acute  Regulatory protein ,  StAR）や末

梢 型 ベンゾジアゼピン受 容 体  （Peripheral  Benzodiazepine  Receptor,  PBR）な

どを介 してミトコンドリア内 膜 へ運 ばれる [37,74,90]。ミトコンドリア内 膜 に達 したコ

レステロールは様 々な酵 素 によって代 謝 されることで、ステロイドホルモンに合 成

さ れ る 。 こ れ ら の 酵 素 は Cytochrome P450 と 水 酸 化 ス テ ロ イ ド 脱 水 素 酵 素  

（Hydroxysteroid Dehydrogenase ,  HSD）、還 元 酵 素 （Reductase）に分 類 され

る。ミトコンドリア内 膜 のコレステロールはミトコンドリアに局 在 するコレステロール

側 鎖 切 断 酵 素 である Cytochrome P450 s ide  chain  c leavage （P450scc）の酵

素 反 応 によってプレグネノロン（Pregnenolone,  PGN）が合 成 される [73]。PGN は

小 胞 体 に 存 在 す る 数 種 類 の 酵 素 に よ っ て 代 謝 さ れ る 。 3β -Hydoroxysteroid  

dehydrogenase （ 3β -HSD ） は プ ロ ゲ ス テ ロ ン （ Progesterone ,  PGT ） へ 変 換 し

[93]、17α -Hydroxylase によって PGN と PGT を基 質 として 17α -ヒドロキシプレグ

ネノロン（ 17α -Hydroxypregnenolone,  HPGN ）と 17α - ヒドロキシプロゲステロン

（17α -Hydroxyprogesterone,  HPGT）を合 成 する水 酸 化 反 応 がある。次 にこれ

らのステロイドは 17α -Hydroxylase のリアーゼ活 性 により、それぞれデヒドロエピ

ア ン ド ロ ス テ ロ ン （ Dehydroepiandorosterone ,  DHEA ） と ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン

（Androstenedione ,  ADS）  が合 成 される。3β -HSD は HPGN と DHEA をそれぞ

れ HPGT、ADS へと変 換 する活 性 を持 っている。精 巣 ライディッヒ細 胞 では ADS

が 17β -Hydroxysteroid dehydrogenase （17β -HSD）の作 用 によりテストステロン



 2

（Testosterone ,  TS）が合 成 されて分 泌 される。 [28]、卵 巣 ではさらに Aromatase 

（P450arom）が作 用 して、性 周 期 に応 じてエストロゲンが合 成 される [38,104]。ま

た ADS から P450arom によりエストロンが合 成 され 17β -HSD によってエストラジ

オール（Estradiol ,  E2）が合 成 される経 路 もある [84]。  

副 腎 で は 副 腎 皮 質 の 3β -HSD に よ っ て 合 成 さ れ た PGT は 小 胞 体 の

21α -Hydroxylase（P450 21α）やミトコンドリアの酵 素 11β -Hydroxylase  （P450 

11β ） に よ っ て 代 謝 さ れ 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド で あ る コ ル チ コ ス テ ロ ン

（ Cort icosterone,  CCS ） や ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド で あ る ア ル ド ス テ ロ ン

（Aldosterone ,  ALD）  が合 成 される。げっ歯 類 の副 腎 から 17α -Hydroxylase

（P450 17α）はいまだ発 見 されていないため、CCS が主 な副 腎 皮 質 ホルモンであ

る。ステロイドホルモンは標 的 器 官 において様 々な生 理 作 用 を発 現 しており、微

量 の増 減 でも生 体 機 能 に大 きな影 響 を与 えるため、生 合 成 の調 節 は重 要 であ

る。精 巣 ライディッヒ細 胞 での TS 生 合 成 には下 垂 体 から分 泌 される黄 体 形 成 ホ

ルモン（Luteiniz ing hormone,  LH）や濾 胞 刺 激 ホルモン（Fol l ic le  s t imulat ing 

hormone,  FSH）によって調 節 されている [2]。また、エストロゲンは卵 巣 において

アンドロゲンと同 様 に LH や FSH で調 節 されている [88]。副 腎 皮 質 ホルモンでは

グルココルチコイドは副 腎 皮 質 刺 激 ホルモン（ Adrenocort icotropic  hormone,  

ACTH）により調 節 される [104]。これらステロイドホルモンの生 合 成 は視 床 下 部 ‐

下 垂 体 ‐ 生 殖 器 ま た は 視 床 下 部 ‐ 下 垂 体 ‐ 副 腎 皮 質 、 い わ ゆ る HPA 

（Hypothalamic-pi tui tary-adrenal  system）を介 して脳 によって制 御 されている

[1 ,66]。視 床 下 部 にはアンドロゲンレセプターが存 在 し、血 中 TS 濃 度 が上 昇 し

す ぎ る と 視 床 下 部 か ら の 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン

（Gonadoropin-re leasing hormone,  GnRH）の分 泌 が低 下 することで下 垂 体 か

ら LH と FSH の分 泌 が減 少 して精 巣 中 ステロイドホルモン合 成 を低 下 させること

で血 中 アンドロゲン濃 度 を調 節 している [114]。コルチコイドも同 様 に視 床 下 部
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のグルココルチコイドレセプターを介 して血 中 ACTH 濃 度 を低 下 させて調 節 して

いる [61]。ステロイドホルモンの合 成 は、様 々な酵 素 やタンパク質 が関 与 しており、

かつ、その存 在 量 は微 量 であることから合 成 機 序 や生 体 内 動 向 やその役 割 に

ついてはいまだ解 明 されていないことが多 い。  

そこで本 研 究 では、第 Ⅰ章 で質 量 分 析 法 による生 体 ステロイドホルモンとそ

の抱 合 体 ならびに代 謝 物 の微 量 分 析 方 法 の開 発 を目 的 として、生 体 内 に存

在 する微 量 ステロイドホルモンとその代 謝 物 であるグルクロン酸 抱 合 体 と硫 酸 抱

合 体 の抽 出 方 法 を開 発 した。次 に、第 Ⅱ章 では第 Ⅰ章 で開 発 した方 法 を用 い

て、ラット臓 器 中 ステロイドホルモンとその抱 合 体 を臓 器 別 に調 査 した。また、抱

合 体 はステロイドホルモンの輸 送 体 であるという仮 説 を立 てて、標 的 臓 器 での β

グルクロニダーゼ、スルファターゼ活 性 を調 査 した。第 Ⅲ章 では、第 Ⅰ章 で開 発

した方 法 や第 Ⅱ章 で得 られた結 果 を基 にして、内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質 ジエチル

スチルベストロール（Diethyls t i lbest rol ,  DES）  を投 与 した成 雄 ラットの臓 器 中

への移 行 調 査 を行 った。DES は強 いエストロゲン活 性 を有 している報 告 があり

[69]、性 ホルモンの合 成 や分 泌 の恒 常 性 を攪 乱 することが良 く知 られている。し

かしその内 分 泌 攪 乱 作 用 機 序 について、未 だ充 分 には解 明 されていない。そこ

で、成 雄 ラット精 巣 毒 性 の初 期 段 階 である TS 低 下 機 序 解 明 を目 的 とした。さら

に、第 Ⅳ章 ではラット脳 内 でのステロイドホルモンの合 成 報 告 [14]からステロイド

ホルモンは各 臓 器 で合 成 されているのではないかと予 想 され、これまで報 告 のな

い成 雄 ラット精 巣 中 における CCS 合 成 に関 与 する P450 酵 素 活 性 を調 査 した。  
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第 Ⅰ章  LC-MS によるステロイドホルモンとその抱 合 体 同 時 分 析 法

の開 発  
 

１ .  序  文  

ステロイドはステロイド核 とよばれる三 つの 6 員 環 と一 つの 5 員 環 が繋 がった

構 造 が特 徴 である。ステロイド骨 格 そのものは脂 溶 性 であるが、生 体 物 質 として

は C-3 位 がヒドロキシル化 またはカルボニル基 となったステロール類 であり、水 溶

性 の性 質 を有 している。生 体 内 でコレステロールからエストロゲン、アンドロゲン、

コルチコイドが合 成 される。これら生 体 ステロイドホルモンの測 定 は、一 般 に血 液

内 濃 度 を High Performance Liquid Chromatography-Ul tra  Violet  

（HPLC-UV）、Radioimmunoassay （RIA）や Enzyme-Linked Immunosorbent  

Assay （ELISA）を用 いて行 なわれてきたが [3 ,75,88]、組 織 内 に微 量 に含 まれ

るステロイドホルモン濃 度 を正 確 に定 量 した報 告 は少 ない。また、近 年 では Gas  

Chromatography-Mass Spect rometry （GC-MS）による測 定 が行 われていたが

[56,77] 、 よ り 高 感 度 に よ る 測 定 、 選 択 性 の 高 い 分 析 が 求 め ら れ 、 Liquid 

Chromatography-Atmospheric  Pressure  Chemical  Ionizat ion Mass  

Spectrometry  （ LC-APCI-MS ） に よ る 分 析 か ら [111] 、 近 で は 、

Electrospray ionizat ion （ESI）によるイオン化 方 法 を用 いることで検 出 限 界 値  

（Limited of  Detect ion,  LOD）がさらに低 くなり、微 量 成 分 を同 時 に測 定 、定 量

することが可 能 となった [39,40]。また、2 台 直 列 に接 続 された質 量 分 析 計  （タ

ンデム質 量 分 析 計 ：Tandem mass spec trometer,  MS/MS）による  MS/MS 法 と

し て 、 四 重 極 型 質 量 分 析 計  （ LC-MS/MS 、 Triple  quadrupole  mass  

spectrometer）を用 いた MS （Q1）で得 られた MS スペクトラムのプリカーサーイオ

ン を 単 離 し て 、 q2 内 に 充 填 さ れ た ア ル ゴ ン に 衝 突 さ せ る 衝 突 誘 起 解 離  

（Coll is ion- induced dissocia t ion,  CID）によって得 られたフラグメントから、MS 
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（ Q3 ） で プ ロ ダ ク ト イ オ ン の 質 量 を 設 定 し て 測 定 す る 方 法 と し て 開 発 さ れ た

Selected React ion Monitor ing （SRM）により飛 躍 的 に高 感 度 でかつ選 択 的

に 測 定 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 さ ら に 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計  （ Time of  

f r ight ,  TOF）を用 いて、詳 細 な質 量 情 報 や高 分 解 能 によって得 られた MS スペ

クトラムを解 析 することで、元 素 組 成 を決 定 することが可 能 となり、より目 的 化 合

物 を決 定 する真 度 と精 度 が向 上 した。また、ステロイドホルモンの分 析 は誘 導 体

試 薬 Dansyl  Chlor ide や 2-Hydrazino-4-(Tri f luoromethyl)-Pyrimidine  

（HTP）等 を用 いて、ステロイドホルモンを誘 導 体 化 することで、さらに高 感 度 で

測 定 する方 法 が報 告 されている [10,124]。しかし、生 体 内 のステロイドホルモン

並 びにそのグルクロン酸 抱 合 体 や硫 酸 抱 合 体 を同 時 に分 析 するためには、誘

導 体 化 処 理 をすることなく、生 体 ステロイドホルモンとその抱 合 体 を同 時 に抽 出

精 製 して正 確 に測 定 することが重 要 である。しかしながら、組 織 内 の多 成 分 同

時 分 析 において ESI のイオン化 効 率 を妨 げる夾 雑 成 分 の存 在 が微 量 分 析 の

定 量 に影 響 を与 えており、この夾 雑 成 分 を排 除 することが課 題 である。ステロイ

ドホルモンとその抱 合 体 の同 時 分 析 は、比 較 的 に夾 雑 成 分 の少 ない河 川 の水

質 調 査 や尿 などで分 析 されてきたが [22,23,55,88]、筋 肉 ならびに脂 肪 、または

各 臓 器 中 からの抽 出 は生 体 由 来 の夾 雑 成 分 が LC-MS 測 定 における ESI プロ

ーブの詰 まりなど、装 置 異 常 の原 因 となるため、直 接 LC-MS 測 定 することは望

ましくない。さらに生 体 由 来 の夾 雑 成 分 は精 製 を目 的 とした固 相 カラムの保 持

を妨 げ、さらに LC-MS における ESI でのイオン化 効 率 が抑 制  （Suppress ion）

並 びに増 進  （Enhancement）することで、正 確 に真 値 を求 めるための妨 げとなっ

ている [32,96]。夾 雑 成 分 の除 去 を目 的 とした固 相 カラムを用 いた抽 出 は、血

清 、プラズマや胆 汁 などの定 量 報 告 はあるが [106,113,121,123]、さらに夾 雑 成

分 が多 く含 まれる臓 器 中 から抽 出 して定 量 した報 告 は少 ない。そこで本 章 では
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LC-MS を用 いて生 体 試 料 中 のステロイドホルモンとその抱 合 体 を同 時 に分 析

する方 法 を検 討 した。  
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2. 材 料 と方 法  

2 .1 .  標 準 物 質 並 びに試 薬  

本 研 究 で 使 用 し た 標 準 品 は 、 テ ス ト ス テ ロ ン  （ TS ） 、 ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン  

（ADS）、17α -ヒドロキシプロゲステロン  （HPGT）、プロゲステロン  （PGT）、プレ

グ ネ ノ ロ ン  （ PGN ） 、 11- デ オ キ シ コ ル チ コ ス テ ロ ン  （ DCC ） 、 コ ル チ コ ス テ ロ ン  

（CCS）、  エストロン  （E1）、  17α -エストラジオール  （αE2）、  17β -エストラジオ

ール  （βE2 ）、エストリオール  （ E3 ）、エストラジオール‐ 3 グルクロン酸 抱 合 体  

（E2–3G）、  テストステロン‐17 グルクロン酸 抱 合 体  （TS-17G）、  エストラジオー

ル -3 硫 酸 抱 合 体  （E2-3S）、内 部 標 準 物 質 としてテストステロン d3 （TS-d3）、

17β -エストラジオール d2 （E2-d2）  を Sigma-Aldrich から購 入 した。コルチコス

テ ロ ン d8 （ CCS-d8 ）  は 大 塚 製 薬 か ら 購 入 し た 。 各 化 合 物 を メ タ ノ ー ル  

（MeOH）に溶 解 して 100 µg/ml となるよう調 製 した。さらに、各 化 合 物 を 1 µg/ml

となるように混 合 して、適 宜 MeOH で希 釈 して添 加 回 収 試 験 および検 量 線 の

作 成 に用 いた。使 用 した試 薬 は、抽 出 工 程 でアセトニトリル  （ACN）、MeOH、

n-ヘキサン  （Hex）は残 留 農 薬 分 析 用  （関 東 化 学 ）を使 用 した。精 製 固 相 カラ

ムの溶 出 溶 媒 として、トリエチルアミン （TEA）、クエン酸  （CA）  （特 級 、和 光

純 薬 ）、蟻 酸  （FA）  （特 級 、関 東 化 学 ）を用 いた。LC-MS 測 定 の溶 媒 は超 純

水 として Mill i -Q 水  （比 抵 抗 値 18 M Ω・cm 以 上 、TOC 値 5 ppb 以 下 、

Mill ipore）、ACN （LC-MS grade,  Thermo Fisher）、添 加 剤 としてアンモニア

水  （AW）、FA、酢 酸  （LC-MS grade ,  Supelco）を用 いた。精 製 固 相 カラムは

Oasis  WAX 150 mg （Weak anion exchange 150 mg,  Waters） と Hybrid  SPE 

Phosphol ipid  500 mg （ HSP ）および ENVI-Carb 250 mg  （ ENVI ）  （共 に

Supelco）を用 いた。脱 抱 合 酵 素 として、β -グルクロニダーゼ  （Type B-1）と  スル

ファターゼ  （Type H-1）は Sigma-Aldrich から購 入 した。  
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2.2.  抽 出 方 法  

抽 出 工 程 を図 1-1 に示 した。各 臓 器 を 15 ml 遠 心 管 に採 取 して計 量 して  

（例 、血 液 は 0.50 ml、精 巣 、肝 臓 は 1.00 g）、TS,  E2,  CCS の内 部 標 準 物 質 を

5 ng/ml 添 加 した。ACN を加 えてバイオミキサー  （BM-1,  日 本 精 機 社 製 ）で 1 

分 間 細 切 した。細 切 した試 料 は 8,000 rpm （10,160 ×g） ,10min で遠 心 分 離

（高 速 冷 却 遠 心 分 離 機 、7780Ⅱ ,  クボタ社 製 ）して得 られた上 清 を No.41 フィ

ルター  （Whatman）でろ過 して集 めた。この操 作 を 2 回 繰 り返 して集 めた上 清

に ACN 飽 和 Hex を加 え、シェーカー  （SR-2D W,  TAITEC 社 製 ）により激 しく振

とう混 和 した後 、Hex 層 と ACN 層 が分 離 するまで静 置 し必 要 に応 じて遠 心 分

離 した。分 液 ロートを用 いて ACN 層 を集 め、0.3  ml の FA を添 加 した（ 終 濃

度 が 1 %）。その溶 液 を予 め MeOH、1 % FA で洗 浄 した精 製 固 相 カラム 1 

（WAX）に負 荷 した。WAX を通 液 した溶 液 と WAX を 20 ml  MeOH で洗 浄 した

溶 液 を精 製 固 相 カラム 2  （HSP）に負 荷 して得 られた溶 液 と、MeOH :  2  % CA 

（9:1,  v /v）を 5 ml 通 液 して得 られた溶 液 をエバポレーター  （BUCHI,  EYELA）

で濃 縮 乾 固 して 1 ml の ACN：水  （4:6,  v/v）に溶 解 し 2.0 μm Ultra  f ree-MC 

（Mill ipore）でタンパク質 を除 去 したものをステロイドホルモン試 料 とした。一 方 、

WAX に保 持 されたステロイドホルモン抱 合 体 は MeOH :  10 mM TEA、  9 :1 を 5 

ml 通 液 して集 められた溶 液 をエバポレーターによって濃 縮 乾 固 した。10 mM  

酢 酸 バッファー10 ml に溶 解 して pH メーター  （HORIBA）で pH4.5 に調 整 して、

0.25 mg/ml  β グルクロニダーゼ  （B-1）またはスルファターゼ  （H-1）を添 加 して

37 ℃で 30 分 間 反 応 させた  （図 1-2）。反 応 溶 液 は予 め MeOH、10 mM 酢 酸

バッファーによって洗 浄 置 換 した ENVI に負 荷 してステロイドホルモンを保 持 させ

た。ステロイドホルモンは MEOH とジクロロメタン 5 ml によって溶 出 し集 められ、

エバポレーターで濃 縮 乾 固 して、0.2 ml のアセトニトリル：水  （4:6,  v/v）溶 液 に

溶 解 した試 料 を抱 合 体 由 来 のステロイドホルモンとした。  
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2.3.  測 定 方 法  

2 .3 .1 .  分 析 機 器  

測 定 に 用 い た LC お よ び MS は 、 定 性 に は 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計  

（LC;Nexera ,  島 津 製 作 所 、  TOF MS；MicrOTOFQⅡ ,  Bruker  Dal tonics）を

使 用 した。得 られた MS スペクトラムは Data analysis  （version 4.0 ,  Bruker  

Dal tonics）を用 いて解 析 した。検 出 された化 合 物 はタンデム四 重 極 型 質 量 分

析 計  （LC; Ult imate  3000,  MS/MS; TSQ Quantum Ultra ,  Thermo Fisher  

Scient i f ic）を用 いて測 定 し、定 量 解 析 ソフト LCQuan 2.6 を用 いて定 量 した。  

 

2.3.2 .  測 定 条 件  

分 離 カラムは L-column 2 （C1 8  3  µm,  2 .1  × 150 mm, 化 学 物 質 評 価 研 究

機 構 ） を 使 用 し た 。 カ ラ ム 温 度 は 40 ℃ 、 注 入 量 は 10 μ l 、 移 動 相 条 件 は

LC-TOF MS で測 定 対 象 化 合 物 がポジティブイオンでは、 0.1 %  FA （ A）と

0.1 %  FA 含 有 ACN （B）、ネガティブイオンでは 0.03 % AW （A）と 0.03 % 

AW 含 有 ACN （B）を用 いて、流 速 0.2 ml/min によるグラジエントで測 定 した。

グラジエント条 件 は 95 % （A）  :  5  % （B）から 3 分 後 に 60 % （A） :40  % （B）、

9 分 後 に 5 % （A）：95 % （B）、2 分 間 保 持 した後 、平 衡 化 4 分 行 い総 測 定

時 間 15 分 間 で行 った。MS の測 定 条 件 として TOF は、MS 測 定 範 囲 は 50 ~ 

1 ,000 m/z、Capi l lary  vol tage は 4,500 V、Nebuliser  gas は 1.6 bar、Dry gas

は 8 L/min、Dry temperature は 180 ℃に設 定 して測 定 した。10 mM 蟻 酸 ナト

リウム  /  2-プロパノール  （1:1,  v /v）を測 定 して、Na （NaCOOH）  1 - 1 4 で得 られ

た MS スペクトラム 90.9766 ~ 974.8132 m/z を用 いて質 量 補 正 して質 量 精 度 の

誤 差 を 5 ppm 以 下 に設 定 した。LC-MS/MS は Q1 による MS Scan によりプリカ

ーサーイオンを決 定 後 、Tube Lens の 適 化 を行 い、次 に Coll is ion Energy  

（CE）を 10 から 80V まで測 定 してプロダクトイオンを生 成 し、 適 な MS スペクト
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ラムを選 択 して CE の 適 化 を行 い、Selected React ion Monitor ing （SRM）を

設 定 した  （表 1-1）。N2 ガスは Sheath gas を 50 uni ts、 Ion Sweep Gas を 10 

uni ts に設 定 し、Coll is ion Gas は Coll i s ion Cel l  Pressure を 1.5 m Torr に設

定 した。 Ion Spray はポジティブモードで 3,000 V、ネガティブモードでは -2 ,500 V

に設 定 し、ポジティブモードとネガティブモードを交 互 に測 定  （切 り替 え時 間 は

50 m sec）した。ガス温 度 は Vaporizer  Temp 350 ℃、Capil lary Temp は 270 ℃

に設 定 した。Q1、Q3 の半 値 幅 （Ful l  Width a t  Half  Maximum, FWHM）は 0.7  

m/z に設 定 し、夾 雑 成 分 による影 響 が認 められた場 合 、Q1 の FWHM を 0.2 m/z

に変 更 して測 定 した。  

 

2.3.3 .  Data analysis による真 度 判 定  

LC-TOF MS による測 定 で得 られた MS スペクトラムは内 部 標 準 物 質  （蟻 酸

ナトリウムまたは ESI- low concentrat ion tuning mix,  Agi lent）を用 いて質 量 補

正 した。ステロイドホルモンの質 量 を抽 出 して得 られた質 量 は SigmaFit T M によっ

て元 素 組 成 解 析 を行 い、プリカーサーイオンの値 とその化 合 物 の組 成 式 から計

算 し て 求 め ら れ た 理 論 値 と 比 較 す る こ と で ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン を 同 定 し た

[86,93]。  

 

2.3.4 .  検 量 線 の作 成  

検 量 線 は内 部 標 準 物 質 を一 律 5 ng/ml、標 準 物 質 を 0.1 ,  0.5,  1,5,  10,  

50,  100 ng/ml とし、標 準 物 質 と内 部 標 準 物 質 とのピーク面 積 の比 を求 め縦 軸

に面 積 比 、横 軸 に濃 度 を設 定 して作 成 した。また、抱 合 体 由 来 のステロイドホ

ルモンの測 定 は標 準 添 加 法 を用 いて定 量 した [108]。  

 

2.3.5 .  回 収 試 験 並 びに精 度 判 定  
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開 発 した抽 出 方 法 の回 収 率 と精 度 を求 めるために添 加 回 収 試 験 を実 施 し

た。回 収 試 験 は成 雄 ラットの血 液 、精 巣 および肝 臓 を用 いた。血 液 0.50 ml、

精 巣 と肝 臓 1.00 g を採 取 して内 部 標 準 物 質 TS,E2,CCS を 5.0  ng/ml 添 加 し

た 。 次 に 各 標 準 物 質 を 0.1,  0 .5 ,  1 .0 ,  5 .0 ,  10 ng/ml 添 加 し て 抽 出 後 、

LC-MS/MS で測 定 した。得 られた測 定 値 を作 成 した検 量 線 を用 いて算 出 し、

定 量 結 果 から回 収 率  （%）と相 対 標 準 偏 差  （RSD %）を求 めた [24]。  
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3. 結 果  

3 .1 .  LC-MS を用 いたステロイドホルモンとその抱 合 体 の同 時 測 定  

プリカーサーイオンを単 離 して、アルゴンに衝 突 させて得 られたフラグメントを

選 択 して測 定 する SRM 法 を用 いて定 量 した。例 として、TS におけるプロダクトイ

オンの生 成 MS スペクトラムを図 1-3C に、 適 SRM 条 件 を設 定 して測 定 した

MS クロマトグラムを図 1-3D に示 した。同 様 に、各 ステロイドホルモンとその抱 合

体 の 適 SRM 条 件 を表 1-1 に示 した。 適 SRM 条 件 を設 定 し、ポジティブモ

ードで測 定 して得 られた MS クロマトグラムを図 1-4 に、ネガティブモードで得 られ

た MS クロマトグラムを図 1-5 に示 した。  

 

3 .2 .  抽 出 方 法 の検 討  

臓 器 中 からのステロイドホルモンとその抱 合 体 の同 時 分 析 の抽 出 は、夾 雑 物

質 の主 成 分 であるリン脂 質 やタンパク質 の除 去 と MS のイオン化 効 率 の向 上 を

目 的 として開 発 した。リン脂 質 の除 去 として Supelco 社 製 の HSP を選 択 した。

HSP は選 択 性 の高 いルイス塩 基 の相 互 作 用 に基 づきコーティングしたジルコニ

アイオンとリン脂 質 リン酸 基 で作 用 している [53]。このことにより、試 料 中 からステ

ロイドホルモンは HSP に保 持 されること無 く溶 出 され、リン脂 質 のみを除 去 した。

（図 1-6）。しかし、ステロイドホルモン抱 合 体 が HSP に強 力 に保 持 していることが

判 明 した。HSP からステロイドホルモン抱 合 体 を溶 出 させる方 法 を検 討 してみた

ところ、溶 出 条 件 が整 わず良 好 に回 収 できなかったことから、HSP に負 荷 させる

前 にステロイドホルモン抱 合 体 を別 の精 製 固 相 カラムに保 持 させて、かつ、ステ

ロイドホルモンが保 持 されない固 相 カラムを検 討 した。その結 果 、Waters 社 製 の

WAX はステロイドホルモン抱 合 体 を保 持 させて、ステロイドホルモンは保 持 され

ないことがわかった。しかし、アンドロゲンである TS や ADS、エストロゲンである E1、

E2、E3 は HSP に保 持 されなかったが、DCC、CCS などのコルチコイドは保 持 さ
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れていた。そこで溶 出 条 件 を検 討 した結 果 、2 % CA を HSP に通 液 することで

DCC、CCS が溶 出 し、良 好 に回 収 された。WAX に保 持 された抱 合 体 は 10 mM 

TEA により別 の容 器 に溶 出 し、エバポレーターで乾 固 された後 、酢 酸 バッファー

に溶 解 した。その溶 液 を β -グルクロニダーゼ、スルファターゼによって脱 抱 合 して、

ステロイドホルモンとして測 定 した。得 られた定 量 値 を各 ステロイドホルモン抱 合

体 量 とした。  

 

3.3.  目 的 化 合 物 の同 定  

LC-MS/MS で 測 定 し て 得 ら れ た ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン の 定 性 目 的 の た め 、

LC-TOF MS を用 いて測 定 した。得 られた MS スペクトラムは Data analysis を用

いて解 析 した。LC-TOF MS による測 定 は設 定 した質 量 範 囲 内 のイオン化 する

化 合 物 をフルスキャンで網 羅 的 に検 知 することが可 能 なため、測 定 後 に目 的 化

合 物 の質 量 を抽 出 することができる。目 的 化 合 物 は得 られたプリカーサーイオン

とその化 合 物 の組 成 式 から計 算 した理 論 値 と同 位 体 パターンを比 較 することで

同 定 された  （SigmaFit T M）。SigmaFit T M を用 いたアルゴリズムはモノアイソトピッ

クイオンから同 位 体 ピークまでの距 離 やイオン強 度 を比 較 することで目 的 対 象

化 合 物 を特 定 できる。この SigmaFit T M による∂  値 が通 常 0.05 以 下 であると、

理 論 値 で得 られた組 成 式 と同 位 体 パターンが一 致 したと判 断 される [86]。例 と

して精 巣 中 から検 出 して同 定 した MS スペクトラムを図 1-3 に示 した。精 巣 中 か

ら抽 出 測 定 した TS とプロトン付 加 した質 量 が検 出 された  （図 1-3A）。TS の理

論 値 による同 位 体 パターン  （図 1-3B）と比 較 するために、SigmaFit T M を用 いて

検 討 した。その結 果 、δ 値 は 0.01181 で質 量 誤 差 は 2 mDa と誤 差 範 囲 が小 さ

いことから、TS と同 定 された。同 様 に、検 出 された全 てのステロイドホルモンは

SigmaFit T M を用 いて同 定 した。  
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3.4.  添 加 回 収 試 験  

開 発 した方 法 を用 いることで、ステロイドホルモンならびにその抱 合 体 を同 時

に分 析 し、ESI 法 におけるイオン化 抑 制 を引 き起 こすとされる試 料 中 のリン脂 質

を除 去 する固 相 カラム、HSP を使 用 することで定 量 限 界 値 を低 く設 定 することが

可 能 となった。この方 法 を用 いて成 雄 ラットの血 液 、精 巣 および肝 臓 における添

加 回 収 試 験 の結 果 を表 1-2 に示 した。いずれの臓 器 においても無 添 加 による

調 査 を実 施 した結 果 、内 在 するステロイドホルモンが検 出 されたため、検 出 され

たステロイドホルモンを定 量 して、添 加 したステロイドホルモンの定 量 値 から検 出

された内 在 するステロイドホルモンの定 量 値 を差 し引 いて回 収 率 を求 めた。その

結 果 、血 液 、精 巣 と肝 臓 において TS とその前 駆 物 質 である ADS、HPGT、PGT

並 びに DCC、CCS は 0.1 ng/g （肝 臓 は 1.0 ng/g）添 加 で良 好 な回 収 結 果 が

得 られた （回 収 率 70~120 %、RSD  20 %以 下 ）。また、PGN は脂 溶 性 が高 く

ESI のイオン化 効 率 が他 の化 合 物 より低 いため 1.0 ng/g を定 量 限 界 値 とした。

各 化 合 物 の添 加 回 収 試 験 は n 数 を 5 として、定 量 限 界 値 相 当 とその 5 倍 量 、

10 倍 量 の濃 度 で実 施 した結 果 、いずれの化 合 物 でも良 好 に回 収 された。  
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表 1-1.ステロイドホルモンおよびその抱 合 体 と内 部 標 準 物 質 の 適 SRM 設 定  

Analyte Observed SRM 1) m/z 2) Collision E 3) T Lens 4)

299.0>281.0 14 75
299.0>97.1 5 75
315.0> 97.0 23 77
315.0>109.0 27 77
331.0> 97.0 28 85
331.0>109.0 28 85
287.0> 97.0 20 84
287.0>109.0 23 84
289.0> 97.0 26 91
289.0>109.0 25 91
331.0 > 97.3 28 85

331.0 > 109.2 28 85
347.0 > 105.2 42 82
347.0 > 121.2 25 82
269.0 > 145.１ -44 -81
269.0 > 183.2 -45 -81
271.0 > 145.１ -43 -98
271.0 > 183.1 -43 -98
271.0 > 145.1 -43 -98
271.0 > 183.0 -43 -98
287.0 > 145.0 -38 -79
287.0> 171.0 -38 -79
463.0>341.0 -26 -91
463.0>287.0 -33 -91
447.0>271.0 -40 -94
447.0>325.0 -25 -94
351.0>80.1 -50 -90

351.0>145.0 -62 -90
292.0> 97.0 23 91
292.0>109.0 25 91
273.0>147.0 -40 -104
273.0>185.0 -43 -104
355.0>100.4 33 126
355.0>125.5 29 126

Testosterone(TS)

DeoxyCorticosterone (DCC)

Pregnenolone(PGN)

Estoriol (E3)

Progesterone(PGT)

Hydoxyprogesterone(HPG)

Andorostenedione(ADS)

Corticosterone (CCS)

17β-Estradiol (β-E2)

Estrone (E1)

17α-Estradiol (α-E2)

CCS d8 (CCS-d8)

E2-3sulfate (E2-S)

TS-17(β-D-glucuronide) (TS-G)

17βE2 d2(E2-d2)

E2-3(β-D-glucuronide) (E2-G)

TS d3(TS-d3)

 

1)  SRM (Selected React ion Monitor ing)  選 択 的 反 応 モニタリング  

2)  m/z  質 量 m と電 荷 z の比  

3)  Coll is ion E (Col l is ion Energy)  衝 突 誘 起 解 離 （Coll is ion- induced 

dissociat ion：CID）を行 う時 に衝 突 エネルギーを利 用 してイオンの解 離 を引

き起 こすためのエネルギー値  

4)  T Lens  (Tube lens)  ESI において生 成 したイオンを質 量 分 析 部 に導 入 する

ための印 加 電 圧 値  

5)  d 体  内 部 標 準 物 質 として用 いられるサロゲート物 質  
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表 1-2.  ステロイドホルモンおよびその抱 合 体 の添 加 回 収 試 験                 

Blood(0.50ml)a Testis(1.00g)a Liver(1.00g)a
Recovery(%) RSD(%)     Recovery(%) RSD(%)     Recovery(%) RSD(%)

10.0 93.3 18.5 98.3 7.9 86.7 3.5
Pregnenolone 5.0 91.0 18.4 104.3 14.8 85.0 15.3

1.0 85.9 15.7 91.6 19.4 99.3 9.8

10.0 90.7 10.9
5.0 94.6 8.2 92.0 10.5 86.6 16.0

Progesterone 1.0 90.1 6.4 97.7 16.5 107.1 15.3
0.1 82.8 4.5 101.6 9.3

10.0 72.4 4.3
5.0 110.3 2.3 105.2 7.0 75.8 19.8

17-Hydroxyprogesterone 1.0 86.0 9.4 89.4 10.4 89.7 6.7
0.1 97.2 13.6 92.6 16.4

10 105.2 7.0
5.0 113.6 6.4 86.0 4.5 89.4 10.4

Androstenedione 1.0 115.4 2.5 86.2 5.6 92.6 16.4
0.1 100.7 7.6 102.0 5.3

10.0 98.6 4.5
5.0 106.8 5.2 80.5 4.7 88.0 9.1

Testosterone 1.0 104.8 5.7 77.6 5.7 74.3 4.4
0.1 110.6 7.8 96.4 15.1

10.0 108.7 6.0
5.0 91.9 14.1 108.0 1.0 89.7 20.5

17α-Estradiol 1.0 73.3 2.1 109.5 4.0 89.0 7.9
0.5 89.4 15.6 107.0 6.1

10.0 99.3 3.1
5.0 99.3 3.1 105.7 0.7 73.3 2.1

17β-Estradiol 1.0 73.3 2.1 81.9 1.5 112.3 6.7
0.5 112.3 6.7 96.9 18.4

10.0 101.3 4.0
5.0 82.7 9.4 84.8 16.4 88.9 9.6

Corticosterone 1.0 80.7 4.3 100.6 13.9 104.3 2.9
0.1 107.8 5.1 85.7 9.1

10.0 95.9 5.2
5.0 78.6 7.4 116.9 1.7 97.6 2.0

11-Deoxycorticosterone 1.0 90.0 11.3 78.1 4.3 100.7 21.5
0.1 81.5 8.8 75.3 1.2

10.0 85.0 8.6
Testosterone- 5.0 91.8 18.8 85.0 2.6 95.4 16.4
        17- glucuronide 1.0 98.5 13.8 95.4 6.4 110.0 10.1

0.5 71.3 14.9 117.0 1.1

10.0 103.5 4.3
17β- Estradiol- 5.0 90.7 10.9 102.7 2.3 97.8 4.0
         3- glucuronide 1.0 86.6 16.0 109.2 7.7 119.1 0.5

0.5 107.1 15.3 79.1 12.3

10.0 90.3 17.1 106.4 1.4 70.2 6.5
17β-Estradiol- 5.0 101.3 4.6 101.5 13.5 72.3 12.3
                 3-sulfate 1.0 82.3 13.2 91.3 12.5 71.2 15.3

RSD: Relative Standard Deviation 
a Data presented mean values of n=3-5

added (ng/g)steroids

 
成 雄 ラット全 血 、精 巣 、肝 臓 組 織 にステロイドホルモンとその抱 合 体 を添 加 して、

開 発 した方 法 で抽 出 測 定 した回 収 率 と相 対 標 準 偏 差 を示 した。FDA で認 可 さ

れた値 は回 収 率 70～120%、RSD は 25%以 下 でありその条 件 を満 たしていた。  
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図 1-1.  ステロイドホルモンとその抱 合 体 の抽 出 方 法  

アセトニトリルによる抽 出 からヘキサンによる脱 脂 、WAX、HSP 固 相 カラムによ

る精 製 および β -グルクロニダーゼ、スルファターゼ酵 素 処 理 による脱 抱 合 処 理

後 LC-MS 測 定 した。  

evaporated and solubilized with 1ml of methanol
filtrated with Ultra free-MC 
(Millipore PVDF 0.22μm pore size) 
by centrifugation 17,390g for 5min 

Weighing of  tissue
added 15ml of acetonitrile
added 5ng/ml of testosterone(d3),estradiol(d2) and corticosterone(d8)for internal standard 
homogenized with biotechnology mixer
centrifuged 10,160 x g  for 10min

Supernatant                                                     Precipitate   
added 15ml of acetonitrile
shaking for 5min with shaker
centrifuged 10,160 x g for 10min

Supernatant   
Supernatant 

filtrated with 41 filter paper (Whatman) 
added 30ml of hexane (saturated with acetonitrile)
shaking for 5min with shaker

Acetonitrile layer
added 0.3ml formic acid

Oasis WAX (150mg) column (Waters)                               

Hybrid SPE phospholipid (500mg) column (Supelco)      

eluted with 5ml of 2% citric acid/acetonitrile(1/9) 

evaporated and solubilized with 10ml of 40mM sodium 
acetate buffer (adjusted pH 4.5 after the solubilization) then added
0.25mg/ml glucuronidase or sulfatase (incubated for 30min at 37°C)

Envi-carb SPE (250mg) column (Supelco)

evaporated and solubilized with 0.2ml of 

Acetonitrile : water (4:6 v/v)

(Sample for LC-ESI-QTOF and LC-MS/MS analysis)

washed with 20ml methanol
WAX column  

eluted with 10ml of 10mM triethylamine/methanol(1/9)

eluted with 5ml of methanol 
and dichloromethane

added 5ng/ml of internal standard 

1ml of Acetonitrile : water
(4:6 v/v) soluble fraction

evaporated and solubilized with 1ml of methanol
filtrated with Ultra free-MC 
(Millipore PVDF 0.22μm pore size) 
by centrifugation 17,390g for 5min 

Weighing of  tissue
added 15ml of acetonitrile
added 5ng/ml of testosterone(d3),estradiol(d2) and corticosterone(d8)for internal standard 
homogenized with biotechnology mixer
centrifuged 10,160 x g  for 10min

Supernatant                                                     Precipitate   
added 15ml of acetonitrile
shaking for 5min with shaker
centrifuged 10,160 x g for 10min

Supernatant   
Supernatant 

filtrated with 41 filter paper (Whatman) 
added 30ml of hexane (saturated with acetonitrile)
shaking for 5min with shaker

Acetonitrile layer
added 0.3ml formic acid

Oasis WAX (150mg) column (Waters)                               

Hybrid SPE phospholipid (500mg) column (Supelco)      

eluted with 5ml of 2% citric acid/acetonitrile(1/9) 

evaporated and solubilized with 10ml of 40mM sodium 
acetate buffer (adjusted pH 4.5 after the solubilization) then added
0.25mg/ml glucuronidase or sulfatase (incubated for 30min at 37°C)

Envi-carb SPE (250mg) column (Supelco)

evaporated and solubilized with 0.2ml of 

Acetonitrile : water (4:6 v/v)

(Sample for LC-ESI-QTOF and LC-MS/MS analysis)

washed with 20ml methanol
WAX column  

eluted with 10ml of 10mM triethylamine/methanol(1/9)

eluted with 5ml of methanol 
and dichloromethane

added 5ng/ml of internal standard 

1ml of Acetonitrile : water
(4:6 v/v) soluble fraction
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図 1-2.  ステロイドホルモンとその抱 合 体 の抽 出 方 法  

WAX カラムからステロイドホルモンとその抱 合 体 を完 全 分 離 した後 、WAX に

保 持 した抱 合 体 を溶 出 後 、酵 素 処 理 してステロイドホルモンとして測 定 した結

果 をステロイドホルモン抱 合 体 として定 性 、定 量 した。  
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図 1-3.  LC-TOF MS による定 性 と LC-MS/MS による SRM 法 による定 量  

A；   開 発 した方 法 を用 いて成 雄 ラット精 巣 中 から検 出 した TS を LC-TOF MS

測 定 した MS スペクトラムの同 位 体 パターン。縦 軸 に強 度 、横 軸 に m/z 値 を

表 わす。  

B;   TS （C1 9 H2 8 O2＋H）の理 論 値 とその同 位 体 パターン。  

C;   TS のプリカーサーイオンから MS/MS によって得 られたプロダクトイオンの

MS スペクトラム。縦 軸 に強 度 、横 軸 に m/z 値 を表 わす。  

D；  プリカーサーイオン、プロダクトイオンを選 択 して 適 SRM 条 件 を設 定 して

LC-MS/MS 測 定 で得 られた MS クロマトグラム。縦 軸 に相 対 強 度 、横 軸 に

測 定 時 間 を表 わす。  
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RT: 0.00 - 14.00 SM: 15B
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298.500-299.500]  MS 
TS_001

NL: 4.18E5
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SRM ms2 315.100 
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108.700-109.700]  MS 
TS_001
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120.50-121.50 F: + c ESI 
SRM ms2 347.500 
[104.700-105.700, 
120.700-121.700]  MS 
TS_001

NL: 1.57E3
Base Peak m/z= 
125.00-126.00 F: + c ESI 
SRM ms2 355.000 
[99.900-100.900, 
125.000-126.000]  MS 
TS_001

NL: 2.47E4
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図 1-4.  設 定 した SRM で測 定 した MS クロマトグラム（Posit ive  Mode）で測 定  

各 ステロイドホルモンと内 部 標 準 物 質 であるサロゲート物 質 を 10 ng/ml となる

よう調 製 した試 料 を LC-MS/MS によるポジティブモードで SRM 測 定 した MS ク

ロマトグラムを示 す。縦 軸 に相 対 強 度 、横 軸 に測 定 時 間 を示 す。  
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図 1-5.  設 定 した SRM で測 定 した MS クロマトグラム（Negative Mode）で測 定  

各 ステロイドホルモンとその抱 合 体 ならびに内 部 標 準 物 質 を 10 ng/ml となる

よう調 製 した試 料 を LC-MS/MS によるネガティブモードで SRM 測 定 した MS ク

ロマトグラムを示 す。縦 軸 に相 対 強 度 、横 軸 に測 定 時 間 を示 す。  
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0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

NL: 3.17E5
Base Peak m/z= 
144.50-145.50 F: - c ESI 
SRM ms2 269.000 
[142.700-143.700, 
144.600-145.600]  MS 
E2_007

NL: 2.63E4
Base Peak m/z= 
142.50-143.50 F: - c ESI 
SRM ms2 287.000 
[142.500-143.500, 
170.500-171.500]  MS 
E2_007

NL: 8.09E4
Base Peak m/z= 
144.50-145.50 F: - c ESI 
SRM ms2 271.000 
[144.500-145.500, 
182.500-183.500]  MS 
E2_007

NL: 5.93E4
Base Peak m/z= 
182.50-183.50 F: - c ESI 
SRM ms2 271.000 
[144.500-145.500, 
182.500-183.500]  MS 
E2_007

NL: 5.44E3
Base Peak m/z= 
184.50-185.50 F: - c ESI 
SRM ms2 273.000 
[146.600-147.600, 
184.500-185.500]  MS 
E2_007

RT: 0.00 - 14.51 SM: 9B

0 2 4 6 8 10 12 14
Time (min)

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

0

20

40

60

80

100

R
el

at
iv

e 
Ab

un
da

nc
e

NL: 2.89E4
Base Peak m/z= 270.50-271.50 
F: - c ESI SRM  ms2 447.000 
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Base Peak m/z= 286.50-287.50 
F: - c ESI SRM  ms2 463.000 
[286.500-287.500, 
340.500-341.500]  M S E2_007

NL: 2.67E4
Base Peak m/z= 144.50-145.50 F: 
- c ESI SRM  ms2 351.000 
[79.590-80.590, 144.500-145.500]  
M S E2_007

NL: 9.02E4
Base Peak m/z= 236.50-237.50 
F: - c ESI SRM  ms2 267.000 
[236.500-237.500, 
250.500-251.500]  M S E2_007

NL: 1.45E4
Base Peak m/z= 258.50-259.50 
F: - c ESI SRM  ms2 275.000 
[244.500-245.500, 
258.500-259.500]  M S E2_007
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17β Estradiol- 3- glucuronide
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Testosterone -17- glucuronide
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NL: 3.17E5
Base Peak m/z= 
144.50-145.50 F: - c ESI 
SRM ms2 269.000 
[142.700-143.700, 
144.600-145.600]  MS 
E2_007

NL: 2.63E4
Base Peak m/z= 
142.50-143.50 F: - c ESI 
SRM ms2 287.000 
[142.500-143.500, 
170.500-171.500]  MS 
E2_007

NL: 8.09E4
Base Peak m/z= 
144.50-145.50 F: - c ESI 
SRM ms2 271.000 
[144.500-145.500, 
182.500-183.500]  MS 
E2_007

NL: 5.93E4
Base Peak m/z= 
182.50-183.50 F: - c ESI 
SRM ms2 271.000 
[144.500-145.500, 
182.500-183.500]  MS 
E2_007

NL: 5.44E3
Base Peak m/z= 
184.50-185.50 F: - c ESI 
SRM ms2 273.000 
[146.600-147.600, 
184.500-185.500]  MS 
E2_007

RT: 0.00 - 14.51 SM: 9B
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NL: 2.89E4
Base Peak m/z= 270.50-271.50 
F: - c ESI SRM  ms2 447.000 
[270.571-271.571, 
324.690-325.690]  M S E2_007

NL: 1.73E5
Base Peak m/z= 266.50-267.50 
F: - c ESI SRM  ms2 443.001 
[250.502-251.502, 
266.465-267.465]  M S E2_007

NL: 7.38E3
Base Peak m/z= 286.50-287.50 
F: - c ESI SRM  ms2 463.000 
[286.500-287.500, 
340.500-341.500]  M S E2_007

NL: 2.67E4
Base Peak m/z= 144.50-145.50 F: 
- c ESI SRM  ms2 351.000 
[79.590-80.590, 144.500-145.500]  
M S E2_007

NL: 9.02E4
Base Peak m/z= 236.50-237.50 
F: - c ESI SRM  ms2 267.000 
[236.500-237.500, 
250.500-251.500]  M S E2_007

NL: 1.45E4
Base Peak m/z= 258.50-259.50 
F: - c ESI SRM  ms2 275.000 
[244.500-245.500, 
258.500-259.500]  M S E2_007

α Estradiol

β Estradiol

Estorone

Estoriol

β Estradiol d2

17β Estradiol- 3- glucuronide

17β Estradiol- 3- sulfate

Diethylstilbestrol

Diethylstilbestrol d8

Diethylstilbestrol-glucuronide

Testosterone -17- glucuronide
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図 1-6.  固 相 カラム HSP 使 用 有 無 による MS クロマトグラムの比 較  

A；  固 相 カラム HSP を使 用 して測 定 した成 雄 ラット血 液 中 TS の MS クロマトグラム。   

B；  固 相 カラム HSP を未 使 用 で測 定 した成 雄 ラット血 液 中 TS の MS クロマトグラム。  

縦 軸 に相 対 強 度 、横 軸 に測 定 時 間 を表 わす。  

RT;  Reten t ion  Time,  AA;  Area ,  SN;  S igna l /no ise  

固 相 カラム使 用 により TS（RT＝8 .89~8.91）のピークが顕 著 となり S/N 比 が向 上 した。  

A 
289 > 109 

289 > 97 

B 289 > 109 

289 > 97 
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4. 考  察  

LC-MS を用 いたステロイドホルモンとその抱 合 体 の同 時 分 析 は LC の分 離 は

もちろん、イオン化 効 率 を良 好 にするため、MS 測 定 条 件 の 適 化 や化 合 物 ご

との条 件 設 定 が必 要 である。同 時 に測 定 する化 合 物 によっては気 体 状 のプロト

ンが付 加 した正 イオン  （ポジティブイオン）あるいは脱 離 した負 イオン  （ネガティ

ブイオン）として検 出 されるため、正 負 を高 速 で切 り替 えて測 定 する。さらに微 量

に存 在 する場 合 は正 負 の切 り替 えに時 間 を要 するため、正 負 をどちらかに固 定

して測 定 する場 合 もある。ステロイドホルモンでは C-3 位 がカルボニル基 をもつ化

合 物 として、アンドロゲンやコルチコイドはポジティブイオンで検 出 され、複 数 のヒ

ドロキシル基 をもつエストロゲンやグルクロン酸 抱 合 体 、負 の電 荷 を持 つ硫 酸 抱

合 体 はネガティブイオンで検 出 された。MS の特 性 上 ネガティブイオンの感 度 は

ポジティブイオンより劣 るため、今 回 測 定 したステロイドホルモンではネガティブイ

オンで検 出 されたエストロゲンやグルクロン酸 抱 合 体 の高 感 度 検 出 を目 的 として、

LC 移 動 層 の添 加 剤 を塩 基 性 であるアンモニア水 を用 いることでイオン化 は促

進 さ れ た 。 ま た 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン は そ れ ぞ れ 似 た よ う な 構 造 を し て い る が 、

MS/MS によるプロダクトイオンを測 定 する SRM 法 を用 いることでより選 択 的 に測

定 することが可 能 となった  （表 1-1）。しかし、質 量 や組 成 式 が同 じでも立 体 構

造 が異 なる構 造 異 性 体  （DCC と HPGT など）がある。この場 合 、LC-TOF MS

による精 密 質 量 組 成 解 析 や LC-MS/MS の SRM 条 件 も同 じであることから、MS

スペクトラムによる違 いでは区 別 できないため LC による分 離 が必 要 となる。LC の

分 離 条 件 としては LC カラムの種 類 、径 や長 さによって分 離 パターンが異 なるた

め、目 的 化 合 物 に合 ったカラムを選 択 することが重 要 である。さらに、移 動 層 の

水 と有 機 溶 媒 の種 類 や勾 配 条 件 、添 加 剤 の種 類 によっても分 離 条 件 が変 わ

るので検 討 する必 要 がある。以 上 のことから LC と MS の 適 条 件 を設 定 するこ

とで微 量 分 析 が可 能 となった。  
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アンドロゲン、エストロゲン、コルチコイドなどの生 体 ステロイドホルモンとその抱

合 体 を同 時 に抽 出 測 定 することは、極 性 の違 う化 合 物 を同 時 に精 製 するため、

精 製 工 程 を極 性 ごとに分 離 する必 要 がある。そこで極 性 とイオン結 合 の異 なる

精 製 固 相 カラムを組 み合 わせることで、異 なる特 性 をもつ化 合 物 の分 離 精 製 に

成 功 した。河 川 の水 質 調 査 などの報 告 [55]ではステロイドホルモンとその抱 合

体 を同 時 に分 析 しているが、血 液 や臓 器 など夾 雑 成 分 が多 い場 合 、生 体 由 来

の夾 雑 成 分 が固 相 カラムにステロイドホルモンやその抱 合 体 より先 に保 持 され

てしまうことで、目 的 化 合 物 の保 持 を妨 げており、回 収 率 低 下 に繋 がっている。

そこで夾 雑 成 分 の多 い臓 器 中 からの微 量 分 析 と高 極 性 化 合 物 である抱 合 体

の分 離 を目 的 として固 相 カラムを検 討 した。抱 合 体 の一 つであるグルクロン酸

抱 合 体 はアニオン結 合 する性 質 があり、各 種 異 なる特 性 を有 した固 相 カラムを

検 討 した結 果 、弱 アニオンである WAX が調 査 した全 ての抱 合 体 を保 持 すること

が分 かった。さらに、WAX はアンドロゲン、エストロゲン、コルチコイドを保 持 しな

いことも判 明 した。次 に水 溶 性 であるが骨 格 が脂 溶 性 であるステロイドホルモン

の高 感 度 測 定 には夾 雑 成 分 の除 去 が求 められる。そこで、ステロイドホルモンは

保 持 されなかった WAX の負 荷 液 を集 めた後 、HSP に通 液 した。その結 果 、ステ

ロイドホルモンの検 出 限 界 値 、回 収 率 が飛 躍 的 に向 上 した（図 1-6）。HSP はジ

ルコニアによるルイス塩 基 によって、生 体 試 料 中 の夾 雑 成 分 、主 にリン脂 質 が

選 択 的 に保 持 される機 能 を有 する固 相 カラムであり [53]、これらを除 去 できたこ

とが回 収 率 向 上 の要 因 であると考 えられる。以 上 のことからステロイドホルモンと

その抱 合 体 を分 離 精 製 することができ、かつ生 体 試 料 中 の微 量 分 析 が可 能 と

なった。LC-MS による分 析 は RIA や ELISA と比 較 して検 出 感 度 や精 度 が良

好 である [3 ,23]。また、直 接 目 的 化 合 物 の質 量 を測 定 するため、選 択 的 にかつ

高 感 度 で測 定 することが可 能 となった。  

添 加 回 収 試 験 では各 臓 器 ともアンドロゲン、エストロゲン並 びに抱 合 体 は良
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好 に回 収 されていた（表 1-2）。水 や尿 、プラズマ、血 清 からの生 体 ステロイドホ

ルモンとその抱 合 体 の同 時 分 析 はこれまで報 告 されている [55,105]。しかし、夾

雑 成 分 の多 い血 液 や臓 器 中 から直 接 抽 出 して測 定 した報 告 は、胆 汁 中 から

投 与 した薬 物 のグルクロン酸 抱 合 体 を固 相 カラムで精 製 し、 LC-MS/MS で分

析 した報 告 はあるが [120]、ステロイドホルモンとその抱 合 体 を同 時 に分 析 して

いる報 告 は少 ない。以 上 のことから、開 発 した方 法 は生 体 内 に微 量 に存 在 する

ステロイドホルモンやその抱 合 体 を同 時 に定 性 定 量 できる方 法 であり、これまで

RIA 等 で の 感 度 お よ び 特 異 性 の 低 い 測 定 法 に 比 べ 、 こ の 手 法 は 生 体 内 の

様 々な微 量 ステロイドホルモンの変 化 や薬 物 の動 態 追 跡 やそれに伴 う生 体 反

応 の調 査 に有 用 であると考 えられる。  
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5.  小  括  

ステロイドホルモンは生 体 内 でコレステロールからアンドロゲン、エストロゲン、

コルチコイドとして合 成 される。生 体 内 のステロイドホルモンは微 量 でもその効 果

は大 きい。そのため生 体 反 応 を観 察 する指 標 として有 用 であるため、微 量 分 析

方 法 の開 発 が数 多 く報 告 されている。これら生 体 ステロイドホルモンの測 定 は、

一 般 に血 液 内 濃 度 を HPLC-UV、RIA、ELISA を用 いて行 なわれてきたが、組

織 内 に微 量 に含 まれているステロイドホルモン濃 度 を正 確 に定 量 した報 告 は少

ない。しかし、LC-MS/MS の登 場 以 来 、急 速 に微 量 分 析 法 の開 発 が進 められ、

近 年 で は LC-TOF MS に よ る 精 密 質 量 や 同 位 体 パ タ ー ン に よ る 解 析 や

LC-MS/MS による SRM 法 により飛 躍 的 に高 感 度 でかつ選 択 的 に測 定 すること

が可 能 となった。本 章 では、この LC-TOF MS と LC-MS/MS による SRM 法 を用

いたステロイドホルモンとその抱 合 体 を微 量 測 定 できる LC-MS の条 件 を設 定 し

て、臓 器 中 に多 く存 在 する夾 雑 成 分 、いわゆるマトリックスを除 去 するため固 相

カラムを使 用 して精 製 する方 法 を開 発 した。今 までは河 川 の水 や尿 、血 清 、プ

ラズマ、胆 汁 での報 告 はあるが、この方 法 を用 いることで、これまで報 告 の少 な

い臓 器 中 からの微 量 ステロイドホルモンの定 量 が可 能 となった。さらに、HTP な

どの誘 導 体 化 処 理 も行 わないことから、代 謝 物 や抱 合 体 の測 定 も同 時 に測 定

できるようになった。よって、本 分 析 方 法 は臓 器 中 から微 量 に存 在 するステロイ

ドホルモンとその抱 合 体 を同 時 に分 析 することが可 能 となったことから、生 体 内

の様 々な微 量 ステロイドホルモンの変 化 や薬 物 の動 態 追 跡 やそれに伴 う生 体

反 応 の調 査 に有 用 であると考 えられる。  
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第Ⅱ章 成雄ラット臓器中ステロイドホルモンとその抱合体の定量 

 

1. 序 文 

 一般に体内に取り込まれた薬物や毒物、生体内の老廃物は肝臓によって代謝されて

尿中や胆汁中へ排泄される。これらは Cytochrome P450 による代謝反応を受けて、

UDP-glucuronosyltransferase （UGT）などの抱合酵素によりグルタチオンやグルクロン

酸などの親水性物質として抱合体を形成し、 終的には胆管あるいは血中を介して排

泄されている[19,125]。生体内で合成されたステロイドホルモンに関しても同様のシステ

ムによって排泄されている。主に生殖腺や副腎で合成されたステロイドホルモンは血液

中の輸送タンパク質によって全身に運ばれているが[108]、ステロイドホルモン抱合体は

排泄に関わっていると考えられており、ステロイドホルモンを抱合体として標的臓器へ輸

送するという報告はない。血中ステロイドホルモン抱合体は、アンドロステンジオン

（ ADS ）の前 駆 物 質 であるデヒドロエピアンドロステロン  （ DHEA ）の硫 酸 抱 合 体 

（DHEA-S）が血中から高濃度で検出されており、血中 DHEA-S が高いほど生存率が高

く、長寿になる傾向があるという報告がある[13]。脳においては DHEA が高濃度で存在

しており、副腎摘出においても脳内 DHEA の減少が見られないという報告もある[16]。

新生児ラット脳培養グリア細胞神経細胞内での DHEA 合成は報告されているが

[127,128]、成熟ラット脳内では、合成酵素である 17α-hydroxylase の局在、活性が不

明なことから、これまで脳内での DHEA、ADS、テストステロン （TS）、エストラジオール 

（E2）の合成は行われていないと考えられてきた[7,58,70,72]。海馬神経では内分泌ホ

ルモンに加えて、脳で合成されたプレグネノロン （PGN）やプレグネノロン硫酸抱合体 

（ PGN-S ）の存 在 も報 告 されており [6,49,50,51]、近 年 、成 雄 ラット海 馬 において、

17α-hydroxylase と P450 arom は錐体神経細胞、顆粒神経細胞に発現していることから、

脳でのステロイドホルモン合成が見出されている[43]。 

肝臓で抱合代謝を受けた代謝物は、嫌気的細菌群の酵素類 （β-グルクロニダーゼ、
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β-グルコシダーゼ、アゾ還元酵素）により、主に還元と加水分解を受け、脱抱合されて

再び腸管から吸収される[86]。ビスフェノール A （BPA）のような E2 様内分泌攪乱物質

が肝臓でグルクロン酸抱合体 （BPA-G）となり、その一部が胎盤を通過して脱抱合され

ていることが報告されている[84]。 

そこで、第Ⅰ章で開発したステロイドホルモンとその抱合体の高感度と高精度による

微量同時分析法を用いて、本章ではこれまで報告が少なかった成雄ラットの臓器中の

ステロイドホルモンとその抱合体量を調査した。また、抱合体はステロイドホルモンの輸

送体ではないかという仮説を立てて、標的臓器での β-グルクロニダーゼ、スルファター

ゼ活性を検討し、その役割を考察することを目的とした。  
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2. 材料と方法 

2.1. 標準物質並びに試薬  

プレグネノロン硫酸抱合体 （PGN-S）、プレグネノロングルクロン酸抱合体  （PGN-G）

は Sigma-Aldrich から購入した。その他は第Ⅰ章に準ずる。 

 

2.2. 材料 

2.2.1. 供試動物 

8 週齢の成雄ラットを用いた。系統は Sprague-Dawley （SD）ラットを用いた。供試動

物はそれぞれ個別ゲージで自由飲水、自由摂食にて飼育した。動物実験は酪農学園

大学実験動物委員会の指針に基づいて行った。 

 

2.2.2. 各臓器の採取  

1 週間馴化した 8~9 週齢の無処置成雄ラットを放血殺後  （血液を採取）、脳 （大

脳、小脳、海馬、下垂体）、肝臓、腎臓、筋肉  （骨格筋）、精巣を摘出し、液体窒素で

凍結保存した。また肝臓は 1.15 % KCl-10 mM EDTA で灌流し、臓器内血液を除去し

た。なおラットは本学動物実験委員会の規定する方法で飼養管理、安楽死処置をし

た。 

 

2.3. 抽出方法  

第Ⅰ章に準ずる。 

 

2.4. 測定方法  

第Ⅰ章に準ずる。 

 

2.5. 筋肉、肝臓、精巣組織中ステロイドホルモンのグルクロン酸抱合体および硫酸抱
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合体脱抱合試験 

2.5.1. 酵素反応用サンプルの調製  

酵素活性測定に用いるサンプルは脳および筋肉を用いた。諸臓器を 3 倍量の 0.25  

M スクロース溶液を加えホモジナイズ後、900 ×g、10 分間、4 ℃で遠心分離し、その上

清を 5,000 ×g、10 分間、4 ℃で遠心分離した。得られた沈殿をミトコンドリア画分、上清

を細胞質画分（含ミクロソーム画分）とした。それぞれの画分に終濃度 0.5 %になるよう、

CHAPS を加えて膜成分を可溶化させた。ミトコンドリア画分および細胞質画分を用いて

脱硫酸抱合反応試験および脱グルクロン酸抱合試験を行った。 

 

2.5.2. 試験管内脱硫酸抱合酵素および脱グルクロン酸抱合酵素反応試験  

2.0 ml チューブに、緩衝液 100 µl、DDW 740 µl、基質 20 µl、肝臓および骨格筋の

細胞質画分液 40 µl を混合したものを反応液とした。脱硫酸抱合反応試験には緩衝液

として 0.5 M リン酸緩衝液を使用し、基質は 3 mM PGN-S を用いた。また脱グルクロン

酸抱合反応試験の場合は、緩衝液として 0.5 M 酢酸を用い、基質は 1 mM PGN–G お

よび 1mM TS-G を用いた。反応液を 0、0.5、1、2、4 時間、37 ℃でインキュベートし、各

時間で回収した反応液は採取後、100 ℃、2 分間煮沸させて酵素反応を停止させた。

その後、各時間の反応液中の PGN 濃度を LC-MS/MS および LC-TOF MS を用いて

測定した。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 31

3. 結 果 

3.1. 成雄ラット臓器中ステロイドホルモン量  

採取した成雄ラットの各臓器を第Ⅰ章で開発した方法で抽出測定して、各臓器中ス

テロイドホルモン量を表 2-1 に示した。TS と CCS は調査した臓器のうち、肝臓以外の全

ての臓器から検出された。この二つのステロイドホルモンは生体内において、内分泌制

御調節に重要な役割を担っていることが知られている。このステロイドホルモンの前駆

物質として、プロゲステロン （PGT）とデオキシコルチコステロン （DCC）も血液や各臓

器で検出されていた。この結果から、TS や CCS やその前駆物質が合成されている内分

泌臓器から様々な標的組織に輸送されていることが示唆された。一方、肝臓において

は PGN のみ検出されており、その他のステロイドホルモンは検出されなかった  （図

2-1B）。しかし、PBS で灌流処置を実施しない肝臓から CCS が検出されたことから （図

2-1A）、肝臓で検出された CCS は血液由来と考えられる。また PGN はステロイド合成臓

器である精巣や副腎だけでなく、肝臓や筋肉から高濃度で検出されたが、脳や血液か

らは検出限界以下であった。 

 

3.2. 成雄ラット臓器中ステロイドホルモングルクロン酸抱合体、硫酸抱合体量  

採取した成雄ラットの各臓器を第Ⅰ章で開発した方法で抽出測定して、各臓器中ス

テロイドホルモンのグルクロン酸抱合体、硫酸抱合体量を表 2-2 に示した。PGN-G は調

査した臓器全てから検出された。一方、硫酸抱合体はステロイド合成臓器である精巣と

副腎においては定量限界値以下であった。腎臓では CCS、TS、PGN の両抱合体が検

出されていることから、主に腎臓から抱合体として排出されていると考えられる。肝臓で

は PGN の抱合体のみ検出されており、コレステロールから PGN を合成した後、抱合体

として血液によって標的臓器へ運ばれていると考えられる。 

 

3.3. 試験管内脱硫酸抱合酵素および脱グルクロン酸抱合酵素反応試験  
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精巣、副腎および肝臓で合成されたステロイドホルモングルクロン酸抱合体は血液に

よって運搬されていることが予想された。標的臓器において脱抱合された後、ステロイド

ホルモンまたはその前駆物質から 終生成ステロイドホルモンの合成が行われているこ

とが示唆された。そこで、標的臓器である脳、筋肉、精巣、代謝臓器である肝臓におい

て脱抱合に関係する酵素、β-グルクロニダーゼとスルファターゼ活性の有無を調査した。

その結果、いずれの臓器においても PGN-S、PGN-G 基質による反応において、時間が

経過すると共に PGN 量は増加した （図 2-2~6）。また、細胞質画分やミトコンドリア画分

のいずれの画分においても硫酸抱合体は脱抱合されていた （図 2-2~4）。さらに、

TS-G は脳でも脱抱合された （図 2-7）。よって、ステロイドホルモン硫酸抱合体、グルク

ロン酸抱合体は標的臓器で脱抱合されることがわかった。 
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表 2-1. 成雄ラット臓器内ステロイドホルモン量  

Brain

Cerebrum Cerebellem Hippocampus
Testosterone 5.4　±　1.3 175.8 ± 41.8 0.105 ± 0.004 - 8.5 ± 1.5 9.1 ± 2.6 9.4 ± 2.5 1.17 ± 0.21 3.14 ±  0.90
Androstenedione 0.57 ± 0.16 45.6 ± 8.8 0.15 ± 0.02 - 6.1 ± 2.7 - - 0.052 ± 0.015 0.88 ± 0.09
17-Hydroxyprogesterone - 36.2 ± 9.5 - - - - - - -
Progesterone 2.21 ± 1.43 13.7 ± 5.3 28.5 ± 2.8 *a - 10.1 ± 0.4 15.67 ± 5.40 4.4 ± 0.36 0.083 ± 0.043 0.45 ± 0.15
Pregnenolone - 25.4 ± 2.5 4.99 ± 0.86 *a 304.2 ± 55.1 25.3 ± 4.4 - - - 216.2 ± 28.0
11-Deoxycorticosterone 20.4 ± 3.1 40.2 ± 17.8 17.2 ± 1.5 *a - 30.4 ± 1.6 11.2 ± 5.9 18.8 ± 1.0 0.368 ± 0.07 14.4 ± 3.4
Corticosterone 140.3 ± 38.1 137.7 ± 24.1 38.2 ± 1.1 *a - 414.7 ± 127.8 101.0 ± 6.6 92.7 ± 6.5 2.55 ± 0.62 57.0 ± 19.3

MuscleBlood Testis Adrenal Glands
Steroids

Liver Kidney

 

 

Data were shown as the means ± S.D. for 3-5 animals （p moles / ml or g of tissue weight）. “ *a “ and “ – “ mean as 

 “n moles /g ” and “LOD”.           

 

成雄ラット臓器内の TS と CCS およびその前駆物質濃度を示した。 

 

 

 

 



 

 

34

表 2-2.  成雄ラット臓器内ステロイドホルモングルクロン酸抱合体および硫酸抱合体量  

Testosterone 0.039  ± 0.009 0.023 ± 0.008 - - 0.037 ± 0.020 0.024 ± 0.006 0.062 ± 0.005
Androstenedione - 0.021 ± 0.005 - - - - -
17-Hydroxyprogesterone - 0.052 ± 0.004 - - - - -
Progesterone - 0.050 ± 0.012 4.39 ± 2.30 - - 0.036 ± 0.012 -
Pregnenolone 4.39 ± 0.55 2.69 ± 1.42 5.71 ± 2.17 8.18  ± 3.81 9.83 ± 1.00 7.84 ± 0.46 6.99 ± 1.59
11-Deoxycorticosterone - - 4.55 ± 1.84 - - 0.060 ± 0.028 -
Corticosterone 0.077 ± 0.007 0.021 ± 0.016 6.07 ± 3.19 - 0.063 ± 0.010 0.070 ± 0.054 0.028  ±  0.015

Testosterone 0.068 ± 0.006 - - - 0.041 ± 0.018 0.015 ± 0.011 0.032 ± 0.002
Androstenedione - - - - - - -
17-Hydroxyprogesterone - - - - - - -
Progesterone - - - - 0.042 ± 0.006 0.013 ± 0.005 -
Pregnenolone 6.12 ± 0.42 - - 17.95 ± 3.50 15.99 ± 5.98 10.91 ± 1.43 8.66 ± 0.73
11-Deoxycorticosterone - - - - - 0.012 ± 0.004 -
Corticosterone 0.056 ± 0.002 - - - 0.067 ± 0.017 0.018 ± 0.008 0.036 ± 0.018

Whole brain MuscleGlucronide conjugates Blood Testis Adrenal Glands Liver Kidney

Sulfate conjugates Blood Testis Adrenal Glands Liver Kidney Whole brain Muscle

 

Data were shown as the means ± S.D. for 3-5 animals （p moles / ml or g of tissue weight）.  “ – “ mean as “LOD”.           

 

成雄ラット臓器内の TS と CCS およびその前駆物質のグルクロン酸抱合体と硫酸抱合体濃度を示した。  
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図 2-1.  PBS 灌流処置の有無による成雄ラット肝臓中ステロイドホルモン量  

A; PBS 灌流処理無しでの肝臓中各ステロイドホルモン量。 

B; PBS 灌流処理した肝臓中各ステロイドホルモン量。 

 

肝臓内で高い値を示す PGN は残留血液由来ではなく肝細胞内に存在していることが

示された。 
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    Reaction time (h) 

 

 

図 2-2. 筋肉ホモジネートによる脱 PGN 硫酸抱合体試験  

（■） 筋肉ホモジネート細胞質画分（含ミクロソーム画分）を基質 3 mM PGN-S と 0、0.5、

1、2、4 時間、37 ℃でインキュベートして得られた PGN 量。 

（●） 筋肉ホモジネートミトコンドリア画分を基質 3 mM PGN-S と 0、0.5、1、2、4 時間、

37 ℃でインキュベートして得られた PGN 量。 

 

筋肉ホモジネートにより経時的に脱抱合された。 
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図 2-3. 肝臓ホモジネートによる脱 PGN 硫酸抱合体試験  

（■）肝臓ホモジネート細胞質画分（含ミクロソーム画分）を基質 3 mM PGN-S と 0、0.5、

1、2、4 時間、37 ℃でインキュベートして得られた PGN 量。 

（●）肝臓ホモジネートミトコンドリア画分を基質 3 mM PGN-S と 0、0.5、1、2、4 時間、

37 ℃でインキュベートして得られた PGN 量。 

 

肝臓ホモジネートにより経時的に脱抱合された。 
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図 2-4. 精巣ホモジネートによる脱 PGN 硫酸抱合体試験  

（■） 精巣ホモジネート細胞質画分（含ミクロソーム画分）を基質 3 mM PGN-S と 0、0.5、

1、2、4 時間、37 ℃でインキュベートして得られた PGN 量。 

（●） 精巣ホモジネートミトコンドリア画分を基質 3 mM PGN-S と 0、0.5、1、2、4 時間、

37 ℃でインキュベートして得られた PGN 量。 

 

精巣ホモジネートにより経時的に脱抱合された。 
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図 2-5. 筋肉ホモジネートによる脱 PGN グルクロン酸抱合体試験  

▲ 筋肉ホモジネートを基質 1 mM PGN-G と 0、0.5、2 時間、37 ℃でインキュベートし

て得られた PGN 量。 

 

筋肉ホモジネートにより経時的に脱抱合された。 
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図 2-6. 肝臓ホモジネートによる脱 PGN グルクロン酸抱合体試験  

▲  肝臓ホモジネートを基質 1 mM PGN-G と 0、0.5、2 時間、37 ℃でインキュベート

して得られた PGN 量。 

 

肝臓ホモジネートにより経時的に脱抱合された。 
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図 2-7. 脳ホモジネートによる脱 TS グルクロン酸抱合体試験  

▲ 脳ホモジネートを基質 1 mM TS-G と 0、0.5、1、4 時間、37 ℃でインキュベートして

得られた TS 量。 

 

脳ホモジネートにより経時的に脱抱合された。 
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4. 考 察 

これまで、全てのステロイドホルモンは生殖腺および副腎によって合成され、血液を

介して標的臓器へと運ばれ利用されていると考えられていた[107]。しかし、局所ステロ

イドホルモンの合成が脂肪組織、心血管系および脳のような多くの組織に起こることが

近報告されている。[111]。雄ラットのニューロンでは、有意な局在およびタンパク質発

現が免疫組織化学的染色、ウエスタンブロット法およびRT-PCRによって、P450 17βと

P450aromの存在が報告されている [43]。よって、PGNから合成されたTSやE2までの合

成に関与する酵素の存在が明らかとなった。E2産生は、ラットの海馬切片およびその培

養細胞で実証されている[106]。今回、成雄ラット各臓器のADSやPGTのようなステロイ

ド前駆物質を正確に定量することができ、海馬中のニューロステロイド生合成系の存在

も確認できた （表2-2）。 近ではニューロステロイドグルクロニドがLC-MS分析によって、

マウス脳で認められおり、in vitroで脳ホモジネートS-9画分を用いてのグルクロニド形成

が確認されている[45]。 

副腎において、PGTやDCCのグルクロン酸抱合体が他臓器より高濃度で検出され

た（表2-2）。脳での試験のように、副腎でもグルクロン酸抱合体が合成されていること

が示唆された[45]。 副腎で合成されるCCSのグルクロン酸抱合体は血液および各臓

器で検出されており（表2-2）、グルクロン酸抱合体をグルクロニドトランスポーターとして

標的細胞に送達し、後に脱抱合されてステロイドホルモンとして機能していると考えら

れる （図2-2~6）。これまで、ニューロステロイド硫酸抱合体はこれまで脳では発見され

ていなかった[60,62]。しかし、PGT、DCC、CCSおよびTSの硫酸抱合体は、非常に低

濃度でありながら脳から検出されており（10~20 f moles/g） （表2-2）、これまで予想さ

れていた報告と一致した[16,17]。また、主要なステロイドホルモンのグルクロン酸抱合

体および硫酸抱合体が血液と腎臓で同程度検出されたため、血液によって腎臓に集

められ、尿として排出されていると推察される。このことはE2硫酸抱合体としてステロイ

ドホルモンを輸送して利用された後、排泄されるという報告を支持している[119]。主な
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ステロイドホルモンを合成している精巣と副腎でそれぞれ、 終合成ステロイドホルモ

ンであるTS、CCSとその前駆物質のグルクロン酸抱合体は検出されたが、硫酸抱合体

は観察されなかった （表2-2）。また、標的臓器からは両方の抱合体が検出された。こ

のことから、ほとんどのステロイドホルモンは輸送タンパク質によって運ばれているが

[107]、ラット脳での硫酸抱合体を生成する酵素の存在が報告されていることから[102]、

一部はグルクロン酸抱合体として各標的臓器に運ばれていると考えられる。運ばれて

きたステロイドホルモン抱合体は組織内で脱抱合されて利用された後、グルクロン酸

抱合体、硫酸抱合体として再び再抱合されて血液によって運ばれ、腎臓から排出され

ていると考えられる。この抱合体としての輸送機序は未だ不明であるが、標的臓器で

ある脳や筋肉において、局所的にステロイドホルモンの合成に関与していることも考え

られ、生理的意味については非常に興味深い。さらに、グルクロン酸抱合や硫酸抱合

反応は薬物やステロイドの極性を高め排泄しやすくするものと考えられてきたが本研

究によって、ステロイドホルモンの体内輸送に関与している新たな生理的意義の可能

性が判明した。 
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5. 小括 

薬物や毒物、生体内の老廃物は肝臓によって代謝されて尿中や胆汁中へ排泄され

る。これらは Cytochrome P450 による代謝反応を受けて、UDP-glucuronosyltransferase 

（UGT）などの抱合酵素により抱合体を形成し、胆管や血中を介して排泄される。これま

で、ステロイドホルモンの抱合体は排泄に関わっていると考えられており、ステロイドホル

モン抱合体として標的臓器へ輸送するという報告はない。成雄ラットの各臓器中ステロ

イドホルモンとその抱合体を調査したところ、TS と CCS とその前駆物質は肝臓以外の

全ての臓器から検出された。また、PGN はステロイドホルモンの合成臓器である精巣や

副腎だけでなく、肝臓や筋肉から高濃度で検出された。しかし、脳や血液からは検出限

界以下であった。PGN-G は調査した臓器全てから検出された。一方、硫酸抱合体はス

テロイド合成臓器である精巣と副腎においては定量限界値以下であった。肝臓では

PGN の抱合体のみ検出されており、コレステロールから PGN を合成した後、抱合体とし

て血液によって標的臓器へ運ばれていると考えられた。その標的臓器である脳、筋肉、

精巣や代謝臓器である肝臓において脱抱合に関係する酵素、β-グルクロニダーゼとス

ルファターゼ活性が確認され、ステロイドホルモン硫酸抱合体、グルクロン酸抱合体は

標的臓器で脱抱合された。 

以上のことから、一部のステロイドホルモンはグルクロン酸抱合体として各標的臓器

に運ばれており、脱抱合して使用された後、グルクロン酸抱合体、硫酸抱合体として再

び再抱合されて血液によって運ばれ、腎臓で排出されると推察された。  
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第Ⅲ章  内 分 泌 攪 乱 化 学 物 質 Diethylstilbestrol を投 与  した成 雄  

ラット精 巣 P450scc 発 現 抑 制 による Testosterone 合 成 阻 害  

 

1.  序  文  

環 境 ホルモン物 質 は精 子 数 を減 らし精 巣 ステロイド産 生 不 全 を引 き起 こすこ

とによる生 殖 機 能 低 下 が報 告 されている [68,80,107,119,125]。ジエチルスチル

ベストロール（DES）は、哺 乳 動 物 の生 殖 器 異 常 や不 妊 を引 き起 こす非 ステロイ

ド性 合 成 エストロゲン物 質 である [69]。DES は、広 くは男 性 の前 立 腺 癌 の治 療

に使 用 されてきており [48]、また、1940 年 代 から 1970 年 代 初 頭 にかけてアメリ

カ、カナダ、ヨーロッパ諸 国 などで習 慣 性 流 産 、切 迫 流 産 の治 療 、流 産 防 止 の

目 的 で使 用 された。DES を使 用 した女 性 から生 まれた女 性 が思 春 期 以 降 に膣

腺 腫 が起 こることがわかり 1971 年 に使 用 が禁 止 された [87]。また、男 性 におい

ても精 巣 癌 、尿 道 下 裂 、潜 在 精 巣 、精 子 数 減 少 、精 子 受 精 能 の減 少 が起 こる

といわれている [4 ,82,122]。DES はエストロゲン受 容 体 （ER）に結 合 し、エストロ

ゲンに応 じている男 性 生 殖 機 能 の変 化 を調 べるために、広 くモデルとして使 用

されている [20,42]。  

DES の生 体 への影 響 の一 つに、精 巣 毒 性 がある。DES を生 体 に投 与 するこ

とで、精 巣 ライディッヒ細 胞 におけるテストステロン（TS）産 生 の低 下 や、精 細 胞

のアポトーシス、精 巣 の萎 縮 などが起 きることが知 られている。実 際 、精 巣 の TS

合 成 酵 素 は Estradiol-3-benzoate の投 与 で明 らかに発 現 低 下 する [97]。DES

による精 巣 毒 性 は ER を介 したエストロゲン様 作 用 と考 えられているが、 終 的

な精 巣 毒 性 を示 すまでの機 序 は明 らかになっていない。また、エストロゲン胎 生

期 と新 生 児 期 の間 の外 因 性 エストロゲン曝 露 によって男 性 に繁 殖 障 害 が発 生

しており、胎 児 期 および新 生 期 での生 殖 制 御 に関 係 する ER を介 した毒 性 が

示 唆 れる。DES は胎 児 ・新 生 児 の精 巣 における TS 分 泌 を減 少 させる。しかし、
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ERα -欠 損 マウスでは変 化 は見 られないことから内 因 性 エストロゲンが精 巣 に直

接 作 用 することによってステロイド産 生 ERα が阻 害 され胎 児 および新 生 児 の発

達 への影 響 が懸 念 される  [21]。アンドロゲン産 生 が男 性 精 巣 の主 要 な機 能 の

一 つであり、エストロゲン活 性 を有 する環 境 汚 染 物 質 および化 学 物 質 暴 露 によ

る男 性 生 殖 器 の発 生 および DES の生 殖 毒 性 を解 明 することが重 要 である。成

人 男 性 の有 害 な影 響 を及 ぼす詳 細 な分 子 機 構 の検 討 は必 要 であり、精 巣 上

体 における精 子 数 および運 動 パターンが正 常 でありながら、DES 投 与 により血

漿 TS 濃 度 がほとんど検 出 限 界 値 レベルに低 下 する。また、低 い TS 濃 度 が続 く

ことで精 巣 上 体 および精 子 生 産 障 害 を誘 発 することが大 きな要 因 であると考 え

られる [67]。DES の有 害 な影 響 は、精 巣 の異 常 や血 清 TS 濃 度 低 下 によること

を明 らかにした報 告 がある [63,67,95]。 近 では DES がタンパク質 の折 りたた

みに関 係 する Protein  disul f ide  i somerase （PDI）の酸 化 修 飾 、精 巣 アポトー

シ ス に 関 与 し て い る 酵 素 活 性 、 シ ャ ペ ロ ニ ン の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、

Thioredoxine- l ike-1 のダウンレギュレーション [59]、および肥 満 への影 響 [83]が

報 告 されている。  

そこで本 章 では、内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質 DES を投 与 した成 雄 ラット精 巣 での

機 能 障 害 を解 明 することを目 的 として、精 巣 における TS 合 成 に関 与 するコレス

テロール、ステロイドホルモンおよびタンパク質 の量 と発 現 を調 査 した。  
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2. 材 料 と方 法  

2 .1 .  標 準 物 質 並 びに試 薬  

DES および DES の内 部 標 準 物 質 として DES-d8 は和 光 純 薬 から購 入 した。

DES のグルクロン酸 抱 合 体 は Sigma-Aldrich より購 入 した。その他 は第 Ⅰ 章 に

準 ずる。  

 

2.2.  材 料  

2 .2 .1 .  供 試 動 物  

第 Ⅱ 章 に準 ずる。  

 

2.2.2 .   DES 投 与  

7 週 齢 の SD 系 雄 ラットを 1 週 間 順 化 した後 、実 験 に用 いた。1 ml のオリー

ブオイルを隔 日 胃 内 強 制 投 与 した群 を Control とし、オリーブオイルに DES を

0.1 mg/ml となるよう調 製 して胃 内 強 制 投 与 した群 を DES 投 与 群 とした。DES

投 与 群 は単 回 投 与 群 と 1 週 間 隔 日 投 与 群 および 2 週 間 隔 日 投 与 群 に分 けた。

単 回 投 与 群 では 0.5 から 72 時 間 まで径 時 的 にサンプリングを行 い、隔 日 投 与

群 では投 与 終 了 後 にサンプリングを行 った。なお、ラットは酪 農 学 園 大 学 動 物

実 験 委 員 会 の規 定 にも基 づき、飼 養 管 理 を行 った。  

 

2.2.3 .  各 臓 器 の採 取  

第 Ⅱ 章 に準 ずる。  

 

2.3.  SDS-PAGE および Western Blott ing 用 サンプル調 製  

精 巣 重 量 を測 定 した後 、4 倍 量 の 0.25 M Sucrose 溶 液 を加 えホモジナイズ

し、900 ×g で 10 分 間 遠 心 分 離 して得 られた上 清 をさらに 5,000 ×g で 10 分
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間 遠 心 分 離 した。その上 清 をミクロゾーム・リソソーム・サイトゾル画 分 とし、沈 殿

に 1.15 % KCl-10 mM EDTA を 1 ml 加 えたものをミトコンドリア画 分 とし、

SDS-PAGE および Western Blot t ing （WB）に用 いた。また、ミクロゾーム・リソソ

ーム・サイトゾル画 分 、ミトコンドリア画 分 それぞれ 500 µl に 2 %になるように

CHAPS を加 えたものを、遊 離 コレステロール測 定 に使 用 した。サンプルは使 用

時 まで-80 ℃ で保 存 した。  

 

2.4.  DES とそのグルクロン酸 抱 合 体 並 びにステロイドホルモンの調 査  

各 臓 器 の DES とそのグルクロン酸 抱 合 体 ならびに各 ステロイドホルモンの定

性 、定 量 は第 Ⅰ 章 で開 発 した抽 出 測 定 方 法 を用 いた。DES はネガティブイオ

ンモードによる測 定 によって、プロトン脱 離 分 子 m/z267 で感 度 良 く検 出 された。

次 に Selected React ion Moni tor ing （SRM）モードの測 定 条 件 について検 討 し

た 。 DES は プ ロ ト ン 脱 離 イ オ ン と し て 衝 突 誘 起 解 離 （ CID ） で 得 ら れ た

m/z267→251 を定 量 イオン、 m/z267→237 を確 認 イオンに採 用 した。同 様 に

DES-d8 は m/z275→259 を定 量 イオンに m/z275→245 を確 認 イオンに採 用 し

た。また、DES ならびに DES-d8 の定 量 下 限 値 は LC-MS/MS で 0.5 f  moles/ml、  

LC-TOF MS で 10 f  moles/ml とした。同 様 に DES のグルクロン酸 抱 合 体 は m/z  

443→267 を定 量 イオンに m/z  443→251 を確 認 イオンに採 用 した。  

  

2.5.  タンパク質 定 量  

Lowry の方 法 に基 づいて行 った。1 N NaOH で希 釈 したサンプル 200 µl に

反 応 混 液 （2 % Na 2 CO3:2  % KNaC4 H4 O6·4H2 O:1 % CuSO4·5H2 O=100:1:1）

を 2 ml 加 えて、37 ℃ で 10 分 間 反 応 させた後 、1N フェノール試 薬 を 200 µl

加 え、37 ℃で 30 分 間 反 応 させた。吸 光 光 度 計 を用 い 650 nm の吸 光 値 を測

定 し、ウシ血 清 アルブミンを用 いて作 成 した検 量 線 からサンプル中 のタンパク質
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濃 度 （mg/ml）を算 出 した。  

 

2 .6 .  一 次 元 Western Blott ing  

2 .6 .1 .  電 気 泳 動  （SDS-PAGE）  

精 巣 中 タンパク量 が 15 µg となるように調 製 して、Sample Buffer  4  µl、さらに

DDW を加 えて 20 µl に 100 ℃ 、5  分 間 で固 定 した。サンプル液 を 1 wel l にア

プライし、ゲル 1 枚 につき濃 縮 ゲル  （4.5  %）  は 500 V 10 mA、分 離 ゲル  

（12.5 %）  は 500 V  20 mA で泳 動 を行 い、Western Blot t ing （WB）に用 い

た。  

 

2.6.2 .  Western Blott ing 

Periphera l  benzodiazepine receptor  （ PBR,  Abcam ） 、 Steroidogenic  

acute  regulatory prote in  （ StAR,  神 戸 大 学  星  信 彦 教 授 よ り 提 供 ） 、

Cytochrome P450 s ide  chain  c leavage （P450scc,  Mil l ipore）のタンパク質 の

有 無 を調 べるため WB を用 いて調 査 した。セミドライブロッティング装 置 を用 い

て、ゲル 1 枚 につき 500 mA、20 V、  120 分 間 の条 件 でニトロセルロース膜

上 に転 写 した後 、1.7  %スキムミルクで Over night ブロッキングした。一 次 抗 体

は 500 倍 に希 釈 したヤギ抗 PBR 抗 体 、600 倍 に希 釈 したウサギ抗 StAR 抗

体 、1,000 倍 に希 釈 したウサギ抗 P450scc 抗 体 を用 い、メンブランを 4 ℃ で

12 から 20 時 間 ゆっくり振 盪 反 応 させた後 、洗 浄 用 PBS で 15 分 間 洗 浄 を 4 

回 行 った。二 次 抗 体 は免 疫 染 色 用 PBS で 10,000 倍 に希 釈 した HRP 標 識

ヤギ抗 ウサギ IgG 抗 体 または 2,000 倍 希 釈 した HRP 標 識 ウサギ抗 ヤギ IgG

抗 体 を用 い、室 温 で 60 分 間 反 応 させた後 、洗 浄 用 PBS で 15 分 間 洗 浄 を 4

回 行 った。その後 メンブランを ECL で発 光 させて、Ez-Capture  I I  Image Saver  

5 を用 いて現 像 した。  
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 2.7．ミトコンドリア、サイトソル内 遊 離 コレステロールの調 査  

遊 離 総 コレステロール量 はコレステロールオキシダーゼを用 いた E ki t  （和 光

純 薬 ）を使 用 した。精 巣 内 ミトコンドリアは重 量 の 4 倍 量 の 0.25 M スクロースを

添 加 した後 、900 ×g で 10 分 間 遠 心 分 離 した。この上 清 をさらに 5,000 × g で

10 分 間 遠 心 分 離 した沈 殿 物 をミトコンドリア画 分 とした。また、その上 清 をサイ

トソル分 画 として用 いた。また組 織 内 コレステロールの定 量 には 2 % CHAPS を

含 んだ 0.25 M スクロースを用 いてミトコンドリア膜 を破 砕 した。吸 光 光 度 計 を用

い 600 nm の吸 光 値 を測 定 した。  

 

2.8．mRNA の測 定  

2 .8 .1 .  mRNA の抽 出  

mRNA の抽 出 は MagNA Pure  LC mRNA Isola t ion Kit  I I  （Tissue）を用 い

て 行 っ た 。 精 巣 組 織 を ホ モ ジ ネ ー ト チ ュ ー ブ  （ Lysing Matr ix  I ）  

（MP-Biomedicals）  （Q-Biogene）に入 れ、Lysis  Buffer を 300 µl 加 えた。

MagNA Lyser  Inst rument  （Roche Diagnost ics）を用 いて、6,000 rpm、50 秒

間 でホモジナイズし、室 温 で 30 分 間 静 置 した後 、Capture Buffer を 600 µl 加

え、17,000 g で 5 分 間 遠 心 分 離 し、その上 清 880 µl を用 い、MagNA Pure LC 

350 （Roche Diagnost ics）を使 用 して mRNA の抽 出 を行 った。  

 

2 .8 .2 .  cDNA の合 成  

抽 出 した mRNA を Transcr iptor  Firs t  Strand cDNA Synthesis  Ki t  （Roche 

Diagnost ics）のマニュアルに従 い、Anchored-Oligo （dT）18 Pr imer を用 いて

逆 転 写 し、cDNA を合 成 した。  

 

2.8.3 .  Real-t ime PCR （RT-PCR）  
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LightCycler  2 .0  （Roche Diagnost ics）を使 用 し、TaqMan Probe 法 により定

量 的 PCR を 行 っ た 。 方 法 は LightCycler  TaqMan Master  （ Roche 

Diagnost ics）および Universal  ProbeLibrary （UPL）  （Roche Diagnost ics）の

マニュアルに従 った。PCR は 95 ℃ 、10 分 間 インキュベートした後 、95 ℃ 、10 

秒 間 、55 ℃ 、20 秒 間 、72 ℃ 、2 秒 間  （検 出 ）を  45 サイクル行 った。解 析

には LightCycler  Software  Ver.  4 .0  （Roche Diagnost ics）を用 いた。標 的 遺

伝 子 をラット  StAR、PBR、P450scc 内 部 標 準 遺 伝 子 をラット β -アクチンとした。

β -アクチン cDNA plasmid を段 階 希 釈 して、それを標 準 物 質 として用 いた。サン

プルの β -アクチンの発 現 量 に対 する標 的 遺 伝 子 の発 現 量 の割 合 で定 量 した。

使 用 した  UPL および  pr imer  の配 列 を表 3-1 に示 した。  

 

2.9.  コレステロールを基 質 とした精 巣 ミトコンドリア画 分 酵 素 反 応 試 験  

酵 素 活 性 を 測 定 す る 反 応 液 に は 、 0.5M リ ン 酸 緩 衝 液 100 µl 、 0.1  M 

MgCl 2   50  μ l、NADPH 40µl、  NADH 40 µl、DDW 610 µl、コレステロール  

（30 μM）  20 µl に精 巣 ミトコンドリア画 分 を 40 µl 加 えて、混 合 したものを用 いた

[114] 。 37℃ で 0 、 0.5 、 1 、 2 時 間 イ ン キュ ベ ー ト し 、 各 時 間 で の 試 験 管 内 の

PGN 濃 度 を LC-MS/MS および LC-TOF MS を使 用 し測 定 した。  
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3. 結  果  

1 .  経 口 投 与 後 各 臓 器 DES ならびに DES グルクロン酸 抱 合 体 の分 布  

0.1 mg DES を胃 内 強 制 投 与 した後 、経 時 的  （0.5~72 時 間 ）に採 取 した各

臓 器 中 DES 濃 度 を図 3-1 に示 した。DES は投 与 後 直 ちに血 液 を介 して全 身

に運 ばれており、投 与 後 0.5 時 間 で調 査 した臓 器 全 てから検 出 された。投 与 後

1 時 間 をピークに減 少 し、肝 臓 以 外 の臓 器 では投 与 後 6 時 間 で消 失 した。肝

臓 においても投 与 後 24 時 間 で消 失 した。DES のグルクロン酸 抱 合 体 が肝 臓 、

腎 臓 から検 出 された。DES は血 液 によって代 謝 臓 器 である肝 臓 や腎 臓 に運 ば

れた後 、グルクロン酸 抱 合 体 として排 出 されていることが示 唆 された。また、DES

は肝 臓 以 外 では副 腎 と下 垂 体 において、投 与 後 1 時 間 で高 濃 度 検 出 され

た。  

 

2.  1、2 週 間 DES 0.1 mg 隔 日 投 与 した雄 ラット血 液 と精 巣 中 のテストステロン

ならびにその前 駆 物 質 量  

DES を隔 日 に 1、2 週 間 投 与 した隔 日 投 与 ラットにおける血 液 と精 巣 中 の

TS 濃 度 をコントロールラットと比 較 したところ  （図 3-2）、DES 投 与 1 週 間 で血

液 中 から TS は消 失 していた（調 査 に使 用 した LC-MS/MS の検 出 限 界 値 は 0.6  

f  moles/ml）。また、精 巣 では有 意 に減 少 していた。そこで、DES による TS の減

少 は TS を合 成 する前 駆 物 質 の合 成 阻 害 であると考 え、コレステロールから合

成 されるプレグネノロン  （PGN）からアンドロステンジオン  （ADS）に至 る TS 合 成

中 間 産 物 について調 査 を行 った  （図 3-3）。その結 果 、いずれの前 駆 物 質 も有

意 に減 少 していた。このことから、DES による TS の合 成 障 害 はコレステロール、

またはコレステロールから PGN を合 成 するタンパク質 P450scc、コレステロールを

ミトコンドリアへ輸 送 するタンパク質 PBR、StAR の障 害 であると考 え、細 胞 組 織

内 コレステロール量 と P450scc、PBR、StAR のタンパク質 と mRNA の発 現 を調
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査 した。  

 

3 .  ミトコンドリア、サイトソル組 織 内 遊 離 コレステロール量  

精 巣 ミトコンドリアおよびサイトゾル分 画 に 終 濃 度 が 2 %になるように界 面 活

性 剤 CHAPS を融 解 させて細 胞 膜 を破 壊 し、細 胞 内 成 分 を放 出 させた。遊 離

コレステロール量 は E-テストワコーに従 い測 定 した  （図 3-4）。その結 果 、DES を

1、2 週 間 投 与 してもミトコンドリアおよびサイトゾル分 画 で有 意 差 は見 られなかっ

た。  

 

4.  Western Blott ing による StAR、PBR および P450scc 発 現  

DES による TS 合 成 障 害 の初 期 段 階 として、コレステロールをミトコンドリアへ

輸 送 するタンパク質 である StAR、PBR とコレステロールから PGN を精 製 する酵

素 である P450scc のタンパク質 発 現 を調 査 するために WB を行 った  （図 3-5）。

その結 果 、いずれのタンパク質 においても DES 投 与 後 2 週 間 で消 失 していた。

しかし、DES 投 与 後 1 週 間 では StAR、PBR は発 現 が確 認 されたが、P450scc

は消 失 していた。このことから、DES 投 与 による精 巣 中 TS 合 成 障 害 の初 期 反

応 として、精 巣 ミトコンドリア内 P450scc 障 害 による PGN 合 成 阻 害 が示 唆 され

た。  

 

5.  RT-PCR による P450scc の mRNA 発 現 量 調 査  

1、2 週 間 DES 0.1  mg/ml 投 与 ラット  P450scc と内 部 標 準 遺 伝 子 であるラッ

ト β -アクチンを用 いて、定 量 的 PCR を行 った。各 サンプルの β -アクチンの発 現

量 に対 する標 的 遺 伝 子 の発 現 量 の割 合 で定 量 した結 果 、1、2 週 間  DES 投

与 による P450scc の発 現 量 に有 意 差 は見 られなかったが減 少 傾 向 を示 した  

（図 3-6）。  
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6.  コレステロールを基 質 とした精 巣 ミトコンドリア画 分 酵 素 反 応 試 験  

コレステロールを基 質 とした精 巣 ミトコンドリア分 画 の経 時 的 酵 素 反 応 して得

られた PGN 量 を図 3-7.1A に示 した。コントロール群 では時 間 が経 つにつれて、

PGN が合 成 された。図 3-7.2B に 10 ppb 濃 度 の  PGN 標 準 物 質 を測 定 した時

の MS クロマトグラム、図 3-7.2C にコントロールラットにおける酵 素 反 応 2 時 間

後 に測 定 した PGN の MS クロマトグラムを示 した。また、LC-TOF MS を用 いて

確 認 したところ、PGN と同 定 された  （図 3-7.2E）。しかし、DES0.1 mg/ml 投 与 1 

週 間 ラットでは PGN は検 出 されなかった  （図 3-7.2D）。  
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表 3-1.  RT-PCR に用 いたプライマー  

標的遺伝子 Accession No. 　UPL (配列) Primer

F acctattccgctttgcctt 

R  cacgatctcctccaacatcc

F ctaaggccaaccgtgaaaag

R gcctggatggctacgtaca
β-アクチン NM_031144 #115(gacccaga)

P450scc 　NM_017286  #9(catcacca)
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図 3-1.  0.1 mg DES 経 口 投 与 後 各 臓 器 DES ならびに DES-G の分 布  

グレーが DES、白 が DES-G を示 す。DES 0.1 mg/ml を胃 内 強 制 投 与 後 、0.5~72 時 間 まで径 時 的 に採 取 して

DES とそのグルクロン酸 抱 合 体 量 を測 定 した。 A; 肝 臓 、副 腎 、下 垂 体 、B; 血 液 、精 巣 、大 脳 、小 脳 、海 馬 、腎

臓 における DES とそのグルクロン酸 抱 合 体 量 を示 す。投 与 後 0.5 時 間 で血 液 を介 して全 身 に運 ばれているが、 副

腎 、下 垂 体 から高 濃 度 で検 出 された。  
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図 3-2.  1、2 週 間 DES 0.1  mg 隔 日 投 与 雄 ラット血 液 と精 巣 中 TS 量 の調 査  

未 処 理 の雄 ラットを Untreated 群  （n=5）、オリーブオイルのみを 1、2 週 間 隔

日 投 与 した群 をコントロール群 （n=5）、DES を 0.1 mg/ml 投 与 した群 を DES 投

与 群  （n=5）と示 す。**DES 投 与 群 はコントロール群 に比 べて有 意 差 （P<0.01）

を持 って減 少 していた。    

 

 

 

 

 

**P<0.01 
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図  3-3.  1、2 週 間 DES 隔 日 投 与 雄 ラット精 巣 中 の TS 合 成 中 間 産 物 量  

未 処 理 の雄 ラットを Untreated 群  （n=5）、オリーブオイルのみを 1、2 週 間 隔

日 投 与 した群 をコントロール群  （n=5）、DES を 0.1  mg/ml 投 与 した群 を DES

投 与 群  （ n=5 ） と 示 す 。 **DES 投 与 群 は コ ン ト ロ ー ル 群 に 比 べ て 有 意 差

（P<0.01）を持 って減 少 していた。  

.  
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図 3-4.  ミトコンドリア、サイトソル組 織 内 遊 離 コレステロール量  

DES1、2 週 間 隔 日 投 与 におけるミトコンドリア分 画 、サイトゾル分 画 の遊 離 コ

レステロール濃 度 （蛋 白 質 濃 度 を基 準 とした）。  

コレステロール濃 度 を数 値 化 し、蛋 白 質 濃 度 との比 で表 した  （mean ± S.D.）  

Cont は Control 群  （n=3）、DES は DES 0.1 mg/ml 投 与 群  （n=3）を示 す。  

DES1、2 週 間 隔 日 投 与 のミトコンドリア分 画 、サイトゾル分 画 のコレステロール

濃 度 で有 意 差 は見 られなかった。  
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図 3-5.  ウエスタンブロッテイングによる StAR、PBR および P450scc 発 現 調 査    

一 次 抗 体 にウサギ抗 StAR 抗 体 、ヤギ抗 PBR 抗 体 、ウサギ抗 P450scc 抗

体 、二 次 抗 体 に HRP 標 準 ウサギ抗 ヤギ IgG 抗 体 を用 いて WB を行 った。 

DES 隔 日 投 与 後 2 週 間 で消 失 していたが、投 与 後 1 週 間 では P450scc のみ

消 失 していた。  
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図 3-6.  RT-PCR による P450scc の mRNA 発 現 量  

β -アクチン発 現 量 に対 するコントロール群 と DES 0.1  mg/ml 投 与 後 1、2 週

間 における P450scc の mRNA 発 現 量  （β -アクチンを基 準 とした）を示 している。

コントロール群 との有 意 差 は見 られなかったが減 少 傾 向 を示 した。  
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図 3-7.1  コレステロールを基 質 とした精 巣 ミトコンドリア画 分 を用 いた            

酵 素 反 応 試 験  

A; コレステロールを基 質 とした精 巣 ミトコンドリア画 分 を用 いた経 時 的 酵 素 反

応 結 果 。  
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STD 10ppb 
Pregnenolone 

Control
Enzyme activities for 2hr 

LOD administered with DES-treated rats 
Enzyme activities for 2hr 

Pregnenolone 

B: standard

C: Control

D: DES

 

 

 

 

 

図 3-7.2  コレステロールを基 質 とした精 巣 ミトコンドリア画 分 を用 いた酵 素 反 応

試 験  

B; PGN 標 準 物 質 10 ppb 測 定 した時 の MS クロマトグラム。  

C;  コントロールラットにおける酵 素 反 応 2 時 間 後 に測 定 した PGN の MS クロマ

トグラム。  

D;  DES 投 与 1 週 間 ラットにおける MS クロマトグラム（PGN は検 出 限 界 以 下 を

示 した。）。  

E;  LC-TOF MS 測 定 による PGN の MS スペクトラムと s igmaFit T M による検 証 を

示 す。 3.7mDa の質 量 誤 差 、20.5mSigma 値 を示 し、PGN と同 定 された。  
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4.  考  察  

内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質  （Endocrine  disrupt ing chemical ,  EDC）は非 ゲノム

膜 である小 胞 体 内 の合 成 過 程 において生 殖 毒 性 を引 き起 こすことが知 られて

いる [80]。しかしながら、環 境 有 害 物 質 はいくつかの複 数 の経 路 および異 なる

機 序 により生 殖 系 に影 響 を及 ぼす可 能 性 があると示 唆 されている [119]。例 え

ば、酸 化 ストレスの増 大 は臨 床 的 に80 %以 上 の不 妊 男 性 に観 察 されており、

環 境 有 害 物 質 への長 期 曝 露 よって精 巣 細 胞 間 の細 胞 結 合 破 壊 を引 き起 こし、

この不 妊 男 性 の増 加 の主 な要 因 となっている  [119]。本 研 究 では、男 性 生 殖

毒 性 を引 き起 こす内 分 泌 攪 乱 物 質 であるDESの初 期 段 階 での機 能 障 害 を引

き 起 こ す 機 序 を 明 確 に す る こ と に あ る 。 EDC に 暴 露 さ れ た 動 物 の 精 巣 で は 、

ADS形 成 の誘 発 [118] や精 巣 ミクロソームP450sの減 少 、TSの16α -ヒドロキシル

化 の変 化 やステロイド産 生 酵 素 であるミトコンドリアP450sccの50 %が阻 害 される

報 告 がある [33]。TCDDの単 回 投 与 では血 漿 中 TSとジヒドロテストステロン濃 度

がそれぞれ90 %、75 %の減 少 がみられ、成 熟 雄 ラットでは精 嚢 および腹 側 前 立

腺 重 量 が減 少 した [78]。生 殖 能 力 およびニューロン機 能 を媒 介 とするステロイド

代 謝 に関 するEDCの影 響 は、毒 性 機 序 を解 明 するためには非 常 に重 要 である。

DESの投 与 量  （10~300 µg/kg）を変 えて妊 娠 ラットの雄 胎 児 の血 液 および精

巣 中 のTS濃 度 を調 査 したところ、投 与 量 に依 存 して低 下 していた [34,35]。妊

娠 7~21 日 のラットにおける、低 濃 度 DES投 与  （1.5 µg/kg）による影 響 は、思

春 期 の雄 仔  （分 娩 後 6 週 目 ）の血 漿 中 TS濃 度 がコントロール群 と比 べて抑 え

られていた [122]。低 濃 度 DES投 与 によるステロイド産 生 の攪 乱 は、精 子 形 成 に

関 与 する TS 濃 度 が低 くなることで、 LH受 容 体 の mRNAの発 現 を抑 制 している

[52] .  DES （0.1~10 µg/kg）投 与 における妊 娠 および授 乳 期 の長 期 的 な影 響

によって、胚 の初 期 発 生 の時 のStAR, P450sccおよびCerebel l in-1前 駆 タンパ

ク質 の濃 度 が低 下 した [44]。また、1から15 週 齢 でのP450scc、3α -HSDおよび
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17α -Hydroxylase の mRNA 発 現 に変 化 が見 られない時 期 に、 DES に暴 露 され

た胎 児 ではLH受 容 体 の発 現 を阻 害 し、精 巣 ステロイド産 生 に関 与 する LH受

容 体 からStARまでの情 報 伝 達 経 路 が阻 害 されており、ライディッヒ細 胞 の発 達

を遅 らせている [52]。精 巣 のライディッヒ細 胞 を培 養 中 にDESを添 加 すると直 接

的 に P450scc の mRNA の発 現 が抑 制 されていた [118] 。 DES 投 与 後 1  週 間 の

雄 ラットでの精 巣 毒 性 に関 して、TS合 成 阻 害 は初 期 段 階 の反 応 であり、ミトコン

ドリアでのステロイド産 生  （PGN）阻 害 はコレステロール側 鎖 切 断 反 応 を阻 害 す

る と 考 え ら れ る  （ 図 3-5 ） 。 雄 ラ ッ ト に お け る DES 投 与 に よ る 影 響 は 精 巣 異 常

[20,21,97]や血 清 TS濃 度 の減 少 など、いくつかの報 告 で明 らかにされてきた。し

かし、その分 子 レベルでの機 序 解 明 はいまだ明 らかにされていない。また、EDC

によるPBR[8]、StAR[116]、P450scc[57]発 現 抑 制 に伴 うステロイド産 生 の減 少

はこれまでにも報 告 されてきた。合 成 ピレスロイド系 殺 虫 剤 ペルメトリンは精 巣 ミト

コンドリア内 のPBR、StAR 、P450sccをエンコードしてmRNAのダウンレギュレー

ションを引 き起 こし、男 性 生 殖 で潜 在 的 に副 作 用 の影 響 があるという報 告 があ

る。 [126]。  

本 研 究 に お い て 、 DES 投 与 2 週 間 で こ れ ら の 三 つ の タ ン パ ク 質 （ PBR 、

StAR 、P450scc）のダウンレギュレーションによって、精 巣 ステロイド産 生 の攪 乱

を 報 告 し た 。ま た 、 P450scc は TS 生 合 成 に おい て 重 要 な 調 節 タ ン パ ク で あ り 、

DES投 与 1  週 間 で発 現 抑 制 されていることが判 明 した （図 3-5）。P450sccはス

テロイドホルモン生 成 の 初 の工 程 および律 速 酵 素 であることが知 られている。

転 写 因 子 であるステロイド産 生 ファクター1 （SF-1）とP450sccの発 現 は、DES投

与 によって子 宮 内 の胎 児 マウス [44]および新 生 ラット [81]で減 少 した。精 巣 にお

けるCyp11a1の発 現 がSF-1結 合 部 位 変 異 マウスでは15 %減 少 しておりSF-1が

Cyp11a1に も重 要 な転 写 因 子 である [102]。よって、P450sccの遺 伝 子 エンコ

ードが雄 ラットにおけるエストロゲン様 を引 き起 こす初 期 段 階 として、DESが胎 仔
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および新 生 仔 でのSF-1を減 少 させると考 えられる。また、精 巣 ステロイド産 生 不

全 におけるDESの初 期 標 的 はP450scc発 現 の抑 止 であり、精 巣 ステロイド産 生

における遅 延 および雄 の生 殖 性 能 低 下 をもたらすと考 えられる。  

これまで多 くの化 学 物 質 が原 因 とされた内 分 泌 攪 乱 作 用 について、代 表 的

な内 分 泌 攪 乱 物 質 であるDESは、ホルモンバランスの乱 れや脂 質 代 謝 障 害 に

よる肥 満 が報 告 されており [83]、肥 満 の根 本 原 因 の一 つに内 分 泌 攪 乱 物 質 の

暴 露 が懸 念 されている。 DES 投 与 1 時 間 で下 垂 体 と副 腎 において、他 臓 器 に

比 べて高 濃 度 でDESが検 出 していることからも（図 3-1）、ステロイドホルモン合 成

に関 与 する臓 器 でDESの直 接 的 な影 響 が考 えられる。さらに、 近 明 らかにな

りつつある局 所 （生 殖 器 や副 腎 以 外 ）でのステロイドホルモン合 成 への影 響 を明

らかにする過 程 で、主 合 成 臓 器 以 外 でのステロイドホルモンの合 成 やその役 割 、

意 義 に関 しても考 察 できると考 えられる。  
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5. 小  括  

DESは、非 ステロイド性 合 成 エストロゲンとして、かつては流 産 防 止 薬 して使

用 されていた。現 在 は使 用 されていないがその毒 性 のメカニズムは不 確 定 なま

まとなっており、内 分 泌 撹 乱 物 質 のモデル物 質 として研 究 分 野 に用 いられてい

る。これまで、長 期 間 高 濃 度 のDESを投 与 した雄 ラット精 巣 において、精 巣 組

織 の破 壊 、TSの減 少 などが観 察 された。ステロイドホルモン合 成 の律 速 段 階 で

あるミトコンドリアへのコレステロール輸 送 およびその代 謝 には、ミトコンドリアへの

コレステロール輸 送 調 整 タンパク質 であるStARやステロイド合 成 組 織 のミトコンド

リアに多 く存 在 し、コレステロール輸 送 を調 整 する PBR、ミトコンドリア内 膜 に存

在 しコレステロールをPGNへ変 換 するP450sccが関 与 している。本 研 究 では、精

巣 に対 するDESの毒 性 の初 期 反 応 がミトコンドリアへのコレステロール輸 送 およ

びその代 謝 にあると考 え、これらのタンパク質 発 現 量 、遺 伝 子 発 現 量 、ミトコンド

リアへのコレステロール動 態 を調 べた。SD系 8 週 齢 雄 ラットを用 いて、オリーブ

オイルのみ投 与 をControl群 、オリーブオイルに溶 かしたDESを0.1 mg/ml投 与

した群 をDES投 与 群 とし、1、2 週 間 隔 日 胃 内 強 制 投 与 した。また、投 与 後 経

時 的 に各 臓 器 を採 取 して、DESとそのグルクロン酸 抱 合 体 の分 布 を調 査 した。

精 巣 のタンパク質 発 現 の変 化 を解 析 するために、SDS-PAGE、WB、遺 伝 子 発

現 の変 化 を解 析 するためにmRNA発 現 量 を測 定 し、ミトコンドリアへのコレステロ

ール輸 送 の定 量 的 変 化 を調 べるために遊 離 コレステロール濃 度 測 定 を行 った。

その結 果 、DESは投 与 後 すぐに血 液 を介 して全 身 に運 搬 されており、特 に副 腎

と下 垂 体 において高 濃 度 で検 出 された。2 週 間 DES投 与 した群 では、ミトコンド

リア分 画 の遊 離 コレステロール濃 度 の有 意 差 が見 られない時 期 に、PBR、StAR

とP450sccいずれのタンパク質 においても顕 著 に減 少 しており、1 週 間 投 与 では

P450sccのみで減 少 傾 向 が観 察 された。また、P450sccのmRNA発 現 に減 少 傾

向 がみられた。さらに、コレステロールを基 質 とした精 巣 ホモジネートによる PGN
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合 成 確 認 試 験 では、1 週 間 DES投 与 群 でPGN合 成 は確 認 されなかった。  

 以 上 のことから、これまで多 くの化 学 物 質 が原 因 とされた内 分 泌 攪 乱 作 用 に

ついて、代 表 的 な内 分 泌 攪 乱 物 質 であるDESにおいては、精 巣 ミトコンドリア内

の P450scc の発 現 抑 制 が原 因 とな り、 TS 合 成 の 抑 制 につ ながっ たと考 察 さ れ

た。  
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第Ⅳ章  成 雄 ラット精 巣 中 Corticosterone 生 合 成 の検 出  

 

1. 序  文  

第 Ⅱ 章 では成 雄 ラット各 臓 器 中 のステロイドホルモンとその抱 合 体 を検 出 し

たことで、ステロイドホルモンは精 巣 や副 腎 で合 成 され、その一 部 はグルクロン酸

抱 合 体 として運 ばれており、目 標 となる臓 器 で脱 抱 合 して利 用 されていることが

わかった。また、第 Ⅲ章 では Diethyls t i lbest rol 投 与 による精 巣 中 ステロイドホル

モ ン 合 成 障 害 メ カ ニ ズ ム が 解 明 さ れ た 。 そ こ で 、 本 章 で は 主 に テ ス ト ス テ ロ ン  

（TS）を合 成 している精 巣 でのステロイドホルモン合 成 機 序 を解 明 し、今 まで報

告 されていない副 腎 皮 質 ホルモンであるコルチコステロン  （ CCS）生 合 成 を検

出 することを目 的 とした。  

TS は、精 巣 のライディッヒ細 胞 、卵 巣 、胎 盤 、副 腎 で産 生 ・分 泌 されており、

雄 性 動 物 の発 生 分 化 期 において中 腎 管 から雄 の生 殖 器 の発 育 を促 すとともに、

成 熟 期 では精 子 の形 成 と成 熟 に関 与 している。ラットにおける主 要 な合 成 経 路

はコレステロールから合 成 されており、順 にプレグネノロン  （PGN）、プロゲステロ

ン  （ PGT ） 、 17α - ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン  （ HPGT ） 、 ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン  

（ADS）、TS と合 成 される。PGT から HPGT への反 応 は 17α -Hydroxylase、

HPGT か ら ADS へ の 反 応 は 17,20-Lyase 、 ADS か ら TS へ の 反 応 は

17β -Hydroxysteroid dehydrogenase （ 17β -HSD ）による 酵 素 反 応 によって 合

成 される。一 方 、副 腎 皮 質 ホルモンの一 種 である糖 質 コルチコイドは副 腎 で合

成 され、血 糖 値 の上 昇 に関 与 しており、生 体 がストレスを感 じた時 に対 応 する

防 御 反 応 として放 出 される。ラットにおける糖 質 コルチコイドは、ほとんどが CCS

として合 成 されて おり、その合 成 経 路 はコレステロールから順 に PGN 、 PGT 、

DCC 、 CCS と 合 成 さ れ る 。 PGT か ら DCC へ の 反 応 は 小 胞 体 に 存 在 す る

21α -Hydroxylase 、 DCC か ら CCS へ の 反 応 は ミ ト コ ン ド リ ア に 存 在 す る
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11β -Hydroxylase によって行 われる。CCS は精 巣 ライディッヒ細 胞 における TS

の合 成 を調 節 している。CCS が欠 乏 すると、精 巣 における TS 合 成 に関 わる

様 々な酵 素 の mRNA 発 現 や活 性 が低 下 し、TS 合 成 が抑 制 されるという報 告 が

ある [91,92]。しかしながら、CCS が過 剰 に存 在 すると、ライディッヒ細 胞 のアポト

ーシスが起 こり、TS 合 成 が抑 制 される報 告 もある [5 ,9 ,47]。さらに、CCS が及 ぼ

す影 響 は、脳 にも及 んでおり、海 馬 において CCS がシナプス可 塑 性 を調 節 し、

学 習 や記 憶 に関 連 している [65]。また Hypothalamic-pi tui tary-adrenal  system 

（HPA）軸 に対 し、遺 伝 子 発 現 が関 与 した遅 い反 応 と遺 伝 子 発 現 が関 与 しな

い速 い反 応 の両 方 において、負 のフィードバック機 構 を担 う重 要 な因 子 であり

[31]、繰 り返 されるストレスによって引 き起 こされる CCS 過 剰 の状 態 は、生 体 に

大 きく影 響 している [11,25,98]。過 剰 な CCS には、脳 の認 識 作 用 や適 応 行 動 、

記 憶 の統 合 を脆 弱 化 させることが指 摘 されている [31]。このように、CCS 濃 度 の

増 減 で、精 巣 における TS 合 成 が正 常 に機 能 しないことがわかっており、CCS 濃

度 を一 定 に維 持 する必 要 があると考 えられる [92]。  

これまで、副 腎 以 外 の臓 器 における CCS の合 成 という点 については、リンパ

組 織 、小 腸 、皮 膚 、脳 において、CCS の合 成 が明 らかになっている [110]。また、

海 馬 で CCS 合 成 酵 素 である 21α -Hydroxylase と 11β -Hydroxylase の遺 伝 子

の存 在 と、組 織 切 片 における CCS の合 成 が確 認 されており [41]、精 巣 ライディ

ッヒ細 胞 においても 11β -Hydroxylase の存 在 が報 告 されている [117]。そこで、こ

れまで不 明 であった雄 ラット精 巣 中 の 21α -Hydroxylase の存 在 確 認 と精 巣 での

CCS 生 合 成 検 出 を目 的 とした。  
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2. 材 料 と方 法  

2 .1 .  副 腎 摘 出 ラットおよび疑 似 手 術 ラットのステロイドホルモン量 の測 定  

ソムノペンチル  （40 mg/kg）で麻 酔 後 、背 部 長 筋 を鈍 性 剥 離 し、副 腎 摘

出 群 では両 側 副 腎 を摘 出 、疑 似 手 術  （Sham operated）群 では副 腎 を目 視 後 、

腹 腔 内 にアンピシリン  （50 mg/kg）を滴 下 し、非 吸 収 糸 で筋 層 、結 合 組 織 、皮

膚 を縫 合 した後 、レペタン  （5 μg/kg）を皮 下 注 射 した。術 後 3 日 間 はアンピシリ

ン  （50 mg/kg）、レペタン  （5 μg/kg）を皮 下 注 射 した。術 後 2 週 間 後 に本 学 動

物 実 験 委 員 会 の規 定 する方 法 で安 楽 死 処 置 後 に血 液 と精 巣 をサンプリングし、

ステロイドホルモン量 を LC-MS/MS および LC-TOF MS を使 用 し測 定 した。  

 

2.2.  11β-Hydroxylase、21α -Hydroxylase の酵 素 活 性 測 定  

2 .2 .1 .  精 巣 組 織 片 およびホモジネートサンプルの調 製  

1 週 間 馴 化 した無 処 置 ラットを、酪 農 学 園 大 学 動 物 実 験 委 員 会 の規 定 する

方 法 で安 楽 死 処 置 後 、精 巣 を摘 出 した。酵 素 活 性 測 定 に用 いた精 巣 組 織 片

は、サンプリング直 後 の精 巣 実 質 の一 部 を切 り取 ったものを使 用 した。精 巣 ホモ

ジネートは、精 巣 を 4 倍 量 の 0.25 M スクロース溶 液 を加 えホモジナイズ後 、700 

×g、15 分 間 遠 心 分 離 し、その上 清 を 7,000 ×g、15 分 間 遠 心 分 離 した。得 られ

た上 清 をミクロゾーム画 分 、沈 殿 に 0.25 M スクロース溶 液 を加 えたものをミトコン

ドリア画 分 とした。両 画 分 ともに終 濃 度 0.5 %となるように CHAPS を加 えて試 料

とした。  

 

2.2.2 .  精 巣 組 織 片 を用 いた酵 素 活 性 測 定  

酵 素 活 性 を測 定 する反 応 液 には、0.5M リン酸 緩 衝 液 100μ l、0.1 M MgCl 2  

50μ l、NADPH 40μ l、NADH 40μ l、DDW 610μ l、基 質 として 30 μM PGT 20 μ l

を混 合 したものを用 いた。反 応 液 に無 処 置 ラットの精 巣 組 織 片 を加 え、 37 ℃
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で 0、1、2、4 時 間 インキュベートし、各 反 応 時 間 後 の試 験 管 に終 濃 度 0.5 %と

なるように CHAPS を加 えホモジナイズした。各 試 験 管 内 の DCC、CCS 濃 度 を

LC-MS/MS および LC-TOF MS を使 用 し測 定 した。  

 

2.2.3 .  精 巣 ホモジネートを用 いた酵 素 活 性 測 定  

酵 素 活 性 を 測 定 す る 反 応 液 に は 、 0.5M リ ン 酸 緩 衝 液 100 µl 、 0.1  M 

MgCl 2   50  µl、NADPH 40µl ,  NADH 40 µl、DDW 610 µl、基 質  （30 μM）  20  

µl を混 合 したものを用 いた。例 として、PGT を基 質 とした試 験 管 にはミトコンドリ

ア画 分 とミクロゾーム画 分 を各 40 µl ずつ、DCC を基 質 とした試 験 管 にはミトコン

ドリア画 分 のみを 40 µl 加 え、37 ℃ で 0、0.5、1、2 時 間 、インキュベートし、各

時 間 での試 験 管 内 の DCC、CCS、HPGT、ADS、TS 濃 度 を LC-MS/MS および

LC-TOF MS で測 定 した [115]。  

 

2.3.  LC-MS/MS および LC-TOF MS による測 定  

2 .3 .1 .  標 準 物 質 並 びに試 薬  

第 Ⅰ 章 に準 ずる。  

 

2.3.2 .  LC-MS/MS および LC-TOF MS の測 定 方 法  

第 Ⅰ 章 に準 ずる。  

 

2.3.3 .  酵 素 反 応 液 中 のステロイドホルモンとその中 間 産 物 の抽 出  

12,000 rpm、5 分 間 遠 心 分 離 後 、上 清 100 µl と 10 ng/ml  内 部 標 準 物 質  

100 µl を混 和 した。そこに 200 µl アセトニトリル飽 和 ヘキサンを加 え、混 和 後 、

12,000 rpm、5 分 間 遠 心 分 離 し、その上 清 を LC-MS/MS、LC-TOF MS で測

定 した。  



 
 

 73

3. 結  果  

1 .  精 巣 組 織 片 を用 いた酵 素 活 性 測 定  

細 胞 を破 砕 しない精 巣 組 織 片 で PGT を基 質 として、酵 素 活 性 を測 定 したと

ころ、経 時 的 に DCC と CCS が合 成 された  （図 4-1）。このことから、精 巣 組 織 片

において、11β -Hydroxylase と 21α -Hydroxylase 活 性 が確 認 された。  

 

2 .  精 巣 における 21α -Hydroxylase 活 性 と 17α -Hydroxylase 活 性 の比 較  

PGT を基 質 とした時 、反 応 4 時 間 後 の DCC と HPGT の合 成 量 を比 較 する

と、DCC は HPGT の 1/20 量 合 成 されていた  （図 4-2）。つまり精 巣 において、

CCS 合 成 経 路 で あ る 21α -Hydroxylase 活 性 は 、 TS 合 成 経 路 で あ る

17α -Hydroxylase 活 性 より、非 常 に低 いことがわかった。  

 

3 .  精 巣 ホモジネートを用 いた酵 素 活 性 測 定  

精 巣 ホモジネートと基 質 を反 応 させたところ、TS 合 成  （図 4-3C）と、その合

成 過 程 物 質 である HPGT と ADS の合 成  （図 4-3A,B）が確 認 された。PGT を

基 質 として精 巣 ホモジネートと反 応 させたところ、経 時 的 に DCC が合 成 された  

（図 4-3D）。このことから、精 巣 における 21α -Hydroxylase 活 性 が確 認 された。

また、DCC を基 質 として精 巣 ホモジネートと反 応 させたところ、径 時 的 に CCS が

合 成 された  （図 4-3E）このことから、精 巣 における 11β -Hydroxylase 活 性 が確

認 された。  

 

4.  LC-TOF MS による被 検 物 質 の定 性  

各 標 準 物 質 を測 定 して得 られた MS クロマトグラムを各 標 準 物 質 の分 子 量 を

誤 差 0.005 Da で抽 出 した MS クロマトグラムを図 4-4~8 の A に示 した。酵 素 反

応 試 験 で用 いた反 応 2 時 間 後 の試 料 を測 定 して同 様 の処 理 を行 った MS クロ
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マトグラムを図 4-4~8 の B に示 した。標 準 物 質 を測 定 した時 に検 出 した時 間 と

同 時 間 の MS クロマトグラムを図 4-4~8 の C に示 した。また、標 準 物 質 の組 成 式

から算 出 された理 論 値 と同 位 体 パターンを図 4-4~8 の D に示 した。次 に、第 Ⅰ

章 で述 べた s igmaFitT M を用 いて各 標 準 物 質 の同 位 体 パターンと比 較 し s igma

値 を算 出 したところ、非 常 に高 い一 致 であった  （図 4-4~8）。よって検 出 された

MS クロマトグラムは目 的 のステロイドホルモンであると同 定 された。  

 

5 .  副 腎 摘 出 ラットの血 液 並 びに精 巣 中 テストステロンとコルチコステロン量 の調

査  

副 腎 摘 出 2 週 間 後 、疑 似 手 術 2 週 間 後 、無 処 置 ラットの血 液 と精 巣 の TS

と CCS 量 を測 定 したところ、副 腎 摘 出 群 では血 液 、精 巣 ともに CCS は激 減 した

が、術 後 2 週 間 経 過 しているにもかかわらず、無 処 置 群 に比 べ血 液 中 に 1/12  

（～8 %）、精 巣 中 には 1/35 （～3 %）残 存 していた  （表 4-1）。  

 

6.  副 腎 摘 出 ラットの精 巣 中 テストステロン、コルチコステロン前 駆 物 質 量 の調

査  

副 腎 摘 出 2 週 間 後 における精 巣 中 前 駆 物 質 を調 査 したところ、TS や CCS

だけでなく、PGN を除 く全 ての前 駆 物 質 で大 幅 に減 少 していた（図 4-9）。この

結 果 から副 腎 除 去 によって PGN から合 成 される PGT を生 成 する酵 素 3β -HSD

の活 性 が抑 制 されていることがわかった。  

 

 

 

 

 



 
 

 

75

 

 

表 4-1.  副 腎 摘 出 ラットの血 液 と精 巣 中 TS と CCS 量   

    Blood        Tes t i s    

 
Cont ro l  Sham AL 

 

Cont ro l  Sham AL 
    

Tes tos te rone  5 .4  ±  1 .3  2 .21  ±  1 .74  0 .21  ±  0 .15  175.8  ±  41 .8 208 .5  ±  61 .0 32 .2  ±  9 .8  

Cor t icos te rone  140 .3  ±  38 .1 487 .9   ±  328 .1 11 .3  ±  7 .75   137.7  ±  24 .1  92 .3  ±  48 .3 3 .93  ±  1 .4  

                                                                          (p  moles /ml  or  g)  

Control は無 処 置 群  （ n=6）のステロイドホルモン量 。  

Sham （ 疑 似 手 術 ）は Sham operated 群  （ n=3）の術 後 2 週 間 のステロイドホルモン量 。  

AL （ Adrenalectomized 副 腎 摘 出 ）は副 腎 摘 出 群  （ n=4）の術 後 2 週 間 のステロイドホルモン量 。  
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図 4-1.  精 巣 組 織 片 を用 いた酵 素 反 応 試 験   

A; PGT を基 質 とした精 巣 組 織 片 反 応 による DCC 量 。  

B;  PGT を基 質 とした精 巣 組 織 片 反 応 による CCS 量 。  
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図 4-2.  PGT 基 質 における精 巣 組 織 片 4 時 間 反 応 で生 成 された DCC と

HPGT 合 成 量 の比 較  

 

PGT を基 質 とした時 、DCC の合 成 量 と HPGT の合 成 量 を比 較 すると、DCC

は HPGT の 1/20 量 合 成 されていた。  
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図 4-3.   精 巣 ホモジナイズを用 いた酵 素 反 応 試 験   

A; PGT を基 質 とした精 巣 ホモジネート反 応 による HPGT 量 。  

B;  HPGT を基 質 とした精 巣 ホモジナイズ反 応 による ADS 量 。  

C;  ADS を基 質 とした精 巣 ホモジナイズ反 応 による TS 量 。  

D;  PGT を基 質 とした精 巣 ホモジナイズ反 応 による DCC 量 。  

E;  DCC を基 質 とした精 巣 ホモジナイズ反 応 による CCS 量 。  
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図  4-4.  LC-TOF MS による被 検 物 質 の定 性  

PGT を基 質 とした精 巣 ホモジネート反 応 2 時 間 後 の試 験 管 内 における被 検

物 質 の定 性 。  

A;  DCC 標 準 物 質 を分 子 量 誤 差 0.005 Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

B;  酵 素 反 応 液 を DCC の分 子 量 誤 差 0.005Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

C;  B で得 られた MS クロマトグラムから抽 出 した DCC の MS スペクトラム。  

D;  DCC の同 位 体 パターンと理 論 値 。  

E;  s igmaFi tT M による検 証 結 果 。  
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図 4-5.  LC-TOF MS による被 検 物 質 の定 性  

DCC を基 質 とした精 巣 ホモジネート反 応 2 時 間 後 の試 験 管 内 における被 検

物 質 の定 性 。  

A;  CCS 標 準 物 質 を分 子 量 誤 差 0.005 Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

B;  酵 素 反 応 液 を CCS の分 子 量 誤 差 0.005Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

C;  B で得 られた MS クロマトグラムから抽 出 した CCS の MS スペクトラム。  

D;  CCS の同 位 体 パターンと理 論 値 。  

E;  s igmaFi tT M による検 証 結 果 。  
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図 4-6.  LC-TOF MS による被 検 物 質 の定 性  

PGT を基 質 とした精 巣 ホモジネート反 応 2 時 間 後 の試 験 管 内 における被 検

物 質 の定 性 。  

A;  HPGT 標 準 物 質 を分 子 量 誤 差 0.005 Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

B;  酵 素 反 応 液 を HPGT の分 子 量 誤 差 0.005Da で抽 出 した MS クロマトグラ

ム。  

C;  B で得 られた MS クロマトグラムから抽 出 した HPGT の MS スペクトラム。  

D;  HPGT の同 位 体 パターンと理 論 値 。  

E;  s igmaFi tT M による検 証 結 果 。  



 
 

 82

 

図 4-7.  LC-TOF MS による被 検 物 質 の定 性  

HPGT を基 質 とした精 巣 ホモジネート反 応 4 時 間 後 の試 験 管 内 における被

検 物 質 の定 性 。  

A;  ADS 標 準 物 質 を分 子 量 誤 差 0.005 Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

B;  酵 素 反 応 液 を ADS の分 子 量 誤 差 0.005Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

C;  B で得 られた MS クロマトグラムから抽 出 した ADS の MS スペクトラム。  

D;  ADS の同 位 体 パターンと理 論 値 。  

E;  s igmaFi tT M による検 証 結 果 。  
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図 4-8.  LC-TOF MS による被 検 物 質 の定 性  

ADS を基 質 とした精 巣 ホモジネート反 応 4 時 間 後 の試 験 管 内 における被 検

物 質 の定 性 。  

A;  TS 標 準 物 質 を分 子 量 誤 差 0.005 Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

B;  酵 素 反 応 液 を TS の分 子 量 誤 差 0.005Da で抽 出 した MS クロマトグラム。  

C;  B で得 られた MS クロマトグラムから抽 出 した TS の MS スペクトラム。  

D;  TS の同 位 体 パターンと理 論 値 。  

E;  s igmaFi tT M による検 証 結 果 。  
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図 .4-9 .  副 腎 摘 出 ラット精 巣 中 TS と CCS とその中 間 物 質 量  

CO は無 処 置 群（ n=6）のステロイドホルモン量 、Sham（ 疑 似 手 術 ）は Shan opera ted  

群（ n=3）の術 後 2 週 間 のステロイドホルモン量 、AL （ Adrenalectomized 副 腎 摘

出 ）は副 腎 摘 出 群  （ n=4）の術 後 2 週 間 のステロイドホルモン量 。  

単 位 は pmoles /g。  
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4. 考  察  

血 液 および精 巣 中 の TS およびその前 駆 体 は副 腎 を摘 出 した雄 ラットでは減

少 しており、副 腎 コルチコステロイドが精 巣 ステロイド産 生 に対 して主 な役 割 を

果 たすと考 えられる。これまで脳 でのステロイド産 生 報 告 があるが [18,30]、ラット

の副 腎 を摘 出 した場 合 でも、血 液 中 だけでなく精 巣 からも CCS および DCC が

僅 かながら残 存 していた  （表 4-1）。ステロイドホルモン合 成 を研 究 する上 で、副

腎 皮 質 で合 成 された CCS と血 液 中 のステロイドホルモン濃 度 を調 査 することで

重 要 な情 報 が得 られると考 えられる。そこで、第 Ⅰ 章 で開 発 した方 法 を用 いて、

臓 器 中 に含 まれている種 々のステロイドホルモンを正 確 に測 定 した。また、CCS

とその前 駆 物 質 は成 雄 ラット精 巣 中 から検 出 され、精 巣 の酵 素 活 性 を調 べた

結 果 、CCS の合 成 を確 認 した。この結 果 は副 腎 以 外 での別 の組 織 で CCS が合

成 さ れ て い る こ と を 意 味 し て い る 。 こ れ ま で に 11β -Hydroxylase の 存 在 が 脳

[12,64]や精 巣 [117]で報 告 されており、それを裏 付 けている。さらに、 in  v i tro や  

in  v i tro  assays 試 験 によってラットの精 巣 中 から DCC および CCS 生 合 成 を確

認 した  （図 4-1,3）。精 巣 での 11β -Hydroxylase の生 理 的 機 能 は依 然 として解

明 されていないが、ストレス負 荷 時 の 11β -HSD1 阻 害 によって生 殖 機 能 障 害 を

引 き 起 こ し [36] 、 精 巣 ラ イ デ ィ ッ ヒ 細 胞 に お け る TS 産 生 が ア ル ド ス テ ロ ン  

（ALD）によって誘 導 されることで、精 巣 の CCS 産 生 が副 腎 コルチコステロイドに

よって調 節 されている報 告 がある [27]。これまで、21α -Hydroxylase は PGT から

CCS 生 合 成 過 程 の DCC を生 成 するが、21α -Hydroxylase のタンパク質 および

mRNA は、精 巣 から検 出 されていない [71]。副 腎 以 外 での PGT のヒドロキシル

化 は、低 い基 質 親 和 性 を有 する Cytochrome P450 である P450 2C19 および

P450 3A4 か ら 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 に よ っ て 合 成 さ れ て い る こ と か ら [29] 、

21α -Hydroxylase とは異 なる P450 アイソフォームが介 在 していると考 えられる

[71]。  
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副 腎 で合 成 された後 、血 液 によって運 ばれた CCS とは異 なり、標 的 組 織 内

で合 成 される CCS の存 在 が明 らかとなった。副 腎 で合 成 されたコルチコイドと比

較 して、標 的 組 織 内 で合 成 されたステロイドホルモンは、受 容 体 への結 合 活 性

[99]や異 なる調 節 因 子 をもった酵 素 [79]によって合 成 されており、副 腎 コルチコ

イドの補 足 的 な役 割 を担 っていると考 えられる。副 腎 の CCS は免 疫 抑 制 および

抗 炎 症 抑 制 作 用 に重 要 な役 割 を果 たしているが、標 的 組 織 内 で合 成 された

CCS も同 様 の役 割 を果 たしていると考 えられ、副 腎 CCS が血 液 によって運 ばれ

てくるまでの組 織 損 傷 を防 いでいると考 えられる。よって、コルチコイドに幅 広 い

役 割 があると考 えられ、その役 割 の一 つとして HPA 軸 の機 能 調 節 を助 けており、

循 環 器 系 ホメオスタシスに大 きく関 与 していると考 えられる [100]。ステロイドの局

所 合 成 は、それぞれの組 織 の恒 常 性 を維 持 する上 で大 変 重 要 な役 割 があると

考 えられる。精 巣 での CCS 合 成 システムは無 処 置 ラットの生 産 能 力 と比 較 して、

潜 在 的 な活 性 を有 していると考 えられる。また、精 巣 細 胞 内 で合 成 された CCS

は組 織 特 異 的 反 応 により Paracr ine または Autocrine として作 用 していると考 え

られる。合 成 副 腎 皮 質 ホルモンであるデキサメタゾン  （Dex）は副 腎 皮 質 刺 激 ホ

ルモン放 出 ホルモン（Cort icotropin–releasing hormone,  CRH）発 現 を抑 制 す

ることで、下 垂 体 ACTH の分 泌 を減 少 させる  [101]。精 巣 組 織 での CCS 合 成

によって、直 接 的 に副 腎 コルチコイドや ACTH 濃 度 を減 少 させていると考 えられ、

精 巣 組 織 の CCS 合 成 による CRH および ACTH への効 果 は調 節 システムや生

理 機 能 を知 る上 で重 要 である。CCS は解 糖 およびグリコーゲン生 成 の調 節 のよ

うに細 胞 内 において、様 々な役 割 を果 たしている。それは、精 巣 で合 成 された

CCS は各 細 胞 で必 要 とするエネルギー生 産 をコントロールしているのかもしれな

い。また、この制 御 機 能 により、細 胞 内 ATP や血 中 エピネフリン濃 度 に応 じて、

グリコーゲンホスホリラーゼを調 節 することによりエネルギー生 産 に重 要 な役 割 を

果 たしていると考 えられる。  
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ライディッヒ細 胞 における TS の生 合 成 は、LH によって決 定 される。しかしなが

ら、TS 合 成 は心 理 的 ストレスまたはクッシング症 候 群 による糖 質 コルチコイドの

過 剰 によって抑 制 される  [15,76]。また、ストレス負 荷 による CCS 分 泌 の増 加 は

ライディッヒ細 胞 のアポトーシスを引 き起 こす報 告 がある [26,43]。解 糖 調 節 は周

期 的 に精 巣 機 能 を維 持 するのに必 要 であり、精 巣 での CCS 生 成 は精 子 形 成

や代 謝 制 御 に関 わっているのかもしれない。これまでわかってきた Endocrine と

しての役 割 に加 えて新 たな意 義 が判 明 するかもしれない。脳 や精 巣 で自 ら合 成

している CCS の生 理 的 意 味 については非 常 に興 味 深 い。  
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5. 小  括  

CCS は生 体 にとって重 要 なステロイドホルモンであり、その働 きについては盛

ん に 研 究 さ れ て い る 。 こ れ ま で に リ ン パ 組 織 、 小 腸 、 皮 膚 ま た は 脳 に お い て 、

CCS の合 成 が明 らかになっているが、精 巣 についてはあまり行 われていない。こ

れまでに、ラット精 巣 ライディッヒ細 胞 における 11β -Hydroxylase の存 在 と、その

活 性 が報 告 されている。しかしながら精 巣 における 21α -Hydroxylase の存 在 は

マ ウ ス 胎 子 に お い て の み の 報 告 に と ど ま り 、 成 体 に お い て の 精 巣

21α -Hydroxylase の存 在 や、精 巣 での PGT から DCC への反 応 は確 認 されて

いなかった。本 研 究 により、初 めて成 雄 ラット精 巣 における 21α -Hydroxylase 活

性 が確 認 され、21α -Hydroxylase に相 当 する遺 伝 子 が存 在 することが明 らかに

なった。今 回 の実 験 で、精 巣 において PGT から CCS が合 成 されることがわかっ

た。精 巣 が CCS を合 成 する生 理 的 意 味 については、様 々なことが考 察 される。

一 つは、副 腎 が障 害 を受 け CCS を合 成 できなくなった際 、精 巣 中 の CCS の急

激 な減 少 を防 ぎ、精 子 や TS 合 成 を滞 らせないようにするために、CCS を自 己 合

成 しているのではないかということが考 えられる。また、ストレスに敏 感 に反 応 する

HPA 軸 の影 響 を受 けにくい、比 較 的 安 定 な CCS 合 成 臓 器 として、日 常 的 に

CCS を合 成 しているのではないかと考 えられる。精 巣 はステロイドホルモンの原

料 であるコレステロールや PGT までのステロイドホルモン合 成 酵 素 を備 えている

点 から、都 合 が良 いと考 えられる。また、精 巣 組 織 での CCS 合 成 によって、直

接 的 に副 腎 コルチコイドや ACTH 濃 度 を減 少 させていると考 えられる。  

CCS は抗 ストレス作 用 だけでなく、脳 や精 巣 においてに様 々な働 きをしている

ことが、 近 報 告 されている。このように脳 や精 巣 での CCS が重 要 な働 きをして

いる臓 器 において、CCS 合 成 酵 素 を自 ら備 えている生 理 的 意 味 については今

後 、非 常 に興 味 深 いテーマである。
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総 括 

ステロイドホルモンは内的要因や外的な刺激に対応して主に精巣、卵巣、副腎、

性腺および末梢内分泌腺から分泌され、血液によって標的器官に運ばれ様々な生

理作用を発現するといわれている。ステロイドホルモンは生理作用と構造からアンドロ

ゲン、エストロゲン、コルチコイドに分類されコレステロールから合成される。ステロイド

ホルモンの合成は、様々な酵素やタンパク質が関与しており、かつ、その存在量は微

量であることから合成過程、生体内動態およびその役割については、いまだ解明され

ていないことが多い。そこで本研究では、ステロイドホルモンの代謝動態に及ぼす内

分泌攪乱物質の影響を明らかにし、さらに局所生合成について検討し、ステロイドホ

ルモンの本来的役割について考察した。第Ⅰ章でステロイドホルモンとその代謝物で

ある抱合体同時分析法の開発を目的として、生体組織内に存在する微量ステロイド

ホルモンやそのグルクロン酸抱合体および硫酸抱合体の固相カラムを用いた抽出方

法と LC-MS を用いた分析方法を開発した。第Ⅱ章では第Ⅰ章で開発した方法を用

いて、成雄ラット臓器中ステロイドホルモンとその抱合体を臓器別に調査し、ステロイド

ホルモンの体内動態について明らかにした。第Ⅲ章では、内分泌撹乱化学物質ジエ

チルスチルベストロール （DES） を投与した成雄ラットの臓器中への移行調査を行い、

これまで未解明であった成雄ラット精巣毒性の初期段階であるテストステロン  （TS）

低下機序の一部を解明した。第Ⅳ章では、これまで報告のない成雄ラット精巣中での

コルチコステロン （CCS）合成に関与する P450 酵素活性を調査した。 

第Ⅰ章では LC-MS によるステロイドホルモンとその抱合体同時分析法の開発を目

的とした。生体内のステロイドホルモンは微量でもその効果は大きい。そのため生体

反応を観察する指標として有用であるため、微量分析方法の開発が数多く報告され

ている。これら生体ステロイドホルモンの測定は、一般に血液内濃度を HPLC-UV、

RIA、ELISA を用いて行なわれてきたが、組織内に微量に含まれているステロイドホ

ルモン濃度を正確に定量した報告は少ない。しかし、LC-MS/MS の登場以来、急速
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に微量分析法の開発が進められ、近年では LC-TOF MS による精密質量、同位体パ

ターンによる解析および LC-MS/MS による Selected Reaction Monitoring （SRM）法

により飛躍的に高感度でかつ選択的に測定することが可能となった。また、生体内ス

テロイドホルモンとその抱合体をより微量測定するために臓器中に多く存在する夾雑

成分、いわゆるマトリックスを除去するために、固相カラムを使用して精製する方法を

開発した。今までは河川の水、尿、血清、プラズマおよび胆汁での報告はあるが、こ

の方法を用いることで、これまで報告の少ない臓器中からの微量ステロイドホルモンの

定量が可能となった。さらに、測定において誘導体化処理も行わないことから、代謝

物や抱合体の測定も同時に測定することで、生体内の様々な微量ステロイドホルモン

の変化を分析することが可能となった。 

第Ⅱ章では成雄ラット臓器中ステロイドホルモンとその抱合体の定量を目的とした。

薬物や毒物、生体内の老廃物は肝臓によって代謝されて尿中や胆汁中へ排泄され

る 。 こ れ ら は Cytochrome P450 に よ る 代 謝 反 応 を 受 け て 、

UDP-glucuronosyltransferase （UGT）などの抱合酵素により抱合体を形成し、胆管

を介して糞中に、血液を介して尿中に排泄される。これまで、ステロイドホルモンの抱

合体は排泄に関わっていると考えられており、ステロイドホルモン抱合体として標的臓

器へ輸送されるという報告はなかった。成雄ラットの各臓器中ステロイドホルモンとそ

の抱合体を調査したところ、TS と CCS とその前駆物質は肝臓以外の全ての臓器から

検出された。また、プレグネノロン （PGN）はステロイド合成臓器である精巣や副腎だ

けでなく、肝臓や筋肉から高濃度で検出されたが、脳や血液においては検出限界以

下であった。プレグネノロン‐グルクロン酸抱合体  （PGN-G）は、調査した臓器全てか

ら検出された。一方、硫酸抱合体はステロイド合成臓器である精巣と副腎においては

定量限界値以下であった。肝臓では PGN の抱合体のみ検出されており、コレステロ

ールから PGN を合成した後、抱合体として血液によって標的臓器へ運ばれていた。

その標的臓器である脳、筋肉、精巣、代謝臓器である肝臓において脱抱合に関係す
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る酵素、β-グルクロニダーゼとスルファターゼ活性が確認され、ステロイドホルモン硫

酸抱合体、グルクロン酸抱合体は標的臓器で脱抱合された。以上のことから、一部の

ステロイドホルモンはグルクロン酸抱合体として各標的臓器に運ばれており、脱抱合

して使用された後、グルクロン酸抱合体、硫酸抱合体として再び再抱合されて血液に

よって運ばれ、腎臓で排出されると考えられる。  

第Ⅲ章では内分泌攪乱化学物質 DES を投与した成雄ラット精巣 P450scc 発現抑

制による TS 合成阻害の解明を目的とした。DES は、非ステロイド性合成エストロゲン

として、かつては流産防止薬して使用されていた。現在は使用されていないがその毒

性のメカニズムは不確定のままとなっており、内分泌撹乱物質のモデル物質として研

究分野で用いられている。これまで、長期間高濃度の DES を投与した成雄ラット精巣

において、精巣組織の破壊、TS の減少などが観察された。ステロイドホルモン合成の

律速段階であるミトコンドリアへのコレステロール輸送およびその代謝には、ミトコンドリ

アへのコレステロール輸送調整タンパク質である StAR、ステロイド合成組織であるミト

コンドリアに多く存在しコレステロール輸送を調整する PBR、およびミトコンドリア内膜

に存在しコレステロールを PGN へ変換する P450scc が関与している。本章では、精巣

に対する DES の毒性の初期反応がミトコンドリアへのコレステロール輸送およびその

代謝にあると考え、これらのタンパク質発現量、遺伝子発現量、ミトコンドリアへのコレ

ステロール動態を調べた。SD 系 8 週齢成雄ラットを用いて、オリーブオイルのみの投

与を Control 群、オリーブオイルに溶かした DES を 0.1 mg/ml 投与した群を DES 投

与群とし、1、2 週間隔日胃内強制投与した。また、投与後経時的に各臓器を採取し

て、DES とそのグルクロン酸抱合体の分布を調査した。精巣はタンパク質発現の変化

を解析するために SDS–PAGE、WB、遺伝子発現の変化を解析するために mRNA 発

現量測定、ミトコンドリアへのコレステロール輸送の定量的変化を調べるために、遊離

コレステロール濃度の測定を行った。その結果、DES は投与後すぐに血液を介して

全身に運搬されており、特に副腎と下垂体において高濃度で検出された。2 週間
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DES 投与群では、ミトコンドリア分画の遊離コレステロール濃度が投与後 1、2 週間と

もに有意差が見られない時期に、PBR、StAR および P450scc いずれのタンパク質に

おいても顕著に減少しており、1 週間投与群では P450scc のみで減少傾向が観察さ

れた。また、P450scc の mRNA 発現に減少傾向がみられた。さらに、コレステロールを

基質とした精巣ホモジネートによる PGN 合成確認試験では、1 週間 DES 投与群で

PGN 合成は確認されなかった。 以上のことから、DES 投与によって、精巣ミトコンドリ

ア内の P450scc の発現抑制が原因となり、TS 合成の抑制につながると考察された。 

 第Ⅳ章では成雄ラット精巣中での CCS 生合成の検出を目的とした。CCS は生体

にとって重要なステロイドホルモンであり、その働きについては盛んに研究されている。

これまでにリンパ組織、小腸、皮膚、脳において、CCS の合成が明らかになっている

が、精巣についてはあまり研究されていない。これまでに、ラット精巣ライディッヒ細胞

における 11β-Hydroxylase の存在と、その活性が報告されている。しかしながら、精巣

における 21α-Hydroxylase の存在はマウス胎子においてのみの報告にとどまり、成体

においての精巣 21α-Hydroxylase の存在や、精巣での PGT から DCC への反応は確

認されていなかった。本研究により、初めて成雄ラット精巣における 21α-Hydroxylase

活性が確認され、21α-Hydroxylase に相当する遺伝子が存在することが明らかになっ

た。今回の実験で、精巣において PGT から CCS が合成されることがわかった。精巣が

CCS を合成する生理的意味については、様々なことが考察される。一つは、副腎が

障害を受け CCS を合成できなくなった際、精巣中の CCS の急激な減少を防ぎ、精子

や TS 合成を滞らせないようにするために CCS を自己合成しているのではないかと考

えられる。また、ストレスに敏感に反応する HPA 軸の影響を受けにくい、比較的安定

な CCS 合成臓器として、日常的に CCS を合成しているのではないかと考えられる。精

巣はステロイドホルモンの原料であるコレステロールや PGT までのステロイドホルモン

合成酵素を備えている点から、都合が良いと考えられ、精巣組織での CCS 合成によ

って直接的に副腎コルチコイドや ACTH 濃度を減少させていると考えられる。CCS は
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抗ストレス作用だけでなく、脳や精巣において様々な働きをしていることが報告されて

おり、CCS 合成酵素を自ら備えている生理的意味については今後、非常に興味深い

テーマである。 

本研究では第Ⅰ章で開発した抽出法と質量分析法を用いることで、生体内微量ス

テロイドホルモンとその抱合体を同時に分析することが可能となった。この手法は様々

な試験に応用することができる。投与した薬物の生体内動態を観察するだけでなく、

投与した薬物による影響を観察する材料としてステロイドホルモンとその抱合体の調

査に応用できる分析法である。第Ⅱ章では、一部のステロイドホルモンは主たる合成

臓器である精巣、副腎からグルクロン酸抱合体として、標的臓器へ血液を介して運ば

れており、脱抱合されていることが予測された。第Ⅲ章では内分泌攪乱化学物質

DES を投与した成雄ラット精巣 P450scc 発現抑制による TS 合成阻害を解明した。ま

た、第Ⅳ章では副腎以外の臓器、精巣での CCS 合成を確認した。以上のことから、ス

テロイドホルモンの一部は抱合体として運ばれ、標的臓器で脱抱合されて利用されて

おり、同時にステロイドホルモンを局所的に自ら合成することで、主たる生産臓器から

の Endocrine だけでなく Paracrine、Autocrine として機能することで、基礎的な生命現

象を維持していると考えられる。 

各章で様々な知見をもたらした微量分析機器である質量分析計は、精度、感度、

分解能が日進月歩で進化しており、近年のタンパク質、糖、脂肪の研究の発展に大

きく貢献してきた。事実、本研究の成果は質量分析計による生体組織内微量ステロイ

ドホルモンを正確に測定することが可能になったことによるものである。低分子化合物

の微量分析においては、ステロイドホルモンやその代謝物のみならず、様々な化合物

を同時に測定できることから、質量分析計は生化学基礎研究において有用な分析ツ

ールであり、それぞれの特徴を活かした質量分析計を駆使することで、今後も生体内

反応メカニズムの解明に大きく貢献すると考えられる。 
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