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論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （  W A N G  Q I U Y I  ワン チウイ  ）  

論文題名 

A mass spectrometric method for sensitive profiling of multi-class steroid 

hormones 

(質量分析によるステロイドホルモンの高感度定量法の開発) 

 

論文内容の要旨 

   Steroids influence brain development, behavior, cognition, neuroplasticity and neuroinflammation, and 

can be synthesized within the brain from a cholesterol backbone (a planar tetracyclic ring). Steroid 

hormones are enzymatically transformed into different classes of steroids, including estrogens as female 

reproductive steroids, androgens as male reproductive steroids, progestogens as pregnancy steroids and 

corticosteroids as stress steroids. Each class plays important roles in brain development, adult 

neuroplasticity, behavior and neuroinflammation. In order to get insights into these biological events or 

functional evidence, identification and quantitation of those steroids is of great importance.  

  Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) has often been used to analyze the 

steroids for its high sensitivity and throughput. Especially, a combination of LC and MS/MS could give 

efficient performance on separation of a complex mixture such as a biosample even in case that LC could 

not allow complete separation of each target component.  

  Steroids that contain a 3-hydroxyl group (3-OH steroids) easily become dehydrated in the electrospray 

ion (ESI) source while protonated, which results in dispersion of a precursor ion into several peaks, 

leading to a lower sensitivity of detection. 3-OH steroids are distributed over all classes of steroids, 

including estrogens, androgens, progestogens and corticosteroids. A method for the quantitation of 3-OH 

steroids by LC-MS/MS coupled with the post-column addition of lithium ions in the mobile phase was 

developed and applied for profiling steroids in mouse brain tissue. The idea is based on the fact that Li ion 

has high affinity to the keto group of steroids, stabilizing their structures during ionization. It permits those 

steroids to be detected solely as the lithiated forms with higher sensitivity. This is in contrast to the normal 

method using positive-ion mode with a protonic solvent, in which those steroids are detected as various 

ion species such as dehydrated, sodiated ions, etc.  Lithium ions not only improve the intensities of the 

precursor ions, but also promote the formation of lithiated fragment ions. It made quantitation by 

multiple-reaction monitoring (MRM) more sensitive and stable, as evidenced by the enhanced detection 

sensitivity of eleven steroids, which contain one keto and two hydroxyl groups among sixteen different 

3-OH steroids, by 1.78-188 times. The limit of quantitation (LOQ) for the 11 steroids in mouse brain tissue 

matrix ranged 0.024-1.213 pg mg-1. Finally, the method was used to analyze a profile of the steroids in 

mouse whole brain, and allowed six steroids to be identified from one mouse brain tissue sample, among 

which 16-hydroxyestrone, tetrahydrocorticosterone and 17α-hydroxypregnenolone were detected for the 

first time. 

  Meanwhile, steroids that contain a 3-keto group (3-keto steroids) could be protonated while the 

dehydrated ions were not formed in the ion source. Thus, a method for quantitation of 3-keto steroids was 

also established. The sample pretreatment for each method is the same as the above. A combination of 

the two methods practically allowed the detection of twenty-eight steroids within two injection. The LOQs 

for those steroids were 0.024-3.433 pg mg-1. Finally, the method was applied for profiling the steroids in 

mouse whole brain tissue, allowing thirteen steroids to be identified from one mouse brain tissue sample. 
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 及 び 担 当 者  

氏  名  （    Wang Qiuyi   ）  

論文審査担当者 

 （職） 氏        名 

主 査 

副 査 

副 査 

教 授 

教 授 

教 授 

   高 尾 敏 文 

   深 瀬 浩 一 

   北 條 裕 信 

論文審査の結果の要旨 

 

3 位に水酸基を持つステロイド(以下、3‐OH ステロイド)は、女性や男性の二次性徴の発

達を促すなど生体内で重要な働きを持つ。その存在量を微量で定量することは、種々の疾患

の検査、治療等の面から重要である。本論文は、ステロイドの質量分析において、溶媒に Li
イオンを共存させると、イオン化の際に Li＋が優先的に付加することを見出し、それにより

複数のステロイドの検出感度と定量必要最小量が大幅に向上することを示している。種々

のステロイドの誘導化法も報告されているが、誘導体化のステップ、サンプルロス等を考え

ると本方法は簡便であり有効と考えられる。 
この方法により種々のステロイドの一斉分析を試みた結果、分子内にカルボニル基と 2 つ

以上の水酸基を有する一群のステロイド（3‐OH ステロイドに分類されるステロイド 13 種

類）の検出に対し、特に有効であることが分かった。3‐OH ステロイドの多くは複数の水

酸基を有し、それらはイオン化の際に容易に脱離するため、通常の陽イオン測定モードにお

いて、前駆イオンは複数の脱水イオンを伴って観測される。そのため、分子イオンピークが

複数のピークに別れて観測され、MS/MS 法による定量分析において大幅な感度低下をもた

らす。本研究では、Li イオンを溶媒内に微量添加することで、これらの脱水イオンが効果的

に抑制されることを見出し、引き続いて行う MS/MS による定量分析の高感度化に成功して

いる（プロトン付加による通常法に対し、13 種のステロイドにおいて約 2～188 倍の感度

向上が得られた）。 
さらに、マウス脳組織からステロイドを効率よく抽出する方法を確立した後に、上記方法

によりステロイドの一斉分析を試みた。その結果、1 匹のマウス脳組織から 13 種類のステ

ロイドの検出に成功し、その中で、これまで報告のない 3 種の３-OH ステロイドを見出し

ている。 
 

 上記の成果は、ステロイドの一斉分析法として有効な手法であることを示し、さらに、マ

ウス全脳抽出物中にこれまでに報告のない 3 種のステロイドの検出を新たに報告している。

本法は様々な生体試料の分析にも応用できる可能性を示しており、高く評価できる。 

 

 よって本論文は博士（理学）の学位論文として十分価値あるものと認める。 
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