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C24：0 lignoceric acid 
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CDCA chenodeoxycholic acid 
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CIL chemical isotope labeling 
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Cre creatinine 
CVD cardiovascular disease 
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DMSO dimethyl sulfoxide 
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eGFR estimated glemerular filtration rate 
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 
ESI electrospray ionization 
GaMCA glyco-α-muricholic acid 
GbMCA glyco-β-muricholic acid 
GCA glycocholic acid 
GCDCA glycochenodeoxycholic acid 
GDCA glycodeoxycholic acid 
GF germ-free 
GHCA glycohyocholic acid 
GHDCA glycohyodeoxycholic acid 
GLCA glycolithocholic acid 
GMBS  4-maleimidobutyric acid N-hydroxysuccinimide ester 
GUDCA glycoursodeoxycholic acid 
HAT hypoxanthine-aminopterin-thymidine 
HCA hyocholic acid 
HDCA hyodeoxycholic acid 
HILIC hydrophilic interaction liquid chromatography 
HRMS high-resolution mass spectrometry 
HRP horseradish peroxidase 
HSA human serum albumin 
HT hypoxanthine-thymidine 
IAA indole-3-acetic acid 
InS indoxyl sulfate 
IPA isopropanol 
IS internal standard 
KLH keyhole limpet hemocyanin 



 
 

KMUS N-(11-maleimidoundecanoyloxy) succinimide 
LCA lithocholic acid 
LC-MS/MS liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
LOQ limit of quantification 
m1A 1-methyladenosine 
MeCN acetonitrile 
MeOH methanol 
NMR nuclear magnetic resonance 
oCS o-cresyl sulfate 
ODS octadecylsilyl 
OVA ovalbumin 
PBS phosphate buffered salts 
pCPS p-chlorophenyl sulfate 
pCS p-cresyl sulfate 
PEG polyethylene glycol 
pNPS p-nitrophenyl sulfate 
PS phenyl sulfate 
PUFA polyunsaturated fatty acids 
QC quality control 
QS quinolinol sulfate 
RF renal failure 
RPMI roswell park memorial institute  
SCFA short-chain fatty acid 

SMCC 
succinimidyl trans-4-(maleimidylmethyl) cyclohexane-1-
carboxylate 

SPF specific pathogen free 
SRM selected reaction monitoring 
TMAO trimethylamine N-oxide 
TMB 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 
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UTx uremic toxins 
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緒論 

 

ヒトの腸管内には、100 兆個にも及ぶ細菌が 「腸内細菌叢」 として存在し、それら

は、腸内で多様な代謝物を産生する 1,2。近年、次世代シーケンサーやメタボローム研

究の普及により、血中に存在する全代謝物の 10%以上が、生体内濃度に腸内細菌

叢の影響を受けることが明らかにされた 3。代謝物は、主として全身循環から腎臓へと

流れ込んだ後、不要なものが尿として体外へ排出される。したがって、慢性腎臓病 

(chronic kidney disease, CKD)* などの腎障害は、宿主の異化・同化産物の排泄障

害に止まらず、腸内細菌叢が関与する様々な代謝物恒常性の破堤に繋がる。腸内細

菌叢が産生する代謝物の中には、病原体に対するバリア機能、腸管上皮の分化誘導、

宿主免疫システムの維持などの生理機能を担うものが見出され、その分子作用機構

の解明が急速に進んでいる 4。その結果、肥満、糖尿病、動脈硬化、発がん、及び自

閉症などの腸疾患以外の全身性病態に対する腸内細菌叢の関与が、知られてきた 5。

特に CKD においては、腸と腎臓が炎症反応、免疫機序などを介して相互に病態へ

影響を及ぼし合うという 「腸腎連関」 の概念が、提唱されつつある 6。この概念の鍵と

なるものが、正常な腎機能であれば体外へ排泄されるはずの有毒な代謝物――尿毒

症物質 (uremic toxins, UTx) である 7–12。 

UTx は、欧州の専門委員会 (European Work Group on Uremic toxins) によ

って水溶性低分子、水溶性中分子、蛋白結合型に分類され 13,14、2019 年現在では、

130 以上の物質が定義されている。このうち、水溶性低分子に属するトリメチルアミン-

N-オキシド (trimethylamine N-oxide, TMAO) は、その血中濃度と CKD 患者の

腎機能が強く負に相関し、さらに全身性炎症や動脈硬化の促進、及び心血管病 

                                            
* 糸球体濾過量で表される腎機能の低下があるか、もしくは腎臓の障害を示唆する所見が、3 カ月以上持続する

状態を指す。日本における CKD 患者数は、約 1,330 万人と推計され、増加し続けている。…日本腎臓学会 エ
ビデンスに基づく CKD 診療ガイドライン 2018、日本透析医学会 わが国の慢性透析療法の現況 (2017 年末) 
より 
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(cardiovascular disease, CVD) 発症率と死亡率の予測因子となり得る 15–17。また、

蛋白結合型であるインドキシル硫酸 (indoxyl sulfate, InS) と p-クレジル硫酸 (p-

cresyl sulfate, pCS) は、CKD の病態進行を反映するバイオマーカーとしての役割

に加え 18、その高い血中濃度は、死亡率に関連する 19–21。興味深いことに、TMAO、

InS、及び pCS は、それぞれ食事由来のホスファチジルコリン (又はコリンや L-カル

ニチン)、トリプトファン、及びチロシンを原料として、腸内細菌叢による代謝を経て生成

される UTx である 3,22–24 (Fig. 1)。また、宿主の食事の質や量、抗菌薬の服用によっ

て、これらの血中濃度が変動することも明らかにされた 24,25。すなわち、腸内細菌叢と 

UTx が、CKD と食習慣、CVD 及び全身性疾患をつなぐメカニズムに深く関与する。

 

 

一方で、ある種の腸内細菌叢が産生する水酸化脂肪酸やオキソ脂肪酸 26,27、短鎖

脂肪酸 † (short-chain fatty acid, SCFA) 28–30、D-アミノ酸 31、5-メチルトリプトファン

などは 32、抗炎症作用や腸管免疫の制御を介した腎保護的な側面も有する。しかし、

                                            
† 脂肪酸のうち炭素数が 2 から 6 の脂肪酸の総称。酢酸、プロピオン酸、酪酸、イソ酪酸やイソ吉草酸などが含

まれる。 

Figure 1 Schematic representation of origin and synthesis of the major uremic toxins 
from gut microbiome. TMA, trimethylamine; TMAO, trimethylamine N-oxide. 
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CKD 患者では、健常者と比べて腸内細菌叢の多様性が減少するため 33,34、これらの

生体内濃度は、UTx と反して減少する。さらに、InS や pCS の前駆体となるインド

ールや p-クレゾールなどを産生する悪性の菌体が増加し、SCFA を産生する良性の

菌体が減少する 35。このような腸内細菌叢の乱れは、ディスバイオーシスと呼ばれ、腸

管上皮のタイトジャンクションに関与するタンパク質の発現を低下させる要因となる。そ

の結果、腸管透過性の亢進をきたし、UTx と菌体が、全身循環に侵入し易くなるため、

慢性炎症が惹起される 34,36–38。CKD によってディスバイオーシスが生じる機序は、一

元的ではなく、合併する代謝性アシドーシスや虚血や浮腫による腸管機能の低下の

ほか、UTx の関与が考えられている 37。したがって、CKD の病態と腸内細菌叢の状

態は、相互に影響し合い、UTx の蓄積や炎症反応の助長を介して、腎機能とディス

バイオーシスをさらに悪化させる、負の循環が存在する 37,39 (Fig. 2)。 

 

Figure 2 Bidirectional relationship between gut microbiota and chronic kidney 
disease (CKD) progression that may result in acceleration of CKD progression. 
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ここで、正常な腸内細菌叢が担う、宿主の脂肪酸やアミノ酸、胆汁酸代謝に対する

寄与に顧みると 40,41、ディスバイオーシスは、さらに多様な代謝物変化を介した、CKD 

全身病態への関与が想定できる。これまでに、筆者らの研究グループは、腸内細菌叢

が、尿毒症物質の産生と CKD 病態に与える影響を調べるため、無菌環境 (germ-

free, GF) 下で飼育したアデニン食誘発性の慢性腎臓病モデル (renal failure, 

RF) マウス (以下、GF-RF マウスと称す) に対するメタボローム解析を実施した 42。

その結果、腎障害時の血中代謝物プロファイルにも大きな違いを及ぼすこと、そして 

InS、 pCS、 TMAO などを含む 11 種が、腎機能と腸内細菌叢の影響を大きく受

ける 「腸内細菌叢由来 UTx」 であることを明らかにした 42。しかし、これら個々の詳

細な生理機能や CKD 全身病態との係り、腎障害との時空間的関連性については、

未解明なものも多い。したがって、筆者は、その量的及び質的変動を詳細に捉えるこ

とが、 「腸腎連関」 を紐解く上で重要な意味を成すと考えた。近年、UTx などの代

謝 物 分 析 は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー / タ ン デ ム 質 量 分 析 法  (liquid 

chromatography/tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) が主流であるが 43–45、

最新機器を駆使しても、感度、定量性、汎用性、利便性、網羅性などの分析化学的特

性を全て兼ね備えた測定系の構築は、困難である。特に、LC 分離や MS のイオン

化に付随する網羅性や定量性の問題により、研究目的や用途に応じた分析系を考え

なければならない。例えば、生体中の UTx 濃度と腎機能の相関解析には、健常者

検体を定量できる感度、多様な試料に適応できる堅牢性、及び精密な定量性を重視

した絶対定量系が必要となる。また、膨大な腸内細菌叢関連代謝物から有意性のある

分子の探索には、網羅性と簡便性を両立させた分析系が求められる。しかし一方で、

有意な分子を見出した後に、バイオマーカーとして臨床実用するためには、簡便かつ

汎用性に優れる免疫学的手法が、LC-MS/MS よりも有用となる。 
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そこで、本研究では、腎障害に関連する腸内細菌叢由来代謝物を主たる標的とし

て、定量精度に特化した絶対定量法、臨床利用に適する免疫学的手法、及び網羅性

を重視した相対定量手法、それぞれ 3 つの分析手法の構築を行った (Fig. 3)。各

分析手法に係る課題を独自の技術によって解決し、新規定量系を構築できれば、「腸

腎連関」 に対する理解を推し進めるだけでなく、臨床バイオマーカー、新規治療標的

の発見、さらには分析化学研究の発展にも結び付く。 

 

Figure 3 Overview of this study. 
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まず、本研究の第 1 章では、CKD 病態との関連性が示唆されている腸内細菌叢

由来 UTx を標的とした、LC-MS/MS を用いる高感度かつ信頼性の高い一斉定量

系の構築に挑んだ。単一固定相を用いたクロマトグラフィー分析に係る分離分析の課

題を解決する手段として、ミックスドモードクロマトグラフィー技術を利用し、MS 及び 

LC 条件を精査して最適化するとともに、分析法バリデーションを実施したことを述べ

る。また、 CKD 患者の腎機能と血清中の UTx 濃度との相関を解析した。 

第 1 章にて構築した定量系を、糖尿病性腎臓病患者に対するコホート研究検体

へ適用した結果、蛋白結合型 UTx であるフェニル硫酸 (phenyl sulfate, PS) が、

糖尿病性腎臓病の病因及び予後予測マーカーであること、並びに PS の血中濃度

の制御が、腎障害の新規治療法に繋がる可能性も見出した 46。したがって、今後の腎

疾患治療においては、臨床にて血中 PS 濃度を簡便かつ継続的に観察できる汎用

性の高い定量法が求められる。しかし、地域医療施設を含む臨床現場において、LC-

MS による PS 測定は、価格や汎用性などの点で容易ではない。故に、第 2 章で

は、抗  PS モノクローナル抗体の作製と  Enzyme-Linked Immuno Sorbent 

Assay (ELISA) による血液中濃度定量手法の構築を行った。各節において、より特

異性の高い抗体を得るためのハプテンのデザイン、PS 類似体を用いた構造特異性

の検証、及びヒト血清試料に対する ELISA の測定条件を精査したことを述べる。ま

た、第 1 章で明らかにした CKD 患者血清中の PS 濃度を基にして、構築した

ELISA の定量精度を検証した。 

第 1 章及び第 2 章の研究を通じて、PS のような腸内細菌叢由来 UTx が、腎

疾患病態に深く関わることを明らかにした一方で、筆者らは、GF-RF マウスが、腸内

細菌叢由来  UTx の血中濃度が低下しているにも関わらず、通常の飼育環境 

(specific pathogen free, SPF) 下で腎障害を呈したマウス (以下、 SPF-RF マウス

と称す) よりも腎機能障害が悪化しやすい、という逆説的な結果も得ていた 42。Jang 
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らも、腎虚血再灌流による腎障害モデルにおいて、GF マウスが SPF マウスよりも腎

機能が増悪するという同様の結果を報告している 47。しかしながら、他の腎障害モデル

では、抗菌薬による腸管内の除菌を施すと、腎障害に起因する炎症物質の生成が抑

えられ、腎組織障害の軽減効果があるという逆の結果も報告されている 48,49。これらの

所見は、腸内細菌叢が関連する代謝物が、宿主の腎機能に対して、増悪と保護の多

彩な作用を有することを強く裏付けている。ここで筆者は、胆汁酸や馬尿酸、SCFA 

などの、その化学構造中にカルボキシル基を持つ代謝物の生体内濃度が、GF-RF 

マウスにおいては顕著に抑制されることに注目した 42。すなわち、腸内細菌叢が代謝

に関与するカルボキシル基含有代謝産物が、病態に対して重要な生理機能を担う可

能性があり、この仮説の検証には、生体中に存在するカルボキシル基含有代謝物の

量的変動を精査する分析手法が必要であった。 

そこで、第 3 章では、腸内細菌叢が、その産生に深く関与し、多彩な生理作用を

有するカルボキシル基含有代謝物の包括的な相対定量手法の構築に挑んだ。より簡

便、安価、迅速な方法を目指し、2-ピコリルアミン (2-picolylamine, 2PA) 安定同位

体を用いる化学的同位体標識 (chemical isotope labeling, CIL)-LC-MS/MS を開

発した。各節では、2-PA 安定同位体の合成法及び分析条件の精査結果と、定量精

度、真度についての検証結果を述べる。さらに、GF-RF マウスと SPF-RF マウス間

の胆汁酸や脂肪酸などの血中及び腸内量を比較解析し、腸内細菌叢が関わるカルボ

キシル基含有代謝物が、CKD 病態にもたらす役割について推察した。 
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第 1 章 ミックスドモードカラムを用いた LC-MS/MS による UTx 一斉定量系の構

築 

 

第 1 節 序 

 

緒論でも述べたように、UTx は、「腸腎連関」 の鍵となる分子であり、CKD 病態

に生じる負の循環形成の中心的な位置にある (Fig. 2)。特に TMAO や InS など

の腸内細菌由来 UTx は、生存予後や CVD との関連性が多くの研究によって明ら

かにされたため 15–21、腸内細菌叢と CKD の関連をより詳細に追及していく上で、そ

の定量評価が欠かせない。InS と同じく、蛋白結合型に分類される PS は、CKD 

の早期診断マーカーとなる可能性が、報告されている 50,51。また、PS と同様にチロシ

ンを原料として産生される 4-エチルフェニル硫酸 (4-ethylphenyl sulfate, 4-EPS) 

は、自閉症モデルマウスのメタボローム解析によって見出された化合物であり、腎機能

障害時にも上昇する 52。正常マウスへ 4-EPS を投与すると不安様行動が惹起され

るため 53、脳と UTx の関係性を繋ぐ化合物として意義深い。一方で、水溶性低分子

型の UTx に属する 血清クレアチニン (creatinine, Cre) のように、現在最も確立

された腎機能指標との併せた評価が、病態を解析する上で必要となる。Cre と同様に

水溶性低分子型に属する 1-メチルアデノシン (1-methyladenosine, m1A) は、早

期腎障害を反映するバイオマーカーや 7、細胞ストレスの早期検出マーカーとして期

待できるため 54、宿主の全身状態の指標としても有用となる。したがって、これらの 

UTx の同時評価は、CKD の病態と腸内細菌叢由来 UTx の体内動態を詳細に結

びつけることが可能となる。しかし、これら UTx は、食習慣や残存腎機能により、個

体間で大きく濃度が変動するため 55、堅牢、かつ精度の高い絶対定量法の開発が必

要であった。また、化学構造が多岐に渡るため、選択性に優れた分析系が求められ
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る。 

近年の UTx 分析は、LC-MS/MS が主流であるが 43–45、最も汎用されているオク

タデシルシリル基 (octadecylsilyl, ODS) などを用いた逆相クロマトグラフィーでは、

Cre や TMAO などの高極性化合物には不向きである。高極性化合物への選択性

を向上させる手法としては、イオンペア試薬の使用が挙げられるが、MS のイオン検

出部の汚染や感度の低下、カラムの劣化が問題となる。これまでに、高極性の UTx 

に対しては、親水性相互作用液体クロマトグラフィー  (hydrophilic interaction 

liquid chromatography, HILIC)、又はアミドカラムを用いた LC-MS/MS 分析系が

報告されている 56–58。しかしながら、それらの分析系では、疎水性の高い UTx の保

持能が悪く、化合物選択性に係る問題は解決されない。de Loor らは、ODS とは異

なる保持メカニズムを有するフッ化フェニル固定相の分析カラムを用いて、ヒト血漿中

の TMAO や InS などを測定対象とした一斉測定法を報告した 56。しかし、高極性

化合物である TMAO のカラム保持時間は 0.27 分と極めて短く、他の化合物にお

いても十分なピーク分離が達成しているとは言い難い分析条件であった。不十分なカ

ラム保持やピーク分離は、デットボリュームなどの影響を受けやすく、また再現性や定

量性も欠けやすい 59。すなわち、類似極性 UTx の同時分析は、比較的容易である

が、広範囲の物理化学的性質を有する UTx の高精度一斉分析系の確立が困難で

あった。 

そこで筆者は、上述の課題を解決するために、カラム固相に複数の異なる保持機構

を有する充填剤を使用した、ミックスドモードカラムに着目した 60,61。近年、Fig. 4 に示

すような疎水性相互作用とイオン交換作用を組み合わせたタイプが、多く報告されて

いる 62,63。 
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このタイプの分離カラムの一つである Scherzo SS-C18 カラム (以下、SS-C18 と

称す) は、ODS 基に強イオン交換基を多量に導入した固定相を有するため、疎水性

相互作用に加えてアニオン性及びカチオン性の高極性化合物に対するイオン性相互

作用も期待できる 64,65。したがって、カチオン性化合物である TMAO などと、アニオ

ン性化合物である InS などを含む様々な UTx の同時測定系に応用できると考え

た。 

このような背景から本章では、分析対象化合物の物理的極性に制限されにくい、包

括的な UTx 分析系の確立を目指し、SS-C18 を用いた計 7 種の UTx (Cre、

m1A、TMAO、PS、InS、pCS、及び 4-EPS) を分析対象とする一斉定量系を構築

した (Fig. 5)。 

 

 

Zhang K et al. J Pharm Biomed Anal. (2016)

Scherzo SS-C18
(Imtakt)

Obelisc R
(SIELC)

Acclaim Trinity P1
(Thermo Fisher)

Mixed beds Single Ligand Nanopolymer Silica Hybrid

Figure 4 Reversed-phased/ anion-exchange/ cation-exchange trimodal mixed-
mode phases. 
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pKa : 6.89
ClogP : -0.80

Cre
pKa : 13.24

ClogP : -1.97

m1A
pKa : 4.72

ClogP : -2.52

TMAO
pKa : -4.29

ClogP : 0.85

PS

pKa : -3.86
ClogP : 1.29

pCS

pKa : -3.63
ClogP : 1.27

InS

pKa : -3.93
ClogP : 1.80

4-EPS

Figure 5 Chemical structures, pKa, and ClogP of Cre, m1A, TMAO, PS, pCS, 
InS, and 4-EPS. pKa and ClogP are given with reference to SciFinder 
(American Chemical Society). 
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第 2 節 分析カラムの選定 

 

Fig. 5 に示した分析対象化合物のオクタノール/水分配係数の予測値 (ClogP) か

ら推察すると、Cre、m1A、及び TMAO は疎水性が低い化合物であることが判る。

一方で、PS などの芳香環を有するサルフェート化合物は、比較的疎水性が高い化

合物であるが、ClogP 値が近似しており、化学構造も類似しているため、通常の逆相

クロマトグラフィーによって、これらをピーク分離させることは難しいと予想された。実際

に逆相系カラム、順相カラム及びミックスドモードカラムを用いた際の分析対象化合物

標品の SRM クロマトグラムを Fig. 6 に示した。逆相系の ODS 又は、Phenyl-

Hexyl カラムを用いた場合、Cre、m1A、 及び TMAO が殆ど保持されずに共溶出

した。さらに、サルフェート化合物は、保持されるものの、良好なピーク分離を達成する

ためには、より長時間のグラジェント溶出を検討する必要があった (Fig. 6A, B)。一方

で、主に親水性分配の作用により化合物を保持させる SeQuant ZIC-HILIC カラム

を用いると、逆相系とは反対に、サルフェート化合物の保持が困難であった (Fig. 6C)。 

次いで、ODS/アニオン交換/カチオン交換混合モードのミックスドモードカラムである、

Scherzo C18 ファミリーカラムが、本分析に適するか否かを調べた。Scherzo C18 フ

ァミリーカラムには、弱イオンリガンドが導入された SM-C18 カラム、強イオンリガンド

が少量に導入された SW-C18 カラム、強イオンリガンドが大量に導入された SS-

C18 カラムの三種類のカラムが市販されており、これらを比較した (Fig. 6D, E, F)。

その結果、Cre、m1A、及び TMAO をカラム保持させ、ピーク分離させるためには、

強いイオン性相互作用を有する、SS-C18 が最適であることが判った。また、PS など

のサルフェート化合物については、イオン性相互作用よりも ODS 基との相互作用が、

その保持機序に強く影響していることが明らかになった。注目したい点は、他の ODS 

カラムや Scherzo C18 ファミリーカラムを用いた場合と比較して、SS-C18 を用いた
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場合のみ、InS と pCS の溶出順序が逆転したことである。これは、InS のカラム保

持には、ODS との相互作用に加えて、イオン性相互作用が強く関与していることを示

唆しており、SS-C18 カラムが、サルフェート化合物の分離にも適していることを支持し

た。SS-C18 を用いた場合、ピーク幅が他のカラムよりも広くなる欠点があるが、再現

性良く、対称性の高いピーク形状が得られた。したがって、UTx の同時定量分析に 

SS-C18 カラムを選択した。 

 

(caption on next page) 
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Figure 6 Selected reaction monitoring chromatograms obtained from a 
standard solution of creatinine (Cre), 1-methyladenosine (m1A), 
trimethylamine N-oxide (TMAO), phenyl sulfate (PS), p-cresyl sulfate (pCS), 
indoxyl sulfate (InS), and 4-ethylphenyl sulfate (4-EPS) using the (A) 
XSELECT CSH C18, (B) Luna Phenyl-Hexyl, (C) SeQuant ZIC-HILIC, (D) 
SM-C18, (E) SW-C18, and (F) SS-C18 columns. 
Each sample (1 μL) was injected onto the column at a flow rate of 0.2 mL/min.  
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第 3 節 LC 条件の検討 

 

SS-C18 カラムは、ODS 基に強イオン交換基を多量に導入した固定相を有するた

め、疎水性相互作用に対しては有機相の種類・割合が影響し、イオン結合に対しては、

pH 及びイオン強度 (塩濃度) がそれぞれ影響を受ける 66。分析対象 UTx の物理

化学的性質を考慮すると、Cre、m1A、及び TMAO は、カチオン交換基に保持され、

PS などのサルフェート化合物は、アニオン交換基と ODS 基に保持されると予想さ

れる。本節では、それらの影響を精査して、全ての測定対象化合物での良好なピーク

形状・分離を達成し得る最適な移動相選択とそのグラジェント条件設定を試みた。 

ミックスドモードカラムは、ODS カラムと比較して、より高い有機溶媒比率下での分

離、保持が可能となる。そのため、カラム圧力を考慮して、有機溶媒にアセトニトリル 

(MeCN) を選択した。また、データは示していないが、酢酸アンモニウムなどの塩を添

加しない移動相条件の場合、全ての分析対象 UTx が溶出されなかった。したがっ

て、イオン性相互作用が、本測定対象化合物の分離と保持に強く影響していると考え

られた。移動相中の塩濃度を増加させると、ピーク幅を狭めることができたが、分離や

ピークの形状が悪化したため、最終的に、10 mmol/L の酢酸アンモニウム緩衝液を

含む 80%MeCN を移動相 B として選定した。次いで、移動相 A の pH の影響を

検討した。Cre や TMAO をカチオン交換基と強く結合させるためには、移動相液中

の pH を pKa より低く保つことが有効な手法と考えられる。そこで、移動相 A の酸

の強さが、カラム保持に与える影響について検討した。移動相に酸を添加しない場合、

予想通り、Cre と TMAO は保持されなかった (Fig. 7A)。移動相に 0.1%の酢酸を

添加すると、全ての分析対象 UTx を良好に保持、分離させることに成功した (Fig. 

7B)。一方で、溶媒中の酢酸濃度を 0.3%に増加させた場合、若しくは、0.1%ギ酸に

変更させた場合は、Cre と TMAO が、より強く保持されたが、それらのピーク分離が
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困難となり、さらにサルフェート化合物のピーク形状が悪化した (Fig. 7C, D)。また、

m1A 及びサルフェート化合物の保持時間は、酸の強さによって大きな変動がなかっ

た。これは、それぞれ極めて高い pKa と低い pKa を有するため、検討した pH 範

囲内では、化合物の解離状態の変化が小さく、カラム保持挙動に影響を与えなかった

と考えられる。すなわち、本分析系においては、移動相の初期条件として、弱酸と低い

塩濃度を選択することが最適であり、塩と有機溶媒によるグラジェント溶出によって、

ODS と両イオン交換基の相互作用を効率的に活かした、カラム保持・分離が達成で

きることが判った。 

Figure 7 Comparison of SRM chromatograms of analytes obtained from 
standard solutions. The experimental conditions were as follows: (A) Without 
acidic eluent as the mobile phase A, (B) 0.1% acetic acid added to the mobile 
phase A, (C) 0.3% acetic acid added to the mobile phase A, and (D) 0.1% formic 
acid added to the mobile phase A. 
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 第 4 節 MS/MS 条件の検討 

 

MS における electrospray ionization (ESI) 法では、まず、液体の流れるステン

レスニードルに高電圧を印加し、液滴の表面を帯電させる。帯電した液滴において、

同極性電荷のクーロン力が液体の表面張力を上回った際に、液滴が爆発してより小さ

な微粒子となる。この現象を繰り返すことで脱溶媒を行い、最終的に目的化合物を気

相イオンとして MS 内部に導入する 67。したがって、移動相中の揮発性有機溶媒比

率を高めることで、表面張力を押さえ、検出感度の向上を図ることが期待できる。そこ

で、本節では、より高感度なイオン化条件を得るために、ポストカラムインフュージョン

システムを導入し、最適な有機溶媒の種類について検討を行った。 

 LC の移動相として汎用されている、メタノール (MeOH)、MeCN、及び イソプロパ

ノール (IPA) を流速 400 µL/min で上乗せした際に得られた分析対象物のピーク

面積を比較した結果を Table 1 に示した。非添加の場合と比べて、m1A は比較し

た溶媒全てにおいて、感度が 10 倍以上向上した。  

 

 

Table 1 Comparison of peak area ratio (with vs. without post-column addition).   

Analyte 
Peak area ratio 

 (vs. without post-column addition) 
 MeOH MeCN IPA 

Creatinine (2 µmol/L) 0.8  2.3  0.9  

1-Methyladenosine (0.007 µmol/L) 10.9  15.9  12.9  

Trimethylamine N-oxide (0.4 µmol/L) 2.0  2.6  1.3  

Phenyl sulfate (0.4 µmol/L) 1.1  2.2  1.1  

p-Cresyl sulfate (2.7 µmol/L) 1.2  2.1  1.0  

Indoxyl sulfate (0.8 µmol/L) 1.1  4.8  1.1  

4-Ethylphenyl sulfate (0.1 µmol/L) 1.9  2.6  1.1  
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MeCN を用いた場合のみ、全ての分析対象物の感度が 2 倍以上向上したため、

本分析系では、MeCN を選択した。カラム分離後に溶媒が添加されるため、ピーク分

離や形状には全く影響しなかった (Fig. 8)。 

 

 

  

Figure 8 SRM chromatograms and signal intensities obtained (A) without 
and (B) with post-column addition of acetonitrile. 
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第 5 節 m1A-d5、pCS-d5 及び 4-EPS-d4 の合成 

 

内標準定量法において構造類似体を内標準物質 (internal standard, IS) として

用いた場合、マトリックス効果によるイオン化抑制の影響を補正しきれないことから、信

頼性の高い定量系の構築は困難である 68,69。マトリックス効果とは、共溶出するイオン

により測定対象のイオン化が促進されたり抑制されたりする現象の総称である 70。生体

試料の場合の多くは、イオン抑制効果が、測定誤差やばらつきの要因となる。マトリッ

クス効果を補正するためには、対象化合物と同一な保持時間、イオン化効率をもち、

かつ対象化合物と異なる m/z を持つ化合物が必要となる。多くの場合、2H (D) や 

13C で標識された安定同位体が、その要件を満たす。すなわち安定同位体を IS と

して用いることが望ましい。m1A、pCS 及び 4-EPS の重水素標識体は、安定同位

体の入手が困難であったため、独自で有機合成を行い、全ての測定対象化合物に対

する安定同位体を内標準物質として用意した。 

pCS 及び 4-EPS の重水素標識合成においては、それぞれ p-クレゾール及び 

4-エチルフェノールの重水素標識体を出発原料とし、Edwards らの方法に基づい

た合成ルートを計画した 71 (Fig. 9A, B)。すなわち、各原料をピリジン溶媒下、硫酸・

ピリジンとともに攪拌することで、フェノール性水酸基がサルフェート基へと穏和な条

件で効率的に変換される反応を利用して、pCS-d4及び 4-EPS-d4 を合成した。 

次いで、m1A の重水素標識化合物を合成することとした。合成アプローチとして、

まず、Sajiki らによって開発された、不均一白金族触媒を用いた重水素置換反応を

用いた 72–74。この方法は、不均一白金族触媒存在下で、重水 (D2O) を重水素源とし、

水素ガス (H2) とともに攪拌することで、不活性な炭素-水素 (C-H) 結合を炭素-重

水素 (C-D) 結合へと比較的穏和な条件で効率的に変換する反応に基づくものであ

る。この重水素化置換反応自体も非常に簡便、低コストで完遂できる利点を有する。こ
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の方法は適用できる化合物が多岐にわたり、m1A の合成原料となるアデノシンにも

応用されていた 75。既報どおり、Pt/C 触媒下にてアデノシンの 2 位と 8 位が効率

良く重水素置換された。その後、標識したアデノシンをジメチルアセトアミド条件で重

水素ヨウ化メチルと反応させることによって、1 位へ選択的に重水素メチル基を導入し、

m1A-d5 を合成した(Fig. 9C)。 

pCS-d4 及び 4-EPS-d4 については、元素分析にて純度を確認し、内部標準物質

としての利用妥当性を確認した。m1A-d5 は、nuclear magnetic resonance (NMR) 

及び 高分解能質量分析計 (high-resolution mass spectrometry, HRMS) にて

重水素標識率を確認し、内部標準物質としての利用妥当性を確認した。 

 

Figure 9  Synthesis of deuterated internal standards. (A) Synthesis of 4-EPS-
d4 from 4-ethyl phenol-d4, (B) synthesis of pCS-d4 from p-cresol-d4, and (C) 
synthesis of m1A-d5 from adenosine. 
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第 6 節 分析バリデーション 

 

次いで、構築した系について、分析バリデーションを実施した。まず、分析物濃度が

前処理時間や温度によって影響されないことを確認にするために、除タンパク処理を

施した試料と未処理試料を対象に、各温度における安定性を調べた (Table 2)。 

 

Table 2 Results of stability test (n = 4; mean ± standard deviation, %). 

Analyte Condition Bench-top stability test 

 
Processed sample  

stability test 
 

 0.5 h 1 h 3 h 24 h  1 h 3 h 

Creatinine 

on ice 91.3  ± 1.7  89.2  ± 4.5  96.2  ± 2.3  102.5  ± 3.5         

room temp. 93.2  ± 3.3  95.0  ± 4.7  98.1  ± 4.1  94.7  ± 7.4         

60oC 92.2  ± 2.0  98.2  ± 1.4  101.8  ± 2.6  91.8  ± 4.2   99.2  ± 3.5  86.8  ± 1.5  

1-Methyladenosine 

on ice 105.3  ± 2.9  101.9  ± 0.9  96.9  ± 3.2  93.4  ± 5.8         

room temp. 100.3  ± 3.1  97.1  ± 1.7  93.3  ± 5.7  80.3  ± 1.7         

60oC 69.2  ± 1.8  47.5  ± 0.6  7.5  ± 3.2  2.3  ± 6.8   100.5  ± 4.1  109.9  ± 3.0  

Trimethylamine N-

oxide 

on ice 90.8  ± 1.3  91.5  ± 3.2  100.9  ± 1.8  103.3  ± 3.7         

room temp. 91.9  ± 0.8  90.7  ± 2.3  96.6  ± 3.8  94.3  ± 6.9         

60oC 92.0  ± 2.1  94.3  ± 1.7  103.5  ± 6.0  93.6  ± 3.8   99.1  ± 3.3  110.3  ± 0.8  

Phenyl sulfate 

on ice 118.1  ± 1.7  111.3  ± 1.7  88.2  ± 3.2  92.7  ± 1.4         

room temp. 116.1  ± 2.5  113.3  ± 1.7  94.3  ± 9.0  96.8  ± 1.6         

60oC 109.7  ± 7.1  113.1  ± 3.6  109.3  ± 1.9  95.1  ± 5.8   101.3  ± 2.2  110.4  ± 1.6  

p-Cresyl sulfate 

on ice 100.6  ± 1.3  102.5  ± 1.9  107.6  ± 1.9  100.7  ± 1.5         

room temp. 101.5  ± 0.9  103.5  ± 1.4  108.0  ± 2.3  100.0  ± 1.8         

60oC 99.0  ± 2.3  104.2  ± 3.1  104.5  ± 0.7  103.7  ± 2.9   98.9  ± 3.6  95.3  ± 1.3  

Indoxyl sulfate 

on ice 108.9  ± 2.1  103.7  ± 2.6  103.3  ± 4.5  92.2  ± 2.5         

room temp. 109.7  ± 2.7  103.8  ± 2.5  100.2  ± 5.5  100.9  ± 6.8         

60oC 102.1  ± 3.1  97.9  ± 5.7  93.5  ± 4.0  102.7  ± 1.7   102.3  ± 3.6  106.3  ± 2.8  

4-Ethylphenyl sulfate 

on ice 103.2  ± 0.9  91.7  ± 10.8  93.7  ± 3.6  87.9  ± 2.4         

room temp. 105.8  ± 1.5  102.1  ± 1.3  94.7  ± 2.3  99.6  ± 6.0         

60oC 105.1  ± 1.1  99.2  ± 3.5  97.8  ± 1.9  103.5  ± 3.0   100.2  ± 5.7  129.6  ± 1.8  
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本測手系における測定検体は、凍結保存したものを融解後に直ちに前処理を実施

している。また、10 µL という極めて少量の検体に対して、MeCN 添加による簡便な

除タンパク法を採用しており、1 検体は、30 分以内に処理が完了する。血漿中の

m1A は、60°C 下で時間依存的に分解したが、室温では、少なくとも 3 時間程度は

安定であった。除タンパク処理後は、60°C 下、3 時間でも安定であった。他の分析対

象化合物は、すべての試験条件下において、濃度に変動は無かった。したがって、通

常の前処理条件下では、分析物の濃度に影響されないことが判った。 

次いで、検量線試料における代替マトリックス使用の妥当性について評価した。分

析物は、ヒト血漿及び血清中に存在する内因性化合物あるため、ブランクマトリックス

溶媒を用意することは困難である。そのため、代替マトリックスとして水を用いた際の検

量線とヒトプール血漿へ標準液を添加して作成した検量線とを比較し、recovery 

factor (血漿添加時の傾き/水中の傾き) を算出した (Table 3)。少なくとも 6 点の濃

度点、及び 1 濃度につき 4 回の繰り返し測定点を検量線用データに用いた。検量

線の相関係数は、すべての分析対象物に対して 0.99 以上であり、良好な直線性を

示した。すべての分析対象化合物の recovery factor は、0.92―1.06 の範囲であり、

ほぼ一致してた。これらのデータより、代替マトリックスとして、水を用いることが可能で

あると判断した。 
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Table 3 Regression equations, LOQs, and recovery factors of the seven 
analytes. 

Analyte  
Linear range 

(µmol/L) 
Point 

Regression 

equation 

Correlation 

coefficient 

LOQ 

(µmol/L) 

Recovery 

factors a 

Creatinine 5 - 1000 8 
Y= 0.0628 X  

+ 0.0380 
0.993 5 1.00  

1-Methyladenosine 0.0178 - 3.56 8 
Y= 0.0128 X  

- 0.0087 
0.998 0.0178 1.05  

Trimethylamine N-

oxide 
0.4 - 200 9 

Y= 0.1562 X  

- 0.0021 
0.998 0.4 0.92  

Phenyl sulfate 1 - 200 8 
Y= 0.0611 X  

- 0.0054 
0.999 1 1.03  

p-Cresyl sulfate 2.7 - 132.8 6 
Y= 0.4107 X  

- 0.0196 
0.999 2.7 0.99  

Indoxyl sulfate 1.9 - 194.6 7 
Y= 0.1208 X  

- 0.0203 
0.998 1.9 1.00  

4-Ethylphenyl sulfate 0.1 - 25 8 
Y= 0.0891 X  

- 0.0025 
0.995 0.1 1.06  

a: Recovery factor = Slope spiked plasma/Slope solution. 

 

続いて、日内及び日間の定量精度及び真度を、複数ロットのヒトプール血漿及び単

一ロットのヒトプール血清に標準溶液添加した試料を用いて評価した (Table 4、

Table 5)。厚生労働省の「医薬品開発における生体試料中薬物濃度分析法のバリデ

ーションに関するガイドライン」 に則り、全ての分析対象化合物に対する真度・精度は、

各濃度 15%以内 (定量下限においては 20%) であった。これらの結果は、本分析

系が、正確で信頼性があり、そして再現性があることを示す。また、本分析対象化合物

すべての安定同位体標識体を IS として用いた分析系はこれまでに報告されておら

ず、様々なヒト血液のマトリックス効果を補正できる堅牢な分析系が構築できた。  
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Table 4  Intra- and inter-day precision and accuracy. 

Analyte  

Spiked  

level 

(µmol/L) 

Intra-day    Inter-day  

Accuracy (%) Precision (%)  Accuracy (%) Precision (%) 

Creatinine 

20 6.2  8.6   2.6  12.3  

50 -6.0  4.4   -3.8  9.3  

500 -1.6  2.4   -0.3  3.6  

1000 0.6  1.8   -1.5  3.6  

1-Methyladenosine 

0.0711 0.4  16.4   3.6  14.2  

0.178 -0.1  5.2   -4.8  9.1  

1.78 5.6  2.3   -2.5  6.7  

3.56 3.3  1.8   -3.6  5.6  

Trimethylamine N-oxide 

4 -13.9  9.0   -11.9  7.2  

10 3.4  6.5   -5.3  8.1  

100 9.2  7.6   -3.5  10.7  

200 9.2  3.7   -2.3  8.8  

Phenyl sulfate 

1 -18.2  7.9   -10.8  10.2  

4 -11.4  3.2   -6.5  6.7  

100 0.8  1.2   0.7  2.2  

200 2.8  0.8   0.1  2.3  

p-Cresyl sulfate 

6.64 -8.4  2.5   -4.8  6.7  

13.3 -3.0  1.9   -7.4  4.4  

26.6 1.0  2.2   -1.5  5.7  

66.4 -3.6  2.1   -1.7  6.6  

Indoxyl sulfate 

1.95 -8.3  5.5   -7.2  9.4  

7.79 -8.2  2.4   -10.0  3.8  

19.5 -8.8  1.4   -8.6  2.9  

195 0.6  0.6   -1.7  3.5  

4-Ethylphenyl sulfate 

0.25 11.3  3.6   7.6  3.8  

0.5 -8.1  3.8   -8.0  6.0  

2.5 3.1  2.3   -3.6  5.5  

25 11.6  3.3   1.7  8.0  
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Table 5  Inter-day precision and accuracy. 
  Plasma (Lot. #2) Plasma (Lot. #3) Serum 

Analyte 
Spiked  

 level 
(µmol/L) 

Intra-day   Intra-day   Intra-day   
Accuracy 

(%) 
Precision 

(%) 
Accuracy 

(%) 
Precision 

(%) 
Accuracy 

(%) 
Precision 

(%) 

Creatinine 
20 -5.6 8.5 -8.3 10.3 9.8 14.5 
50 -6.2 5.2 -5.9 8.2 -5.0 6.5 
500 -3.0 2.0 -8.5 4.8 -6.2 11.6 

1-Methyladenosine 
0.0711 13.8 4.0 9.9 7.9 1.2 4.8 
0.178 4.3 6.8 -6.8 6.6 0.76 2.6 
1.78 0.8 4.3 -7.3 1.8 0.17 1.8 

Trimethylamine N-

oxide 
4 -6.7 5.3 3.6 5.3 -8.5 6.0 
10 -0.1 5.6 7.8 5.9 -5.2 5.0 
100 0.2 4.6 9.4 2.5 -1.0 4.4 

Phenyl sulfate 
1 -7.0 5.6 -10.7 10.6 -3.1 9.2 
4 -12.3 9.3 -3.6 3.2 -5.6 3.2 

100 -4.0 2.1 -6.5 4.5 -13.1 7.7 

p-Cresyl sulfate 
6.64 -0.8 6.7 7.0 5.6 -3.1 7.0 
26.6 4.0 11.0 -5.4 2.0 -13.3 1.9 
66.4 -0.9 2.9 -12.0 6.0 -6.8 9.9 

Indoxyl sulfate 
1.95 -13.4 8.2 -14.8 4.6 2.5 7.9 
19.5 -2.3 2.2 7.2 4.4 6.2 4.4 
195 7.1 2.0 -1.4 2.1 10.2 1.8 

4-Ethylphenyl 

sulfate 
0.25 11.9 3.8 4.3 1.4 14.5 6.6 
2.5 -11.1 1.5 -9.0 2.4 -11.2 1.1 
25 -12.7 1.6 -7.8 0.9 -14.2 1.4  
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第 7 節 CKD 患者血漿中の UTx 濃度と腎機能との相関解析 

 

構築した分析系を用いて、新松戸病院に通院されていたステージ 2―5 に属する

計 19 名の CKD 患者血清中の各 UTx 濃度を明らかにした (Table 6)。尚、本節

の研究は、東北大学大学院医学研究科倫理委員会による承認を経て、実施した。 

 

Table 6 Quantitative analyte concentrations in serum samples from stage 2–
5 CKD patients. 

Analyte (µmol/L) n Mean SD Min Max n < LOQ 

Creatinine 19 161  86.0 64.9 370 0 

1-Methyladenosine  19 0.643  0.282  0.305  1.63  0 

Trimethylamine N-oxide 19 39.7  39.6 3.81 158 0 

Phenyl sulfate 19 20.3  23.9 1.22 104 0 

p-Cresyl sulfate  16 29.0  21.4  <LOQ (2.66) 80.6  3 

Indoxyl sulfate 18 21.3  20.5  <LOQ (1.95) 73.3  1 

4-Ethylphenyl sulfate  12 1.59  1.52 <LOQ (0.1) 4.73 7 

 

分析物のうち、pCS、InS、及び 4-EPS は、数名の患者において定量下限 (limit 

of quantification, LOQ) を下回ったが、その他については、全検体の濃度を算出で

きた。本測定によって得られた CKD 患者血清中の各 UTx 濃度は、既告の様々な

カラムを用いて測定された血清濃度範囲と、ほぼ一致しており 17,76,77、ミックスドモード

クロマトグラフィーを用いた本分析系の信頼性が裏付れられた。 

次いで、腎機能指標となる、Cre 及び m1A に着目した。臨床における血清 Cre 

濃度は、酵素学的手法による算出が最も一般的である。そこで、本測定系で得られた 

Cre 濃度と酵素法で得られた Cre 濃度とを比較した結果、高い相関性が認められ

た (Fig. 10A)。また、早期の腎障害マーカーとして期待される血清 m1A 濃度につ
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いて、同様に Cre 濃度との相関を解析した結果、こちらも既報どおり 54、高い相関性

が認められた (Fig. 10B)。 

 

  

これらの結果は、本分析系が、腎機能の状態と CKD 病態との関連性が高い複数

の血中 UTx 濃度の両者を、同時に把握可能であり、病態解析や治療薬開発におい

て、有用なツールとなることを示した。 

続けて、Fig. 11 に本分析系で求めた血清 Cre 濃度と各 UTx 濃度の相関関係

を示す。InS と PS は、Cre と正の相関があったが、他の UTx の間には相関性は

認められなかった。重要なことに、数名の CKD 患者は、Cre が低いにもかかわらず、

死亡のリスク因子となり得る TMAO や pCS が比較的高濃度を示していた。したが

って、本分析系は、このような潜在的なリスクを有する CKD 患者の早期発見に繋が

るスクリーニング法としての活用が期待できる。 

 

Figure 10  (A) Correlations between Cre concentrations measured by LC-MS/MS and 
those determined using an optical enzymatic technique. (B) Correlations between m1A 
and Cre concentrations in 19 patients with stage 2–5 CKD, as determined by LC-MS/MS. 
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同様に、CKD 患者における推算糸球体濾過値  (estimated glemerular 

filtration rate, eGFR) 又は血清尿素窒素 (blood urea nitrogen, BUN) と各 

UTx との相関性を分析した (Fig. 12, Fig. 13) 。   

Figure 11 Correlations between serum Cre (SCr) concentrations, determined 
using an optical enzymatic technique, and uremic toxin (UTx) levels, determined 
by liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), in 19 
patients with stage 2–5 chronic kidney disease (CKD).  
†includes lower than the limit of quantification (LOQ). 
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Figure 13 Correlations between estimated glomerular filtration rate (eGFR), based on the 
Japanese population, and concentrations of analytes in 19 patients with stage 2–5 CKD, 
as determined by LC-MS/MS. The formula is as follows: eGFR = 194 × SCr–1.094 × age–

0.287, where age is in years, SCr is in mg/dL, and the GFR is in mL/min/1.73 m2 body surface 
area. †includes lower than the LOQ. 

Figure 12 Correlations between blood urea nitrogen concentrations, determined using an 
enzymatic optical technique, and analyte concentrations in 19 patients with stage 2–5 CKD, 
as determined by LC-MS/MS. †includes lower than the LOQ. 
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eGFR とは、m1A に続いて、InS が負の相関性が高かった。InS との相関性の

程度は、Shu らによる既報と同程度であった 45。一方で、TMAO は、他の UTx と

比べて腎機能指標との相関が低かった。これは、腎機能指数が低いにもかかわらず、

一部の患者が著しく高い血中濃度を示したことに起因した。この原因として、 InS や 

pCS などの産生は、腸内細菌叢に完全に依存しているが、TMAO は、食事にも含

まれているため 42、その摂取量の差によるものと考えられる。このように、CKD 患者の

診療において、既存の腎機能指標に加えた、TMAO などの UTx の包括的なモニ

ターが、各 UTx の生理機能の解明と、それに続く診断法や食事療法、治療薬開発

に繋がる可能性がある。 
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第 8 節 結語 

 

本章では、腸内細菌叢と CKD 病態の関連性を追及するために、計 7 種の 

UTx を測定対象とする包括的かつ高精度な LC-MS/MS 同時定量系の構築を行

った。LC 分析における逆相カラム及び HILIC カラムの化合物選択性の限界を克

服するために、SS-C18 カラムによるミックスドモードクロマトグラフィーを利用した結果、

これまで達成できなかった幅広い物理化学的性質の UTx 同時分析が達成できた。

さらに、全ての分析対象 UTx について、その安定同位体を IS として用意したこと

により、多様なヒト血液のマトリックス効果を補正し得る堅牢な分析系構築できた。 

本分析系を、CKD 患者の血清に適用した結果、高精度に血清 UTx が定量可

能であること、並びに一部の患者では、血清クレアチニン値が低いにも関わらず、トリメ

チルアミン-N-オキシドなどの UTx が高い血中濃度を示すことが明らかになった。こ

のことは、CKD 患者に対し、既存の腎機能指標と併せた、UTx の包括的な同時モ

ニターの重要性を示唆している。 

近年、CKD 患者血中の UTx を低減させるために、腸内細菌叢や腸管を標的と

した新たな治療方法が注目されている。例えば、生体に有益な作用を示す生きた微

生物やその微生物を含む食品を摂取する (プロバイオティクス)、消化管上部で分解・

吸収されない生体に有益な腸内細菌叢の増殖を促進させる食品成分を摂取する (プ

レバイオティクス)、両者を併用したシンバイオティクス 78,79、尿毒素の前駆体を吸着し

排出させる球形吸着炭 AST-120 の投与 52,80、そして尿毒症物質合成に関わる酵素

を阻害する低分子化合物投与などが含まれる 81。本章により構築した手法は、それら

の効果指標となる UTx と腎機能指標とを同時に定量評価可能なため、治療法開発

研究においても有用なツールとして活用できる。例えば、筆者らは、この分析系を用い

て、糖尿病の治療に用いられる SGLT 阻害薬の一種であるカナグリフロジンが、腸
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内細菌叢の変化をもたらすことで UTx の減少効果を有することを示した 82。また、糖

尿病性腎臓病患者に対するコホート研究検体を測定した結果、血中の PS を、新た

な予後予測マーカーとして見出した 46。その他にも、多様な腎疾患関連研究に活用し

ており、本章の研究は、これらの基盤となる重要な成果であった。 

SS-C18 カラムは、化合物選択性に富むため、より網羅的な UTx 同時分析系の

開発にも貢献できるが、それと同時にミックスドモードクロマトグラフィーのより深い理解、

すなわちカラム分離のメカニズムとカラム効率の両方についても、さらなる研究が必要

である。分析対象物の ClogP と pKa より、ある程度のカラム溶出挙動を予測可能

であったが、カラムの化学的性質と保持作用をより詳細に解明することで、適切な移動

相条件の選択が簡単になり、UTx のみならず、周辺代謝物を含めた同時分析の開

発に繋がると期待できる。 
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第 2 章 抗 PS モノクローナル抗体の作製と競合 ELISA によるヒト血中 PS 測

定系の構築 

 

第 1 節 序 

 

CKD は、進行性の病態であるが、早期の診断・治療によってその進行の抑制が可

能である 83,84。日本において、慢性透析患者の原疾患で最も多いのは、糖尿病性腎

臓病 ‡であるため、糖尿病患者の中から、その発症リスクが高い患者の早期発見は、

極めて重要である。現在、臨床で用いられる腎機能評価指標としては、血清クレアチ

ニン値、クレアチニンクリアランス、糸球体濾過量、血液尿素窒素、尿中アルブミン量、

シスタチン C などが挙げられる。しかしながら、これらの腎機能指標が増加している

状態は、既に糸球体の濾過機能が破綻していることを意味し、早期の腎機能異常鑑

別に用いるには不十分な指標である。尿中アルブミン濃度が正常であるにもかかわら

ず、腎機能が低下する症例が存在するため、尿中アルブミン濃度では鑑別できない

機序の腎障害の存在も示唆されている。すなわち、予後予測に資する新たなバイオマ

ーカーの開発が必要である。 

 筆者は、前章までの研究を通じて、腎障害において腸内細菌叢由来代謝物の生体

内濃度が、顕著に変動することを明らかにしてきた。近年、筆者らの研究グループは、

ヒトの腎臓毒素排泄を模した遺伝子改変ラット (SLCO4C1 トランスジェニックラット) 

にストレプトゾドシンによって糖尿病性腎障害を誘発させ、網羅的メタボローム解析を

施行したところ、糖尿病性腎臓病に関わる重要な代謝物質として、腸内細菌叢由来 

UTx の一つである PS を同定した 46。さらに第 1 章において構築した UTx の一

斉定量系を動物実験、及び糖尿病性腎臓病患者 (362 人) 検体に適用した結果、

                                            
‡ 「CKD 診療ガイドライン 2018」 より典型的な“糖尿病性腎症”に加え、顕性アルブミン尿を伴わないまま GFR が

低下する非典型的な糖尿病関連腎疾患を含む概念として、“糖尿病性腎臓病”が提唱されている 
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血中 PS が、尿中アルブミン増加に最も関連し、糖尿病性腎臓病の原因因子かつ予

後予測マーカーとなり得ることを明らかにした 46。また、PS の血中濃度を制御すること

が、腎障害の新規治療法に繋がる可能性も見出した 46。PS の前駆物質であるフェノ

ールは、ある特定の腸内細菌が有するチロシンフェノールリアーゼによって、チロシン

から生成する 8586。チロシンフェノールリアーゼは、周囲のチロシン濃度に依存して活

性を示す酵素である。2 型糖尿病患者では、健常者と比べてチロシンを含む数種の

アミノ酸の血中濃度が増加していることから 87、これらの病態と PS の血中濃度に何ら

かの関連性が疑われるが、その詳細は不明な点が多く、さらなる解析が必要とされる。 

臨床において、PS の血中濃度を把握するためには、迅速かつ簡便に定量可能と

する技術が求められる。これまでに報告されている PS の定量技術としては、前章で

確立した LC-MS/MS のほか、ガスクロマトグラフィーや ultraviolet (UV) 検出器を

用いた方法もある 43,76,88–90。これらの手法は、高感度かつ正確ではあるが、高額な機

器及び分析カラムや検体前処理の煩雑さが問題となる。一方で、抗原に対する特異

的抗体を利用した免疫学的手法による定量手法、すなわち ELISA などは、費用、

簡便性、迅速性、同時検体処理能力に優れ、幅広い臨床施設で実施できる利点を有

する。例えば、ステロイドやホルモン、がん特異的糖鎖抗原など様々な化合物に適応

されており、臨床においてスクリーニング検査や診断などに大きく貢献している。UTx 

においては、尿中や血中の InS を簡便に検出する方法が報告されているが 91、PS 

に対する手法は存在していなかった。 

そこで本章では、より汎用的な PS の分析手法の臨床提供を目指し、抗 PS モノ

クローナル抗体を作製し、ELISA によるヒト血中 PS 測定系の開発を行った (Fig. 

14)。 
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Figure 14  Overview of the phenyl sulfate analysis in human blood. 
 

PS に対する抗原特異性は、様々な PS 構造類似体との競合 ELISA によって

明らかにした。さらにリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffered salts, PBS) 中と

血中における抗原特異性の違いを明らかにし、ヒト血液試料に対して最適な抗原抗体

反応条件を精査した。最後に、CKD 患者血中の PS 濃度を本研究で開発した 

ELISA で算出し、 前章にて構築した LC-MS/MS によって算出した濃度との比較

により、定量値の妥当性について検討を加えた。 
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第 2 節 ハプテンのデザインと調製 

 

フェノールの硫酸抱合体である PS は、分子量約 174 の低分子化合物であるた

め、それ自体の免疫原性は極めて低い。抗原として用いるためには、まずはキャリアと

なるタンパク質との結合体 (以下、PS コンジュゲートと称す) を作製する必要があっ

た。筆者は、PS の硫酸基が、重要な抗原決定基であると推測した。免疫学において、

抗原決定基から最も離れた位置にキャリアタンパク質を結合させることが、特異性の高

い抗体を作製する上での定法となっている。したがって、PS のベンゼン環のパラ位に

チオール基を有する 4-メルカプトフェニル硫酸 (以下、PS-SH と称す) を先に合成

し、ヘテロ二価性の架橋剤である N-(11-maleimidoundecanoyloxy)succinimide§ 

(以下、KMUS と称す) を用いて、キャリアタンパク質と結合させた (Fig. 15)。 

                                            
§ 構造はマレイミド基と N-ヒドロキシスクシンイミド活性エステルを分子の両端にもち、アミノ基に対しては活性エス

テルが反応し SH 基とはマレイミド基が選択的に反応する。 

Figure 15 Synthesis of PS-SH and conjugation with KMUS-activated carrier 
proteins. 
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PS-SH は、ビス (4-ヒドロキシフェニル) ジスルフィドを出発原料とし、ピリジン・硫

酸によってフェノール性水酸基を硫酸基へ変換させた後、トリフェニルホスフィンのレ

ジン担持等価体によって、ジスルフィド結合を還元させ、簡便に合成、精製が可能で

あった。 

キャリアタンパク質には、キーホールリンペットヘモシアニン (keyhole limpet 

hemocyanin, KLH)、ウシ血清アルブミン (bovine serum albumin, BSA)、及びオ

ボアルブミン (ovalbumin, OVA) をそれぞれ用い、計 3 種の PS コンジュゲートを

作製した。本章では、それぞれを PS-KMUS-KLH、PS-KMUS-BSA、及び PS-

KMUS-OVA と称し、以降の免疫抗原又は、スクリーニング ELISA 用の固相抗原

として使用した。 
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第 3 節 抗 PS モノクローナル抗体の作製 

 

 前節で作製した 3 つのコンジュゲートのうち、免疫原性が最も高い PS-KMUS-

KLH を抗原として選定し、Th2 型免疫反応を引き起こしやすいとされる BALB/c 

マウスを免疫宿主として選択した。完全及び不完全フロイントアジュバントを用いた二

重免疫後、腹腔内へ PS-KMUS-KLH を追加免疫した。アジュバント不使用のブー

スト免疫を含めて、計 3 回の免疫を実施したところ、各 PS コンジュゲートに対する

血清抗体価の上昇を確認した (データ非掲載)。この免疫したマウスの脾臓細胞を摘

出し、マウスミエローマ細胞とのハイブリドーマを作製した。Hypoxanthine-

aminopterin-thymidine (HAT) 培地培養による選択後、培地上清を用い、間接 

ELISA によってスクリーニングを実施した。KLH に反応する抗体を除くために、PS-

KMUS-BSA、及び PS-KMUS-OVA を ELISA の固相抗原に用いた。この工程を、

独立して 2 回実施した結果、計 721 well の候補が得られた。そのうち、反応性を

指標にして 1 回目のスクリーニングからは計 96 well、2 回目のスクリーニングから計 

24 well を選定し、さらに 3 種の PS コンジュゲート及びキャリアやリンカーとの反応

性を明らかにした。その結果、計 12 well は、PS コンジュゲートに対してのみ、強く

反応することが判明した。次いで、これらのコロニーを限界希釈クローニングに附した

後、各培地上清を用いた阻害 ELISA によって、各クローンが産生する抗体の PS 

に対する特異性を明らかにした。最終的に、2 つのバイブリドーマクローンに絞り込み、

それぞれが産生するモノクローナル抗体をそれぞれ YK33.1 及び YKS19.2 と命

名した。両抗体をアイソタイピングした結果、両抗体のサブクラスはマウス IgG1/к で

あった。 
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第 4 節 競合 ELISA における抗 PS モノクローナル抗体の特異性評価 

 

 プロテイン G カラムにて精製した YK33.1 及び YKS19.2 の、抗原特異性を評

価した。まず、3 種の PS コンジュゲート及び、 KMUS リンカー結合有り無しのキャ

リアタンパク質に対する結合性を間接 ELISA にて明らかにした (Fig. 16A, B)。両

抗体共に、PS コンジュゲートに対してのみ強い結合性を示し、キャリアタンパク質又

はリンカーを結合したキャリアタンパク質とは、ほとんど結合しないことが判った。次い

で、PS とリンカー部位が、抗原認識部位となっている可能性を除くために、PS とキャ

リアタンパク質とのリンカーをシクロアルカン構造及び KMUS より短いアルキル直鎖

構造をそれぞれ有する succinimidyl trans-4-(maleimidylmethyl) cyclohexane-

1-carboxylate (SMCC) 又は 4-maleimidobutyric acid N-hydroxysuccinimide 

ester (GMBS) に変更した PS コンジュゲートを作製した。YK33.1 及び YKS19.2 

は、共にリンカーのスペーサーアーム構造とは無関係に、PS コンジュゲートと強い結

合を示した (Fig. 16C, D)。これらの結果から、PS コンジュゲートにおける PS 構造

部が、両抗体にとって、必須の抗原認識部位と示唆された。 
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Figure 16 Reactivity of hybridoma culture supernatant (clone YK33.1 and 
clone YKS19.2) with PS conjugates with various carrier proteins and linkers.  
Hybridoma culture supernatants (50 µL; A, C, clone YK33.1; B, D, clone 
YKS19.2) were incubated with various PS conjugates (A, B, 10 µg/mL, n = 1; 
C, D, 5 µg/mL, n = 3) coated on 96-well microplates in 50 µL volume followed 
by an HRP-conjugated polyclonal antibody. Bound mAbs were visualized 
using TMB substrates and measured on a plate reader. Bars indicate means 
± SE (C, D). 

 

次に、阻害 ELISA によって、PS に対する結合性を調べた。ビオチンラベル化し

た両抗体 (以下、Bio-YK33.1 及び Bio-YKS19.2 と称す) に対して、 PBS 中の

各濃度 PS 下、PS-SMCC-BSA コンジュゲートとの阻害曲線を算出した (Fig. 17A, 

B)。 
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Figure 17  Competitive inhibition curves 
of PS and its analogous compounds in PBS, 
human plasma, and serum.  
Prior to incubation with Bio-YK33.1 mAb 
(A, C) or Bio-YKS19.2 mAb (B, D, E), free 
competitors in PBS (A, B), human pooled 
plasma (C, D), or serum (E) were added to 
PS-SMCC-BSA-coated microplates at the 
indicated concentrations. B and B0 indicate 
absorbance in the presence and absence of 
competitors, respectively. Each B/B0 is 
represented as the mean of three wells. 
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PS に対する阻害曲線は、PS 濃度 10―1000 μg/ mL の範囲で直線性を示し、

IC50 は、Bio-YK33.1 及び  Bio-YKS19.2 それぞれ  100 µg/mL 及び  250 

µg/mL であった。次に、両抗体の PS に対する抗原特異性のより詳細な解析のため、

Fig. 18 に示す PS 構造類似体と InS に対する PBS 中の交差反応性を阻害 

ELISA により調べた (Fig. 17A, B)。 

 

  

 

 その結果、両抗体とも、p-ニトロフェニル硫酸 (p-nitrophenyl sulfate, pNPS)、p

クレジル硫酸 (p-cresyl sulfate, pCS)、o-クレジル硫酸 (o-cresyl sulfate, oCS)、4-

メチルウンベリフェリル硫酸 (4-methylumbelliferyl sulfate, 4MUS)、及び 1-ナフト

ール硫酸 (1-naphthol sulfate, 1NS) に対して交差反応性を示し、PS よりも低い 

Figure 18 Molecular structures of PS and its analogous compounds.  
oCS, o-cresyl sulfate; pNPS, p-nitrophenyl sulfate; pCPS, p-chlorophenyl 
sulfate; QS, quinolinol sulfate; 1NS, 1-naphthol sulfate; 2NS, 2-naphthol 
sulfate; 4MUS, 4-methylumbelliferyl sulfate; InS; indoxyl sulfate; pCS, p-
cresyl sulfate 
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IC50 であった (Fig. 17A, B)。Bio-YK33.1 の場合、2-ナフトール硫酸 (2-naphthol 

sulfate, 2NS)、pCS、及び p-クロロフェニル硫酸 (p-chlorophenyl sulfate, pCPS) 

に対しても交差反応性を示した。一方で、InS とキノリノール硫酸  (quinolinol 

sulfate, QS) に対しては、反応性が低いことが判った。これらの知見は、両抗体が、

PS の構造 (ベンゼン環及び硫酸基) を有する化合物を認識し、インドール環やナフ

タレンの構造とは区別可能である特性を示唆した。 
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第 5 節 ヒト血漿又は血清測定における抗原特異性に関する検討 

 

 イムノアッセイでは、生体試料中の様々な物質が、抗原-抗体反応に影響する可能

性がある 92,93。臨床応用を考慮し、ヒト血清及び血漿マトリックス下における、PS 及び 

前節の類似化合物に対する反応性の変化を阻害 ELISA によって調べた。Bio-

YKS19.2 は、PBS 中と比較して、ヒト血漿及び血漿中において、PS に対する特異

性が、劇的に向上した (Fig. 17D, E)。PS よりも低い IC50 を示したものは、ヒトの内

因性化合物としては報告されていない oCS に対してのみであった (Table 7)。 

 

Table 7 Cross-reactivity of YKS19.2 mAb with PS and its analogous compounds 
 IC50 (µg/mL) 

Compound PBS Plasma 

o-Cresyl sulfate 54.3 13.0 

p-Nitorophenyl sulfate 7.5 >100 

p-Chlorophenyl sulfate 48.3 >100 

Quinolinol sulfate 434.7 >100 

Phenyl sulfate 275.9 29.7 

1-Naphthol sulfate 179.4 >100 

2-Naphthol sulfate >500 >100 

4-Methylumbelliferyl sulfate 139.3 >100 

Indoxyl sulfate >500 >100 

p-Cresyl sulfate 278.1 >100 

The IC50 of PS and its analogs was determined by inhibition ELISA (Fig. 3) using Bio-

YKS19.2 mAb in PBS and plasma matrix (n = 3) in the range of 1, 10, 50, 100, 250, and 500 

µg/mL or 1, 5, 10, 25, 50, and 100 µg/mL, respectively. 

 

一方で、Bio-YK33.1 の PS に対する特異性は、ヒト血漿中で大きく変化しなかっ

た (Fig. 17C)。さらに、YKS19.2 の血清中における PS 特異性向上の変化は、キャ

リアタンパク質が異なる固相抗原 (PS-KMUS-OVA 及び PS-KMUS-KLH コンジ
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ュゲート) を使用した場合でも、観察された (Fig. 19A, C)。 PBS 中において、最も

強い反応性を示した pNPS との反応性は、血清中では低下した (Fig. 19B, D)。 

 

 

 

続いて、Bio-YKS19.2 におけるこの特異性変化が、種特異的なマトリックスによる

ものかどうかを調べた。その結果、PS に対する特異性向上効果は、ヒト血清及び血

漿に固有のものであり、サルとマウス血漿も特異性に影響を及ぼさなかった (Fig. 20)。 

Figure 19 Effect of matrixes on competitive inhibition curves of PS and pNPS.  
Prior to the incubation with Bio-YKS19.2 mAb, free competitors (A, C, PS; B, D, 
pNPS) in human pooled serum were added in PS-KMUS-OVA (A, B) or –KMUS-KLH 
(C, D)-coated microplates at indicated concentrations. B and B0 indicate the 
absorbance in the presence and absence of competitors, respectively. Each B/B0 is 
represented as the mean of three wells. 
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この効果を生む責任分子を探索するために、有機溶媒による除タンパク処理をしたヒト

血漿マトリックスを用意し、同様に阻害曲線を作製した。Fig. 21 に示したように、除タ

ンパク処理した血漿については、PS 特異性が向上する効果が著しく減少した。 

 

 

Figure 20 Competitive inhibition curves of PS in 5%human serum albumin (HSA)-
containing PBS, monkey, mouse, and human plasma as assayed in inhibition ELISA 
using Bio-YKS19.2 mAb.  
Assayed using Bio-YKS19.2 mAb as in Figure 3, except for 5%HSA, monkey, and mouse 
plasma. 
 

Figure 21 Competitive inhibition curve of PS in protein-depleted human plasma as 
assayed in inhibition ELISA using Bio-YKS19.2 mAb.  
Assayed using Bio-YKS19.2 mAb as in Figure 3, except for protein-depleted human 
plasma. 
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この結果は、PS 及びその類似体と血中タンパク質との相互作用が、Bio-YKS19.2 

の PS 特異性向上に重要な役割を担っていることを示唆した。したがって、血清及び

血漿中に最も豊富に含まれるタンパク質の 1 つであるアルブミンが、特異性向上に

寄与し得るかどうかを検証した。Fig. 20 に示した通り、5%ヒト血清アルブミン 

(human serum albumin, HSA) 含有 PBS 溶液中では、特異性を変化させないた

め、アルブミンが、 Bio-YKS19.2 の PS 特異性向上に寄与するタンパク質である可

能性は低いと考えられる。他のタンパク質を含め、今後さらなる解析が必要である。 

 次いで、高感度化に向けた検討を行った。これまでに抗原-抗体反応を増強する

手段として、非イオン性界面活性剤を血液試料に添加する方法が知られている 94。し

たがって、本節では、Tween 20 添加血清試料における Bio-YKS19.2 の PS 特

異性に対する効果を検討した。非添加時と比べて、終濃度 0.05%及び 0.1% Tween 

20 血清は、IC50 をそれぞれ 14.3 及び 15.3 µg/mL まで減少させた (Table 8)。

最大吸光度 (B0max) は、終濃度 0.1%濃度において最大値を示したことから、以降

の検討にはこの濃度を用いた。Tween 20 が検出感度に与える詳しい機序は、定か

ではないが、抗体やプレートに生じる非特異的吸着の軽減に起因すると考えられた。 
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Table 8 Effect of Tween 20 on the sensitivity of ELISA using Bio-YKS19.2 
mAb 

Tween 20 final Conc. IC50 B0max 
% µg/mL  

0 76.8 0.1211 
0.01 23.8 0.2571 
0.05 14.3 0.4015 
0.1 15.3 0.5420 
0.5 20.9 0.4733 
1 22.6 0.4034 

2.5 30.1 0.3747 
5 43.9 0.4096 

The IC50 and B0max were determined in human pooled serum by inhibition ELISA using Bio-
YKS19.2 mAb in the range of 5, 10, and 100 µg/mL PS as in Figure 3 (n = 3), except for the 
addition of Tween 20 in a reaction buffer of Bio-YKS19.2 mAb at the indicated 
concentration. 

 

血漿においても同様の効果が認められ、また血清と共に PS に対する特異性向上

効果には負の影響を与えなかった (Table 9)。 

 

Table 9 Cross-reactivity of YKS19.2 mAb with PS and its analogous 
compounds 
 IC50 (µg/mL) 
Compound Plasma + Tween20 Serum + Tween20 
o-Cresyl sulfate 8.0 4.4 
p-Nitorophenyl sulfate 52.1 57.2 
p-Chlorophenyl sulfate >100 >100 
Quinolinol sulfate >100 >100 
Phenyl sulfate 24.4 10.4 
1-Naphthol sulfate >100 >100 
2-Naphthol sulfate >100 >100 
4-Methylumbelliferyl sulfate >100 >100 
Indoxyl sulfate >100 >100 
p-Cresyl sulfate >100 >100 

The IC50 was determined by inhibition ELISA in human pooled serum and plasma using 
Bio-YKS19.2 mAb in the range of 1, 5, 10, 25, 50, and 100 µg/mL PS as in Figure 3 (n = 3), 
except for the addition of 0.1% Tween 20 in a reaction buffer of Bio-YKS19.2 mAb. 
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Bio-YKS19.2 の血漿及び血清における PS に対する阻害曲線を Fig. 22 に示

した。血漿中 PS の検出限界は、2.5 µg / mL (スチューデントの t 検定、n = 3、p 

<0.05 vs. B0値) と算出された。 

 

  

Figure 22 Calibration curve of indirect ELISA using Bio-YKS19.2 mAb for PS. 
(A) Result from using PS-spiked plasma samples as a competitor. Plates were coated 
with 25 ng PS-SMCC-BSA per well and Bio-YKS19.2 mAb was diluted at 0.5 µg/mL 
in 1%Tween20. (B) Result from using PS-spiked serum samples as a competitor. 
Plates were coated with 25 ng PS-SMCC-BSA per well and Bio-YKS19.2 mAb was 
diluted at 0.5 µg/mL in 0.2%Tween20. Each point represents the mean±SE (n = 3).  



50 
 

第 6 節 CKD 患者血清中の PS 定量精度の評価 

 

Bio-YKS19.2 をヒト血清中 PS 測定法に適応させるために、前章で用いた 19 

名の  CKD 患者血清を用いて、阻害  ELISA にて算出した  PS 濃度と  LC-

MS/MS で算出した濃度との比較を行った (Fig. 23)。 

 

 

両手法で求めた PS 濃度は、良好な相関関係が得られた (R2 = 0.86)。しかし、阻

害 ELISA で求めた PS 濃度は、LC-MS/MS で求めた値よりもおよそ 4 倍高い

値となった。この原因の詳しい理由は、明らかではないが、Bio-YKS19.2 が PS と

同一挙動を示す未知の血中分子に対して、交差反応を示した可能性が考えられる。

若しくは、前節の結果より、血中のタンパク質が Bio-YKS19.2 と PS の反応性に影

Figure 23 Correlation of serum PS levels determined by both a developed ELISA 
and a validated LC-MS/MS method.  
The same serum samples from 19 stage 2–5 CKD patients were determined by 
inhibition ELISA using Bio-YKS19.2 mAb (x-axis) and an LC-MS/MS method 
(y-axis). The correlation coefficient (R2) was 0.8605 (p < 0.001). 
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響することが示唆されているため、CKD 患者の栄養状態 (低たんぱく血症) が、測

定に影響した可能性も考えられた。このことを詳細に検証するために、栄養状態指標

の一つである血清総タンパク質濃度及びアルブミン濃度と PS 測定濃度とを解析し

たが、関連性は認められなかった (Fig. 24)。 

 

 

PS に対する特異性がヒトの血液成分によって向上するという知見は、測定系を構

築する上で有用あったが、これに関わる責任分子や機序については、さらなる研究が

必要である。  

Figure 24 Correlation of serum PS levels determined by a developed ELISA and the 
levels of serum total protein or albumin in CKD patient serum.  
(A) Serum PS levels in CKD patients were determined by inhibition ELISA using 
Bio-YKS19.2 mAb (x-axis) and the serum total protein levels were determined by 
FUJI DRI-CHEM system (y-axis). (B) Serum PS levels in CKD patients were 
determined by inhibition ELISA using Bio-YKS19.2 mAb (x-axis) and the serum 
albumin levels were determined by FUJI DRI-CHEM system (y-axis).  
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第 7 節 結語 

 

本章では、糖尿病性腎症の予後予測や、CKD の早期診断マーカーとして期待さ

れる腸内細菌由来 UTx の PS について着目し、その血中濃度を把握できる免疫

学的手法の構築を目的とした。抗 PS 抗体を得るために、効果的なハプテンをデザ

インし、PS 構造を抗原決定基とする  2 種のモノクローナル抗体、YK33.1 と 

YKS19.2 を作製した。様々な PS 類似体との競合 ELISA によって、YKS19.2 が、

ヒト血中においてのみ、PS に対する特異性が向上する特性を示した。また、競合 

ELISA における一次競合反応の際に、非イオン性界面活性剤である Tween 20 を

終濃度 0.1%濃度で添加すると、検出感度が 7―8 倍に増加した。血清中 PS に対

するBio-YKS19.2 を用いた競合 ELISA の阻害曲線は、1―100 μg/mLの範囲で良

好な直線性を示し (IC50 : 10.4 µg/mL)、CKD 患者血中の PS 濃度測定が可能な検

出感度と推定した。LC-MS/MS で求めた PS 定量値との比較により、本系定量値

の妥当性について検証した結果、両知は強く相関するものの、絶対値が、およそ 4 

倍程度高く算出されることが判った。この原因は明らかにされていないが、YKS19.2 

が PS と同一挙動を示す未知の血中分子に対して、交差反応を示した可能性が考

えられる。仮に交差反応物が影響していたとしても、PS 血中濃度の把握が可能であ

ることから、本抗体は、それらを包括して検出できる 「抗 PS 類似体抗体」 として、血

中  PS 値概算把握などの臨床利用が可能である。また、前章で構築した  LC-

MS/MS による精密な UTx 分析を積極的に適用するべき糖尿病患者を、早期発見

するための予試験法としての応用が期待できる。今後は、臨床使用においてさらに好

ましいキット化や、迅速、高感度化に繫がる検出方法の開発を進めていくことで、PS 

又は PS 類似体スクリーニングをより広く普及可能とし、糖尿病性腎臓病の予後診断

や CKD と腸内細菌叢の関係性の解析にも役立つと期待される。しかし、YKS19.2 
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のヒト血中における PS 特異性の変化とその責任分子については、さらなる解析が必

要となる。この同定には、免疫沈降法やそれに続くプロテオミクス、分子間相互作用解

析装置を用いたより網羅的な交差反応性化合物解析などが、有用な手法と考えられ

た。  
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第 3 章 2PA 安定同位体標識 LC-MS/MS を用いた腸内細菌関連カルボキシル

基含有代謝物の網羅的相対定量法の構築 

 

第 1 節 序 

 

腸内細菌叢は、 PS を含む第 1 章の分析対象物のような有害な UTx を産生す

る一方で、約 1,000 種, 100 兆個もの細菌数から形成されることから 2、一つの臓器

と称されるほどの宿主のエネルギー代謝や免疫能に重要な役割を担っている 1,4。また、

二次胆汁酸ならびに SCFA 及びインドール-3-酢酸 (indole-3-acetic acid, IAA) を

産生するだけなく、宿主の脂肪酸代謝にも深く関与している 26,95–97。胆汁酸、脂肪酸、

及び IAA は、それぞれ多くの代謝経路で重要な役割を担う分子であるため、ディス

バイオーシスなどによる代謝変化は、腎疾患を含む様々な疾患に寄与し得る 40,96,98。

筆者は、これらの構造中にカルボキシル基を有する共通点があることに着目した (Fig. 

25)。 

Figure 25 Chemical structures of fatty acids, bile acids, and indole-3-acetic acid 
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近年、筆者らは、アデニン食誘発性 SPF-RF マウスのメタボローム解析によって、

コール酸 (cholic acid, CA) などの胆汁酸のほか、馬尿酸、及びフェナセツル酸など

の構造中にカルボキシル基を持つ代謝物の、腎障害による顕著な血漿中濃度増加を

明らかにしている 42。一方で、GF-RF マウスにおいては、これらの血中濃度の増加が

認められず、また腎機能障害の程度もより重篤化した 42。これらの知見は、カルボキシ

ル基含有代謝産物が、腎障害の進行、若しくは保護において、何かしらの生理機能を

果たすことを示唆している。したがって、カルボキシル基含有代謝物を包括的に捉える

分析手法は、腎機能と腸内細菌叢との関係性のさらなる追求に有用と考えた。 

LC-MS/MS は、低分子化合物に対して、優れた感度と広い選択性を有するため、

メタボロミクス研究の標準的な手法となりつつある 99,100。しかしながら、メタボロームは、

各代謝物のダイナミックレンジと物理的性質が、非常に多様なため、網羅性と正確な

定量精度を兼ねた分析系の構築は、非常に困難である。特に、MS 検出は、分析物

をイオン化させる必要があるが、その際に生じるマトリックス効果が、定量結果に影響

を及ぼすことが問題となる。そのため、LC-MS を用いた定量法を構築する場合、内

因性・外因性を問わず、多くの定量法で、安定同位体を内部標準物質とした方法が採

用される。しかし、市販の安定同位体は、非常に高価であり、また全ての化合物につ

いて安定同位体が市販されているわけではないため、入手が困難なこともある。また、

マトリックス効果を抑制する方法として、LC カラムによる分離溶出も重要となるが、最

も一般的な逆相クロマトグラフィーでは、構造異性体の分離や高極性化合物の保持が、

困難となる。 

上述した問題に対処する手法の一つとして、 分析対象化合物の官能基に対する

特異的な化学反応を利用した CIL-LC-MS/MS がある 101–104。この方法では、標識

試薬とその安定同位体を、それぞれ比較する試料に適用し、その混和試料を LC-

MS/MS に附すことで、互いのマトリックス効果を補正した包括的な相対定量が可能と



56 
 

なる 101。さらに、プロトン親和性基の付与に伴うイオン化 (感度) の向上とともに、疎水

性を高めることで、逆相クロマトグラフィーにおける保持と分離能の改善効果も期待で

きる 101。これまでに、カルボキシル基を対象とした CIL-LC-MS が、複数知られてい

る 105–110。しかしながら、安定同位体標識試薬が市販されていない、若しくは非常に高

額であり、標識反応に最大で 2 時間を要するため、多検体処理には不向きであった。

一方で、簡便、安価、かつ迅速にカルボキシル基を誘導体化できる試薬として、2PA 

が有用と考えられるが 111–113、その安定同位体試薬については、論文や市販品も報告

もされていなかった。 

そこで本章では、まず 2PA の安定同位体を用いた CIL-LC-MS/MS を構築し、

腸内細菌叢が代謝に深く関わる胆汁酸、脂肪酸、IAA の包括的な相対定量法を開

発した。続いて、本法の有用性検証のため、4 群のマウス (SPF コントロール、SPF-

RF、GF コントロール、及び GF-RF) の血漿、糞、盲腸内容物を分析し、CKD と腸

内細菌叢それぞれが宿主の代謝にもたらす影響について明らかにした (Fig. 26)。尚、

本章の測定対象化合物の化学構造式については、実験項を参照されたい。 
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Figure 26 (A) 2PA derivatization reaction of carboxylic acid-containing 
metabolites. TPP: triphenylphosphine, DPDS: 2,2’-dipyridyl disulfide (B) 
Workflow of differential analysis of carboxyl-containing metabolites for 
plasma, feces, and cecal contents from 4 groups of mice. 
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第 2 節 2 PA 重水素標識体の合成 

 

簡便、迅速かつ安価な CIL-LC-MS/MS が、多検体試料を測定する場合には特

に有用となる。2PA は、これまでに内因性及び外因性の様々なカルボキシル基含有

化合物に対する誘導体化 LC-MS に適用されている 111–113。2PA は、10 分でカル

ボキシル基含有化合物との反応が完了する、試薬単価がおよそ 0.16 ¥/mg と非常

に安価である、などの利点から、理想的な CIL 試薬と考えられた。しかし、これまで

に 2PA の重水素標識体を用いた、CIL-LC-MS/MS は報告されておらず、また重

水素標識体も入手が困難であった。そこで、本章では、第 1 章の m1A-d5 合成と

同様に Sajiki らによって開発された、不均一白金族触媒を用いた重水素置換反応を

用いて 72–74、2-picolylamine-d6 (以下、2PA-d6 と称す) の合成を行った。特に、ピリ

ジン化合物への適応した既報を 74、2PA-d6 の合成に適用できると推測した。 

立体障害のある芳香族水素の H-D 交換反応に用いる白金族触媒として、Pd/C 

と Pt/C の混合使用が有効であるとの報告に基づき 114、一段目の反応には、2PA に

対して、10%Pd/C と 5%Pt/C を、それぞれ 10 wt%と 20 wt%の割合で混合したも

のを使用した。データは示していないが、反応温度を 120℃、160℃と上昇させると、

主たる生成物が d3 体、d4 体へと変化していき、180℃において目的化合物である 

d6 体が生成した (これ以上の温度は、反応容器が破損する恐れがあったため、検討

しなかった)。しかし、反応後の、MS イオンスペクトル強度を確認したところ、d４ 体及

び d5 体がそれぞれ約 5%及び約 20%程度残存しており、重水素置換反応を繰り

返す必要があった。混合触媒を用いると、反応を繰り返す毎に 2PA-d6 のイオンピー

ク強度が減少し、副生物 (m/z 125―126) と推定されるイオンピーク強度が増加した。

そこで、二段目の反応には、5%Pt/C のみを触媒として用いた結果、95%以上の重水

素標識率を有する d6 体が生成し、副生成物の影響を最小限に抑えることができた 
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(Fig. 27)。すなわち､2PA-d6 を、安価な試薬による計 2 回の繰り返し反応で容易に

合成できた。さらに、反応に用いた白金族触媒は、フィルター濾過後に回収、再利用

可能であることも､この方法の利点であった。この反応は、他の CIL 試薬を含め、LC-

MS 用の様々な内標準物質合成にも応用可能と考えられる｡ 

 

  

 

 

 

 

  

Figure 27 Synthesis of 2-picolylamine-d6 from 2-picolylamine. 



60 
 

第 3 節 LC 条件の検討 

 

 脂肪酸や胆汁酸は、生体中に構造異性体が多く存在するため、クロマトグラフィー分

離が重要となる。本節では、分析対象化合物の中で、逆相カラムに対する保持力が最

も弱い、プロピオン酸と酪酸、及びその構造異性体であるイソ酪酸について、LC 移

動相のイオン強度、pH、及び溶出勾配条件を精査し、分離効率を評価した。既報に

倣い 115、有機溶媒には、MeCN と IPA の混液を用いた。移動相に 0.1%酢酸 

(v/v) を添加すると、より対称的なピークが得られ、分離能が向上した (Fig. 28)。これ

以上の酸、すなわち、0.3%の酢酸添加や 0.1%のギ酸添加は、カラムからの溶出が早

まるが、ピーク分離が悪化した。これは、2PA のイオン型の割合増加に起因するもの

と考えられた。保持時間、ピーク形状、再現性を考慮し、最終的に移動相 A を 10 

mmol/L 酢酸アンモニウム (AcONH4) を含む 0.1%酢酸水溶液、移動相 B を 

0.1%酢酸 MeCN/IPA (v/v = 1:1) に決定し、以降の検討を行った。 
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Figure 28 Comparison of SRM chromatograms of propanoic acid and butyric 
acid obtained from pooled mouse plasma.  
The experimental conditions were as follows: (A) 0.1%acetic acid added to the 
mobile phase, (B) 0.3%acetic acid added to the mobile phase, and (C) 0.1% 
formic acid added to the mobile phase. 
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第 4 節 MS/MS 条件の検討 

 

2PA は、プロトン親和力の高いピリジン骨格を有し、またカルボキシル基と容易に

反応して、アミド結合を形成する 111。アミド基は、MS/MS 検出において、低いエネル

ギーの衝突誘起解離 (collision-induced dissociation, CID) にて特徴的なフラグメ

ントイオンを生成するため、三連四重極型  MS の  選択的反応モニタリング 

(selected reaction monitoring, SRM) 検出において適している。Table 10 に示し

たように、誘導体化された分析対象物はすべて、プロトン化分子がペアレントイオンと

して検出された。また、2PA 及び 2PA-d6 標識体は、それぞれアミド基が開裂したフ

ラグメントイオン、すなわち m/z 109 又は m/z 115 が、高感度に検出された。ただし、

プロピオン酸と酪酸の重水素標識の 2PA 及び 2PA-d6 標識体のフラグメントイオン

はそれぞれ、 D 付加体 (m/z 110 又は m/z 116) が最も強く検出され、これは既報

と同様であった 113。 
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Table 10 SRM transitions and compound-dependent parameters for CIL-LC-
MS/MS analyses of the analytes 

Analyte (abbreviation)   
M+2PA M+2PA-d6 

Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE  
(V) S-lens (V) Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE  

(V) S-lens (V) 

Cholic acid  (CA)  499.5 109.0 20 180 505.5 115.0 20 180 
α-muricholic acid (aMCA)  499.5 109.0 20 180 505.5 115.0 20 180 
β-muricholic acid (bMCA)  499.5 109.0 20 180 505.5 115.0 20 180 
ω-muricholic acid (wMCA)  499.5 109.0 20 180 505.5 115.0 20 180 
Hyocholic acid (HCA)  499.5 109.0 20 180 505.5 115.0 20 180 
Hyodeoxycholic acid (HDCA)  483.5 109.0 20 180 489.5 115.0 20 180 
Chenodeoxycholic acid (CDCA)  483.5 109.0 20 180 489.5 115.0 20 180 
Ursodeoxycholic acid (UDCA)  483.5 109.0 20 180 489.5 115.0 20 180 
Deoxycholic acid (DCA)  483.5 109.0 20 180 489.5 115.0 20 180 
Lithocholic acid (LCA)  467.5 109.0 20 180 473.5 115.0 20 180 
Glycocholic acid (GCA)  556.6 109.0 20 180 562.6 115.0 20 180 
Glyco-α-muricholic acid (GaMCA)  556.6 109.0 20 180 562.6 115.0 20 180 
Glyco-β-muricholic acid (GbMCA)  556.6 109.0 20 180 562.6 115.0 20 180 
Glycohyocholic acid (GHCA)  556.6 109.0 20 180 562.6 115.0 20 180 
Glycohyodeoxycholic acid (GHDCA)  540.6 109.0 20 180 546.6 115.0 20 180 
Glycochenodeoxycholic acid (GCDCA)  540.6 109.0 20 180 546.6 115.0 20 180 
Glycoursodeoxycholic acid (GUDCA)  540.6 109.0 20 180 546.6 115.0 20 180 
Glycodeoxycholic acid (GDCA)  540.6 109.0 20 180 546.6 115.0 20 180 
Glycolithocholic acid (GLCA)  524.6 109.0 20 180 530.6 115.0 20 180 
Propanoic acid (C3:0)  165.1 109.0 12 55 171.1 115.0 12 55 
Propanoic acid-d5 (C3:0-d5)  170.1 110.0 14 55 176.2 116.0 14 55 
Butyric acid (C4:0)  179.1 109.0 12 66 185.1 115.0 12 66 
Butyric acid-d7 (C4:0-d7)  186.2 110.0 14 66 192.2 116.0 14 66 
Lauric acid (C12：0)  291.1 109.0 18 120 297.2 115.0 18 120 
Myristic acid (C14：0)  319.3 109.0 18 119 325.3 115.0 18 119 
Palmitic acid (C16：0)  347.3 109.0 18 119 353.3 115.0 18 120 
Palmitoleic acid (C16：1)  345.3 109.0 18 120 351.2 115.0 18 100 
Stearic acid (C18：0)  375.3 109.0 18 145 381.4 115.0 18 147 
Oleic acid (C18：1)  373.1 109.0 18 140 379.4 115.0 18 148 
Arachidic acid (C20：0)  403.4 109.0 18 151 409.4 115.0 18 150 
Lignoceric acid (C24：0)  459.4 109.0 18 164 465.5 115.0 18 174 
Nervonic acid (C24：1)  457.4 109.0 18 180 463.5 115.0 18 190 
Linoleic acid (C18：2)  371.3 109.0 18 136 377.3 115.0 16 120 
α-Linolenic acid (C18：3 n-3)  369.3 109.0 19 90 375.2 115.0 22 100 
γ-Linolenic acid (C18：3 n-6)  369.3 109.0 19 90 375.2 115.0 22 100 
Stearidonic acid (C18：4)  367.3 109.0 18 130 373.1 115.0 18 110 
Dihomo-γ-Linolenic acid (C20：3)  397.3 109.0 18 150 403.4 115.0 18 147 
Arachidonic acid (C20：4)  395.3 109.0 18 105 401.3 115.0 18 82 
Eicosapentaenoic acid (C20：5)  393.2 109.0 18 130 399.3 115.0 18 110 
Adrenic acid (C22：4)  423.4 109.0 18 156 429.4 115.0 16 160 
Docosapentaenoic acid (C22：5)  421.3 109.0 18 152 427.4 115.0 16 150 
Docosahexaenoic acid (C22：6)  419.3 109.0 18 153 425.4 115.0 16 145 
Indole-3-acetic acid (IAA)  266.1 109.0 19 100 272.2 115.0 19 108 
CE; Collison energy 
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次いで、2PA 標識化が検出感度に与える影響を調べた。非標識のプロピオン酸と

酪酸をネガティブイオンモードにて検出した場合と比較して、2PA 標識体の検出感度

は、レスポンスで 100 倍以上、S/N 比で 1000 倍以上の改善が見られた (Fig. 29)。

これは、一般的に、ポジティブイオンモードの方が検出感度は高いことと、プロトン親和

力の高いピリジン骨格付与に起因すると考えられた 101。 

  
Figure 29 SRM chromatograms and signal intensities of propanoic acid and butyric 
acid. 
(A) The QC sample (1 µmol/L in human plasma) was analyzed without any 
derivatization (negative-ion mode), and (B) the same standard solutions were 
analyzed with the 2PA-derivatization (positive-ion mode). 
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第 5 節 相対定量法の確立 

 

 前節及び本節の検討を行うに先立ち、筆者は、サンプルチューブから数 µmol/L 

相当量のプロピオン酸と酪酸が溶出することに気が付いた (Fig. 30A)。使い捨ての

研究用プラスティック製品からは、潤滑油などに使用される脂肪酸や脂肪酸アミド、脂

肪酸エステルが溶出することが知られており 116,117、本現象も同様の影響によるものと

考えられた。ガラスチューブや、シリコンコート処理したチューブを標識反応容器に用

いた場合、それらの影響は、試料測定に無視できる程度まで抑えられることが判った 

(Fig. 30B, C)。したがって、本分析系では、シリコンコート処理したチューブを用いるこ

とにした。 

Figure 30 SRM chromatograms and signal intensities obtained by using (A) non-
siliconized plastic 1.5 mL tube, (B) glass tube, and (C) siliconized 1.5 mL tube. 
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 次に、合成した 2PA-d6 を用いた CIL-LC-MS/MS の相対定量精度を検証した。

同一被検試料に対して、それぞれ 2PA 及び 2PA-d6 で標識した後に等量混合し、

各分析対象化合物の 2PA-d6/2PA 標識体のピーク面積比を算出した。試料には、

標準溶液、ヒトプール血漿、マウスプール血漿、ヒトプール血漿に対して標準溶液を添

加して調製した (quality control, QC) 試料及びマウス QC 試料の計 5 種類を用

いた。胆汁酸と脂肪酸及び IAA の標準溶液から得られた SRM クロマトグラムをそ

れぞれ Fig. 31 と Fig. 32 に示した。また、全試料における分析物のピーク面積比を 

Table 11 に示した。マウスプール血漿中のいくつかの胆汁酸は、内因性の濃度が非

常に薄いために検出されなかった。また、ミュリコール酸やヒオコール酸はヒトには存在

しないため、ヒト血漿中からは非検出であった。しかし、これらについても、標準溶液や 

QC 試料では、ほぼ等しい 2PA-d6/2PA 標識体のピーク面積比が得られた。さらに、

脂肪酸、IAA も同様に、全試料においてほぼ等しい面積比となった。SRM クロマト

グラムで示されているとおり、2PA と 2PA-d6 標識体のカラム保持時間はほぼ一致し

ており、大部分のマトリックス効果を補正していると考えられた。ただし、重水素標識体

は、僅からながら ODS カラムとの疎水性相互作用が弱まることにより、保持時間が若

干早くなる。このため、マトリックス効果の完全な補正は難しく、誤差やバラつきの原因

となっていると考えられた。 

この検証から、化合物によっては、およそ 0.8 以下又は 1.4 倍以上の変化を捉え

る定量精度であるが、血中のカルボキシル基含有代謝物の包括的な相対定量手法と

しての有用性が示された。 

  



67 
 

  

Figure 31 Selected reaction monitoring (SRM) chromatograms of mixture of 18 bile 
acid standards.  
The standard mixture was labeled with either 2PA or 2PA-d6, and 1:1 mixture of the 
labeled compounds was analyzed by RPLC triple-quadrupole mass spectrometry. 
LCA: lithocholic acid, UDCA: ursodeoxycholic acid, HDCA: hyodeoxycholic acid, 
CDCA: chenodeoxycholic acid, DCA: deoxycholic acid, wMCA: ω-muricholic acid, 
aMCA: α-muricholic acid, bMCA: β-muricholic acid, HCA: hyocholic acid, CA: cholic 
acid, GLCA: glycolithocholic acid, GUDCA: glycoursodeoxycholic acid, GHDCA: 
glycohyodeoxycholic acid, GCDCA: glycochenodeoxycholic acid, GDCA: 
glycodeoxycholic acid, GaMCA: glyco-α-muricholic acid, GbMCA: glyco-β-muricholic 
acid, GHCA:  glycohyocholic acid, GCA: glycocholic acid 
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Figure 32 . SRM chromatograms of 21 fatty acids and IAA 
The standard mixture was labeled with either 2PA or 2PA-d6, and 1:1 mixture 
of the labeled compounds was analyzed by RPLC triple-quadrupole mass 
spectrometry. 
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Table 11 Results of peak area ratio (2PA-d6/2PA) (n = 3; mean ± standard 
deviation, %). 

Analyte m/z 
(2PA) 

m/z 
(2PA-d6) 

Retention 
Time 

 (min) 
Std. mixture Human plasma Mouse plasma QC plasma 

(human) 
QC plasma 

(mouse) 

Cholic acid 499.5 505.5 12.5 0.96 ± 0.04 0.87 ± 0.06 0.79 ± 0.05 0.84 ± 0.03 0.89 ± 0.04 
α-muricholic acid 499.5 505.5 9.1 1.00 ± 0.05 ND ND 0.88 ± 0.04 0.87 ± 0.04 

β-muricholic acid 499.5 505.5 9.4 0.90 ± 0.03 ND 0.82 ± 0.12 0.85 ± 0.02 0.83 ± 0.04 
ω-muricholic acid 499.5 505.5 8.7 0.91 ± 0.03 ND ND 0.84 ± 0.06 0.85 ± 0.01 
Hyocholic acid 499.5 505.5 11.5 0.91 ± 0.04 ND ND 0.90 ± 0.10 0.88 ± 0.04 

Hyodeoxycholic acid 483.5 489.5 12.6 0.84 ± 0.01 0.92 ± 0.16 ND 0.82 ± 0.03 0.84 ± 0.03 
Chenodeoxycholic acid 483.5 489.5 14.1 0.97 ± 0.05 0.88 ± 0.03 ND 0.87 ± 0.03 0.91 ± 0.02 

Ursodeoxycholic acid 483.5 489.5 12.1 0.95 ± 0.04 0.95 ± 0.11 ND 0.86 ± 0.04 0.87 ± 0.01 
Deoxycholic acid 483.5 489.5 14.8 0.97 ± 0.04 0.90 ± 0.06 0.99 ± 0.10 0.92 ± 0.06 0.93 ± 0.04 
Lithocholic acid 467.5 473.5 16 0.90 ± 0.03 0.91 ± 0.04 ND 0.89 ± 0.08 1.00 ± 0.14 

Glycocholic acid 556.6 562.6 11.3 1.04 ± 0.05 1.24 ± 0.31 ND 1.05 ± 0.13 1.00 ± 0.04 
Glyco-α/β-muricholic acid 556.6 562.6 7.3 0.88 ± 0.04 ND ND 0.82 ± 0.06 0.88 ± 0.03 

Glycohyocholic acid 556.6 562.6 9.4 0.95 ± 0.05 ND ND 0.97 ± 0.06 0.89 ± 0.07 
Glycohyodeoxycholic acid 540.6 546.6 11.1 1.01 ± 0.04 ND ND 0.91 ± 0.12 0.93 ± 0.02 

Glycochenodeoxycholic acid 540.6 546.6 14.1 1.08 ± 0.15 0.55 ± 0.20 ND 0.87 ± 0.10 0.71 ± 0.12 
Glycoursodeoxycholic acid 540.6 546.6 11.1 1.04 ± 0.06 ND ND 0.9 ± 0.12 0.93 ± 0.02 
Glycodeoxycholic acid 540.6 546.6 14.1 0.98 ± 0.04 0.93 ± 0.04 ND 0.91 ± 0.07 0.93 ± 0.03 

Glycolithocholic acid 524.6 530.6 15.3 1.03 ± 0.06 0.82 ± 0.10 ND 0.86 ± 0.07 0.89 ± 0.10 
Propanoic acid 165.1 171.1 2.5 0.95 ± 0.11 0.92 ± 0.04 0.98 ± 0.04 0.88 ± 0.04 0.87 ± 0.01 

Butyric acid 179.1 185.1 5.1 0.92 ± 0.13 0.87 ± 0.04 1.04 ± 0.11 0.83 ± 0.07 0.88 ± 0.02 
Lauric acid 291.1 297.2 18.6 0.99 ± 0.03 0.96 ± 0.03 1.29 ± 0.18 0.91 ± 0.12 1.02 ± 0.09 
Myristic acid 319.3 325.3 21.3 0.96 ± 0.05 1.03 ± 0.12 0.95 ± 0.11 0.84 ± 0.19 0.80 ± 0.19 

Palmitic acid 345.3 351.2 24.4 0.96 ± 0.10 0.90 ± 0.09 0.78 ± 0.07 0.92 ± 0.27 0.81 ± 0.18 
Palmitoleic acid 345.3 351.2 22 1.46 ± 0.03 1.18 ± 0.05 1.04 ± 0.14 1.19 ± 0.22 1.20 ± 0.26 

Stearic acid 375.3 381.4 27.6 1.04 ± 0.07 1.13 ± 0.29 0.83 ± 0.07 1.16 ± 0.43 0.91 ± 0.24 
Oleic acid 373.1 379.4 25.1 1.11 ± 0.10 0.79 ± 0.06 0.71 ± 0.11 0.82 ± 0.22 0.74 ± 0.21 

Arachidic acid 403.4 409.4 29.6 1.39 ± 0.16 1.20 ± 0.27 0.83 ± 0.04 1.26 ± 0.45 0.94 ± 0.23 
Lignoceric acid 459.4 465.5 31.1 1.20 ± 0.28 0.75 ± 0.28 0.82 ± 0.04 0.88 ± 0.29 0.79 ± 0.11 
Nervonic acid 457.4 463.5 30.3 1.02 ± 0.08 0.72 ± 0.09 0.60 ± 0.11 0.71 ± 0.18 0.62 ± 0.15 

Linoleic acid 371.3 377.3 22.9 1.05 ± 0.03 0.93 ± 0.04 0.90 ± 0.11 0.93 ± 0.2 0.91 ± 0.24 
α-Linolenic acid 369.3 375.2 21.2 1.37 ± 0.04 1.12 ± 0.05 0.94 ± 0.15 1.12 ± 0.18 1.10 ± 0.25 

γ-Linolenic acid 369.3 375.2 21.5 1.28 ± 0.05 1.08 ± 0.03 0.89 ± 0.16 1.06 ± 0.18 1.06 ± 0.27 
Stearidonic acid 367.3 373.1 19.9 1.27 ± 0.07 1.18 ± 0.02 1.09 ± 0.14 1.17 ± 0.13 1.22 ± 0.25 
Dihomo-γ-Linolenic acid 397.3 403.4 24 1.46 ± 0.03 1.10 ± 0.09 0.88 ± 0.08 1.13 ± 0.28 1.06 ± 0.35 

Arachidonic acid 395.3 401.3 22.8 1.21 ± 0.06 1.10 ± 0.04 0.97 ± 0.06 1.11 ± 0.25 1.12 ± 0.35 
Eicosapentaenoic acid 393.2 399.3 21.1 1.37 ± 0.06 1.09 ± 0.03 0.99 ± 0.17 1.10 ± 0.17 1.14 ± 0.30 

Adrenic acid 423.4 429.4 25 0.92 ± 0.12 0.69 ± 0.08 0.61 ± 0.10 0.70 ± 0.19 0.63 ± 0.24 
Docosapentaenoic acid 421.3 427.4 23.3 1.06 ± 0.07 0.78 ± 0.06 0.74 ± 0.13 0.78 ± 0.2 0.77 ± 0.26 

Docosahexaenoic acid 419.3 425.4 22.5 1.20 ± 0.06 0.84 ± 0.06 0.74 ± 0.06 0.85 ± 0.17 0.86 ± 0.27 

Indole-3-acetic acid 266.1 272.2 11.6 0.92 ± 0.16 1.33 ± 0.13 1.37 ± 0.10 1.25 ± 0.17 1.16 ± 0.15 

ND; Non-detected                   
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 続いて、本系の相対定量真度を検証するために、まず、プロピオン酸と酪酸の 2PA 

誘導体化絶対定量法を構築した。プロピオン酸と酪酸の絶対定量値は、プロピオン

酸-d5 及び酪酸-d7 を IS として用い、内標準法によって算出した。Table 12 に示

したとおり、両化合物の検量線は、血中濃度を算出するために十分な LOQ、定量

範囲において、良好な直線性を示した。 

 

Table 12 Regression equations and Correlation coefficient of propanoic acid 
and butyric acid 
Analyte  Linear range (µmol/L) Regression equation Correlation coefficient 

Propanoic acid 0.1 - 100 Y = 0.04782 X + 0.0057 0.999 

Butyric acid 0.1 -25 Y = 0.04494 X + 0.0142  0.992 

 

 この絶対定量法の真度、精度を、ヒト及びマウス血漿を用いた添加回収試験により調

べた結果、厚生労働省の「医薬品開発における生体試料中薬物濃度分析法のバリデ

ーションに関するガイドライン」**に則り、全ての分析対象化合物に対する真度・精度

は、各濃度 15%以内 (定量下限においては 20%) であることを確認した (Table 13)。

このことから、2PA 誘導体化絶対定量法が、血中におけるプロピオン酸や酪酸の正

確な濃度を測定可能であることが示された。 

  

                                            
** https://www.pmda.go.jp/files/000157722.pdf 
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Table 13 Intra-day precision and accuracy (n = 6). 

 

 この 2PA 誘導体化絶対定量法と CIL-LC-MS/MS による相対定量法を、SPF 

マウス及び GF マウスの同一検体に適用し、血中のプロピオン酸と酪酸量について

の比 (GF/SPF) を算出し、比較した (Fig. 33)。その結果、CIL-LC-MS/MS によっ

て算出されたピーク面積比は、絶対定量法から算出した比と同等であった。すなわち、

2PA-d6 を用いた CIL-LC-MS/MS の、高い相対定量真度が示された。 

 

Analyte Spiked level 
(µmol/L) 

Human plasma† Mouse plasma‡ 
Accuracy (%) Precision (%) Accuracy (%) Precision (%) 

Propanoic acid 

0.5 -10.6 6.9 - - 
1 3.5 7.5 -1.6 2.9 
5 -2.4 3.5 - - 

10 3.4 1.7 -4.8 2.4 
75 2.6 1.7 - - 

Butyric acid 

0.5 4.0 3.2 - - 
1 -4.5 3.4 4.8 6.1 
5 -9.8 2.4 - - 

10 0.6 1.5 -3.9 1.7 
†; propanoic acid: 2.86 µmol/L, butyric acid: 0.76 µmol/L. ‡; propanoic acid: 4.11 µmol/L, butyric 
acid: 1.17 µmol/L. -; unexecuted 
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Figure 33 GF-to-SPF ratios of propanoic acid and butyric acid determined by the 2PA 
derivatization LC-MS/MS method (Absolute) and by the CIL-LC-MS/MS method (CIL) 
Bars indicate means ± SD. Gray bars indicate the ratio was obtained from absolute 
quantitation method; Three independent plasma samples were prepared for each group 
mice and separately labeled by 2PA. GF/SPF ratios of propanoic acid and butyric acid 
were calculated by mean of the absolute concentrations. White bars indicate the ratio 
was obtained from CIL-LC-MS/MS method; The plasma samples were obtained by 
combining equal volume (n = 3) of each group mice. The pooled plasma was labeled 
with 2PA (for SPF) and 2PA-d6 (for GF), respectively. Then labeled samples were mixed 
(1:1) and subjected to the differential analysis. GF/SPF ratios of propanoic acid and 
butyric acid were calculated by the mean of ion peak area in triplicate measurements. 
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第 6 節 通常飼育又は無菌飼育マウスの腎障害有無における血液、糞及び盲腸内

容物中の胆汁酸、脂肪酸、IAA の解析 

 

 第 1 節でも述べたように、腸内細菌由来カルボキシル基含有代謝産物が、腎障害

の進行、若しくは保護において、何かしらの生理機能を果たす可能性がある。本節で

は、CKD における腸内細菌叢の影響の一端を明らかにするために、まず、4 群のマ

ウス (SPF コントロール、SPF-RF、GF コントロール、及び GF-RF) の血漿、糞、盲

腸内容物を用意した。次いで、これらの胆汁酸、脂肪酸、及び IAA などの計 40 の

カルボキシル基含有代謝産物を CIL-LC-MS/MS にて比較した。18 種の胆汁酸

測定結果から作成した、代謝経路マップを Fig. 34 及び Fig. 35 に示した。Fig. 34 

及び Fig. 35 は、それぞれ血漿及び糞便中と盲腸内容物中の結果をまとめたもので

ある。 

CA、ケノデオキシコール酸 (CDCA)、デオキシコール酸 (DCA)、β-ミュリコール酸 

(bMCA)、ω-ミュリコール酸  (wMCA)、及びヒオデオキシコール酸  (HDCA) の 

SPF-RF 群の血漿中濃度は、SPF コントロール群と比較して有意に増加したが 

(Fig. 34A)、腸内細菌叢が欠失している GF コントロール及び GF-RF では、ほとん

ど検出されなかった (Fig. 34B)。さらに、糞便中と盲腸内容物のウルソデオキシコー

ル酸 (UDCA) 及びリトコール酸 (LCA) も、GF コントロール群及び GF-RF 群か

ら非検出、又はほとんど検出されなかった (Fig. 34B, Fig. 35B)。すなわち、腎障害

によって一部胆汁酸の腸内濃度が増加することと、腸内細菌叢が欠失している場合は、

その生体中濃度を大きく減少させることが判った。 
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Figure 34 Reconstruction of bile acid metabolic pathways from 18 bile acids 
Relative quantitative analysis of the bile acids in plasma and feces between (A) SPF 
and SPF-RF groups. (B) SPF and GF groups, SPF-RF and GF-RF groups.  
Metabolic pathways are involved in host and microbiota as indicated by black arrows 
and red arrows, respectively. Bars indicate means ± SD of ion peak area in triplicate 
measurements. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared between indicated groups 
(Student’s t test). The pooled samples were prepared from each groups of mice; n = 4 in 
SPF control (SPF) and GF control (GF), and n = 3 in SPF renal failure (SPF-RF), and n 
= 5 GF renal failure (GF-RF) mice. 
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Figure 35 Reconstruction of bile acid metabolic pathways from 18 bile acids 
Relative quantitative analysis of the bile acids in cecal contents between (A) SPF 
and SPF-RF groups. (B) SPF and GF groups, SPF-RF and GF-RF groups.  
Metabolic pathways are involved in host and microbiota as indicated by black arrows 
and red arrows, respectively. Bars indicate means ± SD of ion peak area in triplicate 
measurements. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared between indicated 
groups (Student’s t test). The pooled samples were prepared from each groups of 
mice; n = 4 in SPF control (SPF) and GF control (GF), and n = 3 in SPF renal failure 
(SPF-RF), and n = 5 GF renal failure (GF-RF) mice.  
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興味深いことに、宿主肝臓において、コレステロールから合成される CA と CDCA 

も、GF コントロール及び GF-RF 両群において検出されなかった。一方で、グリコケ

ノデオキシコール酸 (GCDCA) などのグリシン抱合体量が、糞便 (Fig. 34B) 及び

盲腸内容物中で上昇した (Fig. 35B)。これは、グリシン抱合体が、腸内細菌による脱

抱合代謝を受けられないことに起因すると考えられた。したがって、宿主で生合成され

た胆汁酸のほとんどは、グリシン又はその他の抱合体として腸内に存在することが示

唆された。このような、腸管内における胆汁酸組成の変化が、腎機能にどのように影響

するかは、未解明であるが、二次胆汁酸による、宿主のグルコース及び脂質代謝の恒

常性への寄与が報告されており 118、CKD の全身性病態へ何かしらの影響をもたらし

ている可能性は高いと考えられた。今後、腎障害時における生体内胆汁酸濃度や組

成の是正が、病態へどうのように影響するか、などの追及が必要である。 

通常、食事性脂肪の消化や吸収促進のために、胆汁酸が腸管へ分泌されることを

踏まえると、腎障害や腸内細菌の欠失における胆汁酸ホメオスタシスの劇的な変動は、

脂肪酸代謝にも影響をもたらすと推定できる。また近年、Kindt らは、腸内細菌叢が、

マウス肝臓での脂肪酸の不飽和化や伸長反応を促進することを明らかにしている 119。

さらに、腸内細菌由来尿毒症物質である IAA は、芳香族炭化水素受容体 (AhR) 

を介して、宿主の脂質代謝に影響することが知られている 25,76,120,121。したがって、筆

者は GF-RF 群と SPF-RF 群とでは、生体内脂肪酸や IAA の量や組成が変化し、

それが CKD の病態進行に寄与するのではないかと考えた。この仮説検証のために、

本節では、胆汁酸分析と同じく 4 群マウス試料に対し、SCFA、飽和脂肪酸、一価不

飽和脂肪酸、ω-6 (n-6)、及び ω-3 (n-3) 多価不飽和脂肪酸 (polyunsaturated fatty 

acids, PUFA) を含む  21 種類の脂肪酸と  IAA について、開発した  CIL-LC-

MS/MS を用いて測定を行った。 
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まず、SPF 環境下腎機能障害における生体内濃度の変化を明らかにした。Fig. 

36 に有意な差を示した IAA 及び脂肪酸を抜粋して示した。 

 

腎障害によって血中の IAA は増加したが、脂肪酸については、増加するものはな

かった。それどころか、γ-リノレン酸 (C18：3 n-6)、アラキジン酸 (C20：0)、リグノセリン

酸 (C24：0)、及びネルボン酸 (C24：1) は、腎障害によって有意に血中濃度が減少

した。これら脂肪酸が減少する機序や意義は、不明ではあるが、γ-リノレン酸について

は、CKD 患者血漿で行われた既存報告と一致していた 122。また、糞中のミリスチン

酸 (C14：0)、オレイン酸 (C18：1)、リノール酸 (C18：2)、C18：3 n-6、C20：0、ジホモ

-γ-リノレン酸(C20：3)、アラキドン酸 (C20：4)、C24：0、アドレン酸 (C22:4)、ドコサペ

Figure 36 A panel of statistically significant fatty acids and IAA in plasma and feces 
between SPF and SPF-RF groups  
Bars indicate means ± SD of ion peak area in triplicate measurements.  
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared between indicated groups (Student’s t test). 
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ンタエン酸 (C22:5)、及びドコサヘキサエン酸 (C22:6) は、SPF よりも SPF-RF に

おいて有意に低下していた (Fig. 36)。続いて、通常状態又は腎障害時の腸内細菌

叢の有無における変化を明らかにした (Fig. 37, Fig. 38)。注目すべき点として、腎障

害に減少した脂肪酸とパルミトレイン酸 (C16:1) の糞及び盲腸内容物濃度は、SPF 

コントロール群よりも GF コントロール群の方が低いため、GF-RF 群が、 4 群の中

で最低レベルとなっていた。これらの結果から、腸内の脂肪酸レベルは、腎機能と腸

内細菌叢の両方の影響を受けることが判った。 

血漿中の、C 14：0、C 18：1、C 24：1、及び C 22：4 レベルは、SPF コントロール

群と比較して、GF コントロール群で有意に低かった。反対に、ラウリン酸 (C12:0)、ス

テアリドン酸 (C18:4)、及びエイコサペンタエン酸 (C20:5) は、GF コントロール群に

おいて高かった (Fig. 37)。これらの知見は、腸内細菌叢が、脂肪酸の不飽和化や伸

長などに影響を与え、宿主の血中脂肪酸プロファイルにも実質的な影響をもたらすこ

とを示唆した。特定の乳酸菌が、多価不飽和脂肪酸の飽和化代謝能を有するため 26、

上述の結果の一部は、そのような菌種の欠失が影響したと考えられる。 
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Figure 37 Reconstruction of integrate metabolic pathways from 19 fatty acids, SCFA, 
and IAA 
Relative quantitative analysis of the fatty acids and IAA in plasma and feces between 
SPF and GF groups, SPF-RF and GF-RF groups. Bars indicate means ± SD of ion peak 
area in triplicate measurements. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared between 
indicated groups (Student’s t test). 
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Figure 38 Reconstruction of integrate metabolic pathways from 19 fatty acids, SCFA, 
and IAA 
Relative quantitative analysis of the fatty acids and IAA in cecal contents SPF and GF 
groups, SPF-RF and GF-RF groups. Bars indicate means ± SD of ion peak area in 
triplicate measurements. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared between indicated 
groups (Student’s t test).  
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SCFA 及び IAA は､それぞれ腸内微生物叢によって、食物繊維及びトリプトファ

ンから産生される 28,76。したがって、これらの血中濃度は、腸内細菌叢に依存してい

ると推定していた。しかしながら、Fig. 37 に示されるように、GF 群において、これら

の血中レベルは大きな影響を受けないことが判った。すなわち、食事などによる他から

の供給量が、血中濃度総量の大部分を占めると考えられる。過去に筆者らの研究グ

ループが、キャピラリー電気泳動装置-飛行時間型質量分析法を用いて同一試料を測

定した際は、酪酸については検出下限を下回ったため 42、今回開発した CIL-LC-

MS/MS が、より高感度に解析可能であることも判った。以前の研究と同様に、糞中

及び盲腸内容物中のプロピオン酸や酪酸は、GF マウス群においてほとんど検出さ

れず、腸内での SCFA 産生は、腸内細菌叢に完全に依存していた。同様に、糞中

及び盲腸内容物中の IAA は、GF マウス群において顕著に減少しており、腸内濃

度は腸内細菌叢に依存すると考えられた。 

緒論でも述べたように、CKD は、ディスバイオーシスや腸管バリアの崩壊を引き起

こし、それにより UTx や細菌の腸管への浸透が促進して、さらに CKD が進行する、

という悪循環が存在する 38,78,123。ここで、筆者が特記したいことは、本章で分析対象と

した胆汁酸、n-3 PUFA、SCFA、及び IAA は、それぞれ腸管バリア機能を維持する

生理機能を有する点である 121,124,125。この機能に鑑みると、腎障害と腸内細菌叢の欠

如の両方によって引き起こされる上述分子の腸内レベルの減少が、腸管に悪影響をも

たらし、GF-RF マウスにおける CKD を進行させた可能性がある (Fig. 39)。 

近年、CKD の進行に伴って血漿中濃度が低下する 5-メトキシトリプトファンを投与

することで、抗炎症及び抗線維効果を介してマウスの腎障害を軽減することが報告さ

れている 32。同様にして、食事又はプレ、プロバイオティクスによる、IAA、SCFA、及び 

n-3 PUFA の腸内濃度増加は、CKD の病態進行に対する潜在的な保護効果にも

繋がる可能性ある。したがって、CKD 患者生体中の腸内細菌叢由来のカルボキシル
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含有代謝物を包括的にモニターすることは、「腸腎連関」 及び CKD 治療において

有用な知見が得られると考えられ、本手法が、大いに役立つものと期待される。 

 

Figure 39 A schematic model of the generation and protective effect of microbiota-
derived carboxyl-containing metabolites in SPF, SPF-RF, GF, and GF-RF mice.  
Gut microbiota produces bile acids, SCFA, PUFA and IAA. Fatty acid is also derived 
from dietary sources. Germ-free conditions have deleterious effects on the intestinal 
carboxyl-containing metabolites level. Loss of the intestinal bile acids, n-3 PUFA, 
SCFA, and IAA accelerates epithelial barrier disruption, and induces inflammatory 
processes and the progression of renal failure in GF-RF mice. 
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第 7 節 結語 

 

本章では、腸内細菌叢が代謝に深く関与する、カルボキシル基含有代謝物に着目

し、その包括的な分析手法として  2PA とその安定同位体を用いた  CIL-LC-

MS/MS を開発した。本手法は、脂肪酸、胆汁酸、IAA を高い相対定量精度のもと、

高感度に検出できる利点を有した。さらに、他の CIL-LC-MS/MS と比較して、安価、

迅速、簡便という点でも優れる。 

この手法によって、腸内細菌叢の欠失および腎障害がそれぞれ独立して、特定の

胆汁酸、脂肪酸、及び IAA の腸内濃度を著しく変化させることが判った。さらに、腎

機能障害が、腸管バリア機能維持において重要な n-3 PUFA の腸内濃度の減少を

助長させることを明らかにした。すなわち、無菌マウスにおいて、CKD 病態がより増

悪した原因の一助に、これらの腸内濃度変化の関与が想定された。したがって、胆汁

酸、脂肪酸、及び IAA は、CKD 患者宿主の腸の状態を反映する重要なモニター

分子となることが期待され、今後、本手法の臨床応用が期待される。 

本章の研究限界として、腎障害モデルの代謝物濃度は、腎クリアランスの低以外に

も、飼育環境因子 (個体数や相性) がマウスの腸内細菌叢に与える影響の個体差 4、

体重 (体液量)、食事摂取量などの交絡因子が存在することが挙げられる。同様の交

絡因子は、SPF-RF 群と GF-RF 群の比較においても存在している可能性がある。

また、GF-RF におて腸管バリア機能の崩壊が生じていた場合、アデニンの吸収が促

進し、CKD を進行させた可能性もある。したがって、腎部分摘出など他の CKD モ

デルを用いた再現検証も必要と考えられる。 
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総括 

 

本論文では、腎疾患に関連する腸内細菌叢由来代謝物に着目し、それらをマウス

やヒト検体から選択的又は包括的に定量可能とする 3 つの手法を開発する研究を行

い、以下の成果を得た。 

第 1 章は、CKD 病態に負の側面をもたらす様々な腸内細菌叢由来 UTx と 

Cre などの腎機能指標の同時かつ高精度な絶対定量法を確立するため、MS 及び 

LC の測定条件を精査した。ODS/アニオン交換/カチオン交換基ミックスドモードカラ

ムを用いることで、従来の逆相又は順相クロマトグラフィーでは実現できなかったカラム

保持とピーク分離を達成した。また、すべての分析対象化合物に対し、安定同位体を 

IS に用い、生体試料に対して堅牢かつ信頼性の高い分析系を構築できた。本分析

系を、19 名 の CKD 患者の血清に適用した結果、一部の患者では、Cre 値が低

いにも関わらず、TMAO や pCS などが高い血中濃度を示すことを明らかにした。こ

のことは、CKD 患者の診療において、既存の腎機能指標に加えた、UTx の包括的

な同時モニターの重要性を示唆した。これまでに、本分析系は、新規予後予測バイオ

マーカー開発を目的とした大規模コホート研究や、腎疾患の新規治療法開発研究に

おいて活用され 46,82,126、数多くの重要な知見を提供している。 

第 2 章では、糖尿病性腎臓病の予後予測マーカーとして期待される腸内細菌叢

由来タンパク結合型 UTx の PS について着目し、その血中濃度を把握可能とする

免疫学的手法を構築した。ELISA の固相抗原用に数種の PS コンジュゲートを合

成することで、反応性及び特異性の高い候補ハイブリドーマの選別が可能であった。

計 1440 のコロニーから、PS 構造を抗原決定基とする 2 種のモノクローナル抗体 

(YK33.1 と YKS19.2) を得た。さらに、PS 類似体を用いた交差反応性を検証した

結果、YKS19.2 のみ、PBS 中よりもヒト血中において、PS に対する特異性が向上
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する特性を示した。このユニークな特性には、アルブミン以外の血中タンパク質の影響

が示唆されたが、同定までには至らなかった。Bio-YKS19.2 を用いた阻害 ELISA 

は、血清添加 PS 標準液 1―100 µg/mL の範囲で直線性の高い阻害曲線を示し、

CKD 患者血中 PS 値を算出可能であった。しかし、LC-MS/MS で求めた PS 定

量値とは強く相関するものの、その絶対値がおよそ 4 倍程度高く算出されることが判

った。この原因については、さらなる解析が必要であるが、YKS19.2 が PS と同一

挙動を示す未知の UTx に対して、交差反応を示した可能性が考えられる。仮に交

差反応物が影響していたとしても、PS 血中濃度の把握が可能であることから、本抗

体は、それらを包括して検出できる 「抗 PS 類似体抗体」 としての臨床利用が可能

である。このような、簡便で迅速な包括的な検出は、糖尿病性腎臓病患者のハイリスク

患者のスクリーニングに有用となると考えられる。また、第 1 章で構築した  LC-

MS/MS による精密な UTx 一斉分析検査を臨床で積極的に適用するべき CKD 

患者を、効率的に抽出する予試験法としても役に立つと考えられた。  

第 3 章は、腸内細菌叢が、深く関与するカルボキシル基含有代謝物の包括的相

対定量法の確立のために、2PA 用いた新規 CIL-LC-MS/MS を構築した。本法に

必要な 2PA の安定同位体は、不均一白金族触媒を用いた重水素置換反応を用い

て簡便に合成が可能であった。また、本法は、胆汁酸、脂肪酸、IAA を、迅速かつ精

度よく相対定量評価できることが判った。4 群のマウス (SPF コントロール、SPF-RF、

GF コントロール、及び GF-RF) の血漿、糞、盲腸内容物を分析した結果、腎障害と

腸内細菌叢のそれぞれが独立して宿主の脂肪酸などの生体内濃度に影響することが

明らかとなった。特に、GF-RF 群は、腸管バリア機能に重要な n-3 PUFA や IAA 

の腸管レベルが著しく低下していた。この減少と GF-腎障害マウスの病態増悪との関

連性については、今後の研究課題であるが、腸管に対する負の関与が想定された。 

胆汁酸、脂肪酸、IAA が持つ腸管への多彩な生理機能を考慮すると、本手法によ
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る CKD 患者生体中のカルボキシル基含有代謝物の定量評価は、腸状態評価に繋

がり、「腸腎連関」 及び CKD 病態理解に有用な知見が得られると考えられた。 

 以上の結果より、腸内細菌由来代謝物を標的とした各分析手法構築に付随する、

選択性や定量性の課題に対して、独自性の高い解決方法を提供した。また、腸内細

菌叢由来代謝物の体内濃度は、腎障害によって顕著に変動すること、及びそれらの

包括的な評価が、バイオマーカー開発や新しい治療法開発に結び付くことを明らかに

した。 

緒論でも述べたように、CKD 患者の多くが、腎不全や透析治療へ進んでいる現状

は、予後予測に資するバイオマーカーの確立と、病因特異的な治療法へのパラダイム

シフトの必要性を裏付けている。近年多くの研究から、腎疾患が腸内細菌叢とその関

連する宿主代謝に関わることが明確になってきたことから 127–130、筆者は、それらの詳

細な理解、制御方法の開発研究が、腎臓病治療のブレイクスルーとなることを期待し

て止まない。しかし、腸内細菌の変化及び UTx が、どのような分子機序で腎疾患病

態に関わっているかをさらに解明する必要があり、そのためには、研究用途に応じた

様々な定量技術が、必然と求められるだろう。本論文で開発した 3 つの手法は、す

べて腸内細菌叢が関与する代謝物を標的として腎疾患生体試料へ適用され、それぞ

れ選択的、汎用的、包括的であるという特色を有している。すなわち、「腸腎連関」 に

関わる分子を見つけ、精密に評価し、臨床応用に繋げる一連の研究アプローチにお

いて、各手法の技術が活用できる。また、ミックスドモードカラムによる分析系や 2PA 

を用いた CIL-LC-MS/MS は、測定対象化合物を拡張させる技術的余地を残してお

り、今後の検討如何では、関連代謝物を含めた、より網羅的な一斉定量に応用できる。

さらに、抗 PS 抗体は、検出法の工夫や遺伝子組み換えによる改良を行うことで、さ

らなる迅速性と汎用性を備えることが可能である。現在、腸内細菌叢又はその代謝物

の是正介入による、CKD 患者の生存予後や CVD 発症率などのハードエンドポイ
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ント ††を主要評価項目としたランダム化比較試験は存在しておらず、臨床応用への実

現に向け、世界中で多くの研究が進められている状況にある。本研究の成果と分析技

術が、腎疾患の新たな治療戦略開発や腸内細菌叢研究の発展に役立つものと期待

する。  

                                            
†† 死亡や心筋梗塞発症、血圧値など、基準が明確に決まっており、だれが判断しても同じ結果が得られるもの 
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本論文作成において、仕事との両立を快く承諾して頂きました新潟大学医歯学総

合病院臨床研究推進センターの皆様に謹んで深謝申し上げます。 

 

研究の機会と勉学の場を与えて頂きました元東北大学大学院薬学研究科 教授 

故菱沼 隆則 先生、元新潟薬科大学薬学部 教授 故宇田 裕 先生に心より御礼

申し上げます。 

 

 

 

最後に、社会人になってから学位取得を再挑戦するという私の身勝手な決断を理

解し、常に温かい目で見守り、心の支えとなってくれた妻 美穂と長男 祥直、次男 

悠臣、そして両親に限りない敬意と感謝を表します。 
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実験の部 

 

 

試薬 

飽和/単不飽和脂肪酸混合物及び多価不飽和脂肪酸混合物は、Cayman 

Chemicals (Ann Arbor、MI、USA） から購入した。白金/炭素 (Pt 5%)、デオキシ

コール酸、リトコール酸、IAA、プロピオン酸、酪酸、Cre、ウシ血清アルブミン、p-ニト

ロフェノール、p-クロロフェノール、及び LC/MS グレードの酢酸アンモニウム及び酢

酸は、和光純薬品工業株式会社 (Osaka, Japan) から購入した。2PA、DPDS、

TPP、TMAO 二水和物、ビス (4-ヒドロキシフェニル) ジスルフィド、ピリジン-三酸化

硫黄錯体、o-クレゾール、8-キノリノール、1-ナフトール、2-ナフトール、4-メチルウンベ

リフェロン、及び pCS カリウム塩は、東京化成工業株式会社 (Tokyo, Japan) から

購入した。PS ナトリウム塩及び PS-13C6 ナトリウム塩は、Sundia MediTech 

Company (Shanghai, China) から購入した。m1A は、Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) から購入した。ウルソデオキシコール酸、

グリコウルソデオキシコール酸、InS カリウム塩は、ナカライテスク株式会社 (Kyoto, 

Japan) から購入した。プロピオン酸-d5 及び酪酸-d7、4-EPS、Cre-d3、及び InS-

d4 は、TRC (North York, Canada) より購入した。TMAO-d9は、Cambridge 

Isotope Laboratories (Tewksbury, MA, USA) から購入した。4-EPS-d4、pCS- 

d4、及び m1A-d5 は、東北大学大学院薬学研究科がん化学療法薬学分野で合成し

たものを用いた。グリココール酸、グリコチオコール酸、グリコケノデオキシコール酸、グ

リコデオキシコール酸、グリコリトコール酸、ヒオコール酸、ヒオデオキシコール酸、α-ム

リコール酸、β-ムリコール酸、ω-ムリコール酸、グリコチオデオキシコール酸、グリコ-α-ム

リコール酸、グリコ-β-ムリコール酸は、東北大学大学院薬学研究科病態分子薬学分野
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にて合成したものを用いた。パラジウム/炭素 (Pd 10%)、コール酸、ケノデオキシコー

ル酸、OVA、ヒト血清凍結乾燥粉末由来のアルブミン及びポリマー結合トリフェニルホ

スフィンは、SIGMA-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した。LC/MS グレー

ドのメタノール、2-プロパノール、及びアセトニトリル、重水は、関東化学株式会社 

(Tokyo, Japan) から購入した。ヒトプール血漿は、Biopredic International 

(Rennes、France) と Innovative Research (Novi, MI, USA) より購入した。カニ

クイザル血漿、及びマウス血漿は、それぞれ、Valley Biomedical (Winchester、

UK)、及び Rockland Immunochemicals Inc. (Limerick、PA、USA) から購入し

た。ヒトプール血清は、日水製薬株式会社 (Tokyo, Japan) から購入した。超純水

は、オルガノ株式会社 (Tokyo, Japan) の PURELAB Ultra Genetic にて精製し

たものを用いた。SMCC 及び EZ - Link NHS - LC-ビオチンは、Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA, USA) から購入した。KMUS 及び GMBS は、

Dojindo Laboratories (Kumamoto、Japan) から購入した。キーホールリンペットヘ

モシアニン (KLH）は、MP Bio Japan (Tokyo, Japan) から購入した。西洋ワサビ

ペルオキシダーゼ (horseradish peroxidase, HRP) 結合ヤギ抗マウス IgG Ab

は、Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, USA) から購入

した。3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) 溶液 (1 ×) は、eBioscience (San 

Diego, CA, USA) から購入した。HRP 結合ストレプトアビジンは、BioLegend (San 

Diego, CA, USA) から購入した。 

 

装置 

 第 1 章及び第 2 章では、イオン化部として、ESI プローブを装着した三連四重

極型質量分析計 TSQ Quantum Ultra (Thermo Fisher Scientific) に高速液体

クロマトグラフとして NANOSPACE SI-2 (Shiseido) を接続した装置を使用した。波
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形解析及び内部標準法による定量計算は、Xcalibur (Thermo Fisher Scientific) 

により行った。第 3 章では、イオン化部として、ESI プローブを装着した三連四重極

型質量分析計 TSQ Quantum Vantage (Thermo Fisher Scientific) に高速液体

クロマトグラフとして Nexera シリーズ (Shimadzu) を接続した装置を使用した。 

HRMS 測定には、Q Exactive (Thermo Fisher Scientific) 装置を使用した。

NMR 測定には、ECA600 (JEOL) 装置を使用し、元素分析には、CHN コーダー

MT－6 (ヤナコ) 装置をそれぞれ使用した。  

吸光マイクロプレートリーダーは、Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific) 装

置を使用した。 

 

統計分析 

 全ての統計解析は、JMP ソフトウェア (SAS Institute) を用いて行った。 

 

研究倫理 

 本研究は、東北大学大学院医学研究科倫理員会の承認を受けた倫理申請書及び

プロトコールに従った。CKD 患者血清は、説明文書、アセント及び同意文書を用い

て説明して同意を得た後に、採取し、－80℃で凍結保存した。また、動物実験は、

東北大学動物実験専門委員会に承認された動物実験計画書に準拠し、「国立大学

法人東北大学における動物実験等に関する規程」を遵守して実施した。 
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第 1 章 付属実験 

 

分析カラム 

この研究では以下のカラムを使用した。XSELECT CSH C18 (2.1 mm i.d. × 150 

mm, 3.5 µm; Waters)、Luna Phenyl-Hexyl (2.0 mm i.d. × 100 mm, 3 µm; 

Phenomenex)、SeQuant ZIC-HILIC (2.1 mm i.d. × 50 mm, 3.5 µm; Merck)、

Scherzo SM-C18 (2 mm i.d. × 50 mm, 3 μm; Imtakt)、Scherzo SW-C18 (2 mm 

i.d. × 50 mm, 3 μm; Imtakt)、 Scherzo SS-C18 (2 mm i.d. × 50 mm, 3 μm; 

Imtakt)。XSELECT CSH C18 カラム及び Luna Phenyl-Hexyl カラムを用いた

際の、LC 移動相は、A: 0.1%HCOOH in H2O、B: 0.1%HCOOH in MeCN を使

用し、グラジェント溶出 (条件： 0–2 min: 5% 移動相 B; 2.1–12 min: 5–100% 移

動相 B; 12.1–13 min: 100% 移動相 B; 13.1–16 min: 10% 移動相 B; カラム温

度 40°C) にて測定を行った。ZIC-HILIC カラムを用いた際の、LC 移動相は、10 

mmol/L AcONH4 in H2O/MeCN (20/80, v/v) を使用し、アイソクラテック溶出 (カ

ラム温度 55°C) にて測定を行った。Scherzo SW-C18 カラムを用いた際の、LC 移

動相は、A: 0.1% AcOH in H2O/MeCN (80/20, v/v)、B: 10 mmol/L AcONH4 in 

H2O/MeCN (20/80, v/v) を使用し、グラジェント溶出 (条件： 0–1 min: 5% 移動相 

B; 1–4 min: 5–9% 移動相 B; 4–4.1 min: 9–20% 移動相 B; 4.1–14 min: 20% 

移動相 B; 14–14.1 min: 20–60% 移動相 B; 14.1–15.5 min: 60% 移動相 B; 

15.5–15.6 min: 65% 移動相 B; 15.6–18 min: 5% 移動相 B; カラム温度 55°C) 

にて測定を行った。Scherzo SM-C18 カラム及び Scherzo SS-C18 カラムを用いた

際の LC 条件は、次項に示した。 
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Scherzo SS-C18 及び Scherzo SM-C18 を用いた LC-MS / MS 条件 

【LC】 

Mobile phase:   A: 0.1% AcOH in H2O/MeCN (80/20, v/v) 

B: 10 mmol/L AcONH4 in H2O/MeCN (20/80, 

v/v) 

    C: MeCN (Post-column solvent additions) 

Gradient:   0.0―1.0 min: A/B = 75/25  

          1.0―4.0 min: A/B = 75/25 → 66/34 

          4.1―16.0 min: A/B = 40/60 

          16.1―17.5 min: A/B = 0/100  

    17.6―20.0 min: A/B = 75/25 

 

Flow rate (pump A, B) : 0.0―16.0 min: 200 µL/min 

    16.1―18.5 min: 600 µL/min 

    18.6―20.0 min: 200 µL/min 

Flow rate (pump C):  0.0―20.0 min: 200 µL/min         

Oven temperature:  55℃  

Injection volume:  1 μL 

Needle wash solvent:  10%MeOH 

【MS】 

Ionization:   0―6.5 min: ESI (+),  

6.5―20 min: ESI (-) 

Spray voltage:   ESI (+): 4000 V, ESI (-): 2500 V 

Heater temperature:  500℃ 
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Sheath gas pressure:  60 psi 

Auxiliary gas pressure : 60 psi 

Capillary temperature : 350℃ 

Collision gas pressure:  2.0 mTorr 

SRM Transitions: 
 ESI mode Q1 (m/z) Q3 (m/z) Collison energy (V) Tube lens (V) 
Creatinine + 114.2 44.3 19 95 
Creatinine-d3 + 117.2 47.3 19 95 
1-Methyladenosine + 282.1 150.1 20 95 
1-Methyladenosine-d5 + 287.1 155.1 20 95 
Trimethylamine N-oxide + 76.1 58.2 21 65 
Trimethylamine N-oxide-d9 + 85.1 66.3 21 65 
Phenyl sulfate - 173.0 93.3 24 52 
Phenyl sulfate-13C6 - 179.0 99.1 24 52 
p-Cresyl sulfate - 186.8 106.9 26 73 
p-Cresyl sulfate-d4 - 191.0 111.1 26 73 
Indoxyl sulfate - 212.1 131.9 24 95 
Indoxyl sulfate-d4 - 216.0 136.0 24 95 
4-Ethylphenyl sulfate - 201.0 121.1 23 71 
4-Ethylphenyl sulfate-d4 - 205.1 125.1 23 72 

 

pCS-d4 及び 4-EPS-d4 の合成 

 ネジ付試験管 (25φx150 mm) に撹拌子を入れ、p-クレゾール-d4 又は 4-エチル

フェノール-d4 (10 mmol) と、三酸化硫黄–ピリジン錯体 (11 mmol) とピリジン (5 

mL) を混合し、キャップで封管し、45℃で 2 時間撹拌した。室温に戻し、氷冷下に

て反応液を水酸化カリウム水溶液 (1 mol/L、50 mL) 中にゆっくり滴下した。次に、イ

ソプロパノールを約 200 mL 加えて、冷蔵庫に終夜静置した。析出物を桐山ロートで

濾取し、イソプロパノールで洗った。得られた個体を 200 mL フラスコに移し、エタノ

ール : 水 = 3 : 1 の溶液を約 100 mL 加え、超音波照射及び湯浴 (>80 °C) によ
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る十分な加熱溶解を行った。不溶物を濾過し、濾液を冷蔵庫に終夜静置した。析出物

を濾取し、前述の溶解・沈殿操作を繰り返すことにより目的の pCS-d4 あるいは 4-

EPS-d4 が得られた。両者の再結晶品を元素分析にて確認したところ、炭素水素とも

理論値から±0.3%以内の基準を満たし、純度 99%以上であることを確認した。元素

分析データを下に示す。 

【pCS-d4】 

Anal. calcd. for C7H3D4KO4S: C, 36.50; H, 3.41. Found: C, 36.42; H, 3.19. 

【4-EPS-d4】 

Anal. calcd. for C8H5D4KO4S: C, 39.32; H, 3.71. Found: C, 39.64; H, 3.81. 

 

m1A-d5 の合成 

50 mL ねじ口試験管に D2O (10 mL) 、アデノシン (1.07 g, 3.99 mmol) 及び 

10%Pd/C (5 wt%, 53.4 mg) を加え、封管中 H2 雰囲気下 140℃で 24 時間加

熱撹拌した｡冷却後､反応混合物をフィルター (Millipore Millex - LG､0.20 mm) を

通して触媒を除去した｡濾過したフィルターを D2O で追洗浄し､回収した濾液をエバ

ポレーターで濃縮することにより、アデノシン-d2 (956 mg, 89.0% yield) が得られた。

分子量及び化学構造、重水素標識率は、HRMS 及び 1H NMR によって確認し

た｡1H NHR データを下に示す。 

1H-NMR (D2O, 600 MHz) δ 8.326 (s, 0.009 H), 8.228 (s, 0.008 H), 6.068 (d, J 

= 6.6 Hz, 1H), 4.437 (dd, J = 5.4, 3.6 Hz, 1H), 4.303 (dd, J = 7.2, 3.0 Hz, 1H), 

3.935 (dd, J = 12.0, 2.4 Hz, 1H), 3.845 (dd, J = 12.6, 3.6 Hz, 1H). 1H peak of 

ribose 2’ position was laid over the water in D2O. 

次いで、合成したアデノシン-d2 (135 mg, 0.5 mmol) を 10 mL ねじ口試験管に

入れ、窒素雰囲気下にて N,N,-ジメチルアセトアミド (脱水、2 mL) を加えて溶解さ
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せた。氷冷下、ヨウ化メチル-d3 (4 eq. 124.5 µL, 2 mmol) を滴下し、室温で 18 時

間撹拌した。反応液をセライト約 1 g で濾過し、濾液にアセトンを約 10 mL 加え、冷

蔵庫で 14 時間程度静置することで析出する 1-メチルアデノシン-d5・ヨウ化水素塩

をろ取し、アセトン 2 mL 及びジエチルエーテル 2 mL で洗い、超純水約 1 mL 

に溶解させた。飽和炭酸水素ナトリウム水溶液と超純水でコンディショニングしたイオ

ン交換樹脂 (Amberlite IRA-410 (HCO3-)、約 2 mL 容積分) を 5 mL シリンジ

に充填し、1-メチルアデノシン-d5・ヨウ化水素塩の溶解液を滴下し、超純水 4 mL を 

3 回流して回収した溶出液を濃縮、乾燥させ、1-メチルアデノシン-d5 (96 mg, 67.1% 

yield) を得た。 

分子量及び化学構造、重水素標識率は、HRMS 及び 1H NMR によって確認し

た｡H NHR データを下に示す。 

1H-NMR (DMSO-d6, 600 MHz) δ 5.819 (m, 1H), 5.509-5.154 (m, 3H), 4.501 

(m, 1H), 4.149 (m, 1H), 3.980 (m, 1H), 3.682 (m, 1H), 3.584 (m, 1H). 

 

標準溶液の作成 

各標品を精秤し、それぞれ水/メタノール (1:1, v/v) に溶解させて、10 mmol/L 

Cre (11.4 mg/10 mL)、1 mg/mL m1A (10 mg/10 mL)、20 mmol/L TMAO (23 

mg/10 mL)、20 mmol/L PS (42 mg/10 mL)、2.5 mg/mL pCS (31 mg/10 mL)、

831 µg/mL InS (9.8 mg/10 mL)、10 mmol/L 4-EPS (24mg /10 mL) の標準原液

を調製した。 

 

IS 溶液の作成 

各標品を精秤し、それぞれ水/メタノール (1:1, v/v) に溶解させて、1 mg/mL Cre-

d3 (10 mg/ 10 mL)、1 mg/mL m1A-d5 (10 mg/10 mL)、10 mmol/L TMAO-d9 (12 
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mg/10 mL)、10 mmol/L PS-13C6 (22 mg/10 mL)、1 mg/mL pCS-d4 (10 mg/10 

mL)、1.1 mg/mL InS-d4 (1.1 mg/ 1mL)、7.85 mmol/L 4-EPS-d4 (19 mg/10 mL) 

の安定同位体標準原液を調製した。 

 

検量線試料の調製 

各標準原液を一定量採り、水で希釈することによって、1 mmol/L Cre、1 µg/mL 

m1A、200 µM TMAO、200 µM PS、250 µg/mL pCS、83.1 µg/mL InS、50 µM 4-

EPS を含む標準混合溶液を調製した。これを 2、5、10、20、50、100、200、500 倍

に希釈したものを検量点試料として調製した。各安定同位体標準原液を一定量採り、

水/メタノール (1:1, v/v) で希釈することで、30 µL あたりに 10ng Cre-d3、200 fg 

m1A-d5、20 fmol TMAO-d9、200 fmol PS-13C6、50 ng pCS-d4、100 ng InS-d4、

100 pmol 4-EPS-d4 を含む IS 混合溶液を調製した。検量点試料 10 µL に対して、

IS 混合溶液を 30 µL ずつ添加し、1 µL を LC-MS/MS システムに注入して、検

量線を作製した。横軸に濃度をとり、縦軸に IS に対する測定対象物のピーク面積比

をとってプロットした後、1/x で重み付けした最小二乗法により近似式を求めた。 

 

サンプル前処理 

10 µL の血漿又は血清試料に対して、IS 混合溶液を 30 µL ずつ 1.5 mL サン

プルチューブに入れ、0.1%ギ酸添加 MeCN 溶液 (100 µL) を加えた。撹拌後、超

音波水浴中で 5 分間静置した。 遠心分離 (16,500×g、15 min、4℃) 後、上清

100 µL を新しいサンプルチューブに集め、ヒーター (60℃) に静置し、15 min 窒素

気流下にて蒸発乾固した。30%MeCN 20 μL で再溶解させた後、 1 µL を LC-

MS/MS システムに注入した。 
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分析バリデーション 

【短期安定性試験】 

ヒト血漿に 2 倍希釈した検量点試料をスパイクした試料をサンプルチューブに採

取し、それぞれ 60℃、室温、氷上に 0.5、1、3 及び 24 時間放置した。その後、IS 

混合溶液を添加して、上述した方法で前処理を行い、1 µL を LC-MS/MS システム

に注入した。また除タンパク操作を行った後の上清試料も用意し、それぞれ 60℃、室

温、氷上に 1 時間と 3 時間静置した後、1 µL を LC-MS/MS システムに注入した。

対照群として、同濃度の検量点試料を測定した。それぞれの分析対象の IS に対す

る測定対象物のピーク面積比を算出し、対応する対照群のピーク面積比で除すること

で、残存率を求めた。 

 

【添加回収試験】 

ヒトプール血清又は複数のヒトプール血漿 (各 10 µL) を用い、標準溶液非添加

試料には純粋を添加し、標準溶液添加試料には各標準混合溶液を Table 4、Table 

5 で示した濃度となるように添加した。上述の前処理により試料を調製し、1 µL を 

LC-MS/MS システムに注入した。回収率は添加試料の定量値より、非添加試料の定

量値を引いた値を算出した。日内再現性試験では、各濃度 5 試料で同一日に試料

の調製と測定を故尾内、相対誤差及び変動係数を算出した。また、日間再現性試験

では、各濃度 3 日間異なった日に調製と測定を行い、同様に相対誤差及び変動係

数を算出した。 

相対誤差 = [(検出濃度－内因性濃度) / 添加濃度－1] × 100 (%) 

変動係数 = (検出濃度の標準誤差 / 検出濃度の平均値) × 100 (%) 

 

CKD 患者血清の測定 



101 
 

新松戸中央総合病院に通院された 19 人の非透析 CKD 患者から得られた血清

を融解し、10 µL を用いて、上述した方法で前処理を行い、1 µL を LC-MS/MS シ

ステムに注入した。  
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第 2 章 付属実験 

 

動物及び細胞 

BALB/c マウスは、日本クレア株式会社より購入した。飼育は、東北大学の動物施

設の SPF 下で行った。マウス骨髄腫 SP2/0-Ag14 ミエローマ細胞 (CRL-1581) 

を American Type Culture Collection から購入し、10%FBS 及び 50 µmol/L 

の β-メルカプトエタノールを添加した Roswell park memorial institute (RPMI)-

1640 を用いて培養した。 

 

4-メルカプトフェニル硫酸カリウム塩 (PS-SH) の調製 

Edwards の方法に従って合成を行った 71。すなわち、ビス (4-ヒドロキシフェニル) 

ジスルフィド (4 mmol) と SO3·ピリジン (12 mmol) をピリジン (8 mL) 中に混合し、

45℃ で 2 時間撹拌した。反応後、氷冷下にて水酸化カリウム水溶液 (1 mol/L、20 

mL) をゆっくり滴下し、イソプロパノールを約 100 mL 加えて冷蔵庫に終夜静置した。

沈殿物をろ取し、エタノール : 水 = 3 : 1 の溶液を 160 mL 加え、超音波照射にて

溶解させたのち、冷蔵庫に終夜静置した。沈殿物をろ取することにより中間体のジス

ルフィドジサルフェート体が得られた。得られた化合物は 1H-NMR、HRMS により同

定した。 

 次いで、中間体のジスルフィドジサルフェート体とポリスチレンビーズ担持トリフェニ
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ルホスフィン (2.39 mmol/g) をメタノール−水 (1 : 1) 中に混合し、120℃で終夜撹拌

した。反応後、ビーズをろ過することで目的物の PS-SH カリウム塩を得た。生成物は、

HRMS により確認した。 

 

PS コンジュゲートの作製 

【KLH-KMUS-PS の作製】 

 KLH 10 mg を 1 × PBS 溶液 1mL にて懸濁させ、室温下 20,400 × g に

て 5 分間の遠心後その上清を分取した。 Dimethyl sulfoxide (DMSO) にて 20 

mg/mL に調製した KMUS を 25 μL 添加し (モル比 1 :400) 、室温にて 30 分

間混合した。4℃条件下 20,400 × g にて 5 分間の遠心を行い、その上清を 1 × 

PBS 溶液で平衡化した PD-10 脱塩カラム (GE ヘルスケア) にて分離させ、フラク

ションコレクターによって分取した。ブラッドフォード法にてタンパク質濃度が高い分画

溶液を回収して約 3 mL の溶液を得た。この溶液 1.5 mL に対して、上述で合成し

た 4-メルカプトフェニルサルフェートカリウム塩 15 μmol (KLH との推定モル比 

1:10,000)  を加えて、室温にて終夜混合した。セルロース膜内に封入し、1 × PBS 

溶液中で透析処理を行い、0.22 μm フィルターにてろ過滅菌処理したものを抗原とし

て使用した。この抗原を KLH-KMUS-PS と称した。 

 

【PS アルブミンコンジュゲートの作製】 

ウシ血清アルブミン (Bovine serum albumin, BSA) 3 mg 及びオボアルブミン

(Ovalbumin, OVA) 10 mg に対して、それぞれ KMUS をモル比 1:147, 1:40 の

量を用いて上述と同様の方法を行い、それぞれの複合体を作製し、ELISA 用の固

相抗原として用いた。この抗原をそれぞれ BSA-KMUS-PS、OVA-KMUS-PS と称

した。 
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BSA については、10mg に対して、リンカーとして GMBS 又は SMCC をそれ

ぞれモル比 1:100 の量を用いて上述と同様の方法を行い、各々の複合体を作製し、

ELISA  用の固相抗原として用いた。この抗原をそれぞれ BSA-GMBS-PS、BSA-

SMCC-PS と称した。 

 

抗 PS モノクローナル抗体の作製 

【免疫方法】 

＜YK33.1＞ 

1. 2 匹の BALB/c マウス (8 週齢、雌) に、1 × PBS 溶液に溶解した KLH-

KMUS-PS (100 µg) を  Imject Freund's Complete Adjuvant (Thermo 

Fisher Scientific) との懸濁液 (200 µL) として腹腔内に免疫した。 

2. 初回免疫  4 週間後、 KLH-KMUS-PS (100 µg) を Imject Freund's 

Incomplete Adjuvant (Thermo Fisher Scientific) との懸濁液 (200 µL) とし

て、初回免疫同様に腹腔内に追加免疫した。 

3. 追加免疫 9 日後、KLH-KMUS-PS (100 µg) を PBS (200 µL) に溶解し、腹

腔内に最終免疫した。 

4. 最終免疫 3 日後、BALB/c マウス 2 匹から脾臓を摘出し、赤血球を溶血後に

細胞融合に用いる脾臓細胞を調製した。 

＜YKS19.2＞ 

1. 1 匹の BALB/c マウス (8 週齢、雌) に、1 × PBS 溶液に溶解した KLH-

KMUS-PS (100 µg) を Imject Freund's Complete Adjuvant との懸濁液 

(200 µL) として腹腔内に免疫した。 

2. 初 回 免 疫  4 週 間 後 に 、 KLH-KMUS-PS (100 µg) Imject Freund's 

Incomplete Adjuvant との懸濁液 (200 µL) として、初回免疫同様に腹腔内に
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追加免疫した。 

3. 追加免疫 16 日後、KLH-KMUS-PS (100 µg) を PBS (200 µL) に溶解し、腹

腔内に最終免疫した。 

4. 最終免疫 3 日後、BALB/c マウス 1 匹から脾臓を摘出し、赤血球を溶血後に

細胞融合に用いる脾臓細胞を調製した。 

 

【細胞融合】 

2 匹又は 1 匹のマウスから調製した全ての脾臓細胞と SP2/0-Ag14 ミエロー

マ細胞 (およそ 1×108 個) を polyethylene glycol 1500 (以下、PEG1500) 

(Roche) を用いて細胞融合した。具体的操作は以下の通りである。 

1. 脾臓細胞と SP2/0-Ag14 を 50 mL 遠沈管に回収後、RPMI1640 培地で 2 

回洗浄した。 

2. 洗浄後、細胞に 37℃に加温した PEG1500 1 mL をゆっくり加えて撹拌後、

37℃の水浴で 1 分間緩やかに撹拌、さらに 1 分間静置した。 

3. 細胞に 37℃に加温した RPMI1640 培地を 1 mL、10 mL の順にゆっくり加

えた後、50 mL まで RPMI1640 培地を加えた。 

4. 細胞融合後、PEG1500 を含む RPMI1640 培地を遠心して除去した後、10% 

ウシ胎児血清と 100 unit/mL penicillin G、100 µg/mL streptomycin、50 µM 

2-mercaptoethanol を含む RPMI1640 培地 (RPMI 培養液) 80 mL に懸濁

し、8 枚の 96-well microplate に 100 µL/well となるように播種した。 

5. CO2 イ ンキ ュベータ ーで  1 日培養後 、 2 × HAT (200 µM sodium 

hypoxanthine, 0.8 µM aminopterin, 32 µM thymidine) を含む RPMI 培養

液 (HAT 培地) を 100 µL/well で添加し、およそ 1 週間、細胞を培養した。 

6. HAT 培地による選別後、一部回収した培養液を用いて BSA、BSA-KMUS-



106 
 

PS、OVA、OVA-KMUS-PS に対する反応性を  ELISA で検討し、BSA-

KMUS-PS 特異的に反応する陽性ハイブリドーマを選定した。 

7. 陽性ハイブリドーマは、100 µM sodium hypoxanthine, 16 µM thymidine を

含む RPMI 培養液、hypoxanthine-thymidine (HT) 培地 にマウス胸腺細

胞と共に懸濁し、1 cell/well となるように 96-well microplate に播種し、CO2 イ

ンキュベーターで 1 週間程度培養した。 

8. 単一細胞にクローン化したハイブリドーマは、ELISA による BSA-KMUS-PS、

BSA-GMBS-PS 及び BSA-SMCC-PS に特異的な反応性及び PS による 

阻害 ELISA (Inhibition assay) にて選別し、最終的な陽性ハイブリドーマクロ

ーン YK33.1 と YKS19.2 を取得した。 

 

PS 類似体の合成 

阻害 ELISA による抗原特異性検証に用いた p-ニトロフェニル硫酸、o-クレジル

硫酸、4-メチルウンベリフェリル硫酸、p-クロロフェニル硫酸、キノリノール硫酸、1-ナフ

トール硫酸、及び 2-ナフトール硫酸は、それらの対応するフェノール誘導体から

Edwards の方法に従って合成を行った 71。具体的な操作は以下の通りである。フェ

ノール誘導体 (10 mmol) と SO3·ピリジン (12 mmol) をピリジン (10 mL) 中に混

合し、45℃で 2 時間撹拌した。反応後、氷冷下にて水酸化カリウム水溶液 (1 mol/L、

50 mL) をゆっくり滴下し、イソプロパノールを約 200 mL 加えて冷蔵庫に終夜静置

した。沈殿物をろ取し、加温しながらメタノールに溶解させた。不溶物を除き、メタノー

ル溶解液を加温・濃縮して再結晶することにより目的物のサルフェート体を得た。得ら

れた化合物は 1H-NMR、13C-NMR、HRMS により同定し、単一化合物であることを

確認した。元素分析による測定精度は ±0.3 以内であった。下に各化合物の機器デ

ータを示す。 
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Potassium o-cresyl sulfate: According to the general procedure using o-
cresol as a raw material, potassium o-cresyl sulfate was obtained in 21% 
yield as colorless plates; 1H- NMR (600 MHz, D2O) δ : 7.36 (dd, 2H, J = 
8.2 Hz), 7.29 (t, 1H, J = 8.2, 7.6 Hz), 7.25 (t, 1H, J = 8.2, 7.6 Hz), 2.33 (s, 
3H); 13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 40.5, 115.0, 115.2, 120.5, 129.8, 

130.6, 143.1, 144.4, 174.1; HRMS (ESI) m/z calcd. for [C7H7KO4S-K]- ([M-K]-) 
187.0071, found 187.0064; Anal. calcd. for C7H7KO4S: C, 37.15; H, 3.12. Found: C, 
37.04; H, 3.11. 
 

Potassium p-nitrophenyl sulfate: According to the general procedure using 
p-nitrophenol as a raw material, potassium p-nitrophenyl sulfate was 
obtained in 31% yield as pale yellow needles; 1H- NMR (600 MHz, D2O) 
δ : 8.34 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.51 (d, 2H, J = 8.9 Hz); 13C-NMR (150 MHz, 
CDCl3) δ: 121.6, 121.8, 125.7, 125.9, 144.9, 156.4; HRMS (ESI) m/z calcd. 
for [C6H4KNO6S-K]- ([M-K]-) 217.9765, found 217.9761; Anal. calcd. for 

C6H4KNO6S: C, 28.01; H, 1.57; N, 5.44. Found: C, 27.99; H, 1.65; N, 5.45. 
 

Potassium p-chlorophenyl sulfate: According to the general procedure 
using p-chlorophenol as a raw material, potassium p-chlorophenyl sulfate 
was obtained in 28% yield as white powders; 1H- NMR (600 MHz, D2O) δ : 
7.47 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.30 (d, 2H, J = 8.9 Hz); 13C-NMR (150 MHz, 
CDCl3) δ: 123.1, 129.7, 131.0, 149.8; HRMS (ESI) m/z calcd. for 
[C6H4ClKO4S-K]- ([M-K]-) 206.9524, 208.9494, found 206.9521, 

208.9485; Anal. calcd. for C6H4ClKO4S: C, 29.21; H, 1.63. Found: C, 29.15; H, 1.77. 
 

Potassium 8-quinolinyl sulfate: According to the general procedure 
using 8-quinolinol as a raw material, potassium 8-quinolinyl sulfate 
was obtained in 20% yield as white cotton-like crystals; 1H- NMR (600 
MHz, D2O) δ : 8.91 (m, 1H), 8.46 (dd, 1H, J = 2.1, 8.2 Hz), 7.91 (d, 
1H, J = 7.6 Hz), 7.87 (dd, 1H, J = 1.4, 7.6 Hz), 7.69-7.64 (m, 2H); 13C-

NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 115.0, 115.2, 120.5, 129.8, 130.6, 143.1, 144.4, 174.1; HRMS 
(ESI) m/z calcd. for [C9H6KNO4S-K]- ([M-K]-) 224.0023, found 224.0020; Anal. calcd. 
for C9H6KNO4S: C, 41.05; H, 2.30; N, 5.32. Found: C, 40.8; H, 2.41; N, 5.24. 
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Potassium 1-naphthyl sulfate: According to the general procedure 
using 1-naphthol as a raw material, potassium 1-naphthyl sulfate was 
obtained in 28% yield as light brown crystalline cubes; 1H- NMR (600 
MHz, D2O) δ : 8.25 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.01 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.89 
(m, 1H), 7.68-7.62 (m, 2H), 7.58 (m, 2H); 13C-NMR (150 MHz, 

CDCl3) δ: 117.7, 121.9, 125.8, 126.2, 126.9, 127.0, 127.2, 127.9, 134.6, 147.0; HRMS 
(ESI) m/z  calcd. for [C10H7KO4S-K]- ([M-K]-) 223.0071, found 223.0068; Anal. calcd. 
for C10H7KO4S: C, 45.79; H, 2.69. Found: C, 45.71; H, 2.74. 
 

Potassium 2-naphthyl sulfate: According to the general 
procedure using 2-naphthol as a raw material, potassium 2-
naphthyl sulfate was obtained in 21% yield as colorless plates; 

1H- NMR (600 MHz, D2O) δ : 8.01 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 8.01 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.97 (d, 
1H, J = 8.2 Hz), 7.84 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 7.63 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.59 (d, 1H, J = 8.0 
Hz), 7.50 (dd, 1H, J = 2.7, 8.9 Hz); 13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δ: 118.4, 121.3, 126.2, 
127.0, 127.7, 127.8, 129.9, 131.3, 133.6, 148.9; HRMS (ESI) m/z calcd. for [C10H7KO4S-
K]- ([M-K]-) 223.0071, found 223.0068; Anal. calcd. for C10H7KO4S: C, 45.79; H, 2.69. 
Found: C, 45.75; H, 2.77. 
 

Potassium 4-methylumbelliferyl sulfate: According to the 
general procedure using 4-methylumbelliferone as a raw 
material, potassium 4-methylumbelliferyl sulfate was obtained 
in 6% yield as white cotton-like crystals; 1H- NMR (600 MHz, 
D2O) δ : 7.82 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.35 (s, 1H), 7.33 (d, 1H, J = 

2.7 Hz), 6.36 (d, 1H, J = 1.4 Hz), 2.49 (d, 1H, J = 1.4 Hz); 13C-NMR (150 MHz, CDCl3) 
δ: 18.1, 109.4, 112.9, 117.9, 118.1, 126.7, 153.4, 153.9, 156.0, 164.3; HRMS (ESI) m/z 
calcd. for [C10H7KO6S-K]- ([M-K]-) 254.9969, found 254.9970; Anal. calcd. for 
C10H7KO6S: C, 40.81; H, 2.40. Found: C, 40.43; H, 2.52. 

 

阻害 ELISA (Inhibition assay) 

最適抗原抗体量はあらかじめタイトレーションを行い、抗体量が抗原量に比べ過剰

にならない条件を選択した。また各抗体は、それぞれビオチン化処理を行ったものを

用いた。YK33.1 については抗原として BSA-KMUS-PS (0.5 µg/mL) 若しくは 
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BSA-SMCC-PS (0.5 µg/mL) を用い、YKS19.2 については抗原として  BSA-

KMUS-PS (0.5 µg/mL) 若しくは BSA-SMCC-PS (0.1 µg/mL) を用いた。Nunc 

Maxisorp® 96-well microplate (Thermo Fisher Scientific) に各抗原を 50 µL 

ずつ分注し 4℃、一昼夜放置し固相化した。抗原溶液を除いたのち 1 × PBS 150 

µL にて各ウェルを 4 回ずつ洗浄を行った。1%BSA 溶液 (溶媒：1 × PBS) を各

ウェルに 200 µL ずつ添加し、4℃、2 時間以上静置してブロッキングした。ブロッキン

グ溶液を除いたのち 1 ×PBS 200 µL にて各ウェルを 1 回洗浄した。1 × PBS、

5%BSA、ヒトプール血漿、ヒトプール血清各々に溶解させた PS 及び PS 類似体の 

0, 1, 10, 100 µg/mL 溶液をそれぞれ 25 µL ずつ分注したのち YK33.1 (1 µg/mL )、

YKS19.2 (1 µg/mL) 25 µL を各ウェルへ加え攪拌し、4℃、1 時間反応させた。その

後 0.05%Tween 20 (溶媒：1 × PBS) 170 µL にて各ウェルを 5 回洗浄し、HRP 

標識したストレプトアビジン (BioLegend) の 2000 倍希釈溶液を 50 µL ずつ添加

し、4℃、1 時間反応させた。その後 0.05%Tween 20 (溶媒：1 × PBS) 150 µL に

て各ウェルを 5 回洗浄し、基質溶液として 1 × TMB (eBiosience) を 50 µL ず

つ添加した。室温にて 15 分から 60 分間反応させたのちに 1 mol/L のリン酸溶液

を 50 µL ずつ加え反応を停止させた。反応が完全に停止したことを目視で確認し、

450 nm における吸光度をプレートリーダーにて測定した。 

 

除タンパク質処理 

血漿サンプル (25 µL) に 0.1%ギ酸を含む MeCN 75 µL を加え、撹拌後、超音

波水浴中で 15 分間静置した。遠心分離 (16,500 × g、15 min、4℃) 後、上清

90 µL を新しいサンプルチューブに集め、60℃で 45 min、SpeedVac 遠心濃縮機 

(TOMY Digital Biotechnology) を用いて乾固させた。25 µL の 1 × PBS に再

溶解し、阻害 ELISA 用試料とした。 
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CKD 患者血清の分析 

CKD 患者血清は、第 2 章で用いたものと同一のものを使用した。すなわち、新

松戸中央総合病院に通院された 19 人の非透析 CKD 患者から得られた血清 (25 

μL) を用いた。 

検量線用試料は、1 × PBS に溶解して調製した各濃度の PS 標準液をヒトプー

ル血清に希釈 (v / v = 1：9) して調製した。検量線は、1、2.5、5、10、25、50、100 

µg / mL の範囲、n = 4 で作成した。横軸に濃度をとり、縦軸に 450 nm における吸

光度をとってプロットした後、三次式による近似曲線を求めた。上述した阻害 ELISA 

によって得られた吸光度を近似曲線に当てはめることで、 PS 濃度を算出した。 

 

CKD 患者血血清中総タンパク質濃度及びアルブミン濃度の測定 

患者血清 10 µL を用いて、富士ドライケム NX500 装置 (富士フイルム) 及び対

応する測定キット (富士ドライケムスライド TP-PIII、富士ドライケムスライド ALB-P) 

により濃度を算出した。 
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第 3 章 付属実験 

 

動物とサンプル採取 

GF 及び SPF マウスの血漿、糞便、及び盲腸内容物は、以前の研究 (引用文献 

35) で収集し、－80℃で保存していたものを使用した。概要を述べると、GF 及び 

SPF IQI マウスは、Clea Japan (Tokyo、Japan) から購入した。7 週齢で、無作為

にコントロール群と RF 群に分けた。GF 及び SPF コントロール群については、通

常の CE-2 食餌を 5 週間続けた。RF 群については、0.2%アデニンを含む CE-2 

食餌 (和光純薬品工業株式会社) を 5 週間与えた。RF 群については、 5 週間の

期間の最後の 2 週間は、1 週間に 2 日間通常の食餌を与えた。水は、新鮮水道

水を自由摂取させた。イソフルラン吸入麻酔下で犠死させた後、回復して盲腸を採取

した。血液は、腹大静脈より採取し、糞便は新鮮なものを回収した。各サンプルは、測

定まで－80℃で長期保存した。 

 

糞便及び盲腸内容物からの代謝産物の抽出 

糞便又は盲腸内容物 10 mg を 1.0 mL の氷冷 MeOH 中で 2 分間 (30 秒 

× 4) ホモジナイズし、次いで 15,000 × g で 10 分間遠心分離した。得られた上

清を回収し、分析用のサンプルとした。ホモジナイズには、ビーズ破砕装置 

(TAITEC) を用い、1 サンプルあたりステンレスビーズを 3 個使用した。 

 

2PA-d6 の合成 

50 mL ねじ口試験管に  D2O (18 mL)、2PA (540.7 mg ､5.0 mmol) 及び 

10%Pd/C (54.0 mg、10 wt%) 及び 5%Pt/C (108.1 mg､20 wt%) を加え、封管中 

H2 雰囲気下 180℃で 120 時間加熱撹拌した｡冷却後､反応混合物をフィルター 
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(Millipore Millex - LG､0.20 mm) を通して触媒を除去した｡濾過したフィルターを 

D2O (1 mL) で追洗浄した｡新しい 50 mL ねじ口試験管に濾液を回収し、5%Pt/C 

(224.9 mg､40 wt%) を加え、封管中 H2 雰囲気下 180℃で 120 時間加熱撹拌し

た｡濾濾過したフィルターを D2O (1 mL) で追洗浄した後､回収した濾液をエバポレ

ーターで濃縮した｡次いで、マルチ分取 HPLC システム LC-Forte/R (YMC) を用

いた逆相クロマトグラフィー (H2O/ MeOH) によって精製し､2PA-d6 を得た｡抽出物

を濃縮乾固した後､MeCN に再溶解した｡分子量及び化学構造、重水素標識率は、

高分解能質量分析計及び 1H NMR によって確認した｡濃度は、LC-UV 分析により

決定した｡ 

【no-D 1H-NMR】 

MeCN に溶解させた 1 mM の 2PA (標品) 及び 2PA-d6 (合成品) を 1H- NMR 

(600 MHz) にて測定し、その NMR チャートを比較した。 

プロトンピークの積分比より、2PA-d6 は、98%以上の標識率であると算出した。 
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LC 条件 

分析移動相には、A 溶液として 10 mmol/L AcONH4 を含む 0.1%AcOH 水溶

液､B 溶液として 0.1%AcOH を含む MeCN/IPA 混液 (v / v = 1:1) を用いた｡分

析カラムには、Inertsil® ODS-3 (2.1 mm i.d.×100 mm、2 µm; GL Sciense) を

用いた。そのほかは、以下の条件で測定を実施した。 

【脂肪酸と IAA】 

Gradient:   0.0―1.0 min: A/B = 95/5 

    1.0―10.0 min: A/B = 95/5 to 80/20 

          10.0―15.0 min: A/B = 80/20 to 40/60 

    15.0―28.0 min: A/B = 40/60 to 20/80 

    28.0―32.0 min: A/B = 5/95 

    32.0―35.0 min: A/B = 95/5 

Flow rate:   430 µL/min 

Oven temperature:  45℃   

 

Injection volume:  10 μL 

【胆汁酸】 

Gradient:         0.0―10.0 min: A/B = 70/30 to 60/40 

          10.0―15.0 min: A/B = 60/40 to 30/70 

    15.0―17.5 min: A/B = 5/95 

    17.5―20.0 min: A/B = 70/30    

Flow rate:   450 µL/min 

Oven temperature:  45℃  

Injection volume:  30 μL 
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MS 条件 

Ionization:   ESI (+) 

Spray voltage:   3000 V  

Heater temperature:  500℃ 

Sheath gas pressure:  60 psi 

Auxiliary gas pressure: 60 psi 

Capillary temperature : 350℃ 

Declustering Voltage:  －10 V 

Collision gas pressure:  1.5 mTorr 

 

2PA 及び 2PA-d6 によるサンプルの標識化反応 

標準溶液試料については、シリコナイズド 1.5 mL サンプルチューブ (Watoson) 

に試料 20 µL を用意し、200 μL の MeCN と 10 μmol/L のプロピオン酸-d5 及

び酪酸-d7 を加えた。次いで、MeCN に溶解して作成した 10 mmol/L TPP (10 µL)､

10 mmol/L DPDS、10 mmol/L 2PA (10 µL) 又は 10 mmol/L 2PA-d6 (10 µL) を

加えた｡この混合溶液を、60℃に加温したヒートブロック装置に 10 分間静置した｡そ

の後、真空遠心濃縮を用いて、40℃で乾固させた。残渣を 50 μL の 50%MeOH 水

溶液で再溶解した。LC-MS/MS 測定前に比較試料と等量混合し、測定用バイアル

へ移した。 

血液などの生体試料については、1.5 mL サンプルチューブに試料 20 µL を用

意し、200 μL の MeCN を除タンパク質操作のために添加した。撹拌後、超音波水

浴中で 5 分間静置した。遠心分離 (15,000 × g、10 min、4℃) 後、上清 200 

µL をシリコナイズド 1.5 mL サンプルチューブに移し、上述した標準溶液と同様の方



115 
 

法で 2PA 又は 2PA-d6 によるサンプルの標識化反応を行った。 

 

プロピオン酸及び酪酸の絶対定量用標準溶液の調製 

 プロピオン酸及び酪酸とそれらに対応する IS (安定同位体標品) を精秤後、それ

ぞれ水/メタノール (1:1, v/v) に溶解し、10 mmol/L の標準原液を調製した。プロピ

オン酸と酪酸の各標準原液を一定量採り、さらに水/メタノール (1:1, v/v) にて希釈し

て、0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 750 µmol/L の標準混合溶液を調製し

た。IS については、MeCN を用いて希釈し、10 µmol/L の標準混合溶液を調製し

た。 

 

プロピオン酸及び酪酸の検量線試料の調製 

プロピオン酸及び酪酸の各濃度の標準混合液を 20 µL 採り、10 µmol/L の IS 

混合液 30 µL を添加して、0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 µmol/L の検量線試

料を調製した。上述したのと同じ手順に従って、2PA 標識化反応を行い、5 µL を 

LC-MS/MS システムに注入して、検量線を作製した。横軸に濃度をとり、縦軸に IS 

に対する測定対象物のピーク面積比をとってプロットした後、1/x で重み付けした最小

二乗法により近似式を求めた。 

 

添加回収実験 

 添加血漿試料は、混合標準溶液をマウスプール血漿及びヒトプール血漿で希釈 (v 

/ v = 1：9) して調製した。ヒト血漿では、0.5, 1, 5, 10, 75 µmol/L の濃度となるように

調製し、マウス血漿では、1 µmol/L 及び 10 µmol/L の濃度となるように調製した。

各濃度試料 20 µL に対し、上述したのと同じ手順に従って、除タンパク操作及び 

2PA 標識化反応を行い、5 µL を LC-MS/MS システムに注入した。各濃度 n = 6 
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で同一日に測定し、精度及び真度を算出した。精度は、独立した測定の相対標準偏

差 (RSD) として定義され、一方、真度は、下のように計算された相対誤差 (RE) とし

て求めた： [(検出濃度－内因性濃度) / 添加濃度－1] × 100 (%)。 

 

カルボキシル基含有代謝物の相対定量の評価 

次項に化学構造を示す胆汁酸、脂肪酸及び IAA の各標準原液を一定量採り、

19 種類の胆汁酸混合物 (30 µmol/L)、9 種類の飽和一価不飽和脂肪酸混合物 

(3.75 µg/mL)、10 種類の多価不飽和脂肪酸混合物 (3.75 µg/mL)、プロピオン酸 

(20 µmol/L)、酪酸 (20 µmol/L)、 IAA (50 µmol/L) を含む標準混合溶液を調製し

た。この混合溶液を、MeCN にて 10 倍希釈したものを標準溶液として使用した。ま

た、QC 試料は、この混合溶液をマウスプール血漿及びヒトプール血漿で希釈 (v/v = 

1：9) して調製した。混合標準液、ヒトプール血漿、マウスプール血漿、及び 各血漿

で作成した QC 試料をそれぞれ 40 µL 採り、さらにそれらを等量 (20 µL) ずつ別

のサンプルチューブへ分注した。一方に 2PA 標識反応を行い、他方に 2PA-d6 標

識反応を行った。各標識後試料を等量混合して、10 µL を LC-MS/MS システムに

注入した。 
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