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論 文 内 容 要 旨

胆汁酸 は,肝 でコレステロールより生合成 された後 グリシンあるいはタウ リン抱合型と して胆

管を経て腸管に排泄される。っいでその一部は脱抱合あるいは二次胆汁酸への変換を受けた後,

腸壁 より再吸収され肝に戻る,い わゆる腸肝循環が行われる。このように胆汁酸は腸肝系に局在

しており,通 常血中,尿 中にはごくわずか しか存在 しない。しか し,各 種肝胆道疾患時 にそれ ら

は体液中 レベルが増大するばかりか,組 成,抱 合形式など質的にも変化す ることが近年明 らかに

されてきている。胆汁酸の生合成,代 謝は主に肝を中心 として営まれており,こ のため病因,病

態を明 らかにする上で肝組織中胆汁酸の質的,量 的変動を正確に把握することが重要 となる。

ガスクロマ トグラフィー(GC)/マ ズスペクトロメ トリー(MS)は,煩 雑な操作を必要 とす

るものの,分 離能,特 異性に優れるため,爽 雑物質の妨害を受けやすい肝組織中胆汁酸のプロフィ

ル分析に好適な手段 といえる。 しか し,従 来用いられている電子衝撃イオン化(EI)法 は,高 感

度化に必須とされる測定対象物に特徴的な高質量領域の正イオン(PI)を 生成 しにくく,肝 組織

中微量胆汁酸の測定には十分とはいえない。一方,負 イオン(NI)化 学イオン化(CI)MSは,

特異性のみならずバ ックグウランドが低いため,at七〇moleレベルの超高感度分析が可能とされ,

近年バイオメディカルの領域において多大の注目を浴びている。

このような観点か ら,今 回各種肝胆道疾患時における病因,病 態の解析,さ らには胆汁酸の生

合成,代 謝機構の解明を目的とし,NI検 出GC/MSに よる胆汁酸およびその関連化合物の分析化

学的研究に着手 した。

1,Nl検 出GC/MSに おける誘導体化法

NICI法 は,CI条 件下イオン源において生成する低エネルギーの熱電子 と測定対象物 とが衝突す

ることにより生 じるNIを検出に利用する方法であり,比 較的分子イオンの開裂が生 じに くく,し

か もバ ックグラウンドが低いため超高感度分析の可能なことが特徴とされる。 しか し通常,こ の

CI条件下有機化合物は同時に存在するリアクタントイオンと反応 し,PIを より強 く生成するため,

本法の適用にあたってはNIを 効率よく生成する誘導体化法の工夫が重要 となる。そこでステア

リン酸をモデル化合物に取 り上げ,こ れをアルキルエステル,活 性エステルおよびベ ンジル型エ

ステルに導 き,カ ルボキシル基の誘導体化法 とNIの生成 との関係にっいて考察 した。まずEIモ ー

ドにおける各エステルの開裂様式を検討 したところ,ア ルキルエステルは末端メチルか らの開裂

によるイオンを,ま た活性エステルは脂肪酸部カルボニウムカチオンを主 として生成す るのに対

し,ベ ンジル型 エステルではアルコール部のベンジルカチオンが強いイオンとして観測されるこ

とが判明 した。反応ガスにイソブタンを用いるCI条件では,ア ルキルエステルは擬分子イオ ン
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[M+H]+お よ び[M-H]一 を生成 し,活 性 エズテルで はカルボ ニウムカチオ ンお よびア ルコキ

シアニオ ンがそれぞれ強いPI,NIと してみ られた。一方,ベ ン遊ル型 エステルで はアル コー ル部

ベ ン.ジル カチオ ンがPICIで,カ ルボキシ レー トアニオ ンがNICIで ベ ース ピー クと して観察 され,

活 性 エス テル とは好対照を示 した。以上 の結果,EIお よ びPICIとNICIは 相 補的関係 にあ ることが

判明 した。ついでCI条 件下にお ける各 エステルのNIとPIの 生 成比(N/P)を 比 較 した ところ,ア

ルキルおよび活性 エステルで はこの比が0.01～1で あ るの に対 し,ベ ンジル型 エステルで は30以

上で あ り,特 にペ ンタ フルオロベ ンジル(PFB)エ ス テルで は1000とNIの 生 成能 にきわめて優 れ

ることが明 らか となった。

ひき続 き,無 極性 のメチル シ リコン系 キ ャピラ リー カ ラムを用 い,胆 汁酸PFBエ ス テルのGC

分 離 に検 討を加 えた。その結果,ト リメチルシ リル(TMS)基 の メチ ル基1っ をエチ ル基 に置

き換 えた ジメチルエチル シリル(DMES)エ ー テル誘導体が胆汁酸相互の分離 にきわめて優 れ,

しか もNI検 出MSに お いてPFB基 の脱離 した[M-181]一 を きわめて強 いイ オ ンと.して生成 す る

ことが判 明 した。さ らにselectedionmonitoring(SIM)に お ける胆 汁酸 の検出限界を検討 し,

S/N=10で4.a七tomoleと い う超高感度を得 る ことに成功 した。

2.肝 組織中胆汁酸の超高感度分析

生成内微量成分のGC/MSで は,信 頼度の高い測定結果を得る上に安定同位元素標識内部標準

物質(IS)が 不可欠とされる。そこでNI検 出GC/MSに おいて胆汁酸のステ ロイ ド核上酸素官能

基の脱離 しに くいこどに着目し,カ ルボニル酸素の交換反応を利用 して'80標 識胆汁酸の調製を

行 った。すなわち遊離型,グ リシンならびにタウ リン抱合型胆汁酸 をクロム酸酸化により,対

応するオキソ体 とした後,交 換反応が酸性または塩基性条件下でより容易に進行することか らK

塩に導 いた。っいでこれらをH2'80中90℃,50時 間加温 した後,反 応液にNaB2H4を 加えてカル

ボニル基を還元 し,目 的とす る[180-2H]二 重標識胆汁酸を調製 した。本反応条件下における

安定同位元素の導入率はほぼ定量的であ り,標 識体中に含 まれる非標識体の割合 は,最 も多い

LCAで0.2%,ジ ヒドロキシ体のCDCA,DCAで0.05%,ト リヒドロキシ体のCAで0.01%以 下 と

きわめてわずかであった。また後述するアルカリ水解などの条件下において も標識元素の脱離は

認められなふっ、た。本標識法は,簡 便でかつ標識純度のきわめて高いものが得 られるばか りか,

従来困難 とされていた抱合型胆汁酸にも容易に適用す ることがで き,今 後広 く利用 されるものと

考えられる。

っぎに肝組織中胆汁酸の前処理法を検討 し,測 定手順を以下のように設定 した。肝組織(1㌣

5mg)を アルカ リ溶液に溶解後,ISを 添加 し,Sep-PakC18カ ー トリッジにて胆汁酸を抽出した。

っいで疎水性イ才 ン交換ゲルPHP-LH-20に て遊離i型,グ リシンおよびタウリン抱合型画分 に
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分画 し,遊 離型 はそのまま,抱 合型は酵素水解後,PFBエ ステルーDMESエ ーテルに誘導 し,GC

/SIM分 析に付 した。このときモニタリングイオンにはそれぞれ[M-PFB]一 を用いた。本法に

おける回収率 は96～101%と きわめて良好であり,標 準偏差 も十分満足 し得 るものであ った。本

法 は感度,特 異性に優れ肝組織1mg程 度でも胆汁酸の測定が十分可能であり,今 後肝における

胆汁酸代謝 と疾病 との関係を明 らかにする上に大 きく役立っものと期待される。

3.尿 中5β 一コレスタン酸の超高感度分析

先天性代謝異常症であるZellweger症 候群では,肝 ペルオキ シゾームの β酸化系酵素が欠損

しているため,胆 汁酸生合成の中間体であるC・7胆汁酸:3α,7α 一dihydroxy一な らびに3α,

7α,12α 一七rihydroxy-5β一cholestan(派cacid(DHCAな らびにT}ICA)が 体液中に蓄積され る。

しかし,そ れ らは微量であるばか りか,新 生児 という特異な時期のため得 られる試料量に も制約

があり,信 頼度の高い測定の困難なことが本疾病の原因,病 態を解明する上に大 きな障害 となっ

ている。そこでNI検 出GC/MSに よるC27胆 汁酸の高感度 測定法の開発を試みた。

まず,ISと して前述 と同様の方法に従い,遊 離型,グ リシンおよびタウリン抱合型の['80-

2H]二 重標識DHCAな らびにTHCAの 調製を行った
。っいでC27胆 汁酸 のGC分 離を検討 した結

果,PFBエ ステルーDMESエ ーテルに導 くとき,両 者 は明確 に分離す るばか りか,[M-PFB]一

をモニタ リングイオンとするNICIGC/SIMで100a七 七〇moleと し}う高感度の得 られ ることが判明

した。

ひき続き生体試料中C、,胆汁酸の前処理法を吟味 した。まず,グ リシンおよびタウリン抱合型

の水解につい て検討 したところ,コ リルグリシンヒドロレースを用 いる酵素水解ではほとん ど

脱抱合を受けないばか りか,4NNaOH中,120℃ に加熱するアルカリ水解においても定量的な脱

抱合に10時間以上を要するなど,C、4胆 汁酸の場合 とは著 しく異なることが判明 した。 これ らの

結果にもとづき測定手順を以下のように設定 した。

尿試料(0.1ml)を リン酸緩衝液で希釈後,ISを 添加 し,Sep-PakC18カ ー トリッジ,つ いで

PHP-LH-20カ ラムに通導 し,胆 汁酸の抽出ならびに遊離型,グ リシンおよびタウ リン抱合型

への分画を行 った。遊離型 はそのまま,グ リシンおよびタウリン抱合型画分はそれぞれ先の条件

に従いアルカ リ水解後,PFBエ ステルーDMESエ ーテルに導 き,GC/SIM分 析に付 した。本法は,

感度,特 異性に優れ,Zellweger症 候群患者尿10μ1でC、7胆 汁酸を容易に測定することが可能であ

る。それゆえ今後本症の確定診断に,さ らには病因,病 態の解明に大 きく役立つものと思われる。

因みに,本 法を健常人尿に適用 し,THCAの 存在することが初めて立証された。
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4,血 中3一 オキソ胆汁酸還 元酵 素活 性の検索

従来,胆 汁酸 の代謝 は,腸 および肝 を中心 として営 まれ るとされて きた。 しか し,最 近,血 中

に3位 カルボニル基の還元酵素活性 の存在す ることが示唆 され多 大 の注 目をあびている。 そ こで

量80標 識胆汁酸を用 いる トレーサ ー法 と
,NI検 出GC/MSを 組 み合 わ せ血 中 にお け る3位 カルボ

ニル基 の酵 素的還元 にっ いて検討 した。

まず,基 質 と して 〔7,12-180、]7α,12α 一dihydroxy-3-oxo-5β 一cholanoicacid(3一 デ ヒ

ドロコール酸)を 前述の カルボニル酸 素の交換反応を利用 して調製 した。 これをヘパ リン処理 し

た血液 と37℃,1時 間 イ ンキュベー トした後,ISと して[3,7,12一'80、,2H、]CAを 添 加 し,

胆 汁酸 を抽 出 した。っいでPHP-LH-20で 精 製後,PFBエ ス テルーTMSエ ー テル に誘 導 し,N

I検 出GC/MS分 析 に付 した。その結 果,3β 一 ヒ ドロキ シ体 に還元 さ、れた3β,7α,12α 一tri-

hydroxy-5β 一cholanoicacidの 生 成 が認 め られ た。薬物 の代謝研究 では,内 因 性爽雑 物 の影響 を.

さ けるため標識体 と非標識体 を一定 の割合 に混合 した基質を用 いるイオ ンク ラスター法が しば し

ば利用 され る。そ こで非標識3一 デ ヒ ドロコール酸 と180標 識 体の1:1混 合 物 を同様 イ ンキ ュ

ベー トした ところ,生 成物 の両者 の比 は基質 のそれ と何 ら変化 がな く,3β 一 ヒドロキシ体が3一

デ ヒ ドロコール酸 に由来す ることが証 明 された。一方,70℃,2分 間 加熱処理 した血 液で は同一

の生成物 がみ られず,本 還元 が酵素反応 であ ることも明 らか となった。ひ き続 き血液 の各 画分 に

つ いて,同 様の検討を試 みたところ,本 活性 は赤血球画分に局在す ることが判明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

近年,各 種肝胆道疾患 との関連から胆汁酸の動態に多大の関心が寄せ られている。これ らの生

合成および代謝は,肝 を中心に営まれてお り,こ のため肝組織中胆汁酸の量的 ・質的変動 を正確

に把握す ることが病態 を解析するうえに重要 とされる。本論文は,負 イオン(NI)検 出ガスクロ

マ トグラフィ(GC)/マ ススペクトロメトリー(MS)に よる生体内胆汁酸 の超高感度測定法の

開発を試みたものである。

まず,ス テ リアン酸を各種エステルに導 き,化 学 イオ ン化条件下におけるNIの生成能 にっいて

検討 した。その結果,ペ ンタフルオロベジル 〈PFB)エ ステルがきわめて効率よくNIを生成する

ことが判明 した。さらに,胆 汁酸PFBエ ステルのGC分 離に検討を加え,ジ メチルエチル シリル

(DMES)エ ーテルが トリメチルシリルエ門テルに比べ分離にす ぐれることを見いだ した。そこ

で胆汁酸をPFBエ ステルーDMESエ ーテルに導 き,カ ルボキシレートアニオ ン[M-PFB]一 でモ

ニターす るselectedionmonitoringを 行い,検 出限界4a七tomoleと い う超高感度測定を達成 し

た。

っ ぎに,信 頼度の高い測定結果を得 るうえに不可欠な内部標準物質(IS)と して安定同位元素

標識体の調製を行 った。NI検 出GC/MSで は,ス テロイ ド核上の水酸基が脱離 しない点に着目 し,

カルボニル酸素の交換反応を利用 して,そ の位置に180を 導入する方法を考案 した。遊離型,グ

リシンな らびにタウリン抱合型[:80-2H]二 重標識胆汁酸12種 を調製 し,こ れ らを用 いて肝組

織中胆汁酸の超高感度測定法を確立することに成 功 した。本法では,湿 重量1mgの 試料で胆汁

酸を測定することが十分可能である。

先天性代謝異常症のZenweger症 候群では,ペ ルオキシゾームが欠損するため胆汁酸の生合成

が阻害 ざれ,中 間体のC、,胆汁酸が出現す る。そこで,こ れ らの尿中 レベルを高感度 に測定す

る方法を考案 した。本法を健常人尿 に適用 し,3α,7α,12α 一trihydroxy-5β一cholestanoic

acidが排泄 されている事実を初めて見い出 した。

胆汁酸の代謝 は,腸 および肝を中心に行われ るとされてきたが,最 近,血 中に3位 カルボニル

基の還元酵素活性の存在することが示唆されている。そこで,田0標 識胆汁酸を用いる トレーサ

法とNI検 出GC/MSを 駆使 し,赤 血球画分に3一オキソ体を3β一ヒドロキ シ体に変換する酵素活性

の存在を明らかに した。

以上,本 研究は,巧 みな誘導体化を組み合わせたNI検 出GC/MS,安 定同位元素標識体のISを用

いて生体内胆汁酸の超高感度測定法を開発すると共に,疾 病時における胆汁酸の動態に関 して数々

の新知見を加えた ものであ り,学 位を授与するに十分値する内容と認 める。
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