
あん どう まさ ゆき

氏 名(本 籍)安 藤 昌 幸

学 位 の 種 類 博 士(薬 学)

学 位 記 番 号 薬 第505号

学 位 授 与 年 月 日 平 成18年1月18日

学 位 授 与 の 要 件 学位規則第4条 第2項 該 当

学 位 論 文 題 目

ハイファネーテ ッ ド質量分析法 による脳内胆汁酸解析に関す る

研究

論 文 審 査 委 員 授

授

授教

教

教

助

劃住

卜14一

一

一

清

盾
夙

盾
県

藤

齋

田

後

安

永



論 文 内 容 要 旨

胆汁の主要構成成分である胆汁酸は,ス テロイ ド骨格を有す る炭素数24個 のカルボン酸であり,AIB

環が折れ曲がったcis構 造 をとっていることが他のステ ロイ ド系内因性物質とは異なる構造上の特徴 と

なっている。胆汁酸のステ ロイ ド骨格の β面は18一および19一 メチル基 を含めて疎水性に富んでお り,

その一方ステロイ ド骨格上の水酸基の多くは α面に存在することから,側 鎖上の極性官能基 とあわせて

α面に親水性に富む空間を形成 している。このように単分子中に面状の疎水性領域 と親水性領域を有す

るとい う化学構i造上の特徴によ り,胆 汁酸は界面活性物質 として生体内で機能 し,脂 質の消化吸収にお

いて重要な役割を演 じている。

近年の分子生物学的手法の進歩によ り,胆 汁酸の生体内動態を制御するメカニズムが分子 レベルで明

らかにな りっっある。核内レセプターFXRの 内因性 リガン ドが哺乳類共通の一次胆汁酸であるCDCA

であることが明 らかにされ,胆 汁酸が情報伝達物質 として 自らの動態 を制御 していることが明らか とな

った。また,胆 汁酸の新たな生合成経路(alIernativepathway)お よびこれに関与する酵素群も明 らかに

なり,肝 以外の組織においても生理的な必要性に応 じて胆汁酸の生合成が行われている可能性も指摘 さ

れている。これ ら最近の知見は,胆 汁酸に新規な機能が存在する可能性を示唆するものと考えられる。

最近,中 枢神経系でコレステ ロールあるいはその代謝産物から生合成されるプレグネ ノロンやデヒ ドロ

エ ピアン ドロステロンなどの脳内ステ ロイ ドが,GABAAやNMDAな どの神経伝達物質受容体のアロス

テ リック調節因子 として機能することが明 らかにされ,注 目を集 めている。その一方,コ レステロール

の最 も主要な異化代謝産物である胆汁酸の脳内における存在はほとんど報告がなく,そ の存在の有無や

存在 した場合の生理的意義について興味がもたれる。そこで脳内胆汁酸の解析を目的 として本研究を開

始 し,そ の解析に必要 となる生体内胆汁酸の網羅的な測定方法をまず開発することとした。

胆 汁酸の動態研 究に広 く用 い られてい るラ ッ トは,肝 に胆汁酸 の6位 水酸化活性 を有 してお り,そ の

ため ヒ ト主要胆 汁酸で あ るCA,¢DCA,DCA,UDCA,LCAに 加 えて α一MCA,β 一MCA,HDCAが 多

量 に存 在 し,こ れ らの遊離型,グ リシ ンお よび タウ リン抱合型 が ラッ ト主要胆汁酸 とされ ている。 共通

して酸性官能 基を有 し,か つ熱安定性の低い これ ら24種 胆汁酸 を一斉 かつ高感度 に定量す るた めには,

負イ オ ン検出LCIESI-MSIMSに よる測定 が好適 である と考え,ラ ッ ト主要胆汁酸 のESI-MSに おけるイ

オン化挙動,・MSIMSに お ける開裂挙動,HPLCに お ける保持挙動 を順次精査 した。

その結果,HPLCに お ける保持 のみ な らず,液 相反応 と気 相反応 が動 的に進 行す るESIに おけるイオ

ン化 の挙動解析 におい て も,胆 汁酸お よび共存す る移動相 中のpH緩 衝物質 の酸塩 基解離定数pKaが 非

常 に重 要 な物性 パ ラメー タであ るこ とが判 明 し,こ の知見 に基づ きESI-MSに お ける高感度 一斉 分析 条

件 を設定 で きた。 さらに,ス テ ロイ ド核12位 に α一水酸 基 を有す るCAやDCAで は,こ の水酸基 と側

鎖酸性 官能基 とが分子 内水 素結合 を形成 し,LCIESI-MSIMS分 析 において他 の胆汁酸 とは異 なる特 異な

挙動 を示す こ とが明 らかになった。 この現象 を利 用 してHPLCで の相互 分離 を改善 した結果,24種 ラッ
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ト主要胆汁酸を一斉に分離す ることが可能 となった。この測定条件では全ての胆汁酸において注入量50

pgでSIN>10で あ り,高 感度な一斉分析が可能であった。

以上設定 した測定法に固相抽出による前処理法を組み合わせて生体試料中定量法を構築 し,ラ ッ ト血

清を用いた添加回収実験を行ったところ,ラ ッ ト血清中主要胆汁酸を高精度に一斉定量可能であること

が実証 された。 さらに,本 定量法を絶食モデルラットの血清中胆汁酸濃度測定に応用 したところ,絶 食

による血清中胆汁酸の変動を明確に捕 らえることが可能であ り,本 定量法の胆汁酸動態解析における有

用性が明らかになった。

次いで開発 した定量法を用いラッ ト脳内胆汁酸の検索を行った。胆汁酸はその界面活性作用により細

胞毒性 を示 し,た とえば神経細胞に対す る脱髄作用が知 られている。腸肝循環において胆汁酸輸送を担

い,高 濃度の胆汁酸にさらされる肝あるいは腸の細胞内には,胆 汁酸を強 く結合するダンパクが存在す

ることが知 られてお り,こ のタンパ クが胆汁酸の細胞内輸送 とともに毒性軽減に寄与 していると考えら

れている。脳内に胆汁酸が存在する揚合,同 様にタンパ クと結合 している可能性があることか ら,脳 試

料中からの胆汁酸の抽出操作には十分な注意を払 う必要があると考えられた。そこで,ラ ッ.ト脳の細胞

分画により得 られた各画分に,さ まざまな抽出操作を加え,LCIESI-MSに て胆汁酸の存在を検索 した。

その結果,タ ンパク変性剤であるグアニジンで処理 した細胞質画分から,遊 離型のCA,DCAお よび

CDCAに 相当す るピークが検出され,そ の他の胆汁酸はグリシンおよびタウリン抱合型を含めて検出さ

れなかった。血清中胆汁酸は,血 清 中タンパクと比較的強 く結合 しているが,固 相抽出や熱エタノール

抽出により効率良く抽出可能である。 しか しながら,脳 細胞質画分中のCDCAに 相当するピークはこれ

らの条件ではほとんど抽出されず,グ アニジンで処理 した後に熱エタノール抽出す ることによ り多量に

検出されるようになった。このため,こ のピークに相当する物質は脳内でタンパク質と非常に強 く非共

有結合 してお り,ま たグアニジンでタンパク変性処理せずに熱エタノール抽出を行 うとこの結合タンパ

クに立体的に巻き込まれて沈殿 しているものと考えられた。

脳細胞質画分で検出された3種 のピークは,種 々の移動相条件におけるHPLC溶 出挙動,種 々のESI

条件におけるイオン化挙動および同位体分布比が標品と一致 したことか ら,遊 離型のCA,DCAお よび

CDCAと 同定された。 これ ら胆汁酸の脳内濃度をLCIESI-MSに て定量 したところ,脳 内胆汁酸の大部分

がCDCAで あ り,こ れは既知の脳内ステロイ ドで最も多量に存在するとされているプレグネ ノロンの10

倍に相当す る量であった。またCDCAよ りはるかに少ないCAやDCAで も脳内濃度は代表的な脳内ス

テ ロイ ドであるデヒ ドロエ ピアン ドロステ ロンより高く,脳 内に遊離型胆汁酸が大量に存在 しているこ

とが明 らか となった。なお,DCAに 特異陸の高い抗体を用いたELISAに て脳内DCA濃 度を定量 した と

ころ,LCIESI-MSで の定量 と同様の測定結果が得 られた。

脳内胆汁酸の由来はまだ不明である。ただし,'ラ ット血清中に多量に認められたタウリン抱合型胆汁

酸や,CDCAよ り多量に認められた6位 に水酸基を有するα一MCA,β 一MCAお よびHDCAが,脳 内で

は全 く認められないことから,脳内胆汁酸の由来が循環血からの単純拡散ではないことは明 らかである。

脳には肝で知 られているalternativepathwayに よる胆汁酸生合成に関与する酵素群が発現していることが
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知 られてお り,ま たこの経路の前駆物質にな りえる24一 ヒドロキシコレステロールが脳内に大量に存在

することも知 られている。このことから脳内ステ ロイ ドと同様に脳内での生合成が行われていることも

考えられ うる。特に,こ の経路の最終段階の反応に関与する3α 一HSDの 分子種ファミリーは,ヒ ト肝臓

において胆汁酸の結合タンパクとしても機能 してお り,脳 内CDCAが タンパクと強く結合 している事実

と考え合わせると興味深い。高濃度の胆汁酸は細胞毒性を有するが,脳 内のCDCAは タンパクと結合す

ることにより毒性を示 さない様式で通常は存在 し,必 要時に動員 されて機能を発揮 していることが予想

された。

先述のように血清中ではラッ ト特有の胆汁酸よ り少 ししか存在 しないCDCAが 脳内では大量に存在 し

ていたが,こ のことは哺乳類に共通する一次胆汁酸であるCDCAが 生物進化の早い時期に脳内での機能

を獲得 し,そ れが脂質の消化吸収を行 う腸肝系の胆汁酸 とは異なり,幅 広い動物種で保存されている可

能性が考えられた。

LCIMSを 活用 して高感度な生体試料中胆汁酸の網羅的な定量法を開発 し,脳 内胆汁酸を同定および定

量 した本研究は,脳 内に遊離型胆汁酸が大量に存在 していることを世界で初めて明らかに したものであ

る。今後,本 研究により明らかになった脳内胆汁酸が,生 命科学の新たな研究につながることを大いに

期待する。
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審 査 結 果 の 要 旨

コ レステ ロール の異化代 謝産物で ある胆汁酸 は,肝 臓 にて生合成 され た後,ア ミノ酸抱合体 として胆

管 を経 て腸 へ と排泄 され る。次いで腸壁 よ り再 吸収 され,肝 臓へ と戻 るいわゆ る腸 管循環 を行 っている

が,各 種肝 胆道疾患時 には,尿 中 にも多量排泄 され るよ うになる。 こ うした体内動態 か ら,こ れ まで主

に病 態 との関連 か ら胆汁酸 は取 り上げ られ てきた。 しか し,最 近核 内 レセ プターFXRの 内因性 リガ ン ド

と してそれ 自身の生合成 を制御 してい るな ど,胆 汁酸が情報伝達物質 としての機能 を持つ こ とも明 らか

に され てきてい る。一方,ス テ ロイ ドホル 毛 ンが脳 内にお ける情報 の伝達 に大 きく関わ るこ とが 明 らか

に され注 目を浴びて いるが,同 様 にコ レステ ロール よ り生合成 され る胆 汁酸 については こ うした検 討は

全 く加 え られ ていな い。本論文 は,こ うした観 点か らLCIESI-MSIMSを 用い る感度,特 異性 に優れ る胆

汁酸 の測定法 を構築す る とともに,脳 内にお けるその存在 に検討 を加 えたもの である。

先ず,対 象動物 として ラ ッ トを取 り上 げ,主 要なモ ノー,ジ ー,並 びに トリヒ ドロキシ胆汁酸8種 と

それ らの グ リシ ン,タ ウ リン抱合体計24種 の標 品を用い,LCに お ける溶出挙動,ESI条 件下 にお ける

効率 的:負イ オ ン生成条件 を吟味 し,検 出感度50pg(SIN<10)と い うLCIESI-MSIMSに よる高感度 一斉分

析法 を構築 した。

引き続 き,上 記測 定法 を用 い脳 内胆汁酸 の検索 を行 った。 これ まで胆汁酸 の脳内 にお ける存在 は否定

的 に と らえ られ て きた。 これ は,脳 内にお ける胆汁酸 の存在形 態が関与 してい るもの と推測 され た。そ

こで,1:蛋 白結合 をほ とん どせず存在 してい る,2:血 中アル ブ ミンとほぼ同程度 の蛋 白結 合 をして存在

す る,3:共 有結合 ではない が,脳 内蛋 白質 と強固 に結合 して存在す る,と い う場合 を想定 し,1:蛋 白質

を全 く保持 せず低 分子化合物 のみ を保持 す る固定相 を充填 したカー トリッジによる抽 出,2:0DS固 定相

に牛血 清アル ブ ミンをコー トしたカー トリッジによる抽 出,3:あ らか じめ試料 を高濃度 のグアニ ジンで

処理 し,蛋 白質 のホール ディ ングを解 いた後,熱 エ タノール に よる抽 出 とい う3種 の前処理法 を工夫 し,

比較検討 した。その結果,1で は コール酸2で は これに加 えてデオキシ コール酸 と同 じ保持値 を持つ ピ

ー クが確認 され た。 これ に対 して3で は,さ らにケ ノデ オキシ コール酸 に相 当す る位 置に大 きな ピー ク

が観 察 された 。 これ ら3種 遊離型 胆汁酸 以外 には,ア ミノ酸,硫 酸,グ ル クロン酸抱合体 を含 めて相 当

す る位置 に ピー クは見 られ なか った。 尚,こ れ ら3種 胆汁酸の同定はLCに おける溶 出挙動,MSに お け

る挙 動,並 び に特 異抗体 を用 いた手法 によ り行 った。また,こ れ ら胆汁酸 の濃度 は,前 処理 におい て混

入す る可能 性の ある血 中胆汁酸量 の3,000～60倍 以上 であ り,明 らかに脳 内に存在す る と結論 された。

以上,本 論文 は,脳 内には じめて胆汁酸の存在す る ことを世界 で初 めて証 明す ると伴 に,最 も高濃度 に

存在 す るケ ノデオ キシ コール酸が,脳 内のある種 の蛋 白質 と強 固に結合 している ことを明 らか に した も

ので あ り,胆 汁酸 研究 に新 たな展開 を加 えた もので ある。 よって,本 論 文は博 士(薬 学)の 学位論 文 と

して合格 と認 める。
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