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研究成果の概要（和文）：  
 プロテオミクス手法を駆使して、脳内胆汁酸の機能解明に挑戦するとともに、胆汁酸シグナ

ル伝達解析法の構築を試みた。まず、成長ホルモンとケノデオキシコール酸の結合につき、ア

フィニティーラベル化法により解析し、受容体結合部位とは異なる部分にケノデオキシコール

酸が結合することが判った。次に、特異的誘導体化法と疑似ニュートラルロスを組み合わせる

リン酸化タンパク質解析法を構築し、本法が複雑なタンパク質混合物中のリン酸化タンパク質

の特定に有用なばかりか、リン酸化部位の同定にも優れることが判明した。さらに、ケノデオ

キシコール酸固定化 cleavable affinity gelを用いて肝細胞中の結合タンパク質の抽出を試み、胆

汁酸結合タンパク質として知られているジヒドロジオールデヒドロゲナーゼのほか、ペルオキ

シレドキシン 1 がケノデオキシコール酸と結合することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 According to proteomics approach, we tried to develop an analytical method for bile acid signal 
transduction and clarify the function of bile acids in the brain.  The results by the affinity labeling 
analysis of growth hormone using chenodeoxycholyl adenylate showed that chenodeoxycholate 
binds to the region different from the growth hormone receptor binding site.  Next, we developed 
an analytical method of phosphorylated proteins using the specific derivatization and the double 
pseudo-neutral loss extraction on nanoLC/ESI-MS/MS.  We found its usefulness for identification 
of phosphorylated proteins in complex protein mixtures and identification of phosphorylated sites.  
In addition, we extracted chenodeoxycholate-binding proteins in hepatocytes by using the 
chenodeoxycholate-immobilized cleavable affinity gel, and identified dihydrodiol dehydrogenase, 
which is known as a bile acid-binding protein in the hepatocyte, and peroxiredoxin 1. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 胆汁酸は、その特徴的な分子構造から界面

活性作用を有するため、神経軸索を脱落させ

ることが知られており、古くから脳内におけ

る存在は否定されてきた。最近、研究代表者

らは、脳内に遊離型胆汁酸の存在することを

見出し、それがある種のタンパク質と結合し

ている可能性を指摘するとともに（J. Lipid 
Res., 2004: 45, 295-300）、ケノデオキシコール

酸（CDCA）が成長ホルモン（GH）と結合す

ることを明らかにしている。一方、研究代表

者らは、ごく最近ヒト脳の黒質に特異的に発

現する新規胆汁酸トランスポーターを見出

し、脳内胆汁酸が神経精神疾患の発症と密接

に関連する可能性も指摘している。 
 胆汁酸は、肝細胞等における効率の良い輸

送機構により腸肝循環している。近年、胆汁

酸が核内レセプターFXR のリガンドである

こ と が 報 告 さ れ （ Science, 1999: 284, 
1362-1365; 1365-1368、その結合が自身の生合

成律速酵素 CYP7A1 の転写を抑制すること、

また自身の腸肝循環に関わる一連の輸送タ

ンパク質の発現を調節することも明らかに

されている。このため、胆汁酸が新たなシグ

ナル分子として注目され、最近では酸化スト

レスやアポトーシス、がん化への関与も指摘

さ れ て い る （ Carcinogenesis, 2002: 23, 
1281-1288; Hepatology, 2002: 36, 49-54; 
Biochem. Pharmacol., 2002: 64, 1661-1667他）。

そればかりか、糖代謝との関連も指摘されて

おり（J. Biol. Chem., 2003: 278, 39124-39132）、
そのシグナル分子としての機能の解明が望

まれている。 
 
２．研究の目的 
 
 脳内胆汁酸の生理機能を解明するには、胆

汁酸分子そのものと、結合タンパク質の両面

からの解析が重要となる。最近、研究代表者

らは、ジスルフィドリンカーを介して低分子

リガンドを固定化したゲルを開発し、これに

よる小分子結合タンパク質の特異的解析法

を考案した（Anal. Chem., 2006: 78, 4668-4675）。
本研究の目的は、脳内胆汁酸トランスポータ

ーの局在と機能を解明するとともに、胆汁酸

シグナルの情報伝達解析法を構築して GH と

胆汁酸の脂質・糖代謝調節との関連を精査す

ることである。 
 まず、タンパク質のリン酸化・脱リン酸化

解析、タンパク質相互作用解析を含むシグナ

ル伝達解析法を構築し、胆汁酸がシグナル分

子として機能することを明らかにする。また、

脳内胆汁酸及びそのトランスポーターの生

理機能を解明して、脳内胆汁酸シグナルの役

割を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
 
(1) 脳内トランスポーターの局在と機能解析 
 
 研究代表者らが開発した蛍光標識プロー

ブである NBD 標識胆汁酸（J. Lipid Res., 2006: 
47, 1196）のカルボキシ末端にシスタミンを

結合させ、活性化磁気ナノビーズと結合して

NBD 標識胆汁酸固定化ビーズを調製する。こ

れを培養細胞と混合し、胆汁酸結合膜タンパ

ク質を捕捉した後、蛍光画像から結合タンパ

ク質の局在を解析する。リンカーを切断後、

生じた SH 基とタンパク質分子表面のアミノ

基を cross-linking試薬を用いて連結し、タン

パク質を可溶化して酵素消化し、MS を用い

て結合タンパク質を解析する。 
 一方、哺乳類発現ベクターとホスト細胞を

用いて安定発現細胞株を樹立し、ノザンブロ

ット解析及び in situ ハイブリダイゼーション

により、 mRNA レベルで Slc10a4 及び

SLC10A4の局在を解析する。 
 
(2) 胆汁酸と成長ホルモンの結合解析 
 
 ラット血清から血清アルブミンなどのハ

ウスキーピングタンパクを除去した後、

CDCA固定化 cleavable affinity gelを用いて結

合タンパク質を抽出する。ゲル電気泳動法に

よりタンパク質を分離後、MS により解析し、

GH と CDCAの結合の有無を確認する。 
 一方、CDCAアシルアデニレートをアフィ

ニティラベル化剤として用い（Biochemistry, 
2004: 43, 2041）、ラット GH をラベル化して

結合部位を解析する。 
 
(3) リン酸化タンパク質解析法の構築 
 
 タンパク質混合試料を還元アルキル化後、

水酸化バリウム共存下で生成する α,β-不飽和

ケトンに N-(4-ブロモベンジル)アミノエタン

チオールを作用させる。タンパク質を酵素消

化後、nanoLC/ESI-MS/MS分析に付す。本試

薬は Br を有するため、誘導体化ペプチドの

み 2 マスユニット差で強度比が約 1:1の特徴

的なイオンを生成する。これを利用する疑似

ニュートラルロス解析により、複雑な夾雑物

中からリン酸化ペプチドのみを選択的に特

定する。 
 さらに低エネルギーCID により、配列解析

を行い、上記の特徴的なスプリットパターン

から誘導体化部位を特定する。 
 
(4) 胆汁酸結合タンパク質の選択的抽出 
 
 CDCA固定化 cleavable affinity gelを用いて、

ラット肝臓やヒト肝由来細胞中の CDCA 結

合タンパク質を解析する。ジスルフィドリン



 

 

カーの導入位置によって、抽出できる結合タ

ンパク質の性質が異なることが考えられる。

すなわち、側鎖末端にリンカーを接続したゲ

ル A と、3位水酸基を起点としてリンカーを

導入したゲル B を調製し、ヒト由来細胞抽出

物及びラット肝細胞質画分と混合し、CDCA
結合タンパク質を捕捉する。ゲルを洗浄後、

リンカーを還元的に切断し、酵素消化した後

に nanoLC/ESI-MS/MSに付し、抽出したタン

パク質を解析する。 
 
４．研究成果 
 
 胆汁酸輸送に関与する可能性が指摘され

ている脳内トランスポーターSLC10A4 の局

在を解析するため、まず SLC10A4 発現ベク

ターを作製し、培養細胞（MDCKII 及び

CHO-K1）に遺伝子導入して安定発現細胞を

樹立した。これを用いて、胆汁酸の輸送につ

いて検討したところ、CDCA及びウルソデオ

キシコール酸が輸送されることが判明し、脳

黒質に局在する SLC10A4 が胆汁酸輸送能を

有することが示唆された。しかしながら、細

胞内への取り込み量は、コントロールに比べ

て 1.3～1.8倍程度であり、それほど輸送能は

高くないことが明らかとなった。 
 次に、CDCA固定化 cleavable affinity gelを
用いて結合タンパク質を捕捉後、ジチオスレ

イトールを作用させてジスルフィドリンカ

ーを切断し、生じた SH 基とタンパク質表面

のアミノ基を結合可能な cross-linking試薬の

開発を試みた。しかしながら、いくつかの試

薬を用いて共有結合形成を試みたものの、再

現性良く cross-linking可能な試薬の調製には

至らなかった。また、NBD を用いて蛍光標識

した cleavable affinity gelの調製を試みたが、

光安定性が十分ではなく、そのままでは

CDCA結合タンパク質の分布解析に使用する

ことが困難であることが明らかとなった。 
 ラットGHにCDCAアシルアデニレートを

作用させてアフィニティーラベル化を行っ

たところ、それほど親和力は強くないものの、

GHレセプター部位とは異なる部位で、CDCA
が結合する可能性が示唆された。次に、血液

中におけるGHとCDCAの結合につき調べる

ことを目的に、血清アルブミンを除去したラ

ット血漿に CDCA固定化 cleavable affinity gel
を添加し、結合タンパク質の抽出を試みた。

リンカーの還元的切断反応により回収した

タンパク質混合物を二次元ゲル電気泳動法

により分離後、銀染色したところ、いくつか

のタンパク質スポットが認められた。それら

をゲル内消化後、MS 解析した結果を基にデ

ータベース検索したところ、目的の GH は認

められなかったものの、グルタチオンペルオ

キシダーゼが同定され、しかもそれが翻訳後

修飾されたと思われる複数のスポットも認

められた。血液中の GH はきわめて微量であ

り、本法では CDCAとの結合を解析するには

不十分であることが判った。 
 引き続き、胆汁酸シグナル伝達解析法を構

築するため、まずリン酸化タンパク質の特異

的解析法につき検討することにした。リン酸

化ペプチドをアルカリ処理することによっ

て生じる α,β-不飽和ケトンに対して、ブロモ

基を有する N-(4-ブロモベンジル)アミノエタ

ンチオールを作用させて誘導体化した。次い

で、低エネルギーCID による MS/MS パター

ンを詳細に調べたところ、ブロモ基由来の強

度比 1:1 の同位体のスプリットパターンが明

確に認められ、さらにそれを目印にリン酸化

部位の特定も容易になる可能性が示唆され

た。次に、誘導体化ペプチドを効率的に抽出

可能な疑似ニュートラルロスによるプログ

ラムの開発を行った。その結果、2 マスユニ

ット差で強度比 1:1 のスプリットパターンを

示すプロダクトイオンを有し、かつ相当する

ニュートラルロスを伴うフラグメントパタ

ーンを示すペプチドを効率的に抽出できる

ことが明らかとなった。 
 そこで、本プログラムの実用性を検証する

ため、牛血清アルブミンのトリプシン消化物

に対して、合成ペプチド FAGSSYApSFKの誘

導体化物を混合し、nanoLC/ESI-MS/MS分析

した。その結果、本プログラムを用いること

により、容易にリン酸化ペプチドを特定でき、

さらに MS/MS 解析によりリン酸化部位の特

定も可能であることが判った。次に、β-カゼ

インを含む 10 種のタンパク質混合物を還元

アルキル化後、アルカリ処理し、N-(4-ブロモ

ベンジル)アミノエタンチオールにより誘導

体化した後に、酵素消化した。得られたペプ

チド混合物を nanoLC/ESI-MS/MS分析したと

ころ、962 のプロダクトイオンマススペクト

ルが得られた。疑似ニュートラルロス抽出す

ると、β-カゼイン由来のリン酸化ペプチドの

みがピークとして認められ、本法により、複

雑な混合物中のリン酸化ペプチドを容易に

特定できることが明らかとなった。 
 次に、胆汁酸結合タンパク質の特異的抽出

に関する検討を行った。2種の CDCA固定化

cleavable affinity gel、すなわち側鎖末端にリン

カーを接続したゲル A と、3 位水酸基を起点

としてリンカーを接続したゲル B を用いて、

ヒト肝がん由来の HepG2 細胞及びラット肝

より調製した可溶性画分と混合し、CDCA結

合タンパク質の抽出を試みた。その結果、ゲ

ル A を用いるとき、HepG2細胞からペルオキ

シレドキシン 1 が効率的に濃縮され、本タン

パク質が CDCAの A、B 環付近と直接結合す

ることが示唆された。一方、ゲル B を用いる

とジヒドロジオールデヒドロゲナーゼが濃

縮され、従来から胆汁酸と結合することが知

られている本タンパク質が、主に、C、D 環



 

 

や側鎖周辺を認識していることが判った。ま

た、ラット肝を用いた場合もペルオキシレド

キシン 1 が濃縮され、本タンパク質との結合

は種を超えて共通であることが明らかとな

った。さらに、ラット肝における胆汁酸結合

タンパク質として知られているグルタチオ

ン S-トランスフェラーゼも効率的に抽出さ

れ、本法が胆汁酸結合タンパク質の特定に有

効であることが実証された。 
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