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研究成果の概要（和文）： 糖脂質代謝に関与する多種類の生体成分の複合動態解析を可能なら
しめる分析システムを開発し、新たなメタボリックシンドローム評価法の基礎を確立した。血
中 FFA、ステロール類などを高感度・高精度に定量できる分析システムは、病態モデル動物の
血中動態分析へ適用でき、実用性に優れることを明らかにした。さらに、統計学的観点に基づ
く動態データの解析法を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）： The multiplex analytical methods for determining compounds of 

biological importance were developed to examine the progression of metabolic syndrome.  

Dynamic analyses of plasma free fatty acids, cholesterol, and pathologically important 

sterols in animal model of disease were performed by sensitive and precise HPLC with 

electrochemical detection.  Moreover, a novel analytical strategy based on statistics aspect 

was shown to be applicable to examine the interaction between free fatty acids and blood 

glucose level.  It was concluded that the present methods were useful various kinetic 

studies in clinical fields.    
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１．研究開始当初の背景 

メタボリックシンドロームは、インシュリ
ン抵抗性を基礎とした病態の代謝症候群で
あり、飽食や生活習慣の変化・高齢化を抱え
た我が国では、約 2千万人がメタボリックシ
ンドローム又はその予備軍と考えられてい
る。メタホリックシンドロームの診断項目と

して、ウエスト周囲径、血中のトリグリセリ
ド、血中の高比重リポタンパク-コレステロー
ル（HDL-C）、血圧、空腹時の血糖、アルブ
ミン尿などがあるが、アメリカ糖尿病学会や
欧州糖尿病学会などでは、これらの診断基準
には欠陥がありとする議論や討論が行われ
ている。 

機関番号：32659 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21550089 

研究課題名（和文） 複合動態解析に基づくメタボリックシンドローム評価法の開発 

                     

研究課題名（英文） Method Development for Assessing the Progression of Metabolic 

Syndrome by Multiplex-dynamic Analysis of Compounds of Biological 

Importance 

研究代表者 

楠 文代（KUSU FUMIYO）  

東京薬科大学・薬学部・教授 

研究者番号：70057371 

 

 



 

 

このように、現行のメタボリックシンドロ
ームの診断基準のあいまいさには、メタボリ
ックシンドロームが代謝に着目した疾患で
ありながら、トリグリセリド、HDL-C、空腹
時血糖などが１点の測定値であり、それらの
日内変動などの動態に着目していない背景
があると考えられる。そこで、的確な基準を
設け信頼性に優れた診断を下すためには、イ
ンシュリン抵抗性に直接関係する血糖と脂
質などの生体成分の動態分析が不可欠あり、
これを実践するための高感度・高精度分析法
の開発が必要であると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、糖脂質代謝に関与する多種類
の生体成分の複合動態解析に基づくメタボ
リックシンドローム評価法を新たに開発す
ることを目的とする。本研究は、次の 3段階
からなる。 

（1） 糖脂質代謝に関与する生体成分の分
離定量法の確立 

糖脂質代謝に関与する生体成分として、グ
ルコース、トリグリセリド、FFAs（パルミチ
ン酸、ステアリン酸、オレイン酸）、コレス
テロール、ステロール類などの定量法を確立
する。メタボリックシンドローム評価法とし
て、分析システムを確立するためには、最終
的に、ヒトが摂食等通常の生活を行いながら
１日数回の指尖頭毛細管血の自己採血した
サンプルを分析できる方法でなければなら
ない。すなわち、μL オーダーの試料量で精
度良く定量できる方法として開発・改良を行
う。 

（2） 健常ラット及び 1 型糖尿病モデルラ
ットの糖脂質代謝に関与する生体成分の動
態解析 

標準血清を用いて、血糖、血中の FFAs、
コレステロール類、トリグリセリドについて、
クリーンアップ、加水分解などの前処理、電
気化学検出 HPLC を含む分析の手順を確立
する。電気化学検出 HPLCの分析法バリデー
ションも実施し、開発した分析システムの性
能を評価するとともに改良を図る。 

次にラット或いはマウスを対象として、こ
れらの成分の日内変動を追跡し、メタボリッ
クシンドロームを反映する動態変化を明ら
かにする。 

（3） 動態データ解析法の確立 

糖脂質代謝に関与する生体成分の動態分
析によって得られる時間－濃度プロファイ
ルから、動態パラメータを得る。さらに、新
たな解析手段として統計学的な方法を導入
する。すなわち、血糖値、数種の FFAs、コ
レステロールのそれぞれにつき周期性を調
べる自己相関の解析、血糖値と FFA など２
成分間の相関解析法を開発し、健常ラット及
び 1型糖尿病モデルラットでの特徴を明らか

にする。 

 

３．研究の方法 

（1） アイソクラティック電気化学検出
HPLC 

コレステロール、酸化ステロール、コレス
タノール、ラソステロールなどのステロール
類の定量のために、アイソクラティック電気
化学検出 HPLCを開発した。 

移動相には、過塩素酸リチウムを支持電解
質として含むアセトニトリル溶液を用いた。
カラムには、Develosil C30 或いは YMC-Pak 

ODS-ALを使用した。 

各ステロール類の測定電位は、+1.9 V vs. 

Ag/AgCl（酸化ステロール）、+2.9 V vs. 

Ag/AgCl（コレスタノール）、+2.8 V vs. 

Ag/AgCl（ラソステロール）に設定し、作用
電極にはグラッシーカーボンを使用した。一
方、コレステロールの測定電位は、+2.4 V vs. 

Ag/AgClに設定し、ボロンドープダイヤモン
ドを使用した。 

（2） ポストカラム電気化学検出 HPLC 

FFAの定量のために、移動相とカラムから
なる分離系にキノン試薬溶液を合流させる
ポストカラム電気化学検出 HPLCを開発し
た。移動相には、アセトニトリル－エタノー
ル（80:20）混液、キノン試薬溶液には 3,5-

ジ-tert ブチル 1,2ベンゾキノンと過塩素酸
リチウムを含むアセトニトリル－エタノー
ル（80:20）混液を用いた。カラムには
Develosil C30 UG を用いた。電解セルの作
用電極にはグラッシーカーボンを用い、測定
電位は－0.09 V vs. Ag/AgClとした。 

（3） カラムスイッチング電気化学検出
HPLC 

大豆イソフラボンの定量のためにポンプ 2

基、スイッチングバルブ、トラップカラムに
Capcell pak C18 UG120（50 × 1.0 mm i.d.）、
分析カラムに Capcell pak C18 UG120（150 

× 1.0 mm i.d.）2本、電気化学検出器 2基、
記録計を用いてカラムスイッチング電気化
学検出 HPLCを開発した。 

試料溶液注入 17分後にスイッチングバル
ブを切替え、移動相：水/メタノール/リン酸
（70:30:0.5）混液を用いてダイジンとゲニス
チンを、移動相：水/メタノール/リン酸
（50:50:0.5）混液を用いてダイゼインとゲニ
ステインをトラップカラムから各々の分析
カラムへ溶出させた。電解セルの作用電極に
は、グラッシーカーボンを用い、測定電位は
＋0.9 V vs. Ag/AgCl にとした。 

（4） 実験動物 

1型糖尿病モデルラットは、Wistar系ラッ
ト（雄、8週齢）にアロキサンを腹腔内投与
して作製した。マルトース及び糖尿病治療薬
は、16時間絶食したラットに経口投与した。 
高ラソステロール食ラットは、Wistar系ラ



 

 

ット（雄、8週齢）に 0.2％ラソステロール及
び 10％紅花油を含むラット用食餌を 6日間
与えて作製した。 

高コレスタノール食マウスは、BALB/c系
マウス（雄、4週齢）に 1％コレスタノール
を含むマウス用食餌を 2週間与えて作製した。 
ラットの血液は尾静脈から採血し、マウス

の血液は心臓から採血した。得られた血液は
血清またはヘパリンで処理して血漿とし、各
種生体成分の定量に使用した。 

 

４．研究成果 

（1） 糖脂質代謝に関与する生体成分の高
感度・高精度分析法の確立 

① 遊離脂肪酸（FFA） 

FFA は糖脂質代謝に関与する重要物質で
あるが、生理的因子により影響を受けやすい、
簡易な分析法がないことを理由に、病態把握
を目的とした測定は行われてこなかった。本
研究では、病解把握に適応できる分析法とし
て、FFAを簡便かつ微量サンプルで測定でき
る電気化学検出 HPLCを開発した。具体的に
は、キノンの電解還元に基づく酸検出を利用
したポストカラム電気化学検出 HPLC を開
発した。5種類の FFAのピークはクロマトグ
ラム上に、約 30 分以内に得られ、そのピー
ク高さは FFA 量 3.75～850 pmol の範囲で
相関係数 0.999以上の直線性を示した。本法
は、血中 FFA の動態分析を行う上で、充分
な感度と精度を有することを示した。 

② 酸化ステロール 

メタボリックシンドロームの終末像であ
る心筋梗塞は、冠動脈における動脈硬化を基
盤として発症する。動脈硬化の原因と考えら
れている酸化 LDL（低比重リポタンパク質）
に含まれる動脈硬化惹起性物質のうち、コレ
ステロールの酸化体である酸化ステロール
（7種）に注目して、電気化学検出 HPLCに
よる分析法を開発した。本法は、12.5～250 

pmol の範囲で相関係数 0.999 以上の直線性
を示し、日内及び日間変動の相対標準偏差
（RSD）3%以下の、高感度かつ高精度な測
定が可能であった。ヒト血清から超遠心法に
よって精製したLDLを銅(II)イオンで処理し
て酸化 LDL を調製し、本法を用いて酸化ス
テロールを一斉分析したところ、回収率
78.0%以上、RSD が 3.0%以下であった。本
法は、酸化 LDL の動脈硬化惹起性のメカニ
ズムの解明に有用な手法となると考えられ
る。 

③ コレスタノール 

コレスタノールは、コレステロールの 5-

還元体である。脳腱黄色腫症患者では、ステ
ロール 27 位水酸化酵素の障害によって血清
中コレスタノールが高値を示す。本研究では、
コレスタノールの電気化学検出 HPLC を用
いて高コレスタノール食負荷ラットの血中

コレスタノールの定量を行い、本測定法が脳
腱黄色腫症の有益な診断法として適用でき
ることを示した。 

④ 大豆イソフラボン 

大豆イソフラボンは抗動脈硬化作用を有
するが、その脂質代謝に及ぼす影響を明らか
にするためには、感度に優れた動態分析方法
を開発する必要がある。本研究では、ピコグ
ラムレベルのイソフラボンを定量できる電
気化学検出 HPLCを開発し、ラット血中イソ
フラボンの定量へと応用した。 

 

（2） 健常ラット及び 1 型糖尿病モデルラ
ットの糖脂質代謝に関与する生体成分の動
態解析 

① 簡易採血法の確立と血液試料の取り扱
いにおける頑健性の評価 

本分析システムが、メタボリックシンドロ
ームの診断基準に用いられる診断法として
臨床へ適応されるには、ヒトが摂取等通常の
生活を行いながら 1日数回、指尖頭毛細血管
から自己採血した血液がサンプルとして分
析でき、実用性と汎用性に優れることを示す
必要がある。そこで、動態分析に先立って、
簡易採血法の確立と血液試料の取り扱いを
含む前処理方法の検討を行った。 

その結果、健常人より穿刺器具で採血した
数十 μLの血液で、食後の血糖値・血中 FFA・
血中トリグリセリドの同時モニタリングの
実施に成功した。特に、血中 FFA 測定時に
行う前処理方法はエーテル抽出だけであり、
LC/MS 等の分析法に比べて簡便かつ容易で
ある。これより、頑健性に優れた前処理方法
を確立できた。 

② 動態解析用電気化学検出 HPLC の分析
バリデーションの実施 

本分析システムが的確なメタボリックシ
ンドロームの診断法とするために、動態解析
用電気化学検出 HPLCに対して、分析バリデ
ーションを行って改良を重ねた。ラソステロ
ールの新規電気化学検出 HPLC の分析バリ
デーションを実施し、定量分析法としての信
頼性に優れていることを示した。 

また、コレステロールの電気化学検出
HPLCに対しては、確率論的観点に基づくノ
イズ解析法が活用できることを示した。本ノ
イズ解析法は、感度と精度を容易に評価でき
る手法であることが判った。 

③ 1型糖尿病モデルラットにおけるFFAの
動態分析への応用 

本分析システムを 1型糖尿病モデルラット
の血中 FFAの動態分析へ応用した。1型糖尿
病モデルラットの血中オレイン酸は健常ラ
ットに比べて著しく高濃度であった。インス
リンを静脈内投与したところ、1 時間後に血
糖値と FFA は顕著に減少し、健常ラットと
ほぼ同じレベルを 7 時間後まで維持できた。



 

 

本法は、FFAの糖尿病に対する影響の解明や
糖尿病治療薬を評価する分析法として有用
であると考えられる。 

 

（３）動態データの統計学的解析方法の開発 

本分析システムを用いて、健常ラット、1

型糖尿病モデルラット、高脂質食負荷ラット
について糖脂質代謝に関与する生体成分の
動態解析を行い、得られたデータの統計学的
解析を試みた。ここでは、マルトース負荷後
の 1 型糖尿病モデルラットについて、血中
FFA と血糖値の時間－濃度プロファイルを
用いた統計学的解析結果を示すこととする。 
血中 FFA の自己相関では、アラキドン酸

のみに自己相関が観察された（r > 0.3, τ=0.5

～3 h）。血中 FFA と血糖値の 2 成分間にお
ける相互相関では、リノール酸、オレイン酸、
パルミチン酸について相互相関が観察され（r 

> 0.5, τ=1.5～2 h）、約 2時間前の血糖値が血
中 FFA 濃度に影響を与えている可能性が示
唆された。 
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