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研究成果の概要（和文）： 

 生活習慣病は酸化ストレスが関与していることから、カラムスイッチング－親水性相互
作用クロマトグラフィー/質量分析法によるチオール化合物の一斉分析法の開発を行った。
試料の前処理操作を自動化したため、精度の高い方法が構築され、マウス血清中還元型お
よび酸化型チオール化合物の同時定量を達成した。チオール化合物は自動酸化を受け、精
確な定量が困難であったことから、さまざまな誘導体化試薬の比較検討を行った。構築し
た分析法を糖尿病マウス血清に適用したところ、還元型および酸化型グルタチオンの濃度
が増加していた。これらの結果からグルタチオン類を測定することは酸化ストレスの指標
となりえることが示唆されたため、非侵襲的に採取が可能な唾液試料への適用を試みた。
その結果、血液中と唾液中グルタチオン類の濃度に相関性が認められたため、唾液試料は
血液試料に代わる生体試料として適用可能であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 An automated online solid-phase extraction method for the determination of the reduced and 

oxidized forms of thiols in mouse serum was developed and validated. Analysis was performed 

with column-switching hydrophilic interaction chromatography coupled with mass spectrometry 

(CS-HILIC-MS). The proposed CS-HILIC-MS method enabled the simultaneous determination of 

reduced and oxidized thiols in mouse serum samples. In addition, interference from endogenous 

compounds was removed by means of the column-switching technique. We also compared the 

effects of derivatization before and after preparing serum from blood samples and found that it was 

necessary to perform the derivatization immediately before preparing serum from blood samples. 

Serum reduced and oxidaized glutathione levels were significantly increased in diabetes mice. Our 

method is expected to be useful for the assessment of the roles of reduced and oxidized glutathione 

in the oxidative state. 
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１．研究開始当初の背景 

チオール含有アミノ酸の分析法は、比色定
量法が用いられていた。また、高感度分析を
目的に、高速液体クロマトグラフィーを用い
た方法も汎用されているが、高極性物質であ
るため、他の共存物質の影響を受け、精度の
高い高感度分析法は構築されていなかった。 

親水性相互作用クロマトグラフィーは
1990 年に Alpert によって報告された新しい
分離方法で、固定相であるシリカゲルの表面
をポリスクシンイミド等で保護し、水やアセ
トニトリルなどの極性溶媒を移動相として
極性の高い物質を分離させる方法である。固
定相および移動相ともに高極性の状態にす
ることで、高極性化合物を保持させることが
可能となるばかりでなく、質量分析計におい
ても分析対象化合物のイオン化の向上がみ
られると考えられた。 

唾液は非侵襲的な採取が可能な検体であ
り、血液試料の代替試料としてモニタリング
分析に有用性があると考えられる。一般に、
唾液中の化学物質は血液中より濃度が低い
ことから報告例が少ない。 

これらの背景から、濃度が低い物質と推定
される当該物質についても高感度分析法を
構築し、唾液中の濃度が低いと推定される抗
酸化物質の一斉分析法の構築も可能である
と考え研究を試みた。 

 

２．研究の目的 

近年、我が国においても生活習慣病である、
糖尿病やがん患者の罹患率が急増している。
この原因として、数々の環境要因や遺伝要因
が密接に関係しているとされているが、疾病
の発病に酸化ストレスが大きく関与すると
の研究成果が報告されている。酸化ストレス
とは生体内における酸化状態と還元状態の
バランスが崩れ、酸化状態に傾くこととされ
ている。この酸化ストレスの原因物質である、
活性酸素またはフリーラジカルは生体膜や
細胞を損傷し、各種疾患を誘発する。従って、
酸化状態において生成する物質（酸化ストレ
スマーカー）を測定することで、生体内の酸
化状態が把握できることが期待される。一方、
酸化ストレスに対応するために、生体はさま
ざまな防御機構を備えており、抗酸化物質が
反応することで過剰に生成した活性酸素な
どを消去する。抗酸化物質として、尿酸やア
スコルビン酸が挙げられるが、特に還元型グ
ルタチオンなど、主にチオール基を有する化
合物はレドックス制御に関与し、生体内の酸
化還元状態をコントロールすることで酸化
ストレスに対応することが知られている。そ

のため、酸化ストレスに陥ると、還元型チオ
ール類の濃度が減少し、酸化型チオール類の
濃度が上昇するため、還元型と酸化型の比を
とることで生体中の酸化ストレスの指標と
して用いることが可能であると考えられる。
そのため、還元型および酸化型チオール化合
物を同時に測定することで、生体内の酸化ス
トレス状態が把握できるとされ、疾病の早期
診断への応用が期待されている。 

一方、グルタチオンに代表されるチオール
化合物は血液を分析することで、その動態を
明らかにすることは可能であるが、採血に伴
う被験者への負担が大きく、感染症の危険性
も懸念される。また、採血権を持つ人が限ら
れているため、酸化ストレス状態を把握する
ためのスクリーニング法として応用が難し
い。 

本研究では、血液試料に代わり、簡便で非
侵襲的な採取が可能である唾液試料を用い、
高極性物質である還元型および酸化型チオ
ール化合物の同時定量の開発を試みる。さら
に、血液中のグルタチオン濃度と比較を行い、
その相関性を検討する。また、生活習慣病の
一つである糖尿病を発症したマウスを使用
し、グルタチオン分析の有用性を調べた。 

 

３．研究の方法 

(1) 親水性相互作用クロマトグラフィー/質量
分析法によるチオール化合物の分析 

チオール化合物の測定には、親水性相互作
用クロマトグラフィー/質量分析法
（HILIC/MS）を使用した。分析カラムには
Merck 社製 ZIC pHILIC（100  2.1 mm, 5 µm）
を採用し、前処理カートリッジに Waters 社製
Oasis HLB（20  2.1 mm）を用いて、カラム
スイッチング法を検討した。チオール化合物
は、まず、還元型を N－ベンジルマレイミド
で誘導体化し、次いで酸化型を N－シクロヘ
キシルマレイミドで反応させる。2 段階の誘
導体化反応を行うことにより同時分析を試
みた。また、マウス血液（全血）は採血直後
に誘導体化を行い、血清を調製する過程での
自動酸化を防いだ。 

 

(2) 生体試料中のチオール化合物の分析によ
る酸化ストレス評価 

構築した分析法を用いて血清中のチオー
ル化合物測定の有用性を検証した。また、糖
尿病モデルマウスを用い、血清中チオール化
合物の動態評価を試みた。糖尿病の疾患モデ
ル実験には、Ⅱ型糖尿病モデルマウスである
BKS.Cg-m+/+ Lepr

db
/J（db/db） を用い、健常

マウスには BKS.Cg-Dock
7m（db/+）の雄を飼



 

 

育した。 

 

４．研究成果 
(1) MS における高感度分析のための誘導体
化試薬の比較 

極性の高いチオール化合物は、高極性物質
の保持に優れた HILIC を用いることで、良好
な相互分離が達成された。また、カラムスイ
ッチング法を採用することで、オンラインの
前処理操作を行い、閉鎖系での処理が可能と
なった。この際、前処理カラムでのチオール
化合物の保持と MS におけるイオン化の促進
を目的に、各種誘導体化試薬を比較検討した。
その結果、N－ベンジルマレイミド、N－シク
ロヘキシルマレイミドでイオン化の促進が
見られ、HLB カラムでの各誘導体の保持が可
能であった（図 1）。また、2 段階で誘導体化
反応を行うことにより、還元型および酸化型
チオール化合物の同時分析を達成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 チオール化合物における誘導体化試薬
の比較 

 

 

(2) 生体試料の前処理方法の検討 

生体試料の分析において、血液中の還元型
グルタチオンは、血清を調製する操作過程で
自動酸化されることが明らかとなった。しか
し、採血直後に誘導体化を行うことにより、
血清を調製する段階での自動酸化を防ぐこ
とが可能となった（図 2）。 

構築した分析法の定量限界は、1～10 μM

（S/N > 10、精度 < 20%）であり、マウス血
清および肝臓の分析に本法を適用した結果、
夾雑物質と良好に相互分離が達成された（図
3）。血清の添加回収試験において、平均回収
率はそれぞれ 87.6～107.5%、R.S.D.は 5 %程
度と良好な結果が得られた（図 4）。以上の結
果から、血清中中チオール化合物の測定にお
いて、高精度な分析法の構築が達成された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 血清調製段階における自動酸化の割合 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 血清中グルタチオンのクロマトグラム 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 分析法のバリデーション 

 

(3) 糖尿病モデルマウスの血清中グルタチオ
ンの測定 

 糖尿病マウス血清中チオール化合物を測
定した結果、グルタチオンにおいて健常マウ
スとの差を確認することができた（図 5）。ま
た、還元型および酸化型がともに減少してい
ることから、本分析法により、酸化ストレス
の糖尿病への関与を支持する結果が得られ
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 糖尿病マウス中グルタチオンの測定 

 

(4) 唾液中グルタチオンの測定 

 構築した分析法を用い、健常者 10 名の血
液および唾液中 GSH、GSSG 濃度を定量した
（図 6）。その結果、血液においては既報の濃
度と比較してほぼ同様の値が得られたこと
から、本分析法の定量値は妥当であると考え
られる。また、唾液試料の有用性を確認する
ために、GSSG/GSH を算出し、全血と唾液の
相関性をみたところ、有意な相関性（ r = 

0.806）が認められた（図 7）。従って、唾液
中 GSH および GSSG を測定することは血液
試料に代わり、酸化および窒素化ストレスを

評価できる有用なバイオマーカーであるこ
とが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 ヒト血液および唾液中グルタチオンの
測定 

（A）：血液試料  （B）：唾液試料 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 ヒト血液および唾液中グルタチオン濃
度の相関性 
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