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研究成果の概要（和文）：イソプレノイド化合物のファルネシルピロリン酸(FPP)は、細胞増殖に関与し新しい抗がん
剤のターゲットとして注目されている。そこで、LC-MS/MSおよびヘッドスペースGC-FIDを用いた高感度定量法を開発し
、細胞培養系によるイソプレノイドの代謝に関係する化合物の作用評価に応用した。また、ヒト血漿中の濃度測定を行
い、健常人とがん患者の濃度を比較した。
確立した本定量法は、化合物のビスホスホネート薬およびザラゴジン酸、ポリフェノール化合物のヘスペレチンおよび
ナリンゲニンの機能評価に有用であった。また、肺がん患者の血漿中FPP濃度が健常人より低値であることを認め、が
んとの関連性が示唆された。
。

研究成果の概要（英文）：Isoprenoids are intermediates of cholesterol biosynthesis, and also the 
precursors of Ras proteins related to cell proliferations. Recently, an inhibitory effect of 
bisphosphonate or statins on the biosynthesis of isoprenoid (especially, farnesyl pyrophosphate, FPP) has 
been noted as a target of an anti-cancer drug. In this study, we have developed a highly sensitive 
determination method of isoprenoids by LC-MS/MS and headspace GC-FID, and then applied to human 
hepatocellular carcinoma (HepG2) cells and human plasma samples.
Established analytical method was useful for functional estimation of bisphosphonate, zaragozic acid and 
polyphenols of hesperetin and naringenin by HepG2 cell culture. Furthermore, FPP concentration levels of 
lung cancer patients’ plasma were inclined to be lower than those of healthy volunteers’ plasma. 
Therefore, it was suggested that plasma FPP might be utilized as tumor marker.

研究分野： 臨床分析化学
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１．研究開始当初の背景 
コレステロール合成経路中のイソプレノ

イド化合物（IPP、DMAPP、FPP、GPP およ
び GGPP）は細胞増殖に関係するタンパク質
の修飾に関与しており、新しい抗がん剤のタ
ーゲットとして注目されている。ところが、
これらイソプレノイド化合物は血漿中にご
く微量しか存在せず、MS 測定で妨害となる
リン脂質と同じリン酸基を持つため、血漿へ
の応用は難しく、血漿中濃度は殆ど明らかに
されていない。 

 
２．研究の目的 

(1)イソプレノイド化合物の定量方法 
固相抽出法でリン脂質のみを除去するこ

とで高感度測定可能なイソプレノイド化合
物の LC-MS/MS 法を確立する。イソプレノイ
ド化合物の中でも DMAPP および IPP は異性
体の関係にあり、LCでは分離が難しいため、
DMAPP を酸加水分解して生成されるイソプ
レンをヘッドスペース GC-FID 法で定量する
ことで DMAPP を選択的に定量する。このヘ
ッドスペース GC-FID 法および LC-MS/MS 法
と組み合わせることでイソプレノイド化合
物の定量を行う。 

 
 (2)細胞培養系への応用 
細胞培養系を用いてこの定量法を抗がん

剤の評価に応用し、新規抗がん剤として提案
する。 
 
(3)ヒト血漿検体への応用 
この定量法を血液検体に応用し、これま

で明らかにされていなかった血漿中イソプ
レノイド濃度を明らかにし、がんバイオマー
カーとしての可能性を探る。 
 
３．研究方法 
(1)イソプレノイド化合物の定量方法 
①LC-MS/MS 定量法  

LC-MS/MSを用いたイソプレノイド化合物
の定量法を確立した。まず、アセトニトリル
による除タンパクを行った後、リン酸基を
認識する Hybrid SPE-Phospholipid を用いて
固相抽出を行った。洗浄後、イソプレノイ
ド化合物のみを溶出させ、この溶出液を
LC-MS/MSで定量した。LC-MS/MSはMRM
モードで行うことで感度良く測定できた。 

 
②ヘッドスペース GC-FID 法  
イソプレノイド化合物の DMAPP に 1 

mol/L 硫酸を添加し、70℃、60 分加温する
ことで加水分解させ、生成されるイソプレ
ンを、ヘッドスペース GC-FID 法を用いて
定量する。本法を選択的に DMAPP を定量
する方法として確立した。 

 
(2)細胞培養系への応用 
 ヒト肝がん由来 HepG2 細胞を用いて、脂質
含有量の少ない LPDS を用いて培養した。こ

のコレステロール合成系を亢進させる実験
系を用いることで、イソプレノイド化合物の
合成を促進させた。この実験条件下で、FPP
合成酵素阻害作用のあるビスホスホネート
薬（パミドロネートリセドロネート、クロド
ロネートおよびエチドロネート）、クロロゲ
ン酸、ザラゴジン酸、ポリフェノール（ナリ
ンゲニン、ヘスペレチン、エピガロカテキン
およびダイゼイン）を共に培養し、細胞培養
上清あるいは細胞内のイソプレノイド化合
物濃度を、LC-MS/MS 法およびヘッドスペー
ス GC-FID 法を用いて定量し、作用評価した。 
なお、評価物質はあらかじめ細胞毒性を検討
し、細胞毒性が認められない濃度で評価を行
った。 
 
(3)ヒト血漿検体への応用  
アセトニトリルで除タンパクのみを行う

簡便な前処理法を用いて、ヒト血漿中イソプ
レノイド化合物濃度の測定を行った。血漿マ
トリックスによる感度変化が認められたこ
とから標準添加法を用いて定量を行った。測
定法の検証には、市販されている健常人血漿
を用いて行った。検体測定には、研究協力者
の佐賀大学木村晋也博士から供与された健
常人血漿検体 7 名、肺がん患者血漿検体 106
名について検討を行った。なお、臨床検体は、
新潟薬科大学倫理委員会の承認を経てから
行った（承認番号 004、平成 24 年 12 月 7 日）。 
 
４．研究成果 

(1) イソプレノイド化合物の定量方法 
LC-MS/MS を用いて、IPP、DMAPP、FPP、

GPP および GGPP の 5 成分の定量法を検討し
たところ、IPP と DMAPP の混合物、FPP、
GPP および GGPP が分離定量できた。分離で
きない IPP および DMAPP については、ヘッ
ドスペース GC-FID 法を用いて DMAPP のみ
を酸加水分解し、生成したイソプレンを定量
することで DMAPP を定量した。また、
LC-MS/MS 法においては、リン酸基を特異的
に認識する固相抽出カラム 
(HybridSPE-Phospholipid)を用いてリン酸基を
持つイソプレノイド化合物および血漿中や
細胞内のマトリックスであるリン脂質をト
ラップさせ、溶出液にアンモニア水を用いる
ことでイソプレノイド化合物の中でも極性
の高い IPP および DMAPP のみを溶出させる
前処理法を確立した。 

 
(2)細胞培養系への応用 
LC-MS/MS法を用いて細胞培養系に応用し、

ヒト肝がん由来 HepG2 細胞に FPP 合成酵素
阻害薬であるビスホスホネート薬を添加す
ると、細胞培養液上清中に濃度依存的に IPP
および DMAPP の蓄積を確認することができ
た。さらに FPP 合成酵素阻害作用の強さにつ
いても評価でき、パミドロネート、リセドロ
ネート、クロドロネート、エチドロネートの
順であった。 



次に、ヘッドスペース GC-FID 法を用いて
細胞培養系に応用し、ヒト肝がん由来 HepG2
細胞にFPP合成酵素阻害薬であるビスホスホ
ネート薬を評価したところ、ビスホスホネー
ト薬の中でもFPP合成酵素阻害作用が強いと
言われているリセドロネートおよびパミド
ロネートについて細胞内外において DMAPP
の蓄積が確認できた。この結果は、LC-MS/MS
法の測定結果とほぼ同様の結果であった。 

また、イソプレノイド化合物に作用する物
質として、コレステロール合成阻害作用をも
つクロロゲン酸を評価したところ、FPP およ
び GGPP の増加は認められなかった(data 
not shown)が、スクワレン合成阻害作用のあ
るザラゴジン酸では、濃度依存的に FPP およ
び GGPP の増加が認められた(p<0.05, student 
t-test)。 

 次に、ポリフェノールについても同様に検
討を行ったところ、茶カテキンであるエピガ
ロカテキンおよび大豆由来ダイゼインにつ
いては大きな変化が認められなかったが、柑
橘由来のナリンゲニンおよびヘスペレチン
において FPP の減少が認められた。 
以上より、ザラゴジン酸および柑橘由来ポ

リフェノール（ナリンゲニンおよびヘスペレ
チン）が、細胞増殖に関与するイソプレノイ
ド化合物に対する新しい作用を持つことが

示唆された。 

 
 (3)ヒト血漿検体への応用 
 ヒト血漿中イソプレノイド化合物の定量
においては、有機溶媒による簡便な除タンパ
クのみの前処理を行う LC-MS/MS 法を用い
て測定を行った。IPPおよびDMAPP混合物、
GPPおよびGGPPは検出限界以下であったが、
FPP は定量可能であった。FPP の検量線は良
好な直線性を示したが、血漿マトリックスの
存在に伴う MS 感度の相違が認められた｡そ
のため、標準添加法を用いて血漿試料を測定
したところ、比較的安定して測定することが
できた。本定量法をガン患者試料中の FPP 濃
度測定に応用したところ、約 0.273+0.137 
ng/mL, n=106)と得られ、健常人(0.423+0.101 
ng/mL, n=7)よりも低値を示した。健常人の検
体数を増やして確認する必要があるが、FPP
定量とがんとの関連性が示唆された。 

 
以上をまとめると、LC-MS/MS 法およびヘ

ッドスペース GC-FID 法を用いてイソプレノ
イド化合物の定量法を確立し、培養細胞系を
用いてイソプレノイド化合物に対して作用
する化合物の評価を行った。FPP 合成酵素阻
害作用のあるビスホスホネート薬において
は、IPPおよびDMAPPの増加が認められた。
また、ザラゴジン酸においては、FPP の増加
が認められた。一方、ポリフェノールのナリ
ンゲニンおよびヘスペレチンにおいては、
FPP の減少が示唆され、イソプレノイド化合
物に作用する新規の物質として見出すこと
ができた。。 
さらに、ヒト血漿中のイソプレノイド化合

物の定量を行ったところ、健常人に比べ、肺
がん患者において、FPP 濃度が若干低下して
いることが認められ、FPP とがんとの関連性
が示唆された。 
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