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研究成果の概要（和文）：肝臓で生合成された一次胆汁酸は，ヒトの腸内細菌によって二次胆汁酸へと代謝され
る。従って，個人の便中および血中の胆汁酸組成を調べると，その人の腸内細菌叢がわかるのではないかと考え
た。我々は，健常者および各種消化器疾患患者の便と血清を収集し，便中の腸内細菌組成を末端標識制限酵素断
片多型分析（T-RFLP）法にて，また便および血清の胆汁酸分画分析を高速液体クロマトグラフィー・タンデムマ
ススペクトロメトリー（HPLC-MS/MS）法にて分析した。その結果，便中，さらには血中胆汁酸のうち，ある種の
腸内細菌クラスターの比率を反映するものが見出され，臨床的に有用なバイオマーカーになることが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：Primary bile acids biosynthesized in the liver are metabolized to secondary 
bile acids by specific microbes in human intestine. We hypothesized that the individual bile acid 
profile in feces, and possibly in serum, could be a convenient biomarker for the gut microbiota. The
 fecal microbiota profile in patients with gastrointestinal diseases and healthy controls were 
determined by terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) analysis. Bile acid 
compositions in serum and feces from the same subjects were also quantified by HPLC-MS/MS. Our 
results showed that the fecal proportions of some bacterial clusters were significantly and 
positively correlated with not only fecal but also serum proportions of specific bile acids. 
Therefore, the serum bile acid profile could be a convenient surrogate marker for the intestinal 
proportion of a certain bacterial cluster. 

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒトの腸管内には 100 兆個，100 種類以
上の細菌が生存している。それらは複雑な共
同体（腸内細菌叢）を形成し，病原菌の増殖
阻害，ビタミンの産生，免疫系の活性化，発
癌物質の産生など様々なことを行っている。
腸内細菌叢には個人差があり，食生活習慣や
投与薬物によって影響を受ける。一方，腸内
細菌叢の変化は腸内の代謝や免疫機能に影
響を与え，NASH，肝癌，炎症性腸疾患などの
発症に関与している可能性が示唆されてい
る。 
(2)従来，腸内細菌叢の解析は培養法によっ
て行われたが，70〜80%が培養困難な嫌気性
菌であることが明らかになった。従って現在
は，便中細菌の 16S リボソーム RNA 遺伝子解
析が行われることが多い。しかし，便の均一
化，煩雑性やコストの面から臨床現場で容易
に利用できる状況ではない。 
 (3) そこで腸内細菌自体の解析ではなく，
腸内細菌によって特徴的な代謝を受ける胆
汁酸の分画分析が，腸内細菌叢の有用なバイ
オマーカーにならないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 HPLC-MS/MS を用いて，通常の 15 種類の一
次胆汁酸と二次胆汁酸に加えて，それらを基
質にして腸内細菌が生成するケト体，エピ体
なども含めた，胆汁酸の高感度一斉分析法を
確立することを目的とした。さらに，健常者
および消化器疾患患者の便中腸内細菌分画，
便中胆汁酸分画，血中胆汁酸分画を測定し，
血清胆汁酸分画が腸内細菌叢のマーカーに
なり得るか検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 胆汁酸標準品の準備 
 コール酸 (CA), グリココール酸 (GCA), 
タウロコール酸(TCA), ケノデオキシコール
酸(CDCA), グリコケノデオキシコール酸
(GCDCA), タウロケノデオキシコール酸
(TCDCA),デオキシコール酸(DCA), グリコデ
オキシコール酸(GDCA), タウロデオキシコ
ール酸(TDCA), リトコール酸(LCA), グリコ
リトコール酸(GLCA), タウロリトコール酸
(TLCA), ウルソデオキシコール酸(UDCA), 
グリコウルソデオキシコール酸(GUDCA), 3-
デヒドロコール酸(3-dehydro-CA), 7-デヒド
ロコール酸(7-dehydro-CA), 12-デヒドロコ
ール酸(12-dehydro-CA), 3-デヒドロケノデ
オキシコール酸(3-dehydro-CDCA), 7-デヒド
ロケノデオキシコール酸(7-dehydro-CDCA), 
3- デ ヒ ド ロ デ オ キ シ コ ー ル 酸
(3-dehydro-DCA), 12-デヒドロデオキシコー
ル酸(12-dehydro-DCA), 3-デヒドロリトコー
ル酸(3-dehydro-LCA), 3-エピデオキシコー
ル酸(3-epi-DCA), 3-エピリトコール酸
(3-epi-LCA), 5β-cholanic acid-3,7-dione
は，Steraloids (Newport, RI, USA)から購
入した。[2,2,4,4-2H4]CA, [2,2,4,4-

2H4]DCA

および[2,2,4,4-2H4]LCA は，C/D/N Isotopes 
(Pointe-Claire, Canada)から，[2,2,4,4-2H4] 
TCA は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
から購入した。TUDCA, [11,11,12,12-2H4]UDCA，
および[11,11,12,12-2H4]TUDCA は，東京田辺
株式会社から，[11,11,12,12-2H4]CDCA は日本
化薬株式会社から，それぞれ過去に供与され
たものを使用した。 
 3-epi-CA， 3-epi-CDCA， 7-epi-CA， 12- 
epi-CA，12-epi-DCA は，sodium borohydride
を用いて，それぞれ 3-dehydro-CA， 3- 
dehydro-CDCA，7-dehydro-CA，12-dehydro-CA，
12-dehydro-DCA を還元することによって合
成した。また，3-epi-UDCA は，5β-cholanic 
acid-3,7-dione を還元することによって合
成した。一方，3-dehydro-UDCA は，UDCA の 3
位 に あ る 水 酸 基 を 3α-hydroxysteroid 
dehydrogenase によって酸化することにより
合成した。 
 
(2) HPLC-MS/MSによる胆汁酸一斉分析方法の
検討 
 血清（20 µl）または糞便（約1 mg）に内部
標準として[2H4]CA， [2H4]CDCA，[2H4]DCA，
[2H4]LCA，[2H4]UDCA，[2H4]TUDCA，[2H3]TCAを
添加した。糞便サンプルは100 µlの5%水酸化
カリウム水溶液中で 80℃，20分間加水分解を
行った後，また血清サンプルには直接， 2 ml 
の 0.5 M リン酸カリウムバッファー (pH 
7.4) を添加し，Bond Elut C18 カートリッジ
(200 mg, Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA) に通して胆汁酸を吸着させた。カー
トリッジを1.6 ml の蒸留水で洗浄後，3 ml
のエタノール/水(9:1,v/v)で胆汁酸を回収し
た。蒸発乾固後に20 mM 酢酸アンモニウムバ
ッファー(pH 7.5)/メタノール(1:1,v/v)に再
溶解し，その一部をHPLC-MS/MSに導入して分
析した。HPLCカラムはHypersil GOLD column 
(150 x 2.1 mm, 3 μm, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA)を使用し，移動相
はAndoらの方法に従った(J Pharm Biomed 
Anal. 2006, 40:1179-1186).MS/MSはnegative 
ESIモードで行い，SRMによるモニタリングイ
オンは，4.研究結果の表１に記載した。 
 
(3)腸内細菌叢の分析 
 腸内細菌叢の分析はテクノスルガラボ（静
岡）に委託して行った。糞便から DNA を抽出
し ， 16S rRNA 遺 伝 子 の 5’ 末 端 を
6’-carboxyfluorescein で標識しつつ PCR で
増幅し，制限酵素で切断後，terminal 
restriction fragment length polymorphism 
(T-RFLP)法で分析した(Nagashima K et al. 
Appl Environ Microbiol 69: 1251-1262, 
2003)。得られた結果を細菌クラスターごと
に分類し，便中の細菌群組成を比率で表した。 
 
４．研究成果 
(1) HPLC-MS/MSによる胆汁酸一斉分析方法の
確立 



 表１に，通常の 15 種類の一次胆汁酸と二
次胆汁酸に加えて，それらを基質にして腸内
細菌が生成するケト体，エピ体，および内部
標準に関する分析の基礎データを示す。今回
の研究により，ヒトの血中および便中から，
合計 32 種類の胆汁酸を抽出し，1時間以内に
一斉分析することが可能になった。本分析の
問題点としては，3-epi-CDCA と 3-epi-DCA の
分離が不良のことである。従って，今回の研
究 で は ， 3-epi-CDCA と 3-epi-DCA は
3-epi-CDCA＋3-epi-DCA として計算した。 
 
 表１．胆汁酸の HPLC-negative ESI-SRM データ 

aRRT：relative retention time（コール酸の retention 

time を 1.00 とした時の相対値） 

  
(2)腸内細菌叢と便中・血中胆汁酸マーカー
との関係 
 糞便中腸内細菌分画と糞便中胆汁酸分画
との関係をみると，糞便中のいずれかの胆汁
酸マーカーと有意な正の相関を示した細菌
は，Bacteroides, Prevotella, Clostridium 
cluster IV, Clostridium subcluster XIVa
の 4 種類であった。そのうち，血中胆汁酸マ
ーカーでも糞便中胆汁酸マーカーと同様に
相関を認めたのは，Prevotella, Clostridium 
cluster IV, Clostridium subcluster XIVa

の 3 種類。しかし，Prevotella または
Clostridium cluster IV のみと有意な正の相
関を認めた血清胆汁酸マーカーはなかった。
一方，C-7α 位の脱水酸化反応のマーカーと
考 え ら れ る 血 中 DCA/(DCA+CA) は ，
Clostridium subcluster XIVa のみと有意な
正の相関を示したことから， DCA/(DCA+CA)
が Clostridium subcluster XIVa の血中マー
カーとなる可能性が示唆された。 
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