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研究成果の概要： 
病因・病態を化学の目で把握・理解し、適切な薬物療法を設定する上で、組織の変化や血液、尿などの

体液中に含まれる成分の信頼度の高い測定法の確立が強く求められる。本研究では、最新の質量分析法を

基盤とする胆汁酸、ステロイドホルモン、オキシステロールなどの硫酸、グルクロン酸との抱合体の体内

動態解析法を構築し、本法によって新規代謝排泄経路の存在を世界に先駆けて実証するとともに、内分

泌・代謝疾患の診断のみならず病態解析にも有用なことを示した。 
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１．研究開始当初の背景 

疾病の診断・治療に臨床化学が果たす役割
はまことに大きく、病因・病態を化学の目で
把握・理解し、適切な薬物療法の設定に正確
で的確な情報を提供することが強く求めら
れる。このため、生化学的手法によって病
因・病態を追求する病態化学と、生体試料中
の目的成分の測定法の開発に関わる臨床化
学（生体成分分析化学）を 2本の柱とし、組
織の変化や、血液、尿などの体液中に含まれ
る成分を指標として患者個々の状態を的確
に把握する方法論の開発がその基盤となる。   

一方、今日における「ゲノム情報から生命科
学研究」においては、遺伝病の病因遺伝子を
同定する研究基盤が整い、疾患に関わる遺伝
子の同定も可能となっている。しかし、それ
らは疾患を理解するための情報の一部にし
かすぎず、疾患と関連して組織・細胞内で変
動するタンパク質群を詳細に解析する必要
がある。とりわけ、特定の遺伝的支配を受け
ない老化、成人病、感染症や癌、神経疾患な
どについてはゲノム情報に加えてタンパク
質の翻訳後修飾を含めた構造と機能の多面
的な解析が不可欠とされる。 
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２．研究の目的 
 これまでの研究成果と実績を基に、最新の
質量分析法と免疫化学的手法を基盤として
臨床化学的研究を推進することを目的とし
た。すなわち、従来困難とされてきた 1）下
垂体―副腎系疾患と関連して重要視される
尿中の抱合型テトラヒドロコルチコステロ
イドの高感度一斉分析法の開発 (日本大学
文理学部飯田隆教授、北海道大学医学部附属
病院検査部清水力講師との共同研究)、２）
粥 状 動 脈 硬 化 症 の 病 変 組 織 中
7-ketocholesterol sulfate とその同属体を
対象とする超微量分析法の構築と免疫組織
染色法による局在様式の追跡（米国 NIH：
Charles Strott 教授との協同研究）、さらに
は申請者らがこれまで進めてきた胆汁酸と
異常タンパク質に関する研究成果を踏まえ
た３）胆汁酸のアシルアデニレートや CoA チ
オエステルを前駆体とするグルタチオン抱
合体への変換とチオエステル結合型タンパ
ク質付加体の追跡（本学理工学部若宮健昭教
授との協同研究）を取り上げ、内分泌疾患、
循環器疾患、さらには胆汁うっ滞などの肝疾
患や大腸癌の病因・病態解析を指向した臨床
化学的研究を推進することを目的とした 
 
３．研究の方法 

下垂体―副腎系疾患では、古くより血中の
コルチゾールとともに、尿中の17-ヒドロキ
シコルチコステロイド(17-OHCS)が診断指標
とされ、前者はイムノアッセイ、一方後者は、
porter silver反応によるステロイドの総量
として測定されてきた。しかしながら、
porter silver反応は、ジヒドロキシアセト
ン側鎖を利用する呈色反応であり、薬物によ
る干渉を受けやすいばかりか、グルクロニド
やサルフェートなどの抱合体に関する情報
が得られないなど多くの問題点が指摘され
てきた。このため、これら抱合体の質的・量
的変動を解析することが、下垂体―副腎系疾
患の病因・病態を解析する上で重要な課題と
なっていた。しかしながら、抱合型テトラヒ
ドロコルチコステロイドは、標品が得難いば
かりか、信頼度の高い測定法が隘路となって、
未だ十分検討が加えられていない。そこで、
先に東北大学薬学部南原利夫名誉教授らに
よって化学合成されたテトラヒドロコルチ
コステロイドの3-及び21-モノグルクロニド
の5位立体異性体12種を用い、これらのリニ
アイオントラップ型LC/ESI-MSnによる高感度
一斉分析法を構築する。引き続き、人尿中に
はテトラヒドロコルチコステロイドの硫酸抱
合体も存在することが指摘されていることか
ら、3-及び21-モノサルフェートの5位立体異
性体12種を化学合成し、これらを標品に用い
てMSによる高感度一斉分析法を構築し、本法

を臨床に適用して下垂体―副腎系疾患の病
因・病態解析の一助に資する。 
一方最近、7-ketocholesterol、7-hydroxy- 
cholesterol、5,6-epoxycholesterolなどの
オキシステロールが細胞毒性を示す一方、核
内受容体のリガンドとして重要な役割を果
たしていることが明らかにされ、これらオキ
システロールが細胞の増殖・分化に果たす役
割に多くの注目が寄せられている。とりわけ、
アテローム性動脈硬化症の粥腫形成にオキ
システロールが深く関わることが示された
ことから(Atheroscerosis, 142 (1999) 1-28)、
これらオキシステロールの体内動態を明ら
かにすることが強く望まれている。我々は、
Charles Strott 教授（米国NIH）との協同研
究によって7-KCがSULT2B1bによって硫酸抱
合を受けることを見い出し、オキシステロー
ルの硫酸抱合による解毒機構の存在を提唱
した。このため、アテローム性動脈硬化症と
関連して病変組織中の硫酸抱合型オキシス
テロールの存在を実証することが重要な課
題となる。そこで、LC/ESI-MSによってアテ
ローム性動脈硬化症の粥腫に存在する硫酸
抱合型オキシステロールを測定するととも
に、7-ketocholesterol sulfateの特異抗体
を作成し、免疫組織化学染色によって組織・
臓器における局在を明らかにする。 
また、これまで進めてきた胆汁酸代謝と異
常タンパク質に関する研究成果を踏まえ、胆
汁酸のアシルアデニレートや CoAチオエステ
ルによるグルタチオン抱合への in vitro 並
びに in vivo 代謝経路、尿中グルタチオン抱
合体の存在、チオエステル結合型タンパク質
付加体の生成を実証し、胆汁酸のグルタチオ
ン抱合に関わる胆汁酸代謝と異常タンパク
質を追跡し、肝胆道疾患の病因・病態解析の
一助に資する 
 
４．研究成果 
初めに、胆汁酸の代謝活性中間体であるア
シルアデニレートや CoAチオエステルがグル
タチオン S-トランスフェラーゼ(GST)の作用
を受けてグルタチオン(GSH)抱合体に変換さ
れるばかりか、肝機能改善薬として用いられ
るウルソデオキシコール酸や大腸癌のプロ
モーターとして知られるリトコール酸が GSH
抱合体として胆汁中に排泄されることを世
界に先駆けて明らかにし、胆汁酸の GSH 抱合
が胆汁酸―蛋白質付加体形成による毒性の
発現を抑止する生体防御機構として重要な
役割を担っている可能性を示した。また、胆
汁酸のグルタチオン(GSH)抱合体に特徴的
なトランジションイオンをモニタリングす
るメタボローム解析法によって、ラットの胆
汁中に胆汁酸が GSH 抱合体として排泄され
ることを明らかにし、胆汁酸の新規代謝経路
の存在を示した。さらには、アシルアデニレ



ートやCoAチオエステルがGSTの作用を受け
てN-アセチルシステイン(NAC)抱合体にも変
換されるばかりか、肝毒性や大腸癌のプロモ
ーターとして知られるリトコール酸(LCA)
と NAC をラットに投与すると、LCA が NAC
抱合体として尿中に解毒排泄されることを
明らかにし、NAC が LCA による毒性の発現
を抑止する上で重要な役割を果たす可能性
のあることを示した。 
一方、下垂体―副腎皮質系疾患では尿中に
排泄される抱合型テトラヒドロコルチコス
テロイドが診断指標として重要視される。そ
こで初めに、テトラヒドロコルチコステロイ
ド・グルクロニド 12 種の LC/ESI-MS/MS と
Oasis HLB カートリッジを用いる尿試料の簡
便な前処理法とを組み合わせた高感度直接
一斉分析法を開発し、本法によってクッシン
グ症候群並びに健常人の尿中テトラヒドロ
コルチコステロイド・グルクロニドの質的・
量的変動が病態と深く関わることを示した。
引き続き、サルフェート標品 18 種を合成す
るとともに、それらの LC/ESI-MS/MS による
高感度直接一斉分析法を開発し、本法が内分
泌・代謝疾患の病態解析に有用なことを示し
た。 
動脈硬化症と関連して重要視される硫酸抱
合型 7-ケトコレステロールとその同属体の
LC/ESI-MS/MS による高感度測定法を開発す
べく、内標準物質に用いる重水素標識体を合
成するとともに、本標識体を内標準物質とし
て用いる硫酸抱合型オキシステロールの
LC/ESI-MS/MS による高感度直接一斉分析法
を開発し、本法が脂質代謝異常症の病因の解
明、病態の解析に有用なことを示した。また、
コレステロールサルフェートのイムノアッ
セイのみならず免疫組織化学染色による局
在様式の追跡に不可欠な特異抗体を作成す
べく、ハプテンのデザインに工夫を加え、期
待するポリクローナル抗体の調製に成功し
た。 
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