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研究成果の概要（和文）： 生体内でコレステロールから胆汁酸は 16 段階の中間体からなる複

雑な生合成経路で変換される。多くの先天性胆汁酸代謝異常症では、生合成中間体やそれらの

代謝産物が顕著な量で血中に蓄積、あるいは一部が尿中に排泄される。本研究課題では、先天

性胆汁酸代謝異常症の一つである 4-3-オキソステロイド -5-レダクターゼ欠損症

（4-3-oxo-steroid-5-reductase deficiency）を対象として、本疾患者尿試料中に含まれる非抱

合型と抱合型の飽和胆汁酸及び4-3-オキソ、4,6-3-オキソ不飽和胆汁酸（合計 39 種類）につ

いて高感度で高選択的な至適分離・分析条件の確立並びに本疾患に特異的マーカー分子の特定

をエレクトロスプレーイオン化(ESI)を組み合わせた LC/ESI-MS/MS 法を確立、開発した。本

法によれば、尿試料を何ら煩雑な前処理操作を加わえることなく直接 LC/ESI-MS/MS 装置に

注入し、負イオン検出法(NID)と選択反応検出法(SRM)によって簡便かつ精度よく定量化する

ことに成功した。因みに、３人の4-3-オキソステロイド-5-レダクターゼ欠損症患者の尿中に

は、健常人のそれには殆んど存在しない4-3-オキソ、4,6-3-オキソ異常胆汁酸の非抱合体と抱

合体が極めて顕著な量（主成分）として存在していることが明らかになった。これら 3-オキソ

不飽和胆汁酸は本疾患の診断マーカーとして期待されるばかりか、今後本法が簡易で精度の高

いスクリーニング法あるいは確定診断法へと繋げられることが大いに期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：The synthesis of bile salts from cholesterol is a complex biochemical 

pathway involving at least 16 enzymes.  Most inborn errors of bile acid biosynthesis result in 

excessive formation of intermediates and/or their metabolites that accumulate in blood and are 

excreted in part in urine.  Early detection is important as oral therapy with bile acids results in 

improvement.  In the past, these intermediates in bile acid biosynthesis have been detected in 

neonatal blood or urine by screening with FAB-MS followed by detailed characterization using 

GC-MS.  Both methods have proved difficult to automate, and currently most laboratories screen 

candidate samples using LC-MS/MS.  Here, we describe a new, simple and sensitive analytical 

method for the identification and characterization of 39 conjugated and unconjugated bile acids, 

including Δ
4
-3-oxo- and Δ

4, 6
-3-oxo-bile acids (markers for Δ

4
-3-oxo-steroid 5-reductase 

deficiency), using liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry 

(LC/ESI-MS/MS).  In this procedure, a concentrated, desalted urinary sample (diluted with 

ethanol) is injected directly into the LC-ESI-MS/MS, operated with ESI and in the negative ion 

mode; quantification is obtained by selected reaction monitoring (SRM).  To evaluate the 

performance of our new method, we compared it to a validated method using GC-MS, in the 

analysis of urine from two patients with genetically confirmed Δ
4
-3-oxo-steroid-5β-reductase 

deficiency as well as a third patient with an elevated concentration of abnormal conjugated and 

unconjugated Δ
4
-3-oxo-bile acids.  The Δ

4
-3-oxo-bile acids concentration recovered in three 

patients with 5β-reductase deficiency were 48.8, 58.9, and 49.4 μmol/mmol Creatinine, 

respectively by LC/ESI-MS/MS. 
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１．研究開始当初の背景 

 新生児，乳幼児の原因不明な胆汁うっ滞

症の中には、先天性胆汁酸代謝異常症が大き

な要因であることが知られており、本邦にお

いても報告される症例数が著増している。現

在までに先天性胆汁酸異常症とされている疾

病には、Zellweger’s 症候群、脳腱黄色腫症

（CTX）、Alagille 症候群，Wilson 病，先天性

胆道閉塞（あるいは拡張）症，4-3-オキソス

テ ロ イ ド -5- レ ダ ク タ ー ゼ 欠 損 症

(Δ4
-3-oxo-steroid- 5β-reductasedeficiency) 、

3β-hydroxysteroid Δ
7
-reductase 欠 損 症 、

25-hydroxylation pathway 異常症、 Dubin- 

Johnson 症候群、進行性家族性肝内胆汁うっ

滞症（PFIC；Byler 病）、Smith-Lemli-Opitz 

syndrome（SLOS）、Niemann-Pick type C（NP-C）

など多数の症例が報告されている。先天性代

謝異常症の診断は現在、肝機能検査がもっぱ

ら用いられているものの、新生児という特異

な時期であるため、相互鑑別，確定診断が極

めて難しいという課題をもつ。しかも、予後

が非常に悪く、早期に肝移植等の適切な治療

が行なわれないと、多く場合は死に至る重篤

な疾患である。 

これら肝疾患の成因はコレステロール

から胆汁酸の生合成の各段階における酵素

の先天的欠損や失活、あるいは胆汁酸トラン

スポーター遺伝子異常に起因する等と言わ

れているものの、その殆どが明確に解明され

ていない。このうち、Zellweger’s 症候群につ

いては C27，C29高級胆汁酸が、CTX では C23

短鎖胆汁酸が、それぞれ特異的かつ顕著に尿

中に出現することから、臨床化学的診断法と

して有効利用されているものの、その他の先

天性胆汁酸代謝異常症については、未だ解明

されていない。 

 

２．研究の目的 

 本課題では一連の先天性胆汁酸代謝異

常症患者の尿中に排泄される Δ
4
-3-オキソ型

不飽和胆汁酸抱合体及び関連胆汁酸二次代

謝産物を取り上げ、先ず、有機合成化学的手

法を駆使し、推定構造として最も有力な候補

化合物を化学合成し、合成標品を用いて患者

尿中の未知化合物の構造決定を行なう。さら

に、液体クロマトグラフィーー質量分析

(LC-MS)法による高感度で信頼度の高い直接

一斉分析法の確立し、疾病と Δ
4
-3-オキソ不

飽和胆汁酸の構造相関を明らかにして的確

なマーカー化合物を確定・同定することで、

胆汁酸代謝異常症, 特に4-3-オキソステロ

イド-5-レダクターゼ欠損症の臨床化学的診

断法を構築することを目的とした。 

先天性胆汁酸代謝異常症の診断法として

は、尿中の“非抱合型”胆汁酸代謝異常成分を

疾病マーカーとし、それをガスクロマトグラ

フィー-質量スペクトル（GC-MS）で測定す

る化学的手法が臨床の場で一部有効活用さ

れつつある。しかし、操作の煩雑さや熱不安

定分子への適用の困難さに加え、脱抱合に伴

って生体の生情報（抱合の種類，部位，数，

立体配置等）を喪失するといった重大な欠点

も併せもち、これらの克服が重要な課題とな

っている。すなわち、的確な異常胆汁酸代謝



産物を探索，特定し、それを診断マーカーと

して直接分析する新たな化学的診断法の構

築が強く望まれている。本研究でターゲット

とするのは、非抱合型と抱合型の
4
-3-オキ

ソ-不飽和胆汁酸異常代謝成分であり、これ

らを液体クロマトグラフィー/エレクトロス

プ レ ー / タ ン ダ ム 質 量 分 析 法

（LC/ESI-MS/MS）で直接分析して診断指標

とし、病態解析を行なおうとするものである。

LC/ESI-MS/MS法では、抱合体を何ら水解、

ソルボリシス、誘導体化等の前処理操作に付

すことなく直接分析が可能である。このため、

抱合に関する正確な情報が直接得られるこ

と、水解等に伴う回収率などの問題を考慮し

なくても済むこと、種々ステロイド抱合体相

互の量的関係を同時に知ることができる、な

どプロフィル分析に多大の威力を発揮できる

ことが期待される。さらに、LC/ESI-MS/MS法

では、煩雑な前処理操作を必要としないため、

GC-MS法で数日間要していた前処理操作も殆

ど不要となり、分析時間が大幅に短縮でき、

一日分析検体数も飛躍的に向上することも見

込まれる。 

しかし、LC/ESI-MS/MS法といえどもステ

ロイド多重抱合体（グリシン、タウリン、ス

ルフェート等）の微細構造、すなわち抱合体

種の数，位置とその立体配置に関する的確な

情報を得ることは難しく、合成標品との対比

が不可欠となる。従って本研究では、先ず、

先天性胆汁酸代謝症患者の体液中に特異的

に出現すると予想される種々のΔ
4
-3-オキソ

胆汁酸の多重抱合体標品について先駆的有

機合成手法を用いて化学合成し、得られた合

成標品との直接対比による化学構造の決定

を行う。次いで、LC/ESI-MS/MS法を用いる

ステロイド多重抱合体の高感度・高選択的な

プロフィル分析法を開発すると共に、疾患に

特異的に排泄される異常胆汁酸代謝産物の

構造相関を明らかにする。 

本研究計画が達成されれば、先天性胆

汁酸代謝異常症の確定臨床診断が可能とな

るばかりか、診断の精度・確度、及び分析時

間が飛躍的に向上し、疾病の早期発見，治療

に資すること大なるものと期待される。 
 

３．研究の方法 

  本研究課題は平成 21～23 ヵ年計画に基

づき、先ず、研究初年度に一連の疾病マーカ

ー候補化合物の化学合成を達成した。続く平

成 22 年度には合成標品と疾患者尿中成分と

の直接対比による化学構造の決定を行なっ

た。さらに合成標品を用いて LC/ESI-MS/MS

法による
4
-3-オキソ胆汁酸抱合体の信頼度

の高い高感度・高選択的な直接一斉プロフィ

ル分析法を構築した。計画最終年の平成 23

年度には、前年度までに得られたデータを基

に分析実検体数を増やし、各疾患の的確な診

断マーカーを特定して、先天性胆汁酸代謝異

常症の化学的診断法と病体解析の確立へ繫

げた。 

 先ず、適当な胆汁酸原料を用いてターゲ

ットとする不飽和胆汁酸の化学合成を行な

う。次いで、遊離型の不飽和胆汁酸のヒドロ

キシル基あるいは側鎖末端カルボキシル基

を介してアミノ酸，硫酸，糖（D-グルクロン

酸、D-グルコース、D-N-アセチルグルコサミ

ン）分子が多重抱合した高極性，難揮発性，

水溶性化合物の抱合型不飽和胆汁酸誘導体

を化学合成した。 

平成 22 年度には、疾病マーカー候補

化合物の合成を進めると共に、合成の終了し

た化合物から順次 LC-MS/MS による至適分

離分析条件と高感度・高選択的測定法の検討

を行なった。次いで、一連の合成標品を用い

て不飽和胆汁酸多重抱合体の LC-MS/MS 法

による信頼度の高い直接一斉プロフィル分

析法を検討した結果、イオン化法としては、

標的不飽和胆汁酸多重抱合体の分子量と極

性からエレクトロスプレーイオン化（ESI）

法が最も有効であることが判明した。また、

各成分の定量分析には、選択性向上を目的と

した選択反応検出法(selected  reaction 

monitoring)が最適であった。 

 上記の予備的データを踏まえ、平成 23 年

度にはステロイド核上、
4
-、Δ

5
-、

6
-結合及

び側鎖末端 N-アセチルグルコサミン（グリシ

ン、タウリン抱合体）がイオン化与える影響

について精査し、至適移動相を選択した。さ

らに、衝突誘起解離（CID）スペクトル測定

条件が、これら抱合体種，官能基種がフラグ

メンテーション・パターンに及ぼす影響につ

いても明らかにした。 次いで、生体内
4
-3-

オキソ不飽和胆汁酸多重抱合体の体内動態

を把握するため、生体試料（尿、血清、胆汁

など）からの至適な固相抽出条件、同時再現

性、添加回収率、希釈直線性、共存物質の影

響などを精査した。さらに、分析検体数を増

やして疾病と
4
-3-オキソ不飽和胆汁酸代謝

異常成分との相関を明らかにし、各疾病に適

切な診断指標化合物を特定した。以上のよう

な一連のプロセスを経て、最終的な疾患者の

生体試料についてのプロフィル分析法を確

立し、Δ
4
-3-オキソステロイド-5β-レダクター

ゼ欠損症を強く示唆する確定化学診断法の

開発を目指し、病態解析を行なった。 

 



４．研究成果 

 胆汁酸は、肝においてコレステロールよ

り生合成され、腸管において脂質の吸収促進

などの役割を担う。胆汁酸の生合成や動態は

種々の核内受容体により制御されているため

、通常胆汁酸は、血中や尿中にはごくわずか

にしか存在しない。しかしながら、各種代謝

性疾患や胆汁鬱滞を伴う新生児疾患では、胆

汁酸の生合成に関連する酵素の活性が低下す

るため、中間体が蓄積すると共に抱合型異常

胆汁酸が尿中に多量に排泄されることが報告

されている。このような背景から、尿中に増

加する抱合型異常胆汁酸代謝産物のみを包括

的に解析することができれば、当該疾患の早

期診断に役立つ可能性があるものと考えた。 

本研究では、生体内 Δ
4
-3-オキソ不飽和胆汁

酸多重抱合体の体内動態を精査する目的で、

標品合成と健常者、疾患者の尿中異常代謝異

常成分を LC/ESI-MS/MS を駆使して精査した。

その結果、特に Δ
4
-3-オキソステロイド-5β-レ

ダクターゼ欠損症の患者尿に特異的に出現す

るマーカー物質を数種特定することに成功

した。本研究成果の纏めは、”Chem. Phys. 

Lipids”誌（印刷中）に報告した。 
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