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研究成果の概要： 

本研究課題は先天性胆汁酸代謝異常症患者尿中に顕著かつ、特異的に排泄される

3β-hydroxy-Δ5構造をもつ多重抱合型胆汁酸を取り上げ、有機合成化学的手法を用いて標品の

高効率な化学合成法を確立すると共に、液体クロマトグラフィー－質量スペクトル（LC-MS）法

を駆使し、生体試料中に存在する 3β-hydroxy-Δ5 胆汁酸多重抱合体を疾患マーカーとする高

感度で信頼度の高い直接一斉分析法を確立する。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、乳幼児の原因不明な胆汁うっ滞の中

に先天性胆汁酸代謝異常症が存在すること

が明らかにされつつあり、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)、

3β-hydroxy-Δ5-C27 steroid dehydrogenase/ 

isomerase (3β-HSD) 欠 損 症 、

3-oxo-Δ4-steroid 5β-reductase 欠損症、

3β-hydroxysteroid Δ7reductase 欠損症、

25-hydroxylation pathway 異 常 症 、

cholesterol 7-hydroxylase 欠損症、Dubin- 

Johnson 症候群、進行性家族性肝内胆汁う



っ 滞 症  (Progressive Familial 

Intrahepatic Cholestasis; PFIC 症；別名、

Byler 病)が報告されている (J.Sjovall, 

Lipids, 39,703, 2004）。これら先天性胆汁

酸代謝異常症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と言われているもの

の、成因が明確でないものが多い。このうち、

Zellweger’s 症候群、CTX 症、3β-HSD 欠損

症については、尿中の非抱合型胆汁酸代謝異

常成分、つまり二次代謝異常代謝産物を疾病

マーカーとする確定診断法が先に確立され、

臨床の場で有効に活用され疾患者の福音と

なっている。しかし、その他多くの先天性肝

疾患については、マーカー分子が特定されて

おらず、早急に病態解析されなければならな

い焦燥な課題として残されている。 

 

２．研究の目的 

進行性家族性肝内胆汁うっ滞症 (PFIC 症)

などの先天性胆汁酸代謝異常症では、ステロ

イド生合成あるいは代謝の恒常性に重大な

障害をきたし、尿中に特異な構造をもつ二次

代謝異常成分である多重抱合型胆汁酸異常

代謝産物が有意な量で常在し、疾病の進行と

共に増加蓄積する。従って、それらが疾病の

特異的診断マーカーになり得るものと期待

されている。本研究課題では第一にこれら多

重抱合型胆汁酸を取り上げ、先ず、先駆的な

有機合成化学的手法を用いて異常胆汁酸代

謝産物を化学合成し、生体内異常胆汁酸の構

造決定、第二に液体クロマトグラフィー－質

量スペクトル (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、第三に健

常者と肝疾患者の異常代謝産物の体内動態

を比較精査して的確な診断指標を確定する

と共に病態解析を行ない、疾病、ひいては確

定診断法も早期発見に資することを目的と

した。 

 

３．研究の方法 

先ず、生体試料の LC-MS 分析から得られ

る情報から候補化合物の構造をいずれも

3β-hydroxy-Δ5 構造をもつ一連の胆汁酸

多重抱合体 (以下 3β-OH-Δ5胆汁酸，Fig. 

1)であると推定し、これら高極性・高 
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Fig. 1 

分子量の抱合型胆汁酸成分の合成を計画

した。このような構造の互いに酷似した

3β-OH-Δ5胆汁酸の合成には、原料のステ

ロイド骨格 (あるいは側鎖)への位置並び

に立体選択的な官能基 (特に水酸基)の効

率的な導入法の確立がキーポイントにな

るものと考えられた。そこで先ず、

3β-OH-Δ5構造を基本骨格にもつコレステ

ロールを用いて、各種ジオキシラン類によ

る直接一段階遠隔水酸化反応について検

討を加え、種々のオキシステロール抱合体

の高効率合成法を確立することを企てた。

次いで、その手法を用いて目的とする



3β-OH-Δ5胆汁酸を高効率に合成すること

を計画した。さらに、生体試料中の多重抱

合体を LC-MS 法で高精度・高感度に定量す

るには、適切な内部標準物質 (IS)が不可

欠となることから、IS の分子設計並びにそ

の合成についても計画した。以上のプロセ

スにて、一連の 3β-OH-Δ5胆汁酸と IS 標

品を合成後、LC-MS 分析の予備実験として、

蒸発光散乱検出器を備えた高速液体クロ

マトグラフィー (HPLC-ELSD)によるプレ

リミナリーな分析条件を検討した。次いで、

種々の生体試料 (尿，血液，胆汁など)か

らの多重抱合体胆汁酸群のイオン交換樹

脂 (PHP-LH20 など)と固相抽出法による分

画条件についても併せて検討を加えた。以

上のプロセスを経て、最終的に極微量分析

と構造解析能に大きな威力を発揮する

LC-MS 法による多重抱合型胆汁酸の信頼度

の高い直接一斉プロフィル分析法を構築す

るという一連の研究計画を企てた。以下、

その手法と成果を記す。 

 

４．研究成果 

先ず、標的とする先天性胆汁酸代謝異常症

患 者 尿 中 に 存 在 が 予 測 さ れ た 一 連 の

3β-OH-Δ5系異常胆汁酸多重抱合体の標品合

成に取り組んだ。3β-OH-Δ5胆汁酸を効率的

に合成するための手法の一環として、ステロ

イド分子中の不活性炭素を直接水酸化する

最適方法について検討した。すなわち、コレ

ス タ ン 化 合 物  (5α-cholestan-3β-yl 

acetate)のその場発生ジオキシラン類によ

る一段階遠隔水酸化反応について詳細な検

討を加えた。その結果、コレスタン側鎖の

C-25 位 を 直 接 酸 化 し 、

25-hydroxy-5α-cholestan-3β-acetate を

高効率にて得る方法を見出した（Fig. 2）。 
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Fig. 2  

さらに、3β-OH-Δ5構造を基本骨格にもつ、

コレステロールに上記方法を適用し、オキシ

ステロール類 (25-ヒドロキシコレステロー

ル，24-オキソコレステロール)の短段階合成

を達成した (Steroids, 74, 81-87 (2009)) 

(Fig. 3)。 
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ここで得られた知見を基に、次いで一連の異

常胆汁酸多重抱合体の標品合成を行なった 

(Steroid, 71, 18-29, (2006)) 。 ま た 、

LC-ESI/MS 法でターゲットとする 3β-OH-Δ5

胆汁酸を高感度に定量するには、適切な内部

標準物質 (IS)が必須となる。そこで、IS 候

補として至適な化合物 4 種を分子設計し 

(Fig. 4)、これらの化学合成を行ない、合成

した IS 候補化合物、 
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Fig. 4 

と標的 3β-OH-Δ5 胆汁酸標品用いて、



HPLC-ELSD によるプレリミナリーな分析条件

を検討し、至適 IS 化合物を特定した。その結

果 、 3β-sulfooxy-7β-hydroxy-24-nor-5β- 

cho anoic acidがISとして最適であることが

判明した (Steroids 誌印刷中)。このように

して、一連の標品並びに IS の合成が終了し

たので、LC-ESI/MS 分析メソッドのバリデー

ションを行い、並行して種々の生体試料、す

なわち各種脊椎動物胆汁、並びに尿中からの

標的 3β-OH-Δ5 胆汁酸の効率的な抽出条件

にも検討を加えた。尚、本研究過程において、

オーストラリア産有袋類，ウォンバット (J. 

Lipid Res. 48, 2682-2692 (2007))と南米産

珍鳥，シギダチョウ (J. Lipid Res. 50, 

651-657 (2009))から新規胆汁酸抱合体を、

またメダカ胆汁からは魚類胆汁としては極

めて稀な C27胆汁酸抱合体 (投稿準備中)を発

見するに至った (Fig. 5)。 
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Fig. 5 

健常人と肝障害を併発した先天性代謝異

常症 (ニーマン・ピック病 C1 型)の患者尿に

検討を加えた結果、3β,7β-dihydroxy-5- 

cholenoic acid の 3-硫酸,7-N-アセチルグル

コサミン,24-タウリン (またはグリシン)抱

合体 (Fig. 6) 
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Fig. 6 

が、疾患者尿に極め 的な量で
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排泄されることが明らかとなった。現在、当

該化合物が本先天性胆汁酸代謝異常症の特

異的診断マーカー分子となるものと強く期

待され、それらの高感度・高選択 LC-ESI/MS
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