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研究成果の概要（和文）：  

  尿や血漿などの生体試料を分析することにより，代謝物が定常状態から変化することが確認
できればメタボローム解析技術を投入することで，生活習慣病（高血圧，高脂血症，肥満，糖
尿病）を会わせもつメタボリックシンドロームモデルラットの代謝物質の同定にも利用できる
と考えた．そこで，リン酸化合物にターゲットをしぼり，リン酸化合物をキャッチするための
分子インプリントポリマー（MIP）を調製した．MIP へのリン酸化合物の特異的認識に適用し，
ターゲット分子を選択的に抽出することにより定量に用いた．これらの結果は，メタボローム
解析への適用の可能性を示唆していた． 

 

研究成果の概要（英文）： 
 We thought that we were available to the metabolic syndrome model rat which had a lifestyle-related 

disease in what we cast a metabonomics analysis into if we could confirm that a metabolism thing 

changed from a steady state by analyzing living body samples such as urine or the plasma. Therefore we 

squeezed a target to a phosphate compound and prepared molecular polymer (MIP) to imprint to catch a 

phosphate compound. we applied to the specific recognition of the phosphate compound to MIP and 

used it for fixed-quantity by extracting a target molecule selectively. These results suggest that in 

addition to their shape recognition, hydrogen bonding interactions could play an important role in 

retentivity and molecular recognition ability of derivatives of phosphoric acid. Furthermore, the MIPs 

could be successfully applied to specific recognition of phosphopeptides. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムの全塩基配列の解読が完
了し，トランスクリプトームやプロテオ
ームと並んで，すべての代謝物質を網羅

的に解析するメタボローム解析の重要
性が認識されはじめていた．遺伝子の発
現からタンパク質や代謝物質までの網羅的
な解析が，生命現象の理解には不可欠である
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ことが再認識されつつあった．メタボローム
解析の対象は多岐に及んでおり，糖代謝物質，
有機酸，脂質代謝物質などの生体分子ばかり
か，合成薬物や合成毒物などの種々の分子や
その代謝物質もメタボローム解析の対象と
して研究が進められていた． 
  
２．研究の目的 
 1）生活習慣病と総称する疾患である肥満，
高血圧，高脂血症および糖尿病を併発したメ
タボリックシンドロームモデルラットとそ
の起源ラットを用いてメタボローム解析を
行う．2）既存の生活習慣病治療薬の投与前
後におけるメタボロームを比較することに
より，生活習慣病関連代謝物質を同定する．
3）これらの成果に基づき，活性化/不活性化
した代謝物質の特定と量的変化の評価およ
び治療効果との関連を明らかにして治療薬
の有効性を解析する．4）メタボリックシン
ドロームモデルラットの疾患関連代謝物質
の変動を既存薬物のそれと比較して新規治
療薬の開発への基礎的検討を行うことによ
り，当初の目的を達成する． 
 
３．研究の方法 

生体試料中のリン酸化合物の認識を目的
に，1) テンプレート分子にリン酸ジフェニ
ル  (DPP) あるいはリン酸  1-ナフチル 

(1-NapP)，機能性モノマーに 4-ビニルピリ
ジン (4-VPY)，架橋剤にグリセロールジメ
タクリレート  (GDMA) あるいはエチレン
グリコールジメタクリレート (EDMA)，希
釈剤にシクロヘキサノールあるいは 1-ヘキ
サノールを用い，50 

o
C で 24 時間の多段階

膨潤重合法により重合した．また，比較の
ためにテンプレート分子を用いないで同一
条件下で重合したノンインプリントポリマ
ー (Non-imprinted polymer, NIP) も調製した．
得られたポリマーをステンレス製カラムに
充填し，リン酸化合物に対する保持能およ
び分子認識能を HPLC により評価した．ま
た，調製した  MIP のアデノシン，AMP，
ADP および ATP に対する保持能および分
子認識能を評価した． 2) リン酸化ペプチド
の特異的認識にMIPを適用した．試料にリン
酸化標準ペプチドとして，Waters 社のエノ
ラーゼトリプシン消化物T18 1P (NVPLpYK)，
T19 1P (HLADLpSK) ， T43 1P 

(VNQIGpTLSESIK) ， α-casein， β-casein，
fetuin および  phosvitin のトリプシン消化
物を用いた．調製したMIPまたは  NIP と
ODS カラムを接続し，LC/MS システムに
より，移動相として 2 mM 酢酸アンモニウ
ムと  2 mM 酢酸アンモニウムを含む水  - 

アセトニトリルの混液を用い，グラジエン
ト溶出した．検出はESI 法により，正およ
び負イオンモードの  Q1スキャンで測定し

た．リン酸化合物の取り込みと検出が可能
であることが明らかになったことから代謝
物質の同定に利用することを目的に肥満， 

高血圧，高脂血症および糖尿病を併発したメ
タボリックシンドロームモデルラット
(SHR/NDmcr-cp/cp) お よ び 起 源 ラ ッ ト
(WKY/Izm) より代謝物質を抽出した． 

SHR/NDmcr-cp/cp ラ ッ ト お よ び 

WKY/Izm ラットより採取した血液に抗凝
固剤（ヘパリンナトリウム溶液）を加え， 遠
心分離して細胞成分（赤血球、白血球、血
小板）を除き血漿成分を得た．また，細胞
内成分を  -20 

o
C から  4 

o
C で抽出し，

75％熱エタノール- 0.25 M HEPES 緩衝液 

(pH 7.5) 溶液で抽出し脱塩後，NBD-Fを誘
導体化試薬として用い，HPLC 蛍光法およ
び LC/MS を用いてアミノ酸を定量し，目
的成分をその固有の質量で検出した．また，
陰イオン交換樹脂カラムを用い  TCA 回
路内の代謝物質である有機酸を分離し，解
糖系代謝物質，ペントースリン酸回路代謝
物質においては，いずれも糖骨格あるいは
それに由来する構造にリン酸基が結合し
ているため，陰イオン交換樹脂を用い，分
離，溶出した．このようにして目的成分を
抽出し，分子量を測定分析した集積データ
を代謝物質の網羅的解析に導いた．  

 各週齢の SHR/NDmcr-cp/cp ラットおよび
その WKY/Izm ラットに薬物を投与し，経時
的に採取した尿や血漿の 

1
HNMR を測定し

た．各種ラットにα-naphthyl isothiocyanate お
よび 2-bromoethylamine hydrobromide を投与
した後，24 時間毎に尿を採取し 1

H-NMR を
測定した．得られたスペクトルについて，デ
ータの縮約を行いパターン化する．この代謝
物プロファイルのパターンについて統計解
析を行い，スコアプロットのバラツキをみて
主成分を特定する．主成分が既存の物質であ
れば同定することは可能になってくるが、未
知の代謝物質であれば、続いて 2 次元 NMR

分析を行うことや分取したのち構造解析へ
進めることが考えられる．1

H-NMR では、1
H

核を含むほぼすべての化合物のシグナルが
検出されることから，網羅性は高いと思われ
る． 
  
４．研究成果 

我々は，メタボリックシンドロームモデル
ラットのプロテオーム解析を行ってきたが，
それに加えて，網羅的なメタボローム解析技
術を投入することができれば，新しいバイオ
マーカーの発見につながるものと期待され
る．そこで，生体試料中のリン酸化合物や，
リン酸化ペプチドの認識を目的としてリン
酸化合物に対する MIP を調製し，その保持
能および分子認識能を評価するとともにリ
ン酸化合物の特異的認識に適用した結果，い



ずれの MIP においても，アデノシン＜AMP

＜ADP＜ATP の順となり，溶質のリン酸基の
数が増すほど大きくなることがわかった．ま
た，MIP は NIP と比較して，リン酸化合物
を特異的に認識できることが明らかとなっ
た．また試料より代謝物質を抽出し，分析装
置を使って網羅的に代謝物質を測定する．ど
ういう条件のときにどのような物質がどの
くらい生体内や細胞内に存在しているのか
を調べる．調製した MIP のリン酸化合物に
対する保持能を，移動相 pH 3 ~ 6 の範囲で
評価したところ，いずれの MIP においても
移動相 pH が低くなるとともにリン酸化合
物の保持が増加した．これらの結果は，リン
酸化合物の保持および認識には，形状認識に
加えて，MIP との水素結合が重要な役割を果
たしていることを示唆している．また，MIP 

は NIP と比較して，リン酸化合物を特異的
に認識できることが明らかとなった．リン酸
化ペプチドについては，リン酸化標準ペプチ
ド  (NVPLpYK ， HLADLpSK ，
VNQIGpTLSESIK) を LC/MSシステムにより
分析したところ，調製した MIP は，リン酸
化ペプチドに対し認識能を示したことから，
リン酸化プロテオーム解析に応用できる可
能性が示唆された．また，MIP および NIP

を用いて得られたクロマトグラムを比較し，
NIP を用いた場合のみに検出されたピークを
Q1 スキャンで測定したところ，α-casein，
β-casein，fetuin および phosvitin のトリプシ
ン消化物に含まれているリン酸化ペプチド
を検出することができた．以上の結果より，
調製した MIP はリン酸化ペプチドの認識が
可能であり，リン酸化ペプチドの検出および
同定に適用できることが示唆された．細胞内
有機物質の選択的な抽出などメタボローム
解析への利用が期待される．経時的に採取し
たメタボリックシンドロームモデルラット
および正常ラットの血漿にアセトニトリル
を加え，除タンパク後，希釈して 1

HNMR

測定した．試料と 0.2 M リン酸塩緩衝液を 

2：1 の比率で混合し，約 10 分間室温で放
置後，13,000 rpm で 10 分間遠心し上清を試
料とした．また，LC/MS を用いた測定方法
およびモノリスカラムを用いた分離方法を
検討した．NMR 測定では，スペクトルを
パターン化し主成分を分析したが，NMR

シグナルのパターンの変化や代謝物のパタ
ーンの変化の分類には至らなかった．種々の
測定方法により模索し検討して得られた集
積データを現存のデータベースにあわせ，
SHR/NDmcr-cp/cp ラ ッ ト お よ び そ の 
WKY/Izm ラットの代謝物質の疾患に起因す
るものの変動を分析し，ついで，その代謝物
質を検索・同定する．また、メタボローム解
析による関連代謝物質の網羅的検索および
同定を試みる．代謝産物の解析と代謝酵素や

レセプターのプロテオーム解析とを組み合
わせた上でバイオインフォーマティクスに
よる解析を行うことにより，新しい分野が発
展してくるものと期待される． 
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