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研究成果の概要（和文）： 

 胆汁酸刺激培養細胞中のプロテオームを解析し、α-enolase や peroxiredoxin-1 の翻訳後修
飾に変動が見られることが判明した。肝細胞中の胆汁酸結合タンパク質を調べたところ、
peroxiredoxin-1 の他に、細胞内キャリアータンパク質や胆汁酸代謝に関与する酵素等が抽
出された。18

O 一置換標識法を構築し、プロテオーム変動解析に応用可能であることが判
明した。抱合型胆汁酸のメタボローム解析法を構築したところ、フォーカシングメタボロ
ミクスにより、疾患特異的な代謝物を見出すことが可能であった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We analyzed proteome in cultured cells after bile acid stimulation, and found quantitative 

variation for posttranslational modifications of α-enolase and peroxiredoxin-1. By cleavable 

affinity gel extraction, we found intracellular carrier proteins and some enzymes for bile acid 

metabolism besides peroxiredoxin-1 as bile acid binding proteins in hepatocytes. We developed a 

method for one 
18

O-atom labeling at C-terminal of tryptic digested peptides, which allowed 

application to quantitative proteomics. The method for comprehensive analysis of bile acid 

conjugates developed in this study was useful for finding specific metabolites in some diseases.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 胆汁酸は、肝においてコレステロールより
生合成され、胆嚢に貯蔵されている。食物摂

取後、胆汁の主成分として十二指腸に到達し、
脂溶性栄養素の吸収を促進した後、門脈を経
由して肝に戻る。このとき、肝や腸における
レベルとともに体循環中の胆汁酸レベルも
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増大する。このように、体循環中の胆汁酸レ
ベルは食物摂取と連動して日内変動してお
り、これが末梢組織に様々な形で情報を提供
している。これまでに胆汁酸シグナルに関す
る多くの報告があるが、特に核内レセプター
FXR や膜胆汁酸レセプターTGR5 を含む
GPCR との結合に起因するシグナルが、上記
の生活習慣病と密接に関わることが最近明
らかにされつつある。 

 こうした観点から、生活習慣病の様々な病
態と胆汁酸シグナルとの関連精査には、各種
胆汁酸のメタボロミクスと、胆汁酸結合タン
パク質や刺激変動タンパク質のプロテオミ
クスを組み合わせ、そのシグナル伝達メカニ
ズムを明らかにすることが極めて重要とな
る。研究代表者らは、これまでに cleavable 

affinity gel を用いる新しい小分子結合タンパ
ク質解析法を構築している。一方で、二次元
ゲル電気泳動法を用いるディファレンシャ
ルディスプレイにより、胆汁酸刺激変動タン
パク質の解析に成功している。また、胆汁酸
には多岐にわたる構造類似体が存在するが、
申請者らは、これまでに胆汁酸およびその抱
合代謝物を対象とした多くの高感度分析法
を開発している。こうした研究成果を基盤と
し、本研究では、（１）胆汁酸刺激により変
動するタンパク質の翻訳後修飾部位の解析、
（２）胆汁酸固定化 cleavable affinity gel を用
いた結合タンパク質の解析、（３）胆汁酸類
のメタボロミクス手法の構築と生活習慣病
患者試料への応用、（４）胆汁酸刺激により
変動するタンパク質群の定量的解析を並行
して推進する。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は、肥満や２型糖尿病、高グ
リセリド血症やアテローム性動脈硬化症な
どの様々な代謝性疾患における胆汁酸シグ
ナルの関与について解析し、このような生活
習慣病における脂質代謝、糖代謝の恒常性に
対する胆汁酸の作用とそのメカニズムを明
らかにすることである。 

 胆汁酸刺激により変動するタンパク質に
つき、その変動を量的及び質的な両面から捉
えて解析する手法を構築する。これにより、
胆汁酸シグナルの細胞に与える影響を包括
的に解析し、その伝達経路を含めて変動のメ
カニズムを明らかにする。一方、生活習慣病
の各種病態時における血液中及び尿中の胆
汁酸類の包括的解析により、シグナルのトリ
ガーとなる胆汁酸の組成変化・量的変化を含
めた変動の本質を明らかにする。また、胆汁
酸結合タンパク質を一挙に解析することに
より、これまで明らかにされている TGR5 や
FXR 以外の、胆汁酸をリガンドとする受容体

の存在についても調査する。 

 本研究の成果により、核内レセプターFXR

や膜胆汁酸レセプターTGR5 を中心とした胆
汁酸の各種受容体への結合をトリガーとす
るシグナル伝達と、脂質代謝、糖代謝、エネ
ルギーのホメオスタシスとの関連を精査し、
各種生活習慣病の新たな治療法の創生を目
指す。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 胆汁酸刺激変動タンパク質の解析 

 HeLa S3 細胞にデオキシコール酸を添加し、
0.5、1、2、4、および 8 時間後に細胞を回収
して可溶性画分を取り出した。各試料中のタ
ンパク質を二次元ゲル電気泳動法により分
離し、CBB 染色して変動スポットを解析した。
次いで、翻訳後修飾の変化と考えられる変動
スポット（α-enolase、peroxiredoxin-1）中のタ
ンパク質につき、ゲル内消化し、質量分析法
により同定を試みた。 

 

(2) 胆汁酸固定化 cleavable affinity gel を用い
た結合タンパク質の解析 

 ケノデオキシコール酸を固定化したアフ
ィニティーゲルを調製し、Hep G2 細胞および
ラット肝可溶性画分と混合して結合タンパ
ク質を捕捉した。ゲルを洗浄後、ジチオスレ
イトールを用いてリンカーを選択的に切断
し、上清に回収されたタンパク質群を質量分
析法により解析した。 

 

(3) 胆汁酸のメタボロミクス手法の構築 

 各種抱合型胆汁酸標品を用いて、低エネル
ギーCID による開裂パターンを調べた。次い
で、抱合形式に特徴的な開裂を用いて、プリ
カーサーイオンスキャン、ニュートラルロス
スキャンにより、フォーカシング条件を検討
した。さらに各抱合体の分離条件を精査した
後、コレステロール代謝に異常を来す遺伝性
疾患の新生児尿を分析し、本法の有用性を検
証した。 

 

(4) プロテオーム変動の定量的解析法の構築 

 牛血清アルブミンを用いて、18O 標識水中
のトリプシン消化によるラベル化反応条件
を精査した。次に、18O 一置換標識体と非標
識体の混合試料を調製し、本法の直線性を調
べた。さらに、健常人血清に対して疑似バイ
オマーカーとして鶏由来のリゾチームを添
加した試料を用いて、本法と iTRAQ 法を比
較した。 

 

 

４．研究成果 

 



 

 

HeLa S3 細胞にデオキシコール酸（終濃
度：50 μM）を添加した後、α-enolase の翻訳
後修飾タンパク質を詳細に解析すると、刺激
後 1 時間でスポットの塩基性側へのシフトが
認められ、8 時間後にはほぼコントロールと
同じパターンに戻ることが判った。また、
peroxiredoxin-1 においてもほぼ同様の変化が
認められ、刺激 1 時間後には最も酸性側のス
ポットの染色強度は極めて薄くなったもの
の、8 時間後にはほぼコントロールの状態に
戻った。このことから、これらの変動は刺激
により一過性に起こるものの、細胞内にその
修復機構が存在することが示唆された。次に、
各スポットに含まれるタンパク質を詳細に
解析したところ、α-enolase のスポットには、
Rab GDP dissociation inhibitor beta、elongation 

factor 1-gamma 等の他のタンパク質も含まれ
ていることが明らかとなった。 

 次に、ケノデオキシコール酸固定化
cleavable affinity gel を用いて、Hep G2 細胞や
ラット肝組織中の結合タンパク質の抽出を
試みた。その結果、 Hep G2 細胞から
peroxredoxin-1 の他、tubulin-α,β、elongation 

factor 1、Importin-1,7、exportin-2、dihydrodiol 

dehydrogenase 等が、またラット肝可溶性画分
か ら peroxiredoxin-1 、 3-oxo-5-beta-steroid 

4-dehydrogenase 、 glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase、glutathione transferase、bile salt 

sulfotransferase、elongation factor-1 等が選択的
に抽出された。特に、peroxiredoxin-1 は極め
て効率よく濃縮されたことから、本タンパク
質がケノデオキシコール酸と強く結合する
可能性が示唆された。しかも、本タンパク質
は、先述のようにデオキシコール酸刺激によ
って変動することも確認されており、両者の
結果を考え併せると極めて興味深い。 

これまでの検討から、培養細胞を用いる in 

vitroのデータと組織等を用いる in vivoのデー
タに乖離があることが判明している。そこで、
細胞を３次元的に培養し、通常の培養の場合
とプロテオームを比較することとした。
HepG2 細胞を用いて検討したところ、可溶性
画分中の一部のタンパク質の存在量が全く
異なることが判明した。特に、 acyl-CoA 

binding protein や triosephosphate isomerase、
cofilin-1 などの乖離が大きく、現在その理由
を調査している。一方、より多種類のタンパ
ク質を一斉に解析することを目的に nanoLC

分離の２次元化を試みた。強カチオン交換カ
ラムを用いて分離したフラクションをオン
ラインで ODS系の nanoLCカラムでさらに分
離し、それぞれのプロテオームを解析したと
ころ、１次元分離に比べてより多種類のプロ
テオームを解析可能なことが判明した。 

 抱合型胆汁酸の各標品を用いて CID 条件
を検討し、それぞれプリカーサーイオンスキ
ャン、ニュートラルロススキャンによるフォ

ーカシング法を検討した。その結果、グリシ
ン、タウリン抱合体はそれぞれ m/z74、m/z124

のプリカーサーイオンスキャンで、硫酸抱合
体は m/z97 のプリカーサーイオンスキャンで、
また N-アセチルグルコサミン抱合体は質量
203 のニュートラルロススキャンでフォーカ
シング可能であることが明らかとなった。 

 次に、各種抱合型胆汁酸のフォーカシング
メタボロミクスを試みた。健常人およびコレ
ステロール代謝に異常を来す遺伝性疾患の
新生児尿につき比較検討したところ、健常人
に比べて患者尿中に多量でかつ多種類の硫
酸抱合型胆汁酸類が存在することが判明し
た。しかも、それぞれのフォーカシングマッ
プの比較から、簡単にマルチ抱合体を特定で
き、多くの多重抱合体が見出された。3β-HSD

欠損症患者尿中には、酵素欠損により蓄積し
た 3β-sulfooxy-Δ5 系の胆汁酸類が多量に存在
した。一方、Niemann-Pick 病 type C 患者の場
合は、3β-sulfooxy-Δ5 系の胆汁酸の 7β 位が N-

アセチルグルコサミンで抱合され、かつ側鎖
末端がグリシンあるいはタウリンにより抱
合された多重抱合型胆汁酸類が高濃度で存
在することが明らかとなった。 

 次いで、モデル試料として牛血清アルブミ
ンを用い、還元アルキル化後、18O 標識水中
でトリプシンによる酵素消化に付した。反応
液の pH、および酵素活性部位における競合
剤として用いるモノエタノールアミン濃度
の影響を調べたところ、50 mM のモノエタノ
ールアミンを含む pH 11 のリン酸緩衝液中、
37℃で 48 時間インキュベートすると、最も
効率よく 18O 一置換反応が進行することが判
った。次いで、18O 一置換標識体と非標識体
の混合試料を nanoLC/ESI-MS/MS 分析に付し、
y イオン強度比を解析したところ、100 倍以
上の混合モル比の範囲で相関が認められた。 

 次に、2 名の健常人血清各 1 μL に対して疑
似バイオマーカーとして鶏由来のリゾチー
ムを 10 あるいは 100 pmol 添加した試料につ
き、血清アルブミン及び IgG を除去後、還元
アルキル化し、一方を 18O 標識水中で、他方
を非標識水中で酵素消化した。両者を混合し
た後に nanoLC/ESI-MS/MS 分析し、疑似バイ
オマーカーの存在比を求めた。同じ試料を
iTRAQ 法で分析し、得られた結果を比較した
ところ、今回開発した 18O 標識法の方がより
精度の高い結果が得られることが判明した。 
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