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研究成果の概要（和文）： 
 最新のソフトイオン化質量分析法を基盤とするテトラヒドロコルチコステロイド、胆汁酸、

オキシステロールなどのグルクロン酸、硫酸、グルタチオン、N-アセチルシステインなどとの

抱合体の高感度測定法を開発し、本法が内分泌・代謝疾患の病因・病態解析に有用なことを示

した。 
研究成果の概要（英文）： 
 Highly sensitive and specific soft ionization mass spectrometry for the determination of 
tetrahydrocorticosteroids, bile acids, and oxysterols, which are conjugated with glucuronic and 
sulfuric acids, glutathione, and N-acetylcysteine, have been developed. The developed methods 
were useful for diagnosis of endocrinological and metabolic diseases. 
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１． 研究開始当初の背景 

近年における生命科学研究では、ゲノミク

ス、トランスクリプトミクス、プロテオミク

スなどの進歩発展とともに、生体内における

代謝物の詳細な変動を解析するメタボロミク

スが、タンパク質の機能の解析のみならず、

病因・病態の解明、さらには生理作用因子を

明らかにする上で重要な課題となっている。

一方今日、LC/MS、LC/核磁気共鳴法（NMR）な

どハイファネーテッド・テクニックと呼ばれ

る複合システムが実用化され、極微試料を用

いるDNA、タンパク質、糖鎖など生体高分子の

高次構造の解析のみならず、低分子生理活性

物質の体内動態の解析にその応用研究が展開

されつつある。 

２．研究の目的 

本研究は、微量で顕著な生理作用を発現する

ステロイドホルモン、脂質の吸収のみならず

細胞内情報伝達物質の一つとして重要な役

割を担っている胆汁酸、さらには、最近、動

脈硬化症との関連から注目が寄せられてい

る硫酸抱合型オキシステロールにフォーカ



スドし、血液、尿、唾液などの体液のみなら

ず組織・細胞内で質的・量的に変動するこれ

ら低分子生理活性物質の液体クロマトグラ

フィー（LC）/エレクトロスプレーイオン化

（ESI）－質量分析法（MS）による迅速な同

定、定量を可能とするメタボローム解析法を

構築し、遺伝的要因や生活習慣などの複数の

要因が複雑に関係した疾患の診断、予防そし

て治療法の開発に資することを目的とする。 

２． 研究の方法 

 本研究目的を達成するには、テトラヒドロ

コルチコステロイド、胆汁酸、並びにオキシ

ステロールの各種抱合体を標品として確保す

ることが必須であり、精度、感度、正確度に

優れるプロフィル分析法の確立がその前提と

なる。本研究では、初めにこれら抱合体標品

を有機化学的手法を駆使して合成するととも

に、ESI-MS/MSにおいて生成する特徴的イオ

ンを明らかにする。さらに、得られた知見を

基にLCにおけるクロマトグラフ的挙動を精

査し、これを基に血液、尿、胆汁や組織・細

胞など生体試料中濃度の信頼度の高いLC/ 
ESI-MS/MSによる高感度定量法を開発すると

ともに、本法によって各種病態時における代

謝物の質的・量的変動を解析し、内分泌・代

謝疾患の科学診断に資する。 

４．研究成果 
（１）LC/MS による内分泌疾患の科学診断法

の開発 

①尿中テトラヒドロコルチコステロイド・グ

ルクロニドを標的とする内分泌疾患の科学

診断法の開発 

 負イオン検出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テトラヒドロコルチ

コステロイド・グルクロニド 12 種の高感度

直接一斉分析法を開発し、本法がクッシング

症候群の病態解析に有用なことを実証した。 

②尿中テトラヒドロコルチコステロイド・サ

ルフェートを標的とする内分泌疾患の科学

診断法の開発 

初めに、コルチゾール及び 11-デオキシコ

ルチゾールを出発原料に用いて、ステロイド

格 A 環の立体選択的還元、3 位及び 21 位水

酸基の選択的保護とクロロスルホン酸-ピリ

ジン錯体による水酸基の硫酸化反応を駆使

して、5β−Α/Β−シス構造を有するテトラヒド

ロコルチゾール（THF）、テトラヒドロコルチ

ゾン（THE）、テトラヒドロ-11-デオキシコル

チゾール（THS）とこれらの 5α立体異性体

（allo-THF、allo-THE、allo-THS）の 3-並びに

21-サルフェートと 3,21-ジサルフェート標品

計 18 種を合成した。 

引き続き、LC/MS による信頼度の高い尿中

硫酸抱合型テトラヒドロコルチコステロイ

ドの高感度直接一斉分析法を開発する上に

必須となる内標準物質として、ステロイド核

上、A 環あるいは C 環に 4 ～ 5 個の重水素

を保持した多重重水素標識テトラヒドロコ

ルチコステロイド・サルフェート 14 種をコ

ルチゾール及び 11-デオキシコルチゾールを

出発原料に用いて合成した。 

さらに、合成したサルフェート標品 18 種

の負イオン検出 ESI-MS/MS において生成す

る構造上の特徴的イオンを明らかにすると

ともに、効率的なイオンの生成条件を設定し、

LC におけるクロマトグラフ的挙動を明らか

にした。引き続き、イオン交換と逆相ミック

スモードの固相抽出カートリッジ用いる尿

試料の簡便な前処理法と多重重水素標識テ

トラヒドロコルチコステロイド・サルフェー

トを内標準物質として用いる安定同位体希

釈 LC/ESI-MS/MS 分析法とを組み合わせたヒ

ト尿中テトラヒドロコルチコステロイド・サ

ルフェートの高感度定量法を開発し、本法が

内分泌・代謝疾患の科学診断に有用なことを

立証した。 
（２）グルタチオン抱合型胆汁酸の動態解析 
①胆汁酸の代謝活性中間体と bionucleophile
との反応性の解析 
 胆汁酸のアミノ酸抱合における代謝活性

中間体であるアシルアデニレートと CoA チ

オエステルのアミノ基並びにチオール基に

対する反応性を、重水素標識体と非標識体の

1:1 混合物を基質に用いて LC/ESI-MS/MS に

よって CoA チオエステルがグルタチオン抱

合の優先的な基質であることを明らかにし

た。 
②ヒト胆汁中グルタチオン抱合型胆汁酸の

同定 
初めに、ラット胆汁中に排泄されるグルタ

チオン抱合型胆汁酸を同定した。引き続き、

これらの知見を基に、各種肝胆道疾患患者の

胆 汁 中 グ ル タ チ オ ン 抱 合 型 胆 汁 酸 を

LC/ESI-MS/MS によって精査し、先天性胆道

拡張症と非症候性小葉間胆管減少症患児の

胆汁中にケノデオキシコール酸とリトコー

ル酸がグルタチオン抱合体として排泄され

ることを明らかにし、ヒトにおける胆汁酸の

新規代謝排泄経路の存在を世界に先駆けて

明らかにした。 
③ラット肝サイトゾール画分におけるグル

タチオン抱合型胆汁酸の硫酸抱合 
初めに、ヒト主要胆汁酸 3-サルフェート 5

種のグルタチオン抱合体を標品として合成

し、これらの LC/ESI-MS/MS による高感度測



定法を構築した。引き続き、本法によってグ

ルタチオン抱合型胆汁酸がラット肝サイト

ゾール画分において硫酸抱合を受けるもの

の、素早く加水分解を受けて遊離型胆汁酸 3-
サルフェートに変換されることを明らかに

した。 
（３）N-アセチルシステイン抱合型胆汁酸の

体内動態と肝機能改善作用 
①ラット肝サイトゾール画分における N-ア
セチルシステイン抱合型胆汁酸の硫酸抱合 
初めに、ヒト主要胆汁酸 3-サルフェート 5

種の N-アセチルシステイン抱合体を標品と

して合成し、これらの LC/ESI-MS/MS による

高感度測定法を構築した。引き続き、本法に

よって N-アセチルシステイン抱合型胆汁酸

がラット肝サイトゾール画分において硫酸

抱合を受けるものの、素早く加水分解を受け

て遊離型胆汁酸 3-サルフェートに変換され

ることを明らかにした。 
②N-アセチルシステイン抱合型ウルソデオ

キシコール酸の体内動態と肝機能改善作用 
肝胆消化機能の改善が期待されるN-アセ

チルシステイン抱合型ウルソデオキシコー

ル酸（UDCA-NAC）の体内動態と薬理効果に

関 す る 基 礎 的 知 見 を 得 る 目 的 で 、

[2,2,4,4-d4]-UDCA-NAC投与ラットの代謝物

をも含めた血中薬物濃度をLC/ESI-MS/MSに
よって解析し[2,2,4,4-d4]-UDCA-NACが投与

後速やかに加水分解を受けて遊離型に変換

されてアミノ酸抱合体として血中に出現す

ることを明らかにした。また、アセトアミノ

フェン誘発肝障害ラットの血中ALTおよび

ASTが、[2,2,4,4-d4]-UDCA-NAC非投与群と比

較して有意に低下することを明らかにし、

UDCA-NACが薬物性肝障害を改善するプロ

ドラッグであることを示した。 
（３）唾液中胆汁酸を指標とする非侵襲肝胆

道疾患検査法の開発 
 遊離型ならびにグリシン抱合型胆汁酸が

保 有 す る カ ル ボ キ シ ル 基 を 利 用 し て

2-hydrazinopyridine 誘導体に導く検出指向誘

導体化法と正イオン検出 LC/ESI-MS/MS によ

とを組み合わせた唾液中胆汁酸の感度、特異

性に優れる定量法を構築し、本法が無侵襲肝

胆道疾患検査法として有用なことを明らか

にした。 
（４）LC/ESI-MS による硫酸抱合型オキシス

テロールの高感度測定法の構築 
 初めに、ethyl(trifluoromethyl)dioxirane を用

いるコレステロールの遠隔酸素化反応を駆

使して24-並びに25-オキシコレステロールを

合成し、これらと別途合成した数種のオキシ

ステロールの 3-サルフェート標品を調製し

た。引き続き、これらサルフェートの安定同

位体希釈 LC/ESI-MS/MS による高感度測定法

を構築し、本法が脂質代謝異常症の病態解析

に有用なことを示した。 
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