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研究成果の概要（和文）： 

 胆汁酸の各種抱合体の標品を用いて、HPLC 分離条件を確立した。また、低エネルギー
CID によるプロダクトイオンの生成パターンを精査し、各抱合型胆汁酸の開裂の特徴を整
理した。得られたデータを基にプリカーサーイオンスキャンあるいはニュートラルロスス
キャンを駆使して抱合形式ごとに胆汁酸メタボロームをフォーカシングする手法を構築し
た。さらにコレステロール代謝に異常を来す疾患患者の尿を分析し、それぞれの疾患に特
徴的な胆汁酸代謝物を解析できることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We set up an HPLC separation method for various bile acid conjugates, and characterized 

each fragmentation of bile acid conjugates by the investigation of product ion patterns on 

low-energy collision-induced dissociation. Based on their data, we produced focusing methods for 

bile acid metabolome by conjugated forms using precursor ion scan and neutral loss scan analysis. 

In addition, we analyzed urine from patients producing metabolic abnormalities of cholesterol, and 

found to analyze disease-specific bile acid metabolites. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 胆汁酸はコレステロールの主代謝物であ
り、その代謝異常はコレステロール代謝の異
常を誘発し、動脈硬化や心疾患、脳血管障害

の進展に深く関わる。コレステロール代謝は、
種々の酵素欠損症において障害され、いくつ
かの疾患では特異的に中間体が蓄積する。ま
た、肝胆道系疾患では各種抱合代謝物の尿中
排泄量が増加する。さらに最近では糖代謝や
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酸化ストレスとの関連も報告されており、胆
汁酸代謝物の包括的な変動解析は、各種疾患
との関連を明らかにするうえで、極めて重要
となる。 

 これまで研究代表者らは、様々な胆汁酸代
謝物の高感度定量法を構築してきた。胆汁酸
代謝経路に関わるほぼすべての標品を保有
しているのは世界中で他にはなく、しかも分
析法構築に関する検討の成果がノウハウと
して蓄積されていることから、胆汁酸のメタ
ボローム解析法の効率的な構築が期待でき
る。メタボロミクスの分野では日本が海外に
一歩先んじており、極性低分子および脂質メ
タボロームの解析が盛んに行われているも
のの、コレステロール代謝物に関しては、国
内外を問わず未だ方法論が構築されておら
ず、解析システムの構築が切望されている。
こうした背景から、今回、胆汁酸メタボロー
ムの包括的変動解析システムの構築を計画
した。 

 

 

２．研究の目的 

 

 胆汁酸メタボロームの構造は多岐に渡っ
ており、画一化された方法論のみではシステ
ム化は極めて難しいとされてきた。本研究で
は、研究代表者らの蓄積したノウハウを駆使
して各化合物群に共通の特性を見出し、系統
的かつ合理的なシステム開発を行う。まず、
極めて多種類の胆汁酸メタボロームの高性
能分離条件を確立し、すべての胆汁酸メタボ
ロームを一斉に分離できる分析条件を確立
する。次に、イオン化条件、MS/MS条件の検
討結果をもとにフォーカスド・メタボローム
解析法を確立するとともに、MRM モードに
よるターゲッティング・メタボローム定量法
を構築し、その精度を検証する。本研究の目
的は、以上のような研究の推進により、最終
的に LC/MS/MS を駆使して胆汁酸メタボロ
ームの包括的解析システムを構築すること
である。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) HPLCおよびMS条件の検討 

 側鎖非抱合型、グリシン抱合型、タウリン
抱合型胆汁酸、およびそれらの 3位硫酸抱合
体、グルクロン酸抱合体、N-アセチルグルコ
サミン抱合体の各標品を用いて、HPLC分離
条件を検討した。 

 次に、トリプルステージ四重極型質量分析
計を用いて、各化合物の低エネルギーCIDに
おけるフラグメントパターンを調べた。 

 

(2) フォーカシング・メタボローム解析法の

検討 

 (1)で得られた情報をもとに、プリカーサー
イオンスキャンあるいはニュートラルロス
スキャンにより、各種抱合型胆汁酸のフォー
カシングの可能性を精査した。また、胆汁酸
メタボロームを分析して得たデータにつき、
横軸に保持時間、縦軸に m/z、ピーク強度を
等高線表示する二次元マップ化を図り、未知
の抱合型胆汁酸の同定への応用につき検討
した。 

 

 

４．研究成果 

 

 ヒトにおける主要胆汁酸およびそれらの
グリシン抱合体、タウリン抱合体、硫酸抱合
体、N-アセチルグルコサミン抱合体の標品を
用いて、HPLC 分離条件に付き検討した。そ
の結果、酢酸アンモニウムとメタノールの混
液を用いるリニアグラジエント溶出により、
各種抱合胆汁酸を効率的に分離できること
が判明した。 

次に、各種標品を用いて、トリプルステー
ジ四重極型質量分析法による CID パターン
の特徴を精査するため、各種 CID条件下にお
けるフラグメントパターンを調べた。その結
果、グリシン抱合体およびタウリン抱合体に
おいては、側鎖アミノ酸に由来する m/z74 お
よび m/z124 のイオンをそれぞれ生成するこ
とが判った。硫酸抱合体においては、硫酸基
部分に由来する m/z97 を強く生成し、N-アセ
チルグルコサミン抱合体では、質量 203のニ
ュートラルロスを生じることが明らかとな
った。次に、グルクロン酸抱合体のフォーカ
シングにつき検討し、3位水酸基および 24位
カルボキシル基のどちらに結合した場合で
も、グルクロン酸部分に相当する 176Daのニ
ュートラルロススキャンでフォーカシング
可能なほか、24-グルクロニドは m/z175 のプ
ロダクトイオンも生じることから、抱合形式
を明確に識別できることも明らかとなった。 

これまでの結果を踏まえ、各種抱合型胆汁
酸の二次元マップ化を試みた。m/z97 のプリ
カーサーイオンスキャンにより抽出された
ピークを先の二次元マップに重ね合わせる
ことにより、硫酸抱合型胆汁酸を容易に特定
できることが判明し、同様の手法でグリシン
抱合型、タウリン抱合型胆汁酸についてもフ
ォーカシングできることが判った。さらに、
質量 203のニュートラルロススキャンにより、
N-アセチルグルコサミン抱合体についても
フォーカシング可能であることが判明し、本
法が未知の抱合型胆汁酸の同定に有用であ
ることが示唆された。 

 これまでの成果をもとに、本法による各種
抱合型胆汁酸のフォーカシング性能の検証
を試みた。その結果、プリカーサーイオンス



 

 

キャンやニュートラルロススキャンを駆使
することにより、多種類の抱合型胆汁酸混合
物による複雑なマップから、それぞれの抱合
体を選択的に抽出したマップを作成可能で
あることが判った。次に、健常人、3β-HSD

欠損症患者、および Niemann-Pick 病 type C

患者尿を用いてそれぞれの抱合型胆汁酸マ
ップを作成し、比較検討した。その結果、m/z97

のプリカーサーイオンスキャンによりフォ
ーカシングしたマップを解析すると、健常人
に比べて両疾患患者の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。特に、硫酸抱合とアミノ酸抱合
などの複数の抱合代謝を受けた胆汁酸類が
数多く存在しており、それぞれのフォーカシ
ングマップを重ね合わせることにより、マル
チ抱合体を容易に特定することが可能であ
った。一方、3β-HSD 欠損症患者尿中には、
ステロイド骨格中に二重結合を一つ有する
硫酸抱合体が強く観測され、それらが酵素欠
損により蓄積した 3β-sulfooxy-Δ5 系の胆汁酸
類であることが推測された。Niemann-Pick病
type C 患者の場合はさらに複雑で、
3β-sulfooxy-Δ5 系の胆汁酸類のほかに、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。 

 以上、タンデム質量分析法を駆使すること
により、抱合型胆汁酸のメタボローム解析が
可能であることが明らかとなり、本研究の成
果が各種疾患との関連の精査に役立つもの
と期待される。 
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