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研究成果の概要（和文）：大腸がんはがん死因の上位に位置しており，日本においても，近年，男女ともに大腸がんの
増加が目立っている．このことから，大腸がんの完治を目指すため，その早期発見が求められている．脂質は，多種多
様な構造を持ち，生体膜の構成成分であると同時に，一部の脂質分子においては生理活性シグナル分子として重要な働
きを担っている．本研究では，液体クロマトグラフィー三連四重極型質量分析計による網羅的脂質分析手法を確立した
．さらに，腸炎の発症，腸炎から大腸がんへの進展までの一連の疾患の進行に伴う脂質分子種の変動をマウスモデル，
および大腸がん患者の臨床検体を用いて評価し，大腸がんの早期バイオマーカ―候補を見出した．

研究成果の概要（英文）：To improve the quality of life of colorectal cancer patients, it is important to 
establish new screening methods for early diagnosis of colorectal cancer. Lipids are fundamental 
constituents that structurally and chemically regulate cell membranes, store energy, and can become 
precursors to bioactive metabolites. We developed the comprehensive lipids profiling methodology and 
performed serum lipidomic analysis using liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC/MSMS). Wide 
targeted lpidomic profiling was not only provide insights into the specific roles of molecular species 
for enteritis and colorectal cancer, but also assist in identifying potential biomarkers for colorectal 
cancer.

研究分野： メタボロミクス
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１．研究開始当初の背景 

近年，医療診断や病因解析を目的としたオ
ーム解析が精力的に実施されている．オーム
解析の中でも，低分子代謝物総体を捉えるメ
タボロミクスは酵素の変動が生じて初めて
変動し，タンパク質の活性にも依存すること
から、生体の表現形に近い変動を示すこと，
種差がないため小動物実験系の結果をヒト
臨床研究に外挿しやすいなどの利点を持つ． 

日本社会の高年齢化に伴い，死因としての
がんは増加の一途を辿っており，昨今では死
因の 3分の 1を占めている．大腸がんは，種々
のがんの中でも，男性では 3 番目，女性では
1 番目に多い死因となっており，食生活の欧
米化などがその原因と考えられている．疎水
性代謝物の代表である脂質は，多種多様な構
造を持ち，生体膜の構成成分であると同時に，
一部の脂質分子においては生理活性シグナ
ル分子（脂質メディエーター）として重要な
働きを担っていることが明らかにされつつ
あるものの，ヒトの代謝物総数の大半が脂質
であることやその構造の多様性を考えれば
疾患に関わる機能未知の分子種が数多く含
まれると考えられる．そこで申請者は，脂質
の包括的解析により大腸がんの診断予測精
度を向上できると考え，大腸がんのマルチタ
ーゲット脂質プロファイリング研究に着手
した． 

 

２．研究の目的 

大腸がんで使用されている内視鏡検査は，
比較的早期に診断が可能な優れた検査法の
ひとつであるが，侵襲的な検査であり，スク
リーニング法として全国民に行うことは困
難である．また，簡便な検査法である糞便の
免疫学的潜血反応検査や血液検査による腫
瘍マーカー診断は偽陰性が多く，大腸がん特
異的に診断することは難しい．すなわち，大
腸がんを早期に，かつ，より精確に発見でき
る血液マーカーは発見されていないのが現
状である． 

また，大腸がんは炎症性腸疾患が発がんリ
スクのひとつになると考えられているが，慢
性炎症から発がんへの進展機構に関する知
見はおろか，炎症性腸疾患発症機序自体も未
だ不明である．そこで，当該研究では，液体
クロマトグラフィー三連四重極型質量分析
計（LC/MS/MS）による網羅的脂質プロファ
イリング手法を確立し，腸炎の発症，腸炎か
ら大腸がんへの進展までの一連の疾患の進
行に伴う脂質分子種の変動をマウスモデル
により評価した．さらに，大腸がん患者の臨
床検体を用いたマルチターゲット脂質プロ
ファイリングによって，マウスモデルから得
られた知見と比較・検証することで信頼性の
高い早期バイオマーカ―候補を見出すこと
を目的とした． 

 

３．研究の方法 

（1）LC/MS/MS によるマルチターゲット脂

質プロファイリング法の開発 

包括的な脂質分子の測定法の開発には，
LC/MS/MSによるマルチプルリアクションモ
ニタリング (MRM) モードにて実施した．は
じめに，リゾリン脂質（リゾフォスファチジ
ルコリン：LPC，リゾフォスファチジルエタ
ノールアミン：LPE），リン脂質（ファチジル
コリン：PC，フォスファチジルエタノールア
ミン：PE），遊離脂肪酸（FFA）を測定対象と
した分析手法の構築を行った．続いて，アラ
キドン酸（AA）カスケードのプロスタグラン
ディンやロイコトリエン，トロンボキサンな
どの-6 脂質メディエーター，およびドコサ
ヘキサエン酸（DHA）由来のプロテクチンな
どの-3 脂質メディエーターを測定対象とし
た脂質メディエーター類の高感度 LC/MS/MS

分析手法の開発を行った．さらに，生体組織
や血清サンプルなど，多種多様な生体サンプ
ルを用いて開発した分析手法の堅牢性を検
証した． 

 

（2）マウスモデル，および大腸がん患者の
マルチターゲット脂質プロファイリング解
析 

 炎症性腸疾患モデルである IL-10 遺伝子欠
損マウス，および家族性大腸腺腫症モデルマ
ウスである APC

min/+マウスを用いた脂質プロ
ファイリングを実施した．さらに，大腸がん
患者 18名，ならびに健常者 16 名の血清試料
を分析し，脂質バイオマーカーを探索した．  

 

４．研究成果 

（1）LC/MS/MS によるマルチターゲット脂
質プロファイリング法の開発 

 はじめに，リゾリン脂質，リン脂質，遊離
脂肪酸を測定対象とした LC/MS/MS による
包括的な脂質分子の測定手法の開発を行っ
た．リゾリン脂質，リン脂質，遊離脂肪酸に
は種々の異性体が存在する．例えば，リゾリ
ン 脂 質 で あ る 1-acyl-2-lysophospholipids

（ lysoPC sn-1）と 2-acyl-1-lysophospholipids

（lysoPC sn-2）は位置異性体の関係にあると
同時に，生理的な機能も異なることが知られ
ている （図 1）．異性体の識別は質量分析計
では困難であるために，両者のリゾリン脂質
を識別するためにはクロマトグラフィーに
よる分離が重要である．そこで，リゾリン脂 

質，リン脂質，遊離脂肪酸の異性体類を分離
可能なクロマト条件の検討を行った．逆相カ
ラムの選択，グラジエント条件，添加剤の最
適化により上記の構造異性体，位置異性体を



分離可能な LC 条件を見出した．さらに，構
築した手法の堅牢性を野生型マウスから採
取した大腸組織，血漿，ならびにヒト血清を
使用して検証した．その結果，マウス大腸組
織で 253 種，血清中で 226種，ヒト血清から
218 種の脂質が同定され，定量性の精度を示
すピークエリア値のバラツキも良好な値
（RSD15%以内）を示した．以上の結果より，
当該分析手法は，動物組織や臨床検体に適応
可能な堅牢性の高い脂質プロファイリング
であることが示された． 

 続いて，炎症の程度を評価するために，脂
質メディエーターの分析系構築をさらに行
った．その結果，炎症性作用を示すアラキド
ン酸カスケードのプロスタグランディンや
ロイコトリエン，トロンボキサンなどの-6

脂質メディエーター，およびドコサヘキサエ
ン酸由来の抗炎症性作用を示すプロテクチ
ンなどの -3脂質メディエーター類の網羅的
高感度 LC/MS/MS測定手法を開発した（図 2）．
また，脂質メディエーターは微量生理活性物
質であることから，試料の前処理方法の最適
化および分析系の高感度化が必要であった．
そこで固相抽出精製，および LC/MS/MS シス
テムへの大量導入法を確立することで微量
な組織（脳・肝臓・小腸・大腸）や体液中（ヒ
ト血清）からの網羅的脂質メディエーター分
析を達成した． 

 

（2）IL-10 遺伝子欠損マウスのマルチターゲ
ット脂質プロファイリング解析 

炎症性腸疾患モデルである IL-10 遺伝子欠
損マウスを用いて，腸炎発症における脂質分
子種のプロファイルについて検討した．その
結果，大腸組織と血漿中で共通して有意に変
動した代謝物は 15 種類あり，その中には，
DHA（22:6）やアシル基に DHAをもつ PCな
ど，DHA関連代謝物が多く存在した．長期に
わたる炎症が大腸がん発症を誘導すること
が知られていることから，本プロファイリン
グ結果は，DHAが大腸がんの発症に強く関与
する代謝物，あるいは代謝経路であることが
強く示唆された． 

そこで次に 10 週齢の野生型および IL-10

遺伝子欠損マウスの腹水および大腸組織の
脂質メディエーターの分析を実施した．その
結果，IL-10 遺伝子欠損マウスは野生型マウ

スと比べて炎症性作用を示すプロスタグラ
ンジン D2 が大腸組織において統計学的に有
意に上昇（2.8倍）していることが示された．
また，抗炎症作用を示すプロテクチン D1 に
おいても，IL-10 遺伝子欠損マウスは野生型
マウスよりも産生量が 1.5 倍程度上昇した．
しかしながら，プロテクチン D1 の内生量は
プロスタグランジン D2 と比べて 100 分の 1

程度であり，さらに，プロテクチン D1 の上
昇率はプロスタグランジン D2 よりも低値を
示した．以上の結果から，慢性炎症時には，
炎症性作用を示すプロスタグランジン D2 と
抗炎症性作用を示すプロテクチン D1 生産量
のアンバランスが顕著に生じており， DHA

関連脂質分子の変動との関連性が明らかと
なった（図 4）． 

  

（3）APC
min/+マウスのマルチターゲット脂質

プロファイリング解析 

多くの大腸癌における発癌形式は，多段階
発がんであることが知られている．すなわち，
様々な遺伝子異常の蓄積によって正常組織
からがん組織へ移行すると考えられており，
大腸がんの場合，APC 遺伝子・K-ras 遺伝子・
DCC遺伝子・P53等の遺伝子異常が同定され
ている．この中で，APC 遺伝子異常は大腸が
んの発がんにおいて重要な働きをしている
と考えられている．そこで，大腸発がんモデ
ル APC

min/+マウスを用いたマルチターゲット
脂質プロファイリングを実施することで，
APC 遺伝子変異が脂質代謝に与える影響を
詳細に調べた．野生型マウスと APC

min/+マウ
スの血清脂質プロファイリングを行った結
果，大腸がんの発症に伴い，数種のリン脂質
が統計的に有意に変動した．また，変動した



脂質分子の中には，DHA，あるいは，DHA

を含むリン脂質が含まれていることが分か
った． 

 

（4）大腸がん患者血清のマルチターゲット
脂質プロファイリング解析 

本研究で開発した分析手法を用いて，大腸
がん患者，および健常者の血清のリピドーム
解析を実施した．その結果，健常者と比べて
数種の脂質分子種において有意な変動を示
した．最終的に IL-10 遺伝子欠損マウスと
APC

min/+マウス血清の結果，および大腸がん
患者血清の結果を比較したところ，DHA，あ
るいはいくつかの DHA を含むリン脂質が共
通して変動していることが分かり，これらの
脂質分子は信頼性の高い大腸がんバイオマ
ーカー候補になると考えられる． 
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