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研究成果の概要（和文）：超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析（SFC/MS）を用いたステロイド類の包括的
な分析系の構築に取り組み，超臨界流体抽出（SFE）のオンライン化を含めた各種ステロイド類（異性体，抱合
体を含む）の高解像度プロファイリングシステムの構築に成功した．さらに，応用研究として，腸内細菌叢にお
けるステロイド類の包括的な解析を試み，腸内細菌の有無，各種食事による影響，歯周病菌摂取によるそれぞれ
において特異的なステロイド類のプロファイルを取得することができた．また，各種疾患モデル動物サンプルお
よび臨床サンプルにおける分析を試み，各種疾患に特異的な成分変動をとらえることができた．

研究成果の概要（英文）：We successfully developed an analysis method for comprehensive profiling of 
steroid skeleton compounds, including their isomers and conjugates. The constructed high-resolution 
system uses supercritical fluid chromatography/mass spectrometry and an on-line supercritical fluid 
extraction system. Additionally, we performed steroidomic analyses using intestinal bacterial flora 
to evaluate the effectiveness of our method. We successfully obtained specific steroid profiles 
depending on the presence or absence of intestinal bacteria or periodontal disease bacteria, as well
 as determined the effects of various diets. We also analyzed various disease model animal and 
clinical samples, captured component variations specific to various diseases, and identified marker 
metabolites.

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 
ステロイド類は疎水性が高く，また化学的性質

が非常に類似した類縁体が多数存在するため，
個々の成分を精密に解析するためには高度な
分離を必要とする．また，ステロイドの多くは，硫
酸体やグルクロン酸体などの親水性の抱合体と
しても存在することから，それらを含めた分析は
さらに困難を極める．これまで，非抱合体はガス
クロマトグラフィー（GC）の高い分離能を生かし
てトリメチルシリル化などの誘導体化を用いて
GC/質量分析（GC/MS）により分析をされてきた
．また，近年の質量分析の発展に伴い超高感度
の三連四重極型質量分析計を接続した液体ク
ロマトグラフィー（LC）/MSでも分析が行われてい
るが，類縁体の分離や抱合体との一斉分析の
面で課題を抱えている．また，これまでに報告さ
れているステロイド代謝物以外にも実際には多く
の抱合体やその他代謝物が存在することが考え
られ，それらは現在の分析系では対象となって
おらず解析できていないのが現状である． 

我々のグループでは，これまで超臨界流体ク
ロマトグラフィー（SFC）および超臨界流体抽出（
SFE）の代謝物解析の適用技術の開発について
取り組んできた．超臨界炭酸ガス n-ヘキサンで
あることから極性の低い成分の分離，抽出が中
心であったが，最近の我々の研究において極性
の高い化合物にも適用可能であることが示され
ている [Ishibashi et al. J. Chromatogra. A 2012, 
Taguchi et al. J. Chromatogra. A 2013]．さらに，
SFCはこれまで順相系のクロマトグラフィーとして
位置づけられていたが，逆相系，さらには順相，
逆相両方のモードを有することを明らかにした
[Yamada et al. J. Chromatogra. A 2013]．また，
SFEをオンラインで接続することにより，光合成
細菌中のCoQ10の酸化体還元体の精密分析や
血 漿 中 の 脂 質 の 分 析 に も 成 功 し て い る
[Matsubara et al. J. Chromatogra. A 2012, 
Uchikata et al. J. Chromatogra. A 2012]． 

そこで当該研究では，SFC ならびに SFE のさ
らなる可能性を追求し，抱合体を含むステロイド
類の包括的な一斉分析が可能な実用システム
の構築を目指して研究に取り組むこととした． 
 
２．研究の目的 

当該研究では，包括的なステロイド類のプロ
ファイリング（ステロイドミクス）システムの開発を
目指して，オンライン超臨界流体抽出-超臨界流
体クロマトグラフィー/質量分析（SFE-SFC/MS）を
用いることにより抱合体を含めた各種ステロイド
の一斉分析が可能な分析システムの構築に取り
組んだ．超臨界流体を抽出・分離に適用するこ
とにより，高解像で網羅性が高くかつハイスルー
プットの，これまでにない全く新しいタイプのステ
ロイドプロファイリングシステムの開発を試みた．
SFC を用いることにより多数の類縁体の精密分
離を可能にし，オンラインで SFE を接続すること

により従来の複雑な固相抽出等のサンプル前処
理操作を省き，精度，スループットの向上を目指
した．さらに，構築したシステムを用いて各種疾
患サンプルにおける応用研究についても実施し，
疾患特異的なステロイドプロファイルの取得やマ
ーカー成分の同定に取り組んだ． 
 
３．研究の方法 
(1) オンライン SFE-SFC/MS を用いたステロイド

ミクスシステム構築 
まず，各種ステロイドおよびその抱合体の標

準品を用いて，質量分析計におけるイオン化条
件の検討を行い，続いて，SFC/MS による分離
条件の検討を行った．疎水性のフリー体のステ
ロイドおよび親水性の抱合体の一斉分析が可能
なカラムの選定および移動相，添加剤などの各
種分析条件の検討を行った． 

次に，同様に各種ステロイドおよびその抱合
体の標準品を用いて，SFE における抽出条件お
よび濃縮，溶出（分離）条件の検討を行った．ま
ず，液体等の試料を保持させるための担体につ
いても検討した．次に，選定した担体にステロイ
ド標準品混合物を添加し，抽出，濃縮，溶出条
件の検討を行った．担体から溶出された成分は
カラム先端において濃縮され，その後カラムに
おける分離が可能な条件を構築する必要がある．
好適なカラムの選定と濃縮，溶出（分離）条件に
ついて精査した．様々なサンプルにおける各種
成分の検出感度，再現性等について検証を行
い実用的なシステムの構築に取り組んだ． 

また，実サンプルにおけて標準品と一致しな
い成分についても積極的に同定を試み，生体サ
ンプルの解析において有用なライブラリの構築
についても取り組んだ． 
 
(2) オンライン SFE-SFC/MS システムを用いた

ステロイドミクス応用研究 
構築したオンライン SFE-SFC/MS ステロイドミ

クスシステムを用いて，各種応用研究に取り組
んだ． 

食事や病気の影響により胆汁酸類が変動す
ることが知られている腸内細菌叢におけるステロ
イド類の包括的な解析を試みた．腸内細菌の有
無，各種食事による影響，歯周病菌摂取による
影響等について，マウスサンプルにおいて比較
解析を行った． 

がん，糖尿病，心筋梗塞等ステロイド類の変
動が予想される疾患モデル動物や臨床サンプ
ルにおけるステロイドプロファイリングを試みた．
まず，実験動物を用いてそれぞれの疾患に特異
的なステロイドプロファイル情報の取得を試みた．
また，実験動物での情報をもとに臨床サンプル
におけるステロイドプロファイルの比較解析につ
いても試みた． 

また，高解像度質量分析計を用いたノンター
ゲット解析についても実施し，各種生体サンプ
ルにおけるステロイドライブラリの構築について
も取り組んだ． 

 
４．研究成果 



(1) オンライン SFE-SFC/MS を用いたステロイド
ミクスシステム構築 

まず，各種ステロイドおよびその抱合体の標
準品を用いて，質量分析計におけるイオン化条
件の検討，最適化を行った．続いて，SFC/MS
による分離条件の検討を行った．疎水性のフリ
ー体のステロイドおよび親水性の抱合体の一斉
分析が可能なカラムの選定および移動相，添加
剤などの各種分析条件の検討を行い，最適条
件を決定した．抱合体を含めた幅広いステロイド
関連代謝物の解析が可能な分析系の構築を目
的として，SFC における分離条件の検討に取り
組んだ結果，SFC をベースとしたこれまでにない
新しい Unified Chromatography 分離系の構築
に成功した（学会発表，論文投稿準備中）． 

さらに多くのステロイド類の分析を目指して，
生体内に多く存在する異性体の分離に取り組ん
だ．各種分離カラムを検討することによってこれ
まで液体クロマトグラフィーでは難しかった異性
体の分離に成功した．SFC は低カラム背圧のた
め複数のカラムを接続することが可能で，また，
どのカラムを使用する場合も超臨界二酸化炭素
にモディファイヤ（極性溶媒）を加える同一の移
動相を用いることから，その特徴を活かして，同
じカラムを複数接続することにより分離能を向上
させたり，異なる種類のカラムを接続し選択性を
変えることによって，目的とする分離を達成する
ことができた（論文投稿準備中）． 

次に，同様に各種ステロイドおよびその抱合
体の標準品を用いて，SFE における抽出条件お
よび濃縮，溶出（分離）条件の検討を行った．ま
ず，液体試料を保持させるためのトラップカラム
について検討を行った．固定相の種類，粒子径，
カラムサイズ（内径，カラム長）について検討した．
次に，選定したトラップカラムを用いてステロイド
標準品混合物の抽出，濃縮，溶出条件の検討
を行った．さらに，トラップカラムとの相性を確認
しながら好適な分離カラムの選定および濃縮，
溶出（分離）条件について検討し，最適条件を
構築した（学会発表，論文投稿準備中）．さらに，
培養細胞，血漿，尿等の実サンプルを用いて，
構築したステロイドプロファイリングシステムの検
証についても実施し，必要に応じてシステム構
成の改良，抽出・分離条件の最適化を行った． 

また，上記と併せて超臨界流体抽出，分離が
連続して可能なオンライン SFE-SFC-MS 装置の
開発について島津製作所と取り組んだ．当該研
究で取り組んだオンライン SFE/SFC の経験，知
識を導入することにより，実用的な装置を開発し
上市した．同 SFE-SFC 装置は Pittocon2015 で
Editors' Gold Award，2015 R&D 100 Awards（米
国 R&D マガジン社主催）や日刊工業新聞社
2015 年度十大新製品賞を受賞した． 

 

(2) オンライン SFE-SFC/MS システムを用いた
ステロイドミクス応用研究 

構築したステロイドミクスシステムを用いて各
種応用研究に取り組んだ． 

まず，食事や病気により胆汁酸類が変動する
ことが知られている腸内細菌叢におけるステロイ
ド 類 の 包 括 的 な 解 析 を 試 み た ． Specific 
Pathogen Free (SPF) マウスと Germ Free (GF)マ
ウスの盲腸内容物におけるステロイド類の包括
的な分析を実施し，比較解析を行った．その結
果，腸内細菌の有無におけるステロイド類のプロ
ファイルの差異を明らかにした．併せて，同サン
プルにおけるリピドミクス（リン脂質，スフィンゴ脂
質，アシルグリセロール脂質の包括的な解析）に
ついても実施した．腸内細菌の有無による特徴
的な脂質プロファイルの取得に成功し，ある種の
脂質が腸内細菌により特異的に代謝されること
が明らかになった（特許出願および論文投稿準
備中）．また，その他に，各種食事による影響，
歯周病菌摂取による影響等について，マウスサ
ンプルにおいて比較解析をしたところ，それぞ
れにおいて特異的なステロイド類のプロファイル
を取得することができた（特許出願および論文
投稿準備中）． 

次に，各種疾患に特異的なステロイドプロファ
イル情報の取得を目的として，ステロイド類の変
動が予想される各種疾患モデル動物サンプル
および臨床サンプルにおける分析を試みた．ま
ず，培養細胞やモデル動物の血漿，組織，尿，
糞便等のサンプルにおけるステロイドプロファイ
ル解析を実施した．糖尿病，心筋梗塞等それぞ
れの疾患に特異的なステロイドのプロファイルを
取得することができた（学会発表，特許出願およ
び論文投稿準備中）．また，モデル動物サンプ
ルでの結果をもとに，糖尿病，心血管疾患など
の臨床サンプルにおけるステロイドプロファイル
解析についても試みた．それぞれの疾患に特異
的なステロイドのプロファイルおよび疾患の進行
に相関のあるマーカーステロイドの情報を取得
することができた（特許出願および論文投稿準
備中）． 

さらに，内分泌かく乱作用を有するケトコナゾ
ールを経口投与したラットサンプルにおけるステ
ロイドプロファリングについても実施した．ケトコ
ナゾールを 28 日間反復経口投与し，投与後 1，
8，15，21，28 日目に採取したラットの血漿中の
ステロイドプロファイリングを行った．すべての投
与日において，ラットの血漿中のステロイドプロ
ファイリングの取得に成功し，薬物による毒性の
影響評価として，経時的なステロイドプロファイ
ルの変動をとらえることができた（特許出願およ
び論文投稿準備中）． 
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