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研究成果の概要（和文）：メタボローム解析は生体の代謝評価に有益な手段である。肝切除前後の代謝物動態をCE-TOF
MSを用いて評価した。術前術後の血清および尿を採取し測定を行った。肝癌切術後3日目に血清分岐鎖アミノ酸（BCAA
）は、術前に比し有意な変化はみられなかったが、芳香族アミノ酸は上昇し、Fisher比は低下がみられた。一方、尿中
BCAAは著明な上昇がみられ、血清と尿は必ずしも一致しないことが示された。栄養評価を行う際、血清あるいは尿のい
ずれか一方で評価することが多いが、血清のみではBCAAの変化がみられず筋蛋白の分解を評価できなかったが、尿を同
時にみることで筋蛋白質の分解をとらえることができた。

研究成果の概要（英文）：Metabolome analysis can make metabolite and metabolic pathway understand clearly. 
Perioperative nutritional management is an important for early recovery after surgery. Patients with 
hepatocellular carcinoma were recruited in this study. Serum and spot urine were collected before and 
post operative days of hepatectomy. Metabolites in serum and urine were analysed by capillary 
electrophoresis time-of-flight mass spectrometry (CE-TOFMS). At POD3, serum BCAA levels did not change 
and AAA significantly increased, so Fischer ratio significantly decreased after liver resection.
Metabolome analyses to assess both serum and urine were useful for evaluation of metabolite accurately.

研究分野： 臨床栄養学
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１．研究開始当初の背景 
肥満は肝癌の強い危険率因子である。近年、

肥満による脂肪肝が肝硬変、NASH へと進行し、
肝癌を発症する患者が増えている。従来、肝
硬変の栄養治療は、分岐鎖アミノ酸(BCAA)が
推奨されているが、メタボローム解析により、
肥満者は BCAA やその異化副産物の C3、C5 カ
ルニチンが高く、BCAA が高いヒトは将来糖尿
病になる危険率が高い事が示された。BCAA は
筋肉の主要な構成成分で健康に良いイメー
ジがあるが、肥満者が健康のために BCAA を
摂取するのは代謝的に悪影響と推察される。
従って、肥満度、肝硬変の進行度、肝疾患の
病因により BCAA の必要性は全く異なる事が
明らかになってきた。また、肝臓は生体内で
栄養素代謝の重要な拠点であることから、肝
切除により栄養代謝障害を引き起こすこと
が予想される。肝癌患者では、肝切除後、既
存の代謝障害に手術侵襲が加わり、さらに肝
臓の量的減少という条件が加わる。したがっ
て、術後の管理、特に栄養代謝管理は非常に
重要と考えられる。しかし、肝切除後の生体
内におけるアミノ酸の代謝機構や調節機構
については不明な点が多い。   
 
２．研究の目的 
1 滴の血液から、網羅的に代謝物を測定で

きるメタボローム解析により、今まで検討す
る事ができなかった代謝物や代謝経路を明
らかにする事ができるようになってきた。一
般的に、周術期の栄養評価においては、血清
あるいは尿で評価されることが多い。しかし、
血清あるいは尿の一方では、正しく生体の代
謝変動をとらえられない可能性がある。従っ
て、本研究では、肝癌切除後の代謝物の変動
について血清と尿について併せて評価する。 
 
３．研究の方法 
対象は肝細胞癌患者16名（年齢:67±2歳、

男性 13 名/女性 3 名、BMI:22.2±0.6kg/m2）
とした。HBV7 名、HCV3 名、アルコール性 2
名、HCV＋アルコール性 1名、nonBnonC3 名で
あった。早朝空腹時の血清（S）を、術前、
術後 1、3、14 日目（S0、S1、S3、S14）、お
よび尿（U）を、術前、術後 3日目（U0、U3）
に採取した。 
 術前、術後 1、3、14 日目の早朝空腹時に
採血し、白血球数(WBC)、血小板数(PLT)、ア
スパラギン酸アミノ基転移酵素(AST)、アラ
ニンアミノ基転移酵素 (ALT)、中性脂肪(TG)、
血清アルブミン濃度(Alb)、血清インスリン
値(インスリン)、血糖値（BS）を測定した。 
キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分

析計（CE-TOFMS、Agilent Technologies、
Waldbronn、Germany）により、陰イオン性代
謝物質測定モードと陽イオン性代謝物測定
モードで、代謝物の測定を行った。 
 
メタボローム解析 
(1)血清サンプルの前処理及び測定 

 Methionine sulfone 、 2-(N-morpholino) 
ethanesulfonic acid(MES ） お よ び D- 
Camphol-10-sulfonic acid(CSA)を各 20 µM
となるように調製した MeOH 溶液 450 µLに血
清 50 µLを加え撹拌した。さらに、CHCl3 500 
µL、MilliQ 水 200 µLを加えて撹拌し、4 ℃、
4,600 g（7,000rpm）で 5分間遠心分離した。
上層の 200µlを限外ろ過フィルター（分画分
子量 5,000 Da）にとり、4 ℃、9100 g
（10,000rpm）で 2 時間遠心分離した。ろ液
150 µL を 35℃で遠心濃縮したものをサンプ
ルとした。測定前に、3-Aminopyrrolidine、
1 、 3 、 5-Benzenetricarboxylic acid
（Trimesate）各 200 µM 水溶液 100 µL で溶
解し、下記に記した CE-TOFMS 測定条件で測
定した。 
 
(2)尿サンプルの前処理及び測定 
 Methionine sulfone 、 MES 、 CSA 、
3-Aminopyrrolidine および Trimesate を各
200 µMとなるように調製した水溶液20 µLに、
サンプルごとの希釈率となるように尿、
Milli-Q 水を加え撹拌し、CE-TOFMS で測定し
た。希釈率は、ダイヤカラー・CRE-V(酵素法)
で測定したCreatinine濃度により決定した。 
 
４．研究成果 
(1)血液生化学検査の経時的変化 
術前は AST、ALT の軽度上昇、腫瘍マーカ

ーの PIVKA-Ⅱ、AFP および繊維マーカーのⅣ
型コラーゲン、ヒアルロン酸が高値を示した。
術後、WBC、CRP、PLT、AST、ALT、T-Bil、イ
ンスリン、BS は術後上昇した。一方、Alb、
TG は術後有意に減少した。また、AST、ALT
は術後 14 日に術前値まで戻った。 
 

(2)PLS-DA 
PLS-DA によって、代謝物が変動するかを検

討した。血清では術前と比較し、術後1日目、
3日目、14 日目において判別可能であり、尿
においても術前と比較し、術後 3日目におい
て判別可能であった。 
S-Plot において、特に変動の大きな代謝物

が検出されたが、その意義づけについては、
まだ、明らかにできていない。今後さらなる
検討を行う必要がある。 
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(3)分岐鎖アミノ酸（BCAA）と芳香族アミノ
酸（AAA）の経時的濃度変化 
血清バリン（Val）濃度は、術後に低下が

みられた。尿中では、術後 3日目において術
前に比し有意に増加した。ロイシン（Leu）
濃度は、術後 1日目の血中で減少傾向が見ら
れたが、その後、術前値に比べ変化は見られ
なかった。尿中では、術後 3日目で増加傾向
がみられた。イソロイシン（Ile）濃度は、
術後 1 日目の血清で減少傾向がみられたが、
その後、術前値に比べ変化は見られなかった。
尿中では、術後3日目で増加傾向がみられた。
チロシン（Tyr）濃度は、術後 1 日目の血中
で増加傾向がみられた。尿中では、術後 3日

目で有意に増加した。フェニルアラニン
（Phe）濃度は、術後 1日目、3日目の血中で
有意に増加した。尿中では、術後 3日目で有
意に増加した。血液中の Fischer 比は、肝機
能を反映することが知られている。これらの
結果から、BCAA 濃度と AAA 濃度より Fischer
比を算出したところ、術後 1日目に、Fischer
比は有意に低下した。術後3日目は、血清BCAA
は変化がなく、血清 AAA では高値を示したこ
とから、Fischer 比は低下傾向を示した。さ
らに尿中では、血清 BCAA、血清 AAA 共に上昇
がみられ、Fischer 比は差がなかった。術後
14日目は、Fischer比は有意に低値を示した。 
インスリンは血中のアミノ酸を組織へ移

動させるため、血中アミノ酸を低下させるこ
とが知られている。術後 1日目に血清インス
リン濃度は上昇するため、血清 BCAA が低下
する傾向を示すが、血清インスリン濃度が正
常である場合よりみかけ上低値を示してい
る可能性がある。術後 3 日目の血清 BCAA で
は有意な差がなかったが、尿においては著明
に高値を示していることから、体蛋白異化が
起こり筋肉から血中へ BCAA が分解されて、
尿中へ排出されたと考えられる。 
結果には示していないが、肝切除１年後に

再発群と非再発群で血清の代謝物の違いを
検討したが、術前及び術後 2週間までの経過
において、代謝物に差は見られなかった。た
だし、症例数が少ないため、症例を重ね長期
的に検討する必要がある。 
通常、代謝物の測定は血液あるいは尿のみ

であることが多く、正確に代謝物を評価でき
ていないのではないかと考えられた。血液と
尿を両方測定することで、より正確に術後の
変動を検討できると考えられた。 
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