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質量分析を用いた低分子化合物の定量的解析法の構築とバイオマーカーに関する研究
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Mass spectrometry-based quantitative analysis and biomarker discovery using metabolomics approach represent
one of the major platforms in clinical ˆelds including for the prognosis or diagnosis, assessment of severity and response
to therapy in a number of clinical disease states as well as therapeutic drug monitoring (TDM). This review ˆrst summa-
rizes our mass spectrometry-based research strategy and some results on relationship between cysteinyl leukotriene (cys-
LT), thromboxane (TX), 12-hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE) and other metabolites of arachidonic acid and
diseases such as atopic dermatitis, rheumatoid arthritis and diabetes mellitus. For the purpose of evaluating the role of
these metabolites of arachidonic acid in disease status, we have developed sensitive determination methods with simple
solid-phase extraction and applied in clinical settings. In addition to these endogenous compounds, using mass spectro-
metry, we have developed actually applicable quantitative methods for TDM. Representative example was a method of
TDM for sirolimus, one of the immunosuppressant agents for a recipient of organ transplant, which requires rigorous
monitoring of blood level. As we recognized great potential in mass spectrometry during these researches, we have
become interested in metabolomics as the non-targeted analysis of metabolites. Now, established strategy for the
metabolomics investigation applies to samples from cells, animals and humans to separate groups based on altered pat-
terns of metabolites in biological ‰uids and to identify metabolites as potential biomarkers discriminating groups. We
would be honored if our research using mass spectrometry would contribute to provide useful information in the ˆeld of
medical pharmacy.
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1. はじめに

液体クロマトグラフィー/質量分析計（LC/MS）

は，その優れた感度と汎用性から，低分子化合物か

らペプチド・タンパク質，薬物とその代謝物の解析

等，基礎研究のみならず臨床研究・業務の分野にお

いても近年ますますその重要性を増している．15)

筆者らはこれらのうち，in vivo あるいは in vitro

において産生される微量の生理活性物質やその代謝

物の定量的解析法を構築し，この定量的解析法を用

いて生理活性物質と疾患との関連性を明らかにする

手法で研究を行ってきた．特に一連のアラキドン酸

カスケード関連物質については，Leukotriene E4

(LTE4), 11-dehydrothromboxane B2 (11-dehydro

TXB2), 12-hydroxyeicosatetraenoic acid (12-HETE），

各種アラキドン酸カスケード関連物質の同時定量法

など，様々な化合物の定量的解析法を構築し，これ

らの化合物の病態における産生の意義と定量的モニ

タリングの有用性について明らかにしてきた．ま

た，アラキドン酸カスケード関連物質のような内因

性生理活性物質に加え，免疫抑制剤シロリムスなど

の薬物の新規血中濃度測定法を開発し，臨床におけ

る therapeutic drug monitoring（TDM）を可能とし

た．さらに近年は，メタボロミクスによる疾病の早

期診断・病態評価についての研究を展開している．

本総説では，これらの研究の成果の概要について紹

介する．
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Fig. 1. Urinary LTE4 Levels in Healthy Volunteers and Pa-
tients with Dermatosis

Horizontal bars indicate mean values. N.S.: Not signiˆcant.

Fig. 2. EŠects of Treatments on Urinary LTE4 Levels (A) and Cutaneous Condition (B) in Patients with Atopic Dermatitis
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2. LTE4 の定量的解析法の開発と病態との関連

生体内で産生された cysteinyl LT の 5-リポキシゲ

ナーゼにおける最終尿中代謝物である LTE4 の濃度

を把握することは，極微量で様々な作用を発揮する

cysteinyl LT の機能解明の上で重要であるが，従来，

LTE4 が化学的に不安定でありかつ産生量が極微量

のためその測定は誘導体化が必要とされるなど煩雑

であった．6)そこで筆者らは，LTE4 のヒト尿中含有

量を簡便かつ高感度に定量する手法を新規に構築

し，ついで健常人における排泄変動を明らかにし

た．7)さらに本解析法を病態解析へと展開し，気管

支喘息患者，アトピー性皮膚炎患者，慢性関節リウ

マチ患者における LTE4 の排泄亢進と各種臨床検査

値，使用薬剤との関連性について明らかにしてき

た．810)特にアトピー性皮膚炎については，従来特

異的な疾患マーカーが存在しないことが診療上問題

となっていたが，LTE4 排泄量がアトピー性皮膚炎

患者で亢進していることを明らかにし（Fig. 1），

またその亢進は皮膚症状の改善に伴い正常値へと減

少することを見い出し（Fig. 2），測定法の有用性

を示すことができた．9)

3. 11-dehydroTXB2 の定量的解析法の開発と病

態との関連

アラキドン酸のシクロオキシゲナーゼ代謝物であ

る TXA2 の尿中安定代謝物 11-dehydroTXB2 につい

ては，従来煩雑な前処理操作と誘導体化が必要であ

るガスクロマトグラフィー/質量分析計により測定

が行われていたが，1115)微量な生体試料から迅速に

定量が可能な手法を新規に開発し，LTE4 と同様に

気管支喘息との関連が指摘されていた TXA2 の産

生亢進を明らかにし，本測定法の臨床応用への可能

性を示した．16)

4. 12-HETE の定量的解析法の開発と光学異性

体の分離，病態との関連

アラキドン酸の 12-リポキシゲナーゼ代謝物であ

る 12-HETE の LC/MS による高感度測定法を構築

したほか，12(S)-HETE 及び 12(R)-HETE の光学
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Fig. 3. Plasma (A) and Urinary (B) 12-HETE Levels in Healthy Volunteers and Patients with Diabetes Mellitus
Horizontal bars indicate mean values. N.S.: Not signiˆcant. N.S.: Not Detected.
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異性体のクロマトグラフィーによる分離に成功し

た．17)これにより，これまで生体内における 12-

HETE の産生の意義は不明であったが，これらの

手法を用い，ヒト尿中に排泄される 12-HETE は S

体であること，健常人においてその排泄には性差が

認められ女性で高い値を示すこと，加えて糖尿病患

者においてその尿中排泄が亢進していることを見い

出し，生体内における産生メカニズムや糖尿病の病

態に対する寄与を明らかにした（Fig. 3)．17)

5. アラキドン酸カスケード関連物質の同時定量

的解析法の開発と産生プロファイル解析

アラキドン酸カスケード関連物質は数多くの種類

が存在し，それぞれが微量で多彩な生理作用を有す

るため，その生理的意義の解明には産生プロファイ

ルを明らかにすることが必要である．そこで，多種

のアラキドン酸カスケード関連物質を一斉に同時測

定する手法を確立し，ヒト慢性関節リウマチ患者よ

り採取した滑膜細胞，あるいはマウス肥満細胞等が

産生するアラキドン酸カスケード関連物質の変動に

ついて解析を加え，その産生プロファイルと病態と

の関連性を明らかにした．18,19)

6. 免疫抑制剤シロリムスの血中濃度測定法の開

発と TDM への応用

臓器移植患者に使用される免疫抑制剤シロリムス

はその効果発現と副作用回避の目的から TDM が必

須である薬物であるが，わが国において未承認であ

ることもありその血中濃度測定が困難であった．そ

こで，構造類似体であるアスコマイシンを内部標準

物質（Internal Standard, IS）として用い，ヒト全

血からの簡便なシロリムスの抽出法を組み合わせた

LC/MS による簡便な血中濃度測定法を開発し，日

本においても迅速な TDM を可能とした（Fig.

4)．20)

7. メタボロミクスによる疾病の早期診断・病態

評価

近年，質量分析装置の発展はめざましく，低分子

化合物に関しては，これまでの微量定量や構造解析

といった適用に加え多成分の網羅的解析・比較を行

うメタボロミクスが注目を浴びている．21－23)現

在，われわれもメタボロミクスに重点を置き，これ

を用いた個別化医療の実現の可能性を模索している

ところである．既にモデル動物を用いて本手法の有

用性を明らかにする基礎データを得ており，各種多

変量解析手法を用いたメタボリックプロファイリン

グによる疾患の診断・評価，また疾患特異的バイオ

マーカーの探索の可能性を見い出している．一例と

してコントロール及び糖尿病モデルマウス尿試料の

正イオン LC/MS 分析により得られた 2 次元イオン

マップを示す（Fig. 5）．それぞれ 1 分析で数千も

のイオンが観測された．今後，特にがん領域におい

て，原発不明がんの診断，がん治療に伴う末梢神経

障害を始めとする早期の対策が求められる副作用の

早期発見・感受性評価といった観点から研究を展開

していく予定である．
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Fig. 4. SRM Chromatograms of Sirolimus and Ascomycin as an Internal Standard (IS) Extracted from Blank (A) and Sirolimus-
spiked (1 ng/mL) Whole Blood Samples (B)

Fig. 5. Two-dimentional Ion Maps Obtained from LC/MS Analysis of Control (A) and Diabetes Mellitus Mouse Urine Samples (B)
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8. おわりに

以上，これまでに行ってきた研究の成果について

述べた．高感度・高選択的であること，また網羅的

解析が可能であるといった特徴を有する質量分析

は，病態における複雑な生体内の変化を鋭敏に捉え

ることができる．生体内に存在する微量の化合物を

定量的に解析し，これを臨床に応用していくという

手法を生かし，今後も医療に貢献できるような研究

を行っていきたい．
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