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学位論文内容の要旨

  生命活動は代謝と呼ばれる種々の酵素反応の連鎖によって営まれており、代謝によっ

て産生された代謝中間体や代謝産物の総体をメタポ口ームと呼ぶ。ポストゲノム研究の

新しい手法として近年注目を集めているメタポ口ミクス（メタポ口ーム解析）は、細胞

内に存在する代謝産物（メタポライト）を網羅的に探索することによって生命現象を包

括的に理解しようとする方法論である。環境科学分野においては、環境汚染物質に対す

る生体反応の追跡や種々の環境ストレスヘの生体応答を評価するツールとしても有用で

あると考えられ、近年注目が集まっている。

  メタポ口ームの総数は種によって異なるが、大腸菌などの微生物では約800～1600種

類、ヒトでは2，500～8，OOO種類、植物では20，OOO-v100，OOO種類程度存在すると見積も

られている。しかしながら現在、これらの代謝物を一斉に測定する決定的な分析法は存

在しない。なぜなら、対象とする代謝物の物理的・化学的性質が多岐に渡っているため、

単一の測定法で全ての代謝物を網羅することは不可能である。従って、比較的性質の似

ている化合物群に対し、ガスク口マトグラフイ一一質量分析法(GC－MS)、液体ク口

マトグラフイー―質量分析法(LC－MS)、キャピラリー電気泳動一質量分析法(CE

― MS)など のメ タポ 口ーム 測定 法を 適宜使 い分 けて いる のが現状である。

  CE―MSを用いたメタポ口ーム測定法は、試料中に含まれるイオン陸低分子代謝物の

一斉分析に極めて有用な分析法である。特に解糖系、ベントースリン酸回路、TCA回路

などのエネルギー代謝経路、ならびにアミノ酸や核酸代謝などに含まれる代謝中間体は、

そのほとんどがイオン陸を有することから、本法は一次代謝を理解する上で有用な分析

法である。

  本研究では、CE - MSをがんの特異的代謝機構の解明、糖尿病性腎症のバイオマーカ

一探索などの生物医学研究に応用するとともに、さらなる高感度化を達成するための分
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析法の開発を行った。
  第1章ではメタボ口ミクスの概念、それらを測定するための種々の分析法、
メタボ口ミクスの環境分野への応用可能性、および本研究の目的を記述する。
  第2章ではCEおよびMSの特徴、ならびにそれらを接続するためのイン夕
一フェイス、イオン化法について説明した。
  第3章では、CE―MSをがんの代謝解析に応用した結果について述べる。大
腸がん、胃がんの腫瘍組織においては共通に解糖系の亢進が見られ、またT
CA回路前半の代謝物には組織特異性が見られた。さらに、TCA回路後半の
代謝物は腫瘍部で有意に蓄積しており、これはフマル酸呼吸というこれまで
に知られていなかった新たな代謝経路の存在可能性を示す結果であった。さ
らに、グルタミンを除くすべてのアミノ酸は腫瘍部で有意に蓄積しており、
コラーゲンの特異的分解産物であるヒド口キシプ口リンもまた腫瘍部で有
意に蓄積していた。これはがんがコラーゲン等の周囲のたんぱく質を分解し
て栄養源にしている可能性を示唆した。最後に、アデノシンリン酸類を用い
てェネルギーチャージを算出した結果、部分的には特殊な代謝をしているが
んも、全体としてのェネルギーパランスは一定に保たれていることを証明し
た。
  第4章では、CE－MSを用いて糖尿病性腎症の血清バイオマーカーの探索を
行った結果について述べる。糖尿病に罹患している患者の内、腎症を併発し
た患者としていない患者の血清のメタボリックプ口ファイルを比較し、19種
類のパイオマーカー候補を得た。これらの大部分は、従来用いられている診
断基準（尿中アルブミン量ならびに推定糸球体濾過量）とよい相関を示し、
臨床的にも有用なバイオマーカーであることが示された。また得られたマー
カー候補の内、5種類のマーカーを組み合わせることによってさらに診断能
を向上させることが可能であった。
  第5章では、CEーMSのさらなる高感度化を目的として、シースレスCE－
MS法を陽イオンのメタポ口ーム測定に適用した結果を述べる。泳動液の組
成、MSのパラメータを最適化し、53種類の陽イオン性代謝物を測定した結
果、従来法と比べて63％の代謝物において2倍以上の高感度化を達成した。
また、本法をヒト尿のノンターゲット分析に適用したところ、従来法と比べ
て約9倍のピークを検出することが可能であった。さらに、本法は180回の連
続分析においても安定した測定が可能であり、多検体のメタポ口ーム測定に
も有用であることが証明された。
  最後に第6章では、本研究の結論として、CE―MSを用いるメタポ口ーム測定
が生物医学研究の有用な分析法となりうること、またCE－MS法の高感度化を達成する
ことでより多くの代謝物の検出を可能とすることを明らかにしたことを述べた。
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（キャピラリー電気泳動質量分析法を用いたメタボローム解析とその生物医学研究

    への応用）

  生命活動は代謝と呼ばれる種々の酵素反応の連鎖によって営まれており、代謝によって産

生された代謝中間体や代謝産物の総体はメタボロームと呼ぱれている。ポストゲノム研究の

新しい手法として近年注目を集めているメタボロミクス（メタボローム解析）は、細胞内に

存庄する代謝産物（メタボライト）を網羅的に探索することによって生命現象を包括的に理

解しようとする方法論である。申請者の研究は、このメタボローム解析に関するものであり、

そのためにキャピラリー電気泳動法と質量分析計を組．み合わせた装置(CE-MS)を用い、主

にイオン´陸低分子代謝物の一斉分析手法を確立し、それを生物医学研究に応用したものであ

る。

  ヒ卜のメタポロームの総数は2，500～8，OOO種頃と言われているが、これらの代謝物の物

理的・化学的陸質は多岐に渡っているため、単一の測定法で全ての代謝物を網羅することは

不可能である。しかし、解暗系、ペントースリン酸回路、TCA回路などのエネルギー代謝経

路、ならびにアミノ酸や核酸代謝などに含まれる代謝中間体は、そのほとんどがイオン陸を

有することに着目して、申請者は、イオン陸低分子の分析に優れているCE-MS法を採用し、

陽イオン性と陰イオン陸低分子代謝物の一斉分析条件を確立し、これを幾っかの生体試斛の

メタボローム解析に適用している。

  最初 に 、 CE-MS法 を が んの代 謝解析 に応用 し、大 腸がん、 胃がん の腫瘍 組織に おい

て は 共 通 に 解 糖 系 の 亢 進 が 見 ら れ る こ と 、 ま た TCA回 路 前 半 の 代 謝 物 に は 組 織

特 異 性 が 見 ら れ る こ と を 見 出 し て い る 。 ま た 、 TCA回 路 後 半 の 代 謝 物 は 腫 瘍 部

で 有 意 に 蓄 積 し て お り、 こ れ は フマ ル 酸 呼 吸と い う こ れま で に ヒ トで は 報 告 のな

い新 たな代 謝経路 の存在 の可育 旨陸を示唆したものである。さらに、グルタミンを除く

す べ て の ア ミ ノ 酸 は 腫 瘍 部 で 有 意 に 蓄 積 し て お り 、 コ ラ ー ゲ ン の 特 異 的 分 解産

物 で あ る ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン も ま た 腫 瘍 部 で 有 意 に 蓄 積 し て い た こ と か ら 、が

ん が コ ラ ー ゲ ン 等 の 周 囲 の た ん ぱ く 質 を 分 解 し て 栄 養 源 に し て い る 可 能 性 を示

唆している。
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次に、CE-MS法によるメタボローム解析を糖尿病性腎症のバイオマーカーの探索に適用し、

糖 尿病 に罹患し ている 患者のな かで、腎 症を併 発した患 者と併 発してい ない患

者 の血 清のメタ ポリッ クプロフ ァイルを 比較し 、19種類の バイオ マーカー 候補

を 得て いる。こ れらの 大部分は 、従来か ら用い られてい る診断 基準（尿 中アル

ブ ミン 量ならび に推定 糸球体濾 過量）と よい相 関を示し 、臨床 的にも有 用なバ

イオ マーカー である ことが示 された。 また得 られたマ ーカー候補の内、5種類の

マーカーを組み合わせることによって高精度な診断が可能になることを明らかにした。

  さらに、CEで分離された試糾をMSに導入する際に通常用いるシース液を使用しないシー

スレスCE-MS法をメタボローム測定に適用している。泳動液の組成、MSのパラメータ

を 最適 化し、53種 類の陽 イオン性 代謝物 を測定し た結果、 従来法 と比べて 63％

の代 謝物にお いて2倍以上 の高感度 化を達 成してい る。また、本法をヒト尿の分

析に 適用した ところ 、従来法 と比べて 約9倍のピー クを検出することが可能とな

っ てい る。また 、シー スレスCE-MS法は 180回の 連続分析 におい ても安定 した測

定 が可 能であり 、多検 体のメタ ボローム 測定に も有用で あるこ とを証明 した。

  以上のとおり、申請者はCE-MS法を用いたメタボローム解析手法の確立とその生物医学

分野への応用を試みたものであり、代謝物の変化を網羅的に見ることによって、従来では見

逃さ加やれヽ代謝系の変化を知ることができ、またバイオマーカーの探索に用いられるなど、

この手法の有用性を示したものであり、将来のがん治療や診断薬の開発にも貢献するところ

大なるものがあると思われる。

  よって，申請者は博士鰯淵学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定し

た。
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