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　Amethod 　fbr　the 　analysis 　of 　bile　alcohols 　and 　hydroxycholesterols 　as 　intennediatcs 　in　mon （｝

hydroxyl　bile　acid 　biosynthesis　has　been　develol）ed 　by　gas　chromatography ／mass 　spectr
・
omeny

（GC ／MS ）with 　selected 　ion　monitoring 　in　a 　high −resolution 　mode ．　 Thc 　linearitアof 　the 　calibra −
tion 　curves 　fbr　the 　bilc　alcohols ，　hydroxycholesterol 　and 　bile　acids 　ranged 　from 　lO〜 250　pmo1
（γ ＞ 0，999），and 　thc 　detection　limits　were 　50〜 100　f加 ol （S／N ；2〜6）．　 The 　recoveries 　of 　the

bile　alcohols ，　hydroxycholesterol　and 　bile　acids 　from　the 　rat 　liver　mitochondrial 　fraction　ranged
・ve ・ 97・9〜lll％ ・e ・pecロ・ely ，・f　th ・ ・dd・d ・m ・untS ・f　th ・i・ ・t・ nd ・・d ・amp1 ・・．　 Th ・ p・e・ent

method 　was 　made 　available 　for　the　determination　of 　bile　alcohols ，　hydroxycholesterol　and 　rela ト

ed 　monohydroxy 　bile　acids 　in　incubation 　mixtures 　after 　only 　a 　simp 且c　extraction 　procedure
using 　a　solid −phase　extraction 　cartridge ．

Kaywor（ls ： GC ／MS ；monohydroxy 　bile　acid ； bile　alcohol ；hydroxycholesterol ；biosynthesis　of

　　　　　 bile　acid ．

1　諸 言

　3α
一hydroxy−5β｛ holan−24−oic 　acid （la）及 び 3β一hydroxy−

5−cholen −24−oic 　acid （lb）等 の モ ノ ヒ ドロ キ シ 胆汁酸 は ，

胆 汁う っ 滞を誘起す る原 因物質の
一つ で ある こ とが知 られ

て お り
t）2），そ の 発症機構 の 解 明，予防法並 び に 治療法 の

開発 に 関連 して，モ ノ ヒ ドロ キ シ胆 汁酸の 生 成機構 に 大 き

な 関心 が 寄 せ られ て い る．通常 の 胆汁酸 （コ
ー

ル 酸 CA

及 び ケ ノ デ オ キ シ コ ール 酸 ： CDCA ） の 生 合成 は コ レ ス テ

ロ
ー

ル が 7α 位 の 水酸 化 を 受け
S）
，母核 の 変換後 ， 炭 素数

27 の 高級 胆 汁酸 へ と 変換 され る
4，
“’lo ，．こ れ らは 更 に β一酸

化 に よ り，側 鎖 の 酸化開裂 を受け，胆汁酸 へ と変換 さ れ

る
］1，『es’　）．モ ノ ヒ ドロ キ シ 胆汁酸 の 生 成機構 に つ い て も GA

’
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及 び CDCA と同様に考 え ら れ て い る が ，最近，著者 らは

胆汁酸生合成 中 間 体 で あ る 高級胆 汁酸 の β
一酸化系酵素 に

よ る側鎖切断反 応が ，モ ノ ヒ ドロ キ シ 胆汁酸 に 対 して は進

行 しな い こ と を 明 らか に した
］4 ）．したが っ て，モ ノ ヒ ドロ

キ シ 胆汁 酸 の 生 成 は，β一酸化 を経 由せず 25一水 酸化反

応
15｝Lfi）

（25−hydroxylase　pathway） の よ うな副 経 路 ，あ る い

は こ れ まで 見 い だ され て い な い 新規 の 生合成経路 に よ り生

成す る こ とが 推測され る．

　25一水酸化 反 応 に よ る 胆汁酸生合成経 路 で は，コ レ ス テ

ロ ール よ り導かれた 3α，7α，12α一トリ ヒ ドロ キ シー5fi一コ レ ス

タ ン （THC ）が，肝 ミ ク ロ ソ ーム に 存在 す る 2ひ水酸化酵

素
17）

に よ り水酸化 を受け，3α，7α，12α，25一テ ト ラ ヒ ドロ キ

シー5β一コ レ ス タ ン （25−THC ） に 変 換 さ れ た 後，引き続 き

24 位 が 水酸化を受け 3α，7α，12α，24，25一ペ ン タ ヒ ドロ キ シー

5β一コ レ ス タ ン （24，25−THC ＞が 生 成 す る
ls）19 ）．そ の 後，可
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一

  覊 一

　 　 　 　 　 　 　 　 THC ：R ＝OH
　 　 　 　 　 　 　 　 DHC ：R ＝H

蜉 覊   （館 ：

　 CA ：R ＝OH 　　　　　24．ox ひ 25−THC ：R 冒OH
　CDCA ：R ＝H 　　　　　24．ox σ 25．DHC 二R ＝H

一 煮
 

　 25−THC ：R ＝OH
　 2S−DHC ：R ＝H

　　　　↓

一 瀞
H

　 24，25−THC ：R ＝OH
　 24，25−DHC ；R ＝H

Fig．1　 25Hydroxylase 　pathway　in　bile　acid 　biosynthesis

溶性画分 に 存在す る 酵素に よ り 3α ，7 α ，12 α，25一テ トラ ヒ ド

ロ キ シーSβ一コ レ ス タ ン ー24 オ ン （24っ xo −25−THC ）へ と変換

され
20）
，最終的 に 側 鎖 が 開裂 し CA が 生 成 す る と され て い

る （Fig．1）．しか し，モ ノ ヒ ドロ キ シ 胆汁酸 の 生成 に 本

経路が どの よ うに 関与 して い る か は全 く知 られ て い ない ，

　 こ れ まで
， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー？ 1｝

−24 ）
及 び ガ ス

ク ロ マ トグ ラ フ イ
ー

／質量分析法
25 ）26 ）

（GC ／MS ） に よ る，

各種胆汁 ア ル コ
ー

ル 並 び に胆汁酸 の 多 くの 分析法が開発 さ

れ ， 体内動 態 の 解析並 び に 胆汁酸生合成酵素 の 活性 測 定

等，胆汁酸生合成機構 の 解明に 応用 さ れ て い る．こ れ ら分

析法 に は 煩雑な ク リ
ー

ン ア ッ プ操作 が 必須 とな る場合 が 多

く，
よ り簡便性 に 優 れ る 分 析法の 開 発 が 望 ま れ る．高分 解

能 GC ／MS 法 は 上 記分析法 に比 べ
， 極 め て 高 い 選択性 を有

す る こ とか ら，よ り高精度 な 分析 が 可 能 に な る ば か りか，

煩雑な ク リーン ア ッ プ操作を 必 要 とせ ず ， よ り簡便性に優

れ た 分 析が 可 能 と考 え ら れ る．以 上 の こ とか ら ， 著 者 ら は

モ ノ ヒ ドロ キ シ 胆汁酸 の 生成機構 と 25一水酸化 に よ る胆汁

酸 の 生 成 経 路 の 関連 性 を明 ら か に す る こ と を 目的 と して ，

Fig．2 に 示 した モ ノ ヒ ドロ キ シ胆 汁 酸 （la，　lb）並 び に ，

生合成中間 体 と推測 され る各種胆汁 ア ル コ ール （2a〜8a）

及 び ヒ ドロ キ シ コ レ ス テ ロ ール （3b〜8b） の ，高分解能

GC ／MS 法 に よる
一

斉 分 析法の 開発 を 行 っ た．

2　実 験

　2・1 胆汁ア ル コ
ール

，
ヒ ド ロ キシコ レ ス テ ロ

ー
ル 及び

胆 汁酸標 品

　3α
一ヒ ドロ キ シー5β一コ ラ ン 酸 （la） は 市販 品を再結晶 に

よ り精製 した も の を使用 した ．3 α
一ヒ ドロ キ シー5β一コ レ ス

タ ン （2a），3 α ，24一ジ ヒ ドロ キ シー5β一コ レ ス タ ン （3a），

3α ，25．ジ ヒ ドロ キ シー5β一コ レ ス タ ン （4a），3α，26 ジ ヒ ドロ

キ シー5β一コ レ ス タ ン （5a ），3 α ，25一ジ ヒ ド ロ キ シー5β一コ レ ス

タ ンー24 オ ン （6a），3α ，24，25一トリ ヒ ドロ キ シー5β一コ レ ス タ

ン （7a），3α
，25，26一トリ ヒ ドロ キ シ ー5β一コ レ ス タ ン （8a）

並 び に 3β一ヒ ド ロ キ シー5一コ レ ン酸 （lb ），3β，24一ジ ヒ ドロ キ

シーコ レ ス トー5一エ ン （3b），3β，25一ジ ヒ ドロ キ シーコ レ ス トー5一

エ ン （4b），3β，26一ジ ヒ ドロ キ シーコ レ ス トー5一エ ン （5b），

3β，25一ジ ヒ ド ロ キ シーコ レ ス トー5一エ ンー24 一オ ン （6b ），

3β，24，25一トリ ヒ ドロ キ シーコ レ ス トー5一エ ン （7b），3fi，24，26

トリ ヒ ドロ キ シーコ レ ス トー5一エ ン （8b） は 当研究室 で 既 に

合成 した もの を使用 した．

　2・2 装置 及 び 分析条件

　分析 に は マ イ ク ロ マ ス 製 Auto 　Spec　3000 型 ガ ス ク ロ マ

トグ ラ フ ／質 量 分 析 計 を用 い た ．分 離 カ ラ ム は J＆w 製 メ

チ ル シ リ コ ン 系溶 融 シ リ カ キ ャ ピ ラ リ ーカ ラ ム DB −1

（025mmX30m ）を 使用 した ．分 析 は 注 入 口 温 度 300℃

に 設 定 し，ス プ リ ッ ト レ ス モ ードを使 用 した．カ ラ ム 温 度

は 初期温度 150℃ で 2分間保持 し た後，30℃／min の 割合

で 230℃ ま で 昇温 した．次い で ，3 分間同温度 で 保持 した

後，3℃ ／min の 割合 で 310℃ まで 昇温 した ．キ ャ リ ヤ
ー

ガ ス に は ヘ リ ウ ム を用 い ，流量 を 1ml ／min に 設定 した．

イ オ ン 源温度は 290℃ ，イ オ ン 化電圧 は 70eV に 設定した．

分解能は 10000 以 上 と な る よ うに 設定 した ．

　2・3 胆汁 ア ル コ ール ，ヒ ドロ キシコ レ ス テ ロ ール 及び

胆 汁酸 の 揮発 性誘導体化

　胆汁 ア ル コ ール 及 び ヒ ドロ キ シ コ レ ス テ ロ ール の メ タ ノ

ール 溶液 （1 μg／ml ）を調製 し，そ の lqo μ1 を採取 し溶媒

留去後 ， 残留物 に ヘ キ サ メ チ ル ジ シ ラザ ン 及 び ト リメ チ ル

ク ロ ロ シ ラ ン の ピ リ ジ ン 溶液 （50 μ1）を加え ， 60℃ で 60

分 間 加 温 し ト リ メ チ ル シ リ ル （TMS ） エ ー
テ ル 誘導体 と

した．胆汁酸の 誘導体化 は ， ジ ア ゾ メ タ ン の エ ー
テ ル 溶液

を加 え 室 温 で 10分 間 反 応 し ， メ チ ル エ ス テ ル と し た 後，

同様 に TMS エ ー
テ ル 誘導体 と した．

　2・4 酵素反 応 液 か らの 胆 汁 ア ル コ ール，ヒ ドロ キ シ コ

レ ス テ ロ
ー

ル 及 び胆 汁酸の 抽 出法 の検討

　タ ン パ ク量 と し て 1mg の ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ
ーム ，ミ ト

コ ン ド リア 及 び 可 溶性 画 分 を含 む 酵素反 応 液 （1．Om1 ）に，

既知 量 の 胆汁酸 （la，1b）及 び胆汁 ア ル コ
ー

ル （2a〜8a），

ヒ ドロ キ シ コ レ ス テ ロ ール （3b 〜8b） を 氷冷下添加 し，

次 い で エ タ ノ
ー

ル （4ml ）及 び 内標準物質 （3β，2牛 ジ ヒ ド

ロ キ シー5一コ レ ン ） を加 え，遠心分離 （2800 　rprn ，10 分）

後，上澄 み を回収 した．溶媒を留去 した後，残留物 に 水

（lml ） を加 え，　 Bond 　Elut 　C18 カ
ートリ ッ ジ　（3 　ml ，バ

リ ア ン 製） に 通導 し た ．水 （4・ml ） で 洗浄後 ，10％ ク ロ

ロ ホ ル ム
ー
メ タ ノ

ー
ル 溶液 （5ml ） で 溶出した．溶媒を留

去 した後，2・3 の 実験条件 に 従 っ て 誘導体化 を行 っ た．

3 結果及 び 考察

Fig．2 に 示 した モ ノ ヒ ドロ キ シ 胆汁酸 の 生合成中間体 と

して 推定 さ れ る 各種胆汁 ア ル コ ール 及 び ヒ ドロ キ シ コ レ ス

N 工工
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℃ ・1・・ H や 《 魯
R ＝A ：1a　 　 　 R ＝A ：2a　 　 　 R ＝A ：3a

R ＝B ： 1b 　　 　　 　　 　 　　 　　 R ＝＝B ：3b

や く・H

R ＝A ；4aR
＝B ；4b

恰 く
 

鳶   魯   魯 譜

R ＝A ：5a　　　　R ≡A ；6a　　　R ≡A ；7a　　　 R 冨A ；8a

R ＝B ：5b　　　　R ≡B ；6b 　　　R ≡B ；7b　　　 R ＝B ；8b

⊥岬 。
．ヰ

Fig．2　Standard　compounds 　expected 　as 　imermedi −

ates 　in　the　biosyn〔hesis　of 　monohydrox ア
bile　acids

テ ロ ール を測定対象 として ，GC ／MS に よ る 分析法 の 開発

を行 っ た．

　3・1 揮発性誘導体化条件 の 検討

　ケ トール 構造を有す る 3α，25一ジ ヒ ドロ キ シー5β一コ レ ス タ

ン ー24 オ ン （6a）並 び に 3β，25一ジ ヒ ド ロ キ シーコ レ ス トー5一エ

ン ー24 オ ン （6b） で は ， シ リル エ ーテ ル 誘導体へ 変換す る

際 に ，カ ル ボ ニ ル 基 の エ ノール 化が 進行 し，単
一ピー

ク が

得 られ ない 可能性 が ある の で ， 誘導体化条件に つ い て検討

した．誘導体化試薬 と して 1＞ ト リメ チ ル シ リル イ ミダ ゾ

ー
ル （TMSI ），2） ジ メ チ ル エ チ ル シ リ ル イ ミ ダ ゾ ー

ル

（DMESI ），3＞ 20％ TMS ト ア セ トニ トリル 溶液，4）20％

DMESI 一
ア セ トニ トリ ル 溶液 を用 い

， そ れ ぞ れ 誘導体化 を

行 い GC ／MS に よ り分 析 した ．そ の 結 果 ，1），2） で は，

目的 と す る ピー
ク の ほ か に 24 位 ケ トン の エ ノ

ール 化 に 起

因 し た と推 定 さ れ る ピ ーク が 認 め られ た ．また ，3），4）

で は，上 記 副 産 物 は 認 め られ な い も の の ， 25 位水 酸基 を

有す る 胆汁 ア ル コ
ール 及 び ヒ ドロ キ シ コ レ ス テ ロ ール の シ

リ ル 化 が 完全 に 進 行 せ ず ，複 数 の ピーク を 与 え た ．そ こ

で ，ヘ キ サ メ チ ル ジ シ ラ ザ ン 及 び トリメ チ ル ク ロ ロ シ ラ ン

の ピ リ ジ ン 溶液 を誘導体化試薬 と して 用 い た と こ ろ ，上 記

副産物 は 認 め られず，また ほ か の 胆汁 ア ル コ ール ，ヒ ドロ

キシ コ レ ス テ ロ
ー

ル 及び胆汁酸 の シ リル 化 も完全 に 進行 し

た．

　3・2 高分 解能 SIM に よ る胆汁ア ル コ
ー

ル
，

ヒ ドロ キシ

コ レ ス テ ロ ール 及 び 胆 汁 酸 の 分 離条件 の 検酎

　GC ／MS に お け る 胆 汁 ア ル コ ール
，

ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ

ロ ー
ル 及 び胆 汁酸の TMS エ ーテ ル 誘導体 の 分離条件，並

び に 特 徴 的 な フ ラ グ メ ン トイ オ ン を モ ニ タ
ー

イ オ ン とす る

高分解能選択 イ オ ン モ ニ タ リ ン グ （SIM ）法 につ い て 検討

を 行 っ た．Table　 1 に 主 な フ ラ グ メ ン トイ オ ン，高分解能

SIM 測 定 に お け る モ ニ ターイ オ ン 並 び に 相 対 保 持 時 間 を

示 した．すべ て の 化合物 に お い て，脱 メチ ル 基 に 基づ くフ

ラ グ メ ン トイ オ ン （M
＋ − 15）及 び ト リメ チ ル シ ラ ノール

（M
＋−

nX90 ）が 順 次 脱 離 した イ オ ン が 観 測 され た．ま た，

GC に お い て 保持時間の 接近 した 成分 も，異 な っ た 質量 数

の 特性 イ オ ン を モ ニ ターイ オ ン と す る SIM 法 に よ り分 離

可能 と考 え られ た，Table　 l に 示 した モ ニ ターイ オ ン を用

い て 高分解能 SIM を行 っ た と こ ろ ，　 Fig．3 （a），（b＞ に 示

す よ うに胆汁酸並 び に 対応す る 胆汁 ア ル コ
ー

ル ，ヒ ドロ キ

シ コ レ ス テ ロ ール は 良好 に 分離 され，25 分 で 分析 は終 了

した．次 い で ， 内標準物質に 3β，24一ジ ヒ ドロ キ シー5一コ レ ン

を用 い て 各成分 の 特性イオ ン との 面積比 か ら検量線 の 作成

を 行 っ た と こ ろ ， 10〜250　pmol の 範 囲 で い ず れ も良好な

Table　 1GC ／mass 　spectrometric 　data　of 　the 　TMS 　ether 　derivatives　of 　standard 　bile　acids 　and 　their　expected 　biosyn−

thetic 　intermediates

Bileacids，　bile　ako 卜Qls

and 　hydroxycho監esteroEs
RRT ＊

　 Monitor 　ion （m ／z）
Fragmentions（m ／z）

（Relative　intensity，％ ）

3α 一hydroxy」5β｛ holan−24−｛⊃ic　acid （1a｝
3α
一hydroxy−5β｛ holestane〔2a）

3α，24−dihydroxy・5fitholestane （3a）
3α，25−dihydroxy−5fi《⊃holestane（4a）
3α，2〔kiihyClroxy曹5β一《二holestane（5a）
Sα，25−dihydroxy−5fi｛ ho］estane2 十｛〕ne （6a）
3α，24，25曹面 hydroxy」5fi−cholestane （7a）
Sα，25，20trihydroxy −5β｛ holestane （8a）

3β一h｝
・dI『oxy ，5−cli り］cn −24っ i⊂ acid （ib）

Sβi，24−dihydroxytholest−5−ene （3b）
3β，25−dihydroxy ｛ holesひ昏 ene （4b）

3β」26｛lihydroxytho ］est−5−ene （5b）

3β」25
−dihydrQxy ｛ ho］est −5−ene −24−one （6b）

3β，24，25trihydroxytholest−5・ene （7b＞
3β，25，2卜 trihソdroxy ｛ holest曹5−ene （8b）

1．oon］

0．92L201

．21L281

．34L45L46

・ハnb）
LuUl

．211
．22L281

．35L44L46

372 ．3028370
．3600415
．3396131
．0892458
．3944131
．0892131
．0892533
，421033L2630413

．3240131
．0892456
，3788131
．0892131
．0892531
，4053

215 （93．8），357 （29．9），372 （100），447 （624 ＞，462 （L52 ）

215 （36．3），355 （36，7），370（100），445 （221），460（L80 ）

145 （100），415 （58．1），325 （41．2），505 （6．12），533 （α21）

131 （100），215 （4．32），533 （1．23）
215（77．6），257 （4L9 ），443 （24．9），458（100 ），533 （1，82）

131（100＞，159（1，65），257 （0，91 ），457 （0．41），547 （0．21）
131（100），325 （1．41），415 （L32 ），621 （0．31）
257（12．5），353 （30．5），443 （15，6），533 （100），621 （4．62）

129（100），33i （83．1），370 （46．0），445 （8．1），460 （22．1＞
129（48．7），145（100），413 （66．2）圃531 （3，21），546 （5．12）
131（100），271 （15．8），456 （8．01），532 （13 ），546 （3．9＞
129（100），417 （74，0），456 （71，0），531 （11．0），546 （28，8）
131 （100 ），159 （1．80），545 （0．52 ）

131（100），413 （1．01），619 （0．51 ）

129（28．6），219 （37．0），441 （17，1），531 （100）．619 （5．71）

＊ Relative　retention 　time ．　 a ）Retention 　time　is　l　5．95　min ．　 b）Retention　time 　is　17．12min ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

446 BUNSEKI 　 KAGAKU Vo 監．51　　（2002 ）

（a）

2a1a

IS

3a

5a8a

　 mlz5334210

  z45839 網

mtz 　4153396

mlz4143318

mtz3723028

mtz 　3703600

L ＿＿ ＿ 」遡
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 23　 　　 25　 　 　 15　　　　 17　　　　　19　　　　 21
　 　 　 　 　 　 　 　 　 TimeJmin
（b）

認 z5314053 Sb

（a）

m ！z533 8a

m ！z458
5a

m ／z415 3a

m ／z414 1．s

m ／z372 la

m ／z370
　　　　　　2am

／zBl 4a 6a7a

（b）

16 20Time

’m  

24

mlz 　4563788 5b

m ／z4143318 IS

miz 　4133240 3b

11
。 m 〆z3312630

11
lb

黷思 ＿一⊥
」 16

15　　　　1719 　　　　　21　　　　 23　　　　 25

Time 　trnin

Fig．3　Selected　ion　chromatograms 　of 　the 　reference

compounds 　as　the　TMS 　derivadves

la ： 3α一hydroxy−5βく holan−24 っ ic　acid ；2a ： 3α 一hydroxy −
5β一cho 置estane ；3a ： 3α ，24−dihydroxy−5fi−cholestane ；4a ：

3α，25−dihydrox ア
ー5β｛ holes〔ane ；5a ； 3 α 26dihydroxy−

5β一cholestane ；6a ： 3α ，25く lihydroxy−5β一cholestane −24
0ne ；　7a ： 3α，24，25−trihydroxy −5β一cholestane ；　8a ：

3 α ，25，2｛》trihydroxy −5β一choleg ．　tane ； 1b ： 3β一hydroxy−5−
cholen −24っ ic　acid ；3b ： 3β，24 くlihydrox

｝
・−cholest −5｛ ne ；

4b ： 3β，25−dihydrox ア
ーcholest −5−ene ； 5b ： 3β，26−dihy−

droxy−cholest −5−ene ； 6b ： 3β，25−dih｝
・droxy−cho 且est −5−

ene −24っ ne ；7b ： 3β，24 ，
25一頃 h

γ
droxy ｛ holest−5ene ；8b ：

3β，25，2〔）trihydroxy −cholest −5−ene ；1．S．： internal　stan −
dard （3β，24−dihydroxy−5・cholene ）

直線性 （r ＞ O．999） を示 した．また，検出限界 は 50〜100

fmo1 （S／N ＝2〜6）で あっ た ．

　3・3　ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ドリア 画 分 を用 い た添 加 ・回 収

実 験

　本分析法の 実試料へ の 適用 を 目指 して
， ラ ッ ト肝 ミ トコ

ン ドリ ア 画分を酵素源 と して 用 い る ， 酵素反 応成積体 の 分

析へ の 適用 を検 討 した．酵素反応液 か らの 胆 汁 ア ル コ ー

ル，ヒ ド ロ キ シ コ レ ス テ ロ ール 並 び に胆 汁酸 の 抽 出 に は 操

作 の 簡便性 を考慮 し，逆相系 固相抽出カートリ ッ ジ を用 い

る こ と とした．ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア 画 分 に 既 知 量 の 胆

20　 　　　　　 24

　 　 Timelmin
28

Fig．4　Low 　resolution 　selected 　ion　chromatograms 　of

3α
一hydroxy−5β一cholan −24−oic 　acid 　and 　iピs　biosynthetic

intermediates（a ＞，and 　3β一hydroxy−5tholen −24つ ic　acid

and 　iゼs　biosynthetic　intermediates （b）from　rat 　hver
mitochondrial 　 fraction　 after 　 addition 　 of 　 reference

compounds

Peak　identities　are 　the 　same 　as　in　Fig．3，

汁 ア ル コ ール ，ヒ ドロ キ シ コ レ ス テ ロ
ー

ル 並 び に胆汁酸 を

添加 し ， 2・4 の 実験 条件 に 従 い 抽出し，誘導体化後，分解

能 600 で の 低 分 解能測定 lFig．4 （a ），（b ）｝ 及 び 分 解 能

10000 で の 高分解能測定 IFig．5（a ），（b）｝を行 い
， 得 ら

れ た ク ロ マ トグ ラ ム を比 較 した．Fig．4 及 び 5 に 示す よ う

に ，分 解 能 の 異 な る 条件下 で 得 られ た ク ロ マ トグ ラ ム で 各

成 分の 同定 は可能 で あ っ た が，低分解能 lFig、4（a ）， （b）｝

の 場合 で は 生 体試料由来 の き ょ う雑 ピーク が極 め て 多 く認

め られ，定量 は 困難 で あ り，さ ら な る 試 料 の 精 製 が 必 要 と

考 え ら れ た．一
方，高分解 能 IFig．5 （a ）， （b）｝で は ， 低

分解能の ク ロ マ トグ ラム に 比べ き ょ う雑 ピーク は 著 し く減

少 し，精 製 操作 は 必 要ない こ と が 判 明 した．ま た，各成 分

の 内標準物質 に 対す る 相対 回 収率 は 97．9〜ll1％ と良好

な 値 を 示 し，相対標準偏差 も 0．8 〜9．7％ と満 足 す べ き結

果 を 与 え た （Table　2）．

　現在，開発 した分析法を用 い て ， ラ ッ ト肝 に お け る モ ノ

ヒ ドロ キ シ 胆汁 酸 の 生成機構 に つ い て 検討 中 で あ る ．ま

た ，本法 は 血 液 及 び 尿 試料 へ の 適用 が 可 能 と考 え られ ，各
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Fig. 5 High  resolution  selected  ion chromatograms

of  3a-hydroxy-5fi-cholan-24oic acid  and  it's biosyn-
thetic intermediates (a}, and  8P-hydroxy-5-cholen-24
oic  acid  and  it's biosynthetic intermediates <b> from
rat  liver mitochondfial  fraction after  addition  of  refer-

ence  compounds

Peak  identities are  the  same  as  in Fig. 3.
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Table 2 Re}ative recoveries  ofbile  acids  and  th

        fraction
eir  expected  biosynthetic  intermediates  from  rat  liver mitochondrial

Bile acids,  bile alcohols

andhydroxycholesterols

 Addedamountlng  Relative
recovery,  % RSD, %a)

la2aSa4a5a6a7a8albSb4b5b6b7b8b 505050505050505050505050505050 I02.0 ±  1.4*
 99.2 ± 1.6
 99.2 ± 2.2
 99.8 ±  1.7

103.8 ± 2.1
100.7 ±  1.9
101.1 ±  S.6
 98.5 ±  e.8

 97.9 ±  9.7

 98.3 ±  8.5

I05.0 ± 5.1

100.1 ±  3.0

111.0 ± 6.2

llO.6 ± 9.0

108.2 ± 5.8

],41.62.3].72.21.8S.5O.89.7g.e4.8s.o5.58.25.4

3P,24-dihydroxy-5-cholene (50 ng)  was  aclded  as  an  internal standarcl  for CCIMS  analysis.

S.D. (n =  5).
a}  Relative standard  variation.  t)  Mean  ±
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要 旨

　モ ノ ヒ ドロ キ シ胆 汁酸 （30r−hydroxy−5fi−cholan −240ic　acid 及 び 3β一hydroxy −5−cholen −24−oic 　acid ） は 胆 汁 う

っ 滞を誘起 す る 原 因 物 質の
一つ で あ り，こ れ らの 新規生 成経路の 存在が 推 測 され て い る．また，胆 汁 酸 生 合

成機構 の
一つ と し て ，25 位水酸化 に よ る 側鎖切断 反 応 が 知 ら れ て い る．上 記 胆 汁酸 の 生 成 機 構 と本 経 路 の

関 連 を 検 討 す る こ と を 目的 と し て ，生 合成 中間体 と推測 され る 各種胆汁 ア ル コ ール
，

ヒ ドロ キ シ コ レス テ ロ

ール 及 び上 記 胆 汁酸 の GC ／MS に よ る
一

斉分析法の 開発 を行 っ た ．各種中間体標品 を ト リメ チ ル シ リ ル エ ー

テ ル 誘導体 と し た後，高分解能選択イ オ ン モ ニ タ リ ン グ （SIM ＞法 に よ り分 析 を行 っ た．得 られ た 検量線 は

い ず れ も IO〜250　pmol の 範囲 で 良好な直線性 を示 した．検 出限 界 は 50〜100　fmo1 で あ っ た．逆 相系固相

抽出法 を用 い る 前処理 の み で 生体由来の 妨害 ピーク は認 め ら れ な か っ た．本 分 析法 は 各種 生 体試料中の 上 記

中間体及 び 胆汁酸 の 分析法 と して 適用可能で あ る こ とが 明 ら か とな っ た．
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