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生物試料の 多元索分析 と化学形態別分析に 関する メ タ ロ ミクス研 究

学位授与

　　長 谷 川　拓 也

．名古屋大学 （2007 年 1 月 31 日）

　生体中に は，濃度 レベ ル が 100ppm 以 下 で あ る 必須微

量元素 が 多 く存 在 し て い る．必須微量 元素 は ，造 血，

DNA ・RNA 合成，タ ン パ ク 質合 成 な どの ほ か，多様 な

生体内反応 や 生理 活性 に 関与 して い る．そ の ため ， 微量元

素 の 生 体内動態 や 元素間相 互 作用 の 解明が 求 め ら れ て い

る．近年，
こ の ような生体金属 に 関 連 した 学問 分野 と して

メ タ ロ ミ ク ス （Metallomics，生 体 金 属支援機能科学） と

い う新しい 学問分野が 注 目さ れ て い る．メ タ ロ ミク ス の 研

究領域 の うち，生体中元素 の 濃度分布測定，生体中金属 の

化学形態別分析，金 属 タ ンパ ク質 ・金属酵素 の 検索，金 属

含有生体 関連物質の 代謝機構 の 解明，病態解析 ・医学診

断
・
無機医薬品開発

・
化学治療法の 開発など に 関連す る課

題 に つ い て ， 今回 研 究 を行 っ た．

　血清 には微量元素 も含 め た生 体成分 を各臓器
・
器官 に 輸

送する役割が あ る．そ の た め，体内で 起 こ っ た疾患 は ， 血

清中元素濃度 に反映 さ れ る と考え，病態診断 の ため の ヒ ト

血 清の 多元素濃度相関解析 を 行っ た．ま た，生命発生 の 基

幹細胞 で ある 卵細胞中の 重金属 の 化学形態 を調べ る た め

に ，サケ卵細胞内液中 Hg の 化学形態別分析 を行 っ た．更

に，金属 酵素の 探索と して，エ ネル ギー
の 産出に 関係が あ

る Zn 酵素 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ターゼ （ALP ） の 検 出を行

っ た．この 研 究 の た め に使用 した化 学 形態 別分析シ ス テ ム

に は，誘導結合 プラ ズ マ 質量分析法 （ICP −MS ） と高速液

体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）を オ ン ラ イ ン で 結合 し た，

複合分析 シ ス テ ム を使用 した．分離 カ ラ ム に は 市販 の

SEC カ ラ ム と，高分子態 と低分子態 の 迅速分離が 可能 で

あ る胆汁酸誘導体 （CHAPS ）被覆 ODS カ ラ ム を使 用 し た．

最後 に，血清中 As 化合物 の 直接導入 に よ る化学形態別分

析 を行うた め に，リ ン 脂 質被覆固 定相を開発 した．

　第 1 章 は 序論 で あ る．まず，生 体微量元素，メ タ ロ ミ

ク ス 研究，本 研究 で 使 用 した プ ラ ズ マ 分 光 分 析法 （ICP−

AES ，　 ICP−MS ） につ い て概説を した．

　第 2章 で は，ヒ ト血 清 の 多元素濃度相 関解析 を 病態診

断 に 用 い る ため に，Na ，　 K ，　 P，　 Ca，　 Mg ，　 Fe ，　 Cu ，　 Zn ，

Se，　 Rb ，　 Sr，　 Mo ，　 Cs，　 Ag の 14元素の 定量 を行 っ た．本

法 に よ っ て，健常 人 及び 血 液の が ん で ある非 ポ ジ キ ン 性 リ
　 　 し ゆ
ン パ 腫患者 の 血 清中多 元 素定量 を行 い ，そ の 結果を比較 し

て ，疾患患者 の 血 清 中 元素濃度分 布 の 相 関 と特異 性 に 関 す
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る考察を行っ た．そ の 結果 ， 非ホ ジキ ン性リ ンパ 腫患者で

は，常量元素や Zn な ど は健常人 と 同じ程度の 濃度 で あ る

の に対 して ，Gu ，　 Se ，　 Mo ，　 Ag の 濃度 は 高 か っ た．そ の

中で
， Cu ，

　 Seは ，
ス
ーパ ー

オキ シ ドジ ス ム タ
ーゼ，グ ル

タチ オ ン ペ ル オ キ シ ターゼ とい う抗酸化酵素 の 活性中心 金

属 で あ り， 抗酸化作用 機能の バ ラ ン ス が 崩 れ た結 果 で は な

い か と考え られ る．ヒ ト血 清の 多元素濃度相関解析 に よ っ

て ， 病態診断が 可 能 で ある こ とが 示唆さ れ た．

　第 3章 は，CHAPS 被覆 ODS 固 定相 HPLG ／ICP−MS 複

合 分 析 シ ス テ ム に よ るサ ケ卵細 胞内液中 Hg の 化学形 態別

分析 を行 っ た．その 結果，サケ 卵細胞内液中に は，高分子

態結合 Hg が 8ppb ，シス テ イ ン 結合 Hg が 4　ppb 存在す

る こ とが 分 か っ た．更 に ， GHAPS 被覆 ODS カ ラ ム を用

い て 分取 した高分子態画分 を，SEC ／ICP−MS 複合分析 シ ス

テ ム を用 い て分析した．紫外吸 収 ク ロ マ トグ ラム か ら ， サ

ケ 卵細胞内液 の 高分子態 には，分子量 ＞ 300kDa，50　kDa ，
12kDa の 3 つ の 画 分 が存在し，そ の 8 つ の 画 分 の い ずれ

に も S，Se，　 Hg を含有 して い る こ とが分か っ た，以前 の

研究 で ，Se と Hg は 複合体 と して 海洋生 物 の 肝臓等 に存

在 して い る こ とが 知 られ て お り，サ ケ卵細胞中で も同様 な

複合体が 存在す る可能性 が 示唆され た．つ ま り，サ ケ卵細

胞内液 中 の Hg は，タ ン パ ク 質中 に存在す る S や Se を含

む ア ミ ノ 酸残基 と結合 して い る と考えられ る，

　第 4 章で は SEC ／蛍 光検出／ICP−MS 複合 分 析 シス テ ム に

よる サ ケ卵細胞内液中 Zn 酵素 ALP の 検出 につ い て 記述

し た．SEG カ ラ ム を用 い て サ ケ 卵細胞内液中成 分 の 分子

量分画 をし，そ の 溶出液 に含 まれ る ALP と 4−methylum ・

belliferyl　phosphateか ら生 成す る 4methylumbelliferone

の 蛍光強 度 を検 出す る こ とに よ り，ALP の 間接的検 出を

オ ン ラ イ ン で 行 っ た．まず，サケ卵細胞内液 を 0，l　M 　Tris

緩衝液 で 10倍希釈 した 溶液 に つ い て 蛍 光検 出 に よ る酵素

活性を測定 した とこ ろ，分子量 ＞ 300kDa と 100　kDa に 相

当す る 溶 出位置 に ピー
ク が観測 され た．更 に ，こ の 溶液中

の Zn を SEC ／IGP−MS に よ り検出 した とこ ろ，分子量 ＞

300kDa に 相当す る 溶出位置 に 大 きな Zn の ピー
ク が 観測

さ れ た．一
方，サ ケ卵細胞内液試料を 0．Ol　M 　Tris緩衝液

で 10 倍希釈 し て 疎水性成分 の 除去 を行 っ た 溶液 の 蛍光検

出 ク ロ マ トグ ラ ム で は 分子 量 ＞ 300kDa の ピーク が 失 わ

れ，100kDa の ピー
ク の み が 検出 さ れ た ．こ の ピー

ク は

Zn の 元素選択的 ク ロ マ トグ ラ ム の ピー
ク と一致 して お り，

100kDa の 親水性 ALP が 存在 し て い る こ と が 明 らか とな
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っ た．ま た，分 子 量 ＞ 300kDa の ALP は疎水性 が 高 い リ

ポ タ ン パ ク 質で あ る こ と が 分 か っ た．

　第 5 章 で は，リ ン 脂質被覆 ODS カ ラ ム の 開発 とそ の 分

離 特性 に 関 して 述 べ た．リ ン 脂質被覆固 定相 は，ダ イ ナ ミ

ッ ク コ ー
テ ィ ン グ法 を用 い て ，リ ン脂質 を ODS 表面 に 被

覆 した．得 られ た新 規 カ ラ ム は，生 体 試 料 を 直接 導 入 で き，

高分子態 と低分子態 を迅速 に 分離可 能で あ る こ とが 分 か っ

た，ま た，GHAPS 被 覆 ODS カ ラ ム よ り も耐 久 性 の 面 で

優 れ て い た ．

　 第 6 章 で は，第 5 章で 開発 し た リ ン 脂質被 覆 ODS カ ラ

ム を ICP −MS と オ ン ラ イ ン で 結合 し た リ ン 脂 質被 覆

ODS ・HPLG ／IGP−MS 複合分析 シ ス テ ム を 用 い た 血 清中

As の 化学形態別分析 につ い て 記述 し た．移動相 に 5mM

ク エ ン酸 ＋ 5mM ドデ カ ン ス ル ホ ン酸 ＋ 5mM 水酸化 テ ト

ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （pH 　4．O）を 用い る と，尿中の ヒ 酸，
亜 ヒ 酸 ，

モ ノ メ チ ル ア ル ソ ン 酸 （MMA ），
ジ メ チ ル ア ル シ

ン 酸 （DMA ）及 び ア ル セ ノ ベ タ イ ン の 5 種類 の As 化合物

を 5 分 以 内で ベ ース ラ イ ン 分離す る こ と が で き た ．しか

し，血清を直接導入す る とカ ラム 内へ の タ ンパ ク 質の 吸着

が確認 さ れ た の で ， タ ン パ ク質可 溶化剤 と して CHAPS を

移動相 に 添加 して ，血清中 5種類 の As化合物 の 分離を行

っ た．そ の 結果，30 回連続測定した 後で も，各dS 化合物

の 保持時 間 及 び ピーク形状 に 変化 は な く， 安定 した 測定

が 可能で あ っ た．ま た，亜 ヒ 酸の 投与治療 を受けて い る 白

血病患者 の 血清 を本法 を用 い て 分析 し た 結 果 ， MMA や

DMA な どメ チ ル 化された 有機 dS 化合物 の み が観測され，

投与 され た 無機 As が 生体内で有機 As に変換 さ れ て い る

☆

こ とが 観 察 され た．本 固 定相 は，血 清 の 直 接 導 入 分 析 が 可

能で あ る の で ，血 清 や 生体内 に お け る As 化合物 の 代謝機

構 の 解明 に 大 き な役割 を 果た す と期待 され る．

　第 7章 は，結 論 及 び 今後 の 展 望 で あ る．メ タ ロ ミ ク ス

研究 を更 に 推 し進 め る た め の 将来展望 と して ，生 体試料 の

全 元 素 分 析 を行 うこ と，生体 試 料 中の 金 属 タ ン パ ク質，金

属酵素の 探索 をす る こ と
， 検索 し た金 属 タ ンパ ク 質 ・金 属

酵 素 の ア ミノ酸 配列 の 決 定 とい う 3つ の 課 題 を挙 げ た．
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　 In　relation 　to　metallomics 　research ，　the 　multiclement 　determination　and 　chemical 　speciation 　of

major −to−ultratrace 　elcments 　in　biological　samples 　were 　invcstigated　by　ICP．AES 　and 　ICP−MS 　with 　the

aid 　of　HP 上C 　First，　the 　dctermination　of 　multielements 　in　human 　blood　serum 　donated 丘om 　healthy
volunteers 　and 　discasc　patients　was 　carricd 　out ．　 As　a 　result ，　it　has　bccn　suggested 　that 　a 　multielcment

analysis 　of 　serum 　may 　be　available 　fbr　the 　medical 　diagnosis　of 　speci 丘c　diseases．　 Next，　the 　chemical

speciation 　of 　mercury 　and 　the 　assay 　ofALP 　in　salmon 　egg 　cell 　cytoplasm 　were 　performed　using 　CHAI ’S−

coated 　ODS 　and 　the 　SEC 　columns ．　 The　existence 　of 　some 　protein−binding　mercury 　and 　cystcinc −

binding　mercury 　in　salmon 　egg 　cell 　cytoplasm 　was 　confirmed ．　 The 　analytical 　rcsults 　indicate　that 　Hg
in　salmon 　egg 　cell 　cytoplasm 　binds　with 　proteins　containing 　selenoCysteine 　and ／or 　cysteine 　residues ．
In　an 　ALP 　assay 　study ，　the 　cxistcncc 　of 　hydrophilic　ALP 　and 　hydrophobic　conjugatcd 正）rotcins 　of 　ALP
in　salmon 　egg 　cell 　cytoplasm 　was 　fbund ．　 Finally

，　a 　phosphatidylcholine−coated 　ODS 　column 　was 　newly

devcloped 　and 　applied 　to　a　speciation 　analysis 　of 　arsenic 　compounds 　in　human 　blood 　scrum ．　 As　a

result ，　it　was 　fbund 　that　arsenite 　doscd　in　the　vein 　of　a　Ieukemia 　patient　fbr　therapeutic　treatment 　was

convertcd 　mainly 　to　monomethylarsonic 　acid 　and 　dimethylarsinic　acid ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ReceivedJune 　6，2007）
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