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緒緒  言言  

 
ビタミン B1（チアミン）は様々な食品中に豊富に含まれている水溶性ビタミンの一種である。生体内においてピロ

リン酸化されたビタミンB1は補酵素として作用し、糖代謝や分岐鎖アミノ酸などの代謝において重要な働きを示すこ

とが知られている。体内で利用されたビタミンB1 やその誘導体だけでなく、過剰量のビタミンB1 も尿中に速やかに

排泄されるため、ビタミンB1 の過剰摂取による障害は現在までに報告されていない。その一方で、ビタミンB1 不足

は多くの疾病が引き起こされることが知られており、脚気やウェルニッケ脳症などが代表的な欠乏症として挙げられる。

このように生体において必須な栄養素であるビタミンB1は、もうひとつの機能として、一重項酸素といった活性酸素

種に対するスカベンジャー活性や脂質の酸化を抑制するなどの抗酸化性を有することが報告されている［1，2］。この

ことは、ビタミン B1 自身が酸化的な代謝を受けやすいということを意味している。しかしながらこれらの論文では、

その酸化反応過程や酸化生成物に関する解析はほとんどなされておらず、チアミンジスルフィドやチオクロームなどの

ごく限られたビタミンB1 酸化生成物しか報告されていない。また、生体内におけるビタミンB1 酸化物の生成や、そ

の生理作用に関する報告は全くなされていない。そこで本研究では、ビタミンB1に由来する酸化的代謝産物を同定し、

その生理作用を明らかにすることを目的とした。本研究により、次亜塩素酸により生成される3種類のビタミンB1酸

化生成物を同定するとともに、培養細胞や動物臓器中におけるビタミンB1酸化物の生成を明らかにした［3］。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

  

11．． ビビタタミミンンBB11酸酸化化生生成成物物のの化化学学構構造造解解析析  
ビタミンB1の酸化生成物を探索するために、リン酸緩衝液（pH 7.4）中で様々な酸化剤とチアミンを反応させた。

酸化剤としては、過酸化水素、次亜塩素酸、Fe２＋／アスコルビン酸、一重項酸素発生試薬（endoperoxide 試薬）、        
2,2'-azobis（2-methylpropionamidine）dihydrochloride（AAPH）を用いた。37℃で24 時間インキュベーション後、  

エレクトロスプレーイオン化法を用いた液体クロマトグラフィー／タンデム質量分析法（LC-ESI-MS/MS）により解

析した。この時、チアミンがピリミジン環構造を有するフラグメントイオンm/z 122を特徴的に生成するということを

利用し、プレカーサーイオンスキャンにより検出した。その結果、Fe２＋／アスコルビン酸による酸化系、一重項酸素産

生系、AAPH による酸化反応においては、ピーク A のみがマイナーな生成物として検出された。また過酸化水素との

反応においては、チアミンジスルフィド体（TSST）およびピークBが検出された。今回試験した酸化系の中で、次亜

塩素酸による酸化が最も顕著であり、ピーク A およびピーク B に加えて、ピーク C を主要な生成物として検出した 

（図 1）。そこでチアミンと次亜塩素酸の反応に着目し、これらの酸化物についての構造決定を行った。ピーク A、B、
C、の3種類の生成物をHPLCにより分取・精製し、高分解能質量分析計および核磁気共鳴装置により解析を行った。

その結果、ピークAは formylaminopyrimidine（FAP）、ピークBは thiamine sulfonic acid（TSA）、そしてピークC
は thiamine sulfinic ester（TSE）であることが判明した（図2）。 
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図1．チアミン酸化物のLC-MS/MS測定結果 

チアミンをそれぞれの酸化剤とともにリン酸緩衝液中、37℃で24時間インキュベー

ションした後、LC-ESI-MS/MSにより測定した。 
 

 
 

図2．チアミン酸化物の予想生成メカニズム 
チアミンは中性条件ではチオール化合物に変換され、次亜塩素酸により酸化される。

FAPは、チオケトンが形成した後、加水分解反応により生成される。TSAとTSEは
TSSTを経由して形成される。またTSEは、塩化スルフィニル誘導体の分子内環化反

応からも生成するものと予想される。 
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22．． ビビタタミミンンBB11酸酸化化生生成成物物のの定定量量解解析析法法のの確確立立  
チアミン酸化物の定量解析を行うため、LC-ESI-MS/MS と安定同位体希釈法を組み合わせた高感度かつ特異的な定

量法の確立を行った。チアミンおよびその酸化物の衝突誘起解離により、m/z 122の共通のプロダクトイオンが生成さ

れることを利用し、多重反応モニタリングモードを設定した。また、チアミン酸化物の安定同位体標識物である  

FAP-d３、［
１３C３］-TSA、［１３C３］-TSEは、チアミン-d３および［１３C３］-チアミンから作製した。LC-ESI-MS/MSを

用いてチアミンおよびチアミン酸化物とそれらの安定同位体標識物の比を測定し、検量線を作成することにより、定量

を可能とした。この方法を用いて、次亜塩素酸とチアミンとの in vitro反応系におけるチアミン酸化物の生成量を測定

した。チアミン 1 mMと次亜塩素酸 0～250μMをリン酸緩衝液（pH7.4）中で37℃、24時間反応させた後、LC-ESI-
MS/MSによる定量解析を行った。その結果、次亜塩素酸の濃度依存的にチアミンが減少し、それに伴って3種類の酸

化物の生成が認められた。中でも最も多く生成されたのがFAPであり、次亜塩素酸250μMとの反応でおよそ85μM
生成されることがわかった。 
33．． 培培養養細細胞胞やや生生体体ササンンププルルににおおけけるるビビタタミミンンBB11酸酸化化生生成成物物のの定定量量解解析析  
培養細胞系におけるチアミン酸化物の生成を検討するため、好中球様に分化させた HL60 細胞を用いて解析した。

Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）処理により、次亜塩素酸の産生に関与するミエロペルオキシダーゼ（MPO）

の発現が上昇するとともに、培養上清中に次亜塩素酸が分泌されることを確認した。チアミン100μMを含む無血清培

地中でPMA を添加し、0～6 時間後に培養上清を回収しLC-ESI-MS/MS による定量解析を行った。その結果、PMA
刺激によってチアミンが減少し、それに伴ってチアミン酸化物の生成が認められた。さらに、MPO 阻害剤である    

4-aminobenzoic hydrazide（4-ABH）処理により、チアミン酸化物の生成が有意に抑制された（図3）。 
次に、マウスに対し急性炎症と肺組織における好中球増加症を引き起こすリポ多糖（LPS）を投与することにより、

チアミン酸化生成物が増加するかを検討した。8週齢のC57BL/6Nマウス（オス）に10 mg/kg body weightのLPSを

腹腔内注射することで急性肺炎症を誘導し、その 24 時間後にマウスを屠殺し肺組織を得た。肺組織におけるMPO の

発現量およびチアミン酸化物量を測定したところ、LPS の投与によりMPO の発現が上昇するとともに、FAP および

TSEが有意に増加することが判明した（図4）。 

 

図3．好中球様細胞におけるチアミン酸化物の生成 
好中球様に分化させたHL60細胞にPMA（100 nM）およびMPO阻害剤4-ABH（100μM）を

処理した。6時間後に培養上清を回収し、質量分析装置によりチアミンおよびチアミン酸化生

成物を定量した。データは3連の平均値を示し、エラーバーは標準偏差を示す。 
統計処理はTukey-Kramer法で行った。***p ＜0.005。N.D.：not detected。 
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図4．LPS投与マウス肺組織におけるMPOの発現とチアミン酸化物の生成 

8週齢オスC57BL/6NマウスにLPS（10 mg/kg body weight）もしくはコントロール

としてPBSを腹腔に投与した。24時間後にマウスを安楽死させた後、肺組織を摘出

した。データは6連の平均値を示し、エラーバーは標準偏差を示す。統計処理は

Student's t-test法で行った。***p＜0.005、**p＜0.001。 
a） 肺組織におけるMPOの発現量。ウェスタンブロットによりMPOおよびβ-アク

チンを検出した。 
b） 肺組織におけるFAPおよびTSEの生成量。質量分析装置により定量した。 

 
考考  察察  

 
本研究では、次亜塩素酸との反応により生成されるチアミン酸化生成物として、FAP、TSA、TSEを同定した。FAP

はラット尿中から検出され、チアミン代謝物のひとつであることが報告されている［4］。また、FAPは細菌におけるチ

アミンの加水分解産物のひとつで、チアミン生合成のサルベージ経路の中間体である［5］。TSAについては、過酸化水

素によるTSSTの酸化により生成されるが、顕著な生理作用を有していないという報告がなされている［6，7］。一方、

TSE は有機合成に関する報告があるのみである［8］。本研究は、次亜塩素酸が関与するチアミン酸化生成物に関する

最初の報告である。また予備的検討ではあるが、チアミン酸化生成物が炎症応答を促進する可能性を見出している。こ

うした点から、炎症下においてチアミン酸化的代謝物は好中球によって生成され、マクロファージを介して炎症反応を

制御している可能性が示唆される。これまでに、チアミン代謝物はリン酸エステル誘導体に着目した研究が多くなされ

ているものの、酸化的代謝物は in vivo レベルでの生成が確認されていなかったために、あまり議論されることはなか

った。本研究結果は、チアミンの機能を理解する上で、酸化的代謝の重要性を示すものと考えられる。今後、チアミン

酸化生成物のバイオマーカーとしての利用だけでなく、これらの生理機能について更なる解析を行うことで、チアミン

の生理的意義や疾患との関連性を明らかにすることが期待される。 
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