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研究成果の概要（和文）：本研究は、生体物質を網羅的に定性／定量するオミクスのうち、リピドミクスの腸管
でのエネルギー吸収機構解析への応用を志向したものである。代表的な脂質として19種類を選択し、それらの標
品を用いてイオントラップ型と飛行時間型のハイブリッド型の質量分析計を搭載したLC-IT-TOF-MSによる新規リ
ピドミクス法を開発することができた。実試料として経腸栄養剤のツインラインNF 配合経腸用液を用い、
Bligh-Dyer法による抽出分画のLC-IT-TOF-MS測定を行ったところ、MS/MSパターンを基に、リノール酸、リゾホ
スファチジルコリン、ホスファチジルコリン、トリアシルグリセロールを検出できた。

研究成果の概要（英文）：Among omics methods for the quantification/qualification of biological 
substances, this study is oriented to clarify the mechanisms for the intestinal energy absorption by
 lipidomics. By selecting nineteen types of lipid as analytes, a new lipidomics method was developed
 by liquid chromatography ion-trap time-of-flight mass spectrometry (LC-IT-TOF-MS). Real sample 
analysis showed that linoleic acid, lysophosphatidylcholines, phosphatidylcholines and 
triacylglycerols in enteral nutrition Twinline were detected by LC-IT-TOF-MS.

研究分野：分析化学／生化学

キーワード： エネルギー・糖質代謝異常　膜輸送と輸送タンパク質　リピドミクス
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１．研究開始当初の背景 
生体を構成する物質を網羅的に解析する
オミクスの領域では、次世代シーケンサーと
DNA マイクロアレイの開発によって、ゲノ
ミクスとトランスクリプトミクスの方法論
がほぼ確立した。一方、生体の代謝物の定性
／定量を取り扱うメタボロミクスにおいて
は、技術革新が進行中であり、核磁気共鳴ス
ペクトル測定法（NMR; nuclear magnetic 
resonance spectroscopy）と質量分析法（MS; 
mass spectrometry）が主に利用されている。 
 MS のモードは種類が多く、代謝物や薬物
の定量分析には一般に三連四重極（Q-q-Q）
の質量分析計を用いる。本研究で着目してい
るリピドミクスは、従来は液体クロマトグラ
フィーに Q-q-Qを連結したシステム、又はガ
スクロマトグラフィーなどを用いて開発さ
れてきた。しかし、Q-q-Qの特徴として、質
量の真値との一致度（質量精度）が高くない
ことが挙げられる。一方、飛行時間型（TOF; 
time of flight）の質量分析計は質量精度が高
く、高分解能である。しかし、従来はMALDI
（マトリックス支援レーザーイオン化）と組
み合わせて使うことが多かった経緯があり、
MALDI-TOF の定量的リピドミクスへの活
用は少なかった。これは、MALDI-TOFが定
量分析に不向きなことに起因する。   
以上の背景から、本研究では Q-q-Q と

MALDI-TOF の弱点を克服し、高質量精度、
高定量精度を実現した新しいシステムであ
る液体クロマトグラフィー-イオントラップ
飛行時間型質量分析法（LC-IT-TOF-MS）に
着目した。本研究の申請時点では、本法のリ
ピドミクスへの活用例は 1報しかなく、上記
の特長を活かしたメソッド構築が可能であ
ると考え、LC-IT-TOF-MSによる新規リピド
ミクス法を開発することにした。 
 
２．研究の目的 
(1)LC-IT-TOF-MS によるリピドミクス法開
発 
高質量精度、高定量精度のリピドミクス法
として確立するため、LC条件、IT-TOF-MS
条件を検討し、脂質の網羅的定量分析法を開
発する。 
 
(2)LC-IT-TOF-MS によるリピドミクス法の
実試料への応用 
開発したリピドミクス法をエネルギー吸
収機構の解析へと適用するため、実試料とし
て経腸栄養剤中の脂質定量を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)LC-IT-TOF-MS によるリピドミクス法開
発 
 装置は、島津製作所製の液体クロマトグラ
フ質量分析計 LCMS-IT-TOFを用いた。 

LC 条件については、カラムは Mightysil 
RP-18 MS（直径 2 mm × 長さ 150 mm、粒子
径 5 μm、関東化学）、カラム温度は 55℃、移

動相は、5 mmol/L ギ酸アンモニウムを含む水
/アセトニトリル混液（1:1, v/v）と 5 mmol/L ギ
酸アンモニウムを含む 2-プロパノール/アセ
トニトリル混液（9:1, v/v）のグラジエント溶
出、流速は 0.2 mL/minとした。 

MS 条件は、イオン源としてエレクトロス
プレーイオン化（ESI）、イオンモードはポジ
ティブ（又はネガティブ）、キャピラリーへ
の印加電圧は+4.5 kV、測定 m/zは、MSは 100
～1000、MS/MSは 50～500とした。 
  測定対象は，リゾホスファチジン酸、リゾ
ホスファチジルコリン、リゾホスファチジル
エタノールアミン、リゾホスファチジルグリ
セロール、リゾホスファチジルイノシトール、
リゾホスファチジルセリン、ホスファチジン
酸、ホスファチジルコリン、ホスファチジル
エタノールアミン、ホスファチジルグリセロ
ール、リゾホスファチジルイノシトール、ホ
スファチジルセリン、スフィンゴミエリン、
セラミド、へキソセラミド、コレステロール、
コレステロールエステル、ジアシルグリセロ
ール、トリアシルグリセロールの 19 種の脂
質とし、これらの内標準物質を Avanti Polar 
Lipids社（トリアシルグリセロールは SIGMA
社、安定同位体標識したコレステロール
-2,2,3,4,4,6-d6 は C/D/N ISOTOPES 社）から
購入した。 
 
(2)LC-IT-TOF-MS によるリピドミクス法の
実試料への応用 
 経腸栄養剤の実試料は、ツインライン® NF 
配合経腸用液（大塚製薬）を用いた。 
 試料前処理法は、Bligh-Dyer 法による脂質
抽出を行った。 
 
４．研究成果 
(1)LC-IT-TOF-MS によるリピドミクス法開
発 
脂質の検出条件を確立するため、内標準物
質の混液を LC-IT-TOF-MS に注入して得ら
れた全イオンクロマトグラム（全イオン電流
クロマトグラム）に、各脂質に由来するイオ
ンの m/z を入力して抽出イオンクロマトグ
ラムを描いた。結果の解析から、10 μmol/L 
又は 100 μmol/L の濃度で、19種類全ての内
標準物質のイオン化パターンを特定するこ
とができた。 
定量分析へ展開するため、直線性について
検討した。ESI(+)で脂質内標準物質 15 種を
検出でき、ジアシルグリセロール、トリアシ
ルグリセロール、コレステロールエステル、
コレステロール-d6 以外の 11種は設定した濃
度範囲で相関係数 r = 0.984 以上の直線性を
示した。また、ESI(-)では脂質内標準物質 15
種（このうち 11種は ESI(+)と重複）を検出で
き、ホスファチジン酸とホスファチジルセリ
ン以外の 13 種は設定した濃度範囲で相関係
数 r = 0.982以上の直線性を示した。 

19種類の脂質のうち、実試料中に検出可能
な濃度で存在が期待されるものを、文献を精



査して選択した。内標準物質とは脂肪酸側鎖
長が異なる測定対象を、内標準法によって定
量できることを確認するために、リゾホスフ
ァチジルコリン（12:0 及び 16:0）、ホスファ
チジルコリン（16:0/16:0）、ホスファチジルエ
タノールアミン（16:0/16:0）、ホスファチジル
グリセロール（14:0/14:0）、スフィンゴミエリ
ン（18:0/16:0）、トリアシルグリセロール
（8:0/8:0/8:0 及び 18:2/18:2/18:2）の標準品の
ピーク面積と、一定濃度の内標準物質のピー
ク面積との相関関係について検討した。その
結果、0.05~10 μmol/L の範囲で何れも相関
係数 r = 0.988 以上の直線性を示し、内標準
法による定量が可能であることが分かった。
ただし、脂質は同一種の物質であっても、側
鎖の異なる多様な分子が存在しており、ここ
では個々の全ての脂質分子について内標準
物質とのピーク面積比の相関を示した訳で
はないので、本法で求める定量値はあくまで
予測である。繰り返し測定（n=6）のピーク
面積の相対標準偏差（RSD）は、13.4%以下
であり、精度よく定量することができた。 
 
(2)LC-IT-TOF-MS によるリピドミクス法の
実試料への応用 
実試料として経腸栄養剤のツインライン

NF 配合経腸用液を用い、Bligh-Dyer 法によ
る抽出分画の LC-IT-TOF-MS測定を行った。
得られた全イオンクロマトグラムを解析し
たところ、データベース（MassBank）上の
MS/MSパターンとの一致から、リノール酸、
リゾホスファチジルコリン 2 種、ホスファチ
ジルコリン 4 種、トリアシルグリセロール 5 
種を検出できた。 
定量に関しては、リゾホスファチジルコリ
ン、ホスファチジルコリン、トリアシルグリ
セロールの内標準物質を経腸用液に添加し
て前処理し、LC-IT-TOF-MS 測定を行った。
その結果、内標準物質とのピーク面積比から、
上記で検出できた脂質のうち、リゾホスファ
チジルコリン（16:0, 18:2）、ホスファチジル
コ リ ン （ 16:0/16:0, 16:0/18:1, 18:1/18:1, 
18:2/18:2）の 6 つの分子について定量値が求
められ、本研究で開発した LC-IT-TOF-MSに
よるリピドミクス法は、エネルギー吸収機構
解析のための細胞実験に用いる実試料に適
用できること示すことができた。 
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