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研究成果の概要（和文）：超高速液体クロマトグラフィー・三連四重極型質量分析計(LC-MS/MS)を用いて、健常
人27名から血清・血漿を採取し、エイコサノイド高感度一斉定量を行った。176項目を測定し、その中から30種
類のエイコサノイドについての特徴を見出し報告した（Yasumoto A, J Chromatogr B, 2017）。また、採血条件
（採血管の種類、採血量、採血から遠心までの経過時間、保存条件[温度]）でデータが変化し、血清は採血管に
含まれる凝血剤の種類や採血量に大きく依存する。虚血性心疾患患者100名を対象に、抗血小板薬内服後の血
清・血漿を解析中で、近日中に投稿予定である。

研究成果の概要（英文）：Human serum and plasma were collected from 27 healthy donors and analyzed 
using liquid chromatography coupled with a triple quadrupole mass spectrometer (LC-MS/MS). We 
clarified the characteristics of 30 kinds of eicosanoid mediators out of 176 target compounds we 
measured (Yasumoto A, J Chromatogr B, 2017). In addition, the concentration of eicosanoids changes 
under blood collection conditions (type of blood collection tube, volume, elapsed time from blood 
collection to centrifugation, storage condition [temperature]), and the serum largely depends on the
 type of blood clotting agent contained in the blood collection tube and blood collection volume. 
Lastly, we are analyzing the serum and plasma collected after administration of antiplatelet drugs 
in 100 patients with ischemic heart disease, and will submit it in the near future.

研究分野： 臨床検査
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エイコサノイドはアラキドン酸から産生される生理活性脂質のひとつで、生理的および病理学的な炎症の恒常性
を保つのに重要な役割を果たしている。エイコサノイドの過剰な産生は病気の発症や進行に関連しているが、エ
イコサノイド測定は実臨床では行われていない。
本研究により実臨床への応用の妨げとなっている原因が解明され、適切なサンプル採取から測定までの方法を提
案し、測定されたエイコサノイドの結果の解釈、基準値についても明らかにした。虚血性心疾患患者のサンプル
を測定し、実臨床への応用も可能であることを示し、今後、病態理解や治療法の選択に有用な検査法であること
を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生理活性脂質は 1930 年代にプロス
タグランジンの発見から始まり、1980
年代後半から重要な生理作用が解明
されてきた。アラキドン酸に由来する
生理活性脂質であるエイコサノイド
性メディエーター（図 1）は、特異的
な膜受容体を介して様々な生理作用
を発揮することから、これまで多数の
関連薬剤が開発され、医療現場で使用
されている。 
 最近ではω-3 系の高度不飽和脂肪
酸（エイコサペンタエン酸[EPA]、ド
コサヘキサエン酸[DHA]）に由来する
代謝物がエイコサノイドに拮抗する
抗炎症性を有していることが注目され始めているが、生体に微量しか存在しないω-3 系脂肪酸
の代謝物を解析するには、高感度な質量分析法の発展は欠かせないものとなっている。 
 生理活性脂質の研究においてエイコサノイド類、EPA や DHA の定量解析は必要不可欠であ
り、測定方法も同時に発展してきた。エイコサノイドの定量解析には、従来、特異的な抗体を
用いた ELISA（enzyme-linked immunosorbent assay）が行われてきて高感度定量が可能で、
市販のキットを用いて簡便に再現性良く測定することができる。しかし、複数のエイコサノイ
ド分子種を同時に測定することはできず、既知の分子種を測定するにとどまる。複数のエイコ
サノイドを高感度に測定する方法として、ガスクロマトグラフィー（GC）や液体クロマトグラ
フィー（LC）の検出系に質量分析計（MS）を配置する GC-MS 法や LC-MS 法が用いられて
いる。LC-MS 法はクロマトグラフィーの分離度は GC に劣るが試料の誘導化が不要で、MS/MS
による選択的検出を利用した高感度検出が可能でエイコサノイド測定に適している。我々は教
室が関与しているリピドミクス社会連携講座にて超高速液体クロマトグラフィー・三連四重極
型質量分析計を用いたエイコサノイド高感度一斉定量系（Kita Y, Anal Biochem 342, 2005）
で測定を行っている。 
 エイコサノイドの血液測定サンプルとしては主に血漿が頻用されてきた。血漿は一般的にク
エン酸加血漿が用いられ、抗凝固状態で適切に遠心をして血小板を含む血球成分を十分に取り
除く。そのため、健常者でエイコサノイドを測定すると、トロンボキサン A2 に代表される血
小板由来エイコサノイド類は測定感度以下であるが、シトクロム P450（CYP）代謝物は数
pg/mL のレベルで安定して測定できる。我々は一般的に測定されてこなかった血清での測定を
試みており、安定した検体処理の方法を検討している。血清は全血を凝固させ血小板や凝固因
子を除いたものであるが、血小板の細胞成分や代謝物、血小板由来エイコサノイド類が増加し
ている。凝固させた検体上清であるため、これまで血清でのエイコサノイド測定は不適当とさ
れてきたが、我々は抗血小板薬の薬効評価や血小板機能異常症に関する臨床検査への応用を可
能と考え、これらの有益な検査がない現状で、医療現場におけるニーズは極めて高いと考えて
いる。 
 
２．研究の目的 
 複数のエイコサノイドの一斉定量を実臨床で測定可能にし、保険収載する価値のある検査と
するための基礎データの確立を目指し、抗血小板薬の薬効評価判定、血小板機能評価だけでな
く、NETs に関連する感染症、血栓症の病態解明、新たな創薬にもつなげていく。 
 健康成人を対象として被験者のアスピリン内服前後での血漿・血清を採取し、エイコサノイ
ド高感度一斉定量を行う臨床研究を予定している。また、虚血性心疾患患者で抗血小板薬内服
前後の血漿・血清を同様に測定する（審査番号 11121）。150 種以上のエイコサノイド類を同時
に測定することで、アスピリンや他の抗血小板薬のエイコサノイド類に及ぼす影響の全体像を
解析する。その結果から、抗血小板薬の薬効評価としての有用性を評価していく。 
 さらに好中球・血小板をそれぞれ分離精製し、それぞれの未刺激、活性化状態でのエイコサ
ノイド産生能や両者を混合させたときの変化を解析し、NETs の系を用いて、in vitro で確認し
ていく。 
  
３．研究の方法 
 1．血漿・血清を用いたエイコサノイド高感度一斉定量法の基礎検討 
 我々は超高速液体クロマトグラフィー・三連四重極型質量分析計（LC-MS/MS）を用いてエ
イコサノイド高感度一斉定量を行い、血清の適切な検体処理の方法を検討する。これまでの研
究でトロンビン入りの採血管を用いて、一定の採血量で採血を行い、採血後は 1 時間以内に遠
心分離する必要があることが判明した。また、血清エイコサノイドには日内変動をほとんど認
めないため、採血のタイミングを選ばないことも判明した。 
 150 種以上の測定項目の中から血清、血漿にて測定可能なエイコサノイド類を確認している。
今後、健康成人 10 例（男女 5 例ずつ）を対象として同意が得られた被験者のアスピリン内服

 



前後の血漿・血清を採取する臨床研究を予定しており、エイコサノイド類（AA、EPA、DHA
とその代謝物を含む）を一度に測定することで、アスピリンがエイコサノイド類に及ぼす影響
の全体像を解析する。 
 予備的研究として、アスピリン投与症例と非投与症例の患者血清を 3 例ずつのエイコサノイ
ド測定を行い、トロンボキサン A2 および 12-HHT がアスピリン投与例で低下していることが
示されたが、例数が少なく有意差は示せなかった。これは東京大学大学院医学系研究科・医学
部倫理委員会の承認のもと、検査後残余血清を使用して行われた。虚血性心疾患患者を対象に、
抗血小板薬の内服前後での血漿・血清エイコサノイド測定を行う前向き臨床試験（審査番号
11121）を行うことで、様々な抗血小板薬の薬効評価として、この測定法の有効性を検討する。 

2．好中球・血小板におけるエイコサノイド産生能の解析 
 健康成人の血液から好中球、血小板をそれぞれ分離精製し、in vitro で未刺激の状態、活性
化状態（Phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA を使用）でのエイコサノイド産生能を評価し、
両者を混合させたときの変化を解析し、好中球と血小板のクロストークによって相加的ではな
く、相乗的にエイコサノイドが産生されることが判明してきた。様々な Agonist でのクロスト
ークの差を明らかにし、NETs の系でも確認していく。 
 
４．研究成果 
 エイコサノイドの測定において血漿での報告は多いが、血清での報告は少なく、血清の適切
な採血条件については、検討されていない。そこで我々は血漿および血清の採血条件がエイコ
サノイド測定に与える影響について検討した。 
 血漿については一般的に用いられるクエン酸血漿と EDTA 血漿で比較し、採血量、採血後の
放置時間、凍結融解、食事の影響について検討した。エイコサノイドは特に血小板の影響を強
く受けるため、Ca キレート剤であるクエン酸や EDTA を含む血漿ではエイコサノイド濃度が
極めて低く、クエン酸と EDTA とでいずれの評価項目でも有意差を認めなかった。結果として、
血漿エイコサノイド測定の場合は、クエン酸でも EDTA でもどちらでも安定して測定可能であ
ることが判明した。 
 次に血清についてプレーン管、シリ
カ入、シリカ＋トロンビン入の 3 種類
の採血管で比較した。図 2 で示すよう
に、アラキドン酸由来のトロンボキサ
ン B2 などのエイコサノイドで有意に
トロンビン入りの採血管が高値とな
った。これはトロンビンによる血小板
の活性化の結果として高値になって
いることが推察される。血清は in 
vitro で血液を凝固させるため、一定
量のトロンビンにて十分血小板を活
性化させる方法が in vivo での血小板
活性化能を評価できるため、以降の検
討ではシリカ＋トロンビン入の採血
管を使用して検討を行った。 
 血清はクエン酸血漿と異なり、採血
量が一定ではないため、採血量が与え
る影響について 4mL と 8mL とで比較した。図 3 で示すようにエイコサノイドは有意に 4mL
で高値となった。採血管に塗布されているトロンビン量は一定であることから、採血量が多く
なると血液中のトロンビン濃度が低下するため、結果として採血量が少ないほうがエイコサノ
イド濃度が高くなる結果を示している。以降の検討では採血量を 4mL で行った。 
 特に入院患者の場合、採血から遠
心、測定まで時間を要することが多
いため、実臨床への応用も考慮して
採血から遠心までの時間が与える
影響について検討した。図 4 で示さ
れるようにトロンボキサン B2 は放
置時間は影響していないが、プロス
タグランジン D2 や A2、B2 は 2 時
間放置することが有意に測定値が
変化していた。これはプロスタグラ
ンジン D2 が分解されて、プロスタ
グランジン A2 および B2 へと代謝
されていることを示している。採血後は、できるだけ速やかに測定が望ましいが、1 時間以内
であれば結果にはほとんど影響を与えないことが判明した。採血後、速やかに遠心分離し、血
清分離したものを-80℃で凍結し、6 回の凍結融解を行ったが、いずれのエイコサノイド濃度も



変化はなく、エイコサノイドは凍結融解には耐えられることも判明した。 
 最後に食事が与える影響について検討した。図 5 にお
いて棒グラフ（青）は絶食のときの朝昼夜の採血結果を
示し、棒グラフ（赤）は各食前の採血結果を示す。多く
のエイコサノイドは食事の影響や採血時間の影響を受け
なかったが、DHET だけが影響を受けた。朝の時点では
ほぼ変化はなかったが食事を摂らないと、時間経過で
徐々に DHET は増加するが、食事をすることにより
DHET は徐々に低下した。DHET は動脈硬化を抑制する
作用などが一部報告されており、その減少が関与してい
る可能性はあるが本研究では明確なところは不明である。 
 以上のことから、血漿については採血や採血後の状態
にかかわらず安定して測定が可能であるが、血清は採血
管、採血量が強く影響するため、測定時は必ず採血管お
よび採血量を一定にする必要がある。採血時は必ずしも
空腹である必要はないが、DHET を評価したい場合は食
事の有無や採血時間には注意を払う必要がある。採血後
は速やかに遠心分離することが推奨されるが 1 時間以内
であれば影響は少ない。本データは現在、投稿準備中である。 
 
 検体処理方法が確定したところで採血及び検体処理を統一して、健常人 27 名（男性 12 名、
女性 15 名）より血漿・血清採血を行い、エイコサノイド一斉定量を施行した。176 項目を測
定し、その中から 30 種類のエイコサノイドについて着目し、その知見について報告した
（Yasumoto A, Chromatogr B, 2017）。エイコサノイド濃度は血小板数の依存しており、血小
板数が少ないと、濃度は低値となり、血小板数が多いと、その濃度は高値となる。そのため、
免疫性血小板減少症のような血小板数が少ない疾患ではエイコサノイド全体が低値となる一方、
本態性血小板血症のような血小板数が高い疾患では高値となる。ただし、今回 27 名の健常人
の血小板数は基準値内に収まっており（18〜45 万/µL）、その基準値範囲内であれば、血小板数
の影響は無視できることが判明した。 
 図 6 は S1-3 の被験者 3
人の血清エイコサノイド
濃度の結果を示しており、
これはエイコサノイドの
多くの化合物は個体間較
差がみられることを示し
ている。個体内較差は影響
を与えるほど強くはない
が、個体間較差は有意に見
られ、結果として、各個人
のベースラインの測定値
を把握しておくことが必
要である。 
 
 結果としてエイコサノイド一斉定量法は血漿では安定して測定できるが濃度が極めて低いた
め、健常人では測定感度を越える化合物が多くなかった。血清は、採血方法、検体処理方法の
影響を強く受けるが統一することで十分に評価は可能である。ただし、個人差が影響を与える
ことから 1回の結果だけで病態評価することには危険を伴うことから各個人のベースラインか
らどのように変化するかを評価することが重要である。 
 
 虚血性心疾患患者を対象に、抗血小板薬の内服後の血漿・血清エイコサノイド測定を行う前
向き臨床試験を施行した。最終的な登録症例は 150 例になり、それぞれの血漿・血清エイコサ
ノイド濃度を測定した。現在の時点で症例の登録は終了しているが解析が終わっておらず、現
在、解析を進めており近日中に発表を行う予定である。 
 
 最後に好中球・血小板におけるエイコサノイド産生能の解析であるが、先行研究では好中球
と血小板のクロストークによって相加的ではなく、相乗的にエイコサノイドが産生されること
を示したが再現性を示すために繰り返し、検討を行った結果、好中球と反応させることで相乗
的な効果を再現することができなかった。 
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