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研究成果の概要（和文）：従来から脂質解析に汎用される「薄層クロマトグラフィー」によって

得られた脂質パターンを、新しい分析技術である「質量分析イメージング」で可視化する新規

リピドミクス手法“TLC-Blot-MALDI imaging”を確立した。研究期間において確立した手法の

妥当性を評価し、更に実際の生体試料の解析に応用した。その結果、これまでの方法では同定

解析できなかった微量脂質の解析や、多検体の脂質発現解析を行う事に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We successfully established the new lipidomics approach named 
"TLC-Blot-MALDI imaging" which visualizes the lipid pattern obtained from thin layer 
chromatography by imaging mass spectrometry which is new analytical skills.  
In this study, we evaluated the validity of the technique, and also applied to the 
biological samples. As a result, we succeeded to detect very small amounts of lipids which 
hardly detected by conventional methods. Moreover, comprehensive analyses were also 
performed to know the lipid dynamics change with molecular species level. 
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１．研究開始当初の背景 
 21 世紀の人類的な課題である再生可能な
資源利用と天然志向という時代の要請に対
して，脂質は高いポテンシャルを有しており，
脂質の高度利用への期待が高まっている。ま
た脂質は，3 大栄養素として主要カロリー源
となっているだけでなく，高度不飽和脂肪酸
や共役不飽和脂肪酸，あるいは抗酸化物質な
どの有用生理活性物質としての機能性が明

らかにされている。 
質量分析イメージングは数 10μmオーダー

の解像度において、組織切片から直接質量分
析及びイメージングが可能な分子イメージ
ングの方法として、注目を浴びている。従来
の脂質解析の手法は、抽出・精製を伴う破壊
解析であるため、分子の局在をみることは不
可能であった。そのため局在可視化と同時に
同定を可能にする質量分析イメージングに
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図１：TLC-Blot-MALDI Imagingの直線性及び検出限界

対する期待は大きく、更に微量脂質を対象と
した解析技術の発展が求められる。 
申請者はこれまでに、マウスの精巣から中性
糖脂質を抽出し、フコース含有型の新規糖脂
質を 4種発見した。これらの糖脂質は精製後
構造が不安定であることから、抽出による脂
質構造同定には至らなかった。しかし TLCプ
レート上ではその構造が安定に保たれてい
たことから、TLC プレートをそのまま質量分
析計に導入する TLC-MALDIの重要性に着目し、
この手法を用いて新規糖脂質の構造解析を
行った。その結果、多価不飽和脂肪酸（hC28:5, 
hC30:5）を持つ糖脂質であることが明らかに
なった。TLC-MALDI を用いた報告は複数存在
するが、構造解析、並びに感度の観点から、
発展途上な技術であると考える。特に、TLC
プ レ ー ト に 直 接 レ ー ザ ー を 照 射 す る
TLC-MALDI においては、夾雑物の影響から感
度が不十分である。 
そこで申請者は TLCプレートから PVDF（ポ

リビニルデンフルオライド）膜へ脂質を転写
し 、 PVDF 膜 を MS 解 析 へ 供 す る
TLC-Blot-MALDI の手法に注目している。 
質量分析イメージングはレーザーを二次

元走査してスペクトル上のピークに相当す
る物質の局在を画像化する技術であるが、
TLCプレートから熱転写した PVDF膜上をイメ
ージングすることによって、これまでは検出
できなかった微量な脂質の検出が可能にな
ると考えた。また、質量分析で得られる分子
量情報と、イメージングにより数 10μmオー
ダーの解像度で得られる局在（Rf値）の情報
をあわせることにより、TLC 上での簡易的な
分子種発現解析（ディファレンシャルディス
プレイ）が可能になる。よって、これまでの
染色法に変わる、新しいリピドミクスの解析
手法として、質量分析イメージングを応用し
た解析手法の確立を考案した。 
 
２．研究の目的 
農芸化学において、植物、海産物、畜産物、

林産物等の品種改良、食品評価、機能性食品
開発、新規エネルギー源探索は主要な課題で
あり、その基盤として高感度高分解能の分析
手法は極めて重要である。しかしそれら一次
産品の主要な構成成分である脂質の分析に
ついての分析手法はまだ十分とは言えない。
本研究では、申請者らが開発した薄層クロマ
トグラフィー（TLC）によって得られた脂質
パターンを質量分析イメージングで可視化
する新規リピドミクス手法を農芸化学に応
用する。 
 
３．研究の方法 
まず初年度においては方法論を確立し、こ

れまでの脂質解析で不十分とされていた感
度の問題を重点的に克服するような系を確

立する。次年度は更に包括的な解析手法とし
て発展させるため、広範囲質量分析イメージ
ングの条件を確立する。最終年度は本手法を
生体試料へと応用し、これまでの方法では同
定解析できなかった微量脂質の解析や、多検
体の脂質発現解析を行う。 
 
４．研究成果 
 

当該年度は実施計画通り、標準試料であるホ
スファチジルコリンおよびスフィンゴミエ
リンを TLCによって展開し、TLC-Blot-MALDI
の手法を用いて検出限界を求め（図１）、実
際に Msn 解析を行い、構造を決定した。その

後、ヒト試料から総脂質を抽出し、混合物の
状態から TLCによって各脂質に分画し、PVDF
膜へ転写ののち、TLC-Blot-MALDI で測定を行
った。その結果、標品同様に、複数の分子種
を検出することができた（原著論文１）。さ
らには 5種類以上の分子種が存在すると報告
されている糖脂質、セミノリピドを精巣より
抽出し、TLC-Blot-MALDIの手法を用いてイメ
ージングし、分子種解析も行った（原著論文
２）。 

21 年度 

 

当該年度も実施計画通り、多数検体を一度
に解析できるように、広範囲をイメージング
する手法を開発し、多検体のディファレンシ
ャル解析を可能とした（原著論文３）。この
時、イオン化補助剤の塗布方法に注意が必要
であったため、その最適化に特に留意した。
その結果、これまで TLC上で明らかにするこ

22 年度 



 

 

とが困難であった分子種ごとの定量解析を
簡便に行う事が可能となった。そして、本手
法に関わる総説も発表し、広く脂質研究を行
っている研究者へ本法をアピールした（原著
論文４）。更に、高感度化についても検討を
行い、微量な脂質の検出を試みた。応用研究
として、マウス精子に特異的に検出される新
規の糖鎖構造をもった糖タンパク質の解析
を行った。まず、この糖タンパク質を特異的
に検出する抗体を用いて、同じ糖鎖構造をも
つ糖脂質をスクリーニングした結果、血球細
胞に同様の糖鎖構造をもつ糖脂質の発現を
明らかにすることができた。その後、本手法
を用いることで詳細な糖鎖配列を明らかに
することができた。（原著論文５）。 
 

初年度に、転写から質量分析までの分析技
術の再現性を得る事に成功した。次年度には、
質量分析における解析範囲を一次元から二
次元に高め、多数検体を一度に解析できるよ
う広範囲をイメージングする手法を開発し、
多検体のディファレンシャル解析を可能と
した。更に、微量な脂質の検出を目指した手
法の高感度化についても検討を行い、微量な
脂質の検出を試みた。 

23 年度 

当該年度は実際の生体試料の解析を行い、確
立した技術の応用性を検討した。甲殻類の卵
巣成熟段階に伴い、卵胞含有脂質が変化する
事が知られていたが、その分子種レベルの解
析は未だ行われていなかった。そこで、本法
を用いて発生段階に伴う脂質変化を明らか
にした（原著論文 10）。また、マウスを用い
た骨格筋収縮刺激に伴う脂質変化について
も解析を行い、収縮後に中性脂肪が減少し、
特定の高度不飽和脂肪酸を持つリン脂質が
増加する傾向を観察できた（原著論文 11）。
更には肝切除後の脂肪肝における脂質分子
種解析、牛肉の産地判別のための脂質分子種
分析を明らかにした（原著論文７，８）。 
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