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研究成果の概要（和文）：超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析（SFC/MS）を用いたリポプロテイン中の網羅的な
脂質分析系の構築に取り組み，超臨界流体抽出（SFE）のオンライン化を含めた各種脂質成分（酸化脂質を含む）の高
解像度，ハイスループットのプロファイリングシステムの構築に成功した．さらに，応用研究として，心筋梗塞自然発
症ウサギ，心筋梗塞ハイリスク患者のサンプル等について解析を試み，疾患特異的なプロファイル変動をとらえること
ができ，マーカー脂質を特定することができた．また，リポプロテイン画分の脂質解析を行うことによって従来の血清
を対象とする手法では得られなかった成分変動をとらえることができた．

研究成果の概要（英文）：We successfully developed an analysis method for comprehensive lipoprotein lipid p
rofiling. The constructed high-resolution and high-throughput system uses supercritical fluid chromatograp
hy/mass spectrometry (SFC/MS) and on-line supercritical fluid extraction system. To determine the applicab
ility of this system to real samples, we performed lipidomics analyses on myocardial infarction-prone rabb
its and high-risk myocardial infarction patients. Disease-specific profiles were obtained and marker metab
olites were identified. Furthermore, using our developed method, we identified metabolic variations that c
ould not be identified by using the conventional method, which targets serum lipids by performing analyses
 on lipoprotein fractions.
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１．研究開始当初の背景 
近年の研究で脂質がシグナル伝達などの重
要な役割を果たすことが明らかになり代謝解析
の重要なターゲットとなったことから，リン脂質な
どを対象としたメタボロミクスが各所で行われて
いる．また，多くの生活習慣病，加齢に伴って増
える疾患の発症に酸化ストレスが深く関わってい
ることは広く認められており，その詳細なメカニズ
ムの解明を目的として酸化ストレスマーカーの重
要分子の一つである酸化脂質の解析が勢力的
に進められている．一方で，脂質は幅広い極性，
類似した構造を有するため，その解析には高度
な分離分析技術を必要とする．また，脂質の中
には抽出・精製段階で容易に酸化されるなど不
安定な化合物が多く存在し，従来の試料調製法
や分析方法では，得られたデータが生体内の状
態を正確に反映しているとはいえない． 
近年，脂質代謝物の包括的解析を主眼とした
リピドーム解析 (リピドミクス) が精力的に実施さ
れている．しかし，これまでのリピドミクスは主とし
て血清や血漿を対象として解析が行われてきて
おり，リポプロテインにおけるリピドミクスの報告
はほとんどない． 
そこで，当該研究では酸化ストレスに起因す
る各種生活習慣病やガンなどの様々な疾患の
発生，進行のメカニズムの解析に対する新しい
アプローチとして，解析対象をリポプロテイン中
の脂質成分にフォーカスしたリピドミクス研究に
取り組むこととした．その際，新規脂質メタボロミ
クスシステムの構築を目的として，超臨界流体ク
ロマトグラフィー/質量分析（SFC/MS）および超
臨界流体抽出（SFE）の適用を試み，超臨界流
体の効果的な適用を図ることによって，これまで
分析が困難であった酸化脂質も対象としてリポ
プロテインに含まれる多様な脂質の包括的かつ
精確な解析に取り組んだ．リピドーム解析を血中
の脂質代謝に直接関与する個々のリポ蛋白質
画分に適用することで，血液全体の解析に比べ
てより詳細な代謝物情報の取得を目指した． 
 
２．研究の目的 
当該研究は，酸化ストレスに起因する各種生
活習慣病やガンなどの様々な疾患の発生，進
行のメカニズムの解析に対する新しいアプロー
チとして，解析対象をリポプロテイン中の脂質成
分にフォーカスしメタボロミクス研究に取り組むも
のである．超臨界流体を効果的に適用すること
により酸化脂質を含むリポプロテイン中の多様な
脂溶性代謝物を網羅的にかつ精密に分析可能
なシステムを構築する．各種疾患におけるリポプ
ロテイン脂質プロファイルの特徴，相関関係を明
らかにし，血漿成分の分析では困難であった疾
患特異的なプロファイルを取得する．さらには，
脂質プロファイルによる各種疾患の判別が可能

な予測モデルの構築にも取り組み，マーカー成
分の同定を試みる． 
 
３．研究の方法 
(1) SFC/MS を用いたリポプロテイン脂質メタボ
ロミクスシステム構築 
リン脂質，トリアシルグリセロール，スフィンゴ
脂質などの主要脂質に加えて，カロテノイド，
CoQ10等の脂溶性抗酸化物質も解析対象として，
SFC における分離条件（カラム，モディファイヤ
ー，溶出条件など）およびMSにおける検出条件
（イオン化法，イオン化電圧，selective reaction 
monitoring (SRM) 条件，イオン化補助剤など）
の詳細なパラメーターの設定，最適化を行った． 
さらに，上記脂質の酸化物の分析系の構築に
ついても取り組み，実サンプルの脂質プロファイ
リングの際に必要となる成分情報を格納したライ
ブラリーの構築を試みた．ライブラリー構築にお
いては，酸化脂質など標準品が入手できないも
のが多く存在することが予想されることから，標
準品やリポプロテインを 2,2’-アゾビス(2-メチル
プロピオンアミジン)二塩酸塩（AAPH），過酸化
水素，リポキシゲナーゼなどを用いて酸化させる
ことによりインビトロで酸化脂質を調製し成分の
同定を行った． 
また，SFE のオンライン化についても取り組み，
SFE におけるシステム構成ならびに抽出，トラッ
プ，分離などの各種条の検討を詳細に行った．
さらに，SFC および SFE の装置開発にも企業と
協力して取り組んだ． 
さらに，上記で構築した SFC/MS 分析系を用
いて各種リポプロテイン中の脂質の分析を行い，
実サンプルにおける構築した分析システムの検
証を行うとともに，再現性，精度を指標にさらなる
システムの最適化に取り組んだ． 
 
(2) SFC/MS による各種疾患サンプルにおける
リポプロテイン脂質メタボロミクス 
応用研究における疾患モデル動物の解析と
して，心筋梗塞自然発症（Watanabe Heritable 
Hyper Lipidemic Myocardial 
Infarction :WHHLMI）ウサギを対象としてとして
脂質解析を行った．まず，コントロールおよび疾
患ウサギの血清中の脂質化解析を行い，疾患
進行にともなうプロファイル変動を解析した．さら
に，同ウサギ血清の分画についても実施し，各
種リポプロテイン画分における脂質プロファイル
の取得を試みた． 
さらに，臨床サンプルにおける応用研究として，
心筋梗塞ハイリスク患者等のサンプルについて
も解析を試みた．血清の解析を行うとともに，サ
イズ排除 HPLC 法により精密に分画した各種リ
ポプロテイン画分における脂質プロファイリング
を行い，血清とリポプロテインにおける比較解析



を行った． 
 
４．研究成果 
(1) SFC/MS を用いたリポプロテイン脂質メタボ
ロミクスシステム構築 
SFC/MS を用いたリポプロテイン中の脂質メタ
ボロミクスシステムのための各種技術開発に取り
組み，リン脂質，中性脂質，スフィンゴ脂質等の
網羅的な解析が可能な，ボトルネックとなるデー
タ解析を含めたハイスループット・高精度の実用
的なリピドミクスのワークフローの構築に成功した．
また，リン脂質やカロテノイドの各種酸化体につ
いても分析が可能な系が構築できた． 
さらに，SFEのオンライン化にも取り組み，オン
ライン SFE-SFC/MS による脂質分析系を構築し
た．従来の液-液抽出法よりも高効率で脂質を
抽出でき，酸化脂質などの分解し易い成分も分
析可能になった．さらに装置メーカーと協力して，
SFC ならびに SFE の装置開発にも取り組み，多
検 体 の 連 続 分 析 が 可 能 な オ ン ラ イ ン
SFE-SFC/MS 装置による実用的なシステムを完
成させた． 
  
(2) SFC/MS による各種疾患サンプルにおける
リポプロテイン脂質メタボロミクス 
構築した脂質プロファイリングシステムを用い
て，各種疾患モデル動物や臨床サンプルにお
ける疾患に特異的な脂質のプロファイル情報の
取得を試みた． 
疾患モデル動物の応用研究として，心筋梗塞
自然発症:WHHLMI）ウサギの血清における脂
質解析を行った．まず，コントロールおよび疾患
ウサギ（6 月齢，21 月齢など）の血清中の脂質化
解析を行い，疾患進行にともなうプロファイル変
動をとらえることができ，またマーカー脂質を特
定することができた．さらに，同ウサギ血清のリポ
プロテインの分画についても実施し，正常群お
よび疾患群のウサギ血清，低比重リポタンパク 
(LDL), 超低比重リポタンパク (VLDL)における
脂質プロファイルの比較解析を行った．血清とリ
ポプロテイン画分では多くの脂質成分において
類似した変動を示したが，一部の脂質分子種に
おいてVLDL，LDL画分に特異的な変動が認め
られた（論文投稿準備中）． 
臨床サンプルにおける応用研究として，心筋
梗塞ハイリスク患者についても解析を試みた．ま
ず，従来の超遠心分離法よりも高精度で詳細な
分画が可能なサイズ排除HPLC法による血清か
ら個々のリポ蛋白質画分の分取を試みた．少量
の血清をゲル濾過カラムに注入し，カイロミクロ
ン（CM），VLDL，LDL，高比重リポタンパク
（HDL）の 4 画分をコンタミネーションなく，高純
度かつ再現性よく分画することができた．次に，
血清から分画した個々のリポ蛋白質画分と分画

前の血清を試料として SFC/MS を用いたリピドミ
クスを実施した．主成分分析 (PCA) により，リポ
蛋白質の密度や大きさに応じて分離が認められ
た．さらに， CMや VLDLの分離にはリン脂質，
LDLやHDLの分離には中性脂質が寄与してい
ることが示された．さらに，血清とリポ蛋白質画分
の分子種に着目し，健常者と高リスク患者にお
ける比較を行った．血清では変動が確認されな
かったコレステロールエステル分子種において，
HDL 画分では減少が確認された．HDL は血中
や組織における余剰なコレステロールを肝臓に
逆輸送する働きを有するが，高リスク患者におい
てはこれらの逆輸送の働きが低下していることが
推察された．血清では様々なリポ蛋白質画分の
情報が混在しているため解像度が低下し，変動
が確認されなかったことが示唆された．リポプロ
テイン画分の脂質解析を行うことによって従来の
血清を対象とする手法では得られなかった成分
変動をとらえることができたことから，当該研究の
有用性が示された（特許出願および論文投稿準
備中）． 
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