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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、LC/MS/MSを用いる超高感度リゾリン脂質検出系を構築し、レーザーマイ
クロダイセクション(LMD) によって切り出された微量組織切片によるリゾリン脂質解析を実施することである。
　初めに、分析カラムの最適化、カラムスイッチグ法の導入、流路の改善等のHPLC条件の最適化により、リゾリン脂質
の検出限界を100倍程度向上させた。さらに、ヒートスタビライザーを用いLMD処理中における組織中リゾリン脂質の分
解を抑制する条件を最適化し、構築した定量法を用い、マウス組織切片（肝臓及び脾臓）数百から数千細胞におけるリ
ゾリン脂質の検出に成功し、組織分布局在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the analytical protocol for demonstrating the 
intracellular distribution and gradation and localization of lysophospholipids (LPL) using a LC/MS/MS. 
First, we developed an ultra-high sensitive method for LPL by LC/MS/MS coupled with a column switching. 
Second, we have evaluated the LPL decomposition in mouse liver by a heat stabilizer. Finally, we detected 
and determined LPL form the frozen sections of tissue (10 μm) of mice that was cut by laser micro 
dissection and determined LPL by LC/MS/MS.

研究分野： 分析化学

キーワード： リゾリン脂質　スフィンゴ脂質　LC/MS/MS　レーザーマイクロダイセクション　ヒートスタビライザー
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１．研究開始当初の背景 

 リゾリン脂質は、リゾフォスファリジン酸 

や スフィンゴシン一リン酸 (S1P) に代表さ

れる化合物群であり、脂質メディエーターと

して様々な生理機能が着目されている 1)。し

かしながら、リゾリン脂質の生体組織局在性

や濃度勾配は未解明であり、微量組織中のリ

ゾリン脂質濃度を直接定量する手法の開発が

望まれている。 

 リゾリン脂質の分析には、先行研究におい

て質量分析計 (MS) を用いる定量手法が散

見され、好適な分析手法であることが示唆さ

れている 2)。しかしながら、微量組織におけ

るリゾリン脂質含有量は、数 fmol (10-15) 以

下と想定され、既存の手法では検出感度の不

足により測定することが困難であった。リゾ

リン脂質は、リン酸基等のイオン性官能基を

有する一方で、疎水性の高い脂質構造に多く

の分子種を有することから、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) が分析に好適であると考えら

れている。我々は、現在までに LC/MS/MS を

用いる精密定量分析法の開発を実施し、血液

及び組織 (数 mg 程度) に含有されるリゾリ

ン脂質濃度を明らかにしている 3)。 
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２．研究の目的 

 このような背景から、微量組織におけるリ

ゾリン脂質の組織局在性や細胞毎の濃度勾配

を精密に定量評価することが可能な、超高感

度微量定量分析法の構築が求められている。

我々は、これまでに構築した定量法を発展さ

せ、LC/MS/MS を用いるリゾリン脂質超高感

度精密定量分析法を開発し、生体組織の凍結

切片からレーザーマイクロダイセクション 

(LMD) によって切り出された数千細胞に含

有されるリゾリン脂質を定量することにより、

in vivo におけるリゾリン脂質の分布局在を

細胞レベルで明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 初めに LC/MS/MS を用いたリゾリン脂質

の超高感度精密定量分析系を構築した。超高

感度化に向け、カラムスイッチング法の導入、

分析カラムの内径、長さ及び粒子径を最適化

した。リゾリン脂質測定に選択的なカラムは、

資生堂の共同研究により作製した。 

 次いで、LMD 処理中におけるリゾリン脂質

の分解を抑制することを目的とし、マウス肝

臓組織を用い、ヒートスタビライザーによる

分解抑制条件を最適化した。最後に、構築し

た定量法を用い、マウス組織切片（肝臓及び

脾臓）を定量マッピングすることにより、リ

ゾリン脂質の分布局在を明らかにした。 

 

４．研究成果 

(1) LC/MS/MS を用いたリゾリン脂質の超高

感度精密定量分析系を構築 

 分析カラムの最適化、カラムスイッチグ法



の導入、流路の改善等の HPLC 条件の最適化

により、リゾリン脂質の検出限界を 100 倍程

度向上させた。特に現在までの手法において

安定して検出することが難しいとされていた、

生 体 内 リ ゾ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 

(LysoPS) の定量に成功した (図 1)。 

 

LysoPS 定量法は、分析法バリデーションを実

施したところ、添加回収試験による日内及び

日間変動係数の評価から、高い真度及び精度

が得られた。さらに、S1P は、分析カラム内

の金属イオンや固定相となる球状シリカの残

存シラノール基との相互作用により、ピーク

テーリングが引き起こされ再現性の低下が懸

念されていたが、金属処理をした分析カラム

を作製することにより、ピークテーリングの

大幅な改善に成功した。 

(2) 生体組織から凍結切片の作成、LMD 条件

の最適化 

 LMD は、室温にて処理を行うことから、生

体試料に含有されるリゾリン脂質は LMD 処

理中に分解することが懸念されていた。我々

は、ヒートスタビライザーを用い、生体組織

を短時間で高温加熱処理することで、リゾリ

ン脂質の分解を抑制することに成功した。特

に、S1P はヒートスタビライザー処理を施す

ことで脱リン酸化酵素を失活させ、室温 30

分程度まで分解を抑制することを明らかとし

た (図 2)。 

(3) マウス組織切片の定量マッピングによる

分布局在の解明 

① マウス脾臓における S1P の濃度分布解明 

 初めに、脾臓組織切片からの図 3 の様に微

量組織を採取した。分析法の超高感度化によ

り、リゾリン脂質の分布が比較的低いとされ

ている脾臓において、600 細胞程度からの定

量に成功した (図 4)。現在までに LMD によ

る組織切片の定量に必要な細胞数は数百から

数千細胞と考えられる。 
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図2) ヒートスタビライザーによるS1P安定条件の検討  
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図3) 脾臓における微量組織切片の作成  



 

② マウス肝臓におけるスフィンゴ脂質の濃

度分布解明 

 次に、LMD のよる微量組織切片を作成し、

肝臓におけるスフィンゴ脂質の定量を実施し

た。測定対象は S1P を含め、スフィンゴ脂質

代謝系に存在する化合物群であることから、

分析手法の最適化を実施し、スフィンゴ脂質

の定量分析法の構築に成功した (図 5)。次に、

構築した測定系を用い、肝臓組織切片におけ

るスフィンゴ脂質の定量を実施し、組織分布

を明らかにすることに成功した (表 1)。 

 

 以上の成果から、本研究により開発した

LC/MS/MS を用いるリゾリン脂質超高感度

定量法及び LMD 組織切片定量プロトコル 

(図 6) は、今後のリゾリン脂質解析に大きく

貢献すると考えられる。 

 

 

 

  

pmol/mg 

Liver sec on 1 2 3 

Sph 13.4±4.9 12.9±2.4 11.2±5.2 

dhSph 87.0±11.7 82.7±7.1 73.7±10.9 

S1P 0.92±0.61 0.14±0.09 0.57±0.32 

Cer d18:1/16:0 15.8±6.3 11.1±4.4 11.6±3.2 

Cer d18:1/18:1 4.89±2.41 5.34±3.04 3.83±1.17 

Cer d18:1/18:0 7.72±1.84 6.74±1.34 5.81±1.24 

Cer d18:1/20:0 1.67±0.80 1.30±0.24 1.09±0.47 

Cer d18:1/22:0 15.9±7.7 9.91±5.90 11.4±3.3 

Cer d18:1/24:0 42.0±20.8 27.6±16.1 33.9±11.6 

1  2  3  

LMD system 
(Leica)  

5,695-9,486 細胞の切り出し  肝臓組織切片  

表1) 肝臓組織切片に含有されるスフィンゴ脂質の定量分布の解明  
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図6) LC/MS/MSによる組織切片中リゾリン脂質定量プロトコル  
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