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研究成果の概要（和文）：　リン脂質とそれらの代謝物は脂質代謝の制御因子として機能して、さまざまな疾患
と関係している。ヒト血液と気管支肺胞洗浄液などの脂質分子種を、クロマトグラフィによる脂質精製と質量分
析との組合せ方法により分析した。また、健常被験者の脂質分子種プロファイルを作成して、視覚化を行った。
これらの結果、これらの脂質種分析法が臨床検査に応用可能であることを示した。現在、我々は臨床データを蓄
積しており、臨床症状を伴う特異的な脂質分子種の検索を目指している。

研究成果の概要（英文）： Phospholipids and their metabolites function as regulators of lipid 
metabolism and are associated with various diseases. Lipid molecular species in human biomedical 
materials, such as blood and bronchoalveolar lavage fluid, were analyzed using the methods of gel 
chromatography and Matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS), Liquid chromatography MS, and Gas chromatography MS.Furthermore, we generated lipid 
species profiles of healthy subjects and then visualized these molecular species. We also showed 
that these methods for lipid molecular species analysis can be used in clinical laboratory tests. We
 are currently accumulating clinical data to identify specific lipid molecular species associated 
with pathological conditions.

研究分野：脂質分析学
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１．研究開始当初の背景 

 リン脂質(PL)とその代謝産物は、脂質代謝、

糖代謝、蛋白代謝、細胞内シグナルなどあら

ゆる生体内代謝の調節物質として機能する。

また、メタボリック症候群、アレルギー疾患、

炎症疾患、動脈硬化症、神経疾患，癌など多

くの疾患に影響を及ぼしている。 

 リン脂質は、グリセロール骨格を有するグ

リセロリン脂質(GP)と、セラミド骨格をもつ

スフィンゴリン脂質(SL)がある。GP や SL は

塩基の違いだけでなく、各種の誘導体や代謝

産物が機能性脂質として存在し、脂質分子の

脂肪酸側鎖の違いにより多種多様な分子種

として存在する。 

 最近、脂質代謝受容体の脂肪酸分子種選択

性が報告されており、脂肪酸側鎖が肺線維症

の発症など様々な疾患に関わっている事が

報告されている。さらに脂肪酸側鎖の変化は、

摂取する栄養素の影響を受けるため、生体内

の脂肪酸分子種の分析が必要とされている。  

 これまで、細胞や動物を用いた先進的な研

究は進められているが、臨床分野における疾

患との関連性の研究は少ないのが現状であ

る。その理由として、機器の初期設置コスト

が高額であるため、ほとんどが研究用として

利用されており，また臨床分野で利用できる

基礎的分析法が確立されていないことであ

る。 

 

２．研究の目的 

 我々は、これまでマトリックス支援レーザ

ー脱離イオン化飛行時間型質量分析装置

（MALDI-TOF MS）を用いて、血清中の主要な

リン脂質組成の分析定量法を構築してきた。

本研究ではこれまでの研究を基盤に、ヒト血

液（血清，血漿）、気管支肺胞洗浄液（BAL-F）

などの試料を用いて，リン脂質分子の詳細な

分子種および微量なリン脂質代謝産物を高

感度に測定する簡便な測定系を構築する。ま

た、ヒト健常者及び呼吸器疾患の脂質プロフ

ァイル分析を行う。次いで、統計解析とプロ

ファイルデータの視覚化を統合させ、簡便・

迅速・高感度・高分解度な生体試料リン脂質

分子種およびその代謝産物の臨床検査法を

構築することである。 

 

３．研究の方法 

1) スクリーニング質量分析では、幅広い範

囲で m/z(質量電荷数比)を計測し、ヒト血液

中の主要脂質プロファイルの全体像を捉え、

次いで脂質の分子構造群別の脂質プロファ

イルを定量的に捉えた。 

2) ターゲット質量分析では、微量または疾

患特異的な PL、SL 分子および代謝産物に焦

点をあて、脂質分子をカラムクロマトグラフ

ィーで部分精製したのち、m/z を幅狭い範囲

で分析した。 

3) プロダクトイオン質量分析は、MS/MS 分析

によるプロダクトイオン情報から PL、SL 分

子種及びその代謝産物を検索し、脂質プロフ

ァイル検査法を検討した。 

4) ヒト血液、BAL-F などの脂質プロファイル

を、健常者の統計解析(多変量解析)および時

系列的解析をし、疾患に特徴的な分子の高感

度検査法を検討した。 

5) 生体試料の網羅的および目的分子群の脂

質プロファイルをわかりやすく視覚化する

ことで、臨床分野での多彩な脂質代謝異常を

容易に理解できるようにした。 

6) 質量分析機は、 MALDI-TOF-TOF MS, 液体

クロマトグラフィー(LC) MS/MS, ガスクロマ

トグラフィー(GC)/MS を用いた。 

7) 検体材料は、ヒト血清および呼吸器疾患

検査に提出された BALF を用いた。いずれの

臨床検体も信州大学医学部の医倫理委員会

の承認を得て使用した。 

8) プロファイルデータの統計解析、グラフ

などの視覚化は専用ソフト(MarkerView 等)

および汎用ソフト(EXCEL)を用いた。 

 



 

４．研究成果 

1) 脂質分子種の測定 

(1) 脂質分子の部分精製  

 分子種のm/zが重複する分子および代謝産

物などの微量成分においては，脂質の部分精

製を行った。今回，ミニカラムクロマトグラ

フィー（シリカゲル、イオン交換ゲル）およ

び薄層クロマトグラフィーにより、血清また

は血漿 50-200uL から目的分子（コレステロ

ールエステル、アシルグリセロール、脂肪酸、

ホスファチジルコリン(PC)、リゾ PC、ホスフ

ァチルエタノールアミン(PE)、リゾ PE、ホス

ファチジン酸(PA)、リゾ PA、スフィンゴミエ

リン、スルファチド、リゾスルファチド、糖

脂質、ガングリオシド(GM3)など）を部分精

製及び濃縮調製できた。 

(2) 血清・血漿、BAL-F 分子種の分析 

 精製試料を用いた質量分析により、血清・

血漿脂質濃度の 99%以上の分子種を分析でき

た。分子種は、全て MS/MS プロダクトイオン

分析により同定することができた。また、血

清・血漿ではほとんど検出されない脂質成分

を標準物質として用いることで定量的分析

が可能であった。また、適当な標準物質がな

い場合は、分子組成の近似した標準物質を用

いて濃度を概算した。また、BAL-F について

も、上記と同様にグリセロリン脂質（PC，リ

ゾ PC、ホスファチジルイノシトール）および

スフィンゴリンミエリンの分子種を同定で

きた。 

 

2) ヒト脂質プロファイルの作成 

 若年成人（22-25 歳の何らかの治療を行っ

ていない健常人）の血清または血漿を用いて、

グリセロリン脂質及びその代謝産物、スフィ

ンゴ脂質および糖脂質のプロファイルを作

成し、基本的なプロファイルとした。いずれ

の脂質分子も，健常者間の組成変動は小さく，

これらの組成濃度（比率）を基に病態とのプ

ロファイルの比較が可能となった。 

 また、BAL-F では、健常者の試料を得るこ

とは困難であるため、比較的病態が穏和なサ

ルコシド疾患患者の分子種プロファイルを

作成して、基本的なプロファイルとして、病

態との関連を検討した。 

(1) グリセロリン脂質プロファイル 

 PC，リゾ PC、PE，リゾ PE（プラズマロー

ゲン型とアシル型）の分子種プロファイルを

作成できた。 

(2)スフィンゴ脂質分子種プロファイル   

 血清及び血漿を用いてのスフィンゴミエ

リ ン 分 子 種 の 同 定 は ， MALDI-TOF MS 

(Positive ion modes 法 と  negative ion 

modes 法の２法)及び LC MS により行った。さ

らに、スルファチド分子種では、数十種の分

子種を同定することができた。また、糖脂質

（糖鎖１、２、３個を結合した分子）は３つ

の分子について，それぞれ分子種を同定する

事ができた。さらに糖鎖にシアル酸を結合し

たガングリシド(GM3)の分子種も同定する事

ができた。いずれも，良好な分子種プロファ

イルを作成できた。 

(3) BAL-F のリン脂質プロファイル 

 BAL-F の健常者検体を得る困難であったた

め、比較的病態が温和なサルコイドーシス患

者の検体を用いて，PC，リゾ PC、ホスファチ

ジルイノシトール、スフィンゴリンミエリン

の分子種プロファイルを作成できた。また，

血清分子種プロファイルとの比較もできた。

現在，他の呼吸器疾患患者のリン脂質プロフ

ァイルを作成中であり，サルコイドーシス患

者と異なるプロファイルを示す事がみいだ

されている。  

（4）他の脂質のプロファイル 

 今回の脂質分子の精製の際に得られたコ

レステロールエステル、アシルグリセロール，

脂肪酸もリン脂質と同様に部分精製試料を

用いて、健常者のプロファイルを作成する事

ができた。 

 



 

3) プロファイルの視覚化 

 これまで、リン脂質，スフィンゴ脂質，糖脂

質、コレステロールエステル，アシルグリセロ

ールの分子種は、健常者血清、血漿で約 300 分

子種以上を同定できた。プロファイルデータは、

棒グラフ、レーダーチャート、マッピングなど、

様々なグラフ化により、分析データの概要につ

いて視覚化を図った。これまで、呼吸器疾患の

スフィミエリン、高トリグリセライド血症での

アシルグリセロールおよび代謝産物、BAL-F で

のグリセロリン脂質で、健常者と比較すること

で特徴的なプロファイルを示すことを確認し

た。また、主成分析および多変量解析により分

子間での特徴付けを行っている。 

 

4) まとめ 

 本研究結果から、健常者の血清，血漿および

サルコイドーシス患者の BAL-F からグリセロ

リン脂質，それらのリゾ体、スフィンゴ脂質、

糖脂質，コレステロールエステル，アシルグリ

セロールの分子種、および脂肪酸組成など主な

脂質分子と生理活性を持つ微量なリン脂質の

同定ができ、健常者のプロファイルを作成でき

た。さらにグラフなどを用いて、臨床的に利用

しやすい視覚化によるスクリーニング法と，統

計的解析の基盤を整備する事ができた。現在、

各種疾患における分子種データを蓄積中であ

る。 
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