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研究成果の概要（和文）：   ヒトの脂質は多種多様な構造をしており、脂質代謝産物は様々な物質代謝に関与
している。 それゆえ、病気の病理を解明し、適切な治療法のために脂質メタボロームを研究する必要がある。 
私達は、ヒト血液と気管支肺胞洗浄（BAL）液の脂質組成を分析する単純な質量分析に基づく方法を開発した。 
これにより、200種類以上の脂質分子を同定することができた。 この方法を適用して、血液悪性腫瘍患者の血液
および呼吸器疾患患者のBAL液中の特定の脂質組成を決定した。
　さらに、少量の生体試料から脂質試料を調製するための迅速で簡単な方法を開発し、脂質代謝産物の分析が臨
床試験で実現可能になった。

研究成果の概要（英文）：　Human lipids have a wide variety of structures, and lipid metabolites play
 roles in the metabolism of various substances. Therefore, it is necessary to study the lipid 
metabolome to elucidate the pathology of disease and determine appropriate treatment. We have 
developed a simple mass spectrometry-based method to analyze the lipid composition of human blood 
and bronchoalveolar lavage (BAL) fluid. This method allowed the identification of more than 200 
types of lipid molecules. We then applied this method to determine the specific lipid compositions 
in blood from hematologic malignancy patients  and in BAL  from patients with respiratory disease.
　Furthermore, we have developed a rapid and simple method for preparing lipid samples from small 
amounts of biological samples, and the analysis of lipid metabolites has become feasible in clinical
 testing.

研究分野：臨床検査学

キーワード： 脂質　質量分析　脂質代謝産物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ヒトの病態解析を目的とする臨床検査では、汎用性があり、操作が簡便で迅速に測定でき、保守が容易な
MALDI-TOF 質量分析 や GC 質量分析 が適している。また、臨床検査において、患者個々の検体分析では、患者
の状態や、病態の経時変化など様々な要因を考慮する必要がある。 そのため、脂質分子を代謝的に捉える網羅
的、包括的分析が必要である。本研究は、臨床検査の現場で応用できる、簡便で迅速なヒト脂質メタボローム解
析法を開発し、臨床試験への応用を可能とした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
(1) ヒトの脂質は、様々な構造と物性を持つ分子種群であり、その代謝産物である脂質メタボ
ローム（脂質代謝産物)は、物質代謝の調節物質として様々な機能を有している。そのため、
病態解明や治療判定のための脂質分子種の分析では、一分子の定量ではなく、脂質の代謝を捉
える網羅的、包括的分析が必要である。しかし、脂質分子は、多種多様な構造を有しており物
理化学的な性質の相違から、それぞれの分子種に対応した分析法が必要とされる。また、脂質
分子は、お互いが分解、再合成などに密接に関連しており、定量的に捉えるだけでなく、質的
な分析により脂質代謝を理解する事が必要である。 
 
(2) 生体内の脂質研究では、主に液体クロマトグラフィー質量分析(LC MS)が用いられている。
しかし、分析操作が専門的で煩雑であり、機器の保守なども専門的な技術を要する。そのため、
比較的簡便に脂質分子種を測定するには、Matrix support laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometer (MALDI-TOF MS)とガスクロマトグラフィー質量分析法（Gas 
liquid chromatography mass spectrometer (GC MS）が適している。 
 
(3) 臨床検査に応用できる脂質メタボローム解析法の開発は、様々な臨床検体に応用でき、 
疾患の発症や進展の脂質代謝メカニズムの解明だけでなく、日常の診断や治療経過、疾患予防
の把握に応用できる必要がある。また、分析手法を他施設とも共有することにより、臨床的に
脂質メタボローム解析を利用することに寄与できる。 
 
2. 研究の目的 
(1)  本研究では、MALDI-TOF MS と GC MS による質量分析法を用いた臨床検査に応用できる迅
速で簡便な分析法を構築する。 
(2)  臨床検体による脂質分子種組成（プロファイル）の作成 
(3)  微量資料による簡便で迅速な脂質試料の調製法の構築 
 
3. 研究の方法 
生体試料からの質量分析用試料の調整のための脂質分画処理の概要を図１に示した。 
(1) 脂質調製(ミニカラムクロマトグラフィ法) 
主要な脂質分子（グリセロ
リン脂質、総脂肪酸）の分析
には、脂質抽出液をそのまま
使用したが、微量成分につい
てはそれぞれの目的分子に
応じてミニカラムで部分精
製した 
 
① 脂質抽出：血清および気
管支肺胞洗浄(BAL)液にクロ
ロホルム/メタノール混液
（C/M 液；2/1 v/v）５倍量
を加えて混和したのち、その
1/5 量の蒸留水を加えて混
和した。下層は分取して遠心乾固したのち、C/M 液で再溶解して脂質抽出液として、冷蔵庫で
保存した。 
 
② 脂質の部分精製：スフィンゴミエリン、スフィンゴ脂質、アシルグリセロールの分析では、
血清中の目的脂質分子の分析に影響する他の脂質の影響を排除するために、脂質代謝酵素によ
り加水分解を行った。さらに、微量成分についてはそれぞれの目的分子に応じてミニカラム（シ
リカゲル、フェニルセファロース、弱陰イオン交換樹脂）で部分精製した。脂質抽出液を遠心
乾固したのち、目的物質に応じた有機溶媒（クロロホルム、C/M 液など）に溶解し、充填し平
衡済みのミニガラスカラム（φ5 x 10〜20 mm）に添加した。試料は、有機溶媒混液で溶出し、
目的の溶出分画を遠心乾固したのち、C/M 液（2/1 v/v）で再溶解して、冷蔵庫で保存した。 
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(2) 前処理 
① MALDI-TOF MS 質量分析：MALDI-TOF MS 質量分析試料は、マトリックス液と等量混和し
MALDI-TOF MS サンプルプレートに添加した。Positive ion mode 測定ではマトリックスとして
2,5-Dihydroxybenzoic Acid （ 2,5-DHB ）、 negative ion mod 測定のマトリックスは
9-Aminoacridine（９-AA）を用いた。 
 
② GC MS 質量分析:リン脂質、脂肪酸の GC MS 質量分析試料は、塩酸/メタノール混液を添加し、
武富らの方法 1)により脂質中の脂肪酸をメチルエステルとして抽出し、遠心乾固したのち、C/M
液で再溶解した。アシルグリセロールは、トリメチルシリル（TMS）化誘導を行った。 
 
③ 高分子膜法：高分子膜に脂質抽出液を添加し、有機溶媒で溶出し、遠心乾固したのち、C/M
液で再溶解した。薄層クロマトグラフィーシリカゲル中の試料は、高温加圧装置で高分子膜に
転写して用いた。 
 
(3) 脂質の検出と定量 
① 脂質分子の検出: 脂質分子の検出は、薄層クロマトグラフィー(TLC)法で行った。展開溶媒
として、石油エーテル：ジエチルエーテル：酢酸(17:3:0.2 v/v/v)またはクロロホルム:メタ
ノール:水(19:10:2.4 v/v/v)で脂質を展開させ、展開プレートにプリムリン溶液を噴霧させ、
ＵＶ照射により脂質を検出した。 
 
② 脂質の定量: 脂質抽出液中の脂質（リン脂質、トリグリセライド、コレステロール）濃度
は、市販の生化学自動分析試薬を用いた酵素法で定量した。 
 
(4) 質量分析 
① MALDI-TOF MS 質量分析: MALDI-TOF MS 質量分析は、ABSCIEX 社の AB SCIEX TOF/TOF™5800
を用いて分析した。分子種の同定は、プロダクトイオン分析を MS/MS モードに切り替え測定し
た。質量データ解析は、画像解析ソフト（Data Explore社）を用いて、Excelソフト（Microsoft
社、Albuquerque、NM）にてピークを数値化し行った。 
 
② GC MS 質量分析：GC MS 質量分析は島津製作所 GCMS-QP2010（column： 90 % Cyanopropyl 
polysilphenylene-siloxane（BPX90：膜厚；0.25 µm、長さ；60.0 m、内径；0.25 mm）で、分
析した。 
 
4. 研究成果 
(1) 健常者の血清中脂質組成 
 MALDI-TOF MS および GC MS による健常者の血清中の脂質分子種組成を同定した。 
  
① グリセロリン脂質 
 ヒト健常人ボランティア血清では、少なくとも（同じ m/z:質量電荷数比で脂肪酸の組み合
わせによる重複あり. 以降同様）14 分子種のホスファチジルコリン（PC）、8分子種のリゾホス
ファチジルコリン（LPC）の 22 分子種、BAL 液では、17 分子種の PC,10 分子種の LPC の 27 分子
種が同定された。さらに、血清中ホスファチジルエタノールアミン（PE）が 12分子種、ホスフ
ァチジルイノシトール（PI）が 11 分子種, ホスファチジルグリセロール（PG）が BAL 液で８分
子種が同定された。 
 
② スフィンゴ脂質 
ヒト健常人ボランティア血清のスフィンゴミエリン（SM）分子種は 15 分子種が同定され、
サルファチドは 113分子種同定された。サルファチドでは、脂肪酸として極長鎖脂肪酸 C24と
C22 や水酸基を持つヒドロキシ脂肪酸などが特徴的に含まれた。また、スフィンゴイド骨格構
造にも差があり、多種多様な分子種群であった。現在、腎機能疾患の症例の検討を進めている。
さらにセラミドが 3分子種、ガングリオシドが 7分子種、; Glucosylceramide （GulCer）が 22
分子種, Lactosylceramide (LacCer)が 27分子種同定された。 
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③ プラズマローゲン 
 ヒト健常人ボランティア血清のプラズマローゲン（Pls PE）23 分子種、そのリゾ体 3 分子
種が同定された。 
 
④アシルグリセロール、脂肪酸 
 血清 200〜500μLから、C/M/水による抽出液の下層をシリカゲルカラムに石油エーテルとク
ロロホルムを用いて、トリアシルグリセロール、ジアシルグリセロール、モノアシルグリセロ
ールをそれぞれ精製し、上層からはグリセロールをトリメリルシリル化してGC MSで測定した。
総脂肪酸(T-FA)は、メチルエステル化して GC MS、遊離脂肪酸(FFA)は、弱アニオン交換樹脂に
より FFA 分画を精製し、MALDI-TOF MS で分析でき、主要な FAの 11 分子が分析できた。検体量
を増加させることで、さらに微量な FFA も分析可能であった。  
  
⑤ ホスファチジン酸、リゾホスファチジン酸 
健常者血清においてホスファチジン酸（PA）は８分子種、リゾホスファチジン酸（LPA）は
６分子種を同定できた。健常者血漿においては、いずれの分子も検出感度以下であった。この
ことは、血液凝固時の血小板からの遊出のよるものである。試料量や測定感度を上げることで、
血流中での血小板変性や凝固（血栓など）に伴い遊出する PA、LPA は検出できる可能はある。 
 
(２) 臨床症例によるリン脂質 
 呼吸器疾患における BAL 液のリン脂質分析において、疾患によるプロファイルに差が認めら
れた。現在、その代謝産物の精査分析を行っている。また、血液悪性腫瘍患者においてもリン
脂質プロファイルに差が認められた。今後、個別患者での治療経過による変動を捉える必要が
ある。 
 
(３) 脂質調製法 
① 高分子膜法の回収率 
血清中リン脂質、トリグリセライドは、
改良Folch変法とほぼ同等に95%以上の回
収率であった。質量分析による組成比も
ほぼ同等のプロファイルを得られた。 
 
② シリカゲルからの脂質分画の回収 
シリカゲルからの脂質分画の回収は、シリカゲルかき取りと高温高圧ブロッティング法で行
った。両者の脂質プロファイルは、同等であった。後者は、前者に比べて操作が簡便で操作時
間も短く、回収率に優れていた。 
 
③ 脂質代謝酵素処理 
 高分子膜法による脂質代謝産物の分析を行った。血清を脂質代謝酵素により加水分解し、分
解産物海を薄層クロマトグラフィー（TLC）と質量分析で分析した。分解産物は、元の脂質分子
に比べて水溶性が高くなるが、いずれも回収して分析できた。 
 
主要な脂質分子では分析試料量が数μLで分析可能であり簡便で迅速な高分子膜法では、脂質
調製に有用であった。微量成分の分析条件の設定を行っており、試料の調製はそれぞれの施設
ででき、分析は MALDI-TOF MS で行うことで、臨床検体の分析が容易になった。 
 

＜引用文献＞ 
1) TTaketomi T, Hara A, Uemura K, Sugiyama E:  J. Biochem. 120, 573-579 (1996) 
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