
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年５月２０日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
当該研究では，抽出媒体としてマイルドかつ迅速に高効率で抽出が可能な超臨界流体を用い，

さらにそのままオンラインで分析可能な酸化脂質のプロファイリングシステム，オンライン超

臨界流体抽出（SFE）-超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析 （SFC/MS）システムを開発し

た．併せて，生体内に存在する脂質の標準品をインビトロにおいて酸化処理しその生成物の解

析を行うことにより，酸化脂質の代謝解析に有用なライブラリーを構築した．さらに，当該シ

ステムを用いて各種疾患のモデル実験動物や臨床サンプルのメタボロミクスに取り組み，特異

的に増加する酸化リン脂質の存在を確認した． 
 
研究成果の概要（英文）： 

A supercritical fluid (SCF) possesses features such as low viscosity and high 
diffusivity. Therefore, it has suitable properties for use as a mobile phase in 
chromatography and a media in extraction. Supercritical fluid chromatography (SFC) would 
be possible to perform rapid and high-resolution separation of complicate metabolites 
which is difficult to separate by GC and HPLC. Supercritical fluid extraction (SFE) is 
mild and high-efficient, and it is suitable for unstable metabolites by solvent extraction. 
Therefore, to apply them to biometrics analysis, it would be necessary to establish 
analytical system using unique character of SCF. In this study, we have developed the 
technology toward application of online SFE-SFC/MS system to oxidized lipid profiling 
and applied the analysis system to lipidomics in various diseases. 
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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なり代謝解析の
重要なターゲットとなったことから，網羅的な解
析を目的とした脂質メタボロミクスが積極的に進
められている [Watso AD, (2006)J. Lipid Res.]．
また，酸化ストレスが多くの生活習慣病，加齢に
伴って増える疾患の発症と深く関わることは広く
認められており，その詳細なメカニズムを目的と
して酸化脂質の解析が勢力的に進められている
[酸化ストレスマーカー，二木ら編，学会出版セ
ンター]．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のが現実である．
そこで，当該研究では，高解像度・高感度で，か
つ不安定な代謝物の解析が可能な分離・分析
技術の構築とそのメタボロミクス研究への応用を
目的として，オンライン SFE-SFC/MS スシステム
構築のための技術開発に取り組むとともに，構
築したシステムを効果的に用いた各種生物の酸
化脂質の解析を試みる．  

超臨界流体は臨界温度，臨界圧力を超えた
状態の物質であり，低粘性，高拡散性というクロ
マトグラフィーの移動相として好ましい性質を有
している．SFC は高速かつ高分離の分析が可能
であり，極性有機溶媒（モディファイヤー）の添
加や温度，背圧を変化させることにより，GC や
HPLC にない幅広い分離モードを選択できる
[Smith R. M, et al., (1999) J. Chromatogr. A]．
超臨界流体を移動相に用いた SFC では，メタボ
ロミクスに一般的に用いられているガスクロマトグ
ラフィーや（GC）や液体クロマトグラフィー（LC），
キャピラリー電気泳動（CE）などでは分離が困難
であった代謝物の解析が可能であり，これまで
解析の対象とならなかった代謝物に関する情報
を得ることができる．申請者は，これまでに SFC
を用いた疎水性代謝物解析技術の開発および
その応用研究に取り組んできており，HPLCでは
分離困難な異性体や分子量 7000 を越えるポリ
マーの分離に成功している [Bamba et al., 
(2001) J. Chromatogra. A, Bamba et al., (2001) 
Lipids, Bamba et al., (2008) J. Chromatogra. A]．
また，高感度で高選択制の質量分析計（MS）を
検出器として SFC に接続するための技術を開発
し，リン脂質，糖脂質，中性脂質などの 14 種類
の脂質混合物のハイスループット一斉分析にも
成 功 し た  [Bamba et al., (2008) J. Biosci. 
Bioeng.]．当該手法はスクリーニングなど幅広い
代謝物を対象とした解析や多検体の解析に有
用であるだけでなく，個々の成分の詳細なプロ
ファイリングも可能であるため，メタボロミクスの新
たな分析手法として期待されている． 

 
２．研究の目的 

当該研究では，これまでに蓄積した SFC/MS
による脂溶性代謝物のプロファイリング技術をも
とに，さらなる超臨界流体の効果的な利用を目
的として SFE との技術の融合を図ることにより，
不安定な酸化脂質の解析を可能にする新規メタ
ボロミクスシステムの創製に取り組む．さらに，開
発した技術を用いて各種生物におけるメタボロミ
クス研究に取り組み，従来法では得られなかっ
た新知見の取得を目指す．近年の研究により一
部の脂質がシグナル伝達に重要な役割を果た
すことが明らかにされているが，そのシグナル伝
達は多数の代謝物が関わり非常に複雑な経路
であると考えられる．オンライン SFE-SFC/MS を
用いてエイコサノイドおよびその前駆体複合脂
質，ステロイドホルモン類などの脂溶性生理活
性物質などを網羅的に分析し関連生体分子群
の動態を統合的に解析することにより，脂質シグ
ナル伝達系の全容解明が可能になる．また，易
酸化物質など溶媒抽出法では解析が困難な代
謝物に関してもオンライン SFE-SFC/MS を用い
ることによりインタクトの代謝変動を捉えることが
可能になり，従来技術では困難であった酸化ス
トレスのバイオマーカーや脂質の酸化メカニズム
などにおける新知見の取得が可能になる．当該
研究は，医寮，創薬，食品などの幅広い分野の
実用研究開発に大きく寄与することからも，重要
な研究として位置づけられるべきものである． 
 
３．研究の方法 
(1)オンライン SFE-SFC/MS システムの開発と酸
化脂質ライブラリーの構築 

まず，溶媒抽出等のサンプル調製を必要とせ
ず代謝物をインタクトの状態で抽出でき，また，
高精度で高解像度の分離が可能なオンライン
SFE-SFC/MS システムの構築に取り組む．まず，
SFE のオンライン化のためのバルブシステム，カ
ラム，配管などの各部位のアッセンブリについて
検討する．また，低背圧，高分離でキャピラリー
カラムへのダウンサイジングや各種修飾が可能
なモノリス型カラムの適用技術の開発にも取り組
む．次に，各種生物試料を用いて抽出効率，再
現性を指標に SFE-SFC/MS 分析における抽出，
分離，検出等の条件を検討し，実用的な脂質メ
タボロミクスのシステムを構築する．また，各種モ
デル易酸化脂質標準品を酸化剤で処理するこ
とにより酸化脂質を調製し，それらの同定を試み
る．生体サンプル内の酸化脂質の同定に有用な
酸化脂質のライブラリーを作成する． 
 
(2) SFC/MS を用いた脂質メタボロミクス 

上記で構築した SFE-SFC/MS システムを用
いて各種生物における脂質メタボロミクスを実施
する．オンラインSFE-SFC/MSシステムを用いて
酸化脂質や抗酸化物，酸化体/還元体比などの



 

 

酸化ストレスマーカーを精密に測定することによ
り，酸化ストレス応答の分子機構の解析を試みる．
具体的には，血漿を試料として酸化脂質の網羅
的な解析を行い，各種病態における酸化ストレ
スマーカーの検索を行うとともに，脂質の生体内
酸化メカニズムの解析を試みる．また，シグナル
伝達経路に関与すると考えられているエイコサノ
イドおよびその前駆体複合脂質，ステロイドホル
モン類などの脂溶性生理活性物質を網羅的に
分析し，関連生体分子群の動態を統合的に解
析することにより，脂質シグナル伝達系の全容
解明を試みる．具体的には，炎症をキーワード
に各種疾患における脂質の網羅的なプロファイ
リングを試み，脂質メディエーターの産生機構や
疾患との関わりについて詳細に解析する． 
 
４．研究成果 
(1)オンライン SFE-SFC/MS システムの開発と酸
化脂質ライブラリーの構築 

 まず，生体サンプル内の酸化脂質の同定に利

用可能な酸化脂質のライブラリーの構築にも取り

組んだ．モデルリン脂質として

1-palmitoyl-2-linoleoyl-glycerophosphatidycholi

ne (PLPC)を用い，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

ポキシゲナーゼを用いて酸化リン脂質をインビト

ロ合成し，生成した酸化リン脂質をSFC/MSによ

り分析を試みた．PLPCの酸化物としてジヒドロキ

シ，エポキシ・ヒドロキシ，オキソ・エポキシといっ

た既存のLC/MSでは分離が困難な各生成物の

解析に成功し，それぞれの酸化脂質の分析条件

を構築できた（論文投稿準備中）．さらに，モデ

ルリン脂質として1,2-ジアシルグリセロ-3-ホスホ

コリン (PC)として2位の脂肪酸にリノール酸を含

むPC (16:0/18:2 PC, PLPC)に加えて，アラキド

ン酸を含むPC (16:0/20:4 PC, PAPC)，ドコサヘ

キサエン酸を含むPC (16:0/22:6 PC, PDPC) に

ついて，酸化リン脂質を同様にインビトロ合成し，

生成した酸化リン脂質をSFC/MSにより分析した

．各種の酸化物としてジヒドロキシ，エポキシ・ヒド

ロキシ，オキソ・エポキシといった既存のLC/MS

では分離が困難な各生成物の分析に成功し，各

種酸化PCの解析が可能なSFC/MS分析系を構

築した（論文投稿準備中）． 

次に，SFEのオンライン化のための抽出容器，

プレカラム，分離カラム，配管等種々のシステム

構成要素の精査および抽出・分析条件について

検討した．試料として，上記インビトロ合成した酸

化脂質を用いた．さらに，揮発性酸化脂質分析

への適用技術の開発にも取り組み，カロテノイド

生合成系遺伝子およびカロテノイド酸化開裂遺

伝子を導入した大腸菌を用い，菌体中に含まれ

るカロテノイド酸化開裂の分析を試みた．各種条

件の検討を行った結果，β-カロテンとともにその

開裂産物であるβ-イオノンを感度よく検出する

ことができ，通常，液体クロマトグラフィーとガスク

ロマトグラフィーで別々に分析が必要な両代謝

物を同時に精度良く分析できた（論文投稿準備

中）． 

 
(2)SFC/MS を用いた脂質メタボロミクス 

次に，構築した SFC/MS 分析系を用いて，各
種疾患のモデル実験動物サンプルや臨床サン
プルの酸化脂質について解析を行った．高脂
肪・高ショ糖食マウス，APCmin/+マウス，糖尿病
ラット，マウスなど各種疾患モデル実験動物の比
較解析おいて，特異的に増加する酸化リン脂質
の存在が認められた（論文投稿，特許申請準備
中）．これらの酸化リン脂質は酸化ストレスに起
因する各種疾患のバイオマーカーとしての可能
性を有しており，現在，さらに他の疾患サンプル
における挙動を調べるとともに，生理学的な実
験による検証を進めている． 
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