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研究成果の概要（和文）：質量分析による溶媒抽出表面分析法は、サンプル表面から直接代謝分子を抽出してナノエレ
クトロスプレーイオン化測定を行うため、サンプルの抽出、濃縮、再溶解等の過程におけるロスが無く、組織局所のよ
うな微量サンプルにおいても十分な感度で測定が可能であることが判った。特に、リン脂質やトリアシルグリセロール
等の脂質分子種分析には非常に有効であった。今後、病態サンプルと正常サンプルの脂質分子種の局所変化の簡便解析
法として有効と思われる。

研究成果の概要（英文）：We applied a liquid extraction surface analysis (LESA) combination with NanoMate 
as a new approach for localization analysis of lipid molecular species in mammalian tissue slices and 
body fluid on segmented membrane. As results mass profiles of phosphatidylcholine, 
phosphatidylethanolamine and phosphatidylserine in different areas of several tissue slices were 
effectively obtained by direct extraction. The profiles in molecular species of glycosphingolipids 
(gangliosides and sulfatides) and triglycerides were also effectively obtained by this method.

研究分野：脂質生化学

キーワード： メタボロミクス　リピドミクス　質量分析
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１． 研究開始当初の背景 

（１）リピドミクスにおいて質量分析の局所

化と微量化が、溶媒抽出表面分析(LESA)によ

り可能であることが判ってきている。この手

法は脂質の直接抽出とナノ測定を自動化する

ことにより実現され、臨床、病態サンプルへ

の利用が可能であることを確認している。ナ

ノフローESI装置NanoMateによる微量解析と

新たに開発された溶媒抽出表面直接分析 

(LESA)を組み合わせて、病態臓器切片局所及

び臨床体液サンプルの脂質メタボロミクスに

応用することを目指し、肥満その他の酸化ス

トレスに起因する種々の病態モデルへの適用

を試みることを計画した。そこで種々の疾患

モデルや臨床サンプルにこの手法を応用し、

マーカー群検出における構造同定やプロファ

イリング解析の有効性を確認する。4000Qtrap

による部分構造特異的な包括的解析と

Orbitrapによる高分解能、精密質量による解

析を、平行して行うことにより、高度不飽和

脂肪酸の変動解析や新規酸化脂質の解析を組

織局所レベルで同時におこなう。この表面分

析法を各種病態モデル動物の病態組織局所や

炎症性疾患患者の血しょう等の体液における

酸化脂質のメタボローム解析に応用し、その

有効性を確認する。 

（２）肥満、動脈硬化、アルツハイマー発症

モデル動物と、それに対する遺伝的又は科学

的処置により酸化ストレスの促進又は抑制処

理などを施した場合の脂質変動や脂質酸化の

状態を従来法と直接抽出測定法により包括的

に分析する必要性が高まっている。また、実

際にこの手法を個別の病態モデルや臨床サン

プルに適用して得られた包括的データをもと

に、我々がすでに独自に開発したLipid 

Searchという自動脂質同定検索ソフトが脂質

メタボロミクス解析に有効であることを確認

している。さらに、Simuca P+等の多変量解析

ソフトを用いて、サンプル間や代謝物間の差

異や類似性等の関係性を明らかにし、病態に

関わる主要な代謝因子の検出について検討す

る。これにより病態局所や体液分析等の臨床

サンプルについて基本的な手法を確定するこ

とが可能になると思われる。 

 

２．研究の目的 

リピドミクスによる包括的解析は脂質の生理

機能解明や、病態解析、創薬開発等にとって

非常に重要になってきている。この研究では、

組織切片1mm径の局在部位から直接脂質成分

を抽出し分析する手法により病態局所におけ

る酸化を中心とする脂質代謝変化を解析する

ことや、血しょう、唾液、脊髄液等の体液か

らμLレベルで脂質分子を抽出し、100-200ナ

ノLの流速で直接自動分析し、生理機能や病態

を解析することを目指す。得られた結果から

独自に開発した脂質同定ソフトLipid Search

と多変量解析を用いて解析し、炎症の生理的

現象や病理的変化における脂質酸化を中心と

した代謝変化の関与を明らかにする目的でこ

の高感度直接測定法の有効性を確認する。 

肥満その他の酸化ストレスに起因する種々の

病態モデルへの適用を試み、炎症疾患の病態

解析データから、効果的な臨床マーカーの検

出や病態発症に関与する因子の検出を目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）約 15μmの厚さで作製した、マウスや

ラットの、脳、腎臓、心臓等の組織切片を直

径約 1-2mm 径の領域から 1.5-2μL のクロロ

ホルム/メタノール（1:2）の溶媒で各 1秒間

3 度の抽出を繰り返したサンプルから、各種

リン脂質、トリグリセリド、ガングリオシド、

サルファチド等数百の脂質分子種の検出を

試みた。また、区画されたポリエーテルスル

ホン酸の薄膜上に体液をしみこませたサン

プルの測定も試みた。測定には 4000QTRAP に

よる脂質部分構造特異的検出法と Orbitrap

による精密質量による検出法を用いた。 

（２）メタボリックサージェリーについての

研究ではZucker糖尿病肥満ラット(fat/fat)

をモデル動物として使用した。Zucker 糖尿病



肥満ラットはレプチン受容体の遺伝子に異

常があり、糖尿病を自然発症する系統のラッ

ットである。これらにルーワイ胃バイパス術

（RYGB）、胃バンディング術（DJB）、疑似手

術（sham）を施し、手術経過日数ごとに臓器、

血しょう中の脂質代謝物を測定した。得られ

た試料を LCMS/MS に供して、脂肪酸、トリグ

リセリド、リン脂質やその代謝物等の分子種

組成を質量分析により決定した。 

 

４．研究成果 

（１）ナノフローESI 装置 NanoMate による微

量解析と、新たに開発された溶媒抽出表面直

接分析 (LESA)を組み合わせて、病態臓器切

片局所及び臨床体液サンプルの脂質メタボ

ロミクスへの応用の可能性を試みた。組織切

片からの直接解析を２通りの質量分析シス

テムにより検討した。まず、4000Qtrap によ

る部分構造特異的な包括的解析ではリン脂

質の各クラス毎の選択的同定や酸性糖脂質

のシアル酸や硫酸基による特異的な同定が

可能であった。また、Orbitrap による高分解

能、精密質量による解析では、その質量精度

の高さから、微妙な元素組成の違いを区別す

ることが可能であった。これらの手法を同時

に組み合わせる事により、高度不飽和脂肪酸

の変動解析や新規酸化脂質の解析を組織局

所レベルでおこなえる可能性が開けてきた。

この表面分析法は各種病態モデル動物の病

態組織局所や炎症性疾患患者の血しょう等

の体液における酸化脂質のメタボローム解

析に有効であることが確認できた。具体的に

はマウスやラットの脳、腎臓、心臓等の臓器

局所についてそのリン脂質分子種の局在特

異性を解析した。また、肥満や高血圧発症モ

デルラットにおいて多価不飽和脂肪酸含有

リン脂質の有意な変動を観察できた。また、

ヒトの血しょうや唾液の直接解析について

も、ほぼ 10μLの液量で可能であることが確

認出来た。 

（２）fat-1 マウス(fat-1+)と野生株マウ

ス(fat-1-)について脂肪酸の含有量の異な

る2種類の餌を切り替えて飼育したサンプル

をオクラホマ大学松本らとの共同研究によ

り提供して貰い、各条件下におけるマウス肝

臓組織切片の脂質分子種を解析し、n-6 系お

よびn-3系脂肪酸含有リン脂質の食餌による

影響を検討した。その結果、食餌や fat-1 遺

伝子の導入が体内における脂質合成に大き

く影響を与えることが示された。次に、脂肪

酸鎖 C16 から C18 への伸長酵素 Elovl 6 の

遺伝子欠損マウスについて、野生型マウスと

のリン脂質分子種の比較解析を筑波大学島

野らとの共同研究により行った。この実験で

は脳組織の局在部位の解析にLESAを用いた。

LESA による解析の結果、16:0 を sn-1 に持つ

リン脂質分子種の割合が増えて、18:0を sn-1 

に持つ分子種が減少することが判った。また、

中部大学野田らとの高血圧発症モデルラッ

トの共同研究において、食塩水の濃度の違い

による高血圧の発症時におけるリン脂質分

子種の変化を観察した。この実験では高血圧

の発症する 12 週令からその心臓のホスファ

チジルコリン（PC）においてリノール酸を含

む分子種の減少とアラキドン酸を含む分子

種の増加が観察された。 

（３）高度肥満に由来する糖尿病等の生活習

慣病は、食事に対するし好性や選択制等が影

響するため、最近、肥満の強制的な抑制法の

一つとして、消化器官に対して直接外科手術

を施すメタボリックサージェリーが注目さ

れ始めている。術後 2‐10日という予想以上

の短期間でインシュリン抵抗性の有意な改

善が見られることが判ってきており、その生

理的なメカニズムの解明が肥満、糖尿病など

の予防、治療に有効であることが予想される。

この研究はメタボリックサージェリーの術

式により異なる効果が、どのように生ずるか

を、手術経過日数ごとに臓器、血しょう中の

脂質代謝物を測定することにより、その生理

的メカニズムを明らかにし、肥満や糖尿病等

の治療や病態マーカーとして利用可能な脂

質代謝分子を発見することを目的として行

われた。結果として肥満・糖尿病の発症に連

動して増加する特定の高度不飽和脂肪酸分

子種が肥満手術後のインスリン抵抗性の改

善に連動して変化することを見出し、この分



子が非常に有効なマーカーである可能性を

明らかにした。 

（４）LESA は、サンプル表面から直接抽出

してナノ ESI 測定を行うため、サンプルの抽

出、濃縮、再溶解等の過程におけるロスが無

く、組織局所のような微量サンプルにおいて

も十分な感度で測定が可能であった。リン脂

質、トリアシルグリセロール等の中性脂質、

酸性糖脂質等の脂質についてはレーザーマ

イクロダイセクションを用いた手法と変わ

らない程度の感度が得られた。特に、脳、腎

臓、心臓等の組織切片からの局所解析の感度

は非常に高かった。4000Qtrap 及び Orbitrap

のいずれにおいても、陽イオンモードでの測

定がより効率的であった。今後、病態サンプ

ルと正常サンプルの脂質分子種の局所変化

の簡便解析法として有効と思われる。 
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