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研究成果の概要（和文）：　プラズマローゲンは抗酸化作用を有するリン脂質で、動脈硬化症やアルツハイマー病を予
防すると考えられている。本研究ではコリン型の化学合成法を改善した。またエタノールアミン型の化学合成法を日本
国内で初めて確立した。
　化学合成で得られたプラズマローゲンを用いてヒト血中プラズマローゲンを網羅的な分析ができた。液体クロマトグ
ラフィー質量定量法を用いてエタノールアミン型(PlsEtn)およびコリン型プラズマローゲン(PlsCho)の定量を行った。
血中PlsEtn18:0/20:4濃度が同じ組成のPlsCho18:0/20:4より高かった。なお、プラズマローゲンとBSAの化合物を調製
しマウスに免疫を行った。

研究成果の概要（英文）：　Plasmalogens (Pls) are glycerophospholipids owning antioxidative effect, so it 
is conceivable that Pls may prevent arteriosclerosis and Alzheimer's disease. In our study, chemical 
synthesis method for choline Pls (PlsCho) has been improved; chemical synthesis method for ethanolamine 
Pls (PlsEtn) has been established.
　Comprehensively qualitative and quantitative analyses of Pls in human serum have been carried out by 
LC-MS/MS using the synthetic Pls standards. The concentration ofPlsEtn18:0/20:4shows higher than that of 
PlsCho18:0/20:4 in human serum. Some mouses were immunized with BSA-plasmalogens obtained from chemical 
synthesis.

研究分野： 臨床化学
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１．研究開始当初の背景 
プラズマローゲンは、脳・心臓・肝臓・血

漿リポ蛋白等に存在するリン脂質の一種で
ある。グリセロール骨格の 1 位にビニルエー
テルと 2 位に多価不飽和脂肪酸を含み、最も
酸化を受けやすいリン脂質である。プラズマ
ローゲンは生体内に広く分布し、生体中のリ
ン脂質の 18%、血清中リン脂質の 3-5%を占
める。ヘッドグループの構造から、コリン型
とエタノールアミン型(図 1)の 2 種類に分類
される。コリン型は心臓に多く、エタノール
アミン型は脳に多く存在している。プラズマ
ローゲンの機能として、細胞膜の流動性の調
節や生体における脂質メディエーターの前
駆物質であるアラキドン酸（20:4）の貯蔵体
としての役割、細胞内あるいは細胞とリポ蛋
白間でのコレステロールの搬送にも重要な
役割を果たしている可能性が報告されてい
る。近年、プラズマローゲンがリポ蛋白質中
で著明なコレステロール酸化抑制作用をも
ち、脳のアルツハイマー病変部で特異的にそ
の含量が低下すること【Ginsberg ら、Brain 
Res、 1995】、またアルツハイマー病発症に
先立ち、血清プラズマローゲン濃度が低下す
ることが報告され【Goodenowe ら、J Lipid 
Res、 2007】、病因論的に注目されている。
しかし、プラズマ
ローゲンの標品が
入手できないため
分析法が確立して
いないことが研究
の足かせとなって
いる。 
プラズマローゲ

ンの測定法につい
ては、高速液体ク
ロマトグラフィー
法（HPLC）、液体
クロマトグラフィー質量分析法（ liquid 
chromatography/mass spectrometry ：
LC/MS）を用いた測定法などが開発されてき
た。 HPLC 法は、エタノールアミン型プラ
ズマローゲン(PlsEtn)とコリン型プラズマロ
ーゲン(PlsCho)の分離は可能なものの、sn-1
ポジションや sn-2 ポジションの脂肪酸の組
成を知ることはできない。一部疾患において
は、特定のプラズマローゲン分子種濃度が低
下すると報告されている。このことから、分
子種毎の定量を行うことが必要と考えられ
る。そこで分子種別の分析が可能な LC/MS
法がプラズマローゲン測定においても用い
られ始めた。しかし、従来の LC/MS を用い
たプラズマローゲン測定法は、内部標準物質
にプラズマローゲンと物理化学的性質の異
なるコール酸や、内因性リン脂質などを用い
ており、分析化学的に改善の余地が残されて
いる。以上のように、プラズマローゲンの測
定法はいまだ確立されたとは言えず、そのこ

とがプラズマローゲンの生物作用や疾患と
の関連性の研究の障害となっている。 

２．研究の目的 
LC/MS を用いたプラズマローゲンの新規

定量法を開発し、ヒト血中に多く存在するプ
ラズマローゲン分子種について LC/MS によ
り網羅的定性または定量的に解析する。合成
プラズマローゲンからハプテンを合成し、蛋
白と結合させて免疫することによりイムノ
アッセイの開発が可能かどうかを検討する。 

３．研究の方法 
血中プラズマローゲンの測定では、血液か

らのプラズマローゲン抽出やLC/MS測定の段
階で回収率が不安定になることを避けられ
ない。また、超高感度が必要とされる。以下
の手順で行った。 

1）網羅的、包括的定性質量分析法でプラ
ズマローゲン分子種を同定する； 

2）同定した分子種の定量的質量分析を行
う；さらに、学生ボランティア（男 5
名，女 6 名，平均年齢 23±3 歳）から
血清を採取し、プラズマローゲンの分
子種及び濃度を測定した。 

3）濃度の高い分子種や臨床的意義が期待
される分子種にフォーカスし、ハプテ
ン合成する；合成ハプテンを用いてマ
ウスを免疫氏抗原及び抗体の作製を試
みる。 

４．研究成果 
１）PlsCho 合成法の改良および PlsEtn 合成

法の確立 
今まで当ラボでは確立した PlsCho 合成法

を踏まえ、無水脂肪酸及び縮合剤を用いて、
PlsCho の回収率を上げることができた。ま
た、独自な化学合成法を開発し日本国内で初
めて PlsEtn を化学合成した。 PlsEtn 
16:0/18:1 及び PlsEtn 16:0／20:４の構造を
高分解能 Orbitrap LC/MS および NMR によ
り確認することができた。  

２）ヒト血清中各プラズマローゲン分子種 
高分解能質量分析 LC/MS により、ヒト血中

プラズマローゲン分子種を定性的分析した。
グリセロール骨格１位にパルミンチン酸及
びステアリン酸のプラズマローゲン（PlsCho 
16:0/18:1 、  16:0/18:2 、  16:0/20:4 、 
16:0/20:5、 16:0/22:6、 PlsCho 16:0/18:1、 
16:0/18:2 、  16:0/20:4 、  16:0/20:5 、 
16:0/22:6）は同定された。同様にエタノー
ルアミン型の分子種も同じく検出された。 

３）エタノールアミン型プラズマローゲンの
LC/MS クロマトグラム 

図 2に示したとおり、検討した LC/MS 測定条
件で PlsEtn18:0/20:4、内標準物質（IS）と
もに標準品と同等な保持時間に血清サンプ
ルにおいてもピークを得ることができた。 



４）コリン型プラズマローゲンの LC/MS クロ
マトグラム 

エタノールアミン型と同様にコリン型プ
ラズマローゲン、IS ともに標準品と同等な保
持時間に血清サンプルにおいてもピークを
得ることができた（図３）。 

５）検量線、検出限界および定量限界 

各種プラズマローゲンの定量性を観るた
めに相対検量線を作成した。縦軸は、それぞ
れの標準品と IS との面積比、横軸はプラズ
マローゲン量を示す。いずれの分子種におい
ても 0.4 から 20 pmol の間で良好な直線性が
示された。また検出限界、定量限界について
検討したところ、図４の下段に示した結果と
なった。検量線の幅が広く感度が高いことか
ら、作製した定量法は血清の定量に適すると

考えられる。 

６）ヒト血中プラズマローゲンの濃度 

若年健常者 11 名についてプラズマローゲ
ンの定量を行った。血清中プラズマローゲン
量は、PlsEtn18:0/20:4 が 57.0±17.2 M、
PlsCho18:0/20:4 が 0.43±0.14 M 、
PlsCho18:0/22:6が 0.10±0.04Mであった。
また、男女間での比較では各プラズマローゲ
ン分子種に有意な差はみられず、これらの物
質の性差はないと考えられる。 

７）プラズマローゲンーハプテンの作成及び
マウスへの免疫 
グリセロール骨格の１位にビニルエーテ

ル含有のリゾリン脂質にカルボン酸無水物
と反応させた。得られた化合物に更に BSA あ
るいは KLH を反応させた結果、BSA-プラズマ
ローゲン或いは KLH-プラズマローゲンを取
得した。それらを用いてマウスに免疫し、
hybridoma を作製した。Hybridoma 培養液の
う ち 、 BSA や KLH と 反 応 し な い が 、
BSA-plasmalogen や KLH-plasmalogen と反応
するものがあった。プラズマローゲンと反応
する抗体を産生するhybridomaが得られた可
能性が示唆された。 
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