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緒論 

 

 バイオマーカーは、「正常な生物学的プロセス、病理学的プロセス、または治

療的処置に対する薬理学的反応の指標」と定義されている（1）。近年、バイオ

マーカーが医薬品開発・適正使用および疾患診断に有用であると注目されてお

り、臨床的な最終評価指標を反映するサロゲート（代替え）マーカーとしてそ

の探索が行われている（2-9）。バイオマーカー探索に用いられる試料には、組織

および髄液と比較して低侵襲的に採取でき、得られる情報量の多い血液試料が

汎用されている。血液中には数千種類に及ぶ代謝物が含まれており（10）、全身

の生物学的プロセスを反映していることから、バイオマーカー探索に適した試

料であると考えられる。バイオマーカーの探索・検証・利用を推進するために

は、実データを反映した評価要件を明確化する必要性がある。しかし、現在の

ところ、血中代謝物の血漿・血清差、性差、年齢差、保管条件などの基盤的な

情報が乏しく、科学的根拠に基づくバイオマーカー探索・検証のガイドライン

は存在しない状況にある。不適格バイオマーカーの利用は医薬品開発の遅延・

臨床現場の混乱を招く恐れがあることから、早期に血中代謝物の基盤的情報を

明らかにし、バイオマーカー評価要件の指針を提示する必要性がある。 

近年、血中代謝物バイオマーカーを探索する上で、メタボローム解析が注目

されている。メタボローム解析（メタボロミクス、metabolomics）とは、代謝物

（metabolite）を包括的に測定し得る解析手法で、ゲノミクス、トランスクリプ

トミクス、プロテオミクスに続くオミクス解析の一つである（Fig. 1）。代謝物は、

生物学的プロセスが実行されたときに産生されることから、表現型に最も近い。

そのため、メタボローム解析は表現型での変化を直接観察し得ることから、バ

イオマーカー探索に適した手法と考えられる。メタボローム解析における代謝

物の測定手法として、液体クロマトグラフィー-質量分析計（LC-MS）、ガスクロ

マトグラフィー-質量分析計（GC-MS）、キャピラリー電気泳動-質量分析計

（CE-MS）、超臨界流体クロマトグラフィー-質量分析計（SFC-MS）、核磁気共

鳴装置（NMR）が用いられている（11-13）。しかしながら、代謝物は膨大な種

類が存在し、それらの極性が大きく異なるため、単一の測定手法で全ての代謝

物を網羅的に測定することは極めて困難である。中でも脂質代謝物は、構造異

性体を含めて分子種の多様性が非常に富んでいることから、網羅的測定手法（脂

質メタボローム）が十分に確立されていない状況にある。また、脂質代謝物は

様々な生理活性を有することから（14-16）、有望なバイオマーカー候補として期

待されており、高網羅的な脂質メタボローム解析手法の構築が特に必要とされ

ている。 

 



7 

 

 

 

Fig. 1. Overview of metabolome analysis. 

 

 

本研究では最初に、主要なリン脂質について LC-MS を用いて、構造異性体

を含めた分子種レベルでの一斉分析システムの構築を試みた（第一章）。さらに、

確立した測定系を応用して、リン脂質以外の脂質代謝物であるスフィンゴ脂質、

中性脂質なども網羅的に測定可能な高網羅性の脂質メタボローム解析手法を構

築した。次いで、血中代謝物バイオマーカーを探索する際の留意事項を明らか

にするため、異なる年齢・性別の健常人血液試料の脂質メタボローム解析を行

った（第二章）。また、脂質代謝物のみならず、親水性代謝物に関してもメタボ

ローム解析を行い、それらの血中における基盤的情報の解明を試みた。これら

のデータを基に、代謝物バイオマーカー探索および分子選択における指針を示

した。 
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第一章 C30 逆相クロマトグラフィーおよび LTQ Orbitrap を用いたリン脂質

の網羅的測定手法の確立に関する研究 

 

第一節 序文 

 リン脂質は細胞膜の構成成分としてのみならず、オートファジー（17）、膜輸

送（18）、シグナル伝達（19, 20）などの種々の生物学的プロセスにおいても重

要な役割を果たす物質である。また、膜リン脂質は、プロスタグランジン、ロ

イコトリエン（21）、エンドカンナビノイド（22）、血小板活性化因子（23）、ジ

アシルグリセロール（24）などの脂質メディエーターの産生源でもある。その

ため、疾患バイオマーカーや創薬標的としてのこれら脂質や代謝酵素の機能を

明らかにするためには、リン脂質の網羅的解析（脂質メタボローム解析）（25）

が必要となる。しかし、リン脂質は複数の脂肪酸鎖および極性基から構成され

ることから分子種の多様性が非常に富んでおり、その網羅的解析は困難であっ

た。そのため、リン脂質メタボローム解析を行うためには、個々の分子種を分

離し、その精密質量および構造情報を取得する必要性がある。これまでにリン

脂質メタボローム解析手法の構築に関しての報告が幾つかなされているが、用

いられている質量分析計の質量精度が低いことから、サブクラスレベルでの正

確な同定には至っていない（26-28）。炭素数が奇数長の diacyl 型の分子種と 

ether型（alkylacyl および alkenylacyl）の分子種とでは、質量値の整数が同じも

のが互いに存在し、これらを区別するためにはプレカーサーイオンの精密質量

を取得する必要がある。 

近年、電場型フーリエ変換質量分析計（Fourier-Transform Mass Spectrometer: FT 

MS）LTQ Orbitrap（ThermoElectron, CA, USA） がリン脂質網羅的解析に使用さ

れつつある（29, 30）。LTQ Orbitrap は、高電場 Orbitrap とリニアイオントラッ

プ（Ion Trap Mass Spectrometer: IT MS）のハイブリット質量分析計であり、FT 

mode によるプレカーサーイオンの精密質量情報と、IT mode における多段階の

MS
n
 により構造情報を取得可能であり、構造異性体が多く存在するリン脂質の

網羅的解析に非常に有用な質量分析計であると考えられる。本研究では、C18 逆

相カラムよりも分離能の高い C30 逆相カラムと、LTQ Orbitrap を組み合わせた、

リン脂質一斉分析系の構築を試みた。 

 

略称 

PLs, phospholipids; PC, phosphatidylcholine; PE, phosphatidylethanoleamine; PI,  

phosphatidylinositol; PS, phosphatidylserine; PG, phosphatidylglycerol; SM,  

sphingomyelin; RPLC, Reverse-Phase Liquid Chromatography; MS, Spectrometery;  

ESI, electrospray ionization; CID, Collision-induced dissociation; NL, neutral loss. 
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第二節 実験材料および実験方法 

 

(1) 実験材料  

有機溶媒（MS-grade アセトニトリル、MS-grade メタノール、HPLC-grade

イソプロパノール、クロロホルム）および試薬（HPLC-grade 酢酸、28% アン

モニア水溶液、12M 塩酸）は和光純薬から購入した。脂質標準品である 

dimyristeoyl PC、myristeoyl lysoPC、dipalmytoyl PC、palmytoyl lysoPC、dimyristeoyl 

PG、dioleoyl PS は日本油脂から、Lauroyl dihydro SM は Avanti Polar Lipids か

らそれぞれ購入した。 

 

 (2) マウス臓器からの Bligh & Dyer 法によるリン脂質抽出 

   2 月齢の雄性 C57BL/6J マウスを日本 SLC 株式会社より購入した。3 匹

のマウスから摘出した肝臓（総量 4.1 g）および脳（総量 1.3 g）を、クロ

ロホルム : メタノール（1 : 2）でホモジナイズした後、組織中に含まれる

リン脂質を Bligh & Dyer 法により抽出した（31）。得られた抽出溶液は窒

素ガスで乾固し、10 mL のクロロホルム : メタノール（1 : 1）に溶解して、

-20 °C で保存した。 

 

 (3) alkenylacyl 分子種の酸加水分解 

   同一質量値の alkylacyl 分子種（e）と alkenylacyl 分子種（p）を区別する

ため、アルケニアシル分子種の酸加水分解を行った。総脂質抽出画分 300 μL

（クロロホルム：メタノール = 1 : 1）に、メタノール 150 μL および 1M 

HCL 150 μL を添加し、2 h 撹拌した。次いで、クロロホルム 150 μL およ

び H2O 150 μL を添加し、3000 rpm で 5 min 遠心分離した後、下層の有機

層を回収した。 

  

 (4) C30 RPLC 

   リン脂質の分離は、LC-10AD VPμ（島津製作所、京都）および Develosil 

C30 逆相カラム（野村化学、愛知: 150 mm × 1.0 mm i.d., 3 μm）を用いた 

RPLC により行った。移動相には、A 液（アセトニトリル：メタノール：

H2O = 19 : 19 :2、0.1 % 酢酸、0.028 % アンモニア水溶液）および B液（イ

ソプロパノール、0.1 % 酢酸、0.028 % アンモニア水溶液）を用いた。流速

100 μL/min において、0 → 5 min（holding）: A/B（95/5）、5 → 40 min（linearly 

converting）: A/B (70/30)、40 → 90 min（holding）: A/B (50/50) の条件でグラ

ジエント溶出を行った。 
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(5) LTQ Orbitrap による LC-MS
n
 

質量分析は、LTQ Orbitrap（ThermoElectron）質量分析計を用いて、negative 

ion mode にて行った。イオン化法に ESI を用い、resolution: 100,000 at m/z 400、

ion spray voltage: -3500 V、scan range: m/z 200-1200、trap fill time: 200 ms に設

定した。窒素をカーテンガスに用いた。また、ヘリウムを、CID における

コリジョンガスとして用い、コリジョンエネルギーを 30 % に設定した。IT 

mode における、イオン強度に応じて自動的に  MS
2
 or MS

3 を行う 

data-dependent MS
2
 or MS

3
 のイオン強度の設定は、100 counts 以上とした。

また、強度の高いイオンのみが MS
2
 or MS

3 されるのを防ぐため、2 cycle の 

MS
2
 or MS

3が行われた後、30 sec の間、MS
2
 or MS

3 の対象から除外する 

dynamic exclusion の設定を行った。FT mode によりプレカーサーイオンの精

密質量情報を取得し、IT modeにおける data-dependemt MS/MS（MS
2）もし

くは MS
3
 によりフラグメントイオン情報を取得することで、各クラスのリ

ン脂質分子種の同定を行った。Negative ion mode において、PE、PS、PI、

PG は [M-H]
-
 で検出される。極性基にコリンを有する PC および SM は、

[M+CH3COO]
-
 で検出される。PC、SM、PS は MS/MS により、極性基特異

的 neutral loss（NL）（PC および  SM: 74 Da、PS: 87 Da）が生じる（32, 33）。

そのため、これらのクラスの脂質に関しては、MS
2
 の NL をトリガーとし

て更なる CID（MS
3）を行い、分子種を同定した。 

各クラスのプレカーサーイオンの情報および構造解析に要する CID の

回数を改めて Table 1 に示した。 

 

 

Table 1. Summary of precursor ion and structural analysis for each 

phospholipids. 

 

  

class PC PE PG PI PS SM

precursor ion [M+CH3COO]
-

[M-H]
-

[M-H]
-

[M-H]
-

[M-H]
- [M+CH3COO]

-

value of m/z even even odd odd even odd

cycle of CID MS
3

MS
2

MS
2

MS
2

MS
3

MS
3
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第三節 結果 

 

(1) LTQ Orbitrap によるマウス肝臓および脳のリン脂質網羅的解析 

マウス肝臓および脳組織を対象にし、C30-RPLC および LTQ Orbitrap を組

み合わせた脂質メタボローム解析を行った。本研究では、data-dependent MS
2
 

or MS
3 により各クラスのリン脂質から脂肪酸イオン [FA]

-
 を検出させるた

めに、negative ion mode を選択した（SM の場合は、[lysoSM-CH3]
-
 が検出さ

れる）。各臓器における個々のリン脂質分子種の分離パターンを、2D map に

示した（Fig. 2）。その結果、各臓器のリン脂質分子種が、一斉分離されてい

ることが確認された。また、マウス肝臓および脳組織より同定されたリン脂

質の分子種数を Table 2 に示した。マウス肝臓においては 291 分子種が、脳

においては 246 分子種がそれぞれ同定され、リン脂質プロファイルが臓器

によって異なることが観察された。個々の分子種の相対量は、各分子種のピ

ーク面積値を、各クラスにおけるピーク面積の合計値で除することにより算

出した。 

RPLC における極性基の影響を調査するため、各クラスの 18:0-20:4 分子

のマスクロマトグラムを Fig. 3 に示した。その結果、PG、PI、PS、PC、PE 

の順に溶出されることが確認された。この結果は、酸性リン脂質（PG、PI、

PS）が RPLC において、中性リン脂質（PC、PE）よりも早く溶出すること

を示している。但し、今回用いた移動相において PS は、なだらかに溶出さ

れることに注意が必要である。 
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Fig. 2. Two-dimensional (2D) map of PLs from mouse liver and brain, obtained 

by RPLC/ESI-MS in the negative ion mode. The 2D map has the m/z value of 

[M-H]
-
 or [M+CH3COO]

-
 ions along the vertical axis and the retention time along 

the horizontal axis. When using a reverse-phase column, PLs elute in order from the 

hydrophilic to the more hydrophobic molecules. (a) mouse liver, (b) mouse brain. 

Dyradyl PLs indicate general term of diacyl species and ether (alkyl or alkenyl) acyl  

species. 
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Table 2. Numbers of identified molecular species peaks for each class  

of phospholipids in liver and brain tissues. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. The influence of a polar head group in the phospholipids with same 

18:0-20:4 fatty acids on C30 reverse-phase separation. (a) 18:0-20:4 PG, (b) 

18:0-20:4 PI, (c) 18:0-20:4 PS, (d) 18:0-20:4 PC, (e) 18:0-20:4 PE. 

  

PC PE PG PI PS SM Sum

Liver 104 110 19 25 11 22 291

Brain 75 115 10 19 20 9 248

Common 42 60 7 12 7 8 136
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(2) PC 分子種の同定 

マウス肝臓 PC の主要な分子種は、diacyl 16:0-18:2、16:0-18:1、16:0-20:4、 

18:0-18:2、16:0-22:6、18:0-20:4、18:0-22:6 PC であった（Fig. 4）。一方、脳で

は、飽和脂肪酸-飽和脂肪酸、もしくは、飽和脂肪酸-モノ不飽和脂肪酸の組合

せである、16:0-16:0、16:0-18:1、18:0-18:1 PC が主要な分子種であった（Fig. 4）。

また、ether 型の分子種においては、いずれの臓器においても、alkenylacyl 型

よりも alkylacyl 型の方が多くの分子種が同定された。 

脂肪酸鎖の炭素数が奇数である、15:0-16:1、17:0-20:4、19:0-18:2 PC が肝臓

および脳において同定された。これら炭素数が奇数長の PC と alkylacyl 型を

明瞭に区別することができた（Fig. 5）。Fig. 5a に m/z 854.6 のマスクロマトグ

ラムを示した。その結果、diacyl 型 17:0-20:4 PC、ether 型の 18:0e-20:4 の順

にそれぞれ溶出することが観察された。FT mode により測定された、diacyl 型 

17:0-20:4 PC の プレカーサーイオンの質量値は m/z 854.5904 であり、その理

論値との差は -0.8 ppm 程度と、高質量精度で測定されていることが確認され

た（Fig. 5b）。プレカーサーイオンの MS
2
 により生じた、m/z 780.1の脱メチ

ル体 [M-CH3]
-
 のスペクトルを Fig. 5c に示した。MS

2
 により生じる 74 Da 

の NL をトリガーとして MS
3
 を行った結果、脂肪酸イオンと lysoPC 関連イ

オン のフラグメントイオンがそれぞれ検出された（Fig. 5d）。20:4 脂肪酸イ

オンとして m/z 303.1 が、17:0 脂肪酸イオンとして m/z 269.1が、lyso acyl 17:0 

イオン [M-R1=C=O]
-（loss of ketene）として m/z 494.1 が、lyso acyl 20:4 イオ

ンとして m/z 528.0 がそれぞれ検出された。LTQ Orbitrap における、PC の 

MS
2
 および MS

3
 の開裂パターンを Fig. 5e に示した。 

一方、alkylacyl 型 18:0e-20:4 PC の プレカーサーイオンの質量値は m/z 

854.6275 であり、その理論値との差は -0 ppm であった（Fig. 5f）。ジアシル

型と同様に、プレカーサーイオンの MS
2
 により 74 Da の NL が生じて、m/z 

780.2の脱メチル体 [M-CH3]
-
 が検出（Fig. 5g）。次いで、m/z 780.2 の MS

3
 を

行った結果、脂肪酸イオンと lysoPC 関連イオン のフラグメントイオンがそ

れぞれ検出された（Fig. 5h）。20:4 脂肪酸イオンとして m/z 303.1 が、lyso alkyl 

18:0 イオン（loss of ketene）として m/z 494.2 がそれぞれ検出された（Fig. 5h）。

ちなみに、m/z 259 のイオンは、20:4 脂肪酸イオンから二次的に生じる脱炭酸

イオンであると推定される（Fig. 5d, h）。 

 これらの結果より、LTQ Orbitrap の FT mode による精密質量情報および IT 

mode による構造情報を取得することにより、サブクラスレベルでリン脂質分

子種を同定できることが示された。 
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Fig. 4. Molecular species of PC from mouse liver and brain, identified by 

constructed RPLC-LTQ Orbitrap method. Fold change (%) in peak area of 

individual species within the same class was calculated and show in average from three 

different LC/MS data. Molecular species were confirmed by MS
2 

and MS
3
 spectra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. (continued) 
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Fig. 5. Discrimination of diacyl or ether PC using both the high mass accuracy in 

the mass spectrometric data obtained from FT mode, and structural data obtained 

from fragments in IT mode. Diacyl 17.0-20:4 PC (21.91 min) and alkylacyl 18:0-20:4 
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PC (31.49 min) were eluted in that order. (a) extracted mass chromatogram of m/z 854.6, 

(b) MS spectrum obtained by FT mode (21.91 min), (c) MS/MS spectra obtained by IT 

mode (21.91 min), (d) MS/MS/MS spectrum obtained by IT mode (21.91 min), (e) 

fragmentation patterns for diacyl PCs, (f) MS spectrum obtained by FT mode (31.49 

min), (g) MS/MS spectrum obtained by IT mode (31.49 min), and (h) MS/MS/MS 

spectrum obtained by IT mode (31.49 min). 

 

 

 

 

Fig. 5 (continued).  
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(3) PE 分子種の同定 

肝臓および脳共に、18:0-22:6、18:0-20:4、16:0-22:6、16:0-20:4 PE などの 

poly-unsaturated fatty acis（PUFA）を含む分子種が、豊富であった（Fig. 6）。ま

た、脳組織では alkenylacyl 分子種も豊富に存在し、18:0p-22:6 PE の存在量は、

total PE の約 1/4 を占めた。 

  alkylacyl 型と alkenylacyl 型は同一の質量かつフラグメントイオンを生じる

分子種が互いに存在する場合がある。そこでこれらの分子種を区別するため、

酸加水分解反応（酸性 Bligh & Dyer 法）を行った。Fig. 7 に、m/z 776.5 のマ

スクロマトグラムを表示した。最初に、酸加水分解反応を行っていない試料

（-HCL）を測定した結果、diacyl 17:0-22:6 PE, alkenylacyl 18:2e-22:4もしくは 

alkenylacyl 18:1p-22:4 PE、m/z 774.6 の同位体イオン（alkenylacyl 18:1e-22:6 も

しくは alkenylacyl 18:0p-22:6 PE）、alkylacyl 18:0e-22:6 PE の順に溶出されるこ

とが確認された（Fig. 7a）。次いで、酸加水分解反応を行った試料（+HCL）の

測定を行ったところ、2、3 番目に溶出されていたピークの消失が確認された

（Fig. 7b）。それ故、これらは、alkenylacyl 18:1p-22:4 PE および alkenylacyl 

18:0p-22:6 PE 同位体であることが判明した。 

  更には C30 RPLC により、構造異性体である、炭素数と不飽和度の合計値

が同じであるが脂肪酸側鎖の組合せの異なる分子種の分離パターンの結果を 

Fig. 8 に示した。38:5 PC に相当する、m/z 866.6 のマスクロマトグラムを表

示した結果、18:2-20:3、18:1-20:4、16:0-22:5、18:0-20:5 PC の順に単一のピー

クで分離されていることが確認された（Fig. 8a）。38:5 PE も同様に、18:1-20:4、

16:0-22:5、18:0-20:5 PE の順に単一のピークで分離されていることが確認され

た（Fig. 8b）。このように、C30 RPLC は構造異性体を明瞭に分離することが

可能であることが明らかとなった。 
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Fig. 6. Molecular species of PE from mouse liver and brain, identified by 

RPLC-LTQ Orbitrap method. Fold change (%) in peak areas of individual species 

within the same class was calculated and show in average from three different LC/MS 

data. Molecular species were confirmed by MS
2
 and MS

3
 spectra. 
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Fig. 6 (continued) 
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Fig. 7. Acid hydrolysis analysis of alkenylacyl species. The addition of 1 N HCl 

(+HCl) eliminated the peak of alkenylacyl species. (a) extracted mass chromatogram of 

m/z 776.6 without HCl treatment, (b) extracted mass chromatogram of m/z 776.6 with 

HCl treatment.  
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Fig. 8. C30 RPLC/ESI-MS extracted mass chromatograms. Phospholipid species 

with the same molecular mass but with different pairs of fatty acyl chains were detected 

separately. (a) m/z 866.6 38:5 PC, (b) m/z 764.5 38:5 PE. The isotopic peaks of other 

molecular species are indicated by an asterisk (*). 
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(4) PS 分子種の同定 

マウス肝臓および脳の PS 分子種プロファイルを Fig. 9 に示した。その結

果、肝臓では 11 種、脳では 20 種同定され、肝臓より脳の方が分子種の多様

性が富んでいることが明らかとなった。 

 

 

Fig. 9. Molecular species of PS from mouse liver and brain, identified by 

RPLC-LTQ Orbitrap method. Fold changes (%) in peak areas of individual species 

within the same class was calculated and show in average from three different LC/MS 

data. Molecular species were confirmed by MS
2
 and MS

3
 spectra. 

 

 

(5) SM 分子種の同定 

脳と比較して肝臓において、多くの SM 分子種が同定され、その大半は飽 

和脂肪酸鎖を有するものであった（Fig. 10）。奇数長の脂肪酸鎖（N-acyl C21:0, 

23:0）を有するものが、肝臓において同定された。生体サンプル中の SMs に

おける sphingoid 骨格の多様性を決定するため、data-dependent MS
3
 による構

造解析を行った。その結果、3 種の骨格が存在することが判明した。主要な骨

格として、sphingosine （d18:1）が、その他に sphiganine（d18:0）骨格および 
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sphingadienine 骨格（d18:2）の存在が認められた（Fig. 11）。Sphingadienine 骨

格を有する SM からは m/z 447 のプロダクトイオンが（Fig. 11a）、sphingosine 

骨格を有するものからは  m/z 449 のプロダクトイオンが（Fig. 11b）、

sphinganine 骨格を有するものから m/z 451 のプロダクトイオンが（Fig. 11c）、

それぞれ検出された。各  sphingoid 骨格は、 MS
3
 により生じた 

[M-CH3-R=C=O]
-
 の  m/z 値により同定した。LTQ Orbitrap における、

sphingosine 骨格を有する SM の MS
2
 および MS

3
 の開裂パターンを Fig. 

11d に示した。 

 

 

 

  

 

 

Fig. 10. Molecular species of SM from mouse liver and brain, identified 

RPLC-LTQ Orbitrap method. Fold changes (%) in peak areas of individual species 

within the same class was calculated and show in average from three different LC/MS 

data. Molecular species were confirmed by MS
2
 and MS

3
 spectra. 
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Fig.11. MS/MS/MS spectra of SMs in the negative ion mode. (a) d18:2-C16:0 SM, 

(b) d18:1-C16:0 SM, (c) 18:0-C16:0 SM, (d) fragmentation patterns for d18:1-C16:0 

SM.  
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(6) PG 分子種の同定 

PG の分子種の多様性は肝臓の方が富んでおり、脳においては 20:4、22:5、 

22:6 など PUFA を有する分子種が主に同定された（Fig. 12）。 

 

 

 

 

 

Fig. 12 Molecular species of PG from mouse liver and brain, identified RPLC-LTQ 

Orbitrap method. Fold changes (%) in peak areas of individual species within the 

same class was calculated and show in average from three different LC/MS data. 

Molecular species were confirmed by MS
2
 and MS

3
 spectra. 
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(7) PI 分子種の同定 

同定された PI 分子種数は、脳よりも肝臓の方が多く、それぞれ 25 種お 

よび 19 種であった。肝臓および脳共に、主要な分子種は 18:0-20:4 PI であっ

た（Fig. 13）。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Molecular species of PI from mouse liver and brain, identified RPLC-LTQ 

Orbitrap method. Fold changes (%) in peak areas of individual species within the 

same class was calculated and show in average from three different LC/MS data. 

Molecular species were confirmed by MS
2
 and MS

3
 spectra. 
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第四節 考察および小活 

 本章において、C30 RPLC と LTQ Orbitrap を用いたリン脂質メタボローム解

析手法を確立した。マウス肝臓で 291 分子種を、マウス脳で 246 分子種を同

定することに成功し（Table 1）、臓器によりリン脂質プロファイルが大きく異な

ることを明らかにした（Fig. 4, 6, 9, 10, 12, 13）。LTQ Orbitrap による精密質量と

構造情報の取得によりサブクラスレベルでの正確な分子種同定が可能となり

（Fig. 5）、更には C30 RPLC により構造異性体が明瞭に分離することを実証した

（Fig. 8）。また、酸性 Bligh & Dyer 法により、alkylacyl 分子種と alkenylacyl 分

子種の区別が可能となり（Fig. 7）（参考論文 P57）、脳などの alkenylacyl 分子

種を豊富に含む組織のリン脂質プロファイルの解明において非常に有用な手法

であることを示した。本研究で構築した手法により同定した生体組織由来のリ

ン脂質分子種数を、過去の報告（33）と比較した結果、同定数は 2 倍以上であ

った。このように本手法は、生体サンプルのリン脂質プロファイル解明に非常

に有用であり、新たな生理的な脂質代謝の変動や疾患機序の解明に寄与するこ

とが今後期待される。 

 臓器によってリン脂質プロファイルが異なる理由として、リン脂質分子に多

様性をもたらすとされる、脂肪酸リモデリング（Lands cycle）（34, 35）に関わる 

Acyl-CoA:Lysophospholipid Acyltransferase（LPALT）の発現の差異が大きく寄与

しているものと考えられる。LPALTs は、Acyl-CoA 認識特異性および極性基特

異性の異なるものがそれぞれ存在し（36-39）、その発現が臓器によって異なるこ

とが報告されている（37）。また、本研究において、奇数長脂肪酸鎖を有する分

子種が多数同定された。奇数長脂肪酸の起源は現在のところ明確にされていな

いが、プロピオン酸血症患者において症状の重症化に伴い、奇数長脂肪酸が増

加することが報告されていることから（40）、プロピオニル CoA が脂肪酸生合

成のプライマーとなり、奇数長脂肪酸が生合成されている可能性がある。 

 脂質メタボローム解析手法の一つに、direct in-fusionおよび順相クロマトグラ

フィー（Normal-Phase Liquid Chromatography: NPLC）を用いた手法（26-28, 41）

が報告されているが、構造異性体および微量に存在する分子種の定量情報を適

切に取得するためには、RPLC による分離を行うことが望ましいと考えられる。

NPLC によりリン脂質の分離を行った場合、クラス毎の分離は可能であるが、

各クラス内の分子種は十分に分離されない（27）。そのため、NPLC を用いたリ

ン脂質メタボローム解析手法では、微量な分子種は主要分子種からのイオンサ

プレッションにより、検出および同定され難くなる可能性がある。実際に、NPLC 

と RPLC をそれぞれ用いたリン脂質メタボローム解析を行い、リン脂質分子種

の同定数を比較した研究によると、RPLC による手法の方が NPLC による手法

よりも多くの分子種が同定されている（33）。この知見は、NPLC よりもイオン
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サプレッションが起き難い RPLC を用いた手法がリン脂質の一斉分析におい

て有効であることを示している。また、このイオンサプレッションの問題は、

direct in-fusion による手法についても言えることである。 

 近年、超高性能液体クロマトグラフ（ Ultra High Performance Liquid 

chromatograph: UPLC or UHPLC）が開発されたことから、カラム粒子径の微細化

が進められ、本研究でその必要性を示した高分離能を有する分析が、C18 逆相

カラムにおいても可能となった。即ち、C18 逆相カラムにおいても本研究で用

いた C30 逆相カラムと同等の分離が見込めることから、今後は UPLC-MS に

よる脂質メタボローム解析が主流になると考えられ、本研究の第二章でも使用

している。しかし、UPLC は高価なことから、旧来の LC を用いたリン脂質メ

タボローム解析を構築する際には C30 逆相カラムが有用である。また、近年、

positive ion mode と negative ion mode を同時に測定可能な質量分析計も開発さ

れており、リン脂質のみならず中性脂質なども測定対象とした脂質メタボロー

ム解析手法の構築が発展していくものと考えられる。 

 

 

小括 

 

 本研究により、生体サンプル中のリン脂質分子種の網羅的測定に非常に有用

な手法を確立した。 

 

1. LTQ Orbitrap 質量分析計による精密質量値と構造情報の取得、および、酸性 

Bligh & Dyer 法における酸加水分解反応により、サブクラスレベルでの分子

種の正確な同定が可能となった。 

 

2. C30 逆相クロマトグラフィーおよび LTQ Orbitrap を組み合わせることによ

り、構造異性体である、炭素数と不飽和度の合計値が同じであるが脂肪酸側

鎖の組合せの異なる分子種をそれぞれ分離・同定することが可能となり、

各々の定量値を得ることができた。 

 

3. 本手法により、過去に報告されていた手法よりも 2倍以上の分子種数を同定

することが可能となった。 
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第二章 バイオマーカー探索・検証のための、健常ヒト血液中代謝物レベルの

基盤的情報の解明 

 

第一節 健常ヒト血液中脂質代謝物レベルの血漿・血清差、男女差、年齢差に

等に関する網羅的検討 

 

第一項 序文 

  血液試料は、得られる情報量が多いこと（10）に加え、低侵襲的に採取で

きることからバイオマーカー探索に多用されている（2-9, 42, 43）。しかし、バ

イオマーカーの利用はまだ緒についたばかりであり、実データを反映した明

確な評価要件が無いため、その探索・検証・利用は個別に模索している状況

にある。特に、血中脂質代謝物に関する基盤的情報は十分に明らかにされて

いない。そこで本研究では、第一章で構築した、逆相クロマトグラフィーに

よる脂質メタボローム解析手法を応用した高網羅性の解析系を新たに構築し、

血中脂質バイオマーカー探索において必要とされる下記の三つの要件を明ら

かにすることを目的として、健常ヒト血液試料を対象に脂質メタボローム解

析を行った。 

 

(1) 脂質代謝物バイオマーカー探索に適した血液マトリクスの検討、 

(2) 性差・年齢差を明らかにし、検体背景による脂質代謝物レベルへの影響

（バイオマーカー探索における交絡因子）の解明、 

(3) 血液試料の凍結融解が代謝物の安定性に及ぼす影響の解明（試料保管条

件の検討） 

 

 

略称  

 oxFA, oxidative Fatty acid; UPLC, Ultra Performance Liquid chromatograph; TOF, 

Time-of-flight; MRM, Multiple Reaction Monitoring; PUFA, poly-unsaturated fatty 

acid; Cer, ceramide; CB, cerebroside; Ch, cholesterol; ChE, cholesteryl ester; DG, 

diacylglycerol; TG, triacylglycerol; AA, arachidonic acid; EPA, eicosapentaenoic 

acid; DHA, docosahexaenoic acid; TXB2, Thromboxane B2; HHT, 

hydroxyheptadecatrienoic acid; HETE, hydroxyeicosatetraenoic; diHETE, di 

hydroxyeicosatetraenoic; HDoHE hydroxydocosahexaenoic acid; diHETrE, 

dihydroxyeicosatrienoic acid; EET, epoxyeicosatrienoic acid. 
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第二項 検体および実験方法 

 

(1) 検体情報 

年齢・性別の異なる健常白人 60 名の血液試料を PromedDX 社から購入し

た。PromedDXから購入した血液試料の使用については、国立医薬品食品衛生

研究所の倫理委員会の承認、または確認を得ている。血液試料は、全ての被験

者からインフォームドコンセントを書面で得た後に採取した。各被験者の採血

は、前日の午後20時より 14 h 以上の絶食を経た後の翌日午前 10時に行った。

採血後 2 h 以内に血清・血漿を調製し、直ちに -80 °C で保存した。被験者を、

各群 15名から成る、若齢男性（中央値 29 歳、YM: young male）、若齢女性

（中央値 28 歳、YF: young female）、老齢男性（中央値 59 歳、EM: elderly male）、

老齢女性（中央値 59 歳、EF: elderly female）の 4 群に分類した（Table 3）。

PromedDX 社から送付された試料は、氷上で融解した後に分注し、脂質抽出

を行うまでの間 -80°C にて凍結保存した（計 2回の凍結融解）。 

 

Table 3. Subject information (fasted whites, n = 15 each group) 

 

 

 (2) 実験材料 

  使用した有機溶媒は、第一章 第二節 (3) に準じた。MS-grade ギ酸は和光

純薬から、LC/MS-grade 蒸留水は関東化学から購入した。脂質標準品である、

1,2-dipalmitoyl d6-3-sn glycerophosphatidylcholine お よ び 

1,2-dioctanoyl-3-linoleoyl-sn-glycerol は Larodan から、deuterated leukotriene B4 

は Cayman Chemical からそれぞれ購入した。固層抽出カラム Oasis HLB Vac 

RC cartridgesは、Waters より購入した。 

 

(3) 脂質抽出 

血清および血漿からの脂質抽出は、Bligh & Dyer 法の変法により行った。血

清・血漿 100 μL をメタノールで希釈し、内部標準 mix（1,2-dipalmitoyl d6-3-sn 

glycerophosphatidylcholine 、 1,2-dioctanoyl-3-linoleoyl-sn-glycerol 、  deuterated 

leukotriene B4）を添加した。次いで、クロロホルム：メタノール：20 mM リ
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ン酸カリウム緩衝液（Kpi）の組成比が 1 : 2 : 0.8 となるように各液を添加し

た後、5 min の撹拌を行った。混合液を二層に分離させるため、各 1 容量の

クロロホルムと Kpi を添加し、1000 × g で 10 min の遠心分離を行った。上

層の水層を回収し、下層の有機層は 100 mM 塩化カリウム：メタノール：ク

ロロホルム（組成比 48 : 47 : 3）から構成される水溶液の添加による再抽出に

より回収した。得られた抽出溶液は窒素ガスで乾固し、1 mL のクロロホルム : 

メタノール（1 : 1）に溶解して、-90 °C で保存した（BD画分）。アルケニル分

子種の同定のための酸加水分解反応は、第一章 第二節 (3) に準じた。 

上層の水層中に含まれるエイコサノイド等の酸化脂肪酸（oxFA）を Oasis 

HLB Vac RC cartridge を用いた固層抽出により精製、回収した。メタノールお

よび水により平衡化したカラムに、10 倍量の H2O（pH 3.0）で希釈したサン

プルをアプライした。サンプル溶出後、3 mL の H2O およびヘキサンによる

カラムの洗浄を行い、3 mL ギ酸アンモニウムによる溶出画分を得た。得られ

た抽出溶液は窒素ガスで乾固し、1 mL のクロロホルム : メタノール（1 : 1）

に溶解して、-90 °C で保存した（MF画分）。 

 

(4) LC-MS(/MS) 

  グリセロリン脂質、スフィンゴ脂質、中性脂質などの疎水性の高い脂質代

謝物を含む BD 画分の測定は、超高性能液体クラマトグラフ‐飛行時間型質

量分析計（UPLC-TOF MS、UPLC: ACQUITY UPLC、TOF MS: LCT Premier XE、

Waters）を用いた両極性（positive/negative ion mode） での non-target の網羅

的手法により測定した。カラムは、ACQUITY UPLC BEH C18 逆相カラム（150 

mm × 2.1 mm i.d., 1.7 μm）を用いた。移動層の組成は基本的には第一章の組成

を踏襲し、A 液（アセトニトリル：メタノール：H2O = 9 : 9 : 2、0.1 % ギ酸、

0.028 % アンモニア水溶液）および B 液（イソプロパノール、0.1 %ギ酸、

0.028 % アンモニア水溶液）を用いた。流速 70 μL/min、initial: A/B （100/0） 

において、0 → 5 min（linearly converting）: A/B（85/15）、5 → 25 min（linearly 

converting）: A/B（70/30）、25 → 40 min（linearly converting）: A/B（55/45）、

40 → 50 min（linearly converting）: A/B（40/60）、50 → 55 min（linearly converting）: 

A/B（20/80）、55.1 → 67 min（holding）: A/B （15/85） の条件でグラジエン

ト溶出を行った。質量分析は、positive ion mode および negative ion mode の

両  mode の 同 時 測 定 を 行 い 、 capillary voltage: 3000 V/-2800 V 

（positive/negative）、cone voltage: 40 V/-40 V（positive/negative）に設定した。

また、negative ion mode における in-source fragmentation を行うため、aperture 

voltage を -60 V に設定した。Positive ion modeにおいて中性脂質の定量値を、

negative ion mode においてグリセロリン脂質およびスフィンゴ脂質の定量値
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を得た。また、UPLC-TOF MS により検出されたリン脂質の構造解析（脂肪

鎖鎖長決定およびサブクラスの判別）は、第一章 第二節 (3) (4) (5) に準じた。 

  oxFAを含む MF 画分の測定は、超高性能液体クラマトグラフ‐三連四重極

型質量分析計（5500QTRAP: ABsciex、MA、USA）を用いた選択的手法

（UPLC-MS/MS: MRM）により測定した。MRM におけるプレカーサーイオ

ンとプロダクトイオンの transition を Table 4 に示した。カラムは、ACQUITY 

UPLC BEH C18 逆相カラム（150 mm × 2.1 mm i.d., 1.7 μm）を用いた。移動相

には、A 液（H2O /酢酸 100:0.1（v/v））および B液（アセトニトリル/メタノ

ール 4:1 （v/v））を用いた。LC は、initial: A/B （73/27）において、0 → 5 min

（linearly converting）: A/B（50/50）、5 → 35 min（linearly converting）: A/B（20/80）、

35 → 40 min（linearly converting）: A/B（0/100）、40 → 50 min（holding）: A/B

（0/100）のグラジエント溶出を行った。流速は、50 μL/min（0 - 35 min）、50 → 

100μL/min（35 - 40 min）、100 μL/min（40 - 48 min）とした。 

 

(5) 凍結融解 

  若年男性の血清・血漿の凍結融解（-80°C にて 30 min 凍結後、氷上で融解）

を 10 回行った。この 10回の反復凍結融解を行ったサンプルも測定試料とし、

通常試料（2回凍結融解）との脂質代謝物レベルの差異を比較した。 

  

(6) データ解析 

  UPLC-TOF MS により得られたデータは、2DICAL（三井情報株式会社）を

用いてピークの検出を行い（44）、ピーク保持時間、精密質量値、マススペク

トル、LTQ Orbitrap による構造解析の結果に基づき、代謝物の同定を行った。

相対定量は、内部標準による補正を行ったピーク height 値を用いて行い、

Wilcoxon matched-pairs signed-rank test（血漿・血清差および凍結融解の回数に

よる比較）、または、Mann-Whitney U-test（男女差および年齢差）による統計

解析を行い、p < 0.05 を有意な差と判定した。UPLC-MS/MS により得られた

データは、MultiQuant（AB Sciex）を用いてピーク面積値を算出し、内部標準

による補正を行ったピーク area 値を用いて相対定量を行った。統計解析は、

UPLC-TOF MS のデータと同様に行い、p < 0.05 を有意な差と判定した。統計

解析には、R statistical environment (http://r-project.org/) software を用いた。 
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 Table 4. MRM transitions for detection of PUFA and oxFA. 

  

 

  

metabolite Q1/Q3

Linolenic acid (18:3 FA) derivatives

9-HOTrE(alpha) 293.2/171.1

13-HOTrE(alpha) 293.2/195.1

Arachidonic acids (20:4 FA) derivatives

Arachidonic acid 303.2/259.2

12-HHT 279.2/179.2

5-HETE 319.2/115.1

8-HETE 319.2/155.1

12-HETE 319.2/179.1

15-HETE 319.2/219.1

16-HETE 319.2/233.2

18-HETE 319.2/261.2

5,15-diHETE 335.2/201.2

5,6-diHETrE 337.2/145.0

11,12-diHETrE 337.2/167.2

14,15-diHETrE 337.2/207.2

Thromboxane B2 369.2/195.1

Eicosapentaenoic acid (20:5 FA) derivatives

Eicosapentaenoic acid 301.2/257.2

5-HEPE 317.2/115.1

12-HEPE 317.2/179.1

17,18-diHETE 335.2/247.2

Docosahexsaenoic acid (22:6 FA) derivatives

Docosahexaenoic acid 327.2/283.2

4-HDoHE 343.2/101.1

10-HDoHE 343.2/153.1

14-HDoHE 343.2/205.1

20-HDoHE 343.2/241.1

19,20-diHDoPE 361.2/273.2
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第三項 結果 

(1) 健常ヒト血液中の脂質代謝物の同定 

 食事制限を行った年齢および性別が異なる健常人 60 名の血液試料の脂質

メタボローム解析を行い、同定された脂質代謝物クラスと分子種数を Table 5 

に示した。BD 画分からは、13 クラス、計 228 分子種の脂質代謝物が同定さ

れた。MF 画分からは、PUFA および oxFA が 25 分子種が同定された。PUFA 

は、AA、EPA、DHA の 3 分子種が、oxFA は、AA 酸代謝物が 12 分子種、

EPA代謝物が 3 分子種、DHA代謝物が 5 分子種、リノレン酸代謝物 2 分子

種がそれぞれ同定された。 

 

Table 5. Numbers of identified lipid species in human blood by UPLC-MS(/MS). 

 

 

 

(2) 血漿と血清間の代謝物レベルの相違（血漿・血清差） 

 同定された 253 脂質代謝物の内、有意な血漿・血清差（p < 0.05）を示した

代謝物は、若年男性において 34 分子、若年女性において 82 分子、老齢男性

において 107 分子、老齢女性において 74 分子であった。リン脂質および中

性脂質においては、性別および年齢を問わず、lysoPCs および DGs が血漿よ

りも血清において顕著に（serum/plasma fold change > 1.5-fold および p < 0.01）

を高いレベルを示した（Fig. 14）。 PUFA および oxFA に関しては、アラキド

ン酸、TXB2、12-HHT、12-HETE などが顕著な血漿・血清差を示した（Table 6）。

これらの知見は、血液凝固の結果を反映しているものと考えられる。 

 

 

Class number of molecular species representative molecular species

phosphatidylcholine (PC) 54 16:0-18:2 PC

lysoPC 9 18:0 lysoPC

phosphatidylethanoleamine (PE) 18 18:0-20:4 PE

lysoPE 2 20:4 lysoPE

phosphatidylinositol (PI) 8 18:0-20:4 PI

sphingomyelin (SM) 22 d18:1-16:0 SM

ceramide (Cer) 7 d18:1-24:0 Cer

cerebroside (CB) 8 monohexosyl d18:1-24:0 CB

sterol 1 cholesterol (Ch)

cholesteryl ester (ChE) 12 18:2 ChE

ubiquinone 1 coennzyme Q10 (CoQ10)

diacylglycerol (DG) 7 36:2 DG

triacylglycerol (TG) 79 52:3 TG

free poly-unsaturated fatty acids (PUFA) 3 arachidonic acid

eicosanoids and docosanoids (oxFA) 22 5-HETE

total 253
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Fig. 14. Differences in lipid metabolite levels between human plasma and serum 

samples.  Lipid metabolites with marked fold changes (serum/plasma >1.5 or <0.67 

and p < 0.01 values) between plasma and serum in any of the four subject groups are 

plotted for each group. Statistical significance was estimated by Wilcoxon matched-pairs 

signed-rank test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Some metabolites (†, ††) with 

same exact mass were eluted with different retention time and therefore seem to be 

different molecular species of DG. 

 

 

Table 6. PUFA and oxFAs showing >1.5 or 0.67 fold changes and p < 0.01 values 

between plasma and serum at least one of the four subject groups. 
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(3) ヒト男女間の代謝物レベルの相違（男女差） 

  性別が、脂質バイオマーカー探索の交絡因子となり得るか明らかにするた

め、脂質代謝物レベルの性差を調査した。同定された 253 脂質代謝物の内、

有意な性差（p < 0.05）を示した代謝物は、若年血漿において 16 分子、若年

血清において 20 分子、老齢血漿において 61 分子、老齢女性において 33 分

子であった。顕著な性差（female/male fold change > 1.5-fold or <0.67-fold およ

び p < 0.01）が認められた代謝物を Fig. 15 に示した。若齢群においては、多

くの SM分子種が男性よりも女性の方が顕著に高いレベルを示した（Fig. 15A）。

一方、老齢群においては、SM のみならず、様々なクラス（PCs、PE、Cers、

ChE、TGs、oxFA）の性差も認められた（Fig. 15B）。特徴的なことに、18:0-22:6 

PC、18:0-22:6 PE、22:6 ChE などの DHA を含有する脂質が、男性よりも女性

において顕著に高いレベルを示した。 

oxFA に関しては、老齢群において 18-HETE および 17,18-diHETE が男性

よりも女性において顕著に低いレベルを示した。 

 

 

(4) ヒト年齢差が代謝物レベルに与える影響（年齢差） 

  性別と同様に、加齢が脂質バイオマーカー探索の交絡因子となり得るか明

らかにするため、脂質代謝物レベルの年齢差を調査した。同定された 253 脂

質代謝物の内、有意な性差（p < 0.05）を示した代謝物は、男性血漿において 8 

分子、男性血清において 29 分子、女性血漿において 81 分子、女性血清に

おいて 59 分子であった。顕著な性差（elderly/young fold change > 1.5-fold or < 

0.67-fold および p < 0.01）が認められた代謝物を Fig. 16 に示した。男性にお

いて、若齢群と老齢群の脂質代謝物レベルは、5 分子（5-HEPE、16:0-20:5 PC、

d18:1-22:0 Cer、20:5 ChE、60:1 TG）を除き、ほぼ同等であり（Fig. 16A）、こ

れらは全て若齢よりも老齢において高いレベルを示した。一方、女性におい

ては男性と異なり、TG を中心として多くの分子種が顕著な年齢差が認められ

た（Fig. 16B）。これらの代謝物は、cytochrome P450 代謝物である 18-HETE を

除き、若齢よりも老齢において高いレベルを示した。また、18:0-22:6 PC など

の DHA を含有する代謝物は、老齢において性差を示していたが（Fig. 15B）、

女性において年齢差も示すことが明らかとなった（Fig. 16B）。 

 留意すべき点として、lysoPC の顕著な年齢差が血漿でのみ観察されたこ 

が挙げられる（Fig. 16B）。このことは、血清においては血液凝固の影響により 

lysoPC のレベルが上昇したため、本来存在していた lysoPC の年齢差が埋ま

れてしまっている可能性を示唆している。 



40 

 

 

Fig 15. Differences in lipid metabolite levels in human blood samples between males and 

females. Lipid metabolites with marked fold changes (female/male >1.5 or <0.67 and p < 0.01 

values) between males and females in either plasma or serum are plotted for young (A) and 

elderly (B) aged groups. Statistical significance was estimated by Mann-Whitney U-test (*p < 

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).  
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Fig 16. Differences in lipid metabolite levels in human blood samples between young and 

elderly age groups. Lipid metabolites with marked fold changes (elderly/young subjects fold 

change >1.5 or <0.67 and p < 0.01 values) between young- and elderly-aged groups in either 

plasma or serum are plotted for male (A) and female (B) groups. Statistical significance was 

estimated by Mann-Whitney U-test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). 
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(5) 血液試料の凍結融解が代謝物の安定性に及ぼす影響 

  

血漿試料の凍結融解による各クラスの脂質代謝物レベルの変動の比（10 

cycles/2 cycles）の平均値を Table 7に示した。10回の凍結融解により、ChE を

除く全ての代謝物レベルが減少し、中でも PUFA および oxFA のレベルの減

少が顕著（< 0.70-fold）であった。一方、ChE は 10回の凍結融解により、レ

ベルが増大した。 

 

Table 7. Effects of repeated freeze-thawing on lipid metabolite stability in  

plasma of young males. 

   

 

 

 

 

第四項 考察および小括 

  第二章 第二節の結果と併せて、第二章 第二節 第四項にて後述する。 

  

Class 10 cycles/2 cycles (mean) SD

phosphatidylcholine (PC) 0.85-fold 0.02

lysoPC 0.82-fold 0.06

phosphatidylethanoleamine (PE) 0.82-fold 0.06

lysoPE 0.81-fold 0.11

phosphatidylinositol (PI) 0.81-fold 0.17

sphingomyelin (SM) 0.88-fold 0.08

ceramide (Cer) 0.95-fold 0.15

cerebroside (CB) 0.79-fold 0.05

cholesterol (Ch) 0.70-fold -

cholesteryl ester (ChE) 1.12-fold 0.17

coennzyme Q10 (CoQ10) 1.05-fold -

diacylglycerol (DG) 0.70-fold 0.09

triacylglycerol (TG) 0.85-fold 0.15

free poly-unsaturated fatty acids (PUFA) 0.45-fold 0.10

eicosanoids and docosanoids (oxFA) 0.69-fold 0.11
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第二節 非絶食ヒト血液試料の脂質メタボローム解析による脂質プロファイル

の解明 

 

第一項 序文 

 食事が血中脂質代謝物レベルに及ぼす影響を検討するために、非絶食健常人

由来の血液試料の脂質メタボローム解析を行った。 

 

 

第二項 検体および実験方法 

  

(1) 検体情報 

  絶食を行っていない健常白人 10 名の血液試料を PromedDX 社から購入し

た。PromedDXからの血液試料の購入は、国立医薬品食品衛生研究所の倫理委

員会の承認を得ている。検体は、男性 5 名（27-33 歳、中央値 32 歳）およ

び女性 5 名（26-33 歳、中央値 32 歳）から構成される。血液試料は、全て

の被験者からインフォームドコンセントを書面で得た後、採取した。

PromedDX 社から送付された試料は、氷上で融解した後に分注し、脂質抽出

を行うまでの間 -80°C にて凍結保存した。 

 

(2) 脂質抽出 

第二章 第一節 第三項 (3) に準じた。 

 

(3) LC-MS(/MS) 

 第二章 第一節 第三項 (4) に準じた。 

 

(4) データ解析 

 第二章 第一節 第三項 (6) に準じた。 

 

 

第三項 結果 

 

 (1) 血漿・血清差 

  グリセロリン脂質、スフィンゴ脂質、ジおよびトリアシルグリセロール分

子種に顕著な血漿・血清差は男女のいずれにおいても見られなかった。一方、

PUFA および oxFA においては、有意では無いが同一個人の血漿血清間で 10 

倍以上変動を示した代謝物として、TXB2、12-HHT、12-HETE が存在し、い
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ずれも血漿よりも血清において高いレベルを示した（Table 8）。また、12-HEPE、

14-HDoHE、20-hydroxy leukotriene B4 は血清でのみ検出された。 

 

 (2) 男女差 

  血漿・血清間のいずれかで有意な性差を示した代謝物として、11,12-diHETrE、

14,15-diHETrE、17,18-diHETE、20-hydroxy leukotriene B4 が検出された（Table 8）。

また、16-HETE および 18-HETE は男性の試料でのみ検出された。 

 

Table 8. Oxidative fatty acid metabolites showing different levels between plasmas 

and sera or in genders. 

 

 

 

第四項 考察および小括 

   

  第二章 第一節では、脂質バイオマーカー探索において留意すべきことを明

らかにするため、年齢・性別の異なる健常白色人種 60 名の脂質メタボロー

ム解析を行った。ここで行った脂質メタボローム解析手法は、リン脂質、ス

フィンゴ脂質、中性脂質を主に対象とした non-target の手法と、PUFA およ

び エイコサノイドを対象とした MRM の手法の二つを用いている。前者の 

non-target の手法の LC の溶媒組成は、第一章の組成を基本としており、グラ

ジエント条件を中性脂質も測定可能な条件に改良した。また、使用している 

LC および MS （UPLC-TOF MS）であり、第一章の LTQ Orbitrap と異なる

が、分子種の決定において LTQ Orbitrap および酸性 Bligh & Dyer 法を用い

ており、第一章の手法の有用性が活かされている。 

 

最初に脂質バイオマーカー探索に適したマトリクスを検討するため、脂質代

謝物レベルの血漿・血清差を明らかにした。その結果、血清において血漿と比

較して lysoPC、DG、PUFA、oxFA などの多くの脂質代謝物のレベルが増加す

ることが明らかとなった（Fig. 14、Table 6）。これは、血清においては、血液

凝固に伴って Phospholipase C が活性化され、アラキドン酸カスケードが亢進

                    TXB2 12-HETE

12-HEPE

Metabolites with different levels between males and females

11,12-diHETrE 20-hydroxy leukotriene B4

Metabolites detected only in males (female levels were below the detection limit)

16-HETE

Metabolites with higher levels in serum than in plasma (more than 10-fold depending on the individual)

12-HHT

18-HETE

Metabolites detected only in serum (plasma levels were below the detection limit)

14-HDoHE 20-hydroxy leukotriene B4

17,18-diHETE14,15-diHETrE
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した結果、これらの代謝物のレベルが増加したものと考えられる（24, 45）。こ

のことより、血清では生体内の脂質代謝変動を正確に反映しない可能性が示唆

された。この可能性を裏付ける知見として、女性における lysoPC の年齢差が

血漿でのみ認められたことが挙げられる（Fig. 16B）。これは、血清では血液凝

固の影響により lysoPC のレベルが増大し、本来存在する年齢差が検出できな

いことを示唆しているものと考えられる。 

また、本研究では新規知見として、血漿よりも血清において 5,6-diHETrE の

レベルが顕著に高いこと（serum/plasma fold change:  > 3.2-fold）、および 

8-HETE のレベルが顕著に低いこと（serum/plasma fold change:  < 0.41-fold）

を明らかにした（Table 6）。血液凝固においてこれらの脂質代謝物レベルが変

動する機序は現在のところ不明であるが、5,6-diHETrE に関してはその前駆体

である 5,6-EET が血小板において容量性カルシウム流入（capacitative calcium 

entry）を引き起こすという仮説が提唱されており（46）、5,6-diHETrE が血液

凝固に関与している可能性が示唆された。 

  更には、非絶食検体の脂質プロファイルを、第二章 第二節 おいて明らか

にした（Table 8）。その結果、TXB2 や 18-HETE など幾つかの代謝物に関し

て、血漿・血清差、もしくは性差が認められたものの、絶食した検体と比較

すると、本来存在する差を十分に検出できていないことが明らかとなった。

絶食条件と比較して、検体数が少ないことも理由に考えられるが、その各脂

質レベルのプロファイルは大きく異なることから、非絶食検体は、食事の影

響により生体内の脂質代謝変化を正確に反映しておらず、バイオマーカー探

索には不適切であることが示唆された。以上の知見より、脂質バイオマーカ

ー探索には、絶食検体の血漿を用いることが望ましいことが示された。 

 

次に、血中脂質代謝物レベルの性差・年齢差を調査した（Fig. 15, 16）。その

中で、脂質バイオマーカー探索における交絡因子となり得る脂質代謝物を

Table 9 に示した。これらの代謝物の疾患等による変動（fold change）が Table 

9 に示す範囲内でバイオマーカー候補となった際には、性差や年齢差が交絡因

子となり得るので注意を要することが示唆された。近年、SM がアルツハイマ

ー病の疾患診断マーカー候補として報告されていることから（42）、その適格

性を判断する上で、本知見は非常に有用と考えられる。また、TGs は 2 倍以

上の年齢差を示す分子種が多数存在することからバイオマーカー候補として

は不適切であると考えられる。 
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Table 9. Potential confounding factors for lipid biomarker exploration. 

 

 

本研究により、年齢を問わずに SMs のレベルが男性よりも女性において高

いことが明らかとなった（Fig. 15）。過去の報告により、SM 代謝制御にエス

トロゲンが関与している可能性が示唆されているが（47）、SMs の性差がエス

トロゲンに起因しているかについては未だ議論の余地がある。その理由として、   

エストロゲンレベルが著しく低下している閉経後の老齢女性（48）においても 

SMs のレベルが男性よりも高いこと（Fig. 15B）、また、性ホルモンのレベル

が低い幼児においても SMs の性差が報告されている（49）ことが挙げられる。

それ故、SMs の性差はエストロゲン以外の何らかの因子により制御されてい

る可能性が高いと考えられる。また、顕著な性差を示した脂質代謝物として、

18:0-22:6 PC および 22:6 ChE などの DHA 含有脂質が挙げられる（Fig. 15B）。

近年、ラットにおいて、DHA 合成に関与する酵素の活性の制御に、エストロ

ゲンが関与している可能性があると報告された（50）。しかしながら、これら

の代謝物は女性において年齢差も示していることから（Fig. 16B）、エストロゲ

ンのみならず、他の因子も DHA 代謝制御に関与している可能性が示唆され

た。今後、SMs および DHA 含有代謝物 の性差・年齢差の機序解明について

の更なる研究が期待される。 

  女性における TGs の年齢差もエストロゲンが関与している可能性がある。

過去の報告により、エストロゲンが、low-density lipoprotein などの代謝制御に

関与している可能性が示唆されている（51）。そのため、老齢女性においては、

閉経後のエストロゲン分泌の低下が lipoprotein の代謝制御に影響を及ぼし、

その結果として TGs のレベルを増大させているものと考えられる。 

男性における  5-HEPE の年齢差に関する詳細な機序は不明であるが、

Schuchardt らにより、血清における 5-HEPE などの EPA 由来エイコサノイド

のレベルと赤血球膜中の EPA 存在量が強く相関しているということが報告

されている（52）。更には、老齢男性は、若齢男性よりも食事由来 EPA を血

漿リン脂質および細胞に取り込みやすいという報告（53, 54）もあり、これら

の現象が 5-HEPE の年齢差に影響を及ぼしている可能性がある。 

 

metabolite gender- or age-associated difference maximum value of fold change

SMs female > male (both ages) 1.89-fold

TGs elderly > young (female) 3.60-fold

18-HETE male > female (elderly) and young > elderly (female) 0.53-fold

DHA-esterified PLs female > male (elderly) and elderly > young (female) 1.71-fold

DHA-esterified ChE female > male (elderly) and elderly > young (female) 1.74-fold

5-HEPE elderly > young (male) 2.24-fold
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  血液試料の凍結融解が代謝物の安定性に及ぼす影響を調査した結果、ChE 

を除く全てのクラスの代謝物のレベルが凍結融解により減少することが明ら

かとなった（Table 7）。特に PUFA および oxFA のレベルの低下が顕著であっ

た。そのため、脂質バイオマーカー探索を行う際には、試料の保管には予め

分注を行うなど、一層の注意を要することが示された。一方、ChE のレベル

は凍結融解を繰り返すことにより増加することも明らかとなった。このこと

より、凍結融解の過程で、自然分解のみならず、Lecitin-cholesterol acyl 

transferase などの種々の酵素反応が進行していることが示唆された（55）。今

後、試料保管要件の更なる検討として、試料の長期保存における脂質代謝物

の安定性を評価する必要性があると考えられる。 

 

 

 

小括 

 

本章 第一節および第二節において脂質バイオマーカー探索における留意

点およびバイオマーカー候補選択に関する知見を得た。 

 

1. 脂質バイオマーカー探索には絶食検体の血漿が望ましいことを明らかにし

た。 

 

2. スフィンゴミエリン等のバイオマーカー探索の交絡因子となり得る、複数

の代謝物を明らかにした。 

 

3. 反復凍結融解により大半の脂質レベルが減少することを明らかにし、予め

試料の分注を行うなど、試料の凍結融解を避ける必要性を示した。 
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第三節 健常ヒト血液中親水性代謝物レベルの血漿・血清差、男女差、年齢差

に関する網羅的検討 

 

 第一項 序文 

  第二章 第一項 第一節と同様に、親水性代謝物バイオマーカー探索におけ

る留意点を明らかにするため、血中親水性代謝物に関してメタボローム解析

を行った。 

 

 略称 

  GC-MS, gas chromatography-mass spectrometry; UPLC, Ultra Performance 

Liquid chromatograph; IT, ion trap; OPLS-DA, Orthogonal Partial least squares 

Discriminant Analysis 

 

 

 第二項 検体および実験方法. 

 

(1) 検体 

  第二章 第二項 (1) と同様の検体を用いた。PromedDX から送付された試料

は、氷上で融解した後に分注し、脂質抽出を行うまでの間 -80°C にて凍結保

存した（計 2 回の凍結融解）。各血液試料は、抽出・測定の委託先である

Metabolon に送付した。 

 

(2) 代謝物抽出および GC-MS および LC-MS(/MS) 

  各血液試料中の代謝物は、Metabolon 社における標準法（56）により抽出し

た。各血漿・血清試料からの徐タンパクを、抽出効率を補正するための内部

標準物質を添加したメタノールに希釈して遠心することで行った。その後、

上清を分取し、UPLC-IT MS（LTQ, Thermo Fisher Scientific, MA）、GC-MS 測

定（57, 58）にそれぞれ供した。UPLC-IT MS の測定は、酸性代謝物、塩基性

代謝物、それぞれに最適化された二つの系によって行われているため、上清

は三本に分注されている。UPLC-IT MS 用の各測定試料は、50 μL の上清を窒

素ガスで乾固した後、それぞれ、0.1 % ギ酸 50 μL（UPLC-IT MS 酸性条件）、

6.5 mM 炭酸水素アンモニウム 50 μL（UPLC-IT MS 塩基性条件）に再溶解さ

せることで調製した。GC-MS 用の測定試料は、50 μL の上清を窒素ガスで乾

固した後、25μL トリメチルシリルトリフルオロアセトアミドおよびアセトニ

トリル：ジクロロメタン：シクロヘキサン（5 : 4 : 1, 5% トリエチルアミン）

25μL で再溶解した後、60 °C で 1 h 処理することで誘導体化した。 
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(3) 凍結融解 

  第二章 第二項 (5) に準じた。 

 

 (4)  データ解析 

  血漿・血清差、性差、年齢差の比較は、Welch’s t-test を用いて有意差検定

を行った。Orthogonal Partial least squares Discriminant Analysis（OPLS-DA）は、

SIMCA-P+12（Umetrics）を用いて行った。 

 

(5)  変化が認められた代謝物のパスウェイ占有率解析 

  代謝物を、アミノ酸代謝（AA）、ペプチド代謝（P）、 炭水化物代謝（CH）

エネルギー代謝（E）、小分子脂質代謝（Lip）、核酸代謝（N）、コファクター

およびビタミン代謝（CoFV）に分類し、各代謝パスウェイにおいて有意（p < 

0.05）な変動を示した代謝物を 1 としてスコア化し、集計した。次いで、得

られたスコアを各パスウェイにおける代謝物の総数で除し、その比を各パス

ウェイにおける占有率とした。 
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第三項 結果 

 (1) 全検体間の親水性代謝物レベルの包括的比較 

  OPLS-DA によって、全検体の代謝物レベルの包括的解析を行った（Fig. 17）。

その結果、血漿・血清差が最も群の分離に寄与しており、次いで性差・年齢

差であった。同定された 297 代謝物の分類と分子数を Table 10 に示した。 

 

 

Fig. 17. OPLS-DA model of overall metabolic profiles. Data obtained from human  

plasma (red) and serum (blue) samples of young males (closed circle), old males (open  

circle), young females (close triangle), and old females (open triangle) were analyzed.  

The goodness-of-fit parameter R2 and the predictive ability parameter Q2 were 0.448  

and 0.297, respectively. 

 

 

Table 10. Classification of identified metabolites 

 

class number of metabolite respctive metabolites

amino acids 73 glycine, serine, threonine

peptides 29 bradykinin, glycylvaline

carbohydrates 21 fructose, galactose, glucose

energy metabolite 5 citric acid, lactic acid

small lipids 144 palmitic acid, 2-arachidonylglycerol

nuclotides 11 inosine, uracil, xanthine

cofactors and vitamines 14 bilirubin, heme

total 297
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(2) 親水性代謝物レベルの血漿・血清差 

  血漿・血清間の親水性代謝物レベルの変動は、男女および年齢間において

ほぼ同様の結果を示した（Fig. 18A）。血液凝固に伴うタンパク質の分解産物

であるペプチド類は（glycylphenylalanine、glycylvaline など）および血液凝固

反応産物である 2-arachidonylglycerol などの小分子脂質は血漿よりも血清に

おいて有意に高いレベルを示した（Fig. 18B）。一方、血液凝固により分解さ

れるポリペプチドである bradykinin は、血清よりも血漿において有意に高い

レベルを示した（Fig. 18B）。同定された 297 分子の内、2 倍以上の血漿・血

清差 を示した代謝物は、若齢男性において 24 分子、老齢男性において 28 

分子、若齢女性において 31 分子、老齢女性において 21 分子であった。 

 

 

(3) 親水性代謝物レベルの年齢差および性差 

バイオマーカー探索において交絡因子となり得る代謝物を明らかにするた

め、年齢間の親水性代謝物レベルの差を検討したところ、血漿および血清にお

いてほぼ同様であった（Fig. 19A）。有意な年齢差を示した代謝物は、男性より

も女性において多く認められた。男性では、TCA cycle に関与する代謝物のレ

ベルが若齢よりも老齢において有意に高いレベルを示した（Fig. 19B）。一方、

女性においては、長鎖脂肪酸および  5α-pregnane-3β, 20α-diol disulfate、

pregnenolone sulfate などの黄体ホルモン類（progesteron 代謝物）を含めたス

テロール・ステロイド代謝物の年齢差が顕著であり、老齢よりも若齢において

有意に高いレベルを示した（Fig. 19B）。一方、アミノ酸代謝物は若齢よりも老

齢において有意に高いレベルを示した。2 倍以上の年齢差 を示した代謝物は、

男性血漿において 4 分子、男性血清において 4 分子、女性血漿において 23 

分子、女性血清において 19 分子であった（Table 11）。 

男女間の親水性代謝物レベルの差も、血漿および血清においてほぼ同様 

であった（Fig. 19C）。有意な性差を示した代謝物は老齢よりも若齢において多

く認められた。若年では、主にアミノ酸代謝物が男性において、脂肪酸代謝物

および黄体ホルモン類が女性において有意に高いレベルを示した（Fig. 19D）。

老齢では、有意な性差を示した代謝物は認められたが、各代謝経路に特異的な

変動は観察されなかった。Table 12 に 2 倍以上の性差が認められた代謝物を

示した。若齢血漿において 4 分子、若齢血清において 3 分子、老齢血漿にお

いて 7 分子、老齢血清において 8 分子であった。 
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Fig. 18. Differences in the metabolite levels between plasma and serum. A. The 

number of metabolites with statistically significant differences and with at least 50% 

changes in their levels between plasma and serum. Values within boxes indicate the 

number of metabolites. B. Example of metabolites showing significantly different levels 

between plasma and serum. Each dot represents the data of an individual subject. Data 

shown are human plasma (red) and serum (blue) samples from young males (closed 

circle), old males (open circle), young females (close triangle), and old females (open 

triangle). 
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Fig. 19. Differences in the metabolite levels between ages and sexes. A, C. The 

number of metabolites with statistically significant differences and with at least 50% 

changes of the levels between young and old (A) or male and female (C) subjects. 

Values within boxes indicate the number of metabolites. PL, plasma; SR, serum. B, D. 

Pathway occupancy rates of statistically different metabolites between young and old 

populations (B) or males and females (D). AA, amino acids; P, peptides; CH, 

carbohydrates; E, energy metabolites; Lip, lipids; N, nucleotides; CoFV, cofactors and 

vitamins. Blue, the ratio of metabolites higher in old subjects (B) or females (D) than 

young subjects (B) or males (D), respectively; red, vice versa. 
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Fig. 19 (continued). 
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Table 11. Marked age-associated differences in the metabolite levels of human 

blood samples. Each fold change of age-associated differences indicate old/young 

metabolite level ratio in both matrices. *1: CMPF, 

3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoate, *2: BHBA, 3-hydroxybutyrate. 

 

 

 

Table 12. Marked sex-associated differences in the metabolite levels of human 

blood samples. Each fold change of sex-associated differences indicate female/male 

metabolite level ratio in both matrices. 

 

 

metabolite age-associated difference maximum value of fold change

phenylacetylglutamine eldely > young (male serum) 2.02-fold

mannitol eldely > young (male and female serum) 2.74-fold

taurolithocholate 3-sulfate eldely > young (both  plasma and serum) 2.25-fold

hyocholate young > elderly (both male plasma and serum) 0.39-fold

pregnenolone sulfate young > elderly (both plasma and serum in both sexes) 0.42-fold

urobilinogen young > elderly (male plasma) 0.44-fold

3-methylhistidine eldely > young (both female plasma and serum) 2.22-fold

p-cresol sulfate elderly > young (both female plasma and serum) 2.34-fold

cystine eldely > young (female serum) 3.86-fold

leucylphenylalanine young > elderly (female plasma) 0.43-fold

xylonate eldely > young (female serum) 2.07-fold

5-dodecenoate (12:1n7) young > elderly (both female plasma and serum) 0.38-fold

myristate (14:0) young > elderly (female plasma) 0.34-fold

palmitoleate (16:1n7) young > elderly (female plasma) 0.43-fold

10-heptadecenoate (17:1n7) young > elderly (female plasma) 0.39-fold

10-nonadecenoate (19:1n9) young > elderly (both female plasma and serum) 0.37-fold

dihomo-linoleate (20:2n6) young > elderly (female plasma) 0.48-fold

CMPF*
1 elderly > young (both female plasma and serum) 4.52-fold

15-methylpalmitate young > elderly (female plasma) 0.41-fold

taurocholate eldely > young (both female plasma and serum) 2.89-fold

taurodeoxycholate elderly > young (both female plasma and serum) 2.83-fold

glycolithocholate sulfate elderly > young (both female plasma and serum) 2.18-fold

taurolithocholate 3-sulfate elderly > young (both female plasma and serum) 2.24-fold

scyllo-inositol eldely > young (female plasma) 2.49-fold

BHBA*
2 young > elderly (both female plasma and serum) 0.27-fold

dehydroisoandrosterone sulfate young > elderly (both female plasma and serum) 0.46-fold

5alpha-pregnan-3beta,20alpha-diol disulfate young > elderly (both female plasma and serum) 0.12-fold

pregn steroid monosulfate young > elderly (both female plasma and serum) 0.39-fold

pregnanediol-3-glucuronide young > elderly (female plasma) 0.22-fold

arabonate eldely > young (female serum) 2.01-fold

metabolite gender-associated difference maximum value of fold change

pyroglutamine male > female (both plasma and serum in both aging) 0.28-fold

cystine female > male (old serum) 3.0-fold

alpha-ketobutyrate female > male (young serum) 2.07-fold

N-methyl proline male > female (both old plasma and serum) 0.17-fold

methionylalanine female > male (old plasma) 2.55-fold

HWESASXX* female > male (young plasma) 3.35-fold

2-aminooctanoate male > female (both old plasma and serum) 0.38-fold

glycochenodeoxycholate male > female (old serum) 0.48-fold

chiro-inositol male > female (old plasma) 0.23-fold

BHBA male > female (old serum) 0.41-fold

4-androsten-3beta,17beta-diol disulfate male > female (both old plasma and serum) 0.43-fold

5alpha-androstan-3beta,17beta-diol disulfate male > female (both old plasma and serum) 0.42-fold

5alpha-pregnan-3beta,20alpha-diol disulfate female > male (both young plasma and serum) 7.58-fold

pregnanediol-3-glucuronide female > male (young plasma) 3.91-fold



56 

 

(4) 試料の凍結融解が親水性代謝物の安定に及ぼす影響 

  血液試料の凍結融解処理を 10 回行い、通常試料（凍結融解 2 回）と親水

性代謝物レベルを比較した。その結果、反復凍結融解による代謝物レベルの

変動は、血清よりも血漿に多く認められた（Fig. 20A）。ポリペプチドの減少

およびプリン代謝物の変動は血漿においてのみ認められた（Fig. 20B）。また、

ヘモグロビンおよびポルフィリン代謝物の変動は、血漿・血清のいずれにお

いても認められた。反復凍結融解処理により、2 倍以上の差を示した代謝物

は、血漿において 4 分子、血清において 2 分子であった。以上の結果より、

血清よりも血漿の方が凍結融解の影響を若干受けやすいことが明らかとなっ

た。 
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Fig. 20. Effect of freeze-thaw cycles on the metabolite levels. A. The number of 

metabolites with statistically significant differences and with at least 50% changes of 

the levels between 2 (FT(-)) and 10 (FT(+)) freeze-thaw cycles. Values within boxes 

indicate the number of metabolites. PL, plasma; SR, serum. B. Pathway occupancy rates 

of statistically different metabolites either with or without freeze-thaw cycles. AA, 

amino acids; P, peptides; CH, carbohydrates; E, energy metabolites; Lip, lipids; N, 

nucleotides; CoFV, cofactors and vitamins. Blue, the ratio of metabolites higher after 10 

freeze-thaw cycles than 2 cycles; red, vice versa.. 

  



58 

 

 (5) 同一試料背景内における差異 

  同一試料背景内における代謝物レベルの個体差を解析した結果、血漿と血

清に大きな差異は認められなかった（Fig. 21）。また、Relative Standard 

Division（RSD） が 0.5 以下の代謝物は、血漿・血清共に 50 % 程度存在す

ることが明らかとなった。 

 

Fig. 21. Inter-individual variations of metabolites in subjects with the same 

background. Calculated relative standard deviation (RSD) values were rounded to 1 

decimal place, and the number of metabolites listed at each RSD value was shown in 

sum. Dotted lines represent RSD values of 0.5 (arbitrary thresholds). 

 

 

第四項 考察および小括 

 

  親水性代謝物バイオマーカー探索における留意点を明らかにするため、健

常ヒト 60 名の血液試料を対象とした、メタボローム解析を行った。 

  その結果、血漿および共に同等の性差および年齢差を示し（Fig. 19）、同一

試料内における個体差（RSD）は血漿および血清共に同等であった（Fig. 21）。

これらの知見は、両マトリクスがバイオマーカー探索可能な試料であること

を示している。しかしながら、反復凍結融解による代謝物レベルの変動は、

血清よりも血漿に多く認められた（Fig. 20）。それ故、バイオマーカー探索に

は、血漿・血清のいずれも使用できるが、血清の方が凍結融解による代謝物
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レベルの影響が小さいことから、血清の方が望ましいと言う結論が導かれた。 

  Table 11 および 12 に、2倍以上かつ有意な年齢差および性差が認められた

代謝物を示した。これらの代謝物は、親水性代謝物バイオマーカー探索にお

いて交絡因子となり得る代謝物である。特に顕著な性差・年齢差を共に示し

た代謝物として、5alpha-pregnan-3beta,20alpha-diol disulfate、pregnenolone sulfate 

などの黄体ホルモン類が存在し、これらの代謝物は可能な限りバイオマーカ

ー候補として選択するべきではないことが示唆された。これら黄体ホルモン

類の性差・年齢差は、女性における脂肪酸の年齢差や若齢におけるアミノ酸

の性差に強く関与している可能性がある。 

女性における年齢差では、若齢において遊離脂肪酸のレベルが、老齢におい

てはアミノ酸のレベルが高いことが認められた（Fig. 19B）。過去に、妊娠中の

ラット肝臓を progesterone処理することにより、グルコース、ピルビン酸、乳

酸などの糖類からの脂質生合成が増大することが報告されている（59）。また、

本研究により、progesterone 代謝物が老齢女性よりも若齢女性において顕著に

高いレベルを示していることが認められたが（Table 11）、このことは加齢によ

り progesterone レベルが低下することを示唆している。これらの知見より、

progesterone レベルが高い若齢において、長鎖脂肪酸が高いレベルを示したも

のと考えられる。一方、progesterone レベルが低い老齢女性においては、脂肪

酸代謝が若年女性よりも低下していることから、結果としてアミノ酸が合成さ

れる割合が高まっているものと推察される。また、progesterone 代謝物レベル

は若齢において顕著な性差を示すことから（Table 12）、若齢におけるアミノ酸

の性差（Fig. 19D）も progesterone による糖類代謝制御の影響が反映されてい

るものと考えられる。 

  また、同一試料背景内における代謝物レベルの RSD が 0.5 以下の代謝物

は、血漿・血清共に 50 % 程度存在することが明らかとなった（Fig. 21）。バ

イオマーカー候補を選択する際には、代謝物レベルの検体背景による差異の

みならず、個体差が小さいことも考慮すべきであることが示された。 

以上の知見より、親水性代謝物におけるバイオマーカー探索には血清試料が

推奨され、可能な限り性差・年齢差および個体差が小さい代謝物をバイオマー

カー候補として選択することが望ましいことが示唆された。 
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小括 

 

   本章 第三節において親水性代謝物バイオマーカー探索における留意点

およびバイオマーカー候補選択に関する知見を得た。 

 

 

1. 親水性代謝物バイオマーカー探索においては、血清・血漿試料の何れ

も用いることは可能であるが、反復凍結融解の影響を考慮すると血清

の方が望ましいことを示した。 

 

2. 2 倍以上の性差・年齢差を示した代謝物として黄体ホルモン類等が存

在し、これらの代謝物がバイオマーカー探索における交絡因子となり

得ることを明らかにした。 

 

3. 同一試料背景内の RSD が 0.5 以下の代謝物が 50 % 程度存在し、こ

れら個体間変動小さい代謝物は、バイオマーカー候補として選択され

ることが望ましいと示唆された。 
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総括 

 

バイオマーカー（客観的生物指標）は、臨床的な最終評価指標を、早期に、

簡便に、かつ頑強に反映するサロゲート（代替え）マーカーとしての利用が医

薬品開発において始まっている。バイオマーカー測定用試料には、比較的低侵

襲的に採取でき、情報量の多い血液試料が多用されている。しかし、バイオマ

ーカーの利用はまだ緒についたばかりであり、その探索・検証・利用は各者が

試行錯誤をしている状況である。血漿・血清差、性差、年齢差、保管条件など

基盤的な情報も乏しく、実データを反映した明確な評価要件を確立できていな

い。上記の要因により、最終評価指標を適切に反映できないバイオマーカーの

利用は、医薬品開発の遅延・臨床現場の混乱を招く恐れがあることから、早期

に血中代謝物の基盤的情報を明らかにし、バイオマーカー評価要件の指針を提

示する必要性がある。近年、血中代謝物バイオマーカーを探索する上で、メタ

ボローム解析が注目されている。メタボローム解析とは、代謝物を包括的に測

定し得る解析手法で、ゲノミクス、トランスクリプトミクス、プロテオミクス

に続くオミクス解析の一つである。しかしながら、代謝物は膨大な種類が存在

し、それらの極性が大きく異なるため、単一の測定手法で全ての代謝物を網羅

的に測定することは極めて困難である。中でも脂質代謝物は、構造異性体を含

めて分子種の多様性が非常に富んでいることから、網羅的測定手法（脂質メタ

ボローム解析手法）が十分に確立されていない状況にあった。 

 

第一章において、LTQ Orbitrap および C30 RPLC を用いたリン脂質網羅的測

定系を構築した。LTQ Orbitrap による精密質量と構造情報の取得によりサブク

ラスレベルでの正確な分子種同定が可能となり、更には C30 RPLC により構造

異性体を明瞭に分離することで各分子種の定量情報を得ることを可能とした。

このように、本法はサブクラスレベルでのリン脂質一斉分析が可能であり、生

体サンプル中のリン脂質プロファイルの解明に極めて有効な手法と言える。今

後、本手法を様々な疾患試料に適用することで、それらの機序の解明やバイオ

マーカー探索に寄与することが期待される。 

 

第二章においては、上述の脂質メタボローム解析手法を応用して、高網羅的

脂質メタボローム解析手法を構築し、健常ヒト血中脂質代謝物に関する基盤的

情報を得ると共にその機序を考察した。得られた知見より、脂質バイオマーカ

ー探索における留意点、およびバイオマーカー候補選択に関する指針を示した。

脂質バイオマーカー探索において、絶食検体の血漿が望ましいことを明らかに

し、SMs および TGs などの代謝物が、脂質バイオマーカー探索における検体
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背景に基づく交絡因子となり得ることを示した。更に、血液試料の反復凍結融

解により、大半の脂質代謝物レベルが減少することを明らかにし、試料の保管

の際には予め試料を分注するなど、凍結融解を避ける必要性があることを示し

た。 

また、脂質代謝物のみならず、血中親水性代謝物に関してもメタボローム解

析を行った。親水性代謝物バイオマーカー探索には、血清・血漿試料の何れも

用いることは可能であるが、反復凍結融解における安定性の影響を考慮すると

血清が望ましいことが示唆された。また、5α-pregnane-3β, 20α-diol disulfate など

の黄体ホルモン類が、バイオマーカー探索時における交絡因子となり得ること

を示した。更に、同一試料背景内の代謝物レベルの個体差を明らかにし、性差・

年齢差のみならず、個体差も小さい代謝物がバイオマーカー候補として望まし

いと考えられた。 

 

本研究において、これまで十分に確立されていなかったリン脂質網羅的解析

手法の構築を行い、生体サンプル中のリン脂質プロファイルの解明に有用な手

法を確立した。更には、上述の手法を応用し、高網羅的脂質メタボローム解析

手法を構築した。本脂質メタボローム解析および親水性代謝物を対象としたメ

タボローム解析を行うことにより、健常ヒト血中代謝物に関する基盤的情報を

解明し、血中代謝物バイオマーカーの臨床適用に関する評価要件の指針を提示

した。これらの知見は、バイオマーカーとしての分子選択や試料の取り扱いに

おいて有益な知見であり、将来のバイオマーカー探索・検証のガイドライン案

の作成に大いに資するものと考えられる。 
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