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略称 

ABCA1  (Adenosine triphosphate-binding  アデノシン三リン酸結合カセ 

cassette transporter)   ット輸送体 

ABPR  (Active back pressure regulator)  背圧制御装置 

ACAT  (Acyl-coenzyme A cholesterol  アシル補酵素 Aコレステロー 

acyltransferase)    ルアシルトランスフェラーゼ 

ACP  (Acyl-carrier protein)   アシルキャリアータンパク質 

ADP  (Adenosine diphosphate)   アデノシン二リン酸 

Apo  (Apolipoprotein)    アポリポタンパク質 

APOBEC (Apolipoprotein B-100 RNA editing アポリポタンパク質 B mRNA 

catalytic subunit)    編集触媒サブユニット 

ATP  (Adenosine triphosphate)   アデノシン三リン酸 

BEH  (Ethylene bridged hybrid)   エチレン架橋型ハイブリッド 

bHLH-Zip (basic helix-loop-helix leucine zipper) 塩基性へリックス-ループ-へ 

リックス-ロイシンジッパー 

cAMP  (cyclic adenosine monophosphate)  環状アデノシン一リン酸  

CDP-DAG (Cytidine diphosphate diacylglycerol) シチジン二リン酸ジアシルグ 

       リセロール 

CE  (Cholesterol ester)   コレステロールエステル 

Cer  (Ceramide)    セラミド 

CETP  (Cholesterol ester transfer protein)  コレステロールエステル転送 

タンパク質 

CM  (Chylomicron)    カイロミクロン 

CoA  (Coenzyme A)    補酵素 A 

COPII  (Coat protein complex II)   コートタンパク質複合体 II 

COX  (Cyclooxygenase)   シクロオキシゲナーゼ 

CVD  (Cardiovascular disease)   心血管疾患 

DAG  (Diacylglycerol)    ジアシルグリセロール 

DEA  (Diethylamine)    ジエチルアミン 

DI  (Direct infusion)    ダイレクトインフュージョン 

ELISA  (Enzyme-linked immunosorbent assay) 酵素結合免疫吸着検定法 

ESI  (Electrospray ionization)   エレクトロスプレーイオン化 
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       法 

FA  (Fatty acid)    脂肪酸 

FAD  (Flavin adenine dinucleotide)  フラビンアデニンジヌクレオ 

       チド 

FAS  (Fatty acid synthase)   脂肪酸合成酵素 

FFA  (Free fatty acid)    遊離脂肪酸 

GTP  (Guanosine triphosphate)   グアノシン三リン酸 

G3P  (Glycerol 3-phosphate)   グリセロール 3-リン酸 

G3PAT  (Glycerol 3-phosphate acyl transferase) グリセロール 3-リン酸アシル 

       トランスフェラーゼ 

HDL  (High density lipoprotein)   高密度リポタンパク質 

HDL-C  (High density lipoprotein-cholesterol) 高密度リポタンパク質コレス 

テロール 

HILIC  (Hydrophilic interaction chromatography) 親水性相互作用クロマトグラ 

フィー 

HMG-CoA (Hydroxymethylglutaryl-CoA)  ヒドロキシメチルグルタリル 

IDL  (Intermediate density lipoprotein)  中間密度リポタンパク質 

INSIG  (Insulin inducing gene)   インスリン誘導遺伝子 

IP3  (Inositol trisphosphate)   イノシトール 3リン酸 

LCAT  (Lecithin cholesterol acyltransferase) レシチンコレステロールアシ 

       ルトランスフェラーゼ 

LDL  (Low density lipoprotein)   低密度リポタンパク質 

LDL-C  (Low density lipoprotein-cholesterol) 低密度リポタンパク質コレス 

       テロール 

LOD  (Limit of detection)   検出限界 

LOQ  (Limit of quantitation)   定量限界 

LOX  (Lipoxygenase)    リポキシゲナーゼ 

LPA  (Lysophosphatidic acid)   リゾホスファチジン酸 

LPAAT  (Lysophosphatidic acid acyl transferase) リゾホスファチジン酸アシル 

トランスフェラーゼ 

LPC  (Lysophosphatidylcholine)  リゾホスファチジルコリン 

LPE  (Lysophosphatidylethanolamine)  リゾホスファチジルエタノー 

ルアミン 
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LPG  (Lysophosphatidylglycerol)  リゾホスファチジルグリセロ 

       ール 

LPI  (Lysophosphatidylinositol)  リゾホスファチジルイノシト 

ール 

LPL  (Lipoprotein lipase)   リポタンパク質リパーゼ 

LPS  (Lysophosphatidylserine)   リゾホスファチジルセリン 

LXR  (Liver x receptor)   肝臓 X受容体 

MAG  (Monoacylglycerol)   モノアシルグリセロール 

MRM  (Multiple reaction monitoring)  多重反応モニタリング 

mRNA  (messenger Ribonucleic acid)  メッセンジャーリボ核酸 

NAD  (Nicotinamide adenine dinucleotide) ニコチンアミドアデニンジヌ 

       クレオチド 

NO  (Nitric oxide)    一酸化窒素 

NPLC  (Normal phase liquid chromatography) 順相液体クロマトグラフィー 

PA  (Phosphatidic acid)   ホスファチジン酸 

PC  (Phosphatidylcholine)   ホスファチジルコリン 

PCA  (Principal component analysis)  主成分分析 

PE  (Phosphatidylethanolamine)  ホスファチジルエタノールア 

       ミン 

PG  (Phosphatidylglycerol)   ホスファチジルグリセロール 

PGD2  (Prostaglandin D2)   プロスタグランジン D2 

PGE2  (Prostaglandin E2)   プロスタグランジン E2 

PGF2α  (Prostaglandin F2α)   プロスタグランジン F2α 

PGG2  (Prostaglandin G2)   プロスタグランジン G2 

PGH2  (Prostaglandin H2)   プロスタグランジン H2 

PGI2  (Prostaglandin I2)   プロスタグランジン I2 

PI  (Phosphatidylinositol)   ホスファチジルイノシトール 

PLA2  (Phospholipase A2)   ホスホリパーゼ A2 

PLC  (Phospholipase C)   ホスホリパーゼ C 

PS  (Phosphatidylserine)   ホスファチジルセリン 

QC  (Quality control)    品質管理 

QqQ-MS (Triple quadrupole mass spectrometry) 三連四重極型質量分析 

Q-TOF-MS (Quadrupole-time of flight mass  飛行時間型質量分析 
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spectrometry)     

RNA  (Ribonucleic acid)   リボ核酸 

RPLC  (Reverse phase liquid chromatography) 逆相液体クロマトグラフィー 

RSD  (Relative standard deviation)  相対標準偏差 

RT  (Retention time)    保持時間 

SCAP  (Sterol regulatory element-binding  ステロール調節配列結合タン 

  protein cleavage-activating protein) パク質切断活性化タンパク質 

SCF  (Supercritical fluid)   超臨界流体 

SFC  (Supercritical fluid chromatography) 超臨界流体クロマトグラフィ 

       ー 

SM  (Sphingomyelin)    スフィンゴミエリン 

S/N  (Signal-to-noise)    信号雑音比 

SPT  (Serine palmitoyltransferase)  セリンパルミトイルトランス 

フェラーゼ 

SREBP  (Sterol regulatory element-binding  ステロール調節配列結合タン 

protein)     パク質 

S1P  (Sphingosine-1-phosphate)  スフィンゴシン-1-リン酸 

TAG  (Triacylglycerol)    トリアシルグリセロール 

TCA  (Tricarboxylic acid)   トリカルボン酸 

TXA2  (Thromboxane A2)   トロンボキサン A2 

VLCFA  (Very long chain fatty acid)  極長鎖脂肪酸 

VLDL  (Very low density lipoprotein)  超低密度リポタンパク質 

WHHLMI rabbit (Myocardial infarction-prone Watanabe 心筋梗塞発症遺伝性高脂血症 

heritable hyperlipidemic rabbit)  ウサギ 

1-AA  (1-aminoanthracene)   1-アミノアントラセン 

2-EP  (2-ethylpyridine)    2-エチルピリジン 

2-PIC  (2-picolylamine)    2-ピコリルアミン 
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第 1 章 緒論 

1. 脂質の分類と代謝 

1‒1. 脂質とは 

 「脂質はカロリーが高く，肥満の原因にもなるため，できるだけ摂取をしない方が

よい」．年に数回の定期健康診断の結果に一喜一憂し，このように考えている人は多

いのではないか．しかし，脂質の役割はそれだけではない．脂質は生体膜の構成成分，

エネルギー貯蔵物質，細胞内や細胞間のシグナル伝達として機能する重要な生体内代

謝物の一つである 1‒3)．脂質は大きく分けて 3 種類に分類することができ，これらは

単純脂質，複合脂質，誘導脂質と呼ばれている 4,5)．単純脂質はアルコール (グリセリ

ン，スフィンゴシン，ステロール) と脂肪酸がエステル結合あるいはアミド結合した

脂質を指し，中性脂質 (Monoacylglycerol, MAG; Diacylglycerol, DAG; Triacylglycerol, 

TAG) やコレステロールエステル (Cholesterol ester, CE)，セラミド (Ceramide, Cer) な 

 

 

図 1 脂質の分類 
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どが挙げられる．複合脂質はさらにリン酸や糖を含む脂質で，大きく分けてリン脂質

と糖脂質が存在する．一般的にグリセリンまたはスフィンゴシンが骨格となり，骨格

の違いに応じてリン脂質はグリセロリン脂質とスフィンゴリン脂質に，糖脂質はグリ

セロ糖脂質とスフィンゴ糖脂質に分類される．グリセロリン脂質は極性ヘッドグルー

プの違いによりホスファチジルコリン (Phosphatidylcholine, PC) やホスファチジルエ

タノールアミン (Phosphatidylethanolamine, PE)，ホスファチジルグリセロール (Phos- 

phatidylglycerol, PG)，ホスファチジン酸 (Phosphatidic acid, PA)，ホスファチジルイノ

シトール (Phosphatidylinositol, PI)，ホスファチジルセリン (Phosphatidylserine, PS) の

6 種類が存在する．一方，誘導脂質は単純脂質や複合脂質から加水分解によって誘導

される脂質で，遊離脂肪酸やステロイド,  カロテノイドなどが挙げられる (図 1)． こ

のように，PC や TAGなど骨格の違いにより分類された脂質の種類のことは脂質クラ

スと呼ばれている．それぞれの骨格には多種の脂肪酸が結合することから，理論的に

は 10000種類以上にもおよぶ脂質分子が存在すると言われている 6)．また，脂肪酸と

脂質クラスの代謝が絡み合い，これらの酵素は細胞内での局在箇所・反応場が異なる

ため，非常に複雑で多彩な代謝経路を持つ化合物である．本節では細胞内における脂

肪酸や脂質クラスの代謝，そして脂質がエネルギー貯蔵物質やシグナル伝達物質とし

て機能し，5大栄養素の一つである所以をそれぞれ概説する． 

 

1‒2. 脂肪酸の合成 

動物細胞内の脂肪酸は，脂肪酸合成酵素 (Fatty acid synthase, FAS) により生体内で

合成されたもの，あるいは食事により摂取したものに由来する．生体内での脂肪酸合

成は，炭水化物由来のグルコースやタンパク質由来のアミノ酸から代謝されたアセチ

ル補酵素 A (Coenzyme A, CoA) から開始される．ミトコンドリアのクエン酸回路 

(Tricarboxylic acid cycle, TCA cycle) において，クエン酸シンターゼによりオキサロ酢

酸とアセチル CoA から合成されたクエン酸は，トリカルボン酸輸送系と呼ばれる担

体タンパク質によりミトコンドリアから細胞質へと輸送され，アデノシン三リン酸-

クエン酸リアーゼによりアセチル CoA へと変換される (図 2)．アセチル CoA はアセ

チル CoAカルボキシラーゼによりマロニル CoAへと合成され，アシルキャリアータ

ンパク質 (Acyl-carrier protein, ACP) と FAS により，縮合，還元，脱水，還元の 4段階

の反応を繰り返し行うことで炭素数を二つずつ伸長させ，最終的にパルミチン酸 

(C16:0) を生産する 7) (図 3)．以上のように，炭素鎖長が 16までの脂肪酸の合成は，
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FAS によって ACP のセリン残基に付加したホスホパンテテイン基と結合したアシル

ACP の状態で反応が進む． 

 

 

図 2 生体内における脂肪酸の合成 

VLCFA (very long chain fatty acid), 極長鎖脂肪酸． 

 

一方で，炭素鎖長が 18 以上の長鎖脂肪酸の合成は，極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体

によってアシル CoA の状態で進行する (図 3)．CoAはホスホパンテテイン基と 3’-ホ

スホアデノシン二リン酸から構成されているため，アシル ACP およびアシル CoAは

ともにホスホパンテテイン基とチオエステル結合している点は同じである．細胞質で

合成されたパルミチン酸 (C16:0) はパルミトイル CoA (C16:0) に変換後，小胞体膜へ

と輸送され，そこで極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体によりステアロイル CoA (C18:0) へ

と合成される 8)．また，パルミトイル CoA (C16:0) やステアロイル CoA (C18:0) は，

カルボキシル基から 9 番目の炭素を不飽和化する酵素である Δ9 不飽和化酵素により

二重結合が導入され，パルミトレオイル CoA (C16:1, n-7) やオレイル CoA (C18:1, n-9) 

へと変換される 8)．ステアロイル CoA (C18:0) より長鎖の飽和脂肪酸やオレイル CoA 

(C18:1, n-9) より長鎖の一価不飽和脂肪酸は，同様に極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体に

より次々と産生される (図 2)． 
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図 3 4 段階反応による脂肪酸の伸長 

C16 までの脂肪酸合成は多機能酵素複合体である FAS によって各段階を触媒されて

いる． 

 

ヒトを含む動物では Δ12不飽和化酵素や Δ15不飽和化酵素をもたないため，オレイ

ルCoA (C18:1, n-9) からリノレオイルCoA (C18:2, n-6) や α-リノレノイルCoA (C18:3, 

n-3) へ変換することはできない．したがって，それらを合成することができるその他

の生物を食物として摂取する必要がある．このような脂肪酸のことを必須脂肪酸と呼

ぶ．リノール酸 (C18:2, n-6) は脂肪酸の末端炭素から 6番目の炭素に二重結合がある

ことから，多価不飽和脂肪酸の中でもオメガ-6 (n-6) 脂肪酸と呼ばれる．体外から摂

取されたリノール酸 (C18:2, n-6) はアシル CoA 合成酵素によりリノレオイル CoA 

(C18:2, n-6) に変換され，Δ6 不飽和化酵素により γ-リノレノイル CoA (C18:3, n-6) へ

と変換され，極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体によりジホモ γ-リノレノイル CoA (C20:3, 

n-6) になる．さらに，Δ5不飽和化酵素によりアラキドノイル CoA (C20:4, n-6) へと

変換されると，極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体による二度の伸長と Δ6 不飽和化酵素に

よる不飽和化，さらにペルオキシソームでの β酸化により炭素数が 2つ減少すること

で (4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z)-ドコサペンタエノイル CoA (C22:5, n-6) が合成される 8) (図

4)．一方，α-リノレン酸 (C18:3, n-3) は脂肪酸の末端炭素から 3番目の炭素に二重結

合があることから，多価不飽和脂肪酸の中でも n-3 脂肪酸と呼ばれ，n-6 脂肪酸と同

様の代謝を受ける．体外から摂取された α-リノレン酸 (C18:3, n-3) はアシル CoA 合

成酵素により α-リノレノイル CoA (C18:3, n-3) に変換され，Δ6不飽和化酵素によりス

テアリドノイル CoA (C18:4, n-3) へと変換され，極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体により 

(8Z, 11Z, 14Z, 17Z)-エイコサテトラエノイル CoA (C20:4, n-3) になる．さらに，Δ5不

飽和化酵素により (5Z, 8Z, 11Z, 14Z, 17Z)-エイコサペンタエノイル CoA (C20:5, n-3) 

へと変換されると，極長鎖脂肪酸伸長酵素複合体による二度の伸長と Δ6 不飽和化酵



- 11 - 

 

素による不飽和化，さらにペルオキシソームでの β酸化により炭素数が 2つ減少する

ことで (4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 19Z)-ドコサヘキサエノイル CoA (C22:6, n-3) が合成さ

れる 8,9) (図 4)． 

 

 

図 4 生体内における多価不飽和脂肪酸の合成 

 

1‒3. 脂肪酸の分解 

ホルモン感受性リパーゼの作用によって脂肪滴に貯蔵された TAG が加水分解して

生じた脂肪酸は β酸化と呼ばれる脂肪酸の分解を繰り返すことで効率よくアデノシン

三リン酸 (Adenosine triphosphate, ATP) を産生することができる．アシル CoAはミト

コンドリア内膜を透過することができないため，カルニチンアシル基転移酵素により

アシルカルニチンに変換することでミトコンドリアの膜内へと透過される．アシル

CoAは 1回の β酸化により脂肪酸の炭素数が 2つ減少したアシルCoAとアセチルCoA

を 1分子ずつ産出する (図 5)．例えばパルミチン酸からは β酸化を 7回繰り返すこと

で，最終的にアセチル CoA が 8 分子産生される．β 酸化により産生されたアセチル

CoAは TCA回路によりグアノシン三リン酸 (Guanosine triphosphate, GTP)，還元型ニ

コチンアミドアデニンジヌクレオチド (Nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)，還
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元型フラビンアデニンジヌクレオチド (Flavin adenine dinucleotide, FADH2) を生成す

る．TCA経路では，スクシニル CoAからコハク酸に代謝される過程で 1分子の GTP，

イソクエン酸からオキサロコハク酸，α-ケトグルタル酸からスクシニル CoA，L-リン

ゴ酸からオキサロ酢酸に代謝される過程で 3分子の NADH，コハク酸からフマル酸に

代謝される過程で 1分子のFADH2が産生される．電子伝達系において，1分子のNADH

からは 2.5分子の ATP，1分子の FADH2からは 1.5分子の ATP を獲得することができ

る 10) ため，1 分子のアセチル CoA からは 10 分子の ATP を獲得することができる．

したがって，TCA 回路により 8 分子のアセチル CoA から獲得できる ATP は 80 分子

である．また，1 回の β酸化からは，アシル CoA からエノイル CoA に代謝される過

程で 1分子の FADH2，3-ヒドロキシアシル CoAから 3-ケトアシル CoAに代謝される

過程で 1分子の NADH が産生される 11) ため，パルミチン酸が 7回の β酸化を繰り返

すことで獲得できる ATP は 28分子である．パルミチン酸がパルミトイル CoAに活性

化されるときに 2分子の ATP が消費されるため，パルミチン酸 1分子の β酸化で産生

できる ATP は 106分子である (図 5)． 

 

 

図 5 パルミチン酸 (C16:0) の分解によるエネルギーの獲得 

 

一方，天然にはシス型の脂肪酸が大半を占めるため，二重結合を持つ不飽和脂肪酸

を分解するためには，途中でトランス型の脂肪酸へと変換する β酸化以外の補助経路
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が必要となる．奇数位に二重結合を持つ場合，Δ3 位にシス型の二重結合を持つアシ

ル CoAに分解されるまで β酸化が繰り返される．Δ3位にシス型の二重結合を持つア

シルCoAはΔ3,Δ2-エノイルCoA異性化酵素によりΔ2位にトランス型の二重結合を持

つアシル CoAへと変換され 12)，β酸化により再び分解される．一方，偶数位に二重結

合を持つ場合，Δ4位にシス型の二重結合を持つアシル CoAはアシル CoA脱水素酵素

により Δ2 位にトランス型，Δ4 位にシス型の二重結合を持つアシル CoA へと変換さ

れ，2,4-ジエノイル-CoA 異性化酵素により Δ3 位にトランス型の二重結合を持つアシ

ル CoA へと変換される 13)．この脂肪酸は Δ3,Δ2-エノイル CoA 異性化酵素により Δ2

位にトランス型の二重結合を持つアシル CoA へと変換され 12)，β酸化により再び分解

される．このように，脂肪酸は生体内におけるエネルギー源として非常に優れており，

エネルギーとして使用されない場合は脂肪組織で TAGとして貯蔵される． 

 

1‒4. グリセロリン脂質の代謝 

 生体膜の構成成分であるグリセロリン脂質は，解糖系で合成されるグリセロール 3-

リン酸 (Glycerol 3-phosphate, G3P) から代謝が開始される．G3P 脱水素酵素によりジ

ヒドロキシアセトンリン酸から代謝された G3P は，G3P アシル基転移酵素 (Glycerol 

3-phosphate acyl transferase, G3PAT) によって sn-1位がアシル化されることでリゾホス

ファチジン酸 (Lysophosphatidic acid, LPA) へと代謝され，さらに LPA アシル基転移酵

素 (LPA acyl transferase, LPAAT) によって sn-2位がアシル化されることで PAへと代

謝される 14)．PA からは DAG とシチジン二リン酸ジアシルグリセロール (Cytidine 

diphosphate diacylglycerol, CDP-DAG) に代謝されることで 2つに分岐される．DAGか

らは PC と PE に代謝され，いずれも PS へと代謝される．ほかにも，DAG から TAG

へと変換される経路も存在する．一方，CDP-DAGからは PS や PI，PGへと代謝され，

PG からはさらにカルジオリピンへと変換される．この一連の代謝経路はケネディー

経路と呼ばれ，グリセロリン脂質の生合成経路として広く知られている 15)．しかし，

DAG や CDP-DAG より下流の代謝経路では，sn-3 位に存在する極性ヘッドグループ

の変化のみであり，sn-1位や sn-2位に存在する脂肪酸自体は変化しないため，ケネデ

ィー回路のみではグリセロリン脂質に結合している脂肪酸側鎖の多様性について説

明することができなかった．その後，生合成されたグリセロリン脂質の脂肪酸側鎖を

入れ替えるリモデリング経路としてランズ経路の存在が明らかとなり，この疑問の解

決に至った 16)．ケネディー経路で合成されたグリセロリン脂質はホスホリパーゼ A2 

(Phospholipase A2, PLA2) によって sn-2位の脂肪酸側鎖が加水分解され，リゾリン脂質
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が生成される．これらのリゾリン脂質はアシル基転移酵素によって sn-2位が再度アシ

ル化されることで，様々な脂肪酸側鎖を持つグリセロリン脂質が合成される 17)．この

ように，グリセロリン脂質はケネディー経路とランズ経路により多様に存在し，生体

膜の構成成分としての機能を果たすと考えられている (図 6)． 

 

 

図 6 グリセロリン脂質の生合成経路 

R1と R2は脂肪酸のアルキル基を示す． 

 

1‒5. 脂質メディエーターの代謝 

 細胞膜リン脂質は PLA2により各種脂肪酸が切り出され，脂質メディエーターと呼

ばれる生理活性物質に代謝される．急性炎症期では血管透過性が亢進することで血漿

成分が局所に漏出し，好中球が血管外遊走を介して炎症局所へと集まる．炎症局所へ

浸潤した好中球は組織に侵入した細菌や侵襲物を貪食し，活性酸素やタンパク質分解

酵素により分解することで排除する．その後，炎症局所へ浸潤したマクロファージは

好中球を貪食し，自身でアポトーシスを引き起こすか，血漿とともにリンパ管から除
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去されることで炎症が収束する．この一連の炎症過程において，オメガ 6脂肪酸であ

るアラキドン酸 (C20:4, n-6) からシクロオキシゲナーゼ (Cyclooxygenase, COX) や

リポキシゲナーゼ (Lipoxygenase, LOX) により産生されるエイコサノイド (プロスタ

グランジンやロイコトリエン) が中心的役割を果たすことが知られている 18,19)． 

COX にはシクロオキシゲナーゼ活性部位とペルオキシダーゼ活性部位が存在し，

前者はアラキドン酸からプロスタグランジンG2 (Prostaglandin G2, PGG2)，後者は PGG2

から PGH2を産生する．さらに，PGH2からは特異的な合成酵素により血小板や好中球

などで各種プロスタグランジン (PGD2, PGE2, PGF2α) やプロスタサイクリン (PGI2)，

トロンボキサン (Thromboxane A2, TXA2) へと変換され，細胞膜に存在する特異的な

受容体 (Type D prostanoid receptor, DP; EP1~EP4; FP: IP; TP) と結合することでそれぞ

れ異なる生理活性を示す 20,21)．例えば PGE2は血管拡張作用により血流を増大させる

ことで発赤や熱感を引き起こす．また，マスト細胞に存在する EP3 受容体に作用する

ことでマスト細胞を活性化させ，脱顆粒により放出されたヒスタミンが血管透過性を

亢進させることで腫脹を引き起こす 22)．一方，このような炎症惹起作用以外にも胃の

粘膜保護作用などをもたらすことが報告されている．PGI2と TXA2は両者の拮抗作用

を介することで血行動態の恒常性の維持に重要な役割を果たす 23)．主に血管内皮細胞

で産生される PGI2は血小板に存在する IP に結合し，アデニル酸シクラーゼを活性化

させることで血小板内の環状アデノシン一リン酸 (cyclic Adenosine monophosphate, 

cAMP) の濃度を上昇させる．さらに，cAMP により活性化された cAMP 依存性タン

パク質リン酸化酵素は種々のタンパク質をリン酸化させることで血小板の機能を抑

制させる．一方，血小板で産生された TXA2は血小板から放出され，オートクライン

的に血小板の活性化を増幅させる．血小板から脱顆粒した物質は血小板の特異的な受

容体に結合し，ホスホリパーゼ C (Phospholipase C, PLC) を活性化させることでイノ

シトール 3リン酸 (Inositol trisphosphate, IP3) の産生を高める．IP3は小胞体に存在す

る IP3受容体に結合することで小胞体からカルシウムを放出させ，細胞内カルシウム

濃度を上昇させる．これにより PLA2が活性化され，TXA2が合成される．PGI2と TXA2

は互いに拮抗し，両者のバランスにより血小板の機能は調整されている 23)． 

 好中球や単球，マクロファージなど，骨髄由来の白血球で発現量の多い 5-LOX は

5‒リポキシゲナーゼ活性化タンパク質 (5-Lipoxygenase activating protein, FLAP) によ

り活性化され，アラキドン酸から 5-ヒドロぺルオキシエイコサテトラエン酸を経てロ

イコトリエン A4 (Leukotriene A4, LTA4) を産生する．さらに，LTA4加水分解酵素存在

下ではロイコトリエン B4 (Leukotriene B4, LTB4) へと変換される 24)．このようにロイ

コトリエンは急性炎症の早期に産生され，気管支の収縮作用や白血球の遊走の促進な
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どといった生理活性を示す．その後，PGD2や PGE2は上皮作用に作用してマクロファ

ージの 15-LOX を誘導し，アラキドン酸から 15-ヒドロペルオキシエイコサテトラエ

ン酸を経てリポキシンA4 (Lipoxin A4, LXA4) やリポキシンB4 (Lipoxin B4, LXB4) が産

生される．リポキシンは好中球の遊走を抑制するほか，マクロファージの遊走を活性

化させることで炎症の収束を誘導する 25)．また，リポキシンは LTA4からも産生され

ることが報告されている．通常，LTA4は加水分解酵素存在下で LTB4へと変換される

が，炎症部位に血小板が浸透することで，血小板で発現量の多い 12-LOX が作用し，

LXA4や LXB4へと変換される． 

さらに近年，代表的なオメガ 3脂肪酸であるエイコサペンタエン酸 (C20:5, n-3) や

ドコサヘキサエン酸 (C22:6, n-3) からレゾルビンやプロテクチンといった強力な炎

症収束作用を有するメディエーターを産生することが新たに報告され，炎症の収束が

能動的に行われていることが認識されはじめている 26,27) (図 7)．エイコサペンタエン

酸 (C20:5, n-3) は血管内皮細胞でアスピリンによってアセチル化された COX-2 ある

いは微生物由来のシトクロム P450 によって 18R-ヒドロキシエイコサペンタエン酸へ 

 

 

図 7 脂質メディエーターの産生経路 

HEPE (hydroxyeicosapentaenoic acid)，ヒドロキシエイコサペンタエン酸；H(p)DHA 

(hydroperoxydocosahexaenoic acid)，ヒドロペルオキシドコサヘキサエン酸，H(p)ET- 

E (hydroperoxyeicosatetraenoic acid), ヒドロペルオキシエイコサテトラエン酸． 
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と変換され，さらに活性化された好中球の 5-LOXによりレゾルビン E1が産生される．

レゾルビン E1 は好中球の浸潤を抑制するほか，単球の血管外への遊出を促進するこ

とでマクロファージが好中球を貪食する作用を促進させ，マクロファージのリンパ管

からの除去を促進する作用を持つ．一方，ドコサヘキサエン酸 (C22:6, n-3) からはア

セチル化された COX-2あるいは 15-LOXにより 17-ヒドロぺルオキシドコサヘキサエ

ン酸に変換され，さらに 5-LOXによりレゾルビン Dが産生される．また，17-ヒドロ

ぺルオキシドコサヘキサエン酸はエポキシド中間体を経てプロテクチン D1 へと変換

される．プロテクチン D1 は好中球の浸潤を抑制したり，マクロファージの貪食を促

進させたりするほか，神経細胞の保護作用を持つ．このように，脂質メディエーター

は細胞膜のリン脂質から切り出された脂肪酸から産生されるが，いずれも蓄積されず

に速やかに細胞外へと放出され，局所で生物活性を発揮する．また，細胞外に放出さ

れた脂質メディエーターはすぐに不活性型へと変換されるため，半減期は非常に短い

ことが特徴である． 

 

1‒6. スフィンゴ脂質の代謝 

スフィンゴ脂質はグリセロリン脂質同様に生体膜の構成成分として機能するほか，細

胞内外のシグナル伝達物質として機能を果たすことが明らかになってきている 28)．ス

フィンゴ脂質の代謝は，セリンパルミトイル転移酵素 (Serine palmitoyltransferase, 

SPT) によって L-セリンとパルミトイル CoA が縮合反応し，3-ケトジヒドロスフィン

ゴシンへと代謝されることで開始される．3-ケトジヒドロスフィンゴシンからはジヒ

ドロスフィンゴシンに還元され，アミノ基が脂肪酸とアミド結合することでジヒドロ

セラミドを形成する．さらにジヒドロセラミドの塩基の部分に不飽和化酵素により二

重結合が形成されることで Cerへと代謝される．Cerからはヒドロキシ基に糖が付加

したスフィンゴ糖脂質やホスホコリンが付加したスフィンゴミエリン (Sphingomye- 

lin, SM) のほか，加水分解によりスフィンゴシンへと代謝される．Cer の合成までは

小胞体で行われるものの，Cer からスフィンゴシンの代謝に必要なセラミダーゼの活

性は小胞体膜上では弱いため，de novo 合成により産生されたセラミドからは直接代

謝されない．小胞体からゴルジ体へ輸送された Cerはスフィンゴミエリン合成酵素に

より SM へと代謝される．一方，スフィンゴミエリナーゼによって SM から生成され

た Cerは，リソソームもしくは細胞膜でセラミダーゼにより加水分解されることでス

フィンゴシンへと代謝され，最終的にスフィンゴシンキナーゼによるリン酸化を経て

スフィンゴシン-1-リン酸 (Sphingosine-1-phosphate, S1P) へと代謝される．この一連の
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代謝過程はスフィンゴミエリンサイクルと呼ばれている 29)．S1P は小胞体に局在して

いる S1P ホスファターゼによる脱リン酸化もしくは S1P リアーゼによる分解を受け，

それぞれスフィンゴシンとヘキサデセナールを経て，スフィンゴ脂質もしくはグリセ

ロリン脂質へと代謝される．S1P リアーゼ経路を介したグリセロリン脂質への代謝は

古くから知られていたが，近年これらの代謝に関与する酵素が発見され，S1P がヘキ

サデセン酸，ヘキサデセノイル CoAを介し，パルミトイル CoA へと代謝される機構

が明らかとなった 30) (図 8)． 

 

 

図 8 スフィンゴ脂質の生合成経路 

 

1‒7. コレステロールの代謝 

コレステロールは脂肪酸と同様にアセチル CoA から代謝が開始され，多段階の反

応を経て合成される．2 分子のアセチル CoA は縮合することでアセトアセチル CoA

を生成し，3 分子目のアセチル CoA とアセトアセチル CoA の縮合と加水分解により
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3-ヒドロキシ-3-メチルグリタリル CoA (Hydroxymethylglutaryl-CoA, HMG-CoA) へと

代謝される．HMG-CoA は HMG-CoA還元酵素によってアルデヒド中間体を経てメバ

ロン酸へと還元される．メバロン酸は二度のリン酸化によりメバロン酸 5-二リン酸へ

と変換され，第三級ヒドロキシ基のリン酸化と，次いでリン酸イオンの脱離と脱炭酸

によりイソペンテニル二リン酸へと変換される．イソペンテニル二リン酸は異性化酵

素によりジメチルアリル二リン酸へと異性化され，2 分子のイソペンテニル二リン酸

との結合反応によりファルネシル二リン酸が生成される．ファルネシル二リン酸は還

元的二量化によりスクアレンを生成し，さらに環化を経てラノステロールを生成する．

ラノステロールは三度に渡る脱メチル化，異性化酵素などによる二重結合の移動，還

元酵素による二重結合の還元を経て最終的にコレステロールへと代謝される 31) (図 9)． 

 

 

図 9 コレステロールの生合成経路 

 

コレステロールは細胞膜の構成成分として機能し，細胞内コレステロール濃度を厳

密に制御することは，細胞における機能の恒常性を維持するために必要不可欠である．

細胞内のコレステロール濃度が十分に存在しない時，脂質合成酵素群の遺伝子発現を

亢進させる転写因子としてステロール調節配列結合タンパク質  (Sterol regulatory 

element-binding protein, SREBP) が発見された 32)．SREBP は 3種類のアイソフォーム
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が存在し，これらは SREBP-1a，SREBP-1c，SREBP-2 と呼ばれる．SREBP はいずれ

も約 1100 アミノ酸から構成され，分子量も約 120 kDa にもおよぶ．N 末端には酸性

アミノ酸を多く含む転写活性化領域，その後方には転写因子の機能に必須な塩基性へ

リックス-ループ-へリックス-ロイシンジッパー (basic helix-loop-helix leucine zipper, 

bHLH-Zip) 領域を持つ．さらに後方には二箇所の膜貫通領域を持ち，これにより小胞

体では N 末端と C 末端の両側が細胞膜に突き出す形で存在する．SREBP は小胞体膜

で 8回の膜貫通領域を持つ SREBP 切断活性化タンパク質 (SREBP cleavage-activating 

protein, SCAP) と C 末端側同士で結合し，二量体を形成する．充分なコレステロール

濃度が維持されていると，SCAP に存在するステロールセンシングドメインにコレス

テロールが結合し，構造変化した SCAPをインスリン誘導遺伝子 (insulin inducing gene, 

INSIG) が認識することで三量体を形成する．これにより SREBPは不活性型として小

胞体に留まることができる．しかし，細胞内コレステロール濃度が不足すると INSIG

との三量体の形成は抑制され，SREBP-SCAP複合体はコートタンパク質複合体 II (coat 

protein complex II, COPII) 小胞によりゴルジ体へと輸送される．セリンプロテアーゼ

である第 1切断酵素 (site 1 protease, S1P) は SREBPの二箇所の膜貫通領域の間のルー

プ部位を切断する．二分割された SREBP の N末端側は少しだけ構造を変化させ，さ

らにメタロプロテアーゼである第2切断酵素 (site 2 protease, S2P) により切断される．

プロセシングにより SREBP は N 末端側の約 500 アミノ酸となり，分子量は 70 kDa

程度にまで減少する．活性化された SREBP は核へと移行し，脂質合成酵素群の遺伝

子発現を亢進させることで機能を発揮する (図 10)． 

 

 

図 10 SREBP による脂質合成の活性化 

(A) SREBP の構造 (B) SREBP のプロセシング機構 

それぞれの領域において豊富に含まれているアミノ酸を記した． 
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SREBP-1c は主に脂肪酸合成の制御，SREBP-2 は主にコレステロール合成の制御を

行い，これらは独立して制御されている．核内受容体ファミリーの一員である肝臓 X

受容体 (liver x receptor, LXR) は酸化コレステロールをリガンドとして活性化される

受容体である 33)．細胞内でコレステロールが過剰に存在すると，酸化コレステロール

の濃度は上昇し，LXR は活性化される．これにより SREBP-1c の発現が上昇すると，

脂肪酸合成を亢進し，遊離コレステロールを CE に変換することで貯蔵する．一方，

酸化コレステロール濃度が上昇すると INSIG と結合し，SREBP-2 は三量体を形成し

て小胞体膜上に留まるため，プロセシングによる活性を抑制することでコレステロー

ルの合成を低下させる．このように，脂質は細胞内で複雑に代謝され，SREBP によ

って厳密に制御されている． 

 

2. 生体内の脂質の運搬体 リポタンパク質 

細胞内で代謝された脂質は血管を通って輸送されるが，脂質は疎水性が高いため，

血液中に溶け込むことができない．そこで，疎水性の高いコレステロールエステルや

TAGは，親水基をもつリン脂質や遊離コレステロール，アポリポタンパク質で周囲を

覆うことでリポタンパク質を形成し，血液を介した脂質の運搬を可能としている 34)．

リポタンパク質は密度の違いによりカイロミクロン (Chylomicron, CM)，超低密度リ

ポタンパク質 (Very low density lipoprotein, VLDL)，中密度リポタンパク質 (Intermedi- 

ate density lipoprotein, IDL)，低密度リポタンパク質 (Low density lipoprotein, LDL)，高

密度リポタンパク質 (High density lipoprotein, HDL) に分類され，これらの代謝はアポ

リポタンパク質により制御されている． 

アポリポタンパク質はリポタンパク質粒子に固定される非交換性と，リポタンパク

質粒子に固定されない交換性に分類される 35)．アポリポタンパク質 B (apolipoprotein B, 

apoB) は非交換性アポリポタンパク質に属し，これらのサブクラスは産生場所や局在

場所が異なる．非交換性アポリポタンパク質の apoB-100は 4500アミノ酸残基以上か

らなる非常に大きな分子であり，VLDLや LDLの構成成分として apoB遺伝子から肝

臓で転写・翻訳されることで産生される．また，apoB-100は LDL 受容体の主要なリ

ガンドとして作用する．リボ核酸 (Ribonucleic acid, RNA) 編集を行うファミリーの一

つとして知られているアポリポタンパク質 B mRNA編集触媒サブユニット (apolipo- 

protein B-100 RNA editing catalytic subunit-1, APOBEC1) は，小腸において apoB-100を

コードする伝令 RNA (messenger RNA, mRNA) に含まれるシトシンをウラシルに変換

し，CAA (グルタミン酸) から終止コドン (UAA) へと変換することで短縮化された
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mRNAとなる 36,37)．これにより小腸で生成されるタンパク質は apoB-100 の N末端側

の 48%で構成される由来から apoB-48と呼ばれ，主に CM に包含されることで小腸か

らの脂質の吸収に重要な役割を果たす．このように一つの mRNA からは 2 種類のア

ポリポタンパク質が生成され 38)，apoB-100は血液中の apoBの約 98%を占める．一方，

apoA, apoC, apoE などその他のアポリポタンパク質は交換性アポリポタンパク質に属

し，apoB同様に産生場所や局在場所が異なるうえ，機能自体も全く異なる． 

リポタンパク質は食事により取り込まれた脂質を運搬する外因性経路と肝臓で合

成された脂質を運搬する内因性経路において，アポリポタンパク質により制御される

ことでそれぞれ機能を果たす．食事により摂取した食物は胃に蓄えられ，粘液や塩酸，

ペプシノーゲンなどといった胃液により食物を吸収しやすい形にまで分解させた後，

十二指腸へと送り出される．食物に含まれる中性脂肪は十二指腸で胆汁により乳化さ

れ，膵液に含まれるリパーゼにより脂肪酸，MAG，グリセロールに加水分解される．

水溶性のグリセロールは小腸から吸収されるが，MAG や脂肪酸は水溶性が低くほと

んど吸収されないため，腸内に分泌された胆汁酸によりミセルを形成して吸収される．

吸収された長鎖脂肪酸や MAGは再び TAG に戻り，apoB-48と結合して CM を形成す

る 39)．CM はリンパ管から大循環系に入り，全身へと輸送される．TAGは骨格筋や心

臓，脂肪組織などへと循環する過程でリポタンパク質リパーゼによる加水分解を受け，

生成した遊離脂肪酸は各組織へと取り込まれる．組織に取り込まれた遊離脂肪酸は，

骨格筋や心臓ではエネルギーとして使用され，脂肪組織ではTAGとして貯蔵される．

一方，組織に取り込まれない遊離脂肪酸は，血液中のアルブミンと結合することで引

き続き循環する．リポタンパク質リパーゼにより分解された CM は CM レムナントと

なり，最終的に apoE 受容体を介して肝臓へと取り込まれる．炭素数が 13個以上の長

鎖脂肪酸とは異なり，炭素数が 8 個から 12 個の中鎖脂肪酸は CM を形成せず遊離脂

肪酸のまま門脈から肝臓へと輸送され，エネルギー源としてミトコンドリア内で代謝

される． 

 食事により取り込まれた脂質や生体内で産生された脂質は VLDL を形成して血液

中に分泌され，末消組織へ輸送される．この輸送過程において，VLDLに含まれる TAG

は CM と同様にリポタンパク質リパーゼにより加水分解を受け，遊離脂肪酸は各組織

へと取り込まれる．この IDLへ代謝される過程では apoC が制御を行い，apoC-IIはリ

ポタンパク質リパーゼを活性化する一方，apo C-IIIはリポタンパク質リパーゼを抑制

する．IDLは apoEを介して肝臓の LDL受容体に結合することで肝臓に取り込まれる

か，肝性リパーゼによりさらに TAG が加水分解を受け，LDLへと変換する 40)．LDL

は apoB-100をリガンドとして LDL受容体に結合し，クラスリン被覆小胞を介したエ
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ンドサイトーシスによって取り込まれる．LDLを取り込んだ小胞はエンドソームに取

り込まれてリソソームへと輸送され，コレステロールやグリセロール，脂肪酸，アミ

ノ酸などに分解される．細胞内で余剰なコレステロールはアシル CoA コレステロー

ルアシルトランスフェラーゼ (Acyl-CoA cholesterol acyltransferase, ACAT) によって

CE へと変換され，脂肪滴に貯蔵される．また，LDL 受容体はリサイクリングエンド

ソームにより細胞膜へと輸送されることで再利用される． 

 一方，HDLはコレステロールの逆輸送において重要な役割を果たす．新生 HDLは

末梢組織において細胞膜表面に接着し，アデノシン三リン酸結合カセット輸送体 

(adenosine triphosphate-binding cassette transporter, ABCA1) と呼ばれるトランスポータ

ーにより遊離コレステロールを引き抜く 41)．遊離コレステロールは HDL の主要な構

成成分である apoA-Iを補因子とし，新生 HDL表面に存在するレシチンコレステロー

ルアシルトランスフェラーゼ (Lecithin cholesterol acyltransferase, LCAT) により脂肪

酸とエステル結合することで疎水性の高いCEへと変換され，HDLの内部に移行する．

これにより円盤状の新生 HDL は球状の HDL3 へとリモデリングする．さらに HDL3

は細胞膜から遊離コレステロールを引き抜き，同様に CEを内部へと移行させること 

 

 

図 11 肝臓における脂質代謝とリポタンパク質による脂質の運搬 

肝臓における脂質代謝は第 1 節で概説している． 
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でより大きな HDL2粒子へと成熟する 42)．最終的に HDL2は肝臓の HDL 受容体を介

して取り込まれることで，コレステロール逆輸送の機能を果たす．ほかにも，HDL2

に含まれる CE はコレステロールエステル転送タンパク質 (Cholesterol ester transfer 

protein, CETP) により VLDL, IDL, LDLに含まれる TAGと交換する．肝性リパーゼに

より TAGが加水分解を受けることで HDL2は HDL3や新生 HDLに戻る． 

 このように，食事により摂取された脂質や生体内で新たに合成された脂質はリポタ

ンパク質を形成することで血管を通って各組織へと運搬され，エネルギー源や細胞膜

の構築など，種々の目的に利用される．また，各組織への一方的な輸送だけではなく

肝臓への逆輸送も行われており，最終的には貯蔵や分解が行われることで生体内の脂

質の量を制御している． 

 

3. 脂質代謝異常が引き起こす動脈硬化性心血管疾患 

 「人間は血管とともに老いる」．この言葉は有名な内科医，ウィリアムオスラー博

士が残した名言である．動脈は心臓から各組織へ酸素や栄養を運搬するために重要な

役割を果たしている．しかし，動脈は血管壁の老化に伴い弾力性がなくなることで硬

化し，血圧の上昇により血管の破裂を引き起こす．ほかにも動脈の内側に形成された

プラークが破裂することで血栓を形成し，血管の内腔を閉塞させることで各組織への

酸素や栄養の運搬を遮断する．このような状態を動脈硬化と呼び，発生した臓器によ

り様々な動脈硬化性疾患の原因となる．例えば心臓の血管で起こると心筋梗塞や狭心

症などの虚血性心疾患，脳の血管で起こると脳梗塞や脳出血などの脳血管疾患の原因

となる．近年，これらは世界規模で発症者数の多い重篤な疾患として認識されており，

我が国においても死因別死亡数の第 2位 (心疾患) と第 4位 (脳血管疾患) を占める． 

 動脈硬化の危険因子として，加齢，喫煙，高血圧，肥満，高血糖，脂質異常症など

が挙げられる．そのなかでも強力な危険因子は脂質異常症であり，特に LDL コレス

テロールが血液中に過剰に存在すると，動脈硬化を引き起こす原因となる．高血圧や

血流の変化によるずり応力などにより血管内皮細胞が損傷すると血漿成分は内皮下

へと浸出し，LDL は活性酸素により酸化されることで酸化 LDL を形成する．一方，

血管内皮細胞には接着因子が発現し，血液中の単球が血管内皮細胞に接着することが

可能になる．単球は血管内皮細胞とゆるやかに接着し，内皮細胞上でローリングを引

き起こす．これにより単球と血管内皮細胞の間で強い接着を生じ，次第に間隙から内

皮下へ遊走し，浸出する．単球から成熟，分化したマクロファージはスカベンジャー

受容体を介して酸化 LDL を際限なく取り込むことで泡沫細胞を形成し 43)，次第にプ
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ラークを形成する (図 12)．このプラークが破綻することで種々の動脈硬化性疾患を

引き起こす． 

 現在，脂質異常症の診断基準として LDL コレステロールや HDLコレステロールが

使用されており，コレステロール濃度を低下させる薬剤としてスタチンが服用されて

いる．スタチンは HMG-CoA還元酵素を阻害することで肝臓におけるコレステロール

合成経路を阻害する薬剤であり，実際スタチンの投与により LDL コレステロールを

低下させることで心血管イベントは抑制され，LDLコレステロール値と心血管イベン

トの発生率は直線関係にあることが知られている 44)．一方，スタチンにより LDL コ

レステロール値を劇的に低下させた場合においても，心血管イベントの抑制は 45%程

度であり，スタチンを用いた LDL コレステロール低下療法では未だに 55%の残存リ

スクが存在する 45)． 

 残存リスクを軽減するために多くの危険因子が注目されている．なかでも small 

dense LDLと呼ばれる小型のLDLが動脈硬化の進展に関与するとして注目を浴びてい

る．Small dense LDL の特徴を以下に記す．(i) LDL受容体への親和性が低いため，正

常な LDLと比較して血液中の滞在時間が長い．(ii) 血管壁の細胞外マトリクスとして

働くプロテオグリカンとの結合能が強い．(iii) 正常な LDL と比較してサイズが小さ

いため，内皮下に容易に侵入することができる．(iv) 抗酸化ビタミンの含有量が少な

く，容易に酸化ストレスの影響を受ける．さらに，small dense LDLは正常な LDLと

は異なり何らかの修飾を受けずにマクロファージのスカベンジャー受容体に取り込

まれる．以上の性質により，正常な LDL と比較して動脈硬化を惹起するリスクが高

いことが知られている 46)． 

 さらに，HDL が運搬しているコレステロールの量ではなく，HDL が泡沫細胞に蓄

積したコレステロールを回収する能力，すなわちコレステロール引き抜き能を評価す

るほうが動脈硬化の予防をするうえで重要であることが報告されている 47)．これまで

HDL コレステロール濃度が高いほど動脈硬化性心血管疾患を発症しにくいと考えら

れており，CETP 阻害薬により CETP の活性を抑制させることで患者の HDLコレステ

ロール濃度を上昇させてきた．しかし，実際 CETP 阻害薬を服用した患者の心血管イ

ベントは減少せず，単に HDLコレステロール濃度の増加をさせるだけではなく，HDL

がコレステロールを引き抜く機能を改善することが重要であると考えられるように

なった．HDL のコレステロール引き抜き能は，放射性同位体で標識したコレステロ

ールを取り込ませた培養マクロファージに患者の HDL を添加し，培養液に引き抜か

れたコレステロールの放射活性を測定することで評価することができる．このような

背景から，HDLの機能に関する研究が飛躍的に加速していることがうかがえる． 
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図 12 血管内皮細胞の損傷による動脈硬化の発症と進展 

 

4. 研究目的 

 近年，small dence LDLや HDLのコレステロール引き抜き能といったリポタンパク

質の「質」が動脈硬化を引き起こすことが認識されており 46,47)，疾患に伴うリポタン

パク質の脂質組成の変化がこれらの質に影響を及ぼしている可能性が考えられる．し

かし，実際にリポタンパク質の脂質組成がどのように変化しているかまでは明らかに

されていない．エレクトロスプレーイオン化質量分析 (Electrospray ionization-mass 

spectrometry, ESI-MS) はイオン化した分子の質量電荷比の差異を高精度に一斉測定す

ることが可能な装置である．さらに，ESI-MS は液体クロマトグラフィー (Liquid chro- 

matography, LC) や超臨界流体クロマトグラフィー (Supercritical fluid chromatography, 

SFC) などの各種クロマトグラフィーと連結することが可能である．すなわち，クロ

マトグラフィーおよび質量分析による化合物の分離分析技術を組み合わせることで，

リポタンパク質に含まれる膨大な種類の脂質分子を一斉に測定することができるこ

とが示唆される．一方，アポリポタンパク質は 20 種のアミノ酸から構成される高分

子化合物であり，そのままの状態では複数の多価イオンの形成によって ESIでのイオ

ン化効率が極めて低い．しかし，トリプシンにより消化されたペプチド断片を解析す

るショットガンプロテオミクスの原理をアポリポタンパク質に適用することで，高感

度分析が可能となる．このように，リポタンパク質の脂質組成を粒子レベルで定量的

に取得し，アポリポタンパク質により制御されるリポタンパク質代謝の変動を観察す

ることによって，残存リスクに関与する新たな知見が得られることが期待される．そ

こで当該研究では，質量分析技術を基盤としたリポタンパク質の定量プロファイリン
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グ法の開発を目的とした．当該研究を遂行するにあたり，まずリポタンパク質画分の

脂質分子を包括的かつ定量的に測定が可能な新規のリピドーム解析手法を開発した 

(第 2 章)．さらに，アポリポタンパク質の定量分析に基づきリポタンパク質粒子の脂

質組成を決定し，リポタンパク質の代謝制御を観察する方法について提案した (第 3

章)． 
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第 2 章 ワイドターゲット定量リピドーム解析法の構築 

1. 緒言 

 生体内の脂質は脂肪酸側鎖の多様性に伴い膨大な種類が存在することから，これら

の脂質分子を網羅的かつ精確に測定するには高度な分析技術が必要である．近年，ク

ロマトグラフィーやタンデム型質量分析を用いた数々のリピドーム解析手法が提案

されている 48)．代表的なリピドーム解析手法を表 1に示す．ショットガンリピドーム

解析とも呼ばれるダイレクトインフュージョン質量分析 (Direct infusion tandem mass 

spectrometry, DI/MS/MS) はクロマトグラフによる分離を介さず直接 ESI-MS に導入す

る手法であり，短時間で脂質分子を一斉定量するために利用されている 49‒51)．各脂質

クラスにおいて，生体内で検出されない脂質標準品，あるいは安定同位体標識した脂

質標準品を添加し，分析対象成分と共溶出する他の成分 (マトリクス) によるイオン

化の促進 (イオン化エンハンスメント) あるいはイオン化の抑制 (イオン化サプレッ

ション) を標準化することで，質量分析計を用いた個々の脂質分子の定量を実現する

ことができる．しかし，あらゆる化合物が一斉にイオン化部に到達するため，異性体

を同定することが困難であり，低濃度の脂質分子は夾雑物が引き起こすイオン化サプ

レッションによりほとんど検出することができない．さらに，イオン源におけるイン

ソースフラグメントにより，脂質の同定や定量を複雑にする可能性も懸念される．以

上の背景により，各脂質分子の同定や定量を達成するために，液体クロマトグラフィ

ータンデム質量分析 (Liquid chromatography tandem mass spectrometry, LC/MS/MS) の

技術開発が実施されている．DI/MS/MS 法と比較した LC/MS/MS 法の利点を以下に記

す．(i) ESIイオン化法を搭載した質量分析計は濃度に依存する装置であるため，検出

感度を向上させることができる 52)．(ii) LC の分離により生体試料のマトリクス効果を

軽減し，脂質分子のイオン化効率を向上させることができる．(iii) 結果的に，検出可

能な脂質分子数が増加する．逆相液体クロマトグラフィー  (Reverse phase liquid 

chromatography, RPLC) は低極性固定相と高極性移動相を用い，移動相は固定相より

高い極性をもつため，極性の高い化合物から順に溶出する．また，固定相のオクタデ

シルシリル基の非極性側鎖と脂質分子の疎水性脂肪酸側鎖との間の疎水性相互作用

に基づき分離することができ，リピドーム解析では広く使用されている．RPLC は異

性体を含む幅広い脂質分子を対象とし，クロマトグラフィーの分解能を向上させるこ

とができる 53,54)．一方，検出された全てのピークに対応する内部標準物質を準備する

ことは不可能であるため，生体試料のマトリクス効果を標準化することができない．

すなわち，個々の脂質分子の定量分析は困難となる．一方，順相液体クロマトグラフ



- 29 - 

 

ィー (Normal phase liquid chromatography, NPLC) は高極性固定相と低極性移動相を用

い，固定相は移動相より高い極性をもつため，極性の低い化合物から順に溶出する．

また，固定相は極性ヘッドグループの認識能が強く，各脂質クラスを分離することが

できる 55‒57)．したがって，NPLC/MS/MS では，脂質クラスごとに内部標準物質を添

加することで同じ脂質クラスの脂質分子のマトリクス効果を一斉に標準化し，各脂質

クラスや個々の脂質分子において定量値を算出することができる．しかし，NPLC の

移動相はヘキサンやクロロホルムなどプロトン供与性を持たない溶媒が多く，イオン

化効率が低いため，脂質分子の感度の低下が懸念される．そこで，近年 NPLC/MS/MS

に代わり，親水性相互作用クロマトグラフィータンデム質量分析 (Hydrophilic interact- 

ion chromatography tandem mass spectrometry, HILIC/MS/MS) を用いたリピドーム解析

が報告されている 58‒63)．HILIC は NPLC で用いられる高極性固定相を，RPLC と同様

の移動相で使用する分離モードである．そのため，親水性の固定相表面に水和相が形

成され，試料の分配は移動相と水和相の間で生じる．水和相に親和性の高い極性化合

物が保持されることから，リピドーム解析における HILIC の分離挙動は NPLC と同様

である．一方，HILIC/MS/MS は RPLC/MS/MS と同様にメタノールや水などプロトン

供与性を持つ溶媒を移動相として使用するため，感度は NPLC/MS/MS と比較して高

い 59)．また，HILIC は CE や DAG，TAG などといった疎水性の高い脂質の保持や分

離が不充分である 60)．したがって，HILIC は主にグリセロリン脂質やスフィンゴ脂質

などといった比較的極性の高い脂質に適用範囲が限定される 58,59,61‒63)．さらに，保持

時間やピーク面積値の再現性を高い状態で担保しつつ，HILIC/MS/MS を用いたリピ

ドーム解析を実施するためには，固定相表面の水和相の形成に多くの平衡時間を必要

とする 59‒63)． 

 

表 1 リピドーム解析手法の特徴 

 DI/MS/MS RPLC/MS/MS NPLC/MS/MS HILIC/MS/MS SFC/MS/MS 

(in this study) 

Throughput ○ △ △ × △ 

Sensitivity × ○ △ ○ ○ 

Identification of isomers × ○ △ △ ○ 

Detected number of lipids × ○ △ △ ○ 

Quantification ○ × ○ ○ ○ 

それぞれの特徴は 3 段階で評価した．各リピドーム解析手法において特に優れた特徴

を発揮できるものは○，全く特徴を発揮できないものは×とし，それ以外のものにつ

いては△と記載した． 
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 超臨界流体 (Supercritical fluid, SCF) は温度と圧力が臨界点を超えた物質の領域と

して定義されており (図 13A)，超臨界流体クロマトグラフィー (Supercritical fluid 

chromatography, SFC) は移動相として SCFを使用するクロマトグラフィー分離技術の

ことを指す．二酸化炭素は容易に超臨界流体の状態 (臨界温度 31.1 ˚C，臨界圧力 7.38 

MPa) へと変換され (図 13B)，化学的に不活性で比較的毒性がなく，取り扱いが容易

なうえ，安価である．また，超臨界二酸化炭素は n-ヘキサン程度と極性が低く，メタ

ノールなどの極性有機溶媒を添加することで SFC における移動相の極性を大きく変

化させることができる．先行研究では，逆相カラムを用いた超臨界流体クロマトグラ

フィータンデム質量分析 (Supercritical fluid chromatography tandem mass spectrometry, 

SFC/MS/MS) をリピドーム解析に適用することで，幅広い脂質クラスを測定可能であ

ることが報告されている 64‒66)．さらに近年，エチレン架橋型ハイブリッド粒子を充填

した順相シリカカラムを用いた超臨界流体クロマトグラフィー四重極飛行時間型質

量分析 (Supercritical fluid chromatography quadrupole-time of flight mass spectrometry, 

SFC/Q-TOF-MS) を用いたハイスループットリピドーム解析が実施されている 67)．し

かし，位置異性体や構造異性体を含む個々の脂質分子の分離や定量性については充分

に検討されていない． 

 

 

図 13 超臨界流体 

(A) 物質の状態図．(B) 各物体における超臨界流体の条件． 

 

 三連四重極型質量分析 (Triple quadrupole mass spectrometry, QqQ-MS) を用いた多重

反応モニタリング (Multiple reaction monitoring, MRM) 測定法では，Q1でイオン化し

た目的化合物を選択し，Q2で目的化合物を開裂させ，Q3 で開裂したフラグメントイ

オンを選択する．この一連の操作により高感度で選択的かつ定量的な性能を発揮する

ことができ，低濃度の化合物においても信頼性の高い定量値を獲得することができる．
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さらに，Q3でフラグメンテーションにより開裂した脂肪酸イオンを選択することで，

異なる脂肪酸側鎖を有する構造異性体 (例 PC 16:0‒20:4 と PC 18:2‒18:2) の質量分離

を達成することができる．近年，QqQ-MS の性能が格段に向上し，スキャンスピード

が飛躍的に向上した QqQ-MS が次々と開発されている．脂質分子のフラグメンテーシ

ョンは脂質クラスや脂肪酸側鎖の構造に従い規則的に行われるため，測定対象のあら

ゆる脂質分子の標準品を準備し，最適化を実施する必要はない．各脂質クラスにおい

て代表的な脂質分子の標準品のみを用いて最適化を実施することで，各脂質分子にお

ける最適なパラメータを設定することができる．さらに，生体内に存在する脂肪酸の

種類は限られていることから，これらの脂肪酸を側鎖に持つ脂質分子の MRM トラン

ジションを包括的に組むことで，生体内に含まれる脂質分子を広範囲で測定すること

ができる． 

 そこで本章では，SFC/QqQ-MS を用いて，生体内に存在する脂質分子を測定対象と

した新規ワイドターゲット定量リピドーム解析手法を開発することを目的とした 

(図 14)． 

 

 

図 14 SFC/QqQ-MS を用いた新規ワイドターゲット定量リピドーム解析手法 
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2. 実験方法 

2‒1. 試薬 

酢酸アンモニウムは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した．MS グレー

ドのメタノールは関東化学株式会社 (東京，日本)，HPLC グレードのクロロホルムと

LC/MS グレードの蒸留水はキシダ化学 (大阪，日本) から購入した．全ての脂質標準

品は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) から購入した．ただし FA 17:0 は

Sigma-Aldrichから購入した．二酸化炭素 (99.5%グレード，吉田酸素，福岡，日本) を

SFC 移動相として用いた． 

 

2‒2. 実験動物 

動物に関わる全ての実験は神戸大学動物実験委員会の承認を受け，神戸大学動物実

験実施規則，動物の愛護及び管理に関する法律 (昭和 48年 法律第 105号 平成 18年

改正)，実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準 (平成 18年 環境省告

示第 88 号)，研究機関等における動物実験等の実施に関する基本方針 (平成 18 年 文

部科学省告示第 71号) に基づいて実施した． 

MRM パラメータの検討と添加回収試験は心筋梗塞を自然発症する心筋梗塞発症遺

伝性高脂血症ウサギ (WHHLMI ウサギ) を用いた 68,69)．ウサギは一定の室温 (22±

2˚C) かつ一定の明暗サイクル (12 h light/dark) の室内に金属製のケージを設置し，個

別に飼育した．食事は普通食 (120 g/day; LRC4, オリエンタル酵母株式会社，東京，

日本) と水を与えた． 

 

2‒3. リピドーム解析用試料の調製 

WHHLMI ウサギは 20 月齢時に絶食後 12 時間以上経過してから耳介中心動脈から

採血した．ウサギ血漿からの脂質の抽出は Bligh and Dyer 法を一部改変して行った 70)．

各脂質分子を定量するために，ドデカノイル酸あるいはヘプタデカノイル酸を側鎖に

有する脂質内部標準物質を添加した 71)．サンプル 20 μLに内部標準物質混合液 30 μL

と混合溶液 (メタノール:クロロホルム:水=556:278:166, v/v/v) 1000 μLを添加し，1分

間ボルテックスミキサーで撹拌した．その後，超音波処理によって 5分間代謝物を抽

出した後，16000 ×g, 4 ˚C の条件で 5分間遠心分離した．上清 700 μLを新しいチュー

ブに回収し，クロロホルム 195 μLと水 195 μLを添加した後，1分間ボルテックスミ
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キサーで撹拌した．再び 16000 ×g, 4 ˚C の条件で 5分間遠心分離することで 2層に分

離させ，下層 200 μLを新しいチューブに回収した．回収した下層は混合溶液 (メタノ

ール:クロロホルム=2:1, v/v) 600 μLを添加することで希釈した． 

 

2‒4. 脂質標準品のフローインジェクション分析条件 

 カラムスクリーニングおよび分析法の堅牢性の検証を実施するために，各脂質クラ

スが 1 μM となるよう混合溶液を調製した．SFC-MS は ACQUITY UltraPerformance 

Convergence Chromatography (UPC2) system (Waters, Milford, MA) と Xevo TQ-S micro 

tandem mass spectrometer (Waters) を用い，MassLynx ソフトウェア version 4.1 (Waters) 

により制御した．イオン化効率を向上させるために HPLC 515 pump (Waters) をメイク

アップポンプとして使用し，手動で制御した．まず，コーン電圧や衝突エネルギーな

ど対象化合物の測定条件を決定するため，カラムを使用せずに分析を行うフローイン

ジェクション分析によって最適化した．フローインジェクション分析条件を以下に記

す．移動相 (A) は超臨界二酸化炭素を使用し，移動相 (B) は 0.1% (w/v) の酢酸アン

モニウムを添加したメタノールを使用した．インジェクション量は 2 μLに設定した．

流速は 1.0 mL min‒1に設定し，メイクアップポンプの流速は 0.1 mL min‒1に設定した．

移動相 (B) は 40%のアイソクラティック条件で実施した．カラムオーブン温度は 40 

˚C に設定した．背圧制御装置 (Active back pressure regulator, ABPR) は 1500 psi に設定

した．分析条件は 1 分間に設定した．Xevo TQ-S microにはエレクトロスプレーイオ

ン化法を接続した．また，MS の分析条件を以下に記す．キャピラリー電圧は 3.0 kV

に設定した．脱溶媒温度は 500 ˚C に設定した．コーンガス流速は 50 L h‒1，脱溶媒ガ

ス流速は 50 L h‒1に設定した．コーン電圧と衝突エネルギーは最小値を 10 V，最大値

を 80 Vに設定し，MS スペクトルを 10 Vごとに取得した． 

 

2‒5. SFC/QqQ-MSの分析条件 

SFC の分析条件を以下に記す．移動相 (A) は超臨界二酸化炭素を使用し，移動相 

(B) は 0.1% (w/v) の酢酸アンモニウムを添加した混合溶媒 (メタノール:水=95:5, v/v) 

を使用した．インジェクション量は 1 μLに設定した．流速は 1.0 mL min‒1に設定し，

メイクアップポンプの流速は 0.2 mL min‒1 に設定した．移動相 (B) は 1% (1 min), 

1‒65% (11 min), 65% (6 min), 65‒1% (0.1 min), 1% (1.9 min) のグラジエント条件で実施

した．カラムオーブン温度は 50 ˚C に設定した．ABPR は 1500 psi に設定した．分析

条件は 20分間に設定した．カラムは ACQUITY UPC2TM エチレン架橋型ハイブリッド
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粒子 (Ethylene bridged hybrid, BEH)，2-エチルピリジン (2-ethylpyridine, 2-EP)，2-ピコ

リルアミン (2-picolylamine, 2-PIC)，ジエチルアミン (Diethylamine, DEA)，ジオール 

(DIOL)，1-アミノアントラセン (1-aminoanthracene, 1-AA) カラム (100 × 3.0 mm i.d., 

particle size: sub 1.7 μm, Waters) を使用した (図 15)．また，MS の分析条件を以下に記

す．キャピラリー電圧は 3.0 kVに設定した．脱溶媒温度は 500 ˚C に設定した．コー

ンガス流速は 50 L h‒1，脱溶媒ガス流速は 50 L h‒1に設定した．  

 

 

図 15 検討した 6 種類のカラムの構造 

 

2‒6. 分析法の堅牢性の検証 

 最終濃度が 1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 50000, 100000 nM の合成脂質標

準品の混合溶液を調製し，各脂質クラスに特有な内部標準物質を添加することで検量

線を作成した．WHHLMI ウサギの血漿サンプル抽出時に内部標準物質を添加し，各

脂質分子と内部標準物質のピーク面積値の比率を検量線に乗せることで各脂質分子

の濃度を定量した．さらに，算出された濃度と同濃度の合成脂質標準品を血漿脂質抽

出溶液に添加して再度測定することで分析における回収率を算出した． 

 

2‒7. データ解析 

 脂質分子の同定と定量は MassLynx ソフトウェア version 4.1 (Waters) を用いた．各

脂質分子の m/z や RT，検出する MRM トランジションを設定し，各クロマトグラム

のベースラインを引くことでピーク面積値を算出した．リン脂質や DAG など 2 種類

の MRM トランジションを設定している化合物については，2 つのクロマトグラムの

ピーク面積値を合算した． 
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2‒8. 統計解析 

 カラムスクリーニングの結果は，AIoutput2 ソフトウェア version 1.29 を用い 72)，主

成分分析 (Principal component analysis, PCA) により解析した． 

 

3. 結果 

3‒1. MRM トランジションの最適化 

 まず，各脂質分子を MS で検出するためにプレカーサーイオンを同定し，脂質クラ

スごとにフローインジェクション分析を実施することで各脂質分子に特有なフラグ

メントパターンを決定した．各脂質分子のイオン化効率を向上させるため，モディフ

ァイア溶液やメイクアップ溶液に 0.1% (w/v) の酢酸アンモニウムを添加した．その結

果，各脂質分子のプリカーサーイオンは，ポジティブイオンモードではプロトンアダ

クト [M+H]+ やアンモニウムアダクト [M+NH4]
+，ネガティブイオンモードでは脱プ 

 

 

図 16 代表的な脂質クラスの構造と MS/MS スペクトル 
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ロトン [M‒H]‒ や酢酸アダクト [M+CH3COO]‒ で検出された． 

続いて，最も高感度で検出されたアダクトイオンを用いて脂質クラスごとに MS コ

ーン電圧と衝突エネルギーの最適化を実施した (図 16，表 2)．リン脂質はネガティ

ブイオンモードで検出される脂肪酸イオンを選択した．これにより，異なる脂肪酸側

鎖を有する構造異性体の質量分離を達成した．リゾリン脂質や SM は，リン酸とアル

コールがエステル結合した極性ヘッドグループのフラグメントイオン，あるいはニュ

ートラルロスとして失われたフラグメントイオンに基づき最適化した．Cerはポジテ

ィブイオンモードで検出されるスフィンゴイド塩基特有のフラグメントイオンに基

づき最適化した．CE と DAGは，ポジティブイオンモードで検出される脂肪酸がニュ

ートラルロスとして失われたフラグメントイオンに基づき最適化した．これにより， 

 

表 2 最適化した各脂質クラスの MRM 条件 

Lipid 

class 

Ion 

mode 

The number of 

MRM transitions 
MS

1
 (m/z) MS

2
 (m/z) 

Cone 

voltage (V) 

Collision 

energy (V) 

LPC ESI＋ 23 [M + H]
+
 184.1 10 30 

LPE ESI＋ 23 [M + H]
+
 [M + H]

+
 ‒ 141.0 30 20 

LPG ESI＋ 23 [M + H]
+
 [M + H]

+
 ‒ 172.0 40 20 

LPA ESI－ 23 [M ‒ H]
‒
 153.8 10 20 

LPI ESI－ 23 [M ‒ H]
‒
 241.0 10 40 

LPS ESI＋ 23 [M + H]
+
 [M + H]

+
 ‒ 185.0 30 20 

PC ESI－ 529 [M + CH
3
COO]

‒
 [Acyl FA ‒ H]

‒
 15 40 

Ether 

PC 
ESI＋ 319 [M + H]

+
 

[LPC FAe and/or FAp + H]
+
 

[LPC ‒ OH]
+
 

20 30 

PE ESI－ 529 [M ‒ H]
‒
 [Acyl FA ‒ H]

‒
 50 25 

PEpln ESI＋ 345 [M + H]
+
 [M ‒ FA ‒ (CH

2
=COHCH

2
OH)]

+
 20 30 

PG ESI－ 529 [M ‒ H]
‒
 [Acyl FA ‒ H]

‒
 30 40 

PA ESI－ 529 [M ‒ H]
‒
 [Acyl FA ‒ H]

‒
 20 40 

PI ESI－ 529 [M ‒ H]
‒
 [Acyl FA ‒ H]

‒
 50 50 

PS ESI－ 529 [M ‒ H]
‒
 [Acyl FA ‒ H]

‒
 30 50 

SM ESI＋ 23 [M + H]
+
 184.1 50 30 

Cer ESI＋ 23 [M + H]
+
 [So dFA + H – H

2
O]

+
 20 30 

CE ESI＋ 23 [M + NH
4
]
+
 369.4 20 10 

MAG ESI＋ 23 [M + H]
+
 [M + H – H

2
O]

+
 10 10 

DAG ESI＋ 529 [M + NH
4
]
+
 [M + NH

4 
– NH

3
 – Acyl FA]

+
 50 20 

TAG ESI＋ 167 [M + NH
4
]
+
 [M + NH

4
]
+
 10 10 

FFA ESI－ 23 [M ‒ H]
‒
 [M ‒ H]

‒
 10 10 
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DAG はリン脂質同様に異なる脂肪酸側鎖を持つ構造異性体の質量分離を達成した．

MAG はポジティブイオンモードで検出される脱水によるフラグメントイオンに基づ

き最適化した． 一方，TAGや遊離脂肪酸 (Free fatty acid, FFA) は Q1と Q3で同じイ

オンを選択し，最小限のコーン電圧と衝突エネルギーに設定した． 

 

3‒2. SFC の移動相と MS 用メイクアップ溶液の流速の最適化 

 SFC の移動相組成がもたらすピーク形状への影響について，シリカベースの充填剤

である BEHカラム (図 15) を用いて評価した．0.1% (w/v) 酢酸アンモニウムを添加

した 100%メタノールを使用した場合，LPA, LPS, PA, PS などの極性脂質のピーク形状

が広がった．一方，モディファイア溶媒に水を 5%添加することでピーク形状が大幅

に改善された (図 17)．したがって，メタノールに水を 5%添加した混合溶媒を移動相

として決定した． 

 

 

図 17 モディファイア溶液への水の添加による極性脂質のピーク形状の改善 

(A) メタノール 100%．(B) メタノール：水＝95:5 (v/v)． 

 

続いて，MS のイオン化を補助するためにメイクアップ溶液の流速の最適化を実施

した．当該研究で使用した SFC/QqQ-MS システムを図 18に示す．SFC と QqQ-MS の

連結では，固定寸法のピークチューブを備えた二箇所の T字で構成されている．一箇

所目の T 字ではイオン化効率を向上させるためにメイクアップ溶液を添加している．

また，二箇所目の T 字では流量を 9:1 に分離し，それぞれ ABPR と MS へ導入してい

る．BEH カラムを用いた SFC の初期溶媒条件では，移動相はほとんど超臨界二酸化

炭素で構成され，CE や TAGといったほとんどカラムによる保持を受けない脂質クラ
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スは，イオン化時に充分な溶媒を担保することができない．しかし，メイクアップ溶

液の流速を 0.2 mL min‒1以上に設定することで初期グラジエントにおいても充分な溶

媒を担保し，CEや TAGのイオン化効率の向上に成功した．したがって，メイクアッ

プ溶液の流速は 0.2 mL min‒1に設定した． 

 

 

図 18 当該研究で使用した SFC/QqQ-MS システム 

 

3‒3. 脂質クラスや異性体の高分離を目指したカラムスクリーニング 

 各脂質分子の分離能を評価するために，BEH カラム，2-EP カラム，2-PIC カラム，

1-AA カラム，DIOL カラム，DEA カラムを検証した．カラムの選定は，脂質クラス

の分離を中心に，リゾリン脂質の位置異性体やリン脂質の構造異性体などの分離能を

評価対象とした．まず，各 SFC 条件におけるポンプ圧力を計測し，最大ポンプ圧力下 

(6000 psi) で適用可能なパラメータを検討した (図 19)． 

分析開始時のモディファイア溶液は 1%に設定し，1分間のアイソクラティック条 

 

 

図 19 各 SFC 条件におけるポンプ圧力のモニタリング 

(A) カラムオーブン温度．(B) 流速． 
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件で測定した．この条件下では，6 種類全てのカラムにおいて最も保持の弱い CE や

TAGのピーク形状を改善させることができた．次に，他の脂質クラスを高分離するた

めのグラジエント条件を検討した．6 種類のカラムにおいて，DEA カラムを用いた

LPAの保持が最も強かったため，LPAを溶出させることができる 65%までモディファ

イアの割合を上昇させた．カラムオーブンの温度を検討したところ，オーブン温度の

上昇により各脂質クラスの保持はわずかに強くなり，ポンプ圧力は減少した (図 19) 

が，各脂質クラスの分離はほとんど変化しなかった．したがって，カラムオーブンの

温度は 50 ˚C に設定した．一方，各脂質クラスの分離とピーク形状は ABPR の条件 

(1500 psi, 1750 psi, 2000 psi) による影響を受けなかった．したがって，ABPR は最低値

の 1500 psi に設定した．DEA カラムを用いた場合，流速 1.0 mL min‒1の条件下では

LPA を 20 分以内に溶出することができ，最大ポンプ圧力下で分析を実施することが

できた．以上より，流速は 1.0 mL min‒1に設定した． 

 

 

図 20 6 種類のカラムスクリーニング 

(A) 各脂質クラスの保持挙動．(B) BEH カラムを基準とした各脂質クラスの 10%ピー

ク高さ (W0.1, sec) におけるピーク幅の評価．データは 5 回測定時におけるピーク幅

の平均値を元に BEH カラムと各カラムの割合を算出し，log2変換したものを示す． 

 

続いて，6種類のカラムを用いて各脂質クラスの分離挙動を検討した．図 20Aは各

脂質クラスの保持挙動を示す．DEAカラムを用いた場合，極性の高い酸性脂質 (PI, PS, 

PA, LPI, LPS, LPA) との親水性相互作用が最も強く働き，各脂質クラスの分離は最も

良好であった．また，これらの脂質クラス (特に LPA, PA, LPS, PS) のピーク幅は， 
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図 21 DEA カラムを用いた位置異性体の分離 

(A) リゾリン脂質．(B) 中性脂質． 

 

DEA カラムを用いることで大幅に改善された (図 20B)．さらに，異性体の分離能に

ついても評価した．DEAカラムを用いた場合，リゾリン脂質 (LPC, LPE, LPG) や中

性脂質 (MAG, DAG) の位置異性体を分離することができた (図 21)．一方，異なる脂

肪酸側鎖を有する構造異性体 (例えば PC 16:0‒20:4 と PC 18:2‒18:2) は，6種類全ての 

 

 

図 22 DEA カラムを用いた内部標準物質の MRM クロマトグラム 

分析条件はそれぞれ最適化したパラメータを適用した． 



- 41 - 

 

カラムにおいて分離することができなかった． 

以上の結果に基づき，DEA カラムをワイドターゲットリピドーム解析に使用する

ことに決定した．最適化した分析条件を適用することで，ほとんど全ての脂質クラス

をわずか 20分で分離することに成功した (図 22)． 

 

3‒4. MRM 測定条件の検討 

 膨大な種類の脂質分子を一斉分析するためには，各ピークにおいて定量に必要なデ

ータポイント数を担保する必要がある．例えば，1 つの化合物を測定するために必要

な時間が 5 ミリ秒であった場合，100 化合物全てを順番に測定するためには 500 ミリ

秒必要である．したがって，5秒のピーク幅では合計 10ポイントのデータポイントを

担保することができる．このように，定量に必要なデータポイントを担保するために

MRM 条件を最適化する必要がある．そこで，dwell time, MS inter-scan, inter-channel 

delay, polarity switch inter-scan など各MRM パラメータを最適化し，1サイクルあたり

の MRM トランジションの限界数を検討した．まず，MRM トランジション数が及ぼ

す感度への影響について検討した．その他のパラメータ (dwell time, MS inter-scan, MS 

inter-channel delay, polarity switch inter-scan) はそれぞれ 1 msec, 2 msec, 2 msec, 15 msec

に設定した．1サイクルあたりのMRMトランジションを 200種類以上設定した場合，

良好なピーク形状で検出される脂質クラスは 10 点以上のデータポイントを担保する

ことができず，感度や定量性の低下が確認された．したがって，1 サイクルあたりの

MRM トランジション数は 150 種類以内に収めることにした．次に，その他のパラメ

ータについて検討したところ，初期条件において充分なデータポイントを担保するこ

とができ，感度も良好であった．したがって，dwell time は 1 msec，MS inter-scanと

MS inter-channel delayは 2 msec，polarity switch inter-scan は 15 msec に設定した． 

 

3‒5. 分析法の堅牢性と定量性の検証 

 脂質標準品の混合溶液を用いて当該分析手法の堅牢性の検証を実施した．検量線は

脂質クラスごとに内部標準物質と合成標準品のピーク面積比に基づき作成した．各脂

質クラスは保持時間 (relative standard deviation, RSD < 3.8%)，ピーク面積 (RSD < 

13.0%) ともに良好な再現性であった (表 3)．また，各脂質クラスの検量線は相関係

数 (R2) が 0.9922以上の直線性を示し，検出限界 (limit of detection, LOD) は 5 fmol

から 1000 fmol の範囲内であった．さらに，当該研究で構築した分析手法の感度を評

価するため，同機種の SFC をノンターゲットリピドーム解析手法として広く利用され
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ている Q-TOF-MS と接続し，それぞれの MS における検量線範囲の比較を行った．

Q-TOF-MS では一度の分析結果を元に検量線を作成したため LPI や PC，FFA の検量

線の R2値は 0.98を下回ってしまったが，QqQ-MS は Q-TOF-MS と比較して高感度で

測定可能であることが確認された (表 4)． 

 

表 3 SFC/QqQ-MS を用いた脂質分析法の堅牢性と定量性 

Lipid 

class 

Ion 

mode 

RT RSD (%, n = 5) 
a
 Linear range 

R
2
 

value 

Internal 

standard 

Spike‒and‒recovery test 

(min) RRT 
b
 RPA 

c
 (nM) Analyte 

Recovery 

(%, n = 5) 

LPC ESI＋ 6.12 0.09 2.70 50 ‒ 50000 0.9998 LPC 17:0 LPC 18:0 71.9 ± 4.9 

LPE ESI＋ 7.45 0.07 1.73 50 ‒ 100000 0.9987 LPE 17:1 LPE 18:0 95.9 ± 3.5 

LPG ESI＋ 10.87 0.08 8.18 50 ‒ 10000 0.9975 LPG 17:1 – – 

LPA ESI－ 17.43 0.57 8.97 1000 ‒ 100000 0.9942 LPA 17:0 – – 

LPI ESI－ 14.02 0.09 3.50 5 ‒ 50000 0.9966 LPI 17:1 – – 

LPS ESI＋ 15.36 0.07 2.27 100 ‒ 100000 0.9999 LPS 17:1 – – 

PC ESI－ 5.46 0.08 4.35 50 ‒ 50000 0.9922 PC 17:0‒17:0 PC 16:0–20:4 77.7 ± 3.5 

PCpln ESI＋ 5.45 0.10 3.65 50 ‒ 50000 0.9977 LPC 17:0 PC 18:0p–20:4 78.0 ± 10.4 

PE ESI－ 6.32 0.11 3.09 10 ‒ 50000 0.9929 PE 17:0‒17:0 PE 18:0–20:4 101.9 ± 17.0 

PEpln ESI＋ 6.22 0.09 9.91 10 ‒ 100000 0.9976 LPE 17:1 PE 18:0p–20:4 95.8 ± 17.3 

PG ESI－ 8.99 0.08 1.72 5‒100000 0.9975 PG 17:0‒17:0 – – 

PA ESI－ 12.43 0.82 4.17 10 ‒ 100000 0.9985 PA 17:0‒17:0 – – 

PI ESI－ 12.06 0.10 2.26 100 ‒ 50000 0.9994 PS 17:0‒17:0 PI 18:0–20:4 103.5 ± 7.6 

PS ESI－ 12.23 0.09 1.87 50 ‒ 100000 0.9959 PS 17:0‒17:0 – – 

SM ESI＋ 5.83 0.09 2.56 10 ‒ 10000 0.9950 SM d18:1‒17:0 SM d18:1–18:0 64.9 ± 3.0 

Cer ESI＋ 4.48 0.12 12.95 10 ‒ 100000 0.9977 Cer d18:1‒17:0 Cer d18:1–18:0 91.0 ± 14.2 

CE ESI＋ 1.12 1.81 11.32 50 ‒ 50000 0.9994 CE 17:0 CE 16:0 67.2 ± 5.7 

MAG ESI＋ 3.97 0.18 3.49 500 ‒ 100000 0.9974 MAG 17:0 MAG 16:0 98.4 ± 1.8 

DAG ESI＋ 3.25 0.14 8.36 5 ‒ 10000 0.9976 DAG 12:0‒12:0 DAG 16:0-16:0 86.6 ± 9.1 

TAG ESI＋ 1.61 3.76 2.86 500 ‒ 100000 0.9992 TAG 51:0 TAG 54:2 72.8 ± 5.0 

FFA ESI－ 4.02 0.11 1.18 500 ‒ 100000 0.9988 FFA 17:0 FFA 18:0 91.8 ± 7.1 

a 定量再現性のバリデーションのためのインジェクション濃度は 10 μM． 
b 相対 RT (analyte / internal standard)． 
c 相対ピーク面積値 (analyte / internal standard)． 

 

 続いて，作成した検量線を用いて WHHLMI ウサギの血漿に含まれる各脂質分子を

定量した．血漿脂質抽出液に含まれる脂質分子と同濃度の合成脂質標準品を血漿脂質

抽出液に添加して再度測定することで，検出された全ての脂質クラスにおいて分析の
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回収率を算出した．その結果，回収率は 64.9%から 103.5%の範囲内に収まり (表 3)，

絶対定量を実施するにあたり許容範囲内の濃度を取得することができた．以上より，

当該研究で構築した分析手法は高精度かつ高い再現性で定量可能であることが示さ

れた． 

 

表 4 SFC/Q-TOF-MS の感度の評価 

Lipids Ion mode Adduct ion m/z LOD 
a
 LOQ 

b
 Linear range  R

2
 value  

    
 

  (μM) (μM) (μM) 
 

LPC 17:0 ESI＋ ＋H 510.3554 0.1 0.1 0.1－50 0.9904 

LPE 17:1 ESI＋ ＋H 466.2928 0.1 0.1 0.1－50 0.9956 

LPG 17:1 ESI＋ ＋H 497.2874 50 50 - - 

LPA 17:0 ESI－ －H 423.2517 1 1 
  

LPI 17:1 ESI－ －H 583.2889 1 1 1－50 0.9593 

LPS 17:1 ESI＋ ＋H 498.3874 n.d. n.d. - - 

PC 17:0–17:0 ESI－ ＋CH3COO－ 820.6073 1 1 1－50 0.9511 

PE 17:0–17:0 ESI－ －H 718.5392 1 1 1－50 0.9840 

PG 17:0–17:0 ESI－ －H 749.5338 0.1 0.1 0.1－50 0.9939 

PA 17:0–17:0 ESI－ －H 675.4970 1 1 1－50 0.9887 

PS 17:0–17:0 ESI－ －H 762.5291 1 1 1－50 0.9973 

SM d18:1–17:0 ESI＋ ＋H 717.5905 0.1 0.1 0.1－50 0.9962 

Cer d18:1–17:0 ESI＋ ＋H 552.5350 0.1 0.1 0.1－50 0.9822 

CE 17:0 ESI＋ ＋NH
4
 656.6340 n.d. n.d. - - 

MAG 17:0 ESI＋ ＋H 245.2999 1 1 1－50 0.9960 

DAG 12:0–12:0 ESI＋ ＋NH
4
 474.4153 1 1 1－50 0.9887 

TAG 17:0–17:0–17:0 ESI＋ ＋NH
4
 866.8171 0.1 0.1 0.1－50 0.9874 

FFA 17:0 ESI－ －H 269.2486 0.1 0.1 0.1－50 0.9645 

a Limit of detection (S/N = 3)． 
b Limit of quantitation (S/N = 10)． 

 

3‒6. 分析プラットフォームの構築 

 これまで，各脂質クラスにおいて代表的な脂質標準品を用いて MRM トランジショ

ンの最適化，SFC のカラムスクリーニングや分析条件の最適化，MRM パラメータの

最適化を実施し，SFC/QqQ-MS の脂質分析系を構築した．さらに，各脂質クラスと主

要脂肪酸組成の MS/MS フラグメントパターンに基づき，生体内に存在する脂質分子

を包含したMRM ライブラリを作成した．一般的に，QqQ-MS の MRM モードは微量

成分を含むターゲット化合物の定量分析に使われるが，当該研究では MRM ライブラ
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リを搭載することで QqQ-MS を用いた包括的な脂質分析を実現した．作成したMRM

ライブラリは 22種類の脂質クラスを対象とし，それぞれ 23種類の脂肪酸側鎖を有す

る脂質分子を網羅したため，MRM ライブラリに含まれる脂質分子の数は約 2500種類

にも及んだ．また，各脂質分子において構造特異的な MS/MS フラグメントを用いる

ことで，約 5000 種類の MRM トランジションを決定した．さらに，各脂質分子を定

量するために必要なデータポイント数を担保できるよう，これらの MRM トランジシ

ョンを 16 種類のスケジュール MRM メソッドに分割した．当該研究で提案したワイ

ドターゲット定量リピドーム解析法を以下に記す．(i) 脂質クラスごとに内部標準物

質を添加した抽出サンプルを準備し，各サンプルから等量ずつ混合した quality control 

(QC) サンプルを作成する．(ii) 16種類のスケジュール MRM メソッドを用いて QC サ

ンプルをスクリーニングし，定量対象とする脂質分子を選択する．(iii) これらの脂質

分子を含有したスケジュール MRM を作成し，全サンプルの定量分析を実施する (図

14)． 

 

4. 考察 

当該研究では，生体内に存在する脂質分子を包含した MRM ライブラリを作成し，

膨大な種類の脂質分子を高感度かつ定量可能な新規リピドーム解析手法を開発した．

脂質は親水性の極性ヘッドグループと疎水性の脂肪酸側鎖の組み合わせにより膨大

な種類が存在し，幅広い極性を有している．これまで，リピドーム解析を実施するた

めに様々な方法が提案されているが，包括的かつ定量的なリピドーム解析手法は未だ

に開発されていない．広範囲に渡る脂質分子の測定は，脂質代謝を理解するための新

たな知見を提供することに繋がる．また，個々の脂質分子の定量分析を実現すること

で，異なる日や異なる研究施設で得られたデータの絶対比較が可能となる．先行研究

では BEH カラムを用いた SFC/Q-TOF-MS 分析法により，ブタの脳抽出物において合

計436種類の脂質分子をハイスループット分析したことが報告されている 67)．さらに，

クロマトグラフィーの分解能の点においても SFC が従来の脂質クラスの分離法 

(NPLC や HILIC) より優れていることを明らかにしている．しかし，リゾリン脂質の

位置異性体 (例えば LPC 16:0 (sn-1) と LPC 16:0 (sn-2)) やジアシルリン脂質の構造異

性体 (例えば PC 16:0‒22:6 と PC 18:2‒20:4) の同定までは実施されていなかった．し

たがって，既述の問題を解決するためには，位置異性体や構造異性体を含む個々の脂

質分子の分離や定量性についても詳細に検討する必要がある． 

まず，BEHカラムを用いてモディファイア溶液によるピーク形状への影響について
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検討した．多くの極性脂質 (LPA, LPS, PA, PS) のピーク形状は，メタノールに 5%の

水を添加することで改善された (図 17)．メタノールに 5%の水を添加すると，移動相

の溶媒和力の向上や化合物の溶解度の上昇により，フラボノイドグリコシドなど親水

性化合物のピーク形状が改善されることが報告されている 73)．したがって，既述の極

性脂質分子でも同様の改善が観察されたことが示唆されている．SFC 条件の最適化の

後，BEHカラム, 2-EP カラム, 2-PIC カラム, 1-AAカラム, DIOLカラム, DEAカラムを

用いて各脂質クラスの分離挙動について検討した．これらのカラムは 1.7 μm の BEH

粒子を元に開発されたものである．図 23は各カラムにおける各脂質標準品の保持時

間を説明変数とし，PCA を用いて脂質クラスの保持の特徴を評価したものである．官

能基としてベンゼン環を有する 3種類のカラム (2-EP, 2-PIC, 1-AA) を使用する場合，

CEやTAGといった疎水性の高い脂質は他のカラムと比較して少し強い保持挙動を示

した (図 20，図 23)．一方，DEAカラムのみはクロマトグラフィーの分解能を維持し，

ピーク形状を損なうことなく，PI, PS, PA, LPI, LPS, LPA など極性の高い酸性脂質の強

い保持挙動を示した (図 20，図 23)．この理由として，強い塩基性を有する DEAカ

ラムの固定相が極性の高い酸性脂質の保持や分離に寄与した可能性が考えられる．し

たがって，DEAカラムを用いることでほとんど全ての脂質クラスのベースライン分

離を達成することができた．各脂質クラスを高分離することで，異なる脂質クラス間

のマトリクス効果を回避するだけでなく，化合物の同定精度を改善することにも繋が

る．さらに，DEAカラムを用いることで，リゾリン脂質 (LPC, LPE, LPG) や中性脂 

 

 

図 23 PCA を用いた各カラムの特徴の評価 

(A) スコアプロット．(B) ローディングプロット．説明変数は各カラムにおける各脂

質標準品の保持時間を使用した．スケーリングは実施しなかった． 
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質 (MAG, DAG) の位置異性体を分離することができた．リゾリン脂質は，グリセロ

リン脂質やスフィンゴ脂質の代謝における生物活性分子や前駆体，中間体として知ら

れている．しかし，生体内における 1-アシル-2-リゾリン脂質と 2-アシル-1-リゾリン

脂質の機能の違いは未だに明らかにされていない 74)．同様に，1-アシル-2-MAGと 2-

アシル-1-MAG や，1,2-アシル-DAG と 1,3-アシル-DAG の機能の違いについても不明

である．これらの脂質分子の機能や役割を解明するために，当該分析手法が今後の研

究に大いに役立つことが期待される． 

 続いて，異なる脂肪酸側鎖を持つジアシルリン脂質の構造異性体  (例えば PC 

16:0‒20:4 と PC 18:2‒18:2) の分離を検討した．これらの構造異性体は DEA カラムを

用いて分離することができなかったが，脂肪酸イオンの MRM トランジションに基づ

き，PC 16:0‒20:4 (840.6 > 255.3と 840.6 > 303.2) と PC 18:2‒18:2 (840.6 > 279.3) を個々

に識別することができた．一方，個々の TAG 分子種については，脂肪酸がニュート

ラルロスとして失われたフラグメントイオンのMRMトランジションでは質量分離を

達成することができなかった．TAGはグリセロール骨格の sn-1, sn-2, sn-3の位置に 3

種類の脂肪酸側鎖を持つため，クロマトグラフィーで共溶出した TAG の構造異性体

は個々に識別することができない．例えば，TAG 16:0‒18:1‒20:4 (898.8 > 577.5, 898.8 > 

599.5, 898.8 > 625.5) と TAG 16:0‒18:2‒20:3 (898.8 > 575.5, 898.8 > 601.5, 898.8 > 

625.5) は同じMRM トランジション (898.8 > 625.5) を含む．したがって，DEAカラ

ムを用いた SFC の分離モードのように，脂質クラスの違いに基づく分離分析において

は，個々の脂質値を取得することができない．したがって当該分析手法では，これら

の構造異性体の脂質値を合計することで TAG 分子種を定量した．脂肪酸側鎖情報を

有する詳細な分子情報を得るためには，逆相カラムを適用した LC/MS/MS や

SFC/MS/MS の分析法が推奨される 75)． 

 QqQ-MS における MRM モードは S/N 比が向上することから非常に感度が高く，堅

牢な定量値を取得することができるものの，一方で事前に測定対象とする化合物を選

択しないといけない点から，包括的なリピドーム解析において致命的な問題点を有し

ている．そこで当該研究では生体内に存在する脂質分子を包含した MRM ライブラリ

を作成した．QC サンプルを使用し，作成した MRM ライブラリで生体内に存在する

脂質分子をスクリーニングすることで，定量可能な脂質分子の効率的な選択を実現し

た．Q-TOF-MS はノンターゲットでのリピドーム解析を達成することができるが，

QqQ-MS と比較して各脂質クラスの感度の低下が生じた．さらに，順相カラムを使用

した場合，同じ脂質クラスの脂質分子がほとんど同じ保持時間で溶出するため，

Q-TOF-MS の四重極におけるプレカーサーイオンのアイソレーションは事実上不可
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能である．したがって，異なる脂肪酸側鎖を有する構造異性体の質量分離を達成する

ためには QqQ-MS の MRM モードによる分離が最適であることが示された． 

 先行研究では，脂質分子のイオン化効率は主に極性ヘッドグループに依存し，脂肪

酸側鎖の影響をほとんど受けないことが示されている 49,76)．さらに，脂肪酸鎖長およ

び二重結合数が異なる脂質分子のイオン化効率には有意差がないことが実験的に証

明されている 71)．したがって，各脂質クラスをクロマトグラフィーにより分離し，添

加した各脂質クラスに代表的な脂質標準品を元に内在性の脂質分子のピーク面積値

を標準化することで，個々の脂質分子を一斉に定量することができる．当該研究では

定量性の検証を実施するために，WHHLMI ウサギの血漿から検出された脂質分子を

定量し，同じ合成脂質標準品を同濃度添加して再度測定することで，分析における回

収率を算出した．その結果，64.9%から 103.5%の範囲内に収まり (表 3)，20分以内に

脂質分子を高精度で定量することができた．さらに，当該分析手法では個々の脂質分

子を包括的に定量することができるため，各脂質クラスの濃度を精確に算出すること

が可能である．RPLC で分離した場合，同一脂質クラスの分子は異なる時間に溶出す

るため，それぞれの保持時間におけるマトリクス効果を補正することができず，脂質

クラスの定量を実施することができなかった．したがって，市販の測定キットを使っ

た脂質クラスの定量が主流であり，コレステロールや総リン脂質，トリグリセリド濃

度しか測定することができなかった．一方，当該分析では個々の脂質分子の濃度を合

算することで各脂質クラスの濃度を算出することが可能であり，今後脂質代謝の議論

を深めるうえで画期的な手法になり得ることが期待される． 

 

5. 小括 

 当該研究では，SFC/QqQ-MS を用いることでワイドターゲット定量リピドーム解析

手法を構築するに成功した．生体内に存在する脂質分子を包含した MRM ライブラリ

を搭載することで血液や細胞，臓器などといった様々な生体試料にも適用可能となり，

定量性の向上に伴いこれまで困難であった異なる研究施設で取得したデータや異な

る日に取得したデータの絶対比較が可能となった．当該分析技術を元に脂質分子の内

生量の情報を取得することで，脂質の生物学的機能の発達に大きく貢献することが期

待される．当該分析技術は，脂質代謝や薬物投与試験，バイオマーカー探索に関する

研究において有用な手法である． 



- 48 - 

 

第 3 章 リポタンパク質定量プロファイリング法の開発 

1. 緒言 

 リポタンパク質粒子における脂質およびアポリポタンパク質組成の変化が動脈硬

化性心血管疾患を誘発することが報告されており 77)，近年リピドーム解析が動脈硬化

性心血管疾患の病態の解明に用いられている．しかし，これらの研究は様々なリポタ

ンパク質が混在した血漿や血清を測定試料としたものが大半であり，動脈硬化におけ

るリポタンパク質の脂質組成の変化について理解を深めることができなかった．一方

で，家族性低 βリポタンパク血症 78)，高脂血症 79)，冠動脈疾患 80) のリポタンパク質

画分を測定した研究も稀に存在するが，画分の情報では各リポタンパク質画分に含ま

れる脂質分子の相対量のみにしか言及することができない．リポタンパク質に含まれ

る脂質の質的変化を評価し，リポタンパク質代謝機構を解明するためには，リポタン

パク質粒子レベルの脂質を捉える技術基盤が必要不可欠である． 

アポリポタンパク質は血液中のリポタンパク代謝を調節し，非交換性と交換性に分

類される．リポタンパク質粒子に固定された非交換性アポリポタンパク質である

apoB-100 は VLDL粒子や LDL粒子に 1分子を包含するため 81,82)，各リポタンパク質

粒子の脂質組成は，画分の脂質分子濃度を apoB-100 値から算出した粒子数で標準化

することによって決定することができる．さらに，アポリポタンパク質は心血管疾患 

(Cardiovascular disease, CVD) を予測するための重要なマーカーとして認識されてい

る 83,84)．例えば，血漿中の apoB/apoA-I の比は，総コレステロール濃度や総トリグリ

セリド濃度といった従来の診断マーカーよりも精確に CVD のリスクを予測可能であ

ることが報告されている 85)．したがって，アポリポタンパク質の定量分析は，血漿リ

ポタンパク質画分のリピドーム解析のデータを標準化するだけでなく，CVD を予測

するための新規なバイオマーカーの発見にも有用であることが期待される． 

 ウェスタンブロット 86) や酵素結合免疫吸着検定法 (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay, ELISA)87) などの抗原に基づく測定は，アポリポタンパク質の定量測定におい

て最も一般的な方法である．これらの測定は高感度で特異性が高いものの，ウサギの

apoB-100など，特定の動物種の目的タンパク質に対する特異的抗体や抗原の開発は実

施されておらず，開発のためには時間を要する．近年，プロテオーム解析によるタン

パク質の分析技術が発達し，ヒトやモデル動物由来のアポリポタンパク質の測定に関

しても同様に実施されている 88‒92)．なかでもボトムアッププロテオミクスでは，還元，

アルキル化したタンパク質をアセトンなどの有機溶媒により沈殿させ，トリプシン消

化により分解したペプチド断片を用いてタンパク質の分析を行う．タンパク質のアミ
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ノ酸配列は動物種ごとに異なるが，測定対象となるペプチドのアミノ酸配列が異なる

だけであるので，ウェスタンブロットや ELISA とは異なり様々な動物種において臨

機応変に対応可能である．さらに，13C や 15N 標識したリジンやアルギニンを C 末端

に持つ標準試料を内部標準物質とした安定同位体希釈法を用いることで，LC/MS/MS

によるターゲットタンパク質の絶対定量分析を実施することができる 93,94)． 

 病態モデル動物は病態機序の解明や薬剤効果などを臨床試験の前段階として詳細

に検討するために重要な役割を果たす．代謝物は種を越えて共通の分子が多く，最終

的な表現型の変化を反映するため，病態モデル動物にリピドーム解析を適用すること

で，病態機序の解明や新規バイオマーカーの発見に繋がることが期待されている．例

えば，病態モデル動物では食事や照明サイクルといった生活環境の調整を行うことが

可能であるため，ヒト検体において課題となる遺伝的背景や生活習慣などによる個体

差の軽減に繋がる．また，動脈硬化など初期段階において自覚症状のない疾患におい

ても，疾患の段階ごとのスクリーニングに真価を発揮する．さらに，疾患と関連深い

代謝経路をノックアウトすることで表現型への影響も検証可能である． 

病態モデル動物を用いた試験では，ヒトとの種差を最大限に考慮し，目的に応じた

動物種を選択する必要がある．リポタンパク質代謝に着目すると，マウスやラットで

はヒトと大きく異なり，ウサギは比較的類似していることが知られている．例えば，

ヒトやウサギにおいて主要なリポタンパク質は LDL であるのに対し，マウスやラッ

トでは主要なリポタンパク質は HDL である．これは，マウスやラットの血液中では

ヒトと異なり CETP の活性が認められず 95)，HDLに含まれるコレステロールが VLDL

や IDL，LDLへと転送されていないことが原因の一つであると考えられている．また，

ヒトやウサギでは LDLで主要なアポリポタンパク質として apoB-100を包含している

が，マウスやラットでは apoB-48 が主要なアポリポタンパク質として存在している．

これは，肝臓における APOBEC1 の発現の有無が原因として挙げられる．全ての哺乳

動物において，apoB をコードする遺伝子はほとんど全て RNA 編集が行われ 96)，

apoB-48 が生成されるが，肝臓における RNA 編集は動物種により異なる．ヒトやウ

サギでは肝臓で APOBEC1 が発現していないため RNA 編集は行われず，結果として

肝臓では apoB-100 のみを産生する 97)．しかし，マウスやラットなどげっ歯類では肝

臓でも APOBEC1 が発現しているため，apoB-48と apoB-100のいずれもが産生される

97)．血液中からのリポタンパク質の消失速度は apoB-48を包含している方が極めて速

いため，リポタンパク質代謝の違いに影響を与えていると考えられる．リポタンパク

質代謝だけでなく，動脈硬化病変もヒトとげっ歯類では異なる特徴を持つ．動脈硬化

モデルマウスで発生する動脈硬化病変は脂質の蓄積や泡沫細胞に富み，線維成分が少
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ない病変を形成する 98‒100)．しかし，ヒトでは脂質とマクロファージの蓄積層を線維

性皮膜が覆う病変や，平滑筋細胞やコラーゲン線維に富む病変など，様々な種類の病

変を形成し 101)，マウス同様の病変を形成するのは稀である 102,103)．ウサギはヒト同様

に様々な種類の病変を形成するため，ヒトに近いモデル動物として使用されている． 

WHHLMI ウサギはヒト家族性高コレステロール血症の病態モデル動物の一つであ

り 104)，基礎研究や診断法の開発など多岐に渡り使用されている．これまで，WHHLMI

ウサギは冠状アテローム性動脈硬化病変の進展の調査 105)，放射性ヨウ素によりヨウ

素化したペプチドプローブ断片を用いた LDLの酸化過程の観察 106)，腸間膜脂肪蓄積

とインスリン抵抗性，高脂血症，アテローム性動脈硬化の関係性についての研究 107) 

などに使用されている．これらの研究成果に基づき，WHHLMI ウサギは心筋梗塞の

病態機序の解明やバイオマーカーの探索を実施するうえで有用であることが明らか

にされている． 

 そこで本章では，WHHLMI ウサギの血漿リポタンパク画分を測定対象とし，

nano-LC/QqQ-MS を用いた apoB-100の定量分析法と SFC/QqQ-MS を用いたリピドー

ム解析法に基づき，リポタンパク質の粒子に特異的な脂質成分を取得するための新規

リポタンパク質定量プロファイリング法を構築することを目的とした． 

 

 

図 24 新規リポタンパク質定量プロファイリング法 
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2. 実験方法 

2‒1. 試薬 

試薬特級の塩化ナトリウムや臭化ナトリウム，水酸化ナトリウム溶液 (1 mol L‒1)，

エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩二水和物は和光純薬株式会社 (大阪，日本) 

から購入した．LC/MS グレードの蒸留水，アセトニトリル，ギ酸は和光純薬株式会社

から購入した．酢酸アンモニウムは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入した．

MS グレードのメタノールは関東化学株式会社 (東京，日本)，HPLC グレードのクロ

ロホルムと LC/MS グレードの蒸留水はキシダ化学 (大阪，日本) から購入した．全て

の脂質標準品は Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) から購入した．ただし FA 17:0

は Sigma-Aldrichから購入した．二酸化炭素 (99.5%グレード，吉田酸素，福岡，日本) 

を SFC 移動相として用いた．安定同位体標識 (アルギニンおよびリジンを 13C および

15Nで標識) したペプチド (apoB-100, IEIPLPFGGK[13C6, 
15N2]; apoC-II, VQESLSSYW- 

DSAK[13C6, 
15N2]; apoE, AGQPWELALGR[13C6, 

15N4]) は Eurofins Genomics (東京，日本) 

から購入した． 

 

2‒2. 実験動物 

動物に関わる全ての実験は神戸大学動物実験委員会の承認を受け，神戸大学動物実

験実施規則，動物の愛護及び管理に関する法律 (昭和 48年 法律第 105号 平成 18年

改正)，実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準 (平成 18年 環境省告

示第 88 号)，研究機関等における動物実験等の実施に関する基本方針 (平成 18 年 文

部科学省告示第 71号) に基づいて実施した． 

当該研究では 5匹の WHHLMIウサギを用いた．ウサギは一定の室温 (22±2 ˚C) か

つ一定の明暗サイクル (12 h light/dark) の室内に金属製のケージを設置し，個別に飼

育した．食事は普通食 (120 g/day; LRC4, オリエンタル酵母株式会社，東京，日本) と

水を与えた． 

 

2‒3. リポタンパク質の超遠心分離 

リポタンパク質はステップワイズ法に基づき超遠心分離法により分画を実施した

108,109)．塩化ナトリウムを 105 ˚C の条件で 15 分間乾燥後 5.7 g秤量し，500 mLのメス

フラスコに加えた．さらに 0.05 gの EDTA-2Naをメスフラスコに加え，250 mLの蒸
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留水と 0.5 mLの水酸化ナトリウムを加えて溶解させた．蒸留水を加えて 500 mLにス

ケールアップし，さらに 1.5 mLの蒸留水を加えることで 1.006 g mL‒1の比重液を調製

した．また，臭化ナトリウムを 105 ˚C の条件で 15分間乾燥後 24.98 g秤量し，1.006 g 

mL‒1の比重液 100 mL に添加することで 1.182 g mL‒1の比重液を調製した．1.019 g 

mL‒1の比重液は 1.006g mL‒1の比重液 27.784 mLと 1.182 g mL‒1の比重液 2.216 mLを

混合することにより調製した．また，1.063 g mL‒1の比重液は 1.006 g mL‒1の比重液

20.284 mLと 1.182 g mL‒1の比重液 9.716 mLを混合することにより調製した． 

EDTA-2Naチューブに 4 mL採血し，700 ×g, 4 ˚Cの条件で 25分間遠心分離を行った．

上層で得られた血漿のうち 1.5 mLを超遠心用チューブに入れ，700 ×g, 4 ˚C の条件で

3分間スピンダウンを行った．血漿の上に 1.006 g mL‒1の比重液をパスツールピペッ

トで 3.2 mL重層し，375000 ×g, 4 ˚C の条件で 5時間超遠心分離を行った．超遠心用チ

ューブをカットし，上層 1.5 mLと下層をそれぞれ新しい超遠心用チューブに移した．

上層に 1.006g mL‒1の比重液をパスツールピペットで 3.2 mL重層し，375000 ×g, 4 ˚C

の条件で再び 5時間超遠心分離を行うことで VLDLの洗浄を行った．再度超遠心用チ

ューブをカットし，上層に浮上した VLDLを分析用サンプルとした．一方，先程得ら

れた下層では，回収量 x mLを測定し，下記の数式 (1) に従って 1.182 g L‒1の比重液

を y mL添加した後，5秒間ボルテックスし，700 ×g, 4 ˚C の条件で 3分間スピンダウ

ンを行った．さらに，1.019 g mL‒1の比重液をパスツールピペットで (4.7‒x‒y) mL重

層し，375000 ×g, 4 ˚C の条件で 5時間超遠心分離を行った．その後，超遠心用チュー

ブをカットし，下層を新しい超遠心用チューブに移した．下層に 1.019 g L‒1の比重液

をパスツールピペットで 3.2 mL重層し，375000 ×g, 4 ˚C の条件で再び超遠心分離を行

うことで IDLを除去し，下層の洗浄を行った．再度超遠心用チューブをカットし，下

層の回収量 a mLを測定し，下記の数式 (2) に従って 1.182 g mL‒1の比重液を b mL添

加した後，5秒間ボルテックスし，700 ×g, 4 ˚Cの条件で 3分間スピンダウンを行った．

さらに，1.063 g mL‒1の比重液をパスツールピペットで (4.7‒a‒b) mL重層し，375000 

×g, 4 ˚C の条件で 5時間超遠心分離を行った．その後，超遠心用チューブをカットし，

上層に浮上した LDL を分析用サンプルとした． 

Sample [x mL] × 1.006 + 1.182 y = Sample [x mL] × 1.019 + 1.019 y ........... (1) 

Sample [a mL] × 1.019 + 1.182 b = Sample [a mL] × 1.063 + 1.063 b .......... (2) 

 

2‒4. リピドーム解析用試料の調製 

WHHLMIウサギは絶食後 12時間以上経過してから耳介中心動脈から採血した．ウ
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サギ血漿リポタンパク質画分からの脂質の抽出は Bligh and Dyer 法を一部改変して実

施した 70)．サンプル 20 μLに内部標準物質混合液 30 μLと混合溶液 (メタノール:クロ

ロホルム:水=556:278:166, v/v/v) 1000 μLを添加し，1分間ボルテックスミキサーで撹

拌した．その後，超音波処理によって 5分間代謝物を抽出した後，16000 ×g, 4 ˚C の

条件で 5 分間遠心分離した．上清 700 μL を新しいチューブに回収し，クロロホルム

195 μLと水 195 μLを添加した後，1分間ボルテックスミキサーで撹拌した．再び 16000 

×g, 4 ˚C の条件で 5分間遠心分離することで 2層に分離させ，下層 200 μLを新しいチ

ューブに回収した．回収した下層は混合溶液 (メタノール:クロロホルム=2:1, v/v) 600 

μLを添加することで希釈した． 

 

2‒5. アポリポタンパク質定量分析用試料の調製 

 ウサギ血漿リポタンパク質画分からのアポリポタンパク質の抽出は，先行研究の前

処理法を一部改変して実施した 110)．まず，タンパク質の還元とアルキル化を実施し

た．氷上に置いた低タンパク質吸着性チューブにサンプル 20 μLと 20 mg mL‒1のウシ

血清アルブミンを 25 μL添加し，変性バッファー (500 mM Tris-HCl バッファー (pH 

8.5)，10 mM エチレンジアミン四酢酸，7 M グアニジン塩酸塩) を 175 μL添加した．

50 mg mL‒1のジチオスレイトール溶液を 1 μL添加し，チューブミキサーを使用して

サンプルを室温で 60 分間振とうした．その後，チューブにアルミ箔を巻いて遮光し

てから 50 mg mL‒1のヨードアセトアミド溶液を 2.5 μL添加し．チューブをセットし

たチューブミキサーをアルミ箔で遮光してから室温で 60 分間振とうした．次に，タ

ンパク質の沈殿を実施した．サンプル溶液に冷メタノール 600 μL，冷クロロホルム

150 μL，冷水 50 μLを添加して転倒混和させ，スイングローターを用いて 20000 ×g, 4 

˚C の条件で 5分間遠心分離した後，上層を除去した．さらに冷メタノール 450 μLを

添加し，沈殿物を洗浄するため静かに転倒混和させ，スイングローターを用いて 20000 

×g, 4 ˚C の条件で 5分間遠心分離した後，上層を除去した．もう一度スイングロータ

ーを用いて 20000 ×g, 4 ˚C の条件で 1分間遠心分離した後，上層を完全に除去した．

精製したタンパク質は，プロテアーゼ消化促進剤によりタンパク質分解効率を向上さ

せつつ，リシルエンドペプチダーゼとトリプシンによる消化を実施した．6 M の尿素

溶液を 9 μL添加し，チューブミキサーを用いて室温で 10分間振とうした後，0.1 M

の Tris-HCl バッファー溶液 (pH 8.5) を 36 μL添加し，超音波洗浄機を用いて完全に

溶解させた．0.5 mg mL‒1のリシルエンドペプチダーゼ溶液を 1 μLと 1%のプロテアー

ゼ消化促進剤 (ProteaseMAX™ Surfactant) を 2.5 μLを添加し，サンプルを 25 ˚C で 3
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時間インキュベートした．その後，0.5 μg μL‒1のトリプシン溶液を 1μL添加し，サン

プルを 37 ˚C で 16時間インキュベートした．最後にサンプルの脱塩処理を実施した．

内部標準物質 7.5 μLと 50%ギ酸水溶液 3 μLを添加し，ボルテックスミキサーで撹拌

した．サンプルは GL-Tip SDB (ジーエルサイエンス株式会社，東京，日本) で脱塩処

理を行い，濃縮乾固した後，0.1%のギ酸水溶液を 50 μL添加した． 

 

2‒6. コレステロール，トリグリセリド，タンパク質の測定 

総コレステロール値および総トリグリセリドの濃度はコレステロール E-テストア

ッセイキットおよびトリグリセリドE-テストアッセイキット (和光純薬株式会社) を

用いて測定を行った．タンパク質の濃度は Bradford 法を用いて測定を行った 111)． 

 

2‒7. SFC/QqQ-MS によるリピドーム解析条件 

リピドーム解析は 2 章で構築した分析法を適用した．SFC 分析条件を以下に記す．

移動相 (A) は超臨界二酸化炭素を使用し，移動相 (B) は 0.1% (w/v) の酢酸アンモニ

ウムを添加した混合溶媒 (メタノール:水=95:5, v/v) を使用した．インジェクション量

は1 μLに設定した．流速は 1.0 mL min‒1に設定し，メイクアップポンプの流速は 0.2 mL 

min‒1に設定した．移動相 (B) は 1% (1 min), 1‒65% (11 min), 65% (6 min), 65‒1% (0.1 

min), 1% (1.9 min) のグラジエント条件で実施した．カラムオーブン温度は 50 ˚Cに設

定した．ABPR は 1500 psi に設定した．分析条件は 20 分間に設定した．カラムは

ACQUITY UPC2TM DEAカラム (100 × 3.0 mm i.d., particle size: sub 1.7 μm, Waters) を使

用した．MS 分析条件を以下に記す．キャピラリー電圧は 3.0 kVに設定した．脱溶媒

温度は 500 ˚C に設定した．コーンガス流速は 50 L h‒1，脱溶媒ガス流速は 50 L h‒1に

設定した． 

 

2‒8. Nano-LC/QqQ-MS によるアポリポタンパク質の分析条件 

Nano-LC-MS は送液ユニット (LC-20Adnano，島津製作所，京都，日本)，低容量ナ

ノバルブ (FCV nano，島津製作所)，ナノスプレーインターフェイス (N8040，エーエ

ムアール株式会社，東京，日本)，高性能 ESIスプレーチップ (Fortis tip 150-20，エー

エムアール株式会社) と三連四重極型質量分析計 (LCMS-8040，島津製作所) を用い，

LabSolutions LCMS ソフトウェア version 5.6 (島津製作所) により制御した．MRM モ

ードを用いたペプチドの分析条件は先行研究を元に設定した 112)．Nano-LC の分析条
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件を以下に記す．移動相 (A) は 0.1% (v/v) のギ酸を添加した混合溶媒 (水:アセトニ

トリル=95:5, v/v) を使用し，移動相 (B) は 0.1% (v/v) のギ酸を添加した混合溶媒 (ア

セトニトリル:水=95:5, v/v) を使用した．カラムは L-column Micro L-C18 (150 × 0.1 mm 

i.d., particle size: 3 μM, CERI) を使用し，トラップカラムは L-column Micro L-C18 (5 × 

0.3 mm i.d., particle size: 5 μM, CERI) を使用した．インジェクション量は 1 μLに設定

した．流速は 400 nL min‒1に設定した．移動相 (B) は 0% (7 min), 0‒65% (38 min), 

65‒100% (5 min), 100% (15 min), 100‒75% (2 min), 75‒0% (8 min) , 0% (15 min) のグラ

ジエント条件で実施した．また，MS の分析条件を以下に記す．脱溶媒温度は 150 ˚C

に設定し，ヒートブロック温度は 200 ˚C に設定した．衝突誘起解離ガスの圧力は 310 

kPaに設定し，インターフェイスの電圧は 1.6 kVに設定した． 

 

2‒9. アポリポタンパク質定量分析の MRM メソッド 

ウサギのアポリポタンパク質のアミノ酸配列は National Center for Biotechnology 

Information のデータベース (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) を用いて取得した．また，

トリプシン消化したペプチド断片の MRM トランジションは Skyline ソフトウェア

version 2.5 を用いて決定した 113)．Skyline で最適化したパラメータを以下に記す．プ

レカーサーイオンの電荷は二価に設定し，プロダクトイオンの電荷は一価に設定した．

プロダクトイオンは yイオンを選択し，1 つのペプチド断片から 3 種類のプロダクト

イオンを検出した．質量許容誤差は 0.5 Daに設定し，質量範囲は m/z 50‒2000に設定

した．ペプチドの質量とデータベースのペプチド理論質量の許容誤差は 0.055 Daに設

定した． 

 

2‒10. データ解析 

 各アポリポタンパク質の MRM クロマトグラムは Skyline ソフトウェア version 2.5

を用いて解析した 113)．アポリポタンパク質の濃度は，非標識のペプチド断片と安定

同位体標識 (アルギニンやリジンを 13C，15N標識) したペプチド断片のピーク面積値

を用いて算出した．一方，脂質分子の同定と定量は MassLynx ソフトウェアを用いた．

定量値は，各脂質分子のピーク面積値と，サンプル抽出時に添加した内部標準物質と

のピーク面積値を用いて算出した． 
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2‒11. 統計解析 

 WHHLMI ウサギにおける VLDL 画分と LDL 画分の脂質値の統計学的有意差は，F

検定により 2群のデータの分散が等しいかを検定し，等分散であると仮定された場合

はスチューデントの t 検定，等分散でないと仮定された場合はウェルチの t 検定を実

施した (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)．相関関係はピアソンの相関解析に基づき評

価した． 

 

3. 結果 

3‒1. ウサギの個体情報 

 当該研究では 21 月齢の WHHLMI ウサギにおける血漿およびリポタンパク質画分 

(VLDLおよび LDL) のアポリポタンパク質定量分析とリピドーム解析を実施した．表

5 は WHHLMI ウサギにおける月齢，性差，体重，総コレステロール濃度，総トリグ

リセリド濃度を示す．WHHLMIウサギでは総コレステロールの大半は LDLコレステ

ロールが占め，HDL は極微量にしか存在しなかった．この結果は過去の知見とも一

致していた 68)． 

 

表 5 WHHLMI ウサギの個体情報 

  
WHHLMI rabbit 

 
 

(n = 5) 
Age Month 21 ± 0 
Sex % male 40 

Weight kg 3.4 ± 0.4 
Total cholesterol mg mL

‒1
 9.14 ± 2.20 

Total triglyceride mg mL
‒1
 3.05 ± 1.71 

VLDL cholesterol mg mL
‒1
 0.79 ± 0.84 

LDL cholesterol mg mL
‒1
 8.26 ± 1.89 

HDL cholesterol mg mL
‒1
 0.09 ± 0.03 

VLDL triglyceride mg mL
‒1
 0.76 ± 0.75 

LDL triglyceride mg mL
‒1
 2.11 ± 0.98 

HDL triglyceride mg mL
‒1
 0.19 ± 0.06 

 

 



- 57 - 

 

3‒2.  アポリポタンパク質のトリプシン消化断片の一斉分析 

 まず，nano-LC/MS/MS を用いたターゲットプロテオミクス技術に基づき，アポリポ

タンパク質 (apoA-I, apoA-II, apoA-IV, apoA-V, apoB-100, apoC-I, apoC-II, apoC-III, 

apoC-IV, apoD, apoF) の一斉分析法の開発を実施した．ウサギアポリポタンパク質の

定量分析に用いるターゲットペプチド断片を決定するために，WHHLMI ウサギから

採取した血漿およびリポタンパク質画分 (VLDLおよび LDL) を用いてトリプシン消

化したペプチド断片のスクリーニングを行った．WHHLMI ウサギから検出された各

アポリポタンパク質由来のペプチド断片の検出数を表 6 に示す．当該研究では，12

種類のアポリポタンパク質を正確に同定するため，これらのアポリポタンパク質に由

来する合計 146種類のペプチド断片をそれぞれ 3種類から 4種類のMRMトランジシ

ョンで測定した．そのため，ペプチド断片のスクリーニングに使用した MRM トラン

ジションは合計 479 種類にも及んだ．その結果，多数のペプチド断片が血漿やリポタ

ンパク質画分で検出されたが，リポタンパク質画分で検出されたペプチド数は血漿で

検出されたペプチド数よりも多かった (表 6)．MRMモードを用いた nano-LC/QqQ-MS

の測定により，ほとんど全てのアポリポタンパク質を同定することに成功した (表 6)． 

 

表 6 ウサギのアポリポタンパク質から検出されたペプチド断片の数 

Apolipoproteins 
Number of peptides 

(MRM transitions) 

Number of detected peptides Peptide sequences 

for quantification Plasma VLDL LDL 

apoA-I 6 (20) 6 2 6 ‒ 

apoA-II 3 (11) 1 1 1 ‒ 

apoA-IV 7 (22) 3 3 6 ‒ 

apoA-V 6 (20) 0 6 4 ‒ 

apoB-100 92 (302) 84 91 92 IEIPLPFGGK 

apoC-I 2 (6) 1 2 2 ‒ 

apoC-II 3 (9) 0 3 3 VQESLSSYWDSAK 

apoC-III 5 (16) 2 3 3 ‒ 

apoC-IV 5 (16) 0 4 4 ‒ 

apoD 4 (15) 2 3 4 ‒ 

apoE 8 (26) 7 7 8 AGQPWELALGR 

apoF 5 (16) 1 2 4 ‒ 

Total 146 (479) 107 127 137   

本学位論文に関連する論文 2 より許可を得て転載している． 

 



- 58 - 

 

3‒3. Nano-LC/QqQ-MS を用いたアポリポタンパク質の定量分析 

一斉スクリーニングの結果を踏まえ，リポタンパク質画分から検出されたアポリポ

タンパク質の定量分析を実施した．当該研究では，12種類のアポリポタンパク質のう

ち，VLDL および LDL 画分に多く含まれ，これらの代謝において重要であることが

知られている apoB-100，apoC，apoE を定量対象として選定した．各アポリポタンパ

ク質の定量分析に使用するペプチド断片を以下に記す：apoB-100, IEIPLPFGGK; 

apoC-II, VQESLSSYWDSAK; apoE, AGQPWELALGR (表 6)．これらのペプチド断片は

いずれも測定するタンパク質に特有であり，イオン化効率が高い配列であった．各ア

ポリポタンパク質の定量に使用した非標識のペプチド断片 (Light) と安定同位体標

識 (アルギニンやリジンを 13C，15N標識) したペプチド断片 (Heavy) のMRM トラン

ジションを表 7 に示す．WHHLMI ウサギのリポタンパク画分に含まれる apoB-100，

apoC-IIおよび apoE の濃度は，Light と Heavyのピーク面積値を用いて算出した． 

 

表 7 アポリポタンパク質の定量に用いたペプチド断片の MRM トランジション 

Apolipoproteins Peptide sequences Label 
MS

1
 (m/z) MS

2
 (m/z) 

RT (min) 
  y8 y7 y6 y5 

apoB-100 IEIPLPFGGK light 535.8 828.5 715.4 618.4 505.3 39.1 ± 0.2 

    heavy 539.8 836.5 723.4 626.4 513.3 39.1 ± 0.2 

apoC-II VQESLSSYWDSAK light 750.4 943.4 856.4 769.4 ‒ 32.1 ± 0.3 

    heavy 754.4 951.4 864.4 777.4 ‒ 32.1 ± 0.3 

apoE AGQPWELALGR light 599.3 941.5 844.5 658.4 ‒ 35.7 ± 0.3 

    heavy 604.3 951.5 854.5 668.4 ‒ 35.7 ± 0.3 

本学位論文に関連する論文 2 より許可を得て転載している． 

 

さらに，20 μLのリポタンパク質画分から得られた apoB-100，apoC-IIおよび apoE

の分子の数をアボガドロ定数 (NA) を用いて計算した．既述の通り，apoB-100は VLDL

粒子や LDL 粒子に 1 分子を包含するため 81,82)，apoB-100 の分子の数に基づき VLDL

および LDL 粒子数を算出した (図 25A)．その結果，WHHLMI ウサギでは血液中で

LDL粒子が VLDL粒子より非常に多く存在していることが分かった．また，20 μLの

リポタンパク質画分から得られた apoC-IIと apoEの分子の数をリポタンパク質の粒子

数で標準化し，リポタンパク質粒子に含まれる apoC-IIと apoEの分子の数を測定した 

(図 25B)．その結果，apoC-IIと apoEは LDL 粒子よりも VLDL粒子に多く存在してい

ることが分かった． 
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図 25 WHHLMI ウサギにおけるアポリポタンパク質の定量分析 

(A) リポタンパク質の粒子数 (n = 5)．(B) リポタンパク質 1 粒子あたりの apoC-II お

よび apoE の分子数 (n = 5)．エラーバーはウサギ検体の標準偏差を示す．統計解析は

F 検定により 2 群のデータの分散が等しいかを検定し，等分散であると仮定された場

合はスチューデントの t 検定，等分散でないと仮定された場合はウェルチの t 検定を

実施した (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)． 

本学位論文に関連する論文 2 より許可を得て転載している． 

 

3‒4. SFC/QqQ-MS を用いた血漿のリピドーム解析 

 第 2 章で作成した脂質 MRM ライブラリを用いて WHHLMI ウサギの血漿に含まれ

る脂質分子の一斉スクリーニングを実施した．図 26 は WHHLMI ウサギ血漿から得

られた MRM クロマトグラムを示す．血漿脂質のスクリーニングの結果，WHHLMI

ウサギの血漿から合計 352種類の脂質分子が同定された．また，ほとんど全ての脂質

クラスはベースライン分離され，同じ脂質クラスの脂質分子はほとんど分離しないこ

とが実サンプルからも確認された．リポタンパク質は血漿の構成成分であるため，こ

れら 352種類の脂質分子を測定するための MRM メソッドを再構築し，リポタンパク

質画分へと適用した．抽出過程で内部標準物質を添加したリポタンパク質画分を用い

て脂質分子の定量分析を実施したところ，合計 279種類の脂質分子を定量することに

成功した (図 27A)． 
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図 26 WHHLMI ウサギ血漿から得られた MRM クロマトグラム 

 

3‒5. リポタンパク質粒子の脂質組成の決定 

リポタンパク質画分のリピドーム解析結果を算出した粒子数で標準化し，VLDLと

LDL 粒子における脂質組成を定量的に評価した．図 27 は WHHLMI ウサギにおける

VLDL 粒子と LDL 粒子の間の個々の脂質濃度の比較を示す．ほとんど全ての脂質分

子は LDL 粒子よりも VLDL 粒子に多く含有していることが観察された．特に，リポ

タンパク質リパーゼや肝性リパーゼにより積極的に加水分解されることが知られて

いる TAGは，VLDL から LDLに代謝される過程で大幅に減少していることが示され

た．一方，リン脂質に関しては TAG ほど VLDL の代謝過程で低下していなかった．

興味深いことに，PE のなかでもジアシル型 PE はアルケニルアシル型 PE (PE プラズ

マローゲン) より VLDLの代謝過程で減少していた (図 27B)．本章で提案された新規

リポタンパク質定量プロファイリング法を用いることで，WHHLMI ウサギのリポタ

ンパク質代謝における脂質分子の変動を正確に評価することができた． 
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図 27 血漿リポタンパク質粒子の脂質プロファイリングの比較 

(A) 脂質クラスの比較．エラーバーはウサギ検体の標準偏差を示す．統計解析は F 検

定により 2 群のデータの分散が等しいかを検定し，等分散であると仮定された場合は

スチューデントの t 検定，等分散でないと仮定された場合はウェルチの t 検定を実施

した (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)．括弧内の数字は観測された脂質分子の数を

示す．(B) 脂質分子の volcano plot． VLDL 粒子に含まれる脂質濃度を分母，LDL 粒

子に含まれる脂質濃度を分子にした割合を log2変換した値を横軸に示す． 

 

4. 考察 

当該研究では，nano-LC/QqQ-MS を用いたアポリポタンパク質の定量分析法を構築

し，apoB-100の濃度に基づきリポタンパク質画分に含まれる粒子数を測定した．さら

に，リポタンパク質画分のリピドーム解析結果を標準化することで，リポタンパク質

粒子の脂質組成を決定することに成功した．アポリポタンパク質はリポタンパク代謝

において特定の役割を果たすことが知られている 114)．当該研究では，まず血漿とリ

ポタンパク質画分に含まれるアポリポタンパク質をそれぞれ測定した．その結果，リ

ポタンパク質画分で同定されたペプチドの数は血漿で検出されたペプチドの数より

も多かった (表 6)．LC/MS/MS を用いて化合物を測定する場合，生体試料の夾雑物に
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よるマトリクス効果が原因となり感度の低下が懸念される．したがって，血液中で最

も豊富なタンパク質であるアルブミンはリポタンパク質の分画過程 (超遠心分離) で

除去され，リポタンパク質画分ではイオン化サプレッションが軽減されていることが

考えられる．当該結果から，アルブミンの除去により同定されたペプチドの数の違い

に影響を及ぼしたことが予想される．また，アポリポタンパク質はリポタンパク質ご

とに存在量が異なると言われている．例えば，apoC は VLDL 粒子に主に存在するア

ポタンパク質成分であり，リポタンパク質リパーゼの調節因子である．また，apoB-100

は主に VLDLおよび LDL粒子に多く存在し，apoEは肝臓や VLDL 粒子中に非常に豊

富である．これらのアポリポタンパク質は，受容体を介したリポタンパク質の取り込

みにおいてリガンドとして作用する．さらに，apoB-100はリポタンパク質に固定され

ている非交換性アポリポタンパク質であり，VLDL および LDL 粒子に 1 分子包含す

るため，apoB-100 の濃度に基づきリポタンパク質の粒子数を算出することができる

81,82)．したがって，アポリポタンパク質の定量分析を実施することで，リポタンパク

質代謝制御を理解し，かつリポタンパク質粒子の脂質組成を決定することが可能とな

る． 

現在，質量分析を用いたタンパク質の測定は，トリプシン消化により分解したペプ

チド断片を用いて nano-LC/MS/MS で実施する方法が主流である．定量に用いるペプ

チド断片は測定するタンパク質に特有であり，イオン化効率が高い配列を選択する必

要がある．また，安定同位体標識したペプチド断片を添加することで，脱塩などのサ

ンプル前処理によるロスや共溶出した化合物によるマトリクス効果を除去すること

ができる 93,94)．したがって，定量に用いるペプチド断片を安定同位体標識したペプチ

ド断片を準備することで絶対定量を実施することができる．超遠心分離により血漿か

ら分離した各リポタンパク質画分では，アポリポタンパク質がタンパク質の大半であ

ることから，アポリポタンパク質由来のペプチド断片の一斉スクリーニングの結果に

基づき，それぞれのアポリポタンパク質に特有なペプチド断片を決定することができ

た． 

先行研究では，WHHLMIウサギは LDL受容体をほとんど欠損していることが報告

されている．WHHLMIウサギにおいて，LDLコレステロール濃度は VLDLコレステ

ロールより約 11 倍高く (表 5，図 28)，VLDL コレステロールが多く存在する通常の

日本白色種ウサギとは VLDL と LDL の存在比が大きく異なる 115)．WHHLMI ウサギ

で測定した apoB-100の濃度に基づきリポタンパク質の粒子数を測定したところ，LDL

粒子は VLDL 粒子より非常に多く存在し，血液中で LDL 粒子が蓄積している可能性

が示唆された (図 25A)．また，リポタンパク質粒子に含まれる apoC-II および apoE
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の分子の数を算出したところ，いずれも VLDL 粒子に多く含まれることが示された．

この結果は，これらのアポリポタンパク質が VLDL粒子に主に存在するという過去の

知見とも一致している．以上より，nano-LC/MS/MS を用いたアポリポタンパク質の定

量分析は，リポタンパク質代謝制御を解明するために有用な手法であることが示され

た． 

 リポタンパク質定量プロファイリング法の開発は，リポタンパク質代謝の過程で変

動した特定の脂質の生物学的機能を理解するために重要である．これまでリポタンパ

ク質画分に含まれる脂質分子の相対定量値を標準化するパラメータとして，リポタン

パク質の主要構成成分であるコレステロールやトリグリセリドが注目されてきた．

WHHLMIウサギにおいて VLDLと LDL画分のコレステロール濃度，トリグリセリド

濃度および apoB-100 濃度を比較したところ，これらの濃度はいずれも LDL画分にお

いて有意に高値であった (表 5，図 28)．しかし，apoB-100 の濃度はコレステロール

濃度やトリグリセリド濃度と比較して LDL 画分で飛躍的に高い値を示した (図 28C)．

この結果から，コレステロールやトリグリセリドはリポタンパク質の粒子数を反映し

ていない可能性が示唆された． 

 

 

図 28 WHHLMI ウサギにおけるコレステロール，トリグリセリド，apoB-100 値 

エラーバーはウサギ検体の標準偏差を示す．統計解析は F 検定により 2 群のデータの

分散が等しいかを検定し，等分散であると仮定された場合はスチューデントの t 検定，

等分散でないと仮定された場合はウェルチの t 検定を実施した (*p < 0.05; **p < 0.01; 
***p < 0.001)． 

本学位論文に関連する論文 2 より許可を得て転載している． 

 

コレステロールやトリグリセリドは VLDL および LDL 画分において最も豊富な成

分であり，リポタンパク質は血液中でこれらの輸送を行っている．一方，動脈硬化の
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進展とともにリポタンパク質に含まれるコレステロールやトリグリセリドは酸化さ

れることが知られている．WHHLMIウサギでは，酸化ストレスにより酸化 LDLの形

成が進行することが報告されている 106)．LDL粒子は動脈硬化の初期段階で酸化され，

アテローム性動脈硬化病変の進展に寄与すると考えられている 116)．また，コレステ

ロールエステルは LDL 粒子がマクロファージによって修飾されると容易に酸化され

る 117)．実際，主要な CE 分子種の酸化生成物はヒトの血漿中でも検出されている 118)．

さらに，酸化ストレスにより LDL 粒子に含まれるトリグリセリドを変性させる可能

性が示唆されている 119)．リポタンパク質の粒子数とこれらの成分の相関解析を実施

したところ，VLDL と LDL の直線の傾きは大きく異なり，コレステロール濃度やト

リグリセリド濃度はリポタンパク質の粒子数を忠実に反映しなかった (図 29)．以上

より，リポタンパク質代謝の過程で変性するコレステロールやトリグリセリドは，リ

ポタンパク質画分のリピドーム解析結果を標準化するパラメータとして不適切であ

ることが示された． 

 

 

図 29 リポタンパク質粒子数とコレステロール，トリグリセリドの相関関係 

(A) apoB-100 とコレステロール．(B) apoB-100 とトリグリセリド．各ドットはウサ

ギ検体を示す．相関関係はピアソンの相関解析により評価した． 

本学位論文に関連する論文 2 より許可を得て転載している． 

 

肝臓から血液中に分泌された VLDLは肝臓から末梢組織へ脂質を輸送する．この代

謝過程において，リポタンパク質リパーゼは VLDL に含まれる TAG を 3 つの遊離脂

肪酸および 1つのグリセロールに加水分解する．同様に，肝性リパーゼはリポタンパ

ク質に含まれるTAGとリン脂質を加水分解するもう一つの酵素であり，IDLから LDL

への代謝において重要な役割を果たす 40)．VLDL粒子に含まれる脂質分子はリポタン
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パク質リパーゼや肝性リパーゼにより加水分解され，LDL粒子が生成される．構築し

たリポタンパク質プロファイリング法を適用したところ，ほとんど全ての脂質分子が

VLDL粒子に多く含まれることが示され，これらのリパーゼによる加水分解の結果を

反映していた (図 27)．加水分解を受けることで生成した遊離脂肪酸は，各組織へと

取り込まれることでエネルギーとして使用されるか，貯蔵物質として蓄えられること

が知られている．各脂質クラスの中でも特に TAGが VLDL粒子と比較して LDL粒子

で劇的に低下していたことから，TAGがエネルギー源として積極的に加水分解されて

いることが観察された．一方，肝性リパーゼによるリン脂質の加水分解も観察された

が，なかでもジアシル型 PE は PE プラズマローゲンより VLDL 代謝過程で大きく減

少していた．この結果から，エステル結合とビニルエーテル結合といった脂肪酸との

結合の仕方により，加水分解酵素の特異性に影響を及ぼしている可能性が示唆された． 

 

5. 小括 

 当該研究では，血漿リポタンパク画分を測定対象とし，nano-LC/QqQ-MS を用いた

apoB-100 の定量分析と SFC/QqQ‒MS を用いたワイドターゲット定量リピドーム解析

に基づき，リポタンパク質の粒子に特異的な脂質成分を取得するための新規リポタン

パク質定量プロファイリング法を開発した．さらに，apoB-100以外のアポリポタンパ

ク質も測定対象としていることから，動脈硬化の進展におけるリポタンパク質代謝の

制御についても言及することができる．当該研究では VLDL 粒子と LDL 粒子に含ま

れる脂質分子を比較することで，加水分解酵素による影響について評価した．他にも，

二群 (正常群と疾患群，若齢時と高齢時など) における VLDL粒子の脂質組成，ある

いは LDL 粒子の脂質組成を比較することで，肝臓からの VLDL 分泌時における脂質

組成の変化や，LDLの変性による脂質組成への影響についても観察することができる

と期待される． 



- 66 - 

 

第 4 章 総括と展望 

 当該研究では質量分析技術を用いることで，動脈硬化性心血管疾患によるリポタン

パク質の脂質組成の変化を定量的に評価し，リポタンパク質代謝の制御機構を捉える

ための方法論を開発することに成功した． 

第 2章では，リポタンパク質画分に含まれる脂質分子を一斉定量する方法を開発し

た．DEA カラムを用いることで各脂質クラスを保持時間の違いで分離し，脂質クラ

スごとに生体内に存在しない内部標準物質を添加することで，個々の脂質分子の濃度

を一斉定量することに成功した．DEA カラムで分離することができない構造異性体

に関しては，QqQ-MS のMRM モードで脂肪酸イオンのフラグメントを選択すること

で識別することができた．これまで報告されてきたリピドーム解析手法では，高い再

現性をもった定量性の取得は困難であり，異なる分析バッチにおける定量性の差異が

最大の障壁であったが，当該分析手法における脂質分子の網羅性と定量性の向上に伴

い，異なる研究施設で取得したデータや異なる日に取得したデータの絶対比較が可能

となった．この技術進歩により，動脈硬化性心血管疾患を含む様々な疾患において，

信頼性の高いバイオマーカーの発見や脂質代謝に焦点をあてた病態機序の解明，将来

的には実用的臨床診断に向けた研究が飛躍的に加速することが期待される． 

 第 3章では，リポタンパク質粒子の脂質組成を定量的に決定することが可能な新規

リポタンパク質定量プロファイリング法を提案した．非交換性アポリポタンパク質で

ある apoB-100 がリポタンパク質粒子に 1 分子包含する知見に基づき，apoB-100 の定

量結果からリポタンパク質画分に含まれる粒子数を算出した．さらに，第 2章で構築

したリピドーム解析手法をそれぞれのリポタンパク質画分に適用し，粒子数で標準化

することで，リポタンパク質粒子あたりの脂質濃度を定量することができた．アポリ

ポタンパク質はリポタンパク質代謝を制御することから，当該手法は，動脈硬化性心

血管疾患におけるリポタンパク質粒子の脂質組成を評価するだけでなく，リポタンパ

ク質代謝の制御にも言及することが可能な画期的な手法である． 

 質量分析技術を基盤とした当該手法により，これまで不明であったリポタンパク質

の脂質組成の定量的変化を取得し，残存リスクに関与する因子を発見することができ

ると期待される．現在，動脈硬化モデル動物を用いてリポタンパク質代謝を経時的に

観察することで残存リスクに関与する因子を探索しており，並行して臨床研究への展

開も実施している．最後に，当該分析手法に基づくリポタンパク質代謝解析が，自覚

症状がなく未だ世界中での死亡者数の多い動脈硬化性心血管疾患において新たな研

究戦略の一つになることを期待して，本博士論文の結びの言葉とする． 
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