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第 1章 緒論

細胞を構成する生体膜は,主にコレステロールとリン脂質から構成されている。リン脂質と

は,ジアシルグリセロールとリン酸基を基本骨格とし,リン酸基に極性基が結合した脂質の一

種である。アシル基としては,グリセロール骨格の s′-1位に飽和脂肪酸残基または,不飽和

度 1の脂肪酸残基が多く,sη-2位には,不飽和度が 2以上である多価不飽和脂肪酸残基も

含まれる (図 1-1).リ ン脂質は,極性基の種によつて働きが異なり,シグナル伝達にも関わる

など重要な役割を果たしていることや
1,脂

肪酸エステルに脂質メディエータTの代表である

プロスタグランジンの前駆体となるアラキドン酸残基などを含むため
2,極

性基や脂肪酸側鎖

解析といつた脂質代謝解析が注 目されている。リン脂質は,極性基や脂肪酸側鎖の種類の

組み合わせの数だけ分子種が存在し,その数は 6000種以上におよぶため
3,こ

れらの分子

種の解析にイオンをフラグメント化し,分子種を同定できるタンデム質量分析 (MS/MS)を

用いて分析されてきた。例えば,直接試料を質量分析に導入するダイレクトインフュージョン

質量分析 (D1/MS)4,5ゃ脂質の局在を解析するマトリックス支援レーザー脱離イオン化法質

量分析 (MALD1/MS)6,7,液 体クロマトグラフィー質量分析 (LC/MS)810と ぃった様々な手

法が用いられている。これら多成分のリン月旨質を含む脂質の網羅的な解析が脂質メタボロミ

クスであるリピドミクスとして近年盛んに行われている。

、Rl

C■6:0

/へ、/｀▼´、/へ、/｀▼´、/へ、/｀v/‐ R,

C■8:0

、`ノ^ヽン´｀
=ヾン

′｀
=`し

/へ、ノ´｀ジ″｀、″へ、 _R2
C■8:2

_R2
C20:4

、`/4=｀ プ`″電=｀、″́ =お v`/C=｀、/′=い Ψ`′電=｀、ノヘ、く R2

C22:6

Xや、、、ヾ/′、、
学(

を 一 H

X機、、、v/Λ、、
NH2

0

X=ヽ
、v」

♭く
|:LH

x=、、11ゝ ぎヾ′。H

X‐ 11:じ
Zliliイ ]ク110H

Diacyl glycerophosphocholines
{Phosphatidylcholinc. PC)

Diacylglycerophosphates
{Phosphatidic acid, PA)

Diacyl glycerophosphoethanolami nes

{Phosphatidylethanolarninr'. PL,

Diacyl glyccrophosphoscrines
(Phosph*tidylserint', PS)

Diircvlglycerophosphuglyuerols
{ Phosphatitlylglyceral, PC }

Diacy Igll.ccrophosphoino*itols
{ Phosphatidyl i noitr:I, Pl)

｀
O、

x

図 1-1.リン脂質の種類と構造
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多数の代謝物の量比バランスによって性質の違いを詳細に表現できることがメタボロミク

スの最大の利点であることから,メタボロミクスの技術をベースとしたマルチマーカープロファ

イリングは,見た日には現れない微細な生体内変動の解析 ,例えば,おいしさなどの複雑な

成分の組み合わせにより表現される形質の解析などにその威力を発揮する。アミノ酸や有

機酸の解析によつて単一マーカーでは判別や表現ができないものが複数の成分を用いた

マルチマーカーで表現することが可能となり,これまでにお茶の美味しさやチーズのフレー

バーを表現する手法として用いられている
H'12.さ

らに,近年では,GC/MSを用いたマルチ

マーカープロファイルにより大腸がんのマーカーとして 4種の代謝物を発見し,それらの代

謝物の量比から大腸がんであるかどうかの診断に利用できるという報告がされた
13.このこと

により病理学的診断への応用に多変量解析を用いることが期待されてきている.また,脂質

プロファイルを用いて疾患バイオマーカー探索について報告されており,血漿中リン脂質の

分析からアテローム性動脈硬化症のマーカー候補としてスフィンゴミエリンやホスファチジル

セリンなどが挙げられている
И.生活習慣病における疾患バイオマーカーとしてリン脂質の

網羅的なプロファイリングが重要であり,さらに疾患と関連のあるリン脂質などのプロファイル

代謝物の増加によつてマルチマーカープロファイリングの精度の向上が期待されることから

分析対象代謝物の拡大が必要となる。

リン脂質の中には,sル2位の脂肪酸側鎖としてリノール酸 (C18:2),アラキドン酸

(C204)な どの二重結合を複数持つ多価不飽和脂肪酸を有するものが存在し,これらの脂

肪酸は,生体内で生成した活性酸素種やラジカル ,酸化酵素のリポキシゲナーゼなどによ

つて酸化される事が知られている
15。

脂質の酸化は,脂質中の多価不飽和脂肪酸における

共役二重結合中のアリール水素が引き抜かれラジカル化することから始まる.次に,酸素分

子が付加した後 ,ラジカルの転位や酸素が付加することでヒドロキシ基 ,ヒドロペルオキシ基

やエポキシ基など様々な修飾基を持つ酸化リン脂質が生成し,さ らに酸化部位の異なる位

置異性体が存在すると考えられる (図 1-2)。 これまでに,老化
16,ァルコール依存症

17,糖

尿病
18に

おいて血漿中の過酸化 PCの増加することや,肺がん
19や

虚血再灌流時における



酸化ストレス 20に
おいて酸化 PCが増加することが示唆されており,酸化ストレスの充進や生

活習慣病を代表する酸化ストレス性疾患と酸化リン脂質との関連性が注 目されている。また,

様々な構造を有する酸化リン脂質は生理活性物質の前駆体であり,特にアラキドン酸由来

の エ ポ キ シ ドで あ る cpoxyeicosatreinoic acid(EET)や ヒドロキ シ ドで あ る

hydroxycicosatetraenoic acid(HETE)は ,生理活性脂肪酸として知られており,エポキシ基

やヒドロキシ基の位置により生理活性が異なることが明らかとなっている
21.遊

離脂肪酸や生

理活性脂肪酸は生体中に極微量にしか存在しないが酸化リン脂質中の脂肪酸はホスホリパ

ーゼ A2によって容易に脂肪酸側鎖が乖離するため,生体に影響を与えうるこれらの生理活

性を持つ酸化脂肪酸を分子内に有する酸化リン脂質は代謝解析の重要なターゲットであ

る.

さらに酸化リン脂質の代謝産物として,酸素が付加した炭素原子の C―C結合が開裂する

ことによって,脂肪酸側鎖の短くなった短鎖酸化脂質やアルデヒドが生成することが示唆さ

れており
22,ァルデヒドは,DNAやタンパク質中のリジン残基などに結合し障害を与える事

が報告されている
23,24.さ

らに,マクロファージが酸化低密度リポタンパク質 (LDL)を取り込

む際に,スカベンジャーレセプターCD36に認識される化合物が酸化LDL中の酸化開裂し

た酸化ホスファチジルコリン (PC)であることがわかり
25⊇7,ァ

テロ_ム性動脈硬化症にお

いて酸化リン脂質がプラーク発生のシグナル伝達を担うことが示された。疾患と関連の深い

と考えられる酸化リン脂質は,様々な分子種が存在するため,それぞれの代謝物量の変動

を分析することで疾患マーカーとして応用が期待できる.
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図 1-2.酸化リン脂質生成機構 (リ ノール酸の例 )

酸化リン脂質の分析手法としてこれまでにチオバルビツール酸法 (TBARS法 )28-30ゃ化

学発光法を用いた分析
31ゃ

リン脂質と同様に D1/MS/MSや LCノMS/MSを用いた解析が試

みられている
32,33.TBARS法

は,生体中に存在するヒドロペルオキシドなど酸性条件でアル

デヒドを生成する化合物からマロンジアルデヒドを発生させチオバルビツール酸 (TBA)と

反応させることで,マロンジアルデヒド TBA2付加体を形成させ特異的な吸収波長を検出す

る手法であり,酸化ストレスの指標の 1つとして用いられているが,酸化リン脂質に特異的に

反応しないことや分子種の同定を行う事ができない.また,化学発光法は,ヒドロペルオキシ

ドとシトクロムcにより生成するヒドロキシラジカルが反応し,ケトンとヒドロキシドが生成する際

に生じる 1重項酸素がルミノールに作用し生成する光を検出する手法であり,過酸化脂質と

いつた特定分子種を検出することが可能であるが,その他の分子種を解析することができな

い。質量分析を用いた分析では,酸化リン脂質の様々な分子種を検出することができ,これ

まで,ヒドロキシドの分析や過酸化物の分析に用いられているが,酸化リン脂質は位置異性

(ヾ∫ざ
R

開裂
アルデヒド

に
O



体や酸化修飾基の異性体が多数存在し,質量が同じ化合物は質量分析では分離できない

ことやマトリックス効果を防ぐため,これらの分子種はクロマトグラフィーを用いて分離する必

要がある.しかし,現在用いられているLCの分離分析では,エポキシドを含む酸化リン脂質

分子種を幅広く分析する試みがなされておらず,多彩な類似構造を有する分子種を分離分

析できていないのが現状である
34.

また,抽出方法としては,FoLh法
35ゃ

Bligh and Dyer法
36とぃった液液抽出法が一般的

に用いられている.液液抽出法では,抽 出行程の中で光や外気と接触することを完全に防

ぐことができず ,抽出操作時にリン脂質中の多価不飽和脂肪酸が自動酸化を起こすことや

酸化リン脂質の分解が起こる懸念があり,得られたデータが生体内の状態を正確に反映し

ているといえない。そこで,酸化リン脂質の解析に適した新たな抽出,分析技術の開発が必

要であることから,抽出,分離媒体として超臨界流体に着 目した .

圧 力

超臨界流体

臨界圧力

温度

臨界温度

図 1-3.物質の状態図

l臨界点

気体
|



表 1-1.物質の各状態における物理的性質

物性 気体 超臨界流体 液体

密度 [kg・ m~3] 0.6ハV2

拡散係数 [10~9m2.s■] 1000～4000

粘度 [10~5 Pa・ S]

300-900    700-1600

20-700      0.2-2

1⌒ψ9      200-3001～ 3

超臨界流体とは,温度,圧力ともに臨界点以上の物質の状態である (図 1… 3)。 超臨界流

体の物理的な性質を表 1… 1に示した。臨界点以上で物質は液体に近い密度と溶媒和力を

持ち,さらにその粘度は気体に近く,拡散係数は気体と液体の中間である。また,超臨界流

体としては,入手が容易かつ化学的に安定であり,臨界温度・圧力がその他の化合物より低

く,容易に超臨界状態にできる特徴を有することから一般的に二酸化炭素が広く用いられて

いる。また,超臨界流体二酸化炭素は,極性がヘキサン程度と低いことから疎水性代謝物

への応用に適しており,疎水性代謝物の抽出溶媒や分離手法であるクロマトグラフィーの移

動相に適した媒体である。

超臨界流体クロマトグラフィー (SFC)は ,この超臨界二酸化炭素を移動相に用いた分離

手法である。従来のクロマトグラフィーとして用いられているガスクロマトグラフィー (GC)は ,

移動相が気体でることを利用し,カラム長が長いキャピラリーカラムを用いて高分離能を達

成しているが,分析できる化合物が揮発性化合物に限られており,誘導体化を施す必要性

があることや高温条件を適用するため熱安定性が低い化合物に適していないという制限が

ある。また,液体クロマトグラフィー (LC)は ,移動相が水や有機溶媒といつた液体であり,

GCと比較して低温での分離分析が可能であり,揮発性の低い化合物に適用できるが,高

い分離能を発揮するためには,粒子径が小さい,または,カラム長の長いカラムを用いる必

要があり,時間がかかつてしまう.一方,SFCは ,LCと同様に低温での分析が可能であるだ

けでなく,移動相が超臨界二酸化炭素であるため低粘性,かつ高拡散性といつた特性を活

かし高流速においても高解像度を保つことができ,ハイスループットな分析が可能である。ま

た,温度や圧力を制御することで溶解力を変動させ,移動相の溶出力を変動させることがで

きるだけでなく,添加剤であるモディファイヤーとしてメタノールなどの有機溶媒を少量添加



し極性の幅を拡げることも可能であることから,幅広い分離モードを選択することが可能であ

る。これまでに,リ ン脂質をはじめとして様々な疎水性化合物の分析系に適用されている

3740。
さらに,SFCはその高分離能からキラル化合物の分離によく用いられており

41,42,酸
素

の付加位置などの微細な違いを含む構造類似体の分離に有効であると考えられる.また ,

移動相に常温常圧下において気体である二酸化炭素を用いていることから分取クロマトグラ

フィーとして SFCを用いた場合,分取後,常圧に戻つた際に移動相が自動的に揮発するた

め溶媒除去の手間がかかることなく化合物の精製が可能となり,短時間で化合物の精製濃

縮が可能であるため有用である。

一方,超臨界流体抽出 (SFE)は SFCと同様に超臨界二酸化炭素を用いた抽出方法で

ある.SFEでは,温度や圧力の変化や,他の溶媒を添加することによる極性の変化によつて

溶解度を変化させることで抽出条件を制御することができる。疎水性代謝物の抽出方法とし

て用いられており
43,44,こ

れまでにも,カフェインレスコーヒーの製造をはじめ,カモミールか

らのオイル抽出や食用油として菜種やヒマワリの油の抽出など食品分野において効果的に

利用されている
45,46。

また,無酸素化でマイルドな条件で抽出することができるので,不安定

な化合物に適していることから,ポリフェノールやβカロテン,トコフェロールなどの抗酸化物

の抽出にも適用されている
47.さ

らに,リン脂質の抽出では液液抽出よりSFEの方が回収で

きるリン脂質が多いという報告があり
48,疎

水性の媒体を用いるためタンパク質などの水溶性

の高い爽雑物は抽出されないこともあわせて,生体中の脂質の抽出においても好適である

と考えられる.

また,さ らに超臨界流体を用いた技術として挙げられる手法の1つ にオンライン化がある。

超臨界流体は抽出効率が高く,抽出媒体とクロマトグラフィーの移動相が同じであることから

実質的に抽出とクロマトグラフィーをオンラインで直接接続することが可能である.オンライン

SFE―SFC分析は,抽出から分離分析の間に光や酸素の触れることがないため抽出操作時

に酸化や分解するような化合物の分析に適している
49.ょって酸化によつて生成 ,分解する

酸化リン脂質の抽出分析に適していると考えられる。しかし,オンライン SFE―SFCを質量分



析に接続した分析系は,発展途上であり,リ ン脂質や酸化リン脂質の分析への適用は行わ

れておらず ,世界初の多成分分析として脂質メタボロミクスであるリピドミクスヘの応用が期

待できる。

以上のような背景をふまえ,本研究では,超臨界流体技術を用いた酸化リン脂質分析系

の構築を目的とした。第 2章では,既存の技術では分離が困難であつた酸化リン脂質構造

類似体の分離分析に SFCを適用し,異性体などを含む酸化リン脂質分離における SFCの

有用性について検討した。また,第 3章では,暗黒無酸素条件で抽出分離分析が可能であ

るオンライン SFE― SFC/MS/MSシステムの構築を行い,酸化リン脂質の抽出分析への適用を

試みることで,SFEが抽出時における酸化や分解を防ぎ,効率的に抽出分析できる手法で

あるかどうか検証した。



第2章 超臨界流体クロマトグラフィーを用いた酸化リン脂質分析系の構築

2…1.緒言

酸化ストレスの原因となる活性酸素種や酸化酵素であるリポキシゲナーゼによつて生体膜

を構成するリン脂質中の多価不飽和脂肪酸が酸化される
15。

非酵素的酸化 (ラジカル酸化 )

の場合,酸素分子が付加したペルオキシドが生成し,還元や 2つのペルオキシドから,ヒドロ

キシドやエポキシドといった酸素原子が 1つ付加した分子種が生成すると考えられている

50,51.酵
素的酸化の場合 ,リポキシゲナーゼによつてヒドロペルオキシドが生成し,ヒドロキシ

ドが生成する事がわかつている他,シトクロム P450によってヒドロキシドやエポキシドが生成

する事がわかつている。また,酵素特異的な酸化では酸化位置の異なる位置異性体が生成

することや酸化される部位によつて生理活性の異なる脂肪酸が存在することから,その構造

の解析が重要となる。また,酸化脂肪酸は CoAを介してリゾリン月旨質に結合し酸化リン月旨質

に合成されること
52ゃ

酸化リン脂質中の脂肪酸がホスホリパーゼによつて遊離するため,酸

化リン脂質の分析が重要であると考えられる。

近年 ,質量分析がリン脂質や酸化リン脂質の分析に用いられている。リン脂質を含む脂

質の網羅的な解析が脂質メタボロミクスであるリピドミクスとしてダイレクトインフュージョン質

量分析 (D1/MS)や液体クロマトグラフィー質量分析 (LC/MS)を用いて行われている
8■ 0.

リン脂質はポジティブイオンモードの MS/MS分析において極性基に依存したプロダクトイオ

ンが生成する。例えば,ホスファチジルコリン (PC)であれば,極性基であるホスホリルコリン

がプロダクトイオンとして検出され,ホスファチジルエタノールアミン (PE)であれば,極性基

であるホスホエタノールアミンが脱離したプロダクトイオンが検出される (図 2-1-A).よ つてリ

ン脂質の MS/MS分析では,それぞれの極性基においてプロダクトイオンが異なるためそれ

ぞれのリン月旨質を解析することができる。また,ネガティブイオンモードを用いることで脂肪酸

側鎖由来のプロダクトイオンが検出されるためリン脂質の脂肪酸側鎖を分析することができ

る (図 2-1¨ B)。 これらのことから MS/MS分析を用いることでそれぞれの分子種の同定解析

が可能である.一方 ,リン脂質の脂肪酸側鎖が酸化修飾された酸化リン脂質は,LCを用い



て分離分取した後に,脂肪酸側鎖を加水分解し,酸化脂肪酸をLC/MSを用いて分析を行う

ことゃ
53,リ ン脂質と同様に D1/MSや LC/MSを用いることで極性基由来のプロダクトイオン

だけではなく,酸化修飾された脂肪酸側鎖由来のプロダクトイオンの情報から構造推定が行

われてきた
32,33.ま

た,ヒドロキシドやヒドロペルオキシドといつた酸化脂肪酸側鎖を有する酸

化リン脂質の構造をフラグメント情報から推定している
34,5456。

しかし,エポキシドを側鎖に有

する酸化リン脂質においてはポジティブイオンでプロダクトイオンが検出できないため解析

ができていない 32。
これらの分子種は,構造が類似であるため共溶出した場合,MS/MSフラ

グメントも似ていることから解析が困難であるため分離が必要である。また,酸化リン脂質の

分析としてヒドロキシドやヒドロペルオキシド,エポキシドといった多成分を同時に測定できる

ことでマルチマーカーとして生体内の酸化分子種の量比を解析し,疾患のマーカーとして

利用できる可能性があるためこれらの分子種の分離分析が重要である。

前章で述べたように超臨界流体を移動相に用いた SFCはキラル分子などの構造類似体

の分離分析に頻用されていることから,これらの酸化リン脂質の分離分析に有用であると考

えられる.そこで,本章では,酸化リン脂質の分析に資する手法として超臨界流体クロマトグ

ラフィー/質量分析 (SFC/MS)の適用を試みた。SFCの条件を検討することで酸化修飾基

の異なる類似構造を有する酸化リン脂質の分離を行い,また,MS/MS分析のコリジョンによ

って検出される酸化部位特異的なプロダクトイオン情報から酸化リン脂質の酸化部位の解

析と検出するプロダクトイオンを選択し,S/N比を向上させることで高感度分析が可能な

Muhわle rcaction mon■oring(MRPI)を適用することで,酸化リン脂質の検出と同定を行い
,

SFC/MS/MSが酸化リン月旨質分析に有用であるかどうか検証した。
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図 2-1.リ ン脂質の MS/MS分析によるプロダクトイオン



2…2実験方法

2…2-1.試薬

メタノール (HPLC gradc,99.8%)と クロロホルム (HPLC gradc,99%)は キシダ化学

(OSaka,Japa⇒ 力も購入し,蒸留水 (HPLC gradc,99%)と 2,2'―アゾビス(2-メチルプロピオ

ンアミジン)二塩酸塩 (AAPH)は和光純薬 (Osaka,Japa⇒ から購入した。リン脂質標準品

としてホスファチジルコリン (PC)である 1,2-ジアシルグリセロー3-ホスホコリン 4種 (16:0/18:2

PC(PLPC),18:0/18:2 PC(SLPC),16:0/20:4 PC(PAPC)and 18:0/20:4 PC(PAPC))(糸 屯度

990/0)は Avanti Polar Lipids(Alabastct AL,US→ から購入した。SFCの移動本目として用い

た二酸化炭素 (純度 99.5%)は ,ネリキガス (HyOg。,Japan)から購入した.添加剤として

使用した蟻酸アンモニウム (純度 99.0%)は ,Sigrna_Aldrた h(St.Louis,MO,US対 から購

入した。

2-2-2.酸化リン脂質標準品の調製

酸化リン脂質の標準品は販売されておらず手に入れる事が困難なためリン脂質標準品を

インビトロ酸化により調製した。パルミチン酸やステアリン酸といつた飽和脂肪酸は酸化され

ず,多価不飽和脂肪酸の二重結合部位が酸化されることが知られていることから,酸化リン

脂質標準品の基質として,1位に飽和脂肪酸であるパルミチン酸またはステアリン酸が結合

しており,2位に多価不飽和脂肪酸であるリノール酸またはアラキドン酸が結合している PC

を用いた。酸化方法としては,一般に酸化酵素であるリポキシゲナーゼや過酸化水素を用

いた酸化方法が用いられているが
20,34,56,本

研究では,様々な酸化物を生成可能なラジカ

ル酸化法として AAPHを用いた酸化方法
51を

適用した。

0.5 μlnolの PCを窒素ガスで乾燥し,蒸留水を450 μLカロえ,ボルテックスミキサーにより

撹拌を行い,ラジカル発生剤であるAAPH(400 mmoνL)を 50 μL加えた。PCの終濃度 1

mmoνLとし,37°Cで反応させ,酸化リン脂質溶液を得た。

次に,下記手順から酸化リン脂質の抽出を行つた。酸化リン脂質溶液 250 μLに ,メタノー

12



ル 500 μL,クロロホルム250 μLをカロえてボルテックスミキサーにより撹拌し10 min静置した .

さらにクロロホルムを250 μL力日えて,ボルテックスミキサーにより撹拌後に遠心分離 (3 min,

4°C,1600g)を行った。次に,下層を移し,窒素ガスで乾燥させた。得られた酸化リン脂質を

メタノール +0.1%(W/V)蟻酸アンモニウムに溶解し,質量分析および,SFC/MS/MS分析に

供した。

2…2…3.マウス肝臓中酸化リン脂質の抽出

生体サンプルとして神戸大学医学研究科より提供いただいた 7週齢のオスのマウス

(C57BL/6Dの 肝臓を凍結乾燥後ボールミルによリホモジナイズを行い,10 mg計量し,抗

酸化剤としてBHTO.01%を加えたメタノール 100 μLを添カロ後, 10分間氷上で静置した後 ,

遠心分離 (5 min,4° C,1600× g)を行い,上 7青 5μLを SFC/MS/MSに供した.

2-2¨4.装置

SFC装置として分析用 SFCであるAnalytical SFC Mcthod Station(Waters,Co。 )を使用し,

質量分析装置としては Muh●lc reaction mon■ oring(MRNI)分析や PrecllrsOr ion scan,

Ncutral bss scanと いつたMS/MSスキャンモードが使用出来る三連四重極型質量分析であ

るQTRAP5500(AB scicx lnc.)を使用した。

2-2-5.質量分析イオン化条件

PC標準品をSFC/MSを用いてカラムを使用しないフローインジェクション分析により超臨界

流体と添加斉Jであるモディファイヤーマトリックス中でのPCの MSのイオン化条件として脱溶

媒ガス量やイオン化室温度の条件を検討し,PCのイオン化強度が最大になる条件を設定し

た。最適化を行つた SFC/MS/MSの分析条件として表 2… 1のパラメータを使用した。
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表 2… 1.SFC/MS/MSの分析条件

SFC condition

Instrument Analvtical SFC Method Station

Sample injection volume 5 pL

Oven temperature 35oC

Flow rate 3 mVmin

Mobile phase Carbon dioxide

Modifier Methanol with 0.1% (w/v) ammonium formate

Back pressure 10 MPa

Mass spectrometry condition

Instrument QTRAP5500
Polarity positive

Curtain gas 40

Collision gas 12

Ionspray voltage 5500 V
Temperature 500 "C

Ion source gasl 80 psi

Ion source gas2 80 psi

14



2…3.結果

2-3-1.質量分析を用いた酸化リン脂質のイオン化の確認

リノール酸,アラキドン酸を有するPCからAAPHによるラジカル酸化により酸化 PCを調

製し,酸化リン脂質標準品として用いた。上記で調製したPCの標準品酸化物を用いて質量

分析計でのイオン化の確認を行つた。イオン化法として ESI法を適用しイオン化剤としてギ

酸アンモニウムを使用したところ,PCと同様に酸素原子が 1つ付加した PC,2つ付力日した

PCともにプロトンアダクトを形成し検出する事ができた (図 2-2).
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図 2-2.酸化リン脂質 マススペクトル (A)酸化 PLPC,(B)酸化 PAPC
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また,リノール酸を有するリン脂質では,酸素が 3つ ,アラキドン酸を有するリン脂質では

酸素が 4つ付加した酸化リン脂質も生成していることが分かり,複数酸化が起こっている分

子種も存在している事が示された .

2-3-2.酸化条件検討

AAPHを用いて酸化リン脂質標準品を調製のための条件の検討を行つた。検出する
“
々

は,2-3-1で確認した+0,+20の酸化物をターゲットとした。酸化前のリン脂質量を lμm01と

して酸化を行つた場合,+Oの酸化物が生成するために 12時間要したため,初期リン脂質

量を 0.5 μlnolとして酸化時間の検討を行つた。酸化リン脂質として PCに酸素が付加した

(+Oまたは+20)4/zの 代謝物量の変動を酸化物 (リ ン脂質+O)と過酸化物 (リ ン脂質+20)

として1-4時間反応させそれぞれの酸化 PCの分析を行つたところ,酸化 PC,過酸化 PCは

共に時間経過に伴い増加から減少することが示された (図 2-3-A).また,酸化リン脂質の解

析を行うため,MS/MS分析によって水脱離プロダクトイオンと過酸化水素脱離プロダクトイオ

ンが検出される酸化物を分析したところ,酸化 PCは時間経過に伴い減少し,過酸化 PCは

時間経過に伴い増加から減少することが示された (図 2-3-B)。
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図 2-3.酸化 PCの酸化時間における変動

(劫 :プリカーサーイオンの変動,(B):酸化リン脂質,過酸化リン脂質の変動

(h)
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2-3-3.MS/MS分 析条件の最適化

酸化リン脂質の検出方法としては,酸化 PCの生成物量が少ないため,高選択かつ高感

度の分析が可能であるMRM分 析を用いた。PCは,MS/MS分析を行うことで,極性基であ

るホスホリルコリンがフラグメント化しプロダクトイオンである4/z184が検出できる。また,酸化

リン脂質であるヒドロキシドやエポキシドからは水分子が脱離したフラグメント (-18Dの が生

成しプロダクトイオンとして検出でき,さ らに過酸化物であるヒドロペルオキシドからは,過酸

化水素が脱離したフラグメント (…
34D→ が生成しプロダクトイオンとして検出できる

57(図

2¨4).これらのプロダクトイオンを Q3のターゲットとした NIIRMを構築し,シリンジを用いた直

接注入分析を行い,検 出できるプロダクトイオンの強度が最大になるようにコリジョンエネル

ギーの最適化を行つた。構築した NIIRM分析の条件を表 2-2に示す。これらの酸化物や過

酸化物のフラグメントのトランジションとコリン特有フラグメントである4/z184をターゲットにし

たトランジションのクロマトグラムから同一保持時間にピークが検出されている場合,その保

持時間にそれぞれ酸化 PC,過酸化 PCが溶出していると考えられる。

(A)PC
Rl

ホスホリルコリン基 (Pcの極性基)

(C)過酸化リン脂質

ヒドロペルオキシド

‐34 Da{H202〕

H

図 2-4.MS/MSフラグメント概略図(劫 PC,(B)酸化リン脂質,(C)過酸化リン脂質

(B)酸化リン脂質

ヒドロキシド

‐18 Da{H20〕

エ
R2    R

H20)
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表 2-2.酸化 PCの MRNII条件 (ポジティブイオ ンモー ド)

Oxidized PC species Pd額●
(腸 舷 Target ittment

が
　
０

Ｆ
　
０

CEC  CXPf

(V)  (V)

PLPC(C16:0/C18:2)+0

Hydro対 de and epo対 de

positive 774.6 184.I

PLPC (Cl6:0/Cl8:2) +2O positive 790.6

Hydroperoxide

184.l  polar head(184.l Da)

756.6    
°SS° fhydrogen peroxlde

(~H202)

772.5  1oss ofwater(―島 0)

756.6

positive 802.6   184.1

780.6
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positive  798.6   184.1

7844
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０
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2-3-4.SFCにおける分離条件の検討

次に,酸化リン脂質の分離分析の系の構築を行つた。分離系の検討としてカラム検討と移

動相グラジエントの検討を行った。逆相系のカラムとして ODS系のカラムProC18(YMC)を ,

順相系のカラムとして polaris3 NH2(Varian,250× 4.6 rllm I.D.,粒 子径 5 μm,),CyanO

(YMC,250× 4.6 mmI.D。 ,粒子径 5 μm9),Pyridinc amide(Princcton,250× 4.6 mmI.D.,

粒子径 5μ五,),2-Ethylpyridhcカ ラム (PrhcCtOn,2本,250× 4.6 111m I.D.,粒子径 5

μm,)を検討した。カラム検討による分離条件の最適化を行ったところ,逆相系の ODSカラ

ムでは,酸化物の異性体が分離できなかつた (図 2… 5-A)。 また,シリカにアミンが修飾された

polaris3 NH2においても酸化物の異性体を分離することができなかった(図 2-5¨B).cyanO

(YMC)カラムや Pyridine amidc(Princeto⇒ カラムを用いた場合,酸化物の異性体を分離す

ることができたが,過酸化物の分離をすることができなかった(図 2-5-C,D).2_Ethylpridincカ

ラムを用いた場合,PC酸化物の異性体を分離することができ,過酸化物も分離することがで

きた .
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2… 3…5.2-Ethylpyrdineカ ラムを用いた酸化 PC異性体分子種の分離分析結果

2-Ethylpyridincカ ラムを用いてそれぞれのPCの酸化物を分析した結果,酸化 PLPCは、

保持時間 5.82 min,7.82 min,8.05 minに 酸化リン脂質が,10.78 minに過酸化物が溶出する

ことが示された (図 2-6-村.酸化 SLPCは、保持時間 5.84 min,7.95min,8.12 minに 酸化リ

ン脂質が,10.88 minに 過酸化物が溶出することが示された (図 2¨ 6¨B)。 また,アラキドン酸

付加の酸化 PAPCは、保持時間 6.09 min,7.70 min,8.26 minに 酸化リン脂質が,9.57 min,

10.46 minに過酸化物が溶出することが示された (図 2-6-C).同様に酸化 SAPCは、保持

時間 6.18 min,7.65 min,8.34 minに 酸化リン脂質が,9.67 min,10.57 minに 過酸化物が溶

出することが示された (図 2… 6-D)。 SFC/MS/MSを 用いることで酸化リン脂質と過酸化物分離

することができた。
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2-3-6.酸化 PC異性体分子種の同定

PC酸化物の構造の推定を行うためにプロダクトイオンをイオントラップに貯めることで高感

度のプロダクトイオンスキャンが可能である Enhanccdプ ロダクトイオンスキャン (EPI)を用

いて構造特異的なフラグメントの解析を行つた。MS/MS分析を用いて酸化物を分析した場

合 ,ヒドロキシドでは,ヒドロキシ基が付力日した炭素の C―C結合がフラグメント化を起こしやす

ぃ 34.ょって MS/MS分析のプロダクトイオンの情報から酸化リン脂質の構造を推測すること

ができる。ポジティブイオンモードでは,酸化 PLPCの MS/MS分析において保持時間 5.60

minにおいてヒドロキシドと考えられるフラグメント4/z650,o/z634,4/z690,4/z674が 検出

された。それぞれ,9位,10位,12位,13位にヒドロキシル基が付加した構造であると推測で

きた (図 2-7-A).同 様に,酸化 SLPC, 酸化 PAPC,酸化 SAPCそれぞれ保持時間 5.66,

5.86,5。96 minに構造特異的なフラグメントピークが検出されたことからヒドロキシドであること

が推沢Jできた (図 2-7-B,C,D).
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図 2-6に示すヒドロキシドより遅い保持時間 (7.O min-8.5 min)に 溶出した酸化物のピー

クについてEPI分析を行なったが,各種酸化物に特異的なシグナルを検出することができな

かつた (data nOt shownh.ポジテイブイオンモードで構造特異的なフラグメントが生成しにく

いことからこれらのピークがエポキシドであると推察した。そこで,ネガティブイオンモードを

用いたMS/MS分析で脂肪酸エポキシドのフラグメントを得られたという報告があつたことから

53,ネ
ガティブイォンモードの MS/MS分析を利用してエポキシドの構造解析を試みた.ネガ

ティブイオンモードにおけるEPI分析を行つたが,交雑イオンのフラグメントが多く,十分な感

度が得られずシグナルが観測されなかった.そこで,ネガティブイオンモードの MS/MS分析

では,酸化 PCの酸化位置による特有のフラグメントを予測しMRVIトランジションを構築しそ

れぞれの酸化物の分析を行つた。ネガティブイオンモードの MS/MS分析では,脂肪酸側鎖

のエステル結合とエポキシ基においてフラグメント化しやすいため,MS/MS分析によつて生

じるフラグメントを予測しQ3としてMRNIトランジションを構築した.構築したMRNI分析条件

を表 2-3に示す。
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表 2-3.酸化 PCの MRNII条件 (ネガティブイォンモー ド)

Oxidized PC species Hd面け腸 舷 Target ittmm
DPC EPd CEC  CXPf

(V) (V) (V)  (V)

PLPC (Ct6:0/Cl8:2) +O negative 818.6 183.1

SLPC(C18:0/C18:2)+0

195.1

negativc  846.6   183.1

195.1

negative  842.6   115.1

155.1

195.1

219.1

negative  870.6   115.1

155.1

195.1

219.1

PAPC(C16:0/C20:4)+O

SAPC (Cl8:01C20:4)+O

9, I O-epoxide

12, I 3-epoxide

9, I O-epoxide

12, I 3-epoxide

5,6-epoxide

8,9-epoxide

I l,l2-epoxide

14,15-epoxide

5,6-epoxide

8,9-epoxide

1 1,12-epoxide

14,1 5-epoxide

-60   -10

-60   -10

-10

…10

１

　
　
５

６

　
　
５

０

　
　

０

６

　

　

７

０

　

　

０

６

　

　

６

-11

-7

-13

-13

０

　

０

　

　

０

　

　

０

６

　

６

　

６

　

　

６

-10   -50   -13

-10   -60    -13

-10   -50   -13

-10   -50   -13

-60   -10   -80   -13

-60   -10   -70    -13

-60   -10   -50    -13

-60   -10   -50    -13

MRNI分析を行つた結果 ,リノール酸を有する酸化 PLPC分析では,エポキシドとして検出

されると考えられるフラグメント″/z183,195が検出され,それぞれ 9位 ,10位がエポキシドと

なった酸化 PLPC,12位 ,13位がエポキシドとなった酸化 PLPCであることが推測できた (図
・

2-8-→ .同様にアラキドン酸を有する酸化 PAPCでは,ゴz l15,155,219の 構造特異的なフ

ラグメントが検出されたことから5,6-epo対dc,8,9-epo対 de,14,15-epo対deであると推測できた

(図 2… 8-B)。 また,s″-1ポジションの脂肪酸がステアリン酸である SLPCや SAPCにおいても

同じくそれぞれ構造特異的なプロダクトイオンをターゲットにした MRM分 析によってピーク

が 検 出 され た ことか ら 9,10-cpoxidc,12,13-cpoxidcや 5,6-cpoxide,8,9-epoxide,

14,15-cpoxidcで あることが推 定できた (図 2… 8¨C,D).エポキシドの位 置 異性 体 として

H,12¨epoxideも ラジカル酸化物 によつて生成されることが報告されているがそのピークを検

出することができなかった.原因としては,構造特異的なフラグメントが生成しにくいことや交

雑ピークに紛れてしまいイオン化サプレッションの影響 により検出出来なかったことが考えら
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上記のとおり,多価不飽和脂肪酸を有する PCの酸化物としてヒドロキシドとエポキシドを

MS/MS分析によるプロダクトイオンの情報により構造の推定を行うことができた.本分析系で

はヒドロキシドとエポキシド,ヒドロペルオキシドといつた酸化修飾基における分離でき,さ ら

にエポキシドは位置異性体を時間分離することができた (図 2-9)。

PLPC+O
″/_7774.6>184.1

PLPC ttO―H20
“
/z774.6>756.6

PLPC+20 790.6>184.1

0.0

8.3e4

“
/z790.6>756.6PLPC+20-H202

12.0 14.O Time(m

ヒドロキシド エポキシド ヒドロペルオキシド

図 2-9.SFC/MS/MSを 用いた酸化 PC分析結果

2-3-7.SFC/MS/MSを用いた酸化リン脂質分析系の実サンプル分析への適用

上記で構築した酸化リン月旨質分析系を用いて実サンプルとしてモデル生物であるマウスの

肝臓中酸化リン脂質の分析を行い,実サンプルの分析に応用可能かどうか検証を行つた。

マウスの肝臓中の脂質を抽出しSFC/MS/MSを用いて分析を行つた。抽出方法は,2-2-3に

示した通りである。まず,上記で構築した構造特異的なプロダクトイオンをターゲットとした

MRMを用いて分析を試みた所,ネガティブイオンモードのMS/MS分析において個々のエ

ポキシドのシグナルを検出することができ,さらにアラキドン酸含有 PC酸化物では,酸化物

標準品で検出できた 5,6-epoxide,8,9-epoxide,14,15-epoxideだ けでなく,酸化物標準品で
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検出できなった保持時間にピークが検 出された。ポジティブイオンモードにおいて PC特有

フラグメントである4/z184フラグメントと脱水フラグメントである4/z756の フラグメントをターゲ

ットにした MM分 析 においてピークが検出されたことや ,ネがティブイォンモードの MRII

分析において Q3のターゲットとして 195.1の ピークが検出できたことから,H,12-epo対dcで

あることが示唆された。また,ポジティブイオンモードの MS/MS分析において個々のヒドロキ

シドのシグナルは検出することができなかった。生体サンプルに存在するヒドロキシドが極微

量であり構造特異的なフラグメントMRNIIでは検出に十分な感度がなかったことや爽雑物イ

オンによるマトリックス効果による感度の低下が考えられた.そこで,ヒドロキシドを検出する

ため構造特異的なフラグメントより生成しやすい酸化脂質共通に生成するH20脱離フラグメ

ントに基づくMRM分析によって,保持時間によリヒドロキシドの総量を検出できるかどうか検

証した。さらに過酸化物においては過酸化水素脱離フラグメントに基づくMRIIIを用いてヒド

ロペルオキシドを検出できるか検証を行った。

結果を表 2-4に示す。ヒドロキシドは PLPCヒドロキシド,SLPCヒドロキシド,PAPCヒドロキ

シド,SAPCヒドロキシドとしてそれぞれ検出され再現性良く検出された。側鎖による比較で

はリノール酸ヒドロキシドを含む PCでは 1位がステアリン酸であるPCの方が多いが,アラキ

ドン酸ヒドロキシドを含む PCでは 1位がパルミチン酸であるPCの方が多い結果となつた。

一方,過酸化物分析では,ヒドロキシドと同様にどの分子種においても過酸化物を検出

することができた。アラキドン酸過酸化物よリリノール酸過酸化物の方が多い結果となった。

これらの結果から SFC/MS/MSを用いることでマウス肝臓中のヒドロキシド,エポキシド,ヒ

ドロペルオキシドを有する酸化リン脂質の分析ができることが示された。エポキシドを有する

酸化リン脂質を生体サンプルから初めて検出することができた。
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表 2¨4.マウス肝臓中の酸化 PC分析結果

Compounds Peak area RSDb(′=5)(%)ｒ
ｍ

Peak area RT

PLPC 9,10-epoxide

PLPC 12,13-epoxide

SLPC 9,10-epoxide

SLPC 12,13-epoxide

PAPC 5,6-epoxide

PAPC 8,9-epoxide

PAPC 14,15-epoxide

PAPC 11,l2-epoxide

SAPC 5,6-epoxide

SAPC 8,9-epoxide

SAPC 14,15-epoxide

SAPC 11,I2-epoxide

PLPC hydroxide

SLPC hydroxide

PAPC hydroxide

SAPC hydroxide

PLPC hydroperoxide

SLPC hydroperoxide

PAPC hydroperoxide

SAPC hydroperoxide

5,99E+04

7.83E+05

2.28E+04

3.84E+05

7.83E+03

6.98E+03

6.65E+03

3.45E+04

2.63E+03

1.99E+04

3.05E+04

9.06E+04

1.10E+04

9.35E+04

9.98E+04

3.59E+04

1.42E+08

5.36E+07

1.85E+07

4.93E+06

7.4

7.6

7.5

7.7

7.2

7.6

9.1

7.9

7.2

7.5

8.4

7.8

5.6

6.0

6.0

6.1

10.4

10.6

10.2

10.3

8.2

12.1

7.6

15.3

26。 1

22.6

8.4

7.3

29.0

9.4

9.5

5.1

7.4

11.6

10.5

7.0

10.0

9.4

12.5

14.1

0.9

1.0

1.1

0.9

1.4

0.8

1.6

1.0

1.1

0.9

1.2

1.0

2.6

2.6

2.5

2.5

2.6

2.5

2.6

2.7

u retention time (RT) , b relative standard deviation (RSD).
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2-4.考察

本章では SFC/MS/MSを 用いた酸化リン脂質分析系を構築し,MS/MS分析による構造推

定を行い,マウス肝臓中の酸化リン脂質分析に適用することで,生体サンプルに応用できる

かどうか検証を行つた。

SFCにおいて 2-Ethylpyridineカラムを使用することで,リノール酸エステル,アラキドン酸

エステルを有する PCのヒドロキシドやエポキシドといつた酸化物異性体や過酸化物であるヒ

ドロペルオキシドを分離することができ,酸化修飾基の異なる分子種を一斉に分析が可能な

分離系を構築できた。これは,カラムの検討としてシリカを担体として修飾基の異なるカラム

を検討した結果より,シリカの担体に修飾されている Ethyぃ yridincが 正の電化を持つており,

酸化修飾基によって酸素の電子密度が異なるのでカラム修飾基との相互作用がそれぞれ

異なるために酸化修飾基ごとに分離ができたと考えられる。また,MS/MS分析による化合物

のフラグメント情報からヒドロキシド,エポキシドの構造を推定することができた。酸化 PCであ

るエポキシドについて分離を行い,構造推定を行つた初めての報告であり,酸化リン脂質分

析において位置異性体などの構造類似体が存在する酸化物の分離にSFCが有用である事

が示された。

さらに,生体サンプルからヒドロキシドやエポキシド,過酸化物が検出できた.側鎖による

比較ではリノール酸ヒドロキシドを含む PCでは sη-1位がステアリン酸であるPCの方が多い

が,アラキドン酸ヒドロキシドを含む PCでは s′-1位がパルミチン酸であるPCの方が多い結

果となった。一般的なリン脂質の組成では,s4-1位がパルミチン酸である PCの方が多いた

め,s′…1位がパルミチン酸であるリノール酸ヒドロキシドは,酵素特異的に分解され減少した

ことや,または s″…1位がステアリン酸であるリノール酸 PCが酵素特異的に酸化されてヒドロ

キシドが増加したと考えられる.また,ラジカル酸化反応では,一般的にリノール酸より二重

結合が多いアラキドン酸の方が酸化されやすいが,生体サンプル中の酸化リン脂質ではリノ

ール酸酸化物の方が多い結果となった.これは,酸化 PCの生成に sη-1位の脂肪酸が関わ

つていることや ,リノール酸を特異的に酸化するリポキシゲナーゼなどの酵素が作用している
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可能性が考えられる.また,個 々のヒドロキシドが検出できなかったことに関しては,酸化物

に対して膨大な量存在するリン脂質が共溶出している可能性があげられる.共溶出を防ぐた

めには,より高分離能を有する分析系が必要となり,より粒子径の小さいカラムまたは,カラ

ム連結などにより長くしたカラムを用いることで角翠決できる可能性がある。

生体中の酸化リン脂質を分析できたことから,本 SFC/MS/MSを用いた酸化 PC分析シス

テムは様々な生体サンプルに適用できる可能性があり,酸化リン脂質と疾患の関係を明らか

にするツールとして応用できる。さらに SFCを用いることによる分離能の向上によつて酸化リ

ン脂質の分析可能な分子種を増やすことができ,マルチマーカープロファイリングに資する

システムの構築を行うことができた。

本章で構築した酸化リン脂質の分離分析系では,ヒドロキシドやヒドロペルオキシドにおい

て個々の位置異性体の分子種のクロマトグラフィーによる分離ができていない。しかし,低粘

性という特徴を有する超臨界流体を移動相に用いた SFCは ,カラムにかかる圧力が小さい

ためカラムの連結を行う事が可能であり,より高分離能な分析系を構築することが可能であ

る。そのため,複数のカラムを接続することが可能であり,2本以上のカラムの接続も可能と

なる。カラムを連結し,長いカラムを適用することでカラムの分離能が向上し,個 々のヒドロキ

シドやヒドロペルオキシドを分離できる可能性があり,より多くの分子種の解析に応用できる

ことが期待される.また,カラムを連結することに伴いスループットの低下や化合物が拡散す

ることが考えられるが流速を増大させることでその問題は解決できる。ただ,カラムにかかる

圧力が増大してしまうため,現状 3本までの接続が限界であり,より高圧力で安定的に送液

できるポンプが必要となるため,新規 SFC装置の開発が今後期待される。

また,その他の極性基を持つリン脂質も酸化リン脂質として存在しうるため,本研究と同様

に研究を行うことで,様々なリン脂質における酸化物分析を行える事が期待できる。さらに異

性体の多い酸素が複数付加した分子種においても分離性能のよい SFC/MS/MSを適用す

ることによって構造や分子種の種類といった詳細が解析できることが期待できる.SFCは ,移

動相に常温常圧下で気体である二酸化炭素を用いており,溶媒除去が簡便であることから
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分取クロマトグラフィーといつた分取のシステムとして頻用されている。これまで分離できてい

なかった酸化リン脂質を分離することできるようになったため,酸化リン脂質を分取し生理学

的研究に応用することが期待できる。
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第3章 酸化リン脂質分析に資するオンライン超臨界流体抽出口超臨界流体ク

ロマトグラフィー/質量分析系の構築

3‐ 1.緒言

血液は,採取が容易であり,臨床診断のために用いられているサンプルであり,リン脂質

をターゲットとしたリピドミクスを用いたバイオマーカー探索のサンプルとしても頻用されてい

る
14.血

液中に存在するリン脂質は,ホスファチジルコリン (PC)とホスフアチジルエタノマル

アミン (PE)力 主`成分であり
58,生

体内の脂質代謝の重要な化合物である.また,スフィンゴ

ミエリンがアテローム性動脈硬化症のマーカー候補である可能性もあることや
14,酸

化リン脂

質がプラーク発生のシグナル伝達を担うことが示されたことから
27,血

漿中のリン脂質や酸化

リン月旨質が酸化ストレス疾患のマーカーの候補となる可能性があり,バイオマーカー探索な

どにおいてリン脂質,酸化リン脂質の分析が重要である。一般的に生体中の総脂質の抽出

方法として用いられるBligh&Dyer法 36は
,クロロホルムとメタノール混合液で抽出し,液液

分配によつて脂溶性各分を取得する手法である.脂溶性各分は,クロロホルム層であり分析

系に供する前に溶媒を除去した後に移動相溶媒などで再溶解する必要がある。これらの試

料調製の中で光によるリン脂質の酸化や酸化リン脂質の分解が起こる可能性があり,生体

中の酸化物を正確にプロファイルするためには,暗黒無酸素条件下でマイルドに抽出し分

析する必要がある。

超臨界流体抽出 (SFE)は超臨界二酸化炭素を用いた抽出方法で,超臨界二酸化炭素

が疎水性であるため疎水性代謝物の抽出方法として用いられてきた。また,移動相が超臨

界二酸化炭素である SFCとオンラインで直接接続することが可能であり,抽出から分離分析

まで一度に行うことができ,外気にふれることなく抽出分離が可能であり,マイルドな条件で

抽出することができるため試料調製段階における酸化や分解を回避できる。これまでにも抽

出精製技術としてオンライン SFE¨SFCがトコフェロールやカプサイシンを対象に用いられて

いる
59,60.さ

らに,検出装置として質量分析に接続したオンライン SFE― SFC/MS/MSは抽出
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から分離検出まで暗黒無酸素下で行うことができ,不安定な化合物の抽出分析に適してい

る。

オンラインSFE―SFC/MS/MSは ,暗黒無酸素の条件で抽出できる有用なシステムであるが,

オンライン化には問題′点が存在する。一般的にSFEは ,移動相に添加する溶媒量を増加す

ることによつて抽出される量が増加し,SFCでは,LCと同様に添加溶媒の比率を上昇させる

ことで溶出力が増加し,化合物の分離を行う。そのため,分離条件において溶出力を上昇さ

せると溶媒添加量が増加し溶出力だけでなく抽出力も上がってしまう結果となり,抽出セルと

分析カラムをつないだまま抽出と分離を行つた場合,目 的とする化合物以外にも様々な化

合物が抽出されてしまい抽出から分析を行う事が困難となる。そのため,これまでに単一の

成分の分析が主に行われてきたが,多数の成分を一斉にオンライン SFE― SFC/MS/MSで抽

出から分析まで行う例は報告されていない。目的の化合物の抽出を行い,分離分析を行う

ためには抽出,分離の条件の最適化が必要となる。

そこで,本章では,血漿中リン脂質,酸化リン脂質分析を行うためのオンライン SFE― SFC

システムを構築することを目的とした。SFE―SFCのオンライン化は,同一の移動相を用いて

抽出と分離を同時に行うため,抽出物がそのまま分離系に入つてしまうことから条件の検討

が必須である。まず,システムの検証として生体サンプルから抽出,分離分析が可能である

かどうかを確認するため血漿中のリン脂質をターゲットとして,サンプルの抽出と分析を切り

かえるシステムを適 用 し,分 離条件や抽 出条件 の最適化 を行うことで ,オ ンライン

SFE―SFC/MS/MS分析条件の検討を試みた。また,ヘキサン程度の極性を有する超臨界二

酸化炭素は,水と混ざらないことから,生体サンプルにおいて水分を多く含む血漿を用いる

ことで実用的に分析できるかどうか検証を試みた。次に酸化リン脂質の標準品を用いてオン

ライン SFE―SFC/MS/MS分析の検証と生体サンプルとして血漿中酸化リン脂質分析への適

用を試みた。
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3‐2.実験方法

3…2… 1.試薬

メタノール (HPLC gradc,99.8%)と クロロホルム (HPLC grade,99%)はキシダ化 学

(OSaka,Japan)か ら購入し,蒸留水 (HPLC gradc,99%)と 2,2'―アゾビス (2-メ チルプロピオ

ンアミジン)二塩酸塩 (AAPH)は和光純薬 (Osaka,Japa⇒ から購入した。1,2-ジアシルグ

リセロ…3¨ホスホコリン (純度 99%)(16:0/18:2 PC(PLPC),18:0/18:2 PC(SLPC),16:0/20:4

PC(PAPC)and 18:0/20:4 PC(PAPC))は Avanti P01ar Lipids(Alabastet AL,USA)か ら購

入し,ホスファチジルコリンの標 準 品とした .二酸化炭素 (純度 99.5%)は ,ネリキガス

(HyOgO,Japan)から購入した。添加斉Jとして使用した蟻酸アンモニウム (純度 99.0%)は ,

Sigma― Aldrich(St.Louis,MO,USA)か ら購入した.リ ン月旨質標準品である Phospholipid kit

(糸屯理重 980/0)(Lysophosphatidylcholinc(LPC),PhOSphatidylcholinc(PC), Sphingomyclin,

LysoplЮsphatidylcthanolamine(LPE),PhoSphatidylctanolaminc(PE))は Doosan Scrdary

Research Laboratorics(ToЮntO,Canada)か ら購入した.マウス血漿は,CLEA Japan,Inc.

(Ftti,ShiZuOka,JapanJか ら購入し,サンプルをアプライし SFE―SFC/MS/MSに供するろ紙と

して,乾燥ろ紙血サンプルを作成するためのろ紙である Bond Elut Dried Matr破 Spotting

(DMS)cardは ,Agilent Technologies,Inc.(Lovcland,CO,USA)か ら購入した。

3-2-2.サ ンプル調製

SFEと液液抽出を比較するために液液抽出方法として脂質抽出に一般的に用いられて

いるBligh and Dycr法 36で
血漿中のリン脂質を抽出した。21 μL血漿にメタノール 42 μL,ク

ロロホルム21 μLを順に加え,2分間ボルテックスし,10分間室温で静置した。さらに,クロロ

ホルム 21 μLを加え,30秒間激しく振とうし,さ らに水を21 μL加え同様に振とうする。遠心

分離後 (3000 rpm,5min),下層のクロロホルム層を回収し,上清にさらにクロロホルムを 42

μL加え,振とう、遠心分離後下層のクロロホルム層を回収し,クロロホルム層をあわせて窒素

ガスを用いて乾燥させ ,35μLのクロロホルム:メタノール溶液=1:2溶液に再溶解し5 μLを
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SFC/MSに供した。SFEとの比較のためにインジェクション量が 3 μLの血漿量に相当するよ

うに調製した。

酸化リン脂質標準品は,2-2-2と 同様に調製した .

オンライン SFE―SFCにおいては,血漿サンプルは 3 μL,リン脂質標準品は 5 μLを直径 3

mmに切り取つた DMSカードに染み込ませて,抽出用空カラム (lo× 4 11m ID,■ her2

μm;GL scicncc)の 中に装填し,オンライン SFE―SFC/MS/MSシステムに取り付けた。

3-2-3.装置

オンライン SFE―SFCは,分析用 SFC装置であるAnalytiCal SFC Mcthod Station(Waters,

Co.)を使用し,カラムオーブン内のカラムチェンジャーを抽出セルの切り替え装置として用

いた。

目的化合物の抽出を行つた後に,不要なものが抽出しないようにするためにサンプル導

入用と分析用の2種類の配管をカラムオーブン内のバルブの間に交互に組み込み,バルブ

の後に分析用カラムを接続することで抽出工程と分離工程を分けることが可能なオンライン

SFE―SFC/MS/MSシステムを適用した (図 3-1).抽出を行う際は,図 3-1に示したように抽出

セルに移動相が通り,抽出が終わり,化合物を分析カラムで分離を行うために溶媒添加量を

増加する際にバルブを切り替えることで抽出セルを流路から切り離すことが可能である。本

システムは,移動相が低粘性かつ高拡散性という特徴をもつ超臨界流体であるため流路の

変更を行つた際に圧力の変動がほとんどなく抽出力の変動などシステムに影響を与えること

なく分離分析を行う事ができる。
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,lrt')rj--I t.l)vJz

ポンプ

抽出セルを流路から
切り離す

抽出セル

図 3… 1.オンライン SFE―SFC/MS/MSシステム概 略 図

質量分析装置としては第 2章と同様に Mu■●le reaction montoring(MRMD分析や

Prccllrsor ion scan,Neutral bss scanと いったMS/MSスキャンモードが使用出来る三連四重

極型質量分析であるQTRAP5500(AB sciex lnc.)を使用した .

3-2-4.分析条件

オンライン SFE― SFC/MS/MSシステムの検証を行うため,生体中に豊富に存在するリン脂

質を用いてシステムの検証を行つた.SFCや MS(イオン化条件)の分析条件は,2章と同様

に表 2-1を用いた。

生体サンプル中に含まれるリン脂質は,化合物によつて存在量が異なるので,分析系の



検出できる幅であるダイナミックレンジが重要である。そこで,血漿サンプル中での存在量が

多いPCや SMを含む
“
/z領域のコリジョンエネルギーを高くすることで,サチュレーションを

起こることを防ぎ,ダイナミックレンジの広い分析系の構築を行つた.構築した質量分析の条

件を表 3… 1に示す。カラム検討には,低エネルギーのコリジョンエネルギーのプリカーサーイ

オンスキャンを用いた。また,酸化リン脂質分析には表 2-2の分析条件のポジティブイオンモ

ードの MRNI分析を用いた。

表 3-1.質量分析条件

Head group scanrange (m/z) Scan mode Target ion collision

(m/t) Energy (V)

PC,LPC,SNI1    450-710     Prccursor ion scan     184.1         50

PC,LPC,SM     610… 950      Precllrsor ion scan     184.1        110a

PE,LPE      400-900     Ncutral loss sacn     141.1        25
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3‐3.結果

3-3-1.カラムの検討

標準品であるリン脂質混合物を用いてカラム検討による分離の確認を行つた.検出方法と

しては,PC,LPC,SM分析には MS/MS分析において極性基である共通のホスホリルコリン

由来のフラグメントイオン (o/z184.1)力 検`出されることからプリカーサーイオンスキャンを用

いた。また,PE,LPE分析には,ホスホエタノールアミン由来の共通の中性イオンが脱離した

フラグメント(losS Of 141.l Da)が検出されることからニュートラルロススキャンを用いて分析

を行つた (表 3-1).成分の同定は,プリカーサーイオンスキャンによつて PC,LPCや SMを

半J男 Jし,ニュートラルロススキャンによつて PEや LPEの半J男りし,さ らに,検出できたプリカー

サーイオンの
“
/z値と理論値を比較することによつて炭素数や不飽和度の計算を行い同定

した。

本システムのオンライン SFE―SFCを用いた場合 ,抽出と分析を同時に行うことから抽出条

件で分析対象化合物を保持し,分離条件で化合物が溶出するクロマトグラフィーの条件が

必要となる.逆相系カラムの代表であるODSカラム (oDS-3;250× 4.6 11m ID;GL scicncc)

は,リン脂質の保持が弱くモディファイヤー濃度が低い条件 (10%)でリン脂質が溶出してし

まつた。よつて,リ ン月旨質の保持が逆相系カラムより強い順相系カラムの検討を行つた.まず ,

順 相 系カラムとしてシリカベ ースに Ethylpyridneを 修 飾 した 2-Ethylpyridineカ ラム

(PrinCetOn,250× 4.6 111m I.D。 ,粒子径 5 μm9)を用いた。2¨Ethylpyridincカ ラムは,リン脂

質の保持はするものの SMと LPCのピークが重なり,分離ができないことから本分析系には

不適であつた (図 3-2-→ .そこで分析用カラムとしてリン脂質分子種の保持が強くモディフ

ァイヤー量を増カロすることでリン月旨質が溶出する PC HILICカラム (sHIsEIDO,250× 4.6

1111m I.D.,粒子径 5 μm,)の適用を試みた。 PC HILICカラムは親水性相互作用クロマトグ

ラフィーが可能なカラムで,シリカ基材表面をホスホリルコリンで修飾した単体を使用したカラ

ムである。分析の結果,同じプロダクトイオンを生成するPC,LPC,SMを ベースラインで分離

することができた (図 3…2-B― a)。 また,共通のイオンをロスするLPE,PEも分離することができ
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た (図 3-2-B― b)。 これは,PC HILICカ ラムがコリン基の正電荷 ,リン酸基の負電荷を有する

カラムであり,リン脂質のリン酸基の負電荷やコリン,エタノールアミンといった窒素含有極性

基の正電荷的作用との電気的相互作用によつて高分離が実現できたと考えられる。

(A)

2.4e7

0,0

1.3e6
3_03

(b) PE 3_58

(a) Precursor ion scan m/z 184

Neutral loss scan m/z l4t

14.0 16.0 18.O Time(min)

Precursor ion scan″ ν2184

今
８
）
、
一一毬
ｏ一塵

0.0
0.0 6.04.02.0 8,0   10.0  12.0

939
(13)

8.5c6

0.0

3.Oe7

0.0

.9310.55

Neutral loss scan m/z l4l

.0 12.0 14.0 16.0 18.O Time(min)

図 3…2.リン脂質標準品分析結果のトータルイオンクロマトグラム

(⇒ :2-Ethylpyridineカ ラムを使用 (モディファイヤー10%-30%20 min3

(B):PC HILICカラムを使用 (モディファイヤー5%5 min,30%15 min)

(a):プリカーサーイオンスキャン,(b):ニ ユートラルロススキャン

К
　
ＳＭ含

Ｑ
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む
】∽
●
ｏ
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3-3…2.マウス血漿中リン脂質抽出条件検討

マウス血漿のサンプルを用いて抽出条件の検討を行つた。まず抽出時の移動相の溶媒

添加量 (モディファイヤー量)の検討を行つた。モディファイヤーとしては 0.1%のギ酸アンモ

ニウムを含むメタノールを使用し,分離条件でモディファイヤー量を 30%として抽出条件の

検討を行つた。

モディファイヤー量を 5%とした場合,検出されたエリア値が小さく抽出されるリン脂質が少

ないという結果となった (図 3-3-A)。 これは,溶媒量がすくないため抽出効率が低いためだ

と考えられる。また,添加量を15%にした場合,抽出力の上昇と共に保持力が下がつてしまう

ため,ピーク形状が悪くなり,これに伴い分離能の低下が見られた (図 3… 3¨ C)。 よつて抽出

時の溶媒添加量はリン脂質の抽出がよく,リ ン脂質の分離も可能である 10%と した (図

3-3-B).

15総

10c8

S Oc7

(ノ )ゝ

(13)

Modifier ratio:So/o

0

Modiflcr ratio:10%

0

411e7

Modiger ratio:15%

2   4   0   8   10   12   14   16   13  Tilne(min)

図 3-3.抽出条件 (モディファイヤー添加量)の検討

次に抽出時間の検討を行つた.抽出時間として 2分,5分の検討を行い,一度の抽出で

抽出される割合を確認するために同一サンプルで 3回抽出を行い検出できた 3回分のエリ

ア値の総和を 100%とした。その結果 2分間では 40%,5分間では 85%以上抽出されている

お
一∽８
一薫

29盛

211e8

l lle8



ことがわかり,再現性も5分間ではエリア値の相対標準偏差 (RSD)力 2`0%程度だったため

抽出時間を 5分間に設定した (表 3-1)。 また,水分を多く含む血漿を用いても再現性よく抽

出分析できたことから血漿サンプルを実用的に分析できる事が示された.

表 3…2.抽出時間検討結果

compound
2 min

4/z
抽出量 (%) (RSD)

5 min

抽出量 (%) (RSD)
LPC(C18:0)

LPC(C16:0)

PC(C34:1)

PC(C34:2)

524

496

760

758

40.6

38.0

44.1

44.3

86.9

105.8

43.9

44.7

86.8

85.4

92.4

90.9

13.9

19.2

20.8

16.3

3-3-3.オ ンライン SFE― SFC/MS/MSを用いた血漿中リン月旨質分析

オンライン SFE―SFC/MS/MSを用いた血漿中リン脂質の分析を行つた。抽出条件として

C02に添加剤であるモディファイヤーとして 0.1%ギ酸アンモニウムを含むメタノール 10%を

加えた条件で 5 min抽 出を行つた。その後,分析用流路に切り替え移動相をモディファイヤ

ー30%に設定し分析を行つた。その結果,PC,LPC,SM,PE,LPEが 抽出,分析カラムによる

分離分析を行うことができた (図 3-4).

生体サンプル中に含まれるリン脂質は,化合物によつて存在量が異なるので,分析系の

検出できる幅であるダイナミックレンジが重要である。そこで,血漿サンプル中での存在量が

多いPCや SMを含む″2領域のコリジョンエネルギーを高くすることで,サチュレーションを

起こることを防ぎ,ダイナミックレンジの広い分析が可能となる.コ リジョンエネルギーが低い

プリカーサーイオンスキャン分析では,保持時間 9.3 minに PCが ,保持時間9.6,9.8 minに

SMが ,保持時間 10.3 minに LPCが検出された。コリジョンエネルギーが高いプリカーサー

イオンスキャン分析では,9.3 minに PC,9.8 minに SMが検出された。また,ニュートラルロ

ススキャン分析では,保持時間 9.6 minに PEが ,保持時間 11.O minに LPEが検出された.

検出できた分子種をプリカーサーイオンの
“
/zから同定したところ, 全部で 134種のリン脂
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質(26の LPC,1種のLPE,75の PC,10の PE,22の SM)を検出することができた (表 3-3).

血漿中のリン脂質を前処理することなく,抽出行程を含めて 20分以内に分析が可能なハイ

スループットな分析系を構築できた。

2.4e8

035
Precursor ion scan m/z 184
Low energy CE 50eV

S

PC 91 LPC

0.0
2.Oe6

0.0
0.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.O Time(min)

図 3¨4.血漿中リン脂質分析結果のトータルイオンクロマトグラム

(a)低エネルギーCEのプリカーサーイオンスキャン ;(b)高エネルギーCEのプリカーサー

イオンスキャン;(c)ニユートラルロススキャン

含
Ｑ
ｅ

む
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ｏ
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表 3…3.オンライン SFE―SFC/MS/MSを用いて検出できたマウス血漿中リン脂質分子種

Low collision energr Precursor ion scan High collision enerry Precursor ion scan Neutral loss scan

PLsa
“
々  RT° (mm)PLs

“
ん  RT(mm)PLs

“
/z  RT(mm)PLs m/z RT (min) PLs RT(mh)

LPC 16■ cC  480 3   10 3   PC 34:2c     7445

LPC 15:0    482 3   10 2  PC 33:1      7465

LPC 16:1    494 4   10 5   PC 34:Oc     748 6

LPC 16:0    496 4   10 4  DISMd 16:0  7056

LPC 18:2c   506 3   10 4  DISM 16:1   7035

LPC 17■    508 4   10 3   DISM 18:0   7336

LPC 1710    510 3  10 4  SM 14:0    6755

LPC 18:3    518 3   10 6  SM 16:0    7035

LPC 18:2    520 4  10 5  SM 16:1     7015

LPC 18:1    522 4  10 4  SNl 18:0    7317

LPC 19:1    536 4  10 2  SM 18:1     7295

LPC 20:5    5423   106  Sヽ 4 18:2     7275

LPC 20:4    5444  106

LPC 20:3   5464  105

LPC 20:2   5484  105

LPC 20:1    5504  104

LPC 22:6   5684  107

LPC 22:5    5704  106

LPC 22:4    5724   105

LPC 22:0    5804  103

LPC 24:0    6085   102

LPC 26:1   6345  102

LPC 30:0    6925   105

LPC 30:1    6905   103

LPC 32:0    7206  105

LPC 32:1   7186  106

PC 30:2     7025   93

PC 30,1     7045   93

PC 30:0     7066   93

PC 28:1     6765   93

PC 29:1     6905   92

PC 31:3      7145   93

PC 31:2     7165    92

PC 3111      718 5    93

PC 31:0     7206   92

PC 32:6     7225   92

PC 32:3     7285   93

PC 32:2     7305   93

PC 32:1     7326   94

PC 32:0     7345   93

PC 34:6c    7365   93

PC 34:5c    7385   93

PC 34:4e    7405   93

PC 34:3c    7426   94

93   LPC 3210   720 6  10 5  PC 40:3c

92   PC 31:2    716 5   92   PC 40:9

93   PC 31:1    718 5   93   PC 40:lc

96   PC 31:0    720 6   92   PC 40:7

96   PC 32:6    722 5   92   PC 40:6

96   PC 32:1    732 6   94   PC 4015

99   PC 32:0    734 5   93   PC 40:4

99   PC 34:6c   736 5   93   PC 40:3

99   PC 34:3c   742 6   93   PC 40:2

98   PC 34:2e   744 5   93   PC 40:l

98   PC 34:1    746 5   92   PC 41:7

98   PC 34:Oe   748 6   93   PC 41:6

PC 34:2    758 5   94   PC 42:5c

PC 34i1    760 6   93   PC 41:4

PC 3410    762 6   93   PC 41:3

PC 36:5c   766 5   94   PC 41:2

PC 36:4c   768 6   93   PC 41:1

PC 35:3    770 5   93   PC 42:7

PC 35:2    772 5   94   PC 42:6

PC 36■ c   774 6  93   PC 42:5

PC 36:Oc   776 6   93   PC 42:4

PC 36:5    780 6   93   PC 45:2

PC 36:4    782 6   95   DISM 16:0

PC 36:3    784 6  94  DISM 18:0

PC 36:2    786 6   94   DISヽ ( 24:l

PC 36i1    788 7   93   DISM 24:6

PC 3610    790 6   93   SM  14:0

PC 38:6c   792 5   94   SM  16:0

PC 38:5c   794 6   94   SM  16:1

PC 38:4c   796 7   93   SM  1 810

PC 38:3c   798 6   93   SM  18:1

PC 38:2c   800 7   94   SM  18:2

PC 38:lc   802 7   93   SM 20:0

PC 38:7    804 5   93   SM 20:1

PC 38:6    806 5   95   SM 22:0

PC 38:5    808 6   95   SM 22:1

PC 38:4    8106   94   W1 22:2

PC 38:3    812 7   94   SM 22:6

PC 38:2    814 7   94   SM 24:0

PC 39:8    816 6   93   SM 24■

PC 38:0    818 7   94   SM 24:2

PC 40:6c   820 7   95   SM 24:6

PC 40:5e   822 6   93   SM 24:7

PC 39:4    8247   93

LPE 18:0   4824   108

PE 33:2    7026   96

PE 36:5c   7245   96

PE 36:3c   7285   97

PE 36:2e   7305   96

PE 38:6e   7506   97

PE 37:5    7525   97

PE 37:4   7545   96

PE 38:2c   7587   96

PE 38■ c   7607   95

PE 39:6    7785   97

8267   93

8285   93

8306   92

8325   95

8346   95

8366   95

8386   94

8407   94

8426   93

8447   94

8466   94

8487   95

8507   93

8527   93

8547   93

8567   93

8587   92

8606   95

8626   95

8646   95

8667   94

9127    95

7056   96

7336   96

8157   96

8056   95

6755   99

7035   99

7015   99

7317   98

7295   99

7275   99

7597   98

7577   98

7877   98

7857   98

7837   99

7756   98

8157   98

8136   98

8117   99

8037   98

8016   98

" phospholipids.
b retention time.
" ether phospholipids contain plasmalogen and alkyl ether phospholipid
d dihydrosphingomyelin.
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3-3-4.血漿中リン脂質の抽出法の比較

また,従来の液液抽出法 (LLE)と比較するために,Bligh and Dycr法
36を

用いて血漿か

らリン脂質を抽出しSFC/MS/MSで分析し,血漿中に多く存在するPC,SM,LPCのエリア値

を用いて抽出量の比較を行つた.その結果,LLEよりSFEで抽出を行つた方が検出されたリ

ン脂質のエリア値が大きかつた (図 3…5).また,リン脂質の抽出効率は,LLEは SFEの 60%

程度であることがわかり,再現性に関しては,RSDが両抽出条件ともに20%以下であるが,リ

ノール酸含有 PCでは,LLEの方が再現性は高い結果となり,アラキドン酸含有 PCでは SFE

の方が再現性が高い結果となつた (表 3-4).超臨界流体抽出は,抽出媒体が疎水性である

超臨界二酸化炭素であることから疎水性化合物に適しており,血漿中のリン脂質の抽出に

おいてもLLEよ りSFEの方がより抽出効率が高いことが示された。

* コP<0.05
**f<0.011.00E+09

8.00E+08

6.00E+08

4.00E+08

2.00E+08

0.00E+00

**

■ SFE

□ LLE

LPC 16:0 PC 3612

**

:顧Lコ
1

PC 36:4

継　　　　　　　　　　　　中
図 3-5.抽出法 (SFE(黒)と LLE(白 ))によるピーク面積の比較 ,

ご

¨
SM 16:0
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表 3-4.血漿中リン脂質分析の抽出法検討結果

リン月旨質
SFE

Area  RSD(%)

LLE

Area  RSD(%) LLE/SFE(%)

LPC 16:0

PC 34:2

PC 36:2

PC 36:4

PC 38:4

Sヽ江16:0

2.94E+08

2.24E+08

5.33E+08

6.13E+07

4.16E+08

7.73E+08

19.2

16.1

13.1

12.4

10.6

H.5

1.85E+08

1.36E+08

3.31E+08

3.95E+07

2.42E+08

5.25E+08

13.0

5.5

5.2

14.8

13.8

10.9

0.037

0.015

0.008

0.017

0.006

0.015

62.9

60.8

62.1

64.5

58.3

68.0

3-3-5.オンライン SFE―SFC/MS/MSを用いた酸化リン脂質標準品分析

次 に,オンライン SFE―SFC/MS/MSシ ステムを酸化リン脂質分析へ適用を試 みた。PC

HILICカラムを用いてオンライン SFE―SFC/MS/MSシステムで酸化リン月旨質が抽出・分離で

きるかどうか検証を試みた。

2-2…2と同様に調製を行つた酸化リン脂質 5μLを DMCカ ードに染み込ませオンライン

SFE―SFC/MS/MSに供した。PCや LPCの抽出分離が可能だつたためリン脂質と同様の抽出

分離条件を適用した。PC極性基 由来のフラグメントである4/z184.1をターゲットにしたトラン

ジションと酸化物 由来の水脱離フラグメントをターゲットにしたトランジション,過酸化物 由来

の過酸化水素脱離フラグメントをターゲットにしたトランジションを用いた MRM分 析を行つた

所 ,極性基 由来のフラグメントのピークと同じ保持時間に酸化物 ,過酸化物 由来のトランジ

ションにおいてピークが検出できたことから,酸化 PCを検出することができた。また,酸化物 ,

過酸化物をそれぞれ分離する事ができ,酸化 PLPCにおいては,保持時間 14.6,17.5分に

酸化物が,保持時間 19.3分に過酸化物が溶出した (図 3…6)。 また,MS/MS分析を行い酸

化物の同定を行つた所,14.6分がヒドロキシド,17.5分 がエポキシドである事が明らかとなり,

酸化修飾基による分離が確認できた。
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図 3-6。 オ ンライン SFE― SFC/MS/MSを用 いて酸 化 PC分析 MRMク ロマトグラム

3-3-6.オ ンライン SFE¨SFC/MS/MSを用いた血漿中酸化リン脂質分析

次 に血 漿 中の酸化物 が分析 できるか検証 を行 つた。血 漿 10 μLをオンライン

SFE― SFC/MS/MSシステムに供し,分析を行つた。酸化リン脂質標準品を分析した条件と同

様に分析 ,解析した所 ,ヒドロキシド由来の水分子脱離フラグメントを検出することができな

かつたが,リ ン脂質由来の酸化物であるエポキシドと過酸化物を検出することが可能であつ

た (図 3-7).こ のことから血漿中から酸化リン月旨質を抽出し,分離分析可能である事がわかり,

生体サンプルの酸化リン脂質分析ヘオンライン SFE―SFC/MS/MSシステムが適用可能であ

る事が示された。

16.08.04.0
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図 3¨7.オンライン SFE― SFC/MS/MSを用 いた血 漿 中酸 化 PC分析 MRMク ロマトグラム

3…3¨7.血漿中酸化リン月旨質抽出法の比較

酸化リン脂質の抽出において,オンラインSFEと LLEを比較するために血漿中のリン脂質

を液液抽出し,SFC/MS/MSに 供し,抽 出方法による違いを検証した。得られた酸化リン脂

質の MRNIIクロマトグラムのピーク面積の比較を行つた所,SFEの方が有意にピーク面積が

大きいという結果となった (図 3…8).リン脂質分析では,SFEの方が抽出効率がよく極性の

比較的高いリゾリン脂質も抽出効率が高いという3-3-3の結果と同様に酸化リン月旨質の抽出

効率もよいことが考えられる。
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図 3-8.血漿中酸化リン脂質抽出方法の比較

(A):酸化物 ,(B):過酸化物

また,酸化リン脂質の抽出の再現性は,酸化リン脂質分析のピーク面積の RSDが ,SFEで

は 20%,LLEでは 30%,過酸化リン脂質分析のピーク面積の RSDが ,SFEでは,30%程度

LLEでは 40%程度となり,ともに SFEの方酸化リン月旨質の抽出分析の再現′性が高いという

結果となった (表 3…5).また,LLEを用いた場合,検出できたピーク面積の割合が SFEの

50%から 30%程度であり,リン脂質の抽出 (表 3-3)に比べて割合が減少していることから,

液液抽出は,抽 出効率が悪いだけでなく,酸化リン脂質が液液抽出の際に分解している可

能性も示唆された。

C34:2■ 20C36:2■20

Lrdi
C36:2+O  C36:4■ 0 C38:4■ 20
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表 3-5.酸化リン脂質抽出法比較結果

酉麦化 PC
SFE

Area   RSD(%)

LLE

Area   RSD(%)

T test     Ratio

P    LLE/SFE(%)

C34:2+O

C36:2+O

C36:4+O

C38:4+0

C34:2+20

C36:2+20

C36:4+20

C38:4+20

1.03E+06

6.39E+07

2.75E+07

2.20E+08

9.65E+05

1.96E+06

5.02E+05

1.34E+06

5.22E+05

2.53E+07

1.30E+07

1.02E+08

2.78E+05

4.71E+05

1.35E+05

3.12E+05

0.027

0.002

0.009

0.004

0.024

0.013

0.022

0.015

18.0

4.3

H.7

5.9

32.9

29.2

33.1

31.2

34.4

32.5

32.9

31.0

41.8

40.8

42.6

37.8

50.8

39.6

47.3

46.2

28.8

24.1

26.8

23.2
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3‐4.考察

本章では,抽出セルを分離条件時に切り離すことやカラムの最適化,抽 出条件の検討を

行うことで,オンライン SFE¨SFC/MS/MS分析システムを構築し,リン脂質を用いたシステム

検証と酸化リン脂質分析への適用を行つた。また,生体サンプルにおいて水分を多く含む

血漿を用いることで実用的に分析できるかどうか検証を試みた          ・

PC HILICカラムを用いることで,血漿中のリン脂質をクラスごとに分離することができた。

これまで,シリカカラムを用いた LC/MS61ゃシァノカラムを用いたSFC/MS37,61の分析系が報

告されており,1贋相系のカラムを用いることでリン月旨質のクラスごとの分離が可能であること示

されているため,同様に順相系カラムであるPC HILICカラムを用いた場合でもリン月旨質のク

ラスごとに分離できたと考えられる。シアノカラムを用いた SFC/MSでは,モディファイヤー

20%ですべてのリン月旨質が溶出していることから,オンライン SFE¨ SFCシステムには用いるこ

とができないと考えられる.PCの極性基であるホスホリルコリンを修飾基とした PC HILICが

正電荷を有するためリン酸基を持つリン脂質の保持が強く,分離能が向上したと考えられ

る。

生体サンプル中のリン脂質分析に疎水性代謝物の抽出・分離分析に適したオンライン

SFE― SFC/MS/MSを適用した所,マウス血漿 3 μLからリン脂質を直接 5 minで抽出し,前処

理を必要とせず抽出行程を含めて 20分以内にリン脂質の分析が可能なハイスループットな

分析系を構築した。超臨界流体は,浸透力の高い媒体であることから,抽 出時において試

料中化合物を短時間で抽出することができ,抽出分析の時間の短縮ができたと考えられる。

また,水分を多く含む血漿を用いて再現性よく抽出分析でき,実用的に分析できるかことが

示された。超臨界流体二酸化炭素は,極性がヘキサン程度であり水と混ざらないが,極性

溶媒であるメタノールを 10%添加していることによる移動相の極性の増加や流速 が 3

mL/minであり,少量の水分を含んでいてもサンプルに対して大量の移動相を用いているた

め抽出量に影響がなかったと考えられる.

また,液液抽出法と比較して SFEを用いた方がリン脂質の抽出効率が高い事が示された。



SFEは ,試料を超臨界流体中において抽出するStttic抽出と超臨界流体を試料に流し続け

るDynamic抽出があり,Dynamic抽出では,常に新しい抽出媒体が試料を流れている状態

となるため,抽出された化合物が飽和することなく抽 出を行うことができる.これまでにも

Dynamic抽 出を用いて単位時間おきに分取を行化合物の抽出効率の確認が行われている

63.本
章で構築したオンライン SFE―SFC/MS/MSシステムは Dynamic抽出を用いており,抽

出時に移動相の超臨界二酸化炭素が流れ続けるためサンプルから抽出された成分は飽和

することなく抽出される。さらに抽出された成分は化合物の保持が強い分析カラムを用いるこ

とでカラム上にて濃縮される。そのためリン脂質の抽出おいて SFEの方がLLEより抽出効率

が高いと考えられる。

本分析システムはオンライン SFE¨SFCで抽出と分離を行い,共通の極性基を持つリン脂

質の分離が可能となり,MS/MSスキャンを組み合わせることで,リン脂質を網羅的にかつ精

密に解析することができることから,リ ン脂質プロファイリングに適した分析系であると考えら

れる。また,本システムは,生体サンプルとしてろ紙にアプライした血漿中のリン脂質分析が

可能であつたことから,近年,血液中のアシルカルニチンなどを分析することで新生児の疾

患スクリーニング
64の

サンプリング方法として注 目されている乾燥ろ紙血へ適用することで ,

新規バイオマーカー探索に応用できることが期待できる。

酸化リン脂質をオンライン SFE―SFC/MS/MS分析で分析した所,酸化物,過酸化物を抽

出,分離検出することができ,酸化リン脂質の分析に適用できることを示した。PC HILICカラ

ムは,正電荷を有するホスホリルコリン基を持つことから,酸化修飾基の違いを認識して分離

ができたと考えられる.また,2章で用いた 2-Ethylpyridineカ ラムもカラム単体の修飾基に正

電荷を帯びた化合物を修飾していたことから,酸化リン脂質の分離分析には正電荷を有す

るカラムが有用であると考えられる.さ らに,SFCを用いた分析ではカラムを連結することが

可能であり,修飾基の異なるカラムを用いて酸化リン脂質の位置異性体の抽出分離に有効

な分析系を構築できる可能性があると考えられる。

さらに,生体サンプルである血漿中の酸化リン脂質の分析を試みた所 ,酸化物,過酸化
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物共に検出することができ,生体中酸化物を直接抽出分析する事が可能である事が示され

た。しかし,ヒドロキシドを検出することができなかった.この原因として PCとの共溶出が考え

られる。この問題点を解決するために,カラムの連結や粒子径の小さいカラムを使用すること

で,分離能を向上させることが考えられる.ただ,2章でも述べたようにカラム圧力の増大が

考えられるため,高圧で安定に送液が可能なポンプが必要となる。

また,抽出方法の比較においては,液液抽出とSFEを比較した結果,SFEを用いた方が

酸化物をより多く検出できた。リン脂質の抽出効率が SFEの方が高いという結果から酸化リ

ン脂質も抽出効率が高いことが考えられる。また,リ ン脂質抽出時と比較して再現性や抽出

できる割合が低下していることから,液液抽出時に酸化リン脂質が分解している可能性が考

えられた。

オンライン SFE―SFC/MS/MSシステムは,リン月旨質,酸化リン月旨質分析において有効であ

る事が示され,生体サンプルとして血液などの脂溶性代謝物を含む液体サンプルをハイス

ループットに分析できることから,マルチマーカープロファイリングを用いた臨床診断や,特

定疾患のバイオマーカー探索などに応用できる事が期待される.
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第4章 :総括

本論文では,超臨界流体技術として分離技術であるSFCや抽出技術であるSFEが酸化リ

ン脂質分析に有効な技術である事を示した.

第 2章では,SFCが酸化リン脂質分子種の分離に有効な技術であることを示した。

SFCはキラル化合物などの類似構造を有する化合物分離に用いられており,SFCを用い

ることでリノール酸,アラキドン酸を有するPCのヒドロキシドやエポキシドといつた酸化物異性

体や過酸化物といつた構造類似体を一斉に分析が可能となった。また,Ms/Ms分析により

検出できた MS/MSフラグメント情報から酸化リン脂質の構造を推定することができた。エポ

キシドの位置異性体のクロマトグラフィーにおける分離が可能となり,様々な極性基や位置

異性体を持つ酸化リン脂質をプロファイルできる分析系を構築することができたことから酸化

に伴う酸化リン脂質変動をモニターするマルチマーカープロファイリングが可能となり,SFC

の分離分析の有用性を示すことができた。

第 3章では,抽出操作が不要であり,生体サンプルから直接抽出から分析まで行うことで

試料調製における酸化や分解を回避できるオンライン SFE―SFC/MS/MSシステムを構築し,

生体中酸化リン脂質分析に有用であることを示した。システムの構築にあたり血漿中のリン

脂質をターゲットに分析システムの検証を行った。抽出と分離の条件をカラムに合わせて設

定することで,血漿中のリン脂質を効率よく抽出し,カラムの先端で濃縮することで感度よく

分離分析が可能なハイスループット分析系を構築することができた。さらに,酸化リン脂質分

析にオンライン SFE¨SFC/MS/MSシステムを適用した所,酸化リン脂質,過酸化リン脂質の

抽出から分離分析が可能であり,生体中の酸化リン脂質を正確に分析可能な分析系の構

築を行う事ができた .

低粘性という特徴を有する超臨界流体を移動相に用いた SFCは ,LCと比べて,カラムに

かかる圧力が月ヽさいためカラムを複数接続する事が可能である。同一のカラムを接続しカラ

ム長を長くすることによつて分離能の向上することができるだけでなく,異なる修飾基を持つ

カラムを接続することで異なる分離モード接続することが可能であり,同時に分離できなかつ



たヒドロキシドやヒドロペルオキシドの位置異性体といった酸化リン脂質の高解像度分離分

析に適用できる可能性がある。ただ,装置の送液できる圧力も現状限界があるため,充填型

カラム (4.6× 250 rllm,I.D.5 μm)を使用した場合,3本が上限となる.送液ポンプ自身の開発

が必要になる。

リポキシゲナーゼは多価不飽和脂肪酸を酸化する酵素であり,様々な種が存在し,それ

ぞれ酸化する部位に偏りがあり,起源 ,組織によつて活性 ,基質特異性 ,安定性などが異な

つている。また,動脈硬化症やがんなどの疾患と関連がある事がわかつているが,どのような

分子種が関わつているかほとんどわかっていない。本研究で構築した酸化リン脂質の分析

系を適用することでリポキシゲナーゼの反応によつてどのような分子種が生成しているかが

わかり,その結果疾患と関係のある代謝物の同定に貢献できる可能性がある。

また,酸化リン脂質は不飽和脂肪酸が酸化されることで生成するため生体内に存在する

多価不飽和脂肪酸エステルを有する化合物はどの分子種も酸化される可能性があり,本研

究で示したホスファチジルコリンの酸化物だけでなく,その他の極性基を有するリン脂質 (ホ

スファチジルエタノールアミン,ホスファチジン酸,ホスファチジルセリン,ホスファチジルグリ

セロールやホスファチジルイノシトール)の酸化物が存在すると考えられる。これらの分子種

に対して本研究と同様の分離分析を検討することで,SFCの分離能の高さを有効に使いそ

の他の酸化リン脂質へ応用し,より網羅性の高い酸化リン脂質分析へ発展できることが期待

できる。

超臨界流体技術は抽出効率や分離能の高さを活かした化合物の抽出,分離だけでなく,

移動相が化学的に不活性な二酸化炭素であり,さらに常温常圧で気体であることから分取

精製にも適した手法である.既存の技術で分離できなかった酸化リン脂質の分離,精製に

応用できることが期待でき,個々の化合物のNMR分析による構造解析やスケールアップす

ることで酸化リン脂質の単品を精製し,その生理活性を調べることで生理学的研究に応用で

きると考えられる.また,分取のシステムとしてオンライン SFE―SFCシステム用いることで,暗

黒無酸素条件で抽出分離ができるため酸化や分解を受けやすい化合物の抽出・分離・精
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製に応用できると考えられる.

その他にも,これまでオンライン SFEを用いた揮発性成分の分析が行われてきたことから

6567,ォンラインSFE¨ SFCは,暗黒無酸素で酸化や分解など不安定な化合物の分析が可能

であるだけでなく,揮発性化合物の分析にも適用できることが期待できる。これまで,酸化ス

トレスよって生成する酸化脂質関連代謝物として4-ヒドロキシ…2¨ノネナールや 4¨ヒドロキシー2¨

ヘキセナールといつたアルデヒド類が酸化ストレスマーカーとして注 目されていることや,ア

ルデヒドであるためタンパク質中のアミノ酸 (システインのチオール基 ,ヒスチジンのイミダゾ

ール基 ,リジンのアミノ基)68,DNA(グアニン,アデニン,シトシン)69ゃリン脂質 (PEのアミン

基,PSのセリン基)70,71に反応する事がわかつている。アルデヒド類は,揮発性であるため分

析にSPMEなどの吸着担体を用いる必要があり定量性,再現性に課題があるが,オンライン

SFE― SFC/MS/MSを 用いることで抽出から分析まで 1工程で行うことでその問題を解決でき

る可能性があり,さらに,酸化ストレスのマーカー分析やこれまで発見できていない不安定な

揮発性酸化関連代謝物の分析が期待できる。

ただ,オンライン SFE¨SFCシステムは,サンプルを一度に5つまでしかセットできない実用

化に向けては,より多くのサンプルを分析する技術が必要となる。そのためにサンプルの交

換が可能であることや抽出条件となる温度の管理が可能なオートサンプラーの装置が必要

となる。このように装置開発としては,まだ,発展途上であるため今後の分析装置の発展に

期待できる.

さらに,SFCの応用例として GCや LCを用いて別々に分析される水溶性から疎水性とい

った極性の異なる様々な農薬を SFCで一度に分析が可能である事が示されたことから
72,

SFCの応用技術 開発が進んでいる事がわかる。さらに,本研究で構築したオンライン

SFE― SFCのシステムと組み合わせることで農薬をサンプルから直接抽出分離分析が可能と

なる可能性があり,農薬分析のスループットの向上に貢献できる事が期待できる。

酸化リン脂質の分析系を構築できたことや血漿といった臨床診断に用いられているサン

プルに適応できたことから,動脈硬化症やがん,糖尿病などといつた酸化ストレスを伴う生活
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習慣病のバイオマーカー探索に利用できる可能性があり,動脈硬化症などの進行に伴う代

謝物変動を解析することでマルチマーカープロファイリングを用いた疾患の診断へ血液サン

プルの実用的応用が期待できる。

今後,本研究で検討した技術は抽出や分離の分野において酸化リン脂質分析が発展し

ていくための重要な基盤技術であり,酸化リン脂質分析を通して生体中の酸化物の代謝物

量を分析しバイオマーカー探索や酸化メカニズムの解明に役立つことが期待される。
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(国 内学会 )

1)o内方 崇人,松原 惇起,西海 信,吉 田 優,福崎 英一郎,馬場 健史

`超流体クロマトグラフィー /質量分析を用いた酸化リン月旨質異性体分析系の構築"

〃 α 癸生3/1学会,神戸,2012年 10月

2)o三田 穂高,内方 崇人,西海 信,吉 田 優,福崎 英一郎,馬場 健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた赤血球脂質プロファイリング"

タ ク 癸生物工学会,神戸,2012年 10月

3)o石橋 愛実,安藤 孝,酒井 美穂 ,松原 惇起,内方 崇人,福崎 英一郎 ,

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた残留農薬迅速一斉分析方法の開発"

第

“

会生物工学会,神戸,2012年 10月

4)o山 田 貴之,内方 崇人,横井 靖人,福崎 英一郎,馬場 健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いたハイスループッM旨質メタボロミクスシ

ステムの開発"

〃 夕 癸空けI学会,神戸,2012年 10月

5)o山 田 貴之,内方 崇人,横井 靖人,福崎 英一郎,馬場 健史

74



“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いたハイスループッM旨質メタボロミクスシ

ステムの開発"

第 7回メタボロースンンポジウム,鶴岡,2012年 10月

6)o石橋 愛実,松原 惇起,内方 崇人,酒井 美穂,安藤 孝,福崎 英一郎,馬場 健史

"超臨界流体クロマトグラフィータンデム質量分析を用いた単一観測システムによる残留

農薬迅速一斉分析方法の開発"

β本濃芸な学会 2θf2年度大会 京都,2012年 3月

7)○松原惇起,内方崇人,篠原正和,安 田知行,石 田達郎,西海信,吉 田優,福崎英一郎 ,

馬場健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/タンデム質量分析による カロテノイド酸化生成物プロフ

ァイリングシステムの構築"

〃 6画メタボロースンンポジウム,大阪,2011年 10月

8)o内方崇人,松原惇起,西海信,篠原正和,吉 田優 ,福崎英一郎,馬場健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた 酸化ホスファチジルコリン異性体の

解析"

〃 6置メタボロースンンポジウム,大阪,20H年 10月

9)oLcc Jac Won,山 本 隆士,内方 崇人,松原 惇起,福崎 英一郎,馬場 健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた極性脂質プロファイリング法の開発"

〃 6画メタボロースンンポジウム,大阪,2011年 10月

10)o和 田雄介,松原敦起,内方崇人,岩崎雄吾,森本聡,菅剋太,大倉哲也,福崎英一郎 ,

馬場健史
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“超臨界流体クロマトグラフィー/タンデム質量分析を用いた β̈クリプトキサンチン脂肪酸

エステル分析技術の開発"

夕 6回メタボロースンンポジウム,大阪,2011年 10月

11)o松原惇起,内方崇人,篠原正和,吉 田優,福崎英一郎,馬場健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/タンデム質量分析によるカロテノイド誘導体プロファイリ

ングシステムの開発"

〃 59回質量分析総合討論金 大阪,20H年 9月

12)o内方崇人,松原惇起,西海信,篠原正和,吉 田優,福崎英一郎,馬場健史

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた酸化ホスファチジルコリン異性体分析

系の構築"

〃 59回質量分析総合討論金 大阪,20H年 9月

13)oLce Jae Won,Yamamoto,T.,Uchikata,■ ,Matsubara,A.,Fukusaki,E.,Bamba,T.,

``Developmcnt of a polar lipid proflling lncthod by supercrttical fluid

chrornatography/mass spectrometrプ '

〃 59回質量分析総合討論余 大阪,20H年 9月

14)o馬場 健史,Lee Jae Won,内方 崇人,松原 惇起,中村 卓司,福崎 英一郎

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析による脂質プロファイリング"

β本農芸化学会 2θfθ 薇 会 東京,2010年 3月

15)ol-ee Jae Won, Uchikata. T., Matsubar&, A., Nakamura, T., Fukusaki, E., Bamba, T.,

"Application of supercritical fluid chromatography/mass spectrometry (SFC/MS) to lipid
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proflling ofsoybcan"

〃 6f″β本生物工学会大会 ,名 古屋 ,2009年 9月

16)o内方崇人,松原惇起,中村卓司,福崎英一郎,馬場 健史

“超臨界クロマトグラフィー/質量分析を用いた大豆の脂質プロファイリング"

/7本農芸な学会 2θθ9年度大会 福岡,2009年 3月

17)○馬場健史,李載元,内方崇人,松原惇起,中村卓司,福崎英一郎

“超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析による脂質プロファイリング"

β本農芸な学会 2θθ9乞盛大会 福岡,2009年 3月
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