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論文内容の要旨 
 

1. 研究の背景 
 脂質の構造は、基本骨格・極性基・アシル基・炭素間二重結合（C=C）の位置などの

組み合わせから成り、その多様性は 10 万種以上とも推定されている。脂質構造多様性

の解析技術（リピドミクス）は、様々な疾患の背景因子となる脂質代謝異常を捉え、病

態メカニズムの解明や疾患バイオマーカー探索に繋がる。脂質の構造解析には、液体ク

ロマトグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）と衝突誘起解離（CID）を組み合わ

せた LC-CID-MS/MS が頻用される。LC-CID-MS/MS によるノンターゲットリピドミク

スでは、１度の測定で数百の脂質分子種について、その構造の基本骨格、極性基、側鎖

の炭素組成までが把握できる。一方、CID では C=C 位置に関連する解離が生じないた

め、質量分析において特に複合脂質のもつ C=C 位置の決定は困難であった。脂質構造

内の C=C 位置は、生体膜の物性や代謝反応の基質選択性、シグナル分子の機能に関わ

る因子であるため、ノンターゲットかつ高深度な脂質解析技術の構築が望まれてきた。 
酸素付着解離法（Oxygen Attachment Dissociation：OAD）は、ヒドロキシラジカルや

酸素原子を質量分析装置内の衝突室に導入し、ラジカル反応によって C=C 構造を断片

化する新たなフラグメンテーション法の１つである。しかし、OAD による C=C 位置ま

でを含めた包括的な脂質解析手法は未確立であり、その解析ソフトウェアも未開発であ

る。そこで本研究では、C=C 位置を含めた新たなノンターゲットリピドミクス技術基盤

の構築を目指し、包括的脂質解析に対する OAD の有効性の検証と、その解析ソフトウ

ェアの研究開発を行った。 
 
2. 結果と考察・展望 
2-1. OAD-MS/MS による脂質構造内のＣ=Ｃ位置の解析 



脂質標準品 85 種を希釈系列で調製し、ポジティブイオンモードにて LC-OAD-MS/MS
分析（n=5、technical duplicate）に供した。その結果、OAD では C=C 位置の前後位置を

含めた 3 カ所で解離が生じ、C=C 位置を示すフラグメント（断片化）イオンが検出で

きることを確認した。OAD の先行研究と実測の質量電荷比（m/z）から、検出された各

断片化イオンの組成式の推定と対応する構造を帰属し、OAD における C=C 構造の解離

則を体系化した。特に、C=C 構造の前後の単結合が解離して生じる断片化イオンは、イ

オン強度値が高く C=C 位置や脂質サブクラスに依らず共通して検出された。よって、

本研究において C=C 位置を帰属するための必須イオンに定めた。さらに、２～６つの

C=C 構造をもつ分子種の OAD-MS/MS スペクトルを解析した結果、各 C=C 位置から必

須イオンが確認できた。以上のように、各標準品の OAD-MS/MS スペクトルを詳細に解

析した結果、OAD によって O-/N-アシル基・スフィンゴ骨格・多価不飽和アシル基の

C=C 位置が解析できることが示された。また、本実験により C=C 構造と OAD-MS/MS
スペクトルとの関連性やフラグメンテーション（断片化）の再現性に加えて、検出限界

濃度（LOD）および帰属限界濃度（LOA）が確認された。LOD は多くの脂質サブクラス

で 10-100 nM であった。LOA は、イオン化しやすい脂質サブクラスや解離しやすい C=C
構造では 10-100 nM である一方、イオン化および OAD で解離しにくい分子種では 500-
5000 nM程度であることが判明した。また一部の脂質サブクラスでは十分な断片化イオ

ンが検出されず、ネガティブイオンモードでの測定が適していると考えられた。そして、

OAD-MS/MS スペクトルには脂質サブクラスを示す極性基由来のフラグメントイオン

が検出される一方で、側鎖を示すフラグメントイオンは取得されにくいことが分かった。 
 
2-2. C=C 位置までを含めたノンターゲットリピドミクス解析基盤の構築 
 脂質標準品の分析結果から、体系化した OAD 解離則をプログラムとして記述した。

そして、その解離則に基づいた in-silico OAD-MS/MS スペクトルの生成と C=C 位置決

定のためのアルゴリズム処理を研究開発し、さらに操作画面などを実装することで

OAD-MS/MS スペクトルを解析するソフトウェア「MS-RIDD: Mass Spectrometry Radical 
Induced Dissociation Decipherer」を開発した。MS-RIDD では、i) 理論上可能な C=C 位置

候補の生成、ii) 各 C=C 位置候補に対応する in-silico OAD-MS/MS スペクトルの生成、

iii) 実測スペクトル中の OAD 必須イオンの確認、iv) in-silico スペクトルと実測スペク

トルの一致度評価、の主に 4 つの処理を通して C=C 位置の決定を行う。本研究では、

C=C 位置までを含めたノンターゲット解析を実現するため、この MS-RIDD ソフトウェ

アを用いて OAD-MS/MS スペクトルの解析を行った。 
標準品の分析結果から、C=C 位置までを高精度に決定するノンターゲットリピドミ

クスには、分子種レベル（側鎖の炭素組成）の構造帰属を行う LC-CID-MS/MS と、C=C
位置の決定を行う LC-OAD-MS/MS の両分析データが必要と考えられた。そこで、同じ

LC条件下で LC-CID/OAD-MS/MS を実施し、LC の保持時間と m/z の情報を基に両デー



タを統合する解析システムを考案した。取得される両MS データについては、MS-DIAL1

ソフトウェアと MS-RIDD ソフトウェアを併用し、次の①～③の解析フローを構築した。

①まず LC-CID-MS/MS データは、解析ソフトウェア MS-DIAL を用いて解析し、生体試

料の脂質プロファイルを分子種レベルまでの帰属をして出力する。②次いで、LC-OAD-
MS/MS データを MS-DIAL で処理し、質量誤差 0.01 Da かつ保持時間誤差 0.15 min の条

件下でCID-MS/MS より得た脂質構造の情報をOAD-MS/MS スペクトルに紐づけて出力

する。③そして、分子種レベルの構造情報が紐づいた OAD-MS/MS スペクトルを MS-
RIDD で解析し、C=C 位置の決定を行う。 
 
2-3. 培養細胞由来の脂質検体を用いた OAD-MS/MS 解析の検証 
培地に添加した脂肪酸は培養細胞に取り込まれ、リン脂質や中性脂質にアシル化され

ることが知られている。各種の多価不飽和脂肪酸（PUFA）を 10 µM の濃度で含む培地

で HEK293 細胞をインキュベートした後、脂質抽出画分を LC-CID-MS/MS および LC-
OAD-MS/MS 分析に供した。この結果、添加した PUFA をアシル側鎖にもつ脂質分子種

が確認できた。例えば、保持時間（RT）9.1 min 付近、m/z 788.54 のピークは、PUFA非
添加サンプルと比べてドコサヘキサエン酸（DHA）添加群でイオン強度が増強しており、

CID および OAD-MS/MS の両スペクトルからホスファチジルコリン（PC）の 14:0_22:6
（DHA）と帰属された。一方で、エイコサペンタエン酸（EPA）やa-リノレン酸（a-LA）、

g-リノレン酸（g-LA）の添加群ではそれぞれ別のピークが検出され、マススペクトルか

らそれぞれ PC 16:1(n-7)_20:5(EPA)、PC 18:3(a-LA)_18:3(a-LA)、18:3(g-LA)_18:3(g-LA)で
あることが判明した。特に、PC 18:3(a-LA)_18:3(a-LA)と PC 18:3(g-LA)_18:3(g-LA)は、

CID では同一の MS/MS スペクトルを示すことから互いの識別は困難である一方で、

OAD-MS/MS では n-3 もしくは n-6 の C=C 位置を示す異なる断片化イオンがそれぞれ

得られている。以上のように、OAD が同重体分子を含めた様々な C=C 位置異性体の解

析に有用であることが示された。さらに、添加した PUFA 情報から正解の C=C 位置を

紐づけることが可能な実測 OAD-MS/MS スペクトルが取得できた。 
 
2-4. OAD-MS/MS 解析ソフトウェア MS-RIDD の性能評価 
 MS-RIDD の正確性を評価するために、HEK293細胞由来の実測 OAD-MS/MS スペク

トルに対して、添加した PUFA 情報に基づき C=C 位置を紐づけし、正解データセット

の構築を行った。紐づけには、（１）添加した PUFA をもつ脂質分子ピークのイオン強

度値がコントロールと比べて 1.5 倍以上、（２）C=C 位置の決定に必要な断片化イオン

が質量誤差 0.01 Da 以内かつ相対イオン強度値 0.01%以上で検出されている、という２

つの基準を設定した。この基準のもと、MS-DIAL ソフトウェアで解析処理を行い、手

動での構造帰属を行った。その結果、222 の OAD-MS/MS スペクトル（52 脂質分子種）

に対して正しい C=C 位置を紐づけることができた。質量誤差を 15 ppm、必須イオンの



相対イオン強度値の閾値を 0-1%に設定し、本正解データセットを用いて MS-RIDD ソ

フトウェアの性能評価を実施した。その結果、本ソフトウェアの正答率は、相対イオン

強度値の閾値が0.01%の場合に最大値97.29%となることが分かった。一方、誤答率2.71%
については、例えば、正解が 20:4(n-3,6,9,12)_20:4(n-6,9,12,15)であるデータに対して

20:4(n-3,9,12,15)_20:4(n-6,9,12,15)と C=C 位置を出力する誤答例が見られた。これは、本

分析系がタンデム質量分析であるため、複数側鎖の解析の場合には各 C=C 位置情報が

１つの MS/MS スペクトルに混在してしまう点が原因と考えられた。このような事例に

対しては、解析者が脂質の生合成経路の知見を活かして、実測データを確認しながら確

からしい C=C 位置を帰属できるように構造解析の結果を訂正できる機能を実装した。 
 
2-5. ヒトおよびマウス臓器の脂質解析への応用 
 OAD-MS/MS 解析を、マウスの６組織（脳、眼、皮膚、肝臓、精巣、糞便）とヒト血

漿の生体試料に適応した。ヒト血漿および凍結破砕したマウス組織の脂質抽出画分を

LC-CID-MS/MS および LC-CID-MS/MS 分析に供した。取得した両 MS データは、MS-
DIAL ソフトウェアおよびMS-RIDD ソフトウェアを用いて解析し、C=C 位置までの脂

質構造を帰属した。その結果、７組織から合計で 648 脂質分子種（24 脂質サブクラス）

について、C=C 位置までを含めた構造帰属に成功した。本解析技術により、１組織から

平均して 100 以上の C=C 位置異性体が帰属され、従来法では把握困難であった複合脂

質のもつ PUFA アシル基（C18:3-C26:6）やスフィンゴ骨格の詳細な C=C 位置異性体

プロファイルが取得できた。例えばリン脂質の C22:5 側鎖は、マウス脳や眼、肝臓、皮

膚そしてヒト血漿では n-3 系が占められている一方で、マウス精巣では n-6 系が主要で

あることが判明した。これまでに、複合脂質を化学的処理して得た脂肪酸レベルの脂質

解析から、マウス精巣にはオズボンド酸（C22:5、n-6）が豊富に存在することが報告さ

れており、本解析では既報と合致した結果を得ることができた。また、炭素数が 28 以

上の多価不飽和脂肪酸は極長鎖多価不飽和脂肪酸（VLC-PUFA）と呼ばれ、マウスの脳

や眼、精巣に特徴的に存在することが知られている。本解析技術により、複合脂質のも

つ C28:4-C42:6 までの極長鎖多価不飽和側鎖の C=C 位置は n-3 もしくは n-6 であること

が帰属され、その特徴的な異性体組成が明らかとなった。 
 
2-6. 総括および展望 
 本解析技術の利点は、様々な脂質サブクラスのもつ O-/N-アシル鎖の C=C 位置を、酵

素的処理や化学的処理を行うことなく元の分子構造から直接に決定できる点である。ま

た、OAD 解離則の体系化と解析ソフトウェアを開発したことで、理論上可能な C=C 位

置を網羅した in-silico MS/MS スペクトルの生成が可能となり、解析者が予期しない C=C
位置をも含めた包括的な解析が実現できた。そして、幅広い脂質標準品と培養細胞検体

での検証に裏付けされた正確性のもと、生体サンプルから計 648 の脂質分子種を C=C



位置までを含めた構造帰属することに成功した。一方で、本解析技術の OAD はポジテ

ィブイオンモードでのみ検証を行ったため、ネガティブイオンモードでの解析に適した

脂質サブクラスについては、今後、さらに検証が必要である。また、包括的脂質解析法

としては、両イオンモードを活用した測定範囲の拡張に加えて、定量性の向上も必要で

ある。MS/MS スペクトルの取得方法を Data Independent Acquisition 法にすることで、

OAD で得られる断片化イオンを経時的に取得することができるようになり、C=C 位置

異性体が共溶出している場合でも定量性の向上が見込める。また、インフォマティクス

に観点からは、極性基の脱離が生じやすい脂質サブクラスに対するより効果的なマスス

ペクトル解析の処理実装が必要と考えられる。本技術基盤は、今後、様々な疾患モデル

検体の脂質解析へ適応されることで、これまで識別できなかった C=C 位置が関わる脂

質の代謝変動を見出し、病態メカニズムの解明やバイオマーカーの同定に資することが

期待できる。 
 
 

論文審査結果の要旨 

 
 本審査会では、申請者が約 25 分間の研究発表を行った後、約 1時間の質疑応答を行

った。最後に、申請者が退出し、審査委員による協議を行った。 
 中間審査において、分析法などの原理説明が不十分なため、分野外の研究者には理解

が追い付かない部分が多い。自身の研究内容を審査員へ理解してもらい、より深い議論

ができるようにするためにも、本審査に向けて改善すべきであるとの指摘を受けた。本

審査では、研究発表として大幅な改善が認められ、研究の背景や課題点、そして内容が

十分に理解できる発表となっていたとの評価を受けた。 
 審査委員より、正解データセットを用いた MS-RIDD の正答率が約 97%であったが、

残りの 3%はどのような事例であり改善は可能なのか、という質問を受け、誤答となる

のは複数の不飽和側鎖をもつ分子の場合であり、当該分子の場合、それぞれの不飽和側

鎖内の C=C 位置を示す断片化イオンが 1 枚の MS/MS スペクトル内に混在することに

なり、それぞれの側鎖への紐づけが困難となるケースがあるため誤答が生じると回答し

た。また、不飽和側鎖が 1 つの場合の正答率は 100%であったと回答した。改善方法と

しては、MS/MS スペクトル内の断片化イオンを選択し、さらに部分構造を取得する多

段階質量分析を用いることで、側鎖ごとの OAD-MS/MS スペクトルを取得することが

可能となるので、この問題は分析手法の応用によって技術的に解決できると回答した。

審査委員からは、そうした誤った帰属結果が出やすい分子種の場合には、ソフトウェア

の解析画面において何かしら解析者に注意を促すような表示や仕組みを導入した方が

良いと助言を受けた。 



審査委員より、分析手法として今後さらに感度を向上するための施策について質問を

受け、まず衝突室へのラジカル導入量が現状ではモニタリングできていないため、ラジ

カル導入量の評価と制御の下、最適なラジカル量を設定することで感度が向上する可能

性があると回答した。また、OAD で解離させるイオンの付加体の観点では、Na 付加体

がプリカーサーイオンとなる場合において C=C 位置を示す断片化イオンの強度値が増

強することが分かっていため、ポストカラムから移動相へ Na イオンを添加することで

感度の向上が期待できると回答した。さらに、本研究では HPLC を用いたマイクロ流速

の分離系を用いているが、ナノ LC の適用で低流量化によるイオン化効率の改善が期待

でき、総じて高感度化を実現できる可能性があると回答した。審査委員からは、是非そ

うした改善や分析系としての開発を継続し、病態モデルを含む様々な検体の脂質解析に

本解析技術を用いるべきと助言を受けた。 
 審査委員より、開発したソフトウェアのデータ処理過程で失われる情報は存在するか

という質問を受け、質量分析スペクトルのデータ処理において情報の欠損が生じるのは、

主として生データであるプロファイルデータ（連続値データ）をセントロイドデータ（離

散値データ、線スペクトルデータ）に処理する部分であり、このセントロイド化の処理

は MS-DIAL ソフトウェアが担っており、本研究で開発した MS-RIDD ソフトウェアで

はデータ欠損が生じる処理は行われないと回答した。また MS-DIAL で行われる生デー

タの処理はソフトウェア公開から 7年以上に渡って継続的に開発が進められており、当

該処理については適切な処理が確立していると回答した。 
 MS-RIDD の解析結果はどのような形式で表示され、解析者はどこまでデータを確認

できるのかという質問に対して、MS-RIDD では、MS/MS スペクトルに含まれる線スペ

クトル情報と OAD由来の断片化イオンが帰属された場合の注釈情報は Mass Table 内で

表示され、さらに実測および in-silico の両 MS/MS スペクトルもグラフで確認できるよ

うにしていると回答した。さらに、ソフトウェア上で構造帰属した結果は、Microsoft 
Excelブック形式（.xlsx）として出力可能であり、表データ内にも C=C 位置帰属の根拠

となる断片化イオンの情報が全て記載されるよう設計と実装を行ったと回答した。 
 審査委員より、培養細胞を用いた分析検証において複数の異性体が分離不十分なピー

クとして共溶出する状況も想定されるが、当該データを正解データセットとして用いる

のは適切かという質問を受け、分離不十分であってもピーク頂点で取得された OAD-
MS/MS スペクトルについては 1 分子の C=C 位置異性体を構造帰属できる場合も存在す

ると回答した。さらに、正解データセットに組み込む OAD-MS/MS スペクトルは単一の

分子であることを申請者自身が手動で確認したものを選抜していると回答した。審査委

員からは、LC 分離系の測定時間を長くすることや 2相グラジエント条件をさらに改善

することで取得できるスペクトルの複雑性が軽減し、C=C 位置異性体の帰属数を増加

できる可能性があると助言を受けた。 



 審査委員より、炭素間二重結合位置の解析を手動で行うことは可能なのか、という質

問を受け、n-3 以降の異性体を仮定した場合、C=C 位置の多様性は炭素数 18不飽和度 1
（C18:1）の場合では 14 の異性体が想定でき、この程度であれば手動解析も現実的であ

るが、多価不飽和アシル基の場合を仮定すると、例えばドコサヘキサエン酸（C22:6）
であれば約 1700 の C=C 位置異性体が想定され、さらに本研究で帰属した極長鎖多価不

飽和アシル基（例：C42:6）の場合は約 30 万以上の C＝C 位置異性体が想定される上、

1 つ 1 つの C=C 位置から複数の断片化イオンが生じる、つまり、これらを手動で 1 つ 1
つ確認・帰属することが必要となるマニュアルでのノンターゲット解析というのは現実

的では無いと回答した。審査委員から、本研究を今後発表する際には上記の状況を詳細

に説明することで、ノンターゲット解析におけるインフォマティクス技術やソフトウェ

ア開発の重要性が理解しやすくなり、本研究の重要性や価値をより一層アピールできる

と助言を受けた。 
 審査委員より、公共データベースにリポジトリされている質量分析データやリピドミ

クスデータの活用方法について質問を受け、リポジトリされているデータの検体条件

（生物種、摂動条件、組織持ち込み重量や細胞数、内部標準品の有無など）と分析条件

（液体クロマトグラフィー、ガスクロマトグラフィー、キャピラリー電気泳動、超臨界

流体クロマトグラフィーなどの前段の分離系条件と、三連四重極型、四重極飛行時間型、

フーリエ変換型などの質量分析装置およびデータ取得の条件）をまとめたメタデータを

確認し、分析装置や取得データの性質や特徴に合わせた解析パラメータの設定が重要で

あると回答した。さらに、脂質研究の論文においてリピドミクスの MS データが公開さ

れている場合は、当該データを解析することで脂質分子の構造情報をまずは分子種レベ

ルで取得し、次いで同条件もしくは類似の検体を用意し LC-OAD-MS/MS を行うことで

当該分子の C=C 位置までを構造帰属する、本解析技術とリポジトリデータを合わせた

活用方法も考えられると回答した。 
 
公聴会では、CID よりも OAD での帰属数が少ない理由を問われ、これは現在の OAD

の感度に起因しており、CID では MS/MS スペクトルの取得数を Top 10 としている一方

で、OAD では積算時間を長く取る必要があることから Top 3 に絞る必要があり、結果

として帰属数の差に繋がっていると回答した。また、OAD は未知構造分子の構造解析

に応用できるかという質問を受け、まずは CID データから未知構造と考えられる分子

の構造帰属を行い、次いで、その分子の OAD-MS/MS を解析することで、未知の分子構

造に対しても C=C 位置を含めた高深度構造解析が実現できると回答した。さらに、今

後どのような研究の展開が期待できるのかという質問を受け、新規構造の脂質分子を帰

属すること自体が新たな研究仮説を生み出し、その生合成経路や機能の解明につながる

可能性、および疾患の高深度脂質プロファイリングに適用することで、従来法では識別



できない C=C 位置異性体を見出し、病態との関連や寄与を解明する研究の展開が考え

られると回答した。 
 

 本研究は、質量分析において長らく帰属の難しかった複合脂質内の C=C 位置を網羅

的に解析可能とするノンターゲットリピドミクスの技術基盤を構築したものである。分

析系と解析ソフトウェアの正確性や実用性を様々な検体で実施・評価している点から信

頼性が高く、分析化学とインフォマティクスの研究開発を合わせた新たな脂質解析技術

として重要な研究である。 
申請者の博士論文、学位審査会および公聴会での発表、試問に対する回答は概ね妥当

であった。また、本研究および関連領域に関する知識や理解は概ね満足できるものであ

った。以上より、申請者は博士（薬学）学位に十分値するものと評価された。 
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