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主論文題名： 
 酸素付着解離法およびインフォマティクスの技術開発を通じた高深度脂質解析 
 
 
 

（内容の要旨） 
【背景】 

 脂質の構造は，基本骨格・極性基・アシル基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

カー探索に貢献することで，基礎研究から臨床検査まで幅広く利用されている．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）を用いた LC-CID-MS/MS が頻用される．この手法で脂質構造の基本骨格，極

性基，側鎖の炭素組成までが把握できる．一方，CID では炭素間二重結合（C=C）位置

に関連する解離が生じないため C=C 位置の決定が困難であった．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構造解析の重要性が増している．高深度脂質解析に

は，誘導体化法と酸素付着解離法（OAD）などの新規フラグメンテーションの２系統の

質量分析法が開発されてきた．しかし，C=C 位置を含めた包括的な脂質解析手法は未確

立であり，正確な構造帰属を支援する解析ソフトウェアの開発も課題が残っている． 

【目的】 

 そこで本研究では，C=C 位置まで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，様々な質量分析装置へ導入可能な OAD 法のノンターゲット脂質解

析への有効性と実用性を検証すると共に，解析ソフトウェアの研究開発を行った． 

【方法】 

①脂質標準品 85 種を分析し，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）の再現性などを検証した． 

②OAD 解離則をプログラムとして記述し，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」を開発した． 

③ 各種の多価不飽和脂肪酸（PUFA）を10 µM の濃度で含む培地を作成した．本培地でHEK

細胞を1 時間インキュベートした後に脂質抽出を行い，LC-CID/OAD-MS/MS分析に供した． 
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④HEK 細胞から得た OAD-MS/MS スペクトルへ C=C 位置情報の紐づけを行った．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，かつ，(2) 質量誤差 0.01 Da 以内，相対イオン強度値 0.01%以上で C=C

位置の決定に必要な OAD イオンが検出されている，という２つの基準を設定した． 

⑤凍結破砕したマウス組織とヒト血漿を，メタノール：クロロホルム：MilliQ＝2:1:0.2

の有機溶媒で脂質抽出し，LC-CID/OAD-MS/MS 分析に供した． 

【結果】 

１．OAD-MS/MS による脂質構造内のＣ=Ｃ位置の解析 

 方法①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．また各種の標準

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 位置が解析可能であることが判明した．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．  

 

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 

 標準品の分析結果から，C=C 位置までの構造を高精度に決定するノンターゲットリピ

ドミクスには，分子種レベルの構造帰属を行う CID-MS/MS と，C=C 位置の決定を行う

OAD-MS/MS の両分析データが必要と考えた．そこで，同じ LC 条件下で LC-CID-MS/MS

と LC-OAD-MS/MS を実施し，LC 保持時間を共有した MS データを統合解析するシステ

ムを考案した．さらに方法②より，in-silico MS/MS スペクトルの生成と OAD マススペ

クトルを解析するソフトウェア「MS-RIDD」を開発し，本システムに組み込んだ． 

 

３．HEK 細胞由来の脂質検体を用いた OAD-MS/MS 解析の検証 

 方法③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）添加群で強度が増強しており，CID/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α-リノレン酸（α-LA）の添加群では，RT 8.9 min と 8.8 min

にそれぞれ別のピークが検出され，マススペクトルから PC 16:1(n-7)_20:5(EPA)と PC 

18:3(α-LA)_18:3(α-LA)であることが判明した．以上のように，添加した PUFA 情報から，

正解の C=C 位置を紐づけ可能な実測 OAD-MS/MS スペクトルが取得できた． 
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４．OAD-MS/MS 解析ソフトウェア MS-RIDD の性能評価 

 方法④に基づき，培養細胞由来の実測 OAD-MS/MS スペクトルから正解データセット

の構築を行った結果，別のソフトウェアMS-DIALと手動解析により，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． 

 

５．本解析技術のヒトおよびマウス多組織への応用 

 本研究のノンターゲットリピドミクス技術基盤を，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．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，従来法では把握困難であった，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．さらに，脳や眼，

精巣に特徴的に存在する C28:4-C42:6 までの極長鎖多価不飽和脂肪酸を側鎖にもつ分子

種についても，n-3 もしくは n-6 の C=C 位置が帰属され，その特徴的な異性体組成が明

らかとなった． 

【考察】 

 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 法は

陽イオンモードでのみ検証したため，負イオンモードに適した脂質サブクラスの解析に

ついては，今後の検証が必要である．また，極性基の脱離が生じやすい脂質サブクラス

に対しては，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． 

 


