
緒 言

グリセロール誘導体であるリン脂質は stereospecific

numbering（以下 sn）で示されるグリセロール骨格の sn

―３位にリン酸エステルを持つ（図１）。そのリン酸基の違
いによりホスファチジルグリセロール、ホスファチジルエ
タノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジル
コリン（以下 PC）など様々な種類が存在する。これらリ
ン脂質は、sn―１位、sn―２位に脂肪酸（アシル基、以下RCO）
が結合しており、結合する RCOの種類、組み合わせが異
なる混合物として天然には存在している１）。リン脂質のう
ち PCはレシチンとも呼ばれ、食品加工や化粧品に利用さ

れる卵黄レシチンや大豆レシチンは、えさや環境などの影
響で RCO組成が変化することが報告されている２－５）。また
PCは生体膜の主要構成成分であり、RCOの種類、組み合
わせ、sn結合位置の違い等により、酸化安定性や性状、
機能性が異なることから、sn結合位置を含めた PCの分析
は重要である６－１１）。PCを構成する RCOの分析には、酵素
であるホスホリパーゼ A２を用い PCから sn結合位置特異
的に RCOを切断後、メチル誘導体化し、GC分析する方
法が一般的に用いられてきた。この方法で PC混合物を分
析する場合、sn―１位全体、sn―２位全体としての RCO組成
は明らかにできるが、PC個別の RCO組み合わせを知る
ことは困難である１２－１４）。近年、脂質メタボロミクスの観点
から、様々なリン脂質分析に高感度の LC−MS/MSを用い
た分析例が報告されている１５－２２）。このうちホスファチジル
グリセロールの分析では、LC−MS/MSで得られる開裂イ
オンから、結合している RCOの組み合わせに加え、sn結
合位置に関する情報も得られている１５，１７，２１，２２）。PCも LC−MS

/MS分析により結合している RCOの組み合わせは明らか
にされているが、sn結合位置に関する情報は得られてい
ない１６，１８，２０，２３，２４）。
今回我々は、LC−MS/MSに用いるコリジョンエネルギー

（CE）により sn―１位、sn―２位に結合した RCOが脱離した
プロダクトイオンの強度比が異なることを利用した RCO

の sn結合位置分析に有用な知見を得ることができたので、
以下に報告する。

方 法

１．試薬・試液

リン脂質標準品：１，２−Dipalmitoyl−sn−glycero−３−phospho-

choline（１６：０（sn―１）/１６：０（sn―２）―PC）、１，２−Dioleoyl−sn−
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図１ リン脂質の構造
sn：Stereospecific number
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glycero−３−phosphocholine（１８：１（sn―１）/１８：１（sn―２）―PC）、
２−Oleoyl−１−palmitoyl−sn−glycero−３−phosphocholine（１６：０
（sn―１）/１８：１（sn―２）―PC）（＞９９％（TLC）、シグマアルド
リッチジャパン）、１−Oleoyl−２−palmitoyl−sn−glycero−３−

phosphocholine（１８：１（sn―１）/１６：０（sn―２）―PC）（北海道
大学大学院水産科学研究院、細川雅史教授から分与）を用
いた。
標準溶液：標準品１０mgを正確に量り、クロロホルム

５mL に溶解して標準原液（２，０００μg/mL）とした。標準
原液を分取し、窒素ガスでクロロホルムを揮発させたのち
メタノールに溶解し１００μg/mL に調製した。
試薬：クロロホルム（特級、富士フイルム和光純薬（株））、

メタノール、アセトニトリル、超純水、ギ酸（いずれも LC

/MS用、富士フイルム和光純薬（株））を用いた。
２．装置・条件

LCは Agilent Technologies社製１２６０Infinity LC、MS/

MSは Agilent Technologies社製６４９０Triple Quad LC/MS

を用いた。分析カラムは SHISEIDO社製 CAPCELL PAK

ADME（３μm、２．１×１００mm）を用いた。カラム温度は
４０℃、移動相は A 液１０mMギ酸アンモニウム水溶液と B

液１０mMギ酸アンモニウムアセトニトリルのグラジエン
ト溶出とし、その条件は７０％ B液（０―１０min）－９５％ B液
（１０―２０min）－７０％ B液（２２―３２min）とした。流量は０．２

mL/minで、試料注入量は５μ L、イオン化モードは ESI

（＋）とした。

結 果 と 考 察

１．PCに結合しているRCOの分析

近年、LC−MS/MSの高感度化に伴い、PC分析も従来
の親イオン［M＋H］＋や PC共通のホスホコリン由来のプ
ロダクトイオン m/z＝１８４に加え、RCOの脱離で生成さ
れる微少なプロダクトイオンの測定も可能となった。これ
により、PC親イオンとプロダクトイオンのm/z差から PC

に結合している RCOの種類について分析した例が報告さ
れている１６，１８，２０，２３，２４）。そこで RCOの種類を当所 LC−MS/MS

で分析するため、はじめに RCOが脱離したイオン（以下
（M―RCO））がプロダクトイオン分析により測定可能か検
討を行ったところ、（M―RCO）に加え（M―RCO）より
m/zが１８減少したイオン（以下（Δ１８））が測定された。
すなわち１６：０（sn―１）/１６：０（sn―２）―PC（［M＋H］＋：m/z

＝７３５）からはパルミトイル基（m/z＝２３９）が脱離した
（M―RCO）の m/z＝７３５－２３９＝４９６に加え（Δ１８）の m/z

＝４７８が（図２（A））、１８：１（sn―１）／１８：１（sn―２）―PC

（［M＋H］＋：m/z＝７８７）からはオレオイル基（m/z＝２６５）
が脱離した（M―RCO）の m/z＝７８７－２６５＝５２２と（Δ１８）
の m/z＝５０４が測定された（図２（B））。（Δ１８）の開裂様
式として脂肪酸としてのニュートラルロスや RCOが脱離
後の脱水といった可能性も考えられるが２３－２７）、今回の検討
結果だけで開裂様式を推察することは困難であった。しか
し１８：０（sn―１）／１８：０（sn―２）―PCや１８：３（sn―１）／１８：３

（sn―２）―PCからも共通して（M―RCO）＞（Δ１８）の強度
比でこれらのイオンが測定（データ未掲載）できたことか
ら、（Δ１８）は（M―RCO）由来の特徴的なイオンとして利
用可能と考えられた。以上の結果から（M―RCO）と PC

親イオンの m/z差から PCに結合している RCOを推定す
ることが可能であった。
２．PCに結合しているRCOの sn 結合位置分析

sn―１位、sn―２位に結合している RCOが異なる１６：０
（sn―１）／１８：１（sn―２）―PC（［M＋H］＋：m/z＝７６１）を用い、
プロダクトイオン分析を行い sn結合位置分析が可能かの
検討を行った。上記１より sn―１位に結合したパルミトイ
ル基が脱離した（M―RCO）のイオン m/z＝５２２と（Δ１８）
のm/z＝５０４、sn―２位のオレオイル基が脱離した（M―RCO）
のイオン m/z＝４９６と（Δ１８）の m/z＝４７８といった４つ
のイオンが測定されると予想され、実際に分析を行った結
果、これらがすべて測定された（図３（A））。このとき、
（M―RCO）と（Δ１８）のイオン強度比が sn―１位と sn―２位
で異なっていたため、この違いが RCOの sn結合位置の推

図２ プロダクトイオン分析で観察されたPC標準品の
プロダクトイオン（ESI（+）, CE=３０eV）

（A）１,２―Dipalmitoyl―sn ―glycero―３―phosphocholine
（１６：０（sn―１）/１６：０（sn―２）―PC）

（B）１,２―Dioleoyl―sn ―glycero―３―phosphocholine
（１８：１（sn―１）/１８：１（sn―２）―PC）

（M―RCO）：脂肪酸アシル基が脱離したもの
（Δ18）：（M―RCO）より m/z =１８減少したイオン
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図３ 異なるCEによるプロダクトイオン分析で観察された２―Oleoyl―１―palmitoyl―sn―glycero―３―phosphocholine
（１６：０（sn―1）/１８：１（sn―２）―PC）のプロダクトイオン（ESI（+））

（A）CE=２０eV、（B） CE=３０eV、（C） CE=４０eV、（D）CE=５０eV
（M―RCO）：脂肪酸アシル基が脱離したもの
（Δ１８）：（M―RCO）より m/z =１８減少したイオン
sn：Stereospecific number
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定に利用することが可能か検討を行った。はじめにこのイ
オン強度の違いを顕著に測定できる CEの検討を行った。
CEを２０、３０、４０、５０eVと変化させて、得られたプロダ
クトイオンを図３に示す。sn―１位由来の（M―RCO）のm/z

＝５２２と（Δ１８）の m/z＝５０４の強度比はすべての CEで
（M―RCO）＜（Δ１８）であり、CE上昇に従い、（M―RCO）
に対する（Δ１８）の強度が増加した。sn―２位由来の（M―RCO）
の m/z＝４９６と（Δ１８）の m/z＝４７８は、CE＝２０、３０eV

ではいずれも（M―RCO）＞（Δ１８）であったが、CE＝３０eV

の方が４本すべてのイオン強度が高かった（図３（A），
（B））。CE＝４０eVでは、ほぼ同程度（図３（C））、CE＝５０
eVでは sn―１位同様に（M―RCO）＜（Δ１８）と変化し、そ
のイオン強度も低下した（図３（D））。以上の結果から、
CE＝３０eVでプロダクトイオン分析を行った場合、イオ
ン強度が高く、sn―１位由来のイオンで（M―RCO）＜（Δ１８）、
sn―２位由来のイオンで（M―RCO）＞（Δ１８）の特徴的な強
度比が認められた。次にこの強度比の違いが RCOの種類
ではなく sn結合位置に起因していることを確認するため

に RCOの sn結合位置が逆転した１８：１（sn―１）/１６：０（sn―２）
―PCを CE＝３０eVで分析し比較を行った（図４（A））。そ
の結果、sn―１位のオレオイル基が脱離したイオン（m/z＝
４９６、４７８）の強度比は（M―RCO）＜（Δ１８）、sn―２位のパ
ルミトイル基が脱離したイオン（m/z＝５２２、５０４）の強度
比は（M―RCO）＞（Δ１８）と１６：０（sn―１）／１８：１（sn―２）―PC

と同様の sn結合位置に依存した傾向（図４（B））が認め
られた。以上の結果からイオン強度比の違いは、RCOの
種類よりも sn結合位置の影響を受けており、これらイオ
ン強度比の違いを利用することで RCOの sn結合位置の推
定が可能と考えられた。
今回得られた知見は PCに結合している RCOの種類に

加え、sn結合位置の分析に活用できることを示唆してい
る。今後、RCOの種類、sn結合位置が既知である PC標
準品の分析事例を蓄積するとともに天然物由来の PC分析
への応用、量的比較の可能性についても検討を行う予定で
ある。
最後に、貴重な PCである１８：１（sn―１）/１６：０（sn―２）―PC

図４ １―Oleoyl―２―palmitoyl―sn ―glycero―３―phosphocholine（１８：１（sn ―１）/１６：０（sn ―２）―PC）と２―Oleoyl―１―palmitoyl―sn ―glycero―
３―phosphocholine（１６：０（sn ―１）/１８：１（sn ―２）―PC）のプロダクトイオン比較（ESI（+）, CE=３０eV）

（M−RCO）：脂肪酸アシル基が脱離したもの
（Δ 18）：（M―RCO）よりm/z =18減少したイオン
sn：Stereospecific number
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を分与いただいた、北海道大学大学院水産科学研究院海洋
応用生命科学部門生物資源化学分野の細川雅史教授にこの
場をかりて深謝いたします。
本研究の一部は、化学系学協会２０１７年冬季研究発表会

（札幌）で発表を行った。
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