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血液中主要脂质轮廓分析的 LC/MS/MS
方法
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对用户的好处
◆     可进行血液中主要脂质的轮廓分析。
◆     LCMS-8060 同时分析正 / 负离子时仍可获得高质量数据（极性切换时间：5 msec）。
◆     仅使用少量人血液即可解析主要脂质的脂肪酸组成。

■  前言
磷脂质（PL）、甘油三酯（TG）、胆固醇酯（CE）为血液中

的主要脂质（图 1）。这些主要脂质的细微结构在与各种疾病的
关联性和病理学研究中备受关注。

本文使用 LCMS-8060 结合多反应监测（MRM）模式，开发
了一种脂质轮廓分析方法（应用报告 No.C137）。

本方法将监测目标扩展至血液中的多种主要脂质，不仅涵盖
磷脂，还包括 CE、TG、游离脂肪酸、胆固醇。方法可同时对约
360 个脂质 MRM 分析通道（离子对）进行监测，对人血液中约
100 种脂质进行鉴别：包括 51 种 PL、26 种 TG、11 种 CE、以及
CE 过氧化物、游离脂肪酸、游离胆固醇。

本方法还阐明了各种脂质的脂肪酸组成，也同样适用于血浆
和血清分析。

■分析条件
采用 Nexera UHPLC 和 LCMS-8060 系统。LCMS-8060 为正 /

负离子极性切换时间 5 msec 的超高速三重四极杆质谱仪（图 2）。
UHPLC 及 MS 的分析条件如表 1 所示。

■试样预处理
人血液购于 BioIVT（US）。在 5 μL 血液中加入含有 0.1% 甲

酸的甲醇 500 μL，充分混匀；离心后取 1μL 上清液于 LC/MS/MS

进行分析（图 3）。LPL（溶血磷脂质）、PL、CE、TG 的 MRM

色谱图如图 4 所示。
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TNPC-4110 Plus による排水中の 
全窒素・全リン測定 

 

閉鎖性海域の富栄養化の改善を図るため、当該海域へ排出
される有機汚濁物質の総量を基準値以下に削減する目的で、
1979 年から水質総量規制が施行されています。第 5 次水質
総量規制から対象項目に全窒素と全リンが追加指定され、対
象事業所の多くは、自動計測器を用いてこれらを測定してい
ます。第 5 次水質総量規制以来使用されてきたオンライン全
窒素・全リン計 TNPC-4110 シリーズはさらにその性能・機
能を向上させ、TNPC-4110 Plus シリーズとしてモデルチェ
ンジされました。 

全窒素の測定には、これまで同様に高い酸化分解力と干渉
に強い検出力を持つ「熱分解・ケミルミ方式」を採用し、夾
雑物や海水が混入する試料でも干渉影響をほぼ受けること
なく測定することができます。さらに本シリーズでは試薬と
測定シーケンスを改良し、全リンの測定においても夾雑物の
影響をできる限り低減し、高精度で測定することができるよ
うになりました。 

本稿では TNPC-4110 Plus で海水やミネラルを含む試料を
測定した例を紹介します。 

M. Tanaka 
 
 

 
 

 

 全窒素（TN）分析方法 
TNPC-4110Plus の全窒素（TN）測定は、熱分解・ケミルミ

方式を採用しています。この方式は、紫外吸光光度法では干
渉成分となる臭素イオンや金属イオンの影響を受けずに測
定できます。したがって、試料に海水が混入していても、共
存物質の影響を受けることなく測定することができます。 

海水を 2 倍に希釈した溶液に窒素化合物を 0.5 mgN/L（窒
素濃度が 0.5 mg/L）になるように添加したものを試料として、
総和法（手分析）、紫外吸光光度法（手分析）、熱分解・ケ
ミルミ法で測定しました。 

 
表 1 TNPC-4110 Plus 全窒素測定条件 

分析計 : 全窒素・全リン計 TNPC-4110 Plus 
測定項目 : 全窒素（TN） 
測定方法 : 熱分解 - 化学発光法（ケミルミ法） 
校正 : 0-2 mgN/L 硝酸カリウム水溶液による 2 点校正 

（フルスケール(FS)：2 mgN/L） 
試料 : 2 倍に希釈した自然海水に、0.5 mgN/L になるよう

に硝酸カリウムを添加した液 
 

 全窒素（TN）分析結果 
各分析法で測定した結果を表 2 に示します。総和法による

測定値を基準として、紫外吸光光度法および TNPC-4110 Plus
の測定値との差を分析計のフルスケール比として算出した
ものを表の右欄に示しています。紫外吸光光度法では大きな
値になり、海水に含まれる成分による干渉影響が出ているこ
とがわかります。一方、TNPC-4110 Plus では総和法とほぼ同
等の測定値になり、海水成分の影響を受けることなく測定で
きていることがわかります。 

 
表 2 全窒素 測定結果 

分析法 測定原理 測定結果 
（mgN/L） 

総和法との差 
（FS 比） 

手分析 総和法 0.59 ー 
手分析 紫外吸光光度法 0.84 +12.5％ 

TNPC-4110 Plus 熱分解・ケミルミ法 0.54 -2.5％ 
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トリプル四重極型LC/MS/MSによる血液中の
主要脂質プロファイリング法の開発

血中の主要脂質のプロファイリング分析が可能です。
LCMS-8060は、ポジ／ネガ同時分析でも高品質データが得られます（極性切り替え時間；5 msec）。
少量のヒト血液を用いた主要脂質の脂肪酸組成解析が可能です。

山田 真希、久保はるみ

高速液体クロマトグラフ質量分析計 LCMS™-8060 

はじめに
リン脂質（PL）、トリアシルグリセロール（TG）、コレ

ステロールエステル（CE）は、血液中の主要脂質です（図
1）。これらの主要脂質の微細構造は、各種疾患との関連や
病態生理学の研究において注目されています。

筆者らは既にLCMS-8060を用いた多重反応モニタリング
（MRM）に基づくリン脂質プロファイリング法を開発し、
報告しました（アプリケーションニュース No. C137）。

本稿では、リン脂質だけではなくCE、TG、遊離脂肪酸、
コレステロールを含む血液中の主要脂質にターゲットを拡
げたプロファイリング法を開発しましたので紹介します。
本法では約360MRMトランジションを用意しました。

ヒト血液中で約100種の脂質；51成分のPL、26成分のTG、
11成分のCE、CE過酸化物、遊離脂肪酸、遊離コレステロー
ルが同定できました。本法は、血漿や血清にも適用可能で
あり、各クラスの脂質の脂肪酸組成も明らかになりました。

分析条件
測定機器は、Nexera UHPLCシステムとLCMS-8060（図2）

を使用しました。LCMS-8060は、ポジティブ／ネガティブ
の極性切り替え時間5 msecの超高速四重極型質量分析計で
す。表1にHPLCおよびMSの分析条件を示します。

図 1 血漿中の主要な脂質

試料の前処理
ヒト血液は、BioIVT（US）より購入しました。0.1 %ギ酸

を含むメタノール500 µLを血液5 µLに加え、十分に撹拌し
ました。遠心分離後、上清1 µLをLC/MS/MS分析に供しまし
た（図3）。図4にLPL（リゾリン脂質）、PL、CE、TGの
MRMクロマトグラムを示します。

表 1 分析条件
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図 2 LCMS-8060外観

[HPLC conditions] (Nexera™)
Column : Phenomenex KinetexⓇ C8

(150 mm × 2.1 mmI.D., 2.6 µm)
Column oven : 50 ℃
Solvent A : 20 mM Ammonium formate - water
Solvent B : Acetonitrile/2-Propanol (50/50, v/v)
Flow rate : 0.4 mL/min
Injection volume : 1 µL

[MS conditions] (LCMS-8060)
Ionization : ESI , Positive/Negative
Mode : MRM
Nebulizing gas flow : 3.0 L/min
Drying gas flow : 10.0 L/min
Heating gas flow : 10.0 L/min
DL temp. : 250 ℃
Block heater temp. : 400 ℃
Interface temp. : 150 ℃      
CID Gas Pressure : 270 kPa  
Dwell time/Pause time : 3 msec./ 1 msec.

Whole blood 5 µL

1 µL (10 nL eq. blood) to LC/MS/MS

0.1 % Formic acid/Methanol 500 µL

図 3 試料の前処理

图 1 血浆中的主要脂质

图 2 LCMS-8060 外观

图 3 试样预处理

表 1 分析条件

[HPLC条件 ] (Nexera™)

色谱柱 ： Phenomenex Kinetex Ⓡ C8
(150 mm × 2.1 mmI.D., 2.6 μm)

柱温 ： 50 ℃
流动相 A ： 20 mM 甲酸铵 – 水
流动相 B ： 乙腈 / 异丙醇 (50/50, v/v)

流速 ： 0.4 mL/min

进样量 ： 1 μL

[MS条件 ] (LCMS-8060)

离子源 ： ESI，正 / 负离子模式
监控模式 ： MRM

雾化气流速 ： 3.0 L/min

干燥气流速 ： 10.0 L/min

加热气流速 ： 10.0 L/min

DL 管温度 ： 250 ℃
加热模块温度 ： 400 ℃
接口温度 ： 150 ℃
碰撞气 CID 压力 ： 270 kPa

延迟时间 / 驻留时间 ： 3 msec./ 1 msec.
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図 3 試料の前処理

游离脂肪酸

胆固醇

三酰基甘油 胆固醇酯

磷脂
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1 µL (10 nL eq. blood) to LC/MS/MS

0.1 % Formic acid/Methanol 500 µL

図 3 試料の前処理

全血 5 μL

0.1 % 甲酸 / 甲醇 500 μL

1 μL (10 nL 当量血液 ) 至 LC/MS/MS
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图 4 LPL、PL、CE、TG 的 MRM 色谱图

图 4 PE38:4、PE38:5、PE38:6 的 MRM 色谱图

图 6 TG54:6 的 MRM 色谱图
(A)TG 18 : 2-18 : 2-18 : 2 (B)TG 16 : 0-18 : 2-20 : 4

(C)TG 16 : 0-18 : 1-20 : 5 (D)TG 16 : 0-18 : 0-22 : 6 ＊ 1

＊ 1 未确认 18:0 中性产物丢失的产物离子

■  结果
脂质轮廓分析方法包含靶向磷脂酰胆碱（PC）、磷脂酰乙

醇胺（PE）、磷脂酰丝氨酸（PS）、磷脂酰甘油（PG）、磷脂酰
肌醇（PI）及鞘磷脂（SM）的磷脂质及溶血磷脂质的约 2000 个
MRM 监测通道。正离子模式下可检出 PC、SM、PE 及 PS 脱离极
性基团而产生的产物离子；负离子模式下可检出源于 PI 的极性基
团和源于脂肪酸的产物离子。如前文所述，实现多通道正负性离
子同时监测，源于 LCMS-8060 超快速的正 / 负离子极性切换时间
（5 msec）。

除 CE 和 TG 外，本方法缩小了人血液中磷脂和溶血磷脂的
MRM 监测通道范围，约 360 个 MRM 通道可在 20 分钟内完成监
测。使用 1μL（相当于 10nL 血液）人血液提取物进行分析，可
鉴定超过 100 种脂质；其中，可以解析 51 种 PL 与 26 种 TG 的
脂肪酸组合。

<磷脂质 ; PL>

从微量人血液中可检出 51 种磷脂质。PE 的 MRM 色谱图及
归属结果如图 5 所示。

<胆固醇酯 ; CE>

在正离子模式下，将 m/z 369 设定为产物离子，监控 12 个 

MRM 通 道， 可 检 出 CE。CE 过 氧 化 物 亦 同 时 监 测。 检 测 出
CE18:2 为 CE 中信号最强谱峰。CE 过氧化物 CE-OOH18:2 在血
液和血清样品中被检出。

<甘油三酯 ; TG>

监测 TG 时，使用中性丢失模式监测了 90 个 MRM 通道。
TG54:6 的 MRM 色谱图及归属结果如图 6 所示。

Nexera 及 LCMS 是岛津制作所株式会社在日本及其他国家的商标。
Kinetex 是 Phenomenex, Inc. 的注册商标。

■  结论
本文建立了一种基于 MRM 分析模式的人血液中主要脂质的

轮廓分析方法。通过本方法，可以从微量人血液中检出 100 种以
上的脂质，并阐明磷脂质及甘油三酯中的脂肪酸组合。
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図 4 LPL、PL、CE、TGのMRMクロマトグラム

結果
筆者らが開発したMRMによるリン脂質プロファイリング

法は、ホスファチジルコリン（PC）、ホスファチジルエタ
ノールアミン（PE）、ホスファチジルセリン（PS）、ホス
ファチジルグリセロール（PG）、ホスファチジルイノシ
トール（PI）、およびスフィンゴミエリン（SM）を対象と
するリン脂質およびリゾリン脂質に対する約2000のMRMト
ランジションを収載しています。PC、SM、PEおよびPSの
極性基の脱離で生じるプロダクトイオンをポジティブモー
ドで検出し、PI由来の極性基と脂肪酸由来のプロダクトイ
オンはネガティブモードで検出します。LCMS-8060では、
ポジティブ／ネガティブの極性切り替え時間は、5 msecで
す。

今回開発した主要脂質プロファイリング法では、CEやTG
を加え、ヒト血液で検出されるリン脂質やリゾリン脂質に
MRMトランジション数を絞り込みました。約360MRMトラ
ンジションが20分で検出できるように設定しました。ヒト
血液抽出物を1 µL（血液10 nLに相当）注入して分析したと
ころ、100種以上の脂質が同定できました。そのうち51種
のPLと26種のTGについては脂肪酸の組み合わせの解析が可
能でした。

まとめ
ヒト血液中の主要な脂質のプロファイリングメソッドを

開発しました。本法により、微量のヒト血液から100種以上
の脂質が検出され、リン脂質およびトリアシルグリセロー
ルの脂肪酸の組み合わせを決定することが可能でした。

<リン脂質; PL>
51種のリン脂質が微量のヒト血液から検出されました。

図5にPEのMRMクロマトグラムおよび帰属結果を示します。

図 6 TG 54 : 6のMRMクロマトグラム
(A)TG 18 : 2-18 : 2-18 ; 2  (B)TG 16 : 0-18 : 2-20 : 4

(C)TG 16 : 0-18 : 1-20 : 5  (D)TG 16 : 0-18 : 0-22 : 6＊1

Nexeraおよび LCMSは、株式会社島津製作所の日本およびその他の国における商標です。
KinetexはPhenomenex, Inc.の登録商標です。
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図 5 PE38 : 4、PE38 : 5、PE38 : 6のMRMクロマトグラム

<コレステロールエステル; CE>
CEについては、ポジティブモードでm/z 369をプロダク

トイオンに設定した12MRMトランジションで検出しまし
た。CE過酸化物もモニターしました。CEではCE18 : 2が最
も強いピークとして検出され、CE過酸化物はCE-OOH18 : 2
が血液または血清サンプルで検出されました。

<トリアシルグリセロール; TG>
TGのモニタリングには、プリカーサイオンから中性分子

が脱離（ニュートラルロス）したプロダクトイオンによる
90以上のMRMトランジションを設定しました。図6にTG
54 : 6のMRMクロマトグラムと帰属結果を示します。

TG 54:6A B
C D

＊1 18:0ニュートラルロスのプロダクトイオンは未確認
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(C)TG 16 : 0-18 : 1-20 : 5  (D)TG 16 : 0-18 : 0-22 : 6＊1

Nexeraおよび LCMSは、株式会社島津製作所の日本およびその他の国における商標です。
KinetexはPhenomenex, Inc.の登録商標です。

PE 38:4/18:0-20:4

PE 38:5/
18:1-20:4

PE 38:6/ 
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PE 38:6/ 
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図 5 PE38 : 4、PE38 : 5、PE38 : 6のMRMクロマトグラム

<コレステロールエステル; CE>
CEについては、ポジティブモードでm/z 369をプロダク

トイオンに設定した12MRMトランジションで検出しまし
た。CE過酸化物もモニターしました。CEではCE18 : 2が最
も強いピークとして検出され、CE過酸化物はCE-OOH18 : 2
が血液または血清サンプルで検出されました。

<トリアシルグリセロール; TG>
TGのモニタリングには、プリカーサイオンから中性分子

が脱離（ニュートラルロス）したプロダクトイオンによる
90以上のMRMトランジションを設定しました。図6にTG
54 : 6のMRMクロマトグラムと帰属結果を示します。

TG 54:6A B
C D

＊1 18:0ニュートラルロスのプロダクトイオンは未確認
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