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ソリューション
ACQUITY UPLC

SYNAPT G2 HDMS

キーワード
脂質クラスの分離
リピドミクス
MSE

イオンモビリティ
飛行時間型質量分析計

利点
ACQUITY UPLCⓇシステムとSYNAPTⓇ G2 High Definition 

Mass SpectrometryTM（HDMSTM）を組み合わせることに
より、脂質分析のワークフローの簡便化を図るこ
とができます。シンプルで効率的な分析手法で、
従来の HPLC分析法 1,2と比べ高い分離能で感度良
く分析が可能であり、迅速に結果を得る事ができ
ます。

■ UPLC/HDMSによる多種脂質クラスの迅速分離
と同定

■ 脂質分析における高品質なデータの取得

■ コストを抑えた効率的な分析手法

UPLC/HDMSを用いた生体試料中のインタクト脂質分析

はじめに
脂質は人体においてエネルギー貯蔵、細胞膜の構成、シグナル伝達等重要な役割を
持ちます。脂質とそのクラス情報は多くの疾患状態の理解に役立ちます。そのため、
多くのラボで非常に複雑な手法で、生体試料中における脂質クラスの同定 /定量
が行われています。従来の移動相 /カラムを用いた分析手法では同時に多岐にわた
る脂質クラスを分離するためには、多くの課題が存在します。そのため複数の分離メ
ソッドの適用、分取、再分析などが行われています。

歴史的には脂質分析は、薄層クロマトグラフィー（TLC）を用いて分離する、非常
に時間のかかるものでした。更に脂肪酸部分の解析には、TLCから脂肪酸部分を分
取した後メチルエステル化させ、GC/MSで分析する手法が用いられていました。

HPLCを用いた脂質分析では、順相クロマトグラフィー法が用いられ従来の TLC法
の課題を克服、そして MSを検出器として用いることにより更に発展しました。しか
し、一般的に長い分析時間を要し、ブロードなピーク形状のため分離の点でも課
題が残っていました。このアプリケーションノートでは UPLCⓇを用いることで従来
の HPLC分析と比較し、脂質クラスを短時間で高分離にそして高感度に分析した例
をご紹介します。

図1　UPLCクロマトグラム　ヒト血漿中の脂質分析（ESI＋）
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結果及び考察
ヒト血漿中の脂質を UPLCとイオンモビリティ /飛行時間型質量分析計（IMS-TofMS）
を組み合わせて用い分析を行いました。その結果、主要な脂質クラス成分を良好
に分離することができました。また、血漿中の主要な脂質を ESIポジティブモード
で検出する事ができました。

図 1に ESIポジティブモードで検出される主要な脂質クラスであるリゾフォスファチ
ジルコリン（lyso-PC）、リゾフォスファチジルエタノールアミン（lyso-PE）、フォスファ
チジルコリン（PC）、スフィンゴミエリン（SM）、フォスファチジルグリセロール（PG）、フォ
スファチジルエタノールアミン（PE）、コレステロールエステル（CE）、ジアシルグリセ
ロール（DG）、トリアシルグリセロール（TG）のマスクロマトグラムを示しました。

分析条件

サンプル前処理
ヒト血漿（30 µL）にメタノール（180 µL）を加えた後、
ジクロロメタン（360 µL）を加え脂質成分を抽出しまし
た。13,000RPMで遠心分離し有機層を抽出し、移動
相 A で 5倍希釈しました。

LC条件 

LCシステム ： Waters ACQUITY UPLCシステム

カラム ： ACQUITY UPLC HSS

T3カラム 2.1x100 mm、1.8 µm

カラム温度 ： 65 ℃

流速 ： 500 µl/min

移動相 A ： 10mM 酢酸アンモニウム含有

アセトニトリル / 水（40 : 60） 

pH = 5.0

移動相 B ： 10mM 酢酸アンモニウム含有

アセトニトリル / イソプロパノール

（10 ： 90） pH = 5.0

グラジエント ： 40 - 100% B / 10分

注入量 ： 10 µl

MS条件 

MS システム ： SYNAPT G2 HDMSシステム

イオン化モード ： ESIポジティブ / ネガティブ

キャピラリー電圧 ： 3200 V

コーン電圧 ： 35 V

脱溶媒温度 ： 400 ℃

脱溶媒ガス ： 800 L/Hr

ソース温度 ： 120 ℃

データ取り込み範囲 ： m/z  100 -1000

モビリティキャリアガス ： 32 mL / min（窒素）

図2　抽出クロマトグラム（m/z 184.0760　抽出幅5 mD、MS Eデータ）

図 3　 UPLCクロマトグラム　ヒト血漿中の脂質分析（ESI ‒）
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MSEデータよりm/z 184.0760で抽出したマスクロマトグラムを図 2に示しました。 
このm/z 184.0760は親水性ヘッドであるコリンを部分構造にもつスフィンゴミエ
リン（SM）、リゾフォスファチジルコリン（lyso-PC）、フォスファチジルコリン（PC）
のフラグメントイオンです。MSEでは、第 1ファンクションで低コリジョンエネル
ギー、第 2ファンクションで高コリジョンエネルギーデータを同時に取り込むこと
ができます。

図 3に ESIネガティブモードで検出される血漿中の主要な脂質クラスを示しました。
ESIネガティブモードでは脂肪酸（FA）、フォスファチジルイノシトール（PI）、フォスファ
チジルセリン（PS）、フォスファチジルエタノールアミン（PE）、PGを検出する事ができ
ます。

まとめ
ACQUITY UPLC システムと IMS-Tof MSである SYNAPT G2 HDMSシステムは脂質分析に最
適なシステムです。UPLCを用いた分離メソッドでは従来の HPLCメソッドと比べて、
分離と感度を向上すると同時に分析時間が短縮され、迅速に結果を取得すること
ができる非常にシンプルなメソッドです。1,2 更に UPLC/HDMSソリューションは、網羅
性が向上し、迅速な分離と異なるクラスの脂質を同定する能力が向上します。この
脂質分析ワークフローはデータの品質を維持したまま、分析コストの効率化も同時
に図ることができます。
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