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　A 　facile　method 　fbr　the 　dctermination　of　molccular 　species 　of 　phosphatidylglycerols（12
−dia−

cyl −sn −glycero−3−phospho−1
「−sn −glycerol，　PG ）is　described ．　 Intact　PG 　isolated　from　spinach 　leaves

and 　Escherichia　coli　IAM12119was 　converted 　into　bis（3，5dinitrophenylurethane ）derivativcs，　fbl−

lowed　by　reverscd −phase　high−perfbrmancc　liquid　chromatography （HPLC ）on 　an 　ODS 　column

（25cm × 4．6　mm 　i．d．， 5μm 　particle　size ＞using 　methanol ／water ／aqueous 　ammonium 　hydr 〔，xide

（95 ：5 ：0．ユor　93 ： 7 ： 0．1，v／v／v ）as 　the 　mobilc 　phase，　which 　gave　clcar 　resohltion 　of　individual

molecular 　species 　containing 　saturated 　and 　unsaturated 　fatty　acids ．　 Pcaks　were 　detected　at　254
nm 　UV ．　 Revcrscd−phase 　HPLC 　in　conjunction 　with 　negative 　electrospray 　i（）nization 　mass 　spec

−

trometry （ESI −MS ）gave　a　weak ［M ＋ 2H 一
伽 一DNPU − RGO ］

−
ion　in　addition 　to　a 　prominent

pseudomolecular［M
− H ］

−
ion，　by　which 　indiVidual　molccular 　species 　could 　be　identified．

Kのmoorcls　3　phosphatidylglycerol；molecular 　species ；3，5dinitrophenylurethane；spinach 　leaves；

　　　　　 E ∫σん爾 而 α ‘o陀 reversed −phase　HPLC ；electrospray 　ionization　mass 　spectromet 野．

1 緒 言

　 ボ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ール （PG ） は 生 体膜 を構成す

る酸性 リ ン 脂質の
一

つ で あ り， 種 々 の 生物組識申に少量又

は 主要 成分 と して 広 く分布す る
1）．例えば，植物で は葉緑

体包 膜 とチ ラ コ イ ド膜 に含 ま れ る総 脂 質 の 10〜15％ を 占

め，その 分子種組成 は 低温適応 に 影響 を及 ぼ し
2）S）

，微 生

物 で は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ
ー

ル ア ミ ンや カ ル ジ オ リ ピ ン

と と もに 菌体膜 を構成す る 主 要成分 と し て，細胞 の 生 育に

重要な 役割を果た して い る と考えら れ て い る
4｝．

　 生 物 由 来 PG は，組 み 合 わ せ の 異 な る 2 つ の ア シ ル 基 を

含む た め ，多数の 分子 種 か ら 構成 され て い る （PG の 構造

に つ い て は ，Fig．1 参照）．一
般 に，分子種 の 違 い は 代謝

や 生 理 作 用 に 大 きな 影響 を及 ぼ す と 考え ら れ る こ と か

ら
5＞，PG の 分子種 の 詳細 を明 らか に す る こ と は 生 化学的

1
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な 面 ば か りで な く， PG を界面活性剤 や ドラ ッ グ デ リバ リ

ーシス テ ム 等に利用 す る応 用 面 にお い て も重要で あ る
6）．

　PG 分子種は大別 して 2 つ の 方法で 分析され て い る．一

つ は，PG の 極性 （リ ン 酸）基をホ ス ホ リパ ーゼ C を用 い

て 加水分解 して 得 られ る 1，2一ジ ア シ ル グ リセ ロ
ー

ル （1，2−

DAG ） を か メ トキ シ ベ ン ゾ エ ート
7）
や ジ ニ トロ ベ ン ゾエ ー

ト
8 ｝
な どの 紫外 （UV ）吸収誘導体， 又 は揮発性誘導体

v ）
に

変換 して ，高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ）や 気液

分配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（GLC ） に よ っ て 分析す る 方法

で ある．こ の 間接的な方法 は，種 々 の 誘導体 を調製で きる

た め に，高 感度 分 柝 が 可 能 で あ り，分 離 も良好 で 定量 性 に

も優 れ て い る な どの 利点 を有 し て い る が ，加水分解 と誘導

体調製 の 2 つ の 反応 を必要 とす る た め に，多 くの 時間を

要す る ．また ，加水分解 に よ っ て 生 成す る 1，2−DAG は ，

よ り安定 な 1
，
3−DAG に 異性化 しや す い た め に ，実験 に は

迅速 さ と細心 の 注意が 必 要 と さ れ る ．もう
．一

つ は，PG を

誘導体 に 変換す る こ と な く直接 HPLG で 分析す る 方法 で
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あ る．直接法で は，試料 調製 が容易で 異性化 は起 こ らな い

が ，PG は 極性 が 大 きい 上 に 酸性 を示すた め に 固 定相 との

相互 作 用 が 強 く，間接法 （逆相 HPLG ） で使 用 され る移動

相系 で は 良 い 分離 は得 られない ．こ の た め，PG と イオ ン

対 を形 成 す る 第四 級 リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム を移動相に 添加 し

て 分離す る逆相 イ オ ン 対 HPLG が 検討されて い る
9，，また，

PG は 検出に 有利 な官能 基 を もた ない た め に，　 UV 検 出 で

は 高感度分析や正 確な組成分析 は 困 難で あ る．

　著者 ら は 先 に ，PG 分子 中の 2 つ の ヒ ドロ キ シ ル 基 を

3，5一ジニ トロ フ ェ ニ ル ウ レ タ ン （bis−DNPU ） に 変換 し， キ

ラ ル HPLC で 分析す る こ と に よ り，PG の 4 種 の 立体異 性

体を良好 に 分離 で きる こ とを報告 した
1°川 ．キ ラ ル HPLC

で は生 物由来 PG を構成す る種 々 の 分子種 は 分離され ない

の で ，本研究で は，PG 　bis−DNPU 誘導体 を 逆相 HPLC で

分析 して 分 子 種 組 成 を 求め る 方法 を検討 した ．そ の 結 果，

移 動相 に メ タ ノ
ー

ル
ー
水
一
ア ン モ ニ ア水 の 単純 な 混 液 を 使

用す る こ とに よ り，複雑な組成を有す る微 生 物由 来 PG の

分子種が 互 い に 明 り ょ うに分離 され，UV 検出で は，高い

感度で 正確に分 子種組成 を求め る こ とが可能 で ある こ とが

認 め られ た．近 年，エ レ ク ト ロ ス プ レーイ オ ン 化 質量 分析

（ESI−MS ）法 に よる リ ン脂質の 分子 種分析が 活発 に研究 さ

れ て い る
且？〕．本研究 に お い て ，逆相 HPLC で 分離 され た

個 々 の PG （bis−DNPU 誘 導 体） 分 子種 は オ ン ラ イ ン ESI −

MS に よ り，容易 に 同定 で きる こ と も明らか に な っ た の で

報告す る ．

2　実 験

　 2・1 試 　料

　試料 に は，比較的単純 な PG 組成をもつ ホ ウ レ ン ソ ウの

葉 （函館市内の 食料品店 にて 購入） と複雑な組成 の 大腸菌

Eschen
’
chia 　coii　IAMI2119 を用 い た，　 E．　 coli は，蒸留水 LO　1

にポ リペ プ トン 5．Og ，肉エ キ ス 3．Og 及 び塩 化 ナ トリ ウ ム

3，0g を 溶解 した液体培地 を用 い て 37℃ で 24時間培養 し

た 後，遠心分離 （8000rpm ，20　min ） に よ っ て 集菌 した．

得 られ た菌体か ら Bligh　and 　Dyer 法
1／1）

を用 い て総脂質を抽

出 し，そ の
一

部を薄 層 板 （シ リ カ ゲ ル 60F254　TLC 板 ，

20x20 　cm ，厚さ 0．25　mm ，　 Merck 製） にバ ン ド状 に ス ポ

ッ ト し て ク ロ ロ ホ ル ム ー
メ タ ノ

ー
ル

ー
水 （65 ： 25 ： 4，

v／v ／v） を 用 い て 展 開 した，風 乾 後，2’，7
’一ジ ク ロ ロ フ ル オ

レセ イ ン ーエ タ ノー
ル 溶液 （O．2％ 〉 を噴霧 して 紫外線 下 で

成 分 を 検 出 し，ク ロ ロ ホ ル ム ー
メ タ ノ

ール ー
酢 酸 （20 ：

10 ： 1，v ／v／v） を 用 い て PG （Rf　O．24） を吸 着 剤 か ら抽 出

した．得 られ た PG を TLC で 分 析 し ， 単
一

ス ポ ッ トで あ

る こ とを確認 した．複数の ス ポ ッ トが 観察 され た場合は，

再 度 TLC を行 っ て PG を精 製 した．

　2・2　脂肪酸分 析

　総脂質か ら分 離 した PG の
．．・
部を 0．5　N ナ トリウ ム メ ト

キシ ド
ー

メ タノ
ール 試薬 と反応 させ て 脂 肪 酸 メ チ ル エ ス テ

ル を調 製 し，こ れ を GLC で 分析 して 脂肪酸組成を求め た．

分析 カ ラ ム に は Omegawax　920 （30　m × O．32　mm 　Ld．〉を

使用 し，キ ャ リヤ
ー

ガ ス （窒 素 ）流 量 を 1，2ml ／min ，
カ

ラ ム 温度を 170 ℃，検出器 と注入 口 温度 を 230℃ に 設定し

て，ス プ リ ッ ト法 で n 一ヘ キ サ ン に 溶解 した試料 を 注 入 し

た
141
．

　 2・3 　誘導体 の 調製

　PG （約 O．5　mg ）に，数倍量 の 3
，5一ジ ニ トロ フ ェ ニ ル イ

ソ シ ア ネートを含 む 脱 水 トル エ ン （関東化学製，O．5　ml ）

溶液と脱水ピ リ ジ ン （関東化学製，30 μ1） を加 え，30℃

で 3 時間反応 させ て bis−DNPU 誘導体を 調製 した （Fig．

1）
1°〕．反応混合物 か ら TLG 　 lシ リ カ ゲ ル 60　F254　TLC 板，

20x20 　cm ，厚 さ 025 　mm ；移 動相，ク ロ ロ ホ ル ム
ー
メ タ

ノール
ー
水 （80 ： 20 ： 2，v／v／v）｝を用 い て bdS−DNPU 誘導

体 を分 離 した．紫外線 下 で 誘導体を示 す バ ン ド （Rf　O．26＞

を 確 認 し た 後 ，ク ロ ロ ホ ル ム
ー
メ タ ノ ール ー

酢酸 （20 ：

10 ： 1，v ／v ／v）を用 い て シ リ カゲ ル か ら抽出 した，

　 2。4 　HPLC ／UV

　UV 検 出 逆 相 HPLG （HPLC ／UV ） に よ り，PG 伽 一DNPU

誘 導 体 の 分 子 種分析 を 行 っ た．ODS カ ラ ム （Mightysil

RP −18，250 × 4．6　mm 　i．d．，5μrn，関東化学製） を L6000

ポ ン プ （日立製） に接続 し，カ ラ ム 温 度 を CTO −10AS 恒

温槽 （島津製）を 用 い て 20℃ に設定 した．移動相 に は メ

タ ノール
ー
水
一29％ ア ン モ ニ ア 水の 混液 を使用 し，ホ ウ レ

ン ソ ウ PG の 場合 は，そ の 組成 を 95 ：5 ： 0，1 （v ／v ／v ） に，

E．coli ・PG で は 93 ： 7 ： 0．1 （v／v／v） とした，い ず れ の 場合

も，流量 は 0．r）　ml ／min と し，イソ ク ラ テ ィ ッ ク溶離 法 で

分析 し た ．移動相 の メ タ ノール と水 は HPLG 用 溶 媒 （和

光純薬製）を用 い
， 29％ ア ン モ ニ ア 水 は特級試薬 （関東

化学製） を用 い た ．移 動 相混液 は，使用前 に 0，45pm の

PTFE フ ィ ル ター （Millipore　av） を用 い て 枦過 した．試料

を lmg ／ml の 濃度 に な る よ うに メ タ ノ
ー

ル に溶解 し，そ

の 5 μ1 を 7125 型 イ ン ジ ェ ク タ
ー

（Rheodyne 製 ） を用 い

て カ ラ ム に 注 人 した．検 出 器 に は L−4000 （日 立 製） を使

用 し，溶出成分 を 254nm で モ ニ タ
ーした．ク ロ マ トグ ラ

ム の 記録 に は ク ロ マ トパ ッ ク G−R6A （島津製） を使 用 し

た，分 析 終 了 後 は，ア ン モ ニ ア 水 を添 加 しな い 移 動相 を用

い て カ ラ ム を十 分 洗 浄 した．

　 2・5　 HPLC ／ESI −MS

　PG の 分 子 種 （bis−DNPU 誘導体）を HPLC ／ESI−MS を用

い て 同定 した．HPLG ポ ン プ に は P4000 （Finnigan 製）

N 工工
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Fig．　l　Preparation　of 　the 　bis（3，5−dinitropheny量urethane ）derivatives　of 　phosphatidylglycerols

を使用 した．試料 を 100 μg／ml の 濃度 に な る 串うに メ タ

ノ ール に 溶解 し，オ
ート イ ン ジ ェ ク ター （AS30   O，

Finnigan 製）を用い て，その 3〜5 μ1を カ ラ ム に 注 入 し

た．他の HPLC 条件 は 2・4 に 記載 した とお りで あ る．　 MS

分析 に は，イ オ ン トラ ッ プ型 質量分析計 LCQ （Finnigan

製）を使用し，加熱 キ ャ ピ ラ リー温 度 260℃，ス プ レ
ー

電

圧 4．2kV ，シ
ー

ス ガ ス （窒素）流 量 80　arb （arbitrary

units ＞， 補助 ガ ス （ヘ リウ ム ）流量 3 　arb ，キ ャ ピ ラ リー

電 圧
一38V 及 びチ ュ

ー
ブ レ ン ズ オフ セ ッ トを一10  V に 設

定 し，ESI 法 に よ り負 イ オ ン ス ペ ク トル を測定 した （質量

範囲 150〜1500amu ）．こ の MS 条件 で は主 に ［M
− H ］

一

の 分子量関連 イ オ ン が得 られ た．構成脂肪酸由来の フ ラ グ

メ ン トイ オ ン を得 る た め に、キ ャ ピ ラ リー電 圧 を
一24V

に変更 し，衝突誘起解離エ ネル ギー
（source 　CID　energy ）

を 40％ に設 定 して 分析 した ．

Table　l　Fatty　acid 　compositions 　of 　phosphatidylgl￥c
−

　　　　 erols 　from　spinach 　leaves　and 　E ∬ he7icんiα ‘oli

　　　　 IAMI2119 （wt ％ ）
a ｝

Fa しrv　acidb
〕 Spinach　leaf E．celi

14 ：014

：115

： 016

； 016

； 1n−916
： ln−7tl

　6 ： 止n −13
17 ：017

； 1cy17

； Ol8

；Ol8

： 1n−918
： II1−718
：2n−618
：3n−3cy19

：0

0．3

0，322
．3

29．9

0．9L10

．63
．840
，8

4．10
．24
．634
．40
．2L6
．2

2．OOAl1

．90
．8D
．421
，8

3、0

3 結果 と考察

　 3・1　 脂 肪 酸 組 成

　以下 （3・3） に述べ る ように，HPLC ／ESI−MS に よ っ て
，

個 々 の PG 分子種 の 構成 脂肪酸 を特定で きる が，あ らか じ

め GLG で 総 PG の 脂肪酸組 成 を 求め て お くこ とは，分 子

種 の 同定を確認す る 上 で 有効で あ っ た．本研究 で 分析 した

ホ ウ レ ン ソ ウ PG と El　 coti （IAM12119 株）PG の 脂 肪 酸組

成 を Table 　 1 に 示す．ホ ウ レ ン ソ ウ PG の 主 な脂 肪 酸 は リ

ノ レ ン 酸 （18 ：3n−3），パ ル ミチ ン 酸 （16 ：0）及 び トラ ン

スー3一ヘ キ サ デ セ ン 酸 （t16 ； tn−13） で あ り，そ れ ぞ れ 全脂

肪 酸 中 40，8，22．3，29．9％ を 占 め た．E，　coti　PG の 主 な脂

肪酸 は 16 ：0 ，
パ ル ミ トオ レ イ ン 酸 （16 ： 1n −7） 及 び シ

a）GLG 　condidons ： ⊂oluInn ，　Omcgawax 　320 （3｛）mxO ．S2
mm 　Ld ．），　carrier 　gas （He ）1．2　m 監／min ，　co ］umn 　temperature

170℃ ；b＞‘： trans，匸y ： Cyclopropaiie

ス
ー
バ ク セ ン 酸 （18 ：1n−7） で あり，それ ぞれ 34．4，16．2，

21．8％ 含 まれ て い た．ま た E．　 coti に は，分子中に シ ク ロ プ

ロ パ ン 環 を 持 つ シ ス ー9 ，10 一メ チ レ ン ヘ キ サ デ カ ン 酸

（cy17 ： 0） が 11．9％，シ スーllJ2 一メ チ レ ン オ ク タ デ カ ン酸

（cy19 ： 0） が 3．O％ 存在 した，こ れ ら試料 の 脂肪酸組成 は

文 献値
7）15〕

−17 ）
と 類 似 した ，

3・2 分 子 種分離

ホ ウ レ ン ソ ウ PG と E ．　 coli 　PG の bis−DNPU 誘導体 の
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Fig．2　Reversed−phase　HPLC 　 chromatograms 　of 　the ゐis（3，5｛iinitK〕phenylurethane）
derivatives　of 　phosphatidylgl｝

・cerols 　from　 spinach 　leaves （A ） and 　E ∬ herichia　co〜i
IMA12119 （B）

HPLC 　conditions 　as　given　in　text

Table　2　Molecular　species 　composition 　of 　phosphatidylglycerols　from　spinach 　leaves　obtained 　bv　HPLC ／ESI−MS 　and

　 　 　 　 HPLG ／UV

Pcak　area ，％

Peakno ．／＋） ECNh 〕 RRT ⊂1
Molecular 　speciesd

） HPLC ／ESI−MS
の

HPLC ／uvo

1234

峨
5
ρ
0

ρ
08002229
」
3333

LO  

1，171
．481
．611
．911
．98

18 ： 3−16 ： 1

18 ：3−16 ； 0

18 ：2−16 ；O
l6 ：0−16 ；1
16 ：0−16 ；0
18 ：1−15 ：0

57．330
．85
．04
．71
．40
．8

58．926
．45
．45
．22
．51
．6

a ）Peak 　numbers 　correspond 　to　those　in　Figs．2A 　and 　3A ；b＞Eq し取ivalent　carbon 　numbcr
馳＝total　acyl 　carbon 　nu ！nbcr

− 2 × number 　of

double　bonds；c）Re　tention　times　relative 　to　i8 ：3−16 ； 1 ；d）No 　distinction　is　rnade 　between 　the 　sn −1　and 　5π
一2　positions；e ）［M

− H ］
−

ions
　of 　thc う露（3・5−dinitrophenアlurethane）derivatives　of 　phosphatidylglycerols；f）UV 　detecdon　of 　the　bis（3，5−d貢nitrophenylurethane ）

deriv艮dves　of　phosphatidylglyccrols

HPLC ／uv ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．2 に示 す．少 量 の ア ン

モ ニ ア 水を添加 した移動相を用 い る こ とに よ り，各分 子 種

が 形状 の よ い ピー
ク で 検出 さ れ た ．ホ ウ レ ン ソ ウ PG で

は ，メ タ ノ
ー

ル
ー
水

一29％ ア ン モ ニ ア 水 （95 ：5 ：0．1，

v ／v ／v ）を用 い る イソ ク ラ テ ィ ク 溶離法で 45 分程度の 分析

時間で 6 成分が 明 りょ うに 分離 さ れ た （Fig．2A）．一
方，

成 分数 の 多い E．c ・ti　PG の 場合 は ，同 9S ： 7 ； 0」 （v ／v ／v ）

を適用 して 溶出 を少 し遅 らせ て ピー
ク 問の 重 な りを避 け る

こ と に よ り，23 成 分 が 検 出 さ れ た ．各成分 は ，ECN

（equivalent 　carbon 　number ）値 に 従 っ て カ ラ ム か ら 溶出

した （Table　2 及び Table　3）．　 cyl7 ； 0 と cyl9 ： 0 の シ ク

ロ プ ロ パ ン 酸 の ECN 値 は，対応 す る （分子 量 の 等 しい ）

17 ： 1 及 び 19 ： 1 と 同
一

と見 な して 算 出 し た．同 じ ECN

値の 分子 種 の 中 で は
，

二 重 結合 を もた な い 成 分が 最 も早 く

N 工工
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Table　 3M 。1。、。 lar　specl ・・ c・ mp ・・iti・ n ・f　ph ・・ph・・idylglア・ e・・1・ 仕・ m 酷 轍 伽 ・・姐 AMI2119 ・b・・i・・d
　
by

　
HPLG ／

ESI−MS 　and 　HPLC ／UV

Peak　area ，％

Pcak 　n 。．alECNb ） RRT し〕 Molecular 　speciesd
） HPLC ／ESI−Mscl HPLC ／U ψ

1234567891011121314151617181920212223888999990001111122223332222222233333333333333305894041305726286416489幡

αb

脯

αβ

留

σB

傭

α9
 

ω

mU

ロ

建

BBM

届

価

照

D

罰

温

14 ：0−14 ：0

14 ：0−16 ； 1

14 ：1−17 ： 0

14 ；0−15 ： 0

15 ； 0−16； 1

14 ・ o−・yl7 ・ohl
l7 ： 1−16 ； 1

16 ： 0−14 ；O

l6 ；0−16 ： 1

18 ；1−16 ：1

16 ；〔レ15 ：0
15 ：0−18 ：1

17 ：0−16 ； 1
16r 〔トcv17 ；0
18 ： 1−⊂yl7 ；0

16 ： 0−16 ： 0

　 16 ： 0−18 ： l

　l8 ：1−18；1

17 ：〔トcy17 ：0
　17r 〔Ll8 ：1

16 ： 0−cyl9 ： 0
c ア19 ： 0−18 ： 1

繼
αユ

麗

認

鵠

禦
α9

謬
熈

諺
舗

瀦
舗

櫞

66Q

ゾ

010

寛
謡

麟

署
嵯
錨

鞳
麗

a ）Peak　numbers 　correspond 　to　th   se 　in　Figs，2B　and 　5A ；b）Equivalent　carbon 　numher
≡tota1　acyl　carbon 　number

』2xnumber 　of

doub 監e　bollds．　ECN 　values 　of 　cyl7 ：0and 　cア
19 ： 0arc 　taken 　as 　equivalent 　to　those 　or 　l7 ； 1and　l　9 ： 1，　respectively ；c ＞Retcntion

口mes 　relative 【o 　l6 ； 〔レ16 ： 1 ；d）No 　distinction　is　made 　between　the　sn −l　and 　sn −2　positions；c ）［M −H ］　並ons 　of 　the 伽 （3，5−dinitro−

phenアlurethanc）derivatives　of 　phosphatidylglycerols；憂）UV 　detecしion　of 　the 　bis（3，5−dinitrophenylurethane ）derivatives　of 　phos−

phatidylglycerols；9）n 、d ．，　not 　detected ；h）c ア，　cycloprQpane

カ ラ ム か ら溶 出 した．逆 相 HPLC にお い て ，移動相 に 塩

基を加える こ とに よっ て 良好な 分離が 得 られ るの は ， 塩基

が PG の 極 性部位 と固 定相 との 相互 作 用 を抑制 す る た め で

あ り，塩 化 コ リ ン や トリ エ チ ル ア ミ ン な ど も有効 で あ る と

言わ れ て い る
IS）．移動相 に塩基を添加す る こ と に よ っ て 分

子種 が よ く分 離 さ れ る こ と は ， ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン

（PC ） に つ い て も観察 され て い る
19 ｝
一一21 ）．一

方 ，
　 Abidi 　and

Mounts は，カ ウ ン ターイオ ン と して第4 級 リ ン 酸 ア ン モ

ニ ウ ム を用 い る 逆相 イ オ ン対 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り，

大 豆種子 油中に 少量存在す る PG の 分子種を分離 し，低波

長 UV （205　nm ）下 で 溶出成分を検出す る 方法を報告 して

い る
（J｝．少量 の ア ン モ ニ ア 水を移 動相 に 添加 して 分子種 を

分析す る 本法 は，移動相 の 調 製が 容易で あ る こ とと bis−

DNPU 誘導体が 強い UV 吸 収を示す こ とか ら （ん  226　nm ，

ε 59600）1°1
高感度 で ある 特徴を有 して い る．一

方で，使用

した ODS カ ラ ム は シ リ カ ゲ ル を基 材 とす るた め，ア ン モ

ニ ア 水 を添加 し た移動相 （pH 　9．7〜9．8）を使用 した場 合，

カ ラ ム 性能が低下す る お それ が ある．しか しな が ら，本研

究 で 適用 した o．1％ 程度 の 添加量 で は保 持 時 間 や 分離の 再

現性 に ほ とん ど影響 は 認 め られ な か っ た．

　3・3 分 子 種 の 同定

　逆相 HPLC で 分離…さ れ た各分子種を オ ン ラ イ ン ESI −MS

に よ り同定 した ．ホ ウ レ ン ソ ウ PG 　bis−DNPU 誘導体 の

HPLC ／ESLMS に よ っ て 得 られ た総 イ オ ン カ レ ン トク ロ マ

トグ ラ ム （TIC ）を Fig，3A に 示す．　 HPLG ／uv ク ロ マ ト

グ ラ ム （Fig．2A ） と 同様 に 6 成分 が 検出され た．各 ピー

ク の 負 イ オ ン ス ペ ク トル 中 に は，［M − H ｝
一
の 強 い 脱 プ ロ

トン 化分子が観察され た の で （Fig，3B），この イ オ ン と脂

肪 酸分 析 の 結果 （Table 　 l） を利用 して 各分子種を推 測 し

た ．例 え ば ， TIG 上 で 25 〜26 分 に 溶 出 し た ピー
ク 3

（Fig．8A）の m ／z　1163 は，脂肪酸組成 （Table　l）か ら

18 ：2−16 ：0 と 18 ： 1−16 ： 1 の 2 つ が 考 え られ る．しか し，

18 ： 1は微量成分で あり，マ ス ク ロ マ トグ ラフ ィ
ーに よ っ

て も後者の 分子種 は 検出されなか っ た こ とか ら （Fig．4），

ピーク 3 は 18 ： 2−16 ：0 と 同定 さ れ た ．

　Fig．5 に ，　 E．　coli　PG 誘導体 の HPLc ／Esl−Ms 分析 の 結

果 を示す．HPLC ／uv で 得 られ た ク ロ マ トグ ラ ム （Fig．

2B） と 同 様 に ， 明 り ょ うな TIC が 得 ら れ た （Fig．5A）．

各 ピーク の 質量ス ペ ク トル か らは，い ずれも ［M
− H ｝

一
の

強い 脱プロ トン 化分子が検出された の で ，こ の イ オ ン を利

用 して
，

ホ ウ レ ン ソ ウ PG の 場合 と同様 の 方法で 各分子種

の 同定を試み た．例 えば，TIC 上 で 50．2〜51．5 分 に 溶出
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Fig．3　Reversed−phased　HPLC ／ESI−MS 　profiles　of 　the　bis（3，5−dinitropheny正urethane ）derivatives　of 　phosphatidyl−

glycerols　from　spinach 　leaves

A ： total　i〔）n 　chromatogram （TIC ）；B ： mass 　spectrum 　averaged 　over 　the 　peak　8　betveen　25．3　and 　26．1min 　on 　TIC．
LC ／ESI−MS 　conditions 　as 　given　in　text

す る ピーク 15 （Fig．5A） の 質量 ス ペ ク トル 中の m ／z　ll51

は，脂肪酸分析の 結果 （Table 　 l）か ら 16 ：0−cyl7 ：0 で

あ る と推定され る，同様 に して 他 の主要 ピーク も同定 され

た が，分子量 の 等 し い 成分 （例 えば，ピー
ク 13，14 及び

15） を正 し く同 定 す る た め に は，各成 分 の 構 成 脂肪酸 に

関 す る情報が 必 要 で あ っ た．そ こ で ，イオ ン 源 に 高電圧

（source 　CID　energy ，4  ％ ）を印加 して フ ラ グ メ ン テ
ー

シ

ョ ン を 行 っ た 結果，DNPU 部が 2 つ 脱離 した ［M ＋ H − bdS−

DNPU ］
’

（ベ
ー

ス ピー
ク ） と 1 つ 脱離 した ［M

− DNPU ］
一

の フ ラ グ メ ン トイ オ ン の ほ か に ，誘導体 分 子 中 の 2 つ の

DNPU 部 とア シ ル 基 の 1 つ が 脱離 し た 弱 い ［M ＋ 2H − bis−

DNPU − RCO ］
一
イ オ ン が得 られた ，したが っ て，こ の 脂

肪 酸 関連 イ オ ン を利用 し て，HPLC で 分離 され た ほ と ん ど

す べ て の 分 子 種 を少 量 成 分 を含め て 正 確 に 同定す る こ とが

可 能 で あ っ た．例 え ば，ピー
ク 15 （Fig，5A） の 分子種 は ，

脱 プ ロ ト ン 化 分 子 mfz 　ll51 （Fig．5B） と ア シ ル 基

（cy17 ： 0） 関 連 の m ／z　484 イオ ン （［M ＋ 2H − bis−DNPU 一

RCO ］
一
）（Fig．5G） か ら 16 ： 0−cyl 　7 ； 0 と同 定 さ れ た．他

の ピー
ク に つ い て も同様 の 方法で 解析 し，

マ ス ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

に よ っ て 確認 し た （Fig，6）．例 え ば ，　 m ／z

ll51 ．5 ± 0，5 （［M
− H ］

一
）の 質量 数 を検 索 す る こ とに よ り，

分子 量の 等 しい 3 成 分 （ピ ーク 13，14，15）が得 られた．

　3・4　分 子 種 組成

　HPLC ／UV と HPLC ／ESI−MS （SIM ＞で 求 め た ホ ウ レ ン

ソ ウ PG 及 び E．　 coli　PG の 分子種組成 （ピ
ー

ク 面積 ％ ）を

Table　 2 及 び 3 に 示 す．ホ ウ レ ン ソ ウ PG の 主 要分
．
子種 は

18 ： 3−16 ： 1 と 1813 −16 ：0 で ある あ る こ とが知 られ て い

る
2）8 ）1bl17 〕．本 研 究 で 分析 した 試料 で も 18 ； 3−16 ： 1 と

18 ：3−16 ：0 で 全 PG 中約 90％ を 占 め た．そ の 他少 量 成 分

と して
，

18 ： 2−16 ：0 ， 16 ： 0−16 ： Ll6 ： 0−16 ： 0 及 び

18 ： 1−16 ：0 の 4 分 子種 が 検出さ れ た．E．　 coti・PG か ら は，

こ れ まで 未同 定 だ っ た 1％ 以 下 の 少 量 成 分 を含 め て 23 成

分が 検出 さ れ た．主 な分子 種 は 16 ： 0−161Ll6 ：0−18 ： 1

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　文　　石 岡，田 岡，板 橋 。 高速 液 体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

／質量分析法 に よ る ホ ス フ ァ チ ジル グリセ ロ
ール の 分子種 分析　　

801

100 コ

　 ニ　　1、18：3−16：1
5・ 1

　 ≡

1
’

NL ：5．29E7
m ／z；1159、5−1160．5

o
．

1oo　

　 ヨ 2．18・3−1610
50

三

 2 NL ：3．25E7m
／z＝1161．5−1162．5

90

唱

昌
ロ

ロ

幽

く
O冫
冨

邸［
O

属

0 ゴー一 一

100　150
一 3．18 ：2−16：0

一

3A

昌
1、一　一

NL ：1．05E7
m ／z＝1瓱63．5−ll645

0
．

100 コ

5o コ

　 i4

．16 ；0−16：1
4

一

NL ：8．29E6
m ／z＝1137．S”1138．5

0

’°°

15、16、e．16，。
50 コ

0
」一

’°°16 ．18、1−16、。
50 豆

　　　　　　　　　　5111

　　　　　　　　　　μ
　 　 　 　 　 　 ．．「
一 　　一 一 　　　

、＿＿ 一一

oL 一 〒 ＿ rTT 〒 悟 ≒ 一 → ．・
＋
・− r

一
硫 「一 一 〒

NL ：2．62E6m
／z＝1139．0−1140．0

5　　　　 10　　　　 15　　　　 20

」

6 NL ：1．20E6m
／z＝1165．0闇1166．0

25　　　　 30

　 T   e／min

35　　　　　　40　　　　　　45　　　　　　50

Fig．4　Mass　chromatograms 　representing ［M
− H ］

from　spinach 　leaves

m ／z ＝＝［M
− H ］ ± O．5

ions　of 　major 　molecular 　species 　of 　phosphatidylg】ycerols

及 び 16 ： 0−cy17 ：0 で あっ た ．　E．　coli　Kl2 由来 PG で も，

こ れ ら 3 成 分 が 主要分子種 で あ る こ とが 報告 さ れ て い

る
7幽 ．

　E．coliS 旨質 の 特 徴 的成分 で あ る シ ク ロ プ ロ パ ン 酸

（cyl7 ：0 及 び cyl9 ：0） は PG 分 子 中の sn −2 位 に 局在す る

こ とが 知られて い る
7）u
’
2〕．ピーク 15 （16 ：0cyl7 ： 0） の 質

量 ス ペ ク トル に 見 られ る ［M ＋ 2H 　
一

　bis−DNPU − RCO ］
一
で

は，cyl7 ： 0 の ア シ ル 基が 脱離 した イ オ ン の み が 得 られ，

16 ；0 関連 の イ オ ン は 観察 されなか っ た （Fig．5C ）．こ の

こ とは，本研 究 で 適用 した 条件 で は，sn −1 位 の ア シ ル 基

よ りも sn −2位 の ア シ ル 基 の ほうが 脱離 しや す い こ とを 示

唆 して い る．こ の 現象 が，ア シル 基の 異な る すべ て の 分子

種 につ い て 共通か ど うか は 明 らか で は な い が ，Verno 〔’ji
ら

19）
も数種 の 合成 リ ン脂質の ESI−MS を 測定 し，　 sn −1 位と

sn −2 位 か ら脱離す る脂肪酸由来 イ オ ンの 強度 の 違 い を報

告 して い る こ とか ら，今後 フ ラ グ メ ン テ
ー

シ ョ ン の 詳細 な

解析が 必 要で あ る と考えられ る．

　HpLC ／UV で 得 られ た 分子 種組成 は HPLC ／ESI −MS で 得

ら れ た 値 （面 積 ％ ） と 比 較 的 よ く
一

致 し た こ と か ら

（Table　2 及 び 3），
　 HPLG ／ESI−MS は 分子種 の 同定 ば か り

で な く，PG 組成を求 め る 方法 と して も十分な実用性 を有

す る と 考えられ る．しか し，含有率 の 高 い 成 分 （ホ ウ レ ン

ソ ウ PG で は 18 ： 3−16 ： 0，　 E．　 coli 　PG で は 16 ：0−16 ： 1，

16 ： 0−cyl7 ：0 及 び ユ6 ： 0−18 ： 1＞ で は ，　 MS の ほ うが UV

検出 よ りも幾分高い 値 （4 〜7％ ） を示 した の で，HPLC ／

ESI −MS で 組成 を求め る場合，成分濃度 と ピ ーク面積 の 相

関 に つ い て ，更 に 詳細 に 検討す る 必要があ る と考 え られ

る．

　本研究 で確立 した 方法 は，PG を bis−DNPU 誘導体 に変

換 し て 逆 相 HPLC ／UV と HPLC ／ESI −MS で 分子種組成を

求め る もの で，PG を 加水分解 して 組成を求 め る 従来 の 方

法 よ りも簡便 で あ る．HPLG ／ESI−MS で は，少量 （0，5

pmol 程度） の 試料 で ，少 量 成 分 （総 分 子 種 中 1％ 程度）

を含め て 分子種 の 同定が可能で あ っ た こ と か ら，本法は天

然 物 由 来 PG の 分 子 種分析 に 広 く適用 で きる と考 え られ

る．

　本研 究の
一

部 は科学 研究 費補助金 （基 盤研究 Bl3460088 ） に

よ っ て 行 わ れ た．
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要 旨

　高速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ） と質量分析法 （MS ） を 用 い て，植物 チ ラ コ イ ド膜 や 微生物細胞

膜の 特徴的成 分で あ る酸性 リ ン 脂質
一
ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リセ ロ

ー
ル （PG ）

一
の 分子種の 詳細 を 明 らか に する

簡便な方法 を確 立 し た．ホ ウ レ ン ソ ウ葉 及 び大 腸 菌 か ら分離 した PG をビ スー3，5一ジ ニ トロ フ ェ ニ ル ウ レ タ ン

誘導体 （bis−DNPU ） に 変換 して ，　 UV 検 出 HPLG （HPLC ／UV ） と エ レ ク トロ ス プ レ
ーイ オ ン 化質量 分析法

（HPLC ／ESI−MS ） に よ り分析 した．　 HPLC ／UV 分析 で は，　 ODS 充填剤 を含む カ ラム （25　cm × 4．6mm 　i．d，）

と少量の ア ン モ ニ ア水を添加 した移動相 1（メ タ ノ
ール ー

水
一29％ ア ン モ ニ ア 水 （93 ： 7 ：  ，1 又 は 95 ： 5 ：

0．1，v／v／v）｝を用 い る こ とに よ っ て PG の 種 々 の 分子種が 明 りょ うに 分離 さ れ，分子種組 成 を正確に 求め

る こ とが 可 能で あ っ た．HPLG ／ESI−MS で は，［M
− H ］

一
の 強 い 分子量関連 イ オ ン と構 成 脂肪酸由来 の ［M ＋

2H − bis’−DNPU − RCO ］
一
イ オ ン が 得 ら れ たの で ，こ れ らを利用 して 各分子種 を 同定 し た．　 HPLC ／UV と

HPLC ／MS で 求め た 各分 子 種 の ピーク面 積 比 は お お む ね
一

致 した こ とか ら，　 PG 誘導体 の HPLC ／ESI −MS は

分 子 種 の 同 定 ば か りで な く，組 成 分 析 法 と し て も有用 で あ る こ とが 認め ら れ た．
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