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プラスマローゲンの分析法
Analytical Methods for Plasmalogen 

連絡者	：西向　めぐみ
E-mail	：nmegumi@iwate-u.ac.jp

論文要旨：プラスマローゲンはリン脂質のサブクラスの一種で，嫌気性微生物から哺乳類まで生物界に広
く分布している。プラスマローゲンの病態生理学的役割はよくわかっていないが，以前から，アルツハイマー
病をはじめとする多くの神経変性疾患との関係が示されてきた。近年，体内のプラスマローゲンの変動が，
酸化ストレスや慢性炎症を伴う代謝性疾患に関与するという多くの報告があり，血漿・血清中のプラスマロー
ゲンは，これらの疾患のバイオマーカーとして期待される。そこで本稿ではプラスマローゲンの疾病との関
係 , およびプラスマローゲン分析の従来法から新しい方法まで様々な分析法を紹介する。

Abstract: Plasmalogen is a subclass of phospholipids widely distributed in the biological world, 
from anaerobic bacteria to mammals. Although the pathophysiologic roles of Plasmalogen are poorly 
understood, it has long been implicated in a number of neurodegenerative disorders such as Alzheim-
er's disease. Recently, there have been various reports that changes of plasmalogen in the body are in-
volved in metabolic diseases associated with oxidative stress and chronic inflammation. Thus, plasma/
serum Plasmalogen is a potential biomarker for these diseases. Here we describe the relationship be-
tween plasmalogen and diseases, and the various reports from conventional to new methods of plas-
malogen measurement.
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1　はじめに

グリセロリン脂質は，グリセロール骨格の sn-1 位へ
の脂肪族炭化水素鎖の結合形態によって，ジアシル型，
アルキル型，アルケニル型の 3 つのサブクラスに分類さ
れる。ジアシル型はグリセロリン脂質の主要なサブクラ

スであり，一般的にリン脂質というと，ジアシル型を指
すことが多い。また，アルキル型とアルケニル型を総称
してエーテル型グリセロリン脂質と呼び，特にビニル
エーテル基を有するアルケニル型はプラスマローゲンと
呼ばれる（Fig. 1）。さらに，sn-3 位に結合する極性基に
基づき，主にエタノールアミン型とコリン型に分類され
る。

プラスマローゲンは，嫌気性微生物から哺乳類まで生
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物界に広く，比較的多く分布しているが，微生物と動物
とでは生合成系が異なっていることが報告されている 1）。
本稿では動物における知見を以下に示す。

動物におけるプラスマローゲン生合成の最初の 2 段階
はペルオキシソームで行われる 2，3）。また，その律速酵
素である Fatty acyl CoA reductase 1（Far 1）はペル
オキシソームに局在している 4）ことから，ペルオキシ
ソームはプラスマローゲンの生合成に欠かせない細胞内
小器官であると考えられている。生合成系の途中で生成
されるアルキル型グリセロリン脂質はプラスマローゲン
の前駆体であり，エタノールアミン型プラスマローゲン
はエタノールアミン型のアルキル型グリセロリン脂質か
ら合成されるのに対し，コリン型プラスマローゲンはコ
リン型のアルキル型グリセロリン脂質ではなくエタノー
ルアミン型プラスマローゲンの変換により合成されると
考えられているが，その正確な生合成経路はいまだ不明
である 5，6）。

生体内において，プラスマローゲンは多種多様な組織・
臓器に分布しているが，ほとんどの臓器でエタノールア
ミン型の方がコリン型よりも多く，特に脳や神経系では
エタノールアミン型の比率が高くなっている。一方，血
漿や心筋など一部の組織においてはコリン型が比較的多
く存在している。しかし，その病態生理学的役割はいま
だ不明な点が多い。

前述のようにプラスマローゲンの生合成はペルオキシ
ソームで始まる。ペルオキシソームの障害を持つ患者の
中には，プラスマローゲンが全身的に減少し，重度の精
神遅滞，副腎機能障害，白内障，軟骨異形成や不育症な
どの様々な病態を示すことがある 7）。プラスマローゲン
生合成ノックアウトマウスも同様の表現型を示し，特に
中枢神経系の機能障害が顕著である 8）。また，プラスマ
ローゲンは脳に多く存在し，神経細胞の機能やミエリン
の形成に不可欠な役割を果たしていることから 9，10），プ

ラスマローゲンの減少は，アルツハイマー病（AD）をは
じめとする多くの神経変性疾患の要因となっている 11－13）。
さらに，プラスマローゲンは，膜融合の促進に関わる膜
の特性を調節する 14）など，生体膜の調節にも関与する
ことから，神経系に限らず，様々な病態の発現に関与し
ている可能性が示唆されている。

脳や心筋などプラスマローゲンが多く含まれている臓
器は，酸素消費量が多く，酸化ストレスを受けやすいこ
と，また，プラスマローゲンを欠損させた培養細胞や動
物は，野生型に比べて酸化ダメージを受けやすいことか
ら，プラスマローゲンは内因性の抗酸化物質として機能
していると考えられている。この機能には，sn-1 位のビ
ニルエーテル結合が関与し，ビニルエーテル部分を介し
た活性酸素種消去により，細胞を酸化障害から保護する
と考えられている 15－18）。さらに，プラスマローゲンは
sn-2 位にアラキドン酸やドコサヘキサエン酸などの多価
不飽和脂肪酸を結合し，炎症に関連する生理活性脂質メ
ディエーターの前駆体の貯蔵庫としても機能している。

以上のような観点より，酸化ストレスや慢性炎症を伴
う代謝性疾患へのプラスマローゲンの関与が注目され，
認知症や動脈硬化症，心血管疾患などの加齢性の疾患で
は，症状の進行とともに血中のプラスマローゲンの減少
が報告されている 19－22）。また，プラスマローゲンと癌
との関係も報告されており，胃癌や結腸癌のような消化
器癌の患者における血漿中プラスマローゲンは，健常者
と比較して有意に増加している 23，24）。このように，老
化と関連する疾病とプラスマローゲンの関係は，その増
減だけでは判断できないほど非常に複雑である。しかし，
複雑であるがゆえに，血漿・血清中のプラスマローゲン
は，加齢性疾患の診断や治療効果の予測に役立つマー
カーとなる可能性があり，ますます，プラスマローゲン
分析の必要性が高まると考えられる。そこで本稿では，
我々が採用している血漿・血清プラスマローゲンの分析

Fig. 1　Chemical structures of diacyl and ether-linked phospholipids.
X, head group （choline, ethanolamine, inositol, serine） ; R1 & R2, hydrocarbon chain.
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法を含め，プラスマローゲンの新旧様々な分析法につい
て以下に紹介する。

2　血漿・血清中のプラスマローゲンの分析法

プラスマローゲンの分析法はいろいろあるが，その構
造的特徴であるビニルエーテル結合を利用したものが多
い。

プラスマローゲンのビニルエーテル結合はメタノール
溶液中でヨウ素と特異的かつ定量的に反応することが知
られており，ヨウ素の持つ 355 nm の波長光の吸収の減
少を測定することで，プラスマローゲンの定量が可能で
ある 25，26）。このヨウ素を用いた古典的な方法は，比較
的簡単な手順ではあるが，検出感度が低いという問題が
ある。同じくビニルエーテル結合を利用した分析法とし
て，アルデヒドを測定する方法がある。プラスマローゲ
ンのビニルエーテル結合は酸に不安定で，酸により脂肪
族アルデヒドとリゾリン脂質に分解される。結果として
得られる脂肪族アルデヒドは，通常，ガスクロマトグラ
フィー／質量分析法（GC または GC/MS）を用いてジ
メチルアセタール誘導体として測定され 27），一方，リ
ゾリン脂質は二次元薄層クロマトグラフィーなどによっ
て測定される 28）。また，ホスホリパーゼ C により sn-3
位のリン酸基以降を切断し，残った部分を高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC，LC）にてプラスマローゲンと
ジアシル型，アルキル型を分離する方法もある 29－31）。

しかし，これらの分析法は，手間がかかること，また
感度の問題があり，プラスマローゲンを正確に分析・定
量するには不十分である。近年，これらの問題を解決す
るために以下のような様々な方法が報告されている。
2・1　�放射性ヨウ素（125I）を用いた高速液体クロマト

グラフィー（HPLC）による分析
我々はプラスマローゲンの簡便で迅速な高感度定量法

を検討する中で，triiodide ion（以下，I3
－と略す）がプ

ラスマローゲンのビニルエーテル結合と特異的に反応
し，プラスマローゲンにヨウ素（I）を付加することを
見出した 32）。反応機序やヨウ素付加体の構造の詳細は
不明であるが，質量分析によりヨウ素付加体では 158 の
質量増加を認めることから，Fig. 2 のような構造が推測

Fig. 2　Estimated mechanism of action of iodine with Plasmalogen.

Fig. 3　Radioactive iodine （I-125） binding capacity of vari-
ous glycerophospholipids35, 36）.

BHPC, bovine heart choline glycerophospholipids 
（70% PlsCho） ; BBPE, bovine brain ethanolamine 
glycerophospholipids （90% PlsEtn） ; BHLyPC, bo-
vine heart choline lysoglycerophospholipids （80% 
LyPlsCho） ; BBLyPE, bovine brain ethanolamine ly-
soglycerophospholipids （90% LyPlsEtn） ; SPC, soy-
bean phosphatidylcholine; Ox-SPC, oxidized soybean 
phosphatidylcholine; EYPC, egg yolk phosphatidyl-
choline; Ox-EYPC, oxidized egg yolk phosphatidyl-
choline; EYPE, egg yolk phosphatidylethanolamine; 
Ox-EYPE, oxidized egg yolk phosphatidylethanol-
amine.
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された。ちなみに，ヨウ素以外のハロゲン元素である塩
素（Cl）や臭素（Br）もプラスマローゲンと特異的に
反応するが，これらの元素の場合にはプラスマローゲン
は開裂してしまい，塩化あるいは臭化アルデヒドを生成
する 33，34）。ヨウ素付加プラスマローゲンを高感度で検
出するために，放射性ヨウ素（125－I）を過酸化水素で
処理し 125－I3

－を含むヨウ素試薬を作製した 32）。この
ヨウ素試薬を用いてヨウ素とプラスマローゲンとの結合
比を調べたものを Fig. 3 に示す。コリン型プラスマロー
ゲン（BHPC，70％コリン型プラスマローゲン）とその
リゾ体（BHLyPC，80％コリン型リゾプラスマローゲン），
およびエタノールアミン型プラスマローゲン（BBPE，
90％エタノールアミン型プラスマローゲン）とは 1：1
の割合（見かけの結合比は 1：0.5）で，エタノールアミ
ン型プラスマローゲンのリゾ体（BBLyPE，90％エタノー
ルアミン型リゾプラスマローゲン）とは 1：2 の割合（見

かけの結合比は 1：1）で結合することがわかった。ち
なみに，プラスマローゲン以外のグリセロリン脂質には
ヨウ素は結合しないことも確認している（Fig. 3）。これ
らのヨウ素付加プラスマローゲンは，フローガンマカウ
ンターを検出器として，内部標準物質を用いた HPLC
により分別定量が可能となった 32）。HPLC 上のピーク
面積と計測された放射活性の間には直線性が認められ，
ピークの形状や溶出時間に影響されず定量ができるこ
と，さらに直線の傾きはプラスマローゲンの分子種によ
らずコリン型プラスマローゲン，エタノールアミン型プ
ラスマローゲン，および内部標準物質でほぼ等しく，定
量値は比較可能であることが示された 35）（Fig. 4）。さら
に，本定量法の precision（精度：再現性）と accuracy	

（正確度：真値にどのくらい近いか）を日内および日間
変動により評価したところ，いずれも満足できる結果が
得られ，本法がルーチン使用に耐えられることを確認し

Fig. 4　�Linear regression analyses between the peak areas on LC and the radio counts, and the between the amounts of bind-
ing-iodine and plasmalogen or Q.S.35, 36）.
PlsCho, choline plasmalogen; PlsEtn, ethanolamine plasmalogen; Q.S., quantitative standard（1-Alkenyl 2,3-cyclic glycero-
phosphate）.
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た 35，36）。
2・2　�液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析法

（LC-MS/MS）による分析
病態との関連性を論じる上で，プラスマローゲンの総

量だけではなく，プラスマローゲンに結合している脂肪
酸の種類や官能基などの詳細な構造解析，つまり分子種
の情報が必要である。溶離液等を工夫して LC によるリ
ン脂質の分離も可能であるが，分子種等の詳細な情報を
得ることは難しい。そこで LC と MS/MS を組み合わせ
た分析法がリン脂質の分析には有効である。LC の条件
に関しては，使用する機器の仕様などにより使用可能な
溶媒が異なるので，他の論文を参考にして欲しい 37，38）。
ここでは MS/MS について紹介する。

前述のように，グリセロリン脂質は，グリセロールを
骨格とし，sn-1 位に脂肪族炭化水素鎖である脂肪族アシ
ル基または 1-O- アルキル基，sn-2 位にアシル基，sn-3
位に極性基を持つリン酸エステル基（極性頭部基）を含
む。MS において，グリセロリン脂質の［M＋H］＋また
は［M－H］－にアルゴンや窒素などの不活性ガスを衝突
ガス（コリジョンガス）として衝突させると解離（衝突
誘起解離，Collision-induced dissociation：CID）し，フ
ラグメントを生じる。ポジティブイオンモードの CID
の場合，主要なフラグメンテーション経路の 1 つは，リ
ン酸－グリセロール結合の切断であり，その結果，リン
脂質の極性頭部基の特徴的な断片化によるプロダクトイ
オンの生成によって，リン脂質のクラスを特異的に検出
することができる 39，40）。

エタノールアミン型グリセロリン脂質はポジティブイ
オンモードの CID で，ホスホエタノールアミンの頭部
基である 141 Da のニュートラルロスを示す。しかし，
同じエタノールアミン型であってもプラスマローゲンは
ジアシル型やアルキル型と同程度のホスホエタノールア
ミンのニュートラルロスは受けない 41）。代わりにビニ
ルエーテル基によってもたらされる特徴的な分子内転移
により，ビニルエーテル基を含む sn-1 位と sn-2 位の炭
化水素側鎖を反映するフラグメントを生成することが明
らかになっている 42）。そのフラグメントを Fig. 5（左）
に示した。CID により，sn-1 位が 16：0，18：0，18：1
であるエタノールアミン型プラスマローゲンは，それぞ
れsn-1由来の炭化水素鎖を有し，かつ，リン酸－エタノー
ルアミンを含む m/z 364，392，390 のフラグメントを
生成する。その結果，sn-1 位が 16：0 であるエタノール
アミン型プラスマローゲンの場合，sn-2 位に結合する炭
化水素鎖によって，Fig. 5（右）に示すような分子種の
検出が可能となる。示したチャートはヒトの血清の分析
例である。

一方，コリン型グリセロリン脂質はポジティブイオン
モードの CID で，ホスホコリンの頭部基である m/z 
184 のプロダクトイオンを生成する。コリン型の場合，
アルケニル型であるプラスマローゲンもジアシル型やア
ルキル型と同じように m/z 184 のプロダクトイオンを
主に生成する。しかし，コリン型プラスマローゲンは，
エタノールアミン型プラスマローゲンのようなプラスマ
ローゲン特異的なフラグメントを生成しない。そこで，

Fig. 5　UPLC-MS/MS analysis of ethanolamine plasmalogen molecular species.
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我々は，コリン型プラスマローゲンから生成する 3 種の
フラグメントによる同定，および，プラスマローゲンは
酸に弱いという性質を利用したピーク同定により分析し
ている 21，43）。例として 16：0/20：4 のコリン型プラス
マローゲンの MS/MS を Fig. 6 に示す。CID により，ホ
スホコリン由来の m/z 184 と sn-2 位または sn-1 位の炭
化水素鎖が外れたフラグメントが生じ，同じリテンショ
ンタイムのピークを検出することにより同定を行う。さ
らに，酸処理（塩酸蒸気に暴露）をしたサンプルを同じ
ように分析すると，酸に弱いプラスマローゲンのピーク
は消失する。これらの方法を合わせて同定を行ってい
る。定量には，イオン強度の強い m/z 184 のフラグメ
ントを使用している。なお，コリン型プラスマローゲン
の MS/MS 分析に関しては，東北大学のグループで酢酸
ナトリウムを含む溶離液を用いたアルカリ金属（ナトリ
ウムイオン）存在下での特異的なフラグメント解析を確
立しているのでこちらも参考にされたい 44，45）。このよ
うに LC-MS/MS を利用して，プラスマローゲンの分子
種解析が可能である。
2・3　酵素アッセイ法による分析

LC-MS/MS を用いた血清中のプラスマローゲンの測
定は，分子種などの詳細な情報を得ることができるが，
測定機器が高価であることや，サンプルの処理に手間と
時間がかかりすぎる問題がある。プラスマローゲン特異
的な酵素を用いた測定キットのようなツールがあれば，
医療現場での血漿・血清中プラスマローゲンの迅速測定
やプラスマローゲン研究の促進につながる。酵素法によ

る分析には，ホスホリパーゼ（PL）A1，PLA2，PLB，
PLC，PLD による分解が考えられるが，プラスマロー
ゲン特異的な加水分解酵素に関しては，福島大学のグ
ループが多くの報告をしている。

PLA1 と PLA2 は，それぞれ sn-1 位と sn-2 位の位置
選択性を持つが，杉森らは，市販の PLA2 よりもプラ
スマローゲンの sn-2 位のエステル結合の加水分解に適
している新規ホスホリパーゼ A1（PLA1）を Strepto-
myces albidoflavus NA297 46－48）から単離している。さ
らにリゾプラスマローゲンに特異性を示すホスホリパー
ゼ D も報告している 49，50）。これらの酵素を組み合わせ
ることにより，プラスマローゲンからリゾプラスマロー
ゲン，さらにコリンやエタノールアミンが生成する。こ
の反応系に，コリンオキシダーゼやアミンオキシダーゼ
を組み合わせることによってプラスマローゲンを測定す
る方法を提案している 36）。また，馬渡ら 51）は Aspergil-
lus oryzae 由来の PLA1 により共存するジアシル型リン
脂質を除去後，残りのエーテル型リン脂質をグリセロリ
ン脂質特異的 PLD で分解し，遊離のコリンやエタノー
ルアミンを測定する方法を提案している。

3　おわりに

本総説では，著者らの分析方法を含む，プラスマロー
ゲン分析の従来法から新しい方法まで様々な測定法を紹
介した。プラスマローゲンと疾病との関係が今後も明ら
かにされていくことは予想され，それに伴い，疾病マー
カーとしてだけではなく，疾病予防へのプラスマローゲ

Fig. 6　UPLC-MS/MS analysis of choline plasmalogen molecular species36）.
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ンの活用が考えられる。そうなると，血漿・血清だけで
はなく，食品素材も分析対象となる。その際，主に何を
検討したいのか（存在の確認なのか，総量なのか，分子
種組成なのか），また，研究設備や状況によって採用す
る分析法を選ぶ必要がある。
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