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[研究の目的]

バイオマーカー分子の発見ならびに定量法は，

疾患診断の性能を飛躍的に向上する。バイオ

マーカー分子として，核酸・タンパク質に加え

て，ある種の脂質分子はバイオマーカーとして

認知され，脂質のバイマーカー分子の探索も重

要な研究分野となっている。

現在，バイオマーカーとしての脂質分子の探

索法として，細胞溶解や除タンパク質などの前

処理，次に，液体クロマトグラフィー (HPLC)

による精密分離，そして最後に質量分析 (MS)

測定による構造解析が汎用される手法である。

しかし，脂質分子は，光学/幾何/構造異性体

を始め，わずかに構造の異なる分子が天文学的

な数 (10 万種以上) 存在し，しかも微量で存

在している。それゆえ，現状の HPLC-MS 測

定は，脂質バイオマーカー探索研究において求

められる性能を満たしていないといえる。

そこで，脂質バイオマーカー探索において新

たな原理に基づく手法が必要と考えられる。こ

の新たな手法として，膨大な数の脂質分子の

データを活用した機械学習による構造判定と，

機械では現状不可能な高性能分離操作および前

処理を融和した手法の開発により，現状法とは

一線を画す『脂質のバイオマーカー探索法』の

確立を目指す。

[研究の内容，成果]

1．抽出法に関する研究

前述の目的のために，今年度は，精密分離を

行う前処理として，細胞から脂質分子を抽出す

る手法に関して検討を行った。

抽出を行う方法として，液液抽出，固液抽出

の 2 通りが考えられる (表 2)。そこで，本研

究期間で 2通りの手法でそれぞれ取り組んだ内

容と成果に関して報告する。

液液抽出は，操作自体は簡便であるが，振盪
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表 1 現状の手法の問題点

図 1 本提案の目指す内容

表 2 固相抽出と液液抽出の比較



操作が必要であり，有機溶媒の使用量が多いう

え，濃縮率は高くない。そこで，細胞を溶解可

能であり，抽出率および濃縮率の高い溶液およ

び操作法の検討を実施した。

溶媒 Yに着目し，この溶媒 Yを用いて脂質

抽出の評価を実施した。脂質は代表的なリン脂

質を 3種選定し，このリン脂質から構成される

リポソームを薄膜水和，凍結融解，エクスト

ルージョン法により作製した。そして，この溶

媒 Yを用いて，溶媒 Y 中に抽出された脂質を

逆相 HPLC モードにて定量を行った。その結

果，写真に示す様に，有機 Y相を簡便に回収

可能であることを実証し，最適化は今後の検討

であるが，90%台の抽出率を実現した。

固相 (固液) 抽出は，試料から目的とする物

質を吸着させるため，抽出操作，回収操作が容

易である利点がある。また，オンライン抽出・

分離での操作の場合，液液抽出よりも適応性が

高い。一方で，オンライン抽出・分離の場合，

流路に固相を固定化する操作が必須となる。

様々な固相抽出剤が開発されているが，モノ

リス構造体は，カラム状および粒子状として成

型可能であり，高い通液性，高い比表面積を有

しているため，オフライン・オンライン抽出に

適した構造である。そこで，本申請期間内では，

まず多孔質粒子 (クライオゲル) の作製を検討

した。

多孔質粒子 (クライオゲル) は，低温パラ

フィン中でのキトサンの架橋，そして温度を上

げて，ポロゲンの氷晶を融解させることで作製

した。

得られたクライオゲル粒子の外観と SEM画

像を図 4に示す。外観より，凡そ 2mm程度の

粒子の作製に成功し，SEM画像から，多数の

空孔の形成が確認できた。以上から，多孔質粒

子の作製に成功した。続いて，この様なクライ

オゲルは，加圧・減圧により形状の変化・復元

が観察される場合がある。そこで，このクライ

オゲル粒子をシリンジに充填し，加圧・減圧を

行った。その結果，クライオゲルの粒子径は，

圧縮により形状が変化し，減圧により元の形状

に復元することを確認した。
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図 2 上段：溶媒 Yによる脂質抽出の写真
下段：各種リン脂質の抽出率

図 3 クライオゲル作製の手順

図 4 クライオゲル粒子の外観および SEM画像



今後の計画として，現在は粒子径が 2mm程

度，ポア (孔) サイズが数 mm 程度であるた

め，抽出担体として粒子径およびポアサイズの

微小化を目指す予定である。さらに，キトサン

はそれ自体がイオン交換担体として機能すると

ともに，アミノ基を有しているため様々な機能

性分子を表面に修飾することが容易である。こ

のため，脂質分子の抽出に適した表面設計を併

せて行う計画である。

2．抽出デバイスの作製に関する研究

細胞溶解，脂質分子の抽出を行うためには，

デバイス内での温度制御および温度勾配の作製

は重要である。そこで，抽出用の温度勾配デバ

イスの設計を行い，温度勾配デバイスの作製を

行った。その結果，今回の測定条件下では，

20-25℃での温度勾配を有するデバイスの作製

に成功した (図 6)。今後は，前述の抽出をこ

のデバイス中で実施し，抽出性能の評価ならび

に，後続の脂質構造解析とのオンライン化を目

指していく計画である。

3．脂質構造解析に関する研究

電気化学検出を用いた単 1 分子検出の研究を

行った。特に，1 成分のみ含む溶液ではなく，

混合溶液中での脂質分子の識別および構造解析

に焦点を当てた研究を実施した。そして，得ら

れた電気化学シグナルに関して，深層学習技術

の一つである長短期記憶 (LSTM) ネットワー

クを利用した時系列データ解析手法を導入し，

脂質分子の構造に関わる電気化学的シグナルの

解析を試みた。その結果を以下に記載する。

申請前には，すでに本アプローチの有用性を

示すことに成功しているが，今年度は，さらに

高い識別精度を実現するために，さまざまなア

ルゴリズムの最適化に取り組んだ。その結果，

ある X という解析により 67.5% (精度 0.675)

という最も高い識別精度を達成した (図 8)。

さらに，精度向上を目指してディープラーニ

ングの手法に目を向けた。まずは畳み込み

ニューラルネットワーク (CNN) を用いた評
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図 5 クライオゲルの形状復元

図 6 温度勾配デバイスと温度勾配の評価結果

図 7 脂質構造解析法の概念図

左：従来法，右：X解析法

図 8 各種手法による識別精度



価を行った。その結果，X 解析法と比較して

も顕著な精度向上は見られなかった。つまり，

CNNは画像認識やパターン識別に非常に強力

なモデルであるにも関わらず，時系列データの

解析や，本研究のような複雑な化学構造の識別

には最適な解ではないと判断できる。

そこで，時系列データやシーケンスデータの

処理に特化したディープラーニングモデルであ

る長短期記憶 (LSTM) ネットワークの導入に

より，さらなる精度向上を目指した。そして，

LSTM の能力を活かし，脂質分子の電気化学

的シグナルのような時系列データを含む複雑な

データセットの解析に取り組んだ結果，これま

でにない精度の高い識別が可能となった。

これらの成果から，炭素二重結合の存在に伴

う電気伝導度の変化が顕著に観察されたと判断

できる。そして，これらの成果は，今後の研究

における有用な指標となるものと考えられる。

また，LSTM による時系列データの解析手法

の導入は，電気化学検出に基づく単 1 分子検出

技術のさらなる発展に貢献することが期待され

る。

今後は，前述のとおり，細胞からの抽出，精

密分離，脂質構造解析を人力と機械の融和によ

り実現する。

[今後の研究の方向，課題]

今回の助成期間で，本手法の有効性の実証に

成功したと考えられる。また，それに伴い，課

題も明らかとなった。そこで，今後は，引き続

き，抽出条件の最適化，脂質分子の検出および

機械学習の最適化を行っていく予定である。ま

た，今年度は実現可能性の実証の至っていない

精密分離に関する検討を行っていく計画である。
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