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ガスクロマトグラフィー質量分析による 
血清遊離グリセロール測定

森田 温1）、山浦 洵2），3）、佐藤 友1）、堀 敦詞2），3）、 
上原 剛4）、渡部 俊之5）、三井田 孝6）、日高 宏哉7）

Measurement of free glycerol concentration in human serum 
using gas chromatography mass spectrometry
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Summary　Free glycerol in human serum is primarily produced by the hydrolysis of 

triacylglycerol (TAG), but its kinetics and physiological function in the bloodstream remain 

unclear. To assess the relationship between free glycerol and TAG concentrations in human serum, 

we developed a free glycerol measurement method using gas chromatography mass spectrometry 

(GC-MS).

　Free glycerol was obtained from the methanol-containing water layer using a modified Folch 

extraction method. Trimethylsilyl derivatives were measured using GC-MS. Reproducibility and 

linearity were measured with excellent precision. Free glycerol concentrations in the fasting serum 

of healthy subjects were 76.4 ± 12.5 μmol/L (mean ± standard deviation). No correlation was 

observed between free glycerol and TAG levels in the serum.

　This study showed that the measurement method using GC-MS was efficient in estimating free 
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Ⅰ．緒言

　トリアシルグリセロール（TAG）は単純脂質
であり、1分子のグリセロールに3分子の脂肪酸
がエステル結合した構造のアシルグリセロール
である。TAGは生体での主要なエネルギー源の
一つであり、血中ではリポプロテインリパーゼ
（LPL）や肝性トリグリセライドリパーゼによ
って加水分解されて、アシルグリセロール、グ
リセロール、遊離脂肪酸（FFA）を生じる。
　血清中TAG濃度の高値は、冠動脈性心疾患
（CHD）のリスクファクターであり、メタボリ
ックシンドロームや食後TAG血症など様々な脂
質代謝異常に関与していることが報告されてい
る1），2）。一方、TAG代謝産物のグリセロールは、
細胞内での糖新生に関与するが、血液中での役
割は十分に明らかでない。さらにグリセロール
は、浸透圧利尿薬として腎不全の予防、脳浮腫・
脳圧/眼圧の亢進の治療に適用されるため、血
中濃度など臨床検査への影響が示唆されてい
る3）。また、血清TAGの測定方法としてはLPL、
グリセロールオキシダーゼを利用した酵素法で
測定されるが、遊離グリセロールをTAG濃度に
含めて測定するか、または遊離グリセロールを
消去して測定するか、国際的に標準化の同意は
得ていない4）。
　これまで、遊離グリセロールは単にTAGの代
謝産物と考えられており、血流中での機能や代
謝について十分に検討されていない。しかし、
TAGの代謝機序の検討において、TAGの代謝産
物を網羅的に測定することにより、TAGの水解
機序や食後高TAG血症などの発症機序などを明
らかにすることができる。そのため、現在我々
は、ガスクロマトグラフィー質量分析法（GC-

MS）を用いたTAGおよびその一連の代謝産物
の簡便で測定性能の高い臨床検査測定系の構築
を試みている。今回の研究では、グリセロール
をトリメチルシリル化誘導し、GC-MSでの遊
離グリセロール測定法を構築し、血清TAGと遊
離グリセロールの関係性を検討した。

Ⅱ．材料および方法

1．試薬
　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）用メ
タノール、HPLC用クロロホルム、特級ピリジ
ン、トリメチルシリル化剤としてGC用N,O-bis 

（trimethylsilyl） trifluoroacetamide （BSTFA） は和
光純薬工業から得た。13C3-グリセロールは
Cambridge Isotope Laboratories, Inc. から得た。

2．材料
　成人健常者ボランティアの空腹時血清は信州
大学医学部倫理委員会（承認番号：3491）によ
って承認されたプロトコルにしたがって採取
し、完全匿名化したものを用いた。

3．方法
1）血清分離
　12時間以上、食事を控えた成人健常者ボラン
ティアから血液をプレーンの真空採血管に採取
後、室温にて凝固させ、1800 gで10分間の遠心
分離の後に、血清をプラスチックチューブに分
離した。血清サンプルは分析まで －80 ℃で保
存した。

2）抽出
　血清（500 μL）にグリセロール内部標準物
質（13C3-Glycerol 126 μg/mL）40 μLとクロロ
ホルム/メタノール（2/1 v/v）5 mLを加え激し
く攪拌した後、蒸留水1 mLを加え優しく5回転
倒混和し、1400 gで10分間遠心分離した。遠心
分離後、上層を分取し濃縮遠心機にて乾固した。

3）トリメチルシリル（TMS）化誘導
　乾固したグリセロール分析試料にピリジン70 

µLとBSTFA 50 µLを加えて、80 ℃で120分間反
応させ後に、液温が室温になるまで冷却した。

4）  ガスクロマトグラフィー質量分析法（GC-

MS）

glycerol concentrations in human serum and that free glycerol concentrations in the fasting serum 

of healthy subjects may not reflect TAG metabolism.

Key words:   glycerol, acylglycerol, triacylglycerol, gas chromatography mass spectrometry
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　TMS化された試料は電子イオン化（EI）源を
持つGCMS QP2010（島津製作所、京都）にて
イオン源温度：200 ℃、電子エネルギー：70 

eV、ポジティブイオンモードにて測定した。
GC-MSインジェクターはスプリッドレスモー
ド、温度280 ℃、 GC-MS インターフェイス温度
は280 ℃とした。キャリアガスとしてはヘリウ
ムを使用し、流量は0.22 mL/minとした。GCキ
ャピラリーカラムは 9 0  %  C y a n o p r o p y l 

polysilphenylene-siloxane（BPX90： 膜 厚；0.25 

µm、 長 さ；60.0 m、 内 径；0.25 mm）（SGE 

Analytical Science Pty. Ltd社、オーストラリア）
を使用した。グリセロール測定の昇温プログラ
ムは、オーブン温度を100 ℃とし、280 ℃まで9 

℃ /minで上昇させ5分間ホールドさせた。

Ⅲ．結果

1．血清中遊離グリセロールの検出
　成人健常者の空腹時血清500 μLを用いて分
析した結果、リテンションタイム（RT）：8.74

分にトリメチルシリルエステルグリセロールの
TIC（total ion chromatogram） ピークが検出され
た（Fig. 1）。また、13C3-グリセロールをTMS化
しGC-MSで測定したところ、同様にRT：8.74

分にてTICピークが検出された。それぞれのEI

イオン化におけるフラグメントイオンのマスス
ペクトグラムを示した（Fig. 2-A, B）。血清遊
離グリセロールと13C3-グリセロールの主な4本
のフラグメントイオンピークは、グリセロール
の構造式の解裂点で生じるフラグメントに相当
したためグリセロールと同定した（Fig. 2-C）5）。

2．血清中遊離グリセロールの定量
　Fig. 2-A, B に示した血清遊離グリセロールの
フラグメントイオンのm/z= 205と内部標準物質
の13Cを2つ含むm/z= 207のピーク強度を比較す
ることによってグリセロールの定量を行った。
成人健常者（平均23歳、n=20 TG: 361～ 4618 

μmol/L）の血清中遊離グリセロール濃度は、
男性 （n=10）；75.6 ± 12.8 μmol/L、女性 （n=10）；
77.1 ± 12.7 μmol/Lであった。

3．測定性能
　血清遊離グリセロール濃度の同時再現性を成
人健常者の血清と、グリセロール高値を得るた
めに37 ℃で8時間加温した血清で検討した。正
常血清の平均及び標準偏差（SD）は105.7±6.7 

μmol/L （変動係数: CV= 5.8 %）、加温血清では
151.7 ± 4.1 μmol/L （CV= 2.7 %）であった。キ
ャリブレーションは、一定量の内部標準品（126 

μmol/L）に対して、グリセロール標品 （137 μ

Fig. 1　Total ion chromatogram (TIC) of trimethylsilylated glycerol
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mol/L） の濃度（x）を変化させたときのピーク
強度（y）の関係で検討した（Fig. 3-A）。その
結果、y = 22.8x - 103.9であった。また、血清を
用いてグリセロール測定の希釈直線性を検討し

た結果、y=118.0x+6.1の回帰直線 （y: グリセロ
ール濃度、x: 希釈率）が得られ （Fig. 3-B）、
240 μmol/Lまで良好な直線性が得られた。

Fig. 2 Electron ionization mass spectrometry (EI-MS) fragmentation of trimethylsilylated 

(TMS-) glycerol.  EI mass spectra of TMS-glycerol (A) and TMS-
13
C3-glycerol (B). EI-MS 

fragmentation  scheme of TMS-glycerol (C).

Fig. 3　Calibration (A) and dilution linearity (B) of free glycerol measurement 
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4．血清TAGと遊離グリセロ-ルの相関
　成人健常者20名における空腹時血清のTAG濃
度と遊離グリセロール濃度の相関を検討した 

（Fig. 4）。成人健常者には、未治療の血清TAG

濃度高値の者が含まれていた。血清TAGが361

～ 4618 μmol/Lに対して、遊離グリセロールは、
52～ 102 μmol/Lの範囲にあり、回帰式は、y= 

0.0001x + 76.2、相関係数はr=0.009と無相関で
あった。

Ⅳ．考察

　今回の研究は、ガスクロマトグラフィー質量
分析（GC-MS）法を用いて、血清中の遊離グ
リセロールの定量分析法を構築し、空腹時血清
中のTAG濃度と遊離グリセロール濃度は関連し
ないことを明らかにした。
　血清TAGと遊離グリセロールが相関関係にな
かったことは、摂食時のTAG異化時を除き、空
腹時では血清TAG異化とは別に、グリセロール
濃度を維持する機序の存在が考えられた。しか
し、血清中の遊離グリセロールの動態について
は、十分に明らかでない。遊離グリセロールの
由来としては、浸透圧利尿の目的で頭蓋内圧亢
進・頭蓋内浮腫治療、眼圧降下治療などに用い
られているグリセロール剤の影響や3）、ヘパリ
ン治療中患者においては、遊離されるLPLによ
るTAG水解の影響が示唆されている4）。また、
脂肪細胞由来の遊離グリセロールはカテコール

アミンの反応によって増加し、インスリンの反
応によって減少することが報告されている6）。
これは、細胞内外の水分の調整蛋白であるアク
アポリン（AQP）13種のうち、4種（AQP3、
AQP7、AQP9、AQP10）がグリセロール透過性
を示し、特に、AQP7、AQP9が、ヒトグリセロ
ール代謝に関与している7），8）。血清中の遊離グ
リセロールの動態には、血清TAGと脂肪細胞か
らのTAG代謝が影響していることが考えられ、
肥満度や内臓脂肪量、さらには内分泌系との関
連を考慮する必要がある。
　脂質代謝の検査においては、単項目の測定だ
けでなく他の項目との関連性や対象物質の代謝
系、すなわち基質や代謝産物などを網羅的に測
定することが重要である。我々は、これまで
GC-MSによるTAGおよびその一連の代謝産物
について、簡便で測定性能の高い臨床検査に応
用可能な測定系を構築している。遊離グリセロ
ールの測定法としては、既に自動分析装置によ
る酵素法4）や高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）法9）、液体クロマトグラフィー質量分
析（LC-MS）法10）などが報告されている。前
者は、操作が簡便で迅速に定量ができるが、一
部の方法で干渉の影響を受けやすいことが報告
されている11）。HPLC法は内部標準品の問題、
LC-MSはカラムの平衡化や質量分析電極の保
守など操作が煩雑である。それぞれの方法によ
る遊離グリセロールの測定には、一長一短があ
る。今回用いたキャピラリーカラムによる方法

Fig. 4　Correlation between fasting serum free glycerol and triacylglycerol concentrations
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は、昇温プログラムの変更だけで、TAGの代謝
産物としてのモノアシルグリセロール 

（MAG）、ジアシルグリセロール（DAG）、遊離
脂肪酸の分子組成を連続測定ができる利点があ
る。
　血清TAG濃度の自動分析装置での酵素法測定
において、遊離グリセロールをTAG濃度に含め
るか、遊離グリセロールを消去して測定するか
血清TAG測定標準化として問題となっている。
血清遊離グリセロール濃度は約76 μmol/Lで、
酵素法におけるTAG濃度に換算すると約6 mg/

dLであり、これは遊離グリセロールを自動分
析による酵素法測定の報告とほぼ一致し4）、
TAG濃度としては無視できない濃度である。今
回の結果から血清遊離グリセロール濃度が必ず
しも空腹時血清TAG代謝を反映していない可能
性を考慮すると、血清TAG濃度測定としては、
遊離グリセロール消去法が好ましいと考えられ
た。
　今回の検討から血中遊離グリセロール測定
は、血中TAGの代謝物としてだけでなく、薬剤
の影響や、脂肪細胞からの分泌、グリセロリン
脂質などの血中TAG以外の代謝物として捉える
必要があると考えられた。GC-MSによる血清
遊離グリセロール測定は、その濃度変化と病態
機序やアシルグリセロール代謝との関連性を検
討するうえで、有用な分析法になると期待され
る。

Ⅴ．結語

　今回、GC-MSを用いて血清遊離グリセロー
ル濃度を良好な性能で測定することができた。
空腹時の遊離グリセロール濃度はTAG濃度とは
関連しないことを明らかにした。本法は、遊離
グリセロールの血流中での動態解析や、病態と
の関連性に応用できる。
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