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用語集 

NMR：Nuclear magnetic resonance，核磁気共鳴 

GC-MS：Gas chromatography-mass spectrometry，ガスクロマトグラフィー質量分析計 

LC-MS：Liquid chromatography-mass spectrometer，液体クロマトグラフィー質量分

析計 

CE-MS：Capillary electrophoresis-mass spectrometer，キャピラリー電気泳動質量分

析計 

TMS：Trimethylsilyl，トリメチルシリル 

TMSD：Trimethylsilyldiazomethane，トリメチルシリルジアゾメタン 

MSTFA: N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide 

SPAD：Solid Phase Analytical Derivatization，固相誘導体化 

SPE：Solid Phase Extraction，固相抽出 

SPME：Solid Phase Micro Extraction，固相マイクロ抽出 

GSPD：Gas-Solid Phase Derivatization，気相-固相誘導体化 

HPLC：High Performance Liquid Chromatography，高速液体クロマトグラフィー 

TD: Thermal Desorption，加熱脱着 

EI：Electron Ionization，電子イオン化 

CI：Chemical Ionization，化学イオン化 

NCI: Negative Chemical Ionization，負化学イオン化 

SIM：Selected Ion Monitoring，選択イオンモニタリング 

rt：Retention time，保持時間 

RI：Retention Index，保持指標 

TICC：Total Ion Current Chromatogram，全イオン電流クロマトグラム 
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第1章 緒論 

1.1 メタボロミクスとは 

代謝物（Metabolite；メタボライト）は，生体内での代謝によって生成された化合物を

指す．メタボローム（Metabolome）は生体内に含まれる代謝物の総体（Metabolites + 

Ome）を意味し，メタボロミクス（Metabolomics）は代謝物を網羅的に解析する学術分野

である．生物の遺伝情報は，セントラルドグマの概念に従い，DNA→mRNA→タンパ

ク質に順に伝達され，代謝物はそのカスケードの最終生成物である．メタボロミクスは，

ゲノム情報の実行の結果である代謝物を扱うオミクスであることから，他のオミクスであ

るゲノミクス，トランスクリプトーム，プロテオームと比べて，表現型に近い情報を得るこ

とができる．この特徴を活かして，メタボロミクスは疾患のメカニズム解明やバイオマー

カー探索，食品の品質評価・改善などに活用される(1–3)． 

 

 

図 1-1 メタボロミクスの概念 
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1.2 メタボロミクスで使用される測定技術 

代謝物は，糖，有機酸，アミノ酸，核酸，脂質，二次代謝物など多様な物理化学的

性質を持つ化合物を含んでおり，これらすべてを一斉分析することは難しい(4–6)．メタ

ボロミクスでは，核磁気共鳴装置（NMR），ガスクロマトグラフィー質量分析計（GC-

MS），液体クロマトグラフィー質量分析計（LC-MS），キャピラリー電気泳動質量分析

計（CE-MS）などの分析装置が主に用いられる．NMR は，古くからメタボロミクスに用

いられてきた分析装置である(7–9)．ダイナミックレンジが広く，非接触分析であるため

キャリーオーバー問題が殆どないという利点を有する一方で，他の分析装置と比べて

感度が低くmMレベルでの代謝物の測定が困難であり，また多くのサンプル量が必要

であることが欠点である(10–12)．NMR 以外では，網羅性と検出感度からクロマトグラ

フと質量分析計を組み合わせた分析装置がよく用いられる(10,12,13)．GC-MS は，ク

ロマトグラフィーでのピークキャパシティが大きく，リテンションタイムが安定しているた

め，多変量解析のためにデータ行列を作成するメタボロミクスにおいて利点である(14–

18)．また，イオン化に電子イオン化（Electron Ionization; EI）法を使用できるため，イオ

ン化のサプレッションの心配が少なく，代謝物の同定にマススペクトルライブラリを使用

することができる(4,18–20)．このような利点から，GC-MSは代謝物プロファイリングの分

析手法としてゴールドスタンダードとして確立されている(21,22)．一方で，GC-MS では，

揮発性があり熱的に安定な化合物が分析対象になる．そのため，不揮発性の低分子

親水性代謝物においては，誘導体化の工程が必要である(5,18,19,23)．LC-MSは，誘

導体化せずに不揮発性の代謝物を分析することができる(5,13)．汎用的に使用される

逆相モードによる分離では，主に疎水性代謝物が対象となるが，イオンペア法，誘導

体化，親水性相互作用（Hydrophilic interaction liquid chromatography；HILIC）モード

などにより極性代謝物の測定技術の研究開発が行われてきた(4,24–27)．イオン化は，

代表的なソフトイオン化であるエレクトロスプレーイオン化（ESI；Electrospray Ionization）

法や大気圧イオン化（APCI；Atmospheric Pressure Chemical Ionization）法などが採用
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され，化合物の分子イオンを得ることが可能である(4,13)．一方で，マトリックスと共溶

出した際にイオン化のサプレッションあるいは，エンハンスメントを受けやすい点に注

意する必要である(28,29)．CE-MS は，水溶性かつイオン性の代謝物を高分離で一斉

分析することができる(30–32)．みかけの容積とチャージによって分離するため，異性

体の分離が一般的に困難である(30,33)．また，サンプルの導入量は数 nL程度と他の

分析装置と比較して増やすことは難しい点が課題である(30–32)． 

 

表 1 メタボロミクスで用いられる主な分析装置 

 Pros Cons 

NMR ・サンプルの前処理が簡便 

・非破壊分析である 

・定量性が高い 

・再現性が高い 

・感度が低い 

・多くのサンプル量が必要 

GC-MS ・保持時間が一定である 

・イオン化のサプレッションがな

い 

・代謝物の同定に豊富なライブ

ラリやデータベースが使用でき

る 

・不揮発性代謝物は誘導体化

が必要 

・代謝物の熱分解に注意が必

要 

LC-MS ・測定できる化合物のカバレッ

ジが広い 

・通常は誘導体化が不要 

・代謝物の物性により，メソッド

を分ける必要がある 

・イオンサプレッションを受けや

すい 

CE-MS ・イオン性代謝物に対して，高 ・注入量に制限がある 
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い分離性能を誇る ・異性体分離が困難 

 

1.3 GC-MSによる代謝物プロファイリングにおける代謝物の抽出と誘導体化 

GC-MSを用いた不揮発性代謝物のプロファイリングでは，サンプルから代謝物を抽

出する工程と代謝物を誘導体化する工程が必要である．代謝物の抽出は主に溶媒抽

出が用いられ，Bligh&Dyer 法ではクロロホルム層に脂溶性成分が，水層に親水性代

謝物が抽出される(34,35)．他の分析装置の場合も同様だが，サンプル中の酵素によ

る代謝物の変動を抑えるため，代謝物の抽出はサンプル採取後できるだけ早く行わ

れるか，適切な条件で保管されることが望ましい(36,37)．しかし，その保管や輸送の環

境は設備により制限されることが多い(38)．誘導体化は，GC-MS 分析における不揮発

性代謝物の揮発性を高めるために行われる(39,40)．メタボロミクスでの誘導体化は，メ

トキシム化とトリメチルシリル（TMS）化の組み合わせが化合物クラスを包括的にカバー

しているため，メタボロミクスにおいて最も一般的に使用される（図 1-2）(41)．しかし，

TMS 試薬は加水分解しやすいため，凍結乾燥機でサンプルを十分に脱水する必要

があり，時間と手間を要する(23,42)． 

 

 

図 1-2 メトキシム化と TMS化 

 

GC-MS を用いたメタボロミクスにおけるサンプル前処理と誘導体を改善する研究が

いくつか行われてきた．固相誘導体化(Solid-Phase Analytical Derivatization; SPAD)は，

固相抽出(Solid-Phase Extraction; SPE)と誘導体化を組み合わせた手法である（図 1-

3）．代謝物を固相に保持させた状態で，固相カートリッジに誘導体化試薬を流し，固

相中で誘導体化を行う．その後，誘導体化物を固相から溶出させ，測定に供する．
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SPAD を陰イオンおよび陽イオンのイオン性代謝物に適応するため，陰イオンおよび

陽イオン交換樹脂とメトキシム化および TMS 化による誘導体化を組み合わせた有機

酸およびアミノ酸の分析法が開発され．ヒト血漿，便，みりんなどに適応された(42–44)．

しかし，SPAD は分析対象物，マトリックス，固相担体，溶媒間の複雑な相互作用を考

慮してメソッド開発を行う必要がある．固相マイクロ抽出(Solid Phase Micro Extraction; 

SPME)を用いたオンファイバー誘導体化も，メタボロミクスへの応用が期待されるアプ

ローチである（図 1-4）(45–47)．不揮発性化合物の抽出は，SPME ファイバーをサンプ

ル溶液に直接浸漬して行い，その後，誘導体化試薬を入れたバイアルのヘッドスペー

ス部にファイバーを挿入し，ファイバー上で化合物を誘導体化する．しかし，抽出時に

ファイバーが試料溶液に浸漬するため，多量の試料（数 100 µL～1 mL 以上）が必要

となり，生体試料のような微量試料への適応に課題がある．また，ファイバーへの分析

対象物の捕集は，サンプル溶液とファイバーの吸着剤との平衡に基づくため，抽出効

率に限界があり，さらに抽出に時間がかかる．また，抽出の選択性により，様々な化学

的性質を持つ代謝物のプロファイリングに適応することが困難である． 

 

 

図 1-3 Solid Phase Analytical Derivatizationの概略図 
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図 1-4 SPMEオンファイバー誘導体化の概略図 

 

1.4 シリカモノリス担体を用いた気相-固相誘導体化法の開発 

これまで述べてきたように GC-MS ベースのメタボロミクスはよく確立された手法であ

る．しかし，メタボロミクスが広い分野で適応されるようになるにつれ，現場で簡便かつ

迅速にサンプリングできる手法が求められるようになっている．また，前処理および誘

導体化の作業工程は依然としてメタボロミクス研究の律速となっている．先に述べた手

法は，現場でサンプリングできるものではなく，また誘導体化も対象化合物の選択性

があることがメタボロームプロファイリングにおいて課題になる．そこで，本研究では，こ

れら課題を解決する新たなサンプリングおよび誘導体化法の開発を目的とした．ここ

では，GC-MS によるメタボロミクスのサンプリングと誘導体化を行うための担体として，

シリカモノリスに着目した．シリカモノリスは，二酸化ケイ素から合成された多孔質の無

機化合物であり，マイクロメートルサイズの三次元網目状細孔であるマクロ孔とナノメー

トルサイズの細孔であるメソ孔からなり，広い表面積を有している（図 1-5）．シリカモノリ

スは，相分離を伴うゾル-ゲル法とスピノーダル分解の組み合わせにより調製され，マク

ロ孔とメソ孔の量および大きさはそれぞれ独立にコントロールすることが可能である

(48)．シリカモノリスはその特徴を活かして，分析化学においては HPLC 用カラム，抽

出精製カラム，揮発性化合物の捕集材，フィルターなどに用いられる(49–54)． 
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図 1-5 シリカモノリスの構造 

 

本研究のアイデアは，多孔質シリカモノリス担体上に代謝物を保持させ，気相の誘

導体化試薬を用いて誘導体化することである（図 1-6）．シリカモノリスは高い気孔率を

持つことから，不活性ガスでパージすることでサンプルを簡便に乾燥することができ，

また気相の誘導体化試薬をシリカモノリス担体中に拡散させて誘導体化することがで

きる．誘導体化反応は溶媒の影響を受けず，過剰な誘導体化試薬やクロマトグラフィ

ーに影響を与える副生成物は，不活性ガスでパージすることで除去できる．また，サン

プルを担体に直接アプライするため，10 µL 以下の微量サンプルにも対応できる．さら

に，サンプルは乾燥後，担体ごと輸送および保管することができる．この新しく開発し

た誘導体化法を気相-固相誘導体化法（Gas-Solid Phase Derivatization; GSPD）と名付

けた． 
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図 1-6 気相-固相誘導体化法（GSPD）のコンセプト 

 

担体に化合物を保持し，気相の反応試薬で化学反応を行う手法は有機合成や他

の分析法で研究および開発されてきた．例えば，タンパク質をエドマン分解によりN末

端側からアミノ酸を 1 残基ずつ切断して，タンパク質の一次構造を決めるプロテインシ

ーケンサーにおいて，従来の液相式に変わって気相式が開発された(55)．気相式で

は，ガラスフィルタやポリフッ化ビニリデン（PolyVinylidene DiFluoride; PDVF）膜にタン

パク質を固定化した後，気相でフェニルイソチオシアネートを反応させ得られた N-フェ

ニルチオカルバモイル誘導体化をトリフルオロ酢酸を気相状態で供給してエドマン分

解を行い切断された N末端アミノ酸由来のフェニルチオヒダントイン誘導体を，高速液

体クロマトグラフィー（High Performance Liquid Chromatography; HPLC）でアミノ酸の

検出を行う．気相式では，過剰試薬や副生成物を除去することができるとともに有機溶

媒によるタンパク質やアミノ酸の流出が抑えられるため，液相式と比べて微量のタンパ

ク質にも適応することができるようになり，プロテインシーケンサーの普及に貢献した

(56)． 

 

1.5 本博士論文の構成 

本研究の流れは，まず第 2 章において，GSPD の実現性検討として，解糖系やトリ

カルボン酸（Tricarboxylic acid; TCA）サイクルなどの代謝経路の中間体である多価有

機酸と糖リン酸をターゲットとしてこれらを測定するワークフローの開発と実試料への適



 

13 

 

応を試みた．次に第 3章において，シリカモノリスに代謝物を保持させた状態で乾燥さ

せることで，代謝物の安定性を高められると期待し，高い温度で保管した際の安定性

の評価を行うことを目的とした．第 4 章では，本研究で得られた知見を総括し，今後の

展望を考察した． 
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第2章 シリカモノリス担体を用いた気相-固相誘導体化法の開

発とイオン性高極性代謝物への適応 

2.1 緒言 

第 1章で述べた通り，本博士研究では，GC-MSを基盤としたメタボロミクスのための

新たなサンプリングおよび誘導体化法として，シリカモノリス担体と気相の誘導体化試

薬を用いた気相-固相誘導体化法（GSPD）の開発を行うことを目的とした． 

本章では，GSPD の実現性検討として，特にメタボロミクスで重要になる中心代謝経

路であるトリカルボン酸（TCA）サイクルおよび解糖系の中間代謝物である多価有機酸

および糖リン酸について，測定ワークフローを構築し，誘導体化試薬，反応条件，分

析条件を検討した．解糖系や TCA サイクルは中心炭素代謝経路であり，これらの代

謝物はメタボロミクスにおいて重要な測定対象である．構築した GSPD ワークフローを

用いて，生体試料であるヒト血漿と植物試料であるトマト果肉を分析し，実試料への適

応性を確認した． 

多価有機酸や糖リン酸は，困難な分析ターゲット群である．LC-MS において，逆相

（RP）カラムではこれらのイオン性極性代謝物は保持されにくい．この課題を克服する

ため，イオンペア試薬を移動相に添加して保持とピーク形状の改善がなされた(26,57)．

しかし，イオンペア試薬は MS のイオンサプレッションを引き起こし，システム内に残留

するため，他の分析法との共存が困難である(58,59)．また，カルボキシル基やリン酸

基は，LC ラインの金属部に吸着しやすいため性質があるため，ピーク形状の悪化や

感度不良，キャリーオーバーなどの原因となる．カラムへの保持や MS 感度の向上や

ラインへの吸着低減を目的として，代謝物を誘導体化してLC-MS測定する報告もなさ

れている(58–62)．GC-MS では，メタボロミクスで頻用される TMS 化は，カルボキシル

基やリン酸基への反応効率はヒドロキシ基と比較して低いことが知られている．他の誘

導体化法の選択肢として，多価有機酸では，メチルギ酸メチル（Methyl chloroformate; 

MCF）を用いたメチル化の手法が開発された(23,63–65)．しかし，MCF は催涙性があ
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り，加熱によりホスゲンや塩化水素を生じるため，取り扱いに注意が必要である．糖リン

酸 で は ， o-(2,3,4,5,6- ペ ン タ フ ル オ ロ ベ ン ジ ル ) オ キ シ ム （ o-(2,3,4,5,6-

pentafluorobenzyl) oxime; PFBO）化と TMS 化を組み合わせ，負化学イオン化法

（Negative Chemical Ionization; NCI）-GC-MS により高選択的かつ高感度に測定した

分析法が報告されている(66)． 

 

2.2 実験材料と実験方法 

2.2.1 試薬 

2-オキソグルタル酸，アジピン酸，クエン酸，フマル酸，グルタル酸，リンゴ酸，ピル

ビン酸，コハク酸は東京化成工業株式会社（東京，日本）から購入した．cis-アコニット

酸，イソクエン酸はナカライテスク株式会社（京都，日本）から購入した．無水酢酸，塩

酸 ， メ タ ノ ー ル ， ピ リ ジ ン （ 脱 水 ） ， ト リ メ チ ル シ リ ル ジ ア ゾ メ タ ン

（Trimethylsilyldiazomethane; TMSD）（ヘキサン中 10%（w／w））は富士フィルム和光

純薬株式会社（大阪，日本）から購入した．フルクトース-6 リン酸（F6P），グルコース-6

リン酸（G6P），マンノース-6 リン酸（M6P），リボース-5 リン酸（R5P），リブロース-5 リン酸

（Ru5P），メトキシアミン塩酸塩はメルク（ダルムシュタット，ドイツ）から購入した．N-メチ

ル -N- ト リ メ チ ル シ リ ル ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド （ N-Methyl-N-

trimethylsilyltrifluoroacetamide; MSTFA），MonoTrap RSC18 TDはジーエルサイエン

ス株式会社（東京，日本）から購入した．ヒトプール血漿はコスモ・バイオ株式会社（東

京，日本）から購入し，使用するまで-80℃で保存した． 

 

2.2.2 サンプル前処理 

ヒトプール血漿は凍結融解し，そのまま GSPD による測定に用いた．トマト果肉は凍

結乾燥後，溶媒で抽出した後，GSPD による測定に用いた．具体的には，10 mg の凍

結乾燥したトマト果肉に 1 mLの混合溶媒（メタノール/水/クロロホルム = 5/2/2, v/v/v）
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を加え，加熱振とう器で37℃，1,200 rpmで30分間インキュベートした．続いて，16,000

×g，4℃で 3分間遠心し，上清を回収し，GSPDに使用した． 

 

2.2.3 気相-固相誘導体化（Gas-solid phase derivatization; GSPD） 

メタノール中 100 mM塩酸溶液 10 μL とサンプル溶液 10 μLをMonoTrapにアプラ

イした．窒素ガスで MonoTrap をパージすることにより，余分な溶媒を除去した．メチル

化では，TMSD 200 μL とメタノール 200 μL を 2 mL クリンプバイアルに加えた．

MonoTrap をワイヤーでバイアルに引っ掛けてバイアルのヘッドスペースに吊るし，クリ

ンプキャップで密封した．バイアルを 40℃で加熱してメチル化を行った．アセチル化で

は，2 mL クリンプバイアルの内部をアルゴンガスで置換し，無水酢酸 200 μL とピリジ

ン 200 μLを加えた．バイアルを 80℃で加熱してアセチル化を行った．誘導体化後は，

マルチモード GC注入口を用い，60℃で 5分間，200 mL/minでパージした． 

 

2.2.4 加熱脱着（TD）-GC/MS分析 

GC-MS分析は，マルチモード GC注入口 OPTIC-4（GL Science B.V.，エイントホー

フェン，オランダ），自動ライナー交換モジュール LINEX-2（GL Science B.V.），多機能

オートサンプラ AOC-6000（株式会社島津製作所，京都，日本）を搭載したガスクロマト

グラフ質量分析計 GCMS-TQ8050 NX（株式会社島津製作所）を用いて，TD-GC/MS

法で測定を行った．多価有機酸では，MonoTrapは OPTIC-4の注入口温度を 50℃か

ら 240℃まで 5℃/secで昇温して加熱脱着した．GC分析は，InertCap 225カラム（30 m 

x 0.25 mm i.d., df= 0.25 μm）（ジーエルサイエンス株式会社）を用い．キャリアガスはヘ

リウム，スプリット比は 10:1，カラム流量は 1.0 mL/min とした．GC 温度プログラムは，

50℃で 5分間維持した後，10℃/minで 240℃まで昇温し，10分間恒温した．糖リン酸

では，50℃から 300℃まで 5℃/sec で昇温して加熱脱着した．GC 分析は，SH-I-1MS

カラム（30 m x 0.25 mm i.d., df= 0.25 μm）（株式会社島津製作所）を用いた．GC温度
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プログラムは，80℃で 2分間維持し，15℃/minで 200℃まで昇温し，5℃/分で 300℃ま

で昇温し，15℃/min で 330℃まで昇温し，10 分間恒温した．イオン化モードは，電子

イオン化（EI）と化学イオン化（Chemical Ionization; CI）を用いた．EI はスキャン（多価

有機酸：m/z 35-600，糖リン酸：m/z 40-1,000）または，スキャン/選択イオンモニタリング

（Selected Ion Monitoring; SIM）モードでデータ採取を行った．CI はイソブタンを試薬

ガスとして用い，スキャンモード（m/z 80-1,000）でデータ採取を行った． 

 

2.2.5 溶液中での誘導体化と GC/MS分析 

溶液中での誘導体化は，以前の研究で報告されているメトキシム化と TMS 化で行

った(67,68)．ヒト血漿中代謝物の抽出は，次の手順で行った．50 μL の血漿を 250 μL

の混合溶媒（メタノール/水/クロロホルム = 5/2/2，v/v/v）と混合した．この混合溶液を

37℃，1,200 rpmで 30分間インキュベートした後，4℃，16,000×gで 3分間遠心分離

した．上清 200 μLを新しいチューブに集め，200 μLの超純水を加え，16,000×g，3分

間，4℃で遠心分離した．上清 250 μL を新しいチューブに回収し，遠心エバポレータ

で 25 分間処理した後，凍結乾燥機で一晩乾燥させた．トマト果肉中代謝物の抽出は，

次の手順で行った．10 mg の凍結乾燥トマトを 1 mLの混合溶媒（メタノール/水/クロロ

ホルム = 5/2/2, v/v/v）と混合した．この混合液を 37℃，1,200 rpm で 30 分間インキュ

ベートした後，4℃，16,000×gで 3分間遠心分離した．上清 600 μLを新しいチューブ

に回収し，300 μL の超純水を加えた後，16,000×g，3 分間，4℃で遠心分離した．上

清 200 μLを新しいチューブに回収し，遠心エバポレータで 25分間処理した後，凍結

乾燥機で一晩乾燥させた．誘導体化及び測定は，次の手順で行った．乾燥させたサ

ンプルに，ピリジン中メトキシアミン塩酸塩（20 mg/mL）100 μL を加え，攪拌後 30℃で

90 分間インキュベートした．MSTFA50 μL を加え，攪拌後 37℃で 60 分間インキュベ

ートした．誘導体化溶液 1 μLを DB-5カラム（30 m × 0.25 mm i.d, df = 1 μm）（アジ

レント・テクノロジー，サンタクララ，米国）にスプリットモード（1:10）で注入した．GC温度
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プログラムは，100℃で 4 分間維持し，10℃/min で 320℃まで昇温し，11 分間維持し

た．イオン化モードは EIで，スキャン（m/z 45-600）/SIMモードでデータ採取を行った． 

 

2.3 結果と考察 

2.3.1 GSPDのワークフロー構築 

開発した GSPD のワークフローを図 2-1 に示す．代謝物を保持し，気相の誘導体

化試薬を効率よく拡散させる担体として，多孔質シリカモノリスが検討された．本研究

では，揮発性有機化合物の捕集に用いられるMonoTrapをシリカモノリス担体として採

用した（図 2-2）(49–51)．MonoTrapのシリカモノリスは，平均 3～10 μmのマクロ孔と平

均 10 nmのメソ孔から構成されている．例えば，グルコースの大きさが 0.5 nmであるこ

とから，低分子代謝物やその誘導体化物はメソ孔に対して十分な大きさである．代謝

物はシリカモノリス表面との分子間相互作用によってメソ孔表面に保持されると考えら

れる．MonoTrap は撥水性であるため，水サンプルは，先にメタノールを添加してから

アプライした．MonoTrapには，表面修飾の異なる複数の種類があるが，予備実験でど

のタイプでも大きな感度の違いはなかったため，誘導体化反応により影響を与えにく

いと考えられる C18結合タイプを本研究では選択した（付録 1）． 

シリカモノリス担体からの誘導体化物の脱着は，加熱脱着または溶媒抽出によって

行うことができると考えられた．加熱脱着は，不揮発性の試料マトリックスがシリカモノリ

ス担体に残り，GCカラムに導入されない利点があることから採用された．サンプルを精

製することなく，誘導体化と分析のために試料を直接シリカモノリス担体に適用するこ

とができた． 
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図 2-1 気相-固相誘導体化（GSPD）のワークフロー 

(A）シリカモノリス担体を用いたサンプリング (B）シリカモノリス担体上での誘導体化と加熱脱

離（TD）-GC/MS分析 

 

 

図 2-2 シリカモノリス担体MonoTrap（RSC18 TD） 
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2.3.2 GSPDの多価有機酸分析への適応 

多価有機酸の分析において，カルボキシル基の極性が高いことが分析上の問題に

なる．メチル化はトリメチルシリル（TMS）化よりも安定で湿気に強い(23,63–65)．さらに，

メチル化は化合物由来のイオンが豊富なため，マススペクトルの解釈が容易である．

一方で，TMS 化のマススペクトルでは，TMS 由来の m/z 73 がメインのイオンとして検

出されることが多い(69)．トリメチルシリルジアゾメタン（TMSD）は，爆発性のあるジアゾ

メタンに変わって使用され，面倒な前処理を必要とせず，変異原性や爆発性のリスク

が少なく，システムにダメージを与える副反応物を生じないため，カルボキシル基やリ

ン酸基のメチルエステル化に用いられる市販のメチル化試薬である(58,70–74)．しかし，

TMSD は疎水性であり，ヘキサン中で保存されているため，TMSD 溶液への溶解度

が低いため，極性代謝物である多価有機酸への適応した報告はない．一方で，GSPD

は溶媒を介さない誘導体化であるため，TMSD を用いた多価有機酸の誘導体化が可

能である．また，長時間の脱水や濃縮の工程がないため，低沸点化合物の損失を防

ぐことができる． 

多価有機酸の誘導体化物の同定は，NIST 2023 マススペクトルライブラリを用いて

行った．同定された誘導体化物の構造式，保持時間（retention time; rt）および保持指

標（Retention Index; RI）を表 2-1に，マススペクトルを図 2-2に示す．本研究でターゲ

ットとした化合物の中ではカルボキシル基のメチルエステル化以外の反応を起こした

化合物もあった．2-オキソグルタル酸やピルビン酸などの 2-オキソ酸は，ケト体とエノー

ル体で存在するが，これらの化合物は単一のピークとして検出された．誘導体化の際，

エノールのカルボキシル基に加えてヒドロキシル基のメチル化が起こっていた．また，

イソクエン酸については，カルボキシル基のメチルエステル化に加え，分子内縮合が

確認された．
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表 2-1 多価有機酸の誘導体化物と GC/MS分析条件およびピーク面積再現性（1 mM, n=3） 

Compound Derivative rt (min) RI Target m/z %RSD 

Pyruvic acid 

 

 

 

10.18 1201 84 13.1 

Fumaric acid 

 

 

 

12.85 1381 113 2.7 

Succinic acid 

 

 

 

13.64 1441 115 2.4 
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Compound Derivative rt (min) RI Target m/z %RSD 

Glutaric acid 

 

 

 

15.17 1563 100 4.4 

Adipic acid 

 

 

 

16.58 1692 114 4.5 

Malic acid 
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Compound Derivative rt (min) RI Target m/z %RSD 

2-Oxoglutaric acid 

 

 

 

19.11 1941 115 5.5 

cis-Aconitic acid 

 

 

 

19.91 2030 153 5.9 

Citric acid 

 

 

 

21.23 2175 175 9.0 
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Compound Derivative rt (min) RI Target m/z %RSD 

Isocitric acid 

 

 

 

24.20 2496 115 8.0 
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(A) Pyruvic acid 

 

(B) Fumaric acid 

 

(C) Succinic acid 
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(E) Glutaric acid 

 

(F) Adipic acid 

 

(G) Malic acid 
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(I) 2-Oxoglutaric acid 

 

(J) cis-Aconitic acid 

 

(K) Citric acid 
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(M) Isocitric acid 

 

図 2-3 誘導体化された多価有機酸の EIマススペクトル 
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誘導体化条件を検討するために，異なる誘導体化時間を評価した（図 2-3）．多くの

成分で 5〜30 分間でピーク面積値はほぼ変動しなかったが，ピルビン酸や cis-アコニ

ット酸のように，10 分を超えるとピーク面積が減少する化合物もあった．そこで，最適な

誘導体化時間を 10分と決定した．GC分離では，はじめにメタボロミクスで一般的に用

いられる微極性カラムを検討した．その結果，ピーク分離は良好であったが，化合物

によってはピークのテーリングがみられた．そこで，エステル分析に用いられる極性カ

ラム（InertCap 225 カラム）を使用したところ，良好なピーク形状と分離が得られた（図

2-4）．同カラムは，50 %シアノプロピルメチル-50 %フェニルメチルポリシロキサンを固

定層とした中〜高極性カラムである．クエン酸とイソクエン酸はヒドロキシ基の位置が異

なるのみのため，クロマト分離が難しいが，この方法では分離することができた． 
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図 2-4 多価有機酸のメチル化時間の最適化 

各メチル化時間における面積比を表す．エラーバーは 3反復（n= 3）の標準偏差を示す． 
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図 2-5 多価有機酸（0.2 mM）のマスクロマトグラムと保持時間（rt） 
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2.3.3 GSPDの糖リン酸分析への適応 

糖リン酸については，メチル化に続くアセチル化の 2段階誘導体化を採用した（図

2-5）．糖リン酸のリン酸基は化学的に不安定かつ極性が高いため，誘導体化する戦

略がこれまで研究されており，ヘキソース糖リン酸のリン酸基を TMSDでメチル化する

と，高い収率で誘導体化物が得られることが報告されている(58)．アセチル化は，化学

的および熱的安定性から，糖の誘導体化にしばしば用いられる(75)．アセチル化は主

に無水酢酸およびピリジンにより行われる．予備実験としてアセチル化の他に，トリフ

ルオロアセチル化の検討も行った．トリフルオロアセチル化も糖に用いられる誘導体化

法である(75)．トリフルオロアセチル化は，誘導体化により大きく質量が増加するが，他

の誘導体化法と比べ誘導体化物の沸点が低くなる傾向にある．また，電子親和性を

持つようになるため，イオン化法で NCI法を採用することにより，高選択的かつ高感度

に検出することができる．しかし，TMSDによるメチル化に続くトリフルオロ無水酢酸

（Trifluoroacetic Anhydride; TFAA）によるトリフルオロアセチル化を行ったところ，脱離

したと考えられるメチル化リン酸が検出された（付録 2）． 

TMSDを用いたメチル化にはメタノールが，無水酢酸を用いたアセチル化にはピリ

ジンが触媒および溶媒として用いられる．しかし，異なる溶媒を用いた 2段階の誘導

体化は，溶媒の置換が必要となるため，時間と手間がかかるとともに，この工程での代

謝物の損失が懸念される．GSPDでは溶媒を考慮する必要がない誘導体化であるた

め，異なる溶媒による誘導体化の組み合わせが容易になる． 

 

 

図 2-6 糖リン酸（グルコース 6-リン酸）の誘導体化スキーム 
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同定された誘導体化物の構造式，保持時間（rt）および保持指標（RI）を表 2-2に示

す．メチル化およびアセチル化された糖リン酸は，市販のマススペクトルライブラリには

収載されていなかったため，EIおよび CIマススペクトルから確認した（図 2-6，図 2-

7）．EIのマススペクトルでは，メチル化リン酸に由来する特徴的なイオンである m/z 

127 と 109が確認された(51)．CIマススペクトルからは，誘導体化された化合物の分

子イオンと，アセチル基に由来する酢酸が脱離したイオンが検出された．酸触媒は，

TMSDによるメチル化の際の反応を促進する．本研究では，酸触媒として塩酸（HCl）

をサンプルとともにシリカモノリス担体にアプライすることで、感度が向上した．糖リン酸

の中では，Ru5Pが最も低い感度を示した．先行研究で，LC-MS分析における

TMSDによるメチル化 Ru5Pの感度が極端に低いことが報告されており，Ru5Pのメチ

ル化効率が低いことが示唆された(58)．TMSDによるメチル化と無水酢酸によるアセ

チル化の誘導体化時間を変えて検討した（図 2-8）．TMSDによる糖リン酸のメチル化

は，5分を超えると感度が低下したため，反応時間を 5分に設定した．無水酢酸によ

るアセチル化は反応時間を 10分に設定した．また，注入口での加熱脱着温度を高く

すると脱着効率が向上する一方で，熱分解の懸念があるが，加熱脱着温度の評価か

ら 300℃に設定した（付録 3）． 
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表 2-2 糖リン酸の誘導体化物と GC/MS分析条件およびピーク面積再現性（1 mM, n=3） 

Compound Derivative rt (min) RI m/z %RSD 

Ribose-5 phosphate 

 

 

 

 

15.01 2087 240 8.7 

Fructose-6 phosphate 

 

 

 

 

17.32, 17.40 2260, 2265 341 13.3 

Mannose 6-phosphate 

 

 17.58, 17.82 2278, 2295 312 13.8 
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Glucose 6-phosphate 

 

 

 

 

17.70, 17.90 2287, 2301 312 11.5 
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(A) Ribose 5-phosphate 

 

(B) Fructose 6-phophate 

 

(C) Glucose 6-phophate 

 

(D) Mannose 6-phosphate 

 

 

図 2-7 誘導体化された糖リン酸の EIマススペクトル
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(A) Ribose 5-phosphate 

 

(B) Fructose 6-phophate 

 

(C) Glucose 6-phophate 

 

(D) Mannose 6-phosphate 

 

 

図 2-8 誘導体化された糖リン酸の CIマススペクトル
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図 2-9 糖リン酸の誘導体化時間の最適化 

各メチル化時間(アセチル化は 30 分間に固定)における面積比(A)とアセチル化時間(メチル化は 5 分間に固定)における面積比(B)を表す．エラ

ーバーは 3反復（n= 3）の標準偏差を示す．
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G6Pについては，ピラノース(α/β)のメインピークとフラノース(α/β)のマイナーピークが

検出された．G6Pのマイナーピークは F6Pのピークと共溶出した．しかし，両者は特徴

的なフラグメントイオンで分離できた（図 2-9）．GC分離を用いた還元糖の分析では，

誘導体化にオキシム化を行い，2つの異性体（E と Z）のみを形成してピークの数を減

らす戦略を取ることが多い(76)．オキシム化は G6Pのピーク数を減らすことが期待され

るが，回収率の低下と誘導体化ステップの増加に伴う労力のため，本研究では採用し

なかった． 
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図 2-10 誘導体化された糖リン酸（1 mM）のマスクロマトグラムと保持時間（rt） 
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2.3.4 実試料の分析と従来法との比較 

開発した分析手法の実用性を確認するため，ヒト血漿およびトマト果肉に適用し，従

来の GC-MS法と比較した．GSPD法では，ヒト血漿は前処理することなく直接シリカモ

ノリス担体にアプライし，GSPDによる誘導体化を行った．トマト果肉は、混合溶媒

（MeOH/H2O/CHCl3）で抽出し，水層をシリカモノリス担体にアプライした．GSPDで

は，タンパク質などの不揮発性化合物は気化しないためシリカモノリス担体に保持され

たままになるため，サンプル前処理で除タンパクすることなく測定することができる．実

際，ヒト血漿の連続分析においてカラムやMS汚染に起因する顕著な感度低下やクロ

マトグラムの乱れは見られなかった（付録 4）．従来法では，Bligh and Dyer法により抽

出を行った後，溶液中でメトキシム化に続く TMS化を行い，反応液を GC-MSに注入

し分析した．各手法で検出された代謝物を表 2-3に示す．ヒト血漿では，従来法では

Pyruvic acid，cis-Aconitic acid，Citric acid/Isocitric acidが検出されたが，GSPDによ

るメチル化では，これら代謝物に加え Fumaric acid，Succinic acid，Malic acid，2-

Oxoglutaric acidが検出された．また，トマト果肉では，従来法と GSPDで同数の多価

有機酸と糖リン酸が検出された． 
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表 2-3 GSPD と従来法による血漿およびトマト果肉中の代謝物検出量の比較 

 Human Plasma  Tomato Pulp 

Compound GSPD Conventional  GSPD Conventional 

Pyruvic acid + +  + + 

Fumaric acid + nd  + + 

Succinic acid + nd  + + 

Glutaric acid nd nd  nd nd 

Adipic acid + +  nd nd 

Malic acid + nd  + + 

2-Oxoglutaric acid + nd  + + 

cis-Aconitic acid + +  + + 

Citric acid + 
+ (co-elution) 

 + 
+ (co-elution) 

Isocitric acid +  + 

Ribose 5-phosphate nd nd  nd nd 

Fructose 6-phosphate nd nd  + + 
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Mannose 6-phosphate nd nd  + + 

Glucose 6-phosphate nd nd  + + 

+: Detected, nd: Not detected. 
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2.3.5 小括 

本章では，GC-MSを用いたメタボローム解析のために，シリカモノリス担体を用いた

新規サンプリングおよび誘導体化法として気相-固相誘導体化（GSPD）を開発した．概

念実証として，多価有機酸の TMSDによるメチル化と，糖リン酸の TMSDによるメチ

ル化および無水酢酸によるアセチル化の 2段階誘導体化法を開発した．開発した方

法をヒト血漿およびトマト果肉を実試料として適用したところ，従来法と比較して検出能

が向上した．GSPDは，溶媒の制限により溶液では困難な誘導体化にも適用できるこ

とが示された．さらに，サンプルを精製することなく誘導体化と GC-MSによる測定が可

能である． 
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第3章 シリカモノリス担体を用いたサンプル保管における代謝

物安定性向上の検討 

3.1 緒言 

第 2章では，シリカモノリス担体を用いたサンプリングと気相-固相誘導体化のワーク

フローを構築し，多価有機酸および糖リン酸の測定メソッドを検討した．本章では，本

手法の利点である，サンプルを簡便に乾燥することができ，さらにシリカモノリス担体ご

とサンプルを輸送および保管できることに焦点を当て，本サンプリングを用いた保管時

の代謝物の安定性について評価した． 

メタボロミクス研究において，通常，サンプルの採取と測定は異なる場所で行われる

ため，サンプルを輸送・保管する必要がある．サンプルの輸送や保管の条件はその設

備により制限されることが多い(77)．しかし，特に生体試料や食品試料などは，輸送や

保管の条件によってはサンプル中の酵素などの影響で，代謝物量が変動することが

問題になる．例えば，臨床メタボロミクスで使用される血液サンプル（血漿や血清）は-

80℃での保管が望ましいとされるが，実際の臨床現場や輸送環境では制限されること

も多い(5,77)．そのため，保管温度や期間での代謝物量の変動の調査が様々な分析

装置を用いてなされてきた(38,78–82)．さらに，凍結保管の場合は，繰り返しの凍結融

解による代謝物の変動も報告されている(38,81–84)．また，フードメタボロミクスとして研

究対象となる食品サンプルにおいても，代謝物の変動を抑えるための保管と輸送の条

件を確立する必要がある(85)． 

本章では，これまで安定性評価の研究報告が多いヒト血漿を対象サンプルとして，

シリカモノリス担体を用いたサンプリングによる保管時の代謝物の安定化について検

討を行った．第 2章で採用したシリカモノリス担体による代謝物のサンプリングでは，代

謝物を担体に保持させたまま不活性ガスによる短時間でのサンプルの乾燥が可能で

あるため，酵素の活性を抑え，より高い温度においても代謝物の変動が抑制されること

が期待できる．これまで，メタボロミクスにおいて，サンプルの保管条件における代謝
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物の変動の調査は行われてきたが，代謝物の安定性を高める戦略の報告はなされて

いない．新たな戦略として，冷蔵や室温でサンプルを保管および輸送することができる

ようになれば，メタボロミクス研究のロジスティクスの課題を解決することが期待できる． 

 

3.2 実験材料と実験方法 

3.2.1 試薬 

GC/MS メタボロミクス用代謝物質混合試料および MonoTrap RSC18 TD はジーエ

ルサイエンス株式会社から購入した．無水酢酸，塩酸（HCl），メタノール（MeOH），脱

水ピリジン，トリメチルシリルジアゾメタン（TMSD）（ヘキサン中 10％（w／w））は，富士

フイルム和光ケミカルズ株式会社から購入した．プールヒト血漿は，コスモ・バイオ株式

会社から購入した． 

 

3.2.2 サンプル準備 

通常保管では，-80℃で保存していたヒトプール血漿を凍結融解し，1.5 mL マイクロ

チューブに分注し，表 3-1の温度と期間で保管した． 

シリカモノリス担体保管では，メタノール 20 μLをMonoTrapにアプライした後，ヒトプ

ール血漿 10 μLをアプライした．MonoTrapを OPTIC-4用インサートライナーに入れて

キャップをし，AOC-6000 のトレイにセットした．OPTIC-4 を用い，60℃で 200 mL/min

の流速でヘリウムガスを 5分間流す（合計 1 L）ことでサンプルを乾燥させた．乾燥させ

た MonoTrap は，1.5 mL マイクロチューブに入れ，表 3-1 の温度と期間で保管した．

保管後のサンプルは，測定まで-80℃で保管した． 

 

表 3-1 サンプル保管条件 

Storage period Storage temperature 
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RT（22℃） 4℃ -80℃ 

1day ✓   

3day ✓   

1week ✓ ✓  

3week  ✓ ✓（Control） 

 

3.2.3 気相-固相誘導体化（GSPD）による誘導体化 

メチル化では，TMSD 200 μL とメタノール 200 μL を 2 mL クリンプバイアルに加え

た．MonoTrapをワイヤーでバイアルに引っ掛けてバイアルのヘッドスペースに吊るし，

クリンプキャップで密封した．バイアルを 40℃で 5分間インキュベートしメチル化を行っ

た．アセチル化では，2 mL クリンプバイアルの内部をアルゴンガスで置換し，無水酢

酸 200 μL とピリジン 200 μL を加えた．バイアルを 80℃で 30 分間インキュベートしア

セチル化を行った．誘導体化後は，マルチモード GC 注入口を用い，60℃で 5 分間，

200 mL/minでパージした． 

 

3.2.4 加熱脱着（TD）-GC/MS分析 

GC-MS分析は，マルチモード GC注入口 OPTIC-4（GL Science B.V.），自動ライナ

ー交換モジュール LINEX-2（GL Science B.V.），多機能オートサンプラ AOC-6000（株

式会社島津製作所）を搭載したガスクロマトグラフ質量分析計 GCMS-TQ8050 NX（株

式会社島津製作所）を用いて，TD-GC/MS 法で測定を行った．OPTIC-4 の注入口温

度を 50℃から 280℃まで 5℃/secの昇温でプログラムして加熱脱着を行った．GC分析

は，DB-5カラム（30 m x 0.25 mm i.d., df= 0.25 μm）（アジレント・テクノロジー）を用い，

キャリアガスはヘリウム，スプリット比は 10:1，カラム流量は 1.0 mL/min とした．GC温度

プログラムは，60℃で 4分間維持した後，10℃/minで 320℃まで昇温し，10分間恒温

した．イオン化モードは EIで，スキャン（m/z 35-800）モードでデータ採取を行った． 
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3.2.5 データ処理と統計解析 

代謝物の同定とピーク面積値の算出には，LabSolutions Insight（株式会社島津製

作所）が用いられた．先行研究より，血漿中の代謝物は-80℃で 2.5 年間安定であるた

め，-80℃で保管した血漿をコントロールとしてみなした(82)．統計解析には，マルチオ

ミクス解析パッケージ（株式会社島津製作所）を用いた．実験グループ間で有意に異

なる代謝物は，Welch’s t-test（両側検定）により解析された．コントロールとの比較で p

値が<0.01の場合，差異が有意であるとみなされた． 
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3.3 結果と考察 

本章の実験ワークフローの概略を図 3-1に示す．サンプリング後，MonoTrapの乾燥

において，十分かつ再現性よく水分を除去するために，OPTIC-4 注入口を用いて

60℃で温度をかけながらガスを流すことで乾燥させた．ガスはキャリアガスのヘリウムを

使用し，合計 1 L となるようにガスを流した． 

通常保管での，コントロール，冷蔵・3 週間保管および室温・1 週間保管の全イオン

電流クロマトグラム（Total Ion Current Chromatogram； TICC）を図 3-2 に示す．また，

シリカモノリス保管での，コントロール，冷蔵・1 週間保管および室温・1 週間保管の

TICC を図 3-3 に示す．通常保管では，特に保持時間が 25.5 分付近のピークで顕著

な違いが見られ，冷蔵や室温保管ではピークが消失していた．このピークは NIST 

2023 ライブラリでシミラリティ検索を行ったところ D-Glucopyranose pentaacetate（グルコ

ースの誘導体化物）であった．一方で，シリカモノリス担体では，該当ピークの消失は

見られなかった． 

 

 

図 3-1 本章の実験ワークフロー概略 
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図 3-2 通常保管の TICC 

 (A) コントロール, (B) 冷蔵・3週間保存 (C) 室温・1週間保存．黒枠はグルコースのピーク

を示す． 
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図 3-3 シリカモノリス担体保管の TICC 

(A) コントロール, (B) 冷蔵・1 週間保存 (C) 室温・1 週間保存．黒枠はグルコースのピーク

を示す． 

 

本研究で採用した GSPD によるメチル化およびアセチル化された代謝物は，専用

のマススペクトルライブラリが存在しないため，アミノ酸，有機酸，糖を含む市販の標準

試料を用い，マススペクトルおよび保持指標を採取し，代謝物の同定に用いた．同定

に使用した代謝物のマススペクトルおよび保持指標は付録 5に示す． 

同定された代謝物の中で，室温や冷蔵での通常保管ではいくつかの代謝物のピー

ク面積値に変動が見られた．これら代謝物の通常保管およびシリカモノリス担体保管

でのピーク面積値をプロットしたボックスプロットを図 3-4 および図 3-5 に示す．グルコ
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ース，myo-イノシトール，フェニルアラニンは，冷蔵での通常保管において，優位水準

p<0.01 の基準において，コントロールと比較して有意な変動が確認された．これらは，

1週間保管では減少し，その後 3週間保管では増加する傾向が見られた．一方で，シ

リカモノリス保管により，これら代謝物の変動が抑えられており，myo-イノシトールおよ

びフェニルアラニンはコントロールと比較して有意な変動は見られなかった．しかし，グ

ルコースは，通常保管よりも変動が抑えられていたものの，シリカモノリス保管において

もコントロールと比較して，約 60 %の面積値であった． 

 

 

図 3-4 冷蔵（4℃）における通常保管およびシリカモノリス担体保管での代謝物のピ

ーク面積値の変動 

ボックスプロット中のアスタリスク（＊）は，コントロールと比較した際の有意差を示す（Two-sided 

Welch’s t-test，優位水準 p<0.01）．サンプル数は全て N=6． 

 

室温での通常保管では，上記代謝物の他に，アラニン，イソロイシン，ロイシン，プロ

リン，バリンといったアミノ酸，グルタミン酸，コハク酸といった有機酸の他，カフェイン+

キサンチンで，優位水準 p<0.01 の基準において，コントロールと比較して有意な変動

が確認された．なお，キサンチンは誘導体化によりカフェインとなるため，本分析系で

はカフェインとキサンチンを合算として算出される．冷蔵保存同様，シリカモノリス担体

での保管により，これら代謝物の変動は抑えられており，グルコースと myo-イノシトー
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ルを除く代謝物で，コントロールと比較して有意な変動は見られなかった．グルコース

については，冷蔵保存同様，変動が抑えられていたものの，ピーク面積値は減少して

いた． 
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図 3-5 室温（22℃）における通常保管およびシリカモノリス担体保管での代謝物のピ

ーク面積値の変動 

ボックスプロット中のアスタリスク（＊）は，コントロールと比較した際の有意差を示す（Two sided 

Welch’s t-test，優位水準 p<0.01）．サンプル数は，N=6（通常保管 3days，通常保管 1week，シ

リカモノリス担体保管 1day，シリカモノリス担体保管 3daysは N=5）． 
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過去の研究で NMRベースのメタボロミクスにおいて，ヒト血漿を-20℃で 1 ヶ月保存

すると，プロリンの代謝物量が上昇し，グルコースは減少することが報告されている(82)．

また，冷蔵および室温保管した血漿および血清の CE-MS による代謝物プロファイリン

グにおいて，イソロイシンやグルタミン酸を含むアミノ酸類が変動することが報告されて

いる(81)．LC-MS/MS を用いた研究では，血漿および血清のクールパックおよび室温

輸送において，アミノ酸が最も安定性の低い化合物クラスであり，またヘキソースも有

意に変動したことが報告されている(38)．本研究において，通常保管でピーク面積値

が変動した代謝物は先行研究と比較して概ね一致していた．また，予備実験として実

施したヒト血漿の安定性実験とも同様の傾向を示した（付録 6）．シリカモノリス担体を

用いることで，グルコース以外の代謝物で，冷蔵や室温保存においても，これらの代

謝物が安定化することが分かった．グルコースについては，変動が抑えられたものの，

ピーク面積値は有意に減少していた．これは，一部水分が MonoTrap に残存していた

可能性があり，サンプリング条件の最適化の余地が残っていると考えられる．また，本

研究の限界は，同定に使用したライブラリの代謝物を主要な代謝物に限られており，

網羅性が低い点である．しかし，本研究において，シリカモノリス担体によるサンプリン

グにより，代謝物の変動が抑えられることが分かった． 

 

3.4 小括 

本章では，ヒト血漿を対象サンプルとして，シリカモノリス担体を用いたサンプリング

による冷蔵および室温での保管時の代謝物の安定化について検討を行った．シリカ

モノリス担体は，直接サンプルをアプライし不活性ガスにより簡便に乾燥させることが

できるため，高い温度においても代謝物の変動が抑えられると考えられた．実験の結

果，通常保管ではアミノ酸や有機酸，グルコースなどの代謝物が変動していたが，シリ

カモノリス保管ではこれらの変動が抑えられることが分かった．グルコースについては，
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シリカモノリス保管においても，代謝物の変動が見られたため，サンプリングの最適化

の余地が残った．今後，本手法によりサンプルを冷蔵や室温で流通できるようになれ

ば，設備が限れた環境や流通網のサンプルにおいても，簡便にサンプルを保管・輸

送することができるようになる． 
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第4章 総括と展望 

4.1 本研究の総括 

メタボロミクスでは，代謝物のプロファイリングにいくつかの分析装置が使用される．

GC-MS は，低分子親水性代謝物のプロファイリングに用いられる分析装置である．し

かし，GC-MS ではサンプルの前処理および代謝物の誘導体化の工程が必要である．

サンプルの前処理では脱水に一晩かかり，また誘導体化の選択肢は限られているた

め，検討の余地があった．本研究では，GC-MSによるメタボロミクスに資するシリカモノ

リス担体を用いた新しいコンセプトのサンプリングと誘導体化の手法を構築し，気相-固

相誘導体化（Gas-solid phase derivatization; GSPD）として提案した． 

第 2 章では，GSPD によるワークフローの実現性検討として，トリカルボン酸（TCA）

サイクルおよび解糖系の中間代謝物である多価有機酸および糖リン酸について，測

定ワークフローを構築し，誘導体化試薬，反応条件，分析条件を検討した．GSPD で

は，シリカモノリス担体にサンプルを直接アプライし，バイアル内のヘッドスペース部で

ガス状の試薬により誘導体化されるようにした．誘導体化物はマルチモード注入口を

用いた加熱脱着法により GC-MSに導入された．多価有機酸は，溶解性の観点から溶

媒中では適応が困難であった TMSD によるメチル化を行うことができた．また，糖リン

酸では，TMSD によるメチル化と無水酢酸によるアセチル化という溶媒の異なる 2 段

階の誘導体化反応を行うことができた．さらに，構築した条件を用いて，生体サンプル

であるヒト血漿と植物サンプルであるトマト果肉を分析し，実試料への適応性を確認し

たところ，従来法と比較して検出能が向上した． 

メタボロミクス研究において，サンプルの適切な採取および保存は極めて重要な要

素である．しかし，現場の環境や輸送条件によってはこの温度管理が困難な場合も多

い．そのため，代謝物の変動を抑えるための新しい保存技術の開発が求められている．

そこで，第 3 章では，第 2 章で開発したシリカモノリス担体を用いたサンプリングにより

室温や冷蔵での保管において，代謝物の変動抑制についての評価を行った．シリカ
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モノリス担体を用いたサンプリングでは，不活性ガスで簡便にサンプルを乾燥させるこ

とができるため，酵素活性が抑えられると考えられた．その結果，通常保管では室温

や冷蔵ではグルコースやロイシンなどでピーク強度が増加し，コハク酸やプロリンなど

では減少した．一方で，シリカモノリス担体で保管した場合は，これらの変動が抑えら

れていた．本結果から，シリカモノリス担体で代謝物を保持させることで，従来よりも高

い温度で流通させることができる可能性が示唆された．このように，第 3 章では，メタボ

ロミクスのロジスティクスの課題に焦点を当て，代謝物の安定性向上に関する技術検

討を行った． 

 

4.2 今後の展望 

本研究で開発した手法を応用することで，現地でサンプルを担体に直接サンプリン

グした後，担体ごと室温で輸送・保管を行い，GSPD により測定する研究フローを構築

できる可能性が示された．例えば，ガラスライナーに直接シリカモノリスを保持させるこ

とで，現地でサンプリングし，実験室へ輸送後そのまま誘導体化と GC-MS 測定に供

することができる．また，ガラスライナー自体にバーコードなどを印字することで，サン

プルのトレーサビリティを担保することも可能になる．また，誘導体化について，本研究

で溶媒に影響しない誘導体化が可能であることが示されたため，これまでは困難で合

った誘導体化試薬の適応も可能であり，測定成分の拡張が期待できる．さらに，本研

究では誘導体化試薬が入ったバイアルのヘッドスペース部に担体を吊るして反応させ

る系を構築したが，気相プロテインシーケンサーのように気化した誘導体化試薬を自

動で供給できるシステムの構築などにより，効率的かつ再現性良く，多検体を処理で

きることも期待できる．また，シリカモノリス担体から溶媒に逆抽出するメソッドを構築す

ることで，HPLC や LC-MS などの GC-MS 以外の分析装置に適応することも可能にあ

る．このように，本研究で得られた知見をもとに技術開発を進めることで，ロジスティクス

やサンプルの前処理の課題を解決し，メタボロミクス研究のより一層の社会実装を進
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められることが期待できる． 
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 異なる表面修飾のMonoTrapによる糖リン酸のGSPDおよび TD-GC/MS分

析 

 

カラムは，SH-I-5 Sil MSカラム（30 m x 0.25 mm i.d., df= 0.25 μm）（株式会社島津製作所）

を使用した．キャリアガスはヘリウム，スプリット比は 10:1，カラム流量は 1.0 mL/min とした．GC

温度プログラムは，50℃で 2分間維持し，15℃/minで 320℃まで昇温し，10分間恒温した．  

  



 

80  

 G6Pの TMSDによるメチル化および TFAAによるトリフルオロアセチル化 

 

 

GSPDにより，TMSD とメタノールを用いてメチル化（60℃で 5分間）を行った後，TFAA とピリ

ジンを用いてトリフルオロアセチル化（40℃で 30分間）を行った． 
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 異なる加熱脱着温度（200，250，300℃）における糖リン酸誘導体化物のピー

ク面積の比率 
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 GSPDによるヒト血漿連続分析の TIC 

 

GSPDでメチル化およびアセチル化したヒト血漿連続分析の TIC（1回目および 59回目） 
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 GSPD によるメチル化・アセチル化された代謝物のマススペクトルおよび保持

指標 

• Phosphoric acid (RI: 932) 

 

• Fumaric acid (RI: 1024) 

 

• Succinic acid (RI: 1031) 
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• Alanine (RI: 1123) 

 

• Glycine (RI: 1129) 

 

• Valine (RI: 1255) 
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• Glycerol (RI: 1277) 

 

• 2-Ketoglutaric acid (RI: 1337) 

 

• Leucine (RI: 1337) 
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• Isoleucine (RI: 1350) 

 

• 4-aminobutyrate (RI: 1365) 

 

• Uracil (RI: 1420) 
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• Serine (RI: 1422) 

 

• Threonine (RI: 1425) 

 

• Aconitic acid (RI: 1439) 
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• Aspartic acid (RI: 1447) 

 

• Proline (RI: 1449) 

 

• Citric acid (RI: 1474) 

 

 

 

100 200 300 400 500 600 700 800
0

25

50

75

100

%

102

144

43

60

100 200 300 400 500 600 700 800
0

25

50

75

100

%

102

144

43

60

100 200 300 400 500 600 700 800
0

25

50

75

100

%

143

101

59

69
185



 

89  

• Cysteine (RI: 1477) 

 

• Isocitric acid (RI: 1511) 

 

• Thymine (RI: 1573) 
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• Glutamic acid (RI: 1582) 

 

• Methionine (RI: 1607) 

 

• Glutamine (RI: 1626) 
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• Phenilalanine (RI: 1732) 

 

• 1,4-Butanediamine (RI: 1755) 

 

• Caffeine (RI: 1901) 
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• Palmitic acid (RI: 1938) 

 

• Fructose (RI: 1957) 

 

• Glucose isomer-1 (RI: 2042) 
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• Glucose isomer-2 (RI: 2052) 

 

• myo-Inositol (RI: 2101) 

 

• Tyrosine (RI: 2113) 
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• Stearic acid (RI: 2141) 

 

• Tryptophane (RI: 2425) 
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 GC-MSおよび LC-MS/MS を基盤としたメタボロームプロファイリングによるヒ

ト血漿の安定性 

表 3-1の条件で通常保管したヒト血漿を，GC-MSおよび LC-MS/MSによるメタボロームプロ

ファイリングを行った．GC-MSは，「2.2.5 溶液中での誘導体化」の手順で Bligh&Dyer法に

よる抽出と誘導体化を行った．測定は，GCMS-TQ8050 NX（株式会社島津製作所）を用い，

Smart Metabolites Database（株式会社島津製作所）に収載のメソッド（DB-5カラム，スキャンモ

ード）に従い測定した．LC-MS/MSは，Bligh&Dyer法による抽出後，水層を乾燥させ超

純水で再溶解させた．測定は，LCMS-8060 NX（株式会社島津製作所）を用い

LC/MS/MS メソッドパッケージ 一次代謝物（株式会社島津製作所）に収載のメソッド

（Discovery HS F5-3カラム，非イオンペアメソッド，MRMモード）に従い測定した．代謝物の

同定とピーク面積値の算出には，LabSolutions Insightが用いられた．統計解析には，マルチ

オミクス解析パッケージ（株式会社島津製作所）を用いた．各サンプルは Volcano Plot（優位水

準 p<0.01）によりコントロールとの比較がなされた． 
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⚫ 冷蔵（4℃）保管 
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⚫ 室温（22℃）保管 
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