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第一章 緒論 

 

 超臨界流体（supercritical fluid：SF）とは臨界点を超えた温度および圧力下においた物

質の状態を示す（図 1-1）1-5．相図において，固体，液体および気体の状態に対応する領域

は明確に区別できる．しかし，臨界温度以上では液体と気体は同じ密度をとることができ，

そのような流体は圧力を上げても液化することはできない．SF の物理的な性質を表 1-1 に

示した 1．臨界点以上で物質は液体に近い密度と溶媒和力を持つ．しかし，その粘度は気体

に近く，拡散係数は気体と液体の中間である．また，分子間相互作用が十分に強い状態で

は，SF は高分子や低揮発性化合物などさまざまな溶質を溶かすことができる 6-8．さらに，

これらの溶媒特性は圧力や温度を制御することにより大幅にかつ連続的に変化させること

ができ，単一媒体で幅広い物性を示すことが可能である 1-5．すべての物質に超臨界領域が

存在する（表 1-2）が，学術的にも産業的にも重要な物質は超臨界水と超臨界二酸化炭素

（supercritical carbon dioxide：SCCO2）であり，上記のユニークな特性からさまざまな

用途に応用されている（表 1-3）1． 

 

図 1-1 物質の相図 
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表 1-1 物質の各状態における物理的性質 1 

物性 気体 超臨界流体 液体 

密度 [kg·m-3] 0.6～2 300～900 700～1600 

拡散係数 [10-9 m2·s-1] 1000～4000 20～700 0.2～2 

粘度 [10-5 Pa·s] 1～3 1～9 200～300 

 

表 1-2 物質の臨界点 1 

物質 臨界温度 [ºC] 臨界圧力 [atm] 

二酸化炭素 31.3 72.9 

水 374.2 218.3 

亜酸化窒素 36.5 72.5 

アンモニア 132.5 112.5 

メタン -82.8 45.4 

エタン 32.2 48.1 

メタノール 239.5 79.8 

エタノール 240.8 60.6 

キセノン 16.6 58.4 

 

表 1-3 超臨界流体の用途 

用途 具体例 

抽出 
エッセンシャルオイルの抽出 

カフェインレスコーヒーなど 

機能性加工 工業製品の洗浄，乾燥，染色 

材料形成 微粒子，ナノカプセルの製造 

反応 
超臨界水による酸化反応 

木質バイオマスの化学変換 

 

超臨界二酸化炭素は臨界温度が室温に近いという特性があるため，抽出・有機合成・材

料合成へ適用されやすい．抽出溶媒として超臨界流体を用いる超臨界流体抽出は，抽出物

の収率および純度が高いため，天然物からの各種フレーバや薬効成分の抽出に用いられて

いる 9-11．また，高圧で抽出した後低圧に戻すことで溶媒が気体となってなくなるため，食
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品等溶媒の処理が問題となる分野に有用である．また，機能性加工の領域では，SF の高拡

散性，低粘性により微細構造への浸透に優れる性質をいかし，洗浄や乾燥，染色などが行

われている 12．さらに溶媒特性を大きく変化させることができることから，過飽和度の調節

がキーとなる微粒子製造にも用いられている．超臨界水は常温常圧で水素結合に基づくネ

ットワークが形成されている水と比較して，誘電率やイオン積などの特性が大きく変化し

ている．例えば，水の比誘電率は常温常圧で約 80 であるが，臨界点を超えると 2~20 に著

しく減少し，有機物質も溶解させることができるようになる．また，一部が水素イオンお

よび水酸化物イオンに分解されているため，酸および塩基触媒を必要としない．さらに高

密度かつ高温であるため，反応がすみやかに進行するなどの特徴を有し，ダイオキシンや

PCB などの有害有機物質の分解反応の場として期待されている．超臨界水や SCCO2 を用

いた各種反応は，有機溶媒の使用量の削減や高速，高選択的な反応を実現するため，グリ

ーンケミストリーを志向した環境負荷低減技術の一つとして近年期待されている 13．加えて，

近年では木質バイオマスの加水分解による資化可能な糖類の生成にも超臨界水が応用され

ている 14．また，超臨界メタノールを用いて木質バイオマスを液化することにより，直接液

体燃料を得る試みも行われている 15． 

 SF は拡散性と溶解性を兼ね備えるため，クロマトグラフィーの移動相としても好ましい

性質を有している．超臨界流体クロマトグラフィー（Supercritical fluid chromatography: 

SFC）には，移動相として無毒性，取り扱いの簡便性から超臨界流体二酸化炭素が主に用

いられ，そのユニークな性質に由来する以下の特徴を有する 4,5．  

１．ガスクロマトグラフィー（gas chromatography: GC）においては熱分解性や高沸点の

ために分析が困難な化合物にも適用可能である． 

２．SF は拡散係数が高いため，高速液体クロマトグラフィー（high-performance liquid 

chromatography: HPLC）に比べてクロマトグラフィーにおける分離能が大幅に向上する．

また，van deemeter curve において高い流速においても理論段高さが保たれるため，分析
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時間を短縮することができる． 

３．温度と圧力を制御することで超臨界流体の溶質の溶解度を大幅に変化させることがで

きるため，単一の流体で溶出力を調節することが可能である．また，モディファイヤーと

してメタノールなどの有機溶媒を少量添加することで溶出力の選択範囲はさらに広がる． 

４．二酸化炭素などの常温で気体として存在する物質を移動相として用いた場合，分取ク

ロマトグラフィーを行った後に得られたフラクションから移動相が自動的に揮散するため，  

溶媒留去という時間とエネルギーを消費するプロセスを省くことができる．  

SFC の最初の報告は 1962 年の Klesper らによるポルフィリン類の分離であり 16，1966

年に発表された HPLC よりも早い時期に登場した 4,5．しかしながら文献検索サービスであ

る Scifinder によると，HPLC の年間報告数が 1980 年には年間 1000 報を超え，現在では

3000 報以上が年間に報告されているのとは対照的に，SFC は 1989 年の 173 報がピークで

現在では年 100 報程度とその数は減少傾向にある（図 1-2）．SFC が優れた特性を持つにも

関わらず，SFC の応用が限定されている背景には，移動相としての超臨界流体二酸化炭素

の特性解析が遅れたことと，それに伴う SFC の技術開発の迷走がある． 

 

図 1-2  SciFinder Scholar によるキーワード”Supercritical fluid chromatography” 文献

検索結果 
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当初，SFC は主に中空キャピラリーカラムを用いたキャピラリーSFC として運用されて

きた 4,5．キャピラリーSFC では，長い中空キャピラリーカラムを用いることで GC のよう

な高理論段の分析を行なうことができ，さらに，GC では分析できない不揮発性物質や熱分

解性物質にも適用できる．キャピラリーSFC が初めて報告されたのは 1982 年の SFC 国際

学会であり，その年には HPLC をベースとした充填カラム SFC が Hewlett-Packard 社よ

り発表されていた．それにも関わらず，SFC の技術開発の中心がキャピラリーSFC へと傾

いていったのは，検出器を当時 HPLC よりも普及していた GC と共有できることや，キャ

ピラリーSFC を用いて行われたポリマーなどの分析例が優れたものであったからであると

考えられる 5．しかし 1985 年にキャピラリーSFC システムが市販されると SFC が抱える

問題が明らかとなり広く普及するには至らなかった．気体よりも密度の高い SF を移動相と

して用いると，最適線速度は気体を用いるよりも低いため，理論段数あたりの分析時間は

GC よりも長くなる．高い理論段数を得るには数時間以上もの長い分析時間を要するため，

最適な線速度の 10 倍以上の速度をもって分析が行われ，期待したような分離を得ることが

困難であることが明らかになった 5．さらに超臨界流体二酸化炭素の極性が想定されていた

（イソプロパノール程度）17よりも低く，物質の溶解性にも問題が生じた．製薬企業で分析

対象となるような低分子で比較的極性の高い化合物の分離に用いることができないことが

わかった．これはモディファイヤーを少量しか添加できないキャピラリーSFC においては

致命的な欠点であった．こうした経緯から，SFC は分析技術としての運用が減少した． 

近年になり，SFC の有用性は充填カラムを用いた分取クロマトグラフィーにおいて見出

された 4,5,18,19．これは既に述べたとおり，移動相である二酸化炭素が分取後揮散すること，

また，分離効率が HPLC と比べて高いことから，充填カラム SFC が非常に高い分取効率を

示すためである．現在では SFC の技術開発は，従来技術に対する優位性が明確な分取シス

テムを中心に行われており，特にキラルカラムと組み合わせにより，薬品原料等の光学活

性体生産の重要技術となりつつある．その一方で，代謝物分析を含む他の用途には積極的
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に利用されていないのが現状である． 

代謝物解析は遺伝子，転写産物，タンパク質の解析とならび，細胞に起こる生理現象を

正しく理解するために重要なストラテジーである．特に近年，遺伝情報を伝える他の分子

群の解析と同様に，代謝物解析でも多成分を一斉分析することで複雑な生物システムを理

解しようとする試みが行われている 20,21．しかしながら他の解析に比べて対象とする分子群

の化学的性質が多岐に渡るため，分析技術の一般化が遅れている．代謝物解析は主に被験

化合物の定性情報，すなわち分子量および構造情報を得ることができるとともに，高感度

の定量が可能な質量分析および GC， LC，キャピラリー電気泳動（CE）などの分離技術

と組み合わせで行われている．SFC を代謝物解析に用いた場合には，以下の利点を期待す

ることができる． 

１．高分離のため，夾雑成分による分析の妨害を避けることができる．特に大気圧下イオ

ン化法においては共溶出化合物によるイオン化阻害あるいはイオン化促進効果は大きな問

題となる． 

２．高速分離により多検体の分析に有利である． 

３．超臨界流体二酸化炭素はヘキサン程度の低極性であるため，疎水性代謝物を溶解する

ことができる．さらに移動相の極性はメタノールなどの極性溶媒を添加することで大幅に

変化させることが可能である． 

これらの特徴を鑑みると，SFC は優れた代謝物分析手法となりうると考えられる．そこ

で，まず代謝物分析に必須の質量分析との接続システムを開発し，脂質の分析系を構築す

ることで，その有用性を検証した．順相カラムであるシアノカラムを用いることでリン脂

質，スフィンゴ脂質，糖脂質，中性脂質を含み，幅広い極性を有する脂質を 20 分以内に分

離することができることが分かった（図 1-3）22．このことは，SFC の高速高分離性能を改

めて示している．さらに逆相カラムである ODS カラムを用いた場合には脂肪酸のバリエー

ション認識し，分離できることが分かった．これまで SFC にはキラルカラムが用いられる
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ことが多かったが，カラムの特性を解析することで，さまざまな物質の分離に有用である

ことが示唆された．このことは SFC が脂溶性代謝物分析の有望な分離技術であり，SFC/MS

が代謝物解析技術の新たな重要技術となりうることを示唆した． 

 

 

図 1-3 シアノカラムを用いた SFC/MS による脂質混合物の分析により得られた 2 次元

MAP22． (A)ポジティブイオンモード，(B)ネガティブイオンモード．測定化合物 1, TG; 2, 

DG; 3, MGDG; 4, DGDG; 5, PA; 6, PC; 7, PE; 8, PG; 9, PI; 10, PS; 11, LPC; 12, SM; 13, 

Cer;分析条件mobile phase, CO2; modifier, methanol with 0.1% (w/v) ammonium formate 

10-30% in 20 min; flow rate, 3.0 mL/min; backpressure, 10 MPa; and column, Berger 

CYANO (4.6x250 mm I.D., 6 μm particle) 
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カロテノイドは8個のイソプレン単位が結合して合成されるC40イソプレノイドである．

中央部の長い共役二重結合と両側の末端基を部分構造として有し，末端基の構造が異なる

構造類縁体が多数存在する 23． 

カロテノイドは太陽光があたる環境で生育する幅広い生物種に存在すると考えられてい

る．カロテノイドは光による障害に対する保護作用を有していることから，光合成により

エネルギーを獲得する植物，藻類，光合成細菌ではカロテノイドの存在は必須である．動

物においてカロテノイドは鳥類の羽毛，卵黄，魚類の体表，卵黄，海産動物の体表などに

多く含まれている 23． 

植物において，カロテノイドは光エネルギーを吸収して光化学反応の中心であるクロロ

フィルにエネルギーを渡す光捕集（増感）作用を有している一方で，過剰な光エネルギー

によってもたらされる障害を防ぐ光障害防御作用も有している 24．このカロテノイドの光障

害防御作用は励起エネルギー移動による一重項酸素の消去，電子授受によるフリーラジカ

ル消去作用に加え，キサントフィルサイクル 25,26 というカロテノイド生合成酵素と共役し

高度に発達した光化学系障害防止機構によるものがあり，カロテノイドが光合成を行なう

植物の生命維持に特に重要な物質として利用されていることが分かる． 

動物においてもカロテノイドは脂溶性の抗酸化物質として重要である 27．ヒトの表皮や皮

下組織にはカロテノイドが高濃度で含まれ，主に可視光によって生成した活性酸素やラジ

カルの消去に寄与していると考えられている 23．脳心血管系障害 28-30，代謝症候群 31,32，肥

満 33，糖尿病 34，白内障 35,36，乳がん 37,38，前立腺がん 39,40，肺がん 41，消化器がん 42,43

などの多くの疾患において有病率と血中カロテノイド濃度が負の相関を示すことが明らか

にされており，抗酸化作用を通じ，カロテノイドがヒトの健康維持に重要な物質であるこ

とが示唆されている． 

また，カロテノイドは自然界を彩る色素でもある．カロテノイドは威嚇，隠蔽や性的識

別などのための標識色素として植物においては果実，花弁 24,44 など，動物においても体表
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や鳥類における羽毛 45 などに多く含まれており，生存戦略上重要な色素であると考えられ

る．生物種によって異なるカロテノイド生合成経路を発展させており 46-48，代謝研究も盛ん

に行われている． 

さらにカロテノイドは重要な生理活性物質の前駆体である．カロテノイドはビタミン A

の前駆体であり，動物において視覚 49,50，形態形成制御作用，細胞の分化増殖制御 51,52 な

どの生理作用に関与している．また植物においても気孔開閉 53,54，種子の休眠 55,56,や各種

環境ストレス応答 57,58 に関わる植物ホルモンであるアブシジン酸の前駆体である．このア

ブシジン酸は細胞内寄生性原虫であるトキソプラズマにおいても宿主細胞からの脱出を司

るシグナル分子として利用されていることが明らかにされている 59 ことからも，カロテノ

イドの代謝物がさまざまな生理活性を制御する分子として幅広い生物種で利用されている

ことをうかがい知ることができる．近年，アブシジン酸と同様にカロテノイド酸化開裂物

を前駆体とするストリゴラクトンが分枝を制御する植物ホルモンとして同定され 60,61，動物

においてもレチナール生合成酵素以外のカロテノイド酸化開裂酵素がミトコンドリアの酸

化的障害の保護作用に関与していることが明らかになる 62 など，カロテノイドおよびその

代謝物が持つ生理機能についての関心が高まっている． 

以上よりカロテノイドは代謝解析のターゲットとして重要な分子群であると考えられる

が，高い疎水性および構造類縁体が多数存在することから，従来法による迅速分析は困難

である．例えば，末端環構造上の二重結合の位置のみ異なる構造異性体であるルテインと

ゼアキサンチン（図 2-1）は，数百症例以上を対象とした多くの疫学的調査において混合物

として検出，定量されている 30,33,37,42,43．これは，構造の類似したこれらのカロテノイドを

分離するのは困難であり，分離できたとしても長い分析時間を要するため，スループット

が重視される多検体の分析が必要となる研究においては，分離せずに分析が行われたこと

が理由として考えられる．しかし，これらの 2 つの分子の生体内における機能は異なるこ

とが知られている．例えばルテインとゼアキサンチンは両分子ともヒトの黄斑に存在する
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カロテノイドとして知られているが，黄斑の中心部においてはゼアキサンチンの存在比が，

周辺部においてはルテインの存在比が高く，共役二重結合数の異なり吸収極大波長の異な

るこれらのカロテノイドが，異なる機能を担っている可能性が示唆されている 63．また，抗

酸化機能も異なる．アリル位にヒドロキシ基を持つルテインは，この部分が酸化されやす

く，比較的な安定なラジカルカチオンを生じる 63 ため，フリーラジカルの消去に有用であ

ると考えられる．一方，ルテインよりも長い共役二重結合を有するゼアキサンチンは一重

項酸素の励起エネルギー授受による物理的機構による消去において有利であると考えられ

ている．このことから，カロテノイドの機能を詳細に解析するためには構造が類似したカ

ロテノイドを分離でき，なおかつ多検体分析に対応した高速分析系の構築が望まれる． 

本研究では，これまでキラル分取などの限定された範囲にしか応用されてこなかった

SFC/MS が，脂溶性代謝物の有望な分析技術であり，生体システムにおけるカロテノイド

の機能を解明するための技術的なブレークスルーとなりうることを示すことを目的とした．

まず，カロテノイド分析における SFC/MS のスペックを確認し，どこに有用性があるかを

調べた．次に，従来法では分離や検出感度の点で分析が難しいカロテノイドエポキシドを

ターゲットとした分析系を構築し，SFC/MS の脂溶性代謝物分析における潜在能力を検証

した．  
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第二章 超臨界流体クロマトグラフィー/質量分析を用いた 

カロテノイド分析法の開発 

 

2-1. 緒言 

カロテノイド類には構造類縁体が多数存在し，また，蓄積量が非常に微量な成分も存在

することから，生体試料の分析においては高度な分離技術が必要とされる．従来，カロテ

ノイドの分離分析には，カラムクロマトグラフィや薄層クロマトグラフィーが用いられて

きたが，最近では高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid chromatography, 

HPLC）が汎用されている．順相モードの HPLC では主に対象化合物の極性の違いが認識さ

れ，分離されるが，構造異性体などの構造類縁体を分離することは困難である．逆相 HPLC

では通常用いられる C18 カラムよりも長いアルキル基を有する C30 カラムが Carotenoid 

column として開発され，カロテノイド分析に用いられている 64,65．C30 カラムを用いること

で極性の違いだけでなく，立体異性体を含む構造異性体の分離も行なうことができるが，

分析に長い時間を要する 64,65． 

一方，検出器としては一般的に可視光検出器やフォトダイオードアレイ検出器などの吸

光度検出器が用いられる．カロテノイドはイソプレン骨格に長い共役系を有しており，主

に可視光領域に強い吸収を持っている．吸収波長や強度は，共役系の長さや末端部に位置

する官能基により影響を受けて変化するため，420-480 nm の波長領域の吸収をモニターす

ることにより，カロテノイドの部分的な構造情報を獲得することが可能である 64,65．しかし

異性体や構造類縁体などの夾雑物の影響を受けることや，検出感度が低いなどの問題を抱

えている．質量分析計はこれらの問題を解決できる可能性を有している．m/z により分子量，

それに基づく官能基の情報を獲得可能である．また，タンデム型質量分析計を用いてフラ

グメント情報を得ることでさらに部分構造に関する情報を獲得することができる． LC に
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接続する MS のイオン化法としてはエレクトロスプレーイオン化（electrospray ionization: 

ESI）法および大気圧化学イオン化（Atmospheric pressure chemical ionization: APCI）法が広

く用いられている．ESI は帯電した微細な霧として噴霧された試料溶液が，乾燥ガスと霧に

帯電した電荷の反発により更に微細化し，気化してイオンを生成する 66 イオン化法であり

中～高極性化合物に適したイオン化とされる．APCI はヒーターや乾燥ガスにより試料を気

化し，そのガス中でコロナ放電を行なうことでイオン化する手法 67 であり，低～中極性化

合物のイオン化に適している． MS は光度計よりも感度および選択性に優れており，特に

ESI 法を用いた MS は代謝物分析によく用いられている．しかしながら質量分析における検

出感度はイオン生成の反応の場である LC の溶離液の組成に強く影響を受けることが知ら

れている．脂溶性の高いカロテノイドを溶出するために，逆相 HPLC では低極性の methyl 

tert-butyl ether（MTBE）や酢酸エチルなどが溶媒として用いられる 64,65．これらの極性の低

い溶媒では，溶媒自身がイオン化する必要がある ESI やイオン化にプロトンを必要とする

APCI におけるイオン化効率が低下し，期待されるような感度を得ることができていない

68,69． 

一方，逆相カラムを用いた SFC/MS では SCCO2/メタノールグラジエントによりトリアシ

ルグリセロールなどの低極性脂質を溶出，ESI 法により良好にイオン化されることを確認し

ている 22．このため，SFC/MS は上記の逆相 LC/MS の感度低下という問題を解決できる可

能性がある． 

さらに，前章でも述べたとおり，SFC は脂溶性代謝物の分離分析に有用であることから，

カロテノイドの効率的な分離が期待される．これまでに SFC をカロテノイド分離の応用例

が報告されている．Schmitz らは，中空キャピラリーカラム SFC を用い，熱分解のため GC

による分析ができず，また当時液体クロマトグラフィーによる分離の難しかったカロテノ

イド類を SFC が良好に分離できることを示した 70．また，Ibañez らは 50 cm の粒子充填キ

ャピラリーカラムを用い，モディファイヤーを使用せず，300 atm 程度の SCCO2によりベー
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タカロテンおよび異性体であるリコペンの 10 分程度の短時間による分離を達成している 72． 

Lesellier らは粒子充填カラムを用いたカロテノイドの温度，圧力，モディファイヤー，カラ

ム固定相などのさまざまな分析条件の詳細な検討を行っている 72-74．彼らはこれらの研究を

発展させ，ベータカロテンのシストランス異性体の分離およびベータカロテンとゼアキサ

ンチンの分離を評価することにより SFC および HPLC におけるカラムの特性（bonding 

density, hydrophobicity, polar sites accessibility）解析を試みており 75-79，特にモノリス型カラム

が立体異性体の分離に有用であることを報告している 80． 

モノリス型シリカカラムは新しいゾル-ゲル法によってつくられ，大きなマクロポア（直

径約 2 μm で粒子充填型シリカカラムの粒子間隙に相当する）とメソポア（直径平均 13 nm

で，シリカ粒子表面の細孔に相当する）からなる 81-83．モノリス型カラムは粒子充填型カラ

ムに比べて大きな流路を確保できるため，低圧送液が可能である 83．その特性により，高

流速分析による分析時間の短縮や，連結による分離能の向上が達成されており 83,84，LC の

高性能化に有用であることが示されている． 

そこで，本章では，カロテノイド分析のモデルケースとして，構造異性体を含む植物の

カロテノイド生合成経路の中間体（リコペン(lycopene), ベータカロテン(β-carotene), ルテイ

ン(lutein), ゼアキサンチン(zeaxanthin), アンテラキサンチン(antheraxanthin), ネオキサンチ

ン(neoxanthin), ビオラキサンチン(violaxanthin)）の SFC/MS による分析系の構築を試みた．

選択性や感度など代謝物解析における重要な仕様について調査し，超臨界流体クロマトグ

ラフィーの質量分析との接続システムのカロテノイド分析における有用性を検証した． 
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2-2. 実験方法 

2-2-1. 試薬 

 本研究において使用した試薬類は特に示さない限り、ナカライテスク社製 特級試薬を用

いた．SFC の移動相に用いた二酸化炭素（純度 99.9％）はネリキガスから購入した．モデ

ィファイヤーとして用いた HPLC グレードのメタノールは和光純薬から，添加剤として用

いたギ酸アンモニウムはシグマアルドリッチから購入した．ナカライテスクから購入した

ベータカロテン，Extrasynthese から購入したゼアキサンチン，DHI から購入したリコペン，

ルテイン，アンテラキサンチン，ネオキサンチンとビオラキサンチンをカロテノイド標準

品として用いた（図 2-1）． 

 

 

図 2-1 分析対象のカロテノイド 
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2-2-2. 装置 

 SFC 装置は Berger SFC Analytix （Waters），質量分析計は ZQ2000（Waters）を用いた．

またイオン化を促進するメイクアップ液の送液には Agilent 1100 series isocratic pump 

（Agilent Technologies）を用いた．用いた装置類の写真を図 2-2 に示す． 

 

 

図 2-2 SFC-MS 装置 

 

 

2-2-3. カラム 

 Inertsil ODS-3 （モノメリック ODS 固定相， 250 × 4.6 mm ID; GL Sciences），Inertsil ODS-P 

（ポリメリック ODS 固定相， 250 × 4.6 mm ID; GL Sciences），Hibar Purospher STAR RP-18e

（モノメリックODS 固定相， 250 × 4.6 mm ID; Merck）と Chromolith® Performance RP-18e (モ

ノリス型 ODS カラム, 100 × 4.6 mm ID; Merck)を用いた． 
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2-2-4. Chlamydomonas reinhardtii の培養条件 

真核生物淡水性緑藻 C. reinharditii（IAM-239 

株）の培養には Modeified Bristol Medium（MBM: 

表 2-1）を用いた．直径 45 mm, 培養容積 200 mL

の試験管を用い，50 mol photons m-2s-1の白色蛍

光灯照射下，28℃にて培養した．この際 1% 二

酸化炭素を含む空気を流速 30 mL/min で通気し

た．試験には，特に示さない限り，この条件で

培養した細胞を用いた． 

 

2-2-5. C. reinhardtii からのカロテノイド抽出 

 凍結乾燥した C. reinhardtii をボールミル

（MM301，Retsch）により凍結破砕（20 Hz, 30

秒）し，その後 2 ml のアセトン（純度 99.5%以

上，和光純薬）を用いて抽出した．抽出物は 1

分間ボルテックス，10 分間超音波破砕を行い，

4℃，20000 x g の条件で 5 分間遠心分離した上清

を回収し，SFC-MS 分析に供した． 

 

2-2-6. カロテノイド類の代謝変動解析 

24 時間前培養した 200 ml の C. reinhardtii 培養液にソルビトール，パラコートおよび塩化

ナトリウムをそれぞれ最終濃度 0.4 M，100 nM， 0.1 M となるように添加し 1.5，3，6，12，

24 時間後に 20 ml ずつサンプリングした．次に遠心分離（3000 x g, 25℃, 10 min）により得

られた藻体ペレットを凍結乾燥機（FREEZONE 1L LABOCONCO）により凍結乾燥した後，

表 2-1 MBM 培地の組成    

KNO3 250 mg 

MgSO4・7H2O  75 mg 

K2HPO4  75 mg 

KH2PO4  175 mg 

NaCl  25 mg 

CaCl2・2H2O  10 mg 

Fe solution*  1 mL 

A5 solution**  1 mL 

Dist.water  

   1000 ml (Adjusted to pH 6.0) 

 

*Fe solution 

FeSO4・7H2O 3.15 g 

Dist.water  

Conc.H2SO4 2 drops 

 

  **A5 solution 

H3BO3 286 mg 

MnSO4・7H2O 250 mg 

ZnSO4・7H2O 22.2 mg 

CuSO4・5H2O 7.9 mg 

Na2MoO4 2.1 mg 

Dist.water  

1000 mL 
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2-2-5 に記した方法により，カロテノイドの抽出を行い，SFC/MS に供した． 
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2-3. 結果 

2-3-1. MS におけるイオン化条件の検討 

 まず固定相に粒子充填型のシアノカラム，移動相に 0.1%のギ酸アンモニウムを含むメタ

ノールを添加した超臨界二酸化炭素（SCCO2）を用いた SFC の条件下で，カロテノイド標

準品を測定し，質量分析計のイオン化条件について検討を行った．先にも述べたとおり，

一般的にカロテノイド類などの疎水性の高い化合物の分析には APCI 法が用いられること

が多い 68が，ESI においても良好なイオン化が認められた．この原因の一つに，移動相の組

成が ESI におけるイオン化に有利な条件であったことが考えられる．特にイオン化部の圧

力条件では，二酸化炭素は気体として存在しておりイオン化に有利なメタノールに富む条

件でイオン化が行われていると考えられる．これまでに ESI プローブを用いたインターフ

ェイスの構築および流量等の最適化ができているため 22，本研究においては，ESI によるイ

オン化を採用し，イオン化条件を最適化した．本論文における分析は以下に示す条件で行

った（表 2-2）． 

 

 表 2-2 MS の分析条件 

scan range m/z 300-1200 

capillary voltage 3.0 kV 

cone voltage 30 V 

extractor voltage 2.0 V 

RF lens voltage 0.2 V 

source temperature 120°C 

make-up liquid methanol with 0.1% (w/w) ammonium formate 

make-up flow rate 0.1 ml/min 



19 

 

2-3-2. SFC における分離条件の検討 

 次に，SFC における分離条件の検討を行った．分析条件は表 2-3 に示した．SFC では，

移動相である SCCO2の極性がヘキサン程度と低極性であると考えられているため，シリカ，

ジオール，アミノなどの順相（シリカ，ジオール，アミノ）固定相を持つカラムが主に用

いられている．しかしながら，順相系のカラムを用いた場合，カロテノイド類の保持が弱

く，HPLC と同様に異性体の分離ができなかったため，（data not shown）ので，次に C18 カ

ラムを用いることを検討した．C18 は HPLC において汎用されているカラムである．モノメ

リックタイプの C18（Inertsil ODS-3，炭素含有率 17%）カラムの適用を試みたところ，逆相

HPLC と同じように，極性の高いものから順に溶出した（図 2-3A）．一般的に逆相 HPLC で

は溶媒の極性を低下させることで溶媒強度を上げるが，SFC の場合，極性溶媒であるメタ

ノール濃度の増加により溶媒強度が上昇したことから，HPLC とは根本的に異なる機構で化

合物とカラム間の相互作用が起こっていることが予想された．Lesellier は，逆相カラムを

SFC で用いた際の溶離挙動は，以下の機構によるものであると推定している 85． 

1) メタノールを添加した条件では臨界点が変化し，実際には亜臨界の状態で分離が行われ

ている．この条件下では，物質の移動度は溶媒の量（メタノールの割合）に依存する． 

2) 固定相の極性が，モディファイヤーが溶解することにより変化する．メタノール濃度が

高ければ固定相の極性は上がり，保持能力が低下する． 

 

 

表 2-3 SFC の分析条件 

outlet pressure 10 MPa 

column temperature 35 °C 

mobile phase SCCO2 

modifier methanol with 0.1% ammonium formate 10–30% 20 min 

flow rate 3 ml/min 

 



20 

 

すべてのカロテノイドは 20 分程度と比較的早く溶出されたが，構造異性体（ベータカロ

テンとリコペン，ネオキサンチンとビオラキサンチン）を分離することができなかった（図

2-3A）． 

次にポリメリックタイプのカラムの適用を試みた．ポリメリックタイプの C18 カラムで

は高密度にアルキル鎖が存在することから高い炭素含有率を示し，モノメリックタイプの

C18 カラムに対して立体選択性に優れるとされる．同じメーカー製でポリメリックタイプの

C18 カラム（Inertsil ODS-P，炭素含有率 29%）で分析したところ，構造異性体は分離するこ

とができたが，分子量が異なるキサントフィルが同時に溶出した（図 2-3B）．これはエンド

キャッピング処理が施されていない ODS-P カラムでは残存シラノール基と分析対象物との

水素結合性相互作用が強く現れたためであると考えられる．さらにエンドキャッピングの

施された先の 2 つのカラムとは異なるメーカーのポリメリックタイプの ODS カラム（Hibar 

Purosphere STAR RP-18e，炭素含有率 19%）を用いたところ，炭素含有率が近いモノメリッ

クタイプの Inertsil ODS-3 に近い溶出挙動を示したが，構造異性体の分離が改善し，7 種の

カロテノイドを 15 分で分離できた（図 2-3C）．これはポリメリックタイプであり立体選択

性に優れることに加え，エンドキャッピングにより水素結合性相互作用が減弱されていた

ためであると考えられる．  
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図 2-3 (A) モノメリック ODS カラム（Inertsil ODS3），(B) ポリメリック ODS column 

（Inertsil ODS-P），(C) モノメリック ODS カラム（Hibar Puroshere STAR RP-18e）を用い

て，標品分析により得られたマスクロマトグラム．カラム以外の分析条件は Table 1-2, 1-3

に示した．測定化合物(a)リコペン, (b) ベータカロテン, (c) ルテイン, (d) ゼアキサンチン, (e) 

アンテラキサンチン, (f) ネオキサンチン，(g) ビオラキサンチン 
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2-3-3. モノリスカラムの適用 

次に，さらなる高分離分析を実現するために，SFC でベータカロテンの異性体分離に有

効であることが報告されている 23，C18 修飾モノリス型シリカカラムである Chromolith® 

RP-18e の適用を試みた．モディファイヤーとして先ほどと同じくギ酸アンモニウム添加メ

タノールを用いて，グラジエント条件を検討した．まず，これまでと同様に開始時の 0.1%

（w/v）ギ酸アンモニウムメタノールの割合 10%とし，分析を試みたが，カロテノイド類は

ほとんど保持されず，同時に溶出した．この原因としては，カラム長の短いカラムを用い

たことに加え，モノリスカラムが持つ空隙率が 80%以上と一般的な粒子充填型カラムの

60-65%よりも高いため，カロテノイドとカラム固定相の相互作用が弱かったためであると

考えられる．低いモディファイヤー条件で構造異性体の分離が向上し，なおかつ 7 種のカ

ロテノイドの混合物を 10 分以内に分離できた（図 2-4A）．このカラムの炭素含有率は 18％

であり，通常の ODS と同程度であるにも関わらず，粒子充填型カラムと異なる溶出順を示

した．一番極性の低いと考えられるリコペンやベータカロテンといったカロテン類が先に

溶出し，残りのカロテノイドは通常の逆相モードと同じというユニークな溶出順であった．

逆相カラムを用いた場合の溶離挙動は，疎水性相互作用，水素結合性および立体選択性の

主に 3 つの因子により影響を受ける．通常，逆相クロマトグラフィーにおいて主な化合物-

カラム間の相互作用は疎水性相互作用であるため，極性の高い化合物から順番に溶出され

る．しかし，今回の分析では，強い水素結合性相互作用を生じる水酸基を持たないベータ

カロテンとリコペンが一番早く溶出したことから，水素結合性が保持挙動に大きく影響を

与えていることが示唆された．このことは粒子充填型カラムにおいてビオラキサンチン（分

子内に 2 つの水酸基を有する）よりも早く溶出されていたネオキサンチン（分子内に 3 つ

の水酸基を有する）がモノリスカラムを用いて分離した際には遅く溶出されることとから

も推察される．既に述べたとおり，Lesellier らは逆相カラムの固定相の特性解析をカロテノ

イドを分離することにより行なっている 76-79．その報告の中で Chromolith®RP-18e は比較的
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ゼアキサンチンとベータカロテンの分離度が低い，すなわち，水素結合性相互作用が強い

カラムであることが示されている． 

さらにこの場合の注入口圧力は 16.0 MPa と低かったため，高流速での分析を試みた （図

2-4B）．高流速分析時においても注入口圧力は比較的低く保たれ，流速 5 ml/min で 18 MPa, 7 

ml/min で 21 MPa と，それぞれ粒子径 5 m, 3 m の粒子充填型カラム (4.6 mm x 250 mm) を

3 ml/min で用いるのと同程度の圧力であった．9 ml/min で分析した際にもネオキサンチンと

ビオラキサンチンの分離度が 2.62 と十分であり，なおかつ，分析時間は 4 分とさらに短縮

され，高速分離が可能であることが示された． 
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図 2-4 モノリス型 ODS カラム（Chromolith®）を用いて，流速 (A) 3 ml/min， (B) 9 ml/min

で，標品分析により得られたマスクロマトグラム．Table 1-3 からモディファイヤーグラジ

エントを 1–5% 8 min に変更して分析を行った． (a)リコペン, (b) ベータカロテン, (c) ルテ

イン, (d) ゼアキサンチン, (e) アンテラキサンチン, (f) ネオキサンチン，(g) ビオラキサンチ

ン 
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2-3-4. 検出下限値 

 流速を 3 ml/min として構築した分析系の感度を調べたところ，各カロテノイドの検出限

界（S/N> 3）はそれぞれ，リコペン（68 fmol），ベータカロテン（64 fmol） ，ルテイン（97 

fmol），ゼアキサンチン（85 fmol），アンテラキサンチン（64 fmol），ネオキサンチン（74 

fmol），ビオラキサンチン（73 fmol）であった．質量分析計を検出器として利用すること

で，UV-Vis 検出と比較して選択性だけでなく，感度も向上していることが分かった [21]（表

2-4）．また，報告されている APCI 法および ESI 法を用いた LC/MS の検出下限値よりもワ

ンオーダー以上低い検出下限値を達成した．SFC/MS による検出感度が LC/MS と比較して

高かったのは，上述の通り，ESI に適した溶媒条件で分析を行なうことができているためで

あると考えられる． 

 

 

表 2-4 各種分析法によるカロテノイド類の検出下限値の比較 

装置 検出限界 (fmol) 溶媒 文献 

LC-DAD 2000 AcCN/MeOH/CH2Cl2 T. H. Kao et al. (2011)86 

LC-MS（APCI） 1000 MeOH/MTBE T. Lacker et al. (1999)68 

LC-MS（ESI） 900 AcCN/MeOH/CH2Cl2 M. Carei et al. (1999)69 

SFC-MS （ESI） 64 SCCO2/MeOH A. Matsubara et al. (2009) 

SFC-MS/MS（ESI） 0.093 SCCO2/MeOH A. Matsubara et al. (2012) 
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2-3-5. モノリスカラムの連結による高分離の分析系の構築 

次に，このシステムの生体試料分析における実用性を検証するため，C. reinhardtii のアセ

トン抽出物の分析を行った．特別な前処理はしていないため，抽出物には脂質やクロロフ

ィルなどのさまざまな脂溶性夾雑物が含まれると予想された．さらに，ターゲットと構造

類似性の高いカロテノイド類が含まれている可能性も高い．このようなサンプルを分析す

る場合には，標品の分離は達成されていても，それらのマトリックス成分により正確な同

定および定量は非常に困難であると考えられた．実際，モノリスカラムを用いて構築した

上記分析系（flow rate: 3 ml/min）で分析を行ったところ，目的化合物以外のピークがマスク

ロマトグラム上に検出され，一部が目的カロテノイドのピークと重なった（図 2-5A）．そこ

で，モノリスカラムの低背圧という特長を利用し，カラムを連結することで分離の改善を

試みた．三本のカラムを連結することで，同時に溶出していたピークを分離することに成

功した（図 2-5B）．例えば，一本のカラムを用いたとき，ネオキサンチンと，保持時間 7.2

分（m/z 601）の分離度は 0.9 だったが，三本のカラムを用いると 1.8 にまで分離が向上した．

結果として多くの夾雑物を含む C. reinhardtii のアセトン抽出物から微量カロテノイドを含

む 6 種のカロテノイドを十分な分離をもって検出できたことから，構築した分析系の実用

性を示すことができた． 
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図 2-5 (A) 一本，(B) 三本のモノリス型 ODS カラム（Chromolith®）を用いて，流速 3 

ml/min で，C. reinhardtii のアセトン抽出物の分析により得られたマスクロマトグラム．

それ以外の分析条件は Fig. 1-4 と同じ条件で行った． (a)リコペン, (b) ベータカロテン, (c) 

ルテイン, (d) ゼアキサンチン, (e) アンテラキサンチン, (f) ネオキサンチン，(g) ビオラキ

サンチン 
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2-3-6.  C. reinhardtii の各種環境ストレス条件下における代謝変動解析 

C. reinhardtii は真核細胞の光合成独立栄養生物である．ゲノムが解読されており，光合

成生物の基本的な代謝に関するモデル生物として広く利用されている 87．本章で構築した

SFC/MS によるカロテノイド分析系の実用性を検証するため，C. reinhardtii における各種

環境ストレスに対するカロテノイド代謝経路の応答を調べた． 

浸透圧，酸化，塩ストレスとして，それぞれソルビトール 0.4 M，パラコート 100 nM，

塩化ナトリウム0.1 Mを用いたストレス条件下において培養したC. reinhardtiiのアセトン

抽出物を SFC/MS に供した（図 2-6）ところ，他のストレス処理群とコントロール群にお

いてはカロテノイド含量に顕著な差が認められなかったが，酸化ストレス処理群ではスト

レス負荷処理1.5時間から6時間後にかけてゼアキサンチンおよびアンテラキサンチンの蓄

積，および他のカロテノイドの経時的減少を認めた．クロロフィル a,b を光合成色素として

有する高等植物や C. reinhardtii を含む藻類において，光合成系の障害がビオラキサンチン

からアンテラキサンチンおよびゼアキサンチンへの変換を誘導し，余剰のエネルギーを熱

として放出することでさらなる光合成系の障害を防止する機構，キサントフィルサイクル

が存在することが知られている 25,26．他のストレスと比較し，光化学系に対する毒性が強い

と考えられるパラコート特異的にこれらのカロテノイドの含量上昇を認めたことからキサ

ントフィルサイクルが機能していることが示唆された．一方，6 時間後以降，ゼアキサンチ

ンおよびアンテラキサンチンを含む多くのカロテノイド濃度がパラコート添加群で減少し

ている．同濃度でパラコートを添加した以前の報告において，6 時間後以降光合成活性の低

下が認められていること 88 から，過度の酸化ストレスによりキサントフィルサイクルによ

る光化学系の障害抑制機構が破綻し，光合成関連色素の分解が起こっていることが示唆さ

れた．このことから，細胞内において起こるストレス応答反応により生じるカロテノイド

類の代謝変動を捉えることができた当該分析系は，実試料分析においても有用であること

が示された． 
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図2-6 各ストレス条件下におけるC. reinhardtiiに含まれるカロテノイド類の代謝変動解析．

塩，浸透圧，酸化ストレスはそれぞれ 0.1 M NaCl (NaCl)，0.4 M ソルビトール(Osm)，100 nM 

パラコート（PQ）を処理することで負荷した．Cont はコントロールを指す． Time はスト

レス処理後の経過時間を示している．値は 3 回実験を行った際の平均値±標準偏差を示す．

(a) ベータカロテン, (b) ゼアキサンチン,(c) ルテイン, (d) アンテラキサンチン, (e) ビオラ

キサンチン，(f) ネオキサンチン *p<0.05 vs. Cont. 
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表 2-5 カロテノイド分析系の比較． 

*ルテインとゼアキサンチンの分離は行われていない 

装置 
分析時間 

（分） 

検出限界 

(fmol) 
溶媒 文献 

LC-DAD 55 2000 AcCN/MeOH/CH2Cl2 T. H. Kao et al. (2011)86 

LC-MS(APCI) 30* 1000 MeOH/MTBE T. Lacker et al. (1999)68 

LC-MS(ESI） 40* 900 AcCN/MeOH/CH2Cl2 M. Carei et al. (1999)69 

SFC-MS (ESI) 20 64 SCCO2/MeOH A. Matsubara et al. (2009) 

SFC-MS/MS(ESI) 20 0.093 SCCO2/MeOH A. Matsubara et al. (2012) 
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2-4. 考察 

本章では SFC/MS をカロテノイド分析に応用することで，その有用性について検証した

（表 2-5）． 

SFC/MS の従来法である LC/DAD および LC/MS に対するアドバンテージの一つは，分

離能およびスループットの向上である．構造異性体を含むカロテノイドの分離において

SFC は高い分離能を示した．SFC では，LC においてカロテノイド分離に最適とされる C30

カラムを用いることなく，通常の ODS カラムを用いることで構造異性体を含む 7 種のカロ

テノイドを 20 分以内に分離できた．これは，SF が液体に比べて拡散性が高いため，HPLC

と比較して高速の分離が可能であることを合わせて，水素結合性相互作用や立体選択性な

どの疎水性相互作用以外の相互作用の影響も強く受けることも要因の一つであると考えら

れる．このことはエンドキャッピング様式の異なるカラムで分離挙動が変化したこと（図

2-3）や Chromolith を用いた際に認められた大きな水素結合性相互作用（図 2-4）からも推

察される．このことは，以前の SFC の分離特性解析の結果と矛盾しない(未発表データ)．

その報告では，修飾様式（ポリメリック，モノメリック）およびエンドキャッピング処理

（有り，無し）の異なる C30 修飾シリカ充填カラムを用い，各種カラム性能を HPLC およ

び SFC で評価，比較することで SFC の分離特性が解析された．トリフェニレンおよびオ

ルトテルフェニルを用いた評価の結果，SFC が HPLC に比べ 2 倍以上の立体選択性を有す

ることが明らかとなった．また，カフェインとベンゼンを用いることで水素結合性認識能

が比較された結果，エンドキャッピングの有無による分離係数の差が SFC において HPLC

よりも顕著に現れたことから，残存シラノール基による水素結合性認識能が強いこと示唆

された．これらの報告と本研究の結果を合わせて考察すると，SF の高い拡散性により，疎

水性基以外の固定相の化学的構造に由来する分離モードの影響が出やすいことが示唆され

た．これらの分離モードを効果的に開発，利用することにより，SFC のパフォーマンスを

最大限に発揮されるようになることが期待される． 
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また，SFC/MS の適用のもう一つのアドバンテージは感度の向上である．LC/MS では，

使用する移動相によっては MSにおけるイオン化効率が低下し，その場合感度が低下する．

実際 LC/MS がカロテノイド分析に応用された場合，非極性溶媒が移動相として用いられる

ため感度が低下し，検出下限値は約 1 pmol（表 2-4）である．検出感度の低下は微量カロ

テノイドの検出や，小スケールでのカロテノイド分析を行なう際の障害となる．一方，イ

オン化可能な溶媒を移動相とすると，分離が制限される．特に高脂溶性代謝物を逆相 HPLC

で分離する場合，メタノールやアセトニトリルなどの MS に適した極性の高い溶媒を用い

ると，高い疎水性を持つカラムの固定相との相互作用が，溶媒による溶出力に勝るため，

対象化合物を溶離することが困難となる．しかし，逆相カラムを用いた脂溶性代謝物の分

析は，特に構造類似性の高い脂溶性代謝物を分離するための重要な分析手法である．微量

成分の多成分一斉分析を行なうためには質量分析との接続が必須となるため，移動相とイ

オン化効率の問題は脂溶性代謝物プロファイリングにおいて大きな障害となっている．

SFC/MS では逆相カラムを用いた場合でも，メタノールによる疎水性代謝物の溶出ができ

るため，この問題を回避できる．実際，当該研究において構築した分析系は，LC/MS の十

分の一以下である数十 fmolオーダーでのカロテノイド類の検出を可能にしている（表2-4）． 

さらに，モノリスカラムを SFC に応用することで，実用的な分析システムを構築できる

ことを明らかにした．このことは LC の高性能化に用いられる技術が SFC にも応用可能で

あることを示している．モノリスカラムは低背圧で高効率という特徴を持つため，SFC に

おいても，LC において行われているような長いキャピラリーモノリスカラムによる超高理

論段分析の実現が期待される．近年では，高圧送液と粒子径 2 μm 以下のカラムを用いるこ

とにより，SFC でも UPLC（ultra-performance liquid chromatography）と同様の高速・

高理論段を実現可能な装置が市販されている．今後このような高性能化技術が SFC にも応

用され，クロマトグラフィー技術としての優れたパフォーマンス示すことが SFC を代謝物

分析技術として一般化させる上では重要な検討課題であると考えられる． 
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構築した分析系を緑藻 C. reinhardtii に適用することで，環境ストレス応答反応における

カロテノイド類の代謝変動を捉えることができた．C. reinhardtii の主要なカロテノイドであ

るルテインと異性体の関係にあり，その存在量が 100 分の 1 程度であるゼアキサンチンが

酸化ストレス特異的に変動していることを少量のサンプルを分析することにより見出すこ

とができたことから，本分析系の実用性を示すことができた． 

以上より，SFC/MS がカロテノイド分析において有用な分析技術であることを示すこと

ができた．MS における検出感度を損なうことなく，高い分離能を持って短時間で異性体を

含むカロテノイドを分離分析できる SFC/MS は，臨床検体などの小スケールサンプルの多

検体スクリーニング分析において有用なストラテジーであると考えられる． 
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第三章 超臨界流体クロマトグラフィー/タンデム質量分析を用い

たカロテノイドエポキシド分析系の構築 

 

3-1. 緒言 

C40 のイソプレノイドであるカロテノイドは，自然界の色彩を司り，植物で光捕集とい

う光合成において重要な役割を果たしている．一方で，動物においても視覚に深く関与し

ていることが報告されている 50．さらに，カロテノイドは脂溶性の抗酸化物質として，膜成

分の酸化から保護する．酸化ストレスがさまざまな疾患と関係していると言われている昨

今 26-28，カロテノイドのこの機能が注目され，カロテノイドがヒトにおいて果たす役割につ

いて調べられるようになった．これまでにカロテノイドの摂取量や血中濃度と疾病の罹患

率や予後を大規模な集団において調べることにより行われた観察的疫学研究により，カロ

テノイドの摂取量や血中カロテノイド濃度と冠動脈疾患や脳血管障害などのさまざまな酸

化ストレス疾患のリスクとの間に負の相関があることが報告されている 28-30．しかし，被験

者にカロテノイドを含むサプリメントを摂取させることにより行われた介入試験の結果は

観察的疫学試験から予想される結果とは異なっていた．喫煙者やアスベスト作業従事者な

どの酸化ストレス曝露者において，カロテノイドが肺がんや冠動脈疾患による死亡率を上

昇させることが明らかになった 89,90．このことは血中カロテノイドを測定するだけで，これ

らの疾患のリスクを評価することは困難であることを示唆している．さらに，カロテノイ

ドはヒトの体内で生合成できないため，専ら外部からの吸収に頼っているおり，食習慣に

大きな影響を受ける血中カロテノイド濃度を測定することで，疾患リスクを評価すること

は困難であると考えられる． 

一方，カロテノイドは，物理化学的なストレスによりシス体，カロテノイド酸化開裂物，

カロテノイドエポキシドなどのさまざまな誘導体を生成することが知られている 91,92．これ
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らの酸化生成物が酸化ストレス曝露者へのカロテノイド投与による発がん促進作用に寄与

しているのではないかと考えられ，いくつかの研究が行われた．その結果は，カロテノイ

ド酸化生成物が DNA ダメージ促進作用を有していることを示唆している 93,94．Salgo らの

研究では，カロテノイドエポキシドを含む HPLC フラクションが benzo[a]pyrene の DNA

への結合を促進することが明らかになった 94．それゆえカロテノイド本体だけでなく，酸化

生成物であるカロテノイドエポキシドも含めてプロファイリングすることがカロテノイド

の疾患における機能を調べるためには重要であると考えられる．また，カロテノイドはヒ

トの体内で生合成できないため，専ら外部からの吸収に頼っている．よって血清中のカロ

テノイドレベルの低下がカロテノイド消費量の上昇により生じたものか，それともカロテ

ノイド供給量の不足，すなわち食餌からの摂取量が不足していることで生じているのか判

断することができない．酸化ストレスの存在の直接的な証拠となりうるカロテノイドエポ

キシドやそのカロテノイド中の存在比は，食餌による影響を大きく受けるカロテノイド本

体よりも有用なバイオマーカーとなりうる．酸化ストレスの直接の証明となるこれらの物

質を測定することは，体内で生じている酸化ストレスを，食餌や吸収などの個人差を補正

して評価するのに有用であると考えられる．しかしながら，これらの誘導体は微量である

ことから検出が難しい．またカロテノイドエポキシドは，体内に多く存在するカロテノイ

ドヒドロキシド，すなわち，ベータクリプトキサンチンなどのキサントフィルと異性体に

当たるため，これらの分子を分離し，正確に検出することは難しい．これまで，フォトダ

イオードアレイ検出器を用いて吸収極大をモニターすることで，これらの分子の分析が試

みられてきたが，フォトダイオードアレイ検出器は感度が低いことから，ヒト保存血清な

どの微量のサンプルに適用することは困難であると考えられる． 

第二章において，SFC/MS がカロテノイド分析において有用な分析技術であることを示

した．SFC/MS が示す高い分離能および検出感度は，さまざまな類縁体を含む生体試料か

らの微量なカロテノイド類の検出に力を発揮すると考えられる．さらに本章では，より選
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択的にカロテノイドエポキシドを検出するために，三連四重極型（triple- quadrupole: 

QqQ）MS を検出器として採用した．QqQ-MS を用いることにより，m/z に加えて衝突誘

起解離により生じるフラグメントパターン情報も用いることでより選択的な検出を行なう

ことができる．本章では SFC/MS の効果的な応用例として，カロテノイドおよびそのエポ

キシ体の一斉分析システムを構築した． 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 試薬 

SFC の移動相に用いた二酸化炭素（純度 99.9％）はネリキガスから購入した．モディフ

ァイヤーとして用いた HPLC グレードのメタノールは和光純薬から，添加剤として用いた

ギ酸アンモニウムはシグマアルドリッチから購入した．カロテノイドの標準品はそれぞれ

以下に示すメーカーから購入した: ベータカロテン, Nacalai Tesque (Kyoto, Japan); アルファ

カロテンとベータクリプトキサンチン, Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan); ゼ

アキサンチン, Toronto Research Chemicals Inc. (North York, Ontario, Canada); ルテイン, 

ChromaDex, Inc. (Irvine, CA, USA). 

 

3-2-2. 装置 

 SFC 装置は Thar Method Station (Waters, Milford, MA, USA)を用いた．本章では二種類の三

連四重極型質量分析計を用いた．直接導入法によるフラグメントパターン取得は AB Sciex

社の QTRAP5500 の Enhanced product ion scan モードにより行った．Multiple reaction 

monitoring（MRM）には Waters 社の Xevo TQ を用いた（図 3-1）． 
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図 3-1 本章で用いた分析機器 

上から順に Thar Method Station，

QTRAP5500，Xevo TQ 
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3-2-3. 分析条件 

共通する分析条件について，SFC は表 3-1 に，QTRAP5500 および XevoTQ についてはそ

れぞれ表3-2および3-3に示した．その他の分析条件については本文や図の説明文に示した． 

 

表 3-1 分析条件（SFC） 

outlet pressure 10 MPa 

column temperature 35 °C 

mobile phase SCCO2 

modifier methanol with 0.1% ammonium formate 

flow rate 3 ml/min 

 

表 3-2 分析条件（QTRAP5500） 

polarity positive 

ion spray voltage 5.5 kV 

curtain gas 20 psi 

ion source gas 1 0 psi 

ion source gas 2 0 psi 

entrance potential 10 V 

collision energy 23 V 

 

表 3-3 分析条件（Xevo TQ） 

polarity positive 

capillary voltage 2.5 kV 

cone voltage 30 V 

collision energy 15 V 

desolvation temperature 600°C 

desolvation gas 800 l/h 

cone gas 60 l/h 

source temperature 150°C 
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3-2-4. カラム 

本章で用いたカラム (内径: 250 mm × 4.6 mm, 粒子径: 5 μm) は以下の通りである． 

YMC-Pack Silica (YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan), Inertsil Ph-3 (GL Sciences, Tokyo, Japan), YMC 

Carotenoid (YMC Co., Ltd.), and Merck Puroshere RP-18e (Merck, Darmstadt, Germany) 

 

3-2-5. カロテノイドのエポキシ化 

 カロテノイドのエポキシ体の標品は市販されていないため，文献の方法にしたがって調

製した 95．まず 50 μl の 1 mg/ml カロテノイドクロロホルム溶液を窒素ガスにより乾燥し，

0.5 ml の 0.1 mg/ml m-chloroperoxybenzoic acid (mCPBA, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 

Tokyo, Japan)のジエチルエーテル溶液を添加した．室温で 2 時間反応させ，1 ml の 5 g/l 水

酸化ナトリウム溶液を添加することで反応を終了させた．1 ml の蒸留水による洗浄後，ジ

エチルエーテル層を回収し，窒素ガスにより乾固した．残渣を 1 ml のクロロホルムに再溶

解し，適宜希釈（直接導入法：メタノールにより 10 倍希釈，MRM：クロロホルムにより

100 倍希釈）し分析に供した． 

 

3-2-6. 血清および低密度リポタンパク質からのカロテノイド抽出液の調製 

 血清サンプルは大阪大学の学生 8 人より採取された，また，低密度リポタンパク質

（low-density lipoprotein: LDL）は神戸大学の研究員の血清から精製されたものを用いた．

カロテノイドは文献の方法にしたがって抽出された 96．まず，0.1 ml のサンプル（血清お

よび 25 mg protein/ml LDL 溶液）に 0.1 ml の蒸留水，内部標準物質として 10 ng/ml の

echinenone を含む 0.2 ml のエタノールおよび 5 μg/ml dibutylhydroxytoluene のヘプタン溶

液を 1 ml 添加し，ヘプタン層を窒素気流下で乾固した．残渣を 0.1 ml のヘキサンにより再

溶解し，SFC/MS/MS に供した． 
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3-3. 結果 

3-3-1. 検出条件の検討 

まず，インフュージョン分析により，ベータカロテンのイオン化条件を検討した．一方，

ESI によるイオン化を試みたところ，以前の報告の通り，ベータカロテンは ESI によって

良好にイオン化され，主なプロダクトイオンとして[M-92]+を与えた．これはカロテノイド

の構造内のポリエン部より，トルエンが脱離することで生じると考えられている． 

エポキシカロテノイドの標品は商業的に利用不可能だったため，エポキシ化試薬である

mCPBA を用い，カロテノイドをエポキシ化することで作成した． 作成したサンプルを直

接導入法により，質量分析に供し，エポキシカロテノイドのイオン化条件を検討した．第

三章第二節でも述べたとおり，ここでは質量分析計として，ハイブリッドトリプル四重極・

リニアイオントラップ型質量分析計である QTRAP5500 を enhanced mass scan (EMS) お

よび enhanced product ion scan (EPI) モードで用いた．これらの分析モードでは，Q3 が

リニアイオントラップとして用いられることで，MS スキャンおよびプロダクトイオンスキ

ャンの感度を大幅に向上させることができる．調製したサンプルを分析したところ，ベー

タカロテン（C40H56，m/z 536）に加え，新たに m/z 552 が検出された(Fig. 1a)．これはベ

ータカロテンに酸素原子が一つ付加した C40H56O の組成式を持つことが予想された．構造

を推定するため m/z 552 のプロダクトイオンスキャンを行ったところ，カロテノイドに共

通して検出される[M-92]+に加え，[M-80]+が検出された(Fig. 1b)．環状の C6H8が脱離する

ことによりエポキシカロテノイドより[M-80]+が生成されることが FAB-CID-MS/MS によ

るこれまでに報告されている 97 ため，この分子がエポキシベータカロテンであることが強

く示唆された． 

一方，カロテノイドのイオン化に ESI よりも高い頻度で用いられる APCI 法を適用した

ところ，偽分子イオンとして[M+H]+が得られた．このイオンに対し，プロダクトイオンス

キャンを行ったところ，ポリエン部由来と考えられる低 m/z 領域の繰り返しパターンのプ
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ロダクトイオンが得られるものの，[M-92]+や[M-80]+といった構造特異的なイオンは検出さ

れなかった．APCI ではなく，ESI を採用し，これらの構造特異的なニュートラルロスをタ

ーゲットとして分析を行なうことで，カロテノイドの構造を高感度に特徴づけできる可能

性が示唆された．  

 

 

図 3-2 β-carotene の mCPBA 反応物の分析により得られたスペクトラム 

（A）MS スキャン，（B）プリカーサ-ーイオン m/z 552 のプロダクトスキャン 
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3-3-2. 分離条件の検討 

次に，分離条件を検討した．正確な分析のためには，異性体が分離されている必要があ

る．そこで，先ほどの手法で調製したエポキシベータカロテンと，その異性体であるベー

タクリプトキサンチン（β,β-carotene-3-ol）の標準品を用い，分離条件を検討した． 

各化合物の検出には MS/MS の分析モードの一つである multiple reaction monitoring

（MRM）を用いた．MRM は化合物に特異的なプリカーサーイオンおよびプロダクトイオ

ンの組み合わせを用いることで高い選択性および感度を持って検出する手法である．ベー

タクリプトキサンチンとエポキシベータカロテンは同じ組成式（C40H56O）を有する異性体

の関係にあるが，エポキシベータカロテンのプロダクトイオンである[M-80]+はベータクリ

プトキサンチンからは観測されない．エポキシベータカロテン特異的な MRM トランジショ

ン 552>472 をモニターすることにより，エポキシベータカロテンを選択的に検出すること

ができる．以後の分析に用いた MRM トランジションは表 3-4 に示した． 

以前の報告と同様に，順相系固定相として用いられるシリカカラムでは保持されず，各

カロテノイドは分離されなかった（図 3-3A，2-3-2 参照）．次に π-π 相互作用を期待して固

定相に π 電子を有するフェニルカラムを適用した．しかし，ブロードなリーディングピー

クが観測され，分離もされなかった（図 3-3B）．今回用いた Inertsil Ph-3 カラムはエンド

キャッピングが施されていないことから，シラノール基の影響を強く受け，ピーク形状が

悪かった可能性がある．次に，HPLC 分析において代表的なカロテノイド分析用のカラム

である C30 カラムを用いた．すると，各カロテノイドが良好に分離され，さらにベータカ

ロテン(536>444)のMRMクロマトグラム上にベータカロテンよりも早く溶出する 2本のピ

ークが検出された（図 3-3C）．逆相カラムを用いた場合，ベータカロテンよりも高い極性を

持つエポキシベータカロテンは，ベータカロテンよりも早く溶出すると考えられる．さら

に以前の報告で，ベータカロテンのエポキシ化反応物には 5,6 および 5,8-epoxy 体の二種

類の異性体が存在することが報告されていることから，これらのピークはそれらの 2 種類
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の異性体に由来すると示唆された．さらに，以前の報告で良好な分離を示した ODS カラム

（Merck Purospher RP-18e）で分析したところ，C30 カラムと同様にカロテノイドおよび

その異性体を良好に分離できた（図 3-3D）．さらに分析時間は C30 カラムを用いた場合よ

りも短かった． 

 

 



45 

 

 

 

図 3-3  SFC/MS/MS による β-carotene エポキシ化反応物および β-cryptoxanthin の分析

により得られた MRM クロマトグラム 

(A) YMC-Pack Silica, (B) Inertsil Ph-3, (C) YMC Carotenoid および  (D) Merck 

Puroshere RP-18e. 分析条件: outlet pressure, 10 MPa; column temperature, 35°C; flow 

rate, 3 ml/min; modifier, methanol with 0.1% ammonium formate 10-40% 30 min. 
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 次に，ヒトが蓄積する主要なカロテノイド（アルファカロテン, ベータクリプトキサンチ

ン, ルテイン, ゼアキサンチン）をエポキシ化し，ODS カラムにより分析した（図 3-4，表

3-4）．それぞれの反応物を分析することで，対応するエポキシ体の MRM クロマトグラム

上に数本のピークを検出した．さらにプロダクトイオンスキャンにより[M-92]+および

[M-80]+を検出することを確認している．最終的にカロテノイドおよびそのエポキシ化物を

20 分で良好に分離できた．HPLC と C30 カラムを用いた場合，今回対象としたカロテノイ

ドをすべて含む，カロテノイド類の一斉分析に 85 分という時間を要していた 98．高圧送液

および粒子径の小さなカラムを用いることで分離効率およびスループットにおいて HPLC

に勝るとされる ultra performance liquid chromatography（UPLC）を用いた場合でもル

テインやいくつかの植物に含まれるエポキシカロテノイドを含む飼料中カロテノイドの分

析に 40 分以上の時間を要し，さらに分析対象物の中にカロテン類のエポキシ化物は含まれ

ていなかった 99．これらの結果は，カロテノイドや疎水性代謝物の分離に SFC が有用であ

ることを改めて示している． 
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図 3-4 ODS カラムを用いた SFC/MS/MS による各種カロテノイド標準品エポキシ化反応

物の分析により得られた MRM クロマトグラム 

(A) α-carotene, (B) β-cryptoxanthin, (C) lutein and (D) zeaxanthin と mCPBA の反応物． 

分析条件: column, Merck Puroshere RP-18e; modifier, methanol with 0.1% ammonium 

formate 10–25% for 15 min, 25% for 2 min, 25–10% for 1 min, 10% for 2 min; その他の分

析条件については図 3-3 に示した. 上段：未反応物，下段：対応するエポキシ化体に特異的

な MRM クロマトグラム. 
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次に，同じ分析条件でバリデーションテストを行った（表 3-4）．相対標準偏差（RSD : 

relative standard deviation）は全カロテノイドで保持時間におけて 0.6%以下，面積値に

おいて 10%以下で，良好な再現性を示した．また，構築した分析系は 3 桁以上の広いダイ

ナミックレンジを有しており，存在比が大幅に異なるようなカロテノイドの分析において

も正確にその量比を算出できると考えられる．さらに，当該分析系における各カロテノイ

ドの検出下限値（S/N>3）は 0.2 fmol 以下であったことから，高感度な分析系であるとい

える．第二章で構築した SFC/MS による分析系からさらに約 100 倍もの感度上昇を達成し

た．これは MRM により選択的に各分子を検出することでノイズを顕著に抑制し，S/N 比

が改善したからであると考えられる．第 2 章でも述べたとおり LC/MS を用いた場合，移動

相に非極性溶媒を用いるためイオン化効率が低下する．実際，以前の報告で LC-MS/MS

（APCI）を用いた場合の検出下限値は 11 fmol であった．このことは SFC/ESI-MS/MS が

カロテノイドの高感度分析に有用であることを示している． 
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表 3-4 SFC/MS/MS によるカロテノイド分析系のバリデーション結果 

# carotenoid 

a
MRM 

transition 

retention 

time [min] 

b
RSD [%] correlation 

coefficient (R
2
) retention time area 

1 α-carotene 536.4>444.3 12.7 0.18 5.2 0.998 

2 β-carotene 536.4>444.3 14.0 0.15 10 0.998 

3 β-cryptoxanthin 552.4>460.3 8.6 0.18 3.8 0.993 

4 d
epoxy-α-carotene_1 552.4>472.3 8.1 e

n.s. 
e
n.s. 

e
n.s. 

5 d
epoxy-α-carotene_2 552.4>472.3 8.4 e

n.s. 
e
n.s. 

e
n.s. 

6 d
epoxy-β-carotene_1 552.4>472.3 9.0 e

n.s. 
e
n.s. 

e
n.s. 

7 d
epoxy-β-carotene_2 552.4>472.3 9.4 e

n.s. 
e
n.s. 

e
n.s. 

8 lutein 568.4>476.3 5.3 0.11 4 0.997 

9 zeaxanthin 568.4>476.3 5.7 0.51 2.5 0.996 

10 depoxy-β-cryptoxanthin_1 568.4>488.3 6.0 e
n.s. 

e
n.s. 

e
n.s. 

11 depoxy-β-cryptoxanthin_2 568.4>488.3 6.7 e
n.s. 

e
n.s. 

e
n.s. 

12 depoxy-lutein 584.4>504.4 3.8 e
n.s. 

e
n.s. 

e
n.s. 

13 depoxy-zeaxanthin 584.4>504.4 4.1 e
n.s. 

e
n.s. 

e
n.s. 

# carotenoid 

linear 

range 

[fmol] 

c
LOD 

[fmol] 

1 α-carotene 0.19-930 0.19 

2 β-carotene 0.47-930 0.093 

3 β-cryptoxanthin 0.18-910 0.091 

4 d
epoxy-α-carotene_1 

e
n.s. 

e
n.s. 

5 d
epoxy-α-carotene_2 

e
n.s. 

e
n.s. 

6 d
epoxy-β-carotene_1 

e
n.s. 

e
n.s. 

7 d
epoxy-β-carotene_2 

e
n.s. 

e
n.s. 

8 lutein 0.44-440 0.18 

9 zeaxanthin 0.44-440 0.18 

10 depoxy-β-cryptoxanthin_1 
e
n.s. 

e
n.s. 

11 depoxy-β-cryptoxanthin_2 
e
n.s. 

e
n.s. 

12 depoxy-lutein 
e
n.s. 

e
n.s. 

13 depoxy-zeaxanthin 
e
n.s. 

e
n.s. 

 

a
MRM 分析のためのプリカーサー

イオン>プロダクトイオンのペア 
b
1 fmol インジェクションにより得

られた値より計算(n=3) 

c
LOD: limit of detection 

(signal/noise>3) 
d
EPI spectra に [M-92]

+
および 

[M-80]
+
が検出されることを確認し

た  
e
n.s.: not specified （LOD，直線範

囲，R
2
については商業利用が可能な

カロテノイドについてのみ示した） 
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3-3-3 実サンプルへの適用 

上記で構築したカロテノイドおよびそれらの酸化物のプロファイリングシステムの実サ

ンプルでの検証を試みた．実サンプルにおいては夾雑物の存在により正確な同定が妨げら

れる可能性がある．実際，まず，健常者のヒト血清のヘプタン抽出物を分析したところ，

MRMトランジション 552>460にはベータクリプトキサンチン以外にも複数のピークが検出

され，エポキシカロテノイド以外にも異性体が存在することが示唆された（図 3-5A）．この

ような場合でも，カロテノイドエポキシドに特異的なフラグメントイオンである[M-80]+

（552>472）をモニターすることで，より選択的にエポキシカロテノイドを検出できた．結

果として，5 種類のカロテノイドに加え，6 種類のエポキシカロテノイドを検出することが

できた（図 3-5, 表 3-A）．一方，以前の報告 100で，ヒトが吸収しないとされたエポキシル

テインやエポキシゼアキサンチンは検出されなかった．各カロテノイドの定量値を表 3-5

に示した．一方，Khachik らが報告した HPLC/UVVIS による定量値は，異性体の合計値

を計算するとベータカロテン 130-330 nmol/l，アルファカロテン 81-190 nmol/l，ベータク

リプトキサンチン 150-0.370 nmol/l，ルテイン 230-390 nmol/l，ゼアキサンチン 83-120 

nmol/l であった 101．ほとんどのカロテノイドの平均値は文献値の範囲内に収まり，収まら

なかったものでも同じオーダーで検出されていた．被験者の人種が本論文と異なることと

カロテノイドの血中濃度が食餌の影響を強く受けることを考慮にいれると，本論文中で構

築した分析系は妥当な定量値を与えていると考えられる．その報告では血中カロテノイド

の分析に 6 ml もの血液を用いられたが，今回の分析に要したサンプル量はわずかに 0.1ml

であった．このことから，本分析系が保存血清を利用する場合などの小さなスケールでの

分析において有用であることが示唆された． 

次に血液中のカロテノイド運搬体であるLDL中のカロテノイドプロファイル獲得を試み

た．近年の研究により，LDL の酸化がアテローム動脈硬化に深く関与していることが明ら

かとなった 102-104．以前の報告で in vitro での LDL 酸化に際して，顕著なカロテノイドの
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減少が脂質の過酸化物の生成よりも前に認められることが示されている 105,106．よって LDL

中のカロテノイドやその酸化物であるエポキシカロテノイドはLDL酸化のバイオマーカー

となりうると考えられる．健常者の血清 2ml から回収した 2.5 mg protein LDL からのカロ

テノイド検出を試みたところ，6 種類のエポキシカロテノイドを検出することができ，本分

析システムが，小スケールでの LDL 分析に対応していることが示された（図 3-5B）． 

 

 

 

図 3-5 (A)血清および(B)LDL のヘプタン抽出物の SFC/MS/MS により得られた MRM ク

ロマトグラム 

各カロテノイドの番号については，表 3-4 に示している． 
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表 3-5 ヒト健常者の血清中カロテノイドの定量値 

carotenoid 

a
concentration 

[nmol/l] 
mean range 

α-carotene 79 21-130 
β-carotene 200 68-320 
β-cryptoxanthin 92 42-250 
lutein 430 250-590 
zeaxanthin 140 70-270 
a8 人の血清中カロテノイドの分析結果 
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(A)SFC/MS/MS によるカロテノイドおよびカロテノイドエポキシドの一斉分析 

 

(B)SFC/MS/MS によるカロテノイドの検出感度 

 

 

図 3-7 本章のまとめ 

(A)カロテノイドおよびエポキシ化反応物の混合物の SFC/MS/MS による分析例．C18 カラ

ムを用いることで 20 分以内に対象カロテノイドを分離できた．(B)SFC/MS/MS によるカロ

テノイドの検出感度．SFC を用いた場合 ESI-MS/MS をカロテノイド分析に適用できるた

め，高感度な分析が可能で，sub-fmol の高感度分析が可能になった． 
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3-4. 考察 

本章では，SFC/MS の効果的な応用例としてカロテノイドおよびエポキシカロテノイド

の分析系を構築した．疎水性代謝物の分離分析に有用な SFC の適用により，エポキシ体と

その異性体であり生体内に存在する主要なヒドロキシカロテノイドとの分離を短時間で達

成することができた．また，MS/MS を用いることにより，従来の PDA を用いた分析に比

べ，高感度にカロテノイドの部分構造に関する情報を取得できた．また，特定のプロダク

トイオンをモニターすることによりヒドロキシカロテノイドと異性体の関係にあるエポキ

シカロテノイドの精度の高い検出が可能であった． 

HPLC を用いた場合，構造類縁体の分離にはカロテノイドカラムとして市販されている

ポリメリックタイプの C30 カラムが必要である．C30 カラムはカロテノイドの構造異性体

の分離に力を発揮するものの，強い疎水性相互作用が生じることや，エンドキャッピング

をあえて行なっていないことからピーク形状が悪く，理論段数が低下するという欠点があ

る．理論段数の低下は，複雑なマトリックスが存在する実試料分析において検出感度や定

量性の低下を招く．一方 SFC を用いた場合，C30 カラムよりも疎水性領域の小さな C18

カラムでもカロテノイド構造類縁体を効率良く良好に分離することが可能であった．これ

は，第二章でも述べたとおり，水素結合性相互作用や立体選択性など，疎水性相互作用以

外の，固定相の微細構造に由来する相互作用の影響も強く受け，ユニークな溶離挙動を示

すためであると考えられる．  

プロダクトイオンスキャンによる構造情報の獲得や MRM による高選択，高感度の定量

分析が可能な MS/MS は多成分の一斉分析が必要とされる代謝解析には必須の分析技術で

あるといえる．しかし，カロテノイドにおける MS/MS の応用は限定された範囲に留まって

いる．現在のところ，カロテノイドのイオン化法には APCI 法が ESI 法よりも用いられて

いる． 理由としては，APCI 法の方がカロテノイドのような低極性代謝物のイオン化に適

していること，またカロテノイドを溶離するために必要な非極性溶媒リッチな条件では ESI
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におけるイオン化効率が顕著に低下することが挙げられる．しかし，APCI をイオン化法と

して採用した場合，プロダクトイオンスキャンを行なっても低 m/z 側にポリエン部由来の

m/z 14 ごとの繰り返しパターンを含んだスペクトラムを得ることはできるものの，部分構

造情報を含んだフラグメントパターンを獲得することができない．このため，カロテノイ

ド分析において MS/MS を用いる有用性が認められず，適用例が限定されていると考えられ

る． 

本研究では SFC をクロマトグラフィーとして用いることで，ESI でのイオン化に適した

メタノールでのカロテノイド類の溶出を可能にした．このことにより，ESI-MS/MS をカロ

テノイド分析に適用することが可能になった．APCI-MS/MS をカロテノイド分析に応用す

ることのアドバンテージが明確でないのに対し，ESI-MS/MS では明確である．高感度に構

造情報を含むフラグメントパターンを獲得可能であること，構造情報を利用した MRM に

より選択的に高感度の定量が可能になることである．実際，APCI により定量フラグメント

イオンが比較的高効率に生成するリコペンにおいても検出下限値が 11 fmol であったのに

対し，当該分析系が示したカロテノイド類の検出下限値である 0.2 fmol であり現在報告さ

れているどの報告よりも高感度である．このことから，SFC/ESI-MSMS が疎水性代謝物の

高感度分析において有用であることが示唆された．これまで SFC の応用技術開発はキラル

分取に特化して行われてきたため，基本的には高感度の検出器は必要なく，分光光度計の

適用がほとんどであった．質量分析計が検出器として用いられる場合においても，精製物

の定性確認程度に留まっており，タンデム質量分析は積極的に用いられてこなかった．し

かし，本研究の結果は少なくとも脂溶性代謝物において，質量分析と接続するのに適した

クロマトグラフィーは LC よりも SFC であることを示唆している． 

クロマトグラフィーにおける優れたパフォーマンスと MS/MS による高感度化により，小

スケールでの分析や，LDL など生体内微量構成物のカロテノイド分析が可能になった．カ

ロテノイドプロファイルは環境に敏感に応答して変動するため，バイオマーカーの有力な
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候補であり，特に酸化ストレスの存在の直接的な証拠となりうるエポキシカロテノイドや

そのカロテノイド中の存在比は，食餌による影響を大きく受けるカロテノイド本体よりも

有用なバイオマーカーとなりうる．酸化 LDL は心筋梗塞や脳血管障害などの致死的な疾患

の原因となる動脈硬化の原因物質であり，診断指標である 107,108．しかし現在の酸化 LDL

測定法はマロンジアルデヒドなどの酸化脂質や変性タンパク質などをターゲットとしてお

り，酸化 LDL の中でも末期状態にあるものしか検出できないと考えられる． LDL 中には

比較的高濃度のカロテノイドが存在しており，LDL における主要な抗酸化物質であると考

えられている．以前の報告で in vitro での LDL 酸化に際して，顕著なカロテノイドの減少

がマロンジアルデヒドなどの脂質の過酸化物の生成よりも前に認められることが示されて

いる 105,106．前述の通り，カロテノイドは食餌による影響を大きく受けるため，カロテノイ

ドの減少を直接 LDL の酸化と結びつけることはできないが，エポキシカロテノイドなどの

カロテノイド酸化生成物がLDL酸化の敏感なバイオマーカーとなりうることを示唆してい

る． 

本分析系は小スケールの多検体を迅速に分析可能であり，バイオマーカー探索に必要な 2

つの条件を満たしているといえる．高分離の SFC および高選択性，高感度の MS/MS の組

み合わせが今後，生体内のさまざまな脂溶性代謝物分析に有用なツールとして運用される

ことが期待される． 
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第四章 総括 

 

本論文では，従来キラル分取に特化して応用開発されてきた SFC をカロテノイド分析に

応用することで，SFC の代謝物分析におけるアドバンテージを明確に示した． 

第二章では，逆相カラムを用いた SFC は脂溶性代謝物の分離において有用な分離モード

であることを示した． 

有用性の一つはクロマトグラフィーとしての能力の高さである．SCCO2 はヘキサン程度

の低極性とされ，脂溶性代謝物の溶解力や溶出力に優れている．このため，サンプル負荷

量を増加させることや，迅速な脂溶性成分の溶出を行なうことができる．また，構造類縁

体が多数存在するため，LC では分離に C30 カラムを要するカロテノイド類を SFC は C18

カラムで分離可能であった．これは，2-4 でも述べたとおり，SFC では疎水性相互作用以外

の化合物カラム間相互作用を効果的に利用することができるためであると考えられる．SF

の高い拡散性により，カラムの微細構造にまで移動相が行き渡ることがこの現象の原因の

一つであると推察される． 

もう一つの有用性は質量分析との親和性である．高疎水性代謝物は逆相 LC においてヘキ

サンや酢酸エチルなどの低極性溶媒で溶出する必要があり，イオン化にプロトン性溶媒を

必要とする大気圧下イオン化法による質量分析における感度が低下する．逆相カラムを用

いた SFC では，低極性のカロテノイド類をイオン化に適したメタノールを用いることによ

り溶離させることができるため，この問題を解決することができる．結果として，ベータ

カロテンの検出下限値が SFC/MS では 60 fmol と LC/MS と比較して高感度の分析系を構

築することができた． 

第三章では，SFC/MS/MS の効果的な応用により，存在量の多い構造異性体（カロテノイ

ドヒドロキシド）が存在し，なおかつ微量成分のため従来手法では分析の困難なカロテノ

イドエポキシドの分析系を構築した． 
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第二章と同様に C18 カラムを用いることで，ヒトに蓄積される 5 種の主要なカロテノイ

ドおよびそのエポキシ体を分離分析できた．LC を用いて C30 カラムで分離するよりも高い

理論段数で分析できるため，検出感度の向上や複雑なマトリックスが存在する実試料分析

において夾雑物の影響や定量性の低下を避けることができた． 

また，ESI-MS/MS との接続により，微量カロテノイドの構造情報の獲得や，高選択かつ

高感度の定量が可能であることを示した．従来カロテノイドのイオン化に一般的に用いら

れている APCI 法では，構造情報に富むプロダクトイオンを得ることができないため，カ

ロテノイドの検出に MS/MS は積極的に応用されてこなかった．逆相カラムを用いた SFC

はメタノールによりカロテノイド類を溶出できるため，定性および定量に有用なフラグメ

ントを与える ESI-MS/MS への接続が可能である．特に本研究で示した 0.1 fmol（ベータカ

ロテン）という検出下限値は従来法の 50 倍もの高感度であり，SFC/ESI-MS/MS が脂溶性

代謝物の高感度分析における技術的なブレークスルーとなりうることを示している． 

クロマトグラフィーにおける優れたパフォーマンスと高感度化により SFC/MS/MS は脂

溶性代謝物の多成分一斉分析に有用であることを示した．これらの性質から，小スケール

の多検体分析が必要とされるバイオマーカー探索などに SFC/MS/MS が力を発揮すること

が期待される． 

既に述べたとおり，SFC は分取精製技術として高い能力を有している．このことは，発

見したバイオマーカーの，NMR などによる更なる構造解析や生理活性スクリーニングなど

に必要な分取精製操作を SFC で一貫して行なうことができることを示している．分析スケ

ールのクロマトグラフィーから分取クロマトグラフィーへのスケールアップに関する知見

は既に蓄積されているため，迅速に移行することができる． 

もう一つの SF のユニークな運用法として，抽出操作のオンライン化が挙げられる．超臨

界流体は高い拡散性および溶解力を兼ね備えており，高い抽出効率を有している．そのた

め，通常の LC や GC では実現不可能な抽出操作のオンライン化が可能である．このシステ
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ムは多検体のハイスループットスクリーニングに有用であるだけでなく，抽出から検出ま

で酸素や光に触れることがないため，抽出操作中に容易に分解されてしまうような代謝物

を安定に抽出，分析できると考えられる．このシステムを，種々の疾病で変動することが

報告されている酸化ストレスマーカーであるコエンザイム Q10 のレドックスステータス解

析へ応用することを試みた．光合成細菌中の還元型コエンザイム Q10の存在比をオンライン

およびオフライン（有機溶媒）抽出の二つの方法を用いて求め，比較したところ，オンラ

イン抽出の方が有意に高い還元型存在比を示した 109．このことから，オンライン SFE シス

テムはインタクトの生体内代謝情報の獲得のために有用な分析技術となることが期待され

る． 

本研究では選択性や感度，適用範囲など代謝物解析に重要な仕様について検討すること

により SFC が代謝物解析技術として有用であることを明らかにした．SFC/MS の高い分離

性能および感度を効果的に適用することにより様々な代謝物の分析を効率的に進めること

ができることから，今後の代謝研究の新たな展開が期待される． 
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