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LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物
Ver. 3によるラット脳中の一次代謝物の分析

 ２つの分析法（イオン対メソッドと非イオン対メソッド）により、延べ198成分の一次代謝物の分析が可能です。
 Mastro™2 C18による新規イオン対メソッドにより、MRMでの分離が難しい糖リン酸の分離・検出が可能です。
 医薬・食品・細胞工学研究における代謝解析手法としてご利用ください。

伊藤 友紀、荒尾洋平

高速液体クロマトグラフ質量分析計 LCMS™-8060NX

はじめに
メタボロミクスとは、生体内に存在する低分子代謝物を

網羅的に解析する技術です。近年、医学研究分野において
メタボロミクスを活用することが多くなっており、組織や
血液などを分析対象試料としたバイオマーカー探索の有効
な手段として期待されています。

筆者らはトリプル四重極型質量分析計のMRMをベースと
した一斉分析法「LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝
物 Ver. 3」を開発しました。本メソッドパッケージには、イ
オン対メソッドと非イオン対メソッドの2種類が収載されて
います。従来のVer. 2よりも分析対象成分を大幅に拡張し、
延べ198成分の代謝物分析が可能です（図1）。イオン対メ
ソッドでは対象成分を従来の55成分から112成分に拡充し、
分析カラムをMastro2 C18に更新しました。さらにイオン対
試薬をジペンチルアミンに変更することで、糖リン酸の分
離を改善しました。非イオン対メソッドではメバロン酸経
路やシキミ酸経路の新たな代謝物経路上の化合物を追加し、
対象成分は従来の97成分から141成分になりました。分析
カラムをShim-Pack™ GIST-PFPPに変更しました。

本稿では、「LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物
Ver. 3」を用いて、ラット脳中の一次代謝物を網羅的に分析
した事例をご紹介します。

LabsolutionsTM LCMS用

LC/MS/MSメソッドパッケージ
一次代謝物 Ver. 3

図 3 LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物Ver. 3およびLC-MSシステム

試料の前処理
ラット脳試料は野生型のSDラットから採取したものを使

用しました。全脳に組織重量の10倍量のメタノールを加え
て十分にホモジナイズしました。続いて、ホモジネート
500 µLをマイクロチューブに移し、次いで、250 µLの超純
水を加えて十分に攪拌しました。その後、懸濁液600 µLを
別のマイクロチューブに移し、続いて、400 µLのクロロホ
ルムを添加して十分に攪拌しました。15000 rpmで15分間
の遠心分離後、上清400 µLを別のマイクロチューブに移し、
次いで、真空濃縮器で蒸発乾固しました。最後に、50 µLの
超純水で再溶解させた溶液を、ガラスインサートを有する
バイアルに移してLC/MS/MS分析に供しました（図2）。

図 2 試料の前処理

延べ198成分
（127）

イオン対メソッド112成分 非イオン対メソッド141成分

PFPPカラムMastro2 C18

図 1 LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物 Ver. 3における分析
対象成分数（括弧内はVer. 2における分析対象成分数を示す）
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分析条件
一次代謝物の分析には、「LC/MS/MSメソッドパッケージ

一次代謝物Ver. 3」に含まれる2種類の分析法およびLCMS-
8060NX（図3）を使用して行いました。

表1にイオン対試薬・Mastro2 C18を用いた分析法（イオ
ン対メソッド）のHPLCおよびMSの分析条件を、表2に非イ
オン対試薬・PFPPカラムを用いた分析法（非イオン対メ
ソッド）のHPLCおよびMSの分析条件を示しました。

<非イオン対メソッドでの結果>
非イオン対試薬・PFPPカラムを用いた分析法では、ラッ

ト脳抽出液から94種類の一次代謝物が検出されました。図6
に本分析法で得られたクロマトグラムを示します。

分析結果
<イオン対メソッドでの結果>

イオン対試薬・Mastro2 C18を用いた分析法では、ラット
脳抽出液から87種類の一次代謝物が検出されました。図4に
本分析法で得られたクロマトグラムを示します。生体内には
分子構造が類似の代謝物が数多く存在します。そのうち以下
5種の糖リン酸Glucose 6-phosphate（G6P）、Fructose 6-
phosphate （ F6P ） 、 Mannose 6-phosphate （ M6P ） 、
Glucose 1-phosphate （ G1P ） 、 Fructose 1-phosphate
（F1P）はMRMトランジションが同一のため、LCでの分離が
重要です。図5には上記5種の糖リン酸のクロマトグラムを
示しました。本分析法を用いることで5種の糖リン酸を分
離・検出できることが示されました。

表 1 イオン対メソッドの分析条件
UHPLC (Nexera™ X3 system)
Column : Mastro2 C18

(150 mm×2.0 mm, 3.0 µm, Shimadzu GLC)
P/N: 370-01005-84

Mobile phase : A) Acetic acid/Dipentylamine/Water
B) Methanol

Mode : Gradient elution
Flow rate : 0.3 mL/min
Injection volume : 3 µL

MS (LCMS-8060NX)
Ionization : IonFocus™ ESI (Negative)
Mode : MRM (112 Compounds)
Nebulizing gas flow : 2.0 L/min
Drying gas flow : 10.0 L/min
Heating gas flow : 10.0 L/min
DL temp. : 250 ℃
Block heater temp. : 400 ℃
Interface temp. : 270 ℃

＊ 本メソッドで使用しているDipentylamineは指定毒物ではありません。

表 2 非イオン対メソッドの分析条件
UHPLC (Nexera X3 system)
Column : Shim-pack™ GIST PFPP

(150 mm×2.1 mm, 3.0 µm, Shimadzu GLC)
P/N: 227-30858-07

Mobile phase : A) Formic acid/Water
B) Formic acid/Acetonitrile

Mode : Gradient elution
Flow rate : 0.25 mL/min
Injection volume : 3 µL

MS (LCMS-8060NX)
Ionization : IonFocus ESI (Positive/Negative)
Mode : MRM (141 Compounds)
Nebulizing gas flow : 3.0 L/min
Drying gas flow : 10.0 L/min
Heating gas flow : 10.0 L/min
DL temp. : 250 ℃
Block heater temp. : 400 ℃
Interface temp. : 270 ℃
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図 4 イオン対試薬・Mastro2 C18を用いた分析法での
マスクロマトグラム
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図 5 脳サンプルにおける糖リン酸のクロマトグラム（上図）および
10 µM標品における糖リン酸のクロマトグラム（下図）

図 6 非イオン対試薬・PFPPカラムを用いた分析法での
マスクロマトグラム

<ラット脳抽出液から検出された成分>
図7にはイオン対メソッドと非イオン対メソッドで検出で

きた一次代謝物の一覧を示しました。延べ137成分が検出さ
れ ま し た 。 ま た 、 本 分 析 法 で 検 出 さ れ た 化 合 物 の 面 積
値%RSDはいずれも20未満であり、再現性の高い結果が得ら
れました。
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図 7 イオン対試薬・Mastro2 C18を用いた分析法および非イオン対試薬・PFPPカラムを用いた分析法で検出された一次代謝物

まとめ
「LC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物Ver. 3」のイオ

ン対メソッドでは、MRMトランジションが同一で分離が難し
い5種の糖リン酸を分離・検出できることが示されました。
ラット脳抽出液を分析することで87種類の代謝物を検出でき、
非イオン対メソッドでは検出できないFructose 6-phosphateや
Ribose 1-phosphateなどの解糖系やペントース・リン酸経路の
代謝物が検出できました。非イオン対メソッドではラット抽
出液から94種類の代謝物を検出し、イオン対メソッドで
LCMS、LabSolutions、Nexera、Shim-Pack、IonFocus、およびMastroは、株式会社島津製作所またはその関係会社の日本およびその他の国における商標です。
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※：＊のついた化合物はVer. 3で新たに追加した化合物です。
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は検出できないSuccinic acidやCystathionineなどのTCA回路や
メチオニン回路およびトランススルフレーション経路の代謝
物を検出できました。

本手法を、医薬・食品・細胞工学研究における代謝解析手
法としてご利用ください。
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