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 漢方薬に含まれる成分をシングル四重極LC-MSで簡易的にスクリーニング分析できます。
 フローインジェクションによる直接注入であるため、ハイスループットな分析（分析時間1分）が可能です。
 得られたマススペクトルをeMSTAT Solution™でデータ解析することで、サンプルの分類や特徴づけから、未知サンプル

がどのグループに属するかの判別分析まで簡単にできます。

はじめに

柴山 泰子、服部 考成

高速液体クロマトグラフ質量分析計 LCMS™-2050, LCMS-9030

天然物である生薬は、産地や天候などの生育環境や収穫
の時期などにより、薬効に違いが生じることが知られてい
ます。そのため、現行使用の生薬と新たに使用する生薬の
同等性評価は重要です。生薬は数百から数千の成分で構成
されるため、化学的評価においては多角的な成分分析が必
要とされています。近年では、代謝物を網羅分析するメタ
ボロミクスの技術を用いた生薬の化学的評価も行われてい
ます。

本アプリケーションニュースでは、フローインジェク
ションとシングル四重極LC-MSを用いた漢方薬のスクリー
ニング事例をご紹介します。複数の生薬を配合し製造され
る漢方薬は複雑な成分組成を持ちますが、本手法により、
漢方薬の分類や特徴づけなどのスクリーニングを簡易的に
行えます。

サンプル、前処理
市販されている6種類の葛根湯エキス顆粒を分析しました。

葛根湯エキス顆粒1.5 gに50%メタノール水溶液15 mLを加
えて、15分間攪拌しました。その後、超音波抽出を15分間
行い、遠心分離（12000 rpm, 20 分間）をして上清を回収し
ました。内部標準物質（5 ppm レセルピン、20 ppm クロ
ラムフェニコール）を含む50%メタノール水溶液で回収し
た上清を10倍に希釈し測定用試料としました。

シングル四重極質量分析計による漢方薬の
簡易スクリーニング分析

装置、分析条件
分析には、図1に示すNexera™シリーズとLCMS-2050を組

み合わせたシステムを使用しました。LCMS-2050は、コン
パクトでありながら、使いやすさや性能面にも秀でたシン
グル四重極LC-MSです。一般的に、カラムを用いず試料を
直接注入するフローインジェクションは、質量分析計を汚
染しやすい分析ですが、LCMS-2050は頑健性が高く、また
汚染されても簡単にメンテナンスできるため、フローイン
ジェクション分析にも適しています。表1に分析条件を示し
ます。

図 1 Nexera™, LCMS™ -2050システム

[Flow injection conditions] (Nexera XR)
Flow rate :   0.1 mL/min (0 min)→0.05 mL/min (0.1 min)

→0.1 mL/min (0.65 min) →1 mL/min (1 min)
Mobile phase :  Water / Methanol=50:50 
Injection volume :   1 µL

[MS conditions] (LCMS-2050)
Ionization :   ESI/APCI (DUIS™), Positive and Negative mode
Mode :   Scan (m/z 50-2000)
Interface voltage :   +3.0 kV / -2.0 kV
Nebulizing gas flow :   2.0 L/min
Drying gas flow :   5.0 L/min
Heating gas flow :   7.0 L/min
Desolvation temp. :   450℃
DL temp. :   200℃

表 1 分析条件

[Flow injection conditions] (Nexera XR)
Flow rate :   0.1 mL/min
Mobile phase :  Water / Methanol=50:50 
Injection volume :   1 µL

[MS conditions] (LCMS-9030)
Ionization :   ESI, Positive or Negative mode
Mode : MS and MS/MS 
Nebulizing gas flow :   3.0 L/min
Drying gas flow :   10.0 L/min
Heating gas flow :   10.0 L/min
Interface temp. :   300℃
DL temp. :   250℃
HB temp. :   400℃

表 2 分析条件

検出されたピークの同定には、図2に示すNexeraシリーズ
と四重極飛行時間（Q-TOF）型LC-MSであるLCMS-9030を
組み合わせたシステムを使用しました。表2に分析条件を示
します。

図 2   Nexera, LCMS-9030システム
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簡易スクリーニング分析
5種類の葛根湯抽出液A-Eをスキャン分析した結果、ポジ

ティブモードでは91ピーク、ネガティブモードでは199
ピークが検出されました。ポジティブモードで得られた
データを主成分分析（PCA）した結果を図4に示します。葛
根湯Bと葛根湯Eは近い位置にプロットされ、傾向が似てい
ることがわかりました。葛根湯Aは他の葛根湯と比べ大きく
傾向が異なることがわかりました。ネガティブモードで得
られたデータを主成分分析した結果を図5に示します。葛根
湯Aと葛根湯Cは近い位置にプロットされ、傾向が似ている
ことがわかりました。

図 4 PCAの結果（ポジティブモード）

913.60

データ解析
得られたマススペクトルデータは、LabSolutions™ LCMS

でJCAMP形式に変換し、eMSTAT Solutionで解析しました。
eMSTAT Solutionは、統計解析モードと判別分析モードを備
えており、統計解析に不慣れな方でも統計解析から判別分
析まで簡単に行えます（図3）。各試料につき、4回分析し
て多変量解析用のデータセットとしました。ポジティブ
モードで得られたデータではレセルピンで、ネガティブ
モードで得られたデータではクロラムフェニコールでデー
タ間の補正を行いました。
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図 5 PCAの結果（ネガティブモード）

図 3 eMSTAT Solution™のワークフロー
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図 6 判別分析の結果

ポジティブモードの主成分分析で傾向が似ていた葛根湯B,
Eを1つにグルーピングし、再度主成分分析しました。その
結果をもとに、未知の葛根湯がどのタイプに属するかを判
別するための判別モデル（アルゴリズム：RandomForest）
を作成しました。別途分析した葛根湯Fをこの判別モデルに
より判別分析した結果（図6）、葛根湯Fのプロットは葛根
湯B, E付近にプロットされ、葛根湯B, Eに近いタイプ（平均
スコア88.5）と判別されました。

Q-TOFによるピーク同定
シングル四重極LC-MSで検出されたピークの中には、葛

根湯中の有効成分と考えられるピークも含まれていました。
これらのピークを高精度で同定するために、Q-TOF型LC-
MSでMSおよびMS/MS分析を行いました。得られたデータ
は、解析ソフトウェアLabSolutions Insight Explore™で解析
し、MS/MSのスペクトル情報をChemSpiderデータベースに
基づくオンライン検索しました。その結果、図7に示すよう
に、例えば、ポジティブモードで検出されたm/z 255、ネガ
ティブモードで検出されたm/z 821のピークはそれぞれ、ダ
イゼイン、グリチルリチンと推定されました。理論m/zと
実測m/zの差は1 mDa以下であり、高精度で推定できました。

まとめ
葛根湯エキス顆粒を例に、シングル四重極LC-MSを用

いた漢方薬の簡易スクリーニング分析例をご紹介しまし
た。フローインジェクションとシングル四重極LC-MSを
用い、葛根湯エキス顆粒から有効成分を含む290ピーク
が検出され、主成分分析によりサンプルの分類や特徴づ
けができました。また、その結果をもとに判別分析する
ことで、未知の葛根湯エキス顆粒がどのタイプに近いか
判別することもできました。本手法は分析時間が1分と
スループットが高いため、大量の漢方薬や生薬をスク
リーニングするのに有用です。

LCMS、eMSTAT Solution 、Nexera、DUIS、LabSolutions、LabSolutions Insight Explore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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図 7 Q-TOF型LC-MSでの同定結果

・m/z 255 (+)のピーク同定結果

・m/z 821 (-)のピーク同定結果
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