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はじめに
メタボロミクスとは代謝物を網羅的に解析する研究手法

で、様々な分野で活用されています。食品分野では、味や
香り、栄養価などの品質が複数の成分によって構成されて
いるため、これらの成分を網羅的に解析することで、食品
の品質を評価できます。また産地によって異なる気候や土
壌などの環境が、農産物の代謝物プロファイルに影響を与
えるため、産地特性を科学的に評価するツールとしても注
目を集めています。米は代表的な穀物の一つで、主にでん
ぷんやタンパク質で構成されていますが、糖やアミノ酸、
有機酸、脂質や二次代謝物なども含まれており、代謝物プ
ロファイルが米の品質に大きく関与していると考えられま
す。

本稿では産地が異なる同一品種米中の代謝物の一斉分析
を実施した結果についてご紹介します。測定にはLCMS -
8060RXとLC/MS/MSメソッドパッケージ 一次代謝物 Ver. 3、
データ処理はLabSolutions Insight 、統計解析にはeMSTAT 
Solutionを使用しました。

表 1 分析条件

サンプルおよび前処理条件

 eMSTAT Solutionは直感的な操作でクロマトグラムデータの多変量解析が可能です。
 多変量解析によりサンプルに特徴的な化合物を探索することができます。
 LC-MSを用いた代謝物の一斉分析から多変量解析までの操作を、簡単かつ効率的に行うことができます。

LC-MS/MSを用いた産地が異なる
同一品種米の代謝物差異解析

高速液体クロマトグラフ質量分析計
統計解析ソフトウェア eMSTAT Solution

本分析では、日本の6県で生産された市販のコシヒカリ8
品種（新潟1、新潟2、富山1、富山2、香川、千葉、滋賀、
茨城）をサンプルとしました。凍結粉砕した米を約10 mg
秤量し、図1の通り前処理しました。内部標準物質（IS）は
Methionine sulfoneを使用しました。各サンプルn=5で秤量
および前処理を実施しました。

図 2 前処理からデータ解析までのワークフロー
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[HPLC conditions]  Nexera  X3
Column: Shim-pack  GIST PFPP 

(150 mm×2.1 mm I.D., 3 µm) *1

Column temp.: 40°C
Solvent A: Water + 0.1% Formic acid
Solvent B: Acetonitrile + 0.1% Formic acid
Rinse: Water + 0.1% Formic acid
Flow rate: 0.25 mL/min
Injection volume: 3 µL

[MS conditions]  LCMS-8060RX
Ionization: ESI (CoreSpray)
Mode: MRM
Nebulizing gas: 2.0 L/min
Drying gas: 10.0 L/min
Heating gas: 10.0 L/min
DL temp.: 250°C
Heat block temp.: 400°C
Interface temp.: 300°C
CID Gas Pressure: 270 kPa 

分析および解析条件
測定条件を表1に示します。LC/MS/MSメソッドパッケー

ジ 一次代謝物 Ver. 3を用いて、141化合物を対象に測定を行
いました。また、HexoseとSucroseをターゲットにした
MRMトランジションも追加しました。

*1 P/N：227-30858-07

馬越 泰、辻畑 仁美、阪下 七海

・Rice   10 mg
・IS (10 nmol/mL) in MeOH 200 µL
 
 ↓ Vortex (1 min)
 ↓ Centrifuge (15,000 rpm, 10 min, 4℃ )

・Supernatant  40 µL
・Water   160 µL

ピ ーク の波形 処理 には 多検体 定量 支援ソ フトウ ェ ア
LabSolutions Insightを使用しました。LabSolutions Insight
を用いることで多検体・多成分のデータ処理をより簡便に、
効率的に行うことができます。検出された化合物の面積値
をサンプルの秤量値と内部標準物質の面積値で補正し、得
られた面積比を以降の解析に使用しました。補正後の面積
比データをeMSTAT Solutionにより解析しました。前処理か
ら解析までのワークフローを図2に示します。

図 1 前処理
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検出された化合物
LabSolutions Insightを用いてデータ処理を行った結果、

サンプルからアミノ酸を中心に、核酸および有機酸など49
化合物が検出されました。得られた代表的なクロマトグラ
ム を 図 5 に 示 し ま す 。 MRMト ラ ン ジ シ ョ ン を 追 加 し た
HexoseやSucroseもサンプルから検出されました。検出さ
れた化合物一覧を表2に示します。

判別分析モード統計解析モード

統計解析 判別モデル作成データ入力 判別分析結果表示

解析結果データ
判別分析結果

ファイル

図 3 eMSTAT Solutionのデータ解析のワークフロー

・クロマトグラムサマリ
ファイル (txt file)

・単変量解析
(t-検定，U-検定，ANOVA)
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・Peak Matrix
・Score/Loading Plot
・Dendrogram
・Box Plot
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・Score
・Score/Loading Plot

Load Save Load

Save

Save
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No. Compound Name Classification
1 4-Aminobutyric acid

Amino acids

2 4-Hydroxyproline
3 Alanine
4 Arginine
5 Asparagine
6 Aspartic acid
7 Asymmetric dimethylarginine
8 Glutamic acid
9 Glutamine

10 Glycine
11 Histidine
12 Isoleucine
13 Leucine
14 Lysine
15 Methionine
16 Methionine sulfoxide
17 Phenylalanine
18 Proline
19 Serine
20 Symmetric dimethylarginine
21 Threonine
22 Tryptophan
23 Tyrosine
24 Valine

No. Compound Name Classification
25 Glutathione

Amino acid 
derivatives 26 S-Adenosylhomocysteine

27 Serotonin
28 Adenine

Nucleobases29 Cytosine
30 Uracil
31 Adenosine

Nucleosides
32 Cytidine
33 Guanosine
34 Inosine
35 Uridine
36 4-Hydroxybenzoic acid

Organic acids

37 Ferulic acid
38 Malic acid
39 Nicotinic acid
40 Ophthalmic acid
41 Pantothenic acid
42 Pyruvic acid
43 Salicylic acid
44 Succinic acid
45 p-Coumaric acid
46 Hexose Sugars47 Sucrose
48 Allantoin Others49 Choline

表 2 検出された化合物

解析に関する設定

Peak Matrix / 単変量解析結果 多変量解析結果

eMSTAT Solution
eMSTAT Solutionは、直感的で使いやすい操作性を備えた

統計解析ソフトウェアです。液体クロマトグラフィーおよ
びガスクロマトグラフィーによって得られた分析データを
用いて、マーカー探索のための単変量解析および多変量解
析を簡便に実施することができます。さらに、既知試料の
データ（教師データ）を用いてモデルを作成し、未知試料
の判別分析を行うことができます。データ解析のワークフ
ローを図3に、解析画面の例を図4に示します。

図 4 eMSTAT Solutionの解析画面例

図 5 得られた代表的なクロマトグラム
（一部のクロマトグラムを拡大して表示しました。）
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多変量解析を用いた産地間特性の比較
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＜関連アプリケーション＞
1. GC-MS/MSを用いた産地が異なる同一品種米の代謝物差異

解析 Application News No. 01-01000-JP
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eMSTAT Solutionを用いて、49化合物の補正後の面積値を
解析に供しました。分散分析（ANOVA）の結果、49化合物
中45化合物において有意な差（p＜0.05）が認められました。
主成分分析(PCA)を実施し、図6にスコアプロットおよび
ローディングプロットを示しました。スコアプロットでは
米の産地ごとにサンプルが分離していることが確認できま
した。

図 6 主成分分析の結果 (a) スコアプロット (b) ローディングプロット
(Scaling: Unit Variance)
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図7にサンプル間で特徴的であった代謝物を示しました。
単糖であるHexoseと二糖であるSucroseはローディングプ
ロット上で離れた位置にプロットされており、産地ごとに
糖のプロファイルが大きく異なることが示唆されました。
また分岐鎖アミノ酸であるLeucine、Isoleucine、Valineは
ローディングプロット上で近い位置にプロットされ、サン
プル間で類似した挙動を示していることが確認できました。

図7  サンプル間で特徴的であった代謝物の箱ひげ図
(縦軸: スケーリング後の面積値）

● 香川、● 千葉、● 富山1、● 富山2、● 新潟1、● 新潟2、● 茨城、● 滋賀

まとめ
本稿では産地が異なる同一品種米中の親水性代謝物の一

斉分析を実施しました。主成分分析を実施したところ、ス
コアプロットでは米の産地ごとにサンプルが分離している
ことが確認できました。またサンプル間で特徴的な挙動を
示している化合物を複数確認できました。

LC/MS/MSメ ソッ ドパ ッケージ 一次 代謝 物 Ver. 3 、
LabSolutions InsightおよびeMSTAT Solutionを用いることで、
多成分一斉分析から多変量解析までの操作を、簡単かつ効
率的に行うことができます。

https://www.an.shimadzu.co.jp/sites/an.shimadzu.co.jp/files/pim/pim_document_file/an_jp/applications/application_note/25520/an_01-01000-jp.pdf


 アンケート
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 LCMS-TQ RX シリー
ズ
トリプル四重極質量分析計
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 LC/MS/MSメソッド
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Ver.3
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直接イオン化質量分析データ対応 統計解
析ソフトウェア
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