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オンライン固相誘導体化SPE-GC/MSシステムを用いた

メタボローム分析法における分析対象拡大

○佐々野僚一1、新川翔也1、浅井智紀1、丸山千明1、横山彰乃1、増田剛2、大崎秀介2、宿里ひとみ3、古野正浩3、

三好友樹4、濵口真英4、西田孝三5、津川裕司5、福崎英一郎3

3．結果

1．オンライン固相誘導体化SPE-GC/MSシステム

1:株式会社アイスティサイエンス、2:和歌山県工業技術センター、３:大阪大学大学院 工学研究科、
４:京都府立医科大学大学 医学研究科、５:東京農工大学工学研究院

◼ TMS化およびtBDMS化で測定した結果、180成分以上の誘導体
化を確認できた。

◼ 種類別にグループ化し、固相の種類、誘導体化試薬の添加量、
溶出量および溶出速度、等の各工程の最適化を図り、良好な再
現性を得ることを確認した。

◼ 内部標準物質はアミノ酸の代表としてノルロイシン、有機酸は
アジピン酸、糖類はリビトールを選定した。それらの選定した
内部標準物質を血漿に添加し、本システムで連続測定を行い、
その安定性を確認した。

◼ メトキシアミン/ピリジン溶液にn-C20、MSTFA-トルエン(3/1)
にn-C24、トルエン（溶出液）にn-C22を含有して、誘導体化
試薬の添加量や溶出溶媒量の確認のための指標とした。
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本システムのメリット

◼ 前処理から測定まで完全自動化

◼ 自動化による分析精度の向上

◼ 溶出液の全量注入による高感度化

◼ 固相による精製効果

◼ 誘導体化してから注入するまでの

時間が一定：安定性

◼ 多検体のハイスループット

抽出液の採取から脱水・誘導体化・注入

まで全自動かつ処理時間15～25分

2．目的
1オンライン固相誘導体化SPE-GC/MSを用いた

対象成分の拡大

1 L-Alanine-2TMS
2 2-Aminobutanoic acid-2TMS
3 b-Alanine-2TMS
4 Norvaline-2TMS
5 Valine-2TMS
6 L-Leucine-2TMS
7 L-Isoleucine-2TMS
8 L-Proline-2TMS
9 Glycine-3TMS
10 L-Norleucine-2TMS

11 Serine-3TMS
12 L-Threonine-3TMS
13 b-Alanine-3TMS
14 Homoserine-3TMS
15 L-Aspartic acid-3TMS
16 Methionine-2TMS
17 DL-Pyroglutamic acid-2TMS
18 Cysteine-3TMS
19 L-Ornithine-3TMS 
20 Glutamic acid-3TMS

21 Phenylalanine-2TMS
22 Asparagine-3TMS
23 Ornithine-4TMS
24 DL-5-Hydroxylysine-4TMS
25 L-Lysine, 4TMS derivative
26 L-Histidine-3TMS 
27 L-Tyrosine-3TMS 
28 Cys-Gly-3TMS
29 Tryptophan-2TMS
30 L-Tryptophan-3TMS 

31 Iodo-L-tyrosine-3TMS 
32 Cystine-4TMS

1. Ethanolamine-3TMS
2. Aspartic acid-3TMS
3. DL-Pyroglutamic acid-2TMS
4. Alanylglycine-2TMS
5. Homocysteine-3TMS
6 .Glycylglycine-3TMS
7. Glycylglycine -3TMS
8. Histidine-3TMS
9. N-carbamoylaspartate-3TMS
10. N-acetyl-ornithine-4TMS
11. Gly-Gly-Leu-OH-3TMS
12. Kynurenine-3TMS

アミノ酸-①

アミノ酸-②

1. Oxalic acid-2TMS
2. Butanoic acid-2-methyl-2TMS
3. Malonic acid-2TMS
4. Methylmalonic acid-2TMS
5. Ethylmalonic acid-2TMS
6. Maleic acid-2TMS
7. Succinic acid-2TMS
8. Picolinic acid-TMS
9. Fumaric acid acid-2TMS
10. Pipecolic acid -2TMS

11. Glutaric acid-2TMS 
12. Acrylic acid-3TMS
13. Malic acid-3TMS
14. Adipic acid-2TMS
15. Ketoglutaric acid-MO-2TMS
16. Ketoglutaric acid-MO-2TMS
17. Pimelic acid-2TMS
18. Tartaric acid, 4TMS derivative
19. Hexanedioic acid-MO-2TMS
20. 8-Carbomethoxyoctanoic acid-TMS

21. Phthalic acid-2TMS
22. Orotic acid-3TMS
23. Aconitic acid-3TMS
24. Azelaic acid-2TMS
25. Citric acid, 4TMS derivative
26. Kynurenic acid-2TMS
27. 5-Hydroxyindoleacetic acid-3TMS
28. Xanthurenic acid-3TMS

有機酸

ヒドロキシカルボン酸
1. .
2. Lactic Acid, 2TMS
3. a-Hydroxyisobutyric acid, 2TMS
4. Glycolic acid, 2TMS
5. Hydracrylic acid, 2TMS
6. 3-Hydroxybutyric acid, 2TMS
7. 3-Hydroxyisovaleric acid, 2TMS

1. Putrescine, 4TMS
2. Spermidine, 5TMS
3. Spermine, 6TMS

ポリアミン

① N-Methylphenethylamine-TMS

② Phenethylamine-2TMS

③ Homovanillic acid-2TMS

④ Synephrine ⑤ Homogentisic acid-3TMS

⑥ Vanillylmandelic acid-3TMS

フェネチル

1. Tyramine-3TMS
2. Dopamine-4TMS

カテコールアミン

1. Uracil, 2TMS derivative
2. Pyrimidine, 5-methyl-2,4-bis[(trimethylsilyl)oxy]-
3. 4-Pyrimidinamine, N-(trimethylsilyl)-2-[(trimethylsilyl)oxy]-
4. Uracil-5-carboxylic acid, 3TMS derivative
5. Adenine-2TMS
6. allantoic acid, 4TMS
7. 9H-Purine, 9-(trimethylsilyl)-2,6,8-tris[(trimethylsilyl)oxy]-
8. 9H-Purin-6-amine, N,9-bis(trimethylsilyl)-8-[(trimethylsilyl)oxy]-
9. Uridine, 4TMS derivative
10. Uridine, 3TMS derivative

1. Uridine, 4TMS
2. 5-Methyluridine, 3TMS
3. Adenosine, 4TMS
4. Guanosine-5TMS

核酸塩基とヌクレオシド

糖リン酸_糖酸_アミノ糖1. Glucuronic acid-2MO-5TMS
2. Glucuronic acid-2MO--5TMS
3. Galactaric acid-6TMS
4. Glucosamine-6TMS 
5. Galacturonic acid-MO-5TMS
6. Galacturonic acid-5TMS
7. Gluconic acid-6TMS
8. Galactaric acid-6TMS
9. Galacturonic acid-5TMS
10. Glucosamine-6TMS

11. Ribose-5-phosphate-MO-5TMS
12. Fructose-phosphate-MO-6TMS
13. Glucose-phosphate-MO-6TMS
14. Glucose-phosphate-MO-6TMS
15. Gluconic acid-6-phosphate-7TMS

リン酸エステル

1. Phosphoethanolamine-3TMS
2. 3-Phosphohydroxypyruvic acid-3TMS
3. Pyrophosphoric acid-4TMS
4. Phosphorylethanolamine-4TMS
5. Phosphoserine-4TMS
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胆汁酸

1. Lithocholic acid-2TMS
2. Deoxycholic acid-3TMS
3. Cholic acid-4TMS
4. Chenodeoxycholic acid-3TMS
5. Hyodeoxycholic acid-3TMS
6. Ursodeoxycholic acid-3TMS
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1. Androsterone-TMS
2. Dehydroepiandrosterone-TMS
3. Dihydrotestosterone-TMS
4. Estrone-TMS
5. Estradiol-2TMS
6. Androstenedione
7. Testosterone-TMS
8. Pregnenolone-TMS
9. Estriol-3TMS
10.Cholesterol-TMS

ステロイド
11. Brassicasterol-TMS
12. Campesterol-TMS
13. Stigmasterol-TMS
14. 
15. beta-Sitosterol-TMS
16. Lanosterol-TMS
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ビタミン（疎水性）

2. Phytonadione     Vitamin K
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1. a-Tocopherol-TMS   Vitamin E,

短鎖脂肪酸
1. Hexanoic acid-TMS
2. Heptanoic acid-TMS
3. Octanoic acid-TMS
4. Nonanoic acid-TMS
5. Decanoic acid-TMS
6. Undecanoic acid-TMS
7. Dodecanoic acid-TMS

長鎖脂肪酸

脂肪酸のtBDMS化

1. Dodecanoic acid-TMS
2. Tridecanoic acid-TMS
3. Myristic acid-TMS
4. Pentadecanoic acid-TMS
5. Palmitic acid-TMS 
6. Heptadecanoic acid-TMS
7. Stearolic acid-TMS
8. Oleic Acid acid-TMS
9. Stearic acid acid-TMS
10. Nonadecanoic acid-TMS

No. R.T. min 慣用名 IUPAC 略称 和名

1 7.07 Propionic acid Propanoic acid 3:0 プロピオン酸

2 7.62 Isobutyric acid 2-methylpropanoic acid イソ酪酸

3 8.32 Butyric acid Butanoic acid 4:0 酪酸

4 9.05 Isovaleric acid 3-methylbutanoic acid イソ吉草酸

5 9.72 Valericc acid Pentanoic acid 5:0 吉草酸

6 11.12 Caproic acid Hexanoic acid 6:0 カプロン酸

7 12.43 Enanthic acid Heptanoic acid 7:0 エナント酸

8 13.70 Caprylic acid Octanoic acid 8:0 カプリル酸

9 14.90 Pelargonic acid Nonanoic acid 9:0 ペラルゴン酸

10 16.05 Capric acid Decanoic acid 10:0 カプリン酸

11 17.15 Undecylic acid Undecanoic acid 11:0 ウンデシル酸

12 18.20 Lauric acid Dodecanoic acid 12:0 ラウリン酸

13 19.20 Tridecylic acid Tridecanoic acid 13:0 トリデシル酸

14 20.15 Myristic acid Tetradecanoic acid 14:0 ミリスチン酸

15 21.07 Pentadecanoic acid Pentadecylic acid 15:0 ペンタデカン酸

No. R.T. min 慣用名 IUPAC 略称 和名

16 21.95 Palmitic acid Hexadecanoic acid 16:0 パルミチン酸

17 22.78 Margaric acid Heptadecanoic acid 17:0 マルガリン酸

18 23.22 γ-Linolenic acid 18:3(n-6) γ-リノレン酸

19 23.38 Linoleic acid 18:2(n-6) リノール酸

20 23.43 Oleic acid 18:1(n-9) オレイン酸

21 23.47 α-Linolenic acid 18:3(n-3) α-リノレン酸

22 23.58 Stearic acid Octadecanoic acid 18:0 ステアリン酸

23 24.37 Nonadecylic acid Nonadecanoic acid 19:0 ノナデシル酸

24 24.62 Arachidonic acid 20:4(n-6) アラキドン酸

25 24.68 Eicosapentaenoic acid Icosapentaenoic acid 20:5(n-3) エイコサペンタエン酸

26 25.12 Arachidic acid Eicosanoic acid 20:0 アラキジン酸

27 25.83 Heneicosanoic acid Heneicosanoic acid 21:0 ヘンイコシル酸

各種類の混合標準溶液を本システムで測定したときのSCAN-トータルイオンクロマトグラムを示す。

SPE-GC Interface  SPL-M100 (AiSTI Science)

  SPE Cartridge Flash-ACXs or AXs

Sampling Volume 50 µL

PTV Injector LVI-S250 (AiSTI Science)

  Insert Type Spiral Insert

Injector Temp. 220℃(0.5min)-25℃/min-290℃(26min)

GC/MS

 Inlet Mode Split 1:50

Flow Mode Constant Flow, 1.0 ml/min

Pre-Column 0.25mm i.d. x 1m

Column Vf-5ms, 0.25mm i.d. x 30m, df;0.25µm

Oven Temp. 100℃(2min)-10℃/min-320℃(4min)

Trans. Line Temp.     290℃

MS Method SCAN, m/z;70-550

測定条件
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