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固相脱水誘導体化法：アミノ酸/有機酸
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R-NH-TMS
R-COO-TMS

H2O非イオン性化合物
（糖類、グリセリド）

試料負荷＆保持

アミノ酸と有機酸をイオ

ン交換相互作用により

固相に保持

洗 浄

水-ACNで固相に残存

している非イオン性化

合物を除去

ACNで固相に残存し

ている水分を除去

脱水／１分 誘導体化／1分

MSTFAを固相に含侵さ

せて、目的成分を固相

中でTMS化

溶 出

試 料 水-ACN ACN MSTFA トルエン

特許登録：（株）アイスティサイエンス
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-N⊕
(CH3)3

-N ⊕
(CH3)3

STEP ④

誘導体化／３分

メトキシアミンを固相に含

侵させて、目的成分を固

相中でメトキシム化

メトキシアミン

⊕ NH3-R

⊝ OOC-R



固相脱水誘導体化法：糖類
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STEP ① STEP ② STEP ④ STEP ⑤

H2O
グリセリド

試料負荷＆保持

試料をアセトニトリルで

希釈して水濃度を下げ

て、固相に負荷する。

ACNで固相に残存し

ている水分を除去

脱水／１分 誘導体化／1分

MSTFAを固相に含侵さ

せて、目的成分を固相

中でTMS化

溶 出

試 料 ACN MSTFA トルエン

特許登録：（株）アイスティサイエンス
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STEP ③

誘導体化／15分

メトキシアミンを固相に含

侵させて、目的成分を固

相中でメトキシム化

メトキシアミン

糖類 糖類-
メトキシム化

糖類-
メトキシム化
-TMS

糖類-
メトキシム化
-TMS

■試料負荷時の水濃度と固相への保持について

■ メトキシアミンによる誘導体化反応時間
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ポイント① 

前処理から測定まで完全自動化

革新性２ 固相からの溶出液を直接GCへ全量注入する「オンラインSPE-GC」の発明（特許）

■ 本システムによるメタボローム分析

前処理 から 注入まで全自動 15分

採取

固相

前処理-測定

吸着
洗浄

脱水
誘導
体化

溶出

注入

ポイント②

自動化による分析精度の向上

オンライン化：前処理と測定機器を接続して一体化する技術

ポイント③

溶出液の全量注入による高感度化

ポイント④

誘導体化からGC注入までの時間が一定
試料液

試料液をシステムに
セットするだけ！

測定している間に次の検体を前処理する（併行稼働）ことで

多検体を迅速に分析できる。

GC/MS

➢ 分析の時間短縮により

研究スピードが上がる。

➢ 分析の精度向上により

正確な評価ができる。

➢ 分析のハイスループットに

より多くの情報を得られる。

■本システムによる社会的効果

社会の研究/開発、
産業発展に大きく貢献ポイント⑤

多検体のハイスループット



従来法と本法の前処理比較
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血清 50µL

振とう抽出（37℃, 30分）

分取：上澄み 600µL

添加：超純水 300µL

添加：MeOH/H2O/CHCl3 1000µL

遠心分離（1600rpm, 4℃, 3分）

遠心分離（1600rpm, 4℃, 3分）

分取：上澄み 400µL（MeOH/水の混液）

誘導体化反応（37℃, 30分）

分取：上澄み 100µL → バイアル

減圧濃縮遠心分離（1600rcf, 4℃）

遠心分離（1600 rcf, 4℃, 3分）

凍結乾燥（一晩：16時間）

凍結：液体窒素

誘導体化試薬添加
メトキシアミン/ピリジン溶液 100µL

誘導体化反応（30℃, 90分）

誘導体化試薬添加：MSTFA 50µL

測定：GC/MS：注入1µL（スプリット 25:1)

試料
負荷
40µL

自動前処理時間 10～25 分

LVI-S250
Spiral Insert
スプリット 50:1

SGI-M100

GC-MS

バイアル

血清 50µL

振とう抽出（37℃, 30分）

分取：上澄み 250µL

添加：超純水 250µL

添加：H2O/ACN 1000µL

遠心分離（1600rpm, 4℃, 3分）

オンライン固相誘導体化SPE-GC-MS

抽出

精製

脱水

誘導
体化

◼ 従来法

１ 時間

0.5 時間

17 時間

3 時間

◼ 本法

精製
脱水

装置にセットしてスタートボタンを押すだけ！

誘導
体化

抽出

１ 時間

MS導入量
試料 4µg相当

MS導入量
試料 25µg相当

20 時間



アミノ酸と有機酸のTMS化
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＋
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TMS化：反応する官能基 –OH >-Phenol >-COOH >-NH2

参考文献：
小川茂,ぶんせき,2006,7,332-336

反応するアミンについて：R-NH2 > R-NH-R ■ α炭素にRが結合している場合

アミンには１つのTMSしか結合しない。

C
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O R
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■ α炭素にRが結合していない場合

アミンには２つのTMSが結合する。

★アミノ酸のTMS化について
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TMS化により揮発しにくい目的成分を気化しやすい物質に変化させる

ことで、GCMSでの測定が可能となる。
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メトキシム化について
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α-ケトグルタル酸 α-ケトグルタル酸-MO α-ケトグルタル酸-MO-2TMS

メトキシム化 TMS化

ピルビン酸

乳酸

■ メトキシム化しなかったら
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ピルビン酸 ピルビン酸-MO ピルビン酸-MO-TMS

メトキシム化 TMS化

ピルビン酸-2TMSと乳酸-2TMSが同じ構造となり
どちら由来のものか判断できない。
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糖類の異性体とメトキシム化
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六員環

五員環

直鎖構造（開環構造）環状構造

フルクトフラノース

フルクトピラノース

メトキシム化

■フルクトースの場合

糖類は多くの異性体を持つため、そのままTMS

化するとピークがいくつも出現してしまう。

メトキシム化することで環状構造になること

を防ぎ、直鎖構造に絞り込むことができる。

■メトキシム化では

2本のピークが出現しやすい
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解析について
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Lysine_3TMS_minor
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■ SCAN Total Ion Chromatograph 

2

1
誘導体化物 1 2 3 4 5 Ave. RSD

Lysine_4TMS 9,500 9,250 9,000 8,750 8,500 9,000 4.4

Lysine_3TMS 500 750 1,000 1,250 1,500 1,000 39.5

◼それぞれのピーク面積値と再現性について（仮）

O

O

NH Si
Si

NH
Si

N
SiSi

Si NH
O

O

Si

Lysine_3TMS

定量解析
多変量解析

Lysine

ピークが小さいLysine_3TMSは前処理で派生したもの。

試料中のLysineの挙動を知るには、ピークが大きいLysine_4TMSで十分である。

但し、網羅的定性分析を行う上で、出現したピークがLysine_3TMSであるというこ

とを認識して、解析から外すことが大事。

Lysine_4TMS

定性のみ

Lysine



構造式とTMS化
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化合物名: Alanine_2TMS
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アミノ酸のフラグメントパターン
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CH3 ? TMS-COO-

アミノ酸 MW 15 43 117

89 + 72 x 2 = 233 218 190 116

D-MWTMS

アミノ酸-必須フラグメントイオン

Alanine-2TMS

アミノ酸-MWフラグメントイオン

NH2-CH2-CO-O-TMS

147

TMS-NH-CH-CO-O-TMS

218

100

147

218 ※NH(TMS)の場合

-CH-NH2



アミノ酸のフラグメントパターン
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アミノ酸-必須フラグメントイオン

アミノ酸-MWフラグメントイオン
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化合物名: Glycine_3TMS
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CH3 ? TMS-COO-

アミノ酸 MW 15 43 117

75 + 72 x 3 = 291 276 248 174

D-MWTMS

Glycine-3TMS

174

100

86

-CH2-N(TMS)2

アミン-必須フラグメントイオン

86
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化合物名: Lysine_4TMS_major

アミノ酸のフラグメントパターン
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アミノ酸-必須フラグメントイオン

アミノ酸-MWフラグメントイオン
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化合物名: Lysine_3TMS_minor

Lycine-3TMS
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化合物名: Succinic acid_2TMS
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有機酸のフラグメントパターン
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有機酸-必須フラグメントイオン

Succinic acid-2TMS

有機酸-MWフラグメントイオン
CH3

有機酸 MW 15

118.00 + 72 x 2 + 29 x 0 = 262 247

D-MWTMS MO

ジカルボン酸 147

-OHx2 147

-COOHx-OH 147

メトキシム化-必須フラグメントイオン
89
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化合物名: Stearic acid(C18)_1TMS
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脂肪酸のフラグメントパターン
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脂肪酸-必須フラグメントイオン

Stearic acid-TMS

脂肪酸-MWフラグメントイオン

メトキシム化-必須フラグメントイオン
89

CH3

脂肪酸 MW 15 43

284 + 72 x 1 = 356 341 313

D-MW

313 356

117

129

145
129

145



脂肪酸-TBDMS化のフラグメントパターン
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脂肪酸TBDMS-必須フラグメントイオン

脂肪酸-MWフラグメントイオン
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化合物名: Stearic acid(C18)_TBDMS
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-C3H7 -CH3

脂肪酸 MW 57 15

284 + 114 x 1 = 398 341 383

D-MW
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糖類のフラグメントパターン（検討中）
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糖類-フラグメントイオン

脂肪酸-MWフラグメントイオン

糖類メトキシム化-必須フラグメントイオン
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化合物名: Fructose_1MO_5TMS_1
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化合物名: Galactose_1MO_5TMS_major

Galactose_MO_5TMS

Fructose_MO_5TMS
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