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１．はじめに 

アミノ酸はタンパク質を構成するだけでな

く，遊離アミノ酸としても生体内で重要な役

割をもつ有機化合物である。アミノ酸分析の

歴史は古く，1958 年にはイオン交換とニンヒ

ドリン反応を用いた分析手法が報告されてい

る[1], [2]。アミノ酸をニンヒドリンなどの試薬

と混合し，検出可能な誘導体にすることを誘

導体化と呼ぶ。各種アミノ酸をカラム分離後

に誘導体化するポストカラム化法は夾雑物の

影響を受けにくいという利点と装置の複雑化

という欠点がある。カラム分離前に誘導体化

するプレカラム化法は疎水性の高い誘導体化

試薬を使うことで高分離と分析時間の短縮化

の利点があり，蛍光誘導体化試薬を用いるこ

とで感度の向上が期待できる。一方，プレカラ

ム化法は試料由来の夾雑物が誘導体化を阻害

することが欠点として挙げられる。キャピラ

リー電気泳動-質量分析計 (CE-MS) やイオン

ペア試薬を用いた液体クロマトグラフィー‐

質量分析計 (LC-MS) を使うと非誘導体のア

ミノ酸分析が可能である[3], [4]。しかし，CE-

MS は専用装置が必要で，イオンペア試薬を使

うと装置の汚染が起こるなどの欠点が存在す

る。 

本稿では研究者自身でアミノ酸を測定でき

る簡便な分析系構築を目指し，インタクト社

が開発した世界初の LC-MS 用非誘導体化アミ

ノ酸分析専用カラム（Intrada Amino Acid）を用

いた結果を報告する。標準品を用いた移動相

の検討，アミノ酸ごとの検出下限値など今後

アミノ酸分析を希望する人に役立つ結果を記

述する。また，研究よりの結果として培養細胞

から抽出した代謝物を網羅的に調べた結果も

報告する。 

 

２．実験材料・実験方法 

２．１ 実験材料・器具 

非誘導体化アミノ酸分析用分析カラム

Intrada Amino Acid（インタクト株式会社，

WAA32，50 mm×3 mm）, アミノ酸混合標準

液, H 型（富士フィルム和光純薬, 018-27881），

1 mol/L ギ酸アンモニウム（富士フィルム和光

純薬，011-21031），LC-MS グレード超純水（富

士フィルム和光純薬，214-01301），LC-MS グ

レードアセトニトリル（富士フィルム和光純

薬，012-19851），HPLC 用テトラヒドロフラン

（安定剤含有）（富士フィルム和光純薬，200-

19391）を使用した。 

 

２．２ LC-MS/MS 測定およびデータ解析 

 測 定 に は Ultimate 3000 (Thermo Fisher 

Scientific) と Q Exactive  (Thermo Fisher 

Scientific) を繋いだ LC-MS システムを使用し

た。質量分析計の設定はポジティブモード，デ

ータ取得は目的に応じて Full MS，Parallel-

Reaction-Monitoring (PRM) ，Data-Dependent-

Acquisition (DDA)を使い分けた。 

 クロマトグラムの描画には Xcaliver Qual 

Browser (Thermo Fisher Scientific) お よ び

FreeStyle ソ フ ト ウ ェ ア  (Thermo Fisher 

Scientific)，定量解析には Skyline ソフトウェア，

網羅的な解析には Compound discoverer 3.1 

(Thermo Fisher Scientific) を用いた。 

 

３．実験結果 

３．１ 移動相の検討 

 最初にインタクト株式会社のアプリケーシ

ョンノートを参考に移動相の検討を行った。

標準アミノ酸を分析する移動相の組み合わせ

はテトラヒドロフラン（以下 THF）仕様とア

セトニトリル（以下 ACN）仕様の 2 つが紹

介されている[5]。THF 仕様は移動相 A に「ACN 

/ THF / 25 mM ギ酸アンモニウム / ギ酸=9 / 75 

/ 16 / 0.3」を移動相 B に「ACN / 100 mM ギ酸

アンモニウム = 20 / 80」を使用し，流速 0.5 

mL/min でグラジエント条件は 0-3 分で 0%B，

3-9 分で 0-17%B，9-16 分で 17-100%B とした。
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図 1 THF 仕様と ACN 仕様のブランク測定比較 

どちらも縦軸の高さは揃えている。 

 

 

THF 仕様は高分離での分析が可能であるが，

THF が酸素と反応すると爆発性の過酸化物を

精製するなど取り扱いの注意が必要である。

ACN仕様は移動相 A に「ACN / ギ酸=100 / 0.3」

を移動相 B に「ACN / 100 mM ギ酸アンモニウ

ム = 20 / 80」を使用し，流速 0.5 mL/min でグ

ラジエント条件は 0-4 分で 20%B，4-14 分で

20-100%B，14-16 分で 100%B とした[6]。ACN

はLC-MS でよく使われている有機溶媒であり，

移動相の調製も簡単である。 

筆者は 2 種類の仕様を①取り扱いの簡便さ②

ベースライン③アミノ酸分離の観点から評価

した。前述の通り有機溶媒の取り扱いおよび

移動相の調製の観点からACN仕様が取り扱い

やすい。続いて両方の移動相を用いてサンプ

ルの溶媒である 0.1 M HCl を 5 µL 打ち込みベ

ースラインを比較するブランク測定を行った

（図１）。THF 仕様は ACN 仕様と比較すると

10 倍以上ベースラインが高い。MS スペクト

ルを見るとベースラインの高い時間帯では

m/z 73.0665 と m/z 145.1220 の THF 由来と思わ

れるスペクトルを検出した。m/z 145 のスペク

トルがグルタミン（m/z 147）の検出を阻害す

る可能性があるためベースラインの比較に関

しては ACN 仕様が優れていると判断した。 

 

最後に 7 種類の標準アミノ酸を測定し，保

持時間から分離度を比較した（図２）。ACN 仕

様では 5 種類のアミノ酸（フェニルアラニン，

ロイシン，イソロイシン，プロリン，バリン）

が 0.52 分以内に溶出しているのに対し，THF

仕様では 5 種類のアミノ酸の溶出に 2.32 分掛

かっている。異性体であるロイシン，イソロイ

シンも ACN 仕様より THF 仕様の方が分離で

きていることから THF 仕様の方がより高分離

であると判断した。３点の結果をまとめると

移動相の取り扱いは ACN 仕様，ベースライン

の高さは ACN 仕様，分離は THF 仕様に軍配

が上がった。検出器に MS を用いるため、分離

が不十分でも質量で分けることが可能であり，

目的が分析の簡便さであるためACN仕様を選

択した。異性体を分離する目的であれば THF

仕様選択するなど目的に応じて使い分けるの

が良い。また，ACN 仕様で高分離を実現させ

たい場合は分析時間が伸びてしまうが長いカ

ラムを使うなど別の工夫も考えられる。本稿

では以降のデータは全てACN仕様で分析した

結果を報告する。 

 

３．２ ３回測定の再現性 

18 種類のアミノ酸およびクリアチン，クレア

チニンの混合物を各 6 pmol になるように LC-

MS へ 3 回打ち込んだ。測定モードは PRM モー

ドで，各標準品の分子イオンの m/z を入力し，

各フラグメントイオンの XIC クロマトグラム

から定量値を算出した。PRM 測定の解析には

Skyline ソフトウェアを用いた。3 回測定時に

おける保持時間のズレや定量値に大きな誤差

はなく安定して測定可能と判断した。
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図２THF 仕様と ACN 仕様の 7 種類アミノ酸の XIC クロマトグラム 

ロイシン・イソロイシンのピークは拡大して表示 

 

 

図３ PRM モードで 3 回測定したアミノ酸標準品 XIC クロマトグラム 

 

３．３ アミノ酸ごとの検出下限値 

 ３．２の標準品を段階的に希釈し，同様に

PRM モードで測定し，化合物ごとにピークを

して検出できなくなる「検出下限値」を求めた。

なお，本稿における「検出下限値」の定義は厳

密なものではなく「ピークとして検出できな

くなった濃度の１段階濃い濃度」程度の意味

合いでしかなく，今後の目安に使うのみであ

る。以上の理由から「」つきの「検出下限値」

としている。また，実サンプルを測定する際は

試料由来の夾雑物によりイオン化効率も変化

するため検出下限値は高くなる。各アミノ酸

の「検出下限値」は表１の通りである。グリシ

ンやアラニンを分析対象とするときは注意が

必要である。 

 

３．４ 培養細胞のメタボロミクス 

 Full MS および DDA モードで測定したデ
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ータはメタボロミクス解析ソフトウェアであ

る Compound Discoverer 3.1 で解析した。この

ソフトウェアを使うことで抽出物に含まれて

いる化合物を網羅的に同定・定量することが

可能である。培養細胞からの抽出物を 2 回測

定し，427 ピークから 281 種類の化合物を同定

した。同定とはソフトウェアが過去のデータ

ベースを対象に行ったもので誤同定も含まれ

ている可能性があり、結果を精査する必要が

ある。 

 

表１ 各種アミノ酸の検出下限値 

Amino Acid 検出下限値（fmol) 

アラニン 600 

アルギニン 6 

アスパラギン酸 60 

シスチン 6 

グルタミン酸 6 

グルタミン 6 

ヒスチジン 6 

ロイシン 60 

イソロイシン 60 

リジン 6 

メチオニン 6 

フェニルアラニン 60 

プロリン 6 

セリン 60 

スレオニン 60 

トリプトファン 6 

チロシン 6 

バリン 60 

グリシン 6000 

クレアチニン 6 

クレアチン 6 

 

４ アミノ酸分析を希望される方へ 

 本稿ではインタクト社の Intrad Amino Acid

を使うことで LC-MS を用いた非誘導体化アミ

ノ酸分析が可能であることを報告した。実サ

ンプルからの親水性代謝物抽出方法は羊土社

から出版されている「メタボロミクス実践ガ

イド」を参考にしていただくと良い。安定同位

体標識した標準品があればサンプル中のアミ

ノ酸量も知ることが可能である。分析対象を

増やしたい場合は対象の標準品とメソッドへ

の登録が必要になるため筆者にご相談頂きた

い。予備的な測定を希望される方も歓迎する。 
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