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第１章 研究開発の概要 

１－１ 研究開発の背景・研究目的及び目標 

（１）研究開発の背景 

超高齢化社会の到来を迎え、厚生労働省は高齢者の生活の質を維持する施策として「健康

社会」の啓発活動を推進しており、そのための予防医学の確立や疾病の治療（創薬の進化）

に力を入れ始めている。 

これらの促進に欠かせない条件として、１．病気のサインである特殊な代謝物の測定 ２．

健康食品中の機能成分の作用機作を探るための代謝物の測定 ３．治療薬の効果を探るため

の代謝物の測定 等の代謝物を測定し分析する技術（メタボローム分析）が最近注目されて

おり、がんや糖尿病、うつ病の発見の分野で大いなる進化を遂げている。 

このメタボローム分析においては、分析手段も非常に煩雑で時間の要する「前処理」をこ

なす必要があり、すべて手作業でこれらの前処理を行うため再現性が低い、測定者の個人差

が出やすいという欠点を有している。そこで、本研究では株式会社アイスティサイエンスの

特許技術と国立大学法人大阪大学のメタボローム解析技術と和歌山県工業技術センターの検

体物質の誘導体化技術を融合することにより、上記の欠点を克服する「メタボローム分析の

高精度・ハイスループット化に資する試料自動前処理・注入技術および装置の開発」を行う。 

 

（２）研究目的及び目標と実施結果 

【１】メタボローム分析のための自動前処理技術の開発 

高度化目標 固相カートリッジの充填剤の効率的な吸着･保持・誘導体化を行い、高効率

溶出技術、小型固相カートリッジの開発を行う。 

目標値   前処理時間 １０分以下 ＊達成 

誘導体化(トリメチルシリル化)率が８０％以上 ＊達成 

対象化合物の添加回収試験での回収率が８０％以上 ＊達成 

再現性 RSD ５％以下 ＊達成 

（１－１）固相カートリッジへの充填剤の吸着・保持力の高効率化 

高度化目標 モデル化合物を用いて２分以下で高効率に充填剤に吸着・保持する。 

目標値   モデル化合物(アミノ酸／脂肪酸／糖類)での添加回収試験での回収率が 

９０％以上 ＊達成 
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（１− ２）誘導体化溶出技術の開発 

高度化目標 高効率で高再現性な誘導体化と溶出を図る。 

目標値   誘導体化(トリメチルシリル化)率が８０％以上 ＊達成 

再現性(誘導体化率)RSD ５％以下 ＊達成 

（１− ３）固相カートリッジ(形状)の開発 

高度化目標 小型でデッドボリュームの少ない形状 

目標値   カートリッジ容量 ３０μ L 以下 ＊達成 

デッドボリューム ２μ L 以下 ＊達成 

（１− ４）固相カートリッジへの充填方法の開発 

高度化目標 φ２ｍｍ穴に高精度に充填する。 

目標値   充填量 設定充填量±１０％ ＊達成 

生産性 ２００個/Hr 以上 ＊達成 

【２】誘導体化溶出-全量注入一体化技術（自動誘導体化注入部）の開発 

高度化目標 少量の溶出量より濃縮量を一定化し、再現性に優れた高効率・高回収率シス

テム 

目標値   対象化合物の添加回収試験での回収率が８０％以上 ＊達成 

再現性 RSD ５％以下 ＊一部の成分を除き達成 

（２− １）自動全量注入時の誘導体化溶出最適条件の確立 

高度化目標 誘導体化溶出を少量の溶出量(５０μ L)で高効率で高再現に行う。 

目標値   対象化合物の添加回収試験での回収率が８０％以上 ＊達成 

（２− ２）自動誘導体化溶出注入対応の GC 注入口システムの開発 

高度化目標 GC-MS への注入容器内の溶出液の濃縮量を一定化(２μ L) ＊未達 

目標値   ２μ L ±１０％ ＊未達 

【３】ハンドリング技術の開発 

（３－１）固相カートリッジのハンドリング 

高度化目標 固相カートリッジとクランプの高精度搬送と接続 

目標値   流す液体の圧力(５MPa)下 液体が漏れないこと ＊達成 

搬送時の位置精度 ±０．２５ｍｍ以下 ＊達成 

（３− ２）洗浄技術 
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高度化目標 少ない溶媒量で残存試料が洗浄できる。 

目標値   高濃度の対象化合物の添加回収試験後の溶媒試料の測定において検出されな

いこと ＊達成 

（３− ３）自動前処理-誘導体化溶出注入装置による血清中のメタボローム分析精度の評価 

高度化目標 高精度・高再現性・高スループット 

目標値   既存メタボローム分析と添加回収率と再現性が同等以上 ＊達成 

前処理時間が１０分以内 ＊達成 

 

１－２ 研究体制（研究組織・管理体制、研究者氏名、協力者） 

事業管理機関 

●公益財団法人わかやま産業振興財団 

所在地：〒６４０－８０３３ 和歌山県和歌山市本町二丁目１番地 

代表者役職・氏名：理事長 島 正博                                              

 

総括研究代表者（PL）  

氏名：佐々野 僚一 

所属組織名：株式会社アイスティサイエンス 

所属役職：代表取締役 

副総括研究代表者（SL） 

氏名：福崎 英一郎 

所属組織名：国立大学法人大阪大学 

所属役職：工学研究科 教授 

 

研究等実施機関 

●株式会社アイスティサイエンス  

所在地：〒640-8341 和歌山県和歌山市黒田 120-6 

代表者役職・氏名：代表取締役 佐々野僚一 

●国立大学法人大阪大学 

所在地：〒565-0871 大阪府吹田市山田丘 1-1 
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代表者役職・氏名：学長 平野 俊夫 

●和歌山県工業技術センター 

所在地：〒649-6261 和歌山県和歌山市小倉 60 番地 

所長 和坂 貞雄 

 

アドバイザー 

●国立大学法人九州大学 生体防御医学研究所 

所在地：〒812-8582 福岡市東区馬出 3-1-1 

担当者役職・氏名：教授 馬場 健史 

＊メタボローム分析における開発助言､ニーズ提供等 

●国立大学法人神戸大学大学院 医学研究科 

所在地：〒650-0017 兵庫県神戸市中央区楠町 7-5-1 

担当者役職・氏名：准教授 吉田 優 

＊メタボローム分析における開発助言､ニーズ提供等 

●一般社団法人食の安全分析センター 

所在地：〒880-0212 宮崎県宮崎市佐土原町下那珂 5805  

担当者役職・氏名：センター長 安藤 孝 

＊メタボローム分析における開発助言、新たな使用法（発酵・”食べごろ”分析）に

対するニーズの提供等 

 

１－３ 成果概要 

（１）メタボローム分析のための自動前処理技術の開発 

[1-1] 固相カートリッジへの充填剤の吸着・保持力の高効率化においては、まずは既存

の固相カートリッジ（充填量 30mg）を用いて、目標であるモデル化合物（アミ

ノ酸、有機酸、糖質）での添加回収試験での回収率が 90%以上の数値目標を達成

した。また、2 分以下でモデル化合物を吸着・保持することを確認した。次にオン

ラインを想定した極微量の固相カートリッジ（充填量 3mg：研究テーマ【１－

３】）を用いて、その充填量におけるアミノ酸、有機酸、糖の吸着・保持力の効率

化を固相に負荷する時の抽出液の組成を変動させて検討した。その結果、各々で良
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好な結果が得られた。また、その結果を基にアミノ酸、有機酸、糖類の一斉分析か

つ固相カートリッジの１ユニット化を目的とした、オンライン化の前処理法を開発

した。 

[1-2] 誘導体化溶出技術の開発においては、固相上での誘導体化(TMS 化)反応を可能と

する新しい反応システムを構築することができた。その結果、目標である誘導体化

率が 80%以上、再現性 RSD5%以下に対し、ほとんどの物質に対し目標値を達成

できた。 

また、糖類（12 種）におけるメトキシム化→TMS 化の 2 段階誘導体化反応に

対する誘導体化率を評価した。その結果、目標である誘導体化率が 80%以上、再

現性 RSD5%以下に対し目標値を達成できた。 

実施したテーマ１(サブテーマ[1-1]、[1-2])の成果により、各種血清モデル化

合物に対して「吸着・保持」、「誘導体化」を固相上で行うことが可能であることが

実証された。これらの知見は、本事業の目的である「メタボローム分析のための自

動前処理装置」において全行程をオンライン化することに必要不可欠な基盤技術を

確立することができた。 

[1-3] 固相カートリッジ(形状)の開発においては、様々な条件のもとにシミュレーショ

ンや構造の改良点を吟味しながら、金型による固相カートリッジの製作を行った。

その結果、カートリッジ容量 20µL、デッドボリューム 2µL と事業目標値を達成

するカートリッジを作成することができた。 

[1-4] 固相カートリッジへの充填方法の開発においては、常に一定量の充填剤しか充填

できない工夫を施した治具を作成し、「誰が充填しても同じ工法かつ同時に複数個

（48 個）の充填」が可能となり、充填精度が飛躍的に向上した。また、フリット

を球にしたことで装着が容易となり、フリットを押し込むための挿入棒を製作し、

同じ位置で固定できるようにした。その結果、±10%以内の精度で 200 個／時間

を達成できた。 

 

（２）誘導体化溶出－全量注入一体化技術（自動誘導体化注入部）の開発 

[2-1] 自動全量注入時の誘導体化溶出最適条件の確立においては、まず検証するための

自動前処理装置の注入部（SPE－GC システム）を開発し、試作１号機を製作した。
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その試作１号機を用いて、開発中の試作機を用いた血清モデル化合物に対する測定

(オンラインでの誘導体化)の有効性を検証するために、テーマ１にて種々の検討を

行った手作業での固相誘導体化法でのデータとの比較検討を行った。その結果、試

作機による測定データは手作業での結果とほぼ同等のピーク面積を示した（手作業

での固相誘導体化法に対して概ね 80%以上）。 

[2-2] [2-1]での溶出条件における測定の再現性を向上させる目的で、新たに開発した

プレフラッシュシステムを試作機に導入した。この改良を施した試作機を用い血清

モデル化合物（アミノ酸混合溶液）に対する測定を繰り返し行ったところ、高い再

現性（概ね RSD5%以下）が確認された。 

 

（３）ハンドリング技術の開発 

[3-1] 固相カートリッジの挟み込み部・ニードル部の構造、形状・材質の検討および固

相カートリッジのクランプ方法と移送技術の開発を実施するために、①移送精度の

向上、②ノズルの着脱の安定性、③固相カートリッジの差し込み深さの安定性につ

いての検討を行った。その結果、搬送時の位置精度±0.1mm 以下を達成し、送液

時の圧力 5MPa において液漏れは確認されなかった。 

[3-2] サンプル採取部に使い捨て型のチップ方式を採用することで、サンプルが触れる

部分は全て使い捨てとなるため、測定成分が残存する可能性を排除することができ

た。 

また、テーマ１([1-3]、[1-4])、テーマ２([2-1]、[2-2])、テーマ３([3-1]、

[3-2])の成果により、実試料での検証に必要な動作や前処理機能を備えた試作２号

機を完成することができた。 

 [3-3] 試作２号機を用いて、その機械およびソフト面での機能を検証した。機械やソ

フトにおいて思わぬ不具合などがいくつも発生したが、その都度、改良を行い、対

応した。この対応に長時間を要したが、その結果、安定した装置に仕上がった。そ

して、試作３号機を完成させた。この試作３号機を用いて、血清試料によるアミノ

酸と有機酸の添加回収試験（一定量予め添加しておき、その収集率を確認する作

業）、精度（再現性、感度）の評価、従来法との精度に対する比較評価を行った。

その結果、アミノ酸および有機酸においては回収率、再現性とも既存メタボローム
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分析と同等以上の結果を得ることができた。前処理時間も 10 分以内で、抽出した

サンプルを本システムにセットするだけで高スループットで分析できた。 

     よって、今回実施したテーマ３(サブテーマ[3-3])の成果により、実試料（ヒト

血清）中のアミノ酸・有機酸を固相上で「吸着・保持」、「誘導体化」する工程を自

動前処理装置を用いてオンラインで行うことが可能であることが実証された。 

     これら事業成果により、GC-MS 測定によるメタボローム分析で必要な前処理工

程を完全自動化/オンライン化が可能な自動前処理装置の開発に成功した。 

尚、糖については、本オンラインシステムの条件の確立および血清による評価が

期間中に間に合わなかった。 

 

１－４ 当該研究開発の連絡窓口 

株式会社アイスティサイエンス 

①所在地：〒640-8341 和歌山県和歌山市黒田 120-6 

②連絡先担当者氏名：代表取締役 佐々野 僚一 

③電話番号：073-475-0033 

④ＦＡＸ番号：073-497-5011 

⑤E-mail アドレス：sasano@aisti.co.jp 
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第２章 本論 

（１）メタボローム分析のための自動前処理技術の開発 

メタボローム分析の対象物質となる代謝物等は一般的に極性基（水酸基、アミノ基、カル

ボキシル基）を多く持ち揮発性が乏しいため、GC-MS により測定することが難しい。その

ため、それら極性基をキャップし揮発性を高めるために、誘導体化と呼ばれる処理を行わな

ければならない。従来のメタボローム分析では、この誘導体化の脱水処理や誘導体化反応に

長時間を要するとともに自動化が難しい手法が用いられてきた。そこで本事業では固相抽出

技術を用いることで脱水処理を短時間で行い、固相上で効率的に誘導体化する方法を研究課

題とした。 

イオン交換樹脂の固相カートリッジに抽出した試料を負荷しアミノ酸および有機酸・糖類

を固相に保持させ、アセトニトリルで洗浄することで固相に残存している水を除去した。そ

の後、誘導体化試薬を固相カートリッジに直接添加し、固相に誘導体化試薬を浸漬させて、

固相上で誘導体化反応させ、アミノ酸および有機酸・糖類を誘導体化した固相誘導体化法を

開発した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

■ アミノ酸 

■ 有機酸・糖類 
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このように固相抽出技術を用いることで、脱水や誘導体化が効率よく迅速に行われ、オン

ライン化を含む自動化も期待できる。 

■ アミノ酸・有機酸の手作業による固相誘導体化の前処理フロー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   ＊AOS は CX と AX の混合 

■ 糖類の手作業による固相誘導体化の前処理フロー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

（１− １）固相カートリッジへの充填剤の吸着・   

保持力の高効率化 

ⅰ）補助事業の具体的内容 
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メタボローム分析において対象となる物質（代謝

物）は多岐にわたる。そのため、多種多様な物質を如

何に効率的に再現性良く固相カートリッジに吸着保持

させるかが技術的な課題となる。 

サブテーマ（１− １）では、血清モデル化合物（ア

ミノ酸、有機酸、糖類）の標準試料溶液を固相カート

リッジに通液し、その溶出前後の各物質を HPLC、イ

オンクロマト、GC-MS 等の分析機器を用いて測定す

ることで、吸着・保持力の評価を行った。 

ⅱ）重点的に実施した事項 

血清モデル化合物の固相カートリッジへの吸

着・保持力を評価するために、各モデル化合物の

固相カートリッジへの吸着率(%)を算出した。ア

ミノ酸、有機酸、糖類の標準溶液を固相カート

リッジへ通液し、通液前・後の溶液を各種分析装

置にて測定することで、固相カートリッジを通過

することで充填剤に吸着された物質の割合を算出した。 

A アミノ酸：固相カートリッジに通液を行

う前・後のアミノ酸溶液の GC-MS 測定の

結果、通液前の溶液に見られた各種アミノ

酸のピークが、通液後の溶液ではほとんど

認められなかった。固相カートリッジへの

通液前・後の各アミノ酸に由来するピーク

面積値の減少率から算出された吸着率もほ

ぼ 100%となった。
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B 有機酸：固相カートリッジに通液を行う

前・後の有機酸溶液のイオンクロマト測定

の結果、通液前の溶液では確認された各種

有機酸のピークが、通液後の溶液ではほと

んど認められなかった。固相カートリッジ

への通液前・後の各有機酸に由来するピー

ク面積値の減少率から算出された吸着率も

ほぼ 100%となった。 

 

C 糖類：固相カートリッジに通液を行う

前・後の糖質溶液の HPLC-UV 測定の結

果、2%含水アセトニトリルでの固相負荷

の場合、ラムノース、アラビノース、フ

コースの糖質を除いて、通液前の溶液では

確認された各種糖質のピークが、通液後の

溶液ではほとんど認められなかった。ラム

ノース、アラビノース、フコースについては、含水率を 1%まで下げた結果、吸着率の向上

が認められ、良好な結果を得ることができた。得られた各種糖質に由来するピーク面積値か

ら、糖質の固相への吸着率を算出した。その結果、ほとんどの糖質において 90%以上の吸

着率が認められた。 

以上の結果から、本研究にて最適化された処理方法は、固相カートリッジに高効率で吸

着・保持させることが可能であることが確認された。事業目標に上げている 90%以上の数

値目標を達成した。 
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（１− ２）誘導体化溶出技術の開発 

ⅰ）補助事業の具体的内容 

サブテーマ（１− ２）では、自動処理を行

うオンラインの系内で如何に効果的に誘導体

化処理（反応）を行うかを検討した。その中で、血清モデル化合物（アミノ酸、有機酸、糖

類）の標準試料溶液を固相カートリッジに通液・保持させた状態で誘導体化試薬を少量加え

る（充填剤を湿らせる程度）ことで、固相カートリッジ上にて誘導体化反応を行うことに成

功した。そのため、従来法と固相抽出法における誘導体化のデータを比較するために、メタ

ボローム分析の対象物質となる代謝物

（アミノ酸、糖類）をヒト血清モデル化

合物として選定し、これらを従来法およ

び固相抽出法にて処理し誘導体化したも

のを GC-MS で測定し、従来法と固相抽

出法の誘導体化効率の比較を行い、誘導

体化率を算出した。 

ⅱ）重点的に実施した事項 

血清モデル化合物の固相

カートリッジ上での誘導体化

率を評価するために、各モデ

ル化合物の誘導体化率を算出

した。アミノ酸、有機酸、糖

類の標準溶液を固相カート

リッジへ通液・保持し、誘導体化反応を行い

溶出させ、GC-MS 測定を行った。また、同

条件のサンプルを従来のメタボローム分析に

て用いられていた誘導体化反応（溶液中での

バッチ反応）を行い、比較データとした。誘

導体化率の算出については、従来の溶液反応

での誘導体化後の測定データで得られた各化
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・カートリッジ容量の評価 

固相カートリッジに固相を充填できる部分の容量を 100 µL シリンジを用いて測定し

た。その結果、カートリッジ容量は 20 µL 以下であることが分かった。目標値である 30 

µL 以下を達成した。固相カートリッジの下部フリットと接続したニードルとの間にできる

デッドボリュームを 10 µL シリンジを用いて測定した。その結果、デッドボリュームは 2 

µL であることが分かった。目標値である 2 µL 以下を達成した。 

これまでの結果を基にアミノ酸、有機酸、糖類の一斉分析かつ固相カートリッジの１ユ

ニット化を目的として、手作業による固相誘導体化の前処理法を考案した。 

 

● アミノ酸と有機酸の一斉分析のための固相誘導体化法の考案 

 

 

 

 

 

 

 

 

■ アミノ酸と有機酸の一斉分析のための固相誘導体化前処理フロー 
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● 2 段階試料採取法の考案 

先の固相抽出の技術を応用し、第１回目の試料負荷では糖類は固相に保持させず、アミノ

酸と有機酸を固相に保持させておき、第 2 回目の試料負荷では先の試料量の 1/20 以下に

して先の固相に糖類を保持させ、アミノ酸と有機酸と糖質が固相に保持された状態で誘導体

化して、その後、一斉に溶出するアミノ酸と有機酸と糖類の一斉分析法を考案した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

■ ２段階試料採取法の前処理フロー 
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（１− ４）固相カートリッジへの充填方法の開発 

ⅰ）補助事業の具体的内容 

 静電対策を十分行った固相カートリッジに、フリット（液透過性膜）及び充填剤の高定量

な充填を検討する。あわせて製造用の治具（パレット・充填器具等）を開発し複数個同時に

充填する技術を確立する。その後、精密電子天秤で固相カートリッジに充てんした固相の量

を秤量する。 

ⅱ）重点的に実施した事項 

 初めに静電気による充填剤の付着を防ぐために除電対策を行った作業環境を整備した。ま

た、高定量な充填を実現する為に、常に一定量のみの充填剤しか充填できない工夫を施した

治具を製作し、「誰が充填しても同じ工法かつ同時に複数個（48 個）充填可能」を実現し

た。フリットを球にしたことで、フリットの装着が容易となり、フリットを押し込むための

挿入棒を作成し、同じ位置で固定できるようにした。 

充填方法は充填剤を所定容積量りとり、そのまま固相カートリッジに導入することで、精

度高く充填することが可能となった。 その結果、２００個／時間を達成できた。 

充填量の正確性を確認するため、充填後の固相カートリッジの重量を精密電子天秤及び

レーザー測定機にて 1 個ずつ測定している。その結果、わずか数 mg の充填量にもかかわ

らず常に±10%以内の精度で一度に複数個の固相カートリッジに充填できる充填方法を確

立できた。 

製品としての出荷検査においては、充填量は光センサーを用いて充填容積の確認を全数検

査行っており、また、重量は 100 個中 4 個の抜き取り検査を行うこととした。 
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（２）誘導体化溶出-全量注入一体化技術（自動誘導体化注入部）の開発 

（２− １）自動全量注入時の誘導体化溶出最適条件の確立 

ⅰ）補助事業の具体的内容 

開発したオンラインＳＰＥ－ＧＣ／ＭＳシステムにテーマ【１】で達成した固相誘導体化

法のメソッドを組み込み、そのシステムにおけるそれぞれの最適条件を確立し、アミノ酸・

有機酸の標準溶液を用いて評価した。 

ⅱ）重点的に実施した事項 

● オンラインＳＰＥ－ＧＣ／ＭＳシステム 

本研究開発では開発したオンラインＳＰＥ－ＧＣの試作機を用いて、これまで開発してき

たメソッドを基に自動化へ組み込んだ。ＥノズルとＬノズルでコンディショニングを行い、

Ｌノズルでバイアルから試料を採取し、固相に試料を負荷し、そのまま 20%水-アセトニト

リルで洗浄、アセトニトリルで脱水を行った。N ノズルで固相を乾燥後、Ｓノズルで誘導体

化試薬（メトキシアミン/ピリジン/MSTFA）をその固相に含浸させて、固相上で誘導体化

反応させた。その後、Ｅノズルを固相に連結し、続けてニードルと連結させて、ヘキサンで

溶出させながら、胃袋型インサートを備えたＧＣ注入口へ注入した。注入した溶出液は弊社

で開発した大量注入法を用いてＧＣ-ＭＳで測定した。 
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● 固相誘導体化前処理法の自動化について 

従来法と本事業のテーマ【１】で得られた研究成果の固相誘導体化法を基に試料量および

測定装置ＧＣ-ＭＳの感度（ＭＳ導入量）を検討して、試料自動前処理・溶出注入のオンラ

インＳＰＥ－ＧＣ／ＭＳによる固相誘導体化法を考案した。 

 

本法ではアミノ酸・有機酸の一斉分析を目的としているため、感度向上を目的として、Ｍ

Ｓ導入量を従来法より多くした。オンライン化することで、固相に吸着・保持した目的成分

を全量注入できるため、固相への試料負荷量を大きく少量化することができ、固相としての

保持機能を高めることができた。 

 

 

 

 

● 標準溶液（スタンダード）による評価 

開発した試作機を用いて本法に従って得られたアミノ酸と有機酸の得られたピーク面積値

の再現性（ＲＳＤ）および手作業で得られたピーク面積値を基準とした回収率を示す。 
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これらの結果、試作機による測定データは手作業での結果とほぼ同等のピーク面積を示

し、手作業での固相誘導体化法に対して概ね 80%以上の良好な結果を得ることができ、概

ね目標値を達成できた。 

 

 

（２− ２）自動誘導体化溶出注入対応の GC 注入口システムの開発 

ⅰ）補助事業の具体的内容 

開発した試作機を用いて、【２－１】で確立した最適誘導体化溶出条件下での溶出量、溶

媒排出時間、溶媒排出流量をそれぞれの最適条件を検討し、血清モデル化合物による回収率

と再現性により評価した。



【公開版】 

 
 

23 

ⅱ）重点的に実施した事項 

残存した誘導体化試薬を排出することを目的として、プレカラム溶媒（誘導体化試薬）排

出機能のための電磁弁を備えた GC 注入口システムを開発し、試作機を製作した。 

 

先の実験【２－１】のアミノ酸で得られた結果より、再現性および回収率とも向上したこ

とが分かった。プレフラッシュ機能により、安定した注入技術を達成したと考えられる。 
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（３）ハンドリング技術の開発 

（３− １）固相カートリッジのハンドリング 

ⅰ）補助事業の具体的内容 

固相カートリッジの挟み込み部・ニードル部の構造、形状・材質の検討および固相カート

リッジのクランプ方法と移送技術の開発を実施した。 

評価は固相カートリッジを配管もしくはニードルでクランプし、流す液体の圧力を

5MPa にして液体が漏れないことを確認した。 

ⅱ）重点的に実施した事項 

固相カートリッジの挟み込み部・ニードル部の構造、形状・材質の検討および固相カート

リッジのクランプ方法と移送技術の開発を実施するために、以下の事項を具体的に検討し

た。 

 ①移送精度の向上・・・小型カートリッジである Flash-SPE に、安定的に接続・移送す

るため、移送精度が 1/10 mm 以下で再現性良く制御できる方法を検討した。 

 ②ノズルの着脱の安定性・・・1 回の分析で前処理に使用するノズルの着脱が多数あり、

また、多検体を行うため、連続的に安定した形状を検討した。 

 ③固相カートリッジの差し込み深さの安定性・・・固相カートリッジを装着し前処理場所

に移動するが、移送精度は高くても、装着の位置がずれてしまうと問題になる。また、脱着

する際も同様である。連続分析においても固相カートリッジの位置を常に一定にできる技術

を検討した。 

①移送精度の向上 

  ・自社で独自開発、XYZ 型に駆動する産業ロボットについて検討した。 

   産業用ロボットでは、0.1mm 以下の精度が出る装置が市販されており、位置再現

性・駆動安定性の面から産業ロボットを採用することとした。 

   XYZ 型駆動の産業ロボットには、直線的に移動する方式と中心点から円周上に駆動

する方式があるが、精度の高さ・位置に到達するまでの速さから、円周方式の 4 軸ロ

ボットを採用した。 

②ノズル着脱の安定性 

  ・1 年目では回転ロック方式を採用していたが、わずかな擦れが連続して多検体を実施

して行くと問題になる可能性が考えられた。 
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● 徐タンパクと抽出条件について 

血清に含有されるタンパクは代謝物の固相抽出の抽出率あるいは測定機器システムへの汚

染といった影響を与える可能性がある。そのため、本研究の測定対象の血清中代謝物ではな

いものの、血清中のタンパク量を知ることは本研究を進めていく上で重要である。また、血

清中のタンパクを除去するために固相法、有機溶媒抽出法（従来法）、有機溶媒添加法を試

み、これらのタンパク除去効果をヒト血清中の全タンパク量を BCA 法により測定した。こ

れらのことから、ヒト血清に含まれるタンパクの除去手法の開発とその効率の評価を行なっ

た。 

固相カートリッジとして C18 および HLB を用い、酸性条件および塩基性条件において

固相にタンパクが保持されるかどうかを調べた。その結果、すべての条件においてロード原

液とロード画分にタンパクが多く含まれ、その他の画分（洗浄画分、溶出画分 1、溶出画分

2）のタンパク量は検出下限未満であった。したがって、血清中のタンパクは固相に保持さ

れにくいことが明らかとなった。次いで、従来法である血清に水+メタノール+クロロホルム

混合液を加える除タンパク法を行なった。その結果、血清に対する混合有機溶媒の比を増や

すと除タンパクの効果が高くなった。血清と混合有機溶媒の比が 1：4 の場合において、上

澄みに含まれるタンパクの除去率は 61 %であった。さらに、有機溶媒添加法として血清に

アセトニトリルあるいはメタノールを加える除タンパク法を行なった。その結果、血清と有

機溶媒の比が 1：1 の場合において、上澄みに含まれるタンパクの除去率はアセトニトリル

で 80 %、メタノールで 23 %であり、従来法の同じ溶媒比における従来法の 3 %よりも

除去効果があった。血清に対する有機溶媒の比を増やすと除タンパクの効果はさらに高くな

り、1：2～1：4 の場合におけるタンパク量は検出下限未満であった。 

（３－３）自動前処理-誘導体化溶出注入装置による血清中のメタボローム分析精度の評価 

試作３号機を用いて、アミノ酸と有機酸の標準溶液による性能評価および血漿・血清試料に

よる従来法との精度に対する比較評価、添加回収試験（一定量予め添加しておき、その収集

率を確認する作業）、精度（再現性、感度）の評価を行った。 

A 標準溶液（スタンダード）による性能評価 

標準溶液：10 pmoL/µL アミノ酸および有機酸 in 水-アセトニトリル（1/1） 

 開発した試作機を用いて本法に従って得られたクロマトグラムとアミノ酸および有機酸の

ピーク面積値の再現性（n = 7）、濃度と面積値の関係（直線性）を下記に示す。 
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一部ブランクが見られるが、良好な SCAN トータルイオンクロマトグラムを得ることがで

きた。また、再現性においても良好な結果を得ることができた。 
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■濃度と面積値の関係（直線性） 
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その結果、アミノ酸および有機酸を用いた本システムの感度（誘導体化率）は従来法と同

等以上の結果を得ることができた。尚、実験で行った従来法の測定が本来のスプリット注入

法を用いておらず、糖類が多く注入されたことによる影響を受けている可能性がある。 

 

 

C ヒト血清によるアミノ酸と有機酸の添加回収試験（回収率）と再現性 

試料：ヒト血清 

添加試料中濃度：100nmol/mL 

開発した試作機を用いて本法に従って得られたクロマトグラムとアミノ酸と有機酸の添加回

収試験、およびピーク面積値の再現性（n = 10）、定量イオンクロマトグラムの重ね描きを

下記に示す。 
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これらの結果から、添加回収試験、再現性において良好な結果を得ることがわかった。以

上から、実試料である血清および血漿サンプルを用いて、オンラインＳＰＥ－ＧＣ／ＭＳシ

ステムの固相誘導体化法はメタボローム分析における高精度・ハイスループット化に適応で

きることが分かった。 

 

成果：アミノ酸および有機酸においては回収率、再現性とも従来の分析と同等以上の結果を

得ることができた。さらに前処理時間は 10 分以内で、抽出したサンプルを本システ

ムにセットするだけで高スループットで分析することができた。 

 

 今回実施したテーマ３(サブテーマ（3-3）)の成果により、実試料（ヒト血清）中のアミ

ノ酸・有機酸を固相上で「吸着・保持」、「誘導体化」する工程を自動前処理装置を用いてオ

ンラインで行うことが可能であることが実証された。 

 これら事業成果により、アミノ酸と有機酸においては GC-MS 測定に必要な前処理工程

を自動化/オンライン化できる自動前処理装置の開発に成功した。 

今後の課題として、糖類を含めたオンラインシステムの開発を目指す。 
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■ ソフトウエア 

・シーケンス画面 

 

 

・メソッド画面 
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第３章 全体総括 

３－１ 複数年の研究開発成果 

【学会発表】 

2015 年 6 月 Metabolomics 2015（国際学会) 

「Development of in-SPE derivatization for GC-MS metabolome analysis」 

○ Ryoichi SASANO1, Yoko KOJIMA1, Shusuke OSAKI2, Yoshie TANAKA2, 

Akihiro MATSUMOTO2, Toshiyuki YAMASHITA3, Takeshi BAMBA3, Eiichiro 

FUKUSAKI3 1;AiSTI, 2;Wakayama prefecture, 3;Osaka University 

 

2015 年 9 月 日本分析化学会年会 

「固相誘導体化法を用いた GC/MS 測定における試料前処理の迅速化」 

○大﨑秀介 1* 松本明弘 1 佐々野僚一 2 馬場健史 3 山下俊幸 4 福﨑英一郎 4 

1. 和歌山県工技セ 2.アイスティ 3.九大・生医研 4.阪大・工   

 

2015 年 10 月 第 9 回メタボロームシンポジウム 

「GC/MS 基盤メタボローム分析に資する固相誘導体化法の検討」 

○大﨑秀介 1* 松本明弘 1 佐々野僚一 2 馬場健史 3 山下俊幸 4 福﨑英一郎 4 

1. 和歌山県工技セ 2.アイスティ 3.九大・生医研 4.阪大・工   

 

「GC/MS 基盤メタボローム分析に資する固相誘導体化法の応用」 

○佐々野僚一 1* 大﨑秀介 2 松本明弘 2 馬場健史 3 山下俊幸 4 福﨑英一郎 4 

 1. アイスティ 2.和歌山県工技セ 3.九大・生医研  4.阪大・工 

 

2016 年 9 月  第 68 回日本生物工学会 

「 Analysis of the components in Black pepper using in-SPE derivatization 

method for GC-MS metabolome analysis」 

○恩田浩幸 1，杉立久仁代 2，佐々野僚一 3，松尾俊介 3，佐川岳人 1，福崎英一郎 4 

1 エスビー食品, 2 アジレント, 3 アイスティ，4 阪大院・工・生命先端 
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2016 年 12 月  GC 研究懇談会特別講演会（技術紹介） 

「固相誘導体化法によるメタボローム分析」 

○佐々野 僚一 アイスティサイエンス 

 

2017 年 5 月：予定 第 65 回質量分析討論会 

「固相誘導体化を用いた低濃度のアミノ酸および有機酸と高濃度の糖類を含む試料の一斉分

析法の開発」 

 〇佐々野僚一 1・大崎秀介 2・古野正浩 3・福崎英一郎 3 

1. アイスティ 2. 和歌山県工技セ 3.阪大・工  

 

2017 年 6 月：予定 Metabolomics 2017（国際学会) 

「Development of Online SPE-GC/MS system with on-Solid phase derivatization 

method for automatic metabolome analysis」 

○Ryoichi SASANO1, Koji MACHITANI2, Shusuke OSAKI2, Masahiro FURUNO3, 

Eiichiro FUKUSAKI3 1;AiSTI, 2;Wakayama prefecture, 3;Osaka University 

 

【展示・セミナー活動】 

2015 年 10 月 久留米科学機器セミナー 

メタボローム分析用固相誘導体化法の講演と展示 

 

2015 年 10 月 第 110 回日本食品衛生学会 

技術セミナー：メタボローム分析用固相誘導体化法を紹介 

 

2015 年 10 月 第 67 回日本生物工学会 

SPE-GC システム試作機を展示（アジレント・テクノロジーブース） 

 

2015 年 11 月 アジレント主催メタボロミクスセミナー 

メタボローム分析用固相誘導体化法の紹介と展示 
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2016 年 7 月 アジレント主催メタボロミクスセミナー 

メタボローム分析用固相誘導体化法の紹介と展示 

 

2016 年 11 月 久留米科学機器セミナー 

メタボローム分析用固相誘導体化法の講演と展示 

 

2017 年 3 月 アジレント GCMS ユーザーズセミナー（東京・大阪） 

メタボローム分析用固相誘導体化法の技術講演 

 

３－２ 研究開発後の課題 

・本事業の期間中に達成できなかった糖類を含めたオンラインシステムの開発を早期に達成

する。 

・血清や血漿以外のサンプル、例えば尿、唾液、呼気等または農作物や加工食品等にも挑戦

していく。 

 

３－３ 事業化展開 

（１）想定している具体的なユーザー、マーケット及び市場規模等に対する効果 

血清中メタボローム分析用自動前処理誘導体化溶出注入装置においては、バイオ関連会

社、大学医学部、大手病院を想定しており、市場が 400 機関と推定され、その 40%への

導入を目指す。 

また、自動前処理誘導体化溶出注入装置に使用する主たる消耗品である固相カートリッジ

1 台につき、50 検体/日 程度使用されるものと推定される。 

（２）事業化見込み（目標となる時期・売上規模） 

血清中メタボローム分析用自動前処理誘導体化溶出注入装置は、事業完了後より販売を開

始し、販売開始 5 年後に 80 台・8 億円の売上を目指す。 

また、固相カートリッジは販売開始 5 年後に 1.5 万箱（1 箱 100 個入り）・4 億円の売

上を目指す。 

 

 




