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Orbitrap Fusion を用いたCE-MSと
四重極GC-MSでのアミノ酸分析の比較

澄田 智美1)＊，島村 繁1)，布浦 拓郎1)

2020 年 11 月 9 日受付，2021 年 1 月 23 日受理

微量メタボローム解析技術（アミノ酸のピバロイル / イソプロピルエステル誘導体を用いた GC-
MS での分析及び質量キャリブレーション用のソフトウェアであるMassWorks を用いた解析）によ
るアミノ酸のアイソトポマー解析は，アミノ酸生合成経路だけでなく，前駆体となる有機酸を生産す
るTCA回路等周辺の主要代謝経路の解明にも有効な手段である．しかし，この僅かなバイオマスで
解析可能な手法であっても，その適用に十分なバイオマスを得ることが困難な環境微生物も存在する．
また，GC-MSでの解像度では，他の化合物との十分な分離が困難な場合もある．そこで，より高精度
で高感度な解析手法の開発を目指し，キャピラリー電気泳動インターフェイス ZipChipTMとオービト
ラップ搭載機種 Orbitrap Fusion を用いた CE-MS での分析及び解析ソフトウェア Xcalibur Qual
Browser を用いた代謝解析技術の基盤構築を進めている．本報では微量メタボローム解析における，
従来のGC-MSと新技術のCE-MSの両者を比較しつつ紹介する．

Detection of tracing of stable isotope labelled amino acids using
Orbitrap-Fusion CE-MS and Quadrupole GC-MS

Tomomi Sumida1, Shigeru Shimamura1 and Takuro Nunoura1

Isotopomer analysis for amino acids in tracer-based metabolomics is useful to identify major metabolic pathways
producing amino acid precursors such as the TCA cycle in addition to amino acid biosynthetic pathways. A novel
method of tracer-based metabolomics that consists of quadrupole GC-MS analysis for pivaloyl/isopropyl derivatives of
amino acids and MassWorks software for identification of stable isotope probing required less amount of samples
comparing with the methods available previously. However, even with the novel method, isotopomer analysis of amino
acids for some of environmental microbes is not applicable because of the difficulty in obtaining sufficient biomass.
Thus, we are developing an accurate and sensitive analysis by CE-MS analysis with an Orbitrap Fusion MS compound
with a capillary electrophoresis interface ZipChipTM. Here, we report the comparison of current GC-MS and developing
CE-MS methods to identify isotopomers of aminio acids.

キーワード：メタボローム解析，安定同位体，質量分析
Metabolomics, 13C tracer analysis, Stable isotope, Mass spectrometry

1. 解析手法

GC-MS での測定分析は Agilent Technologies 社製の
ガスクロマトグラフィー質量分析計 6890 N GC-5973 A
MSD（HP-5 ms カ ラ ム）を 用 い て 行 い，Cerno
Bioscience 社製の質量キャリブレーションソフトウェア
MassWorks により同位体標識率を算出した．CE-MS
での分析は 908 devices 社製の ZipChip CE System と
Thermo Fisher Scientific 社製のオービトラップ質量分
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析計 Orbitrap Fusion を用いて測定を行い，同じく
Thermo Fisher Scientific 社製の解析ソフトウェア
Xcalibur Qual Browser により同位体標識率を算出した．
測定原理に関する詳細は，本特集号「3．安定同位体の天
然存在量及び安定同位体標識の検出法─ 2：ガスクロマ
トグラフ-質量分析計とMassWorks」と「5．オービト
ラップ質量分析計を用いたアミノ酸解析の可能性」を併
せて参照されたい．

2. 全アミノ酸試料調製方法の改善

本研究では，試料検体として 13CO2を添加して培養標
識した化学合成独立栄養細菌（Aquificae 門）の菌体を用
いた．GC-MS 分析用のアミノ酸の抽出と誘導体化は，
Chikaraishi et al., 2009 の方法を一部改変して行なった．
GC-MS 分析用の試料調製は，全菌体のタンパク質をア
ミノ酸に加水分解するため，濃塩酸で処理後，脱脂，イ
ソプロピルエステル誘導体化及びピバロイル誘導体化の
工程を経る（図 1(A)）．一方で，CE-MS での分析用の
試料は，誘導体化が不要であり，加水分解および脱脂の
みにより調製されるため（図 1(B)），GC-MS 用の試料
調製に比べて非常に簡便である．
Chikaraishi et al., 2009 の方法での試料調整では，脱脂
後の窒素ガス気流下での乾固時に，試料バイアルにメタ
ノールを加えて共沸させていた．しかし，その方法で調
製した試料を CE-MS で分析したところ，アミノ酸の主
鎖および側鎖のカルボキシル基がエステル化されている

と想定されるピークが検出された．そこで，濃塩酸処理
後の試料にメタノールを加えることで，実際にエステル
化が生じるのか否か，標品のアスパラギン酸を用いた検
証を以下のように実施した（図 2）．
濃塩酸に溶かした標品のアスパラギン酸を用い，メタ
ノールの添加・非添加で N2乾固を行った試料用いて
CE-MS のポジティブイオンモードで測定した結果，メ
タノールを加えた試料ではアスパラギン酸の［M＋H]＋

m/z 134.045 の他に，主鎖もしくは側鎖の COOH 基の
どちらかがエステル化された［M＋H＋CH2]＋の m/z
148.060 と，主鎖と側鎖の両方がエステル化された［M＋
H＋CH2＋CH2]＋の m/z 162.076 が検出された（図 2
(A)）．この検証の結果，一連の試料処理に伴うエステ
ル化により生じる技術的な問題も明確になった．なかで
も顕著な事象は，エステル化したアスパラギン酸とグル
タミン酸の識別において生じる．主鎖もしくは側鎖の
COOH 基のどちらかがエステル化されたアスパラギン
酸［M＋H＋CH2]＋は，グルタミン酸［M＋H]＋のm/z
値（m/z 148.060）と等しくなり，また，CE-MS分析に
よる保持時間もグルタミン酸の［M＋H]＋と非常に近い
ため，解析時のピークの同定を難しくする（図 2(B)）．
このようなエステル化はメタノールの非添加試料では生
じないため，アミノ酸の試料調製では，脱脂後の乾固時
にメタノールを添加せずに乾固することを推奨する．
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図 1：アミノ酸試料の調製法の比較．



3. アイソトポマー分析手法の比較

TCA回路の反応方向の確定を行う際には，それぞれ，
ピルビン酸，オキサロ酢酸，オキソグルタル酸を前駆体
とするアミノ酸であるアラニン，アスパラギン酸，グル
タミン酸が鍵となる．そのため，これら 3つのアミノ酸
のアイソトポマー解析が多くの研究で行われている
（Nunoura et al., 2018）．GC-MSでの分析の場合，ピバロ
イル /イソプロピルエステル誘導体化アミノ酸のイオン
化時にそれぞれの構造に特異的なフラグメンテーション
が生じる（Chikaraishi et al., 2009）．従って，アミノ酸に
取り込まれている安定同位体標識率を算出するには，プ
リカーサーイオン[M]＋の代わりに［M]＋からプロピル
エステル基が脱離した［M－59]＋に対応したイオンフ
ラグメントの安定同位体標識率が解析される．例えば，
アラニン，アスパラギン酸，グルタミン酸の場合，［M]＋

がそれぞれm/z 215, 301, 315 のため，［M－59]＋はm/z
156, 242, 256 となる．それに対し，CE-MS ではフラグ
メンテーションが起きにくい ESI によるイオン化での
ポジティブイオンモード測定のため，［M＋H]＋を解析
しており，アラニン，アスパラギン酸，グルタミン酸の
［M＋H]＋はそれぞれ m/z 90.055, 134.045, 148.060 と
なる．Orbitrap では精密質量での測定が可能なため，分

析された［M＋H]＋もサブ 1 ppm（内部標準による
LockMass 機能使用時）の質量精度で精密質量を得るこ
とができ，解析ピークの同定精度は非常に高い．図 3の
同位体標識試料は 13CO2が十分に取り込まれているた
め，各アミノ酸に複数個の 13Cの取り込みが確認できる．
非標識試料をコントロールとして用いた GC-MS 及び
CE-MSの解析結果を比較すると（図 3(A，E)），GC-MS
では夾雑物由来のピークが確認された（図 3(A)の青枠
内）．13C の天然存在比は約 1.1％であり，13C が分子内
に 2 個存在する［13C]2標識されたアミノ酸の天然存在
比は非常に少ないはずであり，非標識コンロトールの試
料では［13C]2の位置に同位体標識ピークは検出されな
いはずである（図 3(E)）．このように，GC-MS を用い
て試料を解析する際には夾雑物の影響を受けるアミノ酸
が存在することを留意する必要があり，同位体標識試料
（図 3(B)）を解析する際には，非標識コントロール（図 3
(A)）の［13C]1及び［13C]2の存在量を引くことにより実
際の存在量を計算する必要がある．一方で CE-MS の解
析では，Orbitrap の質量分解能が高いため，アミノ酸由
来のピークと夾雑物由来のピークを精密質量で分けるこ
とが可能である．また，CE-MS では安定同位体が複数
個アミノ酸に取り込まれた際，それぞれの安定同位体標
識されたアミノ酸のピークは，12C と 13C の精密質量差
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図 2：全アミノ酸試料調製時の塩酸とメタノール処理によるエステル化の影響．



である 1.003 の質量で正確にピークがシフトするため
（図 3(F)），より精度の高い解析が可能となる．実際，図 3
(G)に示すように，［13C]1，［13C]2のピークを近傍に検出
される夾雑物のピークと区別して解析する事ができる．

4. 標品を用いたCE-MSでのMS/MS分析

GC-MS を用いてアミノ酸の 1 位の炭素の安定同位体
標識率を解析する場合，プリカーサーイオン［M]＋から
プロピルエステル基が脱離した［M－59]＋のフラグメ
ントイオンの量比（分子全体に含まれる安定同位体標識
率に対応）と，1位のカルボニル基が脱離した［M－87]＋

のフラグメントイオンの量比（1位の炭素を除いた残り
の構造に含まれる安定同位体標識率に対応）とを比較す
ることでおこなわれる．一方で，同様の解析を CE-MS
で行う場合には，プリカーサーイオン［M＋H]＋をさら
にMS/MS分析して得られたフラグメントイオンの安定
同位体標識率を解析する必要がある．従って両者の比較
のため CE-MS でのMS/MS 測定で得られるフラグメン
トイオンの解析を行った．
Cambridge Isotope Laboratories, Inc より入手したア
ラニン（L-ALANIN（1-13C，99％）），アスパラギン酸
（L-ASPARTIC ACID（1,4-13C2，99％））及びグルタミ
ン酸（L-GLUTAMIC ACID（5-13C，99％））を用いて
MS/MS 測定を行った結果，アラニンではMS/MS によ
り生じるフラグメントイオンのうち，カルボキシル基の
脱離により生成するフラグメントイオンが CE-MS の検

出下限値（m/z 50）を下回るため解析ができなかった．
一方で，アスパラギン酸及びグルタミン酸に関しては，
MS/MS によるフラグメントイオンの解析が可能であっ
た（それぞれ図 4と図 5）．アミノ酸の主鎖のカルボキシ
ル基（-COOH）の脱離により生成したイオン（［M＋H－
HCOOH]＋＝［M＋H－46]＋，アスパラギン酸では m/z
88.039，グルタミン酸では 102.055）は，図 4，5の星の
位置に 13C の安定同位体標識が入っており，それぞれ
［M＋H－46]＋＋1.003 の m/z で検出される．それに加
えて，アスパラギン酸では 3 位と 4 位の側鎖（-CH3
-COOH）の脱離により生成したイオン（［M＋H－CH3－
COOH]＋＝［M＋H－60]＋，m/z 74.024＋1.003）が，グ
ルタミン酸では 1位と 5位のカルボキシル基の脱離によ
り生成したイオン（［M＋H－HCOOH－HCOOH]＋＝
［M＋H－92]＋，m/z 56.050）が検出された．
1位のカルボキシル基の炭素の安定同位体標識率の解
析には，［M＋H－HCOOH]＋＝［M＋H－46]＋のマスス
ペクトルが利用される．現行の CE-MS の分析方法で
は，プリカーサーイオンのエリア値は算出できるが，残
念ながらMS/MS分析のエリア値は算出することができ
ないため，主鎖の標識率の解析はエリア値ではなくピー
ク強度を用いる．例えば図 3(G)のアスパラギン酸の分
析では（図 6），標識の数が 1個［13C]1の 135.048（［M＋
H]＋＋1.003）のプリカーサーイオンに対する MS/MS
分析の［M＋H－46]＋のピークは，m/z 88.040（［M＋
H－46]＋）と 89.043（［M＋H－46]＋＋1.003）の 2 つが
確認される（図 6(A)赤枠内）．この 2つのピーク強度を
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図 3：アイソポマー解析の比較．



比較することにより，カルボキシル基の同位体標識率を
見積もる事ができる．実際に，CE-MS のプリカーサー
イオン［M]＋のエリア値からの算出された，1つの炭素
が 13C で標識されているアスパラギン酸（存在比
22.8％）のうち（表 1），約 28％に 1位のカルボキシル基
が標識されており，残りの 72％は主鎖以外の炭素が標識
されている事が分かる．複数の炭素が13C で標識されて
いる場合にも m/z 136.051（2 個標識［13C]2，［M]＋＋
2.007，図 6(B)），m/z 137.055（3 個標識［13C]3，［M]＋＋
3.010，図 6(C)）をMS/MS分析し，［M＋H－46]＋のフ
ラグメントイオンを解析することで，同位体標識化率を
解析することができる，
アラニンとアスパラギン酸に関して，GC-MS

（＋MassWorks）と CE-MS（＋Xcalibur Qual Browser）
との同位体標識率解析の結果を表 1にまとめた．この結
果，GC-MS と CE-MS で解析方法の相違に起因すると
推測される差異はあるものの，検出された同位体標識率
は従来の GC-MS での解析結果と新技術の CE-MS での
解析結果はほぼ一致していることがわかる．このように
CE-MS を用いた解析は，より微量な試料での解析が可
能で試料調製が容易であり，且つ，従来の GC-MS での
分析と同程度，もしくはそれ以上の精度で同位体標識率
を解析することができる可能性が高い．今後，分析条件
をさらに検討し，簡便で優れた精度で代謝解析が可能な
技術基盤の構築を進めたい．
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図 4：アスパラギン酸の(A)マスクロマトグラム及び(B)MS/MS スペクトルとフラグメンテー
ションパターン．

図 5：グルタミン酸の(A)マスクロマトグラム及び(B)MS/MS スペクトルとフラグメンテーショ
ンパターン．
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図 6：図 3(G)のアスパラギン酸のMS/MSスペクトル．

表 1：GC-MS 及び CE-MS 解析によるアミノ酸の［13C］の標識の数と存在量（％）の比較．

GC-MS
［M-59]+から

算出

CE-MS
［M＋H]+から

算出
アミノ酸の主鎖と側鎖の標識の数

GC-MS
［M-59]+と
［M-87]+から

算出

CE-MS
［M＋H]+と
MS/MS から

算出

アラニン

標識の数 存在量(％) 主鎖 側鎖 存在量(％)
[13C]0 62.0 46.4 [13C]0 62.0 46.4

[13C]1 18.8 28.1
[13C]1 [13C]0 4.8

MS/MS から
算出できない

[13C]0 [13C]1 14.0

[13C]2 10.8 20.6
[13C]1 [13C]1 10.8
[13C]0 [13C]2 0.0

[13C]3 8.5 4.8 [13C]3 8.5 4.8

アスパラギン酸

標識の数 存在量(％) 主鎖 側鎖 存在量(％)
[13C]0 49.8 38.4 [13C]0 49.8 38.4

[13C]1 20.6 22.8
[13C]1 [13C]0 11.5 6.3
[13C]0 [13C]1 9.1 16.5

[13C]2 15.3 24.4
[13C]1 [13C]1 14.4 11.9
[13C]0 [13C]2 0.9 12.5

[13C]3 10.1 12.0
[13C]1 [13C]2 9.9 11.4
[13C]0 [13C]3 0.2 0.6

[13C]4 4.2 2.5 [13C]4 4.2 2.5
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