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報 文

高速原子衝撃質量分析法を用 い る血清中グル コ ー ス の

同位体希釈質量分析

高津　章子
O
，西　 末 雄

＊

（1992年 10月 19 日受 理 ）

　高速原子衝撃質量 分析法 （FABMS ）を用 い る血清巾 グル コ
ー

ス の 同位体希釈質量分析を試み た ．同
位体グル コ

ー
ス と し て は D 一グ ル コ ース ー15C6

を用 い
，

血 清試料に 同位体 を加 え た 後，高速液体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ

ー
を用 い て 試料中の グ ル コ

ー
ス を分離 分 取 し k ．分取 した グ ル コ

ー
ス フ ラ ク シ ョ ン を濃縮 し，

グリセ リ ン を マ トリ ッ ク ス と して 通 常 の FABMS 測定 を行 っ た．定 量 に は （M ＋ G ＋ H − H20 ）
＋

イオ
ン の ピー

ク強度比 を用 い たが，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの 寄与が 高 か っ た た め ，近傍 の ピー
ク を用 い て 補 正 を

行 っ た．そ の 結果 1％ 程度の ば らつ き で の 測定 が 可能とな っ た．

1 緒
一一’、
ロ

　同位体希釈質量分析法 （IDMS ）は、分析対象物 の 同

位体化合物を内標準物質 と する 定景法で ，原理 的 に 系統

誤差 が 抑制 され る た め，信頼性 が極 め て 高 く ， 基準分析

法 に な り得 る 方法 で あ る
1）．ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
／

質量分析 法 （Gc ／MS ）に よ る IDMs は 米国 NlsT を

中心 に 標準血清の グル コ ー
ス な ど の 標準値決定 に 用 い ら

れ て き t　 2）
− S＞．し か し

， 生体成分 の 多 く を占 め る 不揮

発性化合物 を GGIMS で 分析す る た め に は 誘導体化 が

必 要 で あ る．も し，誘導体化 せ ず に 測定 が 可能 と な れ

ば，分 析操作 が一
段階簡便に な る う え t 誘導体の 安定性

や，反 応 の 際 の 同位体効 果 な ど を 問題 に す る 必要 もな

く，測定 で き る 化合物 も大幅 に 広 が る と 考え られ る．

　生体成 分 の 分 離分析 に は HPI ．C が有効 な 手段 で あ

る ．又 ， 質量 分 析法 の 分野 で は 高速原子 衝撃法 （FAB ）

な どの 難揮発性試料 に 適 した イオ ン 化法 も開 発 され て い

る．こ う し た方 法 を組 み 合 わ せ た IDMS で ，従来 の 方

法 で は 測定で き な か っ た化合物を対象と する こ と や，よ

り簡便 で 信頼性の 高 い 測定 が行 え る可能性 が あ る ．又，

IDMS の 結果 の 信頼
．
性 と い う立 場 か ら も 新 しい 方 法 を

開発 し，結果 を比較す る こ とも必要 と考 え られ る．

　当研究所 で は
， グル コ ース に つ い て 標準値を決定 し得

る 基準分 析法 の 確立 を 目指 し て GC ／MS や オ ン ラ イ

＊
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ン，オ フ ラ イ ン LC ／MS を用 い る IDMS を検討 し て き

k6）
− a ）．　 HPLC で は 化合物 の 分取 も容易 な た め，本報

告で は HPLC で の 分 離 ・
分取 と 高速原 子 衝 撃 質 量分析

法 と を組み 合 わ せ て ，は ん 用 型 の 質量 分析計 を用 い た血

清中グル コ ー
ス の 新 しい IDMS の 確立を目指 し，検討

を行 っ た 結果 に つ い て 述 べ る、

2 実 験

　 2・1 試　薬

　 D一グ ル コ ー
ス 標準溶液 は NIST 　SRM 　917D 一グル コ ー

ス （99．9％｝を 用 い て 作製 した，正 確 に質量 を測定 した

SRM グ ル コ
ー

ス を精 ひ ょ う し た水 に 溶 か し，濃度約 2

mg ／g の 標準溶液 と し た．

　同位体グ ル コ ース と して は n 一グル コ ー一
ス
ー⊥3C6

（98．8
atom ％

i3C

，　 MSD 　Isotopes，　Canada 製）を 用 い ，水溶

液と した．

　 ピー
ク 強度比 と 質量 比 と の 関係を求 め る た め に ，標準

液 と同位体化合物 の 溶液 と か ら 天然 グル コ ース と 同位体

グル コ ー
ス の 質量混合比既知 の 溶液 を作製 した．そ れ ぞ

れ 重量 比 が O．8 か ら 1．2 の 間 で 数個調製 した．作製 した

溶液 の 一
定量 を凍結乾燥 し，グ ル コ ース 濃度約 1％ と

な る よ う に 50％ メ タ ノ
ー

ル で 溶解 し た もの を測 定 試料

と した ．

　2・2　血 清試料 の 前処理 方法

　ヒ トプー
ル 血清試料 は共同分析 の た め 口 本臨床化学会

よ り提供 さ れ た も の を用 い た．分 析 ま で は 一2  ℃ で 保
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存 した．

　そ れ ぞ れ グル コ
ー

ス が約 1mg となる ように 血清試料

と 同位体グ ル コ ース を正確 に 質量 を量 っ て 混合 し
，

ア ジ

化ナ トリウ ム を加 え
， 平衡 に 達 す る ように 室温 に

一
夜放

置 し た 後，20％ ス ル ポサ リチ ル 酸水溶液 O．1　ml を加

え
， 遠心 分離 し て 除 タ ン パ ク し

，
上 澄み を と っ て 試料 と

した．

　 2 ・3　HPLC に よ る分離

　液体 ク ロ マ トグ ラ フ は 島津製作所製 LC −6A と 昭和電

工製示差屈折 （RI ）検出器 SE−51 を用い た．

　ま ず，カ ラ ム と し て 東 洋 曹達製 TSK −
gel

−NH2 −60，

移勤相 として ア セ トニ トリル
ー
水 （4／1voL ）を用 い，除

タ ンパ ク後 の 血清試料 50 μ1 を注 入 し，グ ル コ ー
ス フ ラ

ク シ ョ ン を分取 し た．フ ラ ク シ ョ ン を濃縮 した 後，再 び

カ ラ ム に 昭和電 工 製 Shodex　Sugar　SP −1010，カ ラ ム 温

度 80℃ ，移動相 と して 水 （流速 lml ／min ）を 用 い て分

離 を行 い ，再度 分 取 を繰 り返 した．こ れ らの 操 作 を繰 り

返 し， 集 め た フ ラ ク シ ョ ン を凍結乾燥し ， 残留物をグ ル

コ ース 濃度約 1％ と な る よ う に 50％ メ タ ノ
ー

ル で溶解

した．

2・4　質1 分析

　質量分析計 は 日本電子製 HX −100 及び DA −5000 デー

タ 処理 シ ス テ ム を 用 い た．ス テ ン レ ス 製 ターゲ ッ ト上

に，試料約 1
μ
1 と マ トリ ッ ク ス と し て メ タ ノ ール で

50％ に希釈 した グリセ リン 約 0．5 μ1 を載せ ， よ く混合

した 後，3kV で 加速 さ れ た キセ ノ ン ガ ス の 中性高速粒

子 ビーム を照射 し，イオ ン 化 を行 っ た．装置 の 質量分解

能 は 通 常 の 低 分 解 能 （R ＝1000）に 設 定 し， 解 た

200− 300 の 質量 範囲 を 1 秒 で 走査 した．グル コ
ー

ス の

ピークが あ る 程 度 減 衰 す る ま で （約 5 分）の 平均 ス ペ

ク トル か ら ピーク強度比を計算 した．

　2 ・5　濃度 の 計算

　得られ た ピー
ク強度比 か ら濃度 の 計算方法は 既報

6）7）

と同様 で あ る．すなわ ち，測定 の 日ご とに質量 混合比 既

知 の 溶液で ピーク 強度比 と質量 比 の 関係を求め，試料 の

ピーク強度比 か ら質量比を算出 した．

　血清試料の 質量 を M ，添加 し た 同位体化合物 の 質量

を L
，

上 記 の 質量 比 を RM と す る と ， 血清中 グ ル コ
ー

ス 濃度 C は，C ＝（RMXL ）IM の 関係式 か ら求め た．

3　結果及 び考察

　3・1HPLC に よる分離

　HPLC に よ る グ ル コ
ー

ス の 分離法 と して ア ミ ノ プロ

ピル カ ラ ム ，Sugar カ ラ ム を 用い る二 っ の 条件を検討 し

た が ， 除 タ ン パ ク後の 血清 を HPLC に 注入 し，
　 RI 検出

器 で検出 した ク ロ マ トグ ラ ム で は い ずれ の 条件下で もグ

ル コ ース と分離 し な い 成分 が 認 め られ た ．そ こ で ，一度

50
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台圃
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怪
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＋
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Fi昏 l　Fast　atom 　bombardment（FAB ）mass 　spectrum 　of 　D
−glucose
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分取し た フ ラ ク シ ョ ン を凍結乾燥 し た 後，再度異 な る 条

件で ク ロ マ トグ ラ フ 分離 し た ．

　ヒ ト血清中に 存在す る他 の ヘ キ ソ
ー

ス （フ ル ク ト
ー

ス ，マ ン ノ
ー

ス ，ガ ラ ク ト
ー

ス ） は Shodex　Sugar
SP −1010 カ ラ ム を用 い た HPL （〕の 条件下 で グル コ

ー
ス

と完全 に分 離す る こ と を確認 した．

　3 ・2 質量分析

　Fig．1 に 10％ グル コ ース 水溶液 で 測定 した FABMS

に よる グ ル コ
ー

ス の 質量 ス ペ ク トル を示す．グ リセ リ ン

の ピー
ク m ／d85 （2G ＋ H ）

＋

が ベ ース ピー
ク と なっ て い

る が，比較的高質量数側 で強度の 大 き い グル コ
ー

ス の

ピーク と し て 〃 ζ 255 （M ＋ G ＋ H − H20 ）
＋

，観 た 273

（M 十 G 十 H ）
＋

が観測 され た．

　通常 の FABMS で はサ ン プル の ピーク は だ らだ らと

減少 し，鋭 い ピーク と して は 現れ な い た め，GCIMS の

100

06

02

魯
的

5
省同

0250100
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旨
ε
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Fig．2　FAB 　mass 　spectra 長）r　serum 　glucose　deter−
mination

（A ）calibration 　mixture ； （B） serum 　 sample 　spiked

with 　labeled　glucose；（C ）blank

場合 の よ う に ，選択 イオ ン 検出法 な ど を用 い る の は 困難

と 考 え ら れ た ．そ こ で ， 測定 した 平均 ス ペ ク トル か ら

ピーク強度比 を求め る こ とを検討 した．

　Fig．2 に ピー
ク 比測定 の 際 に 得 られ た （A ）標準溶 液

と 同位体化合物溶液 と の 混合溶液 ， （B ＞同位体化合物

を加 え た 血清試料，（C ）ブ ラ ン ク の ス ペ ク トル を示 し

た．測定試料の グル コ
ー

ス 濃度 （1％ ）で は，グ リ セ リ

ン な ど に よ るバ ッ ク グ ラ ウン ドピーク がグル コ ー
ス ピー

ク に数 ％ の 強度 で 重 な っ て お り，ピー
ク 強度比 の 再現

性 に 影響 す る と
．
考 え られ た ，

　各測定 に お い て マ トリ ッ ク ス の グ リセ リン 量をほ ぼ
一

定 に 保 つ た め グ リセ リ ン を メ タ ノー
ル で 50 ％ に 希釈 し

て 粘性を下 げ， シ リ ン ジ で
一定量加え る こ と に し た．し

か し，規 た 273 で は 近 傍 に グ リ セ リ ン の 大 き な ピーク

mh 　277（3G ＋ H ）
＋

が あ り，グ リ セ リン ピー
ク の 変動 に

よ り 窺 た 273 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドピー
ク 強度が大 き く

変 動 す る の が 観 測 さ れ た． こ の た め 測 定 に は

（M ＋ G ＋ H − H20 ）
＋

イオ ン を用 い る こ と が 適当と考え

ら れ た．し か し ， 近傍 に 大 き な バ ッ ク グラ ウ ン ドピーク

の な い m ／z　256， 261 の グル コ ー
t
ス の ピーク に 関 して

も，そ の ま ま 况 た 255 と m ／z　261 の 強度比 を と っ た の

で は 繰 り 返 し精度 は 数 ％ と 悪 か っ た ．こ れ は
， た と え

ばバ ッ ク グ ラ ウ ン ドピー
ク を反映 して い る と考 え られ る

m ／z　2S7 と グル コ ー
ス の 〃疲 255 の ピー

ク の 比 をと る．

と，その ば らっ き は 20− 50％ に も及 ん で お り こ の こ と

か ら，nt／z　255 や m ／c　261 に 数％ の 割合 で 寄与 し て い

るバ ッ ク グラ ウ ン ドピーク も同様 に 変動して い る た め と

考 え ら れ た，こ の た め，ピー
ク 強度比 を 1％ 程度の 再

現性 で 測定す る た め に は，重 な っ て い る バ ッ ク グラ ウ ン

ドの 影響を除く こ と が 必要で あ る と考 え，質量分解能を

5000 ま で 上 げ た が，グ ル コ
ー

ス と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド

ピー
ク と の 十分 な 分 離 は得 られ な か っ た．そ こ で バ ッ ク

グ ラ 7ン ドピー
ク の 大 き さ を 1 回 ご との 測定 に お い て見

積
．
も り，差 し引 くこ とを検討 した．

　バ ッ ク グラ ウ ン ド ピー
ク は マ トリ ッ ク ス の グ リセ リ ン

や試料と共 に 存在 し，試料の 消失 と共に 弱 くな っ て い く

もの と ， 試料の あ る な し に か か わ らず常 に存在す る も の

の 和か らな る と考え られ，試料消失後 の ス ペ ク トル をバ

ッ ク グ ラ ウ ン ドと して．用い る こ と も で き な い ．そ こ で ま

ず グ リセ リン の み の ブラ ン クス ペ ク トル （Fig．2−c ）よ

り測定質量 （mk 　255 と mfc 　261）の ピーク と相関の あ

る 近傍の ピー
ク を捜 し，実際の グル b 一ス 測 定 で 得 られ

た 1 厠 ご との ス ペ ク トル 1とつ い て こ の ピーク を指標と し

て そ の 測定 に お け る測定質量 の バ ッ ク グ ラ ウン ドの 寄与

を推定 す る こ と に し た ．
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　グリセ リン の み の ス ペ ク トル よ り以下の 結果を得た．

L 　ピーク強度 は一
般 に

．
奇数 の 質量 の も の が

．
高い ．

2． m ／z　255，　 m ／z　257 の

．
ピーク は m ／z　259 の 小 さ な グ リ

セ リ ン ピーク と相関 が あ る と考え られ た．す なわ ち こ の

ピーク は グ リセ リ ン の 消失 と共 に強度 も減少す る．又 ，

ピー
ク 強度 は 259，257，255 の 1幀に 減少す る．

3． m ／g　261 か ら m ／c265 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドピー
ク は

ピー
ク の 消失に よら ず ， 比較的小 さ く， 又 ，

ほ ぼ一
定 の

強度比 で あ っ た ．

　同位体 グ ル コ
ー

ス の ピー
ク が 澀 た 261 で あ る こ と も

．
考慮 し，〃旋 255の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドピー

ク は m ／z　25ア

の ピー
ク 強度 i257か ら求めた．すな わ ち，0．SX ∬257 を

mk 　255の ピー
ク 強度か ら差 し 引 い た もの を グル コ ー

ス

に よ る mk 　255 の ピーク強度と した．又 ， 彫 た261 に つ

い て は m ／z　265 ち65 の 強度 に ほ ぼ 等 し い と考 え ，m ／z

261 の ピーク強度 か ら 126Jrを差 し引 い た もの を同 位体

グル コ ース に よ る 焜 た261 の ピーク強度 と し た．す な

わ ち，ピー
ク強度比 Rl；（J2s5

− 0．8× 囑 7 ）／（∬26r あ65 ＞

と して 濃度の 計算を行 っ た ．そ の 結果，ピー
ク 強度比測

定 の 繰 り返 しの 再現性 と して 1％ 程度 0）淇1」定 が 可能 と

な っ た．

　ピーク 強度比 を Rl ， 重量比 を 1〜M と す る と，ピー
ク

強度 比 （RI） と 質 量 比 （RM ） の 関 係 の 回 帰 式 は

RI ＝ 1．003× RM ＋ 0．｛）086 で あ り，相関係数 も 0．999 以上

と ， 直線性も満 足 す べ き もの で あ っ た ．

　3・3　血清試料の 分析結果

　3 種類 の ヒ トプー一
ル 血 清 に つ い て FABMS で 得 ら れ

た 分析結果 を そ れ ぞ れ Tablc　 1 に示 した．同
一一・

の 血清

か ら 試料処 理 は独立 に d・〜5 回 行 い ，ク ロ マ トグ ラ フ 分

離 した もの を，FABMS で 測定 し た ．質量分析 に よ る

ピーク比 の測定は そ れ ぞ れ 2− 4 回繰 り返 し た．企体の

ば ら つ き は 1〜1．2％ で あ り，ピー
ク 比測定 の 再現性 が

全体 の ば らつ き に大き く寄与 して い る と考 え ら れ た．

　GCIMS で の測定の ば らつ き は  ，5％ 程度 で あ り
7 ），

1「ABMS で の 測定結果 は GC ／MS に 比 べ る と ば らつ き

は 多 か っ た が，両法で の 測定結果 は Table　l に flJKし た

よ う に 1％ 以内で
一

致 した．

以 上 オ フ ラ イ ン で の HPLC 分 離 と FABMS を紲 み 合

Tablc　 1Analyti ・ ・ 1・ ・ e ・ul ・・ f・・ gluc・・e　i・ h・ man ・er・ m 　by　lDMS （・ff
−li・ ・ LC ／FABMS ）・n ・・h・d （mg 　9

−
1
）

Samp且e　pretreatmcnt 　replicate

1 2 3 4 5．

Serum 　A

　Measuremellし rcplicate 　l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4

　Avcrage

　A ＞ erage 　of 　averagcs （rsd ）

　 Di幵セrencc 廿om 　GG ／MS 　rcsult

Scrum　 B

　Measuremcnt 　rcplicate 　l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3

　 Average

　Averagc　of 　averages （rsd ）
　 Ditl6rence 　from　GC ／MS 　result

Serum 　C

　 Measurement 　replicate 　l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3

　 Avcrage

　Average　of 　averages （rsd ）
　 Difference　from　GCIMS 　result

】．1111
．1271
．140

1．126

2．1082
．143

2．125

3．1183
．1423
．1243
．128

1．14イ．

1．且321
．102

1．126

2．1282
．131

2．130

3．1003
．  913
．1213
．1e4

1．1071
」 121
．121

LIO81

．1241
．L30

　 　 　 　 Ll13 　　　　　　 1．130
1．122± 0，006 （　0，49 ％）

1．132±  ．006 （
− 0．88％ ）

　 　 　 　 2．080
　 　 　 　 2．101
　 　 　 　 2．097
　 　 　 　 2．093
2」25± 0．025 　（ 1．17％ ）

2」10±0．009 （十〇．71％）

2．1662
．142

2．154

　 　 　 　 3．113　　　　　　　　3，086
　 　 　 　 3．176　　　　　　　　3．138
　 　 　 　 3．195　　　　　　　　 3．14・3
　 　 　 　 3．161　　　　　　　　 3．122
3，123± 0．024 　（　　0．78％）

3．】39±0．Oll　（
− O．51％）

1．1411
．1181
．1．eoLl131

．125

3．  903
．0763
．1343
」00

N 工工
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報　文 高 津，西 ：高 速 原子 衝撃 質量 分析 法 を用 い る 血 清 中 グル コ
ース の 同位体希釈質量分析 517

わ せ る IDMS に よる グル コ ー
ス 測定を検討 し た．一

見

ラ ン ダ ム に 見 え る バ ッ ク グラ ウ ン ドで あ る が
， 詳 し く み

る と再 現 性 もあ り， あ る 程度 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド補正 は

可能 と考え られ た．誘導体化 な どが必要 な い こ う した方

法は 生体成分 に 広 く応用 で きる可能性 もあ る．

　しか し，こ う した補止法 に は 限界もあ る と考え ら れ，

FABMS が 1 回 ご と に測定条件が異 な る 測定法 で あ る

以上，同位体希釈法 が 系統誤差を打 ち消せ る方法 で あ る

と は い え ，高精度が 要求 され る 定量 に 用 い る に は ま だ検

討の 余地 も多い と考 え られ る ．最近 は 試料 を連続的 に 導

入 で き る FABMS 装置も
一

般的 に な りつ つ あ る．更 に

信頼性 の 高 い 測定 の た め に は，こ う した装置 の 導人 も
．・

つ の 可能性 と思 わ れ る．

　 本測 定 に 当 た っ て は 物質」．；学
．
匚業技術研 究 所丹 羽 吉 夫博

．t の 協力 並 び に ご助言を頂き ま した ．こ こ に 感 謝 しま す．
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a 　a ☆ 　S重 able 　isotope　 dilution 　metlod 　for　 tle 　 determination 　 of　serum 　glucose 　us

g　fastatom 　 bOmbardment 　mass 　 spectrometry ．　Akiko 　TAKATsu 　and 　 Sueo　NI 跚（Nati

al　In − stitute 　of　Materials 　 and　Chemical 　Research ，1− 1
，
Higashi ，

　Tsukuba − shi ，　Ibar

i 　305 ） 　Isotope　dilution 　 mass 　 spectrometry （IDMS ）has 　been 　c⊂）nsidcrcd 　a　reliable 　an

yticalmethod 　 which 　 can 　be 　uscd 　as　a　dcfinitive 　method 　in 　clinical 　chcmistry．　In 　thc

prcsentpaper 　the 　IDMS 　method 　 fbr 　serum 　glucose 　detcrmination　using　offLline　liquid 　

romato− graphy ／ fast 　atom 　 bombardmcnt 　mass 　spectrometry （FABMS）has　been　d
eloped． Unifbrmly 　labelcd　 glucose 　was 　uscd 　as　 an　internal 　 s 丘mdard 　 and　 deprotcini
d　 scrumsamples 　 were 　separated 　using 　high 　 perlbrmance 　Iiquid 　chromatography （ H

G） undertwo 　diHbrent 　c  nditions 　and 　the 　collected　glucose 　 fraction 　was 　conc
trated ． Measurements 　wcre　per 〔brmed 　 using 　 standard 　FABMS 　with　a　 glyccro

@matrix． Quanti丘cation　was 　pcrf ｛ ） rmcd 　by 　mcasuring　thc 　 peak 　intensity 　 ratio　 of 　mた2
　and 　261 ・ …e ・p ・ ndi ・g ・・（

M
＋G ＋ H − H 、 0 ）＋ i・n・・f ・ n1 ・b・ 1・d　and　l ・b・1 ・d　g1 ・

。 、 ci。　FABmass 　spectra ．　Since 　a　relatively　large 　peak 　was　observed 　 in　thc　blank 　spectrum
　 the 　blankwas 　 subtractcd 　and 　 finally 　abc川t　l％ precisi 〔｝n　w

　obtained ． 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reccived 　Octo

r 　 l9 ，1992 ） 　　Keg

rd 　phrasesserum 　glucose 　 determination ；isotope 　dHution　mass 　sl ）ectrometry ； fast
　at

　 bombaI ・ d − 　ment 　 mass 　s

ctromctry ・ N 工 工一 Eleotronio 　


