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ライ フサ ー ベ イ ヤ に お け る超臨界流体

　　　　ク ロ マ トグラ フ ィ
ー の 可能性

馬場 　健 史

　現在，科研費特定領域研究 「ラ イ フ サ ーベ イヤ 」 に お

い て は，DNA ，　 RNA ，タ ン パ ク 質 代謝物 な どの 生 体 分

子群 の デジ タ ル 精密計測 に 基づ い た 細胞機能解析が進め

ら れ て い る．代謝物 は ゲ ノム 情報 の実行 の結果で あ り，

ま た 生物 の 状態 を 表す表現 型 そ の も の の で あ る こ と か

ら，遺伝子情報 に 基づ く解析 で は得 られな い 知 見を取得

で き る重要分子群 で あ る．した が っ て，高感度 で高精度

の 代謝物解析技術 は ラ イフ サ ーベ イヤ 構築 に 必要不 ・∫欠

で あ る，著者らは，代謝解析 の ための さまざまな技術開

発に 取 り組ん で い る が，その 中 で も新 しい 分析手法 と し

て 超 臨界流体ク ロ マ トグラフ ィ
ー

（SFC ） に 注 目し，そ

の適用 を試 み て い る．こ れまで に SFC を利川 して，植物

に 存在す る 複雑な幾何異性類縁体 の 解析や分子 量：7000

を超え る ポ リマ ーの 分離 に 成功 して い る 1．S）．また，質量

分析計 （MS ）の 接続を試 み，　 SFCIMS に よる脂質混合物

の
一

斉分析系を構築 した
4），本稿で は，特 に 疎水性代謝

物の 分離分析に お け る SFG の有用 性に つ い て 紹 介す る と

ともに 示 すとともに，SFC の さ らな る 可能性 に つ い て 述

べ た い ．

超臨界流体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （SFC ） と は

　SFC は，超臨界流体 （物質両有の 気液 の 臨界点を超 え

た 非凝縮性 の 流体）を移動相 と して 用 い る ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（GC ） と 高 速 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）の 両方 の 性質を持 ち 合 わ せ た 高解像度 ハ イ ス

ル
ープ ッ トの 分離手段で あ る

5−9）．SFC で は，カ ラ ム 背圧

が低 い こ とを利用 して，高速 モ
ー

ドで の 分離や カ ラ ム 長

を 伸ばす こ と に よ り分離能 を 向上 さ せ る こ とが 可能で あ

る ．ま た，温度 や 背圧を変化，す な わ ち 移動相 の 状態 を

変化 さ せ る こ と に よ り GC や HPLC に な い 幅広 い 分難

モ
ー

ドを選択 で き る 特徴 を有す る．ま た，通常HPLG で

使 用 す る 充 填型 カ ラ ム が 使用 で き．カ ラ ム や 移 動 相 に添

加す るモ デ ィ フ ァ イヤ ー
を選 ぶ こ と に よ っ て，種々 の化

合物 の 分離 に適用可能 で あ る．二 酸化炭素は臨界圧 力が

7，S8　MPa で あ り，臨界温度 が 3L1 °G と比較的常温 に近

く，引火性や化学反応性が な く，純度の高い もの が 安価

に 手 に 入 る こ と な ど か ら，SFC に最 もよ く利用 さ れ る．

超臨界二 酸化炭素 （SCCO2 ）はヘ キサ ン に 近 い 低極性 で

あ る が，メ タ ノ
ー

ル の よ うな極性有機溶媒をモ デ ィ フ ァ

イ ヤーと して添加する こ とに よ っ て ，移動相 の 極性を大

き く変化 さ せ る こ とが ・∫能 で あ る，さらに，分取 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ーの 際 に，超臨界流体 に 二 酸化炭素 を用 い る

こ と に よ る実用 上 の利点が あ る．有害 で ・∫燃性 の 有機溶

媒を 大量 に 扱 うわ ず らわ しさが な く，また溶出した フ ラ

ク シ ョ ン を 常 圧 に 戻 す と瞬時 に 二 酸化炭素 は 蒸発す る た

め，濃縮 の 手間が省ける，

SFC に よる ポ リプ レ ノ
ー

ル 分析系 の 構築 と

　　植物ポ リプ レ ノ
ー

ル 解析 へ の 応用

　ポ リプ レ ノール は，高分子 イ ソ プ レ ン の 生合 成 中間体

に 由来 す る物質 と し て ポ リ イ ソ プ レ ノ イ ド研 究 に お け る

重要代謝物 で あ る． トラン ス型，シ ス型な ど 4種類の異

性体が存在す るが ，従米法 の HPLG で は，鎖長に よ る 分

離の み で 異性体 の 分離 は 困難 で あ っ た Io）．そ こで，新 た

な分析 系 と して 種 々 の 疎水性 ポ リマ ー
の 分析に お い て優

れ た 分離能を 示す
8｝SFC に着目 し，ポ リプ レ ノール の 分

雛分析 へ の 適用 を 試 み た．ま ず，イ ソプ レ ン 単位 が 16〜

22 個 の シ ス 型 ポ リプ レ ノ ール の 混 合物 で あ る Prenol

Gso−GnO を モ デル試料として 用 い SFC の 分離条件 を検討

した、固定 相 に ODS カ ラ ム，移動相 に エ タ ノ
ー

ル を添加

しtt　SCCO ，を用 い た 系で．逆相 IIPLG 分析系 に 比 べ て 2

倍 以 上 の 分離度 が 得 られ た 1），

　次 に，上 記 の SFC 分 析系 を用 い て ，トラ ン ス 型 の イ ソ

プ レ ン ゴ ム を 産生す る トチ ュ ウ 〔Ezκ o 珊 癬 傭 伽 o漉 5） の

葉か ら抽 出 した ポ リブ レ ノール の 分析 を行 っ た，逆相

HPLG で は 部分 的 に 分 離 す る の み で あ っ た 2種 の ピー
ク

群が SFG で は 明瞭に 分離した 2）（図 1）．　SFC で 分離 さ れ た

個 々 の ポ リブ レ ノ
ー

ル の 化学構造 を明 らか に す るため

に，分 取 SFC に よ る単離を試 み た．各 フ ラ ク シ ョ ン に つ

い て NMR お よ び電解脱離質量分析 を用 い て 構造解析 を

行っ た．そ の 結果，トチ ュ ウ 葉ポリプ レ ノ
ー

ル の SFG 溶

出 ピ
ー

ク は 図 1に 示 す よ うに 帰属 さ れ，シ ス 型，トラ ン

ス 型 が そ れぞれ重合度 に よ り等間隔 に 溶 出 して い る こ と

が 明 らか に な っ た L｝．また，当該分析系 で は逆相 HPLG
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図 1．トチ ュ ウ 葉 由来 ポ リプ レ ノ ー
ル 画 分 の SFC 分 析 （文 献 2 よ

り引用改 変）．t，トラン ス 型 ；c，シ ス 型．
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図 2，トチ ュ ウ葉 山来長 鎖ポ リプ レ ノ
ー

ル 画分の SFG 分析 （文献
3 よ り引 用改変）

とは 異な り，試料中 に植物由来 の 不 純物が含 ま れ る場合

で もボ リプ レ ノ
ー

ル の 分難 は 低 ドせ ず，試料負荷 の 増大

に ともな うクロ マ トグラム の変化 も小さか っ た．

　前述 の SFG の 分離条件は，10量体か ら BO 量体ま で の

い わ ゆ る ポ リブ レ ノ
ー

ル 画 分 に 焦点 を 合 わ せ た も の で あ

る．しか し，ポ リイソプ レ ン を産生す る植物 ．1・rに は さ ら

に 高分 r量 の ポ リプ レ ノ
ー

ル が存在す る と考 え られ る，

そ こ で，よ り 長鎖の ポ リプ レ ノ
ー

ル の 分 析 が 可 能 な 分 離

条件 に つ い て 検討 し た，低分子量ボ リブ レ ノール の SFC

分離の 際に モ デ ィ フ ァ イヤ
ー

として 有効 で あ っ た エ タ

ノール に 代え て テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン を用 い る こ とに よ

り，長鎖 ポ リプ レ ノ
ー

ル ［トチ ュ ウ葉由来，数
’
ド均分子

量 4．0 × los （シ ス ー1，4一ポ リイソ プ レ ン 換算）］の 良好な

分離が認め られ，IOO 量体 （分子量 6818 ）以上の 高分子

精密分離に成功 した 3） （図 2）．

SFCIMS 分析系の構築と脂質メ タ ボ ロ ミ ク ス へ の応用

　 メ タ ボ ロ ミ ク ス に お い て は，一
般的 に 各代謝経路 の構

成 成分で あ る親水性 の 低分 子代謝物が解析 の タ
ー

ゲ ッ ト

に な っ て い るが ．近年 の 研 究 で 脂 質が シ グナ ル 伝達 に 関

与 して い る こ と明 らか に さ れ，脂質も解析の 対象 に され

る ように な っ て きた 11L14）．今後 さ ら に 脂質 の メ タ ボ ロ

ミ ク ス を進 め る こ とに よ り，脂質 の 生 体 内で の 機能 を 把

握 で き，関連する遺伝 子の機能を明 ら か に で きる だけで

な く，親水性の 代謝物の 解析だ けで は理解 で きなか っ た

複雑 な 生体 内 の 代 謝 ・反 応 機構 の 解析が 可 能 に な る と思

わ れ る．

　脂質の 化学構造は比較的 単純 で あ る が ，含有脂肪酸 の

多様性 や 構造 異 性体 な ど を 考慮 に 人れ る と 10 の 3乗 オー

ダーの種類が 存在す る、また，一
般的 に 疎水性化合物 と

さ れ て い るが ，リン 酸 糖な どの 極性 の 高 い 分子 種が 結

合 す る こ と に よ っ て 極性が 増加 し，結果 と して 脂質全体

と して は 幅広 い 極性 を示す こ とに な る．それ ぞれ の 脂質

を 分離 1司定す る た め に は高度な 分 離 分 析技術 を必 要 と す

る．そ こで，著者 ら は，新た な脂質 の 分 離系 として 超臨

界流体 ク ロ マ トグラフ ィ
ー

〆質量分析 （SFCfMS ）に 注 日

し そ の 適用を試 み た．

　SFG ！MS 分析系 の 構築 で 最 も苦 労したの が，質量 分析

計 と の 接続 で あ っ た．SFG か ら質量分析計 へ は，　 T 型 コ

ネ ク タ
ー

に よ りス プ リ ッ トさ れ た
一

部 が 導 人 さ れ る が，

そ の 流 量 は SFC の 操作圧力，流量，接続配管 の 内径，長

さ な ど さ まざまな囚子 に よ っ て 変動す る た め，その 調節

は非常 に 難 し い．安定 し た イ オ ン 化 の た め の 種 々 の 条件

検討 に か な り の 時間 を要 し た．イ オ ン 化 に は，SFC ！MS

に お い て
一
般 的 に 用 い られ る大気化学イオ ン 化法 の 代わ

りに，極性化合物に も対応可能な エ レ ク トロ ス プ レ
ー

イ

オ ン 化法 （elec 〔rospray 　jollization：ESI ） の 適 用 を試 み

た．イオ ン 化条件の最適化に よ り，各種 リン 脂質，糖脂

tR
’
，ス フ ィ ン ゴ脂質の 良好 な イ オ ン 化が 観測 さ れ，グリ

セ リ ドの よ うな 非 極 性脂質 に つ い て も十分な 感度 が 得 ら

れた．ま た，モ デ ィ フ ァ イ ヤーに ギ酸 ア ン モ ニ ウム を添

加す る こ とに よ り，メ タ ノー
ル の み で は検 出さ れ な か っ

た ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ トー
ル （phosphatid｝，linositol：

PD の検 出に 成功し，また ，ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リン （phos−

phaddylcholine，　PC ） の 感度 も約 390 倍上 昇 した．そ の

他 カ ラ ム や 分 離条 件 な ど柿 々 の 分析条件 の 検討 を 重 ね，

各種 リン 脂質，糖脂質，中性脂質，ス フ ィ ン ゴ 脂質混合

物 の
一

斉 分析 系の 構築に 成功した．分離 カ ラ ム と して シ

ア ノ カ ラ ム を用 い た と き に，す べ て の 脂質 が 検 出さ れ ，

L〔yMS 分析系 と比 べ て ク ラ ス ごと の 分離が 良 好 で あ っ

た
4） （図 3A，3B）．また，分析時間が 10 分余り と短 く，

さらに 次 の 分 析 に 移 る ま で に 必 要 な ’F衡 化 の 時 間 も約 1

分程度 と非常 に短時間 で あ っ た．ぼ とん ど の 脂質は，ポ

ジ テ ィ ブイオ ン モ
ー

ドに お い て プ ロ トン 付加 分子，ま た
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図3．SFCVMS に よる脂 質混合物 の 済 分析 （シ アノ カ ラム） （文

献 4 よ り引用）．（A ）ポ ジ テ でブイ オ ン モ ード，〔B ）ネガ テ ィ ブイ

オ ン モ
ー

ド ； 1，TG ； 2，　DG ； 3，　MGDG 　 monogalac 〔〔）sy ］diac
＞
，1−

gl＞’cer 〔｝1；4，　DGDG 　digalactosyldiac
｝
，lglycerol；5，　PA ；6，　PC ；7，　PE

phosphatidylethanolanline； 8，　 PG 　phosphatid｝「191）⊂erol ； 9，　 PI；

10，PS　phosphatidylserin ； 11，LPG 　1ysoph 〔，splla しid｝lch【）linc； 12，
SM 　sphinssom ＞

，elin ；13，Cer 　ceramide ；14，　CB 　cerebrosidcs ．

は，ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン 付加分子 と し て 検 出 され た （図

3A）．特 に，中性脂質 （triacylglyccrol ，　TG ；diacylg｝ycerol，

DG ） は 正 イ オ ン の み検 出さ れ た，一
方，ホ ス フ ァ チ ジ

ン 酸 （phosphatidic　acid ，
　PA ） と PI に っ い て は，脱プ ロ

トン 分子やギ酸イオ ン 付加分子が 検 出さ れ るネ ガ テ ィ ブ

イ オ ン モー
ドの ほ うが 強 く検出された （図 3B ），また，　ODS

カ ラ ム を用 い た 場合 に は，シ ア ノ カ ラ ム に 比べ て 分 子種

ごと の 分離能が 高 く，当該条件 に お い て は特 に TG に お

い て 構成 脂肪酸 の 鎖長の 違 い に よ る 分離 が 認 め ら れ

た 萄．以 上 の 結果か ら，全 脂質 の 網羅的 な 解析 に は シ ア

ノ カ ラ ム を，構成脂肪酸 な どの 分子種 の 詳細 な 解析 が 必

要な場合 に は ODS カ ラ ム を使用す る とい っ た よ う に，目

的 に応 じ て カ ラ ム を使 い 分 け る こ と に よ りSFC の 特 徴 を

生 か した 効果的 な解析が で き る こ とが わ か っ た．

SFC の 可能性

　SFG は，超臨界流体抽出 （supercritical 　fluid　cxtraction ，

SFE）や 各種検出器 との接続に よ り，さ らに メ タ ボ ロ ミ

ク ス な ど の 代謝 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 有用 な 技術 とな る．

HPLG で は 現実的 に は難しい オ ン ラ イ ン の 抽出
・
分析系

を構築す る こ とに よ り，溶媒抽出法 で は分解され易 い 代

謝物の 解析や 多検体の ハ イ ス ル ープ ッ トス ク リーニ ン グ

が ・∫能 に な る．ま た，前処 理 や 誘導体化 も オ ン ラ イ ン で

行 うこ とが で きる．検出に 用 い る質量分析計に つ い て も，

口的 に 応 じて 二 連 四 重極型 や 飛行時間型，ま た，各種ハ

イ ブ リッ ド型 の 装置を用 い る こ とに よ り，高感度分析 や

代謝物 の 構造情報 を得る こ とが 冂∫能 に な る．また，超臨

界流体 の 特徴 を最大限 に 生か す こ との で きる カ ラ ム を開

発する こ とに よ り，多 くの 化合物 の 分離分析 に SFC が適

用 で き る．さらに，キ ャ ピ ラ リ
ー

カラム を用 い た微流量

分 析系 を構築 す る こ とに よ り，高感度化が ・」能 に な る．

　現在，SFCIMS を用 い た カ ロ テ ノ イ ド類や脂溶性 ビ タ

ミン 類の 分析に も取 り組ん で い る．カ ロ テ ノ イ ド類 の 分

析 に お い て は，
一

般 的 に 用 い られ て い る粒 子 充填型 の カ

ラ ム の代わ りに モ ノ リス 型 の カ ラム を用 い る こ とに よ り

分離の 向上 と分析時間の 短縮が 可能に な っ た，また，光

舎成 細菌中 の コ エ ン ザ イ ム QTOの 分 析 に お い て，オ ン ラ

イ ン SFE −SFGIMS を 用 い る こ とに よ り，溶媒抽出法で確

認 で き な か っ た 還元体が検出で きた ．今後，さ らに 超臨

界流体 を 効果的 に 利用 した 技術 の 開発 を 進 め，ラ イ フ

サ ーベ イヤ 構築 に 向 け た 研究 に積極的 に 取 り組ん で い き

た い ．

　SFG に 関 して 多 くの ご助言 を賜 りま した 右手 浩 教 授，な らび

に，研 究 を遂行 す る に あ た り ご指 導 い た だ き ま し た 小 林昭雄 教

授．福 崎英
・
郎 教 授，平 L＋．［收 正教 授 に 深 く感 謝 申 し上 げ ます．

本 研 究 の
・
部 は，文 部 科 学 省 科 学研 究 費 補 助 金 特 定 領域 研 究

「ラ イ フ サ
ーベ イ ヤ 」 お よ び新 エ ネ ル ギー・産 業技 術総 合 開発

機構 （NEDO ） 委託 串 業
「

植 物 の 物 質生 産 プ ロ セ ス 制御 基 盤技

術開 発」 の 資金 に よ る も の で あ る．
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