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1. 背景・目的
オリゴ糖は、糖質の最小単位である単糖が複数個つな

がったものを指す。大豆、乳、寒天などに由来するオリゴ
糖は、特定保健用食品や機能性表示食品として流通してい
る。これらはよく認知されている腸内環境へだけでなく、
関節に対しても有効であることが明らかとなってきた 1）。
したがって、摂取したオリゴ糖が直接腸管に作用するだけ
でなく、オリゴ糖の一部は腸管から血液中に吸収されるこ
とで、組織での生理活性を示しているのではないかと考え
られる。
オリゴ糖摂取後の血液の分析には、微量な成分でも高感

度に検出可能な液体クロマトグラフィー-質量分析計（LC-
MS）が有用である。しかし、血液中に多量に存在する内
因性の糖、アミノ酸、ペプチド、脂肪酸などは、LC-MS
におけるオリゴ糖のイオン化を妨害する（イオンサプレッ
ション）2）。
イオンサプレッションが起こるとオリゴ糖の定量性が大

きく低下するため、そのイオン化効率の変動を補正する必
要がある。その補正方法として一般的な内部標準法は、す
べての分析試料に内部標準物質を一定量ずつ添加してお
き、そのピーク面積の変動からイオン化効率の変動を補正
する。そのため、内部標準物質は、分析する試料の中には
存在しない非天然成分が望ましい。そこで本研究では、人
工アミノ酸であるε-Aminocaproic Acid（EACA）を内部
標準物質の候補とし、糖の内部標準物質として適用可能か
を調べた。

2. 糖と EACA の分析条件検討
糖やアミノ酸は親水性が高いため、逆相 HPLCカラム

に保持されない。またMSにおけるイオン化効率も低い。
そこでまずは、Glcと EACAを誘導体化し、LC-MSで検
出できるかを調べた。

1）　実験操作
（1）　試料・誘導体化
グルコース（Glc）は代表的な単糖であるため、本研究

においては Glcを目的成分として検討を進めた。Glcはア
ルデヒド基誘導体化試薬の4-Aminobenzoic Acid Ethyl 
Ester （ABEE、J-ケミカル）を用い、試薬に付属のプロ
トコルに従って誘導体化した。EACAはアミノ基誘導体
化試薬の6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl Car-
bamate（AccQ、Toronto Research Chemicals）を用い、
既報論文に記載の手順 3）をもとに一部に改良を加えて誘
導体化を行った（図1）。

（2）　分 析 装 置
ABEE-Glcと AccQ-EACAの分析には、LC-MS（Promi-

nence HPLC-LCMS2020、島津製作所）を使用した。Inert-
sil ODS-3 HP, 3 µm, 2.1×150 mm （GL Science）カラムを
使用し、0.1％ギ酸（A液）と0.1％ギ酸アセトニトリル（B
液）で ABEE-Glc、AccQ-EACAを分離した。A液と B液
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岩崎　優

̶     ̶50

のグラジエントは次に示す通りである―0–10 min；0％B、
10–20 min；0–100％B、20–25 min；100％B、25–30 min；
0％B。MSでのイオン化は ESI-ポジティブモードで行い、
検出は選択イオンモニタリング（SIM）モードで行った。

2）　ABEE-Glcと AccQ-EACAの検出
ABEE-Glcと AccQ-EACAを LC-MSで分析したとこ

ろ、それぞれ分析開始から17.8分、16.8分に溶出し、カ
ラムに十分保持されていた（図2）。さらに、ABEE-Glc
とAccQ-EACAのピーク面積はいずれも濃度依存的であっ
た。この結果から、糖とアミノ酸のを逆相 LC-MSで分析
する場合に ABEEと AccQを用いた誘導体化が有効であ
ることが確認された。

3. 糖とアミノ酸の連続誘導体化
内部標準法では、内部標準物質を一定量ずつすべての試

料に添加しておき、目的成分を誘導体化し、LC-MSで分
析する。そこで今回は、Glcと EACAの混合溶液で Glc
の ABEE化と EACAの AccQ化を連続的に行い、ABEE-
Glcと AccQ-EACAがMSで検出できるかを調べた。

1）実験操作
Glcと EACAを混合し、① ABEE→AccQの順と、②

AccQ→ABEEの順の2パターンで誘導体化を行った。Glc
と EACAをそれぞれ単独で誘導体化した試料も用意した。
誘導体化後の試料は、LC-MSを用い先述と同じ条件で分
析した。

2）結果
図3に誘導体化した試料のMSクロマトグラムを示し
た。ABEE→AccQの順で誘導体化した①の試料では、
ABEE-Glcがはっきりと検出され、そのピーク面積は
2.708×107であった。AccQ→ABEEの順で誘導体化した
②からも ABEE-Glcのピークが検出されたが、その面積
は2.161×106であり、①に対して1/12程度であった。こ
の結果から、糖の ABEE誘導体化反応は、AccQ誘導体

化に使用する試薬によって阻害されることが示唆された。
一方 EACA は、単独で誘導体化した場合は AccQ-

EACAが検出されたが、AccQ誘導体化の前後に ABEE
誘導体化操作した試料①②では AccQ-EACAがほとんど
検出されなかった。このことから、ABEE誘導体化反応
は、AccQ誘導体化反応を阻害することに加え、AccQ-
EACAを分解する可能性が考えられた。

4. ま と め
本研究では LC-MSによる糖の正確な定量方法として、

人工アミノ酸である EACAが適用できるかを検討した。糖
とアミノ酸はそれぞれ異なる誘導体化が必要であるため、
その2つの誘導体化反応を連続的に行った後に糖と EACA
の誘導体化物が安定していることが、EACAを糖の内部標
準物質として利用できる条件となる。しかし、Glcの
ABEE化はその前のAccQ誘導体化反応によって妨げられ、
EACAの AccQ化も ABEE誘導体化反応によって妨げら
れることがわかった。今回の結果から、人工アミノ酸
EACAは糖の内部標準物質としては不適と判断した。
血液中のオリゴ糖を定量する際には EACA以外の内部

標準物質が必要である。Glcの6か所の炭素原子 12Cがす
べて安定同位体標識された 13C6-Glcは、天然にほとんど存
在せず、内部標準物質としての適用が期待できる。一方
で、13C6-Glcは通常のGlcと化学的性質が同じであるため、
血液中に多量に含まれる Glcが 13C6-Glcのイオン化を強く
抑制することが懸念される。今後、この 13C6-Glcを含め、
安定同位体標識糖を用いたオリゴ糖の定量方法を検討し、
血中オリゴ糖の正確な定量方法の確立を目指したい。

図2.　ABEE-Glcと AccQ-EACAのMSクロマトグラム

図3.　ABEEと AccQ-Glcの連続誘導体化後の Glcと EACA
検出
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