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要約

SELECT SERIES™ 多重反射⾶⾏時間（MRT）質量分析計を使⽤して、複数の医薬品および対応する代謝物の構造推定

について、24 時間にわたるネガティブイオンエレクトロスプレー（ES-）モードでの LC-MS 精密質量測定の性能を評

価しました。1813 種類の代謝物の検出において、RMS 誤差は 761 ppb であり、MSE データインディペンデント分析

（DIA）のフラグメントイオンで ppb 単位の質量精度が得られています。

プリカーサーイオンおよびフラグメントイオンについて ppb 単位の精密質量測定値がルーチンに得られ、厳しい検出後

データ解析の許容誤差を⽤いて、代謝物の構造推定が⾏われました。ppb 単位の質量精度により、尿スクリーニング分

析で検出された低分⼦代謝物分⼦種の構造推定の信頼性が向上します。

UPLC-MSE ES- ノンターゲット DIA アッセイは、取り込み速度 10 Hz、システム質量分解能 200,000 FWHM 超で⾏われ

てきました。⾼質量分解能での妥協のない取り込みデューティサイクルにより、最適なクロマトグラフィーピークの忠

実度が⾼まり、ppb 単位の質量精度と合わせて、共溶出する異性体分⼦種が確実に観測できます。

200,000 FWHM を超えるシステム質量分解能で観測された全体的な ppb 単位の質量精度と微細同位体構造の特性によ

り、患者の尿サンプル中に存在する 3 種類の医薬品の代謝物が容易に同定されました。ここでは、報告例のあまりない

代謝物が検出されました。
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アプリケーションのメリット

化合物同定における究極の信頼性を達成し、誤検出率を低減
分析効率が向上■

プリカーサーイオンおよび DIA MSE フラグメントイオンのルーチンでの ppb 単位の質量精度■

微細同位体構造により追加の基準が得られ、低分⼦医薬品およびその代謝物の構造推定の信頼性が向上■

200,000 FWHM を超えるシステム質量分解能により、複雑な⽣体マトリックス中の分析種の検出が向上■

妥協のない 10 Hz 取り込みデューティサイクルにより、クロマトグラフィーピークの忠実度を保持■

はじめに

SELECT SERIES MRT（図 1）は、⾮常に先進的なハイブリッド四重極 MRT 質量分析計です。取り込み速度に関係なく

、⾼質量分解能（200,000 FWHM）とルーチンの ppb 単位の質量精度の組み合わせが得られます。四重極⾶⾏時間型

質量分析計（Q-ToF）などの⾼質量分解能質量分析計（HRMS）は、対象成分が複雑なマトリックス中に存在する多く

の研究領域（⻝品・環境分析、天然物プロファイリング、メタボロミクス、臨床、法中毒学、代謝物同定など）におけ

るスクリーニングツールとして、普及が進んでいます。
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図 1.  SELECT SERIES MRT 装置の概略図

ターゲット取り込みメソッドを使⽤してスクリーニングできる化合物の数は通常限定されており、代表的な MS ライブ

ラリーを⽣成するにはレファレンス標準試料が必要です。ターゲット分析戦略の場合は、未知化合物のマススペクトル

データは得られません。保持時間、分⼦式（精密質量）、および予想プロダクトイオンが取り⼊れられている質量分析

ライブラリーデータベース（ライブラリーエントリー数が数⼗〜数千）を、ノンターゲット取り込み戦略を使⽤する既

知分析種のスクリーニングに使⽤します。続いて、適切なデータ解析フィルターを適⽤して、サンプル中の化合物の有

無を判定し、何千もの分析種の検出によって⽣じる誤検出率を低減することができます1。 バイアスのないデータ取り

込みは分析上の課題となりますが、サンプルの特性解析を完全に⾏い、同時に既知化合物と未知化合物を同定するには

これが必要になります。

すべてのプリカーサーイオンとフラグメントイオンを取り込む DIA のようなバイアスのないデータ取り込み戦略を利⽤

することで、サンプル全体の組成の代表的なプロファイルを容易に取得することができます。DIA MSE 取り込みは、

MS/MS や DDA 法ほど選択的ではありませんが、200,000 FWHM を超える MRT システム分解能を使⽤することで、MS
E の特異性が⾼まります2。⾼質量分解能により、複雑なマトリックス中の分析種のイオン選択性が向上することで、⾼

い質量精度と検出能が得られ、結果として分析種の同定の信頼性が向上します。共溶出する同重体のマトリックス成分

から、フラグメントイオンの質量を分離できます。その結果、保持時間でアライメントされたプリカーサー/フラグメ
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ントイオンを⾼い質量精度で観測でき、信頼性の⾼い CID スペクトルの解釈が容易に⾏えます。ppb 単位の⾼い質量

精度のデータにより、⽣成される可能性のある元素組成の数が減り、その結果、分析種の同定において⾼い信頼性が得

られます。MRT のルーチンでの ppb 単位の質量精度性能により、質の⾼い質量分析データが得られ、ノンターゲット

スクリーニングワークフローで決定される分析種の元素組成に関して⾼い信頼性が容易に得られます。同位体微細構造

および向上した質量精度特異性を併⽤して、代謝物構造推定などの低分⼦に関わる研究において、同定の信頼性を確実

に改善することができます。

以前、ES+ 代謝物構造推定ワークフローを⽤いて、SELECT SERIES MRT に接続した Ultra Performance LC™（システ

ム分解能 200,000 FWHM 超）を使⽤して、健常なボランティアのノンターゲット尿スクリーニングが⾏われました。[

ウォーターズアプリケーションノート：720007896、2023 年 4 ⽉] ナプロキセン、カルバマゼピン、アセトアミノフ

ェンなどの医薬品およびそれらの代謝物が同定されました。⾼質量分解能の包括的なメリットを説明するため、ES- ノ

ンターゲット尿スクリーニングを紹介します。

実験⽅法

サンプルの説明

10:1（H2O）希釈したヒト尿サンプル 

カルバマゼピン投与量：2 × 200 mg 錠 

アセトアミノフェン投与量：2 × 500 mg 錠 

ナプロキセン投与量：1 × 500 mg 錠 

サンプル採取のタイムポイント：薬物投与の 0、2、4、6 時間後

LC 条件

LC システム： Waters™ ACQUITY UPLC I-Class 

Premier クロマトグラフ

カラム： ACQUITY UPLC HSS T3 C18（100 mm 

×2.1 mm、1.8 μm）カラム

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 4 ℃
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注⼊量： 5 μL

流速： 0.5 mL/分

移動相 A： 0.1% ギ酸⽔溶液（v/v）

移動相 B： 0.1% ギ酸アセトニトリル溶液（v/v）

グラジエントテーブル

MS 条件

取り込み： ES-

キャピラリー電圧： 1 kV

脱溶媒温度： 500 ℃

イオン源温度： 120 ℃

コーン電圧： 20V

MSE コリジョンエネルギーランプ： 15 〜 45 eV
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質量範囲： m/z 50 〜 2400

取り込み速度： 10 Hz

取り込み/解析ソフトウェア： MassLynx v4.2 SCN1026 および 

waters_connect™ 3.1.0.243

結果および考察

図 2.  代謝物構造推定ワークフローを使⽤した、医薬品アセトアミノフェン、カルバマゼピン、ナプロキセンの UPLC-

MSE ES- ヒト尿スクリーニングで同定された代謝物の例

FDA MIST ガイドラインが 2008 年に発⾏されたことにより、代謝物の同定、定量および代謝物の対象範囲の改善にお

いて、製薬業界で採⽤される実験戦略に⼤きな変化が⽣じました4。 医薬品の探索および開発で提案された薬物候補に

おいて、代謝過程で反応性が⾼く毒性を有する可能性のある代謝物が⽣成されることが、継続的な課題となっています

。薬物の毒性と関連しているアシル基やエステル基のグルクロン酸抱合体が形成した場合、薬物の使⽤中⽌に⾄ってい

ます5。 代謝物構造推定は、薬物分⼦の代謝経路を調査する医薬品開発プロセスの重要な部分です。⽣体内反応の同定

を確実に⾏うための時間効率のよい臨床/⾮臨床試験が不可⽋です。構造解析には、特異性の⾼い質量分析⼿法が必要
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です。今回、SELECT SERIES MRT と ACQUITY Ultra Performance LC の組み合わせを⽤いた、薬物代謝物の LC-MS 

分析について説明します。医薬品および代謝物の構造推定のために、健常なボランティアの尿スクリーニングを、LC-

MS および代謝物構造推定ワークフロー（分解能 > 200,000 FWHM）を⽤いて⾏いました。UPLC-MSE ES+ および 

UPLC-MSE ES- を⾏うことで、既知化合物と未知化合物の包括的分析への道が開けます。

健常なボランティアの LC-MS 尿スクリーニングを⾏ったところ、アセトアミノフェン（鎮痛薬）、ナプロキセン（⾮

ステロイド性抗炎症薬）、カルバマゼピン（抗けいれん薬）などの医薬品がタイムポイントサンプル（投与後 2、4、6 

時間）中に同定されました。図 2 に UPLC ES- を使⽤して同定された代謝物の例を⽰し、図 3 に、⽣物学的に複雑なヒ

ト尿サンプルの分析のために、10 Hz で取得した MRT-LC-MS ES- クロマトグラフィーの複雑さの例を⽰します。カル

バマゼピン-N-グルクロニドの抽出質量クロマトグラムを例にすると、3.6 秒のベースピーク幅にわたって 19 のデータ

ポイントが取得されました。対応するコンティナムマススペクトルを図 3（II）に⽰します。ここでは、m/z 411 で 

189,000 FWHM を超える質量分解能が得られました。データから、UPLC ES- DIA 分析を質量範囲全体にわたって⾏う

ことができ、この分析では低 m/z でデューティサイクルが損なわれることなく⾼質量分解能が保持され、クロマトグラ

フィーの忠実度が保持されることがわかります。

ここで説明する医薬品は、ES+ を使⽤した⽅がよくイオン化しています。⼀⽅、ES+ および ES- での代謝物スクリーニ

ングアッセイが⾏われる ES- を使⽤すると、追加の代謝物の確認および探索が⾏えます。イオン化効率の改善に加えて

、例えばフェーズ II グルクロン酸抱合体および硫酸抱合体の場合。重要な点として、ES+ および ES- の ppb 単位の質量

精度がルーチンに得られることで、構造推定の信頼性が⾼まります。表 1 に⽰すように、24 時間にわたるヒト尿のタイ

ムポイントサンプルの繰り返し分析において、アセトアミノフェン硫酸塩では 882 ppb、アセチルシステインアセトア

ミノフェンでは 740 ppb、アセトアミノフェングルクロニドでは 773 ppb の RMS 質量測定誤差が達成されました。全

体として、表 1 に⽰す m/z 150 〜 m/z 427 の範囲の低分⼦で構成される代謝物での RMS 誤差は 761 ppb（検出数 N = 

1813）でした。
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図 3.  I）健常なボランティアの尿中に同定された医薬品（⽣体異物）および代謝物の分析で得られた MRT-LC-MS ES- 

拡張ベースピークイオンクロマトグラム。A）アセトアミノフェングルクロニド、B）アセトアミノフェン硫酸塩、C

）カルバマゼピン-O-グルクロニド、D）カルバマゼピン-N-グルクロニド、E）ナプロキセングルクロニド。挿⼊図は、

カルバマゼピン-N-グルクロニドの質量クロマトグラムの拡⼤図。II） m/z 411 の [M-H]- カルバマゼピン-N-グルクロニ

ドのマススペクトル。

MSE を使⽤して DIA フラグメントイオンを⽣成し、マトリックス⼲渉から分離することにより、医薬品（⽣体異物）お

よび代謝物の構造推定の信頼性がさらに向上します。図 4 に、10 Hz の UPLC MRT ES- を使⽤して、[アセトアミノフ

ェン硫酸塩-H]- について得られたプリカーサーイオンおよびフラグメントイオンのスペクトルの例を⽰しています。測
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定誤差は -58 ppb（m/z 150） 〜 28 ppb（m/z 230）の範囲でした。フラグメントイオン m/z 80 では、1 ppm 以下の

質量精度が観測され、10 Hz でそれぞれ 115,000 FWHM を超える質量分解能が得られています。通常のプリカーサー

イオン/フラグメントイオンの ppb 単位の質量精度に加え、アセトアミノフェン硫酸塩の [M-H]- A+1 および A+2 同位

体で⽰される特徴的な微細同位体構造により、追加の同定基準も得られます（図 4（II）参照）。
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図 4 .  I）10 Hz の UPLC MRT ES- を使⽤して、[アセトアミノフェン硫酸塩-H]- について得られたプリカーサーイオン

およびフラグメントイオンのスペクトル。II）10 Hz の UPLC MRT ES- を使⽤して得られた、[アセトアミノフェン硫酸

塩-H]- の確認⽤詳細同位体構造。

ナプロキセンの場合、ES+ でのクロマトグラフィーのピーク形状特性解析を使⽤して、1-β-O および 2,3,4-O 異性体で

あるアシルグルクロニド ES+ [M+Na]+ 分⼦種が、tr= 5.59 分、5.69/5.73 分（共溶出）および 5.86 分に観測されます。

また、対応する [M-H]- 分⼦種が ppb 単位の質量精度でルーチンに検出されており、同定の信頼性が向上しています6,7
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。これらの分⼦種では、ES- でのイオン化効率が⾼いため、追加のナプロキセンアシルグルクロニド異性体が 5.95 分

に同定され、RMS 質量測定誤差は 744 ppb でした。また、観測されたフラグメントイオンの ppb 単位の質量精度によ

り、未知の異性体の同定の確実性が⾼まっています（図 5 参照）。 

図 5. 10 Hz の UPLC MRT ES- を使⽤して、[ナプロキセングルクロニド-H]- について得られたプリカーサーイオンおよ

びフラグメントイオンのスペクトル

ES+ の [M+Na]+ に対応するデスメチルナプロキセングルクロニド [M-H]- 分⼦種が検出され（tr 4.83 分に観測）、構造

推定は、プリカーサーイオンの RMS 質量測定誤差 950 ppb で確認されました。経⼝投与したナプロキセンおよびその

代謝物の 95%（うち 85% がナプロキセングルクロニドまたは 6-O-デスメチルナプロキセングルクロニド）が尿中で回

収されることが報告されています8。ナプロキセンには遊離の⽔酸基がないため、ナプロキセンの硫酸化は観測されま

せん。⼀般的には報告されていませんが、6-O-デスメチルナプロキセンの硫酸化が観測されます。これが投与量の 

11% を占め、tr 4.75 分にデスメチルナプロキセン硫酸塩（[M-H]- m/z 295）が同定されました（質量精度 21 ppb 、図 

6（I）を参照）9。代謝物構造推定が⾼い信頼性で確認され、プロダクトイオンである m/z 171 m/z（261 ppb）および 

m/z 143（28 ppb）が確認されました。さらに、特徴的な微細同位体構造により、追加の同定基準が得られます（図 

6（III）を参照）10,11。図 6 に⽰されている DIA フラグメントスペクトルでは、m/z 331 にピークが観測されました。

このピークにも、元素組成に硫⻩が含まれる分⼦種であることを⽰す微細同位体構造（図 6（III）に表⽰）があります

。ES- での代謝物構造推定ワークフローを使⽤して、カルバマゼピンのフェーズ II スルホン化⽣体内反応⽣成物が観測

されることが確認されました。このような代謝物も⼀般には報告されていませんが、tr 4.75 分に、プリカーサーイオン

である m/z 331（68 ppb）およびフラグメントイオン（m/z 251（216 ppb）/m/z 208（68 ppb））が観測されます12-

16。取得されたプリカーサーイオンおよびフラグメントイオンのスペクトルの ppb 単位の質量精度がルーチンで再現性
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よく得られていることから、提案されたカルバマゼピンヒドロキシ硫酸塩代謝物の同定がさらに裏付けられます。図 6 

から、ppm 以下の質量精度で DIA を使⽤すると、デスメチルナプロキセン硫酸塩分⼦種とカルバマゼピンヒドロキシ

硫酸塩分⼦種のそれぞれのフラグメントイオンに相関があり、DIA 取り込み戦略を使⽤して⾮常に特異的なデータが得

られたことがわかります。

最後に、観測された経時的レスポンスプロファイルは、真の⽣体内反応を⽰しています。この場合、観測された⽣体内

反応分⼦種は、タイムコースのポイント T0 では検出されないか、分析した後のタイムコースポイントとは異なるレス

ポンスを⽰します。ES- アッセイの頑健性と質量精度を評価するために、溶媒ブランク試料の繰り返し注⼊（N = 3）、

投与後 0、2、4、6 時間のタイムポイントで構成される繰り返し実験を⾏い、データセットの繰り返し分析を 24 時間に

わたって継続して⾏いました。同定された医薬品（⽣体異物）であるアセトアミノフェン、カルバマゼピン-O-グルクロ

ニド、ナプロキセンの代謝物トレンドプロットにより、図 7 では再現性が⽰されています。
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図 6.  共溶出する I）[デスメチルナプロキセン硫酸塩-H]- および II）[カルバマゼピン-O-硫酸-H]- について得られたプリ
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カーサーイオンおよびフラグメントイオンのスペクトルの ES- データインディペンデント分析。III)10 Hz の UPLC MRT 

ES- を使⽤して得られた（A）カルバマゼピン-O-硫酸- および（B）デスメチルナプロキセン硫酸塩の確認⽤ A+2 微細

同位体構造。
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図 7.  10 Hz の UPLC MRT ES- および代謝物構造推定ワークフローを使⽤して得られた、ヒト尿サンプル中に同定され

た医薬品代謝物についての代謝レスポンストレンドプロット（投与後 0、2、4、6 時間のタイムポイント）

15
多重反射⾶⾏時間型 MS および UPLC™ を⽤いた代謝物構造推定における ppb（10 億分の 1）単位の質量精度の影響の検
討（パート B）



表 1.  UPLC ES- を使⽤して 24 時間にわたって⾏った分析における、医薬品（⽣体異物）および代謝物検出のための 

RMS 精密質量測定値

結論

LC-MS ネガティブイオンエレクトロスプレーを 10 Hz で使⽤する（200,000 FHWM を超えるシステム分解能を有する

）ことにより、複雑な尿のノンターゲットスクリーニング分析において、プリカーサーイオンおよびフラグメントイオ
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ンについてルーチンに ppb 単位の質量精度が得られました。24 時間にわたって RMS 754 ppb レベルの質量精度が得

られたことにより、ボランティアの尿サンプル中の、医薬品の組み合わせの主要代謝物および微量代謝物の確実な同定

が可能になりました。全体的に⾒て、ここで⽰されている⾼分解能の ppb 単位の質量測定性能により、低分⼦の同定

で決定される可能性のある元素組成の数が減ります。これは、既知化合物と未知化合物を取り扱う場合に⼤きなメリッ

トになります。ナプロキセンの場合、5 種類の O-グルクロニド分⼦種が同定されました。すべてが完全に分離されてい

たわけではありませんが、10 Hz のデューティサイクルで異性体クロマトグラフィーの忠実度が保持されている 5 番⽬

の分⼦種の同定を確実に⾏うことができました。プリカーサーイオン/フラグメントイオンの ppb 単位の質量精度と組

み合わせることで、インフォマティクス代謝物ワークフローの割り当てから確信を得ることができました。この複雑な

分析では、精密同位体構造が⾮常に有⽤であることがわかりました。取り込まれた特徴的な同位体分⼦種プロファイル

を追加の同定基準として、理論構造と⽐較しました。これにより、スルホン酸ヒドロキシカルバマゼピンの⽣体内反応

分析種と共溶出するフェーズ II 代謝物であるデスメチルナプロキセン硫酸塩の同定で⽰されているように、代謝物構造

推定の信頼性が⾼まります。これらの構造推定は、データの質およびインフォマティクスソリューションのアウトプッ

ト、DIA プリカーサーイオンおよびフラグメントイオンの ppb 単位での質量測定の間の相互依存的相関を⽰しており、

ノンターゲット分析取り込み戦略に⾼度の特異性が提供されます。質量分解能の向上による変⾰的な質量測定により、

医薬品の探索および開発のプロセスにおいて、インフォマティクスのアウトプット、そしてさらには試験効率を向上さ

せることができます。⾼分解能質量分析により、より厳格なインフォマティクスデータ解析フィルターの導⼊が容易に

なり、親薬物、代謝物のプリカーサー、予想フラグメントイオン、in-silico フラグメントイオンの同定の信頼性が⾼ま

ります。

10 Hz の UPLC-MRT- MSE の ppb 単位の質量精度性能を、代謝物構造推定ワークフローとの関連で⽰しました。ここで

、デューティーサイクルによって促進されるクロマトグラフィーの忠実度および ppb 単位の質量精度によって、多くの

低分⼦アプリケーション分野における同定の信頼性が⾼まっています17-19。
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