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要約

⾎液や尿などの複雑なマトリックスが存在する場合は、潜在的に有毒な薬物の代謝物の検出および同定が困難になるこ

とがあります。検出率と同定の信頼性を向上させるために複数の分析アプローチを使⽤すると、コストが増加します。

また、更に重要な点として、続⾏か中⽌かの判断が遅くなります。LC-MS データの特異性を⾼めることで、これらのボ

トルネックに対処することができます。

UPLC-MSE（ES+ および ES-）データインディペンデント取得（DIA）尿スクリーニングアッセイは以前、SELECT 

SERIES™ MRT を使⽤して、取り込み速度 10 Hz、システム質量分解能 > 200,000 FWHM で⾏われていました。プリカ

ーサーイオンおよびフラグメントイオンの ppb レベルの精密質量測定により、患者の尿サンプル中に存在する 3 種類

の医薬品の代謝物の同定が容易に⾏えるようになりました。 

⾼質量分解能 MS と超⾼速⾼分離 LC™（UPLC™）の組み合わせを使⽤して、さらなる確認調査を⾏いました。分解能

増強モード（REM）には、>300,000 FWHM のシステム分解能があり、質量精度が ppb レベルの微細同位体構造（

FIS）が取得できて、⾮常に特異的な同定基準になります。また、元素組成の決定、代謝物同定の信頼性の⾼い割り当

てが容易になる強⼒なツールです。  

アプリケーションのメリット

質量分解能の向上、質量測定の正確さ、クロマトグラフィー時間スケールでの微細同位体構造により、薬物代謝物ワー
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クフローの効率が向上します。

未知物質を確実に同定でき、誤検出率が低減し、分析効率が向上 ■

LC-MS および >300,000 FWHM の質量分解能により、複雑な⽣体マトリックス中の分析種の検出が向上 ■

ppb レベルの質量精度の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同定の信

頼性が向上

■

はじめに

⾼分解能質量分析を液体クロマトグラフィーと組み合わせることで、複雑な⽣物学的マトリックス中の薬物およびその

代謝物の探索と同定に最適な分析ツールとなり、薬物開発ワークフローにとって有⽤です。質量分解能と質量精度が向

上すると、化合物割り当てにおける信頼性が⾼まります。

SELECT SERIES MRT（図 1）は、最先端のハイブリッド四重極多重反射⾶⾏時間型質量分析計（MRT）です1。 イオン

が MRT 質量分析計を 1 回通過する MRT モードでは、取り込み速度に関係なく、⾼い質量分解能（>200,000 FWHM）

およびルーチンの ppb レベルの質量精度の独⾃の組み合わせが得られます2,3。 分解能増強モード（REM）では、イオ

ンが MRT 質量分析計を 2 回通過し、結果として、>300,000 FWHM のシステム質量分解能が得られます。 

SELECT SERIES MRT に接続された超⾼性能 LC（システム分解能が >200,000 FWHM）を使⽤し、ES+/ES- で、健常ボ

ランティア被験者のノンターゲット尿スクリーニングを⾏いました。この点については、他の論⽂に詳述されています
2,3。 代謝物同定ワークフローを使⽤して、ナプロキセン、カルバマゼピン、アセトアミノフェンといった医薬品およ

びその代謝物を同定しました。>200,000 FWHM で同位体構造が得られ、複雑な⽣物学的マトリックス中に存在する⽣

体内反応⽣成物を同定する際の信頼性が⾼まりました。この試験をさらに発展させ、REM を使⽤してサンプルを分析

しました。REM により既知物質と未知物質の同定が容易になり、微細同位体分布情報を含む質量スペクトルを⽣成す

ることができます。 

この試験では、REM のメリットおよび現在同定済みの⽣体内反応⽣成物を実証しました（図 2）。これには、2H、13

C、15N、18O、33S、34S を含む分解済み微細同位体分布が含まれます。
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図 1.1 回通過（>200,000 FWHM）および 2 回通過 REM モード（>300,000 FWHM）を説明する SELECT 

SERIES MRT 装置の概略図。

実験⽅法

サンプルの説明

ヒト尿サンプルを 1:10 希釈（H2O） 

⽤量：カルバマゼピン（200 mg 錠 2 錠）、アセトアミノフェン（500 mg 錠 2 錠）、ナプロキセン（500 mg 錠 1 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： ACQUITY™ UPLC I-Class Premier クロマトグラフ

ACQUITY UPLC HSS™ T3 C18（100 mm ×2.1 mm、カラム：
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1.8 μm）カラム

カラム温度： 40 ℃

サンプル温度： 4 ℃

注⼊量： 5 μL

流量： 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

データ取り込み： ES+ および ES-

キャピラリー電圧： 0.8 kV/1 kV

脱溶媒温度： 500 ℃
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イオン源温度： 120 ºC

コーン電圧： 20 V

質量範囲： m/z 200 〜 600

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

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します。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。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分野において、同

定の信頼性を確実に改善することができます。

REM モードを利⽤するメリットが図 3 に⽰されています。>300,000 FWHM で LC-MS（10 Hz）を⾏うことで、アセト

アミノフェン硫酸塩の 9 つのピークが、A+1 および A+2 を合わせた微細同位体分布に分解されています。これと⽐較

して、200,000 FWHM では 6 つの微細同位体ピークが分解されています。 

図 4 では、FIS が、アセトアミノフェンの既知のアセチル-S-システイン複合体について決定された 200,000 FWHM お

よび 300,000 FWHM を使⽤して⽐較されています。FIS によって追加の同定の特異性が得られ、アセトアミノフェン-

アセチル-S-システイン複合体の場合、⼆重極性 FIS クラスターが⽣じる場合があります。300,000 FWHM では、

ES+/ES- での A+1 および A+2 の微細同位体分布の組み合わせについて、計 18 個の同位体ピークが分解され、これらを

⽣体内反応のアイデンティティーの確認に使⽤することができます。 

ヒト尿スクリーニングについては、デスメチルナプロキセン硫酸塩（[M-H]- m/z 295）およびカルバマゼピンヒドロキ

シ硫酸塩の代謝物（[M-H]- m/z 331）の同定が以前に報告されています2,3。いずれの代謝物もほとんど報告されていま

せん4-11。しかし、プリカーサーイオンとフラグメントイオンの ppb レベルの質量精度の組み合わせを、200,000 

FWHM の FIS と組み合わせることで、信頼性の⾼い同定が容易に⾏えます（図 5 参照）。これらのクロマトグラフィ

ーで共溶出する（tr 4.80）⽣体内反応⽣成物については、REM データが得られています（図 6 参照）。REM のメリッ

トをもう⼀度図 6 に⽰します。[デスメチルナプロキセン硫酸塩-H]- の場合、FIS 分解能が向上し、A+1 と A+2 が組み
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合わされた [カルバマゼピン-O-硫酸-H]- の場合、10 個の FIS ピークが分解されています。カルバマゼピン-O-硫酸の場

合、7 つの微細同位体分布ピークについて ppb レベルの質量精度が得られています。これらの追加の 7 つの同定ポイン

トにより、検出された⽣体内反応⽣成物の割り当ての信頼性が⾼くなります。図に⽰している例では、A+1 および A+2 

の同位体微細構造を測定するのに⼗分な強度が得られています。[カルバマゼピン-O-硫酸-H]- の場合、微細同位体ピー

ク「d」が質量測定誤差 1.8 ppm で観察されています。これは、得られた同位体ピーク「c」からの中⼼データの寄与

によるものです。REM の使⽤により、4.66 分、4.8 分、5.28 分に溶出する 3 つの成分（図 6（I））が異性体の⽣体内

反応⽣成物であるということの確実性も⾼まりました。それぞれのシステム分解能において、測定された精密同位体構

造のピークは主に、シミュレーションした同位体分布の位置に対応しています 12。

図 2.LC-MS ES+ および ES-（>300,000 FWHM）でのヒト尿スクリーニングを

使⽤して微細同位体構造が得られた同定済み代謝物の例。
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図 3.I）[アセトアミノフェン硫酸塩-H]- 200,000 FWHM について得られた 10 Hz の UPLC MRT ES- プリカーサー微細同位体スペクトル。II）[アセト

アミノフェン硫酸塩-H]- 300,000 FWHM について得られた 10 Hz の UPLC MRT ES- プリカーサー微細同位体スペクトル。

 

8多重反射⾶⾏時間型 MS で得られる LC-MS 微細同位体構造を⽤いた⽣体内反応の同定効率の向上



9多重反射⾶⾏時間型 MS で得られる LC-MS 微細同位体構造を⽤いた⽣体内反応の同定効率の向上



図 4.I）アセトアミノフェン-アセチル-S-システイン複合体（>200,000 FWHM）について観察された 10 Hz の UPLC 

MRT ES+ 微細同位体構造。II）アセトアミノフェン-アセチル-S-システイン複合体（300,000 FWHM）について観察さ

れた 10 Hz の UPLC MRT ES+ 微細同位体構造。III）アセトアミノフェン-アセチル-S-システイン複合体（>300,000 

FWHM）について観察された 10 Hz の UPLC MRT ES- 微細同位体構造。
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図 5.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

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- MSE 分析（>200,000 FWHM）。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 6.I）10 Hz の UPLC MRT ES+ での [カルバマゼピン-O-硫酸-H]- m/z 331 の抽出質量クロマトグラム。II）[デスメチ

ルナプロキセン硫酸塩-H]- および III）[カルバマゼピン-O-硫酸-H]- について観察された ES- 微細同位体構造（300,000 

FWHM）。IV）[カルバマゼピン-O-硫酸-H]- の A+1 および A+2 微細同位体精密質量スペクトル。

結論

SELECT SERIES MRT を使⽤し、10 Hz の ES+ および ES- LC-MS（システム分解能 >200,000 FHWM）を⽤いて複雑な

尿のノンターゲットスクリーニング分析を⾏うことで、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ルーチ

ンに ppb レベルの質量精度が得られます。MRT REM モードを使⽤すると、システム分解能が >300,000 に向上し、微

細構造のピーク分布について、ルーチンに ppb レベルの質量精度が容易に得られます。 

>200,000 および >300,000 FWHM での LC-MS 取り込みの場合、測定された FIS ピークは、主にシミュレーションされ

た同位体分布の位置に対応します。LC-MS の時間枠で質量分解された FIS 構造に対して ppb レベル質量精度が得られ

る場合、医薬品の⽣体外異物および代謝物の同定の信頼性が⾼まります。この FIS の画期的な質量測定により、同定基

準のオプションが増える可能性が⽣じ、結果として、既知および未知の⽣体内反応⽣成物を効率的に同定できるという

確信が得られます。

スルホン化ヒドロキシカルバマゼピンおよびその同位体の⽣体内反応物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検出において、代謝物同定の信頼性が向上することが⽰されました。 

MRT REM 質量分析により、データ解析ワークフロー、安定同位体標識アプリケーションにおける FIS によって向上し

た特異性の利⽤など、多⾯的なメリットを活⽤することが可能になり、不活性化合物のフラグメントイオン情報が存在

しない場合の追加の同定基準になります。
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