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超臨界流体テクノロジーの新展開

はじめに

代謝物はゲノム情報が転写，翻訳過程を経て実行され
た表現型の一部であり，さまざまな生体反応を司る重要
な物質である．メタボロミクスは代謝物総体（メタボロー
ム）に基づくオーム科学であり，ゲノム情報に近接した
高解像度表現型解析手段として注目されている．現在で
は，微生物や植物，動物など，さまざまな試料を対象と
したメタボロミクス研究が精力的に実施されている 1)．
一方，生体内には莫大な種類の代謝物が存在し，疎水性
の化合物から親水性の化合物まで幅広い極性を有する
ため，これらの代謝物を精確に同定し，個々の定量を行
うためには，化合物を一つひとつ分離し，高感度で検出
する高度な分離分析技術が必要不可欠である．近年，質
量分析計（mass spectrometer; MS）の技術革新とともに，
液体クロマトグラフやガスクロマトグラフにMSを接続
した代謝物プロファイリング技術が劇的な進歩を遂げて
いる．我々のグループにおいては，特に新たな分離技術
として移動相に超臨界流体を用いる超臨界流体クロマト
グラフィー（ ）
を用いた分析系の開発に積極的に取り組んできた．本稿
では，我々がこれまで超臨界流体クロマトグラフィー質
量分析（SFC/MS）を用いて開発してきた代謝物プロファ
イリング技術を紹介するとともに，今後の展望について
も概説する．

超臨界流体クロマトグラフィー質量分析

超臨界流体　　超臨界流体（ ）
とは，臨界温度および臨界圧力を超えた領域の物質を
指し（図1），気体様の拡散性と液体様の溶解性を持ち，

密度を連続して大幅に変化させることができる．SCF
はさまざまな物質において臨界点が異なり，なかでも
二酸化炭素が広く利用されている．超臨界二酸化炭素
（supercritical carbon dioxide; SC-CO2）は臨界温度が
31.1°C，臨界圧力が7.38 MPaと比較的低く（図1），取
り扱いが簡便であるほか，不燃性で無毒かつ安価といっ
た性質から安全面や金銭面においても利用価値が高い．
また，SC-CO2は -ヘキサン程度の低い極性を持つとい
われていることから，特に脂溶性化合物の溶解に適して
いる．また，SFCは高分離能を維持したまま高流速分
析を行うことが可能であり，イニシャライゼーションも
短時間で終わるため，ハイスループットでの分析を実現
することが可能である 2)．極性の低いSC-CO2は脂溶性
化合物の分析に有用であり，メタノールなどのモディ
ファイアを移動相に添加し，極性化合物への溶解力を高
めることで，幅広い極性を有する化合物の分離にも適用
することができる．ほかにも，SC-CO2は常温常圧下で
気化するため，分析に要する有機溶媒の使用量を激減す
ることができる．以上の性質より，SFCは液体クロマ
トグラフィー（liquid chromatography; LC）やガスクロ
マトグラフィー（gas chromatography; GC）とは異な
る分離モードを提供することが可能な技術として期待さ
れている．
脂質プロファイリング技術の開発　　脂質は生体膜の

構成成分，エネルギー源，シグナル分子など多種多様な
役割を担う生体分子であり 3)，生命現象を紐解くために
はこれらの分析技術の開発が必要不可欠である．しかし，
脂質には異なる脂肪酸側鎖を有する構造異性体が膨大
に存在するため，これらを一斉に分析するためには高度
な技術を要する．我々は，超臨界流体クロマトグラフに
四重極型（quadrupole; Q）のMSを接続し，リン脂質，
スフィンゴ脂質，糖脂質，中性脂質などの脂質一斉分析
系の構築に着手した．まずダイレクトインフュージョン
質量分析（direct infusion mass spectrometry; DIMS）
によりコーン電圧やキャピラリー電圧などのイオン化の
条件を詳細に検討し，エレクトロスプレーイオン化法
（electrospray ionization; ESI）により高感度で脂質を検
出することに成功した 4)．さらに，カラムスクリーニン
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図1．物質の状態図と各物質における超臨界流体条件
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グの結果，順相カラムの一つであるシアノカラムを用い
ることで脂質クラスの分離をわずか12分で達成した．
また，逆相カラムの一つであるODS（octadecylsilylated）
カラムを用いた場合には構成脂肪酸側鎖の違いに基づき
20分以内に分離することができた 4)．しかし，一部の極
性脂質についてはリン酸基などの極性官能基による非
特異的吸着が生じ，ピークのテーリングによる感度や定
量性の低下が観測された．そこで，吸着の主な原因と考
えられる極性脂質の水酸基に対してトリメチルシリル
（trimethylsilyl; TMS）による誘導体化処理を施し，極性
基を不活化させることで分離能の改善を試みた．その結
果，ホスファチジン酸（phosphatidic acid; PA）やスフィ
ンゴシン -1-リン酸（sphingosine-1-phosphate; So1P）な
どの極性脂質のピーク形状が劇的に改善され，検出感度
の向上につながった 5)．これらの技術開発を基に，SFC
が脂質プロファイリングを実施するうえで有用な技術で
あることが実証された．
さらに我々は個々の脂質分子種の精確な同定を目指

し，精密質量情報の取得やMS2測定が可能な四重極－
オービトラップ型（Q-Orbitrap）のMSを接続すること
で新たな脂質一斉分析系の構築に着手した．ODS担体
に極性基を内包させたODS-EPカラム（GLサイエンス）
を用いることで，既述のODSカラムで得られた構成脂
肪酸側鎖の違いに基づく分離だけでなく，脂質クラスご
との分離までもわずか20分で達成することに成功し，
順相モードの分離と逆相モードの分離を同時に達成し
た 6)．また，Q-Orbitrap-MSの特徴である精密質量情報
やMS2情報の取得によりアイソバリックな分子種の質
量分離部での分離や構成脂肪酸側鎖を含めた同定が可
能となった．さらに，分析中においてポジティブイオン
モードとネガティブイオンモードの連続的なスイッチン
グを行うことで，1度の分析でマウス血漿から500種類
以上にも及ぶ脂質分子種の精確な同定をすることがで
きた 6)．
現在，SFC/Q-Orbitrap-MSを用いた脂質一斉プロファ
イリングシステムによる新たなアプリケーション開発に
取り組んでいる．脂質は周囲をアポタンパク質で覆った
リポタンパク質を構成することで体内を循環し，脂質を
さまざまな組織に輸送する 7)．リポタンパク質は密度や
組成により異なる種類に分類することができ，超低密度
リポタンパク質（very low density lipoprotein; VLDL），
低密度リポタンパク質（low density lipoprotein; LDL），
高密度リポタンパク質（high density lipoprotein; HDL）
と称される．一方，脂質代謝異常によりこれらの代謝バ
ランスが変化すると重篤な循環器疾患を引き起こすこ

とが知られている．我々は，心筋梗塞を自然発症するモ
デル動物であるWHHLMI（myocardial infarction-prone 
Watanabe heritable hyperlipidemic）ウサギ 8)の血漿試
料を用いて脂質プロファイリングを実施したところ，炎
症に関与する機能性脂質が増加することが分かった 9)．
さらに血漿からリポタンパク質を分画し，個々の画分に
おいて既述の脂質プロファイリングを適用することで，
WHHLMIウサギにおいてプラズマローゲンなどのエー
テル型脂質がLDL画分に多く含まれることが分かり，
リポタンパク質における脂質組成の質的変化を高解像度
に取得することに成功した（図2）9)．

SFCの適用範囲の拡大　　我々はSFC/MSによる代
謝物プロファイリングの適用範囲の拡大を目指し，さら
なる技術開発に取り組んでいる．移動相のSC-CO2にモ
ディファイアとしてメタノールと水の混合溶媒（MeOH/
H2O = 95/5, v/v）を添加し，2％から100％までグラジエ
ントをかけることで，わずか4分間で17種類の脂溶性ビ
タミンおよび水溶性ビタミン（log ow = –2.11～10.12）
を一斉に分析することに成功した 10)．通常移動相が
SC-CO2のみの場合，超臨界流体状態を保つことができ
るが，モディファイアとしてメタノールを添加した場合，
臨界点が変化するため亜臨界流体状態に変化する（図
1）．このように移動相の物理状態を超臨界流体から亜
臨界流体を経て最終的に液体にまで連続的に変化させ，
移動相の極性の幅を -ヘキサンからメタノールまで連
続して変化させることが可能なこの分離手法をユニファ

図2．WHHLMIウサギにおける血漿およびリポタンパク質画
分の脂質プロファイリング．（a）Volcano plotによる日本白色
種（Japanese white; JW）ウサギ（  = 3）およびWHHLMIウ
サギ（  = 5）の血漿脂質プロファイルの比較．（b）WHHLMI
ウサギにおけるVLDL画分とLDL画分のホスファチジルエタ
ノールアミン（phosphatidylethanolamine; PE）分子種の比較（文
献9より許可を得て転載）．
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イドクロマトグラフィー（ ）
として新たに提唱した 10)．まだ研究報告例は少ないが，
今後UCが水溶性化合物から脂溶性化合物まで幅広い成
分の一斉分析を可能とするSFCの新しいステージとし
て活躍すると期待される．

オンライン超臨界流体抽出 
―超臨界流体クロマトグラフィー質量分析

超臨界流体抽出　　超臨界流体抽出（supercritical 
）とは，目的成分が含まれる対象物

にSCFを抽出媒体として加え，溶解度の差を利用して
抽出操作を行う手法である．SCFを抽出媒体として用
いることには，さまざまな利点が存在する 11,12)．
I． SCFの高拡散性という性質により，目的成分が含

まれる対象物への浸透性が高く，短時間で高い抽
出効率を達成できる．

II． 温度と圧力を制御することで，SCFの溶解力を連
続的に変化することができるため，複数の目的成
分が存在した場合も最適な条件で抽出操作を行う
ことができる．

III． 密封暗黒無酸素下で，臨界温度が31.1°C，臨界圧
力が7.38 MPaとマイルドな条件で抽出することが
できるため，酸化や熱分解，加水分解を受けやす
い不安定な化合物や，酸化開裂物を生じやすい揮
発性成分などの目的成分への適用が可能である．

IV． SC-CO2は常温・常圧で気体に戻るため，抽出後に
得られたフラクションから抽出媒体が自然に揮発
する．したがって，精製や濃縮に必要な煩雑な操
作が不要であり，時間とコストを低減することが
できる．

以上の性質により，SFEは抽出操作において有用な手
法である．既述の通りSC-CO2は -ヘキサン程度の低い
極性を持つことから，トリアシルグリセロールや脂溶性
ビタミンなどといった脂溶性化合物の抽出に適してお
り，食品産業を中心として幅広く利用されている 13,14)．
さらに，モディファイアを添加し連続的に移動相の極性
や溶出力を変化させることで，リン脂質などの極性基を
持つ脂溶性化合物を一斉に抽出する研究報告もされてい
る 15)．近年，SFEとSFCを接続することで抽出から分析
までを自動化したオンライン化（オンラインSFE-SFC/
MS）が実施されており，SCFの利点を最大限に生かし
た代謝物プロファイリング技術の開発が行われている．
オンラインSFE-SFC/MS　　オンラインSFE-SFC/

MSは，暗黒無酸素条件下で抽出された化合物を閉鎖系
内で分析カラムに運ぶ事ができるため，有機溶媒抽出で

は不安定で構造が変化してしまう化合物の分析に適して
おり，前処理操作の簡略化，人為的誤差の低減が利点と
してあげられる．抗酸化能を有する還元型コエンザイム
Q10は医薬品や健康食品の素材として幅広く利用されて
いるが，容易に酸化を受けることから，品質管理の観点
からも還元型の量を精確に測定する技術が求められてい
る．そこで，我々はオンラインSFE-SFC/MSによるコ
エンザイムQ10の新たな測定手法の開発を試みた．モディ
ファイアとして0.1％（w/v）ギ酸アンモニウムを添加
したメタノールを使用し，初めの10分間はモディファ
イアを添加せず抽出を行い，その後，抽出画分をカラム
先端で濃縮し，グラジエント溶出させることによって，
光合成細菌に含まれる還元型および酸化型コエンザイム
Q10の抽出，分離分析をわずか20分で達成することに成
功した 16)．さらに，SFEでは有機溶媒抽出に比べて還元
型の割合が有意に高い値を示し，従来法と比較して短時
間でより精確な測定を実施することができた 16)．当該研
究の結果から，オンラインSFE-SFC/MSは暗黒無酸素
条件化での抽出が可能であるため，酸化されやすい成分
を安定的に分析でき，かつスループットを向上させるた
めの有用な技術であることが示された．
また，オンラインSFE-SFC/MSは新生児マススクリー
ニングや遺伝性疾患の診断，バイオマーカーのスクリー
ニングの実施などに用いられるdried blood spots（DBS）
やdried plasma spots（DPS）から脂質の抽出や分析を
行うことが可能である．DBSやDPSは採血量や輸送費
用，保存コストの低減が可能であり，取扱いの簡便性か
らもさまざまな試験に利用されているが，その安定性や
微量な試料による感度不足などといった問題を抱えてい
る．そこで，我々はオンラインSFE-SFC/MSを適用し，
DPSからの安定的なリン脂質プロファイリング手法の
開発を試みた．分析条件の最適化を行った結果，モディ
ファイアとして0.1％（w/v）のギ酸アンモニウムを添
加したメタノールを10％使用することで，わずか5分間
でリン脂質を抽出することに成功し，その後モディファ
イアを30％にし，シリカゲルにホスホリルコリン基を
化学修飾したPC HILICカラム（資生堂）で分離分析を
することで，15分間で134種類のリン脂質を同定する
ことができた 17)．さらに，そのうちの101種類の脂質分
子種については従来の有機溶媒抽出と比較して高い抽出
効率が示されることが分かった17)．当該研究の結果から，
オンラインSFE-SFC/MSは血液中の成分を安定的に抽
出でき，バイオハザードの問題も回避可能であることか
ら，臨床診断および薬物検査のハイスループット脂質プ
ロファイリング，さらにはバイオマーカーのスクリーニ
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ングにおいても適用可能な抽出，分離技術であることが
示された．さらに，我々はSC-CO2に対して14％のメタ
ノールを添加した亜臨界流体を用いることで，DPSか
ら中性脂質やリン脂質だけではなく，アミノ酸や核酸と
いったより極性の高い親水性代謝物も同時に抽出できる
ことを見いだした 18)．これらの技術開発により，SFEは
酸化されやすい不安定な成分のほか，一部の親水性代謝
物の抽出にも適用可能であり，オンラインSFE-SFC/
MSを用いることでさまざまな化合物の抽出，分離分析
を連続的に全自動で実施できることを示した．
近年，我々は株式会社島津製作所と連携し，SFEと

SFCを接続し，抽出と分析を単一行程で行うことを可
能にした新規オンラインSFE-SFC装置（Nexera UC）（図
3）を開発し，2015年に上市した．Nexera UCでは低流
量で安定した送液が可能なCO2送液ポンプの開発に成
功し，代謝物の保持時間の再現性が飛躍的に向上した．
さらに，低容量かつ高性能の背圧制御装置の開発によっ
て，MSへの全量導入が実現可能となり，分析システム
の高感度化につながった．他にも，最大48検体の連続
抽出および分析が可能なラックチェンジャーが搭載さ
れ，多検体の処理を簡便に実施することができるように
なった．また，4種類のモディファイアの切り替えによ
り移動相組成を幅広く変化させることができ，カラム
オーブンには最大12本のカラムを接続することが可能
となり，カラムスクリーニングを含め分析条件の最適化
が容易となった．これらの技術的な進歩により，我々は
実用的なSFE-SFC装置の開発に世界に先駆けて成功し
たといえる．

おわりに

各種クロマトグラフィー質量分析システムを用いた代
謝物プロファイリング技術はここ数年で急速な発展を遂
げ，幅広い試料を対象として広く利用されるまでに至っ
た．我々は，脂質の一斉分析が可能な手法としてSFC
に可能性を見いだし，脂質分子種を中心に技術開発や応
用研究に取り組んできた．現在，水溶性化合物から脂溶
性化合物まで幅広い成分の一斉分析が可能な手法として
UCを提案し，SFCの適用範囲の拡大とともにメタボロ
ミクスにおけるクロマトグラフィーの新しい可能性を示
すことに成功した．さらに，我々は不安定な代謝物を生
体内の情報を精確に反映した状態で測定する手法とし
て，オンラインSFE-SFC/MSによる暗黒無酸素条件下
での抽出および分析を実現する方法を提供した．これら
の技術開発により，SFCは代謝物プロファイリングの
現状を打開しうる新たな分離分析技術として発展を遂げ
てきた．今後SFC/MSによる代謝物プロファイリング
技術の開発がますます発展し，臨床診断やバイオマー
カー探索など，多岐にわたる分野において画期的な技術
として世に広く普及することを期待する．
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