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1. Introduction 

トウモロコシとコメは食糧、飼料、そしてエネルギーとして世界中で最重要視されています。1,2メタボロミクスプロ
ファイリングはトウモロコシとコメの一般的な特性、耐虫性、そして環境へのストレス耐性を研究するにあたって最も
効率的なアプローチです。3 メタボロミクスは作物の多様性や耐病性の研究に活用できます。これらの研究は、品質や生
産量、栄養価の向上につながります。4,5 より具体的には、食品中の生化学物質を決定することで、香りや味、見た目、
保存期間、そして栄養価といった品質にまつわる特性を評価することが可能です。 6 本研究では、新しいベンチトップ
GC-TOFMSをトウモロコシとコメ抽出物のメタボロミクスプロファイリングに活用いたしました。 装置のパラメータ
は、シリル化によりサンプルが誘導体化されたのち、多種多様な代謝物を迅速に検出するよう最適化されました。
LECOの新しいPegasus® BT 質量分析機器により生成された、情報量が豊富で高品質なスペクトルデータを取得し、
ピークを発見、そして素早くアノテーションするために強力なソフトウェアを利用しました。 

図１. トータルイオンクロマトグラム (A) アナリティカルイオンクロマトグラム (B) 複雑なトウモロコシ葉抽出物から選択的な分析対象の決定が可能で
あることを示している。 



2. Experimental 
1. 抽出 

凍結乾燥した植物試料 25 mg に対し、メタノール／水（4:1, v/v）400 µLを添加しました。得られた不均一
混合物を 5 分間ボルテックス混合し、70℃で 15 分間加熱した後、12,000 rpm で 5 分間遠心分離しました。
上清 400 µL に内部標準としてリビトール（10 µL；水中 2000 µg/mL）を添加しました。得られた混合液を、
60℃に設定したスピードバックを用いて減圧下で乾固しました。 
2. 誘導体化 

乾固したサンプルに MSTFA 100 µL を添加し、60℃で 1 時間加熱することで誘
導体化を行いました。. 

Table 1. GC- TOFMS (Pegasus BT) 測定条件 
 

Gas Chromatograph Agilent 7890 with GERSTEL MPS2 Autosampler 
注入条件 1 µL、スプリット比 20:1、注入口温度 270℃     

キャリアガス ヘリウム（He）、定流量 0.80 mL / min     

カラム Rxi-5ms, 20 m x 内径0.18 mm  x 膜厚0.18 µm  Bellefonte, PA, USA) 
昇温プログラム 60℃（0.5 分）保持後、36℃ / min で 320℃まで

昇温（3 分保持） 
   

トランスファーライン 300℃     

Mass Spectrometer LECO Pegasus BT     

イオン源温度 250℃     
質量範囲 45-600 m/z     

データ取得速度 20 spectra/s     

3. Results and Discussion 

Pegasus BT は、速度、堅牢性、クロマトグラフィー分離能など、最先端の GC-TOFMS に期待される特性を備
えたベンチトップ型装置です。加えて、ピコグラム毎兆（ppt）レベルの高感度と、10^5 に及ぶ拡張された直線
ダイナミックレンジを実現しています。これらの特長は、0.01～50 pMol/µL のキャリブレーション範囲で測定
したアミノ酸一式の結果により明確に示されています（表2）。 
 

キャリブレーション曲線の直線性は極めて良好であり、メチオニン、フェニルアラニン、アスパラギン酸、リシン
について得られた相関係数は 0.996～0.998 の範囲でした（図2）。さらに、分岐鎖アミノ酸であるロイシンお
よびイソロイシンについて、曲線の低濃度領域を拡大して評価した結果、キャリブレーション範囲全体にわたり直
線性が維持されていることが確認されました（図3；r = 0.999）。 

表2．アミノ酸標準物質の濃度を、pMol/µL（0.01～50 pMol/µL）および 1 µL 注入・スプリット比 20:1 条件にお
けるカラムオン量（pg）として示す。 
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 図2．メチオニン、フェニルアラニン、アスパラギン酸、およびリシンのキャリブレーションカーブ（0.01～50 pMol/µL）。 

 
 

図3．ロイシンおよびイソロイシンのキャリブレーションカーブ低濃度領域の拡大図（0.01～0.5 pMol/µL）。 

 
LECO の高性能ハードウェアと次世代 ChromaTOF® ブランドソフトウェア（バージョン 5.0）を組み合わせる

ことで、トウモロコシおよび米サンプルにおける注釈付き代謝物のカバレッジが向上しました。包括的なメタボロミ
クスデータは、わずか 10 分強で取得されています。代謝物は、ピーク検出（Peak Find）、大規模かつ実績のある
データベースに対するスペクトル類似度検索、ならびに保持指数（Retention Index）値の活用を含む自動かつ包括
的なデータ処理により、信頼性高く同定されました。 

トウモロコシ抽出物中で検出・注釈付けされた代表的な 42 種類の代謝物を表3に示します。これらには、アミノ
酸、有機酸、ジカルボン酸、単糖類、二糖類、テルペン、テルペノイド、ステロール類が含まれます。代謝物は 
NIST および Wiley データベースと比較され、平均スペクトル類似度スコアは 870/1000 でした。Pegasus BT 
により得られるデータの品質と情報量の豊富さは、（E）-アコニット酸およびパルミチン酸について、Peak True
（デコンボリューション後）スペクトルと NIST データベース質量スペクトルを比較した結果からも明確に示されて
います。これらの類似度スコアは、それぞれ 916 および 943/1000 でした（図4）。 
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able 3. Representative Metabolites in Corn Extract. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図4．（E）-アコニット酸およびパルミチン酸における Peak True（デコンボリューション後、上段）スペクトルとライブラリスペクトル（下段）の比較。 

 
 
 
 
 

保持時間指数（Retention Index：RI）値とデータベース検索結果を組み合わせることで、代謝物同定の確信度が
さらに高まりました。図5に示すセリンおよびフィトールの例では、スペクトル類似度スコアはそれぞれ 966 およ
び 945/1000 であり、RI 値はセリンが 1361（参照値＝1369）、フィトールが 2179（参照値＝2181）で
した。 
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図5．セリンおよびフィトールにおける Peak True（デコンボリューション後、上段）スペクトルとライブラリスペクトル（下段）の比
較。算出された RI 値も併記。 

 
 

A ChromaTOF 5.0 の非常に有用な機能の一つが、包括的に取得したデータを、後処理でターゲット指向に解析でき
る点です。Target Analyte Finding（TAF）は、微量分析、定量分析、ならびに大規模データセットの処理に適しており、
保持時間、フラグメントイオンおよび／または分子イオン、質量許容幅を活用することで、処理時間を大幅に短縮します
（図6）。トウモロコシおよび米のデータファイルでは、合計 22 種類の代謝物をターゲットとして設定しました（図7、
図8）。TAF の処理結果は、統計解析などのさらなる解析のために、処理中に容易にエクスポートすることが可能です。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図6．ChromaTOF 5.0 における Target Analyte Finding（TAF）処理手法。. Li
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F図7．TAF 処理結果 ― トウモロコシ抽出物。 

 
 

図8．TAF 処理結果 ― 米抽出物。 
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4. Conclusion 

LECO の Pegasus BT は、優れた感度と拡張された直線ダイナミックレンジを備えた、堅牢かつ高性能なベン
チトップ型質量分析計です。Pegasus BT 本体と次世代 ChromaTOF ブランドソフトウェアを組み合わせること
で、Peak Find による迅速な処理や、Target Analyte Finding を用いた後解析に対応可能な高品質データが得ら
れました。Pegasus BT は、複雑な生体試料を迅速かつ効率的、かつ日常的に分析するための不可欠なツールです。 
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