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要約

プロスタグランジン E2（PGE2）、プロスタグランジン D2（PGD2）、プロスタグランジン F2α（PGF2α）などのプロ

スタグランジン（PG）とトロンボキサン B2（TXB2）には様々な⽣理的機能および病態⽣理的機能があり、疼痛、発熱

、アレルギー反応を⽰します。UltraPerformance LCTM と組み合わせた Xevo MRT QTof を使⽤することで、4 桁をカ

バーするダイナミックレンジが得られました。検出限界の例として、ロイコトリエン B4（LTB4）の LOD と LOQ はそ

れぞれ 0.05 ng/mL 未満（オンカラムで 0.00015 ng 未満）および 0.1 ng/mL（オンカラムで 0.0003 ng）となります。

PGD2 の場合、LOD と LOQ はそれぞれ 0.1 ng/mL（オンカラムで 0.0003 ng）および 0.5 ng/mL（オンカラムで 

0.0015 ng）でした。3 回の繰り返し注⼊において、低濃度、中濃度、⾼濃度で良好な再現性が得られ、繰り返し注⼊

にわたるピーク⾯積の再現性は CV 3.5% 未満でした。卓越した質量精度と分解能が認められ、例えば PGD2（C20H32O

5）の理論的 m/z [M-H] は m/z 351.2770、質量誤差は -0.05 ppm、分解能は 69000 FWHM でした。RMS は通常 1 ppm 

未満で、これによって確実な同定が可能になります。データ解析は waters_connect を使⽤して簡単に実施できますが

、Lipostar や Skyline などのサードパーティ製ソフトウェアも適⽤できてワークフローの柔軟性が⾼まります。

アプリケーションのメリット

Ultra Performance LC と組み合わせた Xevo MRT QTof により、シンプルで頑健な取り込み戦略が実現し、質が⾼く包

括的なデータが迅速かつ効率的に得られます。Xevo MRT MS は重要な機能を備えており、特に⾼レベルの感度、質量

精度、質量分解能をハイスループット分析法と組み合わせる必要があるメタボロミクス・リピドミクスの研究に最適で

す
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⼩さい設置⾯積でラボの効率が向上■

⾼い分解能/スキャン速度■

⾼感度■

広いリニアダイナミックレンジ■

優れた質量精度■

はじめに

炎症性疼痛の特徴として、とりわけ末梢組織および脳や脊髄などの中枢神経系組織のシクロオキシゲナーゼ（COX）経

路からのエンドカンナビノイド、プロスタグランジン（PG）、トロンボキサン、ロイコトリエンなどの脂質メディエ

ーターの放出が⾒られることが研究により⽰されています1。 PGE2、PGD2、PGF2α などのプロスタグランジンとトロ

ンボキサン B2（TXB2）には様々な⽣理的機能および病態⽣理的機能があり、疼痛、発熱、アレルギー反応を⽰します
2。 COX エイコサノイドの⾎中濃度の動的変化のモニタリングは、異性体バリアントの存在量が多く、⽣体サンプル中

の存在量が少ないために複雑になります3。 ⼀般的なエイコサノイドの構造を図 1 に⽰します。

図 1.脂質の代表的な構造。

これらの脂質の測定はこれまで、放射測定法や酵素免疫測定法を使⽤して⾏われてきましたが、これらの分析法は選択

性がないため、限られた数の化合物のみが対象でした4。 ガスクロマトグラフィー（GC-MS）分析法も使⽤されました
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が、誘導体化などの複雑な⼿順が必要です。最近では、液体クロマトグラフィー（LC）とタンデム四重極型質量分析法

（MS）の組み合わせが使⽤されています。2005 年に Schmidt らは、LLOQ がそれぞれ 25 pg/mL および 50 pg/mL で

あるラットのマイクロダイアリシスサンプル中の PGE2 および PGD2 を定量するための LC-MS/MS 分析法をバリデー

ションしました5。同様に、ヒトの⾎漿検体や痰検体中の LTB4 を定量したより最近の試験では、バリデーションされ

た分析法を使⽤して PGE2 および PGD2 を測定していますが、その定量限界は⼩膠細胞中でそれぞれ 0.2 ng/mL およ

び 0.078 ng/mL でした6。

本稿では、Xevo MRT 質量分析計と組み合わせた UltraPerformance LC（UPLC™）を使⽤する場合の主なメリットを

説明します。質量分析計の感度の向上と広いダイナミックレンジにより、データ取り込みと分析が合理化されたワーク

フローが開発され、タンデム四重極レベルの感度に加えて質量精度と質量分解能が⾼いというさらなるメリットが得ら

れました。柔軟性をさらに⾼めるために、Lipostar 2 や Skyline <https://skyline.ms/project/home/begin.view> な

どのサードパーティ製ソフトウェアを使⽤してデータを分析することも可能です7。

実験⽅法

サンプル前処理

LTB4、PGF2α、PGE2、PGD2、6-ケト-プロスタグランジン F1α（6-ketoPGF1α）、TxB2（Caymans Chemicals、⽶

国ミシガン州アナーバー）を含む 1000 ng/mL の混合液を使⽤して、メタノール中 1000 ng/mL 〜 0.05 ng/mL の 14 

ポイントの検量線を以下のように作成しました。

サンプル前処理テーブル

LC 条件
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LC システム： ACQUITY Premier フロースルーニードル（

FTN）UltraPerformance LC

バイアル： 品質保証ガラス製スクリューネックマキシマムリカバ

リーバイアル（製品番号：186000326c）

カラム： CORTECS™ T3 カラム、120 Å、1.6 µm、2.1 mm × 

50 mm、1 本⼊り - 製品番号：186008497

カラム温度： 35 ℃

サンプル温度： 8 ℃

注⼊量： 3 µL（ESI-）

流量： 0.6 mL/分

移動相 A： 0.01% ギ酸⽔溶液

移動相 B： 0.01% ギ酸アセトニトリル溶液

グラジエントテーブル

MS ソースの設定

変動： 説明（ネガティブ）
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キャピラリー電圧： 2.0 kV

サンプルコーン電圧： 30

イオン源オフセット： 30

イオン源温度： 120 ℃

脱溶媒温度： 650 ℃

コーンガス流量： 50 L/時間

脱溶媒流量： 600 L/時間

ロックスプレー流量： 10 µL/分

TOF 設定

変動： 説明

実験の種類： ToF MSe

スキャンレート： 10 Hz

質量範囲： 50 〜 1200 Da

データ形式： コンティナム

コリジョンエネルギー： 30 〜 40 eV

Lockspray 設定： シングルモード

レファレンス m/z 554.26202

1.5 分間隔、サンプル時間 0.30 秒、キャピラリー電圧 

2.5 kV、コーン電圧 30 V
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インフォマティクス

waters_connect™ を使⽤してデータを収集し、解析しました。次に、mzML ファイルを使⽤して、Lipostar 2 ソフト

ウェア（Mass Analytica、スペイン、バルセロナ）および Skyline（MacCoss Lab ソフトウェア、ワシントン⼤学）に

移しました。

結果および考察

検出限界およびダイナミックレスポンス

この試験では、検出限界（LOD）をシグナル/ノイズ⽐ > 3 のピークと定義し、定量下限（LLOQ）を、シグナル/ノイ

ズ⽐ > 10 のピークで分析種のレスポンスに再現性があり直線性であると定義しています8。 定量上限（ULOQ）は、検

量線で最⾼濃度のキャリブレーションスタンダードと定義しています。これらの実験の結果は、LOD での感度が優れ

（オンカラムで 1 pg 以下）、リニアダイナミックレンジが広いことを⽰しています。図 2 に、ロイコトリエン 

B4（LBT4）について得られたデータの例を⽰します。LOD は、ブランクからどのターゲットの m/z シグナルも抽出さ

れないことに基づいて確認されます。
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図 2.LTB4 の検出限界および直線性データの例。（A）は、溶媒ブランク中に m/z 335.2228 のピークが検出されなかっ

たことを⽰しています。（B）は、LOD に対応するピーク間のシグナル/ノイズ⽐ 5.77 のピークを⽰しています。（C

）は、LTB4 の直線的なレスポンスを⽰しています。LLOQ クロマトグラム（D）および ULOQ クロマトグラム（E）も

⽰しています。

すべての化合物の検出限界の結果を表 1 にまとめています。異なる注⼊量を使⽤する分析法と⽐較するために、結果に

は検出限界のオンカラム値も含まれます。

表 1.さまざまなエイコサノイド分⼦種の検出限界のサマリー。

ピーク⾯積の精度

7Xevo™ MRT QTof を使⽤したエイコサノイドの⾼感度でハイスループットの LC-MS 分析



今回使⽤した分析法では、3 µL の注⼊を使⽤して、低濃度（5 ng/mL）、中濃度（50 ng/mL）、⾼濃度（500 

ng/mL）の 3 回繰り返し注⼊にわたって、良好な精度が⾒られました。CV はすべて 3.5% を下回っていました。図 3 

に、6-keto PGF1α、PGE2、PGF2α、LTB4、PGD2、TXB2 のレスポンスおよび CV を⽰します。

図 3.低濃度（5 ng/mL）、中濃度（50 ng/mL）、⾼濃度（500 ng/mL）サンプルの 3 回繰り

返し注⼊のサマリー。（A）6-keto PGF1α、（B）PGE2、（C）PGF2α、（D）LTB4、

（E）PGD2、（F）TXB2。

分解能/質量精度

QTof 装置の⾼い質量精度は、真のモノアイソトピック計算値から数 ppm の範囲内に収まるため、質量⽋損に基づいて

実験式を決定できます。LC-MS Toolkit は、waters_connect 内のアプリケーションであり、これを使⽤して分析のタ

ーゲット化合物の質量分解能と質量精度を評価しました。図 4 から、PGD2（C20H32O5）について得られた分解能は

（69000 FWHM）で、m/z 精度が⾼いことがわかります。質量誤差が⼩さいため、LC-MS Toolkit の Elemental 

Composition（元素組成）を使⽤して、⾼い i-FIT 信頼スコアが得られました。PGD2 の理論的 m/z [M-H] 付加イオン

は 351.2770 です。PGD2 の⾼エネルギースペクトルから、フラグメントの質量誤差が⾮常に⼩さいことが⽰されてお

り、正確な構造解析が可能になります。
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図 4.（A）から、PGD2 の質量分解能が 69000 FWHM、元素組成ツールを使⽤して計算した

質量誤差が -0.05 ppm であることがわかります。（B）PGD2 の⾼エネルギースペクトルか

ら、フラグメントイオンも質量誤差が⼩さいことがわかります。

図 5 からわかるように、分析全体にわたって質量誤差値は通常 1 ppm 未満で、すべての化合物について RMS 誤差は 1 

ppm 未満でした。この⾼い質量精度により、より厳格なデータベース検索ウィンドウの適⽤が可能になり、偽陽性同

定の確率がさらに低減します。
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図 5. 分析全体にわたる質量誤差値の分布を⽰すヒストグラム。

サードパーティ製ソフトウェア

多くのラボでは、インフォマティクスとデータパイプラインがすでに整備されています。柔軟性をさらに⾼めるために

、データを広く使⽤されている mzML 型式に変換して、よく使⽤されているサードパーティ製ソフトウェアでデータ

解析を⾏うことができます。図 6 に、Skyline を使⽤して mzML ファイルを解析する⽅法を⽰します。DDA データお

よび MSe データは、m/z 値を含むシンプルなテンプレートを使⽤して、mzML ファイルとして Skyline にアップロー

ドして解析することができます。Skyline ウェブサイトで利⽤できる簡単なチュートリアルに従って検量線を作成しま

した。Lipostar 2 では、DB Manager モジュールのルールに基づくフラグメンテーションアプローチを使⽤して、脂質

の同定を⽀援します。図 6（B）に、6-ketoPGF1α の予想フラグメントの例を⽰す Lipostar データベースと、⾼質量

精度のフラグメンテーションと保持時間に基づいて化合物がどのように同定されるかを⽰します。
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図 6.柔軟なデータワークフローにより、Skyline（A）や Lipostar（B）などのさまざまなサ

ードパーティ製ソフトウェアでデータを解析することができます。

結論

UltraPerformance LC と組み合わせた Xevo MRT QTof を使⽤して得られた検量線は、4 桁にもわたる広いダイナミッ

クレンジと直線性を⽰します。この⾮常に⾼感度の装置は、ロイコトリエン B4（LTB4）やプロスタグランジン F2α な

ど、このクラスの化合物のほとんどの LOD および LOQ に関して、タンデム四重極装置に匹敵します。LTB4 の LOD と 

LOQ はそれぞれ 0.05 ng/mL 未満（オンカラムで 0.00015 ng 未満）および 0.1 ng/mL（オンカラムで 0.0003 ng）で

、プロスタグランジン D2（PGD2）の LOD と LOQ はそれぞれ 0.1 ng/mL（オンカラムで 0.0003 ng）および 0.5 

ng/mL（オンカラムで 0.0015 ng）でした。3 µL を使⽤した低濃度（5 ng/mL）、中濃度（50 ng/mL）、⾼濃度（500 

ng/mL）の 3 回繰り返し注⼊において、ピーク⾯積の再現性は良好であり、さまざまな濃度で CV 3.5% 未満という優

れた再現性を⽰しました。

PGD2 の質量分解能は 69000 FWHM であり、m/z 精度が⾼いことがわかります。分析全体にわたり、プリカーサーイ

オンとフラグメントイオンの両⽅で質量精度に優れ、RMS 誤差が⼩さいため（通常 ≤ ±1.0 ppm）、タンデム四重極

装置と⽐較して、エイコサノイドをより確実に同定することができます。

さらに、⾼質量精度、⾼質量分解能、感度のメリットを⾼速データ取り込みと組み合わせることで、ハイスループット

の分析法が可能になり、必要に応じて分析をスケールアップして⼤規模なコホート試験に対処することができます。
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データは Skyline や Lipostar などのサードパーティ製ソフトウェアと互換性があり、このワークフローでは⾼い柔軟

性が得られます。検量線、LOD、LOQ、質量誤差の表を、シンプルなチュートリアルに従うことで簡単に⽣成できます

。
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waters_connect ソフトウェアソリューション <https://www.waters.com/nextgen/global/products/informatics-

and-software/waters_connect.html>

720008647JA、2024 年 12 ⽉

© 2025 Waters Corporation. All Rights Reserved.
利⽤規約 プライバシーポリシー 商標 キャリア 法的通知およびプライバシー通知 Cookies 
Cookie 環境設定

13Xevo™ MRT QTof を使⽤したエイコサノイドの⾼感度でハイスループットの LC-MS 分析

https://www.waters.com/nextgen/global/products/chromatography/chromatography-systems/acquity-premier-system.html
https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-spectrometry/mass-spectrometry-systems/xevo-mrt.html
https://www.waters.com/nextgen/global/products/informatics-and-software/waters_connect.html
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/terms-of-use.html
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/privacy-policy.html
https://www.waters.com/1000238
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/careers.html
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices.html
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices.html
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices.html
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices.html
https://www.waters.com/nextgen/jp/ja/about-waters/corporate-governance/legal-and-privacy-notices/cookie-policy.html
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/#

