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研究成果の概要（和文）：2004年，湿式燃焼法を利用した水溶性成分の炭素安定同位体比の高精度分析が可能な
液体クロマトグラフ/安定同位体比質量分析計（LC/IRMS）が開発，商品化された。本研究では，LC/IRMSの装置
をさらに革新的に発展させ，溶離液に有機溶媒を使用することが出来る装置開発を目的とした。結果は，1次元
目カラムと2次元目カラムを組み合わせることにより，LC/IRMSにおいて複数の水溶性ビタミンの分離・分析が可
能であると考えられた。有機溶媒が使用可能になることで，今まで分析が難しかった複雑な成分や幅広い分野に
おいて応用が可能になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In 2004, a liquid chromatograph/stable isotope ratio mass spectrometer 
(LC/IRMS) was developed and commercialized for the high-precision analysis of carbon stable isotope 
ratios of water-soluble components using a wet combustion method. The objective of this study was to
 develop a more innovative LC/IRMS instrument capable of utilizing organic solvents as eluents. The 
results suggest that LC/IRMS can separate and analyze multiple water-soluble vitamins by combining 
first and second dimensional columns. The availability of organic solvents will expand the utility 
of LC/IRMS across various fields and for analyzing complex components that have been challenging to 
analyze previously.

研究分野：環境科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
既存のLC/IRMSでは，δ13Cは二酸化炭素の状態で分析するため，炭素を含んだ有機溶媒は今まで全く使用できな
かったが，2次元LC/IRMSを利用することで有機溶媒の使用が出来る可能性を示すことが出来た。一般的に，HPLC
やLC/MSでは溶離液は水ではなく，有機溶媒の使用が想定されているため，多様なLCカラム（順相，逆相，イオ
ン交換等）を選択できるようになり，疎水性の農薬類，核酸，アミノ酸，脂肪酸，ビタミン，医薬品等まで対象
成分が飛躍的に広がることが予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開発当初の背景 

2004 年，Thermo Fisher Scientific 社の技術者によって，湿式燃焼法を利用した水溶性

成分の炭素安定同位体比の高精度分析が可能な液体クロマトグラフ/安定同位体比質量分析

計（LC/IRMS）が開発，商品化された。その結果，ワインのエタノール，飲料のカフェイ

ン，チョコレートのバニリン，はちみつに含まれる糖類，チューインガムのキシリトールな

どの食品偽装を見分ける応用研究等が現在，海外では報告され始めている。しかし，装置の

制約として，溶離液が水のみしか使用することが出来ないために，対象物質は水溶性成分に

限られることや，炭素安定同位体（δ13C）のみを対象元素としていることなど，未だに多く

の課題があった。 

 

2. 研究の目的 

本研究では，LC/IRMS の装置をさらに革新的に発展させ，溶離液に有機溶媒を使用する

ことが出来る装置開発を目的とした。既存の LC/IRMS では，δ13C は二酸化炭素の状態で

分析するため，炭素を含んだ有機溶媒は今まで全く使用できなかったが，2 次元 LC/IRMS

を利用することで有機溶媒の使用が出来る可能性がある。一般的に，HPLC や LC/MSでは

溶離液は水ではなく，有機溶媒の使用が想定されているため，多様な LC カラム（順相，逆

相，イオン交換等）を選択できるようになり，疎水性の農薬類，核酸，アミノ酸，脂肪酸，

ビタミン，医薬品等まで対象成分が飛躍的に広がることが予想される。 

 

3. 研究の方法 

本研究では，LC システムを LiquiFace 装置（Elementar 社製）を介して IRMS 装置 

（Elementar 社製）に結合した。LC システムは、カラムポンプ A（1 次元目カラム），カラ

ムポンプ B（2 次元目カラム），ポストカラムポンプ，酸化ポンプの 4 台のポンプ（LC–

10ADvp）とオートサンプラー（SIL-10ADvp），デガッサー（DGU–14A），UV 検出器（SPD–

10Advp），高圧流路切り替えバルブ（FCV–12AH）から構成された。HPLC カラムは、PRP-

AQUA（クロマニックテクノロジーズ社製），SB-802HQ（Shodex 社製），AcclaimC-30

（Thremo Fisher Scientific 社製），PolarAvantage（Thremo Fisher Scientific 社製），

Poroshell120（Agilent Technologies 社製）を使用した。対象成分としては，ビタミン類と

して L-(+)-アスコルビン酸標準品，チアミン塩酸塩，葉酸，ニコチンアミド，リボフラビン

を富士フイルム和光純薬株式会社にて購入した。 

 

4. 研究成果 

(1) 1 次元目カラムにおける糖類・ビタミン類の分析 

本研究では，1 次元目カラムにおいて水溶性ビタミンの分離を試験した。対象成分は，水

溶性ビタミン類（L-(+)-アスコルビン酸標準品，チアミン塩酸塩，葉酸，ニコチンアミド，

リボフラビン）とした。試験した LC カラムは，逆相モードカラムの AcclaimC-30（Thremo 



Fisher Scientific 社製），Polar Advantage（Thremo Fisher Scientific 社製），Poroshell120（Agilent 

Technology 社製）とした。検出器には、PDA 検出器（SPD–10Advp）を用いた。 

成分の検出・同時分析が可能であったのは，AcclaimC-30 と Polar Advantage であった。

AcclaimC-30 カラム（溶離液：CH3CN/H2O =60/40）を用いると，リボフラビンとニコチアミ

ドは分離が可能であると考えられる（表 1，図 1（a））。また、Polar Advantage カラム（溶離

液：CH3CN/H2O =60/40+0.05％リン酸）では，チアミンとニコチンアミドが分離可能である

と考えられた（表 1，図 1（b））。 

 

表 1：各カラム・溶離液におけるリテンションタイム（min） 

 AcclaimC-30 AcclaimC-30 Polar Advantage 

試薬名/溶離液 CH3CN/H2O=60/40 CH3CN/H2O=60/40 

+0.05％リン酸 

CH3CN/H2O=60/40 

+0.05％リン酸 

L-(+)-アスコルビン酸 6.5 6.5 5.5 

チアミン塩酸塩 5 5 4.5 

葉酸 5 6 5.5 

ニコチンアミド 7 6 5.5 

リボフラビン 5 6.5 5.5 

 

 

 

                                                                    

 

 

 

 

 

 

図 1：(a)カラム：AcclaimC-30、溶離液：CH3CN/H2O=60/40、流量：0.5mL/min 

(b) カラム：Polar Advantage、溶離液：CH3CN/H2O=60/40+0.05％リン酸、流量：0.5mL/min 

 

(2) 2 次元目カラムにおける対象成分と有機溶媒の分離 

2 次元目カラムでは，1 次元目カラムにて分離された対象成分が切り替えバルブを通り 2

次元目カラムに導入され，対象成分と有機溶媒を分離する。2 次元目カラムとして試験した

LC カラムは，逆相モードの PRP-AQUA（クロマニックテクノロジーズ社製），サイズ排除

モードの SB-802HQ（Shodex 社製）とした。LC/IRMS に，有機溶媒が入ると大きなダメ

ージとなるため，本研究では有機溶媒と目的成分をバイアル内で混合して模擬的に試験を

(a) ニコチンアミド 

(a)リボフラビン 

(b) チアミン 

(b) ニコチンアミド 



行った。対象物質は，上記の試験と同様に水溶性ビタミンの L-(+)-アスコルビン酸標準品，

チアミン塩酸塩，葉酸，ニコチンアミド，リボフラビンとした。結果は，PRP-AQUA カラ

ムを用いると，チアミン塩酸塩，ニコチンアミドはエタノールと分析が可能であった（図 2）。

葉酸は，検出は可能であったがリテンションタイムが近いため完全に分離することは困難

であった。L-(+)-アスコルビン酸標準品，リボフラビンは，検出不可もしくは分離不可であ

った。以上より，検出可能であったチアミン塩酸塩，ニコチンアミドにおいては原理的には

有機溶媒を用いて LC/IRMS にて分析可能であると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：（a）ニコチアミドとエタノールの混合サンプル（各 2000ppm），（b）チアミンとエタ

ノールの混合サンプル（各 2000ppm），（c）葉酸とエタノールの混合サンプル（各 2000ppm）  

 

本研究により，1 次元目カラム（AcclaimC-30、Polar Advantage）と 2 次元目カラム（PRP-

AQUA カラム）を組み合わせることにより，LC/IRMS において複数の水溶性ビタミンの分

離・分析が可能であると考えられた。有機溶媒が使用可能になることで，今まで分析が難し

かった複雑な成分や幅広い分野において応用が可能になると考えられる。一方で，1・2 次

元目カラムともに完全な分離が必要なことや水に溶けない脂溶性成分の分析など，現在に

おいても多くの課題があることがわかった。 

(b) 

(c) 

(a) エタノール 
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