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研究成果の概要（和文）：ファイバー固相マイクロ抽出(SPME)法またはインチューブ SPME 法

を用いて皮膚ガス及び皮膚滲出液中の揮発成分や唾液成分を非侵襲的かつ簡便迅速にサンプリ

ング、抽出濃縮した後、ガスクロマトグラフ－質量分析（GC−MS）法または液体クロマトグラ

フィー－質量分析（LC−MS）法との連結により高感度分析する方法を開発した。ファイバー

SPME/GC−MS 法を用いて、揮発性アルデヒド類や含硫化合物などの体臭成分の分析法を確立

し、喫煙や食品摂取の影響を解析した。また、インチューブ SPME/GC−MS 法を用いて、コル

チゾールやテストステロンなどのストレス・疲労関連ホルモン類や 8-イソプロスタン及び

8-OHdG などの酸化ストレス関連化合物の自動分析法を確立し、喫煙による酸化ストレスの影響

を解析した。これらの方法は、口臭や体臭の診断、疾病診断への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Noninvasive sampling and sensitive analytical methods for the 
determination of the odors and emanations released from human body were developed by 
fiber solid-phase microextraction (SPME)/gas chromatography-mass spectrometry 
(GC-MS) or in-tube SPME/liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS). Body odor 
components, such as volatile aldehydes and sulfur compounds, in skin emissions and 
secretions were analyzed by fiber SPME/GC-MS. Using this method, we examined the 
effect of smoking and the deodorant effect by interaction with 2-nonenal and antioxidant 
foods. On the other hand, cortisol, testosterone and dehydroepiandrosterone in saliva were 
analyzed by automated on-line in-tube SPME/LC-MS, and used for the evaluation of 
experimental stress and fatigue. In addition, in-tube SPME/LC-MS method was used for 
the analysis of 8-isoprostane and 8-OHdG as an oxidative stress biomarker in urine 
samples, and applied to examine the effect of smoking.
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会の到来に伴い、高齢者の加齢臭、

歯周病などによる口臭は、疾病だけでなくス
トレスや生活習慣などに起因する臭いとし
ても注目されている。また、様々な揮発性及
び不揮発性物質が呼気や皮膚から放出され
ており、これらの生体ガスや皮膚滲出液中の
生体成分が、様々な疾病の診断マーカーとし
て注目されている。しかし、有効なサンプリ
ング手法や分析法が確立されていないため、
充分な診断解析が行われていない。非侵襲的
にサンプリングが可能な生体ガスや皮膚滲
出液を用いる分析法の確立は、単に診断の簡
便迅速化を図るばかりでなく、これらの試料
に特異な新しい診断法を切り拓く糸口とな
り、学術的にも推進すべき重要な課題となっ
ている。

２．研究の目的 
本研究では、我々がこれまで開発してきた

固相マイクロ抽出(SPME)法に基づき、生体
ガスや皮膚滲出液中の成分を簡便かつ迅速
にサンプリングするための器材や、新規分析
方法を考案開発し、新しい健康診断及び疾患
診断に繋がる非侵襲的診断分析法の確立を
目的とし、以下の基礎的、応用的な研究を行
った。
(1) 皮膚ガス及び皮膚滲出液のサンプリン

グ法とサンプリング部位の検討 
(2) アルデヒド類のファイバーSPME 条件の

最適化と体臭改善効果の検討 
(3) 体臭･口臭及びがん臭関連揮発性含硫化

合物の高感度分析法の開発 
(4) インチューブ SPME LC-MS/MS 法によるス

トレス・疲労関連ホルモン類の高感度分
析法の開発 

(5) インチューブ SPME LC-MS/MS 法による酸
化ストレスバイオマーカーの高感度分
析法の開発 

３．研究の方法 
(1) 試薬及び試液 
分析対象化合物は、純度の高い分析用標準

物質を用いた。各標準物質は、メタノールに
溶解して 1 mg/mL として保存し、精製水で適
当な濃度に希釈して使用した。また、移動相
溶媒には、LC－MS 用を、その他の試薬類は、
すべて試薬特級品を用いた。 

(2) 装置及び測定条件 
 GC－MS 分析は、島津 QP-2010 GC－MS 装置を
用い、対象化合物の選択イオンを利用した
SIM モードで分析した。測定条件は、GC分離
カラムとして DB-1（60 m × 0.25 mm i.d.）
キャピラリーカラムを用い、分析対象化合物
に対して、昇温条件を最適化した。 

 LC－MS/MS 分析は、API-4000 LC－MS/MS シス
テムを使用した。測定条件は、分析対象化合
物に対して、様々な LC カラム及び移動相を
用いて分離を検討し最適化した。 

(3) ファイバーSPME 法 
Supelco製のSPMEホルダー及びファイバー

アッセンブリーからなる SPME ユニットを使
用した。試料溶液をバイアルに取り、ホット
プレートスターラー上で加熱する。次にバイ
アルのセプタムに SPME 針を貫通させ、続い
てファイバーをヘッドスペース中に露出し、
加熱により気化した物質を吸着させる。一定
時間放置後、ファイバーを収納して針を抜き、
GC－MS の注入口へ導入し、抽出された化合物
を加熱により脱離する（図 1）。 

図 1 ファイバー SPME/GC－MS 法の概要 

(4) インチューブ SPME 法 
図 2 に示すように、長さ 60 cm のキャピラ

リーカラムを1/16 インチのPEEKチューブに
通し、Supelco 製 1/16 インチの SS ユニオン
（0.25 μm）とフェラルで固定して、オート
サンプラーのインジェクションループとイ
ンジェクションニードルの間に取り付けた。
インチューブ SPME は、バイパスポジション
で計量ポンプによりメタノール吸入/吐出、
空気吸入、蒸留水吸入/吐出、サンプル吸入/
吐出(40 μL、100 μL/min、20 サイクル)、
メタノール吸入/吐出(2 μL、200 μL/min)
し、その後バルブをメインパスポジションに
切り替えて注入モードとなるようプログラ
ムした。インチューブ SPME 操作はすべて自
動的に行えるが、まず試料溶液の入ったバイ
アルをオートサンプラーにセットし、インジ
ェクションプログラムにより、計量ポンプで
キャピラリー内をメタノール及び蒸留水で
洗浄コンディショニングした後、試料溶液の
吸入/吐出を繰り返し、キャピラリー内固定
相へ化合物を吸着させる（図 2A）。次に、六
方バルブを切り替えて移動相を流して化合
物を脱離させ、移動相と共に HPLC カラムへ
移送し、分離された化合物を MS または蛍光
検出、データ解析する（図 2B）。 



図 2インチューブ SPME/LC-MS/MS システム 

(5) 試料のサンプリング法 
皮膚ガス及び皮膚滲出液のサンプリング

法として、図 3に示す 4つの方法を検討した。 

図 3皮膚ガス及び皮膚滲出液のサンプリング 
①ガラス容器に蒸留水 2mL を入れ、水が手の
ひらの皮膚に接するよう片方の手で押さえ、
皮膚滲出液を蒸留水中に抽出し、この溶液
をバイアルに入れて HS－SPME 抽出する。 

②吸引カップを用いて、セプタムを通して
SPME ファイバーを手のひらの上部に挿入し、
直接 HS－ SPME 抽出する。 

③脱脂綿で手のひらを拭き取り、バイアルに
脱脂綿を入れ、水を 2mL 加えて HS－SPME 抽
出する。 

④脱脂綿で手のひらを拭き取り、バイアルに
脱脂綿を入れ、HS－SPME 抽出する。（腋の下
から採取する場合は、ガーゼを用いた） 

 唾液試料は，Salisoft を用いて採取し，
Amicon Ultraで遠心限外濾過して高分子成分
を除いた後，直接試料として用いた。 
 尿試料は，必要に応じて Amicon Ultra で
遠心限外濾過して不溶物及び高分子成分を
除いた後，直接試料として用いた。 

４．研究成果 
(1) 皮膚ガス及び皮膚滲出液のサンプリン

グ法とサンプリング部位の検討 
 図 3に示した①～④のサンプリング法を用
いて手のひらから3種のアルデヒドを抽出し
たところ、脱脂綿で手のひらから皮膚分泌成
分を拭き取る③の方法を用い、バイアル中で
HS－SPME を行うとき最も効率よく抽出できた。
また、手を市販の石鹸で洗浄した後、70%エ
タノールで拭き取り、時間毎に脱脂綿で手の
ひらを拭き取り抽出して、洗浄後の分泌量を
検討した結果、洗浄から 1時間でほぼ一定の
分泌量に達した。サンプリング後、－20ºC 保

存で、皮膚分泌成分の減少はわずかであった。 
 脱脂綿による拭き取り法で、体の各部位か
らサンプリングして SPME/GC－ MS 分析したと
ころ、飽和アルデヒド類の総量は鼻、耳の裏
及び足が特に多く、体臭の主な原因である
2-Nonenal は腋から特に多く検出された。 

(2) アルデヒド類のファイバーSPME 条件の
最適化と体臭改善効果の検討 

 7 種のファイバーを検討したところ、65 µm 
Stable Flex PDMS/DVB ファイバーを用いると
き、いずれの化合物も効率よく抽出できた。
また、抽出条件を最適化したところ、4 mL バ
イアル中に 2 mL 溶液を入れてヘッドスペー
ス SPME を行う場合は、抽出温度 40ºC で 20
分間以上ファイバーをヘッドスペース中に
曝露することにより、効率よく抽出濃縮でき
た。なお、40 mL バイアルを用いた 2-Nonenal
単独分析では、抽出温度 30ºC で 45 分間の抽
出が最適であった。確立した SPME/GC－MS 法
を用いて作成した検量線は 5～1000 ng/mL の
範囲で、いずれも相関係数 0.99 以上と良好
な直線性が得られた。また、検出限界は 20 
pg/mL～40 pg/mL であった。日内変動と日差
変動の相対標準偏差は、いずれもほぼ 10%以
下であり、再現性良く定量できた。 
 消臭効果が期待されているフラボノイド
含有機能性食品 Aを用いて、消臭効果を検討
した。1 µg/mL 2-Nonenal 溶液 50 µL 中に 5%
食品 A のエタノール溶液 10 µL（500 µg）を
加え、0～3時間室温で放置してヘッドスペー
ス中に残存する 2-Nonenal を HS－SPME/GC－MS
分析した。食品 Aを加えて 3 時間放置すると
2-Nonenal はほとんど消失するのに対し、エ
タノールのみを加えたものでは約 80%が残存
することから、食品 Aによる消臭効果が認め
られた。また、他の抗酸化剤についても消臭
効果を検討したところ、L-アスコルビン酸に
はほとんど消臭効果は認められなかったが、
フラボン骨格を有するカテキンなどにも消
臭効果が認められた。 

(3) 体臭･口臭及びがん臭関連揮発性含硫化
合物の高感度分析法の開発 

 揮発性含硫化合物ジメチルスルフィド
(DMS)やジメチルトリスルフィド(DMTS) 及
び 3-ペンタン-2-オン(3P2O)のファイバー
SPME 条件を最適化して、GC-MS 法により簡便
迅速かつ高感度に測定する方法を確立した。
検討したファイバーの中で DMS、DMTS におい
ては StableFlex DVB/CAR/PDMS ファイバーで
抽出効率が高く、1000 rpm の撹拌速度で 50℃、
20 分間ヘッドスペース抽出する時、再現性よ
く抽出できた。一方、3P2O においては、65µm 
StableFlex PDMS/DVB ファイバーで抽出効
率が高く、1000 rpm の攪拌速度で 50℃、30
分間ヘッドスペース抽出する時、再現性よく



抽出できた。DMS、DMTS 及び 3P2O は、BPX90 
(100 m×0.25 mm i.d.) キャピラリーカラム
を用いることにより 20 分以内に良好なピー
クとして分離溶出し、SIM 法によりそれぞれ
の化合物の分子イオン及びフラグメントイ
オンを選択することにより、選択的かつ高感
度に検出できた。また、10～2000 ng/mL の範
囲で作成した検量線は、いずれの化合物も相
関係数が 0.998 以上(n=24)と良好な直線性を
示し、検出限界は 0.13～1.63 ng/mL で、フ
ァイバー法を用いることにより直接注入法 
(1 μL)に比べて約 900～8000 倍の感度を示
した。生体試料を分析したところ、皮膚ガス
からは DMTS、3P2O が、呼気ガスからは DMS、
3P2O が、唾液からは DMS のみが検出された。
健康な成人女性から数ppbレベルのDMS、DMTS
及び 3P2O が皮膚や口腔内から検出された。 

(4) インチューブ SPME LC-MS/MS 法によるス
トレス・疲労関連ホルモン類の高感度分
析法の開発 

 コルチゾール(CRT)、テストステロン(TES)、
デヒドロエピアンドロステロン(DHEA)の 3種
のホルモン類を対象とし、安定同位体標識し
た d3-TES と d4-CRT を内部標準としてインチ
ューブ SPME 条件を最適化したところ、検討
したGC用キャピラリーカラムの中でSupel-Q 
PLOT が最もよく、pH 4 に調製した試料 40 μ
Lを200 μL/minの速度で25回繰返し吸入／
吐出する時、効率よく抽出できた。同位体希
釈法により検量線を作成したところ、TES
（0.002－0.5 ng/mL，r=0.9989）、CRT（0.02
－5 ng/mL，r=0.9999）及び DHEA（0.02－5 
ng/mL，r=0.9993）であり、いずれも良好な
直線性を示した。また、検出限界は、TES、
CRT、DHEA で、それぞれ 0.4，1.3，5.4 pg/mL
（S/N=3）であり、直接注入法と比較して約
42～79 倍の感度を示した。さらに、日内及び
日差変動は，RSD がそれぞれ 1.7～7.9%及び
3.2～12.7%で再現性も良好であった。本法を
唾液試料の分析に適用したところ、安定同位
体標識内部標準を用いることによりマトリ
ックスの影響を補正でき、添加回収率はいず
れも 85％以上と良好な結果が得られた。60
分間の高速道路の運転，30 分間の筋力トレー
ニング、30分間の温泉入浴、120分間の会議、
30 分間のクレペリンテストなどの精神的･身
体的負荷により TES、CRT、DHEA の増減が認
められ、ストレスや疲労に応答した客観的な
評価が可能であることがわかった。本法は、
唾液を限外濾過するだけで直接分析でき、有
機溶媒をほとんど必要とせず、抽出濃縮、分
析、データ解析までを自動化して pg レベル
の高感度分析が可能であることから、ストレ
スや疲労の非侵襲的評価法として有用な方
法になると考えられる。 

(5) インチューブ SPME LC-MS/MS 法による酸
化ストレスバイオマーカーの高感度分
析法の開発 

 酸化ストレスマーカーである 8-イソプロ
スタン(IP)及び 8-OHdG のインチューブ SPME
条件を検討したところ、いずれも PLOT タイ
プ吸着剤を固定した Carboxene 1006 キャピ
ラリーを用い、試料 40 μL を 100 μL/min
の速度で 20 回繰返し吸入／吐出する時、効
率よく抽出濃縮できた。Zorbax Eclipse 
XDB-C8 カラム、移動相に 5 mM ギ酸アンモニ
ウム／アセトニトリルを用いて HPLC 分離し、
8-IP は ESI-ネガティブモード、8-OHdG は
ESI-ポジティブモードで LC-MS/MS、MRM検出、
定量したところ、良好なピークとして 3分以
内に溶出した。内部標準として安定同位体標
識した 8-IP-d4 または[15N5]8-OHdG 用いて作
成した検量線は 20～1000 pg/mL(8-IP)及び
0.1～10 ng/mL(8-OHdG)の範囲でいすれも相
関係数 0.999 以上と良好な直線性を示し、検
出 限 界 は 約 1.5 pg/mL(8-IP) 及 び 8.5 
pg/mL(8-OHdG)であった。本法は高感度かつ
簡便迅速で、尿試料も面倒な前処理を必要と
せず、1日に約 70 検体の全自動分析が可能で
あり、飲酒や喫煙による影響や疾患による変
動を解析できることから、酸化ストレス評価
法として有効な方法になると考えられる。 
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