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はじめに 

体液から得られる生化学的バイオマーカーは、疾患同定や薬物療法による効果

をはかる有効な方法として医薬品の創薬および開発においてよく使用されてい

ます。アセチルコリン（ACh）およびヒスタミン（HA）は非常に高極性の神経伝

達物質で、ほとんど全ての哺乳類の組織に存在し、睡眠調節、記憶や学習、免

疫反応において重要な役割を果たしています。1-3 　脳内での AChレベルの減少

は記憶障害の原因として知られており、アルツハイマー病の患者では特に不足

しています。1   このため、認知障害の治療においては、AChの放出促進が広く

研究されています。

ヒスタミンはアミノ酸であるヒスチジンの脱カルボキシル化により生じます。

ヒスタミンは蓄積されるか、またはその主要な分解酵素である histamine-N-

methyltransferaseまたは diamine oxidase によって迅速に不活性化され、2つの

主要な代謝物、tele-メチルヒスタミン（t-mHA）、tele-メチルイミダゾール酢酸

（t-MIAA）に代謝されます。脳のヒスタミンは、睡眠・覚醒サイクルの制御、覚醒、

認知、学習と記憶など幅広い生理学的機能に関わっています。2,3  統合失調症

の患者では脳脊髄液（CSF）中でヒスタミンの代謝物が増加することが知られて

います。4,5   このように、HA、t-mHA、t-MIAAの CSF中での濃度は、脳のヒスタ

ミン活性の指標として使用できる可能性があります。AChも HAとその代謝物

のいずれも生理学的に重要であるため、疾患の進行や薬物療法の指標として

その生理学的濃度の変化を測定できることが、医薬品の創薬および開発における

生化学的バイオマーカーとして非常に興味深いものとしています。
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アプリケーションの利点 

■■ CORTECS™ UPLC ® HILICカラムの分離能により

アセチルコリン、ヒスタミンおよびその代謝

物の同時定量が可能に

■■ トータル分析時間 2.5分はハイスループッ

トスクリーニングの要求に適合

■■ 96ウェルフォーマットを用いたシンプルな

サンプル調製（＜ 15分）

■■ Xevo® TQ -S 質量分析計により以前の報告よ

りも微量で希釈率の高いサンプルで高感度

を達成

図 1.　AC h、HAおよび各代謝物の構造
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ACh、HAおよびその代謝物をターゲットとする定量法の開発は、高い感度、選択性、迅速なサンプル分析

時間に対する要求から常に課題となっています。また、内因性の AC h、HAおよびその代謝物間の生体内

における濃度には非常に大きな違いがあるため、同時定量には幅広い定量のダイナミックレンジが必要です。

これら分析種の定量には数多くの分析手法（GC/MS、HPLC-EC、LC/MS）6-8 がありますが、齧歯動物の脳微小

透析液中や CSFマトリックス中の ACh、HAおよびその代謝物を同時に定量した例は僅かです。9 MS検出を

併用した逆相（RP）液体クロマトグラフィーは、サプレッションを引き起こすマトリックス成分との共溶出の

可能性や、高い水比率の溶離液条件下では MSイオン化効率がよくないことから、分析法の感度が制限され

ます。10親水性相互作用クロマトグラフィー（HILIC）は、極性分析種のクロマトグラフィーにおける保持が

向上し、極性およびイオン性化合物の混合物に対して逆相クロマトグラフィーと相補的な選択性を与え、

質量分析のレスポンスを向上させるため、困難な極性分析種の分離に近年急速に選択されるようになってきた

技術です。

ここで記載した分析法が、ヒト CSF中の ACh、HAとその代謝物を 96ウェルフォーマットで調製し同時に

定量できることを実証しました。本アプリケーションではシングルステップのサンプル調製で 20 µLのサ

ンプル希釈液を処理し、HILIC UPLC/MS/MS で分析しました。粒子径 2 µm以下の高効率の CORTECS UPLC 

HILIC カラムにより内因性マトリックスとの分離が向上して分析種の感度が向上し、また 2.5分という短い

分析時間が実現しました。結果として、医薬品創薬段階での薬物動態において必要とされるハイスループット

の要求を満たす、迅速で高感度、選択的で正確な分析が可能となりました。
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実験方法

サンプル調製

人工 CSF（a CSF）スタンダード、aCSF 品質管理（QC）サンプルまたはヒト CSF（4 mM eSerine を含む）QC

サンプル 20 µLは 1 mL 96ウェルプレートに入れ、内部標準（ISTD）として d4-アセチルコリン、d4-ヒスタミン、

d3-tele -メチルヒスタミン、d3-tele -メチルイミダゾール酢酸を各 1 ng/mL含むアセトニトリル 100 µLを添加。

プレートはふたをして混合。4000 rpmで 5分間遠心分離をかけた後、サンプル 10 µLを UPLC/MS/MSで分析。 

UPLC 条件
システム：  ACQUITY UPLC

カラム：  CORTECS UPLC HILIC 1.6 µm、2.1 × 100 mm（製品番号 186007106）

移動相 A：  100 mM ギ酸アンモニウム pH3 

移動相 B：  アセトニトリル

グラジエント：  時間（分） %A  %B  
 0 10  90

  0.75 40  60 
  1.0 40  60
  1.25 70  30
  1.9 70  30
  1.9 10  90
  2.5 10  90

流速：  0.5 mL/min

カラム温度：  45 ℃

サンプル温度：  6 ℃

注入量：  10 µL

分析時間：  2.5分

コレクションプレート： Waters® ACQUITY 1 mLコレクションプレート

MS 条件
質量分析計：  Xevo TQ-S

イオン化モード：  ESI ＋

キャピラリー電圧： 3.0 kV

脱溶媒温度：  550 ℃

コーンガス流量：  50 L / h

脱溶媒ガス流量：  900 L / h

コリジョンセル圧力： 3.58 × 10 (-3)  mbar

コリジョンエネルギー（eV）：化合物毎に最適化（表 1）

コーン電圧（V）：  化合物毎に最適化（表 1）

データ管理
クロマトグラフィー： MassLynx ® ソフトウェア 

定量：  TargetLynx™ ソフトウェア
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結果および考察

質量分析

ACh、HAおよびその代謝物の検出と定量は Waters Xevo TQ-S質量分析計でポジティブモードの ESI-MS/MS

にて行いました。ACh、HAとその代謝物、および対応する重水素化安定同位体標識された化合物（内部標

準として使用）のモニター用に選択したマルチプルリアクションモニタリング（MRM）のトランジションは

MassLynx IntelliStart ™ ソフトウェアで自動的に最適化したものです（表 1）。各 MRMトランジションに対し

25 msと短いデュエルタイムにも関わらず、MSシステムの高速切り替えにより、全ての化合物に対し 10以上

のデータポイントで同時定量が可能です。

化合物 MRMトランジション
コーン電圧
（V）

コリジョン
エネルギー（eV）

Acetylcholine 146.10 > 87.05 25 12

d4-Acetylcholine 150.20 > 91.30 30 15

Choline 104.20 > 60.10 30 15

Histamine 112.20 > 95.12 25 15

d4-Histamine 116.10 > 99.00 25 15

tele-Methylhistamine 126.10 > 109.20 25 12

d3-tele-Methylhistamine 128.80 > 112.20 25 12

tele-Methylimidazole acetic acid 141.09 > 95.05 25 12

d3 tele-Methylimidazole acetic acid 144.10 > 98.10 25 12

表 1.　ACh、Ch、HA、t-mHA、t-MIAA、および各重水素化安定同位体標識 ISTDの MS条件
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UPLC 分離

AC h、C h、HA、t-mHA、t-MIAAは高極性の低分子化合物で比較的濃度が低いため、従来の逆相（RP）クロマ

トグラフィーでは検出が困難です。また、生体マトリックス中のこれら内因性分析種の定量分析は、マトリッ

クスによる妨害、塩やその他内因性低分子化合物など関連物質との共溶出によるイオンサプレッションに

より通常困難です。9

本アプリケーションでは、ACQUITY UPLC システムで粒子径 2 µm以下の CORTECS UPLC HILIC カラムを用

いてAC h、HAおよびその代謝物のクロマトグラフィー分離を達成しました。最適ギ酸アンモニウム濃度（移

動相 A）は 100 mM、pH3でしたが、移動相 Bはアセトニトリルのみを用いました。移動相 B 90%から 30%

のグラジエントを用いた最適流速 0.5 mL/minで、カラム温度 45℃、サイクルタイム 2.5分で分析を行い

ました。

移動相添加剤の濃度は、選択性や感度、移動相と内因性マトリックスの両方の夾雑とターゲット分析種の

クロマトグラフィー分離に大きく影響しました。（20-50 mMよりむしろ）100 mMという高いバッファー

濃度により、後ろに溶出する分析種のピーク幅が大きく向上し（より狭くなり）ました。特に、高いギ酸ア

ンモニウム濃度では t-MIAAのピークテーリングが著しく低減しました。AC h、HAおよびその代謝物の定

量下限コントロール（LLQC）サンプルに対するクロマトグラフィーの保持および性能は図 2に示しました。

AC h、HA、その代謝物だけでなく AC hの同重体、iso-ACh（（3-カルボキシプロピル）トリメチルアンモニウム）

も 1.35分から 1.75分の間に、ベースラインでのピーク幅 3.7秒以内で溶出しました。 

図 2.　LLQC 濃 度（ACh/t-mHA：16 pg/mL、HA：62 pg/mL、t-MIAA：35 pg/mL、Ch：140 pg/mL）に お け る aCSF 中 ACh、Ch、HA、
t-mHA、t-MIAA の代表的クロマトグラム
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iso-ACh（（3-カルボキシプロピル）トリメチルアンモニウム）は脳内に高濃度で存在するため分析に含めま

したが、これはカルニチン生合成に関わる酵素、g-betaine hydroxylase を産生するための基質となることが

報告されています。AChと iso-AChはイソバリック（同重体）であるため、CSF中の AChを正確に定量するに

はクロマトグラフィーでの分離を確実にすることが重要です。抽出したヒト CSFサンプル（図 3）は、高濃度

で内因性 iso-AChが存在することを明らかにしました。AChと iso-ACh間のクロマトグラフィー分離および

濃度の違いを示すために、濃度 1000 pg/mLで AChをヒト CSFにスパイクしました。

図 3.　ヒト CSF 中 ACh および iso-ACh の代表的クロマトグラム（1000 pg/mLの ACh をスパイク）

 
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 

%
 

0

100

Time

MRM of 10 channels ES+ 
146.1 > 87.05 (ACH) 

2.06e7 

ACh 

iso-ACh 

1.36 

1.58 

サンプル調製

全ての分析種を定量する検量線を作成するための代替のマトリックスとして人工 CSF（aCSF）を選択しま

した。すぐに入手でき、ヒト CSFほど法外な費用はかからないため、サロゲートマトリックスとしての

aCSFの利用はより実用的な代替です。aCSFが全ての分析種の定量に対して適したマトリックスであること

を確かにするため、ACh、HA、t-mHAをスパイクしたヒト CSF QCサンプルと、Chと t-MIAAをスパイクした

aCSF QCサンプルを調製しました。ヒト CSF中には内因性の基底レベルとして高 ng/mL濃度で存在し、測定

する他の分析種に対して適切な定量範囲内でのスタンダード添加による定量が難しいため、Chと t-MIAAは

aCSFにスパイクした QCサンプルを調製しました。また、Chはヒト CSF中に高 ng/mL濃度で存在するため、

測定法のダイナミックレンジの範囲内で正確に定量するには aCSFでのサンプル希釈が必要でした。

全てのヒト CSF QCサンプルおよびヒト CSFサンプルには、Zhang、Tingley、 Tseng 等により詳細が説明され

た通り、AChから Chおよび酢酸への酵素的変換を防ぐために最終濃度 4 mMの安定剤 eSerineを含有しました。

検量線用スタンダード、ヒト CSF QCサンプル、aCSF QCサンプル、およびサンプルは 1 mL 96ウェルプレート

で調製しました。実験方法の項に記載した ISTDを含むアセトニトリル（1：5）を添加するワンステップの

サンプル希釈を行いました。96ウェルフォーマットを用いることでサンプル調製が 15分未満となり、創薬

および開発の定量分析に必要な分析のハイスループット化を促進できます。
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直線性、精度、真度

ACh、HA、t-mHA、t-MIAAの重水素化安定同位体標識スタンダード（ISTD）を定量分析に使用しました。Chの

定量には d4 AChを用いました。ACh、Ch、HA、t-mHA、t-MIAAの検量線（1/x 重み付け）は定量範囲全体に渡っ

て良好な直線性（>0.99）を示しました。ダイナミックレンジ、直線性、平均 QC真度、コントロール定量

下限値（LLQC）は表 2に、AChの代表的な検量線は図 4に示しました。 

図 4.　aCSF 中に調製した AChの代表的検量線
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Compound name: acetylcholine
Correlation coefficient: r = 0.998995, r^2 = 0.997991
Calibration curve: 0.00022621 * x + 0.000439517
Response type: Internal std ( Ref 2 ), Area * ( IS conc./IS area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

表 2.　ACh、Ch、HA、t-mHA、t-MIAA の UPLC/MS/MS 定量法の分析性能

化合物 ダイナミックレンジ 直線性 LLQC 平均QC真度

Acetylcholine 10 to 10,000 0.998 16 102.2

Choline 100 to 30,000 0.999 140 103.3

Histamine 50 to 10,000 0.998 62 105.8

tele-Methylhistamine 10 to 10,000 0.999 16 102.2

tele-Methylimidazole acetic acid 20 to 30,000 0.999 35 97.6

*LLQC: Lower Limit of Quantification Control（コントロール定量下限値）
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併行精度と再現性を評価するために、プールしたヒト CSFおよび aCSFで QCサンプルを調製しました。基底

濃度の ACh、HA、t-mHAはスパイク無しのヒト CSFを分析して決定しました。対応する QC濃度は、ヒト

CSF QC サンプルの結果から各基底濃度の平均値を差し引いて決定しました。ACh、HA、t-mHAをスパイク

したヒト CSF QC サンプルおよび Chおよび t-MIAAをスパイクした aCSF QC サンプルの代表的結果は表 3

および表 4 に示しました。aCSF およびヒト CSF 検量線用試料の検証に引き続いて、aCSF 検量線を用い

てヒト CSF 中の各分析種の内因性基底濃度を決定しました。ACh、Ch、HA、t-mHA、t-MIAAの決定した平

均基礎レベルを表 5にまとめました。真度および精度は LC/MS/MS定量法に関する F DAの規制基準を満た

していました。12,13

表 3.　ヒト CSF で調製した QCサンプル分析の AC h、HA、t-mHA 代表的結果

AC h 
スパイク濃度

最終
ACh QC濃度

平均（N=4）計算
ACh濃度

SD %CV
平均

（N=4）真度

16 20 21.7 0.5 2.4 108.5

125 130 133.7 6.9 5.1 102.8

1000 1004 1004.9 6.3 0.6 100.1

4000 4004 3893.1 75.7 1.9 97.2

HA 
スパイク濃度

最終
HA QC濃度

平均（N=4）計算
HA濃度

SD %CV
平均

（N=4）真度

62 272 268.9 11.2 4.1 98.9

250 460 487.0 18.1 3.7 105.9

1000 1210 1377.1 40.3 2.9 113.8

4000 4210 4470.3 146.4 3.3 104.4

t-mHA 
スパイク濃度

最終
t-mHA QC濃度

平均（N=4）計算
t-mHA濃度

SD %CV
平均

（N=4）真度

16 577 592.9 14.9 2.5 102.8

250 811 848.3 11.3 1.3 104.6

1000 1561 1623.7 5.4 0.3 104.0

4000 4561 4447.8 55.0 1.2 97.5
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分離、感度、分析スピード向上に向けた CORTECS UPLC HILIC カラムによるヒト CSF 中アセチルコリン、ヒスタミン

およびその代謝物同時定量のためのUPLC/MS/MS試験法の開発

表 5.　 AC h、C h、HA、t-mHA、t-MIAA それぞれについて測定したヒト CSF 中内因性平均基底濃度のまとめ

化合物
平均（N=4）計算

濃度
単位 SD %CV

ACh 4.1* pg/mL 0.2 4.9

Ch 530.0** ng/mL 16.1 3.0

HA 204.1 pg/mL 8.3 4.0

t-mHA 556.6 pg/mL 8.2 1.5

t-MIAA 20.5 ng/mL 0.0 0.1
* 定量下限以下 

** サンプルはaCSFで80倍希釈

t-MIAA aCSF QC
濃度

平均（N=4）計算
t-MIAA濃度 SD %CV

平均
（N=4）真度

0.035 0.034 0.003 10.1 97.9

0.28 0.266 0.003 1.3 96.0

1.12 1.114 0.032 2.9 100.0

4.5 4.255 0.146 3.4 96.3

Ch aCSF QC濃度
平均（N=4）計算

Ch濃度 SD %CV
平均

（N=4）真度

0.14 0.149 0.009 6.1 105.0

0.56 0.571 0.025 4.3 103.6

2.15 2.182 0.061 2.8 100.7

9.00 9.063 0.175 1.9 103.8

表 4 .　aCSF で調製した QCサンプル分析の t-MIAA および Chの代表的結果
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結論

■■ ヒト CSF 中 ACh、HAおよびその代謝物の分離と同時定量に

向けた迅速、シンプル、高感度かつ選択的な UPLC分析メソッド

を開発

■■ 96ウェルフォーマットによりサンプル調製が 15分未満で終了し、

創薬および開発分析に必要なハイスループットを提供

■■ CORTECS UPLC HILIC カラムの分離能および感度により全体の

分離と内因性マトリックス成分からの分離が向上し 2.5分の

分析時間を実現

■■ Xevo TQ-S MSの高感度により微量（20 µL）の 5倍希釈サンプル

で幅広い定量ダイナミックレンジ（10-30,000 pg/mL）と検出下

限値 10 pg/mLを達成

■■ 試験した全ての分析種に対し真度範囲 94.7-113.7％、相対標準

偏差は 0.3-10%で、QCサンプルは全ての分析種に対し容易に

FDA規制基準に適合し、非常に再現性高く正確なメソッドである

ことを示唆

■■ 記載メソッドは、医薬品開発における創薬および開発ステージ

において複数の神経学的バイオマーカーを高い選択性かつ感度

で定量する方法として有望


