
食品成分分析：自動誘導体化アミノ酸分析 
‐ACQUITY UPLC H-Class/TUV/QDaを用いた自動誘導体化分析 ‐ 

アプリケーションのメリット 
・プレ誘導体化を自動化したアミノ酸分析 
・シンプルな誘導体化での分析 
・有機溶媒除タンパク溶液を直接分析 
・アミノ酸の高分離・UV検出 
・質量分析計接続可能な移動相条件 
・これまでにない簡便な質量分析計 
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はじめに 
アミノ酸は両性かつ高極性化合物であり、選択的なUV吸収がないため分
離や検出方法に特徴的な技術が必要となります。アミノ酸の分析にはカ
ラム分離後に誘導体化するポストカラム法とカラム分離前に誘導体化す
るプレカラム法があり、それぞれ特徴が異なります。 
 
１．ポストカラム法 

アミノ酸を等電点を利用してフリーの状態で分離し、その後誘導体化し
て検出する方法です。フリーのアミノ酸の分離は逆相では困難なため、
イオン交換クロマトグラフィーが用いられます。誘導体化試薬としては
ニンヒドリンやo-フタルアルデヒド(OPA)が用いられます。 

ニンヒドリンは1級、2級アミノ酸と反応しますが、OPAは1級アミノ酸
のみ反応するためOPAを用いる場合は酸化開環させる試薬など分離後の
誘導体化試薬が複数必要となります。 

誘導体化が自動で行え、誘導体化がマトリックス影響を受けにくい利点
がありますが、イオンクロマトグラフィーによる分離のため分離に時間
を要すること、装置構成が複雑で専用機となること、検出波長に対して
バックグラウンドが上昇しない反応試薬を選択することが必要で感度が
プレカラム法より低いというデメリットもあります。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1. ニンヒドリン試薬の反応例 

図2. OPA試薬の反応例 
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２．プレカラム法 

アミノ酸のアミノ基を誘導体化試薬、例えば
FMOC、PITC、Dabsyl-Clなどによりあらか
じめ誘導体化し、誘導体化体の疎水性を利用
して逆相で分離し、検出する方法です。 

試薬消費量が少なく、装置構成がシンプル、
ポストカラム法と比べバックグラウンドノイ
ズで高感度などの利点がありますが、誘導体
化に適した試料調製、マニュアルでの誘導体
化、誘導体化アミノ酸と余剰の反応試薬との
カラム分離、誘導体化後の安定性が必要など
のデメリットがあります。 
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図3. FMOC試薬の反応例 

３．プレカラム法（自動誘導体化） 

近年、マニュアルで誘導体化を行わずにバイヤルやサンプルニードル内で誘導体化を自動で行い、逆相で分析するプレカラム法
が使用されるようになってきました。反応試薬にはOPAとFMOCの両方が用いられています。1級、2級アミノ酸を誘導体化して
逆相にて分離分析するためには、それぞれの反応試薬の特徴と誘導体化物の分離特性を利用し、下記の特徴があげられます。 
 
１）OPA誘導体化物の安定性 
OPA試薬は反応後の誘導体化物の安定性が低いため、一般的にはポストカラム法の試薬として用いられます。このため、自動誘
導体化法でもバイアル内で誘導体化した場合、反応後のバイアルから連続測定を行うと経時的な感度の減少が起こり、再現性が
低下します。再現性の測定を行うにはサンプル溶液を複数のバイアルに分けて誘導体化して測定する必要があります。   
 
２）１級、２級アミノ酸の反応 
ニードル内にてOPA試薬で誘導体化を行えば安定的に誘導体化物の測定が可能となりますが、OPAは1級アミノ酸のみと反応す
るため、2級アミノ酸は誘導体化されません。このため、OPAで誘導体化後にFMOCで誘導体化する必要があります。 
 
３）検出波長 
OPAとFMOCで誘導体化した場合はそれぞれ検出波長が異なるため、測定中の波長切り替えやPDA検出器が必要となります。蛍
光検出器でも測定可能ですが蛍光検出器では消光(クエンチング)する成分の感度が不十分な場合があります。 
 
４）誘導体化物のカラム分離 
FMOCは1級、2級アミノ酸と反応し、疎水性が高い試薬のため、導入されたアミノ酸の違いにより逆相にて分離することが困難
です。このため疎水性が小さく導入されるアミノ酸の違いによって分離しやすいOPAが用いられます。 
 
５）サンプル調製 
OPAの分離特性を利用する場合は、アセトニトリルで除タンパクした有機溶媒含有率が高いサンプル溶液をそのまま測定すると、
分析初期に溶出する極性の高いアミノ酸の分離が損なわれます。このため、有機溶媒で除タンパクしたサンプルについては水希
釈や溶媒除去の処理が必要となります。 
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より分離性能の高いカラムやシステムを用いることに
より、FMOCのみの簡単な自動誘導体化法で分析が可
能となり、より効率よく高い品質の分析が実現できま
す。本アプリケーションではACQUITY UPLC H-
Class/TUV/QDaシステムを用いた、より簡単な自動
誘導体化法によるアミノ酸分析メソッドについてご紹
介します。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ACQUITY UPLC H-Class/TUV/QDaシステム 



誘導体化試薬 

緩衝液: 0.5 M-ホウ酸緩衝液(pH=10.2) 

反応試薬: 5 mg/mL FMOC溶液 

 (アセトニトリル溶解、用事調整) 

 

LC 条件 

LC システム: ACQUITY UPLC  H-Class 

 TUVシステム 

カラム: ACQUITY UPLC BEH C18 

 1.7 μm, 2.1 x 150 mm  

カラム温度: 55 ℃ 

サンプル温度: 10 ℃ 

洗浄溶媒: 50%-アセトニトリル水溶液 

移動相 A: 水 

移動相 B: アセトニトリル 

移動相 C: 400 mM-NH4HCO3/ 

 100 mM-CH3COONH4水溶液 

流速: 0.4 mL/min 

注入: 反応試薬 0.3 μL 

 緩衝液 0.1 μL 

 サンプル溶液 0.3 μL 

 緩衝液 0.1 μL 

 反応試薬 0.3 μL 

 エアー 0.1 μL×3回 

プレインジェクター容量:100 μL 

グラジエント:  

 

 

 

分析時間: 15分 

検出波長: 262 nm 

 

 

MS 条件 

MS システム: ACQUITY QDa検出器 

イオン化モード: ESIポジティブ 

分析モード: SCAN 

キャピラリー: 1.5 kV 

コーン電圧:  15 V  

脱溶媒温度: 600 ℃ 

脱溶媒ガス: 1200 L/hr 

マスレンジ: m/z = 100-600 

 

分析条件 分析カラム 
FMOC誘導体化アミノ酸は酸性移動相条件では分離が困難なため、塩基
性移動相での分離が必要となります。一般的なODSカラムでは高pH条
件下では使用できませんが、WatersのBEHカラムは基材としてシリカ
ゲルにエチレン架橋を施したエチレン架橋ハイブリット(BEH)パーティ
クルを使用し、基材と官能基をトリファンクショナルで結合しているた
め、広いpHレンジと温度にて安定的に使用することが可能です(図4) 。 

時間（分） A% B% C% Curve 

0.0  79.5 18.0 2.5 6 
8.0 54.5 43 2.5 6 
8.1  7.5 90 2.5 11 
10.5 79.5 18 2.5 11 
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図4. BEHパーティクルとトリ
ファンクショナル結合 

pH範囲:１～１２ 
温度範囲:高pH 60℃ 
      低pH 80℃ 

分離条件 
H型アミノ酸にAsn、Gln、Trpを加えた20種のアミノ酸標準溶液のUV
クロマトグラム(262 nm)を図5に示します。 

高速・高分離が可能なカラムとUPLCシステムを用いることにより、 20
種のアミノ酸は9分で分離されます。余剰のFMOC試薬は誘導体化アミ
ノ酸より疎水性が高いため、最も溶出の遅いフェニルアラニン(Phe)の
後に溶出されアミノ酸分析には妨害となりません。 

標準溶液1～100 pmol/μLでの検量線の直線性は全成分において
R^2=0.999以上、保持時間の%RSDは0.2%以下と良好な直線性と再
現性を示し、サンプル濃度に誘導体化効率が依存せずに測定できます。  

 
 

図5. 20種のアミノ酸標準溶液のUVクロマトグラム(10 pmol/µL) 
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結論 
アミノ酸の自動誘導体化分析において、高速高分離が達成できるACQUITY UPLCカラム、ACQUITY UPLC H-Classを用いるこ
とにより、分離困難であったFMOC誘導体化アミノ酸の分離分析が可能となりました。これによりサンプル前処理の低減が図れ、
より簡便なアミノ酸分析が可能となります。また、ACQUITY QDa検出器を接続することにより、簡単に質量分離と質量情報が
得られ多くのアミノ酸成分の分析に対応可能となります。 
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サンプル分析 
水で100倍に希釈した醤油溶液とアセトニトリルを1:3で混合し除タンパク後、遠心分離を施し、直接アミノ酸分析を行った結
果を図6に示します。除タンパク後の溶液は有機溶媒比率が高いためOPAにて誘導体化する場合にはピーク形状がブロードにな
り、分離が損なわれる場合があります。FMOCで直接誘導体化する場合は、FMOCの疎水性が高いため除タンパク後の試料を
直接分析することができます。 

また、これまでのMS検出器とは異なり、チューニングが不要で光学検出器と同様の使いやすさを有するACQUITY QDa検出器
と接続することで、近接または同時溶出のアミノ酸も質量分離が可能なため、より多くのアミノ酸分析に対応可能となります。 

 

図6. 除タンパク後の醤油溶液の直接注入におけるUVクロマトグラム 
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図7. ACQUITY QDaによる醤油サンプル中の近接ピークのマスクロマトグラム 
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