
■芦笋代谢物的提取与衍生
准备了 58个国内芦笋样品和 48个国外芦笋样品。
将芦笋切成适当大小减小尺寸，并冷冻干燥。冷冻干燥后

对其进行粉碎处理以获得粉末，使用基于 Bligh ＆ Dyer方法的
预处理方案进行提取和衍生化。有关 Bligh ＆ Dyer的方法的详
细信息，请参阅目录中的“代谢组学预处理手册”（C146-2181）。

另外，将 Ribitol用作内标。

■衍生化亲水代谢物的测定
通过 GC-MS/MS对衍生化后的样品溶液进行测量。分析条

件基于我司 Smart Metabolites Database的内容。表 1显示了
详细条件。

■峰检测
使用我司的分析软件 LabSolutions InsightTM（ver.3.5）进

行了峰检测。对峰检测设置了以下规则。

★ 规则 1：
在保留指标预测的保留时间±0.08分钟以内，如果定量

离子和定性离子同时形成峰，且定量离子的峰高为 1000以上，
则定义为“检测到”（图 1）。

★ 规则 2：
对于有半数以上数据显示“检测到”的化合物，即使某些

数据不符合规则 1，也可以将接近预测保留时间的峰确定为“检
测到”（为避免“未检测到”数据是丢失值或 0：图 1）。

★ 规则 3：
如果在预测保留时间附近有两个以上应“检测到”的峰，

原则上将更接近的一个峰定义为“检测到”，但如果因为样品
而存在差异，则将半数以上样品中显示为“检测到”的峰定义
为“检测到”（为了避免样品不同“检测到”不同峰：图 2）。

LabSolutions Insight具有最佳的峰检测功能，即使需要进
行大量数据（例如机器学习）的分析，也可以在短时间内完成。
另外，此次通过使用 GC-MS/MS进行测定，发现了许多峰型较
好的峰，进而检测到许多物质（共 217种成分）。

GC/MS

使用 Smart Metabolites DatabaseTM 
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伪造农作物产地是农业和食品业界普遍存在的问题，至今，
为了判别农作物产地研发出了各种各样的方法。通常，很难根
据农作物的天然生物学信息（遗传信息等）来进行判别，因此
会使用农作物后天体内存在的物质信息进行判定。其中，以农
作物从体外摄取的元素信息为基础进行判别的方法具有极好的
稳定性，并且已经研究多年。
另一方面，在农作物体内后天产生的物质中，除了从体外

摄取的物质之外，还存在体内产生的物质，例如氨基酸、有机酸、
脂肪酸和糖。这些物质被统称为代谢物，是许多农作物中共同
含有的物质，但即使是相同品种的农作物，其代谢物浓度也会
随着周围环境的变化而动态变化。如果可以全面测定此类作物
中的代谢物，以找到特定农作物品种中各产地代谢物的浓度比
率，则有可能将其用于农作物产地判别。
在本文中，使用可以同时测量 377种亲水性代谢物成分的

Smart Metabolites Database，对共 106种国内外芦笋样品中
的代谢物进行了测量，并建立了判别国内外产品的模型，其判
定精度可达 90％左右。

T. Sakai

表 1 测定条件

GC-MS ： GCMS-TQTM8040 NX

色谱柱 ： BPX-5 (30 m x 0.25 mm, 0.25 μm)

- GC -

进样模式 ： 分流 (30 : 1)

气化室温度 ： 250 ° C

柱温箱温度 ： 60 ° C (2 min) → (15 ° C /min) → 330 ° C (3min)

控制模式 ： 线速度 (39.0 cm/sec)

吹扫流量 ： 5.0 mL/min

- MS -

采集模式 ： MRM

离子源温度 ： 200 ° C

接口温度 ： 280 ° C

事件时间 ： 0.25 sec

GC/MS

TM

注入モード : Split (30 : 1)
気化室温度 : 250 °C
カラムオーブン温度 : 60 °C (2 min) → (15 °C /min) → 330 °C

(3min)
制御モード :線速度 (39.0 cm/sec)
パージ流量 : 5.0 mL/min

アスパラガスからの代謝物の抽出と誘
導体化
アスパラガスは、国産58サンプル、外国産48サンプルを

準備しました。
適切な大きさにカットしたアスパラガスを縮分し、凍結

乾燥させました。凍結乾燥後に粉砕処理を行い、得られた
粉末に対し、Bligh & Dyerの方法をベースとした前処理プロ
トコルにて抽出・誘導体化しました。Bligh & Dyerの方法に
ついては当社カタログの「メタボロミクス前処理ハンド
ブック」（C146-2181）をご参照ください。
なお、内部標準にはRibitolを用いました。

表1 測定条件

-- GGCC --

-- MMSS --
測定モード : MRM
イオン源温度 : 200 °C
インターフェース温度 : 280 °C
イベント時間 : 0.25 sec

誘導体化した親水性代謝物の測定
誘導体化後のサンプル溶液をGC-MS/MSで測定しました。

分析条件は、当社Smart Metabolites Databaseの内容に準拠
しました。表1に詳細な条件を示します。

GC-MS : GCMS-TQTM8040 NX
分析カラム. : BPX-5 (30 m x 0.25 mm, 0.25 μm)

* サンプルは独立行政法人農林水産消費安全技術センター（FAMIC）様
からご提供いただき、前処理に関してもご協力いただきました。

ピークの検出
当社解析ソフトウェアのLabSolutions InsightTM (ver. 3.5)

を用いて、ピークの検出作業を行いました。ピーク検出に
関しては下記のルールを設定しました。

★ルール1:
保持指標から予測された保持時間±0.08 分以内に、定量

トランジションと確認トランジションが同時にピークを形
成しており、かつ定量イオンの高さが1000以上のものを
「検出」とする（図1）。

★ルール2:
半数以上のデータで「検出」となっている化合物に関し

ては、いくつかのデータでルール1を満たさない場合でも、
予測された保持時間付近のピークを以て「検出」とする
（「非検出」のデータが欠損値または0となることを回避す
るため：図1）。

★ルール3:
予測された保持時間付近に2本以上の「検出」とするべき

ピークがある場合は基本的には近い方のピークを「検出」
とするが、それがサンプルによって異なる場合には、半数
以上のサンプルで「検出」とされたピークの方を「検出」
とする（サンプルによって異なるピークが「検出」とされ
るのを回避するため：図2）。

LabSolutions Insightは、このようなピーク検出作業に最適
な機能を有しており、機械学習など多数のデータが必要と
なる解析でも短い時間で作業が可能です。また、今回は
GC-MS/MSで測定したことにより、形状の安定したピーク
が多く、結果として多くのピークを検出することができま
した（計217成分）。

農作物の産地偽装は農業・食品業界における普遍的な課
題であり、今日まで産地判別のためのさまざまな手法が開
発されてきました。一般的に、遺伝情報など農作物が先天
的に持つ生体情報をもとに判別を行うことは難しいため、
後天的に農作物の体内に発生する物質の情報が用いられま
す。中でも農作物が体外から取り入れる元素の情報をもと
に判別を行う手法は安定性に優れ、長年研究されてきまし
た。
一方で、農作物体内に後天的に発生する物質の中には、

体外から取り入れられる物質のほかに、アミノ酸、有機酸、
脂肪酸、糖など、体内で産生される物質があります。これ
らは総称して代謝物と呼ばれ、多くの農作物に共通して含
まれており、その存在濃度は、同じ品種の農作物でも周囲
の環境に合わせてダイナミックに変化すると考えられます。
このような農作物内の代謝物を網羅的に測定することで、
特定の農作物品種における各産地の代謝物の存在比パター
ンを見出すことができれば、農作物の産地判別に利用でき
る可能性が考えられます。
本稿では、親水性の代謝物377成分を同時測定できる

Smart Metabolites Database を用いて、国産および外国産
のアスパラガス計106サンプル中の代謝物を測定し、国産
と外国産を判別するモデルを作成し、約90%の精度で判別
できることを確認しました。

T. Sakai

*样品由独立行政法人农林水产消费安全技术中心（FAMIC）提供，他们
在预处理方面也给予了大力协助。
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サンプルの安定性の検証
胆汁酸22種類の標準品各8 μgに先述の前処理を行い、最

初の分析を行ってから20時間後に再度分析を行いました。
その時のピークの相対強度（最初の分析時のピーク強度と
の比）を表2の「20時間後のピーク面積の相対値」列に示
しました。全ての胆汁酸ピークで、70% - 120%の良好な再
現性を示しました。また、38時間後にも同様に分析を行っ
たところ、いくつかの胆汁酸ではピーク面積値が減少傾向
を示しましたが、それ以外の多くの胆汁酸では安定的に測
定が可能でした。

定量精度の確認
胆汁酸22種類の標準品各8 μgに先述の前処理を行い、ス

キャンモードにてGC-MS分析を行いました。図4にCholic
acidのピークを示します。

各胆汁酸の保持時間とマススペクトルを確認した後、胆
汁酸22種類の標準品混合物0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10, 50, 100, 500
ngに関して上述と同様に処理してSIM分析を行い、Cholic
acid-d5を内部標準として、内部標準法による検量線を作成
しました。検量線を図5に示します。各胆汁酸のダイナミッ
クレンジおよび直線性は表２の通りでした。一つの標準品
から複数のピークが検出された化合物に関しては、各ピー
クをカッコ付きの数字で示しました。またダイナミックレ
ンジ内の最小濃度での、n = 3における再現性も表2に示し
ました。

表 2 22胆汁酸の測定結果

図 4 Cholic acid 8 μgのマスクロマトグラム

図 5 Cholic acid の検量線

R2 = 0.9994

本文書に記載されている製品は、医薬品医療機器法に基づく医療機器として承認を受けておりません。
治療診断目的およびその手続き上での使用はできません。
GCMS-QPは、株式会社島津製作所の日本およびその他の国における商標です。
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样品 1

定量离子的保留时间 
= 8.93分钟

（与预测保留时间
的差 ≦ 0.08）

定性离子
与定量离子
同时形成峰

样品 2 样品 3

样品1满足规则1，因此定义为“检测到”峰

预测保留时间 = 8.93分钟

样品2也满足规则1，因此定义为“检测到”峰 样品3不满足规则1，但由于样品1和2为
“检测到”，因此将接近预测保留时间
的峰定义为“检测到”（“未检测到”不用0替换）

图 1 规则 1 和规则 2 示例

左侧峰
保留时间 = 
17.70分钟

预测保留时间 = 17.74分钟

右侧峰
保留时间
 = 17.77分钟

在样品1中，由于右侧峰更接近预测的
保留时间，因此将右侧峰定义为
“检测到”

样品 1 样品 2 样品 3

在样品2中，也由于右侧峰更接近预测的
保留时间，因此将右侧峰定义为
“检测到”

在样品3中，虽然左侧峰更接近预测的
保留时间，但是样品1和2将右侧峰定义为
“检测到”，所以样品3中将右侧峰定义为
“检测到”（为了避免不同样品“检测到”
峰不同）。

图 2 规则 3 示例

左侧峰
保留时间 
= 17.70分钟

预测保留时间 = 17.74分钟

右侧峰
保留时间
 = 17.77分钟

左侧峰
保留时间 
= 17.71分钟

预测保留时间 = 17.74分钟

右侧峰
保留时间
 = 17.78分钟

■创建产地判别模型
在完成峰检测之后，将每个峰的高度作为数据矩阵输出，

并执行与应用报告 M282中所述相同的数据预处理。使用上述
规则进行峰检测的结果是，该数据中没有包含缺失值的数据矩
阵，因此省略了缺失值处理。对于内标峰低于标准值的样品，
认为其在衍生化步骤中存在缺陷，已从数据矩阵中删除。对于
其他样品，使用的是将每个峰面积值除以内标的峰面积值并通
过 z分数归一化而获得的数据。

与应用报告 M282一样，将所有样品随机分为训练组和测
试组，并确认了检测到峰的 217 种成分的箱形图和异常值分
布，选择了对判别有效的 13种成分。使用这 13种成分，用随
机森林算法创建了一个产地判别模型。将样品中的训练组和测
试组随机交换 50次，并分别使用此处创建的模型计算预测精
度，发现模型精度的均值为 91.7％。图 3显示了该模型典型的
Confusion Matrix和 ROC曲线。

该实验表明，亲水性代谢物的全面测量可用于判别农作物
的产地。

图 3 芦笋产地判别模型中的 Confusion Matrix（上）和 ROC曲线（下）

Smart  Metabo l i tes  Database、GCMS-TQ 和
LabSolutionsInsight是岛津制作所株式会社在日本及
其他国家所使用的商标。此外，本文中出现的公司
名称和产品名称是各公司的商标及注册商标。
本文中可能对“TM”和“®”进行了省略。


