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最近研究表明，肠道菌群有助于维持和促进宿主的健康。

在肠道菌群研究领域，全面测定代谢产物需要使用质谱仪，但
在目标明确的情况下（例如，对通过微生物代谢生成的短链脂
肪酸进行定量），一般使用 HPLC。

在这里为您介绍从猴粪便中萃取代谢产物，使用有机酸快
速分析色谱柱测定粪便中所含短链脂肪酸的示例。

M. Nakashima, T. Hattori

■标准试样的分析例
Shim-pack Fast-OA是离子排斥模式的色谱柱，分离以短

链脂肪酸为首的酸性化合物。保留行为随流动相组成和温度而
变化，因此，根据分析物化合物的不同调整柱温，进行条件优化。
图 1所示为 35～ 50℃下的短链脂肪酸保留时间。从中可知，
洗脱顺序不会因温度的变化而发生变动，通过提高温度，可以
使保留变弱。在不影响分离的情况下，本研究中采用了分析时
间更短的 50℃。

使用同为离子排斥模式色谱柱的 Shim-pack SCR-102H和
Shim-pack Fast-OA对短链脂肪酸混合标准液 6种成分进行分
析时的分析条件如表 1所示，色谱图如图 2所示。使用 Shim-

pack SCR-102H时，每个样品的分析时间需要 30分钟左右，
而在使用 ShimpackFast-OA时，可以在 10分以内洗脱强保留
的戊酸峰。

Shim-pack SCR-102H色谱柱长 300mm，可实现高分离度，
但像本次这样分析短链脂肪酸时，则存在分析时间过长的问题。
离子排斥色谱法很难通过变更分析条件等措施大幅缩短分析时
间，但与过去相比，颗粒直径小，并可以根据分析对象选择色
谱柱数量 的 Shim-packFast-OA可以有效缩短分析时间。
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有機酸高速分析カラム Shim-pack™Fast-OA
による腸内細菌叢研究の生産性向上 

 

最近の研究により、腸管内に生育する菌叢、腸内細菌叢が
宿主の健康維持や増進に寄与していることが示唆されてい
ます。腸内細菌叢の研究分野では代謝物を網羅的に測定する
ために、質量分析計が活用されていますが、ターゲットが明
確である場合（例えば微生物代謝により生成された短鎖脂肪
酸の定量）には HPLC が使用されます。 

ここでは、サル糞便から代謝物を抽出し、糞便中に含まれ
る短鎖脂肪酸を有機酸高速分析カラムを用いて測定した例
をご紹介します。 

M. Nakashima, T. Hattori 
 
 標準試料の分析例 

Shim-pack Fast-OA はイオン排除モードのカラムで、短鎖
脂肪酸をはじめとした酸性化合物を分離します。保持挙動は
移動相濃度や温度によって変化するため、分析対象化合物に
よって、カラム温度を調整することで条件の最適化を行いま
す。図 1 に 35～50 ℃における短鎖脂肪酸の保持時間を示し
ます。温度による溶出順の変動はなく、温度を上げることで
保持が弱くなることが分かります。本検討では分離を損なわ
ずより短時間で分析可能な 50 ℃を採用しました。 

同じくイオン排除モードカラムである Shim-pack SCR-
102H と Shim-pack Fast-OA を用いて短鎖脂肪酸混合標準液
6 成分を分析した際の分析条件を表 1 に、クロマトグラムを
図 2 に示します。Shim-pack SCR-102H を用いた場合、1 サ
イクルあたりの分析時間は 30 分程度要しましたが、Shim-
pack Fast-OA では 10 分以内に保持の強い吉草酸ピークの溶
出を確認しました。 

Shim-pack SCR-102H は 300 mm のカラム長を活かした高
分離が可能であるという特長を持ちますが、今回のように短
鎖脂肪酸を対象とした場合は、分析時間が課題となります。
イオン排除クロマトグラフィーでは分析条件等の変更によ
る分析時間の大幅短縮が困難ですが、従来より粒子径が小さ
く、分析対象によりカラムの本数を選択できる Shim-pack 
Fast-OA により効果的に分析時間が短縮できます。 

 

表 1 分析条件 
Column : Shim-pack Fast-OA 

(100 mm L. × 7.8 mm I.D., 5 µm) 
Shim-pack SCR-102H 
(300 mm L. × 8.0 mm I.D., 7 µm) 

Guard column : Shim-pack Fast-OA (G) 
Shim-pack SCR-102H (G) 

Mobile phase : 5 mmol/L p-toluenesulfonic acid 
（有機酸分析移動相試薬セット 移動相） 

Flow rate : 0.8 mL/min 
pH buffering 
solution 

: 5 mmol/L p-toluenesulfonic acid 20 mmol/L Bis-Tris 
0.1 mmol/L EDTA 
（有機酸分析移動相試薬セット pH 緩衝化試薬） 

Flow rate : 0.8 mL/min 
Column 
temperature 

: 50 ℃ 

Detection : Conductivity detector (CDD-10Avp) 
Injection volume : 10 µL 

 
図 1 短鎖脂肪酸の保持挙動 

 

 
図 2 標準試料のクロマトグラム（各 500 mg/L） 

 
 検量線 

各短鎖脂肪酸について 5, 10, 50, 100, 500, 1000（mg/L）の
濃度範囲における検量線を作成しました。直線性寄与率と
5 mg/L における面積値再現性を評価した結果を表 2 に示し
ます。寄与率（r2）は 0.999 以上、面積値再現性は 5%以下と
良好な結果が得られました。 

 

表 2 直線性寄与率と面積値再現性 
 Linearity 

(r2) 
Reproducibility 

(N=6, %RSD) 
Acetic acid 0.9997 1.36 

Propionic acid 0.9997 3.51 
Isobutyric acid 0.9997 2.48 

Butyric acid 0.9998 2.24 
Isovaleric acid 0.9999 3.40 

Valeric acid 0.9997 1.95 
 
 サンプルおよび前処理 

試料として用いたサル糞便は、現場で凍結し、-80 ℃で冷
凍保管しました。図 3 に前処理手順を示します。糞便 100 mg
にりん酸緩衝生理食塩水（PBS）700 µL を添加後、撹拌し、
その上清を遠心分離、限外濾過したものを分析用サンプルと
しました。 
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图 1 短链脂肪酸的保留行为

图 2 标准试样的色谱图（各 500mg/L）

表 2 线性和面积重现性

表 1 分析条件
Column ： Shim-pack Fast-OA

(100 mm L. × 7.8 mm I.D., 5 μm)
Shim-pack SCR-102H
(300 mm L. × 8.0 mm I.D., 7 μm)

Guard column ： Shim-pack Fast-OA (G)
Shim-pack SCR-102H (G)

Mobile phase ： 5 mmol/L p-toluenesulfonic acid
（有机酸分析流动相试剂套装 流动相）

Flow rate ： 0.8 mL/min

pH buffering solution ： 5 mmol/L p-toluenesulfonic acid 20 
mmol/L Bis-Tris
0.1 mmol/L EDTA
（有机酸分析流动相试剂套装 pH缓冲
化试剂）

Flow rate ： 0.8 mL/min

Column temperature ： 50 ℃
Detection ： Conductivity detector (CDD-10Avp)

Injection volume ： 10 μL
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■标准曲线
针对各短链脂肪酸制作了 5,10,50, 100,500,1000（mg/L）

浓度范围的标准曲线。对线性和 5 mg/L样品的面积重现性进行 

评价的结果如表 2 所示。得到了 r2>0.999、面积 RSD<5% 的
良好结果。

■样品及预处理
作为试样使用的猴粪便现场冷冻，在 -80℃条件下冷冻保

存。图 3所示为预处理步骤。向 100 mg的粪便中加入 700 μL

磷酸盐缓冲生理盐水（PBS）后进行搅拌，对上清液进行离心分
离并超滤，获得用于分析的样品。
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図 1 短鎖脂肪酸の保持挙動 

 

 
図 2 標準試料のクロマトグラム（各 500 mg/L） 
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 実試料の分析例 

試料であるサル糞便はそれぞれ A 地点、B 地点、C 地点か
ら、計 5 頭分を採取しました。試料の詳細を表 3 に、採取地
点の概略図を図 4 に示します。 
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ました。図 5 にサンプル 2 のクロマトグラムを示します。t0
付近（2.5 min 付近）に前処理で使用したりん酸を含む緩衝
液由来の大きなピークが観察されましたが、腸内細菌叢の研
究分野で特に重要な酢酸以降に溶出する短鎖脂肪酸のピー
ク（図 5、4 min 以降）については、問題なく定量すること
ができました。 
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表 4 にはサンプル 1～5 までの各短鎖脂肪酸含有量を示し

ます。サンプル１については排泄から採取までに一定時間が
経過していたこともあり、短鎖脂肪酸がほとんど存在しませ
んでした。これは排泄から採取までの間に、短鎖脂肪酸が揮
発したか、糞便中の微生物により、代謝されたことによると
考えられます。このことから、腸内細菌叢の影響を糞便から
正しく測定するためには排泄後なるべく短い時間でサンプ
ルを採取し、微生物代謝や揮発を防ぐ条件で保管することが
重要と言えます。 
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象とされる短鎖脂肪酸の分析を行った結果、10 分以内で夾
雑成分の影響を受けることなく、対象化合物の定量を行うこ
とができました。5 匹のサルの糞便中の短鎖脂肪酸含有量を
測定した結果、排泄後、半日以上経過した検体については、
短鎖脂肪酸がほとんど存在せず、排泄直後に凍結処理を施し
た検体については短鎖脂肪酸の有無を十分な感度で測定す
ることができました。 
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图 3 猴粪便的预处理方法

图 4 采样地点简图

图 5 样品 2的色谱图

表 4 各样品的短链脂肪酸含量

■实际试样分析
猴粪便样品分别在 A、B、C三点采集共计 5只猴子的粪便。

样品详情如表 3所示，采集地点如图 4所示。

■总结
短链脂肪酸是肠道菌群研究中的常见分析对象。本研究使用 Shim-

pack Fast-OA在 10分以内完成了短链脂肪酸的定量分析，且不受杂质
的影响。在对 5只猴子的粪便中短链脂肪酸含量进行测定后发现，排泄
后经过半天以上的检体几乎不存在短链脂肪酸，而在排泄后立即实施冷
冻处理的检体则可以高灵敏度地测定短链脂肪酸。

表 4所示为样品 1～ 5的各短链脂肪酸含量。样品１从排泄至采
集经过了一定的时间，因此，几乎不存在短链脂肪酸。可能是因为短链
脂肪酸在从排泄至采集期间因为挥发，或者通过粪便中的微生物代谢而
损失。基于上述原因，为了通过粪便准确测肠道菌群的影响，需要在排
泄后尽可能短的时间内采集样品，并且在防止微生物代谢和挥发的条件
下进行存放。

按照图 3所示的步骤对上述 5个样品进行预处理后，按照表１所示
的条件（使用 Shim-pack Fast-OA）进行 HPLC分析。图 5所示为样品 2

的色谱图。在 t0（2.5 min）附近观察到了预处理中引入的磷酸缓冲液峰，
但在肠道菌群的研究领域特别重要的、在乙酸之后洗脱的短链脂肪酸谱
峰（图 5、4 min以后）可以准确定量。
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样品名 采样地点 猴 截至冷冻处理的过程
1 A 地点 不明 经过半天～ 1天
2 B 地点 4岁 雄 排泄后
3 B 地点 2岁 雄 排泄后
4 C 地点 成年 雌 排泄后
5 C 地点 成年 雌 排泄后
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図 3 サル糞便の前処理方法 

 
 実試料の分析例 

試料であるサル糞便はそれぞれ A 地点、B 地点、C 地点か
ら、計 5 頭分を採取しました。試料の詳細を表 3 に、採取地
点の概略図を図 4 に示します。 

 

表 3 試料の詳細 
サンプル名 採取場所 サル 凍結処理までの経過 

1 A 地点 不明 半日～1 日経過 
2 B 地点 4 歳 オス 排泄直後 
3 B 地点 2 歳 オス 排泄直後 
4 C 地点 大人 メス 排泄直後 
5 C 地点 大人 メス 排泄直後 

 

 
図 4 採取地点の概略図 

 
上記 5 つのサンプルについて、図 3 の手順で前処理後、表１

の条件（Shim-pack Fast-OA を使用）にて、HPLC 分析に供し
ました。図 5 にサンプル 2 のクロマトグラムを示します。t0
付近（2.5 min 付近）に前処理で使用したりん酸を含む緩衝
液由来の大きなピークが観察されましたが、腸内細菌叢の研
究分野で特に重要な酢酸以降に溶出する短鎖脂肪酸のピー
ク（図 5、4 min 以降）については、問題なく定量すること
ができました。 

 

図 5 サンプル 2 のクロマトグラム 

 
表 4 にはサンプル 1～5 までの各短鎖脂肪酸含有量を示し

ます。サンプル１については排泄から採取までに一定時間が
経過していたこともあり、短鎖脂肪酸がほとんど存在しませ
んでした。これは排泄から採取までの間に、短鎖脂肪酸が揮
発したか、糞便中の微生物により、代謝されたことによると
考えられます。このことから、腸内細菌叢の影響を糞便から
正しく測定するためには排泄後なるべく短い時間でサンプ
ルを採取し、微生物代謝や揮発を防ぐ条件で保管することが
重要と言えます。 

 

表 4 各サンプルの短鎖脂肪酸含有量 

 
Amount of compounds (×10-2 mol/kg) 

Acetic 
acid 

Propionic 
acid 

Isobutyric 
acid 

Butyric 
acid 

Isovaleric 
acid 

Valeric 
acid 

Sample 1 0.042 ----- ----- ----- ----- ----- 

Sample 2 5.6 0.99 ----- 1.0 0.16 0.23 

Sample 3 5.5 0.96 ----- 0.90 0.19 0.34 

Sample 4 5.8 1.3 ----- 1.2 ----- 0.25 

Sample 5 6.3 0.88 ----- 0.84 ----- 0.23 

 
 まとめ 

Shim-pack Fast-OA を用いて、腸内細菌叢の研究分野で対
象とされる短鎖脂肪酸の分析を行った結果、10 分以内で夾
雑成分の影響を受けることなく、対象化合物の定量を行うこ
とができました。5 匹のサルの糞便中の短鎖脂肪酸含有量を
測定した結果、排泄後、半日以上経過した検体については、
短鎖脂肪酸がほとんど存在せず、排泄直後に凍結処理を施し
た検体については短鎖脂肪酸の有無を十分な感度で測定す
ることができました。 

 

本アプリケーションニュース作成にあたり、サル糞便のご提供並びにご指導を中部大学 創発学術院の牛田一成教授にご協力頂きました。 
Shim-pack 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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Amount of compounds (×10-2 mol/kg)

Acetic 
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Propionic 
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Butyric 
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Isovaleric 
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Valeric 
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 Sample 1 0.042 ----- ----- ----- ----- -----

Sample 2 5.6 0.99 ----- 1.0 0.16 0.23

Sample 3 5.5 0.96 ----- 0.90 0.19 0.34

Sample 4 5.8 1.3 ----- 1.2 ----- 0.25

Sample 5 6.3 0.88 ----- 0.84 ----- 0.23


