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● LCMS 分析での感度変化を内部標準物質で

補正する

高速液体クロマトグラフ質量分析計（LCMS）は，

感度や選択性の高さから，生体試料の分析に不可欠であ

る。LCMS をはじめ，定量分析では試料の前処理や

LC，MS で生じる誤差の補正のために内部標準物質

（IS）が用いられる。IS には分析対象との性質の類似性

から，構造類似体や安定同位体（SI）で標識した化合物

が使われている。

MS のイオン化効率は同じ日内でも時間とともに変化

し，感度の違いが生じるため，IS には MS の感度補正

の役割も求められる。Jiang らは，MS の感度変化の IS

での正確な補正法について報告している1)。MS の感度

変化には，１ 化合物の構造，２ 化合物の濃度（ピーク

強度）が大きく影響する。また，機器や時間により感度

の変化は異なり，予測することは難しい。実際に構造類

似体の感度変化は，多くの場合，分析対象と異なり，感

度補正には有効でなかった。また，SIIS での補正でも

濃度によって感度変化が変わるため，分析対象の濃度が

離れると正確に感度を補正できないことがわかった。つ

まり，従来の IS のように濃度の影響をほとんど考慮せ

ず，すべての試料に同じ濃度で加える場合には，定量す

る濃度範囲が広いと正確な補正ができないことが示され

た。

そこで，新たな感度の補正法として疑似的内部標準法

を検証した。これは，分析対象のピークの直後に分析対

象の標準品を疑似的な IS としてピークが出るようにポ

ストカラム法で自動インジェクションし，感度の補正を

行う方法である。分析対象のピーク強度を元にインジェ

クション量を調整することで，IS の濃度が常に分析対

象と近くなり，MS の感度補正に安定して有効であるこ

とが示された。また，本法は SI ではなく，通常の標準

物質を IS として利用できることも大きなメリットであ

る。しかし，疑似的内部標準法では，
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雑物によるイ

オン化効率の変化や前処理での誤差の補正などはでき

ず，すべてを補正できる万能な方法ではないと筆者らも

述べている。

IS は広く利用されているが，MS の感度補正を見て

も分かるように，正確な補正のためには，どの物質を使

うかだけでなく，濃度などを含めてどのように使うかが

重要である。現状，すべてを正確に補正できる方法はな

いため，定量に影響する要因を理解し，IS での補正の

妥当性を十分に検証してから利用することが肝要である。
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● 半導体ポリマードットを利用した

エクソソーム一粒子解析

近年，がん診断や再生医療の分野でエクソソームとよ

ばれる直径 100 nm 程度の細胞外小胞が，RNA やタン

パク質のキャリアとして注目を浴びつつある。エクソ

ソームから標的細胞への内包物輸送には幾つかの膜タン

パク質が重要であるが，その微小さゆえに一粒子ごとの

発現プロファイルを精密に解析することは困難である。

この課題に対して，光スイッチング型半導体ポリマー

ドット（Pdots）を開発し，Stochastic Optical Recon-

struction Microscopy (STORM）によるエクソソーム一

粒子の膜タンパク質マッピングへと適用する研究が

Jiang らによって行われたので紹介する1)。

光スイッチ可能な蛍光色素を逐次活性化し，時間分解

された位置情報から高解像度な画像を構築する

STORM 顕微鏡は，最も広く用いられている超解像顕

微技術の一つであるが，光退色や光スイッチング能の問

題から適用可能な色素の種類は限定的である2)。Jiang

らが開発した Pdots は，共役ポリマーに金属ポルフィ

リン誘導体（MP）と，6,6フェニル C61 酪酸メチル

（PCBM）をドープした直径 10 nm 程度のナノ粒子であ

る。488 nm のレーザーにより共役ポリマー相が励起さ

れると，電子は MP と PCBM の準位へと流れ込むこと

で Pdots は消光する。一方，405 nm のレーザーにより

MP が励起されると，共役ポリマー相に電子が流れ込み

Pdots の発光が活性化される。つまり，二つのレーザー

を交互に照射することで Pdots の明滅周期を自在に調

節可能であり，この仕組みを STORM 観察に適用した。

脂質膜結合色素 PKH26 により染色した精液由来エク

ソソームに，Alexa Fluor 647 で標識した抗 CD9 抗体

と，異なる Pdot で標識した抗 CD63 抗体，抗 CD81 抗

体を結合させた。最適化されたレーザー強度や明滅周期

の下，わずか 5 分で数百のエクソソーム粒子の超解像

画像を取得することに成功し，膜タンパク質の発現パ

ターンが異なる様々なサブクラスの存在を確認すること

ができた。定量的な解析の結果，一般にエクソソームの

共通マーカーとされる CD9, CD63, CD81 について，少

なくとも一つ以上発現しているのは全体の半数にも及ば

ず，エクソソーム表面の多様な性質を示唆する結果と

なった。今回 Jiang らが開発した Pdots による超解像観

察は，エクソソームに限らず様々な微小粒子へと適用可

能であり，多様な生体微小粒子の生物学的役割の解明や

医薬応用が期待される。
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