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要約

このアプリケーションノートでは、⼤⿇栽培種のケミカルプロファイリングのワークフローについて説明します。

アプリケーションのメリット

LC および GC 分離、単⼀のインフォマティクスワークフロー、および HRMS システムを⽤いた⼤⿇のプロファ

イリング

■

プリカーサーイオンとプロダクトイオンによる精密質量データの同時収集を化合物ライブラリーと組み合わせて

使⽤することで、化合物同定の信頼性が向上

■

Progenesis QI により、カンナビスの複雑で多様な化学成分の調査が容易になります■

はじめに

⼤⿇の使⽤は、医療⽬的と娯楽⽬的の両⽅で増加して、⼀般に受け⼊れられつつあり1、多くの国で安全で⾼品質の

⼤⿇製品にアクセスできるようにするための公式プログラムが実施されています。⼤⿇は、慢性疼痛や発作性疾患

など、さまざまな疾患の治療に有望な可能性が⽰されています2-4。⼤⿇栽培種は、その化学組成がきわめて多様で

あり4 〜 8、栽培種の化学的多様性およびその治療効果やユーザー体験との関連を理解することが重要です。包括的

なケミカルプロファイリングは、定量可能なマーカーを使⽤してアイデンティティーを確⽴するのに役⽴ち、これ

によって、ケミカルプロファイルと薬理効果を相互に関連付けることを⽬的とした、さまざまな植物化合物の区別

が可能になります9-13。植物性カンナビノイドおよびテルペノイドのプロファイルを含むケミカルプロファイルに基

づいて、⼤⿇栽培種を分類する試みが⾏われてきました10-21。ケミカルプロファイル（ケモタイプ）のデータを遺

伝⼦型決定と組み合わせて使⽤することにより、より詳細な情報が得られます20,21。これらの特定のプロファイル

は、植物に含まれる主要な活性成分と考えられ、⼤⿇の有益な効果に⼤きく影響する相乗関係を発揮することが報

告されているため、モニターされました15。

この試験では、⼤⿇栽培種のケミカルプロファイリングのワークフローを実証します。ヘンプを含む 18 種の⼤⿇

の花のサンプルから抽出し、⾼分解能⾶⾏時間型質量分析計（Tof-MS）を搭載した超⾼速⾼分離液体クロマトグラ

フィー（UPLC）および⼤気圧ガスクロマトグラフィー（APGC）を⽤いて分析しました（n = 5）。これらのテクノ

ロジーの組み合わせにより、分析の対象範囲が広がり、カンナビスやヘンプなどの複雑なサンプルの組成を調べる

のに役⽴ちます。社内のカンナビノイドおよびテルペンのレファレンスデータベースを使⽤して、検出された化合

物にアイデンティティーを割り当てました。これらのデータベースは、in-silico でおよび実験データから⽣成され

ました。マススペクトル情報は、利⽤可能な真正レファレンス標準試料の分析で⽣成された実験データによって裏

付けられた、既知のカンナビノイドおよびテルペンの化学構造から予測されます。

データベースには分⼦イオンとフラグメントイオンの精密質量、同位体パターンが含まれており、レファレンス標



準試料が使⽤できる場合は、保持時間などの追加のクロマトグラフィー特性を⽤いて成分を同定します。主成分分

析（PCA）などの多変量解析（MVA）を使⽤して、さまざまな⼤⿇栽培種間の化学組成の差異を特定しました。

植物によって⽣産される化学成分の濃度は、光、⼟壌、植物の年齢、⽣⻑条件、収穫時期などの環境条件を含む多

くの要因によって決まります14,22。 この試験では、植物化学に⼤きな影響を与えることが知られている環境変数の

コントロールはできないことに、注意する必要があります。

実験⽅法

分析条件

カンナビノイドサンプルの前処理 

16 種の化合物のカンナビノイド真正標準溶液（表 1）を組み合わせて、アセトニトリル中にストック溶液を作成し

ました。ヘンプを含む 18 の栽培種から⼤⿇の花を集め、個別に均質化しました。均質化した植物材料（0.1 g）を 

50 mL の遠⼼チューブ中に秤量しました。5 mL のアセトニトリルを添加し、Geno Grinder を⽤いて 2 分間サンプ

ルを処理しました（1,000 rpm）。その後、サンプルを 5,000 rpm で 5 分間遠⼼処理しました。上清を除去し、

UPLC-Tof-MS による分析に備えてさらに 1:10 に希釈しました。

表 1. この試験で分析したターゲットカンナビノイドの名前、分⼦量、元素組成、精密質量、CAS 番号

テルペンサンプルの前処理

イソプロパノール中に 23 種のテルペンが含まれている標準混合物（表 2）を使⽤して、テルペン分析⽤のストッ



ク溶液を作成しました。0.1 g の均質化した植物材料を 20 mL のシンチレーションバイアルに秤量しました。 この

バイアルに酢酸エチル 5 ミリリットルを追加しました。超⾳波処理を 15 分間⾏った後、得られた約 4 mL の抽出

物を 4 mL のアンバー⾊のバイアルに移しました。サンプルを遠⼼分離し、GC-MS による分析のために⼀部を 2 

mL オートサンプラーバイアルに移しました。このサンプル前処理⼿順は、さまざまな抽出溶媒の調査および GC-

MS を使⽤した分析法バリデーションを記載した最近の⽂献からのものを採⽤しています23。

表 2. 本試験で分析したターゲットのカンナビノイドおよびテルペンの名前、CAS 番号、別名



装置およびソフトウェア

LC 分離は、ACQUITY UPLC I-Class システムおよび Xevo G2-XS QTof 質量分析計で⾏いました。データ取り込み

には、MassLynx ソフトウェアを使⽤しました。データ解析および MVA には、Progenesis QI および EZinfo を使

⽤しました24。

UPLC 分析条件

カラム： ACQUITY UPLC CSH Phenyl-Hexyl* 2.1×100 

mm、1.7 µm

移動相 A： 0.1% ギ酸⽔溶液

移動相 B： 0.1% ギ酸含有アセトニトリル

流速： 0.600 mL/分

カラム温度： 30 ℃

注⼊量： 1 µL



グラジエント

*データ取り込みおよびクロマトグラフィー特性のさらなる評価の後、CORTECS C18（製品番号： 186007096）で

分離を⾏ったところ、この試験で使⽤した真正カンナビノイド標準試料の優れた分離が得られることがわかりまし

た31。

Xevo G2-XS QTof 条件

測定モード： MSE 感度モード

開始質量および終了質量： 100 〜 1200 Da

イオン化モード： ESI+

キャピラリー電圧： 3.5 kV

コーン電圧： 25 V

コリジョンエネルギーランプ： 15 〜 35 eV

脱溶媒温度： 400 ℃

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/columns/186007096-cortecs-c18-column-90a-16--m-21-mm-x-150-mm-1-pk.html


イオン源温度： 100 ℃

脱溶媒ガス流量： 800（L/時間）

コーンガス： 50（L/時間）

APGC 分析条件

GC： Agilent 7890B、7693A オートサンプラー付き

カラム： Restek Rxi-5MS、20 m × 内径 0.18 mm × 0.18 

µm フィルム

キャリアガス： ヘリウム 0.4 mL/分

注⼊： 1 μL、スプリット 20:1、275 ℃ で 、

ウールが含まれている内径 4 mm のストレートイン

レットライナーを使⽤

溶媒遅延： 4.0 分

GC 昇温プログラム



Xevo G2-XS QTof 条件

測定モード： MSE 感度モード

質量範囲： 40〜500 Da

イオン化： APGC+ プロトン化モード（⽔を使⽤）

コロナ電流： 2.0 μA

コーン電圧： 20 V

コーンガス： 窒素 100 L/時間

メイクアップガス： 窒素 400 L/時間

補助ガス： 窒素 150 L/時間

トランスファーライン： 300 ℃

イオン源温度： 150 ℃

コリジョンエネルギーランプ： 10 〜 40 eV

ライブラリーの⽣成

MSE として知られているデータインディペンデント取得モードを使⽤して、単⼀の注⼊でプリカーサーイオンおよ

びプロダクトイオンからの精密質量測定値を収集しました。複数の特性を使⽤してサイエンスライブラリーまたは

データベースのエントリーを検索すると、疑陽性の発⽣率が⼤幅に減少し、結果の信頼性が⼤幅に向上します。使

⽤できる真正標準試料の分析による解析データファイルを、類縁物質の構造の .mol ファイルと併⽤して、対象化

合物のカスタムデータベースを作成しました。保持時間と精密質量の情報は、Progenesis QI レポートから収集で

きます（図 1）。レファレンス標準試料を使⽤できなかった化合物の追加の構造をライブラリーに追加し、カンナ

ビノイドと類縁物質の総数が 120 を超えました。カンナビノイドおよびテルペンの化合物クラスには異性体が多数

存在し、さらに、多くの場合構造的特徴が類似しているため、フラグメンテーションやクロマトグラフィーの保持

時間などの特定の情報が含まれているデータベースが、ターゲットを絞った試験およびターゲットを絞らない試験

の両⽅に役に⽴ちます。追加のデータベースには、ChemSpider（www.chemspider.com <

http://www.chemspider.com/> 英国王⽴化学会）からアクセスできます。 

http://www.chemspider.com/
http://www.chemspider.com/
http://www.chemspider.com/
http://www.chemspider.com/


図 1. CBCA のデータベースエントリーおよびフラグメントと追加の化合物特性のデータベースの例

結果および考察

カンナビノイドの UPLC-Tof/MS 分析

16 種のカンナビノイドの真正標準試料を、最初のターゲット成分として使⽤しました。図 2 に⽰すクロマトグラ

フィー分離を使⽤して、混合物中の各カンナビノイドを同定できます。



図 2. この試験で分析した 16 種のカンナビノイド真正標準混合物のベースピーク強度クロマトグラム（1 μL 注⼊）

⼤⿇栽培種の区別

主成分分析（PCA）を使⽤して、テルペンおよびカンナビノイドのプロファイルから得られた情報の概要を⽰し、

観察されたパターンをまとめました24。 ⼤⿇栽培種（ヘンプを含む）の UPLC-Tof-MS 分析の PCA プロットが図 3 

に⽰されています。



図 3. ⼤⿇栽培種（ヘンプを含む）の UPLC-MS 分析の PCA プロット。各栽培品種は異なる⾊で⽰されています。

図 3 の中の栽培種のクラスター（⻘⾊の楕円で強調表⽰）が PCA データで観察されました。その他のいくつかの

バリアントは分離されており、化学的に明確に異なることが⽰されています。観察された主な差異は、プロットの

左側のヘンプ（⾼ CBD 含量で低 Δ9-THC 含量のバリアント）と右側の⾼ Δ9-THC 含量の栽培種（Δ9-THC 含有量が

より⾼い）の差異です。ヘンプグループを除くと図 4 のパターンになり、各薬物タイプの栽培種が明確に区別され

ます。Mendo Purps、HumP、アサイの栽培種は最も明確です。

図 4. ヘンプを除く⼤⿇栽培種の UPLC-MS 分析の PCA プロット

CBG の同定および存在量プロファイル

CBG は⾮向精神性カンナビノイドであり、その潜在的な治療特性が薬理学的な関⼼を集めてきました25,26。 CBG 

は、構造、追加特性、フラグメントデータベースを⽤いて同定されてきました。元素組成 C21H32O2（(M+H)+ 

317.2477）が提案されています。質量誤差、保持時間誤差、同位体類似性も良好であり、同定の信頼性を⾼くして

います（図 5）。



図 5. 構造、フラグメンテーション、追加特性のデータベースを⽤いて同定された CBG

CBG の存在量プロファイルプロットにより、複数サンプルにわたるカンナビノイドの相対的な挙動の類似性または

相違が⽰されています（図 6）。

図 6. 栽培種にわたる CBG の相対的な挙動の相違が⽰されている存在量プロファイルプロット

［Compound Review］（化合物レビュー）に、特性（m/z-保持時間のペア）および同定された成分に関する情報

が表形式で表⽰されます。相対シグナル強度の平均値が最⾼および最低の品種、最⼤変動率、および観察結果のば

らつきを要約するその他のパラメーターに関する情報が⽰されています（図 7）。ANOVA の p 値（偽陽性率、

FPR）および q 値（偽発⾒率、FDR）を使⽤して、データマトリックスでの各特性の差の有意性が評価されます27

。 CBG の最⾼平均値および最低平均値は栽培種 Mendo Purps および Acai でそれぞれ得られ、変動率は 6.15 でし

た。



図 7. 化合物レビューには、同定されたカンナビノイドおよびその他の特性に関するデータのサマリーが⽰されてい

ます。

拡張 MVA の場合、Progenesis QI によって EZinfo にデータをエクスポートすることができ、そこでは、検出され

たカンナビノイドのローディングバイプロットが観察されます（図 8）。このプロットにより、観察結果の傾向と

類似性が明らかになります。Δ9-THC および THCV のマーカーは、左上の四分円の⽅向に向いています。UPLC/UV 

を⽤いた効⼒実験では（データは⽰されていません）、左上の四分円の栽培種は圧倒的に重量 0.91 〜 2.97% の⾼ 

Δ9-THC レベルであることがわかり、左下の四分円に向かう傾向の栽培種の⼤部分では THCA の含有量がより⾼い

ことがわかりました。さらに、カンナビノイドのマーカーである THCVA、CBCA、CBGA、CBG がこの四分円の中

に⽰されており、これらの栽培種でこれらのカンナビノイドがより⾼含量に発現していることが⽰されています。

プロットの右側でヘンプグループに向かって、カンナビノイドの CBD、CBDA、CBDV がクラスターを形成してい

ます。Δ9-THC の代謝物である CBN が上側の四分円に観察されました。これは、プロットのこのセクションの栽培

種が⽼化していたか、その形成の原因となる保管条件にさらされた可能性を⽰しています13。



図 8. 同定されたカンナビノイドマーカーを⽰すローディングバイプロット

ローディングプロット（A）を使⽤して、栽培種間の関係を⽰すスコアプロット（B）で観察されるパターンを解釈

できます24。 同定されたカンナビノイド（CBGA、THCA、Δ9-THC）を最も明確に区別する化学的な相違が、ロー

ディングプロットで観察できます。CBGA の発現量が多い栽培種は、右上の四分円に⾒られます。意味のある未知

の対象マーカーは、Progenesis QI にインポートして戻すことができます。ニュートラル質量 374.2463 で 9.20 分

に溶出する未知成分 9.20_374.2463n（⾚⾊の楕円で強調表⽰）が、左下の四分円で栽培種 Josh D OG の⽅向に認

められました（図 9A および B）。



図 9. 実験からヘンプを除いたときのデータの傾向を⽰す、ローディングプロット（A）およびスコアプロット（

B）

成分を、EZinfo のローディングプロットから Progenesis QI にインポートし、さらに評価しました。社内データベ

ースに対してマーカーを検索すると、元素組成 C23H34O4 の化合物 4 種類が提⽰され、それぞれの提⽰について、

スコアと理論上のフラグメンテーションに基づいてランク付けしました（図 10）。この同定をさらに確認するため

の真正標準化合物は、⼊⼿できませんでした。別のネガティブイオン ESI 実験で、この成分の 3 つの主要な精密質

量フラグメント（m/z 329.2486 の C22H33O2、m/z 245.1547 の C16H21O2、m/z 191.1077 の C12H15O2）が観察さ

れ（データは⽰されていません）、以前に報告されている同⼀の報告済み元素組成の、名前がまだ付けられていな

いカンナビノイドと⼀致する可能性がありました14。

図 10. 元素組成 C23H34O4 の成分について、カンナビノイドデータベースを検索した結果



この成分の存在量プロファイルが図 11 に⽰されています。栽培種 JoshD OG では最⼤平均値、栽培種 HumP では

最⼩平均値が検出され、最⼤変動率は 409 でした。

図 11. 試験サンプルにわたる未知成分 9.20_374.2463n の相対的な挙動の差異を⽰す存在量プロファイルプロット

ローディングデータで強調されているその他の重要な成分には、8.62 分に溶出するニュートラル質量 354.1833n 

の CBNA が含まれました。これはその後、真正標準試料を使⽤して確認されました。8.53 分に溶出し、ニュートラ

ル質量 372.2304n および元素組成 C23H32O4 が提案された成分は、データベースエントリーを使⽤して 2-アセトキ

シカンナビクロメンとして仮同定されました8,28。 この提案は、使⽤可能なデータベースエントリーに基づいて⾏

われました。明確な同定には、真正標準試料を使⽤する確認や、NMR が後続する単離を含むさらなる試験が必要

と思われます。

⼤⿇栽培種はケミカルプロファイルが多様であるため、成分のターゲットリストを Progenesis QI ソフトウェア内

で作成し、これをその後のターゲットを絞った同定および区別に使⽤することができます。

テルペンの APGC-Tof-MS 分析

テルペンは、⼤⿇の特性や効果に⼤きな影響を与えると同時に、多くの⽣物学的機能にも関与すると報告されてい

ます15,29。 テルペンのプロファイルを⽤いた⼤⿇栽培種の化学分類学的区別が、以前に試みられました13,15-21。

カンナビノイドの多様性の特性解析に使⽤されたのと同じワークフローが、テルペンに使⽤されました。セスキテ

ルペンからモノテルペンを分離するために、GC 分離法が開発されました（図 12）30。 真正テルペン標準試料の分

析から得られた情報を使⽤して、フラグメンテーションおよび保持時間のデータベースを⽣成し、これを構造デー

タベースと組み合わせて使⽤し、同定の信頼性を⾼めました。



図 12. この試験で分析した 23 種のテルペンの真正標準試料混合物のベースピーク強度クロマトグラム（BPI）（1 

μL 注⼊）

栽培種 LOGH、HumP、ICC、Acai、Hemp、Mendo P、SourAOG は、PCA データで化学的に明確に異なるグルー

プにクラスター化されます(図 13)。ローディングプロットを使⽤して、明確に異なるグループの相違を説明できま

す（データは⽰されていません）。

図 13. ⼤⿇栽培種の APGC-MS 分析の PCA プロット

［Review Compounds］（化合物のレビュー）画⾯に、ライブラリーを使⽤して同定されたターゲットテルペン

に関する情報が表⽰されます。β-ミルセンの発現量は、栽培種 SourH で最も⾼く、ヘンプで最も低くなりました（

図 14）。



図 14.［Review Compounds］（化合物のレビュー）で、同定されたテルペンのデータおよびその他の特性のサマ

リーが提供されています。

相関性分析により、サンプルを共通の特性を共有するグループに分離して、抽出した⼤⿇サンプル中のテルペン/カ

ンナビノイドの存在量プロファイルの間の関係の評価を容易にする⼿段が提供されます。β-ピネン、β-ミルセン、

α-ピネンの存在量プロファイル間の相関性が、栽培種 HumP、HeadB、LOGH、SourH で観察されました（図 

15）。



図 15. ⼤⿇栽培種にわたる β-ピネン、β-ミルセン、α-ピネンの標準化した存在量プロファイルの類似性を⽰す相関

性分析

ローディングバイプロットでは、プロットの右側（ヘンプのグループとは反対側）にある栽培種に対して強い関連

性がある、テルペンマーカーを選択しています。栽培種 LOGH、SourH、MendoBr は、モノテルペンである β-ピ

ネン、β-オシメン、α-テルピネン、γ-テルピネン、テルピノレン、d-3-カレンとより強く関連しています（図 

16）。栽培種 HumP では、テルペンであるα-ミルセン、α-ピネン、カリオフィレンオキシドの発現量が多くなり

した。



図 16. 選択したテルペンマーカーを⽰すローディングバイプロット

UPLC-Tof/MS および APGC-Tof/MS からのローディングデータを解析して、カンナビノイドとテルペンのプロフ

ァイル間の相関性を識別することができます。このデータは、Progenesis QI からエクスポートしてさらに解析す

ることができます。

結論

UPLC-Tof/MS と APGC-Tof/MS を Progenesis QI の PCA データ解析と組み合わせて使⽤して、栽培種間の相違を

容易に特定できます。ヘンプ栽培種では、CBD および関連代謝物の代表的な上昇値と、低レベルの Δ9-THC が⽰さ

れました。Δ9-THC の発現量が⾼い栽培種が、PCA で観察されました。データを EZ 情報にエクスポートすると、

拡張 MVA にアクセスできます。拡張 MVA は、栽培種で観察される化学的差異を解釈および説明するために使⽤で



きます。カンナビノイドおよびテルペンの存在量プロファイルと階層的クラスタリングのデンドログラムにより、

栽培種にわたる傾向を明確に視覚化できます。MVA を使⽤して重要な未知成分に焦点を合わせ、Progenesis QI に

転送してさらに調査することができます。

カスタムデータベースは、栽培種の分析で検出されたカンナビノイドおよびテルペンの同定に、⾮常に有⽤でした

。このデータベースには、使⽤できる真正標準試料に基づいて作成された化合物の構造、精密質量、および保持時

間やフラグメンテーションなどのその他の特性が含まれています。成分同定は、保持時間、精密質量、プリカーサ

ーイオン、フラグメンテーションパターンや同位体分布など、複数の属性に基づいて⾏われており、割り当ての信

頼性が向上しています。追加のカンナビノイドやテルペンの構造ファイルをデータベースに加えることができるた

め、より多数の分析種のスクリーニングが容易になります。保持時間とフラグメンテーションスペクトルが記録さ

れていた 13 種のカンナビノイドを、ライブラリーを使⽤して同定しました。ただし、さらにより多くのカンナビ

ノイドに、構造データベースのスクリーニングと理論的フラグメンテーションに基づいて、アイデンティティーが

仮割り当てされました（真正標準試料が利⽤できなかったためそれ以上の確認はできませんでした）。ライブラリ

ーの⽣成および標準化されたクロマトグラフィー分離により、⼤⿇マトリックス内の化学的多様性の特性解析を改

善できます。 

これらのツールにより、管理された分析条件下で⼤規模なサンプルセットを分析し、測定での技術的ばらつきの影

響を最⼩限に抑えることができ、カンナビノイドやテルペンの発現量での⽐較的軽微な変化が観察されることが予

想される、⽣⻑環境や収穫⼿法のばらつきなどの、複数の条件を評価することが可能になります。
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