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研究成果の概要：近年、高速液体クロマトグラフィー（LC）とタンデム型質量分析器（MS/MS）

を組み合わせた LC/MS/MS 法が広く用いられている。本研究では、LC/MS/MS 法における検出感

度および選択性の向上を目的とした標識試薬を合成した。また、合成した標識試薬を用いて疾

患のマーカーとなる生体分子の高感度な分析法を開発した。本研究で開発した分析法は、新生

児のマススクリーニング法として海外で用いられている。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

２００８年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・物理系薬学 
キーワード：分析化学 
 
１．研究開始当初の背景 
生命現象を深く理解するためには、生命機

能の維持に関与する生体分子の存在部位、生
成や消長などの動態を正確に把握する必要
がある。疾患の原因を解明し、その治療法、
予防法を確立するためには、疾患に関わる生
体分子を特定し、その機能および動態を解明
しなければならない。また、有効で安全な薬
物療法を行うためには、薬物の体内動態を正
しく把握する必要がある。このような目的の
ためには、生体分子や薬物の高感度で選択的
な分析法が不可欠であると考えられる。 

研究代表者は、これまで、主に、高速液体

クロマトグラフィー（HPLC）/蛍光検出法を
用いて、微量生体分子の高感度分析法の開発
に取り組んできた。しかし、大部分の化合物
は蛍光性を有さないため、蛍光検出法により
分析する場合には、分析対象分子を蛍光標識
試薬によって標識化する必要がある。そこで、
分子サイズが小さく反応性に富み、蛍光波長
が長波長域であるなど、蛍光標識試薬として
優れた性質を有するベンゾフラザン骨格に
着目し、優れた蛍光標識試薬の開発に取り組
んだ。これまでに、カルボキシル基用、アル
コール基用、過酸化物検出用など、多数の蛍
光標識試薬を開発し、さらに、開発した試薬
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を用いて、活性酸素種や酸化ストレス関連分
子、高血圧関連分子、糖尿病関連分子などの
高感度分析法を開発し、これらの分子と疾患
との関連を明らかにした。 

近年、質量分析器（MS）あるいはタンデム
型質量分析器（MS/MS）が開発され、これと
HPLC とを組み合わせた LC/MS 法あるいは
LC/MS/MS 法が、分析化学、生命化学、臨床化
学、環境化学など広い分野で用いられるよう
になっている。LC/MS 法においても、検出感
度、選択性の向上のためには、優れた標識試
薬が必要である。LC/MS 法に用いる標識試薬
には、１）分析対象物質のイオン化効率を高
めるために容易にイオン化する構造を有し
ている、２）対象分子と選択的かつ高い反応
性を有する、３）イオン化抑制物質である塩
や高極性化合物と HPLC で分離するために適
度な疎水性を有している、などの条件が必要
である。このため、UV 検出法、蛍光検出法の
ために開発された標識試薬の中で、イオン化
効率の高い親水性基を有する試薬が LC/MS用
の標識試薬として用いられている。研究代表
者は、既に、親水性基を有するベンゾフラザ
ン蛍光標識試薬を開発している。開発した標
識試薬はイオン化効率が高く、またベンゾフ
ラザン化合物は適度な疎水性を有するため、
LC/MS 用標識試薬として適していると考えた。
そして、これら試薬と LC/MS 法を用いて、ペ
プチド類、脂肪酸類などを高感度に分析でき
ることを既に報告した。 

LC/MS/MS法はLC/MS法と比較してさらに高
感度で選択的な分析が期待できる。また、
LC/MS/MS 用標識試薬と反応した分子は、
MS/MS 法により特定のプロダクトイオンを生
じるため、そのイオンを検出することにより、
標識試薬が反応した分子のみを選択的に検
出することができる。したがって、特定の官
能基を有する生体分子のみを選択的かつ網
羅的に解析することができる。このように、
LC/MS/MS 法は、非常に有用であるが、
LC/MS/MS 法に適した優れた標識試薬はきわ
めて少ない。このため、LC/MS/MS 法に適した
標識試薬の開発が嘱望されている。 
 
２．研究の目的 

以上のような背景を基に、本研究では、ま
ず、化合物の構造と MS/MS 法による解裂様式
の関係を詳細に検討し、これに基づいて、
LC/MS/MS 法に適した標識試薬を開発するこ
とを第一の目的とした。そして、開発した標
識試薬を用いて、疾患のマーカーとなる生体
分子の高感度分析法、さらには特定の官能基
を有する低分子化合物の網羅的解析法を開
発することを第二の目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究では、LC/MS/MS 法に適した高性能標

識試薬を開発することを第一の目的として
いる。一般に、LC/MS 法に用いる標識試薬に
は、1) 分析対象分子と高い反応性を有する、
2) イオン化効率を高めるために容易にイオ
ン化する構造を有している、3) イオン化抑
制物質である塩や親水性化合物と逆相 HPLC
で分離するために適度な疎水性を有してい
る、などの条件が必要である。さらに、高感
度な分析が期待される LC/MS/MS 法に用いる
標識試薬には、4) MS/MS 法により特定のプロ
ダクトイオンを選択的に高い収率で生じる
ことが要求される。 
現在、LC/MS/MS 用標識試薬として、アルコ

ール基標識にはダンシルクロリド、カルボニ
ル基標識にはダンシルヒドラジンがしばし
ば用いられている。これらの試薬との反応に
より生じるダンシル誘導体（下図）は、MS/MS
法によりスルホニル基と芳香環の間の結合
が解裂し、m/z 170 のプロダクトイオンを生
じる。しかし、ダンシル誘導体はイオン化効
率が低いため、高感度分析には適していない。
最近、カルボニル基用標識試薬として、
2-hydrazino-1-methylpyridine (HMP)が報告
された。HMP 誘導体（下図）は、イオン化部
位を有し、MS/MS 法により比較的容易に解裂
し、特定のプロダクトイオンを与える優れた
試薬である。しかし、現在に至るまで、
LC/MS/MS 法に適した標識試薬はきわめて少
ないのが現状である。この原因の一つとして、
化合物の構造と MS/MS法による解裂様式の関
係が明らかにされていないことが挙げられ
る。 
 
(1)化合物の構造と MS/MS 法による解裂様式
との関係の検討 
本研究では、まず、化合物の構造と MS/MS

法による解裂様式との関係を詳細に検討し、
特定のプロダクトイオンを効率よく生成す
る構造を明らかにする。研究代表者は、これ
までの検討において、ベンゾフラザン骨格と
結合したスルホンアミド基の近傍で解裂が
起き、選択的かつ高い収率でプロダクトイオ
ンを生じることを明らかにしている。今後、
さらに多数のベンゾフラザン化合物で検討
を行い、化合物の構造と MS/MS 法による解裂
様式の関係を明らかにし、MS/MS 法により特
定のプロダクトイオンを選択的に高い収率
で生じる構造を見出す。 
 
(2)LC/MS/MS 用高性能標識試薬の開発 
上記で得られた知見を基に、LC/MS/MS 用高

性能標識試薬を多数開発する。ベンゾフラザ
ン化合物は適度な疎水性を有している。した
がって、プロダクトイオンを選択的に高い収
率で生じる構造を有するベンゾフラザン化
合物に、特定の官能基と選択的に反応する反
応部位、イオン化効率を高めるためのイオン



 

 

化部位を付与することにより LC/MS/MS 法に
適した高性能標識試薬を開発できると考え
られる。研究代表者は既に LC/MS/MS 法に適
したカルボキシル基用標識試薬を報告して
おり、今後、優れた標識試薬をさらに多数開
発できると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)LC/MS/MS 用高性能標識試薬を用いた生体
分子の高感度分析法の開発 

開発した標識試薬を用いて、生体分子の高
感度分析法を開発する。本研究では、主とし
て、先天性代謝異常症検査（新生児マススク
リーニング）におけるマーカー分子の高感度
かつ迅速な分析法の開発をめざしている。現
在、日本においては、フェニルケトン尿症、
メープルシロップ尿症、ホモシスチン尿症、
ガラクトース血症、甲状腺機能低下症、先天
性副腎過形成症の６疾患に対して新生児マ
ススクリーニングが行われている。しかし、
先天性代謝異常症は既に 500種以上が報告さ
れており、中には、有機酸代謝異常症のよう
に乳幼児突然死症候群（SIDS）の原因となる
ものも知られている。米国においては、有機
酸代謝異常症を中心として、MS/MS 法を用い
て 30 種程度の疾患のスクリーニングが普及
している。日本においてもマススクリーニン
グに関する試験研究として、MS/MS 法を用い
て同様な検討が一部で進められている。現在、
MS/MS 法で分析されているのは、アミノ酸類、
および、アシルカルニチンを形成している脂
肪酸（有機酸）類（主にミトコンドリアで代
謝される脂肪酸類）である。これらの分子は、
ブタノール－塩酸でエステル化した後に、
MS/MS 法で分析することにより特徴的なプロ
ダクトイオンを生じる。この方法により、数
十種類の生体分子の分析が可能であり、これ
ら分子がマーカーとなっている疾患を診断
することができる。 

これに対して、アシルカルニチンを形成し
ていない遊離型の有機酸類（超長鎖脂肪酸、
多価有機酸類）、ケトン類、糖リン酸類など
の高感度で簡便かつ迅速な分析法は確立し
ていない。これらのうちの一部の分子は、現
在、GC/MS 法で分析されている。しかし、GC/MS
法は前処理が煩雑であり、また分析に長時間
を要するなど、マススクリーニング法として
適しておらず、LC/MS 法による高感度で簡便
かつ迅速な分析法の開発が待たれている。 

研究代表者は、既に、開発した試薬と
LC/MS/MS 法を用いて、有機酸代謝異常症の一
つであるグルタル酸血症のマーカー分子の
分析を行い、マーカー分子を高感度かつ迅速
に分析できることを明らかにした。予備的検
討であるが、従来の GC/MS 法を使用した場合
と比較して、検出感度も向上し、分析時間も
1/10 以下に大幅に短縮できた。 
今後、開発した標識試薬と LC/MS/MS 法を

用いて、C22 以上の極長鎖脂肪酸、メチルマ
ロン酸やメチルクエン酸などの多価有機酸、
サクシニルアセトンなどのケトン類、グルコ
ースリン酸などの糖リン酸類などをはじめ、
多種類の疾患マーカー分子の高感度で簡便
かつ迅速な分析法を開発する予定である。本
研究は、新生児マススクリーニングのみなら
ず臨床化学に大きく貢献すると思われる。 
 
(4)低分子化合物の網羅的解析法（メタボロ
ーム解析法）の開発 
LC/MS/MS 用標識試薬と反応した分子は、
MS/MS 法により特定のプロダクトイオンを生
成するため、そのプロダクトイオンを検出す
ることにより、標識試薬が反応した分子のみ
を選択的に検出することができる。したがっ
て、特定の官能基を有する一群の分子のみを
選択的かつ網羅的に解析することが可能に
なる。この方法を用いて、生体内におけるア
ミノ酸類、脂肪酸類などの一群の生体分子の
網羅的な動態解析、さらには、正常時と病態
時における生体分子の量的変動解析法の開
発に取り組む予定である。本法は、新たな疾
患マーカー分子の同定に大きく貢献すると
考えられる。 
 
４．研究成果 
(1)LC/MS/MS 用高性能標識試薬の開発 
一般に、LC/MS 法に用いる標識試薬には、

1) 分析対象分子と高い反応性を有する、2) 
イオン化効率を高めるために容易にイオン
化する構造を有している、3) イオン化抑制
物質である塩や親水性化合物と逆相 HPLC で
分離するために適度な疎水性を有している、
4) MS/MS法により特定のプロダクトイオンを
選択的に高い収率で生じる、などの条件が必
要である。 
研究代表者は、これまでに、ベンゾフラザ

ン骨格を有する標識試薬を多数開発し報告
している（研究業績６）。ベンゾフラザン化
合物は適度な疎水性を有している。したがっ
て、プロダクトイオンを選択的に高い収率で
生じる構造を有するベンゾフラザン化合物
に、特定の官能基と選択的に反応する反応部
位、イオン化効率を高めるためのイオン化部
位を付与することにより LC/MS/MS 法に適し
た高性能標識試薬を開発できると考えた。 
特定のプロダクトイオンを選択的に高い

 



 

 

収率で生じる構造として、既に、エステル結
合を有する化合物、urea および thiourea 骨
格を有する化合物、ヒドラゾン骨格を有する
化合物、脂肪族４級アミンを有する化合物、
芳香族スルホンアミド基を有する化合物な
どが報告されている（研究業績２）。本研究
では、芳香族スルホンアミド基に着目し、こ
の構造を有する標識試薬の開発を試みた。  

まず、芳香族スルホンアミド基を有するベ
ンゾフラザン化合物を数種類合成し、MS/MS
法による解裂様式を検討した。その結果、ベ
ンゾフラザン骨格の４位と７位に、2-(N,N-
ジメチルアミノ)エチルアミノスルホニル基
とアミノ基を有する化合物は MS/MS法により、
m/z 151 のイオンを高い収率で生じることが
明らかになった。また、2-(N,N-ジメチルア
ミノ)エチルアミノスルホニル基は、３級ア
ミンを有するため、イオン化部位としても適
している。以上の結果を基に、2-(N,N-ジメ
チルアミノ)エチルアミノスルホニル基を有
するベンゾフラザン化合物に反応部位を付
与し、DAABD-AE（下図）をはじめとするカル
ボン酸用の標識試薬を開発した。DAABD-AE は、
縮合剤存在下、カルボン酸と、60℃、45 分以
内に反応した。生じた誘導体は LC/MS/MS 法
により分析した。誘導体は、MS/MS 法により
m/z 151 のプロダクトイオンを高い収率で生
じるため、高感度な分析が可能であった（研
究業績１）。 

次に、カルボニル基を有する化合物の標識
試薬を開発した。2-(N,N-ジメチルアミノ)エ
チルアミノスルホニル基を有するベンゾフ
ラザン化合物に、カルボニル基との反応部位
であるヒドラジン基を付与し、DAABD-MHz（下
図）を合成した。DAABD-MHz は、アルデヒド
類と、50℃、5 分以内に反応した。生じた誘
導体は LC/MS/MS 法により分析した。誘導体
は、MS/MS 法により m/z 151 のプロダクトイ
オンを高い収率で生じるため、高感度な分析
が可能であった（研究業績４）。 

 

(2)LC/MS/MS 用高性能標識試薬を用いた生体
分子の高感度分析法の開発 
DAABD-AE を用いて、生体分子の高感度分析

法の開発に取り組んだ。本研究では、グルタ
ル酸、エチルマロン酸、３-ヒドロキシグル
タル酸、３-メチルグルタル酸をはじめとす
る二価カルボン酸の分析法を開発した。これ
らの分子は、グルタル酸血症状タイプ１、グ
ルタル酸血症状タイプ２、エチルマロン酸血
症、HMG-CoA リアーゼ欠損症などのマーカー
分子であり、いずれも、炭素数が５あるいは
６のジカルボン酸である。 
濾過した尿５micro リットルに内部標準物

質を加え、DAABD-AE および縮合剤を加えて
60℃、45 分反応を行った。生じた誘導体を
LC/MS/MS で分析した。DAABD-AE はこれらの
カルボン酸の２つのカルボキシル基のうち
１方のみと反応した。いずれの誘導体も
MS/MS 法により m/z 151 のプロダクトイオン
を高い収率で生じたため、選択反応検出
（SRM）により、これらカルボン酸を高感度
に分析することができた。検出限界は、グル
タル酸 0.025 micro mol/L、3－ヒドロキシグ
ルタル酸 0.02 micro mol/L であった。分析
は１サイクル５分以内で終了した。（研究業
績３）。 
 次に、DAABD-AE を用いて、ペルオキシソー
ム病のマーカー分子の分析法を開発した。ペ
ルオキシソームは炭素鎖数 22 以上の極長鎖
脂肪酸、プリスタン酸やフィタン酸などの分
岐鎖脂肪酸、胆汁酸中間体の代謝などに関与
している。ペルオキシソーム病では、代謝酵
素の欠損またはペルオキシソーム形成に異
常が生じるため、これら分子が代謝されずに
体内に蓄積し、血液中濃度が上昇する。した
がって、極長鎖脂肪酸、分岐鎖脂肪酸の血液
中濃度を測定すればペルオキシソーム病の
診断が可能である。そこで、先に述べた標識
試薬 DAABD-AE を用いて血液中の極長鎖脂肪
酸（アラキジン酸（C20）、ベヘン酸（C22）、
リグノセリン酸（C24）、セロチン酸（C26）
および分岐鎖脂肪酸（プリスタン酸、フィタ
ン酸）を標識化し LC/ESI-MS/MSで分析した。
DAABD-AE によるこれら脂肪酸の標識化は、縮
合剤存在下、60℃、45 分で行った。標識化し
た脂肪酸は逆相カラムで分離し ESI-MS/MSに
より検出した。標識化体は MS/MS により m/z 
151 のプロダクトイオンを効率よく生じるた
め、SRM による高感度な分析が可能であった。
また、分析に要する時間は 5分以下であった。
本法は、従来の GC/MSによる方法と比較して、
前処理が簡便であり分析時間も大幅に短縮
できた。(研究業績５) 
開発した方法は、現在、海外において、新

生児のマススクリーニングに用いられてい
る。 
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