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 研究成果の概要（和文）：F-trap 蛍光誘導体化法という生体内の内因性アミン代謝物を超高感度かつ網羅的に解析する方法を開発した。また、本法と統計学的手法を組み合わせることで抗癌剤の薬物治療効果判定法に繋がる方法論を確立した。さらに有機酸に対する分析法として，
Fluorous Scavenging Derivatization（FSD）法を新たに開発し，有機酸代謝物の高感度・網羅的分析法を確立した。 
 研究成果の概要（英文）：We have developed a F-trap fluorescence derivatization method 
which enables ultra-sensitive and comprehensive analysis of endogenous amino 
metabolites. By combining this method and statistical technique, we established an 
assessment method of pharmacotherapeutic effects of anticancer drugs on tumor cells. 
Furthermore, we have also developed a fluorous scavenging derivatization (FSD) method 
which enables ultra-sensitive and comprehensive analysis of organic acid metabolites. 
 交付決定額                                （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 2,600,000 780,000 3,380,000 
2009 年度 900,000 270,000 1,170,000 年度    年度      年度    総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 研究分野：化学 科研費の分科・細目：複合化学・分析化学 キーワード：メタボロミクス、HPLC、蛍光、誘導体化、フルオラス 
 １．研究開始当初の背景 メタボロミクスとは、薬物・環境等の外因的刺激、疾患等の影響を内因性代謝物レベルで網羅的に解析する手法であり、バイオマーカーの探索から疾病の診断、生活習慣や健康に関する研究に至るまで、様々な分野で利用されている。一般にメタボロミクスでは、数

十～数百種類もの生体試料中の低分子化合物を高感度かつ網羅的に分析する方法が要求されることから、分離手段としてミクロHPLC や超高速 HPLC が、検出手段として UV 検出や質量分析法が汎用される。しかし、UV 検出法は生体試料分析に十分な感度を有しているとは言えず、さらには夾雑物の影響を受
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けやすいといった欠点がある。また、質量分析法についても化合物ごとにイオン化効率が異なることや、共存する塩の影響によりイオン化が抑制されるといった問題点がある。これらに対し目的成分を蛍光物質へと変換し検出する蛍光誘導体化法は、フェムト（10-15）モルレベルの検出が容易に可能となることから、微量生体成分の超高感度分析に適している。 これまでに様々な官能基に対応した数多くの蛍光誘導体化試薬が開発され、実用化されているが、これらの試薬ではいずれも生成した蛍光誘導体と過剰に加えた試薬とのHPLC 分離が困難となる場合がある。そのため、固相抽出による煩雑な前処理操作や複雑なHPLC 分離条件の設定、カラムスイッチング法による試薬除去等が必要となり、低分子化合物の網羅的解析には使用できないというのがこれまでの常識とされてきた。 一方で、試薬自身は無蛍光性でありながら、アミンと反応することで蛍光を発する『発蛍光型誘導体化試薬』が開発され、アミノ酸やペプチドの高感度分析等に利用されている。しかし、これらの試薬の蛍光特性（励起・発光波長、ストークスシフト）、感度、化学的安定性については、必ずしも満足できるものではなかった。  ２．研究の目的 研究代表者は内因性代謝物の中でも特にアミノ酸、ペプチド類、カテコールアミン類等といった生理活性アミン類、および有機酸に焦点を当て、『F-trap 蛍光誘導体化法』という新手法に基づいたこれら化合物群の超高感度網羅的分析法を確立することを目的とした。また本法を統計学的手法と組み合わせることで、各種疾患患者の臨床診断法、薬物治療効果判定法へと応用展開することを企てた。本研究の基盤技術となる『F-trap蛍光誘導体化法』とは、従来、コンビナトリアル有機合成に利用されてきたフルオラス（親フッ素性）分離技術を生体分析化学の分野に応用したものであり、特許公開並びに論文公表済みの独自技術である。本誘導体化法は、反応後に未反応 試 薬 の み を完全除去（>99.9%）可能であることから、試薬の妨害を受けることなく、生理活性アミン類や有機酸を HPLC により網羅的かつ超高感度に解析することが可能となる。  ３．研究の方法 本研究では以下の項目について実施した。 (1) F-trap 型蛍光誘導体化試薬の合成 (2) 合成試薬の生理活性アミン類や有機酸に対する誘導体化反応条件の最適化 (3) 誘導体化反応後の試薬除去条件の最適化 

(4) 分析法バリデーション (5) 有機酸に対する試薬ピークの検出されない新たな蛍光誘導体化-HPLC 分析法の開発 (6) ヒト大腸癌細胞（Colo201）を培養した栄養培地中アミノ酸の代謝解析および薬物治療効果の判定 (7) ヒト神経芽細胞（SH-SY5Y）を培養した栄養培地中アミノ酸の代謝解析および神経細胞分化パターンの判定  ４．研究成果 平成 20 年度は、蛍光団として Pyrene、Dansyl、FMOC骨格をそれぞれ有する 3種のアミン分析用 F-trap 型蛍光誘導体化試薬の合成に成功した。また、合成した各試薬のアミン類に対する誘導体化反応および試薬除去操作条件の最適化、分析法バリデーションなどを実施し、上記試薬群を用いたアミン類の高感度かつ網羅的分析法を確立することができた。 また、F-trap蛍光誘導体化法による薬物治療効果判定法確立のための基礎検討として、ヒト大腸癌細胞（Colo201）を培養した栄養培地中アミノ酸の代謝解析を実施した。培養培地中の 22 種のアミノ酸濃度は AccQ・Tag法を用いた蛍光誘導体化-HPLC 法により高精度に分析できた。このとき得られたアミノ酸濃度の経時的変化データに主成分分析を施すことで、各試料中のアミノ酸代謝パターンの違いが与える影響を 2 次元グラフ(Score plot)の座標位置の違いとして反映させることができた。 平成21年度は、前年合成したF-trap pyreneの高性能化に成功した。また、オンライン固相抽出法を組み合わせることで、アミン類の高感度かつ網羅的な分析法を確立することができた。さらに有機酸に対する試薬ピークの検出されない蛍光誘導体化-HPLC分析法として、Fluorous Scavenging Derivatization（FSD）法を新たに開発し、同じく新規作製したマイクロF-SPEスピンカラムと組み合わせたTCAサイクル有機酸代謝物の高感度・網羅的分析法を確立した。さらに、F-trap法による薬物治療効果判定法確立のため、ヒト大腸癌細胞（Colo201）およびヒト神経芽細胞（SH-SY5Y）を培養した栄養培地中アミノ酸の代謝解析を実施した。その結果、Colo201を用いた解析では抗癌剤（5-フルオロウラシル、塩酸イリノテカン、シスプラチン）投与後の経過時間及び抗癌剤の作用機序の違いなどを、SH-SY5Yを用いた解析ではレチノイド誘導体を投与したときの神経細胞分化がアミノ酸代謝パターンに与える影響をそれぞれ2次元グラフ(Score plot)の座標位置の違いとして反映さ



 

 

せることができた。 以上、本研究により超高感度メタボロミクスのための画期的な方法論を確立することができた。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 
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