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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では，生体成分の計測に極めて有効で，実用性の高い「分離指向性」の誘導体化
分析法を確立し，分析化学領域に新しい分析手法を提供することを目指した。特に，パー
フルオロアルキル化合物同士が持つ特異的な親和性（フルオラス）に注目し，測定対象物
と夾雑成分との完全分離を達成する「フルオラス誘導体化法」を開発した。本法を用いる
ことで，実試料中の夾雑成分による妨害を回避でき，簡便な実試料測定が可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Liquid chromatography (LC) with separation-oriented derivatization of biological 
compounds has been developed as a new and simple analysis methodology.  Experimental 
results indicate that the fluorous-phase LC column can selectively retain fluorous 
compounds including fluorous-labeled analytes on the basis of fluorous-fluorous 
interaction.  We believe that separation-oriented derivatization presented here is 
the first step toward the introduction of fluorous derivatization in quantitative 
LC analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

 生理活性物質や医薬品，環境負荷化学物質
等の分離分析手法の一つに，測定対象物質を
計測に都合の良い化学構造に導く「誘導体
化」と高い分離能と簡便な操作性を備えた
「LC」とを組み合わせた「誘導体化 LC 法」
が広く普及している。しかし，それらのほと
んどは蛍光（あるいは発光）誘導体化に代表
されるように，測定対象物質に検出部位を導
入することで検出器に対する応答性を高め
て，「検出」における高感度化を目的とした
ものである。その一方で，「分離」に重きを
おいた LC 誘導体化分析法はほとんど報告さ
れていない。このような背景から，各種実試
料を対象とした分析化学領域に有効な新し
い方法論を提供すべく，最高の分離パフォー
マンスを示す「分離指向性」の誘導体化分析
法の確立を目指した。 
 
２．研究の目的 
 一般に，実試料（生体や環境，食品等に由
来する試料）中には，測定対象物以外に多種
多量の類似化合物が共存しているので，LC 分
析において，それら夾雑成分による検出の妨
害を受けることが実試料計測における問題
点とされる。そのため，これらを除去するた
めの煩雑な前処理操作が必要となり，分析の
長時間化，コストパフォーマンス及び簡便性
の低下を招く結果となる。このような現状を
鑑み，私は，パーフルオロアルキル化合物同
士が示す特異的な親和性（フルオラス）に注
目し，測定対象物と夾雑成分との分離を目的
とする「フルオラス誘導体化法」の開発を行
った。 
 本法は，測定対象物にパーフルオロアルキ
ル化合物を導入（フルオラス誘導体化）し，
同じくパーフルオロアルキル構造の充填剤
を含む LC カラム（フルオラス LC カラム）を
通すことで，フルオラス誘導体化された測定
対象物質のみを特異的にカラム中に保持さ
せ，それぞれの保持時間後に溶出されたとこ
ろを分析対象物が持つ物理的性質（自然蛍
光・UV 吸収，質量（MS）など）を検出する分
析法である（図１）。本法を用いることで，
実試料中の夾雑成分による妨害を受けない
ため，煩雑な前処理操作を必要とせず，簡便
に実試料測定が可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ フルオラス誘導体化法の原理 

３．研究の方法 
 これまでに，フルオラス誘導体化する対象
官能基としてカルボキシル基，アミノ基及び
5-ヒドロキシインドール構造について，検出
法として蛍光検出及び質量分析へと応用し
た。その結果として，次項以降に示すように，
本法の有用性を実証することができた。 
 
４．研究成果 
 (1)まず初めに，自然蛍光性を持つカルボ
ン酸である医薬品の NSAIDs や，カテコール
アミン及びインドールアミンの代謝物をモ
デル化合物として用い，生体試料測定へと応
用した。有機溶媒除タンパクによる簡便な前
処理及び市販の縮合剤を用いる誘導体化の
みで，生体試料中の夾雑成分による妨害を受
けることなく，測定対象物を高感度・高選択
的に分析することができた。さらに，経口投
与及び腰に貼付した NSAIDs の血中濃度測定
や，尿中のカテコールアミン関連化合物計測
を可能とした。 
 (2)次に本法を，ヒト尿中に含まれる自然
蛍光性アミンの分析へ応用した。モデル化合
物としてカテコールアミン，インドールアミ
ン及びそれらの関連化合物を選択し，健常人
尿試料の分析を行った。こちらも(1)と同じ
ように，簡便な前処理及び誘導体化のみで，
尿中の夾雑成分に妨害されることなく，生理
活性アミン類を高選択的に分析することが
できた。 
 (3)フルオラス誘導体化法を LC-MS/MS 分析
へ応用し，無蛍光性かつ高極性化合物である
シアル酸関連化合物の分析を行った（図２）。
フルオラス誘導体化と LC-MS/MS を組み合わ
せることで、①フルオラス LC カラムによる
保持・分離の改善。②適度な疎水性の導入の
ため，高有機溶媒移動相条件下における保持
によるイオン化効率の向上。③超選択的に夾
雑物質との分離が可能であり，LC-MS/MS 分析
で問題となる試料夾雑物質によるイオン化
干渉（いわゆるマトリックス効果）を抑制。
などの効果が期待でき，フルオラスの高い選
択性に加え，高感度化も達成とした。生体試
料（乳汁及び尿）に適用したところ，簡便な
前処理及び誘導体化のみでシアル酸類の高
感度かつ高選択的な分析が可能となった。 

図２ フルオラス誘導体化 LC-MS/MS 法の原理 



 

 

 (4)フルオラス誘導体化と発蛍光誘導体化
を組み合わせることで，更なる高感度かつ高
選択的な分析を可能とするフルオラス発蛍
光誘導体化法の開発を行った（図３）。測定
対象物を 5-ヒドロキシインドール類とし，ヒ
ト血漿試料に適用したところ，簡便な前処理
及び誘導体化のみで高感度かつ高選択的な
分析が可能となった。 

図３ 5-ヒドロキシインドール類に対する 

発蛍光型フルオラス誘導体化 

 
 (5)感度不足及び測定対象物相互の分離不
足を解消するため，フルオラスの特異的保持
力を利用し，フルオラス LC カラムを濃縮カ
ラムとするカラムスイッチング LC システム
の構築を行った（図４）。その結果，一般の
ODS カラムと組み合わせることで，生体試料
分析においても、感度の向上及び測定対象物
相互の分離を改善することができた。 

図４ フルオラス誘導体化-オンライン濃縮システム 
 
 (6)移動相にフルオラスの性質を持つイオ
ン対試薬を添加し，測定対象物とイオン対を
形成させることでフルオラス LC カラムへの
選択的保持を可能とする LC-MS/MS 分析法を
考案した。メチル化アルギニンを測定対象と
したとき，誘導体化を行わずとも測定対象物
をフルオラス分離することができ，試料中夾
雑成分との分離を容易に達成した。 
 
 今回，簡便な前処理及び誘導体化操作のみ
で，実試料中の夾雑成分による妨害を受ける
ことなく測定対象物の分析を可能とするこ
とを目的とし，分離指向性誘導体化法の研究
を行った。また，この概念を様々な物質の計
測に適用することで，本法の有用性を実証し
た。本分離指向性誘導体化法は，夾雑成分と
の分離だけでなく，高感度化やオンライン濃
縮を可能とし，更なる可能性を模索すること
ができた。今後，適用範囲の拡大及び付加価
値化を進め，更なる有用性の向上に努める。 
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紀，轟木堅一郎，能田均，山口政俊; フ
ルオラス誘導体化-LC-MS/MS 法によるシ
アル酸関連化合物の高感度かつ高選択
的分析; 日本薬学会第 130 年会（2010
年 3 月 28 日）, 桃太郎アリーナ（岡
山市） 

(21) 巴山忠，糸山美紀，轟木堅一郎，吉田
秀幸，能田均，山口政俊; フルオラス及
び同位体標識化を利用した生体内アミ
ン類の超選択的 LC-MS/MS 分析法の開発; 
フ ィ ジ カ ル フ ァ ー マフ ォ ー ラ ム
2010（2010 年 3 月 28 日）, 岡山大
学（岡山市） 

(22) 坂口洋平，吉田秀幸，巴山忠，糸山美
紀，轟木堅一郎，能田均，山口政俊; フ
ルオラス化学を基盤とする分離指向性
誘導体化 LC 法の開発; 第 26 回日本薬
学会九州支部大会（2009 年 12 月 12
日）, 九州大学（福岡市） 

(23) 轟木堅一郎; フルオラス分離技術を利
用する微量生体成分の高感度・高選択的
HPLC 分析法の開発『招待講演』; 第 2
回フルオラス科学研究会シンポジウ
ム（2009 年 11 月 27 日）, IT ビジネ
スプラザ武蔵（金沢市） 

(24) 坂口洋平, 巴山忠，吉田秀幸，糸山美
紀，轟木堅一郎，能田均，山口政俊; フ
ルオラス誘導体化-LC-MS/MS 法によるシ
アル酸の高感度かつ高選択的分析; 第
20 回クロマトグラフィー科学会議
（2009 年 11 月 24 日）, ヤクルトホ
ール（東京都港区） 

(25) 坂口洋平，吉田秀幸，轟木堅一郎，能
田均，山口政俊; フルオラス誘導体化に
よる自然蛍光性カルボン酸の高選択的
分析(3) 尿中腫瘍マーカー計測への適
用; 第 46 回化学関連支部合同九州
大会（2009 年 7 月 11 日）, 北九州
国際会議場（北九州市） 
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