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研究成果の概要（和文）：　生体試料中の生理活性ペプチド及びタンパク質の高感度分析のための高選択的かつ
高効率な抽出法として、「フルオラスケミストリー」に基づいた次の2種方法論を開発した。（１）ペプチド中
の特定官能基をパーフルオロアルキル基で修飾し、その誘導体をフルオラス溶媒抽出することにより、LC/MS分
析に最適な前処理が可能となった。（２）配位結合能を持ったフルオラス性試薬を用いてリン酸化ペプチド補足
してフルオラス溶媒抽出することにより、非リン酸化ペプチドと完全分離が可能となった

研究成果の概要（英文）：Highly selective and effective purification methods for peptides and 
proteins have been developed. One is for polyamino-containing peptides. The amino moieties of 
peptides are perfluoroalkylated with amine-reactive fluorous reagent, then the derivatives are 
highly selectively extracted to a fluorous solvent, followed by LC/MS/MS analysis. The other is for 
phosphorylated peptides. The Fe(III) immobilized fluorous reagent is designed and synthesized. The 
reagent reacts with phosphorylated peptides to form their fluorous chelates, those are extracted 
selectively into a fluorous solvent. The former is applied to the determination of brain peptides in
 rat brain samples, and the latter to the assay for protein kinase activity. 

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 分析対象物質への選択性を飛躍的に高め
た方法論を構築するに当たり，従来コンビナ
トリアルケミストリーやグリーンケミスト
リーなどの分野で利用されていた「フルオラ
ス」というツールは極めて有用であった。「フ
ルオラス」とは，「親フルオロカーボン性の」
という意味の造語であり，極性には依存しな
いパーフルオロアルキル鎖同士がもつ特異
な親和性のことを指す（フルオラス化合物は
それら同士，フルオラスな固相や溶媒とのみ
親和性を示す）。申請者らは，これを利用し，
「パーフルオロアルキル化した分析対象物
質のみ」を，同じくパーフルオロアルキル基
によって修飾された「フルオラス LC カラム」
によって極めて選択的に保持させるという
「フルオラス誘導体化-LC 分析法」を開発し
し、自然蛍光性の生理活性アミンや非ステロ
イド性抗炎症薬、シアル酸等の高選択的な分
析に適用した。これらは，主に低分子化合物
の選択的分析法として用いてきたが，今回そ
の適用拡大を図るべく，「ペプチド・タンパ
クを対象とした選択的抽出・分析技術」とし
て再構築・開発する。一般に，ペプチド・タ
ンパクの分析には同定能の高い質量分析装
置（MS）が利用される。しかしながら，生体
内には数多のペプチド・タンパクが存在して
おり，その中から目的のもののみを測定する
ためには MS 測定の前に何らかの抽出・精製
技術を必要とする。従来より，その精製法と
してbiotin-streptavidinの親和性を利用し
た古典的方法の他，immnobilized metal 
affinity chromatography（IMAC）法（例え
ば，Anal. Chem., 71 (1999) 2883），lectin
法（例えば，Anal. Chem., 75 (2003) 348A）
などがしばしば用いられている。これらの方
法は，確かに効果的ではあるものの，例えば，
個々のペプチド・タンパクを認識し得る機能
性分子・担体を個別に開発しなければならな
かったり，対象によっては担体からの回収が
不十分であったり，あるいはコスト面の問題
であったり，改善すべき点が残っており、選
択性を維持・向上させつつより有用な方法論
を開発していくことが強く求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究において，新規かつ有用なペプチ
ド・タンパク分析・抽出法として「フルオラ
スケミストリー」の概念を採り入れた方法論
を提案する。すなわち本研究期間内に，（１）
脳神経ペプチドをフォーカシングするマル
チフルオラス誘導体化−LC-MS/MS 分析法，及
び（２）配位結合能とフルオラスの選択性を
融合したペプチド・タンパクの選択的抽出法，
の開発を試みる。 
両方法は、培養細胞、小動物脳試料等の試
料に適用し、その有用性を確認するとともに、
適用可能なペプチド・タンパク質のサイズ、
性質（極性、電荷、形状など）や試料の組成
等を検討し、その適用範囲を見極める。 

 
３．研究の方法 
（１）マルチフルオラス誘導体化による脳神
経ペプチドのフォーカシング・LC-MS/MS 分析 
 脳神経・精神疾患に深く関与していると考
えられている「ガラニン」，「ノシセプチン」，
「バソプレシン」，「ニューロペプチド Y」，「コ
レシストキニン」，「ニューロテンシン」，「サ
ブスタンス P」などをモデルに，マルチフル
オラスラベル化に関する基礎検討を行う。ラ
ベル化試薬としては，フルオラス鎖長が 
CF3(CF2)n−（n = 2〜4）と短鎖で，かつペプチ
ドが持つ官能基群を標識可能なものを用い
る。単一官能基を複数個あるいは 2つ以上の
官能基を対象に誘導体化するなど，適宜調整
しつつマルチラベル化の至適な条件を整え
る。具体的には，申請者らの先行研究におい
て整えた条件をもとに，アミノ基には，アル
デヒド型試薬による還元的アルキル化，カル
ボキシル基にはアミン型試薬によるアミド
化反応，チオール基にはヨードアセトアミド
型試薬によるアルキル化などを用いる。具体
的には，例えば，ペプチドによっては Lys 含
有数あるいは酸性アミノ酸含有数が異なり，
その差を利用して各ペプチドのフルオラス
導入数を調整する。バソプレシンについては
さらにCysへとフルオラス基を導入すること
で他のペプチドとの差別化を図れる。フルオ
ラス LC 分離後の検出には MS を利用する。 
 
（２）IMAC 技術とフルオラスの融合によるペ
プチド・タンパクの選択的抽出 
 先ずは，イミノ二酢酸（IDA）やニトリロ
三酢酸（NTA）などに代表される IMAC 用キレ
ート試薬（いずれも市販品を利用）へフルオ
ラス基を導入・合成する。次いで，それらを
フルオラス固相（市販品）へ固定化する条件
を整える。フルオラス相互作用による固相へ
の脱着は，親フルオラス溶媒（> 80% メタノ
ールなど）及び疎フルオラス溶媒（< 50% メ
タノールなど）を調整することで容易に可能
となる。キレート部位への金属類の固定化に
関しては，既報（例えば，J. Biochem. Biophys. 
Methods, 49 (2001) 335， Mol Cell. 
Proteomics, 11 (2003) 1234, Anal. Chem., 
85 (2013) 8979 など）を参考に推奨される試
薬を用いて行う。例えば，His-tag が導入さ
れたタンパクの抽出・精製には Ni や Co を，
リン酸化ペプチド・タンパクの抽出・精製に
は Fe，La，Zn などの金属類を利用する。固
相カラム上に保持させたペプチド・タンパク
は，適当な塩溶液で溶出可能ではあるが，そ
の後の MS 分析を鑑み，塩を含まない親フル
オラス溶媒で溶出させることもできる。 
 以上の方法のいずれも，実試料を用いたバ
リデーション試験を実施し，関連の疾患モデ
ル動物試料や細胞試料などに各方法を適用
し，実用化を指向した研究を行う。 
 
 



４．研究成果 
 
（１）マルチフルオラス誘導体化による脳神
経ペプチドのフォーカシング・LC-MS/MS 分析 
i)アミノ基 モデル化合物として、Insuline, 
glucagon, 前記脳内ペプチド（Dynorphin A、
Galanin、Neurokinin A、Neurokinin B、
Neuromedin C、Neurotensin、Orexin B、
Somatostatine）を用い、アミノ基誘導体化用
のフルオラス試薬として N-Succinimidyl- 
4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9, ,9-tridecafluoro- 
nonanoate（SITF）を用い、四ホウ酸ナトリ
ウム溶液下、40℃ 45分間反応させること
により、ペプチド内の全てのアミノ基にパー
フルオロアルキル基が導入され（下図）、フ
ルオラスカラムで導入個数に応じた保持が
得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本法における標準品の検出限界は

0.4-40 nMであり、検量線の直線性（r≧
0.9993）及び再現性（RSD≦8.0％）は、共
に良好な結果が得られた。さらに本法をマ
ウス脳組織に適用したところ、Neurokinin 
A及びSomatostatinを定量することができ
た。 
ⅱ)チオール基 分子内ジスルフィド結合を
有するペプチド（バソプレシン及びオキシト
シン）を対象とした分析に応用した。具体的
には、これらペプチド類のジスルフィド結合
を還元剤にて切断し、パーフルオロアルキル
ヨードアセトアミド試薬によって多重にラ
ベル化した。本誘導体の構造を MS スキャン
測定にて確認したところ、目的のパーフルオ
ロアルキル化体が生成されており、また、そ
れらは期待通りフルオラス LC カラムにて選
択的に保持・分離された。 
 
（２）IMAC 技術とフルオラスの融合によるペ
プチド・タンパクの選択的抽出 
 本研究では、まず、イミノ二酢酸型フル
オラス試薬(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11, 
11,11-perfluoroalkyl-n-iminodiacetic acid, 
PFIDA)を合成し、これに金属イオン
（Fe(III)）を配位結合させて固定して、次
図の Fe(III)固定化 PFIDAを合成した。この
試薬に分析対象のリン化合物は配位結合し、
生成した錯体は、そのフルオラス性からフ
ルオラス溶媒に高選択的かつ効率的に抽出
される。本方法論は、主にヌクレオチド類
を用いて原理確認を行い、生体試料中ヌク
レオチド類の前処理に適用した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 更にペプチドへの適用性を検討するため
に、ペプチド・タンパク質のリン酸化を触媒
するプロテインキナーゼ（Protein kinase; 
PK）の活性測定を試みた。その原理は，蛍光
標識した基質ペプチドを PK によりリン酸化
し，そのリン酸化体のみを Fe(III)固定化
PFIDAを用いてフルオラス抽出するもので
ある。非リン酸化基質ペプチドは抽出されな
い（非フルオラス層に残存）ため，その蛍光
強度の減少率（または抽出液の同増加率）か
ら PK の活性測定を行うことが可能となる。
今回，PK の基質として知られている市販の
Kemptide（TAMRA 標識化体）を用い，本法の
原理確認と，実際にキナーゼの活性測定に供
したところ，良好な結果を得ることができた。
本方法がリン酸化ペプチドの選択的抽出に
適用可能であることを示唆している。 
 
 本法は、前処理の困難なリン脂質への適用
も可能であることを実証しつつあり、今後更
なる適用拡大を検討したい。 
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クレオチド類の選択的分析と白血病由
来細胞試料への適用; ○清川恵奈，巴山
忠，川見祐介，糸山美紀，吉田秀幸，能
田均，山口政俊; 第 22 回クロマトグラ
フィーシンポジウム「近畿大学東大阪キ
ャンパス（東大阪市）」（2015 年 5月 29
日） 

⑭ フルオラス誘導体化法によるポリアミ
ン類の選択的LC-MS/MS分析; ○巴山忠，
久芳未果，玉嶋江莉奈，川見祐介，糸山
美紀，吉田秀幸，能田均，山口政俊; 第
22 回クロマトグラフィーシンポジウム
「近畿大学東大阪キャンパス（東大阪
市）」（2015 年 5月 29 日） 

⑮ フルオラス誘導体化法を利用したオキ
シトシンの高選択的 LC-MS3分析; ○玉
嶋江莉奈，巴山忠，川見祐介，糸山美紀，
吉田秀幸，能田均，山口政俊; 第 75 回
分析化学討論会「山梨大学甲府キャンパ
ス（甲府市）」（2015 年 5月 23 日） 

⑯ フルオラスの選択性を利用した細胞試
料中ヌクレオチド類の金属キレートア
フィニティー抽出; ○巴山忠，薬師寺寿
世，川見祐介，糸山美紀，吉田秀幸，能
田均，山口政俊; 第 25 回クロマトグラ
フィー科学会議「京都大学桂キャンパス

（京都市）」（2014 年 12 月 12 日） 
⑰ 亜鉛固定化 Krytox を利用したテトラサ
イクリン系薬剤の選択的フルオラス二
相系抽出; ○古森貴子，清川恵奈，巴山
忠，川見祐介，糸山美紀，吉田秀幸，能
田均，山口政俊; 第 31 回日本薬学会九
州支部大会「第一薬科大学（福岡市）」
（2014 年 12 月 12 日） 

⑱ 金属固定化フルオラス試薬を利用した
テトラサイクリン系抗生物質の選択的
抽出法の開発; ○清川恵奈，古森貴子，
巴山忠，川見祐介，糸山美紀，吉田秀幸，
能田均，山口政俊; 第 27 回バイオメデ
ィカル分析科学シンポジウム「帝京大学
板橋キャンパス（東京都板橋区）」（2014
年 8月 20 日） 

⑲ フルオラス-金属キレートアフィニティ
ー試薬を用いたリン酸基含有化合物の
選択的抽出法の開発; ○巴山忠，井上裕
也，川見祐介，糸山美紀，吉田秀幸，能
田均，山口政俊; 第 21 回クロマトグラ
フィーシンポジウム「名古屋市工業研究
所（名古屋市）」（2014 年 6月 6日） 

⑳ モノリス型フルオラス固相カラムを用
いたパーフルオロアルキル化アミノ酸
の選択的抽出と LC-MS/MS 分析; ○玉嶋
江莉奈，巴山忠，川見祐介，糸山美紀，
吉田秀幸，能田均，山口政俊; 第 21 回
クロマトグラフィーシンポジウム「名古
屋市工業研究所（名古屋市）」（2014 年 6
月 5日） 
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