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研究成果の概要（和文）：LC/ESI-MS/MSによる微量定量分析では，「検出感度改善」と「精度・正確度を確保するため
の内標準物質 (IS) の入手」が常に大きな課題となる．本研究ではこれらを一気に解決する独自の化学ツールとしてES
I増強重水素標識 (EEDL) 誘導体化法を提案し，カルボキシ基用，共役ジエン用など官能基・特異的構造別のEEDL試薬
の開発とその実用性の評価を行った．申請者が開発したEEDL試薬を用いることで，これまで最適なISが入手困難であっ
た化合物でも本誘導体化により，高感度かつ精密定量が可能となるため，今後，多くの微量化合物の分析への応用が期
待される．

研究成果の概要（英文）：Low assay sensitivity becomes a major problem in the LC/ESI-MS/MS analysis. 
ESI-enhancing derivatization is useful method for increasing detectability. On the other hands, 
unavailability of stable isotope-labeled internal standards (ISs) is also a problem. The stable 
isotope-coded derivatization (ICD) has been recently used as a method to correct the run-to-run 
ionization differences, including matrix effects, for precise analysis. Based of these backgrounds, we 
developed novel derivatization reagents to improve these problems simultaneously. We defined these 
derivatization reagents as ESI-enhancing and deuterium-labeling (EEDL) reagents. We synthesized various 
type of EEDL reagents.The detectability of EEDL-derivatives were 60-2200-higher than intacts compounds. 
We also have demonstrated an LC/ESI-MS/MS methods for the quantitative analysis of target metabolites in 
biological samples. The use of EEDL derivatizations enabled the precise quantification without 
isotope-coded ISs.

研究分野：物理系薬学

キーワード： 質量分析　重水素標識　ESI増強誘導体化
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１．研究開始当初の背景 
LC/ESI-MS/MS による微量定量分析では，
「検出感度改善」と「精度・正確度を確保
するための内標準物質 (IS) の入手」が常
に大きな課題として付きまとう．前者につ
いては，測定対象物質への ESI活性原子団
の 導 入 を 基 本 と す る ESI 増 強 
(ESI-Enhancing: EE) 試薬が数多く開発さ
れ，有効な解決策の一つとなっている．
LC/MS/MS による正確な定量には測定毎
のイオン化効率の補正やマトリックス効果
の補正のために IS が必要不可欠であり，
それには測定対象の安定同位体標識体が最
も適している．しかし，測定対象によって
は安定同位体標識体が市販されていない，
又は合成困難な場合があり，常にそれを用
意できるとは限らない．そのような化合物
では LC/ESI-MS/MS による精密な定量を
行うことはできないという課題が残されて
いる． 
 
２．研究の目的 
最近，測定対象ではなく誘導体化試薬に
安定同位体を導入し，これを利用すること
によって精密な定量を達成する ICD が積
極的に研究されている．しかし，既存の ICD
試薬は ESI応答性の増強を意識してデザイ
ンされていないため，検出感度の向上はほ
ぼ期待できない．すなわち，現時点では「高
感度検出」と「測定対象の安定同位体標識
IS なしでの高精度定量」を同時に達成し，
微量定量分析の真に強力なツールとなり得
る試薬が見当たらないことから，申請者は
この 2つを一気に成し遂げる官能基別 ESI
増強重水素標識  (ESI-Enhancing and 
Deuterium-Labeling: EEDL) 試薬の系統的
開発が有効であると考えた．そこで，本申
請課題では，カルボン酸用 EEDL試薬の開
発を足掛かりとして，ケト基，共役ジエン
など様々な官能基を対象とした EEDLライ
ンナップの合成と，生体試料分析における
実用性評価を行うことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 先にも述べた通り，LC/ESI-MS/MS を用い
た微量成分の分析において，感度のみならず，
測定毎の装置状態の補正や試料マトリック
スの補正を可能とするための手法は必須で
ある．本申請課題は安定同位体標識 ISのない
化合物でも ESI/MS/MS による高感度かつ高
精度定量を達成するために，ESI 増強誘導体
化を基盤に，EE 試薬とそれに重水素を標識
した誘導体化試薬アナログ (EEDL 試薬) の
ペアを開発する．EEDL 試薬の合成にはなる
べく高効率かつ同位体純度の高い手法を選
択し，多くの官能基別の誘導体化試薬に応用
可能な方法を選択した．得られた EE/EEDL
試薬についてESI/MS/MS挙動やLC挙動を精
査し，標品のみの検討だけでなく，実試料分
析における実用性評価までを行った． 

 
４．研究成果 
(1) 光学活性カルボン酸用 EEDL誘導体化試
薬の開発 
研究開始年度である平成 26 年度に申請者
は先ず，光学活性カルボン酸用の EE 試薬を
開発した．ピリジンやキノリン等、種々の ESI
増強原子団を導入した光学活性カルボン酸
用 EE試薬を合成した結果，最適な EE試薬と
して DAPAP を開発した．その構造は ESI 増
強原子団としてジメチルアミノフェニル基
を有し，光学活性カルボン酸分離用の反応活
性基として(S)-1-アミノピロリジン骨格を有
する (図 1)． 

 
 
 

 
 
 

 
 

図 1. DAPAP/d-DAPAPの構造 
イブプロフェン (IBU) をモデル化合物とし
て DAPAP 試薬の性能を詳細に評価したとこ
ろ，通常の逆相用 ODS カラムを用いて IBU
の R体と S体を分離度 2.6で完全分離を達し
た．さらに S-IBUのみを用いて DAPAP誘導
体化による感度向上能を算出したところ，誘
導体化前と比較して 2200 倍もの感度向上 
(シグナル/ノイズ比 = 5を与える注入量, 200 
fg)を達した．次いで，DAPAP の EEDL 試薬
の合成を行うこととした．DAPAPの構造に着
目すると，ジメチルアミノ基に重水素を導入
することで目的の化合物を合成できるもの
と考えられた．そこで，重水素標識ヨードメ
タンを使用する手法など検討した結果，重水
素ホルムアルデヒドを用いた還元的アミノ
化反応による重水素標識ジメチルアミノ安
息香酸を調製する方法が収率の面でも適当
であった (収率 74%)．こうして得られた 4つ
の重水素で標識された安息香酸を用い，2 段
階の反応を経て d-DAPAP (図 1) の合成を達
した．d-DAPAP の LC 及び ESI/MS/MS 挙動
は DAPAP のそれと全く同じであり実用上問
題はなかった．そこで，これらを用いて唾液
中の IBU の対掌体弁別測定を試みた．次に
IBU を服用していない健常人唾液を利用し
て検量線を作成した．ブランク唾液に IBU標
準品を添加後，DAPAP 誘導体化に付し，そ
こに一定量の IBUから調製したd-DAPAP誘
導体を加え，LC/ESI-MS/MSに付した．両誘
導 体 の ピ ー ク 面 積 比 
(IBU-DAPAP/IBU-d-DAPAP) を IBU の唾
液中濃度に対してプロットしたところ良好
な直線が得られた．検量線の逆算値の RSD
及び相対誤差 (RE) は 0.8－8.5%及び–4.0－



6. 0%となり [図 2 (a)] であり，一方，
d-DAPAP を使用せずに絶対検量線法によっ
て検量線を作成した場合 (RSD 4.9－27.5%，
RE –11.4－23.0%) [図 2 (b)]と比較して検量
線の精度・正確度が大幅に向上した．これは，
絶対検量線では測定毎にピーク面積のバラ
つきが大きく，一方で，EEDL 試薬による
IBU 誘導体を IS 代わりに利用した場合，マ
トリックス効果及び分析ごとのMS装置のわ
ずかな状態の違いが補正されたことを示す
ものであり，申請者の提案する EEDL試薬の
有用性を証明する結果を得た． 

 
図 2. IBU検量線 

 
次に開発した方法を用いて市販の IBU (ラセ
ミ体) 製剤を服用した健常ボランティアの唾
液中 IBU濃度を測定したところ，体内での立
体選択的キラル反転や，それに伴って S体の
AUC0-8 hが R体のそれの約 2倍となることな
ど，血液分析と同等の情報も得られた． 
 
(2) 共役ジエンと特異的に反応する Cookson
型試薬のとその EEDL試薬の開発と尿中ビタ
ミン D代謝物の定量 
 ビタミン D は骨形成に重要な役割を担っ
ており，ビタミン D不足は骨粗鬆症などの原
因となる．ヒトにおいて主要なものは D3 で
あり，現在，ビタミンＤ3 の供給状態は血中
25-ヒドロキシビタミン D3 [25(OH)D3] の濃
度に基づいて評価される．一方，過剰の
25(OH)D3はその大部分が24,25-ジヒドロキシ
ビタミン D3 に代謝され，グルクロン酸抱合

化の後，尿中に排泄される．そこで我々は尿
中のビタミン D3代謝物の濃度もビタミン D
供給状態の指標になるものと考えられた．尿
中のビタミン D3 代謝物は極微量であると予
想され，LC/ESI-MS/MS による定量には高感
度化が必須であると予想される．さらに，IS
として用いるビタミン D3 代謝物の重水素標
識アナログも入手困難である．そこで，我々
はビタミン D3 代謝物が共通して有する共役
ジエンに特異的に反応し，LC/ESI-MS/MS 応
答性を飛躍的に向上させるCookson型の誘導
体化試薬 DAPTADを合成した．DAPTADは
DAPAP と同様に ESI 増強原子団としてジメ
チルアミノフェニル基を有することから，先
の d-DAPAP 合成時に調整した重水素標識さ
れた安息香酸を用いることで，その EEDL試
薬である d-DAPTAD も比較的容易に合成で
きるものと考えた．そこで，図 3に示す通り
の合成経路で d-DAPTADを合成した． 

 
 
 

 
 

 
 
図 3. d-DAPTAD合成経路 

 
得 ら れ た d-DAPTAD で 25(OH)D3 と
24,25(OH)2D3を誘導体化し，ビタミン D3代謝
物のLC及びESI-MS/MS挙動を精査したとこ
ろ，DAPTAD 誘導体と d-DAPTAD 誘導体で
差は認められなかった．そこで，これら試薬
のペアを用いて尿中ビタミン D3 代謝物分析
を試みた結果，尿中から明瞭にこれらの誘導
体のピークが観測され (図 4上段)，さらに IS 

 

 
図 4. 尿中ビタミンD3代謝物のクロマトグラ
ム 
 
の代わりに一定量添加したビタミン D3 代謝
物の-d-DAPTAD 誘導体も尿中ビタミン D3代
謝物と同一の時間に溶出した (図 4下段)．(1)
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と同様に，ブランク尿を用い，一定量のビタ
ミン D3代謝物を d-DAPTAD で誘導体化して
ISの代わりに用いたところ，r2=0.994以上の
良好な直線性が得られた．さらに，開発した
定量法を用いて，ビタミン D3 サプリメント
服用による尿中ビタミン D3 代謝物のレベル
変動を試験した．その結果，サプリメント服
用に伴って，緩やかに尿中ビタミン D3 代謝
物の濃度上昇が確認された．このように，共
役ジエンをターゲットにした場合でも，
EEDL試薬の有効性を示すことができた． 
(3) 複数のカルボン酸の定量を同時に達成す
る新規 EEDL試薬の開発 
計画最終年である平成 27 年度はヒドロキ
シ安息香酸類，ケイ皮酸類の同時定量を達成
する EE試薬/EEDL試薬の開発を試みた．こ
れらの化合物群はカルボキシ基を有するた
め，カルボキシ基との反応部位に 1級アミン
を有し，ESI 増強原子団にジエチルアミノフ
ェニル基を持つ DEAPEDを合成した．これま
でのDAPAPとDAPTADについては重水素導
入に伴う LC での同位体効果は認められなか
った．しかしながら，EEDL 試薬の開発と今
後の有効利用に際しては同位体効果につい
ても精査する必要もあったことから，その重
水素標識アナログとしてジエチルアミノ基
の部位に重水素を 6 つ導入した d6-DEAPED
と重水素を 3 つ導入した d3-DEAPED を合成
した．ケイ皮酸類の一種であるフェルラ酸を
モデル化合物として選択した所，d6-DEAPED
誘導体では大きな同位体効果 (0.7 min の tR

減少) が観察されたが，d3-DEAPED誘導体で 
 

 
 

 
 

 

 
図 5. 重水素標識数の違いによるフェルラ酸
(FA)-DEAPED誘導体の LCにおける同位体

効果 
 

は tRの減少は 0.3 minで，実用上問題のない
程度であった (図 5)．DEAPEDの EEDL試薬 
には d3-DEAPED が好適であるとし，玄米発
酵食品 (FBRA) 中の生理活性ケイ皮酸類並
びにヒドロキシ安息香酸類の定量法開発を
試みた．玄米はケイ皮酸類やヒドロキシ安息
香酸類が含まれており，抗酸化作用などの生
理活性が知られている．玄米を麹菌と共に発
酵させた FBRAは発酵前の玄米と比し，新規
機能性物質の発現，生理活性物質の富化が期
待される．そこで，玄米に含まれていると予
測されるケイ皮酸類としてフェルラ酸，カフ
ェ酸，シナピン酸，p-クマル酸の 4 種，ヒド
ロキシ安息香酸類にはシリンガ酸とプロト

カテク酸の 2種を選択し，これらの含量を求
めた．一定量のこれらカルボン酸を
d3-DEAPED で誘導体化してこれを IS の代わ
りに作成した検量線は，r2=0.997 以上の良好
な直線性を示した．開発した定量法を用いて
これらカルボン酸の定量を試みた所，発酵に
伴い大幅に含量が増加するものも観測され
た．このように EEDL試薬を活用することで
入手が困難な測定対象の安定同位体標識ア
ナログを用いなくても高精度な定量が可能
となるため，今後はさらに誘導体化の対象官
能基の拡充を試みており，現在はヒドロキシ
基あるいはオキソ基をターゲットとした新
規 EEDL試薬の開発を検討している． 
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