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研究成果の概要（和文）：イオンスプレー質量分析法(ESI-MS)は分子構造の解明に最適な方法で

あるが、分子が強く荷電して水溶性が高い場合にはイオン化できず、検出ができないとい

う欠点がある。申請者は検出できていなかった薬毒物を錯体化合物とし、さらに第三の因

子を反応させて分子を励起し、これらを極性有機溶媒で抽出することによりイオン化をさ

らに促進し、ESI-MS で高感度に検出する方法を見出した。この方法により中毒者試料中のモ

リブデン、6 価クロム、シスプラチン、コバルト、ヒ酸、亜ヒ酸、モノメチルヒ素、ジメチル

ヒ素、シアナイドを同定・定量した。 
 
研究成果の概要（英文）：Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) is the most suitable 
method to clarify the molecular structure. When a molecule is highly hydrophilic due to its strong charge, 
it cannot be ionized at the spray, and, as the consequence, it cannot be detected by MS. To facilitate its 
ionization, we made a chelate complex from the target molecule or a ternary compound from the chelate 
complex, and then extract it with a polar organic solvent. Using this method several poisons such as 
molybdenum, chromate, cysplatin, cobalt, arsenate, arsenite, monomethylarsonic acid dimethylarsinic 
acid and cyanide were determined in the biological materials of intoxicated victims.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 有害な種々の重金属イオンを検出する
には、誘導結合プラズマ質量分析法(ICP-MS)

が多用されているが、その方法では 2000 度
にまで試料を加熱してイオン化し、検出する
ので、例えば 5 価のヒ酸、3 価の亜ヒ酸、モ
ノメチルヒ素、ジメチルヒ素はすべてヒ素イ
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オンとなり、これらの区別ができない。 
 
(2) イオンスプレー質量分析法(ESI-MS)は
500 度以下で、電圧をかけることにより分子
をイオン化させる、ソフトなイオン化である
ため、分子構造が保たれ、分子構造解明には
最も適した方法である。従って、前述の種々
の薬毒物を原理的には分別可能な方法では
ある。しかし、低分子薬毒物は水溶性が高い
ので、従来行なわれていた ESI-MS 法ではこ
れらをイオン化させることがでず、結局は検
出不能であった。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 開始当初の背景に記述されているように、
ICP-MS でも ESI-MS でも 5 価のヒ酸、3 価の
亜ヒ酸、モノメチルヒ素、ジメチルヒ素を分
別定量することはできなかった。申請者は、
薬毒物とキレート剤とを反応させて錯体と
し、さらに第三の因子を反応させて ternary 
complex を作成(励起)し、分子の荷電を弱め
た後に、極性有機溶媒で抽出することにより
さらにイオン化を促進し、ESI-MS で高感度
に分別検出する方法を見出した。この方法を
荷電が強く、水溶性が高くて今までには検出
できていなかった種々の薬毒物に適用する。 
 
(2) 酵素や DNA に薬毒物が結合している状
態はまさに ternary complex が形成されている
状態である。今回の励起化において、金属が
異常原子価を示す場合も観察された。これら
の異常原子価と発ガン、抗菌作用との関連も
興味がもたれる。 
 
 以上、錯体励起化法を用いた薬毒物の高感
度分別定量法の開発と作用機序の解明が目
的である。 
       
(3) この方法の利点 
① 対象薬毒物は低分子であるので、それら
の m/z は 200 以下である。質量分析において
この 200以下の領域は種々の分子に由来する
妨害シグナルが多い領域である。薬毒物を錯
体とすることにより分子量は増加して m/zは
400 以上となることが多く、その結果、妨害
シグナルを避けることができる点で有利で
ある。 
② 薬毒物錯体の m/z を選択した後に、アル
ゴンガスを衝突させて錯体からキレート剤
を取り除き、次に薬毒物自体の m/z を選択す
るという、タンデム質量分析、即ち、2 回の
質量選択(MS-MS) を行うことにより、妨害シ
グナルをさらに除くことが可能となり、より
高感度を得ることが可能である。 
③ 生体試料は水溶性であるので、妨害物質
も水溶性である。極性有機溶媒で薬毒物錯体

を抽出することにより、これらの多くの妨害
物を除くことが可能である。 
④ 今までの ESI-MS の溶媒はメタノールや
アセトニトリルのような、水に完全に溶解す
る溶媒であったが、申請者の溶媒はメチルイ
ソブチルケトンのような、水には殆んど溶解
しない溶媒であるので、イオンスプレーが一
層容易となり高感度が得られる。 
 
３．研究の方法 
 
薬毒物ごとに以下の項目について、最適条件
の検討を行った。 
(1) キレート剤：陰イオンキレート剤として
は pyrrolidinedithiocarbamate, dithizone, citric 
acid, diethyldithiocarbamate, 8-quinolinol, 1,10- 
phenanthroline, heptanesulfonic acid 等があり、 
陽イオンキレート剤としては 3 価金、
tetrabuthylammonium, tetraethylammonium 等が
あり、これらの中から選択した。 
(2) pH：錯体作成時の最適 pH、次に錯体を
有機溶媒で抽出する時の最適 pH、これらの
pH を得るための最適緩衝剤についての検討
を行った。 
(3) 抽出極性有機溶媒：クロロフォルム、イ
ソアミルアルコール、ヘキサノール、オクタ
ノール、メチルイソブチルケトン、ジクロル
メタン、ニトロベンゼン等の中から最適溶媒
を選択した。 
(4) 装置：四重極型質量分析機(TSQ 7000, 
ThermoQuest, Japan) を用いた。キャピラリー
温度、イオン化電圧、コリジョン電圧の最適
条件を捜した。 
 
４．研究成果 
 
(1) モリブデン含有酵素にはアルデヒドや
亜硫酸の酸化酵素や、硝酸の還元酵素等があ
り、生体内の解毒に寄与している酵素である
が、生体内には極めて微量しか含まれていな
いので、高感度定量が望まれていた。酵素反
応時には 5 価のラジカルとなる。酵素のモデ
ル物質としての錯体を作成し、ラジカルを作
成してその構造を ESI-MS で決定した。また
この方法を応用して、生体内のモリブデンの
高感度定量をした。 Anal. Biochem. 348, 
148-150, 2006 で報告した。 
(2) シスプラチンの定量ならびにシスプラ
チン中毒の解明。シスプラチンはプラチナを
含む抗癌剤である。この薬剤の過剰投与後の
44日と181日に死亡した二人の患者について、
10 種以上の組織、尿、血液中のプラチナを定
量した。このような患者についての報告は今
迄になされていなかった。J. Chromatogr. B 
832, 286-291, 2006、Forensic Toxicol. 24, 83-87, 
2006 で報告した。 
(3) 6 価クロムならびに 6 価クロム錯体



 

 

(Urine Luck)の結合様式の解明。3 価のクロ
ムは糖、蛋白、脂肪の代謝に必須の金属であ
るが、6 価クロムは微量でも、発ガン作用等
があり、有害である。また、6 価クロム化合
物は Urine Luck の商品名で売られ、尿中の大
麻、モルヒネ、コデインの検出を妨害するの
で 3 価のクロムと、6 価クロムとを分けて定
量する必要があるが、ICP-MS では分別でき
なかったが、我々の ESI-MS 法で分別定量し、
Forensic Toxicol. 24, 48-50, 2006 で報告した。
MS-MS により錯体の結合様式を調べたとこ
ろ、イオウよりも酸素原子がクロム原子に強
く結合していることが判明し、また検出限界
を MS 法の 50 分の 1 以下にする事ができ
Forensic Toxicol. 26, 71-75, 2008 で報告した。 
(4) コバルトの定量ならびに造血機構の解
明。コバルトはビタミン B12 の構成要素であ
り、コバルト製剤の服用により、赤血球が増
加するので運動選手が血液ドーピングの代
わりに用いていることが示唆されている。一
方、コバルトの過剰摂取は発ガンその他の害
があるので血液中、尿中の鋭敏な定量が必要
である。従来の ICP-MS 法では 1 本のシグナ
ルしか観察できないが、MS-MS 法を用いて、
数本のプロダクトイオンのシグナルが観測
できるようにし、同定の信頼性を向上させ、
かつ感度も向上させた。Anal. Chim. Acta 614, 
161-164, 2008 で報告した。 
(5) 無機ヒ素の定量法の開発。無機ヒ素類
は古くから知られている毒物で、亜ヒ酸の
毒性はヒ酸の約 10 倍と報告されている。
両者を高感度で分別定量した。Anal. Chim. 
Acta 631, 87-90, 2009 で報告した。MS-MS
によるさらに高感度な解析は Forensic 
Toxicol. 27, 37-40, 2009 で報告した。 
(6) ある種の癌の治療には亜ヒ酸が用いら
れている。また世界各地で報告されている
飲料水のヒ素汚染は主にヒ酸である。体内
に摂取されたヒ素は主に肝臓で代謝され、
尿中へはモノメチルヒ素・ジメチルヒ素と
して排出される。尿には海産物から摂取さ
れたアルセノベタイン・アルセノコリン等
の殆ど無害な有機ヒ素化合物も大量に排出
されている。ICP-MS法ではこれらのヒ素化
合物を区別することができないので、カラ
ムで分離後定量してはいるが、未知物質が
混入していてもその判別はできない。申請
者はヒ酸・亜ヒ酸のESI-MS-MS法による定
量法については既に(5)で報告している。モ
ノメチルヒ素・ジメチルヒ素それぞれとク
エン酸との付加物を作成し、ESI-MS-MS法
で高感度に解析する方法を開発した。また、
亜ヒ酸治療を受けた患者尿中の種々のヒ素
化合物の尿中経時変動も測定し、J. Chroma
togr. B 877, 2624-2629, 2009にて報告した。 
(7) 青酸ソーダ・青酸カリの摂取、建築物燃
焼時のシアンガスの吸入、ある種の芋・キノ

コ・シアナイド(CN)含有化合物の摂取により、
CN 中毒がおきる。従来のイオンクロマト法
では同定に保持時間を用いているので、同時
に溶出する物質の区別ができず、また感度も
低い。申請者は CN の錯体を作成し、
ESI-MS-MS 法で高感度に解析する方法を開
発した。外見上でも、青酸の予備試験でも青
酸中毒とは判定されなかった遺体の胃内容
を調べたところ、本方法で致死レベルの CN
が検出され、本方法の有効性が示された。こ
の結果を Anal. Chim. Acta 651, 81-84, 2009 に
て報告した。 
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