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１．研究計画の概要 
 本研究では、サリンをはじめとする神経ガ
ス、およびメタミドホスなどの有機リン系農
薬類の毒性に関与する新規ターゲット酵素
の探索により、新たな毒性発現機構を解明す
ることを目的とし、さらに、この新規ターゲ
ット酵素について質量分析法を用いた構造
解析を行ない、これら有機リン系化合物によ
る曝露の新たな証明法を開発し、農業従事者
や中毒患者等の有機リン系化合物曝露の指
標とすることを目的とする。 
 
２．研究の進捗状況 

当初の研究計画では、第一に神経ガス結合
セリン残基に特異的なモノクローナル抗体
を作製する目的で、各種アルキルホスホニル
セリンを合成し、各種セリンエステラーゼ類
のアミノ酸配列の相同性を勘案し、これを含
む 10 残基程度の合成アミノ酸を作成する計
画であった。本年はリン酸骨格部分の合成の
うち、第一段階目の反応が終了したものの、
第二段階目の反応がうまく進行せず、現在、
条件を種々再検討して実験を継続している。 

一方、第二の計画である有機リン結合ペプ
チドのショットガンプロテオミクス的手法
を用いた検出法の開発に関しては、モデル酵
素を用いた検討で、LC-MS/MS（ニュートラ
ルロス分析）を用いた有機リン結合ぺプチド
特異的な検出法が確立されたが、実際の未知
タンパク質の分析に近い状態の混合タンパ
ク質資料を分析した場合、夾雑する多量の有
機リン非結合ペプチドにより特異的検出が
困難になることが分かった。これは、FT モ
ード、IT モードどちらの分析方法でも同様で
あり、原因としては、夾雑タンパク質のペプ
チド断片の強度が強いため、第一段階（MS1

分析）、第二段階（MS2 分析）でこれらの夾
雑ペプチドが優先的に検出され、強度の低い
有機リン結合ペプチドが最初の段階から検
出されていないためであることが判明した。
そこで、有機リン結合ペプチドをあらかじめ
精製・濃縮をおこなっておく必要があると考
え、リン酸化ペプチドの精製に有効と考えら
れている TiO2, ZrO2 担体を用いた精製・濃
縮法を検討し、特異的な精製をおこなった。 

 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 

 第一計画の化学合成を利用した抗体作成
については顕著な結果を得られておらず、当
初計画のとおり、第二計画の質量分析をもち
いた探索に注力することとした。質量分析法
を用いた方法では、基本的な分析法を確立し、
モデルタンパク質を用いての特異的検出が
可能となっている。実資料を用いた分析法も
ほぼ達成可能と考えている。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 質量分析法を用いた有機リン骨格結合断
片の分析法がほぼ確立できたことから、血液
や臓器等のホモジネートを用いて分析をお
こなう計画であり、その後、動物を用いた曝
露実験およびその試料の分析を行う計画で
ある。 
 
５. 代表的な研究成果 
（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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