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研究成果の概要（和文）：近年、疾患に関連するキラル分子の存在が明らかとなり、その病理組織学的解析が急
務となっている。しかし、免疫組織化学等で組織中の各エナンチオマーを選択的にイメージングすることは、通
常極めて困難である。そこで本研究では、ジアステレオマー誘導体化とイオンモビリティースペクトロメトリー
を質量分析イメージングに組み合わせる、新たなイメージング法の開発に取り組んだ。まず分離に適した化学構
造を調査し、その結果に基づき新規誘導体化試薬を設計した。続いてこの試薬を用い、マウス組織に含まれるキ
ラルな有機酸（D-, L-2-ヒドロキシグルタル酸)の各エナンチオマーが異なる分布を示す様子を可視化すること
に成功した。

研究成果の概要（英文）：Recent evidences gain the importance of histopathological analysis of the 
chiral molecules associated with various diseases. However, selective imaging of an enantiomer in 
biological tissues is generally challenging. In this study, we developed a new imaging method that 
combines diastereomer derivatization and ion mobility spectrometry with mass spectrometry imaging. 
We designed a new derivatization reagent based on chemical structures suitable for the separation. 
By using the reagent for on-tissue diastereomeric derivatization, we succeeded in visualizing the 
different distribution of each enantiomer of chiral organic acids (D-, L-2-hydroxyglutaric acid) in 
mouse tissues.

研究分野：質量分析

キーワード： 質量分析　キラル　イメージング　イオンモビリティースペクトロメトリー　誘導体化　ジアステレオ
マー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本報告時点において質量分析イメージングによるエナンチオ選択的イメージングの実現を報告した例は他に見当
たらない。本研究の成果は、種々の疾患に関連する光学異性体を対象とした、新たな病理組織学的解析法の開発
に資すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 がん、慢性腎臓病、糖尿病は大きな社会的損失をもたらす代表的な疾患である。近年、これら
疾患の早期診断マーカーとして、キラルな有機酸やアミノ酸が重要視されている。これらマーカ
ーの実用化が進む一方、その代謝調節機構の解明や、新しい創薬標的の同定にも大きな期待が寄
せられている。実際、疾患関連分子を豊富に含む組織種や特徴的な代謝経路が徐々に明らかとさ
れている。しかし、特定の光学異性体が組織のどこに集積し、どのような変化をもたらすかの解
明は遅れている。この事態の原因として、分子量の小さいキラル分子を直接かつ選択的にイメー
ジングすることが困難という、技術的課題が挙げられる。組織学的解析に広く用いられる免疫組
織化学やオートラジオグラフィーは、還流固定等の操作で容易に流出する内在性代謝物の解析
に不向きであり、特にマイナーなエナンチオマーの分布を正確にイメージングすることは困難
である。 
 質量分析イメージングは、組織試料の各位置から得たマススペクトルを基に、様々な分子の分
布を描画する手法である。この方法は還流固定等の操作を必要としないため、低分子化合物の動
態解析に適している。また、イオンモビリティースペクトロメトリー（IMS）の利用により、質
量電荷比が等しい分子の異なる分布を調べることが可能である。研究開始当初、IMS の技術的
進展に伴い、鏡像異性体をジアステレオマーとして IMSで分離した例が少数報告されていた。
しかし、それらジアステレオマーのイオン化効率や分離度は不十分であり、質量分析イメージン
グに直接適用することは難しかった。 
 研究代表者は本研究以前に質量分析イメージングに有用な誘導体化法の開発経験を有してお
り、適切な誘導体化試薬の構造推定や誘導体化反応条件最適化を速やかに行う準備が整ってい
ることから、本研究内容が申請された。 
 
２．研究の目的 
 IMS によるジアステレオマー誘導体の分離法に関する知見が極めて少ない状況を鑑み、下記
2点を目的とした。 
(1) IMSによるエナンチオマーの分離に適した誘導体化法の開発 
(2) 組織中のキラル分子を対象とするエナンチオ選択的イメージングの実現 
 
３．研究の方法 
(1) IMSによるエナンチオマーの分離に適した誘導体化法の開発 
 キラルなアミノ酸、有機酸の各エナンチオマーを約 10 種のキラル誘導体化試薬と反応させ、
得られる誘導体から生じる 4または 5種のイオンを IMS-質量分析により測定した。イオン移動
度とジアステレオマー間の分離度を解析し、多様なエナンチオマー分離に有効な誘導体化試薬
を探索した。また、IMS による様々な低分子化合物の測定データを用いて開発されたイオン移
動度（衝突断面積）予測ソフトウェアを用い、それらがジアステレオマー間の分離度予測に利用
可能かを評価した。 
 
(2) 組織中のキラル分子を対象とするエナンチオ選択的イメージングの実現 
 (1)で有望と判断された誘導体化試薬を用い、平面試料中キラル分子のエナンチオ選択的イメ
ージングを試みた。また、試薬構造を改変した化合物を合成し、この試薬を用いてマウス精巣に
含まれる D-, L-2-ヒドロキシグルタル酸を対象とする誘導体化条件の最適化とイメージングを行
った。 
 
４．研究成果 
 
 (1)で試されたキラル誘導体化試薬の内、比較的広範な化合物のエナンチオマー分離に適する
ものとして 2種、それらで分離できない分子の分離に適するものを 1種見出した。また、2-ヒド
ロキシグルタル酸の D体と L体を分離可能な誘導体化法を初めて見出し、論文として発表した。
また、IMS で用いるバッファーガスの組成を比較的分極率の高いものに置換することで、一部
のジアステレオマーの分離度が改善されることを見出し、学会にて発表した。さらに、既存の主
たるイオン移動度予測ソフトウェアが各ジアステレオマーの分離度を予測するには有効でない
ことを初めて明らかとし、上記発表論文にその内容を掲載した。 
 
 (2)ではまず、(1)で有望と判断された誘導体化試薬を用いてイメージングを行った。その結果、
ジアステレオマーの分離度とシグナル強度がいずれも不十分であることが明らかとなった。そ
こで、この試薬を基に安定なカチオン構造を有する新規誘導体化試薬を合成し比較した。新規試
薬を用いて得られるジアステレオマー由来のシグナル強度は従来の試薬を用いて得られるもの
の 10倍以上高かった。また、IMSにおいて新規試薬で得られる D-, L-2-ヒドロキシグルタル酸
誘導体は完全分離した。さらに、組織上での誘導体化反応条件を調整してイメージングを行った



結果、マウス精巣に含まれる各エナンチオマーの異なる組織内分布を可視化することに成功し
た。この成果の一部は学会にて発表された。 
 
 国内外で IMSによりエナンチオマーを分離する試みが行われているが、それらの多くは非共
有結合を介した複合体イオンまたは複数の金属イオンが付加したイオンを対象としており、生
体試料中のキラル分子を標的とするイメージングには不向きである。本研究の成果として発表
した D-, L-2-ヒドロキシグルタル酸の分離法では、比較的高感度に検出可能なプロトン付加イオ
ンが分離するという点で先進的である。実際、論文発表後に研究代表者らへの問い合わせが来て
いる。また、新たな誘導体化試薬で得られるジアステレオマーは、高効率に生成する分子イオン
が良好に分離するため、マウス精巣に含まれる各エナンチオマーの分布可視化に大きく寄与し
た。本研究の成果は、種々の疾患に関連する光学異性体を対象とした、新たな病理組織学的解析
法の開発に資すると考えられる。 
 
 本研究を進める過程で、アミノ酪酸異性体（全 8種）を液体クロマトグラフィーで良好に分離
可能な誘導体化試薬を見出した。この意外な知見を基に生体試料中の各異性体を一斉に定量す
る分析系を構築し、シロイヌナズナに含まれる異性体種やマウスにおける各種異性体の体内動
態を明らかとした。これら成果は学会にて発表された。この分析系は市販の試薬と汎用的逆相カ
ラムを用いるものであり、各種アミノ酪酸を対象とする幅広い分野での利用が期待できる。 
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