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研究成果の概要（和文）：近年、高速液体クロマトグラフィー（LC）とタンデム型質量分析計（MS/MS）を組み合わせ
たLC/MS/MS が広く用いられている。そこで、LC/MS/MS における検出感度および選択性の向上を目的として、LC/MS/MS
用の標識試薬を作製することを目的として研究を行った。また、作製した標識試薬を用いて疾患のマーカーとなる生体
分子の高感度な分析法を開発した。本研究で開発した分析法は、先天性代謝異常症のスクリーニング法として有用であ
った。

研究成果の概要（英文）：Liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) is widely 
used method. In this research, the labeling reagents were synthesized to enhance the sensitivity and 
selectivity in LC/MS/MS. The reagents for LC/MS/MS enabled sensitive analysis of the biomolecules such as 
diseases markers. These methods were useful for the screening of the inherited metabolic disorders.

研究分野： 分析化学
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１． 研究開始当初の背景 
生命現象を深く理解するためには、生命機

能の維持に関与する生体分子の存在部位、生
成や消失などの動態を正確に把握する必要
がある。疾患の原因を解明し、その治療法、
予防法を確立するためには、疾患に関わる生
体分子を特定し、その機能および動態を解明
しなければならない。また、有効で安全な薬
物療法を行うためには、薬物の体内動態を正
しく把握する必要がある。このような目的の
ためには、生体分子や薬物の高感度で選択的
な分析法が不可欠であると考えられる。研究
代表者は、これまで、高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）/蛍光検出法を用いて、生体
分子や薬物の高感度分析法の開発に取り組
んできた。しかし、大部分の化合物は蛍光を
有さないため、HPLC/蛍光検出法を用いる場
合には、分析対象分子を蛍光標識試薬によっ
て標識化する必要がある。そこで、分子サイ
ズが小さく反応性に富み、蛍光波長が長波長
域であるなど、蛍光標識試薬として優れた性
質を有するベンゾフラザン骨格に着目し、蛍
光標識試薬の開発に取り組んだ。これまでに、
カルボキシ基用、アルコール基用、エドマン
分解用、過酸化物用、チオール基用など、多
数の蛍光標識試薬を開発し、さらに、開発し
た試薬を用いて、活性酸素種や酸化ストレス
関連分子、高血圧関連分子、糖尿病関連分子
などの高感度分析法を開発し、これら分子と
疾患との関連を明らかにした（引用文献①）。 
近年、質量分析計（MS）あるいはタンデム

型質量分析計（MS/MS）が開発され、これと
HPLC とを組み合わせた LC/MS あるいは
LC/MS/MS が、分析化学、生命化学、臨床化学、
環境化学など広い分野で用いられるように
なっている。LC/MS においても、検出感度、
選択性の向上のためには、優れた標識試薬が
必要である。LC/MS に用いる標識試薬は、１）
分析対象分子と速やかに反応する、２）適度
な疎水性を有し分析対象分子を逆相 HPLC に
よる分離に適した構造に変換できる、３）容
易にイオン化する構造（プロトン親和性基な
ど）を有し分析対象分子のイオン化効率を高
めることができる、などの条件を満たすこと
が必要である。また、LC/MS/MS に用いる標識
試薬は、上記の３つの条件に加え、４）MS/MS
により特定のプロダクトイオンを選択的に
高い収率で生じることが必要である。現在、
LC/MS/MS に適した標識試薬はきわめて少な
い。この原因は、MS/MS 法によりプロダクト
イオンを選択的に高い収率で生じる構造に
関する報告が少ないため、LC/MS/MS に適する
標識試薬を理論的に設計・開発することが困
難だからである。研究代表者は、ベンゾフラ
ザン骨格を有する化合物のMS/MSによる開裂
様式を検討し、ベンゾフラザン骨格と結合し
たスルホンアミド基の近傍で開裂が起き、高
い収率でプロダクトイオンを生じることを
見出した（引用文献②、③）。この結果に基
づき、カルボキシ基、カルボニル基を有する

化合物を対象とした LC/MS/MS 用標識試薬
（DAABD-AE、DAABD-MHz）を開発した（引用
文献②-④）。しかし、今後 LC/MS/MS に適し
た標識試薬を多数開発するためには、ベンゾ
フラザン骨格のみならず様々な骨格を有す
る化合物を用いて、構造と MS/MS による開裂
様式の関係を検討し、LC/MS/MS 用標識試薬と
して適した構造を見出すことが必要である。
さらに、新生児マススクリーニング（先天性
代謝異常症検査）のように、多数の検体を分
析する場合には、LC を用いずに MS/MS のみで
分析できることが望まれる。MS/MS 用の優れ
た標識試薬を開発できれば、当該領域に大き
く貢献できると考え、本研究を着想するに至
った。 
 
２． 研究の目的 
以上のような背景を基に、本研究では、化

合物の構造とMS/MSによる開裂様式の関係を
検討し、MS/MS 用および LC/MS/MS 用標識試薬
として適した構造を見出し、新たな高性能標
識試薬を開発することを第一の目的とした。
そして、得られた標識試薬を用いて、先天性
代謝異常症のマーカー分子などの生体分子
の高感度分析法を開発することを第二の目
的とした。さらに、特定の官能基を有する低
分子化合物の網羅的解析法を開発し、疾患マ
ーカー分子の同定に取り組むことを第三の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) LC/MS/MS 用高性能標識試薬の開発 
LC/MS/MS に用いる標識試薬は、１）分析対

象分子と速やかに反応する、２）適度な疎水
性を有し分析対象分子を逆相 HPLC による分
離に適した構造に変換できる、３）容易にイ
オン化する構造（プロトン親和性基など）を
有し分析対象分子のイオン化効率を高める
ことができる、４） MS/MS により特定のプロ
ダクトイオンを選択的に高い収率で生じる、
などの条件を満たすことが必要である。  
現在、LC/MS/MS 用標識試薬として、アルコ

ール基の標識にはダンシルクロリド、カルボ
ニル基の標識にはダンシルヒドラジンがし
ばしば用いられる。生じるダンシル標識化体
は、MS/MS 法によりスルホニル基と芳香環の
間の結合が開裂し、m/z 170 または m/z 171
のプロダクトイオンを生じる。しかし、ダン
シル標識化体はプロトン親和性がやや低い
ため、イオン化効率が低く、検出感度は十分
ではないという欠点がある。また、カルボニ
ル基用標識試薬として、2-hydrazino-1- 
methyl- pyridine (HMP)が報告されている。
HMP 標識化体は、イオン化効率は高いが、
MS/MS によるプロダクトイオンの収率が低く
MS/MS での検出感度が十分ではない。このよ
うに、現在に至るまで、LC/MS/MS 法に適した
標識試薬はきわめて少ないのが現状である。
そこで、研究代表者は、ベンゾフラザン化合
物の開裂様式を検討し、ベンゾフラザン骨格



と結合したスルホンアミド基の近傍で開裂
が起き、選択的かつ高い収率でプロダクトイ
オンを生じることを明らかにした（引用文献
②、③）。この結果を基に、カルボキシ基用
標識試薬として DAABD-AE を、カルボニル基
用標識試薬として DAABD-MHz を報告した（引
用文献②-④）。これらの試薬は、LC/MS/MS 用
試薬としての上記４つの条件を満たしてお
り、ダンシル標識化体と比較すると約 10 倍
のイオン強度が得られ、さらに、MS/MS によ
り効率よく m/z 151 のプロダクトイオンを与
えるなど、MS/MS 法での検出に適していた。
以上の結果を踏まえ、アミノ基、アルコール
基などの官能基を対象とした標識試薬を開
発する。また、ベンゾフラザン骨格のみなら
ず様々な骨格を有する化合物を用いて、構造
とMS/MSによる開裂様式との関係を詳細に検
討し、MS/MS 用および LC/MS/MS 用標識試薬と
して適した構造を見出し、新たな高性能標識
試薬を開発する。 
 
(2)先天性代謝異常症のマーカー分子の高感
度分析法の開発 
開発した標識試薬を用いて生体分子の高

感度分析法を開発する。本研究では、先天性
代謝異常症のマーカー分子の高感度かつ迅
速な分析法を開発する。現在、日本において
は、フェニルケトン尿症、メープルシロップ
尿症、ホモシスチン尿症、ガラクトース血症、
甲状腺機能低下症、先天性副腎過形成症の６
疾患に対して先天性代謝異常症検査（新生児
マススクリーニング）が行われている。しか
し、先天性代謝異常症は既に 500 種以上が報
告されており、中には、有機酸代謝異常症の
ように乳幼児突然死症候群（SIDS）の原因と
なるものも知られている。 
欧米では、既に、有機酸代謝異常症を中心

として、MS/MS を用いて 30 種程度の疾患のス
クリーニングが普及している。日本ではマス
スクリーニングに関する試験研究として、
MS/MS を用いて同様な検討が進められている。
現在、MS/MS で分析されているのは、アミノ
酸類およびミトコンドリアで代謝されるア
シルカルニチンを形成している脂肪酸であ
る。これらの分子は、ブタノール－塩酸でエ
ステル化した後に、MS/MS で分析することに
より特徴的なプロダクトイオンを生じる。こ
の方法により、数十種類のマーカー分子の分
析が可能である。この方法は LC での分離を
要しないため、分析時間が短く、多数の検体
の分析に適している。 
これに対して、アシルカルニチンを形成し

ていない遊離型の有機酸類（超長鎖脂肪酸、
多価有機酸類）、ケトン類、糖リン酸類など
の高感度で簡便かつ迅速な分析法は確立し
ていない。これらのうちの一部の分子は、現
在、GC/MS で分析されている。しかし、GC/MS
は前処理が煩雑であり、また分析に長時間を
要するなど、マススクリーニング法として適
しておらず、MS/MS 法あるいは LC/MS による

高感度で簡便かつ迅速な分析法の開発が待
たれていた。研究代表者は、これまでに、
DAABD-AE と LC/MS/MS を用いて、グルタル酸
血症をはじめとする有機酸代謝異常症のマ
ーカー分子及び副腎白質ジストロフィー
（ALD）などのペルオキシソーム病のマーカ
ー分子（C20 以上の極長鎖脂肪酸）の分析法
を開発した（引用文献⑤、⑥）。この方法は、
GC/MS と比較して、前処理が簡便であり、検
出感度も向上し、分析時間も 1/10 以下に大
幅に短縮できた。開発した方法は、海外にお
いて新生児マススクリーニング法に用いら
れており、実用性が高いことが示されている。
さらに、合成した標識試薬を用いて、サクシ
ニルアセトン（チロシン血症のマーカー分
子）、17-ヒドロキシプロゲステロン、4-アン
ドロステンジオン（先天性副腎過形成症のマ
ーカー分子）、ガラクトース-1-リン酸（ガラ
クトース血症のマーカー分子）などをはじめ
とする、多種類の疾患マーカー分子の高感度
で簡便かつ迅速な分析法を開発する。これら
の方法が確立すれば、現在、イムノアッセイ
法で行っている分析をほとんど全てMS/MSお
よび LC/MS/MS で行うことができる。MS/MS を
用いた方法は選択性が高いため、偽陽性の判
定は大きく減少すると考えられる。 
 

(3)低分子化合物の網羅的解析法の開発と疾
患マーカー分子の同定 
LC/MS/MS 用標識試薬と反応した分子は、

MS/MS により特定のプロダクトイオンを生成
するため、そのプロダクトイオンを検出する
ことにより、標識試薬が反応した分子のみを
選択的に検出できる。したがって、特定の官
能基を有する一群の分子のみを選択的かつ
網羅的に解析することが可能になる。この方
法を用いて、生体内におけるアミノ酸類、脂
肪酸類などの一群の生体分子の網羅的な動
態解析、さらには、正常時と病態時における
生体分子の量的変動解析法の開発に取り組
む予定である。本法は、新たな疾患マーカー
分子の同定さらには個別化医療に大きく貢
献すると考えられる。 
 
４． 研究成果 
(1) LC/MS/MS 用高性能標識試薬の開発 
ベンゾフラザン以外の骨格にも着目し、さ

らに高性能な標識試薬を開発することをめ
ざして研究を行った。文献を調査した結果、
構造中に、芳香族スルホンアミド、ヒドラジ
ン、アミド、エステル、ウレア、チオウレア
などの構造を有する化合物は、MS/MS 法によ
り容易に開解し、特定のプロダクトイオンを
選択的に高い収率で生じることが明らかに
なった。今後、これらの構造を有する標識試
薬を設計し合成する予定である。（主な発表
論文等・雑誌論文④-⑥、図書①） 
 
(2) 先天性代謝異常症のマーカー分子の高感

度分析法の開発 



ベンゾフラザン骨格を有する LC/MS/MS 用
標識試薬である DAABD-AE を用いて、2-メチ
ルクエン酸の高感度かつ簡便な分析法の開
発し、新生児の先天性代謝異常症のスクリー
ニング（マススクリーニング）に応用した。
従来のスクリーニングでは、濾紙血液試料中
のプロピオニルカルニチンを測定し、プロピ
オン酸血症、メチルマロン酸血症、コバラミ
ン代謝異常症を検出している。しかしこの方
法では偽陽性がしばしば認められることが
知られている。患者（n=20）およびコントロ
ール（n=377）の濾紙血液中 2-メチルクエン
酸を測定したところ、2-メチルクエン酸濃度
は患者血液中の方が明確に高かった。本法は、
従来のスクリーニングの二次スクリーニン
グに用いることができると考えられる。（主
な発表論文等・雑誌論文③、学会発表①） 
 

(3) ナノ粒子内包薬物定量法の開発 
開発した標識試薬を用いて、ナノ粒子内包

薬物を標識化し、分離定量することを試みた。
近年、薬物を標的部位に送達することを目的
として、薬物を内包したナノ粒子が用いられ
ており、有効で安全な薬物療法を実施するた
めには、これらの薬物を正確に定量すること
が必要であると考えた。最初に、ナノ粒子の
精製法の開発に取り組んだ。これまで、ナノ
粒子の精製には、超遠心、透析、サイズ排除
クロマトグラフィー等の方法が報告されて
いる。しかし、これらの方法は手順が複雑で
あり長時間を要するなどの問題点があった。
そこで、ナノ粒子を簡便に精製するために、
モノリスシリカディスクを用いる方法を検
討した。その結果、ナノ粒子を、2 分間遠心
により分散溶液中から精製することが可能
となった。この方法は様々な大きさのナノ粒
子に適用できる。次に、薬物内容ナノ粒子を
モノリスカラムで分離した。ナノ粒子は、内
包薬物の種類にかかわらず、ハイドロダイナ
ミックモードで分離された。今後、分離され
た薬物を標識化し、LC/MS/MS により高感度に
分析する予定である。（主な発表論文等・雑
誌論文①、②） 
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