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図 1 MSプローブ（KAPシリーズ）とラベル化反応

質量分析用ラベル化試薬（MSプローブ）の創製とバイオへの応用

本 田 亜 希， 鈴 木 祥 夫， 鈴 木 孝 治

1 は じ め に

質量分析法は，既存の分析方法の中で最も検出感度が高く，

多くの微量物質の検出法として，医学，薬学，化学工業，環境

科学など幅広い分野で普及しているニーズの高い分析手法であ

る。特に，1980年代末に相次いで実用化され，ノーベル賞の

受賞の対象になったエレクトロスプレーイオン化質量分析法

（ESIMS）やマトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分

析法（MALDIMS）は，非常にソフトなイオン化法であるた

め，DNAやタンパク質などのような生体分子を壊すことなく

検出することができ，遺伝子，生理的または病的環境における

特定要因の構成分子を網羅的に解析することに大きく貢献して

いる1)～7)。さらに ESIMSと液体クロマトグラフィー（LC）

とを組み合わせることにより，数百から数千分子の同定を可能

とし，生理的現象に深く関与する生体分子の同定が飛躍的に進

歩した8)～12)。

しかし，すべての検体が ESIMS測定によって検出される

わけではなく，溶液相から気相へのイオン化過程には，その検

体の分子構造等によって制約がある13)～15)。ESIMSにおいて

効率の良いイオン化を行うために，通常，試料溶液あるいは移

動相にプロトン性溶媒や無機塩を添加する方法が採られてい

る。しかしこれらの溶媒や添加剤により，逆にイオン化効率が

低下するといった問題点がある16)～18)。

今回開発した分析試薬は，質量分析用のラベル化試薬であり，

MSプローブと呼ぶ。MSプローブを用いたイオン化法を，筆

者らはMPAI法（MSprobe aided ionization）と呼んでいる。

この試薬を作ることで，これまで障害となっていたイオン化の

問題を根本的に解決することができ，質量分析計を用いて多様

な対象物質を，極めて高感度，高精度に検出することが可能に

なる。

2 MSプローブの有用性19)20)

開発した試薬の構造を図 1に示す。基本的にはイオン化試

薬であり，イオン性官能基としての 4級アンモニウム基を有

している。測定対象物質との結合部位は，様々な官能基に自在

に付け替えることが可能であるため，幅広い物質に適用するこ

とができる。さらに，室温で穏和に，選択的に，かつ短時間で

ラベル化できる。これらの試薬は，ベンゼン環とアルキル基を

持っているため，適度な脂溶性があり，極性溶媒だけでなく非

極性溶媒にも溶解する。従来検出することが困難であった対象

物質も高感度の測定が可能となる。以下では，合成した質量分

析用MSプローブの特性を，誘導体化の前後で ESIMSを用

いて評価し，各質量分析用MSプローブの有用性について概

説する。KAPCA01は，カルボキシル基を含むサンプルと図

1に示したように結合する。KAPCA01によるカルボン酸化

合物の誘導体化の例として，図 2に胆汁酸の成分の一つであ
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図 2 KAPCA01でラベルする前後のコール酸のマススペクトル（左ラベル化前，右ラベル化後)

図 3 KAPNB02でラベル化した 8OHdGのマススペクトル

るコール酸単独および KAPCA01でラベル化した後のマス

スペクトルを示す。左側に示すようにコール酸単独では，分子

イオンピークは観察されず，Na＋が付加した極めて強度の弱

いピーク（m/z＝431.0399）しか観察されなかった。一方，右

側に示すように，コール酸を KAPCA01でラベル化する

と，誘導体化合物の分子イオンピーク（m/z＝713.0755）が

明
めい

瞭
りょう

に観察され，その強度はコール酸単独のときと比較して

大幅に増加した。また，ピコモルオーダーの微量サンプルでも

検出することができた。以上の結果から，今回開発した試薬は

電荷を有しているため，MS測定に不向きな試料の高感度測定

に大きく寄与していることが分かった。

先に記述したように，移動相の溶媒の組み合わせによっては

質量分析の感度が低下したり，また無機塩を溶媒に添加する場

合，非極性の溶媒には無機塩が溶解しないといった問題があ

る。そこで次に，安息香酸を KAPCA01で誘導体化した化

合物において，移動相に様々な極性を持つ溶媒を流してMS

測定を行った。まず安息香酸を KAPCA01でラベル化した

化合物は，極性の高いメタノールや極性の低い酢酸エチルと

いった様々な有機溶媒に溶解した。これは電荷を持つ 4級ア

ミン部位とサンプルと結合する部位との間が，ベンゼン環を含

む構造で構成されているため，適度な脂溶性を持っているから

である。次に移動相にメタノール，アセトニトリル，アセトン，

THF，酢酸エチルおよびクロロホルムを用いて，各々の溶媒

を流したときの誘導体の分子イオンピーク［m/z＝426.56］の

強度を測定したところ，ピーク強度は溶媒の極性に依存するこ

となく，ほぼ一定の値が得られた。通常，ESIMSの移動相

には，溶媒から試料への電荷の移行がスムーズに行われるた

め，極性の高いメタノール，水を基本とし，これにアセトニト

リル，酸性溶媒などが添加される。しかし，本試薬は既に電荷

を有しているため，溶媒から試料への電荷の移行は無関係であ

る。そのため，極性の低い酢酸エチル，クロロホルムを用いて

も，極性の高い溶媒を用いたときと同様のピーク強度が観察さ

れたと考えられる。

コール酸のほかにも種々のアミノ酸を測定したところ，コー

ル酸と同様の結果を得ることができた。また，KAPCA01以

外にも，カルボニル基，アミノ基，水酸基をラベル化する試薬

を合成しその特性を評価したところ，KAPCA01と同様，試

料を誘導体化することにより，誘導体化前と比較してピーク強

度の増加，検出限界の向上を達成することに成功した。また，

核酸の誘導体化に用いるラベル化試薬として KAPNBシリー

ズ（KAPNB01, KAPNB02）を作製した。これらはそれぞ

れシトシン塩基，グアニン塩基と特異的に反応し，それらの塩

基を有する核酸分子のMS測定の感度を向上する。

3 質量分析用MSプローブを用いた酸化ストレス
マーカーの検出

上述の核酸分子用の誘導体化試薬である KAPNBシリーズ

は，酸化ストレスのマーカーである酸化損傷 DNAの定量測定

に有効に用いることができる。酸化ストレスとは，生体内で生

成する活性酸素群の酸化損傷力と生体内の抗酸化ポテンシャル

の差のことである。DNAは酸化ストレスにより切断，欠失，

修飾などを受ける。これらの一部は尿中に排出され，生活習慣

病との相関を示す。中でも代表的なものとして 8ヒドロキシ

デオキシグアニン（8OHdG）が知られる21)。これらのスト

レスマーカーはこれまで HPLC, ELISA法等により定量がさ

れているが，夾
きょう

雑
ざつ

物の除去，手間がかかる，高価である，など

の欠点がある。質量分析による測定を高感度に行えれば，当然

に分子量の情報を得ることができるため，複数のストレスマー

カーを同時に定量することができ，有利と考えられる。KAP

NB02と 8OHdGは 45°Cで 60分間反応し，ESIMSで測定

を行ったところ目的のピークを得ることができた（図 3）。内

部標準としてベンジルトリエチルアンモニウムを用いて測定を

行ったところ nMレベルの検出が可能であった。KAPNBシ

リーズを用いることで，ラベル化をしない場合と比較し約 10

倍感度は上昇する。これらを用いて尿等における核酸関連物質

の感度を選択的に向上することができ，有用性が期待される。
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図 4 切断部位をもつMSプローブを用いたタンパク質の網羅的定量
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4 切断部位を持つMSプローブ

質量分析は混合物の測定ができ，また微量な試料の測定が可

能であることから，生体試料の同時定量に用いられることが期

待される。しかし，以上で示したラベル化剤は低分子化合物の

誘導体化に適しており，タンパク質などの巨大分子はこれらの

ラベル化剤を用いても高感度の測定をすることは困難である。

そこで DNAやタンパク質等の生体試料の同時定量を質量分析

で行うために，切断部位を持つプローブを作製した。これらの

プローブは紫外線の照射により切断される光開裂部位と，試料

に特異的にラベル化するための結合部位，それに質量分析計に

て観測される検出部位よりなる。検出部位の分子量を様々に変

えることで，同時に複数の試料の測定が可能である。このよう

なプローブを用いて，図 4のようにタンパク質を網羅的に同

時定量することが可能となる。すなわち，あらかじめリガンド

となるタンパク質を種類ごとに異なる分子量の検出部位を有す

るプローブでそれぞれラベル化しておき，これを固定した試料

と相互作用した後に UV照射により検出部位のみを切り出

し，質量分析計で測定することにより，試料中に含まれる各タ

ンパク質の量を知ることができる。このような方法に基づき検

出部位の分子量をラベル化剤として用いれば，バリエーション

を無数に増やすことができ，網羅的定量が可能となる。

5 お わ り に

質量分析は高感度かつ簡便な測定が可能である。有効なMS

プローブで非常に効率的なイオン化ができれば，分子量情報を

得るためだけでなく，検出端として用いて感度の高い定量に用

いることができる。本稿で述べた以外にも，現在，重金属イオ

ン検出用のMSプローブの開発，さらにはオンラインでMS

プローブと試料を反応させ，質量分析計に導入するシステムの

構築を検討している。このようにMSプローブを有効な分析

ツールとして，バイオ分析，さらには環境分析などの幅広い分

野に用いられることが期待される。
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