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本文中で用いる略語一覧 

 

HPLC      High-performance liquid chromatography  

MS       Mass-spectrometry または Mass-spectrometer 

LC-MS/MS   HPLC- tandem quadrupole mass spectrometer 

LC-TOF-MS   HPLC- time-of-flight mass spectrometer 

IS        Internal standard (内標準物質) 

S/N       Signal-to-noise ratio (シグナルノイズ比) 

LOD      Limit of detection (検出限界) 

k        Capacity factor (保持係数、または、質量分布比) 

Rs        Resolution (分離度) 

SCZ       Schizophrenia (統合失調症) 

ARMS      At-risk mental state (精神病発症危険状態) 

ave.       average (平均値) 

 

有機酸を含む各試薬を示す略語は、本文中の該当ページに記載した。 
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1 序論 

高速液体クロマトグラフィー-タンデム型質量分析計 (LC-MS/MS) は医療分野をは

じめ、食品[1]、環境[2]分析領域等で利用される分析装置である。 

LC-MS/MS は、高速液体クロマトグラフィー (LC) で分析対象物質を他の物質との分

離を行い、その後、イオン源 (イオン化部) でポジティブ (＋) イオン、またはネガティ

ブ (－) イオンとなり、プリカーサーイオンとして質量分析部 (MS/MS) へ導入される。

MS/MS では、プリカーサーイオンが一つ目の四重極を通り、衝突室 (コリージョンセ

ル、CID 部) において、分析対象物質のプリカーサーイオンからプロダクトイオンが生

成し、二つ目の四重極を通過後、イオン検出部でプロダクトイオンが検出される。 

LC-MS/MS により、医療分野、食品、環境分析領域における大抵の低分子～ペプチド

などの中分子の定量分析が可能であるが、質量分析計の特性上、イオン化部でイオン化

しづらい物質は全般的に検出感度が低くなる欠点がある。 

分析対象となる物質がカルボキシ基を持つ場合、疎水性相互作用により分離がなされ

る逆相型カラムを用いた高速液体クロマトグラフィーでは、固定相に保持させるために

通常、移動相を弱酸性の pH に調整する。しかし、カルボキシ基は (－) イオンとして

検出されやすいため、弱酸性移動相を用いると、カルボキシ基を有する物質は分子形 (-

COOH) となり、イオン形 (-COO-) になりづらくなるため、質量分析計 (MS) での検出

感度が低下する。 

そこで、カルボキシ基を有する化合物の LC-MS/MS 分析では、そのカルボキシ基を

エステル化またはアミド化など誘導体化することで検出感度の向上が期待できる。そ

のため、分析対象化合物のカルボキシ基を誘導体化する標識試薬は、これまでに報告

があり、市販されている試薬も複数ある (https://www.tcichemicals.com/JP/ja/c/11310)。 

一方、分析対象物質が光学活性体の場合は、光学異性体の分別定量が必要になるケー

スがある。HPLC を用いる光学異性体の分離分析には、キラルカラム法が有効である[3]
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が、キラルカラムは光学活性分子で化学修飾されたシリカゲル粒子[4, 5]を充填してい

るため、市販のキラルカラムは高額である。それに加えて、多数の検体を分析すること

による劣化は避けられず、永久に使用できるものでない。そのため、より安価で耐久性

が高い逆相型固定相がより好ましいと言える。しかし、逆相型固定相を用いて光学異性

体の分離分析を行うためには、分析対象物質をジアステレオマーへ誘導体化する必要が

ある[3, 6]。 

  このような背景から、私は光学活性なカルボキシ基を有する分析対象物を、光学異性

体毎の分離定量が可能な、カルボキシ基用のジアステレオマー誘導体化試薬に着目した。

カルボキシ基用のジアステレオマー誘導体化試薬についても、すでにいくつかの報告が

ある (Table 1) [7-9]。どの試薬も、カルボキシ基との反応部位を持ち合わせた光学活性

な試薬であるが、これらの試薬はまだ市販されていないため、後述する応用研究を検討

するには、それぞれを合成する必要がある。 

ところで、統合失調症 (SCZ) をはじめとする精神疾患は古くから知られている重篤

な疾患であるが、その病態の解明には未だ至っていない。近年、精神疾患を発症した患

者の血液成分を分析し、患者特有の血液中分子の濃度変動が多く報告されるようになっ

ており、統合失調症患者の血清中では、グルタミン酸[10, 11]、キヌレニン[12, 13]、トリ

プトファン等[14]の増加が報告されている[15]。 

こうした精神疾患の患者の中には、精神疾患の発症と診断される前に精神病発症危険

状態 (at-risk mental state; ARMS) と呼ばれる期間を経る場合がある[16]。ARMS はうつ

状態や不眠、不安などを主訴とするため、一見軽症で、臨床医も注意深く診察しないと

一般的なうつ状態などと鑑別ができない。精神医療の現場では、ARMS の段階から適切

な時期に専門医による適切な治療を受けられるかが治療成否のポイントとなっている

ため[17]、精神疾患の発症予測に役立つ客観的な指標となる有用なマーカーが嘱望され
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ている。このような背景から、当教室では以前より、東邦大・医・精神神経医学講座と

共同で ARMS の時点における血清中分子の定量研究に取り組んでいる。 

2018 年の Nature Rev Neurosci.に、脳内において L-乳酸が記憶と学習のシグナル分子

として働くことが報告され[18]、精神科領域における L-乳酸に対する注目も高まってい

ること、一方、グルコースから D-乳酸生合成に関わる酵素である glyoxalase (GLO) I の

活性の低下がカルボニルストレスを誘発し、統合失調症の発症に関与する可能性を示唆

[19-23]されていることから、乳酸の両光学異性体、すなわち D- および L-乳酸を含むグ

ルコース代謝物に注目した。 

当教室で開発されたカラムスイッチング HPLC [15, 24, 25] を用いて、ARMS 群及び

健常人血清中 D, L-乳酸の定量を行い、比較解析したところ、ARMS 群において L-乳酸

濃度の有意な減少が認められ、グルコース代謝に異常がある可能性が示唆された[26]。 

 

そこで、本研究では第一章として、光学活性有機酸の分離検出を、高価なキラルカ

ラムを用いることなく、汎用性が高いオクタデシルシリル化シリカゲル (ODS) カラム

を使用し、且つ、測定の自動化を可能にするための新規 LC-MS/MS 用ジアステレオマ

ー誘導体化試薬を創製した。 

次に、創製した新規試薬を用いて、第二章では食品試料について、第三章では生体

試料の分析へ応用した。 
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2 試薬及び装置 

2.1 試薬 

本研究では以下の試薬を購入し、使用した。 

 

有機酸等 

DL-Lactate (Lac), D-Lactate, L-Lactate, DL-3-Hydroxybutyric acid (3-HB), D-3-Hydroxybutyric 

acid, DL-Citramalate (CMA), D-Citramalate, Lithium acetoacetate; SIGMA-ALDRICH 

Succinic acid (Suc), DL-Tartaric acid (Tar), L-Tartaric acid, DL-Malic acid (Mal), L-Malic acid 

Dimethylformamide (DMF); 富士フイルム和光純薬工業株式会社 

PBS; 日水製薬 

Propionic acid; ナカライテスク株式会社 

Glutaric acid, Hippuric acid; 東京化成工業株式会社 

DL-2-Hydroxybutyric acid (2-HB), L-Citramalate; Toronto Research Chemicals 

Sodium L-lactate-3,3,3-d3; CDN Isotopes 

Sodium D-lactate 13C3; Cambridge Isotope Laboratories 

 

縮合剤 

2,2’-Dipyridyl disulfide (DPDS), Triphenylphosphine (TPP); 東京化成工業株式会社 

 

移動相等 

Formic acid (高速液体クロマトグラフィー用), Methanol (LC-MS 用), 2-Propanol (LC-MS

用), Tetrahydrofuran; 富士フイルム和光純薬工業株式会社 

Acetonitrile (LC-MS 用); 関東化学株式会社 

H2O; Milli-Q Labo system (日本ミリポア株式会社) より採水して使用 
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合成用試薬 

Methylamine (40% in H2O), 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium 

chloride (DMT-MM), diphenylphosphoryl azide (DPPA), 5-tert-butyl N-benzyloxycarbonyl-L-

glutamate (Cbz-L-Glu(OtBu)OH), tert-butanol (tBuOH), diisopropylethylamine (DIPEA), 

trifluoroacetic acid (TFA), methylamine (ca. 9% in Ethanol, ca. 2 mol/L), and di-tert-butyl 

dicarbonate (Boc2O); 東京化成工業株式会社 

Special-grade toluene, ethyl acetate (AcOEt), methanol (CH3OH), 35% hydrochloric acid (HCl), 

sodium hydrogen carbonate (NaHCO3), sodium chloride (Guaranteed Reagent), sodium sulfate 

(Wako 1st Grade), and p-toluenesulfonic acid monohydrate (pTsOH-H2O); 富士フイルム和光

純薬工業株式会社 

HCl in ethyl acetate (HCl-AcOEt) (4 M); 国産化学株式会社 

(S)-2-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-(tert-butoxy)-4-oxobutanoic acid monohydrate (Cbz-L-

Asp(OtBu)OH), 4-amino-2-(((benzyloxy)carbonyl)amino)butanoic acid (Z-Dab-OH), and 3-

amino-2-(((benzyloxy)carbonyl)amino)propanoic acid (Z-Dap-OH); 渡辺化学工業株式会社 

(2R)-2-[1]-5-tert-Butoxy-5-oxopentanoic acid (Cbz-D-Glu(OtBu)OH); SIGMA-ALDRICH 

Tetrahydrofuran (THF, Dehydrated, stabilizer free) and special-grade chloroform (CHCl3); 関東

化学株式会社 

H2O; Milli-Q Labo system（日本ミリポア株式会社）より採水して使用 
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2.2 装置 

以下の機種を用いた。個別の測定条件は各実験項に記載した。 

 

LC-MS/MS 装置 

Pump;     Shimadzu LC-20AD ポンプ 

MS;      Shimadzu LCMS-8040 タンデム四重極質量分析計 

Ionization;   ESI 

Column oven;  Shimadzu CTO-20A カラムオーブン 

Auto-sampler; Shimadzu SIL-20AC オートサンプラー 

Software;   Shimadzu LabSolutions ver. 5.97  

 

LC-TOF-MS 装置 

LC;      Agilent 1200 series 

TOF-MS;   日本電子 JMS-T100LP “Accu TOF LC-plus” 

Interface;   ESI 

 

NMR 装置 

日本電子   JMS-ECS 400  
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3 実験  

第一章 新規カルボキシ基用誘導体化試薬の合成と評価  

1 新規カルボキシ基用誘導体化試薬の合成  

1.1 Benzyl (S)-5-(aminomethyl)-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylate (CIM-C1-

NH2) の合成  

 

Fig. 1 CIM-C1-NH2の合成経路 

 

tert-Butyl (S)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-4-(methylamino)-4-oxobutanoate (1a); 

Cbz-L-Asp(OtBu)OH (4.43 mmol) と 40%メチルアミン  (6 mmol) を 25 mL の

MeOH に溶解し、続いて 5.67 mmol の DMT-MM を混合物に添加した。得られ

た溶液を室温で 1 時間撹拌した。反応終了後、混合物を AcOEt (100 mL) お

よび H2O (100 mL) とともに分液漏斗に移し、液 -液抽出を行った。有機層を

回収し、続いて水層をさらに AcOEt 100 mL で抽出した。合わせた有機層を
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0.5 M HCl、次いで飽和 NaHCO3、ブライン  (各 100 mL) で洗浄した。無水

Na2SO4 で乾燥した後、蒸発乾固した。メチルアミド中間体 1a を白色固体と

して得た  (4.35 mmol, 98%)。精密質量測定には LC-TOF-MS (Agilent 1200 series 

および日本電子 JMS-T100LP “Accu TOF LC-plus”) を用いた。m/z 337.17700 [M+H]+ 

(calcd. 337.17635); 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 7.37-7.33 (m, 5H, ArH), 6.33-

6.58 (1H, NH), 5.84-6.08 (1H, NH), 5.13 (s, 2H, PhCH2), 4.49 (d, J = 4.4 Hz, 1H, α-CH), 2.92 

(dd, J = 17.1, 4.5 Hz, 1H, β-CH2), 2.80 (d, J = 4.8 Hz, 3H, NCH3), 2.60 (dd, J = 16.9, 6.4 Hz, 1H, 

β-CH2), 1.43 (d, J = 3.2 Hz, 9H, tBu). 

 

Benzyl (S)-5-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylate (2a) 

パラホルムアルデヒド  (6.27 mmol) と触媒量の pTsOH-H2O を 1a (4.35 mmol) 

のトルエン懸濁液  (50 mL) に加えた。混合物を 1.5 時間還流した [27]。反応

液を室温まで冷却し、分液漏斗に移した。有機層を飽和 NaHCO3  (100 mL) で

洗浄した。水層をさらに AcOEt (100 mL×2) で抽出した。合わせた有機層を

ブライン  (100 mL) で洗浄した。無水 Na2SO4 で乾燥した後、前項に記載した

のと同じ手順で抽出液を蒸発乾固した。その後、イミダゾリジノン化合物 2a

を無色オイルとし て得た  (2.45 mmol, 56%) 。 m/z 349.18526 [M+H]+ (calcd. 

349.17635); 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 7.40-7.32 (m, 5H, ArH), 5.21-5.15 (m, 

2H, PhCH2), 4.85 (dd, J = 19.0, 4.8 Hz, 1H, α-CH), 4.66 (d, J = 9.4 Hz, 1H, NCH2N), 4.25 (d, J 

= 17.2 Hz, 1H, NCH2N), 3.13-2.87 (m, 5H, β-CH2 and NCH3), 1.43-1.39 (9H, tBu). 

 

Benzyl (S)-5-(aminomethyl)-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylate (CIM-C1-NH2) 

2a (2.45 mmol) を 25 mL の AcOEt に溶解し、25 mL の 4 M HCl-AcOEt を溶液

に加えた。混合物を 1.5 時間、室温で撹拌した [27]。その後、溶媒留去し残渣
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を熱トルエンで再結晶し、イミダゾリジノンカルボン酸中間体 3a を得た。

DIPEA (2 mmol) と DPPA (2 mmol) を 3a (1.09 mmol) のトルエン溶液  (20 

mL) に加え、混合物を室温で 30 分間、加熱還流下 2 時間撹拌した。得られ

た溶液を室温まで冷却し、2.1 mmol の H2O と 4 M HCl-AcOEt (4 mmol HCl) 

を加え、CIM-C1-NH2-HCl 塩を白色固体として得た。その後、HCl 塩を CHCl3

および飽和 NaHCO3 (それぞれ 100、50 mL) とともに分液漏斗に移した。有

機層を回収し、水層を CHCl3 (50 mL×2) で抽出した。合わせた有機層を無水

Na2SO4 で乾燥し、前項に記載したように蒸発乾固した。キラルイミダゾリジ

ノン誘導体；CIM-C1-NH2 が無色オイルとして得られた  (56.7 µmol, 5.2%); m/z 

264.13543 [M+H]+ (calcd. 264.13482);  1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 

7.37 (s, 5H, ArH), 5.24-5.13 (m, 2H, PhCH2), 4.85 (dd, J  = 23.0, 5.4 Hz, 1H, 

NCH2N), 4.72 (t, J = 5.5 Hz, 1H, α-CH), 4.15 (d, J = 19.0 Hz, 1H, NCH2N), 3.31-

3.18 (m, 2H, β-CH2), 2.94 (d, J = 9.6 Hz, 3H, NCH3). 
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1.2 Benzyl (S)-5-(2-amino)]ethyl)-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylate (CIM-

C2-NH2) の合成  

 

Fig. 2 CIM-C2-NH2の合成経路 

 

tert-Butyl (S)-4-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-5-(methylamino)-5-oxopentanoate (1b) 

Cbz-L-Glu(OtBu)OH (5.10 mmol) と 40%メチルアミン  (6 mmol) を 20 mL の

CH3OH に溶解し、その後 6.50 mmol の DMT-MM を加えた。得られた溶液を

室温  (22℃) で 1 時間撹拌した。反応完了後、混合物を AcOEt (100 mL) およ

び H2O (100 mL) とともに分液漏斗に移し、水層を除き、つづいて飽和

NaHCO3 水溶液  (100 mL) で洗浄した。有機層を無水 Na2SO4 を用いて乾燥し

溶媒留去し、白色固体の化合物 1b (4.67 mmol, 92%) を得た。m/z 351.18807 

[M+H]+ (calcd. 351.19200); 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 7.37-7.31 

(m, 5H, ArH), 6.41 (s, 1H, NH), 5. 77 (d, J  = 7.8 Hz, 1H, NH), 5.10-5.06 (m, 2H, 

PhCH2), 4.18 (d, J = 5.7 Hz, 1H, α-CH), 2.80 (d, J = 4.8 Hz, 3H, NHCH3), 2.43-
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2.25 (m, 2H, γ-CH2), 2.10-1.88 (m, 2H, β-CH2), 1.43 (s, 9H, tBu)。出発物質とし

て Cbz-D-Glu(OtBu)OH を用いて、同様の手順で (R)-体も同様に合成した。  

 

Benzyl (S)-5-(3-(tert-butoxy)-3-oxopropyl)-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylate (2b) 

パラホルムアルデヒド  (9.90 mmol) と触媒量の pTsOH-H2O を 1b (4.67 mmol) 

のトルエン懸濁液  (50 mL) に加えた。混合物を 3.5 時間還流した。反応液を

室温  (22℃) に冷却し、分液漏斗に移し、飽和 NaHCO3 (100 mL) で洗浄した。

水層をさらに AcOEt (100 mL×2) で抽出した。合わせた有機層をブライン  

(100 mL) で洗浄し、蒸発乾固した。残渣をカラムクロマトグラフィー  (シリ

カゲル、AcOEt-n-ヘキサン  (50:50, v/v)) で精製した。m/z 307.13340 [M+H]+ (calcd. 

307.12940); 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 9.84 (s, 1H, CO2H), 7.39-7.32 (m, 5H, 

ArH), 5.22-5.11 (m, 2H, PhCH2), 4.84 (dd, J = 17.3, 5.6 Hz, 1H, NCH2N), 4.65 (d, J = 5.7 Hz, 

1H, α-CH), 4.32 (d, J = 8.7 Hz, 1H, NCH2N), 2.92 (d, J = 10.5 Hz, 3H, NCH3), 2.43-2.19 (m, 4H, 

β- and γ-CH2). (R)-体も同様に合成した。 

 

(S)-3-(3-((benzyloxy)carbonyl)-1-methyl-5-oxoimidazolidin-4-yl)propanoic acid (3b) 

2b (2.36 mmol) に 5 mL の TFA を加え、1 時間撹拌し蒸発乾固後、化合物 3b 

(2.27 mmol, 96%) 透明油状物として得た。 m/z 307.13340 [M+H]+ (calcd. 

307.12940); 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 9.84 (s, 1H, CO2H), 7.39-

7.32 (m, 5H, ArH), 5.22-5.11 (m, 2H, PhCH2), 4.84 (dd, J = 17.3, 5.6 Hz, 1H, 

NCH2N), 4.65 (d, J = 5. 7 Hz, 1H, α-CH), 4.32 (d, J = 8.7 Hz, 1H, NCH2N), 2.92 

(d, J = 10.5 Hz, 3H, NCH3), 2.43-2.19 (m, 4H, β- and γ-CH2). (R)-体も同様に合成

した。  
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Benzyl (S)-5-(2-amino)]ethyl)-3-methyl-4-oxoimidazolidine-1-carboxylate (CIM-C2-NH2) 

DIPEA (4.5 mmol)、DPPA (1.0 mmol) および 3b (0.90 mmol) のトルエン溶液  

(15 mL) を室温  (22℃)  で 30 分間撹拌し、さらに 2 時間還流した。溶液を濃

縮し、4 M HCl-AcOEt (20 mL) を加え、2 時間撹拌した。濃縮生成物を、27%

アンモニア in H2O-CH3OH (1:50:50, v/v/v) 溶離液、続いて H2O-CH3OH-酢酸  

(500:500:1, v/v/v) 溶離液を用いた ODS クロマトグラフィーで精製した。次

に、濃縮した生成物を、5％K2CO3 (80 mL) とともに分液漏斗に移し、CHCl3 

(80 mL×3) で抽出した。有機層を蒸発乾固して、無色オイルの CIM-C2-NH2 

(14.8 µmol, 1.6%) を得た。m/z 264.13543 [M+H]+ (calcd. 264.13482); 1H-NMR 

(400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 7.37 (s, 5H, ArH), 5.24-5.13 (m, 2H, PhCH2), 4.85 

(dd, J = 23.0, 5.4 Hz, 1H, NCH2N), 4.72 (t, J = 5.5 Hz, 1H, α-CH), 4.15 (d, J = 19.0 

Hz, 1H, NCH2N), 3.31-3.18 (m, 2H, β-CH2), 2.94 (d, J = 9.6 Hz, 3H, NCH3). (R)-

体も同様に合成した。合成した CIM-C2-NH2の(R)- と (S)-体の光学純度を、キラル

カラム (セルロース型 CHIRALCEL OZ-RH®) で調べた結果、Fig. 3 に示すように光学純

度は 99%以上であった。 
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Fig. 3 キラルカラムを用いた b) (R)- CIM-C2-NH2 および c) (S)-CIM-C2-NH2 の 

光学純度の測定 [a) は、 (R)-, (S)-CIM-C2-NH2,当量混合物] 

Chiral column (Chiralcel OZ-RH®, 4.6×150 mm),  

Mobile phase: 15% CH3CN/1.0 M NaClO4,  

Flow rate: 0.5 mL/min, Detection: UV 220 nm, Temperature: 45 °C,  

Injection volume: 5 μL (10 mM, in CH3CN-H2O (50:50, v/v)) 
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1.3 Benzyl (3-amino-1-(methylamino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate (CDA-C1-NH2) 

の合成  

 

Fig. 4  CDA-C1-NH2の合成経路 

 

2-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propanoic acid (4a) 

Z-Dap-OH (2.0 mmol) および NaHCO3 (4.0 mmol) を THF/H2O (1/1) 20 mL に

溶解し、混合物を室温  (22℃) で 5 分間撹拌した。その後、THF (20 mL) に

溶解した Boc2O (3.0 mmol) を滴下し、室温  (22℃) で 16 時間撹拌した。反

応液を濃縮し、2 M 塩酸を加えて pH を約 2 に調整した後、混合物を分液漏

斗に移した。水層を AcOEt (80 mL×3) で抽出した。合わせた有機層を H2O (80 

mL) で洗浄し、続いてブライン  (50 mL) で洗浄した。抽出した溶媒を無水

Na2SO4 で乾燥した。乾燥剤を濾過し、濾液を蒸発乾固して白色固体を得た。

その後、少量の AcOEt を加え、混合物を 4℃で一晩放置し、固体生成物を得

た。溶媒を蒸発させた後、白色固体の化合物 4a (0.84 mmol, 42%) を得た。  
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benzyl tert-butyl (3-(methylamino)-3-oxopropane-1,2-diyl)dicarbamate (5a) 

化合物 4a (0.84 mmol) と DMT-MM (1.68 mmol) を混合し、20 mL の CH3OH

に溶解した。その後、メチルアミン溶液 1.68 mL (in EtOH, 2 M) を混合物に

添加した。得られた溶液を室温  (22℃) で 3 時間撹拌した。その後、混合物

を分液漏斗に移し、AcOEt (80 mL×3) で抽出した。合わせた有機層を H2O 中

5％NaHCO3 で 3 回洗浄した  (80 mL×3)。合わせた有機層を 1 M HCl (80 mL) 

で洗浄し、続いて H2O (80 mL) で洗浄した。抽出した溶媒を無水 Na2SO4 で

乾燥し、蒸発乾固して白色固体を得た。H2O-CH3OH (2:1, v/v) で再結晶した

後、白色固体の化合物  5a (0.46 mmol, 55%) を得た。m/z 352.19317 [M+H]+ 

(calcd. 352.18725); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 7.84 (d, J = 4.6 Hz, 1H, NH), 

7.38-7. 29 (m, 5H, PhH), 7.15 (d, J  = 8.0 Hz, 1H, NH), 6.77-6.71 (m, 1H, NH), 5.01 

(q, J = 12.5 Hz, 2H, PhCH2), 4.00 (td, J = 7.8, 5.0 Hz, 1H, α-CH), 3.24-3.09 (m, 

2H, CH2), 2.55 (d, J = 4.4 Hz, 3H, N-CH3), 1.34 (s, 9H, tBuH). 

 

Benzyl (3-amino-1-(methylamino)-1-oxopropan-2-yl)carbamate (CDA-C1-NH2) 

6 mL の TFA を化合物 5a (1.1 mmol) に加え、一晩撹拌した。TFA を蒸発さ

せた後、残渣を 5% K2CO3 (80 mL) とともに分液漏斗に移した。水層を CHCl3 

(80 mL×3) で抽出し、有機層を蒸発乾固した。残渣をカラムクロマトグラ

フィー  (シリカゲル、CHCl3-CH3OH (3:7, v/v)) で精製し、白色の CDA-C1-

NH2 の固体  (0.23 mmol、 42％ ) を得た。 m/z 252.13468 [M+H]+ (calcd. 

252.13482); 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 7.56-7. 29 (m, 5H, PhH), 

7.19 (s, 1H, NH), 6.20-6.12 (m, 1H, NH), 5.14-5.08 (m, 2H, PhCH2), 4.11 (dd, J  

= 11.0, 6. 6 Hz, 1H, α-CH), 3.28 (dd, J = 12.6, 4.1 Hz, 1H, CH2), 2.81 (t, J = 5.2 

Hz, 3H, NCH3), 2.06 (s, 3H, NH2, CH2). 
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1.4 Benzyl (4-amino-1-(methylamino)-1-oxobutan-2-yl)carbamate (CDA-C2-NH2)の

合成  

 

Fig. 5 CDA-C2-NH2合成経路 

 

2-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-((tert-butoxycarbonyl)amino)butanoic acid (4b) 

Z-Dab-OH (1.0 mmol) および NaHCO3 (2.0 mmol) を THF-H2O (1:1、v/v) 20 mL

に溶解し、混合物を室温  (22℃) で 5 分間撹拌した。次に、THF (10 mL) に

溶解した Boc2O (1.5 mmol) を滴下添加した。得られた溶液を室温  (22℃) で

16 時間撹拌した。反応物溶液を、ロータリーエバポレーターを用いて濃縮し、

pH を 2 M 塩酸の添加により 2 に調整した。その後、混合物を分液漏斗に移

し、水層を AcOEt (80 mL×3) で抽出した。合わせた有機層を H2O (80 mL) お

よびブライン  (50 mL) で洗浄した。抽出した溶媒を無水 Na2SO4 で乾燥し、

蒸発乾固した。真空中で蒸発乾固して、無色油の化合物 4b (0.88 mmol, 88%) 

を得た。 1H-NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 10.35 (s, 1H, COOH), 7.53-7.11 (m, 5H, 

benzene-H), 6.62 (s, 1H, NH), 5.92-5.88 (m, 1H, NH), 5.10 (s, 2H, Ph-CH2), 4.43-4.29 (m, 1H, 

α-CH), 3.40-3.03 (m, 2H, CH2CH2), 2.28-1.60 (m, 2H, CH2CH2), 1.45-1.36 (m, 9H, Boc-H). 
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Benzyl tert-butyl (4-(methylamino)-4-oxobutane-1,3-diyl)dicarbamate (5b) 

化合物 4b (4.98 mmol) と DMT-MM (9.96 mmol) を CH3OH 15 mL に溶解し、

その後 2 M メチルアミン in EtOH 4.98 mL を加えた。得られた溶液を室温  

(22℃) で 3 時間撹拌した。その後、混合物を分液漏斗に移し、水層を AcOEt 

(80 mL×3) で抽出した。合わせた有機層を H2O-NaHCO3 (50:50, v/v) (80 mL×3) 

で 3 回洗浄し、続いて 1 M HCl (80 mL) および H2O (80 mL) で洗浄した。抽

出した溶媒を無水 Na2SO4 で乾燥し、真空中で蒸発乾固して白色固体を得た。

H2O-CH3OH (2:1, v/v) で再結晶後、化合物 5b (4.02 mmol, 80.7%) を白色固体

として得た。m/z 366.20890 [M+H]+ (calcd. 366.20290). 

 

Benzyl (4-amino-1-(methylamino)-1-oxobutan-2-yl)carbamate (CDA-C2-NH2) 

6 mL の TFA を化合物 5b (1.1 mmol) に加え、一晩撹拌した。過剰の TFA を

蒸発させた後、混合物を 5% K2CO3 (80 mL) とともに分液漏斗に移した。水

層を CHCl3 (80 mL×3) で抽出した。有機層を真空中で蒸発乾固した。残渣  

(76.6 µmol) をカラムクロマトグラフィー  (シリカゲル、CHCl3-CH3OH (1:9, 

v/v)) で精製し、白色固体の CDA-C1-NH2 (1.88 µmol、2.5%) を得た。1H-NMR 

(400 MHz, CHLOROFORM-D) δ 7.48 (d, J = 33.9 Hz, 1H, NH), 7.39-7.30 (m, 5H, 

PhH), 6.36 (d, J  = 6.6 Hz, 1H, NH), 5.12 (d, J  = 12. 1 Hz, 2H, PhCH2), 4.40 (s, 1H, 

α-CH), 2.95-2.79 (m, 5H, CH3 and CH2CH2), 1.84 (d, J = 9.6 Hz, 1H, CH2CH2), 

1.29-1.13 (m, 2H, NH2), 0.90-0.81 (m, 1H, CH2CH2). 
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2 新規カルボキシ基用誘導体化試薬の評価  

2.1 目的  

オリジナルの新規カルボキシ基用誘導体化試薬の合成を行った。

新規カルボキシ基用誘導体化試薬のデザインは、当教室で既に公表

しているアミノ基用のジアステレオマー誘導体化試薬 CIMA-

OSu[28] (特開 2022-092263) の構造を基盤として、キラルイミダゾリ

ジノン  (CIM) 環の有無と不斉炭素原子から反応部位までの炭素数

の違いが光学異性体分離に影響を与えるかどうかを評価した。CIM

環を持たない試薬は、Chiral di-amino alkane (CDA) で表した。また、

不斉炭素原子から反応部位までの炭素数が 1 つのものを C1、2 つの

ものを C2 と表した。  

光学活性な有機酸として、乳酸などのオキシ酸を対象として、合

成した新規カルボキシ基用誘導体化試薬で誘導体化した。誘導体の

光学異性体分離能と質量分析の際に生じるプロダクトイオンの特徴

の点で評価した。  

 

2.2 評価  

Fig. 6 に示す有機酸について、光学異性体分離能の評価を行った。

誘導体化反応  (Fig. 7) を含む前処理工程は Fig. 8 に示す方法で行い、

新規に合成した新規カルボキシ基用誘導体化試薬 4 種類を使用した。

測定機器は 2 試薬および装置  に示したものを用い、条件は Fig. 8 に

示した。また、各誘導体における移動相条件は結果の項目に示した。  
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Fig. 6  光学活性有機酸の構造式  

 

 

Fig. 7 誘導体化の反応式  (例 ; 乳酸 ) 

 

 

Fig. 8 誘導体化方法および LC-MS 条件 
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2.2.1 光学異性体分離能  

新たに合成した試薬 4 種類について、CIM 環の有無と不斉炭

素原子から反応部位までの炭素数が光学異性体分離能に寄与す

るかを調べた。Fig. 9 には光学異性体分離の比較クロマトグラム

として、DL-Lac の例を示した。CIM 環を持つ CIM-C2-NH2 と CIM

環を持たない CDA-C2-NH2 を比較すると、CIM 環を持つ CIM-C2-

NH2 を使用したとき、光学異性体分離が良好であった。  

また、不斉炭素原子から反応点までの炭素数が 1 の CIM-C1-

NH2 と炭素数が 2 の CIM-C2-NH2 を比較すると、炭素数が 2 の

CIM-C2-NH2 を使用したとき、光学異性体分離が良好であった。

DL-3HB や DL-Tar などの有機酸についても検討を行ったが、CIM-

C2-NH2 を使用したとき、光学異性体分離が最も良好であった  

(Table 2)。  

以上の結果より、CIM 環が光学異性体分離能に寄与している

ことが示唆され、加えて、不斉炭素原子から反応部位までの炭素

数が 2 であることも、光学異性体分離能に寄与していることが

分かった。Otaki らは 1H-NMR 分析と  X 線結晶構造解析により、

キラル第二級アルコールのジアステレオマー誘導体の HPLC 分

離機構を示し、誘導体化試薬の芳香環とキラルアルコールのア

ルキル鎖の間の分子内 CH-π 相互作用が光学異性体分離に寄与

していることを示している [29]。本研究の誘導体化試薬において

も、同様の分子内相互作用が起きている可能性が考えられる  

(Fig. 10)。  
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Fig. 9 各誘導体化試薬を用いた DL-Lac 誘導体の光学異性体分離の比較 

 

 

 

Fig. 10 推定される分子内相互作用 
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Table 2 a  光学活性有機酸 (モノカルボン酸) の光学異性体分離パラメーター

[分離係数 (α ), 分離度(R s)]

W/O k 1

first eluted

enantiomer
α R s

CDA-C1-NH2 90/10 17.0 - 1 0

CIM-C1-NH2 85/15 12.1 - 1 0

CDA-C2-NH2 85/15 6.63 D 1.04 0.51

CIM-C2-NH2 85/15 16.3 D 1.06 1.61

CDA-C1-NH2 85/15 11.8 D 1.01 0.08

CIM-C1-NH2 85/15 20.9 L 1.02 0.46

CDA-C2-NH2 80/20 4.85 D 1.05 0.74

CIM-C2-NH2 80/20 10.7 D 1.08 1.95

CDA-C1-NH2 90/10 18.4 - 1 0

CIM-C1-NH2 85/15 12.4 L 1.02 0.15

CDA-C2-NH2 85/15 7.38 D 1.02 0.07

CIM-C2-NH2 85/15 17.3 D 1.05 1.31

k 1 : value of first eluted enantiomer

Mobile phase: H2O (W)/CH3CN (O)

Column temperature: 40°C

Synthesized

reagent

Lac

2-HB

3-HB
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Table 2 b  光学活性有機酸 (ジカルボン酸) の光学異性体分離パラメーター

[分離係数 (α ), 分離度(R s)]

W/O k 1

first eluted

enantiomer
α R s

CIM-C1-NH2 70/30 7.63 - 1 0

CIM-C2-NH2 70/30 10.4 - 1 0

CIM-C1-NH2 70/30 6.44 - 1 0

CIM-C2-NH2 70/30 8.87 D 1.09 1.95

CIM-C1-NH2 70/30 11.1 - 1 0

CIM-C2-NH2 70/30 14.5 L 1.09 2.19

k 1 : value of first eluted enantiomer

Mobile phase: H2O (W)/CH3CN (O)

Column temperature: 40°C

Synthesized

reagent

Mal

Tar

CMA
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2.2.2 プロダクトイオンの特徴  

光学異性体分離能が最も優れていた CIM-C2-NH2 を用いて、質

量分析の際に生じるプロダクトイオンの特徴を調べた。モノカ

ルボン酸誘導体では、主にベンジルカチオンあるいはトロピニ

ウムカチオンに由来すると考えられる m/z = 91.1 が検出された。

この結果は、本誘導体化試薬の構造の基盤となった CIMA-OSu

を用いて、アミノ酸誘導体を分析したときに生じるプロダクト

イオンの特徴と同じであった。  

一方で、モノカルボン酸とは異なり、ジカルボン酸誘導体では、

主に m/z = 278 または  [M+H-277] のプロダクトイオンが検出さ

れた  (Table 3)。モノカルボン酸とジカルボン酸誘導体の MS ス

ペクトルとプロダクトイオン生成における推定開裂箇所を Fig. 

11 に示した。以上のモノカルボン酸とジカルボン酸誘導体とで

異なるプロダクトイオンを生成する特徴から、CIM-C2-NH2 はモ

ノカルボン酸とジカルボン酸の識別が可能であることが示唆さ

れた。  

ジカルボン酸誘導体におけるプロダクトイオンの生成メカニ

ズムは Fig. 12 に示すように、2 段階の反応が起きていると考え

られる。  
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Fig. 11 CIM-C2-NH2を用いたカルボン酸誘導体の MS スペクトル 

 

 

 

 

Fig. 12  ジカルボン酸誘導体におけるプロダクトイオン生成の推定メカニズム 

 

Table 3 質量分析の際に生じる主なプロダクトイオン

Mono-carboxylic  acids m/z Di-carboxylic acids m/z

Acetic acid 91 Suc 360 ([M+H-277]), 278

Propionic aicd 91 Tar 392 ([M+H-277]), 278

Lac 91 Mal 376 ([M+H-277]), 91, 278

3-HB 91 Fumaric acid 91, 278

2-HB 91 CMA 390 ([M+H-277]), 91, 278

Glycolic acid 91
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2.3 小括  

新規カルボキシ基用誘導体化試薬 4 種類を合成した。その中で

CIM-C2-NH2 は光学異性体分離能が最も優れている誘導体化試薬で

あった。  

また、質量分析において、CIM-C2-NH2 は、モノカルボン酸とジカ

ルボン酸で異なる特徴的なプロダクトイオンが生じたことから、両

者の識別が可能な試薬であることが示唆された。  

これらの特徴は、血液検査などの臨床診断だけでなく将来、食品

試料や生体試料中の未知のカルボキシ基を持つ物質が発見された場

合、精密質量測定による元素組成の解明に加えて、マススペクトル

上のプロダクトイオンを調べることで、その未知物質はモノカルボ

ン酸か、ジカルボン酸かの識別に役立つことが期待される。  

 

3 前処理ならびに分離分析条件の検討  

3.1 誘導体化条件の検討  

 誘導体化の反応時間を検討した。 0.5 mM の DL-Lac, DL-2HB, DL-3HB, 

DL-Tar, DL-Mal, DL-CMA, Suc と 50 µM Acetic acid の混合液を(S)-CIM-C2-NH2

で誘導体化した。縮合剤には、以前の研究で第一級アミノ基を持つ蛍光誘導

体 化 試 薬 4-(N,N-dimethylaminosulfonyl)-7-(2-aminoethylamino)-2,1,3-

benzoxadiazole (DBD-ED) を使用して、Mal [30] などの有機酸または脂肪酸

[31]のカルボキシ基の誘導体化に成功したときに使用した縮合剤である TPP

と DPDS を使用した。誘導体化法と LC-MS/MS 条件は Fig. 13 に示した。ま

た、グラジエント条件は 3.3 一斉分離条件の検討 の項で確立したものを用
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いた。室温 (22℃) で 0、15、30、60、120、180 分間、誘導体化したときのピ

ーク面積をプロットした (Fig. 14)。 

 検討したすべての有機酸において、誘導体化開始 120 分で、ピーク面積が

ほぼ一定となった。したがって、誘導体化時間は 120 分が最適であることが

分かった。 

 

 

Fig. 13 誘導体化法および LC-MS/MS 条件 
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Fig. 14 誘導体化反応の時間-ピーク面積推移 
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3.2 移動相の検討  

光学異性体分離能が最も優れていた誘導体化試薬 CIM-C2-NH2 を用

いて、最適な移動相を検討した。CH3CN、CH3OH、THF、2-PrOH のい

ずれかを用いて、各有機酸の分離度および分離係数を比較した。誘導

体化条件および測定条件は前項と同様である。  

検討した 4 種類の溶媒の中で、THF では光学異性体分離が可能な有

機酸は少なかったが、CH3CN を用いたとき、検討したほぼすべての有

機酸で光学異性体分離に成功した。一方で、DL-Mal は検討した溶媒す

べてで、光学異性体分離が達成できなかった  (Table 4)。  

以上より、移動相条件は 0.05% Formic acid in H2O/CH3CN が最適で

あることが分かった。  
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Table 4   (S )- CIM-C2-NH2 を使用したときの光学活性有機酸の光学異性体分離パラメーター [H2O (W), 有機溶媒 (O), 分離係数(α), 分離度 (R s )]

W/O k 1*
first eluted

enantiomer
α R s W/O k 1*

first eluted

enantiomer
α R s

Lactate 85/15 11.6 D 1.05 1.24 70/30 6.64 D 1.06 1.21

2-HB 80/20 8.3 D 1.07 1.54 70/30 12.4 D 1.10 2.76

3-HB 85/15 12.7 D 1.04 1.06 70/30 7.41 D 1.06 1.32

Tartrate 70/30 6.93 D 1.06 1.26 50/50 4.09 - 1 0

Malate 70/30 8.27 - 1 0 50/50 4.81 - 1 0

Citramalate 70/30 11.8 L 1.08 1.96 50/50 6.36 L 1.09 1.46

W/O k 1*
first eluted

enantiomer
α R s W/O k 1*

first eluted

enantiomer
α R s

Lactate 90/10 5.99 D 1.06 0.94 90/10 4.09 D 1.05 0.98

2-HB 90/10 10.6 D 1.12 2.62 90/10 7.33 D 1.10 1.80

3-HB 90/10 6.42 L 1.06 0.97 90/10 4.12 - 1 0

Tartrate 80/20 5.83 - 1 0 80/20 4.31 - 1 0

Malate 80/20 6.45 - 1 0 80/20 4.70 - 1 0

Citramalate 80/20 8.01 L 1.11 1.94 80/20 6.30 L 1.12 1.88

*: k 1 value of first eluted enantiomer

Column temperature: 60°C

H2O - 2-PrOH H2O - THF

Organic acid

H2O - CH3CN H2O - CH3OH

Organic acid
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3.3 一斉分離条件の検討  

光学異性体分離に最適な移動相  (H2O/CH3CN) を用いて、一斉分

離条件の検討を行った。移動相は 0–30 min; B% = 15, 30.01–40 min; 

B% = 20, 40.01–70 min; B% = 30 の条件で測定を行った結果、有機酸

の一斉分離検出に成功した  (Fig. 15)。  
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Fig. 15 有機酸標準品のクロマトグラム 
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3.4 誘導体の安定性  

CIM-C2-NH2 による誘導体化反応後の有機酸誘導体の安定性を調

べた。0.5 mM の DL-Lac, DL-2-HB, DL-3-HB, DL-Tar, DL-Mal, DL-CMA, Suc と 

50 µM Acetic acid の混合液を (S)-CIM-C2-NH2で誘導体化した。誘導体化方法

および測定条件は Fig. 13 と同様の方法で行った。誘導体化後のサンプルは、

4℃のオートサンプラー内で保存し、誘導体化後 0、6、12、48 時間後に分析

を行った。 

各誘導体のピーク面積は、誘導体化反応後、時間が経過してもほとんど減

少しなかった (Fig. 16)。したがって、4℃において、誘導体は調製後 48 時間

安定であることがわかった。 

 

 

Fig. 16  CIM-C2-NH2誘導体の安定性 
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3.5 検出限界  (LOD) 

 50 µM DL-Lac, DL-2-HB, DL-3-HB, DL-Tar, DL-Mal, DL-CMA, Suc, Acetic acid 

in PBS を用いた。それぞれの有機酸溶液を 10 mM (S)-CIM-C2-NH2 で誘導体

化・測定し、LOD (S/N = 3) を算出した。 

 各有機酸の LOD は Table 5 に示した。(S)-CIM-C2-NH2 で誘導体化した誘導

体の LOD は、他の研究グループの報告 (Table 1) と比較して著しく低くはな

かったが、後述する食品や生体試料への定量分析に十分適用する LOD が示さ

れた。 

 

 

4 食品試料への応用 -ワイン中有機酸の分析 - 

市販の赤ワインを PBS で 10 倍に希釈し、IS として 10 µM sodium D-lactate 

(13C3, 98%) in PBS＋1.0 mM L-Lac-3,3,3-d3 in PBS (10 µL)、10 mM (S)-CIM-C2-NH2 

in DMF、250 mM TPP in CH3CN、250 mM DPDS in CH3CN (各 10 µL) を加

えた。得られた混合物を室温  (22℃) で 120 分間静置した。次に、50 µL

の HCO2H/H2O/CH3CN (0.05/80/20) を加えて誘導体化反応を停止させた。

分析条件は Fig. 13 と同様の方法で行った。 

市販の赤ワイン中有機酸を調べた結果、D および L-Lac や D-CMA が検

出された  (Fig. 17)。  

Table 5  各光学活性有機酸の検出限界

Organic acid LOD (fmol) Organic acid LOD (fmol)

D-Lac 23.5 D-CMA 12.6

L-Lac 12.2 L-CMA 12.1

D-Tar 5.45 AA 1.31

L-Tar 6.08 Suc 3.54

DL-Mal 131.8
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Fig. 17 標準品およびワイン中有機酸のクロマトグラム 
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5 小括  

 光学異性体分離能が最も優れた誘導体化試薬 CIM-C2-NH2 を用いて、有

機酸の誘導体化及び測定条件の検討を行った。反応時間は 120 分、移動

相は HCO2H/H2O/CH3CN (0.05/80/20) が最適であった。また、有機酸の一

斉分離条件を検討し、最適なグラジエント条件を見出した。  

応用研究として、ワイン中有機酸の分析を行い、DL-Lac や D-CMA など

5 種類の有機酸の検出に成功した。ワインから D および L-Lac の両方が検

出されたことは、以前の研究結果と一致していた [32]。  

以上の結果より、本法は、ワインなど飲料のほか、さらに食品試料や生

体試料への応用が期待される。そのため、第二章では食品  (リンゴ )、第

三章ではヒト血清中の有機酸分析を検討した。  
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第二章 食品試料への応用  

1 背景・目的  

第二章では、第一章で最も有機酸の光学異性体分離が良好であった、CIM-C2-NH2

の実用性を調べる目的で、食品が含む有機酸の光学異性体に着目して、応用実験を

行うことにした。 

着目した有機酸はシトラマル酸 (CMA) で、これまでに乳酸や 3-HB に比べると、

CMA に関する報告は多くはない。CMA は、不斉炭素を 1 つ有し D-体と L-体が存

在するジカルボン酸であり、片方のカルボキシ基の α 位炭素にヒドロキシ基とメチ

ル基が結合した不斉炭素をもつ構造上の特徴がある。しかしながら、天然物由来の

CMA は D-体が主である報告[33] と L-体が主である報告[34]があり、また、D-体と 

L-体では合成経路、代謝経路や代謝物も異なっている (Fig. 18) [35-38]。本章では 

(R)-CIM-C2-NH2を使用した応用実験として、日常、食する機会があるリンゴを取り

上げ、リンゴに含有される CMA の絶対配置を明らかにすること、およびリンゴ中

CMA の定量を目的とした。 
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Fig. 18 CMA の生合成および代謝経路 (a) in plant, (b) in bacteria 
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2 前処理条件の検討  

前処理条件の検討として、反応時間の検討を行った。100 µM DL-CMA 

in PBS を 60℃で誘導体化した。反応開始後 15, 30, 60, 120, 180 分後に 0–

30 min; B% = 15, 30.01–40 min; B% = 20, 40.01–75 min; B% = 30 のグラジ

エント条件で測定を行い、ピーク面積をプロットした。  

DL-CMA 誘導体のピーク面積は反応開始後 30 分後の時点で、ピーク面積

がほぼ一定となった (Fig. 19)。したがって、誘導体化時間は 30 分が最適であるこ

とが分かった。 

 

 

Fig. 19 誘導体化反応の時間-ピーク面積推移 
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3 バリデーション  

3.1 検量線  

果実は  5.0、10、25、50、100 µM、果皮は  100、250、500、1000、

2500 µM に濃度点を設定し、D-CMA のピーク面積比をプロットして

作成した  (各点 n = 4)。この標準溶液を 50 倍に希釈し、誘導体化し

た後、Fig. 20 に示す方法で測定を行ったところ、良好な直線性が得

られた  (Table 6)。  

 

3.2 日内・日間変動  

サンつがるを 4.1 前処理  に示す方法で実および皮に分け、リン

ゴサンプルを調製した。そのサンプルを Fig. 20 に示す方法で誘導体

化、測定した。日内変動は 4 回  (n  = 4)、日間変動は 4 日間  (n = 4) 

測定した。結果は Table 6 に示した。  

 

 

Fig. 20 誘導体化および測定方法 
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3.3 回収率  

サンつがるの実および皮の試料溶液  (10 µL) と D-CMA 標準品溶液  

(実：25 µM または 50 µM、皮：500 µM または 1000 µM、各 10 µL) を

混合させた溶液に、H2O 480 µL を添加した。これらの試料  (10 µL、

n = 4) を Fig. 20 に示す方法で誘導体化及び測定を行い、回収率を算

出した。結果は Table 6 に示した。  

 

 

 

4 統計解析  

 3 種類のリンゴについて、D-CMA の含量を比較するため、統計解析を

行った。統計解析には、 Tukey’s  multiple comparison (https://www.gen-

info.osaka-u.ac.jp/MEPHAS/tukey.html) を用いた。有意水準は p < 0.05 と

した。  

 

 

 

 

 

 

 

Table 6 バリデーション

Sensitivity

low high

D-CMA (Peel) 7.52×10
-4 x + 0.0204 0.9996 1.33 1.72 93 ± 4.6 93 ± 1.1 

D-CMA (Fruit) 8.83×10
-4 x + 0.000599 0.9968 1.84 7.89 87 ± 2.4 86 ± 2.7

Intraday

RSD%

Interday

RSD%

Linearity

15.43

Accuracy

Recovery (%, ± SD)
Equation R

2 LOD

(fmol, S/N =3)

Precision

https://www.gen-info.osaka-u.ac.jp/MEPHAS/tukey.html
https://www.gen-info.osaka-u.ac.jp/MEPHAS/tukey.html
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5 リンゴ中 CMA の定量  

5.1 前処理  

リンゴ  (とき・つがる・サンつがる ) はスーパーマーケットで購

入した。リンゴは包丁で皮をむき、ミキサー  (BM-FX08-GA, 象印マ

ホービン株式会社 ) で皮と実を粉砕した。果実は 3,500 rpm で 15 分

間遠心分離し、上清を 12,000 rpm、4℃で 15 分間遠心分離した。皮

は 2 倍量の H2O を混合し、ミキサーで粉砕した。3,500 rpm で 15 分

間遠心した後、12,000 rpm で 15 分間、4℃で遠心した。皮と実を遠

心分離した後に得られた上清を、50 倍希釈したもの  (10 µL) を誘導

体化した。誘導体化および測定方法は Fig. 20 に示す方法で行った。

IS は 10 µM Sodium D-lactate (13C3、98％ ) および 1.0 mM Sodium L-lactate-

3,3,3-d3 in PBS (10 µL) を使用した。  

 

5.2 リンゴ中 CMA の絶対配置の決定と定量  

全てのリンゴの実と皮において、D-CMA と同一の保持時間にピークが確認

された (Fig. 21)。D-CMA の含量はとき、つがる、サンつがるでそれぞれ、皮 

(n = 3) では 36.5 ± 1.21、10.5 ± 2.12、8.74 ± 5.87 mg/wet 100 g (mean ± SE) で

あったのに対し、トキ、つがる、サンつがるの果実 (n = 3) ではそれぞれ 0.922 

± 0.066、0.522 ± 0.141、0.292 ± 0.114 mg/wet 100 g (mean ± SE) であった (Fig. 

22)。また、黄色品種 (とき) のほうが、赤色品種 (つがる、サンつがる) より

も多く D-CMA が含まれていた。 
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Fig. 21  CMA 標準品およびリンゴ中 CMA のクロマトグラム 

 

 

Fig. 22 リンゴ中 D-CMA の濃度 
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6 小括  

CIM-C2-NH2 を用いて、リンゴに含まれる CMA は D-体であることを明

らかにした。また、リンゴ中 D-CMA は実よりも皮に多く含まれているこ

とが分かった。この結果は、CMA は果実よりも皮に豊富に含まれること

を報告した以前の研究と一致している [39]。しかしながら、これまでの報

告では CMA の立体配置は、HPLC を用いた光学活性体の精密分離分析等、

より信頼性の高い手法を用いては調べられておらず、本研究ではリンゴ

中の CMA の立体配置を HPLC を使用して、新たに明らかにした。  

さらに、皮の色による違いを比較したところ、黄色品種のほうが赤色

品種よりも D-CMA を多く含んでいることが分かった。しかし、Noro ら

は、赤色品種の方が黄色品種よりも CMA を多く含んでおり、CMA がリ

ンゴの皮のアントシアニン色素の生成に寄与している可能性を示唆した

[40]。一方で、Di Matteo らは、果皮の色と  CMA 含有量の関係は不明で

あると示した [41]。このように、現在では、リンゴの皮の色と CMA 含有

量については未解明な点が残されている。今後、多種のリンゴの皮と CMA

含有量の詳細な調査が必要であるが、これらの調査に本 LC-MS 法は役立

つことが期待される。  

 以上の結果より、本法は、実試料として食品  (リンゴ ) 試料中の有機酸

定量への応用が可能であることが示唆された。  
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第三章 生体試料への応用  

1 背景・目的  

第三章では、CIM-C2-NH2の生体試料への応用を目的として、CIM-C2-NH2を使用

してヒト血清中有機酸の分離検出を検討した。序論にて記述したように、本研究・

第三章では、生体試料として ARMS の血清を取り上げ、血清中から検出された有

機酸の濃度を、健常者の血清中有機酸濃度に対して比較する。このようにして、

ARMS と健常者で異なる濃度の有機酸を見出すことを目的とする。また、本章では、

L-乳酸濃度に顕著な違いが見られたことから、解糖系の糖代謝に着目し、併せてグ

ルコース、ピルビン酸の定量を酵素法により行った。 

 

2 検体の情報  

文書 (本学医学部倫理委員会承認番号 A17039-26012、薬学部生命倫理委員会承認

番号 Y2021-001) による同意を得た ARMS (n = 22) および健常人 (n = 22) の血清を

使用した。本研究にご協力、参加して頂いた ARMS、健常者の内訳を Table 7 に示

す。ARMS は、本学医療センター大森病院精神科医師による構造化面接により診断

され、本研究の内容説明後、同意が得られた方に参加して頂いた。また、本研究で

は抗精神病薬を未服用の方のみに参加頂いた。 

採血 (約 10 mL) は、前日の午後 9 時から飲食をせず、当日の朝食を採らずに午

前 8 時～午前 9 時に腕の静脈から採血管 (Venoject II AUTOSEP チューブ) を使っ

て行った。血液を室温で 30 分間放置し、1,200 × g で 15 分間遠心分離した後、得ら

れた血清を 100 μL ずつ、スクリューキャップ付きのプラスチックチューブに小分

けし、実験に使用するまで-80℃で保存した。 
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3 前処理・測定方法  

前処理・測定条件は Fig. 23 に示した。グラジエント条件は 0–30 min; 

B% = 15, 30.01–40 min; B% = 20, 40.01–75 min; B% = 30 で行い、移動相に

は 0.05% Formic acid in H2O/CH3CN を使用した。  

 

 

Fig. 23 ヒト血清の誘導体化および測定方法 

 

 

 

 

 

 

Table 7 患者情報

Male Female Male Female

n 10 12 10 12

Age (SD), yr 20.8 (5.5) 20.1 (4.8) 22.3 (1.3) 21.5 (3.5)

ARMS (n  = 22) Control (n  = 22)
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4 ヒト血清中有機酸の検出  

ヒト血清中有機酸の検出を行い、L-Lac、D-3HB などが検出された  (Fig. 

24)。  

 

 

Fig. 24 ヒト血清中有機酸のクロマトグラム 
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5 ピルビン酸の定量  

5.1 試薬・機器 

測定には Pyruvate Assay Kit (Abcam) と True Line Cell Culture Plate TR5003 

96 well を使用した。吸光度の測定には BECKMAN COULTER® DTX 800 

Multimode Detector (分子生物学教室所有) を使用した。 

 

5.2 実験操作 

Assay buffer : Pyruvate probe : Enzyme mix = 46 : 2 : 2の割合で混合し、Reaction 

mix を作成した。Pyruvate standard solution (100 nmol/mL) を 100 倍希釈し、1.0 

mmol/L の標準液を調製した。調製した標準液 (1.0 mmol/L) を希釈し、検量

線用の標準液を調製した (Table 8)。 

 

 

Assay buffer (ブランク)、検量線用の標準液、またはヒト血清 50 µL をウェ

ルに入れた。Reaction mix を各ウェルに 50 µL 加え、ピペッティングして混

ぜ、室温で 30 min 静置した。ドライヤーで冷風を当て、気泡を取り除いた。

プレートリーダー (分子生物学教室所有) で 570 nm の吸光度を測定し、切片

を 0 とした検量線を作成した。作成した検量線をもとに、血清中ピルビン酸

濃度を計算した。 

conc. =  
血清の吸光度 (ave. )

検量線の傾き
 

 

Table 8 検量線用標準液の調製 

No. 1 2 3 4 5 6 7 

Std. (L) 0 1 2 3 4 5 6 

Buffer (L) 50 49 48 47 46 45 44 
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5.3 定量 

検量線からピルビン酸濃度を定量した結果を Table 9 に、次項のグルコース

の定量結果と併せて示した。 

 

6 グルコースの定量 

6.1 試薬・機器等 

グルコース CⅡテストワコー (ムタロターゼ・GOD 法)：富士フイルム和光

純薬株式会社と H2O、True Line Cell Culture Plate TR5003 96 well を使用した。

吸光度の測定には BECKMAN COULTER® DTX 800 Multimode Detector (本学

薬学部分子生物学教室所有) を使用した。 

 

6.2 実験操作 

発色剤を緩衝液で溶解し、発色試液とした。ブドウ糖標準液Ⅰ (200 mg/dL) 

に H2O を加え、検量線用の標準液 (25, 50, 80, 100, 120 mg/dL) を調製した。

H2O (ブランク)、検量線用の標準液、またはヒト血清を 3.0 µL をウェルに入

れた。発色試液を各ウェルに 200 µL 加え、ピペッティングして混ぜ、37℃で

5 min 加温した。ドライヤーで冷風を当て、気泡を取り除いた。プレートリー

ダー (分子生物学教室所有) で 492 nm の吸光度を測定し、グルコース濃度を

算出した。ブランクの吸光度の ave. を標準品の各濃度の吸光度の ave. から

引き、切片を 0 とした検量線を作成し、血清中グルコース濃度を計算した。  

 

conc. =  
血清の吸光度 (ave. )

検量線の傾き
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6.3 定量 

 検量線からグルコース濃度を定量した結果を Table 9 に示す。 

 

 

 

7 統計解析  

7.1 方法  

ヒト血清から検出された各有機酸のピーク面積比を計算した。ま

た、グルコースとピルビン酸は濃度を求め、統計解析を行った。統

計解析には Mann-Whitney の U 検定  (Excel 統計 ver. 4.05, Microsoft) 

を使用し、p < 0.05 を有意とした。p 値はボンフェローニの方法によ

り補正を行い、その値を補正 p 値とした  (有意水準 : 補正 p 値< 0.05)。 

 

7.2 結果  

D-3HB や Suc では有意差が認められなかったが、ARMS において

L-Lac の有意な減少、グルコース濃度の有意な増加が認められた  

(Fig. 25)。そこで、解糖系に着目し、L-Lac とグルコースおよびピル

ビン酸の比率を算出したところ、有意な差が認められた  (Fig. 26)。 

Table 9 ピルビン酸、グルコースのヒト血清中の濃度 (mean±SE)

Male Female Male Female

Pyruvate (M) 36.0 ± 2.84 42.5 ± 1.99 35.1 ± 4.36 36.2 ± 5.01

Glucose (mM) 5.42 ± 0.13 5.19 ± 0.10 4.79 ± 0.19 4.96 ± 0.10

ARMS (n = 22) Control (n = 22)
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Fig. 25   各有機酸の面積比および濃度 (a) D-3-HB, (b) Acetoacetic acid, (c) Hippuric acid, 

(d) Suc, (e) Glutaric acid, (f) L-Lac, (g) Glucose, (h) Pyruvate  

[健常対象群; HC, ARMS 群; ARMS] 
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Fig. 26 (a) L-Lac / Pyruvate, (b) L-Lac / Glucose [健常対象群; HC, ARMS 群; ARMS] 

 

8 小括  

 本章では、CIM-C2-NH2 を使用して、ヒト血清中有機酸の分析の分析を

行った。D-3-HB、Acetoacetic acid、Hippuric acid、Suc、Glutaric acid、L-Lac が検

出された。また、酵素法を用いて、グルコースとピルビン酸の定量を行った。 

 健常対象群と ARMS 群で比較解析を行ったところ、D-3-HB、Acetoacetic acid、

Hippuric acid、Suc、Glutaric acid では有意差が認められなかったが、L-Lac とグルコ

ースにおいて、有意な差が認められた。L-Lac の結果は、以前に、当教室でカラム

スイッチング HPLC-蛍光検出法[26]で行った結果と同様であった。このことから、

本研究で開発した誘導体化試薬 CIM-C2-NH2 ならびに LC-MS/MS 法による定量値

の妥当性が支持された。また、解糖系に着目し、L-Lac とグルコースおよびピ

ルビン酸の比率を算出したところ、有意差が認められた。これらの結果

より、ARMS 群では解糖系に異常がある可能性が示唆された。解糖系 (Fig. 27) に

おいて、グルコースはグルコース-6-リン酸、フルクトース-6-リン酸、ホスホエノー

ルピルビン酸を経てピルビン酸に異化される。その後、ピルビン酸は L-乳酸デヒド

ロゲナーゼによって L-乳酸に変換される[26]。そのため、ARMS では、これらの過

程のいずれかに異常があることが示唆され、中でも、Fig. 26 (a) の結果より、L-乳
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酸デヒドロゲナーゼの異常が関与していることが推察されるが、さらなる検証が必

要である。 

 また、最近では、精神疾患と腸内細菌異常が着目されるようになった[42-44]。今

後、精神疾患の機序解明には腸内細菌の関与なども明らかにする必要があり、本法

は、腸内細菌が産生する有機酸の分析研究にも役立つことが期待される。本研究で

は、その他の検出された有機酸においては、ARMS と健常対照群では有意な差はな

かったが、個体間でばらつきが多いものもあるため、今後、例数が増えることで有

意差が付く可能性もある。 

 以上の結果より、本誘導体化試薬ならびに LC-MS/MS 法は、生体試料への応用が

可能であることが示された。 

 

 

Fig. 27 グルコース代謝経路 
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4 総括  

本研究は、新規カルボキシ基用誘導体化試薬の創製ならびに LC-MS/MS

による有機酸の分離検出への応用を目的として、以下の検討を行った。  

第一章では、新規カルボキシ基用誘導体化試薬 4 種類の創製を行った。

そのうち、キラルイミダゾリジノン環構造を持つ CIM-C2-NH2 は光学異性

体分離が最も優れており、モノカルボン酸とジカルボン酸の識別が可能

な試薬であった。また、応用研究として、ワイン中有機酸の分析を行い、

DL-Lac などが検出された。これらの結果から、キラルイミダゾリジノン

環構造を持つ CIM-C2-NH2 は飲料試料への応用が可能であることが示唆

された。今後、CIM-C2-NH2 の光学異性体分離とプロダクトイオンの特徴

は、LC-MS/MS 分析において、本研究のようなターゲット分析のみに留ま

らず、ノンターゲットメタボロミクスなどの手法による、未知のカルボ

キシ基を持つ物質の同定、解析研究に役立つ可能性があると考えられる。 

第二章では、(R)-CIM-C2-NH2 を用いて、リンゴ中 CMA の絶対配置の決

定と定量を行った。リンゴに含まれる CMA は D 体であることが分かり、

D-CMA は実よりも皮に多く含まれていた。これらの結果から、CIM-C2-

NH2 は食品試料への応用が可能であることが示唆された。  

第三章では、生体試料への応用として、ヒト血清中有機酸の分析を行

った。ヒト血清  (健常人および ARMS) 中から、L-Lac や D-3HB など、複

数の有機を同定した。また、健常対象群と ARMS 群の比較解析を行った

ところ、L-Lac では ARMS 群において有意な減少、グルコースでは有意な

増加が認められた。そこで、解糖系に着目し、L-Lac とグルコースおよび

ピルビン酸の比率を算出したところ、有意な差が認められた。 以上より、

ARMS 群では解糖系に異常がある可能性があることが示唆された。 



60 

 

このように、本研究により創出された誘導体化試薬ならびに LC-MS/MS による

分離検出法は、食品分析や疾患の臨床診断において、役立つことが分かり、今後、

更なる分析技術の進展とともに、本誘導体化試薬の様々な食品分析や疾患の臨床診

断等への応用、展開が期待される。 
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