
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授 与 年 月 日

学位授 与 の要件

や ま ぐち じゅん い ち

山 口 順 一

博 士(薬 学)

薬 第449号

平 成13年11月21日

学位 規則 第4条 第2項 該 当

学 位 論 文 題 目 液体 クロマ トグラフィー/タ ンデムLマススペク トロメ

トリーの高感度化 を目的とす る効率的イオン生成法

とその薬物動態研究への応用

論 文 審 査 委 員

(主 査)

教授 後 藤 順 教授 寺 崎 哲 也

教授 山 添 康

一172一



論 文 内 容 要 旨

薬物 は,服 用後体 内に吸収 され,全 身に分布,作 用部位 に到達 したの ち,代 謝 を受 け,最 終的 に体外へ

排泄 され る。 これ ら一連の過程 は,薬 物 による生体側 の反応,す なわち薬効 と毒性 の発現 と密接 に関運 し

ている。それゆえ,薬 物の体 内動態の解 明は,有 効性 と安全 性に優 れる薬物の開発上,極 めて重要である。、

こうした薬物 の体内動態研究 には,生 体内 に存在 する微量薬物 とその代謝物 の定量 的解析が不 可欠 とな

る。従来,こ う した 目的に,免 疫学的測定法 や各種機器分析 法,す なわち,GC,HPLC,GCIMS,LCIMS,

LCIMS/MS等 が用い られてい る。なかで も,サ ーモスプ レーイオ ン化(TSI)法,エ レク トロスプ レーイ

オ ン化(ESI)法 及 び大気圧化学 イオ ン化(APCI)法 の実用化 によ り爆発的 に普及 した液体 クロマ トグ ラ

フィー/タ ンデムマ ススペ ク トロメ トリー(LC/MS/MS)は,不 揮発 性で極性 の高 い化合物 を も直接測定

する ことも可能であ り,し か も,卓 越 した感度,分 離能,選 択性 を有す るため,薬 物の体 内動 態研 究のみ

な らず,生 命科学研 究 において も汎用 されている。 しか し,本 法 は,検 出感度が測定対 象物 自身の特性 の

みな らず,移 動相 の種類や生体 試料 中の爽雑成分 による影響 を非常 に強 く受 ける。

本研究では,こ うした問題 を克服 し生体 内微量物質の高感度分析法 を構築す るため に必須 な,① 測定対

象物 の効率的 イオ ン化 と,② 生体試料 中の爽雑成分 によるイオン化効 率の低下(マ トリックス効果)の 回

避法 について検討 し,そ の結果 を生体 内微量物質の測定 に適用 した。

第1章 イオン化効率の向上と高感度化

本章では,TSI及 びESI法 のそれぞれについてイオン化効率に難のある化合物を取 りあげ,そ れらの効

率的イオン化法を検討 した。

第1節TSIに おける熱不安定抱合代謝物のイオン化効率の向上

TSIは,LCか らの溶出液 を酢酸 ア ンモニ ウム等 の電解質 と ともに加熱キ ャピラ リーか ら真空下 に噴霧

す ることによ り,生 成 した電解 質イオ ンを反応 イオンと し,共 存す る微量測定対象物分子 をイオ ン化す る

とい う手法 である。本 イオン化法 を採用 したLCπSI-MSIMSに よ り高感度測定法 を構築す るには,測 定対

象物 の分子量 を反映す るイオン等,測 定上有利 なイオン種 を効率 良 く生成 させ ることが必 要 となる。 しか

し,薬 物 や内因性化合物の抱合体 の ような熱 に不安定 な化合物 のイオ ン化効率 は著 しく低 い。そ こで本節

では,acetaminophenの 各種抱合体 を例 に,熱 に不安定 な化合物 の効 率的 イオン化法 につ いて検討 を行 っ

た。その結果,従 来至適条件 とされていた霧化温度,す なわち,移 動相 由来 のイオ ン強度 が最大 となる霧

化温度 よ りも若干低 い温度条件 下でイオ ン化 させ ることによ り,移 動相 の組成,イ オン源 の温度等,他 の

測定条件 に何 ら変 更 を加 える こ とな く,acetaminophenの 各 種抱合体 の熱分解 を抑 え,適 切 なLC/TSI-

MSIMS分 析が可能 となることを見 い出 した。
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第2節ESIに お ける弱酸性化合物のイオン化勃率の向上

ESIは,LCか らの溶出液 を,数kVの 高電圧 を印加 した金属 ノズルか ら大気圧下 で噴霧す ることに よ り

生成 した帯電液滴 を溶媒分子の脱離過程 を通 じてさ らに微細化 し,最 終 的に気相 中にイオ ン分子 を蒸発 さ

せ る とい う方法である。ESIは,①TSIやAPCI等 の加 熱噴霧方式 ではイオ ン化の困難…な熱不安定 イオ ン

性化合物 にもその まま適用可能 なこ と,② 分子量 数十万Daの ペプチ ドや タ ンパ ク質の測定 も可 能なこ と

か ら,今 日のバ イオメデ ィカル領域 におい て,LCIMSIMSの イオ ン化 法 として最 も汎用 されている。本法

で測定対象物 を より効率 良 くイオ ン化 するには,移 動相 に添加 する電解 質の濃度 をで きるだ け稀薄 とし,

メタノールや アセ トニ トリル等の有機溶媒 組成 をで きるだけ高 くする ことが有利 とされ る。 しか し,相 互

分離 を優先 する通常 のLC分 析で は,ESIに 対す る理想 的移動相 とはか け離れた条件 を採用せ ざるを得ず,

しば しばイオン化効率が犠牲 となる。特 に,弱 酸性化合物 を対 象 とす る場合 は典型的であが,そ の効果 的

な解決策は未だ見 い出され∫いない。 そこで本節 では,
.量buprofenを 例 にこの問題 の克服法 について検討 を

加 えた。その結果,2一(2一メ トキ シエ トキシ)エ タノ.一ル(2-MEE)を 移動相(50mM酢 酸/酢 酸 ア ンモニ

ウム緩衝 液(pH4.4))に ポス トカラムモー ドで添加す ることに よ り,酢 酸 アニオンに起 因するイオ ン化抑

制現象 を効 果的 に改善す ることがで き,LCの 分離能 を犠牲 にす る ことな く,ESIの 応答 を約100倍 向上

させ られ ることが判 明 した。

第3節 新規抗 リウマチ薬esonarimodの ラッ トにおける代謝プ ロフィル の解明

抗 リウマ チ薬 としての有用性 が期待 されるes・narim・dは,分 子 内 にチ オァセチル基 を有 してお り,体

内 に吸収 されたの ち,速 やかに脱 アセチル化 を受 け,、メル カプ ト基 を持つ薬効本体,脱acetylesonarimod

(M-1)に 変 換 され る。 とこ ろが,本 化 合 物 の ラ ッ トにお け る毒 性 は,チ オ ー ル化 合 物 で あ るD-

penidllamineよ りも低い。本節では,先 に提案 した2-MEEの ポス トカラム添加LCIESI-MS/MSを,弱 酸

性化合物で あるesonarimodの ラ ッ ト体液 中代謝物 の分析 に適用 した。 その結果,通 常のESI条 件 では困

難であ った代 謝物 の同定が可能 とな り,解 明 した代謝 プロフィルか ら,本 薬 は,ラ ッ トにおいて,通 常 の

チ オール化 合物 に特徴 的なジス ルフィ ド関連代謝物 にはほとん ど変換 しない もの と結論 された。 この結果

は,ラ ッ ト体 内にお けるM-1と 生体高分子 とのジスル フィ ド結合性が,他 のチオール化合物 に比べ著 し く

低い ことを示唆 してお り,ラ ッ トにおける本薬の毒1生が低い ことと良 く符合す るもの と考 え られた。

第2章 マ ト リ ッ ク ス 効 果 の 抑 制 と高 感 度 化

本 章 で は,新 規acyl-CoA:cholesτerolacyltransferase(ACAT)阻 害 剤,TS-962の 生 体 試 料 中 濃 度 測 定 を モ

デ ル ケ ー ス と し,マ ト リ ッ ク ス 効 果 の 抑 制 に よ る 高 感 度 測 定 法 に 関 す る 検 討 を 行 っ た 。

第1節LC!APCI-MSIMSに よるラッ ト,ウ サギ血漿中TS-962の 濃度測定

マ トリックス効果 の回避 には,適 切 なサ ンプル クリー ンア ップの実施が何 よ りも重要 となる。 しか し,

濃縮,乾 固,試 料再溶解 のステ ップを含む一般 的なオフラインの クリー ンア ップは,多 検体 の迅速測定 に
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は不 向 きであ り,pha㎜acokinetics(PK)の 検討 に伴 う生体 試料 中の薬 物,代 謝物 の濃度測 定(PK一 測定)

の場合,大 きな問題 となる。 そればか りか,操 作 中にお ける測定対 象物 の吸着や分解 による損失 の危険性

も高 く,高 感度分析 には不利 と言 える。本節 では,こ う した問題 を克服す るため,メ タノール除 タンパ ク

上清 の直接 注入 を可 能 とす るハ イスループ ッ ト型 オ ンライ ンク リー ンア ップ システ ムを構築 し,こ れ を

TS-962の ラ ッ ト及 びウサギ血漿 中の濃度測定法 に応用 した。本節 にて構 築 した オンラインク リー ンア ッ

プシステムは,オ フライ ン固相抽出 カー トリッジか らの溶出液 はもとよ り,有 機溶媒含量の極 めて高 い水

溶性有機溶媒 による除 タ ンパ ク液の多量注入 をも可能 とするため,LCIMS/MSを 用 いた高感度 ハイス ルー

プ ッ ト分析 に威力 を発揮する もの と期待 される。

第2節LCIESI-MS/MSに よるウサギ大動脈組織 中TS-962の 測定

正 イオ ン検 出ESIモ ー ドによ り生体 試料 中 の非 イオ ン性 化合 物 を測定 す る場 合,'selectedreaction

monitoring(SRM)に 不適切 なアルカ リ金属付加 イオ ンが生成 しやす いこ とに加 え,マ トリックス効果 に

よる測定対象物 の著 しい感度低下が問題 となる。本節 では,非 イオン性化合物 であるTS-962の 組織 中濃

度測定 を例 に,こ うした諸問題 に検 討 を加 えた。 その結果,ア ル カリ金属付加 イオ ン生成の回避 には,移

動相への トリフルオロ酢酸の添加 が,ま た,マ トリックス効 果の改善 には,前 節の結果 を基 に実施 したオ

ンライ ンク リー ンア ップが極 めて効果 の高 い ことを示 した。次 いで本法 を適用 し,TS-962投 与後の ウサ

ギ大動脈組織 中濃度測定法 を開発 する とともに,TS-962を ウサ ギに反復経 口投 与後 の奏効部位 にお ける

薬物濃度 を測定 した。その結果,大 動脈組織 中のTS-962濃 度は,ウ サギ大動脈 よ り調製 された ミクロソ

ームACAT活 性 に対す る50%阻 害濃度値 を完全 に上回 る値 を与え ,そ の対血漿 中濃度は,胸 部大動脈 で

10倍,ま た,腹 部大動脈 において も胸部 と同等の値 を示 した。 この結果か ら,本 薬 は奏効部位 である大動

脈組織へ 良好 に移行,集 積す るもの と考 え られ,本 薬の抗動脈硬化作用 に基づ く虚血性 心疾患 治療薬 とし

ての有用性が示唆 された。

以上,本 論文 は,LCIMSIMSに よ り生体試料 中微量物質の高感度測定法 を構築す る上で解決 が求 め られ

てい る問題 に焦 点 をあて,そ れ らの克服法 を呈示 した ものであ る。本研究で得 られ た成果 は,LCIMSIMS

による薬物 の体内動態解析法 の開発 に際 し,今 後一般 に広 く利用 される もの と期待 される。 ∫
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審 査 結 果 の 要 旨

今 日,薬 物 動 態解析 に高 速液体 ク ロマ トグ ラフ ィー(LC)と 質量分析 法(LC)と を組 み合 わせ た

LCIMSが 大 きな威力 を発揮 している。 とりわけ,質 量分析計 を2台 つ なげて用 いるLC/タ ンデムマススペ

ク トロメ トリ(MSIMS)は,特 徴 的なプ レカーサーイオ ンとプロダク トイオ ンを利用す るselectedreaction

monitoring(SRM)に よ り,バ ック グラウン ドの低下 とも相侯 って,選 択性,特 異性,感 度 に優 れ る生体

内微量物質の測定が可能 となる。 しか し,本 法 において も,高 感度分析 には,イ オ ン化 の際に,測 定対象

物 に特徴的 なイオ ンを高 い効率 で生成 させ ることが不可欠 である。 さらに,生 体試料 の測定 では,多 量の

共存物質 によ りイオ ン化が抑制 されるマ トリックス効果が大 きな問題 となる。本研 究では,LCIMSIMSに

適 した効率的イオ ン生成法 とマ トリックス効 果の回避 に検討 を加 え,生 体 内微量薬物 の高感度分析 に適用

した。

まずthe㎜osprayion孟zation(TSI)とelectrosprayionization(ESI)に お ける効率的イ』オ ン化法 に検討 を加

えた。TSIは,LCか らの溶出液 を電解質 とともに加熱 キャピラ リーか らイオ ン化室 に真 空下噴霧す るこ

とによ り,測 定対象物分子 をイオン化 する。 この時,加 熱温度 は,95%程 度の溶媒 が気化 する温度が最適

とされ,至 適霧化 温度 と呼 ばれてい る。 しか し,不 揮発性 の抱合体では しば しば適切 なイオ ンが検 出され

ない。 この原因 として,キ ャピラ リー先端部 での熱分解 と推測 し,加 熱温度 を下げる ことに よってこれ を

回避 で きる ことを実証 し,従 来困難 とされた薬物の抱合代謝物 の高感 度測定 を可能 とした。

ESIは,LCか らの溶出液 を高電圧 をか けた金属 ノズ ルか ら大気圧下 イオ ン化室 に噴霧 する ことによ り

溶質 をイオ ン化す る。 この時,移 動相 にイオ ン化 しやすい電解質が含 まれている と,測 定対象物の イオン

化が抑制 され,高 感度が得 に くい。 しか し,電 解質 の添加 はLCに おける分離 に極 めて重要であ る。一般

にLCIMSで は,炭 酸 ア ンモニウム塩 が揮発 性の電解質 として移動相 に添加 され る。そ とで,イ オン化室

において電解 質 を気化 させ れば測定対 象物の イオ ン化 の抑制 を回避で きるとの仮説 をたて,沸 点 の比較的

高い2一(2一メ トキシエ トキシ)エ タノールをポス トカラムモー ドで移動相 に加 え る手法 を考案 し,高 い イオ

ン化効率 の獲得 に成功す るとともに,新 規抗 リウマチ薬 の代謝 プロフィルの解析 に応用 した。

次 に,マ トリックス効果の除去 に吟味 を加 え,メ タノール除蛋 白上 清 を直接注入す るハ イスル ープッ ト

オンライ ンク リーンア ップシステムを考案 し,新 規ACAT阻 害剤 の血中濃度測定 に適用 した。

以上,本 研 究 は,LCIMSIMSに おける高効率 的イオ ン生成法 とマ トリックス効果 回避法 に検討 を加 え,

薬物代謝分析 に新 たな知見 を加 えた ものであ る。 よって,本 論 文は博:士(薬 学)の 学位論文 として合格 と

認める。
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