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オ フ ライ ン 高速 液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー／質量分析法

に よ る難揮 発性化合物の 分析
＊

岩渕 　晴男 ， 長 島 　 潜 ，　中村　皖一   ＊

（1987 年 9 月 25 日 受 理 ）

　極 性 に 富 み ，か つ 難揮 発性 の 薬物 （シ ス プ ラ チ ン
，

PGE
，）及 び 代 謝物 （ビ タ ミ ソ Ks 由来）を 分析対

象 に 選 び ， オ フ ラ イ ン LCIMS 測 定 を 試 み た ．逆相 HPLG で 分離 し ， 低 容量 の 高 圧 切 り換 え パ ル プ

を 介 し て あ ら か じめ 水 で 置換 し て お い た 逆相 ミ ニ カ ラ ム へ目的 ピ ーク の み を 分取 し た ・カ ラ ム 内溶媒 を

真 空 下 で 除去 し た 後 ， 小量 の ア セ ト ニ ト リル で 溶 出 さ せ ， 改造 し た サ ン ブ ル ホ ル ダ ー
に よ り SIMS 測

定 を 行 っ た ．叉 ， 逆相 ミ ク ロ LC か ら の 溶出 ピーク （PGE ，）に っ い て は マ イ ク 戸 シ リン ジ 内 に 分 取 し，
電界 脱 離 MS 測 定 を 試 み ，

い ず れ に お い て も満 足 で き る ス ペ ク ト ル が 得 られ た 。本法 は 大掛 か りな 装

置 を 必 要 とせ ず ， オ ン ラ イ ン LCIMS 測 定 で 問 題 に さ れ て い る 妨 害 物 質 も 除 去 で き る 効 率 の 良 い 分 析

法 で あ る こ と を 認 め た ．

1 緒
朞 ・

電

「
「

　SIMS は 難揮発性化合物 の ソ フ ト イ オ ン 化法 と し て ，

高速 原子衝撃法 （FAB ＞と並び MS に お い て 繁用 さ れ て

い る．著者 らは TLC の プ レ
ー

トか らの 直接 SIMS 測

定を行 う TLC ／SIMS 法
1）
一

‘） を 試 み，薬物代謝研究 に

お い て 有用 な分析法 で あ る こ とを認 め た ．し か し， シ リ

カ ゲ ル 担体 へ の 吸 着が 強 く，マ ト リ ッ ク ス （通 常 グ リ セ

リ ソ ） へ の 溶解性も低い 極性化合物 に つ い て は感度不 足

で あ る欠 点 は 避 け られ なか っ た ．一
方，逆 相高速液体 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー（HPLC ，　 LC ）は こ れ ら の 化合物 の 分

離に お い て は 不 可欠 な分離手段 とな っ て お り，サ ーモ ス

プ レ ー法や 大 気圧 イ オ ン 化 （API ）法 を 用 い る オ ン ラ イ

ソ LC ／MS や LC ／FAB −M ．S5） と し て も 既 に 実用段階

に ある．

　 しか し， こ れ らの 装置 は 高価 で あ る と 共 に ，逆 相

HPLC で 多用 され て い るイ オ ソ 対 試薬や リ ソ 酸系緩衝

液を溶離液 に 用 い た 連続測定 に 伴 う保守上 の 問題が あ

り，又 イ オ ン 化 へ の 妨 害を 完 全 に 克服 す る こ と は 難 し

い
S｝． 従 っ て，単離精製 が 困難 な微量成分や極 め て 不安

定 な成分以外 は ，
HPLC 周 辺 技 術 の 進歩並 び に MS に

お け る種 々 の イ オ ン 化 法 の 開発 も相 ま っ て，オ フ ラ イ ソ

LGIMS 測定 で も十分 に 対応 で ぎ る もの と思 わ れ た ．そ

こ で ， そ の た め の 工 夫 を 幾 つ か 試 み ， そ の 結果 ， 効率 の

良 い オ フ ラ イ ン LCISIMS 法 と ミ ク ロ LC に も適用 可

能な オ フ ラ イ ン の LCfMS ｛電子衝撃イ オ ン 化 （EI），電

界脱離 （FD ）｝法 を確立 で きた の で ， 以下 に 報告す る．

2　実 験

　2・1　試薬及び検体 の 調製

　 試 薬 は い ず れ も 市 販 の 特 級 を 用 い た ．

　LG ／S正MS 測 定 用 検 体 は 次 の よ う に 調 製 し た ．

　（1） ビ タ ミ ン 　Kl −MESNA 付加体 ： ビ タ ミ ン K3

（VK3 ， 半 井化 学 薬 品 製 ）を 用 い て ， 既 報 に 従 い
7） 過 酸

化水素水 に よ り，
2

，
3一エ ボ キ シ ドを 得 た ．次 に ， 過剰 の

2一メ ル カ プ ト エ タ ン ス ル ポ ソ 酸 ナ ト リ ゥ ム 塩 （MESNA ，

半井化学薬品製）　と 反 応 さ せ （pH 　 7．4
，　 リ ン 酸緩 衝液

◎ウ
 

≒ 記 ◎帳 瀝 ［◎鯵刈 一 ◎ウ1久＿ 、

VKs VK8 −2
，
3・epoxide 　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　 VK3 −MESNA 　 adCluct

　　　　　　　　 ………………………………………・…・・……・・・…………・・・…反 応 　（1 ）

＊ SIMS に よ る 薬物代謝研究 （第 II 報）．前報 は ，　 H ．　 Iwabuchi
，
　 A ．　Nakagawa ，

　 K ．　 Nakamura ：J．　 Chromatogn，

　、414
，　139　（1987）

＊ ＊
三 共 （株 ）分 析 代 謝 研究 所 ： 140　東 京 都 品 川 区 広 町 1−2−58

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　文 岩渕，長島 ， 中村 ： HPLC ！MS に よ る 難揮発 性 化 合物 の 分析 89

H3N
＼ 　／

Cl
　　　 Pt
H 。N

／
．
丶 ct

　　　CDDP

・ ：驚・も
DDTC

　

　 pH　11

，　，　■　　．　■　．　　，　．　匿　　，　，　卩　　．

器ゆ く冫c
− ・〈1：1：

Pt 一匸｝DTC −chelate
　

　　　　　　　　　　　　　　　M ； 490

　　　　　　　　　　　　　Xmax 、； 255 ．冒旧 x2 ：347nm

＿．．＿＿＿＿＿．＿．．＿＿＿＿………………………反応 　（2 ）

中 ，
37　

ac

，5 分 間 ）， 2一メ チ ル ー3・（2一ス ル ポ ヱ チ ル ）チ オー

1，4一ナ フ ト キ ノ ン （VKs −MESNA 付 加 体 ）を 調 製 し た

（白色結 晶 ，
d．P．250°C 以 上 ， 収率 90％）・

　（2）Pt（II）一ジ エ チ ル ジ チ オ カ ル パ メ ー
ト 錯体 ： シ ス

ブ ラ チ ン （CDDP ，
　Aldrich　Chem ・製）を 加 え た ラ ッ ト

の 血 し ょ う （10　pg／ml ）lml に ジ エ チ ル ジ チ オ カ ル バ メ

ー ト Na 塩 （DDT （】，和光 純薬工 業製） の ア セ ト ニ ト リ

ル 溶液 （正  ／ml ）を lml 加 え た 後 ，
60 °G で 1 時 間

反 応 させ Pt−DDTC キ レ
ー

トを 生 成 さ せ た s）・

　 ミ ク ロ LCIMS 測 定 用 検 体 ：P・ヒ ドロ キ シ 安 息香酸 メ

チ ル ，エ チ ル ，プ ロ ピ ル エ ス テ ル （東京化成工 業製）及

び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 　El （PGEt ，
　 Sigma　Chem ．製）

を 用 い た ．

　HPLG 用溶離液 ： ア セ ト ニ ト リ ル は LG 用 （和 光 純

薬 工 業 製 ）， イ オ ン 対試薬 と し て PIC　A   （Millipore 製）

を 用 い た ．

　 SIMS 用 マ ト リ ッ ク ス ： グ リセ ロ
ール （東京化成 工 業

製） と　m 一ニ ト ロ ペ ン ジ ル ア ル コ ール （m −NBA ， 同） を

用 い た ．

1

discard

MS

Fig．　 l　 Flow　diagram 　 of 　off
−line　micro −Lc ／Ms

　　　　1 ： reservoir ；　2 ： pump ；　3 ：loop　injector；　4 ：

　　　　column ； 5 ： UV 　detector； 6 ： switching 　valve ；

　 　 　 　 7 ： rnicrosyringe

　（A ）　　　　　（B）　　　　　（C）　　　　　（D）

σ
一

「 酌　 廼：＝ ：⊃ 　 口 　　◎
匚昌 ●

　2・2　装 　置

　HPLC 装 置 ： LC 用 高 圧 ボ ン プ M45 （Millipore製）

に UV 検 出 器 UVILOC −51V （応 用 分光 製） を 接 続 さ

せ た ．又 ， 高 圧 四 方 切 り換 え バ ル ブ EIEoo9 （低 容 量 ，
5

pl，セ ン シ ュー科学製） を検 出器 の 出 口 に 直 結 さ せ ， 分

取 に 用 い た ．

　 ミ ク ロ LC 装 置 ： LC 用 高 圧 ボ ソ プ GCPD （東洋 曹

達製） に ミ ク ロ LG 用 UV 検 出 器 875 型 （日 本 分 光

製） と前 述 の バ ル ブ 及 び マ イ ク P シ リ ン ジ MS −10 （テ

ル モ 製 ， プ ラ ン ジ ャ
ー挿 入 口 を 内 径 1／16 イ ン チ ，深 さ

5m 皿 に 拡大） を Fig．1 に 示 す よ うに 接続 さ せ た ・

　分 離 用 カ ラ ム ：YMC 　Pack　A312 ，
0DS （6　mm 　i．d．，

15cm ，山 村 化 学 製）， ミ ク ロ LG 用 に は YMC 　Gel −ODS

（5pm ， 内径 1　mm
， 長 さ 25　c皿 ， 同） を 用 い た ・

　 ミ ニ カ ラ ム ： Bond 　 Eiute　 C8 ，　 l　 ml （Analytichem

International製） を メ タ ノ ール と 水 で 洗浄 し た も の を

用 い た ．

　質量 分析計 ： 高分解能 二 重 収 束 型 質量 分 析計 M80A

及 び デ ータ 処 理 シ ス テ ム MOO3 （日 立 製 作 所 製 ） を 用 い ，

SIMS ，　 EI
，
　 FD 測定 を 行 っ た ・

　 サ ン プ ル ホ ル ダ ー
： 口 立 製作 所 製 の SIMS 用 ホ ル ダ ー

（A ）を Fig．2 に 示 す よ うな ス テ ン レ ス 鋼 の 網 （0・2mm

x50 メ ッ シ ‘ ） を 二 重折 りに して 作製 し た メ ッ シ ュ型

（B ），
ス テ ン レ ス 鋼 板 （厚 さ 0．2mm ）を 用 い た ボ ー ト

冖鬥鬥 『1
塁嶺

（F）

冒
（G）

鬱
Fig．2Cross 　section 　of 　sample 　holdcrs　for　SIMS

　　　　（A 〜D ） and 　 electro −impact （EI）（E 〜 G ）

　　　　（A） and （E）二 commercially 　 avaUable ； （B）：

　　　　meshed ；　 〔C ） ： boat　shaped ；　（D ） ： ribbOn

　　　　shaped ； （F ）； mOdified （10Fl）； （G ）； mOdified

　　　　（25　pl）　glass　tip

型 （C ） と リボ ン 型 （D ，
ミ ク PLG 用） の そ れ ぞ れ に

改 造 し た ．又 ， 市 販 の EI 用 ホ ル ダ ー （E） の 内径 を 大

き く し，内容量 と し て 10pl （F）及 び 25　pl （G ）に し

た も の を ミ ク ロ LG 用 に 試作 し た ．
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　 2・3・lLCISIMS 測定

　 VK3 −MESNA 付加体 ： 移動相 と して ，50％ （v ／v ） ア

セ ト ニ ト リ ル に PICA   を 0 ．5％ とな る よ うに 加 え ，

流 量 は 正m1 ／m 三n に ，
　 UV 測定波長 は 254　nm と した ，

VKs −MESNA 付加体 の 50％ ア セ ト ニ ト リル 溶液 （且00

p9／ml） を HPLC 装 置 に 20　pl を 注 入 し た ．保時時間

（R ，）3・9 分に 出現 し た ピーク をあ ら か じあ 500〜750　pl

の 水 を加 え て お い た 逆相 ミ ニ カ ラ ム 中へ 高圧 バ ル ブ を 切

り換え て 分取 した ，緩や か に ミ ニ カ ラ ム か ら内溶液を溶

出させ ， 更順 空下 （5mmHg ）で 残存す る 鱒 を 除 い

た ．次 に ，
200

ド
1 の ア セ ト ニ ト リル を 加 え，SIMS 用 ホ

ル ダ ー
（Fig ．2） へ 窒 素を 吹 き付け なが ら溶 出 さ せ た ，

　 Pt −DDTC キ レ
ー F ： 反応後 の ラ ッ トの 血 し ょ うを

遠心分 離 し，そ の 上澄 み 20　t・1 を HPLC 装置 に 注 入 し

た．移動 相 に は 80％（v ／v ）ア セ ト ニ ト リ ル を流量 lml ／

min で 用 い ，測定波長 は 347　nm と し た ，　 Rt ： 7．8min

の ピ ー
ク を 前述の 操作に 従 い 分取 し，SIMS 測定 を行 っ

た ．

　 SIMS 測定 ： 常法どお り， グ リ セ ロ ール ある い は m −

NBA マ ト リ ッ ク ス を約 10　pl　Wt加 し均
一

化 し た 後 ， キ セ

ノ ソ を 用 い ，一
次加速 電 圧 ： 8kV （正 ）又 は 9kV （負イ

オ ン ），
．
二 次加速電圧 ： 3kV

， 質量走査領域 ： m ／z　50〜

700 で 測定 し た ．

　 2・3。2 　ミク ロ LCIMS 測 定

　 EIMS 測定 ：p一ヒ ド ロ キ シ 安息 香 酸 メ チ ル ，エ チ ル ，

プ ロ ピ ル の 各 エ ス テ ル 500ng ／ト」 溶液 を O ．5 μ1 ミ ク ロ

LC 装置 に 注入 した ． 移 動相 に は 80％（vlv ） メ タ ノ ー

ル を用 い ，流量 を 30　pl　lmin と し た． ピー
ク の 立 ち 上

が りを検出 （UV ： 254　nm ＞ し た 10 秒後 に バ ル ブ を マ

イ ク ロ シ リ ン ジ 側 へ 切 り換 え て ，
30 秒間 に わ た り シ リ

ン ジ 内を 流 した ．次 に ，
バ ル ブ を元 に 戻 し た後，シ リ ン

ジ を 系 か ら外 し，改 良 し た EI 用 サ ソ プ ル ホ ル ダ ー内 へ

溶 出液を移 し た ．同様 の 操作 を 3 成分 に つ い て 行 い ，各

EI 測定 を 行 っ た （イ オ ン 化電圧 ： 20　eV
， 電子電流 ：

IOO
ド
A

， 質量 走査領域 ： m ／i 　30〜300）．

　FDMS 測 定 ： PGEI の 500　ng ／F1L 溶液 0 ．5　1，1 を ミ

ク ロ 　LC 装置に 注 入 し た． 移動相 の ア セ ト ＝ ト リ ル
ー

10mM オ ル ト リ ン 酸 （1 ： 1） （vlv ） を 流量 30　plfmin

で 流 し
， 測定 波長 は 220nm に 設定 した ．前述の 方法に

よ りマ イ ク 卩 シ リ ン ジ 内 に Rt ： 10・3min の ピーク を 分

取 し
，

FD エ ミ
ッ

タ ー
（シ リ ＝ ソ 〉 上 に 塗布 し，　 FDMS

を測定 し た （対 向電極 ： − 5kV ，加速電圧 ： ＋ 3kV ，質

量 走査 範 囲 ： m ／z 丑〜500 ）．

3 結果及 び 考察

　3・1 分 取 の 効率

　HPLC か らの 分取 の 効率を求 め る た め に ， 反応 （1）に

そ の 構造 を示 し た VKa （P−3），そ の 2，3一エ ポ キ シ ド （P −

2） 及 び VKs −MESNA 付加体　（P −1） の それぞれ濃

度 200　pg 〆ml の 溶液 を 25　Fl 注 入 し，　 HPLC を行 い ，
Fig ．3 に 示 すよ うな ク 卩 マ トグ ラ ム を得 た ．

P −1

P−2

P−3

0 5　　　　　　　 10

Retention　 time／mi 皿

15

Fig．3　Chromatogram 　 of 　 v 三tamin 　Ks 　rclatcd 　com −

　　　　pounds

　 　 　 　 P −1 ： VKa −MESNA 　 adduct ；　 P −2 ： VKs −2，3・

　 　 　 　 epoxide ；　 P−3 ： VK3

　 バ ル ブ を 作動さ せ 各 ピ ー
ク を 分取 し， 5ml 容 に 正確

に 希釈 した もの と は じ め の 試料液 25　pl を そ の ま ま 5

ml 容 に 正確 に 希釈 し た もの を比 較 し，各 HPLC の ビ

ー
ク面積比 か ら HPLC 分離 に お け る 回収率を 求 め た

（n ＝ 4）．次 に ，所定 の 状態 に し て お い た ミ ニ カ ラ ム に 各

成分 の 10 曙 ／200 ドL を 別 々 に 注 入 し ， 溶 出後 に 分取 の

と き と 全 く同 じ 操 作 に 従 い ， メ タ ノ ール 溶液約 200　pl

を得，こ の 濃度を HPLC に よ り求め ，初め の 濃度 と比

較し て ミ ニ カ ラ ム 処理 段階 に お け る添加 回 収 率 を 求 め た

（n ニ4）， P −1，　P −2，　 P −3 に っ い て こ れ らの 回収率 を掛

け合わ せ て ，全操作 の 回 収 率を 算 出 し た ． そ の 結果 は

Table 　 1 に 示 す よ うに
，
　 HPLC か らの 回収率 は 各成分

の 極性 の 強 さに 比例 し ，
P −1＞ P −2＞ P −3 の 傾 向を 示 し た

が
，

C8 の ミ ニ カ ラ ム か らの 回収率 は い ずれ も約 70％

で あ っ た ．そ し て 全操作を通 し て の 回収率は 60％ 前後

と な っ た．溶 出 す る ピ ー
ク の 極性 や p κ

。
に 応 じて ，Cl 〜

Cl8 や イ オ ン 交換 など の 特性を有し た ミ ニ カ ラ ム を 選択
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Table　l　 Rccbvery 　data

HPLC SPE Tota1

123　
　一
　一

PPP 94．1土 2．8
86．5土 5．9
83 ．6士 1．1

68．4土 16．6
76．6：ヒ 9．8
68．7± 14．］」

騒

6657

Recoveries　of 　VK3 −MESNA 　 adduct （P−1），　 VKs −2，3・

epoxide （P−2） and 　 VKs （P−3） from 　HPLC 　 and 　solid

phase 　extraCtion （SPE ），　 and 　 reeovery 　 of 　 each 　 co 皿 ・

p（ment 　calculated 　from 　the 　cornbined 　two 　steps ．　 Data

are 　expressed 　as ％ ±　standard 　deviation　fro皿 quadru −

plicate　runs 。

す る こ と に よ り更 に 回収率を 向上 させ る こ とは 可能と 思

わ れ る．

　なお ， 流量を lml 〆min に 設定 した と きに は 流路系

の 全 容量を考慮す る と，実際 の 溶 出 は ピー
ク の 検出よ り

わ ずか に 2 秒の 遅れがあ る こ とが分か っ た ． ミ ニ カ ラ ム

の 保持能 力 を考慮 する と， 約 15 秒間 に わた り溶出液

（250　p1 ）を 分取で き る こ と に な る ．複数個 の ミ ＝ カ ラ ム

を 用意し て お く こ とに よ り，連続 し た ピー
ク を分取す る

こ とも可能 で あ る が ，
ル ープ 内 の 追 い 出 し も含め る と切

り換えに 約 4 秒を要す る の で ， 極め て 接近 し た ピ ーク の

場合に は 1 回 の 注入 か らそれぞ れ を 分取する こ とは で き

ない ． ミ ニ カ ラ ム を用 い た こ と に よ る　LC 溶出液か ら

の 無機塩や イ オ ン 対 試薬な ど の 除去効率 は，実際 の 測定

に お い て 妨 害 が 全 くみ られ なか っ た こ とか ら，か な り高

い もの と思 わ れ る．本法 は MS 測定 の み な らず ，　NMR

や FT −IR な どの 分析機器 との オ フ ラ イ ソ 測定 に も有用

で あ ろ う．

　 ミ ク ロ LC か らの 回収率 は 算 出 し て い な い が ，　EIMS

ス ベ ク ト ル の 強度か ら見 て，少な く と も約 50％ に は 達

し て い る と思 わ れ る．更 に ，こ の 回収率と接近す る ピ ー

ク か ら の 分取効 率 を改善する た め に は 内容積 を更 に 小 さ

くし た切 り替え バ ル ブ の 開発 が 望 ま れ る，

パ
ッ タ リ ソ グ効果が低 い た め 感度 は 市販 の ホ ル ダ ーの 約

70％ に 低下 し た が，そ の ま ま持続 し ， よ り安定 な ス ペ ク

トル を得る こ とが で きた ．こ の 特性は 粘性 の 低 い マ ト リ

ッ ク ス （例 えぽ，チ オ グ リ セ ロ
ール ）に お い て は 更 に 顕著

に 見 られ た ．又，ボ ー b型 ホ ル ダーは 約 50　pl の 内容量

を 有 す る の で ，本法 の み ならず LC か ら直接 ， ホ ル ダ ー

へ 分取す る 際 に も利用 で き る．し か し，
一

次 イ オ ン ビ ー

ム の 照射 さ れ る位置 を微少調整し た が，感度 は 同様 に 通

常 の 約 70％ に 低下 した ．こ れ は マ ト リ ッ
ク ス が広が っ

た た め ど，ス リ ッ ト と ス パ
ッ g リ γ グ面 の 距離 が 通常の

測 定 時 に 比 べ ，約 2   離れ た こ とに よ る もの と 思 わ

れ る．リボ ン 型ホ ル ダ ーは ミ ク ロ LC か ら直接分取 し ，

SIMS 測 定す る た め に 考案 した もの で ある． マ ト リ ッ
ク

ス の 添加量 は 1〜3　pl と 少 な く， 試料 は よ り濃縮され た

状態 に あ る の で ，PGE ， を用 い た 感度比較 （0・8F9 ／ホ ル

ダー）で は通常 の ホ ル ダ ーに お け る よ り少な く と も 20％

以 上 は 高か っ た ．

，
さ哨切
＝

髯
三

 

≧

髯【
 

些

　 　 　 　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Scan ，　No．

Fig．4C ・mp ・・i・・ n ・f　n ・g・tive−SI （m ／z ・91）f・・ m

　　　　glycerol　 matrlX

　　　　O 二 by　SIMS 　he］dier−（A ＞； ● ； by　holder−（B ｝

　3・2S コ瓢 S 用ホ ル ダーの 性能

市販 の ホ ノげ 一は娵 製 （5x10   ） で あ る h：，こ れ ．

を Fig．2 に 示 し た よ うな メ
ッ

シ z ．型 に 改良す る こ と に

よ り ミ ニ カ ラ ム か ら溶 出す る メ タ ノ
ール の 気化を容易 に

す るばか りで な く，
一

定 の 感度 で 長時間 に わ た り測定す

る こ と が可能 と な っ た ．負イ オ ソ SIMS 測 定 で得 られ

る マ ト リ ッ
ク ス の グ リ セ ロ

ール の m ／zgl の ピー
ク強度

変化を比較 し て 示す （Fig ・4）．　 市 販 の ホ ル ダ ーで は 質

量走査 （17 秒） の 都 度感度 は急激 に 減少 し た ． こ れ は

滑面 で あ る た め に マ ト リ ッ ク ス が下部へ 移 動 し た こ とに

よ る と思 わ れ る．こ れ に 対 し て ，
メ

ッ
シ ュ型で は や や ス

　メ
ッ

シ ュ 型 の ホ ル ダーで 酸化反応性 を 有す る m −NBA

を v ト リ ッ
ク ス に し た と き の VKs −MESNA 付加体 の

負イ オ ソ SIMS ス ペ ク ト ル を Fig・5 に 示す・　［M −

Na ］
一

に 相当する mlz 　311 が顕著 に 検 出 さ れ ，
こ の ほ か

に ［M −H ］
一

と し て m ／z333 ，［M −cH
：
cHzsOaNa ］

一

に 相当す る m ／z203 の 各 イ オ ン が検 出 さ れ た ．な お ，

m ／zl53 ，305 は m −NBA 由来 で あ る が，以上 の 結果 よ

り VKrMESNA 付加体 の 構造を解析 で きた ・MESNA

試薬 は 不 安定な陽 イ オ ン の 捕集剤 と し て 用 い られ て い る

が
9），こ の よ うな VKs 代 謝 の 中間体で あ る 2，3一エ ポ キ

シ ドの 同定 に 用 い る こ とが で きた こ とか ら，薬物代謝 の
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Fig ．7　SI　mass 　spectrum 　of 　Pt（II）−DDTC 　chelate

過程 で 生 成す る こ う した 活性 な エ ポ キ シ ドの 同定 に も 普

遍化 で きる もの と思 わ れ る，

　次 に ，血 し ょ う中 の CDDP よ り得 られ た Pt−DDTC

キ レ ー
ト の HPLC ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ．6 に 示す ．

こ の Rt ： 7．8min の 溶出 ピ ー
ク を 分取 した もの の SI−

MS ス ペ ク トル は Fig ．7 に 示す よ うに ，
加 〆z 　491 の

［M ＋ H ］
“

イ オ ソ と ， それ か ら DDTC が一
つ 脱離 し

た フ ラ グ メ ン ト ィ オ ン m ！z343 よ り， 目的 とする Pt−

DDTC キ レ ートで あ る と同定する こ と が で きた．こ の

キ レ ー
トの 生成 ｛反応 （2＞｝ は Pt（II）に 基づ くもの で あ

る の で ，シ ス プ ラ チ ソ 以外 の 白金系制が ん 剤 の 生体試料

0 　 5　　　　 10　　　　 15
Retcntion 　 time ／min

F三g．6　Chromatograms 　of 　rat 　plasma 　after 　treated

　　　　with 　diethyldithiocarbamate（DDTC ）

　　　　（A ） ： bユank 　 plas皿 a ；　（B ） ： CDDP 　spiked

　　　 Plasma （10：Pg／ml ）

中 に お け る HPLC 定 量 に も有 効 で あ る．本 SIMS 測

定を 組 み 合わ せ る こ と に よ り，こ れ ら制が ん 剤 の 薬効や

毒性 との か か わ りの 深 い 組織へ の 移行性 や 残留性，生体

高分子 との 反応性 に 関 し て も更 に 信頼 性 の あ る 知 見 が 得

ら れ る と期待 で き る．

　 3・ 3　ミ ク ロ LC ／MS の 有用性

　　ミ ク ロ LC 用 に Fig．2 に 示 し た 内容量 の 大 ぎな EI

用 ホ ル ダ ーを 2 種 試作 し た が
，

い ずれ も熱伝導｛生が や

や劣るの で 市販 の もの に 比 べ る と 感度 は 低下 し た． し

か し ，

一
例 と し て 挙げ た ， P一ヒ ドロ キ シ 安息香酸 エ ス

テ ル の ミ ク ロ LC ク 卩 マ ト グ ラ ム と そ れ ぞれ の EIMS
ス ベ ク ト ル ｛Fig．8，（G ） の ホ ル ダ ーを 使用｝か ら判断

す る と，先 に 述べ た バ ル ブ の 改良点以外に は 操作性 も含
め ，実用面 で の 測定 に お け る 問題 は 特に な い と 思 わ れ

る．す なわ ち， それぞれ の 親イ オ ン と し て m 〆zl52 ，

166
，
180 が得 ら れ，更 に フ ラ グ メ ン ト イ オ ン と し て 共通

t・・ m
・

’
・・ 121（・−C ・〈：〉… H − e… ） も得られ た ．

次 に ，Fig ．9 に PGEz の Rt 値 に 相当す る ミ ク 卩 LC
か らの 溶 出 ピ ーク の FDMS ス ペ ク トル を示 す ．　 LC で

の 絶対注 入 量 が 250ng と低 い の に もか か わ らず ， ［M ＋

Na ］
＋

と し て m ／z 　3ア5 に 顕著 に 出現 し，脱水 ピ ーク に

相当す る イ オ ン も m ！z357 に 見 られ た ．最近，操作上

に お い て よ り簡便な FAB や SIMS の 普及 に よ り FD

イ オ ソ 化法 は あ ま り使 わ れ な くな っ た． しか し， FAB

や SIMS は 決 し て 万能で は な く， リ ン 酸イ オ ン や PIC

試薬が存在 す る と，複雑 な付加 イ オ ン が 数多 く生成 し，

解析を困難 に した り，試料 の イ オ ン 化を 抑制す る 場合が

多 い ．一方，FDMS に お い て は た と え リ ン 酸 が 過剰 に

存在 し て も，特別 な前処理 を せ ずに QM ＋

と し て検出

で き る 利点があ る．従 っ て， リ ン 酸系緩衝液を ど う し て
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Fig．8　Micro −LC 　chroma ω gram 　 and 　EI　 spectra

　　　　 of 　q ： methy1 ・
，
　C2 ： ethyl 鬯and 　Cs ： n −pro・

　　　　　py1卩ester 　of ρ
■hydroxybcnzoic　acid
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Fig．9　Field　dcsorption　mass 　spcctrum 　of 　 PGE2

も分離 に 用 い る必要の あ る極性化合物 に とっ て は ， オ フ

ラ イ ソ で の ミ ク ロ LC ／FDMS 測定 は 極 め て有用 な 手 段

で あ る と言え る ．

　終 わ りに ，本 研 究 の 遂 行 に 当た り 終始 ， 助 言 並 び に 激

励 を 頂 い た 当研究 所 進 藤英世所長 ， 高萩英邦博 士 ， 木

下　武 博 士 及 び MS 用 ホ ル ダ ー
の 改 造 に 協 力 を 頂 い た

高橋達彦氏 と 大地 信 也 氏 に 深
．
謝致 し ま す ．
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Y ．Kushi
，
　 S．　 Handa ： ノ．　 Biochem．， 98，

265

（1985），
岩 谷 宏 治 ， 中 川 有造 ： 質 量分析 ，

34，189 （且986）．
H ．Iwabuchi ，

　 A ．　 Nakagawa
，
　K ．　 Naka 皿 ura ：

　Analy 団 s 　of 　 non ■volatile 　eomPDunds 　 by 　 off 口

1ine　LCIMS 。　 Haruo 　 IwABucH1
，
　 Hisomu 　NAGAs 刪 A

and 　 Ka 【廿chi 　 NAKAMuRA （Analytical　 and 　 Metabolic
Research　Laboratories

，　Sankyo 　Go ．，　 Ltd．，　！−2−58 ，

H …ro −machi ，　Shinagawa−ku ，　 Tokyo 　 140）

　 Polar　 and 　non ＿volatile 　 pharmaceutical　 substances

were 　 analyzed 　 by　 off −line　 LCIMS ．　 Gisplatin　in　 rat

plasma　was 　derivatizcd　to　 a　Pt（II）−DDTC 　che 且ate 　by

rcaction 　 with 　 sodium 　diethy且dithiocarbamate（DDTC ）．

VK3 −2
，
3−epoxide ，

　 active 　rnetabolite 　of 　 VK3 ，　 was

reacted 　 with 　 2−mercaptoethane 　suHbnic 　 acid 　 sodium

salt （MESNA ）and 　a 　VKrMESNA 　adduct 　was 　obtained

quantitatively．　These 　 samples 　 were 　 separated 　 by　 re −

versed 　phase 　paired　ion　HPLG 　using 　phosphate 　bu ｛ffer
and 　 ace 【onitrile ．　The 　 objective 　peaks　 wcre 　 collec ．ted

into　a 　 reversed 　phase 　m 豆ni −column （C8 ） cartridge

c．ontaining 　500　to　750　pl　ofwater 　by　means 　of　a　pressured
tight　 va 且ve 　 with 　 low　dcad 、

・01ume （5 “Li），　 After　 dis−

cardilg 　 most 　of　the 　inner　 solvent 　by　 connectlng 　to　a

vacuum 　linc
，
200　pt　of 　acetonitrile 　was 　added 　to　 achieve

the 　elution ．　 The 　cluent 　was 　dropped 　onto 　a 　modi 丘cd

sample 　holder，　and 　aceton 三trile　was 　evaporated 　under

nitrogen 　 flow．　 After　 addition 　 of 　 matrix （glycerol　 or

m −nitrobenzylalcohol ） to　 the 　 holder，　 mol   ular 　 SIMS
was 　 conducted 　 to　 each 　 measurement ．　 The 　 total　 re −

coveries 　 were 　 achieved 　 to　 60％．　 On 　 the 　 otherhand
，

PGEt 　was 　 able 　to　be　determined　by　丘eld 　desorption

MS 　 without 　any 　special 　pretreatment 　 i．　e．　PGE ，　 was

separated 　by 　reversed 　phasc 　micro −LG 　msing 　phosphoric
acid 　solution 　as 　a 　mDbile 　phase ，

　and 　the 　corresponding

peak 　was 　trapped 　in　a 　 microsyringe （10　pl）．　 The 　trap ・

ped　sample 　was 　transferred 　to　thc 　silicone 　emitter ．　Thc

present　method 　makes 　it　possible　to　remove 　inter丘∋ring

substances
　 which 　cause 　troubie 　 in　on −line　LGIMS

，
　 and

are 　 recognized 　to　be　not 　 only 　simple 　but　also 　cMcient

methods 　without 　employing 　any 　expens 量ve 　apPallatus ：

　　　　　　　　　　　　（Received　 September　25 ，
1987）

　　 Ke 廱盟 ord 　phrases

eff
．line　LCIMS ； analysis 　of 　non −vo ！atiles 　 by　SIMS ，

　 丘eld 　desorption　MS ，
　MS ．
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