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　The　effect　of　trimethylsilyl（TMS ）derivatives，　which 　have　been　long　and 　widcly 　used

especially 　in　gas　chromatography ／mass 　spcctromctry （GC ／MS ），　was 　cxamined 　with 　fast
atom 　bombardmcnt （FAB ）mass 　spectrometry ．　 In　order 　to　investigate　what 　kind　of　in−

f（）rmation 　can 　be　obtained 　from 　FABMS 　 of 　TMS 　derivatives　of 　biologically　related 　com −

pounds，　FABMS 　 and 　FAB 　MSIMS （tandem 　mass 　 spectrometry ）of　TMS 　derivatives　of

compounds 　such 　as　2’−0 −mcthyladenosine ，3’−0 −methyladenosine
，　guanosine ，　uridine 　and

somc 　amino 　acids 　were 　studied ．　 As　 a　result
，
　FABMS 　spectra 　of 　trimethylsilylated　com −

pounds　gave　molccular 　ion　peaks　showing 　that　the　TMS 　groups 　attached 　to　alcoholic

hydroxy　groups 　remained 　intact
，
　while 　the　TMS 　groups　attached 　to　NH ，　SH ，　COOH 　and

amide 　groups　were 　labile　and 　partly　removed ．　 It　was 　concluded 　that 　FABMS 　spectra 　of

trimethylsilylated 　substances 　have　the　advantage 　of　not 　only 　determining　the 　total　 num −

ber　of 　active 　hydrogens，　but　also 　differentiating　groups　such 　as 　OH ，　NH ，　SH ，　CONH 　and

COOH ，　 It　was 　also 　proved　that　FAB 　mass 　spectrometry 　of 　TMS 　derivatives　o『biologi−

ca1 三y　relatcd 　compounds 　are 　very 　useful 　fbr　structural 　analysis 　of 　the 　native 　compounds ．

Hcre　we 　have　mainly 　used 　3−nitrobenzyl 　alcohol （3−NBA ）as 　the 　matrix 　for　FABMS 　be−

cause 　of 　its　solubility 　in　the 　trimethylsilylation 　reaction 　mixture ．

Keywords ： trimethylsilyl　 derivatives　of 　 biologically　related

　　　　　　　　　MS ／MS ；reduction 　phenomenon 　in　FABMS ．

compounds ； FABMS ；

1 緒 言

極性化 合 物 の トリ メ チ ル シ リ ル （TMS ＞誘導体化法

＊
二 共 （株）分 析代謝研究

．
所

　　1−2−58
140 東京都 品川区広町

は GCIMS 測定 用 に 広 く 用 い ら れ て き て お り
， 複雑 な

生体構成成分，薬物代謝物，天然 の 生理活性物質等 々 の

構造解析 や 定量 分析 に お い て 大 き な 成 果 を 挙 げ て きて い

る
｝〕
− s｝，

　　
一
般 に ，TMS 化剤 は OH ，　NH ，　SH 及 び COOH の
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よ う な 活性 水 素 を比 較 的 緩 和 な 条件 の 下 で TMS 化 し，

熱 安 定性 の 良 い 揮 発 性 誘導体 に す る こ と が で き る が
，

TMS 誘導体は一般に 比較的加水分解を受け や す い た め

に ，難 揮 発 性 の 極性 溶 媒 をマ トリ ッ ク ス と して 使 用 す る

高 速 原 子 衝 撃 質 量 分 析 （FABMS 碧
”6｝用 の 試 料 と し て

は 不適当 と考 え られ て お り，ほ と ん どそ の 応用 は な され

て お ら ず，わ ず か に 二 ，三 の 文献 が ．見 ら れ る の み で あ

る
7］
− 9，，

　 Schram ら は ア デ ノ シ ン 及 びそ の モ ノ ホ ス フ ェ
ー

トの

TMS 誘 導体 の FABMS 測 定 を行 い ，そ の 有用 性 を示 唆

し η
，

そ の 後 二
，

三 の 核酸関運化合物 に 応用 し
， 感度的

に フ リ
ー

体 の FABMS と比較 し て 10− 100 倍 の 感度 の

上 昇 が 見 ら れ る こ と を 見 い だ し て い る
8）．又 ，McClos −

key ら は，ア ミノ 酸を含む ヌ ク レ オ シ ドの 解析 に TMS

誘導体 の FAB タ ン デ ム 質量分析 （MS ／MS ）法 を 応用

し た 例 を報告 し て い る
y）．し か し，い ず れ の 報告 に も詳

しい 考察 は な され て い な い ，そ こ で ，著 者 らは 構 造 解 析

を 行 う上 で の 新た な 構造情報を得 る 目的 で ， 種 々 の 生体

関連化 合物 の TMS 誘導 体 の 分析 に FABMS 法及 び

FABMS ／MS 法
10）ll）の 応 用 を 試 み た，そ の 結 果 ，未知

化 合物 の 構 造 解析 をす る 上 で 役立つ
， 幾 つ か の 有 用 な知

見を得た の で報告す る，

2 ．実 験

　 2・1 試薬及び試料 の 調製

　試薬及 び 溶媒 は ，い ず れ も 市販品 （特級） を そ の ま ま

用 い た ．TMS 誘 導 体化 は ア セ トニ トリル （20叫） に 試

料 （0，1mg ） を溶解 して ，ピ リ ジ ン （2 圃｝ と シ リル 化

剤 の N ，O ．ビ ス 〔トリ メ チ ル シ リル ）ア セ トア ミ ド（BSA ）

な い し は 1V，0 一ビ ス （ト リメ チ ル シ リル ）トリフ ル オ ロ ア

セ トア ミ ド（BSTFA ） （20幽 を 加 え て ，60℃ で 10 分

間 反 応後 ，そ の
．一
部 （1μ1） を FAB 用 マ トリ ッ ク ス の

3一ニ トロ ベ ン ジ ル ア ル コ ール （3−NBA 〕qpl〕に FAB −

MS 用 の ターゲ ッ ト上 で 混合 し，そ の ま ま FABMs 測

定 に 供 し た ．

2・2　装置及 び測定条件

測定 に は 日本電子製 JMS−HXIoo タ ン デ ム 型質量分
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Fig．1MS ／MS 　spectra 　of 　m ／z　4−26　dcrivcd　from　FABMS 　of 　TMS 　derivatives　of 　a ： 1，　b ： 2
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析 装 置 （EBE 型 ； E ＝ 電 場，　 B ＝磁 場），日 本 電 子 製

JMs −sx ／sxlo2A タ ン デ ム 型質量 分析装置 CBEBE 型 ）

及 び VG 　Analytical製 70−4SE タ ン デ ム 型 質 量 分 析 装置

〔EBEB 型） を用 い ，そ れ ぞ れ の 加速電圧を 5，10 及び

8kV と し て 測定 を 行 っ た ．　 FABMS 測 定 に は，3−NBA

を マ ト リ ッ ク ス と し て，高 速 キ セ ノ ン 原了
・

〔6kcV 〕

（70−4SE の 場 合 に は 35　ke＞ に 加 速 さ れ た Cs ＋

イオ ン

を 使 用 ） を 用 い て イ オ ン 化 し た，MS ／MS ス ペ ク ト

ル
12胸 に は 衝 突活性 化 ガ ス と し て ア ル ゴ ン を 用 い ，目

的の プリカーサ ーイオ ン の ビーム 強度が 1／4− 1／5 に 減

少 す る ま で ガ ス セ ル 内 に 導 入 し た （704SE の 場 合 に は

ヘ リ ウ ム を 使用），SX ／SXIO2A 及 び 70−4SE の ガ ス セ

ル は加 速 電 圧 の 1／2 の 電圧 （そ れ ぞ れ 5 及 び 4kV ） に

フ ロ
ー

トし た，

3 結果及 び考察
　 　 　 　 　 〆

　3 ・12 ’・0 ・メ チ ル ア デ ノ シ ン （1）及 び 3’・0 ・メ チ ル

ア デ ノ シ ン （2）の TMS 誘 導 体 の FABMS 及 び

FABMS ／MS ス ペ ク トル

　1 及 び 2 の TMS 誘導体 の FABMS よ り，共 に 窺 た

426 （TMS2 ｝及 び m ／Z　4．98　 CTMSs） の 擬分子 イ オ ン を

与 え た が ，褓 々 498 は 時間 と と も に 急 激 な 減少 を示 し

た 、両化合物 の 主 要 ピ ーク で あ る m ／z　426 の MS ／MS

ス ペ ク トル を測定し た と こ ろ，Fig．1 に 不 した ように，

Fig．1，a の m ／c　103，164，217及び 192 と 各々 に 対応す

る Fig．　 L，　b の m ／c　103，
164

，
159 及 び 250 の フ ラ グ メ

ン トイオ ン よ り，両異性体の 識別 も容易 に で き る こ と が

判 明 し た ．更 に ，二 つ の TMS 基 は 0 −TMS と して 存

在 して お り，NH −TMS が FABMS 測 定 条件下 で は 選 択

的 に 外 さ れ る こ と が分 か っ た．

　3 ・2 グ ア ノ シ ン の TMS 誘導 体 の FABMS 及 び

FABMSIMS ス ペ ク トル

　グ ア ノ シ ン の TMS 誘 導 体 の 電 子 衝 撃 質 量 分 析

（EIMS ） よ り，　 m ／g　643 〔M
＋ 1

＞が得 られ た こ と か ら，

3 個 の 水酸基 と 1 個 の ア ミ ノ基及 び ア ミ ド水素が TMS

化 され た こ と が確認 され たが （Fig．2
，
　a ），　 FABMS ス ペ

ク トル 上 に は 觸 た 6鍛 （M ＋ H
＋

）は ほ と ん ど出現 せ ず，

TMS 基 が 4 個導 人 さ れ た 配 た 572 と TMS 基 が 3 個

導 入 され た m ／ζ 500 が 主 に 検出 さ れ た 〔Fig．2，
　b），前

（5TMS ）
te
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Fig ．2　EIMS （a ）and 　FABMS （b）spectra 　of 　the　TMS 　derivative　of　guanosine
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述 の 化 合物 1 及 び 2 の 場合 に は，選 択的 に ア ミ ノ 基 に

導 入 さ れ た TMS 基 が 外 さ れ た こ と よ り，　 m ／4572

（TMSd．）は 3 個 の ア ル コ ー．一ル 性 の OH 及 び 1 個 の ア ミ

ド酸素 に 導 入 さ れ た TMS 基 が 残 っ た もの に 対 応 して い

る と考え る こ と が で き る ．又 ，m ／z　500 （TMS3 ＞は糖 の

部 分 の TMS 基 の み が残 っ て い る イオ ン に 相当す る こ と

が MS ／MS 測 定 に よ っ て 明 らか と な っ た ．　 m ／z　572 及

び 500 の MSIMS ス ペ ク トル 及 び 各々 の 主 な フ ラ グ メ

ン トイオ ン の 起源を Fig．3 に 示 し た．

　3 ・3 ウ リ ジ ン の TMS 誘 導 体 の FABMS 及 び

FABMS ！MS ス ペ ク トル

　EIMS ス ペ ク ト．ル か ら 阨 た 532 （
’
t
’
MS ．t） の ピーク が

得 ら れ
， 3 個 の ア ル コ ール 性の 水酸基 と 1 個 の ア ミ ド水

素が TMS 化 さ れ た こ と が 確 認 さ れ た ウ リ ジ ン の TMS

誘導体 の FABMS ス ペ ク トル よ り，　 m ／c　533 〔TMS ∂

及 び 規 た 461 （TMS3 ） が 検 出 さ れ た 　〔イ オ ン 強度 は

m ／．｛　533〈 規 た 461）．そ れ らの MS ／MS ス ペ ク トル 解析

よ り，FABMS 測定上 ア ル u 一
ル 性 の 水酸基 に 導入 され

た TMS 基 は 外 れ に く い が ，ア ミ ド水 素 に 置換 さ れ た

TMS 基 は や や 外 れ や す い こ と が 分 か っ た ．そ の 両 イオ

ン の MS ／MS ス ペ ク トル 及 び 主 な 開 裂様式 を Fig．4 に

示 した．

　3 ・4　チ ロ シン の TMS 誘導体 の FABMS に お け る挙

動

　EIMS で TMS 基 が 3 個導 人 さ れ た こ と を確 認 した

試料 1〔M 十 H ）
＋

398， 〔M − CH ：i ）
＋ 382｝ に つ い て ，3−

NBA をマ トリ ッ ク ス と し て FABMS 測 定 を し た と こ

ろ，m ／z　398 〔TMSiD 及 び   た 326 〔TMS2 ） は 出現 せ

ず， m ／ξ 2541TMS1 ） の み が 得 ら れ た，　 m ／z　254 の

MSIMS ス ペ ク トル よ リ フ ェ ノ ール 性 の 水酸基 に 導 入 さ
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Fig．3　MS ／MS 　spectra 　of 魏 た 572 （a ）and 　500 （b）arising 　from　FABMS 　of 　the 　TMS
dcrivative　or 　guanosine
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arising 　frorn　FABMS 　 of　tbe　TMS 　derivative　 ef 　uri −

dinc

れ た TMS 基 の み が 残 っ て い る こ とが 分 か り，こ の こ と

は ア ミ ノ 基 と カ ル ボ ン 酸 に 導 入 さ れ て い た TMS 基 が

FABMS 測定条件下で 非常 に 外 れ や す い こ と を 意味 し て

い る，な お，比 較 の た め に
， Fig．5 に チ ロ シ ン の 位i　 n

性体 （チ ロ シ ン ，メ タ
ー
チ ロ シ ン 及 び オ ル トーチ ロ シ ン ）

の TMS 誘導体の 跚 た 254 の MSIMS ス ペ ク トル を 示

した が ，フ リ
ー
体 の 場合

助 と 同様 に ス ペ ク トル の 強度

パ タ
ー

ン よ り，3 種 の 位置異性体 の 判別も可能 な こ とが

判明 し た．更 に
， チ ロ シ ン の 3 種 の 官能基 （

− NH2 ，
− OH 及 び 一GC）OH ） に 対す る FABMS 測 定 条 件 下 で

の シ リル 基 の 挙動 を調 べ る意 味 で TMS 基 よ り も加水分

解等 に 抵 抗 力 を持 つ ，タ
ー

シ ャ ル ブ チ ル ジ メ チ ル シ リル

CLBuDMS）を導 入 し た 化合物 を用 い て FABMS 測 定 を

行 い ，経時変化 を調 べ た と こ ろ，m ／z　296　 CtBuDMSi）

が 時 間 と と もに 出 現 し，徐 々 に そ の 強度 を増 し て い っ
・

た．又 ， nt／a　410 （
tBuDMS2

） の 強度 は　
一時 的 に 増 加

し，そ の 後 ゆ っ く り と 減 少 を 示 し た が ， 椛 た 524

〔
’BuDMS ：3） の イ オ ン 強 度 は 時 間 と と もに 急激 な 滅少 を

示 し た （Fig．6）．こ れ らの デ
ー

タ 及 び 3 種 の イ オ ン の

MS ／MS ス ペ ク トル よ り，窒素 ヒの シ リル 基 が 最初 に 外

れ，次 に カル ボ ン 酸 に 置換 し た シ リ ル 基 が 外 れ，フ ェ

ノ ール 性 の 水酸基 に 導 入 さ れ た シ リ ル 基 は FAB 測定条

件下 で も安定 に 存在す る こ と が判明 した ，な お
， 「司じ試

L80　　　220　　　260
　 　 　 　 　 　 254

　 　 20s

　 　 　 i

73

179

1 1

60 正00　　 140　　 L80220260254

　　　　　　　　　　 m た

Fig．　5　 MS ／MS ・pect… f （M ＋ H ）
＋ i・ n ・ at 鹸

254derived 　 from　 FABMS 　 or 　TMS 　 derivatives　 of

tyrDsine （a ＞，　meta −tyrosinc （b＞and 　ortho
−tyrosine（c｝

料に つ い て 活性水素 を 持 た な い 2一ニ トロ フ ェ ニ ル オ ク

チ ル
ー

エ
ー

テ ル （2−NPOE ） を マ ト リ ッ ク ス と し て

FABMS 測 定 を行 っ た と こ ろ，3−NBA で は 測定開始 直

後 に しか 得 られ な か っ た ア ミノ基に
tBu −DMS 基が導入

さ れ た ま ま の イオ ン （mk 　524） は 15 分 後 に も安定 に

存在 し て い た．

　3 ・5　 シ ス テ イ ンの TMS 誘導体の FABMS に お け る

挙動

　 シ ス テ イ ン に TMS 基 が 3 個導 入 さ れ た こ と を EI

MS で 確認 し た 試料 HM 十 H ）
＋ 338 及 び （M − CHs ）

＋

322 が 出現｝を用 い て FABMS 測定を行 っ た と こ ろ，ア

ミ ノ基 と SH 基 に 導入 され た TMS 基が 外 れ ，カ ル ボ ン

酸 に の み TMS 基 が 残 っ た m ／c 　 194 （TMS1 ）の み 短命

な が ら出現 し た 〔m ／z　194 の MS ／MS ス ペ ク トル よ り

判定）．

　以上 の よ う に ，本研究 で は TMS 誘導体 の FABMS

法 及 び FABMS ／MS 法 へ の 有効性 に 着 目 し，ヌ ク レ オ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig．6　Time　courses 　of 　intensities　of （M 十 H ＞
『
ト
．
　ions　at 　m ／z　296，410　and 　524　arising

from　FABMS 　Qf 　compounds ，（a ），（b）and （c）

チ ド類及 び ア ミ ノ 酸 類 の TMS 化体 の 測定 を 行 っ た ．そ

の 結 果，TMS 誘 導 体 の EIMS ス ペ ク ト ル で は

（M − 15）
＋

， M ＋
’
，（M ＋ H ）

＋
と 分 子 イオ ン の 現 れ 方

が ，化合物 に よ っ て 異 な る の に 対 し，FABMS ス ペ ク ト

ル か ら は 分 子 イ オ ン に 関 す る 情 報 が （M ＋ H ）
＋

と し て

は っ き り と得 られ て く る こ とが 分 か っ た．又，種 々 の 活

性 水 素 に 導 入 さ れ た TMS 基∂） FABMS 測 定条 件下 で

の 次の よ う な安定性 の 順序 か ら ，
ア ル コ ール 性 の OH

基 の 数 や NH 基 ，
　 SH 基 ， カ ル ボ ン 酸及 び ア ミ ド水素 の

角無 等 が推定 で き る こ とが 判明 した．

NH −TMS 〈 5−TMS ＜ COO −TMS ＜ N ・C −0 −TMS

　 ＜ 0 −TMS

　更 に
， TMS 誘導体の FABMS ス ペ ク トル が 比較的長

時間 安定 に 得 ら れ る こ と よ り，FABMS ／MS 測定 が 容易

に 行 え，OH ，　 NH 等 々 の 結 合位
．
置 が 推定 で き る ば か り

で な く，そ の 他 の 構造解析 に 必要 な 情報 が十分 に 得 られ

る こ と が 確 認 され た．な お，マ トリ ッ ク ス に 3−NBA を

月］い た FABMS ス ペ ク トル で TMS 基 が H に 置換 され

る要因 と して，
一

部，加水分 解 やマ トリ ッ ク ス の 活性水

素 と の 置換反応 も
’
考え ら れ る が，以 下 に 述 べ る 理 由 に よ

り還 元 反 応 が 大 き な 要因 を 占め て い る と 考 え られ る．す

な わ ち，加 水 分 解等 を 受 け に く い
ヒBuDMS 誘導体 で も

TMS 基 と 同様 な現 象 が見 ら れ る こ と，又 過 剰 な シ リ ル

化剤を用 い て も シ リル 基 が 外 れ る 現象 に 影響 を与 え な い

こ と よ り，加 水 分 解 が 主 役 と は 考 え に く い ．更 に
．
通 常

FABMS 測定条件下 で は還
．
元 反 応 を起 こ さ な い 2・NPOE

をマ トリ ッ ク ス に し た と き に は TMS 基 が 外れ な い こ と

や，又 3−NBA と 比 較 して よ り 還 元 反応が FABMS 測 定

条件 下 で 生 じや す い こ とが 知 られ て い る，グ リセ ロ ー
ル

を マ トリ ッ ク ス に し た と き に は，TMS 基 の 外 れ や す き

は 加 速 さ れ る が ，マ トリ ッ ク ス が TMS 化 を 受 け た ピー

ク の 増大 や
， 特 に 他の 新 た な ピークの 出現も見受けられ

な い の で ，単 な る交換反 応 や副反 応 が 支配 し て い る と も

考 え に く い ．以 上 の こ と よ り，キ ノ ン 類 や S− S 結合

等 々 の FABMS 測定条件 下 で の 還 元 反 応
15）
− IB｝と 同様

な還 元 反 応 を TMS 誘導体も受 け て い る と 考え ら れ る，

　　　　　　（
1994 年 9 月 及 び 1995年 9 月，日本医 用

マ ス ス ペ ク トル 学会 に お い て
一

部発表 ）
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E山 G 鞍 　 皿， ∬ 丼 翔 姻 要 旨 　 OH ， 　NH 基等を有す る 生体関連 化合物の トリ

チルシリル （TMS ） 誘導体 を 高 速 原 子衝 撃 質 量分 析 （FABMs ｝法及 びFAB タ ン デ ム 質 量 分析（ Ms ／

） 法 へ 応 用 し ， 　 Gc ／ Ms 法 に おいて 非 常 に 有 効 に 使 われ て き てい る TMS 誘 導 体が FAB 法に

い て も有力な手 段 と なり 得 る か ど う か の 検 討を 行 っ た ． そ の 結 果 ， TMS 誘導 体 が 感 度 よ く 凝 分

イオ ン を 与 え る ば か り で な く ， FABMS 測定 条 件 下 で の TMS 基の 外れや す さの差によって，活 性 水 素

持つ種々 の官 能基 COH ， 　 NH ，　 SH ，　 CONH 及 び COOH ＞ の 簡 便 な 識 別 法 と も な り 得

こ と及 び それらの官能基数 をも明 ら か に す る こと ができる こ と が 判 明した ． 又，FABMS ／ MS 法 に

りTMS 誘 導体が そ れ らのフリ ー 体 の 構 造解析 に 非 常 に役 立つこ と が分 かった． なお，FABMS 用 のマ

リ ッ クス と し て は， 　TMS化反応溶液 と 混合 し や すい

黹 j ト
ロ

ベ ン ジ ル ア ル コー ル（ 3 − NBA ）を主と し て 用い た


