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● 水中で高速で反応する高輝度化学発光試薬

化学発光を用いた分析法は，励起光が必要な蛍光分析

のような光ノイズが原理的に生じない。そのため，光電

子増倍管や CCD などの光検出器の感度を最大限に上げ

ることができ，極微量な物質の検出に適する。イミダノ

ピラジノンやルミノールに代表される従来の化学発光物

質は，酸化剤などと反応して不安定な反応中間体を経て

分解して発光する多段階の反応機構を有するが，近年

1,2ジオキセタンにアダマンチル基のようなかさ高い

置換基と 3ヒドロキシアリール基を導入することで，

水溶液中で安定だがヒドロキシ基が脱プロトン化される

と速やかに分解して発光する化学発光物質が開発されて

いる。文献1)では，速やかな分解速度を維持したまま高

い輝度を持つジオキセタン誘導体と水中で化学発光反応

させる際の添加物について検討された。アリール基の 4

位に pオリゴフェニレンを直結した新規化合物は，

アセトニトリル及び DMSO 中で有機塩基を加えると従

来の物質よりも早く分解し，ベンゼン環の数が増えるほ

ど発光極大波長が長波長化した。しかし，水中で水酸化

ナトリウムを加えて分解させた場合は，大きく化学発光

の効率が低下したので，2 種の添加物により発光効率の

改善がなされた。メチル化された bシクロデキストリ

ンを添加した場合，分解反応速度をほとんど変えること

なく化学発光効率は 3～84 倍に増加し，ベンゼン環の

数が多いほどその効果は大きかった。ベンゼン環の数が

多いほどシクロデキストリンの疎水性の空孔により強く

包摂されるが，化学発光反応を阻害しないことが示唆さ

れる。一方，臭化ヘキサデシルホスホニウムを添加した

場合は，化学発光分子全体を疎水性の環境で包み込むた

め，化学発光効率を数百倍程度上昇させたが，分解反応

速度は数分の一になった。ヒドロキシ基を各種エステル

に置き換えるとジオキセタンはエステル加水分解によっ

て同様の化学発光反応をする。そのためエステラーゼな

どの酵素反応によって発光のタイミングをコントロール

し，極微量な生理活性物質の臨床検査などへの応用が可

能である。
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● アミノ酸が LC/MS 測定における

シグナルサプレションを改善する

タンパク質の分析・解析を行うにあたり，液体クロマ

トグラフ質量分析計（LCMS, liquid chromatography

/mass spectrometry）の有用性は言うまでもない。とく

に近年では，バイオ医薬品に代表されるタンパク質製剤

の品質や安全性，有効性などを確認するためには必須の

装置として位置づけられている。一般にタンパク質を分

析する際は，トリプシンなどで消化してペプチド断片と

し，それを逆相系 LC で分離後，吸光度計や質量分析計

で検出するといった手段がとられる。そのとき対象とな

るペプチドのカラムへの保持や分離，ピーク形状の改善

などを目的として，多くの場合，移動相へトリフルオロ

酢酸（TFA, trifluoroacetic acid）が添加される。しか

しながら TFA の添加によって，一部のペプチドは

TFA とのイオンペアを形成し，MS におけるエレクト

ロスプレーイオン化（ESI, electrospray ionization）法

でのイオン化効率が抑制され，TFA 以外の酸（酢酸や

ギ酸）を用いた場合と比較して相当の感度低下（サプレッ

ション）を引き起こすことが知られている。これまでに，

TFA 添加移動相によるクロマトグラフィー的利点を保

ちつつ，MS 感度を改善するための試みが多数報告され

ている。酢酸やプロピオン酸などの弱酸やそのアンモニ

ウム塩を TFA とともに移動相に添加する，あるいはそ

れら弱酸やアンモニア水のような弱塩基をポストカラム

で MS イオン源導入前に混合するといった方法などで

ある1)2)。これらはいずれも TFA とのイオンペア形成

を抑制するため，プロトン化や中和といった反応によっ

て TFA アニオンの発生を抑えるというものである。一

方，Mao らは，移動相への添加剤としては通常用いら

れることのないアミノ酸を利用する方法を報告してい

る。グリシンを移動相に直接添加するといったシンプル

な方法であり，極めて良好な結果を得ている3)。双性イ

オンであるグリシンは，低 pH 条件下においてほぼグリ

シニウムカチオンとして存在しており，同一分子内にお

けるカルボキシ基（COOH）とプロトン化されたアミ

ノ基（NH ＋
3 ）の相乗効果によって TFA アニオンの発

生を抑制できる。他のアミノ酸についても同様に検討さ

れているが，移動相への溶解性などの問題から，グリシ

ンが最も効果的であり，本手法によってペプチドの検出

感度を 10 倍程度向上させることが可能であることが報

告されている。また，グリシンの添加濃度は，TFA 濃

度 0.05％ に対し，2 mM 程度の低濃度で十分であるこ

とから，LC 分離への影響はほぼないとのことである。

ただし，対象となるタンパク質の分析条件によっては，

より多量の TFA アニオンが発生する可能性があり，そ

の場合は，グリシンの必要量を増加しなければならない

可能性があることが示唆されている。バイオ医薬品の普
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及に伴い，タンパク質の高感度分析に対する需要は今後

益々増加するものと考えられる。このようなシンプルで

はあるが独創的な方法論のより一層の発展を期待したい。
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