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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分子を誘導体化してレーザー脱離イオン化法によって質量分析する方法であって、分析
される分子が、糖、糖鎖、糖タンパク質、糖ペプチド又は糖脂質であって、誘導体化剤が
ピレン誘導体化合物であって、少なくとも、工程（１）、（２）、（３）及び（４）
（１）分析される分子及び誘導体化剤を、この質量分析法に用いるターゲットプレート上
に載せる工程、
（２）分析される分子及び誘導体化剤を該ターゲットプレート上で密閉することなく直接
反応及び乾燥させる工程、
（３）該ターゲットプレートを質量分析計に供して、該ターゲットプレート上の、反応し
て生成した分析される分子の誘導体を質量分析計に供する工程、
（４）分析される分子の誘導体をイオン化する工程
を有することを特徴とする質量分析法。
【請求項２】
　反応後のターゲットプレート上の分析される分子の誘導体に、マトリクス分子を共存さ
せ、質量分析計に供する請求項１に記載の質量分析法。
【請求項３】
　分析される分子が、アルデヒド基、カルボキシル基、アミノ基、メルカプト基及び水酸
基よりなる群から選ばれた１種以上の官能基を有するものである請求項１又は請求項２に
記載の質量分析法。
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【請求項４】
　分析される分子が、シアル酸又はガラクトースを含む糖若しくは糖タンパク質を酸化し
てアルデヒド基を導入した分子である請求項１ないし請求項３の何れかの請求項に記載の
質量分析法。
【請求項５】
　誘導体化剤が、分析される分子に反応することによって、イオン化効率を高めるピレン
誘導体化合物である請求項１ないし請求項４の何れかの請求項に記載の質量分析法。
【請求項６】
　誘導体化剤が、分析される分子に反応することによって、切断イオン化位置を制御する
ピレン誘導体化合物である請求項１ないし請求項５の何れかの請求項に記載の質量分析法
。
【請求項７】
　誘導体化剤が、アミノ基、ヒドラジド基、カルボキシル基、ジアゾメチル基、スクシニ
ミジルエステル基及び塩化スルホニル基よりなる群から選ばれた１種以上の官能基を有す
るピレン誘導体化合物である請求項１ないし請求項６の何れかの請求項に記載の質量分析
法。
【請求項８】
　分析される分子がアルデヒド基を含有する糖鎖を有する分子であり、誘導体化剤がアミ
ノ基又はヒドラジド基等を有するピレン誘導体化合物である請求項１ないし請求項７の何
れかの請求項に記載の質量分析法。
【請求項９】
　分析される分子が、カルボキシル基、アミノ基又はメルカプト基を有する糖タンパク質
であり、誘導体化剤が、アミノ基、ヒドラジド基又はジアゾメチル基を有するピレン誘導
体化合物である請求項１ないし請求項８の何れかの請求項に記載の質量分析法。
【請求項１０】
　分析される分子が、１ピコモル（ｐｍｏｌ）以下である請求項１ないし請求項９の何れ
かの請求項に記載の質量分析法。
【請求項１１】
　誘導体化剤が、１－ピレンブタン酸ヒドラジド（ＰＢＨ）又は１－ピレニルジアゾメタ
ン（ＰＤＡＭ）である請求項１ないし請求項１０の何れかの請求項に記載の質量分析法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分子の質量分析法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　「質量分析法」とは、分子を含む試料をイオン化し、イオン化した分子を質量／電荷（
ｍ／ｚ）に従って分離し検出することによって化学構造の情報を得る方法である。
【０００３】
　糖鎖、タンパク質（ペプチドを含む）、糖タンパク質（糖ペプチドを含む）、核酸、糖
脂質等の分子は、マトリクス支援レーザー脱離イオン化質量分析法（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）
やエレクトロスプレーイオン化質量分析法（ＥＳＩ－ＭＳ）によって構造情報を得て同定
される。これらの分子は、分子イオン（［Ｍ＋Ｎａ］＋、［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ－Ｈ］－等
）生成が効率よく起こるかどうかが検出感度に大きく影響する。特に、糖鎖は分子量及び
組成が同一の異性体が複数存在するので、分子イオンをプリカーサイオンとして選択し断
片化し、更に生じたイオンをプリカーサイオンとして選択し断片化することを繰り返すＭ
Ｓｎ解析が必須である。
【０００４】
　一般に、ＭＳ／ＭＳ測定により得られるイオンのシグナル強度は前段階のイオンの１／
１０に減少する。従って、多段階ＭＳ測定を行うことによって、構造情報は極めて多くな
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るが、検出感度は低下していくので、はじめの分子イオン生成量が十分に多いことが必要
である。
【０００５】
　しかしながら、前述のような生体試料由来の分子はそのままではイオン化されにくく、
また分子の破壊が起りやすいので、十分な量の分子イオンを得ることが難しい。例えば、
糖鎖をそのままマトリクス支援レーザー脱離イオン化－飛行時間型質量分析法（ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ　ＭＳ）で解析しようとすると１０ｐｍｏｌ以上を要する。この問題に対して
、４－アミノ安息香酸エチルエステル、２－アミノピリジン、あるいは１－ピレンブタン
酸ヒドラジド（1-pyrenebutanoic acid hydrazide；ＰＢＨ）等を用いて糖鎖を誘導体化
する方法が提案されている（例えば、非特許文献１参照）。
【０００６】
　しかしながら、これらの誘導体化は、質量分析に先立って行われるが、反応操作や過剰
の試薬除去の操作が多工程含まれ、時間と労力がかかることに加えて、超微量な生体試料
由来の分子に適用しにくいのが現状であった。
【非特許文献１】Sugahara, D. et al.,Anal.Sci.,19,第167～169頁(2003)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は上記背景技術に鑑みてなされたものであり、その課題は、分析される分子の量
や反応試薬の量を減らし、簡便に高感度質量分析測定用の試料を調製でき、イオン化効率
や測定の再現性を向上させることによって、信頼性の高い化学構造についての情報を得る
ことができる質量分析法を提供することにあり、また特に、糖タンパク質等の微量な生体
試料由来の分子、又は生体試料中の分子に適用して、その機能解明や病態の解明に有用な
情報を得ることができる質量分析法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者は、上記の課題を解決すべく鋭意検討を重ねた結果、直接質量分析に用いる試
料支持部材上で反応を行うことによって、試料が減量することなく、簡便に効率良く分子
の安定な誘導体を作成し、イオン化が困難であった分子のイオン化効率の向上及び生成し
たイオンの安定化を実現して、質量分析の感度を向上させることができることを見いだし
て本発明を完成するに至った。
【０００９】
　すなわち、本発明は、分子を誘導体化して質量分析する方法であって、少なくとも、工
程（１）、（２）、（３）及び（４）
（１）分析される分子及び誘導体化剤を、この質量分析法に用いる試料支持部材上に載せ
る工程、
（２）分析される分子及び誘導体化剤を試料支持部材上で密閉することなく直接反応及び
乾燥させる工程、
（３）試料支持部材を質量分析計に供して、該試料支持部材上の、反応して生成した分析
される分子の誘導体を質量分析計に供する工程、
（４）分析される分子の誘導体をイオン化する工程
を有することを特徴とする質量分析法を提供するものである。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、試料支持部材上で分子に反応試薬を反応させることによって、用いる
分子の量及び反応試薬量を減らすことができ（高収量化を可能にし）、緩和な条件で、処
理工程で測定分子を減量させることなく、十分な量の分子イオンを生成させることができ
、高感度の質量分析法用の試料を簡便に調製できる。その結果、通常の処理工程では、分
析可能な量以下になってしまうような微量サンプルしか得られない場合でも質量分析が可
能となる。また、その結果、イオン化効率を向上させ、切断イオン化位置を制御したり、
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生成イオンの安定化を達成し、それにより測定の再現性を向上させることができ、信頼性
の高い化学構造情報を得ることができる。また、本発明は微量な生体試料由来の分子や生
体試料中の分子に適用できるので、例えば、糖鎖、タンパク質（ペプチドを含む）、糖タ
ンパク質（糖ペプチドを含む）、核酸、糖脂質等の分子の機能解明や病態の解明に有用な
情報を得る方法を提供できる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　以下、本発明について説明するが、本発明は以下の実施の具体的形態に限定されるもの
ではなく、任意に変形して実施することができる。
【００１３】
　本発明では、分析される分子と誘導体化剤等の反応試薬を、質量分析計に供する試料支
持部材上で直接反応させ、反応によって生成した分子の質量分析法による解析を行う。
【００１４】
１．分析される分子
（１）分析される分子の種類
　「分析される分子」は特に限定はないが、糖、糖鎖、タンパク質、核酸、複合糖質（糖
タンパク質、糖脂質等）等であることが、本発明の効果を発揮できるので好ましい。「分
析される分子」としては、天然物から調製されるもの、天然物を化学的又は酵素学的に一
部改変して調製されるものの他、化学的又は酵素学的に調製されるものも好ましい。また
、生体に含まれる分子の部分構造を有するものや生体に含まれる分子を模倣して作製され
たものも好ましい。また、質量分析法に用いる試料支持部材上に載せる試料、すなわち、
「分析される分子」を含む物体としては、「分析される分子」そのものだけでもよいし、
「分析される分子」を含むもの、例えば、生体の組織、細胞、体液や分泌物（例えば、血
液、血清、尿、精液、唾液、涙液、汗、糞便等）等でもよい。すなわち、直接生体試料を
用いてもよい。また、試料を試料支持部材上に載せ、酵素処理等を行なって、分析される
分子を調製してもよい。なお、本発明における用語「タンパク質」はペプチドを含み、「
糖タンパク質」は糖ペプチドを含む。
【００１５】
　上記した分子は、分析に供される試料が少量である場合が多く、また特に、糖、糖鎖、
糖タンパク質や糖脂質等の複合糖質等又はそれらから化学的若しくは酵素学的に遊離させ
て得たもの（以下、それらを全て「糖鎖」と略記する）は、分子量や組成が同一の異性体
が複数存在するので、本発明の質量分析法は、それら分子の化学構造解析に対して特に上
記効果を奏するので好ましい。
【００１６】
（２）分析される分子の有している官能基
　本発明においては、分析される分子を誘導体化剤と試料支持部材上で反応させて、質量
分析に好適な化合物にして質量分析計に供する。分析される分子の有している官能基とし
ては、誘導体化剤と反応しやすく、反応してできたものが質量分析において悪影響を及ぼ
さないものであれば特に限定はないが、アルデヒド基、カルボキシル基、アミノ基、メル
カプト基又は水酸基が好ましい。すなわち、本発明における分析される分子は、アルデヒ
ド基、カルボキシル基、アミノ基、メルカプト基及び水酸基よりなる群から選ばれた１種
以上の官能基を有するものであることが好ましい。
【００１７】
　以下に、本発明における「分析される分子」について、上記好ましい官能基毎に詳しく
説明する。
（イ）アルデヒド基を有する「分析される分子」
　非還元末端やＣ２、Ｃ４又はＣ６位のみに置換基をもつヘキソース等のように隣り合う
ジオールを持つ糖鎖は、過ヨウ素酸酸化によってアルデヒド基を生じるので、「分析され
る分子」として好ましい。特に、シアル酸を含む糖鎖は、シアル酸のＣ７－９位のみを選
択的に過ヨウ素酸で酸化してアルデヒド基を生じさせることができる。シアル酸のＣ７－
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９位の選択的酸化は、例えば、５ｍＭのＮａＩＯ４水溶液中で０℃、１０～２０分間にわ
たり反応させることによってなされる。かかる、シアル酸由来のアルデヒド基を有してい
る「分析される分子」は、後述するように、アミノ基、ヒドラジド基等を有する誘導体化
剤と反応して、質量分析に供される誘導体化された分子を、容易に試料支持部材上で反応
させて好適に得ることができるので、本発明の質量分析法で分析される分子として好まし
い。
【００１８】
　非還元末端にガラクトースを含む糖鎖も好ましい。その非還元末端のガラクトースを特
異的にガラクトースオキシダーゼによってＣ６位を酸化し、アルデヒド基を生じさせるこ
とができるからである。酵素反応は、例えば、中性の緩衝液中で、室温、２時間で行うこ
とができる。アミノ基、ヒドラジド基等を有する誘導体化剤を用いて、上記の酵素的酸化
により生じたアルデヒド基と、アミノ基やヒドラジド基を、試料支持部材上で縮合反応を
行い、次いで要すれば還元することによって、質量分析に供される誘導体化された分子を
容易に試料支持部材上で反応させて好適に得ることができる。
【００１９】
　上記必要に応じて行う還元は特に限定はないが、ＮａＣＮＢＨ３、ＮａＢＨ４、ＮａＢ
Ｈ（ＯＣＯＣＨ３）３等の還元剤を加えて、加温又は室温で反応を行うことが好ましい。
また、「分析される分子」と誘導体化剤との反応溶液中に始めから還元剤を共存させてお
くことも可能である。還元することによって、誘導体化された分子が安定するという効果
がある。
【００２０】
　例えば、アルデヒド基を有する「分析される分子」に、例えば、ヒドラジド基を有する
誘導体化剤を反応させる化学反応は下記式（１）で表される。
　　Ｒ１ＣＯＮＨＮＨ２　＋　Ｒ２ＣＨＯ　→　Ｒ１ＣＯＮＨＮ＝ＣＨＲ２　　　（１）
［式中、Ｒ１、Ｒ２は、互いに独立に任意の有機基を示す。］
【００２１】
　還元は、例えば上記の場合、化学反応は下記式（２）で表される。
　　Ｒ１ＣＯＮＨＮ＝ＣＨＲ２　→　Ｒ１ＣＯＮＨＮＨ－ＣＨ２Ｒ２　　　（２）
［式中、Ｒ１、Ｒ２は、互いに独立に任意の有機基を示す。］
【００２２】
　シアル酸やガラクトース等に標識を行う上記の方法を、糖タンパク質分子上のシアル酸
やガラクトース等に適用することも可能である。その場合、糖タンパク質分子を標識でき
るので、該分子のイオン化効率が高くなり、質量分析が特に高感度になるので好ましい。
また、本発明は、糖鎖を遊離することなく、分子上の糖鎖を標識するので、糖鎖を含むタ
ンパク質のタンデム質量分析スペクトル解析ができ、タンパク質のペプチド鎖上の糖鎖構
造の有無及び糖鎖結合位置が特定できる。
【００２３】
　糖タンパク質の機能を解明する上で、糖鎖がペプチド鎖上のどこの位置に、どのような
構造を有して付加しているのかを明らかにすることは極めて重要である。多くの場合、複
数の異なる構造の糖鎖がペプチド鎖の複数の結合位置に結合しているので、糖鎖の位置と
構造の対応を明確にする必要がある。本発明は、標識された糖鎖部分の糖鎖構造情報を得
ることを可能とする。従って、本発明における「分析される分子」として、糖タンパク質
は特に好ましい。
【００２４】
（ロ）カルボキシル基、アミノ基、メルカプト基等を有する「分析される分子」
　例えば、タンパク質や糖タンパク質は、その中に含まれるカルボキシル基、アミノ基、
メルカプト基等を用いて誘導体化剤と反応させることができる。「分析される分子」の中
に含まれるカルボキシル基を用いて反応させる場合には、それらと、アミノ基、ヒドラジ
ド基、ジアゾメチル基等を有する誘導体化剤とを試料支持部材上で反応させることによっ
て、質量分析に供される化合物を好適に得ることができる。また、「分析される分子」中
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のカルボキシル基は、誘導体化剤であるヨウ化メチルやトリメチルシリルジアゾメタンと
反応してメチルエステルとなり、質量分析に供される誘導体化された分子を、容易に試料
支持部材上での反応により得ることができる。必要に応じて、脱水縮合剤を加えて反応さ
せることもできる。シアル酸を有する分子の場合には、シアル酸のカルボキシル基を用い
てもよい。
【００２５】
　また、「分析される分子」の中に含まれるアミノ基を用いて反応させる場合には、スク
シニミジルエステル基、塩化スルホニル基等を有する誘導体化剤を反応させることによっ
て、質量分析に供される誘導体化された分子を、試料支持部材上での反応で容易に好適に
得ることができる。
【００２６】
　また例えば、タンパク質や糖タンパク質に含まれるシステイン残基等のメルカプト基を
用いて反応させる場合には、ヨード基（－Ｉ）等を有する誘導体化剤を反応させることに
よって、質量分析に供される誘導体化された分子を試料支持部材上で好適に得ることがで
きる。
【００２７】
２．誘導体化剤
　上記の官能基を有する「分析される分子」は、誘導体化剤を反応させることによって、
質量分析に供される分子を得る。誘導体化剤は特に限定はないが、誘導体化された分子す
なわち質量分析に供される分子のイオン化効率を高めるものであることが好ましい。レー
ザー脱離イオン化法においてイオン化効率を高めるものであっても、エレクトロスプレー
イオン化法においてイオン化効率を高めるものであってもよい。質量分析法におけるマト
リクス分子としての効果を有する化合物、又はそれらに後記する反応性官能基やスペーサ
部分を更に有する化合物も好ましい。
【００２８】
　かかる誘導体化剤の化学構造は上記効果を奏するものであれば特に限定はないが、その
分子内にナフタレン、アントラセン、ピレン等の縮合多環を有する縮合多環誘導体化合物
等が上記効果を好適に奏するので特に好ましい。ここで「縮合多環誘導体化合物」とは、
窒素、硫黄又は酸素分子を含む複素環を一部に含んでいてもよい縮合多環部分と、「分析
される分子」と結合することが可能である反応性官能基と、要すれば、該縮合多環部分と
該反応性官能基とを連結するスぺーサ部分とを有する化合物をいう。特に、芳香族環を有
する化合物であることが更に好ましい。
【００２９】
　誘導体化剤は、分析される分子に反応することによって、誘導体化された分子すなわち
質量分析に供される分子の、イオン化切断位置を制御できるようにするものであることが
好ましい。
【００３０】
　誘導体化剤は、「分析される分子」の項で記載した官能基を有するものが好適に用いら
れる。すなわち、アミノ基、ヒドラジド基、ジアゾメチル基、スクシニミジルエステル基
、塩化スルホニル基、ヨード基（－Ｉ）等を有する誘導体化剤が好ましい。特に好ましい
誘導体化剤としては、具体的には、ナフタレン環、アントラセン環、ピレン環等の縮合多
環に、上記基が直接若しくは他の基（スペーサ部分）を介して結合した縮合多環誘導体化
合物；ヨウ化メチル；ジアゾメタン；トリメチルシリルジアゾメタン等が挙げられる。
【００３１】
　このうち、誘導体化された分子すなわち質量分析に供される分子のイオン化効率を高め
たり、イオン化切断位置を制御できるようにしたりする点等で、ピレン誘導体化合物が特
に好ましい。ここで「ピレン誘導体化合物」とは、ピレン環と、「分析される分子」に結
合することが可能である反応性官能基と、要すれば該ピレン環と該反応性官能基とを連結
するスペーサ部分とを有する化合物をいう。
【００３２】
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　具体的には、１－ピレンブタン酸ヒドラジド（1-pyrenebutanoic acid, hydrazide）（
以下、「ＰＢＨ」と略記する）、１－ピレン酢酸ヒドラジド（1-pyreneacetic acid, hyd
razide）、１－ピレンプロピオン酸ヒドラジド（1-pyrenepropionic acid, hydrazide）
、１－ピレン酢酸スクシニミジルエステル（1-pyreneacetic acid, succinimidyl ester
）、１－ピレンプロピオン酸スクシニミジルエステル（1-pyrenepropionic acid, succin
imidyl ester）、１－ピレンブタン酸スクシニミジルエステル（1-pyrenebutanoic acid,
 succinimidyl ester）、Ｎ－（１－ピレンブタノイル）システイン酸スクシニミジルエ
ステル（N-(1-pyrenebutanoyl)cysteic acid, succinimidyl ester）、Ｎ－（１－ピレン
）ヨードアセトアミド（N-(1-pyrene) iodoacetamide）、Ｎ－（１－ピレン）ヨードマレ
イミド（N-(1-pyrene) maleimide）、Ｎ－（１－ピレンメチル）ヨードアセトアミド（N-
(1-pyrenemethyl) iodoacetamide）、１－ピレンメチルヨードアセテート（1-pyrenemeth
yl iodoacetate）、アミノピレン（aminopyrene）、１－ピレンメチルアミン（1-pyrenem
ethyl amine）、１－ピレンプロピルアミン（3-(1-pyrenyl)propylamine）、１－ピレン
ブチルアミン（4-(1-pyrenyl)butylamine）、１－ピレンスルホン酸クロリド（1-pyrenes
ulfonyl　chloride）、１－ピレニルジアゾメタン（1-pyrenyldiazomethane）（以下、「
ＰＤＡＭ」と略記する）、１－ピレンカルバルデヒド　ヒドラゾン（1-pyrenecarbaldehy
de hydrazone）、１－ピレニルチオシアネート（1-pyrenylthiocyanate）、１－ピレニル
イソチオシアネート（1-pyrenylisothiocyanate）等が好ましいものとして挙げられる。
このうち最も好ましくはＰＢＨ又はＰＤＡＭである。
【００３３】
　誘導体化剤としては、上記具体的化合物において、ピレン環を、ナフタレン環又はアン
トラセン環に代えたものも好ましいものとして挙げられる。また、ヨウ化メチル、ジアゾ
メタン又はトリメチルシリルジアゾメタンも好ましい。
【００３４】
３．分析される分子と誘導体化剤の組み合わせ
　好ましい「分析される分子」と誘導体化剤との組み合わせとしては、「分析される分子
」がアルデヒド基を含有する糖鎖を有する分子であり、誘導体化剤がアミノ基又はヒドラ
ジド基等を有するものである場合が挙げられる。また、好ましい組み合わせとしては、「
分析される分子」が、カルボキシル基、アミノ基又はメルカプト基を有するタンパク質若
しくは糖タンパク質であり、誘導体化剤が、アミノ基、ヒドラジド基又はジアゾメチル基
等を有するものである場合が挙げられ、更に、「分析される分子」が、カルボキシル基を
有するタンパク質若しくは糖タンパク質であり、誘導体化剤がヨウ化メチル又はトリメチ
ルシリルジアゾメタンである場合が挙げられる。これらの組み合わせは、「分析される分
子」及び誘導体化剤を、容易に試料支持部材上で反応させることができる点、イオン化を
阻害しない点、反応が選択的である点、一般に微量での分析の必要性が高いので上記効果
を奏しやすい点等で好ましい。
【００３５】
４．工程
　本発明は、少なくとも、工程（１）、（２）、（３）及び（４）
（１）分析される分子及び誘導体化剤を、質量分析法に用いる試料支持部材上に載せる工
程、
（２）分析される分子及び誘導体化剤を試料支持部材上で反応させる工程、
（３）試料支持部材上の、反応して生成した分析される分子の誘導体を質量分析計に供す
る工程、
（４）分析される分子の誘導体をイオン化する工程
を有することを特徴とする分子の質量分析法である。以下に、それぞれの工程について記
載する。
【００３６】
（１）分析される分子及び誘導体化剤を質量分析法に用いる試料支持部材上に載せる工程
　「分析される分子」は、溶媒に溶解又は分散した状態で載せることが好ましい。特に好
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ましくは、均一に載せることができる点で溶解した方がよい。試料支持部材上に載せる「
分析される分子」の量は特に限定はないが、１ａｍｏｌ～１００ｐｍｏｌが本発明の前記
効果を奏するために好ましく、１ｆｍｏｌ～１ｐｍｏｌが特に好ましい。また、試料支持
部材上に載せる「分析される分子」溶液の液量は特に限定はないが、溶液全体又は分散液
全体として１０ｐＬ～５０μＬが好ましく、１０ｎＬ～５００ｎＬが特に好ましい。溶媒
としては特に限定はないが、水、エタノール、ジメチルスルホキシド（以下、「ＤＭＳＯ
」と略記する）等やそれらの混液等が挙げられる。「分析される分子」を溶解又は分散し
ている溶媒が、誘導体化剤を溶解する溶媒と異なる場合は、乾かしてから誘導体化剤を載
せることが好ましい。また、「分析される分子」を含むもの、例えば、生体の組織、細胞
、体液や分泌液（血液、尿、唾液、涙液等）等のような生体試料等を、「質量分析法に用
いる試料支持部材」上に直接載せることもできるが、その場合には、組織は超薄切片にし
たり、細胞は分散状態で載せたり、体液や分泌液は塗布したりして、必要に応じて乾燥し
たり、メタノールやエタノール等で固定したりすることが好ましい。
【００３７】
　誘導体化剤は、溶媒に溶解又は分散した状態で載せる。好ましくは、最小量を均一に載
せることができる点で溶媒に溶解した方がよい。試料支持部材上に載せる誘導体化剤の量
は特に限定はないが、１ｆｍｏｌ～１０ｎｍｏｌが好ましく、１０ｐｍｏｌ～１ｎｍｏｌ
が特に好ましい。液量は特に限定はないが、溶液全体又は分散液全体として１ｎＬ～５μ
Ｌが好ましく、１０ｎＬ～５００ｎＬが特に好ましい。溶媒としては特に限定はないが、
誘導体化剤及び分析される分子の溶解性及び揮発性の点で、ＤＭＳＯ、イソプロパノール
、ｎ－ブタノール等が好ましい。特に好ましくは、ＤＭＳＯである。
【００３８】
　誘導体化剤を先に試料支持部材上に載せてもよく、誘導体化剤をメタノールやエタノー
ル等揮発性の高い溶媒で溶解し、試料支持部材上に載せた後溶媒を揮発させてから、ＤＭ
ＳＯ等に溶解した分析される分子を載せることが好ましい。また、分析される分子及び誘
導体化剤をＤＭＳＯ等の溶媒に溶解する場合は、どちらを先に試料支持部材上に載せても
よく、載せる度に乾燥及び／又は反応させてもよいし、乾燥又は／反応を実質的にさせず
に次のものを載せて、その後に乾燥及び／又は反応をさせてもよい。更に、分析される分
子及び誘導体化剤をＤＭＳＯ等に溶解する場合は、両者を混合したものを試料支持部材に
載せてもよい。誘導体化剤は１種を用いてもよいし、２種以上を用いてもよい。また、誘
導体化剤を２種以上用いる場合、例えば、試料支持部材上に分析される分子を載せて乾燥
後、誘導体化剤Ａを載せて、乾燥及び／又は反応をさせた後に、誘導体化剤Ｂを載せて、
乾燥及び／又は反応させることも好ましい。
【００３９】
　例えば、上記化学反応式（１）で表される化学反応は、従来は、通常、メタノール、Ｄ
ＭＳＯ等の有機溶媒中（溶液として１０μＬ～１００μＬ）で、触媒としての酢酸等の存
在下又は非存在下において、例えば糖鎖と大過剰の反応試薬とを加温（例えば８０℃）し
て行ったが、本発明では、試料支持部材上で反応を行うことにより、ＤＭＳＯ中（５０ｎ
Ｌ～５００ｎＬ）で、例えば糖鎖（１ｆｍｏｌ～５００ｆｍｏｌ）と誘導体化剤（１ｐｍ
ｏｌ～１００ｐｍｏｌ）を反応させて高収率を得るという極めて微量の反応系を容易に実
現させることができた。なお、括弧内は、糖鎖と誘導体化剤とを、化学反応式（１）を用
いて反応させるときのそれぞれの最も好ましい使用量を示す。
【００４０】
　その他、必要であれば、「分析される分子」と誘導体化剤のみを先に反応後、還元剤等
を、更に試料支持部材上に溶媒に溶解又は分散した状態で載せる。また、還元剤を誘導体
化剤と混合して試料支持部材に載せても、操作が一工程で済むので好ましい。試料支持部
材上に載せる還元剤等の量は特に限定はないが、１ｐｍｏｌ～１ｎｍｏｌが好ましく、１
０ｐｍｏｌ～５００ｐｍｏｌがイオン化を阻害しない点で特に好ましい。液量は特に限定
はないが、溶液全体又は分散液全体として１０ｐＬ～５０μＬが好ましく、１０ｎＬ～５
００ｎＬが特に好ましい。
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【００４１】
（２）分析される分子及び誘導体化剤を試料支持部材上で反応させる工程
　反応は、試料支持部材を－３０℃～１００℃に維持することにより行うことが好ましい
。反応温度は特に好ましくは、２０℃～８０℃であり、より好ましくは４０℃～６０℃で
ある。反応時間は反応の種類毎に及び／又は溶媒の種類毎に、最適な範囲を選べばよいが
、溶媒が乾く時間が好ましい。通常１分～２４時間、好ましくは２分～２０分である。
【００４２】
　反応終了後、溶媒が残っている場合は、溶媒を除去する。真空デシケーター等を用いる
場合は、室温で通常１０分～２４時間程度維持することが好ましい。
【００４３】
　レーザー脱離イオン化法を用いる場合、マトリクス分子を共存させてもよい。反応終了
後、試料支持部材上の溶媒を除去後、マトリクス分子、又はマトリクス分子の溶液を載せ
てＭＡＬＤＩ－ＭＳ測定を行う。マトリクス分子としては特に限定はなく、公知のものが
使用可能であり、２，５－ジヒドロキシ安息香酸（以下、「ＤＨＢＡ」と略記する）、１
，５－ジアミノナフタレン、ｎｏｒ－Ｈａｒｍａｎ（９Ｈ－ピリド［３，４－ｂ］インド
ール）等が挙げられる。
【００４４】
　この他、前記誘導体化剤もマトリクス分子として好ましい。更には、前記誘導体化剤を
試料支持部材上で反応させる工程で、前記誘導体化剤が「分析される分子」以外の分子と
反応して得られた副産物も好ましい。かかる副産物としては、ＰＢＨを誘導体化剤として
用いた場合のＰＢＨの副産物；ＰＤＡＭを誘導体化剤として用いた場合、１－ピレニルメ
チルアルコール等のＰＤＡＭの副産物等が挙げられる。
【００４５】
　マトリクス分子としてはピレン誘導体等も好ましい。ピレン誘導体のうち、特に好まし
くは、ＰＢＨ、ＰＤＡＭ、１－ピレニルメチルアルコール等である。誘導体化剤としてＰ
ＢＨ、ＰＤＡＭ等を用いた場合、未反応のＰＢＨ、ＰＤＡＭ等のみでもよいが、反応後新
たにＰＢＨ、ＰＤＡＭ等の誘導体化剤を追加してもよい。マトリクス分子は単独でもよい
し、２種以上の化合物を用いてもよい。「２種以上」については、例えば、（未反応物、
反応後の追加物及び／又は副産物としての）ピレン誘導体と、ＤＨＢＡ、ｎｏｒ－Ｈａｒ
ｍａｎ等の公知のマトリクス分子の組み合わせも好ましい。
【００４６】
　試料支持部材上に載せるマトリクス分子の量は特に限定はないが、マトリクス分子とし
て、０．１μｇ～２０μｇが好ましく、０．２μｇ～１μｇが特に好ましい。溶媒として
は特に限定はないが、分析される分子とマトリクスがよく混和する点で、エタノール－水
、アセトニトリル－水の混液等が好ましい。特に好ましくは、アセトニトリル－水の混液
である。
【００４７】
　「試料支持部材」とは、分子が反応できる場を提供する表面をもち、実質的に全量を質
量分析に供し得るものであれば特に限定されないが、好ましくは、ステンレス等で成形さ
れたターゲットプレート等のサンプルプレート、オートサンプラー用サンプル管等の分析
試料を分析装置に供給専用のサンプル管、ミクロウエルプレート、ニトロセルロース膜、
ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）膜等である。特に好ましくは、質量分析に供するサン
プルプレートである。サンプルプレートは表面が金でコーティングされていたり、化学的
あるいは物理的処理がしてあってもよい。
【００４８】
　本発明において、「試料支持部材上に載せる」という表現は、例えば上記サンプル管の
内壁上に載せることも意味する。すなわち、「試料支持部材」には板状、皿状のみならず
、容器状のものも含まれ、「上に載せる」は、容器状のものの中に載せる、すなわち容器
状のものの中に入れることをも含むものである。
【００４９】
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　本発明を実施しない場合、反応後、過剰の誘導体化剤等を除くために、有機溶媒－水混
液による抽出やＣ１８等のカラムによる分離操作が必要であり、微量の生体試料由来の糖
鎖等にこれらの操作を行うと、工程毎に減量して最終的に検出が困難になる場合があった
。しかしながら、本発明によると、試料支持部材上で直接反応を行うことで試料の損失も
なく、反応溶液が最小量であるため過剰量の反応試薬を用いる必要もない。従って、その
ままではイオン化しにくい糖鎖等の質量分析において、簡便で効率よく分子イオンを多く
生成させることができ、結果として十分な感度を得ることができる。
【００５０】
　試験管やフラスコ内で起こる反応は、該試料支持部材上でも起こることは想像できる。
しかしながら、従来は、撹拌できないことやふたをしないと乾固すること等のため反応が
不十分であるとされていたため、試料支持部材上で反応させようとは通常考えられていな
かった。また、未反応の誘導体化剤がイオン化を阻害する場合もあるとして、反応収率を
上げたり、精製をしたりする必要があると考えられていたため、本発明を想到できなかっ
たと考えられる。
【００５１】
　本発明は、（ａ）微量物質の分析（例えば、微量の生体試料由来の糖鎖あるいは微量の
生体試料中の糖鎖等の分析）に、（ｂ）誘導体化剤を反応させること、（ｃ）その反応を
試料支持部材上で進行させること、を組み合わせるものであるが、それらを組み合わせる
ことで、反応に用いる試料を実質的に全て分析される分子として用いることができること
や、未反応誘導体化剤やその副産物がイオン化を阻害しないために、（ａ）（ｂ）（ｃ）
が組み合わされて初めて相乗効果が認められたものである。
【００５２】
　更には、未反応の誘導体化剤や、誘導体化剤が「分析される分子」以外の分子と反応し
てなる副産物が、イオン化を阻害しないのみならず、むしろ促進する（マトリクスとして
働く）場合もあるために、本発明が前記効果を奏したものと考えられる。本発明において
、工程（２）は必須の工程ではあるが、本発明は、誘導体化剤と「分析される分子」が反
応して生成した反応物だけがイオン化を促進している場合のみには限定されない。
【００５３】
（３）試料支持部材上の、反応して生成した分析される分子の誘導体を質量分析計に供す
る工程
　本発明の質量分析法に用いられる質量分析計は公知のものが使用できる。レーザー脱離
イオン化法によって測定する場合、反応終了後、溶媒を除去した試料支持部材をそのまま
質量分析計に供することができる。ＭＡＬＤＩ法によって測定する場合、反応終了後、溶
媒を除去した試料支持部材にマトリクスを載せた後、そのまま質量分析計に供することが
できる。ＥＳＩ法によって測定する場合は、試料支持部材上の分析される分子を、酢酸ア
ンモニウム水溶液－アセトニトリル混液等に溶解して、フローインジェクションあるいは
カラムを介して液体クロマトグラフ質量分析計に注入する。この場合、試料支持部材はオ
ートサンプラーに供するサンプル管が好ましい。
【００５４】
（４）分析される分子の誘導体をイオン化する工程
　イオン化する方法については特に限定はなく、ナノエレクトロスプレーイオン化（ｎａ
ｎｏＥＳＩ）法を含むエレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）法、大気圧イオン化（ＡＰ
ＣＩ）法、電子衝撃でイオン化したアルゴンやキセノンを中性原子にあてて生じた中性イ
オンビームを試料にあてるＦＡＢ法、スプレーした試料溶液に紫外線をあてイオン化させ
るフォトスプレー法、加熱してジェット噴霧しそのときの帯電を利用するサーモスプレー
法、加熱しないで噴霧するコールドスプレー法、レーザー脱離イオン化（ＬＤＩ）法、マ
トリクス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）法等が挙げられる。
【００５５】
　このうち、本発明においては、ナノエレクトロスプレーイオン化（ｎａｎｏＥＳＩ）法
を含むエレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）法が、試料支持部材から直接分析される分
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子を吸引し質量分析計に注入する点で好ましい。また、レーザー脱離イオン化（ＬＤＩ）
法が、分析される分子と誘導体化剤が試料支持部材上で反応して生成した誘導体が、場合
により未反応の誘導体化剤や誘導体化剤の副産物とともに、イオン化効率を向上させたり
、切断イオン化位置を制御したり、生成イオンの安定化に寄与したりできる点で好ましい
。糖鎖、タンパク質、糖タンパク質、核酸、糖脂質等の生体試料由来の高分子のイオン化
は困難であるが、それらの分析される分子と誘導体化剤が試料支持部材上で反応して誘導
体を生成することによって、場合により未反応の誘導体化剤や誘導体化剤の副産物ととも
に、マトリクスによるイオン化効率を更に倍増させる点、試料支持部材上に載せた分析さ
れる分子を実質的に全て質量分析計に供することができる点、高分子を好適に１価にイオ
ン化できる点でＭＡＬＤＩ法が特に好ましい。
【００５６】
　レーザー脱離イオン化（ＬＤＩ）法、マトリクス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤ
Ｉ）法で用いられるレーザーとしては、窒素レーザー（３３７ｎｍ）、ＹＡＧレーザー３
倍波（３５５ｎｍ）、ＮｄＹＡＧレーザー（２５６ｎｍ）、炭酸ガスレーザー（２９４０
ｎｍ）等が挙げられるが、窒素レーザーが好ましい。また、誘導体化剤として、ピレン誘
導体化合物等の縮合多環誘導体化合物を用いた場合には、窒素レーザーが特に好ましい。
本発明で、分析される分子と誘導体化剤が試料支持部材上で反応して誘導体になることや
、未反応の誘導体化剤や誘導体化剤の副産物が共存することによって、レーザー強度を通
常の２０％～８０％まで減ずることができる。レーザー強度の低下は分解能を向上させる
効果がある。
【００５７】
　次いで、二重収束法、四重極集束法（四重極（Ｑ）フィルター法）、タンデム型四重極
（ＱＱ）法、イオントラップ法、飛行時間（ＴＯＦ）法等を用いて、イオン化した分子を
質量／電荷比（ｍ／ｚ）に従って分離し検出する。好ましくは、ＱＩＴ－ＴＯＦである。
【００５８】
　糖鎖、タンパク質、糖タンパク質、核酸、糖脂質等の分子は、分子量や組成が同じ異性
体を多く含むので、誘導体化を行いイオンの生成効率を向上させ、分子のフラグメント化
をｎ回繰り返す（ＭＳｎ）法が好ましい。本発明は誘導体化剤を試料支持部材上で反応さ
せ標識化し、ＭＳｎにより、選択した標識を含むイオンを解析することで、分子中の結合
位置等を決定できる。本発明では、ＭＳ２（ＭＳ／ＭＳ）、ＭＳ３又はＭＳ４を行なうこ
とが好ましい。以下、「ＭＳ２」を「ＭＳ／ＭＳ」と表す。
【実施例】
【００５９】
　以下に、実施例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、本発明は、その要旨を超え
ない限りこれらの実施例に限定されるものではない。特に、ヒドラジド基を有する誘導体
化剤であるＰＢＨを用いた実施例で本発明を具体的に説明するが、本発明はその誘導体化
剤に限定されるものではなく、他の誘導体化剤であっても、それと実質的に同様の方法を
使用して試料支持部材上で反応させて質量分析計に供することが可能である。
【００６０】
実施例１
　式（３）に示すＬａｃｔｏ－Ｎ－ｆｕｃｏｈｅｘａｏｓｅ－Ｉ（化合物１）０．５ｐｍ
ｏｌの水溶液０．５μＬを、ステンレスターゲットプレートにスポットし乾かした。ＰＢ
Ｈ１２５ｐｍｏｌ及びＮａＢＨ３ＣＮ３００ｐｍｏｌのＤＭＳＯ溶液０．２５μＬを、そ
の上に重層し、６０℃で１０分加熱した。次いで、デシケーター中にプレートを入れ、１
０分間、真空ポンプで引きＤＭＳＯを揮発させた。
【００６１】
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【化１】

【００６２】
　マトリクスとして、ＤＨＢＡの「アセトニトリル／水＝５０／５０（容量比）」溶液（
濃度１０ｍｇ／ｍＬ）０．５μＬを載せ、室温で乾固し、ＭＡＬＤＩ－ＱＩＴ－ＴＯＦＭ
Ｓ装置ＡＸＩＭＡ－ＱＩＴ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ／Ｋｒａｔｏｓ社製）で測定した。
【００６３】
　図１（ａ）に示したように、［Ｍ＋Ｎａ］＋イオンである、ｍ／ｚ１５２７、及び、図
１（ｂ）に示したように、［Ｍ－Ｈ］－イオンである、ｍ／ｚ１５０３のシグナルが得ら
れた。比較例１に示した従来法に比べて、反応に用いる試料量は２０００分の１以下、操
作も３０分以内で終了した。
【００６４】
比較例１
　化合物１水溶液（化合物１を１ｎｍｏｌを含む）を、ねじふた付きガラス反応管に加え
乾固させた。５００ｎｍｏｌのＰＢＨをメタノール２０μＬに溶解して反応管に加え、更
に、メタノールで希釈した酢酸（酢酸とメタノールの比は体積比で１：８）２μＬを加え
てふたを完全に閉めた。よく撹拌後、８０℃で２０分間加熱し、１ＭのＮａＯＨ水溶液を
加えて中和した。１．７ＭのＮａＢＨ４溶液３０μＬを加えて４０℃で３０分間反応させ
、更に１．７ＭのＮａＢＨ４溶液１０μＬを加えて４０℃で３０分間反応させた。
【００６５】
　次いで、過剰の試薬を除去するために以下の操作を行った。純水４００μＬ及びクロロ
ホルム４００μＬを加えてよく振った後静置した。下層のクロロホルムを捨て、新しいク
ロロホルム４００μＬを加えてもう一度抽出した。上層を取り乾固させた。Ｓｅｐ－ｐａ
ｋ　Ｃ１８カートリッジをメタノール続いて純水で洗浄し、乾固した反応物を純水に溶解
してカートリッジに通した。純水でカートリッジを洗浄し、次に、アセトニトリル－純水
（体積比６：４）で溶出することによって、ＰＢＨで標識、還元された糖を得た。溶媒を
留去して遮光して－３０℃に保存した。
【００６６】
　ここまで測定試料調製に要した時間は９時間であり、実施例１が３０分であったことに
比べて極めて長時間を要した。また、要した化合物１の量は実施例１の約２０００倍であ
った。更に、得られた還元標識糖は、測定まで遮光して－３０℃において保存しなければ
ならなかった。
【００６７】
実施例２
　式（４）に示す不飽和コンドロー２糖△Ｄｉ－４Ｓ（化合物２）、及び、式（５）に示
す△Ｄｉ－６Ｓ（化合物３）水溶液（溶質／溶液＝１００ｆｍｏｌ／１０ｎＬ）１０ｎＬ
を、それぞれ、ステンレスターゲットプレートに微量分注機でスポットし乾かした。ＰＢ
Ｈ（６０ｐｍｏｌ）ＤＭＳＯ溶液０．１μＬをその上に重層し、５０℃で７分加熱した。
デシケーター中にプレートを入れ、３０分真空ポンプで引き、ＤＭＳＯを揮発させた。マ
トリクスとして、ｎｏｒ－Ｈａｒｍａｎ（９Ｈ－ピリド［３，４－ｂ］インドール）の５
０容量％アセトニトリル溶液（濃度１ｍｇ／ｍＬ）０．５μＬを載せ、室温で乾固し、実
施例１と同様の装置で測定した。
【００６８】
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【化２】

【００６９】
【化３】

【００７０】
　化合物２に誘導体化剤を反応させて得た「△Ｄｉ－４Ｓピレン誘導体」から、［Ｍ－Ｈ
］－イオンであるｍ／ｚ７４２のシグナルが得られ、ＰＢＨが結合したことがわかった（
図２ａ）。
【００７１】
　ｍ／ｚ７４２をプリカーサイオンとして選択してＭＳ／ＭＳ測定を行った。その結果、
化合物３に誘導体化剤を反応させて得た「△Ｄｉ－６Ｓピレン誘導体」から、ｍ／ｚ５６
６、ｍ／ｚ５８４、ｍ／ｚ６２６のフラグメントイオンシグナルがこの順に減少して得ら
れた（図３ａ）。
【００７２】
　一方、化合物２に誘導体化剤を反応させて得た「△Ｄｉ－４Ｓピレン誘導体」からは、
同じフラグメントイオンが逆の順に減少して検出された（図３ｂ）。
【００７３】
　更に、ｍ／ｚ６２６をプリカーサイオンとして、ＭＳ３測定を行い、２種の異性体間で
異なるフラグメントイオンのパターンが得られた（図４ａ及びｂ）。このように、微量で
もＭＳ／ＭＳやＭＳ３測定が可能であった。このことは異性体構造を識別するのに必要な
フラグメントイオンが得られたことを示している。
【００７４】
　また、生体試料等から単離された化合物２や化合物３は、通常、本実施例のように試料
の量が極めて少なくならざるを得ず、試料支持部材上以外で誘導体化剤と反応させる方法
では、到底、ＭＳ／ＭＳやＭＳｎ（ｎは３以上の整数）測定はできない。
【００７５】
　マトリクスとして、ｎｏｒ－Ｈａｒｍａｎに代えて、ＤＨＢＡ（濃度１ｍｇ／ｍＬ）０
．５μＬ、又は、１，５－ジアミノナフタレン（濃度１ｍｇ／ｍＬ）０．５μＬを用いて
も上記と同様の結果が得られた。
【００７６】
比較例２
　不飽和コンドロー２糖△Ｄｉ－４Ｓ（化合物２）水溶液（溶質／溶液＝１００ｆｍｏｌ
／１０ｎＬ）をステンレスターゲットプレートに微量分注機でスポットした。誘導体化剤
を用いずに、ｎｏｒ－Ｈａｒｍａｎ（濃度１ｍｇ／ｍＬ）０．５μＬを載せ室温で乾固し
、実施例１と同様の装置で測定した。
【００７７】
　［Ｍ－Ｈ］－イオンである、ｍ／ｚ４５８を検出した（図２ｂ）が、同量をターゲット
プレートに載せ、誘導体化剤としてＰＢＨを用いてピレン誘導体にした実施例２（図２ａ
）に比較してシグナルは極めて低く、ＭＳ／ＭＳ測定は困難であった。このため化合物２
について、硫酸基がどの位置に結合しているか等の構造同定はできなかった。
【００７８】
実施例３
　式（４）に示す不飽和コンドロー２糖△Ｄｉ－４Ｓ（化合物２）、及び、式（５）に示
す△Ｄｉ－６Ｓ（化合物３）水溶液（溶質／溶液＝５ｆｍｏｌ／１０ｎＬ）１０ｎＬを用
いて、実施例２と同様な操作を行い、実施例１と同様の装置を用いて測定した。図５に示
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すように、［Ｍ－Ｈ］－イオンであるｍ／ｚ７４２のシグナルが何れからも検出された。
【００７９】
実施例４
　下記の式（６）に示す合成糖ペプチド（化合物Ｉ）１００ｎｍｏｌ及び５００ｍＭのＩ
ｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ水溶液１０μｍｏｌを、２０ｍＭの重炭酸アンモニウム水溶液
５０μＬ中で、遮光下室温にて１時間反応を行い、システイン残基のアルキル化を行った
。
【００８０】
【化４】

【００８１】
　反応混合物を、Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｃ１８　ｌｉｇｈｔに適用し、０．１容量％のトリフ
ルオロ酢酸（以下「ＴＦＡ」と略記する）水溶液で洗浄、「６０容量％アセトニトリル－
０．１容量％ＴＦＡ」水溶液で溶出した。このアルキル化糖ペプチド２０ｎｍｏｌ、β１
，４ガラクトース転移酵素４ｍＵ、ＵＤＰ－ガラクトース２００ｎｍｏｌを加えた、２０
μＬの「２０ｍＭのＣａＣｌ２、２０ｍＭＭｎＣｌ２を含む、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝
液（ｐＨ７）」中、３７℃にて、２１時間反応を行った。
【００８２】
　反応後、上記糖ペプチドは、Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｃ１８　ｌｉｇｈｔにより精製した。こ
の糖ペプチドのｐｏｓｉｔｉｖｅ－ｉｏｎ　ｍｏｄｅ　ＭＳ測定を行ったところ、ガラク
トース１残基分の１６２Ｄａ増加が確認された。
【００８３】
　アルキル化糖ペプチド２０ｎｍｏｌ、α２，６シアル酸転移酵素、又は、α２，３シア
ル酸転移酵素２Ｕ、及びＣＭＰ－Ｎ－アセチルノイラミン酸２００ｎｍｏｌを、２０μＬ
の「２０ｍＭのＣａＣｌ２、２０ｍＭのＭｎＣｌ２を含む、１００ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝
液（ｐＨ７）」中で、３７℃にて２１時間反応を行い、この糖ペプチドを、Ｓｅｐ－Ｐａ
ｋ　Ｃ１８　ｌｉｇｈｔにより精製した。
【００８４】
　ＭＳ測定により、それぞれシアル酸１残基分の２９１Ｄａ増加し、それぞれ、下記式（
７）で示されるアルキル化化合物（II）、又は、下記式（８）で示されるアルキル化化合
物（III）が生成したことが確認された。
【００８５】
【化５】

【００８６】
【化６】

【００８７】
　アルキル化化合物（II）又は（III）を各２ｎｍｏｌに、１ｍＭのＮａＩＯ４を１０μ
Ｌ加え、遮光下氷上にて、２０分間反応を行った。次いで、１００倍希釈エチレングリコ
ール０．５μＬを加え、遮光下室温にて、２０分間放置した。反応混合物を　Ｓｅｐ－Ｐ
ａｋ　Ｃ１８　ｌｉｇｈｔに適用し、０．１容量％ＴＦＡ水溶液で洗浄、「６０容量％ア
セトニトリル－０．１容量％ＴＦＡ」水溶液で溶出した。
【００８８】
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　ＭＳ測定により、過ヨウ素酸酸化反応で、６２Ｄａ減少し、シアル酸残基Ｃ７－Ｃ８間
で炭素間結合が切断され、アルデヒド基が１ヶ所生じたことが確認された。
【００８９】
　このようにして得られた糖ペプチドを、実施例２と同様にして、ステンレスターゲット
プレート上でＰＢＨと反応させ、乾燥させた。用いた量もそれぞれ実施例２と同じである
。マトリクスとして、１，５－ジアミノナフタレンの「アセトニトリル／水＝５０／５０
（容量比）」溶液（濃度５ｍｇ／ｍＬ）０．５μＬを載せ、室温で乾固し、ＭＡＬＤＩ－
ＱＩＴ－ＴＯＦＭＳ装置ＡＸＩＭＡ－ＱＩＴ（Ｓｈｉｍａｄｚｕ／Ｋｒａｔｏｓ社製）で
測定した。
【００９０】
　アルキル化化合物（II）を用いたものから、図６ａに示したように、［Ｍ－Ｈ］－イオ
ンであるｍ／ｚ３３８３が検出され、ＰＢＨが結合したことが確認された。なお、アルキ
ル化化合物（III）を用いたものからも、同様にＰＢＨが結合したことが確認された。
【００９１】
　また、アミノ酸が６残基遊離したｍ／ｚ２６８１をプレカーサーイオンとしてＭＳ／Ｍ
Ｓ解析を行なった。その結果、図６ｂに示したように、ガラクトースの環開裂３，５Ａ及
びＮ－アセチルグルコサミンの環開裂０，２Ａ断片にＰＢＨが導入されたイオン、ｍ／ｚ
５８５及びｍ／ｚ７９４が検出された。
【００９２】
　一方、アルキル化化合物（III）にＰＢＨを導入した場合は、ｍ／ｚ５８５は検出され
ず、ｍ／ｚ７９４のみが検出された。
【００９３】
　単離されたアルキル化化合物（Ｉ）ないし（III）のように、生体試料等から調製や単
離された糖ペプチドは、何れも通常、試料の量が極めて少なくならざるを得ず、従来の工
程では、到底ＭＳ／ＭＳ解析できない。
【００９４】
　分析される分子と誘導体化剤を反応させる工程を、直接分析装置に供する試料支持部材
上で行うことによって、高感度質量分析測定試料調製の簡便化及び高収量化を可能にでき
た。これにより、用いる試料量を微量にしたまま検出感度を向上させ、イオン化の促進及
び生成イオンの安定化を達成することによって、より微量な試料レベルにおいても十分な
量の分子イオンを生成させ、質量分析が可能であった。
【００９５】
実施例５
　プロテオミクスでは、電気泳動によって分離したタンパク質を酵素でゲル内消化して得
たペプチド断片の質量分析によってタンパク質を同定するが、糖鎖の同定まで行うにはマ
イクログラム（μｇ）の量が必要である。本発明を適用することによって、微量な糖タン
パク質を電気泳動した後に、ゲルより回収した糖鎖を同定できたので、以下にその例を示
す。
【００９６】
［電気泳動及びゲル内消化］
　ヒト精液より精製した前立腺特異抗原（以下、「ＰＳＡ」と略記する）（ケミコン社）
５０ｎｇを２０μＬのサンプルバッファー（０．１２５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ６．
８、１０質量％メルカプトエタノール（Mercaptoethanol）、４質量％ＳＤＳ、１０質量
％ショ糖（Sucrose）、０．００４質量％ブロモフェノールブルー（Bromophenol blue）
）に溶解し、１００℃で３分加熱した後、氷中に静置し冷却した。９質量％アクリルアミ
ドゲル上で電気泳動分離後、純水でゲルを軽く洗浄し、ＣＢＢ染色を行なった。
【００９７】
　染色されたタンパク質部分のゲルを切り出し、１．５ｍＬチューブに移し、純水、更に
５０％アセトニトリル水溶液、最後にアセトニトリルで洗浄した。ゲルを乾燥後、還元溶
液（１０ｍＭ　ＤＴＴ、２５ｍＭ重炭酸アンモニウム、ｐＨ８．０、水溶液）を加えて、
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５６℃で１時間、遮光振盪して反応させた。溶液を除き、アルキル化溶液（５５ｍＭヨー
ドアセトアミド（Iodoacetamide）水溶液）を加えて、室温で４５分間、遮光振盪して反
応させた。重炭酸アンモニウム水溶液（２５ｍＭ、ｐＨ８．０）、アセトニトリルで洗浄
後、ゲルを乾燥した。
【００９８】
　上記乾燥したゲルに、Lysyl Endopeptidase溶液（２５０ｎｇ：Wako Mass Spectrometr
y Grade、２５ｍＭ重炭酸アンモニウムｐＨ８．０水溶液）を加えて、氷中で４５分間、
静置膨潤後、３７℃で１８時間軽く攪拌しながら反応させた。抽出液（７５％アセトニト
リル、０．１％トリフルオロ酢酸水溶液）を加えて、２０分間振盪後、溶液を回収した。
【００９９】
　遠心濃縮機によって乾固後、ＰＮＧａｓｅ　Ｆを１ｕｎｉｔ（１ｕｎｉｔ／μＬ、１μ
ｇ　ＡＥＢＳＦ：Ｒｏｃｈｅ、５０ｍＭ重炭酸アンモニウムｐＨ８．０水溶液）加えて、
３７℃で１８時間、振盪しながら反応させた。反応混合物に１％トリフルオロ酢酸水溶液
を１μＬ加え、Ｃ１８チップにサンプルを吸引と排出を繰り返してペプチドを吸着させ、
溶液中の糖鎖と分離した。カーボングラファイト３０ｍｇ（ＧＬサイエンス）をマイクロ
スピンカラムに詰めて洗浄後、Ｃ１８チップに結合しなかった糖鎖画分をカラムに加えて
、５％アセトニトリル０．１％トリフルオロ酢酸水溶液を加え、遠心分離（３００×ｇ、
１分～２分）により洗浄した。５０％アセトニトリル０．１％トリフルオロ酢酸水溶液を
加え、遠心分離（３００×ｇ、１分～２分）により糖鎖を溶出した。回収された糖鎖溶出
液を、遠心濃縮機によって乾固し、２μＬの純水に溶解して質量分析試料とした。
【０１００】
［標識］
　ターゲットプレートに、上記で得られた試料０．５μＬ（約１０ｎｇの糖タンパク質由
来の糖鎖を含有）をのせて風乾後、ＰＢＨ（５００ｐｍｏｌ）のＤＭＳＯ溶液０．２５μ
Ｌをその上に重層し、５０℃で乾燥するまで約１５分加熱した。また、別の部分のターゲ
ットプレート上に、試料０．５μＬをのせて風乾後、１－ピレニルジアゾメタン（ＰＤＡ
Ｍ）（５００ｐｍｏｌ）のＤＭＳＯ溶液０．２５μＬをその上に重層し、４０℃で乾燥す
るまで約２５分加熱した。また、別の部分のターゲットプレート上に、試料０．５μＬを
のせて風乾後、ＰＤＡＭ（５００ｐｍｏｌ）のＤＭＳＯ溶液０．２５μＬをその上に重層
し、４０℃で乾燥するまで約２５分加熱し、更に、ＰＢＨ（５００ｐｍｏｌ）のＤＭＳＯ
溶液０．２５μＬをその上に重層し、５０℃で乾燥するまで約１５分加熱した。また、対
照として、別の部分のターゲットプレート上に、上記で得られた試料０．５μＬを載せて
風乾した。ターゲットプレートは、デシケーター中で一晩吸引乾燥した。実施例１と同様
に質量分析計で測定した。
【０１０１】
　図７に上記試料のＭＳスペクトルを示す。図７Ａは、ＰＳＡ約１０ｎｇ由来糖鎖をプレ
ートに載せ、誘導体化剤を加えず、ネガティブイオンを測定したＭＳスペクトルを示し、
図７Ｂは、同量の糖鎖をプレートに載せ、ＰＢＨを添加し反応させた後測定したＭＳスペ
クトルを示し、図７Ｃは、同量の糖鎖をプレートに載せ、ＰＤＡＭを添加し反応させた後
測定したＭＳスペクトルを示し、図７Ｄは、同量の糖鎖をプレートに載せＰＤＡＭを添加
し反応させ、引き続きＰＢＨを添加し反応させた後測定したＭＳスペクトルを示す。
【０１０２】
　図７では、縦軸のフルスケールを全て同じ２０ｍＶにして示した。白矢印は非標識糖鎖
イオンを、白星印はＰＢＨで標識された糖鎖イオンを、灰色星印はＰＤＡＭで標識された
糖鎖イオンを、白星印及び灰色星印を付けた糖鎖イオンはＰＤＡＭ及びＰＢＨの両誘導体
化剤で標識されたことを示す。
【０１０３】
　図７Ａに示したように、誘導体化剤を添加しなかった試料はシグナルが検出されなかっ
た（図７、Ａ）。
　ＰＢＨを加えてプレート上で反応させると、ＰＢＨ標識された糖鎖ｂイオンｍ／ｚ２３
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６２が検出された（図７、Ｂ）。
　別の誘導体化剤ＰＤＡＭを同一試料に加えて反応させると、下記の３種の糖鎖ａ、ｂ、
ｃが標識されたイオン、ｍ／ｚ２１４４、ｍ／ｚ２２９０、ｍ／ｚ２５８１が検出された
（図７、Ｃ）。
　更に、試料にＰＤＡＭを反応させた後、続けてＰＢＨを反応させると、それぞれ単独に
標識された糖鎖イオンの他に、両方の誘導体化剤で標識された下記糖鎖ｃイオン、ｍ／ｚ
２８６７が検出された（図７、Ｄ）。試料にＰＢＨを反応させた後、続けてＰＤＡＭを反
応させて、誘導体化の順番を逆にしても同様のマススペクトルが得られた。また、これら
の測定の際にレーザー強度を通常の８０％でも測定できた。
【０１０４】
【化７】

【０１０５】
【化８】

【０１０６】
【化９】

【０１０７】
　泳動後のゲルからのタンパク質回収は最大でも５０％くらいであるとされているので、
実際にはＰＳＡは５ｎｇ相当であったと思われ、従って糖鎖量は最大でも約１６０ｆｍｏ
ｌしかプレート上に載っていないことになる。なお、この糖鎖量では、図７Ａに示したよ
うに、誘導体化剤を添加しない場合（非標識の場合）では微量過ぎて測定できない。
【０１０８】
　ＰＢＨ、ＰＤＡＭ等の誘導体化剤と糖鎖を共に試料支持部材に載せると、誘導体化剤が
反応して標識された糖鎖のみでなく、非標識の糖鎖のイオン化も向上する効果があった。
この理由として、共雑するペプチド断片のイオン化を抑制すること、及び、これらの誘導
体化剤が共存することによってマトリクスに類似した効果を発することが考えられた。特
に、ＰＤＡＭのマトリクス効果は、これ自身とともに、副反応で生成した１－ピレニルメ
チルアルコールの相乗効果であると考えられた。すなわち、本発明は、上記工程「（２）
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分析される分子及び誘導体化剤を試料支持部材上で反応させる工程」は必須の工程ではあ
るが、本発明は、両者の反応物だけが本発明の効果を奏している場合のみには限定されな
い。
【０１０９】
　図８Ａは、ＰＳＡ約１０ｎｇ由来糖鎖をプレートに載せ、誘導体化剤を加えずネガティ
ブイオンを測定したＭＳスペクトル（縦軸３００ｍＶ）であり、図８Ｂは、同量の糖鎖を
プレートに載せ、ＰＤＡＭを添加し反応させた後測定したＭＳスペクトル（縦軸１２０ｍ
Ｖ）である。黒矢印はペプチドイオンを、白矢印は糖鎖イオンを示す。
【０１１０】
　ＰＤＡＭは糖鎖イオン化生成能が強い。図８に示すように、誘導体化剤が添加されなか
った場合（図８、Ａ）では、例えば黒矢印で示した低分子側のペプチドのイオンが多く生
成し、糖鎖のイオンはほとんど検出されなかった。しかし、ＰＤＡＭを添加して反応させ
た後は、例えば黒矢印で示したペプチドイオンは１／１０に抑制され、代わりにほとんど
検出できなかった糖鎖イオン（白矢印）が優位に生成した（図８、Ｂ）。また、標識され
た糖鎖ｃイオン（灰色星印）は、ＭＳ３解析を行うことができた。
【０１１１】
実施例６
　以下の分子と誘導体化剤とを、試料支持部材上で反応させた後、質量分析を行なうこと
ができる。
（１）分子がアルデヒド基を有する分子（例えば、糖である分子、又は、糖若しくは糖タ
ンパク質を酸化することによってアルデヒド基を有する分子）と、誘導体化剤として以下
の第１群の化合物。
（２）分子がアミノ基又はカルボキシル基を有する分子（例えば、糖、タンパク質又は糖
タンパク質である分子）と、誘導体化剤として以下の第２群の化合物。
（３）分子がＳＨ基を有する分子（例えば、糖、タンパク質又は糖タンパク質である分子
）と、誘導体化剤として、以下の第３群の化合物。
（４）分子がＯＨ基を有する分子（例えば、糖、タンパク質又は糖タンパク質である分子
）と、誘導体化剤として、以下の第４群の化合物。
【０１１２】
第１群：１－ピレンブタン酸ヒドラジド、１－ピレン酢酸ヒドラジド、１－ピレンプロピ
オン酸ヒドラジド、１－ピレンカルバルデヒド　ヒドラゾン（1-pyrenecarbaldehyde hyd
razone）、アミノピレン、１－ピレンメチルアミン、１－ピレンプロピルアミン、１－ピ
レンブチルアミン、及び類似芳香族化合物。
第２群：ヨウ化メチル、トリメチルシリルジアゾメタン、１－ピレン酢酸スクシニミジル
エステル、１－ピレンプロピオン酸スクシニミジルエステル、１－ピレンブタン酸スクシ
ニミジルエステル、Ｎ－（１－ピレンブタノイル）システイン酸スクシニミジルエステル
、１－ピレンスルホン酸クロリド、１－ピレニルジアゾメタン、１－ピレニルチオシアネ
ート、１－ピレニルイソチオシアネート、及び類似芳香族化合物。
第３群：Ｎ－（１－ピレン）ヨードアセトアミド、Ｎ－（１－ピレン）ヨードマレイミド
、Ｎ－（１－ピレンメチル）ヨードアセトアミド、１－ピレンメチルヨードアセテート、
及び類似芳香族化合物
第４群：ヨウ化メチル、トリメチルシリルジアゾメタン、１－ピレニルジアゾメタン、及
び類似芳香族化合物
【産業上の利用可能性】
【０１１３】
　本発明の質量分析法は、分析される試料や反応試薬の量を減らせ、イオン化効率や測定
の再現性を向上させることによって、信頼性の高い化学構造についての情報を得ることが
できるので、特に、糖タンパク質等の微量な生体試料由来あるいは生体試料中の分子に適
用して、その機能解明や病態の解明等に広く利用されるものである。
【図面の簡単な説明】
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【０１１４】
【図１】実施例１において、化合物１にＰＢＨをプレート上で反応させて得たもののＭＡ
ＬＤＩ－ＱＩＴ－ＴＯＦ質量分析（ＭＳ）スペクトルである。　　（ａ）［Ｍ＋Ｎａ］＋

イオンのピークを示す。（ｂ）［Ｍ－Ｈ］－イオンのピークを示す。
【図２】（ａ）実施例２において、化合物２にＰＢＨをプレート上で反応させて得たもの
の［Ｍ－Ｈ］－イオンのスペクトルである。　　（ｂ）比較例２において、ＰＢＨを反応
させていない化合物２の［Ｍ－Ｈ］－イオンのスペクトルである。
【図３】ｍ／ｚ７４２をプリカーサイオンとして選択して測定したＭＳ／ＭＳスペクトル
である（実施例２）。　　（ａ）化合物３にＰＢＨをプレート上で反応させて得たものの
ＭＳ／ＭＳスペクトル。　　（ｂ）化合物２にＰＢＨをプレート上で反応させて得たもの
のＭＳ／ＭＳスペクトル。
【図４】ｍ／ｚ６２６をプリカーサイオンとして選択して測定したＭＳ３スペクトルであ
る（実施例２）。　　（ａ）化合物３にＰＢＨをプレート上で反応させて得たもののＭＳ
３スペクトル。　　（ｂ）化合物２にＰＢＨをプレート上で反応させて得たもののＭＳ３

スペクトル。
【図５】実施例３において、ＰＢＨをプレート上で反応させて得たもののＭＡＬＤＩ－Ｑ
ＩＴ－ＴＯＦ質量分析（ＭＳ）スペクトル（［Ｍ－Ｈ］－イオンのスペクトル）である。
　　（ａ）５ｆｍｏｌの化合物３を使用。　　（ｂ）５ｆｍｏｌの化合物２を使用。
【図６】実施例４において、アルキル化化合物（II）とＰＢＨを、プレート上で反応させ
て得たもののＭＡＬＤＩ－ＱＩＴ－ＴＯＦ質量分析（ＭＳ）スペクトルである。　　（ａ
）ＭＳスペクトル。　　（ｂ）ｍ／ｚ２６８１をプレカーサーイオンとしたＭＳ／ＭＳス
ペクトル。
【図７】実施例５で測定したＭＳスペクトルである。　　Ａ：ＰＳＡ約１０ｎｇ由来糖鎖
をプレートに載せ誘導体化剤を加えずネガティブイオンを測定したＭＳスペクトル。　　
Ｂ：同量の糖鎖をプレートに載せＰＢＨを添加し反応させた後測定したＭＳスペクトル。
　　Ｃ：同量の糖鎖をプレートに載せＰＤＡＭを添加し反応させた後測定したＭＳスペク
トル。　　Ｄ：同量の糖鎖をプレートに載せＰＤＡＭを添加し反応させ、引き続きＰＢＨ
を添加し反応させた後測定したＭＳスペクトル。
【図８】実施例５で測定したＭＳスペクトルである。　　Ａ：ＰＳＡ約１０ｎｇ由来糖鎖
をプレートに載せ、誘導体化剤を加えずネガティブイオンを測定したＭＳスペクトルであ
る。　　Ｂ：同量の糖鎖をプレートに載せ、ＰＤＡＭを添加し反応させた後測定したＭＳ
スペクトルである。
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