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1.  はじめに

　様々なヌクレオシド及び非ヌクレオシドホスホ

ロアミダイト（PAs）は，オリゴヌクレオチド固

相合成のビルディングブロックとして重要な化合

物である
1)
．PAs の結晶化は，一般に困難である場

合が多く，PAs の構造確認のためにナノ (10–9) グ

ラム単位の超微量試料で測定できるマススペクト

ル測定が通常用いられている（本論文ではマスス

ペクトルピークは，マススペクトルと表記し，測

定方法及び技術を意味する mass spectrometry を

MS と以下省略する）．しかしながら，PAs 分子

は酸や塩基に対して不安定な結合を多く含むため

MS による分子量関連イオン (MRIs) を検出できな

い事が多い．そのため新たに合成された PAs では

MS による構造決定が行われないまま DNA/RNA

自動合成機に付される場合が見られる．これまで

の PAs の MS の研究例は，わずかに Szabó
2)

ら がナ

ノエレクトロスプレー MS を用いて一般的な 6 つ

の 2'-デオキシヌクレオシド PAs を測定した例が

見られるにすぎない．

　一方，我々はここ数年イミダゾール C-ヌクレオ

シド（ICNs）の生体機能性分子への応用研究の中

で，イミダゾール (pKa = 7.1) が酸 - 塩基触媒であ

ることに着目し，リボザイムの反応機構
3)
を解明す

るためのイミダゾール改変 RNA プローブ（イミ
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ダゾールリボザイム）の合成研究を進めてきた
4)
． 

RNA へのイミダゾールの導入は，PAs として行う

ため，これまでに種々の C4- イミダゾール C- ヌ

クレオシドホスホロアミダイト (ICN-PAs) を合成

した（Fig.1, 3
5-8)
）．これらの ICN-PAs を用いて RNA

自動合成機でリボザイムの重要塩基にイミダゾー

ルを挿入する事でイミダゾール改変リボザイムを

合成することが出来る．我々は，合成したイミダ

ゾールリボザイムがリン酸ジエステル結合の切

断 - 連結反応に対して触媒活性を保持することで

元の核酸塩基が一般酸 - 塩基触媒としてリボザイ

ムの反応機構に直接関与することを強く支持する

chemogenetic method を開発した
9)
．現在までに，

この手法により VS リボザイムの A756
9)
，G638

7）
 及

びヘアピンリボザイムの G8
10)

が一般酸 - 塩基触媒

の中心塩基であることを報告している．

　PAs の中で最初に合成した ICN-PA (1) は，RNA

合成のためのイミダゾール -N の保護基として我々

が独自に開発したピバロイルオキシメチル (POM)

基を持ち
5-6)
， 2'- 水酸基には，最も一般的な tert- ブ

チルジメチルシリル (TBDMS) 基，5'- 水酸基には

ジメトキシトリチル (DMT) 基，3'- 水酸基にはホ

スフィチル基を持つ (Fig.1)．これらのうち POM

基は，塩基性下（28% アンモニア水 / メタノー

ル＝ 1/3, v/v），室温で容易に除去され
5-6)
，一方，

TBDMS，DMT，ホスフィチル基は，酸に弱い官能

基である．特に 1 は，天然型の核酸塩基をもつ N-

ヌクレオシド PAs に比べ酸に敏感であり，通常の

合成研究で用いられるTLC (Merck 60 F254: pH 5.5) 

上で分解してしまう（1 の不安定さは，代表的な

有機塩基触媒であるイミダゾールが分子内に存在

するため，イミダゾール -N が分子内あるいは分

子間反応で 2'-O-TBDMS 基 の Si を攻撃し，O-Si

結合を活性化することで，加水分解を促進するた

めと説明できる）．そのため，最初に 1 を合成し

た時点では 1H-，13C-，31P-NMR などの各種スペク

トルデーターは，その構造をよく支持したが，構

造決定に必要な MS による精密質量とそれに基づ

く組成決定は，種々のイオン化法を用いても成

功しなかった．

　そこで，PA 1 に対して汎用型の二重収束質量

分析計のイオン源として熱に不安定な化合物な

どの測定に適したソフトイオン化法である LSI

（liquid secondary ion） 法 あ る い は FAB（fast 

atom bombardment）法を用いて，種々のマト

リックスを検討することで，1 のマススペクト

ル測定を試みた（Table 1）
11-12)
．マトリックスとして，

グリセロール (G)，meta- ニトロベンジルアルコー

ル (NBA)，ジエタノールアミン (DEOA)，ジチオス

レイトール / ジチオエリスリトール 3:1 混合物（マ

ジックビュレット , MB），ジチオスレイトール /

α- チオグリセロール 1:1 混合物（DTT/TG），トリ

エタノールアミン [TEOA：N(CH2CH2OH)3] を試み

たが，いずれも分子量関連イオンは観測されず，

化合物 1 の同定は出来なかった (Table 1, entries 

4-9)．そこで，マトリックスに Na+ を添加するこ

Table 1.  MS conditions for imidazole C-nucleoside phosphoramidite (ICN-PA) 1

Fig. 1.  Chemical steps to incorporate imidazole base into RNA sequence.
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とで，試料分子がイオン化されやすくなることに

注目し
13)
， G，NBA，DEOA，MB，DTT/TG に生理食

塩水を添加したところ，DMT 基由来の (m/z 303)

のピーク強度を 100％とした相対強度（RIs）が 0.2 

– 0.7% となり，わずかながらナトリウムイオン付

加分子 [M+Na]+ を観測することが出来た (entries 

10-14)．さらに，TEOA に生理食塩水を添加した

場合（entry 15），Fig. 2 に示すように，[M+Na]+ 

の相対強度は 20.1％と飛躍的に向上し，その精

密質量を容易に測定できるピーク強度が得られる

ことが明らかとなった．また，このマトリックス

システムと FAB との組合せでも 1 の [M+Na]+ が

得られることも判明した (entry 18)．ここで用い

た TEOA-NaCl の組合せは，今まで知られていない

新しいマトリックスシステムであった．このよう

にして TEOA-NaCl を使用した場合にのみ，安定

した相対強度を持つナトリウムイオン付加分子 {1 

: C50H71N4O9PSi, [M+Na]+ ; calculated: 953.4621, 

observed: 953.4625} を測定誤差 0.4 ppm で検出

することに成功した (entry 15
11)
)．また，添加する

金属イオンを種々検討したところ TEOA+K+（KCl）

を用いる組合せも [M+metal]+ のピーク強度が Na+

の場合と同程度の強度が得られることも判明し

た
12)
． 一 方，1 の 測 定 を MALDI-TOF / MS で 行 っ

たところ，マトリックスとして THAP (2',4',6'- 

trihydroxyacetophenone) を用いることで [M+Na]+ 

(m/z 953.5199) が得られたが，その測定誤差は

60.6 ppm で，我々の TEOA-NaCl 法に比べて誤

差は 152 倍も大きくなった（Table 1, entry 20）．

一般に，MS における組成決定は± 3 ppm 以内の

誤差範囲でなくてはならず，MALDI-TOF / MS に

よる 1 のマススペクトル測定では，組成決定は出

来ない程度のものである．

　PA 1 のマススペクトル測定のために開発したマ

トリックス TEOA-NaCl，イオン源に LSI あるい

は FAB を用いる測定法は，その後の効率的イミ

ダゾールリボザイムの合成のために開発した各

種 ICN-PAs（2-10）のマススペクトル測定に適

用することが出来た（Fig. 3, Table 2）
6-8)
．これら

のうち ICN-PAs 7-10 では，一般的な 2'-OH の保

護基であるTBDMSの代わりにシアノエチル（CE）

基を用いたが，CE とイミダゾール -N の POM と

の保護基の組合せは，TBDMS に比べ，ICN-PA 分

子を安定化することを見出した．この測定法によ

りリボースとイミダゾール間にメチレン鎖（n = 0 

- 3）を持つ実用的な４つの ICN-PAs 7-10 の合成

を確認した
7)
．また，ここでは述べないが，この測

定法の一般性を確立するために様々な多官能基を

Fig. 3.  ICN-PAs for probing general acid and base catalysis in ribozyme.

Fig. 2.  Positive ionization LSIMS spectrum of 1 (MW 930) introduced in TEOA-NaCl matrix.
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持つヌクレオシド及び非ヌクレオシド PAs の 50

例以上について MS を行ったところ，そのすべて

において平均質量誤差 0.8 ppm 以下で簡便かつ迅

速にマススペクトル測定に成功し，その一般性を

実証した
11)
．

　本稿では，ICN-PAs のために開発した TEOA-

NaCl マトリックスを用いるマススペクトル測定法

の実際を２つのプロトコールとして詳細に報告す

る
14)
．

2. TEOA-NaCl を用いる ICN-PAs の精密マ
ススペクトル測定

2.1.  ICN-PAs のマススペクトル測定

　PAs のマススペクトル分析は特別なシステム構

成を必要とせず，LSI または FAB イオン源を備え

た一般的な二重収束質量分析計を用いて測定を行

うことができる（Fig. 4）．LSIMS では，一次イ

オンに 15 keV に加速された Cs+ を用いイオン化

された試料を 6 kV で加速した．一方，FABMS で

は 5-6 keV のエネルギーを持つ高速中性 Xe 原子

を発生させ，その衝撃によりイオン化された試料

を 8-10 kV で加速した．またエミッション電流

は 1-5 mA で行った．LSI，FAB ともに試料はイオ

ン源に直接導入し，低分解能測定に対しては m/z 

0 〜 1500 を 8-10 秒スキャンにてスペクトルを

得，約 10 スキャンを積算した値を用いた（分解

能 2000 〜 3000，10% 谷定義）．高分解能測定に

おいては，ポリエチレングリコール（PEG）600

と PEG 1000 およびこれらの Na+ 付加体を正確な

組成式を得るための質量校正標準化合物として用

い，ICN-PAs の [M+Na]+ ピ ー ク を， そ の m/z 付

近に観測される PEG（+Na）の 2 本のピークで挟

み，連続した加速スキャン（10-20 秒）によって

精密質量を求めた（抜き差し法による測定）．高

分解能測定時の分解能は LSIMS においては 3000, 

FABMS では 3000-8000（いずれも 10% 谷定義）

とした．また，すべての低分解能及び高分解能測

定は，正イオンモードで行った．

　ICN-PAs のマススペクトル測定は，以下の２つ

のプロトコールによって行うことが出来る．

プロトコール 1：

二重収束分析計の LSIMS または FABMS における

マトリックスとして，TEOA と生理食塩水 (NaCl)

の組合せによって ICN-PAs の精密質量測定を行

う
11)
．

プロトコール 2：

一定量の TEOA に対し，PA : NaCl のモル比が 1 : 

6 となるように試料を調整し， [M+Na]+ のピーク

強度を最大とする
11)
．

2.2.  プロトコール 1
　プロトコール 2 に比べて，Na+ 付加分子の相対

強度が低下するものの，通常の精密質量測定には

充分な強度が得られ，操作も簡便であり迅速に測

定できる． 

準備するもの

PA（分析対象化合物）

クロロホルム：> 99%（GC） 

TEOA ：FABMS and LSIMS grade　 

生理食塩水（0.9％ NaCl）： 超純水

2 μl- 使い捨てマイクロキャピラリーピペット

(minicaps, HIRSCHMANNR LABORGERATE)

サンプルチューブ ( ガラス製 )

1) 2 μl- 使い捨てマイクロキャピラリーピペットで

TEOA を約 0.5 μl 吸い取り，FAB または LSIMS

ターゲットに塗布する（Fig. 5）．

2) PA 試料の約 0.02 - 1 mg をサンプルチューブに

秤取り，2 μl- 使い捨てマイクロキャピラリーピ

ペットで吸い取ったクロロホルム約 1 μl を加え

溶解後，素早く同じピペットでその半量を吸い

上げ，操作 1) のターゲット上の TEOA に加える．

3) 2 μl- 使い捨てマイクロキャピラリーピペット

で生理食塩水約 2 μl を取り，操作 2) の PA と

TEOA の混合物に加えるとともに，そのキャピ

ラリーピペットを用いて均一に混合する．

（TEOA に対して添加する金属イオンに K+（KCl）

を用いた場合にも Na+ と同程度の [M+metal]+ 

のピーク強度が得られる
12)
）．

4) このように調整したターゲットを測定に用いる

プローブに装着し LSIMS または FABMS 測定を

行う（測定条件は 2.1. に記載）． 

5) 低分解能測定を行った後，高分解能測定用に調

整した装置で抜き差し法により精密質量を測定

する（測定条件は 2.1. に記載）

2.3.  プロトコール 2
　TEOA に対して PA : NaCl が 1 : 6（モル比）の

最適濃度に調整されたプロトコール 2 で分析を

行った場合，[M+Na]+ ピークは最大となる
11)
．従って，

Table 2.  RIs and errors on LSIMS or FABMS measurements of ICN-PAs under Protocol 1

Fig. 4.  JMS-700 質量分析計（JEOL：大阪薬科大学 MS 室 ）

Fig. 5.  LSIMS ターゲット（上）と
FABMS ターゲット（下）
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プロトコール１で充分な感度が得られなかった場

合，プロトコール 2 を行う．

準備するもの

PA（分析対象化合物）

クロロホルム：> 99% (GC) 

TEOA ：FABMS and LSIMS grade　

生理食塩水（0.9％ NaCl）： 超純水

0.001 mg まで秤量可能な天秤

1 μl，2 μl- 使い捨てマイクロキャピラリーピペッ

ト (minicaps, HIRSCHMANNR LABORGERATE)

サンプルチューブ（ガラス製）

マイクロピペット（0.2 - 2 μl，0.5 - 10 μl，5 - 

50 μl）

1 ml メスピペット（measuring pipette）

安全ピペッター

1) マイクロピペットで TEOA を 0.5 μl 量り取り，

LSIMS または FABMS ターゲットに塗布する．

2) 0.01 μmol/0.5 μl の試料を作成する． 

PA 試料 10 μmol を 1 μg まで計測可能な天秤

で量り取り，サンプルチューブの底に入れ，

CHCl3 0.5 ml をメスピペットで入れる． 

（実際には試料を正確に量り取ることは困難な

ので，0.01 μmol/0.5 μl となるように CHCl3 の

量で調整する .） 

3) このように調整した試料 0.5 μl と 0.9％ NaCl 

0.4 μl をマイクロピペットで量り取り，操作 1) 

の ターゲット上 の TEOA に加え，均一に混合

する．

（TEOA に対して添加する金属イオンに K+（KCl）

を用いた場合にも Na+ と同程度の [M+metal]+ 

のピーク強度が得られる）
12)
．

4) ターゲットを，測定に用いるプローブに装着し，

LSIMS または FABMS 測定を行う（測定条件は

2.1. に記載）． 

5) 低分解能測定を行った後，高分解能測定用に調

整した装置で抜き差し法により精密質量を測定

する（測定条件は 2.1. に記載）

2.4.  測定時間および注意事項

　プロトコール 1 を用いて LSIMS 及び FABMS を

行う場合，一試料につき低分解能測定と高分解能

測定の両方を測定しても約 30 分で結果が得られ

る．一方，プロトコール2を用いて測定する場合は，

操作が多くなるため 3 時間から 4 時間を要する．

ここで考慮しなければならないことは，PAs の精

密質量を得るためには必ずしも [M+Na]+ のピーク

強度が最高になる必要はなく，高分解能測定に十

分な強度を得ることである． PAs の精密分子量の

確認は，簡便迅速に結果が得られるプロトコール

１で通常は充分に対応できる．

　また，測定に供する ICN-PAs は，一般的な N-

ヌクレオシド -PAs よりも不安定であるため塩基

性カラムで精製を行った．単離された ICN-PAs は，

–20℃で数ヶ月保存してもスペクトル的には変化

が見られなかった．

3.  まとめ

　我々の合成した ICN-PAs は，不安定な化合物で

あったため，通常の MS による構造確認が出来な

かった．そこでイオン化法および測定条件を詳細

に検討した結果，汎用型の二重収束質量分析計の

イオン源として LSI 及び FAB を用い，マトリック

スを TEOA + NaCl（KCl）とすることで ICN-PAs

の精密質量及び組成決定が出来ることを見いだし

た．さらにこの手法は，様々なヌクレオシド及び

非ヌクレオシド PAs にも適用可能であることが判

明した．
11)

我々の報告後，PAs のマススペクトル測

定に関して，数種類のマトリックスに LiCl を添加

し，ESI/MS により精密質量を得る方法
15) 
，HPLC の

検出器として ESI/MS が有用であることが報告さ

れている
16)
．一方，本法は特別な装置や特殊な測定

法を用いることなく汎用型の測定装置で実施可能

であるため，通常のマススペクトル測定が出来な

い PAs に対する第一選択法になり得ると考えられ

る
17)
．また，ここで用いたマトリックスシステムは，

PAs 以外の不安定な化合物に対しても適用可能な

ものと期待される．
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します。さらに , FAB/MS 測定にご協力頂きまし

た武庫川女子大学薬学部，堀山志朱代博士に厚く

お礼申し上げます。最後に，終始温かく励まして

頂いた大阪薬科大学，栗原拓史名誉教授に心より

感謝申し上げます。
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