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率衷誓書館
∈ｒ

は　し　が　き

生体分子を加水分解する酵素と同様の機能をもつ低分子化合物は，生体機能の人

工的な制御や，外来性タンパク質の除去などと関連して，現在世界的に注目され，

早期開発が期待されている機能性分子の一つである。本研究では，生理条件下で水

酸化物イオンを捕捉し，強い求核剤となる部分構造と，弱酸性分子（チオールやフ

ェノールなど）をアニオンとして強く捕捉する部分構造を併せもつ分子を開発し～、

特定のアミノ酸や核酸分子を認識し，かつその近傍の化学結合を加水分解する人工

加水分解酵素を開発することを目的とした。それらのデザイン・合成に必要な反応

場（酵素活性中心類似の環境）の性質を調べる目的で亜鉛のルイス酸としての性質

を検討できる数種類の亜鉛酵素モデルを合成した。新らたに合成した人工亜鉛酵素

モデルの溶液内構造を，ｐＨ滴定法，ＮＭＲ測定などにより調べた。それらの水溶

液中での安定性，加水分解触媒としての活性や基質であるペプチドや核酸分子との

相互作用をＮＭＲ測定により検討した。その結果，生理条件下で特定の核酸塩基配

列を認識し，核酸分子の二重らせん構造を解離させることのできる新規低分子亜鉛

化合物を作り出すことに成功し，効率的な遺伝子多形分析システムを開発した。さ

らに，亜鉛酵素モデルとチオールやリン酸化物質との錯体の安定性についても検討

を行った。実用的な生体分子加水分解触媒はまだ得られていないが，本研究成果に

より新規の人工機能性分子（遺伝子情報制御分子，自己集積型の水溶性超分子，フ

ォスフォプロテオーム解析試薬など）を開発することができた。
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亜鉛の特性を利用したリン酸化プロテオーム解析試薬の開発

１序論

タンパク質のリン酸化・脱リン酸化は細胞の分化、増殖、細胞死に至るまでさまざまな細胞

活動に関与している。１）特にセリン・トレオニン・チロシンをリン酸化するキナーゼや脱リン酸

化するホスファターゼはこれまで多くの研究が行われてきた０２）しかし、これらリン酸化に関す

る研究は、ある特定のタンパク質に焦点を当てたピンポイント型の研究であった。現在では、

タンパク質のリン酸化によって調節されている生命現象の全体像を知るために、より多くのリ

ン酸化情報の獲得が望まれている。

近年、細胞内タンパク質を網羅的に研究すること（プロテオーム解析）に不可欠なリン酸

化タンパク質の分析方法が注目を集めている。プロテオーム解析は、ある条件における細

胞内の全タンパク質を同定・解析することと定義される（リン酸化タンパク質に焦点をあてた

プロテオーム解析を特にリン酸化プロテオーム解析と呼ぶ）。その手法は、一般的には興味

ある細胞の抽出液を二次元電気泳動で個々のタンパク質スポットに分離し、それを特異的

な酵素で消化した後、生じたペプチドを質量分析することで元のタンパク質を同定するという

流れで行われる（図１）。３），４）条件ごと（例えばレセプター刺激の前後）のプロテオームを比較

すれば、そこに関連するタンパク質変動を解析できる。５）個々のタンパク質はＭＳ－ＭＳ法によ

るシークエンス解析なども行われ、リン酸化部位の決定など翻訳後修飾の解析も同時に行う

ことができる。６）

図１プロテオーム解析
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また、プロテオーム解析の手法は、疾患マーカーの探索や、薬物の毒性の評価に対す

る新しいアプローチ方法として製薬会社、病院などで広く利用され始めている。たとえば、プ

ロテインチップシステムはプロテオーム解析をより簡易・迅速化した手法である。７）血液などか

ら採取したサンプルをさまざまなアフィニティー特性を持つチップ上に導入し、保持されたタ

ンパク質をＴＯＦ／ＭＳでスクリーニング分析する。患者と健常者など、異なるサンプル間のタ

ンパク質発現を比較することで、疾患特異的なマーカー分子の探索などが行われる。８）

リン酸化の生理的な役割を評価するために、個々のタンパクのリン酸化部位の確定やリン

酸化反応を行うキナーゼやホスファターゼの同定、タンパク質問相互作用の解明が必要で

ある。しかし、これらリン酸化タンパク質の解析には共通かつ重要な問題点がある。それは、

細胞内におけるリン酸化タンパク質の物質量の低さ、またはリン酸化の化学量論の低さであ

る。そのため、その他の非リン酸化タンパク質のバックグラウンドに紛れるなどして、リン酸化

タンパク質の検出・分析が困難になる場合がある。よって、近年リン酸化分子を効率的に分

析するた吟のさまざまな方法が開発されている。

３２ｐによる同位体標識は、リン酸化物質の分析の一般的な方法である。９）この方法は高感

度であり、リン酸化分子の特異的な標識、定量性、可視化の容易さなどの特徴も持つ。しか

し、この３２ｐ標識はすべての細胞に一様ではなく、一般に動物細胞では標識効率が低下し

てしまうことが大きな欠点である。このため、分析に足る十分な量の標識タンパクを得られな

いことがある。また、この方法は放射性物質を使用するため、特別な施設を必要とし、身体

への危険もある。

また、リン酸化タンパク質のみを分離、精製することで、分析を妨げる他の分子種を排除

する方法も用いられている。例えば、金属固定化アフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）、

抗原抗体反応による免疫沈降を利用した基質の精製、化学修飾によるアフィニティータグの

付加を利用したクロマトグラフィーなどが知られている。ＩＭＡＣは、ＦｅⅢやＧａⅢのような金属イ

オンを含んだ担体をカラム固定相に用い、親和性のあるリン酸基を持つタンパク質を特異的

に精製する方法である。１０），１１）しかし、酸性アミノ酸もＩＭＡＣに対して親和性をもつこと、また、

担体自身に非特異的に結合するペプチドもあることから、リン酸化分子のみを精製すること

は容易ではない。抗体を用いた方法は、抗リン酸化チロシン抗体との免疫沈降反応によりリ

ン酸化チロシン残基をもつタンパク質のみを精製することを目的としている。１２）しかし、リン酸

化セリン、リン酸化トレオニンの特異抗体はまだ利用できない。化学修飾法１３）は、数段階の

反応を必要とする場合が多く、操作の煩雑さや、サンプルのロスの懸念がある。また、リン酸

化チロシンに対する修飾が困難な場合が多い。

近年、我々の研究室では、機能性分子として知られている環状ポリアミンの亜鉛化合物を

リン酸化生体分子の捕捉剤として利用した、まったく新しいリン酸化プロテオーム解析法の

開発を行っている。今回、私はリン酸化分子を捕捉する機能をもつ新規亜鉛化合物の合成

を行った。そして、この化合物の特性を利用し、質量分析においてリン酸化分子の効率的な

検出を可能にする添加剤の開発を行った。



環状ポリアミンは、１９７５年頃までは遷移金属イオンの多座キレート剤として一部の錯体化

学者の研究対象でしかなかった。しかし、その後、新しいタイプの機能性分子として各方面

から注目を集め、環状ポリアミンの新しい機能が数多く見出されてきた。１４）・１５）環状ポリアミン

は、機能性分子としてすでに確立されているクラウンエーテル（環状ポリエーテル）の酸素原

子を窒素原子に置き換えたホモログにすぎないが、クラウンエーテルとは大きく異なり、ポル

フィリン、ペプチド、ポリアミンアルカロイドなどの含窒素生体分子と共通する様々な機能を

持っている。環状ポリアミンの一般的な機能を図２に示す。

図２　環状ポリアミンの機能
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環状ポリアミンのアニオン性物質の捕捉機能には高い注目が集まっており、これまでにリ

ン酸イオンをはじめ様々なアニオン性物質のホスト分子が開発されてきた。１６），１７）その中でリ

ン酸化物質を効率的に捕捉するホスト分子がいくつか報告された。例えば、多重にプロトン

化したポリアミン化合物１８），１９），２０），２１）、四級アンモニウム化合物、グアニジウム化合物２２），２３）、ポ

ルフィリン類似のサフィリン化合物２４）などである（図３）０これらの化合物は、ゲスト分子と水素

結合やクーロン引力を介して相互作用する。その水溶液中の結合安定度定数はおよそｌｏｇ

駕仔＝２－６であった。また、近年、環状ポリアミンの亜鉛錯体もアニオンホスト分子の１つとして

知られるようになってきた（図４）。これらは、ルイス酸性の亜鉛イオンを持ち、リン酸アニオン

などのルイス塩基性化合物と配位結合を形成することにより結びつく。例えば、ＺｎⅡ

－ＣｙＣｌｅｎ２５）、ＤＴ－ｂｉｓ（ＺｎⅡ－ＣｙＣｌｅｎ）２６）、ｔｒｉｓ（ＺｎⅡ－ＣｙＣｌｅｎ）２７）であり、４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ２－との結

合安定度定数はそれぞれｌｏｇ駕仔＝３．３，４．０，５・８であった。



図３　リン酸化分子を捕捉する化合物
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図４　亜鉛イオンを有するリン酸イオン捕捉分子
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また、環状ポリアミン亜鉛錯体は、亜鉛含有酵素の活性中心モデルとしての研究も盛んに

行われている。２８）その中で、図５の化合物が、２価のリン酸モノエステルジアニオンに対し特

異的に作用し、そのリン酸エステルを分解する機能を有することが報告された。２９）その中で、

この基質特異性には、２つの亜鉛イオンの協力的な作用による、２価のリン酸アニオンとの強

い相互作用の形成が重要だと示された。リン酸基の転移により生成したホスホアミド体のＸ

線結晶構造解析によれば、リン酸基は、その２つの酸素原子とアルコキシドで架橋された２

っの亜鉛イオン（イオン間距離３．４Å）との配位結合により結びついていた。そこで、本研究

では、この化合物の構造から求核性の窒素置換基を除いた化合物１を、新規のリン酸化分



子の捕捉剤として開発することにした。２価のリン酸アニオンは、２つの亜鉛イオンの空い

た第５配位座に配位し、１と強く結びつくことが予想される。

図５　酵素モデル化合物によるリン酸基転移反応
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ｌｌ　実験項

ｌＩ－１リガンド、亜鉛錯体の合成

リガンド（Ｌ）の合成

１，３－ｄｉａｍｉｎｏ－２－ＰｒＯＰａｎＯ卜ＮＮＮ：ＮＬｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ（２５ｇ，７８ｍｍｏｌ）をｄｒｙ．ＥｔＯＨ（１５０

ｍＬ）に懸濁し、氷冷下スターラーで撹拝しながら塩化チオニル（２３ｍＬ，３２０ｍｍｏｌ）を１時

間かけて滴下した。滴下後、室温で１時間撹拝、さらにオイルバス上で終夜ｒｅ飢１Ⅹした。反

応終了後、溶媒をエバボレーターで減圧留去した。残漆をジクロロメタン（１００ｍＬ）に溶解

した後、飽和炭酸ナトリウム水溶液（１００ｍＬ）で中和、ｐＨを９－１０とし、ジクロロメタン（２００

ｍＬ）で４回抽出した。有機層を集め、無水硫酸ナトリウムで脱水し、溶媒をエバボレーター

で減圧留去したところ、ほぼ単一に１，３－ｄｉａｍｉｎｏ－２－ｐｒＯＰａｎＯｌ－ＮＮＮ：ＮＬｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ

ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ　が淡黄色のオイル状物質として得られた（７３％ｙｉｅｌｄ）。数％の

［２－０Ⅹ０－６－（ａｍｉｎｏｍｅｔｙｌ）－ｍＯｒＰｈｏｌｙｌ］ＴＮＮ：Ｎｌｔｒｉａｃｅｔｉｃａｃｉｄｔｒｉｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒを含んでいた（１Ｈ

ＮＭＲのシグナル強度比で確認した）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ：ＡｃＯＥｔ／Ｈｅｘａｎｅ＝１：１）昂＝０．５８．

１ＨＮＭＲ（ＣＤ３０Ｄ）：∂１．２６（１２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，ＣＯＯＣＨ２Ｃ臼３），２・６４（２Ｈ，ｄｔｉＪ＝８・５ａｎｄ

１３．５Ｈｚ，ＮＣ臼ａ２ＣＨ（ＯＨ）Ｃ比２Ｎ），２．８９（２Ｈ，‘堀Ｊ＝３．４ａｎｄ１３．５Ｈｚ，ＮＣ臼ａ２ＣＨ（ＯＨ）Ｃ臼ａ２Ｎ），

３．５５ａｎｄ３．６１（ｅａｃｈ８Ｈ，ｄＪ＝１７．６Ｈｚ，ＮＣｔ！２ＣＯＯ），３．７４（１Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２Ｃｔ！（ＯＨ）ＣＨ２Ｎ），

４．０６（１Ｈ，Ｓ，ＯＨ），４．１６（８Ｈ，ｑ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，ＣＯＯＣｔｉｚＣＨ３）．

Ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ体（１３ｇ，３０ｍｍｏｌ）と１，５－ｄｉａｍｉｎｏｐｅｎｔａｎｅ（６．１ｇ，６０ｍｍｏｌ）をメタノール

（２Ｌ）中に溶解し６日間ｒｅ鮎Ⅹした。反応溶液をエバボレーターで減圧留去し、残漆をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー（ＦＬｌＯＯＤ，ｅｌｕｅｎｔ：ＣＨ２ＣＬ２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３ａｑ＝１５‥１‥０・１）で

分離精製した。流出液をオイル状になるまで濃縮し、アセトニトリルを加えて撹拝し放置する

と、２６－ｈｙｄｒｏｘｙ－２，６，１４，１８－ｔｅｔｒａＯＸＯ－１，４，７，１３，１６，１９－ｈｅｘａａｚａｂｉｃｙｃｌｏ［１１，１１，３］－

ｈｅｐｔａｃｏｓａｎｅ・３Ｈ２０を無色のプリズム結晶として得た（４・１ｇ，８・１ｍｍｏｌ，２７％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ：ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３ａｑ＝５：１‥０・２）ｊ＄＝０・６５・

ＩＲ ｖｍａｘ（ＫＢｒｐｅｌｌｅｔ）ｃｍ‾１３３５６，３２６５，３０８７，２９２９，２８５２，１６７０，１６４３，１５５２，１４４４，１３５６，

１３２５，１３０３，１２８０，１２６７，１２１３，１１７３，１１５５，１１３６，１１０１，１０５３，９６６，７４４，５８６・

１Ｈ ＮＭＲ（ＣＤ３０Ｄ）：∂　１．４６（４Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２ＣＨ２Ｃ臼２ＣＨ２ＣＨ２Ｎ），１・５８（８Ｈ，ｍ，

ＮＣＨ２Ｃ日２ＣＨ２Ｃ日２ＣＨ２Ｎ），２．３３（２Ｈ，弱Ｊ＝１０．７ａｎｄ１３・５Ｈｚ，ＮＣＢａ２ＣＨ（ＯＨ）Ｃ日ａ２Ｎ），２・６８

（２Ｈ，‘喝Ｊ＝２．３ａｎｄ１３．５Ｈｚ，ＮＣＢｂ２ＣＨ（ＯＨ）ＣｔＬ，２Ｎ），３．２９ａｎｄ３・４４（ｅａｃｈ８Ｈ，ｄＪ＝１７・６Ｈｚ，

ＮＣｔ！２ＣＯＯ），３．３５（８Ｈ，ｔ，Ｊ＝４．９Ｈｚ，ＮＣＢ２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ日２Ｎ），３・６３（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝１０・７Ｈｚ，

ＮＣＨ２Ｃ日（ＯＨ）ＣＨ２Ｎ）．



１３ｃＮＭＲ（ＣＤ３０Ｄ）：∂　２５．５，３０．３，４０．０，６１．６，６２．０，６７．６，１７４．３．

Ａｎａｌ．（Ｃ２１Ｈ３８Ｎ６）Ｃ，Ｈ，Ｎ：Ｃａｌｃｄ，４９．６，８．７，１６．５；ｆｂｕｎｄ，５０．０，８．８，１６．４．

Ｔｅｔｒａｏｘｏ体（４．５ｇ，８．９ｍｍｏｌ）をｄｒｙＴＨＦ（３０ｍＬ）に懸濁し、氷冷下撹拝しながら１Ｍ

ＢＨ３－ＴＨＦのＴＨＦ溶液（２１０ｍＬ，２１０ｍｍｏｌ）を加えた。氷冷下１時間撹拝した後、室温でさ

らに１時間撹拝、その後６０℃で５日間撹拝した。反応終了後、反応溶液を氷冷し、よく撹拝

しながら水を少しずつ加えていき、過剰のジボランを壊した。溶媒をェバボレーターで減圧

留去し、６ＭＨＣｌａｑ（１８０ｍＬ）を加え、６０℃で３時間撹拝した。余分な有機物を除くため、反

応溶液を室温まで戻して分液ろうとに移し、ジクロロメタン（６０ｍＬ）で２回洗浄した。水屑を

取り出し、エバボレーターで溶媒を減圧留去した後、ホウ酸を除くため残漆を陰イオン交換

カラムクロマトグラフィーで精製した。得られた水溶液をエバボレー卜し、残壇を濃塩酸で強

酸性とし、ＭｅＯＨを加えていったところ、塩酸塩の結晶を得た。この塩酸塩を１５０ｍＬの蒸留

水に溶解し、０汀型に再生した陰イオン交換樹脂を少しずつ加えていき、ｐＨを５．０に調整し

た。この溶液をグラスフィルターでろ過した後、エバボレーターで溶媒を減圧留去したところ、

白色残漆を得た。この残壇をＭｅＯＨに溶解し、ＥｔＯＨを徐々に加えていったところ、

２６‾ｈｙｄｒｏｘｙ．１，４，７，１３，１６，１９－ｈｅｘａａｚａｂｉｃｙｃｌｏ［１１，１１，３］ｈｅｐｔａｃｏｓａｎｅ・４ＨＣｌ・０．５Ｈ２０が無

色針状結晶として得られた。（２．１ｇ，３．７ｍｍｏｌ，４２％ｙｉｅｌｄ）。

ＴＬＣ（ｅｌｕｅｎｔ‥ＣＨ２Ｃ１２／ＭｅＯＨ／２８％ＮＨ３ａｑ＝２：２‥１）ｊ＄＝０．３３．

ＩＲ ｖｍａｘ（ＫＢｒｐｅｌｌｅｔ）ｃｍ‾１３２０１，２９４７，２８３７，２７８３，２４０５，１５７７，１４６８，１４２３，１３３０，１２７３，

１１５９，１０９２，１０６４，１０５１，８４３，８０６，７５６，６０１，５８０．

１Ｈ ＮＭＲ（Ｄ２０）‥　∂１・４８－１．７２（４Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２ＣＨ２ＣＢ２ＣＨ２ＣＨ２Ｎ），１．７６－１．９２（８Ｈ，ｍ；

ＮＣＨ２Ｃ日２ＣＨ２Ｃｔｉ２ＣＨ２Ｎ），２・５６（２Ｈ，ｄｄＪ＝１０・７ａｎｄ１４．８Ｈｚ，ＮＣ日ａ２ＣＨ（ＯＨ）ｃｔも２Ｎ），２．６５

（２Ｈ，ｄｄＪ＝２・４ａｎｄ１４・８Ｈｚ，ＮＣｔｉｂ２ＣＨ（ＯＨ）ｃ臼ｂ２Ｎ），２．８９（４Ｈ，ｄｔ，Ｊ＝４．４ａｎｄ１４．７Ｈｚ，

ＮＣＨ２Ｃ臼ａ２Ｎ（ＣＨ２）ＣＨ２），３・０４（４Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２Ｃ誌２Ｎ（ＣＨ２）ＣＨ２），３．１７（４Ｈ，ｍ，

ＮＣ辻２ＣＨ２Ｎ（ＣＨ２）ＣＨ２），３・２２（８Ｈ，ｍ，ＮＣ日２ＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２Ｃ日２Ｎ），３．３３（４Ｈ，ｍ，

ＮＣＢｂ２ＣＨ２Ｎ（ＣＨ２）ＣＨ２），３・８０（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝１０．６Ｈｚ，ＮＣＨ２Ｃｆｉ（ＯＨ）ｃＨ２Ｎ）．

１３ｃＮＭＲ（Ｄ２０）：∂　２５．３，２６．７，４７．４，４９．２，５４．８，５９．５，７２．７．

Ａｎａｌ．（Ｃ２１Ｈ３８Ｎ６）Ｃ，Ｈ，Ｎ：Ｃａｌｃｄ，４５．６，９．３，１５．２；ｆｏｕｎｄ，４５．４，９．５，１５．３．

酢酸イオンー亜鉛錯体の合成

Ｌ・４ＨＣｌ（１・Ｏｇ，１・９ｍｍｏｌ）をイオン交換カラムクロマトグラフィーでフリーにした。得られた水

溶液（３０ｍＬ）にＺｎ（ＣＨ。ＣＯＯ）２（０．８７ｇ，３．９ｍｍｏｌ）のＨ２０（１０ｍＬ）溶解液を加え、５０℃で

加温しながらスターラーで１時間撹拝した。つづいて１０ＭＮａＯＨａｑ（１．Ｏｅ∂を加え、５０℃で

加温しながらスターラーで１５分撹拝した。室温に戻し、沈殿物をひだ折ろ紙でろ過した後、

１ＭＮａＣｌＯ４ａｑ（５・７ｍＬ）を加えた。この水溶液をエバボレーターで濃縮していくと、無色透明

のプリズム結晶として［ｚｎ２Ｌ（ＣＨ３ＣＯＯ‾）］２ＣｌＯ４‾・Ｈ２０が得られた（１．４ｇ，１．７ｍｍｏｌ，９０％）。



ＩＲ ｖｍａｘ（ＫＢｒｐｅ１１ｅｔ）ｃｍ－１３４３５，３２６５，３１２４，２９４９，２９１０，２８７１，２８１９，１５７７，１４６０，１４２９，

１３７３，１３０８，１１４４，１１２０，１０９９，１０１６，９９１，９３１，８８１，８２３，６８１，６２５，５４４，５１９．

１Ｈ ＮＭＲ（Ｄ２０，５ｍＭ）：∂　０．８１－０．８９，１．１０－１．１６，１・２５－１・３１ａｎｄｌ・９３－２・０１（４Ｈ，ｍ，

ＮＣＨ２ＣＨ２Ｃｔｉ２ＣＨ２ＣＨ２Ｎ），１．３９－１．４５，１．５２－１・６１　ａｎｄ ｌ・６８－１・７８　（８Ｈ，　ｍ，

ＮＣＨ２Ｃ臼２ＣＨ２Ｃ臼２ＣＨ２Ｎ），１．９０ａｎｄ２．０６（３Ｈ，Ｓ，Ｃ日３ＣＯＯ‾），２・４１－３・１０（２８Ｈ，Ｄｂ，３・９７（１Ｈ，

ｔ，Ｊ＝１０．４Ｈｚ，ＮＣＨ２Ｃ坦（０－）ＣＨ２Ｎ）．

１３ｃＮＭＲ（Ｄ２０，５ｍＭ）：∂　２４．４，２７．８，２８．０，２９・１，４４・９，４８・４，５１・１，５２・２，５２・４，５３・４，６０・３，

６５．１．酢酸アニオンのカルポニル炭素のシグナルは検出できなかった。これは、測定条件

において、アセテートアニオンが亜鉛錯体に配位したものとフリーな状態の平衡にあるため、

シグナルがブロードニングしているためだと考えられる。

Ａｎａｌ．（Ｃ２３Ｈ５。Ｎ６）Ｃ，Ｈ，Ｎ：Ｃａｌｃｄ，３４．３，６．３，１０・５；ｆｏｕｎｄ，３４・５，６・４，１０・４・

フェニルリン酸ジアニオンー亜鉛錯体の合成

Ｌ・４ＨＣｌ（７５ｍｇ，０．１４ｍｍｏｌ）をビーカーに量りとり、Ｈ２０（３０ｍＬ）に溶解した。ここに０．１

ＭＺｎ（ＣｌＯ４）２ａｑ（２・８ｍＬ）、つづいて０・１ＭＮａＯＨ８ｑ（５・Ｏｅｄ）を加え、４５℃で加温しながらスタ

ーラーで１時間撹拝した。室温に戻し、Ｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ（３８ｍｇ，０．１５ｍｍｏｌ）

を加えた。ｐＨメーターでｐＨを確認しながら０．１Ｍ ＮａＯＨＢｑを徐々に加えていき、ｐＨを７・０

に合わせた。減圧下、溶液を徐々に濃縮していくと、［Ｚｎ２Ｌ（ｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ２－）］ＣｌＯ４‾・４Ｈ２０

が無色透明の板状結晶として得られた。（８５ｍｇ，９７ｍｍｏｌ，７２％ｙｉｅｌｄ）

ＩＲ ｖｍａｘ（ＫＢｒｐｅ１１ｅｔ）ｃｍ‾１３４６１，３３０５，３２７８，３２４６，３１１３，２９１６，２８６４，２８１２，１６７６，１５９５，

１４８９，１４６４，１３７５，１３５４，１３０６，１２８８，１２３４，１１５７，１１０５，１０３０，９９７，９３１，８７７，８２５，７６２，７３１，

６９２，６７３，６２５，５５２．

１ＨＮＭＲ（Ｄ２０）∂１．２１－１．９８（１２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２Ｃ日２Ｃｆｉ２Ｃ辻ｚＣＨ２Ｎ），２・４１－３・０７（２８Ｈ，Ｄｂ，３・９７

（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝１０．５Ｈｚ，ＮＣＨ２Ｃ臼（ＯＪ）ＣＨ２Ｎ），７．１１（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，ｐｈ），７・２１（２Ｈ，ｄＪ＝８・３Ｈｚ，

ｐｈ），７．３６（２Ｈ，（堀Ｊ＝７．４ａｎｄ８．３Ｈｚ，Ｐｈ）．

Ａｎａｌ．（Ｃ２７Ｈ５８Ｎ６）Ｃ，Ｈ，Ｎ：Ｃａｌｃｄ，３７・２，６・７，９・６；ｆｂｕｎｄ，３７・５，６・７，９・７・

４一ニトロフェニルリン酸ジアニオンー亜鉛錯体の合成

Ｌ・４ＨＣｌ（７５ｍｇ，０．１４ｍｍｏｌ）をビーカーに量りとり、Ｈ２０（３０ｍＬ）に溶解した。ここに０．１

ＭＺｎ（ＣｌＯ４）２ａ。（２．８ｍＬ）、つづいて０・１ＭＮａＯＨａｑ（５・Ｏｅｄ）を加え、４５℃で加温しながらスタ

ーラーで１時間撹拝した。室温に戻し、４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ（５５ｍｇ，０．１５

ｍｍｏｌ）を加えた。ｐＨメーターでｐＨを確認しながら０・１ＭＮａＯＨａｑを徐々に加えていき、ｐＨ

を７．０に合わせた。ＫＯＨを入れたデシケ一夕一に静置し、減圧下溶液を徐々に濃縮してい

くと、［ｚｎ２Ｌ（４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ２‾）］ＣｌＯ。－・２Ｈ２０が無色透明の針状結晶として得られた。

（８２ｍｇ，９４ｍｍｏｌ，６９％ｙｉｅｌｄ）

ＩＲ ｖｍａｘ（ＫＢｒｐｅｌｌｅｔ）ｃｍ－１３５００，３４０４，３３０５，３２５３，３１０９，２９２２，２８６４，１６０３，１５８９，１５１２，



１４９３，１４６４，１３４０，１２６５，１１７３，１１１１，１０３０，１００１，８７６，８２５，７５６，７３３，６７５，６５０，６２３，５６７・

１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯ一塊）：∂１．０３－２．０８（１２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２Ｃｔｉ２Ｃ坦２ＣＢ２ＣＨ２Ｎ），２・２６－３・０２（２８Ｈ，Ｈｂ，

３．６２（１Ｈ，Ｓ，ＮＣＨ２Ｃ坦（０－）ＣＨ２Ｎ），３．７８（２Ｈ，Ｓ，ＮＨ），４．１１－４・１８（２Ｈ，ｍ，ＮＨ），７・３３（１Ｈ，ｄノ＝

５．１Ｈｚ，Ｐｈ），７．３５（１Ｈ，ｄＪ＝５．ｉＨｚ，Ｐｈ），８．１０（１Ｈ，ｄＪ＝４．２Ｈｚ，Ｐｈ），８・１２（１Ｈ，ｄＪ＝４・２

Ｈｚ，Ｐｈ）．

Ａｎａｌ．（Ｃ２７Ｈ５，Ｎ７）Ｃ，Ｈ，Ｎ：Ｃａｌｃｄ，３６．８，６．１，１１・１；ｆｂｕｎｄ，３７・１，６・１，１１・２・

（参考）　ＯＨ㌧亜鉛錯体の合成

Ｌ・４ＨＣｌ（１．Ｏｇ，１．８ｍｍｏｌ）をイオン交換カラムクロマトグラフィーでフリーにし、エバボレー

ターで溶媒を留去した。得られた残漆をＥｔＯＨ（３０ｍＬ）に溶解し、１Ｍ Ｚｎ（ＣｌＯ４）２ａｑ（３，６

ｍＬ）を加え、５０℃で加温しながらスターラーで３０分撹拝した。つづいて１０Ｍ ＮａＯＨａｑ

（０．１８ｍＬ）を加え振り混ぜた後、エバボレーターで溶媒を留去した。残漆をＨ２０に溶解し

（完全には溶けない）、０・１ＭＮａＯ＝ａｑを徐々に加えｐＨを８・０に調整した。メンブランフィルタ

ーで不溶物をろ過し、エバボレーターで溶液を濃縮していくと、無色透明の結晶を得た。こ

れをＨ２０に溶かし、減圧下、溶媒を徐々に留去させていくと［Ｚｎ２Ｌ（ＯＨ‾）（Ｈ２０）］２Ｃ１０。，・Ｈ２０

が無色透明のプリズム結晶として得られた（０．７９ｇ，０．９９ｍｍｏｌ，５５％）。

ＩＲ ｖｍａｘ（ＫＢｒｐｅｌｌｅｔ）ｃｍ‾１３４５０，３２８０，３１４０，２９１６，２８６８，２３５９，１６３０，１４６８，１３５４，１３０７，

１２６１，１２０２，１１４４，１１１９，１０８９，１０１６，９８９，９３２，８７９，８２４，６６８，６２５，５９０・

１ＨＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｉ）：∂０．９８－２．１０（１２Ｈ，ｍ，ＮＣＨ２Ｃ日２Ｃ臼２Ｃ坦２ＣＨ２Ｎ），２・３１－３・１１（２８Ｈ，ｎｂ，

３．５１，３．７７，４．２２．

１３ｃＮＭＲ（ＤＭＳＯ一塊）：∂　２２．２，２２．８，２５．６，２５・８，４０・６，４４・３，４４・６，４６・６，４８・８，４９・４，５０・４，

５７．１，６１．３．

Ａｎａｌ．（Ｃ２３Ｈ５。Ｎ６）Ｃ，Ｈ，Ｎ：Ｃａｌｃｄ，３１・６，６・６，１０・５；ｆｏｕｎｄ，３１・３，６・７，１０・２・



ｔｌ－２　ｐＨ滴定法

新規リガンドの酸解離反応や，それら酸解離反応に影響を与える化学平衡反応（金属や

他の物質との錯体形成反応など）についてｐＨ滴定法により検討した。酸解離平衡反応を定

義するプロトン化定数（Ｋｔ）および錯体生成定数は，滴定解析プログラム（ＢＥＳＴｐｒｏｇｒａｍな

ど）や溶液内マスバランスの式を用いて算出した。本研究で用いたｐＨ滴定装置を下図に示

す。

ｐＨ滴定装置

・ＰＨメータ：電気化学計器（株）ＤＫＫＩＯＬ－４０

・ｐＨ電極：ＯｒｉｏｎＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．ＲｏｓｓＣｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐＨＥｌｅｃｔｒｏｄｅ８卜０２

・オートビュレット：平沼（株）ＵＣＢ－９００，０．１０ＭＮａＯＨ滴定液

・ジャケットセル：ピードレックス社製，１００ｍＬガラスセル

・恒温水循環装置：ＡｄｖａｎｔｅｃＴＥ－２００ＣｏｏＩＭａｔｅ

・マグネティツクスターラー：ＣｏｒｎｉｎｇＰＣ－４１０

・ミクロ天秤：ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＡＧ２４５

・不活性ガス：９９．９９９％窒素ガス

（ａ）可変容量ピペットの補正と４ｍＭＨＣｌ基準溶液の調整

可変容量ピペット（ピペットマンなど：１ｍＬ）の目盛り補正には，長時間一定温度に放置した

蒸留水を用いる。使用する水の温度と密度から水１ｍＬの質量と可変容量ピペットで量り取っ

た水の質量を比較し，正確に１．００ｍＬが計り取れるように可変目盛りを調整する。可変容量

ピペットを使用して常に一定量の溶液を計り取るためには，可変ピペットの傾きや液面から

チップの先までの距離が常に一定になるように心掛ける。温度の測定は，基準温度計を使

用する。ｐＨメーターの補正に使用する基準溶液には，０．１００Ｍの塩酸水溶液（２０℃，′＝



１．０００）を用いる。室温が２０℃と大きく異なる場合，正確な量の塩酸を計り取るためには，

水の温度と密度との関係を考慮してさらに可変容量ピペットの補正が必要である。溶液のイ

オン強度を一定にするために加えるアルカリ金属の強酸塩（ＮａＣｌなど）には，滴定を行う物

質の溶液と同じ化合物を使用する。まず初めに，５０ｍＬのメスフラスコに１．００ＭＮａＣｌ水溶

液を５．００ｍＬ可変容量ピペットを用い加えた後，蒸留水で５０ｍＬにメスアップする（できるだ

け測定温度と同じ温度で行う）。その溶液を滴定容器（５０ｍＬの溶液が入るガラスセルなど）

に移した後，先程調整した１ｍＬを正確に量り取れる可変ピペットを２回使用して２．００ｍＬを

取り除き４８ｍＬとする。次に，０．１００Ｍの塩酸水溶液２．００ｍＬを同じ可変ピペットを２回使用

して測定溶液に加える。得られた５０ｍＬの溶液は，イオン強度が０．１０であり，塩酸濃度は

４．００ｍＭである（ｐＨ測定用基準溶液）。

（ｂ）ｐＨメーターの調整

ｐＨメーターに表示される値は，水素イオンの活量の逆数の対数値（－ｌｏｇ句十）である。した

がって，測定溶液内の各種化学種（水素イオンなど）の物質量を求めるためには，水のイオ

ン積（ｐ垢），水素イオンや水酸化物イオンの活量係数（針，るＨ－）が必要となる。本実験条件

であるイオン強度０．１０におけるそれらの値として，２５℃ではｐ垢＝１３．９９７，右＋＝０．８２５，

るＨ－＝０．７６１を用いた（ＣｒｉｔｉａｌＡｔａｂｉｌｉｔｙＣｏｎｓｔａｎｔｓ ｅｄ・ｂｙＲ・Ｍ・ＳｍｉｔｈａｎｄＡ・Ｅ・Ｍａｒｔｅｌｌ，

ＰｌｅｎｕｍＰｒｅｓｓ，Ｖｏｌ．４，１９７６）。ｐＨメーターの調整は，上記の４ｍＭ塩酸水溶液（５０ｍＬ，２５．０

±０．１℃，Ｊ＝０．１０（ＮａＣｌ））を窒素気流下，０．１０ＭＮａＯＨ水溶液で滴定する方法により行った。

滴定液を加える前の理論的なｐＨ＝２．４８１，４ｍＬ（２当量）の滴定液を加えた時の理論的な

ｐＨ＝１１．４４８を２点補正値として使用して，ｐＨメーターの補正を行った。上記の方法による

ｐＨメーターの調整により，ＰＨが３“１１の範囲であれば±０．０２の精度のｐＨ測定が可能と

なる。



ｌｔ－３　ＭＡＬＤ卜ＴＯＦ／ＭＳ分析

１９８０年代後半のＭＡＬＤＩ（ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）、ＥＳＩ（ｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）法の導入は、質量分析法に大きなインパクトを与えた。これら２つのソフト

なイオン化法の利用により、測定できる質量範囲は飛躍的に拡大し、これまで困難であった

タンパク質、核酸、炭水化物などの生体高分子の質量分析が容易に行えるようになった。そ

の後も、分解能の向上など改良が続き、質量分析法は生体高分子の分析法として注目を集

めるようになった。また、質量分析法は、検出が非常に高感度であり、微量サンプルの分析

にも適していること、分析に要する時間が短く短時間に多数の試料を分析できること、比較

的操作が容易であることなどの特徴を持っている。このような背景から、質量分析法はタンパ

ク質の同定手段として利用されはじめ、特に大規模なタンパク質のスクリーニング分析を要

するプロテオーム解析においては必須のツールとなっている。

プロテオーム解析においてＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳは、タンパク質やタンパク質を酵素消化して

生じるペプチドの質量分析に利用される。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳの基本原理を以下に示す（次

ページ図参照）。３０）サンプルは、マトリックスと呼ばれるエネルギー吸収分子と混合される（マ

トリックスは通常、揮発性有機溶媒に溶解しており、試料の１０００倍過剰加えられる）。この試

料をプレート上にアプライし、溶媒を揮発させサンプルとマトリックスの共結晶を形成させる。

プレートを高真空下の質量分析装置に挿入し、サンプルに近紫外部のパルスレーザーを照

射する。電磁波ははじめマトリックス分子によって吸収される。吸収されたエネルギーは熱と

なって放散し、周りのマトリックス分子やサンプル分子の気化を引き起こす。イオン化はプロト

ン化やＮａ十、Ｋ＋などカチオンの付加・脱離、酸化還元などで生じる。生じたイオンは、電場で

加速され分析部へと引き出され、ここで質量電荷比（仇匂によって分離され、検出部で記録

される。ＭＡＬＤＩ法では主に１価イオンが検出され、ＥＳＩ法では２価以上の多価イオンも検出

される。



参考図　ＭＡＬＤ卜ＴＯＦ／ＭＳ

タンパク質は主にセリン、トレオニン、チロシン残基でリン酸化され、生じたリン酸モノエス

テルは、生理条件下では－２の電荷を持つ。リン酸化ペプチドの質量分析スペクトルは亜鉛

錯体の添加によりどのような変化を示すだろうか。この項では、市販のペプチドを用い、新規

亜鉛錯体と混合した試料についてＭＡＬＤ卜ＴＯＦ／ＭＳ分析を行い、リン酸化ペプチドの質量

分析スペクトルに与える亜鉛錯体の影響を調べた。



●試料溶液

酢酸イオンー亜鉛錯体

蒸留水に溶解し、１ｍＭ水溶液とした。

ペプチド

ｐ６０。－５ｍＳｕｂｓｔｒａｔｅＩＩ，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅ（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ）：蒸留水に溶解し、１ｍＭ溶液とし

た。

Ａｃ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ（ＰＯ３Ｈ２）－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－ＮＨ２

ｐ６０㌻５ｒｒＳｕｂｓｔｒａｔｅⅡ（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ）：１０ｍＭＴｒｉｓ－Ｈ３ＢＯ３（ｐＨ８．０）に溶解し１ｍＭ溶液

とした。

Ａｃ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－ＮＨ２

ｐ６０Ｃｒ５ＴＣＰｅｐｔｉｄｅ５２卜５３３，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ）：蒸留水に溶解し、１ｍＭ溶

液とした。

Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ（ＰＯ３Ｈ２）－Ｇｌｎ－ＰｒｏＴＧｌｙ－Ｇｌｕ－ＡｓｐＰＬｅｕ

ｐ６０㌻５ＴＣＰｅｐｔｉｄｅ５２卜５３３（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭ）：蒸留水に溶解し、１ｍＭ溶液とした。

Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－ＧｌｎＴＴｙｒ－Ｇｌｎ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ

墜塵遮

Ｔｒｉｓ－Ｈ３ＢＯ３１０ｍＭ（ｐＨ８．０）

マトリックス

・ＣＨＣＡ：α－ＣｙａｎＯ－４－ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ（Ａｌｄｒｉｃｈ）

ＣＨ３ＣＮ＋ＥｔＯＨ＋１０％トリフルオロ酢酸（４５：４５：１０，Ｖ／ｖ）に溶解した（１０ｍｇ／ｍＬ）。

・ＴＨＡＰ：２，４，６１ｒｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ（Ａｌｄｒｉｃｈ）

ＣＨ３ＣＮに溶解した（４０ｍｇ／ｍＬ）。

・Ｈａｒｍａｎｅ：ｌ－ｍｅｔｈｙ卜９Ｈ－ｐｙｒｉｄｏ［３，４－ｂ］ｉｎｄｏｌｅ（Ａｌｄｒｉｃｈ）

アセトンに溶解した（１５ｍｇ／ｍＬ）。

三－≡‥三丁

α・ＣＨＣＡ Ｈａｒｍａｎｅ



２　ＭＡＬＤ卜ＴＯＦ／ＭＳ測定用サンプルの調製

①エツペンドルフチューブに酢酸イオンー亜鉛錯体、ペプチドの試料溶液を必要量とる。

②バッファーを加えて濃度を調整し（すべてのサンプルにおいてこのときのペプチド濃

度を１００けＭとする）、チューブを数回指ではじいて溶液を混合する

③②の試料溶液（０．５叶）をピペットマンでサンプルプレート（アプライド）のウエルに

アプライする。

④有機溶媒に溶解したマトリックス化合物（０．５匹Ｌ）を、ピペットマンを用いて先ほどの

試料溶液の液滴上にアプライする。

⑤　溶媒を風乾させ、結晶を生成させる。

ＭＡＬＤ卜ＴＯＦ／ＭＳ測定は、ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＶｏｙａｇｅｒ－ＤＥ－ＲＰｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ（ＴＯＦ）

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ（Ｎ２ｐｕｌｓｅｌａｓｅｒ：３３７ｎｍ）で行った。測定はすべてリフレクトロンモードで

行い、ｄｅｌａｙｅｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（５０ｎｓ）、加速電圧（２００００Ｖ）、グリッド電圧（１１５００Ｖ）を共

通条件とした。積算回数はすべての測定において１００回以上とした。スペクトルのデータ処

理ソフトはＧＲＡＭＳを使用した。



＝　結果と考察

‖－１リガンド、亜鉛錯体の合成

リガンド、亜鉛錯体の合成経路を以下に示す。
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＝－２　溶液内化学種の検討

リガンドのプロトン化定数（現：酸解離定数の逆数）を，ｐＨ滴定法を用いて決定した。

測定は，３５℃，イオン強度０．１０Ｍ（ＮａＮＯ３），配位子初期濃度１．ＯｍＭの水溶液を用

いて行った。得られた滴定曲線を，図１ａに示す。リガンドの酸解離平衡反応は，独立し

た一塩基酸として取り扱えたので，以下に示す溶液内マスバランスの式により瑞を算出

した。その場合，計算に使用する滴定データは，アルカリ溶液０．１当量から０．９当量の

間のｐＨと滴定液の当量数を用いて，個々の測定点からもとまる現値の平均を最終値

とした。

酸解離平衡反応：Ｌ（配位子）＋Ｈ＋≠ＨＬ十

瑞＝［ＨＬ十］／（［Ｌ］×軸＋）

（ｉ）ＰｒｏｔｏｎＭａｓｓ Ｂａｌａｎｃｅ

ＡＬ＝ＥＱＸＣＬ－［ＯＨｌ＝［Ｌ］

”ＥＱ”ｉｓｔｉｔｒａｎｔ（ａｄｄｅｄＮａＯＨ）ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｖａｌｕｅａｔｅｖｅｒｙｔｉｔｒａｔｉｏｎｐｏｉｎｔ．

”ｃＬ”ｉｓｔｏｔａｌｌｉｇａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｔｅｖｅｒｙｔｉｔｒａｔｉｏｎｐｏｉｎｔ．

（ｉｉ）ＬｉｇａｎｄＭａｓｓＢａｌａｎｃｅ

ＣＬ＝［Ｌ］＋［ＨＬ＋］＝［Ｌ］×（１＋ＫｔＸａ。＋）

Ｆｒｏｍｔｈｅａｂｏｖｅｔｗｏ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ｏｎｅ ｃａｎ ｄｅｒｉｖｅｆｂｌｌｏｗｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓ．

ＣＬ＝ＡＬＸ（１＋現×ａＨ＋）

Ｋｔ＝（ＣＬ－ＡＬ）／（ＡＬＸａＨ＋）

図１　ｐ‖滴定曲線
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また、決定したプロトン化定数および酸塩基平衡式を図２に示す。

図２　リガンドの酸塩基平衡式
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次に、２当量の亜鉛イオン存在下における滴定曲線を図１ｂに示す。その結果リガンド

は、ｐＨ５．５以上でアルコールのプロトン解離を伴い亜鉛イオンと安定な錯体を形

成することが明らかになった。亜鉛イオンとの錯生成定数（ｌｏｇ〝＝１２．２）をこの結果から

求めた。６当量目の中和点は、亜鉛イオンに配位した水分子の脱プロトン化によるもの

と考えられる（ｐぬ＝６．７）。６当量以上アルカリを加えてもＺｎ（ＯＨ）２の沈殿や脱プロトン

は見られず、ｐＨｌＯ～１１でもこの亜鉛錯体は安定に存在していることが分かった。２当量

の亜鉛イオン存在下における水溶液内平衡反応式を図３に示す。また、図４に溶液内

化学種濃度のｐＨ依存性を示した。



図３　亜鉛イオン存在下における溶液内平衡式
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図４　溶液内化学種濃度のＰＨ依存性
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次に、２当量の亜鉛イオン、および１当量のフェニルリン酸ニナトリウム存在下におけ

る滴定曲線を図１ｃに示す。５当量目にｐＨの上昇がみられる。これは、リン酸アニオン

が亜鉛イオンに配位することで、水分子の亜鉛への配位が妨げられ、そのプロトン解離

が生じにくくなっていることを示している。この結果から、フェニルリン酸ジアニオンと亜鉛

錯体の結合解離常数、瑞＝０．６２匹Ｍを求めた。また、同様にカルポキシル基を有する

酢酸アニオンと亜鉛錯体の結合解離常数、垢＝４７い′Ｍを求めた。新規亜鉛錯体は、カ

ルポキシレートアニオンと比べてフェニルリン酸ジアニオンと約８０倍強く結合することが

明らかになった。また、図５にフェニルリン酸存在下における溶液内化学種のｐＨ依存

性を示した。
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図５　フェニルリン酸存在下における溶液内化学種のＰＨ依存性
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‖－３　アニオンが結合した亜鉛錯体のＸ線結晶構造解析

酢酸イオンー亜鉛錯体

酢酸イオンー亜鉛錯体の合成を行った。水溶液中のフリーのリガンドに２当量の酢酸

亜鉛、１当量のＮａＯＨを混合し、錯生成反応を行った。過塩素酸ナトリウム存在下でこ

の水溶液を濃縮していくと、［ｚｎ２Ｌ（ＣＨ。ＣＯＯｒ）］２ＣｌＯ４－・Ｈ２０が９０％の収率で得られた。

ＩＲ、１ＨＮＭＲ、元素分析等により構造解析を行った。

酢酸イオンー亜鉛錯体のＸ線結晶構造解析を行った。分子構造を図１に示す。亜鉛

錯体は酢酸イオンと１：１ｅ）ｃｏｍｐｌｅｘを形成していることが明らかになった。アルコラート

で架橋された２つの亜鉛イオンはほぼ同じ配位環境にあり、その距離は３．５Åであった。

それぞれの亜鉛イオンＺｎｌ（ｏｒＺｎ２）は２つの２級アミンＮｌ（ｏｒＮ１９）とＮ７（ｏｒＮ１３）、アル

コラート０－をエカトリアル位ドナーとし、３級アミンＮ４（ｏｒ Ｎ１６）と酢酸イオンの０２９（ｏｒ

Ｏ３０）を頂点のドナーとする歪んだ三方両錐形の５配位環境の中心にあることが明らか

になった。Ｚｎｌ（ｏｒ Ｚｎ２）はエカトリアル位の３つのドナー原子あるいはイオンが作る三角

平面のすぐ近くにあり、また、結合角　０２９－Ｚｎｌ－Ｎ４、０３０－Ｚｎ２－Ｎ１６　はそれぞれ

１７６．３（１）０、１７８．２（１）○であった。これらのことは、亜鉛イオンの周りには強い歪みがないこ

’とを示しており、この錯体の安定性を示唆している。酢酸イオンと亜鉛イオンの結合距

離Ｚｎｌ－０２９、Ｚｎ２－０３０はそれぞれ２．０２４（４）Å、２．０３４（３）Åであった。

フェニルリン酸ジアニオンー亜釦錯体

Ｌ・４ＨＣｌをＨ２０に溶解し、２当量のＺｎ（ＣｌＯ４）２、５当量のＮａＯＨを加えて加温混合し

た後、１当量のフェニルリン酸ニナトリウムを加え、ｐＨを７に調整した。この水溶液を

徐々に濃縮していくと、［Ｚｎ２Ｌ（ｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ２‾）］ＣｌＯ４‾・４Ｈ２０が７２％の収率で得られ

た。ＩＲ、１ＨＮＭＲ、元素分析等により痍造解析を行った。

フェニルリン酸ジアニオンー亜鉛錯体のＸ線結晶構造解析を行った。分子構造を図２

に示す。亜鉛錯体はフェニルリン酸ジアニオンと１：１のｃｏｍｐｌｅｘを形成していることが明

らかになった。アルコラートで架橋された２つの亜鉛イオンはほぼ同じ配位環境にあり、

その距離は３．５Åであった。その他の亜鉛イオンの周りの配位環境（配位結合距離、

結合角）は酢酸イオンー亜鉛錯体とほぼ同じであり、強い歪みはみられなかった。このこ

とは、この亜鉛錯体が、カルポキシレートイオンと同様にリン酸イオンを効率的に捕捉す

るのに有利な構造をしていることを示唆している。亜鉛イオンとリン酸基の酸素アニオン

の配位結合距離は、２．００（２）Å、１．９９（１）Åであった。これは酢酸イオンー亜鉛錯体の

Ｚｎ－０（ａｃｅｔａｔｅ）結合距離よりも短く、よってこのＺｎ－０（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）結合がより強いもので

あることが示唆される。おそらく２価であるフェニルリン酸アニオンが１価である酢酸イオ

ンと比べて亜鉛イオンとより強く相互作用するためであろう。



図１　酢酸イオンー亜鉛錯体の分子構造
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主な原子間の結合距離を上に示した。主な結合角（ｄｅｇ）：Ｚｎ（１）－０（２８）－Ｚｎ（２）
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図２　フェニルリン酸ジアニオンー亜鉛錯体の分子構造

恥
＼
Ｐ

〈
予
．
三
＼ ２．００（２）Å

２．１９（２）Å

１．９７（２）Å

０２よ

１．９６（３）

＼一三、

２．２５（１）Å

２．０９（４）Å†ｒＬユ

２．１１（２）Å

主な原子間の結合距離を上に示した。主な結合角（ｄｅｇ）：Ｚｎ（１）－０（２８）－Ｚｎ（２）

１２６．３（８），０（２８）－Ｚｎ（１）－０（２９）１０１（１），０（２９）－Ｚｎ（１）－Ｎ（１）９５（１），０（２９）－Ｚｎ（１）－

Ｎ（７）１００．８（９），０（２８）－Ｚｎ（１）－Ｎ（１）１１０（１），０（２８）－Ｚｎ（１）－Ｎ（７）１１７（１），０（２８）

－Ｚｎ（１）－Ｎ（４）８２．３（７），Ｎ（１）－Ｚｎ（１）－Ｎ（４）７８．０（８），Ｎ（１）－Ｚｎ（１）－Ｎ（７）１２３（１），

Ｎ（４）－Ｚｎ（１）－Ｎ（７）８１（１），０（２８）－Ｚｎ（２）－０（３０）１０３．３（７），０（３０）－Ｚｎ（２）－Ｎ（１３）

９９．６（５），０（３０）－Ｚｎ（２トＮ（１９）９５（１），０（２８）－Ｚｎ（２）一Ｎ（１３）１１８（１），０（２８）－Ｚｎ（２）

－Ｎ（１６）８０．９（８），０（２８）－Ｚｎ（２）－Ｎ（１９）１２２．４（８），Ｎ（１３）－Ｚｎ（２）－Ｎ（１６）８０．８（５），

Ｎ（１３）－Ｚｎ（２）－Ｎ（１９）１１０（１），Ｎ（１６）－Ｚｎ（２）－Ｎ（１９）７９．８（１０）



（ｃ）４－ニトロフェニルリン酸ジアニオンー亜鉛錯体

Ｌ・４ＨＣｌをＨ２０に溶解し、２当量のＺｎ（ＣｌＯ４）２、５当量のＮａＯＨを加えて加温混合し

た後、１当量の４－ニトロフェニルリン酸ニナトリウムを加え、ｐＨを７に調整した。この水溶

液を徐々に濃縮していくと、［Ｚｎ２Ｌ（４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ２－）］ＣｌＯ４－・２Ｈ２０を６９％の収

率で得た。ＩＲ、１ＨＮＭＲ、元素分析等により構造解析を行った。

４－ニトロフェニルリン酸ジアニオンー亜鉛錯体のＸ線結晶構造解析を行った。分子

構造を下に示す。亜鉛錯体は４－ニトロフェニルリン酸ジアニオンと１：１のｃｏｍｐｌｅｘを形

成していることが明らかになった。亜鉛イオンの配位環境は上記２つの錯体と同様であ

った。亜鉛イオンとリン酸基の酸素原子との間の配位結合距離は１，９７８、２．００５Åであ

った。

Ｎ１９

０３０
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＝－４　亜鉛錯体によるリン酸アニオンの３１ｐ ＮＭＲ変化

亜鉛錯体とリン酸アニオンの相互作用を調べるために３１ｐ ＮＭＲ解析を行った。解析

はフェニルリン酸ニナトリウムを用いて行った。フェニルリン酸ニナトリウムの濃度は４

ｍＭとし、測定はＤ２０（ｐＤ７．８）中３５℃で行った。ケミカルシフト値（ｐｐｍ）は８０％Ｈ３ＰＯ４

のピークを外部標準（Ｏｐｐｍ）として決定した。

結果を次ページに示す。フェニルリン酸イオンに対して半当量の亜鉛錯体３存在下

（ｂ）では、積分値がほぼ同等の２本のピーク（－０．３、３．１ｐｐｍ）がみられた。３．１ｐｐｍのピ

ークは、コントロール（ａ）のピークのケミカルシフトと一致していた。１．０当量の亜鉛錯体３

存在下では、３．１ｐｐｍのピークはかなり小さくなり、ほぼ－０．３ｐｐｍ付近の一本のピークの

みとなった。１．５、２．０当量存在下で同様の実験を行ったが、ｂのチャートとほぼ同じでケ

ミカルシフトに変化はなく、他のピークも見られなかった。１．５、２．０　当量存在下ではどち

らのチャートも３．１ｐｐｍのピークは完全に消失している。

これらの結果から、実験条件下フユニルリン酸イオンは、アセテートアニオンあるいは

溶媒分子（Ｈ２０、０汀）とほぼ定量的に置換し、亜鉛錯体と１：１で相互作用することが

明らかになった。また、相互作用の形成によりフェニルリン酸イオンの３１ｐケミカルシフト

は３．４ｐｐｍ高磁場にシフトした。これは、亜鉛イオンの大きな電子雲によりリン原子が遮

蔽効果を受けているためであると考えられる。



図　亜鉛錯体によるフェニルリン酸の３１ｐ ＮＭＲケミカルシフト変化
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‖－４　アニオンが結合した亜鉛錯体のＭＡＬＤ卜ＴＯＦ／ＭＳ分析

プロテオーム解析では、質量分析により、タンパク質の同定、ペプチドのシークエンス

解析、翻訳後修飾部位の解析などが行われる。リン酸化プロテオーム解析の場合、細

胞内のリン酸化タンパク質の存在量ゐ少なさ、あるいはリン酸化の化学量論の低さが研

究の問題点になっていることを前述した。質量分析では、一般的にリン酸化ペプチドな

どのリン酸化分子は、非リン酸化分子に比べて検出感度が低いため、分析が困難にな

ることがある。たとえば、タンパク質の消化物をそのまま分析するような場合、リン酸化ペ

プチドは、一般的により感度の高い非リン酸化ペプチドのバックグラウンドに紛れてしま

い、存在′が見失われることがある。

今回合成した亜鉛錯体は、カルポキシレ∵トアニオンと比べ２価のリン酸アニオンと

選択的に高い親和性で相互作用し、１：１複合体を形成することが明らかになった。リン

酸化タンパク質あるいはリン酸化ペプチドも生理条件下で２価のリン酸エステルである。

リン酸化物質の質量分析スペクトルに亜鉛錯体はどのように影響するだろうか。質量分

析において、亜鉛錯体がリン酸化分子のより効率的な分析に利用できるのではないか

と考え、本実験を行った。

質量分析はＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳで行った。ＭＡＬＤＩ－ＭＳによる分析では、使用するマト

リックスの種類、ｐＨ、結晶化の方法といったサンプルの調製条件の選択が重要である。

３１）たとえば、ペプチドの分析では、ＣＨＣＡ（α－ＣｙａｎＯ－４－ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ）や

２，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄが主にマトリックスとして用いられ、タンパク質の分析では、

ｓｉｎａｐｉｎｉｃａｃｉｄや２，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄがよく利用される。また、ＣＨＣＡを用いたペ

プチドの分析では、トリフルオロ酢酸などの酸を加え、ｐＨを３以下で測定するのが望ま

しいとの報告がある。３２）



最初に、リン酸化ペプチドー亜鉛錯体複合体の検出を検討した。ペプチドは、アミノ

酸５残基からなるｐ６０Ｃ‾Ｓ”ＳｕｂｓｔｒａｔｅⅡ（Ａｃ－ＩＹ（ＰＯ３Ｈ２）ＧＥＦ－ＮＨ２）を用いた。プローブ分

子として酢酸イオンー亜鉛錯体２を用いた。図１にリン酸化ペプチド（コントロール）のス

ペクトルを示した。図２にリン酸化ペプチドに亜鉛錯体を混合した条件のスペクトルを示

す。亜鉛錯体存在下の測定はＴＨＡＰ（２，４，６－ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ）をマトリックスと

して用いた。この結果、皿／々１２７５付近に亜鉛錯体とリン酸化ペプチドの１：１複合体に

相当するピークのみが見られた（ピークの分裂は亜鉛の同位体によるものであるが、分

裂の仕方は理論値とよく一致していた）（図２）。他に、例えば亜鉛錯体とリン酸化ペプ

チドの１：１複合体にさらに１分子の亜鉛錯体が結合した（おそらくグルタミン酸のカルポ

キシル基部分に結合すると考えられる）ピークなどは見られなかった。しかし、マトリックス

にＣＨＣＡ（α－ＣｙａｎＯ－４－ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ）を用いた場合、この複合体のピークは

見られなかった。これはおそらく、ＣＨＣＡを用いた場合、サンプルは酸性条件となり、亜

鉛錯体が不安定になるためだと考えられる（ＴＨＡＰにＴＦＡを加えて酸性にした試料でも

複合体のピークは得られなかった）。



図ｌ　質量分析スペクトル（Ｕン酸化ペプチド）Ｍａｔｒｉｘ：ＣＨＣＡ
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図２　質量分析スペクトル（亜鉛錯体　＋リン酸化ペプチド）Ｍａｔｒｉｘ：ＴＨＡＰ
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次にリン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドの混合物に亜鉛錯体を加えた場合を検

討した。図３に、リン酸化ペプチドとその非リン酸化型ペプチドの等量混合物のスペクト

ルを示す。図４に、さらに亜鉛錯体を加えた条件のスペクトルを示す（これらの物質量比

は、亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド＝１：２：２である）。亜鉛錯体存在

下の測定はＴＨＡＰをマトリックスとして用いている。結果、亜鉛錯体存在下では、ｍ／々

′１１９５と１２７５付近にピークがみられた。これらはそれぞれ非リン酸化型とリン酸化型のペ

プチドと亜鉛錯体の１：１複合体のピークと考えられる。しかし２つのピークを比較すると

後者の方が明らかにその強度は大きかった。これは、溶液内平衡から予想されるように、

亜鉛錯体がリン酸基をもつリン酸化ペプチドと選択的に相互作用しているためだと考え

られる。〟ブ／々１１９５のイオンの構造として２種類考えられる。１つは亜鉛錯体がカルポキシ

ル基に結合した形、もう１つはチロシン残基のフェノール部位に結合した形である（戊／々

７００付近にみられるピークが、亜鉛錯体とＴＨＡＰの複合体であることから予想される）。

また、これらの他にピークは見られず、ＣＨＣＡ条件下の測定でも複合体のピークは得ら

れなかった。



図３　質量分析スペクトル
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図４　質量分析スペクトル

（亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド　＝１：２：２）Ｍａｔｒｉｘ：ＴＨＡＰ

倉
ｓ
ｕ
¢
ｌ
ｕ
一

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ　 ｌ　 （Ｍｐ＋Ｚｎ２Ｌ３＋十Ｈ）＋

１２占。 １２昌。 １
　　　　 ｌニ 芸 皇≧ 抽 （Ｍ・Ｚｎ２Ｌ３＋塁 Ｌ 仙

ｌ Ｉ ｌ ｌ８００　　　　　　　　　１０００　　　　　　　　１２００

Ｍａｓｓ（Ｊｍ々）

Ｃ３３Ｈ４３Ｎ６０９‾

Ｍ．Ｗ．：６６７．７（Ｍ）

Ｃ３３＝４２Ｎ６０１２Ｐ３－

Ｍ・Ｗ・：７４５・７（Ｍｐ）

Ｚｎ２Ｌ３＋

Ｍ．Ｗ．：５２８．４０

（Ｍｐ＋Ｚｎ２Ｌ３＋）：

１２７４．１



また、亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド＝１：２：２でマトリックスを弱塩

基性化合物のＨａｒｍａｎｅで測定した結果を図５に示す。この条件では、ほぼ亜鉛錯体－

リン酸化ペプチドの複合体のピークのみが検出され、非リン酸化ペプチドとの複合体の

ピークは僅かに見える程度だった。これは、ＴＨＡＰを用いた中性条件と比べてＨａｒｍａｎｅ

を用いた弱塩基性条件では、亜鉛錯体とカルポキシレートアニオンとの親和性が低下

しているためだと考えられる。よって、この条件では非リン酸化ペプチドとの複合体よりも

リン酸化ペプチドとの複合体が相対的に多量になると考えられる。

図５　質量分析スペクトル　Ｍａｔｒｊｘ：Ｈａｒｍａｎｅ

（亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド　＝１：２：２）
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６００　　　　　　　　　８００　　　　　　　　１０００　　　　　　　　１２００
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次に、アミノ酸１３残基からなるｐ６０Ｃ－∬Ｃ Ｐｅｐｔｉｄｅ５２１－５３３について検討した。図６にリ

ン酸化型と非リン酸化型の等量混合物のスペクトルを示した。図７に、さらに亜鉛錯体

を加えた条件のスペクトルを示す（マトリックスはＴＨＡＰを用いている。これらの物質量比

は、亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド＝１：２：２である）。結果、亜鉛錯

体存在下では、皿／々１９９０と２０７０付近にピークがみられた。これらはそれぞれ非リン酸

化型とリン酸化型のペプチドと亜鉛錯体の１：１複合体のピークと考えられる。前述した

ｐ６０Ｃ－∬ＣＳｕｂｓｔｒａｔｅＩＩペプチドの場合とは異なり２つのピークの強度はほぼ等しかった。ま

た、同様に亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド＝１：２：２でマトリックスを弱

塩基性化合物のＨａｒｍａｎで測定した結果を図８に示す。この条件でも非リン酸化型ペ

プチドとの複合体のピークが相対的に増加していた。これらの結果は、Ｐ６０Ｃ－ＳＦＣ Ｐｅｐｔｉｄｅ

５２卜５３３がカルポキシル基を多く持っているため、亜鉛錯体がリン酸化ペプチドのリン

酸基と相互作用を形成する割合が減少しているためと考えられる。また、ＣＨＣＡ条件下

の測定ではこれら複合体のピークは得られなかった。

図６　質量分析スペクトル　Ｍａｔｒｉｘ：ＣＨＣＡ

（リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド　＝１：１）

６００　　　８００　　　１０００　　１２００　　１４００　　１６００　　１８００　　　２０００
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図７　質量分析スペクトル　Ｍａｔｒｉｘ：ＴＨＡＰ

（亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド＝１：２：２）
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図８　質量分析スペクトル　Ｍａｔｒｉｘ：Ｈａｒｍａｎｅ

（亜鉛錯体：リン酸化ペプチド：非リン酸化ペプチド　＝１：２：２）
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ｌＶ　結論

今回私は、新規に合成したポリアミンニ核亜鉛錯体の特性を利用し、質量分析の添加剤

の開発を行った。

新規亜鉛化合物の特性として、生理条件下水溶液中で２価のフェニルリン酸アニオンと

強く相互作用することが明らかになった（瑞＝０．６２い．Ｍ）。この相互作用はカルポキシレートア

ニオンをもつ酢酸イオンとの相互作用よりも約８０倍強かった。また、リン酸化分子と亜鉛錯

体を含む水溶液から得た結晶のＸ線結晶構造解析を行い、リン酸化分子と亜鉛錯体の複

合体の構造について知見を得た。リン酸アニオンの２つのマイナス酸素原子とアルコラート

で架橋された２つの亜鉛イオンとの結合の形成が明らかになった。リン酸化ペプチドと非リン

酸化ペプチドを含む試料に新規亜鉛錯体を混合してＭＡＬＤトＴＯＦ／ＭＳ分析を行ったところ、

ＴＨＡＰやＨａｒｍａｎｅをマトリックスとして用いた条件で、亜鉛錯体とリン酸化ペプチドの１：１複

合体のピークが選択的に検出されることが明らかになった。

今回の結果から、例えば、リン酸化ペプチドと非リン酸化ペプチドが混合したような試料の

分析を行う場合（タンパク質の酵素消化物の分析でよくみられる）、亜鉛錯体を添加し、今回

示した条件で測定することで、リン酸化ペプチドのシグナルを効率的に検出することが可能

になると考えられる。この条件では、非リン酸化分子の検出感度は低下するので、リン酸化

ペプチド（複合体として）の、他のペプチド分子との相対ピーク強度比は通常条件での測定

より大きくなると予想される。

以上のことから、新規亜鉛化合物は、リン酸化分子をより効率的に検出・分析することを可

能とする質量分析の添加剤として利用できると考えられる。今後、亜鉛の同位体の中で最も

豊富なＺｎ６４のモノアイソトープ亜鉛錯体の合成を検討している。この時、最大ピークは理論

的には現在の亜鉛錯体のものより３倍弱大きくなるので、リン酸化分子（亜鉛化合物複合体

として）をより高感度で検出できるようになる可能性がある。また、亜鉛錯体を利用した測定

では生理条件に近いｐＨで分析を行えるという利点がある。

以上、本研究では、亜鉛錯体の特性を利用して質量分析の添加剤の開発を行った。今

後も、亜鉛化合物の特性を利用することでリン酸化生体分子のあらたな分析法の開発が期

待される。
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ＥｔｈｙｌＡｃｅｔａｔｅ（ＡｃＯＥｔ）一級

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：ナカライ

：Ａｌｄｒｉｃｈ

：東京化成

：東京化成

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：日本アルコール販売

：Ｙｏｎｅｙａｍａ



ｎ－Ｈｅｘａｎｅ　一級

３６％ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ（ｃｏｎｃ．ＨＣｌ）一級

Ｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｒｅｓｉｎ（ＡｍｂｅｒｌｉｔｅＩＲＡ４００－Ｃｌ）

Ｍｅｔｈａｎｏｌ（ＭｅＯＨ）一級

４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ

ｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔｈｅｘａｈｙｄｒａｔｅ

Ｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ

ｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔｄｅｈｙｄｒａｔｅ

ＰｏｔａｓｓｉｕｍＢｒｏｍｉｄｅ（ＫＢｒ）

ＳｅａＳａｎｄ（３０－５０ｍｅｓｈ）一級

Ｓｏｄｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅ（Ｎａ２ＣＯ３）一級

Ｓｏｄｉｕｍｐｅｒｃｈｌｏｒａｔｅｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ

Ｄｉｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅａｎｈｙｄｒｏｕｓ　一級

Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ（ＴＨＦ）一級

ＴＬＣｐｌａｔｅＭＥＲＣＫＡｒｔ．５５５４（ｓｉｌｉｃａｇｅｌ）

Ｔｈｉｏｎｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＳＯＣ１２）特級

Ｔｒｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）ａｍｉｎｏｍｅｔｈａｎｅ

Ｚｉｎｃａｃｅｔａｔｅｄｅｈｙｄｒａｔｅ　一級

Ｚｉｎｃｐｅｒｃｈｌｏｒａｔｅｈｅｘａｈｙｄｒａｔｅ

カラムクロマト用シリカゲル

ＦｕｊｉＳｉｌｙｓｉａＣｈｅｍｉｃａｌＦＬＰ１００Ｄ

機器類

ロータリーエバボレーター

赤外線分光分析

核磁気共鳴スペクトル分析

ＣＨＮ元素分析

ｐＨメーター

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：Ｏｒｇａｎｏ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：ナカライ

：ナカライ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：ＭＥＲＫ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：ＭＥＲＣＫ

：関東化学

：ＳＩＧＭＡ

：Ｙｏｎｅｙａｍａ

：添川

：ＦｕｊｉＳｉｌｙｓｉａ

ＥＹＥＬＡＶａｃｕｕｍｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒＮＶＣ－１１００

ＨＯＲＩＢＡＦＴ－７１０

ＪＥＯＬｄｅｌｔａ５００ＦＴＮＭＲｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＣＨＮＡｎａｌｙｚｅｒ２４００

ＨＯＲＩＢＡＦ－１２




