
著者
内田　秀明
アジレント・テクノロジー㈱
東京都八王子市高倉町 9-1

Jerry A. Zweigenbaum

Agilent Technologies Inc.

2850 Centerville Road

Wilmington, DE 19808

USA

楠見　武徳
徳島大学　薬学部　名誉教授

大井　高
徳島大学　薬学部　准教授

要旨

ミジンコのカイロモンは緑藻に形態変化を生じさせます。
冷凍ミジンコ（Daphnia pulex）から単離・構造決定され
た活性化合物の 1つ（8-methylnonyl sulfate）がオオミジ
ンコ（Daphnia magna）飼育水から直接同定されました。
メチレンブルー法で濃縮後に、エレクトロスプレーイオ
ン源を付けた Time-of-Flight LC/MSを用いて実験は行な
われました。

Time-of-Flight LC/MSを用いた
オオミジンコ飼育水中からのカイロモン同定

アプリケーション

緒言

フェロモンは同種生物の異個体間で様々な行動を引き起
こす化学物質です。一方、『カイロモン』は食物連鎖中で
他の動植物に影響を与える化学物質です。単細胞緑藻を
ミジンコ共存下で培養すると、2, 4, 8個が結合した形に
変化する現象は数多く報告されてきました。しかしなが
ら、培養液中の活性化合物濃度が非常に低いために、そ
れらの化合物の単離・解明は長い間行なわれませんでし
た。これまでにないアプローチによってついにその活性
化合物類は単離され、化学構造が解明されました。その
実験は、市販の冷凍ミジンコ（Daphnia pulex）10 kg

から、精製・化学合成・バイオアッセイを駆使して行な
われました。化学合成された脂肪族硫酸エステル類は、
ppb（10–6 g/L）レベルの至適値を持つ低濃度で植物プ
ランクトンに形態変化を間違いなく生じさせることが確
認されました。これらのミジンコカイロモンは陰イオン
界面活性剤なので、メチレンブルー法[1]で定量的に検出
されます。ミジンコ飼育水中の陰イオン界面活性剤合計
濃度は 8.0 ppbと定量されました。しかし、メチレンブ
ルー法では陰イオン界面活性剤の総量を定量することは
可能でも、個々の化合物を化学的に同定することは不可
能でした。
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活性化合物群は冷凍ミジンコ（D. pulex）から単離され
ましたが、オオミジンコ（D. magna）がバイオアッセ
イに用いられました。冷凍ミジンコ（D. pulex）は市販
されており容易に入手できますが、一方で、オオミジン
コ（D. magna）は大型でバイオアッセイに適している
反面、kgスケールの大量飼育は困難です。個々の種は異
なる化合物群を放出している可能性があります。
したがってこのアプリケーションでは、オオミジンコ
（D. magna）飼育水から直接カイロモンを同定すること
を試み、確認できたことを報告します[2]。

これらの脂肪族硫酸エステル類を汎用されているHPLC

検出器（紫外可視検出器や蛍光検出器）で検出すること
は困難です。LC/MSでは、負イオンモードでのエレクト
ロスプレーイオン化法（ESI）がこれらの化合物には
最適です。その理由は、全ての目的の硫酸エステル群
（R-OSO3

–M+）や硫酸アミド群（R-NHSO3
–M+）は水溶

液中で簡単にイオン化し、それぞれ R - O S O 3
– や

R -NHSO 3
–に解離するからです。Time-of -Fl ight

LC/MSは精密質量が測定できることによって、四重極型
に比べて化合物の同定能力に優れています。

前述の理由によって、この実験では E S I を付けた
Time-of-Flight LC/MS を選択し、オオミジンコ
（D. magna）飼育水から直接活性化合物を直接検出して
同定しました。さらに、今回用いた LC/MSの直行型ス
プレーは多くの夾雑物が含まれている場合でさえイオン
化阻害を受けにくくなっています。

実験

化合物 1, 6, 7はそれぞれ、シグマ アルドリッチ ジャパ
ン株式会社（東京）, 関東化学株式会社（東京）、東京化
成工業株式会社（東京）から購入しました。化合物 2, 3,

5は化学合成されました。化合物４はミジンコ抽出物か
ら単離されました。

用いた装置では、2本目のネブライザーとキャリブラン
ト送液システム（m/z 112.9856と 1033.9881を含むマ
ス軸校正用内部標準液を低流速で導入する）を使って、
内部マス軸校正が常に自動的に行なわれました。装置の
ソフトウエアはこれらの既知物を基準として測定された
全スペクトルのマス軸を常時校正します。

5Lのオオミジンコ（D. magna）飼育水（1Lあたり
250個体を含む脱塩素水道水で 1週間）をメチレンブ
ルー法で 100mLに濃縮しました。引き続いてそのメチレ
ンブルー試薬を陽イオン交換樹脂（DOWEX 50WX8-

100）で除去しました。その濃縮試料を乾固し、Milli-Q

水 25mLに再溶解して LC/MS分析試料としました。こ
れらの処理後、元の飼育水から換算して 200倍に濃縮さ
れました。表 1に示した標準試料（各 100ppb、化合物 4

はミジンコ抽出物から単離され標準試料が入手できな
かったため濃度は任意）と濃縮した飼育水を、ESIを付
けた Time-of-Flight LC/MSの同一条件で分析しました。

LC/MS詳細条件

結果と考察

6つの硫酸エステル（化合物 1, 2, 3, 5, 6, 7）と 1つの硫
酸アミド（化合物 4）は LC/MS用揮発性移動相（酢酸ア
ンモニムとアセトニトリル）で分離されました。ここで、
化合物 2と 3、化合物 5と 6、はそれぞれ 1組の異性体で
すが、クロマトグラム上で分離されています。実質的な
分析時間は、粒子径の比較的小さい（3.5 µm）短いカラ
ム（50 mm）を用いて、10分以下に短縮されました。
2種類のリファレンス化合物を用いた自動的で連続的な
マス軸校正によって、非常に正確な精密質量測定が行な
われました。これによって、合成化合物だけでなくミジ
ンコ飼育水中未知化合物から推定される候補組成式の数
は少なくなりました。

脱プロトン化分子だけでなく、m/z 97のフラグメント
（HOSO3

–）を生じさせるために、衝突誘起解離（CID：
in-source collision induced dissociation）を使用し
ました。MSフラグメンター電圧を 250 Vに設定するこ

LC条件
装置: Agilent LC 1100
カラム: ZORBAX Eclipse XDB-C18

50 mm x 2.1 mm 3.5 µm (p/n 971700-902)
カラム温度: 40 °C
移動相: A: 10 mM酢酸アンモニウム水溶液

B: アセトニトリル

グラジエントと 0 min.で B 30% (0.3 mL/min.)
流速: 3 min.で B 30% (0.3 mL/min.)

8 min.で B 95% (0.3 mL/min.)
8.1 min.で B 95% (0.5 mL/min.)
12 min.で B 95% (0.5 mL/min.)
12.1 min.で B 30% (0.5 mL/min.)
17 min.で B 30% (0.5 mL/min.)

注入量: 10 µL

MS条件
装置: Agilent 6210 Time-of-Flight LC/MS 
イオン源: エレクトロスプレー負イオンモード
乾燥ガス流速: 10 L/min.（N2）
ネブライザー: 350 kPa.（N2）
乾燥ガス温度: 350 °C
Vcap: 5000 V
フラグメンター電圧: 250 V
スキャンモード: m/z 50-1100, 10,000 transitents/scan, 

0.89 scan/sec.
リファレンスマス: m/z 112.9856 と 1033.9881
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オオミジンコ（D. magna）飼育水をメチレンブルー法
で濃縮し、引き続いて陽イオン交換樹脂でメチレンブ
ルー試薬を除去しました。この方法を応用して、有機層
中でアニオンとメチレンブルーとの錯体を 200倍に濃縮
しました。この濃縮した飼育水を同条件下で Time-of-

Flight LC/MS分析しました。

m/z 97フラグメントのマスクロマトグラムは目的硫酸エ
ステルに対する高選択性の指標であり、飼育水中のよう
に夾雑物中で硫酸エステルを含む化合物を同定するのに
特に有効です（図 2）。図 2中m/z 97と 237の保持時間
は、図 1中の標準品 5に一致します。このことは飼育水
が化合物 5を含むことを強く示唆しています。

表 1. 標準物質の測定結果
No. [M–H]– m/z計算値 m/z測定値

1 C8H17O4S 209.0853 209.0857

2 C9H19O4S 223.1009 223.1011

3 C9H19O4S 223.1009 223.1013

4 C11H24NO3S 250.1482 250.1484

5 C10H21O4S 237.1166 237.1167

6 C10H21O4S 237.1166 237.1164

7 C12H25O4S 265.1479 265.1481

m/z 97 マスクロマトグラム
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図 1. 化学構造と、標準品の[M-H]–と硫酸エステル共通フラグメントのマスクロマトグラム

とによって、全ての硫酸エステル群のマススペクトル中
に各脱プロトン化分子と共に共通フラグメント（m/z 97）
が観測されました。図 1に示したように、m/z 97のマス
クロマトグラムは目的化合物の選択的な指標となります。
各標準物質の脱プロトン化分子の測定誤差は、表 1に示
したように 0.4 mDa以下でした。
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以下に述べるマススペクトルデータから、オオミジンコ
（D. magna）飼育水中から化合物 5を同定し確認しまし
た。脱プロトン化分子（負イオンモードでの[M-H]–）の
精密質量は、その化合物の分子量と組成式を与えてくれ
ます。未知化合物の可能性のある組成式を求めようとす
る場合に、誤差が少ないことは非常に重要です。実際、
C0-20, H0-45, N0-5, O0-5, S0-5の条件で許容誤差 10 ppmとす
ると、m/z 237.1169（図 3）は、僅か 3つの候補しか出
てきません： C10H21O4S（誤差 0.3 mDa）, C11H17N4S

（誤差 -1.0 mDa）, C14H13S（誤差 2.3 mDa）。

フラグメントイオンの精密質量測定からも、その分子が
含む部分構造の元素種類と数が得られ、これは重要な構
造情報です。許容誤差 10 ppmとし上記と同じ元素条件
では、m/z 96.9602は僅か 1つの組成式：HO4S（誤差

0.1 mDa）しか与えません。許容誤差 20 ppmとし同条
件では、3つの候補組成式：HO4S、C4HOS（誤差 –15

mDa）、HO2S2（誤差 18 mDa）です。

検出され確認された 8-methylnonyl sulfate (5)は、汎
用されている界面活性剤ドデシル硫酸ナトリウム（SDS、
7のナトリウム塩）に類似しています。ここで述べられ
た他の全ての活性なカイロモンも、分子内の極性部分と
非極性部分とによって界面活性剤として挙動します。膨
大な量の界面活性剤が洗剤として生産されてきており、
その一部は環境に放出されています。したがって、環境
中に放出された物質がカイロモン様の作用をして、間接
的に湖沼での食物連鎖を混乱させたり、生態系中で環境
ホルモン的な作用を起こすことが懸念されます。

m/z 97 マスクロマトグラム

m/z 237 マスクロマトグラム
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図 2. オオミジンコ飼育水のトータルイオンクロマトグラムとマスクロマトグラム
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図 3. オオミジンコ飼育水 5.1分ピーク（図 2）のマススペクトル
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結論

ミジンコカイロモンが、簡単なメチレンブルー法前処理
とESIを付けた Time-of-Flight LC/MSの組み合わせで
同定されました。この同定は化学合成された標準物質と
活性化合物の保持時間とマススペクトルを比較して行な
われました。実サンプルの結果とm/z理論値との差は
0.3 mDaでした。用いた方法は誘導体化も必要なく、
ESIの負イオンモードを採用したため低バックグラウン
ドでした。SO4基を持つ目的化合物は MSパラメータ
（フラグメンター電圧）を調整することで、選択的に検出
されました。マス軸校正のための全自動化されたリファ
レンス化合物導入システムによって非常に安定した信頼
性の高い精密質量結果が得られました。

他のカイロモン化合物類の存在は推定されていますが、
飼育水からミジンコカイロモンを直接化学的に検出した
のはこれが最初です。
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詳細情報
アジレントの製品、アプリケーションについての詳細情
報は、ホームページをご覧ください。
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