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要約サイトカイニン(CKs)の定量において、精度と感度の向上のために、安定同位体標識とコールド非標識
の天然型)標品のHPLCでの保持とMSでの質量スペクトルの特性を試験した。ODSとPhタイプのカラムの両方
で、ゼ7チン(Z)とゼアチンリボシド(ZR)の両者とも、重水素ラベルの標品がコールドよりも早く溶出した。
negativemodeにおいて、ZRのm/z133/134と218の消長のパターンはZと同様で、2H5-ZRでは分子イオンのm/z
355と断片イオンの133/134と223が見られたpositivemodeにおいて、Zでは、20Vから60Vで分子イオンのm/z
220と断片の136が見られた。2H5-Zでは、Zの質量スペクトルの変化と同様に、分子イオンのm/z225と断片の137/
136が見られた。ZRでは、60Vまでは分子イオンのm/z352が見られ、m/z136/137と220の消長のパターンはZと
同様であった。しかし、negativemodeと同様に、ZRの方が高いドリフト電圧が必要であった。2H5-ZRでは、分
子イオンのm/z357と断片のm/z136/137と225が見られ、これらはZRおよびH5-Zのピークのm/zと矛盾なく対
応していた。全般的にpositivemodeのintensityの値はnegativemodeの10倍以上であるので、ZとZRの定量
にはpositivemodeが適する。
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weight;MS,massspectronleter;m/z,質量/電荷;ODS,octadecylsilane;Ph,phenyl;SIM,selectedionmonitor-
ing;Z,trans-zeatin;ZR,trans-zeatin-9-riboside

緒言

サイトカイニン(CKs)は、通常は植物内に極めて低い渡度でしか存在していないので、分析には非常な困難

が伴う(横田,1983;倉石,1999Xこれまで植物ホルモンの分析には、ガスクロマトグラフィー(GOに質量

分析計(MS)を接続したGC-MSが最も信頼性の高い定性・定量法として使用されてきた(横田,1983;Hor-

gan,1995;Kojima,1995;児島,1998;Kojinlaら,1999i児島,1999),しかし、GC-MSは気体しか分析
トヽできないので、誘導体化のステップが必要である。近年、溶難液に可溶性であれば分析可能な高速液体クロマ

トグラフィー(HPLC)に検出器として質量分析計(MS)を接続したLC-MSが、植物ホルモンの定量に利用

可能になってきた(大竹ら,1997;Kojimaら,2002X

HPLCのカラムは理論段数が高いほど爽雑物の分難が期待できる(波田野・花井,1988)。一般にカラムが長

くなると伴に理論段数は向上するので(日本分析化学学会関東支部,2000)、カラムを2本接続することで理論

段数は向上する。

多くの爽雑物を含む植物組織からの植物ホルモンのような数量物質の定量には、内部標準の使用が必須であ

る(Akiyamaら,1983;倉石,1999X内部標準としては、MSが使用可能であれば安定同位体による標識の標

晶が最も定量の精度が高い。しかし、安定同位体標識(ラベル)の標晶には物理的挙動の差による同位体効果

が生じる(田島・飛田,1991)cそこで、カラムの理論段数の向上と伴に、ラベルとコールド(非標誠;天然型)

の標晶の間の保持時間の差が大きくなると考えられるo

MSにおける定量には検出感度が高いSIM(selectedionmonitoring)法を使用するSIM法で設定する特
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Table 1. Isotope effect on retention time of HPLC columns.

Column N.T.a I.D.b Len.c P.S.d F.R.e Con.'　2H5-Z Z　　2H5-ZR ZR

mm mm　//m ml/min　%　　　　　retention (minite)

Ph-3　　　　19　　　4.6　　250×　　　　　　　0.5　　　30　　17.0　　17.4　　17.9　　18.1

0DS-3　　　44　　　6.0　　250×　　　　　　　1.0　　　25　　　23.5　　24.1　55.1　56.6

'N.T., number of theoretical plates (× 103 N/columns); bI. D., inner diameter; cLen., column length;

'P.S., particle size; eF.R., flow rate; fCon., methanol concentration

徴的なイオンの選択のため、 Scan法(ある一定の質量範関を反復スキャソで測定する方法)による質量スペク

トルの分析が必要である　Scan法では試料をイオン化する際のド1)フト電圧を上げていくと、試料はより小さ

なフラグメソトに分解していき、質量スペクトルと感度は変化した(児島ら, 2000b)c

本研究の目的は、 CKsの分析の精度と感度の向上のためのラベルとコールドの標品のHPLCでの保持特性

とMSでの質量スペクトル特性の試験である。

材料および方法

試薬: CKsのZ (trans-zeatin)およびZR (trans-zeatin-9-riboside) ;コールド標品のZとZRは和光純薬か
、t

ら購入し、ラベル標品の!Hs-Zと2Hs-ZRは横田孝雄教授(帝京大学)から提供された。

1.標品のHPLCカラムでの保持特性

カラムは、 Inertsil Ph-3の1本(GLSciences)およびInertsil ODS-3の2本接続であった(Table l)e　流

量は、圧力が150kg/cm2以下になるように設定したMeOH量が合計で20MLになるようにして混合して標晶を

注入し、保持時間を試験した。

2.標晶の質量スペクトルの特性

LC/MSの設定　大気圧イオン化(APCI 'Atmospheric PressureChemical Ionization)汰(高橋、 1997)の

LC/MSOVH200H,日立)を使用し、測定モードの極性は負イオソ(Negativemode)または正イオン(Positive

mode)で、各種の設定は大竹ら(1997)の方法に従った。パラメーターの用語は児島・田村の報告(2001)に

従った。簡単に、故能(丹羽, 1995)と設定条件を全体の流れに従って示す　HPLC-霧化部(170'Cで溶媒を

霧状になる)-脱溶媒室(400℃で、溶媒分子は蒸発して、試料分子が単独で浮いた状態になる)一針電極(2,700

Vで、コロナ放電により試料分子がイオソ化される) -第-細孔(140℃) -第二細孔(第-と第二細孔問の電

圧がドリフト電圧) -マルチプライア(1,500V) -質量分析部。

溶離液に電解質を含むとイオソ化が促進するので(Murofushi, 1992)、溶鮭液はメタノール(MeOH、 HPLC

グレード)+20mM酢酸を使用し、流速は1 ml/分であった。ドリフト電圧は、 20Vから開始して、 20V間隔で

変更して140Vまで設定した。掃引数(測定点当たりのデータの取り込み回数)は、 1,000回に設定した。サソ

プリソクのm/Zは、 50から360まで設定した。装置内部の汚染物由来のノイズを減らすため、 ′,'ックグラウソド

を差し引く処理をした。

Negativemode HPLCとMS部をカラムなしで直接に接続した。標品のピーク全体の信号(信号の出始めか

ら出終わりまで)をサソブリングして、 average (平均)モードに設定した。

Positiverll0de　カラム(InertsilPh-3 ;粒径、 5Jlm ;カラム内径、 4.0mm ;長さ、 15cm ; GLScieilCe)を使

用した。標品のピークトップの信号をサソブリソグして、 average (平均)モードに設定した。

結果および考察

1.標晶のHPLCカラムでの保持特性

カラムの分離性能を表す理論段数(Ilumberoftheoretical plates)はカラムの長さに比例するので、同じカ

ラムを2本連結すると理論段数は2倍になる(液体クロマトグラフィー研究懇談会, 2001)c　理論段数が4万以

上のカラムでは、重水素ラベルとコールド(非ラベルの天然型)のCKsの標晶は明瞭に分離した(Tablel)。
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Negative mode
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Fig.1. Mass spectrums of Z and 2H6-Z using a
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Fig.2. Mass spectrums of Z and 2H6-Z using a

positive mode on 20-100 V of drift voltage:
Inject amount, Z (10 nmol-10~3MxlO//I),

2H6-Z (ca. 10nmol-ca. 10-3Mxl0//l).

ZとZRの両者とも、 ODSとPhタイプのカラムの両方で、重水素ラベルの標晶が早く溶出した。

水素と重水素に関して、化学的性質は核外電子の状態で決まるため同位体間の差はほとんどないが、質量比

は2と大きいので物理的挙動の差による同位体効果は著しく大きい(化学辞典, 1994)。一般に重水素ラベルの

標晶の方が反応が遅くなる(田島・飛田, 1991)t　そこで重水素ラベルの標晶の方が、充塀剤の固定層との反応

が遅くなり、早く溶出すると考えられる。

以前の報告(児島ら, 2000a; 2002 : Kojima, 2001)と一致して、 ZとZRの保持時間CRT)は、 ODSタイ

プのカラムでは離れ、 Phタイプのカラムでは近づいていた(Tablel),これは、 HPLCによる精製の際には

ODSとPhタイプのカラムの組み合わせが効果的であることを示している。さらに、ZとZRの両方を一斉に抽

出する際には、 1回目にはPhタイプのカラムでZとZRの両方を混合して分取し、 2回目にはODSタイプの

カラムに分取したZとZRの混合物を注入してZとZRを別々に分取する方法が効率的と考えられる。
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2 . 標 晶 の質量スペ ク トルの特性

N eg a tiv e m o d e

植 物 ホルモソの定量 における最適な ドリフ ト電圧を求めるために、 ドリフ ト電圧を変 えて質量スペ ク トルを

測定 した0 1ーeg ativ e m o d e で は、生成 されたプロ トソ脱離分子イオソ (M -H )一を検出す るので標品の分子量 よ

りも 1 質 量単位 (水素 に相当) 少 ない値 となる (丹羽, 199 5)c

Z で は20 V (デ I タ略) か ら6 0V で、分子 イオンである m /z 2 18 と特徴的な フラグメソ トイオソの m /z 133 /

134が見 られ、 80V に な るとフラグメソ トイオソの m ′z 2 00が見 られ始めた (F ig .1 左半 分) 0 100V で は m ′Z

218の ピークがほ とん ど見 られ なくなった 2H S-Z で は、Z の質量スペク トルの変化 と同様 に、分子イオンであ

る m ′z 2 23 と特 教的 なフラグメソ トイオソの m /z 13 3′13 4が 出現 し、 80V で フ ラグメソ トイオンの m ′z 2 05が

見 られた (F ig . 1 右半 分 ) 20V で 、Z で は m /z 2 83 と H s-Z で は m /z 22 3の t=.ー クが見 られた (デ ータ略 )0

これ は分子 イオソに共通な未知の物質の結合の結果と思われる0

Z R で は 、60V で分 子イオソである 1ー1′z 3 50が少 しは見 られた (F ig .3 左 半分 )0 m ′z 133′134 と m ′z 2 18の

消長のパ ターソは Z CF ig .1 左半 分 )と同様であったが、Z R の方が高い ドリフ ト電圧が必要であった0 2H 5-Z R

で は、分子イオソである m ′z 3 55 と特 徴的 なフラグメソ トイオソの m ′z 133′13 4 と m ′z 2 23が見 られ、 これ ら

は Z R お よび H 5-Z の ピークの m /Z と矛 盾な く対応 していた (F ig .3 右 半 分) 0

P ositive m o d e

p os itiv e m o de で は 、生成 されたブロ トソ付加分子イオソ(M + H )十を検 出す るので標品の分子量 よ りも 1 質

- 86 -



児島　他:サイトカイニソの保持特性と質量スペクトル

0　　川　　200　　　　300

mノz

Fig.4. Mass spectrums of ZR and

H6-ZR using the positive

mode: Inject anlount, ZR (10

nmol), 2H6-ZR (ca. 10 nmol).

丑単位多い値となる(丹羽, 1995)。 Zでは、 20Vから60Vで分子イオソであるm/z220と特徴的なフラグメソ

トイオソのnl/zl36が見られ、 60Vでフラグメソトイオソのm/z202が見られた(Fig.2左半分)。 2H5-Zでは、

Zの質量スペクトルの変化と同様に、分子イオソであるm/z225と特徴的なフラグメソトイオソのm/zl37/

136が見られ、 60Vでフラグメソトイオソのm/z207が見られた(Fig.2　右半分)0

ZRでは、 60Vまでは分子イオンであるm/z352が見られた(Fig.4　左半分)0 m/zl36/137とm/z220の消

長のパターソはZ (Fig.2　左半分)と同様であったが、 negativemodeと同様に、 ZRの方が高いドリフト電

圧が必要であった　2H,-ZRでは、分子イオソであるm/z357と特徴的なフラグメソトイオンのm/z136/137と

m/z225が見られ、これらはZRおよび!Hs-Zのピークのm/Zと矛盾なく対応していた(Fig.4　右半分)0

NegativeとPositive modeの比較

コールド標晶のZとZRの注入量はnegativeとpositive modeの両試験とも同じIOnmolであるので、感度

はZとZRのintensityで比較できる　negativemodeでは、ドリフト電圧の変更時に値の変動が大きく、変化

の傾向もはっきりしない(Fig.1と3の左半分)。これらの一連の試験は同じ日に連続して行っていたので、注

入毎に感度が変化すると判断できる。対照的にpositive modeでは、ドリフト電圧の変更時に値の変動がほと
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んどない(Fig.2と4の左半分)。さらに全般的にpositivemodeのinter-sityの値はnegativemodeの10倍以

上であるので、ZとZRの分析にはpositivemodeが適する。

7'ロトソ脱離分子イオン(M-H)-を多く生成すると考えられるIAA、ABA、GAs弓関して、negativemode

では、ドリフト電圧の変更時に値の変動があり、変化に傾向があると報告されている(児島ら,2000b)cしか

し、繰り返しによる再現性は確認されていないので、単に注入毎の感度変化に起因していた可能性があるO

結論として、LC-MSでのCKsの定量にはpositivemodeが適するSIMの設定のイオンに関して、ZとZR

の分子イオンであるm/z220(225)と352(357)が最適である。()内は安定同位体標誠の標晶のm/Zである。

確認用のイオソとしては、ZRではZ由来のフラグメソトイオンm/z220(225)が適する。しかし、Zではフ

ラグメソトイオソm/z207(202)が少ない割合でしか生成しない。そこで、高分離能のカラムでコールドとラ

ベル標晶を分離する条件で136/137を設定する方法もある。

謝辞

2Hs-Z-2H5-ZRを分譲頂いた横田孝雄教授(帝京大学)およびLC-MSの操作とメソテナンスに協力頂いた大

竹東邦博士に感謝いたします。本研究の一部は大学院自然科学研究科の重点教育研究の推進補助金および科研

辛(No.12660021)で行なわれた。

引用文献

Akiyama,M.,N.SakuraiandS.Kuraishi.1983.Asimplifiedmethodforthequantitativedetermination

ofindoleaceticacidbyhighperformanceliquidchromatographywithafluorometricdetector.Plant

CellPhysiol.,24:1431-1439.

液体クロマトグラフィー研究懇談会.2001.HPLCの基礎と理論.液体クロ虎の巻,中村洋編:1-28.筑波出

版会.

波田野博行・花井俊彦.1988.新版実輸高速液体クロマトグラフィー.化学同人,pp.1-22.

Horgan,R.1995.Instrumentalmethodsofplanthormone.InPlantHormones,P.J.Davies(ed.):415-432,

KluwerAcademicPublisllers,Netherlands.

化学辞典.1994.大木他編:943.東京化学同人.

Kojima,Iく.1995.SimultaneousmeasurementofABA,IAAandGAsincitrus-roleofABAinrelationto

sinkability.JARQ,29:179-185.

児島清秀.1998.カソキツの果実生長と内生植物ホルモソ〔1〕・〔2〕.農業および園芸,73(8*9):87ト877

967-970.

Kojima,I(.,K.Shiozaki,Y.Iくoshitaal1dM.Ishida.1999.CllangesofendogenouslevelsofABA,IAAand

GA-likesubstancesinfruitletsofparthellocarpicpersimmon.J.Japan.Soc.Hort.Sci.,68:242-247.

児島清秀.1999.果実と読菜の発育の生理学的研究一生長期の植物ホルモソ及び成熟期の軟化幾構-,植物の

化学調節,34,21-30.

児島清秀・鈴木さより・韓東生.2000a.植物ホルモンの分析に用いるHPLCカラムの諸特性.新潟大学農学

部報告53(1):9-16.

児島清秀・高橋みや子・大竹意邦.2000b.LC-MSによる植物ホルモンの標品の質量スペクトル分析.薪潟大

学農学部報告53(1):17-24.

Kojima,K.2001.PropertyofHPLCcolumnandmassspectrumofLC-MSforphytohormoneanalysis.

JARQ,35,149-154.

児島清秀・田村裕一.2001.LC-MS・SIMの高感度の設定条件.質量分析49(6):237-240.

児島清秀・村田憲昭MinWei千田佑子・付立新.2002.植物ホルモソ分析のためのHPLCカラムの半値

幅などの特性.新潟大学農学部報告54(2):109-114.

Kojima,K.,E.OhtakeandYuZ.2002.DistributionandtransportofIAAintomatoplants.PlantGrowth

Regul.37(3):249-254.

g0-00-



児島　他:サイトカイニソの保持特性と質量スペクトル

倉石　菅. 1999.植物の成長段階における植物ホルモンの動態,植物の化学調節, 26, 1-10.

田島　進・飛田成史. 1991.物質の質量から何がわかるか,裳華房.

Murofushi, N. et al. 1992. Liquid chromatography/atmospheric pressure chemical ionization mass

spectrometry of gibberellin conjugates. In Progress in Plant Growth Regulation, C. M. Karssen, L. C.

Van loon and D. Vreugdenhil (eds): 900-904, Kluwer Academic Publishers, Netherlands.

日本分析化学学会関東支部編. 2000.高速液体クロマトグラフィーノ、ソドブック改訂2版.丸善, PP.216-222.

丹羽利充. 1995,最新のマススべクトロメトリ-:1-56,化学同人.

大竹憲邦・山田真也・大山卓雨. 1997, LC/MSシステムによる試料中アブシジン酸の同定と,高速液体クロマ

トグラフィーによるダイズ種子中のアブシジソ酸含有量の迅速測定.土襲肥科学誌, 68:52-58.

高橋利明. 1997. APCI法.ノミイオロジカルマススベクトロメトリー,上野民夫他編:66-69.東京化学同人.

横田孝雄. 1983.植物ホルモソの精製と機器分析.実験生物学講座15　植物生理学〔I〕,勝見弁行・増田芳雄

編: 3-68.丸善.



新潟大学農学部研究報告　第55巻2号(2003)

Retention property and Mass Spectrum of

Labeled Standards of Cytokinins

KiyohideKOJIMA1*,SadayukiYAZAWA2,MiyakoTAKAHASHI1,

NozomiSHIOTA3,TadashiBABA2,FukioIKEDA2,MasaruNAKANO1,

Dong-shengHAN1andYoshijiNIIMI3

(ReceivedDecember27.2002)

Sumnlary

PropertiesofretentionbyHPLCandmassspectrumsbymassspectrometer(MS)ofstableisotope
labeledandcold(non-labeled,naturaltype)standardswereanalyzedincytokinins(CKs)quantificationto
improveaccuracyandsensitivity.Bothinzeatin(Z)andzeatin-9-riboside(ZR),deuteriumlabeledstandards
elutedearlierthancoldstandardsinbothcolumnsofODSandPhtypes.Inanegativemode,inZR,thechange
patternsofm/z133/134and218weresimilarinZ,in2H5-ZR,molecularion,m/z355andfragmentions,133/
134and223wereobserved.Inapositivemode,inZ,molecu一arion,m/z220arwjfragmention,136were
observedfrom20to60V.In2Hs-Z,molecularion,m/z225andfragmention,137/136wereobservedasthe
changeofmassspectrumofZ.InZR,molecularion,m/z352wereobservedtill60V,thechangepatternsof
m/z136/137and220weresimilarinZ.However,ZRrequiredhigherdriftvoltageinthesameasinnegative
mode.Iil'Hs-ZR,molecularion,m!z357andfragmentions,136/137and225wereobserved,showingthe
consistentcorrespondenceofpeakm/zinZRand2H5-Z.Thepositivemodeissuitableforthequantification
ofZandZR,becausetheintensityvaluesofthepositivemodeweregenerallymorethantentimesthanthose
ofthenegativemode.

Keywords:cytokinins,zeatin,zeatin-9-riboside,massspectrum

Abbreviations:CKs,cytokinins;MeOH,methanol;HPLC,highperformanceliquidchromatography;Mw,
molecularweight;MS,massspectrometer;m/z,mass-to-chargeratio;ODS,octadecylsilane;Ph,phenyl;SIM,
selectedionmonitoring;Z,trans-zeatin;ZR,trans-zeatin-9-riboside
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