
アプリケーションノート

Xevo™ G3 QTof を使⽤したベンゾイミダゾー
ルオピオイドの精密質量スクリーニングおよび
ディスカバリー

Nayan S. Mistry, Lisa J. Calton, Jane Cooper

Waters Corporation

法中毒学⽬的のみに使⽤してください。

要約

waters_connect™ インフォマティクスプラットホームおよび Xevo G3 QTof を使⽤してベンズミダゾールオピオイド

の分析によるセミターゲットディスカバリーワークフローを実証するための、法中毒学⾼分解能質量分析（HRMS）ス

クリーニングソリューションの適⽤（図 1）。
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図 1.  Xevo G3 QTof 搭載 ACQUITY UPLC I-Class

アプリケーションのメリット

waters_connect インフォマティクスプラットホームの問題解明ツールセット内の⼀連のディ
スカバリーパラメーターを使⽤することで、新規分析種を追加してカスタムライブラリーを作
成し、更新する際におけるこのソフトウェアの使⽤が容易になることの実証。

はじめに

精密質量の⽅がノミナル質量と⽐較して⼤きな利点があることから、⾶⾏時間型質量分析（Tof-MS）がスクリーニン

グによく⽤いられるようになっています。その主なメリットは、レファレンス物質を必要とせずにスクリーニング分析

法を導⼊できることです。精密質量分析は、同位体データを使⽤して物質を同定する際に、特異性が⾼いことに加えて

、ユーザーが可能性のある元素組成を提案することができます。元素組成式の提案は、複雑な化学構造の多段階解析の

出発点になることがしばしばあります。中毒学においてこのことは⾮常に有⽤であり、認定レファレンス物質がまだ⼊
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⼿できない可能性のある新規合成ドラッグ、新規向精神薬、およびその代謝物をターゲットとする分析に役⽴ちます。

このワークフローでは、最⼤でモルヒネの数百倍の活性を⽰すことがある合成オピオイドのクラスである、⼀連のベン

ゾイミダゾールオピオイド（ニタゼン）を分析します。これらの含窒素複素環式化合物は、芳⾹族化合物であるベンゼ

ンとイミダゾールの融合によって⽣じます。これらの物質を分析することにより、waters_connect インフォマティク

スパッケージ内のセミターゲットワークフローおよびディスカバリーワークフローを評価しました。

実験⽅法

試料

5 種類のベンゾイミダゾールオピオイド（ブトニタゼン、クロニタゼン、エトニタゼン、イソトニタゼン、N-ピロリジ

ノエトニタゼン）の認定レファレンス物質は、濃度 1 mg/mL のストックメタノール溶液として Merck（英国、ドーセ

ット）から⼊⼿しました。

サンプル前処理

まずベンゾイミダゾールオピオイドの個別のストック溶液を、濃度 10 µg/mL になるようにメタノールで希釈して調製

しました。分析の前に、ストック溶液を 5 mM ギ酸アンモニウム（pH 3.0）でさらに希釈して、濃度 500 ng/mL の注

⼊⽤サンプルを調製しました。サンプルは分析の前にボルテックス混合しました。

結果および考察

分析の前に、5 種類の分析種の名前を単に⼊⼒するだけで、ベンズミダゾールオピオイドのカスタムライブラリーを作

成しました。各物質の構造を記載した MOL ファイルを、ライブラリーの各エントリーに追加しました（図 2）。それ

ぞれのベンゾイミダゾールオピオイドを個別に注⼊し、確⽴された法中毒学 HRMS スクリーニングソリューションに

基づいて、Xevo G3 QTof と組み合わせた ACQUITY™ UPLC™ I-Class（FTN）システムを使⽤してデータを取り込み、

グラジエント溶出を⽤いることで 15 分以内にクロマトグラフィー分離が得られました1,2。 Xevo G3 QTof 質量分析計

は、ポジティブイオン化 MSE 取り込みモードで動作させました2。この取り込みモードにより、フル MS スペクトルの

収集が容易になり、2 つのコリジョンセル電圧の間の迅速な切り替えが⾏われます。具体的には、最初の低電圧での取

り込みでプリカーサーイオンの精密質量が得られ、次に電圧ランプ（10 〜 40 eV）でフラグメントイオンの精密質量が

得られます。ベンズミダゾールオピオイド標準試料の分析に続いて、取り込んだデータを、カスタムベンズミダゾール

オピオイドライブラリーに対してスクリーニングしました。各分析種の同定における合否基準は、3 次元（3D）低エネ

ルギーイオンカウント強度が 250 以上、保持時間がレファレンスから 0.35 分以内、実測プリカーサー質量が予想値の 
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5 ppm 以内であることです。

図 2.  カスタムベンゾイミダゾールオピオイドライブラリーに含まれるクロニタゼンのエントリー。既存

の MOL ファイル構造を追加することも（Load structure（構造を読み込む））、標準の化学描画パッケー

ジで作成してから追加することもできます（New structure（新規構造））。

セミターゲットワークフロー：in-silico フラグメンテーションの適⽤による同定

それぞれのベンゾイミダゾールオピオイドを、プロトン化したプリカーサーイオンの質量精度を使⽤し、解析時に 

MOL ファイル構造から⾃動的に⽣成された理論上のフラグメントイオンと組み合わせて確認したところ、⾼エネルギ

ースペクトル中の実測フラグメントイオンとマッチしました。図 3 に、waters_connect コンポーネントのサマリーペ

ージにある、クロニタゼンの in-silico フラグメンテーションの例を⽰します。この分析種に割り当てられた低エネルギ

ーイオンは、プロトン化された同位体クラスターに対応しており、スペクトル内で緑⾊で強調表⽰しています。この⾼

エネルギースペクトルは、waters_connect によって⾃動的に⽣成され、フラグメントイオンとして⾼エネルギースペ

クトルピークに関連付けられている、クロニタゼンの部分構造と注釈付けされています。
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図 3.  waters_connect インフォマティクスプラットホームを使⽤したクロニタゼンの同定

ライブラリーエントリーの更新

カスタムライブラリーに⼊⼒した情報に基づいて、5 種類のベンズミダゾールオピオイドすべてを検出および同定しま

した。これには、解析ステップにおいて⽣成された理論上のフラグメントイオンの追加および各分析種の実測保持時間

が含まれています。ライブラリーエントリーは、この分析から直接簡単に更新することができ、割り当てられた付加イ

オンおよび関連するフラグメントイオンの予想保持時間と予想 m/z 値を含めることができます。ライブラリーを更新す

ると、代表的なエントリーには、図 4 に⽰す N-ピロリジノエトニタゼンと同様の情報が含まれるようになります。こ

の追加情報を使⽤して、後続の分析でその物質をターゲットにすることができます。
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図 4.  N-ピロリジノエトニタゼンのライブラリーエントリー。複合画⾯の下の部分に、プリカーサーイオ

ンとフラグメントイオンの保持時間情報および予想 m/z 値が⼊⼒されています。

ディスカバリーワークフロー

waters_connect の機能は、ディスカバリーパラメーターを利⽤する問題解明ツールセットであり、元素組成、ライブ

ラリー検索、フラグメントマッチ機能が単⼀のステッププロセスに統合されているため、サンプル内の未知物質のアイ

デンティティーを簡単に取得することができます。使⽤されているディスカバリーパラメーターを図 5A 〜 D に⽰しま

す。

図 5A には、各成分について返される元素組成の最⼤数、および各元素組成について返されるライブラリーヒット数が

表⽰されています。選択した各成分について、実測 m/z が元素組成アプリケーションに送信されます。図 5B には使⽤

されたパラメーターが⽰されています。元素組成アプリケーションによって返された各化学式は、次に選択したライブ

ラリーのリストに⾃動的に送信されます。これらのライブラリーは、waters_connect レポジトリーまたは 
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ChemSpider のいずれかに属している場合があります（インターネット接続されている場合）。図 5C に、

ChemSpider ライブラリーが選択されていることが⽰されています。

ライブラリー検索から返された各化学式は、ライブラリーヒットに MOL ファイル形式の関連付けられた構造がある場

合は、⾃動的にフラグメントマッチアプリケーションに送信されます。フラグメントマッチアプリケーションでは、図 

5D で選択したパラメーターを適⽤して、各構造に対して系統的な結合解離が⾏われ、理論上の部分構造の m/z 値が測

定された⾼エネルギーフラグメントイオンにマッチングされます。マッチしたフラグメントイオンの数と、それらのマ

ッチが占める⾼エネルギースペクトルの強度の割合の両⽅が決定されます。
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図 5.  waters_connect の問題解明ツールセット。A）⼀般ディスカバリーパラメーター。B）元素組成パラ
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メーター。C）ChemSpider パラメーター。D）フラグメントマッチパラメーター。

説明の⽬的で、ターゲット分析でイソトニタゼンと同定された候補成分を、構造解析のために登録しました。図 5A 〜 

D に⽰すパラメーターに関してアプリケーションを実⾏した後の結果を図 6 に⽰します。

図 6.  waters_connect インフォマティクスパッケージ内の問題解明ツールセットを使⽤して⽣成された代

表的な結果

構造解析のために登録したこの成分は、候補質量 m/z 411.239066 でした。この結果には、1 つの元素組成 C23H30N4O

3 が⽰されており、設定されたしきい値を超える i-FIT™ 信頼性が認められました。この元素組成は、ChemSpider 内で 

FDA UNII-NLM ライブラリーに⾃動的に送信され、イソトニタゼン（N,N-ジエチル-2-［2-（4-イソプロポキシベンジル

）-5-ニトロ-1H-ベンゾイミダゾール-1-イル）］エタンアミン）のヒットが、別名のリスト、構造、引⽤回数とともに

返されました。図 6 に⽰すように、この構造がフラグメントマッチとともに⾃動的に使⽤され、該当する部分構造が、

候補質量 m/z 411.239066 に関連する⾼エネルギースペクトルに割り当てられています。部分構造によってマッチした

⾼エネルギーフラグメントイオンの数と、それらのマッチが占める⾼エネルギースペクトルの強度の割合が、ライブラ

リーヒットについて⽰されています。

さまざまな成分、元素組成、ライブラリーヒットに関するこの情報にアクセスすることにより、サンプル中の未知物質

のアイデンティティーに関して、情報に基づく判断を下すことができます。
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結論

この試験では、waters_connect で法中毒学 HRMS スクリーニングソリューションを使⽤して、⼀部のベンズミダゾー

ルオピオイドのデータを取り込みました。取り込んだデータを使⽤して、カスタムサイエンスライブラリーを簡単に作

成および更新できることを実証しました。waters_connect インフォマティクスプラットホームを使⽤し、セミターゲ

ットワークフローを⽤いて MSE データを解析しました。フラグメントマッチ機能により、⾼エネルギーイオンに部分

構造を割り当てることができました。さらに、問題解明ツールセットによってディスカバリーワークフローを強化でき

ることがわかりました。
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