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現世および新第三系堆積物中の遊離態並びに

結合態マレイミド類の GC/MSに よる解析*

1.は じめに

マレイミド類 (ベ ンゾマレイミド類,貝「ちフタ

ルイミド類を含む。)の分析例は多 くは無いが ,
これまでに堆積岩や現世の海洋堆積物から見出さ

れている。分析されたマレイミド類のうち代表的

なものは 2エチル 3-メ チルマレイミドであり,
これはクロロフィルの生体内代謝産物もしくはポ

ルフィリン環の開環した代謝産物が光または空気

酸化 を受けて生 じた生成物 と考えられている

(Kozono ιr α′.,2002)。 この他にバクテリオク

ロロフィルに由来するマ レイミド類の分析例

(Gricc ι′α′.,1996,1997)や クロロフィル由来

のマレイミド類の側鎖が地層中で化学変化を受け

たものの分析夕l(ShmOyama ι″α′.,2001;Kozono

`rα
′.,2001;Pancost α αJ.,2002)が報告され

ている。以上のように堆積物からマレイミド類と

して抽出されるものをここでは遊離態マレイミド

類と呼ぶ。一方,原油から分離したポルフィリン

画分または溶媒洗浄後の堆積岩をクロム酸などで

酸化することにより得られるマレイミド類を結合

態マレイミド類と呼ぶ (Martin ιr α′.,1980;Bar―

wise and Whitehead, 1980; Furlong and Car‐

penter, 1988; Shilnoyama ιr αJ, 2001; Kozono

ιr α′.,2001,2002;Pancost θr α′.,2002)。 その

酸化物の前駆体は,地層ポルフィリンあるいは不

溶性有機物に取 り込まれたポルフィリンまたはそ

の断片に含まれるピロール部分であると考えられ
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る。これらの前駆体を酸化することにより単純な

構造のマレイミド類に誘導して分析することがで

きる。マレイミド類は トリアルキルシリル誘導体

としてあるいは誘導化することなくガスクロマ ト

グラフイー質量分析法 (GC/MS)|こ より同定さ

れる。本報では,東京湾の現世堆積物から抽出し
た遊離態 2エ チ ル 3-メ チ ルマ レイ ミ ドの
GC/MS解析結果 (Kozono`′ αノ,2002)と 山形
県新庄盆地の新第三系堆積岩から得られた結合態

マレイミド類の分析結果 (Kozono α α′.,2001)

を報告する。

2.試  料

2.1.現世堆積物試料

東京湾の多摩川河口沖合い 5kmの 地点で1986

年に採取 された 100 cmの コア試料から深度の異

なる16試料 (泥質堆積物)を 用いて分析 した

(Kozono`″ α′。,2002)。

2.2.新第二系堆積岩試料

山形県新庄盆地の大声沢川沿いに露頭する中渡

層 (凝灰質砂岩),野口層 (凝灰質砂岩,鮮新世 )

および古口層 (黒色泥岩),草薙層 (ケ イ質頁岩 ,

中新世)か ら1980年 に採取された新第三系堆積岩

試料 より層準の異なる18試料 を分析 に用いた

(Kozono`′ α′.,2001)。
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3.分析方法

3.1.現世堆積物試料からの遊離態 2-エ チルー3-

メチルマレイミドの抽出・分離

凍結乾燥 した粉末試料 (0.4g)を 遠沈管 (10 ml)

に取 り4-ヘキサン,れ ヘキサン/塩化メチレン
混合溶媒 (7:3v/v),塩化メチレン,塩化メチ
レン/メ タノール混合溶媒 (4:lv/v),メ タノー

ルを各 2 ml使用 し,各々30分間順次,超音波抽
出した。抽出操作は各溶媒系で 6回繰 り返した。

抽出液は溶媒系ごとに合わせて濃縮 した後,シ リ

カグルカラム (lomm I.D.× 175 mm)|こ より

れ―ヘキサン,塩化メチレン,塩化メチレン/ア
セ トン混合溶媒 (9:lv/v),メ タノールの各 12

mlを溶出液として 4つ の画分に分画 した。溶出

液は常圧で窒素気流を吹き付けて50 μlに まで濃

縮 して GC/MS分析に供 した。抽出物中の 2-エ
チル 3-メ チルマレイミドの同定は,GC/MS分
析における合成標品の保持時間とMSス ペクトル
との比較により行なった。その定量についても,

このマレイミドの分子イオンフラグメントグラム

におけるピーク面積を合成標品のそれと比較して

行なうことができる。

3.2.新 第二系堆積岩試料からの遊離態と結合態

マレイミド類の抽出・分離

堆積岩の粉末試料 (1.Og)を 遠沈管 (10 ml)

に取 り超音波照射下で塩化メチレン/ア セ トン混
合溶媒 (9:lv/v)を 3 ml使用 し30分間抽出した。

抽出操作は 4回繰 り返した。

堆積岩試料中に含まれる遊離態マレイミド類の

分析のためには,抽出液を合わせて濃縮した後 ,
シリカゲルカラム (10 mm I.D.× 175 mm)|こ

より4-ヘ キサン,塩化メチレン,塩化メチレン

/ア セ トン混合溶媒 (9:lv/v)の 各12 mlを 溶

出液として 3つの画分に分画する。遊離態マレイ

ミド類はこの最終画分中に存在する。

溶媒抽出後の堆積岩試料を減圧下で乾燥 した後 ,

50 ml遠 沈管 にとリー5°Cか ら 0°Cに 冷却 した

25%硫酸 (v/v)10 mlに 懸濁 し,こ れに同温の

10%三酸化クロム水溶液 (w/v)10 mlを 加えた。
この懸濁液を 0°C以下で 2時間次いで室温で 2

時間撹拌 した。遠心分離後,上澄み液を50 ml遠

沈管に移 して 5 mlのベンゼンで 5回抽出した。

抽出液を合わせて無水硫酸ナ トリウムで乾燥 した。

乾燥剤を除去 した抽出液に常圧で窒素気流を吹き

付けて50μ lに まで濃縮 して GC/MSで結合態マ
レイミド類を分析 した。

3.3.GC/MS分析
GC/MS測定には Hcwlctt Packard社製 G18CXIA
GCDシ ステムを使用 した。ガスクロマ トグラフ
イーには FFAP FS‐ WCOT化 学結合型キャピラ
リーカラム (0.25mm I.D.× 60m,膜厚0.25μ m)

を用いて,オ ーブン温度を50°Cで 2分保持 し,
50°Cか ら150°Cま で毎分 10°C, 150°Cか ら230°Cま

で毎分 3°Cで昇温 し,230° Cで 50分保持 して分析

を行なった。質量分析計は,イ オン化電圧を70

cVに 設定 し,全 イオンスキャンモー ド (“ /z
45425)で 測定した。

3.4.マ レイミド類標準物質の合成

2メ チルマレイミド,2,3ジ メチルマレイミド,
3,4,5,6-テ トラヒドロフタルイミド,4メ チルフ
タルイミド

これらのマレイミド類は対応するマレイン酸無

水物から,Muir and Ncubergcr(1949)の イミ

ド化法に従い,尿素と共に加熱して合成した。即
ち,無水 2メ チルマレイン酸 (無水シトラコン酸),

無水 2,3-ジ メチルマレイン酸,無水 3,4,5,6テ ト
ラヒドロフタル酸,無水 4メ チルフタル酸のそ
れぞれ1.Ogを 尿素2.Ogと 共に試験管中で 140°C
に 1時間加熱した。室温付近まで放冷後,反応混
合物を水に溶かしクロロホルムで抽出した。抽出

液を硫酸マグネシウムで乾燥 し濃縮 した後,シ リ
カゲルカラムに吸着させベンゼンー酢酸エチルで

溶出して目的のマレイミド類を得た。収率を最大

化するための条件検討は行なっていない。生成物

の物性データは次のとおりであった。

2メ チルマレイミド :

収率37%,融点104-6°C(エ ーテルから再結晶)。
lH NMR(CDC13)δ 2.09(3H,s,CH3), 6.36

(lH,s,=CH),8.12(lH,s,NH)。 元 素 分析 ,
Found:  C,  53.84;  H,  4.53;  N,  12.32.

Calcd.for CsI1502N:C,54.05;H,4.54;N,
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12.61.

2,3-ジ メチルマレイミド :

収率52%,融点11920° C(エーテルから再結晶)。
lH NMR (CDC13)δ

l・ 97(6H,s,CH3× 2),

7.80(lH,s,plH)。 元素分析,Foundi C,5763;
H,5.64;N, 11.27.Calcd.for C6H702N:C,

57.59; H, 5.64; N, 11.20.

3,4,5,6-テ トラヒドロフタフレイミド :

収率55%,融点 173-4° C(エ ーテルから再結晶)。
lH NMR(CDC13)δ 176(4H,broad s,4
and 5 CH2), 2.34(4H,broad s,3 and 6-

CH2),7.28(lH,s,NH)。 元素分析,Found:
C, 63.59; H, 6.08; N, 9.23.  Calcd.  for

C8H902N:C,63.56;H,600;N,9.27
4-メ チルフタルイミド :

収率77%,融点1978°C(エ タノールから再結
晶)。 lH NMR(CDC13)δ 2.54(3H,s,CH3),
7.54(lH, d,J=7.8Hz,aromatic H), 7.68

(lH,s,arOmatic H), 7.76(lH,d,ノ =7 8Hz,

aromatic H),812(lH,s,NH)。 元素分析 ,
Found: C, 67.08; H, 435; N, 8.90. Calcd

fOr C,H702Ni C,67.07;H,4.38;N,8.69.

2-エチル 3-メ チルマレイミド

1エ トキシカルボニルプロパンー1-ホ スホン酸
ジエチル (10g,40 mmol)の ジメ トキシエタン

(DME)溶 液 (100 ml)|こ 水素化ナ トリウム
(0.95g,40 mmol)の DME懸 濁液 (100 ml)
を室温で加え30分間撹拌 した後, ビルビン酸エチ

ル (4.6g,40 mmol)を 加えて 1昼夜撹拌 した。

反応混合物に酢酸を数滴加えてしばらく撹拌 した

後,エーテル (300 ml)を 加えて酸 。アルカリ洗
いし,エーテル層を硫酸マグネシウムで乾燥 した。
エーテルを留去 して 2-エ チル 3-メ チルマレイン

酸ジエチル (4.8g,56%)を 無色油状物 として

得た。薄層クロマ トグラフイーの烏値 (エーテ

ル/ヘキサン,2:1):0.6。 lH NMR(CDC13)

δl.08(3H, t,J=7.5Hz,2 CH2CH3), 1・ 30,

1.32(tota1 6H,t× 2,J=6.5Hz,0‐ CH2CH3),

1.96(3H,s,3 CH3), 2.38(2H,q,J=7.5Hz,

2 CH2CH3), 420, 422(tota1 4H,q× 2,J=

6.5Hz,0-CH2CH3)○ この生成物 は NMRス ペ ク

トルか ら判 断 して ご く少量 の 2エ チル 3-メ チル

フマル酸ジエチルを含んでいたが,精製せずこの

まま次の反応に用いた。

上述の生成物 (2.lg,10 mmol)の エタノール

溶液 (5 ml)に 2M NaOH水 溶液 (5 ml)を 加
えて40°Cで 3時間撹拌 した。反応混合物 を2M
HClで酸性にして数時間放置後,遊離 した油状
物をエーテルで抽出した。エーテルを留去 して得

た油状物を尿素 (20g)と 共に100°Cで 1時間加

熱した。反応混合物をクロロホルムで抽出した後 ,

シリカグルカラムクロマ トグラフイー (ベ ンゼン

/酢酸エチル)で精製 し,2エ チル 3-メ チルマ
レイミドを得た (0.59g, 43%)(Kozono ι′α′,
2002)。 融点678°C(エ ーテルから再結晶)。 lH

NMR (CDCL)δ l.15(3H, t, J=7.6Hz,
2 CH2CH3), 1・ 98(3H,s,3 CH3), 242(2H,q,

ノ=7.6Hz,2 CH2CH3),830(lH,s,NH)。 元素
ゲトカ千, Foundi C, 60.46; H, 6.55; N, 9.97.

Calcd.for C7H902N: C, 60.42; H, 6.52; N,

10.07.

3-メ チフレフタフレイミド

この化合物は対応するフタル酸無水物 (Avocado

Research Chemicals製 )が入手可能な場合,上
述の方法により合成できる。入手不可能な場合の

ために以下に述べるワンポット合成法を確立した

(Nomoto`′ α′.,2001a)。

ヘミメリテン (1,2,3ト リメチルベンゼン,10
g,83mmol)の 四塩化炭素溶液 (50 ml)へ還流
下に臭素 (27g,166 mmol)を 滴下した。生成物

の GC/MS分析の結果から判断 して,1,2位のメ
チル基の臭素化物と1,3位の臭素化物が約 7:1で
生成していた。反応混合物は精製することなく,

溶媒を留去 しさらにベンゼン (50 ml)を 加えて

濃縮する操作を 5回繰 り返すことで副生 した臭化

水素を除いた。油状残澄に 7M HN03(300 ml)

を加えて激しく撹拌しつつ 5時間加熱還流 した。

硝酸を留去後, まず水 (100 ml)を 加えて濃縮す

る操作を 5回 ,次いでベンゼン (50 ml)を 用い

て同様の操作を行なった。油状残澄に無水酢酸

(50 ml)を 加えて1時間加熱還流した。反応液を

濃縮乾固した後,ベ ンゼン(50 ml)を 用いて溶解・

乾固の操作を 5回行なった。この残澄をシリカゲ

ルカラムクロマ トグラフイー (ベ ンゼン/酢酸エ
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チル)で生成すると無水 3メ チルフタル酸 (融
点 115°C)が得 られる。上述の濃縮残澄に尿素
(10g)を 加えて140° Cで 2時間加熱した。放冷後 ,

反応混合物からクロロホルム (200 ml)で 生成物

を抽出して,シ リカグルカラム (3cm I.D.× 50

cm)に吸着させクロロホルムーメタノール (19
:1)で溶出した。薄層クロマ トグラフイー (ク
ロロホルム/メ タノール (19:1))で 時値0,9
のスポットを与える生成物を含むフラクシヨンを

集め,同 じサイズのカラムに再度吸着させ,ベ ン

ゼン/酢酸エチル (19:1)で溶出して, 目的の

3-メ チルフタルイミドを得た (525 mg,3.9%)。

融点 193-5°C(エ タノールか ら再結 晶 )。 lH

NMR(CDC13)δ 2.75(3H,s,CH3), 7.68(lH,
d,J=7.7 Hz,aromatic H), 7.79(lH,t,J=7.7

Hz,aromatic H),7.86(lH,d,J=7.7 Hz,
aromatic H),8.25(lH,s,NH)。 元素分析 ,

Found: C, 66.62; II, 4.36; N, 8.57. Calcd.

fOr C9H702N:C,67.07;H,4.38,N,8.69.

以上のマレイミド類標準物質のマススペクトル

をFig.1に 示 した。
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4.結果および考察

4.1.現世堆積物試料中の遊離態 2-エ チルー3-メ

チルマレイミドの分析

東京湾堆積物試料中の遊離態 2エチルー3-メ チ
ルマレイミドは,塩化メチレン/メ タノール混合
溶媒による抽出物の塩化メチレン/ア セ トン混合

溶媒画分から検出された。この画分のガスクロマ

トグラム (全イオンクロマ トグラムと2-エ チル

ー3メ チルマレイミド分子イオンに相当する協/z

139の フラグメントグラム)を Fig.2に 示 した。
このフラグメントグラム上のピークの保持時間は,

合成したマレイミド標品ピークの保持時間と一致

した。また,各々のピークを与える物質の質量ス
ペクトルも良い一致を示 した。これらの結果から

2エチル 3-メ チルマレイミドを同定した (ICozonO

`′

α″.,2002)。 このマレイミドの同定レベルは次

節において他のマレイミド類と合わせて述べる。

東京湾堆積物試料からこの他のマレイミド類は見

出されなかった。また16試料の分析結果からこの

マレイミド濃度の深度分布を求めたところ,ク ロ

ロフィル類 (ク ロロフイルα,フ ェオフィチンα,
ピロフェォフォルビドα,ピ ロフェオフィチンα)

の合計濃度の深度分布と傾向が良く一致すること

と,両者の濃度は同程度であることが明らかにな
った (Kozono ι′α′.,2002)。

20 30 40 50 60 70
Retention time (min)

Fig.2. Total ion chromatogram (a) and mass

fragmentogram (b) of the extract of Tokyo
Bay sediment and total ion chromatogram
of authentic 2-ethyl-3-methylmaleimide (c).

4.2.新第二系堆積岩試料中の遊離態および結合

態マレイミド類の分析

新庄新第二系堆積岩試料の抽出性成分に含まれ

る遊離態マレイミド類はカラムクロマ トグラフ

イーによる分画の後に GC/MS分析 した。一方 ,
可溶性成分を除いた堆積岩試料をクロム酸酸化後

ベンゼン抽出して得た抽出物は,分画を行なうこ

となくGC/MSで 結合態マレイミド類の分析 を
行なった。草薙層上部の試料から得たクロム酸酸

化抽出物のガスクロマ トグラム (全イオンクロマ

トグラムとマレイミド類の分子イオンのフラグメ

ントグラム)を Fig.3に 示 した。この試料からは,
結合態マレイミド類として,2-メ チルマレイミド,

2,3-ジ メチルマレイミド,2-エ チル 3-メ チルマ

レイミド,3,4,5,6-テ トラヒドロフタルイミド,

フタリレイミド, 3-メ ラつレフタルイミド, 4-メ チル

フタルイミドが検出され, これらを定量 した

(Kozono ιr α′,2001)。 このマ レイミド類の

MS特性と同定レベルなどをTable lに 示 した。

Retention time (min)

Fig. 3, Total ion chromatogram and mass frag-
mentograms of bound maleimides in the
upper Kusanagi Formation of the Shinjo
sediments.
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Table 1 ldentification of maleimides found in extracts of Tokyo Bav sediments and in oxidative
extracts of Neoqene sediments

Diagnostic fragment ion** (mlz)
Compound* Formula Lcvcl of

idcntillcation***

2‐ N4ethyllnalcimide

2,3-Dimcthylmaleilnide

2 Ethy1 3-mcthylmaleimidc

3,4,5,6 Tctrabydrophthalimidc

Phthalinlide

3-Mcthylphthalimidc

4-ⅣIcthylphthalinlide

CSH502N
C6H702N
C7H902N
C8H902N
C8H502N
C'H702N
C9H702N

111

125

139   124

151

147

161

161

143   133

133

５４

６８

８０

７６

９０

９０

６８

　

９６

‐０８

一
・０４

・・８

・‐８

4

4

4

4

4

4

4

Fragmentation

キ   In Tokyo Bay sediincnts only 2-ethyl-3-mcthyllnaleimidc was found and all thc compounds 、vcrc found in
Ncogcnc sedilnents
**  Basc pcaks are undcrlincd

*** Idcntiication 、vas donc by coincidence in mass spectrum and GC rctention time 、vith thosc of authcntic stan―

dard

上述のマレイミド類において,3,4,5,6テ トラ  とよい相関を示すことなどの化学現象が見出され
ヒドロフタルイミド以外は分子イオンピークが基  た。結合態マレイミド類はそれが含まれる層準に
準ピークである。各分子のフラグメンテーション  固有の物質である可能性が高いので,こ れらの分
の特徴として,マ レイミド環の分解が主に観測さ  析はクロロフィル分子の続成変化の解明に有効で
れる。即ち,[M―CONH]+(フ ラグメントc)  あると思われる。
と [M―CONHCO]+(フ ラグメントg)は殆どの   現世堆積物から得られた遊離態 2-エ チルー3-メ
マレイミド類に見られる。3,4,5,6テ トラヒドロ  チルマレイミドはクロロフィル分子のB環に由来
フタルイミドでは [M―CONH]十 が基準ピークで  する生体代謝産物が保存されたものと思われる。
ある。2エチルー3-メ チルマレイミドのなについて, 堆積岩から抽出される遊離態および結合態マレイ
側鎖エチル基からの脱メチル体のフラグメントb  ミド類の内,2エテル 3-メ チルマレイミドのみは,
が見られ, さらに [M―CH3~CONHCO]+(フ ラ  クロロフイル分子のB環の倶1鎖構造を留めた化合
グメントi)も 現れる。3メ チルフタルイミドと  物であるが,ク ロロフィルの A環側鎖ビニル基
4-メ チルフタルイミドのマススペクトルによる識  の水素添加および C環佃1鎖エステル部分の脱炭
別は [M―H20]+(フ ラグメントc)の有無が基  酸を経る経路でも生成し得る続成変化産物との区
準である。このフラグメントと [M―H20~CO]十   別はできない。2メ チルマレイミドと2,3ジ メ
(フ ラグメントf)は前者にのみ現われる。    チルマレイミドの側鎖を持つピロール環は天然の
この研究における新第三系堆積岩18試料の分析  クロロフイルには存在 しないことから,ク ロロフ
により,遊離態および結合態マレイミド類の濃度  イル由来の続成変化産物 と見られる。特に 2,3-
の深度分布が始めて得られ,ク ロロフイル分子の  ジメチルマレイミドは, クロロフィル B環の 2
持つポルフィリンの側鎖構造が地層中で起こす化  エチルー3-メ チルピロールが地層中で脱メチル化
学変化の一端が明らかにされた。即ち,本試料は  して生 じた構造に由来する物質として,地層有機
上位層から下位層にかけてビトリナイト反射率が  物 の熟 成 度 の評 価 へ の利 用 が期 待 で きる
0.4か ら0.8へ と推移する程度の熱履歴を有するも  (Nomoto θ′α′.,2001b)。 フタルイミドと3お
のであるが,こ の範囲において結合態マレイミド  よび 4-メ チルフタルイミドについては,原油か
類は遊離態に比してよく保存されていること,深  ら分離されたポルフィリン画分のクロム酸酸化で
度と共にフタルイミドとメチルフタルイミドが増  得られたものは,明 らかに地層ベンゾポルフィリ
加すること,倶1鎖エテル基の脱メテル化は熱履歴  ンに由来すると見なされる (Barwisc and White‐

M+CL― 恥 0て O CONH tt CONК O響
∞ ~Ⅷ 0
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現世および新第三系堆積物中の遊離態並びに結合態マレイミド類の GC/MSに よる解析

hcad,1980;Nomoto`′ αι.,2002)。 一方,堆積
岩を直接クロム酸酸化して得たフタルイミドとそ

のメチル体の起源物質をクロロフィル由来の地層

ベンゾポルフィリンと断定するに足 りる証拠を得

ることは今後の課題である。

本報告では,標準物質が化学合成などの手段に
より入手可能なマレイミド類の堆積岩からの抽出,

同定,定量の手法を記述した。上述したように,
本報で述べたマレイミド類のほかに地層中か島は

バクテリオクロロフイル由来のマレイミド類 (2

メチル 3-イ ツプロピル ,2メ チル 3-イ ソブチ
ル ,2メ チル 3-ネ オペンチルマレイミド)や佃1
鎖が化学変化を受けたマレイミド類 (2メ チルー

3-プ ロピル ,2-メ チル 3-ブチル ,2-メ チル 3-

ペンチル ,2,3ジ エチルマレイミド)な どと考

えられる物質も見出されているが, これらの分析

については文献を挙げるに留める (Gricc ιr α′,

1996, 1997; Shiinoyama ιr αJ, 2001; Kozono

ι′αJ, 2001; Pancost`rα ′, 2002)。  今イた, ここ

に挙げたマレイミド類の標準物質の合成法を確立

し,堆積岩試料中に存在するそれらを明確に同定
した上で別途報告することとしたい。
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