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論.文 内 容 要 旨

第1章 序 論

最近の高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)の 急速な発展,特 に,カ ラムの分離能と検出感

度の向⊥により,従 来では分析できなかった多くの化合物の,高 感度で精度良い分析が可能とな

ってきた。特に,感 度,及 び,選 択性に優れた蛍光検出法,電 気化学的検出法,生 物㌔・化学発光法

などのHPLCへ の応用は,生 体試料や食品のような複雑 な系の中に含まれる極微堀な成分の高感

度 ・高選択的な分析に適 した方法である。 これらあ方法¢)利用に際 し,分 析対象となる化合物が

上記の検出法では検出されない場合には,プ レ,或 はポス トカラム法によるラベル化が必要とな

り,こ れまでにもこの目的のため多 くの試薬ρ開発 ・応用がなされてきている。

本研究では,HPLCの ための新 しい蛍光分析法の開発を目的とし,新 しい発蛍光化反応の開発

とその分析への応用について検討 した。第 皿章では,カ ルボン酸の蛍光 ラベル化試薬(9一 .プロ

モメチルアクリジン)の 開発と脂肪酸分析へゐ応用について,第 皿章でほ,過 酸化脂質分析あた

めの蛍光検出試薬(ジ フェニル ー1一 ピレニルポスフィン)の 開発 とその応用について,更 に,

第W章 では,最 近明 らかにされたN一(9一 アクリヅ 三ル)マ レイ ミドと亜硫酸の発蛍光反応を用

いた亜硫酸の分析浩の開発についてそれぞれ検討 した。

第 皿章9一 プ ロ モ メ チ ル ア ク リ ジ ン(9-Br・Ma)を 用 い た

且PLCに よ る 脂 肪 酸 の 分 析

〔皿一1:緒 言 〕 自然界に広 く存在する脂肪酸,及 び,そ の誘導体は非常に多様 な生理活性を

有 しており,食 品学,栄 養学,臨 床化学,医 学など広い分野で注目されてきている。本章では,

HPLCを 用いた脂肪酸の高感度分析のための蛍光 ラベル化試薬の開発とその応用について検討し

た。n-2で は,9一 プロモメチルアクリジン(9-Br・Ma)の 合成,及 び,反 応性について,

皿一3で は,生 成 した9一 アク リジニルメチル(9-AM)誘 導体のHPLC.に よる分離と定量牲,

及び,血 漿中の遊離脂肪酸の定鼠への応用について,更 に,皿 一4で は,油 脂の脂肪酸組成分析

のための トリアシルグ リセロールのケン化とそれに続 くラづル化法についてそれぞれ検討 した。

`H-2〕 カ ル ボ ン酸 の ラ ベ ル化 試 薬 と して ベ ン ジ ル ブ ロマ イ ド型 の9-Br・Maを 合 成 した 。

この 試 薬 は,安 価 な 原 料 よ り短 行 程 で収 率 よ く調 製 す る こ とが で き た(Fig.1)。9-Br・Maと

脂 肪 酸 の反 応 はDMF中,塩 基 と して テ トラエ チ ル ァ ンモ ニ ウ ム炭 酸 塩(TEAC)を 加 え る こ と

に よ り,室 温 で10分 以 内 と い う非 常 に穏 和 な 条 件 下 で 進 行 し,脂 肪 酸 の9-AMエ ス テ ル を ほ ぼ

定 量 的 に与 え た(Fig.2)。 こ の生 成 物 は 冷 暗 所 に保 存 す る こ とに よ り1週 間 以 上 安 定 で あ った 。

また,425nm(励 起 波 長360nm)に 極 大 波 長 を有 す る蛍 光 を 示 し,ま た,252nmに モ ル 吸 光

係 数 が 約2×105と 非 常 に 強 いUV吸 収 を示 した こ とか ら,熱 な どに 不 安 定 な カルボ ン酸 類 の 高 感

度 な蛍 光 及 びUVラ ベ ル 化 試 薬 と して の有 要惟 が 示 唆 され た 。
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〔皿一3〕 ・9-Br・Maと 脂 肪 酸 の反 応 に よ り生 成 した9-AMエ ス テル のHPLCに よ る分 離

・定 量 条 件 に つ いて 検 討 した。 カ ラム と して 逆 相 系 のODSカ ラム を用 い 分 離 溶 媒 組 成(メ タ ノ

ー ル ー水 系)
,及 び,温 度 を 変 化 させ, .この時 の保 持 時 間 に与 え る脂 肪 酸 の炭 素 数 及 び,二 重

結 合 数 の影 響 に つ いて 明 らか と した。 こ の結 果 を基 に,高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 を含 む15種 の 脂肪 酸誘'

導 体 の 分離 条 件 を 設定 し,各 誘 導 体 をpmolレ ベ ルで 分 離.・検 出 す る ことが で き た(Fig.3)σ

ま た,ヒ ト血 漿100μ1を 試 料 と して,ク ロ ロホ ル ムに よ り遊 離 脂 肪 酸 を 抽 出 し溶 媒 を除 去 した

後,9-Br・Maで ラベ ル化 し,・HPLCに 導 入す る こ とに よ り脂 肪 酸 の定 量 が 可 能 で あ った(Fig.

4)。 この方 法 に お け る添 加 回 収 率 は 何 れ の 脂 肪 酸 誘 導 体 につ いて も95～106%で あ り,ま た.

測 定 値 の変 動 係 数 は5%以 内 で あ っ た。

〔堰一4〕 油 脂 の脂 肪 酸 組 成 分析 の た め の 簡 単 な ケ ン化 と9-Blr・Maに よ る ラベ ル化 法 に つ

い て検 討 した 。試 料 溶 液 に大 過 剰 のTEACメ タ ノ 「ル溶 液 を加 え,、密 栓 し60℃ の湯 浴 中 で5分 間

加 熱 した 。 更 に開 栓 して か ら30分 間 加 熱 を続 け,溶 媒 を除 去 す る と共 に 完 全 に脂 肪 酸 ま で加 水 分

解 した。 窒 素 気 流 に よ り完 全 に溶 媒 を 除 き,DMFに 溶 媒 を 置 換 した 後,こ れ に9-Br・Ma溶 液

を 加 え ラベ ル化 し,HPLCに よ り脂 肪 酸組 成 分 析 を行 っ た(Fig.5)。 加 熱 温度 を 高 くす る と リ

ノ ー ル酸 の 異 性 化 が 認 め られ たが,本 条 件 下 で は 異性 化 は認 め られ な か っ た 。バ タ ーに 対 レて脂

肪 酸 を添 加 した結 果,92～102%の 回収 率 を 得 た 。 ま た,変 動 係 数 は ミ リス チ ン酸 の場 合2.5%

(42.8pmol,n篇6)で あ っ た 。本 法 に よ り植 物 油,及 び,バ タ ー,マ ーガ リ ンの脂 肪 酸組 成 分

析 を 行 った結 果,加 工 食 品 で あ るバ タ ー,マ ー ガ リンよ りオ レイ ン酸 の異 性 体 で あ る イ ソオ レイ

ン酸 を検 出 した 。

第 皿章 過 酸 化 脂 質 の 蛍 光 分 析 試 薬 の 開 発 と そ の 応 用.

〔皿一1:緒 言 〕 脂質の過酸化によって生成する過酸化脂質は,食 品の呈味性,風 味,及 び,

栄養価を低下 させ食品化学にお.いて非常に大 きな問題の一つとなってい・る。ま鵡 近年,生 体内

における過酸化脂質の生成と,あ る種の疾患,或 は老化 との関係が注目されてきている。 しかし,.

これまで報告されてきた過酸化脂質の分析法は,感 魔,選 択性,再 現性,或 は簡便性等の点で問

題を残す ものが多く,充 分満足できる方法とは言えぢかった。

本研究では,過 酸化脂質,特 にヒドロペルオキシ ドの新 しい分析試薬の開発とその応用を目的

とレ,皿 一2に おいて,ホ スフィン試薬Q合 成とその特性を検討 した。また,皿 一3で は,合 成

した試薬の中で最 も有望と考えられたジフェニルー1一 ピレニルポスフィン(DPPP) 、を用いた

液相法によるヒドロペノレオキ.シドの定量法について,更 に,皿 一4で は,DPPPのHPLCポ 不

トカラム法への応用にっいてそれぞれ検討 した。

〔H-2〕 脂質過酸化物の一?で あるヒドロペルオキシドの定量的還元法 として知られている
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ト リフ ェ ニル ポ ス フ ィ ンの 反 応(Fig.6)に 着 目 し,そ の 誘 導 体 を 合 成 し,そ れ らの ス ペ ク トル

特 性,及 び,反 応 特 性 に つ いて 検 討 した。 合 成 した化 合 物 は,ト リフ ェ ニル ポ ス フ ィ ンの フ ェ ニ
じ

ル 基 の一 つ を蛍 光 性 の ナ フ チル,ア ンス リル,及 び,ピ レニ ル基 で 置 換 した もの で,全 て ト リフ

ェニ ル ポ ス フ ィ ンを 原 料 と し,金 属 リチ ウム に よ りホ ス フ ィ ッ トと した 後,導 入 す る 置換 基 の 臭

化 物 と反 応 させ る こ と に よ り調 製 した。 これ ら調 製 した ホ ズ フ ィ ンは,何 れ も無 蛍 光 性 で あ うた

が,酸 化 され て 生 成 した オ キ シ ドは強 い蛍 光性 を 示 した(Fig.7)。 特 に,ピ レ ン誘導 体 の ジ フ

ェ ニ ル ー1一 ピ レニル ホ ス フ ィ ン(DPPP)の オ キ シ ドは 最 も強 い 蛍 光 強 度 を与 え,同 濃度 の ア

ン トラ セ ンの12倍 の 蛍 光 強 度 を与 え た 。 ホ ス フ ィ ンは,ヒ』結晶 状 で は非 常 に安 定 で あ っ た(20カ 月

以 上)。 ま た,溶 液 中 で は,遮 光 す る こ とに よ りか な り安定 で あ った 。 各 ホ ス フ ィ ンと ヒ ドロペ

ルオ キ シ ドと の反 応 性 は,ナ フタ レ ン≧ ピレ ン〉 ア ン トラセ ンの 各 誘 導 体 の 順 で 高 く,こ れ は リ

ン原 子 の回 りの立 体 障 害 の影 響 と考 え られ た。 以 上,感 度,試 薬 の 安 定 性,反 応 性 な どか ら分 析

試 薬 と してDPPPが 最 も有 望 と考 え られ た 。

〔皿一3〕 ヒ ドロペ ル オ キ シ ドが,新 し く開 発 した無 蛍 光 性 の 試 薬DPPPを 定 量 的 に蛍 光 性

の オ キ シ ドに酸 化 す る こ とを 利 用 した ヒ ドロペ ル オ キ シ ドの 定 量 法 に つ いて 検 討 した 。DPPP

と各 種 ペ ル オ キ シ ドと の反 応 性 は,ペ ル オキ シ ドの 一〇一〇一結 合 の 回 りの 立 体 的 な込 み合 の 影

響 を 受 け,比 較 的 込 み 合 の 少 な い ヒ ドロペ ル オ キ シ ドは高 い反 応 性 を示 したが,込 み 合 の 大 き な

ジ アル ギ ルオ キ シ ド等 は 殆 ど反 応 性 を示 さ なか っ た(Table1)。 この ことは,本 試 薬 が ヒ ドロペ

ル オ キ シ ドに 高 い 選 択 性 を 有 す る こ とを 示 唆 す る もの で あ った。 ま た1反 応 は各 種 有 機 溶 媒 中 で

進 行 した が,特 に アル コー ル 類,及 び、 ク ロ ロホル ム 中で 速 や か に進 行 した(Table2)。DPPP

と ヒ ドロペ ル オ キ シ ドとの 反 応 を,ク ロ ロホ ル ム ー メ タ ノー ル混 液 中,60℃ で行 った 場合,反 応

は40分 以 内 で 完 了 し,そ の 後,60分 以 上 一 定 の蛍 光 強 度 を示 した(Fig,8)こ とか ら,Fig.9に

示 した 操作 条件 を 設 定 した。 更 に,io種 類 の油 脂 に つ いて,?OVの 測 定 法 と して 一 般 的 に 用 い

られ て い る ヨ ウ素 滴 定 法 と本 法 に よ り測 定 した 。 そ の結 果,両 測定 値 間 に 良 好 な相 関 性 を 認 め た

(Fig.10)。 本 法 の 感 度 は,ヨ ウ素 法 の約1×104倍 で,検 出限 界 は約200prholで あ っ#。

〔匪一4〕 ヒ ドロペ ル オ キ シ ドの検 出試 薬DPPPをHPLCポ ス トカ ラム法 に応 用 した。HPLC・

の シ ス テ ムの 概 要 をFig.llに 示 した。 分 離 カ ラ ムか らの 溶 出 液 を,UV検 出 器 で モニター した 後,

DPPP溶 液 を 混 合 し,700Cに 保 った反 応 コ イル を通 して反 応 させ,蛍 光 検 出 器 で オ キ シ ドの 生

成 量 を モ ニ タ ー した。 様 々 な ヒ ドロペ ル オ キ シ ドを 検 出 す る た め,い くつか の分 離 条 件 を 検 討 し,

遊 離 脂 肪 酸,ト リア シ ル グ リセ ロー ル,及 び,リ ン脂 質(PC,及 び,PE)の 各 ヒ ドロペ ル オ キ

シ ドを数pmolレ ベル で 検 出す る こ とが で きた。 また,健 康 な 成 人 男 女 の1血漿500μ1を 試 料 と し

て 抽 出 した脂 質 をHPLCに 導 入 し,ll頂相 シ リカゲ ル カ ラムに よ り分離 した後,DPPP法 に よ り

検 出す る こと に よ り(Fig.12,13),20～40pmol/mlの ホ ス ファ チ ジル コ リンの ヒ ドロペ ル オ

キ シ ドを 検 出 した。 定 量 は標 準 添加 法 に よ り行 い,測 定 値 の ば らっ き は10%以 内 で あ った 。
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第W章N一(9一 ア ク リジ ニ ル)マ レ イ ミ ド(NAM)を

用 い た 亜 硫 酸 の 分 析

〔W-1:緒 言 〕 亜硫酸,及 び,そ の塩は,漂 白,酸 化防止,及 び,保 存の目的で多くの食品.

に添加 されているが,そ の毒性のため食品中の残存量は法律で規定 されている。 しか し,亜 硫酸

は非常に不安定で,分 析操作中に分解する傾向が強 く,食 品添加物中最:も難 しい分析項目の一っ

となっている。一方,亜 硫酸は,近 年問題となっている酸性雨の原因物質としても注目されてき

ている。雨水中に含 まれる亜硫 酸は,酸 化 されて硫酸となり雨水のpHを 低下させる。 この酸化

のメカニズムを知る上で,雨 水中の亜硫酸量を測定することは非常に重要なことであるが,亜 硫

酸の不安定さと極微量 しか含まれないことから分析は非常に困難であ「った。

近年,SH基 の蛍光 ラベル化試薬N一(♀ 一アクリ「ジニル)マ レイ ミド(NAM)が,亜 碗酸 と

も反応 し蛍光性の誘導体を与えることが示された。そこで,本 研究では,亜 硫酸の新 しい蛍光定

量法の確立を目的として,π 一2で はNAMと 亜硫酸の反応機構 及び,反 応性について検討 し,

更に この反応を,ワ イン中の亜硫酸の定量(W-3),雨 水中の亜硫酸の定量(W-4),及 び,グ

ルタミン酸:オ キサロ酢酸ア ミノ基転移酵素(GOT)の 活性測定法(W-5)に それぞれ応用 し

た。

〔IV-2〕NAMと 亜硫酸の反応生成物を単離 し,そ の構造解析を行った。 その結果より,反

応は,NAMに 対する亜硫酸(SO32『)の 付加反応とそれに続 く加水分解反応の2段 階で進行 し,

最終的に2種 の安定な誘導体を与えることが明かとなった(Fig.14)。 また,最 終生成物の生成

比は,反 応の温度及びpHに より影響 を受けたため,反 応を一定条件下で行う必要を認めた。こ

の ラベル化反応とHPLC法 と組み合わせることにより数100fmolの 亜硫酸の検出 ・定量が可能

であった。

〔W-3〕NAMを 用 い たHPLCプ レカ ラ ム法 に よ る,ワ イ ン中 の 亜 硫 酸 分 析 法 に つ い て 検

討 した 。共 存 す る アル デ ヒ ドや ケ ト酸 の影 響 を 防 ぐた の,反 応 はprH10.0の 緩 衝 液 中,50℃ で

行 った。 こ の条 件 に よ り反 応 は20分 以 内 に完 了 したが,安 全 性 を 見 込 み30分 間 行 っ た 。検 出 に は,

NAMの 分 解 物 の 影 響 を 除 くた めHPLCを 用 い た 。HPLCに よ る一 回 の 分 析 は10分 以 内 で 完 了

した 。分 析 操 作 法 をFig.15に 示 した 。 ユ3種の ワ イ ンに つ いて 本 法 と改 良 ラ ンキ ン法(最 も 一般

的 な 分析 法)で 分 析 した結 果,両 方 法 間 に良 好 な相 関 性 を 認 め た(Fig,16)。 本 法 に お け る添 加

回収 率 は1例 を 除 き99～105%で あ った 。 ま た,測 定 値 の 変 動 係 数 は 全 て3%以 内 で あ っ た 。本

法 は,感 度,迅 速 性,及 び,簡 便 性 に お いて 改 良 ラ ンキ ン法 よ り優 れ て いた 。

〔Wr4〕 雨水中の亜硫酸を安定に捕集するために0.02M・EDTAを 含むほう酸緩 衝液 を用

い,一 定量の捕集液にNAM溶 液を加え ラベル化 した後,HPLCに より亜硫酸を検出 ・定量 した。
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し

亜硫酸はFe2+やMn2+な どの金属 イオンにより酸化が触媒 されることから,EDTAを 含む溶液.

によりその触媒効果を防ぎ,比 較的安定に捕集 し,捕 集 した雨水を直ちにNAMで 蛍光性の誘導

体に固定化す ることができたため,極 微量の亜硫酸を正確に分析することが可能であった。雨水

中への亜硫酸の添加により92～107%が 回収された。また,測 定値の変動係数は1,1%(n=5)、

であ った。Table3に 仙台市内で捕集 した雨水中の亜硫酸の測定結果を示 した。本法では,5ml

の雨水の採取により14ppbの 亜碗酸の検出が可能であり,非 常に高感度で簡便な方法であった。

〔W-5〕GOTはL一 ア スパ ラギ ン酸 と2一 オ キ ソ グ ル タ ル酸 か らL一 グル タ ミン酸 と オ キ サ

ロ酢酸を生成する反応・及びその逆反応を触媒す るアミノ基転移酵素であり・正常時のヒト血盾

(或は拍1漿)中 の挿性 レベルは低 く保たれているが,各 種肝疾婁・・心筋梗塞,華 は筋 ～ス トロフ

ィー等の患者では組織の破壊 にともない血清(或 は1血漿)中GOTレ ベルの上昇が観察され,臨

床分析中で最も重要な分析項目の「つ となっている。

L一 アスパ ラギン醗の構造類似体であ.るL一 シ冬テインスルフィン酸(CSA)もGOTの 良い

基質 となり,酵 素反応によりβ一「くノレフィ子ルピルビン酸を経て『ル ビン酸と亜硫酸を生成する。

この 酵素 反 応 に よ り生 成 した亜 硫 酸 をNAMと 反 応 させ 定 量 す る こ とに よ り,GOTの 活 性 の測定

を行 った(Fig.17)。 測 定 操 作 法 をFig.18に 示 した。 本 法 で は,10μ1の 試 料(血 清,或 は血 漿)

を 用 い て,4～141U/1のGOT活 性 測 定 が 可 能 で あ った 。 ま た,GOT活 性 測 定 法 と して 一 般

的 な 改農 カル メ ン法 と比 較 した 結 果,両 方 法 間 に良 好 な相 関性 を 認 め た(F{g.ig)。

第V章 総 括

新 しい蛍光試薬の開発とその分析への応用により,こ れまで分析が困難であったい くっかの化

合物の微量分析法を確立 した。

1.)ヵ ルボン酸の新 しいラベル化試薬として9-7ロ モメチルアタリジンを合成 した。この試薬

は比較的安価な原料より高収率で調製することができた。こ爾試薬と脂肪酸の反応は,DMF

中,TEACの 存在下,室 温で10分以内に完了 し,生 成物は冷暗所に保存す ることにより1,週問

以上安定であった。HP勾Cに より15種類の脂肪酸誘導体を分離 し,そ れぞれを、pmolレベルで

検出 ・定量することができ,ま た,血 漿中の遊離脂肪酸の分析にも応用が可能であった。更に,

簡単なケン化法と組み合わせることにより、油脂の脂肪酸組成分析にも応用が可能であった。

本試薬は・感度的には山口'大 身らの試薬(Br一DMEQ)等 には劣 るが・反 応条件が穏和な

こと等から,不 安定な化合物のラベル化に適 していると考えられた。

2)ヒ ドロペルオキシドの新 しい蛍光検出試薬として3種 のホスフィン型試薬を合成 した。これ

ら合成した試薬は何れも無蛍光性であったが,オ キシドに醸化 されることにより強い蛍光牲を

示 し,特 に ジ フ ェ ニ ル ー1一 ピ レニ ル ボ ス フ ィ ン(DPPP)オ キ シ ドは 最 も強 い蛍 光性 を示 し

た こ とか ら,DPPPが 蛍 光 試 薬 と して 最 も有 望 と期 待 で きた 。DPPPは ヒ ドペ ル オ キ シ ドに
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高い選択性を示 し,反 応は様々な有機溶媒中で進行 した。また,ヒ ドロペルオキシドとの反応

は60℃ で40分 以内に完了 し,ヒ ドロペルオキシ ドの濃度 と蛍光強度の間に良好な直線性を認め

た。更に,ヨ ウ素法と比較 した結果,両 方法間に良好な相関性を認めた。本法は,ヨ ゥ素法に

比べ1×104倍 感度が高 く,操 作の簡便性や多検体の分析においては迅速性においても優れて

いた。このDPPPはHPLCポ ス トカラム法における検出試薬 として も使用可能であり,pmo1

レベルの ヒドロペルオキシ ドの検出 ・定量が可能であった。また,ヒ ト血漿より抽出した脂質

を分析 した結果,20～40pmol/mlの ホスファチジルコリンのヒドロペルオキシ ドを検出した。

本法は,非 常に高感度で,し かもHPLCと 組み合わせることにより選択性も更に向上し,今後

この方法の様々な応用が期待できた。

3)NAMと 亜硫酸の発蛍光反応は,2段 階反応で進行し,最 終的に安定な2種 の異性体を与え

た。反応生成物をHPLCに より分析することにより,数100fmorレ ベルで亜硫 酸の定量 が

可能であった。この方法を応用することにより,ワ イン中の亜硫酸分析法,雨 水中の亜硫酸分

析法,及 び,GOTの 活性測定法 を確立す ることができた。これらの方法は,高 感度で簡便性

に優れており,ま た,一 般的な分析方法と比較 した結果,両 方法間に良好な相関性を認めた。
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審 査 結 果 の 要 旨

本学位論文は食品 ・生物試料中の超微量の有機化合物の定量を 目的 とし,新 しい蛍光反応 と高

速液体クロマ トグラフ(HPLC)と を組み合わせた分析システムを開発 したもので,(1)カ ルボン

酸を目的とした9一 プロモメチルアクジリン:(9-BrMa),(2)ヒ ドロペルオキシ ドを対象 とし

たジフェニルピレニルボスフィン:(DPPP),及 び(3)車流酸を対象としたN一(9一 アクリジニ

ル)マ レイ ミド:(NAM)の 三っに大別される。こう内(1)9-BrMa及 び(2)DPPPは 同氏によって

初めて合成された新試薬であ り,(3)は食品分朽研究室において見出した新 しいNAMとSO2の 発蛍

光反応を基礎に,そ の応用開発を行ったものである。

(1)生体成分中カルボン酸を有する化合物は脂肪の構成脂肪酸,プ ロスタグラソジン,,リボ等重

要な化合物が知 られている。同氏の合成 した9-BrMaは カルボン酸と穏やかな条件で反応 し,

強い蛍光とUV吸 収を持つエステルを与える。本エステルを蛍光又はUV検 出器を備えたHPLCで

分離する方法により,多 くのカルボン酸を分析することに成功 した。同試薬は,合 成ス.テップも

短 く今後多くの応用が期待できる。

(2)生体中のヒドロペルオキシ ド(HPO)は 脂質の酸化により生成 しその毒性は早 くから知られ

ていた。近年生体内にも微量に存在する事が知られ,そ の生理作用 との関連において大きな関心

が払われていた。同氏の開発 したDPPPは ピコモルレベルの生体内のHPOの 分析を可能に したも

ので,国 際的に大 きな評価を得ている。又DPPP発 蛍光反応は蛍光反応として初めて見出された

もので,そ の分子構造との関連も含めて,分 光学的にも興味深いものである。

(3)串02の分析は微量で変化し易 く最も困難な微量分析g一 つである。、本論文ではNAMと の発蛍

光反応をHPLCと 組合わせて極めて高感度の分析法を開発し,血 清中のGOT,酸 性雨中のSO2,

ワイン中のSO2等 の分析へ応用 した。

これらはいずれも従来の分析法に比べて100～10,000倍 以上の高感度であり,食 品 ・生体試料

のみならず広い領域への応用が可能であり,農 学博士の学位を授与するに充分な優れた研究であ

る。
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