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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

生体組織中で硫黄は存在様式の一つとしてシステイン(CySH),メ チオニン(Met)な どの形

で とりこまれている。たん白質中ではCySH残 基が酵素の活性発現やその三次構造の維持に寄与し

ている。低分子SH化 合物であるグルタチオ ン(GSH),コ エンザイムA(CoA)は,生 体内で

補酵素としての機能をもつばか りでなく,そ のほかのSH化 合物とともに解毒作用,抗 酸化作用な

どにも関与している。Metは 生体内でメチル基転移反応の際の重要なメチル供与体であるばかりで

な く,必 須アミノ酸 として栄養学的にも注 目される化合物である。一方食品化学的には,3一 メチ

ルー2一 ブテンー1一 チオールが ビールの日光臭の主成分であり,S一 メチルシスティンが二・ンニ

ク,疏 菜中のフレーバー成分となっている。 したがって,こ れらの化合物の機能,代 謝などの研究

においてはもちろん食品化学的な研究においてもその存在量を知ることはまことに有意義なことで

ある。

そこで本研究の目的は血液,内 臓,尿 などの動物体および植物体中のSH,SS,S一 アルキル化

合物の分析法の確立である。これ らの化合物の多 くは生物体内に微量に しか含有されなか ったり極

微量の分析試料 しか手に入 らないことがあるため,こ れらの微量成分の研究は微量分析法の開発に

負うところが大きい。そこで筆者は,け い光分析法に着目しその微量分析法を検討した。一般にけ

い光分析法は感度が高 く,比 色法に比べ100倍 から1000倍 という長所をもつ反面,け い光発現は

種々の共存物質,測 定要因などによって妨害を受けることがあるなど定量分析においては定性分析

とは違った障害があり一般に難 しいところがある。

本研究室の奈良らはSH基 のけい光微量分析試薬の研究をおこないSH基 と特異的に反応するけ

い光試薬N一(9一 アク リジニル)マ レイミ ド(NAM)を 合成 し,SH化 合物の超微量分析の可

能性を示唆した。 しか し実際の分析法の開発をおこなうには至らなかった。筆者の研究は奈良らの

研究を引継ぎ実際の分析法の開発をおこなうものである。そして筆者は次の手法によるSH,SS化

合物のけい光微量分析法を確立 した。

。累 。.+降SH_。 病SR

ζ1ρ Σ ζ1灘

NAM

no刊uorescentfluorescent

①NAMの けい光特性を利用 し,TLC上 のSH,SS化 合 物 を高 感度で簡便 に検 出で きるスプ

レー検 出法。(第 皿章)
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②SH化 合物を含む生物体試料を エチ レンジア ミン四酢酸 ナ トリウム塩 溶液で処 理 し,さ らに

高度希釈 す ることによ り共存 物質 の影響を 除きpH88で の再現性の高いSH化 合物の微量定量

法 。(第 皿章)

③ 高速 液体 ク ロマ トグ ラフィー(HPLC)を 用 いることによる共存物質の除 去 とSH化 合物

のNAM誘 導体 の分離 によるSH化 合物の迅速 な個別定量法。(第IV章)

④KCN還 元 法によ る尿 中のSS化 合 物の定量 分析 法。(第V章)

一 方
,も う一つの有機 含硫化合物で あるS一 アル キル化合物 の分析法 について は,本 研究室の 浜

松 らが見い出 した9一 ビニルア ク リジン(9-VA)とMetと の高濃度硫酸中での発 けい光反応 を

発展 させMetの 定性,定 量分 析法へ の適用性 について検 討 し次の点を 明らか にした 。(第VI章)

、

ノ

ク

転

CH=CH2

、

彫

9-VA

、

4

+ぎCH3」 ら、RH

2SO4

Met

、

,彫

◆ノCH3
CHΣCH7ミ

R
、

∠

① 高濃度硫酸中での9-VAの 反応はS一 アルキル化合物と特異的であること。

②S一 アルキル化合物をTLC上 で確認する定性分析法を確立 し,従 来の数百倍の感度でMet

を検出できた。

③ 反応溶液中から過剰の試薬を除 くことによりMetの 定量分析法への適用性を示唆 した。

第1章NAMス プ レ ー 法 に よ るTLC上 のSH,SS化 合 物 の

け い 光 微 量 検 出 法

NAMは アル カ リ性溶液 中でSH化 合物 と迅 速に反応 し,1試 薬 自身はけい光 をもたないため クロ

マ トグラム上 のSH化 合物の検 出スプ レー試薬 として きわめて有 望な もめであ った。

確立 した検 出方法 はDlagram1の と おりであ る6TLC上 で 青いけい光スポ ッ トと して 確 認 さ

され るのはSH化 合物 と,SS化 合 物,チ オ ラク トンであ った。後者の場合はKCN溶 液 スプ レー

によ る還元操作を要 した。 セル ロースあるい はシ リカゲル上の スポ ッ トテス トによる検 出限界は数

10pmoleで あ った。TLC展 開 後 の検 出感度 はスポ ッ トテス トの場合よ り劣 り,シ リカゲル上では

CySH,GSHが それの10分 の1で あ った。 しか し,セ ル ロースTLC上 で はほ とん どス ポ ッ トテス

トと同程度の感度 で検 出で きた。 シスチ ン 〔Cys)2〕 な どのSS化 合物 の検出感度はnmoleオ ー

ダーであ り,SH化 合 物の それ と比べ100分 の1の 感 度 で あ った。 これは クロマ トグラム上でのSS
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Diagram1. NANISprayProcedure

Step Treatment

★1

へ∠

「」

4

Spraywiththespraysolution(A):

(W/W)KCNin1NNH40H.Letstand

Spraywiththespraysolution(B):

0・1MNa2CO3-H3BO3'KCIbuffe「 ・

Spraywiththespraysolution(C):

(W/V)NAMinacetone.

ObserveunderUVlight.

solutionof50

forafewminutes.

solutionofpH8.8,

solu七ionofO。003竃

*Steplisnecessaryfordisulfidesandthioesters
,butnot

necessaryforthiols,

化 合 物の還元反応が不完全で ある ことと,過 剰 のKCNに よ る試薬の分解のたあ と考え られ る。

本法はセル ロースTLCを 用 いた場 合,SH化 合 物の検出感度は ことに鋭敏 とな り従来のDTNB

法 に 比べ100倍 は高 く,簡 便 な微量定性分 析法 として有用であ ると考え られ る(TableI)。

TABLE1,DETECTIONLIMITOPSULFUR-CONTATNINGORGANICCOMPOUNDSBYNAMSPRAY

Detectionlimit(x]0-11mole)

Compound
Cellulose

TLCの
Silicagel

Spottest

CelluloseSilicagel

(Thiols)

Cysteine

N-Acety]cysteine

Homocysteine

Glutathione

Thioglycolicacid

Thiomalicacid

Penicillamine

Thiosalycilicacid

Dithiothreitol

(Disul丘dcs)の

Cystine

Glutathioneoxidized

(ThiolactOlle)の

N-Acetylhomocysteine

thiolactone

2.3(III)

1.0(1)

4.6(III)

4.4(III)

40(1V)

Gl(1)

440(】II)

86(V)

260(II)

100(11)

5.0(V)

69(III)

20(1)

69(III)

66(III)

100(IV)

20(II)

440(III)

220(V)

520(III)

490(III)

1.5(VI)

6

7

5

0

0

1

3

3

2

2

2

5

6

1

4

5

3

2

9

内∠

5

4

5
.
1

2.6

2.7

5.0

2.5

4.0

5.4

4.3

51

1.7

26

25

1.5

Theexperimentalconditionsaredescribedinthetext.

のThedevelopingsolventswere:(1)
,methano1;(II)～(IV),methanolwater.mixtures;(V),ethanoland(VI),

cthylacetate.(II)～(IV),methanollwater富1=1,4:1and17:3respectively、.

ｰ>TheseweredetectedaftertreatmentwithKCNsolution .

第皿章 動植物体中の遊離SH化 合物 のNAMに よる けい光定 量法

けい光法に よる微量定量法を確立す るにあた って次の点を満足 するよ うな条件の検討をお こな っ

た。

① けい光強度が高い。 、(微量 分析)
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②.

③ 反応時間が短い。(迅 速性)

④ 広い 範 囲で 定 量 が 可能で あり,試 薬の

添加量 は定量に影響をお よぽ さない。(簡

便性)

SH化 合 物の種類 によ りNAM.と の 反応性に

違い が見 られた。 たとえ ばGSHの 反 応に おい

てはpH8.8で 反 応 は速やかで けい光強度 も強 く,

そ のけい光 も安定で 反応24時 間後 もほ と ん ど

変化がなか った。一方,pH3.5で の反応 におい

ては発現 したけい光が弱いばか りでな く,反 応

経過時間 とともに徐 々に実質 的なけい光 の減少

がお こった(Fig.1)。

また,pH3.5で は 本来無 けい光性 である試薬

が反応時間経過 にしたが ってけい光を帯 び るた

めけい光測定の際のバ ラツキの原因 とな った。

したが って定量条件 と して は,奈 良 らの提案 し

の

たpH3.5の 反 応 よ りはpH8.8で の 反応が上記条

件 に適 してい た。 そこで0.5M,炭 酸 ソータLホ ウ

酸緩衝 液,pH8.8を 反 応緩衝液 と し,反 応1時

間 後にけい光強度を435nm(励 起 波長360nm)

で 測定す ることと した。 この条件下で,SH化

合物が測定溶液中pmol%1以 上で検量線 が描

け再現性の高い(変 動係数3～3%)定 量が期待

された。

けい光発現は種 々の要因に影響を受けやすい

ため,一 般に定量分析においては標準添加法とい
{ユ

う手法が とられ る。そ こで血液,動 物組 織,尿

中のSH化 合 物のNAMに よ る定量にはGSH

あ る いはCySHを 標 準物質 とす る標準 添加法 を

採用 した。 その結果,測 定 値 は 同 時 に行 った.

DTNB法 とよ く一致 した.(TableH)。

発現 したけい光が安定で測定時間内での変化が少ない。(再 現性)

O

-

6

F

40

za

_・ 矧;一 』一ト ・PH6・O

芦謙撒
亀2341424

了ime(hr)

FiglFluoresccnccDcvclopmentoftheltcaction

MixtureofGSHandNAMatVarbuspHs,

To7.8mlofbuffcr,0.3n11.ofGSH(5.2>く10一 δmolc)

andO.9mlacetonesolutionofNAM(6.Ox10吻?molc)

wereadded.Thefolloｫingbufl'crsystemswereused:

pH35(○ 一一()),pH5.0(× 一x);1M}一IC1-CH二COONa

pl17.0(へ_A」 → 噺.、),Plis.0(コ ー 〔二);0.1MNal1LPOr

Na3HPOも.pH8.8(O一 ●),pH92(醒 一 囚);0,IM

Nヤ2CO3-H5130ゴKCI,

Table 工 工.TOTALTH10LCONTENT

OFBIOLOGICALNIAT£fUALS

Ma匙erial

and

method

Tltiol

co,tartRecovery

fQし1ndα

Amountof
sample

provided

¥touscliver
NAM

DTNB

:dousespleen

NAM

DTNB

;¥40uscblood

NARl

DTNB

RatUlood

NAM

nrNa

plum;murine

NAM

DTNB

Ennoiefg

4.ユ1.】.00.23ぢ

4.2399.4

7

つ
」

つ
」

3

1

1

103.3

]01.5

mmole/liter
7

つ
」

9

n
ソ

O

O

】

1

]Q:.3

106.7

100.8

95.0

mmolc/liter

0.03?

0.066σ

0.057

0.056ｰ

9S.1

96.0

54.7

87,2

].OOmg

lO.0.

8

8

0
ノ

・

・

∩
ン

ー

-

Z,GUpI

52.0

《
」

{」

0

・

・
0

く
」

く
」

O.OGml

LOO

AsGSH,onfreshweightbasis.

Recoveryo｣(luorescenceintensityorlightah-

sorpしionoflhcaddedin【ernals!andこ1rd,

ノAscyslclnewhichwasuscdasaninξcrna!

standard.
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標準物質の回収率もほぼ100%で 試料中の共存物質によるけい光発現の防害はないと考えられ,

これ らの試料においてはSH化 合物の含量の算出は検量線から簡単に求められることが確認された。

分析に必要な最低試料量は血液1.7μど,肝 臓0.07mgで あり同時に行ったDTNB法 の70倍 の感度で

分析が可能であった。 さらに植物体中のSH化 合物の定量に対 しても,NAM法 の適用性が確かめ

られた。植物組織,果 汁には有色のものが多くまたSH化 合物の含量も少ないため従来の比色法の

適用は難 しか った。この点NAM法 では調製した試料液を希釈 して分析できるため,そ のけい光測

定の際の防害を排除でき,け い光分析法が有用な方法であることを確認できた。

第IV章HPLCに よ る生 体 中 のSH化 合 物 のNAMを

用 い る個 別 け い 光 定 量 法

近年高速液体クロマ トグラフィーは低揮性成分の迅速かつ高分離能の分離分析機器として多くの

方面で使われている。NAMとSH化 合物の反応生成物はオクタデシルシ リル化 シ リカゲル(25

～35彿 μ)を 固定相とする逆相カラムで分離できた。溶離条件(n;0 .06M,炭 酸ソーダーホウ酸緩

衝液,pHa8:メ タ ノール(13二1),流 速0.6吻inで 内 部標準 物質6一 ア ミノー1,3一 ナフタレ

ンニ硫酸 ナ トリウム塩(ANS)とGSH,ホ モ システイ ン(HomoCySH),CoA,CySHのNAM

誘 導 体が この順で12分 以内に分 離で きた。溶離条件(m;0・1M,炭 酸 ソーダーホウ酸緩衝液,pH8.8

:メ タ ノール(15:1),流 速0.8吟ninでNAM-CoAとNAM-CySHが 重 な るがsolventfront

付 近 の ピークの分離 が さらにす るど くな り,ANSとGSH,HomoCySH,CySHのNAM誘 導体

が ほぼ15分 以 内で分離 できた(Fig.2)。

ANS

ElutionCondition(1)

(a)Mixture(A)(b)Mixture(B)

GSHGSH

CoA

CySN

ANS

Homo〔汐SH

CySH

unknown

ElutionCondition(11)

(c)Mixture(A)(d)Mixture(B)

ANS

csH

CoA

CySN

A睡S
GSH

HomoCySH

GySH

unknown

oio 200102030010200102030

RetentionTime(min)

Fig.2,HighPerformanceLiquidChromatogramsofNAM-labeledThiols
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縦 軸にANSと のGSHで は ピーク高 さ比をCySHで は ピーク面積比を とり,注 入 した反応溶液

中のSH化 合物の 量を横 軸にと り検量線の作成を行 ったところ,GSHで は2.5prnoleか ら2.5nmole

の範 囲で,ま たCySHで は11pmoleか ら2.7nmoleの 範 囲で直線関係が得 られた(変 動係数の平均

値 で23～2.7%)。

ラ ッ トの血 液,内 臓 中のSH化 合物の定量をおこなった結果,溶 離条件(Dガ(mに おいて検量線か ら

求 めた値 と標準添 加による外そう法か ら求めた値が一致 したことと,DTNB法 に よ り求 めたSH化 合

物含量値 とがほ とんど一致 したことより,分 析法の正 しさが確かめ られた(Table皿)。

TableI工1.ComparisonofThePresentMethodwithDTNBn4ethod

Elutioncondition(1)

ThiolContent

Sample Pre$en七Method嚢DTNBMethod禽 糞

GSHCySHSumTotal

Unit

Rat工 」iver

RatKidney

3.960.03.9fi

O.742.583.32

3.62

3.21

ymole/wetg

n

Elutioncondition(工 工)

ThiolContent

Sample*** PresentMethod*DTNBMethod

GSHCySHSumTotal

Unit

RatBlood

RatLiver

RatSpleen

RatKidney

1.140.01.14

3.210.03.21

1.44trace1.49

trace2.302.30

i,zz

3.19

1.61

2.60

㎜oleハ

即01e/weしq

9,

門

*Thevalueswereobtainedbythecalibrationcurvemethod .

**ThevalueswereobtainedbyamodifiedDTNBmethod.

☆★六Differentsamp] .eswereusedin七heelutionconditionく 工)andlII).

一方
,尿 中にはCySHの 他 にsolventfront付 近 に溶 出され る未知のSH化 合物が 含まれているこ

とと,尿 自身にもけい光物質が 含まれ ているためANSを 内部標準物質 として定量す ることはで き

なか った。 しか しこの場合,so1剛frontの ピー クを基準 ピークとしCySHを 添 加す る標準添 加法

によ る外そ う法か ら尿 中・のCySHの 含 量 が定 量で きた(TableIV)。 分 析 に用 い た 試料 量 は1回

TableIV.CysteinecontentinHumanUrine

Method

SampleSize

CySHContent

(mmole/1)

HPLC DTNB

1}ユi

O.046

2}11

0.047

3}11

0.047

1.2ml

O.061
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(10μZ)当 りの注入量 として血液0.17μ ∠,内 臓0.03～0.07mg,尿1μ ∠ であ り,GSHあ る い

はCySHと して0.05～0.1nmoleで あ った。 この感度 はア ミノ酸 自動分析機を用 いるSH化 合物の

個別 定量法 と比べて100倍 以 上で あった。

第V章NAMに よ る尿 中 の 遊 離SS化 合 物 の け い光 定 量 法

一般にSS化 合物の定量法 としては
,還 元処理によって生 じるSH化 合物をその分析法に従って定量

するのが普通である。

隔CN
+RSSR→RS一+RSCN

NaBH4+4RSSR霧8賂H+NaH2BO3

(Cys)2と 酸 化型GSH(GSSG)のKCNあ るいほNaBH4に よ る還 元反応条件を検討 した結果,

両還元法 において(Cys)2はGSSGに 比 べ還元 され難 く長い処理時 間が必要だ った。両還元法の

最適 条件による反応溶液のけい光強度:を相対的に比べ ると,GSSGの 場 合HaBH4法 がKCN法 の

2倍 とな り理 論と一致す るが(Cys)2は そ の割合が逆 に半分であ り理 論 と一致 しない。 またGSSG

と(Cys)2の 測 定値 の比は,KCN法 で は100:80で1:1に 近 か ったがNaBH4法 で は100:18と

か けはなれた値であ った。 したが って,両 化合物を含 む試料の分析 の 目的にはKCN法 が 適する も

の と思われた(TabeV)。 また,NaBH4に よ る処理では測定 値のバ ラツキ も大 きい ため,還 元反

TableV.RelativeFluorescenceIntensityofDisulfides

ReductionMethodDisulfide F.工. R.F.工.

KCN

NaBH4

GSSG

(Cys)2

GSSG

(Cys)2

41.5

33.3

85.3

15.4

100

80

206

100

46

100

18

応条件はL5%KCN処 理45分 間 おこな った。 この条件 下でSS化 合物の濃度 とけい光強度 との間に

は,測 定溶液中GSSGが10pmol%1か ら5nmol%1,(Cys)、 が5pmol騒1か ら2.5nmo1%1の

範 囲(変 動係数2%)で 直 線 関係が成立 した。SH化 合物の共存下 において も直線性 は成立 し,ま

たSH化 合 物 はKCN処 理 の有無 にかか わ らず けい光強度が同一で あ ったことか ら,試 料中 に共 存

す るSH化 合物 はSS化 合物の定 量に影響 をおよぼさない ことが確か め られ た。
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尿 中のSS化 合物の定 量は,(Cys)2を 標 準物質 とす る標 準添加法で おこ な った。 その 結 果 を

TableVIに 示 す。(Cys)2の 添 加回収率 はほぼ100%で あ り,分 析供試量,標 準物質の添加量を 変

TableVI,.Di5ulfideContent'b}・ きユ八門Meヒhod

(AI

SaripleSize

N

z

〔B}SSRaヒio

ム　　　　 ハのむロロヒ 　だ 　ビ〔Bレ 〔A}

`Cy・)2〔nm。1e)

1

1.OA

l.--

O.74

1.<B

L--

0.74

0.31

2.5

1.9

1.]

5.1

3.B

2.5

ユβ

S舳d脚1tiOo陀 咽Calibrdしi㎝ 伽 距 ㈱

overy55Contentc.v.十SSContentc.v.十

匙,〔 ㎜ole/11〔 塾}{㎜01e/ユ}〔 亀}

9.1

1.91

6.2

9.9

1.3

0.9

0.s'

.Z91

.294

.293

.]95

.791

.292

.293

1.70,2922.2

ユ.9

ユ。7

⊥.40.293ユ.4

1.0

1.5

1.fi

脅hvhf匠icienしof層t'th

えてお こな った定量値 も一致 した。 したが って,本 分析法 によ る尿 中のSS化 合物の定量 が可 能 で

あ ることが証明 され,さ らにその他 の分析 試料 への 応用 も可能 である ことが期待 され る。

第VI章9-VAとS一 ア ル キ ル 化 合 物 と の 発 け い 光 反 応 と

そ の 分 析 法 へ の 応 用

高濃度硫酸中でチオエーテル化合物 がオ レフィンと付 加生 成物を形成す るよ うに,9-VAとM6t

の 反 応 も同様 と推定 され た。 その反応性は反応溶液中の硫酸濃度 と反応温度 によ って異 な り,反 応

溶液中 の硫酸濃度が76%(W/W)で 反 応温度が45℃ の とき反 応生成物 がほぼ1っ である ことがTLC

で 確 認 され た。 この条件下で反応'性について検討 した ところ,Met以 外 のたん白質構成ア ミノ酸

はもちろん ア リルシステイ ン,ラ ンチオニ ン,ビ オ チンな どのチオエーテル化合物 は反応せ ず,エ

チオ ニ ン(Et),S一 メ チル システイン(SMCySH)な どのS一 アル キル化合物 どけが反 応 陽 性

で あ ったことか ら,S一 アルキル化合物 との反応特 異性 が確 かあ られ た。 これ らの化合物のTLC

上 で の検 出限界 はMet,Etが10pmoleでSMCySHな どのS一 アルキル化合物 が0.5nmoleで あっ

た(Table珊)。 このMetの 検 出感度は従来の分析法の数百倍の感度であった。 この反応性の違いはチオ

TableV工 工,DetectionLimitsandRf▽alueson

SilicaGelTLC*

Compound De・ ヒeCtiOn]」imi・ ヒ RfValue

Methione

E・ヒhionine

S-Nlethylcysteine

S-Ethylcysteine

S-Propylcys'ヒeine

10pmole

サロ

0.5nmole

"

"

0.41

0.26

0.47

x.29

0.14

*developmentsolvents20%H

2SO4
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エーテル化合物 の求核性 の強 さに依 存す ると考え られた。 っ まり,S原 子アルキル基な どの電子 供

与性 の置換基 がつ くと求核性 が増 し反応 が陽性 となり,カ ルボニル基な どの電子吸 引性の基がつき,

その距離 が近い程求核性 が減少 し反 応性 が弱め られ ると考え られた。

9-VAは け い光性で あ るため,定 量分析をお こな うには反応溶液か ら過剰の試薬 を除 く必要が

あ った。 この除去法 としては,1.29の シ リカゲルをつめ たガラズ管(0。7(瓢1.Dx15伽)で10倍 にう

す めた反応溶 液を処理す ることによ って簡単に達成で きた。9-VAとMetの 反 応は76%(%)

硫 酸 中,45・,2賄 で 完結 し,・ の条件 下で演掟 溶液中5・pm。%1か ら15nmol%1の 糊 でM・ ・

の濃度とけい光強度との間に直線性が得 られ,定 量性が確認された。

第顎章 総 括
けい光試薬NAMを 用いて,生 体中のSH,SS化 合物の微量分析法の開発をおこない,従 来の分

析法に比べ約100倍 の感度の再現性のような分析法を確立 した。

①NAMの スナ レ』法によるTLCのSH,SS化 合物の簡便な微量検出法。

② 動植物体中の低分子SH化 合物の微量定量分析法。

③SH化 合物のNAM誘 導体をHPLCで 分離することによる生体中のSH化 合物の迅速な個別

微量定量法。

④ シアノ リ』シス還元法による尿中のSS化 合物の微量定量法。

また,高 濃度硫酸中での9-VAとS一 アルキル化合物との特異的な反応を見い出し次の点を明

らかにした。

①76%C%)硫 酸中で9-VAとS一 アルキル化合物が特異的に反応すること。

②Sマ アルキル化合物のTLCに よる微量検出法の確立。

③Metの 定量分析への応用の可能性を認証した。
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審 査 結 果 の 要 旨

同君の研究は生体中に存在す るシステイ ン,GoA,グ ル タチオソ等の 一SH化 合物,一S-S一

化合分の螢光による超微量定量法を確立 したこと,及 び 一SRの 定量法の基礎的な反応を明らかに し

た二点 にあ る。

当研究室の奈良は,先 に新 螢光試薬N一(9一 ア ク リジエル)一 マ レ・イ ミド(NAM)を 合 成 し,

これがSH基 と反応 して強い螢光を示す ことを見いだ した。同君は,こ の反応を各種の生体成分 中に

存在す る微量のSH化 合物,一S-S一 化合物の分析に応用す ることを試み,数 μ4の 血液,尿,各

種組織及び数 μ9の 穀物 中におけ る一SH及 び 一S-S一 化 合物 の分離定量に成 功した。

一般に
,一SH化 合 物は酸化 され易 く,し か も微量なため,加 熱 ・濃縮等は困難であった。同君は

組織中にEDTAを 加 え,こ の反応 を触媒す る金属を取 り除 き,さ らに高度に希釈することによ り問

題を 解決 した。 同君は システイソ,ク ツタレチナ ン,GoA等 を 高速液体ク ロマ トグラフィーを用い

て分離する方法を完成 し,そ れぞれ の成分の超微量個別定量法を完成 した。

又,こ れ らの酸化型 である 一S-S一 化 合物をKGNを 用いて 一SH化 合物 とし,NAMを 用 いて,

定量する総定量法及び高速液体 クロマ トグラフを用いる定量法を実用化 した。 さらに,メ チオニン等

のS。R化 合物について も9一 ビニルーアクリジソが硫酸の存在下で螢光物質を与える ことを利用し

たメチオニソ定量法を検討 し,超 微量分析法の可能性を明 らかに した。

これ らは,食 品分析化学,栄 養化学等の分野に寄与すること大 き く,農 学博±の学位を与え るにふ

さわ しい内容である。
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