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論 文 内 容 要 旨

含硫ア ミノ酸の最終代謝産物であるタウ リン(2-aminoe七hanesulfonicacid)は,動 物の各

組織に豊富に含まれ,神 経伝達あるいは神経調節作用,抗 けいれん作用,浸 透圧調節作用,降

圧作用,抗 不整脈作用,胆 汁分泌促進作用などさまざまな生理 ・薬理作用を有 し,て んかん,心

筋梗塞症,本 態性高血圧症などの疾患 との関連が示唆されている。しかし,こ れらの作用がどの

ような機構で働 き,ど のように調節されているかについてはほとんど解明 されていない。一方,

ヒポタウ リン,シ ステイ ン酸(CA)お よびシステンロスルフィン酸(CSA)は,Fig.1に 示
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すようにタウリン生合成系の重要な代謝中間体であるが,そ れらの生体内分布や生理作用に関 し

てはほとんど報告がない。タウリンおよびこれらの代謝関連化合物の生体内含量や諸疾患におけ

るそれらの変動およびタウリン代謝系の変化を正確に把握することは,こ れ らの化合物の生理的

意義を解明する上にきわめて重要である。そのため,こ れらの化合物の簡便で しかも高感度な特

異的微量定量法の確立が緊急の課題 となっている。

従来,こ れ らの化合物の定量法としては,比 色法,蛍 光法,ア ミノ酸分析計や高速液体 クロマ

トグラフを用いる方法などが用い られてきた。 しかし,そ れ らのほとんどが これ らの化合物 の

分子内アミノ基の検出に基づ くものであり,生 体内に共存する多 くのアミンやア ミノ酸による

妨害を受け,こ れらの影響を除 くためにに複雑な前処理を必要とす るなど多 くの問題点が指摘

されている。

そこで筆者は,こ れらの化合物 のもう1つ の官能基であるスルホン酸基やスルフィン酸基を

持っ化合物が生体内に限 られていることに着目して,こ れ らの官能基を特異的に誘導体化す る

方法を考案 し,測 定機器としては比較的廉価で分離能や簡便性に優れたガスクロマ トグラフィー

(GC)法 を用いて定量する方法を検討 した。

(1)N-1sobutoxycarbonyl(N-isoBOC)dibutylamide誘 導体としてのタウリンの水素炎

イオン検出(FID)一GC分 析

Fig.2に考案,確 立 したタウリンの誘導体化法の概要を示 した。まずタウリンは,蒔 田 らの方

法[J.ChrQ皿a七 〇gr。,120,129(1976)]に 従 いアルカ リ性水溶液下 クロロギ酸イソブチルと反

応 させ,N-isoBocタ ウ リンへ変換 した。っ ぎに,ス ルホン酸基のクロル化 は無水条件を必要

とするので,四 級アンモニウムイオンを対イオンとしてN-isoBocタ ウリンを塩化メチレン相

ヘイオン対抽出した。抽出されたN-isoBocタ ウ リンの塩化チオニルによるクロル化は,80℃,

15分間と緩和な条件下容易に行え,さ らにジブチルァ ミンと反応 させて安定な揮発性誘導体であ

る2一(isobutoxycarbonylamino)一N,N-dibutylethanesulfonamide1と した。 この誘 導体化

法の特長 としては,っ ぎの5点 が挙 げられる。

1.反 応の第1段 階を水溶液中で簡単 に行えること。

2.N-isoBoc化 後,酸 性工一テル抽出す ることにより共存するア ミン,ア ミノ酸,カ ルボ

ン酸類を抽出除去でき,ス ルホン酸化合物に特異的であること。

3.イ オン対抽出によ り簡便,迅 速かつ選択的にN-isoBocタ ウリンを抽 出濃縮できること。

4.得 られた誘導体1は,十 分な揮発性を有 し,熱 や水分に対 してきわめて安定であること。

5。 操作が簡便で,誘 導体化に要する時間は約30分 と比較的短時間に行え,多 数の検体も同時

に処理できること。
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また,合 成 した誘導体標品 との比較により求めたタウリンの誘導体化収率は,97.3%で あり,定

量的に反応が進行 していることが判明 した。得 られた誘導体は,OV47あ るいはSE-54カ ラ

ムを用いるFID-GCに より,単 一対称性の良好な ピークと して溶出 した。 タウ リンの同族体

である3一 ア ミノプロパ ンスルホ ン酸(APS)を 内部標準 として作成 した検量線 は,5-1000

nmQlの 範囲で原点を通 る直線性を示 し,再 現性 も良好であった。本法におけるタウリンの検出

限界は,GC注 入量 として約8pmo1(1ng)で あった。本法を用いれば,生 体試料 を除蛋白操

作以外何 ら前処理を行 うことなく誘導体化でき,ま た共存物質の妨害を受けることなく高精度の

分析が可能であった。本法を用いて正常人尿および血液中タウリン濃度 と14種の系統の異なる動

物の組織中タウ リン濃度を定量 した。

(2)N-Pentafluorobenzoyl(N-PFB)dibutylamide誘 導体 と しての タ ウ リンの電子捕 獲

検出(ECD)一GC分 析

(1)で確立 した方法 は,特 異性,簡 便性および精度の点で優れ,生 体試料の分析にも十分適用で

きた。しかし,組 織の微小部位や細胞 レベルに応用するには感度が不十分である。

そこで筆者 は,タ ウ リンのア ミノ基 にisoBOC基 の代 りに電子捕獲能 の高いPFB基 を導入

することにより,超 高感度なECD-GC定 量 法の確立を企てた。アルカ リ性水溶液下,タ ウ リ

ンはPFB-Clと 容易に反応 し,以 下(1)と同様 に処理 して安定な揮発性誘導体である2一(pen七a-

fluor◎benzoylamino)一N,N-dibutylethanesulfonamide2と した。本法 にお ける誘導体化
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収率は73.i%で あり,APSを 内部標準 として作成 した検量線 は10-500pmo1の 範囲で原点を通

『る直線性を示 し
,再 現性 も良好であった・またタウ リンの検出限界 は,GC注 入量 として約10

fmol(1.25P9)で あった。本法を用 いれば,数 μ9の動物試料にも十分適用できた。また,従 来

ほとんど報告のない植物試料の分析に適用 したところ,動 物組織に比べ1/100以 下と微量ではあ

るが,タ ウリンが存在す ることが判明 した。
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(3)タ ウ リン代 謝 関 連 化 合物 のFID-GC分 析

(1)で確 立 した タ ウ リ ンのN-isoBOCdibutylamide誘 導 体 調 製 法 に 基 づ い て,ヒ ポ タ ウ リ

ン,CAお よ びCSAの 特 異 的 な 誘 導 体 化 法 を 考 案,確 立 し,FID-GCで 定 量 す る 方 法 を 検

討 した。

ヒポ タ ウ リ ン は,N-isoBoc化 後,食 塩 飽 和 酸 性 工 一 テ ル抽 出 に よ り容 易 に エ ー テ ル 相 へ 移

行 し,水 相 に残 存 す るN-isoBocタ ウ リ ンか ら分 離 さ れ た。 抽 出 さ れ たN-isoBocヒ ポ タ ゥ

リン は,さ らに メ チ レ ン ブル ー を 増 感 剤 と して 光 照 射 す る と き,簡 単 にN-isoBOcタ ウ リ ンへ

酸 化 され た。 以 下(1)と 同 様 に イ オ ン対 抽 出,ク ロ ル化,ア ミ ド化 を行 い,誘 導 体1と してGC定

量 で きた。 本 法 にお け る誘導 体 化 収 率 は86.9%と 良 好 で,5-100nlnolの 範 囲 で作 成 した 検 量 線 は

原点 を通 る直 線 性 を示 し,再 現 性 も良 好 で あ っ た 。 本 法 を動 物 組 織 試 料 の分 析 に適 用 した と こ

ろ,精 度 よ く定 量 す る こ とが で き,ま た各 組 織 中 の ヒポ タ ウ リ ン濃度 は タ ウ リンに比 べ て ご く少

ない が,生 体 内 に広 く分 布 して い る こと が判 明 した 。

CAは,N-isoBoc化,イ オ ン対 抽 出 後,カ ル ボ キ シ ル 基 を 塩 酸 一 メ タ ノ ー ル で エ ス テ ル

化 して以 下(1)と 同 様 に ク ロ ル化 お よ び ア ミ ド化 を 行 い,安 定 な揮 発 性 誘 導 体 で あ るmethy1一 β一

dibutylsulfamoyl一 α一(isobutoxycarbonylamino)一propionate3と し て 定 量 で き た 。 本 法 に

お け る誘 導 体 化 収 率 は97.1%と 定 量 的 に 誘 導 体 化 で き,2-50nmolの 範 囲 で 作 成 した 検 量 線 は

原 点 を通 る直 線 性 を示 し,再 現 性 も良 好 で あ った 。 ま たCAの 検 出 限 界 は,GC注 入 量 と して約
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16pmol(3ng)で あった。本法を用いれば,タ ウリンも同時に定量可能であった。本法を動物

組織試料の分析に適用 したところ,精 度よ く定量で き,各 組織中のCA濃 度はタウリンに比べて

ごく少ないが,生 体内に広 く分布 していることが判明した。

CSAの 定量 は,ヒ ポタウリンとCAの 方法を組み合わせることにより容易に行えた。すなわ

ち,N-isoBoc化 以後,食 塩飽和酸性 工一テル(5%イ ソプ ロパ ノール含有)抽 出 してN-iso

BoccAか ら分離 し,さ らに光 酸 化 してN-isoBOccAへ 変 換 し,以 下cAの 場 合 と同

様に処理 して誘導体3と した。本法におけるCSAの 誘導体化収率は80,2%で あり,2-100nrnol
「
の範囲で作成 した検量線は原点を通 る直線性を示 し,再 現性 も良好であった。本法を用 いれば,

ヒポタウリンも同時に定量可能であった。本法を動物組織試料 の分析に適用 したところ,精 度よ

く定量可能であったが,使 用 したいずれの組織においてもCSAは 検出されなかった。

以上,本 研究により確立 した分析法は,タ ウリンおよびその代謝関連化合物を特異的かっ精度

よ くGC定 量することができ,従 来法に比べ優れた方法であると考えられる。またさまざまな生

体試料の分析にも十分適用できることから,こ れ らの化合物の生理的意義を解明するための有用

な手段になると考え られる。

一30一



審 査 結 果 の 要 旨

本研 究 はタ ウ リ ンお よ び代 謝 関連 化 合 物 の ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る微量 か つ簡 便 な分 析

法 の 開発 を 目的 と して 行 わ れ た もの で あ る 。

タ ウ リンは,動 物 の各 組 織 に豊 富 に含 ま れ,さ ま ざ ま な重 要 な役 割 を演 じて い るが,そ の作 用

機構 や代 謝 系 につ いて は充 分 解 明 され て い な い 。一 方,タ ウ リ ン生 合 成 系 の重 要 な代 謝 中間 体 で

あ る ヒポ タ ウ リ ン,シ ス テ イ ン酸(CA)お よ び シス テイ ンス ル フ ィ ン酸(CSA)に 関 して は,

それ らの生 体 内分 布 さ え も明 らか で は な い 。 タ ウ リンお よ び これ らの代 謝 関 連 化 合 物 の生 体 内含

量 や タ ウ リン代 謝 系 の変 化 を 正確 に把 握 す る こと は,こ れ らの化 合 物 の生 理 的意 義 を解 明す る上

に きわ め て重 要 で あ る 。 そ のた め,こ れ らの化 合 物 の簡 便 か つ特 異 的 な微 量定 量 法 の確 立 が緊 急

の課 題 とな って い る。従 来,こ れ らの化 合物 は分 子 内 ア ミノ基 の検 出 に基 づ き定 量 され て きた が,

生 体 内 に共 存 す る多 くの ア ミンや ア ミノ酸 に よ る妨 害 を受 け る な ど の 問題 点 が指 摘 され て い る 。

そ こで本 研 究 で は,ス ル ホ ン酸 基 や ス ル フ ィ ン酸 基 を持 っ化 合 物 が 生 体 内 に 限 られ て い る こ と

に着 目 して,こ れ らの官 能 基 を 持 異 的 に誘 導 体 化 す る方 法 を 考 案 し,ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー

(GC)法 を用 い て定 量 す る方 法 を検 討 した 。

ま ず タ ウ リ ン は,ア ル カ リ性 水 溶 液 下N-iso-butoxycarbony1(N-isoBOC)化 し,ア ル

キル ア ンモ ニ ウ ム塩 を用 い イ オ ン対 抽 出,さ らに ス ル ホ ン酸 基 と塩 化 チオ ニル で ク ロル化 後,ジ

ブチ ル ア ミ ン と反 応 さ せ て 安 定 な 揮 発 性 誘 導 体2一(isobutoxycarbonylamino)一N,N-dibutγ1-

ethanesulfonamideと してGC定 量 した 。 本 法 を用 い れ ば,簡 便,迅 速 か っ 精 度 よ くタ ウ リ ンを

定量 で き,生 体 試 料 を 除 蛋 白操 作 以 外 何 ら前 処 理 を 行 う こ と な く分 析 で きた 。 ま た タ ウ リ ンの

ア ミノ 基 にisoBOC基 の 代 りに 電 子 捕 獲 能 の 高 いpentafluorobenzoyl基 を 導 入 す る こ と に よ

り,pmolレ ベ ル の超 高 感 度 なGC定:量 法 を確 立 し,動 植 物 試 料 の 分 析 に応 用 した 。 一 方,タ ウ

リ ン代謝 関連 化 合 物 は,タ ウ リ ンの誘 導 体 化 法 に一 部 反応 を 追 加,改 良 す る こ と によ り特 異 的

に 分 析 で き た 。 ヒポ タ ウ リ ン はN-isoBOc化 後 溶 媒 抽 出,光 酸 化 してN-isoBocタ ウ リ ン

へ 変 換 し,以 下 タ ウ リ ンと同 様 に誘 導 体 化 した 。 ま たCAは,タ ウ リ ンの 誘 導 体 化 に カ ル ボキ

シル 基 の エ ス テ ル化 を追 加 してmethylβ 一dibutylsulfamoyl一 α一(isobutoxycarbonylamino)一

propionateと し た 。 一 方CSAは,N-isoBOC化 後 溶 媒 抽 出,光 酸 化 し てN-isoBOCCA

に変 換 し,以 下CAと 同様 に誘 導 体 化 した 。

以 上,本 研 究 に よ り確 立 した分 析 法 は,タ ウ リ ンお よび そ の代 謝 関 連 化 合 物 を特 異 的 か っ精 度

よ くGC定 量 で き,ま た さ ま ざ ま な生体 試 料 の分 析 に も十 分 適 用 で き る こ とか ら,こ れ らの化 合

物 の生 理 的 意 義 を 解 明 す るた め の有 用 な 手 段 にな る と考 え られ,博 士 の学 位 を与 え る に値 す る も

の と認 め る。
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