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論 文 内 容 要 旨

疾 病 の 治 療 に薬 物 療 法 の 果 た して い る役 割 はきわ めて大 きいもの があ り,今 日多 岐 に わ た る医 薬

品 が 開 発 され て い る。 薬 物 には 分 子 内 に不 斉 中 心 を 持 つ もの も少 な くないが,薬 理 活 性 を 代 表 す

る光 学 活 性 体 の 調 製 が 生産 規 模 で は 困難 なた め,ラ セ ミ体 と して 臨 床 に提 供 され て い る例 が少 な

くない 。 しか しな が ら,光 学異 性 体 は 通 常 吸 収,代 謝,排 泄 が 同一 で は ない 。 体 内動 態 の正 確 な

把 握 は,優 れ た医 薬 品 の 開 発,合 理 的 な 投与 計 画 の設 定 上 きわ め て 重 要 で あ り,信 頼 度 の 高 い 分

析法 の 確立 が 緊 急 の 課題 とな って い る。 しか し,光 学異 性 体 は 物理 的,化 学 的 性 質 が 相 互 に酷 似

す る ため両 者 の分 離 は」 般 に容 易 で は な い。 と りわ け 体 液 中 に存 在 す る微 量 の 光 学異 性 体 を 分 離

定 量 す る こ とは す こぶ る困難 な 問題 で あ る。

光 学 異 性 体 の分 離 に は各 種 ク ロマ トグ ラフ ィー が 用 い られ,光 学 活性 試薬 によ るdiastereo-

merへ の 誘導,光 学活 性 固定 相 あ るい は 移 動 相 の 利 用 な ど,近 年 そ の 分 離 手 段 の 進歩 には 目ざま

しい もの が あ る。HPLCは,揮 発 性,熱 安定 性 に 乏 しい 化 合 物 の 分 析 に と りわ け威 力 を 発 揮 し,

検 出感 度 に お い て も優 れ た分 離 分 析 法 で あ る。 しか しな が ら,光 学 異 性 体 の 分離 定 量 に つ い て は

ほ とん ど検 討 が な され て お らず,生 体 内 ラセ ミ型 薬 物 へ の応 用 は未 だ見 るべ き成 果 に 乏 しい。

そ こで,分 離,感 度 に優 れ るば か りか,測 定 対 象 の 広 いdiastereomer法 を 用 い,生 体 試 料 中

光 学 異 性 薬 物 をHPLCで 分 離 定 量 す る方 法 の 開発 を 企 て た。 まず ア ミノ基,カ ル ボ キ シル基 並 び

に水 酸基 を有 す る光 学 異 性 体 を 対 象 とす るHPLC用 光学 活 性 誘導 体化 剤 と して α一methOxy一 α一

methyl-1-naphthaleneaceticacidN-succimmidylester(1),1一(4-dimethylamino-

1-naphthyDethylamine(2)並 び に2-methy1-LILblnaphthalene-2'一carbonylnitrile

(4)を 合 成 した。 これ ら誘 導 体 化 剤 を適 用 す る光 学 異 性 体 と して は2,5-dimethoxy-4-me-

thylamphetamirle(DOM),N一 アセ チル ア ミノ酸 並 び に α一 ア リル プ ロ ピオ ン酸,β 一 ヒ ドロキ

シ脂肪 酸並 び に プ ロプ ラノ ロー ル を取 り上 げ,こ れ らdiastereolnerの 分 離 に影 響 す る種 々の 因

子 を 解析 す る と共 に分 離 条 件 を確 立 した。 さ らに これ らの方 法 をDOM,α 一ア リル プ ロ ピオ ン酸

の血 中濃 度 測定 に応 用 した。

1.2,5-Dimethoxy-4-methylamphetamine光 学 異 性 体 のHPLC分 離

ま ず光 学 活 性 誘 導 体 化 剤1を,対 応 す るカ ル ボ ン酸 とN-hydroxysuccininlideをDCC法 で縮

合 させ る こ とに よ り 異 性 化 を 伴 わ ず に好 収 率 で 得 た。1は 温 和 な条 件 下 ア ミノ 基 と容 易 に反 応

す る うえ,UV検 出 器(波 長280nIn)に よ る検 出 限界 は5ngと 高 感 度 で あ り,誘 導 体化剤 と して

優 れ る こと が 明 らか と な った。DOMと1よ り生 成 す るdiastereonlerは,カ ラム に順 相 型 の

μPorasi1を,移 動 相 に シ ク ロヘ キ サ ン/酢 酸 エ チ ル(3:1)を 用 い ると き完 全 な ベース ライ ン分
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轡 ・轡
DOM

一 曜蘇 嚇
離(R>1)を 示 した。

つ いで 血 漿 中薬 物 の ク リー ンア ップ を検 討 した。 これ に はSeゴ ーpakC18カ ー トリッジ と弱 酸 型

疎 水 性 陽 イ オ ン交 換 ゲ ルcarboxymethylSephadexLH-20を 組 み 合 せ る操 作 が 最 も効 果 的 で

あ った。 ク ロマ トグ ラム上 妨 害 ピー ク は ほ とん ど認 あ られ ず,添 加 回収 率 もほ ぼ 満足 す べ き成 績

が得 られ た。 つ い でd1-DOMを 家 兎 に投 与 後,経 時 的 に採 血 し,光 学 異 性 体 の 血 中 濃 度 を 測 定

した。 そ の結 果,両 者 は ほ ぼ同 様 の 推 移 を 示 す も の の,半 減 期 は1体 の方 がd体 よ りや や長 い こ

とが 判 明 した 。

2.抗 炎 症 薬Naproxen光 学 異 性 体 のHPLCに よ る分 離 定 量 卜 ・

ま ず 光 学 活性 誘導 体 化 剤1一(4-

d'methylamino-1-naphthyl)ethyl一

殴 譜 、僻1馬 識

⑳ 一一 ⑳ 一 ⑳ ら ⑳ 圏
amine(2)の 合 成 を行 った。1-Di-

methylaminonaphthaleneを 出 発原 料 隅 隅 噸 ぬ 礁Hり2

2。o:Dしに用
い,N-bromosuccinimideに よりb:し

c:D

4位 を プ ロム 化 後無 水 工 一 テ ル 中金 属

Mgと 反 応 させ,ア セ トニ ト リル とのGrignard反 応 に付 して メ チ ル ケ トン体 と した。っ ぎ に ヒ ド

ロキ シル ァ ミ ンを縮 合 させ オ キ シム 体 と した 後,RaneyNi還 元 に よ り2を ラセ ミ体 と して 得 た。

つ い で 光 学 分 割 に付 し,d体,1体 を と も に99%以 上 の 光 学 純 度 で得 た。

つ ぎ にN一 アセ チ ル ア ミノ酸 お よ び α一ア リル プ ロ ピオ ン酸 光 学 異 性 体 のHPLC分 離 を 検 討 し

た。2cをN一 アセ チ ル ア ミノ酸 並 び に代 表 的 な抗 炎 症 薬ibuprofen,indoprofen,naproxenと

それ ぞ れ 縮 合 させ,カ ラ ム に順 相 型 の μPorasilを,移 動 相 にヘ キサ ン/酢 酸エ チル,ヘ キサン/

テ トラ ヒ ドロ フ ラ ンを 用 い て ク ロマ トグ ラ フ 的挙 動 を 精 査 した。 ま た α一methylbenzylamine,

1一(1-naphthyl)ethylamine,1一(1-anthryl)ethylamineに つ いて も同様,naproxenと の

diasteromerに 誘 導 し,そ の 分 離 の様 相 を2cの 場 合 と比 較 検 討 した。N一 アセチル ア ミノ酸 で は
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L体 がD体 より先に溶出 し,α 位アルキル基がかさ高 くなるにつれてk'値 の減少,分 離度(R)の

増大を来た し,置 換基の大きさと分離度の間に相関性が認められた。』また3種 の薬物はいずれも

SeparationofdiastereoisomericamidederivativesofnUa-aryipropiunicacids

(Co(umti,ｵPorasit.Mobilephase;(AjhexaneJethylacetate(10:3),(B)hexane/tetrahydro一
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R>3と 完 全 な 分離 を示 した。』さ らに 類 似 の 光 学 活 性 試 薬3種 につ い て 比 較 した と こ ろ,ア リル

基 が か さ高 くな る につ れ 分 離 度 の 減 少 す る傾 向 が 見 られ た。 蛍 光 検 出器(Ex320nm,Em410

hm)を 用 い る時,こ れ らの 検 出 限 界 は0.1ngで あ り,従 来 の分 離 試 薬 の ほ ぼ10倍 の検 出感 度 が

得 られ た。

っ ぎ に1-ethy1-3一(3-dimethyl-1-aminopropyl)carbodiimide(WSC)を 用 い,na-

proxenと2cの 定 量 的縮 合 条 件 を検討 し

濃:欝 蝦.畢 礁 ピ ε蟻 ・
性 化 や ク ロ マ トグ ラム上 妨 害 す る ピー ク 、

は認 め られ なか った。 ま た検 量 線 も25-2000ngの 範 囲 で 良好 な直 線性 を 示 した 。 本 法 を 用 い

naproxen光 学 異 性 体 の血 中 濃 度 を 測 定 した。 血 中naproxenはSep-pakC、8カ ー ト リッジ と逆 ・

抽 出操 作 を 組 み 合 せ る時,最 も効 果 的 か つ 定 量 的 に抽 出 す る こ とが で きた。 ひ き続 き,d体,1

体 並 び にdl体 を 家 兎 に投 与 後,経 時 的 に採 血 し,そ れ らの血 中濃 度 を 測定 した ところ,生 体 内 に

お い て 丑体 が 一方 的 にd体 に異 性 化 す る こ とが 判 明 した。

3.光 学 活性 ヒ ドロキ シ化 合 物 のRPLC分 離

アル コ ール性 水 酸 基 に 対 す る反 応 活 性 基 と して カ ル ボニ ル ・ニ トリル を 配 したHPLC用 発蛍光

ラベ ル 化 剤4-dimethylamino-1-naphthoylnitrileを 合 成 した 。 ステ ロイ ドを モ デル 化 合 物 に

用 い各 種 水 酸基 に対 す る反 応 を検 討 した と こ ろ,ア シル ニ トリル は 優 れ た反 応 性,立 体 選 択 性 を

示 した。 試 薬 そ れ 自身 は無 蛍 光 性 で あ るの に対 して1反 応成 績 体 は 強 い 蛍 光(E耳350nm,Em

530nm)を 発 し,そ の検 出限 界 は0.2ngと 高 感 度 で あ った。,
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つ い で 光 学 活:性 誘 導 体 イし剤2・ 一me庫yl一 勾1'二binaphthalOner2Lcarり ・nylnitm6の 合 成 を
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行 った。Dimethyl1,1Lbinaphthalene-2,2LdicarbQxylateを 出発 原 料 に用 い,ま ずL{A1一

(tert-BuO)3Hに よ り2位 を還 元 後,臭 化水 素 酸 に て プ ロム 化,つ い で ジメチル スル ポ キ シ ド中

NaBH4還 元,さ らに加 水 分 解 に付 し,3を 得 た。1一 ブ ル シ ンに て 光 学 分 割 後,酸 クロ リ ドと し,

trimethylsilylcyanideと の交 換 反 応 に よ り,4b,cを99%以 上 の光 学 純 度 で得 た。

最 後 に本 誘 導 体 化 剤 を 光 学 活 性 ヒ ドロキ シカ ル ボ ン酸 エ ス テ ル並 びにプ ロプ ラノロールのHPLC

分 離 に応 用 した。 生 成 す るエ ス テ ル は,カ ラム に順 相型 のCosmosil5SLを,移 動相 にペ ンタン/

幣 鵬+累 跳一 繋 騰職

酢 酸 エ チル を用 い る時,い ず れ も完 全 に分 離 した(R>1。9)。 ま た,4bは 全 く無 蛍 光 性 で あ る

の に対 し,生 成 す るdiastereomerは 強 い蛍 光(Ex3銘nm,Eln420nm)を 発 し,そ の 検 出限

界 は0.2ng(S/N-5)と 高 感 度 で あ った。 今 回,開 発 した 光学 活性 誘導 体 化 剤 は,binaphtha-

1eneを 基 本骨 格 とす る軸不 斉 を 利用 した新 しい型 の もの で あ り,今 後 多岐 にわ た る β 遮 断 薬 の

体 液 中 濃度 測定 な どへ の 応用 が 期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨

近 年,医 薬 品 の 有効 性,安 全 性 確 保 の一 環 と して光 学異 性 薬 物 の 体 内 動態 を 的確 に把 握 す る こ

とが つ よ く も とめ られ て い る。 光学 異 性 薬 物 は,物 理 的性 質 が 相 互 に 酷 似 し,通 常 体 液 中 に微 量

しか存 在 しな い た め両 者 の分 離 定 量 は す こぶ る困難 な 問題 で あ る。 本研 究 は,こ の よ うな観 点 か

ら,こ れ らを ジア ス テ レオ マ ー に変 え る新規 光学 活性 誘導 体化 剤 を 開発 し,け い 光検 出高 速 液 体

ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)に よ り分 離 定 量 す る方 法 の確 立 を 試 み た もの で あ る。

まず ア ミノ 基 を もつ 光 学異 性 体 用 の 誘導 体 化 剤 と して,α 一methoxy一 α一methyl-1-na-

phthaleneaceticacidN-succinimidylesterを 開 発 し,こ れ を 用 い るプ レカ ラム標 識HPLC

によ り,2,5-dimethoxy-4-methylamphetamine投 与 時 にお け る血 中 光 学異 性 体 を 分 離 定 量

し得 る こ とを示 した。

つ ぎに 光学 活 性 カ ル ボ ン酸類 を対 象 とす る誘導 体 化 剤 と して,1一(4-dimethylamino-1-

naphthy1)ethylamineを ジ メチル ア ミノ ナ フタ レ ンか ら数工 程 で 合成 した。 本法 をN一 アセ チ

ル ア ミノ 酸並 び に α一ア リル プ ロ ピオ ン酸 系 抗 炎症 薬 に 適用 し,生 成 す る ジ ア ス テ レオ マ ー の

HPLC分 離 を検 討 した。 さ らに この誘 導 体 化,分 離 条件 を ナ プ ロキ セ ンの 動態 解 析 に適 用 し,光

学異 性 体 の 血 中 濃 度推 移 を追 跡 した結 果,生 体 内 で1体 が 一 方 的 にd体 に異 性 化 す る こ と が証 明

され た。

また水 酸 基 を もつ薬 物 へ の 応用 を 究 極 の 目標 と して,発 けい 光 団 に カル ボニ ル ニ トリル を 配 し

た 誘導 体 化 剤 の 開発 を企 て,ま ず4-dimethylamino-1-naphthoylnitrileを 調 製 した。 各 種

水 酸化 ス テ ロイ ドを モ デ ル化 合物 と して そ の 特 性 を 系 統 的 に吟 味 し,反 応 性,感 度 共 に優 れ るこ

とを見 い 出 した。 つ い で ビナ フタ レンの 軸 不 斉 を 利 用 した新 規 光 学 活 性 誘 導 体 化 剤 と して2-

methyl-1,1'一binaphthalene-2Lcarbonylnitrileを デ ザ イ ン し,そ の 合 成 に 成 功 した。これ

を 光学 活 性 ヒ ドロキ シ酸 エ ステ ル,プ ロプ ラ ノ ロ ール のHPLC分 離 に応 用 した と こ ろ,生 成す る

エ ステ ル は順 相 系 カ ラム を 用 い,ペ ンタ ン/酢 酸 エ チル を 移 動 相 とす る と き 完 全 な分 離 を 示 した。

本 誘導 体 化 剤 は,そ れ 自身 無 け い 光 性 で あ る の に対 し,エ ス テル はつ よ い け い光 を発 し,そ の検

出限界 も α2ngと 高感 度 な 応答 を与 え た。

以 上 本 論 文 は,ジ ア ス テ レオ マ ー法 に よ る光 学 異 性 薬 物 のHPLC分 離 に有 用 な光 学活 性 誘 導 体

化 剤 を 開 発 し,生 体 試 料 へ の 応 用 を 図 っ た もの で あ り,動 態 解 析 の 新 た な方 法 論 を提 供 した意 義

は大 き く学 位論 文 と して 価 値 あ る内 容 と認 め る。
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