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論 文 内 、 容 要 旨

ガ スク ロマ トグラフィー(GC)に よ る光学異性体 の分離 は1961年Casanovaら が 初 め て

camphor誘 導 体 に応 用 して以来,種 々の試みが なされている。 ア ミノ酸光学異性 体の分離には

各種 クロマ トグ ラフ ィーが用 い られるが,GCは 高 感度 であるばか りか簡便,迅 速性 にす ぐれ る

ため,と りわ け多 くの研究 がな されている。GCに よ る光学異性体 の分離 は方法論 的につ ぎの2

つ に大別 され る。すなわ ち,(1)光 学 活性試薬 と反応 させ てdiastereomerに 誘 導 し,光 学不活性

な通常 の固定 液相 で分離す る方法 と・(2)光学 活性 固定 液相を 用いて不 整の場 にお け る溶 解 または

吸着 の差異を利用 して分離 する方法 である。

光学活性化合物 を取 り扱 うにあた ってはその化学純度 のみ な らず,光 学純度 もきわめて重要 な

問題 であ ることはい うまで もない 。ア ミノ酸は種 々の条件下 ラセ ミ化す ることが知 られ てお り,

ま たあ る種の抗生物質,菌 体 および昆虫類 にはD一 ア ミノ酸が含有 され てい る。このよ うに,合

成品あるいは天然物中に含 まれ るア ミノ酸の量を知 るため ア ミノ酸光学異性体分析法を確立す る

ことは研究の進展上不可欠 な課題 といわ なければ な らない。

以上の観点か ら,著 者 はGCに よ るア ミノ酸光学異性体分析法 の研究 に着手 した。す なわち,

.五一prolineお よび ♂一mentho1を それ ぞれ ア ミノ基,カ ル ボキシル基 に導入 してdiastereomer

に誘導 す る』方法 と,新 しい光学活 性固定液相(polyglutamate,N-1auroyl一 ■一valy1-L-

valinelaurylester)を 用 い る方法の2者 について検討す ることを企 て,在 来の方法 よ りす ぐ

れた分 離を得 るため,新 しい分離 試薬 の開発,誘 導 体生 成およびGCの 条件を各種 ア ミノ酸 につ

いて詳細 に吟味 した。 また これ らの結果に もとついてD■ 一ア ミノ酸 の 溶 出順序,分 離係数 と化

学構造 の関係に考察 を加 えた。 さ らにガス クロマ トグラフィー一マ ススペ ク トロメ トリー(GC

-MS)に よ り各種ア ミノ酸誘導 体のマ ススペ ク トルを測定 し
,fragmentationを 解 析 して,

マ スフラグメ ン トグラフィー(MF)お よ びマス クロマ トグラフィー(MC)に よ る超微量分析

法 の基礎 的検討 を もあわせ て行な った 。

1.プ ロリン誘 導体 によるdiastereomer生 成 を利用す る分離

第1章 で はア ミノ酸 をエ ステル化後,N一 トリフルオ ロアセチルー玉一プ ロ リルク ロ リド(N-

TFA一 ■一pc)を 縮 合 させてdiastereomerに よ る分離 を検討 した。まず,誘 導体 の調製に はア

ミノ酸 を常法 によ りエステル化後,ト リエチルア ミンおよびN-TFA{一pcを 加 え,約15min

室 温 放置の条件 が適切な ことが明 らか とな った(Chart1)。 ヒ ドロキ シル ア ミノ酸 および

tryptophanに つ いては .良好 な分離を得 るため,さ らに トリメチル シ リル(TMS)誘 導 体 に導

い た。 ついでGC分 離を 固定液相22種 について検討 した結果,一 般 に,中 性 および塩基性 ア ミ

ノ酸はOV-1な どの無 極性液相を,酸 性 ア ミノ酸 はpolyethyieneglycoladipate(PEGA)
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な ど の 極 性 液 相 を 用 い る とD上 一 ア ミ ノ 酸 は 明 確 に 分 離 す る こ と が 明 ら か と な っ た ¢ つ ぎ に,

a互anine・valine・Ieucln自 お よ びprolineを 対 象 と レ 乳、エ ス テ ル 基(methyl・ethyl・isQ-

propyl,n-buty1,ter{一butyl,cycl6pentylお よ び ♂一menthyl).お よ びN-perf坤oro-

acyl基(t・if1・ …acetyl(TFA)・P・nt・f1・ …P・ ・pi・nyl(PFP)・h・p
.t・fl・…b・ty・y1

(HFB)お よ びpentadecafluorooctanony1(PDFO)を か え,ぐ れ らが 保 持 時 間 お よ び 分 離 係

数 に お よ ぼ す 影 響 を 考 察 した 。 保 持 時 間 は い ず れ のN-perf豆uoroacy1誘 導 体 に お い て も,me-

thyl〈ethy1<isopropy1<tert-butyl<n-propy1<n-buty1〈cyclopentyl<♂rmen-

thy1.の 順 に 長 く な っ た 。 一 方,い ず れ の エ ス テ ル 誘 導 体 に お い て も,N-perfluoro麗yl基 は

PFP<TFA〈HFB〈PDFOの 順 に 保 持 値 は 大 き く な り,N-PDFO誘 導 .体1まN-TFA誘 導 体

の 約2倍 の 値 を 示 した 。1級 ア ル コ ー ル の エ ス テ ル は2級,3級 ア ル コ ー ル の エ ス テ ル よ り 分 離

が 良 く,さ ら に1級 ア ル コ ー ル で も 分 子 量 の 大 き い ほ ど 良 好 な 分 離 が 得 ら れ た 。.N-perfluoro-

acyl基 に つ い て はbrolineを 除 くい ず れ の エ ス テ ル 誘 導 体 で も,顕 著.な 差 で は な い がTFA

<PFP<HFB<PDFOの 順 に 分 離 係 数 は 大 き くな っ て い る 。 さ ら に す ぐ れ た 分 離 詳 薬 を 開 発

す る た め,Chart2に 示 すpfolineア ナ ロ グ に つ い て 検 討 し た 。 そ の 結 果hydroxyprolineお よ

び4-thiazolidinecarboxylic.acidはprolineと 同 様 分 離 試 薬 と し て 使 用 で き る が,pyro-

glμtqlnicacidは 適 切 で な い こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら 試 薬 を 用 い て ア ミ ノ 酸 のGO分 離 を 検 討 レ

た と こ ろ,proline<4-thiazolidinecarboxylicacid<hydroxyprol璃eの1填 に 保 持 値 は 大 き

く な り ・
、hydroxγprolineはprolineに 比 し約2倍 の 保 持 時 間 を 示 し#。 「 方 ・ 翁 離 係 数 は4「

.thiazolidinecarboxylicacld<proline〈hydroxyprolineの 順 に 大 き く な .った 。 以 上 の 結

L

HO

r袖 早6・㎝.セ ひ ・・甲 ・.、_《 陣 ・
prolinehydroxyproline4-thiazolidinecarboxylicacidpyroglutamicacid

Chart2
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果かちみて,分 離試薬 と して は適 当な保持 時間 とす ぐれた分離係数を示すprolineが 最 も有利 と

考 え られ る。構造 と保持 時間 に関 して興味深 いのは同一炭素 数のア ミノ酸で は側鎖 の分枝 した方

が直鎖の もの よりもはや く溶出す ることであ る。 また分子量の大 きい α一メチル ア ミノ酸(iso-

valine,α 一methy1-DOPA)は 対 応す る α一ア ミノ酸(α 一amino-n-butyricacid,DO

PA)よ りすべ て保持値 が小 さい。 これ は前者 のア ミノ酸では分子の形 がやや球状 となる うえ,

液相 との相互作用 が α位置 換によ り弱め られ るため と考ネ られ る。DL一 ア ミノ酸をdiastereo-

merに 導 いてGCに 付 す とき,光 学活性 なL-prolyl基 が ア ミノ基 に導入され ると,alkyles一

重erで も ♂一menthylesterで も,さ きにD体 が,つ いでL体 が溶 出 した。 この溶出順序は固

定相 に光学活性 なpoly一 γ一methyl-D-glutamate(D-PMG)お よ びpoly一 γ一ethy1-L-

glutamate(L-PEG)を 用 いた場合 も同様 であ った。 アミノ酸の構造 と分離係数 の関係をみ る

にalanine,α 一amlno-n-butyricacid,norvaline,norleucineお よ び α一a狙ino-r

caprylicacidで はOV-1カ ラムを用 いた場合,分 子 量の大 きいア ミノ酸 の方が分離 係数は小

さか った。 この関係はvalineと1eucineで も 同様 に観察 され た。また同一炭素数 のア ミノ酸

(isovaline,norvalineお よ びvaline,leucine,isoleucine,norleucineお よ びtert-

leucine)で は 側鎖が分枝 した ア ミノ酸の方が分離係数 は大で あ った 。不整炭素 につ く置換基 の

分離にお よぼす効果を α一amino-n-butyricacid,DOPAと それ らの α一メチル ア ミノ酸で

検討 した。その結果,α 一メ チル ア ミノ酸 はまった く分離せず,不 整炭素上 の水素原子 が分離 に

きわめて大 きな影響を与 えるもの と推測 され る。ア ミノ基の位置 が保持 時間 および分離係数 にお

よぼす影響 について も吟 味 した ところ,β 一ア ミノ酸の保持時問 は対応す る α一ア ミノ酸の それ

よ り も 大 き く,ま た 光 学 異 性 体 は ま っ た く分 離 し な か っ た 。 つ ぎ に,GG-MSを 用 い てNl-TFA

一五一prolylaminoacidrbutylesterの マ ス ス ペ ク トル を 測 定 し
,fragmentationを 解 析

・て超微量糀 の基醐 究を行な・た・本謝 ではmん166鑑)が 各ア・ノ囎

通 し,し か も基 準 ピークあ るいはそれに準ずる強度で認あ られた 。そ こでm/e166でMFを 行

な った結果,約10一10gオ ー ダー(S/N=2)の 超 微量で ア ミノ酸の一斉分析 が可能な ことが明 、

らか とな った。その他,各 ア ミノ酸にそれぞれ 特徴 的な フラグ メ ン トイオ ン(M-101,R+29,

R+43)が 観 察 きれ たが,こ れ らでモニター してMCを 行なえば,高 い信頼度で ア ミノ酸を同定

できることが判 明 した 。

2,4一 メ ン トール誘導体 によ るdiaste,eomer生 成 を利用 す る分離

第2章 で はア ミノ酸を6-menthylester誘 導 体 に導 き,GC分 離 の条 件,ア ミノ酸 の構造 と

保持時問 および分離係数 の関係,Chart3に 示 す分離試薬 の検 討お よびGC-MSに よ る超 微 量 、

分析の基礎 的研究を行 なった。GCは 充填 カ ラムでは良好 な分離 が得 られなか ったので,supp-

ortcoatedopentubularカ ラムを用 いることと し,極 性 の異 な る7種 の カラムについて検討
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した結果,分 離の様相 および ピークの対称性 を考 え合 わせ てApiezonLを 選 択 した 。保持値 に

関 しては第1章 で述 べたのと同 じ結果 であ ったが,分 離係数 は α一amino-rbutyricacid,

norvaline,norleucineの3者 に おいては側鎖 が長 くなるほ ど大 き くな った。さ らに第1章 で

述 べた結果 と同様,β 一ア ミノ酸は分離 しなか った。つ ぎに ♂一isopulegolお よ び ♂一borneol

が ♂一mentho1と 同様 エステル化による光学異性 体の分離試薬 として使 用 し得るか否かを検 討 した。

両者 の うち ♂一borFeolは 誘 導体試薬 と して有用であ り,生 成す るesterlま 対応 す る♂一menthyl

esterに 比 較 して保持時間が長 く分離係数 も小 さいことが判明 した 。またN-perfluoroacyl基

について は炭素数が少 ない誘導体の方が分離係数 は大 き くなる傾向 力亨み られ た。 ア ミノ酸の溶出

順序 は レprolyl誘 導 体を分離試薬 に用いN-acyl体 と した時 とは逆で,さ きに ■体 が,つ いで

D体 が溶 出 した。さ らにN一 田FAaminoacid♂ 一menthylesterの マ ススペ ク トルを測定 し,

fragmentationを 解 析 して超 微量分析法の基礎 的検討 も行な った 。m/e83に 共通 して基準 ピ

ークあるいは 強度の高い ピークが認め られたほか ,特 徴的な フラグメ ントイオ ン,M-183

(menthylester)が 観 察 され た。 ♂一menthylester誘 導体 はN-TFA4-prolyl誘 導 体 と

比較 し誘導体 調製上簡便,迅 速性 にやや劣 り,超 微量分析 の 目的には後者 の方がす ぐれている こ

とが判明 した 。

3.新 しい光学活 性固定液相 を用い る分離

第3章 では新 しい光学活 性固定液相を用い不整 の場 で光学対掌体 を分離す る方法 につ いて検討 、

した 。D-PMG(ま 窄 は■一PEG)は ア ミノ酸をdiastereomerに 導 くと分離す ることができた ・

・が,光 学活性 基を導 入 しない と分離不可能であ った。つぎ に,酸 無 水物法 で合成 したN-lauro-

y1-L-valy1一 ■一valine-laurylesterを ステ ンレス製キ 帝ピラ リーカ ラムに コーテ ィングし

て光学異性体 の分離を試みた。直鎖 ア ミノ酸 と分枝 ア ミノ酸,α 一ア ミノ酸 とβ一ア ミノ酸 およ

び α一ア ミノ酸 と α一メチルア ミノ酸の各組合せ についてそれぞれ保持時間 を比 較 した ところ,

第1章 および第2章 で得 られたの と同 じ結果 であ った。 またエステル基(isopropyl,rpro-

pyl,isobutyl,n-butyl)の 分離 にお よぼす効果 を考察 したと ころ,n-butylesterが 最

も分離係数を大 きく した。diastereomerに 誘導 してGCに 付 した場合 は,側 鎖が分枝 した アミ・

ノ酸ほ ど分離係数 は大 きか ったが,光 学活性 固定 液相を用いたときは逆 の関係 がみ られ,直 鎖 ア
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ミノ酸 の方 が分 枝 ア ミノ酸 よ りも大 きな分 離係数を示 した。 また α一ア ミノ酸 は β一ア ミノ酸 よ

りも大 きな分離係数を示 した 。さ らにN-TFAaminoacidn-butylesterの マススペク トル

につい て も検討を試みた歩,本 誘 導体はア ミノ酸によ り基準 ピー クが異な るため,一 斉 分析 には

必 らず しも適 切でない ことが判明 した 。
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審 査 結 果 の 要 旨

光学異性 体のガ スク ロマ トグ ラフ分離 は光学活 性試薬 と反応 させdiastereomerに 誘 導 して通

常の固定 相で行な う方法 と,光 学活性 固定相を用 い不整 の場 における分配,吸 着の差異を利用す

る方法 とに大別 される。本研究 はア ミノ酸光学異性体を対象 にす ぐれた分離を得 るため誘導体調

製試薬,光 学活性 固定相,ガ スク ロマ トグラフ ィー条件を詳細 に吟味す るとともに,マ スフラグ

メ ン トグラフィー(MF)お よ びマスク ロマ トグ ラフィー(MC)に よ る超微量分析法の基礎的

検討 を行 な った もので あ る。

まず,diastereolner生 成 に用い る光学活性試薬 と して一連のN-perfluoroacyl-L-prolyl

ch正orideを と りあげ,ア ミノ酸の各種 エステル について構造 と分離係数な らびに保持時間 との

関係を考察 した。その結果,N-perfluoroacy1基 に は顕著 な差はみ られないがエ ステル基 とし

ては分子量 の大 きい1級 アル コールが良好 な分離を与 えること,ア ミノ酸は側鞘が分枝 した方が

直鎖 のものよ りす ぐれ た分離を示 し,α 一置換 ア ミノ酸,β 一ア ミノ酸は分離困難 で あることな

どが 明 らか にされた。また,N一 トリフルオ ロアセチル ーL一 プPリ ルア ミノ酸 ブチル エステル

のフ ラグメ ンテーシ ョンの解析か ら各 ア ミノ酸 に共通 し,し か も基準 ピークかそれ に準ずる強度

でみ られ るm/e166でMFを 行 な うと き一斉分析 の可能 なことが示 された 。

一 方,カ ル ボ ン酸部 に光学活性基を導入す る方法 と して6一 メ ≧テル エステルを とりあげ,ア

ミノ酸の構造 と代表的 な固定 相 にお ける保持 時間,分 離係数 との関係について考察 を加えた。 ま

た,共 通 して み られ るm/e83の ピークをモニタ ー してMFを 行な えば前者 と'ほぼ同程度 め感度

で ア ミノ酸 が一斉分析で きることを認あた 。

つ ぎに光学活性固定 相 としてN-lauroyl-L-valyl-L-valineIaurylesterを 調 製 し,.

ス テ ンレス製 キャ ピラ リーカラムにコ.一ティ ング.してN一 トリ'フルオ ロア ミノ酸光学異性体 の分

離を試み,ア ミノ酸の構造,エ ステル基 の種類 と分離係数 との関係 を明 らかに した。

以上 のごと く本論文 はア ミノ酸光学異性体の ガスクロマ トグラフ分 離 を誘導体調製試薬;光 学

活性 固定相 の観点か ら系統的 に検討 して数 々の新知見を知1るととも にアミノ酸のMFお よびMC

に よ る超 微量分析法の基礎を確 立 した ものであ り,学 位論 文 として価値 ある ものと認める。
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