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序論

　ヨウ素は自然界に広く分布している元素で，生体にとっては甲状腺ホルモンを

構成する成分として必須の微量元素である．L2）この元素は海水に多く存在する

ため，海草などの海産の食物はヨウ素含量が他の食物にくらべてはるかに高く，

生体の重要なヨウ素供給源となっている．食物中のヨウ素はほとんど無機化合物

の形態で存在するが，胃腸管より血中に取り込まれたヨウ素は甲状腺で濃縮され，

さらに有機化されて甲状腺ホルモン活性を示すthyroxine（T、）やtriiodo－

thyronine（T3）を生成する．これらのホルモンは，新陳代謝や基礎代謝の上昇，

成長や成熟の促進など種々の生理作用を示す．生体に対するヨウ素の欠乏は甲状

腺腫など重大な疾患の原因となるが，逆にヨウ素の過剰摂取によってもいろいろ

な障害が起きることが指摘されている．

　医薬品としてもヨウ素は重要である．3）たとえば，ヨウ化カリウムやヨウ素レ

シチンは慢性気管支炎，喘息，甲状腺腫，網膜疾患の治療薬として，ヨウ素やポ

ビドンヨードは殺菌消毒薬として使用されている．また，ヨーダミドのような有

機ヨウ素化合物はX腺造影剤として，さらに，1311で標識したヨウ化ナトリウム

や人血清アルブミンは臓器の診断やがんの治療に使用されている．

　生化学の領域では，酵素などの蛋白質のチロシン残基の化学修飾にヨウ素が使

用されている．4’5｝また，種々の化合物の放射化標識に1251や1311のような放射性

のヨウ素が使用されている．6’η

　このように，ヨウ素は生体にとって重要な元素であり，化学的にも利用価値の

高い元素であるので，医学や薬学の広範囲な分野で様々なヨウ素化合物が研究さ

れている．そのヨウ素化合物の中で，ヨウ素イオン（1つ　とヨウ素化アミノ酸は，

ヨウ素のあらゆる研究に係わることから，とりわけ強い関心がもたれ，数多く研

究されている．そして，これらの化合物の研究を進めるために，すぐれた分析法

の開発が要求されている．

近年，多くの化合物に対する高感度で迅速な分析手段として，高速液体クロマ

トグラフィー（HPLC）が傑出した役割を担うようになってきた．　HPLCでは，

分離モード（吸着，分配，イオン交換およびサイズ排除モード）と検出法（吸光，

蛍光，電気化学，電気電導度および屈折率検出法）の組み合わせによっていろい

ろなシステムが構成されているが，現在最も広く使用されているのは，逆相分配

による分離モードと吸光検出法を組み合わせたシステムである．逆相モードの分
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離が汎用されるのは，使いやすい，効率が良い，カラムの安定性が高い，そして

多くの化合物を同時に分析できるなどの理由による．また，吸光検出法が汎用さ

れるのは，感度が良い，使用範囲が広い，温度や流速の影響を受けにくいなどの

理由による．このような分析システムの普及度と利点から，1一とヨウ素化アミノ

酸の分析に吸光検出法による逆相HPLCを適用することは極めて意義があるもの

と考える．一方，このHPLCのシステムを使用した1一とヨウ素化アミノ酸の分析

は，いくつか報告されているが，分析の基礎は十分確立していないのが現状であ

る．

そこで本研究では，吸光検出法を使用した逆相HPLCによる1一とヨウ素化アミノ

酸の分析法を確立することを目的として，分離，前処理および標品の合成法など

分析に係わる基礎的な問題を検討した．
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第1章逆相高速液体クロマトグラフィーによるヨウ素イオンの分析

［要旨］　本章では，「のイオンペアークロマトグラフィー（IPC）による分析法に

ついて，分離を中心に検討した．1一は，疎水性を持たないため，通常逆相の固定相に

保持させて分離することはできなかった．しかし，イオンペアー試薬としてアルキル

アミンを添加した移動相を使用することによって，固定相に保持させて分析できるこ

とを明らかにした．また，「の検出波長を225nmに設定することにより，1ngから2

μgの範囲で「を定量できることを確認した．この分析法は，有機ヨウ素化合物に不純

物として含まれている1一を定量するために応用した．さらに，IPCによる1一の逆相

HPLC分析について，新規な分離の調節法を開発するために，クラウンエLテル（CE）

やシクロデキストリン（CD）のホスト・ゲスト相互作用を利用することを試みた．

そして，1級のアルキルアミンをイオンペアー試薬とする移動相にCEを添加したとこ

ろ，「の保持が増加することを見い出した．これはアルキルアンモニウムイオンとCE

が錯体を形成し，この錯体がイオンペアー試薬として作用するからである．この方法

によって，CEと錯体を形成しない化合物（iodouracil）と1一の選択的な分離が可能に

なることを示した．一方，一級のアルキルアミンから成る移動相にCDを添加したと

ころ，「の保持は減少することを見い出した．この保持機構として，CDとアルキル

アンモニウムイオンおよびCDと1一との包接複合体の形成による効果，あるいは，　CD

の固定相への吸着による効果を考察した．さらに，CEやCDを添加した移動相を使用

しても，1一は問題なく定量できることを確認した．

1一の分析は，従来滴定や比色などの方法で行われてきたが，近年では，イオン

クロマトグラフィー（IC），ガスクロマトグラフィー，イオン選択性電極法，フ

ローインジェクション法などの機器分析が多数使用されるようになってきた．と

りわけ，ICによるrの分析法は，高感度，多成分分析，そして迅速性などの特徴

から，すぐれた方法であると考えられる．1975年にSmallら8）によって発表され

た最初のICでは，低交換容量のイオン交換カラムと電気伝導度検出器が使用され，

また，移動相のイオンのバックグラウンドを除くために除去カラム（サプレッサー

カラム）が設けられていた．そのため，初期のICは，このような特殊な装置を用

いて行う無機イオンの分析を意味し，有機化合物の分析を目的とした既存の

HPLCとは全く別の分析法である考えられていた．しかしながら，　ICの研究が進

むにつれて，一般のHPLCで使われていた装置や技術が無機イオンの分析にも多

数利用されるようになってきた．9’1°）そのため，現在では，ICとHPLCの明確な

区別は無くなりつつある．
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本章では，紫外吸光（UV）検出法を使用した逆相HPLCによる1’の分析法を確

立することを目的として，主に1一のイオンペアークロマトグラフィー（IPC）に

よる分離について検討した結果について述べる．

　1・1　イオンペアークロマトグラフィーによるヨウ素イオンの分析

ICでは，無機イオンに対する万能な検出器として電気伝導度検出器が一般に選

択されるが，1一を含め一部の無機イオンは紫外部に吸収を持つことから，UV検

出器を使用することも可能であった．一方，無機イオンの分離に関しては，イオ

ン交換法以外は困難とされていたが，有機のイオン性物質に対して確立したIPC

の技術が導入されるようになって，逆相HPLCでの無機イオンの分析も可能になっ

た．IPCは，移動相に溶質イオンと反対の電荷を持ったイオン性物質（イオンペ

ァー試薬）を添加することによって，溶質イオンを固定相に保持させて分離する

手法である．逆相のIPCで無機イオンを分析する研究は，1979年にReeveら11）に

よって最初に報告された．その分析では，陰イオンに対するイオンペァー試薬と

してcetrimide（cetyl　trimethyl　ammonium　bromide）カ§使用された．また，

1982年には，Skellyら12）によってoctylamineをイオンペアー試薬として使用す

る陰イオンの分析が報告された．

このような無機イオンのIPCの研究にならい，本節では，　dibutylamineをイオ

ンペアー試薬として使用する1一の逆相HPLCについて検討することにした．

　1・1・1　実験の部

　試薬，標準液および試料溶液　　1）試薬　　　　ヨウ化カリウム（KI）は岩井

化学製のものを使用した．1．O　M　dibutylamine　phosphate（DBAP）溶液

（Reagent　D－4TM）はウォーターズから入手した．　monoiodocaranosine（MIC）

は合成品（第3章参照）を，monoiodotyrosine（MIT）はシグマ製のものを使用

した．HPLCの移動相は蒸留水と液体クロマトグラフ用のメタノール（MeOH）

を使用して調製した．その他の試薬は市販の特級規格のものを使用した．

2）ヨウ素標準液　　　KIを水に溶解して10　mMの標準液を調製し，これを水

で所定の濃度まで順次希釈して調製した．

3）試料溶液　　　MICを水に溶解して1．O　mg／mlの溶液を，また，　MITを

0．005NHC1に溶解して0．5　mg／m1の溶液を調製し，　HPLCの分析の試料溶液と

した．
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移動相　　1．O　M　DBAP溶液10　ml（1バイアルのReagent　D－4）を11の

H20－MeOH（80：20，　v／v）に溶解して調製した．移動相の最終的なDBAPの濃

度は0．01M，また，　pHは3．0であった．

装置　　高速液体クロマトグラフは，6000A型ポンプ（ウォーターズ），

NS－310A型波長可変紫外分光検出器（日本精密科学），U6K型ユニバーサルイ

ンジェクター（ウォーターズ）およびVP－6511Wペンレコーダー（松下通信工

業）より構成した．分離カラムはLiChrosorb　RP－18（7μm，3．g　mm　i．　d．×

30cm）　（メルク）を使用した．　UVスペクトルは200型レコーダーを接続した

100－50型ダブルビーム分光光度計（日立）を使用して測定した．

分析法　　HPLCによる1一の分析は，移動相の流速を1．O　ml／minに，また検出

波長を225nmに設定し，室温下で行った．1一の検量線は，0．001，0．01，0．1ま

たは1mMヨウ素標準液の2．5μ1から20μ1をHPLCに注入して作成した．

　1・1・2　結果および考察

　逆相lPCによるrの分離　　HPLCの分析は溶質を固定相に保持させて分離する

ことを基本とする．逆相HPLCでは，溶質は固定相との疎水性相互作用によって

保持されるが，無機イオンのような極性の高い化合物は疎水性相互作用が得られ

ないので，分析は困難であった．

DBAPを成分とするReagent　D－4は，塩基性の有機化合物をHPLCで分析すると

き，分離を改善する目的で移動相に添加される試薬である．13’14｝ところが，こ

の試薬を添加した移動相を使用した場合，1一を逆相の固定相に保持できることが

明らかになった．これは，移動相中のdibutylamine（dibutylammonium　ion）が，

1一に対してイオンペアー試薬として作用するIPCの保持機構が働くからである．

IPCの保持機構に対しては，いろいろ議論されているが，15）3つの代表的なモデ

ルが考えられている．イオン対形成モデルでは，移動相中で溶質イオンと有機サ

イトを持ったイオンペアー試薬がイオン対を形成し，この電気的に結びついた複

合体が全体として非極性溶質としてふるまい，逆相カラムに保持されると考える．

動的イオン交換モデルでは，有機サイトを持ったイオンペァー試薬が固定相に吸

着することによって固定相表面がイオンで覆われ，この表面イオンが動的なイオ

ン交換体として作用して溶質イオンが保持されると考える．また，イオン相互作

用では，有機サイトをもったイオンペアー試薬が固定相に吸着することによって

固定相表面に電気的二重層が形成され，この表面からの静電気的な効果により溶
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質イオンが保持されると考える．しかし，IPCの正確な保持機構はいまだに確立

されていない．

　検出波長の検討　　1一は，紫外光の吸収を示すことから，UV検出器で直接検出

することが可能である．Reeve11）は215　nmで，　Skellyら12）は205　nmで，そして

Vespalecら16｝は210　nmの波長でrの検出を行ったことを報告している．これら

の研究で使用された検出波長は，他の無機イオンも同時に分析するために設定さ

れたものであって，rを高感度で検出するのに適した波長であるかどうかは不明

であった．一方，Hurstら17）は，1一を単独で分析する実験で，226　nmに検出波長

を設定した．このように，1一の検出波長は文献によって相違があるので，本法の

最適な検出波長を定めるために，DBAPを含有した溶液中でのrのUVスペクトル

を調べることにした．

　rのUVスペクトルは，水中では226　nmの波長で吸収極大（ε，13400）を示し

たが，DBAPの溶液中では225　nmで吸収極大（ε，12800）を示すことが明らか

になった．また，DBAPの溶液にMeOHを添加すると，1’の吸収極大波長はわず

かではあるが短波長側にシフトすることも明らかになった．本法では，移動相に

20％のMeOHを添加したが，この添加量では，1一の吸収極大波長はほとんどシフ

トしなかったので，225nmの検出波長を使用することにした．一方，アセトニ

トリルを添加したDBAPの溶液中では，1“の吸収極大波長は長波長側にシフトす

ることが明らかになった．そのため，アセトニトリルを添加した移動相を使用す

る場合には，検出波長を修正する必要がある．

　「の定量性　　実験の部に記した方法に従って作成したピーク高さによる1一の

検量線は，5pmol（0．64　ng）から15　n皿ol（1．9μg）の範囲で良好な直線性

（r＝0．999）を示すことを確認し，本法では，およそ1ngから2μgの範囲で

1’を定量できることを明らかにした．また，本法の1一の検出限界は500pg（S／N

＝ 3，0．005AUFS）であった．本分析法の感度は電気化学検出器を使用した分

析法18）に匹敵する高感度なものであった．

実試料への応用　　本研究で検討した1一の分析法は，有機ヨウ素化合物の標品

に不純物として含まれる1一を定量するために応用した（Fig．1）．
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0「一

6　　　0
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Fig．1．　HPLC　Chromatograms　of　r　Contailled　in　Organic　Iod㎞e　Compounds

　　Sample，珂ection　volume　alld　sensitivity：A，　H20（blank），5μ1，0．005　AUFS；

　B，MC，5μ1，0．005　AUFS；C，　MIT，10μ1，0．01　AUFS．　Peak　iden6ty：1，1－；

　2，MIC；3，　tyrosine；4，　M江For　other　conditions，　see　Experimental．

　その結果，合成したMICにはrが含まれていないことを確認した．しかし，市

販のMIT　5μg中には11．7　ng（0．23％）の1一が含まれていることが判明した．こ

のMIT　5μgに12．7　ngの割合でrを添加して行った添加回収実験は，96．4±

3．44％（n＝5）の良好な回収率が得られ，本法の信頼性が確かめられた．

逆相HPLCによるの「分析の展開　　本研究を発表した（1984年）頃，　UV検

出法を使用したIPCによるrの分析法がいくつか同時に発表された．　Hurst17）は，

hexadecyltrimethylammonium　chlorideをイオンペアー試薬に使用して，粉乳等

の乳製品中のヨウ素を定量した（1983年）．長島ら19）は，teterabuty1－

ammonium　hydroxideをイオンペアー試薬に使用して，有機ヨウ素化合物のヨウ

素の元素分析を行った（1985年）．その後，安部ら2°）は，teterabutyl－

ammonium　hydroxideをイオンペアー試薬に使用して，生体成分中のヨウ素の定

量を行った（1988年）．このように，UV検出法を使用したIPCによる1一の分析

は，rの高感度で簡便な分析法として実用化されるようになった．
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　1・2　クラウンエーテル添加移動相を用いるヨウ素イオンの分析

　前述のように，イオンペアー試薬としてアルキルアミン（アルキルアンモニウ

ム塩）を移動相に添加することによって，非極性の固定相に1一を保持させること

が可能になったが，1一の保持の大きさは移動相の種々のパラメーター，例えばpH，

イオン強度，イオンペアー試薬の種類と濃度，有機修飾溶媒の種類と濃度などに

よって影響を受け，また調節することができる．12’16’19）一方，近年になって，

分子認識の観点から注目されているホスト・ゲスト相互作用をHPLCの新しい分

離の調節因子として用いることが試みられるようになった．21’22｝これは，ホス

トとなる化合物，例えばクラウンエーテル（CE）やシクロデキストリン（CD）

を，HPLCの固定相として使用したり，移動相に添加したりすることによって，

多くのゲスト化合物を選択的に分離しようとするものである．このようなホスト・

ゲスト相互作用は，逆相HPLCにおける1一の分離に対しても保持の調節因子とし

て利用することができるものと考えられる．そこで，最初にCEを添加した移動

相を用いてrを分析することを試みた．

　1・2・1　実験の部

　試薬および標準液　　1）試薬　　　　hexylamineと18－crown－6（18－C－6）は

半井化学製のものを，ヨウ化カリウム（KI），butylamineおよびoctylamineは和

光純薬製のものを使用した．その他の試薬は市販の特級規格のものを使用した．

HPLCの移動相は蒸留水と液体クロマトグラフ用のメタノール（MeOH），アセ

トニトリル（MeCN）およびテトラヒドロフラン（THF）を使用して調製した．

　2）ヨウ素標準液　　　　本章1・1・1に記載した方法で調製した．

移動相　　アルキルアミンとリン酸を水に溶解してアルキルアミンのリン酸塩

溶液（pHはリン酸で調整）を調製したのち，この溶液に18－C－6を加えて溶解し，

さらに有機溶媒を加えて移動相とした．

装置　　高速液体クロマトグラフは本章1・1・1に記載した装置で構成した．

分離カラムはNova－Pak　C18　Radial－Pak　cartridge（4μm，8mm　i．　d．×100

mm）　（ウオターズ）を使用した．

分析法　　HPLCによる1一の分析は，移動相の流速を2．5　ml／minに，また検出

波長を225nmに設定し，室温下で行った．1一の保持比（k’）はk’＝（y、－y。）／y。

（y、はrの保持容量，v。はカラムのホールドアップ容積）の式より計算した．

y。は，60％MeCNを移動相として，210　nmの検出波長で測定した硝酸イオンの
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溶出容積より求めた．また，1一の検量線は0．01，0．1または1mMヨウ素標準液

の2．5μ1から25μ1をHPLCに注入して作成した．

　1・2・2　結果および考察

1一の保持機構　　一級アミンのリン酸塩から成る移動相に18－C－6を添加するこ

とによって，1一の保持は増加した．これは，大環状のポリエーテルであるCEが，

その環の空孔内にサイズのあった陽イオン（金属イオンや一級のアルキルアンモ

ニウムイオン）を取り込み安定な錯体を形成する特性を持つからである．23・川

すなわち，移動相中でCEがイオンペアー試薬のアルキルアンモニウムイオンと

錯体を形成し，この錯体が，より疎水性の大きなイオンペアー試薬として働くた

めに，1一の保持が増加したと考える．一方，CEと錯体を形成する特性を持たない

2級，3級または4級アンモニウム塩から成る移動相に18－C－6を添加しても，

1’の保持は変化しなかった．

移動相のpHの影響　　pH　3．0から7．0のbutylamine，　hexylamineまたは

octylamineから成る移動相を用いて，　rの保持に対する移動相のpHの影響を調べ

た（Fig．2）．

a）　　　　　　　　　b）　　　　　　　　　　c）

文

10

5

10

5

20

10

0　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　0

　34567　　　　34567　　　　34567
Butylammonium　　　　Hexylammonium　　　　Octylammonium

　phosphaヒe　　　　　　　　phosphate　　　　　　　　phosphate
　　（pH）　　　　　　　　　　　　｛pH）　　　　　　　　　　　　（PH｝

Fig．2，　E任ect　of　Mobile　Phase　pH　on　the　Capacity　Factor　of　I－

　　Mob且e　phase：●，15％MeCN　in　5　mM　alkylammoni画phosphate；O，15％MeCN

　h15mM　a皿ζylammmonium　phosphate　conta垣hlg　5　mM　18・C・6．
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CEを添加していない移動相では，　pH4．0で1一の保持が最大になった．また，　CE

を添加した移動相でも，pH　4．0で保持が最大になった．そのため，　CEは1一の保

持の大きさには影響するが，pHに対する保持挙動のプロフィールには影響しな

いことが明らかになった．

移動相のCEの濃度の影響　　hexylamineから成る移動相に，種々の濃度の

18－c－6を添加して，rの保持に対するcEの濃度の影響を調べた（Fig．3）．

10

二5

0

2．5　 5●0　7・5　10・0

18－Crown－6（耐）

Fig．3．　Effect　of　CE　G）ncentration　on　the　Capadty　Factor　of　r

　　Mobile　phase：15％MeCN　ln　5　mM　hexylammonium　phosphate（pH　4．0）

　containhlg　18・C・6．

rの保持はCEの濃度が増加するに従って増加した．これは，　CEの濃度が増加

することによってアルキルアンモニウムとCEの平衡が錯体形成の方向に傾き，

錯体の濃度が増加するからであると考えられる．
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移動相の有機修飾溶媒の影響　　hexylamineから成る移動相を用いて，1一の保

持に対する移動相の有機修飾溶媒の種類と濃度の影響を調べた（Fig．4）．

a）　　　　　　　　　　b）　　　　　　　　　　c）

㌔

・6且
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0　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　0
　10　2030　40　　　　　　　　　　1020　3040　　　　　　　　　　10　20　30　40

　　MeOH　（％）　　　　　　　　　　　　｝leCN　（％）　　　　　　　　　　　　　THF　（％）

Fig．4．　Ef£ect　of　Organic　Mod迂ier　on　the　Capacity　Factor　of　I－

　　Mobile　phase：●，　MeOH（MeCN　or　THF）h15mM　hexylammol血m　phosphate（pH　4．0）；

0，MeOH（MeCN　or　mF）m5蜥he野1㎜o㎡㎜phosphate㎏H　4．0）cont舳g　5典

　18・C・6．

　1一の保持は，MeOHやMeCNを使用した移動相では，　CEを添加することによっ

て増加したが，THFを使用した移動相では，ほとんど増加しなかった．これは，

エーテル構造を持つTHFが陽イオンと特異な親和性を示す23）ためである．すなわ

ち，THFがアルキルアンモニウムに強く配位するため，アルキルアンモニウムと

CEとの錯体形成が妨害され，1一の保持が変化しなかったと考える．

　また，有機溶媒の濃度に関しては，どの場合も濃度が増加するに従ってrの保

持は減少した．

「の定量性　　CEを添加した移動相（15％MeCN　in　5　mM　hexylamine

phosphate（pH4．0）containing　18－C－6）を使用して1一の定量性を検討した．　r

の検出波長は，この移動相溶媒中で吸収極大を示す225nmの波長に設定した．

実験の部に記した方法に従って作成したピーク高さによる1一の検量線は，25

pmol（3．2　ng）から25　nmol（3．2μ9）の範囲で良好な直線性（r＝0．999）を

示すことを確認した．また，本法の1←の検出限界は1pmol（127　pg）　（S／N＝3，

0．005AUFS）であった．
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分離への応用　　1一とiodouracilの分離にCEを応用した（Fig．5）．

a）　　　　　　b）

1，2

6

6t
§

1

「一一一一1－　　　一一
〇　　　5　　　0　　　5

　　　Time　（min）

Fig．5．　HPLC　Chromatograms　of　r　and　Iodouracil

　　Mobile　phase：（a）15％MeCN　in　5　mM　hcxylammonium　phosphate　（pH　4．0）；

　（b）15％MeCN　in　5　mM　hexylammoni㎜phosphate（pH　4．0）contai血g　5　mM

　18・C・6．Sample：iodouracil（1．25μ9）＋KI（0．25μ9）．　Peak　identity：1，　iodouraci；

　2，1－．For　other　condidons，　see　Experimental．

CEを添加していない移動相では両方のピークを分離することはできなかったが，

CEを添加した移動相では，　CEはiodouracilには作用しないので，1一の保持だけ

を選択的に増加させて完全に分離することができた．
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　1・3　シクロデキストリン添加移動相を用いるヨウ素イオンの分析

　シクロデキストリン（CD）は，グルコースがα一1，4位で結合した多糖類で，円

環体（torUS）状の形態をしている．そして，その空洞内に種々のゲスト分子を

取り込み，包接複合体を形成する特性を持つ．24）HPLCでは，芳香族化合物の位

置異性体を分離25）したり，ラセミ混合物をエナンチオマーに分割26）するのに，

CDを添加した移動相が使用されている．

本節では，逆相HPLCによる1一の分離に対する，移動相の添加剤としてのCDの

利用を検討することにした．この研究の目的は，CDの包接作用に基づく新規な

1’の保持の調節法を確立することである．

　1・3・1　実験の部

　試薬および標準液　　1）試薬　　　　ヨウ化カリウム（KI）は和光純薬製のも

のを，CDは半井化学製のものを使用した．　HPLCの移動相は蒸留水を使用して調

製した．その他の試薬は市販の特級規格のものを使用した．

　2）ヨウ素標準液　　　　本章1・1・1に記載した方法で調製した．

　移動相　　アルキルアミンとリン酸を水に溶解してアルキルアミンのリン酸塩

溶液（pHはリン酸で調整）を調製したのち，　CDを溶解して移動相とした．

装置　　高速液体クロマトグラフは本章1・1・1に記載した装置で構成した．

分離カラムはNova－Pak　C18　Radial－Pak　cartridge（4μm，5mm　i．　d．×100

mm）　（ウォターズ）を使用した．

分析法　　HPLCによるrの分析は，移動相の流速を1．O　ml／minに，また検出

波長を226nmに設定し，室温下で行った．1’の保持比（k’）はk’＝（y、－y。）／V。

（y、は1’の保持容量，y。はカラムのホールドアップ容積）の式より計算した．

y。は，60％MeCNを移動相として，210　nmの検出波長で測定した硝酸イオンの

溶出容積より求めた．また，1一の検量線は，種々の濃度のヨウ素標準液10μ1を

HPLCに注入して作成した．

　1・3・2　結論と考察

CD添加の影響　　hexylamine，　heptylamineまたはoctylamineのリン酸塩から

成る移動相に，α一CD，β一CD，　Y－CDまたは2，6－di－O－methyl一β一CD（DM一β一CD）

を添加した場合のrの保持を調べた（Table　I）．また，クロマトグラムの一例を

に示した（Fig．6）．
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Table　I．　Effect　of　CD　in　the　Mobile　Phaseのon　the　Capacity　Factor　of　r

Ion・pair丘1g　　　　　　　　　　　　　　　　　CD

reagentb）　　　　None　　α・CD　　β・CD　　Y・CD　DM・β・CD

Hexylammonium　　　　5．10　　3．33　　3．33　　3．90　　　0．96

Hcptylammonium　　　　12．18　　　6．68　　　7．82　　　7．94　　　2．05

0cりrla1㎜o㎡un1　　　　　　26．68　　　14．63　　　16．15　　　20．79　　　　　5．10

の2mM　aUζylammonium　phosphate（pH　4．0）colltai㎡1192mM　CD．

b）Added　as　phosphate　salts．

A　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

「一一一｝T－一一一T－一『一一一「　　　「一一一
〇　　　　4　　　　　●　　　　12　　　0　　　　　4　　　　　●

　　　　　　71■●｛の㈲

Fig．6．　HPLC　Chromatograms　of　I－

　　Mob∬e　phase：（A）2mM　heptylammoni㎜phosphate（pH　4．0）；（B）2mM　heptyl・

　ammonium　phospllate（pH　4．0）containing　2　mMβ・CD．　For　other　collditions，　see

　Experimental．

1一の保持は，移動相にCDを添加することによって減少したが，減少の割合は

CDの種類によって異なった．すなわち，グルコースの重合度が小さいCDを，ま

たメチル化したCDを使用したときに保持は大きく減少した．

　「の保持のメカニズム　　CDを添加した移動相を用いた場合の1一の保持のメカ

ニズムを，動的イオン交換モデルで考察することにした．このモデルでは，CD

を添加していない移動相での1一の保持は，次のような二つの重要な平衡によって

支配されていると考える．　（1）非極性固定相表面へのイオンペアー試薬と対イ

オンの吸着，　（2）対イオンとrのイオン交換．

そして，移動相にCDを添加すると，　CDとイオンペアー試薬，　CDと1’，あるい

はCDと固定相との相互作用が新たな平衡過程として保持機構に組み込まれて，

1一の保持に影響を及ぼすと考えられる．
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　CDとイオンペアー試薬が包接複合体を形成することはMiyajimaら27｝の研究か

ら示唆される．彼らは，α一CDとβ一CDが，　hexylammonium，　heptylammoniumあ

るいはoctylammonium塩と水中で1：1の複合体を形成することを報告した．　CD

がアルキルアンモニウム（AA）塩と複合体を形成するなら，　AA－CDの複合体が

イオンベアー試薬として機能することになるが，このイオンペアー試薬の疎水性

はもとのAAよりも小さくなると考えられる．それは，　AAがCDの空洞内にvan

der　Waals力や疎水的な相互作用によって包接されるが，　CD分子の外側は親水性

であるからである．その結果，固定相表面に吸着するイオンペアー試薬の量が減

少し，1一の保持は減少すると考えられる．CDの分子種に対するrの保持の減少の

違いは，形成される複合体の安定性と疎水性の違いによる．しかしながら，

Y－CDを添加したとき1一の保持が減少することは，イオンペアー試薬の疎水性の減

少からは説明することができなかった．それは，Y－CDが，　hexylammonium，

heptylammoniumあるいはoctylammonium塩とは包接複合体を形成しないからで

ある．

　一方，α一CD，β一CDおよびV－CDは，水溶液中で1一と包接複合体を形成すること

も知られている．28｝これらのCDが1一と複合体を形成するなら，1－－CD複合体が溶

質イオンとして働くことになるが，この溶質のイオン的な特性は1一と異なると考

えられる．それは，1一の電荷が複合体形成によって遮蔽されるからである．その

結果，溶質イオンとイオンペアー試薬とのイオン的な相互作用が弱まり，rの保

持が減少すると考えられる．CDの分子種に対する1一の保持の減少の違いは，形成

される複合体の安定性とイオン的な特性の違いによる．

DM一β一CDがAA塩や1一と包接化合物を形成するかどうかは報告されていないが，

このCDを使用したときに，1一の保持が著しく低下することは，上述の説明とは別

の保持機構を考える必用がある．CDのメチル化は，　CDの化学的あるいは物理的

性質に大きな変化をもたらす．通常，CDは逆相の固定相に保持されないが，メ

チル化したCDでは疎水性が増加するために，固定相への吸着が無視できなくな

る．29｝そして，DM一β一CDが非極性な固定相に吸着して表面を覆うと，固定相の

極性は元の極性よりも大きくなると想像される．その結果，固定相表面上のイオ

ンペアー試薬の疎水的な吸着が弱まり，1一の保持が減少すると考えられる．

　このように，CDとイオンペアー試薬，　CDとrそしてCDと固定相との相互作用

の可能性が示されたが，実際にはこれらの相互作用が複合的に働いて1一の保持が

減少すると考えられる．
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移動相のpHの影響　　pH　3．0から7．0のheptylamineから成る移動相を用いて，

1一の保持に対する移動相のpHの影響を調べた（Fig．7）．

ト

占■

10

　　　　　　　　　　　3．0　　　4．0　　5．0　　6．0　　　7．0

　　　　　　　　　　　　　　，H
Fig．7．　E丘ect　of　Mobile　Phase　pH　on　the　Capacity　Factor　of　r

　　Mob且e　phase：2mM　heptylammonium　phosphatc　containing　2　mM（O）α・CD，

　（口）β・CD，（△）Y・CD，（◇）DM・β・CD　or（●）no　CDs．

CDを添加していない移動相では，　pH　4．0で1一の保持が最大になった．また，

CDを添加した移動相でも同じ結果が得られた．そのため，　CDは1一の保持の大き

さには影響するが，pHに対する保持挙動のプロフィールには影響しないことが

明らかになった．

CDの濃度の影響　　heptylamineから成る移動相に，種々の濃度のCDを添加し

て，rの保持に対するCDの濃度の影響を調べた（Fig．8）．

．

」■
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0　　1　　2　　3　　4　　5

　　　　cO佃剛

Fig．8．　Efεect　of　CD　Concelltration　on　the　Capacity　Factor　of　r

　　Moble　phase：2mM　heptylamlnonium　phosphate（pH　4．0）contaillillg（O）α・CD，

　（口）β・CD，（△）Y・CD　or（◇）DM・β・CD．
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　この実験条件では，heptylammoniumとCDのモル比は1：0．5から1：2．5の割合

で変化する．1一の保持はCDの濃度が増加するに従って減少した、これは，　CDの

濃度が増加することによって，CDとheptylammoniumあるいはCDと1一との複合

体の形成が増加し，またDM一β一CDの固定相への吸着が増加するからであると考

えられる．これらのCDは，　CD1分子とheptylammonium1分子，あるいはCD1分

子と1－1分子からなる1：1複合体を形成すると推測されるが，他の比率の複合体

を形成することも否定はできなかった．

「の定量性　　CDを添加した移動相（2　mM　heptylammonium　phosphate（pH

4．0）containintg　2　mMβ一CD）を使用して1’の定量性を検討した．　CDを添加し

た溶液中でも1一の吸収極大の波長はほとんど変化しなかったので，検出波長は

226nmに設定した．

実験の部に記した方法で作成したピーク高さ法による検量線は，25pmol（3．2

ng）から12．5　nmol（1．6μg）の範囲で良好な直線性を示すことを確認した．検

出限界は0．5pmol（63．5　pg）　（S／N＝3，0．005　AUFS）であった．
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第2章　固相抽出法によるヨウ素イオンの前処理法

［要旨］　本章では，実試料を分析する場合に重要な1一の固相抽出法による前処理に

ついて検討した．最初に，アミノプロピルシリカを充填した陰イオン交換カラム

（Bond　Elut　NH2（BE－NH2））による固相抽出の基本的な操作を，標準試料を用い

て検討した．その結果，固相に1一を保持させる操作では，試料の液性を酸性に調整す

る必要があることを明らかにした．また，固相から「を遊離させて回収する操作では，

高濃度のアンモニアを溶離液として溶出するのが最も効果的であることを明らかにし

た．さらに，回収したrをHPLCで定量する場合，溶離液に由来するアンモニウムイ

オンが定量を妨害することを指摘し，この妨害を避けるために，陽イオン交換カラム

（AG・50）で脱アンモニウム処理する方法を考案した．そして，最適化した固相抽出

の操作で，良好な回収率と再現性で「を処理して定量できることを示した．

　一方，この固相抽出法に基づいて，エチレンジアミンーN一プロピルシリカを充填し

た陰イオン交換カラム（Bond　Elut　PSA）を使用する「の固相濃縮法を検討し，ヨウ

素含有試料中のヨウ素を高感度で定量するために応用した．すなわち，酸素フラスコ

燃焼法で試料を分解し，種々の化学形態で存在しているヨウ素を1一として吸収液に捕

捉させたあと，この1一を固相濃縮してから逆相HPLCで定量することによって，試料

中の微量ヨウ素を定量を可能にした．固相濃縮の操作は，基本的にはBE・NH2による

固相抽出法と同じであったが，吸収液中の1一を固相に保持させるには，吸収液の液性

を酸性に調整しただけでは，十分な保持が得られなかった．これは吸収液中の大量の

陽イオンによって1一の保持が妨害されるからである．そこで，吸収液を陽イオン交換

カラム（AG－50）を通し，陽イオンを除去してから固相処理する方法を考案した．そ

して，標準の2－iodobenzoic　acid（IBA）を使用して，酸素フラスコ燃焼法と固相濃

縮法によるヨウ素の定量性を評価した．その結果，微量のIBAからでも，良好な回収

率と再現性でヨウ素を定量できることを確認し，微量ヨウ素の定量に対する本法の有

用性を示した．この分析法は，ヨウ素化蛋白質（thyroglobulin）とヨード強化卵の

ヨウ素を定量するために応用した．どちらの試料も，燃焼分解により得られた1一を約

8倍から20倍濃縮することによって，良好な定量結果が得られることを確認した．

HPLCによる1一の分析は，臨床化学や食品化学など幅広い分野での利用が期待で

きるが，実試料に適用する場合，試料の爽雑物の除去や濃縮など，前処理の操作

が不可欠である．近年，分析試料の前処理操作を簡便・迅速化するために，小型

の充填済みカラムを用いる固相抽出法が採用されるようになってきた．この前処

理法は，すぐれた回収率や再現性が得られるため，急速に普及してきた．

1’の分析に対しても，固相抽出法は高い実用性を有していると考えられる．そ

こで本章では，rの固相抽出法について検討することにした．

一 18一



　2・1　陰イオン交換カラムを用いる固相抽出法

　固相抽出法は，試料溶液を固相抽出カラムに流し込むことによって分析目的物

質を固相に保持させ，次に，同時に保持された試料マトリックス中の不要成分を

適当な洗浄液で固相から洗い流し，最後に，分析目的物質を適当な溶離液で固相

から溶出させて選択的な抽出や濃縮を行う方法である．3°）固相への分析目的物

質の保持には，非極性相互作用，極性相互作用，そしてイオン交換相互作用の三

種類の方法が利用されているが，1一を処理する場合，イオン交換相互作用の適用

が最適であると考えられる．そこで，アミノプロピルシリカを充填した陰イオン

交換カラム（Bond　Elut　NH2（BE－NH2））を使用する固相抽出法について検討

することにした．

Hurst31｝は，血清中の1一を定量するためにBE－NH2を使用した．その実験では，

血清を水で希釈したのち，アセトニトリルを加えて除蛋白した試料をBE－NH2に

流し込み，rを固相に保持させた．そして，0．2　NKH2PO、を流して固相からrを

遊離させて回収し，これをHPLCで分析した．その結果，良好な回収率（93％）

で1一を定量することができたと報告している．しかしながら，著者らの実験では，

Hurstの方法に従って試料を処理しても，rをこのように高い回収率で定量する

ことはできなかった．そして，この操作方法には多くの疑問があることが明らか

になった．そこで，BE－NH2を使用したrの固相抽出法を標準試料で再検討し，

最適化することを試みた．

　2・1・1　実験の部

試薬および標準液　　1）試薬　　　　ヨウ化カリウム（KI），水酸化テトラー

n一ブチルアンモニウム溶液（0．5M，液体クロマトグラフ用）は和光純薬製のも

のを使用した．その他の試薬は市販の精密分析用あるいは特級規格のものを使用

した．HPLCの移動相は蒸留水と液体クロマトグラフ用のアセトニトリル（MeCN）

を使用して調製した．

2）ヨウ素標準液　　　KIを水に溶解して10　mMの標準液を調製し，これを水

で所定の濃度まで順次希釈した．

装置および器材　　高速液体クロマトグラフは，6000A型ポンプ（ウォターズ）・

NS－310A型波長可変紫外分光検出器（日本精密科学），U6K型ユニバーサルイ

ンジェクター（ウォーターズ）およびVP－6511Wペンレコーダー（松下情報工

業）より構成した．分離カラムはNova－Pak　C、，　Radial－Pak　cartridge（4μm，
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5mmi．d．×100皿m）　（ウォターズ）を使用した．固相抽出用のカラムであ

るBE－NH2（500　mg充填）はアナリティケムインターナショナルから，陽イオ

ン交換樹脂AG50W－X8（200－400メッシュ）はバイオラッドから入手した．

固相のコンディショニング　　BE－NH2は，メタノール5　m1，．水5　mlおよび試

料の希釈溶媒5mlを順次流し，コンディショニングした．陽イオン交換カラム

（AG－50）は，あらかじめスルホン酸基をH型に変換した陽イオン交換樹脂

AG50W－X81mlを充填して作製してから，水5皿1を流してコンディショニング

した．

HPLCによる1一の分析　　移動相（MeCN－5　mM　tetrabutylammonium

phosphate（pH　4．0）　（25：75，　v／v））の流速は1．O　ml／minに，また検出波長

は225nmに設定し，試料およびヨウ素標準液5μ1を注入して分析した．定量は

ピーク高さによる絶対検量線法で行った．

　2・1・2　結果および考察

　固相への「の保持　　最初に，1一をBE－NH2に保持させる方法について検討した．

通常，試料は適当な溶媒で希釈してから固相に流し込むが，1一の固相への保持は，

希釈溶媒によって影響を受ける．イオン交換相互作用を使用する場合，希釈溶媒

による試料のpHの調整が特に重要になる．そこで，ヨウ素標準液を種々のpHの

溶媒で希釈してからBE－NH2に流し込み，固相へのrの保持を比較した．この実

験では，1mMヨウ素標準液0．5　m1を，水または10　mM酢酸アンモニウム緩衝

液4．Omlで希釈してからBE－NH2に流し込んでろ液を集め，このろ液中のrを

HPLCで定量してBE－NH2への1一の保持率を求めた（Table　II）．

Table　II．　Reten60n　of　I－on　Bond　Elut　NH2

Dilutioll　Solvent　　　　　　Retention（％）の

H20　　　　　　　　　　　　　　295

Acetate　buf£er（pH　6．7）　　　　　　　68．8

A頒ate　buffer（pH　6．0）　　　　　　　　　　　76．1

Acetate　buffヒr（pH　5．0）　　　　　　　　　　100．O

Acetate　buffer（pH　4．0）　　　　　　100．0

のMean（n＝5）．
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rを水やpH　6以上の酢酸緩衝液で希釈した場合には，固相に十分保持させるこ

とができなかった．一方，pH　5以下の酢酸緩衝液で希釈した場合には，固相に

完全に保持させることができた．この結果から，1一をBE－NH2に保持させるため

には，試料の液性を酸性に調整する必要があることが明らかになった．

固相からの「の回収　　次に，BE－NH2に保持させたrを回収する方法について

検討した．この実験では，まず，1mMヨウ素標準液0．5　mlを10　mM酢酸4．O

mlで希釈した試料をBE－NH2に流しこみ，　rを固相に保持させた．次に，この

BE－NH2に，種々の濃度のアンモニウム塩溶液から成る溶離液を1mlずつ2回流

し，溶出液を集めた．この溶出液は，AG－50を通し（この操作の理由は後で述べ

る）てから，水を加えて5mlとしたのち，遊離してきた1一をHPLCで定量して

BE－NH2からの1一の回収率を求めた（Table　III）．

Table　III．　Rccovery　of　r　from　Bond　Elut　NH2

Recovcry（％）の

Salt㎞eluent　　　　　　　　　　　　　　　Concen仕ation　of　salt

　　　　　　　　　O．05M　　O．10M　　O．50M

NH4H2PO4　　　　　　　　0．0　　　　　69．0　　　　　74．8

（NH4）2HPO4　　　　　　75．4　　　　　83．7　　　　　89．7

（NH4）3PO4　　　　　　　80．4　　　　　89．8　　　　　94．1

NH40H　　　　　　　　　　O．0　　　　　0．0　　　　　92．5

のMean（n＝5）．

　溶離液には0．05M，0．10　Mまたは0．50　MのNH4H2PO4，（NH4）2HPO4，

（NH、）3PO、またはNH、OHを使用した．固相からの1一の回収率は，　pHの高い，高濃

度の溶離液を使うほど高くなった．90％以上の回収率を得るためには，0．5M

（NH、）3PO4または0．5　M　NH、OHを使用する必要があった．

　共存イオンの影響　　固相から回収した1一の溶出液には，溶離液に使用した塩

（または塩基）が含まれている．これらの塩が1’の定量に及ぼす影響を調べるた

めに，1mMヨウ素標準液0．5　mlに0．1　Mあるいは0．5　Mの塩の溶液2　mlを添加

し，さらに水を加えて5m1とした試料をHPLCで分析した．そして，得られた

1一のピーク高さを，塩を添加していない試料の1一のピーク高さと比較して，相対

値（回収率）で示した（Table　IV）．
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Table　IV．　E任ects　of　Foreign　Salts

　on　the　Detemj皿ation　of　I一

1－found（％）の

Salt　　　　　　　　　　　　（文）ncentration　of　salt

　　　　　　　　O．1M　　　O．5M

NH4H2PO4　　　　　　　99．7　　　　　82．1

（NH4）2HPO4　　　　　　　78．2　　　　　　5．6

（NH4）3PO4　　　　　　　　38．1　　　　　3．6

NH40H　　　　　　　　　82．4　　　　　4．8

CH3　COOH　　　　　　　　100．1　　　　100．3

H3PO4　　　　　　　　　　98．9　　　　　97．7

のMe…m（n＝5）．

1一のピーク高さは，リン酸アンモニウムやアンモニアを添加することによって

減少した．この減少の割合は，pHの高い，高濃度の塩を添加したとき大きくなっ

た．一方，比較のために，酸（酢酸またはリン酸）を添加した試料も分析したが，

1一のピーク高さはほとんど変化しなかった．よって，HPLCによる1一の分析は，

試料中にアンモニウムイオン（NHDが共存すると，妨害を受けることが明らか

になった．そのため，BE－NH2からアンモニウム塩の溶離液で溶出した1一は，

HPLCに直接注入しても，正確に分析できないという重要な問題が指摘された．

そこで，NHIの妨害を避ける方法を検討したところ，　BE－NH2からの溶出液を

陽イオン交換カラムのAG50を通してNH：を除く方法が有効であった．たとえば，

1mMヨウ素標準液0．5　mlに0．5MNH40H　2．Om1を添加した試料を，　AG－50を

通してから分析したところ，97％の回収率で1一を分析することが可能になった．

固相抽出の標準操作法　　このような実験結果から，rをBE－NH2で固相抽出

処理するための最適化した操作法として次のような方法を確立した．1）試料は

10mM酢酸で希釈して液性を酸性に調整してからBE－NH2に流し込み，1一を固相

に保持させる．2）保持させた1一は，固相に1MNH、OHlmlを2回流して回収す

る．3｝回収した溶出液は，陽イオン交換カラムAG－50を通してNH＞を除去して

から，HPLCで1’を分析する．この方法で標準の1一を固相抽出したところ，98．0

±1．7％（n＝5）の良好な回収率と再現性で1一を処理して定量できることが明ら

かになった．
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　2・2　固相濃縮法を利用した微量ヨウ素の定量

　ヨウ素含有試料中のヨウ素を定量するには，試料を何らかの方法で分解して，

種々の化学形態で存在するヨウ素を単一の定量可能な形態に変換する必要がある．

日本薬局方に制定されている酸素フラスコ燃焼法32｝は，簡単な装置を使って試料

を迅速に分解できる利点を持ち，すべてのヨウ素化合物はrとして吸収液に捕捉

される．長島ら19｝は数mgほどの有機ヨウ素化合物を酸素フラスコ燃焼法で分解

した後，捕捉された1一をUV検出法による逆相HPLCで直接定量することにより，

高感度で精度の高いヨウ素の分析が可能になることを示した．

本研究は，長島らの方法を発展させたものであるが，より微量のヨウ素の分析

に対処するために，酸素フラスコ燃焼法により得られた1一を陰イオン交換カラム

による固相濃縮法で予備濃縮してからHPLCで分析する方法を検討した．この分

析法はthyroglobulin（TG）とヨード強化卵（1卵）のヨウ素の定量に応用した．

　2・2・1　実験の部

　試薬，吸収液および標準液　　1）試薬　　　　ヨウ化カリウム（KI），抱水ヒ

ドラジン（特級）および水酸化テトラーn一ブチルアンモニウム溶液（0．5M，液体

クロマトグラフ用）は和光純薬製のものを，2－iodobenzoic　acid（IBA）　（元素

分析用）はメルク製のものを使用した．その他の試薬は市販の精密分析用あるい

は特級規格のものを使用した．HPLCの移動相は蒸留水と液体クロマトグラフ用

のアセトニトリル（MeCN）を使用して調製した．

2）酸素フラスコ燃焼法の吸収液一1Mヒドラジン水溶液を調製し，これを5

mM水酸化ナトリウム溶液で希釈して20　mMヒドラジン溶液として調製した．

　3）ヨウ素標準液一本章2・1・1に記載した方法で調製した．

4）IBA標準液　　　　IBAをエタノールに溶解して10　mMの標準液を調製し，

これをエタノールで所定の濃度まで順次希釈して調製した．

試料　　TG（porcine由来）はシグマ製のものを使用した．1卵（日本農産工

業）と普通卵は1990年2月に市場にて販売されたものを使用した．

装置および器材　化学天秤は分析用上皿電子天秤AE163（メトラー）を，燃

焼フラスコは500m1の容量のパイレックス製のものを，ホモジナイザーはポリ

トロン超高速ホモジナイザーCPU－2（キネマチカ）を使用した．高速液体クロマ

トグラフは，レコーダーにsicクロマトコーダー12（システムインスツルメンツ）

を使用したほかは，本章2・1・1に記載した装置で構成した．分離用のカラム
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はNova－Pak　C18　Radial－Pak　cartridge（4μm，5mm　i．　d．　×100　mm）　（ウォ

ターズ）を使用した．固相抽出用のカラムであるBond　Elut　PSA（BE－PSA）

（100mg充填）はアナリティケムインターナショナルから，陽イオン交換樹

脂AG50W－X8（200－400メッシュ）はバイオラッドから入手した．

　分析法　　1）TGの燃焼分解　　　　日本薬局方記載の方法32）に準じて行った．

まず，TG約2　mgを所定のろ紙（東洋ろ紙No．6）上に精密に量りとり，包み込

んでから共栓先端の白金かごに入れた．フラスコには吸収液20mlを入れ酸素を

充満した．次に，ろ紙に点火してフラスコ内で試料の分解を行った．分解後，吸

収液をビーカーに移し，さらにフラスコの内壁や共栓を少量の水で洗い，洗液も

吸収液に合わせて検液とした．

　2）1卵の燃焼分解　　　　1卵の殻を除き，卵黄と卵白を分けて重量を量り，

それぞれを等量のエタノールでホモジナイズしてから，ホモジネートを燃焼用の

試料とした．酸素フラスコの共栓の白金網に約10mgの脱脂綿を詰め，共栓の取っ

手の部分を下にして白金網を上に向けて天秤の秤量皿に立て，その風袋をゼロに

設定した．100から150mg位の燃焼試料をすばやく脱脂綿に吸収させ，その重

量を精密に量った．フラスコには吸収液20m1を入れ，酸素を充満した．縦50

mm，横3　mmほどのろ紙片を点火部として白金網と脱脂綿の間にはさみ込み，ろ

紙に点火してフラスコ内で試料の分解を行なった．分解後，吸収液をビーカーに

移し，さらにフラスコの内壁や共栓を少量の水で洗い，洗液も吸収液に合わせて

検液とした．

3）固相抽出法によるrの濃縮　　　　あらかじめスルホン酸基をH型に変換した

AG50W－X81mlを充填したカラム（AG－50）を作製し，水を流してコンディショ

ニングした．またBE－PSAは，メタノール1　mlと0．01　M酢酸1　mlを順次流して

コンディショニングした．これらのカラムはアダプターを使用して連結し，上部

にはリザーバーをとりつけた　（Fig．9）．

一 24一



Fig．9．　Gmnection　of　Columns　for　Solid・Phase　Precon㏄ntratio11

　　1，r㏄emk；2，　adapter；3，　AG・50；4，　pac㎞g（AG　50　W・X　8）；5，　BE・PSA；

　6，pack口1g（Bondesil　PSA）．

燃焼により得られた検液は，1M酢酸0．5　mlを添加してからリザーバーへ流し

込み，吸引ろ過法でカラムを順次通過させ，BE－PSAの固相上にrを保持させた、

次にBE－PSAをはずし，これに1Mアンモニア水0．5　mlを2回流して，1一を遊離

させて回収した．この回収液は，rの定量を妨害するNH：除くために別のAG－50

を通してからメスフラスコに集め，TGの分析では5　mlに，1卵の分析では2　ml

に水を加えてメスアップし，HPLC用の試料とした．

4）HPLcによる1一の定量一1’の分析は，　Fig．10またはFig．11に記した条件

で，濃縮処理した試料10μ1またはヨウ素標準液10川を注入して行った．定量

はピーク面積による絶対検量線法で行った．どちらの分析条件でも0．64ngから

1．27μgまでの1一の定量性を確認した．検出限界は約0．2ng（S／N＝5）であっ

た．
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　2・2・2　結果および考察

　固相抽出法による1一の濃縮　　本実験では，試料の燃焼分解に20mlの吸収液

を使用したが，これは分解後にフラスコの洗液と合わせて回収するため，最終的

な検液の液量は40ml近くに増量する．そこで，吸収液20　mlに水20　mlと1mM

ヨウ素標準液50μ1を加えて人工の標準検液を調製し，これを用いて1一の濃縮を

検討することにした．

　固相抽出カラムは陰イオン交換体のエチレンジアミンーN一プロピルシリカを充

填したBE－PSA3°）を使用した．固相濃縮の基本的な操作は，本章2・1・2に記

したBE－NH2の場合と同じであったが，吸収液中の1一を固相に保持させるとき，

単に吸収液の液性を酸性に調整しただけでは，十分な保持が得られなかった．こ

れは，検液中に大量に存在するNa＋やヒドラジンの陽イオンが1一とイオン対を形

成し，1一と陰イオン交換体とのイオン交換反応を妨害するからである．そこで，

これらの陽イオンを除去するために，Fig．9のように検液をあらかじめ陽イオン

交換カラム（AG－50）を通してからBE－PSAに流し込む方法を考案した．なお，

アルカリ性の検液は小量の酢酸を添加しておけばAG・50を通したときに酸性に変

化するので，本法では検液のpH調整は行わなかった．そして，実験の部に記載

したような濃縮方法を定め（メスアップの容量は5ml），標準検液を処理したと

ころ，94．7±1。5％（n＝5）の良好な回収率と精度で1’を濃縮できることが示

された．この場合，約40mlの標準検液は最終的には5　mlまで濃縮されたので，

約8倍の濃縮効果を得ることができた．

標準試料のヨウ素の定量　　前述の濃縮法を適用して標準試料のヨウ素の定量

を試みた．標準試料は，長島らによって定量の行われたIBAを使用したが，濃縮

による定量性を評価するため，試料量を既報19）の10分の1から1000分の1程度に

減らして分析を行った．この場合，試料を天秤で量り取ることは困難であったの

で，0．1，1および10mMのIBA標準液をそれぞれ50μ1ずつろ紙にしみこませて，

1．24，12．4および124μgのIBAを量り取った後，実験の部に記載の方法（メス

アップの液量は5ml）に従って分析を行った（Table　V）．
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Table　V　Detemination　of　Bhldmg　Iodhle丘1　BAα）

田Ataken　　　　FouIld　　　　　　Recovery

　（μ9）　　　　　　　　　（％）　　　　　　　　　　　（％）

　1．24　　　　　46．6　±　1．4旬　　　　91．0　±　2．7b）

12．4　　　　　47．8　±　1．2　　　　93．4　±　2．3

124　　　　　　　　48．9　　±　0．7　　　　　95．5　　±　1．4

のIodhle　content丘11BA　is　51．2％．

b）Mean±S．　D．（n＝5）．

　ヨウ素の測定値は，IBAの量が少なくなるほど理論値（51．2％）よりも小さく

なる傾向がみられた．しかしながら，90％以上の回収率が得られていること，ま

た，繰り返し測定における再現性も良好であることから，本法は，微量の試料に

対する高感度なヨウ素の分析法として十分実用性があると結論した．一方，1’の

HPLCの定量下限（0．64　ng）から考えると，　IBA1．24μgがほぼ本分析法の試料

の下限量となる．この試料量では，1一を濃縮しないで分析することは不可能であっ

た．また，濃縮率をもっと上げることによって，1．24μgよりも少ないIBAから

ヨウ素を定量することは可能になると考えられる．

TG中のヨウ素の定量　　TGは甲状腺に存在するヨウ素化蛋白質の一つである

が，ヨウ素含量は1％程度2）とIBAよりも低いために，数mgほどの試料量では

HPLCによる高感度な分析手段を用いても定量下限に近い領域で1一を分析しなけ

ばならない問題点が指摘された．一方，試料量を増やすことによって十分定量可

能な範囲で1一を分析することはできるが，TGのような貴重な生物試料を，破壊分

析のために多量消費することは望ましいことではない．そこで，TGの試料量を

少量化して分析を行うために固相濃縮法を適用することにした．本実験では，通

常天秤で量り取ることのできる最少量（2mg程度）のTGを用いて分析を行った．

実験の部に記載した方法に従ってTGのヨウ素の定量を行った．ここでも約8倍

の濃縮効果を得ることができた．Fig．10はTGを分解して濃縮処理した試料を

HPLCで分析したクロマトグラムを示す．
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Fig．10．　HPLC　Chromatograms　of　TG　after　Oxygell　Flask　Combustion　and　Solid・Phase

　Precon㏄ntration

　　㎞声cal　conditio鵬：column，　Nova・P欲C18（5㎜Ld．×100㎜）；mobilc

　phase，　MeCN・5　mM　tetrabutylammonium　phosphate（pH　4．0）（25：75，　v／v）；且ow　rate，

　1．O　mUh血1；detectio亘UV　at　225　nm．　Sample：ノ㍉blank（filter・paper）；B，　oxygen

　nask　combusted　sample　of　TG（2．23　mg）．

　ブランクはろ紙だけを燃焼して濃縮処理した試料を注入したが，1一の溶出する

位置に定量の妨害となるピークは存在しなかった．TGの分解試料では1’を十分な

感度で検出することができた．そして，TG中のヨウ素の含量として0．89±

0．01％　（n＝5）の測定値を得た．この値は表示値（約1％）ならびに既存の報

告値2）とほぼ一致し，妥当なものと考える．さらに，TGを秤量後，ろ紙に10

mMのIBA標準液20μ1をしみ込ませてIBA　49．6μ9（ヨウ素量として25．4μ9）

を添加して結合ヨウ素の添加回収実験を行ったところ，94．6±1．1％（n＝5）

の良好な回収率が得られ，本法の信頼性が確かめられた．

　1卵中のヨウ素の定量　　近年，健康食品として市販されている1卵は，海草

粉末などを添加することによって飼料中に強化したヨウ素分を鶏体を介して移行

させた鶏卵で，普通卵に比べ約20倍のヨウ素を含有し，抗アレルギー作用や抗

高脂血症作用を示すことが報告されている．33｝1卵のヨウ素量を求める簡単な

分析法を確立することは，ヨウ素の過剰摂取に対する安全性の評価や生産業者の

品質管理などの面から必要である．そこで，酸素フラスコ燃焼法とHPLCによる

1卵のヨウ素の定量法を検討することにした．
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　1卵の分解を実施する場合，分解により得られる1一の量を考えると，燃焼可能

な範囲で出来るだけ多くの試料を分解する必要があった．本法では500mlの酸

素フラスコを使用したが，この容器で分解できる試料の量は100mg位までであ

る．34・35）しかしながら，1卵は水分を多く含むために数十mg以下の試料でも直

接燃焼分解することは困難であった．そこで，1卵の燃焼分解を容易にするため

に，燃焼補助剤としてエタノールを使用することにした．この方法では，1卵の

卵黄や卵白に等量のエタノールを加えてホモジネートを調製し，これを燃焼試料

として分解した．その結果，150mg位までのホモジネート（すなわち75　mg位

までの卵黄や卵白）を完全燃焼させることが可能となった．しかしながら，150

mgの燃焼の限界に近い試料を分解しても，吸収液に捕捉される1一の量は定量に十

分ではなかったので，さらに吸収液の1’を予備濃縮することによって，1一の定量

を高感度化することを試みた．

実験の部に記載した方法に従って1卵のヨウ素の定量を行った．この方法では，

約40mlの検液を最終的には2　mlにメスアップしたので，約20倍の濃縮効果を得

ることができた．Fig．11は1卵と普通卵の燃焼試料の分析例を示した．

A　　　　　　　A’　　　　　　　　　　　B　　　　　　　8’

　ミ

rl亘

　o
「一　　　「一一一「　　　　　　　「一一一一「　　「一一｝一丁
0　　　　8　　0　　　　8　　　　　　　0　　　　8　　0　　　　　8
　　　　　　　　　　Time｛min｝

Fig．11．　HPLC　Chromatograms　of　Iodlnc・Enriched　Egg（IE）and　Ord㎞y　Egg（OE）after

　Oxygen　Flask　Combustiol1

　　蜘蜘1cond並io皿：co1㎜，　Nova・P欲C18（5㎜i．　d．×100㎜）；mob∬e

　phase，　MeCN・5　mM　tctrabutylammonium　phosphate（pH　4．0）（20：80，　v／v）；flow　rate，

　1．O　ml／min；detection，　UV　at　225　nm．　Sample：A，　egg　yolk（OE）；A1，　egg　yoIk（IE）；

　B，egg　whjte（OE）；Bl，　egg　wlUte（】E），　Iodjne　found：A，，18．O　ng；B！，1．2　ng．
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普通卵の卵黄と卵白のクロマトグラムには1一のピークは認められなかったが，

1卵の卵黄と卵白のクロマトグラムでは他のピークに妨害されることなくrのピー

クを検出することができた．

Table　VI．　Detem血ation　of　Iod血1e□110dine－En亘ched　Egg

Sample　　　Run　　　Homogellate　　　　　　　　　Content

　　　　　　　　　　taken　　　　　　　　　　　　　　　　（μ9／g　of　salnple）

（mg）　　　　　Found　　Mean（C．　V．，の％）

　　　　　　1　　　　　　95　　　　　76．2

　　　　　　211479．5
Egg　yoUζ　　　　3　　　　　　　　　103　　　　　　　　75．1　　　　76．2　　　　（2．5）

　　　　　　4　　　　　　89　　　　　75．6

　　　　　　5　　　　　　　　　　134　　　　　　　　　74．6

　　　　　　1　　　　　　123　　　　　　3．8

　　　　　　2　　　　　　140　　　　　　4．O

Egg　white　　　3　　　　　　　108　　　　　　　4．2　　　　3．9　　　（5．1）

　　　　　　4　　　　　　111　　　　　　3．7

　　　　　　5　　　　　　112　　　　　　3．9

のCoef6cient　of　vadation．

　1卵のヨウ素の定量結果をTable　VIに示した．この実験では，同一の卵黄と卵

白に含まれるヨウ素をそれぞれ5回つつ繰り返して分析した．その結果，この1

卵の卵黄と卵白1g当りには，それぞれ76．2μgと3．9μgのヨウ素が含まれてい

ることが明らかになった．また，繰り返し分析による変動係数は卵黄で2．5％，

卵白で5．1％であり，再現性は十分であった．本法のヨウ素の検出限界は，燃焼

試料の採取量を100mgとした場合，卵黄または卵白1g当り1μgであった．
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Table　VII．　RecoveIy　of　Iodkle4）Addcd　to　Iod血e・En亘ched　Egg

Sample　　　　　Added　　　　　Foundり　　　　Recovely　　（C．　V．，　o％）

　　　　　　　（μ9／9）　　　　　　　　　（μ9／9）　　　　　　　　　　（％）

Egg　yolk

　0　　　　　　43．9　　　　　　・

　5．1　　　　　　　　　48．5　　　　　　　　　90．2　　　　　　　（1．3）

20．3　　　　　　　　　62．4　　　　　　　　　91．1　　　　　　　（2．3）

101．6　　　　　　　　137．0　　　　　　　　　91．6　　　　　　　（1．9）

Egg　white

　0　　　　　　　1．6　　　　　　・

　5．1　　　　　　　　　6．1　　　　　　　　88．2　　　　　　　（3．2）

20．3　　　　　　　　　19．8　　　　　　　　　89．7　　　　　　　　（2．3）

101．6　　　　　　　　　94．4　　　　　　　　　91．3　　　　　　　　（1．5）

のAdded　as　2・iodobenzoic　acid（IBA）．　b）Mean（n＝4）．

c）（泌fficient　of　variation．

　1卵の卵黄と卵白の各1g当りに，5μgから102μgに相当するヨウ素を含有す

るIBAの標準品を添加して，回収試験を行った（Table　VII）．

　どちらも良好な回収率が得られ，また回収率の再現性も良好であった．

　このような検討から，1卵のヨウ素の定量に対して，本法は十分実用性がある

と結論した．本研究で開発した定量法を用いて市販の1卵のヨウ素量を調査した

結果をTable　VIIIに記した．
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Table　VIII．　Dete皿mation　of　Iodhle血110dhle－En亘ched　Eggsα♪

　　　　　　　　　　　　Egg　yolk　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Egg　white　　　　　　　　　　　　　　Whole　egg

Sample　　Wet　　　　I〔対桓e　　　　　　　S…㎜ple　　　Wet　　　　I《）dine　　　　　　　　Iodine

No．　　　weight　　Found　　　Total　　　　　　No．　　　weight　　Found　　　Total　　　　　　　Tota1

　　　　　　　　　　（9）　　（μ9！9）　（mg）　　　　　　　（9）　　（μ9／9）　（mg）　　　　（mg）

　　　　　　　　　　　　　　Y－1　　　16．2　　　58．9　　0．954　　　　　W－1　　　31．5　　　2．6　　0．082　　　　　1．036

　　　　　　　　　　　　　　Y－2　　　17．3　　　69．7　　1．206　　　　　W－2　　　37．0　　　2．9　　0．107　　　　　1．313

　　　　　　　　　　　　　　Y－3　　　17．1　　　40．0　　0．684　　　　　W－3　　　34．9　　　2．2　　0．077　　　　　0．761

　　　　　　　　　　　　　　Y－4　　　18．2　　　77．6　　1．412　　　　W－4　　　34．4　　　3．9　　0．134　　　　　1．546

よ　　　　　　　Y－5　　　14．9　　　84．0　　1．252　　　　　W－5　　　37．9　　　2．3　　0．087　　　　　1．339
バ

l　　　　　　　Y－6　　　17．9　　　67．0　　1．199　　　　　W－6　　　36．4　　　3．2　　0．116　　　　　1．315

　　　　　　　　　　　　　　Y－7　　　14．6　　　56．2　　0．821　　　　　W－7　　　39．3　　　3．7　　0．145　　　　　0．966

　　　　　　　　　　　　　　Y－8　　　13．7　　　61．4　　0．841　　　　　W－8　　　36．5　　　1．5　　0．055　　　　　0．896

　　　　　　　　　　　　　　Y－9　　　13．2　　　55．0　　0．726　　　　　W－9　　　39．7　　　25　　0．099　　　　　0．825

　　　　　　　　　　　　　　Y－10　　14．9　　　59．4　　0．885　　　　　W－10　　38．2　　　2．8　　0．107　　　　　0．992

　　　　　　　　　　　　　　　Y－11　　16．1　　　56．5　　0．910　　　　　W－11　　39．5　　　2．1　　0．083　　　　　0．993

　　　　　　　　　　　　　　　Y－12　　　15．5　　　58．8　　0．911　　　　　W－12　　　37．9　　　1．6　　0．061　　　　　0．972

Mean　　　　　　　　62．0　　　0．983　　　　　　　　　　　　　　　　　2．6　　　0．096　　　　　　1．080

S．D．　　　　　　　　　1L4　　　0．229　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．7　　　0．027　　　　　　　0．241

のDet㏄tion㎞t：1μ9／9．



第3章　ヨウ素化合物の合成

［要旨］　本章では，ヨウ素化アミノ酸の分析を研究する場合に必要となる，ヨード

ヒスチジンの標品の合成法について検討した．ヨードヒスチジン（monoiodo－

histidine（MIH）およびdiiodohistidine（DIH））の合成法はすでに報告されていた

が，MIHの合成法には純度や収率に難点があり実用的でなかった．そこでMIHの合成

法を改良するために，ヒスチジン（His）のヨウ素化の反応条件を検討した．この実

験では，反応液中のMIHとDIHをUV検出法による逆相HPLCで分析することによって，

反応条件を詳細に検討することを可能にした．そして，Hisを0．2　N　NaOH中で，

12－EtOH溶液を使用してヨウ素化した場合，　Hisと12を1：1のモル比で反応させたとき

MIHが，また，1：2のモル比で反応させたときDIHが，それぞれ最高の収率で生成す

ることを明らかにした．さらに，反応液からMIHを回収するために，カラムクロマト

グラフィーによる分離・精製法を検討した．そして，陽イオン交換クロマトグラフィー，

逆相クロマトグラフィー，ゲルろ過クロマトグラフィーで順次処理することによって，

反応液からMIHを効果的に分離・精製できることを示した．本合成法によって得られ

たMIHの純度は高く，収率も良好であった．一方，ヨードヒスチジンの合成条件を検

討するために使用したHPLCの手法は，ペプチドのヨウ素化合物の合成にも一般的に

適用できると考え，ヨードカルノシン（monoiodocarnosine（MIC）および

diiodocarnosine（DIC））の合成に応用した．そして，カルノシン（Car）を0．5　N

NaOH中で，12－EtOH溶液を使用してヨウ素化した場合，　Carと12と1：1のモル比で反

応させたときMICが，また，1：2のモル比で反応させたときDICが，それぞれ最高の

収率で生成することを明らかにした．また，最適な反応条件で合成したヨードカルノ

シンを反応液から回収するために，逆相の分取HPLCによる分離・精製法を検討し，

純度の高いMICとDICを高収率で合成できることを示した．

甲状腺ホルモンの研究やペプチドのヨウ素化の研究を進める上で，ヨウ素化ア

ミノ酸の分析は重要である．これらの研究で扱われるヨウ素化アミノ酸は，チロ

シン（Tyr）やサイロニン（To）から誘導されるヨウ素化合物である．ヨードチ

ロシンには，monoiodotyrosine（MIT）とdiiodotyrosine（DIT）の二つの化合

物が存在する．これらの化合物は，甲状腺ホルモンの前駆体として存在し，また，

ペプチドをヨウ素化したとき，ヨウ素がTyr残基と反応して生成することから数

多く研究されている．また，ヨードサイロニンには，triiodothyronine（T3）や

thyroxine（T、）などヨウ素の数と位置の異なる多数の化合物が存在する．これ

らの化合物は甲状腺ホルモン作用を示す物質として重要であることから数多く研

究されている．

一方，ヒスチジン（His）から誘導されるヨウ素化アミノ酸（monoiodo一
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histidine（MIH）とdiiodohistidine（DIH））も甲状腺のヨウ素化蛋白質中に存

在することが知られている．36）そのため，ヨードヒスチジンの生理活性や生物

化学的な特性を調べることは重要である．また，ペプチドをヨウ素化したとき，

ヨウ素はHis残基と反応してヨードヒスチジンを生成する4）ことから，化学修飾等

の副生物を確認することも大切なことである．

　これらのことを基礎として，ヨードヒスチジンの研究を進めるために，ヨード

ヒスチジンのHPLCによる分析法を確立しようと考えた．そのために，ヨードヒ

スチジンの標品を入手する必要があったが，ヨードチロシンやヨードサイロニン

は市販の標品を入手することができるのに対し，ヨードヒスチジンは市販品とし

て供給されているものはなく，実験室で合成しなければならなかった．ヨードヒ

スチジンの合成法は，1947年にBrunings37）によって発表された．この方法は，

今日まで多数の研究者によって使用されてきた重要な方法である．しかし，この

方法は，DIHは比較的容易に合成することができるが，　MIHは収率や純度の面で

問題が多く，満足すべき標品を得ることができないという問題点を有していた．

そこで本章では，ヨードヒスチジンのHPLC分析に必要な純度の高いMIHの標

品を得るために，その合成法について再検討することにした．さらに，ヨードヒ

スチジンの合成を検討するために使用したHPLCの手法を応用して，ペプチド

（カルノシン）のヨウ素化合物を合成することを試みた．

　3・1　ヨードヒスチジンの合成

　Bruningsは，　Hisを0．2　N　NaOH溶液中で0．1　N　I2－hexane溶液（Hisと12のモル

比はおよそ1：1）を用いてヨウ素化し，32％の収率でMIHの結晶を，また0．5　N

NaOH中で0．1　N　I2－hexane溶液（Hisと12のモル比はおよそ1：2）を用いてヨウ

素化し，94％の収率でDIHの結晶を得たことを報告している．この方法では，

MIHの収率があまり良くなかったが，その原因としてヨウ素化条件が適切でなかっ

たことが考えられる．しかし反応液からのMIHの分離・精製の効率（回収率）が

不明であったので，ヨウ素化条件の適否をこの収率から単純に判断することはで

きなかった．そこで本研究では，Hisを種々の条件でヨウ素化して得られた反応

液中のヨードヒスチジンをHPLCで直接分析して，ヨウ素化の条件を調べること

にした．また，最適条件で合成したMIHを反応液から効果的に分離・精製するた

めに，カラムクロマトグラフィーを使用した．
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　3・1・1　実験
　試薬および器材　　L－His・HCI・H，O，1，およびICIは和光純薬製のものを使用

した．その他の試薬は市販の特級品を使用した．HPLCの移動相は蒸留水と液体

クロマトグラフ用のメタノール（MeOH）を使用して調製した．陽イオン交換樹

脂Dowex　50W－X4（200－400メッシュ）はダウケミカルから，ゲルろ過樹脂

Sephadex　G10はファルマシアから，固相抽出用カラムSEP－PAK　C18はウォーター

ズから入手した．薄層クロマトグラフィー（TLC）のプレートはメルク製の

DC－Fertigplatten　Cellulose（厚さ，0，1　mm）を使用した．

装置　　高速液体クロマトグラフは，6000A型ポンプ（ウォーターズ），440

型紫外分光検出器（ウォーターズ），U6K型ユニバーサルインジェクター（ウォー

ターズ）およびVP－6511Wペンレコーダー（松下通信工業）より構成した．分

離カラムはμBondapak　C18（10μm，3．9　mm　i．　d．×30　cm）　（ウオーターズ）

を使用した．融点はMP－1型融点測定器（ヤマト）で測定した．核磁気共鳴

（1H－NMR）スペクトルは，　tetramethylsilane（TMS）を外部標準として，

JEOL　LNM－FX－100を使用して測定した．

　MI　HおよびDl　H標品の合成　　反応条件を検討する際に使用したMIH（塩酸塩）

の標品は，今井38）の方法で合成したものを，Dowex　50，　AvicelおよびSephadex

G－10によるカラムクロマトグラフィーで精製したのち，EtOH－HClより再結晶し

て得た．DIH（塩酸塩）の標品は，　Bruningsの方法で合成したものを，活性炭で

脱色処理したのち，水から再結晶して得た．mp　198－200℃（dec．）．1H－NMR

（D20）　δ：3．24　（2H，　d）　，　4．06　（1H，　t）　．．Aηa1．　Calcd　C6H8CII2N302：C，

16．48；H，　1．88；N，9．49．Found：C，　16．25；H，　1．82；N，9．47．

HPLCによるヨードヒスチジンの分析　　His・HCI・H20，250　mg（1．2

mmol）を0．2　N　NaOH　75　mlに溶解した．この溶液に氷冷した1、（またはICI）

0．6mmolを撹絆しながら10分間で加え，さらに5分間撹拝してヨウ素化を行っ

た．同様に12を5回段階的に添加し，最終的には3．6mmol（Hisの3倍量）の12を

加えた．1、を添加する度に，反応液250μ1を取り出し，これに0．2NHC1250

μ1と水2mlを加えてHPLCの試料とした．　HPLCによる反応物の分析は，0．005

MNaH2PO4－MeOH（80：20，　v／v）を移動相に使用して，流速1．8　ml／min，検

出波長254nmで，試料10μ1を注入して行った．標準試料は，　MIH・HCl（0．25

mg／ml　H20）またはDIH・HCI（0．2　mg／ml　H20）10μ1を注入した・
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　カラムクロマトグラフィー　　Dowex　50は2，64utidineで飽和してからMIHの

分離に使用した．SEP－PAK　C、8はMeOHと水を流してコンディショニングしてか

ら使用した．カラムから溶出したアミノ酸は，各フラクション10μ1をニンヒド

リン反応で発色して検出した．溶出したアミノ酸の確認は，刀一BuOH：AcOH：

H20（4：1：1）を展開溶媒とするTLCで行った．ハロゲンおよびナトリウムイ

オンは，AgNO3溶液およびピロアンチモン酸カリウム溶液を使用して検出した．

　3・1・2　結果および考察

Hi　sのヨウ素化条件の検討　　Wolffら39）は，　Tris－HCI緩衝液（pH　8．5）中で

K1311を使用してHisのヨウ素化を行い，　MIHとDIHの収率がHisとヨウ素のモル比

に依存することを示した．この報告は，ヨードヒスチジンの合成条件を最適化す

るうえで，重要な指針となる．そこで本研究では，0．2NNaOH中でHisに種々の

ヨウ素化試薬を段階的に添加してヨウ素化を行い，各段階で生成したヨードヒス

チジンをHPLCで分析して，ヨウ素化試薬の量とMIHおよびDIHの収率の関係を

明らかにすることにした．

HPLCによる反応物の分析は254　nmの検出波長で行った、　Hisは254　nmの紫外

光に対して吸収を示さないが，ヨードヒスチジンは吸収を示すことから，この

HPLC分析では生成物だけを検出することができた．

Hisのヨウ素化反応物を，　HPLcで分析したクロマトグラムをFig．12に示した．

また，種々のヨウ素化試薬を用いて調べたMIHとDIHの収率をFig．13に示した．
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Fig．12．　Ef允ct　of　thc　Molar　Ratio　of　Iodine　to　His　on　the　Fomlation　of　MIH　and　DIH

　　Sample：reaction　mixture（His　iodhlated　with　O．1　M　I　2・EtOH　In　O．2　N　NaOH）．

　His／12（molar）：A，1／0；B，1／0．5；C，1／1．0；D，1／15；E，1／2．0；F，1／2．5；G，1／3．0．

　Peak　identity：1，1’；2，　MIH；3，　DIH．
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Fig．13．　Profile　of　Yields　of　MIH（●）and　DIH（△）under　Various　Reaαion　Collditions

　　Iodinating　reagents：A，0．1　M　I　2・EtOH；B，0．025　M　I　2・hexane；C，0．05　M　I　2・KI；

　D，0．1MICI・EtOH；E，0．1　M　ICI・hexane．

0．1MICI－hexaneを使用した場合を除いて，　MIHはHisと12（ICI）を1：1のモ

ル比で反応させたとき，また，DIHは1：2のモル比で反応させたとき，それぞれ
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最高の収率で生成した．このことから，Hisは，最初に，イミダゾール環の4位に

ヨウ素が反応（ヨウ素が導入される位置は，Hisとヨードヒスチジンの1H－NMR

　（D20）スペクトルを比較することによって，すなわち，　Hisのイミダゾール環

の4位のシグナル（δ，7．39）がMIHでは消失することから確認）してMIHを形

成し，次に，イミダゾール環の2位にヨウ素が反応（Hisのイミダゾール環の2位

のシグナル（δ，8．66）が消失することから確認）してDIHを形成する反応機構

が明らかになった．そのため，反応が定量的に進行するなら，1molのHisは1

mo1の12と反応して1皿01のMIHを形成したのち，さらに，もうlmolの12と反応

して1mo1のDIHを形成する、0．2　N　NaOH溶液中で行った本研究のヨウ素化は，

ほぼ定量的に反応が進行したと考えられる．一方，WolffらがpH　8，5のTris－HC1

緩衝液中で行ったヨウ素化は，His　l　molに対し122molを使用しないとMIHの最

大の収率が得られなかった．このことから，Hisのヨウ素化は強アルカリの溶媒

中で効率的に進行することが明らかになった．また，Hislmolに対し，1，を2

mol以上使用したときにはDIHの収率が低下したが，これは過剰の12によってDIH

が酸化分解するためであると考えた．

　ヨウ素化試薬によるヨウ素化の違いは，試薬の濃度が異なるため単純には比較

できないが，12がICIよりも，また，試薬の溶媒としてはEtOHがhexaneよりも効

率が良いように思われる．0．1MICI－hexaneは最も効率の悪い試薬であった．

　このように，反応液の生成物をHPLCで分析する手法は，ヨウ素化の反応条件

を正確に把握するのに役立つことが示された．そして，BruningsのMIH合成の反

応条件を，この手法で調べてみたところ，反応液中のMIHの収率は78％であった

ので，反応条件はほぼ適切であると評価した．

　カラムクロマトグラフィーによるMlHの分離・精製　　1）イオン交換クロマ

トグラフィーによるMl　Hの分離・精製　　Bruningsは，反応液からのMIHの分離i・

精製を抽出，活性炭処理，再結晶の方法で行ったが，この方法では純度の高い

MIHを得ることができなかった．また，複雑な操作がMIHの収率を低下させる原

因になったと考えられる．そこで，カラムクロマトグラフィーを使用してMIHを

効率良く処理する方法について検討することにした．

最初に，イオン交換クロマトグラフィーで，反応混合物中のHis，　MIHおよび

DIHを分離する方法について検討した．その結果，　MIHは，陽イオン交換樹脂

Dowex　50から成るカラムと0．05M2，6－lutidineから成る溶離液を使用したとき，

他の成分から最も良く分離することが明らかになった．Hisのヨウ素化反応物を，
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Dowex　50カラムで分離したクロマトグラムをFig．14に示した．

　奮

i2

　　　　Elution　volume（m1）

Fig．14．　Ion・exchange　Chromatogram　of　the　Reaction　Mbdure

　　Column：Dowex　50　W　X4（200・400　mesh）（2．5×25　cm）．　Detection：

　Ninhydrhl　reaction．　S㎜ple：His・HCI・H20（1．5　g）iodinated　with　O．025　M

　I2・hexane　in　O．2　N　NaOH．　Peak　identity：1，1－alld　Cr；2，　MIH；3，　DIH；4，　His．

　Eluent：0．05　M　2，6・lutidine，　pH　956．

　このクロマトグラフィーで，MIHとDIHのピークはわずかに重なったが，未反

応のHisは完全に分離することができた．また，1一やCl一はMIHの前に溶出し，

Na＋もMIHと分離していたので，脱塩処理を行うこともできた．さらに着色物質

（410nmの吸光度で検出）も，MIHの前に大部分溶出させて除くことができた．

2）SEP－PAK　C18カートリッジを使用する脱色　　Dowex　50カラムによって

分離して集めたMIHのフラクションには若干着色物質が含まれていた．そこで，

この着色物質を除くためにMIHのフラクションを逆相のSEP－PAK　C、8カラムで処

理した．その結果，大部分の着色物質をSEP－PAK　C、8に吸着させて除くことがで

きた．しかしながら，MIHのフラクションに含まれている微量のDIHは，この操

作で分離することはできなかった．

3）ゲルろ過によるMIHの分離・精製　　最終的に，　MIHからDIHを除くために

Sephadex　G－10によるゲルろ過を行った．　Sephadex　G－10によるヨードヒスチジ

ンの分離は，分子排除効果ではなく，ゲルろ過樹脂へのイミダゾール基の吸着効

果によるものである．4°）本法では0．1N酢酸を溶離液に使用して，　MIHの精製

を行った（Fig．15）．
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Fig．15．　Purification　of　MIH　on　Sephadex　G・10

　　Column：Sephadex　G・10（2．5×45　cm）．　Detection：11inhydrin　readion．　Sample：

　M田丘ac60n　after　treatment　with　Dowex　50　and　Sep・Pak　C18．　Peak　idelldty：1，　M田；

　2，DIH．　Eluent：0．1　M　AcOH，　pH　2．90．

　MIHとDIHのピークは良好に分離し，純粋なMIHを得ることができた．　MIHの

ピークが二つに分裂したが，これは試料を大量に負荷したためで，精製には問題

はなかった．

　MlHの合成法　　本研究により確立したMIH（塩酸塩）の合成法を記す．　L－His・

HC1・H201．5　gを0．2　N　NaOH　250mlに溶解し，氷冷下で，12－EtOH溶液（12

2g＋EtOH　100　ml）を撹拝しながら2時間で添加し，さらに30分間撹拝して

ヨウ素化を行った．反応後，反応液に濃塩酸を滴加してpHを5に調整してから，

減圧下で約20皿1まで濃縮した．濃縮した反応液をDowex　50W　X4（2．5×25

cm）カラムにアプライしたのち，0．05　M　2，6－lutidineで溶出し，5mlずつフラ

クションを集めた．各フラクションの組成をTLCで調べ，　MIHを含むフラクショ

ン（フラクションNo．23－50）を合わせ，これを減圧下で濃縮した．得られた残

査は，少量の水を加えて溶解してから，SEP－PAK　C、8を通し，ろ液を集めた．

SEP－PAK　C、8は，水10　mlを2回流して洗い，洗液もろ液に合わせてから，これ

を減圧下で10mlまで濃縮した．この濃縮液をSephadex　G－10カラム（2．5×40

cm）にアプライしたのち，0．1　N酢酸で溶出し，4mlずつフラクションを集め

た．MIHを含むフラクション（フラクションNo．34－48）を合わせ，これを減圧
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下で濃縮した．そして残査に濃塩酸1mlとEtOH　100　m1を加え，その溶液をア

ニリンで中和し，－5℃で一昼夜放置してMIHの結晶を得た．遠心分離

（3000rpm，10分間）で集めた結晶は，少量のEtOHで洗ったのち，減圧下で乾

燥した（収量1．29）．母液からは，さらに0．19のMIHを回収した．総収量は

1．3g（収率57％）であった．　Mp　178－180℃（dec．）．1H－NMR（D20）δ：

3．22　（2H，　d）　，3．97　（1H，　t）　，8．35　（1H，　s）　．　A刀a1．　Calcd　C6HgCIIN302：

C，　22．70；H，　2．86；N，　13．23．Found：C，　22．68；H，　2．95；N，　13．32．
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　3・2　ヨードカルノシンの合成

HPLCでヨウ素化反応物を分析してヨウ素化の反応条件を調べる手法は，ペプ

チドのヨウ素化にも広く適用できると考えられる。そこで，カルノシン（Car）

（β一alany1’L－histidine）のヨウ素化合物を合成することを試みた．　Carをヨウ素

化したとき，ヨウ素はHis残基に導入され，　monoiodocarnosine（MIC）と

diiodocaranosine（DIC）の二つの化合物を生成する．本研究では，前報と同様

に，Carのヨウ素化反応物をHPLCで分析して，　MICとDICのヨウ素化条件を調べ

た．また，最適条件で合成したヨードカルノシンを，反応液から効果的に分離・

精製するために，逆相の分取HPLCを使用した．

　3・2・1　実験

試薬および器材　　L－Carはペプチド研究所製のものを使用した．その他の試

薬および器材は本章3・1・1に記載したものを使用した．

装置　　高速液体クロマトグラフは本章3・1・1に記載した装置で構成した．

分離カラムはμBondapak　C、8（10μm，3．9　mm　i．　d．×30　cm）　（ウォーター

ズ）を，また，分取カラムはμBondapak　C18（10μm，7．8　mm　i．　d．×30　cm）

を使用した．融点および1H－NMRスペクトルは本章3・1・1に記載した装置で

測定した．

HPLCによるヨードカルノシンの分析　　Car　27　mg（0．12　mmol）を0．5　N

NaOH　7．5　m1に溶解した．この溶液に0．1MI2－EtOH溶液0．6皿1（0．06　nlmo1）

を，氷冷下で，撹拝しながら10分間で加え，さらに5分間撹絆してヨウ素化を

行った．同様に0．1MI2－EtOH溶液をさらに5回添加し，最終的には0．36　mmo1

（Carの3倍量）の12を加えた．

12を添加する度に，反応液50μ1を取りだし，これに0．5NHC150μ1と水0．4

mlを加えてHPLC用の試料とした．　HPLCによる反応物の分析は，0．005　M

NaH2PO4－MeOH　（80：20，　v／v）を移動相に使用して，流速1．8　ml／min，検出

波長254nmで，試料10μ1を注入して行った．
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　3・2・2　結果および考察

Carのヨウ素化条件の検討　　Carのヨウ素化は，0．5　N　NaOH中でヨウ素化試

薬として0．1MI2－EtOHを使用して行った．ヨウ素化反応物をHPLCで分析した

クロマトグラムをFig．16に示した．また，12量とヨウ素化生成物（MICおよび

DIc）のピーク高さの関係をFig．17に示した．

　　　　　　mOlar　ratiO（12／CamOSine）

0　　　　　　　0．5　　　　　　LO　　　　　　1．5　　　　　2．0　　　　　2．5　　　　　3．0

　　　　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　5　　　05　　　05　　　05　　　05　　　05　　　05　　　0

　　　　　　　　　Time（min）

3
3

1
1

1

2

Fig．16．　E飾㏄t　of　the　Molar　Ratio　of　Iodine　to　Camn　the　Fomlation　of　MIC　and　DIC．

　　Peak　identity：1，1－；2，　MIC；3，　DIC．　For　other　conditions，　see　Experimental．

毒

上

董

山

0　　　0．5　　　1　　　1．5　　　2　　　2．5　　　3

　Molar　ratio（12／CarnOSine）

Fig．17．　Relationship　betw㏄n　Peak　Heights　of　Iodocamoshles（MIC　and　DIq　and　the　Amount

　of　I2　Added

　O，MIC（peak　height　at　O．01　AUFS）；●，　DIC（peak　height　at　O．05　AUFS）．
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本分析で示されたMICとDICのピーク高さは，それぞれの相対的な収率を表わ

す．MICおよびDICの収率は，ヨウ素とカルノシンを，それぞれ，1：1または1：

2のモル比で反応させたときに最大になった．この結果はHisのヨウ素化の場合と

同じであった．

分取HPLCによるヨードカルノシンの分離　　反応液からのヨードカルノシン

の分離するために，抽出と再結晶によるBruningsの方法を適用しても純粋なヨー

ドカルノシンを高収率で得ることは困難であった．そこで，逆相の分取HPLCに

よるヨードカルノシンの分離・精製法を検討した．

分取HPLCはμBondapak　C、8（7．8　mm　i．　d．×30　cm）カラムとH20－MeOH

（90：10，v／v）から成る移動相を使用して行った．移動相の流速は5．O

ml／minに，検出波長は254　nmに，また検出感度は2．O　AUFSに設定した．　Car

を最適条件でヨウ素化して調製したMICの反応液（後述）を分取HPLCで処理し

たクロマトグラムをFig．18に示した．

3　　　21

一一一一 4－一一一

14　　　　　　0

　Time（min）

Fig．18．　Prepamtive　HPLC　of　MIC

　　Peak　identity；1，　r；2，　MIC；3，　DIC；4，　Car（detected　by　Ilinhyd血reaction）．

　For　other　conditions，　see　Result　and　Discussion．

MICは1’やDICから良く分離することができた．反応液中のNa＋やCrは，1’と一

緒に溶出するため，MICのフラクションには含まれていなかった．一方，未反応

のCarは254　nmでは検出できないので分離を確認できなかった．そこで，標準
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のCarをHPLCに注入して，溶出液をニンヒドリン反応で調べたところ，　Carの溶

出位置はMICやDICと重なり，分離が不十分であることが明らかになった．その

ため，MICのフラクションからCarを分離する操作が必用であった．

　MICからCarを分離するために，　MICのフラクションを濃縮した．この操作に

ょって，MICは水性の濃縮液から容易に結晶化するので，水溶性のCarを簡単に

分離することができた．

　同じ分取HPLCの条件を使用して，　DICの反応液（後述）も処理することができ

た．集めたDICのフラクションは，　DICが水から結晶化しにくいので，濃縮液に

EtOHを添加して結晶化した．この方法では，　Carは除くことができないが，　DIC

を最適条件で合成した反応液中には未反応のCarは含まれていないので，　DICの

純品を得ることができた．

　MlCの合成法　　本研究により確立したMICの合成法を記す．　L－Carnosine

271mgを0．5　N　NaOH　75　mlに溶解し，氷冷下で，0．1MI2－EtOH　12　mlを撹

絆しながら1時間で添加し，さらに30分間撹拝してヨウ素化を行った．反応後，

反応液に濃塩酸を滴加してpHを約6．5に調整してから，これを減圧下で約15　m1

まで濃縮した．濃縮液は，あらかじめMeOHと水で処理したSEP－PAK　C18を通し，

ろ液を集めた．SEP－PAK　C、8は5　mlの水で4回すすぎ，洗液も溶出液に合わせ

た．SEP－PAK処理した溶液は減圧下で9　mlまで濃縮して，0．45μmのフィルター

を通した．このようにして調製した試料は1．8m1ずつ5回HPLCに注入してMIC

を分離した．分離したMICの分画は減圧下で4mlまで濃縮して低温で一昼夜放置

し，白色の結晶を得た．この結晶はろ過して少量の水で洗った．収量は247mgで

あった．ろ液からはさらに55mgの結晶を回収した．総収量は302　mg（収率

72％）であった．mp　216－218℃（dec．）．Ana1．　Calcd　CgH、31N403：C，

30．70；H，　3．72；N，　15．91．Found：C，30．57；H，3．70；N，　15．86．

Dl　Cの合成法　　ヨウ素化試薬をMICの2倍量（24　m1）使用したほかは，　MIC

の場合と同じ方法で反応を行い，また分取HPLCも同じ条件で行った．分離した

DICのフラクションは減圧下で濃縮したあと，　EtOHを加えて結晶化した．収率

86％．mp　187－189℃（dec．）．A刀a1．　Calcd　CgH1212N403：C，22．61；H，2．53；

N，　11．72．Found：C，　22．27；H，　2．59；N，　11．57．
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ヨードカルノシンの構造　　ヨードカルノシンの構造は1H－NMR（D20）で確

認した（Fig．19）．

竿許艦㌫・綱
　　　RI

R【R2　　　H20b　　a，c．d

　　　　　　　　RI＝H，　R2＝H

9876543210　　　　　　δ

Fig．19．　NMR　Spectra　of　1）Car，2）MIC　and　3）DIC
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第4章逆相HPLCによるヨードヒスチジンの分析

［要旨］　本章では，今まで研究されていなかったヨードヒスチジンの逆相HPLCに

よる分析法について，その分離の特性をヨードチロシンの分離と比較して明らかにし

た．分離には3種類のODSカラム（Nova－Pak　C、8，μBondapak　C、8，　Radial・Pak　q8）

を使用した．逆相HPLCでヨードチロシンを分離する場合，一般的には酸性の移動相

を使用するが，ヨードヒスチジンを分離する場合には，イミダゾール基のイオン化を

抑制して固定相への保持を得るために，中性付近のpHの移動相を使用して分離する

のが有利であると考えた．しかし，リン酸緩衝液を移動相とするシステムでは，pH

を調節しても十分な保持を得ることができなかった．また，移動相の有機溶媒の含量

を調節しても十分な保持を得ることができなかった．これはヨードヒスチジンのイミ

ダゾール基の疎水性が小さいためであると考察した．また，中性付近のpHの移動相

で分離を行った場合，固定相の影響が顕著に現われることが示された．ヨードヒスチ

ジンの良好な分離を得るために，疎水性のイオンペアー試薬を使用する分離を検討し

た．その結果，アルキルスルホン酸塩を添加した酸性の移動相を使用した場合，どの

カラムでも，ヨードヒスチジンを固定相に保持させて良好に分離することができた．

一方，水酸化テトラブチルアンモニウムを添加した中性の移動相を使用した場合，

Nova－Pak　C18カラムでは，ヨードヒスチジンを固定相に保持させて良好に分離する

ことができた．また，この移動相システムでは，1一も保持されることから，1一とヨウ

素化アミノ酸の同時分析が可能になることが示唆された．しかし，他のカラムでは，

ピークの形状が悪く，良好な分離を得ることができなかった．さらに，酢酸を移動相

とする分離を検討したところ，ヨードチロシンとDIHでは逆相モードの分離が得られ

るのに対し，MIHとHisでは順相モードの分離が得られることが明らかになった．ま

た，この移動相システムでは，分離に固定相の影響が顕著に現われることが示された．

これらの検討から，逆相HPLCでヨードヒスチジンを分離するためには，十分なイオ

ン強度を持った酸性の溶液にアルキルスルホン酸塩をイオンペアー試薬として添加し

た移動相を用いる必用があると結論した．

　ヨウ素化アミノ酸の分析法として，吸光検出法を使用した逆相HPLCは極めて

実用性の高い分析手段である．そのため，多数の分析例が報告されているが，こ

れらの報告は，いずれも，ヨードチロシンやヨードサイロニンの分析について述

べられたものである．一方，ヨードヒスチジンの分析に関しては，TLC41｝やオー

プンカラムクロマトグラフィー36’42）を用いた方法は報告されていたが，HPLCに

よる分析法は全く報告されていなかった．

そこで本章では，逆相HPLCよるヨードヒスチジンの分析法を確立するために，

その分離特性をヨードチロシンの分離特性と比較して明らかにすることにした．
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　4・1　実験の部

　試薬および標準液　　1）試薬　　　　MIH（塩酸塩），DIH（塩酸塩）は合成品

（第3章参照）を使用した．MIT，　DITはシグマ製のものを，　His（一塩酸塩，

一水和物），ヨウ化カリウム（KI）および水酸化テトラー刀一ブチルアンモニウム

（TBAOH）溶液（0．5　M，液体クロマトグラフ用）は和光純薬製のものを，　Tyr

および1－heptanesulfonic　acid（HSA）（Na塩）は半井化学製のものを使用した．

HPLCの移動相は蒸留水と液体クロマトグラフ用のメタノール（MeOH）または

アセトニトリル（MeCN）を使用して調製した．その他の試薬は市販の特級規格

のものを使用した．

　2）標準液　　　His，　MIHおよびDIHを水に溶解して0．5　mg／mlの溶液を，

Tyr，　MITおよびDITを5mM　HCIに溶解して0．5　mg／mlの溶液を，また，　KIを水

に溶解して0．1mg／mlの溶液を調製し，標準液とした．

　装置　　高速液体クロマトグラフは，6000A型ポンプ（ウオーターズ），

NS－310A型波長可変紫外分光検出器（日本精密科学），U6K型ユニバーサルイ

ンジェクター（ウォーターズ）およびVP－6511Wペンレコーダー（松下情報工

業）より構成した．分離カラムはウォーターズのNova－Pak　C18　Radial－Pak

cartridge（NC18）　（8　mm　i．　d．×100　mm），μBondapak　C18　Radia仁Pak

cartridge（MC18）　（8　mm　i．　d．×100　mm）およびRadial－Pak　C18　cartridge

（RC、8）　（8mm　i．　d．×100mm）を使用した．

　移動相　　50mM　NH4H，PO、，50　mM（NH4）2HPO、または50　mM　H3PO4を，

pHメーターでpHを確認しながら混合して50　mMリン酸アンモニウム緩衝液を調

製したのち，この緩衝液にMeOHまたはMeCNを添加し，必要ならばさらにHSA

またはTBAOHを添加して移動相とした．

　分析方法　　HPLCの測定は室温下（約20℃）で行った．移動相の流速は，

NC、8を用いた場合は2．5　ml／minに，また，　MC、8とRC18を用いた場合は3．O

ml／minに設定した．溶質の検出は通常225　nmで行ったが，酢酸溶液を移動相に

用いた場合は，Hisの検出は235　nmで，その他の化合物の検出は254　nmの波長

で行った．各溶質の保持は，標準液5μ1をHPLCに注入して測定した．溶質の保

持比（k〕はk’＝（V1－y。）／V。（V1は溶質の保持容量，　V。はカラムのホールドアッ

プ容積）の式より計算した．y。は，60％MeCNを移動相として，210　nmの検出

波長で測定した硝酸イオンの溶出容積より求めた．
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　4・2　結果および考察

移動相pHの影響　　逆相HPLCによるヨードチロシンやヨードサイロニンの分

析では，MeOH（またはMeCN）と酸性のリン酸溶液（またはリン酸緩衝液）か

ら成る移動相が一般に使用されている．43’44）そして，この移動相システムで，

ヨウ素化アミノ酸の疎水性と保持の関係，45）あるいはヨウ素化アミノ酸の保持

に対する移動相のpHや有機修飾溶媒の濃度の影響46’47）が検討された．そこで，

最初に，MeOH－50　mMリン酸緩衝液から成る移動相を用いて，ヨードヒスチジ

ンの保持に対する移動相のpHの影響を，三種類のODSカラムで調べることにした

（Fig．20）　．

鼻　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　c

10．0

5．0

0．0

3．0　4．0　5．O　b．0　7、0　　　 3．O　q．0　5．0　6．0　7．0　　　3、0　4．0　 5．0　6，0　7．O

　　　　　　PH　of　（㎜nlLm　PhOSPhote

Fig．20．　Effect　of　Mobile　Phase　pH　on　the　Capacity　Factor　of　Iodoamino　Acids

　　Column：（A）NC18；（B）MC18；（C）RC18．　Mobile　phase：25％MeOH　in　50　mM

　ammonium　phosphate（pH　3．0・7．0）．　Compounds：O，　His；△，　MIH；口，　DIH；

　●，Tyr；▲，　MIT；■，　DIT．

　この移動相のシステムで，ヨードヒスチジンの溶出順序は，Hisに結合するヨ

ウ素の数が増えるにしたがって遅くなった．これは，Tyrと同じように，　Hisも

疎水性がヨウ素化によって増大するからである．また，同じ数のヨウ素を持つヨー

ドヒスチジンとヨードチロシンの保持をそれぞれ比較した場合，ヨードヒスチジ

ンの保持は対応するヨードチロシンよりも弱かった．これは，His（特にイミダ

ゾール基）の疎水性がTyr（特にヒドロキシフェニル基）の疎水性よりも小さい

からである．
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移動相のpHは3から7の間で変化させたが，イオン性の溶質の保持は，溶質の

イオン化状態によって変化するので，pH　3から7におけるヨードヒスチジンのイ

オン化状態を考察することにした．イオン性物質のイオン化状態は，イオン性官

能基の酸解離定数（pKa）から推測することができる．ヨードヒスチジンには三

つのイオン性官能基が存在し，そのpKa値はBruningsによって報告されている

（Table　IX）　．37）

Table　IX．　pKa　Values　of　Iodoammo　Adds

Co］［npoud　　　　　　　　　　　　　　　pKa3乳48’49）

Imidazolyl　Hyroxyphellyl　　　・COOH　　　・NH3＋

His　　　　　　　6．00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．82　　　　　　9．17

㎜　　　　　　　4．18　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．72　　　　　　8．62

DIH　　　　　2．72　　　　　　　　　　　　　　　－∋　　　　8．18

Tyr　　　　　　　　　　　　　10．13　　　　　　　2．20　　　　　9．11

皿　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．20　　　　　　　　　　一司　　　　　　　■の

Drr　　　　　　　　　　　　　6．48　　　　　　　2．12　　　　7．82

α）Not　in　literature．

Hisおよびヨードヒスチジンのカルボキシル基は，そのpKa値が2より小さいこ

とから，pH　3から7ではほぼ完全に解離してイオン化状態にあると考えられる．

同様に，Hisおよびヨードヒスチジンのアミノ基は，そのpKa値が8より大きいこ

とから，pH　3から7ではほぼ完全にプロトン付加してイオン化状態にあると考

えられる．したがって，Hisとヨードヒスチジンのカルボキシル基とアミノ基は，

pH　3から7の範囲では一定の状態（すなわちイオン化した状態）を保つことから，

移動相のpHが変化しても，溶質の保持には影響を与えないと予測される．

一方，HisおよびMIHのイミダゾール基は，そのpKa値から，　pH　3から7の間で

イオン化状態が大きく変化すると考えられる．すなわち，pH　3ではHisとMIHの

イミダゾール基はプロトン付加してイオン化しているが，pHが上昇するにつれ

てプロトン付加が抑制され，pH　7ではどちらも非イオン化状態になっていると

考えられる．そのため，HisとMIHについては，移動相のpHの変化によって，保

持が変化することが予測された．一方，DIHのイミダゾール基は，ヨウ素化によっ
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てpKa値が著しく小さくなるため，　pH　3から7の範囲ではほとんど非イオン化状

態を保つと考えられ，移動相のpHが変化しても保持は変化しないと予測された．

　このような予測に対し，ヨードヒスチジンの実際の保持挙動は，NC、8とMC、，

のカラムで，MIHがpH3から5にかけてわずかな保持の増加を示しただけで，全

体としては大きな保持の変化は観察されなかった．これは，ヨードチロシンの

DITが，　pH　4から7にかけてヒドロキシフェニル基（フェノール性水酸基）のイ

ォン化状態が変化するのに伴って，保持が大きく変化することと対照的であった．

DIHが保持の変化を示さなかったのは予測どおりであるが，　HisとMIHが保持の

変化をあまり示さなかったのは，イミダゾール基の疎水性が，非イオン化状態で

もかなり小さいために，イオン化状態の違いが保持の大きさにそれほど反映され

ないからであると考える．このことは，中性付近のpHの移動相を用いてイミダ

ゾール基を非イオン化の状態に導びいても，HisとMIHは分離に十分な保持が得

られないことを意味する．一方，中性付近のpHの移動相を使用した場合には，

次に述べるように，固定相の影響が強く現われた．また，RC、8カラムを使用した

場合，pH7で溶質のイオン化状態からは説明できない保持の増加が観察された．

固定相の影響　　ヨードヒスチジンは，ヨードチロシンと同じように，pHの低

い移動相を使用したときには，どのカラムでも同じような分離が得られた．しか

し，移動相のpHが上昇するにつれて，カラムによる分離の違いが示された．こ

の違いは，主にピークの形状に示された．NC、8カラムでは，　pH7の移動相を使用

しても，ヨードヒスチジンとヨードチロシンは比較的良好な形のピークが得られ

たが，MC18とRC、8カラムでは，　pHの上昇に伴って著しいブロードやテーリング

が生じた．また，RC、8カラムでは，移動相のpHの上昇に伴って，ヨードヒスチ

ジンの保持が特異的に増加した．

このようなカラムによるヨウ素化アミノ酸の分離の違いを考察するためには，

固定相の特性を知る必要がある．使用したカラムの充填剤の特性は，十分明らか

にされているとは言えないが，粒子径（NC、8：4μm，　MC、8：10μm，　RC18：

10μm），粒状（NC、8：球型，　MC1，：破砕型，　RC18：球型），残存シラノー

ル基の処理（エンドキャップ）の有無（NC、，：有，　MC、8：有，　RC、8：無），ボ

アーサイズ（NC、，：60　A，　Mc、，：125　A，　Rc1，：90　A），および炭素含量

（NC1，：7％，　MC、，：10％，　RC、，：12％）についてのデーターを得ることがで

きた．13｝

NC、，カラムで，　pH7の移動相を使用しても比較的良好なピークの形状が得られ
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たのは，明確ではないが，固定相の炭素含量が少ないからではないかと考えた．

また，RC18カラムでpH　7の移動相を使用したときにヨードヒスチジンの保持が

増加するのは，固定相のシラノール基とのイオン的な相互作用によるものである

と思われる．この作用は，酸性下ではシラノール基の解離が抑制されるので弱い

が，pHの上昇によりシラノール基の解離が促進されるためにpH　7で強く現われ

たと考えた．

移動相の有機修飾溶媒の影響　　NC18カラムとMeOH一リン酸緩衝液（pH　3．0

またはpH　7．0）から成る移動相を用いて，ヨードヒスチジンの保持に対する移

動相の有機修飾溶媒（organic　modifier）の濃度の影響を調べた（Fig．21）．

シ

10．0

5．0

0．0

10　20　30　qO　　　lO　20　30　㎏O

　　Percentoge　of　heOH

Fig．21．　Ef£ect　of　the　Ratio　of　MeOH　on　the　Capadty　Factox　of　Iodoam加o　Acids

　　Mob∬e　phase：（A）MeOH　in　50　mM砲monium　phosphate（pH　3．0）；（B）MeOH　in

50耐㎜o㎡㎜phosphateΦH　7．0）．α1㎜n：NC18．　Compounds：as㎞Fig、20．

　どちらのpHでも，DIHは，ヨードチロシンと同じように，有機修飾溶媒の比率

が増加するに従って保持が減少した．また，図には示していないが，有機修飾溶

媒の比率が同じ移動相では，MeOHよりもMeCNを用いたほうが保持が小さくなっ

た．一方，HisとMIHは有機修飾溶媒の変化に対して，保持はほとんど変化しな

かった．このことは，有機修飾溶媒の比率の低い移動相を用いても，HisとMIH

は分離に十分な保持が得られないことを意味する．
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疎水性のイオンペアー試薬の添加の影響　　移動相にリン酸溶液を用いるシス

テムでは，リン酸イオンが親水性（hydrophilic）のイオンペアー試薬として作

用し，溶質の保持を減少させることが知られている．43）このような作用は，逆

相の固定相への保持が弱いヨードヒスチジンの分離に対しては不利である．そこ

で保持を増加させるために，疎水性（hydrophobic）のイオンペアー試薬を添加

した移動相を用いて分離を行うことを試みた．このイオンペアー試薬には，HSA

とTBAOHを用いたが，添加濃度や移動相のpHは，一般的に選択される条件を使

用した（Table　X）．

Table　X．　Effect　of　Addition　of　Hydrophobic

　　　　　　　Io11・pairing　Reagents

CompOUIld　　　　　　　　　　　克’

A　　　　　AI　　　　B　　　　　B，

1←　　　　　0．55　　　　0．34　　　　0．59　　　　3．30

His　　　　O．49　　　1．54　　　0．54　　　0．74

MIH　　　O，59　　　1．99　　0．80　　　1．24

DIH　　　　1．74　　　4．09　　　1．84　　　3．09

Tyr　　　　　O．83　　　　1．76　　　　0．80　　　　1．07

MIT　　　2，91　　　8．22　　　2．42　　　3．47

DIT　　　　9、39　　　28．01　　　2．41　　　4．64

Mobile　phase：A，25％MeOH　in　50　mM　ammonium　phosphate

（pH　3．0）；A，，25％MeOH　in　50　mM　ammonium　phosphate

（pH　3．0）containing　5　mM　HSA；B，25％MeOH　in　50　mM

ammonium　phosphate（pH　7．0）；B，，25％MeOH　in　50　mM

ammonium　phosphate（pH　7．0）containing　5　mM　TBAOH．

NC18カラムでHSAを添加した移動相を用いたところ，ヨードヒスチジンの保持

が増加した．その結果，1－，His，　MIHおよびDIHの良好な分離を得ることができ

た．このような分離は，他のカラムでも得ることができた（Fig．22）．
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Fig．22．　HPLC　Separation　of　Iodohistidines　on　D澄erent　Columns

　　Column：（A）NC18；（B）MC18；（C）RC18．　Mobile　phase：25％MeOH　in　50　mM

　ammollium　phosphate（pH　3．0）containing　5　mM　HSA．　Flow・rates：（A）25；（B）3．0；

　（C）3．O　mレmi乱Detector：wavelength，225　nm；sensitivity，0．1　AUFS．　Amounts

　珂’㏄ted：His，1；MIH，1；DIH，1；r，0．2μg．

　同様に，NC18カラムで，　TBAOHを添加した移動相を用いたところ，ヨードヒ

スチジンの保持は増加し，適当な分離を得ることができた．さらに，この移動相

による分離では，ヨードヒスチジンと同時に無機の1’も保持が増加した．そのた

め，この移動相では，rとヨードヒスチジンの同時分析が可能になる．しかし，

TBAOHを用いた分離では，固定相の影響が顕著であった（Fig．23）．
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Fig．23．肌C　Sep訂ation　of　Iodohistidines　on　Di任cmt　Colu㎜s

　　Mobne　phase：25％McOH　in　50　mM　a㎜onium　phosphate（pH　7．0）contahUng

　5mM　TBAOH，　Other　conditions　as□1　Fig．22．
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すなわち，NC18カラムでは，良好な形状のピークが得られたが，ほかのカラム

では，著しいブロードとテーリングを生じ，分離が困難であった．しかし，酸性

の移動相にTBAOHを添加した場合，ピークの形状はどのカラムでも良好であっ

た．したがって，固定相の影響はTBAOHを添加したことに起因するのではなく，

移動相のpHによるものであることが明らかになった．

酢酸を含む移動相を用いた分離　　ヨードチロシンやヨードサイロニンの分離

では，リン酸溶液以外に酢酸溶液が移動相に用いられる．5°｝一般に，酢酸イオ

ンは，アルキルスルホン酸と同じように，疎水性のイオンペアー試薬として働く．

そのため，酢酸をヨードヒスチジンの分離に適用した場合，保持の増加が期待さ

れた．そこで，MeOH（またはMeCN）－50　mM酢酸（pH　3．0）から成る移動相

を用いて，NC18カラムで，ヨードヒスチジンの保持を調べた（Fig．24）．

A　　　　　　　　　　　8

シ

10．0

　　　　　　　　　　0．O
　　　　　　　　　　　lO　　20　　ヌ｝　鞠O　　　　　lO　　20　　到〕　40

　　　　　　　　　　　　　PercentoOe　of　orOonlc　solvent

Fig．24．　Effect　of　the　Ratio　of　Organic　Modifier　on　the　Capacity　Factor　of　Iodoamino　Acids

　　Mobile　phase：（A）McOH　in　50　mM　a㏄6c　acid；（B）MeCN　in　50　mM　a㏄dc　acid．

　Col㎜n：NC18．　Compounds　as　jll　Fig．20．

　この移動相で，DIHとヨードチロシンの保持は，対応するMeOH（あるいは

MeCN）－50　mMリン酸緩衝液（pH　3．0）を移動相に使用した場合よりも大きく

なった．また，有機修飾溶媒が増加すると，一般の逆相の分離で観察されるよう

に，保持が減少した．これに対し，HisとMIHは，リン酸緩衝液を移動相に使用

した場合とはヂ全く違う保持挙動を示した．すなわち，これらの化合物は，有機

修飾溶媒が増加すると保持が増加し，またMeOHよりもMeCNを用いたほうが大

きな保持が得られた．そのため，MeOHを40％またはMeCNを20％以上含む移動
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相では，ヨードヒスチジンは，DIH，　MIH，　Hisと逆の順序で溶出した．　Hisと

MIHのこのような保持挙動は，逆相の溶出モードで予想される挙動とは全く反対

であり，順相の溶出モードによる挙動であると考えられる．このような，順相モー

ドによる保持挙動はヨードチロシンやヨードサイロニンについても高濃度の有機

修飾溶媒を含む移動相で観察されることが報告されている．4η

HisやMIHの順相モードによる保持挙動は，ほかの移動相，たとえば酪酸を添

加した移動相や，酸や塩の成分を含まないMeOH（あるいはMeCN）一水だけから

成る移動相を使用した場合にも観察された．しかしながら，酸解離定数が酢酸や

酪酸よりも大きなトリフルオロ酢酸を含む移動相や，酢酸にNaClのような無機

塩を添加した移動相を使用した場合には，正常な逆相モードによる保持挙動が観

察された．このようなことから，順相モードによる保持挙動は，イオン強度の低

い移動相を使用した場合に現れることが明らかになった．

　さらに，酢酸溶液を移動相に用いた場合のヨードヒスチジンの保持は，カラム

によって大きな違いが見られた．ここでは，30％MeCN－50　mM酢酸（pH　3．0）

を移動相に用いたときのヨードヒスチジンの分離を，三種類のカラムで比較した

（Fig．25）　．

A　　　　　　　　B c

0川

　　　　　　「一一「　　「一一一「　　「一一一一一一一「一一一一一一「一一

　　　　　　〇　　50　　50　　5　　10
　　　　　　　　　　　　　　　11耐1■佃l

Fig．25．　HPLC　Sep肛ation　of　Iodohistidines　on　Di丘erent　Colu㎜s

　　Mobile　phおe：30％MeCN　h　50　mM　a㏄6c　acid．　Detedor：wavelength，254㎜；

　sensitibity，0．02　AUFS．　The　elutioll　of　His　was　conf辻med　by　separate　hljecUon　and

　detection　at　235　nm．αher　conditions　as　in　Fig．22．　His　and　MIH　were　not　eluted

　within　10　min　on　the　RC18　column．
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MC、8カラムでは，ヨードヒスチジンの保持はNC、8カラムよりも小さくなった．

しかし，Rc、8カラムでは，保持はNc18カラムよりも大きくなった．特にHisと

MIHの保持は強く，溶出に10分以上の時間を要した．このように酢酸を移動相に

用いた場合，カラムの種類によって分離が大きく変化することは，リン酸緩衝液

（pH　3．0）を用いた場合に，どのカラムでも同じような分離が得られることと対

照的であった．

　このようなことから，イオン強度の低い移動相では，低いpHでも，固定相の性

質が分離に重要な影響を与えることが明らかになった．特にRC、8におけるヨード

ヒスチジンの極端な保持の増加は，固定相のシラノール基とのイオン的な相互作

用による結果であると考えられる．しかしながら，順相モードやシラノール基と

の相互作用によるヨードヒスチジンの保持の増加は，ピークのブロードやテーリ

ングを伴うために，分離にはほとんど利用できない．

このような保持挙動の検討から，逆相HPLCにおけるヨードヒスチジンの分離

は，一般的には，十分なイオン強度を持った酸性の溶液にアルキルスルホン酸塩

を添加した移動相を用いた場合に最適化するという結論を得た．
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総括

　吸光検出法による逆相HPLCは，高感度で使いやすいなどの長所を持つことか

ら，現在さまざまな分野で使用されている重要な分析法である．本研究は，この

HPLCによるヨウ素イオン（r）とヨウ素化アミノ酸の分析法を確立することを

目的として，分析に係わる基礎的な問題を検討し，次のような結果および結論を

得た．

　1．1一は，イオンペアー試薬としてアルキルアミンを添加した移動相を使用す

ることによって，逆相の固定相に保持させて分析できることを明らかにした．ま

た，1一の検出波長を225nmに設定することにより，1ngから2μgの範囲で高感

度な定量ができることを確認した．この分析法は，有機ヨウ素化合物に不純物と

して含まれている1’を定量するために応用し，良好な定量結果を得た．

　2．1一の逆相HPLCの新規な分離の調節法を開発するために，クラウンエーテ

ル（CE）やシクロデキストリン（CD）のホスト・ゲスト相互作用を利用した．

1級のアルキルアミンをイオンペアー試薬とする移動相にCEを添加したところ，

1一の保持が増加することを見い出した．この方法によって，CEと錯体を形成しな

い化合物（iodouraci1）とrの選択的な分離が可能になることを示した．一方，

1級のアルキルアミンをイオンペアー試薬とする移動相にCDを添加したところ，

1’の保持が減少することを見い出した．さらに，CEやCDを添加した移動相を使

用しても1一は問題なく定量できることを確認した．

　3．rをアミノプロピルシリカを充填した陰イオン交換カラム（Bond－Elut

NH2（BE－NH2））で固相抽出する基本的な操作を，標準試料を用いて検討した．

その結果，1’を固相に保持させるには，試料の液性を酸性に調整する必要がある

ことを明らかにした．また，固相から1一を遊離させて回収するには，高濃度のア

ンモニアを溶離液として溶出するのが最も効果的であることを明らかにした．さ

らに，回収した1一をHPLCで定量する場合，溶離液に由来するアンモニウムイオ

ンが定量を妨害することを指摘し，この妨害を避けるために，陽イオン交換カラ

ム（AG－50）で脱アンモニウム処理する方法を考案した．

　4．ヨウ素含有試料を酸素フラスコ燃焼法で分解して得られる吸収液中の1一を，

エチレンジアミンーN一プロピルシリカを充填した陰イオン交換カラム（Bond　Elut

PSA）で固相濃縮することにより，微量ヨウ素を高感度で定量する方法を検討し

一 58一



た．そして，吸収液中の1“を固相に保持させるために，陽イオン交換カラムを通

して陽イオンを除去してから固相濃縮する方法を考案した．さらに，標準の

2－iodobenzoic　acid（IBA）を使用して本法の定量性を評価した．その結果，

1’を濃縮しない場合には定量が困難である微量のIBAからでも，良好な回収率と

再現性でヨウ素を定量できることを確認した．この分析法は，thyroglobulinお

よびヨード強化卵のヨウ素の定量に応用し，良好な定量結果を得た．

　5．ヨウ素化アミノ酸の標品となるmonoiodohistidine（MIH）を合成するた

めに，ヒスチジン（His）のヨウ素化反応液の生成物（MIHとdiiodohistidine

（DIH））をUV検出法による逆相HPLCで分析して，反応条件を検討した．その

結果，Hisと12を1：1のモル比で反応させたときMIHが，また，1：2のモル

比で反応させたときDIHが，それぞれ最高の収率で生成することを明らかにした．

一方，最適な反応条件で合成したMIHは，　Dowex　50，　SEP－PAK　C、8および

Sephadex　G－10によるカラムクロマトグラフィーで処理することによって，反応

液から効率的に分離・精製できることを示した．

　6．ヨードカルノシン（monoiodocarnosine（MIC）およびdiiodocarnosine

（DIC））を合成するために，カルノシンのヨウ素化反応液の生成物をHPLCで

分析して，反応条件を明らかにした．また，最適な反応条件で合成したヨードカ

ルノシンは，逆相の分取HPLCを用いて反応液から効率的に分離・精製できるこ

とを示した．

　7．ヨードヒスチジンの逆相HPLCの分離の特性をヨードチロシンと比較して

明らかにした．リン酸緩衝液を移動相とするシステムでは，ヨードヒスチジンの

十分な保持を得ることができず，良好に分離することが困難であった．一方，酢

酸を移動相とするシステムでは，ヨードチロシンとDIHは逆相モードの分離が得

られるのに対し，HisとMIHは順相モードの分離が得られることが明らかになっ

た．これらの検討から，ヨードヒスチジンの良好な分離を得るためには，十分な

イオン強度を持った酸性の溶液にアルキルスルホン酸塩をイオンペァー試薬とし

て添加した移動相を用いる必用があると結論した．

　本研究は，吸光検出法を使用した逆相HPLCによる1一とヨウ素化アミノ酸の分

析について，分離，前処理および標品の合成法などの基礎的な技術を確立した点

で意義がある．本研究で得た知見は，ヨウ素の研究を進めるうえで広く役立つも

のと考える．
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論文正誤表

誤 正

（35ページ　下から11行目）

δ：324　（2H，　d）　，　4．06　（IH，　t） δ：3．24　（2H，　d，　∫＝7．1　Hz）　，　4．06

（1H，　t，　J＝7．1］虚）

（35ページ　下から8行目）

氷冷した12 氷冷下でL

（41ページ　上から2行目）

MIHの結晶を MIH（塩酸塩）の結晶を

（41ページ　上から4行目）

MIHを回収 M田（塩酸塩）を回収

（41ページ　上から6行目）

3．22　（2H，　d）　，　3．97　（1H，　t） 3．22（2H，4　J＝7．1　Hz），3．97（1H，

t，J＝7．1　H2）

（46ページFig．19）

H20 DHO

学位（課程外博士）申請中の論文（論文題目：逆相高速液体クロマト

グラフィーによるヨウ素イオンとヨウ素化アミノ酸の分析に関する基礎

研究，学位申請者：宮下正弘）について別紙のとおり訂正をお願い致し
ます．


