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第四章では，以上の研究成果と意義をまとめ，今後の課題と展望について記述した
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論文審査の結果の要旨

本論文は超臨界流体クロマトグラフィー (SFC) の代謝物解析における適用技術開発を行い，従来法による迅速な分

析が困難であったカロテノイドおよびその誘導体について分析系を構築することで，その有用性を検証したものであ

る

第一章では，緒論として本論文における中心技術である SFC および分析対象であるカロテノイド研究の近年の動向

をまとめ，現在，当該研究分野が直面している問題点を提示している

第二章では，カロテノイドの混合物を用い，各種分析条件を検討することで SFC/MS のカロテノイド分析における潜

在能力を検証している. SFC を用いて構築した分析系は液体クロマトグラフィー (LC) による分離と比較bて約 2 倍の理

論段数が得られていた.さらにそれぞれのカロテノイドの検出下限値は，約数十 fmol であり，従来の液体クロマトグ

ラフィー質量分析 (LC/MS) 法に比べて 10 倍以上感度が向上していた.この結果により，検出感度の高いエレクトロス

プレーイオン化 (ESI) 法ピ適じた溶媒であるメタノ-;レにより疎水性代謝物を溶出できる SFC が， MS との接続におい

て有用であることを示している .

第三掌では，これまでに明らかにした SFC/MS の特性を効果的に応用することで，カロテノイドエポキシドの分析系

の構築に取り組んでいる.カロテノイドエポキシドは生体内における主要なカロテノイドであるヒドロキシカロテノ

イドと分離するのが難しいこと，微量しか存在しないζ とから，従来法による分析が困難で、あった.そこで，本論文

では SFC/ESI-MS/胞の適用している.当該技術を用いることで.溶媒による制限のため LC/MS/MS では難しかったカロ

テノイドエポキシドの構造特異的な検出が可能となった.さらに， 20 分以内にヒト生体内に含まれる主要な 5 種のカ

ロテノイドを良好に分離可能であり，さらにヒドロキシ体と異性体であるエポキシ体のピークトップが分離可能で、あ

った.また，当該分析条件における各々のカロテノイドの検出限界は約 0. 1 fmol であり，ヒトの血清 0.1 ml から， 5 

種のカロテノイドに加え; 6 種のエポキシカロテノイドを検出することが可能であることを示している.以上より，カ

ロテノイドの酸化生成物であり，酸化ストレスマーカーの候補化合物で、あるとともに，発がん誘導作用が報告される

などその生理作用が注目されているエポキシカロテノイドの生体内における動態解析を行うための実用的な分析系を

構築できたと言える

第四章では，以上の研究成果と意義をまとめ，今後の課題と展望について記述している

以上のように、本論文は従来工業的な精製技術として応用されてきた SFC の生体分子分析における有用性を実証し

ている.よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。
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本論文では超臨界流体クロマトグラフィー (SFC) の代謝物解析における適用技術開発を行い，従来法による迅

速な分析が困難であったカロテノイドおよびその誘導体について分析系を構築する乙とで，その有用性を検証し
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第一章では，緒論として本論文における中心技術である SFCおよび分析対象であるカロテノイド研究の近年の動

向をまとめ ， 現在，当該研究分野が直面している問題点を提示した

第二章では ， 構造異性体を 3組含む7種のカロテノイドの混合物を用い，各種分析条件を検討することでSFC/MS

のカロテノイド分析における潜在能力を検証した.種々の分析条件を検討したところ， C 18カラムで20分以内に十

分な分離が得られ， C30カラムを用いた液体クロマトグラフィー (LC) による分離と比較して約2倍の理論段数が得

られた さらにそれぞれのカロテノイドの検出下限値は，約数十 fmol であり，従来の液体クロマトグラフィー質

量分析 (LC/MS) 法に比べて 10倍以上感度が高かったこの結果により検出感度の高いエレクトロスプレーイオン化

(ESI)法に適した溶媒であるメタノールにより疎水性代謝物を溶出できる SFCが， MS との接続において有用であ

ることを示した

第三章では，これまでに明らかにした SFC/MSの特性を効果的に応用することで， カロテノイドエポキシドの分

析系の構築に取り組んだ目 カロテノイドエポキシドは生体内における主要なカロテノイドであるヒドロキシカロ

テノイドと分離するのが難しいこと ， 微量しか存在しないことから，従来法による分析が困難であった.そとで，

SFC/ES 1 -MS/MSの適用を試みた.当該技術を用いることで.溶媒による制限のためLC/MS/MSでは難しかったカロテ

ノイドエポキシドの構造特異的な検出が可能となっ た 目 さらに， 20分以内 に ヒト生体内に含まれる主要な 5種のカ

ロテノイドを良好に分離可能であり，さらにヒドロキシ体と異性体であるエポキシ体のピークト ップが分離可能

であることが分かった.また，当該分析条件における各々のカロテノイドの検出限界は約O. 1 fmo 1 であり 3 ヒト

の血清O. 1 ml から， 5種のカロテノイドに加え， 6種のエポキシカロテノイドを検出することが可能になった.以

上より，カロテノイドの酸化生成物であり，酸化ストレスマーカーの候補化合物であるとともに，発がん誘導作

用が報告されるなどその生理作用が注目されているエボキシカロテノイドの生体内における動態解析を行うため

の実用的な分析系を構築できた
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