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論文内容の要旨

1969年， Kirkland のペリキュラー型(表面多孔性ガラス微粒子)高性能充填剤の開発に始まった高

速液体クロマトグラフィー (HPLC) は，現在，分離分析法の中核をなしていると言える O そして， HP 

LC により分離された各成分を検出するために，種々の検出器が分析対象，目的に応じて用いられてい

る O これらの検出器の中で電気化学検出器 (ECD) は， 1973年， Kissinger らが，カテコールアミンの

高感度分析に成功して以来，広く用いられるようになっているO

電気化学検出法 (EC) は，電気化学的に活性な物質が電極表面上で酸化あるいは還元され，その際に

電極聞に流れる電流を測定するものである o HPLC の検出法としては紫外検出法 (UV) が汎用されて

いるが，ほとんどの有機化合物が紫外吸収を示すため，選択性に乏しいという欠点がある。 EC はその

検出原理に基づき，固有の酸化還元電位をもっ電気化学的活性物質のみに応答するので，はるかに高い

選択性を示す。また その検出感度も，例えばカテコールアミン類では uv に比較して， 100-1000倍程

度高い感度を示す。そして，現在では EC による分析対象もカテコールアミン類をはじめとした電気化

学的活性物質にとどまらず，本来，電気化学的に酸化あるいは還元されないものも誘導化試薬の開発に

より検出可能になるなど，その応用範囲は増加しているO

一方，医薬品の開発は，日々展開の見られる生命現象の解明とともにその速度を上げている。それに

伴い，医薬品の有効性と安全性評価を的確かっ確実に行うことが，ますます重要となっている。これら

の評価を行う上で，医薬品及びその代謝物に対する分析法は，より微量な分野へ対応させるべく，高感

度，高選択性を有するものが要求されるようになっている o EC はその高感度性，高選択性により，こ

れらの要求を満たす有用な分析手段の一つであると考えられる。
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そこで，その EC の適用範囲拡大，生体試料中の生体関連物質や医薬品及び代謝物に対する高感度定

量法への適用などを指向した応用研究を行うことは，医薬品の開発に対してだけでは無く，それを通じ

て薬学，医学などの生命科学の発展に貢献し得ると考えられ，その意義は大きいであろう。以上のよう

な観点から HPLC-EC (LCEC) の高感度性高選択性の特性を生かした医薬品ならびに代謝物の微量

分析法の確立を指向した応用研究を行った。

一般の医薬品においては，電気化学的に不活性な場合も多い。そのような医薬品や代謝物の分析に，

感度及び選択性にすぐれた LCEC を適用するためには，その誘導化が必要とされる。この観点から，ま

ず初めに，近年その重要性が高まっているステロイド系化合物の一部や，プロスタグランジン系化合物

の大部分に含まれかっ本来電気化学的に不活性なカルボニル化合物について LCEC に適した誘導化試

薬の開発を計画した。これまでにカルボニル化合物の LCEC誘導化試薬としては2.4-ジニトロフェ二ル

ヒドラジン及び 4- ニトロフェニノレヒドラジンが報告されているが さらに有用な誘導化試薬の探索を

目的として11種のヒドラジン誘導体について種々検討を行った。その結果 2.5- ジヒドロキシベンゾヒ

ドラジド (2 ， 5-DHBH) が従来の試薬に比べて非常に低い電位で検出できることより，感度及び選択

性に優れた有用な試薬であることを見出した。

次に， 2 ，5-DHBH の生体試料分析における応用a性について，構造中にカルボニル基を有し，かっ薬理

学的にも注目すべき抗アンドロゲン作用，抗腫蕩作用をもっアントラステロイド誘導体 8-605 (3 aβ ， 

6 -dimethy1-2 , 3 , 3 a , 4 , 5 , 8 , 9 , 10, 10a ß , 11 , 11aβ ， 11bα-dodecahydro- 1 H-cyclopenta 

[aJ anthracene-3 ， 8-dioneJ 及び436 (8-605 の 3β-hydroxy- 体)を対象に選び検討を行った。その結果，

8-605及び、436について2 ， 5-DHBH を用いたプレカラム誘導化 カラムスイッチング LCEC によるヒト血

中濃度高感度同時定量法を確立した(定量範囲: 2 -200ng/ml ，検出限界: 8-605 , 0.5ng/ml; 

436, 1 ng/ ml) 。

次に， LCEC の応用研究として，医薬品分析における直接定量法の有用性の検討及び応用性の拡張も

重要であると考えた。そこで，電気化学的に活性な官能基を有する化合物の中で，薬理学的に重要なカ

ルシウム遮断作用を示し，かっその基礎的な薬動力学的研究を行うにあたり高感度定量法の設定が必要

不可欠な 2 種の新規双環系ジヒドロピリジン誘導体を対象として選び， LCEC 直接定量法による生体試

料分析法の開発を検討した。

まず，新規ピラゾール縮環ジヒドロピリジン誘導体， 8363-8 (Methy13 -cyclopenty 1-4, 7-dihydro-1 ,6-

dimethy1-4 -( 3 -nitrophenyl) pyrazo1o-[3 ,4-bJ pyridine-5 -carboxy1ateJ のヒト血中濃度高感度定量

法として，カラムスイッチング LCEC による方法を確立した(定量範囲: 0.5-20ng/ ml ，検出限界: 0.3 

ng/ml)。

さらに，新規チオフェン縮環ジヒドロピリジン誘導体， 8-312 (Methy14 ,7-Dihydro- 3 -isobuty1-6-

methy1-4 -( 3 -nitrophenyl) thieno [2 ,3-bJ-pyridine-5 -carboxy1ateJ 及びそのピリジン型酸化代謝物

である Dehydro-8-312 のイヌ血中濃度高感度同時定量法として，カラムスイッチング LCEC-UV によ

る方法を確立した(定量範囲: 8-312 , O.乙200ng/ml ; Dehydro-8-312 , 2 -200ng / ml，定量下限: 8-

312 , 0.2ng/ ml ; Dehydro-8-312 , 2 ng/ ml)。



以上の結果は，生体試料中の電気化学的に活性な医薬品及びその代謝物についても，それぞれ工夫す

ることにより，高感度，高選択的な LCEC 定量法が開発できる可能性を示すものであるO

また， 8-312の LCEC 検出時に起こる電気化学的酸化反応機構の解明は，分析化学的興味だけでなく，

生体内酸化反応に対する重要な情報を与えてくれる可能性からも興味が持たれた。特にこれまでまった

くわかっていないチオフェン縮環ジヒドロピリジン誘導体である 8-312 及びその関連化合物の酸化反応

機構を明らかにする目的でサイクリックボルタンメトリー定電位電解，電解-E8R などの電気化学

的手法により検討を加え 1 電子酸化から始まる一連の反応機構を推定した。

論文審査の結果の要旨

本研究は，高速液体クロマトグラフィーの検出法として電気化学検出法を用い，物質のもつ固有の酸

化・還元電位を利用することによって，種々の医薬品の血中濃度をより高感度，高選択的に定量する方

法を確立した。

以上の結果は，博士(薬学)の学位論文として充分価値あるものと認める。
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