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序論

フェネテルアミン化合物は､dopamineをは じめとして､神経伝達に関与してい

るものが多いと考えられる｡あるものは神経伝達物質そのものとして､あるもの

はその前駆体或いは代謝物として存在していると考えらiLるが､それぞれの化合

物は生体内で酵素的に合成代謝されている｡その代謝過程が神経伝達物質の生合

成であったり､あるいはその不活化であったりする事から､フェネナルアミン化

合物の代謝過程は神経伝達の調節､馴榊に関わる可能性が大きいと考えられる｡

このような7ェネチルアミン化合物について新たな代謝経路を検索することは､

代謝化学的興味ばかりでなく神経化学的にも興味深い｡即ち､新たな代謝経路の

発見は一連の化合物の生成､代謝を通した新たな調節機構を予想させ､これまで

より複雑で微妙な調節過程の可能性を示すことになると思われる｡

フェネチルア ミン化合物の代謝反応としては､monoanlineoxydaseB(MAO-B)

による 1級ア ミンの酸化反応､〟-I.ydroxylaseによる/9位水酸化反応が知られて

いる この ほか にdopam.ncの 樵 にカテ コー ル構 造 を有す るもの は､

catecho)-0-methy=rasrerasc(COMT)によるcatccholのmono0-nlCuly川二が知 られてい

るoMAO-BによるdopamLneの代謝物はd.hydroxyphenylacetaldehydcであるがこれは

dlhydroxyphcnylaceLICaCLd(DOPAC)､さらにhomovan.llcacld(HVA)へと代謝される.

DopamlnCの一連の生成反応 においてはIyroslneか らdLhydroxyphcnylalan]nc

(DOPA)が生成する過程､即ちtyrOSlnChy(lroxylase(THase)によるm一位水酸化反応

が律速反応であり､dopan1日1e生成量はこの酵素によって調節されている｡この鰭

素はdopam-neによってフィー ドノり ク制御されていることから､dopamlneの量自

体が自身の調節に関′}していることになり､dopanlmeの代謝過程 もこの調節に
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関与していると考えることができる｡フェネテルアミン掛 こついて新たな代謝反

応が見出されれば､これもこの調節に関与している可能性があると言うことがで

きるo L-DOPAを投与 したバーキ ン､ノン病患者の尿 中から初めて見出され

dopa･mT.Cの代謝物とされているsalso】■nolは､THascの阻富活性を有 していること

が報告されている (wcLnCr,1978)Oこのことは､dopan一日,CからS｡Ls｡Iin｡】へと代謝

される過程がdopam･1C生成の調節に閲与していることを示唆 している｡

),2.3,4-1elrahydro■soqu'nol‖1C(TIQ)､及び)-n.e-hym Q(IMcTJQ)(F.gOJ)は内

在性化合物として,ラット脳より発見され､その後ヒト､サル､ネコ､マウスに

おいても存在が示された脳内アミンである (Kohno,1986,Ohta,1987,NIW｡,1987).

これらの化合物は,2-phenyJcthyJanllneを前駆体として生合成されていると考えら

れている (SchemeO-I) (Mak.no,1990･1)o即 ち､2-phcnyJelhylamlllCとclユニ ノ

トが縮合閉環 LTIQが､またC2ユニットと縮合閉環LlMeTIQが生成する｡この

うち･lMeTIQについてはMak.noら (]990a)によって･生体内では(S)-lMeTTQが

多く存在すること､Tasak-ら (1994)によってマウス脳のm,croson.es+cytosolLJjl

画 (sH･5)を用いた.nv=roの反応系において21PhenylethylamLneとacetaldehydeから

タンパク量依存的に】MeTIQが生成することが示されており､この過程が酵素関

与である可能性を示唆している｡このようなTIQ骨格を形成するような代謝反応

は､=州rOの反応ではいくつかの例がみられる (Colle■1,1970,Ba一e,Ⅰ98り が､】｡

vIVOの例としてはしDOPA投5･のパーキンソン病患者尿から発見されたS｡ls｡L.n｡)が

知られ (sandler,1973)比較的詳しく検討がなされている.S｡is｡Hn｡lは神経伝達

物質dopan.･neがC2ユニットとIMeTIQの場合と剛 兼に縮合閉環 し生成すると考え

られ (F･g･012)､LDOPA投与のパーキンソン病患者ばかりでなく健常者の尿中､

また脳にも存在することが報告されている (sJOqU.St,1982,Coll.ns,M A,1982)｡

健常者に比べ､LDOPA投与していないパーキンソン病患者では尿中のS｡Jsol.n｡J
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eXDNHeXPNH
1,2,3,4-Tetrahydtois∝lulnOline 1-Methy1-1,2,3,4-tetrahydroIS∝lulnOllne

叩 Q) (1MeTIQ)

Fig･0-1StructuresorTIQandlMeTIQ

OTNH22-PhenylethylarnIne
芦-eO NH

-∴
lMcTIQ

Scheme0-IProposedbiosynthesispathwaysof
TIQandlMeTIQ
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H"07E q NH

1-Melhy1-6,7-dihydroxy11,2,3,4-tetrahydrois∝lulnOIine
(salsollnOl)

Fig.0･2 StructureorSalsolinol

pyruyate

::- NH2A / HH:甲 H＼

＼ 7 /

acetatdehyde

DopamIn° Sa】solinol

Scheme0-2Cyclizationschemeofdopaminetosa]solinol

-7-



含屍が低下していることが示されており (p.Dostert,198日)､このことはパーキ

ンソン病に特徴的な脳内doI'am.ne芯_の減少がsalsol.nol生成即 )減少につながった

と考えられるoまた･salsolinolの場合も1McTZQと同様に､LDOPA投与･しない場

合･かつラセミ体のsalsoZlnolを含む食品を摂取していない場合は､生体内ではラ

セミ体ではなく(R)-salsoIInO175Sl多く仔在していることが示 されており (D｡sler暮,

1987;Strol'nBcnedeltL,1989)､この生成過程 も酵素関与である可能性が考えられ

ている○アルコール摂取によってsalsollnOL量が増加することが報告されているこ

とから (Dosl叫 199Ⅰ;Mycrs1985)､saIsol-noげ 生成する際のC2ユニ ノトは

｡cctaldchydcとも考えられるが､pyruvatcをC2ユニットとしても生成がみられ

(Dos-e-I,1990)定説はない (ScllenlC0-2)｡ また､ある櫨の植物による

norlau(lanosol･ne生成のように生成する化合物の光学異性体によって縮合閉環する

相手が変化する場合もある (SchcmeO-3) (BrossL,1982)oこのようなTIQ骨格

を有する内在性物質は､動物アルカロイドともいうべき化合物であるが､このほ

かにもこのようなTIQ骨格を有する動物アルカロイド化合物として､sals｡I.｡｡lの

2位の窒素原子に･-1ethy優 の導入されたN-methylsalsollnol(N.W｡,1991)､また

1位に3,4-d･hydroxyphcnylmcthyl基の導 入 され たIelr(山ydropapaverol.ne(THP)

(sandler,1973) ､そしてTtQの 1位にbcnzyl基の導入 された ]-bcnzyLTTQ

(lBnTTQ)(Tasakl,inprcss)が報告されている (F.g0-3)0

内在性化合物ではないフェネチルアミン掛 こついても同様な反応が考えられる｡

その例として､覚醒剤amphetaml‖1eのアルコール中毒モデルラノトによる代謝反

応が挙げられる｡Ampl.ctaJTmleを､アルコールを飲料水に混合して長期間投与 し

作成 したアルコール中毒モデルラットに腹腔内投与 したところ､脳内より

iullPhetaml.ICがC2ユニ ノトを得て縮合閉現した化合物 と考えられるI,3-dlnlethyl

TIQが見出された (schcmc0-4) (Mak川0,1990b)｡この化合物についても代謝

によって生成した化合物は(】S)-1,3-d.methyLTIQが多く､酵素の関与が示唆される
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HOHOyNH2

H"07r "/＼ T cooH

OH

(S)-Norlaudanosoline

molt)hintalkaloids 一く

OH

(R)-Norlaudanosollne

Scheme0-3 Presentlyestablishedpathwaysfortheformation
of(S)-and(R)-norlaudanoso)inefromdopamine
(S)-Norlaudanosollneissynthesizedby(S)-norlaudanosollneSynlhelaSeandnotutilized

inmorphinealkaloidssyntl-esis･(R)-norlaudanosolineissynthesizedbytheHahn

synthesis･(reference.Brossi,A.,1982)
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TZQ IMeTIQ sals.linol

H".OE q N- H".0

N-MelhylsalsollnOl 1,2,3,4-Tetrahydropapaverollne
(THP)

llBenzy1-1,2,3,4-
tetrahydroISOqUlnOline
(1BnTlq)

Fig.013StructuresofknownmammalianalkaIoids

fJT.～-;
(S)-Amphetamine

Ethanol

l

Acetaldehyde

q .-

(1S,3S)-1,3-DimethylTIQ

Scheme0-4 Formationorl,3-dimethylTIQfrom
(S)-amphetamineintheintoxicatedrat
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(K,Tamiya,1994) ｡筆 者 は､ 同様 な代 謝 反応 につ い て､ 合 成 麻 薬

3,4-methylenedloxyamphetam1ne(MDA)の場合の検討を行い､正常ラットにおいて

MD̂ が3-meLhy1-6,71methylenedioxyTIQ(3Mc6,7MDTIQ)-と代謝されることを見出

した｡また､ この代謝反応の場合(R)-MDAの方が(S)-MDAに比較して代謝されや

すいことも示 した (Fig.014)｡このことはこの代謝反応 に立体選択性が存在す

ることを示 してお り､酵素のfXJ与を示唆 している (Scheme0-5) (Nakagawa,

1993)0

内在性化合物 として存在する¶Q､lMe¶Qは特徴的な薬理作用を有することが

知られている｡動物モデルにおいて､¶Qを連続投与することによりパーキンソ

ニズムの発症がみられ､またIMe¶Qの連続前投与によってMPTP連続投与による

パーキンソニズム発症が防御 されることが報告されている (Tasaki,1991)｡パー

キンソン病患者脳におけるTTQ､lMeTIQ%畳は､健常者に比較 してlMeTIQのみ

が顕著に減少 していることと照らし合わせると､TIQ､lMeTIQの立的変動がヒ ト

におけるパーキンソニズム発症の原因であると考 えることも出来る (Tasaki,

1991)｡また､SalsollnOlについては､dopaLmineの生合成の律速段階であるtyrosine

hydroxylaseの阻害能 くwelner,1978)やmonoamineoxidaseB(MAOB)(Giovine,

1976)の阻害能或いは脳内アミンのupLake阻害能 (AIpers,1975;Heikkila,1971)

を有することが報告されている｡salsolinolがdopamineを前駆体 として生成するこ

とが示唆されていることから､dopamineを含むカテコールアミン系の調節に働い

ている可能性 も考えられる｡更に､薬物代謝の面から研究された1,3-dimethylTTQ

はマウスに腹腔内投与することによって運動機能の低下などの運動性を抑制する

作用を有することが報告されてお り (Makino,1990b)､MDAの¶Q型代謝物であ

る3Me6,7Mt)TIQも自発的遊動i;(を減少させる作用を有していた (Nakagawa,1993)0

2-Phenylelhylaml一一eのLLFJ圭的役割については不ryは 点は多いが､dopamine､amphe一

一1ト
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tan.･nc､MDAが運動量を増加させる方向に作用することを考えると､これらの例

では､TIQ型に閉環 した化合物はそれぞれ対応する母化合物とは異なる薬理活性

を発現 していると考えることが出来る

これまで述べてきたことから､化合物の内在､外来に関わらず､フェネチルア

ミン骨格を有する化合物について生体｢勺に､酵素の関与で (あるいは非関与で)

ClあるいはC2ユニットを待てTJQ型に閉環する代謝経路 (TIQ型閉環反応)が存

在することが想起され 更に､閉環 した生成物はその母化合物とは異なる何らか

の薬理活性を発硯する可能性が考えられるO

芳香族アミノ酸は､生休州 こ広 く分布 し､生体の構成成分として,あるいは神

経伝達物質の前駆体として生体内で重要な役割を担っていると考えられる化合物

である｡ このうち､ phenylalanlnC､ tyrOSlne･ dlhydroxyp)lCny la)an"lC(m PA)(Flg.
0-5)はその構造中にフェネチルアミン骨格を含んでいる｡前述の例から考えれ

ば､これらの芳香族アミノ酸もJE体内でTIQ骨格 を有する化合物へと閉環する可

能性が考えられる｡生成する閉環休はTFQ-3lCarboxyl,cac】d誘導体となるがこれを

TIC頬､TIC誘導体と呼ぶことにする (Scheme0-6).更に､閉環 した化合物は母

化合物である芳香族アミノ酸自身とは異なる生理活性を発現する可能性 も考えら

れる｡

このような仮定 に基づき･これらの芳香族ア ミノ酸についてTIQ型閉環反応 と

これに伴 う薬理活性の発現の可Jn'E性について検討することとした｡こういった反

応を､ ,.IV･-TOの系で検討 した例はみられるが (obala-Sak.ln.｡t｡,198))､芳香族ア

ミノ酸について動物を用いて具体的に検討 した例は末だない｡また､生成物であ

るTIQ骨格を有する芳香族アミノ酸閉環体についても内在性化合物としては知 ら

れていない｡そこで､ラット脳 を鋸 は してTTQ型の芳香族アミノ酸閉環体の検

出を試み､またこれら閉環作の薬理活性についての検討を行った｡更に､これら
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の閉環体はアミノ酸であることからペプチ ド鎖中にこれらの化合物が組み入れら

れている可能性も考えられる そこでphcnyla】an■neのTTQ型閉環作についてこれを

シペプチ ド中に組み込んだ化合物についても若1二の検討を行った｡
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L-Phenylalanin° LTyrosine LDOPA

Fig.0-5 Structureoraromaticaminoacids

1,2,3,4-TetrahydTOis∝】ulnOlinel
31Carboxylicacid
(TIC)

電5i

LTyrosine

L-DOPA 67-DLhydTOXyTIC
(DHTIC)

NH
＼
､リ00
T

C
COOH HO

droxy-61methoxyTLC 6-Hydroxy-7-methoxy
(MHTIC) (HMTIC)

Scheme0-6Proposedcyclizationschemeoraromatic
aminoacidstoTICderiyative5
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第-章 TIC類のラット脳における内在性について

の検討

1 TIC類の検出条件の検討

実際に生体サンプルを用いてTTC類の検出を行 うたか こは生体内では撤去にし

か存在 しないかもしれないTIC類を適切に測定できる系の構築が必要である｡そ

こで､合成標品を用いて生体試料からの抽出法､測定法について検討を加えるこ

ととしたo基本的に方法は､salsol‖-01-carbxyllCaCid類でGCによる分析を行ってい

るCo11.ns,MA･らの方は (ongiLano,1984) (Scheme日-1)を参考に､これを改

良して行うこととした｡

(1)GqMS法､GC/SIM法を用いた検出法について

TIC類の胤｣J･法として､分錐がよく選択性の高いGC/S-M (gaschromatography

selecledionmonitoring)法を用いることとしたoGqSIM法を行うための条件検討

に際してはGC/MS (gaschromalographymassspectTOmet'y)法をIT7い､各化合物に

特徴的なフラグメントマスナンバーの同定などを行った.GC仰S及びSIM法は､

フューズ ドシリカキャピラリーカラムを用いたガスクロマ トグラフィーと質量分

qr器を組み合わせた装置で､GCによって分維 した試料を更に質立によって分離

して測定することを可能にする0本脚光で用いた質量分析装置は磁場と電場を利

用した二重収束型の質Li･分析器であり梢皮よく高質量領域まで測定することが出

来るOGC/MS測定では､GCによって分離 した化合物についてスキャン測定をす
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ることでマススペクトルを得ることがLl',来､化合物の同定に非常に有効である0

-万､cc/SIM測定では､限られた少数の質量数について選択的にイオン強度の

検出を行うため時間的に精度の良いクロマ トグラムを得ることが可能であり､定

量性のよいまた感度の高い測定を行うことが出来る｡それぞれの状況に応 じて両

方法を使い分けることとした｡

(2)TK瀬 の二重誘導化法の検討

TIC矧 まアミノ酸であるため通常の粂作では非常に気化しにくく､本来はGCに

よる分析には適さないOこのような気化しにくい化合物のGCによる分析の問題

を柳 央するため､古くから測定試伸 二対する誘導化法が開発されてきた｡目的化

合物を気化しやすい形に誘導化し､この誘導体について測定を行うものであるが､

反応性が高く収率のよい反応試剤がこれに適する｡有名な誘導化剤としてはTMS

化剤が知られている｡これは､主としてアルコール､フェノール類の誘導化に用

いられる｡TIC類はアミノ酸であるため､GCによる分析に適するように誘導化を

行う場合には､カルボキシル基､アミノ基の2つの官能基を保護することが考え

られるOそこで､CoHlns,MA.らの採用している二重の誘導化､即ちTlC頬のカ

ルボキシル基をエステル化､アミノ基をアミド化する方法で､エステル化試剤と

してはhcxanuoroisopropylalcohol(HFIP)を ､ またア ミ ド化試剤 と して は

pernuoroprop]omcanhydrldc(PFPA)を用いて検討することとしたO誘導化反応の手

順はまずpFPA､HFIP混合溶液中でエステル化を行い､次にこれを乾固して

acetonlLT･lc中でPFPAと反応させアミド化を行うというものである (schcmct-)12)0

標品について､ここに示した方法で誘導化を行いGC/MS測定を行って各化合物

の特徴的フラグメントピークの検出を行ったところ､HFtP-PFP化された化合物

の分子イオンピークは観測されず､二重の誘導化が行われているか否かについて

判定できなかった｡この場合のGC/MS測定は､イオン化の効率は良いがフラグ
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メントピークが強く観察されやすいとされているEl(po§)(cLcctronlmpact/posHlVC

-ondetccLlon)法で行ったため分7･イオンピークの検出が出来なかった可能性も考

えられたoそこで分子イオンピークが検出されやすいとされている化学イオン化

法を用いて同様の測定を行ってみることとした.EI法が熱電7-の術突によって試

料のイオン化を行っているのに対し､化学イオン化法はガス状の有機化合物を熱

電子によってまずイオン化し､イオン化したガス分子が試紺 二衝突してこれをイ

7gン化するというものであり､E値 に比べて穏やかなイオン化法であるというこ

とが出来る｡ここで行った化学イオン化法では､イオン化させるガスとしてメタ

ンを用いその結果生 じる談判の陰 イオンを検出する､NICE(negat.ve■o■1ChcmlCal

･on･zllt-On)法を41-った｡その結果､表に示した様にここでもHFIP-PFP化された化

合物の分子イオンピークは検出されず,代わりにPFP化のみ進行 したと考えられ

るカルボン酸に特徴的なフラグメントピーク､即ちpFP化体の分子イオンピーク

より質量数で18少ない ピークが観測された (Tableトトり ｡このことから､誘導

化反応においてHFIPによるエステル化は進行 しておらずpFP化のみ進行 している

と考えられた.確認のため､HFIPによる誘導化の操作を行わずpFPAによる誘導

化のみ行ったものについて同様にGC/MS測定 を行ったところ､同一保持時間に

ピークを5-えたことから､やはりpFP化のみ進行 していることが示された｡従っ

て､誘導化反応に関してはpFPAによるアミド化のみ行うこととした｡

L萱←



rat(Wistar,male,Sw)

l
ratbrain

homogenizationwith75%ethanoI

homogenate

centrifugation(4oC,27,000Xg.20min)

supernatantinternalstandard(7FDlC)addition
dislilledwateraddition

sampleso山tion

applledtoBio-Rex70resl∩(weakcationexchan9eresin)
elutedwith2mlofOIMNaPi(pH65)and3mlofdlStllledwater

lyoph=zed

(storejnfreezer(180cc))

in200LIIofHFIPand50トIlofPFPA
standingfor30minatr.I

drledwithArstream

in500ulofacetonitrileand50LLlofPFPA
standingfor20minatr.I.

driedwithArstream

lnlmloftoluene

andOl5mlOHMammoniumphosphate(pH5.8)
vortexforlmJn

centrifugat10∩(3-4min)

org.layer

I
GC

Schemeト1-1W orkupprocedureorsamplepreparation
forGC

HnP.hexanuoroisopropylalcohoI

PFPA･perfluoroprop10mCanhydride

reference:OrigltanO,T.C.,JCh/omotogr.,311,17-49(1984)
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a.

b.

eluatefrom ionexchangeresin

in2001⊥IofHFIPand50LllofPFPA
standingfor30minatr.I.

drledwithArstream

in500LLlofacetonitr.Ieand50plofPFPA
standlngtor20minatr.I.

driedwlthArstream

inlmloftoluene
and05mJoflMammoniumphosphate(pH5.8)

vortexforlmjn

centrifugation(314min)

org.layer

I
GC/SIM

HFIP
/F3

日O- CH
＼
CF3

PFPA (CF3CF2CO)20

SchemeI-1-2 DerivatizationofsamplesrorGC/SIM
a)derlVallZaLIOnProcedure,b)structuresordcrivatlZingagents
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compounds RI R2 mod;C呈l_;FWpei.gnof u震qlua;ivfTginTeennstitSZ

つノ

つノ

H

oH

oH

ocH

oH

ocH
ノヽ

H

oH

H

H

OCH

oH

m

m

m

m

m

洲

3

7

5

つJ

5

5

32

糾

48

35

51

5

305

629(2),482(100)

467(15),319(100)

335

497(20),349(100)

497(25),349(50),163(loo)

TableI-1-1Fragmentm/zofmassspectraofTICderivatives
bynegativeionchemicalionizationmethod

MeasurementwasC.VTiedoutbyGC/(NTCI)MSdiscnbedlnExperomentalPaTt.Methane

(about10-3Torr)wasusedFor10niZationgas･
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(3)誘導化物のバッファーによる洗浄効果

生体試料を分析する場合には､生体成分由来の爽維物が測定を的富することが

考えられる｡このような爽雑物を減少させる目的で､参考とした方法では誘導化

反応後誘導化物をpトー58のリン酸アンモニウムバ ッファーで洗浄 している この

方法を用いると誘導化試料中に作花してる水溶性の爽細物を除くことが可能であ

ると思われるoLかし､バッブ7-による洗浄は爽雑物を減少させる一方､誘導

化物の分節も招く可能性が考えられる｡比較的大量の目的物を検出する場合には､

バッブ 7-による洗浄を行ってもロ的物は充分検出可能な量誘導体として存在し

ていると考えられるため有効な操作であるといえるが､微量分析の場合は､爽細

物の減少､誘導化物の分解の両者の兼ね合いとなるだろう (schcmcトト3)O合

成標品を用いた誘導化物のGC/MS測定では､図に示 したようにバ ッブ7-によ

る洗浄を行った場合目的物ピークの線幅が広がり､誘導化物の介脈が起こってい

ることが示された (ド)g.I-I-1).そこで､爽雑物の影響はsIM法を用いた選択的

なイオン検出によって除くことが出来ると考え､バ ッフ ァーによる洗削 ま行わな

いこととした｡誘導化反応後加える有機溶媒は､はじめ用いていた10lueneに代え

てacetonLtnleとしても影響はなかったことから､反応液をそのまま遠心 し上清を

とることとした (F.g.日 -2).
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(4)TIC頬のモノアシル化誘導化法の検討

前項 (2)において､二重の誘導化は進行せずア ミノ基のアミド化のみ行うこ

ととしたが､このア ミド化の誘,.窪化試剤について若干の検討を加えることとした

一般的にGC/STM測定においては､モニターするフラグメントピークのマスナン

バーが大きい方が､生休由来の爽細物を考えた場合も質量分析器のバ ックグラウ

ンドノイズを考えた場合も､有利であるとされている｡そもそも誘導化試剤にフッ

素を多量に導入していることから検出すべきフラグメントマスナンバーは他の爽

雑物の影響を受けにくいと考えられるが､出来れば更に質量数の大きい領域で測

定を行 う方が望ましい｡そこで､PFPAよりも炭素鎖 1つ分良く､質量数にして

50大きくなる誘導化を行 う誘導化剤hcptilnUOrObulyr)canhydr.(lc(IIFBA)による誘導

化について検討 した｡pFPAと同様な方法で誘導化反応を行った試料について

GC/MS測定 を行って比較すると､HFB化体の方が分経がよく､また各化合物の

ピークの強度 も比較的揃っていることが示された (F唱.トト3)｡このことから､

誘導化に関してはHFBAによる誘導化を行うこととした (S｡h｡m｡ト1-4)0

以上のような検討に基づいて定めた条件に従って､GC/SIM法による生体試料

からの検出を行うこととした｡
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MHTIC

DHTIC
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eruatefromionexchangeresin

lyophllized

residue > (storeinfreezer(-80oC))

inacetonitrHe
HFBAaddition
standingfor30minatr.I.

centr仙gation(4oC,3000rpm,10min)

SUPernatant

l
GC/SIM

SchemeI-114 Workupprocedureofsamplederivatization
forGC/SIM lVithHFBA

HfBA:hepta爪uorobulyncanhy血ide
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(5)HPLC但CDをmいた検出は=について

GC/SIM法以外の検山方法によるTIC新の検出も検討することとし､花気化学検

出器ECDを備えたHPLCによる分析の粂作について検討した.花気化学検出器は､

セルに花極を配しこれに特定の花圧をかけることで日的化合物の酸化還元による

花流を測定するものであるが､酸化あるいは還元されるものだけを検出するため､

花圧の設定を過馴 こ行えば感度 よく目的物の測定が出来る｡TIC類のうち､芳香

環に水酸)1をJTするものは酸化されやすくECDによって測定可能と考えられるO

(6)HTIC､MHTICの酸化fE位測定

TIC類のうち､HTIC､MHTICについて酸化還元電位の測定を行ったO測定は

cyclicvollamme小 二よって行った｡酸化花位測定の際の潜掛 ま､p114.3のリン酸ナ

トリウム綾碓液を用いたOアミノ慨などの高樋性のイヒ合物でHPLC/ECDを行う際

にはODSカラムを用いた逆屑糸で行うため､移動層は酸性の綾衛液を用いる

(pH3･5NaPlbuffer)Oこのことから､同様にかなり酸性の強い条件での酸イヒ電

位を測定するのが妥当と考えた｡白金花庵を用い､紋循液中でのHTTC､MHnC

それぞれの酸化電位を測定 したところ､HT】Cでは､600mV付近に′J､さい酸化波

が倹Luされ､更に7恥一一Vを越える冠位で大きな酸化波が検出された｡また､

MHTICでは700mV付近にやはり小さな慨化波がみられ､また800mVを越える電位

でも酸化波が観測された (FI菖.I-I-4)｡溶媒であるリン酸ナトリウム綾衝液のみ

での測定でも800rnVを越える花位ではかなり酸化電流が観測されることから､酸

化波が′トさいため検出の感度に問題が残るものの､綾衛液は酸化されにくく目的

化合物は酸化される花位として750mVを測定花圧とすることとした.

(7)TIC軌のHPLC/ECDによる分析粂作

HTJC､MHTICについて生体試料からの検出を行 うため､HPLCの分析条件 を
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検討した｡試料調製は脳内アミン､アミノ酸の分析を行うための定掛 二従い､

0.02mMEDTAを含むO.lN過塩素酸で試料をホモジナイズしこれを冷却遠心して

上清をとったO通常はこれをそのままHPLC/ECD分析の試料とするが､微量分析

のため､これをさらに凍結乾燥して濃縮し分析に供した (schenlCトト5)0 HPLC

の移動層条件は､一般的なモノアミン分析の粂作を改良した｡一般的なモノアミ

ン分析では､ODSカラムを用い､pH35の リン酸ナ トリウムバ ノ77-に分離を

よくするためのイオンペア試其sodlumOCtyIsulrate(SOS)､移動層中に混入してい

ると思われる金属イオンを トラップするためのEDTAを混合し､これとnlCthaJ1｡l

を9i1の容積比で混合し､これを移動層とする｡実際の分析では､イオンペア

試薬としてはsodlumdodecyIsulratc(SDS)を用いた.sDSの濃度は様々検討したが､

アミノ酸の保持時間には大きな影響を与えなかった.一方､EDTAは､検出電流

の安定性に大きな影響を与えた｡特に問題としている数IIAレベルの電流の検出

ではEDTAの存在が不可欠であった｡しかし､EDTA自身が酸化される性質を有し

ており高濃度すぎるとL)ackgroundcurrcnlを増加させると考えられる｡一般的なモ

ノアミン分析粂作で､脳内に存在すると考 えられるdopamiTle､eP.nCPhnne､

norep)nephr,ne､DOPA､LyrOSH1CとHTJC,MHTICとはよい分離が得られた (Flg,

1-ト5)｡
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Fig･7-114 Cyclicvoltamm0gramSOrHTICandMHTIC
EachorHTIC3･9mghydrobro1--1deand4･5mgorMHTIChydr∝hlorldewas

dlSSOlvcdln20mlol01MNaPl(pII4.3()).MeasurelllentWasCamedoutll10.1M

NaPi(pT14･39)arlerArg言lSbubblingror5mi･-Pte)ectrodewasusedSweeprate

wtlS20sec/V.Me.lSurelllentrl111geWas0to+lV ReferencewasSCE,

a)JITJC,b)MHTJC,C)solvent,d)I-m C(ax5)
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rat(Wista｢,ma一e,5W)

∩.矧

l
bar

homogenlZatTonwlthO･1NHCIO4COntainlngO･02mMEDTA
homogenate

centrifugation(4oC.17.000xg,20mln)
supernatant

仙ration(0.45トImPOre)
fiJtrate

lyop付目zed

residue

dlSSOIvedinlmlwater
HPLC/ECD

SchemeI-1-5 WorkUpProcedureorSamplePreparationfor
HPLC/ECD

Column.ETCOMPACMA-50Ds,eluen(=0･1MNaPi(pH3.5)contalningSDS50mgnand

EDTA10LIM,nowrate二I0mVmin･Detectionvoltage:+750mV,Backgroundcurrent:3-
7nA.
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2 ccβIM法を用 いたラッ ト脳 か らのTIC類 の検 出

(1)ラット脳からのTIC類抽出法

標品を用いた条件検討より､以下の条件でラット脳からの抽出を行った｡無処

置のWistar系雄性ラット (5週令)の脳を速やかに摘出し､これを5mVgwetbrain

の75%e山anolで水浴上ホモジナイズし､4℃､27(XX)xgで20分間冷却遠心し､その

上桁を用いた75%eLhanolと同iJrli-の述留水で希釈 し､イオン交換樹脂カラムにアプ

ライした｡これを0･lMsodlumPhospllalebuffer(NaPl)で溶出し､溶山液を凍結乾燥

後actonl打ileを溶媒としてHfBAで誘噂化し､GC/SIM法によって分析 した (Scheme

ト2-i)oイオン交換樹脂としては､弱酸性陽イオン交換樹脂を用いたO弱酸性陽

イオン交換樹脂は吸着力が弱い可能性も考えられたが､強酸性イオン交換樹脂を

用いると溶LLJ.時に塩生を用いることとなる.塩基性条件下､フェネチルアミン類

はpiclet-Spengler反応によってアルデヒド類と速やかに反応 LIIQ化合物を与える

ことが知られているO析出に塩益を用いる条件ではアーティファクトが生成しや

すくなると考えられ､ここでは弱慨性イオン交換樹脂を用いることが妥当と考え

られた｡

弱酸性イオン交換樹脂はBio-Rex70 (Bio-Rad社製)を用いた｡いくつかのイ

オン交換樹脂について､標品を用いて回収実験を行ったが､Bio-Rex70を含め､

いずれのイオン交換樹脂も良好な回収率は示さなかった｡アプライ速度を遅くす

る､樹脂量を増やす等の改串を行えば回収率は上昇すると考えられるが､アーティ

ファクトの生成などの危険性も考え速やかな処理を優先した｡比較的よい回収率

が得られたB10-Rex70を用いることとし､検量線に用いる試料も同様の条件でイ

オン交換樹脂を通した (Tableト2-I) 0 回収率が低い場合､測定値から試料中の

尖伯を政策する際に誤差が生じやすいが､検量線試料も同様にイオン交換樹脂を

通すことで換井せずに走Fi･を行うこととした0
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ラット脳の摘出から抽出操作まではすべて水浴上で行い､凍結卓乞燥後に保存す

る場合は-80℃で凍結保存した｡

(2)ラット脳からのTIC類の検出

撫処置のW】star系ラット脳からの抽出試料をGC/SIM法で分析しTIC類の検出を

行った｡標品を合成した6櫨のTIC規､すなわちTtC､HTJC､MTIC､DHTtC､

MHTIC､HMTICについて､それぞれの化合物のマススペクトルにおいて特徴的

な2つのフラグメントマスナンバーをモニターし､各化合物について2つのSIM

クロマ トグラムを得た｡このうち､lyrOStl-CのTIQ型閉環体に相当するHTIC及び､

3-0--llCthylDOPAの閉環体に相当するMHTlCについては両方のSlMクロマ ト//ラ

ム上に合成標品と一致する保持時間にピークが検出され (F'g.ト2-1)､これら2

つのピークの強度比は合成標品のそれとほほ一致した｡このことより､これら2

つの化合物がラット脳抽出試料｢Pに存在することが示された｡HTIC､MHTIC以

外のT】C類については検出されなかった｡

(3)ラット脳内TIC類の定量

各TIC類についてラット脳内含量をGC/SIM法を用いて定量しところ､HTICに

ついては9･58pmo】e/gbra･nまたMHTICについては48.IpnlOk/gbralnであった｡抽

出操作中に生成すると考えられるアーティファクト量を評価するため､芳香環の

3,5位に重水素の導入された3,5-d･deulcrotyroslne(Tyr-d2)および2,5,6位に重水素の

導入された2,5,61tndculcroDOPA(DOPA-d3)(FIB I12-2)を剛 ､ これをラノト脳

内に存在すると考えられる量 (生化学実験講座 】】,1977)とほほ同量､熊処置の

ラット脳に添加 して同様にホモジネー トし､生成する重水素化 されたT】C類を定

量したOこれらの重水素化されたTyr-d2或いはDOPA-d3から生成するTJC化合物

は､いずれの場合も重水素が2つ保持されたTIC-d2誘導体となる｡そこで､それ

ぞれのTIC誘導体のフラグメントマスナンノトーよりも質量数で2だけ大きい質量
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数をモニターしここに現れた標rT7-と保脚 引ulの一致するピークについてIifif?i-を行っ

たところ､HTICおよびHMTICではほとんどアーティファクトは生成しないこと

が示さiLた (ド,g.ト2-3)｡また､MIm Cではアーティ77クトの生成が見られ

たが､その量は無処置ラット脳で検出された量に比べて少量であった (Flg.ト2-3)

これらの結果より､ラット脳内に､tyroslneの閉環体に相当するHT-Cと3-0-mcthyl

DOPAの閉環体に相当するMトtTICが内在性化合物として存在することが示された｡

これらの化合物はこれまで内在性化合物としては知られておらず､これらのTIC

誘導体が新規内在性異常アミノ酸であることが示唆された｡
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3 HPLC/ECDを用いたラット脳からのTIC類の検出

GC/SIM法以外の検出法として､lIPLC/ECL)を用いたラット脳試料の/分析も1l=

うこととした｡

(1)ラット脳からのTIC類抽出法

ラノト脳からの抽出は標品を用いた検討によって定めた方法に従い行った

(schen1eトト5)｡ラノト脳摘出から凍結乾燥までの操作は全て水浴上で行い､

凍結乾燥後保存する場合は-80℃で凍結保存した｡

(2)ラット脳からのTZC類の検出

前項で抽出したラノト脳試料をHPLC/ECDで分析した｡標品を用いた検討では

脳内の代表的なアミン頬或いはアミノ酸頬とは一般的な脳内アミン分析条件でク

ロマ トグラム上分維できたため､まずこの条件で分析を行った｡実際のラット脳

抽出試料を用いると標品HT】C､MHTトCに対応する保持時間にピークが兄いださ

れたが､そのピーク強度はGC/SIM法によって得られた定量旭から推定される強

度に比べはるかに大きく､目的物以外に重なるピークが存在すると考えられた｡

(F･gト3-I).そこで､更に条件検討を行うこととした｡HPLC移動層中に含ま

れるmcll-anol含量およびsod'umdodecylsLILr{lte(SDS)含量を変化させて検討したと

ころ､SDS含量は標品による検討の時と同 じくほとんど分経に影響は与えず､

methanoは 全 く加えないNaPl(Pト13.5)を移動層 とすることでMHTICは､比較的良

い分離が得 られたOトm Cは､保持時間が短いため､完全な分離は難 しく､ピー

クトノブがかろうじて分離する程度の分離が得られた｡このようにして､撫処置

ラット脳試料 二おいて分析を行ったところ､この条件においても標品と一致する

保持時間のピークが兄いだされた｡このピークは､標品との｡｡-eluleによって面

14)-



倍の増加が確認され･HTIC､MトIT-Cであることが示された (FJg l-3-2)｡この

ことより､HPLC/ECDによってもトm C､MHTICがラット脳内在性化合物である

ことが示唆された｡
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4 ラット脳各部位におけるTIC頬含罷

仝脳を用いた分析によって2椎のTIC蛸について内在性が示唆 されたが､TIC

類の内在性について更に検討する目的でラット脳を各部位に分け,それぞれの部

位についてTIC類含量を定量することとした｡

(1)ラノト脳各部位からのTIC類の抽出法

ラット脳は､大脳皮質､小脳､延髄､中脳､悦床 ･視床下部､海馬､線条体の

7部位に分けることとした｡各部位からのTIC類の抽出法は仝脳の場合に準じて

行った (ScllCnleI-2-り ｡但 し､各化合物の抽出においてイオン交換酬 旨を用い

ず､またMTICを内部標準物質として用いることとした｡これは､イオン交換樹

脂によるロスを避けるため遠心上前をそのまま凍結乾燥 して分析することとした

ものであり､イオン交換樹脂を用いない条件でもsIMクロマ トグラム上に分離出

来ないピークは存在しないことを確認した (Flg.ト4-1).また､MTTCを内部標

準物質としたのは､誘導化の際に検出すべきTIC頬と出来るだけ誘導化の反応性

の近いものを選択した結果である｡このような抽出法によって抽出したラノト脳

各部位の試柚 まGC/SIM法によって分析し､保存が必要な場合は_80℃で射 吉保仔

した｡

(2)各部位におけるTIC含量

無処置ラット脳各部†立ごとのTJC含量は図に示したようになった (Ftgl14-2)0

定量は10匹ごとにまとめて 1つの試料とし測定を行い､これを4回計40匹につい

て平均値を求めた｡その結果､仝脳の検出では見出されなかったHMTICが､延

髄､視床 ･視床下部で10-20pmo】e/gl.ssL■C程度検出されたoLかし､その他の部

位についてまたその他のTIC掛 二ついては測定値間のばらつきが大きく一定の傾
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向は得られなかった｡全脳の検出では見出されなかったHMTICが､部位ごとの

定量時に見出されたのはHMT】Cが､限られた部位に少量作/tしていたため全脳

を用いた分析時には測定の検LLIJ.限界を下回ってしまったことによると考えられたO
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5 考察

(1)月li'Lrj'J分布について

ラット仝脳を用いた分析､更にラット脳各附 立ごとのTIC類の定量によって､

HTlC､Mトm C､HMTICの3校のTIC誘導体がラット脳内に77.在することが示唆

されたoこれによって､tyrosznc､DOPAについて生体内でTIQ型の閉環反応が進

行している可能性が示唆された｡このうらHMTICについては延髄､視床 ･視床

下部に局在していると考えられたが､これら3種のTIC類が脳のそれぞれの部位

で生成したものか､あるいはある特定の部位で生成し輸送されたものか､また末

梢で生成しアミノ酸 トランスポーターのような輸送系によって中桁に取り込まれ

たものであるかは今後の検討課題である｡各TIC頬は部位ごとに異なる分布を示

しているようにも見えるが､アミノ酸 トランスポーターは芳香族アミノ酸でかつ

フェノール性水酸基を有するこれらのTlC頬に対 して厳密にこれらを区別する事

はないと考えられることから､大きな分布差があればTJC類が中桁で生成してい

る可能性が高いことを示すと考えられる｡

(2)カテコール0メ1-ルトランスフェレースによる代謝

Dopam･neは､catccho1-0-nlClhyltransrerase(COMT)によって3位がモノメチル化

され3-0-meLhyldopam･ncとなることが知られている｡同様にm PAも3位の水酸基

がモノメチル化され3-0-mclhylm PAへと代謝されることが知 られているOラッ

ト脳の分析よりMHTIC,HMTICが検出されたことは､この化合物がDOPAを前駆

体としてCOMTによる代謝と閉環反応を経て生成している可能性を示唆する｡

ColI･ns,MA (1983)によると3-carboxyLsaZso).noIのCOMTによる代謝では､

dopamneなどと異なり､6位 (dopa■1､日1eの3位に対応)､7位 (同じく4位に対

伝)両方にモノメチル化が進行することが報告されているoまた､I-carboxy)
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salsol･no)では､6位には全くメチル化が進行せず7位にのみモノメチル化が起こ

ることも示されている (schcn.cJ-5-1)oこのことからTIC頬のようなTIQ骨格を

有するcatechol類も7位にモノメチル化が進行すると考えられる｡仝脳の検出に

おいてMトm Cのみが検出されたことは､m pAのTIQ塑閉環反応においてはまず

DOPAのCOMTによる3位モノメチル化が起こりその後閉環する経路が主であり､

先に閉環しその後coMTによるモノメチル化が進行する経路はマイナーであるこ

とを示していると考えられる (schc-¶eト5-2)｡一方､ラット脳各部位ごとのTIC

頬の検出において部位によってはHMTICが検出されたことは､ある限られた部

位においては先に閉環しその後モノメチル化される経路も存在することを示唆す

るものと考えられる｡HMTICが生成する部位においては､そのDOPAからの中間

体であるDHTTCも生成しているはずであるがこれは兄いだされない｡これは

COMTによる代謝が速いと考えると合理的に説明されるoSa】solln｡lのCOMTによ

る代謝実験では､その代謝速度はdopLW LnCやnorcplllePhnneに比べて3- 5倍速い

ことが知られており (coLllns,AC,】973)､DHTICのCOMTによる代謝も速いこ

とが予想できる｡
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第二章 TIC類の薬埋活性についての検討

序論でも述べたように､an'phc仙11.nC､MDAには運動量増加作川があるのに対

し､TIQ型閉現休である]･3ldln.CthylT-Q及び3-n.cthyト6,7-nle-hylcncd10XyTIQでは

運動機能障害や運動量減少作川が認められ､閉環することで逆の薬理作用を有す

るようになることが示されている｡広い意味で考えれば､TIQ､1MeTIQがパーキ

ンソニズムに対 し発症､防御 に働 くのに対 し､母化合物と考 え られる

2-pheny]ethylam･neではそのような効果は報告されていないことも､TIQ型閉環反

応による薬理作用の変化と考えることができる｡TJC類についても同様な変化が

みられることも考えられるため､薬理作剛 こついて検討することとしたO

薬理作川としては､具体的には､カテコールアミン系への影響を考え自発的運

動量に関 して､またsalsoll0億 で報告されている鋲痛活性について検討すること

とした｡

1 自発的運動量に及ぼす影響

Tyros･nc､DOPAはカテコールアミン系神経伝達物質の前駆体である｡このこ

とからカテコールアミン系への影響を考え､TIC頬の自発的運動量に与える影響

について検討した｡

(1)オープンフィール ドテス トについて

検討に際しては古典的な自発的運動量測定法であるオープンフィールトテス ト

を用い､そのパラメータとして移所行動 (ambuht10n)及び立 ち上が り動作

(rearlng)について運動量を測定した｡オープンフィール ドテストはHallの方法
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(HalLl934)を参考にこれを改良して行った 具体的には､各薬物を腹腔I人J投

与したマウスをテストフィール ド中心に置き､ 2分間にマウスが行う探索行動の

うち移動iTfと立ち上がり動作r6)数を測定した (FIBlトト1)｡

(2)TTC頬の投与による自発的運動量の変化

自発的運動量に及ぼす影響は､ 5校のTTC誘導体即 ちTfC､DHTIC､HTIC､

MHTTC､MHTJCと･H-slid･r.e閉環体即ちsp‖1aClnCについて測定した (Flg.Iトト2)｡

合成したTIC頬及びHIS閉環体について2つの用量､2mgbase/kg(塩基として

2n.〆kgとなる還-)及び】onlgbasc/kgを腹腔内投与-し､投与 5分後から10分ごとに

自発的運動鼠を測定した.その結果､DトtTICとsp.naclneをのぞ くすべての化合物

で､対照とした生理食塩水投与群に対して､投与後5分で運動量の増加がみられ､

この効果は時間の経過とともに速やかに消失した (Flg Iトト3)｡ また､long

base/kg投与の場合よりも､より低用量である2■mgbase/kg投与の場合の方がこの効

果は著しかった｡HTICでは､2mgbase/kg投与後5分の測定ではマウスが激しく動

き回り飛び上がる動作もみられ､テストフィールドから飛び出してしまう個体も

あった.これに対し､DHTTCとsp.nclneではいずれの用量でも対照群と差が認め

られなかったO自発的運動昆増加作用のみられた化合物で､より低用量でその効

果が強かったことは､これらの化合物が自発的運動量増加作用だけでなく運動機

能毒性を有することを示唆していると思われ､比較的低用量では自発的運動量増

加のみに働き高用量になると毒性も発現するようになると考えられる0
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2 痛覚感受性に及ぼす影響

TTC頬と同様の骨格を有するSとllsoL.no傾 (3-carboxy】saLsol-not)で腹腔内投引 二

よる鎮痛作用が報告されていることから (MarshaIL,]977)､TJC頬についても鎮

痛活性について検討することとした｡

(1)テールフリックテス トについて

掛 南活性の測定にはテールフリックテス トを用いたoTIC類を腹腔内投与した

マウスを暗箱に入れ尾のみを箱の外に出してここに熱による痛み刺激を与え､こ

の刺激に反応して尾を避けるまでの反応時間を測定して対照群と比較した｡10秒

以上の熱刺激は尾に火傷を起こしてしまい以後熱刺激に反応しなくなってしまう

ため､)0秒を熱刺激の上限としたO鋲痛活性は額処置時の反応時間を0%､10秒

で反応した場合を100%とした百分率表示としたO活性は4種のTIC類､即ちTTC､

HTIC､MHTTC､HMTIC (FlgIT12-L)について測定した｡

(2)TIC頬の鎮痛活性について

合成した4種のTIC類をマr)スに2つの用量､2mgbascn'g及びlonlgbase/kgを

腹腔内投与し､投与5分後からテールフリックテストを用いて鎮痛活性を測定 し

た.その結果､各化合物とも投与-後120分において多少の鎮痛傾向を示したもの

の顕著な鎮痛活性は認められなかった (F.all-2-2)O またMHTTCでは､逆に痛

覚感受性増大傾向を示す時間帯もあった｡いずれの場合も効果が顕著でなく､こ

れらの化合物に痛覚感受性を変化させる作用があると判定することはできなかっ

た｡
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3 TIC新 の脳 内移行性 についての検討

TIC類の薬理作用についてさらに詳しく検討する目的で､ラット脳について

TIC類の脳内移行性を調べることとしたo具体的には､TIC類を腹腔内投与した

ラットJJFJの各部位におけるTTC方i含iTi･を測定することとした｡

(1)Ttc数のラット腹腔内投与

合成 したTIC類4桂､DHtTC､HTIC､MJiTIC､HMTICを､オープンフィール

ドテス トで効光の大きかった条件である､2mgbasen'gずつ腹腔内投与の条件で投

与し､投与5分後にエーテル麻酔下断qlL速やかに脳を摘出したO胤 Il.Lたラッ

ト脳は､大脳Jit質､小脳､延髄､中脳､視床 ･視床下部､海馬､線条体の7部位

に分割し､それぞれの部位について5匹分をまとめ1回の測定試料とした｡

(2)ラット脳内からのTTC好iの紬LL･.紘

桐山したラット脳各部位の試半日ま､撫処置ラット脳からTIC類の検出を行った

時の条件に従って紬LLJ.を行った (SchemeTt13-1)｡ただし､アーティファクトの

生成 をで きるだ け押 さえる 目的 でホモジ ナイズ する前 にsemi｡｡∫baヱid｡

(long/sample)を添加した｡SemicaTbazideは､速やかにアルデヒド､ケ トン勅と反

応するため､系中に存在するアルデヒド知をトラップし､アーティファクトの生

成 を防 ぐと考 え られる｡具体 的には､摘 出 したラッ ト脳各部位試料 を

sernicarbazide10mgを添加 した後ホモジナイズし､これに内部標幣物質を加えて袷

却遠心したO遠心後上清をとってこれを減圧乾固し､残査をHFBAによって誘導

化した｡

(3)TtC軌投与時のラット脳内TTC類含立
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前述のように袖山操作を行ったラソト脳試料をGC/SIM法によって/JT析し､左

還した その結果､DHTJCについてはラノト脳のいずれの部位においても検出さ

れず､そのほかのTIC掛 二関しては大脳皮質､小脳を除くいくつかの部位におい

て検出された (FlgTI-3ll) D1-tTICが検出されなかったことは､TIC頬のうち

DHTTCのみが自発的運動 量増加作用を示さなかったこととよく対応しており､

DHTlCが作用を示さなかった理由の 1つとして中桁への移行性が低いことが考え

られた｡そのほかのTIC類については､HTICが投与量の03%検出され延髄に分

布し､MHTICが投与量の7%が検出され延髄をはじめとして中脳､視床 ･視床下

部､嵐喝､線条体に分布した｡HMTICも延髄を始れ 視床 ･視床下部､海馬､

線条体に分布したがその量は無処置のラノト脳のそれと同程度であり､トJMTIC

については脳移行性があまり高くない可絶性も考えられた｡
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4 考察

(1)芳香族アミノ慨との比較

薬物代謝 におけるamphetamineやMDAのrrlQ型閉環反応の生成物である

I,31diMeTIQや3Me6,7MDTIQでは､発W.隅性の検討において自発的巡動丑の減少

作用がみられたことはすでに述べた｡この場合､それぞれの母化合物と比べ､

¶Q型閉環体は逆の作用を有しているということができた｡このような¶Q型閉

環反応による薬射 古性の変化の類推からTJC類についても薬理活性を検討したが､

これをr;J化合物と考えられる芳香族アミノ酸と比較して考えてみると､逆の作用

ではないがE)･化合物にはみられない括他の発現があるといえるo HTICの母化合

物に対応するtyrosineは､100mgn'g程度の商用是を投与した場合にはカテコール

アミン系の促進と考えられる迎動立のIMlJが報告されているが､2-10mgkg程度

の低用益でこのような作用は示されていない (Glbson,1982)｡これに対 し､

HTTCは2mgbasen(gで最も自発的述助走を増加させるOまた､DHTICの母化合物

に対応するDOPAには運動量を増加させる作用が知られているが､Dm Cではこ

のような作用は認められない｡DOPAの場合は､末梢に投与すると末梢に存在す

るaromaucaLT)ioaciddecarboxylaseによって脱炭酸され中枢-の移行率が低 くなる

ことから低m立では自発的運動韮増加がみられないこともあるが､その場合も末

梢脱炭酸酵素阻害剤を同時投与することで末梢での濃度が上昇し中枢移行性が高

まり運動丑の増加につながる｡しかし､DHTTCの場合はより高用量である10mg

basen'gで自発的遊動-ri-増加作用は低下したことから､この点でも両者は異なる活

性を有していると思われる｡MHTIC､HMTICについては具体的に比較を行うこ

とはできないが､母化合物である3-或いは4-0-me山yldopamineはdopamineのCOMT

代謝物に対応し､これが自発的遊動irl上附H作用を有するとは考えにくい｡

このようにTIC類についても､母化合物と考えられる芳香族アミノ酸とは異な
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る薬椎活性を発現 していると考えられ,{TUllPhet'Ml.nCやMDAと同様にTtQ型閉環反

応によって異なる活性を有する化合物へと変換されることが示唆される｡

(2)脳内分布と薬理活性の関連について

TIC掛 ま一部の化合物を除いて日脚 勺運動量相加作用があることが示されたが,

一般的に自発連動はdopam･ne神経系と関連があるときtt､特に捌坐核のdopanllne

神経の活動が自発的運動量に影響すると言われているoTIC類を腹腔rJ11貨与した

場合の脳内分布について検討した結果より､TIC類は大脳皮質､小脳には分布せ

ずカテコールアミン系神経の比較的多く分布すると考えられる部分に分布してい

た｡これは､自発的運動量に影響を及ぼすことと対応しているが､側坐核-の分

布は直接検討していない｡今回の部位/Jjlけ法では､側坐核は線条体､あるいは一

部が中脳に含まれると考えられるが､これらの部位に特に大量のTIC類が分布 し

ているとはいえないことから､側坐核への影響が直接自発的運動量に影響を与え

ているものか､或いは刷坐核以外のカテコールアミン系神経全体への影響が自発

的運動量に反映さオしているのかは判定できなかった｡



第三章 TICを含むペプチ ドアナログに関する検討

TIC類は典型的なアミノ酸ではないが､ガ香族アミノ酸の 1種と考えることが

できる.この観点から､生体内にTIC頬を含むペプチ ド類が生成 している可能性

を考えることもできるo典型的アミノ酸ではないことからペプチ ド合成中にこれ

が組み入れられる可能性は低いと考えられるが､ペプチ ド鎖中の芳香族アミノ酸

残基がTlq型閉環反応によってTIC類へと変換される可能性は考えられる｡この

ような観点から､ペプチ ド鎖rPにTlC誘新 本を含むような化合物について検討を

加えることとした｡

1 N末にTICを有するジペプチ ドアナログの合成

まず最もシンプルなTIC類であるTICそのものを含むものを考え､ペプチ ドと

しても最も単純なジペプチ ドを取り上げることとした｡具体的には､中桁投与で

鎮痛活性を示すkyolorphln(L-Tyr-L-Arg)を規範とし､N末にTICを含むジペプチ ド､

TIC｣√Argについて検討することとした｡

(1)キョ- トルフィンアナログについて

Kyotorph･nは､ウシ脳から-､aloxoncに桔抗するLnVLVO鎮痛作用を指標に抽出され

た内在性ジペプチ ドであるがこれは大槽内投与でMCトcnkepllalmの遊離を促進し､

鎮痛活性を発揮することが知られている (Takag.,I979)｡天然型のペプチ ドで

あるため､速やかにpeptIdascで分析され効果を失い､末梢投与では中枢まで到達

せず効果を示さない｡このアナログとしてTIQ型に閉環した化合物を含むペプチ

トを考えた場合､pepIJdaseによる酬 牢を受けにくく末梢投与でも効果を有する可
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JRIEl生が考えられる｡このようなM,在から､TTC-LArgを考え検言け ることとした

本来ならば･kyotorph".のN未TyrがT-QJ班に閉環 した化合物であるHTIC-L-Argに

ついて検討すべきところであるが､合成の簡便さから初期の検言柁 行う化合物と

してTtC-LArgを選択 した そこで､対照化合物としてTIC-L-Argの馴 ヒ合物に相

当するジペプチ ドとしてL-Phc-LArgも合成し､比較検討することとした (Fig.

‖-1-り｡

(2)TIC-LArgl■､■■-eの合成

TIC-LArgの合成は､一般的なペプチ ド合成法に従って行った (schemcIIH_))0

まずTICをN-Boc化 し､これとL-A'gmcthylcstcrdlhydrochlorldeをDMFq1でDCCを

縮合剤として縮合した｡この時TEAを加えて塩酸をトラップし､また副生成物で

あるdlaCylureaの生成を防ぐためトIOBlを加えたo縮合して得られたBoc-Tic-LArg

methylesterはその まま塩化水素飽和d.oxaneを作用 させ脱Boc化 してTIC-L-Arg

methyJesterを･また2NNaOHでエステル加水分節 した後脱Boc化してTlC-L-Argと

した｡

L-Phe-LArg､及びそのmclhylestcra)合成は､TIC心 Arg類の合成法に準 じて行っ

た｡
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2 N末にTICを有するジペプチ ドアナログの鎮痛活性

Kyo10rPh▲nが中枢投与で蜘 前効果を発揮することから､合成 したTIC-LIA,g類に

ついて鉄桶活性を指標として薬理ifT性について検討することとした.

(1)腹腔内投与におけるジペプチドアナログの効果

合 成 した 4桂 の ジペ プチ ド斬 ､ TIC-LATg､ TIC-LArg melhylester

叩 C-LArgOMe)､L-Phe-L-Arg､LPhe-LArgOMeについて､これをマウスに腹腔

内投与してテールフリックテス トを用いて鉄桶効果を測定した｡鎮痛活性は¶C

加の場合と剛 弟に､熱刺激によってマウスが尾を避けるまでの反別 川 を測定 し

て評価 し､10秒で励 Lttした場合を1000/.､対照群の反応時間を0%とした百分率で

表 したo各 ジペ プチ ドについて鋭痛効果 を測定 したところ､TJC-LATg､

L-Phe-しんgといったフリーのカルボン酸化合物では10mgn'g投与で､05%C.m.C.

投与の対照群と比較して差がなく､鎮痛活性は認められなかった (Fig.ltI-211)0

-万､TIC-LArgOMe､LPhe-L-ArgOMeのメチルエステル体では10mgkg投与で痛

光感受性増加作用がみられた (Flg･tIト2-2)｡その効果は両者で差がなかった｡

TICを含むジペプチ ドでは分解が遅く中枢へ移行 しやすくなり活性がより大きく

現れると予想 したが､そのような効果は認められずむしろC末カルボキシル基の

状態が活性に影響する結果となった｡

(2)脳室内投与におけるジペプチ ドアナログの効果についての予備的実験

腹腔内投与によっては■い枢-の移行性が低いと考えられ､また規範 とした

kyotoTl'hinも｢fl枢投与で効果を発揮することから､TIC-L-Argについても｢｢雌 への

投与を行いkyotorphinとの比較を行 うことを考えたOここでは､1匹のラットを

JTJいて予似 付に-IJ枢投与の実験を行った結米を述べる｡SD系 ラットの右側脳室
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に手術によってガイドカニューレを装若し､術後4週間を経た後これを通して兵

物の投与を行い､テールフリックテス トを行って鎮痛活性を測定した｡薬物は

TIC-L-Arg､LPl-e心 Arg､kyulo一･I,I川一について検討し､各薬物はkyotorph.｡のED50

程度のFipを授与した (satoh,)9831.Vaughl.1982).

その結果､kyotorph.nでは投与･後5分から】0分にかけてわずかな鎮痛活性がみら

れたのに対し､TIC-LArgでは痛覚感受性相加作用がみられた (F.g.‖I-2-3)｡ ま

た､L-Phe-L-Argは効果がみられなかったo薬理実験後ラット脳を摘出 し､脳切

片を観察したところカニューレは確かに右脳室内に挿入されており､その部分に

は沈着物がみられた (F･gm-214)0 TIC-L-Argを投与した場合に痛覚感受性の増

大がみられたことからこの化合物が中桁に存在すると考えられているkyotorphm

レセプターを阻害している可能性も考えられる｡
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3 考察

(1)キョー トルフィンの鋭痛にrXJする調節機構

Kyo10rPhln(L-Ty,-L-Arg)は､内在性のジペプチ ドで大槽内投与で鎮痛活性を発

挿する化合物であるが､その鉄桶効兄はna)oxoneなどのopioidreceptorinhibilorで

競合的ではない阻害を受けることなどから､kyotorphinの鎮痛活性はenkephalInの

遊掛 こよるものとされている (satoh,1983)｡さらに､このenkephalinの遊掛 ま

kyo10rPhlnreCePtOrを介して行われると考えられている｡一方､最近注目されてい

る低分子の伝達物質であるNOは末梢'性に働いて発病作用 を示すことが報告され

ている (トIaley,1992)oKyotorplllnもNOも生体内でL-Argを前駆体として生合成

されていることから､kyotorphln､NOを作用物質 とするLArgを中心とした痛覚

調節機構が提示された (Flg･=け 1) (Kawabata,1993)oこれによれば､L-九rg

はkyolOrPhinsynthelaseによってkyoLOrPhi一一-と変換されopioidr∝eplorを介 して常に

発痛を押さえる作用を示 しており､またNOsynthaseによってNO- と変換され末

梢で発柿を引き起こしており､両者のバランスで痛覚が制御されていると考えら

れる｡鍛柿活性は､opioidagonistの投与によっても､NOsynthaseの阻害剤の投与

によっても引き起こされることになる｡

(2)ジペプチドアナログの蜘 前機構への関与の可能性

N末にTICを含むジペプチ ド､TIC心 Arg及びTIC-L-ArgOMe､さらにこれらの閉

環前の化合物に仰当するLPhe-L-Arg及びL-Phe-L-AIgOMeについて腹腔内投与に

よる蜘 前活性を測定 したところ､フリーのカルボン酸化合物であるTIC-L-Arg及

びL-Phe-LArgは肝性を示さず､TTQJ=Wに閉環したことによって鎮痛活性が士別&さ

れることはなかった｡一方､TIC-LArgOMe及びLPhe-L-ArgOMeは杭先感受性増

強仲川がみられたOこれらの化合物は末僻目こ投与しているため､[い枢に存在する
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と考えられるkyolO一･p--】nreceptorの阻害を介する機構で痛覚感受性増大がみられた

とは考えにくいo前述の痛覚調節機略を考慮すれば､これらのジペプチ ドメチル

エステルがL-A,gの供給源となってNOを介する発病憐情を作動させたと考えるこ

とができるoただし､これらのジペプチ ドメチルエステルがこの粂作下でペプチ

ド分脈されるかさらに分脈によって生成したLArgOMcがNOsynthaseの盛矧 二な

るかについては問題が残る｡

また､TIC-LArgを脳室州 支与した場合に痛覚感受性増大傾向がみられたこと

は､末梢では作用を示さなかったこの化合物を中桁に投与したことでkyotorphlll

reccptorを阻害し､作用を発現したと考えることができる.
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第四章 TIC類の内在性と′巨叩rl(J役割についての考察

1 生体内での生成機構に関する推定

(1)clユニットについて

TJC美的て生体内で生成する際には､EHヒ合物となる芳香族アミノ酸のほかにこ

れと縮合閉環するC1ユニ ノトが必要であるO本研究ではこのC)1ニットの関 し

ての検討を具体的に行うことはできなかったので､生体内でC1ユニットとして

働きうるものについて考察した｡

生体内におけるC1ユニットは､その酸化状態によって3校に分頼されるだろ

う｡即ち､melhanol相当､roH11aldchyde相当､rormLCaC,d相当の3つの状態であるO

このCIユニットの3つの状態に対してはそれぞれ対応するC】ユニットキャリア

が存在するOMelhanolはS-adcnosylmeth.omne(SAM)或いはN5-mC.hyl.eL,ahyd,orora.e

(N5MeTHF)として､rormaldehydeはN<NMme.hyleneTHF或いはN■{'rormyLTHFとし

て､またrormicac.dはNW 'mcLhenyJTHFとして存在しているO生体内においてペ

プチ ド側鎖或いは核酸のN-メチル化等はsAMによって行われるものあることが

知られているoTHFはclユニットを保持 したままNADPHによる酸化還元によっ

てN～N■UmethyleneTHFとN～NIOmethc..ylTHFの間を相互に行き来することができる.

また､sAMはN5MeTHFからmeth)on日､eを経て生成する.このほかにもTHF系にC1

ユニットを渡す存在としてはglyc"1C､Senneなどがある (F.g.IV-ト1).さらに少

量であるが フリーのrornla】dehy｡Cが生体内に存在す るとす る報告 もある

(Laduron,1975)Oさらに､リン酸化されたro'Tnaldehydeは高い反応性を有する

ことも報告されている (S■'1日1erS,1987,Jal-a■1SOUZ,1990)｡ これらのC1ユニット

のうちTIC生成に関与すると考 えられる ものは､ 1級ア ミンとの反応性や

PICIcトSpengler反応からの類推から酸化状態がromlaldehydc相当のものが妥当と考
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えられるo生体内でrorma)dehydeがフリーの状態で長時間存在することは考えに

くいため･生体内で利FnLうるrorma)dchydc相当としてはNくN】UmeLhylencTHFか或

いは遊雑した直後のrormaldchy(lcを考えるのがを当であ7'う｡本反応が酵素的に

行われているとすれば､フリーのromaldchydeを利用するのは難しいと考えられ

る｡補酵素としても利用可能で比較的安定なNW 'methylcncTHFがClユニットに

なっている可能性が高い｡これについては､.nvllroの系を構築し検討する価値が

あると考える｡一方､非酵素的な反応によってTIC類が生成しているとすればフ

リーのrormaldchydeと反応して′ヒ成 している可能性も考えられる｡

T】Q型に閉環する場合､アルデヒド以外にもsalso).no】の例のようにaケト酸が

導入された後脱炭酸する可能性 も考えられるoClユニットに関 しては､対応す

るaケ ト酸はglyoxyllCaCldであ り､これは非常に不安定で生体内で反応に関与で

きるほど長寿命で存在してるとは考えにくい｡従って､C1ユニットとして｡ケ

ト酸が利用される可能性は少ないと考えられる｡

また･S･llaSSJOOにおけるDHTIC生成の場合にように､1位の炭素にa｡｡t｡l｡が導

入される例も報告されており (obata-sasamolo,198))､Clユニット以外のものが

導入される可能性も検討する必要があると考えられる｡

(2)生成反応に関して

TIC類の生成反応の様式に関しては合成化学的な研究においても明確に機構が

明らかにされているわけではない｡比較的よく検討されているsals｡】日.｡Iについて

もC2ユニ ノトとしてpyruvalcが導入されるとする考え方が主流であるが (D｡sterl.

1990)､ethano順 取によってsalsoILnO)量が増加するとする報告からacclaldchydcと

縮合すると考えることもでき (Dostc't,】99Ⅰ,Myc-S,1985)､また,pyruvillcとの

縮合に関してもその反応機脚 ま明らかにされていない｡SalsoI.nolでは､2つの反

応機構が示されており､TICについてもこれらの反応機構と類似の様式で反応 し

ていると考えることもできる (SchcmctV-I-1)｡一方､h.st.d.neの閉環体である
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sp･nac)ncではromlaldchydcが水和 した形で反応す ることが示唆 されてお り

(schemcJV-)-2)､Clユニットが反応する場合saJsollnOJとは全く異なる倣楢によ

る可能性も考えられる｡HMTIC､Dトm Cの場合は閉環に6位の水酸J左が関与 し

てsalsol･nolと同様な経路を経て生成すると考えることができるが､6位に水酸基

の存在 しないHTJC､MIITICについてはsalsoIm0lyイブではなくspl.lac.neのような

反応によって生成すると考えた方がよい｡



Nl- N ･uetl=onlne

;,., -1 Tl,y-･dy･"e

一 一 一 - 一 一一一 一

IJ牌 o H ･ N D̂PE･｣｢
N NIHl
Formylm亡【hlOnlnt

0'1山tIO'llCvel
oronE一nrbO,1

glOUrI

C11)Oll

IlCltO

言====± LTILl- N10こ===± Nl- N

さヽ/ r H "COON

hn/C"＼m c"o

＼ /比HHlitldlne-FtCLU
COl+N-NHH

Fig･tV-I-1Inlerconversionorone･carbon;tetrahydrorolate
covalentcomp】exesIandsomeOrlhemetabolicproductsand
precursorsorlheSeCOmPlexes
Rer:Scri一一lgeOur7K･G･,"Chen-lsLryal-dContrololEnZynleReactlOnH,̂ cadenllCPress,

Lond0--,1977,p237-259

-$4-





(∞
8
6
t
)
N
6
9
寸
･98
9
V
.M
9
Z

..uJaq30
這

.(..A

.0
)O
u
[tn
!X
:3
3
tl

au
!p
!IS!1
P
u
tH

p

Lt13P
tt!
u

JOJJ
Ou
S
!u
tIq
U
a
u

u
O
!7
3
t"

J
J
tu

.
N･t
･A
t
a
u
JtP
S

～
〉

…

～
〉

=
=

Nもブ
N
エ

N4̂
N
〓

N4～N
〓

HO
O

敬
一
o
o,E

SH,3
･
7

.

.,
m

,tH3
･.
t=
紺

,

E
:,ZHU.=紺

,m

zHHUl(H.
,



2 生理的役割について

ラット脳内に存在することが示 されたHTIC､MHTIC､HMTrCは内在性化合物

として生合成されていると考えられる｡これらの化合物は､生体内で何 らかの役

割を担っている可能性も考えられるが､具体的にこの点については検討を行って

いない.撫処置ラット脳のT】C有川F'内分布や､TIC類を腹腔内投与した場合の脳

内分布をみると､比較的益底核部/JTに多 く分布しているように見えるOカテコー

ルアミン系物質がこれらの部位に多いことは合理的であるが､芳香族アミノ酸自

体はこの部位に多い必然性はないと考えられる｡Dopamine等のTIQ型閉環反応 を

行う酵素がこれらの部位に多 く存在 し､本来は韮質でない芳香族アミノ酸をTJC

軌へと変換しているような場合はTJC軌に生理的恵掛 まないことも考えられるが､

salsollnOlとの構i望類似性から､tyrosinehydroxylase阻害能や､MAO､COMT阻害能､

またカテコールアミンuptake阻害能などカテコールアミン系の調節に働いている

可再巨性はあると考えられ､この点について活性を検討する必要があると思われる｡



結 論

本研究において以下の結果を得た

1)軽処置ラットの脳内にHTIC､Mトm C､HMTICの3種の新規内在性異常ア

ミノ酸が存在することを示した｡

2)これらのTIC類の脳内分布は一様ではなかった0

3)TlC類は腹腔内投与で自発的運動量増加作FTlを有 していた｡ただし､

DHTICとsp.naclncはこの作用を有していなかった｡

4)TIC掛 ま腹腔内投与した場合､中桁に移行 し､大脳皮質､小脳を除く脳内

の各部位に分布した｡ただし､DHTICは中桁移行性がみられなかった｡

5)TICをN末に有するジペプチ ドTIC-L-A■･gは､腹腔内投与で痛覚感受性に影

響を与えなかった｡脳室内投与で感受性の増大がみられた｡一方この化合物のメ

チルエステル体は腹腔内投与で痛覚感受性を増大させた｡

これらの結果より次のことが示唆される｡

1)生体内でtyroslne､DOPAは､TTQ型閉環反応によって対応するTIC誘導体に

変換される｡

2)生成したTIC頬は自発的運動量の増加を引き起こしうる｡

3)ジペプチ ドLPllC-L-Argが脳内でTIC-L-Argに変換されれば､この化合物は

痛覚感受性に影響を与えうる｡

本研究によって､芳香族アミノ酸のうちいくつかについても生体内反応として

TIQ型閉環反応が存在し､この反応の叱成物が母化合物と異なる薬理活性を発現

することが示された｡芳香族ア ミノ酸についても生体内TIQ型閉環反応による代

謝過程の存在が示唆され､フェネチルアミン骨格を有する化合物におけるこの生

体内反応の一般性が拡張された｡
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実験の部

第一章の実験

1 標品合成

(1)TIC

L-Phenylalan･ne501gを濃塩酸38.5ml中に溶附し､これに37%romlaL.nを1I5n.1加

えてIO0℃で4時間加熱稚押した｡冷却後､析出物を嬢取し冷水及びacet｡ncで洗浄
した後乾燥 した｡撫色粉末､3.48g｡これを1Nアンモニア水でq｣和し､沈殿物を

嬢取乾燥 して無色粉末を得た.2151g (収率46･70/.)o■H-NMR(DMSO-d八)♂

307-314 (dd, 1日･JFl12日7" ∫,=]68日7-)I∂327-332 (dd,lH,J.=48Hz,
Jl=]68Hz),8431((1,2トー,∫-4･8Hz),8436-440(dd一日t JF4141--Z,Jヱ=10･4Hz),♂
726(S,4日),8973(br,1.5日),rR付2参照

(2)DHTIC

DL-DOPA2･lgを05硫酸】22m]rtlに溶解し､こ4日二37%rormal.lll2mIを加えて室

温で24時間柁拝した｡これを水浴中で2N水酸化ナ トリウムを用いて (28n.I)中

和し､しばらく稚拝した後析出した沈殿物を婚取､乾燥 した｡palepLnkpo､vdcr､

079g (収率369% )o EH-NMR (DMSO-dJ:8271-2･78 (dd,lH,∫.-16Hz,
∫,=1l･2Hz),∂292-2･98 (dd,lH,Jl=16･8H乙,JF48Hz),83.45-349 (dd,)H,
J.=10･8Hz,J2=48Hz),∂392(5,2日),86･52(S,lH),6656(S,1日),89)1(br).IR
付 2参照｡L-DOPAで同様の反応を行ったが析出物が生成せず､DHTICは得られ

なかった｡

(3)splnaClne

LH･st】d日.e塩酸塩 1水和物3.0gを水301-､Jrilに溶解し､37%rom-a】‖-I63n.1加えて

)20℃で 1時間加熱撹拝したO冷却後､減圧下溶媒を溜去し､40nllのメタノール

で洗浄 した後乾燥 し､colorIessI)OWderを得た｡2.07g (収率7日 %) 0 'H-NMR

(D,0)83108131Ⅰ5(dd･川,Jl=103Hz,Jl=169Hz),8339-345(dd,1日,J,=515Hz,
J2=16･9Hz),84･20(dd,lH,JF5･5Hz,J2=103日7.),8440-4.44(d,1HJ=158Hz),♂
4･55-459(d,1日,J=154Hz),∂8･69(S,川),nl.P.246-252℃

(4)4-(3r-Acctoxy-4'-mcLhoxybenzylidcne)-2-nlCLhyl-oz.lZOl.n-5-one(AMBMO)

lsovamllnC13･Og･N-acetylglyclnc92g､sodlumilCCtate(Llnllydrous)7.85gを軽水酢
酸中27ml中に入れ､150℃で 1時間加熱操作し､その後室温で一晩静置した｡こ

れを櫨取し､エタノール懸濁させ不溶物を渥取し乾燥した.yellowpowderl738g

(収率739%).

(5) a-Acetoam.(10-(3--こICeloxy-4r-mclhoxy)-cLnnamlCaCad(AAAMC)

AMBMO40.6gをacetozIC400nll水400nlIの混合溶媒に懸濁し､90℃で一晩加熱還流
したO冷却後析出している黄色個体を滅取･乾燥したoyellowpowdcr173g(舵
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率40.0%)0

(6)3-Hydroxy-4-∩-elhoxyphcnykLlanlnC(IIMPhc)hy(lrochlo,,de

AAAMC13gをclhano112mlに掛 萄させこれに10%Pl/CI57mgを加え水糸ガスで置

換 し､室温で反応液が完全に異色になるまで19時間増作 した｡反応後､セライ ト

を用 いて不溶物 を嬢去 し､漣液を抑 仁濃縮 してV-scous｡.li･得たO これ を再び

eLhanolに溶附 し減圧濃縮 してamorphousを得た (N,0-d.acctylHMPhc中間体)0

得られたamorphousを10%塩軌 3mLに溶脈 し,】20℃で6時間加熱還流 した｡冷

却後約4℃で静置す ると結晶が析出 したのでこれ を癒取 したoc｡l｡,lcssnccdlcs

0.57g(収率519%)0

(7 ) 61日ydroxy-7-n.e=10Xy-I,2,3,4-tclrahydroISOqu'nOJlne-3-carboxyl.c acld

(HMT】C)

HMPhehydrochlor･de300･3mgに水o･6ml､37%rorma】dehydc06nllを加えて70℃で

1時間加熱還IJTLしたo冷却後刷 物 を櫨剛 Jt燥 したopaLeyc=owpowdcr)841mg

(収率585%) (HMT】Cllydrocl-Ior■de)｡これをアンモニア水で中和 し､折出物

を膿収蛇燥後､水から再結晶 した.co)orlcssnccd)cs(収率60.7%)Oこれを以後
の反応に用いた｡ また,HMTIChydrochlo■1(lcをe(hanoJ/e(hc,混合溶媒より再結晶 し

たo paleyc】low powder(収率741%)｡ これ を薬理 試験 に用い た｡■H_NMR

(DMSO-dJ'82･9ト298 (dd.IH,J.=I16Hz,J2=14Hz),8309-3[4 (dd.JH.

J.=5･2Hz,Jユニ172Hz),∂3･72(S,3H),∂4･17(S･2日)I8428-4132(ddJH,JF512H7"
J,=1J･2Hz),8664(S,)H),86･79(S,川 ),8912(S,JH),69,60(br,16日),IR‥付
2参照

(8)Elhyl7-melhoxy-6-(1-pheny1-51tCLrazoloxy)-1,2,3,4-1etrahydro.soqulnOl.ne-
3-carboxyLate(TetMTfCEt)

HMTIC8145mgをethanol26.7ml加え､これに塩化水素飽和ethan｡】6.3nllを加えて

100℃で 10時間加熱還流 した｡冷却後減圧濃縮 して析 出物 を嬢取乾燥 した｡

color)esscrystal92216mg (収率87･9%) (HMTICeulylestcrhydrochLoride)0

Es-er体 10gをacelonc50.1小 二加 え､ これ に更 にpotass-um carbonate2･06g､

5-chLor0-1-pheny1-1日-tetrazoleLOLgを加え70℃で24時間加熱還流 したO冷却後不溶

物を櫨去 し漸 在を減圧乾臥 これに塩化水素飽和eI)lanO】215mlを加 え75nllのefhyl

acela■Cで希釈 した後析出する結晶を膿耶 乞燥 したocolorlesssolid140g (収率982
%)0

(9)7-me.hoxy-(,2,3･4--ctrahyd.･oISOqu"1011ne-3-carboxy)-cac】d(MTJC)hydro-
chlo｢】de

TelMTtCEtl･2gを酢酸中に加えこれにIO%pd/C(50%weり400■¶gを加 えて水素雰

囲気下50℃6時間加熱碓拝 した｡冷却後セライ トを用いて不溶物 を凍去 した後減

圧濃縮 し､発 さを3N塩軌 omIに溶脈 Lc=-yl'-cclalclOJlllで 2回抽出 し､水屑 をその
まま120℃で3時間加熱還流 したO冷却後減圧濃縮し､静置すると結晶が帆LL･.した.

これ を櫨取 乾燥 した ｡coJorlcsspow(lc-4804nlg (収率650%)｡ これ を

ethanoL/Clhcr混合溶媒で再結晶 し､典型試験 に用いたo IH-NMR(DMSO-d̂)♂
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297-304 (dd, lHIJl=H6Hz,J,=]6･8日7)I♂319-325 (dd. LH,JF5･2H7J,

J1-17･2t17･),83･72 (S･3H)I84･27 (S-2lt),∂433-437 (d(l,1日,JF48717･､

J_,=112H7-),∂684-7)8(S+d+d,3日),∂964(br,).5日),IR 付2参照

(10)7-Hydroxy-]･2-3,4-tctrahydro.soqulnOIInC-3-carboxyI.cac)d(HTJC)hydro-
bronllde

MTIC3007nlgを臭化水素酸 (47%)2■1､1に加 え】40℃で15時間加熱還流 した｡

冷却後析出物を確収し乾燥した｡palcorangepowdcr2628mg｡これをethanoL/Cthc.

混合溶媒で再結晶 した｡colorIcsspowder220.9mg (収率788%)O -H-NMR

(DMSO-dA)18292-299(dd,川 ,∫.=日･6Hz,∫_,=t6.4Hz),83.)4-3.19(dd,lH,
JF5･2H7,J2=】68rI7J),∂4･28(S,2日),∂4･32-4･36(dd,lH,J.=4･8日7J !=Zl･2flz),♂
656-707(S+d+d,3日),89.48(S,3日),IR:付 2参照.なお､HTICについて別の合

成法 として､3･4-n.C-hylene｡.oxy(wIPhetanl.ne(MDA)とromlaldehydcからTIQ型閉環

体を生成する反応に習い､0-bcn7JyJlyrosine450mgをpararormal｡-chydc1】7mgと40

℃で加熱維持して反応させる方法を試みたが､閉環したO-benzylHTTCは得られ

ず､0-bcnzylN-rormyltyros.ncが生成 した (収率767%)O このN-rormy)体は､

phosphorusoxylTIChlor･deを用いて閉環させることを試みたが､これは分離不能な

他種類の生成物を与え､目的物を得ることはできなかった｡

(11) a-Acetoam.no-(4r-acctoxy-3'-nlCthoxy)-C.nnamlCaC'd(AAMAC)

4-(4'-Aceloxy-3'-melhoxyt光nZylldenc)-2-n.elhyl10Za7-Olln-5-one (MABMO)I5gを

acetone15mL/水)5mL混合溶媒中に溶断し､90℃で20時間加熱還流Lした｡冷却後約

半分の容量まで減圧濃縮 し､析出物を渡取乾燥したo paleyellowpowder685.4nlg
(収率42.9%)0

(12)4-Hydroxy-3-methoxyphcny】a】aTlirlC(MHPhc)hydrochlor.de

AAMAC5046nlgを､elhano14･6･¶lに溶附し､これに609n一gの10%pd/Cを加えて

水素雰囲気下室温で一晩僅拝した.これをセライトを用いて不溶物を液去し､嬢

液を減圧濃縮してcolorlcssoHを得た.これを10%塩酸5mlに溶解し､120℃で13時

間加熱還流して冷却後減圧濃縮 し､析出した結晶を渡取乾燥した｡sllghtlybrown

cryslals2416mg(収率56.7%)0

(1 3) 7-Hydroxy-6-n.elhoxy-1,2,3,41rCtTahydrolsoquLnO))ne-3ICarboxyl'cac.d

(MHTIC)hydrochlonde

MHPhehydrochlor･de1993mgを37%rornlal.nO.411山こ溶解 し､70℃で1時間加熱還

流した○冷却後析出した同体を櫨耽乾燥した｡colo'lesspowder1667mg｡これを

elhaJ101/elhcr混合溶媒で再結晶し､薬理試験に用いた (colorlcsspowder124.Onlg､

収率59･1%)0 LH-NMR(DMSO-dふ)I82.95-3.02(dd,1日,∫.-10.8Hz,J2-164Hz),8
3･13-319(dd,1日,∫.=4･8Hz.J2=)618Hz),83･73(S,3日),8414(S,211),∂429-432
(dd,1日,J.=4･8Hz,∫,=11.2Hz),8662(S,lH),86.80(S,川),8909(S,1H),oh
964(br,17H),IR 付 2参照

(14)7-Fluoro-l,2-d･1-ydro･soqul･-OLlne-3-carboxyZICaCld(7FDIC)hydrochLonde
p-FLuorophenylalan.ne302.8nlgを濃塩酸23mLに溶附 し､これに37%rormal"107m)
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を加えて100℃で4時間加熱還流した｡冷却後折出物を櫨取乾燥し､cthLTulOlから再

結晶 した.colorlcsscryslals528mg(収率13.8%)0 IH-NMR(CDCl､)∂5)5(5.

2日,PhCHIN)I8730(l･2日･J=8･8日7-,Ar),∂774(dd,2日,Jl=88Hz,J,=56Hz)

2 TIC頬の分析条件検討

(1)HFIP-PFP化反応

標品の場合は､標品TIC誘導体を75%ctl-anolに溶解しこれを減圧乾固した後

HFIP200/IlとpFPA50/Ilを加えvortexした後室温で静置し30分後Ar気流によって

溶媒を蒸発させ濃縮 した.これにacetonllr･lc500/ILとpFPA50/Llを加えてvortcxL

更に30分静置した.

イオン交換樹脂から溶出した場合は､溶出液を凍結乾燥 したのち上記と同様に､

HFIP200/IlとpFPA50/IIを加えvortcxした後室温で静置して30分後Ar気流によっ

て溶媒を蒸発させ濃縮 し､これに'lCe-On=r･lc500/LlとpFPA50/Lは 加えてvortcxL

更に30分静置した｡GC/MS(El),rr.m/i.TlC m/7.305,m/zl86,1-1TIC -1-/Z467,m/7.348,

MTIC.m/7･335,nl/Z216,DHTIC.m/Z629,m/Z5LO,MHTIC:m/Z497.m/Z378,HMTIC:

m/乙497,m/Z378,7FDJC:m/乙340,m/Z312

(2)リン酸アンモニウムバ ノ77-による誘導化物の洗浄

誘導化反応後､リン酸アンモニウムバッファーで洗浄する場合は､誘導化反応

液をAr気流によってほほ乾固 し､これにtolueneを】ml加え更に05m)のIM

anlmOnlumPhosphaLcburrcr(pH5.8)を加えて直ちにvortexL､遠心 して2層に分離

した後有機層を取った｡

バ ノ7 7-による洗浄を行わない場合は､誘導化反応後遺心して不溶物を沈降

させた後上清をとった｡或いは､誘導化後Ar気流によって溶媒をごく少量まで濃

縮した後､tolucnc､ethyLaccILlte. -11ethylenechlorldeのいずれかを1n11加え,vorlcxし

たのち遠心して上清をとり､GC/SIM法で分析 してピークを比較した｡

(3)pFP化反応､HFB化反応

pFP化 :標品の場合は､標品TIC誘導体を75%elha∫10日二溶脈しこれを減圧乾固

した後accton.lrLLc500/IIiPFPA50/Ilを加えてvo■texL30分静置した｡
イオン交換樹脂溶出液の場合は､これを凍結乾燥あるいは減圧下で乾固し､壁

に付着した柁さを掻き落として､これにacclon･trLLc500/LlとpFPA50/Llk加えて
vorlexL30分静置した｡その後不溶物を除くため3000rpmで5-10分間遠心した後

上清をとったOGC/MS(El),rrnl/Z:TIC.m/Z305,m/7.186,HTIC:m/Z467,m/7348,

MTIC･nl/Z335,m/7-216,DHTlC,m/7_629,m/7.510,MHTIC.nl/Z497,m/Z378,HMTIC.

m/Z497,nl/Z378,7FDIC:nl/7340,∩/Z3)2

HFB化 :標品の場合は､隙品TIC誘導体を75%ethanolに溶解しこdLを減圧章Zl司

した後accton･lrllc500/IlとtlFBA50/I)%加えてvortcxL30分静置した｡

イオン交換樹脂溶出液の場合は､これを凍結乾燥あるいは減圧下で乾固し､壁
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に付着 した穐きを掻き落として､これにacc-0-1.Ir.lc500/Llと-1FBA50/Ilを加えて

vortexL30分静置した｡その後不溶物を除くため3000Tlmlで5-】0分間遠心した後

上清をとった｡GC/MS(EJ),rrn./Z‥T-C･m/7･355,m/7･]86,HTIC:m/7j67,Ill/,.398,

MTJC･m/Z385,m/7･216,DHTlC･m/Z779,nl/7.610,MHTIC.nl/Z597,m/7J428,HMTIC.

nl/Z597,m/Z428,7FDIC Ill/乙390,m/Z362

(4)イオン交換樹脂の匝川又実験

Blo-Rex70に関 しては､標品TIC頬を8nllの750/oclhanolに溶附し､これを実際の

抽出操作 と同掛 こ同量の蒸留水で希釈 してカラムにアプライし､0.lM Nap.

(pH65)2ml及び蒸留水2nl卜で溶出 した. これを凍結乾燥 して誘導化 し､CC/SJM

法で分析 した｡バ ッファーで溶出する代わりに0.1N塩酸 を用いる方法 も行った

が回収率に影響は変化なかった｡PSA (Analyl】chcnl)は官能基としてカルボキシ

ル基を有する固層抽出カラムであるが､この場合は標品TIC頬を8n.)の75%C=-aLn｡l

に溶解 し､これを実際の抽出操作と同様に同品の蒸留水で希釈 して軽処置のPSA

カラムにアプライし､0.IN塩酸lnllで溶出してこれを凍結章乞燥誘導化 してGC/SIM

法で分析した｡また､cBAカラムは2級アミンを官能基として有する同層抽出カ

ラムであるが､この場合は標品TIC類を8nlIの75%ethanoIに溶附 し,これを実際の

抽出操作と同様に同量の蒸留水で希釈 してCBAカラムにアプライし､やは り

0.1N塩酸Lmlで溶出し､凍結乾燥誘導化してGC/SIM法で分析した｡

(5)GC/MS法､GC/SIM法測定条件

誘導化した試料10/̀lをオー トサンプラーを用いてCCに注入した｡

a)GC/MS(EI)法による標品のマススペクトル測定

装置は､HP5890SertesII/JEOLSX-102A/JEOLcomplemeI-ISyStenlを用いて行った｡

GC:カラム=Rtx-5,4025n.mX30m.膜厚0.25/Lm (RESTEX祉)､オーブン
温度-130℃(5m■n)-12℃/■11'n-250℃(5n1日-),インジェクタ温度-220℃､インジェ

クションモー ド-splltless(015mLn械 いはsplit､キャリアガス-He,10ps]

MS'イオン源温度-250℃,イオン化電圧-70V､イオン化電流-300/̀A､加

速電圧-8kV､分脈能-1000

b)GC/MS(NICI)法による標品のマススペクトル測定

装置は､llP5890scr.esll/JEOLSXl102A/JEOLcomp)ementsystenlを用いて行った｡

GC:カラム=RIX-5,≠0･25nl･一一×30m,膜厚0.25/̀m (RESTEX祉)､オーブン

温度-130℃(5nlln)12℃/min-250℃(5mi∫l)､インジェクタ温度-220℃､インジェ

クションモー ド-splilless(2m･n)､キャリアガス-He,10psL

MS:イオン源温度-250℃､イオン化電圧-70V､イオン化電流-3∞/′A､イ
オン化ガス-meulane(】0-3Torr程度)､加速電圧ニー200V､分脈能-1000

C)GC/SIM法による測定

装置は､HP5890scr.esII/JEOLSX-102A/JEOLcomplementsyslemを用いて行った｡

GC-カラム=Rtx-5,≠025n.mX30n.,膜厚025/Lnl(RESTEX祉)､オーブン
温度-)30℃(5mln)-12℃/nlln-250℃(5nlln)､インジェクタ温度-220℃､インジェ

クションモー ド-splltless(2mlTl)､キャリアガス-He,lops.
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MS'イオン源温度-250℃､イオン化電圧 70V､イオン化電t,TL-300/,A､加

速電r1-8kV､コレクタスリノト-300/州 ､スイッチング速度 100n.S

3 ラット脳を試料としたTIC頼検出は

(1)ラット脳からのTIC類抽出法

a)イオン交換樹脂を用いる場合

無処置のWIStar系雄性ラ ノト (5週令)をエーテル麻酔下断頭 し速やかに脳 を

摘出した後,水浴上で75%CLhanolを用いてホモジナイズし､これを4℃､27000×
gで20分間冷却遠心 した｡この上清 をとり､ホモジナイズに用いた75%cthan｡1と

同量の蒸留水で希釈 し､後述する前処理 を行った弱酸性陽 イオン交換樹脂

BIOIRex70 (Bto-Rad)3nllのカラムにアプライした｡アプライ後､カラムに0lM

NaPl(PH65)2m収 び蒸留水2m】を流して沼出し､溶出液に内部標準物質 (7FDIC､

10nmole)を添加し凍結乾燥 した｡標品 (各Lpnl0le､ 10pnl01C､100pnl0le)につい

ても同様の処理をして検-imtf緑川試利としたQ

弱酸性陽イオン交換樹脂Blo-Rex70は､蒸留水で一晩膨潤 した後､前処理とし

て次に述べる洗浄を行った｡まず3N塩酸中でL時間緩やかに椎拝して洗浄し､ 洗
液がpH6以上になるまで蒸留水で洗浄した｡次に3N水酸イけ トリウムで川寺間緩

やかに維持 した後､洗液がpH8以下になるまで蒸留水で洗浄し､更に膨潤液を1

%EDTA (或いは100/OEDTA)を含む0.1M NaPl(pH6.5)に交換 し､カラムに充填 し

た｡

b)イオン交換樹脂を用いない抽出法

無処置のW･sla孫 雄性ラットをエーテル麻酔下1析頭 し速やかに脳を摘出した後､

水浴上で75%clhano)%用いてホモジナイズし､これを4℃､27000×各で20分間冷

却遠心 した｡この上清をとり,これに内部標戟物質 (7FDIC,IOnmole)を添加 し

減圧下乾固 したO標品 (各lpmolc､】Opnl0Lc､100pnl0lc)についても75%ethanol

溶液を乾固して検量線用試料とした｡

(2)誘導化反応条件

イオン交換樹脂溶出液を凍結乾燥または減圧下で乾固した後､或いはホモジネー

ト遠心上清 を乾固 した後､壁 に付着 した残 さを掻 き落 として､これに

aceLOn.trlle200/IlとHFBA30/Ilを加えてvo■1cxL30分静置 した｡その後不溶物を除

くため3000rI)nlで5-10分間遠心 した後上清をとった｡検量線用試料も同様に誘

導化 した｡

(3)CC/SIM法によるTIC類の測定条件

誘導 化 した試 料 1/I)をオ ー トサ ンプ ラー で 注入 した｡ 装 置 は ､

HP5890serlCSll/JEOLSX-IO2A/JEOLcomplcmentsystcmを用いて行 った.コンタミ

ネーションをさけるためラット脳試料を分析 した後に検量線試料を分析 し､これ

を用いてラット脳試料中のTIC類の定量を行った｡

GC:カラム-Rtx-5再 0125mmX30nl,膜厚0.25/Lm (RESTEX祉)､オー7'ン
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温度-】30℃(5mln)-12℃/nlln-250℃(5mln)､インジェクタ温度-220℃､インジェ

クションモー ド-spzttlcss(2m")､キャリアガス Hc,】Opsl

MS:イオン源温度-250℃､イオン化電圧~70V､イオン化電流-300/LA､加

速電圧-8kV､コレクタスリット-300/′m､スイッチング速度-IOOms

3 HTIC､MHTH二の酸化電位測定法

(1)試料の調製

HTIChydrobromlde､MHTIC hydrodchLondcについて試判 を調製 した｡HTIC

hydrobromlde39mg()42/LmOLc)をとり､0.1NNaP](pH4.39)20m)に溶解 した

MHTIChydrodchlondeも45mg(Il･8/LmOIe)をとり,0.JNNaPi(pH439)20m)に溶

解 した｡

(2)酸化還元電位の測定

回転リングディスク電極を装備 した酸化還元測定装置をJ¶い､セルに試料をい

れた後Arガスを5分間以上バブルして溶存酸素を除いた後､0-+IVの範Rffで､

掃引速度は20sec/V､PL電極を作動極とし飽和カ｡メロ電極を参照電極として測定

を行った｡

4 ラット脳試料のHPLC/ECD分析法

(1)移動相の調製

0･1MNaP･(pH35)にsod･umdodccylsulrateを50mg八 EDTA2Naをlo/IMとなるよ
うに加え､これとnlelhanolを9 :1の容積比で混合してこれを移動相Aとした｡

また､nlethano】を加えないものを調製し､これを移動相Bとした0

(2)標品TIC類のHPLC/ECD分析

装置は､HTTACHI655-15/E】COM ECD-100 を用いた｡ カラムはETCOMPAK

MA-50Ds(≠026cmX15cnl,ElCOM)を用い､･iJTL掛 mL/ml-1とした｡検出側はカー

ボングラファイトを作動極､Ag/AgCL電極を参照電極として用いた｡検出電圧は

+750mVとした｡移動相Aを川い､no'ep.'lePhr.nc､DOPAJ yros.nc､ep'ncphr'nc､

HTJC､MHTICそれぞれを10/LM含む試料溶液を調製 し､これを10/L17プライし

分析した｡

(3)ラット脳試料のからのTIC類抽出法

wIStar系､雄性ラッ ト (5週令)をether麻酔下断頭 し､水浴上で速やかに脳を摘

出した.これに002mMEDTAを含むolN過塩素酸を脳湿重量あたり51111の割合で

加えホモジナイズし､これを4℃､27000×各で20分間冷却遠心 して上清を取 り､

凍結乾燥してlmlの蒸留水を加えて溶明し､l-1PLC/ECD用の試4'.Fとした.

(4)ラノト脳試利のHPLC/ECD分析

上記 (3)のように調製した試料をHPLC/ECDで分析 した｡また比較のため標

品HTIC､MHTICも同時に分析 した｡装置は､HITACHI655-15/EICOMECD-loo告
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用いたo カラムはEICOMPAKMA-50Ds (≠0.26cmXJ5cnl,EJCOM)を用い､移

動相A､Bそれぞれを移動棚として流速Inl)/m'nで/JjL析した｡検LLIJ.側は作動柿とし

てカ~ボン'/ラファイトを､参照電極としてAg/ABC)電極を備えたセルをmいたO

検出電圧は+750.--Vとしたo l匝Iの分析あたりラット脳仙山糾 ほ 6-IO/,lアプ
ライした｡

5 ラノト脳各部位におけるTIC類の検出

(1)ラット脳部位分け法

無処置wlstar系雄性ラット (5週令)をe仙∝麻酔下断頭 し水浴上で速やかに脳を

摘出し､これを大脳皮質､小脳､延髄､中脳､視床 ･視床下部､嵐臥 線条体の

7部位の分割 した｡まず､摘出したラット脳を背側の大脳皮質と小脳の境目から

大脳皮質の後端に沿うように腹側に向かって切断し､小脳､延髄部分と大脳皮質

その他の部分に分割 したO小脳側は､小型のスパーテルを用いて切断面側から組

織の境目に沿って背側腹側上下2つに分椛したO大脳政質側は､背側からスパー

テルを用いて大脳皮質を脳橋部分から左右に分け､中脳部分を露出させたOさら

に左右に介けるように組織の境E7から大脳皮質をはがしていき､白色の部分が現

れたので､これが皮質側に含まれるようにスパーテルで剥ぎ分けた｡左右の皮質

をはがした後残った部分を桃白色と白色の2つの部分に上下に切断し､中脳と視

床 ･視床下部を得た｡はがした皮質部分は内側に丸まっている後端を注意深くス

パーテルを差 し入れて広げるようにのばしていき､弓形になって大脳皮質に包ま

れている海馬を大脳皮質から引き離した｡残った大脳皮質部分の中央にある放射

状繊維の見える部分をその緑からスパーテルを少しずつはぎ取るように差 し入れ

て手前に分推 し､線条体を得た｡残りの部分を大脳皮質としてまとめた｡それぞ

れの部位はホモジネー トするまで-80℃で保存したO

(2)TIC頬抽出法

ラット脳各部位 を10匹分あわせ ､75%elhitnOl(5nll/gwcLtlSSue)を用いてホモ

ジナイズした｡これを4℃､27000×gで20分間冷却遠心 してこの上清を取り､こ

れに内部標準物質 (MTIC,10nn101e)を添加 して減圧下乾固 した｡標品 (各

lpn10Le､10pmoLc､100pmolc)についても75%cLhaJ101溶液を減圧乾固 して検量線
用試料とした｡

(3)誘導化法

減圧乾固した後･壁に付着 した残さを剥ぎ落とし､acelonltnZeを100/Llない し

200/LI加えて､これにIIFBA30/I)を加えて30分閑静置 したO誘導化反応後遺心 し

て不溶物を沈降させ上清をとった｡

(4)GC/SIM法測定条件

誘導 化 した試 料 1/Llをオー トサ ンプ ラ ーで 注入 したO 装 置 は ､

HP5890serlCSl)/JEOLSX-102A/JEOLconlP)cnlentSyStCmを用いて行ったOコンタミ
ネーションをさけるためラット脳試料を分析 した後に検量線試料を分析 し､二九
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を用いてラット脳試料中のTIC頬の走最を行った,

GC:カラム-RIx-5,≠025mmX30m,膜l知 .25/Lm (RESTEX祉)､オープン

温度-】30℃(5m-n)-12℃/nlm-250℃(5nl.n)､インジェクタ温度-220℃､インジェ

クションモー ド-spJltLcss(2min)､キャリアガス二He,lops.

MS'イオン源温度-250℃､イオン化凱 二-70V､イオン化電流-300/LA､加

速電圧-8kV､コレクタスリット-300/Lm､スイッチング速度-looms

第二章の実験

1 自発的運動量に及ぼす影響の測定

(1)オープンフィール ドテス ト法

: -二~: - _~ ∴

(6週令)を用い､ 1匹ずつテス トフィール ド中央に置き2分間に横切った升目

l 数を移動量として計測した｡また､テス トフィール ドから両前肱をはなして立ち

上がった回数を計測 し､立ち上がり動作回数とした｡計測は､二人の観測者によっ

て行いこれを平均 した｡

(2)TIC類の投与による自発的運動量の変化

TlC頬5校 (TIC､HTIC､DHTTC､MHTIC､HMTIC)とsplnaclnCについて､オー

l プンフィール ドテストを行った｡各薬物をo･2mgbase/m1､10mgbase/...)の生理食

塩水溶液とし､これをddY系雄性マウス (6過令､25-30g)に2nlgbascn<g､IOn.g

base/kgの用竜で腹腔内投与し､それぞれ投与後5分､15分､25分､35分にオープ

ンフイ~ル ドテス トを行った｡対照として､生理食塩水投与 (02｡､l)について

も測定を行った｡ 1薬物 川 1塁について6匹ずつ測定を行い平均値をとった｡

2 痛覚感受性に及はす影響の測定

(1)テールフリックテス トについて

熱による痛み刺激を与える刺激部とセンサー及びこれに連動したストップウオッ

チを装備したテールフリックテス ト用の装置を用いて痛み刺激に対する感受性を

測定 した｡本装置は､マウスが痛み刺激に反応 して尾を避けるとセンサーが働き

自動的に反応時間を表示する仕組みになっているOテス トは､ddY系雄性マウス

(6週令)を暗箱に入れ､ここから尾のみを出して付け根から)/3程度の部分に熱

による痛み刺激を与え､反応時間を計測して行った｡刺激の強度は､錘処置のマ

ウスが3･5-45秒で反応する強さに設定 し､10秒で反応 しない場合は直 らにテス

トを終了して反応時間を10秒とした｡鎮痛活性は､各マウスについて薬物投与前
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に測定を1-rい撫処置時の反応時間を計測しておき､これを准唯として反応時間と

の差を取り､生理食塩水投与の場合を0%､反l芯時間10秒の場合を】00%として百

分率で表した｡

(2)TIC頬の鎮痛油性の測定

TIC類4碓 (TIC､HTIC､Mトm C､HMTIC)について､テールフリノクテス ト

を行った｡各薬物 を02mgbase/nll､IOnlgbasc/n-1の生理食塩水溶液とし､これを

ddY系雄性マウス (6週令)に2mgbase/kg､lOmgbasc/kgの用塁で腹腔内投与し､

それぞれ投与後5分､30分､60分､120分にテールフリックテストを行ったO対照

として､生理食塩水投与 (0.3m))についても測定を行った｡ 1薬物 1用量につ

いて6匹ずつ測定を行い平均値をとった｡

3 TIC類の脳内移行性の測定法

(1)TJC類のラット腹腔内投与及びラット脳部位分け法

TIC類 4校 (HTIC,DIITIC､MHTIC､トーMTIC)をそれぞれ10nlgbase/.1､げ っ

含む生理食塩水溶液を調登注したo w.slar系雄性ラット (5週令)5匹にこのTIC類

沼液を各TIC規について2-Tlgbasc/kgずつとなるよう腹腔内投与 し､投与5/J=}後に

e山er麻酔下断頭 し､速やかに脳を摘出 した｡摘出 したラット脳は前述した方法

(第-章の実験 5 (1))によって､7部位 (大脳皮質､小脳､延髄､中脳､

視床 ･視床下部､海馬､線条体)に分け､ホモジネー トするまで_80℃で保存 し

た｡

(2)ラノト脳内からのTtC類の抽出法

ラット脳各部位を5匹分あわせ､水浴上で75%eLhanoL(5nll/gwettTSSue)にュ試

料あたりlon.gのsemlCarbaZ1dcを添加 してホモジナイズした｡これに内部標準物質

(MTIC,10..mole)を捌 口し､4℃､27000×gで20分間遠心して上清を取り､減圧

下乾固 した｡標品 (各lpmole､IOpmoLe､100pmolc)についても75%elhmol溶液

を減圧乾固して検量線用試料とした｡

(3)ラット脳試料の誘導化反応

減圧t乾固した後･壁に付着した稚さを剥ぎ落とし､acelon.tnleを100/Ll加え､こ

れにHFBA30/Llを加えて30分間静置したっ誘導化反応後達心して不溶物を沈降さ

せ上清をとった｡

(3)GC/SIM法の測定粂作

HFBA誘導化 した試料 1/LLをオー トサ ンプラーで注入 したO装置は､

HP5890senesII/JEOLSX-)02A/JEOLcon.plemcntsystemを用いて行った｡コンタミ

ネーションをさけるためラット脳試料を分析した後に同様に誘導化した検量線試

料を分析し､これを用いてラット脳試利11のTIC瀬の定量を行った.

GC:カラム-Rtx-5再 0･25n.mX30m.膜厚025/Lnl(RESTEX托)､オー7ノン
温度-]30℃(5m.n)-12℃/n川 一一250℃(5m.ll)､インジェクタ温度-220℃,インジェ

クションモー ド-spl･lless(2mm)､キャリアガス-He,10psl
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MS:イカン源温度-250℃､イオン化電圧-70V､イオン化電流-300/LA､加

速電圧-8kV･コレクタスリット-300/Lm､スイノナング速度-looms

第三章の実験

1 ジペプチ ドアナログの合成

(1)N-Boc-TIC

TIC2･Ogをdioxane/水 (2/))混合溶媒中に溶解 し0℃に冷却 し､これにlNNaOH

ll･4m】とBoc202･48gを加えて室温で1時間維持 したoこれを減圧濃縮 した後pHを

3にあわせethyLaceta-eで抽出 した｡有機層を水で洗浄 した後乾燥 し､減圧濃縮 し

てo】1を得たOこれをn-hcxane中でtrlturateした後減圧乾固した｡2.34g(収率72.9%)0

lH-NMR(DMSO-db)8)4-I5(nl,(16日),Boc),∂3･2(br.d,2日),846(br,2日),♂
7.I(ち,4日)

(2)BocTlC-L-Arg.mnemethylester(BTRM)

BocTIC2･OgとLArgln".cmclhylcsterd.hy(lrochlorldel48gをDMF244mlに溶解 し､

これにHOBtO･83g,TEAOl9nll.DCC140gを水浴上で加え､4℃にして20時間稚

拝 した｡酢酸 を3滴加えて反応を停止 した後不溶物を漣去 し､これに水T25m)を

加えてH20飽和1-bulanolで抽出した.有様層をそれぞれ)-butan｡lを飽和 させたtN

酢酸･1Nアンモニア水･水で洗浄 したのち減圧濃縮 した.得 られたO.lをelhyl

acetale中に溶附 し不溶物を櫨よした後減圧濃縮する操作を繰 り返 しamorphoL.Sを得
たo吸湿性了 H-NMR(CDCL､)‥815(brs,16H,Doc+CH2CH,).83.0-3.3(br.2-3日.

PhCH2C),83･6(S,3H,Crf10CO),846(br･S,PhCHユN),846148(br.2日.

melhyne),870 (br･S,4H,Ar),870-78 (m),lR:1660cnl'(リC=N+NHCO),

-740cm-I(oco),3000cnlーl(レCH2),3350cmI(リHNG)

(3)TIC-L-ArgI.ILnemCthylcster(TRM)d.hyd'ochlorlde

BTRM312mgを少量の軽水d.oxanc中に溶附 し､これに塩化水素飽和d.｡xane

2-3mlを滴下して4℃で稚押 した｡-塊椎拝後溶媒を減圧下溜去､濃縮 してV.sc｡us

o,)を得 たo これ をethanol伽 -zcnc混合溶媒中 に溶解 し濃縮 して､paleyellow

amorphousを得たo保存する場合は冷凍保存 したO'H-NMR(DMSO-dJ‥8l8(br,

4日7CHZCHZ),83･1-35(m,4日.PhCH2C+NCHl),837(S.3日,CH､OCO),∂44(S,

PhCHコN),84･ト416(br,2日,mclhyne)

(4)TIC-L-ArgHllne(TR)d.hydrochLorldc

BTRMO51gをnlCthanoJ7nlH:溶鋼 し2NNaOH0,6mLを加えて0℃で】7時間柁押 し
た｡捜揮後2N塩酸を用いて反応液をl州5調整 し､これを減圧下濃縮 してn.eLh'Tu.OI

をできるだけ除いた｡濃縮液に少竜の蒸留水を加えて希釈 し､これを蒸留水を飽

和させたトbLHanO170mlで抽出したo有機層 を取 って減圧下濃縮 し､pa)cyc‖ow

amorphousを得たOこれを軽水dloxanc30mH=溶附 し､塩化水素飽和dl｡X｡neを白濁
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が増 えな くなる まで摘 下して5℃で-一晩柁押 した 増作後減圧下濃縮 し､pillc

yc‖ow powdcrを得 たo IIl-NMR (DMSO-d,.)･,,～I58-1･82(m･州 ,CHICHコ),,;

299-3)4(.一一,4IJ,Pl-Cl12C+NCII2)I∂426-4･30(brs,411,PhC-tヱN+mcfhync),01727

(S,5H･Ar),8738-9･90 (m),IR･)660cml(リC=N+NHCO),1730cm'(COOトー),

3000cn.J(uc-i,),3400cm[(レHNG)

(5)Boc-LPhenyIalanine-L-Arg.n.nenlClhyleslcr(BFRM)

Boc-LPhcnylalan".e2･67gとL-Arg=1.nemC-hylestcrd.hydrocMoHdc207gをDMF

34mlに沼解 し,これに110BtH6g､TEA)25mL DCCI95gを氷i',ii上で加え､4℃

にして20時間稚押 したO酢酸を3滴加えて反l心を停止 した後不溶物を確去 し､こ

れに水170mlを加えてH20飽和1-butanoトで抽出 した.有機層 をそれぞれ1-bul｡n｡Lを
飽和 させたIN酢酸､INアンモニア水､水で洗浄 したの ら減圧濃縮 した｡得 られ

たoLlを軽水etherで 5臥 ｢.luratcしてcoLorlesssoIi'1を得た (3･97g)O これ をethyl

acclate中に溶断 し不溶物を波去し減rJ=濃縮する操作を繰 り返 Lcolorlessamorphous

を得 た03･48g (収率82･l%) 0 'H-NMR(CDCJl)0～127-132(d,10トー,B｡｡),♂

1･621189(nl-4日,CH,CH2)-8286-325(...,4日,PhCH2C+NCH,),8363(S,3H,

CHIOCO)I84･50(m,2日,metl.ync),8713-8.26(m).lR.1660cnl1-(レC=N+NHCO),

1740cm-l(レoco),3000cmI(vcH2),3350cnlI(レHNG)

(6)LPhenyJalanLne-L-ArgmlnenlCthylesler(FRM)dLhydrochlo'･.de

BFRM 5093mgを少量の軽水dLOXane中に溶郎 し､これに塩化水素飽和d.｡xanc

213mIを加えて4℃で柁拝 した 3日間掘TF後溶媒を減Tf下溜去､濃縮 してV.S｡｡us

o,)を得 た これ をethanol伽 ､ZCne混 合溶 媒 中 に溶 解 し濃 縮 して ､C｡l｡rLess

an10rPhousを得たo保存する場合は冷凍保存 した.'H-NMR(DMSO-d6)･♂18(br,

4H,CH2CHヱ),83･0132(m-4日,PhCH,C+NCH2),∂37(S.3H.CH､OCO),∂4ト46

(br,2日,methync).∂7･2(S,5H.Ar),873-79(n1,3-4日)

(7)L-PhcnylalanH-C-L-ATg.n.nC(FR)d.hydrochlor.de

BFRM I05gをmclhanolIon.=こ溶附 し2NNaOH15mlを加えて0℃で17時間柁拝

した｡稚作後2N塩酸 を用 いて反応液 をpト15調整 し､ これ を減圧下濃縮 して

methanolをできるだけ除いた｡濃縮 液に少量の蒸留水を加えて希釈 し､これを蒸

留水 を飽和 させたトbutano150Tlllで抽出 した｡有憐層 を取 って減圧下濃縮 し､

colorlessamorphousを得た これ を軽水d.oxane30mlに溶附 し､塩化水素飽和

dLOXaneを白濁が増えなくなるまで摘下 して5℃で-塊椎拝 した.稚拝後減圧下濃

縮 し､color]essamorphousを得 た. lH-NMR (DMSO-d6)I♂154-I.82(m,4HI
CH2CH,),82･92-320(m,4日,PhCH,C+NCH,),84･15(S,1日,nlelhync),∂422(S,

1H,methyne),8734(S,5日,Ar),87.3819.08(m),ER.1660cm-I(レC=N+NHCO),

)730cn.~r(ソOCO),3000cmL(レCトー:),3400cm-I(リHNG)

(8)一連のシペプチ ド化合物 は､05mlの1%1hynlI■lC(lNNaOトlsohl.)､h..Iの

2%8-hydroxyqulnOIlnC(EtOHsoln)をImlのジペプチ ト水溶液(含1%E1011)に加えて0

℃に冷却 し2介後05mLの冷NaCIOaqを加えさらに3/h後室温で3mlのM｡OHを加え

て生ずるguan･dyL基の呈色(4911494nm)を測定 し､guam.dy倭 の存在を確認 した｡
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2 ジペプチ ドアナログの鋭痛活性測定は

(l)腹腔内投与におけるジペプチ ドアナIJグに油性測定法

TR 2HCI､ FR 2トICは それぞれ05mg/mIO5% sodlu-llCarboxym cl-1ylccllLl1osc

(cn.C･)懸濁液とし､これをddY系マウス (7週令,25g)に】0mg/kgの川量で腹腔

内投与し､投与後5分､60分､120分､ 180分に前述した方法 (第二帝の実験 2

(1))と同様の方法でテールフリックテス トを行って反応時間を測定した｡た

だし､ 1秤 目 薬物 1用.星)についてマウス4匹を用い､活性の表示は､05%

C･n一･C･投与の対照群の反応時間の平均値を0%､反応時間]0秒を100%とした百分

率表示とした｡

また､TRM 2HCL､FRM 2HClをそれぞれ04mg/m=).5% cm c懸濁液として､

これをddY系マウス (6週令)に6.67mg/kgのm量で腹腔内投与し､投与後5分､30

分､60分に前述した方法 (第二帝の実験 2 (1)) と同様の方法でテールフリッ

クテス トを祈って反応時間を測定したOこの場合､1群 (1薬物 1用量)につい

てマウス3匹を用い､活性の表示は､0.5% C.mc投与の対照群の反応時間の平均

値をoo/.､反応時間10秒を100%とLl/u'分平表示とした｡

(2)脳室内投与におけるジペプチ ドアナログの活性測定法

Spraque-Dawley(SD)雄性ラット (8週令 1匹)の右側脳室にステンレス書法のガ

イドカニューレを装着する手術を行った (付3参照)｡術後の回復を待って､4

過後脳室内投与による鎮痛油性の測定を行った｡Kyotorpl､ln(フナコシ)5mgを

500/Llの生理食塩水に冶附し29･66-ln10lc//L侶 液としたOまた､FR2HC=97nlgを
2mIの生理食塩水に溶脈し､25..mo)e//L愉 夜としたoTR2日C19n'gを096mIの生理
食塩水に加えたが完全には溶附しなかったOそこで､Etham0)を300/Il/2nllsallnCま

で加えたがそれでも完全には溶附 しなかったOこのためTR2HC一は9nlgを096ml

の生理食塩水に加え､よくso-1■CatlOrlした後その上酒を投与することとした.

ガイドカニューレを装着したSDラットに､elhcr麻酔して身体を布で巻いて固

定し､麻酔からさめるのを待ってkyo10rPl1.∩-483nnlOle(5/川 ､FR2日Cl及びTR

2日CL)47･5nmole(59/Ll)(TRはすべて溶附したとしたときの計算量)をそれぞれ2

分から3分40秒かけてガイドカニューレを通して脳室内投与した｡投与後身体を

布で巻いたまま､尾に熱刺激を加えてテールフリックテス トを行い､これを薬物

を投与す るごとに繰 り返 したO薬物 は､実験 lEl目にsa'1.nc､ kyolorphLn､

kyotorphm､2日EH二saJlne､sal‖le､FR､sal.ne､3LIElにsallnC､TR､4口馴こsaLlne､

kyotorph･nを投与 し､それぞれ投与後最大で60分後まで測定を行った｡実験を行

う日毎になにも投与しない状態の反応時間を測定した｡

(3)脳室内投与後のラノト脳切片の観察

脳室内投与をrrったsD系ラノトの脳を摘出 し,これを人脳皮質の後端に沿う

ように前後2つに背側から舷側にかけて斜めに切断し,この線に平行に剃刀を用
いてスライスした｡これを37%ronllalln溶液に浸し､観察した.
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付 1 TIC誘導体の合成スキーム

m H:00㌧ 空聖｣｡.5NH2S伽 :.Om HCOOH

DHTlC y.39.0%

b)

H,C".Ojy HO(C";0.郡 cHO)昔 日3Acc.0
AcNHCH2COOH

- H,Ace.Om HCAOcO"芸 L 竺 H,CH.Om H:OOHHc.
H20/acclo∩¢

一空空L H,C"00jm HCHOcO･H("3CHO.m HCHOcO.H)
HMTlC y･30･4% MHTTC y.ll.2%

a)SynlhesISOrDHTIC(Rer･A･Bross.eta】,Helv･Ch)nl･Acta,55,15-2L()972))

b)SyntJleS]SOH-tMTICandMHTIC(Ref;A Mlyakeetal,J･TakedaRes.Lab,43,

53-76(】984))



付 1 TIC誘導体の合成スキーム (続き)

a)

H,C".Ojm HCO0"

Pd/C.H2 3NHCl
AcOH rcnux

El｡H N::ユ ニ
HCl K2CO3

"nN-Ph
H,C.Om i

COOC2HS

H,C.m HC:cO.H 空 ヱ巴 H｡m HCOH:∵
MTIC y.65.9% HTIC y.39.0%

b)

･ m H;00日｢蒜.m HCOHOcT
TlCy.46.7%

a)SyntheslSOrMTICaTIdHTTC(Ref.,A.Mlyakcctal,JTakedaResLab.,43,53-76

(1984))

b)SynlhesISOrTIC(Ref;K･Hayashletal,Chem Pharm Bull.3),312-3)4(1983))



付 2 TIC誘導体の赤外スペクトル

TIC

t .I. .-∴ ･: -

HTIC ､J '/ ,_仰 V v/:叫 ハvJ l

: C ～ // 岬 腔 r n L̀V '

一 -- --- -:

MHTIC



付3 ガイ ドカニュー レ挿入法

(1)sDラットをェ-テル麻酔する｡ラットにソムノペンチル (約60mgmg)

を腹腔内投与する (腹の皮膚をつまみ上げて針をたてるように差し込む) 投与

後ケージに移 し麻酔がかかるのを待つ｡5分ほどしてかからない場合はエーテル

麻酔し､再度ソムノペンチルを腹腔内投与する｡この場合の投与量は1回員より

少なくするOソムノペンチルによる麻酔は1時間ほどで効果が切りtるので､手術

中はその前 に (髭が動 き始めるくらい) ソム ノペ ンチルを追加投与する

(20mgAg程度).

(2)ラノトの前後肢が脱力したら､頚部の毛を刈り取る｡両耳に固定具をい

れ軽く締め手前から上に引き上げるようにしてさらに締める.この時､馴 -ぎて

外れないように､また締めすぎてラットを死亡させないように注意する｡両耳を

固定した後､ステレオタキシーの上に載せ前歯を引いて固定する｡この時前歯を

引きすぎるとラットは死亡する｡

(3)切開する部分にヨー ドチンキを塗り､メスを使用して頭部中央 (両目の

間やや後ろから後頭部にかけて)を切開する｡切開した部分を左右に広げ､頭部

の筋肉を露出させるo出血はこまめにふき取り､激しい場合は切開した皮周の断

面を焼 くなどして止血する｡

(4)ランセットを用いて頚部の筋を左右に分けるように剥ぎ頭蓋を籍出させ

るoこの時､頭蓋をおおっている薄い膜も剥ぎ､さらにランセットで頭蓋表面を

こするようにして頭蓋表面からの出血を止める｡

(5)止血した後､頭蓋表面が乾燥するのを待って､ここにアロンアルファ-

を均一に塗る｡ステレオタキシーに針をとりつけ､まず7･レグマにあわせてこの

位置 (Lラテラル､B‥ブレグマ､V‥パーティカルの3つの値)を記録しこれを
基準に､右側脳室の位置に針を合わせ､静かに骨表面までおろしてガイドカニュー

レ挿入用穴の印を付ける｡また､これと離れた位置にも固定ネジ用の穴をあける

印を付ける｡次に､ ドリルを用いて､ネジ用の穴をあける｡ネジ用の穴はネジの

径よりも/J､さめでよいo穴があいたら､梢密 ドライバを用いてネジを差し込む｡

また､ガイドカニューレ挿入用の穴をあける｡この穴は､ドリルで硬膜を破らな

い程度の深さにやや広めにあけ､先の山げ った針を用いて最後に硬膜を引っかけ

るように剥がす｡

(6)ステレオタキシーにガイドカニューレを取り付け､穴をあけた側脳室直

上の脳表面にあわせる｡ガイドカニューレをゆっくり (数分かけて)と下げ､

3･6mm下げたところで止め､このままデンタルセメントを筆で塗り付け固定する｡

デンタルセメントが充分乾いたところでステレオタキシーをはずす｡

(7)糸付きの手術用針で､切開した部分を縫合する｡ペニシリンGを10万単

位､1mlの生理食塩水に溶解し､そのうち0.5--日を結合 した傷口に投与し､残 り

05---1を両後肢に筋注する｡余った場合は腹腔内投与する｡その後､ラットをス

テレオタキシーからはずし､1匹ずつケージに入れ1週間以上飼育する0
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