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【略語去】

本諭文では､以下の略語を任mした｡

ABD- ABD(4-AmlnOSulfonyI-2,I,3-bcnzoxadl.lZ0lc)の7位誘神体

AIa アラニン(NaEllnC)

APCJ 大気圧化学イオン化(AtomosphcncprcssuTCChcmcal】on.zatlOn)

aq 水溶液(Aqua)

ATg アルギニン(ArglnlnC)

Asn アスパラギン(AspaTaglnC)

Asp アスパラギン酸(AspaTtlCacid)

Boc ターンャリープ トキシカルポこル(Ternarybuto.yycaTbonyl)

cc セリウム(CcTIUm)

d 韮水菜(Dcutcnum)

DBD- DBD(41(～,NIDlmCLh)･l{llTlmOSulfonyE)-2,J,3-bcrlZOXaJiazolc)の7位誘神体

DCC N,N'-DICyCLohcxyJcaTbod)imidc

DMAP 4-DlmClh)'lamlnOPyrldlnC

DNS- タンシル(ト(DlmClh)血11lnO)naphthalcnc-5-sulfon)I)誘中体

EDC 1-Elhyl-3-(3-d】TTIClh)rlam)nopropyl)caTbod))mldch)drochloridc

EDTA･2I<aエチレンジアミン四酢恨二ナ トリウム塩 (DISOd)umdlhydrogcn

cthylcrLCdiamlnClcLTaaCCtaLcdiゎ)dTatC)

ESI エレクトロスプレーイオン化(EIcclrospmyioniz.ltion)

GABOB 4-Am】no･31hydloxybul̀ll-01CLlCld

Gd ガ ドリニウム(Gad()Lmium)

Gln グルタミン(GlulammC)

GIu グルタミン酸(GlutamlCaCld)

Gly グリシン(GlycirlC)

HBD- 汀BD(2,I,3･BcnzoxadlaZOIc)の4位誘4g体

HIS ヒスチジン(Hlstidlnc)

Ho ホル ミウム(Holmlum)

HOHAHA HomonucJcarHartrrlaTln-HarmspcclrOSCOPy

HONB <'-Hydroxy-5-norbomcnc-2,3-dicarboxy】mldc

HPLC 高速液体クロマ トグラフィー(HlghpcrformilnCCllqUldchromatogr叩hy)

llc イソロイノン(Isoleuc】nc)

k 保持係数(CapacityfilCtOr)

Leu ロイシン(Lcuclnc)

Lu ルテチウム(LutcllUm)

Lys リジン(Lysinc)

McCN 7セ トニ トリル(AccEonllnLc)

McOll メタノール(Mclhanol)

Mcl メチオニン(Meth]oninc)

N 理論段数 (ThcorcliculpEittCnumber)

･ト



a- 直鎖 (Normal)

I(agl). ナフチルグリシン(NaphLh)plgt),clnC)

トBDI NBD(7-Nllr0-2,1,3-bcnzoxadlaZOIc)の1位誘苛体

･TJ(CIt･)ユ ジメチルアミド(D】rncth)rliLmldc)

＼IL' アミド(Amidc)

＼.WR 核塩生L共鳴(Nuclearmagnet.C'CISOnanCC)
･TtOESY NuclearOvcThauscrcffcclspeclroscop)･
＼SAID 非ステロイ ド系抗炎症盛(Non-slcro,dalantHnnammatOr).drtlg)

OEL エチルエステル(ELhylcstcr)

0Mc メチルエステル(Mcth)･tcstcr)

00C オクナルエステル(Oct)lcstcT)

OPc ペンチルエステル(Pcnth),lcslcr)

OLBu クーシャリ-ブチルエステル(TcrL)aTybut)lcstcr)

Phc フェニル7ラニン(Phcnylillan)nc)

PhgLy フェニルグリシン(Phcnylglyc)nc)

p-O プロリン(ProllrH=)

R 気体定数 (GascorlStanL)

ROESY RotutlngrramCnUCIcarOvcrhauscrcrrcclspcctroscf)py

S Symmctry係数

Scr セリン(ScrlnC)

Sm サマリウム(Samar】um)

T 絶対u,r7u肢 (Abso)utclcmpcratL･rC)

TFA トリフルオロ酢酸(TnnuoroacctlCuC)d)
THF テ トラヒドロフラン(Tctrahydr･汀uTan)

Thr トレオニン(ThrconlnC)

Trp トリプ トファン(TTyPIOPhan)

Tyr チロシン(T),rosmc)

Val バ リン(V.lElnC)

a 分れLf:戯 (ScparatlOnraClor)

)LCm 'iii'北淡丘(Emlsson)

-̂cx 助超波長(ExclEatIOn)

op ハメット定数(Ha.TlmCuCOnStanl)



第 1革 緒言

駐仏の椛成成分や準物などの生理活性物田の多くは､光}lv'活性仏であるため､それ

らの分qlや劫慾を和解するには､光学活M.休のFh一倍J史かつ言古選択的な分粒定?TL法か必

要である｡しかしながら光学活性体の物理的性田は､il竜北fTu'の回転jJ一向を除けばまっ

たく間 -であり､光学活性似 こ対する化学反応性のみが)lGなる｡従って､光学活性体

の分取 ま､結rEも形の相述 (自然分品)で区別できる化合物を除いては､光学活性な試

･15や空間を蚊用することで初めて可能となる｡実鮒 こHPLCによって光･ti･uE拭性体を分鞍

するには､此苧活性な試典と反応させて物理的､化/,Y'的惟質の只なるジアステレオ

マ-に変換し､通常の九号活性でない固定相を班用する (ジアステレオマー訪中体化

紘)か､光学活性な囲定相 (キラル国定相法)または光′羊活性な試薬を添加した移動

捕 (キラル移動相法)を用いるll13]｡当研究室に於いて､W LC-キラル閲定相法と蛍

光検出を組み合わせた､I.高感度で純便なJJi休試料中のl)レアミノ億の定見法が開発され

たLJ-6J｡本法では､キラル固定相には､(I/N-35-dimlrObcnzo)p1-1lN;lglyを閲定化したキ

ラル凶定棚 (SUMlC川 RALOA12500(S)L7,81(CSP1 FlgH))を仕mしている｡CSP1

は､7r-aCCCPtOrとして3,5ld】nltrobcnzoyl進をilL,ており､このように3,5-dlnltrObcnzo)rl

chtorldcと7ミノ懐を縮合させた梢道を有する土ラル岨定棚は､PlrkLc型キラル固定州と

呼ばれL9-uL 多くの光学gl性体の光学分割に応用されている｡そして称に7T-dol-Or舌

布するアミン､アルコール､アミノ椴､スルフオキシド苛の化合物の光学分刊に1T効

であることが報/i,kされているL12-141｡
F3月発し1.:DL17 ミノ慨の定良法の移動JHには､5nlMクエン酸メタノール溶液を､アミ

ノ酸の蛍此誘称†本化試ikLには､NBD-F(4-fluolo-7-■1】tlO-2,I,3-bcnzo.1.-d】{lZOlc Flgト2)

[15Jが使用されていた｡Nl】D-Fは､試典ELl身には'Lu)tが11Efく､アミノ酸と反応すること

で慾此波長が530nmの'Bi淡 を発する｡またJJ三体内に/-i17:する'i正光物fllの励起波長と比

較して､誘導体化されたNBD-アミノ酸の励起改良 (470nm)は艮改良であることが知

られている｡これらを組み合わせたr)L-アミノ懐の泣けuL-の特徴としては､

(1) キラル開廷相の光学括他部1;(_の立体配芯を逆屯することで､アミノ轍のDL体の溶

出順が逆転するため､ピークの同定が容易である｡

(2) 溶出されるど-クの理論段数か､他のキラル凹定相 (セルロースや蛋白野を凶k'

化したキラル固定相)より高い｡

(3) 生休試料をメタノールで除塵白し､'Di'光速や休化することでHPLCに注入できる｡

(i) 'iG光誘;.q帖化条件か温和であり､h'BD-アミノ戸削ま検出怒皮が高い｡

が､挙げられる｡しかしながら､浅つかのl!!JRB.1!5.も残されていた｡

(1) DL-アミノ億のlLl合,式料を分析した場合､光学分'LllされたNBD-アミノ酸のピーク

が別のhyBD-アミノ恨のど-クと重なるため､取られたアミノ酸の定盤しかできないb

(2) NBD-C).Sは､その誘常体化によってアミノ誠に加えてチオ-ル基までも甥…芯化さ

れるため､2押領のピークが溶.V.する｡

(3) NBD-Trpは､蛍光物質でないため蛍光検出できない｡

-3-
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(1)の問鳳(.了の鬼月別二は､(3PlによるNBD-I)Lrアミノ形の分≠殿桃を明らかにし､

esplによるNBD-DL-アミノ酸の光学分割能を紙持したまま､NBD-アミノ酸の佃TLの分

穀を改点することが必要であると考えた｡(2),(3)のIlり屈.LtJの克服には､別の誘導休化試

薬を用いる､もしくはインドール環を較化し朗裂させる必要かあると々えた｡

csplのような3,5-dlnIlrObcnzoyl基を有するキラル同定拙 こよって､良好に光′t芦分',ill

された7T-donorを有する溶質を国定化したキラル固定相は､3,5-d)nltTObcnzoy)Jlをイ]-す

る溶質の丸子分割に有効であったl16)｡このようにある光一､芦活性体 ((+)-A)を国定化

したキラル固定相で､ラセミ体 ((+/-)-a)が光'fY:分割されたときには､逆に光学活性な

((十)-a)を蘭定化したキラル固定相 こよって､ラセミ体 ((十I-)-A)は光学分-Ltl]される

という経験則があり､この法則はrc叩 rOCal.()･【17】(互恵概念)と呼ばれ､新しいキラル

固定相のための光学活性部位の探索に用いられてきた｡その結果､今までに様々な此

苧活性休を固定化されたキラル凶定柏が開発されたがLl131､その中でhTBD-アミノ酸に

対して高い光学分割経を有するキラルB]定棚として､アミノプロピルシリカゲルに(S/

N-3,5-Jin'lrophcn),Laminocarbonyl-Valを凶定化したキラル凶追相 (SUMICllLRA L-OA-

3100L7,81,CSP2 Flg 1-1)とN-((Rf1-(a-naphthyl)cthyl'･nlmOCarbonyI)-(Sftc,(-lJuを同

定化したキラル固定相 (SUMICHIRALOA-4700日8)(CSP3 FlgI-I))が知られてい

たl61｡生体試料中のDl;アミノ殻をNBD-Fで標識化し､これらのキラルB促 相を用いて

定起した場合でも､上記に示した特徴と間取 ...T.があった｡しかしながら問題.I?-.の(】)に

ついては､ビ-クの韮なるNBD-アミノ横の梯加が異なるため､建'Tt可能なNBD-アミ

ノ倍の種数が､CSPlのときとは異なっていた【191｡そこで本論文の節 27,yiでは､これ

らのキラル開定相によるNl】D-DL.1アミノ殻の光′､芦分割勝川について検討し､節 3苛で

はNl〕D-アミノ酸の相互分離の機械を検討した｡節 2､37.7の板目Iからキラル凶nllllに

7ルキル脇机を帝人することで､NBD-DL-アミノ憶の/分離がF叫上することが予想され

たので､那4苛において､アルキル直鎖を導入したキラル凶淀IHを作製し､その分離

特性を調べた｡



第 2章 HPLC用低分子型キラル固定相

による光学分割機構の解析

2-l∫字

現在､数多くのHPLCmキラル閲定相が市収されているが12】､キラル固定相による光

学分割横鳩の詳細は､良く分かっていないものが多い｡そのため日的化合物の光学分

割に適したキラル固定相を､市衝のキラル固定相の中から選択するには､経験と類似

化合物を分触している報Iil例が､頼りとなっている｡従って各キラル凶定相の光学分

割綬梢を明らかにし､分冊可能な溶質の蛸迫を明らかにすることは､H的化合物の光

乍分割に適したキラル固定相の選択に役立つと);･えられる｡さらに光･t芦分割俵揃の解

明は､目的化合物の光子分割に適するようにキラル同定相のt.6造を設計する一助にな

ると推測された｡

本苛では､当厳重で開発したDL-アミノ恕分析法t4-叫:併用しているC;Pl,(SP2,

CSP3による､NBD-7ミノ酸を始めとした多くの(TLtTTに対する光7分'.I.lf腰椎について

記す｡

キラル周旋佃による光一'芦展性体の光学分ILl.qJ横川は､1952年にD(LlgLIC州 こよって以耶さ

れた r3.[方.認識モデル (【hrcc-po･ntlntCraCtlOnmOdcI)Jl20】か､その)iLE本原理として-6

えられている｡Dalglicshによる3点認識モデルでは､閲定棚と沿野それぞれの不芥炭諸壬

に結合する4つのtli結合のうち､3つの邦なったril_k■i合に存在する榊迫が同時に相互

YFFRすることで､形成される複合体の安定化エネルギーが､溶質の光学児性体閲で邦

なるため､光学分割が達成されると考えられていた(Fig2-1)｡その後､複合体形成にlR]

与する捕道は､必ずしも不斉炭宗から舛なったl‡i結合に存aする必安はなく､同じLii

a.J,治 に存在する複数の川造れ 相互作Jlけ ることでも､複合体形成にr,fJEI寺に3つ以上

の相可_作JM irig与していれば､光学分割されると考えられているl2ト251｡従って､キ

ラル固定相による前野の丸字分割横鵬を解明するには､光･tjと分割にf刈与する固定相の

此一軍活性部位と溶質との校合体梢造､あるいは徽合附 臣成に必窮な相TL作用を明らか

にすることが必要であると考えられる｡そして今までに数多くの研究グループによっ

て､妓つかのキラル同定相については､下記の1-9の71一法を用いて､溶質とのrulに形

成される複合肘 薦道が検討されているl26J｡

(1) 溶質の梢連を変化させ､分維塔跡 こ′iえる影Wの解析l27J

(2) 固定相の梢塵を変化させ､分耗挙動に'JFえる影響の解析【28】

(3) 計舞化学を用いた安定捕道の解明l291

(J) QSERR(Qua仙Iall､cStTuCtuTC-Enanl10SCJcctivcRcLcntionRclal】0nShlPS)による相互作m

l:必要な梢迫の解析l30】

(5) ラマンスペクトロメトリーによる水素結合部位の同定r31】

((,) UVや/in光スペクトロメ トリーによる,I-7T相互作用部位の同定1261

(7) NMRスペクトロメトリーによる水菜絵合邦位および7717T相互作用部位の同定L32)

(8) X線結晶I片道解析による複合休場道の解析l33)

(9) トlSスペクトロメトリーによる相互作用に必要fj:捕適の解析r3JJ

_6.



(I,2)は､HPLCを用いて､固定相や溶TTの捕迫を変化させ､椛迫の変化が溶Tfの分扱

係数に与える影響を調べることで､複合休形成に必要な構造を明らかにする方法であ

る｡

(3)の分子軌道計罪では､Bl定格と溶rT{れ{'れの分子軌道を､/I)子軌道計許に基づ

いて滋適化し､最初に各分子についてエネルギー的に安定な立体構造を求める｡その

後､闇定相と沿質の分子同士を接近させ､エネルギ-的に安定な位正閏保を明らかに

することで､閏足摺と溶質との複合体捕道を明らかにしている｡

(4)は､溶質の各構造を数値に変換し､その他と溶質の分散係数との問の関係を

NeuTalNcL"Orksを用いて明らかにし､溶質の中で光乍分割に必要な構造を明らかにする

ji法である｡

(5-7)は､溶液状態でB]定相と溶野との相互作用を明らかにする試みである｡

(7)については､幽休状態での固定相と溶質とのItlTl.作用の検討にも用いられてい

る｡

(8)は､固定相と溶質との混合試料の結.i,'JllVl造を明らかにし､複合肘 推進の解明に役

止てる｡

(9)では､イオンのJi成長の澄男で､相互作用の形成のしやすさを見lrlもる｡

以上の方法のrfTで今までに､CSPlによる兆学分-hH酎経の検討に蚊mされたのは､(1,

2)であったt5】｡その報告によると､NBD-アミノ酸の光学分割には､ N8D-アミノ概の

カルボキシ)1やベンゾフラザン竹格が､CSPLの北乍活性部位とのrL;‖こ生じる相互作川
が関与していた｡CSPlと椛道が研似したキラル固定irlの光学分別膿仙 こついては他の

グループが､(118)を用いて､検討している｡例えばCSPLのアミノ恨部位であるNagLy

をLcu(CSPA)やPhgl)(CSPB)に1lEE供したtLV滋を[け るキラル脱走拙 こよる､7r-donorを

イTする溶質の光学分割駁梢については､数多く稚Juhされていた【26,35,36l｡その結果

(S> '̂-3,51dtnllrobcnzo)小Lcuを脱走化したキラル旧定iE](CSPA)によるN-(21naPhthyl)-(SJ

lllLlnincmcthyLcsLcrの光/rv一分lHJには､F】g2-2で示すようfJ.-複合体がlX]与していると考え

られているl26】｡複合体は､CSPAの不斉炭鼎 こ結合したアミドプロトンと溶質のカル

ポこル軽罪およびCSPAの不斉炭必 こ結合したカルポニル離岸と溶質のアミノプロトン

とのEL;Jのそれぞれの水煮結合と､さらにCSP∧の3,5･dinlLrophcnyl進と7朋子のナフタレン

環との朋のracctofaccな7T17T相互作用によって形成されていた｡さらにG PAによる7T

-donorを有する溶質の分離係数が10-15のrLllであることから､これらの溶質がCSPA

の光学活性部位とのflill二校合体を形成することで生じる安定化エネルギーの差は､05

kcalmoL以 下 (A(AG)=-RTlncL､AAG 光IF'異性体間での結合エネルギ-の差､R 気

帖定款､T 絶対iu度､q 分軟係歌)l211であると引17.された｡松質の.光学R牲肘ii】

で､このような伐かIJ.-エネルギー差しか生じていないことから､Fig2-2に示したS体の

キラル岨定相とS体の溶質との閲で形成される複合休 (ホモキラルな枚合体)と､S休

のキラル固定相とR休の沿f'1との間で形成される枚合体 (ヘテロキラルな複合体)の梢

造はBTl似していると考えられたl291｡そしてホモキラルls複合休とヘテロキラルな復合

休とでは､校合休形成に関与する相互作Jrl(水兵結合や77-7T相互作FH)の露難が雌か

に光なるため､安定化エネルギーに芸が生じ､そのJヤ功､なエネルギー差で∧し(2-

naphth)A)-伸 一iLlanlnCmClhylcslcrは光PTtI:分割されていると推測されている【22J｡

またCSPBについても､その光学活性部位とN-cthyl･N-(I-naphthyl)acctarmdcは､上記
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の校合仏と共通の基本ifq一道を持つ校合休を形成し､その澱も'安定なu合休が溶質の分

鮭除数や溶出収を決定していることか､言tW_化学の紙采から′jミされたL37)｡従ってキラ

ル固定相による溶質の光学分割俊梢を解明するには､その光7分<u別に滋も関与する複

合体梢進を明らかにする必要があると考えた｡

その他にもCSPAやCSPBによる光学分-LIJ機輔について多くの換討が行われている

が､溶質には7r-donoTを持つ光学異性体が用いられてきたため､それらの報告ではCSP

AやCSPBの7T-aCCCPlorである3,5-d】nltrOPhenyl益と溶質の7TJonorとの間にfaccEofn∝な

I7-,7柵互作用がJtじていた｡しかしながらCSPlには､打･aCCCPtOrである3,5-

dlnitrophcn)rl)}と,I-donorであるナフタレン項が存在している｡さらにNBD一アミノ酸の

NBD骨格はJT-aCeCPLOrである｡従ってCSPlとNBD-アミノ酸との間には､CSPAやCSP

Bと,I-donorを持つ松野との間に生じたfacclofaccな7T-7T相互作用とは､異なった相互

作用が予想された｡以上のような､CSPAやCSPBによる7卜donorを有する溶質の光学

分割故梢に加えて､CSPlやNBD-アミノ敵の稲造的な特徴を踏まえて､CSPlによる各

柄溶質に対する光学分割横偶をHPLCやNMRを用いて検討した結果を以下に記すBま

た､CSPIによって光学分割される溶質の梯造的な共凪点を明らかにすることもEl指し

た｡HPLCの険肘では､溶FTの柵道を様々に変化させた化合物 (Fig2-3)の分搬係数や

溶出順を比較することで､複合体形成に必要な相互作用を予想した｡NMRの検討で

は､CSPLの光乍活性部位とNBD-AlaあるいはNtlDIProの混合試料の111-NMRスペクトル

を測定し､生じるスペクトルの変化から､複合体形成に必要な相互作mを推測した｡

X 川11川mHlll
tz､ ･･Lltl

CSP (+)･Sulute

)o一幸守 ,;Y''':::::L':∴111:'吏C

Fig･2-1Three･pointinteractl0nmodelproposedbyDalgliesh
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FromW HPirkleetal.J.Am Chem.Soc,111(1989)9222

Fig･212Adiastereomericcomplexmodelbetween3.5-dinitrobenzoyト

(S>Leu什･PrOPylamideandNイ21naPhthyl)-(S>alaninemethylester
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2L C_SPL& U_MICIIIRALOA-2500rS))による光学免血盟膿

2-2ll NBD-ア ミノ酸の光学吐剤
G PlによるNBD-アミノ葱とNBD-Proの溶出Jnや分牡係数等については､既に稲見ら

によって搾告されているかl6し その結盟をTablc2-1にまとめた.NBD-アミノ酸の溶出

l別まDt本が先に溶出し､分較係数が106-I24の関であった｡またイミノ酸であるPro

は､溶出佃が逆転し､分怒係数も他の.NOD-アミノ酸と比較して小さな値を示した

1.04)｡NBD-アミノ酸の分離係数を比較すると､洩水性の高いアミノ酸 (Scr,Tわr)

のNBD誘専肘 ま小さな値を示し､逆に疎水性の高いアミノ酸 (T)r,Phc)のNBD誘導休

は大きな値であった｡T)･rはそのフェノール性水穂並もNBD-Fで駄哉化されるため､

T)TのNBD訪中肘 ま極めて疎水性が掛 ､化合物となり､その分轍係数は大きいと考えら

れる｡各NBD･アミノ殻の光学異性体の溶Lli栃が同一であり分軽係数のEが小さいこと

から､N13D-7ミノ酸とCSPlの光芋活性部位との複合体形成には､iNBD-アミノ倍のア

ルキル別鎖はrXJわっておらず､アミノ遮､カルボキシ基やNBDJTH格か関与していると

推測した｡そしてこれらのNI)D-アミノ慨は､CSPlの光''TL'活性部位と共通の)iEノ糾Iq迫

を持つ牧合体を形成し､同一の光学分割俵JIVによって北′liL'分割されていると考えたD

そこでNBD-アミノ髄のアミノ遊､カルボキシLEやNt〕D骨株の椛迫を変化させたとき

に､油田の溶出順や分離係数に与える影坤を調べることで､此′17-'分割に関与するCSPi

の光学活性部位とNBD-アミノ憶との複合体のIIV出を予想することにした｡

NBD-Proの泊lVIJ取が､他のNBDl7ミノ酸とは興なっていることからアミノプロトン

による水ぷ総合は､校合体形成にFXJ与しているとT,燈された｡そこでアミノ殻のアミ

ノプロトンをメチル.AiL'に倍放したN-メチル-アミノ酸と､Proと同様に環状Flq道を付する

plpccollCaCid(FIB213)のNBD誘導体について､その分柵挙動を調べ､その結果を

Tablc2-2に示した｡これらのNBD-イミノ矧 ま光学分割され､その光′.芦'只牲体の溶出Wl

は共通して1.,,Dの鵬であった｡この溶出JUiは､NI】D-アミノ酸の溶出八日とは児なり､

Nl)D-Proと同一であった｡またNBD-アミノ憩をN-メチル化することによって､その分

離係数は減少した｡従ってこれらのNBDイ ミノ憶は､CSPlの光学活牲部位と共通な

盛木構造を持つ校合作を形成しており､その複合体構造はNBD-アミノ酸がCSPlの此

苧活性部位との間に形成している複合体とは異なっていると考えた｡つまりG P】によ

るNBD17ミノ椴の光学分割横様とNBDイ ミノ憶の光学分-uhJ徽牌は､A-1J.tっているこ

とが示唆された｡このようにNBD-アミノ億をN-メチル化することで､分冊挙動が変化

したことから､NBD-アミノ酸の光学分割には､NBD-アミノ殻のアミノプロトンが関

与していると考えられ､NBD一アミノ酸のアミノプロトンとCSPlの光学活性部位との

fir;Jには､水紫結合が生じていると予想した｡



Table2-lChromatographlCresultsforNBD･am mo acidson CSP 1

Am･n｡acid k･orDFo,m kforLForm S.eapc;ニl;訂 E･utlonorder

仙

仙

AS｡
伽

伽

的

他

山

:,
仙

崇

ser
榊

,-.仙

70

44

81

38

89

73

27

駆

00

g39
51

町

31

8

3

LL)
q
I
LrI
6

2

2

･1

5

tL)6
Lt)
4

8

2

694

29

84

粥

01

乃

41

02

98

38

的

10

02

70

82

5

12

13

10

07

10

13

12

06

16

19

糾

10

柑

24

1

D.
CT
a.
D.
a
.
L

D.
E3.
a.
E3.

Mobllephase.5mMcltricacidlnMeOH

Table2･2Chrom atographicresultsforNBD-im inoacidsand-

amm oacidson CSP l

soJute k# EIutlon Solute k# cL EM lon MobHe

order order phase.

lmlnOaCIds Amlnoacld

ルMclhyl･Ala 308 107 L.D Ala 3.29 1.12 D,L

NIMethyトPhe 420 102 L,D Phe 5.03 1.19 D.L

N･NlethyIIAsp 10.39 104 し,D Asp 966 1.11 D,し

(Cyl:llcconlPOUnd)

Pro 610 104 し.D

PIPeCt州Cacld 900 11g L,D

Capacltylactorforflrsterutedenanuomer

MobHephase.:a5mMcltrlcacldlnrnelhanol,b.10mMcltricacldlnmethanol
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九ルポキシ進む艶饗

CSPlの光学活性部位とNBD-アミノ慨との校合体形成に､N古D-7 ミノ酸のカルボキ

シ題が関与しているかどうかを調へるために､カルボキシ基の構造を様々に変化させ

た碑rT(Flg2-3)の/JI枚挙動を調べることにした｡これらのカルボキシ塵を持たない

化合物は,従釆の移動相粂件である,5mMクエン敢メタノール溶液を用いると殆ど(栄

工 :-:L:.::t･:I':I;I;::iJ.!.t..i;･.J-･:.'L･-,I:-:'.::::rj;IL:蓋.;.:l!8..,き･;:T'.I:I:L.:器 .li.''..;.:'･:･'"_!1.ll･:H.-:.

AJaの分軽快款か位かに坤]mしたものの溶出佃は変わらなかった (TabLc2-3)｡従って

; :㌔.I.:T:I:L･l'=:-I,::'hN霊 .J ,ミ.＼■､一二 =;''_･ご■,ril:.'.1､ItL豊 ,-H ト~一二Illl:;::.i::

液を移動相に用いて､カルボキシ益の捕道を変化させた溶質の分捷挙動を調べること

で､hTBD-7ミノ酸の光学分割にカルボキシ)kが与える彩管が明らかになると考えた｡

NBD-ALaの分放係数が､移動相条件によって他かに変化した理由は､溶媒の変化によ

l つNTBID慧 苦言,?空言/?,lP0'濫 立岩 冒冨笠1%'諾 TLtTLチ票 三,Tv'諾tLIL'与NB｡_A.tl

のメチルエステル､アミド休としてiNTBD-AJiIのアミドとジメチルアミド､アルコール

体としてNBD-2-アミノー1-プロ′{/-ル､アルキル捕道を持つ化合物としてNBD-t-メチ

ルプロピルアミンをmいた｡そして移動相に､5mMクエン椴を溶解させたメタノ-ル

と水のT･H(混合溶液を用いたときの､各溶rifIの保持係数､分離係数と溶出暇等をTabEc

214に示した｡その結果､今まではCSPLによって光学分割されないと考えられてきた7諺

TTの中で､NBD-1-メチルプロピル7ミンを除いた､これらカルボキシ並を慣放した7*

l て､これら光学分脈 れた溶即 共舶 特徴として､不芹炭紛 らβ位に怖 原子が

rIは､北半分剖された｡光学分割されなかったNl∋Dl11メチルプロピルアミンと比較し

存在することが挙げられる｡従ってCSPlによるNBD-アミノ酸の光学分割には､カル

ボキシ)1は必須でfj:く､不芥炭素からβ位に栖紫原子が存在することで十分であり､

上 ::言:∴ :.: .∴ ∴:∴ .::..:(.;.;:'1.･.い言 LIL::̂L∴ ･r･∴ ~.," :

教はメチルエステル体､2-アミノートプロ′,'/-ル､アミド体､ジメチルアミド休の柑i

に増Drlした｡分捷係数の差異は､各桁質の水素結合にLulj-する椴戎拐);7-による水*;-結

合の生じやすさに開陳があると予想した｡そこで酸素原 tによる水R給合の生じやす

さの指標として､カルポこル酸素の共役椴の概解鞭桁数 (pKa)の値に注目した1381｡
本来､pKaはll●に対する電子の授受のしやすさの指標であるため､水素結合の直接的な

指標ではないが､水素結合とは昭子が関与したプロトンの授受であるため､p̂'aのはか

ら水素結合のしやすさが見硫もれると考えた｡pJ{aと各溶質の分牡係数との間には､大

小関係の一致が見られ､鞍点原子による水井結合が強いほど､分離係数が大きくIJ.'る

帆句か見られた｡倍弟原子による水#結合が強く7Liるほど､複合体梢道が安定化さ

れ､その結果リアステレオメリックな複合体 (ホモキラルとヘテロキラルな硬合iJt:)

間での安道化エネルギーの差も生じやすくなり､分艶係数が大きくなったと7,想し

た｡以上の結果からCSPlによるドBD-7ミノ厳の光学分割には､NED-アミノ椴のカル

ポこル較素による水菜結合も寄与していることが示された｡
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F ~~~~~~: ~~

Table213ChromatographicresultsforNBD-AlaonCSPl

･ob･･eph"e kforDForm kforLForm S.eapc;::tl= E･utl0nOrder

rlethanOl 329 3.70 112 D,L

MFxlureolmethanol

andwater 3724 4336 116 D･L

Table 214 Chromatographic results for NBD-Ala
derivativesandtherelatedcompoundsonCSPl

kforFlrSt Separation EIullon Moblle PKaValuEL

elulcdenantl0merfactor(cL) order phase
ofoxygen

(conlUgElleacld)

Esler 417 1.01 D,L(R,S) a 165

(COOCH3)

Amlde 245 110 D,L(F7,S) a 105

1CONH2)

Dh¶ethylamlde 389 119 D,し(R,S) a >-05

1CON(CH3)2)

AIcohoI 1711 103 F7,S b ･20

(2･Amino･11PrOPanOl)

AIky1 580 a

(1-MethylpropylamLrte)

MobHephase'35mMcllrlcal:LdinmFXtureOlmethanolandyrater(1/1,V〝).

b5nNc-tT】Cacldhrnlxtureofmethano一andwaler(1β,VN)



またPlrklcらによると伸 一N-(101undcceno),L)-a-(6,7-dimcthyH-n叩hthyt)-1SObut_yTamldc

を開定化したキラル固定相 (CSPC)において､約空耳にN-(3,5-dlnitrobcnzoyL)-トary1-1-

arM Oalkancを用いたときに､溶質の7ルキル班長によって､分艶孫数や此芋異性体の

溶出収が変化したL39JllJDその報告によるとお王子のアルキル鎖長が短いときは､R休の

方が強く保持され､in長を延長すると逆に5休の7JJが強く抹持された｡溶.Lti順が変化し

た理由としてCSPCには､双極子過程 (dlPOlc-SlackingpT∝CSS)と水#結合過程(hydrogcn-

bond】ngpr∝css)という2項類の光学分割憤t伽 (存在しており､その光学分'LIJ擬鳩によっ

て安定な牧舎休をつくる溶質の立体配正が異なることが示されていた｡そして溶質の

アルキル鎖長によって､その光学分割汝綿か変化すると考えられていた｡そこでCSP1

においても枚数の光学分割蚊緒が存在するかを調べるために､エステル休のアルキル

鎖の絹連を変化させた溶質について､その分社挙動を調べた｡アルキル鎖の構造を変

化させたエステル休として､NBD-Alaと-Pheのメチルエステル､エチルエステル､ペン

チルエステル､オクチルエステル､fcrt17'テルエステル (NDD-Alaのみ)を蛭川し､こ

れらの鮎黒をTable2-5にまとめた｡CSPCの結果とは異なり､CSPlではエステルのア

ルキル鎖の捕道に関わらず､分社係数や溶出Jrlは変化しなかった｡この原因を､CSPI

には複数の光学分割俊梢が存在しない､あるいは溶f'Eの純進が兇なったため光学JJl'L.,Tl

talIViが 1つになったためと考えた｡また分縦係数がこれらエステル体のアルキル銃の

i.W道によって変化しfj:かったことから､アルキル肌の梢道は船田とCSPlの光学括仕部

位とが形成する投合体梢道に､全くl鳩与していないと考えられる｡従ってその他の

NBD-アミノ酸のエステルやアミド体もエステルやアミド休のアルキル肌のiI'6迫に関わ

らず､CSPlによって光'7:分lhJされることが示唆された｡

そこでJuaのアミド体であるprllocaHIC(propILOCalnC)(FJg2-3)のNBD誘串体の九′､芦分

'lt,11を試みた (Tablc2-6)｡Pnlocatncは､Iral軒麻酔藤としてbLr'川されており､その折性

に光′'芦児他作TLilで差兄はないものの､代謝速度はR体がSf本よりも速いことが知られて

いるl42J｡そしてNBD-pnlocalnCは､予AJ.inり､CSPlによって光′-1'-'分割された｡このよ

うにCSPlは､アミノ酸のエステルやアミド体の(.7I感皮な)t′'fL'一分ILIJ分離定立に使mでき

ると予想された｡

次にβ-アミノ酸であるβ-amlnObutyrlCaCid,nlPCCOllCaCld(FI古213)のNt3D誘中体の

光学分割を試みた (Tab)C2-6)｡β-aminobutyrH:acidは､Alaの不井炭末とカルボキシ

基の間にメチレン)基を導入した化合物であり､NtlD-Fで標識化したβ-amlnObutyricac]d

はCSPlによって光乍分割された｡その溶uiFgiは､此)JYl'活牲なrTJ一版品がなかったため決

定できなかったが､分穀係数は121であり､NBD-a-アミノ酸よりも大きな他であっ

た｡N古D-β-aminobutyriCac)dか光'7:分割されたことから､CSPlによって光学分剖され

るには､馬7一俵rTj-体である敵兵原子が､必ずしも不朽炭素のβ位に存在する必要は7'i

く､7位に存在しても光学分割されることか分かった｡しかしながら不許抜糸からβ

化にカルボニル基 (倍某原+は7位)を有する松野でも､NBD-nipccoticacldのように

九7'分-ttlJされない溶質も存在した｡このようにiT<BD-β-アミノ酸の中で)とJt芦分割された

り､光学分割されない溶質か存在するZEP.由として､NBD-β-amlnobutyricac)dはLi'i雛状

のは並であるため､そのカルボキシ進の運動自由FEは人きいが､NBD-niFX:COllC,lCldは

環状構造であるため､そのカルボキシ基の運動日Fl1度は､β-1IminobutyrlCaCldと比較し

-Ⅰ5-



て小さいためと考えた｡その結果､カルポニル酸紫による水素結合の生じやすさに迎
いが起きていると思われる｡

以上の検占すからCSPlによるNBD-アミノ酸の光学分-uhJには､N甘D-アミノ酸のカルポ

こル酸素による水素結合が関与していることが示唆された｡またCSドlによって光学分

割される溶質には､共通して不斉炭R-のβもしくはγ位に罷7･供与体である酸#原+

が存在した｡

Table2-5Chrom atographicresultsforNBD-am ino acid esterson CSP 1

Ester kforDFcrm kforLForm S,eapc;:a,I;r E･U"Onorder
Ara･OMe

Ala･OEt

Ala･OPe

Ala100c

Ala･OtBu

PheLOMe 266 273

Phe･OEt 3.11 3.21

Phe･OPe 513 528

Phe100C 7.90 816

101

101

1.02

101

1.02

03 D,し

03 D,し

03 D,L

O3 D.し

MobllephasemlXtureOIwater.acetonlt州eandTFA(SO/50/0015)

Table2-6ChromatographicresultsforNBD･derivativeson CSP 1

so･ute kf:こaFI'言霊 Ieu,ted S.eapc;:a:;= E･utionorde, Mob‖rphase･

PrHocalne 7.76 105 N l a

FI･Arnlnobutyrlcacld O75 121 N l b

NFpecollcacld 065 100 C

N lINotldentlfled

MobHephas e'a5rTIMcltTicacidlnmlxtureo†methano一andwatert6040),
b-2rTIMcllrICZICldlnrnethanor.C5nlMcltrJcacldinmethanol

-L61



ベ∠二∠ヱ乏ガン思抱Q2BZ埋

キラル固定相内で生じる/I-/T相互作用には､esp∧1の3,5-dlmtrobcnzoyl基と清野の

.TJonorとの間にLtじる､電荷移動錯体の形成を伴う､raCcLolaccfi,Tl.T佃互作川と

bic)cLo【22･2)octanc拭逆を有する(1A,21uS,9R,I05)(+)1,トclhan0-2-Cndか(3･5-

dlnlLrObcnzArnido)-JヽLaTurldcCcnyL-1,2,3,4-1clrah)drorlaPhlhalcnc-9.10-cnわーd血rboxlm)dcをIll'1

定化したキラルB]定相と沼野の,7JonorとのFuに生じる､'lE荷渉動iljL休の形成を††なわ

ない､racctocdgcな7=-JT相互作用が知られているl43-451｡そしてこれらのJT-JT相互作
用は､水素結合に加えてキラル固定相における光■tltl'分1,11に現要な役割を児たしている

と報告されていたl46,471｡従ってCSPlによるNBD-アミノ酸の光学分割においても,7-

,T相互作用が関与していることが推測された｡そこで>TBD-アミノ酸の横道で'7-7=柵rL

作用部位であるベンゾ7ラサン骨格の椛迫が､光学分割に与える影響をUIJペることに

した｡まず始めにナフタレン環を布するDト:5-Clでほ品化したDNS-7ミノ椴とNBD-ア

ミノ筋の分取挙動を比較した｡ナフタレン環は7T-donoTであるため､7卜aCIdであるベン

ゾプラザン骨格とは異なる7:-7r相互(/FmをCSPlの地学活性部位との問に生じていると

l 考えられるため､N13D-アミノ酸とDNS-アミノ頼とでは､その分粒嘩動が変化すると予

危ル た｡DNS-Ala,-LL:U,-Phcの溶出?芦動を調べた結果をTtlbEc2-7に示した｡DNS-Lcuと-

Phcは､NBD-Lcuや-PllCと比較して分柵係数が減少し､治山順が逆虹した｡またDNS-

Lcuは光学分割されなかった｡従って､NBD-アミノ酸の)7番環をナフタレン環に変化

させることで､分離挙動か大きく変化したことから､CSPlによるNBD-アミノ酸の光

'TY:分'ElHこは､NBD骨格による7TlTr相ZL一作用が正繋な役割を果たしていると考えられ

た｡

∴ ∴ ∴ _ : -I , ~~

I :,::･t護Tp: I:.1',;:.:整.:∴ ▲亘 ':Lt:･言 上 言 ､:-.:)-:.-:TF.:.I::I..:;:.::Ll.･..I

た､4唖課のJua誘導体の分粒挙動を比較した (Tablc2-8)｡溶Flには､屯子求引性の陀

のみを有するHBD誘導休を用いた｡これらのffltfLlは､共jiizしてD,Lの順に溶出し､分級

係数は罷 F求引性の置換姓を有するNBD,DBD,ABD誘導体の7J-がHBD誘導体より大き

な伯であった｡

,I-7T相7i作用の強さを見破もるパラメーターとして､7位遊牧基のハメット定数､

ベンゾプラサン骨格のJtOMOおよびLUMOエネルギーと';E荷に注目した｡ハメット定

款は､ベンゼン環のメタおよびパラ位荘換基が､ベンゼン誘導体の反応速度または平

叙 こ及ぼす荘換基の影響を経験的に数値化したものであるl49】｡従･･'てハメット定数を

mいることで､ベンゾフラサン骨格の71･'Lの圧政盛の効果を見境もれると考えた｡光

熱 こ＼ValrlCrらは､CSPBを用いて､21アミノーヘプタンとパラ位に各種ufYl映進を導入した

'#.U.香酸との縮合捗の分軌採数を比較していた1271｡その結果､ハメット定数が小さい

取扱)1 (メチルlJ;･(op--O･13)､メトキシ韮(=-0ll)､水滋 (=000))を有する溶質は大き

な分無休数 (a三LO6lLOS)を示し､逆にハメット定数が大きいぼ挽嫉 くクロロ盛(切,=

024)､シアノ基(=0.67)､ニ トロ基(=0.78))を有する溶質の分牡係数は､小さな値 (a

=lOJ)を示す傾向は認められたが､置換)kの-メット定数と分搬係数とのEilH二は柏rX]

･17-



名を持つ溶質の分離操軟の方が大きな伯を示す傾向が見られたが､分群係数と7位TrR

換基のハメット定数との間には､相関mJ操は存在しなかった｡

Table2･7ChromatographicresultsforDNSl0rNBD-aminoacidsonCSP1

sorule k# n EJutJon Mobrle k# u EIutl0n MotnEe

order phase' oTder phaset

Ala 244 104 L,D a 329

Leu 109 100 a 202

Phe 292 104 L,D a 503

CapacityfactorlorTlrsterutedenantlOmer
Mobllephase'a2mMcitrlcacrdlnmethanol,b5mMcurlCaCldlnmethanol

Table218Chromatographicresultsforbenzofurazan
derivativesofA暮aonCSP1

Solute klOrFIrSt (1 E-ution Moblle Hammett Sumof

eJuted order phase' constant atomIC

enant10mer (oJ charge(e)

NBD･Ala NO2 329 112 D･L a O78 ･0352

DBDIAla SO2NMe2 353 117 D,L b O65 -0963

ABD･AIzI SO2NH2 2-93 116 D,L b O60 ･0960

HBD･Ala H 281 106 D,L C O.DO ･0522

Mobllephase'a5mMcHTlcacldlnmethanol.b2mMcltricEICldinmethanol,
C.1mMcltrJCaCldlnmethanol



次にベンゾフラザン骨格のHOMOおよびLUMOエネルギーの胤 こ注目した｡ 7こ一

Donorと,7㌧aCCCPtOrとの間に電荷移動錯体を形成する場合､7T-donorのHOMOエネル

ギーレベルと7r-aCCCPtOTのLUMOエネルギーレベルが近接すると､その間で電荷移動壬詩

体が形成されやすく､facctofaccなJ7-7T相互作用も生じやすいと考えられている150】O

そこてJuaの各ベンゾフラサン訪中体と(3Plの芳香環の110MOおよびLUMOエネル

ギーの計罪結果を､Tablc2-9に示した｡ベンゾプラザン骨格は7T-aCCePlorとして働くと

7,惣されたが､これら4唖類のベンゾフラサン誘碍体のLUMOエネルギーレベルは､

esplの芳香環のHOMOエネルギーレベルとはかなり児なっていた｡またAla誘導体の

7r電子のエネルギー (HOMO,LUMOエネルギー)の偽とその給田の分鞍係数との問に

も相関関係は見られなかった｡

最後にベンゾプラザン骨格の7T電子の電荷の和 (6佃の炭超､2佃の窒素､1佃の

伝i;･原7-それぞれの電荷の和)に注目した｡4種類のベンゾフラサン誘導体の花fu.iの

伍をTabtc2-8に示した｡しかしながら電荷と分枚係数の剛 こも相関関係は､見られなか

った｡

CSPBによる光学分割において3,5-dlt)trObcnzoyl並は､ 7Tl.lCCCPtOrとして働き､溶空rfの

,I-donorとの間にfacclofaccな7T-7(相T.作用を生じていると考えられていた｡そこで

KIPらは､3,5-dlnlIrophcrlyL進をpcntafluorophcnyl基に位換することで､芳香環の 7T I

acccptoTの性質を強めたキラル固定相を作製したが､作劃したキラル組定相は､CSPB

と比較して7T-donoTを有する溶質 (1,1I-bl12-naphthoL,2,2,2-LrifLuoro-l-(9-̀lnthryl)clhanol)

の光学分割能を悪化した【42】｡このように固定相の7T-donorや7T-aCCCPtOrの性質を強く

することで､光学分割能が改沓されないことから､逆に互恵概念より､溶質の7T-donor

や7T･aCCCPtOrの性質を強くしても､必ずしもその沿空'1の分離係数には反映されないと甥

えられる｡その里E由として7T-7T相互作mは､点同上の相互作用ではなく面同士の相互

作mであり､丘換基が変化することで相T_作用している両のI1唱道も変化するため､7T-

7r相互作用の強さには､碓気的な因子と梢迫的な因子が競合的にJ淵与していると予想

される｡従ってベンゾフラサン誘zig体の分離係数は､ベンゾプラザン173格の7r範子の

状態 (密度､電荷等)のみならず､そのベンゾフラザン骨格のi圧政基による補遺の変

化にも影響されると考えた｡以上の検討より､CSPlの光学tfL,･性部位とNBD-アミノ酸

との複合終形成に､N8D-アミノ酸のベンゾプラサン骨十糾こよる7卜7T相互作mが関′iし

ていることが示唆された｡

Table2-9HOMO andLUMO EnergyofaromatJCgroup

Compound HOMO LUMO

Energy Energy

(eV) (eV)

NBD･NMe NO2 19234 -1931

DBDINMe SO2NMe2 ･9076 -1571

ABt)･NMe SO2NH2 190E16 -1585

HBDINMe H 18715 ･1502

esp1(N叩hthalene7 18･964 J･657

CSP1t3,5･DImtrophenyr) ･10145 121100



a-_1ロトンの87,兜

食後にNBD-7ミノ酸のa-プロトンが､CSPlの光学F,-性部t:(_との複合体形成にJMIJ
しているかどうかを調べるために､Tyrとa-メチル-TyrのNBD誘神体の分放挙動を比較

した (TabLc2-10)｡a-メチル化によって､光学jq性体の溶出根は変化しなかったもの

の､分搬係数が1.22から104に大きく減少した｡今までの玖村より､CSPlの光学活性

部位とNBD-アミノ椴との複合体形成には､NBD-アミノ慨の7ミノプロトン､カルポ

ニル酸素とベンゾプラザン骨格の計3つの補遺が況与していた｡その3つの柵遇で

NBD-7ミノ酸が､CSPLの光学活性部位との間に校合休を形成しているときには､

NBD-アミノ酸のa-プロトンやアルキル別功は､CSPlの光'112r統性部位とは逆の方向を

似 ､ている推測される (FIE.2-4)｡それにも凹わらずa-メチル化によって､分社係敬が

):きく減少した理由として､以下の2つを推測した｡沿rTはCSPlの光学活性部位と相

互作用を生じた結界､溶質の3次元橘道が変化すると7･恐されるが､各結合の回転時

壁の小さい溶質の方が構造変化が起こり易いため､形成される枚合体梢造が安定化さ

れ､ホモキラルな複合体とヘテロキラルな複合体との安定化エネルギーの差が､生じ

やすいとJi-えられる｡そしてNBD-a-メチルーTyrと比較してNBD-Tyrは､不芥炭素とア

ミノ濃のfii]の恥結合に回転陀壁が小さいため､分散係数が大きいと々 えられる｡2つ

目は､N甘D-TyrあるいはNBD-a-メチル-T),TがG Plの光学活性軸位と形成するジアス

テレオメリックな複合体の安定性は､その複合体の外部表軌 こ存在する梢追 (Flg2-4

のC'とft)に依/JJ･すると考えた｡ジアステレオメリックな裡合体を形成しているとき

に､溶質の光乍男性肘 G]でC.とf'の方向がgi･なるため､C'とPが周囲の環境 (溶媒や固定

相の瞬接した光学活性休)と形成する相互作用の形態 (距離や方向)が変化し､その

鵜果校合休の安定化エネルギ1 =差異が生じると考えられる｡そしてNBD-TyrやN8D-

a-メチルーTyrによって形成される複合体の場合､その7ルキル側軌 (FIE2-4 fl)やa

-プロトンもしくはa-メチル兆 (F唱214 C■)の寸描滋によって安淀化エネルギーが変化

するため､a-メチル化によって分離係数が変化したと予想した｡この抑mrLでは､ジア

ステレオメリック7'j:復命体の外部表両に存在するllYI出 (C-とr)がWlイ以するほど､その

梢逆に山米するエネルギー差が生じづらくなり､溶fJfの分離係数が減少すると考えら

れる.つまりNBDITyrをa-メチル化することで､JI(紫がメチル共に変化するため､外

部表軌 こ存在する7ルキル側鎖 (Fig2-4 fl)との捕迫の迎いが少なくなり､分離係数

が減少したと考えた｡この推測から､外部五両に存在する榔道の芸界が大きいほど､

分粒係数も大きくなると予想され､アルキル側鎖の順連が諾高いNBD-Tyrや-Phcの分較

操敬が､NBD-AJa等のアルキル側鎖の構造が小さいNBD-7ミノ厳の分艶係数と比較し

て､大きいという現象も説明できる｡

以上の結果から､CSPlによるNBD-アミノ酸の此7分割には､NBD17ミノ酸の7ミ

ノプロトン､カルポ二ル酸素およびベンゾプラザン骨格が此与していることが示唆さ

れた｡次に､NtlD17ミノ巾とは異なった分転機手持で光学分割されていると予想された

"BDイ ia/b箆O,当冨甜 誉盟 主olgt;aT,iW easa.ts.0,NBD_Ty,and

-cL･methyl-TyronCSP1

Am.nt"C.d k-orDF｡rm kforLF｡r- S.eapc;:;13n E･utionorder

Tyr 10.51 12E13 122 D,L

AIMethyl-Tyr 1422 14170 104 D,L

-20- MobHephase･10ITIMcHricacldlnMeOH
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呈12-2 NBDIイ ミ ノ酸 (ア ミノプロ トンを持たない溶田)の光学JJ1割

上記の ｢7ミノ基 (アミノプロトン)の影申｣の検討から､NBD一八リ テル17ミノ醗

l 書芸 ;認 諾 禁 誓 讐 讐 禁 =;L1,1｡iITZDI芸:N+BJE-.71ミ//霊芝;̂誌 禁 や

l は.その芳香環とカルボキシル基力欄 与していると推測されたので､不芹炭素に)1;香

応とカルボキシ進が結合したその他の光/J･tと男性体もCSPlによって､NBDイ ミノ酸と

l 嗣掛 二分放されると考えた｡そこで不芹炭素に芳香臥 カルボキシ進､メチル基とプ
ロトンがそれぞれ結合した､hTSAID頚 (Ron-slcrOldalanlHnnammatOrydrugs) (Fig.2-

3)を､esplのTiagl)の立終配正を逆転させたキラル固定相で光'羊分割した幸tTJ告に江目

したL7J｡低分子型キラル固定相では､随定化した光学析性体の立体配密を逆転きる

と､船田の溶出朋が逆毛することが知られていため､彼らの実験で蚊用したCSPlの

Naglyの立休配正を逆転したキラル開定相では､NBD-イ ミノ故の溶出雌はD.L(R,5)のJUl

に溶出すると考えられる｡その報告によるとkctopTOfcnやnaproxenの溶出順は､R,Sの順

であり､他のNSAID頂 (ibuprofcn,fcnoprorcn.nurbJ'profcn)についても､そのT&L日収は

耗認されていIJ.-いが､同一の分離条件で発iイ以の溶.Ll?芦勅を示したことから､溶出順は

同一であると考えられる｡そしてこの溶出雌はN8Dイ ミノ酸の溶uA,順と同一であるこ

とから､7ミノプロトンを持たないこれらの溶質とCSPlの光学活性部位との複合体形

成には､松田の芳香環とカルボキシ謎がrXJ与していると考えられる｡

次にこれらアミノプロトンを持たない溶封の光学分割に7r-7r相互作JTlがEXl与してい

るかを調べた｡N-メチルーAlaの3種類のベンゾプラサン誘申体とrn-述のNSAID邪の沿

till)S動を比較した｡3種類のベンゾフラサン誘串体の蔚山順や分離係数は､7位のin:
換基の捕遇に関わらず､変化しなかった (T.lbLc2111)｡NSAID邪とそのgl似iI16進を布

する化合物の分離係数は､naproxcn(155)>kctoprofcn(115),lbuprorcn(ill)>

lcnoprorcn(1lO)>nurblPrOfcn(1.09)>21Phcnylpropion･cac】d(105)の暇に小さくなった｡

ベンゾフラサン誘導体のrLqでは分離係数が変化しなかったのに対して､NSAID類の問

では分搬係数が変化したことから､分#日系数は7TRi+による形轡よりも､);=香環El身

の摘進の遇いの影響を受けていると考えられる｡以 Lの検討からCSPlは､不斉炭素に

Jk茶結合部位であるカルボキシ基と7T-7[相互作用部位であるプl'帯環が結合している溶

質の光学分割にも有効であることが示唆された｡九'1;11分割には､キラル固定相の光学

荊性部位と溶質との掛 こ3点 くカ所T)以上の相7王作mが､同時に起こることが必要で

あると考えられている125】｡しかしながら7T-7T相互作用のような､面同士の相互作用

の場合､その 1つの相互作用による切造化効児が大きいため､その他にもう1点の相

互作用が生じれば兄苧分割されると言われているL21J｡そして今回のCSPlによるアミ

ノプロトンを持たない溶Jijl(NBDイ ミノ酸､NSAID)の場合は､そのもう1年か､カ

ルポニル椴茶による水*;一結合であった｡



Table2･11Chromatographicresultsforbenzofurazan derivatives

of〟･m ethyトAlaon CSP 1
So[ute kfor kTor cL EIution Mobiht

DForm LForm order phase'

NBD･N･Melhyl-AID NO2 331 3･08 107 L,D

DBD･NIMelhyT-AIa SO2NMe2 224 208 107 L･D

ADD-〃･MethyトAla SO2NH2 195 185 105 L･D

Mobilephase-aSmMclMcacldlnrnethanoL,b2mMcltricacldlnmethanol
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2-2-i その_地のアミン知の光量鉄血
最後に､(1-amlnOPrOPyL)phosphonicacid,2-amlnO-llbulanOl,llPhenylcth)lamlnc,4-am)no･

3･h)drox)butanoICaCld(GABOB てんかん抑制菜 ),1-(2,61dimcLhylphcnoxy)-2-proptlminc

rrleXilctlnC 抗不堪脈薬)のNBD誘導休とDBD-COClで誘中経化したβ-blockcr額

(propranL)lot.rnctoprolol,atcnoloL)の光学分割を拭みた｡その結果をTablc2-12に示し

た｡(I-Am lnOPrOPyl)phosphoTHCaCJdは､鍵田のリン酸基が,CSPlの未惨飾なアミノプ

ロピル益とのrulに､強いイオン結合を形成するため溶出しなかった｡NBD-2-Alllino-1-

bulanOlは､前述のNBDl2-amlnO-1･pTopanolの不斉炭必 こ紙合したメチル基をエチル11-に

置換した化合物であり､水を含む移動相条件を用いることで光学分割された｡NBD-2-

Amin0-1-propanolと比較して､NBD-2-amln0-1-buLanOlは分稚係数が雌かに増加し､沿ul

JViは変化しなかった｡N甘D-1-Ph叩 IclhylamlnCは､分概係数が小さな低であったが光'L･U-I

分割された｡分鞍係数が小さい値ながら､カルボキシ基を持たない溶質が光学分割さ

れたのは､非常に興味深い結果である｡溶出椴はNBD-イミノ酸と同じ5,Rの収であ

り､この光'TY:分割健脚 二は､フェニル基やベン/フラザン骨格や7ミノプロトンが朋

わっていると7･惣されるが､その詳細は分からIj:かった｡NBD訪中体化したGABOB,

rTICXllctlncやDBD誘導体化したβ-blockc堀 は､光学分'LIJされなかった｡これら光学分割

されなかった溶質は､7T-7T相互作用部位として正盟なベンゾフラサン冊格と不芹抜)言
との距離が､北半分剖された溶田よりも雛れていたため分離されなかったと考えられ

る｡従って､CSPlによって光学分割される溶質の椛進として､芳香環は少なくても不

斉炭Aのa位の原子に結合する必要があると推測した｡

Table2-12ChromatographicresultsforbenzofurazanderivativesonCSPl

Dcrivatl乙atlon

reagent

kIorF[rst klorSccond
eluted eluled

enanuomerenantiomer
(トAmlnopropyり NBD･F

phosphcn事cac事d

2･Amlno_1-bulanol N8D-F 1336 1400 105 R.S

l･PhenylethylamEne NBD-F 5･53 5E15 106 S･F7

GABO8 NBDIF 295 100

NexHelhe NBD･F 2673 100

PrQPranOIol DBD･COCI 7.93 1一oo

恥loproloI OBOICOCl 402 100

AtenoloI DBD･COCl 163 1.00

Mobilephase':a20mMcltrlcacEdlnmE'lhanol.
b5mMcltrlCacidlnmixtureoIrnelhanolandvvater(20/E)0),
cSmMcltricacldhmixtureoImethanolandwater(70nO).
dmlXtuTeOIwatE!T.aCetOnnrHeandTFA(60/40/0013).
e5mMcrtricacldhrTllxtureoImethnohlndlV8ter(50/50),
lFluentA,mixtureofwaler,acelonitrHeandTFA(50/SOIO･02),Bl

acetonllrHeGradlenl,llneTgradienteluentfromOto90mh(a,0･100%)
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とま土lL8割川_cD_.R三哩_にコ血

光学分割に関与する水素結合が､移動相に添加したアセ トンによって阻召され､滋

野の分軌係数が減少する報告があったので【51,52)､移動相にアセ トンを添加すること

でNBD-アミノ酸の分離係数が減少すると7,想された｡そこでメタノールに対して､5%

および10%の7セ トンを混合した溶液に5mMクエン酸を溶解させた移動相を用いたと

きの､各NBD-アミノ酸の分離係数と溶出収をTablc2113に示した｡5%のアセ トンを添

加することで､各NBD-アミノ酸の分離係数が減少したが､アセ トンの添加丑を10%に

増加させても､NもD-アミノ酸の分離係数は殆ど変化しなかった｡この現象は､イミノ

酸であるProのⅣBD誘申休においても観察された｡これらのNBD誘導体の分離係数が､

移動相にアセ トンを添加することで減少したことから､NBD-アミノ酸やNl)Dイ ミノ

穀とCSPlの光学活性部位との複合体形成には､水菜結合がml}していることが示唆さ

れた｡またアセ トンを孫加した移動相においても､これらのNBD誘申体の分牡係数が

減少したが､光乍分割されたことから､この移動相条件に於いても水素結合による溶

質とCSPlの光乍活性部位との複合体は形成されていると考えられる｡

Table2-13Effectofacetoneconcentrationonchromatographic
resu一tsonCSP1

Am.no 5Tn"mcit.Liacna.C.id ･5%acetone ･,0%acetone

Ala 430 116 4.17 114 3.36 1.14

Asn 6.39 1.16 589 115 4.56 1.14

G山 8.97 1.12 850 110 6.58 110

Gly 6.69 640 517

Pro 7.53 1.08 709 107 5.10 106

Phe 632 1.23 6.18 121 475 120

-25-



2A )トトNMRスペクトルを劇雌 経近

次にNMRを用いて､CSPlの光乍活性部位とNBD-アミノ殻との相互作用の解析を行

った｡'HINMRスペクトルは､プロトンの周囲の冠-(･軟度を反映するため､分子間や分

子内相7i作用の解析にも利用されている｡CSPlの九''T''活性部位としてFlg2-5に示した

DNMをJT)い､NBD-アミノ殻にはその代表としてNBD-AJaを､さらに比較のために

:VBD-ィミノ相であるNBD-Proを検討にmいた｡まず始めに､それぞれの単体のみでの

各シグナルの帰属を行い､次に試料洪度がスペクトルに与える彩管を調べた｡その

抜､DN.VtとN13D-AlaもしくはNBD-Proの混合試料のスペクトルを測定し､各試料iii体

のときのスペクトルと比較することで､DttMとドBD-ALuもしくはNBD-Proとのr馴二日三

じる相互作用を予想したO

シグナルの低塩

DNMとNBD-Ala,-Proの各プロトンシグナルの付属した結果をFig2-5に示した｡測定

溶掛 こd･-メタノールを用いることで､(2)と(4)のアミドプロトンのシグナルが消失し

た｡また(2)と(4)のアミドプロトンのシグナルは､illl仮 泊脚 こd,-メタノールを用い､試

料洪度を減少させた時に､(4)のプロトンのシグナルの消失に伴い､(3)のプロトンのシ

グナルが､ダブッレトからンングレットへと変化したことから同定した｡NMRの測定

時間と比較して､NBD-Al(1のアミノプロトンと7*媒プロトンとの交換速度が速いた

め､NBD-A】aのアミノプロトンは､今回の測定条件では検出されなかった｡またこれ

らの帰属結果を､2D-NMR(NOESY)を利用して耽認した｡
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立蛙申f9=の粗証

分子の相互作用には､同一分子内の相互作用 (分子内相互作用)と他の分子との相

互作m 分子間相互作用)が存在し､さらに分子間相互作用には､同一分子同上の相

互作用と異な-.た分71問の相互作用が存在すると考えられる｡そしてNBD∧laとDNM

との相互作用を明らかにするには､まず分子内相互作mや同 一分子同士の相互作用に

ついて調べる必男があると考えた｡そこでDNMとNBDIAlaそれぞれ､単体の各濃度

(40-021-M)でのスペクトルの変化を調べ､その結果をFig.2-6にまとめた｡NBD-Jua

の場合､SrlM以上の漁度範囲では､ベンゾフラサン骨格の5および6位のプロトンのシ

グナルは､濃度の低下に伴って､低位場シフトした｡しかしそれ以下の恵皮では､他

のプロトンも含め､渡皮に依存するケミカルシフトの変化は､僅かであった｡従って8

L山t以 Lの濃度のときに､NBD-Alaは同一分子同士の,I-,7相互作用を生じていると考え

た｡

次にDNMの結果を記す｡DNMの3,5･din.lrophcnyl並の各プロトンのシグナルも5.uM以

上のめ度では､浪度の低下に伴い,低磁場シフトした｡ナフタレン環の各プロトンの

シグナルは複雑に分裂しているため､浪皮の彫軌 ま分からなかった｡(4)のアミドプロ

トンのシグナルは､10トIM以下で微弱にfj:り､25トIM以下の濃度では消失したのに対し

て､(2)のアミドプロトンのシグナルは浪度の低 卜に伴い､低磁切シフトをしたもの

の､シグナル強度には変化が見られなかった｡以上よりDNMもIE6孤度では､同一分子

同士のn･一打相互作川が生じていると考えられる｡また(2)のアミドプロトンのノダナル

が､(4)のアミドプロトンのシグナルとは児なり､低浪皮でも観糾されたことから､分

子内水素結合を生じている可能性が示唆された｡以上の結果より､以後の検討を同一

分子同士の相互作用が紐視できる試料氾皮 (1.6LLM)で行うことにした｡

2

0

0

0

0

0

LLLJd
d
)
u
ltJ
tlErU
一LJJaL
JU
J0
3
E)
u
e
t

Ju

-一日一･･. (l)ofNE3D-AJa

一一･･ロ-- M ofNBD･AJa

エ (8.9)ofα〉Ⅵ

= (4)oICrLV

= (2)ElfCN̂ 1

--------也- (1)ofR M

1 10 100

ConCentrationlpJJJ

Flg 2-6EffectofconcentrationonchemlCalshlftoIeachproton

-28-



DNLMとNT)D-地 相互佐用 に… 換討

まずDNMとNBD-̂laの混合溶液の】IトhTMRスペクトルを51rJ定した｡DNM (16pM)

に対して､等b'l(のNBD-DIAJaあるいはNBDIL.-A]aを添ImしたスペクトルをFlg2-7に示し

た｡NBD-L-Ala添加時のみ､9jppm付近にシグナルが手交刺され､このシグナルは､

N古D-D-Alaを大過剰に添加しても取捌されなかった｡またDNMのみを-20度で削定する

と､溶媒プロトンとの交換速度が速いため観測されなかった､(4)の7ミドプロトンの

シグナル(d)が､979ppmに観測された｡DINTMとNBD-L-Alaとの等血混合溶液の孤q定温

度を変化させても (10､0､一20度)､9から10ppJTlの問に税別されたシグナルは､この

シグナルのみであった｡さらにd･-メタノールによって同シグナルが消失したことか

ら､同シグナルはDNMの(4)のシグナルであると相はした｡またこのシグナルは､一般

のアミドプロトンと比較して､低磁場肌 こシフトしており､温度を変化させてもその

ケミカルシフトは殆ど変化しなかったことから､(4)のアミドプロトンは水素結合を生

じていると考えた｡そして同一条件でNBD-D-JuiIを添加しても､同シグナルが取捌され

なかったことから､この水素結合はDNMによるNBD-AliIの不斉.9.歳に槻与していると

I,悠ル た｡

DNMの(4)のアミドプロトンの水糸結合の相手は､NBD-L-Juaの椛進の中で馬子伏ri

休であるカルポこル醸j;-であると推測した｡HPLCの '̂験からCSPlによるNBD-アミノ

酸の光学分割には､このカルポニル酸茄による水i;.紙介が､7Ti-2l'7な役r!.'リを洪たしてい

ることは既に明らかである｡従ってDNMの(4)のアミドプロトンの水緊yJ一合の相手とし

て､NBD心AliLのカルポこル形菜が適当であると考えた｡またNBD-L-∧liIを添加岬の

み､(4)のアミドプロトンのシグナルが検,Lliされたことから､Nr)D-L-AluがDNMとの1F'iJ
に水煮総合を生じ､その結果復合体が形成されていることが示唆された｡一方､NBD-

L)-Alaでは､スペク トルの変化が観測されなかったことから､N甘D-L-AllLと比威して､

DNMとの間に複合体を形成しづらいと推測された｡この推測は､CSPlを用いたHPLC

の実験でNt3D-L-Alaの方がNBD-I)-Alaよりも逝く沿.lIiするという結児と一致している｡

IlPLCの実験においてCSPlの光学信也部位とNBD-7ミノ勲との即Jには7T17T相互作用

が生じているとJT･思されたので､DNMとNBD-Alaとのl訪日二も､7rl7T仙7工作用が生じて

いると推測した｡しかしながらFlg.2-7に示したスペクトルでは､DNMのプ;=香環 (3,5-

d川ilrophcnyJ基とナフタレン環)の各プロトンのケミカルシフトの仏は､N8D-AJaの添

加に関わらず変化を示さなかった｡





今回'H-NMRスペクトルを測定した条件は､NMRを用いてキラル同定相の光一LfT.TiJ.一1.%

位と7f,(質との相互作mを解析した他のグループの報告L53･55)t比較して､.滋野や凶逆

相の光学活性部位の曲皮か.諌く､測定冶喋が犬なっていた｡それらの報告では､今巨,]

検討した浪皮の約10倍且の溶質及び泡定相の光学拓性部位を蛭川し､測Jtr～溶喋には

HPLCの移動相とは異なる､クロロホルム (dt-クロロホルム)を使用していた｡その気官

長､固定相の光学活性部位の芳香環のプロトンのシグナルが､溶質の添加によってシ

フトし､そのシフトした割合が添加した溶質の立体配正によって異なっていたO試料

漁皮をぬくすることで､試料中の校合休丑が増加し､さらにクロロホルムのようなf王

水的な溶媒を用いることで､複合捧形成に関与している水兵結合が強固になるため､

獲合休場遥か安定化し､その結果投合体形成に際与している.I-.T相互作用が観測され

たと増えられる｡

さらに倦士課程の実験で､CSPlt=よるhTBD-アミノ穀の分軽係数が､カラム温度の

低下に伴って,増加することが明らかとなったL56】｡またNMRの測定温度を低温にす

ると分子運動が遅くなり､役合体構造に留まる時間か延長されるため投合肘 こ由来す

るプロトンのシグナルが倹出される､あるいは溶媒プロトンとの交換速度が速かった

ため椴測されていなかったプロトンのシグナルが観測されると7,想された｡従って

DNMとNBD-Alaの混合溶液のLH一m IRスペクトルをより低温で測定することで､不声認

識に伴うスペクトルの変化が祝着になると考えた｡

そこで試料汲皮､削定溶媒､測定温度を変更してDNMとNBD･ALaの相互作用の解析

を拭みたが､NBD-Alaは重クロロホルムに対する溶解度が低かったので､測定溶媒は

d,-メタノ-ルのままで､試料濃度を約10倍ぬくし (L7ドM)､測定温度を-20度として

DNMとNBD-Alaの相互作用を解析した｡混合試料のスペクトルをFlg2-8に示したが､

DNMの芳香環の各プロトンのシグナルは､NBD-Alaの添加に関わらず､変化しなかっ

たが､NBD-L-Alaを添加したスペクトルのみ､90ppmにN8D-L-Alaのアミノプロトンの

シグナルが検出された｡NBD-D-Ala添加時の､同プロトンのシグナルの帰属は行ってい

ないが､9.Oppmよりは品磁場側に存在するか､溶媒プロトンとの速い交換のため観測

されなか･'たと考えられるCこのアミノプロトンのシグナルも､一般のアミノプロト

ンのシグナルと比較して､低磁場側にシフトしていることから､水素結合が生じてい

ると推測さtl.､この水紫結合はNBD-L-jua添加時のみ､9.Oppmに観測されたことか

ら､光学分割に関与していると考えた｡HPLCの実験で､CSPlによるEIBD-アミノ軽の

光JLF分割には､NBD-7ミノ帯のアミノプロトンによる水兵結合か関与していることが

示唆されており､今回の結果はその推測を要付けるものであった｡またr(BD-LIAJa添加

時のみ､90pprTlfこアミノプロトンの水素結合シグナルが検出されたことから､hTBD-L,

AlaがDiT<Mとの間に形成する複合休の方が､NBDID-Alaが形成する複合休よりも形成さ

れやすいことを示唆しており､この結果は､CSPlを用いたHPLCの実験で.VBD-I:Alaの

方がNBD-D-Alaよりも遅く溶出するという結果と一致している｡

さらに低温状態において､DNMの(4)のアミドプロトンのシグナルは､hTBD-t)-Ala添

加時にも観測された｡しかしこのシグナルは､同条件でDNM単体を削足したときも紋

別されるため､NBD･D-AJaとDhrMとの裡合体が形成された結果､観測されたシグナル

ではないかもしれない｡
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QrJiW BD-Alaのメチリレ卿 他誌

さらに:iBD-AねとDNMとの問に生じているとT･想された.I-.T相互作mについて軒折

するために､韮クロロホルムに溶解するNBD-Alaの誘中略を蚊'&した｡その結果､

HPLCでCSPlによって僅かに光学分割され Ĵ BD-Akのエステル休が溶解することが

分かった｡そこでNBD-Alaの代わりにNBD-ALaのメチルエステルを用い､試料義皮を

17小1とし､iEクロロホルム溶液に溶解させ､-20度で測定したスペクトルをFig.219に

示した｡

しかしながらこの条件においてもD;t'.vIの芳香環の各プロトンのシグナルは､エステ

ル休の添加に関わらず､変化しなかった｡従ってこの灸件では､DNMとNBD-Akとの

間に生じていると予想されたJT-7=相互作用の解析は困難であると考えた｡lH-717dRス

ペクトルの解析では､D:t'Mのナフタレン環の各プロトンのシグナルが散経に分裂して

いるため､その変化が分かりづらいと考えた｡そこで2D-NMR法を用いることで､ナフ

タレン環の各プロトンのシグナルについて詳鰍 こ換わすすることにした｡

2枚克lNMR古来r田 I,た ノ的古 PE田の 舷 折

DNMとNBD-Alaの混合試料のNOESYおよびROESYスペクトルを､ミキシングタイム

や測定温度を変化させて測定したが､分+問相互作用に由来するクロスピークは観測

されなかった｡以上の検討から､DNMとNBD-Alaとの間に生じていると予想された7T-

jT相互作用によるスペクトルの変化は観測されなかった｡7r-7T相互作用の解析には､

測定溶媒などのさらなる変更が必要であると予想されるDあるいは､DNMとNBD-AI凸

との間に7r-7r相互作用は生じているが､その芳香環の位置関係が各芳香環の環電流効

射 こよるスペクトルの変化を生じない位置関係のため､スペクトルには変化が生じて

いないのかもしれない｡

あるいはCSPlの元素分析の結果から､光学活性部位間の距経を求めると11.3Aにな

る｡HPLCにおいて､CSPlの光学活性部位は､このような近接した距縦で同方向を向

いた状態でゲルにEB定化されている｡それに対して､NMRにおけるDNMはEEl定化され

ておらず､測定溶媒中をランダムに動き回っている｡この環境の通いが､7T17T相互作

用の生じやすさに影響を与えているのかもしれない｡
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QILMR BBi iノ席との梱万作mについての埠鼓

HPLCの実敬において､NBD-イミノ穀かCSPlの光学活性部位と形成する校合肘 ま､

NBD-アミノ酸が形成する駁合体とは異なっていることが示唆されたため､NBDイ ミ

ノ百かこついてもNMRを用いて､その光学分'LT1線手.Qを解析した.拭科には､CSPlの光学

活性部位であるDNIVとNBD-イミノ酸であるNtlD-Proを用いた｡DTルー 1.6PM)に対

して､等丑のhTBD-D-Proあるいは;VBD-LIPTOを添加したスペクトルをFig2110に示し

た｡その結果､DNW こ対してL体添加時のみ､NBD-L-Ala添加時と同様に､約95pprr-に

DI<Mの(i)のアミドプロトンか検出された｡このことからh'BD-LProもh'BD-L-Alaと類

似した複合休をDNMと形成していると考えられたo従って､DNMの(4)のアミドプロト

ンとNBDIL-Proのカルポこル転業との問には､水素結合が生じていることが示唆され

た｡NBD-D-Pro添加時には､DIヾ･Mの他の7ミドプロトンである(2)のシグナル強度が減

少し､添加長を増加させることでシグナル強度はいっそう減少した｡この減少はNBD･

DL-JuaやNBD-L-Proでは､見られなかったことから､NBD-D-ProとDNMとが形成する牧

舎料 ま､NBDIDL-AlaやNBD-L-Proによって形成される複合体とは異なっていると推測

された｡(2)のアミドプロトンは､Dh-M単体のLH-NMRスペクトルを測定した実験か

ら､同一分子内に水*き結合を形成していると考えられたが､そのアミドプロトンに由

来するシグナル強度が減少したことから､このアミドプロトンの緩和時間が延長し

た､あるいは交換速度が遅くなったと推測される｡その原因に､NBD-D-Proとの相互作

用が㈹与していると考えられるが､その詳細は不明である｡またこの変化が､N甘D-D-

P,o添加時のみ枚察されたことから､DNMによるNもD-Proの不芥認瓢 こ関係があると予

想される｡

次にDNMとNBD-Proとの問で生じていると予想された7r-7T相互作用について記す｡

Fig･2-10に示したスペクトルにおいても､DNMの芳香環(3,5-dlnltrOPhcnyl基とナフタ

レン環)の各プロトンのケミカルシフトの価は､NBD-Proの添加に関わらず変化しなか

った｡さらにNBD-AJaのときと同様に､ROESYスペクトルを測定したが､分子間相互

作用に由来するクロスピークは観測されなかった｡以上の結果から､DNMとNBDIPro

との間に生じていると予想された7T-7[相互作用によるスペクトルの変化は､今回の実

験条件では観測できなかった｡
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呈壬:6/ハ括
以上のHPLCとNMRの検討により､INBD-アミノ酸とCSPlの光学活性部位との校合仏

は､NBD-アミノ酸のアミノプロトンと(SPlの不斉炭掛 こ結合したカルポニル酸素と

の間に生じる水薫結合､Nl)D-7ミノ筋のカルポニル髄索とCSPlの不芹炭素に結合し

たアミドプロトンとの間に生じる水素結合とNBD-アミノ酸のベンゾフラサン骨格と

CiPlのナフタレン環との間に生じる7T-IT相互作用によって形成されていると考えた｡

,I-IT相互作用については､その詳旬はまだ不明な烏もあるが､以下のような実攻結果

によって､C;どlの3,5-dimLtOPhenyl基ではなく､ナフタレン環との閲に生じていると考

えた.,

i CSPlの7ミノ酸部位の補遺をNaglyからPhgLyに置換することで､ITYBD-アミノ酸の

分較係数が減少した｡

2 =-Donorを有するため､CSPlの3,5･dlnit∫ophcnyl基と7=-77相互作用を生じていると

予想されるDNSl7ミノ酸とIT-aCCCPLOrを有するNBD-アミノ酸とでは､光学異性休の溶

出順が逆転していた｡

3 3,5-DinitrophenyL基と7T-7r相互作用を形成していると考えられている溶質とNBD-ア

ミノ酸とでは､溶質の置換基の-メット定数と分離係数との関係が､只なっていた｡

4 NMRを用いた検討で､類似構造を有するキラル陶定相 (CSPA,CSPB)の3,5-

dEnEtrOPhcny)基との7Tl7T相互作用によるスペクトルの変化が槻測される条件を用いて

も､CSPLの3,5-dlnltTOPherlyl基の各プロトンのシグナルに､変化が見られなかった｡

上記の分子間の3つの相互作用に加えて､さらにNMRの検討で示唆された､CSPlの

光学活性部位に分子内水素結合が形成されているという仮定を加えて､計舞化学

(MOPAC/AMl)を用いて､CSPlの光学活性部位とNBD-L-Alaとの枚合体の構造を位

適化した結果をFig2-11に示した｡FIB2111において､NBD-L-Alaのアルキル側鎖であ

るメチル基は､複合体形成に関与していないため､戯初の予想通り､他のNBD-アミノ

酸も同様な複合体によって光学分割されていることが示唆された｡

各NBD-アミノ穀の分離係数の違いは､ ｢a-プロトンの影替｣の項で述べたように､

各NBD-アミノ酸のアルキル側鎖の嘗高さが関与していると考えられる｡ト相D-アミノ

酸のアルキル側鎖が､嵩高くなることでFIg2-11に示した､ジアステレオメリックな複

合休の外部表面に存在するアルキル側鎖が､周囲の環境と相互作用を生じやすくな

り､その柵達に由来したエネルギ-差も生じやすくなるため､分鞍係数が大きくなる

と考えられる｡

-37-



FI92111AComplexstructureformedbetweenthechlralmoletyOfCSP1andNBD-L･AIa
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2-3 m (SUMICH RALOA-3川∩)による_光豊丘乱歴低

次にCSP2(Fig.Ll)によるNBD-アミノ酸の光学分割鋲柵の解明を目指し､類似椛進

を有する溶質の溶出挙動を比較した｡各;VBD-7ミノ酸の光学分割の分離係数は､CSP

2の方か(SPlと比較して大きいためr6】､CSP2はNBD-アミノ転の光学分割に援れたキ

ラル固定相であった｡CSP2は､3,5JlmtmPhcn)･LLkとアミノ殻(Vat)部位との結合構造が

ウレア結合であるという符故を有していた｡このようなウレア総合を有するキラル固

定相は､原や大井L71等によって数多く作製されており､CSPBの3,51dlmtrOPhcnyl基とア

ミノ酸(Phgly)部位との結合棉道をアミド基からウレア基に変化させることで､キラル

固定相によるDNS-アミノ酸などに対する光学分割能が向上するという打告もあった

r8】｡従ってウレ7結合を有するキラル固定相は､アミド結合を有するキラル固定相と

は異7'J.-った光学分割較梢によって溶質を光学分割していると考えられ､CSP2による

NED-アミノ酸の光学分割横橋に興味がひかれた｡

2-3-1 NもD-7 ミノ酸のうと学分割

CSP2による各NBD-アミノ転とNBD-Proの分戟係数や溶出根等をTablc2-14にまとめ

た｡CSP2では､NBD-アミ/酸とNBDIProLま良好に光乍分割され､その溶出順は共通し

てL),Lの雌であったoN甘D-Proの分散係数は低い借であったが (1n7)､NBD-アミノ酸

の分離係数は127-167の間であった｡CSP2においても､CSPLのときと同様に疎水性

の高いアミノ職のNtlD誘導体の方が､大きな分れ係数を示す傾向が見られた｡このよ

うにN8D誘申体の分離係数の差が小さく､溶出順に変化が見られないことから､光学

分割に関与するCSP2の光学活性部位とNBD-アミノ酸との複合体形成には､NBD-アミ

ノ酸のアルキル側鎖は関与 していないと考えられた｡そしてCSP2によるNBD-アミノ

酸の光学分割は､全て同一の横様によって達成されていると予想された｡またNBD-Pro

の溶出順が､N甘D-アミノ酸の溶出順と同一であることから､光学分割に関与する校合

休形成に､NBD-アミノ酸のアミノプロトンは関与していない可能性が示唆された｡

ヱミノ 韮 (ア ミノプ ロ トン)の#,盤

NBD-アミノ教のアミノプロトンがCSP2の光乍活性部位との校合体形成に関与して

いるかどうかを調べるために､CSPlのときと同様に､NBD-イミノ酸の分鞍挙動を検

討した結果をTabkJ2-15にまとめた｡CSP2では､イミノ酸であるN-メチルーアミノ酸､

Pro､plpccolicacidのI<BD誘導体はNBD-アミノ酸と同じ溶出厩で溶出された｡7ミノ穀

とN-メチル17ミノ酸の分粒係数を比較すると､N-}テル化によって分較係数が減少し

た｡アミノプロトンが存在しないNBDイ ミノ穀も､CSP2によってNBD一アミノ穀と同

じ溶出栃で溶出されたことから､NBD一アミノ穀のアミノプロトンはCSP2の光学活性

部位との複合体形成に必ずしも必要でないと考えられる｡しかしながらN-メチル化に

よって分離係数が減少したことから､NBD-アミノ酸のアミノプロトンは複合体形成を

何らかの形で補助していると予想した｡



Table2-14ChromatographicresultsforNBD-am ino acidson CSP2
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D.L

D-L

D,し

0,L

D,L

0.L
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Table2-15ChromatographicresultsforNBD-im ino acidsand -amino acids

onCSP 2

solute kN EIutEon Sclute kN

order
EIutlon Moblle

order phase'

lmhoaclds ArTllnoacld

N･Methyl-AIa 275 112 D,L Ala 2.16 144 D,L a

N･Methyl-Phe 187 128 D,L Phe 172 138 D,L ら

(Cycliccompound)

Pro 569 107 D,L a

PIPeCOHcacld lE)74 1.03 D,i c

kN.capacllyfactor一〇rflrStelutedenantlomer

Mobllephase'.a5rnMcuricaCldlnmethanol,b:10mNcltrkacldlnrTlethzlnOl,
cO2mMcllricacldhlmethanol
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ム止ポモシ鵜血彪瞥

CSP2の光学活性部位とNBD一アミノ酸との校合体形成に､N甘D-アミノ酸のカルボキ

シ基が批与しているかどうかを調べるために､カルボキシ並の鳩迄を様々に変化させ

た滋野 iFig.2-3)の分離挙動を調へた結叉を､Tablcl_-16にまとめた｡ NBDIAJaのか レ

ポキン准をアルキル直鎖やエステル休､アミド体､7ルコールに置換したこれら絵fi
の中で､アルキル血鎖に荘挟したNBD-11メチルプロピルアミンを簡いた溶質は光学分

割された｡溶出順は､全て｡,L(R,5)の椴であった｡以上の結果から､溶質とCSP2の光

学活性部位との琵合体形成には､溶質の不斉炭窯からβ位に存在する酸素原子による

水素結合が､関与していると考えられた｡そしてh'BD-アミノ酸の場合には､N甘D-ア

ミノ酸のカルホニル取薫による水素結合が問与していると予想した｡各溶質の分散係

劇 まCSPlのときと同掛 こ､ジメチルアミドIjか一番大きく､アミド体､7ルコール

体､エステル休の板に減少し､CSP2においても､溶質の転ぶ原子の共役穀のpKbの値

と､分粒係敬の間には大小関係の一致か見られた｡

ベ ンゾ7 うサ ン.野路の似紀

CSP2の3,5Jin]trophcrlyl基をlc〟-ブチル基に慰換したキラル固定相では,殆どのNBD-

アミノ蕨が光乍分割されなかったことからl6]､CSP2によるNBD-アミノ酸の光学分割

にも､水素結合に加えて7T17T相互作用が関与していると考えた｡従ってCSP2の光学活

性部位とNBD-アミノ願との問に複合体が形成されているときには､CSP2の3,5-

dlmuOPhcnyl基とNBD-アミノ酸のベンL/フラサン骨格との間に7r-7T相互作用が生じて

いると予想した｡そこでまず､CSPlのときと同様に､DNS一アミノ酸とNBD17ミノ酸

の溶出挙動を比較した結果をTablc2-17にまとめた｡DNS益はTT-donorであるナフタレ

ン棉進を有するため､7T-aCCCP伽である3,51dlnltrOPhcnyl基との剛 二は7TI7T相互作用を

生じやすいと予想されたが､DNS-アミノ酸は､NBD-アミノ酸と比較して､溶出順には

変化が見られなかったものの､分散係数は減少した｡さらにベンゾフラサン骨格の7

位の懸換盛を変化させた､4種類のAla誘串体の分離挙動を比較した結果 (Table2-

18)､溶出順には変化が見られなかったものの､分離係数は変化し､NBD-Alaの分耗

係数が最も大きfJ.-値を示した｡NBD,ADD,DBD-juaの分較係数の方が､HBDIAlaや

DNS-アミノ酸の分牡係数より大きいことから､ 7=-aCCePtOlの性質が大きい溶質の方

が､CSP2によって良好に光学分割される傾向かあった｡従って溶質がCSP2の3,5-

dlniLrOPhcnyl基との相互作用によって生じる安定化エネルギーの差は､ 7=-aCm P(Orを有
する溶質の方が大きかった｡

7T-7T相互作用が生じる要因として､電荷移動型相互作用よりは､静電的相互作用の

寄与が大きいという考えもある【57】｡そしてナフタレン環の1,8位にフェニル基を固定

化させて､フェニル基の置換基とフェニル基の回転障壁の関係を調べた結果､電子求

引性の懸換基を有したフェニル基 (万IaCCCPtOr)同士のときに､その回転障壁が最も大

きかったl58J｡この結果は､.I-aCCCPtOr同士の7ト7T相互作用が最も強力であることを示

しており､7:-aCCCPtOEを有する溶質がCSP2によって良好に光学分割されたという今回

の実験結果を説明できる｡



Table 2116 Chromatographic results for NBD-Ala

derivativesand therelated com poundson CSP 2

krorF-rst Separat-E)n EIutlon Mob"A PKLIVdue

elutederlantlomeTfactor(め order Phase'

Ester S･11 1･02 D,L(F7,S)

lCOOCH3)

Arnlde 306 114 D.L(a,S)

(CONH2)

DlrT[elhylamlde 557 12O D.L(f7,S)

(CON(CH3)2)

olOxygen
(conJugateacrd)

･65

･05

>･05

15.76 105 R,S b -20

(2-ArTllrl0-1-pTOPanOl)

Alkyl G･74

(1･Methylpropylamlne)

Mob‖ephase'.a2mMcltricacrC‖Elrnはlureolmethanol即1dlvaler(1/1,V/V ) .

b5mMcEMcaCEdhlnlxtLLreElInlethanolilndlVateT(14.VV) ,

C5rrLMcltrlCaeldlnTnFxtureoIrTlethanolandwater(1Jl.VN )

Table2-17ChromatographicresultsforDNSl0rNBD-am lnO aCIdson CSP 2

AmETIOaCld kN cL EIutlon Mobile kN α EIut10n Moblle

order phase' order phase◆

AIa 1O3 111 D,L a 216

Leu O33 140 D,L a 120

Phe 108 1.22 D,L a 253

CapacftyfactorfornrsteltJtedenantlomer
MobHephase'a2mMcltrIcacldlnmethanol,b:5rnMcllricacldlnmethano一

Table2･18Chromatographicresu一tsforbenzofurazan derivativesof

Alaon CSP 2

Solute kforFlrst A EIut10n Mobile Hanrnett LUMO Sumof

duted order pbSe' constarlt Energy zllornlc

enantlomer (oJ (eV) charge(e)

NBDIAla NO2 21S 144 DIL a O78 -1･931 ･0352

DBD･AIa SO2NMe2 213 123 D,L b O65 -1571 10963

ABDIAla SO2NH2 134 131 D･L ら O･60 11585 ･0960

HBD･AIzl H 144 117 D,L c O00 -1.503 10522

Mobltephase●:a5rnMcltrlcacldlnrnethanoI,b2mMcltrlcacldlnrTlelhanoJ.
c 1TnMCitTlcacldhmethanol
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且コkuLda艶捜

CSP2においても､NBD-TyrとNBD-LZ-メチルーTyrの溶出挙動を比較した (TabJc2-

19).その結果CSPlのときと同様に､α-メチル化により溶出帆 二は変化が見られなか

ったものの､分較係数が大きく減少した｡その原因は､CSPlのときと同様にNBD-a-

メチルITyrの単結合の回転障壁による愈安定梢遇の変化､あるいは複合体の外部表面に

存在する械進が影響を与えていると考えた｡

_2-3-2 その他のア ミン類のN13D誘導体の光学分割

最後にβ-armnobutyTiCaCld,pnloCainc,I-phcnylcLhylamulCのNBD誘導休の光学分割を試

みた結果､iVBD-β-aTnJnObulyncacidのみが光学分割された(Tab】C2-20)｡しかしながら

その溶出喉は､光学活性体が入手できなかっため確定で喜なかった｡CSPlで光学分割

されたNBD-prilocalneや一1-phenylethylam)ncか､CSP2によって光学分割されなかった理

由として､CSPlによるこれら溶質の分穀係教が小さな髄であることから､これらの溶

質は構造的に光学分割されづらいと考えた｡

Table2-19ChromatographICresultsforNBD-Tyrand

･0-methyトTyronCSP2

Amh｡ac.d kforDFo,m kf｡rLForm S.eapc:::tl:.n Elut.onorder

Tyr 540 688 127 D.L

q･Methyl-Tyr 821 8･59 105 D.L

MobllephaselOrnMcitricacldlnMeOH

Table2-20ChromatographicresultsforNBD-aminesonesp2

so･ute eknfaeo:::F:iis三, kefnoae'Lu:;e:cdmOen,d s,eapc;:a:憲 E･ut.Onorder Mob･･ephase･

FI-AmlnobutyrTcacld l･59 167 107 N.l

Prllocalne 1191 1.00

1-PhenylethylaITllne 704 1.00

MobHephase''a●02mMcltrLcacldinMeOH
b:5mMcilrlcac)dinmixtureofmethanolandwater(60,I40J,
C●5rnMcnrJcacidlnmlxlurecfmethano一andwater(50/50)

2-313 /Jl括

以上の結果より､CSP2の光学活性部位とNBD-アミノ穀との複合体形成には､NBD-

アミノ酸のアミノプロトンとカルポこル酸素それぞれによる水菜結合と､ベンゾプラ

ザン骨格によるTTlTT相互作用が関与していることか示唆された｡そのアミノプロトン

による水素結合は､投合体形成に必須ではなく､投合休形成を補助していると考えら

れた｡そしてFlg.2112に光学分割に関与していると予想された投合附 農道を示した｡
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F一g･2-12AcomplexstructureformedbetweenthechlralmoletyOfCSP2andNBD-L-Ala
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2i4 CSP3 (SUMrCHIRALOA-4700)による光学分割隆弘

つぎに､CSP3によるNBD-アミノ酸の光学分割駿千g･の解明を目指し､労il以構造を有
する溶質の溶出挙動を比較した｡光学活性なナフテルエチルアミンを有するキラル固

定相の多くは､大井等によって開発されており【59161】､その中でもCSP3は:iBD-7ミ

ノ酸に対して高い光学分割能を有していた【6】｡またCSP3の光学活性部位には､2つの

不斉炭素が存在しており､それぞれの立体配置は､leTl-LcuはS体で､ナフテルエチルア

ミンはR体であった｡

2-4-1 NBD-7 ミノ酸の光学全垂1
CSP3によるNBD-アミノ酸とNBD-Proの分離係数や溶出順等をTable2-21にまとめ

た｡CSP3によって､NBD-アミノ酸とNBDIProは良好に光学分割され､その溶出順は共

通してD,Lの順であった｡NBD-アミノ酸の分離係数は1.10-1.33の範囲であり､NBD-

Proの分離係数はそれより小さい値を示した (1.03)OこのようにNBD誘導体の分離係

数の差が小さく､溶出順に変化が見られないことから､光学分割に関与するCSP3の光

学活性部位とNBD-アミノ酸との複合体形成には､NBD-アミノ酸のアルキル側鎖は関

与していないと考えられたOつまりCSP3によるNBD-アミノ酸の光学分割は､全て同

一の磯梢によって達成されていると予想された｡またNBD-Proの溶出順が､NBD-アミ

ノ酸の溶出順と同一であることから､光学分割に関与する複合体形成に､N甘D-7ミノ

酸のアミノプロトンは関与していない可古引生が示唆された｡

7 ミノ基 (ア ミノプ ロ トン)の影,蟹

NBD-アミノ酸のアミノプロトンが､CSP3の光学活性部位との複合体形成に関与し

ているかどうかを調べるために､CSPlやCSP2のときと同様に､NBDイ ミノ酸の分離

挙動を検討した (Table2-22)｡N古D-イミノ穀の中でYBD-Pro,-pipccolicacidの様な環

状構造を有するNBD-イミノ酸は光学分割されたが､_VBD-N-メチル-アミノ酸は光学分

割されなかった｡この結果から､CSP3によるNBD-アミノ鼓の光学分割には､N甘D-ア

ミノ酸のアミノプロトンによる水素結合が関与していると考えられる｡またNBD-Pro,-

pipccolicacidが光学分割されたことから､溶質のアミノプロトンによる水素結合を必要

としない光学分割横様も存在することが示唆されたが､その光学分割俊椛によって､

N古D-N･メチル-アミノ酸が光学分割されない理由は､不明である｡
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Table2-21ChromatographicresultsforNBD-aminoacidsonCSP3

Am.noac･d k･orDForm kforLForm S.e.pc;ニー憲 EIu･･on｡rder

仙

加

.～

.
帥

仙

5>
他

山

:>
Met

phe
p･｡

紬E
,-.
州

58

96

32

44

34

47

75

86

糾

7

16 D.L

23 D,L

10 D,L

16 D,L

13 D,L

D,L

D,L

0,L

D.L

0.L

D,L

P.L

D,L

D,L

D.L

Mobllephase5mMcltrlCaCldlnMt10H

Table2122ChromatographicresultsforNBD-iminoacldsand-amino
acldsonCSP3

solute kN EIutlon Sorute kN a Elution MobHe

order order pha se'

lmlnoaclds Amlnoac】d

N･Methyl-Ala 309 100 Ara 378 1.15 D.L

仙MethyI-Phe 234 1100 Phe 2.79 119 D,L

N･Methyl･Asp lOO2 100 Asp 975 114 D,L

(CycllCCOmPOund)

Pro 699 115 D.L

PIpecく州cacld 268 107 D.し

.Capacity†actorlorflrSteluledenantlomer

MobHephase'zl5nlMcltrlcacldlnrTlethanol,ら.10mMcIMcacidlnrTlethanol
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カルボキシ鬼のW,挫

CSP3の光学活性部位とNBD-アミノ酸との投合体形成に､NBD-アミノ倍のカルボキ

シ謀が関与しているかどうかを調べるために､カルボキシ基の†婚連を様々に変化させ

た溶質 LF)gl2-3)の分枚挙動を調べた (TablcJ2-ヱ3)｡その結果､1-メチル-プロピル7

ミンに加えて､2-アミノー1-プロパノールのNl〕D誘申体も光学分割されなかった｡光学

分割された溶質の溶出順は､全てD,Lの収であった｡以上の結盟から､CSP3による光

学分割にも溶質の不斉炭兵からβ位の酸素原子による水菜結合が､関与していると考

えられる｡そして:tBD17 ミノ酸の場合には､:VBD-アミノ酸のカルポこル恵素による

水貫結合が関与していると予想した｡CSP3の光学活性部位には2つの不斉炭素か存在

するため､その光学分割鼓補がCSPlや(SP2とは異なっていると予想され､その結果

CSPlやCSP2では光学分割されたアルコール梢連を有するNBD12-アミノ-I-プロ′リ ー

ルが､CSP3では光学分割されなかったと考えたO各溶質の分較係数は､ジメチルアミ

ト体が一番大きく､アミド体､エステル体の順に減少し､光乍分割された溶質の酸素

原子の共役酸のp̂'Rの倍と分社係数との間には大小uJ係の一致が見られたO

∠ゝン､′ブラサン骨格の乾聖

CSP3によるNBD-アミノ酸の光学分割にも､水紫結合に加えて77-7:相互作用が関与

していると考えられた｡従ってCSP3の光学活性部位とNBD･アミノ酸との間に複合体

が形成されているときは､CSP3のナフタレン環とN8D･アミノ酸のベンゾフラサン骨

格との間に7Tl7r相互作用が生じていると予想された｡そこでまず､DNS-7ミノ酸と

NBD-アミノ徴の溶出挙動を比較した結果をTablc2-24にまとめた｡今回検討した条件で

は､DNS-アミノ酸は光学分割されなかった｡DNS-アミノ酸は､7r-donorであるナフタ

レン環を有するため､ 7r-donorであるCSP3のナフタレン環との問には碓荷移動錯体に

よる7T一打相互作用を生じにくいと考えられ､その結果DNS-アミノ酸は光学分割されな

くなったと予想した｡さらにベンゾフラサン骨格の7位の置換基を変化させた､4碓

類のAla誘導体の分紐挙動を比較した結果をTabLc2-25にまとめた｡HBD-Ajaのピーク形

状が､正規分布をしていなかったため分轍係数を計井しなかったoその他のベン./プ

ラザン誘導体については､溶出順には変化が見られなかったものの､分放係数は変化

し､N13D-Juaの分離係数が最も大きな借を示した｡NBD-Alaは検討した溶質の中で7T-

acCcptorの性質が澱も大きいため､CSP3のナフタレン環との間に7T-7T相互作用を生じ

やすく､その結果NBD-Luaは良好に光学分割されたと考えた｡従って､CSP3の光学活

性部位とITtTBD-アミノ穀との複合捧形成には､NBD一アミノ酸のベンゾフラサン骨格に

よるTTlT:相互作用が関与していると考えられる｡

-471



Table 2-23 Chromatographic results Tor NBD-Ala

denvativesand therelated com poundson CSP3

kIorFlrst Separallon EIulfon MobHe PKaVJIue

elutedenanl･omer factor'｡ order phase･.C.::uOgX.yLgfanc叫

Ester 234 1103 0.L(F7.S)

(COOCH3)

Arnlde l･37 114 D,しくR.S)
(CONH2)

DlrTlethylzLrnlde I.82 119 D.L(a,S)

(CON(CH3)2)
AIcchol 701 b -2.O

(2-AmH10-11PrCPanOl)

AlkyI 3･11 c

(1-Methylpropylarnlne)

Mobllephase'a2rnNcitricack=nmlXtUreOfmetharIOlandwater(1/1,VIY),

b5rTIMcltrlCaCldlnmlXtUreOlrTTelhan｡1andwater(14.∨/V),
C5mMcltHcacldlnr71lxtureofr71ethanoland～伯ter(1/1.VJV)

Table2-24ChromatographicresultsforDNS-orNBD･amino acidson CSP3

solute kN a EIutEon Moblle kN cL Eh｣的 n Mob"e

order pha se* order pha set

Ala 168 1.00 a 377

Leu 079 100 a l.gS

Phe 183 100 a 534

MobHephase'.a2mMcltrlcacldlnmethanol,b5mMcltrlcaCldinmethanol

Table2-25Chromatographicresultsforbenzofurazan derivatives

ofAlaon CSP3
Solute kTorFlrst 8 Efution MobHe HaTnmett LUMO Surnof

eluled order Phase' constarlt Energy atomic

enantiomeT (oJ (eV) Charge(e)

NBD･Ala NO2 378 115 D･L a O･78 -1･931 -0･352

DBD･AIa SO2NMe2 316 105 D･L b O･SS 11571 10･963

ADD-AIzI SO2NH2 262 1･07 D･L b O･60 ･1･5E)5 10･960

HBD･AIzl H 270 D,L C 0.00 11.503 10.522

MobHephase.･aSlllNcitricacidhlrTleth■nol.bl2rnMcltrlcacldlnmethanol,
c 1mMcltTIcacidlnmethanoI
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皿二三且 L _̀tl比且

NBD-アミノ酸のa-プロトンが､CSP3の光乍活性部位との朝合体形成に関与 してい

るかどうかを調べるために､NBD-TyrとNBD-a-メチルITyrの分較挙動を比較した

(Tablc2-26)｡その結果､NBD-α-メチルITyrは光学分割されなかった｡ α-メチル化

によって､光学分割されなくなった理由は､CSPlやCSP2においてh'BDIT)rのa-メチ

ル化によって分搬係数が減少 した理由と同一であると考えた｡CSP3によるNBD-T)rの

分搬係数が､CSPlやCSP2による分乾係数よりも小さいため､NBD-a-メチルーTy'は

CSP3によって光学分割されなかったと考えた｡

星卓二呈.そ屯地の ア ミン類 のNBD誘導体 の光豊丘劃
最後にβ-amlnObulyrlCacid,priloc由nE,1-phenylcthylamlnC,GABOB,1-rTMhylprop)･ト

amlncのNBD誘導体の光学分割を試みた結果､これらの溶質はCSP3によって光学分割

されなかったCrable2-27)o

Table2126ChromatographicresultsforNBDITyrand

-α-methyl-TyronCSP3

Amhoand kfuDF- kforLF- S.es:niご 引utbnorder

Tyr 547 6.48 118 D,L

a-Methyl･Tyr 856 856 100

MobllephaselOmMcltYIcacldlnMeOH

Table2･27ChromatographicresultsforNBD-aminesonCSP3

salute eknfaeo:LFgd:S三, S.eapc;:a:i:,n E･ut･onorder Mobl･ephase.

267 100

637 100

308 100

02g 1.00

1･Methylpropylamine 311 100

Mobllephasè 3●02rnMclMcacidH1methanol,
b5nlMcitncacidlnmlxlureoImethanolandwater(60/40),
C5mMcltricacfdlnrTlixtuTeOTrTlelhanolandwater(70/30),
dO5mMcltrlCaCidlnmelhきnOl,
e5mMcltT7CacldhmlxtLJreOIrTlethzmoJandwater(SQI50)

2-4-3 小括

以上の結果より､CSP3の光学活性部位とNtiD-アミノ酸との複合体形成には､NBD-

7ミノ態の7ミノプロトンとカルポニル酸素それぞれによる水寮結合と､ベン./プラ

ザン骨格による,I-7r相互作用が関与 していた｡7卜7T相互作用は､CSP3のナフタレン

環との間に形成されると考えられるが､CSP3の水繁結合部位の同定は行えなかった｡

複合体構造の解明には､NMRを用いた相互作用の解析などが必要であると考えられ

る｡
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第 3章 HPLC用低分子型キラル固定相による

相互分離機構の解析

とL｣室
CSPI,(SP2,CSP3を生体試料中のDL-7ミノ較分析に応用した場合､光学分割され

た>'BD-7ミノ酸のビ-クか別のI<BD-アミノ敢のど-クと弔なるため､限られたアミ

ノ酸の定立しかできないという問題かあったr62)｡そこで前Tiまでの光学分割牧場の検

討に加えて､本登ではCSP1,(SP2.CSP3によるNBD-アミノ軒の相互分穀の債横につ

いて調べた｡esp1,CSP2,CSP3によるINBD-アミノ殻の溶出収は類似していたため､

これらキラル固定相によるNBD-アミノ鼓の相互分軽の憤梢は類似していると予想され

た｡従ってCSPlによるNBD-アミノ酸の相互分鞍の駁榊を調べることで､これらキラ

ル固定相によるNBD-7ミノ酸の相互分鞍の綴F.Vは解明されると考えた｡修士課程の研

究で､ラセミ体のJYl3,5ldln.LrObenzoyト1-Nagly(CSPlの光学活性部位)をアミノプロピ

ルシリカに修飾した固定相 (CSPl(ラセミ))を作激し､NtlD-アミノ転の分鞍挙動を

調べた結果､その溶出順は､アミノプロピルシリカゲルのみを充填した固定相 (APS)

によるNBD-アミノ酸の溶出順と類似していた (FJg.3-1)L56)｡各N8D-アミノ酸の保持

係数を比較すると､CSPl(ラセミ)による保持係数の方が､APSによる保持除数よりも

大きな価を示したことから､CSPlの基材に用いているアミノプロピルシリカゲルが

NBD-アミノ酸の溶出帖を決定し､espLのJV-3,5･dlmtTobcnzoyトトNagL)部位はNBD-アミ

ノ酸の溶出順には影響を与えず､保持のみを増加させていると推測した｡この推測

は､gl'2章で示されたCSPlの光学活性部位とNBD-アミノ酸との顎合体形成に､NBD-

アミノ散のアルキル側鎖が直接は関与していなかったことからも支持される.保持係

数の増加には､NBD-アミノ酸のベン､/フラザン骨格とCSPlの芳香環との間の7T-7T相

互作用が関わっていると予想した｡NBDILysの保持係数の増加が他のNBD-アミノ酸よ

り大きい理由は､Lysはe位のアミノ基もNBD-Fで標識化されるため､7T-'T相互作用

の影蟹を受けやすいと考えられる｡

さらにCSPlによるNBD-アミノ恵の相互分轄擬経を解明するために､その溶出収を

決定しているアミノプロピルシリカゲルのみを尤壊したB]定相 (APS)によるNBD-7

ミノ酸の分放線梢について考察した｡APSによる.N甘D-アミノ酸の船出収に注目する

と､塩基性アミノ酸が先に溢出し､続いて中性､敵性アミノ暇の順に溶出したことか

ら､アミノプロピル基による､陰イオン交換作用が関与していると考えた｡陰イオン

交換作用によってNBD-アミノ酸を分蛭した坊合､塩基性のアミノ軽のなかでもグアニ

ジル基を持つA∫gやイミダゾール環を持つHis等は､イオン的な反発を受けやすいため

保持か弱い｡それに対してカルボキシ基を2つ有するAsp,Gluは､イオン結合を生じや

すいため強く保持され､中性アミノ酸はその塩基性アミノ穀と酸性アミノ取の問に溶

出すると予想され､APSによるNBD-アミノ酸の溶出Jfiと一致する｡以上より､APSに

よるNBD-アミノ酸の相互分轍には､APSのアミノ基とNBD-アミノ酸の7ルキル側鎖と

の間に生じるイオン結合の強さの違いが関与していた｡そこでさらにiNBD-アミノ鼓の

アルキル側鎖以外の構造が､APSによるNBD-アミノ酸の相互分態に与える影響につい

て調べるために､類似構造を有する溶質の溶出不動を比較した｡
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3･2 こ の∴liA

APSによるNBD-7ミノ穀とYBD-N･Jチルーアミノ転の供持味数をTabEc311にまとめ

た｡NBDIAla,-Aspの保持係数について､その外メチル体と比較した結盟､∧'-jテル化

によってドBD-Aねの場合は保持係数が僅かに減少したが､逆に>TBD-Aspの堤合は作か

に増加した｡NBD-7ミノ酸の種類によって､そのN-メチル化か保持係掛 こ与える影幹

が共なり､その影響が僅かであることから､N甘D-7ミノ車のアミノ基の臓道は､九ps

によるNBD-アミノ酸の保持係数に大きな影等引ま与えていないと考えられる｡

旦⊇ カルボキ シ基の効果

a-アミノ酸を含めた､カルポキン塵を 1つ有する化合物のNBD誘容体の保持係数

を､Tablc3-2にまとめた｡移動相に､CSPlによるNBD-アミノ酸の光学分割に用いられ

ている､5mMクエン酸メタノール溶液を用いた場合､NBD一山=小Gl),-GABOB.-β-

an.nobulyrKaCtd,-nlPeCOticacidは､殆ど保持されなかったのに対して､NBD-Leu,-

pjpecol.cacidは､保持採繋がそれぞれl･20とl･69であり保持された｡全ての溶質がカル

ボキシ基を1つ有しており､またpIPeCOllCaC,dとnlpe CO【lCaCidのように稲造が類似して

いる溶質間でも､その保持係数には大きな差異が見られた｡従ってAPSには､これらの

柵連の差異を認識する保持綴横も存在することが予想された｡またAPSによって保持さ

れるNBD-Leu,-p)pecoJicacidは､AfSの末鰍 こ光学活性部位を修飾したキラル固定相

(esp1,CSP2,CSP3)で光学分割され､保持の弱い溶質 (NBDIGABOB,一mPeCOtic

add)の多くはそのキラル固定相によって光学分割されなかった｡従ってキラル固定相

の基材であるアミノプロピルシリカゲルによって､保持される溶質の方が､そのキラ

ル固定相によって光学分割されやすいと推測した｡

カルボキシ進講萄枚につい丁の稔討

次にAPSによるカルボキシ基誘導体であるエステル体やアミド体の保持係数を調べ

た｡比較のためにNBD-Phcの結果を加えてTablc313にまとめたOこれらの溶質は､移動

相に5mMクエン酸メタノール溶液､あるいはCSPlではこれらの溶質が保持された溶

液 (水/アセ トニ トリル/TFA=60/40005)を用いても､保持されなかった｡同一の移動

相条件にも関わらず､CSPlでは保持された溶質がAPSでは俣持され7亡かったことか

ら､CSPLによるこれらの溶質の保持には､アミノプロピル基は関与しておらず､修鰐

した光学活性部位 (N13jJinlLrOberLZOyl-トドagly)との相互作用が関与していた｡

移動相中のTFA温度を減少させることで､Nt)D-Phcは供持されたが､カルボキシ基誘

導体は保持されなかったことから､APSによるNBD-Pheの保持は､主にドBD-Pheのカル

ボキシ基とアミノプロピルシリカゲルのアミノ基とのイオン結合によって生じてい

た｡



｢

TabJe3-1ChromatographicresultsforNBD-iminoacids
and-aminoacidsonAPS

Solute Capacityfal:tors(k) Solute Capacityfactorstk)

NIMethyt･Ala 1.90 AIa 223

〃･Melhyl･Asp 12.76 Phe 12.56

Table312Chromatographicresultsfor
NBD-derivativesonAPS

Solute Capacltyfactortk)

Leo

LeuIGIy
GABOB

β-ArnlnObutyrlC aCld
Pipecolrcacid
Nrpecoticacld

Table3-3CapacityfactorsforNBD･aminc-acidesteroramideonAPS

APS CSP1

MoblI叩hase SmMcltrICaCld H20NeCNrTFA= H20/MeCNrrFA- H20IMeCNITFA-
hITlethanoI 60/40/005 60/40/001 60I40/005

Phe 247 063 1061 806



3-4 ベ ンゾフラザ ン骨格の'-dI児

溶質のベンゾプラザン骨格の7位置換基の欄道の差異か､APSによる溶質の保持抜放

に与える形蟹を調べた｡4種類のAlaのベンゾプラザン訪中体について調べた結果を

Tablc314にまとめた｡その結果､NBD-Alaが澱も強く保持され､DBD-A]aやABD-Alaは

同程度保持され､HBD-Alaはあまり保持されなかった｡NBD誘導体のニ トロ基の酸素

やDBD,ABD誘導体のアミノスルホニル基の酸某は､アミノプロピル基の水煮との掛 こ

水菜結合を生じるが､llBt)誘導休の水素はアミノプロピル益との問に水月結合を生じ

ないため､その連いが溶質の保持係数の差に現れたと推測している｡従ってAPSによる

溶質の保持には､アミノプロピル基による水素結合も関与していることが示唆され

た｡しかしながらNtiD-アミノ転の7位置換基による水菜結合は､全てのNBD17ミノ

殻に対して同程度生じていると考えられるため､APSによるNBD-7ミノ蕨の相互分葱

には､関与していないと考えられる｡

315 2種類のア ミノプロピル シリカカラムによる保穐扱旗色比監
今回の検討では､充填したアミノプロピルシリカゲルの製造メーカーが異なる2種

類のAPSを使用したが､その2種類のAPSの間で溶質の保持係数の差異は､僅かであ

り､その差異は同一の充填剤のロット間の差異と同程度であると考えたので､以後の

実験では､同一のAPSとして使用した｡

Tabre314Capacityfactorsforbenzofurazan

derivativesofAlaonAPS

NBD･Ara NO2 388

DBD･Ala SO2NMe2 227

ABD･Ala SO2NH2 2172

HBDIAFa H 1.17
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㌢6アルキル正犯圭R L,W のiR互生厳
以上の検討から､APSによる溶質の保持には､溶質のカルボキシ並が東平であり､そ

の保持横触 二は､APSのアミノプロピル瀕によるイオン結合や水=#結合が関L亨してい

た｡従ってNBD-1ミノ鮫の相互分虹は､A㌣SO)アミノプロピル基とNBD･アミノだ安のp/

ルキル側鎖との閲に生じるイオン結合や水菜培合の強さの芸界によって行われてお

･)､CSPlでもこの分放換仙 こよって.TJBD-アミノ長引ま相iL分較されていることか示唆

された｡そこでCSPlによるNBD-アミノ酸の相互分無を改善するには､その他の分取

後場によって汀BD-アミノ酸のアルキル例規を認識する必要があると考えた｡HPLCに

よるアミノ酸の分散横輔として､イオン交換モー ドと逆相分配モ- ドが汎用されてい

るが､既にイオン交換モードはCSPlによる>'BD-アミノ酸の相互分秒 こ任用されてい

たため､新たに逆相分配モ- ドの性質をCSPlに持たせることにした｡逆相分配モー ド

は､N甘D-7ミノ恵の7ルキル現場員の俸性の差異を認識するため､CSPlでは分軽国難

であった中性アミノ転のNBD誘導体の分鞍が容易になると予想された｡そこでCSPlに

逆相分配モ-ドの性質を持たせるためには､疎水的な碓道をCSPlに導入する必要があ

ると考え､7ルキル直鎖を導入することにした｡

屯初にNBD-アミノ酸の相互分態に適した､アルキル直鎖の銃長を求めるためにアル

キル縦長の異なった2種類の固定相 (九ps-6-AmHA,APS-ll-ALTlUA (FIE3-2))を作

製した｡APS･6-AmHAとAPS-u-AmUAには､それぞれアミノプロピルシリカゲルに6-

amlnOhc.T(anOicacldあるいは111amLrlOundccano)cacldを修飾した充填剤を充填した｡移動

相に5mMクエン酸メタノール溶液を用いて､APSを加えた3種類の磁定相によるドBD一

アミノ酸を分離したときのクロマ トグラムをF1g3-2に､各NBD-アミノ酸の保持係数を

FI菖313にまとめた｡各NBD-7ミノ酸の保持係数が､Ays<APS-61ATnILA<APS-1ト

AmUAの順に増加したことから､アルキル直鎖を導入することで､各NBD-アミノ酸の

保持係数が増加した｡この結果は､アルキル直鎖による疎水的相互作用が保持の増JJt)

に有効であることを示している.また3種類の固定相の間でNBD-アミノ酸の溶出順

は､類似していた｡NBD-アミノ恵の相互分粒を比較すると､APS-u-ATnUAでは､

N8D-Gln,-Proを除いたN8D-アミノ酸のピークトノブは分離されたが､APS16-AmHAで

はGJyとGlnもしくはSer,Asnとし),SのNBD誘導体のピーク トップがそれぞれ重なり､

APSではArgとHis,GlyとThr,ProとLysのNBD誘導休のピークトップがそれぞれ重なっ

た｡移動相中のクエン酸濃度を変化させても､NBD-アミノ殻の相互分掛 ま改善しなか

った｡従ってAPS-ll-AmUAが､3種類の固定相の中で最もNBD-アミノ酸の相互分散

に適していると結論づけた｡AYS-ll-AmUAでは､従来のアミノプロピル基による分軽

に加えて､導入したアルキル直鎖による分鞍が加わったため､NBD-アミノ酸の相互分

鞍が改善したと考えられる｡そして汀BD-7ミノ酸の相互分軌 こ適したAPS-ll-AmUA

の末壬削こ､光学活性部位を修飾したキラル固定相は､NBD-7ミノ酸の相互分軌 こ適し

たキラル固定相であると期待された｡
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第4章 アルキル直鎖を導入 したキラル固定相

の分離特性
旦二L_丘

APS-II-AmUAの末6-に､光学活性部位としてCSPlの光学活性部位である(S>LY135-

dinitrt)bcnzoyl-I-Naがyを修飾したキラルB]定相 (CSPj を､FIB.411に示す方法で作製

した｡導入するアルキル直鎖と光学活性部位の丑を変化させた2掩Siのキラル固定相

(CSP4.CSP7)を作製し､元素分析の結果から計算されたアルキル直鎖と光学活性部

位の修飾鬼をTable4-1に示した｡CSP4とCSP7の各溶質に対する分較挙動は類似して

いたことから､光学活性部位の懲飾里が類似したCSPlとCSP4を比較した結果を中心

に以後､i己す｡

穀初にCSP4によるピークの対称性や溶出時間のばらつきを講へた｡まずピークの対

称性としてピークのsymmclry供数を計算したところ､S=13であったことから､ピーク

はテーリングしていた｡2種類の移動相条件で､溶出時間のばらつきの検討を行った

結果､5mMクエン怒メタノールを用いてN8D-L-Juaを7回分析したときのばらつきは､

標準偏差013で､水/アセ トニ トリル/TFA=40/60/001の混合溶液を用いてNBD-L･Pheのオ

クチルエステルを7回分析したときのばらつきは､標準偏差009であった｡従ってCSP4

は､キラル固定相として使用可能であると考えた｡

Table4-1Graftingratesoftheligand (mmoI/I)

GranlngrateOI GraftlngrateOr
chFralTnOlety arkylchah

CSP1 040
CSP4 036 040
CSP7 021 062
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榊 鈍 を導入

& 勅相 l:5mMクェ ン秒 メタ ノ-ル冬 用 い た と き色比較

最初に移動相に5mMクエン酸メタノール溶液を用いたときの､CSP4とCSPlによる

汀8D-アミノ酸の分敷革動を比較した｡まず13唖功のNBD-DL-アミノ転とNBD-Gl)を分

粒したときのクロマ トグラムをFigl4-2に､そのときの保持係数をバーの長さで､分#

係数を数値でFis4-3に示したO始めlこCSPLとCSP4による各NBD-アミノ酸の保持係数

を比較したO全てのh'BD-アミノ軌 こついて､CSPJによる保持係数の方かCSPLによる

保持係数よりも大きな値を示した｡これはキラル固定相に導入したアルキル直鎖の効

叉と考えられ､光学活性部位を悠飾した後でも､アルキル直鍬 こよる疎水的相互作用

による保持が有効であることが示唆された｡次に:<BD-7ミノ酸に対する光学分割経を

比較した｡CSPItCSP4において､IT<BD-7ミノ酸の溶出脈は共通してD,Lの収であ

り､NBDIProの溶出雌はL,Dの順であり､ 2つのキラル同定相の問で溶出順が異なる溶

質は存在しなかった｡分概係数を比較すると､殆どのNBD17ミノ取で変化が見られな

かった｡ただし疎水性の高いアミノ酸 (Lcu,Phc)に関しては､分離係教がLeuで112か

ら118に､Phcで1･L9から122にそれぞれ増加した｡逆にカルボキシ基を2つ有するAsp

やGIuに関しては､分難係数がAspとGLu共に､i.10から108に減少した｡従ってCSP4

は､NBD-アミノ軌 こ対してCSPlとはば同様な光学分割能を示すものの､一部のNBD-

アミノ軌 こ対しては分較係数が変化していた｡

次にCSP4とCSPlによる､NBD-アミノ酸の相互分粒を比較した｡FIB4-2に示したク

ロマ トグラムにおいてCSPlでは19個のピークトップが検出されたのに対して､CSP4

では22個のど-クトップが検出された｡またFig4-3に示した､NBD-アミノ酸の保持係

数のE･もCSP4の方が大きく､さらに各ピークの理論段数には大きな差異か見られなか

った (Table4-2)｡以上の結果より､CSP4はCSPlと比較して､NBD-アミノ酸の相互

分取に適したキラル固定相であり､導入したアルキル直弘によるNBD-アミノ酸の相互

分鞍の改題が語られた｡

Table4-2TheoreticalplatenumberforNBD-aminoaclds

CSP1 CSP4

NforDForm NforiForm NforDForrTI NforLFoTn

仙
加
仙
叫
は
phe
p･｡
ser
,

10000 11COO
6100 6200
2900 5500

5600

7700
7900
12000
6800
g500

9000 9500
74tX) 7200
4900 5100

6500

10000 10000
loom 1loo°
B200 8000
7100 7400
B400 8200

Mobllephase.5ITlMcnrEcacldEnMeOH
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5D-Val.6:L-VaI,7.D-Ala,8L･AIa,
9D-Thr,10.L･Thr,ll:DIMet,12:LMet,13:DIPhe,
14:し-Phe,15'Gly.16:D-Ser,

17:L-Ser,18:D-Gln.19 L-Gln.20●D-Asn,

21:L-As°,22'D-Pro,23:L-Pro,24.D-Gh,25 LG山,
26:D-Asp,27:し･Asp
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Mobilephase:5mMcitrLCaCLdJnMeOH

P

一

o
EZ

0
u
-
E
v

･

c
r

a

N

･

6
2
･

Leu

仙

va.

Ala

m

h

el

m

G

M

A

Gly

Se√
Pro

PハE
GIu
Asp

Leu

lle

Val

Ala

Th√

Met

As°

Gly

Se√

Phe

GJn

Pro

GIu

Asp

0 10 20 30 0

C apaciIy facIor (k)

5 10 14

Fig･4-3CapacityandseparationfactorsforNED-aminoacldsobtainedonCSPlandCSP4



j i iii

血を会許した鰍 脚 ‥での比較

アルキル蔽鎖によるNBD-7ミノ転の相互分だ‖ま､CSPlのアルキル(H鎖とNBD一アミ

ノ酸のアルキル側鎖との間に形成される疎水的相互作mに起凶している (逆相分配

モード)｡そこで逆相分配モー ドによる分離の影響が大きくt..-る､水を含有した移劫

杓条件での各NBD一アミノ倍の相互分粒を比較することにした｡

移動相に水/アセ トニ トリル汀FA-60/40:0025を用いたときの､NElD-DL17ミノ転と

NBD-GlyをCSP4とCSPlで分放したクロマ トグラムをFJg4-4に示し､そのときの分取

係数や保持係数をFig4-5にまとめた｡CSPヰとCSPlで共通して､移動相条件の変化に

よって中性アミノ酸の溶出順が大きく変化し､ Lcu,IJc等疎水性の高い7ミノ故のhTBD

誘導体カ＼ 強く供持されるようになった｡逆にGIT',Asn等親水性の高いアミノ酸の保持

は弱くなり､この溶出伯はオクタデシル韮を固定化した逆相用勘定相(=よるNBD-アミ

ノ酸の溶出収に類似していたL63)｡従ってこの移動相条件での､CSP4とCSPlによる

ドBD･アミノ酸の溶出暇は､主に逆相分配モードによる分離で決定されていた｡第3芋

の検昌寸から､CSPlによる逆相分配モードの分掛 ま､主に(S)-N-3,5-dlnltTObeTLZO)日-

Naglyとの疎水的相互作用によって生じていると考えられたが､CSP4ではその梢道に

加えて導入したアルキル直葺削こよる効果も加わっていると予想された｡

次にCSPlとCSP4による各NtlD-アミノ酸の保持係数を比較した｡この移動相灸件に

おいても､全てのNBD17ミノ酸について､CSP4による保持係歌の方がCSPlによる保

持係数よりも大きな値を示した｡これはキラル固定相の甚材部位に導入したアルキル

直鎖による疎水的相互作用による保持が､光学活性部位を中人した後でも有効である

ことを示している｡光学分割能を比較した場合､CSP4とCSPl共に､水を含有した移

動相 (水/アセ トニ トリル〝FA-60/40/0025)を使JTJすることで､各NBD-アミノ酸の分

離係数は減少した｡既に水を含有するような逆相系の移動相条件を用いると､キラル

臨定柵による溶質の分離係数が減少することは報'rL;･されていたr64J｡その減少丘が､

CSP4の方がCSPlと比較して大きいため､CSP4によるNBD-アミノ職の分離係数の方

がCSPlによる分離係数よりも小さい値を示した｡特にカルボキシ基を2つ有する

Nl〕D-Glu,-Aspの分離係数の誠少丘か大きかった｡

CSP4とCSP)によるNBD-アミノ駿の相互分雑を比奴すると､FIB.414に示したクロマ

トグラムにおいてピークトップの数が､CSPlでは15佃であったのに対して､CSP4で

は18個に増加した.またF･g4-5に示した各NBD-アミノ酸の保持係数の差もCSP4の方

が大きく､さらに各ピークの理論段数には2つのキラル固定相の間で大きな差異か見

られないことから､CSP4によるNBD-アミノ取の相互分離の方がCSPlより優れてい

た｡そこでCSP4を用いて､NBD-アミノ転の一斉分析を目指して､分離条件の食通化
を行った｡
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pCSP4に上るNBD-Llアミノ幣の相万金灘

始めにCSP4を用いて､アミノ酸の中で分離が困難であった､中性アミノ概のiu了王/分

離を移動相組成を変化させることで最適化した｡移動相中の水およびTFAの脱皮が柵

加するほど各NBD-アミノ慨の保持時間は延長し､NBD-GLn,-Asnを除く､NBD-7ミノ

骸は良好に相互分離された.そこでNBD-GEnとNBD-Asnが分離される条件で､その他

のNBD-アミノ酸も相互分離される移動相組成を検討した結果､水 アセ トニ トリル

TFAを70 30 O04の割合で混合した溶液を用いることで､中性のアミノ酸のNBD誘導

体は相互分離されたOそのときのクロマ トクラムをF】g4-6に示した｡

CSP4に上丘 NBD-DL-アミノ酸の一斉/JT離

つきにD一アミノ酸を加えた､I)L-アミノ形の分離粂作の最適化を行ったoDLIGln,-Asn

は､移動相中のアセ トニ トリル濃度が高いほと良好に分離されたが､その条件ではGly

およびDL-Scr,-Thr,-Alaが分離されなかった｡そこでグラジュント溶離を用いて､最初

にDLGln等が分離する移動相を用い､途中からDL-Scr等が分離する移動相組成に変化さ

せることで､DL-アミノ願の一斉分離を試みた｡その結果､GlyとIL種類のDL-アミノ酸

を分析したときに､L･Leu,Dllle,D-1VIcトを除くアミノ穀のピ-クトップが分離する条件

を見つけた (F】g4-6)｡このようにCSP4を用いることで､分離困難であった中性アミ

ノ酸の多くが分離された｡さらに詳細な検討を行い､塩基性アミノ酸やTyrなどを含め

た全てのアミノ酸の一斉分析法の確立が望まれたか､既に12種筋のアミノ酸の分析に

100分近くの時間がかかっているため､開発される分析法は実用的でないと考えたの

で､これ以上の検討は行わなかった｡
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4-3_｣辿 圭LL,inIniを導入 したキラル固定佃による.光学分'Lk.qJ

次にCSPヰの此乍分),TJ馴 'qについて検討を行うことにした｡従火の報告てIi:､キラル

田定植による光'lY:分割能は､その光学活性部位のI.梅迫や鯵飾且によって決定されると

々えられてきたため､今回の実験結果のようにキラル固定相に光学不話性な7ルキル

血班を導入することで､NBD-Lcu等の分粒係数が上井する現象は姉妹深くtzL_7.われた｡

本来､キラル固定相には､光学分割に関与する立体選択的な相互作用と光学分割に肥

rlしない非立帖選択的な相互作用が存在すると-4･えられてきた｡そして非立体選択的

な柑7i.作用は､光学異性体間の保持係数の差を変化させないまま､両兇牲体の保持tf:

政を増加させるため､光学異性体の分板係数を減少させるとされてきた (Fig4-7)L
65】｡そのためキラル国定相による溶質の分捜隣丑を上井させる!:は､余分fJ非立休選

択的7'i相互作用を減少させることが重要であると考えられてきたILl,66-68]｡

既にアルキル血inを導入したキラル固定相を作製し､その班長の差異か光学分割!=

与える影響を調べた輯告があった｡それらの報告では､移動相にL1-ヘキサンと極性絵虻

(クロロホルム､2-プロパノール､テ トラヒドロフラン)との混合溶液､つまり噸相系

の移動相が班用されていた【58,69】｡頼相系の移動相を用いた磁合､キラル固定相にア

ルキル追鎖を導入することで､溶質の分離係数が上昇した報告と減少した報告があっ

た｡溶解の分拙係数が減少した報告によると､キラル閲定相に詩人したアルキル直鎖

は,光学分割に関与しlJ.'い非正体選択的な相互作用を増加させるため､光学異性体の

分較係数を減少させると報告している｡つまり光学分割に関与する相互作用には変化

がなく､導入したアルキル直鎖による溶質の保持のみが増加するため､蔽質の保持係

数が増加し､分鮭係数は減少しているr70,711｡一万､溶質の分離係数が増加した報告

では､キラル固定相に中人したアルキル直鎖は､77-ヘキサンを含有する移動相を用いる

と､直線肘 こ伸張した構造をとるため【72]､その内部に存在する碓造 (シラノール基､

アミノプロピル基)と溶rrとの相互作用は阻雷される｡その結果､溶質の分離係数を

減少させるシラノール基等との非立体選択的な相互作用が減少するため､溶質の分離

係数が上昇したと考えられているOつまり導入したアルキル蔽銃によって､非立体選

択的な相互作用が減少したため､溶質の保持係数が減少し､分離係数が上昇 している

L40.65J｡しかしながら､CSP4によるNBD-DL-Lcu等の溶出挙動は､分離係数と共に､

保持株数も上昇している｡従ってCSP4では､従来の報告とは異なった分離俵槽が生じ

ていると予想された｡従来の報告と異なった点は､使用した移動相条件であり､移動

相条件が変化することで7ルキル直鎖と光学活性部位とか形成する高次構造が変化し

ていると推測した｡

そこでCSP4と(SPlによる､妓つかの光学異性体の分轄係教を比較することで､CSP

4の光学分割位楢を予想した｡分兼任款が上昇した溶質は､薮水性の高いアミノ転の

NBD誘導体であったので､より疎水性の高いNBD-アミノ酸のアミドおよびエステル体

の分耗挙動に興味が持たれた｡そこでCSPlとCSP4による､;<8D-Alaと-Pheの7ミドお

よびエステル休の分離挙動を調べ､Tablc4-3にまとめた｡またNBD-Phcのアミドとメチ

ルエステルを分放したときのクロマ トグラムをFlg4-8に示した｡ 2つのクロマ トグラ

ムでは､溶質の溶出時間が同一になるように､移動相条件を調製した｡

CSP4によるアミド体やエステル体の分転院数は､共通してCSPlによる分葱係数よ

りも大きfJ.1億を示した｡またG P4によるこれら7ミド体やエステル体の溶出順は､全

てD,Lの頓であり､CSPlによる溶出根と同一であった｡また2つのキラル固定相で共
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inして､Phc誘耕作の分離係数の方が､^1a誘婦体の分柵係数より大きく､アミド休の

分轍rf:数のIJJ-がエステル休の分離係数より大きな伯を示した｡さらにCSP4において

も､メチル､エチル､ペンチル､オクテル､ /C'(-ブチルエステルの分離係数がほぼ同一

の値であったことから､エステル体のアルキル軌の川進は分耶抹数に影響を与えない

と考えた｡以上の結光から､これら2つのキラル同定仙 こおいて､キラル固定相の光

学活性部位とアミド休やエステル休との問で形成される校合仏は､共通の基本椛道を
持っていると予想した｡

-G =iTTFi三;iiii言ト
CSPl

ASP之

･-m 宅空重璽空盃か一
C3Pl ŝp2

ŜPl ⊂5l'】

FTOmWH PlrklcandCJWckh,ICllrOmalogT,589(1992)45

FIgl4-7Tandem colurnnexperimentilruslratingdecreaselnenantl0Sefectwity

dueloachiralretention

esp1:Re引nrF7)-DNB･phenylglyclne;APS2:DN8-amlnobutyl,

mobilephase 2･propancl-hexane(5+95),Ilowrate 200mJ/mh.

voldyolumelndkator tTHerl-butylbenzene
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Table4-3ChromatographicresultsforNBD-aminoacidesters

andamides

kforDF｡rmSFeaPcatroa:I(Odn kforDF｡rmSFeaPca:ca:i.odn Mob"ePhase･
22 101
47 101
51 102
01 1.01
01 1.02
45 1.10

AIa-N(CH3)2 389 119 843 135

Phe･OMe 266 103 498 109

Phe･OEL 3.11 103 612 1.10
Phe･OPe 5.13
PhE2-00G 7.90
Phe-NH2 1.44

03 11.56 1.10
03 2147 1ll
10 407 1.18

MobHephasetarTlixtureofwater,acetonitrileandTFA(50/50/0015),
b:5rnMcFtHcacidhmlxtureofmethanclandwater(50SO),
C●mlxtureoIwater.acetonltrlleandTFA(50/50/005)
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Fig.4-8ChromatogramsformethylesteroramideofNBD-DL-Phe
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flo〟rate 1OrTIJ爪.n1,d8t∝ 110∩,Lox470TLm,LJBT71530rvT1
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アミ/益 (アミ/プロトン)の髄姓

次にCSP4による光学分割に､NBD一アミノ酸のアミノプロトンが関与しているかと

うかを調べるために､NBD-イミノ酸の分離挙動を調べたOまたその結盟を､CSPLに

よる分離係数および溶出順と比仮した (Tablc4-4)0 CSPlとCSP4との凧で､環状イ

ミノ酸 (Pro,pIPeCOLlcacid)のNBD誘導体の分離串鍬ま郷似していたが､NBD-N-メチ

ルーアミノ酸の分離挙動は異なった｡CSPlによるNBD-N･メチルーアミノ勲の溶出伯は､

L,L)の順であったのに対して､CSP4ではNBD-～-メチル-Alaや-A･spは光学分割されず､

光学分割されたNBD-N-メチルIPhcの溶出順はD,Lの順であったoCSP4によるNBD･ア

ミノ酸の溶出順 (D,L)とNBDイ ミノ酸の溶出順 (D,L､L,Dもしくは分離しない)が

異なることから､CSP4においてもNBD-イミノ位の光学分割横紙とNBD-アミノ酸の光

学分割機械とは異なっていると考えられたOまたNBD-アミノ酸のアミノプロトンをメ

チル基に置換することで､光芋分割機構が変化したことから､CSP4によるNBD-アミ

ノ酸の光学分割にも､NBD-アミノ酸のアミノプロトンによる水素結合が関与してい

た｡CSP4による環状イミノ酸と入り チルーアミノ酸のNBD誘導体で､その溶出挙動が

異なったことから､CSP4によるNBDイ ミノ酸の光学分割機梢には興味が持たれた

が､その詳細は不明であるQまたCSP4による､今風検討した全てのNBD-イミノ酸の

分離係数の方が､CSPlによる分離係数よりも小さfj:価を示したことから､これら

NBD-イミノ酸の光学分割には､CSPlの方がCSP4よりも適していた.

ベンゾプラ_当三_ン骨格の姐

次にCSP4による光学分割に､NBD-アミノ酸のベンゾフラサン骨格が関与している

かどうかを調べるために､ベンゾプラザン骨格の7位置換基の梢蓮が異なるAla誘導体

の溶出挙動を調べたOまたその結果を､CSPlによるこれらベンゾフラザン誘串体の分

離係数や溶出順等と比較した (Tabl巳415)Oこれらベンゾプラザン誘導体の溶出順は共

通してD,Lの順であり､分離係数は電子求引性の置換基を有するNBD,ABD,DBD-1uaの

分離係数の方が､水素のみを有するfTBDIAlaの分鞭係数よりも大きな値を示した｡こ

の結果は､CSPlによるベンゾプラザン誘導体の分離係数の関係と類似していたことか

ら､CSP4によるNBD-アミノ酸の光学分割にも､CSPlのときと同様に7T-7T相互作用が

関与していると考えられる｡またCSP4とCSPlによるベンゾプラザン誘導体の分離係

数を比較すると､CSP4による分離係数の方が､CSPlによる分離係数より小さい値で

あった｡
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Table414Chrom atograPhicresultsforNBD･imino aclds

solute kN EIullon Moblle

Order phase'

E山tlon Moblle

order phase★

(NIMethyl･arnEnoacld)

N-Methyl-AIa 308 107 L,D a 289 100

N-Methyl-Phe 420 102 LD a 417 101 D.L

N･MELthyI･Asp lO39 1D4 LD ら 1084 1ll

(CycIICCOmPOund)

Pro 610 104 L,D a 782 104 LD

PIpecollCaCid 900 119 L.D a 275 109 L,D

CapacLtyfactorforflrStelutedenantiomer

MobLlephase'a5mMcltTIcacidlnrTlethanol,b lOrTIMcltrICaCldlnmethanol

Table415Chrom atographicresultsforbenzofurazan derivatIVeSOfAla

ktorFlrSl

eluled

enant10mer

CSP4

Erution kforFlrSl a ErutIOn Mobile

order eluted ｡rder phase'
enanllOmer

Nt】DIAla NO2 329 1･12 DIL 303 111 D.L

DBD･Ala SO2NMe2 353 117 DIL 372 111 D･L

ABD･Ala SO2NH2 293 116 D･L 303 110 D･L

HBDIAla H 281 106 D,L 310 103 D,L

Mobllephase'a5rnMcltrFcacEdnrnethanol,b2rTIMcltrlcacidlnmethanol.
c 1mMcitrlcacldh1methanol



その仙のう悦 艶咋比の分稚ja比較

その他の溶質として､prlLocalnC,Lcu-Gly,21am'nO-トbutanol,β-amlnObuLyT)CaCidの

IVBD訪中体の分離挙動を､CSPlとCSP4との間で比較した (Table4-6)｡NBD-

pTOlocalnC,-Lcu-Glyの分離係数はCSP4の方が大きく､NBD-2-amln0-i-butanolの分離係

数はCSPlとCSP4とのJEilで差がなく､NBD-β-am)nobutyr】cacldの分離係数はCSPlのJJ-
が大きな個を示した｡また住化分析センターの西岡らによると､NSAll)勅の光学分割

にはCSPlの方が優れているが､i,1--b1-2-n.lPhLhoEの光学分割にはCSP4の方が優れてい

た【731｡以上､CSP4とCSPlの光学分割能の比較から､CSP4はカルボキシ基を持た

ず､疎水性の高い溶質の光学分割に適していた｡

このようにCSPlのアミノプロピルシリカゲルと光学活性部位との問に7ルキル直軌

を帝人したキラル固定相 (CSP4)は､CSPlと比較してNBD-アミノ酸の相互分離や疎

水性の高い溶質の光学分割を改善した｡この分離の改善は､同一の光学活性体をAPS-

11-AmUAに修飾し､その修飾玉の輿7LよったCSP7でも見られたことから､アルキル直鎖

を導入した後､光学活性な3,5-dln】lrObeTIZOyト11Naglyを修飾したキラル固定相の共通 し

た特徴と考えられる｡CSP4とCSP7による溶質の分離係数を比較した場合､光学活性

体の修飾丑が多い､CSP4の方が伐かに光学分割能が優れていた｡各曲空引こ対する保持

係数を比較すると､移動相に5mM クエン酸メタノールを使用した場合､CSP7の方が

大きな値を示したが､水を含有する移動相を用いた場合は､CSP4の方が大きな値を示

した｡CSP7では､多畳のアルキル直鎖が導入されているため､水を含有した移動相を

用いたときにはアルキル直鎖が蘇張し､導入したアルキル直鎖が溶質の保持に有効に

働いていないと考えられる｡

次にAPS-ll-AmUAの末端に異なった光学活性部位を修飾したキラル凶定相において

も､相互および光学分割の改善が起こるかを調べた｡

Table4-6Chromatographicresu一tsforNBD･amlneS

cspI CSP4 CSPl,CSP4

so●ule eknfaeoLLt:Fad:S三, S.eapc:::I;:n ,knfaeo:bF:Fd:S三, S.eapc::a:三:㍗ Etu,tj:,n ごhOabilee･

Pnlccalne 776 1.05 1E356

Leu･Gly 098 109 097

2･Amlno･11butanol 1336 105 1463

β･AmLnobutyricacid O75 121 375

_

L

U)
_

N

D

a:
N

NINotldentHled

MobHephase'.a5rnMcltrlcacldlnmJxtureofmethanolandvvater(60/40),
b5rTIMcltrEcac事drnmethanol.
C15mMI:FtncacidlnmixtureofrTlethanolandwatert20/80),
d.2rTIMcrtrlcacidJnmethanol
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4-も｣ヒ苧洗牧丘は位の_構造旭 な ?たr7_!地 正姐を最大⊥たii JL,良辻

州i=よる兇 陛隆弘
APS-11-AmUAのぷ主副こ光学活性部位として､CSP2の光学活性部位である(S/N-3t5-

dlmtrOPhcn)18m Ln∝ ilrbor)yl-VaIを修飾したCSP5と､G P3の光学活性部位であるLY-E(JVl

1-(a-naphLh)1)eLhyLamlnOCarbonyll-(SJlcTt-Lcuを噂飾したCSPbを調製した｡CSP5につ

いては､売場剤か均一に充填されなかったため､ピークの形状かCSP-1やCSP6と比較

して9;っていた｡最初にこれらのキラル固定相による､NBD-7ミノ転の相互分散につ

いて調べた｡

CSP2とiCSP5に上るNB

CSP2とCSP5を用いて､NBD-アミノ転を分無したときの保持係数と分轄旅数をまと

めたグラフをFig.419に示した｡各NBD-7ミノ穀の保持係数を比較すると､CSP5によ

る保持係敏の方が､CSP2による保持供穀よりも全てのNBD･アミノ転において大きち

(.Rを示した｡NBD-アミノ酸の光学分割について比較すると､全てのNBD-アミノ声望の

溶出順は共通してD,Lの順であり､CSP2による分鞍係数の方が､CSP5による分類探款

よりも大きな値を示した｡

NBD-アミノ酸の相互分離については､Flg419が示すように各NBD-アミノ態の保持

係数の差がCSP5の方がCSP2と比戟して大きく､さらに各ピークの理論段数に差異か

見られないことから､CSP5の方がN8D-7ミノ穀の相耳分掛 こ適していると考えた｡

従って､CSP5においても導入したアルキル直鎖によるIVBD-アミノ酸の相互分離の改

善が認められた｡しかしながらCSP5は､各NBD17ミノ憩の保持が弱いため､CSP4と

比較してNBD-アミノ酸の相互分離に適していなかった｡

CSP3ノーCSP6に J=るNBD-7 ミノ静 の細 耳/ji紐の比較

同様な検討をCSP6についても行った｡N古D-アミノ酸を分離したときの保持係数と

分轍係数をまとめたグラフをFlg4-10に示した｡各NBD-7ミノ酸の保持係数を比較す

ると､CSP6による保持係数の方が､CSP3による保持係数より全てのhTBD17ミノ酸に

おいて大きIj:借を示した｡NBD7 ミノ酸の)t苧分割について比較すると､全ての

NBD-アミノ酸の溶出収は共通しD,Lの根であった｡分粒係数を比較すると殆どのNBl)-

アミノ酸において､CSP6の方がCSP3よりも大きな債を示した｡分放係数が減少した

のは､NBD-Pro,-SET,-Aspの3種類のNBD-アミノ政であった｡

N13D-アミノ酸の相互分軌 こついては､Flg4110が示すように各NBD･アミノ酸の保持

係数の差が､CSP6の方がCSP3と比較して大きく､さらにCSP4のときと同種に､各

ピークの理論段数に差異が見られないことから､CSP6の方がN8D-アミノ酸の相互分

鰍 こ遠していると考えた｡従って､CSP6においても帝人した7ルキル直鍬 こよる

NBD-アミノ酸の相互分散の改善が認められた｡以上の検討より､キラル固定相に帝人

したアルキル直圭削ま､その光学活性部位の捕連に依らず､キラル固定相によるf<BD-7

ミノ駿の相互分鞍を改首することが明らかとなった｡水を含有した移動相を用いるこ

とて､導入したアルキル直鎖による疎水的相互作用の影響が強くなり､>'BD-アミノ酸

の相互分枝がより一層改善されると予想されたが､今回は､時間の関係で検討を行わ

なかった｡
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∈SP2LCSP3とCSP5_CSP6に 上る廿 学 令',i.lrの比腰

次に､CSP5とCSP6を用いて､専人したアルキル直鎖が光学JJl･inJに与える形容を,潤

べた｡溶質には､CSP4によって分較係数か｣_昇した光学異作付を用いた｡各溶質の分

把係数や溶出JViを､同一の光学活性部位をアミ/プロピルシリカゲルに修放したキフ

ル固定相と比較した結果を､TabLc417にまとめた｡ CSP6i:よるこれらの溶質の分捜係

数は､CSP3による分粒係数と比較して､I(BD-Pheのアミドを除いた全ての溶質におい

て上昇した｡ CSP3とCSP6によるNBD-Phcの7ミドの溶出伯か異なったことから､

NllD-Pheのアミドに対する光学分割放揃は､CSP3とCSP6との間で､異IdLっていると

予想された｡また同一の光学活性部位を有しているのに関わらず､CSP3では光学分割

されなかったNBD-pnLoca･neや-Leu-Gtyが､CSP6によって僅かに分焦された｡ところか

CSP5とCSP2の光学分割能を比較すると､CSP5では導入したアルキル直鰍 こよる分粒

係数の上昇が､いくつかの溶質 (エステル体)に限られていた｡その原因として､esp

5は充填剤が均一に充填されていないため､分鞍が良好な行われていないと考えたぅ以

上より､CSP4によって分範係数が増加した多くの溶質の分離係数が､CSP5やCSP6に

よっても増加した｡従って溶質の分頼係数は､キラル同定相の基材と光学活性部位と

の間に中人したアルキル直鎖の影響を受け､いくつかの溶野については､その影響に

よって分離係数が増加することが明らかに7'iった｡

Table4-7ChromatographicresultsforNBD-derivatives

Separatlon EIution Moblre Separatlon EIutlon Mob‖e

factor(d order phasE-. factor(a) oTder phaset
Al3-OMe 1D2

Phe10Nle 102

Phe-NH2 116

Leu･GFy 161

prTTol:aTrle 100

LLL0.0.D-

103D.し

104D,i
b

114D-L
b

145D,i
C

1.00
b

CSP3 CSP6

Separatlt)n Elutlon Moblle SeparatioTI EIutron Mobile

fact｡rtQ) order phaset lactor(d order phasel

Ala･OMe l･02 DlL d 1O7 olL b

Phe-owe 1O2 D.L a l･09 DIL b

Phe-NH2 104 D.L a l･04 LD e

LeuIGly 1.OO l: 1.18 D,L c

prHocalne 100 d 1.03 N.A e

N l.:Notldentlfled.

MobHephase'･a:2rTIMcltrlcacldlnmixtureolacetonltrlleandwater(5050).
b5nlMcllrlcacldlnrnFxlureofacetonltrHeandwater(6040).
C.5mMcltrica(:Idlnmelhanol.

d5mMcltrlcacldlnmlxtureolmeLhanolandwater(60401,
e5mMcllrtcacldlnrnlxtureoTacetonEtrlfeandwal即(5050)
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小5 アルキル前納 与重 大 (,i-キラルl乱定qlの光学分割_段腿
についての考察

アルキル血統を導入したキラル固定相によって､妓つかの溶質の分冊係数か増加し

た即 mLこ興味がひかれた｡既に､7ルキル直鎖を導入したキラル悶定格によって､沼
田の分粒詐欺が上昇した報告はあったか､その報告の全てにおいて溶質の保持探数が

減少 していたL40,651｡しかしながら今回作製したキラル閏定柵では､溶質の分離係敬

の増加と共に､保持操丑も増加していた｡これら分轍係数が上昇した溶質の桟道的な

特徴として､以下の3在が挙げられる｡

l 疎水性が苛い

2 アミノプロトンを持つ

3 カルボキシ基を持たない

逆にアルキル直銃を導入したキラル固定相によって､分敦保故が減少した溶質は､

一般の7ミノ転より設水性である酸性アミノをやイミノ殻のNBD誘中略であった｡ま

た光学分割の改蓄した溶質では､光学異性体の溶出収に変化か見られなかったことか

ら､アルキル直鎖の導入によって､光学分割に関する複合体の基本構造が変化したと

は考えづらいOそこで複合休構造が変化していないのに関わらす､妓つかの溶質の光

学分割が改普した理由を推測した｡

まずアルキル直鎖を導入したキラル固定相には､アルキル直鎖と光学活性部位とか

形成する疎水空間とアミノプロピル基か形成する親水空間が存在すると考えた くF鳩 4-

u)｡この疎水空間と親水空間の存在は､逆相用固定相においてその存在か確認され

ているL74)｡7ルキル直鎖を導入したキラル固定相において､分搬係数が増加した溶質

は疎水性の高い溶質であるため､その疎水空I琵=こ取り込まれやすい｡そしてその空間

に存在するキラル固定相の光学活性部位との問に複合体を形成しやすく､光学分割さ

れやすいとJqえられるCまた疎水空掛 こ光学活性部位が存在するため､複合体形成に

関与する水兵結合の強度が､親水空間に存在するときと比較して印加するため､複合

休場迄は安定であると考えられる｡次に､アルキル慮鎖を帝人したキラル閲定相にお

いて､分雛係数が減少した船飾 こついて々察したoこれらの分粒係数の減少した溶質

ち,その保持係数は増加していることから､固定相との相互作用は増加していると考

えられる｡それにも関わらず分粒係数が減少した理由は､その保持の増加に7ミノプ

ロピル基か形成する頬水空間が関与しており､光学活性部位とアルキル直鎖が形成す

る疎水空間は､あまり関与していないと考えた｡その結果､固定相との相互作用か増

加しても､光学活性部位との相互作用が増加しないため､分勲任免は上昇しなかった

と考えられる｡それに対して従来のアミノプロピルシリカゲルに光学活性部位を修飾

したキラル固定相では､光学活性部位は均等に散らばっており､そのような疎水空間

は存在しないと考えられる (FIg,4-ll)｡

またイオンクロマ トグラフィーの分野に於いて､アルキル直鎖を導入した固定相に

ついて､最近興味深い報告がなされた【751｡金属を認識する部位として､unlnodiaectlC

acldを用い､その認諾部位を固定化するアルキル訊長 (0､3､8)か異なった3粗筋

の固定相を作製し､希土類の金属 (Ce,Sm,Gd,Ho,Lu)に対する認識経の遅いを比較

した｡その結果､7ルキル銃が8である最長の匠定格が､上記の金環類の分軽に適し

ており､ ｢固定化していない)im)nodlaCeticacld自身の各金損との会合定款に近い､探

持強度を示していた｡その結果について玉音らは､認諾部位のncxlbJllLさ(自由度ノ
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が､認識能に影響を与えていると論じている｡そして認識部位を国定化する7ル土ル

組長が短い固定相では､認識部位の自由度が低いため､金属との牧舎料.9威か凶払と

なり認諾距が低い､逆にEg定化するアルキル銃丘が十分長いと認0.3知ta:の自由度か花

いため､金属との投合体形成が容易になり認識徒が･.:LJいと考えている｡また認識部ttt

の白由皮の重要性については､キラル固定相についても研究がなされていたE761｡その

研究では､キラル固定相の光学活性部位の修飾法や修飾塵によって､キラル固定相の

不芹認識能が変化する理由として､光学拓性部位の自由度がl淵与していると推測し､

計罪化学を用いて光7:活性部位の自由度を言1許し､そのキラル固定相の光学分割経と

の関係を調べていたOそして光学分割能の優れたキラル固定相の光学机性部位の自由

度が､大きいことを示していた｡

今回作製したキラル閲定相においても､中人したアルキル前鎖によって光乍活性部

位の自由度が上昇していると考えられる｡そしてアルキル直鎖を噂入したキラル固定

相による光乍分割能の向 Lの原因の一部は､光学活性部位の自由度の上昇が関与して

いると考えられる｡しかしながら光学活性部位の自由度の上昇だけでは､一部の溶生き

の分出陳数が減少した今田の実験結果を説明できない｡従って､今回作製したアルキ

ル直鎖を導入したキラル固定相の光学分割には､此乍活性部位の白由度に加えて､ア

ルキル直鎖か形成する疎水空間が重要であると考えた｡
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第 5章 総括

第2号では､市販のHPLC用低分子型キラル榊定相の中で､トBD-アミノ軌 こ対して

優れた光学分割経を示す3種類のキラル回旋相について､その光学分-ilJta事唱を険日日ノ

たOその結果､光学分割に関与するCSPlやCSP2の光学活性部位とITJBD-アミノ酸との

校合肘 ま､Fig2-ll,-12に示す梢連であった｡FIG2-uに示された投合肘 推進から､

csplによるTtBD-アミノ酸の光学分割を改普するには､CSPlのナフタレン環によるTT-

TT相互作用をより強固にする必要かあると予想した｡しかしながら第2章で論じたよ

うに.I-汀相互作用の強さは､芳香環の.I-福子のみてはなく､描道的な要因によっても

左右されるため､最適桃迄の決定には更なる牧討が必要である｡またこれらのキラル

固定相は､カルボキシ基誘申休の光学分1LpJにも有効であることを示した｡さらにCSP1

は､カルホニル較素を有さない溶質の光学分割にも有効であった｡

第3号では､アミノプロピルシリカゲルに光7'活性部位を固定化したキラル固定相

では､その溶質同上の相互分掛 こ､基材部分の7ミノプロピル基が関与していること

を明らかにした｡また移動相に有機溶媒100Cro(5mMクエン酸メタノ-ル)の溶液を用

いても､7ルキル直鎖による疎水的相互作用が溶質の分離に有効であり､アルキル班

長を延長することでNBD-7ミノ憩の相互分離が改普した｡

第4章では､アルキル直鎖を導入したキラル固定相を作製し､市販のキラル固定相

とその分離符性を比較した｡その結果､作製したキラル固定相は､疎水的相互作用に

よってNBDl7ミノ殻の相互分離を改善した｡また中人したアルキル直鎖が形成する改

水空間は､疎水性の高い溶質の光学分割を向上した｡さらに固定化するキラル固定相

の梯迄や修飾束に関わらず､アルキル直鎖を導入したキラルB]定相では､相互分粒や

光学分割能の改菅が見られた｡

本研究によって､キラル固定相の光学分割能は､その認識部位が存在する環境によ

って変化することが示唆された｡本研究で得られた知見は､同一の光学活性部位を用

いたキラル固定相であっても､その光学活性部位か存在する環境を変化させること

で､光学分割能が向上することを提示している｡今後は､キラル固定相に溶質の拭追

をより特異的に認識する構造を持たせることで､日的物質の光学分割に適したキラル

固定相の設計を行いたいと考えている｡またこの知見は､キラル固定相の設計のみな

らず､多くの分子認識に基づいた､分穀手段の分離の改善や､検出手段の感度の向上

に応用できると推測されるので､さらなる展開を期待したい｡
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【試ヱ挺･装lTE】

本研究では､以下に小した.試薬を班用した｡

試盛名
Acet】cacld

ĉetonllrlle(HPLC用)

D･Alalcrl-but),lcstcr

L-AlafclE-butylcstcr

DL-AmlnOaCld

(+/-)-2-Amln0-1-bulanol

伸 一(-)-2-Am lnO-i-bttanoI

DLJ_-Am lnO-1-plopanoL

(S/(+)一2-AmIn0-1-propanol

(1-ATmnOPrC･P)1)phosphonlCaCld

恕遺全社

IXl文化学

関東化学

国産化学

国産化̀17=
協和発酵

ナカライテスク

ナカライテスク

東京化成1:繋

Acros

Ajdrich

4-Aminosulfony1-71nuOrO-2,i,3-beruoxadlaZOle(ABDIF)

同仁化学研究所

AmmonlaSOlution(29061nWater) 関東化学

AJT)mOnlumaCetatC 関東化学

BoTICaCld(アミノ酸分析用) 和光純薬工業

ChlorofoTm ナカライテスク

d.lChloroform(NMR用 998%) MeTCk

4-Chlor0-71nl【r0-2,1,31benzoxadlaZOle(NBD-CL)

東京化成工業

CltE)CaCldmonohydTatC 関光化学

DLChLoromethanc 関東化学

N,N'-DICyClohcxyLcarbodllmldc(一級) 和光雑貨工業

DimethylamlneSOIuuOn(40% ln､､ater) 関東化学

41DlmethyLamlnOPyndlnc(DMAP) 東京化成工実

4-(N,N･DlmelhylamlnOSulfonyl)-7-fluor0-2,1,3-bcnzo･yadlaZOIc(DBD-ド)

東京化成工業

(S)-N-(3,5-DlnitrobCnZOy])-1lnaPhth)lgl)clne住化分析センター

DisodlUmdlhydrogcncthylcncdlaminetetraaccl.lLedihydrate(EDTAI2hTa)

ナカライテスク

DNSIAla 東京化成工実

DNS-DL-Leu Sigma

DNS･LLeu S】gma

DNS-DL-Phs Sigma

DNSIL-Phs Slgma

DIOXane(HPLC用) E姻文化学

Ethanol(汀PLC用) 関文化学

E【hyLace【a(e(特級) 関東化学

トEthyト3一(31dlmCthyEamlnOPrOPyL)carbodllmidChydrochlonde(EDC)
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Lolnumber

lj58193

C558396

M8K4663

1V7T5090

GF()1

AOllOO1201

0782(〉AG

AUl19

CAJ1770

lCOl

25FOOO9

4BFO600

55FIO209

30HDO47



l

東京化成工滋 GF02

4-FIuor0-7-nllrOl2,1,31bcnzoxadliIZOIc(NBD-F)

文1.7化成工澄

rlcxanc(特級) 関東化学

Hydrochloncz]C)d ナカライテスク

r̂-Hydro.Y)I-5-noTbornenc123-dica'box)rlmlde(HONB)(ペプチ ド合成用)

DL-Leo-Gly

L-LJu-GJy

Methanol(M'LC用)

d,-MCthanol(NMR用 998%)

d･-Methanol(㍗.VR用 995%)

'̂-Meth)I-DL-Ala

NIMethyl-LAla

AVcLhyLaminc(LIO%ln"ater)

JVIMcthyl-D-ASP

JVIMcthyl-L-Asp

N-Mcthyl-D-Phc

NIMethyl-L-Phc

(+/-)-1-MclhyLpropylamlne

a-McthyL-DL-Tyr

a-McTh)･L-L-TyT

NIPeCOtlCaCld

n10ctylalcohol(一版)

n-PcntyLalcuhol(#&)

DL-PhcnylcthyJarmnc

(JV-(+)-1-PhcnylcthyI.rlm)ne

DLIPtpecolici)Cld

PrltOCalne

SlllCagel60(70-230meshASTM)

SodlumhydrogencaTbonalc(特級)

Sodiumhydro･yidc

Sodiumsulratc(特級)

Tetrahydrofuran(FIPLC用)

Tneth)lamine(#&)

Tnnuoroaccticacld(HPLC用)

和光純盛工芸

Slgma

Peptldclns=uLc

間欠化学

Eunso-top
MerCk

文京化成工竺

国産化学

東京化成工兵

S18ma

Slgma

S18ma

Slgma

和光耗重工業

Slgma

Slgma

火京化成工某

関東化学

関東化学

ナカライテスク

Merck

東京化成工某

Sigma
Mcrck

和光純薬工藁

和光純重工業

関東化学

関東化学

関東化学

関東化学

PTP99-18

L2JHO856

37012▲l

R2181

FCXO1

AJO1

831Ⅰ5850

101H5855

LEQ5554

122H7707

23HOO88

707S1571

108D1433

M8P6489

S19166810

アミノ酸標準液 AN型(7ミノ殻分析用)

和光純薬工業 DC18083

Water Mlltl-QrcagcnLSystem(ゝll1lIFX)re(Bedford,.llA,USA))によりTF')'製したMILLl-Q水

(比抵抗>18Mオームcm)を使用した

Amlnopropylsllicage一
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本研究には､Mcrck社製のL】ChrosorbNH,とダイソー挟式会社のAPS-SP-120-HPを用い

た｡これらの基jF的な物性は､同等であり､球型の粒子径5pTl､比去面前 300 m7g､

細孔容瓜 10mL/g､炭素含有率 42%C､修飾率42uTT10lmで あった｡

本研究では､以下に示した笈贋を任用した｡

けPLC経巡裟懸

ProportlOnlJlgValvc 655proporlion]r唱､･al､･C(Hilachi,Tokyo,Japan)

Pump･ 655liquidchTOmaLograph(HitaCh1)

し6200(Hitachi)

AutosaTTIPLer: AS-4000(HitaChl)

Manual叫CCtOr Rhcodyncmodel7125injccLOr(20LLL)(Cotati,CS,USA)

PreCOlumn TSKgc10Ds-80Tm

TSKgcLCN-80Ts

(3･Zmmtd･×15mm､Tosoh,Tokyo,Japan)

AnalytlCalcolumn･ SUMICH【RALOA-2500(S)(CSPI)

FLdctcctor

UVdc【cctor

Dataprocessor

LCyMS関連支澄

MS

Pump

ManuallnJCCtOr

NMR朋迎装置

計鞍化学関連

CornpuLcr
SoftWarc

SUM~ICmRALOA-3100(CSP2)

SUMICmRALOA-4700(CSP3)

(46mmid･×250mm､5〟m､住化分析センター)
APS

APS-6-AmHA

APS-11-AmUA

APS11l-AmUA10̂ -2500(S)(CSP4,7)

APS-ll-AmUA-OA-3100(CSP5)

APS-ll-AmUA-OA-4700(CSO6)

(46mm dx250mm､5〃m､住化分析センターおよび長崎大学)

FIOOOEluorescenccspcctrophoLOmCtCr(llltaChl)

L-4000H(HJtachi)

655-60processor

D-2500ChroTTla【0-1ntegrator

M-1200H(Hitach】)

L-6200(JiltaChl)

Rhcodyncmodel7125mlcctor

GSX-400(JEOL,Tokyo,Japan)

PC19821Ls13(ヅEC,Tokyo,Japan)

WlnMOPACvcr10package(FuJitsu,Ch)ba,Japan)
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【実験方法】

【.T<BD誘串休の渦動】

4mMのEDTA･2Naを含む､02Mのほう敢揺葡液(pl180)溶池に､試料が100FLMにf=

るように控準溶液を調製した.10JLlの標準溶液にアセ トニ トリルに溶解させた50mM

NBD-F溶液を30JLl加え､60℃で5分間加熱する｡その後､96OLLlのL%酢酸/メタノ-ル

溶液を加え､その一部をHPLCの試料として注入した｡

【ABD誘串体の調製】

02Mのほう較譲衝液(pH9.3)に､試料が100JLMになるように標準溶液を調製した｡

10FLlの訂弘治掛 こアセ トニ トリルに溶解させた50mMABD-F溶液を30〟1加え､60℃て

60分間加熱する｡その後､960fLlの1%酢酸′メタノール溶液を加え､その一部をHPLC

の試料として注入した｡

【D13D誘蒋体の調製】

02Mのほう酸頒布液(pl-793)に､試料が100FLMになるようにだ準溶液を調製した｡

10FLlの標準溶液にアセ トニ トリルに溶解させた50mMDBDIF溶液を30pL加え､60℃で

30分間加熱する｡その後､960JLLの1%酢酸/メタノール溶液を加え､その一部をHPLC

の試料として注入した｡

【DNS誘蒋体の調教】

02Mのほう酸級衝液(pH93)に､試料が100/川 になるように標準溶液を調製した｡

10LLJの標準溶液に7セ トニ トリルに溶解させた50mMDNSICt溶液を30LLl加え､室温で

1時間反応させる｡その後､960FLlのL%酢髄/メタノール溶液を加え､その一部を

汀PLCの試料として注入した｡

【DNMの合成】

(S)-～-3,5-DlnltrOberlZOyl･トnaphthyLglyclneを酢酸エチルとTHFの混合液に溶かしHONB

を加えて水冷した後､EDCを加え水冷化30分､室温下20分伐拝したC枕件後､減圧乾

固し縛られた戎液をジオキサンに溶解させ､不溶物を除去した後､浪液にメチルアミ

ン水溶液を加え枕拝した｡4時間後､濃縮乾固し萩法を1N塩酸水溶液と塩化メチレン

の混合液に溶かし､有険相を抽出し1N水酸化ナ トリウム水溶液を加えた｡再び有憤相

を抽出し濃縮乾固し､得られた注意を酢恵エチルで再結晶した｡

【NBD-アミノ酸の合成】

アミノ酸を5%酢酸7ンモこウム水溶液に溶かし､N甘D-Clのエタノ-ル溶液を加え

10分間遼流した｡i望銃後､氷冷し､4N塩酸水溶液で反応液を中和し､液圧濃縮する｡

濃縮液を水と塩化メチレンの混合液と混ぜ､有機相を抽出し､減圧乾還した｡その後

オープンカラムによる精製を行なった｡

【NBD-7ミノ酸のエステルおよびアミド体の合成】

上記の方法で合成されたyBD-アミノ態 50mgを30mlの酢酸エチルに溶解させ､0℃
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でlOOmgのDCCと5()mgのDMAPを加える｡LOOpJの乾嫌したアルコールもしくはアミ

ンを添加後､5O℃で1時間反応をさせた｡減圧乾田後､シリカゲルで柵滋 (移動相 酢

酸エチル ヘキサン=1 1)し､合成品の確.7.72はLQMSおよび1日-IVMRで行った｡

【HBD-Alaの合成】

333mgのLrBD-Fと11gのAla与アセ トニ トリル (2mL)､メタノール (4ml)と水 (4

ml)の混合液に溶解させ､Imlの トリエチルアミンを添JJU後､80℃で3時間反応させ

た｡反応終了後､減圧乾固し､シリカゲルで祁製 (酢転エチル/メタノール=7;3)する

ことでHBD-Al･1(37mg,08%)を得た｡8ppm 683(lH.d,J916Hz),717(lH,ddJ

733,880Hz),601(1日,d,J733liz),397(lH,JTL),142(3H,d,ノ68Hz),ESl一.MSm'Z2O6

((M-H))｡

【APS-6-AmHA,APS-11-AmUAの作製】

Boc･6-arnlnOhexanotcacid(10mmol)をジオキサン(20ml)､水(10ml)とLM～-aOfJaq(LO

ml)に溶解させ､水冷する｡dトJerl-bul)rldlCarbonatc(Llmmol)加えた後､室温で90分間伐

拝を行う｡反応液をクエン薮でpH3-4にした後､酢酸エチルで抽出を行ったOその後､

減圧乾隠して得られた､オイル状物質をアミノプロピルシリカとの縮合反応に用い

た｡Boc-11･amlnOUTIJccanoicacldも同様な､反応手順で､合成を行ったOその後､Boc･

6-̀lminohcxanoicacidあるいはBoc11トam]noundecar101CaCldそれぞれを､アミノプロピル

シリカ (APSISP-120-HP)が溶解している､ジオキサンとジクロロメタンの等品混合液

に混合する｡そこにDCCとトリエチルアミンを加え､2-3℃で2時間伐拝した後､ 1晩

放置する｡修飾したシリカゲルをTFAノジクロロメタン=1/5の混合液で､ 1時間加水分

解した｡反応後､シリカゲルをジクロロメタンで満たしたフラスコに空けたOフラス

コにjV-エチルジイソプロピルアミンを加え､よく洗浄を行ったOその後､ジクロロメ

タンとメタノールで洗秒をした後､スラリー法でステンレス管に充填した｡充填剤の

元#分析を行った結盟､それぞれCS48,H172,N194%(APSl6-AmHA),C836,H168,

N168%(APS111-AJllUA)であった.

【アルキル直鈍を導入したキラル固定相の作製】

修飾する光学活性部位をNICthox)CaTbony1-21elhoxy-1,2-d】hydroqulnOllneを含む､APS-

ll-AmUAと乾燥したTHF溶液に添加し､室温で 1晩捷拝する｡その後､修飾したシリ

カゲルをTHF､メタノール､ジエチルエーテルで､順次洗浄後､乾固させた｡その

後､スラリー法でステンレス管に充填したoCSP4およびCSP5のアミノプロピルシリ

カゲルにはAPSISP-120-HPを使用し､CSP6およびCSP7にはLiChTOSOrbNH:を使用し

た｡充填剤の元素分析を行った結果､それぞれC1461%(CSP4),CL75%(CSP6),C

L428%(CSP7)であった｡

【各溶質のHPLC条件】

検出各件

NBD誘中略 蛍光検出 :入cx470nm,-̂cm53Orim

DBD,ABD誘尊休 蛍光検出 ･入亡X450rlrn,-̂cm590nm
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Dr<S誘導休

HBD誘導体

岱光抜出 kx350nm,入crn530nm

UV輸出 J)_69nm

托動相集作

移動相には､メタノール､7セ トニ トリル､水の混合松波に酸を添加した溶液を主

に使用した｡移動相中のクエン暫濃度が2TTl.11以下もしくは､TFA汲度かUO50D以下の

時は､酸濃度が漁い移動相を､分析用移動相を流す前に10分程度流し､カラムの安定

化に要する時間を短爺した｡またCSP6では､水を含有する移動相を用いると､カラム

圧が高いため流速を08mLminとして実験を行った｡

【voldl･olumcの測定】

各キラル固定相のvoldvolurneは､アセ トニ トリルをインゼクションし､UV(250nm)

で検出を行い､溶媒のピークが溶出した時間から計許した｡

【HPLC実験に用いたパラメータの計算】

促掩施盈⊥kl

/rTJ賂挟教 (a)
kl

α- -
k2

盟≡眼 艶iNI

･-5154(読 )2

SmrnqOr係数rS)
ト ‖一･-

2 r

l･溶質の保持時間

I.アセ トニ トリルの保持時間

k..先に船出した光学活性体の保持係数

k,後に溶出した光学活性体の保持係数

t溶質の保持時間

W l'ピークの半分の癌さにおけるピーク幅

W.R.ピークのl/20の高さにおけるピ-ク幅

IW-t'.におけるピーク頂寛から下ろした垂線

で2分されたど-クの立ち上がり側の距軽

Ar

!且あ1こ_nLこ血 色_主血 上ュ_リ_ガ_血 ンrLl
Pc-P｡

1200n･-Pc(W-1)

Pc:修飾接の炭素含丘 (%)

PV:修飾前の炭素含丑 (%)

D.リガンド中の炭素の数

W:リガンドの質丘

【LC/MSによる合成品の確認】

APCL#

移動相にはメタノールを用い､流速はIml/mlnで､フローイジェクション分析を行っ

た｡設定の詳細は以下に示す｡
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Drlrtl'oltage･40V,Focusvoltage-120V,Mull】plkrvoltagc.L80OV,Vaporlzcrtcmperaturc

IR0℃,D亡SOIvuliontcmpcralurc400℃

ESiBi

移動相には､水とメタノールの等五混合液を用い､酪連は0051仙 mlnでフローイジ

ェクション分析を行った｡設定の詳細は以下に示す｡

DnrlVOllaSC50V,Fo… ･ヽ01はgc120V,MulnplleTVOllagcL800V,NcbuliSCrtCrnPCralure

200℃

【HOMO.LUMOエネルギー､電荷の計算】

長安定構造を求めるために､いくつかの初期梢達を用い､半径験的分子軌道法AMl

法を行うにあたってキーワードとしてPRECISE,EFを使用した.アミド結合を有する化

合物の計軌 二は､上記の2つのキーワードに加えて_VIMOKを使用した｡Juaのベンゾフ

ラザン誘導体の計許にはメチルアミンのベンゾプラザン誘導体を用い､CSPlの3r5･

dlnitropheT)yL基には3,5-dlnltrObenzo)laTmnCを用い､naphLhalcneにはDh'Mの3,5-

dlnitrophcnyl基を水菜に荘換した構造を計井に用いた｡

【NMRの測定】

測定温度には､30､IO､0､-20℃の4柾を用い､測定溶媒には､d,-メタノ-ル､d.-

メタノール､dL-クロロフォルムを使用した｡測定溶媒にd'-メタノールを使用したとき

は､homogatedecoupL]ngにより､水由来のシグナル強度を減少させた｡基準ピークに

は､測定溶媒にメタノールを用いたときはメタノールのメチル品のプロトンのシグナ

ルを3.3叩mとし､クロロフォルムを用いたときはTMSのメチル基のプロトンのシグナ

ルを00ppmとした｡設定の詳細は以下に示すo

観測のポイント数 32768､パルス幅 5Op､取り込み時間 273S､繰り返し時間･57

S､横詐B]数116または32回

[2DINMR]

各測定法の設定の詳細は以下に示す｡
HOHAHA rGSXl500を仲 田)

h軸のポイント敬･2000､fjBのポイント数 512､パルス幅 25us､スピンロック時間:

45TnS,輯策回数 32回､測定温度 30℃

NOESY

L軸のポイント数 2OOOtf潮のポイント数 512､パルス幅 9.5fB､混合時間:150,5CK)
または700ms､敬井国数 32回､測定温度 30,0または-20℃

旦!〕旦SY

G軸のポイント敦 2000､も軸のポイント数:512､パルス幅･15ps､混合時間 150,500
または700ms､鞍井回数:32回､測定温度:30,0または-20℃
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