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In order to understand the mechanism for maintaining life of animals based on the search of dynamics of bio-
molecules, I have developed several sensitive and selective methods for their quantiˆcation. Using the methods of
derivatization with the developed benzofurazan ‰uorogenic reagents (4-‰uoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBDF),
ammonium 7-‰uoro-2,1,3-benzoxadiazole 4-sulfonate (SBDF) and etc.) followed by high-performance liquid chro-
matography (HPLC)―‰uorescence detection, a certain kind of biological and clinical importances was demonstrated
of chiral bio-molecules (D-amino acids, D-lactic acid and so on), peptides and proteins. The proposed method (derivati-
zation with SBDF, isolation of the ‰uorescent proteins by two-dimensional HPLC, enzymatic digestion and identiˆca-
tion of the altered proteins by HPLCmass spectrometry (MS)/MS with database-searching algorithm) for proteomics
studies revieled the changed proteins in the islets of Langerhans of the dexamethazone-induced diabetic rats. An impor-
tance of catecholamine metabolism on the blood pressure regulation was also suggested by the method of HPLC
chemiluminescence detection of catecholamines and their 3-O-methylmetabolites. A new ˆeld of Analytical Chemistry,
i.e., Bio-Analytical Chemistry, was also proposed.
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はじめに

分析化学の本質は物質の検出にある．分析化学が

方法に関する学問であり，多くの自然科学に横断的

な方法について考える学問であるとすれば，物質の

検出法に関する問題は分析化学で最も真剣に取り上

げなければならない．一方で，検出の確実性はその

検出の量的再現性によって検証される．ある研究者

が得た結果を，他者が追試して量的に同じ結果が得

られれば，その検出の妥当性が保証されるのであ

る．分析化学で取り扱う検出には，定量と言う概念

が絶えず付随しているものである．

ある物質が天然に純粋な形で存在することは極め

て稀である．特に生命科学の分野では，多くは他の

物質と共存して存在している．したがって，その物

質の検出のためには他の類似物質との識別が必要と

なる．物質の検出にはその物質の出す信号を捉える

ことが多い．その物質の信号と共存物質の発する信

号（雑音）とを識別する必要がある．信号には種々

の種類があり，それを捉えるための方法も数多くあ

る．例えば放射能を出す物質を検出するには，その

放射能を捉えればよい．非放射性の他の共存物質と

識別でき，雑音ゼロの状態で高感度（信号/雑音比

が大きい）に検出できる．しかし，共存物質も放射

性物質であれば，信号と雑音とを識別できず，目的

物質を検出できない．そこでそれらを除くか，分離

するか，あるいは目的物質を取り出す必要がある．

すなわち，物質を分離する方法が必要である．分析

化学の取り扱う検出では，分離を伴わない検出は稀

である．以上を概念図として示した（Fig. 1）．

筆者は生命現象を分析化学的に捉えるにはどうし

たらよいかを考えてきた．生命は生体が恒常性維持
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Fig. 1. Detection is the Heart of Analytical Chemistry!

Fig. 2. The Way to Find the Related Molecule to Maintain
the Life
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機能を働かせることにより維持されている．筆者は

この維持機能に関わる生体分子を検出し，その変動

を量的に捉えることにより生命現象を理解しようと

考えた．生体には無数の分子が存在している．しか

も，平常状態の生体は維持機能を絶えず微妙に働か

せて平衡状態を保っているため，関連生体分子の変

動は微小であり，数多くの共存生体分子の中からそ

の分子のみを捉えることは容易ではない．従来の物

質の検出法・分離法を十分利用するにしても，これ

らのみに頼っていては研究が進まないことが分かっ

た．そこで以下のような方策を考えた（Fig. 2）．1―3)

それは，生体の恒常性維持機能の及ぶ範囲内で生

体に連続的に負荷を懸けると，それに抵抗する生体

の反応が連続的に起こり，その結果として関連生体

分子が連続的に増量し，周囲から浮かび上がって見

えるようになる．そのような状態になれば関連生体

分子のみを捉えられるであろうというものである．

すなわち，ここでは共存生体分子が雑音であり，関

連生体分子を信号と見なすと分かり易い．言うまで

もなく，この生体分子を他の共存分子と分離して検

出・定量するのである．この手法を種々の恒常性維

持機能，例えば，血圧維持機能や血糖値維持機能に

適用すれば，生命現象の一端が理解できるであろ

う．さらには，生体恒常性維持機能の変質として理

解される病態，例えば高血圧や糖尿病と生体分子の

動態との関連把握，それらに基づく治療，ひいては

予防もできるのではないかと思われた．

本論文は，生体分子の検出・分離・定量のための

方法の開発と生体試料への適用，及び前述した生体

恒常性維持機能の新しい側面からの研究について述

べたものである．検出法としては，信号に対し雑音

の少ないとされる光分析法（蛍光検出法，化学発光

検出法）を取り上げ，分離・定量法としては高性能

分離が期待される高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）を取り上げて検討した．

1. 蛍光試薬を用いる超高感度分離・検出・定量

法の開発と生体分子の捕捉

生体分子の多くは微量に存在し，かつ無蛍光であ

る．そのため，それらを蛍光誘導体へと導き検出す

るための蛍光誘導体化試薬が必要である．1970年

代後半当時，微量の生体分子を定量するためのアミ

ンの蛍光試薬としては，ダンシルクロライド，オル

トフタルデヒドあるいはフルオレッサミンのみであ

った．ダンシルクロライドは試薬の加水分解物が強

い蛍光を発するため扱いにくく，オルトフタルデヒ

ドあるいはフルオレッサミンは第一級アミンとのみ

しか蛍光誘導体を与えなかった．そこで新たな試薬

開発に取り組んだ．反応後得られる誘導体の蛍光波

長が生体分子の自然蛍光（400 nm 以下）より長波

長であること，試薬自身無蛍光，及び試薬の加水分

解物の蛍光が弱いと言う条件に適う蛍光試薬の創製

を目指し種々検討した．その結果，2,1,3-benzox-

adiazole（ベンゾフラザン）骨格を有する 4-‰uoro-

7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBDF）をアミノ基

用蛍光誘導体化試薬として開発することができた

（Fig. 3）．4) NBDFは無蛍光で，各種アミン，アミ

ノ酸，ペプチドと反応させて得た誘導体は蛍光波長
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Fig. 3. NBDF and Its Reaction with an Amine
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が 540 nm（励起波長 488 nm）と長波長であり，こ

れらを HPLCで分離し蛍光検出するとサブピコモ

ルレベルで検出・定量可能であった．5―7)これを用

いて，タンパク質加水分解物中のアミノ酸，8)ヒト

血清中や新生児濾紙血中のアミノ酸9―11)を分離定量

することができた．その他のアミノ基含有分子，例

えばアミノ糖12)や各種薬物の定量へも適用可能であ

った．13―15) NBDFはアミノ酸の内，トリプトファ

ンとは反応するが蛍光体は与えない．これは光誘起

電子移動（Photoinduced Electrotransfer, PET）が

起こり，NBD化トリプトファンの蛍光が消光され

たためであった．そこで，トリプトファンのイン

ドール骨格を光照射，又は電解酸化により破壊する

と蛍光が回復した．16)この原理を利用して，アミノ

酸を NBDFにて誘導体化後，これらを逆相 HPLC

にて分離し，直列に接続したクーロメトリック検出

器を通してから蛍光検出すると，すべてのアミノ酸

が高感度に蛍光検出された．17)

NBDF の加水分解物（NBDOH）は弱い蛍光

（励起波長 380 nm，蛍光波長 520 nm）を与えるが，

pH 3以下で消光する．この現象を利用して NBDF

をアミノ酸分離後のポストカラム反応試薬に使うこ

とができる．18) NBDF はフェノール性水酸基とも

反応するが，得られた誘導体は蛍光を有しない．し

かし 380 nmの吸光度は大きい．これを利用して，

チロシン含有ペプチドを NBDFと反応させて得た

誘導体を単離抽出後，これに過剰のアミンを加え

NBD基をアミンに転移させ，チロシン含有ペプチ

ドを回収することができる．19)

さらに，NBD化したアミノ酸は HPLC用パーク

ル型キラル固定相により光学分割され，高感度分離

定量できることが分かった．20―24)従来，動物体内

における D-アミノ酸の存在についての情報は乏し

かったが，この方法を用いることにより，ラット松

果体に D- アスパラギン酸が存在することを発見

し，その濃度が L- 体よりも多いことを見い出し

た（Figs. 4, 5）．25)その濃度は夜間に高く，加齢と

ともに減少した．この知見を基にさらに研究を展開

し，D-アスパラギン酸の松果体内での存在意義や

生殖細胞でのステロイド合成への関与などを明らか

にした．26)腎障害患者のみならず健常人血漿にも D-

アラニンや D-セリンが検出・定量できた．27,28)さら

に，統合失調症患者の血漿中 D-セリン濃度が健常

人に比し減少していることを見出し，このことが当

該疾病診断への一助となることを示唆した．29)現在，

D-アミノ酸の研究は生命科学領域における新しい

流れとして展開されている（3.の項目参照）．30―48)

ついで，NBDFの 7位ニトロ基の代わりに，種

々の電子吸引性基を導入することにより反応性の異

なる発蛍光試薬を新規合成した（Fig. 6）．49―51)ま

た，4位のフッ素の代わりにアミノアルキル基など

を置換した各種官能基用ベンゾフラザン蛍光試薬

10数種を新規に設計・合成した（Fig. 6）．52―60)

－SO2NH2 を導入したチオール基用蛍光試薬 4-

Aminosulfonyl-7-‰uoro-2,1,3-benzoxadiazole (ABD

F），49,61)及び－SO3H を導入した Ammonium 7-

‰uoro-2,1,3-benzoxadiazole 4-sulfonate ( SBD

F)50,62)を利用した蛍光検出 HPLC は，低分子のグ

ルタチオンや，中分子ペプチドのインスリンなどの

高感度分離定量が可能となった．63―65)特に SBDF

を用いると，デキサメタゾン誘発糖尿病ラットのラ

ンゲルハンス島中 II 型インスリン（齧歯類には 2

種類のインスリンが存在する）が顕著に減少してい

ることが判明し（Fig. 7, Table 1），それが mRNA

の減少に対応していることを明らかにすることがで

きた（Fig. 8）．66)齧歯類の II 型インスリンとヒト

インスリンとは類似しているため，今後の糖尿病研

究に有用な知見と思われる．

一方，SBDFは水溶性であるため，タンパク質

を誘導体化したときに水溶性を保つことができる．

アルブミンなどのタンパク質も誘導体化後，HPLC

蛍光検出法を用いて高感度分離定量が可能となっ

た．この蛍光を基に，目的タンパク質を HPLCに

て抽出し，これを酵素水解して SBD化ペプチドと

し，HPLC蛍光検出及び HPLCmass spectrometry
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Fig. 4. DAspartic Acid Found in Rat Pineal Gland

Fig. 5. Concentration of DAspartic Acid in Rat Brain
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Fig. 6. Fluorogenic Reagents Having Benzofurazan Structure

Fig. 7. Separative Determination of SBDInsulin Isomers in a Single Islet of Rat Langerhans with or without Dexamethazone Treat-
ment

905No. 11

(MS)/MS に付し目的タンパク質を同定すると言

う，新しいプロテオーム解析法を提唱した（Fig.

9）．67)本解析法を用いて，デキサメタゾン誘発糖尿

病ラットのランゲルハンス島中タンパク質の変動を

調べると，数種のタンパク質の量的変動が明らかと

なった（Table 2）．これらの変動の意義については

今後の検討課題である．

ABD誘導体と SBD誘導体が同一の励起，蛍光波

長を有すること，並びにABDFは脂溶性であるが，

SBDFは水溶性であると言う異なる特徴を利用し

て，まず還元型チオールを ABDFで誘導体化後，

非還元型チオールを還元剤の存在下 SBDFで誘導

体化して，両者を同時に HPLC蛍光検出する方法

を開発した．68)本法により実験的膵臓ガン組織中の

グルタチオン濃度の顕著な増加が明らかとなっ

た．69) A及び C型肝炎発症マウス肝臓中グルタチオ
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Fig. 8. Expressions of mRNAs for Insulins I and II in the Islets of Rat Langerhans with or without Dexamethasone Treatment

Fig. 9. A Schematic Diagram for a New Method for Proteomics

Table 1. Contents of the Isomeric Insulins in the Islets of Rat Langerhans with or without Dexamethasone Treatment

Treatment
Insulin contents (ng/islet)

Insulin 1/Insulin 2
Insulin 1 Insulin 2 Total

Control 86.7±10.8 58.9±7.7 145.5±17.0 1.5±0.1

Vehicle 108.2±12.8 72.7±8.0 180.8±20.7 1.5±0.0

Dexamethasone 55.8±4.4 15.3±1.4 71.1±5.6 3.6±0.2

The results are expressed as mean±SD (n＝5 in each group).
Statistical signiˆcance versus control: p＜0.05, p＜0.01
Statistical signiˆcance versus vehicle: p＜0.001
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Table 2. The Altered Proteins in the Islets of Rat Langerhans with Dexamethazone Treatment for Two Days

Peak no. Average ratio
(Dex/Control) Protein Mw Database

accession no.

12 0.5 Protein P31 13284 CSRT31

15 0.4 dnaK-type molecular chaperone hsp 72-ps1 70884 S31716

24 2.1 Pancreatic polypeptide 10968 NP 036758
29 0.5 Insulin 2 5797 NP 062003

30 6.0 Proinsulin 2 12331 NP 062003

36 1.9 78 KD glucose-regulated protein 72302 P06761

61 1.8 Phosphatidylethanolammine binding protein 20788 NP 058932
121 1.8 Thioredoxin 12854 NP 446252

907No. 11

ン定量にも使われた．70)

ABDFはタンパク質の立体障害の少ない表面に

存在するチオール基とは容易に反応するが，立体障

害の大きいタンパク質内部のチオール基とは反応す

ることが困難である．そこで緩和な条件下で反応さ

せると BSAの表面チオール基が，界面活性化剤存

在下に反応させると埋没チオール基とが反応するた

め，両者を識別して検出できることが分かった．71)

緩和な条件下 ABDFをミオシンと反応させると，

ミオシンの ATP水解酵素活性部位近傍に ABD化

されるので，このミオシンを使うと，ATPの水解

とともにアクチンとミオシンとの接近の様子を分光

学的に理解することが可能である．72)同様の手法は

他のタンパク質同士の相互作用解析に利用されてい

る．73)

誘導体の吸着を押さえるべく－SO2NHFSO3H基

を導入した水溶性アミノ基用蛍光試薬 3-(7-‰uoro-

2,1,3-benzoxadiazole-4-sulfonamide ) benzenesulfon-

ic acid (m-BS-ABDF）は，ブラジキニンやアンジ

オテンシン類の高感度分離定量に適することが分か

った．74,75)一方，NCSを導入した 7-N,N-dimethyl-

aminosulphonyl-4- ( 2,1,3-benzoxadiazolyl ) isothio-

cyanate (DBDNCS），及び 7-methylthio-4-(2,1,3-

benzoxadiazolyl)isothiocyanate (MTBDNCS）は，

D-アミノ酸含有蛋白のアミノ酸の絶対配置を保持

したままの配列解析法に適用でき，76―92)アミロイ

ド蛋白などの自然ラセミ化アミノ酸含有タンパク質

の解析に用いられることが期待されている．

ピペラジノ基導入のカルボキシル基用蛍光試薬で

あ る 4-N,N-dimethylaminosulfonyl-7-piperazino-2,

1,3-benzoxadiazole (DBDPZ）により乳酸を蛍光

誘導体としたのち，D,L- 乳酸を光学分割高感度定

量する方法を開発した．93―95)これによりラット血

漿中に D,L-乳酸が存在すること，糖尿病時での D-

体の上昇を明らかにした．96,97) DBDPZは，ビタミ

ン E 代謝物であるナトリウム利尿因子 2,7,8-

trimethyl-2- ( b-carboxyethyl) -6-hydroxy chroman

(LLU-a）と反応し蛍光誘導体を与える．これを用

いて LLU-a の高感度光学分割定量が可能となっ

た．98―100)生体内で S-LLU-aが生成すること，S-体

は R-体よりも速やかに血漿中から尿中へ排泄され

ることを明らかにした．100)最近，高食塩負荷ラッ

トのナトリウム排泄に LLU-aが関与することも見

出している．

また，酸クロライド基を導入した水酸基用蛍光試

薬 4-(N-chloroformylmethy-N-methyl)amino-7-N,N-

dimethylaminosulfonyl-2,1,3-benzoxadiazole (DBD

COCl)101,102)を用いて，内因性カンナビノイド受容

体アゴニストであるアナンダミドの HPLC蛍光検

出法を開発した．これを用いて微量のアナンダミド

がラット脳内に存在することを明らかにした．103,104)

さらに，経験則や分子軌道理論を導入することに

より，より合理的な試薬の開発を試みた（Fig.

10）．すなわち，4，7位置換ベンゾフラザン化合物

の蛍光強度が，置換基の Hammett定数，あるいは

分子軌道法により算出した電子密度と 4，7位軸方

向の双極子モーメントから予測できることを明らか

にした．105) 1置換ベンゾフラザン化合物の蛍光量子

収率の予測も可能となった．106,107)また，半経験的

分子軌道法 CAS/CI 法を適用することで，蛍光量

子収率の予測を可能とし，カルボキシル基用蛍光

試 薬 4-mercapto-7-methylthio-2,1,3-benzoxadiazole

(MTBDSH）や水溶性試薬を創製するに到った

（Fig. 11）．108―112)また，PET現象を利用した新規発
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Fig. 10. Benzofurazan Reagents Synthesized Based on the Theoretical Calculation

Fig. 11. Water Soluble Reagents Designed for Liquid Chromatography/Mass Spectrometry

Fig. 12. Structure of Benzoselenadiazole and Benzothiadia-
zole
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蛍光試薬も設計・合成している．113―115)この流れに

沿った試薬デザインは，ベンゾフラザン骨格の酸素

原子をセレン又は硫黄に置換した，ベンゾセレナジ

アゾール（BSeD）又はベンゾチアジアゾール

（BThD）骨格を有する蛍光試薬の開発をする場合

にも適用可能と思われる（Fig. 12）．116)

2. 化学発光検出高速液体クロマトグラフィーの

開発

蛍光検出 HPLCでは，迷光やラマン光による雑

音のために，検出の高感度化（高い信号/雑音比）

に限界がある．化学発光は化学反応で電子を励起状

態へ励起するので，光源由来の雑音がなく，信号/

雑音比を上げることができる．そこで，シュウ酸エ

ステルと過酸化水素により蛍光物質が発光する系

（過シュウ酸エステル化学発光反応）を取り上げ検

討した（Fig. 13）．本反応では，蛍光物質の酸化電

位が低い程励起され易く発光効率が高いことを見出

し，本化学発光が CIEEL (Chemically Induced
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Fig. 13. A Mechanism for Peroxyoxalate Chemiluminescence Reaction

Fig. 14. A Flow Diagram for the Analyzer of Catecholamines and Their 3-O-Methyl Metabolites
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Electron Exchange Luminescence）メカニズムに基

づくことを明らかにした．117)さらに，プロトン性

溶媒に溶け易い TDPOなどの発光試薬も新規に開

発した．118)この化学発光反応系を世界で初めて

HPLC の検出系に導入した．119,120)蛍光物質やシュ

ウ酸エステルの種類，反応条件を精査した結果，本

定量法により，蛍光検出を用いる方法の 100倍の高

感度化（フェムトモルからアトモルレベルの検出）

が達成された．121―151)この化学発光 HPLC は，こ

れまで感度的に不可能であった超微量薬物や有害化

学物質の追跡を可能とした．152―155)

さらに，カテコールアミン及び O-メチル化代謝

物の分離，蛍光体へのオンライン縮合反応を組み込

んだ全自動分析計の開発へと発展させた（Fig.

14）．156―160)本システムは超高感度であり，わずか 1

滴（約 20 ml）の血液で血中カテコールアミン及

び O- メチル化代謝物の定量を可能とした（3.参

照）．161,162)本法は，種々疾患におけるカテコールア

ミンの代謝動態を検討する上で有用である．

3. 恒常性維持機能解明へのアプローチ

既述した手法（信号を雑音より大きくして信号を

捕捉できるようにする方法）（Fig. 2）を用いて恒

常性維持機能が理解できるかどうかを検討した．ラ

ットの血圧調節に関して得られた知見について記

す．163―167)血圧を降圧薬で人為的に徐々に下げる

と，圧受容体反射により交感神経が興奮し，血管を

収縮させるべく神経末端よりノルエピネフリン

（NE）が徐々に放出される．薬理学的常識では，こ

のように放出された NEは神経末端に再吸収される

と言われるが，このような実験での NEの放出量は

通常レベルよりも極端に多くなるため，再吸収を免

れ血中に多量に放出される．これが全身を巡るの
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Fig. 15. A Relation between the Blood Pressure Reduction
and Plasma Norepinephrine Concentration

Fig. 16. A Relationship between the Blood Pressure Reduc-
tion and Plasma Norepinephrine (NE) Concentration in
Spontaneous Hypertensive Rats and Wister-Kyoto Rats
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で，血中 NE値は血圧の下降とともに通常レベルを

超えて増加するため捕捉が容易と考えられる．NE

の定量は全自動カテコールアミン定量法により行っ

た．測定値の対数を横軸に取り，血圧を縦軸に取り

プロットすると両者は直線関係を示し，直線は右肩

下がりを示すことが分かった（Fig. 15）．163)得られ

た直線の勾配は，血圧降下に対する個体の圧受容体

反射を介する交感神経機能を表している．勾配が急

であれば機能は鈍く，緩やかであれば機能は鋭敏で

ある．このように，生体分子の変動を捕捉すること

によって血圧の恒常性維持機能を理解できたのは初

めてである．本相関関係は 1匹のラットを用い，数

点の採血で定量を行い証明できた．開発した

HPLC化学発光検出法が超高感度であることを示

している．同様の実験を高血圧自然発症ラット

（SHR）と正常血圧（WKY）ラットとで行い，比較検

討してみた．その結果 SHR では機能が鈍いことを

初めて明らかにすることができた（Fig. 16）．165,166,168)

一方で，過剰に血中に放出された NEは全身を巡

り，受容体に働き血圧を上げる要因となるはずであ

る．SHR の血圧が高いのは，通常状態において

も，放出されて血中を巡る NEが過剰に存在し受容

体に働き血圧を上げているのではないかと思われ

た．生体は，ほぼ全身に存在する代謝酵素 catechol-

O-methyltransferase (COMT）により NEをメチル

化し，不活性なノルメタネフリン（NMN）へと変

換する．そこで血中の放出 NEと NMNを同時に検

出・定量して，NEの増量に対して生成する NMN

の割合を知れば，SHRにおける代謝能力が知れる

と思われた．すなわち，先の全自動カテコールアミ

ン定量法にて両者を同時に定量して，横軸に NEを

縦軸に NMN をプロットすると，右肩上がりの直

線が得られるはずである．勾配が緩やかであれば

NEの代謝能力が低く，急であれば代謝能力が高い

と考えられる．実際確かにそのような右肩上がりの

直線関係が得られ(Fig. 17)，しかも，SHR では

WKYに比べその勾配が緩やかであり， COMTに

よる NEの NMNへのメチル化代謝活性がWKYラ

ットに比べ低下していることが判明した．167)この

代謝活性低下が原因で SHRでは通常の血圧が高い

のではないかと思われた．

COMTは全身に分布し，しかも可溶性 COMT(S

COMT)と膜結合性 COMT(MBCOMT)が存在す

ることが分かっている．そこで，どの器官のどちら

の COMT が個体全体の COMT 活性を代表してい

るのかを調べて見ようと考えた．ところが従来の測

定法は 3,4-dihydroxybenzoic acid のような人工基

質が使われていたため，それを利用しても生理的レ

ベルの酵素活性を知ることは困難であると思われ

た．むしろ，生理的分子である NEを基質とした酵

素活性測定法を用いなければならない．この測定に

は先に述べた全自動カテコールアミン分析計を利用
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Fig. 17. A Relation between Plasma Norepinephrine (NE) and Normetanephrine (NMN) Concentration Induced by Blood Pressure
Reduction in SHR and WKY Rats

Table 3. COMT Activities in Liver, Kidney and Red Blood
Cells of SHR and WKY Rats

Tissue SHR WKY rats

SCOMT Liver 3600±110 2180±290

Kidney 3740±680 1790±170
Erythrocyte 36.9±1.6 24.2±3.2

MBCOMT Liver 114±10 164±14

Kidney 84.3±3.2 78.3±8.3

Erythrocyte 8.95±2.80 4.62±0.55

The values represent the mean±SD (pmol/min/mg protein), n＝8.
: p＜0.05, : p＜0.01 vs. WKY rats
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することができた．169,170)それを利用して COMT活

性の高いとされる肝，腎，赤血球中の SCOMT及

び MBCOMT の活性を調べてみた(Table 3)．そ

の結果，肝 MBCOMT活性値のみが，WKYとの

比較において低いことが判明した．さらに抗体を用

いる定量法により肝 COMT 量の低下も証明され

た．このことから判断して，肝MBCOMT量の低

下が個体全体の COMT活性低下を招来していると

思われた．以上の知見は，血圧調節への代謝酵素の

関与を示唆するものである．今後は遺伝子レベルの

検索が必要であるが，MBCOMT も SCOMT も

同一遺伝子配列より転写，翻訳されるため，生成に

至るまでに種々の因子の関与が想定される．これら

の詳細な検討により，SHR と WKY の差が初めて

明らかになると思われる．

一方で，COMTの活性化により SHRの血圧低下

がもたらされると考えられた．ところが COMT活

性化剤は知られていなかった．COMTの補酵素は

S-adenosyl-L-methionine ( SAMe )で あ り ，も し

COMT が血圧調節に関与しているならば，SAMe

投与により NEのメチル化が進行し，NEが減少す

るので血圧は下降するはずである．実際，補酵素

SAMeの投与により COMTの活性化を行ったとこ

ろ血圧は降下した．167)同時に定量した血中 NE値は

減少し，NMN値は上昇していることが判明してい

る．最近，この動物実験結果を基に臨床医との共同

研究が開始され，高血圧患者では運動負荷時の血中

NMN量が低く，メチル化代謝活性低下が示唆され

ている．171)

この実験中に，血中アミノ酸の変動を調べたとこ

ろ，SHRにおいて，血圧降下とともに 10数種のア

ミノ酸のうちアルギニンのみが有意に減少している

ことが分かった．172)これは局所の血管細胞で，増

量 NEの作用に対抗するためアルギニンを基質とし

て酸化窒素生成酵素により酸化窒素が急遽生成され

るが，SHR では細胞内アルギニン不足を補うため

の腎などから供給されるアルギニンが不足するの

で，血中アルギニンが減少したと思われる．このこ

とは SHRにおける腎機能に異常があることを示唆

している．さらなる検討が必要である．

以上のように，生体に連続的に負荷を懸けると，

それに抵抗する生体の反応が連続的に起こり，その

結果として関連生体分子が連続的に増量し，周囲か

ら浮かび上がって見えるようになる．このようにし

て関連生体分子を捉え生体恒常性維持機能の仕組み
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を明らかにしていけば，関連する病態の理解と治療

にも貢献できるのではないかと考えている．このよ

うな一連の分析化学の研究領域を生命分析化学

（ Bio-Analytical Chemistry）として提唱してい

る．1―3,173)本論文がこの領域の展開にとって 1つの

刺激剤になれば幸いである．
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