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  Many  organic  compounds  of  biological impertance possess two  or  rnore  polar function

groups  in close  proximity. In chromatographic  analysis,  a  suitable  derivatization of  the

bifunctional groups has sometirne$  been used  to enhance  the sensitivitY  and  selectivity  for

detection, Transforming 1,2-diol compounds  to the corresponding  cyclic  boronate de-

rivatives  has been more  extensively  used  as a suitable  derivatization rnethod  for gas chro-

matography  and  gas chromatography-mass  spectrometry.  Although applicatiens  to liq-

uid  chromatography  have been comparab!y  limited due to thc susceptibility  ef  the  cyclic

boronates  to solvolysis,  we  have  been  demonstrated some  instances in which  such  deriva-

tives  show  considerable  stability. In  this paper we  describe the  utility  of  the  boronate es-

ter function as a  derivative group for the  characterization  ef  1,2-diol compounds  by
reversed-phase  liquid chrematography,  and  briefly survey  the  reactivity  of  boronic acid

derivatives with  a  variety  of  l,2-diols, The  present review  covers  the fbllowing: 1. synthe-

sis of  novel  boronic acid  derivatives and  the  development of  highly selective  and  sensitive

detection methods  for diol compounds,  2. chromatographic  optical  resolution  of  enan-

tiomeric diol compounds  by optically  active  boronic acid  derivatives, 3, molecular  orbital

methodological  approach  to prove the relationship  betwecn the stability  and  the  molecu-

Iar structures  of  borenates, 4, highly selective  solid  extraction  for the chromatographic  de-

termination  of  diol compounds  using  phenylboronic acid-bended  gel. Several boronic
acids,  including naphthaleneboronic  acid,  phenanthreneboronic acid,  1-cyanoisoindele-2-

m-phenyl-boronic  acid,  dansylaminophenylboronic acid  and  ferroceneboronic acid  have
been successfu11y  applied  to the boronate formation of  diol compounds  chromatography,

It has been cenfirmed  that  some  diol boronate derivatives are  remarkably  stable, even

under  acidic  aqueous  conditions,  A satisfactory  gas chromatographic  separation  of  the

diastereomeric 2-(N,IV-dimethyiaminomethyl)ferroceneboronates derived frem enan-

tiemeric  diols could  be performed in the  achiral  stationary  phase. In order  to prove the

relationship  between the  stability  and  the molecular  structures  of  boronates, optimized

structures  of  the boronates were  calculated  by the molecular  orbital  methodological

approach,  It has been confirmcd  that  the  C-C  bond  distances of  the  
"stable"

 boronates
are  longer than  those  of  the  

"unstable"

 boronztes. The  steroids,  brassinolide and  casta-

 ***ouMffgB2USI
 40 eeHEscAL.

NfaJit\#lj\ss{ic\tyas, 780  R
2-5-1

pm va ff ra th･ ew wr



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

20 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol．45　（1996｝

sterone ，　were 　retaincd 　 as　their　cyclic　boronates　fbrmed　 on 　immobilized　phenylboronic
acid 　gcl　in　a　mixed 　solvcnt 　of　pyr三dine　and 　acetonitrile ．　 After　removal 　of　irnpurities　in
the 　sample

，
　parent　steroids 　ceuid 　easily 　be　released 　from　their　boronates　by 　a　mixed 　solu −

tion　ofhydrogen 　peroxide乱nd 　acetonitrile ．　 The　present　mcthod 　is　the　first　t三me 　phenylbo−

ronic 　acid −gcl　has　bcen　 uscd 　in　the 　purification　method 　of 　brassinosteroids　in　plants．　 The
liquid　chromatographic 　analytical 　 mcthod 　f（〕r　cyclic 　boronates　may 　 contribute 　to　identi−

fication　 studies 　on 　diol　components 　 with 　conR ）rmational 　 rigidity 　or　stercochcmical 　hin−

drance　in　biological　and 　pharmaceutical　samples ，
　and 　also　to　their　screening 　in　unknown

compounds ．

Keywords ： selective 　and 　sensitive 　detection　 of 　stable 　boronates；LC ／MS 　of 　brassinolide；
　　　　　　optical 　 resolutien 　of　enantiomcric 　diols； optimized 　structures 　of　boronates；
　　　　　　 solid −phase　extraction 　by　imrnobilized　phenylboronic 　acid −gel．

1 緒 言

　現在 ボ m ン 酸を用 い た研 究 は
，

一
つ に は ポ リマ ーや 機

能性分子中 に ボ ロ ン 酸残基 を導 入 して ，糖出来 の シ ス ジ

オー
ル 基 を認識 す る 糖質イ ン ターフ ェ

ース と して の 機能

開発
Ll一3），他 の 一

つ は ボ ロ ン の 同位体効果 を 直接利 用

す る た め の 医 学的利用，す な わ ち標的 の が ん細胞 ヘ ボ ロ

ン の 導入 され た有機物を取 り込 ま せ て お い て ，そ こ を低

エ ネ ル ギー
中性子 で 照 射す る こ と に よ っ て

， 特異的 に 細

胞 を 致死 さ せ る
，

い わばボ ロ ン も し くは ボ ロ ン酸を内蔵

し た キ ャ リヤ
ー

分 子 の 開発
4）
〜6＞等が 挙 げ ら れ ，先端技

術 の
一
翼 を担 っ て い る ．こ れ らの 研 究 に お い て 共 通 す る

と こ ろ は，い ず れ もボ ロ ン 酸 の 持 つ ボ ロ ネート形成能に

基 づ い て い る 点 で あ る．

　
一

方，天 然 に 微 量 に 存在 す る 生 理 活性物質 を分離．・定

量 す る こ と は，化合物の単離 ・
同定 の み な らず，そ の 生

理 作用 発 現 機構 解明上 も極 め て 重 要 で あ る こ と は 今更言

う ま で も な い ．そ の た め に
，

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 中心

に 高感度か つ 高選択的分析法の 開 発 が 今な お積極 的 に 行

わ れ て い る．こ れ ら生 理活性物質 の 中に は，部分構造 と

して ，1
，
2一あ る い は 1

，
3一ジ オー

ル 構造 を 有 し，そ れ が 生

理 活性発現 に 重要 な 役割 を果 た し て い る 場合が 多 い ．

　 と こ ろ で ， サ イ ク リ ッ ク ボ ロ ネ
ー

ト （環状 ボ ロ ン
．
酸 エ

ス テ ル ） は ，ジオール ，ヒ ドロ キ シ酸，あ る い は ヒ ドロ

キ シ ル ア ミ ン 類等 の 二 官能基 を 有す る 化 合 物 の ボ ロ ン 酸

誘導体 と し て
， 主 と して GC 及 び G （】／MS 法 に お い て

広範 囲 に用い られ て きた．こ れ は，質量 ス ペ ク トル 上 で

分 子 イ オ ン ピー
ク が 得 や す く な る ば か り で な く ，

1  B に

よ る 同位体パ タ
ー

ン が 観察 さ れ る こ とか ら，化合物 の 同

定 を よ り確実 に す る 利点を有す る こ と等に よ るが ， 本誘

導体 を HPLG 法 に 適 用 した例 は極 め て 少 な い、

　 そ の 理 由 と し て ，は ん 用 さ れ て い る 逆 相 系 HPLC に

お い て は，用 い る 水系移動相 に よ り ボ ロ ネ
ー

トが 容易 に

加 水 分 解 さ れ る と考 え ら れ て い た こ と に 基 づ い て い る

が
，

こ の 点 に つ い て は ，ボ ロ ネートの 被加水分 解性，あ

る い は ボ ロ ネート環 の 立体化学的安定性 と ボ ロ ネ
ー

トの

化学構造 と の 関係等 ， 今 な お十分 な検討が な され て い な

い ．

　著者が サ イク リ ッ ク ボ ロ ネート形 成 に 基 づ く誘 導体 化

に 着目 した 理 由 は，そ れ が，液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に

お い て な ぜ ラベ ル 化 （誘導体化）を行 うの か とい う根本

的命題 に 答 え 得 る 内容 を含 ん で い る と 考 え た か ら で あ

る．す な わ ち，部分構造 をどれ だ け 選 択性 高 く認 識 で き

る か と い う，ラベ ル 化 の 官能基選択性 と い う点 で 高 い 選

択 性 を追求 で き る こ と．こ れ は ジ オ
ー

ル 構造 を二 つ の 水

酸基 と し て で は な く
， ジオ ール 基 と して 認 識 す る ほ う が

選択性と して は高い こ と を意昧す る，

　又，質量 分 析計 と の 連 結 を考 え た 場合 に，ラ ベ ル 化 す

る こ と に よ っ て
， 特異的な フ ラ グ メ ン トを ど れ だ け優先

的 に 生 成 で きる か ，と い う問題 に 答 え 得 る もの で あ る こ

と．こ れ は前述 し た よ うに，分子 ピークの 同定 を よ り確

実 に す る と い うだ け で は な く，ラベ ル 化 に 用 い る ホ ウ素

の 同位体パ ター
ン が 反映 さ れ る こ と に 基 づ い て い る．

　更 に は ，逆相 HPLC を用 い る こ と で ，誘 導 体 を 水 溶

液中で の 安定化学種 と し て 検出す る こ と が 可 能 で あ る こ

と を 示 して い る ．

　本研究 は ，
こ れ まで そ の 容 易 な加 水 分 解性の た め に 取

り上 げられ て こ な か っ た，サ イク リ ッ ク ボ ロ ネートの 形

成 に 着 目 した 高選 択 的 高 感 度 微 量 分 析 法 へ の 提 言 に 関す

る 内容 で あ る．す な わ ち，

　 1、新規 ボ ロ ン 酸誘導体 の 合成 と，そ れ らを用 い る ジ

　　オ
ー

ル 系化合物 の 逆相系 HPLC に よ る 高 選 択 的 ・

N 工工
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　高感度検出法 の 開発

2．光学活性ボ ロ ン 酸誘導体 を用 い る ジt 一 ル 対掌体

　 の 光学分割法 の 開発

3．分子軌道法 を用 い る ボ ロ ネ
ートの 安定性 と分子構

　造 と の 相関解明

4．ボ ロ ン 酸固定化 ゲ ル を用 い る ジ オー
ル 系化合物 の

　高選択的抽出法 の 開発

に つ い て 記述 す る．

2 実 験

　本研 究 で 使用 し た装置 は ，標準的 な 液体 ク ロ マ トグ ラ

フ
ー一一

式 で あ り，送液 ポ ン プ，カ ラ ム オ
ーブ ン ，サ ン プル

イ ン ジ ェ ク ター，紫外
・
可視分 光光度計 検出器，分光蛍

光光度計検 出器 ， 電 気 化 学 検出器 ， 及 び デ ータ処理 装置

か らな る．分析用 カ ラ ム に は，い ずれ も市販 の 逆相分配

用 ODS カ ラ ム を用 い ，移 動相は，い ずれ も定組成，定

流量 で 用 い た．

　従来 ボ ロ ン 酸誘導体 を用 い る ボ ロ ネートの 形成 反 応 に

お い て は ，主 と して 無水 ピ リ ジ ン 中加熱条件下 で 行 わ れ

て き た が，逆相分配 モ
ー

ドの HPLC 分析 に お い て は ，

溶媒として ピ リジン が 多量 に カ ラ ム に 注入 され る こ と

は ，カ ラ ム へ の 負担か ら考 え て 好 ま し く な い ．本誘導体

化反応 の 条件検討 の 段階で ，ボ ロ ネ
ー

ト形成反応 は ，触

媒量 の ピリ ジ ン存在下 で 進行 し，必 ず しも無水下 で 行 う

必 要 の な い こ と が 判明 した．す な わ ち，ボ ロ ン 酸試薬 を

ピ リ ジ ン で 溶解 し，ア セ トニ トリル を 加 え て 最終的 に

1− 5％ （v ／v ）ピリ ジ ン
ーア セ トニ トリル中 1mg ／ml の

濃度 と な る よ う に ラベ ル 化試薬を調製 した．こ れ を反応

試薬 と し て
， ジ オール 標品 ， 又 は 天 然物試料 に 一定量

（通常 は 大過剰）加 え て，特 に 記 す 以外 は ， 70〜80℃ で

10− 20分間加熱 す る こ と で プ レ ラ ベ ル 化 が 完 了す る．

そ の 後，反応液 を そ の ま ま分析 カ ラ ム に 注入 す る．

　 生成 し た ボ ロ ネ
ー

ト誘導体 は ，い ずれ も比較的安定 で

あ り，ラ ベ ル 化試薬溶液中 で も，暗所 で 冷蔵保存す れ ば

少 な く と も 6 か 月 間 は安 定 で あ っ た．

3 結果及 び考 察

　3・1 新規ボ ロ ン酸誘導体 の 舎成 と，それ ら を用 い る

ジ オ ール 系化合物 の 逆相系 HPLC に よ る 高選択的 ・高

感度検出法の 開発

　3 ・ 1 。 1 ボ ロ ネートの逆相 HPLC 　　こ れ ま で 知 ら

れ て い る ，あ る い は 新 た に 合成 し た 各種 ボ ロ ン 酸誘導体

を Fig．1 に 示 し た．ナ フ タ レ ン ボ ロ ン 酸，フ ェ ナ ン ト

レ ン ボ ロ ン 酸 ， 及 び フ ェ ロ セ ン ボ ロ ン 酸 は 市販品 で あ

り，そ れ 以外 は m 一ア ミ ノ フ ェ ニ ル ボ ロ ン 酸 を原料 と し

の、 鋼 ◎ 噂 ＿ ♂
Naphthaleneboronic　Dabsylaminophenylberonic　acid （VIS ）
acid （UV ）

　 　 　 　B （OH ）2

　 　
ヘ
ミミ　

ヨ
ミ

　 lM

　　　　（）
−

Phenanthreneboronic
acid 〔FL ）

♂謬
1・Cyanoisoindole−2・m ’

phenylborenic 　acid （FL ＞

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 B （OH ）2

｛6。 ，、，。8 … −NHb

Dansylaminophenylborenic
acid （FL ）

　　B （OH ＞2

 
Ferreceneboronic
acid （EC ）

Fig．　l　Boronic　acid 　der五vatives 　fbr　prelabeling 　 of

dio！compounds 　detection　method

UV ： ultraviolet ；　 VIS ： visible ；　 FL ： fiuorirnetric；

EC ； electrochcmical

て 合成 した も の で あ る，従 っ て ， 誘導体化 に 用 い る ボ ロ

ン 酸 の 種類 に よ っ て 紫外 ・可視 ， 蛍光 ，及 び 電気化学の

各検出法が 選 択可能で あ る 、ナ フ タ レ ン ボ ロ ン 酸 を 用 い

た と き の ，種 々 の ジ オール 系化合物 に 対 す る ボ ロ ネート

形成 を，逆相系 HPLC に よ り検討 した，既 に，種々 の

1，2一ジ オー
ル 系化合物 の 逆 相 HPLC に つ い て は 報告 し

て あ るηの で ，こ こ で は，類似 の 結果 で は あ る が ， 最 も

簡単な 1，3一ジ オー
ル 構造 を 有す る プロ パ ン ジ オ

ー
ル 類縁

体 の ，ナ フ タ レ ン ボ ロ ネ
ー トに 対 す る 逆相 HPLC の 分

析結果を Fig．2 に 示 し た ．併 せ て
，

そ の と き に 検出 で

き た ク ロ マ トグラ ム を Fig．3 に 示 した ．又 ，分子 構造

の よ り 複雑 な 化合物 の 例 と して ，rifampicin 及 び ryano −

dine を用 い た と き の 分析例 を Fig，4 及 び 5 に 示 し た．

こ れ ら の ボ ロ ネート形 成 に お い て は
， そ の 質 量 分 析

（LCIMS ）の 結果，ク ロ マ トグ ラム 上 の ピー
ク は い ず れ

も モ ノ ボ ロ ネートと し て 検出 さ れ て い る こ とを確認 し

た．約 20 極 の ジ オ ール 化合物 に 対 し，ポ ロ fi・　一一卜形 成

反応 と逆相 HPLC に よ る 分析 を行 っ た結果，非加 水 分

解性安定 ボ ロ ネ ートを 形 成 す る 旦，2・ジ オ ール 構造 が 存在

し，そ れ に は 分 子 の 大 き さ に か か わ ら ず，少 な く と も三

級
一
三 級，Ltt級一

二 級及 び 二 級
一
二 級 の 各 ア ル コ ー

ル の 組

み合 わ せ が必要で ある こ とが分 か っ た．こ の 結果か ら，

ボ ロ ネ
ー

ト形成能 に お い て ，ジ オー
ル 周 辺 の 分 子環 境 の

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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志
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↓
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お
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Fig．．2　Reversed−phasc　liquid　chromatographic 　detection　of 　1，
3−diot　compeunds 　as 　the

naphthageneboronates

）r
’YQB9

◎◎
Methyl−2，4−pentanediol

（1）
  傘

◎◎
2，4−Dimethy1

・2，4−pentanediol

0　 　　 5　 　　 10
−

　 　 　Time／min

Fig。3　Chromatogram　of 　naphthaleneboronates 　 of

2−methyl −2，4−pentanediol　（1）　and 　2，4−dirnethy1−2，
4−

pentanediol（2）
HPLC 　conditions ： column

，
　Capcell　Pak 　Cl8　UGI20

（2，0mm 　i．d．× 250　mm 　L）；mobi 且e 　phase，　acetDnitrile ／

20mM 　phosphate　buffer（pH 　4．5＞（8 ：2）；flow　rate ，
0．2ml／min ； column 　tempcrature

，
40℃ ； detectien

，

280nm

違 い が 巧 み に 認識 さ れ て い る こ と が 判明 した．又 そ の

際，誘導 体化試 薬 と して の ボ ロ ン 酸誘導体 に お い て ，反

応性の 差 は観察 され な か っ た．

　3 ・1 ・2　ス テ ロ イ ド側鎖 の ボ ロ ネ
ート形 成 と 逆相

HPLC 　 　ボ ロ ネート形 成 と逆相 HPLC と の 関連 に お

い て ，非常 に 興味 あ る結果 が ス テ ロ イ ド化合物 に お い て

観察 さ れ た．Fig．6 に示 し た よ う に
， テ トラ オ

ー
ル 体

は，骨 格部 と側鎖部 に シ ス ジオ
ー

ル 構造 を有 して い る

が，こ の 際ボ ロ ネー トは
，
A 環部 の 2，3−（OH ）2 と 側 鎖

部 の 22，23−（OH ）2 の 両部位 に い っ た ん形 成 さ れ る （ビ

ス ボ ロ ネ
ー

ト）が，逆相系 HPLC 分析 に 供 さ れ る と，

A 環 部 の ボ ロ ネ
ー

トの み が 容易 に 加水 分 解 を 受 け て ，

側鎖部由来の ボ ロ ネ
ート （モ ノ ボ ロ ネート〉と し て 検出

さ れ る こ と が 判明 し た．安定 ボ ロ ネートを形成 す る の

は ，側鎖部 の 22
，
23一ジ オール 基 で あ り，ク ロ マ トグ ラ ム

上 の ピーク は モ ノ ボ ロ ネ
ートと し て 検 出 さ れ て い る．こ

の 結果は，後述 す る ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド類 に お い て観察

さ れ た結 果 と
一

致 す る．更 に 23，25一及 び 24
，
25一ジ ヒ ド

ロ キ シ コ レ ス テ ロ ー
ル の ボ ロ ネート形 成 反 応 に お い て

は ，い ずれ も定 量 的に ボ ロ ネートを生成 し ， Fig，7 に 示

し た よ うに
， 23 及 び 24 位 の エ ピー

マ
ーを容易 に 分 離 す

る こ と に 成功 し た．こ の 分離化学的結果 は，ビ タ ミ ン

D3 の側鎖部水酸化反応 に お い て 注 目さ れ て き た，立体

選 択性 の 解明 に 役立つ も の と考 え ら れ る．す な わ ち ， 血

液 や 組織 中の 微 量 ビ タ ミ ン D3 代謝成分 の 選択的検出法

と して 本法 が極 め て 有効 な 方法 と し て 利用 で き る と考 え
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HO
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声 c

簿
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ノ CH ・Nf 〕N ℃ H3

　 　 0H　　　　　　　〕
　 0

　 　 　CH3 　　　　 0HCH

・

0　 　 　 2．5　　 　 5
− 一

Ryanodine

　 　 　 　 　 　 　 　 200　 　 　 　 10
一

Time ／min

F孟g．4　Chromatogram 　 of 　naphthaleneboronate 　 of

rifampicin

HPLC 　conditions ： column ，　Capcell　Pak　C　l8　UG120

（L5　mm 　i．d，X250 　mm 　L）；mobile 　phase，　acetonitrile ／

20mM 　phosphate　buffer（pH 　45 ）（6 ：4）；fiow　rate ，
0．lml ／min ； column 　temperature ，40℃ ； detection，
280nm

ら れ る，同様 の 結果 が，A 環部 に 2β一（OH ）2 ，側 鎖 部

に 20，22−（OH ）2 を有 す る エ ク ジ ス テ ロ イ ド類 で も 観察

され ，エ ク ジ ス テ ロ ン の 場合 に お い て も 側鎖部 の 20，

22一モ ノ ボ ロ ネートと して 検 出 さ れ た
7｝，こ の よ うに ス テ

ロ イ ド側鎖 に お い て は 20
，
22−（OH ）2，22，23−（OH ）2，

24，25−（OH ）2，及び 2325 ・（OH ）2 の ジ オー
ル 構造 に 対 し

て ，い ずれ も極 め て 安定 な ボ ロ ネートが 形 成 さ れ，メ タ

ノ
ー

ル や ア セ トニ ト リ ル 等 を 含 む 酸性 溶 液 中 で も加 水 分

解 を 受 け な い こ と が明 らか とな っ た ．

　3 ・1 ・3　ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド の ボ ロ ネートと 逆相

HPLC 　　上 述 の 知見 を 基 に，検出器 に 高感度な 応答 を

示す 各種蛍光団 や 電気化学活性基 を配 し た ，種 々 の ボ ロ

ン 酸誘導体 を用 い るブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド類 の 微量定量法

を開 発 し た．植物成・長 促 進 物 質 と し て 知 られ る ブラ シ ノ

Time／min

Fig．5　Chromatogram 　 of 　 naphthalencboronate 　 of

ryanodine

HPLC 　 conditions ： co 且umn ，　Capcell　Pak　Ci8UGI20

（2．O　mm 　i．d，× 250　mm 　L）；mobile 　phase，　acetonitrile ／

20mM 　phosphate　buffer（pH 　4．5）（7 ： 3）；flow　rate ，
0．2ml／min 　l　 column 　temperature ，40℃ ； detection，
280nm

ス テ ロ イ ド類 の 分 析 に お い て は，様 々 な 観点 か ら微 量 生

理活性物質 の 基本的か つ 典型的 な 分析手法が 求 め ら れ て

い る．す な わ ち，植物体中の 含有量 が極 め て 少な い た め

に ，高 感 度 分 析 が 要求 され る ばか りで は な く，種 々 の 同

族体 が 存在 す る こ と か ら ， そ れ らを選 択的に 分離 しな け

れ ばな らず ， 極 め て 高度 な 分 析法 の 開 発 が 望 ま れ て き

た ．ブ ラ シ ノ ラ イ ド
e）
及 び カ ス タス テ ロ ン

9＞
の 発見以来，

ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド類 の 単離 ・構造決定，及 び植物界 に

お け る分 布調査 が ， 主 に i三1本の 科学 者 に よ っ て 精力的 に

行 わ れ て い る，そ の 多様性 と植物界に お け る 分布が解明

さ れ つ つ あ る今 日，植物 の 成長現 象 と 内生 ブ ラ シ ノ ス テ

ロ イ ド類 と の 量 的 質 的 関 係 に 関 す る 研 究 が 重 要 な テーマ

と な っ て い る，ブ ラ シ ノス テ ロ イ ド類 の 微量 分 析法の 開

発 は，こ れ ま で Takatsuto ら に よ る メ タ ン ボ ロ ネ
ートー

TMS 誘 導 体 に よ る GC ／MS 法
lo 〕11｝が 報告 さ れ て お り，

一応の 確立 を見 た が分析試料 の 精製純度 を上 げ な け れ ば

な らず，検出感度の 向上 と と も に い ま だ 問題点が 残 さ れ

て い る．．一
方，よ り簡 便 か つ 高感度 分 析 が 期 待 され る
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Fig．6　Chromatogram 　of 　naphthaleneborona しes 　 of

　 2，3，22S，23S−tctrahydroxy −24S−ethylcholestan −6−

one （1），　　3，22∫，23S−trihydroxy −24S−ethylcholestan −6−

one （2），　and 　24R，25−dihydroxycholcstcrol（3＞
HPLC 　conditions ； column ，　Capcell　Pak　Cl8 　UG 蓋20

（2，0mm 　i，d．X250 　mm 　L）；mobile 　phase，　acetonitrile ／

water 　（95 ：5＞； now 　rate
，

0．25　ml ／min ； column

temperature ，40DC ；detection，280　nm

HPLC 分析法 に つ い て は，ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド類 の 植

物体か らの 分離 ・
精製過程 に 用 い られ，そ の 有用性 は実

証 さ れ て は い る が
］2），ブ ラ シ ノ ．ス テ ロ イ ド自 身適 当 な

ク ロ モ フ ォ アが な い こ と か ら，微量 分析 に 用い られ る に

は 至 っ て い な か っ た．従 っ て，HPLC に よ る 微量 分 析

を達成 す る た め に は，検出の 高選択性 と 高感度化，及 び

分 離 の 高 選 択 性 と 高性 能 化 が 要求 さ れ る ．そ の 要求 に こ

た え た の が 本 ボ ロ ネ ート形 成 反応 で あ り，こ れ に よ っ て

側鎖部由来の モ ノ ボ ロ ネートと して ，い ずれ も ODS 一カ

ラ ム と 水一ア セ トニ ト リル 移 動 相 を用 い る 逆 相 分 配 モ ー

ドに よ る 分離
・
検出 を初 め て 可能 に し た

1／1）
− 2t ）．分析例

は既 に 総
．
an22）？3）な ど で も報告 し て あ る の で ，こ こ で は

前述 した よ う に ，こ の 種 の ス テ ロ イ ド化 合物 に お い て ，

Hg ．7　Chromatogram　 of 　naphtha 且eneborona 〔es　 or

23丑，25−dihydroxy−cholestero1 （1），　23S，25−dihydroxy−

cholestero1 （2），　24R，25−dihydroxycholesIcro1（3）　 and

24S，25−dihydroxycholesterol（4）
HPLC 　conditions ： column ，　Capcell　Pak 　Cl8　UGI20

（2．O　mm 　i．d．× 250　mm 　L）；mobile 　phase，　acetonitrile ／
wat ｛：r （9 ： 1）；now 　rate ，0．25　m1 ／min ；column 　temper −

alurc ，40℃ ；dctectien，280　nm

A 環部 の 2，
3−（OH ）2 と側鎖部 の 22，23−〔OH ）2 の 両部位

に い っ た ん 形 成 さ れ る ビ ス ボ ロ ネー ト と，逆 相 系

HPLC 分 析 に 供 され た後，　 A 環 部 の ボ ロ ネ
ー

トの み が

容易 に 加水分解を受け て
， 側鎖部由来の モ ノ ボ ロ ネート

と して検出 され る こ と を，GC ／MS と LC ／MS の 分 析結

果 か ら 確 認 し た い ．Brassinolide に ナ フ タ レ ン ボ ロ ン 酸

を 作用 さ せ て 得 ら れ る 反応液 を，一方 は GC ／MS 　 CEI

法〕 で ，も う　
一
方 は LC ／MS 〔大気イオ ン化 法 ） で 分析

し た ．そ れ ぞ れ Fig．8 及 び Fig．9 に 質量 ス ペ ク トル の

結果 を 示 し た が，GC ／MS 法 で は ビ ス ボ ロ ネートと し て

分 子 ピーク （M
＋ 752）を得る こ とが で き る の に 対 して ，

LC 〆MS 法 で は 側鎖部由米 の モ ノ ボ ロ ネ
ー

トと し て 分子

ピー
ク 〔MH

＋
617 ．4〕が 得 ら れ て い る．同 じ 二 級

一
二 級

の ア ル コ ール に もか か わ らず，ス テ ロ イ ド側鎖上 で の ボ

ロ ネート安定性 の 強 さは ， 極 め て 特異 的 と言 わ ざる を得

な い ．更 に ，こ の 種 の ス テ ロ イ ド化合物 に お い て 生物化

学的 に 重要な こ と は ，側鎖上 で 酸素官能基 を持 た な い エ

ピマ
ーの 存在で あ り，生合成の 研究上 ，そ の 存在的意義

に は極 め て 興 味深 い もの が あ る．こ れ は又 ，分 離 化 学 的
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に も興味 の あ る 問題 で も あ り，ア ル キ ル 基 由来 の エ ピ

マ
ー

の ク ロ マ トグ ラ フ 的分 離 は今 日で も た い へ ん 難 し い

課題 で あ る と され て い る．Brassinolideに は ， 24 位 の 立

体 配 置 の 逆転 し た cpibrassinelidc が 存在 す る が ，本 ボ

ロ ネ
ー

ト形 成 反 応 を 利 用 す る こ と に よ っ て ，そ の 相互 分

離 に 成功 し た
2d・）．す な わ ち，　 Fig．10 に 示 し た よ う に，

ブラ シ ノ ス テ ロ イ ドを m 一ア ミ ノ フ ェ ニ ル ボ ロ ネー トに

誘導 し
， 導入 さ れ た ア ミノ 基を手 が か り に ，ODS 一カ ラ

ム と，ク ラ ウ ン エ ーテ ル を含 む酢酸
一
ア セ トニ トリル 系

の 移動相 を用 い る こ と に よ っ て ，brassinolideと epi −

brassinolide ，及 び castasterone と epicastasterone を，

そ れ ぞ れ 分離 係数 1．07 及 び LO8
， 分 離 度 1．18 及 び

1，48 を も っ て 分離 す る こ とが で きた ．HPLC に よ る エ

ピマ
ー

の 分離と して は初 め て の 分析例 と して 注 目され て

い る ．又 ， 本 m 一ア ミ ノ フ ェ ニ ル ボ ロ ネ
ー

トの 検 出 に あ

た っ て は
， ア ミ ノ 基 と の 発蛍光反応 を利用 し たボ ス トラ

ベ ル 法 に よ っ て ，蛍光検出す る方法 を用 い て お り，十 分

高 感 度 分 析 が可 能 で あ る ．

　3 ・2　光学活性ボ ロ ン 酸誘導体を用 い る ジオール 対掌

体の 光 学分 割 法

　光学分割を目的 と し た キ ラ ル 誘導体化法 は，ジ ア ス テ

レ オ マ
ーを形成 す る こ と で ア キ ラ ル な 固 定相上で の 分 離

を容易 に す る方 法 と して 古 くか ら知 ら れ て い る が ，こ こ

で は，エ ナ ン チ オ メ リ ッ ク ジ オール を対象 と し た
， 光学

活性 ボ ロ ン 酸 の 光学分 割 へ の 有用 性 を明 らか に した．

　Fig．11 に は 光 学 活性 ボ ロ ン 酸 の 例 と し て ，　 p・ボ m ノ

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
41

と，N ，N 一ジ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル フ ェ

ロ セ ン ボ ロ ン酸
25 ）を示 した．こ の う ち ， N

，
N 一ジ メ チ ル

ア ミ ノ メ チ ル フ ェ ロ セ ン ボ ロ ン 酸 を用 い て
， （± 〉−

pinanediol（ピナ ン ジオ
ー

ル ）に 対 す る光学 分 割能 を検 討

し た と こ ろ ，生成す る ジ ア ス テ レ オ メ リ ッ ク ボ ロ ネート

は ，GC の ア キ ラ ル な カ ラ ム 上 で 容易 に 分離 で き る こ と

が 初 め て 明 らか に な っ た （Fig．12＞
26｝．光学活性 ボ ロ ン

酸 の 光学分割 へ の 応用 と し て は初 め て の 例 で あ り，極 め

て 興味深 い 結果 で あ る が，逆相 HPLC で の 分析で は光

学 分 割 は 達成 さ れ て お らず，現在 も更 に 検 討 中 で あ る．

　そ も そ も N
，
N 一ジ メ チ ル ア ミノ メ チ ル フ ェ ロ セ ン ボ ロ

ン 酸 を用 い た 理 由は
， ジメ チ ル ア ミ ノ 基の 寄与 に よ る ボ

ロ ン 酸 の 安定化，ひ い て は ボ ロ ネートの 安 定 性 の 向上 を

期待 し た オ）け で あ っ た が，逆 相 HPLC の 結 果 か ら は，

ボ ロ ネ
ー

トの 安定性，す な わ ち加水分解 に対す る抵抗性

は 観察 さ れ な か っ た、又，対 応 す る フ ェ ロ セ ン ボ ロ ネ
ー

トと の 比 較 に お い て は ， ジ メ チ ル ア ミノ 基 の 存在 に よ っ

て 大 き く親水性 が 増 す た め に，疎水性 の 大 き な ジオ ー
ル

餌 瓢抄
◎

N ，N −Dimethylaminomethyl −
ferroceneboronic 　 acid

譯駆 ）
／
B （°H ’2

L −Phenylalanylboronic 　acid

Fig．　ll　Chcmical　struc しures 　of 　ehiral 　boronic　de−

rivatiVCS ．
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Fig．12　Gas 　 chromatographic 　 resolution 乱 nd 　 mass

SpeCtrOmetriC （e匡eCtrOn 　impaCt，70　eV ＞data　 Of 　dia．

stereomeric 　2−（N ，N −dimethylaminomethyl）ferrocene−

boronates　of （± ）
−pillane−2，3−diol

GC 　conditions ： column ，　 CP 　 Sil5　 CB 　 fused　 silica

capi 服ary 　（25　mXO ．32　mm 　Ld．XO ．12　ym ）； column

temperature ，　 programmed 　 from　 80℃ 　（2　min ＞ to

200
°
C 　（1min ）at　30

°
C ／rnin ，　and 　then　at　2

°C／min 　to

23  ℃ ；helium　fiow　rate
，
3ml ／mln

化 合物 に 対 す る ボ ロ ネ
ー

トと し て は 有効で あ っ た ．

　3 ・S 分子軌道法 を 用 い るボ ロ ネ
ートの 安定性 と分 子

構造との相関解明

　ボ ロ ン 酸誘導体 を プ レ ラ ベ ル 化剤 と し て 用 い る 1，2一ジ
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オール 類 の 微量 分析 に お い て ，生成す る サイク リッ ク ボ

ロ ネートを，逆 相 分 配 HPLC 法 に よ っ て 分析 で き る こ

と を報 告 して き た が，そ れ ら ボ ロ ネ ートの 被加 水分 解

性，あ る い は ボ ロ ネ
ー

ト環 の 立体化 学 的安 定 性等，化学

構造との 関係 に つ い て は ，い ま だ明確 な 説明 が な され て

い な い ，こ こ で は ，構造 の 簡単 な ジ オ
ー

ル 化 合 物 を対 象

と し て
， 形 成す る ボ ロ ネートの 安 定 性 〔非加 水分 解性〕

に 寄与 す る 要因，す な わ ち安定ボロ ネートの 形 成 と分 了

構造 と の 関係 を 考察 す べ く，分 子 軌道 法 を 用 い た ボ ロ

ネート分 子 の 構造 解析 を行 っ た ，

　Table　 1 に 示 す 15 種 の ジオー
ル 化合物を対象 と して ，

各々 の ベ ン ゼ ン ボ ロ ネートに 対 し て ，分 子 軌道法 に は

MOPAC 　ver 　6．01
，
　AMI 法

27）を，構 造 最 適 化 に は EF

法
28〕を ， 局 在化 分 子軌 道 の 計算 に は Pcrkins29）の 方法 を

そ れ ぞ れ 条件と して 計算 を行 っ た，そ の 際，構造最適化

後，C −C，　 O −C 及 び B−0 な ど の 原 子 間 距 離，及 び結 合

次数，C ，0 及 び B の 電 荷 ， 分 子 軌 道 （NHOMO ，

HOMO ，　 LUMO ，　 NLUMO ）の 各 工 ネル ギ
ー，あ る い

は 0 −B −0 の な す 角度等 を求 め て 比較 し た．ブ ラ シ ノ ス

テ ロ イ ドを例 に ，側鎖部 22，23−（OH ）2 の ベ ン ゼ ン ボ ロ

ネートの 最適化 構造 を Fig，13 に示 した．

　そ の 結果，種 々 の パ ラ メ
ーター

に お い て 安定ポ ロ i・　一一

トと非安定 ボ ロ ネートと の 間 に 若干 の 差 が 観察 さ れ た

が ， そ の 中で も ， ジ オール を形 成 す る 炭素
一
炭素間の 結

合距 離 に お い て 顕著 な 有意差を観察す る こ と が で き た ．

例 え ば
，

ス テ ロ イ ドの A 環部 2，3−〔OH ）？
の ポ ロ ネ

ート

形成 に お い て は
，

か な り ゆが み が か か っ て い る ように 考

え ら れ る が，C2−CS 間 の 炭素
一
炭素間 の 結合距離 は比較

o

　　　　

cg

Fig。13　0ptimized　 structure 　 of 　the　benzencboron−
ate 　of 　brassinolide　side 　chain 　22，23−diol

的短 く，一方 フ リーロ ーテーシ ョ ン の 容易 と思 わ れ る 側

鎖 ボ ロ ネ
ートで は ，C22 −C23 間の 炭素一炭素間 の 結合距

離 が 長 い こ と が 明 らか と な っ た ．15種 の ジオ
ー

ル 化合

物 に つ い て ま とめ た 結果を Table 　 l に 示 し た ．

　 こ の 表 か ら 明 ら か な よ う に ，octane −cis −4，5−diol の

C −C 結合距離 1．54S　A を基準 と して ，ボ ロ ネ
ートの 安

定性 との 間 に 相関が 観察 され た．す な わ ち，こ れ以 上結

Table　 lC −CBond 　distances　 or 　l，2−diol　 benzeneboronates　 and 　 the　balanccs　 from　 thc 　 G −C 　 bond　 distance　 of

cis
−4，5

−
octanedbl 　bczeneboronate

1，2−diol　cempound Type 　of　alcehol 　　C
−G　bond　distance／済L　　balances／A stabilitv

Acenaphtene−cis−1，2−diol
22−Epiecdysterone
Ecdystcre．ne
Pinacol2
−Mcthylbutane−2，3−diol

Brassinolide
，
22

，
23−diol

（）ctane −cis−4，5−diol
Ocrane−tran5−4

，
5−dio量

Tetrahydroanthracene−cis−1，2−diol
BUtane−cis −2，3−diol
Tetrahydroanthracenc−trans−i，2−dioI
Butane−trans−2，

3−dio且
Brassinolide，2，3−diol
Prepane−1

，2−diol
Ehylcne　glycol

sec．十 sec．
tert．十sec．
tert．十sec．
tert．十 tert，
teγt．十sec．
sec．十 sec、
sec ．十 sec ．
sec ．十 sec ．
sec．十sec．
．sec ．十 sec ．
sec．十 sec．
sec ．十 sec ．
sec．十 sec．
sec．十prim．

Prim．十Prim．

1．587L568L5651

、5641
．5551
．5501
．5481
．547L5

斗71
．5471
．546L5

斗61
．545

正．5斗Ol
．533

十 〇．039
十 〇．020
十 〇、Ol7
十 〇．Ol6
十 〇，007
十 〇．002
　 0．00
− 0．001
− O．OOI
− 0．001
− 0．002
− 0．002
− 0，003
− 0．008
− O、015

stabjestablcstablestablestabicstabteuns

しableunst

乱bleunstablc
：

unstableunstableunstableunstableunstablcunstable
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合 距 離 の 長 い ジ オ
ー

ル は安定ボ ロ ネ
ートの 生 成 を可 能 に

し
，

こ れ 以 下 の ジオ ール で は ，安定 ボ ロ ネートの 生成が

極め て 困難で あ る こ と を示して い る．こ の 結果 は，ボ ロ

ネート分 子 の 分子軌道 法 に 基 づ く C −C 結合 距 離 の 計算

結果 か ら，非加 水 分 解 性 安定 ボ ロ ネ
ートの 形成を予測 し

得 る こ と を可 能 と した ばか りで な く t サ イ ク リ ッ ク ボ ロ

ネート形成 が，ジ オー
ル 周 辺 の 分 子 環境 を 反映 し た構造

認 識能 の 極あ て 高い 反応 で ある こ と を理論的に裏づ け た

もの で あ る と考 え ら れ る．

　3 ・4　ボロ ン酸固定化ゲル を 用 い る ジオール 系化合物

の 高選択的抽 出 法 の 開 発

　続 い て 本 ボ ロ ネート形 成 反 応 を ，
ボ ロ ン 酸固 定化 ゲ ル

を用 い る ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ドの 高選択的抽出法 の 開発 に

応 用 し た
30 ）．す な わ ち，安定 ボ ロ ネートを形成 す る ジ

オール 類 を対象 と し て ，フ ェ ニ ル ボ ロ ン 酸 固定化 ゲ ル を

用 い る
一

連 の 固相抽出法 を検討 した結 果 ，
ブ ラ シ ノ ス テ

ロ イ ドの 植 物組 織か らの 抽出適用 を 初め て 可能 に した。

　通常，固 相抽出の 際に は，固定化ゲル の 充て ん され た

カ
ー

トリッ ジ カ ラ ム 等を用 い て 行われ る が，本反応，す

な わ ち 固定化 ゲル へ の 結合 の 際 に は 加熱 を 要す る た め ，

そ の 方 式 を使 う こ と が で き な い ．従っ て こ の 場合 に は ゲ

ル を粉 末の まま ひ ょ う量 し て 用 い る こ と に な る．

　まず，被測定物質 と して の ブラ シ ノ ス テ ロ イ ドを含 む

試料をア セ トニ トリル ／ピ リ ジ ン 溶液 で 溶解 し，こ こ に

フ ェ
ニ ル ボ ロ ン 酸固定化 ゲ ル を加 え た 後 ， 5〜10 分程度

加熱す る．反応終了後 ， 小容積 の カ
ー

トリッ ジ を用 い て

反応物 を 減 圧 下 で 酒過 す る．つ い で 酸性緩衝液．メ タ

ノ
ー

ル 水溶液 等 で ゲル を 洗浄 し，被結合 性 の 不 純 物 を除

去す る，次 に，ゲル に 結合 した ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ドを リ

リー
ス させ る た め 適当 な溶媒系で 流 し て や れ ば よ い が，

比較的強度 な結合の た め に
， 溶媒系 の 選 択 に 難 儀 し た．

　す な わ ち，リン 酸，塩酸，酢酸，乳 酸等の 酸 と
，

ア ル

コ ール ，ア セ トニ トリル ，テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン等 の 有機

溶媒 と の 組 み 合 わ せ ，及 び 濃 度 比 な ど を種 々 検討 し た と

こ ろ，い ずれ も 回収率が 50〜80％ 程度 で しか 得 ら れ な

か っ た．更 に 検 討 の 結果 ，過酸化水素水
一
ア セ トニ トリ

ル 混 合溶 液 を 用 い た 場 合 に ，最 も 回収率の 高 い 結 果 が 得

られ た，以上
，

ボ ロ ン酸 固 定 化 ゲ ル を用 い る ブ ラ シ ノ ス

テ ロ イ ドの 固相抽出法 に お け る最 適条件 は ，ゲル へ の 結

合条件 と して 80℃ 10 分，ゲ ル か ら の 回収条件 と して

5％ 過 酸 化 水 素水一ア セ トニ ト リ ル （玉 ： 1）を用 い て

45℃ 10分 で あ っ た．な お
，

こ の
一

連 の 固相抽出 に お け

る 基質の 結合率，及び回収率 は，い ずれ の ジ オ ー
ル に つ

い て も 95％ 以 上 で あ っ た．

β
一ゆ

0

e

一

〇　　　 　 5　　 　 10

　 　 Time ／min

。
’
B −
《費

0

HOCastasterone

Fig．14　Chromatogram 　of 　the　final　eluent 　fraction
or 　plant　 extract 　 obtained 　 from　 the 　 phenylboronic
acid 　gd　after 　derivatization　with 　naphthaleneborenic

acidPcaks

： （1） brass1nolidc
， （2） castasterone 、　 HPLC

conditions ： cQlumn ，　Capcell　 Pak　C 　18　UG 　 l　2e （1．5
mm 　i，d．× 250　mm 　L）；mobile 　phase，　acetonitrile ／wa −

ter （9 ・ 1）；n・w ・・t・，0．16m 正／mi ・ ；・・1・ m ・ t・mp ・・a −

ture，
45℃ ；detcction， 280　nm

　本固定化ゲル を用 い る前処理 法 は，安定ボロ ネートを

形成す る ジオール 系化合物 に 対 して 極 め て 高い 選択性 を

有す る が故 に ，き ょ う雑 成 分 の 多い 複 雑 な サ ン プル の 前

処 理 に 極 め て 有効 で あ っ た．本法 を，
ソ ラマ メ の 花粉 か

らの プ ラ シ ノ ラ イ ド活性画分 の 選択的抽出に 応 用 し た結

果，Fig．14 に 示 し た よ う に ，22
，
23−（OH ）2 を有 す る ブ

ラ シ ノ ス テ ロ イ ドを ほ ぼ定量 的に回収で き る こ とを初 め

て 可能 に し た ．
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4 結 言

　逆相系 HPLC 法 に よ る分 離 ・検出 は，同 時 に 水溶液

中 で の 安定化学種 の 検 出 を可 能 に す る も の で あ り，安定

ボ ロ ネートの 形成 は選択性 と感度 の 点に お い て
， 極 め て

優 れ た誘導体化法 の
一

つ で あ る と言 え る ．又 ，現在開発

が 進 ん で い る LC ／MS へ の 適用 も十分期待 さ れ る． こ

の こ と か ら
， 例 え ば 未知物

．
質の 構造 解析 に お い て

，
ボ ロ

ネ
ート形成 に 基づ く誘導体化法 を用 い れ ば，高 い 選 択 性

を持 っ て 1
，
2一ある い は 1

，
3一ジ オー

ル 構造 に関す る部分

構造 の 認識が 可能 に な る もの と思 わ れ る．

　 以 上 本研究 は ， ボ ロ ン
．
酸の 持つ 特 異的 な反 応 様 式 に注

目 した もの で あ り，非加水分解性安定化学種 と して の サ

イ ク リ ッ ク ボ ロ ネートの 存在 と 逆相系 HPLC へ の 応用，

及 び ボロ ネ
ー

ト形成 に お け る 高 い 分子認識能 と固相 リガ

ン ドと して の 有用性 を利用 し た
，

ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ドの

定量法 を 確立 し た 点 で ，微量分 析化学 と 天 然物化学へ の

貢献を果 た し た もの と考 え られ る，

　終 わ り に ，本研究を推進 し て い く上 で ご協力，ご指導 賜

りま し た 上 越 教 育大 学
．
高津 戸 秀助 教 授，東 京 工 業 大 学 理学

部原　典行助手，新潟 薬科 大 学 池 川 信 夫 学 長 ， 及 び G 正as −

gow大学 c ．J．　w ．　Brooks教 授に 深 謝致 しま す・
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要 旨

　本論文 で は
，

そ の 容易 な 被加水分解性 の た め に
， 誘導体化法 と し て こ れ ま で ほ と ん ど取 り 上 げ ら れ て

こ な か っ た サ イ ク リ ッ ク ボ ロ ネ ートに 着 目 し た，主 と して HPLC 法 に よ る高選 択的高感度 分 析 法 の 提

言 に つ い て 記述 し た ．す な わ ち，水 系 に お い て 安 定 に 存 在 す る非 加 水 分 解 性 ボ ロ ネートの 分 離 ・検 出 法

を見 い だ し た こ とに よ り，取 り分 け ジオ
ー

ル 構造を有す る化合物 の ，迅速 か つ 高感度検出の 可能 な 新 し

い 分離
・
分析法 を 確立す る に 至 っ た．こ こ で は 1）新規 ボ ロ ン 酸誘導体 を用 い る ジ オーJレ系化合物 の 逆

相系 HPLC に よ る 高選択的高感度検出法，2）光学活性 ボ ロ ン酸誘導体 を 用 い る ジ オー
ル 対掌体 の 光学

分 割法 ， 3）ボ ロ ン 酸固 定化 ゲ ル を 用 い る ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド類 の 高選 択 的抽 出法 ，
4）分 子 軌道 法 に 基

づ く 分子 構造 と ボロ ネ
ー

トの 安定性 と の 相関 に 関 す る 定量的扱 い，に つ い て 未発表 デー
タを含 め て 記述

した．
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