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ア セ チル カル ニ チ ン関連化合 物の 光学 識別 法の 開発及び

品質管理へ の応 用 に関 する研 究

学位授与

　　 香 川　美 由 紀

武庫川 女子大学 （2006 年 3 月 19 日）

　 本論文 は，脳代謝改善薬 と して 欧州 で 市販 され，日本で

も開 発継続 中 で あ る 光学活性 医 薬品 ア セ チ ル ー
【
一カ ル ニ チ ン

（卜 AC ）の 光学識別法 の 開発及 びそ の 品質管理 へ の 応用 に

つ い て ま と め た もの で あ る．卜 AC 中 に は ， そ の 光 学異性

体 で 薬理活性 を持 た ない ア セ チ ルーL）一カ ル ニ チ ン （D。AC ） が

混 入 する 可 能性 が あ る た め
， そ の 含量 を規 制 ・評 価す る必

要が ある．こ れ まで に も幾 つ か の 手法が報告されて い る が，

既 報の 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ）は ，

い ず れ

も操作性，再現性，検出限界等の 面で 品質管理法 と して 適

用す る に は 不 十 分で あ っ た ．また
， 核磁気共 鳴法 （NMR ）

もキ ラ ル シ フ ト試薬 の 種類 や 濃度の 影響に つ い て は 詳細 に

検討 され て お らず ， 品質管理 法 と して 不十 分 で あ っ た．

　そ こ で ，本研窄で は実用的な L．AG の 品質管理法 の 開発

を ll的 と し ，
　 HpLG に よ る ア セ チ ル カ ル ニ チ ン （AC ） とそ

の 加水分解物で あ る カ ル ニ チ ン （C） の 光学識別法，及び

NMR に よ る AC と そ の 関 連化 合物 の 光学 識 別法につ い て

詳細 に 検討 した．更 に，開発した 方法 を L．AC の 品質管理

の た め の 光学純度測 定 に適用 し， そ の 有用 性 を実 証 した．

　
“

序論
”

で は，IrAC の 光学識別法 の 開発を行 う背景や 意

義 を概説 し た．以 ドに 本論文 の 構成を示 す．

　第 1 章
“

液体 クロ マ トグ ラ フ 法 に よ る ア セ チル カ ル ニ

チ ン の 光学識別及 び 光学純度測 定 へ の 応用
”

で は
，

AC と

G を キ ラ ル 誘導体化法 とキ ラ ル 固定相法 に よ り HPLG で

分離定量 す る 方法 を 開 発 し ，
L ．AC の 品質管理 の た め の 光

学純度測定へ 適用 した．

　第 1節 で は ，AC と C を光学活性 な ア ミ ノ 化 合物 を用 い

て誘導体 （ジ ア ス テ レ オマ ー
）と し，ODS （octade （pul　silica ）

カ ラ ム を用 い た 逆相 HPLG に よ り分離す る 方法 に つ い て

述 べ た．誘導体化 に用 い る試薬 は，254　nm で 検出可能で ，
比 較的大 きな 分離係数 （α ） を 与えた L一ア ラニ ン ーβ一ナ フ チ

ル ア ミ ド （L．Ala一β一NA ） を 選 択 した．誘導体化反応に 用い

る i．Ala一β一NA ，ク ロ ロ ギ 酸エ チ ル，トリエ チ ル ア ミ ン の 濃

度 は，AG 　l　mmo レL に対 し，　 AC 誘導体の 生 成量が 最大 と

な っ た 20，20，50mmol ／L と し た ．反 応時 間 は
， 誘導体

の 生 成 量 が
・
定 と な っ た 1〔｝分 と した．HPLC 移動相 と し

て ，50　mmol ／L リ ン 酸塩 緩衝液 （pH 　2．5）／ア セ トニ トリ

ル ／テ トラ ζ ドロ フ ラ ン 混液 （85 ：9 ；6） を用 い る こ と に

　現連絡 先の 機 関　田辺 製薬 株式 会杜 GMG 研 究所 分析研 究 部 ：

　 　 　 　 　 　 　 532 −8505　 大 阪府大 阪 市淀 川 区加 島 3 −16−89
　 学会 受 N　 2006 年 9 月 29 日

よ り，DI −AC と不 純物 で ある DL−C の 4 種 の 誘導体 を 25 分

以 内 に一一
斉 に 分析す る こ とが で きた．また，50mmol ／L

リ ン 酸塩緩衝液 （pH 　2．5）／ア セ トニ トリル 混液 （77 ：23）

を川 い る と，1）L−（
．
：誘導体 は 分離 しない もの の ，DL ．AC 誘

導体を to分以 内に 迅速 に 分離す る こ とが で きた 吩 離 度

（Rs）
＝1．94｝．設定 した 試験法 に お け る特異性，直線性，

真度及 び 精度 は い ず れ も良好 で ， D −AC の 検 出 限 界 は

O．or）％ と，品質管理 法 と して 実用に 耐え得 る もの で あ っ た．

　第 2 節 で は，市販 の キ ラ ル カ ラ ム を用 い た 逆相 HPLC に

よ り，DL ．AG を誘導体化す る こ と な く直接分離す る 方法 に

つ い て 述 べ た．様 々 な市販キ ラ ル カ ラ ム を検討 した 結 果 ，

（R ，R ＞
−tartaric 　acid 　mollo −L−一，alii〕e−（∫〉−1−（α

一naphthyl ）ethyl
−

amide を固定相とす る 配 位子 交換 型 カ ラ ム SUMICHJRAL

OA ．6100 に お い て ，硫酸銅溶液に カ オ トロ ピ ッ ク 塩 を添

加 した移動相を用 い る こ とに よ り，DL−AC を直接 分 離で き

る こ と を見 い だ した．移動相 に添加す る塩 は，大 きな α

及 び Rs を与 えた過塩素酸ナ トリ ウ ム を選択 した．　 HPLc

条件 は，移 動相，O、5　molfL 過 塩 素酸ナ ト リ ウ ム を 含 む

2　mmol ／L 硫酸銅溶液 ； カ ラ ム
，
　 SUMIGHIRAL 　OA −6100

（内 径 4．6mm × 長 さ 150　mm × 2本）；流量，　 O．7　mL ／niin ；

検 1［i波長，‘254　nirl ；注入量，5　pL とした．こ の 条件 に お

け る Rs は 2．23 で あ っ た．設定 した試験法は 極め て 簡便 で

あ り，特異性及び 直線性 と もに 良好 で，D ．AC の 定量限界

は 0．15％，検出 限 界 は O．1％ で あ っ た，

　第 3節 で は，開発 し た光学識別法 の L−AC 光学純度測定

へ の 適 用 に つ い て 述 べ た．い ず れ も，レ A （】の 品質管理 の

た めの 光学純度測定に応用可能で ある こ とが 分か っ た．

　第 2 章 “

核磁気共 鳴ス ペ ク トル 法 によ る光学識別及び 光

学純度測定へ の 応用
”

で は，ア ミ ノ化合物 に対 して高 い 光

学識 別 能 を持 つ （＋）一（R ＞
−18一ク ラ ウ ン ー6一テ トラ カ ル ボ ン 酸

（18G6H ，〉をキ ラ ル シ フ ト試薬 と した NMR に よ る ア ミ ノ

化 合 物の 光 学純度 測 定法 と ラ ン タ ノ イ ド誘導体 を キ ラ ル シ

フ ト試薬 と した NMR に よ る AG の 光学識別法を開 発 し ，

1．−AC の 品質 管 理 の た め の 光 学純 度測定へ 適 用 した．

　第 1節 で は，18G6H ，i の 特性 （ア ミ ノ 化合物 に対す る光

学 識 別 能 に 及 ぼ す 18C6H ，
の 添加濃度及 び重 水素化溶媒 の

影響） と ユ8C6H ．i を用 い た NMR に よ る 光学純度測定法 の

設定の 可 能性 に つ い て 述 べ た．化学 シ フ ト変化 （△δ） が

・
定 とな る 18C6Ht の 濃度 は 測定対象物 の 5倍量で あり，

ま た ， A δの 差 （△△ δ）が 最 も大 き くな る 重 水素化溶媒 は
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測定対象物 に よっ て異 な り， 選 択 す る重水素化溶媒が 光学

異性体 の シ グ ナ ル 分離 に 重要 で あ る こ と を 見い だ した ．

18G6H1 の ア ミ ノ化 合 物 に対 す る 光学 識 別 能 を検討 した 結

果，以下 の 知見が得られ た．1） ア ミ ノ 酸 の D 体の シ グ ナ

ル は L．体 の シ グ ナ ル よ り低 磁 場 側 ヘ シ フ トす る特徴 が あ

り，ア ミ ノ 酸部位を持つ 化合物の 絶対配置の 決定 に 応用可

能 で あ る と考え られ た．また ， ア ミ ノ 基付 近 に 同 じ構造部

位 の ある ア ミ ノ 酸 は AA δが同 じで あ り，AA δ は ア ミ ノ 基

付 近 の 構造 に 影響 を受 け て い る こ とが 示 唆 され た．2） ア

ル キ ル ア ミ ン に 対す る 18G6瓢 の 光学識別能 は低 か っ た．

3） ア ミノ ア ル コ ール に対 す る 光学識 別 は ， 芳香環を持 た

ない 場合 は 不十分で あ っ た が，芳香環 を持つ 場合 は比 較的

良 好で あ っ た．4）芳 香 環 を 持 つ ア ミノ 化合物 で あ るバ ク

ロ フ ェ ン，1−（1一ナ フ チ ル 〉エ チ ル ア ミ ン 及 び Ala一β一NA の ア

ミ ノ基 に隣 接 した プ ロ トン にお い て も大 きな △δが 得 られ

た．以上 の 結果を踏まえて 設定した L −Ala一β一NA の 光学純

度 測 定 法 は ， 直線性 が 良好 で ， D −Ala一β一NA の 検出限 界 は

1．0％ で あ っ た．

　第 2 節で は ， キ ラ ル シ フ ト試薬 と して ラ ン タ ノ イ ド試

．薬及 び サマ リ ウ ム 試薬 を用い た NMR に よ る AC の 光学識

別法 につ い て詳 細 に検討 した 結 果 を 述 べ た．ラ ン タ ノ イ ド

試薬 の 添加 に よ っ て DL −AC の N−C恥 基 の シ グ ナ ル が 顕著

に分離 した こ と か ら ， AC の シ フ ト変化の 検討 や光学純度

測定 に は N −GHs 基が有用 で あ る こ とが分 か っ た，　 N −CHn

基 の シ グ ナ ル は，ラ ン タノ イ ド試 薬 の ラ ン タ ノ イ ド部位及

び カ ン フ ァ
ー

部位 の 違 い に よ り，異な る シ フ ト変化の 傾向

が 認め ら れ た．い ず れ も ， 他 の シ グ ナ ル （特 に L 体 の N一

C恥 基 の シ グ ナ ル ）の 影響を受けずに，測定対象で あ る D

体 の N −CH ，i　g の シ グ ナ ル を評価 す る こ とが 可 能 で あ っ た．

D 体 の N−GH3 基 の シ グ ナ ル 変化 を精査 した 結果，　 L）体を定

量 的に 測定す る に は，AC 　2　mmol ／L に対 し，ラ ン タ ノ イ

ド試薬 の
．．一

つ で あ る Pr［hfcLを 5倍量 （1  mlnol ／L）用

い る条件が 最適 で あ っ た．ま た，サ マ リウ ム 試 薬 の 添加 に

よ っ て も DL−AC の N −GH3 基 の シ グナ ル は 分離 し，い ずれ

も低磁場 シ フ トした．D 体 の N−GHa．　9 の シ グ ナ ル は 1．体

よ り大 きくシ フ トし，Aδ及 び AA δは サ マ リ ウ ム 試薬 の

濃度の 増加 に 伴っ て 増加 した．設定 した キ ラル シ フ ト試 薬

Pr［hf⊂］3 を用 い た L．AC の 光学純度測定法 は 直線性が良好

で ，D −AG の 検 出 限界 は 0．5％ で あ っ た．

　第 3 節 で は ， 開 発 した 光学識別法の liAla 一β一NA 及び L−

AG 光学純度測定 へ の 適 川 につ い て 述 べ た．い ずれ も ，
レ

AG 及 び そ の 関連化合物 の 品質管理 の た め の 光学純度測定

に 応用 可能で あ っ た．

　
“
総括

”
で は，本研究 を総括 し，開発 した HPLC 及 び

NMR に よ る L−AC の 光 学識 別法が 品質管理 の た め の 光学

純度測定法として 有用で ある こ と を述べ た．
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　Acetア1
−L−carnitinc （1，−AC ）has　an 　cff セct 　of 　cerebl

・
al　Inetabdisln 　improvelllcllt，　However，〔he 　enan −

tiolller，　acetyl −D −carnitinc （DrAG ），does　 not 　 show 　this　 effect ．　 Several　nlcthods 　fbr　thc　detcrminatk＞n て）f

D．AC 　in　L−AC 　have　been　developcd，　but　they 　wcrc 　llot 　sufflcient 　fbr　qllality　controL 　Thc 　author 　has

devcloped　an 　lndircct　HPLC 　cnalltioscparation 　meth （》d　and 　a　dircct　one 　fbr　the 　dctcrminati（m 　ofD ．AC

ill　L．AC 　and 　NMR 　cnalltioseparatioll 　methods 　with 　chiral 　shift 　reagents ． 1）AG 　and 　C　could 　be　sepa −

rated 　with 　an 　ODS 　column 　by　rcvcrscd −Phase 　HPLC 　aftcr 　derivatization　with 　L−alaninc 一
β
一llaphth ア

ー

la加 dc． 2＞AC 　could 　bc　separated 　directlアby　reversed −phasc　chiral　HPLC 　using 　SUMICHIRAL 　OA ．

6100 “重th　a 　mobile 　phasc　of 　2　mmol ／L　aqueous 　GuSO4 　solution 　cて〕ntaining 　50011mlol／L　NaGlO4． 3）
The 　NMR 　methQd 　with （＋）一（R ）−18−crown −6　tetracarboxylic 　acid 　as 　a 　chiral 　shift 　reagellt 　was 　succcssfully

apPlied 　f（〕r　deterlni・ling 　of 　thc 　cnantiomcric 　purltアof 　l．−alanine 一β一naphthylarnidc ．　4）Enantiomcr 　sig −

nal 　scparatiom ｝fAC 　was 　obtained 　on 　thc 　NMR 　analysis 　by　diastereomeric　interaction　with 　PrLhfcJs　as　a

chiral 　lanthanide　shift 　 reagent ．　 These 　f｛）ur 　methods 　wcrc 　fbund　to　be　applicable 　as 　practical　qualit｝
・

control 　mcthods 　fbr　the 　ellalltiolncric 　cxccss 　det／ennination ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Scptcmber 　29，2006）
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