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緒論

 ビタミンDは挽くる病因子として発見された脂溶性ビタミンであり，9，10一七コステ

ロイド骨格を基本構造としている．ビタミンDには，その17位側鎖構造の異なるDつ一

D。が知られているが，強い生理活性を有し，かっ自然界でもその分布が多いビタミ

ンD。（cho1㏄a1cifero1，D。）とビタミンD。（crgoca1cifcro1，D。）（以下Dと総称する）の2種類の．

みが実用的なものとして評価されている．

 D、は動物性食品からも摂取されるが，主として皮膚においてプロビタミンD、（7－

dchydrocho1estcro1，7DHC）からUV照射によって産生される内因性の化合物である．一

方，D。は主に植物においてそのプロ体である。rgostcro1（Erg）より生合成され，ヒトで

は総合ビタミン剤や強化食品中より経口的に体内に取り込まれる外因性のものであ

る。D。とD。はヒト体内において，同様に第I相反応により代謝活性化され，ぽぽ同

等の生理作用を発現する．すなわち，皮膚で生成されたD、及び食餌として摂取され

たDはまず肝臓に運ばれ，25位に水酸化を受けて25一ヒドロキシビタミンD［25（OH）D1

に代謝される．これはD結合タンパク（DBP）と結合して体内を循環し，血中カルシウ

ム濃度が正常値（9－10mg／d1）以下になると，副甲状腺ホルモン（PTH）の働きを介して

腎臓でその1α位に水酸化を受け，いわゆる活性型ビタミンDである1α，25一ジヒドロ

キシビタミンD［1，25（0H）。D］に変換される．一方，血中カルシウム濃度が正常に回復

すると，1α位への水酸化は抑制され，25（0H）Dは，24R位を始め23∫位，26位など側

鎖部分に水陸化を受けた代謝物に変換される．これらはさらに酸化され，結果とし

て数多くの代謝物が血中に共存することになる．以上説明したD、の生合成及び第I

相反応による代謝経路をFig．1に示した．1’2）

 これら第I相反応によるD代謝物はそれぞれ重要な生物学的意義を有している．例

えば1，25（0H）。Dは最も生理活性が強く，生体内カルシウムの恒常性，骨代謝平衡の
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紺寺3，4）に重要な役割を果たしているステロイドホルモンの1種である．さらに近年，

カルシウム代謝調節のみならず細胞の分化誘導・増殖抑制，免疫調節など，さまざ

まな生体反応に関与することが明らかとなり，5η）ポテンシャルの高い医薬品として多

大な注目を集めている．また，腎機能の低下している患者では低値を示すなど，そ

の血中濃度と種々の病態とは密接な関係を有している．一方25（0H）Dは，D代謝物の

うちヒト体内における主要な循環物質であり，その血中濃度はDの供給状態を示す指

標となるうえ，D代謝異常に起因する各種疾患の病因鑑別にも有用な指針を与えると

されている．したがって，これらD代謝物の体液中レベルを的確に把握することは，

臨床・栄養診断，生理作用の解明，あるいは新薬の開発上極めて重要である．現在，

第I相反応によるD代謝物の測定は各種結合タンパクやHPLCに代表される各種クロ

マトグラフィーを駆使して行われているが，D代謝物の存在量が極微量であるうえ，

その構造が相互に酷似していること，さらに血中に大量に含まれる脂質との分離が

困難で，化学的にも不安定であることから，いずれも満足し得るものではなく，現

在も積極的な開発が進められている．Tab1e1に主な第I相反応生成物の血中レベル

とその測定法を示した・8－1o）なお，各代謝物の大部分は皮膚で生成されたD、に由来し，

D。系が占める割合は約1割とされている．

 一方，Dの第■相反応生成物に関する研究は十分になされていない．第n相反応は

内因性あるいは外因性物質の主な代謝経路の1つであり，サルフェートやクルクロニ

ドなどの抱合体へ導くことで水溶性を増し，排泄されやすい代謝物に変換する反応

ととらえることができる．11）抱合体は多くの場合生理活性が低いため，従来から単な

る排泄型に過ぎないとされてきた．しかし，ある種のステロイドにおいては抱合体

がその生合成，輸送などに積極的に関与していることや，12）抱合体の体液中レベルが

病態と密接に関連していることが明らかとされ，13）抱合体の体内動態が重要視される

に至った．
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 体液中Dの第n相反応生成物に関しては，ヒト乳汁中における硫酸抱合体の存在が

示唆されていたが，14’15）忠e1sonはヒト血中に25（0H）D，3一サルフェート［25（OH）D，3Sl

が25（0H）D、とほぼ等しい濃度（10－30ng阯）で存在すると報告し，多大な注目を集め

た．16－18）しかしこれらの報告は，いずれも脱抱合に基づく間接的証明によるものであ

ることから少なからず疑問な点が残されており，その存在を否定する報告もなされ

ている．1921）一方の重要な第n相反応生成物であるグルクロン酸抱合体については，

実験動物を用いた研究においてその存在も示唆されているが，十分なものではない．

例えばヒョコにおいて，D、投与後の胆汁中に25（0H）D，25一クルクロニド

［25（0H）D．25G1の排泄が報告されたが，22）標品が得られないため間接的な方法による

構造証明であり，抱合位置などに疑問が残されている．同様のことは近年活発に進

められているDアナログの代謝物の同定でもみられる．2327）また，ヒト体液中におけ

るDクルク白ニトに関する研究には見るべきものがない．以上のように，体液中の各

種Dの第■相反応生成物はその存否すら明らかではなく，生理作用及び臨床診断上の

測定意義など解明されるべき多くの問題点を有している．

 以上の知見を踏まえ著者は，D代謝物，特に第I相反応生成物の分析法を開発し，

臨床診断に寄与することを究極の目的として以下の研究を行った．第1章ではまず，

ヒト血中におけるDの主代謝物である25（0H）D、の，より簡便なUV検出HPLαこよる定

量法を確立した．次いで，ヒト血中における25（0H）D，3Sの存在を標品を指標とする

各種検出HPLαこより明らかとし，引き続きUV検出HPLCによる定量法を開発した．

さらに，開発した方法を駆使してヒト血中における両代謝物の相関について検討し

た．第2章においては，体液中グルクロン酸抱合型D代謝物の研究に標品として必要

不可欠な25（0H）D－3G，一25Gを合成し，これらを指標として25（0H）D投与胆管ろうラッ

ト胆汁中の25（0H）DモノグルクロニドをHPLC又はLC〃Sにより同定した．なお，本

論文中の主な化合物の構造式をFig．2にまとめて示した．



R2

R1び“

・。：・1・・，・。二け ・。：・1・・，・。二灯

・。・・：・1・・，・2ニバ ・2・・：・1・・，・2二灯

            仏
25（OH）D3：R1＝H，R2＝

           ”’。

25（OH）D2：R1＝H，R2＝

25（OH）D33S：R1＝S，R2：

々．
             〃’
25（OH）D23S：R1＝S，R2＝

25（OH）D325S：R1＝H，R2：

”〃。

S
              ”’。

25（OH）D225S＝R1＝H，R2＝ S

25（OH）D33G：R1：G，R2＝

”’。

             々．
25（OH）D23G：R1＝G，R2＝

              々
25（OH）D325G：R1＝H，R2＝

              々．
25（OH）D225G：R1＝H，R2＝ G

OH

S＝S03H，G： C鉗

Fig－2． Structures of D，25（OH）D and Their C◎niugates
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第1章 血漿中25一ヒドロキシビタミンD，及びその3一サルフェートの分析

 第1節 序

 緒論で述べたように体内に取り込まれたD、は肝臓で速やかに25（0H）D、に代謝され，

血漿中のDBPと結合して体内を循環している．25（OH）D、はD関連化合物の中では最も

高い血中濃度（！0－40n4m1）を示し，体内での半減期も！2－20dと長く，代謝調節を受

けてその濃度に変動をきたすことも少ない．したがって，血漿中25（OH）D、はD、の摂

取量や日光照射により生成する量を正確に反映しており，D、の供給状態を示す指標

として，従来より種タの方法による定量が試みられている．これら定量法は

。ompctitivcprote㎞bind㎞gassay（CPBA），RIAなどの結合タンパクを用いる方法28’29）と

GC／MS，HPLCなどの各種クロマトグラフィ」6’30’31）とに大別される．しかしいずれ

の方法でも，結合タンパクを必要とすることや，内標準物質（IS）を含め放射性同位

体を使うなど簡便性の点で難がある．最近，Sh㎞izuらは非放射性ISを用いるUV検出

HPLC法を報告したが，32）本法は順相系HPLCを使用しており，ルーチン分析には必ず

しも汎用的ではない．すなわち，生体マトリックスの極性が高いこと，廃液の問題

などを考慮すると生体成分の分析には逆相系HPLcが有利である．

 一方1その第I相反応生成物である25（0H）D，3Sについての検討は十分になされて

いない．緒論で述べたように，虹。1sonはヒト血中における25（0H）D，3Sの存在を示唆

している・’6）しかし，その研究はソルボリシス後に遊離する25（0H）D、をGC／MSや

HPLCで同定した間接的手法によるものであり，このため脱抱合率の問題に加え抱合

部位や形式に疑問が残されている．例えば，最近Co1dwc11らは血漿抽出物のUVスペ

クトルのデータを基に，本代謝物の存在を疑問視する報告をしている．19）このように

血中25（0H）D．3Sについては存否すら明らかではない．また，忠。1son，Christcns㎝に

よる本代謝物の定量はISとして放射性同位体を用いているうえに，ソルボリシス後

7



の25（OH）D、を測定する間接的方法であり，17）簡便性の点で難がある．さらに，遊離型

代謝物である25（0H）D、との相関についての検討は十分になされていない．これは生

合成的な見地からぱかりでなく，D、代謝異常に起因する各種疾患との関連など解明

されるべき多くの問題を有している．

 そこで著者は・まず非放射幽Sとして25－hydroxycrgost・ro1［25（OH）Erg，lS，1を用い，

逆相系HPLαこよるヒト血漿中25（0H）D、定量法の開発を企てた．次いで，先に当研究

室で合成した標品［25（0H）D、一3S，一25S及び25（0H）D23S1を指標として，各種HPLαこ

よりヒト血漿中25（0H）D，3Sを同定し，引き続きUV検出HPLCでその定量法を開発し

た・さらに開発した定量法を駆使して，健常人及び慢性腎不全患者血漿中における

両代謝物の相関に検討を加えた．
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第2節 25一ヒドロキシビタミンD、定量法の開発

 血漿中25（OH）D、定量の前処理には，既報に準じ，32）有機溶媒抽出，アルカリ性溶液

洗浄による脂肪酸の除去，シリカゲルミニカラムクロマトグラフィーによる目的代

謝物の分離精製を順次用いることとした．抽出溶媒にはメタノールージクロロメタ

ン（2：！）が汎用されているが，30）抽出層が下層になるため多数検体処理に際しての簡便

性に欠ける．一方，エーテルや酢酸エチルなどの単一溶媒では抽出効率が低いとの

報告もある水31）これは除タンパク操作を省略しているため，25（0H）D、とDBPとの結

合の影響が強く現れたものと考えられる．そこで種々検討の結果，Chart1に示す定

量法を確立した．すなわち，血漿（0．5d）をエタノールで除タンパクし得られた上清

にIS、を添加した．0．2M水酸化カリウム液を加え撹件後，工一テルにより目的物を抽

出した．有機層を25％メタノールで洗浄，乾燥後シリカゲルミニカラムクロマトグ

ラフィーに付し，ヘキサンー2一プロパノール（IPA）（98．5：1．5）で洗浄後，ヘキサンー

IPA（84：16）で目的物を溶出した．溶媒を留去後メタノールに再溶解し，カラムに

JlsphcrcODS－H80，移動相にアセトニトリルー水（7：3）を用いるUV検出逆相系HPLC

に付した・Fig・3には本操作により得られたクロマトグラムを示したが，25（OH）D、と

IS1のピークは良好に分離しており，またIS、の保持時間（c、）付近は血漿の内因性物質

による影響を受けていなかった．なお，ピークの純度は以下の方法により確認した．

すなわち，25（OH）D、に対応するピークを分取し，再びIS、を添加後，順相系を含む他

の条件のHPLαこ付したところ，検討したすべての条件において25（0H）D、とlS、のピー

ク面積比に有意差はみられなかった．

 ところで，25（0H）D。を含まないブランク血漿の調製は必ずしも容易ではない、本

代謝物はDBPとの結合力が強いため，常法の活性炭処理では十分に吸着除去されな

い・また，熱処理による本代謝物の分解はタンパクの変性を伴うため不適である1

9



Plasma（0．5m1）

EtOH（1ml）

14009，15min

Sup、 P．P．t。

lS1［300ng／EtOH（75μ1）］

O．2M KOH（1ml）

Et20（1ml）

Org．1ayer Aq．layer

Et20（1m1）

Org．1ayer

25％MeOH（2ml）

14009，5min

Org．1ayer Aq．layer

Et20（2ml）

14009，5min

Org．layer

evap・

hexane－lPA（98．5：1．5）（O．3ml）

Si1ica ge1c◎1umn

トlO

＼1

伽．

 一 ＼
       OH

1S1

wash［hexane－lPA（98，511．5）（10ml）1

e1ute［hexane－lPA（84：16）（2ml）］

   HPLC

    （UV）

Chart1－Procedure f◎r Determination◎f25（OH〉D3
        in Human Plasma
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a〉Authentic samp1es

             ． 5
            0    一
            （

b）From human p1asma

               5
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）ω
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O
（工

O
ω
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0    10

Fig．3．

 20      0   10   20
      Time（min）

Chromatograms of25（OH）D3

Column：Jlsphere ODS－H80

Mobile phase：MeCN－H20（7：3）

Flowrate；1ml／min

Temperature：400C

Detection：UV265nm
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そこでヒト血漿中と同程度のタンパクを含む7％生血清アルブミン／リン酸カリウム

緩衝液［0・4M KH2pO、一K2HPφ（PH7．5）1（7％BS舳uffcr）をブランク血漿の代替として

使用し・回収率を求めた・その結果，本法による25（0H）D、とIS、の回収率はいずれも

52・5％以上・相対標準偏差（R．S．D．）は7．1％以下であり，4段階にわたる前処理操作を

考慮するとほぼ満足し得るものであった（Tab1c2）．

 また・標準添加法（5－40山m1p1asma）により得られた回帰直線（ピーク高さ化法）は

良好な直線性（r＞0，995）を示し，その傾きの再現性（R．S．D．＝7．5％）も良好であった．

そこでプール血漿を用いて作成した直線を検量線として用いることとした．なお，

本法における検出限界及び定量限界は各々2n4m吸び5ng／m1であった．

 次いで1添加回収試験により精度，正確度について検討を加えた．異なる4種の

血漿に標品（0，！0，20ng／m1p1asma）を添加し，回収率を求めたところ90．5，！06．5％，

R．S．D．はアッセイ内変動9．0％以下，アッセイ間変動8．2％以下と満足のいくものであっ

た（Tab1c3）．I
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Tab1e2．Recovery of25（OH〉D3and1S1

Addeda ing） Recoveryb i％）

25（OH）D3

1S1

  5

20

300

52．5±O．3 （O．6）

59．3 ±4．2 （7．1）

55．2±3．3 （6．O）

aTo7％BS～buffer（0I5ml）．

bMean±S．D．［R．S．D．（％）］，n≧3．
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第3節 25一ヒドロキシビタミンD．3一サルフェートの同定

 Dの第I相反応生成物は比較的極性が高くかつ不安定であり，ヒト血中における存

否を明らかとするにはその前処理法が重要である．先にNiwaらは，速）ヒト体液中胆汁

酸及びその抱合体（グリシン，タウリン，グルクロン酸，硫酸）の分離精製に，Scp－

Pak C、。などの0DS結合シリカゲルによる固相抽出と疎水性陰イオン交換ゲル

［Pipcridhohydroxypropy1scphadcx LH－20（PHP－LH－20）134）を用い，良好な結果を得てい

る．特に，PHP－LH－20カラムはステロイドを各種抱合体別に分画する手段として極

めて有用である・そこで，血漿中25（OH）D．3Sの分離及び同定に本法を適用した

（Chart2）・

 すなわち，健常人血漿（1制）をエタノールにより陰タンパク後，ステロイドをScp－

Pak C1。により抽出し，PHP－LH－20カラムに通導した．90％エタノール，0．1M酢酸／

90％エタノールにより遊離型代謝物などを洗浄除去後，サルフェートを0．45M酢酸

アンモニウム／70％エタノールにより溶出した．脱塩後（Sep－PakC、。），得られた画

分の一部をUV検出HPLαこより分析した結果，25（0H）D，3Sに対応するピークが得ら

れ，同条件下で位置異性体である25（0Hl）D．25Sのピークとは明らかに分離することも

確認した（Fig．4）．さらに，ゲニン部の構造を確認するため，得られたサルフェート

画分をO．5M硫酸一酢酸エチル（1：！000）によるソルボリシスに付した．後処理後，逆

相系及び順相系HPLαこより，25（0H）D。に対応するピークが本反応後に新たに出現し

たことを確認した（Fig．5）、なお，25（0Hl）D。は25（OH）D。といずれの系においても十分

な分離を示しており，実試料のクロマトグラムでは前者のみが検出された、また，

同定をより確実なものとするため，血漿（！m1）を固相抽出後，HPLCにより

25（0H）D．3Sを分取，濃縮後，HPLCに付した（Chaれ2）。2極の移動相によるUV検出

HPLCのほか，これらとは異なる逆相系カラムを用い，電気化学検出（ECD）HPLCに

！5
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a）Authentic samp1es
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b〉From human p1asma
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              Time（min）

Fig・4・Chromatograms of25（OH）D3S

    Column：TSKge1ODS－80TM

    Mobi1e phase：MeCN－0．5％AcONH、（1二1）

    Flowrate：1ml／min

    Detection：UV265nm
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a）Authentic samp1es b）From human plasma

 ～
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Fig．5．Chromatograms of25（OH）D

      Co1umn：Develosi160－5

      Mobile phase：Hexane－1PA（97：3）

      Flow rate：2ml／min

      Detection：UV265nm
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よっても検討したカ、いずれにおいても25（OH）D，3Sに対応するピークが確認された．

 先に当研究室ではDの∫一シスーシェンと選択的に反応するCookson型試薬の一一つとし

て4一［4一（6－mcthoxy－2－benzoxazo1y1）phcny1］一1，2，4－triazo1inc－3，5－dionc（MBOTAD）を開発し

た（Ch前3）．35）これは蛍光（FL）検出HPLC用プレラベル化試薬であり，その高感度，

高選択性はD代謝物分析用試薬として注目されている、そこで，HPLCの分取画分に

ついて本試薬を適用した（Chai2）．誘導体化後，PHP－LH－20カラムにより過剰な試薬

などを除去し・サルフェート画分をFL検出HPLCに付したところ25（0H）D，3S－

MlBOTAD付加体のピークが確認された．なお，本試薬はDのα面からの付加体とβ面

からの付加体の2種のエピマーを与えることが知られており，後者が主生成物とな

る．36，37）これらはクロマトグラフィー条件により1本あるいは2本のピークを与える

が，38）本条件では25（0H）D、一3S－MBOTAD付加体，一25S－MB㎝＝AD付加体が各々1本及び

2本のピークとして現れている（Fig．6）．

 以上の研究は，健常人3名の血漿について行い，いずれも標品との。o－

ch■omatography及び血漿に標品を添加後同様に操作した試料との比較により確認した

ものである．なお，25（0H）D325S，25（0H）D23Sについても検索したがその存在を明ら

かとするには至らなかった．また，25（0H）D．25Sは標品の合成を試みたものの，濃縮

などの一般的な化学操作によってさえ容易に遊離型に変換し混合物としてしか得ら

れなかった．このため，生体内における本代謝物の検索は行わなかった．
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a）Authentic samp1es

 ○
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Fig．6．Chromatograms of25（OH）D3S－

      MBOTAD Adducts

  Co1umn：YMC－PackODS－AM
  Mobile phase：MeCN－0．5％NaC104（pH3，0）（5：6）

  Flow rate：1m1／min

  Detection；FL（λex．320nm，λem．380nm）
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第4節 25一ヒドロキシビタミンD．3一サルフェート定量法の開発

 ヒト血漿中25（OH）D．3Sの定量を第3節において用いた前処理法を基に種々検討し

た．当初，固相拍出用カートリッジにBondE1utC！8，検量線は7％BS舳uffcrに標品

を添加して得られたものを用いたが，39）コスト面，より信頼性の高い方法を目指して

吟味を加え，以下のように確立した（Chart4）．血漿（0．5m1）にISとして25－hydroxy－7－

dchydrocho1cstcro13－su1fatc［25（OH）7DHlC3S］のMBOTAD付加体（IS。）を添加，エタノー

ルにより除タンパクし得られた上清をリン酸カリウム緩衝液で希釈後，固相抽出用

カートリッジであるISOLUTEC18（EC）（ISOLUTEC18）に吸着させた．水，50％メタ

ノールで洗浄後メタノールでステロイドを溶出し，溶出液に水を加え約90％メタノー

ル溶液としたのちPHP－LH－20カラムに通導した．90％メタノール，0．！M酢酸／90％

メタノールで洗浄後，サルフェートを0．7M酢酸一0．5M酢酸アンモニウム／90％メタ

ノールで溶出し，ISOLU皿C18により脱塩後，UV検出HPLCに付した．カラムに

YMC－Pack ODS－AMl，移動相にアセトニトリルー2％過塩素酸ナトリウム（pH3．0）

（5：6）を用いたところ，25（0H）D，3SとIS、は良好に分離しており，血漿中内因性物質の

影響も受けていなかった（Fig．7）．なお，25（0H）D．3Sのピーク純度は対応するピーク

を分取後，条件の異なるHPLCに付したところ単一ピークを示したこと，活性炭処理

したブランク血漿に25（0H）D，3Sに対応するピークが検出されなかったことより確認

した．ブランク血漿の代替として7％BSA／buffcrを用いて求めた本操作における標品

及びIS、の回収率はいずれも73．1％以上，R．S．D．は6．6％以下と，ほぼ満足し得るもの

であった（Tab1c4）．

 プール血漿を用いる標準添加法（5－40ng／m1plasma）により得られた回帰直線（ピー

ク高さ化法）は良好な直線性（r＞O．991）を示し，その傾きの再現性（R．S．D．＝6．3％）も良

好であった．そこで本直線を検量線として用い，精度，正確皮について検討した．
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P1asma（O，5ml）

1S2［200ng／EtOH（40μ1）】

EtOH（1ml）

14009，15min

Sup－             P．P．t．

    0，4M KH2P04－K2HP04bu行er（ρH7．5）（2m1）

1SOL∪TE C18

       wash［H20（5ml），50％MeOH（2ml）】
        elute［MeOH（2ml）］

       H20（0．2ml）

PHP－LH－20column

         wash［90％MeOH（4ml），O．1M AcOH／90％MeOH（4ml）］
         elute［O．7MAcOH－0．5MAcONH／90％MeOH（4ml）］

         H20（5ml）
                                 々・．、
                                        OH

  lSOL∪TE C18
                                一
         蹴膿剛，）1・・… 外・
                              。卜㌔

     H肝   昨 韓。、、
                                 1S2

Chart4．Pr◎cedure f◎r Determination of25（OH）D33S
       in Human P1asma
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a）Authentic samples b）From human p□asma
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Fig．7．Chromatograms of25（OH）D33S

    Column：YMC－PackODS－AM

    Mobile phase1MeCN－2％NaC104（pH3．0）（5：6）

    Flowrate：1ml／min

    Temperature：400C

    Detection：UV265nm
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Table4・Recovery of25（OH）D33S and lS2

Addeda ing） Recoveryb i％）

25（OH）D33S

1S。

  5

16

200

73．1 ±4．8 （6．6）

81．9±1．6 （2．O）

85．7±3．3 （3．8）

aTo7％BSA／bu行er（0．5ml）．

bMean±S．D．［R．S，D．（％）］，n≧4．
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その結果1異なる4種の血漿に25（0H）D，3S（0，10，20n4m1p1asma）を添加し得られた

回収率は91．2－102．9％，R．S．D．はアッセイ内変動14．2％以下，アッセイ間変動6．0％以

下といずれも満足のいくものであった（Tab1c5）．なお，本法における検出限界及び定

量限界は各々2n4m1及び5ng／m1であった．
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第5節 ヒト血漿中25一ヒドロキシビタミンD。とその3・サルフェートの相関

 第2節及び第4節で開発した25（0H）D、及び25（0H）D，3S定量法を駆使し，健常人血

漿25例及び慢性腎不全患者血漿12例における両代謝物の相関について検討した（Fig．

8）．その結果，健常人では25（0H）D，3Sは25（O目1）D。とほぼ同レベル［25（0H）D．3S：15．0

±3．8ng／m1，25（OH）D、：！4．0±4．3ng／m1，mean±S．D．］を示したが，前者が後者の約2倍

存在する2例もみられた．一方，患者血漿では，サルフェートの方が遊離型よりも

低値を示すものが多く，検出されない例が！／3にも及んだ．
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第6節 考察

 非放射性ISとUV検出逆相系HPLCによるヒト血漿中25（OH）D、定量法を確立した．

HPLαこよる本代謝物の分析法は種々報告されているものの，放射性同位体を用いる

ものや順相系HPLCによるものであり，ルーチン分析には必ずしも適していなかった．

今回，著者が開発した定量法は，精度，正確度に優れるうえに，これらの問題点を

克服した汎用性に富むものである．

 次いで，これまで疑問視する考えもあったヒト血漿中25（0H）D，3Sの存在に検討を

加えた．すなわち，血漿を固相抽出，陰イオン交換ゲルに付しサルフェートを分画

後，UV検出HPLαこより25（0H）D33Sを検出した．これはHPLCによる分取後，UV，

ECD及び誘導体化後のFL検出HPLCの挙動からも確認された．さらにUV検出H1PLCに

よる本代謝物の定量法を確立した．本法は非放射性ISを使用し，またサルフェート

をソルボリシスすることなく直接定量するものであり，簡便性に優れるうえに抱合

部位に関する情報を保持しているなど従来法に比し信頼性が高い．

 開発した以上の定量法を駆使し，ヒト血漿中における両代謝物の相関について検

討した．健常人血漿では両者はほぼ同レベルで存在しており，これは先の舳C1SOnの

報告と符合する結果であった．16）一方，慢性腎不全患者血漿では遊離型代謝物が優位

に存在していた．生理活性の低いサルフェートは活性なD、代謝物の貯蔵型であるこ

とを示唆する報告もあるが，17’18）25（OH）D，3Sの生理的意義はいまだ不明である．本代

謝物に関してこのような病態との関連が示された報告例は今回が初めてであり，今

後の展開が期待される．なお，25（0H）D，25S，25（0Hl）D23Sについてはその存在を確認

するには至らなかった．後者については，ヒト体液中ではD2系はD、系の！／10種皮しか

存在しないとされており，納得し得る知見であった．
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第2章25一ヒドロキシビタミンDモノグルクロニドの合成と生体成分分析へ

    の応用

 第1節 序

 緒論で述べたように，近年グルクロン酸抱合型D代謝物の存在が示唆されるに至っ

た．しかしこれらの報告の多くは，標品が得られていないことなどから抱合体を加

水分解後の間接的証明に基づくものであり，これに起因する問題は先のサルフェー

トと同様の経緯で説明し得る．例えば，1，25（0H）2D、投与ラット胆汁中にクルクロニ

ドが存在すると報告されたが，24）抱合部位に関する検討はなされていない．また，D、

投与後のヒヨコ胆汁中における25（0H）D，25Gの存在が報告され，22）立体障害の大きい

3級水酸基（25位）への抱合を示唆するものとして注目されたが，構造に疑問が残る．

ステロイドの3級水酸基へのクルクロニデーションは数多くみられるものではなく，

Wi11iamsとGo1dziehcrがエチニルエストラジオールの3級水酸基である17β位へのそれ

を報告している程度である．40）しかしこの例はエチニル基により活性化された部位で

あることを考慮すると，この種の水酸基への抱合が，Dの代謝上普遍的に起こるか否

か興味が持たれる．

 そこで著者は，まず，体液中これらの分析に標品として不可欠な25（0Hl）Dのグルク

ロン酸抱合体［25（0H）D、一3G，一25G；25（0H）D、一3G，一25G］計4種を合成した．次いで，

25（OH）D投与胆管ろうラット胆汁中25（0Hl）Dモノグルクロニドの検索を標品を指標と

するHPLC又はLC／MSにより行った．
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第2節 25・ヒドロキシビタミンDモノグルクロニドの合成

 ステロイド配糖体（クルクロニド，グルコシドなど）の合成は古くからKo㎝igs－

Knorr反応により行われており，41）D関連物質のそれも本法によっている．例えば最近，

Furstらは25（OH）Dのグルコシデーションによって3一グルコシドのみならず25．グルコ

シドも得られることを報告している．42）このことは立体障害の大きい25位の3級水酸

基にもKocnigs－Knorr反応が進行すること及び熱，光，酸に対して不安定とされてい

るD骨格が，本反応条件下では安定であることを示している．そこで目的とする

25（0H）D，Gの合成には25（OH）D、を基質として本反応に付すルートが考えられた．し

かし，25（0H）D。の大量入手あるいは合成が容易でないことから以下のルートを選択

した（Ch航5）．すなわち，プロ体である25（0H）7DHC（2a）を本反応に付し，得られた

モノグルクロニドアセテートメチルエステル（G一）をD骨格へ変換する方法である．

まず，3β一hydroxycho1－5－cn－24－oicacid（1）からBaggio1iniらの方法43）に準じて合成した

25（0H）7DHC（2a）を基質とし，炭酸銀を触媒に，mcthy1（2，3，4－th－0－a㏄剛一α一D－

g1ucopyranosy1）uronatcbro㎞dc（Br－sugar）41）を用いるKocnigs－Knorr反応を行った．フラッ

シュクロマトグラフィーにより精製したところ，対応する3一あるいは25－G1体（3，4a）

及びジクルクロニドアセテートメチルエステル（diG一）（5）が各々5L5％，12．9％及び

1．7％の収率で得られた．

 これらの化合物の1H－NMRスペクトルには，いずれも4．7ppm付近にアノメリック

プロトンに基づくシグナルが∫＝7．9Hzのdoub1ctとして観察され，糖がβ結合している

ことを示していた．なお，3及び4aのG1基の位置は以下のようにして決定した．すな

わち，26，27位のメチル基に基づくシグナルが前者は基質（2a）と同様に！．22ppmに

6H分のsing1ctとしてみられるのに対し，後者は1．18，1．22pPmに各々3H分のsing1ctと

して観察され25位の構造変化を示していた．さらに後者はピリジンー無水酢酸によ
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り容易に対応するアセテート（4b）を与えた．以上のデータより3，4aを各々

25（0H）7DHC－3G，，一25G，と確認した．一方，5については，FAB－MSにおいて振分子

イオンピーク（［M－H1つがmた：1031に明瞭に観察され，またlH－NMRスペクトルにおい

ても，ピラノース由来のカルボキジメチル基に基づくシグナルが2本のsing1et（各々

3H）としてみられ，2分子の糖の結合を示唆していた．以上のように本化合物は

25（OH）7DHC3，25diG，であることを確認したが，少量しか得られなかったため，これ

以上の検討は行わなかった．このようにFurstらの報告と同様に2aを直接Ko㎝igs－

Knor［反応に付すことにより3位のほか，25位の3級水酸基へもクルクロニデーショ

ンの進行することが明らかとなった．

 次いで，3及び4aを各々光開裂反応，引き続き熱異性化反応後，分取TLC（prcp．

TLC）により精製し，対応する25（0H）D．Gl［6a（20．8％），7a（9．6％）1を得た．これらの

1H－NMRスペクトル［！9－CH2：cα．4．8，5．0ppm，broadsing1ct；H－7，6：cα．6．0，6．2ppm，

ABqu餉。t1及びUVスペクトル［入・・。㎜：264，入。i．nm：227］ではD骨格への変換が証明

され，電子衝撃（EI）一MS（mた：7！6山1）もその構造を支持していた．次いで，6aをア

ルカリ加水分解反応後prep．TLαこより精製し，目的とする25（OH）D．3G（6b）（84．6％）

を得た．6bは無色無晶形物質として単離され，’H－NMR，UV及びFAB－MSにより構

造を確認した．

 一方，7aは十分な量が得られないうえに，一般的な化学操作に対して必ずしも安

定ではなかった．そこで，基質である2aの3位水酸基をあらかじめアセチル基で保護

することにより，25位へのより効率的なG1の導入を試みた．すなわち，2aの合成中

間体である3一アセテート（2b）をKo㎝igs－Knorr反応に付し，25GI体（4b）を62．9％の収

率で得た．本化合物のlH－NMRスペクトルは，先に合成した25（0H）7DHC3Ac25Glの

それと一致していた．次いで，4bを常法遁り光開裂，熱異性化反応によりD骨格へ変

換し25（0H）D．3Ac25G，（7b）（18．1％）を得，アルカリ加水分解反応後prcp．丁しCにより精
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製し。目的とする25（0H）D．25G（7c）（68．7％）を無色油状物として得た．本化合物の

UVスペクトル及びFAB－MSは構造を支持するものであったが，’H－NMRの測定にクロ

ロホルムーdl一メタノールーd、（！：1）を用いたところ分解物が生じた．これはクロロホル

ムーd1中の微量の酸に基づくものと推定されたが，適当な溶媒が得られないため，こ

れ以上の検討を行わなかった．

 続いて25（0H）D．Gの合成を試みたが，25（OH）D．Gと同様にプロ体をG，体としたのち，

D骨格へ変換する方法を選択した（Chart6）．まず，ErgよりB航。nら44）及びTsujiら45）の

方法に従い合成した25（0Hl）Erg（10a）を基質としてKo㎝igs－Knorr反応に付したところ，

25（0H）Erg3Gl（11b）及び25（OH）Erg3，25diGl（13）が各々29．4％，25．2％の収率で得られ

たものの，25（0H）Erg25G，の生成は認められなかった．そこで25一テトラヒドロピラ

ニルエーテル（THP）（10b）及び3一アセテート（10c）を，各々3G1体及び25G1体の合成

基質として用いた．すなわち，10bをクルクロニデーションして11aとしたのち ρ

一トルエンスルホン酸ピリジニウム（PPTS）により25位を脱保護し3G1体（11b）

（47．2％）を得た．なお，本化合物はlH－NMRスペクトル及び順相，逆相系HPLCによ

り，前ルートで得られた25（0H）Erg3Glと同一であることを確認した．一方，10cのク

ルクロニデーションにおいても25G1体（12）が31．8％の収率で得られた、次いで，11b

及び12を各々光開裂，熱異性化反応後，アルカリ加水分解反応に付し，目的とする

25（0H）D。一3G，一25G［14b（10．6％），15b（！0．5％）］を得た．これらの各種機器データは

いずれも構造を支持するものであった．ただし，15bは25（0H）D．25G（7c）と同様にク

ロロホルムーd、一メタノールーd、を用いる1H－NMRスペクトル測定条件で容易に分解し

たため，UVスペクトル及びFAB－MSにより構造を確認した．

 なお，D、及びD2の3G体（16，17）も文献言己載の方法に従って合成し，26）構造を確認し

た．

 以上のようにして得られたモノグルクロニド（6b，7c，14b，15b，16及び17）の
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構造をさらに明らかとするため各々をβ一クルクロニダーゼによる酵素水解反応に

付したところ，HPLC上対応する25（0H）D，Dの生成が認められ，糖の結合配置，ゲ

ニン部の構造が改めて確認された．

 また，得られたモノグルクロニドはいずれもHPLC上単一ピークを示し，標品とし

ての使用に十分な純度を有していた．
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第3節 ラット胆汁中25・ヒドロキシビタミンDモノグルクロニドの同定

 胆汁中Dモノグルクロニド同定の前処理には，第1章第3節を参考に，固相抽出，

PHP－LH－20，prcp．HPLCを順次用いることとした（Chaれ7）．

 まず，25（0H）D。（1mg）を経口投与したWistaエ系雄性ラット（2匹）に胆管カニュレー

ションを施し，胆汁を24hにわたって捕集した．得られた胆汁を0．5Mリン酸ナトリ

ウム緩衝液（pH7．0）で希釈後，BondE1ut C！8カートリッジにより目的物を抽出，次

いでPHP－LH－20カラムに通導し，90％メタノール，0．1M酢酸／90％メタノールで未

変化体などを洗浄除去後，クルクロニドを0．2Mギ酸／90％メタノールで溶出した．

この溶出画分をUV検出HPLαこ付したところ，25（0H）D。一3G及び一25Gに対応するピー

クが検出された（Fig．9）．対応するピークを各々分取精製，脱塩後，先とは異なる

HPLαこ付した結果，25（0H）D。一3G又は一25Gに対応する単一ピークが認められた．な

お，標晶との比較により両代謝物は各々約！40ng／m1，50ng／m1（mcan，n＝2）存在する

ものと思われた．

 次いで，各々の画分のUVスペクトルをフォトダイオードアレイUV検出HPLCで観

察したところ，Dのトリェン構造に基づく特徴的なスペクトルがみられ，これらがD

骨格を有することが明らかとなった（Fig．10）．また，得られた画分をD骨格に特異的

な蛍光誘導体化試薬であるMBOTADで誘導体化後，HPLCで検索したところ対応する

MBOTAD付加体のピークが観察された．さらに分取画分をβ一クルクロニダーゼに

よる酵素水解反応に付し，ゲニンの生成をHPLCにより認めたが，これにより糖の結

合配置がβであること及び各々のゲニン部の構造が確認された、なお，D。（！mg）に

ついても同様の実験を行いD．3G［c仏120n釦1（mcan，n＝3）］を確認した．

 続いて25（0H）D。（0．5mg）投与胆管ろうラットより得られた胆汁を同様に処理し，

25（0H）D。一3G及び一25Gに対応するHPLCの分取画分を得た（Chart8）．なお，両代謝物
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Bi1e
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Bond Elut C18
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    O．1MAcOH／90％MeOH）

e1ute（O．2M HCOOH／90％MeOH）

Prep．HPLC

Bond Elut C18

e1ute（MeOH）

   HPLC

（UV，

ρhotodiode array UV）

Derivatization

MBOTAD
r．t．，1h

Enzymic
■一一ydro－ysis

P1－1P－LH－20co1umn

    β一Glucuronidase

         （E．C0の

    37．C，2h

HPLC
 （UV）

wash（90％MeOH，
    O．1M AcOH／90％MeOH）

elute（O．1M AcONH／90％MeOH）

HPLC
（FL）

Chan7． Procedure for Separation and Characterization
of25（O1・1）D3G in Rat Bi1e
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a）25（OH）D33G from rat bi1e
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Fig．10．C11romatograms of25（OH）D3G from Rat Bi1e

        Co1umn：J’sphere ODS－M80

        Mobile phase：MeOH－2％NaC104（pH3．O）（4：1）

        Flowrate：1ml／min

        Detection：Photodiodearray UV（200－380nm）
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Bi1e

O，5M NaH2P04－Na2HP04bu行er（pH7．O）

Bond E1utC18

elute（MeOH）

PHP－LH－20co1umn

wash（90％MeOH，
    O．1M AcOH／90％MeOH）

elute（0．2M HCOOH／90％MeOH）

Prep。ト1PLC
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elute（MeOH）

HPLC
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（negative－ion m◎de）
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CH2N2
r．t．2h

LC／APC1－MS
（Positive・ion m◎de）

Cha村8． Procedure for Separation and Characterization
of25（Ol・1〉D2G in Rat Bi1e
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は各々約160ng／m1，140ng／m1（mean，n＝2）存在していた．

 ところでLC／MlSは，近年各種インターフェースの実用化に伴い著しい発歴を遂げ

た。特に大気圧化学イオン化法（atmosphcricprcssurcchcmica1ionimtion，APCI），エレク

トロスプレーイオン化法（c1㏄庁。spray ionizadon，ESI）に代表される大気圧イオン化法

の導入は，その操作性，適用範囲の広さと検出感度の向上から注目されている．46）し

かしDの第I相反応生成物分析に適用された例はない．本化合物は熱に不安定なうえ

高極性を有することからHPLCによる分析が主流を占めているものの，その感度，情

報量には限りがあるため，代謝物の同定には先に示したような複数の条件による確

認を要する．したがってLC／MSの有用性が明らかとなれば，ビタミンD研究の新しい

分析手段と成り得るものと期待される．そこでD、系モノグルクロニドの同定に本法

の適用を試みた．

 まず，標品及び酢酸アンモニウム含有メタノールー又はアセトニトリルー水系の

移動相を用い，ブローインジェクション分析により検出条件を検討した．その結果，

ESIでは十分なイオンの生成は認められなかったが，〃CIの負イオン検出モード（ド

リフト電圧，一80ηにおいて，各々の振分子イオン［M－H1一がm／z：587に明瞭に観察さ

れた（Fig．11）．そこで先のクルクロニド画分を本イオンを用いる選択イオン検出

（SIM）に付したところ，対応するピークが検出された（Fig．12）．また全イオン検出に

より得られたマススヘクトル（mた：！00－700）は標品のそれと一致していた．一方，正

イオン検出では振分子イオンなどの特徴的なイオンは観察されなかった．

 そこで，同定をより確実にするため誘導体化を試みた．まず標品クルクロニドを

ジアゾメタンにより対応するメチルエステルに誘導後，ブローインジェクション分

析により検出条件を検討した、その結果，正イオン検出モード（ドリフト電圧，！5

ηにおいて相対強度の強いクラスターイオン（［M＋NH，1＋，m／z：620）が振分子イオン

（［M＋H1＋）又は脱水イオン（［M＋H－H．Ol＋）とともに観察された（Fig．13）．次いで先のグ
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  Fig．11．Mass Spectra of25（OH）D2G

Flow injection analysis

Mobilephase：MeCN－H，O（2：3）containingAcONH4（65mM）

Flow rate：1ml／min

Vaporizertemp．：210℃

Driftvo1t．：一80V
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Fig．12－Se1ected1on Recordings of25（OH）D2G

  Co1umn；J’sphereODS－H80

  Mobilephase：MeCN－H20（2：3）containingAcONH4（65mM）

  Flow rate：1m1／min

  Vaporizertemp．：21ぴC

  Dr岨volt．：一80V

  Detection：S1M（m／z：587〔M－H］’）
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a）25（OH）D23G methyl ester
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Fig．13．Mass Spectra of25（OH）D2G Methy1Esters

    Flow injection ana1ysis

    Mobilephase：MeOH－H20（17：3）containingAcONH4（65mM）

    F1ow rate：1ml／min

    VapOrizertemp．：18ぴC

    Dr岨volt．：15V
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ルクロニド画分をメチルエステルに誘導後，クラスターイオンを用いるSIM分析に付

したところ1各々目的物のピークが検出され，改めて同定された．なお，D、（1mg）

についても同様の実験を行いD23G1c仏70ng／m1（mcan，n＝2）1を確認した、

 以上のように胆汁中25（OH）D－3G，一25G及びD3Gの存在をD、系は各種検出法を駆使

したHPLCで，一方D。系はより簡便なLC／MSにより確認した．
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第4節 考察

 生体中におけるDクルクロニドの存否を明らかとし，次いで分析法を確立するうえ

で重要な指標となる25（0H）D－3G，一25Gの合成を行った．当初，25一ヒドロキシプロビ

タミンDを直接Br－sug訂，炭酸銀を用いるKo㎝igs－Knorr反応に付すことで一挙に各位

置異性体を合成し，分離精製することが可能か否か検討したが十分でなく，25位あ

るいは3位を保護したプロ体を基質とするルートに変更した．すなわち，基質を各々

Ko㎝igs－Knorr反応に付して対応するG1体を得，次いで光開裂，熱異性化，加水分解

反応により目的物へ変換した．Ko㎝igs－Knorr反応は，3位のみならず25位の3級水酸

基にもほぼ満足し得る収率で進行した．合成した標品及び中間体の構造は各種機器

データ，あるいは酵素水解反応の知見より確認した．

 次いで，標品を指標として，各種検出法を駆使したHPLC又はLC／MSにより，

25（OH）D投与胆管ろうラット胆汁中グルクロン酸抱合型D代謝物の同定を行った．そ

の結果，25（0H）D3Gのみならず3級水酸基への抱合体である25GがD、系で約5：2，D、

系で約1：1の割合で存在しており，立体障害の大きい3級水酸基へのクルクロニデー

ションが生体内で普遍的に起こることを示唆するものとして興味が持たれる．この

ことは先に報I害されたヒヨコ胆汁中における例とも比較し得る．ちなみに

25（0H）proD。に対するKocnigs－Knorr反応での3Glと25GIの生成比は約4：1であった．な

お，Dを投与したラット胆汁にD3Gが生成することも同様にして確認した．

 一方，LC／MlSにおいてDクルクロニドが振分子イオンピークを，対応するメチルエ

ステルがクラスターイオンを生成した．このことは今後，いまだ明らかとされてい

ないヒト体液中におけるこの種化合物の同定及び定量法開発上有用な指針を与える

ものと期待される．
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結語

 Dの第I相反応生成物の体液中レベルを的確に把握することは，栄養・臨床診断上

重要であるが，現在汎用されている定量法はいずれも満足し得るものではない．一

方，第n相反応生成物に関しては，その存否すら明らかにされていない．そこで著

者はこれら，特に第I相反応生成物のより簡便で信頼性の高い分析法を開発し，臨

床診断に寄与することを究極の目的として研究し，以下の成果を得た．

 第1章においてはまず，D、の主代謝物である25（OH）D、のUV検出HPLαこよる定量

法を確立した．本法はISとして非放射性物質を，HPLCとして汎用性に富む逆相系を

用いるもので，従来法に比しはるかに優れるものである．次いで標品を指標とし，

各種検出HPLCにより，ヒト血漿中25（0H）D，3Sの存在を明らかとし，さらにUV検出

HPLCによる定量法を開発した．本法はソルボリシス操作を伴わずサルフェートを直

接定量するものであるうえに，非放射性ISを使用しており，信頼性，簡便性に優れ

るものである．以上の開発した定量法を駆使して，健常人と慢性腎不全患者血漿中

における両代謝物の相関を求めたところ，病態との関連を示唆する興味ある知見が

得られた．

 第2章ではまず，体液中Dモノグルクロニドの分析法の確立に必要不可欠な標品で

ある25（OH）DつG，一25G計4種を合成した。次いでこれらを指標として25（0H）一D、，一

D。投与胆管ろうラット胆汁中に各々のモノグルクロニドが存在することを，各種検

出HPLC又はLC／MSにより明らかとした．生体内で立体障害の大きい25位の3級水酸

基への抱合がみられたことは，合成化学における反応性との関連からも興味深いも

のであった．またこの際，LC／MSがDの第I相反応生成物分析上有用であることを明

らかとしたが，本分析法によりヒト体液中のクルクロニドを始め，未知とされてい

る各種第I相反応生成物が解明されることを期待したい．
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実験の部

 第1章付属実験

 装置及び試薬

 HPLCは島津LC－6AクロマトグラフにUV検出器として島津SPD－10A又はSPD－6AV

（検出波長265nm），FL検出器として日立F－1050（入・・、320nm，入・m．380nm）又はECD

（クーロメトリック型）としてESA5100（Env止。nmcnta1Sci㎝㏄s）［ガードセル，5020

（十！．oη；分析セル，50！1（第1セル，十〇．5V；第2セル，十1．Oη；検出，第2セル］を

接続して用いた・カラムには逆相系のJ－sphcrc ODS－H80（4μm），YMC－PackObS－AM（5

μm）（いずれも15x0．46㎝i．d．；YMC），TSKgc10DS－80TM（5岬，15x0．46cm i．d．；

TOSOH）又は順相系のDcvdosn60－5（5岬，25x0．4cmi．d．；野村化学）を特言己しない限

り室温で使用．流速は逆相系は！my㎞n，順相系は2mユ／minに設定．移動相に用いた

水はイオン交換水を蒸留したものを，有機溶媒は蒸留後，それぞれメンブランフィ

ルター（ポアサイズ：水用0．45岬，有機溶媒用0．5叫m）でろ過し，混和後，超音波

により脱気して使用・なお，移動相のpHの調整に，AcONH、系にはAcOH，NaC10、系

にはHC10。を用いた．

25（0H）E・g（1S、），25（0H）D2，45）25（OH）D、一3S，一25S，25（0H）D23S，47）25（OH）7DHC3S－

MBOTAD付加体（IS。），25（0H）7DHC－MBOTAD付加体（IS、）及び蛍光誘導体化試薬であ

るMBOTADは当研究室で合成・25（OH）D、及び。s位。nc（IS、）は帝国臓器製薬より恵与さ

れたものを使用．他の試薬，溶媒はいずれも市販特級品を用いた．前処理用器材で

あるScp－Pak C、、カラム（2x0．6cmi．d．；Watcrs，充てん剤のみ使用）及びlSOLUT巳C18

カートリッジ（500mg；正ntemationalSorb㎝tTcchno1ogy）はあらかじめhcxanc，CHα、で

洗浄後McOH，H20でコンディショニングして使用．PHP－LH－20カラム（2x O，6cm

i．d．）の充てん剤34）は当研究室で合成．シリカゲルミニカラムクロマトグラフィーに
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はSi1icagc160（70－230mcsh；E．Mcrck）をあらかじめhcxanc－1PA（84：！6，98．5：！．5）で洗浄

後使用．

 血漿試料

 健常人より血液（！0m1）を採取（！995．11）し，ヘパリンナトリウム注射液（0．2m1）

を添加後遠心分離（14009，15min，4℃）して調製．慢性腎不全患者血漿は金沢大学

医学部附属病院第1内科血液浄化療法部より恵与（1995．4）されたものを使用．プー

ル血漿は日赤新鮮凍結血漿を使用．

 第2節付属実験

 ヒト血漿中25（OH）D、の定量法

 血漿（0．5m1）にEtOH（1m1）を加えvoicx－mix（1min）後，遠心分離（！4009，15min）

により陰タンパク．得られた上清にIS、［300ng／EtOH（75μ1）1を添加，0．2M KOH（！

m1）を加えvortcx－m汰（10s）後，Eら0（1m1）で2回抽出．有機層に25％McOH（2m1）を

加えvoれ。x－mix，遠心分離（14009，5min）し有機層を採取．水層にEら0（2m1）を加え

vortex－m放，遠心分離（14009，5min）し得られた有機層を先のそれに合し溶媒を減圧

下留去．残溢をhexanc－1PA（98．5：！．5，0．3m1）に溶解し，シリカゲルミニカラム（0．3g，

2x0．6cm i．d．）に吸着一Hcxanc－IPA（98．5：！。5，！0m1）で洗浄後，hcxanc－IPA（84：16，2

m1）で目的物を溶出．溶媒を留去後，McOHに溶解し，UV／HPLC｛conditions A：

J，sphcrcODS－H80；McCN－H，0（7：3）；カラム温度，40℃；1，！7．3min［25（0H）D，1，23．5min

（IS、）｝に付した．
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 ピーク純度の検定

 上述の処理により得られた25（0H）D、に対応するピーク（c，！6．8－18．3m㎞）を分取，

IS、を添加後溶媒を留去．残澄を再びUV／逆相系HPLC｛conditions A及びB：YMC－Pack

ODS－AM；MeOH－H．0（6：！）；カラム温度，40℃；c，9．4min『25（0H）D、］，！1．2mh（1S、）｝及び

UV／順相系HPLC｛conditions C：hcxanc－IPA（！97：3）；c，10．6min［25（0H）D、］，9．3m㎞

（IS、）｝に付し，25（0H）D、とIS、とのピーク面積比を求めた（oonditionsA，0．53；B，0．52；

C，0．54）．

 回収率

 25（0H）D。【5又は20ng／EtOH（20叫1）］，IS、［300ng／EtOH（75叫1）］を7％BS舳uffer（0．5

m1）に添加後，上述の前処理操作を施した．得られた試料にIS、［50ng／EtOH（20μ1）1を

添加し，HPLC［oonditionsA，C，10．！min（IS、）1に付した．25（0H）D、又はIS、とIS、のピー

ク高さ牝より回収率を算出．

 検量線

 25（OH）D。［0，2．5，5，10，15又は20㎎／EtOH（20則）］をプール血漿（0．5m1）に添加，30

min放置後，上述の前処理を施し，HPLC（conditionsA）に付した．添加した25（0H）D、

濃度に対する25（OH）D。とIS1のピーク高さ比を用いて回帰直線を作成し，本直線を検

量線として用いた．なお，同一血漿及び異なる血漿（n二4）を用いて本検量線を計8回

作成したところ，傾きは1．13x！0㌔8．48x104（mcan±S．D．），R．S．D．は7．51％であっ

た．

添加回収試験

25（0H）D。［0，5又は10n餌tOH（20州を異なる4種の血漿（0．5m1）に添加，30m㎞
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放置後・上述の前処理を施し，HPLC（conditionsA）により定量．

 第3節付属実験

 ヒト血漿中25（OH）D，3Sの同定

 1・血漿（1m1）にEtOH（2mユ）を加え，・oれex－mk（！mh）後！0min放置し，再び

vortcx－mix（1㎞n）．次いで遠心分離（14009，15㎞n）し得られた上清を減圧下濃縮，

0．5M NaH．P0。一NもHP0，buffcr（pH7．5，2m1）で希釈後，Sep－Pak C、、カラムに吸着．

H．0（5m1），50％MeOH（2m1）で洗浄後，90％McOH（10m1）でステロイドを溶出．溶

媒を減圧下留去後，90％EtOH（！m1）に溶解し，PHP－LH－20カラムに通導．90％EtOH

（！0m1），0．1MAcOH／90％EtOH（10m1）で洗浄後，サルフェートを0．45MAcONH、／70％

EtOH（5m1）で溶出・EtOHを留去後，H20（2m1）を加えScp－Pak C、、カラムに吸着．H，0

（5m1）でAcONH、を洗浄除去後，McOH（5m1）で目的物を溶出．溶媒を減圧下留去後，

残澄をMcOHに再溶解しUV／H1PLC｛∬Kge10DS－80n4；MeCN－0．5％AcONH、（1：1）；c．

9’2m㎞［25（OH）D33S］，6．5min［25（0H）D．25S1｝に付した．

 さらに先の残澄に0．5MH．S0、一AcOEt（！：1000）（1m1）を加え撹幹後1h放置．水洗後，

AcOEt層をN。気流下留去，残澄をMcOH又はhcxancに溶解し，各々UV／逆相系HPLC

｛∬Kgc10DS－80TM；McCN－H20（3：1）；CR16．6min［25（0H）D3］，19．9m剛25（0H）D2］｝又

はUV／順相系HPLC｛hcxanc－IPA（97：3）；c，13．7mh［25（0H）D、］，11．1min［25（0H）D、］｝に

付した．

 2．血漿（1m1）を前述の固相抽出後，UV旧PLC［∬Kgc10DS－80TM；McOH－0．25％

（NH、）。C0。（7：2）1に付し，25（0H）D．3Sに対応する画分（c．g．5－11．5min）を分取．減圧下

溶媒留去後McOHに再溶解しUV／HPLC｛TSKgc10DS－80TM；McCN－2％NaC10、（PH3．0）

（7：8）；CR14．1min125（0H）D33S1又はMcCN－O．5％（NH、）2C03（8：9）；cR1！．3min
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［25（0H）D13S1｝又はECD／HPLC｛YMC－PackODS－AM；McOH－2％NaC10、（PH3．0）（5：1）；

c．8．7m㎞125（0H）D．3S1｝に付した．

 さらに得られた画分にMB0TAD［cαo．5μ9／Ac0Et（50州を加え，室温で1h放置．

反応液の溶媒を留去し90％EtOHに溶解して過剰の試薬を分解．先に述べたPHP．LH．

20カラムによって精製し，FL皿PLC｛YMC－Pack ODS－AM；McCN－0．5％NaC1O、（PH

3・O）（5：6）；CR！8・6min［25（0H）D，3S－MBOTAD］，11－9m㎞，13．6min（main）［25（0H）D，25S－

MlB0TADl｝に付した．

 また，25（0H）D，3S（30ng／m1p1asma）を添加した血漿についても同様の操作を施し，

目的物のピークを確認・なお，いずれもピークの同定は標品との。o－chromatographyに

よった．

 第4節付属実験

 ヒト血漿中25（OH）D．3Sの定量法

 血漿（o・5m1）にIs2［200n距t0H（40叫1）1，Et0H（1m1）を加えvoれ。x－mix（1min）後，

遠心分離（14008，15min）により陰タンパク．得られた上清を0，4M KH，PO、一K，HPO，

buffcr（pH7．5，2m1）で希釈後，ISOLUTBC！8に吸着．H20（5m1），50％McOH（2m1）で

洗浄後，McOH（2m1）で溶出一溶出液にH20（0．2m1）を加えたのちPHP－LH－20カラム

に通導，90％McOH（4m1），0．！MAcOH／90％McOH（4m1）で洗浄後，0．7MAcOH－0．5

MAcONH、／90％McOH（4m1）でサルフェートを溶出．溶出液をH．0（5m1）で希釈後再

びISOLUTEC18に通導，H．0（5m1）で洗浄後McOH（2m1）で目的物を溶出．溶媒を留

去後，McOHに再溶解し，UV旧PLC｛conditions D：YMC－Pack ODS－AM；McCN－2％

NaC10、（PH3・O）（5：6）；カラム温度，40℃；c，18・2min125（0H）D，3S1，！9．8m㎞（IS、），23．5

min［25（0H）D．3s1｝に付しカこ．

55



 ピークの純度検定

 上述の処理により得られた25（0H）D，3Sに対応するピーク（1，17．0－！9．2min）を分取，

脱塩後，溶媒を留去、残澄をUV旧PLC｛conditions D及びE：J－sphcrc ODS－H80；M・CN－

o・5％Ac0NH、（PH5・o）（4：5）；カラム温度，40℃；1，！8．o min［25（0H）D．3sl｝に付し，単一

ピークであることを確認．

 また，活性炭処理血漿（0．5m1）に上述の前処理を施し，UWHlPLC（conditions D）に

おいて25（0H）D．3Sに対応するピークが検出されないことを確認．

 回収率

 25（0H）D．3S［5又は16ng旭tOH（20叫）1，IS。［200n距tOH（40μ1）1を7％BSA／buffcr（0．5

m1）に添加後，上述の前処理操作を施した．得られた試料にIS，150ng／EtOH（20μ1）1を

添加，HPLC［conditionsD，c．8．3mh（IS、）1に付した一25（0H）D．3S又は1S。とIS、のピー

ク高さ牝より回収率を算出．

 検量線

 25（0H）D．3S［0，2．5，5，10又は20ng／EtOH（20μ1）］をプール血漿（0．5m1）に添加，30

min放置後，上述の前処理を施し，HPLC（oonditionsD）に付した．添加した

25（0H）D．3S濃度に対する25（0H）D．3SとIS。のピーク高さ比を用いて回帰直線を作成し，

本直線を検量線として用いた．なお，同一血漿及び異なる血漿（n＝6）を用いて本検量

線を計14回作成したところ，傾きは3．67x！0㌔0．23x102（mcan±S．D．），R．S．D．は

6．29％であった．

添加回収試験

25（0H）D．3S［0，5又は10ng旭tOH（20州を異なる4種の1市L漿（（〕．5m1）に添加，30
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min放置後，上述の前処理を施し，HPLC（conditions D）により定量．

 第5節付属実験

 健常人血漿（25例）及び慢性腎不全患者血漿（12例）について第2節及び第4節の定

量法を用いて各々25（0H）D3，25（0Hl）D，3S濃度を定量し相関を求めた、
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第2章付属実験

 装置及び試薬

 融点は柳本微量融点測定装置を用い，未補正．旋光度は日本分光D1P－！8！デジタル

旋光計を，UVスペクトルはEtOHを溶媒として日立U－2000ダブルビーム分光光度計を

用いて測定．EI－MSは日立M－80又は日本分光AutoSpccEQ，FAB－MSは日本電子JMS－

DX303又は日本分光AutoSp㏄EQを用いて測定．lH－NMRスペクトルはtcぼamcthy1si1anc

を内部基準物質として日本電子JNM－EX270核磁気共鳴装置（観測周波数270．05

MHz）を用いて測定．また略号としてs＝sing1ct，d：doub1ct，dd＝doub1ctofdoub1cts，

q＝quaれ。t，m＝mu1tip1ct，br：broadを用いた．

 HPLCのフォトダイオードアレイUV検出器には島津SPD－6MAを，カラムには逆相

系のJ，sphcrcODS－M80（4μm），YMC・GELC。（5岬）（いずれも15x0．46cmi．d．；YMC），

Dcvc1osi1ODS－5（5μm，15x0．46cmi．d．；野村化学）を使用．第2節でのprcp．HPLCには，

カラムにDcvc1osi10DS－5（5岬，！5x1．0cmi．d．；野村化学）を流速4．7my㎞nで使用．他

の機器及びHPLC条件などは第1章と同様．LC蝸には日立M－1000HAPIMSを日立L－

6200クロマトグラフに接続して使用．デソルペーター温度及びマルチプライヤー電

圧は各々399℃及び2．5kVに設定．フォーカス電圧は！！0V（正イオン検出）あるいは

一110V（負イオン検出）とした．

 D。，D、及びErgは東京化成工業の製品を，3β一hydroxycho1－5一㎝一24－oicacidは帝国臓器

製薬より恵与されたものを使用．ρ一G1ucuronidasc［Typc B－1（from bo．inc1ivcr），Typc

1X－A（fom圧。o〃）1はシグマ製を使用、前処理用器材であるBondE1utC18カートリッ

ジ（500mg；Va㎡an）はあらかじめhcxanc，CHCl。で洗浄後McOH，H．0でコンディショ

ニングして使用．カラムクロマトグラフィー，フラッシュクロマトグラフィーには

それぞれSi1icagc160（70－230mcsh；E．Mcrck），Wakogc1FC－4（〕（20－40mcsh；和光純薬工
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業）を，TLC（層厚0．25mm）及びprcp．TLC（20x2（〕cm，層厚0．5㎜）にはいずれも

prccoatcdTLCプレート（Si1icagc160F、、、；E．Mcrck）を使用．他の試薬，溶媒，前処理用

器材などは第1章と同様．

 実験動物など

 Wistar系雄性ラット（体重約2009，7－8週令；日本SLC）は使用前日から絶食して用い

た・胆管カニュレーションに用いたポリエチレンチューブ（SP3！）は夏目製作所製を

使用．

 第2節付属実験

 Methy1（25・Hydroxycho1esta・5，7・山㎝一3β・y12’，3，，41－tri・0－acetyl・β・D－

glucopyranosid）uronate（3），Methy1（3β一Hydroxycho1esta－5，7・dien・25－y1

2，，3，，4㌧tri・0・acetyl一β一D・91㎜copyranosid）ur㎝ate（4a）及びCholesta－5，7・di叩e・

3β，25・diyl Di（methy12’，3，，4，・tri－0・acetyl・β・D・91ucopyranosiduronate）（5）

2a43）（235mg，0．59㎜o1）の無水CHC1、（23m1）溶液に，新たに調製したAg，C0、（660

mg，2．39㎜o1）及びBr－lug町4I）（350mg，0．88㎜o1）を加え遮光して室温にて撹件．lh

後さらにAg．C0。（290mg，1．05mmo1）を加え1d撹幹．反応液をろ過後，ろ液を減圧下

留去し，得られた残澄をフラッシュクロマトグラフィー（35x1．0cm i．d．）により精製．

CH．C1。一AcOEt（40：1）溶出画分より3『TLC：CH．Cl、一AcOEt（6：1），研0．54；217mg，51．5％］

を無色針状晶（Eら0より再結晶）として得．mp159－！徹C．1αr－40．5。（c＝0．10，CHC1、）．

一4〃泓Ca1cd C、。H6．O、、：C，67．01；H，8．44．Found：C，66．72；H，8．38．lH－NMR（CDC13）δ：

0．61（3H，s，H－！8），0．92（3H，s，H－19），0．96（3H，d，∫＝6．6Hz，H－2！），1．22（6H，s，H－26，

27），2．02（6H，s，2x OAc），2・05（3H，s，0Ac），3・63（！H，m，H－3α），3．75（3H，s，C00CH3），
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4・03（1H・dl∫・9・6HろH－51）14・67（1H，d，∫・7．9H・，H－！l），4．95－5．02，5．！6－5．30（t・t・13H，

m・3・C旦OA・）・5・38・5・57（lH…h，m，H－7，6）．E1－MSm／・：7！6［M／＋，382［M－

C、、H，80、。］十，317［C、、H、、09］十．

 同画分より4a［TLC：CH，C1、一Ac0Et（6：1），研。．42；54．2mg，！2．9％1を無色無晶形物質

（McOHより再結晶）として得・mp！74－！76℃．1α1二g－74．6。（c＝0．10，CHC1、）．一4〃泓Ca1cd

C40H60011－1／2H20：C・66・！8；H，8・47．Found：C，65．97；H，8．58．lH－NMR（CDC1、）δ：0．61

（3H・s・H－！8）・0・92（3H，s，H－！9），0．93（3H，d，∫＝6．3Hz，H－2！），！．18，1．21（3H cach，s，

H－26・27）・2・01（6H，s，2x OAc），2．02（3H，s，0Ac），3．65（1H，m，H－3α），3．74（3H，s，

COOCH3），4・00（1H，d，∫＝9・6Hz，H－5一），4．70（1H，d，∫＝7．9Hz，H－！I），4．93－5．01，5．17－

5・30（tota13H，m，3x C旦0Ac），5・39，5．58（！H cach，m，H－7，6）．EI－MS mた：7！6［M］十，382

［M－C，3H，80，o］十，317［C，3H，70g］十．

 同画分より5［TLC：CH，C12－AcOEt（6：1），珊。．63；10．1mg，1．66％］を無色無晶形物質

（Eら0より再結晶）として得．mp！42－！45℃．［α］L9－68．3。（c＝0．！0，CHC1、）．1H－NMR

（CDC13）δ：0．61（3H，s，H－18），0．92（3H，s，H－！9），0．96（3H，d，∫＝6．3Hz，H－21），！、18，

1．21（3H cach，s，H－26，27），2．02（！2H，s，4x OAc），2．05（6H，s，2x OAc），3．65（！H，m，H－

3α），3．74，3．75（3H cach，s，2x C00CH3），4．00，4．02（1H cach，d，∫＝9．6Hz，2x H－5I），

4．67，4．70（1H cach，d，∫＝7．6Hz，2x H－11），4．93－5．0！，5．17－5．29（tota16H，m，6x

C旦OAc），5．38，5．57（1H cach，m，H－7，6）．FAB－MS m／z：1031［M－H］一．

 Methyl（3β一A㏄toxycho1esta－5，7・dien・25・y12’，3’，41－tri－0－acetyl一β・D－

glucopyranosid）㎜ronate（4b）

 4a（5．2mg）をPyrid㎞e－Aら0（2：！，0．8m1）に溶解し，室温にて2h撹件，反応液に少最

のHl，0を加えたのちAcOEtで杣山・有機層をH20，5％HC1，5％NaHC0、，飽和食塩水で

順次洗浄後溶媒を留去し，得られた残澄をprcp．TLC［CH，C1、一AcOEt（50：1）1にて精製．
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Rアが約O・4の画分を回収し・AcOEtで溶出．溶媒を留去し，4b（5．1mg，92．6％）を無色

セミソリッドとして得・1H－NMR（CDC1、）δ：0．61（3H，s，H－！8），0．93（3H，d，ノ＝6．6Hz，

H－2！）・0・95（3H・sl H－19），！・18，1．21（3H each，s，H－26，27），2．01（6H，s，2x OAc），2．02

（3Hl s・0Ac）12・04（3H，s，OAc），3．74（3H，s，COOCH、），4．00（1H，d，∫＝9．6Hz，H－5一），

4・70（1H，m，H－3α），4・70（1Hl，d，∫＝7．6Hz，H－！1），4．94－5．OO，5，16－5．30（toω3H，m，3x

C旦0Ac）・5・38・5・56（1H cach，m，H－7，6）．EI－MS mた：758［M1＋，4241M－C、、H，80、。1＋，317

［C13H1709］十．

 Methyi［（5Z，π）一（3∫）一25－Hydroxy－9，10－s㏄ocho1esta－5，7，10（19）一trien－3－y1

2’，31，4’・tri・0・acetyl・β・D－g1ucopyranosid］uronate（6a）

 3（75mg）のEらO－CH．C1。（400：1，400m1）溶液に0℃，ん通導下，400W高圧水銀灯及

びVyoorフィルターを用いて！0s，5s，5s，3sの計4回光照、射．反応の進行状況は

UV旧PLC［Dcvc1osi10DS－5；MeOH－H．0（7：！）］で追跡．溶媒留去後，残澁をhcxanc－

tc血ahydrofuran（THF）（4：！，25m1）に溶解，Ar雰囲気下室温，暗所に7d放置．溶媒留去

後，残澄をprcp．TLC［hcxanc－AcOEt（8：5）1にて精製．2研が約0．5の画分を回収し，

CHC』一MeOH（5：1）で溶出。溶媒を留去し，6a（！5．6mg，20．8％）を無色無晶形物質

（CH2α、一hexa皿。より再結晶）として得．mp126－128℃．1α1二g＋2J（c：0．10，CHC1、）．UV

入m狐nm：264，入min nm：227．1H－NMR（CDC13）δ：0．54（3H，s，H－18），0．94（3H，d，∫：5．9

Hz，H－21），1．22（6H，s，H－26，27），1．96，2．0！，2．02（3H cach，s，3x OAc），3．75（3H，s，

COOCH3），3．96（！H，m，H－3α），4．03（！H，d，∫＝9．6Hz，H－51），4．68（！H，d，∫＝7．6Hz，H－

！一），4．80，5．03（1H cach，br s，H－19），4・95－5・0！，5．17－5．31（tota13H，m，3x CHOAc），6．00，

6．18（tota12H，ABq，ノ＝！1・2Hz，H－7，6）・EI－MS mた：7161M］十，3821M－C13H18010］十，317

［C13H1709］十．
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 （5Z・7切・（3∫）・25・Hydroxy・9，10・secocholesta・5，7，10（19）・trie口・3・y1β一D・

Glucopyranosiduronic Acid（6b）

 6a（17mg）のMcOH－CH，C』（4：！，2．5m1）溶液に0．1M NaOH／McOH（1．5m1）を加え室

温にて17h撹拝．氷冷下反応液にHつ0，5％HC1を加え中和．NaC1を飽和量加えたのち

THFで抽出．有機層の溶媒を留去し，得られた残溢をprcp，TLC［CHC1、一McOH－H，O

（70：30：4）1にて精製・〃が約0．3の画分を回収し，CHC1、一McOH－H，O（70：30：4）で溶出．

溶媒を留去し，6b（11．5mg，84．6％）を無色無晶形物質（MeOHより再結晶）として得．

mp！65－！70℃（d・・．）．［α止g・6．ぴ［・・o．10，cHc1、一M・0H－H2o（70：30：4）1．Uvλ…㎜：264，

入min nm：227．lH－NMR（CDC1、一CD，0D）δ：0．54（3H，s，H－18），0．94（3H，d，∫＝5．6Hz，H－

21），4．82，5．05（1Hcach，br s，H－！9），6．02，6．24（tota12H，ABq，∫＝11．2Hz，H－7，6）．FAB－

MSmた：575［M一町．本化合物の純度はUV／HlPLC1JlsphcrcODS－M80；McCN－0．5％

AcONH。（pH5．0）（2：3）；c．10．4min1にて確認．

 Methy1［（5Z，7切・（3∫）・3・Hydroxy・9，10・secocho1esta・5，7，10（19）・trien・25－y1

2’，3’，4一・tri－0－acetyl・β・D・91ucopyranosid1uronate（7a）

 4a（26mg）のEらO－CH．C1。（400：！，400m1）溶液を3の光開裂反応に準じて処理［照、射時

間：6s及び4s，UV旧PLC：Dcvc1osi10DS－5；MeCN－H．0（3：1）1．溶媒留去後，残澄を

hcxanc－THF（4：！，25m1）に溶解，Ar雰囲気下室温，暗所に3d放置、溶媒留去後，残澄

をprcp．TしC［hcxanc－AcOEt（5：3）］にて精製．2〃が約0．3の画分を回収し，CHCl、一McOH

（5：1）で溶出．溶媒を留去し，7a（2．5mg，9．6％）を無色油状物質として得．UV入m・・

㎜：264，入minnm：227．1H－NMR（CDC1、）δ：0．54（3H，s，H－！8），0．93（3H，d，∫。5．9Hz，H－

2！），！．！7，1．20（3H cach，s，H－26，27），2・01（6H，s，2x OAc），2．02（3H，s，0Ac），3．74（3H，

s，COOCH3），3．97（1H，m，H－3α），4・00（1H，d，∫：9・6Hz，H－51），4・70（1H，d，ノ＝7．6HろH－

11），4．82，5．02（1H cach，br s，H－！9），4・94－4・97，5．16－5・30（tota13H，m，3x CHOAc），6．03，
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6・24（t・t・12H・ABql∫・！！・2H・・H－7，6）．E1－MSmた：716［Mザ，382［M－C、、H、、0、。1＋，317

［C13H1709］十、

 Methyl（3β・Acetoxycho1esta－5，7・dien・25－y12’，3’，4’一tri－0－acetyl一β一D・

g1ucopyranosid）uronate（4b）

 2b43）（129．7mg，293．4岬。1）の無水CHC1、（！0m1）溶液に，佃、CO、（369．6mg，1．34

㎜o1）及びBr－lug肛（468．0mg，1．18mmo1）を加えAr雰囲気下遮光して室温にて撹汁．7

h後反応液をろ過．ろ液を濃縮し，得られた残澁をフラッシュクロマトグラフィー

（13x3・0cmi・d・）に付した・Hcxanc－AcOEt（2：1）溶出画分より4b（！39．8mg，62．9％）を

無色無晶形物質（EらOより再結晶）として得．なお構造は’H－NMRにより前ルートで得

られた25（OH）7DHC3Ac25G，と同一であることを確認．mp167－169℃．［α1二g－54．9。（c＝

0．10，CHα3）．ノmZ．Ca1cd C42H62012：C，66．47；H，8．23．Found：C，66．49；H，8，20．

 Methy1［（5Z，7切・（3∫）・3・Acetoxy・9，10・s㏄ocho1esta－5，7，10（19）・trien・25・y1

2，，3，，4㌧tri・0－acetyl・揮・D・gl㎜copyranosid］uronate（7b）

 4b（50．3mg）のEら0－CH．C1。（400：！，400m1）溶液を3の光開裂反応に準じて処理［照射

時間：5s，3s，2s及び2s，UV旧PLC：Deve1osi10DS－5；McOH－H，0（！2：1）］．溶媒留去後，

得られた残澄をEtOH（30mユ）に溶解し，A［雰囲気下室温，暗所にて7d放置．さらに

3．5h加温（60℃）し，3d室温放置。溶媒留去後，得られた残溢をフラッシュクロマト

グラフィー（14．5x1．0cm）に付した．Hcxanc－AcOEt（3：1）溶出画分を引続きprcp．

UV旧PLC［McOH－H．0（15：1）1に付し，目的画分（c．6．6－7．8min）を分取，7b（9．1mg，

！8．1％）を無色油状物として得．UV入m。。nm：265，入mi．nm：227．lH－NMR（CDC1、）δ：

0・53（3H，s，H－！8），0・93（3H，d，∫＝5・9Hz，H－21），1・17，1・21（3H cach，s，H－26，27），2．01

（6H，s，2x OAc），2・02（3H，s，0Ac），2・（〕4（3H，s，0Ac），3・74（3H，s，COOCH3），4．00（！H，
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d・∫＝9・2Hzl H－5一）14・70（！H，d，∫＝7．6Hz，H－！1），4．84（1H，br s，H－19），4．95（1H，m，H－

3α）・4・94－4・9715・！6－5・30（tota13H，m，3x C旦0Ac），5．06（！H，brs，H－！9），6．03，6．21（tota1

2H・ABq・∫・11・9H・・H－7，6）・UWHPLC：D…1・・i10DS－5；M・OH－H，0（12：1）；1，8．6mi・．

 （5Z・7切・（3∫）・3・Hydroxy・g，10・secochoIesta・5，7，10（19）・trien・25・y量β・D－

G1ucopyranosiduronic Acid（7c）

 7b（9・2mg）のMcOH－CH．C』（4：1，1．3m1）溶液に，O．1MKOH／McOH（0．8m1）を加え

遮光下室温にて14h撹幹，氷冷下さらに。．1M K0H州eOH（0．3m1）を加え！9．5h撹芋牛．

反応液を6aの加水分解反応の際と同様に後処理．得られた残澄をprcp．TLC［CHC1、一

McOH－H，O（70：30：4）］にて精製．研値が約0．3の画分を回収し，CHCl、一MeOH－H，0

（70：30：4）で溶出．溶媒留去後，7c（4．8mg，68．7％）を無色固形状物質として得．UV

入㎜㎜：263，入min㎜：227．FAB－MSmた：575［M－H1一．UV旧PLC：Devc1osi10DS－5；McCN－

2％NaC104（pH3．0）（3：2）；cR5．6㎞n；McOH－2％NaC10、（pH3－0）（5：！），cR9．4min一

 Methyl［（22万）・25・Hydroxyergosta・5，7，22－trien・3β・y12’，3，，4㌧tri・0・a㏄ty1一β・

D－91ucopyramsid1皿r㎝ate（11b）及び（22切・Ergosta・5，7，22・tri㎝一3β，25－diy1

Di（methy12’，31，4’・tri－0－acetyl・β・D・91ucopyranosid㎜ronate）（13）

 10a44）（4g．6mg，o．12mmo1）の無水CHCl、（7．0m1）溶液に，Ag2C0、（！67．8mg，0．61

mmo1），次いでBr－sugaエ（96．7mg，0．24mmo1）を加え室温にで撹杵。Ag，Co、（86．0mg，

o．31mmo1），Br－sugar（56．0mg，0．14㎜o1）を各々3，！7h後に加えた、さらに，25h後

Ag．Co。（88．5mg，o．32mmo1）とBr－sugar（95．5mg，0．24mmo1）を加え，47．5h後反応液

をろ過．ろ液を濃縮し，得られた残澁をフラッシュクロマトグラフィー（32x！．0cm

i．d．）に付した．Hcxanc－AcOEt（2：1）溶出画分より，ub［TLC：hcxanc－AcOEt（3：2），〃

O．45；25．8mg，29．4％1を無色無品形物質（Eら0－hcxancより再糸古品）として得．mp134一
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135℃・1α1二8－33・80（・・0・26，CHC1、）．〃．C・1・dC，lH、。0、、・！／2H，0：C，66．73；H，8．33．

F…d：C，66・54；H，8・42・’H－NMR（CDC1、）δ：0．63（3H，・，H－18），0．92（3H，・，H－19），1．02

（3H，d，∫・6・9H・，H－24’），1．06（3H，d，∫・6．6HろH－2！），1．13，！．！7（3H…h，・，H－26，27），

2・02（6H・s，2x OAc），2・05（3H，s，0Ac），3．62（1H，m，H－3α），3．75（3H，s，COOCH3），4．03

（！H，d，∫＝9・2Hz，H－5，），4・67（1H，d，∫＝7．9Hz，H－11），4．95－5．02（1H，m，CHOAc），5．2！－

5・36（5H，m，H－7，22，23，2x C旦OAc），5．56（1H，m，H－6）．FAB－MS mた：75リM＋Nal＋，

729［M＋H］十．

 Hcxanc－AcOEt（1：1）溶出画分より，13［TLC：hcxanc－AcOEt（3：2），村0．27；31．7mg，

25・2％1を無色無晶形物質（a㏄tonc－hcxancより再結晶）として得．mp158－16ぴC．［αlL8

－33・3。 ic＝0・29，CHC13）・■4〃〃・Ca1cd C54H76020・！／2H20：C，61．52；H，7．36． Found：C，

6！．46；H，7．50．1H－NMR（CDC1、）δ：0．61（3H，s，H－18），0．91（3H，s，H－19），0．93（3H，d，

∫＝9．2Hz，H－24ユ j，1．02（3H，d，∫＝5．9Hz，H－2！），！．07，！．19（3H cach，s，H－26，27），2．01

（12H，s，4x OAc），2．05（6H，s，2x OAc），3．62（1H，m，H－3α），3．75（6H，s，2x COOCH13），

4．00，4．02（1H cach，d，∫：9．6Hz，2xH－51），4．67，4．72（1Hcach，d，∫＝7．9Hz，2x H－1■），

4．95－5．03（2H，m，2x CHOAc），5．16－5－30（6H，m，H－22，23，4x CHOAc），5．37，5．55（1H

cach，m，H－7，6）．FAB－MSm／z：！067［M＋Nal＋，1045［M＋H］十，1043［M－H1’．

 （22亙）一3β一Hydroxy－25－tetrahydropyranyloxy－4㌧Phenyl－3’，5’一dihydro－5，8一

［1，2】一epi［1，2，4］triazo1o・5α，8α一ergosta－6，22－diene－3，，5’一dione（9）

 844）（768．2mg）よりTsujiら45）の方法に準じて2段階の反応により9（556．2mg，

58．8％）を無色セミソリッドとして得．’H－NMR（CDα、）δ：3．46（1H，m，THPH－6），3．95

（！H，m，THPH－6），4．45（1H，m，H－3α），4・77（1H，m，THPH－2），5．16－5．39（2H，m，H－22，

23），6．24，6．40（tota12H，ABq，∫＝8・3Hz，H－7，6），7・26－7・43（5H，m，ArH）．
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 （22万）・25・Tetrahydropyrany1oxyergosta・5，7，22－trien－3β・o1（10b）

 9（56・6mg）を1，1，3，3－tctramcthy1guanid㎞c（！．5m1）に溶解し，N、気流下！．5h還流．反

応液をAcOEtで抽出，有機層を飽和食塩水で洗浄．溶媒を留去し，得られた残澄をカ

ラムクロマトグラフィー（8．5x1．3cm i．d．）により精製．Hcxanc－AcOEt（4：！）溶出画分

より10b（28．4mg，67．9％）を無色固形物質として得．lH－NMR（CDC1、）δ：0．63（3H，s，

H－18）・0・95（3H，s，H－19），3・45（！H，m，THPH－6），3．64（1H，m，H－3α），3．96（！H，m，

THPH－6）・4・78（1H，m，THPH－2），5．35（3H，m，H－7，22，23），5．57（1H，m，H－6）．

 Methy1［（22万）一25・Tetrahydropyranyloxyergosta・5，7，22・trien－3β・y12’，3一，4’・

tri・0・acetyl・β・D－91ucopyraD0sid］uronate（11a）

10b（157．3mg，0．32㎜o1）の無水CHC1、（15m1）溶液に，Ag，CO、（264．3mg，0．96

㎜o1），次いでBr－lug肛（187．7mg，0．47㎜o1）を加え室温にて撹拝．さらに，9h後

Ag．CO。（93．6mg，0．34㎜o1），Bト1ug町（130．lmg，0．33㎜o1）を加えて撹拝．17h後反

応液をろ過し，ろ液を濃縮．得られた残澄をフラッシュクロマトグラフィー（38x

LOcmi．d．）に付した．Hcxane－AcOEt（3：1）溶出画分より11a（165．0mg，64．1％）を白色

固形物質として得．1H－NMR（CDC1、）δ：0．63（3H，s，H－18），0．92（3H，s，H－19），2．02

（6H，s，2x OAc），2．05（3H，s，0Ac），3．45（1H，m，THPH－6），3，63（1H，m，H－3α），3．75

（3H，s，COOCH3），3．96（！H，m，THPH－6），4．03（1H，d，∫＝9．2Hz，H－51），4．68（1H，d，

∫＝7．6Hz，H－11），4．78（1H，br s，THPH－2），4．99（1H，m，CHOAc），5．！8－5．39（5H，m，H－7，

22，23，2x CHOAc），5．56（1H，m，H－6）．

 Methy1［（22β）一25・Hydroxyergosta・5，7，22－trien・3β一y12’，3’，4，一tri・0・acety1一β・

D・91山。opyranosid】uronate（11b）

 11a（165．1mg，0．20mmo1）の95砺EtOH－CH．C1。（3：1，2．1ml）溶液にPPTS（2．6mg，
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！0・4岬。1）を加え54価℃で5．5h撹幹．反応液をAcOEtで抽出，有機層を飽和食塩水で

洗浄後1溶媒を留去・得られた残潜をカラムクロマトグラフィー（8．5x2．0cm i．d．）

に付した・Hcxanc－AcOEt（2：！）溶出画分より11b（109．1mg，73．7％）を無色無晶形物質

として得・なお構造は’H－NMRにより確認．さらに，UV／順相系HPLC［hcxanc－1PA

（95：5），c．8．3min］及びUV／逆相系HPLC pcvc1osi10DS－5；McOH－H，O（9：！），C，6．0minl

における。o－ch工。matographyにより前ルートで得られた25（0H）Erg3Glと同一であること

を確認．

 Methy1［（5Z，7万，22刷一（3∫）一25－Hydroxy－9，10－s㏄oergosta－5，7，10（19），22－

tetraen・3・y12㌧3，，4’・tri・0－acety1・β一D・91ucopyranosidluronate（14a）

 11b（84・3mg）のEら0－CHC1、（400：1，400m1）溶液を3の光開裂反応に準じて処理［照

射時間：20s及び8s，UV／HlPLC：Dcvc1osi10DS－5；McOH－H，0（9：1）1．溶媒留去後，得ら

れた残澄をhcxanc－THF（4：1；25m1）に溶解し，Ar雰囲気下室温，暗所に6d放置．溶媒

留去後，得られた残澄をフラッシュクロマトグラフィー（36x1．0㎝i．d．）に付した．

Hexanc－AcOEt（2二1）溶出画分を引き続きprcp．UV／HPLC［MeOH－H20（7：1）］に付し，目的

画分（c，8－3－9．4mh）を分取し14a（！！．4mg，！3．5％）を無色セミソリッドとして得．UV

入m狐nm：265，入mi1㎜：229．lH－N㎜（CDC1、）δ：0．55（3H，1，H－18），0．99（3H，d，∫・6．9

H・，H－24’ j，1．03（3H，d，∫・6．3HろH－21），1．！3，1．！7（3H…h，・，H－26，27），1．95，2．1）1，

2．02（3H cach，s，3x OAc），3．75（3H，s，C00CH3），3－96（1H，m，H－3α），4．03（1H，d，∫＝9．2

Hz，H－51），4．68（1H，d，∫：7．6Hz，H－1，），4．79（！H，d，∫＝2．6HろH－！9），4．94－5．02（2H，m，

H－！9・C旦0Ac），5・17－5・42（4H・m・H－22，23，2x C旦0Ac），6．00，6．17（tota12H，ABq，

∫＝！1・2Hz，H－7，6）・ EI－MS mた：728［Ml＋，668［M－C，H，0，1＋，394［M－C、、H、、0、。ザ，317

［c13H17og1＋．
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（5Z・7亙・2潤一（3∫）一25・Hyd…y・9，10・・・・…g・・t・・5，7，10（19），22－t・tm・・一3・y1

芦一D－G1ucopyranosiduronic Acid（14b）

 14a（7・4mg）のMcOH－CH，C1、（！0：3，1．3m1）溶液に，0．1MNaOH／McOH（0．5m1）を加

え遮光下室温にて！7h撹搾．反応液を6aの加水分解反応の際と同様に後処理．得られ

た残澄をprcp・TLC1CHC1、一McOH－H20（70：30：4）1にて精製．剛直が約0，4の画分を回収

し・CHα。一McOH－H，0（70：30：4）で溶出．溶媒留去後，14b（4．7mg，78．6％）を無色セ

ミソリッドとして得・UV入…㎜：264，λ・i・nm：228．lH－NMR（CDα、一CD，OD）δ：0．56

（3H・s・H－18）・1・00（3H，d，J＝6・9Hz，H－241），1，04（3H，d，∫＝6．6Hz，H－21），1．12，1．15

（3H cach，s，H－26，27），3．99（1H，m，H－3α），4．23（！H，dd，J＝1．8，5．8Hz，H－51），4．44（1H，

d，∫＝7．6Hz，H－1，），4．79，5．03（1H cach，br s，H－19），5．27－5．34（2H，m，H－22，23），6．02，

6．24（tota12H，ABq，∫＝10．7Hz，H－7，6）．FAB－MS mた：633［M＋2Na－H］十，6！1『M＋Na1＋，

587［M－H1一・Uv／HPLc：Dcvc1osi10Ds－5；MccN－2％Nac1o、（PH3．o）（3：2），cR8．1㎞n又は

McOH－2％NaC104（pH3．0）（4：！），cR！3．2min．

 （22万）一25・Hydroxyergosta・5，7，22・trien・3β・yl Acetate（10c）

 10a（338．4mg）をpyhdhe－Ac．0（2：1；9，0m1）に溶解し室温で11．5h撹拝．反応液に少

量のH20を加えて撹拝し，AcOEtで抽出．有機層を5％HC1，5％NaHCO、，飽和食塩

水で順次洗浄後，溶媒を留去・得られた残港をカラムクロマトグラフィー（13．5x3．5

cmi・d・）に付した・CHC1。一AcOEt（100：1）溶出画分より10c（233．4mg，62．6％）を白色葉

状晶（MeOH－CH2C』より再結晶）として得．mp175－176℃． 1α札7－94．4。（c＝O．25，

CHC13）．ノ〃〃．Ca1αヨC30H4603：C，79．24；H，10．20．Found：C，78．76；H，10．14．1H－NMR

（CDCI3）δ：0・63（3H，s，H－！8），0・95（3H，s，H－19），1．00（3H，d，．∫＝6．9Hz，H－241），！．06

（3H，dゾ∫＝6・6Hz，H－21），1・13，1・！6（3Hcach，s，H－26，27），4．70（1H，m，H－3α），5．34（3H，

m，H－7，22，23），5・56（1H，ml H－6）・EトMS mた：436［M－H20r，394『M－C2H，021＋，3761M一
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C2H603】十．

 Methyi［（22万）一3β一Acetoxyergosta・5，7，22・trien・25・y12’，31，41－tri－0・a㏄tyl一算一

D－glucopyranosid］uronate（12）

10c（51．8mg，0．！14㎜o1）の無水CHC1、（2．om1）溶液に，Ag，C0、（95．4mg，0．35

㎜o1）1次いでBr－1ugar（182．lmg，0．46㎜o1）を加え室温にて撤牛，l！h後反応液をろ

過・ろ液を濃縮し・得られた残溢をフラッシュクロマトグラフィー（34x！．0cmi．d．）

に付した・Hcxanc－AcOEt（3：1）溶出画分より12（27．9mg，31．8％）を〔色羽毛状晶（EらO

より再結晶）として得・mp200－201℃．［α1；o－58．0。（c＝0．26，CHC1、）．ルa．Ca1cd

C43H62012：C・66・99；H，8・！1・Found：C，66．81；H，8．08．lH－NMR（CDCl、）δ：0．62（3H，s，

H－18），0．94（3H，d，∫＝5．9Hz，H－241），0－95（3H，s，H－！9），！．02（3H，d，∫＝6．9Hz，H－2！），

1．08，1．20（3H cach，s，H－26，27），2．02－2．04（12H，m，4x OAc），3．75（3H，s，COOCH、），

4．00（！H，d，∫＝9．6Hz，H－5，），4．70（1H，m，H－3α），4．72（1H，d，∫＝7．9Hz，H－！1），5．00（1H，

m・C旦0Ac）・5・21－5・30（4H，m，H－22，23，2x C旦0Ac），5．39，5．56（1H cach，m，H－7，6）．

FAB－MS m／z：793［M＋Na］十．

 Methyl［（5Z，7万，22切・（3∫）・3・Acetoxy－9，10・s㏄oergosta－5，7，10（19），22・

tetraen－25－y12’，3’，4’・tri・0・acetyl一β・D・91ucopyranosid］uronate（15a）

 12（41．1mg）のEら0－CHC1、（400：1，400m1）溶液を3の光開裂反応に準じて処理【照射

時間：6s，2s，2s及び2s，UV／HPLC：Dcvc1osi10DS－5；McOH－H20（97：3）］．溶媒留去後，

得られた残澄をEtOH（20m1）に溶解し，Ar雰囲気下室温，暗所に5d放置．さらに，

2．5h加温（48－55℃）．溶媒留去後，得られた残澁をフラッシュクロマトグラフィー

（24・5x1・0cm i．d・）に付した・CHClゴAcOEt（50：！）溶出画分を引き続きprcp．UV旧PLC

［McOH－H．0（93：7）1に付し，目的画分（c，8．0－8．7min）を分取し15a（5．6mg，！3．6％）を
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無色セミソリッドとして得・UV入m・・nm：264，入mi・nm：227．1H－NMR（CDC1、）δ：0．54

（3H…H－18）・0・94（3H，d，∫・6・9H・，H－24’），1．00（3H，d，∫・6．6HζH－21），1．（〕7，！．19

（3H…h…H－26・27）・2－0！－2・05（12H，m，4・0A・），3．75（3H，・，COOCH、），4．00（！H，d，

∫＝9・6Hz・H－51）14・72（1H，d，∫＝7．9Hz，H－！一），4．83（！H，d，J＝2．3Hz，H－！9），4．94－5．00

（3H・m・H－3・！9・C旦0A・），5・17－5・30（4H，m，H－22，23，2・C旦0A・），6－02，6．21（t・t・12H，

ABq・∫・ll・4H・，H一ラ，6）・E1－MSmた：770［M1＋，710［M－C2H，O，1＋，650［M－C，H，0、ザ，436

［M－C，3H，80，o］十，3！7［C、、H、、09］十．

 （5Z，7万，22万）一（3∫）・3・Hydroxy・9，10・secoergosta・5，7，10（19），22・tetraen・25－y1

β一D－Glucopymmsid㎜ronic Acid（15b）

 15a（4・9mg）のMcOH－CH。α。（7：2，0．9m1）溶液に，0．1M KOHl／McOH（0．4m1）を加え

遮光下室温にて！4h撹拝．反応液を6aの加水分解反応の際と同様に後処理．得られた

残潜をprcp．TLC［CHC1、一McOH－H20（70：30：4）1にて精製．珊値が約0．3の画分を回収し，

CHC1。一MeOH－H．O（70：30：4）で溶出．溶媒留去後，15b（2．9mg，77．5％）を無色セミソ

リッドとして得．UV入・徹㎜：264，入・i・㎜：228．FAB－MSmた：633［M＋2Na一町，611

［M＋Na】十，589［M＋H］十．UV旧PLC：Dcvc1osi10DS－5；McCN－2％NaC1O、（pH3．0）（3：2），c，

6．6min又はMcOH－2％NaC10、（pH3．0）（5：！），cR8．8min．

 （5Z，7切・（3∫）一9，10・Secocho1esta－5，7，10（19）・trien－3－y1β・D－

G1ucopyr㎝osidur㎝icAcid（16）及び（5Z，7厄，22切・（3∫）一g，10・S㏄oergosta－

5，7，10（19），22・tetraen－3・y1ρ・D・Glucopyranosid㎜ronic Acid（17）

 D。及びD2よりBc11，Kodicckら26）の方法に準じて各々16及び17を無色無晶形物質と

して得．16：mp200－2（〕5℃（dcc・）［D．3G Na塩：Lit．mp152－153℃（dcc．）26）1．lH－NMR

（CDC13－CD30D）δ：0・55（3H，s，H－！8），0・86，0・89（3H cach，d，ノ＝6．6Hz，H－26，27），O．93
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（3H・d・∫・5・9H・・H－2！）・4・80・5・04（1H…h，b・・，H－19），6．02，6．24（t・t・12H，ABq，

∫＝！1・2H・・H－7・6）・FAB－MSm／・：559［M－H1．・17：mp200－205℃（d・・．）．’H－NMR（CDC1、一

CD30D）δ：0・56（3H，s，H－18），0．83，0．85（3H cach，d，∫＝6．9Hz，H－26，27），0．92（3H，d，

∫・6・9H・，H－24’ j，！・02（3H，d，∫・6．6H・，H－2！），4．8！，5．04（lH…h，b・・，H－19），5．19－

5・22（2H・m・H－22，23），6・02，6．24（tota12H，ABq，∫＝1！．2Hz，H－7，6）．FAB－MS m／z：571

［M－Hl’．

 酵素水解反応による構造確認

 6b，7c，14b，15b，16又は17［各々0．25nmo旧OH（20州をacctatcbuffcr【O．1M

AcONa－AcOH（pH5．0）］（0．2m1）で希釈し，ρ一g1ucuronidasc［酵素原，bovhcuver（6b，7c，

14b，15b）又は亙。o方（16，17）；いずれも500Fis㎞an units］47）のa㏄tatcbuffcr（0．8m1）溶

液を加え，37℃，2h incubation後，氷冷下Ac0Et（1m1）を加えて反応を停止．反応液を

AcOEtで抽出，溶媒を留去後，残澁をMeOHに溶解し，UV旧PLC｛25（0Hl）D、［Jlsphere

ODS－H80；McOH－H20（21：4），cR19．9min］，25（0H）D2［Jlsphcrc ODS－H80；McCN－H20

（7：3），CR22．4min］，D3［Jlsphcrc ODS－M80；McCN－H20（29：！），cR20．6min1，D2［J1sphcrc

ODS－H80；MeOH－2％NaC1O。（pH3．0）（！9：1），c．21．0min］｝によりゲニンの生成を確認．

 第3節付属実験

 ラット胆汁の採取

 25（0H）D。（！mg），25（0H）D2（0．5mg），D。（1mg）又はD。（1mg）をd㎞cthy1su1foxidc（O．1

m1）に溶解，生理食塩水（0．7m1）とTw㏄n80（0．2m1）で懸濁後，ラットに経口投与．

エーテル麻酔下，ラット腹部を切開，胆管にポリエチレンチューブを挿入，投与後

24h胆汁を採取．
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 ラット胆汁中25（OH）D，G及びD，3Gの検索

 25（0H）D。又はD。投与ラットより得た胆汁試料（各12m1）をO．5M NaH，p0、一NもHP0，

buffer（PH7・0，480m1）で希釈後，Bond E1ut C18カートリッジに吸着、H，0（！0m1）で洗

浄後・ステロイドをMcOH（5m1）で溶出．溶出液にH，0（0．56m1）を加え，90％McOH

溶液としたものをPHP－LH－20カラムに通導．90％McOH（5m1），0，1MAcOH／90％

McOH（5m1）で順次洗浄後，0．2M HC00H／90％MeOH（！0m1）でクルクロニド画分を

溶出，溶媒留去．残溢をprcp．UV旧PLC｛TSKgc10DS－80TM；McCN－2％NaC10、（pH

3・0）（1：1）；cR17－19min［25（0H）D33Gl，！4－！6min［25（OH）D325G1又はMcOH－2％NaC10、

（PH3・0）（！2：1）；c．！0・5－11・5min（D．3G）｝に付した．各画分を5％NaHC0。で中和しH，O

で希釈後，Bond E1utC18カートリッジにより脱塩．McOH溶出液を減圧下留去後，

MeOHに再溶解し，HPLC｛JlsphcreODS－M80；MeOH－2％NaC10、（PH3．0）（4：1），c．！5．6

min［25（0H）D33G］，！4．7min［25（0H）D325G］，McCN－2％Naα04（pH3．0）（！：1），cR！4．2

min［25（0H）D33G］，MeCN－2％NaC10。（pH13．0）（9：10），CR！6．4㎡n［25（OH）D325G］又は

McOH－2％NaC10、（pH3．0）（！4：！）；c．8．9min（D．3G）；検出，UV及びフォトダイオードア

レイUV｝に付した．

 得られたクルクロニド画分125（0H）D33G，cα．3！ng；25（0H）D．25G，cα．27ng；D．3G，

cα．！5ng1にMBOTAD［cα．60叫9／AcOEt（100μ1）1を加え，室温で1h放置．McOH（3

drops）を加えて過剰の試薬を分解，溶媒留去．90％McOH（1m1）に溶解し，PHP－LH－

20カラムに通導．先と同様に洗浄後，0．1M AcONH、／90％MeOH（4m1）でクルクロニ

ドを溶出．得られた画分をFLHPLC｛YMC・GEL C。；McOH－0．5％AcONH、（PH5．0）

（3：1），cR12．7，！4・5 （ma㎞）mh ［25（0H）D33G－MBOTAD］，10・0，！2．6 （main）min

［25（OH1）D325G－MBOTAD1，McCN－0・5％ AcONH4（PH 5．0）（7：10），cR 17．6 min

［25（0H）D33G－MBOTAD］，McCN－O・5％AcONH、（PH5・0）（7：！1），cR！5・4，工8．6（main）min

［25（0H）D325G－MBOTADl，McOH－0・5％AcONH4（PH5・O）（5：1），cR11・4，13．5（main）min
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（D33G－MBOTAD），MeCN－0・5％AcONH、（PH5．0）（8：5），c，g．6min（D，3G－M二BOTAD）｝に

付した．

 得られた25（OH）D，G及びD，3G画分［cα．0．25nmo肥tOH（20μ1）1をacctatc buffcr（0．2

m1）で希釈・β一G1u㎝ronidasc（且。o〃，500Fishman unib）のacctatc buffcr（0．8m1）溶液と

混合し37℃，2h incubation後，氷冷下AcOEt（！m1）を加えて反応を停止．反応液を

AcOEtで抽出，溶媒を留去後，残澄をMcOHに溶解し，UV旧PLC｛Jlsphcrc ODS－M80；

McOH－O・5％AcONH4（PH5・0）（5：！）；cR7．3min［25（0H）D33Gl，6．5m㎞［25（OH）D325Gl，

20．8㎞n［25（0H）D3】，McCN－H20（8：3），cR17．0min［25（OH）D3］，McOH－2％NaC1O、（pH

3．0）（14：1），c．10．2min（D．3G），20．6mh（D。），McCN－H．0（29：！），c．20．6m㎞（D。）｝により

ゲニンの生成を確認．なお，ピークの同定はいずれも標品との。o－chromatographyに

よった．

 ラット胆汁中25（OH）D．G及びD．3Gの検索

 25（0H）D。又はD。投与ラットより得た胆汁試料（各12m1）をD。系と同様の固相抽出，

PHlP－LH－20カラムに付し，得られたクルクロニド画分をPrcp．UV旧PLC｛TSKgc10DS－

80TM；McCN－2％NaC104（pH3．0）（10：9）；ごR15．5－16．5min［25（OH）D23G］，！2．5－！4．0min

［25（0H）D．25G1又はMcOH－2％NaC10、（PH3．0）（！2：1）；c，10．5－11．5m㎞（D．3G）｝により

精製．各画分を先と同様に脱塩後UV旧PLC｛Jlsphcre ODS－M80；M・0H－2％NaC10、（PH

3．0）（4：！），CR18．9mh〔25（0H）D23G］，！7．2min［25（0H）D225G】，McCN－0．5％AcONH、

（pH5．0）（2：3），CR！4．9min［25（0H）D23G］，9．7min［25（0H）D225G］，McOH－2％Naα04

（PH3．0）（12：！）；CR！1．5min（D23G）又はMcOH－0．5％AcONH、（PH5．O）（！2：1），cR8．5min

（D．3G）｝に付した．なお，ピークの同定は標品との。o－chromatographyによった、

 得られたクルクロニド画分［25（0H）D，3G，ω．140㎎；25（OH）D，25G，ω．200ng；D．3G，

cα．！60n4Mc0H（20叫1）1をLc／APcI－Ms＜Jlsphcrc0Ds－H80；Ac0NH、（65mM）含有
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McCN－H．O（2：3），c．13・8mh［25（0H）D．3Gl，7．7min［25（OH）D．25G1，AcONH、（65mM）含

有McOH－H．0（19：！），c．4．9min（D．3G）；ドリフト電圧，一80V；べ一パライザー温度，2！0℃

［25（0H1）D．G1，170℃（D．3G）；検出，SIM｛25（0H）D．Gm／z：587［M－Hl一，D，3Gmた：57リM－

Hr｝又は全イオン検出（m／z：！00－700）〉に付した．

 さらに得られたクルクロニド画分［25（0H）D23G，cα．！700ng；25（OH）D，25G，cα．800

ng；D．3G，cα．500ng／McOH（20μ1）1をCH．N。のEら0溶液（適当量）と混和，室温で！h放

置．溶媒を留去後McOH1に再溶解し，LC／APCI－MS＜Jlsphcrc ODS－H80；AcONH、（65

mM）含有McOH－Hl．0（17：3），c．6．6min［25（0H）D．3G mcthy1cstc「］，6’4min［25（OH）D225G

mcthy1cstcr1，AcONH、（65mM）含有McOH－H．0（97：3），c，6－3mh（D．3G mcthy1cstcr）；ドリ

フト電圧，15V；べ一パライザー温度，180℃；検出，SIM｛25（0H）D．G mcthy1cster，mた：

620［M＋NH，1＋，D23Gmethy1cstcr，m／z：604［M＋NH，1＋｝〉に付した・
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