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原 著

2，5一ジメトキシテトラヒドロフランを用いた
　　　　　トリプトファンの高感度蛍光定量法

三浦　敏明・大木　康子＊・鎌滝　哲也＊

Sensitive　Fluorometric　Method　for　the　Determination　of
　　　　　Tryptophan　with　2，5－Dimethoxytetrahydrofuran

Toshiaki　Miura，　Yasuko　Ohki＊and　Tetsuya　Karnataki＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　3－Methylilldole　is　kllowll　to　forln　a　fluorescellt　bel／zpyrrocolille　by　acid－catalyzed　collde11－

satioll　with　1，4・diketone　such　as　acetollylacetone［Robhlson　and　Saxton，1950，1952］，　On　the

basis　of　this　reaction，　we　developed　a　simple　and　sellsitive　fluorometric　method　for　the

determillation　of　tryptophalエ　Upon　the　reactioll　with　2，5－dimethoxytetrallydrofuran，　acetal

form　of　succinaldehyde，　i1140％（v／v）sulfuric　acid　at　room　temperature　for　20mi11，　tryptophall

gave　a　stable　alld　highly　fluorescent　product　showillg　an　excitation　I皿aximuln　at　292　nm　and

an　emissiomnaximum　at　382　nm．　This　fluorescellce　reaction　was　shown　to　be　specific　for

3－rnollosubstituted　i1｝doles．　A　lillear　calibl’ation　curve　was　obtailled　over　the　range　of　O．8－80

nlnol　tryptophan／lnl　with　a　detectioll　limit（S／N＝2）of　O．411mol／ml（20　pmol／reaction　tube），

The　presellt　method　was　applicable　to　the　sellsitive　determillation　of　tryptophan　in　amillo

acid　lnixtures，　The　rnethod　was　also　employed　to　the　assay　of　tryptoPhall　ill　hulnall　sera．

Key　Words：Tryptopha11，3－Monosubstituted　indoles，

　　　　　　　　　drofuran，　Fluorescellce　reactiol／

Sufuric　acid，2，5－Dimethoxytetrahy一

要 旨

　3一メチルインドールが1，4一ジケトン類と酸

性溶液中で縮合して蛍光性ベンツピロコリンを

生成するというRobil／sonとSaxtonの報告を

参考に，簡易で高感度なトリプトファンの新蛍

光定量法を開発した。1，4一ジケトン類の中で最

も反応性の高いスクシニアルデヒドのアセター

ル体である2，5一ジメトキシテトラヒドロフラ

ンを試薬として用いると，トリプトファンは
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40％（v／v）硫酸中で安定で強度の高い発蛍光体

（励起波長292nm，蛍光波長382　nm）を生成し

た。この反応は3位一置換インドール類に特異

的であり，トリプトファンに対する検量線は

0．8～80mnol／mlの範囲で良好な直線性を示

し，検出限界（S／N＝2）は0．41mユol／ml（20

pmol／反応チューブ）であった。本法は，他のア

ミノ酸やアンモニアの妨害を受けず，アミノ酸

混合物中のトリプトファンの特異的微量定量に

応用可能であった。ヒト血清中のトリプトファ

ンの定量にも本法の適用を試みた。

緒 言

　必須アミノ酸の一つであるトリプトファンは

現在は発酵法により大量に製造されており，食

品添加物や飼料添加物あるいは輸液などの医薬

品に広く利用されている。トリプトファンは生

体内でセロトニン，メラトニンなどを生成する

セロトニン経路，およびキヌレニンやニコチン

酸アミドなどを生成するキヌレニン経路によっ

て代謝される。したがって，トリプトファンや

その代謝物の変動は，これらの代謝に関連する

病態の指標になるとされている1・2＞。また，トリ

プトファンは主として肝臓で代謝されるため，

その血中濃度は肝機能障害の指標の一つになる

との指摘もある3）。このように，食品化学や臨床

化学分野におけるトリプトファン測定の意義は

高く，これまでに吸光法，蛍光法，クロマトグ

ラフ法などの多数のトリプトファン定量法が報

告されている4－7）。これらの方法は感度，選択性，

簡易性などの面でそれぞれに特徴があり，測定

目的に応じて使い分けられている。

　今回，筆者らはトリプトファンが40％（v／v）

硫酸中で2，5一ジメトキシテトラヒドロフラン

（DMTHF）と選択的に反応し蛍光を発するこ

とを見出し，この反応を利用したトリプトファ

ンの簡易で高感度な蛍光定量法を開発した。

実験方法

1．測定機器

　蛍光測定には日立650－10型分光蛍光光度計

を，励起および蛍光スペクトルの測定には島津

510型自記蛍光分光光度計を使用した。また，恒

温槽にはヤマト科学BT－23型インキュベータ

を，遠心分離には久保田マイクロ冷却遠心機

1900型を用いた。

2．試薬類
　アセトニルアセトン（2，5一ヘキサジオン）は

和光純薬工業より，DMTHFはAldrich　Chem－

ical　Co．　IIlc．より購入したものをそれぞれメタ

ノールに溶解して使用した。濃硫酸には和光純

薬工業製（98．2％，w／w，精密分析用）を用い，

精製水で希釈して各濃度の硫酸溶液を調製し

た。トリプトファンおよびその他のインドール

化合物やアミノ酸，アミン類は市販のものをそ

のまま使用した。トリプトファンは0．01M塩酸

に溶解して濃度が0ユMの溶液を調製し，これ

を原液として一200Cにて保存した。用時，この

原液を精製水で所定の濃度に希釈して使用し

た。実験に用いた精製水はMilli－Q　Waterシス

テム（日本ミリポア）により精製したものであ

る。

3．DMTHFによるトリプトファンの蛍光定量

　40％（v／v）硫酸1．OmlにDMTHF一メタノー

ル溶液（15mM）50μ1とトリプトファン含有試

料またはトリプトファン標準溶液50μ1を加

え，十分に混和し，室温，暗所で20分間放置後，

励起波長29211m，蛍光波長382　mnで溶液の蛍

光強度を測定した。

4．血清の前処理

　ヒトプール血清50μ1に1M過塩素酸溶液

450μ1を添加し，ボルテックス・ミキサーで撹

拝混合後，遠心分離（2，000g，15分間）した。
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この遠心上清50μ1を用い，上記の蛍光反応を

行った。

結果および考察

1．インドール類とL4一ジケトンの反応

　トリプトファンの蛍光定量に利用可能性のあ

る化学反応として筆者らが注目したのは，1950

年代初頭にRobillsonとSaxto11が行った1一メ

チルインドール（スカトール，1）と1，4一ジケ

トン類（2，3）の酸触媒による縮合反応であ

る8・9＞。彼らはストリキニーネの全合成を目的と

して，その中間体であるカルバゾレニン（4）

を，塩化水素を飽和したアルコール中，1とア

セトニルアセトン（2）の縮合反応で得ようと

試みた。しかし，彼らの予想に反して，この反

応で得られたのは4ではなく，青緑色の蛍光を

発する1，5，8一トリメチルベンツピロコリン

（5）であった（図1）。

　2の代わりにレブリルアルデヒド（3）を用

いた場合も1，8一ジメチルベンツピロコリン

（6）が得られた。一方，インドール化合物につ

いては，3位に置換基をもたないインドール自

体ではこのような反応は進行せず，1と同様に

3位モノ置換インドールであるアセチルトリプ

タミン（7）はベンツピロコリン（8）を与え

た。これらの事実から，2や3のような1，4一ジ

ケトン類は3位一置換インドール類の選択的蛍

光試薬として利用できるものと考えられた。

2．L4一ジケトン類によるトリプトファンの

　発蛍光反応

　最初に2を試薬として用い，3位一置換イン

ドールの一つであるトリプトファンの蛍光反応

について検討した。定量法への利用を考慮し，

酸溶液としては6－10M塩酸および20－50％（v／

v）硫酸を用いた。これらの酸溶液中のトリプト

ファンと2（終濃度は0．68mM）の室温におけ

る反応を調べたところ，塩酸溶液中ではほとん

ど発蛍光せず，硫酸溶液中では発蛍光体（励起

波長：292mn，蛍光波長：38211m）が生成した

ものの，その強度は低かった。そこで，2に代

わる試薬として，1，4一ジケトン類の中で最も反

応性の高いスクシニアルデヒド（9）の利用を

考え，実際には，そのアセタール体である

DMTHF（10，酸中で速やかに9に変化する）

による反応について検討した。

　DMTHFを試薬として用いた場合には，6－10

M塩酸中でもトリプトファンは発蛍光体を生成

したが，その生成速度は小さく，蛍光強度も依

然として三値であった。しかし，40％（v／v）硫

酸中では安定な発蛍光体が15分以内で生成し，

その蛍光強度は，2を試薬として用いた場合の

約50倍に増大した。また，この条件下では1お

よびセロトニンも強く発蛍光したが，インドー

ル自体はほとんど発蛍光しなかった。したがっ

て，本条件で生成する発蛍光体はRobillsO11と

Saxton9）が指摘しているようなベンツピロコ

リンのプロトン化型と考えられる（図2）。

H3　CH3

ノ
、1〃
　　　N

、

ノ

CH3

Carbazolenine（4）

チ（）ブ
　　　　　　　H

1：R＝一CH3

　　　　曾　曾　HC1
十　　　CH3－C一（CH2）2－C－R「一、

7：R＝一（CH2）2NHCOCH3，

21R』一CH3
3：R』一H

ノ
R

　　［　l

　　N　ICH3
　R・＼
Benzpyrr㏄oh皿e

5：R篇R』一CH3
6：R＝一CH3，　R」一H

8：R＝一（C｝12）2N正｛COCH3

　R’＝一CH3

図釜　3位一置換インドールと1，4一ジケトン類の縮合反応
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　　　　H　　　　　　　　　　　　40％（v／v）H2SO4

R　／　　　　　　R’　　　　R

＼［ ｺi寺
　Benzpyrrocoli皿e

　　　　Rノ
＼1＋4H
　　　u

　Fluorophore

Compounds R需 R2躍 Excitation　maximum Emission　maximum

Tryptophan H CH2CH（NH2）COOH 292nm 382nm

3－Me【hylindole H CH3 292nm 382nm

Serotonin HO CH2CB2NH2 330nm 450nm

Indole H H No且uorescence

図2　ジメトキシテトラヒドロフラン（DMTHF）によるインドール類の発蛍光反応

3．DMTHF’によるトリプトファンの蛍光定量

3・1　至適反応条件

　DMTHFによるトリプトファンの発蛍光反

応の至適条件を求める目的で，反応溶媒として

40％（v／v）硫酸を用い，反応温度（15～35℃）

と試薬濃度（終濃度で0．45～0．91mM）の影響

を調べた。その結果，これらの温度および濃度

範囲では発蛍光体の生成速度や蛍光強度にほと

んど差が認められなかったことから，試薬濃度

は0。68mMとし，反応は室温で行うこととし

た。

　一方，硫酸濃度は発蛍光体の生成速度や強度

に大きな影響を及ぼし，35％（v／v）以下では生

成速度が低く，45％（v／v）以上では発蛍光体の

分解が徐々に進行した。したがって，発蛍光体

の生成が15分以内で完結し，しかもそれが安定

に存在する溶媒として40％（v／v）硫酸を用いる

ことにし，反応時間は20分とした。

　以上の検討結果に基づいて確立した発蛍光反

応条件を実験方法の部に記載した。

3・2　特異性

　表1はこの発蛍光反応の特異性を示したもの

である。インドール3一カルボン酸を除くと，3

位一置換インドール類は強く発蛍光し，いずれ

の発蛍光体も292nmおよび382　nlnに極大励

起および蛍光波長を示した。5位に水酸基やメ

トキシ基を有する3，5一二置換インドール類も

強く発蛍光したが，それら発蛍光体の極大励起

および蛍光波長はそれぞれ330～335nmおよ

び430～450nmであり，トリプトファンの測定

波長（292／382nm）における相対蛍光強度は

7％以下であった。一方，3位に置換基をもた

ないインドール類や，2，3一ジメチルインドール

のように，3位に置換基を有していても2位も

置換されているインドール類は構造上ベンツピ

ロコリンを生成しえないため，いずれもほとん

ど発蛍光しなかった。さらに，血液や尿成分の

中から選びだした24種のアミノ酸やアンモニ

アおよびいくつかの代表的な含窒素化合物にも

発蛍光は観察されなかった。以上のように，

DMTHFによる発蛍光反応は3位一置換イン

ドールに対して特異性の高いことが確認され

た。

3・3検量線と精度

　本法の検量線は試料中トリプトファン濃度が

0．8～80nlnol／m1の範囲で良好な直線性（r＝

0．999）を示し，10回の繰り返し測定における相

対標準偏差は40，10および2。4mno1／m1でそ

れぞれ2．6％，3．0％および3．6％であった。ま

た，本法の検出限界（S／N＝2）は0．4nmol／m1
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表1　DMTHFによる発蛍光反応の特異性

COmPOUIlds Relative　fluorescence　illtensity

3－Mollosubstituted　il｝doles

@　TryptOphan

@　Tryptam｛11e

@　Illdole　3－1actic　acid

@　Indole　3－acetic　acid

@　3－Methylilldole

@　Illdole　3－carboxylic　acid

100

X6

V4

U2

S6

@0．1

3，5－Disubstituted　illdoles

T－Hydroxyilldole　3－acetic　acid

lelatOllin

rerotOIlin

T－Hydroxytryptophan

6．4

U．4

O．5

O．5

Other　illdoles

T－Hydroxyindole，5－Methoxyilldole

Q－Methylindole，2，3－Dimethylilldole，　IIldole

〈0．01

Amillo　acids

Q0Proteil／am｛110　ac｛ds，　Ornithille，　Citrullille，

ﾁ一Aminobutyric　acid，　ε一Aminocaproic　acid

〈0．005

Other　llitrogell　col丁1pounds

trea，　Spermidille

tric　acid，　Spermine，　Glutathione，　Histamille，　Ammollia

　0．03

モO．005

　各化合物を実験方法の部に記載した条件でDMTHFと反応させた後（40％硫酸中，室温，20分間），励起波長292
nm，蛍光波長382　nmでの反応液の蛍光強度を測定。5μMトリプトファンの蛍光強度を100とし，各化合物の蛍光
強度をモル換算での相対値で示している。

（20Pmol／反応チューブ）であり，トリプトファ

ンの微量定量に十分応用可能な感度を有してい

た。

3・4　アミノ酸混合物中のトリプトファンの微
　ヨ　ゆ　ヨ
重：疋：里

　DMTHFによる蛍光反応ではトリプトファ

ン以外のアミノ酸は発蛍光しないことから，ア

ミノ酸混合物中のトリプトファンの特異的微量

定量に本法が応用可能と考えられた。そこで，

タンパク質を構成している20種類のアミノ酸

のうち，トリプトファン以外の19種類のアミノ

酸とアンモニアをそれぞれ8011mol／mlの濃度

で含む試料溶液に各量のトリプトファンを添加

し（終濃度で0．8～80nlnol／ml），本蛍光反応を

行ったところ，添加トリプトファン濃度に対す

る検量線は原点を通る良好な直線性（r＝0．999）

を示し，前述した標準トリプトファン溶液に対

する検量線と完全に一致した。また，アミノ酸

やアンモニアが共存する試料溶液中の本法によ

るトリプトファン測定値の相対標準偏差（n＝

10）は4．0および1．6mnol／ln1でそれぞれ

2．7％および3．6％であった。このように，他の
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0

十　　Standald紅yptophane

十　Semm＋Tryptophan

0　　　　　　　　25　　　　　　　　50　　　　　　　75　　　　　　　100　　　　　　　125

　　　　　　Tryptopha皿（nmo11姐）

トリプトファン標準溶液およびトリプトファン

添加血清に対する検量線
　トリプトファン標準溶液（○）およびヒ1・プー

ル血清にトリプ1・ファン（5～100nlnol／ml血
清）を添加したもの（⑳）を，実験方法の部に
記載した方法により蛍光強度を測定。両直線の
傾きの比は0．96。

アミノ酸やアンモニアが多量に共存しても，本

法は，それらの妨害を受けず，アミノ酸混合物

中の微量トリプトファンの特異的定量に応用可

能であることが示された。

3・5血清中トリプトファンの定量

　血清中のトリプトファン濃度は，血清を過塩

素酸で除蛋白後，その遠心上清（血清の10倍希

釈液に相当）の一部を試料としてDMTI｛Fに

よる蛍光法で定量した。図3は，各量のトリプ

トファンを添加したヒトプール血清（添加濃

度：5～100mnol／ml）に対して得られた本法

の検量線を示している。また，比較のために，

この添加濃度に対応する各濃度のトリプトファ

ン標準溶液についての検量線も図示した。両検

量線とも良好な直線性を示し，両直線の傾きの

比からプール血清に対するトリプトファンの平

均添加回収率は96％と求められた。また，本法

による繰り返し測定で求められた，このプール

血清中のトリプトファン濃度は55．3±2．0μM

（mea11±SD，　n＝10）であり，その相対標準偏差

は3．6％と良好な結果であった。

　さらに，本法によって測定した健常成人男子

10人目血清トリプトファン濃度は60．2±15．8

μM（Mean±SD）であり，従来の報告値である

37～71μM（平均値：54μM）1。）に近似してい

た。

　DMTHFによる蛍光反応ではトリプトファ

ンの代謝物であるトリプタミン，インドール

3一酢酸およびインドール3一乳酸も強く発心面

する（表1）。これら3種の3位一置換インドー

ルのうち，トリプタミンは，そのヒト血清中濃

度がトリプトファンの1％以下であるので11），

本定量法の妨害因子とはならない。しかし，ヒ

ト血清中にはトリプトファンの約10％のイン

ドール3一酢酸と数％程度のインドール3一乳酸

が存在しており10），これらはそれぞれトリプト

ファンの62％および74％の蛍光強度を示す（表

1）。したがって，本法によって求められたトリ

プトファン濃度は，これら両物質による正の誤

差のため，実際よりも約10％高値を示すことに

なる。この点を解決するは，酸性物質であるイ

ンドール3一酢酸やインドールひ乳酸と両性物

質であるトリプトファンの分離操作を前処理過

程に組み入れる必要があり，今後検討の予定で

ある。
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