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研究成果の概要（和文）：　本研究では，ポストカラムエキシマー蛍光誘導体化LC法を用いるα－リポ酸の特異的分析
法を基盤とした，生体内の酸化還元状態（レドックスバランス）を評価するための新規計測技術の確立を目指した。生
体内において酸化型・還元型の両形態で存在するα－リポ酸を，それぞれの形態のままで一斉に計測する分析法を構築
し生体計測へ展開することで，生体内レドックスバランスの簡便・高感度・高選択的な分析化学的評価が可能となった
。

研究成果の概要（英文）：In this research, a simultaneous determination of reduced and oxidized α-lipoic 
acid (LA) has been developed and was applied to the estimation of biological Red/Ox balance. This 
analysis method involves reversed-phase liquid chromatographic separation of LA-related compounds, 
on-line reduction of intramolecular disulfide structure to dithiol structure, post-column derivatization 
with N-(1-pyrenyl)maleimide, and excimer fluorescence detection. Balance of biological Red/Ox state were 
calculated from the amount of reduced-LA and that of oxidized-LA in samples. Simple, sensitive, and 
selective estimation of Red/Ox balance could be achieved.

研究分野： 分析化学

キーワード： レドックス　分析化学　α－リポ酸　エキシマー蛍光　蛍光誘導体化法　クロマトグラフィー
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１．研究開始当初の背景 
 グルタチオンやホモシステインをはじめ
とする生体チオール化合物は，生体内の多く
の酸化・還元（レドックス）反応に関与して
いる。生体チオール化合物の一種であるα−
リポ酸は，細胞内呼吸やエネルギー産生に不
可欠なビタミン様化合物であり，様々な酵素
の補酵素として機能している。一方，α−リ
ポ酸は美容機能（色素沈着の抑制，繊維芽細
胞の増殖）や，動物や試験管レベルにおける
ダイエットサポート機能（血糖値の低下，脂
肪燃焼の補助）を有することから，化粧品の
有効成分や抗肥満サプリメントとしても利
用されている。これらの作用はα−リポ酸の
キレート形成反応（遊離型 ⇄ キレート型）
や自己酸化還元反応（酸化型 ⇄ 還元型）（図
１）に基づいているので，それらの詳細な機
能解明のためにはチオール化合物をそれぞ
れの形態のままで計測する必要がある。 
 
 
 
 
 

 
図１．還元型と酸化型のリポ酸関連化合物 

 
 
 しかし，酸化型・還元型のα−リポ酸をそ
の形態のままで一斉に計測できる汎用分析
技術としては，LC−MS（LC−MS/MS）法［例
えば，Biomed. Chromatogr., 18 (2004) 681.］あ
るいは LC-電気化学検出法［例えば，Methods 
Enzymol., 251 (1995) 315.］が報告されている
だけである。とは言うものの，前者は装置自
体並びにランニングコストが高価で，後者は
電極の劣化に伴う再現性の低下が問題視さ
れている。そのため国内外で蛍光誘導体化LC
法の開発も試みられているが，同時分析法と
して十分な成果を得られているものは，α−
リポ酸のカルボキシル基を蛍光誘導体化す
る方法［J. Chromatogr. A, 870 (2000) 381.］並
びに 2 つの蛍光誘導体化反応を連続的に実施
する方法［J. Chromatogr. B, 854 (2007) 109.］
だけに限定される。しかしながら，これらの
方法もプレカラムでの繁雑な前処理・誘導体
化操作が必要であり，簡便な分析法とは言い
難いのが実状であった。 
 そこで，酸化型・還元型のリポ酸関連化合
物を同時計測するための簡便かつ高選択的
な新規ポストカラム蛍光誘導体化 LC 分析法
を開発し，α−リポ酸の分子状態を指標とし
たレドックス機能評価システムの構築を試
みた。 
 
 
２．研究の目的 
 研究期間内に，酸化型・還元型リポ酸関連
化合物を対象とした同時計測法を確立し，レ
ドックスバランス評価システムとしての有

用性を評価することを研究目的とした。本計
測の基盤となるエキシマー蛍光誘導体化法
の技術は，複数の反応性官能基を有する化合
物群の特異的計測に有効な方法論（図２）で，
既にいくつかの特許を保有している極めて
独創的かつ有用性の高い分析手法である。こ
の誘導体化法は，特に実試料分析において，
高い感度と選択性，簡便な操作性を提供でき
る実用的な計測法となりうるものである。モ
デル化合物であるα−リポ酸を対象とした実
験を通じて反応性や操作性について検討し，
さらに生体試料計測に導入することでレド
ックスバランス評価システムとしての有用
性を検証する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．エキシマー蛍光誘導体化法の原理 
 
 
３．研究の方法 
「酸化型・還元型チオール化合物を対象とし
た同時計測法の開発」 
（１） ポストカラム誘導体化 LC システム

の開発 
（２） 分析法バリデーションに関する検討 
 
「チオール化合物分析を基盤とするレドッ
クスバランス評価法の検証」 
（３） 実試料中チオール化合物の分析に関

する研究 
（４） 抗酸化物質のレドックス能評価に関

する検討 
 
「レドックスバランス評価のための関連技
術の開発」 
（５） 分散液液マイクロ抽出を用いるスト

レスマーカー前処理法の開発 
（６） 生体内低分子化合物の高選択的計測

法の開発 
 
 
４．研究成果 
（１）α−リポ酸及びその関連化合物の酸化
型・還元型を対象とした同時計測のためのオ
ンライン還元−ポストカラム誘導体化−LC 蛍
光検出システム（図３）を構築した。ピレン
試薬には N-(Pyrenyl)maleimide（NPM）が，還
元剤には Tributylphosphine（TBP）が，それぞ
れ最適だった。分子内エキシマー蛍光誘導体
化法の活用により，目的化合物計測のための
極めて選択性の高い方法論を開発すること
ができた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．分析システムの流路図 
 
 
（２）開発したオンライン還元・誘導体化分
析システムについて，還元カラムの耐久性試
験を含めた各種条件の最適化を行い，感度や
選択性だけでなく，操作性や再現性を検証し
た。実試料計測に適用可能な頑健性の高いLC
システムを構築することができた。 
 
（３）（２）で最適化した計測法を健常人由
来試料の測定に適用した。標準添加の生体試
料を測定しただけでなく，α−リポ酸含有サ
プリメントの服用により，血液や尿中のリポ
酸濃度の上昇が確認され，酸化型（LA）・還
元型（DHLA）リポ酸の血中濃度推移（図４）
を追跡することも可能だった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．血中リポ酸濃度の推移 
 
 
（４）レドックスバランス評価のため，抗酸
化物質摂取時の生体内リポ酸バランスを LC
計測した。（３）と同様，酸化型・還元型リ
ポ酸の血中濃度推移を同時計測することが
でき，抗酸化能評価のための一助となれるこ
とが実証された。 
 
（５）より実践的なレドックスバランス評価
のため，試料の前処理として分散液液マイク
ロ抽出法（DLLME）の導入を検討した。ヒト
唾液及び血清中のストレス関連物質の抽
出・濃縮に適用したところ，極めて簡便かつ
再現的に良好な結果を得ることに成功した
（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．DLLME 有無によるクロマトグラムの変化 
クロマトグラム：(a) DLLME 有り，(b) DLLME 無し 
ピーク：1, コルチゾール；2, コルチゾン 
 
 
（６）生体内レドックスバランスの内因性化
合物に対する影響を評価するため，チオール
化合物以外の低分子化合物について新たな
定量法を開発した。アミノ酸，核酸やシアル
酸などの高選択的 LC 分析法を確立すること
ができ，レドックスバランスとの一斉追跡・
評価が可能となった。 
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