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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシンを選択的に捕捉する方法論を開発するために、標品の化学合成を実施した。
D-及びL-セリンを出発原料として、立体化学が明確な４種の標準サンプルを調整した。2-アミノ-1, 3-ジオール構造に
化学特異的に反応する部位として、グルタルアルデヒドを選択した。フェニルグルタルアルデヒド誘導体を化学合成し
、樹脂に担持させた。樹脂への固定化は、IRスペクトルにより確認した。捕捉の効率を数値化するために、OPA法につ
いて検討した。血液中のスフィンゴシン１リン酸の分解物であるスフィンゴシンの検出をめざし、本方法標品を用いた
実験により、血中濃度とほぼ同様な濃度での検出が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：To create new methodology of chemoselective catch toward sphingosine, large scale 
organic synthesis of target molecule was performed. Four standard samples having four different stereochem
istries were prepared from D- and L-serine. The glutaraldehyde group was selected as functional group to r
eact chemoselectively toward an 2-amino-1,3-diol function. The phenyl glutaraldehyde derivative was synthe
sized and connected with surface of the resin. The immobilization efficiency was confirmed by IR. The OPA 
derivatization method for detection of sphingosines reveals clearly its efficiency of the catching. To det
ect small amount of sphingosine in serum, downsizing of this new methodology was successfully performed ut
ilizing the previously synthesize standard samples.
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質、核酸、糖鎖と並ぶ重要生体構
成成分である脂質、このうち、スフィンゴシ
ンは 18 個の炭素を持つ長鎖アミノジオール
構造を共通構造としており、ヒト脳より最初
に単離された化合物群である。スフィンゴ脂
質は、すべての動植物、菌類、原核生物、ウ
ィルスに幅広く存続しており、膜成分、リポ
タンパク質の主成分、肌の多重膜バリア、シ
グナル伝達機能物質など、生体内において、
広範かつ重要な役割を果たしている。しかし、
その研究は一般に生化学者を中心に進めら
れており、そのため、スフィンゴシンの分析
方法には進歩性のかけるところが多い。 
 我々は、その立体構造研究の過程において、
天然からのスフィンゴシンの分離作業が極
めて煩雑であり、そのため、一般的な信頼で
きる大量のサンプルの入手が困難であるこ
とに遭遇した。特に、スフィンゴシンの有す
る特異な溶解性がその扱いを困難にしてい
た。また、同時に、別実験からグルタルアル
デヒドがこのスフィンゴシンと極めて速や
かに反応し、安定な三環性化合物を与えるこ
とを見出した。そこで、本研究では、この反
応を利用して、煩雑なスフィンゴシンの分離
作業を極めて簡単にし、かつ効率よく行うシ
ステムの構築を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
 セカンドメッセンジャーとして、近年、注
目を集めているスフィンゴシンをターゲッ
ト化合物として、これらを選択的に捕捉する
方法論を開発することを目的としている。ス
フィンゴシンの共通構造である 2-アミノ-1，
3-ジオール構造に、化学特異的に反応する反
応剤の設計、合成、評価を行い、官能基特異
的反応を最適化する。最適化された反応を考
慮した捕捉剤をビーズ等に固定化すること
により、スフィンゴシンの選択的捕捉条件を
検討する。具体的には、 
 (1)固定化を念頭において、液相中でスフ
ィンゴシンを効率的に捕捉する反応剤を設
計、合成、評価し、捕捉剤の構造を最適化す
る。 
 (2) 捕捉剤をビーズへ固定化した後、スフ
ィンゴシンの選択的捕捉条件の検討を行う。 
以上２点を目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 上記研究目的を達成するため、本研究では
以下に示す手順で研究を遂行する。 
(1)スフィンゴシンの化学合成 
スフィンゴシンには４つの立体異性体の
可能性が存在する。立体化学に留意し、
化学合成により４種の信頼にたるサンプ
ルを調整する。 

(2)官能基特異的反応剤の探索及び開発 
ビーズへの固定化を念頭に、まずは液相中
でスフィンゴシンを効率的に捕捉する反

応剤を設計、合成、評価し、反応剤の構造
を最適化する。その後、官能基特異性発現
に必要な反応条件の探索を行う。 
(3)捕捉剤のビーズへの固定化、及び実用

化に向けた条件の最適化 
 (2)の反応剤をビーズに固定化し、スフィ
ンゴシンの高感度分析を指向した条件の最
適化。 

 
４．研究成果 
 
 セカンドメッセンジャーとして、注目を集
めているスフィンゴシンを選択的に捕捉す
る方法論を開発するため、まず、ターゲット
化合物であるスフィンゴシンの大量化学合
成を実施した。スフィンゴシンは市販品とし
て容易に入手可能であるが、微量でしか入手
できないこと、また、天然体の立体化学を有
したもののみしか入手できないため、化学合
成によるサンプルの調製を行った。D-セリン
から調製された保護体にメチルリン酸ジメ
チルエステルを結合させ、テトラデカナール
とのエモンズ・ホーナー反応により、トラン
スエノン体を得ることができた。続く DIBAH
還元により、選択的にαアルコール体を得、
これを酸性条件で加水分解反応により非天
然型の L-threo 体を合成した。更に、出発原
料として、L-セリンを使用、同様な合成ルー
トを実施し、L-erythro, D-threo 体を調整し
た。 
 次に、スフィンゴシンの共通構造である 2-
アミノ-1, 3-ジオール構造に、科学特異的に
反応する反応剤の設計について検討した。
「2-アミノ-1, 3-プロパンジオール」をモデ
ル化合物として、捕捉剤の検討を行った。本
化合物は、スフィンゴシンと全く同じ官能基
群を有し市販品が入手可能なことから、モデ
ルとして最適と判断された。TLC 上での条件
検討を考慮して、紫外線で容易に検出可能な
フェニルグルタルアルデヒドを設計、これを
合成した。フェニルグルタルアルデヒと 2-
アミノ-1, 3-プロパンジオールが三環性化合
物を与えることを確認した後、その生成条件
に関して、pH、温度、時間等の最適条件を検
討した。 
 
 補足剤の基本的骨格を有するグルタルア
ルデヒドが、合成スフィンゴシンと効率的に
反応するかを確認した。アルデヒドとターゲ
ット化合物は室温、中性で速やかに反応する
のを確認した。また、立体異性体についても
同様の反応が確認された。昨年度の実験によ
り、高感度検出の必要性が生じた。従来の TLC
法は煩雑であり、その検出感度の低さも今後
の問題となりうる。そのため、アミン類の蛍
光検出試薬である既知の OPA誘導化を実施し
た。HPLC、蛍光検出器との組み合わせにより、
スフィンゴシンの高感度検出法を立ち上げ
ることができた。これにより、条件検討の速
度を向上させることができた。 



 p-ヒドロキシケイ皮酸をアンバーライト
存在下、メチルエステルとした後、LiAlH4に
よる 1,2 還元、DDQ によりαβ不飽和アルデ
ヒドとした。フェノール性水酸基を TBDPS で
保護した後、エチルビニルエーテルと
Diels-Alder 型反応により環状汗タール誘導
体とした。その後 TBAF によりシリル基を脱
保護した。次に、Merrifield 樹脂とエーテル
型結合を介して、担持させた。最後に塩酸を
用 い て ア セ タ ー ル 部 分 を 開 裂 さ せ 、
dihemiacetal構造を再現させた。樹脂への固
定化は、IR スペクトルにより確認した。特に、
カルボニル基の吸収は樹枝上のグルタルア
ルデヒド部分の構造を明確に示していた。今
回開発されたグルタルアルデヒド樹脂は、固
定化されているため、極めて安定であり、重
合することなく、約１ケ月後も存在すること
が IR スペクトルから確認された。本樹脂を
用いて、液相中のスフィンゴシンの補足実験
を実施した。生体試料を鑑み、血清を用いる
こととした。血清中に一定量のスフィンゴシ
ンを添加し、本樹脂による捕捉・脱離能の評
価を行った。予備的な結果ではあるが、血清
中の遊離スフィンゴシンの濃縮、検出を確認
することができた。 
 
 捕捉剤の開発及び官能基特異性の評価を
行った。開発した樹脂の大量合成法に沿って、
捕足能を有する化合物を合成、市販樹脂との
結合により、実験に必要な捕捉樹脂を確保し
た。捕捉の効率を数値化するために、OPA 法
についての検量線を作成し、補足、脱離の効
率を数値化することに成功した。これにより、
補足条件の検討を更に効率的に行うことが
できた。また、脱離条件についても詳細な検
討を実施したが、脱離後の pH が、検出誘導
化条件である OPA法の塩基性条件と合致せず、
良好な収率が得られないことが判明した。今
後、脱離後の pH のコントロールが必要検討
条件であることが判明した。 
 血液中にはセカンドメッセンジャーであ
るスフィンゴシン１リン酸（S1P）の分解物
であるスフィンゴシンが存在する。まず、文
献で、述べられているスフィンゴシンの濃度
まで、本方法がダウンサイズ可能であるか確
認した。標品のスフィンゴシンを用いた実験
により、血中濃度とほぼ同様な濃度での検出
が可能であることが判明した。実際の血清の
サンプルでは、同様な方法での検出が不可能
であったので、サンプルの濃縮を行ったとこ
ろ、HPLC の RT での確認ではあるが、血清中
のスフィンゴシンの検出に成功した。 
 次に捕捉ビーズの応用例として、容易に入
手可能でスフィンゴシン類が比較的多く含
まれるタモギタケに着目し予備的実験を実
施した。 
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