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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

移動相として酢酸水、酢酸アンモニウム水、ギ酸水、ギ酸アンモニウム水及び水を用い、

固定相としてペンタブロモベンジル基結合型シリカゲルを用いて（逆相）クロマトグラフ

ィーを行う工程を含む、セレノネイン含有溶液からのセレノネインモノマーの分離方法。

【請求項２】

　分子排除クロマトグラフィーを行う工程をさらに含む、請求項１に記載されるセレノネ

インモノマーの分離方法。

【請求項３】

　セレノネインを熱水抽出する工程をさらに含む、請求項１または２に記載のセレノネイ

ンモノマーの分離方法。

【請求項４】

　固定相としてアルキル基結合型シリカゲルを用いて（逆相）クロマトグラフィーを行う

工程をさらに含む、請求項１ないし３のいずれか一項に記載のセレノネインモノマーの分

離方法。

【請求項５】

　請求項１ないし４のいずれか一項に記載のセレノネインモノマーの分離方法を含むセレ

ノネインモノマーの製造方法。

【請求項６】

　請求項１ないし４のいずれか一項に記載のセレノネインモノマーの分離方法を含むセレ
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ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 析 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 溶 液 か ら セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー を 分 離 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 セ レ ン は 、 マ グ ロ 類 や カ ジ キ 類 な ど の 魚 類 組 織 中 に 高 濃 度 で 含 ま れ て お り 、 が ん や 心 臓

病 等 の 生 活 習 慣 病 や 老 化 の 予 防 等 に 有 効 で あ る と 期 待 さ れ て い る 。 し か し 、 魚 類 組 織 に 含

ま れ る 低 分 子 量 の セ レ ン 含 有 化 合 物 は 、 こ れ ま で 充 分 に 利 用 さ れ て こ な か っ た 。 こ れ は 、

魚 介 類 の 血 合 肉 や 内 臓 に は 有 機 重 金 属 の メ チ ル 水 銀 や カ ド ミ ウ ム が 含 ま れ る こ と が あ る の

で 、 医 薬 品 や 食 品 等 へ の 利 用 に 適 さ な い か ら で あ る 。

　 そ の た め 、 魚 介 類 組 織 由 来 の 濃 縮 物 か ら セ レ ン 含 有 化 合 物 を 抽 出 し て 物 質 を 特 定 す る こ

と 、 及 び 、 濃 縮 物 か ら セ レ ン 含 有 化 合 物 を 分 離 ・ 精 製 し て 高 純 度 物 品 を 製 造 す る こ と は 、

セ レ ン 含 有 化 合 物 に 様 々 な 用 途 が 考 え ら れ る た め 従 来 か ら 強 く 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 出 願 の 発 明 者 ら は 、 有 機 セ レ ン を 多 く 含 む 魚 の 血 合 い か ら 抽 出 し た セ レ ン 含 有 化 合 物

の 構 造 を 解 明 し 、 新 規 セ レ ン 化 合 物 と し て 物 質 特 許 を 出 願 し た （ 特 許 文 献 １ ） 。 そ の 後 、

こ の 新 規 セ レ ン 化 合 物 は 、 エ ル ゴ チ オ ネ イ ン の チ オ ケ ト ン 基 が セ レ ノ ケ ト ン 基 に 置 き 換 わ

っ た 化 合 物 で あ る こ と か ら 「 セ レ ノ ネ イ ン 」 と 命 名 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 セ レ ノ ネ イ ン に は 、 下 記 構 造 式 １ A， １ Bで 表 さ れ る セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー 、 及 び 、 化 合

物 １ Aが 二 つ 結 合 し た 化 合 物 １ Cで 表 さ れ る セ レ ノ ネ イ ン ダ イ マ ー （ 酸 化 型 セ レ ノ ネ イ ン ）

の 異 性 体 が 存 在 す る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 化 １ 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 セ レ ノ ネ イ ン は 強 力 な 抗 酸 化 能 を 有 し て い る こ と を は じ め と し て 、 人 体 に 有 益 な 様 々 な

特 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 セ レ ノ ネ イ ン を 利 用 し た 食 品 、 化 粧 品 、 飼 料 、 試 薬

等 の 開 発 が 進 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 上 記 特 許 文 献 １ で は 、 セ レ ノ ネ イ ン の 分 離 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ high per

formance liquid chromatography ; HPLC） に よ り 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム と ア ル キ ル 基 結 合 型

カ ラ ム を 併 用 し て 行 な っ た 。 し か し 、 こ の 方 法 で は 、 他 の セ レ ン 化 合 物 か ら セ レ ノ ネ イ ン

を 精 製 す る こ と が で き る が 、 セ レ ノ ネ イ ン の 硫 黄 ア ナ ロ グ で あ る エ ル ゴ チ オ ネ イ ン （ 下 記

構 造 式 （ ２ ） 参 照 ） と の 十 分 な 分 離 は で き て い な か っ た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 化 ２ 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た 、 非 特 許 文 献 １ に は 、 HPLC法 に お い て 、 C6フ ェ ニ ル カ ラ ム を 使 用 し て エ ル ゴ チ オ ネ

イ ン と セ レ ノ ネ イ ン を 分 離 し 検 出 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の カ ラ ム を 用 い

た 場 合 の エ ル ゴ チ オ ネ イ ン と セ レ ノ ネ イ ン と の 保 持 時 間 の 差 は 約 24秒 し か な く 、 ま た 、 セ

レ ノ ネ イ ン の ピ ー ク は 後 続 す る エ ル ゴ チ オ ネ イ ン の ピ ー ク の 裾 と 重 な る た め 、 両 者 を 分 離

す る た め の 精 製 に は 適 し て い な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 非 特 許 文 献 ２ に は 、 同 じ く HPLC法 に よ り 酸 化 型 セ レ ノ ネ イ ン （ ダ イ マ ー ） と エ ル ゴ チ オ

ネ イ ン （ モ ノ マ ー ） を 分 離 す る 方 法 が 記 載 さ れ て お り 、 得 ら れ た 酸 化 型 セ レ ノ ネ イ ン の 純

度 は ９ ８ ％ と い う 高 純 度 の も の が 得 ら れ て い る 。

　 し か し 、 こ の 方 法 で は 、 セ レ ノ ネ イ ン の 抽 出 に メ タ ノ ー ル を 用 い る た め 、 エ タ ノ ー ル 中

で セ レ ノ ネ イ ン は ダ イ マ ー 化 し て し ま い 、 高 純 度 の 酸 化 型 セ レ ノ ネ イ ン は 得 ら れ て も 、 高

純 度 の セ レ ノ ネ イ ン の モ ノ マ ー を 得 る こ と が で き な い 。 生 体 内 で 反 応 す る の は セ レ ノ ネ イ

ン の モ ノ マ ー な の で 、 メ タ ノ ー ル 等 の 有 機 溶 媒 を 用 い て セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー を 抽 出 す る

こ と は 適 切 で は な い 。 ま た 、 こ の 方 法 で は 、 試 料 中 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー は セ レ ノ ネ イ

ン ダ イ マ ー と し て 検 出 さ れ る た め 、 試 料 中 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 含 有 量 を 分 析 す る こ

と は で き な か っ た 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 許 第 ５ ６ ６ ９ ０ ５ ６ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Nina Kroepfl et al. , Quantitative determination of the sulfur-co

ntaining antioxidant ergothioneine by HPLC/ICP-Q Q Q-MS, Journal of Analytical Ato

mic Spectometry, 2017, 32, 1571-1581

【 ０ ０ １ ３ 】

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nikolaus G. Turrini et al. , Biosynthesis and isolation of seleno

neine from genetically modified fission yeast, Metallomics, 2018.10. 1532-1538,

The Royal Society of Chemistry 2018

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 溶 液 か ら 、 セ レ ノ ネ イ ン を ダ イ マ ー 化 す る こ と な く モ ノ マ
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ー と し て 分 離 ・ 精 製 す る 方 法 に 関 す る 。

　 特 に 、 セ レ ノ ネ イ ン の 硫 黄 ア ナ ロ グ で あ る エ ル ゴ チ オ ネ イ ン は 、 セ レ ノ ネ イ ン と 化 学 的

な 性 質 が 類 似 し 、 セ レ ノ ネ イ ン と 共 存 す る 場 合 、 従 来 の 方 法 で 両 者 を 分 離 す る こ と は 困 難

で あ っ た 。 こ れ は 、 上 記 の と お り 、 セ レ ノ ネ イ ン と エ ル ゴ チ オ ネ イ ン と は 、 構 造 的 に は チ

オ ケ ト ン 基 が セ レ ノ ケ ト ン 基 に 置 き 換 わ っ た こ と の み が 相 違 す る た め 、 極 性 、 分 子 量 等 の

諸 特 性 に お い て 、 両 者 を 分 離 す る た め の 有 意 な 相 違 が な い か ら で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 し か し 、 セ レ ノ ネ イ ン は エ ル ゴ チ オ ネ イ ン の 約 １ ０ ０ ０ 倍 、 水 溶 性 ビ タ ミ ン Eの 約 ５ ０

０ 倍 の ラ ジ カ ル 消 去 活 性 を 示 す と い わ れ て い る 。 ま た 、 セ レ ノ ネ イ ン は 特 異 的 な ト ラ ン ス

ポ ー タ ー を 介 し て 培 養 細 胞 の 培 地 か ら 速 や か に 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 、 過 酸 化 水 素 に よ る 酸

化 ス ト レ ス 条 件 下 で も 細 胞 増 殖 能 を 増 強 す る 。

　 し た が っ て 、 セ レ ノ ネ イ ン を 、 エ ル ゴ チ オ ネ イ ン か ら 分 離 し て 精 製 す る こ と の 技 術 的 な

意 味 は 、 極 め て 大 き い も の が あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 は 、 化 学 的 特 性 の 類 似 す る エ ル ゴ チ オ ネ イ ン が 共 存 し て い て も 、 セ レ ノ ネ イ ン

含 有 溶 液 か ら セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー を ダ イ マ ー 化 す る こ と な く 分 離 す る こ と を 目 的 と す る

。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 開 示 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る に あ た り 、 次 の 構 成 か ら な る 方 法 を 採 用 す る も の で あ る

。

〔 １ 〕 固 定 相 と し て ペ ン タ ブ ロ モ ベ ン ジ ル 基 結 合 型 シ リ カ ゲ ル （ 構 造 式 （ ３ ） 参 照 ） を 用

い て （ 逆 相 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う 工 程 を 含 む 、 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 溶 液 か ら の セ レ ノ

ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 。

【 化 ３ 】

〔 ２ 〕 移 動 相 媒 体 と し て 水 系 溶 液 を 用 い る 〔 １ 〕 に 記 載 さ れ る セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分

離 方 法 。

〔 ３ 〕 分 子 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う 工 程 を さ ら に 含 む 、 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載

さ れ る セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 。

〔 ４ 〕 セ レ ノ ネ イ ン を 熱 水 抽 出 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 〔 １ 〕 な い し 〔 ３ 〕 の い ず れ か に

記 載 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 。

〔 ５ 〕 固 定 相 と し て ア ル キ ル 基 結 合 型 シ リ カ ゲ ル を 用 い て （ 逆 相 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を

行 う 工 程 を さ ら に 含 む 、 〔 １ 〕 な い し 〔 ４ 〕 の い ず れ か に 記 載 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の

分 離 方 法 。

〔 ６ 〕 〔 １ 〕 な い し 〔 ５ 〕 の い ず れ か に 記 載 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 を 含 む セ

レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 製 造 方 法 。

〔 ７ 〕 〔 １ 〕 な い し 〔 ５ 〕 の い ず れ か に 記 載 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 を 含 む セ

レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 析 方 法 。
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【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 開 示 に 係 る セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 に よ れ ば 、 化 学 的 性 質 が 類 似 し て 分 離 が

難 し か っ た エ ル ゴ チ オ ネ イ ン を 含 有 す る セ レ ノ ネ イ ン 含 有 溶 液 か ら 、 セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ

ー を 分 離 す る こ と が 可 能 と な っ た 。

　 ま た 、 高 純 度 の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー が 得 ら れ た こ と か ら 、 化 学 ・ 生 化 学 実 験 用 試 薬 や

分 析 用 標 準 品 の 開 発 が 可 能 と な っ た 。

　 さ ら に 、 分 子 排 除 カ ラ ム を 組 み 合 わ せ れ ば 、 セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー 含 有 溶 液 に 含 ま れ る

分 子 サ イ ズ の 異 な る 不 純 物 を 分 離 し 、 セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 純 度 を 高 め る こ と が で き る

。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ９ 】

【 図 １ 】 C30カ ラ ム を 用 い た と き の U V(260nm)ク ロ マ ト グ ラ ム

【 図 ２ 】 PBrカ ラ ム を 用 い た と き の U V(260nm)ク ロ マ ト グ ラ ム

【 図 ３ 】 エ ル ゴ チ オ ネ イ ン 標 準 品 の ICP-MSク ロ マ ト グ ラ ム （ SO-47.967）

【 図 ４ 】 精 製 セ レ ノ ネ イ ン の ICP-MSク ロ マ ト グ ラ ム (SO-47.967)

【 図 ５ 】 精 製 セ レ ノ ネ イ ン の ICP-MSク ロ マ ト グ ラ ム (SeO-95.9114)

【 図 ６ 】 精 製 セ レ ノ ネ イ ン （ 濃 縮 後 ） の U Vク ロ マ ト グ ラ ム (260nm, PBrカ ラ ム )

【 図 ７ 】 精 製 セ レ ノ ネ イ ン の U Vク ロ マ ト グ ラ ム (260nm, Ultrahydrogel 120カ ラ ム )

【 図 ８ 】 高 純 度 セ レ ノ ネ イ ン の U Vク ロ マ ト グ ラ ム (260nm, Ultrahydrogel 120カ ラ ム )

【 図 ９ 】 C6フ ェ ニ ル カ ラ ム を 用 い た と き の U V(260nm)ク ロ マ ト グ ラ ム （ カ ラ ム 以 外 は 実 施

例 １ と 同 一 条 件 ）

【 図 １ ０ 】 C6フ ェ ニ ル カ ラ ム を 用 い た と き の U V(260nm)ク ロ マ ト グ ラ ム （ カ ラ ム 及 び グ ラ

ジ エ ン ト 条 件 以 外 は 実 施 例 １ と 同 一 条 件 ）

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 開 示 の セ レ ノ ネ イ ン 含 有 溶 液 か ら の セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 方 法 は 、 固 定 相 と し

て ペ ン タ ブ ロ モ ベ ン ジ ル 基 結 合 型 シ リ カ ゲ ル を 用 い て （ 逆 相 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う

工 程 を 含 む 。

　 本 開 示 に お い て 、 セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー と は 、 前 記 構 造 式 １ A， １ Bで 表 さ れ る 異 性 体 を

含 む が 、 前 記 構 造 式 １ Cで あ る 酸 化 型 セ レ ノ ネ イ ン （ 二 量 体 ） は 含 ま な い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 開 示 の 分 離 方 法 で は 、 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー を 分 離 す

る 。 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で は 、 分 離 目 的 に 応 じ て 様 々 な カ ラ ム が 準 備 さ れ て い る が 、

こ れ ら の カ ラ ム は 、 充 填 材 に よ る 分 類 や 分 離 モ ー ド に よ る 分 類 が な さ れ て い る 。

　 ア ル キ ル 基 結 合 型 逆 相 固 定 相 カ ラ ム は 逆 相 モ ー ド を 用 い る 逆 相 カ ラ ム で あ り 、 シ リ カ ゲ

ル に 官 能 基 が 結 合 し た も の が カ ラ ム 中 に 充 填 さ れ て い る 。 逆 相 カ ラ ム で は 、 試 料 が カ ラ ム

に 注 入 さ れ る と 、 試 料 中 の 各 成 分 は 高 極 性 の も の か ら 順 に 溶 出 さ れ る こ と に よ り 分 離 が 行

な わ れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 開 示 で 使 用 す る カ ラ ム は 、 親 水 性 化 合 物 を 逆 相 モ ー ド で 分 離 す る 機 能 を 有 す る 、 微 細

な シ リ カ ゲ ル を ペ ン タ ブ ロ モ ベ ン ジ ル 基 で 修 飾 し た 、 ペ ン タ ブ ロ モ ベ ン ジ ル 基 結 合 型 の カ

ラ ム で あ る （ 以 下 「 PBrカ ラ ム 」 と い う ） 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 開 示 は 、 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に PBrカ ラ ム を 用 い る こ と で 、 従 来 法 で 用 い ら れ て

い た C6フ ェ ニ ル カ ラ ム よ り も 、 セ レ ノ ネ イ ン と エ ル ゴ チ オ ネ イ ン を 効 率 的 に 分 離 す る こ と

が で き る 、 と い う 新 た な 知 見 に 基 づ い て な さ れ た も の で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 一 般 的 に 、 ペ ン タ ブ ロ モ ベ ン ジ ル 基 と C6フ ェ ニ ル 基 （ 構 造 式 （ ４ ） 参 照 ） は 共 に 芳 香 環

を 備 え 、 化 学 構 造 が 類 似 し て い る た め 、 C6フ ェ ニ ル カ ラ ム の 特 性 で 分 離 で き な い も の は PB
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rカ ラ ム で も 分 離 が で き な い と 予 測 さ れ る 。 す な わ ち PBrカ ラ ム を 用 い る こ と に よ り 、 C6フ

ェ ニ ル カ ラ ム よ り も 、 セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー と エ ル ゴ チ オ ネ イ ン モ ノ マ ー の 分 離 度 （ Reso

lution、 以 下 Rと 称 す る 場 合 が あ る 。 ） を 高 く す る こ と が で き る こ と を 予 測 す る こ と は 困

難 で あ っ た 。

　 こ こ で 、 分 離 度 と は 、 あ る ピ ー ク が 隣 接 す る ピ ー ク か ら ど の 程 度 分 離 し て い る か を 示 す

も の で あ る 。 分 離 度 は 数 式 （ １ ） の よ う に 表 さ れ る 。

【 化 ４ 】

【 式 １ 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 開 示 の 分 離 方 法 で は 、 固 定 相 と し て PBrカ ラ ム を 用 い て （ 逆 相 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

を 行 う 工 程 に お い て 、 移 動 相 と し て 、 水 系 溶 液 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て

、 水 系 溶 媒 と は 、 水 を 主 成 分 と す る 溶 媒 で あ れ ば 、 特 に 制 限 は な い が 、 （ 酢 酸 水 ） 、 （ 酢

酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 ） 、 （ ギ 酸 水 ） 、 ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 及 び 水 で あ る こ と が 好 ま し く 、 水

で あ る と よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 開 示 の 分 離 方 法 で は 、 固 定 相 と し て PBrカ ラ ム を 用 い て （ 逆 相 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

を 行 う 工 程 に お い て 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー と エ ル ゴ チ オ ネ イ ン モ

ノ マ ー を よ く 分 離 す る こ と が で き れ ば 特 に 制 限 は な く 、 オ ー プ ン カ ラ ム 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ

ム 、 HPLCな ど を 用 い る こ と が で き る が 、 HPLCで あ る こ と が 好 ま し い 。 移 動 相 の 流 速 は 使 用

す る カ ラ ム の サ イ ズ な ど に よ り 適 宜 調 整 す れ ば よ い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 開 示 で 処 理 の 対 象 と す る セ レ ノ ネ イ ン 含 有 溶 液 は 、 セ レ ノ ネ イ ン が 含 ま れ て い れ ば ど

の よ う な 溶 液 で あ っ て よ い 。 セ レ ノ ネ イ ン は 、 マ グ ロ 類 や カ ジ キ 類 な ど の 魚 類 組 織 や 、 鯨

肉 中 に 高 濃 度 で 含 ま れ て い る た め 、 こ れ ら を 抽 出 処 理 し て 得 ら れ た 溶 離 液 等 が 、 本 発 明 に

お い て 主 に 対 照 と す る 被 処 理 物 で あ る 。 ま た 、 魚 類 や 鯨 類 の 組 織 以 外 の も の で も 広 く 処 理

の 対 象 と す る こ と が で き 、 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 肝 臓 、 ブ タ 腎 臓 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 自 然 物 以 外 で も 、 遺 伝 子 組 換 え さ れ た 分 裂 酵 母 株 を 培 養 し て 得 ら れ た セ レ ノ ネ イ

ン 含 有 培 養 液 や 菌 体 抽 出 液 な ど も 対 象 と な る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 混 合 物 中 に は 、 エ ル ゴ チ オ ネ イ ン の ほ か に も 種 々 雑 多 な 夾 雑 物 が 含 ま
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れ る 。 こ の た め 、 セ レ ノ ネ イ ン の 分 離 に お い て は 、 下 記 抽 出 法 や 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に

お け る 各 種 の カ ラ ム を 併 用 し て 、 そ れ ぞ れ の 特 徴 に 応 じ て 、 各 種 の 夾 雑 物 を 除 去 す る こ と

で 、 セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー の 精 製 を よ り 効 率 よ く 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 開 示 の 分 離 方 法 は さ ら に 、 固 定 相 と し て ア ル キ ル 基 結 合 型 逆 相 固 定 相 カ ラ ム を 用 い て

夾 雑 物 を 除 去 す る 工 程 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 ア ル キ ル 基 結 合 型 逆 相 固 定 相 カ ラ ム に は

特 に 制 限 は な い が 、 C6～ C30の ア ル キ ル 基 を 結 合 し た シ リ カ ゲ ル を 充 填 し た カ ラ ム を 用 い

る こ と が で き 、 特 に C8、 C18、 C30カ ラ ム で あ る こ と が 好 ま し く 、 C30カ ラ ム で あ る と よ り

好 ま し い 。 こ れ を 用 い れ ば セ レ ノ ネ イ ン と は 極 性 が 異 な る 夾 雑 物 （ 主 に 疎 水 性 化 合 物 ） を

除 去 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ま た 、 本 開 示 の 分 離 方 法 は さ ら に 、 分 子 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う 工 程 を 有 し て い

る こ と が 好 ま し い 。 多 孔 質 球 状 シ リ カ ゲ ル が 充 填 さ れ た 分 子 排 除 カ ラ ム を 用 い る 分 離 で は

、 試 料 を 構 成 す る 各 成 分 の 分 子 の 大 き さ の 違 い に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 シ

リ カ ゲ ル に は 微 細 な 孔 が 開 い て お り 、 小 さ い 分 子 は そ の 孔 に 入 り 込 む た め 、 大 き い 分 子 よ

り 遅 く 溶 出 さ れ る 現 象 を 利 用 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 開 示 の 分 離 方 法 は さ ら に 、 セ レ ノ ネ イ ン を 熱 水 抽 出 す る 工 程 を 有 す る こ と が 好 ま し い

。 熱 水 抽 出 す る こ と で 、 セ レ ノ ネ イ ン を 効 率 的 に 抽 出 で き る と と も に 、 熱 水 に 不 溶 性 の 夾

雑 物 を 効 率 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 ま た 、 本 開 示 の 方 法 で 処 理 す る 前 に 、 あ る い は 処 理 の 途 中 工 程 に お い て 、 セ レ ノ ネ イ ン

含 有 混 合 物 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 加 熱 し な が ら 濃 縮 す る 等 の 処 理 を し て 、 セ レ ノ

ネ イ ン 含 有 濃 度 を 高 め て お く こ と が 処 理 効 率 を 上 げ る 上 で 好 ま し い 。

　 本 発 明 の 分 離 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 よ り 高 純 度 な セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー を 製 造 す る

こ と 、 及 び 、 よ り 正 確 に セ レ ノ ネ イ ン モ ノ マ ー 含 有 量 を 定 量 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

＜ 工 程 １ ＞ セ レ ノ ネ イ ン 含 有 試 料 の 調 製

　 遺 伝 子 組 換 え さ れ た 分 裂 酵 母 株 (P3nmt1-egt1+) を 培 養 し 、 セ レ ノ ネ イ ン を 合 成 さ せ た

。 分 裂 酵 母 株 は 大 阪 市 立 大 学 大 学 院 理 学 研 究 科 酵 母 遺 伝 資 源 セ ン タ ー か ら 分 讓 さ れ た も の

を 用 い た 。 菌 株 の 培 養 に は 分 裂 酵 母 の 培 養 に 一 般 的 に 用 い ら れ る E M M-2培 地 を 利 用 し た 。

ア ガ ロ ー ス 含 有 YES培 地 上 で P3nmt1-egt1+を 培 養 し 、 シ ン グ ル コ ロ ニ ー を 100mLの E M M-2培

地 に 溶 解 し 、 バ ッ フ ル 付 き の 振 盪 三 角 フ ラ ス コ を 用 い て 28℃ で 48時 間 振 盪 培 養 し 、 酵 母 培

養 液 と し た 。 新 し い バ ッ フ ル 付 き の 振 盪 三 角 フ ラ ス コ に E M M2培 地 100mLを 加 え た 後 、 酵 母

培 養 液 1mLと 100m Mセ レ ン 酸 水 溶 液 10μ L(終 濃 度 10μ M)を 加 え た 。 同 様 の 組 成 の も の を 10本

用 意 し 、 28℃ で 48時 間 振 理 培 養 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

＜ 工 程 2＞ セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ ス の 抽 出

　 10μ Mセ レ ン 酸 で 培 養 し た 培 養 液 約 1000mLを 250mLず つ 遠 心 用 ボ ト ル に 分 注 し 、 5000rpm

、 4℃ で 15分 間 遠 心 分 離 し た 。 培 地 を デ カ ン テ ー シ ョ ン に よ り 除 去 し 、 得 ら れ た 菌 塊 に 100

mLの 超 純 水 を 加 え 、 菌 塊 を 溶 解 し た 。 菌 塊 溶 解 液 を 含 む 遠 心 用 ボ ト ル を 沸 騰 水 中 で 15分 間

加 熱 し た 。 室 温 で 冷 却 し た 後 、 5000rpm、 4℃ で 15分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 0.22μ mの メ

ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー (A GCテ ク ノ グ ラ ス 株 式 会 社 ) で ろ 過 減 菌 し 、 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ

ス を 得 た 。 こ の セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ ス 中 の セ レ ノ ネ イ ン 量 は 4.59μ molで あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

＜ 工 程 3＞ セ レ ノ ネ イ ン の 粗 精 製

　 工 程 2で 得 ら れ た セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ ス を 50℃ で 加 熱 し な が ら ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー

タ ー に よ り 濃 縮 し た 。 濃 縮 液 を 褐 色 バ イ ア ル に 分 注 し 、 HPLC-U V-vis (Agilent社 製 )に 50

μ L供 し た 。 カ ラ ム は C30カ ラ ム (Develosil C30-U G-5 column、 4.6× 50m m、 5μ m、 野 村 化
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学 株 式 会 社 )を カ ラ ム オ ー ブ ン で 40℃ に 加 温 し て 用 い た 。 溶 出 は 2種 の 移 動 相 を 徐 々 に 混 合

す る バ イ ナ リ ー グ ラ ジ エ ン ト モ ー ド で 行 い 、 移 動 相 に は 0.1%酢 酸 水 (A)と 0.1%酢 酸 の ア セ

ト ニ ト リ ル 溶 液 (B)を 用 い た 。 グ ラ ジ エ ン ト 条 件 と 流 速 は 表 1に 記 し た 。 分 析 開 始 か ら 2.6

～ 6.0分 に 0.1％ 酢 酸 水 の み で 溶 出 さ れ た 液 を フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で ガ ラ ス バ イ ア ル （

ア ジ レ ン ト ・ テ ク ノ ロ ジ ー 株 式 会 社 ） 回 収 し た 。 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ ス 全 量 を HPLCに 供

し 、 得 ら れ た 画 分 を 混 合 し て セ レ ノ ネ イ ン 粗 精 製 液 と し た 。 前 記 濃 縮 液 を 前 記 条 件 で C30

カ ラ ム に 供 し た 時 の U V（ 260nm） ク ロ マ ト グ ラ ム を 図 １ に 示 す 。 セ レ ノ ネ イ ン が 含 ま れ る

画 分 が 網 掛 け 部 分 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

＜ 工 程 ４ ＞ セ レ ノ ネ イ ン の 精 製

　 工 程 ３ で 得 ら れ た セ レ ノ ネ イ ン 粗 精 製 液 を 50℃ で 加 熱 し な が ら ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ

ー を 用 い て 濃 縮 し た 。 濃 縮 液 を バ イ ア ル に 分 注 し 、 HPLC-U V1200 series（ ア ジ レ ン ト ・ テ

ク ノ ロ ジ ー 株 式 会 社 ） に 15μ L供 し た 。 カ ラ ム は PBrカ ラ ム （ Cosmosil PBr packed column

、 4.6x250mn、 5μ m、 ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 )を 40℃ に 加 温 し て 用 い た 。 溶 出 は 2種 の 移

動 相 を 徐 々 に 混 合 す る バ イ ナ リ ー グ ラ ジ エ ン ト モ ー ド で 行 い 、 移 動 相 に は 水 (C)と ア セ ト

ニ ト リ ル (D)を 用 い た 。 グ ラ ジ エ ン ト 条 件 と 流 速 は 表 2に 記 し た 。 分 析 開 始 か ら 16.1～ 18.0

分 に 水 の み で 溶 出 さ れ る 液 を フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で ガ ラ ス バ イ ア ル に 回 収 し た 。 ピ ー

ク が 隣 接 す る ピ ー ク か ら ど の 程 度 分 離 し て い る か を 示 す 値 で あ る 分 離 度 を エ ル ゴ チ オ ネ イ

ン と セ レ ノ ネ イ ン の ピ ー ク に つ い て 計 算 す る と 、 4.16で あ り 、 日 本 薬 局 方 に お い て ピ ー ク

の 完 全 分 離 と 定 め ら れ て い る 分 離 度 1.5を 大 き く 上 回 っ て い た 。 セ レ ノ ネ イ ン 粗 精 製 液 を

全 量 HPLCに 供 し 、 得 ら れ た 画 分 を 混 合 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 濃 縮 し た 。

こ れ を 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 と し 、 超 純 水 で 200μ Lと な る よ う に 調 製 し た 。 前 記 工 程 ３ で

得 ら れ た セ レ ノ ネ イ ン 粗 精 製 液 を 前 記 条 件 で PBrカ ラ ム に 供 し た 時 の U V（ 260nm） ク ロ マ ト

グ ラ ム を 図 ２ に 示 す 。 網 掛 け 部 分 は セ レ ノ ネ イ ン が 含 ま れ る 画 分 を 示 す 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ４ １ 】

＜ 工 程 ５ ＞ セ レ ノ ネ イ ン の 分 析

　 工 程 ４ で 得 ら れ た 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 を 、 LC-ICP-MS、 LC-PD A-MSで 分 析 し た 。 ICP－ M

Sの 分 析 条 件 は 特 許 文 献 １ 及 び 非 特 許 文 献 １ を 参 考 と し た 。 す な わ ち 、 HPLCポ ン プ (Pu712,

GLサ イ エ ン ス 株 式 会 社 )、 サ ン プ ル イ ン ジ ェ ク タ ー (9725i, Rheodyne 社 )、 カ ラ ム オ ー ブ

ン (C0631A、 GLサ イ エ ン ス 株 式 会 社 )、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム (Ultrahydrogel 120， 内 径 7.8m m×

カ ラ ム 長 300m m,Waters Co.)、 ICP-MS (ELA N DRCII,Perkin-Elmer社 ) を 連 結 し た 装 置 に 、

0.1M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 を 流 速 1.0 m Lで 流 し た 。 カ ラ ム は 0.1 M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水

溶 液 で 平 衡 化 し 、 カ ラ ム オ ー ブ ン で 40℃ に 加 温 し て 用 い た 。 ICP-MSの ダ イ ナ ミ ッ ク リ ア ク

シ ョ ン セ ル (DRC) 内 に 反 応 ガ ス と し て 酸 素 を 導 入 し 、 硫 黄 － 32の 酸 化 物 で あ る SO (分 子

量 47.967) と セ レ ン － 80の 酸 化 物 で あ る SeO (分 子 量 95.9114) を モ ニ タ ー し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 LC-PD A-MS分 析 は LC-PD Aシ ス テ ム と し て Ultimate 3000 (サ ー モ フ イ ッ シ ヤ ー サ イ エ ン テ

ィ フ ィ ッ ク 株 式 会 社 ) シ ス テ ム を 用 い 、 カ ラ ム 温 度 を 30℃ に 保 っ た セ ミ ミ ク ロ カ ラ ム Cosm

osil PBr (内 径 2.0m m× 150 m m、 ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ) に よ り 、 0.1%酢 酸 水 溶 液 を 流

速 0.3mL/minで 流 し た ア イ ソ ク ラ テ ィ ッ ク 条 件 で 、 セ レ ノ ネ イ ン を 分 析 し た 。 セ レ ノ ネ イ

ン の 検 出 は Ultimate 3000シ ス テ ム 中 の PD A検 出 器 な ら び に MSシ ス テ ム と し て 飛 行 時 間 型 質

量 分 析 計 micrOTOFQII (ブ ル カ ー ジ ャ パ ン 株 式 会 社 ) で 行 な っ た 。 PD Aに よ る 検 出 は 波 長 1

95～ 800 nmの 吸 収 を 検 出 し 、 セ レ ノ ネ イ ン の イ ミ ダ ゾ ー ル 環 に 由 来 す る 260nmの 吸 収 を モ

ニ タ ー し た 。 MSに よ る 検 出 は 測 定 デ ー タ か ら セ レ ノ ネ イ ン の 組 成 式 C 9 H 1 5 O 2 N 3 Seの [M+H]
+

で あ る m/z 278.0402を 抽 出 し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 ICP-MSに よ る 硫 黄 と セ レ ン の 同 時 分 析 に よ り 、 セ レ ノ ネ イ ン を エ ル ゴ チ オ ネ イ ン か ら 単

離 精 製 し た こ と を 確 認 し た 。 す な わ ち 、 SOを モ ニ タ ー し た 分 析 で 得 ら れ た ク ロ マ ト グ ラ ム

を 示 す 図 ４ で は 、 図 ３ に 示 さ れ る 標 準 エ ル ゴ チ オ ネ イ ン の ピ ー ク は ま っ た く 見 ら れ ず 、 Se

Oを モ ニ タ ー し た 分 析 で 得 ら れ た ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 図 ５ で は 、 明 瞭 な ピ ー ク が 見 ら れ

た 。

　 ま た 、 LC-MS分 析 の 結 果 、 濃 縮 前 の 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 は 単 量 体 の セ レ ノ ネ イ ン を 含

む こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 濃 縮 後 の 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 を 分 析 し て 得 ら れ た U Vク ロ マ

ト グ ラ ム (260nm、 PBrカ ラ ム ： 図 ６ ) に よ り 、 単 量 体 の セ レ ノ ネ イ ン の 他 に 、 微 量 の 二 量

体 の セ レ ノ ネ イ ン が 含 ま れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

＜ 工 程 ６ ＞ セ レ ノ ネ イ ン の 定 量 と 回 収 率 の 計 算

　 工 程 ４ の 方 法 で 得 ら れ た 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 を 、 特 許 文 献 １ の 新 規 セ レ ン 含 有 化 合 物

に 記 載 の 蛍 光 法 に よ り 総 セ レ ン 濃 度 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 総 セ レ ン 濃 度 は 13.72m Mで あ

っ た 。 図 5の ICP-MSク ロ マ ト グ ラ ム の 結 果 か ら 、 総 セ レ ン 濃 度 と セ レ ノ ネ イ ン 濃 度 は 等 し

い た め 、 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 中 の セ レ ノ ネ イ ン 量 は 2.744μ molと 計 算 さ れ た 。

　 ま た 、 こ の サ ン プ ル の 希 釈 溶 液 を 定 量 用 標 準 品 と し て 、 工 程 2の セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ

ス 中 の セ レ ノ ネ イ ン 量 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 セ レ ノ ネ イ ン 含 有 エ キ ス 中 の セ レ ノ ネ イ ン

量 は 4.59μ mo1で あ っ た 。 こ れ ら の 値 か ら 本 精 製 法 に よ る セ レ ノ ネ イ ン の 回 収 率 を 計 算 し

た と こ ろ 、 59.78%の 回 収 率 で あ っ た 。

　 ま た 、 実 施 例 1の 工 程 3の HPLCと 、 工 程 ５ の 0.1%酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 、 Ultrahydrogel 12

0カ ラ ム 、 LC条 件 を 用 い て 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 の 純 度 を 260nmの 吸 収 で 測 定 し た と こ ろ 、

純 度 は 74.4%で あ っ た 。 こ の 、 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 の 分 析 で 得 ら れ た U Vク ロ マ ト グ ラ ム

を 図 ７ に 示 す 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

＜ 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 の 高 純 度 化 ＞

　 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 を Ultrahydrogel 120カ ラ ム に よ っ て 高 純 度 化 し た 。 実 施 例 1の 工

程 3で 用 い た HPLCと 実 施 例 2の 0.1%酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 水 、 Ultrahydrogel 120カ ラ ム 、 LC条
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件 に よ り 、 保 持 時 間 9.8か ら 11.0分 の 溶 出 液 を フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で ガ ラ ス バ イ ア ル

に 回 収 し た 。 79μ Lの 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 を HPLCに 供 し 、 溶 出 液 を 得 た 。 溶 出 液 を ロ ー

タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 50℃ に 加 温 し な が ら 濃 縮 し 、 35μ Lの 高 純 度 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶

液 と し た 。 実 施 例 １ の 方 法 で 高 純 度 精 製 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 の 純 度 を 測 定 し た と こ ろ 、 純 度

は 93.3%で あ っ た 。 こ の 、 高 純 度 化 セ レ ノ ネ イ ン 溶 液 の 分 析 で 得 ら れ た U Vク ロ マ ト グ ラ ム

を 図 ８ に 示 す 。 図 ７ の ク ロ マ ト グ ラ ム に 現 れ た 不 純 物 と み ら れ る ピ ー ク が な く な っ て い る

の が 判 る 。 ま た 、 こ の と き の 回 収 率 は 57.5%で あ っ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

［ 比 較 例 １ ］

　 実 施 例 １ に お い て 、 PBrカ ラ ム に 代 え C6フ ェ ニ ル カ ラ ム を 使 用 し た 以 外 は 同 じ 条 件 で 行

い 、 得 ら れ た 試 料 を 分 析 し た 結 果 を 図 ９ に 示 す 。

　 こ の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に エ ル ゴ チ オ ネ イ ン と セ レ ノ ネ イ ン の 保 持 時 間 は そ れ ぞ れ 4.

822分 と 5.214分 で あ る が 、 ベ ー ス 部 分 が 重 な っ て お り 分 離 は で き て い な か っ た 。 ま た 、 そ

の 差 も 0.4分 、 分 離 度 は 0.99で あ り 、 ピ ー ク の 完 全 分 離 と は 認 め ら れ ず 、 イ ン ジ ェ ク シ ョ

ン 量 が 増 え れ ば 分 離 が 困 難 に な る こ と は 明 ら か で あ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

［ 比 較 例 ２ ］

　 実 施 例 １ に お い て 、 PBrカ ラ ム に 代 え C6カ ラ ム を 使 用 し 、 そ の 溶 出 に 非 特 許 文 献 １ に 記

載 さ れ る 以 下 の グ ラ ジ エ ン ト 条 件 （ 表 ３ 参 照 ） で 実 施 し 、 得 ら れ た 試 料 を 分 析 し た 結 果 を

図 １ ０ に 示 す 。

　 こ の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に エ ル ゴ チ オ ネ イ ン と セ レ ノ ネ イ ン の 保 持 時 間 は そ れ ぞ れ 3.

741分 と 4.079分 で あ り 分 離 は で き て い る が 、 そ の 差 は 0.3分 、 分 離 度 は 1.09し か な く 、 ピ

ー ク の 完 全 分 離 と は 認 め ら れ ず 、 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 量 が 増 え れ ば 分 離 が 困 難 に な る こ と は

明 ら か で あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

【 表 ３ 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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