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緒 言

内在性微量ア ミンの一つであるβ-フ ェニルエ

チルア ミン(PEA)は,精 神分裂病様の臨床症

状 を引 き起こすアンフェタミンに構造や行動薬

理学的作用が類似 してお り紬,さらに脳内分布に

部位差が存在すること2),代謝速度が極めて速い

こと3)やシナプ トソーム分画に多 く分布すること4)

な どか ら,神 経伝達物質あるいは神経調節物質

としての役割 をもつのではないか と推測 されて

いる,し か しながら,微 量のPEA濃 度 を測定 し

うる高感度な測定法がなかったため,そ の研究

は ドパ ミンや ノルエピネフリン等に比べて大 き

く立ち後れている.一 方, PEAの 主要代謝物で

あるフェニル酢酸(PAA)に つ いては,精 神分

裂病や うつ病などの精神疾患における尿中排泄

量,血 中濃度や髄液 中濃度の測定が行われてお

り,そ の成績か らPEAと これらの疾患の病因と

の関連性が示唆されてきた5～7).しか し,そ れ ら

の測定のために従来主 として用いられてきたガ

スクロマ トグラフィー/電 子衝撃(EI)質 量分

析法8)は,脳 内PAAの 定 量には測定感度が十分

でな く,ま たガスクロマ トグラフィー法9～11)や高

速液体 クロマ トグラフィー法12～14)も著 しく測定

感度が低 いため,脳 内PAAに 関する研究はほと

ん ど行われていない.そ こで著者は脳内PAA濃

度 の測定法について検討 した結果,セ ファデ ッ

クスG-10に よる抽出とガス クロマ トグラフィ

ー/陰 イオン化学イオン化(NCI)質 量分析法を

組み合わせることによって,微 小脳試料中のPAA

を極 めて精度 よく測定す る方法 を確立す ること

ができた.本 論文ではこの測定法の詳細につい

て述べ,併 せて本法 を用いて得 られたラッ ト脳

線条体PAA濃 度に対する,い くつかの薬物の影

響について報告する,

材 料 と 方 法

1. 試 薬

フェニル酢酸(PAA)は 和光純薬工業株式会

社,フ ェニル酢酸の安 定 同位体(Cs2H5C2H2

COOH, PAA-d7)はMSD ISOTOPES社,パ

ージリンおよびβ-フ ェニルエチルアミン(PEA)

はSigma Chemical社,ペ ンタフルオロベ ンジ

ルブロマイ ド(PFBB)はPierce Chemical社

か ら購入した.ま た,塩 酸イ ミプラ ミンは吉富

製薬株式会社,塩 酸 ア ミトリプチリンは萬有製

薬株式 社,塩 酸 ミアンセ リンは日本オルガノ

ン株式会社から提供 を受けた.そ の他の試薬は

すべ て市販の高速液体 クロマ トグラフィー用純

度 または特級の ものを用いた.

2. 動物 実験

測定法の検討および脳 内PAA濃 度 に及ぼす薬

物の影響 をみ る実験 では,い ずれ もSprague-

Dawley系 雄 ラット(体重160-240g)を 用 いた。

使用 した薬物はすべ て,生 理的食塩水 に溶解 し

て腹腔内に投与 した.ま ず脳内PAAの 生 成経路
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を知 る目的で, PEA 50mg/kgあ るいはパー ジり

ン100mg/kgを 投 与し,前 者の場合は動物を投与

10分 後に,後 者の場合は3時 間後に屠殺 した.

抗 うつ薬急性投与実験では塩酸 イミプラミン20

mg/kg,塩 酸 ア ミトリプチ リン20mg/kg,ま たは,

塩酸 ミアンセ リン10mg/kgを 投与 し,各群 とも2

時 間後に屠殺 した.ま た,イ ミプラ ミンのラッ

ト脳 内PAAに 及ぼす経時的影響 をみた実験で

は, 20mg/kg投 与30, 120お よび240分 後 に屠殺 し

た.さ らにイ ミプラ ミン慢性投与実験 では1日

1回7日 間,午 前10-11時 に20mg/kgを 投 与し,

最 終投与2時 間後に屠殺した.以 上の各実験と

も対照群には生理的食塩水を投与 した.ラ ット

は9秒 間液体窒素に浸 した後すばや く断頭 し,

頭 部 を20分 間氷水中に静置 した後に脳 を取 り出

し,-10℃ 以 下の低温箱内で両側線条体 を肉眼

的に切 り出した.脳 試料は測定まで-80℃ の冷

凍庫内に保存 した。

3. 測定 試料の作成

両側線条体(湿 重量約20-40mg)に0.01M過

塩素酸溶液1.0mlと 内部標準 としてPAA-d73

ngを 加 えてホモジナイズし, 20,0009で20分 間

遠沈 した.得 られた上清800μlに 濃ギ酸を1滴 ず

つ加 えてpH 1-2と し,セ ファデ ックスG-

10 (Pharmacia Fine Chemicals社)を 充填 し

たエ コノカム(5×70mm, Bio-Rad社)に 流 し

た.こ のカラムは使用前に0.02mア ンモニア溶

液3.0mlで 洗浄 し, 0.01Mギ 酸溶液3.0mlに て平

衡化 した.上 清が流出 した後, 0.01Mギ 酸 溶液

1.0mlと0.005Mリ ン酸緩衡液(pH 8.5) 1.0mlで

順 次洗浄 し,つ ぎの0.005Mリ ン酸緩衡液2.0m1

にてPAAを 溶出 した.溶 出液は遠心型エバポレ

ー タを用いて真空乾固 した
.検 量線作成のため

の標 準試料 は0.01M過 素 酸 溶液800μlにPAA

をそれ ぞれ125, 500, 1,000, 2,000お よび4,000

pgを 加 えて作 り,これに脳試料 と同様に3ngの

PAA-d7と 濃 ギ酸1滴 ずつを加えた後,セ ファ

デス クG-10カ ラムに流 した.ま た,セ ファデ

ックスG-10に よるPAAの 回収率の検討は, 2

ngのPAAを 含 む試料 をカラムに流 した後に溶

出液2.0mlにPAA-d7 3ngを 加 えたものと,カ

ラムを通さないリン酸緩衡液2-0mlにPAA 2ng

お よびPAA-d7 3ngを 加 えた ものとを比較す

ることにより行 った.さ らに測定方法全体のPAA

回収率 は,ラ ッ ト線条体 を用いて得た上清 を二

群に分 け,一 群には水20μlを,他 群にはPAA2

ngを 含 む20μl水 溶液を加 えて,両 群を比較する

ことによ り検討 した.

4. 誘導体の作成

遠心乾固 して得 られた残渣を水20μlと エタノ

ール150μlに 溶か し
, 0.3mlリ ア クティバイアル

(Pierce Chemical社)に 移 した後 に1%(w/

v)水 酸化カ リウムーエ タノー ル液5μlと10%

 PFBB-エ タ ノール液50μlを 加 えた.バ イアル

に栓 をし, 75℃ で40分 間加熱 した後,冷 却 して

窒素ガス下 で蒸発乾固 させ た.測 定直前に残渣

を水10μlとn-ヘ プ タン20μlに 再溶解 し,よ く

混和後遠沈 してヘプタン層0.1-0.3μlを ガスク

ロマ トグラフに注入した.

5. ガ ス クロマ トグラフィー/

質量分析法の条件

測定機器として島津製作所製SCAP l123デ ー

タ処理 システムを搭載 したGC MS 9020DFガ

ス クロマ トグラフ/質 量分析装置 を用いた.ガ

スクロマ トグラフには5% Silicone SE-52 on

 Uniport HP(80-100 mesh,ガ ス クロ工業株

式会社)を 充填 した内径0.3cm,長 さ5.0mの ガ

ラスカラムを用い,注 入口温度は240℃,カ ラム

温度は200℃ に設定 した.キ ァ リアガスにはヘ リ

ウムを用い,流 量は20ml/minと した.質 量分析

装置の条件はEI法 ではイオン化電圧20eV, NCI

法 ではイオン化電圧200eV,イ オ ン化電流300uA

とした.両 法 ともセパ レータ温度は240℃,イ オ

ン源温度は260℃ と し, NCI法 の反応ガスにはイ

ソブタンを用いた.マ スフラグメン トグラフィ

ーにおいては
, EI法 ではm/e 316をPAAに 相

当するものとして, NCI法 ではm/e 135をPAA,

 m/e 142をPAA-d7に 相 当す るものとして測定

に用いた. EI法 とNCI法 との測定感度の比較に

は, EI法 ではPAA 10ngを 誘導体化 し,n-ヘ

プ タン20μlに 溶解 してその0.5μlを 注入した.

一方 , NCI法 ではPAA 200pgを 誘 導体化 し,

 n-ヘ プ タン20μlに 溶解 してその0 .2μlを 注入

した.

6. 統計 処理

得 られたデータの有意差検定には, Student's
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t-testま た はCochran’s t-testを 用 いた.

結 果

最初にNCI法 とEI法 とを比較 した成績を示

す. Fig. 1は, NCI法 におけるPAAの ペ ンタ

フルオロベンジルエステル(PAA-PFB)とPAA-

d7の ペ ンタフルオロベンジルエステル(PAA-d7-

PFB)の マ ススペ クトルである.上 段に示 した

PAA-PFBで は金イオン強度(m/e 50-400)に

対 して, m/e 135が74.1%,下 段 に示 したPAA-

d7-PFBで はm/e 142が74.0%と ほぼ単一なスペ

ク トルを示 した.一 方, Fig. 2に 示 したように

EI法 においては,上 段 のPAA-PFBで は全 イオ

ン強度(m/e 50-400)に 対 する主なスペ クトル

は, m/e 91が51.6%, m/e 181が3.8%, m/e 316

が13.4%で あ り,こ の他 にも多数のフラグメン

トが認められた.下 段のPAA-d7-PFBで は主な

スペ ク トルはm/e 98が43.8%, m/e 181が6.3

%, m/e 323が12.7%で, PAA-PFBと 同様に他

に多数のフラグメン トイオンが認め られた.つ

ぎにNCI法 でのm/e 135とEI法 でのm/e 316

を用 いて両測定法による測定感度の比較 を行っ

た. NCI法 では注入量2pgに 対 するイオン強度

(ピ ー ク面 積)は193,400±67,200(Mean±

SEM, n=3)で あ る一方, EI法 では注入量250

pgに 対 するイオン強度(ピ ーク画積)は32,300±

11,600(n=3)で あ った.す なわち, NCI法

ではEI法 に比較 して約750倍 の 高い感度を示 し

た.し たがって,以 下の結果はNCI法 を用いて

得 られたもののみを示す。

Fig. 1 Mass spectra of pentafluorobenzyl 
esters of the authentic (upper) and he

ptadeuterated phenylacetic acid (lower) 
in the negative ion chemical ionization 
mode.

Fig. 2 Mass spectra of pentafluorobenzyl 
esters of the authentic (upper) and he
ptadeuterated phenylacetic acid (lower) 
in the electron impact mode.

Fig. 3 Typical mass fragmentogram of penta
 fluorobenzyl esters of phenylacetic acid 
at m/e 135 and heptadeuterated 

phenylacetic acid at m/e 142 in the 
negative ion chemical ionization mode.
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ラット線条体を用 いて得 られたNCI法 に よる

マスフラグメン トグラムをFig . 3に 示 した.上

段の矢印で示 したm/e 135の ピークがPAA-PFB

由 来の ピークで,下 段の矢印で示 したm/e 142

の ピー クがPAA-d7-PFB由 来の ピー クである.

保 持時間は約7.1分 で,い ずれ も測定の障害 とな

る他の ピークは認められなか った.

Fig. 4は 標準試料を用いて得 られた検量線で

ある。既知量の内部標準PAA-d7に 対 するPAA

の質 量比 を横軸に とり,計 測 されたm/e 142の

イオン強度に対す るm/e 135の イオン強度のピ

ー ク面積比 を縦軸に とってある
.相 関係数は

0.9999と す ぐれた直線性 を示 した.

セ ファデ ックスG-10に よ る抽出段 階での

PAAの 回収率は96.9±2.0%(Mean±SD, n=

5)で あ った,ま た,ラ ッ ト線条体試料に加え

た2ngのPAAは1.97±0.02ng(n=5)と 定

量され,測 定法全体 としての回収率 は98.4±1.2

% (n=5)と,極 めて良好な結果が得 られ た.

さらに,ラ ッ ト線条体 を用いて測定法の信頼性

を検討 したところ,'within batch'お よび'between

 batches'の 変 動係数は,そ れぞれ0.81% (n=5)

お よび1.24% (n=5)と 極めて安定 した結果

が得 られている。

Fig. 4 Calibration curve constructed from the 

ratios of pentafluorobenzyl esters of 

phenylacetic acid to heptadeuterated 

phenylacetic acid with observed ratio as 

ordinate and known ratio as abscissa.

Fig. 5 Time course of phenylacetic acid levels 
in the rat striatum after the treatment 
with imipramine (20mg/kg). Data are 
shown as % of control.
*: p<0 .05 (Student's t-test) vs. controls.

Fig. 6 Effects of acute treatment with imi

pramine (IMI), amitriptyline (AMI) and 
mianserin (MIA) on phenylacetic acid 
levels in the rat striatum. Data are 
shown as% of control (C) .

Table 1 Effects of pargyline and ƒÀ-

phenylethylamine on phenylacetic acid 

levels in the rat striatum.

Table　 1は ラット線条体PAAに 及ほすモノア
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ミン酸化酵素阻害剤パージリンおよび前駆物質

PEAの 影響 をみた ものである.パ ージリン投与

群では対照群の約40%と 有 意な低下がみられる

一方
, PEA投 与群では対照群の約700倍 という極

めて高い値が得 られた.

Fig. 7 Effects of chronic treatment with imi

pramine (IMI) on phenylacetic acid 
levels in the rat striatum. Data are 
shown as% of control (C) .

Fig. 5は イ ミプラミン投与後におけるラット

線条体PAA濃 度 の経時的変化 を示したものであ

る.投 与30分 後 に は 対 照 群 の86.8±6.6%

(Mean±SEM, n=8)と やや低値を示 したが

120分 と240分 後 にはそれぞれ126.0±10.3%,

 119.4±11.7% (n=8)と 高値を示 した. 120

分 後 の変化は統計的に有意であった. Fig. 6に

は イ ミプラ ミン,ア ミトリプチ リンまたは ミア

ンセ リン投与2時 間後におけ るラッ ト線条体

PAA濃 度 を示 した.対 照群に対 してイ ミプラミ

ン投与群 では133.0±12.6% (Mean±SEM, n=

5),ア ミ トリプチン投与群 では136.6±19.8%

 (n=5),ミ ア ンセ リン投与群 では112.1±9.6

% (n=5)と いずれも高値 を示 したが,有 意

差は認められなかった. Fig. 7は イ ミプラミン

慢性投与時におけるラット線条体PAA濃 度 を示

したものであるが,対 照群に比 して89.2±17.5

% (Mean±SEM, n=5)と やや低値 を呈 した

ものの有意差は認め られなかった.

考 察

PAAの 定 量には従来ガスクロマ トグラフィー

(GC)法9～11),高 速 液体 クロマ トグラフィー

(HPLC)法12～14)や ガ スクロマ トグラフィー/

質量分析(GC/MS)法8,15～17)が 用 いられてきた.

この うち,GCお よびHPLC法 は測定感度が著

しく低いため, PAAの 尿 中排泄量や血中濃度の

定量には用いうるが,脳 内PAAの 定量は困難で

あつた.一 方, GC/MSのEI法 の 開発によって

脳内PAAの 定量は可能となったが,こ の方法 も

なお測定感度が十分でないために,ラ ッ トでは

数個体から得た脳試料 を用 いての測定が行われ

ているのが現状 である8).これに対 してGC/MS

のNCI法 の有用性についてはすでにFaullら18)

に よって示唆 されているこ とから,本 研究では

まずNCI法 とEI法 との比較を行 った。

まずPAAのPFBBに よ る誘 導 体PAA-

PFBとPAAの 安 定 同体PAA-d7の 同 誘 導体

PAA-d7-PFBの マ ススペ クトルを比較 したとこ

ろ, NCI法 で はEI法 に比べ てフラグメント数が

非常 に少ないことがわかった. Fig. 1に 示 した

ようにm/e 91, 98, 135, 142お よび181は,そ

れ ぞ れC6H5CH2-, C62H5C2H2-, C6H5CH2

COO-, C62H5C2H2COO-お よびC6F5CH2-に 相 当

す るフラグメン トイオンであり, m/e 316と323

は そ れ ぞれC6H5CH2COOCH2C6F5とC62H5C

ZH
ZCOOCHZC6F5に 相 当する分子イオンと考えら

れたので,本 研究でのNCI法 に よるマスフラグ

メン トメトリーにおいてはm/e 135をPAAと し

て,ま たm/e 142をPAA-d,と して測定に用いた.

 NCI法 に よるマスフラグメン トグラムでは基線

は低 く安定 してお り,目 的のピー ク周辺には測

定の障害 となる明らかなピー クは認め られなか

ったが, m/e 135に おいてはPAAピ ー クの後に

3個 めピー クが認め られた.こ れらの ピー クは,

 PAAを エ タノールに溶解 して誘導体作成を行っ

た試料において も認め られ, PAA-エ タ ノール

液,水 酸化カ リウムーエタノール液およびその

両者の混合液をそれぞれ測定 して も出現 しなか
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ったがPFBB液 では出現したため,用 いたPFBB

液 中 の混入物 と考 えられた。さらに, PAAピ-

ク とこれ らの3つ の ピー クは2%お よび3%

 Silicone OV-1 on Uniport HP(60-80お よ

び80-100mesh), 2% Silicone SE-52 on

 Uniport HP(80-100mesh) (ガス クロ工業株

式 会 社)お よ び3% Thermon-3000 on

 Shimalite TPA(60-80 mesh)(和 光純薬工業

株式会社)を 用いた場合には一部重な りあい,

十分に分離 されなか ったが,本 研究で用いたカ

ラム よりさらに分離能の高いSilicone SE-52

 Bondedキ ャ ピラ リーカラム(50m×0.25mm I. D.,

 df=1.5μm,ガ ス.クロ工業株式会社)を 用いて

もこれ以上には分離 しなかつたため,本 研究で

はより廉価で取扱いが簡単な5% Silicone SE-

52 on Uniport HP(80-100mesh)を 充填 した

5.0m×0.3cm I. D.の ガ ラスカラム を用いた.

つ ぎに両測定法における測定感度の比較 を行

った結果, NCI法 で はEI法 に比べて約750倍 と

い う高い感度が得 られた.本 研究では線条体の

湿重量 として20-40mgの 試料 を用いて検討を行

つたが,上 記のような高感度測定ができること

が判明 したので,今 後の測定には線条体では約

10mgの 試 料があれば十分定量が可能であると考

え られる。

以上の成績からNCI法 は測定感度が高 く,フ

ラグメン ト数が少な く,ま た妨害 ピー クも存在

しないことから,脳 内PAAの 測定に適 した方法

であ ると結論できる.さ らに,こ の方法を用い

て得 られた検量線は相関係数0.999以 上 というす

ぐれた直線性を示 したことや,ラ ット線条体PAA

を 測 定 した 際 の'within batch'と'between

 batches'の 変動係数はそれぞれ0.81%お よび1.24

%と 極 めて小さかつたことか ら,測 定法全体の

信頼性 も極めて高いもの と考えられる.

従 来生体試料からPAAの 抽 出には,酢 酸エチ

ルによる有機 溶媒抽出が主に用い られて きた

が8,15,17),本研 究では回収率の向上 と一段階で十

分 な精製をうるため,セ ファデックスG-10に

よ る抽出法について検討を加えた.こ れは解離

していない状態の化合物がこの担体の親油性部

位に吸着 されるとい う性質 を利用 した もので,

す でにWesterinkら19)やKobayashiら20)は モノ

ア ミンやその代謝物の抽出に応用 して高い回収

率を得ている.方 法の項で述べた抽出法は,セ

ファデックスG-10か らの溶出液 を分画にわけ

て検討す ることによ り設定されたものである.

その結果セファデ ックスG-10に よる回収率は

約97%と 高 く,す ぐれた抽出方法であることが

わか った.

ヒ ト尿中PAAは90%以 上がグルタミン抱合体

として存在 してお り遊離型は少ないが21),脳 内

PAAは 生理的条件下では90%以 上が遊離型とし

て存在 しているとされる22).そこで本研究では遊

離型PAAを 測定 した.脳 内PAA濃 度 に関する

報告は極めて少 なく,ラ ッ ト尾状核 での64.6±

6.5ng/g湿 重 量 というDurdenら の報告8)やウサ

ギ全脳24±1,6ng/g湿 重量 というMosnaimら

の報告23)などがあるのみである。本研究では対照

群ラッ ト線条体 で188-5±23.7pg/mg proteinと

い う値が得 られた.測 定部位が異なるため直接

の比較はで きないが,今 後部位差 も含めてさら

に検討が必要であろ う.

L-フ ェニルアラニンがPAAに 代謝 される経

路には主に二つの ものが知 られている。その一

つはL-フ ェニルアラニンが芳香族ア ミノ酸脱炭

酸酵素によりPEAと な り,こ れがさらにB型 モ

ノア ミン酸化酵素(MAO)に よってPAAに 代

謝 される経路である.も う一つはL-フ ェニルア

ラニンがア ミノ基転移 または酸化的脱 アミノ化

によってフェニルピンビン酸 とな り,つ いで脱

炭酸 されてPAAと なる経路である23).脳内PAA

の生 成にこれら二つの経路のいずれが重要 なの

かは良くわかつていない. Karoumら6)は ヒ ト尿

中PAAはPEAを 経由する代謝経路によらない

ことを示唆 したが, Gusovskyら13)は 血 中PAA

は主 にPEAに 由来 していると考えている.本

研究ではB型MAOに 対す る阻害作用の強い27)

パー ジリンの投与によって,線 条体PAA濃 度が

対照群の約40%に まで減少す ることが観察 され

た.こ れに加 えて, PEA投 与10分 後 に脳内PAA

が著 しく高値を示 したことは, PEAが 血液-脳

関門を容易 に通過 し1,24,25), B型MAOに よ って

急速に代謝 されてPAAと な ること3,26)を反映 し

ていると考 えられた.こ れらのことは脳内PAA

の 多 くの部分がPEAか ら生成 されることを示唆
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す る もの と考えられ るが, PAAの 産生経路につ

いてはなお詳細 な検討が必要である.

前 述したようにい くつかの精神神経疾患にお

けるPEAの 病 因的意義が最近再び注 目されてい

る.こ の うち,う つ病患者におけるPAAに 関 す

る臨床研究では,尿 中PAA排 泄 量および血中

PAA濃 度 が低下 しているという報告28.29),抗う

つ薬によって臨床効果 を認めた患者群では低下

していた尿中PAA排 泄 量が対照群の値にまで増

加 したとい う報告7)や,う つ病患者髄液中PAA

が低 値を示 したとする報告30)などがある.著 者ら

もすでに,う つ病患者髄液中のPAA濃 度 が有意

に低 いこ とを報告 した31).しか し,こ れらの患者

はほ とんどが抗 うつ薬内服中の ものであったこ

とから,薬 物に よる影響を除外 し得なかったた

め,本 研究ではいくつかの抗 うつ薬の線条体PAA

濃度 に及ぼす影響 を調べた。その結果,必 ずし

も統計的に有意ではないが,抗 うつ薬急性投与

ではPAA濃 度 がやや上昇 し,イ ミプラミンの慢

性投与では逆にやや低下を示 した.し たがって,

これ らの成績が,上 述の臨床所見 とどのような

関連性 を有するのか今 回の結果からは明確に結

論することはできなかった.さ らに詳細な検討

を加える予定である.

結 語

セファデックスG-10に よ る抽出とガスクロ

マ トグラフィ-/陰 イオン化学 イオン化(NCI)

質量分析法 との組合せにより,β-フ ェニルエチ

ルア ミン(PEA)の 主要代謝物 であるフェニル

酢酸(PAA)の ラ ット脳内含有量を微小試料を

用いて精度 よく測定 できる方法 を開発 した,セ

ファデックスG-10に よるPAAの 回収率は約97

%で あ った.こ れによって抽出されたPAAと 内

部標準として用 いた安定同位体 をペ ンタフルオ

ロベル ジルブロマ イ ドで誘導体化 し, NCI法 に

よ り定量を行った.本 法で得 られたマスフラグ

メン トグラムには測定の障害 となるピー クは認

め られず,標 準試料による検量線は絶対注入量

1.25-40pgの 範 囲で相関係数0.999以 上 と極め

て良好な直線性を示した.ま たラット線条体 を

用いた際の変動係数で も'within batch'で0.81

%,'between batches'で1.24%と 安 定した値が

得 られた.本 研究で新 しく導入 したNCI法 を従

来よく用いられてきたEl法 と比較 したところ,

本 法ではマススペ ク トルにおけるフラグメン ト

数が著 しく少な く,さ らにEI法 の約750倍 とい

う高い測定感度が得 られた.本 法を用いてラッ

ト線条体PAAに 及ほす抗うつ薬の影響をみたと

ころ,急 性投与ではPAA濃 度がやや上昇 し,慢

性投与では逆にやや低下 したが,有 意差はなか

った.一 方, MAO阻 害剤であるパ-ジ リンの投

与では対照群の40%と 有 意な低下 を示 し,前 駆

物質であるPEAの 投与では対照群の約700倍 と

著明な高値 を示 した.

本法は従来の有機溶媒 抽出とガスクロマ トグ

ラフィー/EI質 量分析法による測定方法に比べ

て選択性および測定感度 ともす ぐれてお り,今

後の脳内PAAの 研究に大いに役立つ ものと考え

られた.
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A method coupling gas chromatography/negative ion chemical ionization mass 

spectrometry (GC/NCI/MS) with a rapid one-step purification on a Sephadex G-10 column 

was developed to measure free phenylacetic acid(PAA), the major metabolite of ,ƒÀ-

phenylethylamine (PEA), in small amounts of the rat brain. Recovery of PAA for the 

Sephadex G-10 column was 96.2•}2.0%. Pentafluorobenzyl derivatives of PAA (PAA-PFB) 

and heptadeuterated PAA (PAA-d7-PFB) were determined by GC/NCI/MS. No interfering 

peaks were present on the mass fragmentogram. A calibration curve constructed from the 

observed peak area ratio of PAA-PFB to PAA-d7-PFB and known weight ratio was linear 

within the range of 1.25 to 40pg PAA, with a correlation coefficient of more than 0.999. In 

the rat striatum, PAA was determined with•ewithin batch' and•ebetween batches' coefficients 

of variation of 0.81% and 1.24%, respectively. While PAA was significantly decreased by 40 

of controls following treatment with pargyline,the monoamine oxidase inhibitor, a remark

able increase in the metabolite level was found following treatment with PEA. Acute and 

chronic treatment with antidepressants had no significant effects on PAA levels in the rat 

striatum. The present method should be useful in future investigations of the functional role 

of PEA in the brain.


