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緒　言

　細胞質に存在する可溶性の硫酸転移酵素により触媒さ
れる硫酸化は，生体内ではステロイドホルモンや神経伝
達物質であるカテコールアミン類の恒常性維持だけでな
く，生体外異物や薬物の不活性化ならびに排泄を担う主
要な薬物代謝反応経路の 1つである（1‒4）．しかしなが
ら，薬物代謝後の硫酸体がしばらくは体内に残存し循環
することや，ヒドロキシアリルアミンなど一部の化合物
が硫酸化によって代謝活性化される事例もあることから
（5），硫酸化後の代謝物の生理機能に関する研究は不明
な部分も多く残る（6）．現状では安価で十分量の硫酸化
代謝物の入手と続く代謝物研究が容易ではない場合も多
い． 

　Acetaminophen（N-acetyl-p-aminophenol；APAP）は別

名 paracetamolや p-acetamidophenolとも呼称され，一世
紀以上の使用実績を持つ世界で広く使用される解熱鎮痛
薬の 1つである（7，8）．アスピリンや，他の非ステロ
イド性の抗炎症剤と比較して副作用が低いなどの利点が
ある．APAPはフェノール構造を有しており，主要な薬
物代謝経路を経て40－67%がグルクロン酸抱合へ，20
－46%が硫酸抱合へ，約5%がシトクロム P450によって
N-acetyl-p-benzoquinone imine （NAPQI）を経てグルタチ
オン抱合へと代謝変換される（7）．これまでに高用量の
APAPが反応性代謝産物とされる NAPQIを介して肝毒
性や細胞機能障害を引き起こすことが報告されている
（9）．複数薬剤投与時の薬物間相互作用を調べた過去の
報告では，APAPの硫酸化ならびにグルクロン酸抱合化
の遅延をフェノバルビタールとその代謝物が引き起こす
こと（10），一方で投与条件によっては APAP硫酸体
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Abstract
　Sulfation is a major metabolic pathway responsible for inactivation and excretion of xenobiotics including drugs, wherein 
cytosolic sulfotransferases play an important role. However, it has not been fully elucidated whether these end products may 
possess any physiological functions, due to the difficulty of obtaining sufficient amounts of various sulfated metabolites. This 
study was designed to investigate whether acetaminophen （N-acetyl-p-aminophenol; APAP）, an antipyretic analgesic drug, 
can react with sulfuric acid upon an established method for tyrosine O-sulfate synthesis to generate APAP O-sulfate （APAP-S）. 
APAP was selected because it has a simple monophenol structure like tyrosine and undergoes sulfation in the body. Results 
demonstrated that 91.1 mg of the product was obtained as crystals from 1 g of APAP, therefore the calculated yield was 5.11% 
under molar basis. 1H-NMR spectrum supported the product to be APAP-S. Moreover, a measuring of absorbance at the 
maximum absorption wavelength in UV absorption spectrum proved that purity of the synthesized APAP-S was 97.0% in 
comparison with an authentic standard. （163 words）
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（acetaminophen O-sulfate；APAP-S）が APAP自体の体内
分布を促進しうること（11），APAPとは異なり APAP-S

のみがアンチピリンの血中濃度の低下と脳内への移行を
助長する働きを示すこと（12）が報告されている．しか
しながら，試薬が高価なこともあり，これまで APAP-S

そのものの機能的有用性や生物活性についてはあまり注
目されてこなかった．そのため，簡便で安価に APAP-S

を有機合成することが可能となれば今後様々な機能性研
究に繋がると考えられる． 

　そこで本研究では既存のチロシン硫酸体（tyrosine O 

-sulfate）合成法（13）を利用して，APAPを濃硫酸と反
応させることで APAP-Sの合成と分離精製が可能かどう
かの検証を行うこととした．APAPはチロシン同様に単
純なモノフェノール構造を有し，体内では硫酸化される
ため選択した．

材料および方法

試薬類
　n -ブチルアルコール，イソプロパノール，88%ギ酸，
硫酸，p-acetamidophenol（APAP），水酸化バリウム8水
和物（Ba（OH）2），8 mol/L水酸化カリウム（KOH）水
溶液はナカライテスク（京都）より購入した．エタノー
ル（EtOH），石油エーテル，Dowex TM 50W×4 100－200 
mesh （H）cation exchange resin（Dowex）は和光純薬（大
阪）より入手した．本研究ではMilliQグレードの水を
使 用 し た．APAP-S の 標 品 と し て 4-acetamionophen 

sulfate potassium saltを Tronto Research Chemicals社（カ
ナダ）より購入した．薄層クロマトグラフィー（thin 

layer chromatography；TLC） 用 の silica gel 60 F254
（1.05554.0001）プレートはMerck社より購入した．

APAP-S の合成，分離精製および結晶化
　本研究では，Jevonsのチロシン硫酸体合成法に従った
（13）．濃硫酸 10 mLに 1 gの APAPを少量ずつ加え，ス
ターラーを用いて撹拌しながら ‒ 5 ℃で40分間反応させ
た．次に砕氷（約 350 mL）と過剰量（約 130 g）の Ba

（OH）2 に反応液を注ぎ，pHが塩基性に傾くまで撹拌し
た．その後，大量に発生した硫酸バリウムを沈殿させて
取り除くため，2,500 xgで10分間遠心し，上清を回収し
た．上清に CO2 ガスを吹き込むことで中和し，余剰の
Ba（OH）2 を炭酸バリウムとして析出させた後に上清を
回収した．市販の pH試験紙を用いて pHを確認し，中
性になるまで本操作を 3回程度繰り返した．次に，TLC

プレートに APAP（10 mg/mL，5μL）および APAP-S 

（20 mg/mL，5μL）の標品とともに回収した上清の濃縮
液（10μL）をスポットし，UV照射下で反応産物を検
出した．展開溶媒には n -ブチルアルコール：イソプロパ
ノール：ギ酸：水（ 3：1：1：1；Vol．）を用いた（14）． 

　APAP-S合成物を含む反応液を予めエバポレーターで
30 mLに濃縮後，これを Dowex陽イオン交換樹脂カラ
ム（10 mL相当量）に負荷し，水で溶出させることによ
り，3 mLずつの Fr.1 － Fr. 15の15画分に分画した．TLC

プレートに APAP（10 mg/mL，1μL）および APAP-S（20 
mg/mL，1μL）の標品とともに回収した各画分（ 1μL）
をスポットし，UV照射下で確認後，合成物を含む画分
を回収して再度濃縮を行い，計 3回の分離精製を繰り返
し行った．
　APAP-S様の合成物を含む画分（計 8本）を混合し，
約 1 mL に濃縮した．既報（13）に従い，これに 

1M KOHを少量ずつ加えて pH 5.0に調整し，10倍量の
EtOHと石油エーテル（1：1）の混合液の添加によって
合成物を析出させることで APAP-Sの結晶をカリウム塩
として得た．APAP-S 合成物は，ろ紙（ADVANTEC 

No.3，最大孔径 5 μm）とともに吸引ろ過後，凍結乾燥
させた．

各種機器によるAPAP-S 合成物の測定と真正性の検証
　APAP-S合成物の真正性を調べるため，プロトン核磁
気共鳴分光法 （1H-nuclear magnetic resonance spectroscopy；
1H-NMR）によるスペクトルの測定を行った．1H-NMR

は JEOLα500 （日本電子）を用い，試料を重メタノール
に溶解後，内部標準にテトラメチルシラン （TMS）を使
用し，ケミカルシフトはδ （ppm）スケールで表示した．
　高速液体クロマトグラフィー（high-performance liquid 

chromatography；HPLC）による APAPおよび APAP-Sの
分離と UV検出は，0.1 mMとなるよう予め調製した試
料溶液を用いて，既報（15）を一部改良して行った．
HPLCシステムには，日本分光製のフォトダイオードア
レイ検出器（MD-4010）を備えた LC-2000 PLUSシリー
ズとクロマトグラフィーデータシステム（ChromNAV 

Ver.2） を使用した．即ち，YMC 社製 ODS カラム
（YMC-Pack ODS-A，内径4.6 mm x 150 mm，粒子径 3 μm，
細孔径12 nm）を用いた逆相クロマトグラフィーによる
アイソクラティック溶離法により，移動相メタノール：
水を40：60とともに，温度30℃，注入量10μL，流速 0.7 
mL/min，波長 241 nmにおける UV検出を行った．
　APAPと APAP-Sの UV吸収スペクトルは，0.03 mg/

mLとなるよう予め調製した試料溶液を用いて，石英セ
ルとともに分光光度計（V-530，日本分光）により測定した．
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その他の解析法
　APAP-S合成物のサルファターゼ処理は既報に基づき，
sulfatase from Petella vulgata type IV （keyhole limpet）（シ
グマアルドリッチ）を用いて行った（16）．APAP-S合
成物の融点測定は常法に従い，融点測定器（ATM-02，ア
ズワン）を用いて APAP-S標品の融点との比較を行った．

結果および考察

 　本研究は，既存のチロシン硫酸体合成法（13）を利
用して，APAP-Sの合成と分離精製が可能かの検証を
行ったものである．各種分析手技により，得られた合成
物の真正性についても調べることとした．

APAP-S の合成，分離精製および結晶化
　濃硫酸10 mLに 1 gの APAPを少量ずつ加えて反応さ
せ，さらに Ba（OH）2 処理ならびに CO2 ガス処理により
中和後の反応液の上清を濃縮した．その一部を TLCに
供した結果，APAP（Rf値：0.917）のほかに APAP-S様
（Rf値：0.639）の反応生成物の明確なスポットを認めた
（Fig. 1）．
　次に Dowex陽イオン交換樹脂を用いて APAP-S様の
合成物の分離精製を行った．反応液をカラムに負荷後，
水を溶離液として3 mLずつ分取し，計15の溶出画分を
得た．これらを TLCに供した結果，Fr. 2から Fr. 9まで
にはっきりとした APAP-S様のスポットを認めたものの
（Fig. 2 A），本実験条件のカラムボリュームでは，いず
れの画分においても APAPの混入が認められた．そのた

め，これらの Fr. 2 から Fr. 9 を回収して混合し，再度同
条件で陽イオン交換カラムに負荷して２回目の分画を
行った．その結果，Fr. 2 から Fr. 9 までに明確な APAP-S

様のスポットを認めた（Fig. 2 B）．特に Fr. 2 から Fr. 5 
までは APAPの混入も無く，純度の高い APAP-S様の生
成物のみの画分が得られた．生成物の収量を確保するた
め，APAPの混入が認められた本 Fr. 6から Fr. 9 のみを
混合してさらに同条件で３回目の分画を行った．その結
果，Fr. 2 から Fr. 5 において APAPの混入が無い APAP-S

様のスポットのみを認めた（Fig. 2 C）．以上より， 2回
目と 3回目の分画で得たこれら Fr. 2から Fr. 5までの画
分には APAPの混入がほとんど無く，高純度の APAP-S

が分離精製されていると考えられた．チロシン硫酸体の
合成を行った我々の先行実験では，本研究で用いたカラ
ム条件の半分量でも一度に分離精製が可能であった
（data not shown）．そのため，分離精製の工程を簡便に
するためにも，APAP-Sに適したカラムボリュームの検
討が今後も必要である．
　分離精製後の APAP-S様の合成物を含む計８本の画分
を混合して濃縮し，KOH存在下で過剰量の EtOHと石
油エーテルにより APAP-S様の生成物を析出させ結晶を
得た．その結果，1 gの APAPから 91.1 mgの生成物が
得られ，モル換算で 5.11 %の収率を得ることができた．
なお，Jevonsの報告では 2 gのチロシンから濃硫酸との
反応で 0.3 gのチロシン硫酸体を得ている（13）．これま
でに，氷冷クロロホルムとピリジン溶液またはジメチル
アニリン溶液と塩化スルホン酸を用いることにより，
α -およびβ -ナフトールや，クレゾールおよびアルキ
ルフェノール類などの目的とするフェノール性硫酸体エ
ステルの合成法（平均収率70‒90%）や（17），二硫化炭
素と塩化スルホン酸を用いた p-ヒドロキシフェニルピ
ルビン酸（0.7 g）からの硫酸体合成法（収量400 mg）
（18）が報告されている．また，セリルグリシンのケー
スでは 400 mgを 0.5 mLの濃硫酸と室温で５分間反応さ
せることで 331 mgの O硫酸体が得られている（19）．
そのため，硫酸を用いた硫酸体合成法は汎用性に優れる
とともに工程が簡便で化合物や反応条件によっては高収
率が見込まれる有益な手技であると考えられる．また，
適切な溶媒の選択と低温下での析出により，効率の良い
冷却結晶化法が報告されている（15）．本研究では
EtOHと石油エーテルとともに室温下で析出を行ってい
るため，収率向上のための溶媒選択や冷却下での結晶化
を行うなど，今後も析出条件の検討を必要とする．Fig. １． Thin-layer analysis of the synthesized APAP-S with authentic 

standards of APAP and APAP-S.  APAP was reacted with 
sulfuric acid for 40 minutes and neutralized with Ba（OH）2. 
Detection was performed under UV irradiation at 254 nm .
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APAP-S 合成物の真正性の検証

　得られた生成物の真正性について検証を行った．
Sulfatase処理した結果，TLC上で脱硫酸化された APAP

のスポットを認めた（data not shown）．次に 1H-NMRス
ペクトルの測定を行った結果，（i）p-置換フェニル基由
来の４個のアロマティックプロトン［δ：7.49（d-like，
J = 9.0 Hz），7.23（d-like，J = 9.0 Hz）］および（ii） 1個
のアセチル基由来のシグナル［δ：2.10（s）］が認めら
れた（Fig. 3，Table 1）．したがって，TLCで APAPと異
なる Rf値を示すこと，sulfatase処理により脱硫酸化さ
れうること，および 1H-NMRの結果より，生成物は
APAP-Sであることが示唆された（20，21）．
　次に APAP-S合成物の純度について調べた．APAP-S

合成物は標品と同一の融点を示した（data not shown）．
HPLCによる分離検出を行った結果，標品の APAPと
APAP-Sの溶出時間はそれぞれ3.34 min（Fig. 4 A）と1.80 
min（Fig. 4 B）であり，合成物においては APAP-S標品
の溶出時間と一致する単一のピークを認めた（Fig. 4 C）．
　UV吸収スペクトルを測定した結果，APAP，APAP-S，
APAP-S合成物いずれも 241 nm付近に極大吸収波長を

有し，合成物は APAP-Sの標品と一致したスペクトルを
示した（Fig. 5）．このときの極大吸収波長における吸光
度より，標品（> 98%）を基準とした際に APAP-S合成
物は97.0%の純度であることが判明した．
　我々はこれまでに硫酸化代謝物の機能性に注目してき
ており，ナフトールを例に硫酸化代謝物の硫酸基の位置
によっては不活性化されずに抗酸化活性を有する場合が
あること（22），インドキシル硫酸がマクロファージの
酸化レベルの亢進と貪食能の低下を引き起こすこと（23，
24）を報告してきた．薬物代謝を通じて標的化合物の多
くは代謝物として体内に存在しうるため，例えば硫酸化
を介してどの程度の活性を保持しうるのかをケースバイ
ケースで調査することは（6），薬物代謝後の化合物の生
理活性を理解する上でも重要である（25）．近年，APAP

由来の代謝物として N-acylphenolamine（AM404）によ
る受容体を介した鎮痛作用や抗炎症作用が報告されてい
る（8）．APAP-Sが免疫性血小板減少症の患者の抗体反
応に感作する可能性や（26），APAP-Sのラットへの経
口投与後には25%（22‒32%）が直接腸管より吸収され，
50%以上（50‒98%）が腸内細菌による脱硫酸化を経て

Fig. ２． Thin-layer analysis of the synthesized APAP-S after 1st （A）, 2nd （B） and 3rd （C） times of 
Dowex column fractionations. Detection was performed under UV irradiation at 254 nm. 
Spots with dotted and lined circles indicate those of APAP and APAP-S, respectively. 
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APAPとして吸収され APAP-Sへと代謝抱合されること
（27）が報告されている．しかしながら，APAP-Sの生
理作用や薬効などに着目した研究例はほとんどない．一
方，フラボノイドの硫酸化がその生物活性を低下させる
だけでなく（28，29），硫酸化される位置によっては弱
いながらも活性が維持される場合など（30‒32），硫酸化
される水酸基と生物活性との関連性についても注目が集
まっている（25，33，34）．現状では各種の硫酸体の入

手が容易ではない場合も多く，研究者ごとに個々の化合
物について有機合成（35‒37）や酵素化学的な手技に基
づく合成が行われている（31，32）．したがって，APAP

のみならず様々な硫酸化代謝物の生理機能や有効性につ
いて明らかにしていくためにも，包括的な硫酸体合成法
の確立と導入，続く代謝物レベルでの機能性研究が急務
である．

Fig. ３．1H-NMR spectrum of the synthesized APAP-S （in deutrated methanol, 500 MHz）.

Table １．1H-NMR spectral data of the synthesized APAP-S（in deuterated methanol, 500 MHz）

Chemical shift （ppm） Coupling constant （Hz）

2, 6 or 3, 5
7.23 d-like （2H, d-like J=9.0 Hz （8.60 Hz））*
7.49 d-like （2H, d-like J=9.0 Hz （9.15 Hz））*

8 2.10 s （3H, s）
δ in ppm from TMS （coupling constants（J）in Hz are given in parentheses）．
s；singlet，d；doublet，d-like；doublet-like .
*Values were considered to be equal to the theoretical 9.0 Hz.

｛
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Fig. ４． HPLC chromatograms of standards of APAP （A） and APAP-S （B）, and the synthesized APAP-S （C）．A 10-μL aliquot of 0.1 mM sample 
each was applied to HPLC. Detection was performed at 241 nm. The retention times for APAP and APAP-S were 3.34 and 1.80 min, respectively. 

Fig. ５．UV spectrum of the synthesized APAP-S with standards of APAP and APAP-S at 0.03 mg/mL ranging from 200 nm to 400 nm.
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Acetaminophen硫酸体の合成

まとめ

　以上より，既存の Tyr-S合成法を利用して，1 g の
APAPから 91.1 mgの APAP-S様の生成物を結晶として
得ることができ，モル換算で 5.11%の収率を得た．続
く 1H-NMRおよび UV吸収スペクトル等の真正性の検
証結果より，生成物が高純度の APAP-Sであることが確
認できた．
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要　約

　硫酸化は生体外異物や薬物の不活化ならびに排泄を担
う主要な代謝経路の１つであり，細胞質に存在する可溶
性の硫酸転移酵素が重要な役割を担っている．しかしな
がら十分量の様々な硫酸化代謝物の入手が容易ではない
ことから，これら最終産物が有する生理機能の有無につ
いては完全には明らかになっていない．そこで本研究で
は既存のチロシン硫酸体（tyrosine O-sulfate）合成法を
利用して，解熱鎮痛薬である acetaminophen（N-acetyl-p-

aminophenol；APAP）を濃硫酸と反応させることで
APAP硫酸体（acetaminophen O-sulfate；APAP-S）の合
成と分離精製が可能か検証を行った．APAPはチロシン
同様に単純なモノフェノール構造を有し，体内では硫酸
化されるため選択した．その結果，1 gの APAPから 

91.1 mgの生成物が結晶として得られ，モル換算で 5.11%
の収率を得た．1H-NMRスペクトル測定により APAP-S

の各プロトンに由来するシグナルが認められ，生成物は
APAP-Sであることが支持された．さらに UV吸収スペ
クトルの極大吸収波長における吸光度より，標品を基準
とした際の APAP-S生成物は 97.0%の純度であることが
判明した．
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