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高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る ヒ ト角質 層 中

の ウロ カニ ン 酸 の 定量

大 西　重樹 ， 西 島　 靖 ， 杉山　京子
＊

（1976 年 2 月 25 口 受 理 ）

　 ポ リ ビ ニ ル ァ セ テ ー トポ ーラ ス ポ リ マ ー （TSK ゲ ル LS −140） を 固 定 相 に 用 い る 高 速 液 体 ク 卩 マ トグ

ラ フ ィ
ーに よ る 微量 の イ ミ ダ ゾ ール ー4（5）一ア ク リル 酸 （ウ 卩 カ ニ ン 酸 ）の 定 量 分 析 法 に つ い て 検 討 し た ．

　 ウ 卩 力 ニン 酸 は，ヵ ラ ム 温 度 20°C に お い て ， 溶離液 （メ タ ノ ール ） に 少 量 の ト リ エ チ ル ア ミ ン を添

加 す る こ と に よ っ て HETP の 減 少 が 認 め られ ， 対 称 性 の あ る ピ ーク と し て 溶 出 す る．　（17〜68）ng の

範 囲で 作 成 し た 検量線 は 原 点 を 通 る 直線 と な り，既 知 濃 度 試 料 で の 回 収 率 も良 好 で あ った ，

　叉 ，
ヒ ト表皮 よ リ ウ ロ カ ニ ン 酸 の 抽 出条 件 に つ い て 検 討 した 結 果，水 を 抽 出 溶 媒 と す る と き ， 数十秒

以 内に 平 衡 に 達 し ，皮 膚 を傷 つ け る こ と な く十分定量可能で あ った ．

1 緒 言

　 ヒ ト皮膚中の イ ミ ダ ゾール ー4 （5）一ア ク リル 酸 ［1］ （ウ

ロ カ ニ ン 酸 ： ヒ ス チ ジ ン の 代謝中間産物） は 紫外線 か ら

皮膚を保護す る働きを して い る
’）2）・　 角質層中 の ウ ロ カ

ニ ン 酸 は，一
般 に ヒ ト表 皮 よ りは く離 し た 角質層 よ り水

で 抽出 され ， カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ 法
3 ）

， 薄層 ク ロ マ ト

グ ラ フ za4） な どで 分離 され た 後 吸 光光 度 法 に よ っ て 定 量

され て い る．しか しな が ら，こ れ らの 方法 は 試料の 採取

が 困難 な うえ ， 分析 に も長時間 を要 す る・

．
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　 Urocanic 　 acid

　著者 らは ヒ ト皮 膚中の ウ ロ カ ニ ン 酸 の 挙動 に 関す る 研

究 の
一

環 と して ， ヒ ト表 皮 よ り直接微量 の ウ ロ カ ニ ン 酸

を抽出定量す る方法の 検討を行 っ た ．そ の 結果 ， ウ ロ カ

ニ ン 酸が 紫外部 に 強 い 吸収 を有す る こ と ， 抽出量が極微

量で あ る こ とか ら，UV モ ニ ターを 備 え た 高速 液体 ク ロ

マ トグ ラ フ 法 が適 し て い る と 考 え ，詳 細 な 検討を加 え

た．すなわ ち ， 固定相 と して ボ リ ビニ ル ア セ テ ートポ ー

ラス ポ リマ
ーゲ ル を ， 移動相 と して トリエ チ ル ア ミ ン

（以下 TEA ）／メ タ ノ ール を 用 い る 極微 量 の ウ 卩 カ ニ ン 酸

の 迅 速 な 定量法を確立 した ．こ れ に 伴 い ， 皮膚 を傷 つ け

＊
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る こ とな く表皮 よ り ウ ロ カ ニ ン 酸 を 直 接 抽 出定量す る こ

と が 可 能で あ る こ と を見 い だ した の で ， こ こ に 検討 した

結果を ま とめ て 報告 す る．

2　試薬及 び装置

　2・ 1 試　薬

　ウ 卩 カ ニ ン 酸 は 市 販 品 （田 辺 製 薬 製 ）を 水 よ り再 結 晶

を 繰 り返 し 精 製 し た 後， 105℃ で 2 時 間 乾 燥 し た も の

を 用 い た ．他 の 試 薬 は 市 販 品 特級 を そ の ま ま 用 い た ．

　2・2　装 　置

　高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ は 日 立 635 型 を，カ ラ ム は 内

径 2．lmm
， 長 さ 50cm の も の を 2 本接 続 し て 用 い た ・

充 て ん 剤 は 種 々 検討 し た 結 果， TSK 　GEL 　LS −140 （東

洋 曹 達 製） を 用 い ，カ ラ ム へ の 充 て ん は 湿式法 に よ っ て

行 ．
） た ．

3 実 験 操 作

　 ウ ロ カ ニ ン 酸 の 7　F9 ／rn1 の メ タ ノ ール 溶液 を 調 製 し，

約 5F1 を マ イ ク ロ シ 1」ン ジ に と り， ス トッ プ フ ロ ーイ ン

ジ ェク シ ョン 方式 に よ り カ ラ ム に 直 接注 入 した・得られ

た ク ロ マ トグ ラ ム よ り保持時間 ， ピーク幅 を測定 し，理

論段高 さ （HETP ） を計算 した ．

　 ヒ ト皮膚 よ りの ウ ロ カ ニ ン 酸の 抽出 は 温度調節可能な

ガ ラス 容器 （Fig・D を用 い て 行 っ た．す な わ ち，ガ ラ

ス 容器 を皮膚上 に 圧 接 し，抽 出溶媒 15　ml を正 確 に 加

え ，

一
定時間抽出 し た 後抽 出 液 IO　mr を正 確 に と り， 減

圧 下 （40
°C ）で 溶媒 を留去 し た 後， メ ク ノ ール （1〜2）
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Table 　 l　 Recoveries　 of 　 urocanic 　 acid

37Wi
建

Present （PPm ）　　　 Found （PPm ）　　 Reooveries（％）

1234 0．8550
．8550
，8550
，85S

0 ．8020
．S250
．B600
．S50

95．396
，5100
，699
．4

Fig．　 l　Glass　 vesseHbr 　 extraction

　 　 　 　 The　cxtracted 　arca 　was 　e．55　cm2 ．

ml を正 確 に 加 えて 溶か し試料溶液 と した．

4 結果及 び 考察

　 4 ・ 1 分析条件の 検討

　 4・1・1　溶離液　 メ タ ノ ール を 溶離液 と した と き ， ウ

ロ カ ニ ン 酸 は 溶出 さ れ るが テ ーリン グが 起 こ り微 量 の 検

出 は 困難 で あ っ た．そ こで 対 イ オ ン と して メ タ ノ ール に

TEA を 1％ 添加 した と こ ろ テ
ーリン グ は 消え対称性の

あ る ピーク を 得 た の で 最適 ア ル カ リ量 に っ い て 検討 し

た ．添加 TEA 量 0．1％ か ら HETP は 減少 し， 0．5％

か ら 1．0％ の 間 で ほ ぼ一
定の 値 を示 し た の で ，以 後添加

す る TEA 量は O ．75％ と した・

　 4・1・2　 カ ラ厶 温 度　 　20℃ か ら 60ec の カ ラ ム 温

度内 で の HETP の 変化 を調 べ た．一
般 に カ ラ ム 温度 が

低 い ほ ど HETP は 減少す る 傾向 を示 し た ．実験操作 な

ど を考慮 して カ ラ ム の 最適温度は 20DC で あ る と した ．

　4・1・3　流速 の 影響　 溶離液 の 流速 を o．1ml ／min か

ら o．8ml ／min ま で 変化 させ た と きの HETP に つ い て

検討 した ・0．lml ／min か ら 0．6ml ／min まで は ほ ぼ一

定 の 値 を示 し た が 0．7ml ／min 以 上 で は や や 増大す る 傾

向 が 認 め られ た．これ は ス トッ プフ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ

ン を 行 っ て い るた め 試料注入 後
一

定圧 力 （O．8　ml ／min

で 約 160　kg ／cm2 ） に 到達す る 間 に 試料の 拡散 が 起 こ る

こ と も
一

因 で あ る と考え られ る．分析時間 ， 圧力及 び 定

量性 を考慮 し，流速 は O．5　ml ／min を選 ん だ．

　4・ 1・4 検量線の作成　　ウ ロ カ ニ ン 酸 の 17．1　pg／ml

メ タ ノ ール 溶液を用 い ， そ の （1〜4）pl の 間 で 検量線 を

作成 した （ピ ーク高 さ法）・検量線は 検討 した 範 囲 内 で

原点 を 通 る直線 で あ っ た・な お ， 溶離液中に お け る ウ ロ

カ ニ ン 酸 の 極 大 吸収波長で あ る 277nm を検出波長 に 用

い る と き ， 検出限界は 5ng で あ っ た・

　4。1・5　回 収率の 検討　　ウ ロ カ ニ ン 酸 の 0．855ppm

水溶液 10m1 を正 確 に と り，水 を減 圧 下 （40DG ） で 留

去 し た 後 ，
2ml の メ タ ノ ール を正 確 に 加 え て 溶か し試

牙 一ga．O％ 5　　 c．　 v．（％）
−2．52

料 溶液 と した ．結果 を Table 　 l に 示 した・

　4。2　ヒ ト角質層中の ウ ロ カ ＝ ン酸 の 定量

　4・2・1 抽出条件の 検討　 前腕屈折部よ り 3 の 操作 に

従 い ， 37°C の 恒 温 下 ，抽 出溶 媒 と し て 水 一エ タ ノ ール

系 に っ い て 検討 した 結果 を Table 　 2 に 示 した・水 を用

い た と き最 もよ く抽出され た ．次 に 水 を 抽出溶媒 と し た

と きの 抽出時間 に つ い て 検討 した 結果 を Fig・2 に 示 し

た．約 10 秒 で 抽出量 は 飽和 に 達 した． こ れ は 極性 の 大

き な 水 分 子 が 非常に 早 く角質層 中に 浸透す る た め で あ る

と 考 え られ る．本実験 で は 誤 差 な ど を考慮 し て 抽出時間

は 2分 と定 め た ．

Table 　2　 Effect　 of 　 ethanol 　 concentration 　 to 　 uro ．

　 　 　 　 canic 　ac 三d　extraction

Solvent 100／0†　　　 90！1080 ！20 δD！40

Relative 　 va 【ue 100 71 6S 62

†Wa に r／E 匸hanoE

曽
コ

冩
〉

り
〉旧
冨［
u

1°°

　 1　　　　　　　　　 3

　 　 　 Time ，　 min

Fig．2　Extraction　time

5

　4・2・2　 ピー
ク 成 分の 同定 　 ヒ ト角質層 抽 出液 の ク ロ

マ トグ ラ ム を Fig・3 に 示 した・ク ロ マ トグ ラ ム か ら明

らか な よ うに 単
一

の ピーク を与 え た の み で ， そ の保持時

間 は ウ ロ カ ニ ン 酸標準品 と 同
一

で あ っ た．又，分 取 成分

の 紫外部極大吸収波長 は 277nm （o．75％ TEA ／メ タ ノ

N 工工
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岬
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　 　 　 　 0　 　　 　　　 　　 　 4　 　　 　　 　　 　　 8

　 　 　 　 　 　 　 　 Relention 　 time ，　 min

Fig．3　 High 　speed 　liquid　chromatogram 　of 　extract

　　　　from 　humall　 epidermis

　 　 　 　 Colu皿 n ：TSK 　GEL 　LS −1402 」 mm φxlm ；　 E 且uen こ ：

　 　 　 　 0．75％ （C2Hs ）3N ！CH30H ；　 F ［ow 　 rate ： 0．5mlXmin
；

　 　 　 　 Detec盲o 「 ：UV 　Pholorncter（277nm ）；　 Colu皿 n 【emPe 尸
　 　 　 　 ra 邑ure ： 20

°
G

で結果 を出して い る．

　叉 ，同
一 ヒ トの 左 右 の 前 腕 屈折部 に お け る 定量結果 を

Table 　4 に 示 した．更 に ，前腕屈折部，背部 ， き ょ う部

に お け る 定量結果 を Table 　5 に 示 し た ．

Tabte 　 4Urocanic 　 acid 　 contents 　 in　 the 　 human

epidermis （1）

Human 　 materialsLc 「t （FgXcm2 ） Right （F9／cm2 ）

123

斗

軌

α

q

“

NNNN 0，450
．69D
．540
．78

0．480
．760
．540
，5斗

Table 　5Urocanic 　 acid 　 contents 　 in　 the 　human

epidermis （2）

　 　 　 　 　 　 　 　 Forearm
Human 　materials
　 　 　 　 　 　 　 　 （F9／cm2 ）

B 置 ck

（P9 ／cm り

Gheck
（昭 ／cm2 ）

求

　 ．^一
胥一

　 ．一り

No ．1No

．2No

．3

0，480
．630
．B9

0．270
．270
．54

o．33
  ．9斗
o．45

　 　 　 120

　　　 tr
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 曜 8

Fig．4Mass 　spcctrum 　of 　peak 　component 　 extrac −

　　　　 tcd　from　human 　 epidermis

＿ル 溶液）， 265nm （希塩酸溶液） で あ り ウ ロ カ ニ ン 酸

の 標準品に
一

致 した こ と及 び質量分析 の 結果 （Fig・4 ）

標準品と一致 した こ とよ り同 ピーク を ウ ロ カ ニ ン 酸 と同

定 した．な お ， 他の 水 溶性成分 で あ る 尿素， ア ミ ノ 酸 な

どの ク ロ マ トグ ラ フ 的挙動 に っ い て は明らか で な い ．

　4・2・3　定 量 結果　　年令 19 才 か ら 40 才 ま で の 健康

な成人男女 7 人 の 前腕屈折部 に お け る 測定結果 を Tablc

3 に 示 した ．なお ，
Hais ω

の 文献 は角質 の は く離切断法

Table 　3Urocanic 　 acid 　 contents 　 in　 the 　 forearm

epidermisUrocanic

　acid 　content3 （F9 ／cm2 ）

　 Tabl ¢ 4 及 び 5 か ら明 らか な よ うに ，部位 に よ る ウ ロ

カ ＝ ン 酸存在量の 差 を考 え る とき ， 左右両腕の 定量結果

は 比 較的 よ く
一

致 して い る と 考 え られ る こ とか ら，同法

は ヒ ト角質層中の ウ ロ カ ニ ン 酸定量 に 十 分 応用 可 能 で あ

る と考 え られ る．

　終 わ り に ，本 研 究 の 発 表 を 許 可 さ れ た 鐘 紡 株 式 会 社 常

務 取 締役化粧 品 研 究所 長 二 子 石 広猛 氏 並 び に 本論 文 を 御

校 閲 頂 きま し た 千 葉 大 学 薬 学 部 坂 口 武
一

教 授 に 深 謝 の 意

を 表 し ま す．

　　　　　　　　（
1975 年 10 月 2 日，日本 分 析化 学

会第 24 年会 に お い て 一部 講 演 ）

Scx Age

MaleMaleMaleMa

鴕

FemaleFemakFemale

佃

272

δ

19

肘

2420

0．510
．5｛〕

0．351
．850
．380
．210
，53
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　 Dete 血 廿on 　 of 　 urocanic 　 add 　 hl　 the 　 hun 皿 皿

epidermis 　by　high　speed 　liqu五d 　chro 皿 tOgraph ヲ・
Shigeki　OHNIsHI

，
　Yasushi　NisHrJiMA　and 　Kyoko 　SuGlyAMA

（Kanebo ，
　Ltd ．，　Gosmetic　Laberatory，5−3−28，　Kotobuki−

cho ，　Odawara −shi，　Kanagawa ）

　Trace　 amounts 　 of 　imidazole−4（5）−acrylic 　 acid 　（ur
・

ocan 五c　acid ）ln　the　human 　epidermis 　were 　determined
by　high　 speed 　 liquid　 chromatography 　 using 　 a　 poly−
vinylacetate 　 porous 　 polymer （TSK 　 GEI．　 LS −140） as

acolulnn 　 packing．　 Eluent　 composition ，　 colu  
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tcmperaturc 　 and 　How 　 rate 　 were 　investigated　 in　 cor −
re ］ation 　with 　HETP ，　and 　the　following　conditions 　were

estab ］ished；eIuent ＝0．75％ triethyIamine 　in　methanol ；
・ ・ lumn 　 t・mp ・・atu ・e − 20°C ； fl・w ・at ・− 0．5　ml ！min ．
The 　 column 　 e田 uent 　 was 　 monitored 　 at 　277　nm 　 which

was 　 a　 maximum 　 absorption 　 wavelength 　 of 　urocanic

acid 　in　eluent ．　 The 　linlit　of 　detection　was 　5　ng ．　 E 皿 一
ploying　 this 　 analytical 　 method

，
　 the　 extractive 　 condi −

tions 〔solvent 　 and 　 extraction 　 time ） of 　urocanic 　 acid

丘om 　 thc 　 human 　 epidermis 　 were 　 also 　 examined ．　 The
urocanic 　 acid 　in　 the　human 　epidermis 　 was 　 extractcd

withln 　about 　10　seconds 　wlth 　wa ヒer ．　 The 　peak 　com −

ponent　was 　identified　by　u1 しra 　violet 　absorption 　spectra

and 　mass 　spcctrometry 　with 　that　Qf 　urocanic 　acid ，　 The

urocanic 　 acid 　 contents 　 measured 　 by　 thiS　 method 　 in
the　human ・pid・・mis ・f　f・ ・ ea ・m 　we ・・ （0，2且〜L85 ）Pg ／
cm2 ．

　　　　　　　　　　　　（Received 　 Feb．25，1976）

　KeUtoords

High 　speed 　liquid　 chromatography

Human 　epidermis
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Urr｝canic 　 ac 重d

原 子 吸 光分 析 法 に よ る 葉 酸 の 間 接 定 量 法
＊

喜谷 　喜徳 ，　中村　耕治 ，　稲垣　健治＊＊

（1976 年 2 月 12 日 受 理 ）

　葉 酸 を 過 マ ン ガ ソ 酸 カ リ ウ ム で 酸 化分解 後，硫酸 ニ ッ ヶ ル を加 え ， パ ソ フ ェナ ン ト ロ リ ソ （batho−

phen）共 存下 ，　 MIBK で 抽 出す る と ， 酸化分解に よ り生 成す る 2一ア ミ ノ ー4一ヒ ド ロ キ シ プ テ リジ ン
ー6一

カ ル ボ ン 酸 が ニ
ッ ケ ル と錯 体 を 生 成 し て ， 選 択 的 に MIBK 相 に 抽 出 さ れ る．そ こ で 原 子 吸 光 分 析 法 に

よ リニ
ッ ケ ル を 定 量 し，聞 接 的 に 葉 酸 を 定 量す る 方法 を 検討 し た．定 量条件 は ，pH 　8．5 の ほ う砂一硫酸

緩 衝 液 を 使 用 し， ニ ッ ヶ ル 濃度 を葉酸濃度 の 約 6．6 倍以上 ，
bathophen 濃度 を 約 44 倍 以 上 とす る こ

と に よ り，葉 酸 （1．2〜20．0）F9 ／ml の 濃度 範 囲で ，吸 光 値 と 葉 酸濃度 と の 間 に よ い 直 線 関係 が 得 られ

た．

　本 法 の 繰 り返 し 精度 は 標準偏差 1．77 （相 対 標 準 偏 差 L76 ％）で あ っ た．従 っ て ，本 法 は 葉 酸 の 定 量

に 十 分 使 用 で き る も の と 考 え る．

1 緒
一．、

口

　原子 吸光分析法 に よ る医薬品 の 定量 に 関す る研究の
一

環 と して ， 葉酸の 定量を行 っ た ．葉酸 は 核酸 塩基 の 生 合

成 な どに 関与す る ピ ク ミ ン で ， 造血薬 と して 使用 され て

い る重要な医薬品で あ る．

　葉酸の 定量法 に は ， 過 マ ン ガ ン 酸 カ リウ ム で 酸 化分解

の 後，生 成す る 2一ア ミ ノ ー4一ヒ ドロ キ シ プ テ リジ ン
ー6一

カ ル ボ ン 酸 （acid 　 1） の 発す る けい 光 を利用す る け い 光

法
1）

，
パ ラ ア ミ ノ 安息香酸 くPABA ），

パ ラ ア ミ ノ ベ ン ゾ

＊
原 子 吸光 分 析 法 に よ る 微量 医 薬 品 の 定量 （第 9 報）．

　 前 報 は 喜谷 喜徳 ， 中 村 耕治 ，稲 垣 健 治 ， 小池　久 ：

　 本 誌 ，　24 ，　742　（1975 ）
＊＊

名 古 屋 市 立 大学薬 学 部 ： 愛知 県 名古 屋 市瑞穂 区 田 辺

　 通 3−−1

イ ル グル タ ミン 酸 （PABAG ） な どの 遊離 ア ミ ン の ジ ア

ゾカ ッ プ リン グ反 応 を利 用 し た 比色法
2）

， ポ ーラ ロ グ ラ

フ 法3），ア ゾ トメ トリー4）
， 又 Lactbacillus　 fiasei （ATTC

7469） を用 い る微生 物定量法
s） な どが 報告され て い る．

　著者 らは ，葉酸 を 過 マ ン ガ ン 酸 カ ワ ウ ム で 酸化分 解 し，
二 酸 化 マ ン ガ ン を 炉 別後，炉 液に 硫酸 ニ

ッ ケ ル を加え，

バ ソ フ みナ ン トロ リ ン （bathophen ）共存の 下， メ チ ル

イ ソ ブ チ ル ケ トン （MIBK ） で 抽出す る と ，
　 acid 　1 の

ニ
ッ ケ ル 錯体が 抽出 さ れ る こ と を 見 い だ した．そ こ で

MIBK 相 中の ニ ッ ケ ル を 原 子 吸光法 で 測定す る こ とに

よ る 葉酸 の 間接定量法を検討した．

2 装置及 び 試薬

2 ・1 装　置

日 立 207 型 原 子 吸光分光光度 計 を 用 い ，光 源 は 日 立

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


