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化学発光検出 フ ロ ー
イン ジ ェ クシ ョ ン 法 に よ る

イン ドー
ル 誘導体 の 定量

今井 日出夫 
，　吉田久信 ，　升島　努 ，　応和卓治

＊

（1983 年 8 月 1 日 受 理 ）

　化 学 発 光 を検 出 系 と す る フ 卩 一イ ン ジ ＝ク シ ョン 法 で 20 種 の イ ン ドール 誘 導 体 の 検出定量 を 検討 し

た ．水 溶 液 中の イ ン ドー
ル 誘導体 を あ ら か じめ ペ ル ォ キ ソ ニ 硫酸 カ リ ウ ム で 酸化 し，1

，
3一ジ プ ロ モ

ー5
，

5一ジ メ チ ル ヒ ダ ン トイ ン と 反 応 さ せ る と化 学 発 光 を 生 ず る こ と が 観 察 さ れ た ．こ の 発 光 反 応 は フ ロ
ー

イ

ソ ジ ＝ク シ ョ ソ 法 で 容 易 に 行 う こ と が で き，光 電子 増 倍 管 の 前 面 に ら せ ん 状 の 流 路 を 持 っ た 混 合 セ ル を

置 き ， 光 電 子 計 数 法 に よ り検山 さ れ る． ペ ル オ キ ソ ニ 硫 酸 カ リ ウ ム の 4 ％ （w ／v ）水 溶液 を 40 °G で

反応 させ た 後 ，
o ．7％ （w ／v ） 1

，
B一ジ プ ロ モ ー5，5一ジ メ チ ル ヒ ダ ン ト イ ソ と 反 応 させ る と き ・ 感 度 ， 定 量

性 が 最 も 良 か っ た ．定 量 範 囲 は ト リ プ タ ミ ン で （0．10〜 3・10）nmol ，　 H 内 変 動 係 数 は ・
O・　78　nmoL に お

い て 3．4％ （n ・・IO）， ト リ プ トフ ァ ン で （0．10〜3．10）n 皿 ol
， 口 内 変 動 係 数 は ・

0・7S　nmol に お い て L8

％ （n − 10）で あ っ た ．

1 緒 言

　イ ン ドール 化合物 の 化学発光 は ，代表的 な 生物発光物

質で あ る ウ ミ ホ タ ル ル シ フ ェ リ ソ が イ ソ ドール 骨格 を 持

つ こ とか ら多 くの 人 k に 興味 を 持 っ て 研 究 され て い る．

1965年 に 初め て Philbrook ら
1） が，3一メ チ ル イ ソ ド

ー

ル の ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド溶液に 水 酸化 カ リ ウ ム の 粒 を

加 え た と き，こ の 粒 の 付 近 に 発 光の 現 れ る の を 認 め ，更

に 多 くの イ ン ドール 化合物 を 水酸化 ナ ト リウ ム 水 溶液に

溶 解 し ，ペ ル ナ キ ソニ 硫酸 カ リ ウ ム で 酸化す る と発光が

生 じる と報告 し て 以 来，そ の 発 光強 度 ，機 構 な どに つ い

て 多 くの 報告 が な され て い る ・しか しそ の 発光 を イ ソ ド

ール 化合物 の 高感度分析に 適用 し よ う と試み た 例は ま だ

ない ．今回 著者 らは ペ ル ナ キ ソ ニ 硫 酸 カ リ ウ ム で あ らか

じめ 酸化 し た 多 くの イ ン ドール 化 合物が，強 ア ル カ リ性

で 1，3一ジ ブ Pt モ
ー5，5一ジ メ チ ル ヒ ダ ン ト イ ン を 加え る こ

とに よ v⊃て ，
Philbrook ら の 方 法 に 比 べ て 発 光 が は るか

に 顕 著で あ る こ とを見い だ し，フ 卩 一イ ン ジ ェ ク シ
ョ

ン

法 に 基づ い た 自作 の 装置を 用 い ，こ れ ら イ ソ ドール 化合

物の 特異性 の あ る 微量 定 量法 と し て の 可 能性を 検討 した

の で そ の 結果に つ い て 報告す る ．

　 ＊
広 島大 学 医 学 部 薬 品 分 析 化 学 教 室 ： 734 広 島県広島

　　市南 区 霞 1−・2−3

3 試料及 び測定

　2 ・1 試 　薬

　 イ ン ドール 化 合物 は す べ て 市 販 品 を使 用 し ，
ペ ル オ キ

ソ ニ 硫酸 カ リ ウ ム （PPS ） （半 井 化 学 製 特 級） と 1
，
3一ジ

プ ロ モ
ー5

，
5一ジ メ チ ル ビ ダ ン ト イ ン （DDH ） （東京 化 成

工 業 製 1 級） も そ の ま ま 使 用 し た ．

2 。2　装 置 と測 定

発 光 測 定 の た め 採 用 し た フ v 一シ ス テ ム の 概 略 を Fig．

1 に ，イ ン ド
ー

ル 化 合 物 の 発 光 の 基本操作手順 を Fig，2
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Fig．　 I　Schematic　diagram 　of 　flow　system

　 　 　 　   A 至r，  Potassium 　 peroxodisulfate （PPS ），  H20 ，
　 　 　 　   1，3−Dibremo −5，5−dlmcthylhydantoin （DDH ），  

　 　 　 　 Drai叫   lnjcctor ，  Hea 匸ing 　ba山．  GoDUng 　ba齔h・
　 　 　 　   A 量r，  PhDtomultiplier，  Recorder口  Ph ・ ton

　 　 　 　 COUnter
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S 邑 mple 〔50 ト1）

tO
瓢idation　by　h已 a しiロ 9　 with 　 PPS

tReaction
　 with 　DDH

と
Light　 emission

F三9．　2　Standard　procedure

も

9　40

§ 30
ぼ 209

と
10

（a ）

ノ

（b）

／

に 示 す ．フ ロ ーシ ス テ ム は 送 液部 ， 混合部 ， 加熱酸 化 コ

イ ル ， 冷 却 部 ， 混 合 発 光 部 に 分 か れ て お り ， す べ て の チ

ューブ か ら の 送 液 ， 送 気 ， 排 出 を プ ロ ボ ーシ ョニ ン グ ポ

ン プ 正型 （テ ク ニ コ ン ） 1 台 で 行 っ た ．ま ず エ ァ ーセ グ

メ ン ト され た PPS 溶 液 に サ ン プ ル 液 50　p1 を混 入 し こ

れ に 次 い で 加 熱 コ イ ル （内 径 lmm ，全 長 6．Om ） を

通 し て 3 分加 熱酸化 ， 次 に セ ル の 加 熱 を避 け る た め に 冷

却 コ イ ル （内 径 L5mm 、 全 長 2．01n ） で 20　
ec

， 2

分 間 の 冷 却 を 行 い ， 空 気 を 抜 き 取 り ， 試 料 溶 液 の み を

混 合 発 光 セ ル に 送 る．光 電 子 増倍管　（浜 松 テ レ ビ ， R −

1463−Ol 型，印 加 電 圧 一1100 　V ） の 前 面 で ，　 DDH の 0 ．l

N 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 と 試 料 混 液 が 混 合 し て 発 光

す る． セ ル は 約 130ge1 の 容 量 を 持 ち Fig．3 に 示 す よ

う に 発 光 中 の 物質 が 長 く滞在 す る よ うに う ず 巻 き型 2） と

し た，発 光 は 光 電 子 計 数 装 置 （浜 松 テ レ ビ ，
C −1230） で

測 定 し た ．

1 1

∠丶

2

3

Hg ，3Cell 　f｛〕r　luminescence　measurement

　 　 　 　 1 ： 1nlet，2 ：Quartz　 platc，3 ： Pho 【o 皿 ultipticr ； 0 ：

　 　 　 　Inlet，　  ；　O ロ ttet

3 結果 と考察

　3・1　温度 ，
PPS 濃度，　 DDH 濃度 の 発 光 強 度に 及 ぼ

す 影 響

　Fig．4 は 0 ．l　 N 水酸化 ナ ト リ ウ ム に 溶解 し た ト リ

20304050 　123450 ，10 ，30．50．70．9

　Temp．，
°
C　　　　PPS ，％ （w ／v ）　　 DDH

， ％ （w ん）

Fig ．4　Effects　 of 　 temperature 　 and 　 concentration

　 　 　 　 of 　PPS 　 and 　 DDH 　 on 　 Iuminescence 　 inten−

　 　 　 　 SltY

　 　 　 　匚Tryptophanコ＝4 × 10’i　M ；　 Injecti。 n 　 volume ＝50 　pl；

　 　 　 　 （a）0．7％ （wlv ）DDH 十 4 ％ （wlv ）PPS ； （b）0．7％ （w ／v ）

　 　 　 　 DDH ，　 Q 　45　
eC ，　口 50　

eGs

　● 400C ；　（c ）4％ （wlv ）

　 　 　 　 PPS ，　450G

プ ト フ
ァ

ン を 試料 と して 発光条件 を 検討 し た もの で あ

る．Fig・4 （a ）は ，　 PPS に よ る 酸化 時 間 を 3 分 に 定 め て

温度 の 影響を 検討 した もの で ， こ の 場合 酸化温度を高

くす る と発光強度は 増大す る が ，45 °C を 超 え る とか え

っ て 発光の 低下が み られた ．又 こ の 反応は 温度の 影響を

非常 に うけや す く，良好 な再 現性を得 るた め に は，厳密

な 温度調節 が 必要 で あ っ た ．Fig ・4 （b） は ，
　 PPS 濃度

の 影響を 検討 した もの で あ る．PPS 濃度が 高す ぎる と

発光が 低下 す る 傾向が み られ，試料 と PPS 量 と の 間に

反応 の 最適 比 が存在す る と考 え られ る．し か し ，こ の 傾

向は ， 酸化温度 を 低
．．
ドさせ る こ とに よ っ て 弱 ま る こ とが

同時 に 観察 され た ．Fig．4（c ） は ，　 DDH 濃度 の 影響 を

検討 し た もの で ，O・5 ％ （w ／v ）以 上 の 濃度 で あれ ば 発

光 に 十分 で あ る こ とが分か る．乂 DDH 溶液 の pH を

12 以下 に す る と発光 が 減弱 し，特 に pHl1 以 ドで は 発

光が起 こ らな くな る こ とが観察 さ れ た．こ れ らの 結果か

ら，流速 2皿 1／皿 in で ，　 PPS 濃度 は 4 ％ （w ／v ），加熱

酸化 温 度 は 40 °C，DDH 濃度 は 0 ・7 ％ （w ／v），を分析

条件 とし て 用 い る こ と に した．

　3・2　検量 線と分析精度

　Fig．5 に ，
　 o．IN 水酸化 ナ ト リ ウ ム 水溶液 に した ト

リ プ ト フ
ァ

ン と ト リ プ タ ミ ソ の 検 量 線 を 示 す． ト リ プ

ト フ
ァ

ン で は 定量範囲 （0 ・10〜3・10）nmol
， 検出限界

50　Pmol ， 再現性 は 780　P・nol に お い て 日内変動係数 1・8

％ （n
− 10）， ト リ プ タ ミ ン で は 定量範囲 （0 ．10〜3．10）

nmol
， 検 出 限界 50 　pmol ， 再 現性 は ，

780　pmol に お い

て 日内変動係数 3・4％（n ＝10）で あ っ た ．試料濃度が高

くな る と 発光 が 飽和値 に 達 し た 後 ，減衰 す る 現 象は ，

Fig．4（b） に 関 し て 前に 述 べ た よ うに ，試料量 と PPS

量 の 最適 比 が 保 た れ な くな るた め か ，濃度消光 に よ っ て

起 こ る と考 え られ る ．
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TabIc 　l　 Relative　 luminescence 　 intensities

　　　　 of 　tested 　 compoundsa

b

2　 　 　 　3　 　　 4

　 　 置og 　C ，　pmol

2　　　　3　　　　4

　 1・gC ，　 pm ・1

Fig・　5　 Calibration　plots　for　tryptophan （a）　and

　　　　tryptamine （b）

　 3・3 適用対象の 分 子 構 造 と 発 光機構 の 関 連

　 Table 　l は 20 種 の イ ン ドール 化合物及 び 数種 の 芳香

環，縮合環化合物 に つ い て 各 々 絶対量 で 2nmo1 の と ぎ

の 発光強度 を ，ア ル カ リ性水 溶液 に 溶解 した ト リ ブ ト フ

ァ
ン （a 欄）を 1．00 と した 相対 比 で 示 した もの で あ る ．

な お こ こ で は ，加熱酸化温 度 を 45 °C に 設 定 し た ．イ ソ

　ドール 環を もつ 通常 の 化合物 II 種 と， イ ソ ドール 環を も

つ 生 体 内 ト リ プ b フ
ァ

ン 代 謝 物 9 種 を 取 り挙 げ た ．多 く

の イ ン ドール 化合物が 本法 で 検 出可能 で あ る こ とが 分 か

り，イ ン ドー
ル 骨格 の 5 位 に 水酸基 や メ トキ シ 基 をもつ

も の が ，置換基 を もた な い もの と 比 べ て 発光が 特に 弱 い

こ と，3 位 の 側鎖 の β位 に ，ケ ト ソ
， 水 酸基 ， ア ミ ノ 基が付

い た もの は 発光が比 較的強い こ とが認 め ら れ る．又 PPS

酸化時 の 溶液 の pH に よ る 発光強度 の 変化 が み られた

の で ，0・IN 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液 に し た もの と，水 溶

液 に L た 試 料 を 注 入 し た と きの 発光 強 度 を Table 　 1 中

に 比較 し た．ア ル カ リ性 水溶液 と した a に 比べ て 中性水

溶液 と し た b で は ， イ ン ドー
ル
ー3一酪酸 ， イ ソ ドール

ー3一ア

セ ト ソ ，イ ソ ドー
ル
ー3一酢酸 ， ト リ ブ タ ミ ソ の 発光強度が

著 し く減少 し 厂 方 イ ソ ドール
ー3一ア セ ト ア ル デ ヒ ドで は

発 光 が 顕 著 に 増大 した ．又 イ ソ ドール の 2 位 と 3 位 の 間

に 2 重 結 合 の な い イ ン ド リ ン の 発光が 観 測 され た．こ れ

は 次 に 述 べ る PPS 酸化 の 効果と考え られ ，興味あ る 結

果 で あ る ．な お，† に 示 さ れ る よ うに チ ロ シ ン ，フ ェニ

ル ア ラ ニ ソ ，キ ノ リ ソ ，イ ソ キ ノ リ ソ ，ナ フ トール は こ

の 条件 で は 発光 は 認 め られず，ナ フ チ ル ア ミ ン も ご く微

弱 な 発光 し か 示 さな か っ た．次 に PPS に よ っ て ，イ ン

ドール が どの よ うに 酸化 され た か を 調 べ る た め に ，
PPS

酸化され た イ ソ ド
ー

ル を 凍結乾燥し， ア セ ト ソ で 固
一
液

抽出を 行 っ た と こ ろ，ア セ ト ソ 抽 出 画 分 が ，残 さ 画分 の

約 2 倍 の 発光強度 を 示 した ．又 抽 出画分 を シ リ カ ゲ ル 薄

層で 展開 し た と こ ろ ， （5〜6）種 の 物質 が 蛍光 に よ っ て

確認され ， 主 に 発光 した 物質 は ， か な り極性 の 低 い 物質

で あ る と同時 に ， 水溶液中で は 不安 定 で し だ い に 分解

1ndolc

　
”
　　
−2−carb り xyLic 　acid

　
”

　−3−propionic 　 ucid

　
”

　　
−3−bUtylic　acid

　 ” 　　−s−acetonc
　 ” 　　−3−carbinol
　

”
　　
−3−glyOx アhC　ucid

］．ME 山 ylindele

2−Methy 」iロ dole

3一匹lcthy ［indolc

IndoHnc1

−Naphthylamine
1−Naphthvl
Qu；nol ；neIsoquineline

Phcnylalaninc

TyrosincL

−Tryp しophan

Tryptamine
5−HydrOXV −L −lrYP 匚ophan

5−Hydroxyindole −3−acetic 　 acid

5−Hydroxytryptamine
5−MethoxytTyPtamine
Indo 且e −3−acetic 　acid

　
”
　　
−3−zcetaldchydc

　 ” 　　−3−laC匚iC　 ucid

0，040
．020
．02D
．027
．28

〔〕，［27
．23D
．020
．020
．160
．e20
．05†

0†
o†

0†
oto

†

1．002
，S70
．160
．070
，140
．04u
．5Bl
．121
．IY

o．且10
，110
、020
．021
．370
．1811
．100

．040

〔，鹽【）3

0，610
．140
．D40
．040
．020
，020
．］23

．950
．2S

　 45

；！

　 a3

　　 β

　　　　　　　6KXlNl2

　　　　　　　　　 7　　 Hl

L −Tryptophan ［（a ） 1，00］ was 　 tuken 　 as 　reference ．　a ：DissQlved　 in

O．lNNaOII ；　 b ： Dissolved 　 in　 a　 minimum 　quantlty　 of 　 ethanol

and 　 c］ilutcd　 with 　H20 ；　 †　Dissolved　 in　 a　 minimum 　 quantitV

of 　ethanor 　 and 　 diluted　 wi 【h　O．INNaOH

し て ゆ くこ とが 観察 さ れ た ． しか し 残 さ 画分 は ， 水 に

溶解後 も 発光能 を 維持 して い た ， こ れ ら よ り ， イ ソ ド

ール を 出発物質 と し た に もか か わ らず ，
PPS 酸化 の 後

に は，種 々 の 構造 を 持 っ た もの が 生 じ，又 水 に 対す る 安

定性の 大 き く異 な る 物質 が 生 じ て い る こ と か ら， 発光す

る まで の 過程 に 複雑な 径路が 存在す る こ とが 示唆され

た ．McCapra ら
s）は ， テ ト ラ ヒ ド ロ カ ル バ ゾール の 発

光 は，イ ソ ドール 骨格 の 2 位 と 3 位 の 間に ジ オ キ セ タ γ

が生成 さ れ，そ こ が 開裂す る と きに 生 じ る と 提唱 し，

Saito ら
4 ）が 類 似 化 合 物 で こ の 機構 の 証 明 を 行 っ て い る ・

Kopecky ら 5＞
は ， ジ オ キ セ タ ン は 炭素

一
炭素間 の 二 重結

合 と
一

重項酸素 の 反応 で は 生成 されず， こ れ に 次い で

塩基 性溶液中で の DD 且 と の 反応 に よ り は じめ て 生 成

され る と して い る． ジ オ キ セ タ ン は Schaap ら e）
及 び

Zaklika ら
7 ）に よ っ て か な り極性 の 低 い 物質で あ る こ と

が 示 され て い る ．又 極性溶媒中で は 不 安定 で 分解 し や す

く発光性 で あ る こ と も Saitoら4）
又 は Nakamura ら

s）に
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よ っ て 報告 され て お り，著者 らの 実験結果 も
一一

部 こ れ を

裏付 け る も の が あ る ．こ れ ら の こ と よ り，著 者らの 系 で

は 種 々 の 生 成 中 間 体 が 確認、され て い る が ， ジ オ キ セ タ ソ

が，発光径路に お け る
一

つ の 中間体と な っ て い る 可 能性

が 非常 に 大 ぎ い と考え られ る．現在発光種 の 構造の 詳細

な 検討を行 っ て い る が ， 生成中間体が多種 で あ る こ と に

加 え て 構造 の 変化を 起 こ し や す い た め ，決 定 が 困 難 で あ

る．

）5

）6

）7

）8

C乃彡m ．Soc．
，
101

，
4757　（1979）．

K ．R ．　 Kopecky ，　J．　E ．　 Filby，　 C ．　Mumft ）rd ，　 P ．
A ・Lockwood ，　J．　Y ．　Dillg： can．ノ．　c乃跚 ．，53，
1103　（1975）．
A ．P．　 Schaap

，
　 P ．　 A ．　 Burns

，
　 K ．　 A ．　 Zaklika ；

／・　∠dm ・　Chem ・Soc・，99，　12フ0　（1977）．
K ．A ．　 Zakhka ，　 P ．　A ．　 Burns ，　 A ．　 P ．　 Schaap ；

丿
「．　∠4m ．　（71tem◆　Soo．，　100，　318　（1978）．
H ．Nakamura

，
　 T ．　Goto ：Photochem．　 Pゐo励 iol．

，

30，　27　（1979）．

☆

4 　結
廾

口

．＝
U

　 著者 らは ト リ プ ト フ
ァ

ソ 代謝物 を 含 む 20 種 の イ ソ ド

ール 誘導休 に つ い て ， あ らか じめ ペ ル オ キ ソ ニ 硫酸カ リ

ウ ム で 酸 化 した 後， 1，3一ジ ブ 卩 モ ー5，5一ジ メ チ ル ヒ ダ ソ

トイ ソ の O ・1N 水酸化ナ ト リ ウ ム 水溶液 と の 反応に よ

る 顕著 な 化学発光 を 見 い だ し，こ れ を 光霞 子計数検出系

を も つ フ ロ
ーイ ソ ジ ェク シ ョ ソ 法 で イ ン ドール 類 の 微量

分析法 を 検討 した ．本法 に よ る 発光機構 は い まだ 十分 明

らか で な い が，イ ソ ドール 類
一

般に 観察され る発光 と考

え られ る．本 法 は 水 溶 液試料 に 適 用 で き ， 分析精度が 高

い こ とに 特徴 を 有す る が ， 測定感度が 蛍光法 に 比 し 低 い

の で ， 例 えば 尿中 の ト リ プ トフ
ァ

ソ 代謝物 に は 高速液体

ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ
ー （HPLC ） に よ る分離と組 み 合わ せ

て 適用 で きる と考 え られ ，目下検討中 で あ る．本 法 は 蛍

光法 と違 っ て 暗視野中で の 発光の 計測 に 基 づ く方法 で あ

るか ら ， 光電子計数 の 技術向上 ， 流液系 ， 発光 セ ル の 改

良に よ っ て，測定感度の 飛躍的向上が期待 で き る と考え

る ．

）1

）2

）3

）4
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　Determination 　of 　  dole　derivatives 　by 　flow
injection　 method 　 with 　 ohe 】triilumi 皿 esoeme 　 de 虚ec ・
tion ．　 Hideo 　IMAI，　 Hisanobu 　 YosHIDA ，　 Tsutomu
MAsuJ 正MA ，　and 　Takuji　OwA （lnstitute　of 　Pharmaceutical
Sciences，　 Hiroshima 　 Univcrsity　 School　 of 　 Medicine

，

1−2−3，Kasumi ，　Minami −ku，　Hiroshima −shi ，　Hiroshima ，

734）
　 Deter 皿 ination　 of 　indolc　dcrivatives　in　 aqueous 　 solu −
tion　 was 　 investiga亡ed 　by　 a　 flow　injection　 method 　 with

chemiluminescence 　dete¢ tiQn，　 It　 was 　found 　that 　indole
derivatives　ox 三d三zed 　beforchand　by　heating　with 　potas・
sium 　peroxodisulfate　emitted 　light　 on 　 mixing 　with 　l，3−
dibromo−5

，
5−dimethylhydantoin　 solutien ．　 The 　 rcac −

tion　 was 　 made 　to　 proceed　 in　 a　f1Qw　injcction　 system
，

and 　the 　chemiluminescence 　in［ensity 　was 　mcasured 　by
aphoton 　counter 　PM 　tube 　placed　in 肋 nt 　of 　the 　nlixing

cell 　 with 　spiral 　 channel ．　 Thc 　opti 皿 um 　conditions

selected 　 were 　as 　follows； the　 concentration 　of 　potassium
peroxodisulfate　was 　4．0 ％ （wtv ），　that 　 of 　1，3−dibromo −
5 ，5＿dimcthylhydantoin 　was 　O．7 ％ （w ！v ）in　O．1NNaOH
solution ，　 and 　 the 　optimu 皿 temperature 　of 　the 　oxidation

reaction 　 was 斗0 °C 　 at 　 the 　flow　 r 乱te　 of 　2．O　ml ／min 三n

areac 亡ion　 coil 　 of 　 l　 mm 　 i．d．　 and 　 6　m 　 length．　 Thc
linear　 range 　 of 　 the　 determination 　 was （0．10〜 3．10）
nmol 　 with 　 C ．V ．　 value 　 of 　 L8 ％ （within −run 　 aL 　 O．78
nmo1 ）f（）r　tryptophan 　and （0．10〜3．1  ＞nmol 　 with 　C ．V ．
vaIue 　of 　3．4 ％ （within

−run 　at　O．78nmol ）for　tryptamine ．

　　　　　　　　　　　 （Received 　 August 　 1
，
1983＞
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