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高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー による血清及び

尿中フ ロ セ ミ ドの 定量

久保博 昭     李 好枝
＊＊

， 小林良江 ， 木下俊夫
＊

（1985 年 IO 月 1 日受 理 ）

　簡単 な 前 処 理 法 で 蛍光検 出高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを 用 い た 迅 速，簡便 ， 再現性 の 良い 血 清 及 び

尿中 フ ロ セ ミ ド の 定 量 法 を 確 立 し た ．前 処 理 法 は 血 清 で は ア セ ト ニ ト リ ル 除 タ ン パ ク，尿 で は 50 倍

希 釈 とい う操作 を行 っ た ．高速液体 ク ロ V トグ ラ フ ィ
ーの 条件 は ， 逆相用 カ ラ ム を 使用 し ， 移動相 は

5mM ヘキ サ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 30％ ア セ ト ニ ト リル 溶 液 　（pH 　3 ・5） を 用 い ・流 速 は

2・5　ml ／min と し た ，検 出 は 励 起 波長 333　nm
， 蛍光波長 415   で 行 っ た ． 血 清 及 び 尿 中 力・ら の 回収

率 は 90％ 以 上 と 良 好 で あ っ た ．再 現 性 も血 清 の 場 合 ， 日 内変動 は 3・48％，尿 の 場合 ・
2・58％ と良好

で あ っ た ．

1 緒 言

　フ ロ セ ミ ド （Furose皿 三de，　 FD ） は ル
ープ 利尿 薬 と し

て 広 く用 い られ て い る薬剤 で あ る．近年，我が国 で 女性

間 に や せ 薬 と して こ の 利尿薬を乱用す る悪幣 が 広 ま り，

そ の 結果， 血 清中の カ リ ウ ム 濃度 が 低下す る電解質代謝

異常の 副作 用 が 生 じて い る． こ の 副作用 は Bartter 症

候群 と同 じ 病態像を 示す こ とが 知 られ て お り pseudo −

Bartter症候群 とも言 わ れ て い る．多 くの こ の 利尿薬乱

用患者 は 服薬事実を隠すの で
1）

， 患者 の 体液中 の 分析が

必要 と な る．

　FD の 測定方法 と し て ，従 来，放射性 同位元素利用

法
2｝，蛍光法

S〕，薄層 ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ
ー・蛍光法

4），ガ

ス ク p マ ト グ ラ フ ィ
」 ）， 高速液体 ク 卩 V ト グ ラ フ ィ

ー

（HPLC ） を 用 い た 方法 が 使用 され て い る．そ の 中 で ，

HPLC を用 い た 方法 は 薬物体液中濃度測 定 に適 して お

り，既 に 幾 つ か の 方法が報告され て い る
S）
− 18）・ し か し ，

こ れ ら の 方法は ， 大量 の 試料を必要と し，煩雑な抽出操

作を 行 い 再現性も 劣 っ て い る ．そ こ で 今回 著者 らは ，

HPLC を 用 い て微量 の 血 清及 び 尿 で ， 簡便 ，迅速 ， 再現

性 の 良い FD の 定量法 を確 立 し た の で 報告す る．

2　実 験

2・1 試　薬

FD は 東京化成 工 業製 ，
ヘキ サ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ

＊

北 里 大 学 薬 学 部 ： 108　東京都 港 区 白 金 5−9−1
＊＊

沈 陌 葯 学院 ： 中華 人 民共和国沈 阻 市夊化 路 2−7

ム は Aldrich製 を 使 用 し た ． 移 動 相 に 用 い た 溶媒 は，

高 速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ 用 で ， そ の 他 の 有機 溶媒及 び 試

薬 は す べ て 試薬特級 を 用 い た ．

2・2 装　置

高 速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ は 躰 ウ ォ
ー

タ
ーズ   A

ボ y プ ，
U6K 注 入 装 置 ，

　 Radial　pak　y　Bondapak　Cts

（粒 子 径 10　iLm，
10cm × 8mm 　i・d・）充 て ん カ ラ ム を 用

い た ，検 出器 は ，日立 F1000 蛍光 分光光度 計 で ， 励 起

波長 333nm ，蛍 光 波長 415nm を 用 い た ・

　2・3　移動相

　5mM ヘ キ サ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 30％ ア

セ ト ニ ト リ ル 溶液 を 酢酸 で pH 　3．5 に 調 節 し た も の を

使用 し た．流 速 は ， 2・5ml ／min で 行 っ た・

　2。 4　定t 操作

　2・4・1 血 清 血 清 100　Fl を 1・5ml の ポ リ プ Pt

ピ レ ン 製遠沈管 に 採 り，次 に 100　Fl の ア セ トニ ト リル

を加え混合 し，析出した 血 清 タ ン パ ク 質 を 約 IOOOO　g で

2 分間遠 心 （KM −15200，久保 田商事） し て沈殿させ る ・

遠 心 し て 得 た 上 澄 み 100　Fl を 正 確 に マ イ ク ロ シ リ ン ジ

（ハ ミ ル ト ン ，250　pl 用） に 採取し ， 続 い て 同 じ マ イ ク

ロ シ リ ン ジ 内 に 対 イ オ ソ で あ る 10mM の ヘ キ サ ン ス

ル ホ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 （pH 　 2・8
， 酢酸 で 調製＞IOO　pl

を 採取す る．マ イ ク ロ シ リ ソ ジ 内に 気泡を作 り ， 気泡を

少な くとも 10 回 マ イ ク ロ シ リ ソ ジ 内 を 上 下 移動 さ せ 混

和後，高速液体 ク 戸 マ ト グ ラ フ に注入 する．得 られた ク

P マ ト グ ラ ム 上 で FD の ピ ーク の 高さを 求 め ， 別に 作
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成 した FD の 検量線の 回帰直線の 方程式を用 い て 定量

す る．

　2・4・2　尿　 尿 IOO　pl を 10　ml の 目盛付き試験管に

採 り， 蒸留水 で 5ml に し混和後 ， 希釈尿 50　ul を 正確

に マ イ ク ロ シ リ ソ ジ に 採取 し，後は 2・4・1 の 操作 で ヘ

キ サ γ ス ル ポ ソ 酸 ナ b リ ウ ム 溶液 を 50　pl に て 行 っ た ．

3 結果及 び 考察

會
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　 3・1 前処 理 及び分離条件の検討

　 従来の FD の 血清か らの 抽出法は ，
エ

ー
テ ル

9）1。〕12）
，

ヘ キ サ ソ 7｝
，

エ ー
テ ル

ー
ヘ キ サ ン

11 ）
， 塩化 メ チ レ ン

「s）
の よ

うな水 と混和 しな い 有機溶媒を用い て抽出し て い る が，

こ の 抽 出操作 は度 々 エ マ ル ジ ョ
ン を 生 じ層分離に 時間が

か か る，又 ，こ の 方法 は 分離 した 有機相を乾固 し，移動

相 に 溶解 し て 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ の 試料とする と い

う手間 の か か る方法で あ る．そ こ で ， 今回 ， 著者らは 主

に 分析を妨害する タ ン パ ク 質を除去す る た め に ，水 と混

和す る有機溶媒 ア セ トニ ト リル を使用す る除 タ ン パ ク 法

を 用い た．血清 IOO　pl と微量 の 検体 を使用 し て，　 IOO　pl
の ア セ ト ニ ト リ ル を加え，析出 した血清 タ ソ パ ク 質を遠

沈す る と い う簡単 な操作 で あ る．

　FD は ， 分子内に カ ル ボ ソ 酸 とア ミ ノ 基を もつ 両性イ

オ ン 物質で あ り， ア ミ ノ 基 に 注 目 して種 々 の 対 イ オ ソ を

検討し た と こ ろ，ヘ キ サ ソ ス ル ホ ン 酸 を 用 い た とき，

FD の 保持時間の と こ ろに 血 清中の 混在物の ピー
ク は 見

られ な か っ た ．こ の と き，ア セ ト ニ ト リ ル 除 タ ン パ ク だ

け の 上 澄み を分析す る と，
FD の ピー

ク は 不対称 とな り

定量 は で きなか っ た．そ こ で，上 澄 み に 移動相 に 添加 し

て い る ヘ キ サ ン ス ル ホ ン 酸を含む対 イ ォ ソ 水溶液 （O．Ol

M
，pH 　2．8）を 加え シ リ ソ ジ 内 で 混和 し て

， 上 澄 み 中の

ア セ ト ニ ト リ ル の 含量 を希釈 し分析す る と，FD の ピー

ク は 対称 とな り，標準品 の 保持時間 と同 じ位 置に 溶 出 し

定量 が 可能 とな っ た．そ の結果を Fig・1 に 示す・シ リ

ン ジ 内で の 混和は ，上澄み を他 の 容器 に 移す操作が簡略

化 され ，迅速 な 前処理操作 とな っ た ．

　 3・ 2　測定条件 の 検討

　FD は 酸性域 で 蛍光を発す る 物質 で ，　 pH に よ っ て 蛍

光強度が変化す る
s）．又，移動相 の 組成 と pH に よ っ て

も励起波長及 び 蛍光波長が 異 な る の で
1＞〜7｝9）階11）13 ）

， 測

定 時の 条件 で の 波長 を 決め な け れ ば な ら な い ，前述 の

3・1 で得た 移動相は ，イ オ ン 対 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーを 行

う条件 で pH 　3・5 で あ り，蛍光 も存在 し た．　 FD を 移動

相 に 溶解して 得た励 起及び蛍光 ス ペ ク トル を Fig・2 に

示す・励起極大波長 は 333　nm
， 蛍光極大波長 は 415　nm

0510051005100510

　 　 　 　 　 Retention　time／min

Fig。　 l　Chromatograms　 of 　standard 　 sample （A ），

　　　 blank 　serum 　 with 　 countcr 　 ion （B），
　 spiked

　　　 serum 　with 　counter 　 ion （C），　 and 　 spikcd

　　　 serum 　without 　counter 　ion （D ）

　 　 　 FD ：fur〔旧 emide
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Fig、2　Excitation　 and 　 emission 　 sp   tra　 of 　 furo−

　　　 semide 　in　mobile 　phasc

　　　 Furosemide 　concentration ： 376　ng ／mI

で あ っ た ．測定波長を各極大波長 に 設定 し た．

　 3・3　検量線及び定量精度 の 検討

　 3・ 3・ 1 血 清 低濃度 FD 標準血清 （25，
50

，
100，

250 　ng ／ml ）及 び 高濃度 FD 標準血清 （O．5，
1，2，5，10

μ
・91

’ml）を調製 し，蛍光計の 感度を 変え， 各 々 3 回ずつ

2・4・1 に 従 っ て 処理 し ， 得 られた ク ロ マ ト グ ラ ム 上 で

FD の ピー
ク の 高 さの 平均値を 求め ，検量線を 作成 し

た ．横軸 （x ）に FD 濃度 を ，縦軸 （丿〉に ピ ーク 高 さ を

と り，最小 二 乗法 に より回帰直線 の 方程式を求め た と こ

ろ，低濃度 は，y ＝O ・085x ＋ O ・458 （r ＝ O・999），高濃度 は ，

丿
＝2．079x ＋0 ．119（r＝O．999）の 式を得，濃度 と ピーク 高

さ と の 間に 良好 な直線性 が あ っ た ．回 収率 は検量 線作成

の と き， 血清の 代わ りに 50％ メ タ ノ
ール 1　ml を加 え

て 処理 し，得た ピ ーク高さを 比較 し て 求 め た と こ ろ ， 低

濃度 93・5％，高濃度 101 ・7％ と非常に 良好で あ っ た ．
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FD を 添加 した 血清を 用 い て，再現性を 見 た と こ ろ ，

Table 　1 に 示す値を得た．日 内変動 は 3・48％， 日差変

動は 2・07％ 以下と 良好な結果が 得 られ た ．検 出感度

は，s ／N ＝2 で ，　 FD 濃度 2．5ng ／m1 で あっ た．

Table　I　Reproducibilities　for　analysiS 　of

　 　 　 　 血 rosem 量de　in　 3erum

Furosemide
CDncentratton

in　 semm ／

　 ng 　ml
− 1

　 　 　 R．S．　D ．　f，％
　

Within −run 　 　 Day −to−day
　 （π ＝10）　　　　　　　　　　（n ＝ 6）

116．5233466 3．483
．402
．66

2．071
．440
．4

† Relati▽ e　staridard 　deViation

　3。3・ 2 尿 FD を 25750 ，
100

，
250

，
500　ng 採取

し，尿 を 蒸留水 で 50 倍希釈 し，そ の 希釈 尿 を 1ml 加

え ，
FD 標準希釈尿 （25，

50
，
100

，
250

，
500　ng ／m1 ） を

調製した ． 各 々 原尿中 の FD 濃度と し て （L25 ，
2．5

，

5，12。5， 25昭 ／ml）である．この FD 標準希釈尿 を各

各 3 回 2・4・2 に 従 っ て 処理 し，得 られ た ク ロ マ ト グ ラ

ム 上 で FD の ピ ーク 高さ の 平均値を求め，検量線を作

成した ．横軸（め に FD 濃度を ， 縦軸 （丿 ）に ピーク 高 さ

を とり，最小 二 乗法に よ り回帰直線の 方程式 を 求め た と

こ ろ，丿
・＝ O・078x十 〇・012（r＝0・999）の 式を得た ．回収率

は ， 検量線作成 の とき ，
50 倍希釈 し た 尿液 の 代わ りに

50％ メ タ ノ
ール 1皿 1 を 加 え て 処理 し，得た ピ ーク 高

さ を比較 し て 求 め た と こ ろ ，90・8％ と良好 で あ っ た．

FD 標準希釈尿 を用い て，再現性を見た と こ ろ，500 　ng ／

m1 の 検体 で 日内変動は 2・58％ （n ・＝ 11） と良好な 結果

が得られ た ． 検出感度は ，
SIN ・＝2 で ，

　 FD 濃度 5 ・8

ng ／血1 で あ っ た．

　以上，本法は 前処理 に ア セ ト ニ ト リル 除タ ン パ ク と シ

リ ソ ジ 内 で の 対 イ オ ソ 混和 と い う簡単な操作で再現性及

び 精度 よ く定量で き ， 実際試料に 適応 で き る方法 と言 え

る．
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　Aslmple ，　rapid 　and 　reproducible 　method 　fbr　the

detemination 　 of 　furose皿 ide　in　 serum 　 and 　 u 血 e　 by
high　

’
perforrnance　Hquid　chromatography 　has　been

developed．　 Only 　I　OO　F，10f　scrum 　is　 required ．　 Semm

proteins　 are 　 prccipitated　 with 　IOO　FI　 of　 acetonitrile ．

鹸 er 　the 　centrifugation ，100　pt　of 　the　supematant 　 and

the 　sam 巳 volume 　of　thc 　counter 　ion　solution （0．OI　M
hexanesulfonic　acid 　 sodium 　 salt ，　 pH 　 2．8） is　 drawn

into　a 　microsyringe ，
　succcssively ．　 Urine　is　diluted　With

water 　 to　 50　 times ．　 Fifty 皿 icroliters　 of　thc　 diluted
urine 　 and 　 then 　 the 　 same 　 volume 　 of 　the　 counter 　 ion

solution 　 are 　drawn　into　the 　 m 三crosyringe ．　 Afer　miX 一

血 9th ・ tw ・ s・luti・ns　in　th ・ mi … r・yringe，　the 　wh ・le
rnbXture 　is 出 rectly 　 injected　 into　the 　 chromatograph 。

Thc 　chromatograph 　used 　iS　that　from　Waters 　Associates

consisted 　ofa 皿 edel 　6000　A 　pump 　and 　a 　U6K 　injector．　A

Radial　Pak μ
Bondapak 　C18 （10 岬 ，10cm × 8   i．　d ．）

cartridge 　was 　used 　as 　the 　analytica 蓋column ．　 The 　How

rate 　of 　mob 且e　phase，
30％ acetonitrile 　solutlon 　contam 吼

ing　5　mM 　 hexanesuifonic　acid 　sodium 　 salt （pH 　3，5）
was 　 2．5　mjlmin ．　The 　 eluate 　 was 　 monitored 　 wi 山 a

Hitachi　F−1000　fluorcsccnce　detector．　 The 　wavelength

of 　excitation 　was 　333 　nm 　 and 　that 　of 　 emiSsion 　was 　415

nm ，　 The 　 retention 　 time 　 fbr　 furosem 三dc　 was 　 l　l　min ．

Acalibration 　 curve 　 was 　linear　in　the 　 range 　from 　25

ng ！ml 　to　10　pglml 　fbr　thc 　serum 　and 　from　1．25　Fg！ml

to　25　Fglml　fbr　the 　urine ．　 The 　limit　of 　detection　was

2．5nglml 　 of 　serum 　and 　5．8　ng ／ml 　of 　urine ，　 The 　 re −

coveries
　 of 　 added 　 furosemide　 were 　 above 　 93，5％ for

the　serum 　and 　90．8％ 丘br　thc 　urine ．　 For　the　 analyses
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of  serum  samples  at  116.5, 2S3 and  466ng/ml,  the
within-run  reproducibilities  were  3.tl8, 3.40 and  2.66%
(n==10) respectively,  and  those  of  the  day-to-day were
2.07, 1.44 and  O.40% (n=6) respectively.  For the
diluted urine,  the  within-run  rcproducibility  for 500
nglml  was  2.58% <n=11>.
                   (Received October 1, 1985)
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  reversed  phase high  peTformance  liquid chromato-
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