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蛍光検出高速液体クロ マ トグラ フ ィ
ー による 血 しょ う及 び

尿中イ ソ プ ロ テ レ ノ ー
ル の 高感度定量

能田 均 ， 山口悦子 ， 三 井 あか ね ， 大坪健司 ， 大倉洋甫   ＊

（1985 年 9 月 26 日 受 理）

　交 感 神 経 作動 薬 の イ ソ プ ロ テ レ ノ ール （IP）の 蛍光検 出 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー（HPLC ） に よ る

定 量 法 を 開発 し た ・血 し ・ う及 び 尿 中 IP 及 び 内標 勒 質 の N 一メ チ ル ドー’・ ミ ン は 陽 イ オ 咬 換樹 脂
を 充 て ん し た カ ー ト リ ッ ジ に よ り 前 処 理 し， カ テ コ ール 化 合物 に 特 異 的 な 蛍 光 試 薬 1

，
2一ジ フ ＝； ル z

チ レ ン ジ ア ミ ン に よ り 蛍光 誘導体化 し て HPLC ・蛍 光検出 す る ．蛍 光 誘 導体 は 逆相 分 配 カ ラ ム を 用 い

て メ タ ノ 冖ル 及 び ト リ ス 塩 酸緩衝液 （pH 　7・0）の 混液 を 溶 離液 と し て 8 分 以 内に 良好 に 分 離 さ れ る．　 IP
の 検 出 限 界 （5／” ＝2）は 15fmol ／50yl 注 入 量 で あ っ た ．　 IP は 経 口 投与 し た 場 合 ， 速 や か に IP サ ル

フ ・一ト と な る の で ・ 総 IP （遊 離 及 び IP サ ル フ ー一 ト の 総 和） の 定量条件 に つ v・て も 検討 し た ． こ

の 方法 を 遊離及 び 総 IP の 血 中及 び 尿 中 モ ニ タ ーに 適 用 し た ．

1 緒 言

　 イ ソ プ ロ テ レ ノ ール （IP ，　N 一
イ ソ プ ロ ピ ル ノ ル エ ピ ネ

フ リ ン ） は エ ピ ネ フ リ ン （E ） と 同様 に 交感神経刺激

作用 を有し て お り，臨床的 に は 心 臓興奮薬及び抗ぜ ん 息

薬 と し て 用 い られ て い る． IP の 測定法 と し て は 蛍光

法
匚）2 ）

， ガ ス ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー ・炎光光度検出法

S｝，蛍

光検出
4）又 は 電気化学検出

5） に よ る 高速液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ
ィ
ー （HPLC ）及 び ラ ジ オ ア イ ソ トープ法

6）T） が

報告され て い る・ こ れ らの 中 で HPLC に よ る 方 法 は

比較的容易 に 高感度 か つ 高選択性 が 得 られ る． しか し

HPLC ・
蛍光検 出法 で は ト リ ヒ ド卩 キ シ イ ン ドール 反応

を ポ ス ト カ ラ ム 誘導体化 反応 に 利用する た め複雑 な反応

装置を 必要 とす る．又 HPLC ・電気化学検 出法 は 試料

中 に 共存す る 妨害物質を 除去す る た め に 復雑 な前処理 を

必要 と し ， 血 し ょ う中遊離 IP は 測定で きず，又 高精度

を得る た め に は 操作を注意深く行 う必 要があ る．

　著者らは 1
，
2一ジ フ ェ

ニ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン （メ ソ体，
DPE ） が 酸化剤 ［ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （IH ）酸 カ リ ウ ム ］ の

存在下緩和な条件 （pH 　6・v7
，
0〜50gC ）で カ テ コ

ー
ル 化

合物 と反応 し強い 蛍光 を 与 え る こ とを 見い だ した
8 〕． こ

の 反応 は カ テ コ ール ア ミ ソ ［CA ：E ， ノ ル ＝ ピネ フ リ ン

（NE ），　ドーパ ミ ソ （DA ＞］ の プ レ ラ ベ ル 化反応 とし て

有用 で あ り，尿及 び 血中 CA の 定量 に 応用 しtee）le ）．本

研究 に お い て は ，こ の 反応を IP の プ レ ラ ベ ル 化 に 適用

＊
九 州大 学 薬 学 部 ： 812 　福 岡 県 福 岡 市 東 区 馬 出 3−1−1

し，内標準物質に N 一
メ チ ル ドーパ ミ ソ （NMDA ）を用

い る 血 し ょ う及 び 尿中 亘P の 定量法を確立 した ． IP は

経 口 投与した場 合 ， 速や か に 硫酸抱合体 と な る の で
7）

，

IP サ ル フ ェ
ー

トの 加水分解条件 に つ い て も検討 し ， 血

し ょ う及 び 尿 中 の 総 IP （遊離 IP と IP サ ル フ ェー ト

の 加 水 分解に よ り生 じ た IP の 総和）の 定量法を検討し

た ．更に こ の 方法 が ヒ トに 経 口 投与 し た IP の 血 中及 び

尿中 モ ニ タ
ー

に 適 用 で き るか 否か を 調 べ た．

2　実 験

　 2 ・塵 試薬 ・ 溶液

　IP 塩 酸 塩 及 び NMDA 塩 酸塩 は そ れ ぞ れ 半 井化学製
及 び Sigma 製 を 用 い た．　 DPE は 同 仁 化 学 製 を 用 い た ．
そ の 他 の 試 薬 は す べ て 市 販 特 級 品 を 用 い た ．

　DPE 溶液 （O．1M ，　 pH 　6．7） ： DPE 　212mg を 0．1
M 塩 酸 10ml に 溶解 し て 用 い た ．4°C で 少 な く と も 且

か 月 は 安定．

　 リ ン 酸 リ チ ウ ム 緩衝液 （0・2M ，
　 pH 　5 ．8）： 0．2M リ

ン 酸 と O・25M 水 酸化 リ チ ウ ム を 含 む O．2M リ ソ 酸 を

混合 し て pH 　5．8 と な る よ う に 調製 し た ．

　 ト ヨ パ
ッ ク SP （強酸性 陽 イ オ ン 交 換樹脂 ，

　 Na ＋

， 粒

子 径 19〜 co　Ptn； 東 洋 曹 達 製 ）カ ー ト リ ッ ジ ： 20％ （v ／v）
ト ヨ パ

ッ ク SP 懸 濁液 （水） 0，5m1 を ポ リ エ チ レ ン チ ニ
ーブ （35x6mm 　i・d・）に 注 い で 作製 （樹 脂 量 0．正ml ）．
カ ー ト リ ヅ ジ 上 部 は デ ィ ス ボ ーザ プ ル な プ ラ ス チ ッ ク シ

リ ン ジ （テ ル モ 製）を接 続 す る こ と に よ り ， 溶 媒 や 溶液

を カ ート リ ッ ジ に 通 す こ と が で き る，カ ート リ ッ ジ は 使

用 前 に 2・OM 水 酸 化 リ チ ウ ム （lm1 × 2），水 （10m1 ），

12M 塩 酸一エタ ノ ール （1 ： 9，　 v ／v ）（lml × 2）及 び 水

（10ml ）で 順 次 洗 浄 し ， 更 に 0．2M リ ン 酸 リ チ ウ ム 緩
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衝液 （pH 　5．8） （1　m 且 x3 ）を 通 し平衡化 し て お く・

　血 し ょ う ： ヘ パ リソ 処 理 し た 全血 （2ml ）に 還 元 型 グ

ル タ チ オ ソ 5 皿 9 を 加 え て 混 和 した 後 4°C で 約 IOOOg ，

10 分 間 遠 心 分 離 し て 得 た ． 血 し ょ う は 使 用 に 供す る ま

で
一70°C で 凍 結 保存 し た ．

　24 時間尿 ： 6M 塩酸 10　ml の 存在下採取 し た．使 用

ま で 4 °C で 保存．

　2・2　装置 及び HPLC 条件

　HPLC 用 ポ ソ ブ ： 日 立 635　A 型液体 ク ロ マ トグ ラ フ ・

　試料注入 装置 ：Rheodyne 　7125　 syringe −loading 試料

注入バ ル ブ ．

　蛍 光検出 ： 日 立 650 −10S 型 分 光 蛍 光光度計 （励 起側

370nrn
， 発光 側 475   ，ス リ ッ 嶇 は い ず れ も 10nm ）・

　カ ラ ム ： TSK −gel　 ODS 　 120T （粒子径 5pm
，

150×

4．6mm 　 Ld ．， 東洋曹達）・

　移動相 ： メ タ ノ ール ー50mM 　ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （pH

7．0）（4 ： 1，v ／v ）・

　 流 速 ： 1．O　ml ／min ．

　 カ ラ A 温度 ： 室 温　（23〜27° C）．

　IP サ ル フ ェートの 加 水分解時 の 加 熱 は PieTce 製 リア

ク テ ィ サ ーモ を 使用．

　 2。3　試料 の 前処 理

　血 し ょ う及び 尿中遊離 IP ： 血 し ょ う 200　Fl 又 は 尿

100　Fl に NMDA （そ れ ぞれ o・02 及 び 1・o　nmol ／ml ）

50　Ft 及 び O・2M リ ソ 酸 リ チ ウ ム 緩衝液 （pH 　5・8）0・5

ml を加え る．こ の 混液を ト ヨ パ
ッ

ク SP　カ ート リ
ッ

ジ

に 注 く
・．水 10ml 及 び 水一ア セ ト ＝ ト リル （1 ： 1

・
v 〆v ）

2ml で洗浄し た 後，吸着 し た ア ミ ン を 0・6M 塩化 カ リ

ウ ム ーア セ ト ニ ト リル ｛1 ：1，
v ／v ；0・6 皿 M ヘ キ サ シ ア

ノ 鉄 （III）酸カ リ ウ ム を含む｝で 溶出する．

　血 し ょ う総 IP ：血 し ょ う 50　Fl　lc　NMDA （1　nmol ／ml ＞

20　pl，水 150　pl 及 び lM 過塩素酸 200　pl を 加 え・約

lOOO　g で 5 分 間遠 心 して 除 タ ン パ ク す る．上 澄 み soe　pl

を 100° C で 20 分間加熱 し て IP サ ル フ ェ
ー トを加水

分解する．冷後ジ チ オ ス レ イ トール 5mg 及 び 上記緩衝

液 4K）Opl を 加えた 後 ，
0・5M 炭酸 カ リ ウ ム IOO　yl に よ

り pH 　5．8〜6．2 に 調整する．遠心後上 澄み 600　pl を 上

記 カ
ー

ト リ ッ
ジ に 注ぎ，遊離 IP の 場舎と同様 に 洗浄及

び溶出を行 う．

　尿 中 総 IP ： 尿 100　pl に NMDA （10　nmol ／m1 ） 100

pl 及 び O ・5M 過塩素酸 200　pl を加 え て 100°C で 20

分間加熱す る．こ の bO　pl と上記緩衝液 600　”
1 を上 記

カ
ー

ト リ ッ ジ に注ぎ， 以後遊離 IP の 場合 と同 様に 操作

す る．

2・4　蛍光誘導体化

溶出液 に DPE 溶液 50　pl を 加 え ，
37°C で ua 分間

放置す る．反応液 50　pl を HPLC に 付す．

準法 に よ り定量す る．

3 結果及 び 考察

IP は 内標

　3・1HPLa 条件

　IP 及 び NMDA の 標準溶液 を 2・4 の操作法 に 従 い

蛍光誘導体化 し て得た ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ・　 1（a ） に

示 す．IP 及 び NMDA の 誘導体 は 8 分 以内に完全 に 分

離 され て い る．DPE 自身は 無蛍光性で あ り，試薬か ら

試験液 に お い て は ピ ーク は 全 く 観測 さ れ な い ． IP 及 び

NMDA の 誘導体 の 保持時間及 び 移 動相中 に お け る 蛍光

励起及 び蛍光発光極大波長 を Table　1 に 示す．蛍光検

出 は 励起及 び発光側 い ずれ も IP の 極大波長 を 用 い た ．
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Fig．1　Chromatograms　obtained 　with （a ）standard

　　　　mixture 　 of 　isoproterenol（IP） and 　 N −mc ・

　　　　thyldopamine （NMDA ）（10pmol／ml 　each ），

　　　　and （b）plasma 　 at 且5　min 　 and （c） 24−h

　　　　urine 　 after ．dose　 of 　O．1　mg ／kg　 IP

　　　　PeakS ； 11P ； 2NMDA ； 3　 unidenti 丘ed ； 4　NE ；

　　　　5Eand 　 DA ； IP　cencentration （p 皿 ol／ml ）：

　　　　plasma 　1．8； urine 　42．4； Detector　sensitivity ：

　 　 　 　 a3 ； b13 ； cO ．3

　CA の 定量 助 に お い て は 移動相と して ア セ トニ ト リ

ル
ー

メ タ ノ
ール ー50mM 　 ト リ ス 塩酸緩衝液　（pH 　7・0）

（5 ： 1 ： 4，v ／v ） が 用 い られ て い る ． こ の 溶離液を 用 い

て も IP 及 び NMDA は十分に分離され （α ＝1・8），又

血中及 び 尿中に お い て は 混在 が 予 想され る CA と も分

離さ れ る が ，
NMDA の 溶出に 比較的長時間 （12・2 分）

を 要す る．今回 設定 し た メ タ ノ
ール 及 び 上記緩衝液 の 混

液を用 い た場合，IP 及 び NMDA は 8 分以内に 良好 に

分離さ れ，又 こ れ らの ピー
ク は CA に よ る ピ ーク とも

良好 に 分離され る． ト リ ス 塩酸緩衝液の pH 及 び 塩濃

度は それぞれ 6・0〜7・5 及び 且0〜1000mM の 間で 分離

及 び ピ ーク 高さに 影響を与え な か っ た．こ の 緩衝液 の 代

わ りに 水を用 い た場合に は ピーク 高 さの 減少とともに ピ
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Table 　l　Retention　times
，
　 fluorescence　 excitation

　　　　 and 　 emissi ・ n 　 maxima 　 and 　 relative 　peak

　　　　 he量ghts　 of 　 1，2−diphcnylethylenediamine

　　　　 （DPE ）derivatives　ofcatechol 　compounds

　 　 　 　 　 Retention　 Excitation　 Emission　Rel缸tive
Compound 　　ti

円 e／　 maximum ／ maximum ／　 peak
　 　　　　　 mLn 　　　 nm 　　　　 nm 　　 height†

IPNMDANEEDADOPEGDOPAC5．07
．42
．63
，73
．82
．35
．2

α 一Methyldopa 　 3．8
Catechol　 　 　 　 　 　 2．8

370360355360350345350355340475490465475475460450490455oo　
79896851

　

31421
1

Portions （0．3ml ） Df　 l　nmol ／ml 　 catechol 　 compounds

dissolved　in　the　eluent 　for　the　clean
−
up 　Pr   edure

with 　Toyopak 　SP 　cartridge 　were 　treated　according 　to

the　 procedure 　 for　 the 　derivatレation 　fo110wed　by　the

HPLC ．†　The 　peak 　height　 of 　DPE 　derivative　 from
IP　 was 　taken 　 as 　100、

一ク の 広 が りが 観測 され た ．

　 3。2　蛍光誘導体化

　蛍光誘導体 化 の 反応条件 は CA の 定量法 艮゚ ）1＝ 従 っ た ．

　GA
，
　 IP 及 び NMDA を含む種 々 の カ テ コ ー

ル 化合

物を本反応に よ り 蛍光誘導体化 し， HPLC に 付 して 得

られ る ピーク の 保持時間 ， 相対 ピー
ク 高さ及 び 蛍光励起

及 び蛍光発光極大波長 を Table 　i に 示 す．極大波長 に

つ い て は 励起及 び 発光 ともに 化合物間 で 大 きな差 は み ら

れ な い ．反応液 中 の IP 及 び NMDA の 蛍光誘導体は

室温 ， 室内光 の もと で 少 なくとも 8 時間 は 安定 で あ っ

た ．

　 3・3　遊離 P の 定量

　血 中 に 存在す る タ ン パ ク 質や 還元性物質は DPE 反

応を 妨害す る．乂血 中及 び 尿中 に は CA 　の ほ か に そ

の 代謝物 で あ る 3，4一ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ＝ル エ チ レ ソ グ

リ コ ール （DOPEG ），
3

，
4一ジ ヒ ド P キ シ フ

ェ
ニル 酢酸

（DOPAC ） などの ヵ テ コ
ー

ル 化 合物 も存在 し
11 ），こ れ

ら も DPE に よ り発蛍光す る の で （Table 　 I）， 高濃度

に 存在す る と IP と NMDA の ピーク に 影響を与え る

可 能性 があ る．そ こ で 前 処 理 法 と し て ト ヨ パ
ッ

ク SP ヵ

一ト リ ッ ジ ， 弱酸性陽 イ オ ア 交換樹脂 CM 一
ト ヨ パ ー

ル

（カ ル ボ キ シ メ チ ル 樹脂，東洋曹達製） カ ー
ト リ ヅ ジ 及

び酸処 理 ア ル ミ ナ
1！〉に よ る前処 理 を検討 し た．い ずれ の

場合 も IP の 定 量は 可能で あ る が，安定 し て 高 い 回 収 率

が得られ ，操作も簡単 な ト ヨ パ
ッ

ク SP カ
ー

ト リ
ッ

ジ を

採用 した ．健常人血 し ょ うに 添加 し た IP 及 び NMDA

（い ずれ も 2p 皿 ol ）の 回収率は それ ぞれ 87・9土 IJ 及

び 92・3土 1・4A° 　（平 均 土 標準偏差，　 n ・＝5） で あ っ た ．

　IP 塩酸塩 （0・1　mgfkg ）を 経 口 投与後 15 分 の 血 し ょ

う及 び 投与後 の 24 時間尿を操作法 に 従い 処理 して 得た

ク 卩 マ ト グ ラ ム を Fig，1（b ）及 び （c ）に 示す．　 IP の

ピ
ー

ク の 確 認 は 保持時間，溶 出液 の 蛍光 ス ペ ク トル 及 び

標品 との 共 ク ロ v トグ ラ フ ィ
ー

に よ り行 っ た ．又 IP 投

与前 の 血 し ょ うに お い て は IP 及 び NMDA の 溶 出位

置 に ピーク は 観測 され な か っ た ． Fig．1 の す べ て の ピ

ー
ク は，誘導体化反応に お い て DPE 溶液又 は ヘ キ サ シ

ア ノ 鉄 （III） 酸 カ リ ウ ム 溶液を 除い た 場合 に は 消失す

る．こ れ よ り ピ ーク 3〜5 は カ テ コ
ー

ル 化合物 IC由来 し

て い る こ とが 分か る．ピ ーク 4 及 び 5 は それぞれ NE 及

び E ＋ DA に 由来す る こ とを CA 定量法
1°〉の HPLC

条件 で 分離 を 行 い 確 認 した ．

　 3・4 総 1P の定量

　 ヒ トで は 経 口 投与 し た IP は そ の 大部分 （90％ 以上）

が 速 や か に 硫酸抱合体と な る ？）．IP サ ル フ ェ
ートは過塩

素酸に よ り加水分解を行 い ，遊離型と し た 後蛍 光誘導体

化 し た．加水分解条件の 検討 に お い て は IP サ ル フ ェ
ー

トの 標品が得 られ な い た め ， IP 投与後 の 血 し ょ う及 び

尿中に 含まれ て い る IP サ ル フ
ェ
ートを対象に 行 っ た．

加水分解時 の 加熱 は 血 し ょ う及 び 尿 い ずれ の 場 合 も100°

C に お い て 15〜25 分間 で 最大か つ
一

定 の 遊離 IP が

生成 した ． こ れ以上 の 加熱時間で は わ ずか に 減少 す る

が ，こ れ は 生成 し た 遊離 IP が 分解 し て い る もの と 考え

られ る．90°C で は こ の よ うな 分解は み られ ない が反応

の 完結 に 約 50 分 を 要 した ，従 っ て 100°C で 20 分間

加熱し て 加 水分解を 行 うこ とに した ．過塩素酸 の 濃度 は

尿試料 に つ い て は O・4−−O・8M で 最大 の 遊離 IP 生 成量

を 与 え て い る．こ こ で は 過塩素酸濃度 を 0 ．5M に 設定

した （反応液中 0・25M に 相当）．血 し ょ うは 過塩 素酸

を 加 え る こ と に よ り除 タ ン パ ク を 行 い
， そ の 上 澄 み に 存

在す る過塩素酸に よ り IP サ ル フ ェ
ートを 加水分解す る

こ とに した ．過 塩 素酸 の 濃度 は O ・5M 以上 で最大 の 遊

離 IP 生成量 を与 え る．こ こで は 過塩素酸濃 度を LOM

に 設定 した ．加 水分解液 は 血 し ょ うの 場合 に は ジ チ オ ス

レ イ ト
ー

ル 及 び 0 ・2M リ ン 酸 リチ ウ ム 緩衝液 〔pH 　5．8）
を加 え た 後，炭酸 カ リ ウ ム に よ り pH 　5・8〜6．2 に 調整

す る．こ れ を ト ヨ パ
ッ ク SP カ ー

ト リ ッ ジ に 注 ぎ，以後

遊離 IP 定量 の 場 合 と 同様に 処理す る．加水分解液 に ジ

チ オ ス レ イ ト
ール を 添加 し な い 場合 ，

カ テ コ ール 化合物

特有の ア ル カ リ性 に お け る酸化 に よ る と考え られ る IP

N 工工
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及 び NMDA の 分解が み られ， こ れ らア ミ γ の カ ート

リ ッ ジ か らの 回収率の低下及 び 定量の 再現性 の 低下 が 起

こ っ た ．又 尿 の 場合は ， 中和 し ない で 上記緩衝液で 約

30 倍希釈 して 上記 カ ー
ト リ ッ ジ に 注 ぐ．

　Fig・1 に お け る 試料 と 同
一

の 血 し ょ う及 び 尿 を 操作

法に 従 い 処理 し て 得た ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig・2 に 示

す．血 し ょ う及 び 尿 い ずれ も Fig・1 と ほ ぼ同 じパ タ
ー

ソ の ク ロ マ ト グ ラ ム が 得られた。又 IP 投与前の 血 し ょ

う及び尿 に お い て は IP 及び NMDA の 溶出時間 に は

ピー
ク は み られ なか っ た ． ピ ーク の 確認 は遊離 IP の 定

量 の 場合 と同様 に 行 っ た ．

kg）及 び 市販 の 持続錠 （科研薬製 ；IP 塩酸塩 20　mg を

含 む iO ・3　rng ／kg に 相当） を経 口 投与し，15 分か ら8

時間に お け る血 し ょ う中遊離及 び総 IP を本法で モ ニ タ

ーした．又 24 時 間尿中の 遊離及び総 亘P も定量 し た ．

　血 し ょ う遊離 IP は 粉末 O ・1 及 び 0 ・2mg ／kg 投与 の

場合，投与後 15 分で そ れぞれ 1・9 及 び 2 ・3pmel ／ml

検出 され た が
， それ以降は 検出されなか っ た．又持 続錠

の 場合は 遊離 IP は 全 く検出さ れ なか っ た ．血 し ょ う総

IP は粉末投与 の 場合 2 時 間で 最高濃度とな る の に 対し

て，持続錠 で は 5 時間後 に 最高濃度に達 した （Fig・3）・
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Fig．2　Chromatograms 　obtained 　 with 　 hydrolyzed

　　　　（a ）plasma 　and （b） urine 　sarnples 　u8ed 　in

　　　　Fig．　 l

　　　　Peaks　： 11P ，2NMDA ，3　unidentified ，4　NE ，
　　　　5Eand 　DA ； Totel　IP　concentration ：plasma

　　　　O．12 皿 iol／m1 ，　 urine 　 6．7Fmol ／ml ； Det  tor

　 　 　 　 senSitiVity ； a1 ．2．　b　O．3

　3・5　検量線 ， 繰り返 し精度及び検出限界

　IP 投与前 の 血 し ょ う及 び 尿試料 に IP を添加 し て検

量線を作成 した ・IP と NMDA の ピーク 高さ Q 比 は IP

の 添加量 （1〜1000　pmol）に 比例 し た ，

　Fig．1 及 び 2 で の 試料を用 い て 血 し ょ う遊 離 IP，血

し ょ う総 1P
， 尿中遊離 IP 及 び 尿中総 IP をそれぞれ

10 回同時定量 した ときの 相対標準偏差 は それ ぞれ 3 ・8，

3・4， 2・3 及 び 2・4％ で あ っ た．

　本法 の S／1v＝ 2 に お け る 検出限界 は 15　fmDl／50　pl 注

入量 で あ っ た ．

3・6 ・】［P 及び IP サ ル フ ェ
ートの モ ニ ター

健常人男性 3名 に IP 塩酸塩粉末 （0 ．1 及 び 0．2mg ／

毫・．5

辱

塁
霞
　 0。1

0．050

　　　　2　　　　4　　　　6　　　　8

　 Time　 after 　 administration ／h

F三9．3　 Plasma 　 con   ntration 　 of 　total　IP　after 　ora 正

　　　　ad 【ninistration　of 　IP　in　a　single　to　healthy
　　　　me 皿 at 　9 ：00　 a．m ．　 who 　 had 　breakfast　 at

　 　 　 ‘a．8 ：00a ．m ．

　　　　Dose ，　 body　weight 　 and 　 age − a ：0．2mg ／kg

　　　　（powder ），62　kg、22　year ； b ：0．1mg ／kg （pO・

　　　　wder ）， 64　kg，28　year ； c ：20　mg （timed −
rele −

　　　　ase 　tablet），63　kg， 30　year

　24 時間尿 中に は ，粉末 O ・1 及 び 0・2mg ／kg 及び持

続錠投与 に お い て 遊離 IP は そ れ ぞれ 65・8
，
143・6 及 び

78・1　 nmol
， 総 IP は それぞれ 10．3

， 26．6 及 び 22 ．O

Ftmol排出され た ．

　Fig・3 の 各プ ロ
ッ トに お け る血 し ょ う （19 検体）を

用 い て
， 本法で得た総 IP 値 （x

，
nmol ／m1 ）と HPLC ・

電気化学検出法
s） （た だ し検出に は 柳本 VMD −101 型 ボ

ル タ ソ メ ト リ ー検出器 を使用 ）に よ り得た値 け ， nmol ／

ml ） との 相関 を 求め た と こ ろ，相 関図 は 良 好 な 直線性

（相関係数 0・998） を 示 し
， 直線回帰式は 2 ＝＝1・012x ＋

O・003 で あ っ た ．
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  Highly  sensitive  deternination  of  isoproterenel
in plasma  and  urine  by  high perfbrmance  liquld
chrematography  with  fluerescence  detection.

Hitoshi NoHTA,  Etsuko  YAMAGuaHi,  Akane  Mrrsui,

Keriji OHTsuBo  and  Yosuke  OHKuRA  CFaculty of

?harmaceutical  Sciences, Kyushu  University, 3-1-1,

Maidashi,  Higashi-ku, Fukuoka-shi,  Fukuoka  812)

  Isoproterenol has been  employed  as  a  bronchodilator

and  a  cardiac  stimulant,  A  simple  and  highly sensitive
method  for the  deterrn{nation of  free isoproterenol and

total isoproterenol (the sum  ef  frec isoproterenel and

its major  metabolite,  isoproterenol sulfate)  in human

plasma  and  urine  by high  pcrformance  liquid chromato-

graphy  with  fluorescence detection has been establishcd.
After strong  cation-exchange  chromatography  on  a

Toyopak  SP cartridge,  free isoproterenol and  NL
methyldopamine  (internal standard)  in plasma  or  urine

are  converted  into the  corresponding  fluorescent cem-

peunds by  reaction  with  1,2-diphenylethylenediarnine

in aqueous  acetonitrile  in the  presence of  potassium
hexacyanoferrate  (III). These compounds  are  sep-

arated  within  8 min  on  a  reversed  phase  column,

TSK-gcl  ODS  120T  with  isocratic elution  using  a

mixture  of  methanol  and  50 mM  tris-hydrochloric  acid

buffer (pH 7.0) (4 : 1, vlv).  Isoproterenol sulfate  is
hydrolyzed  by  heating with  perchloric acid  at 100eC
for 20min  to isoproterenol. The  dctection limit for
isoproterenol is 15 imol  in a  50-pt iajection volume.

This  method  can  be applied  to monitoring  isoproterenol
in plasma and  urine.

                 <Received September 26, 1985)

   Kleywont  phinses

isoproterenol in human  pla$rna and  urine;  frce isD-

  proterenol; total  isoproterenol; fluorescent deri-

  vatization  with  1,2-diphenylethylenediamine; high

  performance  liqvid chromatography  with  fiuorescence
  detection.
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