
The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

352

高速液体 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よ る血清 ビリル ビン

分画の 迅速測定法

中村 博臣  ＊ ， 米田 考司 ， 片 山善章
＊＊

， 喜谷喜徳 ＊

（1987 年 1 月 20 日 受 理 ）

高分子 の 血 清 〃 バ ク を 不 可 逆 的 に 吸 着 す る 安 価 な ガ ード カ ラ ム （Hib ・・ Li ・h ・ ・ CART ・ 4．4） を 分
＋fiカ ラ ム の 直前 に 接 続 し ・ 20 検 体 ご と あ る い は そ れ 以 前 で s ， ク 町 げ ラ ム の ピ ー“ が テ イ リ ソ グ
を 起 こ し始 め る ご と に ガ ード カ ラ ム を 交換す る こ と に よ IJ　，迅 速 に 1血 清 ビ リ ル ビ ン の 分 画 を 測 定 し た ．
こ の 方法 は ，血 清 を コ ール 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 希釈 し た 後 ， ミ リポ ア フ ィ ル タ ー

で 瀕 過 し た 泝液 を 用 い

て HPLC を 行 う も の で あ る ．そ の 結 果，　Lquff ら と同 様 の ビ リ ル ビ ン の 4 分 画 の ピ ー
ク が 得 られ た ．

各 分画 の 5 回 の 測 定 で 相対標 準 偏 差 は 5．4〜16．7％ で あ っ た ．又 ，ヒ ト血 清 を 用 い て の Lauff 法及 び
多 重 層 フ ィ ル ム 法 と の 相 関係数 は 0．863〜 0 ．969 と 良 好 な 相 関 が 得 ら れ た ，

1 緒 言

　 血清 ビ リ ル ビ ン （総 ビ リ ル ビ ソ と 直接 ビ リル ビ ン ）
1）は

主 に ジ ア ゾ法 に よ り測定 され て きた が，最近 ピ リ ル ビ ン

分 画 を 測 定す る と
， 更 に 詳し い 診断が可能

2 ） と な り，特
に 胆 管閉 そ く症に お け る 手術 の 予後の モ ニ タ

ーと し て 注
目

S， を 浴 び て きた ．乂， ビ リ ル ビ ソ 分画 の 測定 に よ り，
ジ ア ゾ法 に よ る直接 ビ リ ル ピ ン 値 は 直接 ビ リル ビ ン の 全

量を測定 し て い な い との 問題点 も指摘さ れ た 4）． 既 に ビ

リ ル ビ ン 分画 の 測定 に は 種 々 の 方法 が 報告 さ れ て きた

が ， Lauff らに よ る HPLCs ｝ が レ フ
ァ

レ ン ス 法 とし て

よ く知 られ て い る．　著者らは Lauff らの 方法を追試 し

た が ，検体 の 前処理 が煩雑な うえ ，前処理中に か な りの

分画部分も取 り除 か れ る こ と が 分 か り良好 な結果 が得 ら

れ なか っ た ．そ こ で 前処 理 の 迅速 か つ 簡略な方法を検討

し，  分 析 カ ラ ム と 同 じ成分 の 安価な ガ ー ドカ ラ ム を用

い て 高分子 の 血清 タ ン パ ク を 除去 し，  そ の ガ ー ドカ ラ

ム を 20 検体 ご と あ る い は そ れ 以前で も，ク P マ ト グ ラ

ム の ピ ー
ク が テ イ リ ソ グを 起 こ し始 め る ご とに ガ ー ド カ

ラ ム を交換 す る こ と に よ り ， 良好 な結果を得た の で 報告

す る．
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2　実 験

　 2。 1 試 　薬

　 コ ール 酸 ナ ト リ ウ ム
， リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム ，リ ン 酸

一水 素 カ リ ウ ム ， リ ソ 酸 （い ず れ も 特級），2一メ ト キ シ ．T一
タ ノ ール ， 2一プ P パ ノ ール （い ず れ も HPLC 用） は 和
光 純 薬 工 業 製 ，　 ト リ ト ン X −100 は Rohm ＆ Haas 製

を 用 い た ．血 清 の 11 倍希 釈 に 用 い る コ ール 酸 ナ ト リ ウ

ム 溶 液 は ， 0．05M の リン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム と リ ン 酸 一

水 素 カ リ ウ ム を 混合 し ・ pH 　6 ・8 に 調整 し ， 最 終濃度 が

o ．2％ w ／v に な る よ う コ ール 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え ，更 に

O．05％ v ／v に な る よ うに ト リ ト ン X −IOO を 加 え た 後 ，

0・45Fm の ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー
で 炉過 す る ．　 HPLG 用

の こ う配 溶離溶媒 1 は 0・05M の リ ン 酸 二 水 素 カ リ ウ ム

を リ ン 酸 で pH 　2・0 に 調整 し， 最終濃度 が 5％ v ／v に

な る よ うに 2・メ ト キ シ エ タ ノ ール 勧 口え た 後 ， 0茄 岬
の ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ーで 源 過 す る．こ う配 溶 離溶媒 2 は
2一プ ロ パ ノ

ー
ル に 5％ v ／v に な る よ うに 2・メ ト キ シ エ タ

ノ ール を 加 え・全量 1 工 当 た り 25 皿 1 の リン 酸 を 加 え
た 後 ，O ．45pm の ミ リ ボ ア フ

ィ
ル タ ーで 済過す る．

　 2・2　装　置

　HPLG 装 置 は 東 洋 曹 達 工 業 製 SP8750 型 ， 検 出 器 と し

て UV −8　model 　II（東洋 曹 達 工 業 製）， プ リ ン タ ＿
は 3390

interator（Hewlett−Packard 製） を 用 い た ，分 析 カ ラ 1、
は LiGhr・… b　 RP −8 （M ・・ck 製 ， 粒 子 径 101・・n ， 250
mm × 4・6mm 　i・d．）， ガ ー ド カ ラ ム は Hibar　 Lichro
CART 　4−4 （Merck 製） を 分 析 カ ラ ム の 直 前 に 接統 し

て 用 い た ．
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2・3　HPLC 条件

Lauff ら の 方法
5） と 同 じ HPLC 条 件 で 測 定 し た ・

3 結果 と考察

　3。1　前処 理 の 迅速化

　血 清の ビ リ ル ビ ン 分画 の 中に は ア ル ブ ミ ソ と 強 く 結合

した デ ル タ 分画 ピ リ ル ビ ソ （Bo）があ り，
H 肌 C で 分析

す る 前 に す べ て の 血 清 タ ソ パ ク を 除 タ ソ バ ク する とこ の

Be が 取 り除か れ る た め ，除 タ ン パ クを 行 わ な い で 分析

す る 必要 があ る．Lauff らは 硫酸 ナ ト リ ウ ム に よ り高分

子 タ γ バ ク （分子量約 400000 以 上，主 に グ 卩 ブ リ ソ ）

の み の 沈殿 と瀕 過 を繰 り返 し，低 分子タ ン パ ク （主 に ア

ル ブ ミ ソ ，分子量 67000）を含む炉液を HPLC で 分析

し た ．こ れ に よ り分析 カ ラ ム の 高分子 タ ソ パ ク と の 不可

逆的吸着 に よ る分離能 の 低下 を 防ぎ， か つ ア ル ブ ミ ソ と

強 く結合 し た B
δ の 分画測定をも 可能 に した ． し か し

Lauff らの 前処理操 作は 煩雑 で 時間 もか か る うえに ，沈

殿物中に 存在す る か な りの 分画 成分を も沈殿 除去 し て し

ま う．こ の 間題を解決する た め
， 著者 らは 分析 カ ラ ム と

同 じ充 て ん 剤で安価 な ガ ードカ ラ ム を用 い て 高分子 タ ン

． q ク を 不 可逆的 に 吸着 させ ， 前処 理 操作 の 迅速化 を 検討

した ． ガ ードカ ラ ム と し て は 分析カ ラ ム と 同 じ成分 の

Hibar 　 Lichro 　 CART 　 4−4 を 用 い た ．予試験 と し て，

ヒ ト血 清を 蒸留水 で 10 倍希釈し，そ の 希釈液 10　Fl を

ガ
ードカ ラ ム の み に 注入 し ， 通過液 を Ouchterlony 法

（平板 内二 重拡散法） で グ 卩 ブ リ ン が 取 り除か れ て い る

こ とを確認 した ．血 清 の 希釈液 と し て は ，
ビ リル ビ ン

測定試薬 （酵素法）に 広 く使用 され て い る コ
ール 酸 ナ ト

リ ウ ム を含む リ ソ 酸緩衝液 500 　Fl で 血清 50　Fl を希

釈し，O．45・pm の ミ リ ポ ア フ ・ ル タ
ー

の 炉液 10　pl を

HPLC 装置 に 注入す る． ガ ードカ ラ ム の 寿命は 分析す

る血 清の タ ン パ ク量 に より異な る が ，
20 検体を超え る と

ク 卩 マ トグ ラ ム の ピーク が テ イ リ ソ グ を起 こ し始 め る の

で
，

20 検体ご とあ る い は そ れ以前 で も， テ イ リ ソ グを 起

こ し始 め た と きに ガ ードカ ラ ム を 交換 し た ．溶媒及 び 分

析条件は 1・auff らと 同 じ条件 を 用 い た ．既 に 著者 らは

300 検体を 超 え る 分析を 実施し て い る が，ま だ十分使 用

可能で ある．
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Table 　lReproducibility 　for　the 　determination　Qf

human 　 serum 　 bilirubin　 in　 thc 　 fractions

N 　　　XImg 　d卜 1S ．D ．　 　 R ．　S．D ．，％

U

　
e
　

舮

BBB 555

　

5．5414
．934
．72

0．9280
．8130
．652

16．65
．413
．8

　3・ 2 分 画 の 定量

　本法に よ る ヒ ト血 清の 分画 （Fig．1）は ，　 Lauff ら と

同様 4 分画 の ピーク が 得 られ た ．それぞれ の ピーク の

同定を Fig・2 に 示 し た ． α 分画 （Bu ： unconjugatcd

bilirubin） は純品 の ビ リ ル ビ ン を用 い て ， β，　r，δ 分画

は 標準物質が 入手困難 で あ る の で ， r 分画 （dB 。
： di一

R ．S．　D ．： Relative　 standard 　 deviation；　 B 皿 ： unconju −

gated 　bilirubin；　Bc 二 conjugated 　bilirubin；　B δ ：delta
bilirubin

conjugated 　bilirubin） を 多く含 み β分画 （mB 。
： mono −

conjugated 　bilirubin）を 少量含む ヒ ト胆汁を 用 い た ．

δ分画 （Bo ： delta　bilirubin） に つ い て は ，
δ分画溶液

を 免疫 電気泳動法で 抗 ア ル ブ ミ ソ 抗体と の 反応に よ り，
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VoL 　 36 （1987 ）

Table　 2Values
　and 　correlation 　between 　the 　present　method 　and 　 the 　I．auHf ’

s ＆ the
m ・lti−1・y・red 　film・m ・山 ・d・ f・・ th・ d・t・ rmi ・ ・ ti・・ 。 f・bili，ubi 。

　i。　th 。
　f。。，ti。 ns

San1PleNo
． 艦

　 　 Bc〆mg 　dl− 1

　 　 　
　ttL ．’

A 　　 B 　　 6 ／
AB

δ／mgd1
− 1B

へ

C
　 　 1
　 2
　 3

　 4
　 5LinearregreSSIon

1．372
．194
．877
，145
．33

1，223
．033
．716
．032
．87

1．302
．183
．905
．005
．10

｛邑：多：1：鬘土1：lll；：1：黜

2 ．19　　　　　1Ψ81　　　　　1．20
2937 　　　　1？48　　　　2．36
6．56　　　　8 ．69　　　　6．00
5．57　　　　9．33　　　　7．10

12．41　　　 15．13　　　 10，30

y ＝0．71x 十 〇，57　（厂
＝0．969）

ン
＝1．07ヱ 十〇．04　（プ＝0．949）

1．05　　　　　　1．59　　　　　　1．90
1．57　　　　　1．64　　　　　1．56
6．13　　　　5．16　　　　7，50
8．38 　　　　　5．74　　　　　8 ．60
6．20　　　　5．94　　　10．00

y ＝1．39x− 0，92　（厂
＝0．961 ）

y ＝0．76r 十 〇．19　（厂 ＝0．928）
A ：P 「 esent

　
m ・ ・h。d・B ・・a・ff’・ m ・・h・d・C ・ m ・1・i−1・y ・ ・ ed 盍1m　m ・lh。d （。

一・．。 、 、h。
　p ，e蘓 。 。i扁

Tabl ・ 3　 C ・… 1・ti・ n 　b・tween 　th ・　P … ent 　m ・th ・d　and 　th 。
　di。、。 ＆ th 。

　bili，ubin

　　　　 oxidase 　method 　for　the　determination　of 　bilirubin　in　the 　fractions

D ぬzo 　 method

ア linear　regression

　 Bi正irubin　 oxidase 　method

−

　 　　　 　　 1inear　 regression

TBil　vs 　Tarea
Direct　 bi且irubin

0．9060
．973

y ＝762aτ 十8175

y ＝1．36x− O．123
0．9290
．974

y ＝一　876＆丁 十7147

y ＝1．53x− 1．36
TBil ：t°t・1　 bili・・bi・ ・T ・・e・ ・t・t・1　 ar ・a 　b・ HPLC （n −　18，　 y 、th 。　p ．ese 。，　m 。、h。d）

ア ル ブ ミ ン と強 く結合 し て い る Bb と同定 し た ．こ の 結

果，著者 らの 得た ク ロ マ ト グ ラ ム の ピ ー
ク は Lauff ら

の 結果 と 良 く一致 した．各分画 の 定量 は ，Lauff ら と 同

様 ジ ア ゾ 法に よ る 総 ビ リル ビ ン 値 に 対 し て
，
HPLC に ょ

る 全分画 の 総面積 に 対する 各 分画 の 面積を乗 じて 濃度

を 求 め た （各 ビ リル ビ ソ 分画濃度取総 ビ リ ル ビ ン 濃度
xHPLG 各分画面積／HPLC 総面積）． 又 ， 本法で も

Lauff らと同様 β分画 と r 分画 を 合 せ て conjugated

bilirudin（Bc＝MBe 十 dBe） と し た ．

　3。3　再現性

　胆 管閉そ く症 の 黄だ ん 思者 の 血 清を用 い て， 5 回 の 測

定を行 い 各分画の 再 現性を調べ た ．そ の 結果，相対標準

偏差 は 5 ・4〜16・7％ とほ ぼ満足で きる結 果が得 られ た

（Table 　1）．

　3・4　他法 と の相関

黄だ ん 患 者 の ヒ ト血清 5 検体を本法 ，
L ・uff 法，多重

層 フ ィ ル ム 法
6） （ドラ イ ケ ミ ス ト リ

ー
） で 測 定 し

， 比較
し た．各分画 の ビ リ ル ビ ン 濃度 に 対する本法 と他法 との

相 関係数 （r）は 0・863〜0・969 と 比較的良好 な結果 が

得 られ た （Table　 2） が，相関式に お い て 本法 と Lauff

法 と 傾 きが 異 な っ て い る ．Lauff 法 で は 硫酸 ナ ト リウ ム

に よ る塩析の た め，Bs が 沈殿除去 され る 由 に 本法 の Bn

の 濃度が 高くな っ て い る と思われ る．又 ，そ の 結果各

分 画 の 濃度は 総面積 比 で 求め られ る た め ， B
。 の 濃度は

1・auHf 法で は 高 くな り本法 の B
。 の 方 が 低 くな っ て い る

と考察 され る．又，従来の ジ ア ゾ法 T）
及 び ビ リル ビ γ オ

キ シ ダ ー
ゼ 法

7〕 で の総 ビ リ ル ビ ン 値 と本法 の HPLC に

よ る 総面積 及 び 直接 ビ リ ル ビ ン 値を比較し た．相関係数

（「）は 0 ・906 〜0・974 と良好な値が 得 られ た （Table 　3）．

　3 ・5 考　察

　従来の ジ ア ゾ法 及 び ビ リ ル ビ ン オ キ シ ダ ーゼ 法 に よ る

総 ビ リル ビ ン と， 直接 ビ リル ビ ソ 以外 の ビ リル ビ ン 分画

を 本法 の HPLC に よ っ て ， よ り 迅 速 な 測定 を 可能 に

し，胆 管閉そ く症 ， 肝炎，肝 が ん な どに よ る黄だ ん の 種
類及 び 各分画を経時的 に モ ＝ タ

ー
す る こ と に よ り ， 更 に

的確 な診断が 得 られ る こ と が期待 で きる ．

　終 わ り に ， 黄 だ ん 血 清 を 測 定 し て い た だ い た Eastman
Iくodak 社，　J．　J．　LauH

鹽
博 士 に 厚 く感 謝 し ま す ．

　　　　　　　　（
1986 年 直0 月， 目 本 分 析 化 学会
第 35 年会 に お い て

一
部発 表 ）
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A7apid 　 m 仙 ・ d　 fet   曲 m 価  讎   bi一

咀皿 bin　by　HPLC ．　 H 廿oomi 　NAKAMURA 寧
，　Kqli　YONE −

DA
，
　 Yoshiaki　 KATAYA 皿 A 騨 　and 　Yos1虹nori 　 KIDAM 寧

（
＊Faculty　 of 　Pha 皿 aceutical 　 Scienc〔rs，　 Nagoya 　Gity

University，　Tanabed 面 ，　Mizuho −ku ，　Nagoya −shl ，　Aichi
467，

＊ ＊Clinica且 Laboratory ，　 National 　Card 三〇vascular

DiSease　Center，
　FujiShirodai，　Suita−shi ，　Osaka　565）

　Asimple 　and 　rapid 　method 　f（）r　fractionating　serum

bilirubhl　by　means 　 of 　HPI ．C 　has　been　established 　by
mOdifying 　the 皿 ethod 　of 　Lauff 　et　al．　In　our 　procedure，
the 　 cumbersome

．
and 　 time・co 田 皿 ing　pretrea嘸 nt 　of

serum 　in　the 　previous　method 　is　replaced 　by　the　use 　of

血 eguard 　c。lu  （Hiber　Lichro　CART 　4−4，　Merck）．

This　guard 　column 　reta 血 s　high−m   lecular　we 重ght　serum

proteins　 to　 protect 山 e　 a蜘 ical　 c。 且umn 　 from 　 the

irreversible　adSorPtion ，　and 　it　鴻　changed 　every 　20

samples 　or 　whenever 　the 　tailing　is　observed 　in　dle
・hr。皿 ・ t・9・am ．　 Th ・ p・es ・nt 　m ・th ・Xi ・ cqui ・ es ・ nly 　th ・

di屋ution
．
of　50　pt　of　serum 　With 　500　pt　of 　sodium 　chlorate

solution （0．2　wlv ％ sodium 　 chlorate 　 and 　 O．05　vlv ％

Tdton 　 X −100　 in　 O．5　M 　 phosphate 　 buffer，　 pH 　 6．8），
and 　subsequent 　filtration　of 山 e　mixture 　 through 　a

O．45　1・m 　Millip… 且lt… T ・n 　mi … lit・rs ・f 血 ・ 丘lt・ate

iS　injected　into　the 　column ； the　HPLG 　conditions 　are

the 　same 　as　described　by 　I．auff ．　 The 　f｛）ur 　fractions　of

scrum 　 b伽 bin　 are 　 obtained ．　 The 　 relative 　 standard

devia廿ons 　fbr　 each 　bilirubin　 concentration 　in　 the 　frac−

tions　are 　5．4　to　16，7％ （π
＝5）．　The 　correlation 　coef 且一

cients 　with 　other 　meth （｝ds　including　the 　LaufPs　method

are 　O．863　to　O．974 ．

　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　January　20，　1987）

　　　KeUtoe ハ d　P ゐm 壌es

fractionation　of 　serurn 　bilirubin　by　HPLC ；pretreatment

　with 　the 　guard 　column ；delta　bi匡irubin；unco 可ugated

　and 　co 可ugated 　bi置irubins．
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