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イ ソ ニ ア ジ ド及び ア シル イ ソ ニ ア ジ ド誘導体の 高速液体

クロ マ トグラ フ ィ
ー に よる最適分析条件の検討

濱口 聖美
O ＊

，花井俊彦
＊＊

，久保博昭 ， 木下俊夫
＊＊＊

（1989年 7月 20 日 受理 ）

　イ ソ ニ ア ジ ド及 び ア シル イソ ニ ア ド誘導体 （ア セ チ ル イソ ニ ア ジ ド，プ ロ ピオ ニ ル イソ ニ ア ジ ド，イ

ソ ブチ リル イ ソ ニ ア ジ ド，ブ チ リ ル イソ ニ ア ジ ド，ベ ン ゾ イル イソ ニ ア ジ ド）の 逆相 イ オ ン 対 LC に

よ る最適分離条件を検討 した．イ ソニ ア ジ ド， ア セ チ ル イソ ニ ア ジ ド及 びプロ ピオ ニ ル イ ソ ニ ア ジ ドの

分 離 に は，対 イオ ン 試 薬 と して の 脂 肪 族 ス ル ホ ン 酸 の う ち ドデ カ ン ス ル ホ ン 酸が 最適 で あ っ た ，イソ ニ

ア ジ ド及 び ア シ ル イソ ニ ア ジ ド誘導体 は
， 脂肪族 ス ル ホ ン 酸とイオ ン 対を形成す る こ と に よ り，固定相

の オ ク タ デ シル 基 に 保 持 され る と 考 え ら れ る が，ア シル イ ソ ニ ア ジ ド誘 導体の ア シル 基 も保持 に 影響 を

与 え て い る こ とが 分 か っ た．イ ソ ニ ア ジ ド及 び ア シ ル イソ ニ ア ジ ド誘導体 の 保持比及 び分 配 係数 を求め

て ，Rekker に よる 疎水性基定数 と比較 す る と良好 な 直線関係を示 し た．

1 緒
゜
言

　抗結核薬 で あ る イ ソ ニ ア ジ ド （INH ） は 肝臓 で 代謝

さ れ ，ア セ チ ル イ ソ ニ ア ジ ド （AINH ）と し て 尿 中に 排

泄 さ れ る こ とか ら，こ れ ら を 定量す る こ と に よ り肝臓 に

お け る ア セ チ ル 化能 を測定する こ と が で き る．又，こ の

ア セ チ ル 化能 を測 定 す る こ と に よ り INH に よ る 副作用

の 発現 を防 ぐ こ と も可能 と な る．従来，こ の INH 及 び

AINH の 定量法 に は ， 比 色分 析 法D
， 蛍光光度 法

2〕，

GC3 ｝な ど の 外，　 HPLC に よ る 方法 が 報告 さ れ て い る ．

特に HPLC に よ る 方法 に は，ジ オ ク チ ル ス ル ポ コ ハ ク

酸
4）

， オ クチ ル ス ル ホ ン 酸
5）、ヘ プタ ン ス ル ホ ン酸

句 ，ド

デ シ ル 硫酸
ア）な どの 対イオ ン 試薬を使用 した分析法 が報

告 さ れ て い る．し か し
，

こ れ らの 分析法 は 系統的に 対イ

オ ン 試薬 を検討 し て お らず ， 又，生体液中の INH 及 び

AINH の 分析 で は，い ず れ の 場合も混在物 と の 分離 が

良 好 で は な く再現 性 も悪 い ．そ こ で ，各種脂肪族 ス ル ホ

ン 酸 の 対 イオ ン 試薬 を 用 い て HPLC に よ る INH 及 び

A 亘NH の 分 離 分 析法 を検 討 し，更 に，各種ア シル イ ソ

ニ ア ジ ド誘導 体 の 分 配係数 を 求 め，分 配 係 数 と HPLC

の 保持時間 を比較 す る と
，

ア シ ル イ ソ ニ ア ジ ド誘導体の
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構 造 を Rekker の 疎水性基定数
8）か ら推定 で き る こ と が

分 か っ た の で 報告 す る．

2 実 験

　2・1 試 薬

　 INH は和光純薬工 業製 を用 い ，ア シル イ ソ ニ ア ジ ド

誘導 体 で あ る AINH ，プ ロ ピ オ ニ ル イ ソ ニ ア ジ ド

（PINH ），イ ソ ブ チ リル イ ソ ニ ア ジ ド 〔iso−BINH ）， ブ

チ リル イソ ニ ア ジ ド （BINH ），ベ ン ゾ イル イソ ニ ア ジ

ド （BzlNH ＞は，酸無水物又 は 酸 ク ロ リ ドを用 い ，常

法 に よ り INH か ら合成 し，元素分析及び 質量分析法 に

よ り同 定 し た．各 々 500　ug／ml 水溶液 に 調製 し適宜精

製水 で 希釈 し て 使用 し た．対イ オ ン 試薬 の う ち 炭素数

1− 11 ま で の 脂肪族ス ル ホ ン 酸ナ トリ ウ ム は 東京化成一T．

業製，炭素数 12 の ス ル ホ ン 酸 ナ トリ ウ ム 及 び 硫 酸 ナ ト

リウ ム は，ガ ス ク ロ 工 業製を用 い た．ア セ トニ トリル は

LC 用，1一オ ク タ ノ
ー

ル は 特級 を，共 に 和光純薬 工 業製

を用 い た．

　 2 ・2　 装 　置

　HPLC 装置 と し て
， ポ ン プ は Model 　576，検出器 に

は Model　502U 紫外可視分光検出器 ， 各 々 ガ ス ク ロ 工

業製を，イ ン ジ ェ ク タ
ー

は Modcl 　7125 レ オ ダ イ ン 製 を

使 用 し た ．記 録 計 は Chromato −integrator　I）−200  日 立

製 を 用 い ，遠心分離器 は ク ラ ボ ウ D 匸SKBOY 　FB −4000

を ， 分 光 光 度 計 は Hitachi　Model 　200−20 型 を 使 用 し
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た ．

2・3　操　作

2 ・3 ・ 1　吸 収極大 波 長の 測定 2mM ドデ カ ン ス ル

ホ ン 酸 ナ トリ ウ ム を含 む 24％ ア セ トニ トリル 水溶液

（pH 　3 に リン 酸 で 調節）と INH ，　 AINH 及 び PINH の

10 陪 ／m1 水溶液を等量 混合 した 溶 液 の ス ペ ク トル を 紫

外 分 光光度計 に よ り測定 し た と こ ろ ， 265　nm に 吸収極

大 波 長 を示 した の で ，以後 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 検出に

は こ の 波長 を使用 し た．

　2 ・3 ・21NH 及 び ア シル イ ソ ニ ア ジ ド誘導体の 分配

係数 の測定　　INH 及 び ア シ ル イ ソ ニ ア ジ ド誘導体

（AINH ，　PINH ，　iso−BINH ，　BINH ，　BzlNH ）各 々 を リ ン

酸 で pH 　3 に 調節 した 水 溶 液 に 溶 解 し，　 l　mg ／10・ml の

濃度 の 試料溶液 と し た．試験 管 に 各試料溶液 10．ml と

等量 の 1一オ ク タ ノ
ー

ル を添加 し激 し くか き 混 ぜ た 後，

遠心 分離 し 水相 及 び レ オ ク タ ノール 相 の 吸光度 を 波長

265　nm で 測定 し た．

　2 ・3 ・3 移勳相中の イオ ン 対試料　　10mM の リ ン

酸一ナ トリウ ム を含む 10
，
15 及 び 20 ％ の ア セ トニ トリ

ル 水 溶液を，リ ン 酸 で pH 　3 に 調 節 し，こ の 溶液 に

2〜5mM の 各種対 イ オ ン 試 薬 を添加 し た もの を移動相

と し て ，INH ，　AINH 及 び PINH の 分 離条件 を 検討 し

た，

　2・3 ・4　HPLC 条件　　分 析 カ ラ ム と し て は 粒径 5

μm の lnertsil　ODS −2 を長 さ 150 　mm ，内径 4．6　mm の

ス テ ン レ ス 管 に 充 て ん し た もの （ガ ス ク ロ 工 業製），

ガー
ドカ ラ ム は Inertsil　ODS −2 を 長 さ 10mm ，内径

4．Omm の ス テ ン レ ス 管 に 充 て ん した もの を使用 し た ．

カ ラ ム 温度 は 室温 と し ， INH ，　AINH 及 び PINH の 分

離 に は ，移動相 と し て 2mM ドデ カ ン ス ル ホ ン 酸ナ ト

リ ウ ム 及 び 10mM リ ン 酸
一

ナ ト リ ウ ム を含む 22．5％

ア セ トニ トリ ル 水溶液を， リ ン 酸 で pH 　3 に 調節 した も

の を使用 し た．流量 は LO　ml ／min と し ， 検出波長 265

nm （0，032　AUFS ＞で 測定 し，試料 は 10
μ1注入 した，

又，INH ，　AINH ，
　PINH

，
　iso−BINH 及 び BzlNH の 分離

に は
，
BzlNH の 溶出を速 め る た め，ア セ トニ トリル の

濃度を 24％ に して 前述の 条件 で 分析 を行 っ た．

3　結果及 び考察

　3 。1　内標準物質の理論的な選択法

　Rekker が 示 す 疎水性基定 数
，）に よ り，　 INH 及 び ア シ

ル イソ ニ ア ジ ド誘導体中の 各 々 の 基 に つ い て 疎水性基定

数 の 合計値 （logp
＊

）を求 め，　 Table　l に示 し た．こ れ

を理 論値 logp と す る．又 ，実験 よ り求 め た INH と ア

シ ル イ ソ ニ ア ジ ド誘 導体 の 1一オ ク タ ノ
ー

ル ／水 に お け る

分 配 係 数 を 実測 値 logP と して ，両者 の 相関係数を求 め

た と こ ろ 0．984 で あ り理 論値 logP ＊
の 信頼性 は 高 い も

の と 考 え られ る．次 に ，溶 離 液 と して pH 　3 の リ ン 酸水

溶液を用 い て ， 検出波長 265　nm ， 流 量 1．O　m1 ／min で ，

INH と AINH の 保持比 〔K つ を 求め た．こ の K
’
の 対

数値 log　K ’
を X 軸，理 論値 10gP 及 び実 測 値 10gP

’
を

Table　 l　Caiculated　log　P 　va 且ues 　derived　from　fragment

Chemicals INH AINH PINH iso−BINH BINH BzNH

Fragmcnt

Io，9　P ＊

φ
　 CONH
一

〇．409

　
　

　

H

・

◎
 

一
〇．409

　
　
　

H

・

◎
 

一
〇．409

φ
　 CONH

一
〇，409

　
　
　

H

・

◎
伽

一
〇．409

φ
 

一
〇．409

FragmentlogP
＊

NH2
− 1．428

NHCO
− 1，795

NHGO
− 1．795

NH （】0
− 1．795

NH （】0
− 1．795

　NHCO
− 0．934 （ar ）

FragmentlogP
＊

CH30

．702
CH2CH3
　 1．232

CH （CHs ）2

　 　 1．639
（CH2 ）2CHs
　 　 1．762

Bzl
．886

log　PlogP
’

一1．837
− 2．052

一1．502
− 1．445

一
〇．972

− O．817

一e．565
− 0．425

一
〇．442

− O．318
0．5430
．317

＊ Rekker ’
s　 hydrophobic 　 fragmental　 constant1

）．1  g　P ： calculated 　【og 　P ＊

　valucs 　 of 　 each 　 chemical ； log　P
’

；

partition　coefflcient 　measured 　in　1−octanol ／water ．　Abbreviations；INH ，　isoniazid；AINH ，　 acetylisoniazid ；PINH ，
propionyl三soniazid ；iso・BINH ，　iso−butyrylisoniaZid；BINH ，　butyrylisoniazid；BzlNH ，

　benzQylison三azid
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各 々 Y 軸 と した グ ラ フ を Fig．1 に 示す．　 logK’と logP

及 び logP
’

の 相関係数 は 各 々 0、997，0．996 と 良好 な 直線

関 係 を示 した．

　3 。2　対イオ ン 試薬 の検討

　移 動 相中の 対イ オ ン 試薬 と INH ，　AINH 及 び PINH

の 各保持時間 と の 関係 を Fig．2 に 示 す．一
般 に ス ル ホ

ン 酸基 を有す る対 イオ ン試薬 は，塩基性 の 試料物質 と イ

オ ン 対 を形 成 し，保持 は対イオ ン 試薬 の 脂肪鎖 と 固定相

で あ る オ ク タ デ シル 基 と の 分子間相互作用 に よ り行 わ れ

る と考 え ら れ て い る．pH 　3 の 水溶液中 で は ，ピ リジ ン

環の 窒素及 びヒ ドラ ジ ン の ア ミ ノ 基 は プ ロ トン 付加 して

1

0

1 

、
繕
boo
［
唱

口

鳴

匙
b喝

o【

一2

　 　 AINH

INH

O
●

9

tBINH
O
●

PINH

　　　88　　
BzlNH

　8
　 　 　 　 nBINH

い る と考 え られ る．INH は ピ リジ ニ ウ ム と ヒ ドラ ジニ

ウ ム イオ ン の 2 か 所 で イ オ ン対形成 が 考 え ら れ
， ア シ

ル イソ ニ ア ジ ドは ピ リ ジニ ウ ム イオ ン の み が イオ ン 対を

形成 し て い る と考 え ら れ る （Fig．3＞．　 Fig．2 に 示 す よ

う に，対イオ ン 試薬 と し て 使用 した 脂 肪 族 ス ル ホ ン酸 の

炭素 鎖 が 長 く な る ほ ど，INH ，　AINH 及 び PINH の イ

オ ン 対 の 保持は 長 くな っ た．INH の 保持時間 は炭素数

4 ま で は AINH や PINH よ り 短 く，炭素 数 5〜7 で は

AINH と PINH の 間 に あ り，炭素数 8 以上 で は AINH

や PINH よ り長 く な っ た，　 INH の 溶出挙動を調べ る た

ε

β丶
o

日嘱←
口
o

コ

竈←
Φ

觝

Ol

（】9k
’

10

一1

Fig・1

1

Relationship　between　partition　coe 缶 cients

and 　capacity 　ratios

log　l）（
一
〇
一

； calcutated 　by　Rekker ，
s　hydrQpho−

bic　 fragmental　 constants ） and 　 Log　P
’
（
一●一

；

measured 　by　l−octanol ／water 　partition）valucs

are 　 given　 in　Table　1．　 Abbreviation　（INH ，
AINH ，　PINH ，　iso−BINH ，　BINH ，

　Bz【NH ）：see

Table　I．

1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10

Carbon　 number 。f　 aliphatic 　 s ロlfonate

Fig．2　Relationship　betwecn　ion−pair　 reagent 　 and

　 　 　 retentlon 　tlme

　　　 Eluent　E ［； 10％ acetonitrilc 　solutien （pH 　3｝；

　　　 E2 ；15％　acetonitrile 　solution （pH 　3｝；Es ；2  ％

　　　 acetonitrile 　 solution 　（pH 　3）．　■ ： INH ；
▲

：

　　　 AINH ；● ；PINH

　 　 　 　 　 　 　 C5SO3 −

　　　　　　　
°

＼ ／
°

＼ ／
°

＼ 一

　　　　
’

x 。
・

°

＼

°

／
°

ぐ／
・

＼
s°3

⊂ン ・ ・ ． ．

　　　　　　 Octadecyl　group

INH

N・INHC ・◎ ・

　　　　Cf，SO ：

　　／
°

＼ ／
°

＼ ／
°

　 　 　 　 ●　　 　　●03S

AINH

こ＼／〉 丶へ ／》：訟◎
iH

　 　 　 　 　 　 Octadecyl　group

　　　　C5SO3−

　 　 　 　 　　　　　　 　 　 　 　 　 　 　 　 ●

．． ／ ＼ ／ ＼ ／
03S　　

●
　　 ●

Fig．3　Model 　of 三nteraction 　betwccn　octadecyl 　group　and 　isoniazid（INH ）or 　acetylisoniazid

　　　 （AINH ）

　　　 ● ： carbon 　atom ；○ ： nltrogen 　atom ；CsSOB ： pentancsu監fonatc　ion
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め に
， Fig．2 の 同 じ溶離液 で求 め た対 イオ ン の 炭素数 6

ま で の logK
’

と 炭素数 の 関係 を 求 め た。 こ の 結果，

INH は 炭素数 5 で AINH よ り 遅 く 溶出 し て お り，こ の

1・gK
’

と炭素数 の 関係 を延長す る と，炭素数 8 の と こ

ろ で INH は PINH よ り遅 く 溶出 さ れ る こ と が 推察 さ

れ た．こ の 予 測 は異 な る 溶離液で 求め た結果，つ ま り，

Fig．2 の 炭素数 7 以 上 で の 溶出順序を 説明で き た．ア

ミノ基の 対イオ ン との イオ ン 対形成に よる保持時間 の増

加 は，log　K
’
値 で L3 倍 で あ っ た．こ の 結果 と Fig．ユ

の 結 果 を 考慮 す る と
， 対 イ オ ン の 鎖長 を 変 え た と き の

INH の 溶出順序 を予測 す る こ とが で き，必要 な 内標準

物質 の 選択 も可能 と思 わ れ る．又，炭素数 1〜12 ま で

の 脂 肪 族 ス ル ホ ン 酸 を用 い て ，INH
，
　AINH の 分離条件

を 検討 し た と こ ろ，炭素数 が 多い ほ ど INH
，
　AINH の

分離が 良か っ た，そ こ で ，炭素数 12 の ドデ カ ン ス ル ホ

ン 酸 ナ トリ．ウ ム と ドデ シル 硫 酸ナ トリ ウ ム （SDS ｝ を用

い て ，
こ れ らの LO − 2．5　mM の 濃度範囲 に お け る INH

と AINH の 分 離度 及 び分 離係数 を測 定 した．　 Fig．4 に

示 す よ う に，SDS の 濃 度 が 2．  mM 以 上 に な る と分離

度 ， 分離係数 も急 激 に 大 き く な り，わ ず か な濃度変化 に

よ り保持時 間 の 再現 性 が 低下 した．又、SDS は 界面活

性効果 に よ る泡 立 ちの た め調製 し に くい こ とか ら，適 切

な 対 イオ ン 試薬 と し て 2．OmM の ドデ カ シ ス ル ホ ン 酸

ナ トリ ウ ム を用 い た．Fig．5 （a ，　b＞ に INH ，　AINH ，

PINH
，
　iso−BINH 及 び BzINH の 最適分離条件 下 に お け

る HPLC の ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す．　 BINH は iso−

BINH と ピーク が 重 な っ て しま う た め 示 さ な か っ た．

Fig．5（a ）及 び Fig．1 よ り INH と AINH 分 離定量 に

　　（2）
〔1｝ 　　　　　　　　（a）

〔3）

　　　　　　　　　（5）
　　 

5

（1｝
（b）

10 　 15 　 5101520

Retention 　 timefmin

Fig．5　Chromatograms 　 of 　a 　 mixture 　of 　AINH （1），

　 　 　 　PINH （2），　 iso−BINH （3），　 INH （4）　 and

　　　 BzlNH （5）

　　　 Abbreviation： see 　Tabte　l．（a）： column ，正50

　　　 mm × 4．6　mm 　i．d．　 packed 　 Inertsill　ODS −2 （5

　　　　岬 ｝；elucnt ，　24％ ・cet・ nit・ilc・ s・luti・n ・c・ntain −

　　　 ing　 2．O　mM 　dodecanesulfonate（pH 　3）； now

　　　 rate ，1．Om ］／minl 　co 旦umn 　temp ，，　ambient ．（b）：

　 　 　 chromatographic 　condi 【ion　is　 the　 same 　as 　in

　　　 Fig．5　（a ）cxccpt 　f6r　acetonitrile 　concentration

　　　　（22．5％
〜24％）．

お け る 内標準物質と して
，

INH の ピーク と も重 な らな

い PINH が ，保 持時 間 か ら も 適当 で あ っ た iFig．5

（b）｝，

　　　　　　　　　（
1988 年 10月，日本分析化学会

第 37 年会 に お い て
一

部発表 ）
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  OptimaL conditions  of  separation  for isoniazid and  acyl-

isoniazid derivatives (acetylisoniazid, propionylisoniazid,
isobutyrylisoniazid, butyrylisoniazid, benzeylisopiazld)
were  determined in reversed-phase  ion-pair LC.
Sodium dodecanesuifonate was  the  best ien-pair reagent
among  alkylsulfonates.  Whgn  the carbon  number  of

alky]sulfonate  was  below 4, the elution  order  was  iso-
niazid,  acetylisoniazid  and  propionylisoniazid, When
tbe  carbon  number  of  alkylsulfonate  was  5, the elution

ordcr  of  isoniazid and  acetylisoniazid  was  changed.

Further when  its number  was  8, the elution  order  of  iso-
niazid  and  propionylisoniazid was  reversed.  The acyl

group efacylisoniazid  also  afllected  their retcntion.  The
conditions  of  HPLC  were  as  tbllows:Coiumn,  Inertsil
ODSJ2  (5 pm,  15eX4,6mm  i.d.); eluent,  24%  aqueous

acetonitrile  solution  containing  2.0mM  sodium  dode-

canesulfonate  (pH 3); fiow rate,  1.0mllmin; oolumn

temperature,  ambient.  Rctention time  was  6.30 rnin  fer
isoniazid, S.69 min  for acctylisoniazid,  4･.49 min  for prop-
ionylisoniazid, 6.06 min  for isobutyrylisoniazid, 6.25 min
for butyrylisoniazid and  12.58 min  for benzoylisoniazid.
The  capacity  ratios  (logk') of  is6niazid and  acylisoniazid

derivatives and  the  partition coeMcients  measured  in 1-
octanollwater  (log P') were  in goed linear relation  with

those  calculatcd  by Rekker's hydrophobic fragmental
constants  (logP>, CoeMcient ef  correlation  for first-
order  regression  lines of  log P'Iog P', log k'"log P  and

Iog k"tog P' plot$ were  O.9S4, O.997 and  O.996 Cn=6),
respectively.  This calculation  method  could  generally be

used  to find an  appropriate  internal standard  compound

for reverscd-phase  LC,

                        <Received July 20, 1989)
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