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高 速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ る化学発光検 出の ための

ピリミジン化合物 の プ レ ラベ ル 化

吉田　滋  
， 浦上康司 ， 木藤正弘 ， 竹島繁男 ， 広瀬信吾

＊

q989年 Il月 18 日 受理 〉

　高感 度 な 化学発光 HPLC で ピ リ ミジ ン 化合物 を定 量 する た め に 蛍光標識体と な る べ き ク マ リ ン 誘導

体 を検索 し た と こ ろ 7−dicthylamino−3−［4−（（iodoacetyl）amino ）phcnyll　4 −methylcoumarine （1）CIA ）が 適
して い t ．こ の た め DCIA に よ る ピ リ ミジ ン 化 合物 の プ レ ラ ベ ル 化を行 い ，ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー特性
を調 べ る と 共 に 測 定 感 度 を ヒ界 さ せ る こ と を試 み た．DCIA は無 水炭酸 カ リウ ム と 18−crown −6 の 共存
下 ア セ トン 中で 凵的物 と反応 させ た．DCIA 誘導体の 分 離 は 逆 相 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
で 行 い検 出に は 化

学発光 を用 い た ．化学発光 は DCIA −Bis（2，
4

，6−trichl・ r・phenyl）oxalate 一過酸化水素系 に よ り発 生 させ た．
反 応条件，ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
条件 及 び測定系な どの 最適 化 を行 っ た 結 果 ， 誘 導 体化 され た 試料 の 検出

限 界 は 注 入 量 で 5−fluorouracilは 19　fmol
，
　uracil は 22．5　fm。1及 び 5−nuorouridineは IO　fmol で あ っ た．

又，こ れ らの 薬物が 血清 1m1 当 た り 1．25　一一　250　ng 含 まれ る濃 度 範 囲で 検景線 の 直線関係 が 得 ら れ た．

1 緒
＝
口

　ピリ ミジ ン及 び そ の 関連化合物の 定量 は核酸成 分 の 研

究 に お い て 重要で あ り，微量 で 低濃度 な 試料 を選 択的

に ，か つ 高感 度 に 定 量 す る手 段 が 求 め ら れ て い る ．こ れ

らの 目的の た め に ラ ジ オ イム ノ ア ッ セ イ
t）

， GC −MS2 ）や

UV 検出法
3｝
な どに よ る定量 法 が報告さ れ て い る が ，放

射化分析 で あ っ た り，高価 な機器 を必 要 と した り，測定

感度 が上 昇 し な い な どの 欠点 を有 して い る．そ こ で ピ リ

ミジ ン化合物 を実用的で 高感度 に 分析す る ため の 手段 と

して HPLG の 検出系 に 化学発光 を利用 す る こ と を試 み

た．化学発 光 HPLC の 手段 と して は 化学発光物質を標

識体 と す る 分析法
4 ）と発蛍光性物質 を蛍 光標識 体 とす る

方法
5♪
の 2種 が主 と し て 考 え られ る ．後者 の 方 法 は各 種 の

発蛍光性物質の 中か ら ピ リ ミジ ン 化合物 と 反応 しや す い

化合物 を選 べ る た め今回 の 国的 に 適当 で あ る と考 え た．

更 に ，発 蛍光性物質 と し て は カ ル ボ ン酸 の ラ ベ ル 化 剤 と

し て 開 発 さ れ た，4−bromomethyl −7−methoxycoumarine

（Br−Mmc ＞
G｝， 4−bromomethyl−6，7−dimcthoxycoumarine

（Br−Mdmc ）
η

及 び 7−diethylamino−3−［4−（（iodoacetyl ）

amino ）phenyl］−4−me しhylceumarine （D （】IA ）
8）

の 3 種 を選

ん だ．こ れ ら の う ち Br−Mmc と Br−Mdmc は ピ リ ミ ジ

ン 化 合物 と反 応 す る こ とが 既 に 知 ら れ て お り
9）lo）蛍光 標

＊
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識 体 と な り得 る か を検討 し た．更 に DCIA につ い て も

同様の 検討 を加 え た，

　化学発光の 測定 に は 高感度分析 が 期待 で き る フ ォ トン

カ ウ ン テ ィ ン グ法 （PC 法）を応用ず る こ と を 試み た．

PC 法 で は 光量 子 の 検 出を 1 秒 当 た り の カ ウ ン ト数

（cps ｝と し て測 定 す る た め，や や ば ら つ き が 大 き くな る

欠点 が あ る． こ の た め データ を一
度 パ ー

ソ ナ ル コ ン ピ

ュ
ー

タ
ー

に 入 力 した後ス ム ージ ン グ処理を行 う こ と の 効

果 に つ い て も考察を行 っ た．

　以上 の よ う な 目的 の た め の 試 料 と して 抗 し ゅ よ う 剤 と

し て よ く 用 い ら れ て い る 5−fluorouracil（5−FU ）， 5−

fluorodeoxy−uridine （FdUrd ）及び uracil （Ura ）を 選 び

化学 発 光検出 HPLC へ の 応用 を試 み た．

2 実 験

　2・1 試　薬

　5−FU ，　 FdUrd
，　 Ura ，．18−crown −6

，
　 Bis（2，4，6−trichloro −

pheny ］＞oxalate （TCPO ）な ど は半井 テ ス ク か ら購 入 し

た．DCIA は Moleculttr 　Probes社 よ り，又 Br−Mmc や

Br −Mdmc は Sigma 社 よ り 購入 した ．そ の 他 の 試 薬 や 溶

媒 は す べ て 特級 を用 い た．コ ン トロ
ー

ル 血清 は デ ン 化 生

研 の 臨床分析用 の もの を用 い
， ヒ ト血清 は健常人 ボ ラ ン

テ ィ ア か ら得 た も の を 使用 し た ．
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［亜 ト．｛互司 …

TCPO 　　 Pump

H202　　 Pump

Fig．藍　Schcmatic　diagram　of 　the 　HPLC 　 apparatus

　 　 　 with 　chcmiluminescence 　detection

1 ： injector； Mix ： P  stcolumn 　 mixcr ； P．M ，：

pho しnmultiplier 　tubc ； P．C．：photon　counter ；

R ： recordcr ； In ：interface； C ： computer ； D ：

display；Ph 　plottcr；Pr：printer

μ1，そ して 無水炭酸 カ リウ ム を 500　pg 加え た．そ の 混合

溶液を 30 分間超音波か き 混ぜ して ラ ベ ル 化反応 を行 っ

た ．

　2・6　血 清試料 の 前処理

　標準試 料 は ヒ ト血 清 に 既 知 濃 度 の 分 析 目的物 を加 え た

も の を 用 い た．前 処 理 と し て ， 血清  ．5　ml を メ ン ブ ラ

ン フ ／ ル ター （ミ リ ポ ア UFC3TGCOO ）に 入 れ 遠 心 分

離 機 （IOOOg，20分 ）で 泝過 した 後 ， そ の 泝液 O」 ml に

酢酸エ チ ル 4ml を加 え て 15 分 間 振 り 混ぜ 抽出 を行 っ

た．け ん 濁液 を遠心 分離 （IOOO　．g，5 分）後，有機柑 の

3、5ml を分 取 し窒素気流中で 蒸発乾固 し，ア セ ト ン 0．l

ml を加 え て 残留物 を 再溶解 し た 溶液 を ラ ベ ル 化 反 応 に

供 し た．

3　結果及 び考察

　2 ・2 装 置

　分析 シ ス テ ム の 既要 を Fig．1 に 示 した．移動 相 の ボ

ン プ と し て 島津 LC −4A
， 又化学発光試薬用 の ポ ン プと

し て 口 本分光 BIP −1，光 電子増倍管 は 浜松ホ トニ ク ス

R−585 ，フ ォ トン カ ウ ン ターは 浜松 ホ トニ ク ス C −767，

パ ーソ ナ ル コ ン ピ ュ
ーターは NEC 　PC −9801E ，デ ィ ス プ

レ イは NEC 　PC−S85Sn，プ リ ン タ
ー

は 島津 UP −2000，プ

ロ ッ ターは EPSON 　HI80 をそ れ ぞ れ 用 い た．

　2。3 　ク囗 マ トグラ フ ィ
ー

　分 離 カ ラ ム に は Nucleosil　sCls （Nagcl 製） を長 き 20

cm 内径 0，4　cm の ス テ ン レ ス カ ラ ム に ケ ム コ 製 の エ コ

ノパ ッ カー GPP −085を用い ス ラ リー
法 に よ っ て充 て ん

し た．移 勤 相 に は ア セ トニ ト リ ル と リ ン 酸緩衝液 （4

mM ，　 pH 　7．5） の 1 ： 1 混 液 を 用 い た．流 量 は 0．6

ml ／min に した ．

　2・4　化学発光 用 反 応 溶 液

　TCPO は 4．4　mM 酢酸 エ チ ル 溶液 と し，　 H202 は l

M ア セ ト ン 溶液 と し た．そ れ ぞ れ の 溶媒 の 流量 を 0．7

ml ／min と し て ミ キ シ ン グ カ ラ ム （内径 0．4cm ，長 さ 2 

cm の カ ラ ム に 200〜400 メ ッ シ ュ の CPG ガ ラ ス を 充

て ん ）で 混合 した後 ， 分 離 カ ラ ム か らの 溶出液 と再度混

合 した．

　3 ・1 化学発光用蛍光標識化剤 の検討

　化 学 発光を生 じさせ やす い 蛍光標識化剤の 条件 と し て

酸 化 電 位の 低 い こ と，蛍光波 長 が 長波長 領域 に 存在 す る

こ と，乂高い 蛍光収率を有す る こ と な どが必要と され て

い る
11｝．こ の た め Br−Mmc ，　Br −Mdmc 及 び DCIA の 励

起 ， 蛍 光 波 長 と 蛍 光収率 を 常法 に 従 い 求 め Tab 且e　l に

示 した．又 DGIA は他 の 2種 と異 な り電子供与基 で あ

る ア ミ ノ基を有 して い る た め 酸化電位 が 低 くな り，励起

一
重項状態 へ 移行 させ る エ ネル ギーも小 さ くて す む と考

え ら れ た ．こ れ ら の 結 果 は DGIA が Br−Mmc や Br−

Mdmc よ り化学発光 の 蛍光標識化剤 と して有利な こ と

を示唆 して い る．こ の た め三 者 の 化学発光を測定 した と

こ ろ DCIA に の み 発光 が 認 め られ た．又 こ れ ら の 蛍光

ラ ベ ル 化 剤 で ピリ ミジ ン 化合物 を誘導体化 し た もの が 化

学発光を 生 じ た り あ る い は 消失 す る 可能性 が 考 え ら れ

た．こ の た め 各誘導体 の 化学発光 を 測定 し た と こ ろ

DCIA 誘導体 に の み 発光 が 認 め られ た ．そ こ で DCIA

に よ る ピ リ ミジン 化合物 の ラ ベ ル 化 の ため の 最適条件を

検討 し た．

Tab 置e　 l　 Absorbance，　nuorescじIlce 　waveltngths 　and

　　　　 quan しum 　yicld　fbr　coumarin 　derivatives

Derivatizing

　 agenta
｝

福 ．／nm

AbsorptionEmission
Qb）

　2・5　ラベ ル 化反応

　ピ リ ミジ ン 化 合物 の ア セ トン 溶液 を 100 μ1入 れ た l

ml の ネ ジ ロ 試験管に DCIA 溶液 （150μg／ml ア セ トン 〉

を 50 舛，IS−crown −6 溶液 （15 μg／m 旦ア セ ト ン ） を 50

BrMmc

BrMdmc
DGIA

325340403 390420475 0． 2D
．240
．51

a ）in　80％ methanol ；b）quantum 　yield
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　3 ・2　ラ ベ ル 化条件の検討

　DCIA は ア セ トン 溶液 と して 用 い た，こ の 溶液 は 遮光

下 O− 3℃ で 保存 す れ ば 1 週 間 は 安 定 で あ っ た．

　ま ず 反 応 溶媒 の 検 討 を行 っ た．5−FU
，
　FdUrd 及 び

Ura な ど を ア セ トン，．ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （DMF ），
ア セ トニ ト リル （CH 霜 N ）及 び ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド

（DMSO ）に 溶解 し
， 実験 の 部の ラベ ル 化法 に 従 っ て ラ

ベ ル 化した，そ の 結果ア セ トン 溶媒中 で 最 も反 応 が進行

し，DMF や CHsGN 中 に 比 べ 1．5− 4 倍 の 発光強度 と

な っ た ．又 DMSO 中で 反応 さ せ る と ブ ラ ン ク ピーク の

増加が 目立 っ た．以 1．．／の 結果 よ り反応溶媒 と して は ア セ

トン を選んだ．

　次 に 反応 温 度 に つ い て 検 討 し た，室 温，40℃ 及 び還

流
．
ドで 各 30 分反応 さ せ た と こ ろ，室 温 と 40℃ で は

ピーク高 さに 変化が な か っ た が 還 流 した もの で は DCIA

の 分 解 に よ る もの と推定 され る 大 き な ブ ラ ン ク ピー
ク が

認 め ら れ た．一
方 5−FU や Ura で は DCIA と 1 ； 1 や

1 ：2 の 割合 で ラ ベ ル 化 さ れ る 可能性 が あ り 検討 し た．

そ の 結果，室 温 で は 1 ： 1 の ラ ベ ル 化 物 を，40℃ で 星

時間振 り混ぜ る と 1 ： 1 と 1 ： 2 の 混合物を 生成す る こ

と が 分 か っ た．1 ； 2 の ラ ベ ル 化体 を生成 さ せ る に は

70℃ で 還流 さ せ る条件 が 必 要 で あ っ た．こ の 1 ； 2 の

ラ ベ ル 化物の 発光強度 は 1 ： 1 の そ れ よ り も高 か っ たが

前述 の 大 き な ブ ラ ン ク ピーク に よ る 妨害 を避 け られ な か

っ た．

　更 に 18−crown −6 が存在 する 場合 と しな い 場合 の 結 果

を比較 した．5−FU ，　FdUrd 及 び Ura に 関 して 調 べ た と

こ ろ IS−crown −6 が 存在 し な い と そ れ ぞ れ 57％
， 20％，

17％ も ピーク高 さ が 減少 し， 触媒 と して の 有用性 が 示

さ れ た．以．」二の 結果 よ り Fig．2（A ）に 示 した 化学発光

に 必要 な 蛍光標識化 剤 と し て （B ＞で 示 した ラ ベ ル 化条

件 で 生成 す る ラベ ル 化体 を 用 い る こ と に した．

　 3 ・3　化学発光の 測定

　化 学 発 光 HPLC に 適 し た測定条件の 検討 を行 っ た．
ま ず移動相 と して メ タ ノ

ー
ル 系 と ア セ トニ トリル 系 と を

比 較 し た と こ ろ後者 を用 い る ほ うが 発光強度 で 約 10 倍

咼 く な っ た，又 移動相 に 対 す る TCPO と H202 の 混合割

合 を 検討 した結果，両者共 に 0．7m1 ／min と し た．更 に

混合後 は最短 距離 （約 3cm ）で セ ル へ 到達 す る よ う に

し た．発 光 を と ら え る光電子増倍管に 対す る負荷電圧 に

つ い て も検討 し た．負荷電圧を 500V − 800V ま で 変化

させ た と こ ろ をの 電圧 を一h昇 さ せ る に 従 っ て 発 光強度 は

高 く測定 で き た が ，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドも同様 に 上 昇 して

き た．こ の た め SIN 比 と 負荷電圧 と の 関係を求め た と

こ ろ 700V で 最大 の S／N 比 を 示 す こ とが 分 か っ た．以

〔A〕

・｛舞 一

　 　 　 C 玉

TCPO

CI

⇔ ・・ −

Cl

一 閣 ・ … 糊
1，2−dioxethanedione

t
　 O 　O
　 II　 ll
　 C−C
　 lI
　 O −0

十 　Fluorophere 　　
−一一一

レ 　Fluorophor 螽　十　2CO2

Fluorophore 　　−一一一鈩 　Light　十　Fluorophore

（B ＞

E、
．Ne w。 。

　止，

DCIA

　 O
　 IFNHCCH21

　 　 　 　 　 　 　 　 senicate

　 　 　 O 　　　　　 in　 acetone

＋ 駆 。論
　 　 　 H

5−FU

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0
　　　　　　　　　　　 ［1　　　 0

調 雛尸
 

剛
　査、　　　　　 ＋ HI

Fig．2　Peroxyexalate　chemiluminescencc 　reactioI1
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上 の 最 適 な 結果 に 基づ い て 5−FU ，　FdUrd 及 び Ura の 各

50ng を 0．2　ml の ア セ トン 中 で ラ ベ ル 化 し 化学 発光

HPLC で 検出 した ク ロ マ トグラ ム を Fig．3 に Ptした．

3。4　ス ムージン グ効果

PC 法 は非常 に高感度 な検出法 で あ る が cps 又 は cpm

〔A ｝

T・・… P・

　

O　 　 　 　 lO

〔B）

一

　

　 　 20　　　 0　　　　 10　　　　20

Retention　time！min

1

15D°°

cps3

Fig．3Ch ・・ m ・t・9・am ・f ・h・mil ・ mi … c・
曼
t　dc・iva−

　　　 tives　 of 　a　 standard 　 mixture 　 of 　pyrimidinc

　　　 comp ・ unds

　　　 （A｝blunk； （B） sample （1 ： 5−FU
，
2 ： Ura，3 ：

　　　 FdUrd ）．5−FU ，　 Ura ，　 FdUrd ； each 　5  ng ；

　　　 DCIA ： 10　pg ； 18−crown −6 ：lpg ； K2GO3 ： 500

　　　 pg　in　O．2　ml 　acetDne ；Mobile　phase ：CH3CN −4

　　　 mM 　 phosphate 　bu偸 r ＝1 ： 1； How 　 ratc ： 0．6

　　　 ml ／min

で 測定 す る た め に 測定値 の ば らつ き が 大 き く，従っ て

3カ〉 比 が 悪 く な る の が 最大 の 欠点 と な っ て い る．こ の

対応策 と し て ス ム
ージ ン グ を行 い 検 出 限 界 を 向上 させ る

こ と を試 み tz．ス ム
ージ ン グの 方法 と して は 多項式適合

法
12）

を用 い た ．こ の 方法 は 測定波形 が各サ ン プ ル 点の

近傍で 多項式曲線 で 表現で き る と 仮 定 して ，
こ の 近 傍内

で 最小二 乗法規範 に 基 づ き測定波形 と多項式曲線 を適合

さ せ る 方法 で あ る．今 回 は 1 秒 ご と に 得 られ る PC の

データ をす べ て イ ン ターフ ェ イス を介 し て
一

度 デ ィ ス ク

に 収 め た．測 定終了後収め られ た デ
ー

タを呼 び出 し，二

次 ・三．次多項式適合法 に よ る 演算処理 を した後，デ ィ ス

プ レ イ に 表示 し た ．な 拙 適合法 に 必 要 な平滑化演算に

は Savitzky−Golay法 tS ）に よる コ ン ボ リ ュ
ーシ ョ ン を用

い た．Fig．4 （A ） に は ヒ ト血 清中の 5−FU ，　FdUrd 及 び

Ura を 測定 す る た め の ク ロ マ トグラ ム を ス ム ージ ン グ

しな い 状態 で 示 した ．そ れ ぞ れ の 濃度 は注入 量 で 5−FU

lOpg （80　fmol），Ura　50　pg（450　fmol）及 び FdUrd 　10　pg

（40　fmol） で あ る．こ の 状態 で ぱ S／N が 悪す ぎ て 定量

に 用 い ら れ な い ．Fig．4（B ＞は （A ）の 感度を 5 倍 に 拡

大 し測定 した もの で あ り s N々 比の 悪 さ は 同様 で あ る．

そ こ で こ の ク ロ マ トグ ラ ム を 15 点平滑化 を行 っ た と こ

ろ （C ＞の よ う に な り ， 検量線 の
一

部 と し て 十分使 用 で

き る状態とな っ た．平滑化 を行 う点 の 数 の 検討を行 っ た

と こ ろ 15 点以下 で は ス ム
ージ ン グの 効 果 が小 さ く，逆

に 15 点以上 で は 平滑化 され す ぎて ピー
ク高 さ の 減少 と

A）

1000cps
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i　 2
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一

〇　 　 　 　 10　 　 　 20

Fig．4　Smoothing　effect 　by　simplified 　least　squares 　procedures

　　　 （A ） （B ）no 　 treatment ； （C ） cDnvoluted 　 chromarogram （convolution

　　　 number ： 15｝．　1 ；5−FU ；2 ； Ura ；3 ； FdUrd ．　5・FU ，　FdUrd ：500　pg ；

　　　 Ura ：2．5　ng ； DCIA ；25陟g ； 18−crQwn −6 ：2．5 μg； K2CO3 ： 500 匹g　in

　 　 　 O．2　mg 　acctone
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Tablc　2　ReproClucibility　of 　pyrimidinc　compounds

　　　　 in　serum 　by　chemiluminescence 　HPLC

No ，
Recovery，％

5−Fu Ura FdUrd

且

23

↓」
5m

．V．
s．d．
R ．S．D ．

，
％

75，775
．475
．979
．876
．776

．71
．80234

83．282
．185
．683
．582
．18331

．431
．72

82，080
，981
．277
．68L380

．61
．722
」4

溶 液 4 μ1 ず つ を 注 入 （注 入 量 に し て 5・FU ：38

丘no ト 7．8pmol ，　Ura ：45　fmot− 9．Opmol，　FdUrd ： 20　fmol
〜4．0　pmot に 相 当す る）して 得 ら れ た 検量線 を Fig．5

に 小 し た．今 回 開発 し た 化学 発 光 HPL （】
−PC 検出法一

多項 式適 合 ス ム
ー

ジ ン グ 法 に よ る 定量法 の 検出限界は

S／亙 比 を 2 と し た 場合，注入 量 で 5−FU ； 19　fmo 且，　Ura ：

22．5 餔 oi，　FdUrd ： 1　O　t
’
mol で あ っ た．こ れ ら の 値 は 従来

の 蛍 光 ラ ベ ル 化 法
9 ）tO 〕M ）に 比 べ 約 20〜40 倍 の 感度上．昇

に 相当 し， そ の 高感度性 が 注目 され る結果 と な っ た．

　 3  0

倉
2100

暴

ll・

饕

羣
雲
　 0．1
　 　 ユ　　　　 10　　　 100　　　1000

　　　Concentration　（Pgi
’
injection）

Fig．5　Relationship　between　chemiluminescence 　in−

　　　 tensity　and 　amount 　of 　each 　pyrimidine　com −

　　　 pound

　　　 D 〔】IA ： 10 μg ； 18−crown −6 ： 1μg； K2CO3 ； 500

　　　 昌gin 　O．2　m 正 acetone ．　（●）Ura ： F ・＝e．30LX −

　　　 0．030 （r
＝0．9993 ）；（▲ ＞FdUrd ：｝

7＝0 ．298X −

　　　 O、03i　（ア
＝0，9991 ）；　（■ ）　5−FU ； Y ＝0，299X −

　　　 0．029　（r ＝α9994）

な っ て 現 れ た．以上の 結果 よ り，PC 法 に ス ム ージ ン グ

法 を適 用 す る こ と は 大変効果的で あ り無処理の 場合 と 比

べ 検出限界 を 約 10倍上昇 させ る こ とが 可能 とな っ た ，

　3 ・5　 回 収 試 験 と検量線

　健 常人．血 清 1m1 に 5−FU ，　FdUrd ，
　Ura の 各 250　ng を

添加 して 分 析 した 結果 と標準物質 を用 い た分析 の 結果を

比較 し，回収率と し て Table　 2 に 示 した．又 再現性 に

つ い て も 同 時 に Table 　2 に 示 し た．両者 と も 良好 な 結

果が 得 られ，特 に 回収率 に つ い て は従来法よ り高い 値 と

な っ た
14＞．更 に こ れ ら の 薬物 を．血清 lml 当 た り 1．25

ng
− 250　ng の 濃 度 範 囲 で 添加 し，ラ ベ ル 化 処 理 後 の

文 献

i〕T ・W ・B・uice ，　C ．　Garr・t虻，　Y．　W … y・，　D 、　V ，　S蹴 i、

　　
c‘Methひds　in　Enζアmolegy ノ「’

，　Vol．64，　P．125 （1980），
　　 （Acadcmlc 　Press

，
　Inc．，1．ondon ）．

2）P．L，　Stetsom，　J，　Maybaum ，　u ．　A ．　Shukla
，
　W ．　D．

　　 Ensminger ：ノ．　Chr・mat ・gr．，375 ，
　1（1986 ）．

3）F・P・L ・G ・ e・・，W ．　M ，　Willi・ m ・ ・」．伽 励 9・ ，
　　 414，197　（1987）．　　　　　　　　　　　　　’

4）E・H ・J・M ・Jansen，　R．　H ．　v 乱n 　Den 　Berg，　R．

　　Both−Miedema ，　C ．Eukelaur−WiHemsen
，
　G ．Zomer ；

　　 Anal．　Citim．　Acta
， 205，

175　（1988）．
5）M ．Tod ，　R．　 Farinotti，　G ．　Mahuzier ：Anat．　Chim．

　　Acta
， 217，11　（1989）．

6）W 』 ilnges：Anal．　Chem．，49，442 （1977）．
7）R ・F・ ・i… ti，　J．　 B・ u … n，　S，　Ki ・ki・・h。，ian

，
　 B．

　　Valcnr，　 G ．　 Mahuzier ：ノ．（］hromategr．
， 269，81

　　（星983＞．
8＞T ・0 ・SiPP・1 ・」．　 Hi・t・・h・m ．伽 伽 ．

， 29，314

　　 （1981 ）．
9）S・Y ・・hid・ ，　S・Hi… c，　M ．1… ・… y．伽 m 。

．

　　’催 r．，383 ，
61　（1986）．

10）S・Y ・・hid・ ，　T ・Ad ・・hi，　S．　Hi … e・・　Micr・ ch ・m ．・」．，
　　39，351　（1989）．
11）C・LR ．　C ・ th ・r ・U，

「
11，　F．　P・1m ， ，，　R ，　B．　C 。 。 d。 ll，

　 ノ1（］he〃 z，　Sec．，　Fraday　Trans．2，80，837　（1984 ）．
12）A ・s・ vi・・ky，　M ・J・E ，　G ・1・ y ・A ・at．伽 ，36，
　　1627　（ig64）．
1・a）H ・H ・M ・dd ・n ・翻 ．（h・m ．，50，　1383 （1978）．
1斗）M ・Y ・ m ・g・・hi，MN ・k・ m ・・a，N ．K 。，。d。

，
Y ．

　　Ohkura ：Anal．　Sci．，3，75　（1987）．

　　　　　　　　　　　 ☆

　．Precolumn 　derivatization　of 　p弾 mid   e　com ・

pounds　fbr　chemiluminescence 　de重ec 重ion　in　HPI．C．
Shig… Y … m ・

・
K ・ji　 U ・・ K ・ M ・，　M … hi・・ K ・T ・ ，　Shig・・

TAKEslliMA 　 and 　 ShingQ　 H 匸RosE （Kyoto　 Pharmaceutical
University

，
5

，　Misasagi，　Yamashina −ku ，　Kyo ω 一shi
，
　Kyoto

607）
P・ ec ・1・ m ・ d・・ivati・ ati ・n 　 with 　 7−（di・thy1 ・ mi ・ 。）・3−［4−

（（iodoacetyDamino ）phcnyl］−4−methylcoumarin （DCIA ）is
utilized 　 to　improve　the　 chromatographic 　 and 　detection
pr〔〕perties　of 　pyrimidine　compounds ．　The　reagent 　reacts

with 　pyrimidine　compounds 　in　acctone 　in　the 　presence　of
crystalline 　anhydrous 　potassium　carbonate 　and 　l8−crown 一
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6. The  DCIA  derivatives are  separated  using  reversed-

phase LC  and  detccted using  chemiluminescencc  gener-
ated  by thc reaction  of  DCIA-Bis(2,4,6-trichlorophenyl)-

oxalate-hydrogen  peroxidc. After  optimization  of  the

reaction,  chromatographic  and  detectien cenditions,  the

limits of  the detection were  19imol  for 5-fluorouracil,

22.5 finol for uracil,  and  10 imol fbr 5-fiuoredeoxyuridine

per iajection, with  a  linearity of  two  orders  of  magnitude.

This chemiliminescence  HPLC  technique  is usefu1  for the

simultaneous  determinatien of  5-fluoropyrimidines, used

as  a  chemothcrapeuttc,in  small  volumes  of  serum.

 (Rcceived Novemver  18,

    kymordphrases

chemiluminescence  HPLC;

  pyrimidine  compounds;

  fluorodeoxyuridine.

1989)

precolumn derivatization;

uracil;  5-fluorouracil; 5-


