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技術報告

薄層クロ マ トグラフ ス キ ャ ナを用 い る固体蛍光分析法に

よ る尿中ウラ ン の 定量
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　従来の ペ レ ッ トを用 い る 固体蛍光光度法 に 代 わ る もの と し て 著者 ら が既 に 確立 し た 蛍光分析法を応用

して
， 酢酸ウラ ニ ル とし て ウ ラ ン （VI〕を静脈注射投与す る こ と に よ り急性 じん不全 を発症 させ た ウ サ

ギ の 尿 ウ ラ ン の 定量 法 を開発 し た．ウ サ ギ の 尿 を湿式分解 し た 後 ， 酸化 トリオ ク チ ル ポ ス フ ィ ンーベ ン

ゼ ン 溶液を用 い て ウ ラ ン を抽出 し，そ の 抽出液 の一部 を TLG 板上 に滴下 して，そ の ス ポ ッ トを フ ラ イ
ン グ ス ポ ッ トス キ ャ ナ に よ り蛍 光分 析 し た．本法 は，回収率 95．4％，標準偏差率 5．9％ で ウ サ ギの 尿
中の 微量の ウ ラ ン を定量 す る こ とが で き る．又 ，従来の 蛍 光光 度 法 と比 較 して 分 析操作 が 簡便 な の で 単
位時間当た り よ り多 くの 試料を 分析す る こ と が可能 で あ る．

1 緒 言

　現在 ， 半導体材料及 び 製造 メ ーカー
で 行わ れ て い る

］）

ウラ ン の 高感度分析法 の
一

つ に 固体蛍光光度法が あ る．

こ の 方法 は ウ ラ ン を NaF 及 び NaKCO ：， で 溶融 して 得

ら れ た ペ レ ッ トに 紫外線 を照 射 し て 発 生 す る 緑黄色の 蛍

光 を測定 す る 方法 で あ り，ppb レベ ル 以下 の ウ ラ ン の 定

量 が 可能 で あ る
2｝．しか し，こ の 分析法 は ペ レ ッ トの 作

製 に 繁雑 な操作 と技術 が 必要で あ り
， 試料の 均一性が 分

析精度 に 著 し く影響 を与 え る ．

　 こ の 固体蛍光光度法 は，従来，無機試料中の ウ ラ ン が

分析対象 で 尿 な ど の 生体試料中 の ウ ラ ン に 応 用 され た例

は 見当 た ら な い．そ こ で 著者ら は
，

こ の 従来の 固体蛍光

光 度法を改 良 し て，ウ ラ ン の ス ポ ッ トを シ リ カ ゲ ル

TLC 板上 に 作製 し，こ れ を フ ラ イ ン グ ス ポ ッ トス キ ャ

ナに よ り迅速か つ 連続的に 定量す る 新しい ス ポ ッ トス キ

ャ ナに よる 蛍光分析法を確立 し た
：S｝．

　 ウ ラ ン 投与 に よ り急性 じ ん 不 全 が 発 症 す る こ とは よ く

知 られ て い るが，そ の 機構 に つ い て は 明 らか で は な い ．

そ の 理 由の
一．

つ は ウ ラ ン の 尿中排せ つ を的確 か つ 迅 速 に

測定 す る方法が 見当 た らな い か ら で あ る．

　 そ こ で，著者 ら は 先 に 開発 した 分 析法 を応用 して ウ ラ

ン じん不全 を発病 させ た ウサギの 尿を湿式分解 した 後 ，
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弱酸性溶液 （pH 　3，7〜4．0）か ら酸化 トリオ ク チ ル ポ ス

フ ィ ン （TOPO ）一ベ ン ゼ ン 溶液を用 い て ウ ラ ン を 抽出

し， そ の 有機 相 の
一

部 （O．5〜5　mm3 ）を シ リ カ ゲ ル

TLC 板上 に キ ャ ピ ラ リ
ーピペ ッ トを用い て 滴下 して ス

ポ ッ トを作製 し，フ ラ イ ン グス ポ ッ トス キ ャ ナ に よ り蛍

光分析する 尿 ウ ラ ンの 迅速分析法 を検討 した．こ の 方法

は，多数 （約 3ω の 有機検体中 の 尿 ウ ラ ン を迅 速 か っ

連続的 に 定量す る こ とが 可能 で あ り，生体試料中の ウ ラ

ン の 新 しい 分析法と して 有用 で ある．

2 実 験 方 法

　2・1 装　置

　シ リカ ゲル TLC 板上 の ウ ラ ン ス ポ ッ トの蛍光測定は

キセ ノ ン ラ ン プ付 き島津二 波長 フ ラ イ ン グス ポ ッ トス キ

ャ ナ CS−9000 を用 い て 行っ た，

　2 ・2 標準ウラ ン 溶液 （10　mg 　cm
− s

）

　八 酸 化 三 ウ ラ ン （純度 99 ．9％ ） 11．804g を 王 水 40

cm
：s

に 加熱溶解 して 蒸発乾固す る．こ の 残留物に濃塩酸

を加 え て 溶解 し蒸発乾固 す る操作 を硝酸塩 が 存在 しな く

な る ま で 行 っ た後 ，残 留 物 を 6mol 　dm
−・1

の 塩 酸約 20

cm3 に 溶解 し
， 更 に 同 濃度 の 塩 酸 を 用 い て ldm ：1

の メ

ス フ ラ ス コ に 定容 とす る．

2・3 分 析操作

（a ）試料 の 湿 式分 解 ： ウ ラ ン じん 不全 を 発病 さ せ た ウ
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サ ギ の 尿 IU（VI ）≧ 0．4 μgl を 正 確に 50cm3 の ビー

カーに採 取 し，こ れ に 濃硝酸及 び過 塩素酸 （60％）各 l

cm3 を 加 え
， 最初時計皿 で覆 い な が ら熱板上 で 加熱す

る．過塩素酸 の 白煙が 生 じな くな る まで 加熱 した後 ， 放

冷 して か ら 0」 mol 　dm
− s

の 塩酸 2〜3ml を加 え て 塩類

を加温溶解す る．

　（b）TOPO 一ベ ン ゼ ン 抽出： 〔a ＞で 分解 した 試料溶液 を

あ ら か じめ O．1mol 　dmm3 の 水酸化 ア ン モ ニ ウ ム 又 は 塩

酸 を用 い て pH 　3．7〜4．0 に 調節 し た 後，水 で す す ぎな が

ら 50cm3 の 分液漏斗 に 移 し，約 10　cm3 の 水溶液 と す

る ．こ れ に 4× 10
− 2

　mol 　dm
− 3

の TOPO 一ベ ン ゼ ン 溶液

及 び 2× 10M2　mol 　dmM3 の 安息 香酸
一ベ ン ゼ ン 溶液各 l

cm3 を 加 え て 約 30 分間 （120 回／分）激 し く振 り混ぜ

る．以下文献
3）

の 抽出操作 に 準 じて 処理 す る．

　 （c ）TLC 板 上 へ の ウ ラ ン ス ポ ッ トの 作 製 とそ の 蛍 光 測

定 ； 文献
3｝に準 じて操作 す る．

3　実験結果及び考察

　TLC 板上 に 生成 し た TOPO 一ベ ン ゼ ン 抽出液 の ウ ラ

ン ス ポ ッ トの 蛍光励起 ス ペ ク トル 及び 蛍光発光 ス ペ ク ト

ル の 極大波長 は，そ れ ぞ れ λ
ex

： 245　nm ，λ
。m ： 498　nm

で あ っ た
3 ）．

　Fig、1 は ，本法 に よ り作成 し た ウ ラ ン （VI ： o 〜175

ng ）の 検量線 の
一
例 で あ る．

　Fig，1の 検量線 に お い て，　 TLC 板一ヒに 5mm3 の 抽出

液 を滴下 し た と き の ス ポ ッ トの 直径 は 約 3mm で あ っ

た．こ の ス キ ャ ナ の ス ポ ッ ト測定許容直径 が ≦ 16mm

で あ る こ と か ら，
TLC 板上 の 同

一一
位置 に 少な く と も 5

mm3 の 抽出液を 3〜5 回重 ね て 滴下す る こ とが 可能 で あ

る が，こ の 場合 は や や 定量性 に 欠 け る傾 向が 認 め られ

た．

　尿 な どの 生 体試 料中に は，タ ン パ ク 質 を構成 す る ア ミ

ノ酸の トリ プ トフ ァ ン，チ ロ シ ン，フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン な

どの 天然蛍光団 が含ま れ て い る
S）
− 7｝．従 っ て，本法 で

は 生体 試 料中の こ れ ら有機天然蛍光団 を あ ら か じめ 除去

す る た め ， 尿試料 を硝酸及び 過塩素酸を用 い て 湿式分解

す る こ と に しt：S）．正常の ウ サ ギ の 尿及 び酢酸 ウ ラ ニ ル

と し て ウ ラ ン （VI ）を静脈注射投与 す る こ と に よ り 急性

じん不全を発症 させ た ウ サ ギ の 尿試料の 数種 に つ い て 酸

分解処 理 し た場合と しな い 場合に つ い て そ れ ぞ れ本法に

よ り ウ ラ ン を分 析 した場 合 ， 酸 処 理 しな い 試 料 は 処 理 し

た も の に 比 較 し て い ず れ も 高 い 蛍光 強度 を 示 し た

（Table　 1＞．こ の 主要原因 は，さ き の 有機天然蛍光団の

妨 害 に よ る も の と考 え られ る．こ の 実 験 結 果 は，ウ ラ ン

Table　l　Effect　of 　acid 　dec  mposition

Sample
FLuOreSCenCe　intenSity（a ．乢 ）

Non−acid 　decomp ． Acid　decomp ．

Control
　 A

　 B
　 C

48．8102
．769
．567
．7

ND24

．025
，410
、0

2．0

Sample　r　 rabbit 　urine
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Fig．1　Chromatograms 　and 　calibration 　curve
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Fig．2　Comparison 　 of 　 ana 旦ytical　 values 　 Qbtained

by　the　proposed　fluorescence　 spot 　 scanning 　 method

and 　by　the　spectrophometric 　method4
）in　the　deter−

mination 　of　urinary 　uranium 　of 　rabbit
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量 不 明 な 試 料 を 用 い て 酸 処 理 法 を 検討 し た も の で あ る

が，本法及 び Arsenazo　IH 吸光光度法
4 ｝

に よ る ウサ ギの

各種尿試料中の ウ ラ ン の 分析値が比較的よ い 相関 を示す

こ と か ら （Fig，2），信頼 し得る もの で あ る と考 え る．

　F量g．2 は ，ウラ ン じ ん不全を発症 し た ウサギの 尿 の 各

種個体試料を用 い て 本法及 び従来 の Arsenazo　lll に よ

る 吸光光度法
4〕に よ り そ れ ぞ れ ウ ラ ン を 分析 し，各試料

ごと に 分析値 を プロ ッ トした 曲線 で あ る．こ の 曲線 の 傾

き は約 1 で あ り，相関係数 r ＝ 　O．962 で あ っ た．従 っ

て ，本法 の 分 析の 正 確 度 は か な り信 頼 で き る も の と 考え

る ．

　 ウ ラ ン じん 不全を発病 した ウサギの 尿試料を用 い る ウ

ラ ン の 添加実験 に よ る 回収率及び 同
一

試料 の 繰 り返 し実

験 （n ＝4） に よ る 標準偏差率 は
，

そ れ ぞ れ 95．4％ 及 び

5．9％ で あ っ た．検出限界 は一
っ の ス ポ ッ ト当 た りの ウ

ラ ン （VI ）の 絶対量 と して 30　ng で あ る．

　以上述 べ て きた分析法 は 従来 の 個体蛍光光度法
2｝
及 び

Arsenaz・ IH に よ る 吸光光度法
4 〕と比較 し て 分析操作が

簡単で ，単位時間当た り 多数 の ス ポ ッ トが連 続 測 定 で き

るの で，尿 な ど の 有機試料 ばか りで な く，無機試料，例

え ば，ウ ラ ン鉱石，半導体材料中の ナ ノ グ ラ ム レベ ル の

微量 の ウ ラ ン の 定量 に 応用 で き る 有 用 な 方 法 で あ る．

　終 り に
，

こ の 実験を行 う に 当 た り 御指導を賜 りま し た

龍谷人学理工学部池田重良教授並びに 島津製作所第二 科

学計測部副事業部長窪寺俊也氏に 深謝致 しま す．

　　　　　　（
1989 年 10 月，第 20 回 中部化学 関係学協

会支部運合秋季大 会に て
一・・9K発表 ）
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ホ

sc跚 ner ．　 Norio　I〔】HINosE ，　Kyoko 　AD へ〔IHI
，
Masahito　YAMADA ，　Akira　HlsHIDA　and 　Nishio

HoNDA ＊＊

（
＊ Department　of　Chemistry　and

＊＊

First　Department　of　Medicine
，
　Hamamatsu

University　School　of 　Medicine ，
3600

，　Handa −cho
，　Hamamatsu −shi

，　Shizuoka 　431 −31）

　Solid　nuorometry　using 　a 　nying　spot 　scanner 　is　applied 　to　the 　determination　of 　urinary

uranium 　or　a　rabbit 　which 　developed　acute 　renal 　faiiure　fbllowing　intravenous　adm 孟nistra ・

tion　of 　uranium 　as 　uranyl 　acctate ．．　 After　decomposing　a　rabbit 　urinary 　sample ｛U （VI）
O．4　pg｝ using 　conc ．HNO3 　and 　conc ．HCIO4

，
10ml 　of 　the 　solution 　containing 　uranium （VI）

a （加 sted 　to　pH 　3．7〜4．O　are 　shaken 　vigorously 　fbr　about 　30　min 　with 　 l　ml 　of　4× 10
− 2

mol ／l　trioctylphosph 重ne 　oxide
−benzcne　solution 　and 　l　ml 　of 　2× 10

− 2mol
／l　benzoic　acid

−

benzene　solution 　in　a　50　ml 　separatory 　funnel．　Aspot （0．5
− 5pl）of 　the 　extract 　is　dropp−

ed 　 onto 　 a 　TI．C　plate（10× 10cm ）of 　Silica　Gel−60　previously　dried　 at 　 l　10℃ f｛〕r　 l　h．
After　drying　it　at　l　50℃ f（〕r　l　h　and 　cooling

，
　the　fluorescence　intensity　of 　the 　spot （6　mm

dia）is　then　 measured 　by　a　flying　spot 　scanner 　equipped 　with 　a　xenon 　lamp　at　fluores−

ccncc 　 cxcitation 　 of 　245　nm 　 and 　nuorescence　 emission 　 of 　498　nm （filter　typc ），　 Using　this

method
，
　trace 　amounts 　of 　uranium 　in　rabbit 　urine 　samples 　could 　be　determined

，
　with 　a

recovery 　rate 　of 　95．4 ％ and 　a 　standard 　deviation　rate 　of 　5．9％．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reccivcd　May 　29
，
199　D
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