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1.緒　　　　　言

ヒト体液中のカテコールアミン,セロトニンなどのモノ

アミンやその代謝物質の濃度は,神経精神関連の疾病を診

断するうえできわめて重要な情報である.これらの物質の

分析方法はHPLC (高速液体クロマトグラフィー)の適

用により顕著な進歩を遂げ1),今日では電気化学検出器

(ECD)との組み合わせで広く用いられている2ト6).しか

し,一つまたは二つのECDにより多数の化合物を同時に

分析するのは困難で,抽出などの前処理を必要とする.

M｡ts｡n等7)は多チャンネルECDとグラジュント溶出

HPLCによる検出システムを構築し,多数のモノアミン

および関連物質が一斉分析できるようになった.我々は

ポーラスカーボンを用いた4電極方式のクーロメトリーに

よる検出器を独自に開発し8),これを用いて髄液中の神経

伝達物質の同時分析法を確立した9).この方法により,尿

中のカテコールアミンやセロトニンはほぼ測定できたが,

バニルマンデル酸(VMA)は非可逆的に酸化されるため

定量できなかった.尿によっては, VMAと3,4ジヒドロ

キシマンデル酸(DOMA)が妨害ピークにより分離出来

ないときもあった.

本稿では尿中のモノアミン代謝物質のHPLCによる一

斉定量法について述べる. 4チャンネルECDを2個つな

げた8チャンネルECDにより酸化電流を測定し,カラム

にはC18-アニオン交換のミックスモード充てん剤を用い

た10).なお,このカラムによる測定において,ヒト尿中

のバニルラクティックアシッド(VLA)の定量に用いた

ピークには他の物質も一緒に溶出していることが明らかに

なったので, VLAの定量は行わないことにした.
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2.実　　　　　験

2.1.装置

HPLCシステム(図1)はポンプ(LC-6A,島津),

ガードフィルター(SumipaxフィルターPG-ODS,住化

分析センター),ミックスモードカラム(C18/アニオン交

換, 150Ⅹ4.6mm I.D., Alltech.),カ　ラ　ム　オー　ブン

(cT0-6A,島津), 2個のマルチECD (三菱化学),

パーソナルコンピュータ(NECPC9801-DS)により構成

される.マルチECDはポーラスカーボン(直径3mm厚

さ3mm)の作用電極, Ag/AgCl参照電極,ステンレスの

対極により構成される8).

2.2.試薬

3,4-ジヒドロキシフェニルアラニン(DOPA),ドー

パミン(DA),エビネフイリン(E),ノルエビネフイリ

ン(NE), 3,4ジヒドロキシフェニル酢酸(DOPAC), 3-

メトキシチラミン(3-MT),ホモバニリン酸(HVA),

VMA,バリニン酸(VA), VLA, 4-ヒドロキシー3-メ

トキシフェニルエチレングリコール(MHPG), 5-ヒドロ

キシトリプトファン(5-HTP), 5-ヒドロキシトリブタミ

ン(5-HT)はSigma社製の試薬を用いた. DOMA,

3,4-ジヒドロキシフェニルエチレングリ　コール

(DOPEG), 5-ヒド口車シインドール酢酸(5-HIAA),

メタネフリン(MN),ノルメタネフリン(NMN), 3,4-

ジヒドロキシハイドロ桂皮酸はAldrich社製を用いた.そ

の他の試薬は和光純薬製のHPLC用を用いた.

2.3.億準溶液

標準溶液として, 1g/1のDOMA, VMA, DOPAC,

VLA, HVA, 5-HIAA, VAおよび3,4-ジヒドロキシハ

イドロ桂皮酸(内部標準, Ⅰ.S.)の0.1N過塩素酸溶液を
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injector

調製し一80℃で保存した.これらの溶液は使用直前に解

凍し,溶離液でそれぞれを0.1mg/1含むように希釈した.

HPLCには100FLlを注入した.

2.4.移動相

50mmol/1のクエン酸,クエン酸三ナトリウム緩衝液

(pH4.0)の850mlとメタノール150mlを混合して調製し

た.

2.5.試料

試料の尿は健康な人および患者より集め-80oCに保存

した.測定の前に解凍し室温で1600gで10分間遠心分離

した. 50FLlの上澄み液, I.S.50FLl, 900FLlの移動相を混

合しその100〝1をHPLCに注入した.

2.6. HPLCの条件

標準溶液および尿の分析には図1のシステムを用いた.

試料量は100/`1,流速0.7ml/min,カラム温度は35℃に

保った. 8チャシネルの電極の電位は, 200, 300, 350,

400, 450, 500, 550, 600mVにこの順に設定した.各化

合物の濃度は内部標準に対するピーク比より求めた.定量

に用いたチャンネルは次の通りである:DOMA (1),

VMA (4), DOPAC (1), VLA (5), HVA (5),

5-HIAA (2), VA (7), Ⅰ.S. (1).

2.7.他の方法による分析

尿中のクレアチニンは日立736自動分析装置を用い,

Jaff｡反応により定量した11). vMAとHVAはHLC-726

VMA (東ソー)により12), 5-HIAAはHPLC-ECD13)に

より定量した.
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図4　標準試料のクロマトグラム
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図5　ヒト尿のクロマトグラム
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3.結果　と考察

3.1.クロマトグラフィー

各化合物の保持時間とpHとの関係を図2に示す.最適

pHは4.5であった.分析時間を短縮するためにメタノー

ルを加えた.図3にボルタングラムを示す.これより8

チャンネルの電位を2.6. HPLCの条件のように設定した.

標準溶液のクロマトグラムを図4に示した.全ての対象

化合物は35分で分離した.カテコールアミン類, DOPA,

NMN, MN, DOPEG, MHPG, 5-HT, 5-HTP, 3-MT

は5分以内に溶出し,分離しなかった.ヒト尿のクロマト

グラムを図5に示す.チャンネル1におけるDOMAの

ピークは小さく,チャンネル3-5では妨害ピークが現われ

るので,以後の実験ではDOMAの測定は出来なかった.

3.2.測定の精度

検出限界(S/N-3)は,標準溶液で, VMA:240,

DOPAC : 100, VLA : 350, HVA : 170, 5-HIAA : 250,

vA:90 (pg/100/∠1)であった.尿中の値は, VMA:

0.05, DOPAC : 0.02, VLA : 0.07, HVA : 0.03,

5-HIAA :0.05, VA:0.02 (mg/1)であった.

標準溶液中のいずれの化合物も0.25-50ngの範囲で検

量線は原点を通る直線となった.患者尿の定量における日

内変動およびコントロール尿における目差変動を表1に示

した.

表1　再現性

compound Inter-assay (n-5)　Intra-assay (n-5)

mean(mg/1) C.V.(餐) mean(mg/1) C.V.(餐)

cA

仙D｡ P Am仙m 5　3　1　5　86　1　7　9　25　3　6　4　2 7　7　0　2　24　3　2　4　5 2　9　3　1　74　2　2　3　85　0　3　4　0 8　4　7　9　91　3　0　0　3

VMA, HVA, 5-HIAAの本法と他の方法による測定

値は良く一致した.

3.3.健常偵

健常者の尿試料は,前日の午後1時以後バナナ,コー

ヒー,バニラ含有食品を摂取しない人の早朝尿を20人

(男性10,女性10,平均年齢33.2±11.8)から採取した.

各物質の排出量はmg/gクレアチニンで表した.平均値

±2S.D.の値は, VMA : 0.61-4.36, DOPAC : 0.13-

1.02, HVA :0.67-6.55, 5-HIAA : 0.50-5.14, VA :

0-0.55 (mg/gクレアチニン)であった.

4.結　　　　　語

神経精神疾患の診断において尿中のカテコールアミン代

謝物質および5-HIAAの濃度レベルを知ることは非常に

重要である.これらの化合物はミックスタイプのカラムを

用い, HPLCrECDにより一斉分析できることが明らかに

なった.本法はアイソクラティック溶出を用いており,簡

便性,スピード,再現性,信頼度においてグラジュント溶

出より優れている.本法をもちいて年齢別の健常値を測定

中である.　　　　　　　　　　　(1994年12月22日受理)
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