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カテコールアミンの測定

1．はじめに
　生体試料中のカテコールアミン（CA；ノルアド

レナリソ：NA，アドレナリンAdr．）測定の過程は

2つに大別される．すなわち，前処理（cleanup）

と分離定量である．

　前処理方法にはAnton　and　Sayreの報告1）以

来多種多様の方法が用いられているが，authorize

されたものはない．本稿では著者らの確立し得た

簡易前処理法2），を紹介する．

　CA分離定量方法にはradioenzymatic　meth－

cd3），　gas　chromatography－mass　spectrome－

try4），　high　performance　liquid　chromatogra－

phy　（HPLC）一fluorophotometry5），　HPLC－elec－

trochmical　detection6）カミ繁用されている．今回，

CAの分離にHPLC法を用いた測定システムに

ついて述べ，さらに近年報告された前処理操作を

要しない血中7）お・よび尿中7・8）CA測定法を紹介す

る．

2．前処理方法2）

　抗凝固剤としてEDTA・2：Naを用いて得た

患者血漿1．Oml（尿の場合では50Ptl）を，　EDTA

・2　Na　20　mg／ml含有O．　5　Mtris－HCI緩衝液

（pH8．7）2．　Omlおよびあらかじめ活性化処理し

た中性アルミナ100mgの入った試験管に加える．

ユ0分間室温で回転混和後，水層を除去し，　5ml

の脱イオン水で2回アルミナを洗浄する．アルミ

ナをマイクロチューブに移し，15，000rpm，1分

間遠心後水分を除く．O．5M酢酸500μ1を加え，

混和後20分間室温に放置する．抽出液200μ1を採

り，HPLCに導入する．内部標準物質は用いず，

同時に操作したCA標準物質を用いて定量値を算

出する．

　従来より生体試料中の類似化合物からのCAの

選択的分離法として，アルミナ1）やAmberlite

IRC－509），　CG・一50io），ホウ酸ゲル11）を用いる方法

が繁用されている．しかし，これらの方法は除蛋

白操作やCAの樹脂への吸着のためのpH調整躁

作を必要とし，迅速性に欠け日常の分析には不適

当である．著者らはアルミナがカテコール骨格を

有する化合物に対する選択性の高い結合力をもつ

性質を利用し，血漿をアルミナと直接反応させる

ことを試み，ルーチン検査に応用し得る可能性を

示した．この理由は，前処理後のCA分離検出方

法の特異性が高い点に負うものと考えられる。す

なわち，この測定法の長所を有効に利用すること

により，血漿の除蛋白操作の省略を可能にした．

さらにアルミナはpH　8以上でCAを結合するた

め，従来より試料に血漿除蛋白炉液を用いる際に

はpH調整を必須とするが，本法は緩衝液に血漿

を直接添加することでpHの調整は不要である．

また本法は高い再現性を有する点より，個々の被

験試料の内部標準を必要とせず，外部標準を操作

ごとに同時に処理するのみでアルミナの回収率補

正が可能である．CAに対するアルミナの絶対的

回収率は84～87％付近と考えられるが，外部標準

を同時に立てることで相対的回収率はほぼ100％

を示す．

3．CA分離・定量法

　CA分析装置3機種：の比較を表1に示す．現在，

CAの検出方法には．螢光（trihydroxyindole，

THI）法と電気化学検出（electrochrnical　detec・

tion，　ECD）法が繁用されている．　THI法はCA

を酸化剤で酸化してchromeとし，アルカリ性

で転位反応を起こしてlutin（trihydroxyindole）

を生成させ，その強力な螢光を測定するものであ

る（図　1）．本法はcatecho1（3．4－dihydroxy－

pheny1）骨格を有する化合物に対して高い特異性
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表1．　カテコールアミン測定システム比較表

島津製作　所 日　立製作所 柳本製作所

理
度
寮
母
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項
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検
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ム
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検
最
塩
分
シ

HPLC
カラム（分離モード）

溶離掌

理　出　器

価格

　螢光法（THI）

NA20pg，　Adr．25pg

　　25分以内

　NA，　Adr．

　　　　LC－3A
Zipax－SCX（イオン交換）

ip2．　lmm　×　100cm，　40’C

　　リン酸緩衝液

O．8ml／min．　（50kg／cm2）

　　RF－500LCA
Ex．　410nm　（10nm　slite）

Em．　510nm　（40nm　slite）

　フローセルi容：量120，al

　　　　500万円

　螢光法（THI）

NA15pg，　Adr．10pg

　　25分以内

　　NA，　Adr．

　　　　635A－F

日立ゲル＃3◎11－C（イオン交換）

　ip　2．　6mm　×　25cm，　450C

　　　リソ酸緩衝液

　O．　6ml／min（38kg／cm2）

　　　　650－10LC

　Ex．　420nm　（20nm　s’lite）

　Em．　520nm　（20nm　＄lite）

　フローセル容量：90μ1

　　　　500万円

電気化学的検出法（ECD）

NAおよびAdr．10pg以下
　　　　30分以内

NA，　Adr．，　Isp，，　DA，　DB．

　　　L－3200V

　　ODS－T（逆相）

　φ4mm×25cm，室温

リソ酸緩衝液：メタノール

O．　7ml／min　（8eg／cm2）

　　VMD－ICIA
　　加電圧800mV

300方円
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　　　　，

　　　Melanin

図1．　THI反応原理

を示す12）．最小検出感度はNAおよびAdr．で

10～20pg程度であり，　dopamine（DA）は低感

度のため検出不能である．一方，ECD法は3極

式ポテソショろタヅト方式の電位規制電解系にお

いては作用電極，参照電極，補助電極の3つの電

極をセル内に装置して測定が行われる．すなわち，

参照電極の電位を基準として作用電極と補助電極

間で定電位電解を行い，電解液中の電気化学的活

性物質が作用電極で酸化（還元）される時に流れ

る電流を検出して測定するものである．本法は最

小検出感度が高い点，および電気化学的活性物質

に対し反応を有する点より，前処理方法を吟味す

ればisoproterenol（Isp．）やDA，　dobutamine

（DB）などのcatecho1誘導体やpheno1誘導：体

の測定も可能である．

HPLCの分離モードはTHI法では陽イオン交

換クロマトグラフィーが，ECD法では逆相クロ

マトグラフィーが用いられている．いずれも共存

成分からのCAの分離は良好であり著明な差はな

い．

4．　CA直接分析法

　著者らの開発した尿中CA測定装置8）のフロー

ダイアグラムを図2に示す．HPLCのグラジェソ

ト条件を図3に，クロマトグラムを図4に示す．

本法は前処理操作を行うことなく，尿を直接
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　　　　　（文献8参照）

ip，j．

L　5％

hold．　5min

IQ％o

O．5％／min

1000／．

5％／min

hold

6min

　溶離液：O．10molリン三二水素ナトリウム

　カラム：ZIPAX－SCX（50cm　x　2）

カラム温度：40℃

　　流速＝O．6ml／min．

　　　　　図3．　勾配溶出条件

HPLCに導入可能で分析所要時間は約30分であ

る．その特長は尿をHP：LCに導入後きわめて希

薄な濃度の溶一二で展開し，陽イオン交換樹脂に

吸着されない物質，またはきわめて弱い結合で吸

着する中性，酸性catecho1体などを最初に溶出

させる．その後，一定の割合で徐々に骨離液の濃

度を増して測定対象のCAを溶出させる点にある．

本法を可能にした理由は勾配溶離法により尿中共

存成分とCAの分離を改善し，さらに試料量を少

なくした点，およびHPLCのメインカラムの前

にガードカラムを装置してメインカラムの汚染を

防いだ点，個々のサンプルの測定終了後も数分間

濃い溶離液を流して洗浄の役目も兼ねさせた点に

ある．

　近年，Yamatodani，　A．and　Wada，　H．はダブ

ルカラムシステムによる全自動定量法7）を開発し

た．本法は試料の前処理をプレカラムで行い，測

定対象物質分画を分析カラムに導入してTHI法

により検出する．フローダイアグラムを図5に，

クロマトグラムを図6に示した．本法は血漿を被

験検体とする場合には除蛋白液を，また尿では直

接に分析の対象とし得るため，操作の簡便性に優

れルーチン分析に適する．本法の検出限界は約

50fmoles（約10pg），プール血漿の繰り返し分析

による変動係数は±3．0％以下で，1日に50検体

の分析処理が可能である．

5．結 語

現在繁用されているCA測定に関する前処理方
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30　min

法，分離検出方法について．述べた．

　今後の問題点は被高検体量の微量化，分析所要

時間の短縮化，完全自動分析化にあると考える．
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