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問（）.!i p~69) 

を目的とするものであるが，これを用いて蛍光分析の操作を簡易化することを目的として塩酸エ

メチンの定量を検討した．

塩酸エメチンはヨウ素4モルを消費して黄色の強い蛍光を生ずることが知られ，これを利用す

る白光定量訟が報告されている1）が，試料中に蛍光性の物質が共存する場合の分離手段として薄

層クロマトグラフ法を用い，更に直接定量する操作法については未検討である．

エメチンにヨワ素を作用させて得た蛍光性溶液をクロマトプレートにイソブタノール，酢酸，

水（4 : 2 : 3）の溶媒を用いて展開すると黄色のスポットと他の 3ツの青色のスポットに分れる

が，黄色の強光が最も強いのでこれを測定対象とした．このスポットの現われ方は反応に使用す

るヨウ素の量によって変化し，ヨウ素量を増すことによって青色の位光が減少し黄色の位光が強

まるが，ヨウ素量を著しく増した場合には黄色の位光も減じる．しかし塩酸エメチン 0.8μg/ml 

エタノーノレ溶液 lOmlに対し 0.696ヨウ素エタノール溶液を 0.01～1.0 mlの範囲で使用し 30

～60分沸騰水浴中で還流した場合には黄色蛍光の量はほぼ同一で，煮沸時間がこの範囲以上，以

下では位光が減じることが知られた．この溶液は極めて安定で一週間室温で放置しでもその位光

強度は変化しなかった．薄層板にこれをスポットするには濃縮が必要とされるので，この液を減

圧下に 35～40° の水浴中で乾回させ， これを 0.1ml のメチルエチノレケトンで溶解して，その

511,lを薄層板上に鹿径約 5mmのスポットとし，前記溶媒により展開を行った．展開後クロマ

トグラムーとの蛍光は溶媒の揮散直後は著しいバラツキを示すが，一般的には経時的に増加し安定

化に約3時間を要する．しかし展開後のプレートを ll0° の恒温槽中で加温したところ，加温時

間と共に蛍光強度が増大し，約 15分てや安定状態に至り以後 60分まで変化しないこと，また加

温終了後約 10分で安定化し以後 3日間変化しないことが知られた．

以上の結果に従って定量条件を下記の如く定めた．塩酸エメチンのヱタノール溶液 lOmlに

0. 6°6ヨウ素エタノール液 0.2mlを加え， 1時間煮沸後 35～40° で減圧下に乾固させ， 0.1ml 

のメチルエチルケトンを加えて溶解し，その 51ιlを薄層板 kにスポットして前記溶媒で展開後

ll0° の恒品槽中で 20分加温し冷後岱光強度を測定する．

この場合、塩酸エメチン 0.02～2pg/mlの濃度問で直線的な検量線を得た．又，製剤である

酸塩エメチシ注射液について標準添加法で定量したところ満足し得る結果をみた．

また薄層板上にスポットとして存在する笹光量と測られた位光量の関係については，塩酸エメ

チンの濃いj容液について位光性化処理を行い，その希釈液をスポットして上記処理をして測定し

たところ，スポットあたり lμgより少い範囲で直線関係が得られたが， lμg以上を含むスポッ

トは直線関係から外れ，濃度による消光が起きたことを示している．

1 l -rrj村均二：介1斤化ザ：， 10,623 (1961). 

径光光度法によるクロマトグラム上の直接定量（蛍光デンシトメトリー）

(V) Estriolの定量

西沢秀幸，丸島功子，石原政雄

( f] ＊分桁学会第17年会（1968.10）にて発火）

Estriolの定量法として，蛍光光度法や，ガスクロマトグラフ法によるもの等が知られている
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が，これらは，盲蛍光物質の分離の為の操作が繁雑であったり，あるいは，機器のこなせる数が

制約される等の問題があり，日常分析として，これを行うにあたっては，更に迅速、且つ‘簡便

な方法が望まれる．そこで，産婦人科系における、臨床化学的応用を目的として‘妊婦尿中の

estriolの定量を，薄層クロマトグラフィーにより単離を行ったのち，出光発色し‘ scanning 

fluorometerを用いて，直接定量する方法を試みた．

⑦薄層クロマトグラフィーによる，尿中 estriolの単離：試料としては，常法に従ぺて尿 lml

に， 10イ音量の N←塩酸を加え， 1時間還流して、加水分解したものを，冷後 16mlのエーテ／レ

で抽出し，エーテル層を， 1%←NaHC03及び‘精製水で洗浄後，減圧下に濃縮、乾回し‘エタ

ノール 0.1mlで溶解したものを使用した．試料は司その 51dを薄層に spotし、展開させる．

抽出法媒につし、ては，酢酸エチルエステル，ケロロホルムも試みたが，共に 1096以下のtd1tB

率であり，エーテルでは，約 70労の抽出率で、あったので‘結局、エーテルを使用した．

展開溶媒は，アセトン：ジクロルエタン＝3:2の混合溶液を用レた． この溶媒は．共存住光

性物質を溶媒先端付近まで移動させ， estriolの spotは、ほぼ完全に，単離される．

②発色法の検討：クロマトグラム上の estriolを定量的に改光性にするにあたって‘液体試薬

をスプレーする方法は，試薬の散布量が不均一になり易く，発色条件の再現性に問題を生じ易い

ので，これを避け，蒸気による方法を検討した. estriol を位光性にする試薬として．硫酸，リ

ン酸等が用いられるが，蒸気状態で作用させる目的で，発煙硫酸，塩化ホスホリル‘ケロルスノレ

ホン酸等を試みた．薄層板を試薬に曝すには， 15×25×30cmの密閉できるガラス製容器中に司

小容器に入れた試薬と共に，薄層板を置く方法によった．次いで，薄層板を取出し，空気街還式

恒温槽中で加熱したところ，クロルスルホン酸が，最も良い結果を示した．結局句展開後の薄層

板を ll0°C,30分乾燥後，同時に処理する薄層板の数に応じて，クロノレスルホン酸蒸気に 5～10

分曝し，次いで， 140°Cで 30～40分加熱する事により， m光強度が最大となったが‘この依光

は，経時的に退色し，不安定なので，いろし、ろ試みたところ，更に，アミンに曝す事によ〆3て，

経時的変化が少なく，且つ一段と蛍光強度が増大する事を知り，アンモニア，ジエチルアミン，

n←フやチノレアミンについて検討した結果，ジエチルアミン蒸気に約 30分！援すこととした．

上記の方法を， estriolNaOH 溶液を試料として，クロマトグラムに展開したものについて試

みた結果， 1-spotあたり， 0.125～5μgの範囲で検量線に直線関係がみられた．また，正常尿 lml

を加水分解後， estriolを添加したものについて抽出定量した場合には，添加量 2.5～100/Lgの

範聞で直線的な検量線が得られた．これは，妊婦尿中の estriol濃度に対比される量であ〆〉て，

目的を達したものといえる．

強光光度法によるクロマトグラム上の直接定量

(VI) ベノレペリンの定量

西沢秀雄，佐藤与司子，奥津陽子，今井和子，石原政雄

（日本薬学会第89年会（1969.4）にて光夫）

〔目 的〕 位光々度法による定量に際して最も繁雑な操作を要する盲位光物質の除去に薄層

クロマトグラフ法を利用し，単離した目的物をクロマトグラムヒで直接強光測定する方法の開発
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