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共立薬科大学
Ann, Rept. Kyoritsu 
Coll. Phrm. 

ヒト尿中紫外部吸収物質の高速液体クロマトグラフィー．

多孔質ガラス ODSカラムとシリカ ODSカラムの比較

永田佳子，金裕姫，仲道靖子，松島美一，高井信治事

Analysis of Ultraviolet Absorbing Compounds in Human Urine by 

High-Performance Liquid Chroma加，graphyUsing Columns of 

Octadecylsilyトporousglass and ODS-silica. 

Yoshiko NAGATA, Yuhi KIM, Yasuko NAKAMICHI, 

Yoshikazu MATSUSHIMA and Nobuharu TAKAI* 

Columns of octadecylsilyl-porous glass (MPG-ODS) and octadecylsilylsilica 

(ODS-silica) were used for the high-performance liquid chromatographic analysis 

of ultraviolet-absorbing compounds in human urine. The samples were eluted with 

linear gradient of phosphate buffer (pH 2. 12) to a 1 : 1 mixture of the buffer and 

acetonitrile. The chromatograms by ODS-silica attained better separation of the 

peaks than those by MPG-ODS. It is concluded that the column of MPG-ODS 

with a pore size of 550 A is suited for the rapid analysis of the compounds with 

larger molecular sizes than the compounds of the present purpose. 

［緒曹］

尿や血液をはじめとする生体液中には数千もの物質が含まれており，これらを正確に分析する

ことにより，多くの重要な生体情報を得ることができる。高速液体クロマトグラフィー

(HPLC）はこれら生体からの情報を得る手段として繁用されている。特定の目的成分の分析に

限らず未知成分を含めたかたちで生体液を HPLC分析し，そのクロマトグラムのパターン変化

を臨床診断に応用する多成分同時迅速分析法の開発が進められて，すでに若干の報告がある1）。

われわれもヒト尿の多成分同時迅速分析をいくつかのカラムを用いて検討してきた。イオン交換

系の CDR-10 (4 mm ID X 250 mm，三菱化成工業），逆相系のシリカ ODSの TSKgel

ODS-120A ( 4. 6 mm ID×250mm，東ソー）カラムを用いた実験の結果はすでに報告した2）。シ

リカ ODSは生体液を未処理で用いると短期間にカラム性能が劣化し，アルカリ性溶離液の使用

も不可能であるという欠点がある。

われわれは HPLCによる分析の高速化を目的としてカラム充填剤の開発を行い，オクタデシ

ルシリル化した多孔質ガラス（MPG-ODS）が優れた特性を示すことを見いだした。このカラム

により解熱剤3），免疫抑制剤4）の迅速分析が可能となった。この技術は超高速液体クロマトグラ

フィーともよばれている4.5）。われわれはこの技術の生薬成分への応用についても検討し，薬用人

参や柴胡の主要成分の分析で良い結果を得た6）。多孔質ガラスはケイ酸質系材料である為，耐化

学性，耐熱性に優れており，機械的強度も比較的強い。このことから生体液分析により流路や
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フィルター，カラム先端部や充填剤へのタンパク質その他の成分の吸着が生じた場合，アルカリ

や酸溶液による洗浄が可能と考えられる。

今回，充填剤ガラス ODS(MPG-ODS）を用いた HPLCによる尿成分の分析を試み，最適分

析条件を検討した。また，従来使用のシリカ OBSカラム（TSKgelODS-120 A）を用いた場

合との比較を行った。以下にその結果を記す。

［実験］

装 置：送液ユニット LC-6A型ポンプ2台を使用しシステムコントローラ SCL-6Aでグラジェ

ント制御した。検出は，紫外分光光度計 SPD-6A( UV 254 nm）を用いた。データは

クロマトパック CR-3Aを接続し処理した。

カラム：シリカ ODSのTSKgelODS-120A (4. 6 mm ID×250 mm) 

ガラス ODSの MPG-ODS( 4. 0 mm ID×150 mm）およびMPG-ODS(4.0 mm ID× 

150 mm×2）を用いた。 MPG-ODSはガラス孔径550A，粒子径 lOμmの伊勢化学工

業製品を用いた。カラム温度は室温とした。

溶離液：以下に示すA液より B液の lineargradientで溶離した日

A: 0. 05 M, 0. 1 M, 0. 2 M KH2P04 buffer (pH 2. 12) 

B : 0. 05 M, 0. 1 M, 0. 2 M KH2P04 buffer (pH 2. 12) : CH3CN=l : 1 

試料：健康なヒトの尿を採取し， 0.45 μmのメンプランフィルターでj慮、過し，－20℃で凍結

保存した。分析直前に 37℃で解凍し，サンプルフィルター（0.4～0.7 μm，梅谷精

機）にてi慮、過した。この試料25μlをHPLCに注入した。

試薬：特級 KH2P04，特級 H3P04，液体クロマトグラフ用蒸留水，液体クロマトグラフ用

CH3CNは和光純薬から購入した。

［結果・考察］

A液を 0.1 M KH2P04 buffer (pH 2. 12), B i夜を 0.1 M KH2P04 buffer (pH 2. 12) : CH3CN 

= 1: 1とし，これらの溶離液により Table Iに示したグラジェント条件で尿試料を TSKgel

ODS-120Aカラムと MPG-ODSカラムで溶離した。そのクロマトグラムを Fig.1-a, bに示し

た。 MPG-ODSカラム 2本をつなげ，カラム長さを 30cmとして分析したクロマトグラムを Fig.

1-c に示した。 Fig.1-a, bに示した A,B,Cのピークは標準品とのリテンションタイムの一致か

らそれぞれクレアチニン，尿酸，馬尿酸であると推定できる。

Table I [Fig. lのグラジェント条件］

tirr削min) A% B%(CH3CN%) 

。 100 0 ( 0) 

60 。 100 (50) 

80 。 100 (50) 

85 100 0 ( 0) 

flow-rate= 0. 8 mR /mm 
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a 

c 

A 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 
min 

c b 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 

min 

c 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 

min 

Fig. 1 Chromatograms of human urine with the gradient of 0. 1 M KH2P04 (pH 2. 12) to a 1 : 1 
mixture of 0. 1 M KH2P04 (pH 2. 12) and acetonitrile using the columns of (a) TSKgel 
ODS-120A (4. 6 mm ID×250 mm) , (b) MPG-ODS (4. O mm ID×150 mm) and (c) 
MPG-ODS (4. 0 mm ID×150mm×2) with a flow-rate of 0. 8 ml/min. 

Fig. 1-a, b, cのクロマトグラムは TSKgelODS-120Aカラムが 15cm, 30 cmの各 MPG-ODS

カラムよりも検出ピーク数も多く分離能も優れていることをしめしている。 MPG-ODSでは全体

に成分ピークの溶出が早く特に尿酸ピーク以前のピークはほぼ一度に溶出され，短時間にほとんど
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のピークの溶出は終了した。またピークの重なりが多く検出ピーク数も少なかった。既報6）より

MPG-ODSは同一試料をシリカ ODSに比べ溶離液組成の有機溶媒含量の少ない組成で溶離する

a 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 
min 

b 

～叫村人/I___,..__ムム一一一一」J、

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 
min 

c 

。 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 
min 

Fig. 2 Chromatograms of human urine using the columns of MPG-ODS (4. 0 mm ID×150mm×2) 
with a flow-rate of 0. 8 ml/min with the gradients of (a) 0. 05 M KH2P04 (pH 2. 12) to a 
1 : 1 mixture of 0. 05 M KH2P04 (pH 2. 12) and acetonitrile, (b) 0. 1 M KH2P04 (pH 
2. 12) to a 1 : 1 mixture of 0. 1 M KH2P04 (pH 2. 12) and acetonitrile and (c) 0. 2 M 
KH2P04 (pH 2. 12) to a 1: 1 mixture of 0. 2 M KH2P04 (pH 2. 12) and acetonitrile. 
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Table II [Fig. 2のグラジェント条件］ Table III [Fig. 4のグラジェント条件］

time(min) A%  B%(CH3CN%) time(min) A%  B%(CH3CN%) 

。 100 0( 0) 。 100 0 ( 0) 

60 50 50 (25) 60 50 50 (25) 

80 50 50 (25) 80 50 50 (25) 

85 100 0 ( 0) 85 100 0 ( 0) 

flow鵬rate=0. 8 ml/min flow-rate= 0. 4 ml/min 

5 

6 ゲ~
4 

3 

k’ 

2 
5 0-戸♂-0 0 

1 

。0 .05 . 10 .15 .20 .25 
mol/1 KH2P04 buffer 

Fig. 3 A plot of the concentration of phosphate buffer in the mobile phases against the k' value 
for 1, ascorbic acid; 2, creatinine; 3, uric acid; 4, p-aminobenzoic acid; 5, hippuric acid; 
6, indoleacetic acid. 

という特性が明かとなっている。このことよりガラス ODSカラムを用いての分析にはシリカ

ODSの場合とは異なる溶離液組成及びグラジェント条件が必要と考えられる。以下 MPG-ODS

カラム（4mm ID×150 mmX2）を用い溶離液組成，グラジェント条件と流速の尿成分分離への影

響について検討を行った。

Table IIに示したグラジェント条件で治離液の KH2P04buffer (pH 2. 12）の濃度を 0.05M,

0.1 M, 0. 2 M と変えた場合の尿試料のクロマトグラムを Fig.2-a, b, cに示した。 3種の溶離液

のうち 0.1Mが最も良好な分離を示した。個々のピークの溶出挙動を尿のクロマトグラムから知

るのは困難で、あるため， 6種 (1，アスコルビン酸； 2，クレアチニン； 3，尿酸；孔 p－アミノ

安息香酸； 5，馬尿酸； 6，インドール酢酸）の標準品を上記3種の濃度の溶離液を用い同条件

下で HPLCに注入し，その保持時間（tR）から k’値を式k’之江（tR-to)Itoにより算出した。 k’値
を溶離液濃度に対しプロットし， Fig.3に示した。 0.1M, 0. 2 Mの溶離液では各成分とも k’値
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 
min 

Fig. 4 A chromatogram of human urine using the columns of MPG-ODS (4. 0 mm ID×150 mmX2) 
with a flow-rate of 0. 4 ml/min with the gradient of 0. 1 M KH2P04 (pH 2. 12) to a 1: 1 
mixture of 0. 1 M KH2P04 (pH 2. 12) and acetonitrile. 

に大きな差はなかった。しかし 0.05Mの場合クレアチニンと尿酸の k’値が逆転し，保持時間

の遅い馬尿酸，インドール酢酸は 0.1M, 0. 2 Mの場合と比ベピ値が小さくなった。

0. 1 M KH2P04 buffer (pH 2. 12) /0. 1 M KH2P04 buffer (pH 2. 12) : CH3CN=l : 1の溶離液

を用い，さらに良好な分離を得るためにグラジェント条件の検討を行った。 TableI, IIに示し

たグラジェント条件で得られたクロマトグラムを Fig.1-c, 2-bに示した。グラジェントの傾き

の小さい Fig.2-bのクロマトグラムの方が各ピークの溶出時間が遅くなり重なっていたピーク

の分離傾向が認められた。

流速の相違が分離に与える影響を上記と同様の 0.1 M KH2P04 buffer (pH 2. 12) /0. 1 M 

KH2P04 buffer (pH 2. 12) : CH3CN=l : 1の溶離液を用い， TableII, III に示したグラジェン

ト条件を用いて検討を行った。流速 0.8mf /minのクロマトグラムを Fig.2-bに，流速 0.4

ml/minのクロマトグラムを Fig.4に示した。流速の遅い方がピーク間隔が広がり重なって速い

流速では検出不可能であった小さなピークの存在が確認された。しかし，全体にピーク幅が広が

り顕著な成分分離の改善は認められなかった。

［結論］

ホウケイ酸ガラスを基材とした逆相系ガラス ODSカラムの尿の多成分分析への応用の可能性

を検討するため，その最適溶離条件を求め従来使用のシリカ ODSカラム（本実験系においては

TSKgel ODS-120Aを使用）との比較を行った。その結果ガラス ODSはシリカ ODS程は良好

な分離が得られなかった。これは分析対象の尿成分が低分子物質がほとんどであるのに対し，ガ

ラス ODS(MPG-ODS）は孔径が550AとTSKgelODS-120Aの 120Aよりかなり大きいため

尿成分分子の大きさと細孔径の大きさが適当ではなかったためと考えられる。また，ガラス

ODSの平均粒子径が lOμmに対し， TSKgelODS-120Aは5μmと充填剤の粒子径が異なる事

もその原因として考えられる。将来，さらに粒子径が lOμm以下で細孔径が100A前後のガラ
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スODSが製造されれば尿成分分析に応用可能と考えられるが，現段階では尿成分同時分析には

シリカ ODSカラムの方が適しているという結論に達した。
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