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　　　　　　ガスクP－？トグラフィー　（Gas－chromatography）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　methylester－trimethylsilylether（以下Me－・TMSと

　　　　　　　　　　まえがき　　　　　　　　　　　　　略記）誘導体としてガxクロマトグラフ法により分析

　アルコールの生体内代謝については，Williamsi）に　　　している。しかし，ガスクロマトグラフ法により尿中

よりつぎのように述べられている。　　　　　　　　　　　からEt－Gを分離定量する方法についての報告は未

　すなわち，第一一一級アルコールは生体内で二つの反応　　　だ見ていない。そこで，今回，尿中に排泄されるEt一

を受けその大部分は脂肪酸への酸化であり，他方わず　　　Gを能率よく分離し定量する方法について検討を行な

かにグルクPナイドが形成される。このうち，main　　　ったので報告する。

pathについては赤羽ら2）により，アルコールからアセ

トア，げ。ドへの酸化、アセトア、・デ・ドからacetyl　　　　　鰍方法

co　Aへの転換，　acetyl　co　Aの代謝についてくわし　　　　　1．試　　薬

く述べられている。また，minor　pathのうちグルク　　　1）Pyridine　　　　　　　　　　特級

。ン酸との抱合体についてはK・milら・・がウサギの　2）H・x・m・thyldi・il・・a・・　　一．nv

尿1＋・ethy1一β一D－gluc。，。。id・（以下Et－－Gと略記）　3）T・imethyl・hl・…ilane　　一級

をbasic　lead　saltを用いて分離し，　triacetyl一β一　　　4）Diazomethane－ether溶液

ethyl－D－glucuronide　methyl　esterとして結晶化し　　　　NitrosomethylureaまたはNitrosomethyl　ure一

てとりだし，その代謝については，投与後のアルコー　　　　thaneおよびエーテルに40％KOHを徐々に滴下

ルが2411寺間以内にグルクPン酸と抱合し，その1％以　　　　しながら蒸留して製す5）6）7）

上がEt－Gとして排泄されることを報告している。　　　　5）Phenyl一α一D－galactoside

Jaakonmakiら4）は，溶媒抽出法とイオン交換法によ　　　　6）Ethyレβ一D－glucuronide

りウサギおよびヒ1・の尿中からEt－Gを抽出し，　　　　2．分析試料

　　　　　maill　path
CH3。CH20H　一→CH3・CHO－→CH3COOH　一→metabolic　poQl　of　2－carbon　compounds－→CO2

　　　　　minor　path
　　　　－一…一一一一一・　C21十ISOCGHgO6十Unchanged　C2H50H

No．5，　6，　1973　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　595



神　津　　公

まず・24時剛前から蠣していない正常人から採　酢醐溶液を加えて轍を完糸吉させ，遠心分離（3。。。

肌た尿にEt－G撚加し，こ纏標準試料として測　r．P．m．）’して上清を1舷した．澱は水5，eで灘後

定し，回榔を求めた・さらに，飲瀦の尿a」・・Et－G　sne・・P・タ・一ルにサスペソドさせH，Sを＋分噸じ

の趨を徹・た・　　　　　　　生じた・・S備肌，PbSを〃イー・レで灘して
　　3・尿中からEt－Gの抽出法　　　　「灘液備液に合した後，v。p。rat。，を用いて乾【肌，

尿2～3・eを共栓つき1・me遠潴｝・とり・・Hを7　粉乾燥してから・〃一、レに溶鰍た（Fig．1）。

嘲整（アルカリ性の場舗・賜酢酸蔽酸性　　4．ガ入・。マトグ。。、一の働の

の場合は，10％アンモ＝ア鰍）してから飽穂基性　　　Me－TMS講体の撚

　　U，i。，2～3me　　　　　　　　　Et－G抽出試料のメタノール溶液にdi…meth・11e
　　　　　，／　　　　　　，dj。、t，d　t。　pH　7　　　　　　・ther溶液を加えて直ちに乾固した。こ繊py・idin・

　　　　　　added　saturated　basic　lead　acetate　　　O・5紹に溶解し，　hexamethyldisilazane　O．1紹と
　　　　　　centrifuge
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　trimethylchlorosilane　O．　OSmeを加えて振り，しばら

　　G1・・ur・・id・f・acti・1・　　　　　　　2）。
　　　　　↓・vap・・a・・d・・d・y・ess　　・　5、ガ。＿、グ。。，．の測定条件

　　　㌦㎞・i。・Me・・　　11農騰灘；，辞、溜…・h

．轡t㎞（CH2N2）　　㌘器謡甫蹴蹴罵・認
　thﾒily　n（HMDS’　TMCS）　器膿諜・・c・a…g・…n・n・・15・

　　　　G・C　　　　　　　　　3）OP，，、ti。9。。nditi。11
Fi9．1．　Separation　of　ethyl一β一D－・glucuronide　　　　　　Column　temperature：160°C

　　f「om　human　urine　　　　　　　　　　　　　　　　　　Injection　Port　temperature：210。C

C°°H

B　　　C°°gZs　　　…CH・
H・N」°H 搭�E
E奮hy1一βTP隅glucuronide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　南e

H　　　o　　　　　　　　　　　　　　　Me　　　’Me
・・。・　　　　　　　H、。屡駐M・

　　　　　　Me・Si　　　　O

TMCS　　　　　　　　　§1・Me　　　o

　　　　　　　OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o＄トMe
Phonyl－oで一D－galactOslde　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Me

　　　　　　　　　　　　Fig．2　Preparation　of　Me－TMS　derivatives
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尿中のEthyl一β一D－g！ucuronideの定量法について

　Detector　temperature：210℃　　　　　　　　　　　　　　8．検量線の作成

　Carrier　gas（N2）：60me／min（lnlet　press：1．0　　　　標準物質Phe－Gal（TSM）（重量：μg）と被検成分

　　　　　　　　　　　々g／cm2）　　　　　　　　　　　Et－G（Me，　TMS）（重量：gg）のピー一ク面積を測定

　Hydrogen　flow：60m4／min　　　　　　　　　　　　　し，横軸にEt－－GとPhe・－Galのweight　ratioをと

　Air　flow：O・　6e／min　　　　　　　　　　　　　　　り，縦軸に両者のpeak　area　ratioをとり検量線を作

　Range：o，　8　volt　　　　　　　　　　　　　　　　　　成した。ピー一ク面積は半値幅法により計測した（Fig．

　Sensitivity：103　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4）。

　CIlart　Speed　：10mm／フnin

　　6・定量法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果ならびに考察

　Phellyレα一D－galactoside（以下Phe－－Ga1と略記）　　　　　1．　EtGの謡由出法

を内部標準物質として面積比により定量を行なった。　　　　Et－Gの抽出方法としては，溶媒抽出法4）9）11），

内部標準物質は分析試料に塩基性酢酸鉛を加えて生成　　　DEAE－Sephadexによるイオン交換法4）9）12），塩基性

させた沈澱をメタノールにサスペンドする際に加え以　　　酢酸鉛による沈澱法s）13）が検討されている。このう

後同様な操作により処理行をなった。　　　　　　　　　　ち，溶媒抽出法は簡便ではあるが漆媒を大星に必要と

　　7・検貴線作成のための標準液の調整　　　　　　　するうえ数多くの妨害ピークが同時に抽出されるため

　Et－G　10nyを10認のメタノールに溶解し，その　　　Et－Gを旧的とする抽出方法としては不適当であっ

O．，12sm6，0．250m6，0．375m6，0．500m6をフラスコにと　　　 たo

り，そこへPhe－Ga11膨を10meのメタノールに溶解　　　次に，　DEAE－Sephadexによる方法は今成，田村12）

した溶va　lmeあて加えてMeならびにTMS化を行な　　　によりくわしく検討されている。この方法において

いその2μ4をガスクロマトグラフに注入した（Fig．　　は，まずDEAE－Sephadexの膨潤，活性化に時間を要

3）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　するうえ，イオン交換能力がO，　6g　VL対し尿1紹と限

8
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Fig．3．　Me－TMS　ethyl一β一D－glucuronide（1．5μg）and　TMS

　　phenyl－一α一D－galactoside（4μg）
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Fiq．4，　Calibration　cUrve　of　Ethyl一β一D－glucuronide

定されるうえ，カラムからEt－Gを溶出させるNH4Cl　　　190，200°Cの各温度で検討したところ，160°Cが適

メタノール溶液が水のために発熱し気泡が生じ交換能　　　当であることが認められた（Fig．5，6）。

力が低下すると思われた。そこで，メ〃一ル溶液を　　　　GlUCuronideの分析に用いられている充てん剤の

冷蔵庫に保管しただちに使用するとか10％の含水メタ　　　液相としては極性，無極性のものがともに用いられて

ノール溶液を使用するなどの方法を試みたが十分な結　　　いる。田村，今成14）は0－glUCuronideの分析に1・5

果は得られなかった。そのうえ，全操作にかなりの時　　　％SE－30，’1・5％SE－52，2％QF－1，1％CNSi，

間を要した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　1％N・G・Sを用いて良い結果を得ている。また，

　そこで，塚本ら13）による塩基性酢酸鉛での沈澱法を　　　Jaakonmakiら4）はethyl一β一D－glucuronic乙しcidの

準用した。報告によると，まず尿試料を氷酢酸でpH　　　分析に10％F－60（Dow－C。rn呈11g　fluid　560，　a　p一

を4に調整して飽和塩i基性酢酸鉛溶液を加えて沈灘を　　　chlorophenylmethyl　siloxane　polymer）を，　Da工一・

生成させこれを濾過し，濾液をさらにNH40HでpH　　　glieshら9）は10％F－60と1％F－60を用いている。

を8にし再び塩基性酢酸鉛により沈澱を生成させ，こ　　　　　3．Et－Gの添加回収試験

れをメタノールにサスペソドしてH2Sを通じその濾　　　　2001tg，500ptg／2meのEt－G添加尿試料各5例につ

液を用いている。木実験では，この方法の前の操作を　　　いての測定結果からその回収率を求めたところ，それ

除きpHを7に調整して飽和塩基性酢酸鉛で一挙に枕　　　それ，101・8％，101・7％であった（Table　1）。

澱を生成させ，これをメタノールにサスペンドしH2S　　　尿にEt－Gを添加した場舎，内部標準物質を加えた

を通ずることにより，より簡単にglucuronide　frac－　　glucuronide　fractionをevaporatorで濃縮する際

tinを得ることができた。　　　　　　　　　　　　　　に水圧の変動への配慮と水浴の温度を30℃以下に保

　　2．ガスクロマトグラフィーの条件について　　　　　つことにより突沸などによる圓収率の変動を防止する

　今回の実験においては，N・G・S（neopentyl　gly一　　　ことができることを知った。

col　succinate）（1，2，5％on　chromosorb　w　and　　　　　4．生体試料への応用

gas　chrom　p），　SE－52（1．5，2，5％on　chromosorb　　　午後6時40分ころから午後10時ころまでに約1S”　・－

W），XF－1105（2％on　gas　chr。m　I⊃），　OV－1（2％　　　スのビールを飲み午後10il寺30分ころ自動二輪車を運転

on　gas　chrom　p）の範囲で検討した結果，尿中の他　　　し停車中の普通乗用車に追突した酩酊翔：故荷の尿を午

成分との分離を考慮してN・G・Sが最も適当なカラ　　　後11時40分ころ（飲みはじめてから約5時問後）採取

ムであることが認められた。　　　　　　　　　　　　　した試料3紹について分析を行なったところ尿1紹か

　カラム温度については，140，150，160，170，180，　　　ら48．2μgのEt－Gが検出され．た。なお，この尿試料
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Table　1．　Recovery　of　ethyl一β一D－91ucuronide　ill　human　urine

No．　　Added　Et－G（μg）　　Recoveted　Et－G（μg）　　Recovery（％）

1　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　172。4　　　　　　　　　　86．2

2　　　　　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　　　　　　　206．9　　　　　　　　　　　　　　103．5

3　　　　　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　　　　　　　 215，5　　　　　　　　　　　　　　107．8

4〃　224。1　112．55　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　 198．3　　　　　　　　　　99．2

Ave　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　203．4　　　　　　　　　τ01．8

1　　　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　　　　　　　　448，3　　　　　　　　　　　　　　　89．7

2〃　500．0　100．03　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　 551．7　　　　　　　　　 110．4

4〃　525．9　105，25　　　　　　　　　　　　〃　　　　　　　　　　　　　　　　　517，2　　’　　　　　　　　　　103，4

Ave　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　508．6　　　　　　　　　101．7

　3
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Fig．7．　Ethy1一β一D－glucuronide　in　the　ul’ille　of　drinker

を重クPム酸酸化法により測定したアルコinル量は

2．701rp／lneであった（Fig，7）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　論

　この事例についての定量結果では，尿中に排泄され　　　　以上により次の如く結論された。

たEt・－Gはアルコールに換算してα37％がグルクロン　l　l．生体試料からのethy1一β一D－－glucuronicleの抽出は

酸抱合して排泄されたことを知った。　　　　　　　　　　飽和塩基性酢酸鉛による沈澱法が迅速であり，他成
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