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　　　　　　緒　言　　　　　　　　禰EDA法によるAd・en・1i・c・N。r・drenalin・の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　測定ほdopaが千渉物1質となるから特異性がゴ1賎いとし

　Catecholamineの化掌的簸鵬：法は大刷して，比色　　　た。これにはWeil－Malherbe等の反論もあり，

法によるものと螢光法によるものとに分けられる。比　　　Seref，　Zileli等はEDA法とTHI法を比鮫し，健

色灘よ総のは膿縄く体液中の獺のc・t・一　瀦の藤については一敏圃腱値が得ら泌力1，

cholamineの測定には不適当であり，現在では螢光法　　　腎機能不全の場合はEDA法でCatecholamiueが高

による瀧が多く行はれている・　　　　　値を肘．これは鋤耀he…1繍体の灘による
　螢光法をさらrLCatecbolutina（Trihydroxylndol）法と　　　ものと発i凝している。又尿中のCatecholamineの測

Ethylendiamin『（EDA）縮合法に分類される。この何　　定に闘してもその中に漉在するdopa，　hydroxytyra・－1

れを使用するかについては多くの閻題点がある。即ち　　　mSne（dOPamine）等の影響を受けるものである。．

測定の対称物である刺舶諏び尿中のAd・en・lln・・　以」、に述べt．、・ial／lく，C・tech・1・mi・，ガ　1蹴の特鑛性

No「adrenaline鍛は極めて微量であり・この他にも化　　　については現在多くの論義があり，今後さらに検討さ

学構造上．或いは化学的性状の類似したCatechoi誘　　　れるべき間題である。

溝体が混在しており，これらは何れもAdrenaline，　　　　ここで…密者等が爽験したLundのTHI法による

No「adrenalineの分類箆墨に阻害物質となる事が多　　　Adrenaline，　Noradrenalineの分離定：塗｝：に関しても

く1何れの馴定法にも特異性や正確度に関して多少の　　　上記の如く種々の問題が存在する琳は明らかである

難点が存している・　　　　　　　　カミ，鮪翻U触そのものに絞つて検討を行つた。そ
Weil－－M・lh・・b・＆B…は人味融液中には　の結縣報とは構違つた観を得られ，測定激よ

EDA法により螢光を発するCatechol誘導体は存在　　　り一暦確実にする事が出来たのでこれを発表する。

しないと報告しているがValk＆Price，　Eulef等に

よると，人のliL液中のAdrenaline，　Noradrenaline

につ・・て，EDA法とTHI法の齪値には齢あり，　　　勲及び結果

これは3，4－Dihydroxyphenylacetic　aced（dopac）　　　　　〔1〕螢光光度計及びFiltor

が血液中に混在し・この為めEthylendiarnineと反応　　　　螢光強度測定には島津製八木武微燈螢光々度計UM

して強い螢光を発する為めにEDA法の測定値がTHI　　型を使用し，光源には東芝製超高圧水銀Lump　SHU

法より大となるのであろうとした。この故にEuler　　100　UV－2を使用した。
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　本装1翫に附属する各種Filterの組合によつて水銀　　　　pH　6・0の酷酸曹達緩衝液中に於いてAdrenaline，

Ltimpからの紫外線の透過の程度を附属する丸型Cell　　NoradrenalineをMnO2及びNaOH－eAscorbin酸

に蒸溜水を用いて検討した。　　　　　　　　　　　　　混液で処理し，それぞれ対応するLutine（T・H・1・）

　結果は第1蓑の如くである。　　　　　　　　　　　　としてその醤光強度を各種Filterの組合せによつて

　この結果から遮断Filter　el　UV－OL・を使用するか，　　測定した。

遮断Filter　UV－02と撰択Filter　UV－－B2の組合せ　　　結果は第2蓑に示す。

を使用する場合の外は非常に火1費の紫外線を透過させ　　　　この結果から同・一．一濃度のAdrenaline及びNor一

て螢光測定を不能にする事が明らかである。　　　　　　adrenalineの溶液からは励起Fiiter　UV－V1，遮断

　上認の爽験で明らかとなつた使用可能のFilter組　　　Filter　UV－Ouの細合せに於いて最良の螢光強度の測

合せの中から最良のものを撰択する為次の実験を行つ　　　定が出来る事が明らかとなったので，以後の実験に於

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いてはすべてこのFilterの組合せを使用した。

第1褒　　　　　　　　Filterの組合せによる紫外線の透過度　　　　　　　　　　　　　1

Filter

UV－02

UV－Oi

UV－Ol
UV－02

UV－13コ

UV－B2

UV－Bl
UV－B磐

IF－53

UV　一一Bl

UV－Ba

UV－Vi
13．5

3。0

5．7

97．0　（10）

32，〔｝　（10）

7，0

23．0　（1Q）

60．5

1．0層

63，0　（10）

9．0

UV－V・－UVの1
16．5

5．0

5．0

92．0　（10）

40．0（10）

8．o

55。5

22，0

UV－－D・n

3．5　　　　　　　5、5

（⊃．8　　　　　　　　　　コ．。0

ユ．4　　　　　　　2，0

19．O　（10）

8，　o，

13。0

12．Q（10）

27．0

LO　l　O・4
74．0　（iO）

9，0

24，0

2・5

29、0　（10）

13，0

ユ2．5

17．5（10）

38。5

0．5

Light　adjustment　IO　　　　　　　　　　　　　　，

Sensitivity　100又は10（10の場合のみ記載）

丸型Cell蒸溜水

35．5

4。5

第2表　各種Filtgrの組合せによるAdrenolutine，　Noradrenolutineの螢光強度

励起Fil・er　1遮断Fil…

UV－D2
UV－－Oz

UV－－02

UV・一・D・iUV　一・・

UV－V・IUV－・・

UV－Vl

撰択F・1・・er　l　A・・en・1・ti・・1N・・adre・・1・…e

UV－・・1

UV－Os
UV－Oe

Bl

Bg
B2

50．0　（　10）

50．0　（100）

34．0（100）

38．0　（100）

100・。（10。）1 61。0（100）

1　14・・（・・）1

18．0（10〔1）

75．0　（100）

】LO5．0　（100）

ユOO．O（100）

Adrenaline，　Noradrenaline　O．10μ

pH　6．　O　　MnO210匝g
Light　adjusヒment　10　　　　Sensitivity　100～1Q

丸型Cell

16．5　（100）

57，0　（100）

72°8（100）
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　　　〔皿〕MnO2によるAd”enalino及び　　　　　　　　　　KaFe（CN）th　ZnSOaに依る酸化法との

　　　　　N・rad，。r，aS・n。の酸化　　　　　　比［1礎

ACIrenali・・舩締生院より分与さ2．te　1．Adre－一　前の》‘　灸獄つてAd「enaline・N°「ad「enal！neの

・・1i・・輔磯塩，　1－N。radren。li。，はS，h、1nig　＊i：靴剛いるMn°・は1°m・で倣¢鰍鮒御：力実

製，1－N…d・e・、・・，麟塩を使肌た。　　　遡したので・H3．°，　4．°・5・‘’・6敬び7・°の轍W濾

L・・d法（19・9）でV・X．Ad，。n。line、　N。，、d，enaline　棚液15・°m・中に゜・1°・19宛のAdre・・li・c・N・r一

の酸fヒ・・二靴…、an鞭用・て．。、・，。の操　ad「enallneを舗す礎㈱膿し・こ摘Pこ各々

徹び麟・ついて欄・点、lua・　・t出。来た。で検討　1°m鷺Mn°・を加へ前の撒と金く附『こ燭1略

を加へて次の懸賄つた。　　　　　々嚇光強阯瀧した調1｝拠E”1・r，Fl・Cli・・の
実験・・鯛・たM。・、眺印特級撚洗、轍ll，乞K”1’”e　CCN）・及びZnsqによる酸燃く附な

燥・・完然に螢光蝋物を胤た物鞭鵬条ﾙ撫鰍ぴ第1図耐．
（1）�O麗鷺el、，、募欝en°’〔ltin畷　

（・）緬，Hに於け・M・・一・・，，－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　naline，　Noradrenalineの酸化により形成
pH　3・　O及び6・0の酉融及び轍1髄緩衝液・5・Oml　　紳，たL・ti・・の姿胱膿膿度の関係

中に゜・1°μ9のAd「enaline・N・radren・1…を舗　M・・，は1・m醜使肌た．，H　3．。より8．。麟

する溶液欄製し・これ略〃1°・　2°・　3°…75，　る緬螺1。n濃度磯鰍1，．。ml（㈱鱒），。

撚2織鼎撚論諮廷驚そ・鯉・1…・・1…のAdre・・rlne，　…ad・e－一

鼎膿膿㍊1謙㈱・1しt鷺繍繋鍵量撒膿
結果聯・謙示す。　　　　　　瀧した・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　この紬果は第5蓑及び第2図に示す。

　　（2）M・0。10mg鰍るAd，e。。li。e，　N。，一一　　1壮曝謝課よりL・nd（1949）がAdren・lin・，

　　　　adrenalineの酸化とpHの関係，及び　　　　Noradrenalineの酸化に使用したMnO2100m鼠は閉
　　　　MnO2に依る酸化とEuler・Flodingの　　　　らかに多すぎて，　MnO2の蟄：が少い穗Lutineの螢光

第3表　pH3．0及び6．0に於けるAdrenaline。　Noradrenaline酸化に．及ばす

　　　　　MnO盆鍛の影響

＼、油一
MnO，＼＼＼
　（mg）＼．

10

20

30

50

75

100

200

300

6，0

螢　　光　　強　　度　　（％）

3，0

A・・…1… vN・・ad・・n・1…A・－1…IN・・…e・・1…

86．0

80．5

83．0

72，5

57．5

48．0

33．0

28．0

55．0

46．0

38．0

33．0

26．0

29．0

24。5，

15．5

対　照1

59，5

52．5

51、0

55，0

50，5

39。5

36，5

17・o @I　．18・o　l

21．5

22，0

25．0

24。0

20．5

22．O

20・・O　l　　20・0

　　　　　Adrena髄ne，　Noradrenaline　O，10μg

I　　　　　Filter　UV－V1，　UV－Oa

　　　　　Light　adjustment　10～5．4

　　　　　Sensitivitア　　10Q
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第4衰　各種pHに於けるAdrenaline，　Noracl－　　　　　　Fig．1，

　　　　renalineのMnO2及びEuler－Floding
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FLSIAAZ，tnbca・uan．（9e）
　　　　法による酸化

＼　　＼
＼　、＼

　　＼
　　　　＼、、

medium
のpH　　＼

3．0

4．0

5．0

6．　0

7．0

対　　照

螢　　光　　強　　度　　（％）　　　　　　　もo

Adrenaling

M…IE・F・法

31，0

38．7

50．5

54．5

、50．5

10，0

43．0

47，5

55．0

52．0

49”5

10。0

Noradrenaline

MnO2

14，0

25，0

40．5

49，5

49，0

E．F．法

鈎

17，G　　　　　　go

24．5

C）O、O　　　　　　　io

60．0

57・O　　　　　　　M

13，5　　　　　14．0

Adrenaline，　Noradrenaline　O。1Xt　g．

MnO2　10mg

10

』”唖一一一一一一 u“『－窒衷u一h・㌔．℃

tt’
’

　　ノノ」、、
　／’　　　、噛・…：、
♂　　　　　　　　　　　　　　　　　、隔◎

←一”一．　Mre　e・貫。Y

．一一一’‘噸＆JtvL・噛撫

。－H一嶋 ﾒ（fq鳴

Filter　UV－V，　UV－－02　　　　　　　　　　　　　　　　　3・o　　毎・o　　・r由　　‘・o　　o．b　　e．o　pH

Ligh　adjustment　4・o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（戯　　　o・1禰　／塵o嫡£、

Sensitiv董ヒy　100、O

獺力・強くなり10m、で瀟囎光強度をfl搬、碍　　鑑軸畷鋤

が知られるo

　又Adrenaline，　Noradrenalineの分離楚轍には　　　　So

pH　3・0及び6．0に於ける被酸化能の相違に依つて得

う。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Se

　即ちNoradrena！ineはpH　3．Olこ於いて搬んど酸化
されず，これに対してAdrenalineはpH　3，0及び6．0　　　　　40

に於いても殆んど同程度に酸化されるというLundの
瑠｛に基いている．M。・、の・・m，酬、、る酸化灘　　a°

於いてNaradrenalineがpH　3，0に於いてMnOL，の
錨を増加する時如何なる影響を受けるかといふ疑問が　　　　　ao

おこる。この点に関しては第3喪で示した如くpH　3、O

に於いてN・・adre・・！i・・V：・M・O，）の量を増加しても　　1°

殆んど酸化されない。

r帥一一艦嚇㍉、
’　　　　　　　　、、、嚇

　　　　’　　　　　　　　　　　　“ヘ
　　　　ノ　　　／e　』＼、

　　　1　／
　　　ノ　！〆

　　、　／　　　一一゜M｛o」　lo’‘e
　ノ　　　　　　　　サ
／’ @　／　　　←一一．一・＆Sh，L’FL2cvtk；，a　ft

　　　　／　　　　←－4編（層荊
　　　／

　ノ
ノ

　又Adrenaline，　NoradrenalineがpH　3．0及び　　　　　　軸　　隼◎　　s・o　　s・e　o・o　e・e　P吋

6・0で略同程度に酸化されるといふLundの実験につ　　　　　　　　　～戯　　。・1柵みo硯

いて検討したがMnO2の最を如何に増減してもこの

様な結果は行られなかった。即ちpH　3・Oに於いて　　　同時に酸化剤としてKaFe（CN）a及びZnSO“を使

Adrena］ineの酸化される割合はにpH　6・0於ける場　　　用するEuler－－Flodingの法についても検討した。そ

合よりii野明k劣る。この場合pHを3・5～4・Oとする　　　の結果はPH　6．Oに於けるAdrenalineの酸化はMnO2

とAdrenalineの酸化は梢増強されるがpH　6．　eの場　　　を用いる時より劣り，　pH　3。0に於けるNoradrenaline

合と同程度には達しない。而もpHを3．O以上にする　　　の酸化では，その約10％が酸化される箏が知られ，

とNoradrenalineの酸化される割合も著明に増加し　　Adrenaline，　Noradrenalineの勝れた分離法ではな

て分離定量に腹雑な要素が混入して，これを困難とす　　いと考へられる。

る。従つてAdrenaline及びNoradrena）ineの酸化　　　　10mgのMnO2を用いてAdrenaline，　Noradre・一

による分離はpH　3・0に於いて行れるが最適と思はれ　　　halineの名種濃度標準液に就いて各毬水素Ion濃度

る回　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に於ける酸化処理を行ふと第5表の如くAdrenolu一
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第5表　各種水素IGn濃度に於けるAdrenaline，　　　　　Fig．2．

　　　　㎞d欝灘舗の関係　緊一・・
　　Adrenaline

’ヒ

A＼ぞH
（μ9）＼，

対’　照

　0．02

　0．04

　0，06

　0．08

　0，10

3．O

10．0

15．0

20．0

25，0

30，5

34．0

4、0

ユ0，0

18．5

24．5

32。0

40，5

47．0

5．0 6．0　　7．0　　8．O　　　　　　　St

Noradrenaline

10，0　　11．0　　10．5　　10．0　　　　　　　」辱0

14．0　　】9．5　　　－　　　　－y

26．0　　27．0　　　－　　　　一

　　　　　　　　　　　　　　　　溜0
38．0　　37。5　　　－－p　　　　－

46．0　 46，5　　 －一 @　　一

55。〔〕　54，0　　55。0　　53，5　　　　　　　　Xo

臨0

面、・H
　　　x（μ9）　’＼

3，0　　4．0 5，0

対照・…i…1・3・・

1：9i｝lig捻膿ll

l：s9118　i認ll：1

　0，10　　　　14．0　　20．0　　39．0

6．O 7．0 8．0

eH　S・ON』O

pH　一・o

。　　　　　州＆0

13，0

19．0

24，5

30．0

34．5

41，（O

13．0

41．0

O　　o・bX　e・o午　　◎・eS　　b，eξ　e・t

h聴5　　　　　　α職圃

　　　　　　　F㎞電脈幌（勾

　　　　　　　66

36・O　　　　　St

Adrenaline，　Noradrena1至ne　O、02～0．10μ竃

Filter　UV－V1，　UV－02　　　　　　　　　　　　　　　柚

Senitivity　100

Light　adjustment　　10　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　き◎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

tineの螢光強度と濃度の問にはpH　3，0からpH　6．0　　　　婦

まで略比例関係が成立し，Noradrenalineに就いても

pH　5．0以上に於いて同様に比例関係が成立する事が　　　　8e

判つた。又PH　3，0に於いてはNoradrenalineは濃

度の如何には関らず殆んど酸化されない。

pR　“o

pH　e．o

pH　4・o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　orea．り・叫　　o・06　　■・o■　　e・l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　XUUbUvaRtheetUeJ

　　　〔皿〕Adrenoltitine及びNoradrenolutirie

　　　　　の螢騰度の輔離移1こついての検討　N。，、d，en。1。，、neの蟹搬の翻的擁嫌する

L標準Adrena1！ne・No「adrenaline溶液をpH　6・0　　に，　Alkaline添加後，　Ascorbin酸の存在する時巖

の緬液中でM・O・により酸化した後・その濾灘　高の螢光強度燵するまでに5分間以上を要し，而し

Ascorbin酸含有及び非含有20％NaOH溶液を添加　　　てAscorbin酸の存在しない時最低値まで下るには

して，その対応Lutineの螢光強度の時問的推移を検　　　40分聞以上を要する事が明らかとなつた。

討したo

　結果は第3図に示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔1V〕　酸化AluminiumによるAdronalin◎

　此の結果からAdrenoIutineの螢光強度の時間的　　　　　　　及びNoradrenalineの吸着に就いての

推移について，AScorbin酸の存在する時はLund　　　　　　　検討

（1949）の実験と著しい相違は無いが，A忌corbin酸の　　　　1血漿・，血漕及び尿中よりCatecholamine分劃を分

存在しない時最低値に下るまで2〔｝分を要する事を知　　　離するには一般に酸化Aluminiumを用いる吸蒲法が

’る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　行はれている。Shaw．（1938）以来酸化Aluminium
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Fig．3．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Adrenaline　3ZはNoradrenalineの樗｛溝液を添加し

・勧幅。⑯　　　　　　　て拗闇辮塒〃振凱て雌する・之を醐し
Sn

肋

袖

1◎

ib

Io

一．一一一＿．＿＿＿一＿．．．＿．偽．岨切　、　　　　　濾液のPHを6・0に修lil三し総駄な15・Om1とし・これ

　　　　　　　　　　　　　　　　　k．aou－）　　　　にMnO210mgを添加して濾過し・漁液10・Om1に

　　　　　　　　　　　＿o燃叫　　　　　　LOm！の20％N■OH溶液（Ascorbin酸含布）を添
ii，n－．．一．．一一一。．．．．，、．，、C、、、，，　’““・’”’糠・・　加し1°鍛雌蒲1度を醗した・対照に畷後tle

；・　　　　　　蝋晦゜一一’‘一一’一『一℃　os・ca・teq　　　　　AScobin酸を含有しない20％NaOII溶液な添加して

；・、、　　　　　　　　e＿euathrtq2qa　　　　20～45分間後に潰11矩に使川した。螢光測箆の条件は総

1＼　一辮　て灘簿臓燥示．．、．。
、　　　　　　　、＼
’　　　　　　　　　　、、

1　　＼縣廟一E・SWh・　　（2）C。1・m・灘」・る酸化Al・mi・i・mの
k　　　＼＿，，　　　　Ad・・nali・e及びN・・adre・・lin・蠣能

にょりAdrenaline，　NQradrenaline等はp正【8，0以　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」　　　　，

上8・4にて椴的に蝋溺・pH　2・°肝で！翻｝諮　N。radrenali。。・．1。～・．125，、9を舗する騨液を

出さ泌とされ・Lun僻繍書1幅らのC・tech・1－ @C。正、r、n．V。より処肌た．髄は1分闘に約2㈱と

amiae分離にはこの分灘使f’f’］した・　　　　した。　C。1、m。を脳し燃液のpHを6．。に繍

酸化Alumi且iun融るC・tech°1a「nin・脳の分　（N。・職ぴN。，HPα諮液伽1）し，＿燃肌し

離蹴いて検机て次酬脳尋た・　　　　M。・，1・mg硝述a、如く処肌噸光搬酬凱

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

酸化AluminiunはMe「ck製Bn°cl－n朧　 糸線脚7轍び第・図酵す。
のChromatogrm用を使用した。酸化Aluminium

は水洗しただけの物と，Weil－marherbe，Bone（1952）　　　　（3）Column法による酸化Aluminiumの

の法によりHC1処理を行つたものについて突験し　　　　　　Adrenaline・Noradrenaline吸着能の検
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　討（未HCI処理酸化Aluminium）
た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　HCI処理は酸化Aluminium　IOOgに500mlの　　　IICI未処理酸化A］urniniumを使用してAdre”－

2NHC1を加へ2・分1㈱1｝後，2NI・IC1　5。・mlで麟　nali”e・N°rad「enailne吸着徹pH　3・°・4・°・5・　0・

し撫鰍洗撚返へして，Cトの反応力ζ錨敵る　6・0・7・吸び8・0に於いてC°1”mn法を用し’て前述

まで処理した。精製した酸化Al。mi。i。mは300℃　の如く測魁た・

で2時間熱処理をしてd・si・at。r中eこ保存し，使用直　　結果は次の第8嚢・第6図に示す・

前にgas畑で再び5分間熱処理した。　　　　　　　　　以上の実験を綜禽すると・現今酸化Aluminiumに

酸化A1・mi・i・mによるAd・e・・li。・及びN。r－一　よるAdren・1in・・N・r・d・e・・lln・の吸謝凱pH　8・4

adrenalineの吸蒲はBatch法及びCo】umn法にょ　　　で最も完然に行はれると考へられているが，　pH　6・0

り検討した。　　　　　　　．　　硬に完全に行はれ碑が判つた・e

t“’　as　aktetc－）　　　　　　　n　　｝　　　　　　　　　　　の検討（1・IC1処理酸化A！uminium）

　　　　　　　　　　　　　’6環観識tC“°　　　pH　3．0，4．0，5．。，6．0，7．0及び8．Oの各瓢螺

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ion濃度綴衝液に0．8Rmの酸化Alaminiumを懸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し，pHを元の値に調節したlr＄．，漁式法によりColumn

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に．充堀する。所定PHの緩術液中にACIrenaline又は

　　（1）B・t・h法による酸化Aユ。mi。i。mの　　　〔V〕酸化Al・mi・1・・n　（：！IlftgeされたACI・e－

　　　　Adrenaline及びNoradrenaline吸蒲能　　　　　　　　naline・Noradronaiinoの抽出と回収

　　　　の検討（HCI処理酸化Alum耐uln）　　　　　　　　　試験

　実験に02M酪酸一背性曹達緩衝液を使用した。　pH　　　Lund氏は酸化Alumin｛umに吸着されたAdre－

3・0，4・0・5・0，6・0・7・0及び8・0の各緩衝液10瓢1　，　naline，　Noradrenalineの抽出セこ5m1の0．2N酷酸

にO・　8gmの酸化Aluminiumを添加して振愚して放　　　を使用している。著巻等はその15m1を使用して抽出

麗し若しpH値が変動していた時は，これを調節し　　　を行つた。抽出液のpHの調整にLund氏はO．8M

て元のpHとした後，これに040μ9－0．125μ9の　　　NeaHPO，sを使用したが，この代りに2N　NaOHして
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第6表　　　　酸化Aluminiumによ・るAdrenalineの吸着とPHの関係

　　　　　　　　　　　　　　　　　（Batch法瞠こよる）

pH

3．0

4。0

5．0

6．0

7．0

8．O

対　照

酸化Aluminium

（mg）

0．8

0．8

0，8

0．8

0．8

0．8

i

1

Adrenaline

（μ9）

0．125

0，125

0．125

0，125

0，125

0．1，25

　　　　　　　　Unadsorbed　　　　ZJnadsorbedFIUorescense
　　　　　　　　Adrenaline　　　Adrenaline

　　（％）　　　　　　（μ墓）　　　　　　（％）

　　　54．0　　　　　　　　　0。10　　　　　　　　　　 80．0

　　　4g．0　　　　　　　　　0．085　　　　　　　　　　68・〔｝

　　　25，0　　　　　　　　　　0．025　　　　　　　　　　　2〔〕，0

　　　17．5　　　　　　0　　　　　　　　　0

　　　24，0　　　　　　　　　0．2（1　　　　　　　　　　　16，0

　　　29．0　　　　　　　　　　0。35　　　　　　　　　　　　2豊，0

a・…2・s・i　…。

1　石・・25｝ 17．O

｝　　・－　1　：1・o。・。

1　－　1　・・一

酸化AluminiurnによるNoradrenal｛neとの吸塀PHの関係

　　　　　　　　　　（Baヒch法による）

pH

3．0

4．0

5．0

6．0

7．0

8．0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Unadsorbed　　　　TJnactsorbed
酸化A！uminium　Noradrenaline　　F；uorescence
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Nく，radren包】ine　　Noradrenaline

　　（gm）　　　　　　（μ露）　　　　　　（％）　　　　　　（μ蝿）　　　　　　（％）

　　　　【〕．8　｝　。．10　　　39．〔，　　0．1　　　1。0．0

　　　　0。8　　　　　　　　　0，10　　　　　　　　　33．0　　　　　　　　0，082　　　　　　　　　82，0

　　　　0，8　　　　　　　　　　0，10　　　　　　　　　　18，0　　　　　　　　　0、025　　　　　　　　　　25．0

　　　　0．8　　　　　　　0．1〔〕　　　　　　　10，0　　　　　　　0　　　　　　　　　　0

　　　　0．8　　　　　　　0。10　　　　　　　14、5　　　　　　0．015　　　　　　　15，⑪

　　　　0．8　　　　　　　　　　　0．」」〕　　　　　　　　　　　17．0　　　　　　　　　　0．025　　　　　　　　　　　25，0

…1
対馴

1　・・1・

1
i　38・・i　…

・…@i …5【

100．0

i

　　　Fig．4．　　　　　　　　　　’　　　　　　　も殆ど障轡は見られなかつた。又抽出に醐酸の他に

．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．25N　HeSO，t，を使用したが結果には殆ど遊は見壕♪れ

．ド紳珈収）　　　　　　　なかつた．イE，Lし『H，SO．、輔、、塒蹴pH　6．・附近
　　　　、　a：一’”一”＼　　　　　　　　　　　　　　　　　に驚ると薯明な沈澱を生じたがAdrenoi－NoradrenOr

　　　　・、　＼　　　　　　　1。ti。，の胱減櫓。は葦｝繍現られなかつた。

　　　　　　　、　　＼　←－diadltbu」ha　　C・lur・n処理によ6・L／／’」．1収試験を行った談験方法は次

　　　　＼　　＼　　　　°・1°〃9のAd「ena1剛よN°「ad「enalineを触
　　　　　X　　　　　、　　　　　　　　　　　pH　C）　，　Oの02N灘酸一NaOH緩衝液を酸化Alumi－・

　　　　　＼　　＼　　　　…m・・1・m・で処肌た後，C・1。m・を・5mlの
　　　　　＼　　＼　　　　・．・・醸で抽肌，。の轍の，Hを・。・取は

　　　　　　』　　　　　　◎　　　　－　　　Na2HPOtiで6。0に調整してffir－h定の容積として前述

　　　　　　　＼、　，〆へ　　　　筋法でL”tineとL・その螢光強蹴測胤た・対
　　　　　　　　・、　ク　、　　　　　照として次の2組の実験を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　NA　　　　　　　　（1）　15mlの0，2N酎酸溶液中に0，1μ9のAdre－
a’eNt’°・°「一。“。・9：°　’H @　・・1i・e又はN・rad・。n・ユin，e含む騨灘調製し、
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第7蓑　　　　酸化AluminiumによるAdrenalineの吸着とpl’1の闘係

　　　　　　　　　　　　　　　　（Columu処理による）

pH
酸化Aluminium

（gm）

Adrenaline

（μ9）

FIUore曲cence

（％）

3．0　　　　　　　　0．8　　　　　　　　 0，10　　　　　　　　 3LQ
4．0　　　　　　　　0．8　　　　　　　　　〔〕．10　　　　　　　　　21．0

5．0　　　　　　　　 0．8　　　　　　　　　0。ユQ　　　　　　　　　21．5

6．0　　　　　　　0．8　　　　　　　　0，10　　　　　　　　］2．0

7．0　　　　　　　0．臼　　　　　　　 0．江0　　　　　　　 17、5

8．0　　　　　　　　0．8　　　　　　　　0，10　　　　　　　　26。0

6．0 i

対　照 i
i　・…

1 0．10

Unacls（⊃rbed　　Unadsorbed

Adrenaline　　　Adranaline

　　（μ怠）　　　　　　（％）

O．　065

0．059

0．　033

（．｝

0．02

0．〔〕38

i　　　　4｛〕・5　　1

i　12・・1

65．0

59．0

33．0

　0

20，0

38．Q

10し｝．0

1

酸化AluminiumによるNoradrenalineの吸着とpHの関係
　　　　　　　　　（Column処理による）

pH

3，0

4．0

5、0

6．0

7、0

8．　0

6，0

酸化Aluminiuni N‘）radrena1｛ne F旦U6rescence

（窟m）　　　　（Xt　k・）　　　　（％）

　0．8　　　　　　　0，10　　　　　　　28．【）

　0．8　　　　　　　 0．10　　　　　　　 29．0

　0．8　　　　　　　　　0。コ10　　　　　　　　　14．0

　0．8　　　　　　　　　0．10　　　　　　　　　　8．0

　0、8　　　　　　　　　0．10　　　　　　　　　10．0

　α8　　　　　　　0．’io　　　　　　　I3．〔〕

1 1

1　．一

O，10

対　照　　　　　　　　　　　　0．101

Una　dsurbed

Noradrenaline

　　rtt9）

O．088

0，092

0．〔｝3

0

0，011

0．025

1　　　　　・…
　　　　　8．5

Unads6rb㊤d

Noradrenaline

　　（％）

　　　88，｛｝

　　　92．f）

　　　3（】，o

　　　　o

　　　11．0

　　　25，〔〕

1　・・…

1　一

F・g．．，，　　　　　　　　このpHをNa°取1よNa・HP°・で6・°として後ドー
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　宛の容積としてLutineとした。

FLSt“ouLAC，btv，　C7．1　　　　　　　　　　　　　　　（2）．15rn1の0．2N酷酸燐液中にt　O．　I　Xt9のAdre一
置oo

3●

島

　　　　　、　　　　　　　　　の標準液を02N酉綴溶湘こ加へこれをそのま職化
　　　　　　，
　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　Aluminium　Columnを，頂過処理するだけで約20％減
　　　　　　も
恥　　　　　｝s　　　　　　　　　　　　　　　　少する事を知る。故にAdrenaline，　N。raClrenaline
　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　液をpH　6．0に於いて酸化Altt：ninium　Colurnnで処

　　　　　　　“！　　　　　tP　　　　　　　理して吸薫させて後0．2N酪酸で抽出して対照とする
t° @　　　／　　　　・Adre。。line，　N。r。dren、lineの騨灘そのrk　s
　　　　　　　　　　　グ　　　　・・・…としたもの・比較・ても…％の…圃鵜

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れない。θILしAdrenaline，　Noradrenaline標準字夜を
　e・o　　郁o　　暫噸　　　s・o　　？lo　　e・o　　？・o　PH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．2N酷酸溶液のまxColu鵬n処理した濾液を対照と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　naline，　Noradrenalineを含む標準液を酸化Alumi・一

．．．．・v〟@　　　　　　　　　　　　　　　　　　nium　Colurnnを通して前述の如く処理しLロtineとし・
　　N　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　その螢光強度を測楚した。

　　　＼　一・蜘職　　　。の結黙次の第9洲・示す。

　　　＼　←　職　　 肚の鰍よりAd・…li・e及びN・r・dre・・1・ne

9
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第8表　　　酸化AluminiumによるAclrenalineの吸着とPHとの関係

　　　　　　　　　（未HCI処理酸化Aluminium，　Column処．曝）

pH

3．0

4．0

5．0

6．0

7，0

8，0

6．0

酸化AluminiUm

（gm）

0．8

0，8

0，8

0．8

0．8

0，8

Adrenal｛ne

（μ9）

0．1

0，1

0，1

0．1

0．1

0．1

一1　…
一1　…

F：uorescetl＄e

（％）

41．0

44．0

34．0

】4．0

19，0

21，5

57。0

［Jnnds（，rbed

Adrenal毫nc

　　（μ霧）

・3・・1

0，062

0．V69

〔1．047

0

0，〔）12

（L‘）16

（－Tnadt，t）rli¢（／1

Aclranaline

　　（％』、

　　　62．0

　　　69，〔，

　　　47．〔｝

1K）、O

IG。0

10〈），（／｝

一　i　一
酸化AluminiumにょるNoradrenfic　1ineの吸驚、h　pHの関係

　　　GiξIIC1処理酸化Aluminiurn，　Column処理）

pH

3，0

4．0

5。0

6．0

7、0

8，0

6．0

対　照

酸化Aluminium

（s・m）

0，8

0．8

0，8

0．8

0．8

0．8

Noradrena］ine

（Xlg）

　0，1

　0．⊥

　0．1

　0．1

　0，コ，

　0，1

O．1

0．1

Fluorescense

（％）

　53，0

　31，e

　32．5

　18．〔｝

　12．0

　12．o

54，0

UnadsOrb¢d

NQradrena！in¢

　　（lt阿）

o，10

0。043

0，047

0．01f

o

o

｝　・…

U鷹しd鰍，rb砲d

N（，radr¢na星ir1｛≧

　　（1緩）

！α｝、“

43響o

嫁7，〔、

15、〔｝

　o

　⑪

ユoo，Q

12・5｝ 一　i　一

　Fig．6．

FLEqDtLeAe2ttdi‘z．（　9．）　　　　　　　すると略1°°％の回」騨を鶴・疏でpH‘玉・。燃

量00　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　然に吸着されなかつたといふ疑問が趨るが，pH　6・‘｝

　　、、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　でCo1umn処理した濾液中にA（｝renaline，　Nor一

80

50

丸o

、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　adrenalineが略存召三しない事は第9表によ“ひて明ら

、　　　　　　　　　　　　　　　　　　naline　Noradrenaleneの擦準液の対照としては酷酸

N　　　　　　　　　　　　　　　　　　溶液のrk　s　ColUmn処理した濾液使用するのが合灘的

　　　　　　　　　　’、　　　　　　　〔m瀦中の螢燃不純物とその触溝の
ユe　　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　検討

　　　　　　　　　　　　　、、　　　　　　　　　に存在する螢光性不純物によつて重大なる影響を受け

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り，多鐙の螢光性物質が存崔したのでその除無法につ
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第9蓑　酸化Alumininm　Column処理Adrenaline，　Noradrenaline

　　　　の回収試験

　　Adrenaline

Adrenaline

　CPtg）

O．　1

0．1

酸化Aluminitirn

　　（S・m）

Column処理　　　　Elution

0．8　　　　　　　　一ト・　　　　　　　　一

一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　〇．2N　酉告酸　15ml

1　…

…　1　一

対　副

1　対照響茎験　（2）

Fluorescense

　　（％）

12．0　　　　　・

28。0

128・5

1対∫粥撒（・） 1

一　1　一

30．｛’）

1　11・・

NoraClrenaline

Noradrenaline

　　（μ9）

0，1

O．1

0．1

・　対　　　照

酸化A！urninium

　　（gm）

0．8

1　・・8

【　一

1　一

1

Column処理

十

Eluヒion

0．2N酉告酸15mI

Fluorescense

　　（％）

　　12．0

　　24，5

対嫉験（・）　1・…
1　対照鍵験　（・）　i　27・・

1 一．1　－　11・・5
Filter　UV－Vコ，　UV－Oa

Sens量tivity　100

Light　adjustment　　10

．　　　　　第10表　　　　　　　濾紙中の螢光性物質の除去法の検討

”… @　処　理　方．法……凹…「菰；繭薫万…
未処理濾紙を蒸溜水10・Om1宛で水洗

　　　　　　　　　　　　　第1回　洗液　　　　　29N30％
　　　　　　　　　　　　　第2回洗液　．　　　　24％
　　　　　　　　　　　　　第3回　洗液　　　　　　　22％

概を鐘の灘紳で・8醐肚魍乾燥し輔紙l　　i8％

沸騰水で羅鞭した灘　　　　i　・6～・7％
Soxletの装欝でAlcohol処理した濾紙　　 ・　i　　　　　24％

対照灘水　　，　　’i　　・3％
Filter　UV－V1。　UV－02

Light　adjustment　10

Se！1sitivまty　　100
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　いて検討した。即ち蒸溜水並びに．Alcoholによる処　　　Blankとする。

　U－F，を行って，1欠の結果を得第10喪に，示一3－o　　　　　　　　　　　　A，B，　CI及びC，に蒸溜水復・カllへて容Iiil：な12、　On’il

　　以上の結果より1慮紙な～欠の如く前．処理Mlした。大」辻の　　　とする。・各試験管に，　MnO　L，犠♂10m9宛添加し6｛｝秒後沼駐

蒸溜水中に1慮紙を浸し，獅・1水を璽へ濾紙の配列を　5嗣一る。翻腋1〔｝，｛lm1なi【’胱｝i糠1』rl　ce11にとりA

移動させ48時間以上放置後70°cで軟燥し，抽iU検査　　及びBにはNaOH－Ascorl⊃il1脚・1矯液1，0ml。　Cl及

で略螢光物質が一・定となつた事を確めて使用した。か　　C2には20％NaOFI　1．｛｝m1を添加する。

　くする穣こにより一定の対照値を得る事がII田ξた。　　　　　25分後に螢光強度を一次F｛lter　UV－Vi，瓢次Filte「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　UV－02を用いて測定する。

　　　　〔mCat。chel・mineのva1腱法　　　　　r嚇に。．・02X．、9より〔〕．1tl／，、9の關ll　Ad，e・。11。・及

　　　（1）血漿Catech。1・mineの7i歪llk　　　　　びN。radrena！ine瀞液な岡様に・pH　3・0及び6・〔｝・tlz’L

　　試薬2％N。F－3％N。，S，0、，混徽　　　　於いて酸化処肌・A・1・e・・1i・e及びN°「acirenaline

　　　　　α2N酉撒ソー蝦衝液（pH　6、5）　　　の標獅融を作成する。又一礎濃蜥1へば｛〕・‘〕5μ瑳の

　　　　　。．2N酉融　　　　　　　　　Ad・・n・li・e馴腋をpH　3・0及〔1・0に於いて醐ヒ妬

　　　　　A120a　Merck製，　Br【〕ckmann標定クロマ　　　理し，螢光強度な測鐙する。

　　　　　　ト分1鼎1鰭｛酸処肌た。（10egのA1，0，1　淵lll　A・P，　Cl及びCL）のs［，胱弓垂U耽そ・hぞオL・，

　　　　　　を2N燦醜500mlに，て20tfj・問煮沸し水Vi，ヒ後　　　b・c1及びe：で喪はし・PH　6・O及び3・｛）に於ける

　　　　　　R〔｝t’｝。Cで3時，間乾燥させ，除湿器中に保≠ii　　　Adrenaline，の標禅1液の螢光強度の比をμとするo

　　　　　　する。）使用直前に葡ll記の如く熱処埋な行　　　（1）Adr（tntdime濃度は（b－・c・1）からpH　3・0に

　　　　　　v）た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　於けるAdrenaline偶1蝋1；llll線に」：り求める。

　　　　　0．5N　N。OH　　　　　　　　　（2）畠N・ra（lre1幽e濃阻｛（a－－cの一（b－c剥

　　　　　0．8M　N・，HPO、諮液　　　　　　からpl｛6・°に於けるN。radre・1a！ineの榔1　糠義に

　　　　　M。0，，　　　　　　　　　　より求める。
　　　　　2。％N。OH　　　　　　　　　2伽瀟者等姻ξ験に於いては平均1・7である・

　　　　　20％NaOH－2％Ascorbin酸混合液（1；n．）
　　　　　　2％Asc。rbi噌溶液蹴∫月剛1醐財　　（2）尿pl；’　C”tech°a　mineの躁

　　　　　　る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試藥　玉ON　H2SOd

　　操作　　　　　　　　　　　　　　5N　Na（旧
　　肘静脈から血液約20耐を採取し，直ちに1。．Omゆ　　　　0・2N酉撤ソー一　pt“緩衝液（pH　6・5）

NaF－Na2S20麓液を添加して混和し，全』ll：を測艶す　　　　　　0・2酷酸

　るo次いで一定鐙の、血．漿をとり同．量の0．2N酷酸緩衝　　　　　　AlzaOtl　r血漿の場合と同膿

液を加へ02N酷酸を滴加し，　pH　6．5とする。　Cate－　　　　　　0・5N　NaOH

cholamineの分離はChrQrnatogramにより行つた。　　　　　　0・SM　Na2HPO置

Columnは内径ユOrnm長さ20cmで下端に硝子吊，i｝を　　　　　　MnOs

施す狭窄部及び流下藁t調節用に栓な有するものを用い　　　　　　20％NaOH

　た。Al，　OAは0、79をとり，これを15m1の酷酸緩衝　　　　　　　20％NaOH－2％Ascorbin酸混合液

液中に少量宛添加，気泡を除去する為，棒で撹搾す　　　操　作

’る。これをC。lumnに注ぎ，さらに10mlの酷酸緩　　　　予め稀硫酸で以下に保存した24時間尿又は2～12時

衝液で洗際する。次いで試料を注ぎ濾遡速度が毎分20　　間分割尿のN部（」「O・’・，loorn1）に10N　H葛SO4を添加

滴となる様に調節する。此時必要があればColumnの　　してpHを1～2とする。10〔｝°Cの水浴中で約20分水

上部より加圧を行ふ。吸着完了後は10m1宛の酷酸緩　　　解し濾過する。この濾液のpHを0・5N　NaOHで6・5

衝液及び蒸溜水でColuml1を洗瀞するe抽幽には　　　とし，血漿の場合の如くA1203処理を行い以下全く

0．2N酷酸15ml及び蒸溜水5m1を用ふ。　　　　　　　　同様に螢光強度を測定し・Adrenaline及びNor一

　抽出液を目盛付試験管に4分する。（A，B，　Cz，　　adrenaline濃度癒求めるo

C2）A及びBには0．8M　Na2HPQ，i及び0，5N　NaOH
を添加してpH　6．0及び3、0とする。　Cl及びC2も　　　　　〔MI【〕健康者に於ける血漿及び尿中Cate一

同様にしてそれぞれpH　6．0及び3．0とするが此は　　　　　　choiamine濃度1具lj定値　（中多）
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血漿Ad・…1i・・及びN・ra・1・，nalin。灘　　して1繍の」；胎のC「，5　’一　zr）％にしかXSせ螂を明らかe

1

2

3

4

5

♂

♀

9

c？

9R

36

28

26

23

32

Adrenaline

　（μ霧／の

i

1．1

1。2

3，8

4．5

5，6

平　判　　3・2

・一．一．・一…一一…一 @　　したoこの傾向はEuler，　Floding氏のK3Fe（CN）s
Noradrenali員e
　　　　　　　　　　及びZnSQI，を使用する酸化法に於いても朋らかに認
　　（μ9／a）　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　…1…trmf’tmrmt @　められたo従つてAdrenalineがPH　3．O及び6．0に
0

　　　　　　於いて同縄度に酸化を受けるという事に基礎を慨く
O

o　　Ad・e・・ii…N。r・d・・nali・・の分離定躍：灘不脳

o　　　と考へられる。
0　　　　　　（4）MnqによるpH　3・0に於けるNoradrena一

一』一一’一一L－t－．”．“1t『「T @1一．『 @　Iineの酸化は殆んど無視出来る継を1り1らかにした。こ
1　・　　　　　　，れに対し，Aclrenaline　l・Jz　pH　3．0セこ於いてもある糧

・　　　　　　　　　　　　　　　　度酸化を受け濃度とAdrenolutineの螢光強慶との間
尿1†IAdrenaline及びNoradrenaline排lli1；蟻　　　　に比例関係が1，気立し，又pH　6．0及び3．0に於ける酸

（24特間尿）　　　　，　　　　　　化によるAdremolutineの螢光隙度との閲には濃度に

　　　　　　　　　Adrenaline

＿、＿＿＿＿＿＿＿＿＿（膿！飢＿＿、

1

2

3

4

5

9

a

9

？

津

33

52

34

38

26

3。3

3，　8

5．8

7．3

7．5

軍　均「…二1・8．‘．．一．

Noradrenaline　　　関らず一一矩の比が破立する凄雰を明らかに．した。以上の

　　（〃9／の　　　事ツ…よりACIre，naline，　N。radrenalineを分鰍逢劉1｝i

4．9　　　　　来る；・罫を明らカ・にした0

6ほ　　　　　　（5）使用する櫨紙1・11に含まれる螢光性不糸屯物につ

11・O　“　　いて対策を滑按した。

11．8

6．8　　　　　　稿な終るにi当り，彿懇切なる御指灘御校閲を贈わ・つ

一．t．

諱c．…． @’．　　た藤村教授に深Ntの謝慮な炎しますoi　　　　9，2
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　　6。　0に於けるそれよりも弱く，各種濃度について検討


