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新抗腫瘍性化合物 1-Hexylcarbamoyl-5-fluorouracil(HCFU)

の体液 内濃度測定法

渡 辺 周 次 ・森 研 二 ・御 園 等 ・横 山 昌 鶴

三井製薬工業株式会社生物科学研究所

(昭和54年1月12日 受付)

新 抗 腫 瘍性 化 合 物,1-Hexylcarbamoy1-5-nuorouracil(HCFU)の 体 液 内 濃 度 測 定 法 の検 討 を行

った 。

HCFU投 与 後 の血 中,尿 中 お よび そ の 他 体 液 内 のHCFUお よび そ の 代 謝 物 の 濃 度測 定 は,酸 性

条件 下 で,ア ン パ ー ラ イ トXAD-2樹 脂 に対 す る吸 着 性 を 利 用 して,5-FUとHCFUお よび 主抗

菌 性 代 謝物,1-(5-carboxypentylcarbamoyl)-5-fiuorouracil(CPEFU)と1-(3-carboxypropyl-

carbamoyl)-5-Huorouracil(CPRFU)に 分 別 し定 量 す る こ とが 出 来 る 。

また,HCFU,CPEFUお よびCPRFU濃 度 は 分 別 後 の 分 画 を,さ ら に,薄 層 クロ マ トグ ラフ ィ

ーで 分 離 後,測 定 可能 であ る。

この 方 法で の 各 薬剤 の最 少検 出濃 度 は5-FU相 当 量 とし て,0.01μ9/mlで あ る。

緒 言

1-Hexylcarbamoyl-5-nuorouracil(以 下HCFUと 略

す)(I)は1975年 尾 崎 ら1)に よ り合成 され た い わ ゆ る マ

ス ク型 の5-FU誘 導 体 のひ とつ で あ り,星,榑 谷 らに よ

っ て,マ ウス実 験 腫 瘍 に対 す るす ぐれ た 抗 腫 瘍 活 性 と広

い ス ペ ク トラム を示 す こ とが 報 告 され て い る2)3)4)。

HCFUの す ぐれ た 制癌 性 は 生 体 内 で の 代 謝 の 結 果 生

じた5-FUに 由来 す る もの と考 え られ て い るが,ラ ッ ト

に おけ る代 謝 研究 か ら5-FU以 外 の主 要 な抗 菌 性 代 謝 物

とし て1-(5-carboxypentylcarbamoyl)-5一fiuorouraci1

(以 下CPEFUと 略 す)(II)お よび1-(3-carboxypro-

pylcarbamoyl)-5-nuorouracil(以 下CPRFUと 略 す)

(III)が 単 離 同定 され て い る5)。 これ らの 中 間代 謝 物CPE

FU(II)お よびCPRFU(III)はHCFUを 投 与 した イ ヌ,

ウサ ギお よび ヒ トの血 清,尿,リ ン パ 液 あ るい は 脳 脊 髄

液 中に も認 め られ て い る6)。

HCFUの 制癌 活 性 は 上述 の よ うに こ れか ら遊 離 され て

くる5-FUに 由 来 す る も ので あ るが,5-FUの 遊 離 の 経

路 と して はHCFUか ら直 接,あ るい は 中 間 代 謝 物 を 経

て の双 方 が考 え られ る。 従 っ てHCFU投 与 後 の 血 中 な

ど にお け る これ ら主 要代 謝 物 の 濃 度 の 追 跡 はHCFUの

制 癌 活 性 との関 連 に お い て きわ め て重 要 と な る。 一 方,

HCFU,CPEFUお よびCPRFUは5-FUよ りは 弱 い が

抗 菌 活 性 を有 し,5-FUか ら さ らに 生 じる 分 解 産 物 は抗

菌 活 性 を 有 し ない。

また,5-FURあ るい は5-FUdR等 の代 謝 物 は 抗 菌 活

性 を 有 す るが そ の 存在 割 合 は 微 々た る も ので あ る。

そ こで 我 々は バ イオ ア ツ セ イ法 に よる これ ら代謝物定

量 法 を 含 め た 体 液 内 濃 度 測 定 法 に つ い て検 討 を行ったの

で 報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 方法

1.　 標 準 物 質 お よび標 識 化 合 物

本 研 究 に 用 い た1-Hexylcarbamoyl-5-nuorouradl

(HCFU)は 三 井 東 圧 化 学 株 式 会 社 中 央 研究 所で,1-(5-

carboxypentylcarbamoyl)-5-fluorouracil(CPEFU)お

よび1-(3-carboxypropylcarbamoyl)-5-nuorouradl(C

PRFU)は 三 井 製 薬 工 業 株 式 会社 生 物 科 学 研 究所 で合成

した もの を,5-nuorouracil(5-FU)はPCR社(米 国)

か ら購 入 した もの を 使用 した 。

また 標 識 化 合 物l-hexylcarbamoyl-6-14 C-5-fIuor-

ouracil(以 下6-14CHCFUと 略す)は 三 井製 薬工業株

式 会 社 生 物 科 学 研 究所 で 合成 し た もの を,6-14 C-fluor-

ouracil(以 下6-14 C-5-FUと 略 す)はNew England

Nuclear社(米 国)か ら購 入 した もの を使 用 した 。

Fig. 1 Chemical structures of HCFU (I),
CPEFU (II) and CPRFU (III)

(I) (II) (II)
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2.　実験動物および試料の採取

分析法の検討には正常ラット.イ ヌおよびヒト血清と

尿を用いた。またHCFU投 与後の血 中濃度および代謝

物濃度の測定はビーグル種雄性健常犬(体 重10～12kg)

(1群5頭)を1夜 絶食したのち,HCFU錠 剤 を10mg/

kgの 割合で経口投与し,投 与後1,2お よび3時 間に

前脚部静脈から採血し,3,000r pmで10分 間遠心して

得られた血清Tつ いて行った。

3.　薬剤濃度測定

3.1　検定菌株および測定用培地

菌株は日本化学療法学会標準法により測定した最少発

育阻止濃度(MIC)か ら,最 も強い感受性を示した,

Staphylococcus aums 209P株 を用い,検 定培地とし

て,ミ ュラーヒントン寒天培地(栄 研)を 用いた。

3.2　測定方法

検定菌を108コ/mlの 濃度に混釈した培地5mlを 直

径90mmの プラスチックシャーレ(テ ルモ)に 流し,

水平台上で固化させたのち,ペ ーパーデ ィスク法で薬剤

濃度を測定した。ディスクは東洋炉紙社製のthin,直 径

8mmの ものを用い,デ ィスクに被験液20μlま たは40

μlを浸み込ませたのち,30℃ で2時 間乾燥させ,測 定

用培地に貼付し,4℃ で3時 間予備拡散させたのち,37

で1夜 培養後生じた阻止円直径を測定し,別T作 成した

5-FU検 量線から各検体の濃度を求めた。

4.　放射能測定

血清および尿の分別試料は,そ の一定量に水溶性 シン

チレーター(DPO 4.0g,ジ メチルPOPOP O.1g,ト リ

トンX-100333ml,ト ルエン667ml)10mlを 加え,

また除タンパク操作後の残渣はその一定量を自動燃焼装

置(Packard Model 306)を 用い燃焼させ,液 体シンチ

レーションカウンター(Nuclear Chicago Mark II)で

放射能を測定した。

実 験 成 績

1.　分別抽出法の検討

上述したとおりHCFUは 経 口投与後生体内で代謝を

うけ,CPEFU,CPRFUお よび5-FUと な り,5-FUが

さらTα-fluoro-β-alanineに まで代謝されることがす

でT知 られている5)。

しかし,こ れら代謝物CPEFU,CPRFUと5-FUは,

いずれも抗菌活性を有し,か つHCFU,CPEFUお よび

CPRFUは その物理化学的性状が類似していることが,

バィオアッセイ法による分別定量を困難なものとしてい

る。すなわち,HCFUは 水に不溶であるが,ク ロロホ

ルムに易溶であるのに反し
,5-FUは 水に易溶であ り,

クロロホルムには殆 んど溶解 しない。 このことか ら,

HCFUと5-FUの 混合物をクロロホルム抽出すること

Table 1 Distribution rate of HCFU, CPEFU,

CPRFU and 5-FU between water and

CHCla layer

Each value represents the mean from three

experiments.

に より,5-FUを 水層に,HCFUを クロロホルム層に分

別することが可能であるが,Table 1に 示 す ように,

CPEFUとCPRFUは 水およびクロロホルムに分配する

ことがわかった。

このため種々分別法を検討した結果,ア ンバーライト

XAD-2樹 脂を用いると,低pH域 で5-FUは 樹 脂に

吸着されず,こ れに反し,HCFU,CPEFUとCPRFU

が樹脂T吸 着され,さ らにアセ トンで容易に樹脂か ら溶

離することがわかったので,こ の方法による分別法を以

下のようT検 討した。

1.1　 アンバーライトXAD-2樹 脂 に対するHCFU,

CPEFU,CPRFUと5-FUの 挙動

予め塩酸を加えて酸性としたイヌ希釈血清に一定量の

HCFU,CPEFU,CPRFUお よび5-FUを それぞれ添加

し,ア ンバーライトXAD-2カ ラムを通した。溶出液は

そのまま,樹脂吸着物をアセ トンで溶出し,濃縮後,5N-

水酸化ナ トリウムでpH11と し,50℃ の水浴中で10

分間加水分解を行い,5-FUT転 換させ,ア ンバーライ

トXAD-2に 対する吸着性および回収率を求め,成 績を

Table 2に 示 した。

この結果,酸 性条件下ではHCFU,CPEFUお よび

CPRFUは アンバーライ トXAD-2に 定量的T吸 着され,

アセ トンで容易に溶離されるが,5-FUは アンバーライ

トXAD-2に 吸 着されずに溶 出す ることがわかった。

しかし,ア ンバーライトXAD-2に 吸着されたHCFU,

CPEFUお よびCPRFUを 個別に分離することは,こ れ

らの物理化学的性状の類似性から困難であることがわか

Table 2 Behavior of HCFU, CPEFU, CPRFU
and 5-FU on XAD-2 resin

Each value represents the mean from three

experiments.
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Hydrolysis was performed at 50℃ and pH 11.

Each yalue represents the mean from three experiments.

った ので,以 後HCFUと そ の 代謝 物 をHCFU,CPEFU

お よびCPRFU(以 下HCFU画 分 と略 す)と5-FUに

分 別 して測 定 す るこ とと した 。

1.2 HCFU,CPEFUお よびCPRFUの 加 水 分解

アン バ ー ラ イ トXAD-2に 対 す る吸着 性 を 利 用 して 生

体 試料 中のHCFU,CPEFUお よ びCPRFUと5-FU

の 分別 が 可能 とな った が,Fig.2に 示 す とお りHCFU,

CPEFUお よびCPRFUの 抗 菌活 性 が 異 な り,か つH

CFU画 分 中 の 代謝 物 組 成 比 が不 明 で あ るこ とか ら,HC

FU画 分 を 加水 分 解 し て5-FUに 転 換 させ,相 当5-FU

量 と して測 定 可能 か ど う か,こ れ ら の加 水 分解 条 件 の

検 討 を行 った 。す なわ ち,イ ヌ希 釈 血 清 にHCFU,CPE

FUお よびCPRFUの 一 定量 を 添 加 し,5N-水 酸 化 ナ ト

リウムでpH 11と し,50℃ の 水 浴 中で 一 定 時 間 加 水 分

解 した の ち,5N-塩 酸でpH2と して,ア ンバ ー ラ イ ト

XAD-2処 理 を 行 い,加 水 分 解 に よ り生 した5-FUと 残

存 す るHCFU,CPEFUお よびCPRFUを 分 離 した 。 残

存 す るHCFU,CPEFUお よびCPRFUは さら に加 水 分

解 して完 全 に5-FUに 転 換 させ,加 水 分解 率 お よび 回 収

率 を求 め た。 成 績 をTable 3に 示 した 。

こ の結 果,HCFU,CPEFUお よびCPRFUはpH 11,

Fig. 2 Standard cunves of 5- FU, HCFU, CPEFU

and CPRFU by disc method: Staph . aureus

209 P

50℃ で5～10分 間 加 水 分 解 す る こ とに よ り,定 量的に

5-FUに 転 換 され る こ とが わ か った 。 また,こ の加水分

解 条 件 で は5-FUの 分 解 は 認 め られ な か った ので,ア

ンバ ー ラ イ トXAD-2で 分別 したHCFU画 分 は加水分

解 後 相 当5-FU量 と して 測定 す る こ とと した。

1.3ペ ン パ ーデ ィス ク法 にお け る検 出感 度 の向上

デ ィス ク法 に て得 られ た5-FUの 検 量 線 をFig.2に

示 した 。 検 出 感 度 は0.1μ9/mlで カ ップ法 に比べ約1/

10で あ った が,0.1～25μ9/mlの 濃 度 範 囲 で測定可能

で あ る こ とか ら高 濃 度試 料 の 測 定 に 適 し て い る。 しか

Table 4 Effect of concentration rate of sample

on detection of 5-FU

Each value is that as 20 μ1 of a sample was

applied per disc.

The lower limit of detection was 0.1μg/ ml.

Table 5 Effect of the sample volume spotted

per disc on detection of 5- FU

The lower limit of detection in samples was

0.1μg/ ml when 20 μ1 of a sample was spotted

per disc.
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Table 6 Recovery of HCFU fraction and 5- FU

from various animal sera

Each value represents the mean±S. E. from

three or four experlnnents.

Table 7 Effects of drug concentration in dog

serum on recovery rate after fractiona-

tion

Each valu erepresents the mean±S. E.

Compounds were added to 2ml of dog serum as

below:

I, 5- FU 0.2μg, HCFU, CPEFU and CPRFU 0.3

μg each

II, 5- FU 1.0μg, HCFU, CPEFU and CPRFU 2.0

μg each

III, 5- FU 5.0μg, HCFU, CPEFU and CPRFU 10.0

μg each

Table 8 Comparison of recovery rates of HCFU

and 5- FU by means of bioassay and

radioisotope method

Each value represents and mean•}S. E. from

three experiments.

し,低 濃度試料については検出感度を向上させるため,

試料の濃縮およびペーパーディスクに浸み込ませる試料

量についての検討を行い,成 績をTable 4お よび5に

示した。 この結果,低 濃度試料については試料を濃縮

し,か つペーパーデ ィスクに浸み込ませる量を増量する

ことにより,カ ップ法と同等の検出感度(0.01μg/ml)

まで測定可能となった。

1.4各 種血清中のHCFU,CPEFUお よびCPRFUと

5-FUの 分別抽出

Table 9 Recovery of HCFU fraction and 5- FU

from various animal urines

Each value represents the mean•}S. E.

Compounds were added to 2ml of urine as below:

I, 5- FU 0.2ƒÊg, CPEFU and CPRFU 0.5 ƒÊg each

II, 5- FU 5.0ƒÊg, CPEFU and CPRFU 15 ƒÊg each

III, 5- FU 4.0ƒÊg, CPEFU and CPRFU 20 ƒÊg each

上記の結果にもとづき,イ ヌ,ラ ットおよびヒト正常

血清に一定量のHCFU,CPEFUお よびCPRFUと5-

FUを 添加して,HCFU画 分 と5-FUの 分 別を行い回

収率を求め成績をTable 6お よび7に 示 した。 この結

果,HCFU画 分 と5-FUの 分別は,動 物種差および薬

剤剤濃度に関係なく,満 足すべきものであった。

さらに6-14C-5-FUと6-14C-HCFUを 用 いて本法の

追試を行ったところ,Table 8に 示すようにバイオアッ

セイ法の測定結果とよく一致した。

1.5尿 中CPEFUお よびCPRFUと5-FUの 分 別

抽出

HCFU経 口投与後のラット5),イ ヌ6)およびヒト6)尿中

には血中と同様にCPEFUお よびCPRFUと5-FUが

存在することが知られている。

尿中CPEFUお よびCPRFUと5-FUの 分別を血中

と同様操作を行い検討した。すなわち,各 種動物の正常

尿に一定量のCPEFUお よびCPRFUと5-FUを 添加

し,ア ンパーライ トXAD-2樹 脂処理を行って,HCFU

画 分 と5-FUに 分画したのち,各 濃度を測定した。成績

をTable 9に 示 したが,尿 中のCPEFUお よびCPRFU

と5-FUの 分別は,除 蛋白操作が不要であることから,

きわめて容易であることがわかった。

体液中HCFU,CPEFUお よびCPRFUと5-FUの

分別定量法

上記の結果にもとづき,HCFU経 口投与後の体液中分

別抽出法を以下のように定めた。

すなわち,血 清あるいは リンパ液2mlに2倍 量のN-

塩 酸および5倍 量のクロロホルムを添加して60分 間振

〓後,3,000 rpmで10分 間遠心分離して,ク ロロホル

ム層および水層を分取する。この水層に2mlの アンバ

ーライ トXAD-2樹 脂を添加し,30分 間振〓後,樹 脂

と水層を分取し,樹 脂を5mlの 水でよく洗滌し,洗 液

を先に分取した水層に加えた後,N-水 酸化ナ トリウムで
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Fig. 3 Fractionation procedure for HCFU and its metabolites

中和し,減 圧下40℃ 以下で濃縮乾固する(5-FU画 分)。

次いで樹脂を10mlの アセトンと30分 間振猛した後.

アセ トン層を炉取し,樹 脂を5mlの アセ トンでよく洗

瀬する。アセ トン炉液および洗液を先に分取したクロロ

ホルム層に加え,減 圧下40℃ 以下で濃縮した後,N-

水酸化ナ トリウムでpH 11と し,水 浴中50℃ で10分

間加水分解する。加水分解液をN-塩 酸で中和し,減 圧

下40℃ 以下で濃縮乾固する。(HCFU画 分)HCFU画

分および5-U画 分を一定量の1/15Mリ ン酸緩衝液

(pH 7.0)に 溶解させた のち,そ の20μ1あ るいは40

μ1を ペーパーディスクに浸み込ませ,バ イオアッセイ

法で濃度測定を行う。

また尿,腹 水および脳脊髄液の場合には塩酸-ク ロロ

ホルム抽出を行わず,試 料を直接アンバーライトXAD-

2樹 脂 による分別を行った後,HCFU画 分 と5-FU濃

度 の測定を行 う。

以上の標準操作法をFig.3に 示 した。

2.HCFU経 口投与後のイヌ血中濃度

HCFU錠 剤を10mg/kgの 割合で経口投与したイヌ

血中濃度の経時的推移を,上 述した分別定量法を用いて

測定し,成 績をTable 10お よびFig.4に 示 した。 こ

の結果,HCFU経 口投与後のイヌ血中におけるHCFU

画分および5-FU濃 度は,投 与後すみやかにピークに

達するが,血 中からの消退は極めて早く,両 画分の消退

パターンは互いに相似したものであった。

3.HCFUと その代謝物の分離定量

Table 10 Serum levels of 5-FU and HCFU fraction after oral administration
of HCFU (10mg/ kg) to dogs

Each value was represented as μg equivalent of 5- FU per ml serum
.
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Fig. 4 Serum levels of 5- FU and HCFU fraction
after oral administration of HCFU (10mg/

kg) to dogs

アンバー ライ トXAD-2樹 脂 を 用 い る分 別 抽 出 法 は,

HCFUお よびそ の 代謝 物 を,HCFU画 分 と5-FUに2

分して測定す るた め,体 液 中 のHCFU,CPEFUお よび

CPRFUの それ ぞ れ の濃 度 の 知 見 は 得 られ な い 。

そこで,HCFU画 分 中 の 各成 分 濃 度 を 測 定 す る た め,

種 々分離法の検 討 を 行 った が,薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー

で分離した のち,各 成 分 を 定 量 す る方 法 が 最 も よい こ と

がわかった ので,以 下 この 方 法 に つ い て検 討 を 行 った 。

3.1薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィーに よ るHCFU,CPEFU

およびCPRFUの 分 離 定 量 法

各種濃度 のHCFU,CPEFUお よびCPRFUの 一 定 量

を,そ れぞれ薄 層(Kieselgel60 F254,5×20cm,Merck)上

にスポ ッ トし,ク ロ ロホ ル ム ー メタ ノー ル-酢 酸(18:2:

1v/v)溶 媒 で 展 開後,標 品 に 相 当 す るRf値 部 位 を か

きとり,HCFUは クロ ロ ホ ル ムーア セ トン(9:1v/v)10

ml,CPEFUお よびCPRFUは メ タ ノー ルーア セ トン(3:

1v/v)10ml,そ の他 の 部 位 は メ タ ノー ルーアセ トン(9:

1v/v)10mlで そ れ ぞ れ 抽 出 し,濃 縮後 加 水 分解 して 相

当する5-FUに 転 換 さ せ,バ ィオ ア ッセ ィ法 で 薬 剤 濃 度

を測定した。Fig.5に 各 薬 剤 の ク ロマ トグ ラ ムを,ま た

Table 11に 薄 層か ら の各 薬 剤 の 回 収 率 を 示 した 。

この結果,HCFU,CPEFUお よびCPRFUの 薄 層 か

らの回収が 満足 すべ き も ので あ った ので,こ れ ら薬 剤 を

それぞれ5μgず つ含 有 す る混 液 を 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ

ィーで分 離 し,抽 出,加 水 分 解 後,各 成 分 の定 量 を 行 っ

てその成績 を併 せ てTable 11に 示 した 。

以上 の結果 か ら,HCFU画 分 中 のHCFU,CPEFUお

よびCPRFU濃 度 は,薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー とパ イ

Table 11 Recoveries of HCFU, CPEFU and

CPRFU with thin layer chromato-

graphy

Each value represents the mean±S. E.

Fig. 5 A thin layer chromatOgram of HCFU and

its metabolites

solvent: CHCI3・MeOH・AcOH

(18:2:1,v/ v)

Plate: Kieselgel 60 F 254

(Merck)

Detection: UV

オアッセイ法を併用することにより測定可能であること

が判明した。

3.2HCFU経 口投与後のイヌ血中代謝物濃度

HCFU経 口投与後のイヌ血清を上述した分別抽出法を

用いて,HCFU画 分 と5-FUに 分画し,HCFU画 分を

さらに薄層クロマトグラフィーで分離後,各 代謝物濃度

を測定し,成 績をTable 12お よびFig.6に 示 した。

血中においてはHCFUとCPEFUが ほぼ同じ濃度水

準を示し,次 いでCPRFU,5-FUの 順であった。

HCFUお よびその代謝物濃度 の経時的推移パターン

は,い ずれもほぼ平行関係にあ り,比 較的短時間に血中

から消退するのが認められた。

考察および結論

HCFUは 生体内において,抗 菌活性の異なる代謝物,

5-FU,CPEFUお よびCPRFUに 代謝され排泄される
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Table 12 Serum levels of HCFU, CPEFU and
CPRFU after oral administration of

HCFU (10mg/ kg) to dogs

Fig. 6 Serum levels of HCFU and its metabolites

after oral administration of HCFU (10mg/
kg) to dogs

ことがすでに知られている5)。

本来,薬 剤の体液内濃度を測定する場合,各 代謝物濃

度をそれぞれ測定するのが最も望ましいが,バ ィオアッ
セイ法での分別定量は種々な制約により困難な場合が多

い。

しかし,種 々検討の結果,酸 性条件下でアンバーライ

トXAD-2樹 脂に対する吸着性を利用す ることにより
,

HCFU,CPEFUお よびCPRFUと5 -FUの 分別が可 能

となり,抗 菌活性の異なるHCFU ,CPEFUお よびCPR

FUは 加水分解後5-FU相 当量として測定することが出

来た。しかし,ア ンバーライトXAD-2樹 脂による分別

抽出法ではHCFU,CPEFUお よびCPRFUを 一括して

測定するため,体 液中のこれら薬剤濃度についての知見

は得られず,さ らに分別法と薄層クロマトグラフィーを

併用して,各 代謝物濃度を測定する方法について検討し

た結果,体 液中に存在する不純物の影響をうけずに各代

謝物濃度の測定が可能であることがわかった。

以上の結果から,HCFU経 口投与後の体液内濃度測定

に関し,以 下の結論を得た。

1.　 体液中のHCFUお よびその代謝物はアンバーラ

イトXAD-2樹 脂を用いて,HCFU,CPEFUお よびCP

RFUと5-FUに 分別抽出したのち,HCFU画 分を加水

分解して5-FUに 転換させ,相 当する5-FU量 として

測定することが出来る。この場合の測定限界は血清2.5

mlを 用いた場合,HCFU 0.02μg/mlお よび5-FU 0.01

μg/mlで あ る。

2.　 体液中のHCFU,CPEFUお よびCPR-FU濃 度は

分別抽出後,薄 層 ク質マ トグラフィーで分離定量するこ

とが出来る。
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PROCEDURE FOR DETERMINATION OF HCFU

AND ITS METABOLITES IN BODY FLUIDS

SHUJI WATANABE, KENJI MOM, HITOSHI MISONO and YOSHITSURU YOKOYAMA

Institute of Biological Science, Mitsui Pharmaceuticals Inc.

Studies on the assay procedure for HCFU and its metabolites concentration in body fluids were
carried out using Staphylococcus aureus 209 P as the indicator organism, and the following results
were obtained.

1) 5- FU was extracted from body fluids with dil- HC1 and then separated from HCFU, CPEFU and
CPRFU using Amberlite XAD- 2.

The fraction containing HCFU, CPEFU and CPRFU was subjected to hydrolysis so that these compounds
were converted to 5- FU.

HCFU, CPEFU and CPRFU were determined as a whole on a calculation curve for 5- FU.
The lower limit of detection was 0.01 Ateml.
2) By combination of fractionation technic with Amberlite XAD- 2 resin and thin layer chromato-

graphy, HCFU, CPEFU and CPRFU in body fluids could be determined separately.


