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ア ミノ配糖 体系 抗生物質 の一 種 で あ るネチルマ イシン(NTL)の 高速 液体 クロマ トグラフ ィー

(HPLC)ポ ス トラベル法 による高感度かつ安定 な定量 を 目的 として,蛍 光試薬 にo-フ タル アルデ

ヒ ド(OPA)/β-メ ル カブ トプ ロピオ ン酸(MP)を 用 いる方法 につ いて検討 した。

OPA/MPを 用 いた場合,従 来 よ り繁用 さ れ て い るOPA/2-メ ル カブ トエタノール(ME)に 比

べ,蛍 光試薬 お よび蛍光試薬一NTL反 応 生成体 の安定性が優れ ていた。更 にOPA/MEに 比べ,反

応温度,時 間な どの測定条件や蛍光試薬 の使用 可能期 間に関 し精密な設定を必要 とせ ず,オ ー トサ

ンブ ラーに よる長時間にわた る分析 においても扱 いやす い とい う利点があ った。 また,蛍 光強 度は

OPA/MEの 約2倍 であるため,血 漿中NTLの 検 出限界 の増大 を認 めた(OPA/MP;0.2μg/ml,

OPA/ME;0.5μg/ml)。 更に,SLFIA法(検 出限 界1μg/ml)と 比較す る と,や や長 い分析時 間を

要 す るが,低 濃度域 での正確 な分析 が可能 とな った。

また,NTLを 健常人7名 に筋 注 し,血 清中のNTL濃 度 をOPA/MPま たはOPA/MEを 蛍光

試薬 とす るHPLCポ ス トラベル法お よびSLFIA法 で測 定 した。HPLCポ ス トラベ ル法 に よる測

定値 はSLFIA法 に比べや や低値 であ ったが,OPA/MPお よびOPA/MEを 用 いたHPLCポ ス ト

ラベル法間 の測定 値は良 く一致 した。

ア ミノ配 糖 体 系 抗 生 物 質 の高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フィ

ー(HPLC)に よ る 血 中 濃 度 測 定 に はo-フ タ ル ア ル デ

ヒ ド(OPA)と2-メ ル カ ブ トエ タ ノ ー ル(ME)を

蛍 光 ラベ ル 化 剤 とす る ポ ス トラベ ル 法 が 繁 用 さ れ て い

る1～9)。

この 方 法 は,第1級 ア ミン を有 す る化 合 物 の 高感 度 で

特異 性 の 高 い 分 析 法 と し て有 用 で あ る反 面,チ オ ー ル化

合 物 と してMEを 用 い る方 法 は,蛍 光 試 薬 自体 あ る い

は 蛍光 試薬 と第1級 ア ミン と の反 応 生 成 物 が不 安 定 で あ

る とい う欠 点 が あ る10～15)。

この た め,著 者 らは ア ミノ配 糖 体 系 抗 生 物 質 の高 感 度

か つ 安 定 な 分 析 法 を 確 立 す る 目 的 で,MEに 代 わ る チ

オ ー ル化 合物 と して β一メル カ ブ トプ ロ ピ ォ ン酸(MP)

に着 目 し検 討 を 行 な っ てい る16・17)。今 回,HPLCポ ス

トラベ ル法 にOPA/MPを 用 い て,ア ミノ配 糖 体 系 抗 生

物 質 の一 種 で あ る ネ チ ル マ イ シ ン(NTL)の 血 中 濃 度 測

定 に応 用 した とこ ろ,良 好 な 結 果 が 得 られ た の で 報 告 す

る。

I. 方 法

1. 試 薬

無 水 硫 酸 ナ ト リウ ム(蛍 光 分 析 用,和 光),o-フ タ ル

ア ル デ ヒ ド(OPA)(蛍 光 分 析 用,半 井),2-メ ル カ ブ ト

ェ タ ノ ー ル(ME)(生 化 学 用,和 光),β-メ ル カ ブ トプ

ロ ピオ ン酸(MP)(特 級 半 井) ,0.4Mホ ウ酸 緩 衝 液

(ホ ウ酸24.7g/L,KOHに てpHを 調 整 した),1-ヘ プ

タ ンス ル フ ォ ン酸 ナ トリ ウム(日 本 ウ ォー タ ー ズ,PIC

B-7TM),ネ チ ル マ イ シ ン(NTL)定 量 用SLFIAキ ッ ト

(マ イ ル ス ・三 共,エ ー ム スTDAネ チ ル マ イ シ ンTM)。

NTLは ア メ リカ ・シ ェ リ ン グ社 よ り入 手 した 。

2. 蛍 光 強 度 の測 定 お よびHPLC測 定 条 件

1) 移 動 相 お よ び 蛍 光 試 薬 の 調製:移 動 相 に は0.32

M硫 酸 ナ トリ ウム お よび0.005M1-ヘ ブ タ ンス ル フ ォ

ン酸 ナ トリ ウム(PICB-7)を 含 む 水溶 液 を ミ リポ ア フ

ィ ル タ ー(HA,0.45μm)で 源 過 後 使 用 した 。蛍 光 試 薬

はOPA60omgを メ タ ノー ル10mlに 溶 解 し,ME2

ml(29.5mmole)ま た はMP2.5ml(29.5mmole)を

加 え 撹拌 した 後,0.4Mホ ウ酸 緩 衝 液 を加 え1Lと し,

ミ リポ ア フ ィル タ ー(HA,0.45μm)で 源 過 後 使用 した 。

な お,ホ ウ酸 緩 衝 液 につ い ては,pHの 影 響 に関 す る検

討 以 外 はANHALTら3)に 準 じpH10.4(ホ ウ酸24.7g,

KOH21.3g/L)の もの を 用 いた 。

2) 蛍 光 強 度 の 測 定:移 動 相 とOPA/MPま た は
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 Fig. 1 Stability of fluorescence reagent (OPA/MP 
 or OPA/ME): Decline of the fluorescence in-

 tensity of OPA/MP or OPA/ME derivatives of 
 netilmicin in the mixture of mobil phase and 

 fluorescence reagent (3: 1)

OPA/MEをHPLCで の流速 の割 合であ る3:1に 混合

し,こ れにNTLを1.25μg/ml加 えた後,蛍 光分光光

度計(日 立,650-10型)を 用い て蛍光強度 を測定 した

(励起波長340nm,検 出波長440nm,ス リッ ト幅5

nm)。

3) HPLC測 定条件:日 本 ウ ォーターズ製HPLC装

置(ポ ンプ510型,蛍 光検 出器42o型,試 料 注入装 置

833型),カ ラム(μBondapak C18,3.9mmI.D.×300

mm,日 本 ウォーターズ)を 用 い,カ ラム温度:室 温(約

25℃),移 動 相 流速:0.9ml/min,蛍 光試薬流速:0.3

ml/min,励 起波長:340nm,検 出波長:440nmで 測定

した。

4) 健常人へ の投与 ・採血:健 康 な男子7名(年 齢:

22～41歳,体 重59～82kg)を 対象 と して,NTL100

mgを 上腕三頭筋に1回 投与 した。採取 した血液は,常

法に従 って血 清を分離 した後 試験 に供 す る ま で一20℃

にて保 存 した。なお,投 与 お よび採血 は,京 都地 域医療

学際研 究所附属病院にて実施 した。

5) 血 漿お よび血 清検体の前処理:CMセ ファデ ック

ス脳(C-25)を 用 いたANHALTら3)の 方 法に従い行な った。

6) SLFIA測 定 法:ニ ームスTDAネ チルマイ シン

使用説明書 に従 った。

II. 結 果

1 蛍光 強度の変化

1) 蛍光試薬 の安定性:調 製直後か ら168時 間 まで

経過 したOPA/MPま たはOPA/MEの それぞれを,

NTLを 添加 した移動相 と 混合 しそ の蛍光強度 を測定 し

た(Fig.1)。OPA/MPは 調製後168時 間 まで安定 であ

ったが,OPA/MEは 調製後8時 間 で蛍光強度が半減 し

た後,168時 間 までほぼ安定 であった。 したが って,以

 Fig. 2 Effect of pH in the mixture of mobil phase 
 and fluorescence reagent (3: 1) on the fluo-
 rescence intensity of OP AiMP or OPA/ME 

 derivatives of netilmicin

下 の実験 において,OPA/MEは 調製後1日 を経た もの

を使用 した。

2) pHの 影響:NTLを 添加 した移動相 とpH7～12

のホ ウ酸緩衝 液を用い て 調 製 し たOPA/MPま た は

OPA/MEと を混合 し,そ の蛍光 強度を測定 した(Fig.

2)。OPA/MPお よびOPA/ME共 にpHの 上昇 に従っ

て蛍 光強度は増加 し,pH8以 上 でほぼ一定 とな った。

ANHALTら3)が 用 いてい るpH10.4の ホ ウ酸緩衝液によ

り調製 した蛍光試薬 と移動相 の混 合液 のpHは,約8～

9を 示 した。このpH領 域 での蛍光 強度 はいずれ の蛍光

試薬 で も安 定であ ったため,HPLC分 析には この緩衝液

を用 いる こととした。

3) 蛍光試薬-NTL反 応生成体 の安定 性:NTLを 添

加 した移動相 とOPA/MPま たはOPA/MEと を混合

し,そ の蛍光強度 の経時 変化(0～120分)を 測 定 した。

混合2時 間後 の蛍光強 度は,OPA/MPの 場合 には混合

直後 の約80%に,OPA/MEの 場 合には約60%に それ

ぞれ減少 し,OPA/MPの 方 が減少率が小 さ く,よ り安

定 であるこ とを示 した。

4) 反応温度 お よび反 応時間の影響:0 .8mま たは5

mの 長 さの反応 コイルを用 い,反 応温度 を25～55℃ の

間で変 化 させて,得 られ る蛍光試薬-NTL反 応 生成体の

蛍 光強度を測定 した(Fig.3)。OPA/MPは 反 応温度に

よる影響をほ とん ど受けなか ったが,OPA/MEで は反

応温度に よる蛍光強度の低下傾 向が認 め られた
。 しか し

反応時間(反 応 コイルの長 さ)に よる影響 は両 者 ともほ

とん ど認め られ なか った。

2. ヒ ト血漿 を試料 として用 いた時の測定精度

ヒ ト血 漿に各濃度 のNTLを 添加 した試 料 に つ き
,
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 Fig. 3 Effect of the reaction temperature and the 

 reaction coil length on HPLC assay of netil-

 micin. 

 [Condition: Flow rate of mobil phase; 0.9 mlj 

 min, Flow rate of fluorescence reagent (OPA/ 

 MP or OPA/ME); 0.3 ml/min, 2 ƒÊg of netil-

 m icin charged]

 Fig. 4 Calibration curves for HPLC assay of netil-

 micin in plasma

OPA/MPま たはOPA/MEを 用 いたHPLC分 析を行な

い,そ の精度 を比較 した。

1) 検量線:血 漿 中にNTLの0～10μg/mlを 含む試

料を用い て作成 した検量線 をFig.4に 示す。 いずれ の

蛍光試薬 を用 いても良好 な直線性 を示 したが,直 線 の傾

きはOPA/MPの 方 が約2倍 大 きく,感 度の上昇を示 し

Table 1 Comparison of HPLC(OPA/MP or OPA/ME) 
 and SLFIA for the determination of 

 netilmicin in plasma

Fig. 5 Serum concentrations of netilmicin in seven 
 healthy adult volunteers after 100 mg intra-
 muscular injection

た。

2) 相 対標準偏差お よび検出限界:HPLC法(OPA/

MPま たはOPA/ME)お よびSLFIA法 に よる血 漿中

NTLの 分析 結果 をTable1に 示す。HPLC法 に よる相

対標準偏差 は,OPA/MPを 用 いた場 合3.7%(1.0μg/

ml)お よび2.4%(8.0μg/ml),ま たOPA/MEを 用 い

た場合3.2%(1.0μg/ml)お よび3.7%(8.0μg/ml)

とな り,両 者 に顕著 な差 は認 め られなか った。 しか し,

SLFIA法 と比較す ると,い ずれの 蛍光試薬 を 用 い た

HPLC法 も低濃度か ら高濃 度にわた り精度 良 く測 定 す

るこ とが できた。 また,検 出限界 はOPA/MEの0.5

μg/ml,SLFIA法 の1.0μg/mlに 対 し,OPA/MPは

0.2μg/mlと 低 く,よ り低濃 度での測定が可能 であ った。

3.SLFIA法 とHPLC法(OPA/MPま たはOPA/

ME)と の相関

健常人7名 にNTL100mgを それぞれ投与 ・採取 し

た血清試料 につ き,NTL濃 度をHPLC法(OPA/MP

またはOPA/ME)お よびSLFIA法 に よ り測定 した。

1) 血清 中NTL濃 度 の 推移:試 料 中のNTL濃 度

の経時的 な推 移 をFig.5に 示 す。HPLC法 に 比 べ

SLFIA法 はやや高 い値を示 したが,HPLC法 の問 では
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 Fig. 6 Correlation between HPLC assay [OPA/ME (left) and OPA/MP 

 (right) used as the fluorescence reagent respectively] and SLFIA 
 [substrate-labeled fluorescent immunoassay] for netilmicin in serum

ほ とん ど差 が認 め られなか った。

2) SLFIA法 とHPLC法 の相関:SLFIA法 とHPLC

法の相 関図をFig.6に 示 す。SLFIA法 に対 してHPLC

法は,OPA/MPま た はOPA/MEの いずれを用いて も

高 い相関性(と もにr=0.98)を 示 した。 回帰 式は,y=

0.82x十0.16(OPA/MP),y=0.80x一0.02(OPA/ME)

であ り,SLFIA法 の方 が全般にやや 高 い値 を示す傾 向

がみ られたが,HPLC法 の間にはほ とん ど差が認め られ

なか った。

III. 考 察

蛍 光検出法を用いたHPLCに よって ア ミノ配糖体 系

抗生物 質を測定す る際にOPAを 用 いると,ア ミノ基 を

蛍光 ラベ ルす るために チオール化合物の存在が必要 とさ

れ ている。従来,チ オール化合物 としてはMEが,そ の

簡便性お よび適用性 の広 さか ら繁用 され てきたが,蛍 光

試薬 としてのOPA/MEの 不安 定性,あ るいは第1級 ア

ミンとの反応生成物 の蛍光強度 の経時的 な低下が指摘 さ

れ10～15),これが欠 点 となっていた。

OPA/MEを 用 いた ア ミノ基 のラベル反応 では,蛍 光

物質 と して イソイン ドール誘 導体が生成 され るといわれ

てい るが18),こ れ につ いては,そ の反応 機構を含め未 だ

確認 され てお らず,そ の不安定性の原因 も明 らか とな っ

ていない。 しか し,生 成 した イソイン ド-ル 誘導体の不

安定性 につ いては,チ オ-ル 化合物 であるMEの 水酸

基が イ ソイ ン ドール環 のC-1位 を求核攻 撃す ること19),

ア ミノ酸 を ラベル化す る時 には,ア ミノ酸 のC-10位 の

カルポキ シル基 の電子供与性が イ ソイ ン ドール環 の安定

性 に関与す るこ となどの報告が ある14)。また チオール化

合物 由来 のS原 子 を含むアルキル基が閉環 し,イ ソイ ン

ドール環 を生成す る際 に,そ の環 のサイズが3員 環 より

も4員 環 である場 合には,分 解が生 しに くいな どの報告

もある20)。

著者 らは,よ り高感度かつ安定 な分析 を 目的 として蛍

光試薬 の検討 を行な って きたが,今 回,MEに 代わ りう

るチオール化合物 としてMPに 着 目 し,ア ミノ配糖体

系抗 生物質 であ るNTLのHPLCポ ス トラベル法によ

る分析 に用 い,MEと の比較 を行 な った。

そ の結果,蛍 光 試薬 と して の経時的安定 性をみると,

OPA/MEで は 調製後8時 間 で蛍光強度 が半減するのに

比べ,OPA/MPで は調製後168時 間経過 して も変化が

認 め られなか った。 また,蛍 光試 薬 とNTLの 反応生成

物 の蛍光 強度の経 時変化 をみ ても,OPA/ME(反 応後2

時間で約60%)に 比べ,OPA/MP(反 応 後2時 間で約

80%)の 方 が安定で あった。次 に,反 応時 のpHお よび

反応時間につ いては,OPA/MEとOPA/MPに 差は認

め られなか った ものの,反 応 温度 につい ては,OPA/ME

が温度上昇 につれ て蛍光強度 が低下 傾向 を示 す の に 比

べ,OPA/MPは ほ とん ど影 響を受け なか った。

以上 の結果 は,OPA/MPを 用 いて分析 を行 な う場合,

温度,反 応時間 などの測定 条件 を精密に コ ン トロールす

る必要 な く,蛍 光試薬 の使用期 間を通 して安定 な測定が

可能 となるこ とを意 味す る。すなわ ち,絶 対検量線 を用

いる 場合 でも頻 繁な 標 準品の"は さみ こみ"に よる補

正 を必要 とせ ず,多 数の検体を同時 に処理す る 際 に は

OPA/MEに 比べ て著 しく有利 とな る
。

一方
,血 漿または血 清の実試料 を用 いた測定 において

は,OPA/MEお よびOPA/MPと もに,検 量 線 は 良

好 な直線性を示 し,低 濃度(1.0μg/ml)お よび 高 濃 度

(8.0μg/ml)に おけ る相対標準偏差 もほ とん ど差を認め

ず,SLFIA法 とも高い相関性 を示 し た。 更 に
,OPA,
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MEに 比 べOPA/MPは,約2倍 の蛍光強度 を示 し,検

出限界 も向上 した(OPA/ME:0.5μg/ml,OPA/MP:

0.2μg/ml)。

ア ミノ配糖体系抗 生物質 は,血 中有効濃度域が,副 作

用の発現す る中毒濃度域 と接 近 してお り,高 感度 で精度

の良い血中濃度 のモニタ リングが重要視 されてい るが,

今回 の検討 によ り,NTLに つ いては,チ オ ール化合物

と してMPを 用 い ることに よって,よ り高 感度かつ安

定に多数検体 の測定 が可能 とな り,所 期の 目 的 を 達 し

た。更に,こ の方法は他 のア ミノ配糖体系抗 生物 質につ

いても充分応用可能 である と思わ れ る。
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DETERMINATION OF NETILMICIN BY HIGH-PERFORMANCE 

 LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH 

 FLUORESCENT DETECTION: 

 USE OF o-PHTHALALDEHYDE AND P-MERCAPTOPROPIONIC 

 ACID AS POST-COLUMN DERIVATIZATION 

 HIDEO OTSUKI, HIROSHI KAMI, HIDEO MURAKAWA and TAKASHI FUJIMOTO 

 Quality Control Devision, Essex Nippon Kabushilci Kaisha

 The netilmicin (NTL), which is an aminoglycoside antibiotic, was determined by high-perform-

ance liquid chromatography (HPLC) using the post-column derivatization with o-phthalaldehyde 

and p-mercaptopropionic acid (OPA/MP) for the sensitive and stable analysis. 

 The OPA/MP gave the good stability for a long time more than OPA and 2-mercaptoethanol 

(ME) (OPA/ME), and also its fluorescent derivative of NTL was stable. The reaction of OPA/MP 

and NTL was almost independent on both the reaction temperature and the time. So, the OPA/MP 

was the more useful reagent for HPLC analysis using auto-sampler. The fluorescent intensity 

of the derivative of NTL with OPA/MP was about twice as much as that of the OPA/ME [the 

limits of detection in human plasma were 0.2 ƒÊg/ml (OPA/MP) and 0.5 ƒÊg/ml (OPA/ME), respecti-

vely]. 

 For an application to the clinical sample, the serum concentrations after intramuscular administra-

tion of NTL in man were measured by the three method (HPLC with OPA/MP, HPLC with OPA/ME 

and SLFIA). The good correlation between both HPLC methods and SLFIA method was obtained, 

and the SLFIA method gave a little higher results. The results of both HPLC methods were 

almost the same. In the view of the stability and the sensitivity, therefore, the use of OPA/MP 

in HPLC analysis of the aminoglycoside antibiotics may be recommended than the OPA/ME.


