
三頚大盤物資源紀要  
第24号：23～29  
平成12年3月15日  

高速液体クⅢマトグラフイ一による  

養殖ブリ申のフロルフェニコールの定量  

上野隆二・寺門弘悦・宵木恭彦  

三盛大学生物資源学部▼  

Dctermination ofFlorf’cnicolin Culturcd Ycllowtail  

byHighPerformanceI．iq．uidChromatography  

RyujiUENO，HiroyoshiでE】克AKADOandTakahikoÅoKI  

FacultyorBioresources，MieUrliv¢rS沈y  

AbstI・aet  

Hig・h perぎormanceliquid chromatog事raphie（HPLC）method ror determinaとion of  
rlorrenicol（Fダ）inmuscle，SQrum，1iver，kidneyandbileorculturedyellowtailぶer£orα  
q比乙托q㍑erαd£α£αWaSd¢Veloped．   

Analysiswasconductedin3steps：（A）inmuscleandserum，ぎywasextractedwith  
acetonitrileandもhen かhexan臥でhesamp18WaSSubjectedもoHPLCanalysis．（B）in  
liver andlくidney，thesample was dissolvedinかhexane and cleaned up by Sep－pak  

rlorisilcartridgeaftertreatedbystep（A）．（C）in bile，血e sample was dissolvedin  
acetonltrileandcleanedbyS叩一pakflorisilecarもridg・earter（A）．   

The av¢rag・e reCOVery and coe汀icient of variatまon oど FF rrom yelowtailwere  

determinedasbe90．2－103％and3ふ9．1％，reSpeCもively．Thedetection（asig・naトto－nOise  
ratioor3）wasO．03ppmformuscleandserum，0．04ppm rorliverandkidney andO．1  
ppmrorbile．  

KeyWords：rlorrenicol，yellowtail，HPLC  

1．緒  晋  

フロルフェエコール 〔D－d－threか3－fluoro－2－  

dichまoro－aCetamide－ト（4・meぬylsulfonylphenyl）・  

1－prOpanOl，以下yyと略す。〕はグラム陽性歯・陰性  

俄に幅広い抗菌スペクトルを示すクロラムフェニコール  

系の合成抗菌剤で，水産用医薬品として使用されている  

（Fig・．1）。その抗蘭作用としては，プリの連鎖球菌症・  

類結節症，ウナギのパラコロ痍の原因細菌である  

0  

ニニ  
・：一三：二二…≒一二‡ギ  

Fig．1．Structureorrlorrerlicol．   

平成12年1月15Ei受頸  
●514・8507球種上浜町1515  



上野隆二・寺門弘悦・静水恭彦  24   

3．装置およびHPLC分析条件   

商速液体クロマトグラフィーはLCSS・905塑システ  

ム（駄本分光製），分光光度計はU－1100型分光光度計  

（日立製作所）をそれぞれ用いた。   

FF櫻準溶液にはFFlOmgをメタノール100mlに  

溶解して楼準溶磯（100〟g／ml）とし，使用敵前には  

メタノールで希釈したものを用いた。なお，溶液は冷暗  

所で保存した。政終的に採用したHPLC分析条件は  

Fig・．2－1の過りである。  

4．抽出方法   

筋肉，血椅，肝臓，腎臓および胆汁の各組織をそれぞ  

れ1．Og，1．Oml，0．5g，0．5g・および0．5mlずつ用い  

た。血清は，ブリの足部血管より採取した血液を40cで  

山晩静思した後3，000rpmで10分間遠心分離し，得ら  

れた上澄みを用いた。他の組織については採取後直ちに  

…30℃で保存した。  

JごJ！J（リ・0〔・0（で…J（J‖■oJf（lJ’〔山一 丹南血m引町つJぶ〔、∫（イ品1．  

ぷ魚“肌嘉壷混α比m滋のリポゾームの蛋白合成を阻督す  

ることが知られている。   

FFの分析法として，バイオアッセイ法－・2），ガスクロ  

マトグラフィー（GC）3）および高速液体クロマトグラフィー  

（HPLC）ヰ一首ヱ）による方法が覇哲されている。バイオアッ  

セイ法は血一般的に感度も低く，特異性にも欠ける。GC  

による方法は誘導体化を必要とし，操作も煩雑である。  

Ⅵ山九 HPLCによる方法は，商感度で特異性に優れ，  

操作も迅速でかつ簡便である。HPLC法による生体組  

織申のFyの定厳に関していくつか報哲がある。すなわ  

ち，哺乳類では，ウシの鳳野‘6・三0－】ヱ〉，腎臓，肝脳などの  

臓器10）の織皆があり，魚類では，Nagataら9）のハマチ  

の筋肉，Hormazabalら7〉のニジマスの筋肉，肝臓，  

Martinsenら8）の大西洋サケの血敷についての報皆があ  

る。   

本研究では，薬物速度論的解析で用いる血酒，義教な  

薬物代謝器官である肝臓，腎臓および胆華中の胆汁，可  

食部である筋肉中のFyの定厳を試みたところ，上記の  

方法では妨啓物質が多く，定駿は困難であった。そこで，  

本研究では養殖プリの筋肉，血胤 肝臓，腎臓および胆  

汁中のFぎの定駿を行うための抽出方法およびHPLC  

分析条件を検討した。  

35％Acetonitrile  22％Acetonitrile  

2．実験方法   

1．試 料   

三蔑厳科学技術振興センター水産技術センター尾鷲分  

場より人手したプリ励㍗£orα卯£花押erαdiα£α（平均魚  

体竃699±98．4g）を用いて筋肉，血級 肝臓，腎臓お  

よび胆汁を採取した。  

2．試 薬   

フロルフユニコール（純度9臥8％）には武田工業薬  

品株式会社より分譲されたものを用いた。Sep－pakフ  

ロリジルカートリ ッジはW飢ers社製，0．20〃m  

PTyEメンプレンフィルターはAdvantec紙製をそれ  

ぞれ月］いた。その他の試薬は和光純薬工米製の特級，ま  

たは，HPLC用を用いた。  

Retentiontime（min）   

Fig■．2－1．TypicalchromaもOgramS Of rlorfenicoI  
With2〃g／ml．Chromatographic condi－  

tions was as follows．The analyもical  
column was aYMC－PaclくODS－Å，250×  

4．6mm王．Dリ5〟m parとicle size（YMC，  
Japan），prOteCtedwithaguardcolumn，  
YMC－PackODS－AGuardCarもridg・e．The  
mobile phase was35タ名acetonitrま1e b山  
22％acetoniもrile was used for bile．The  

どlow－rate WaSl．Oml／mまn，and the UV  
detectorwassetat225nmandO．02aufs．  

でhe sample volumeln〕eCted onto the  
column was20 〟1．The analysIS WaS  
PerrOrmedaしambierlttemperaもure．   
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（A）筋肉および血消   

防肉1．Ogおよび血清1．Omlに無水硫酸ナトリウム2  

g，アセトニトリル30mlを加え，1分間ヒスコトロン  

（マイクロテックニチオン製）で，ホモジナイズし，纏  

られた溶液を15，000rpmで20分間遠心分離した。上  

椅液を500ml容分液ロートに移した。残った沈殿にさ  

らにアセトニトリル30mトを加えて撹絆し，遠心分離  

後，上酒液を分液ロートに移した。集められた上沼液に，  

かヘキサン60mlを加え5分間激しく撮通した後，ア  

セトニトリル層を分放した。アセトニトリル層にさらに  

几－ヘキサン30mトを加え5分間激しく振過した後，ア  

セトニトリル層を分散した。得られたアセトニトリル層  

を集め，これに花－プロパノール10mlを加え，40℃の  

水浴申で減圧紀聞した。得られた残漆を35％アセトニ  

トリル1mlに溶解し，7トヘキサン1mlを添加して撹  

絆した。その溶液を3，000rpmで5分間遠心分離し，  

得られたアセトニトリル才経きを0．20〃mPTFEメンプレ  

ンフィルターで濾過し．これをHPLC用紙料とした。  

（B）肝臓および腎臓   

紙料のアセトニトリル抽出から減圧紀聞までは，（A）  

と同じ方放で実施した。乾周後，得られた残唸をかヘキ  

サン5m】で溶解し，その溶液をあらかじめ花．ヘキサン  

5mlとジエチルエーテル5mlで平衡化したSep－palく  

フロリジルカートリッジに添加した。かヘキサン5ml  

でカートリッジを洗浄後，メタノール・ジエチルエ岬テ  

ル（3：7，Ⅴ／v）で椚町を溶捜した。溶出液を減圧紀聞  

（40℃）し，残漆を35％アセトニトリル1mlに溶解し  

た後，その溶液に乃－ヘキサン1mlを添加して，遭拝観  

3，000rpmで5分間遠心分離し，得られたアセトニトリ  

ル層を0．20〟m壬）TFEメンプレンフィルターで濾過し，  

これをHPLC用試料とした。  

（C）胆汁   

（B）と同様に，（A）ステップに続き，得られた残  

漆をアセトニトリル 5mlに溶解し，あらかじめ乃－ヘ  

キサン5mlとジエチルエーテル 5mlで平衡化した  

Sep－pakフロリジルカートリッジに添加した。溶出液  

を減圧乾固（40℃）し，残漆を22％アセトニトリル  

1mlに溶解した後，その溶液に托－ヘキサン1mlを添加  

して松神した。3，000rpmで5分間遠心分離後，得られ   

たアセトニトリル層を0．20〟mPTyEメンプレンフィ  

ルターで濾過し，これをHPLC用試料とした。  

5．添加回収試験   

ダFを2〝g／mlorgとなるように各組織に添加し，  

回収畿験を行った。なお，回収試験は5回行い，それぞ  

れの平均‡蜃り悦率，機聯偏差および変動係数を求めた。  

3．結果および考察   

1．HPLC移動相と検出波長   

通常FFの定厳に用いられるHPLC用カラムは，広  

範な化合物に適用し，移動相の選択が比較的容易である  

逆相カラムが用いられている。木方漆でもYMC Paclt  

C沌カラムを用いた。また，F】デの移動柏としてはメタノー  

ル，アセトニトリル系が多く用いられているが，本実験  

では上紀溶媒を種々の濃度で検討した結鼠 35％アセト  

ニトリルを移動相として採用した（Fまg．2－1）。また，吸  

光スペクトルの測定結果から検出改段はFyの吸収極大  

の225nmとした。なお，戯終的に得られた各組織から  

の抽出方法はFigふ1に示した通りである。  

2．抽出方法   

FFと同系の合成抗菌剤であるチアンフェエコール  

（以‾F，TPと略す）の定駿について熊野ら沌〉の報告に  

よる抽出法を用いたところ，大部分の妨薯物質が除去で  

きたので，本実験ではこの方法に準じて検討を行った。  

（A）筋肉および血清   

叫般に滋範プリの場合，天然プリに比べ脂質含腰が多  

いことが知られており，これらの脂質による分析の妨害  

が多い。そこで筋肉からの脱脂方法を検討した。その結  

果，乃－ヘキサンによる脱順接作を2回行ったところ，か  

なりの妨賽成分の除去効果がみられた。上菩己の操作によっ  

てより高い回収率，良好な分離が得られた。なお，血槽  

についても同様の結果が得られたので，この方法を採用  

した。  

（B）肝臓および腎臓   

5－（A）のステップを邦汗－て，肝臓および腎臓からの  

F】フの分析を行ったところ，多大な妨肇物質の彩轡のた   
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類の筋肉からのyアの抽出，Nag・aもaら描による鶏肉中，  

Otsukaらij）によるブリ中のTPの抽出でSep－pakフロ  

リジルカートリッジが用いられている。そこで，Sep－  

pakフロリジルカートリッジを用いて検討した。すな  

わち，試料をヘキサン処理後減圧乾閲した残唸を花－ヘキ  

サンで溶解した。その溶液をSep－paiくフロリジルカー  

トリッジに通し，かヘキサン，ジエチルエーテルで洗浄  

め定駿は不可能であった。そこで，とくに妨賽物繋が多  

く定厳国難であった腎臓を用いて抽出およびクリーンアッ  

プについて検討した。   

上述の脱脂処動こより良好なクロマトグラムは得られ  

なかったので，固相紬漉によるクリーンアップを検討し  

た。l書棚潮i出には操作が極めて簡便であるS叩－pakカー  

トリッジがよく用いられている。Nag・ataらり）による魚  

Musclel．Og8rScruml．Oml（A）．LiYOrO．6gorl（idnoyO．5伍（B）．BileO16ml（C）  

d80mlof叔C血it繭  

H。 

C8ntr沌‡卵daも埼800rpm払r20min  

Rb8idue  

Add¢daOmlora（泊tOnitdl8  
Centr血ged肌16、000叩mfbr201ni11  

rn8tant  

Trall詭rredtoaseparat・0叩餌nn81  
Added60mlofJ】th¢Xan8  
Sbakenvigomwlyfbr6皿in  

Acetonitrile layer 

こ   
∴∴‥． 

r。℃血髄即  
Ro8idl10  

（C）   

Dissolv8din6mlofaeetonitril¢  
ApI）liedtoSe11・paknorisilcarLridge  
RiIISetlthenaskwitl16mloracetoIlilrileand   
叩pliedtoSep・paknorisileartrldge  

（B）   

Di880lvedまn5mlof刀・‡旭Ⅹane  
Apl）1iedtoSop・paknorisilcartridEe  
Wnshedwith6mlofDlhexane  
lモil16edthena6kwith6mlofdiethyletherLlnd   
appliedtoSep・paknorisilcilrtridge  
Washedwith5mlofD・hexa11e  
Elutedwith6mlormethanol：dicthylother（3：7，V／v）  

Evaporatedtodryne＄Sat40℃五＝欄の∬  
Elua紬  

1Evaporaもe摘如掴馴t40℃血＝咽劇化  

Re8id11（）  

Re8iduo  

DissoIvedinlmlor   
acetonitrile－Water（22：78．v／v）  
Addodlmlofn・hoxan（〕  
Centri餌g8dat3，000叩m払r6min  

DissoIvcdinlnllof8COtOniLrilo－Water（35：65．v／v）  
AddedlmlorJ】・ll（）XaIlO  
Centri鮎gedat8，000叩mぬr5miム  

nitril8－WatOrlayer  

Filteredtht）SOlutionthrouEh且0．20J｝mPTFEmembran8nller  

昆PI．C  

Figふ1．Analyticalproceduresrorflorrenicolinmuscleors紺um（A），1iverorkidney（B）  
andbile（C）orye1lowもail．   
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後，メタノールージエチルエーテル（3：7，Ⅴ／v）で溶出  

することにより，腎臓中の妨暫物質を効率よく！徐去でき  

た。また，この方法は肝臓においても有効であった。  

（C）胆汁   

5－（A），（B）のステップを用いて胆汁からのyFの分  

析をおこなったところ，かなりの妨賽物質が存在し，低  

い回収率であったため定應は不可能であった。そこで，  

腎臓のクリーンアップの際用いた花－ヘキサンの代わり  

に，アセトニトリルを用いたところ，胆汁ヰの妨審物魔  

の大部分はカートリッジ内に吸着され，FFを裔い回収  

率で恒‡収できた。しかしながら，移動相として筋肉，血  

清，肝臓および腎臓で使用している35％アセトニトリ  

ルを用いた場合，FFのピーク付近に未知の妨濱ピーク  

が存在し，正碓な定蜃は困難であった。そこで，移動棚  

の再検討を拭みた。   

Fyの保持時間は移動相のアセトニトリル漉庶に依存  

していることが知られている。そこで，アセトニトリル  

繊度を変え，FFのピークと未知のピークの相関性につ  

いて調べた。その結果沓Table3－1に示した。2つのピー  

クの分離を知る指標として分離皮（Rs）と保持比（kり  

があり，Rsは1．1以上 k，はおよそ1から10の間が妥  

当とされる沌〉。ここではその妥当性を考慮し，移動相と  

して22％アセトニトリルを採用した。  

でable3－1Capaciもyfacもer〈kりand Resoluもion  
（Rs）between tlnlくnOWn peak and  
florrenicolpeak  

Table3・2Recovery or florぎenicolrrom  

Varioustissuesofyellowtail  

Tissues  Recovery（％）  

97．7●i士 6．97◆2   

（7．1）●3  

103 士4．02   

（3．9）  

102 ±4．18   

（4．1）   

94．4 ± 8．62   

（9．1）   

90．2 ± 3．gO   

（4．3）  

Muscle  

Serum  

Liver  

Kidney   

lうil（J  

＊1Theaverageoぎ5repiicates  

＊2Thesとandarddeviation  

＊3Thecoer圭一iごまent ofvariation  

4．検澄線   

FFの礫準溶液から0．05～100〟g／mlの浪皮のFF  

溶液を調製した後HpLCに供し，改段225nmにおけ  

るクロマトグラムのピーク高さを測達して検幾線を作成  

した。Ⅰγigふ3に示したように，検塩練は相関係数  

0，999となり，良好な麗線煙が得られた。  

5．検出限界   

でable3・3に示したように，FFの検出限界は筋肉，  

血酒，肝胤 腎臓および胆汁でそれぞれ0．03，0．03，  

0．04，0朋，0．1ppmであった。  

以」こ，今回開発した方法は，再現性・感度において優  

れたものであり養殖プリ申の組織・器官においてFFの  

定盤は可能であった。しかしながら，いずれの方法を用  

いても，全ての組織・器官に適用できなかった。そこで  

汎用性のある定規故については開発ヰーである。  

Aceもoniとrile  

Concentration（％）  
k’  Rs  

20   
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35  
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