
─ 1 ─

HPLC-UV検出を用いたアセトアミノフェン硫酸体とチロシン硫酸体の測定法東海大農紀要　42：１－８（2023）

緒　言

　硫酸化は，細胞質に存在する可溶性の硫酸転移酵素に
より触媒され，生体内ではステロイドホルモンや神経伝
達物質であるカテコールアミン類の恒常性維持だけでな
く，生体外異物や薬物の不活性化ならびに排泄を担う主
要な薬物代謝反応経路の 1つとして知られる（1-4）．し
かしながら，化合物の硫酸化される位置によっては弱い
ながらも活性が維持される場合（5-7）や，ヒドロキシ

アリルアミンなどのある種の化合物の硫酸化が，結果的
に発ガン性物質を生じる代謝活性化を引き起こす事例も
ある（8）．そのため，硫酸化を経て各々の化合物がどの
程度不活性化されるのかを精査する代謝物の生理機能に
関する研究は不明な部分も多く残っている．
　アセトアミノフェン（N-acetyl-p-aminophenol；APAP）
は世界で広く用いられる解熱鎮痛薬の 1つであり（9，
10），主に肝臓でグルクロン酸体や硫酸体に代謝され，
尿中へと排出される．近年の研究では，吸収された
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高速液体クロマトグラフィーを用いたアセトアミノフェン
O- 硫酸体とチロシン O- 硫酸体の UV検出による測定法
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Abstract
　We have recently established a method for chemical synthesis of acetaminophen O-sulfate （APAPS）, which was a 
PRGL¿HG�SURFHGXUH�EDVHG�RQ�WKDW�XVHG�IRU�WKH�W\URVLQH�O-sulfate （TyrS） synthesis. Current study was designed to set up a 
simple method to quantitatively determine APAPS and TyrS using high-performance liquid chromatography （HPLC） with UV 
detection. In addition to being the target compounds for the chemical synthesis, these two sulfated chemicals were selected as 
the metabolites capable of generating from their parent molecules upon Phase-II sulfate conjugation in the body. Under an 
isocratic separation with a mobile phase （methanol : water, 40 : 60 （v/v）） and ODS column, APAPS and TyrS were detectable 
at 241 nm with their retention time of 1.70 min and 1.65 min, respectively. Calibration curves using the data from peak area 
DQG�KHLJKW�GHPRQVWUDWHG�WKDW�WKH�GHWHFWLRQ�DQG�TXDQWL¿FDWLRQ�OLPLWV�DIWHU�D�20-μL injection for APAPS were 2.29-3.55 nM and 
6.93-10.8 nM, respectively, while those for TyrS were 0.199-0.659μM and 0.602-2.00μM, respectively. Intra- and inter-day 
DVVD\�SUHFLVLRQ�FRQ¿UPHG�WKDW�WKH�YDULDQFHV�GH¿QHG�DV�WKH�UHODWLYH�VWDQGDUG�GHYLDWLRQ�LQ�WKHLU�SHDN�DUHD�DQG�KHLJKW�IRU�$3$36�
were 0.89-4.53%, while those for TyrS were 0.77-7.15%. Collectively, this analytical setting will be a useful tool for estimating 
the yields of APAPS and TyrS produced during their chemical synthesis, and possibly for further sulfated metabolite research 
as well. 
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APAPの20-46%が APAP O-硫酸体（APAPS）になるこ
とが報告されている（10）．
　チロシン（Tyr）は，必須アミノ酸の一種フェニルア
ラニンが肝臓でヒドロキシ化されて生じた後，L-Dopa

や dopamineなどの神経伝達物質に変換されるほか（11），
タンパク質を構成する主要なアミノ酸としても知られて
いる．タンパク質結合型の Tyrが翻訳後修飾の過程で硫
酸化される一方で，遊離体の Tyrもまた L-Dopa や
dopamineと同じく硫酸転移酵素 SULT1A3 の基質となっ
て硫酸化され，チロシン O-硫酸（TyrS）に代謝変換さ
れることが報告されている（12-14）．
　現状では安価で十分量の硫酸化代謝物の入手と続く生
物活性などの機能性研究が容易ではない場合も多く，硫
酸化代謝物の潜在的な機能性については不明な部分もあ
る（15）．我々はこれまでに既存の TyrS合成法（16）を
参考に APAPSの有機合成法を確立し（17），そこで得
られた APAPSとその類似化合物を用いて抗酸化活性の
差異について検証を行ってきた（18）．しかしながら，
APAPS合成時に薄層クロマトグラフィー（thin-layer 

chromatography；TLC）により合成物の有無を確認して
いるものの（17），定量性には優れておらず，さらに安
定して高収量の APAPSを得るには未だ課題が残ってい
る．そのため，合成の早い段階で各工程における合成物
の生成量を少量のサンプルによりモニタリングすること
ができれば，収量および収率向上のための合成条件の改
良が容易となる．
　そこで本研究では，高速液体クロマトグラフィー
（high-performance liquid chromatography；HPLC）を用い
た APAPSと TyrSの UV検出による測定を定量的に行う
ため，汎用的な ODSカラムと水‒メタノールを移動相と
するアイソクラティック溶離法に基づくシンプルな手法
の設計を目的とした．これら 2つの化学物質は，体内で
第 II相薬物代謝における硫酸抱合時に親分子から生じ
る硫酸化代謝物であり，これまでも有機合成を行ってい
ることから選択した．

材料および方法

試薬類
　TyrS の 標 品（H-Tyr（SO3H）-OH，sodium salt・0.1 
H2O（≧98%），K00228）を渡辺化学工業株式会社（広
島）より購入した．APAPSの標品（APAPS potassium   

salt，純度；97.0±1.6%）は，TyrS合成法（16）に基づ
いて我々が以前に確立した方法で APAPと硫酸を用いて
有機合成したものを使用した（17）．HPLCグレードの

メタノールは富士フィルム和光純薬（大阪）より入手し
た．TLC用の silica gel 60 F254（1.05554.0001）プレート
および silica gel 60（1.05748.0001）プレートはMerck社
より購入した．n-ブチルアルコール，イソプロパノール，
ギ酸，ニンヒドリン，アセトンはナカライテスク（京
都）より購入した．本研究では，MilliQグレードの水を
使用した．

装置とHPLCの測定条件
　HPLCによる APAPSと TyrSの分離検出条件の設定は，
移動相に溶解し調製した試料溶液を用いて，既報（17, 
19）を一部改良して行った．HPLCシステムには，日本
分光製の UV検出器（UV-2075 Plus）とフォトダイオー
ドアレイ（PDA）検出器（MD-4010）を備えた LC-2000 
PLUS シリーズとクロマトグラフィーシステム
（ChromNAV Ver.2）を使用した．即ち，YMC社製 ODS

カラム，（YMC-Pack ODS-A，内径4.6 mm x 150 mm，粒
子径 3μm，細孔径12 nm）を用いた逆相クロマトグラ
フィーによるアイソクラティック溶離法により，移動相
（メタノール：水，40：60（v/v））とともに，温度30℃，
試料注入量20μL，流速0.7 mL/min，検出波長241 nm

（APAPS），272 nm（TyrS）における UV検出を行った．
化合物の真正性を確認する際には，PDA検出器により
得られる UV吸収スペクトルを参照した．

検量線の作成
　APAPSを移動相に溶解し，1 mMのストック溶液を調
製した．その後，最大濃度100μMを等倍ずつ希釈する
ことにより，異なる濃度（0.0244, 0.0489, 0.0977, 0.195, 
0.391, 0.781, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100μM）の
APAPS標準溶液を調製した．これらを HPLCに供し，
ピーク面積，ピーク高，溶出時間を測定した．これを 3
回繰り返した．ピーク面積およびピーク高より y = ax+b

の直線式を求め，直線性を決定係数（r2）で表した．
　TyrSを移動相に溶解し，1 mMのストック溶液を調製
した．その後，最大濃度1,000μMを等倍ずつ希釈する
ことにより，異なる濃度（1.95, 3.91, 7.81, 15.6, 31.3, 
62.5, 125, 250, 500, 1,000μM）の TyrS標準溶液を調製し
た．上述の APAPSと同様に 3回繰り返し測定を行った．
　検出限界（DL；detection limit）値と定量限界（QL；
quantitation limit）値は，次の等式（DL = 3.3σ /slope，
QL = 10σ /slope）により算出した．なお，σは標準物質
を含まないブランク試料の測定値の標準偏差，slopeは
検出限界付近の 4測定点における検量線の傾きを表す．
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日内変動および日間変動率の測定
　APAPS （0.195μMと50μM） と TyrS （7.81μMと500μM）
の標準溶液をそれぞれ 2つの異なる濃度で調製した．日
内変動率の算出のために，これらを同日中に10 回繰り
返し測定した．日間変動率の算出のために， 3別日にそ
れぞれ10回， 3回， 3回の繰り返し測定を行い，各測定
日におけるデータの平均値を使用した．

硫酸化代謝物の合成とHPLCによる測定
　既報（17）に従い，APAP（ 1 g）を予め20分間かけて
少量ずつ濃硫酸（10 mL）と混合し，さらに所定の時間
反応後に 2 mLずつ回収した．次に，回収液を砕氷とと
もに水酸化バリウムと炭酸ガス処理により中和した反応
液約20 mLを得た．これより100μLを回収し，遠心濃縮
および乾固後に等量の移動相に再溶解し，次に1/1,000
となるように希釈後，HPLCに供することで，APAPS

生成物の定量を行った．この実験を 2回繰り返した．

統計解析
　実験結果は，一部を除き， 3または10回測定時の異な
るデータより得た平均値±標準偏差で表した．変動率と
して表す際には，標準偏差を百分率で表した相対標準偏
差（%RSD；% of relative standard deviation）値を使用し
た．

結果および考察

　近年我々は，Jevonsによる既存の TyrS合成法（16）
をもとに APAPSの有機合成法を確立した（17）．しか
しながら，TLCによる簡易的な APAPSの検出では定量
性に課題があり（17），収量と収率の向上を図る条件検
討を行うためには，少量のサンプルで定量性に優れた
HPLCを導入する必要があった．そこで本研究では，
HPLCを用いた APAPSと TyrSの UV検出による測定法
の確立を行うため，検量線の作成，検出限界および定量
限界値の決定，日内および日間変動率の確認を行うこと
とした． 

分析法の確立
　HPLC-UV検出により0.781μMの APAPSと62.5μMの
TyrSの標品を個々に20μLずつ注入してクロマトグラム
を得た結果，それぞれ1.70 min（Fig. 1 A）および 1.65 
min（Fig. 1 B）の溶出時間とともにシングルピークが確
認できた．同時に，PDA検出器により得られた UV吸
収スペクトルを図内に示した．APAPSでは241 nm付近

に極大吸収波長が認められた．TyrSでは263 nm付近に
極大吸収波長を認めたものの，本研究では既報に従って
272 nmで測定した（20, 21）．ピークの溶出時間から化
合物がカラムに保持されにくく溶出時間が短い可能性が
考えられるものの，本条件における APAPの溶出時間は
約3.34 min であるため（17），少なくとも APAPS と
APAPは異なる溶出時間にピークとして分離することが
可能である．同様に，本条件では TyrSと Tyrについて
も異なる溶出時間に別のピークとして分離できることを
確認している（data not shown）．本 HPLC 法による
APAPSと TyrSの検出は，UV吸収のある混合物が存在
しない場合には有効である．しかしながら，目的化合物
や試料によってはピークが他の成分と重なる可能性もあ
るため，その際には移動相の組成など分離溶出条件のさ
らなる検討を必要とする．

検量線の作成
　異なる濃度の APAPS標準溶液（0.0244-100μM）を 3
回繰り返し測定し，得られたピーク面積（Fig. 2 A）お
よびピーク高（Fig. 2 B）の平均値より検量線を作成した．
その結果，検量線の r2 にはピーク面積を用いた際の
0.9998とピーク高を用いた際の0.9906の両方で高い直線
性が得られた（Table 1）．この時 APAPSの検出限界付近
の低濃度4点（0.0244-0.195μM）における検量線におい
ては，r2 がピーク面積およびピーク高でそれぞれ0.9994
および0.9997と，低濃度領域でも高い直線性を認めた．
　次に，異なる濃度の TyrS標準溶液（1.95-1,000μM）
を 3回繰り返し測定し，得られたピーク面積（Fig. 2 C）
およびピーク高（Fig. 2 D）の平均値より検量線を作成
した．その結果，検量線の r2 にはピーク面積を用いた際
の0.9996とピーク高を用いた際の0.9929が得られ，両方
で高い直線性が認められた．TyrSの低濃度４点（1.95-
15.6μM）においては，r2 がピーク面積およびピーク高
でそれぞれ0.9948および0.9993と，ここでも高い直線性
を認めた．
　次に，ブランク試料の測定値と Table 1 に示す検出限
界付近の 4測定点における検量線の情報をもとに，検出
限界と定量限界値を算出した．その結果，APAPSの DL

と QLはピーク面積でそれぞれ2.29 nMおよび6.93 nM，
ピーク高ではそれぞれ3.55 nMおよび10.8 nMであり，
これ以上の濃度で検出または定量可能であった（Table 

2）．一方，TyrSの DLと QLはピーク面積でそれぞれ
0.659μMおよび2.00μM，ピーク高ではそれぞれ0.199 
μMおよび0.602μMであった．我々は，これまで硫酸
体の有機合成時に，合成物の有無を TLC後の UV検出
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Fig. 1．HPLC Chromatograms of standards of APAPS（A）and TyrS（B）. A twenty-microliter aliquot of 
0.781μM（4.20 ng injection）APAPS or 62.5μM TyrS（356 ng injection）was applied to HPLC. 
Detection was performed for APAPS at 241 nm and for TyrS at 272 nm. The retention times for 
APAPS and TyrS were 1.70 min and 1.65 min, respectively.

Table 1．Calibration curves of APAPS and TyrS in HPLC analysis.

Range (μM) Raw Data Equation r2

APAPS 0.0244-100 Peak Area y = 21,571x – 3,737 0.9998

Peak Height y = 1,760x + 2,992 0.9906

TyrS 1.95-1,000 Peak Area y = 331.5x + 300.0 0.9996

Peak Height y = 20.07x + 538 0.9929

Calibration curves with 4 points closer to their detection limit

APAPS 0.0244-0.195 Peak Area y = 19,509x + 88 0.9994

Peak Height y = 2,460x + 6 0.9997

TyrS 1.95-15.6 Peak Area y = 294.4x + 697.1 0.9948

Peak Height y = 34.59x + 29.65 0.9993

x, conc. (μM);  y, peak area or height;  r2, determination coefficient.
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またはニンヒドリン呈色により簡便に確認してきた
（17）．TLC上のスポットやバンドの濃さを数値化する
ことが可能な ImageJ画像処理ソフトウェア ver 1.53t
（NIH）を用いることにより，一定量以上で化合物の検
量線を半定量的に作成することが可能である．そこで，
異なる量の APAPSと TyrSを TLC上にスポットし，半
定量的に検出可能な限界値を先行的に調べた結果，いず
れも1μLスポット時に約70-80 ng以上の量が必要であっ
た（data not shown）．本研究における HPLC-UV検出条

件の APAPSと TyrSの定量限界は0.04-0.06 ngおよび
3-11 ngであったため，TLCよりも検出感度と定量性の
面から優れていることが確認できた．これまでに，
HPLC-UV検出における APAPSの DLと QLにはそれぞ
れ10μL測定時に51 ng/mL（0.51 ng）と103 ng/mL（1.03 
ng）（22）や，20μL測定時にそれぞれ0.2μM（1.08 ng）
と6.4μM（34.4 ng）（23）が報告されている．生体試料
中に APAPSをスパイクした際と，移動相中に調製し外
挿法を基本とした際の検量線における APAPSの DLや

Fig. 2．Calibration curves for APAPS（A, B）and TyrS（C, D）. Calibration curves were drawn by plotting 
the data from peak area（A, C）or peak height（B, D）, respectively. Detection was performed for 
APAPS at 241 nm and for TyrS at 272 nm. The range of concentration injected for APAPS was 
0.0244-100μM, while that for TyrS was 1.95-1,000μM. 
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QLを単純に比較することはできないものの，本 HPLC-

UV検出では十分な感度で定量が可能であることが認め
られた．TyrSにおいては，イオンペア逆相 HPLCと蛍
光発色の組み合わせによる検出において，0.13-19μg/mL

（0.46-66.7μM）（20）または20μg/mL（70.2μM）までの
濃度範囲で良好な直線性とともに，ピコモルオーダーの
検出感度が報告されている（21）．本研究における
HPLC-UV法は蛍光法ほどの感度ではないものの，UV

吸収のある混合物が存在しない場合には，APAPSと
TyrSの測定に十分に適用可能であると考えられる．

日内変動と日間変動率
　APAPSと TyrSの測定精度を調べるために，異なる 2
つの濃度において繰り返し測定を行い，得られた値の変
動率と相対標準偏差値（%RSD）で表した．その結果，
本実験条件における 2化合物の溶出時間は，10 回繰り
返し測定時の日内変動率として0.22-0.54%， 3別日にそ
れぞれ10回， 3回， 3回の繰り返し測定時の日間変動率
として0.57-4.25%が示された（Table 3）．APAPSのピー
ク面積とピーク高の日内変動率は，低濃度0.195μMで
2.10-2.18％，高濃度50μMで0.89-2.09%であり，日間変

動率はそれぞれの濃度で4.12-4.53%と2.28-4.31%であっ
た．同様に，TyrSの日内変動率は，低濃度7.81μMで
2.72-3.24%，高濃度500μMで0.96-1.06%であり，日間変
動率はそれぞれの濃度で4.84-7.15%と0.77-3.21%であっ
た（Table 3）．これらの結果は，ピーク面積およびピー
ク高のいずれの測定データにおいても良好な精度と再現
性を示すものであった．

APAPSの合成とHPLCによる測定
　これまでに我々が行ってきた APAPSと硫酸との反応
条件では（17），APAPS合成時に安定して高収量を得る
には未だ課題が残っている．そのため，先行して APAP 

1 gと10 mLの硫酸との反応溶液より経時的にサンプリ
ングを行い，本 HPLC手技を用いて中和後の試液中の
APAPS生成量についての情報を得ることとした．本条
件では，原料の APAPと生成物である APAPSは異なる
溶出時間にピークとして分離できている（17）．その結
果，20分反応よりもむしろ30-60分反応後に APAPS生成
量が高い傾向にあった．さらに，APAP 1 g 当たりの
APAPS生成量を推定値として算出した結果，最大100 
mg付近まで合成できていることを確認できた（Fig. 3）．

Table 2．Detection and quantitation limits for APAPS and TyrS determined in HPLC analysis.

Peak Area Peak Height

DL (μM) QL (μM) DL (μM) QL (μM)

APAPS 0.00229 0.00693 0.00355 0.0108

(0.0123 ng) (0.0373 ng) (0.0193 ng) (0.0582 ng)

TyrS 0.659 2.00 0.199 0.602

(3.76 ng) (11.4 ng) (1.13 ng) (3.43 ng)

Data shown in the parentheses indicate the calculated amount of test chemicals 
within a 20-μL injection to HPLC. DL; detection limit, QL; quantitation limit.

Table 3．Intra- and inter-day assay precision for APAPS and TyrS determined in HPLC analysis.

Conc.
(μM)

Intra-day (n=10) Inter-day (n=3)

Retention 
Time (min)

Peak Area
(AU)

Peak Height
(μV)

Retention
Time (min)

Peak Area
(AU)

Peak Height
(μV)

APAPS 0.195 1.66 4,244 519 1.71 4,175 495
(0.54) (2.10) (2.18) (4.25) (4.12) (4.53)

50 1.76 1,094,462 101,827 1.78 1,100,968 101,460
(0.32) (0.89) (2.09) (1.01) (4.31) (2.28)

TyrS 7.81 1.63 3,329 288 1.63 3,290 287
(0.38) (2.72) (3.24) (0.613) (4.84) (7.15)

500 1.93 169,822 10,960 1.93 171,270 11,275
(0.22) (0.96) (1.06) (0.57) (0.77) (3.21)

Variation (%RSD, as shown in the parentheses) in the intra-day data is shown from the mean of 10 
replicated injections. Variation in the inter-day data is shown from the mean of 3 separated days with 
10 or 3 replicated injections. AU; arbitrary unit, %RSD; % of relative standard deviation. 
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これらの値は，同条件のもと我々が以前報告した際の，
APAP 1 gと硫酸10 mLとを40分間反応後に分離精製し，
最終的に得られた APAPS 91.1 mg（17）に匹敵するもの
であった．現状では，APAPが硫酸に完全には溶解しに
くく，飽和に近い状態で反応を行っていると考えられる．
今後はより低濃度の APAPを用いて同様の実験を行い，
APAPSの生成量に加えて APAPの検出量とともに反応
の効率性や進行状況を検証していくこともまた重要である．
　生体内における硫酸化は，これまで異物代謝と不活性
化ならびに排泄の面より注目されてきた .しかしながら，
個々のフェノール性化合物の生理活性の増減に硫酸化が
どの程度貢献しているのかを定量的に調べることができ
れば ,将来的には硫酸化代謝後の化合物の効能を予測で
きる可能性がある．我々はこれまでに，ナフトール異性
体とそれらの硫酸化代謝物を用いて抗酸化活性試験を行
うことにより，薬物代謝の過程で硫酸化代謝されても，
必ずしも常に活性が低下する訳ではないこと，硫酸化さ
れる位置に依存して活性が保持されることを明らかにし
た（24）．また，硫酸化代謝物のインドキシル硫酸が，
マクロファージの細胞内酸化レベルを亢進し，さらには
貪食能を低下させることを報告してきた（25, 26）．硫酸
化代謝の生理的意義を明らかにするためにも，硫酸化に
より化合物がどの程度の活性を保持しうるのかを個別に
調査することは（15），薬物代謝後の化合物の生理活性
を予測する上でも重要である（27）．従って，APAPSや
TyrSのみならず様々な硫酸化代謝物の生理機能や有効
性について明らかにしていくためにも，収量・収率の面
で効率の良い硫酸体合成法の設計と導入，続く代謝物レ
ベルでの機能性研究を力強く推進していくことが重要で
ある．

まとめ

　以上より，HPLC-UV検出による本手技が，APAPSと
TyrSのクロマトグラムにおける検出ピークの面積と高
さの両方において，定量性，検出感度，実験精度と再現
性の面より，少量サンプルの測定に有用であることを明
らかにした．従って，本手技が化学合成時に生じる
APAPSや TyrSの収率の推定や，さらなる硫酸化代謝物
の研究においても有益なツールとなることが期待される．
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要　約

　我々は最近，既存のチロシン O-硫酸体（TyrS）合成
法を基本としたアセトアミノフェン O-硫酸体（APAPS）
の有機合成法を確立してきた．本研究では，高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）を用いた APAPSと TyrSの
UV検出による測定を定量的に行うためのシンプルな手
法の設計を目的とした．これら 2つの化学物質は，体内
で第 II相薬物代謝における硫酸抱合時に親分子から生
じる硫酸化代謝物であり，これまでも有機合成を行って
いることから選択した．移動相（メタノール：水，40：
60（v/v））と ODSカラムを使用したアイソクラティッ
ク溶離では，APAPSが241 nm，TyrSが272 nmで検出可
能であり，保持時間はそれぞれ 1.70 分と 1.65 分であっ

Fig. 3．Effect of reaction time on the production of APAPS. APAP （1 g） was reacted with 10 mL 
sulfuric acid for indicated periods including a 20-min premixture. Data shown represent 
estimated amounts of APAPS produced in two independent experiments.
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た．ピーク面積とピーク高のデータを使用した検量線よ
り，それぞれ20μL注入後の APAPSの検出限界と定量
限界はそれぞれ 2.29-3.55 nMと 6.93-10.8 nM，TyrSの検
出限界と定量限界はそれぞれ 0.199-0.659μM と 0.602-
2.00μMであった．日内および日間変動率の分析により，
ピーク面積とピーク高における APAPSの相対標準偏差
が 0.89-4.53%で，TyrSが 0.77-7.15%であることが確認
できた．以上より，本手技が化学合成時に生じる
APAPSや TyrSの収率の推定や，さらなる硫酸化代謝物
の研究においても有益なツールとなることが期待される．
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