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平成 15 年度厚生労働科学研究費（効果的医療技術の確立推進臨床研究事業） 

日本人の水溶性ビタミン必要量に関する基礎的研究 

主任研究者 柴田克己 滋賀県立大学 教授 

 

Ⅱ．水溶性ビタミン関連物質の定量方法 

 

5．ナイアシンの定量方法 

 

主任研究者 柴田克己 滋賀県立大学 教授 

 

研究要旨 

 本研究で使用したナイアシン関連化合物の測定方法についてまとめた． 

 

A．実験方法 
1. HPLC による尿中ニコチンアミド

（Nicotinamide: Nam），尿中 2-Py（N1- methy- 
2-pyridone-5-carboxamide），尿中 4-Py（N1- 
methyl- 4- pyridone- 3-carboxamide）測定方法 

1-1． 試薬作成方法 
イソニコチンアミド標準（凍結保存） 
Pyridine-4-carboxamide = 122.13 
（和光純薬工業株式会社，室温保存） 
1) 1 mg / ml イソニコチンアミドを作成． 

イソニコチンアミドを 0.001 g 秤量し，超

純水を 1.0 ml 加えた． 
2) 1)を 0.1 ml 取り，超純水を 4.9 ml 加え，50

倍希釈し，この液を標準として 20 µl イン

ジェクションした． 
ニコチンアミド標準（凍結保存） 
Nicotinamide = 122.13（和光純薬工業株式会社，

室温保存） 
1) 1 mg / ml のニコチンアミドを作成． 

ニコチンアミドを 0.002 g 秤量し，50 mM 
KPB, pH 7.0 を 2.0 ml 加えた． 

2) 1)を 0.2 ml 取り，50 mM KPB pH 7.0 を 3.8 
ml 加えて，20 倍希釈した． 

3) 2)の吸光度を測定し，ε265nm= 3300 より

正確な濃度を求め（対照セルには 50 mM 
KPB, pH 7.0 を入れること），この液を標準

とし，20 µl インジェクションした． 
(0.4950 / 3300 = 1.50×10-4 M) 
標準のスペクトルを図 1 に示した． 

2-Py 標準（凍結保存） 
N1-Methy-2-pyridone-5-carboxamide=167.12 
（市販品なし．自己合成品，凍結保存） 
1) 1 mg / ml の 2-Py を作成． 

2-Py を 0.0027 g 秤量し，超純水を 2.7 ml
加えた． 

2) 1)を 0.05 ml 取り，超純水を 4.95 ml 加えて，

100 倍希釈した． 
3) 2)の吸光度を測定し，ε250nm=14516 より 

 
正確な濃度を求め，この液を標準とし，20 µl
インジェクションした． 

(0.5294 / 14516 = 3.65×10-5 M) 
標準のスペクトルを図 2 に示した． 

4-Py 標準（凍結保存） 
N1-Methy-4-pyridone-3-carboxamide= 167.12 
（市販品なし．自己合成品，凍結保存） 
1) 1 mg / ml の 4-Py を作成． 

4-Py を 0.0027 g 秤量し，超純水を 2.7 ml
加えた． 

2) 1)を 0.05 ml 取り，超純水を 4.95 ml 加えて，

100 倍希釈した. 
3) 2)の吸光度を測定（図３）し，ε 250 nm = 

14516 より正確な濃度を求め，この液を標

準とし，20 µl インジェクションした． 
50mM KPB,pH 7.0 
1) 50 mM KH2PO4 

リン酸二水素カリウム= 136.09 
リン酸二水素カリウム 0.34 g を秤量し，超

純水で溶解し，水にて 50 ml にした． 
2) 50mM K2HPO4 

リン酸二水素カリウム= 174.18 
リン酸水素二カリウム 0.87 g を秤量し，超

純水で溶解し，水にて 100 ml にした． 
3) スターラーで撹拌しながら，1)に 2)を入れ，

pH 7.0 にあわせた． 
 
1M KH2PO4 (pH 3. 0) 

リン酸二水素カリウム= 136.09 
リン酸二水素カリウム 136.09 g を秤量し，水

を 800 ml 程度加え，完全に溶解させる．pH
メーターを利用して，リン酸を滴下して，pH
を 3.0 に調整した．その後，水で 1000 ml に
した． 

 
1-2． 試料調製方法 
尿を用いた時のHPLC注入試料の作成方法

を図 4 に示した． 
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1-3． 測定条件 
移動相：1MKH2PO4 (pH3.0)     10 ml 

超蒸留水         990 ml 
アセトニトリル      41.7 ml 

流速：1.0 ml / min 
PRESSURE：160 kgf / cm2 
カラム：CHEMCOSORB 7-ODS-L (φ4.6×250 
mm) 
カラム温度：40℃ 
検出器：SHIMADZU SPD– 10AVP 
データプロセッサー：SHIMADZU CR – 8A 
検出方法：紫外分光光度計（260 nm） 
 
1-4． 計算方法 
1)標準混合液を流し，1 nmol あたりの面積を

計算した（図 5）． 
2) 回収率を計算した． 
 回収率( % ) = 

試料のイソニコチンアミド検出 AREA /イ
ソニコチンアミド標準 (20µl / ml)の 20µl
検出 AREA 

3) 検出AREA / 1 nmolあたりのAREA×500 µl 
/ 20 µl×1日の尿量 (ml) / 1 ml×100 / 回収率

(%) =    nmol / day （図 6） 
※500=全量，20=注入量，1=使用した尿量 

 
（例）ラット尿 

Nam：35225 / 85763×500 / 20×25 / 1×100 / 
91= 282 nmol / day 

2-Py：439691 / 302119×500 / 20×25 / 1×100 / 
91= 1000 nmol / day 

4-Py：1745755 / 268886×500 / 20×25 / 1×100 
/ 91= 4459 nmol / day 

 
2．HPLC による尿中メチルニコチンアミド

（N1-methylnicotinamide: MNA）測定方法 
2-1．試薬作成方法 
MNA 標準（冷凍保存） 
N1-methylnicotinamide= 172.61（東京化成工業

株式会社，室温保存） 
1) 1 mg / ml の MNA- Cl を作成． 

MNA- Cl を 0.0022 g 秤量し，超純水を 2.2 
ml 加え，溶解した. 

2) 1)を 0.1 ml 取り，超純水を 4.9 ml 加え，50
倍希釈した． 

3) 2)の吸光度を測定（図 7）し，ε264.6 nm= 
4940 より正確な濃度を求めた． 
(0.5633 / 4940 = 1.140×10-4 M)． 

1 M Isonicotinamide（冷蔵保存） 
Pyridine-4-carboxamide=122.1 
（和光純薬工業株式会社，室温保存） 
イソニコチンアミドを 1.22 g 秤量し，超純水

にて 10 ml にした． 
100 mM アセトフェノン in エタノール（冷蔵

保存） 
Acetophenone= 120.15 
アセトフェノンを約 2.3 ml 取り，エタノール

にて 200 ml にした． 
6 M NaOH（冷蔵保存） 
Sodium hydroxide= 40 
（和光純薬工業株式会社，室温保存） 
NaOH を 120 g 秤量して，250 ml 程の超純水

で溶かした．（このとき刺激臭と熱を発する

ので，ドラフト内で氷で冷やしながら行っ

た．）溶けたらメスシリンダーに移し，超純

水にて 500 ml にした． 
1 M KH2PO4 (pH 3.0) 

リン酸二水素カリウム= 136.09 
リン酸二水素カリウム 136.09 g を秤量し，水

を 800 ml 程度加え，完全に溶解させる．pH
メーターを利用して，リン酸を滴下して，pH
を 3.0 に調整した．その後，水で 1000 ml に
した． 
100 mM EDTA-2Na（冷蔵保存） 
EDTA 2Na=372.24 
（和光純薬株式会社，室温保存） 
EDTA-2Na を 0.372 g 秤量し，10 ml の超純水

に溶かした． 
 
2-2．試料調整方法 
 尿を用いた時の MNA 測定のための HPLC
注入用試料の作成方法を図 8 に示した． 
 
2-3．測定条件 
移動相：1 M KH2PO4 (pH3.0)     30 ml 

1-Heptanesulfonic acid sodium salt  
1 g 

100 mM EDTA-2Na       1 ml 
超蒸留水         969 ml 
アセトニトリル      290 ml 

流速：1.0 ml / min 
PRESSURE：140 kgf / cm2 
カラム：Tosoh ODS-80Ts (φ4.6×250 mm) 
カラム温度：40℃ 
検出器：SHIMADZU RF – 10AXF 
データプロセッサー：SHIMADZU CR – 6A 
検出方法：蛍光法（励起波長 382 nm，蛍光波

長 440 nm） 
 
2-4．計算方法 
1) 1.140×10-4 M の MNA を 20 µl (15.2 pmol)

を使用して図 8 の操作を行った反応液を

20 µl HPLC に注入し，1 pmol あたりの面積

を出す． 
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510564 / 15.2 = 33590 / pmol 
AREA / 1 pmolあたりの面積×3000 / 20×1日の

尿量 / 0.1×1 / 1000 =      nmol / day 
※3000 =全量，20 =インジェクションした量，

0.1 =使用した量 
（例）ラット尿 

757722 / 33590×3000 / 20×25 / 0.1×1 / 1000 = 
846 nmol / day 

 
3．HPLC による肝臓および筋肉中ニコチンア

ミド測定方法 
1-1． 試薬作成方法 
 尿中ニコチンアミドの測定で用いた試薬

と同様 
 
1-2． 試料調製方法 
 生体試料を用いた時のHPLC注入用試料の

作成方法を図 11 に示した． 
 
1-3． 測定条件 
移動相：1 M KH2PO4（pH 3.0）        10ml 

Ultra-pure water        990ml 
Acetonitrle           41.7ml 

流速：1.0 ml / min 
PRESSURE：160kgf / ㎠ 
カラム：CHEMCOSORB 7-ODS-L (φ4.6×250 

mm) 
カラム温度：40 ℃ 
検出器：SHIMADZU LC-10AXL 
検出方法：紫外分光光度計（260 nm）  
 
1-4． 計算方法 
1) Nam 標準を流し，1 nmol あたりの面積を計

算した． 
2) IsoNam 標準(A)を流し（約 370000 / 20 µl），

回収率を求めた． 
回収率 100 %の値 (B) =  
AREA×5×(3000 / 20)×(1.0 / 3.2)×(1.2 / 
9.8)×(1.0 / 1.26)×(20 / 500) 
回収率(%) = (C / B)×100 

3)  試料中のニコチンアミド含量 (nmol / g of 
liver or tissue) = 
1)で求めた値×(500 / 20)×(1.26 / 1.0)×(9.8 
/ 1.2)×(3.2 / 1.0)×(1.0 / 0.6) （図 12）． 

4) 計算した値を回収率で割った値を真の値

とした． 
 

B．健康危険情報 
 特記する情報はない． 
C．研究発表 
1．論文発表 
 なし 

２．口頭発表 
 なし 
D．知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む） 
１．特許予定 
 なし 
２．実用新案登録 
 なし 
３．その他 
 なし 
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図 1．ニコチンアミドの UV スペクトラム 
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図 2.2-Py の UV スペクトラム 
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図 3．4-Py の UV スペクトラム 
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   尿 1 ml 
 

       10 µl の 1 mg / ml のイソニコチンアミドを添加 

                （非常に丁寧に正確に行う） 

       炭酸カリウムを 1.2 g 添加 

       氷冷する（発熱するので） 

       5 ml のジエチルエーテルを添加（ドラフト内で） 

       5 分間激しく振とうする 

       1 分間，遠心分離 

        （YAMATO 遠心管エバポレーター2000 rpm） 

       ジエチルエーテル層をパスツールピペットで取り， 

        乾固チューブに移す（ドラフト内で行う） 

 

  集めたエーテル層 

 

       40℃の温水中に入れ，乾固させる（ドラフト内で行う） 

       水 0.5 ml を加え，タッチミキサーを用いて乾固物を溶解する 

       0.45 µm のフィルターでろ過する 

 

  HPLC 注入用試料－－－20 µl をインジェクションする 

 

図 4．尿を用いた時の HPLC 用試料の作成方法 

 

 

２
回
，
繰
り
返
す 
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図 5．イソニコチンアミド，ニコチンアミド，2-Py，4-Py の各標準混合液の HPLC クロマトグ

ラムの例 
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図 6．尿（ラット）を試料とした HPLC クロマトグラムの例． 

6.258 分が内部標準のイソニコチンアミド． 

7.031 分がニコチンアミド 

7.634 分が 2-Py． 

8.474 分が 4-Py． 
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図 7．MNA の UV スペクトラム 
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 MNA 用ねじ口試験管使用 
   ・尿――――――――――――――尿 100 µl＋水 100 µl = total 800 µl 
   ・標準——1) 20 µg / ml MNA 標準溶液 20 µl＋水 780 µl = total 800 µl 

 
    
 
 
 
 

       氷中で行う  
      6 M NaOH を 1.0 ml 添加 
      0℃で 10 分間放置 
      99 %ギ酸を 0.5 ml 添加 
      0℃で 15 分間放置（この間にふたを閉める） 
      沸騰水中に 5 分間放置 
      十分に氷冷 
 
  1-methyl-7-phenyl-1, 5-dihydro-5-oxo-1, 6-naphthyridine / 3 ml 
 
      遠心分離（Eppendorf Centrifuge 5412 型，10,000 rpm，3 分間） 
      0.45 µm のフィルターでろ過 
 
   ろ液 HPLC 注入用サンプル−−−20 μl インジェクションした 
 

図 8．尿を用いた時の MNA 定量のための試料作成の方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9．標準の MNA を誘導体化した化合物の HPLC クロマトグラムの例 

 上記試料              0.80 ml 
 1 M イソニコチンアミド       0.20 ml 
 100 mM アセトフェノン       0.50 ml 
 

氷
中
で
行
う 
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図 10．尿を試料とした時の HPLC クロマトグラムの例（MNA の測定） 
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 臓器 or 筋肉 0.6 g（凍結品も可） 
臓器 or 筋肉の 5 倍量の 100 µl / ml のイソニコチ

ンアミド（内部標準として使用）を加え，ホモ

ゲナイザー（Ultra-disperser）で約 1 分間ホモゲ

ナイズ（完全に均一化する） 
ホモジネート（約 3.2 ml） 

    ねじ口試験管に 1 ml のホモジネートを入れ，さら

に超純水 4 ml を加え，よく混合． 
    121 ℃，プラス 1 気圧で 10 分間オートクレーブ

（NAD, NADP をニコチンアミドにするため） 
    氷冷（小休止可） 
    遠心分離（10,000×g, 10 min） 

上清（5 ml ）     
 

沈殿 
    5 ml の超純水を加え 

ホモゲナイズして， 
よく混合． 

  
遠心分離 
( 10,000×g, 10min ) 

 
上清（約 4.8 ml ） 

   
 

あわせた上清（約 9.8 ml, 凍結保存可） 
ミクロチューブに上清を 1.2 ml 取り出し，70%過塩素酸 0.07 ml を加え，よ

く混合． 
        5 分以上放置（室温） 
        遠心分離( Eppendorf Centrifuge 5412 型，10000 rpm, 3 min) 

上清( 約 1.26 ml ) 
            ｜ 

ねじ口試験管に上清を 1 ml 入れる 
炭酸カリウムを 1.2 g 添加( 1.2 g 測定できるスプーンを作成しておくと便利) 
発熱するので氷冷する． 
5 ml（駒込ピペットを使用．少々の誤差があって 
もかまわない）のジエチルエーテル添加． 
（ドラフト内で行う） 
5 分間激しく振とう（炭酸カリウムは完全に溶解 
しなくても O.K）  
遠心分離（2000 rpm, 1min：水層とエーテル層が 
分離すれば O.K） 
ジエチルエーテル層をパスツールピペットで取り 
乾固チューブに移す．（ドラフト内で行う） 

集めたエーテル 
       40 ℃の温水中に入れ，乾固させる．（ドラフト内で行う） 

超純水を 0.5 ml 加え，乾固物を溶解． 
0.45 µm のフィルターでろ過． 

ろ液 20µl を HPLC に注入 
 

図 11．生体試料を用いた時のニコチンアミド測定のための HPLC 注入試料の作成方法 

２
回
繰
り
返
す
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図 12．鯉筋肉を試料としたときの HPLC クロマトグラムの例 
5.643 分が内部標準のイソニコチンアミド． 
6.307 分がニコチンアミド． 
 

内部標準：イソニコチンアミド 

ニコチンアミド 


