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2- ニトロフェニルヒドラジンを用いたマウス糞中の
短鎖脂肪酸の HPLC 定量
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ABSTRACT: It has been suggested that imbalances in gut microbiota are related to 
diseases associated with metabolism, the central nervous system, etc. Therefore, analysis 
of short-chain fatty acids (SCFAs) produced by gut microbiota is very important as an 
indicator of causation, demonstrating the effects on the host due to changes in the gut 
microbiota. We developed a HPLC method for the determination of SCFAs in mouse 
feces. After homogenization, the SCFAs in mouse feces and 2-ethylbutyric acid (internal 
standard) were derivatized with 2-nitrophenylhydrazine (2-NPH) in the presence of 
1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide. The 2-NPH derivatives of SCFAs and 
the internal standard were separated on a reversed-phase column (octadecyl silyl column) 
by gradient elution using phosphoric acid (pH 2.5)–acetonitrile at 50°C and detected by 
absorbance measurement at 400 nm. The recovery of the method was 90–115%, with a 
precision (relative standard deviation) of 1.3–7.7%. The determination of SCFAs by the 
present method can provide useful information for biological and clinical research.

抄録　腸内細菌叢の不均衡は、代謝や中枢神経系などに関連する疾患に関連しているこ
とが示唆されている。したがって、腸内細菌叢によって生成される短鎖脂肪酸（SCFA）
を分析することは、腸内細菌叢の変化による宿主への影響を示す原因の指標となるため
重要である。そこで、マウスの糞便中の SCFA を測定するための HPLC メソッドを開発
した。ホモジネートされたマウス糞便中の SCFA と 2- エチル酪酸（内部標準）を 1-(3-
ジメチルアミノプロピル )-3- エチルカルボジイミドの存在下で 2- ニトロフェニルヒドラ
ジン（2-NPH）で誘導体化した。 SCFA 及び内部標準の 2-NPH 誘導体は、逆相カラム
を用いたリン酸（pH 2.5）- アセトニトリルによるグラジエント溶出法により、50℃で分

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

https://core.ac.uk/display/401621504?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


− 46 −

離され、400nm での吸光度測定で検出された。添加回収率は 90〜115％、精度（相対標
準偏差）は 1.3〜7.7％であった。本法による SCFA の定量は、生物学的および臨床的研
究に有用な情報を与えることができる。


