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抄録：経口抗癌薬 TS-1Ⓡは，テガフール（5-fluoro-1-［（2RS）-tetrahydrofuran-2-yl］ uracil, 
FT），ギメラシル（5-chloro-2,4-dihydroxypyridine, CDHP）およびオテラシルカリウム
（monopotassium1,2,3,4-tetrahydro-2,4-dioxo-1,3,5-triazine-6-carboxylate,Oxo）の合剤である．
TS-1Ⓡ は，主成分である FTが 5-fluorouracil（5-FU）のプロドラッグで，肝臓で活性代謝体
である 5-FU に代謝されて抗腫瘍効果を示し，がん治療における化学療法の一つとして，幅広
く使用されている1）．TS-1Ⓡ の主な副作用には，骨髄抑制，口内炎，消化管障害，肝機能障害，
色素沈着，発疹がある1-3）．近年，TS-1Ⓡ 療法における角膜炎，涙道閉塞などの眼合併症が報
告されている4-7）．TS-1Ⓡ 療法により，涙液中のFTや 5-FU が高濃度となり，眼合併症の発症
に関与していると指摘されている5，7）．涙液中の FTおよび 5-FUの定量は眼毒性の成因を知る
ためや適切な治療法の選択のために不可欠である．今まで，TS-1Ⓡ 投与後 FTおよび 5-FU に
ついて，血漿中からの分析報告8，9）はあるものの，涙液の分析は坂本らの濾紙法での報告7）

があるだけである．本研究では，ヒト涙液中 FTおよび 5-FU について，簡便な液‒液抽出法
および高感度親水性相互作用液体クロマトグラフィー（Hydrophilic interaction liquid 
chromatography, HILIC）法とタンデム質量分析（MS/MS）法を組み合わせて新しいHILIC-
MS/MS 分析システムの開発を試みた．本法は，10 µl という微量涙液を簡単な前処理を行っ
た後，抽出液を直接HILIC-MS/MS 装置に注入する簡便かつ高感度ハイスループットな分析
法であった．本法は，定量性・再現性に優れ，また，TS-1Ⓡ 投与患者の涙液中 FTおよび
5-FUの分析にも応用が可能であった．
キーワード：テガフール，5-フルオロウラシル，涙液，親水性相互作用液体クロマトグラ

フィー（HILIC），タンデム質量分析（MS/MS）

研 究 方 法

　1．材料・試薬
　5-FU および 5-Chlorouracil（内部標準物質；IS）
は Sigma-Aldrich 社（St. Louis, MO, USA）から，
FTは和光純薬工業（大阪）から，人工涙液として

用いたティアーレWⓇはオフテクス（神戸）から
それぞれ購入した．アセトニトリル，超純水および
その他の試薬は LC-MS 用または試薬特級に相当す
るものを使用した．涙液採取に用いたDrummond 
MicrocapsⓇ ガラス毛細管 （長さ 65 mm，外径
0.97 mm，内径 0.70 mm，容量 25 µl）は，フナコシ
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（東京）から購入した．
　2．標準液および品質管理（QC）試料の作製
　FT，5-FU および IS 各標準液は，何れかの薬物
を精密秤量した後，メタノールで溶解し保存用標準
液（1 mg/ml）とした．さらに，この保存用標準液
をメタノールで希釈し，0.05 ～ 100 ng/10 µl の範囲
の標準液を作製し，4℃で保管して使用した．また，
検量線用の薬物添加試料は，人工涙液 10 µl 当たり
0.4 ～ 40 ng の濃度範囲で作製した．なお，検量線
（0.04 ～ 4.0 µg/ml）は内部標準法によって作製し，
5-Chlorouracil を IS として使用した．QC試料は検
量線と同様の方法で，人工涙液 10 µl 中 0.4 ～ 40 ng
の薬物濃度範囲で作製した．
　3．サンプルの作製
　人工涙液は，市販点眼薬ティアーレWⓇを用い
た．薬物添加試験では，はじめに人工涙液 10 µl に
FT，5-FU および IS を添加し，さらに 2M酢酸ア
ンモニウム溶液 40 µl，2％ギ酸アセトニトリル
250 µl を加え混和した．その涙液試料は 19,600 ×
g で 3 分間遠心分離を行い，上清 15 µl を分析シス
テムにアプライした．
　4．分析装置および条件
　本分析システムにはUFLC（島津，京都）および
トリプル四重極とリニアイオントラップ機能を搭
載したAPI4000 Q Trap MS/MS 装置（AB Sciex, 
Framingham, MA, USA）を用いた．
　HILIC 分析条件は，以下の設定で行った．分析
カラム：Imtakt 社製の順相カラム UK-Amino（長
さ 50 mm，内径 3 mm，粒径 3 µm），カラム温度：
40℃，移動相：10 mM酢酸アンモニウム溶液（pH 
6.8，溶媒A），アセトニトリル（溶媒B），リニアグ
ラジエント（B％）：90％（0 min）→ 88％（1 min）
→ 30％（2 min），カラム流量：0.7 ml/min，試料注

入量：15 µl．
　質量分析は，大気圧化学イオン化法（atmospheric 
pressure chemical ionization, APCI）の負イオン
モードで行った．MSインターソース各種設定は，
イオンソース電圧：－4,500 V，イオンソース温
度：500℃，ネブライザーガス圧（高純度空気）：
60 psi，ヒーターガス圧（高純度空気）：50psi，カー
テンガス圧（高純度窒素）：12 psi，フルスキャン
モードにおける質量範囲：m/z 50 ～ 350，データ
取り込み時間：250 ms，peak 半値幅：0.6 ～ 0.75，
コリジョンガスは窒素ガスを使用した．多重反応
モニタリング （multiple reaction monitoring, MRM）
トランジションは各薬物に対応したMS/MS パラ
メーターの最適値を設定（Table 1）し，データ解
析はAnalyst 1.5.1 ソフトウエア（AB Sciex）を用
いて行った．
　5．検量線の作成
　検量線は，検量線用標準液（0.04，0.08，0.1，0.2，
0.5，1.0，2.0，4.0 µg/ml）および IS（1.0 µg/ml）を
人工涙液に添加して前処理を行い，上清をHILIC-
MS/MSのMRM測定を利用して検討した．また，
検量線は既知濃度（x）に対し，各薬剤/IS のピー
ク面積比（y）を最小 2乗法による直線回帰分析（重
み付けweight＝1）で算出した．検出限界は，シ
グナル/ベースラインノイズとの比（S/N比）が 3の
ときを検出限界（limit of detection, LOD）とした．
定量下限濃度（lower limit of quantitation, LLOQ）
および定量上限濃度（upper limit of quantitation, 
ULOQ）は，FDAの生体試料分析に関するガイド
ライン10）に従って，精度が 15％を超えず，真度
が 80 ～ 120％の範囲内にある濃度とした．本研究
では，ULOQには FTが 4.0 µg/ml，5-FU が 0.2 µg/
ml をそれぞれ設定した．

Table 1　Optimized MS/MS parameters

Compound MRM transitions DP EP CE CXP
（m/z） （V） （V） （eV） （V）

Tegafur 199 → 42 －50 －10 －30 －6
5-FU 129 → 42 －50 －10 －29 －5
5-chlorouracil （IS） 145 → 42 －51 －10 －29 －5

DP, Declustering Potential ; EP, Entrance Potential ; CE, Collision Energy ; 
CXP, Collision Exit Potential
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　6．精度と真度
　本分析法の日内変動・日間変動は，FTおよび
5-FU がそれぞれ 2種類濃度のQC試料MRM測定
し，精度・真度を用いて評価した．日内変動は同一
日内に人工涙液サンプルを 6回測定し，日間変動は
6日間にわたって測定して精度と真度を算出した．
精度は相対標準偏差（relative standard deviation, 
RSD）を用い評価し，真度については，人工涙液サ
ンプル濃度（理論値）に対する測定値の相対誤差
（relative error, RE ％）が±15％以内を許容基準
とした10）．
　7．回収率およびマトリックス効果
　人工涙液からの回収率は，2種類の濃度QC試料
を各 6回分析し，そのMRMクロマトグラムのピー
ク面積（A）と初期移動相に添加し分析で得られた
面積（B）を比較して計算した（A/B×100）．マ
トリックス効果は上記 Bと人工涙液サンプルを前
処理（希釈・遠心）した後，それぞれ同じ濃度を添
加して得られた面積（C）とを比較して算出した
〔（C/B－1）× 100）〕．
　8．試料保存の安定性
　保存試料の安定性（Stability）に関する検討では，
2 種類濃度の QC 試料を 4℃で 48 時間，－80℃で
4 週間ならびに 12 週間の条件でそれぞれ保存後，
MRM測定し涙液中の薬物の安定性（Stability）を
評価した．
　9．臨床への応用
　本研究で構築した分析システムを患者から採取し
た実際の涙液に応用した．本研究は，昭和大学医学
部医の倫理委員会（承認番号 1475 号），昭和大学ヒ
トゲノム・遺伝子解析倫理委員会（承認番号 188 号）
および大学病院医療情報ネットワーク研究センター
（University hospital Medical Information Network ; 
UMIN Center）（ID: UMIN000015415）の承認を得
て実施した．対象とした被験者は，昭和大学病院
および昭和大学病院附属東病院の外来および入院
中の TS-1Ⓡ 投与患者である．被験者に対し，涙液
から薬物分析に関する意義など本研究の試験内容
について書面を用いて十分説明し，自由意志によ
る同意を得た．涙液は，昭和大学病院および昭和
大学病院附属東病院の外来並びに病棟において，
結膜など組織に傷つけたり感染を起こしたりするこ
とのないよう細心の注意を払い，滅菌された毛細

管を用いて被験者の下眼瞼結膜嚢より採取（10 ～
20 µl）した．採取した涙液は，直ちに－80℃で凍
結保存した．

結 果

　1．マススペクトルおよびMRMクロマトグラム
　負イオンAPCI 法を用いたMS測定では，何れの
薬物も脱プロトン化分子［M‒H］－であるm/z 199
（FT），m/z 129（5-FU）および m/z 145（IS）が
感度良く検出された．また，MSスキャンで得られ
た上記脱プロトン化分子をプリカーサーイオンとし
てMS/MS 分析したところ，プロダクトイオンは
FT が m/z 199，128，42（ベースピーク），5-FU
が m/z 129，86，59，42（ベースピーク），IS が
m/z 145，102，42（ベースピーク）が観察された．
この結果からHILIC-MS/MS法を用いた涙液中FT，
5-FUの同時定量分析におけるMRMトランジション
は，FTがm/z 199 → 42，5-FU が m/z 129 → 42
および IS が m/z 145 → 42 にそれぞれ設定した
（Table 1）．人工涙液を用いた添加試験で得られた
MRMクロマトグラムをFig. 1 に示す．何れの薬物
ピークも 1分以内に感度良く検出され，バックグラ
ウンドノイズはほとんど検出されない良好な結果が
得られた．FTおよび 5-FU の保持時間は，それぞ
れ 0.5 分，0.7 分であった．

Fig. 1　 MRM chromatograms for 5-fluorouracil, 
tegafur and 5-chlorouracil （IS） in artificial 
tear solution （ATS） by HILIC-MS/MS. A 10-
µl of ATS （TeareⓇ W） was spiked with 2 ng 
of 5-fluorouracil and tegafur, and 10 ng of IS, 
respectively.
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　2．分析法バリデーション
　内部標準法を用いた検量線は，FT が 0.08 ～
4.0 µg/ml， 5-FU が 0.04 ～ 0.2 µg/ml の範囲で相関
係数 0.9978 以上の良好な直線性が得られた（Table 
2）．検出限界は 0.04 µg/ml で，定量下限濃度およ
び定量上限濃度はそれぞれ 0.04 ～ 0.08 µg/ml およ
び 0.2 ～ 4.0 µg/ml であった．
　Table 3 は日内変動および日間変動の精度および
真度を示す．FTおよび 5-FU の日内変動について
は精度が 1.7 ～ 2.5％，真度が 97 ～ 115％であった．

日間変動は精度が 1.7 ～ 5.2％，真度が 99 ～ 108％
で，何れも良好な結果を示した．
　本分析システムにおける回収率およびマトリック
ス効果を Table 4 に示す．回収率は FT が 116 ～
128％， 5-FU が 99 ～ 110％であった．また，FTお
よび 5-FU のマトリックス効果は，それぞれ 7.3 ～
10％，0.6 ～ 6.4％で，2つの薬物はイオンエンハン
スメントによる感度上昇が見られた．
　人工涙液サンプルにおける保存の安定性は，FT
および 5-FU は 4ºC，48 時間保存が 95 ～ 106％，

Table 2　Regression equations, LODs, LLOQs and ULOQs

Compound y ＝ ax ＋b a Correlation
coefficient（r）

Concentration
range（µg/ml）

LOD
（µg/ml）

LLOQ
（µg/ml）

ULOQ
（µg/ml）a± SD b± SD

FT 0.1178±0.0032 0.0021±0.0007 0.9993 0.08-4.0 0.04 0.08 4.0
5-FU 0.1003±0.0028 0.0025±0.0003 0.9978 0.04-0.2 0.04 0.04 0.2
a The slope （a） and intercept （b） are expressed as mean values±SD with six different calibrators （0.04, 0.08, 
0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 µg/ml）, on 6 consecutive days. The calibration curves were constructed by plotting 
peak area ratios of a test compound to an internal standard against drug concentrations.

Table 3　Precision and accuracy for 5-FUand FT in QC samples

Compound Intraday （n ＝ 6） Interday （n ＝ 6）

Concentration Concentration Precision Accuracy Concentration Precision Accuracy
added detected （CV, ％） （％） detected （％） （％）
（µg/ml） （µg/ml） （µg/ml）

FT 0.5 0.51 ± 0.012 a 2.4 103 0.52 ± 0.009 1.8 103
4.0 3.89 ± 0.097 2.5 97 3.95 ± 0.068 1.7 99

5-FU 0.04 0.046 ± 0.0008 1.7 115 0.043 ± 0.0024 5.2 108
0.2 0.210 ± 0.0053 2.5 105 0.204 ± 0.0034 1.7 102

a The values are means±SD.

Table 4　Matrix effect and recovery

Compound Spike Matrix effect Recovery（％） CV
（µg/ml） （％） （mean± SD）（％）

FT 0.5 10.0 128 ± 3.4 2.6
4.0 7.3 116 ± 0.7 0.6

5-FU 0.04 6.4 110 ± 3.1 2.8
0.2 0.6 99 ± 1.1 1.1

Positive values account for signal enhancement.
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－80ºC，4 週間および 12 週間保存がそれぞれ 93 ～
109％および 96 ～ 101％であった（Table 5）．これ
らは，何れも±15％以内と良好な安定性を示した．
　3．臨床への応用
　今回確立した分析法を用いて，60 歳代と 70 歳代
のTS-1Ⓡ 投与患者 2名の涙液検体について，FTお
よび 5-FUの分析を行った（Fig. 2 およびTable 6）．
眼合併症は，有害事象共通用語規準 v4.0 日本語訳
JCOG 版11）を用いてグレード評価を行った結果，
患者Aがグレード 3 の流涙，患者 Bがグレード 2
の角膜炎をそれぞれ認めた．また，TS-1Ⓡ 60 mg を
最終投与してから 5時間後に採取した涙液中FTお
よび 5-FU の濃度は，患者Aがそれぞれ 3.0 µg/ml
および 0.57 µg/ml で，患者 Bがそれぞれ 3.1 µg/ml
および 0.44 µg/ml であった．

考 察

　TS-1Ⓡ （FT・CDHP・Oxo 合剤）は，本邦で開発
され 1999 年の承認以来，各種悪性腫瘍の治療に使
用されている経口抗癌薬である．FTは，肝臓にお
いて薬物代謝酵素である CYP2A6 により活性体
5-FU に代謝され，抗腫瘍効果を発揮する1-3）．ま
た，CDHPは 5-FU の異化経路における律速酵素で
ある dihydropyrimidine dehydrogenase（DPD）の
阻害薬で，DPD による 5-FU の解毒的代謝を阻害
することから，5-FU血中濃度は長時間維持される．
Oxo は消化管に高濃度に分布し，5-FU の活性化酵
素であるリン酸化酵素を可逆的に拮抗阻害して消化
器毒性を抑制する作用がある1）．
　近年，TS-1Ⓡ を使用する患者が増加している．一
方，眼合併症の報告も増えている．眼合併症として，

海外では 2005 年に Esmaeli らが涙道障害，本邦で
は 2006 年に伊藤らが角膜障害や涙道障害をそれぞ
れ報告した4，5）．またMatsumoto らは結膜炎，マイ
ボーム腺炎，ドライアイ，角膜炎，涙道閉塞など
TS-1Ⓡによる眼障害を報告した6）．さらに，坂本ら
は，TS-1Ⓡ の眼障害が難治となった例を報告した7）．

Fig. 2　 MRM chromatograms obtained by 
present method from the tear 
samples of two cancer patients 5 h 
after receiving TS-1Ⓡ （120 mg/day 
in 2 divided） medication. The 
amount of 5-chlorouracil （10 ng） 
was spiked as the IS.

Table 5　Stability in QC samples at 4℃ and －80℃

Compound Concentration
added（µg/ml）

Stability（％）a

4℃ －80℃ －80℃
（48 h） （4 weeks） （12 weeks）

FT 0.5 105 ± 5.9 b 100 ± 3.4 98 ± 0.9
4.0 95 ± 6.4 107 ± 5.2 101 ± 1.3

5-FU 0.04 100 ± 3.1 93 ± 1.1 96 ± 2.3
0.2 106 ± 2.5 109 ± 4.7 97 ± 0.7

a The values obtained from QC samples freshly prepared and analyzed immediately were set at 100％.
b Each value is mean± SD （n＝ 4）.
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2012 年には，涙道閉塞がTS-1Ⓡ の重大な副作用と
して添付文書に記載され注目されている．これら
の眼合併症の発症要因としては，涙液中の FT，
CDHPまたは 5-FUの関与が考えられている5，7）．
　現在行われているTS-1Ⓡ 療法による眼合併症治
療は，合併症発症後の涙液中の薬物濃度を下げる目
的で，人工涙液等の点眼や涙道閉塞に対する涙道
チューブ挿入などの治療が行われている．しかし，
何れの治療も患者の主訴に依存し，治療が遅れ重症
化することが臨床で問題となっている7）．本研究は
涙液中の FTおよび 5-FU の高感度分析により，眼
合併症の発症を事前に予測し，最適な治療を行うこ
とを可能にしているもので，QOL の向上に寄与す
ると考えられる．
　これまで，人体試料からのFT，5-FU，CDHPに
ついての分析法は，血漿を用いた報告8，9）はあるも
のの，涙液を用いた報告は，坂本らの濾紙法での報
告7）があるだけで，定量分析の報告は見当たらな
い．HILIC-MS/MS を用いた涙液中FT，5-FUの高
感度分析は本研究が最初の報告である．
　通常，人体試料からの薬物分析法開発，さらに
分析法バリデーションの評価には血漿，尿などの
ドラッグフリーサンプルが必須である．しかし，
涙液については，健常人でも涙液量は約 5～ 10 µl
と微量であるため，採取が難しく，入手が困難で
あった．そのため，人工涙液（the artificial tear 
solution, ATS）などが代用されている12）．本研究
では，市販点眼薬である，New マイティア CLⓇ，
ソフトサンティアⓇ，0.1％ヒアレインⓇ，アイリス
CL-I ネオⓇおよびティアーレ WⓇの 5 種類につい
て，MRM測定上のバックグラウンドノイズを検討
したところ，FTと 5-FU 分析にはティアーレ WⓇ

が最適であった．一方，廣澤らは，涙液中非ステロ
イド消炎鎮痛薬の分析には人工涙液としてソフトサ
ンティアⓇが最適と報告している13）．このように，
最適な人工涙液が分析薬物により異なるのは，異な
る点眼液の組成が，HILIC-MS/MS 分析において，
バックグラウンドノイズおよびマトリックス効果な
どの違いに大きく関与するためと考えられる．涙液
中薬物分析を行う際には，人工涙液について予備試
験で検討を行い，最適な選択を行うべきである．
　これまで行われてきた涙液採取方法には，毛細
管法とシルマー法がある．シルマー法に比べ毛細
管法は，涙液量が正確で，MS/MS を用いた定量分
析に最適である．本研究では，容積，長さ，外径，
内径の異なる 6 種類のガラス毛細管について予備
試験を行った結果，粘性涙液も採取可能である
Drummond MicrocapsⓇ ガラス毛細管を滅菌処理し
た上で涙液の採取に用いた．
　FTおよび 5-FU はフッ化ピリミジン系構造を有
し，そのままでは逆相系カラムを用いたHPLC 分
析では薬物の保持分離が困難である．従来，ヒト
体液中 FTおよび 5-FU の分析法としては，4-ブロ
モメチル-7-メトキシクマリン（4-bromomethyl-7-
methoxycoumarin）等による誘導体化が必要なう
え，液‒液抽出などの前処理にも煩雑な操作や多量
の有機溶媒が必要であるなどの欠点が問題点として
指摘されている14）．
　順相クロマトグラフィーの一種であるHILIC は，
水とアセトニトリルなど有機溶媒の混合移動相，さ
らに高極性固定相（シリカ）を併せた相互分配作用
による分離モードである．これは古典的な順相クロ
マトグラフィーに必須な非水溶性有機溶媒を必要と
しない新しい分析方法として注目されている15，16）．

Table 6　 Concentrations of FT and 5-FU in human tear samples obtained from two cancer patients after receiving 
TS-1Ⓡ medication

Patient Gender Height Weight Histology Dosage Time after Concentration （µg/ml）
（cm） （kg） （mg/day） administration（h） FT 5-FU

A Male 166 49 Hypopharyngeal 120 mg/day 5 3.0 0.57
cancer （in 2 divided）

B Female 155 47 Gastric cancer 120 mg/day 5 3.1 0.44
（in 2 divided）
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移動相はアセトニトリルのような水と混ざりうる
溶媒による水系が使用され，高極性化合物の保持
分離も優れている．さらに，HILIC モードは有機
溶媒比がリッチであるため，イオン化効率も向上
し，高感度質量分析が期待できる．本研究で用い
た Imtakt 社製アミノ系シリカカラムである UK-
Amino カラムは親水性の相互分配作用とイオン交
換相互作用を両方備えており，従来の順相カラムに
は不可能な水系移動相 100％によるカラム洗浄が可
能であるため，バックグラウンドノイズの少ない質
量分析を可能としている17）．また，同時にこのカラ
ムは耐久性にも優れていることを既に報告してい
る17）．本分析に用いた UK-Amino カラムは，アセ
トニトリルによるリニアグラジエント（90 → 88％）
を 1 分間行った後，10 mM酢酸アンモニウム溶液
70％で洗浄した．その結果，バックグラウンドノイ
ズがほとんど見られないきれいなMRMクロマト
グラム並びに約 300 回分析可能なカラム寿命が得ら
れた．それによって，再現性ならびに安定性に優れ
た迅速かつ高感度な質量分析が可能であった．
　本法は 10 µl という微量の涙液試料を少量の溶媒
を用いて希釈・遠心を行った後，上清をそのまま
HILIC-MS/MS にダイレクトに注入するだけの簡便
な分析法である．また，本法は従来の報告に比べ，
迅速かつ高感度な FTおよび 5-FU の定量分析が可
能であった．分析バリデーションの検証において，
本法は良好な定量性および回収率，低い LODおよ
び LLOQと高い安定性が得られた．さらに，本法
を臨床サンプルの分析に応用したところ，簡便・迅
速・高感度分析ができることが明らかとなった．今
後，血漿中の FTおよび 5-FU の定量法も開発する
ことにより，血漿中濃度と涙液中濃度との関係，体
液中濃度と眼合併症との関係などを明らかにしてい
きたいと考えている．
　本研究で確立した分析システムは，ヒト涙液中
FTおよび 5-FU のハイスループット分析だけでな
く，他の薬毒物への応用も期待でき，眼科を始めと
する臨床および法医学領域において有用であること
が示唆された．
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HIGHLY SENSITIVE ANALYSIS OF TEGAFUR AND 5-FLUOROURACIL  
IN HUMAN TEARS BY HILIC-MS/MS
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　Abstract 　　 TS-1Ⓡ is composed of tegafur （FT）, gimeracil and oteracil potassium.  In the liver, FT 
is converted to 5-fluorouracil （5-FU） with antitumor activity.  Many complaints of ocular side effects have 
been reported in patients receiving TS-1Ⓡ.  However, few studies have analyzed the concentrations of FT 
and 5-FU in human tears obtained from patients receiving TS-1Ⓡ.  A simple, rapid and sensitive method 
was developed.  Here, we validate this method of hydrophilic interaction liquid chromatography （HILIC）
-tandem mass spectrometry （MS/MS） for the analysis of FT and 5-FU in tears.  After simple liquid-liquid 
extraction of tears （10 µl） spiked with FT, 5-FU and 5-chlorouracil （IS）, the clear supernatant （15 µl） ob-
tained by centrifugation was directly injected into the HILIC-MS/MS, and each drug was separated on a 
Unison UK-Amino column.  Quantification was performed by multiple reaction monitoring （MRM） with 
negative-ion atmospheric pressure chemical ionization （APCI）.  Distinct peaks appeared for the drugs on 
each channel within 1 min.  The regression equations showed good linearities in the range of 0.04 ～
4.0 µg/ml （γ＞ 0.9978） for FT and 5-FU.  Recoveries of the drugs were 99‒128％, and the coefficient of 
variation （CV） was ≤ 5.2％.  When the method was applied to simultaneous determination of FT and 
5-FU levels in tears obtained from patients receiving TS-1Ⓡ, both the parent drug, FT, and also the active 
metabolite, 5-FU, were successfully identified and quantified with only a 10-µl sample.  This method will 
be useful clinically for the simultaneous determination of FT and 5-FU in small amounts of body fluids.
Key words :  tegafur, 5-fluorouracil, tear, hydrophilic interaction liquid chromatography （HILIC）, tandem 

mass spectrometry （MS/MS）
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