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研究成果の概要（和文）：糖尿病関連物質である尿たんぱくとクレアチニン、環境水中のホルム

アルデヒドなどの生体代謝に影響を与える微量物質の自動測定法の開発を行った。この測定法

及びシステムは廃液・試薬消費削減が可能で、環境にやさしいマイクロフローを用いるセンシ

ングシステムで環境化学・臨床化学・病態診断に有用である。また PC 制御によるスキルフリ

ー化が可能である。 
研究成果の概要（英文）：Micro-flow sensing systems were assembled for the urinary albumin 
and formaldehyde in the waste water. The proposed analytical techniques show some 
advantages on easy handling, less reagent consumption, fully automated operation, 
rapidity and reproducibility. The system is available for diagnosis and environmental 
analysis.   
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１． 研究開始当初の背景 

0.5mm の細管を流れる試薬溶液に試料

を注入するながれ分析法としてフローイン

ジェクション法(FIA)やシーケンシャルイン

ジェクション(SIA)法の手法の開発が目覚ま

しい進歩を遂げている。この手法は環境化

学・臨床化学・食品化学などの領域でその応

用が注目され、装置化が図られている。酒井

は FIA や SIA 法などのフローシステムをさ

らに機能化するために開発した多くの装置
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は市販化されている。これらの装置は大型機

器に比べ安価・小型化・機能化されており、

またスキルフリー的要素があることから広

範に利用されている。しかし、最近「化学分

析技術の未熟さ」が懸念されていること、ま

た「高効率の分析技術」が要求されている現

状を考えると「微量成分の完全自動化検出シ

ステム」と廃液量、試薬消費量の「化学計測

の環境負荷物質低減化」を図るための技術開

発は必要不可欠である。 
 本研究では新規機能性試薬による生体関

連物質や有毒性物質のナノレベルオンライ

ン検出技術を開発し、「生命と安心への化学

計測技術の提供」を目的とした。この目標は

臨床化学・環境化学で最も要求度の高いもの

で、その成果への期待は大きい。 
 

２． 研究の目的 
（１）糖尿病疾患における尿タンパクとクレ

アチニンの同時分析システムの開発 
現在国内では潜在的患者も含めると糖尿

病疾患の患者数は700万人を超すと言われて

いる。臨床試験としてｲｵﾝ会合試薬 TBPB を

含浸させた試験紙目視法が簡便迅速法とし

て利用されているが、±300 ppm が誤差許容

範囲である。従って精度は悪くスクリーニン

グの機能しかない。最近 24 時間タンパク排

泄量測定が困難なことから、アルブミン/クレ

アチニンの比を求めるＡＣＲ法が推奨され

ている。しかしそれぞれが単独で測定され、

その結果より統計的に算出される。申請者は

FI 法及び SI 法による単成分検出システムを

20004 年と 2007 年に報告しているが、この

技術と上記の発色反応を融合させ、新規のＡ

ＣＲの測定法を開発する。 
（２）排水中のホルムアルデヒドの高感度分

析法の開発 
ホルムアルデヒドは喫煙時に濃度が増大

し、３０分間は平常濃度に戻らないことを報

告（2008 年）した。しかし１９９０年代に

シックハウス症候群を引き起こす原因物質

として問題視されるようになり、室内空気濃

度は 0.08 ppbv 以下とされ、水道水中の指針

値は 0.08 mg/L に設定されている。硫酸ヒド

ロキシルアミンが添加されるとホルムアル

デヒドと化学量論的に反応し pH 変動が起こ

ることを見出している。また Fe(III)共存下で

起こる還元反応とフェナントロリンとの錯

生成反応を利用することによりホルムアル

デヒドの高感度分析が可能となる。さらに、

この反応をフロー分析法に導入し、装置のミ

クロ化・自動化を図ることで、on-site 分析に

適用できる。 
（３）SIEMA による血清アルブミンの自動

分析システムの開発 
ＦＩＡは溶液の流れが層流を形成するこ

とから、溶液間の混合が良好で、化学反応の

促進に効果的である。ＳＩＡにおける混合は

リバースフローのみで行われるので、化学反

応の進行は不十分である。しかし溶液はシリ

ンジで正確に吸引・吐出できる。この吸引量

は２００μＬ程度であり、一試料あたりの溶

液使用量は極めて少なく、トータルで１ｍＬ

あれば測定可能である。ここで提案する溶液

の吸引・吐出はシリンジポンプとソレノイド

バルブで選択される。吸引された試薬溶液、

緩衝液、試料はミキシングポイントで同時に

合流し、下流にある混合コイルで反応が促進

される。反応生成物は体積８μＬ、光路長 10
ｍｍのフローセルを備えた分光光度計で吸

光度が測定される。 
 
３． 研究の方法 
（１）糖尿病疾患における尿タンパクとクレ

アチニンの同時分析システムの開発 
テトラブロモフェノールブルー(TBPB)、エ

オシン Y(EO-Y)、テトラヨードフルオレセイ

ン(TIF)はタンパクと会合し、異染色性を示す



ことを見出しているが、定量条件の適正及び

バックグランドの影響を検討した。また、

Jaffee法に基づくクレアチニン発色原理を基

に SI-Lab-at-Valve に導入し、装置を自動作

動するためのプロトコールを確立する。この

システムは光ファイバーを用いる小型検出

器が装填され、溶液の吸引・吐出はＰＣで制

御される。アルブミンとクレアチニンを定量

し、アルブミン/クレアチニン比を自動計測す

るシステムを確立する。 
（２）排水中のホルムアルデヒドの高感度分

析法の開発 
ホルムアルデヒドは硫酸ヒドロキシアミ

ンが添加されると定量的に反応し、硫酸の放

出により pH 変化を引き起こすことを新たに

見出している。したがって pH の変動を pH
指示薬でモニターすることにより、ホルムア

ルデヒドの濃度を計測することが出来るが、

この系に Fe(III)と 1,10-フェナントロリン

（phen）が共存すると、Fe(III)→Fe(II)の還

元反応が起こり、その生成量に比例して

Fe(II)-phen錯体が生成し、赤色に呈色する。

すなわち、硫酸ヒドロキシアミンの添加は２

つの異なる発色反応を誘発する。この化学反

応をμ-フローシステムに導入し分析条件の

最適化と装置のミクロ化を達成する。 
（３）SIEMA による血清アルブミンの自動

分析システムの開発 
たんぱくには血清アルブミンを使用す

る。発色試薬にはテトラブロモフェノールブ

ルー（ＴＢＰＢ）を用いる。このように染料

は非イオン界面活性剤中で安定な会合体を

形成し、λmax も長波長側に大きくシフトし、

深色効果が現れ、高感度検出が可能となる。

この反応系を新たな流れ分析システム、同時

注 入 / 迅 速 混 合 分 析 法 (Simultaneous  
Injection Effective Mixing Analysis System, 
SIEMA)に導入する。 

4 x 10-5 M TBPB, 0.2% TX-100, 0.5M 酢酸

緩衝液、アルブミン標準溶液を各々200μL
シリンジポンプでホールディングに吸引す

る。三方ソレノイドバルブを off にして溶液

を同時に押し出すと五方コネクターで昆合

され、反応コイルを通過中に拡散混合が促進

される。反応生成物の吸光度は 625 nm で測

定される。 
 

４． 研究成果 

（１）糖尿病疾患における尿タンパクとクレ

アチニンの同時分析システムの開発 
通常尿タンパクの検出は TBPB を含浸させ

た試験紙を用いる判定量法で行われている

が、精度は悪い。また一般的には 24 時間採

尿が求められているが、タンパクの変質等で

正確性に欠ける。そこで、精度が高く、高感

度で簡便に尿タンパクを定量するシステム

を構築した。ここで報告するシステムはアル

ブミンとクレアチニンを逐次測定し、最終的

にはアルブミン/クレアチニン比（ACR 法）

を求め、判定する方法である。Eosin Y は

pH2.5 で黄色であるが、アルブミンと会合体

を形成し、λ547 nm に吸収を持つ化合物を

生成した。またクレアチニンは強アルカリ性

でピクリン酸と赤色（λ500 nm）の化合物を

生成する。これらを検出するするシステムと

してシーケンシャルインジェクション（SI）
法を適用し、逐次定量するプロトコールを自

作した。シリンジ作動によりスイッチングバ

ルブの＃２よりエオシンを、＃３よりアルブ

ミン（尿試料）を、また＃５よりピクリン酸

を、＃６より、クレアチニン（尿試料）を吸

引し HC に保持、この試薬ゾーンを３回往復

し混合し、生成物のゾーンを吸光検出器に導

入し、それぞれの波長で吸光度を測定する。

アルブミンは０～20 mgL-1の、またクレアチ

ニンは０～100 mgL-1の検量線が得られた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
（２）排水中のホルムアルデヒドの高感度分

析法の開発 
ホルムアルデヒド（HCHO）と硫酸ヒド

ロキシルアミンとの縮合反応と金属錯体と

の酸化還元反応を組み合わせた HCHO のフ

ローインジェクション分析（FIA）法を開発

した．HCHO は，ヒドロキシルアミンと縮合

し，ホルムアルドキシムを生成する．この際，

ヒドロキシルアミン濃度は HCHO 濃度に比

例して減少する．残存するヒドロキシルアミ

ンは，鉄(III)-1,10-フェナントロリン（phen）
錯体を還元し，赤色の鉄(II)-phen 錯体（λmax 
= 510 nm）を生成する．この赤色錯体の 510 
nm における吸光度は，定量的に減少するの

で，HCHO 濃度を定量することができた．こ

れらの化学反応を用いる FIA システムを構

築した．最適条件下において HCHO 0.25～
1.00 mg/L の濃度範囲で直線性の良好な検量

線を得た．検出限界は 0.02 mg/L であった．

0.25，0.50，1.00 mg/L の HCHO の繰り返し

測定（n = 5）における併行精度は，2.03，0.80，
0.27%であった．1 時間当たり 15 試料の

HCHO を計測することが可能である．産業排

水を蒸留処理し，本システムを用いて定量し

たところ，従来法と一致する結果を得た．以

下に検出に用いた化学反応を示す。 
HCHO は，式(1)に示すように硫酸ヒドロキ

シルアミンと縮合反応を起こし，ホルムアル

ドキシムを生成する． 

2HCHO + (NH2OH)2·H2SO4

 
 

2H2C=NOH + H2SO4 + 2H2O (1) 
ここに鉄(III)を添加すると，残存する硫酸ヒ

ドロキシルアミンは，鉄(III)を鉄(II)に還元す

る（式(2). 

(NH2OH)2·H2SO4 + 4Fe3+
 

 

N2O + H2O + 6H+ + 4Fe2+ + SO42– (2) 
この溶液に phen を添加すると，赤色の鉄

(II)-phen 錯体（λmax = 510 nm）が生成する

（式(3)）． 

Fe2+ + 3phen
 

[Fe(phen)3]2+ (3) 
鉄(II)-phen 錯体の生成量は，式(1)に示す反

応における硫酸ヒドロキシルアミンの残存

量に依存する．最適条件下で HCHO 0.25～
1.00 mg/ L（8.32´10–6–3.33´10–5 M）の検量

線が得られた．0.25，0.5，1.0 ppm に対する

各 5回の繰り返し測定における相対標準偏差

は，それぞれ 2.03，0.80，0.27 ％と良好で

あった．フローシグナルから得られた検量線

は y = 0.0316x + 9×10–5（y は⊿Abs.，x は

mg/L で表した HCHO 濃度）となり，相関係

数は 0.999 であった．検出限界（S/N = 3）は

0.02 mg/L，定量下限（S/N = 10）は 0.06 mg 
/L–1であった．1 時間当たり 15 試料の測定が

可能であった．実試料として工場廃水中のホ

ルムアルデヒドに適用した結果を表に示す。 
（３）SIEMA による血清アルブミンの自動

分析システムの開発 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Simultaneous Injection/Effective Mixing 
Analysis System(SIEMA)はシーケンシャル
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インジェクション法（SI）・マルチコミュー

テーションフロー法（MCFA）・フローイン

ジェクション法（FI）を融合した「新たな流

れ分析法」で新規性が高い。SI は溶液の混合

が不十分で感度が悪い。MCFA はソレノイド

バルブで溶液流れを制御できるが、ペリスタ

ポンプへの負荷により溶液流れに乱れが生

じる。FA は溶液の送液が連続的であるので、

試薬廃棄量が多いが、溶液混合は十分で、検

出感度は良好である。SIEMA はシリンジポ

ンプ・ソレノイドバルブ・ホールディングコ

イル・クロスコネクター・ミクシングコイ

ル・検出器から構成される。溶液はシリンジ

ポンプで吸引されるが、ソレノイドバルブで

流れが選択的に制御される。キャリヤーでホ

ールディングコイル内の溶液を吸引・保持す

るが、Triton X と緩衝液の 750 μL は予め

吸引した。これらの溶液はライン・検出器の

洗浄のために利用される。そののち各 200μ
L（総量 800μL）が同時に吸引され、キャリ

ヤーで押し流される。５方クロスコネクター

を通して送液するが、同じ流速でなければな

らない。３方ソレノイドバルブの切り替えで

２つ目の５方クロスコネクターで４成分が

混合され、３方バルブを通過しミキシングコ

イルで発色する。この発色体の吸光度は 625 
nm で測定される。この場合は４流路

（TritonX-100, 緩衝液、尿試料、染料）が組

まれ、溶液流れ・混合は PC により制御され、

測定は自動化された。洗浄用の Triton X と緩

衝液の 750 μL を用いない場合は下図に示

すようにベースラインにドリフトとノイジ

ーなシグナルが見られた。用いた染料テトラ

ブロモフェノールブルー(TBPB)は pH3.2 に

おいてアルブミンと青色の会合体を形成し

た。生成された会合体はアルブミンの濃度に

比例し吸光度の増大が見られた。Triton 
X-100 が存在すると青色会合体の呈色は安定

したことから、非イオン性界面活性剤を添加

することとした。尿に存在する通常の無機イ

オンである SO42-,Na+,K+,Ca2+,Mg2+,NH4+, 
Cl-はアルブミンの定量には影響をあたえな

い。検量線は 10-50 μL/mL の範囲で良い直

線性を示し、試料処理数は 37/ｈであった。

検量線のフローシグナルを以下に示す。 

a) b)
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