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研究成果の概要（和文）：高速液体クロマトグラフィーあるいはフローインジェクション分析法の検出系にトリス(2,2
'-ビピリジン)ルテニウム(III)錯体あるいはルミノールの化学発光を用いる4-メチルイミダゾール，ホモシステイン，
ホモシスチン，メチルマロン酸，第二級アミン及びグルコースの計測システムを開発し，実試料に適用した．フローイ
ンジェクション分析法の検出系にN,N'-ビス(2-メチルキノリル)ジメチルエチレンジアミンあるいはN,N'-ビス(2-メチ
ルキノリル)ジメチル-1,3-プロパンジアミンの銅(I)錯体の蛍光を用いる亜ジチオン酸ナトリウム及びヒドラジンの計
測システムを開発し，実試料に適用した．

研究成果の概要（英文）：Measurement systems for 4-methylimidazole, homocysteine, homocystine, and 
methylmalonic acid using high-performance liquid chromatography (HPLC) with 
tris(2,2'-bipyridine)ruthenium(III) chemiluminescence detection were developed and applied to cola 
beverage, serum, and urine samples. Measurement systems for secondary amines and glucose using HPLC or 
flow injection analysis (FIA) with luminol chemiluminescence detection were developed and applied to tap 
water and non-carbonated soft drink samples. Copper(I) complexes with 
N,N'-bis(2-methylquinolyl)dimethylethylenediamine (BQEN) and 
N,N'-bis(2-methylquinolyl)dimethyl-1,3-propanediamine (BQPN) were found to fluoresce in aqueous media. 
Measurement systems for sodium dithionite and hydrazine using FIA with copper(I)-bqen or -bqpn complex 
fluorescence detection were developed and applied to spring water samples.

研究分野： 分析化学

キーワード： 化学発光　蛍光　HPLC　FIA　ルテニウム(III)錯体　ルミノール　銅(I)錯体
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１．研究開始当初の背景 
トリス(2,2’-ビピリジン)ルテニウム(III)錯

体（Ru 錯体）の化学発光（CL）は，水溶液
中において特定の還元剤による Ru(III)錯体
から Ru(II)錯体への還元に伴い起こる．Ru(II)
錯体は容易に Ru(III)錯体に酸化することが
できることから，電極酸化反応と組み合わせ
た電気化学発光法として高速液体クロマト
グラフィー（HPLC）やフローインジェクシ
ョン分析法（FIA）などの様々な分析機器の
検出系に利用されている．中でも Ru 錯体の
発光ラベルとしての利用は，電気化学的に発
光反応を制御でき，高い S/N 比，広い測定範
囲という特徴を持つため，放射性同位体ラベ
ル，蛍光ラベルを超える技術として注目され，
高感度化に向けた様々な研究がおこなわれ
ている．報告者らはどのような物質が Ru 錯
体を発光させる還元剤となるのかの解明を
目的に研究をおこない，活性メチレン化合物，
共役二重結合を有する有機化合物やヘテロ
五員芳香環化合物が還元剤となることを見
出した． 
ルミノールの化学発光は，酸化剤の高感度

検出法として用いられている．最近，塩基性
条件下で N-ニトロソアミン類に紫外線を照
射すると酸化性物質が生成し，ルミノールと
強い化学発光反応を起こすことが見出され， 
HPLC‐オンライン紫外線照射‐CL 検出シ
ステム（HPLC-PR-CL システム）による
sub-ng/LレベルのN-ニトロソアミン類の測定
法が開発された． 
遷移金属イオンの d 軌道に不対電子がある

と磁性が生じ常磁性を示す．常磁性は蛍光性
配位子の蛍光強度に影響を与え，蛍光（FL）
を消光させることが知られている．一方，典
型金属イオンの Zn(II)や Cd(II)では不対電子
が存在せず，蛍光増強されることが報告され
ている．Cu(II)では不対電子が存在するが，
Cu(I)では存在せず d10 錯体となる．そのため
反磁性であり，蛍光性配位子をもつ Cu(I)錯体
の常磁性消光は起こらないはずであるが，蛍
光性配位子を含む単核 Cu(I)錯体の水溶液中
での蛍光についてはほとんど報告例がない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，HPLC あるいは FIA の検出系

に Ru 錯体の化学発光，ルミノールの化学発
光あるいは Cu(I)錯体の蛍光を利用する環境
の安全，食の安全，医療の安全に関わる重要
な物質の計測システムの構築を目的として
研究を進めた． 
 
３．研究の方法 

2 流路あるいは 3 流路の FIA システムある
いはHPLCシステムを用いて最適検出条件及
び分離条件を検討し，実試料中の目的成分の
分析に適用した．本研究で用いた計測システ
ムの一例として，検出系に Ru 錯体の化学発
光を利用する 3 流路 HPLC システムの構成を
図 1 に示す． 

 
図 1 3 流路 HPLC システムの構成 

B: 緩衝液, E: 溶離液, Ru: Ru(II)錯体溶液, P1, 
P2, P3: ポンプ, I: インジェクター, C: カラム, 
D: 化学発光検出器, ECR: 電解セル, PMT: 
光電子増倍管, DP: データ処理装置, W: 廃液 
 
４．研究成果 
(1)Ru 錯体の化学発光を利用する計測システ
ムの構築 
①4-メチルイミダゾール（4-MI） 

4-MI はカラメル色素製造の際の副生成物
で，国際がん研究機関によって発がん性リス
クリストのグループ 2B（possibly carcinogenic 
to humans）に分類されるなど，近年大きな関
心を集めている物質である．2011 年にアメリ
カ合衆国のカリフォルニア州が発がん性物
質に指定し，その重大リスク非発生レベルを
29 µg/日と設定したため，この基準値を上回
る 4-MI を含有するコーラ飲料の製造会社が
レシピを変更するなど大きな話題となった．
そこで，Ru 錯体が 4-MI と反応して発光する
ことを利用するコーラ飲料中 4-MI の高感度
分析法の開発を目指した． 

4-MI をより高感度に検出するため，2 流路
FIA システムを用いて発光反応時の pH，キ
ャリアー流量，緩衝液組成及び電解電流値の
発光強度への影響を検討し最適発光条件を
確立した．実試料に適用するため，HPLC シ
ステムによる分離条件を検討した．実試料と
して用いたコーラ飲料中の共存物質と分離
するため，イオン対試薬としてオクタンスル
ホン酸ナトリウム（OSA）を含む酸性溶離液
を用い，第 3 のポンプで発光反応時の pH を
調節するための緩衝液を送液する 3 流路とし
た．コーラ飲料中の 4-MI を迅速に分析する
ため，溶離液中のアセトニトリル含量につい
て検討したところ，12.5%としたとき短時間
で 4-MI をコーラ飲料中の共存物質と分離す
ることが可能となった．検出条件及び分離条
件の検討結果を基に HPLC-CL システムの条
件を次のように設定した．溶離液としてアセ
トニトリル‐5 mM OSA を含む 10 mM 酢酸
系緩衝液（pH 4.9）（1/7，v/v）を用い，0.4 
mL/min で送液した．Ru(II)錯体溶液として 1 
mM 硫酸を含む 100 mM 硫酸ナトリウムに
Ru(II)錯体を0.5 mMとなるように溶かした溶
液を用い，0.3 mL/min で送液した．緩衝液と
して 100 mM ホウ酸系緩衝液（pH 9.4）を用
い，0.1 mL/min で送液した．この条件で作成
した 4-MI の検量線の直線範囲は 0.5-5 µM（r2 



= 0.9998）で，検出限界（S/N = 3）は 0.3µM
であった．3 種類のコーラ飲料に含まれる
4-MI を定量した結果，1.9-7.1 µM の範囲であ
った．4-MI 標準溶液を 1 µM あるいは 2 µM
となるように添加して回収率を評価したと
ころ 84-98%であった．10 µM 標準溶液及びコ
ーラ飲料のクロマトグラムを図 2 に示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②ホモシステイン（Hcy）及びホモシスチン
（HSSH） 

Hcy はチオール基をもつアミノ酸で，メチ
オニンの中間代謝物である．この代謝異常に
よって血中に Hcy が蓄積し，尿中に Hcy の二
量体である HSSH が排泄される疾患，ホモシ
スチン尿症がある．これは，新生児マス・ス
クリーニングの対象疾患とされている．した
がって，安価で簡便な Hcy および HSSH 分析
法の開発は重要である．そこで，Ru 錯体が
Hcy，HSSH と反応して発光することを利用
する血中及び尿中 Hcy，HSSH の高感度同時
分析法の開発を目指した． 

Hcy，HSSH をより高感度に検出するため，
2 流路あるいは 3 流路の FIA システムを用い
て発光反応時の pH，キャリアー流量，有機
溶媒含量及び Ru(II)錯体濃度の発光強度への
影響を検討し最適発光条件を確立した．有機
溶媒としてメタノールとアセトニトリルを
選び比較した．ポンプの前に脱気装置を取り
付けた 2 流路 HPLC-CL システムを用いて溶
離液の pH，イオン対試薬（OSA）濃度及び
アセトニトリル含量の保持時間への影響を
検討した．検出条件，分離条件の検討結果及
び分析時間を考慮して HPLC-CL システムの
条件を次のように設定した．溶離液としてア
セトニトリル‐1 mM OSA を含む 10 mM リ
ン酸系緩衝液（pH 2.4）（1/9，v/v）を用い，
1.0 mL/min で送液した．Ru(II)錯体溶液とし
て 100 mM 酢酸系緩衝液（pH 5.0）を含む 100 
mM硫酸ナトリウムにRu(II)錯体を0.5 mMと
なるように溶かした溶液を用い，0.2 mL/min
で送液した．この条件で作成した Hcy，HSSH
の検量線の直線範囲はそれぞれ 5-50 µM（r2 = 
0.9988），0.5-50 µM（r2 = 0.9977）で，検出限
界（S/N = 3）は Hcy が 4 µM，HSSH が 0.3 µM
であった．Hcy，HSSH の他に 7 種類の含硫

黄化合物を含む混合溶液について測定した
ところ，分離と相対発光強度から妨害になら
ないと予想される結果が得られた．コントロ
ール血清及び人工尿に Hcy，HSSH を添加し，
実試料への適用が可能か検討した．共存物質
の影響を軽減するため，コントロール血清及
び人工尿をリン酸系緩衝液で 10 倍に希釈し，
Hcy 及び HSSH 標準溶液を 6 µM あるいは 30 
µM となるように添加して回収率を評価した
ところ，コントロール血清では 81-106%，人
工尿では 76-90%であった．10 倍希釈したコ
ントロール血清にHcy及びHSSHを 10 µMと
なるように添加した試料のクロマトグラム
を図 3 に示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③メチルマロン酸（MMA） 

MMA はメチルマロン酸血症の指標物質で
ある．メチルマロン酸血症は先天的な代謝異
常に起因する疾患であり，脂肪酸の分解過程
に障害が起こり，MMA が尿中に多量に排泄
される．MMA の測定には GC/MS/MS がよく
用いられるが，GC/MS/MS の前処理は繁雑で
時間がかかる上，高度な技術を要する．また
装置が高価である．そこで，Ru 錯体が MMA
と反応して発光することを利用する尿中
MMA の安価で簡便な分析法の開発を目指し
た． 
人工尿の成分表（JIS T3214）を基に，成分

毎に MMA の分離・検出に及ぼす影響を調べ，
前処理法も含めて MMA の分析法を検討した
が既存のカラムを用いた定組成溶離では良
好な結果が得られなかった．そこで，合成高
分子基材の表面をアルブミンで覆い，細孔の
内部表面に第二級アミンを導入した浸透制
限型弱陰イオン交換樹脂を自作した．樹脂を
内径 4.6 mm，長さ 150 mm のカラムに充填し，
陰イオンとして硝酸イオン，タンパク質とし
てアルブミン，陽イオンとしてニトロペンタ
アンミンコバルト(III)錯体（Co(III)錯体）を
用いて基本的な性能を評価したところ硝酸
イオンは保持されたが，アルブミンと Co(III)
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図 2 (a) 4-MI 標準溶液と(b) コーラ
飲料のクロマトグラム 

図 3 10 倍希釈したコントロール血清の
クロマトグラム 
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錯体は保持されずに溶出した．溶離液中の塩
化物イオン濃度の保持時間への影響を検討
したところ，通常の陰イオン交換カラムにお
ける挙動と同様の挙動を示した．ポンプの前
に脱気装置を取り付け，自作弱陰イオン交換
樹脂充填カラムを組み込んだ 2 流路 HPLC- 
CL システムを用いて尿中 MMA の定量を検
討した．より高感度に検出するため，発光反
応時の pH，Ru(II)錯体濃度及び流量の発光強
度への影響を検討し最適発光条件を確立し
た．また，尿中の共存物質と分離するため，
溶離液の pH 及び塩化物イオン濃度の保持時
間への影響を検討した．検出条件及び分離条
件の検討結果を基に HPLC-CL システムの条
件を次のように設定した．溶離液として 10 
mM 酢酸系緩衝液（pH 3.5）を含む 50 mM 塩
化ナトリウム溶液を用い，1.0 mL/min で送液
した．Ru(II)錯体溶液として 1 mM 硫酸を含む
100 mM硫酸ナトリムにRu(II)錯体を1 mMと
なるように溶かした溶液を用い，0.3 mL/min
で送液した．この条件下で，コントロール尿
に MMA 標準溶液を添加して作成した検量線
の直線範囲は 1-10 mM（r2 = 0.9915）で，検
出限界（S/N = 3）は 0.8 mM であった．コン
トロール尿に MMA 標準溶液を 7 mM となる
ように添加して回収率を評価したところ
104%であった．コントロール尿に MMA を 7 
mM となるように添加した試料のクロマトグ
ラムを図 4 に示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 コントロール尿のクロマトグラム 
 
(2)ルミノールの化学発光を利用する計測シ
ステムの構築 
①第二級アミン 
脂肪族第二級アミンは，生物によって生

産・排出され, また化学的方法によって大量
に合成されるなど，環境に広く分布している．
近年，強い発がん性が疑われている N-ニトロ
ソアミン類の前駆体として注目されており，
水道水中の第二級アミンの濃度評価が重要
となっている．第二級アミンは，酸性条件下
で亜硝酸イオンにより容易にニトロソ化す
ることが知られている．そこで，ニトロソ化
反応を利用する第二級アミンの高感度分析
法の開発を目指した． 

ジエチルアミン（DEA）を代表試料とし
て硫酸を用いた弱酸性下でのニトロソ化を
試みたが，亜硝酸ナトリウム溶液を弱酸性に
すると巨大な妨害ピークが出現し（図 5），
分離・検出に支障をきたした．妨害ピークは 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図 5 酸性条件下でニトロソ化した 
ときのクロマトグラム 

 
窒素酸化物の生成によるものと考え，加熱
（90℃で 10 分），還元剤（1 mM アスコルビ
ン酸）の添加，脱気による妨害ピークの除去
を試みたが抑制されなかった．そこで, 新た
にトリクロロエタナールを触媒とするニト
ロソ化を検討したところ，妨害ピークの出現
が抑制された．最適反応条件を検討したとこ
ろ，pH は 9，トリクロロエタナール濃度は 1 
µM，亜硝酸ナトリウム濃度は 45 mM，反応
温度・時間は 30℃で 15 分であった．この条
件下で DEA をニトロソ化し，HPLC-PR-CL
システム（Kodamatani et.al, J. Chromatogr. A, 
1216, 3163-3167, 2009）を用いて作成した検量
線の直線範囲は 0.3-300 µM（r2 = 0.9992）で，
検出限界（S/N = 3）は 30 nM であった．この
方法は，他の脂肪族第二アミンへの適用も可
能であった．トリクロロエタナールを触媒と
するニトロソ化では，妨害ピークは抑制され
るが，変換効率が低く検出限界が 30 nM と比
較的高かった．そこで，ジメチルアミンを代
表試料として酸性下でのニトロソ化を再検
討したところ，亜硝酸ナトリウムを 0.2 M，
酢酸を 0.8 M となるように添加し，80℃で 1
時間反応させるとほぼ 100%の効率でニトロ
ソ化された．妨害ピークは反応溶液を塩基性
にすることにより抑制され，sub-nM レベルの
測定が可能であることが示唆された．水道水
中第二級アミンの濃度評価へ適用中である． 
②グルコース（Glc） 

Glc は糖尿病の指標物質である．Glc を直接
ルミノール溶液に添加しても発光反応は起
こらないが，グルコースオキシダーゼを用い
て分解すると過酸化水素が生成し検出可能
となる．そこで，ルミノールの化学発光を利
用する Glc の高感度分析法の開発を目指した． 
ルミノールの化学発光反応における触媒

として，Co(II)，Fe(III)，Cu(II)などが比較・
検討されており，Co(II)が強い触媒作用を持
つことが報告されているが，本研究では， 最
近優れた触媒作用をもつことが見出された
Co(III)錯体（河田ら，分析化学，59，665-671，
2010）を用いた．流路にグルコースオキシダ

妨害ピーク 

DEA 

MMA 



ーゼカラムを組み込んだ 2 流路 FIA システム
を用いて，発光反応時の pH，発光試薬流量
及びキャリアー（水）流量の発光強度への影
響を検討した．この結果と河田らの報告を基
に FIA-CL システムの条件を次のように設定
した．発光試薬として 50 mM 炭酸系緩衝液
（pH 10.5）にルミノール及び Co(III)錯体をそ
れぞれ 10 M 及び 1 mM となるように溶かし
た溶液を用いて 1.0 mL/min で送液し，キャリ
アーを 2.5 mL/min で送液した．この条件で作
成したGlcの検量線の直線範囲は10-1000 M
（r2 = 0.9977）で，検出限界（S/N = 3）は 0.1 
M であった．実試料として市販のジュース
を用い，前処理はせず，1000 倍に希釈して測
定した．2 種類のジュースに含まれるグルコ
ースを定量した結果，どちらも 58 mM 程度で
あった．1000 倍希釈した試料にグルコース標
準溶液を 120 M となるように添加して回収
率を評価したところ 95%付近であった．この
方法は，カラムによる分離を必要とせず，簡
便で迅速な分析法である． 
 
(3)Cu(I)錯体の蛍光を利用する計測システム
の構築 
水溶液中で蛍光性をもつ単核 Cu(I)錯体の

探索を行い，蛍光団としてキノリル基を 2 個
もつ 2 種類の配位子 N,N’-ビス(2-メチルキノ
リル)ジメチルエチレンジアミン（BQEN）及
び N,N’-ビス(2-メチルキノリル)ジメチル-1,3-
プロパンジアミン（BQPN）の Cu(I)錯体が水
溶液中で蛍光を発することを見出した．配位
子，Cu(I)錯体及び Cu(II)錯体の蛍光スペクト
ルを図 6 に示す．配位子の溶解性を考慮して，
エタノール‐水あるいは 1-プロパノール‐
水混合溶媒中で蛍光スペクトルを測定した．
Cu(I)錯体溶液は，Cu(II)錯体を過剰のアスコ
ルビン酸で還元して調製した．Cu(II)錯体で
は蛍光が消光しており，Cu(I)錯体では蛍光が
観測された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 (a) エタノール‐水（1/1，v/v）中の
BQEN，[Cu(bqen)]+ 及び[Cu(bqen)]2+ と(b) 
1-プロパノール‐水（1/5，v/v）中の BQPN，
[Cu(bqpn)]+ 及び[Cu(bqpn)]2+ の蛍光スペク
トル 

 
Ru 錯体の化学発光を利用する方法は，弱い

還元剤の検出には有効であるが，強い還元剤
の検出には不向きである．そこで，Cu(I)錯体
の蛍光を利用する還元剤分析法の開発を目
指した． 
塩基性側では錯体の寿命が短いため，酢酸

系緩衝液（pH 5.5）を用いて，Cu(II)錯体溶液
をキャリアーとする 1 流路 FIA-FL システム
による還元剤の分析を検討したが検出可能
な還元剤はほとんどなかった．そこで，イン
ジェクターの直前で弱塩基性緩衝液と Cu(II)
錯体溶液を混合することにより，錯体の分解
をできるだけ抑制した 2 流路 FIA-FL システ
ムとした（図 7）． 
 
 
 
 
 

 
図 7 2 流路 FIA-FL システムの構成 

Cu(II) complex: Cu(II)錯体溶液, Buffer: 緩衝
液, P1, P2: ポンプ, T: ミキシングティー, I: 
インジェクター, WB: 湯浴, RC: 反応コイル, 
FL: 蛍光検出器, DP: データ処理装置, W: 廃
液 
 
酸化還元反応の pH，Cu(II)錯体濃度及び流

量，緩衝液流量，反応温度及び時間の蛍光強
度への影響を検討し最適検出条件を確立し
た．この検討結果と配位子の溶解性を考慮し
て FIA-FL システムの条件を次のように設定
した．キャリアーとして[Cu(bqen)]2+ 溶液を
用いた場合は，Cu(II)錯体溶液としてエタノ
ール‐10 mM 酢酸系緩衝液（pH 5.5）（1/4，
v/v）に[Cu(bqen)](NO3)2を 0.16 mM となるよ
うに溶かした溶液を用い，0.3 mL/min で送液
した．緩衝液としてエタノール‐30 mM ホウ
酸系緩衝液（pH 9）（1/4，v/v）を用い，0.3 
mL/min で送液した．反応温度は 65℃，反応
時間は 3 分とした．この条件で種々の還元剤
の蛍光検出を試みたところ，5 種類の還元剤
の検出が可能であった．食品添加物として用
いられている亜ジチオン酸ナトリウムの検
量線の直線範囲は 6-20 M（r2 = 0.9967）で，
検出限界（S/N = 3）は 4 M であった．キャ
リアーとして[Cu(bqpn)]2+ 溶液を用いた場合
は，Cu(II)錯体溶液として 1-プロパノール‐
10 mM 酢酸系緩衝液（pH 5.5）（1/4，v/v）に
[Cu(bqpn)](NO3)2を 0.2 mMとなるように溶か
した溶液を用い，0.3 mL/min で送液した．緩
衝液として 1-プロパノール‐40 mM ホウ酸
系緩衝液（pH 9）（1/4，v/v）を用い，0.3 mL/min
で送液した．反応温度は 70℃，反応時間は 3
分とした．この条件下で種々の還元剤の蛍光
検出を試みたところ，感度は[Cu(bqen)]2+ を
用いた場合より低いが，選択性は[Cu(bqpn)]2+ 

の方が高く，国際がん研究機関によって発が
ん性リスクリストのグループ 2B に分類され
ているヒドラジンが選択的に検出された．ヒ
ドラジンの検量線の直線範囲は 50-1000 M
（r2 = 0.9994）で，検出限界（S/N = 3）は 15 µM
であった．湧水にヒドラジン標準溶液を 100 
µM，300 µM あるいは 600 µM となるように
添加して回収率を評価したところ 100-124%
であった． 

(a) (b) 
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