
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

新しい時間計測-化学発光反応の創出と小型分析装置の試作

Creation of new time measurement-chemiluminescent reaction and prototyping of 
compact analyzer

７０１５０２５８研究者番号：

五十嵐　淑郎（IGARASHI, Shukuro）

茨城大学・工学部・教授

研究期間：

２５６２０１０３

平成 年 月 日現在２７   ６ １０

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：クロロフィル化学発光系において，糖類マルトースの特異的な誘導時間遅延現象を見出し，
0.1μMのマルトースの時間計測－化学発光測定法(iTem-CL法)を確立した。また，自己触媒反応における反応機構の速
度論的解析を例として，本法が定感度すなわち“無限感度”法であることを証明した。小型装置の試作については，現
有の化学発光測定装置(マイクロテックニチオン製ジーンライトS-200)を用いた場合，装置本体のハード面の改良を行
わなくとも本法が，使用可能であった。本法は，臨床分析（点滴剤中のマルトース分析）や環境分析（河川水中のRu(I
II)分析）に対する簡便な分析法であり，今後広範囲な応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：In chlorophyll chemiluminescence system, a specific inductive time delay 
phenomenon of saccharide maltose was found, and the time measurement - chemiluminescence analysis 
(iTem-CL method) of 0.1μM maltose was established. Moreover, by the kinetic analysis of reaction 
mechanism for autocatalytic reactions, it was proved that iTem-CL method is a constant sensitivity or 
"infinite sensitivity" method. For the prototype of compact analyzer, when using the existing 
chemiluminescence analyzer (Gene Light S-200 made in Microtec Nition ), that even without the improvement 
of the hard aspect of the apparatus body is available was found. As a basis, the detailed examination of 
factors such as temperature, mixture, the signal detection was performed. The iTem-CL method was a simple 
and easy analytical method for clinical sample (maltose in an intravenous feeding agent) and the 
environmental sample (Ru(III) ion of river water), and extensive application is expected in future.

研究分野： 計測化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 自己触媒反応を用いる分析法  
各種スペクトル分析法において，微量分

析対象物を定量しようとした場合，そのほと
んどが，シグナルのピーク高さかピーク面積
の違いにより，定量する方法が用いられてい
る。一方，時間計測法は，反応開始からシグ
ナルピークが現れるまでの時間の違いを計
測することにより分析対象物を定量する簡便
な方法である。これまで，応募者は自己触媒
反応を用いる目視法，pH法，吸光光度法，
あるいは時間計測 -マイクロデバイス法，FIA
法などを開発してきた。自己触媒反応を計
測化学に応用した最初の報告は，応募者を
含むM.Ishiharaらのものである(文献①)。この
報告では，速度論的解析から自己触媒反応
が無限感度 (一定感度 )を持つ究極の計測
法となることが予言された。 

 
(2) 最近の動向  
最近では，応募者が銅 (II)-フタロシアニン

錯体 /KBrO3系の自己触媒反応 /吸光光度
法で，この反応のトリガー(引き金物質 )となる
Ru(III)を10-14M(3.34ppq)まで検出できること
を報告した(文献②)。これは，Ru(III)の定量
法としては，世界最高の検出レベルである。
本研究課題の iTem-CL法は化学発光反応
におけるシグナル計測を強度ではなく発光
が出現するまでの時間を計測するものである。
化学発光の観点からの研究アプローチは，
応募者の研究を除いてこれまで皆無である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，分析化学の分野にお

いて日常的に行なわれてきた微量分析法に
対し，その観点とは大きく異なる測定概念を
持つ，時間計測 -化学発光法の萌芽的研究
を行なうことにある。その新概念とは，“光るま
での時間を計測する無限感度分析法”であ
る。本研究では，この方法を iTem-CL法
(Inductive Time with Efficient Measurement 
Chemi-luminescence Method) と命名し，微
量分析の分野にブレークスルーをもたらした
いと考えている。具体的には，２ヵ年の計画
で化学発光系における誘導時間を変化させ
る特異な時計反応や自己触媒反応の探索
を行うこと，反応機構に関する速度論的解析，
またそれを利用した iTem-CL専用装置の試
作を目指すことにある。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規化学発光系を用いる微量分析法の開
発 
化学発光反応の誘導時間に影響を及ぼす

化学発光基質(ポルフィリン類，フタロシアニ
ン類などの新規発光体)と酸化剤/還元剤の組
み合わせを検討する。これらの反応系を中心
に触媒(イムノアッセイ標識酵素など)および
阻害物質(有害金属イオンなど)の添加効果・
最適条件を検討し，ppm～ppbレベルの微量成

分の分析法を開発する。 
 
(2) 微弱発光反応の探索と速度論的解析 
自己触媒反応では，強いシグナル強度を有

する発光基質の存在は必要ではない。シンプ
ルな酸化還元反応によって微弱発光が観測
される(未発表データ有り)。日常でも起こっ
ている微弱発光反応を利用することは，新し
いiTem-CL法を大きく発展させる上で重要で
ある。したがって，この種の微弱発光反応の
探索を行なう。また，新規化学発光系の反応
速度論を駆使して，反応機構に関する基礎研
究を行なう。 

 
(3) iTem-CL専用装置の試作 
平成25年度申請によって購入されたルミ

カウンター微弱発光測定装置(NU-2600-IDM
型，マイクロテックニチオン製)および，現有
している簡易なルミカウンター装置(ジーン
ライトS-200型，マイクロテックニチオン製)
の両者の性能比較を詳細に行ない，専用装置
の開発に関する課題と解決法を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
(1) 新規化学発光の反応因子(触媒・阻害剤な
ど)の調査 
① クロロフィル化学発光系における糖類の
調査とマルトース分析法の開発 
報告者は，既に，金属ポルフィリン錯体と

して，ポルフィリン骨格をもつ鉄-クロロフィ
リン錯体，人工染料である銅-フタロシアニン
錯体，および葉緑素であるマグネシウム錯体
のクロロフィルを発光基質とする化学発光
を新たに発見し，報告している。これらの発
光基質の中で，植物の葉に存在するクロロフ
ィルを用いた，クロロフィル/アセトニトリル
/過酸化水素系化学発光系を選び，各種共存物
添加における化学発光シグナルの誘導時間
について調査を行なった。グルコース(単糖)
をはじめとする糖類は，化学反応における還
元剤として働くことが知られており，過酸化
水素を酸化剤とする反応系では，酸化還元反
応(Redox反応)に大きく影響を及ぼすことが
期待される。10種類の糖をそれぞれ単独に添
加した。 

 

 
図1 糖類の誘導時間に与える効果 



グルコース(単糖)，ガラクトース(2糖)，ス
クロース(2糖)，マルトース(2糖)，ラクツロー
ス(2糖)，ラフィノース(3糖)の中で，マルトー
スが特異的に誘導時間に影響を与えること
を見い出した。これは，マルトースの分子構
造上に存在するアルデヒド基の効果が顕著
に現れたものと考えられ，興味深い特性であ
る。実際の化学発光シグナルを図2に示す。 

 

 
図2 マルトース濃度と誘導時間との関係 
 

② マルトースの時間計測化学発光法の開発 
分析操作を確立する上での実験因子(水酸

化ナトリウム濃度と過酸化水素濃度)の最適
化を行なった。その結果，水酸化ナトリウム
は4.0×10-4M，過酸化水素は0.10Mであった。
本法を他法と比較すると表1のようになる。 

 
表1 他法との比較 

 
 

③ 結論 
時間計測-化学発光分析が生体系サンプル

の分析に成功した例は，今回の研究が最初で
ある。特に，数多い糖類の中でも，2糖類の
マルトースが特異的に化学発光シグナルの
誘導時間に影響を及ぼした現象の発見は，研
究成果としては大きいと考えられる。また，
完 成 された 分 析法は ， マルト ー ス が
1.0×10-7M~ 1.0×10-6Mの範囲で，良好な直線を
得ることができ，他の既存の方法に比べても
低濃度のマルトースを測定できる点は，時間
計測-化学発光分析の優位性を示すものであ
る。 
 
(2) 微弱発光反応の探索と速度論的解析 
① 微弱発光反応のiTem-CL法への適用 
自己触媒反応は，これまで目視法，pH法，

吸光光度法あるいは時間計測-マイクロデバ

イス法，FIA法などで報告がある。それらの
中で，亜硫酸ナトリウム/過酸化水素系におけ
る化学発光について検討を行った。その結果，
この反応系で微弱発光を見い出した。この発
光は，設備品として購入したルミカウンター
微弱発光測定装置によってもたらされた研
究成果である。この装置を用いて時間計測-
化学発光分析法を開発することが可能であ
ることが分かった。しかし，研究の目的が簡
便な化学発光測定装置の試作にあることか
ら，安価かつ汎用的な化学発光測定装置(例え
ば，ジーンライト S-200)を用いた適用を考え
た時，最大でなくともある程度のシグナル強
度および発光時間幅の狭いピークシグナル
が必要との考えに至った。そこで，亜硫酸ナ
トリウム/過酸化水素系に適合した化学発光
基質の調査を行った。10種類の発光基質の中
では，1,10-フェナントロリンが本系に適して
いることが分かった。具体的な例として微量
Ru(III)の分析法を開発した。本研究では，亜
硫酸ナトリウム水溶液の溶存酸素による酸
化を防止するための方法も綿密に考えられ
ている。その結果，Ru(III)の添加により化学
発光するまでの誘導時間の短縮が観測され，
10-7MレベルでのRu(III)の定量法を開発した。
検出限界(3σ)は2.2×10-8Mであり，蛍光光度法
や原子吸光法と同程度の分析が可能であっ
た。 

 
② 反応機構の速度論的解析 

iTem-CL反応系を理解する上で，自己触媒
や時計反応の速度論的観点からの有用な基
礎的知見を得ることは重要である。自己触媒
反応系のコバルト-PAPS錯体のコバルト(II)
を触媒とする自己触媒反応に対して，時間計
測-化学発光分析法の観点から速度論的な解
析を試みた。反応速度式を以下に示す。 

P+C2C+R
k
→  

]t)[C+]]exp(k[R[C+][R
])[C+]]([R[R

=[R]
0000

000  

ここで，[R]は発光基質濃度，[C]は金属触媒
濃度，Pは分解生成物および下付きの0は初濃
度の略である。 
 
この結果から，iTem-CL法は，化学発光シ

グナル強度に依存しない高感度(無限感度)計
測系であることが明らかとなった。 

 
③ 結論 
設備品として購入した微弱発光計装置に

よって通常の化学反応で起こるような単純
な微弱発光(亜硫酸ナトリウム/過酸化水素系)
においても，iTem-CL法が開発できることが
明らかになった。このことは，iTem-CL法の
分析対象物を広範囲に展開できることを示
すものである。また，簡易な装置開発に関し
ては，ある程度のシグナル強度，時間幅の狭
いピークが必要であることが分かった。速度

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

[maltose]T 
(1) 0 
(2) 0.1 µM 
(3) 0.5 µM 
(4) 1.0 µM 



論的解析からは，シグナル強度ではなく時間
計測である点が原理的に無限感度計測を意
味することを証明した。 
 
(3) 装置の試作 
① 時間計測-化学発光分析法の装置開発にお
ける課題点 
既存の化学発光強度測定装置と比較して，

時間計測-化学発光分析法の装置開発上の課
題点は，①反応スタートの時間精度，②溶液
の均一な混合，③温度コントロール，④発光
シグナルピーク形状の時間精度など，である。
図３の装置内の設計は，課題点①～④の解決
に対応している。 

 

 
図3 装置図 

 
② 市販装置の性能比較と小型専用装置開発
の検討 
本研究課題で購入した設備品(マイクロテ

ックニチオン製NU-2600-IDM型ルミカウン
ター微弱発光測定装置)は上記①～④の課題
点を十分満足している。検出感度は5×10-18M 
ATP，また検出時間分解能0.01secであり，化
学発光装置としては高性能である。しかし，
本体サイズ300(W)×350(D)×250(H)，重さ13kg
の中型分析機器で，価格も周辺機器(データ処
理解析ソフト，コンピュータなど)を合算する
と約300万円台である。したがって，これを
時間計測-化学発光専用装置とするには，小型
化の概念からは隔たりがある。本研究課題に
おいては，現有のマイクロテックニチオン製 
化学発光計測装置 ジーンライトS-200型は，
サイズ160(W)×240(D)×104(H)，重さ1.5kg，測
定感度5×10-12M ATP，また検出時間分解能
1sec，価格90万円であり，ジーンライトS-200
型クラスでの改良が可能であるかの検討を
行なった。S-200型の場合，①の反応スタート
の時間精度に関しては，サンプル注入と同時
に発光測定ができる時間制御機能が搭載さ
れている。②溶液の均一な混合については，
撹拌機能が付いていないため，簡易ストップ
ドフローの外部アタッチメントを取り付け
ることにより，課題を解決できるが，実際に
はサンプル注入時の手動注入でも，30分間程
度の発光測定時間では，ほとんど時間誤差を
生じないことが分かった。③温度コントロー
ルについては，測定周辺での温度の変化は，
液温(サンプルと試薬溶液)を予め測定するこ

とにより，反応速度をアレニウス式計算ソフ
トEQUATRAN-G for windows(株式会社オメ
ガシュミレーション)を用いて補正できるこ
とが分かった。しかし，エアコンのある実験
室では，恒温槽を用いて20℃に液温をコント
ロールすることにより，発光時間誤差を軽減
できることが分かった。④発光シグナルピー
クの時間精度については，NU-2600-IDM型装
置では，微弱シグナルが測定でき，そのまま
使用できるが，ジーンライトS-200型では，小
型化に伴なう光電子増倍管が小さいため，最
大でなくとも一定の化学発光シグナル強度
(時間幅の狭い鋭いピーク)が必要あり，適宜，
反応系に応じて増感剤の使用が必要な場合
があることが分かった。 

 
③ 結論 
時間計測-化学発光分析法には，購入設備品

ではNU-2600-IDM型は，測定装置として適合
しているが，価格やサイズの点で，本研究課
題では，さらなる小型化が必要である。現有，
ジーンライトS-200型は，価格やサイズの点で
本課題と適合しているが，実験因子(温度，混
合，シグナル検出)の点で，改良が必要であっ
た。本研究では，温度補正用アルニウス式計
算ソフト，ストップドフロー型インジェクタ
ー外部アタッチメントおよび化学発光増感
剤の使用によって，ジーンライトS-200型でも，
時間計測-化学発光分析が可能であることを
明らかにした。分析装置としては，既存の装
置本体のハード面の改良をしない方が，既存
のシグナル強度分析装置としても互換性が
あり，有用との結論に達した。 
 
(4) 実サンプルへの応用展開 
① 臨床分析(マルトース分析) 
糖尿病患者には急激な血糖値の上昇を防

ぐために，点滴中にはグルコースではなくマ
ルトースが用いられている。したがって，実
サンプルとして点滴剤中のマルトースの定
量を行なった。本法の分析値，4.8×10-7Mに対
して表示値が5.0×10-7Mであることから，本法
は薬剤の成分分析に使用できる。 
 
② 結論 
上記例の他に，河川水中にRu(III)を標準添

加したサンプルについても，添加回収実験を
行ない，良好な結果を得ていることから，
iTem-CL法は，臨床分析，環境分析などの簡
便な分析法として応用が期待される。 
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