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研究成果の概要（和文）：様々な物質を低い濃度まで簡単に測定するには高価な分析装置が必要になる。本研究では低
濃度の物質（環境汚染等に関係するリン，銅，マンガンなど）を発色試薬と反応させた後，フィルターでろ過して補集
する方法に着目した。フィルターに補集した物質の発色の度合いを直接測定できる装置として，光源に発光ダイオード
を用いる手のひらサイズの装置を開発した。低消費電力で電池駆動も可能なので，現場での分析も可能である。この装
置，方法により，高価な装置を用いることなく，リンなどの環境汚染物質やフェロシアン化物のような食品添加物を高
感度に測定することができた。

研究成果の概要（英文）：Expensive analytical equipments are necessary to determine various substances 
with high sensitivity. In this work, solid-phase extraction with a membrane filter was used to 
concentrate the substances in the sample, such as phosphorous, copper, and manganese. They were colored 
by the specific reagents and were collected on the filter. We have developed an LED-based, palm-top size 
reflective absorbance detector to measure the concentration of the substance on the filter directly. Thus 
the high sensitivity for the determination of phosphorous in natural water and ferrocyanide in common 
salt, and so on, has been attained without an expensive equipment with the combination of this detector 
and solid-state extraction.

研究分野： 分析化学

キーワード： フィルター濃縮法　簡易分析　環境分析　反射型吸光度検出器
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

土壌汚染対策法では、土地の譲渡などに際
して汚染状況を調査し、汚染が確認された場
合には客土等により汚染を除去することが義
務づけられている。汚染除去に要する費用や
期間が膨大になることは元より、調査につい
ても多大な費用が必要となる。研究代表者は
以前より主に発光ダイオード (LED) を光源
として用いる手の平サイズの比色計を開発し、
種々の元素の現場定量に応用してきた。この
うち、クロム (VI) のジフェニルカルバジド
を用いる吸光光度定量法は、東京都の定める
土壌の簡易分析法として採用されている。 
このような簡易分析法としては、他にスト

リッピングボルタンメトリーのような電気化
学的手法、ポータブル型の蛍光 X 線装置を用
いるものなどがあるが，いずれも吸光光度法
と比較すると高価である。そこで、簡単な操
作で目的物質の濃縮が可能な固相抽出法に着
目し，これと組み合せて用いる反射吸光度検
出器と自動前処理装置を開発すれば，有害物
質を迅速，簡便かつ高感度に測定することが
可能となる。 
ろ過操作によってフィルター上に目的物質

を濃縮する手法は、富山大の田口らや島根大
の奥村ら，山形大の遠藤らの先駆的な研究が
あり、様々な化合物の濃縮に応用されている。
キレート試薬等により発色させた状態で濃縮
する方法も種々開発されているが、定量の際
にはフィルターごと溶媒に再溶解して溶液化
する方法や、目視により半定量する方法が多
く、フィルター表面の反射吸光度を測定して
定量する報告はあまりない。これは、薄層ク
ロマトグラフィーに用いられるデンシトメー
ターやマルチチャネル分光器を利用した反射
吸光度検出器，あるいは色彩色差計などの装
置は高価で，現場に持ち出すのが困難なため
である。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では，フィルター濃縮法と組み合せ

て利用できる，LED を光源とする安価で簡便
な吸光度検出器を開発し，種々の試料に含ま
れる様々な成分を高感度に測定することを目
的とした。 
ろ過用のフィルターには，市販のメンブレ

ンフィルターを用いる汎用的な方法と，すで
に商品として販売されている目視分析キット
に付属する専用の小型フィルター (フィルタ
ーチップ) を用いる方法の 2 つを用いて比較
し，測定の精度（定量値の安定性）や感度の
向上を目指した。また，測定操作（試料と試
薬の混合，反応）を自動化することで，より
簡便な測定を実現することを目的とした。 

 対象物質としては，食塩の凝固防止剤とし
て添加が認められているフェロシアン化物，
及び環境水に含まれているリン，銅，マンガ
ン，及びクロムの定量を検討し，その性能を
評価した。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 吸光度検出器の開発 

一般に市販されている 25 mm 径のフィ
ルターの表面反射率を測定できる，430（青
紫色）から 740 nm（深紅色）までの 8 波
長同時測定が可能な吸光度検出器と，市販
の目視定量分析キット（パックテストズー
ム）に付属する小型（約 7 mm 径）のフィ
ルターを内蔵したろ過用チップの表面反射
率を 430, 515, 620, 740 nmの 4波長を測定
できるものの 2 種類を試作した。 
本装置ではまずブランク（試料を保持し

ていないフィルター）の各波長における反
射光強度(I0)を測定して記憶し，続いて試料
を保持したフィルターの反射光強度(I)を測
定して，ブランクの値との比を取ることで
各波長の反射率 (R = I / I0) を求めた。反射
率から反射吸光度 (A = −log10R ) 及び
Kubelka-Munk (K-M) 関数 (K = (1 –R)2 / 
2R ) を計算して，この値と目的物質の既知
の濃度の関係をグラフ（検量線）とし，未
知試料中の濃度を求めた。 
 反射吸光度は低濃度領域で直線性を有し
ていて，高濃度領域には適用できない。一
方，K-M 関数は低濃度領域では直線性がな
く，反射吸光度よりも高濃度領域まで直線
性がある。そのため，目的物質の濃度に応
じて双方を使い分けた。 
 

(2) 食塩中フェロシアン化物定量法の開発 
フェロシアン化物の定量には，公定法と

して使用されているプルシアンブルー法に
準拠した方法を用いた。公定法では硫酸鉄
(II)イオンとフェロシアン化物を反応させ，
生じたプルシアンブルー溶液の吸光度を測
定する。本研究においては，プルシアンブ
ルー溶液をろ過して市販の 25 mm 径，0.45 
µm 孔径のメンブレンフィルター上に捕集
し，635 nm（赤色）における反射吸光度及
び K-M 関数の値で検量線を作成して，定量
性能を評価した。また，市販食塩にフェロ
シアン化物を添加して回収率を求めた。 

 
(3) 市販目視定量分析キットと組み合わせた

重金属分析の開発 
 市販の目視分析キットとして市販されて
いるパックテストズーム（共立理化学研究
所製）と開発した反射型吸光度検出器を組
み合わせて，銅，マンガン，クロムを定量
した。キットは発色試薬等が入ったプラス
チック製チューブと，発色した物質を捕集
するためのフィルターチップ，送液のため
のシリンジ，シリンジとチップを結合する 



ホルダー等からなる。キット本来の使い方
では，チューブ内に試料水を吸い上げて反
応，発色させ，それをシリンジ内に吸い上
げてフィルターチップで捕集する。フィル
ターの着色度合を，色見本と比較すること
で濃度を判定する。本法では，試料を捕集
したフィルターを反射吸光度検出器に取り
付けて，それぞれの目的物質に適した波長
で反射吸光度及び K-M 関数を測定した。 
 銅(II)の測定キットはキレート試薬とし
てバソクプロインを使用しており，反応す
ると橙色に発色する。測定波長は 430 nm
とした。 
 マンガンの測定キットは酸化反応により
過マンガン酸イオンとして赤紫色に発色す
る。515 nm で測定した。 
 クロム(VI)のキットはキレート試薬とし
てジフェニルカルバジドを使用しており，
反応すると紫色に発色するので，マンガン
と同じ 515 nm で測定した。 
 キットに付属するフィルターチップ，シ
リンジ，及びそれらを連結するためのアダ
プターの外観を図１に示す。 

 
(4) 天然水中リンの高感度定量法の開発 
 リンはモリブデン酸アンモニウムと反応
させてモリブドリン酸を生成し，これをフ
ィルターに捕集して測定した。JIS に定め
られた方法では，生成したモリブドリン酸
をアスコルビン酸により還元してリン-モ
リブデンブルー (青色) とし，880 nm にお
ける吸光度を測定している。本研究では，
同様に生成したモリブデンブルーを市販の
メンブレンフィルターに捕集して 740 nm
で測定する方法と(3)に示したパックテスト
ズーム用フィルターチップに捕集して測定
する方法を検討した。 
 さらに，アスコルビン酸で還元するので
はなく，陽イオン性の色素であるマラカイ
トグリーンとイオン対を形成し，これをフ
ィルターチップに捕集して緑色のイオン会
合体の反射吸光度及び K-M 関数を 620 nm
で測定する方法についても検討した。 
 

(5) リン定量自動化装置の開発 
 (4)におけるメチレンブルー法による定量
において，試料と反応溶液 (硫酸，モリブ
デン酸アンモニウム，酒石酸アンチモニル
カリウム，アミド硫酸アンモニウム，アス
コルビン酸) をそれぞれソレノイドポンプ
で一定量を送液し，採取を自動化する方法
を検討し，精度等を検討した。 

４．研究成果 
 
(1) 反射型吸光度検出器の試作 

試作した検出器 (市販フィルターの反射
吸光度を 8 波長で測定可能) のブロック図
を図 2 に，外観を図 3 に示す。装置は全体
を制御する回路や測定結果を表示する部分
を含む制御ユニット部と，フィルターに保
持した試料に光を照射し，その反射光を検
出するセンサーヘッド部からなる。光源に
はそれぞれの波長に対応した LED を用い，
順次点灯させた。LED の発光は光ファイバ
ーで試料を保持したフィルターに導き，試
料で反射された光を光源光及び試料表面に
対して 45 度方向に設置した検出器，フォト
ダイオードで検出した。装置全体が手の平
に載る程度の大きさで，電池 (9 V) あるい
は AC アダプターにより駆動できる。 

一方，パックテストズーム専用のフィル
ターチップに対応した検出器は，より小面
積の測定に対応できるよう測定波長を 4 波
長にし，センサーヘッド部もチップに対応
できるよう改良した。フォトダイオードを
45 度方向に設置できないため，LED 用と
は別に光ファイバーを設け，反射光をヘッ
ド内のフォトダイオードに導くようにした。
制御ユニットの回路は 8 波長のものとほぼ
同様である。ブロック図を図 4 に示す。 

 
(2) 食塩中フェロシアン化物定量法の開発 

生成したプルシアンブルーの測定波長に
ついて，590，635，660，740 nm の 4 波
長から検討したところ，635 nm が直線範囲， 

図 2 市販フィルター測定用吸光度検
出器のブロック図 

図 3 市販フィルター測定用吸光度検
出器の外観 

図 1 市販目視分析キットに付属する
フィルターチップ，シリンジ，アダプ
ターの外観 

フィルターチップ シリンジ 

アダプター 



図 4 フィルターチップ測定用吸光度
検出器のブロック図 

 
感度ともに優れていたため，これを用いた。
また反射吸光度と K-M 関数双方の検量線
を作成したが，前者は低濃度まで測定でき
るものの，フェロシアン化物イオンの質量
として数 µg に達すると検量線が曲がる傾
向が見られた。一方，後者の感度は劣るも
のの 2.5~30 µg の範囲で良好な直線が得ら
れた。これを図 5 に示す。 

K-M関数は高濃度領域で直線性が成立し，
原点を通らないため，2.5 µg 定量時の標準
偏差 (n = 5) の 3 倍から検出限界を求めた
ところ，0.6 µg となった。試料である食塩
の採取量を 2 g とすると，0.3 µg/g である。
食品衛生法では基準値がフェロシアン化ナ
トリウムとして 20 µg/g と定められており，
これはフェロシアン化物イオンとして 14 
µg/g，試料 2 g の場合には 28 µg に相当す
る。そのため，K-M 関数を用いることで基
準値よりも低い濃度から十分に測定できる
感度を有していた。 
実際にフェロシアン化物が添加された食

塩を入手することができなかったため，フ
ェロシアン化物濃度として 1.25 及び 10 
µg/g となるように添加した食塩を分析して

定量値を求めたところ，回収率はそれぞれ
113±5%，96±9% (n = 5) であった。低濃度
の場合過大に濃度を見積もっているが，ス
クリーニング分析には十分な性能を有して
いた。 

 
(3) 市販目視定量分析キットと組み合わせた

重金属分析の開発 
 マンガン，銅，クロムいずれの金属につ
いても，色見本で示された濃度範囲全域に
ついて，検量線を作成することができた。
ただし，反射吸光度のみあるいは K-M 関数
のみでカバーすることは困難で，低濃度領
域では反射吸光度，高濃度では K-M 関数を
使う必要があった。一例として，図 6 に
515nm で測定したマンガンの検量線 (反射
吸光度及び K-M 関数) を示す。 

検出限界は 50 µg/L であり，甲府市内を流
れる濁川水試料中のマンガンを定量したと
ころ 75±7 µg/L (n = 3) となり，これは誘導
結合プラズマ発光分析法 (ICP-OES) で得

図 6 マンガンの検量線 (515 nm) 
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られた 84 µg/L と比較的よく一致した。ク
ロム及び銅については，それぞれ検出限界
が 2.0 µg/L 及び 20 µg/L となり，比較的高
感度ではあるが，実際の河川水試料を分析
するには感度が不足していた。そこで，銅
を100 µg/Lとなるように河川水試料に添加
して測定したところ，回収率は 98~102%と
なり，良好な定量性能を有していることが
わかった。 

 
(4) 天然水中リンの高感度定量法の開発 
 まず JIS に準拠した，リン-モリブデンブ
ルー法により，25 mm 径の市販フィルター
を用いた場合と，より小型のフィルターチ
ップを利用した場合で定量性能を比較した。
得られた検量線を図 7 に示す。 
 

検量線からも明らかな通り，フィルターチ
ップを用いることで大幅な高感度化が達成
できている。これは，フィルターチップで

はろ過面積が小さい (直径約 7 mm) のた
め，濃縮倍率が大きくなるからである。検
出限界で比較すると，前者は 1.0 µg/L，後
者は 0.2 µg/L であり，5 倍の高感度化を達
成できている。後者の装置，検量線を用い
て甲府市内の河川水中のリンを定量したと
ころ，25~67 µg/L となり，公定法である JIS
法によって得られた 25~75 µg/L と 10%程
度以内の誤差で一致した。本法は高感度で
あるため，10~20 倍希釈して測定した。実
際にはより低濃度の試料でも分析できる。 
さらに，モリブデンブルーを生成するの

ではなく，モリブドリン酸をマラカイトグ
リーンと反応させて会合体を形成し，これ
をろ過して 620 nm における反射吸光度を
測定する方法についても検討した。得られ
た検量線を図 8 に示す。 

モリブデンブルーと比較すると，マラカ
イトグリーン会合体はモル吸光係数が高い
ことが知られている。そのため，感度の向
上が期待されたが，実際には反射吸光度で
は直線的な検量線が得られず (ここには示
していない)，K-M 関数のみ直線となった。
これは，ブランク値 (リンを含まない試料
を，他の試料と同様な操作で測定した空試
験値) が吸光度として 0.08 と高く，これに
より直線範囲部分が狭くなってしまったも
のと考える。K-M 関数から求めた検出限界
はモリブデンブルー法とほぼ同等な 0.2 
µg/L に達していることから，試薬濃度など
の条件を検討することにより，さらなる高
感度化が可能と考える。 

 
(5) リン定量自動化装置の開発 
 ソレノイドを利用したポンプは，駆動パ
ルスあたりの吐出量を調節できるので，こ
れを 50 µLとして，試料 (河川水等) 4 mL，
混合試薬溶液 0.35 mL をそれぞれ別のソレ
ノイドポンプで送液し，混合したのち(4)と
同様にろ過して定量した。測定精度は手動

図 7 モリブデンブルー法によるリンの
検量線 (740 nm) 

0 2.5 5 7.5

0.2

0.4

リン濃度/ g L−1

反
射
吸
光
度

(b) フィルターチップを使用

0 25 50 75

0.1

0.2

リン濃度/ g L−1

反
射
吸
光
度

(a) 25 mm径フィルターを使用

0 5 10

0.25

0.5

0.75

リン濃度/ g L−1

K
−M

関
数

図 8 マラカイトグリーン会合体法によ
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で調製した場合と同様に，相対標準偏差
10%程度と良好な結果が得られた。現時点
では，試料溶液と吐出先 (それぞれの溶液
を入れる反応容器) の切り替えは手で行っ
ているため，今後実用化のためには，自動
的に交換できるような仕組みの開発が必要
である。まずは試料採取部分の自動化を検
討している。 
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