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研究成果の概要（和文）：本研究では光に応答して活性酸素を発生する性質を持つキノンを標識試薬とする新規
化学発光分析法の開発を行った。フェネチルアミンといったアミンをアントラキノン-2-カルボニルクロリドで
標識してから HPLC に注入して分離後、オンライン光照射とそれに続くルミノールとの混合によりアミン類を化
学発光ピークとして検出できた。このとき、光照射装置をオフにすることで発光は消失したことから光照射装置
のオン／オフにより発光反応を制御することが確認できた。また、化学発光イムノアッセイに利用可能な抗体標
識試薬としてビオチン化アントラキノンを合成し、これが光照射により発光応答を示すことも確認した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we attempted to develop a novel chemiluminescence 
assay by quinone labeling reagent using their reactive oxygen generating capability. Firstly, we 
developed an HPLC with chemiluminescence detection system coupled with an on-line photoreactor for 
the determination of amines including phenethylamine after labeling with anthraquinone-2-carbonyl 
chloride. This chemiluminescence method was based on generation of reactive oxygen species from 
anthraquinone labeled amine by on-line photo-irradiation, and then detected via luminol reaction. 
The chemiluminescence signal disappeared when the on-line photoreactor was switched off. Secondly, 
we synthesized biotinylated anthraquinone as a labeling reagent for antibody. The biotinylated 
anthraquinone provided significant chemiluminescence by photo-irradiation in the presence of 
luminol. Therefore, the biotinylated quinone should be useful to develop a novel and effective 
non-enzymatic chemuluminescence immunoassay. 

研究分野：物理系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ルミノール反応をはじめとする化学発光
反応の多くは、化学発光試薬と活性酸素との
反応で生じるエネルギーにより分子が励起
され、これが基底状態へと戻る際に光を放出
する。化学発光法は高感度であることから、
高速液体クロマトグラフィー (HPLC) やイ
ノムアッセイといった分析法の検出手段と
して広く利用されている。このとき、測定対
象化合物を化学発光検出するために、ルミノ
ール誘導体等の化学発光試薬で標識する手
法や horseradish peroxidase (HRP) のような
化学発光反応を触媒する酵素で標識する手
法が主にとられている。これらの試薬で標識
した測定対象について発光を開始させるた
めには活性酸素の添加が必要であるが、生じ
る発光は活性酸素の添加直後に最大に達し、
その後急速に減衰する。従って、活性酸素の
添加から測定開始するまでの間に発光反応
がほぼ終了し、効率的に発光を測定できない
という大きな問題がある。また、活性酸素は
極めて不安定であり、調製後に速やかに分解
していくことから濃度が変動しやすい。この
ために発光量が安定せず、再現性が低いとい
う問題もある。 
 そこで、本研究では光に応答して活性酸素
を発生する性質を持つキノンを標識試薬と
して用いることで、化学発光が生じるタイミ
ングを光照射によって自在に制御可能な化
学発光分析法の開発を試みる。本法では、測
定中の装置内部で活性酸素を発生させて発
光を開始させることができるため上記問題
を解決可能であり、効率的で再現性の高い発
光測定が期待される。 
 さらに、キノンは還元剤を添加することで
還元-再酸化反応のサイクルが誘起され、活性
酸素を連続的に発生させる性質を有する。そ
こで、この反応に伴って発生する活性酸素を
ルミノールにより検出することによっても
キノンの化学発光定量が可能である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、活性酸素を発生する性質を持
つキノンを標識試薬として用いて、反応を制
御可能な化学発光分析法の開発を行う。具体
的には、キノンをプレカラム標識試薬として
用いる HPLC 化学発光分析法ならびにビオ
チン化キノンを標識試薬とする化学発光イ
ムノアッセイの開発を目的とする。 
 
（１）キノンをプレカラム標識試薬とする 
HPLC 化学発光分析法を開発する。キノンで
標識した測定対象をカラムで分離後に、オ
ンラインで光照射してキノン標識体より活
性酸素を発生させてからルミノールと混合
し、生じる発光を検出する。 
 

（２）キノン標識抗体を用いる化学発光イ
ムノアッセイの開発を試みる。このとき、
応用範囲の広さと調製の簡便さを考慮して
抗体へのキノン標識法としてアビジン-ビ
オチンシステムを選択し、そのための試薬
としてビオチン化キノンを合成する。すな
わち、ビオチン化キノンとビオチン化二次
抗体とをアビジンを介して結合させること
により、容易にキノン標識抗体を調製可能
な方法である。 
 
 さらに、上記の実験において光照射による
化学発光反応の制御に加えて、還元剤である
dithiothreitol (DTT) の添加に伴う活性酸素の
発生を利用する化学発光法についても検討
を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) キノンを標識試薬として用いる HPLC 
 
 最初に、tryptamine 及び phenethylamine と
いった典型的なアミンを測定対象モデルと
して選択し、化学発光検出システム開発のた
め の 検 討 を 行 っ た 。 Tryptamine 及 び 
phenethylamine のアセトニトリル溶液に、標
識 用 キ ノ ン 試 薬 と し て
anthraquinone-2-carbonyl chloride のアセトニ
トリル溶液及び炭酸緩衝液を加え、室温で 
10 秒間撹拌することにより誘導体化を行う 
(Fig. 1)。反応溶液中の誘導体を ODSカラム
で分離後、殺菌灯 (10 W, 254 nm) に巻き付け
たテフロンチューブ内を通過させてオンラ
インで光を照射してから、ルミノールの炭酸
ナトリウム水溶液と混合し、化学発光検出器
へ導入して測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、キノンの 1 種である menadione を
標識試薬として用いるチオール類の HPLC 
化学発光定量法の開発を試みた。Cysteine と
いったチオール類の水溶液に menadione の
メタノール溶液及び HEPES 緩衝液を添加し、
室温で 10 分間放置することにより誘導体化

Fig. 1. Anthraquinone-2-carbonylchloride 
によるアミンの誘導体化反応 



を行う (Fig. 2)。この誘導体を ODS カラム
で分離後に、オンラインで DTT 及びルミノ
ールと混合することで誘導体から発生する
活性酸素をルミノール化学発光検出する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ビオチン化キノンによる化学発光イムノ
アッセイ 
 
 9,10-アントラキノン及び 1,4-ナフトキノ
ン誘導体をそれぞれビオチンヒドラジドと
結合させることで、ビオチン化アントラキノ
ン (Biotin-AQ) 及びビオチン化ナフトキノン 
(Biotin-NQ) を合成する (Fig. 3)。合成したビ
オチン化キノンについて化学発光特性を調
査するとともに安定性に関する評価を行う。
さらに、ビオチン化キノンを化学発光イムノ
アッセイへと応用するための基礎検討とし
て、ビオチン化抗体の化学発光定量を試みる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) キノンを標識試薬として用いる HPLC 
 Anthraquinone-2-carbonyl chloride と反応さ
せたアミン類を HPLC システムに注入した
ところ tryptamine 及び phenethylamine はそ
れぞれ保持時間 13 分及び 15 分に化学発
光ピークとして検出された (Fig. 4A)。これら
のピークは光照射をオフにすることで消失
したことから (Fig. 4B)、光照射により標識体
から活性酸素が発生し、これがルミノールと
反応して化学発光が生じたと考えられた。こ

の HPLC システムでは、ポストカラム試薬
として活性酸素を送液する必要がないこと
から発光反応が安定化し、かつ照射装置のオ
ン／オフにより発光反応を制御することが
可能である。各種誘導体化条件及び HPLC 
条 件 を 最 適 化 後 の  tryptamine 及 び 
phenethylamineの検出下限 (S/N = 3) はそれ
ぞれ 124 nM 及び 84 nM であった。次に、
本法の実試料応用としてワインに含まれる
tryptamine 及び phenethylamineの定量を行っ
た。ワイン試料の前処理操作としてアセトニ
トリルを溶媒とする塩析液-液抽出を行うこ
とにより、ワイン中から tryptamine 及び 
phenethylamine の誘導体ピークを良好に検出
することが可能であった (Fig. 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2. Menadione によるチオールの誘導
体化反応 

Fig. 3. Biotin-AQ 及び Biotin-NQ の構造 

Fig. 4. アミン標準溶液のクロマトグラム
(A) 光照射装置オン、(B) 光照射装置オフ 

(A) 

(B) 

Fig. 5. 赤ワイン中アミンのクロマトグラム 



 Cysteine のようなチオールと  menadione 
を弱アルカリ性条件下室温で放置すること
により Michael 付加による誘導体が生成した。
この誘導体に DTT 及びルミノールを添加し
たところ、強い発光が観察された。今回測定
対象とした 4 種類のチオール類 (cysteine、
honocysteine 、 N-acetylcysteine 及 び 
glutathione) の誘導体は保持時間 12-40 分に
検出され、その検出下限(S/N=3)は 0.02-0.08 
nM であった。開発した HPLC 定量法をヒト
血漿へと応用した結果、生体内在成分の妨害
を受けることなくこれらチオール類を良好
に定量可能であった (Fig. 6)。本研究で標識
試薬として用いた menadione は従来の試薬
と比較して安定である上、より低温かつ短時
間で反応が進行するという利点を有する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ビオチン化キノンによる化学発光イムノ
アッセイ 
 
 Bioin-AQ及び Biotin-NQ はビオチンヒドラ
ジドを用いることにより一段階の反応で比
較的容易に合成できた。これらのビオチン化
キノンは、ビオチンと結合後であっても活性
酸素発生能を維持しており、biotin-AQはルミ
ノールと混合してから光照射を行うことで
発光性を示し、biotin-NQ はルミノール及び 
DTT を添加することで発光することが確認
された。また、biotin-NQ は従来のイムノア
ッセイで汎用されている biotin-HRP と比較
して、加熱、pH 変化、凍結融解、アジ化ナ
トリウム及びタンパク質分解酵素といった
測定結果に影響を与える各種因子に対して
高い安定性を有することが明らかとなった。 
 合成した biotin-NQ及びアビジンを用いて、
ビオチン標識抗体の定量を行ったところ、
0.2-0.8 µM の濃度範囲でビオチン標識抗体
濃度と発光強度との間に相関係数 0.943 の
直線関係が見られ、検出下限 (blank + 3 SD) 
は 34.8 nM であった。これらの結果から、ビ
オチン化キノンを用いることで、従来のエン
ザイムイムノアッセイと比較して高い感度
と再現性を有する化学発光イムノアッセイ
の開発が可能であると考えられた。 
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