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研究成果の概要（和文）： 研究代表者が考案した振幅変調多重化フロー分析法は，周波数解析
に基づいて多試料同時分析を行う新規フロー分析法である。本研究では，同分析法の発展を目

的として，システムの改善と分析条件の最適化による測定効率の向上，１試料中の多成分同時

定量への展開，気節－非相分離法の導入による分散抑制と高感度化などを研究した。河川水など

環境試料中のリン酸イオン，塩化物イオン，鉄(II)・鉄(III)イオン，亜硝酸・硝酸イオンなどの
定量に応用し，その実用性と汎用性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： Amplitude modulated multiplexed flow analysis is a new concept 
for simultaneous analysis of multiple samples based on frequency analysis.  In this study, 
we have 1) improved the throughput of the measurement by the optimization of the system 
and analytical conditions, 2) proposed a concept for the simultaneous determination of 
multiple analytes in a sample, and 3) limited the axial dispersion through the 
segmentation of the liquid stream with of air-bubbles for sensitivity enhancement.  The 
developed system has successfully been applied to the determinations of phosphate ions, 
chloride ions, ferrous & ferric ions, nitrite & nitrate ions, and so on, in environmental water 
samples. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) フローインジェクション分析法（FIA）
をはじめ各種フロー分析法は，その優れた長
所（たとえば高精度，高効率，経済性）によ
り，環境分析や臨床分析などの分野でめざま
しい発展を遂げてきた。現在では，

International Conference on Flow Injection 
AnalysisやFlow Analysisなどの国際会議を
通じて活発な学術交流が行われ，年間数百報
に達する論文が公表されている。 
(2) その一方，成熟の域に近づきつつある
FIAやその関連法（シーケンシャルインジェ
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クション分析法，ビーズインジェクション分
析法など）の中で工夫や改良を行い，応用を
見いだすことは益々困難になりつつあり， 
フロー分析の分野における新たな突破口・展
開が求められている。 
(3) 2000年，研究代表者はフィードバック制
御フローレイショメトリー Feedback-based 
Flow Ratiometry（FFR）と名付けた新規フ
ロー分析法を発表した。２液をさまざまな流
量比で合流させ，この流量比と下流で得られ
る分析信号との関係を解析することで，目的
とする情報を得る。分析信号をリアルタイム
で解析し，流量比走査へとフィードバックす
ることによって，高い測定効率を実現する。
同法をフロー滴定，薬物の分配係数や電離定
数の決定へと応用し，良好な成果を得た。 
(4) FFR では，三角波制御信号を用いて流
量比の上昇・下降走査を繰り返す。このこと
から，波に関する原理や理論がフロー分析へ
と応用できるのではとの着想に達した。三角
関数波による試料流量の制御と高速フーリ
エ変換（FFT）による周波数解析を組み合わ
せた振幅変調多重化フロー分析法（AMFFA）
を考案し，2007-2008年度科研費萌芽研究補
助金を得て，プログラム作成およびシステム
構築を行い，各種色素水溶液を用いた実験で，
本発想の妥当性を示した。 
(5) しかし，AMMFAの短所も明らかとなっ
た。すなわち，1) 目的とする情報に変調をか
けても，流れ系内での分散によってその振幅
が減衰すること（感度が低下する）， 2) FFT
の原理上，解析窓において試料が一定不変で
なければ正確な分析結果が得られないこと
（試料濃度の速い変動を追跡できない）であ
る。  
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では，前項（1. (5)）で述べた２つ
の短所を極力克服し，AMMFAを実用レベル
へと発展させることを目的とした。すなわち，
微少流量・無脈流の送液ポンプおよび高性能
検出器を用いたシステムを構築し，１）分散
による振幅減衰の抑制と ２）脈流に起因す
る周期的雑音の低減をはかるとともに，3）
より高周波の制御信号の適用によって試料
濃度変化にも迅速に対応できるようにする。
構築したシステムを 4）環境試料中の窒素化
合物の測定などに応用し，本分析法の汎用
性・実用性を示す。 
(2) 研究の進行に伴い，1) の分散抑制につい
ては，液流を気泡で分節することが有効であ
ることが明らかとなり，2年度目の研究には，
5) 気節－AMMFA の高感度化も目標に掲げ
た。ここでは，気泡が検出器に導入されると
大きなノイズを生じ解析不能になることか
ら，検出器直前で多孔質膜によって脱気を行
った。良好な成果が得られたが，脱気後の分

散も少なからず生じたため，さらなる高感度
化のため，3年度目の研究では 6) 気節－非相
分離 AMMFA（気泡を脱気せずに検出器に導
き，信号処理により気泡由来信号を除去）の
研究も目的とした。 
 
３．研究の方法 
 図 1 に最終的な進化形である気節－非相分
離 AMMFA の基本構成を示す。 呈色反応
や測定原理に応じて，図 1に示したシステム
を適宜アレンジした。気節法を導入していな
い初期の実験では P4の流路はない。 

 信号発生器(SG)から周波数の異なる制御
信号(Vc1, Vc2)を発生させ，試料(S1, S2)流量を
変動させる。総流量一定のもと，試料を試薬
(R)と合流させる。この液流を，第 4の流路か
ら導入される空気(Air)によって分節し，反応
コイルを経て，脱気を行うことなく検出器(D)
に導く。検出信号 Vd を，制御信号とともに
コンピュータ(PC)に取得し，Excel 形式で保
存する。 
 制御，計測，解析，図表表示は，VBA for 
Excel で作成した自作プログラムによって完
全自動化する。制御信号 Vc1および Vc2の周
期の最小公倍数を解析窓として FFT 計算を
行う。解析窓を時間とともに前方へと移動さ
せることにより，リアルタイムでの解析を可
能にする。制御信号に対応する周波数成分の
振幅より，多試料同時分析あるいは多成分同
時定量を行う。 
 まず，色素水溶液を試料として基本的分析
条件の確立を行った。次に各種分析化学反応
に応用し，本法の汎用性・実用性を検証した。
最後に，気節法の導入による AMMFA の高
感度化について探究した。 
 
４．研究成果 
(1) AMMFA システムの最適化と塩化物イオン
定量への応用 
 前述(2.(1))のように，正確な測定のために
は，FFT解析窓の時間内において試料濃度は
不変でなければならない。したがって，測定
効率の上昇のためには，できる限り短い変調
周期を適用することが重要である。本補助金

 
図 1. 気節-非相分離 AMMFA 



で購入した高性能ポンプ等を用いてシステ
ムを再構築し，マラカイトグリーン(MG)水溶
液を試料として基本的分析条件を検討した。
試料分散を抑制するため，図 1 に示した P3
ポンプを検出器 Dの下流に配した。総流量は，
2 cm3 min-1が最適であった（小さすぎると流
路内の滞留時間が長くなるため分散が進行
し，大きすぎると検出器が濃度変化を追従で
きなくなるため，いずれも振幅が減衰したと
考えられる）。5秒の制御周期（これまでの 6
倍の測定効率）でも十分な振幅が得られ，0 － 
30 µmol dm-3 の間で得られた検量線の直線
は良好（r2 = 0.999）であり，検出限界(3.3σ)
は 1.3 µmol dm-3，15 µmol dm-3のMG測定
の繰り返し性は RSD = 2.4% (n = 10)であっ
た。構築したシステムをチオシアン酸水銀法
による塩化物イオンの定量に応用した（分析
波長 480 nm）。河川水および水道水を用いた
添加回収試験（~10 mg dm-3）では，ほぼ
100％の良好な回収率が得られた。 
 
(2) 振幅変調-ロックイン検出フロー分析法
によるリン酸イオンの定量 
 遍在するものの資源としては枯渇が危惧
されているリンについて，水中の微量リン酸
イオンの定量を目的として振幅変調フロー
分析法を応用した（多重化は行わなかった）。
図 1の S1, S2，Rの流路からは，それぞれ試
料，呈色試薬（モリブドリン酸+マラカイト
グリーン+硫酸の混合水溶液 ; 定流量 (0.6 
cm3 min-1)），希釈液(水)を送液した。生じた
モリブドリン酸とマラカイトグリーンのイ
オン対の吸光度を 625 nmで測定した。検出
信号をロックインアンプに導き，試料流量の
変調周期に対応する周波数成分の振幅を求
め，この振幅の大きさより定量を行った。変
調周期は 15 s，反応温度は 50℃に最適化し
た。0~2.9 µmol dm-3のリン酸イオンに対し
て得られた検量線の直線性は r2 = 0.999，検
出限界(3.3σ) は 0.17 µmol dm-3であった。こ
れらの結果は，流量に変調を加えない一般的
な連続フロー分析法によって得られた結果
（r2 = 0.967, LOD = 1.03 µmol dm-3）に比べ
て優れている。これは，従来法では吸光度の

値そのものから定量するのに対し，本法では
吸光度の振幅をもとに定量を行うため，イオ
ン対の光学セル窓への吸着に伴うベースラ
インの変動を受けないからである。図 2に示
すように，色素（ファストグリーン）を共存
させ，その濃度を意図的に変化させても，2.91 
µmol dm-3のリン酸イオンに対してほぼ一定
の振幅(Amp: 0.226±0.014 V）が得られた。
淡水域，汽水域の河川水を用いた添加回収試
験（~ 2 µmol dm-3）では 100％前後の良好な
回収率が得られた。 
 (3) 気節－AMMFA 
 AMMFAにおいては，試料流量の変動によ
って情報に変調をかけても，検出器に達する
までの間に管軸方向への分散が起こり，振幅
減衰，ひいては感度低下につながる短所があ
る。そこで気節法を AMMFA に導入し，気
泡によって区切られた各液節内に分散をと
どめる方法を検討した。Acid Red S（食用色
素）水溶液を試料として，気泡導入法を検討
した。検討した送気デバイスの中ではペリス
タポンプが最も高い気泡導入精度（RSD < 
5%）を与え，液総流量 1.35 cm3 min-1，空気
流量 1.11 cm3 min-1のとき，生成する液節お
よび気節の体積はそれぞれ 79.5 ± 2.9 (n = 
12) and 117.1 ± 1.6 (n = 12) mm3であった。
界面活性剤の添加は，気泡導入に関してよい
効果は与えなかった。気泡導入は分散（した
がって振幅減衰）の抑制と，これによる感度
上昇に効果的であった。この効果は，制御周
期が短いほど，検出器までの流路長が長いほ
ど，効果的であった。本法を sub-ppm レベル
のリン酸イオンや亜硝酸イオンの定量へと
応用し，良好な結果を得た。すなわち，気節
を導入しな場合に比べ，感度が 1.26~7.27
倍に増大した。 
 
(4) 気節－非相分離 AMFA 
 気節－AMMFA では，気泡が検出器に導入
されると解析不能な信号を与えることから，
検出器直前で PTFE製多孔質膜（ポアフロン
チューブ）によって脱気を行った。しかし，
脱気後，検出器のフローセルに達するまでの
間でも無視できない分散が起こり，感度が低
下した。そこでさらなる感度の向上のため，
脱気を行わずに気泡も検出器へと導き，信号
解析によって気泡由来信号を除去する方法
を検討した。まず，このためのプログラムを
作成した。検出信号の傾き，および液相信号
からの変位にそれぞれ閾値を設定し，いずれ
かを超えたとき検出信号を気泡ノイズとみ
なして排除した。さらに，移動平均処理によ
って信号を平滑化した。測定シグナルの一例
を図 3に示す。ここで， 流量は P1 (試料), 0
~0.9 (周期: 30 s); P2, 0 (closed); P3 (水), 1.0; 
P4 (空気), 0.2 cm3 min-1である。気節判定の
ための閾値は 信号の傾きについては 1.0 V 

 
図 2．ベースライン変動の影響 



s-1，液節信号からの変位については 0.7 V，
移動平均に用いるデータ数は 31点である（こ
れらは予備実験により決定した）。図 3より，
上方に飛び出した気節由来信号が完全に除
去され，平滑化処理によって滑らかな検出信
号が得られていることがわかる。 
 メチルオレンジ水溶液を試料とした場合
には，AMMFA（初期の方法）で得られた振
幅に対し，気節−AMMFA（改良法）では 1.17
倍に，さらに気節−非相分離/AMMFA（本法）
では 1.73倍に感度が増大した。最適化したシ
ステムをマラカイトグリーン法によるリン
酸イオンの定量に応用した。気節を用いない
場合に比べて感度は 1.64倍に上昇し，本法に
より検出限界は 1.32 mmol dm-3から，0.83 
mmol dm-3へと低下した。本法を河川水およ
び池水を用いたリン酸イオンの添加回収試
験に応用し，回収率約 100%の良好な結果を
得た。 
 
(5) 1 試料中の亜硝酸イオンおよび硝酸イオ
ンの同時定量 
 (1)，(3)，(4)節の AMMFA研究は，基本的
に 1目的成分について多試料同時分析を行う
ものであった。そこで，1 試料について，そ
れに含まれる複数の目的成分を AMMFA に
よって定量する方法について検討した。目的
成分として，環境水の分析において関心の高
い亜硝酸イオンと硝酸イオンを採り上げた。
試料を 2流路から導入する。一つの流路には
硝酸イオンを亜硝酸イオンへと還元する
Cd-Cuカラムを挿入した。それぞれの流量を
周波数の異なる交流波形制御信号によって
変動させた。両流路からの液を合流させたの
ち，下流で Griess 法（ナフチルエチレンジ
アミン吸光光度法，分析波長 538 nm）によ
る吸光光度測定を行った。上記還元カラムを
有する流路からは硝酸イオンと亜硝酸イオ
ンの総濃度が得られ，有しない流路からは亜
硝酸イオン濃度が得られる。前者から後者を
差し引くことによって，硝酸イオン濃度が求
められる。感度の向上のため，(3)節で述べた

気節法（相分離あり）を導入した。分析条件
を最適化後（反応コイル長: 0.5 m, 反応温度: 
50℃），総濃度および亜硝酸イオン濃度の検
量線を作成した。本法は µmol dm-3レベルの
硝酸イオン，亜硝酸イオンの同時定量が可能
であり，河川水を用いた添加回収試験におい
ても良好な結果が得られた。 
 
(6) 1 試料中の鉄(II)イオンおよび鉄(III)イオ
ンの同時定量 
 (5)節で述べた方法は，試料を 2流路から導
入し，そのうちの 1流路に還元前処理過程を
組み入れたものである。したがって，1 試料
中の多成分同時定量とは言っても，原理的に
は(1)，(3)，(4)節で述べた多試料同時分析と
大きく変わるものではなかった。一方，本節
で述べる鉄(II)イオンおよび鉄(III)イオンの
同時定量に関する研究では，試料を 1流路か
ら導入し，試料流量と前処理試薬流量を異な
る周波数で変動させるものである。そのシス
テムを図 4に，制御信号プロファイルを図 5
に示す。呈色反応にはオルトフェナントロリ
ン吸光光度法（分析波長 510 nm）を用いた。
この反応では鉄(II)イオンが呈色するので，
鉄(III)イオンについてはあらかじめ，還元剤
（L－アルコルビン酸; VitC）によってに鉄(II)
イオへと還元しておく必要がある。FFT解析
窓（Vc1周期と Vc2の周期の最小公倍数）の時
間を 1周期とすると，図 5に示すように VitC
流量を制御する Vc1は基本波相当の周波数で，
試料流量を制御する Vc2は第 2 高調波相当の
周波数でそれぞれ制御する（Vc2は最小値が 0 

 
図 3. 気節－非相分離 AMMFAの信号例 
（試料: 15 ppm メチルオレンジ） 

 
図 4． 1試料中の鉄(II)イオンおよび
鉄 (III) イ オ ン の 定 量 の た め の
AMMFAシステム 

 
図 5．制御信号プロファイル 



V になるようオフセットをかけている）。鉄
(II)イオンは VitC濃度とは無関係であり，試
料流量の変動のみに依存するので，検出信号
中の第 2 高調波成分の振幅のみに寄与する。
一方，鉄(III)イオンは呈色のためには VitC
による還元を受けなければならないので，検
出信号中の基本波成分の振幅にも，第 2高調
波成分の振幅にも寄与する。この鉄(III)イオ
ンのそれぞれの振幅への寄与の比は，理論的
には 16 : 3π，すなわち1.6976となることを明
らかにした。鉄(III)イオンのみを含む試料を
用いて検証したところ，理論値に非常に近い
実測値 1.695が得られた。 

 実際の制御信号および検出信号の一例を
図 6に示す。鉄(III)イオン濃度と基本波成分
の振幅 A1との関係から，鉄(III)イオンを定量
する。A1 / 1.695が第 2高調波成分の振幅 A2
中の鉄(III)イオンの寄与と考えられるので，
この値を A2より差し引き，鉄(II)イオン濃度
との関係を求めることで，鉄(II)イオンの定
量も可能になる。本法を様々な濃度比の鉄
(II)イオン・鉄(III)イオン混合溶液，河川水，
温泉水に応用し，良好な結果を得た。 
 
 以上，AMMFAは研究代表者が考案したオ
リジナルな分析法であり，システムの構築や
プログラム作成も独自に行っている。本研究
では，AMMFAにロックイン検出，気節導入
などの手法を組み入れ，環境水中の重要な成
分の定量に追うようすることで，その汎用
性・実用性を示すことができた。 
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