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1．はじめに

　金属は生体にとって欠かすことのできない必須
元素である．一方，その毒性によってイタイイタ
イ病や水俣病のような中毒症状や種々の過剰症な
ども惹起することも知られており，金属は生体に
とって非常に有益である一方で毒性を示す両面性
がある．近年，メタロミクス（metallomics）が生
体金属に関連した研究分野の総合化をはかるため

の新しい科学領域として提唱されている．しかし
ながら，これらの多岐にわたる金属イオンの生体
内の役割については未解明な部分も多く，金属イ
オンをより高感度に，より高選択性に，また，よ
り簡便に定量できる分析法の開発が熱望されてい
る．分析化学は，医薬品分析，環境分析，食品分
析等あらゆる分野に汎用されている必要不可欠な
基盤技術のひとつであり，この分析化学の発展に
は分析機器の発展に代表されるハード面での進
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歩，分析試薬とその利用法の開発に代表されるソ
フト面での進歩がその両輪である．今回，ハード
面では吸光光度法，蛍光光度法を，ソフト面では
キサンテン系色素を用いて新規定量法を開発し
た．
　光分析法の代表である吸光光度法は，簡便，迅
速，再現性に優れた方法として金属あるいは非金
属イオン，さらには医薬品，生体関連物質などの
分析に汎用されるなど，応用範囲は極めて広い分
析法であるが，近年では新しい反応原理の探索や
有機試薬の開発も含め，以前ほど活発には行われ
ていないのが現状である．しかしながら，吸光光
度法は「A＝εcl で示されるように，測定値がε
によって一義的に定義されるので，吸光度を再現
性よく測定できる」，「安価な機器を用いて簡易な
操作で信頼しうるデータが比較的高感度に得られ
る」などの特徴を有していることに変わりはな
い．次に，蛍光光度法であるが，吸光光度法に比
べて高感度である場合が多い．さらに，すべての
物質が光照射によって蛍光を生じるわけではな
く，励起光と蛍光の波長が蛍光物質によって異な
るため，目的とする蛍光物質が他の物質と識別さ
れるので高選択性である．次に，今回の新規定量
法の開発にあたって用いたキサンテン系色素は，

「モル吸光係数が大きい」，「吸収極大波長が長波
長域にある」といった吸光光度法に適した特徴，

「強い蛍光性を示す」，「発光量子収率が大きい」，
「蛍光極大が長波長域である」といった蛍光光度
法に適した特徴，さらには「合成，精製，誘導化
などが容易」，「生体毒性が少ない」などの優れた
特性を有している1）．
　本研究では呈色反応及び蛍光反応両面の追跡が
可能で，優れた特性を有するキサンテン系色素を
用いる金属イオン及び関連化合物の分析法の開発
を目的として検討することとした．被分析金属
イオンとしては，（O, O）配位しやすい鉄イオン，
チタンイオン，アルミニウムイオン，コバルトイ
オンを取り上げ，また有機化合物として鉄イオン
との関連性が深いアスコルビン酸の分析について
検索した．更に，先に記載した吸光光度法の特長
を考察しつつ，呈色錯体のキャラクタリゼーショ

ン，色素と金属イオンの反応様式（生成定数と反
応速度など），界面活性剤の併用効果，キサンテ
ン系色素の構造などについても一部探索した．

2．キサンテン系色素を用いる金属イオンの
分析法

2-1．o-カルボキシフェニルフルオロンを用いる

全鉄及び鉄（Ⅲ）の吸光光度定量法並びに呈

色錯体のキャラクタリゼーション

　鉄はクラーク数 4.70 で元素中 4 番目に多い存
在比を示し，生物圏においてもほとんど全ての生
物に必須であり，酸素運搬や DNA 合成などの酸
化還元を担う酵素の活性中心として利用されてい
る微量金属である．一方，過剰鉄はその高い反応
性ゆえにフリーラジカルの主たる産生源として，
蛋白質・核酸・脂質等の生体高分子にダメージを
与えるため，C 型肝炎ウイルスによる肝細胞癌，
アルツハイマー病，パーキンソン病，心筋梗塞，
脳卒中，高血圧，糖尿病，腎不全などの多くの疾
患の発症・病態形成に深く関与していることが知
られている．しかしながら，標準酸化還元電位が
＋0.77V と中程度のため，大部分が鉄（Ⅲ）及び
鉄（Ⅱ）の形で常時共存しており，環境中だけで
なく，生体内での挙動，分布，役割等について未
だ不明な点が多く，臨床検査の現場においても遊
離鉄や不飽和結合能を簡便，正確に測定する満足
な方法は現状においてもほとんどない．
　当研究室においても，キサンテン色素のうち
種々の金属イオンと鋭敏に反応するフェニルフ
ルオロンの o-位にカルボキシル基を導入したo-

カルボキシフェニルフルオロン（OCPF, o-ヒドロ
キシヒドロキノンフタレイン）を用いた鉄（Ⅲ）の吸
光光度定量法について報告しているが2）～4），鉄

（Ⅲ）および鉄（Ⅱ）を考慮したスペシエーション
分析については考察していない．今回，鉄（Ⅲ）
あるいは鉄（Ⅱ）との反応性を詳細に検討し，ビ
シン／水酸化ナトリウム緩衝液とポリビニルピロ
リドン（PVP）共存下，OCPF を用いる全鉄及び
両イオンの簡便，高感度な分別定量法を開発し
た（Fig. 1）．更に，その反応様式や呈色錯体の特
性を分光光度法，電子スピン共鳴法（ESR）を用
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いて精査した．加えて，本呈色反応を利用するフ
ローインジェクション法（FIA）への適用につい
ても検討を加えた．
　本法の定量操作に従って検量線を作成したと
ころ，20～670 ng mL−1 の鉄濃度で良好な直線
を得ることができた．OCPF に対する｛鉄（Ⅲ）
-OCPF｝溶液，｛鉄（Ⅱ）-OCPF｝溶液，及びシア
ン化カリウムを用いた場合の｛鉄（Ⅲ）-OCPF｝溶
液の見かけのモル吸光係数（ε）はいずれも 1.3
×105 L mol−1 cm−1 であり，吸光度 0.001 を示す
Sandell 表示感度は 0.430 ng cm−2 であり，o-フェ
ナントロリン（phen）法の 10 倍以上，チオシア
ン酸塩法の約 10 倍，ビピリジン（byp）法の 15
倍以上を示した．また，相対標準偏差（RSD）
は 167 ng mL−1 において 0.77％（n＝8）であり，
極めて再現性にも優れていた．また，本法及び
phen 法を製剤中の鉄（Ⅲ）及び鉄（Ⅱ）の定量に
応用し，その分析値，回収率を求めた．その結
果，Table 1 に示すように，各試料とも phen 法と
同等あるいはそれ以上の良好な分析値及び回収率
が得られ，実用分析法として十分利用し得ること
を認めた．
　次に，鉄（Ⅲ）あるいは鉄（Ⅱ）と OCPF との
組成比について PVP の共存，非共存下でそれぞ
れ連続変化法及びモル比法を用いて精査した．そ
の結果，ビシン／水酸化ナトリウム緩衝液を用い

たとき，PVP 非併用下では鉄（Ⅲ）：OCPF，及び
鉄（Ⅱ）：OCPF はともに 1：1 であるのに対し，
PVP を併用する場合には鉄（Ⅲ）と OCPF，及び
鉄（Ⅱ）と OCPF のモル比がいずれも鉄：OCPF

＝ 1：3 であり高次化現象が観察された．また，
種々の緩衝液を用いて同様に PVP の共存，非共
存下それぞれについて組成を検討した結果，用
いる緩衝液によって，鉄（Ⅲ）あるいは鉄（Ⅱ）
と OCPF との組成比が大きく相違するという興味
ある結果を得ることができた．さらに，｛鉄（Ⅲ）
-OCPF｝錯体の存在を確認するため，ESR を用い
て検討した．その結果，Fig. 2 に示すように｛鉄

（Ⅲ）-OCPF｝錯体を 77k で測定したとき，ESR シ
グナルが 150mT 付近に，g 値が 4.4 付近の単一の
シグナルとして現れた．一方，本シグナルは｛鉄

（Ⅱ）-OCPF｝錯体では現れなかった．このことか
ら，鉄（Ⅲ）と OCPF を混和したとき｛鉄（Ⅲ）
-OCPF｝錯体として存在することが確認できた．
　本呈色反応が非常に速やかに進行することが認
められたので，FIA による全鉄の開発を目的とし
て，流量，試料注入量，測定波長，溶液類の組成
などについて若干検討を加えた．その結果，60～
280 ng mL−1 の鉄を感度良く定量することができ，
硫酸鉄製剤に応用したところ，通常の吸光度法と
類似した分析結果を得ることができ，実用分析法
としても十分利用できることを認めた．

Fig. 1　Absorption spectra.
Fe （Ⅱ）, Fe （Ⅲ）: 5.0×10−6 mol L−1, PVP: 0.4％, pH: 9.0, KCN: 1.0×10−3 mol L−1, OCPF: 1.0×10−4 mol L−1, Curve 
A: Fe （Ⅱ）-OCPF and Fe （Ⅲ）-OCPF solutions in the absence of KCN, Curve B: OCPF solution and Fe （Ⅱ）-OCPF solution 
in the presence of KCN, Curve C: Curve A minus Curve B, Reference: water.

Wavelength / nm
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2-2．o-カルボキシフェニルフルオロンを用いる

チタン（Ⅳ）の吸光光度定量法

　チタンはクラーク数が 0.46 で元素中第 10 位と
比較的豊富に存在し，近年では，工業，あるいは
生物医学分野での使用が増加している．特に生物
医学分野では抗がん剤，インプラント，造影剤で
用いられ，生体内で生化学的経路中に多く存在し
ていることから生物学的視点からも大いに関心が
持たれている．しかしながら，チタン（Ⅳ）の生
化学的挙動についてはほとんど知られていないの
が現状であり，チタン（Ⅳ）化合物には難溶解性
のものもあることから，蓄積により局所的な毒性
を示す可能性がある．そのため，今後，生体に対

する疾患の誘因，地球環境汚染などの問題を引き
起こす可能性を有しており，チタン（Ⅳ）の生物
学的な役割の解明のためには微量分析法の開発が
必須である．今回，強酸性域での陽イオン性界面
活性剤である塩化セチルトリメチルアンモニウム

（CTAC）共存下，OCPF を用いるチタン（Ⅳ）の
簡便な吸光光度定量法を開発した（Fig. 3）．
　本法の定量操作に従って検量線を作成したとこ
ろ，24～340 ng mL−1 のチタン（Ⅳ）濃度範囲で良
好な直線を得ることができた．見かけのモル吸光
係数（ε）は 2.24×105 L mol−1 cm−1， Sandell 表示感
度は 0.217 ng cm−2，RSD は 0.64％（n＝8）であ
り再現性にも優れていた．本定量法の感度はタイ

            Table 1　Total iron and iron （Ⅲ） in pharmaceutical preparations.

Fig. 2　ESR spectrum.
OCPF：Fe＝20：1 （Fe 100μM）, Temperature: 77 K, Power: 5 mW, Field: 150±100 mT, Sweep time: 8 min／200 mT, 
Mod.: 0.63 mT, Receiver gain: 5×100, Time constant: 0.1 s.

Magnetic Field / mT
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ロン法8）の 15 倍，クロムアズロール S-CTAC 法9）

の 3 倍の定量感度を示した．本法をヒト尿，子牛
血清，廃水を用いて回収率を求めところ，Table 2
に示すように，99.0～100.9％と非常に良好な回収
率が得られ，実用分析法として十分利用し得るこ
とを認めた．
　 次 に， チ タ ン（Ⅳ）と OCPF， 及 び OCPF と
CTAC の組成比を連続変化法，モル比法を用
いて検討した．その結果，それぞれ 1：4 及び
1：1 であることが確認でき，CTAC の共存下で

｛Ti（OCPF）4（CTAC）4｝の三元錯体を生成してい
ることが示唆された．これは，チタン（Ⅳ）の配
位数は一般的に 6 である場合が多いのに対し本呈
色体では 8 を取っている可能性があり，非常に興
味ある金属錯体であることが示された．

2-3．o- カルボキシフェニルフルオロンを用いた

チタン（Ⅳ）の定量条件下における化学平衡

及び反応速度の解析

　キサンテン系色素は，種々の金属イオンや生体
物質などと錯生成するため，優れた呈色色素とし
て広く用いられ5）～7），分析への応用報告が数多く
あるが，本色素と金属イオン間の反応メカニズム
については，ほとんど報告されていない．そこ
で，OCPF を用いたチタン（Ⅳ）の定量条件下に
おける反応メカニズムについて化学平衡論及び反
応速度論の観点から検討を加えた．

OCPF の pKa1 の算出：

　OCPF は水溶液中で pH 依存的に，1 価の陽イ
オン種，中性種，1 価の陰イオン種，2 価陰イオ
ン種など，様々な化学種を示すことが予想され

Fig. 3　Absorption Spectra.
OCPF: 5.0×10−4 mol L−1, Ti （Ⅳ）: 2.5×10−6 mol L−1, CTAC: 2.0×10−3 mol L−1, pH 0.8
Curve A, Ti （Ⅳ）-OCPF solution; Curve B, OCPF solution; Curve C, Curve A minus Curve B.

          Table 2　Recovery tests of titanium spiked in biological and water sample．

*not pretreated
Ti（IV）: 120 ng mL−1, CTAC: 2.0×10−3 mol L−1, pH 0.8, OCPF: 5.0×10−4 mol L−1, Reference: OCPF solution.
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る．従って，CTAC 共存下で OCPF の酸解離定数
（pKa1）を（ⅰ）及び（ⅱ）式を用いて検討した．

（ⅱ）式は次のように表すことができる．

　Fig. 4 に見られる pH 0～2.5 の領域での吸収ス
ペクトルから，OCPF の第一段解離は pH 1.5 以下
であることが示唆されたので，pH 0.12 では 1 価
の陽イオン種すなわち OCPF＋，pH 0.86 では中性

種すなわち OCPF と仮定し，それぞれの 460 nm

における吸光度を AOCPF＋及び AOCPF，さらに，pH 

0.12～0.86 で OCPF＋と OCPF の混和状態での吸
光度を A とすると，［OCPF＋］と［OCPF］が平
衡であるとき，（ⅲ）は次のように置き換えるこ
とができる．

　したがって，pH 0.12 から 0.86 の吸光度を測
定した結果，Fig. 5 に示すように，CTAC 共存下
pKa1 が 0.52±0.05 であることが示唆された．

Fig. 5　Determination of the pKa1 of OCPF．
Ti （Ⅳ）: 2.5×10−6 mol L−1, CTAC: 2.0×10−3 mol L−1.

Fig. 4　Absorption spectra of OCPF.
The pH values of solutions are given on the peaks. The final concentration is 1.0×10−4 mol L−1, The wavelength of the 
absorption maxima areλmax＝460 nm.



Vol. 7 (2013) 169

呈色体の安定度定数の算出：

　本チタン（Ⅳ）定量条件下でのチタン（Ⅳ）
と OCPF との結合モル比が 1：4 とすると，平
衡状態は（ⅴ）に示す式で表され，さらに（ⅵ），

（ⅶ），（ⅷ）式より安定度定数（Kf）を算出するこ
とが可能である．

　ここで，（Ti）t と（OCPF）t はそれぞれの総濃度
を示すことから，（ⅵ）は次のように示すことが
できる．

　次に，チタン（Ⅳ）に対して 4 倍過剰量の
OCPF を加え，18℃で塩化ナトリウムを用いて
イオン強度を 1.5 に調整したときの 530 nm にお
ける吸光度を測定し，（ⅸ）式より Kf を算出した
ところ， Ti（OCPF）4 の log Kf の平均値は 16.88 で
あった．これらのことから，本チタン（Ⅳ）定量
条件下では Ti（OCPF）4 が主要な化学種であり，Ti

（OCPF）3＋，Ti（OCPF）2
2＋，Ti（OCPF）3

＋ は 存 在 し
ても，極めてわずかであることが示唆された．

反応速度の検討：

　化学反応を定量的に解析する場合，平衡論と速
度論とは互いに相補的な関係にあるので本反応を
反応速度の面より検討した．先に示したようにチ
タン（Ⅳ）と OCPF との反応は（ⅹ）で示す通りで
あり，反応速度式は微分形の（ⅺ）で示すことが
できる．ここで，k は反応速度定数とする．

　CTAC 共存下でチタン（Ⅳ）に対し OCPF 過剰
の場合，この速度式は擬一次反応と見なせること
から，速度定数は（ⅻ）から求めることが可能で

ある．ここで，kobs は擬一次反応速度定数とする．

　まず，OCPF の pKa1 の算出の結果より，pKa1

が 0.5 付近であることを考慮して pH 0.76，pH 

0.13 での kobs を求めたところ，pH 0.76 では 1.65
×10−2 s−1，pH 0.13 では 3.20×10−3 s−1 と算出さ
れ，チタン（Ⅳ）との反応速度が［OCPF＋］と

［OCPF］では異なり，［OCPF］の化学種での反応
が［OCPF＋］のそれに比べ，ほぼ 5 倍加速して
いることを認めた．さらに，半減期は t1／2＝0.693
／k で表すことができるので，本チタン（Ⅳ）定量
条 件 下 で は，t1／2＝0.693／（1.65×10−2）s＝42 s と
算出される．この t1／2 の 10 倍の時間，すなわち
10t1／2 の時，反応は 99.9％進むと考えられるので，
t＝10t1／2＝7 min で，本反応はほとんど完結して
いると見なせる．また，補足的に陽イオン性界
面活性剤の CTAC を非イオン性界面活性剤の Brij 

35 に変更して OCPF の pKa1 と反応速度の関連性
を同様の操作で検討したところ，pKa1＝1.51 ±
0.05（Brij 35 共存下）及び pH 1.52 付近からの反
応速度の上昇が見られ，これは CTAC 共存下の
場合と同様，［OCPF］の化学種での反応速度が速
くなる結果が得られた．
　以上，化学平衡論及び反応速度論の両観点から
検討を加えたところ，呈色錯体の安定度定数 log 
Kf，チタン（Ⅳ）と OCPF との反応速度定数 kobs

は，それぞれ 16.88 及び 1.65×10−2 s−1 であるこ
とが，吸光光度法より算出され，本呈色反応が
pH に依存した OCPF のイオン種と深く関係して
いることが確認できた．更に，非イオン性界面
活性剤の Brij35 共存下での OCPF の第一段解離
定数 pKa1 が 1.51 に対し，陽イオン性界面活性剤
CTAC 共存下での pKa1 が 0.52 と，陽イオン性界
面活性剤での OCPF の酸解離平衡の促進現象が認
められ，このことが本定量法の選択性の向上に寄
与している一因であると推測された．
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2-4．バニリルフルオロンを用いるコバルト（Ⅱ）

及びシアノコバラミンの吸光光度定量法

　コバルト（Ⅱ）はクラーク数 0.004 で，銅亜鉛
鉱などの中にも微量含有されている．そのため，
精錬中間物に随伴するほか，鉄鋼，合金鋼中にも
不純物として混入し，これら製品金属の純度ある
いは製造工程の管理などの面で，また，中性子の
吸収断面積が大きく，核燃料，原子炉材料でもっ
とも忌避される不純物である．一方，コバルトは
必須微量元素の一つで血液中には 0.2～2µg L−1 存
在し，このコバルトを構造中に含むビタミン B12

（シアノコバラミン）は，DNA やヘモグロビンの
合成，アミノ酸代謝，水素転位あるいはメチル基
転位など，極めて広範な生物学的反応に関与して
いる．しかしながら，このように生態にとって重
要な役割を示す一方で，コバルトの過剰摂取によ
る多血症や甲状腺腫が見られることがある．この
ような背景があるにもかかわらず，近年のセルフ
メディケーション時代においても，シアノコバラ
ミンを含む OTC 医薬品に関して，明確な含量規
定のガイドラインがないのが現状である．以上の
ことを踏まえれば，生体中，医薬品中，環境中の
コバルトの簡便で高感度な測定法の構築は非常に
有意義であると考えられる．今回，キサンテン系

色素のバニリルフルオロン（VF）を合成し，ホウ
砂溶液を用いる弱塩基性域において，陽イオン性
界面活性剤のゼフィラミン（Zep）を用いるコバ
ルト（Ⅱ）の簡便で高感度な吸光光度定量法を開
発した（Fig. 6）．また，呈色体の組成について検
討を加えた．
　本法の定量操作に従って検量線を作成したとこ
ろ，20～470 ng mL−1 のコバルト（Ⅱ）濃度範囲
で良好な直線を得ることができた．見かけのモル
吸光係数（ε）は 1.35×105 L mol−1 cm−1，Sandell

表示感度が 0.440 ng cm−2 と高感度であり，ニト
ロソ R 法10）～12）の約 4 倍，1-ニトロソ-2-ナフトー
ル法13）の約 3 倍，2-ニトロソ-1-ナフトール法14）

の約 8 倍を示し，迅速性，簡便性の面からも優
れた方法であると考えられた．また，5 回での
RSD はコバルト（Ⅱ）240 ng mL−1 を用いるとき
0.66％と，再現性も優れていることが示された．
本法の実試料への応用として，環境試料（水道水
及び雨水）中のコバルト（Ⅱ）の添加回収実験を
行った結果，Table 3 に示すように，添加回収率
は 99.5％及び 98.2％と非常に良好であり，本法の
実用分析法への応用が十分可能なことが示唆され
た．さらに，設定したコバルト（Ⅱ）の定量操作
で，コバルトを含むビタミンであるシアノコバラ

Fig. 6　Absorption spectra obtained by standard procedure.
Co （ Ⅱ ）: 8.0×10−6 mol L−1, VF: 5.0×10−5 mol L−1, Zep: 0.1 ％, pH: 9.2, Reference: water, 1: VF solution against 
water, 2: VF-Co （Ⅱ） solution against water, 3: VF-Co （Ⅱ） solution against VF solution.

Table 3．Recovery tests on tap water and rain water.

Co（II）taken: 240 ng mL−1, VF: 5.0×10−5 mol L−1, Zep: 0.1％ , pH: 9.2, Reference: reagent solution.

Wavelength / nm
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ミンの定量を試みた．その結果，0.5～11.1µg mL
−1のシアノコバラミン濃度範囲でコバルト（Ⅱ）
と同様，ε＝1.35×105 L mol−1 cm−1 の感度で定量
することができた．なお，シアノコバラミンとし
ては直接 VF とは呈色反応しなかったので，前処
理として日本薬局方記載の方法に準拠し，硫酸水
素カリウムを加え，るつぼを用いて強熱融解した
後，水溶液として定量を行った．
　次に，Zep 共存下での本呈色錯体の組成を，連
続変化法及びモル比法で検討した．その結果，コ
バルト（Ⅱ）：VF＝1：2 という結果が得られた．
一方，非イオン性界面活性剤である Tween 80 共
存下における呈色体の組成は，コバルト（Ⅱ）：
VF＝1：1 という結果であり，陽イオン性界面
活性剤である Zep を用いることにより，呈色錯
体の高次化が認められた．また，Tween 80 共存
下における Zep と｛コバルト（Ⅱ）-VF｝錯体と
の結合をモル比法で検討したところ，コバルト
（Ⅱ）：VF：Zep＝1：2：4 の三元錯体の生成が推
定される結果を得ることができた．

2-5．m-カルボキシフェニルフルオロンを用いる

微量アルミニウム（Ⅲ）の蛍光光度定量法

　アルミニウムはクラーク数 7.56 で元素中第 3
位であり地殻中に非常に多く含まれる元素で，そ
の製造・加工の容易さから，食器，調理器具，清
涼飲料の容器，医薬品，食品添加物など，直接口
に触れるものだけでも非常に多くの製品に使わ
れ，我々の日常生活に深く浸透している．一方，
アルミニウムの体内への摂取蓄積により引き起こ
される疾患には，アルミニウム脳症，神経毒性や
骨軟化症などが報告されており，また，アルツハ
イマー型老年期認知症とアルミニウムの関連性が
数多く議論され，更に，最近では肺癌の発生率の
増加にアルミニウム含有の化粧品が影響している
との報告もされている．当研究室では神野らによ
りキサンテン系色素の m-カルボキシフェニルフル
オロン（MCPF）を用いる Al（Ⅲ）の高感度な吸光
光度定量法（ε＝1.7×105 L mol−1 cm−1）を報告し
ているが 6），臨床検査における血清アルミニウム
（Ⅲ）の基準値は 10µg L−1 以下であり，この基準

値以下のアルミニウム（Ⅲ）を測定する際には，
吸光光度法では若干感度において不十分であり，
更に高感度分析法の開発が必要である．MCPF は
フルオレセインと同様，平面構造を持つナフタレ
ン部位とそれとは独立して回転するベンゼン部位
が存在すると推定され，分子は平面構造を有し電
荷共鳴構造上安定で発蛍光性を示すので，蛍光反
応面での追跡であると考えた．今回，この MCPF

の蛍光試薬として，弱塩基性域で CHES／水酸化
ナトリウム緩衝液と PVP 共存下，アルミニウム
（Ⅲ）の高感度で選択的な蛍光光度定量法を開発
した（Fig. 7）．
　本法の定量操作に従って検量線を作成したとこ
ろ，0.03～1.50 ng mL−1 のアルミニウム（Ⅲ）濃度
範囲において原点を通る良好な直線性を示す検量
線を得ることができた．本法は先に報告した吸光
光度法の約 10 倍以上の感度であり，検量線の相
関係数は r＝0.999，検出限界は 0.02 ng mL−1 であっ
た．また，アルミニウム（Ⅲ）0.35 ng mL−1 におけ
る RSD は 2.70％（n＝6）と再現性にも比較的優
れていた．本法を缶飲料中のアルミニウム（Ⅲ）
定量に応用し，その分析値及び添加回収率を求め
た．その結果，Table 4 に示すように分析値及び
回収率とも良好であり，実サンプル分析法として
十分満足できるものであった．なお，比較分析法
としては，缶飲料のアルミニウム濃度分析に用い
られるルモガリオン法15）, 16）を用いた．また，ル
モガリオン法を用いる場合はマトリックスからの
干渉を受けるため前処理が必要となるが，本法で
は前処理なしで缶飲料中のアルミニウム（Ⅲ）定
量が可能である利点が認められた．さらに，大容
量輸液製剤（Large Volume Parenteral:  LVP），及
び健康成人から得られたヒト尿を用いて本法にお
けるアルミニウム（Ⅲ）の添加回収率を検討した．
その結果，前処理なしの LVP を用いた場合の添
加回収率は 101.6％，健康成人から得られたヒト
尿での添加回収率は 102.7％であった．以上のこ
とから，本法により医療分野でのアルミニウム定
量法の新しい手法を提供できる可能性が認められ
た．
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3．キサンテン系色素を用いる金属イオン関
連化合物の分析法

3-1．陽イオン界面活性剤存在下，鉄（Ⅲ）及び p-

カルボキシフェニルフルオロンを用いるア

スコルビン酸の吸光光度定量法

　アスコルビン酸（AA）は，その欠乏症として壊
血病が知られているように，生体中ではコラーゲ
ン線維に必須で，また，抗酸化作用などをはじめ
多様な生理作用を有している水溶性ビタミンであ
る．従来から報告されている吸光光度法の多くは
AA と鉄（Ⅲ）との酸化還元反応の結果，生成し
た鉄（Ⅱ）と phen あるいは byp などのような有機
試薬との発色反応を用いる間接分析法に基づいて
いる．一方，AA は（O, O）配位子を有するので，
亜鉛（Ⅱ），マンガン（Ⅱ），カドミウム（Ⅱ），ア
ルカリ土類金属（Ⅱ）などと錯生成することも知
られている17）, 18）．一方，錯生成しやすい被験物質
に対し｛被分析物質・金属・有機試薬｝の三元錯
体生成反応を利用する方法19）, 20）が｛被分析物質・
金属｝あるいは｛被分析物質・有機試薬｝の二元

錯体反応を用いる方法に比べ，感度，選択性，簡
便性など種々の点で優れていることが認められて
いる．したがって，AA あるいはその酸化体であ
るデヒドロアスコルビン酸（DHAA）の錯生成能
に着眼すれば，三元錯体生成反応に基づく，より
高感度，高選択的な AA の定量法が構築できると
推察される．この観点より今回は，キサンテン系
色素と金属イオンとして種々の三元錯体生成反応
が可能な鉄（Ⅲ）を用いる AA の高感度定量法に
ついて検討した．その結果，Tris／塩酸緩衝液を
用いた弱塩基性域において，陽イオン界面活性剤
である塩化テトラデシルトリメチルアンモニウム
（TTAC）共存下，p-カルボキシフェニルフルオロ
ン（PCPF）及び鉄（Ⅲ）を併用する AA の簡便で
高感度な吸光光度定量法を開発した（Fig. 8）．
　本法の定量操作に従って検量線を作成したと
ころ，AA 量が 20～120 ng mL−1 の濃度範囲で良
好な直線性を示した．本定量操作における｛鉄

（Ⅲ）-PCPF｝に対する｛AA-鉄（Ⅲ）-PCPF｝の見
かけのモル吸光係数（ε）は 2.1 × 106 L mol−1 cm−1， 

Sandell 表示感度は 0.140 ng cm−2 であり，他の吸

           Table 4  Analysis of alminium in canned beverages.

Fig. 7　Fluorescence emission spectra.
MCPF: 5.0×10−6 mol L−1, PVP: 0.1％, pH: 9.0, Excitation wavelength: 530 nm, A: MCPF solution（blank）, Sample 
solutions with Al （Ⅲ） concentration B: 0.70 ng mL−1, C: 1.05 ng mL−1.

Wavelength / nm
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光光度法21）～24）に比べて著しく高感度であった．
また，RSD は 2.2％（n＝5）であり再現性にも優
れていた．本定量法の検量線は原点を通らない
が，（1）簡便で高感度である（2）広い範囲で直
線性を示すといった利点を有している．次に，本
法を医薬品製剤中の AA 定量に応用した．錠剤の
場合，まず，錠剤の質量を正確に測定し，乳鉢を
用いて粉砕した後，その一定量を精秤し，水に溶
解し一定容量とした．濾過した濾液の一定量の試
料溶液について，標準定量操作にしたがい AA 含
量を求めた．その結果，Table 5 に示すように本

法の分析値は，第十三改正日本薬局方の AA 定量
法と同等の分析値が得られた．

3-2．p-カルボキシフェニルフルオロン及び鉄

（Ⅲ）を用いるアスコルビン酸の定量条件下

における呈色体の組成と反応メカニズム

　AA は強い還元性を有するため，鉄（Ⅲ）を鉄
（Ⅱ）に還元し，自身は酸化され DHAA に変化す
る．試料溶液中においては AA＜鉄（Ⅲ）なので，
鉄（Ⅱ），鉄（Ⅲ），DHAA，PCPF の 4 者が共存し
ており，複数の呈色体の生成が考えられる．した

                   Table 5　Determination of ascorbic acid in pharmaceutical preparations.

Fig. 8　Absorption spectra.
AA: 4.0×10−7 mol L−1 （Curve 1）; 8.0×10−7 mol L−1 （Curve 2）; Fe （Ⅲ）: 1.5×10−5 mol L−1, F−: 1.5×10−4mol L−1, 
PCPF: 6.0×10−5 mol L−1, TTAC: 2.5×10−3 mol L−1, pH 8.5; Curves 1 and 2： AA-Fe（Ⅲ）-PCPF solution; Curve 3: Fe

（Ⅲ）-PCPF solution; Reference: water.
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がって，本反応における反応メカニズムを明確に
するため，生成する呈色体の組成を連続変化法あ
るいはモル比法を用いて詳細に検討した．その結
果，AA 非共存下での｛鉄（III）：PCPF（λmax：600 

nm）｝及び｛鉄（Ⅱ）：PCPF（λmax：640 nm）｝の組
成モル比はそれぞれ 1： 1 及び 1：2 であり，鉄
の価数の違いにより生成する錯体の組成が相違す
るという結果を得た．また，鉄（Ⅱ）と PCPF と
の反応速度を定性的に観察したところ，鉄（Ⅲ）
と PCPF のそれよりも大きかった．同様に DHAA

共存下における｛鉄（Ⅲ）：PCPF（λmax：640 nm）｝
の組成モル比は 1：2 であり，また，｛鉄（Ⅲ）：
DHAA｝のモル比は 1：1 であることを認めた．
一方，鉄（Ⅱ）と AA 及び DHAA との結合は認め
られなかった．したがって，今回の実験結果から
以下の反応が考えられる．すなわち，下記の式に
示すように，第 1 段階として鉄（Ⅲ）が AA によ
り還元され鉄（Ⅱ）となり，その鉄（Ⅱ）が PCPF

と 1：2 の錯体を生成する．それと同時に，余剰
の鉄（Ⅲ）が PCPF 及び生成した DHAA と錯生成
し，｛DHAA：鉄（Ⅲ）：PCPF｝＝ 1：1：2 の三元
錯体が生成することが示唆された．

｛FeⅢ-PCPF（1:1）｝→｛FeⅡ-PCPF（1:2）＋DHAA-FeⅢ -

PCPF（1:1:2）｝

4．キサンテン系色素の結晶構造
4-1．OCPF の結晶構造

　今回の検討で用いた OCPF について，その
結晶構造を Fig. 9 に示す．その結果，過去に報
告されているキサンテン系色素のひとつである
o-sulfophenylfluorone25）と同様に，平面構造であ
るキサンテン環とベンゼン環が C9-C2ʼ で単結合
した二平面構造を有しており，二平面の角度は
69.22（5）°であった．次に，キサンテン環に結合
している 4 つの C-O 距離は全て等価であること
が確認できた．また，COOH 基の C-O，C＝O 距
離は区別できず，解離して COO−型であると推定
された．

4-2．MCPF の結晶構造

　今回の検討で用いた MCPF について，その結
晶構造を Fig. 10 に示す．その結果，過去に報告
されている o-sulfophenylfluorone25）と同様に，平面
構造であるキサンテン環とベンゼン環が C9-C6ʼ
で単結合した二平面構造を有していた．また，
Fig. 10 では安息香酸部分の COOH 基が 2 つ存在
するように見えるが，これは C9-C6ʼ 結合の回転
により COOH 基が左側のコンホーマーと右側に
あるコンホーマーが共存しているためである．

　　　　　　　　　　　　　　　　Fig. 9　Crystal structure of OCPF．
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5．結語

　キサンテン系色素を用いて 4 種の金属イオン，
及び 1 種の関連化合物の簡便，高感度な光分析法
を開発することができた．吸光光度法では鉄，チ
タン，コバルト，及びアスコルビン酸を従来法以
上の感度，再現性で定量することが可能であっ
た．蛍光光度法ではアルミニウムを吸光光度法
の 10 倍以上の感度で定量することが可能であっ
た．さらに，各定量法における呈色錯体につい
て，色素と金属イオン，あるいは色素，金属イオ
ン及び被分析物質の結合モル比を検討したととも
に，ESR による反応様式の検討，化学平衡及び
反応速度の解析等を行い，種々の知見を得ること
ができた．また，キサンテン系色素の一つである
OCPF 及び MCPF についての結晶構造についても
明らかとすることができた．
　以上，本研究結果からキサンテン系色素を用い
ることにより金属イオン，及び関連化合物を従来
法を上回る感度で定量できることが明らかとな
り，キサンテン系色素の分析分野への利用におけ
る重要性を改めて示すことができた．
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　　　　　　　　　　　　　　   Fig. 10　Crystal structure of MCPF．
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