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Absiract New chemica1 reactions bas巴don ion association formation with a monoprotic acid dyestuff， 

thermochromism of ion associates with aminesラ st巴pwisetitration with ion association abi1ity and wat巴r-so1ub1e

co1or and fluorescence reactions were proposed. And a1soラ flowinjection ana1yses (FIA) coup1ed with nove1 

chemica1 reactions mentioned abov巴 havebeen deve10ped for the ana1yses of pharmaceutica1s， toxic air 

pollutants and physio1ogica1 substances. Moreover， the automated flow問basedtechniques were proposed for the 

rapid， reproducib1e， 1ess reagents consumption and sensitive ana1ysis using new1y designed app紅 atus.The 

proposed techno1ogies are availab1e in food science， con仕olofindus仕ywaste water，巳nvironmenta1chemistry， 

pharmaceutica1 and agricu1tura1 chemistry目

These res巴archesdescribed here were awarded by Japan Society for Ana1ytica1 Chemistry on September 

21，2006. 

1.はじめに

イオン会合反応には，親水性イオン会合と疎水的イオ

ン会合が古くから知られている.前者は含水性イオンが

静電的に会合し，沈殿を生成する.また後者はパルキー

な疎水性イオン聞の会合に基づくもので，特にイオン会

合抽出に用いられる.例えば， Fe(II)は 1，10句フェナント

ロリン (phen) と 1:3錯体[F巴(II)(phen)/+]を形成し，赤

色錯陽イオン(入m皿=510 nm) となる.この溶液に無色

の過塩素酸イオン(C104-)が添加されると

[Fe(II)(phen)32+] (C10n2の1:2イオン会合体が定量的に

形成され，有機溶媒に抽出される.したがって

[F e(II)(phen)3 2+]の吸光度を測定することにより，間接的

に過塩素酸イオンの濃度を定量することが出来る 1) し

かし[Fe(II)(phen)3 2+]のモル吸光係数は 10，000L mo1-1 

cm-1程度であり，微量分析には適さない そこで各種

の疎水性陽イオンを対イオンとし，さらに大きなモノレ吸

光係数(約 100，000Lmo1九m-) を持つメチレンブケレー
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(MB) 2)，エチルバイオレット (EV)3)やローダミン B

(町lB) 4)などが用いられると，疎水性陰イオンや錯陰

イオンの高感度分析が可能で、ある.MBや EVは陰イオ

ン性界面活性剤の微量分析に導入され， JIS5)，のに採用さ

れている.一方，塩基性化合物に対しては二塩基酸染料

が用いられた.例えば，三級アミン (R3NH十)に対して

ブPロモクレゾーノレグ?リーン (H2BCG) を用いると pH4

以下では黄色の 1:1の(R3NH+)(HBCG-)会合体が得られ，

間接的に R3NH+の濃度を求めることができる 7) また

pH 8付近では青色の 2:1の(R3NH+)z(BCG2-)会合体が形

成される.前者の会合体は速やかに有機溶媒に抽出され

るが，モル吸光係数は小さい.後者は 25，000L mo1-1 cm-1 

程度の感度を有するが，原点を通る検量線の直線性，ま

たイオン会合体の抽出性が悪く，会合体生成の最適 pH

領域も狭い.さらに中性付近でのイオン会合体の組成は

1: 1と 1・2が混在することがある.そとで，著者らは 1

つの酸解離定数 (pζ) しか持たない一塩基酸染料の応

用を提案した.その結果，会合体の組成は全て 1・1が得

られ，またモノレ吸光係数は約 3~90，000 L mo1-1 cm-1を
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与え，二塩基酸染料よりも優れた感度を得ることができ，

高感度化が図られた.特に，テトラブロモフェノールフ

タレインエチルエステノレ (TBPE)はアミンに対しては

約 45，000L mor1 cm-1， 8，9)，第4級アンモニウムイオンに

対しては約 100，000L mol-1 cm-1のモノレ吸光係数を与え

10， 11)，また，最適 pH 領域も 5~11 と大幅に改善された.

TBPEは最も優れたイオン会合性試薬であるが， 1~3 

級アミンに対しては赤~赤紫色の会合体を，また，第 4

級アンモニウム塩は全て青色会合体を形成することが

見出された.このように対イオンにより，会合体の色が

異なることは極めて珍しい現象である.さらに赤~赤紫

色のアミン会合体にサーモクロミズム (thermochromism，

熱変色性)を発現すること，その吸光度の変化は温度，

アミン濃度に対して化学量論的に変化することを見出

し，第 4級アンモニウム塩の分別定量 12) アミンの分

別定量 13，1の及びアミン聞の同時分析 15，16)に応用された.

一方，二塩基酸染料(例えばBCG2-) をアルカリ領域

で用いると原点を通る検量線の直線領域が狭いことを

指摘した.しかし pH7~8 付近において，パルキーな 3

級アミンであるシンコナアルカロイド (Q十)が存在す

ると， BCGとの開で赤色会合体[(BCG2-)(Q+)2lが生成さ

れ，この会合系に微量の第4級アンモニウム塩が添加さ

れると青色の会合体が形成されることが判明した 17)

このことにより，パソクロミズムが発現し，感度の増幅

が図られ，また検量線の直線性は大きく改善された.こ

の会合体は三元イオン会合体 (t巴:maryion associate) と

命名された.

上述の方法は新規に提案されたイオン会合反応を利

用する高感度・高選択的分析法であるが，全てパッチマ

ニュアノレ法である.したがって，一回の測定に用いる試

薬の消費量は多く，分析に要する時間も長く，迅速分析

には不適である.また分析操作は煩雑で，技術的に熟練

を要する.これらの問題点を解決するために，溶媒抽出

をオンライン化したフローインジェクション法 (Flow

I町ectionAnalysis， FIA)を提案し，実用化をはかった 18)

パッチマニュアル溶媒抽出法は，再現性や揮発性抽出溶

媒による実験環境汚染，多量の有機溶媒廃液などに問題

があり， FIAはこれらの問題点を解決できる方法として

注目されている.

溶媒抽出 FIA法はモノレ吸光係数の大きな染料を用い

る陰イオン界面活性剤や塩基性医薬品などの迅速・高精

度分析法には適しているが，金属イオンの分析には感

度・選択性に優れているとは言えない.最近は低濃度(数

十 ppb~数十 ppt) の金属イオンの分析にはグラファイ

トファーネス原子吸光光度法 (GFAAS)や誘導結合プ

ラズマ原子発光分析法(ICP-AES)が用いられているが，

これらは大型な装置で，また高価で、ある.そこで，水溶

性キレート試薬を用いる FIAの検討を行った.その結

果，シングルppbのF巴(II)，Co(II)， Cu(II)などの定量が

可能となった また 1時間当たりの試料分析速度は 20

~60 試料で，パッチマニュアノレ法と比べると数倍の迅

速性が確保された また，多くの FIAでは単元素分析

システムが提案されているが，著者は 2~3 元素を同時

に検出するために，新規のツインフローセノレ，ダブルフ

ローセノレ，四連フローセルを開発し，迅速・同時分析シ

ステムを考案し，特許出願している ¥9)

前述したが， FIAは反応系，検出系がクローズドシス

テムになっているため，外音問、らの汚染を防ぐことがで

きる.したがって，環境分析や臨床化学分析に適してい

る.また迅速分析が可能である.そこで，大気中のオキ

シダントやホルムアノレデ、ヒドの微量分析に適用した.ま

た新生児尿中のクレアチニンの迅速分析システムを開

発した

12006年度日本分析化学会学会賞」の対象になった

主な研究内容を Table1に示す「新しいイオン会合反応

の創出と新しい水溶性発色蛍光反応の創出」で見出した

「特異的化学反応」を体系化した.それらの化学反応を

組み込んだ「流れ分析法の開発」により 1分離・検出

機能の向上」を図り， 1分離・分析化学の新展開」と「化

学分析の自動化」を目指した.高機能化・高性能化され

た FIA法による新しい分離・分析化学の手法は，環境

化学，品質評価，プロセス管理などの分野に導入され，

分析技術の発展と進歩に大きく寄与し，社会への貢献も

大きい.紙面に都合上，これらの中から著者が主に行っ

た業績の一部を紹介する.

2. 新規イオン会合反応の創製と実用分析への応用

2.1. TBPEによるイオン会合体のサーモクロミズム 20

~25) 

TBPEは pH8付近においてはプロトンが付加した

R3NH十(R2NHn と付加錯体 (R3NHTBPEあるいは

R2NH2TBPE) を形成する.この会合体の吸収極大波長

(λ血砿)は 550~580nm に存在し，赤~赤紫色に呈色す

る.これら会合体の吸収スベクトノレを Fig.lに示す.医

薬品に用いられるメチルエフェドリン会合体の入m国は

550nm，エフェドリンは 555nm，ジフェンヒドラミン
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T'able 1 研究内容

[研究業績 1]新しいイオン会合反応の創出

1-(1 )一塩基酸反応試薬の開発

0特異的イオン会合反応の応用

0塩基性医薬品の選択的。高感度分析

。陽イオン界面活性剤の高感度分析

0金属イオンの選択的・高感度分析

。試薬再生・循環型分析システムの設計

1-(2)サーモクロミズム反応の開発

0電荷移動錯体の特異的現象

。新規相分離器の開発

0温度制御フローセルの開発

O混合アミンの同時定量

0第4級アンモニウム系医薬品の分別定量

1-(3)三元イオン会合反応の創出

0二塩基酸染料の機能の向上

Oダイナミックレンジの拡大

Oモル吸光係数の増大

0.5ト
4八

0.4 主
A 

0.1い th〆

• 

， 

1・

550 600 650 

Wavelength (nm) 

Fig. 1 Absorption spectra of ion-association complexes 

formed with TBPEI6): (1) 2xl0--6 M diphe出ydramine:(2) 

2xlO-6 M m巴thylephedrin巴 (3)3x10--6 M ephedrine: (4) 

1x10--6 M berberine (~N): (5) reagent blank: TBPE 

1.6x 1 0-4 M ; solvent : 1ユ-dichloroethan巴ヲ児島問nce:water. 

[研究業績2]新しい水溶性発色蛍光反応の創出

II-(l)水溶性機能試薬の活用

0水溶性高感度発色試薬による同時定量

O多チャンネルフローセノレの開発

0火力発電所の給水管理システム

II-(2)新規蛍光誘導体化反応の開発

0排ガス中ホノレムアノレデ、ヒドの分析

。溶存酸素の自動分析

0オキシダントの迅速高感度定量

II】 (3)固相抽出分離法の開発

0フェノーノレの高感度分析

。フェノール分析の全自動化

。微量蛋白質の目視定量

II-(4)臨床試料の多検体分析

0新生児尿のクレアチニンのモニター

O尿中メタンフェタミンの迅速分析

は573nmに存在する. 3級アミンの λmaxはレッドシフ

トしたが，これは塩基性度の違いによるものと考えられ

る 一方~W (4級アンモニウム塩)の場合，全て λmax

は 610nmに存在した.そこで，これらの会合種の 1，2-

ジクロロエタン (1，2-DCE) 中での電気伝導性を測定し

たところ， ~Wが形成する青色会合体は電気伝導度を

示すが，赤色会合体は全く伝導性を示さないことが判明

したすなわち青色会合体は(~W)(TBPE-)のイオン対

を形成し，呈色は染料イオン色 TBPE-に依存し，解離

していることが分かつた.また 3級アミンの赤色会合体

は R3NHTBPEのような電荷を持たない付加錯体を形成

していると考える.TBPE一濃度を一定にして，アミンの

濃度を変化させたところ，アミンの濃度の増加に伴い，

410 nmにλ立国を有する TBPEHの吸光度が減少するの

に対して，付加錯体 R3NHTBPEの吸光度は増大した.

また 490nm付近に等吸収点が見られることから，濃度

変化に対して以下の化学平衡が成立しているものと思

われる.

TBPE、ν十 R3NH十
w干ま TBPEHR3N。干ま R3No+TBPEH。

Blue Red-violet Yellow 

(1) 

ここでwは水相を， 0は有機相を示す.TBPEを染料と

19 
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Fig. 2 The changes of absorbance spectra with elevated 

temperature (B巴rberine-TBPE-l ，2-dichloroethane ).12) (1) 

2SOC (2): 400C (3): 60oC. Berberine: 1.0xl0-{i M， TBPE・

6.4xl0-{i M. Reference: Water， pH: 8.5 

して用いる場合，アミンに対しては付加錯体を， 4級ア

ンモニウム塩に対しては静電的に会合したイオン会合

体(イオン対)を形成するが，これは極めて珍しい現象

である.さらに3 これらの会合体を加温したところ，青

色イオン会合体は加温により，わずかな吸光度の減少が

見られた.一方赤色会合体は温度の上昇に伴い， 580 nm 

付近の吸光度は顕著に減少し，入叩ax410 nmの吸光度が

増大した.このスベクトル変化を Fig.2とFig.3に示す.

ここでは第4級アンモニウム塩としてい10-{iMベノレペ

リン (Ber+) を用い，アミンとして 2.5x10-5M プロカイ

ン (ProH+) を用いた 12) Fig. 2に見られるように

(Ber +)(TBPE-)は温度の上昇に伴い， 610 nm及び 410nm

のいずれにおいても吸光度に減少が見られた.これは加

温による 1，2-DCEの膨張に起因によるもので，膨張係

数を用いて補正すると 250Cにおける吸光度と一致した.

一方，赤紫色会合体 (ProHTBPE) は温度が 200Cから

550Cへ上昇するに伴い， 580 nm付近の吸光度は定量的

に減少し， 600C付近においては赤色会合体の吸光度は試

薬空試験液(試薬ブランク)とほぼ同じとなることが明

らかとなった.また 410nmにおける吸光度は増大した.

さらに 550Cから 200Cに冷却すると 200Cでの吸光度に戻

ることから，加熱による吸光度の減少はイオン会合体の

分解ではなく，反応式(2)に示す可逆的サーモクロミズ

ム (reversiblethermochromism)が生じていると考える

Fig. 3 The changes of absorption spec仕aof the charge 

transfer complex by hermochromism.12) Procaine : 2.5xlO-5 

M， TBPE 1.28x10-{i M. pH: 8.5ラ Solvent DCE. 

Reference: water 

H巴at

ProHTBPE。干=士 Pro，o十 HTBPE。 (2) 

Cool 

そこで，イオン会合体が示すサーモクロミズムを分離分

析に導入することを試みた.

Table 2 Effect of foreign substances on berberine 

determinationa，12) 

Substance 

G1ucose 

Lactose 

Ammonium sulfate 

Calcium chloride 

Sodium carbonate 

Sodium ch10ride 

Sodiumni仕ate

Sodium acetate 

Sodium citrat巴

Sodium salicylate 

Starch， 0.4% 

Thiamine 

恥101eratio 

1 :1000 

1:1000 

1 :1000 

1: 1000 

1 :1000 

1:1000 

1:1000 

1: 1000 

1:1000 

1:1000 

1: 1 

Berberine 

recovery， o/c。

250C 600C 

100 

98 

101 

100 

98 

102 

101 

101 

100 

99 

101 

102 



Table 2 continued 

Triethanolamine 

Caffeine 

Benzethonium 

Neostigmin巴

Diphenhydramine 

Procaine 

Emetine 

Papaverine 

Pilocarpine 

Eserine 

Chloroph巴nylamine

機能性試薬の創製と化学分析の自動化に関する研究

1:500 

1:100 

1:1 

1 :0.1 

1 :0.3 

1:0.5 

1:2 

1:4 

1: 1 

1:2 

1:10 

1:20 

1 :30 

1: 1 

1:2 

l目0.3

1:0.5 

105 

101 

185 

111 

107 

112 

129 

159 

113 

130 

105 

114 

106 

111 

126 

115 

128 

105 

185 

111 

102 

104 

102 

106 

102 

106 

98 

101 

101 

100 

102 

104 

106 

a. The berberin巴takenwas 1 x 1 0-6 M， the wav巴1engthwas 

610 nm， and the pH was 8.5. 
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2.1.1.サーモクロミズムを利用する第 4級アンモニウ

ム塩及び芳香族アミンの分別分析

イオン会合性試薬として TBPEを用いると， ~W及び

R3NH+ともイオン会合体を形成し， 1，2-DCEへの抽出性

も高い.したがって，これらが共存するときは相互にプ

ラスの妨害を与える.しかし Fig.2に見られるように，

Ber十と TBPEーとの青色会合体はサーモクロミズムを示

さない.一方， ProH+との会合体は 550C~600C付近にお

いてはほぼ試薬ブランクと詞じ吸光度を示す.すなわち，

測定温度を 550C~600Cに保てばアミンによる妨害を防

ぎ，選択的に Ber+を測定することができる.その結果

をTab1e2に示す.この反応例を模式的にFig.4に示す.

250Cでは赤色会合体は当然妨害するが，測定温度を

600Cに保てば，赤色は消滅する.すなわち，青の会合体

の吸光度には影響を与えないまた，アミン会合体のサ

ーモクロミズムに定量的温度依存性があることが分か

った.たとえば 2x10-6M ジフェンヒドラミンについて

お℃から 500Cに昇温し，その吸光度差すなわちL1tとL1A

の比L1A1L1tを算出したところ， 7.48x10-3の値を得，10 

掴---!>..
喝零白ーー-
TA宇品A

j ¥' 

-・E・..::..
司...---

も

j 

F
F
M
ι

莞
+ 

U
ゲ

R3"jtっかcik:
ピ;rC叫 Hs

Fig. 4 Resonanc巴stmcturesof charge transfer complex. 
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回の繰り返し実験の変動係数は1.5%で，信頼できる値

と思われる 13) さらにLltを250Cとし，ジフェンヒドラ

ミンの濃度を(1~5)x10-6 M の範囲で変化させ，各濃度

でのLlA/Lltを求めたところ，良好な直線関係が得られ3

Table 3 Effect of quatemary ammonium cations in the 

determination of diph∞hydramine using theロnochromism13)

2x 1 O-O M diphenhydramine M/ Llt = 7 .48x 1 0-3 Llt = 250C 

22 

Recove巧T，% M/Llt Concen佐atio島公4~N added 

これをジフェンヒドラミン定量のための検量線として(x10-3) 

用いることができることが分かった.~WのLlAlLlt とジ

フェンヒドラミンのLlA!Lltを比較した結果を Tab1e3に

示すが， ~Wによる妨害がないことが分かる

103 

103 

7.68 

7.72 

5x10-7 

1x10-6 

Benzethoniu立1

99 7.41 5x10-7 Berb巴nne

サーモクロミズムを利用する脂肪族アミンの同

時定量 26~29)

2.1.2. 

102 

99 

7.64 

Sparteine 

3x10-O M diphenhydramine M/Llt = 10.76x10-3 Lltニ 250C

7.40 

5x10-7 

5x10-7 

Octylatropine 

アミンによるサーモクロミズムを系統的に解明する

ために， 1~3 級脂肪族アミンの会合定数とその温度依

存性について検討した.まず，アミンと TBPEH(通常

はTBPEを用いるが，pH3以下の水溶液にすると分子種

TBPEHが得られ， 1，2-DCEに完全抽出される)との会

合定数を求めた. TBPEHを2目4x10-5M に保ち，プロピ

ノレアミンの濃度を 8.0x10-5M~6.0x10-4 Mの範囲で添加

したときの吸光度変化を Fig.5に示す.スベクトノレ lの

410 nmにおける吸光度から TBPEHのモル吸光係数

(&TBPEH) を求めることができる.会合定数は以下の式

を用いて算出される.

100 

103 

102 

97 

103 5x10-7 

5x10-7 

5x10-7 

1x10-O 

5x10-7 

Benzethonium 

Octy1atropin巴

Berberine 

Sparteine 

0.7 

(3) 

(4) 

この場合[HTBPE]Rと[R3N]Rは反応後の TBPEHとR3N

の濃度である.プロピルアミン添加後の[HTBPE]Rは

[HTBPE]R = A4lO I &YBPEH 

Kao = [R3N'HTBPE]/[HTBPE]R[R3N]R 

一方

TBPEH及び R3Nの初期濃度を[HTBPE]μ[R3N]iとする

と

A410は 410nmにおける TBPEHの吸光度である.

5 0.6 

0.5 

0.3 

0.4 

。υd
m且
LHom且
4

0.2 

0.1 

(5) 

(6) 

[HTBPE]i一[HTBPE]R= [R3N-HTBPE] 

[R3N]R =[R3N]i -[R3N-HTBPE] 

600 550 500 450 400 

wavelengthl ntl1 

(4)， (5)， (6)を式(3)に代入することにより， Ka。を求め

ることができる.その結果を Table4に示す 吸収極大

Fig. 5 Changes of absorption spectra of Htbpe associates with 

Htbpe; 2.4xl0-5 Mヲ

propylamine concentration: 1， none; 2， 8x10-5 M; 3， 1.6x10-4 

M; 4， 3.2x10-4 M; 5， 6x10-4 M 

concen仕ation_27)aロl1nelllcreasmg 

とする電

波長は l級アミンの場合560nm付近lこ， 2級は570nm， 

3級アミンは 580nm付近に存在し，炭素鎖に依存せず，

塩基性度が強くなるにつれレッドシフトしていること

が分かる.これは Fig.6に示すように，この付加錯体は

水素原子を橋渡し(水素橋， hydrogen bridge) 

1，2同 DCE，Referenc巴:

temperature: 200C 
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Tab1e 4 Association constants of amine-Htbpe asociates27) 

Amine Wave1en 200C 

gth/nm 1ogKao 

Propy1amine 562 3.42 

Bu匂r1amine 565 3.52 

P巴nty1amine 565 3.53 

Hexy1amine 562 3.54 

Dipropy1amine 570 4.65 

Dibuty1amine 575 4.79 

Dipenりr1amine 573 4.84 

Dihexy1amine 568 4.70 

Tripropy1amin巴 580 5.02 

Tribu匂r1amine 580 5.23 

Tripenty1amine 585 4.95 

Trihexy1amine 580 5.28 

門
州印町叫2ρ);r-寸↑「一一一一一一一一一一 ← H----→ O 

(CHzl3CH3 

Br 

Tri-n-butylamine-HTBPE complex 
(red-violet) 

350C 

10g Kao 

2.86 

2.93 

3.01 

2.94 

4.01 

4.17 

4.29 

4.17 

4.46 

4.66 

4.51 

4.74 

Proton Sponge-TBPE associate (blue) 

450C 

1ogKao 

2.50 

2.61 

2.63 

2.65 

3.70 

3.71 

4.03 

3.82 

4.07 

4.36 

4.22 

4.45 

Br 

。

Br 

COOCZH5 

Fig. 6 E1ec仕onic structures of tri-n-buty1amine-HTBPE 

comp1ex and proton sponge-TBPE ion associate戸)

Tab1e 5 Recoverγtest for tertiary amine in the presence of 

prim征 yamine at 20 and 60oC26) 

Triーかhepty1aminea

200C 600C 

Primarγ Abs Recovery，% Abs Recovery，% 

amineb 

。 1.109 100 0.745 100 

5x10-6 M 1.170 106 0.754 101 

1x10-5 M 1.255 113 0.746 100 

2x10-5 M 1.443 l30 0.744 100 

3x10-5 M 1.584 143 0.745 100 

4x10-5 M 1.752 158 0.738 99 

a.λmax = 581 nm， 2x10-5 M， HTBPE， 3.2x10-4 M. 

b. Added concen仕組onofn占epty1amine.

荷移動錯体を形成し，中心の水素原子がアミン側へ引き

付けられる度合いによるものと考えるその根拠として

極めて塩基性度の強いアミンであるプロトンスポンジ

を添加すると TBPEHのプロトンが完全に引き抜かれ，

解離した青色会合体を形成することに裏づけられる 26)

また， Tab1e4を比較すると 1級アミンの会合定数は 3.5，

2級は 4.6，3級は 5と次第に大きくなり，また温度の上

昇にイ料、定量的に減少すること，会合定数の減少率はア

ミンごとに特異的であることが判明した，したがって，

アミンの減少率を利用すればアミン聞の分別定量が可

能となる 27.28)

たとえば，トリーnーへフ。チノレアミンとかへフロチノレアミン

の混合溶液について 200Cと600Cにおける吸光度とその

回収率を Tab1巴5に示す 2x10-5M トリーn-へプチルアミ

ンに 0.5~4x10-5 Mのかへフ。チノレアミンを添加すると

200Cにおいては大きな妨害を示すが， 500Cでの測定にお

いては全く妨害が見られず，回収率は 100%でトリーn-

へプチノレアミンが選択的に定量できることが分かつた.

この原理を用いたところ 1級と 3級， 2級と l級，ル

アミンとおかアミンなどの分別分析が可能となった 29)

また 2種の混合アミン溶液の同時分析も可能であるこ

とが分かつた.たとえば， Fig.7に示すように吸収極大

波長を 555nmと575nmに持つ 2つのアミンの場合3

それぞれのλmaxにおける 250Cと500CでのEを予め算出す

る.250Cにおけるアミン 1(555 nm)のモノレ吸光係数を

Cl.25'C'アミン2をの.25'Cとし，一方， 500CにおいてはCl.50'C'

C2.50'Cとすると

23 



(7) 

(8) 
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Abs1，250C = Cl，2YCXC1十位，250CXC2

Abs1，500C = C1500CXCl + C2，50oCXC2 

0.8 

24 

(9) 

波長 575nmにおいても同様にしてL1AbsBを求めること

ができる.

= L!cl.A)くC1十 dゐAXC2L1AbsA 
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0.4 

ωω
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0.2 
(9)， (10)の連立方程式を解くと

C1 = [(L1AbsBxL!の，A)-(L1AbsAxL!c2，B)] / [(L!Sl，BXL!c2，A)一
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C2 = [(L1AbsAxL!cl，B) -(L1AbsBxL!cl，A)] / [( L!S2，AxL!cl，B) -Fig. 7 Changes泊 absorptionspectra of dibucaine and 

(12) 

したがって， 555 nmと575nmにおけるお℃と 500Cの

吸光度差を測定すれば混合された 2種のアミンの濃度

(L!Cl.A xL!c2.B)] with 

increase.15) Diducaine， 2x 1 0-6 M; 

chlorpheniramine， 2xl0-6 M; TBPE， 1.6xl0-4 M; Buffer : 

DCE m TBPE with 立llxturechlorpheniramine 

temperature 

pH 8.0. Absorbances : A， A1，250C; B， A1，50oC; C， Arr，250C; D， 

を求めることができる.

これらのアミン会合体が示すサーモクロミズムとそ

の特異性を利用する分析法は世界で始めての報告であ

Arr，50oC 

1子'ends iη Analytical Chemisffアラ 7， 82 (1988)に

“Analytical applications of thermochromisirn"のタイトノレ

でD.T. BumsとT.O'R巴lilyによって紹介された (Fig.8) . 

りT捺mperature，the 4th dimension In UV四 visible
molecuiar spectroscopy 

イオン会合滴定による逐次定量 30~34)2.2. 

パノレキーでマイナスとプラスの疎水性イオンは水溶

液中でイオン会合体を生成する.会合による疎水性が高

まるほど水溶液中に存在することは難しくなり，水の中

から押し出される.したがって，水と混ざらない有機溶

媒が存在すれば有機溶媒への抽出が起こる.これがイオ

ン会合抽出である.例えば，キレート試薬と金属イオン

が反応して生成したマイナス 1価の錯陰イオンにプラ

ス l価の染料陽イオンが会合すると 1:1の会合体は適当

な有機溶媒に移動する.イオン会合性は，お互いのイオ

ン会合能(イオン会合定数の大きさ)の差を利用すれば

A により Bは抽出できるが， Cは抽出できないことが

可能で，この原理を利用すれば B とCに選択性を生み

出すことが可能であるこの原理を巧みに利用したもの
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がイオン会合滴定である.

局所麻酔薬であるプロカイン，ジブカイン，テトラカ

イン(これらは塩基性度が異なる)は陰イオン染料であ

Fig. 8In仕oductionofthe author's work published in Trends 

inAηα1. Chem. 7， 82 (1988) 
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る TBPEとイオン会合する.局所麻酔薬を R3Nで示す

と，中性付近では R3NH+として存在しているので

R3NH十・TBPE会合体を形成し赤色を呈する.

まず R3NH+が存在している溶液に有色のイオン会合

試薬 TBPEを指示薬として数滴添加すると以下のイオ

ン会合体が形成され，有機相に移動する“

R3NH+ +TBPE干=士 R3NHTBPE

Red co1or 

未反応の R3NH+は滴定剤であるテトラフェニールボロ

ン (TPB-) とイオン会合し，有機相に移動する.

R3NH十 +TPB一干='"R3NHTPB 

Co1orless 

さらに TPBが滴下されるとイオン会合能が TBPEくTPB

であるため，以下の置換反応が起こる.

R3NHTBPE + TPB-干=き R3NH+TPB十 TBPEH

Yellow 

すなわちR3NH+・TBPEがR3NH+・TPBにかわり無色とな

り， TBPEは遊離され黄色となる.当量点ではこの変色

反応により明確な終点を得ることができ，プロカインな

どを滴定により定量出来ることになる上記の原理を局

所麻酔薬の定量に適用したところ，表記濃度とほぼ一致

する結果を得た.局所麻酔薬のアンフ。ノレ中の濃度管理は

重要で，簡便法として有用である.

また非イオン界面活性剤に多量のアルカリ金属イオ

ンを加えると錯形成し，全体で陽イオンとなるので，上

記の方法が同様に適用できる 33)

Nonion十K十干ま K-Nonion+

K羽 omon十 +TBPE-干士 (K-Nonion+)(TBPE-)

B1ue 

(K同Nonion +)(TBPE-) 十 TPB-~士 (K-Nonion+)(TPB-) 十

TBPEH 

Yellow 

さらに，陽イオン界面活性剤 (~W) と非イオン界面

活性剤を共存させ，逐次定量することを提案した.

~W十 Nonion 十 TBPE 戸(~阿)(TBPE-)

B1ue 

(~W)(TBPK) + BF4- ー (~N+)(BFイ)+TBPEH

Yellow 

Nonion +K十 +TBPE干=き (K-Nonioぜ)(TBPE-)

B1ue 

(K-Nonionサ(TBPE-)+ BF 4 干土 (K-Nonion十)(BF4-)+ 

TBPEH 

Yellow 

上記の反応を説明する.指示薬 TBPEを添加すると

~W'TBPE がイオン会合し，青色となる. BF4 (セシボ

ーノレ)を滴下すると当量点で黄色になる.その後，アル

カリ金属イオンと TBPEを加えると Nonion-Me+'TBPE

となり，再び青色に呈色する.当量点ではNonion-Mザ-

BF4が形成され，その結果，TBPEが再度遊離して黄色

となるこの逐次会合反応で陽イオン及び非イオン界面

活性剤の逐次分析が可能となった.その結果を Tab1e6 

に示す通常の滴定は操作が簡便で精度が高いので，定

量には簡便法として有用であるが，逐次同時定量の例は

極めて少なく，この提案はイオン会合定数の差を利用し

たユニークで実用性の高い方法である

Tab1e 6 D巴termmatlOn of synthetic ロllX札lfes of 

benza1konium ch10ride and Triton X同 100with 5x10-4 M 

BF4-，34) 

BZ:Triton Added Found Recovery 

(mg/ml) (mgI5ml) (mg/5 rnl) (%) 

0.184 0.92 0.94 102 

0.625 3.13 3.05 97.4 

0.184 0.92 0.93 101 

0.31 1.56 1.52 97.4 

0.184 0.92 0.91 98.9 

0.16 0.78 0.76 97.4 

0.184 0.92 0.89 96.7 

0.031 0.16 0.16 100 

2ふイオン会合体のサーモクロミズムを利用するオン

ライン溶媒抽出 FIA35~38)

2.1及び 2.2.では新規に見出したイオン会合反応を利

用する溶媒抽出法による塩基性化合物の高感度・高選択

25 
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定量法について述べた.これらの方法は従来提唱されて

いる手法と比べると感度・選択性。再現性の点で大きく BS 

改善されたものである.しかしながら，いずれの方法も

パッチマニュアル法であるため，試薬の消費量，労力，

I試料当りの分析時間，大量の廃液，実験環境の汚染，

実験者の揮発性溶媒による暴露など多くの問題点を有

する.そこで溶媒抽出をオンライン化する試みとして

Ruzicka と H組問n によって提唱された FIA39~41) との融

合を提案した.FIAは少試薬，廃液の大幅な削減，分析

の半自動及び完全自動化，迅速性3 連続測定，繰り替え

し測定の容易さ，測定値の再現性，容易なラインの組み

立て，スキノレフリーなどの利点があることから，分析試

料が多い品質管理，工場排水管理，医薬品分析，農学分

野，臨床化学，環境モニターなど幅広く研究されており，

今までにおよそ 9000報の研究論文が発表されている 42)

しかし多くの研究は水溶液反応を利用するもので，溶媒

抽出をオンライン化した報告はKarberg43，44)，Motomizu45 

~50) Bums51，52)らによるものが主体である.著者もイオ

ン会合反応を利用する溶媒抽出 FIA法に関する論文を

多く発表し，総説も発表しているが 53，54) ここではサー

モクロミズムを導入した FIAについて述べる.

1，2心CEに溶かした TBPEHを抽出試薬として用いた.

pH8以上に保たれた水溶液系では

TBPEHo今 TBPE-+H+

となり，イオン化された TBPEはキャリヤー中に注入

された試料 ~Wや R3NWと青色及び赤紫色イオン会合

体を形成し，1，2-DCE中に抽出される.これら会合体の

Aλ(吸収極大波長差)は 30~50 nmしかないので，こ

れらが共存すると栢互に妨害する.しかし 2.1.で見出さ

れた赤紫色会合体のサーモクロミズムを応用すること

により， ~Wの選択的定量が可能となった.そのフロ

ーシステムを Fig.9に示す.キャリヤーとして蒸留水を

0.8 mL/minでプランジャーポンプにより送液し，その流

れに試料 140~L が注入される.試料は緩衝液 (pH 11) 

と混合され，その後抽出試薬と抽出溶媒を兼ねた

TBPE町DCEが合流される.この水相と有機相を混合す

るために Y字タイプのセグメンターを接続すると水相

と有機相のセグメントが形成され，抽出コイル (RC)

中を移動しながら， TBPE~N及び TBPEHR3N が形成さ

れ 1，2-DCEに抽出される.水相と有機相は PTFEメンプ

ランフィルター(干し径 0.8μm) を装着した相分離器で

分離され，フィルターを透過した有機相のみが検出器に

RS 
NV 

Waq Wo 

Fig. 9 F10w system for the d巴terminationof acety1cho1ine by 

extraction and thermochromism37) BS : buffer solution (pH 

11)， RS: 1 X 10-5 M TBPEH DCE solution， P: pump (臼ow

rate 0.8 mνmin)， S: samp1e irリector(140μ1)， RC: 3 m 

reaction coil， Se: separator， C: circu1ator， FC: flow cell (8 

μ1)， W: waste 

Aq 

Seg 
TypeA TypeB 

Fig. 10 Phase separators tested.38) Seg， segment; Aq， 

aqu巴ousphase; Org， organic phas巴ラ A， PTFE membrane 

filter (pore size 0.8μm); B， microporous PTFE印be(1 mm 

i.d.， thickness 0.5 mm， porosity 60%， 1ength 2.5 cm); C， 

connector made of Daiflon. 

導入され，吸収極大波長でイオン会合体の吸光度が測

定・記録される水相と有機相の分離効率を高めるため

にニードノレパノレブ(NV)を用いた.有機相の回収率は

60%程度でも十分感度を得ることができるが，本研究で

は 98%の回収率を得た 38) 水相と有機相を効率よく，

また連続的に分離するためには相分離器の機能が重要

である.そこで，いくつかの相分離器を作製し (Fig.10)， 

その機能を比較した. 1つは PTFEメンプラン(長さ

1.0 cm) を用い，もう一方はマイクロポーラスな PTFE

チューブ(細孔率 60%，長さ 2.5cm) を用いたが，いず

れも良好な回収率を得ることができた. しかし， PTFE 

チューブの場合，抽出面の長さがメンプランと比べると

長いため，ピークが若干ブロードになり，リテンション



27 機能性試薬の創製と化学分析の自動化に関する研究

このシステムを用いることにより， TBPE~N 

を選択的にかっ高感度に測定で、き，試料の分析速度は

36/hと迅速で，また変動係数(n=5)は1.2%で、あった.

また，セルを通過する時間は数秒であるが，セノレ体積が

8μLと極めて小さいことから温度の伝播には全く影響

がないことが判明した.

られたー

Samp1e outlet ....--------

Heater 

Samp1e in1et ~ノ

3. 新規発色蛍光誘導体化反応を用いる FIA

システムの開発 55~58)

Fig. 11 Temperature-controlled micro flow cell.36) 

大気環境汚染が深刻な問題となっているが，原因物質

は有機ガスから無機ガスあるいは浮遊性物質と様々で

d 
250C 

ある.また，これらの汚染物質による影響は局所的な問

題ではなく，広域化しており，その動態把握も重要な問

題である.著者らのグループでは名古屋市近郊における

NOx及び SOxを数年間に渡り，継続測定を行い，動態観

察を報告した 58) また光化学スモッグの原因物質であ

るオキシダントを測定するシステムの開発を行った.こ

こで用いた蛍光反応と検出 FIAシステムを Fig.13及び

Fig. 14に示す.オゾン (03)はrを定量的に酸化し， 12 

を生成する • 12は発蛍光性の乙ナフタレンチオーノレを酸

化するとジスルフィド化合物が生成され，消光を示す.

消光減少を用いて 12を検出し，オゾン濃度を間接的に

定量するので，シグナノレは Fig.15に示すようにマイナ

ス方向のシグナル応答となる.2.5x10-6 M~lx10-5 M の

範囲で良好な検量線が得られたが，大気中の酸化性物質

の影響を受け，若干のブランクピークが観察された凶 20

L試料を対象とした LODは2ppb (v/v) (signal-to-noise 

= 2) で公定法の 5倍の感度が得られた.また大気を採

集して測定したところ 0.034~0.047 ppm(v/v)の値が得

ト一一一一→
10 min. 

Fig. 12 Flow signals of TBPE-cetylpyridinium and mixture 

with amine associates at 250C and 450C.35) a， a'・1xl0-6M 

450C 

a' b' d' c' 

c 

b 
a 

.ZA〈
E.0

cetylpyridinium (CPC); b， b': 3x10-5 M procaine with CPC; 

c， c': 2x10-6 M chlorpheniramine with CPC; d， d': 5x10-6 

M chlorpheniramine with CPC; TBPE. H: 5x 1 0-6 M ; pH: 

12.5. 

られた.

一方，シックハウス症候群が室内環境汚染の問題とし

て社会問題化している.厚生労働省が定めるホノレムアノレ

デヒドの指針値は 0.08ppmvと定められているが，従来

法では濃縮などの前処理を必要とする.そこで，以下の

蛍光誘導体化反応 (Fig.16) 

(Fig. 17) を提案した. Cyclohexane同 1，3-dione(CHD) 

はホノレムアノレデヒドと pH5.0の酢酸アンモニウム共存

を利用する FIAシステム

下で蛍光性物質である Decahydroacridine-1ふdion巴を生

この誘導体の励起波長は 376nm，蛍光波長は

452nmに存在する.燃焼温度を 100，300， 500， 7000C 

と変化させ，高分子燃焼排ガスをインヒ。ンジャーに吸収

させ，その溶液を用いてホルムアノレデヒド濃度を測定し

成した

また，イオン会合体を加湿するために温度調節機能を

有するフローセル (Fig.11)を開発した フロ)セルの

体積は 8μL，光路長は 10mmで，アルミニウムブロッ

クの中にセノレを内蔵し，サーミスターにより温度が調節

(温度誤差は土 lOC) できる. 25 0Cで TBPE~N 及び

TBPEHR3N 混合溶液のピーク高さを測定し，その後セ

ノレの温度を 40~500C~こ昇温し，再度ピーク高さを測定

した.その結果を Fig.12に示す.TBPE~N のピークは

少し減少するが，残存する.

クは完全に消滅することから， TBPE~N のみのピーク

高さを求めることができる.測定波長は 610nmが用い

タイムも長くなった.

しかし TBPEHR3Nのピー
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F ormation of iodine by photochemical oxidants 

03十 2Kl+ H20 一一一-+ O2 + 12 + 2KOH 

Reducing reaction ofIodine with 2-thionaphthol 

20:了+12 CI¥CO+2HI 
2-Thionaphthol Di-2-naphthyl disulfide 

Fig. 13 Measurement of oxidants in urban air55) 

S 

CS 

w 

R BPC 

RS 

Fig. 14 Schematic diagram of flow system.55) CS: Carrier 

solution (2 x 10-2 mol dm-3 potassium iodide solution); RS: 

reagent solution (2 X 10-4 mol dm-3 2-NAP solution); P: 

pump (flow rate 0.55 cm3 min-l); S: sample i司ector(140 

mm3); R: reaction coil (lOOcm X 0.5 mm i.d.); BPC: 

back -pressur巴 coil (200 cm X 0.25 mm i.d.); D: 

spectrofluotimetric detector; Rec: recorder. 

阿
川
川

It 

A 

B 

間
弱
沼
町
叫
双
山 A: 0 

B: 2， 5 x 10-6 I¥在

C: 5 X 10-6 M 

D: 7.5 x 10司 6孔f

E: 1 X 10-5 M 

C 

D 

5min 
1--' 

E 

t ......._ 

Fig. 15 Flow signals for iodine.55) 

CH3CHO + Òo~H3C川
O
U
A

〉

J
 

H

/

 

C
!
よ

N

H

O
H
A

〉

Fig. 16 Reaction of acetaldehyde with CHD. 56) 

s 

O
 

Z
 

H
 

明f

Reagent 

Fig.17 Flow injection manifold for aldehydes 

determination.57) P: pump; S: sample (60μ1); RC1: r巴action

coil (700 cmxO.5 mm i.d.); RC2: reaction coil (200 

cmxO.5 mm i.d.); TBl: thermostated bath (70oC); TB2: 

thermostated bath (lOOC); D: detecter; W: waste. 

たところ， 1000Cでは検出されず， 3000Cでは 350ppm， 

5000Cで716ppm， 7000Cでは 332ppmが検出され，燃焼

温度での発生率の差が確認された.ことで得られた検量

線は 100~400 ppbで100ppb以下を測定する場合は大気

の吸引量を増やす必要がある.このシステムでは CHD

と酢酸アンモニウム混合溶液を共存させ， 2流路とした

ため，時間経過とともにパックグランドの上昇が起こり，

ベースラインのドリフトが観察された.そとで CHDと

酢酸アンモニウムを別々に送液する 3流路システムを

用いたところ， ドリフトは見られず，また検量線は 10

~100 ppbが得られ，雨水の測定に応用された.また 50

ppbホノレムアノレデヒドに対する相対標準偏差 (n= 10) 

は 1%で再現性のある結果が得られた.

4. 臨床化学分析への FIA の導入 59~63)

新生児の尿中のクレアチニンは筋萎縮症や筋ジスト

ロフィーのスクリーニング法として重要であり，またク

レアチニンは 1 日に排世される量がほぼ一定であるこ

とから尿中成分の濃度を補正するために，常時測定され
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クレアチニンの測定には Fig.18に示される

これはクレアチニンがアル

カリ領域においてピクリン酸と反応して赤色化合物を

生成する反応である.通常の測定では高速液体クロマト

グラフィー (HPLC)が使われるが，測定に長時間を要

する.またプレートリーダー法も用いられるが，前処理

が必要で、ある.そこで， 2流路の FIA装置を組み立てた

63) クレアチニンの分析は迅速・多検体分析が要求され

ることから，試料導入にはオートサンプラーを装着した

100μLの試料が 30秒のインターパノレで、キャリヤー(二

燐酸カリウム十EDTA) に注入される.試薬(ピクリン

酸+水酸化ナトリウム)の流速が遅いと高いピークが得

られたが，ピーク幅が広がるため， 0.82 mL/minとしたー

その結果，試料処理速度は 102/hと極めて速く分析する

ことができた.検量線は 5~200 問/mLの範囲で原点、を

通る直線が得られた. HPLCを用いる方法と比べると，

定量下限は 40倍の感度増幅を図ることができ，また試

料の処理速度は HPLCでは 15/hに対し 102/hと大幅に

ている.

Jaffe reactionが用いられる.JH3λ102? 
|吋/C=NH-1ijト

Fig. 18 Reaction of creatinine with picric acid. 
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改善され，実用分析に適している. Fig. 19に新生児尿

中のクレアチニンを HPLCと提唱する FIAによる測定

値の相聞を示すが，ほぼ lの相関係数が得られ， FIAが

信頼できる方法であることが明らかとなったー

。.5
Concentra七ionof Crea七inine(町g ml守 1) 

by F工 method

diagram between 

0.4 0.3 0.2 0.1 

自企 1

以上の研究結果を Fig.20にまとめる.本研究の特徴

は「新しいイオン会合反応と新しい水溶性発色蛍光反応

の創出」で見出した「新しい分離・検出特性」と「新し

い FIA装置の開発Iとを融合することにより，高機能

FIAシステムを構築することに成功した.その結果「化

学分析の高度化と自動化」を達成することができ，環境

化学，臨床化学，品質・プロセス管理，犯罪科学などの

現場分析に導入することが可能となり，有効に活用され

ており，社会的ニーズに応えていると確信している.

著者は 34年間に渡り，疎水的イオン会合反応及び水溶

性発色・蛍光反応に基づく分析化学反応を創出してきた.

FI and HPLC Corre1ation 

m巴thods.63)

19 Fig・

これらの新規反応はフローインジェクション分析

(FIA)に導入され，様々な分野で実用性が立証されて

これらの研究成果は 130報の原著論文， 12編の

著書， 31編の総説ー解説等にまとめられている.

またその他の受賞は JAFIA学術賞 (2001年 11月)， 

JAFIA論文賞 (2004年 11月)， Pasifichem2005#16ベス

トポスター賞 (2005年 12月)がある.

いる.

Fig.20まとめ
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