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研究成果の概要（和文）：安定同位体およびキラリティーを利用した絶対定量法は，比較標準を必要とせず，試
料からの目的成分の定量的な回収も必要なく，精確な定量が可能である。生物環境試料中の超微量の無機および
有機化学種に対し，新規な分離法と計測法に基づく絶対定量法の開発を目指し，主に１）ミクロシスチンの酸化
分解化合物3-メトキシ-2-メチル-4-フェニル酪酸のキラルキャピラリー電気泳動分析，２）水溶性ポルフィリン
の液液界面吸着化学種の偏光変調全内部反射蛍光分光法の開発，３）アミノ酸類の不足当量同位体希釈NMR分析
法の開発，４）同位体交換反応を用いる微量銅(I,II)化学種の同位体希釈質量分析などの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Absolute determination methods based on the isotope dilution principle using
 radio or stable isotopes or enantiomeric isomers are accurate and precise analytical methods in 
which any comparison standards and the quantitative recovery of the chemical species in question are
 not necessary. In this study, the following works are pursued. 1) capillary electrophoresis for the
 enantiomeric isomer dilution of 3-methoxy-2-methyl-4-phenylbutyric acid which is the common product
 derived from microcystins, 2) development of the polarization-modulation total internal reflection 
fluorescenc spectroscopy (PM-TIRF) for adsorbed species of water-soluble porphyrins at liquid/liquid
 interfaces, 3) development of the substoichiometric isotope dilution NMR analysis for trace amino 
acids, 4) fundamental study of the species-selective isotope dilution analysis of copper(I,II). 

研究分野： 分析化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
近年，食品や医薬品を含む製品の安全

性から地球規模での環境問題にいたる
まで，化学分析の重要性が社会的に広く
認識され，使用される分析法の信頼性を，
国境を超えていかに保証するかが重要
な課題となっている。今日まで，様々な
分析機器および機器分析法が開発され
てきているが，そのほとんどの定量原理
は，目的物質の標準を用いて試料と標準
から得られる目的物質のシグナル強度
を比較するだけの比較法や検量線法（標
準添加法や内標準法も含まれる）であり，
その点においては特段の進歩は見られ
ない。一方，重量分析や容量分析を始め
とする絶対定量法はいかなる検量線も
比較標準も必要とせず，分析試料を計測
することによって得られる数値と基本
物理定数のみから目的成分の物質量（モ
ル）を決定する正確さの優れた定量法で
あり，分析の信頼性を保証する SI トレ
ーサビリティの最上位に位置する。特に，
同位体希釈の原理の基づく絶対定量法
は，試料からの目的成分の定量的な回収
や回収率の補正の必要がなく，複雑なマ
トリックスからなる環境試料や生物体
試料中の超微量成分の定量に最も適し
た方法である。例えば，同位体希釈質量
分析（ IDMS）は，環境標準物質の値付け
には不可欠の定量法であり，各国の主要
研究機関で用いられている。しかし，
IDMS にも質量分析計における質量差別
効果や分子イオンの重なり，さらに，有
機化合物のフラグメンテーション，同位
体分別などの問題がある。 

光学活性な有機化合物は，生体関連物
質，医薬品，農薬などに数多く存在する。
光学異性体は，一般にアキラルな場にお
いて同一の物理化学的挙動をとり，キラ
ルな場においてのみ異性体（エナンチオ
マー）の物理化学的挙動に差を生じる。
従って，光学異性体は，元素における同
位体と類似の関係にあり，同位体希釈の
原理が光学活性な物質の定量に適用で
きるはずである。すなわち，あるエナン
チオマー比の目的物質を含む試料に，そ
れとは異なるエナンチオマー比をもつ
既知量の目的物質をスパイクし，エナン
チマー比の変化を測定すれば，試料から
の定量的な回収も，回収率の補正も必要
なく定量ができる。これにより，一般の
検量線法に比べて，実試料の前分離，前
濃縮等の分析操作は極めて容易になり，
且つ正確な定量が可能になる。エナンチ
オマー比やエナンチオマー過剰率の測
定は従来から行われているが，絶対定量
法に結びつける発想はなかった。 

研究代表者らは，除草剤として広く用
いられている含リンアミノ酸の L-グル

ホシネートの分析において，このキラリ
ティー利用絶対定量法（EIDA）を適用し，
また，トリペプチドであるビアラフォス
についても，酸加水分解を組み合わせて
正 確 に 定 量 で き る こ と を 実 証 し た
（ H.Imura et al., Anal. Sci., 21, 31 
(2005)）。さらに，河川水中の環境基準
レベルの超微量 D,L-グルホシネートの
定量にも成功している（H.Imura et al., 
Anal. Sci., 22, 1489 (2006)）。 

一方，同位体希釈分析法においては，
放射性同位体を用いる方法と安定同位
体を用いる方法とがある。前者について
は，目的成分に対し不足当量の反応試薬
を用いて目的成分の一部を分離し，そこ
に含まれる放射能を測定するだけで定
量できる優れた方法があり不足当量分
析法として知られている。研究代表者ら
は，安定同位体を利用する定量法として，
不足当量分離と IDMS を組み合わせた不
足当量同位体希釈質量分析法（ SIDMS）
を開発し，その有用性を明らかにした
(H.Imura, Hitachi Scientific 
Instrument News, 43, 3991, 2001 など）。
その定量原理から，質量分析のほかにも
同位体の識別が可能なあらゆる検出法
が利用できるはずであり，実際に 7Li 
NMR を用いてリチウムの同位体希釈分
析 が 可 能 な こ と を 報 告 し て い る
(H.Imura et al., International 
Symposium on Metallomics 2007, 
Nagoya）。 

 
２．研究の目的 
 

安定同位体およびキラリティーを利
用した絶対定量法は，その原理が一般の
検量線法とは異なり，比較標準を必要と
せず，試料からの目的成分の定量的な回
収や回収率の補正も必要なく，簡便・迅
速な操作で正確な定量が可能である。本
研究では複雑なマトリックス中の微量
の無機および有機化学種に対し，新規な
分離法と計測法に基づく絶対定量法の
開発を目的とする。新しい概念であるキ
ラリティーを利用した絶対定量法 EIDA の，
環境有害ペプチドなどのより複雑で微量の
有機物質の定量への適用を目指し，新規な高
感度キラル分離法および測定法を研究した。
一方，安定同位体を利用した絶対定量法
として，不足当量分離と 1H NMR を組み
合わせたアミノ酸類の同位体希釈 NMR
分析法，多価金属の化学種選択的同位体
希釈質量分析法を研究した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) キャピラリー電気泳動による光学
異性体分離法 

泳動液として，硫酸ナトリウムでイオ



ン強度を調整した pH 緩衝液に，キラル
セレクターとして各種のシクロデキス
トリンを所定量溶解して用いた。 試料
は中性マーカーとしてのジメチルホル
ムアミドとともに，泳動液と同じ組成の
溶液に溶解した。キャピラリー電気泳動
装 置 は P/ACE system MDQ（ Beckman- 
Coulter）であり，キャピラリーとして，
内径 50−51 µm，全長 60 cm，有効長 50 cm
の 溶 融 石 英 キ ャ ピ ラ リ ー (Polymicro 
Technologies),お よ び  COSMO(+)キ ャ
ピラリー (Nacalai Tesque) を用いた。
試料注入は 0.5 psi（圧力）， 5 s で行
い，印加電圧±20 kV，泳動温度 25 ℃，
測定波長 190-300 nm とした。 

 
(2) 液液界面吸着化学種の高感度測定
法 

水相と 1,2-ジクロロエタン相の界面
を四電極式ポテンシオスタットで分極
し，水溶性ポルフィリンの相間移動およ
び吸着挙動を制御した。液液界面に励起
光を全内部反射条件で入射して界面近
傍の化学種を励起し，電位変調蛍光分光
法（ PMF）と本研究で開発した偏光変調
全内部反射蛍光分光法（ PM-TIRF）によ
り，水溶性ポルフィリンの界面反応挙動
を解析した。PM-TIRF 測定では，励起光
は液晶移相子を用いて p偏光から s偏光
に一定の周波数で変調し，界面直下の垂
直方向から得られる蛍光強度の交流成
分をロッキンアンプにより検出した。 

 
(3) NMR を用いる不足当量同位体希釈分
析法 

種々のアミノ酸および疎水性有機ア
ニオンを含む水相と， 18-クラウン -6
（ 18C6）を含むジクロロメタンあるいは
クロロホルムを 30 分間振とうした。抽
出の基礎検討では，ニンヒドリンによる
吸光光度法によりアミノ酸を定量し，抽
出 率 を 算 出 し た 。 1H NMR 測 定 に は
ECS-400(日本電子 )を用い，内標準とし
て 0.1％ (w/w) CH2Cl2 を含む重水素化溶
媒に目的アミノ酸を不足当量抽出し，測
定溶液とした。 

 
(4) 金属化学種の同位体交換法 

5.0×10-5-3.0×10-4 M CuII（濃縮同位
体： 63Cu， 65Cu の存在比 A63/A65 = 908）
と 1.0×10-1 M NaClO4 を含む水相に，
有機相として，あらかじめ調製した 5.0
×10-4 M CuI 錯体（天然存在比： A63/A65 

= 2.24）を含むクロロホルムを加え，
1-60 分間振とうした。CuI 錯体溶液の
調製には，水相に還元剤として 1.0×
10-4-5.0×10-4 M グルタチオン（ GSH）
を添加した。有機相の CuI を 1 M HNO3

で逆抽出し，両相の 63Cu，65Cu を ICP-MS
で測定し，同位体比（ A63/A65）を求めた。 

 
４．研究成果 
 
(1) キャピラリー電気泳動によるミク
ロシスチン酸化分解化合物のキラル分
離・定量 

ミクロシスチン（ MC）は，富栄養化の
進んだ湖沼に発生するシアノバクテリ
アが産生する強毒性の環状ペプチドで
ある。 MC は  7 個のアミノ酸が環状に
連なった構造をとっており，種々の同族
体が存在することから，MC 全量の定量
は一般に困難である。そこで，共通アミ
ノ酸部から得られる酸化分解化合物 3-
メ ト キ シ -2-メ チ ル -4-フ ェ ニ ル 酪 酸 
(MMPB)を定量することにより， MC 同族
体の全量を求める方法が開発されてい
る。 MMPB の定量には，一般にクロマト
グラフィー /質量分析（GC/MS や LC/MS）
が用いられているが， MMPB は不斉炭素
を 2 つ持つことから， MMPB のキラリテ
ィーを利用した EIDA の適用が期待され
る。 

本研究では， erythro-MMPB のキラル
分離・定量を目指し，シクロデキストリ
ン (CD)をキラルセレクターとするキャ
ピラリーゾーン電気泳動 (CZE)を用いて
研究した。MMPB と種々の CD の包接錯体
生成定数を求め，キラル分離の最適条件
を明らかにした。 

MMPB の移動度 (µe)に対する pH と CD 
濃度の影響について， pH 2-10， [CD] = 
0-30 mM の範囲で検討した。MMPB の移動
度に対する CD の効果はα-CD ≪  β-CD 
≫ γ-CD となり，この順番に包接しやす
くなるものと考えられる。3 次元非線形
最少二乗フィッティングによりβ-CD と
の包接錯体の生成定数を求めたところ，
酸型 (HA)および解離型 (A-)の MMPB で，
それぞれ log KHA-CD = 3.24（3.21），log 
KA-CD = 2.86 という大きな生成定数を得
た。また，酸型の MMPB でのみエナンチ
オマー間で生成定数に差が見られたこ
とから， MMPB の pKa と電気泳動移動度 
(µA-)， 包 接 錯 体 の 生成 定 数 と 移 動 度 
(µA ⋅CD)などを用いて最適のキラル分離
条件を算出し， pH 4.3， [β-CD] = 8 mM 
において，分離度 1.5 を達成した。 

MMPB 存在下で MC の酸化分解を含む前
処理および CZE 分析を試みた。内標準を
用いた検量線法によって酸化分解を含
む前処理における MMPB の回収率を求め
た と こ ろ ， 回 収 率 91%が 得 ら れ た 。
CD-CZE 測定では， MMPB のキラル分離も
確認でき，絶対定量への適用が期待され
る。 

 
(2) 液液界面吸着化学種の高感度測定
法の開発と水溶性ポルフィリンの電位
依存吸着現象の解明 



二種の混じり合わない溶液の境界領
域である液液界面は，イオン種の相間移
動や吸着反応などが生じる二次元特異
反応場である。また，リン脂質などの界
面活性分子が吸着した液液界面は生体
膜のモデル反応場としても機能するこ
とから，生体関連物質の膜透過反応や薬
物動態評価などの研究に用いられてい
る。界面で生じる吸着化学種の分子配向
や会合，組織化は，二相間で生じる不均
一反応の機構に大きな影響を与えるこ
とが知られている。界面領域の電荷移動
反応の研究に用いられる電位変調蛍光
分光法（ PMF）は，界面における蛍光分
子のイオン移動や吸着過程などの動的
挙動を選択的に検出でき，多くの反応系
に応用されてきた。しかし，界面化学種
の吸着状態や分子配向などのキャラク
タリゼーションは容易でなく，より簡便
かつ高感度な測定法の開発が望まれて
いる。赤外分光法などで多用される偏光
変調分光法は，配向特性を有する吸着化
学種のみを高感度，高選択的に測定でき
るが，液液界面に適用された例は報告さ
れていなかった。 

本研究では，液液界面の研究に広く用
いられてきた全内部反射蛍光分光法を
発展させ，偏光変調法を組み合わせた偏
光変調全内部反射蛍光分光法（PM-TIRF）
を開発した。ポルフィリンはその環内に
2 つの直行する双極子モーメントを持
つため，界面で観測される蛍光強度の偏
光入射光に対する依存性から，吸着化学
種の配向性が分かるはずであり，電気化
学的に分極された液液界面において吸
着した水溶性ポルフィリンの吸着・配向
特性および界面特異的に生成する会合
体について，PM-TIRF を用いた分光学的
解析を実施した。 

PM-TIRF 測定では，原理的にバルク相
化学種に起因する分光応答の影響を受
けず，界面に吸着配向した分子のみが検
出できる。 meso 位にカチオン性のメチ
ル ピ リ ジ ル 基 を 有 す る ポ ル フ ィ リ ン
H2TMPyP4+とアニオン性のスルホナトフ
ェニル基を持つポルフィリン H2TPPS4-

では，PMF において吸着応答が示された
電位領域において強い PM-TIRF 応答が
得られた。PM-TIRF 応答の信号位相と強
度変化からポルフィリン環の配向角を
解析し，H2TMPyP4+と H2TPPS4-の配向角は
界面法線に対してそれぞれ 61±1°およ
び 65±1°と決定された。配向角は電位
に対して依存せず，ほぼ一定であった。
信号強度はイオン移動電位付近で極大
値を示し，界面濃度がイオン移動電位近
傍で最大となることが確認された。また，
PM-TIRF 応答の波長依存性から界面吸
着状態のキャラクタリゼーションを行
うことに成功し，界面の水相側に吸着し

たポルフィリンが部分的に脱水和され
た状態で吸着配向していることを明ら
かにした。さらに，H2TPPS4-のプロトン
付加体である H4TPPS2-は様々な溶液界
面において J 会合体を形成することが
知られているため，H4TPPS2-の界面会合
挙動について PM-TIRF による解析を行
った。バルク相で会合が生じない低濃度
条件においても，界面領域で J 会合体が
形成されることを見いだした。生体内に
おいて重要な機能を有するプロトポル
フィリン IX（H2PP2-）についても同様に
研究した結果，強い界面吸着性と単量体
の直立に近い配向特性，および界面特異
的な J 会合体形成に起因する分光特性
の変化が確認された。また，リン脂質を
吸着させた生体膜模倣液液界面では，
H2PP2-の吸着反応が阻害され，会合体形
成が抑制されることが明らかになった。
本研究で開発した PM-TIRF は，分子が特
定の配向を示さないイオン移動過程や
溶液内共存種の影響を受けないため，界
面化学種の吸着状態について高選択的
な分光解析を行うことが可能である。界
面のイオン移動反応の研究に利用でき
る PMF と併用することにより，イオン種
の界面反応における動的過程と吸着配
向特性の電位依存性について多面的な
検討を行うことが可能となった。今後，
界面でのポルフィリン会合体のキラリ
ティ発現を利用したキラル分析法への
展開が期待される。 

 
(3) ア ミ ノ 酸 の 不 足 当 量 同 位 体 希 釈
NMR 分析法 

同位体希釈分析法は，目的成分の定量
的な回収を必要としない絶対定量法で
あり，質量分析と結合した方法は，基準
分析法として様々な元素や化合物の定
量に用いられている。一方，目的成分の
不足当量分離を組み合わせた不足当量
同位体希釈分析法は，使用する同位体及
び同位体検出法に制約がなく，これまで
に質量分析や多核 NMR を用いた定量法
を開発してきた。本研究では，重要な生
体物質であるアミノ酸の絶対定量法と
して， 1H NMR を用いた不足当量同位体
希釈 NMR 分析法 (SIDNMR)を開発した。 

フェニルアラニン (Phe)は 18-クラウ
ン -6(18C6)とペルフルオロオクタンス
ルホン酸リチウム（ LiPFOS）によって， 
酸性水溶液から HPhe(18C6)･PFOS とし
てイオン対抽出されることを確認した。
不足当量（ 5.0×10-4 M）の LiPFOS と過
剰量（ 2.5×10-2 M）の  18C6 を用いて，
pH 1.5-3.0 において，一定量の Phe が
再現性よくジクロロメタンに不足当量
抽出することができた。 SIDNMR の定量
式 は 次 の よ う に 表 さ れ る 。
Qx=Qs(Is/IIS-Im/IIS)/(Im/IIS-Ix/IIS)。こ



こ で ， Qx は 試料 中の目 的 アミ ノ 酸 量
(mol)，Qs は重水素化アミノ酸のスパイ
ク量 (mol)， Ix， Is， Im は，それぞれ試
料，スパイク，混合物から不足当量抽出
によって得られた目的アミノ酸の当該
1H シグナル積分値，IIS は内標準（CH2Cl2）
の 1H シグナル積分値を示す。本法の精
度と正確さを評価するために， 10 倍量
の Na+のほか，K+，Mg2+，Ca2+を含む合成
試料中の Phe を定量した。試料溶液に既
知量のフェニルアラニン -d2 をスパイク
後，塩基性とし，塩化トリオクチルメチ
ルアンモニウム（ TOMAC）を用いて金属
イオンから Phe を前分離した。酸性水溶
液に逆抽出後， Phe を過剰量の 18C6 と
不足当量の LiPFOS によって CD2Cl2 に不
足当量抽出し，上式を用いて定量した。
定量値（ 2.52 mg）は含有量とよく一致
し，相対標準偏差 0.95％，相対誤差
1.7％の精確さで定量できた。前分離法
を併用することにより様々なアミノ酸
の SIDNMR 定量が期待される。 

 
(4) 同位体交換に基づく化学種選択的
同位体希釈質量分析の基礎検討 

種々のクプロイン系試薬を用いて，銅
(I,II)の抽出性を調べた。銅 (I)は過塩
素酸イオンによって 2,2'-ビキノリン
（ bq ） を 含 む ク ロ ロ ホ ル ム 相 に
CuI(bq)2ClO4 として抽出され，一方銅
(II)は全く抽出されず，bq は CuI と CuII

の抽出分離に最も適していることが分
かった。また， bq を用いた不足当量抽
出により，一定濃度の CuI 溶液(スパイ
ク )を容易に調整することができ，この
溶液を同位体交換に用いた。CuI では pH 
2.67-4.94 において振とう時間の増加
に伴い，同位体交換によって有機相中の
CuI (bq)2

+の同位体比が変化した。一方，
CuII の場合には，錯形成剤としてジエ
チレントリアミン五酢酸を加えること
で， 60 分間の振とう後も同位体比は変
化しなかった。以上の結果より， CuI の
同位体交換反応を利用した選択的化学
種分析が期待される。 

このほか，バナジウム（III,IV,V）化
学種の調製法に関して，カラム電極を用
いて研究し，溶液の pH や共存錯形成剤の
選択等について有用な知見を得た。 
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