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シッ フ塩基化合物によ るア ル ミニ ウムの 時間分解蛍光法

渡辺　邦洋
 
，森 上　　賢

＊

（1993年 3 月 22 臼受理）

1 緒 言

　蛍光寿命 は そ れ ぞれ 蛍光物質固有の もの で あ り ， 蛍光
ス ペ ク トル ，蛍光量子収率 ， 及 び 蛍光強度 な どの 他に，

蛍光特性を表す重要な パ ラ メ
ーター

の
一

つ で あ る ．

　現 在 ま で に 蛍光寿命測定に よる金属分析例 は ， 非常に

少な く，8一キ ノ リノ
ー

ル に よる ア ル ミ ニ ウム
， イ ン ジウ

ム ，マ グネ シ ウ ム ，ガ リウ ム の 2 成分同時定量 等 に 応

用 され て い る の が 主 で あ る
1）
一．
3｝．しか し，こ の 方法 は

定量 ド限 が 高く微量分析 を目的 に 検討され た もの で は な

い．一
般 の 金 属蛍光分析法 は，金属 と有機試薬 に よ り蛍

光性 の 錯体 を生成 さ せ，励起光 の 照射下 で 発光す る 蛍光

の 定常光 を観測 し，定量を行 っ て い る．こ の方法で の 定

量 下限 は
， 錯体 と試薬か ら試験液の 蛍光強度比 に 依存 し

て い る．

　
一

方，錯体 の 蛍光寿命 が長 く試薬 か ら試験液と著 し い

蛍光寿命差が あれ ば，それ ぞ れ の 蛍光強度が 近接 す る 検

出限 界付近で の 蛍光減 衰 曲線 に 著 し い 差 が 観測で き る．

従 っ て ，励起 し
一一

定時間経過後 の 錯体 の 蛍光強度 と試薬

か ら試験液の 蛍光強度比 は全蛍光強度 （定常光 に よ っ て

得 られ る強度）に よ り求 め た比 よ り大 き い ．そ れ ゆ え，
サ ン プリ ン グ範 囲 を適 当 に 調節す る こ と は か ら試験値 の

低減 に 有効 に働く．す な わ ち時問分解測定に よ り 蛍光寿

命差を利用 す れ ば定量 下限の 低減 が期待 さ れ る ．そ こ で

こ の よ う な 分 析 法 へ の 適 用例 を探索す る た め に サリチル

ア ル デ ヒ ドと種 々 の ア ミ ン （モ ノ
， ジ ア ミン，ア ミ ノ

酸 ， セ ミカ ル バ ゾ ン ，o一ア ミ ノ フ ェ ノ
ー

ル ）とで 生 成 す

る シ ッ フ 塩基一
一a）と そ の 金 属錯体 の 蛍光寿命差 を 測定

した．又，そ れ らの 錯体で 最 も蛍光寿命差 が 大 き い サ リ

チ ル ア ル デ ヒ ドと ア ミノ 酸 （グ リシ ン ） に よ る ア ル ミ ニ

ウ ム の 定量 に 本法を適用 し，従来法 よ り定量 下 限 を下 げ

る こ と に つ い て 検 討 し た．な お
， 本法 と同様 な 原理 に 基 、

つ く定 量 法 は ユ ウ ロ ピ ウム 錯体 に お け る 測 定 法 に 見 ら れ

＊
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る
9）．そ こ で は トレ ーサーと し て ユ ウ ロ ピ ウ ム を 使用

し，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの 除 去に 利用 して い る．こ の 場

合，蛍光寿命 は 60071eOO 　ys と長 く，特 に過 剰試薬 の

影響の 除去を目的 と した もの で は な い ．

2 実 験

　 2・1 試　薬

　 ア ル ミ ニ ウ ム （III）標 準溶液 ； 金属 ア ル ミ ニ ウ ム

（99．99％ ）O
，
5002　g を 6M 塩酸 20　mi に 加熱溶解 し，

水 で 500　ml と した．こ れ を O．lM 塩 酸 で 適宜希釈 して

使用 した．

　マ グ ネ シ ウ ム （II）標 準溶液： 金 属 マ グ ネ シ ウ ム

（99．9％ 以上）1．0020g を 6M 塩酸 30　mE に 溶解し，水

で 正確 に 1000ml と し た．こ の 溶液 を 0．IM 塩酸 で 希

釈 し て 使用 した．

　ベ リ リ ウ ム （II）標 準 溶 液 ： 硫 酸 ベ リ リ ウ ム

BeSO4 ・4H20 （99．9％ ）0．9845　g を希硫酸 に 溶 解 し 500

m1 の 0，05　M 硫酸 溶液 と した （0」 mg ／ml ）．こ れ を

0．05M 硫酸 で希釈して 使用 した．

　亜 鉛（II）標準溶液 ： 金属亜 鉛 （99，98％ 以上｝1．185 

g を 塩酸 に 溶解 し
， 25e　ml の 塩酸溶液 と し た、こ れ を

O．1M 塩酸 で 希釈 して使用し た．

　サ リチ ル ア ル デ ヒ ド （Sal）： Sai は市販品特級 （和光

純薬⊥ 業） を使用 した．

　ア ミン 及 び ア ミノ 酸 ： 各種 ア ミン 及 び ア ミ ノ 酸は い ず

れ も市販特級品あ る い は そ れ に 準ず る も の を使用 した ．

　シ ッ フ 塩 基 化 合物 ： シ ッ フ 塩基 誘導体 は Frecman

ら
10）の 方法に よ り合成 し，DMF 溶液 と して 使用 した ．

　 2・2 装　置

　蛍光 強 度 の 測 定 に は ，15｛〕W キ セ ノ ン ラ ン プ を光源

と した 島津蛍光光度計 RF −540，　pH の 測定 に は東亜 電 波

HM −20E 型 pH メ
ー

タ
ー

を 使用 した，蛍光寿命 の 測定

に は 高圧水素フ ラ ッ シ ュ ラ ン プ （10kHz ，パ ル ス 半 値 幅

2ns 以 下） を 光 源 と し た 堀 場 蛍 光 寿 命 測 定 装 置
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NAES −500 （マ ル チ TAC に よ る 時間相関光電子計数

法）を使用 した．又，一定時問内の カ ウ ン ト数 を積算す

る ため に プロ グラ ム を一部改良 し用 い た．時間軸 ス ケ
ー

ル は 0．2ns／チ ャ ン ネル で 測定 し た ．

　2。3　方　法

　ア ル デ ヒ ド成分 と して サ リチ ル アル デ ヒ ド （Sal）の

DMF 溶液 ，
ア ミ ン 成分 は モ ノ ア ミ ン，ジ ア ミ ン ，ア ミ

ノ 酸を水溶液 と し て 両成分 を混合 し，シ ッ フ 塩基と し

た．サ リチル ア ル デ ヒ ドセ ミカ ル バ ゾ ン 及びサ リチ ル ア

ル デ ヒ ドー・
一ア ミノ フ ェ ノ

ー
ル 系 の シ ッ フ 塩基 は 合成 し

た もの を DMF 溶液 と し て 使用 した．試薬濃度，　 pH ，

励起蛍光波長 は 各金属及 び ア ミ ン の 最適条件
4）
− S）を使

用 し た ．又 ，
シ ッ フ塩基錯体及 び試 薬か ら試 験 液 の 蛍 光

寿命 （蛍光減衰曲線 ）は室温 で 測定 し た．

　蛍光寿命 τ と蛍光強度 F の 関係は次式 で表 され る．

ln（〃 卸 ＝一
’／τ

t＝0 の と き，F ；Fo と な り こ れ は減衰以前 の 蛍光強度

を示す．

　従来 の 蛍光寿命差 を利用 す る 主 な 分析法 は Fu を求 め

る切片 カ ウ ン ト数に よ り定量 して い る．こ れ に つ い て は

後述す る．本研究で は
一一

定 の サ ン プ リ ン グ時 間 （例 え ば

t＝25− 50ns ）で の 総 カ ウ ン 1・数 か ら定 量 す る こ と を検

討 した．

3　結果及 び考察

　3 ・ 1　（Sal十各種 ア ミン）一金属錯体 の 蛍光寿命

　ア ル デ ヒ ド成分 をサ リ チ ル ア ル デ ヒ ド （Sal）に 固定

し，各種 ア ミ ン を変化 させ た と き の シ ッ フ 塩基金 属錯 体

の 蛍光寿命を Table　l に示 した．　 Sal と グ リシ ン の シ ッ

フ 塩 基 の 場 合 ，シ ッ フ 塩基生成 の 平衡定数
］］）が 小 さ い

た め 遊離の シ ッ フ 塩基 は ほ とんど生成 して い な い．従っ

て ，試薬か ら試 験 液の 値 は Salに よ る 蛍光 に 相当す る も

の で あ る．こ の Sal と グ リ シ ン か ら 生成 す る ア ル ミニ ウ

ム 錯体 は過剰 の 試薬分子 との 蛍光寿命差が ， 検討 した シ

ッ フ 塩基化合物 の 中 で 最 も大き く 3．4ns と観測 さ れ

た．

　そ の 他 の 場合で は，金属錯体の 蛍光寿命 が 小 さい か，

又 は 試薬 自身の そ れ が大 き い た め 蛍光寿命 に 大 きな違い

が 認 め ら れ なか っ た．な お，使用 した 蛍光寿命測定装置

（NAES −500）の 蛍光寿命測定可能範囲 は 0．1　ns −一
数 ps

で あ り，Tablc　1 の 中で ，試薬 か ら試験液 の 蛍光寿命が

O．1　 ns 以下 と は正 確 な値は 求 め られ な か っ た こ と を示

す．

　検討 し た シ ッ フ 塩基化合物 の 中で 最 も蛍光寿命差 が 大

き い Sal と グリ シ ン に よ る 蛍光寿命差 を利用 した ア ル ミ

ニ ウ ム の定量 下 限の 検討を以下に 行 っ た．

　3 ・2　測 定時間と蛍光 カ ウン ト強度サ ン プリン グ範囲

　本法で の 蛍光寿命 （蛍光減衰曲線）の 測定 は 時間相関

光電 子 計数法 で ある の で ，蛍光強度 （カ ウン ト数｝ は測

定時間 に 比例 す る ．定量 の 際に十分 な蛍光強度 と 再現性

を得る た め に は
， 測定時間が重要で ある．Fig．1 に アル

ミニ ウ ム 錯体 の 各蛍光 カ ウ ン ト強度サ ン プリン グ範囲 に

お け る 測定時 間 と 相対標準偏差 （RSD ）（n ＝8）を示 し

た，蛍光 カ ウ ン ト強度積算範 囲 は 15　ns 以上 50　ns まで

の 範囲 で ほ ぼ 同
一一

の RSD で あ っ た．更 に 測定時問 は い

ずれ の 場合 も 200s以上 で一定値 を示 した．サ ン プ リ ン

グ時間間隔 を 立 ち一ヒが り以 降 ， 後半 で 短 く と る （35　ns

以降）と強度 が極端 に 小 さ く な り，著 し く感 度 が低 減 し

た．従 っ て ，蛍光カ ウ ン ト強度サ ン プリ ン グ範囲は 高感

度が 得 ら れ る 15− 50　ns 又 は 25〜50　ns が適 し て い た．

測定積算時間 は 300s を選 定 した ．

Table 且 Fluorescence　lifetime　of 　metal 　complexcs 　with 　Schiff　ba等es （Sal十 amines ）and 　reagcnt 　blanks

Mctal pH Amine
　 　 　 　 τ／ns

　

Blank 　 　 　 Complex

N

晦
ん

跣

Al

5．81L68

．011
．Oll
，08
．06
．25
．8

H2NCH2COOH
H2NCH2COOH
H2NCH2COOH

CH3NH2
iPr−amine
H2NCH2CH2NH2
H2NNHCONH2

0 −amin ・ phe 且 ol

く  ．且
く 0．1
〈 〔〕．1
＜ 0．1
＜0．1
＜ 0，1
　 3．0
　 4．2

8．42
．82
．13
，73
．06
．06
．2

生9
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獣

、
O
の

Time ！s

0

Fig．1　Effect　of 　measurement 　time 　on 　RSD
S・1・ 0・04％ lml ／25　ml （1・3× IO

’
‘ M ）；G 且ydne ・ 2」

× 10
− 2M

；Al（HI）・ O・e2・P9／25　m1 （3．0× ］O
．

・ M ）、

pH ＝5・8，　E・／Em − 350・ m 齠 5 ・ m ； （1）・ 9〜50 。，
，

（2）・ 12〜50 … （3）・ 15− 50 ・ ・，（4）・ 40〜50 ・・，（5）、

30〜50・ns、（6）： 25− 50　ns

　3。3　定量下 限 の検討

　測定時間を
一

定 （300s ）と し て ア ル ミニ ウ ム 濃度 2」
pg／25　ml と 0．02　pg／25　ml （定量 ド限付近〉の ア ル ミニ

ウ ム 錯体溶液 とか ら試験液 の 蛍光減衰曲線 縦 軸 は 式

（1）の logF に 相当i を Fig．2（a ＞に 示 し た，曲線〔1）は

錯体 の 蛍 光強度 が 十分強 い た め単
．
指数関数 で表され て

お り
， 蛍光寿命 は 8．4ns と 計算 さ れ た．ア ル ミニ ウ ム

濃度を 100 分 の 1 に す る と 蛍光強度 が 著 し く小 さ く な

り ｝曲線（2｝1， か ら試験液 に よ る蛍光の 影響 を受け る た

め，錯体溶液の 蛍光過渡波形 は長寿命成分 （錯 体 ）と短

寿命成分 （か ら試験液｝曲線（3）が 混 ざ り あ っ た波形 と

な っ た．Fig．2（b）は 錯体 とか ら試験液の 蛍光寿命 が ほ

ぼ 同
一・

の Sal と o一ア ミノ フ ェ ノ
ー

ル に よ る シ ッ フ 塩 基

を用 い た と きの 蛍光減衰曲線を示 し た もの で あ る．

9
雪
。

O

　 Time ，・
「
ns

Fig．2　F且uorescence 　 decay　curves 　 of 　 aluminium

complexes
　 with 　（a ）Sa］十 g且ycine　and 　（b） Sa1十〇

−
amin ・phen・ 1

（a ）Sal： 0．04％ lm 且／25　ml （1．3× 10
− 4

　M ＞，　glycine；
2・1× 10

−
’ M

， pH − 5．8，　 E・／Em − 350 ・ m ／435 。 m ；

（b）Sal： O．04％ lml ／25　ml （1．3× 10
− 4

　M ），　 o −amino ・
ph・n ・ 1・ O・04％ 1ml ／25・ ml （1．5× 10

− 4M

）pH − 5．8 ，
Ex／Em ＝405　nm ／520　nm ； Measurement　 time ： 300
s・（1） A 且（1II）・ 2・o　P9／25　ml （3，0× lo

’6M
），（2）

Al（III）・ 0・02・P9／25m 且 （3・0× 10
−
aM

），（3）・e ・g・nt

blank

　ア ル ミニ ウ ム 濃度 0．02μg／25m1 の 錯体溶液 と か ら試

験液 の 各サ ン プ リ ン グ 時間間隔で の 蛍光総 カ ウ ン ト数と

定常光強度 の 比較 を Tablc　2 に 示 し た．定常光 で の 錯

体 と か ら試験液蛍光強度比 及 び蛍 光 過 渡波形 の 錯体 と か

Tab 且・ 2 （】・mpl ・x 　t・ b1・ nk ・a ・i・ by　n… e・c ・ n ・ ・ dccay ， 。 ，v ，

（］ounts
”）

7〜50　tls 15〜50ns

’
一

25〜50ns
−

35〜50ns

　　 F．1．h，

（stationary 　light）

Complex （Net）
Bia皿kNet

／Biank

2614460655

　 　 0．431

2373242126

　 　 0．563

1906423668

　 　 0．805

74806584

　 1．且4

11．724
．20
．485

難 鼎 ・黜 r黜 翻 識臨 鼎 蜘 臘 識 ，噺癜翻 ・
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Tablc　3　Limit　of 　aluminium （III）determination

　 Limit　of
determination

RSD

C 〔mvenLional 　method

Prcsent　method †

0．02 μg／25ml

O．02 μg／25ml

 ．005pg ／25　ml

4．1％
2，1％
4．o％

Sal ：O ．e4 ％ lml／25m1 （1，3　X　lO　
4
　M ）； Glycine；2．1

× 10
−
2M

； Ex／Em ： 350　nm ／435　nm ． †Measure −

ment 　time ： 300　s ；Sampling　time 　span ： 25N50 　ns

ら 試 験 液 の 総 カ ウ ン ト強度 （7〜50ns ）比 は ほ ぼ 同程度

を示 した．蛍光過渡波形 に お い て 25　ns 以 上 で の 錯体 と

か ら試験液の 蛍光強度比 は 約 i．7 倍以上改善され ， か ら

試 験液 の 影 響 を小 さ く抑 え る こ と が可能と な っ た．

　Table　2 は サ ン プリン グ範囲を 立 ち上 が り以降 ， 後半

で 短 く とれ ばとる は ど か ら試験液 の 影響 が 低減 で き る こ

と を示 して い る． しか し 感度 は 著 し く 小 さ く な る た め

に
， 定量 に は 25− 50ns の 範囲 で の 蛍光 カ ウ ン ト強度 を

用い た．そ の ような 条件で 作成 した検量線 は 従来の 蛍光

測定 と 同 じ よ うに ，十分 な直線性を示 し t ，Table　3 に

本法 と従来法の ア ル ミニ ウ ム の 定量
．
ド限 を示 し た．従来

の 蛍光光度計 を用 い た方法に よ る定量
．．
卜限は O．02　pg／25

m 塁 （8 回測定 に よ る相対標準偏差 は 4．1％ ）で あ っ た．

蛍光寿命差 を利用 し た こ の 方法 で は 同濃度 で は相対標準

偏差 （8 回測定）は 2．1％ で ト分 な 精度 が 得 ら れ，更 に

ア ル ミ ニ ウ ム 濃度 0．005 陪 ／25ml まで 精度良く （8 回測

定 に よ る 相対標準偏差 は 4．O％ ： た だ し 25− SO　ns に お

ける 積算強度 を用 い た）定量で き る こ と が 分か っ た．従

来 の 蛍光測定装置 （RF
−540 ） を用 い た 蛍 光強度測定 と

比 較 して ，定量下限濃度 を約 】／4 倍程度 に 下 げ る こ と

が可能と な っ た，

　3 ・4　蛍光減衰曲線の 切片力 ウン ト強度を利用する定

量法

　一一
定積算時間で 蛍 光 減衰曲線 に お い て 切 片 〔Fig．2 に

お い て サ ン プ リ ン グ 時間 0 の と き 外挿値）の 蛍 光 カ ウ

ン ト強度 は錯体の 濃度 に 比例 す る．こ の 方法で は錯体 と

試薬 か ら 試験液の 蛍光寿命 に 差 が 見 られ な い 場合 に か ぎ

り有効 で あ っ た．実際 に 蛍光寿命 差 が は とん ど見 られ な

い （Tablc　 1） Sal十 〇
一ア ミ ノ フ ェ ノ

ー
ル に よ る ア ル ミニ

ウ ム の 定量 で は従来法 と同程度 の 定 量範囲 で 定
．
量 が 可能

で あ っ た ，し か し蛍光寿命差 が 大 き い 先 述 の 系 で は
， ア

ル ミ ニ ウ ム 濃度 が LO μg／25　m ｝以下 で は か ら試 験液

（短 寿命成分）の 影響 が 顕著 に な ll　
， 単

一
指数関数 で 表

せ な く な っ た．よ っ て 正 確 な 平行直線 が 引け な く な る た

め検 量線が 湾曲 し ， 定量下 限 は従来法 よ り約 10 倍高 い

0．2 μ9／25ml が限界 で あ っ た・

　こ れ ま で の 検討結果か ら ， 本法 は ，蛍光寿命差 を利用

して 新 た な微量分析法と して の 可能性 を 示す もの と考え

られ る．本法 は 金属錯体 と試薬 か ら試験液に 著しい 蛍光

寿命差 が あ る 場合 に 有効で ある こ とが 分か っ た．今後の

試薬 の 探索 に よ り 微量 分析 に お い て 更な る発 展 が 期待 で

き る 方法 で あ る．
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Time −resolved 肋 res 。 ence 　 determination　 of 　 aluminium 　 wi 止 Sch置 base

obtI 血 ed 　from 　sa 置icylaldehyde　and 　glycine。　 Kunihiro　WATA ）iABE 　and 　Satosh｛MoRIKA −

MI （Faculty　of　Science　and 　Technology
，
　Science　Un重versity 　of 　Tokyo ，

2641，　Yamazaki ，

Noda −shi
，
　Chiba　278＞

　Atime −resolved 　fluorcscence　 mcthod 　based 　 on 　thc 　lifetime　difference　between 　a 　 metal

complex 　and 　its　reagent 　has　been　invesしigated　f（）r　the　determination　of 　trace 　amounts 　of

aluminium ，　 Thc　nuorescence　lifetimes　of 　several 　 meta1
−SchiH

』
base　complcxes 　wcre 　de一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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termincd  to fincl the long lil'etime complexes.  The  lifetime of  aluminium-salicyl-

aldehyde-glycine  complex  was  the  longest of  the complcxes  examined.  The  lifetime dif:
ference between the  complex  and  its reagent  was  8,4 ns. The  optimum  photon counting

time  was  examined  in order  to eliminate  short-tived  fluorescence by excess  reagent.  As a

result,  sampling  time  over  the rangc  of  25N50ns  decrcased the reagent  blank valuc,

hence decreasing the limit concentration  of  aluminium  determination  down  to 5 ng!25  ml.

The  detcrmination conditions  wcrc  as  fol]ows: salicylaldehyde,  1,3× 10M4M;  glycine,
2.1× 10M2 M;  pH  5.8; Ex!Em,  350 nml435  nm;  measurement  time, 300 s. The  limit of

detcrmination in the prescnt method  was  superior  to the  conventional  one  because of  the

lower  reagent  blank value.

                                                  (Received March  22, 1993)
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