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分光測光に よるフ ル オ レセ イン及び ス ル ホ ン フル オ レセ

イン 水溶液中の 分子種 の 酸解離指数 ， 吸収 ス ペ ク トル 及

び構造式の 推定

田村善蔵 ， 森岡朋子 ， 前田 昌子 ， 辻 章夫
＊

（1993 年 10 月 25 日受理 〉

　フ ル オ レ セイン （F ）と ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イン （SF）の pH 　O か ら pH 　10 ま で の 5× 10
− 6M

水溶

液 の 吸収 ス ペ ク トル を 解析 し た．SF は H2SF ，　 HSF
一

及 び SF2
一

か ら な り，酸 HA の 解離定数 を

K 。；aH ＋ ［Al ／［HA ］と す る と き 等吸収点 の 波 長 に お け る 吸光度か ら pK。1
＝3．10，　 pK 。 2

＝・6．25 で あ る

こ と が 分 か り，さ ら に HSF
一

の ス ペ ク トル が 求 め ら れ，三 つ の 分 子 種 が す べ て キ ノ ノ イ ド構造 をも つ

と推定 さ れ た．F は H3F ＋

，
　 H2F ，

　 HF
一

及 び F2
一

か らな り ，
二 つ の 等吸収点 に 共通 な波長 に お け る 吸

光度 か ら pK 。2 ＝ 4．20 で あ る こ と が わ か り，さ らに 試行錯誤 に よ っ て HF
一

と H2F の ス ペ ク トル な ら び

に pK 。3
＝6，39 と pK 。 1

＝2，24 が 求め られ た，ま た H2F が一
つ の ラ ク トノ イ ド分 子 種 と二 つ の キ ノ ノ イ

ド分 子 種 の 10 ：3 ：2 の 混 合物 で あ る と推定 され た．

1 緒 言

　フ ル オ レ セ イ ン は Baeyeri）に よ っ て 創製 さ れ
，

ラ ク ト

ノ イ ド構造 を 持 っ と推定さ れ た
2｝が ，

一一
方 そ の 塩 や エ ス

テ ル で は p一キ ノ ノ イ ド構 造 を 持 つ と の 説 が

Bernthsens｝，　 Kropp と Decker4）ら に よ っ て 提 出 さ れ
，

Ramart −Lucas5）は水溶液中 で 無色 の ラ ク トノ イ ドと有色

の キ ノ ノ イ ドが 平 衡状態 に あ る と 報告 し た．さ ら に

Zanker と Peter6）は 吸収 ス ペ ク トル の pH に よ る変化か

ら
一

価の 陽 イオ ン並 び に
一

価 と二 価 の 陰イオ ン が存在す

る と 推定 した．

　著者の
一

人田村 は ，解離 し う る水 素 を メ チ ル 基 に 置換

した 3 種類 の フ ル オ レ セ イン 誘導体す な わ ち モ ノ メ チ

ル フ ル オ レ セ イン，ジ メ チ ル フ ル オ レ セ イン 及 びフ ル オ

レ セ イ ン メ チ ル エ ス テ ル に つ い て ， pHO か ら pHl4 ま

で の 水溶液 の 吸収及び蛍光 ス ペ ク トル を フ ル オ レ セ イン

と比 較 す る こ と に よ っ て ，Fig，1 に 示 す よ うな 解離平衡

を推定 し た が ，そ れ 以上 の 解析 は 行 わ な か っ た
7）．

　本 報 告 で は フ ル オ レ セ イ ン の カ ル ボ キ シ ル 基 を ス ル ポ

基 に 置換 し た ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イン が ラ ク トン 構造 を

と り に くい と思 わ れ たの で そ れ を比較対 照物質に 選 び ，

pHO か ら 10 ま で の 範 囲 で 水溶液の 吸収 ス ペ ク トル を

精査す る こ と に よっ て ，存在 す る分子種 （イ オ ン種）の

pK 、
及 び吸収 ス ペ ク トル を解 明 し，さ ら に 構造式 を推定

す る こ と が で き た の で 以下 に 報告 す る ．

＊

　昭和 大 学薬 学 部 ； 142　東京 都品川 区旗の 台 1−5−8

2　理 論

　本研究 で は 測定 され る pH が 本 質的 に
一logaH ＋ で

あ り，吸光度 が 濃度に 比例す る もの で あ る こ と か ら，分

子 種 HA の 酸解 離 定数 を K
。

＝aH ＋ ［AM ］／［HA ］ と 定義

す る ．

　2・1　等 吸 収点を利 用 す る p瓦 の 推定

　2・1・1　ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イ ン につ い て　　ス ル ホ

ン フ ル オ レ セ イ ン が 0 か ら 10 の pH 範囲 に お い て 次 の

よ う に 解離 し，

　H2SFuHSFr 　nSF2
−

　 　 　 　 pKnl　　　　　　　pK．？

さ ら に 溶液 の 吸 収 ス ペ ク トル に H2SF と HSF
一

の 等吸

収点 il，　 HS ド と SF2
一

の 等 吸 収 点 i2 が 存在 す る と

き，そ れ ぞ れ の 波長 を Ail，　 Am と し ，
モ ル 吸光係数 を

εn ， εi2 と す る．

　2・1・1 ・ 1pKL ， の求め 方　　λi2 に お け る 溶液 の 吸

光 度 A は，層長 1cm に お い て
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Fig．　1　Previous｝y　proposed　protolytic　reactions 　of 　fluorescein7｝

F2
一

o

A ；
ε H2SF 〔H2SF ］十 ε n （［HSF

−
］十 ［SF2

一
ユ）

総 濃 度 を ΣSF と す る と；

Σ SF ≡［H2SF ］＋ ［HSF
−
］＋ ［SF2］

次 に ［HSF
−
］十 ［SF2

−
］が 無 視 で き る pH 　O で の 2m の

A を Ao
， ［H2SF ］が 無視 で き る pH で の i2の A を An

と す る と次式 を得 る．

A 。
＝

εH2SF ΣSF，
　 A ，2

＝
εi2ΣSF

　こ こ で pH （＝− log　aH ＋ ）＝pKal の と き ［H2SF ］＝

［HSF
−
］と な り，　 pK。r と p1覧 2 の 差 が 3 以上 あ れ ば

［SF2
−
1 は 無 視 で き る ほ ど 小 さ い の で ［H2SFI ＝

Σ

SF／2 と な り，

A 」（ε H2SF ＋ ε i2）ΣSF／2＝（！監o ＋ Am ）／2

と な る か ら，
こ の A を 示 す pH を作図 で求め れ ば ， そ

れ が pK 。］ で あ る．

　2。1 。 1 。 2　pKL2 の 求 め 方　　上 と 同様 に 2il に お け

る 吸光度を解析 して 求 め る ．

　2・1・2　 フ ル オ レ セ イ ンに つ い て 　　フ ル オ レ セ イ ン

が 0 か ら 10 の pH 範囲 に お い て 次 の よ う に 解離 し，

（Fig．1）

　H3F ＋

；＝圭 H2F ＃ HF
−

Pt 　F2
−

　 　 　 　 pK。l　　 pK』：　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 pKa3

さ ら に 溶液 の 吸収 ス ペ ク トル に H3F
＋

と H2F の 等吸収

点 i1，　 HFr と F2
　

の等吸収点 i2が存在 す る と き ， そ

れ ぞ れ の 波長 を λu ，Am と し，モ ル 吸光係数を εil，ε L？

と す る ．

　2。1 ・2・1pK 』2 の 求 め方 　
一

般 に は 2・1・1・1 に

準 じて 吸収 ス ペ ク トル か ら求め る こ とが で きな い．しか

し偶 然 Jti1一λi♀
で あ れ ば，つ ぎ の よ うに し て p凡 2 を 求

め る こ と が で き る．

R
、，
＝2e に お ける 溶液 の 吸光度 A は層長 lcm に お い

て

A ＝εil（［HsF
＋

］十 ［H2F ］〉十 εi2（［HFM ］十 ［F2
−
］）

総濃度を ΣF と す る と，

ΣF＝［H3F
＋

］十 ［H2F ］十 ［HF
−
］十 ［F

？
一
］

次 に ［HF
−
］十 ［F2

−
］が 無視 で き る pH で の ilの A を

Ait，［H3F ＋

」十 ［H2F ］が無視 で き る pH で の i2の A を

An と す る と 次式 を得る．

遼 u
＝

εL且ΣF，42 ＝ εi2ΣF

　こ こ で pH ← − 10，g　aH ＋ ）；PK。2 の と き ［H2F ］＝

〔HF
−
］と な り，　 pK。1，　 pK 。2，　 pK 。s の 差 が 2 程度 で あ

れ ば ［HsF
＋

］ や ［F2
−
］ は 1％ 程 度 に す ぎず，しか も

そ れ らの 差 が ほ ぼ等し け れ ば ［H3F ＋1≒ ［F2コ と考え

られ る の で，実際的 に

［H3F
＋

］＋ ［H2F ］　＝＝［HF
−
］＋ ［F2

−
］＝ΣF／2 と な り ・

A ＝（ε il ＋ εi2 ）Σ F／2＝（Aii＋ Ai2）／2

と な る か ら，こ の A を示 す pH を作図 で 求 め れ ば，そ

れ が pK 。 2 で あ る．

　2・1・2・2p 」覧1 と pKLs に つ い て　 こ れ ら は等吸

収点を利用 して 求め る こ とが で き な い ．そ こ で と り あ え

ず H3F
＋

や F2
一

が示 す 吸収 ス ペ ク トル の 極 大 吸収波 長

に つ い て ，そ れ ぞ れ の 吸光度の pH に よ る変化 か ら大

体 の 値 を推定 して お き 2・3 で 修正 す る．

　2 ・2pKL を用 い る モル 分率の算出

　溶液中に 存在 す る 分子種 の モ ル 分率 は 次の ように して

求め る．

　2・2 ・ 1　ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イン に つ い て

〃 H ＋ ［HSF 「／［H2SF ］＝ 10
−

pKa1

ごτH ＋ ［SF2
皿
」／［HSF

−
］＝10

−
Pκ鼠2

か ら aHt2 十 aH ＋
X10

−
pKa1 十 10

−
Pκ a 厂 pKa2 ＝Σ とお く と

［H2SF ］／ΣSF ； aH ＋

2
／Σ

［HSF
−
］／ΣSF　

＝aH ＋ × lo
一
P κ ’VΣ

［SF2
−
］／Σ SF＝lo

−
Pκ a 一 pK “2

／Σ
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2 ・2・2　フ ル オ レ セ イ ン につ い て

aH ＋ ［H2F ］／［H3F
＋

］＝・　lo
−

pKat

aH ．
＋ ［HF

−
］／［H2F ］＝10

−
P κ ae

aH ．
，
．［F2

−
］／［HF

−
｝＝10

『“
pK”3

aH ＋

3
＋ aH ＋

2
× 且0

−
・ K・1＋ aH ＋

× 10
−

・
Ks 一 pK ”2

　　 十 10
−

pKa 一 P κ a2
−

P κ aS
＝・Σ と お く と

［H3F
＋

］／ΣF＝＝aH ＋

3
／Σ

［H2F ］／ΣF ＝・aH ＋

2
× 10

−
Pκ”i

／Σ

［HF
−
］／Σ F＝aH ＋ × 10

−
Pκ・1− Pκ・2

／Σ

［F？1 ／ΣF ＝− 10
−

pKa 「 pK ・2
−
Pκ・3／Σ

　 2 ・3 単独 で は 存在 しえない 分子種の 吸収 ス ペ ク トル

の 作成 と pKa の 確認 ま た は修正

　H2SF や H3F ＋
の 分子種 は pHO で ，　 SF2

−．．
や F2

“
は

pH 　10 の 水溶液中で ほ ぼ純粋に 存在す る か ら，そ れ らの

吸収 ス ペ ク トル を 直 接 測 定 す る こ と が で き る が，

HSF
−
．　 H2F 及び H ド は 単独で存在 し得な い の で

， そ

れ らの 吸収 ス ペ ク トル は計算 で求め る．ま た，そ の 過程

で pK 、
の 確 認 ま た は修 正 を行 う．

　 2 ・3 ・1　 スル ホ ンフ ル オ レ セ イ ン に つ い て 　 　 2・1・1

で得 られ た pK 、の 値 か ら推定 され る ［HSr ］ が 最大

に な る pH
＝＝（pK 。1十 pKa2）／2 の 両側 に く る よ う に

一
対

の pH （n と n ＋ 1）を 測定 に 用 い た 1 き ざみ の pH の 中

か ら選 ぶ．pHn に お け る任意 の 波長 の 吸 光度 A， と，

pH　O （す べ て が H2SF ＞に お け る 吸光度 ！10 及 び pH 　10

（す べ て が SF2
−
）に お け る 吸 光度 Al

。
か ら，　 pHn に お

け る モ ル 分率 く2・2・1）を用 い て ， す べ て が HSF
．一

に な

っ た と考え た と きの 吸 光度 A ；を次の よ うに 算出 す る．

　　 A．− A 。 ［H2SF ］／ΣSF − A
且o ［SF2

−
］／ΣSF

A ；
・＝

　　　　　　　　 ［HSFr ］／ΣSF

H2F の 可視部 に お け る 吸 光度 は HF
一

よ り か な り 小 さ

い と予想 さ れ るの で ，そ の 影響 が 無視 で き る と考 え られ

る pK。3 付近 に pH 　m と pH 　m ＋ 1 を選 ぶ，　 pH 　m に お け

る 任意 の 波長 の 吸光度　A 一と モ ル 分 率 （2・2・2）並 びに

pH 　10 （す べ て が F2
−
）に お け る 吸光度 AiO を用 い て

，

す べ て が HF
一

に な っ た と考 え た と きの 吸光度 孤 を次

の よ う に 計算 す る．

　　　AmrAio ［F2
−
］／ΣF

孤
一

　　　　 ［HF
冖
1／Σ F

こ うして すべ て の 波長 に つ い て Ak を計算す れ ば濃度 が

ΣF で あ る HF
一

の 吸 収 ス ペ ク トル が得 られ る．

　同様 の 操 作 で F2
　

の モ ル 分 率 が 大 き く 異 な る pH
m ＋ 1 の と き の Ak ＋ 1 を 計算 し て HF

一
の 吸収 ス ペ ク ト

ル を得 る．こ の ス ペ ク トル が pH 　m の と き の ス ペ ク トル

と
一．一

致 しな け れ ば 2・1・2・2 で 推定 し た pK。3 が 間違 っ て

い る こ と に な る．こ の 場合 は pH 　m と pH 　m ＋ 1 の ス ペ

ク トル が
一

致 す る よ う に な る ま で 試行錯誤 に よ っ て

pKa3 を 修正 す る．

　2 ・3・8 　フ ル オ レ セ イ ン の H2F に つ い て　　2・3・2

ま で で HsF ＋

，　 HF
−
，　F2

一
の ス ペ ク トル 並 び に pK。2，

pK。3 の 値 は 信頼 す べ き も の に な る の で ，ま だ 不確 か な

pK 。i （2・1・2・2）を 修 正 しつ つ H2F の ス ペ ク トル を 求

め る．そ の た め に H2F の モ ル 分率が 大 き く し か も

H3F
＋

の 寄与 が 大 き く異な る…対の pH （1 と 1十 1） を

選 ぶ ．pHl に お け る 吸 光度　A
匸 と モ ル 分 率 ｛2・2・2＞並

び に pH 　O （す べ て が H3F ＋

）に お け る 吸 光 度 Ao と

2・3・2 で 得 られ た す べ て が HF
一

の 吸光度 Ak を用 い る

と，こ の pH で は F ？
一

の 寄与 が 無 視 で き る の で ，す べ

て が H2F に な っ た と きの 吸光度 AC は 次式 で 計算 され

る．

　 こ う して 測定 され る す べ て の 波長 に つ い て A；を計算

す れ ば 濃度 が ΣSF で あ る HSF
一

の 吸収 ス ペ ク トル が

得 ら れ る．

　同様 の 操作 で H2SF と SF2
一

と の 濃度 の 大小が pH 　n

と は 逆 転 す る pHn 十 1 の と き の A ；，＋ 1 を 計算 し て

HSF
一

の 吸 収 ス ペ ク トル を得 る．こ の ス ペ ク トル が pH
n の と き の ス ペ ク トル と

一
致 す れ ば 2・1・1・1 と 2・1・1・2

で 得 た pKa の 値 が正 しか っ た こ と に な る ．

　 2 ・3・2 　フル オ レセ イ ン の HF
一

に つ い て 　 　H2F と

HF
一

の 隣 り合 う二 つ の 分 子 種 の 吸 収 ス ペ ク トル が 不 明

で あ る の で ，2・3・1 と 同様 の 手法 を使 う こ と が で き な

い ．し か し前報
η
及 び 今 回 測 定 さ れ た ス ペ ク トル か ら

　　 A
一

Ao ［HsF
＋ 1／ΣF 一 貌 ［HF

−
］／ΣF

nf −
　　　　　　　　 ［H2F ］／ΣF

同 様 に pH　1＋ 】の 吸 光度 A （＋ 1 も計算 さ れ る．こ れ ら

二 つ の 値 Ai と A ｛＋ 1 が一
致 す れ ば pK 。 1 は 正 し い が，

異 な る と き は一
致 す る ま で p瓦 1 の 値を修正 して い く．

試 行 錯 誤 の 効 率 を 高 め る た め に
，

こ こ で は H3F
＋

の 吸

収極大波 長 （Rm。．t） に お け る 吸光度 を使 っ て pK 。1 を

修正す る．つ ぎ に 修正後 の pK 。i を用 い て pH 　l と pH

l十 1 に お け る H2F の 吸収 ス ペ ク トル を描き，こ れ らが

一致 す る こ とか ら pKai が 正 し い こ と を確認 す る ，
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3 実 験

　3 ・ 1 試 薬

　ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イ ン は ，Orndorfl
’
ら

8）の 方法 に 従

っ て 合成 し ， 得 ら れ た粗結晶 1g を ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ

ド 150ml に 加熱溶解 し て 瀕過 し，泝液 に エ タ ノ
ー

ル

15  mt を加 え て ま ぜ，一
夜 冷 蔵庫 中 に 放 置 し て 析出 し

た 結晶 を吸引泝取 し ， 遮光 した P20s デ シケーター
中で

減圧 乾燥 し，HPLC に よ り 99．5％ の 純度を示し た もの

を用 い た．

　元 素分 析値 は 理論値 C ： 6L95 ％，　 H ： 3．29％ に 対 し

実験値 G ： 61 ．05 ％，H ： 3．28％ で あ っ た．

　フ ル オ レ セ イ ン は，フ ル オ レ サ イ ト注射液 1 号 （フ

ル オ レ セ イ ン 10w ／v ％，　 Lot．2NNK 　Alcon　Laboratory

Inc．）を用 い た．

　そ の 他 の 試薬は す べ て 試薬特級品を用 い た．

　 s ・2 装　置

　吸収ス ペ ク トル の 測定 に は 日立 U −3210 分光光度計 と

層長 1cm の マ ッ チ ン グ セ ル を用 い た．

　pH の 測定 に は 東 亜 HM −20E ガ ラ ス 電極式水素 イオ

ン 濃度 計 を 用 い
， 必要 に 応 じ て GS −5016Sの ミ ク ロ 電

極 を 用 い た．装 置 の 較正 は JIS　pH 標準液 4．Ol，6．86 及

び 10．02 を用い て 行 っ た．

　分 子種の ス ペ ク トル の 作成 に は，Apple 製 パ ー
ソナ ル

コ ン ピュ
ー

タ
ー Macintosh　Ilsiを用 い た．

　 s・3 方 　法

　ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イ ン ．（以 下 SF と す る ）3．68　mg

ま た は フ ル オ レ セ イ ン （以 下 F とす る ）3，32mg を含 む

pH 　8 の 緩衝液 10　ml を作成 す る （1・nM 水溶液）．こ の

液 を pHO か ら pH 　IO ま で pH 　i 間隔 の 11 種類 の 緩衝

液 で 200 倍 に希釈 し，得 られ た 5Xlr6M 水溶液の 可

視吸収ス ペ ク トル をバ ン ド幅 2皿 1 で 測定 し，結果 を 1

枚 の 記 録紙 に 重 ね て 描 か せ る と と も に 装置 に 記憶 させ

た．ま た こ の 溶液 の pH を測定した．

　こ こ で 用 い る緩衝液 と して ，
は じめ は そ れ ぞ れ の pH

に最 も適し た緩衝剤 （リ ン 酸塩 ク エ ン 酸塩 ， ホウ酸

塩）を含 む もの を使 っ た が，ス ペ ク トル に ず れ を生 じて

解析 に 支障 を き た す こ と が 分 か っ た の で ，最終的 に は

0．2　M 　NaH2PO4 に 5　M 　HCI ま た は 1　M 　NaOH を 加 え

て 作 っ た も の を使用 した ．

0．5

Φ
9P
冖
d

の
角

Ouo

』
♂「

0
　350　　　　　　　400　　　　　　　450　　　　　　　500

　　　　　　　　 Wavelength！nm

Fig ・2Abs ・ ・pti・ n ・spect ・a ・f　suifoneflu … scein

The 　pH 　 values 　 of 　solutions 　 are 　given　 at 　the　peaks．
The 　 丘nal 　 concentration 　 is　 5× 1『 6M

，　 the

wavelcngths 　 of　absorption 　 maxima 　 are 　2　maxl ＝ 441

nm 　 and λmax2

＝496　nm ．　 The 　 wavelengths 　 of 　 the

isosbestic　points　are 　1　
il
　＝453　nm 　and 　2　

；2
　＝・　464　nm ．
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Fig。3　Absorption　spectra 　Qf 　HSF
−

obtained 　from
the　spectra 　of 　sulf （）nefluorescein 　 at　pH 　4 （A4＞and 　5

（A9）

4 結 果

　4。1　 ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イン の 解析

　SF 水溶液の 吸収 ス ペ ク トル （Fig．2） は 前報
7）の フ ル

オ レ セ イ ン メ チ ル エ ス テ ル の そ れ に 極 め て よ く 似 て お

り， 三 つ の 分 子 種 の 存在 を示 し て い る （2・レ D．そ こ で

等吸収点 の 波長 Ai2＝464　nm に お け る 吸光度と pH の

実 測 値 か ら 2・1・1・1 に 従 っ て 解 析 を行 っ た 結 果
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　pH 　 values 　 of 　soiutions 　 are 　given　 on 　the　peaks．
The　 final　 concentration 　 is　 5× 10

−
6M

，　 the

wavelengths 　 o 『 absorption 　maxima 　 are λm 。xl ； 437
nm 　 and え

ma ．2＝491　nm ．　 The 　 wavclengths 　 of 　iso−

sbestic 　P・lnts　are 　Rit＝ λi2
＝ 463　nm ．

　 　 400　　　　　　　450　　　　　　　500

　　　　　Wavelength／nm

Absorption　spcctra 　of 　fluorescein

pK 。i＝3．10 と な っ た．同様 に 酸性側 の 等吸収点 波長

λil
＝＝ 453　nm に お け る 吸光 度 と pH の 実 測 値 か ら

2・1・1・2 に 従っ て 解析 し
， pK 。2

ニ6．25 を得 た．

　次 に 上で 得 られ た 二 つ の pK、
の 平均値 （4．7）の 両側

に 来 る よう に pH 　4 （実測値 3，96）と pH 　5 （実測 値

5．00）を 選 び，そ れ ぞ れ の pH に お け る 吸 光度 を 2nm

ご と に ス ペ ク トル の 記憶値か ら呼 び出し ， 2・3・1 に 従 っ

て 中間 に存在す る分 子種 （HSF つ の ス ペ ク トル を作成

し た．そ の 結果 Fig．3 に 示 す よ う に pH　4 で 得 ら れ た

もの と pH 　5 で得られ た もの は よ く
一

致 し て お り
，

ス ペ

ク トル も pKa も正 し い こ と が確 か め ら れ た，

　HSr の 吸 光度 が 大 き い こ と，　 pH　O で 測定 さ れ た

H2SF の ス ペ ク トル と pH 　10 で 測定 され た SF2
一

の ス ペ

ク トル が そ れ ぞ れ Fig，1 の HsF ’
と F2

一
の前報η で得

られ た ス ペ ク トル に よ く似て い る こ と か ら，SF の 三 つ

の 分子種 （H2SF ，　 HSF
−
，　 SF2

−
）は い ずれ もキ ノ ノ イ

ド構造 を持つ と推定され た （Fig．8）．

　4 ・2　 フ ル オ レ セ イン の解析

　F 水溶液 の 吸収 ス ペ ク トル （Fig．4｝は 複雑 だ が
， 強

酸性 と ア ル カ リ性 で 等吸収点 ilと i2が存在．し，し か も

そ の波長 λil と Am が い ず れ も 463nm で あ っ た．そ こ

で ， こ の 波 長 に お け る 吸光 度 と pH の 実 測 値 か ら

2・1・2・1 に 従 っ て 解析 を 行 っ た結果 pK。2 ； 4．20 を得

た ．
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Fig．5　Absorption　 spectra 　 of 　HF
　

obtained 　frem

the　spectra 　of 　fluorescein　at　pH 　6 （A6）and 　7 （A 分
supPosing 　that　pKa3＝639
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Fig．6　Absorption　 spectra 　 of 　H2F 　 obtained 　from
1he　 spectra 　 of 皿uorescein 　 at 　pH 　2（Ai） and 　3（A 自）
supposing 　that　pKal

＝2．24

　ま た pHO で の 吸 収極大波 長 λ＿ 1
冨437nm 並 び に

pH 【0 で の 吸 収 極 大 波 長 え＿ 2
・＝ 491nm を 選 び

，

2・1・2・2 に 従 っ て と りあ え ず の 値 pK 。1＝・2．2，
　 pK 。3＝6．5

を推定 し た．

　次 に SF （Fig．2） に比 べ て pH 　3 付近 の 吸光度 が著 し

く小さ く，等吸収点 の 吸光度で も Ailが Am よ りは る か

に 小 さ い こ と か ら分子 種 H1F の 吸
．
光度 が 小 さ い と考え

ら れ た の で，2・3・2 に 従 っ て pK。a．（6．S）の 両側 に pH 　6

（実 測 値 6．00＞と pH 　7 （実測値 7．03） を選 び
，

そ れ ぞ

れ の pH に お け る吸光度を 5nm ご と に ス ペ ク トル の 記
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憶値 か ら呼 び 出 し，2・3・2 に 従 っ て 分子種 HF
一

の ス ペ

ク トル を作成 した ．そ の 結果 二 つ の ス ペ ク トル が
一

致せ

ず，pH 　7 で 得 られ た も の に F2
一

の ス ペ ク トル が よ り 多

く混 入 し て い る こ とが 分 か っ た．そ こ で こ の 二 つ の ス ペ

ク トル が一
致 す る よ う に な る ま で 試行錯誤 し て pK 。3 の

値 を減 ら して い っ た と こ ろ，pK 。a＝6．39 の と き Fig．5

の よ う に
一致 した ス ペ ク トル が得 られ ，こ の ス ペ ク トル

と pK 、
が 正 し い こ と が 分 か っ た ．な お こ こ に得 ら れ た

HF
一

の ス ペ ク トル は き わ め て よ く HSF
一

の そ れ （Fig．

3）に 似て お り，共通 の キ ノ ノ イ ド構造 を持つ と推定 さ

れ た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　
『

　最後 に 2・3・3 に 従 っ て pK 。 1 （2．2） の 両 側 に pH　2

（実測値 1．90 ） と pH 　3 （実 測値 2．94）を選 び
，

ま ず

λ＿ 1
＝437 　 nm に お け る 吸光度 か ら pK 。i− 2．24 と修正

し ， 次 い で そ れ ぞ れ の pH に お け る 吸光度 を 5nm ご と

に ス ペ ク トル の 記憶値 か ら呼 び出し ，
こ れ らを使 っ て 分

子 種 H2F の ス ペ ク トル を作成 し た．そ の 結果 Fig．6 の

よ うに 二 つ の ス ペ ク トル は ほ ぼ…致 し，こ の ス ペ ク トル

と
・
pK 。1 が ほ ぼ 正 し い こ と が 分 か っ た ．な お ，

二 つ の ス

ペ ク トル に 多少の ずれ が 認 め られ る が，こ れ は pH 　2 と

p且 3 で 緩衝液 中 の リ ン 酸 〔pK 。1＝2」5） に 由来 す る

H2PO4
一

の 濃度が大 き く異 な る た め と考え られ る ．

　さ て
，
H2F が ラ ク トノ イ ド構造 （Fig．　D で あ れ ば可
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Fig．7　Absorption 　spectrum 　of 　H2F （average ）and

that （A
’
＞obtained 　by　adding 且／50f　the　H3F ＋

spec −

trum 　to　2／150f 　the　HF
−

spectrum
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pKa1 ＝ 2．24
（213）

o　 　 　 OH 　　 　　HO

ζI
　 o 　　 　　＿
　 　 、　　　　　

「曜■『一一一

H2F ＼
HOC

）
’9． ク

4

°

（2115） 7 　CO2H

　　　　tSl

HF
一

冒
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⇒
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Fig・ 8E ・tim ・t・d　pκ’ val … and ・ ・t… t・ ra1 ・f・・m ・ 1… f ・xi ・t・nt 　m ・1・・ular 　sp ・・i… f

fluorescein　and 　sulfonefluorescein

＊ The　acid 　dissociation　constant 　of　HA 　is　ddlned　as 　Ka＝＝aH ＋ ［A
−
］／［HA ］．
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視部 に 吸 収 帯 を持 ち得 な い か ら，Fig．6 に 現れ た 小 さ な

吸収 ス ペ ク トル は
， キ ノ ノ イ ド構造 が 混人 し た た め と考

え，pH 　O で 実測 さ れ た H3F ＋

の ス ペ ク トル （Fig．4）

と 計算 で 得 ら れ た HF
一

の ス ペ ク トル （Fig．．5＞を使 っ

て H2F の ス ペ ク トル を 合成 し た．試行錯誤 の 結果 ，

Fig．7 に 示 す よ う に H3F ＋
ス ペ ク トル の 1／5 に HF

一

ス ペ ク トル の 2／15 を 加 え た も の が H2F ス ペ ク トル

（平 均 値 ） に よ く一致 し．た．こ の こ と か ら H2F の 2／3

は ラ ク トノ イ ドで あ る が ， 1／5 は H3F ＋

，2／15 は HF
一

と同 じ共役系 を持 つ ，い ず れ も電荷 0 の 分子種か ら構

成 さ れ て い る と 推定 さ れ た．

　前報
7）
を参考 に して 本研究 で 得 られ た知見 を総合す る

と フ ル オ レ セ イ ン 水溶液中 に 存在 す る 分子種 の 構造 と

pKa は，　 Fig，8 の よ うに な る．

5 考 察

　本研究 に よ り，フ ル オ レセ イ ン及 び ス ル ホ ン フ ル オ レ

セ イ ン の 水溶液中 に 存在す る 分子種 の pK 、 値 が定 ま

り，単独 に存在し得 な い 分子種 の 吸収 ス ペ ク トル が 解明

さ れ，さ らに フ ル オ レ セ イ ン の 中性 分 子 H2F が 3 種類

の 分子 種 か ら な る 一定比率の 混 合物で あ る こ とが 推定 さ

れ た ．こ れ らの 新知見 は
， 関連化合物 の 性質の 解明 に も

役立っ で あ ろ う．

　 こ の 新 知 見が 得 ら れ た 理由 と し て ，緩衝剤 の 種類 に よ

る ス ペ ク トル の 変動 をで き る だ け 小 さ く し た こ と，ス ペ

ク トル を で き る だ け正 確 に 測定 し た こ と，電算機を 活用

して試行錯誤を行 っ た こ と，さら に 理論 の 部 で 述 べ た解

析方法 の 工 夫 な ど が あ げ ら れ る ．

　
一

方，対象化合物が 等吸収点を持つ こ と が こ の 解析 を

可能に した．特 に フ ル オ レ セ イ ン は 二 つ の 等 吸 収点 が 同

一
波 長 に あ っ た た め に，4 成分系 の 解析 に 手 が か りが得

られ た の で あ る．な お 二 つ の 等吸収点の 波長 が少々 異 な

っ て い て も同様 の 手法 は可能 で あ る と思 う．

　Fig．8 は フ ル オ レ セ イ ン の 中性 分 子 種 の 1／5 が

H3F ＋
と

，
2／15 が HF

一
と 同 じ吸収 ス ペ ク トル を持 つ

と仮定 して 作 っ た．こ の 仮定 は
，

ベ ン ゼ ン 環 の カ ル ボ キ

シル 基 が解離 し て も可視部の 吸 収 ス ペ ク トル は ほ と ん ど

変化 しな い と の 推定 に 基 づ い て い る．
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　Spectrophotometric　estimat 量on 　of 　the　pKL ▼ alues
，　absorption 　spectra 　and 　structu −

ral 　 f・rmulas ・f　 m ・lec皿1ar　 species 　 in　 aqueous 　 s・luti・ ns 　 of 　fluorescein　 and

sulfonefluorescein ．　 Zenzo　TAMuRA
，
　Tomoko 　MoRIoKA ，　Masako 　MAEDA 　and 　Akio　TsqlI

（School　of　Pharmaceutical 　Scienccs
，
　Showa 　University

，
1−5−8，　Hatanodai，　Sh 孟nagawa ・ku

，

Tokyo 　l42＞

　The 　absorption 　spectra 　of 　5× IO
− 6Msolut

三〇 ns 　of 且uorescein （F）or 　sulf｛）nenuorescein

（SF）in　O．2　M 　phosphate　 buffers　 of　intcgral　 pH 　 numbers 　 ranging 　from　 O　to　 lO　were

measured ．　 The　spectra 　of　SF　demonstrated　three 　molecular 　spec 三es ： H2SF
，
　HSF

−
and

SF2
−
．　At　the　wavelength 　of　the　second 　isosbestic　point，　thc　pH 　at 　which 　the 　absorbance

of 　SF　became　average 　expressed 　p丿（a1 ＝・3．10　when 　the 　acid 　dissoc孟ation 　 constant 　of 　HA
was 　de∬ned 　as　Ka＝　aH ＋ ［A コ／［HA ］．　 S三mi 正arly 　p丿（a2

； 6，25　w 乱 s　estimated 　based　on 　the
absorbancc 　at 　the　wavelcngth 　of　the　first　isosbestic　point．　By　using 　these 　values 　and

computer 　graph三cs，
　identical　spectra 　of 　HSF

−
were 　obtained 　from 　both　spectra 　of 　SF　at

pH 　4　 and 　5．　 From 　these 　results
，

止 e 　structures 　of　the　three　species 　 were 　 estimated 　to

have　quinoid　fbrms．　 Thc　spcctra 　of 　F　demonstratcd　f〈）ur 　molecular 　specles ： H3F ＋
，　H2F ，

HF7 　 and 　F2
−
．　 At　th ・ wav ・1・ ngth ・・皿 m ・ n 　t・ b・th　i… b・・ti・ p・ int・

，
　th ・ pH ・t　whi ・h

thc 　absorbance 　of 　F　became　averagc 　was 　cxpressed 　pK 。2
・ ・4．20．　Succes｛vely ，　by　compu −

ter　graph五cs　 and 　 using 　tr孟al 　 and 　 error
，
　 the 　 coincident 　 spectra 　 of　HF

−
were 　 obtained

，

together 　with 　the 　value 　of 　pK ． 3
＝6．39，　from 　both　spcctra 　of 　F　at 　pH 　6　and 　7　where 　the

absorbance 　of 　H2F 　was 　negliglble ．　 The　spectrum 　of 　H2F 　was 　similarly 　obtained 　togethcr

N 工工
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with  the value  of  pK.i==2.24. By  adding  115 of  the  H3F+  spectrum  to 2115 of  the

HF-  spectrum,  an  identical spectrum  as  that  of  H2F  was  obtained;  hence, H2F  is thought

to be a mixture  comprising  a lactone and  two  quinonoid species,  while  H3F+, HFT  and

F2- are  quinonoid forms,

                                                 (Received October 25, l993)
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