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　α ，β，γ，δ一テ トラ キ ス （4一ス ル ポ ナ トフ ェ ニ ル ）ポ ル フ ィ ン を用 い て 10
− 6

　mol 　dm
− 3

レベ ル の 銅 （II）・f才

ン の FIA 法 を 開発 した．　 TPPS 一銅 （II）錯体の 吸収 ス ペ ク トル は，413　nm に 吸収極大を有 し，そ の モ ル

吸光係数 は，4．76× 105　mol
− i

　dm3 　cm
− 1

で ある ．　 L 一ア ス コ ル ビ ン 酸共存下，　 TPPS と銅（II）イオ ン は

室温 で 1分間以内に 定量 的 に 錯体 を生 成 し た．共存 イオ ン と して 14 種類 の 金属イオ ン の 妨害 の 有無を

検討 し た 結果，血 瀁中の 存在量 レ ベ ル で 銅 （II）の 定量 を妨害 す る も の は な か っ た．本 FIA は，少 な く

と も 1 時間 に 18 試料を定量 で き る i相対標準偏差 ： L6 ％ （5 回測定）｝．除 タ ン パ ク 後 の イヌ 及 び ヒ ト

の 標準血 渭試料 に 対 し，本法 を応用 し た．

1 緒 言

　 フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析法 （FIA ）は 迅速，簡便

か つ 高精度 な 分析法で あ り，多数 の 試料処理 に 適合 した

手法 で あ る ，こ の た め ，臨床検査 に お け る 応用 も広 く行

わ れ て い る ．そ の 中で ，血清中の 銅 の 定量 に FIA を用

い た例 も 多 く，高感度比色試薬 と して は，ア ゾ 化合物の

4−（3，5一ジ ブロ モ ー2一ピ リ ジ ル ア ゾ）−N −〔3一ス ル ポ プロ ピル ）

ア ニ リ ン 1銅錯体 の モ ル 吸 光係数 （e／mol
−

i
　dm3 　cm

−
1
，

以下単位省略）は 1．24× IOsFな どが用 い られ て い る
1）．

　
一

方，水溶性 ポ ル フ ィ リ ン の ε は （1．6− 7．1）× 105 で

あ り，こ れ ま で α
，β，γ，

δ一テ ト ラ キ ス （1一メ チ ル ピ リ ジ ニ

ウ ム ー4一イ ル ）ポ ル フ ィ ン　（TMPyP ，銅 錯 体 の ε：

2．3× 105）及 び α
，β，γ，δ一テ トラ キ ス （4−N 一ト リ メ チ ル ア

ミ ノ フ ェ ニ ル ）ポ ル フ ／ ン 　（TTMAPP ， 銅 錯体 の e ：

3．8XIO5＞ が
， 血清中の 銅 の 定量 に応用 され て き た

2）s）．

しか し，こ れ らの 試薬 を FIA に 応 用 し た報告 は ま だ な

い ．こ れ は，TMPyP ，　TTMAPP 等 の 陽 イ オ ン 性 ポ ル フ

ィ リ ン が ガ ラ ス 等の 器壁 に 吸 着 す る 性質 を 持つ た め ， ガ

ラ ス の フ ロ ーセ ル を用 い る 吸光検出 FIA へ の 導 入 が 困

難 な た め と 考 え られ る．そ こ で ，本論文 で は TTMAPP

と 同程度 の 感度を持 ち ，
ガ ラス 壁 へ ほ とん ど吸着 し な い

α
，β，γ，

δ一テ トラ キ ス （4・ス ル ポ ナ トフ ェ ニ ル ）ポル フ ィ ン

（TPPS
， 鋼錯体 の ε ： 4．76× IO5）を 選択 し，前1渭中 の 銅

（II）の 吸光検出 FIA を確立 し た の で 報告 す る．

2 実 験

　2 ・ 1 試　薬

　TPPS 水溶液 ： TPPS の 合成及 び IO
− 4

　mol 　dm
− s

水溶

液 の 調製 は既鞭 ）に準拠 した．銅 （II）水溶液 ： 市販 の 特

級品 の 硫酸銅 を少量 の 濃硫酸 と共 に 蒸 留水 に 溶 か し，

EDTA に よ る キ レート滴定
5）

で 標定 し た もの を順次希釈

して 使用 した．そ の 他 の 試薬は ， 特に 断 らな い 限 り，市

販 の 特級品 を そ の ま ま使用 した ．

　 2・2　装　置

　吸光度の 測定 に は，日立 200−10 型分光光度計 を用 い

た．pH の 測 定 に は，堀場製作所製 F−8AT 型 pH メ ー

ターに ガ ラス 複合電極 を装着 し て 使用 した ．原子 吸光光

度計 は
， 日立 製 作 所 製 180−80 型 偏光 ゼー

マ ン 原子吸光

光度計 を 使用 し た 、遠 心 分 離 機 に は，日立 05P −21 型 遠

心 分離機 を 使用 し た．

＊
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＊ ＊

茨城 大 学 工 学 部物質工 学科 ： 516　茨城 県 日 立 市中成
　 沢 町 4−12−1

2 ・3　フ ロ
ーイ ン ジ ェ クシ ョ ン 分析装置

　F三g．1 に 本研 究 に お い て 使 用 した フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ

ョ ン シ ス テ ム を示 す．フ ロ ー
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を構 成 す
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Fig・lFl ・w 切 ecti ・ n　system

A ： chlorQacetic 　acid 　solution 　（lmQl 　dm
− 3

）； B ；

TPPS　（1× 10
− 5mol

　dm
− 3

）　 solution 　 containing

ammenium 　acetate 　buffer（0」 mol 　dm
− 3

，　pH 　6．0）
and レ ascorbic 　acid （i× 10

− 2
　mQl 　dm

− 3
）；Cl ： mlx −

ing　coil （lmm φX50 　cm ）； G2 ： Mixing　 coi1 （l

mm φ× 45　cm ），
　D ： detector（cell　vol ．8 叫，　Iight　path

10mm
，
413　nrn ）；1： 呵 ector （50 叫〉； P ： pump ；R ：

recorder ；W ： waste

る 主 な パ ー
ツ に つ い て 以 下 に 記 述 す る．ポ ン プ： 日本分

光製 RP −4F 型 FIU　High　Pressurire　Recipro　Pump に 同

社製 DU −4F 型 FIU 　Dumper 　Unit を組 み合わ せ て 使用

し た ．　イ ン ジ ェ ク ター
： Rhcodyne 　 Teflon　 Valve

Type −50 に ，50
，
100

，
250 及 び 500 叫 の ル

ープ イン ジ ェ

ク ターを組み合わ せ て使用 した．吸光検出器 ； 日本分光

製 UVIDEC −100−VI 型 紫外 可 視 分 光検出器 を 使用 し

た．

　2 ・4　血清 の 除タン パ ク操作

　血 PH　O．2　cm3 を ビー
カ
ー

に 採 り，こ れ に 2× 10
−3

　mol

dm
−
s　L一ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 1mol 　dm

−
s
塩酸水溶液

0」 crn3 を加 え 混合 し 5 分間静置 す る．こ れ に 1．2mol

dm
−
s

トリク ロ ロ 酢酸水溶液 0．lcm3 を 加 え た 後 ， 遠 心

分 離 （20QO　rpm ，5 分 間） して ，泝過 す る．泝過 の 際 に

は ，東洋曹達 工 業製 TOYOPACK 　ODS 前処理用 デ ィ

ス ポ ーザ ブ ル ユ ニ ッ トを 用 い た．泝液 O．1　cm3 を ビー

カー
に 採 り pH 　6．0 の 1　 mol 　drn

− B
酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩

衝液 0」 cm9 を 加 え 混合 し た 後 ， 50 叫 を FIA シ ス テ

ム に 注 入 す る．

3 結果及 び考察

　3 ・1 吸 収 ス ペ ク トル

　TPPS 及 び そ の 銅 （II＞錯体の 可視部 に お け る 吸収 ス

ペ ク トル を Fig．2 に 示 す．　 TPPS 及 び そ の 銅 （II）錯 体

の 吸収極大波長 （λ＿ ）は，反 応 系の pH が 6．0 に お い

て 共 に 413nm に 存在 し た．こ の 試薬 と 鋼 （II＞錯体 の

λm 。．の 一・致 は
， 他 の 水溶性 ポ ル フ ィ リ ン の 場 合 で も同

様 に 観測 さ れ て い る ，分析法 の 設計の 立 場 か ら， 現 在 ま

5
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Fig．2　Absorptlon　spectra 　of 　TPPS 　and 　its　copper

complexA

： Cu−TPPS 　 complex （pH 　 25　 and 　 pH 　 6，0）； B ：

TPPS （pH 　2，5）；G ： TPPS （pH 　6．0）

で ，幾つ か の ス ペ ク トル シ フ ト法が 開発 さ れ て き た
6）．

本 研 究 で は
， 錯体を形成 した 後 ， 酸を添加 し て 遊離の 試

薬 の Rmax を 434 　nm に シ フ トさせ る方法 を 選択 した．

　3・2　錯形成反応

　TPPS と銅 （II）は，　 pH 　4．0 で 沸騰水浴上加熱 1分間

で 定量 的 に 反 応 した．こ の 反応条件を用 い て FIA シ ス

テ ム を設計す る場合，加熱装置 を必要と す る た め シ ス テ

ム を複雑 に す る．従っ て ， 反 応促進剤 を用 い て 室温で 迅

速 に 反 応 す る 条件を検討 した ，主 な 反応促進剤 は，還 元

剤 と して の 機能 を持つ 化合物 で あ る
7），

　F互g．3 に L 一ア ス コ ル ビ ン 酸 ，
ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン

，

及 び L一シ ス テ イ ン の TPPS と 銅 （II＞と の 錯形成反応 に

及 ぼ す 効果 に つ い て 検討 し た 結果 を 示 す，pH　6．0 及 び

室 温 で 反応時間 1 分間を目安 と して ，錯体形成率 を 測

定 した．L 一シス テ イ ン は ，　 TMPyP 及 び TTMAPP と銅

（II）の 反 応促 進剤 と し て 働 く が， こ こ で 検 討 し た

TPPS と 銅 （II）の 反 応 は，促進 し な か っ た．反応促進

効果 に お け る ヒ ドロ キ シ ル ア ミン の 濃度依存性 に っ い て

は，TMPyP 及 び TTMAPP の 場 合 に 観 測 さ れ て い る

が ， TPPS の 場 合 で も著 し い 濃度依存性 が認 め られ た．

T．一ア ス コ ル ビ ン 酸 1よ 10
− 4− IO

− 1
　mol 　dmr3 と い う広 い

濃度範囲 に お い て 良好 な 反応促進効果 を 示 し た の で ，本

吸 光 検出 FIA で は ，レ ア ス コ ル ビ ン 酸を選 択 し て 使用

した．
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Fig。3　Comparison　of 　 three　kinds　 of 　 reducing

agent 　as 　acclerators 　of 　Cu −TPPS 　system

O ： L −ascorbic 　 acid
， ● ： hydroxylamine

， ○ ： L −cys −
teine ，　 ［Cu2＋

］＝2× 10
− 6mol

　dm
− 3
，　 ［TPPS ］＝ 4

× 10
−
6mol

　dm
−
3
；Room 　temp ．

，
　Reaction　time ： 1

min ；pH 　6．0

　3 ・3　フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン分 析 法 へ の 応 用

　本研究 で は ，2 流路方式 の FIA シ ス テ ム を選 択 した

（Fig．1）．な お，3 流路方式 の FIA シ ス テ ム 1  Tpps

水溶 液 （10
− 5mo

艮dm
− 3

），  L・ア ス コ ル ビ ン 酸 （10
− 2

m ・1　ClmL3）を 含 む 酢酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶液 （O．1　 mol

dm
−
3
，　pH

・’ 6．0），   モ ノ ク ロ ロ 酢 酸 水 溶 液 （lmol

dm
− 3

）か ら構成 され て い る1 も 同様 に 設計 し検討 を行

っ た が
， 流路 の 増加 に 伴 う各水溶液 の 分散 の た め に

， 感

度 は 著 し く減 少 し た．又，検出波長 に つ い て は，434

nm と 413　nm が考 え ら れ る が，434　nm で は ベ ー
ス ラ

イン の 変動 が 非常に 大き く検出下限が よ り高濃度 レ ベ ル

に な っ た．本 シ ス テ ム で は ， 413nm を採用 した．

　混合 コ イル の 長 さ の 最適化 を検討 した．内径 lmm ，

長 さ 50cm の コ イル を錯体 形 成 用 に 使用 し，内径 1

mm ， 長 さ 45　cm の コ イル を遊離の 試薬 の ス ペ ク トル シ

フ ト用 に 使用 し た 場合 ， 相対標準偏差 は 0，2％ で 安定 し

た応 答 信号が 得 ら れ た．試料の 注 入 量 を se
，
100

， 250及

び 500 国 の ル ープイン ジ ェ ク ター
を用 い て そ の 効 果 を

検討 し た．100 叫以上 の 注入 量 で は 良好 な混合 が 行 わ れ

な い た め ，応答信号 に 分 裂 が 生 じ た．こ の 結果 に 基 づ

き ， 50叫 の ル
ープイ ン ジ ェ ク タ

ー
を使 用 す る こ と に し

た．

　Fig．1 の シ ス テ ム に よ っ て 得 ら れ た FIA 応答 曲線 を

Fig．4 　FIA　response 　curve 　for　copper （II）ion

Fig．4 に 示す．　 O− 　10T5　mol 　dm
− 3

の 銅（II）に 対 して 良

好 な 直線 と な る 検量 線 が得 られ た．5 回繰 り返 し測定 の

相対標準 偏差 は，銅 （II）の 標準溶液 を用 い た 場合，
1．6e／e で あ っ た （［Cu2

＋

］＝ 5× 10
− 6

　mol 　dmnB ）．

　3 ・4　共存 イオ ンの影響

　6 μg／20cm3 の 銅 （II）を含 む 試 料 に 対 し て 他 の 14 種

類 の 金 属 イオ ン を 1000　ug／20　cm3 共存 させ ，本法 で 定

量 した．こ こ で は ± 5％ の 吸光度変化 を許容限界 と し，

そ の 影 響 の 有無 を検討 し た ．血 清 等 の 実 試 料 に お い て ナ

トリ ウ ム （1）及 び カ リ ウ ム （1）は
， 遷移金属 イオ ン に 対

して 通常は 多量 に 存在す る．こ れ ら を そ れ ぞ れ 10000

pg／20　cm3 （重 量 濃度 比 で 1700 倍〉共存 さ せ て 検 討 し

た 結 果 ， 銅 （II）の 定 量 に 影響 を 与 え な か っ た，カ ル シ

ウ ム （II），コ バ ル ト（II），鉄 （II），鉄 （III）， 水銀 （II），
マ グ ネ シ ウ ム 〔II），マ ン ガ ン （II＞，ニ ッ ケ ル （II）及 び

鉛 （II）は 1000 μg／20　cm3 （重量濃度比 で 170 倍）ま で

許容 さ れ た．ア ル ミ ニ ウ ム （III）及 び カ ド ミウ ム （II）

は，IOO μg／20　cm3 ｛銅 （II）卓こ対 し て 重 量 濃 度 比 で 17

倍｝ま で し か 許容 され な か っ た．こ の 両者 の 金属 イオ ン

は
， 通 常 の 健康体 の 血清中で は 銅 （II）に 対 し て よ り低

濃度 レ ベ ル で しか 存在 し な い ．又 ， 鉄 （II，　III）及 び 亜

鉛 （II）は ，血清中 に 銅 と 同 じ濃度 レ ベ ル で 存在 す る．

血 清 中の 銅 を測定 す る 際 ， 用 い る 試薬 に は鉄及び亜鉛 に

対 す る選 択 性 が 特 に 要求 さ れ る．本法 に お い て は 鉄 （II）
及 び亜 鉛 （II）は そ れ ぞ れ 1000 及 び 600　pg／20　cm3 （重

量 濃度比 で そ れ ぞ れ 170 及 び IOO 倍）ま で 許容 され た．
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Table　 lDetermination 　 of　 coPPer （II） ion　in　dog

serum

Method Value，　ppm

AAS （flume）
の

AAS （flame）
b）

FIAb）

0．50
．52± 0，04

0．51 ± 0．Ol

値 と本法 で の 測定値 は 良好 に
一

致 した ．イヌ の 血渭を用

い て 2・4 節の 操作 に 従 い
， 6 回繰 り 返 し測定 に お け る 相

対標準偏差 は ， 本法 で 2，6％，
フ レ

ー
ム AAS で 7．5％

と 本法の 精度 は フ レ
ー

ム AAS よ り 優れ て い た。

a ）Thc 　 serum 　 samplc 　 was 　 not 　 deproteinized．　 b）
The　serum 　sample 　was 　deproteinized．

Table　2　DeterminatiQn　Qf 　copper （II｝lon　in　NIES の

　 　 　 　 No ．4 ‘Treeze−dried　Serum ”
s【andard

F°

褞 と）合
AS

・・und ・by　FIAc’d ｝

4 結

Cert長fied　valueb 〕

1．07 ± 0、09ppm 　　O．98±0．07　ppm 　　l．Ol土0．03　ppm

a）NIES ： National　Institute　ft）r　Environmental　Stu−

dies（Japan）．　 b）The　serum 　sample 　was 　not 　depro−

teinized （AAS 　and 　IGP 　etc ．）．　 c ）Thls　serum 　samplc

was 　deproteinized，　 d）Thls　method 〔FIA ）

　3・5　血清中の 銅の 定量

　試料血 清 と し て は，イ ヌ の 血 清 及 び ヒ トの ．血清 個 立

公害研究所 （NIES ）作成 の 標準試料 NIES 　No ．4｝を使

用 した．測定結果 を Table．1及 び Table　2 に 示す．イヌ

の 血 清 を 用 い て 除 タ ン パ ク 操作前後 に お け る 銅 の 濃度 を

原子吸光法 （AAS ）で 測定 し た 結果，銅 が有 効 に タ ン パ

クか ら分 離 さ れ て い る こ と が 分か っ た，イヌ 及 び ヒ トの

血 清 中 の 銅 の 定量結果 は ，AAS で 測定 し た値及 び保証

論

　本法 は有機試 薬 を用 い て 血清中の 銅を定量 す る 方法 と

し て は最 も高 感 度 な方 法 で あ る．臨床検査 に お け る 試料

必要量の 微小化 は，今日最 も強 く望 ま れ て い る事項 の
一

つ で あ る が，従来 の FIA 法 で は，1 回 の 測定 に 100　rl
の 試 料 の 注 入 が 必 要 で あ っ た，本 FIA で の 注 入 量 は 1

回 50国 で あ り，更 に 予 備的 な 検討 の 結果 で は，20叫

ま で の 試料 の 微小化が可能 で あ っ た ．又，水溶性 ボ ル フ

ィ リ ン を HPLG に 応用 し て 拍1清中 の 銅 を定 量 す る こ と

も可 能 で あ る が
，

血 清中 の 銅 （II）濃 度 レ ベ ル に 対 して

TPPS は 良好 な 選択性 を もつ た め，簡便性及 び迅 速性 の

観点か ら本 FIA 法 が有利 で あ る と言 え る．
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　A 　coPPer （II）一α ，β，
δ

，γ
一tetrakis （4

−sulfbnatophcnyl ＞porphinc 　（TPPS ） complex 　had　an

absorption 　 maximum 　 wavelength 　 of　the　 Soret　 band　 at 　 413nm （molar 　 absorptivity ：

4．76× 105mo 「
1dm3 　cmrrl ），　 Also

，
　 in　the 　 presencc　 of　L−ascorbic 　acid 　as 　 a　reaction

accelerator ，　the 　coppcr （II）ion　quantitatively　fbrmed 　a 　stable 　complex 　with 　TPPS 　within

one 　 minute 　 at 　 room 　temperature ．　Based　on 　these　 results
，
　 the 　 spectrophotometric

detection−FIA 　system 　of 　copper （II）determin乱 tion　in　serum 　was 　developed．　 The 　pro一

認 部認 離 Ili蠶 鸞 、黔軍器鼎
’
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a  beaker. A  O,1 cm3  aliquot  of  1 moldmT3  hydrochloric acid  aqueous  solutien  is added

:".d-Ehf,E,,m,:lg.d6,,,".ft.e.i･,SEZ".fib".g, gP.I.7,.MX:･, Z`,jO,SM,. ie,ll･l,P IZt, 
r,2i

 
,O.'a

 :rr,'#,,:･i!,g,a'?,g18,i
rpm,  5 min).  After filtering, O.1 cm3  of  1 mel  dm-3  ammonium  acetic  acid  buffer solu-
tion  is then added  to O.1 cm3  of  the  filtrate, Fifty IA of  the mixture  solution  is irijected
into the FIA  system,  At least eighteen  samples  can  be determined within  one  hour  lthe
RSD:  1.6% (5 determinations). This method  was  applied  to dog and  human  serum

with  satisfactory  results,

                                                       <Reccivcd May  18, 1995)

                                                       (AeceptedJune 19, 1995>
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