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ル ミノ ー ル 反応 に基づ く還元 物質の化学発光
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・The 　chelnilunlinescence 　reaction 　of 　luminol　with 　reducing 　agents 　“
ras

　studied 　by　a 　flow−

injection　analysis ．　We 　found 　that　reducing 　agenftg 　directlアproduce　a　chemiluminescencc

wi 山 1uminol 　in　the 　presence　of 　hexacyanoferrate（III＞and 　hexacyanoferrate（II＞as　a　cata −

1アst　in　an 　alkaline 　soltition ．
8）9） T （） explain 　the 　chemiluminescence 　of 　luminol 　wi 　th　reduc −

ing　agents
，
　ESR 　measurements 　were 　perfbrmed ．　 ESR 　showed 　that 　supcroxide 　anion 　rad −

icaユs　werc 　generated 　from　uric 　acid ，　dihydroxyacetone，　hydroxylaminc，　cortisonc 　and 　glll−

cose 　in　an 　alkalinc 　sohltion 　bアusing 　5，
5’−dimethア1−1−pyrroline　N −oxidc （DMPO ）as　a　spi11

−

trap 　agent ．　 The 　ascorbate 　radical 　was 　observed 　f（｝r　ascorbic 　acid 　without 　DMPO ．　 For

phenacyl　alcohol ，　a　new 　radical 　without 　DMPO 　was 　observed ．　 It　is　reported 　tha し the

superoxide 　 ani （，n 　 radical 　is　a 　crucial 　intermediatc　in　luminol　 chemiluminescence 　 and

that　the　chcmiluminescencc 　is　gcnerated　in　thc 　prescnce　of 　free　 radicals ．
7）io）ll）

Therefbre
，　it　was 　suggested 　that 　these　I

・adicals 　resulted 仕 olll　the 　rcdudng 　agcnts 　in　the

alka 正ine　solution 　participate　in　luminol　chemiluminescencc ．　The 　detection　limjts

（S，〆N
＝3）of 　uric 　acid ，　phenacyl　alcohol ，　hydroxylamine ，　as （］c）rbic 　acid ，　dihydroxy 乱cetone ，

cortisone 　and 　glucosc　were 　40，
60，70， 200，

430，440　alld 　75　ng ，　respectively ．

Kayω oπds ： chemi 工uminescence ；ESR ；fiow　injection　arialysis ；lumillol；reducillg 　agents ．

1 緒 言

ル ミ ノ
ー

ル に よ る化学発光 が 1928 年 に 報告
e｝
され て

＊ 1
北 里大 学 薬 学部 ： 108−0072　東京 都 港 区 白金 う

一9−1
＊ 2

北 里 大 学 医学 部 ： 228−0829　神 奈 川 県相 模 原 市 北 里 1−

　　15−1
＊ n

星 薬科大 学 ： 142 −8ttel　東京都 品堆 区荏 原 2−4−41

か ら，分析分野 で ル ミノ
ール は 過酸化水素，酸化物質，

そ して 金属イオ ン の 測定に使用 され て い る．

　最近 ，化 学発
．
光を用 い た分析 法 の 総説が幾 つ か 報

告
2｝
− fV

され て い る が，還元物質 に よ る ル ミ ノ ール の 直接

的な化学発光につ い て は触れられ て お らず，還元物質 に

作用す る酸化酵素 を 用い て 過酸化水素 を発 生 させ て か ら

間 接 的 に測 定 して い る．又 ，ル ミ ノ
ール に よ る化 学 発 光
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の 機構 も報告
71
さ れ ， 酸素 か ら生 じた ス ーパ ーオ キ シ ド

陰イ オ ン ラ ジ カ ル が重要な役割を演 じて い る こ とが 知 ら

れ て い る ，

　著者 らは，最近，グル コ
ー

ス，尿酸 ， ア ス コ ル ビ ン 酸

等 の 還 元物質が ，ア ル カ リ性 の 下 で 触媒存在 ドで 直接 ル

ミ ノ
ール と反 応 して 化 学 発 光 す る こ と を 見 い だ し報告 し

た
S｝9 ）．しか し，還元物質 の ル ミ ノール に よ る 化学発光

機構 に つ い て は報告 し て い ない ．今回，フ ロ ーイ ン ジ ェ

ク シ ョ ン 法 （FIA）と竜 子 ス ピ ン 共鳴法 （ESR ） に よ っ

て 解明で きた の で 報告す る

2　実 験 丶

　 2 ・正 試　薬

　 ル ミ ノ ール ナ トリウ ム 塩，グ ル コ ー
ス ，ア ス コ ル ビ ン

酸，尿 駿，コ ル チ ゾ ン ，ジ ヒ ドロ キ シ ァ セ トン ，ヒ ドロ

キ シ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 は 和 光 純 薬 製 ，フ ェ ナ シ ル ア ル コ ー

ル は 東京化成製，5，5一ジ メ チ ル ー］一ピ ロ リ ン N 一オ キ シ ド

（DMPO ）は 同仁化学製，ヘ キ サ シ ァ ノ鉄 （H ）酸 カ リ ウ

ム 三 水 和 物，ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （III）酸 カ リ ウ ム ，水 酸 化

ナ ト リ ウ ム ，酢酸 ナ ］・リ ウ ム は 関東化学製 を用 い た ．水

はすべ て Milli−（2　Labo （日本 ミ リポア 製） に よ っ て 精製

し た超 純水 を使用 した．

　還 元 物 質 の 標 準 溶 液 は，グ ル コ ース は lmg ／m 蚤の 水

溶液 ， ア ス コ ル ビ ン 酸 は 5 μgfml 水溶楓 ヒ ドロ キ シ

ル ア ミ ン 塩酸塩，フ ェ ナ シ ル ア ル コ ール は 1 μg／ml の

水溶液，尿 酸 は 1 μg／ml の O．1　 mM 酢酸 ナ トリ ウ ム 溶

液，ジ ヒ ドロ キ シ ア セ トン
，

コ ル チ ゾ ン は ⊥Opg ！ml の

2％ ア セ トニ トリル 溶液 に なる よ うに調製 した，

　 ル ミ ノ
ー

ル 試液 は，O．4　mM ル ミ ノ
ー

ル ナ トリ ウ ム 塩

と 10〔｝mM ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （II）酸 カ リウ ム 三 水和物 を

含 む 200　 mM 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液．ヘ キ サ シ ア ノ 鉄

〔III）試 液 は，0」5mM ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （m ）酸 カ リ ウ

ム 水溶液．

3 装置及 び操作

　ポ ン プ は Model 　S−4000 （相馬光 学），イ ン ジ ェ ク タ
ー

は Model 　U6K （Waters），化学発光検出器 は Model 　S．

S4  O （柑 馬 光学），レ コ ーダーは Nadonal 　 reCt ，rder 　Vp −

6621A （松 下 電 器）を 用 い た．本研 究 に 用 い た FIA シス

テ ム の 概 略 を Fig．1 に 示す．ル ミ ノ ール 試液 とヘ キ サ

シ ァ ノ 鉄 （IID 試液 は 各 々 lm ▽ min で 送液 した ．標準

溶液 は 5 μ］ を注入 した．

　ESR の 測 定 は JES−REIX 　SpectI．ometer （日本 竃 子 ） を

用 い 9．5GHz で 操 作 し た．還 元 物質の 濃度 は lmg ／ml

に し，5 μ1の DMPO を添加 して ESR を測定 した．

LS

HS

R

Waste

Fig．豆　 Flow　diagrとしIIL　 of 　chemilumlncscence 　FIA
svstCIIlLS

； ［uminoL 　 sQlution ，　HS ： hexac｝
・anoferrnte （III｝

sol し雨 on ； P ： pump ；D ： damper ；1 ： injector ；CLD ：

chemiluminescence 　detector；R ： recerder

4　結果及び考察

　既 ittS｝V）
で は，3 台 の ポ ン プ で ル ミノ ール 試 液，ヘ キ サ

シ ア ノ 鉄 （III）試液及 び キ ャ リヤー液を送液 し，標準溶

液 を キ ャ リヤ
ー

液 に注 入 し最 適 条 件 を検 討 した．今 回，

2 台 の ポ ン プ で ル ミ ノ ール 試 液 と ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （llD

試液を送液 した が，各 々 の 試液の 濃度は既報 の 最適条件

に お け る 最終混合溶液濃度 と同 じ濃度 に な る よ うに し

た．各々 σ）試 液 の 系 に標 準 溶 液 を注 入 し た と き，系 に よ

っ て 化学 発 光 強 度 が 変 化 した の で ，そ の 結 果 を Fig．2

に示す．尿酸とグ ル コ ース で は ヘ キ サ シ ア ノ t“k　（III）試

液 に 注 入 した ほ うが ル ミ ノール 試 液 に 注 入 した 場 合 よ り

も化学発光強度は わず か に高 か っ た．ヒ ドロ キ シ ル ア ミ

ン，ア ス コ ル ビ ン酸，コ ル チ ゾ ン ，ジ ヒ ドロ キ シ ア セ ト

ン，フ ェ ナ シ ル ア ル コ
ー

ル で は ル ミ ノール 試液 に 注入 し

た と きに 化学発光強度が増大 した．こ れは，尿酸 とグ ル

コ
ー

ス を 除 い た 還 元 物質 と ル ミ ノ
ー

ル 試液中の 試薬 が ，

ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （III） 試 液 と混 合す る 前 に 反 応 した 結 果

と 思 わ れ る．そ こ で
， 還 元 物質を系 に 設 置 した ル ープ タ

イ プ の イ ン ジ ェ ク タ
ー

に 注入 し，ル
ープ 中 で の 各試液 と

の 混合時 間 を 変化 させ た．そ の 結 果 を Fig ．3 に 示す．

ル ミ ノ
ー

ル 試液 の 系で は 尿酸 ，
フ ェ ナ シ ル ア ル コ

ー
ル

，

ア ス コ ル ビ ン 酸 の 化学発光強度 は 時間 と と もに 減少 し

た．コ ル チ ゾ ン ，ジ ヒ ドロ キ シ ア セ トン，ヒ ドロ キ シ ア

ミ ン は，
一

時，化 学 発 光 強 度 は 増 人 した が そ の 後 減 少 し

た ，グ ル コ ース の 化学発光強度 は 時 間 と と もに 増大 し

た．しか し，ヘ キサ シ ア ノ 鉄 （m ）試液 の 系 で は すべ て

の 還元物質の 化学発光強度 に 変化 は 見 られ なか っ た．こ

の こ と は，還 元 物 質が ル ミノ ール 試 液申の 試 薬 と反 応 し

て ル ミ ノール の 化学発 光 強 度 を 変化 さ せ る 反 応 生 成物 を

生成 した と考えられ る．
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Fig.. 2 Chemiluminescence  ofreducing  agents  irijected into the  hexacyanoferrate(III) solution

stream  (A) and  the  luminol solution  stream  (B)
Iajection amount:  uric  acid,  5 ng;  glucose, 5 pg; hydrexylamine, 5 ng;  ascorbic  acid,  2S ng;

cortisone,  50 ng;  dihydroxyacetone, 50 ng  ; phenacylalcohol, 5 ng
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　 　 　 Blank 　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　 　　 lmT
　 Mni

「
　　　　　　　　　　　　　　　　　 卜 ＿＿→ 　　Mn2・

、
偏 梱 回 岬 幽 卜

　 　 　 Cor 量iso冂e

瓶画 縄酬囲 ト
GSucose

壁酬 紬醐凶叶
　 　 Dihソdroxyaoetone

←榔胴融回 編

　 　 　 Uri。 acld 　 　 　 　 　 　 lmT
　 Mn

”
　　 　　　　　 　　　　　 　　 卜＿＿＿l　 MnZ←

、
嶋蝋 画 騨 岫 岫 ト

　 　 　 Hydro 】【ylamlne

壷一 脚 癬幽紳 轡
Phenacytatcoho 「

壷 一 榊 一 ・ ・“・

Ascorbic 　ac 蘆d

壁一 ｛ 一 繍
1
扁

Fig・4 　ESR 　spectra 　for　reduciIlg 　agcnt5

Blank ： DMPO 隻n 　200　mM 　NaOH ．　 Uric　acid ，　glucose，　hydroxヲlamine，　cortisone 　and 　dihアdroxア
ー

acetone 　were 　diss（，lved　in　200　inrvl　NaOH 　alld 山 ell　DMPO 　was 　added ．　 Phenacyl　alcohol 跚 （1
ascoI

・bic　acid 　were 　dissolved　in　200　mM 　NaOI −L

　 ル ミ ノ
ー

ル 試液中の ル ミ ノ
ー

ル ，ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （11）

酸 カ リウ ム ，水酸化 ナ トリウ ム と 還元物質 と の 反応 を

各々 の 試薬 が含ま れ て い な い 条件で 経 時 的に 検討 し た．

そ の 結 果 ，還 元物質は ル ミ ノ ール 試 液 中 の 水 酸 化 ナ トリ

ウ ム と反 応す る こ とが 分か っ た．そ こ で ， 還 元物質を水

酸化 ナ トリ ウム 溶液中で 経時的に 変化させ た 後，ル ミ ノ

ール 試液 の 系 に そ の 溶液 を注入 し た と き，ル ミ ノール 試

液系 の イ ン ジ．z ク タ
ー

に 注入 して 滞留 した時間と同様

に ，時聞 と と もに グル コ
ー

ス の 化学発光強度 は増大 した

が，他 の 還 元 物質 は 減少 した．水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液中

で 経時的 に 変化 させ る と化学発光強度 に変 化が 見 られ た

こ と は ， 還 元物質か ら化学発光強度を変化させ る 反 応生

成物が 生 じた と思 わ れ る．次 に，水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液

中 で の 還 元 物質 の 反 応 を ESR で 検討 し た ．　 Fig ．4 に

2〔｝O　inM 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液中で の 各 々 の 還元物質 と

の 反応 を ESR で 測定 した 結果 を 示す．尿酸，ヒ ドロ キ

シ ル ァ ミ ン ，グ ル コ
ー

ス ，コ ル チ ゾ ン ，ジ ヒ ドロ キ シ ア

セ ト ン で は ス ピ ン トラ ッ プ 剤 で あ る DMPO を用 い る こ

とに よ っ て ス ーパ ーオ キ シ ド陰 イオ ン ラ ジ カ ル が 生成 し

て い る こ と が 分か っ た ．ア ス コ ル ビ ン 酸 と フ ェ ナ シ ル ア

ル コ
ー

ル か ら は ，DMPO を用 い な くて もア ス コ ル ビ ン

酸 ラ ジ カ ル と構造不明の 新 しい ラ ジ カ ル が 各 々 生 じ た．

フ ェ ナ シ ル ア ル コ
ー

ル か らの ラ ジ カ ル 発 生 機構 と構造解

析 は現在検詞中で ある．

　 ル ミ ノ
ール の 化学発 光 は，ル ミ ノ

ール の 酸化 に よ っ て

生 じた ル ミ ノール ラ ジ カ ル が，ス
ーパ ーオ キ シ ド陰 イ オ

ン ラ ジカ ル と反応 して 不安定な最終過酸化物とな り，
こ

れ が分解す る と きに 光が発 生 す る と報告
7｝
されて い る ．

　又，ル ミ ノール は フ リ
ー

ラ ジ カ ル が 存在 し て い る と発

光す る とも報告
lo ：川

さ れ て い る。こ れ らの こ とか ら還元

物質 か らル ミ ノ
ー

ル 試液中の 水酸化 ナ トリ ウ ム と反応 し

て ，ス
ーパ ー

オ キ シ ド陰 イ オ ン ラ ジ カ ル や 還 元 物質自身

の ラ ジ カ ル が 発 生 し，そ れ らの ラ ジ カ ル が ル ミノ
ール と

反 応 して 化学発光が 生 じたと考え られ る．

　グ ル コ ース は ほ か の 還 元 物質 と異 な り，水酸化ナ トリ

ウ ム 溶液 中 で 時 問 を変 化 させ て か らル ミ ノ ール 試 液の 系

に注入 して も，ル ミ ノ
ー

ル 試液中 に滞留 したの と同じく

時間 と と もに 化学発光 は増 大 した．こ れ は グル コ
ー

ス が

ア ル カ リ性 溶 液 中 で 時 間 と と も に ゆ っ く り と ラ ジ カ ル が

生 じる とい う報告
11，と 一

嗷 して い る．

　次 に，ル ミ ノール 試液の 系 に 注人 した 場合 とヘ キ サ シ

ァ ノ鉄 （III） 試液 の 系 に 注入 し た場合 の ，各一々 の 還元 物

質 の 検量線 と検出限界 を検討 した と こ ろ，ル ミ ノ
ー

ル 試

液 の 系 に 注人 した ほ うが 感度 が 良か っ た の で ，そ れ を

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報　文　　久 保，斉 藤 ， 持 井 ， 鳥羽 ，

．
西川 ，　 猪 俣 ， 吉村，中 澤 ： ル ミ ノール 反応 に 基 づ く還 元 物 質の 化 学発 光　　6 3

Table 　l　 Calibration　curves 　and 　detection　l藍mits 　fbr　rcducing 　agcnts

RedUcing 　agents Galibrati （m 　curves （per　injection ｝ Detccti （，n 　limits（∫β 
「＝3＞

Uri⊂ acid

Phenac γ1　alcohol

H アdroxアla皿 ille
As ⊂ orbic 　acid

Dihydr 〔⊃x
ア
acct   ne

G 〔》rtisOne

Glucose

｝
／；1．391X ＋ 0．545 （β＝

  ．996）
y ．．0．800X ＋  ．536 （〆

＝0．997）
γ
＝1．579X ＋ 0，724（，

ヌ ＝0．999）

Y ＝0．76  X ＋ 0，783（ヂ
＝0．996）

ア ＝0．132X ＋ 0．592 （r2
＝O．998＞

｝
・t窩0．llgX ＋ 0，ツ25 （詫

＝0．998）

γ＝王．185 丿（＋ 0．718 （〆
；0．998）

200P9 〜10n9

200P9’vl（［n9

200　p9
〜1 　n9

400pg 〜
】．Ong

　2ng 〜1〔，O　ng

　2ng 〜lOO　ng

200n9 〜圭0 μ9

40P960P97

  PgL200
　P9430P9440P975

　ng

Tablc　 l に 示 す．検出感度 は既 報 よ り向上 した が ，こ れ

は，ル ミ ノ ール ナ トリ ウム 塩 を 使用 した こ と に よ りノ イ

ズ が 小 さ くな っ た こ とと， キ ャ リヤ ー液 に よ る希釈が な

くな っ た た め と考 え られ る．
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要 旨

　ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 α1） 及 び ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （111） の 触 媒 存 在 ドに お け る ア ル カ リ溶 液 中 で の 還 元 物 質

（グ ル コ ース ，ア ス コ ル ビ ン 酸，尿 酸，コ ル チ ゾ ン，ジ ヒ ドロ キ シ ア セ トン，ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン ，フ

ェ ナ シ ル ア ル コ
ー

ル ） の ル ミ ノ
ー

ル 化学発光を FIA 法 と ESR 法 で 検討 した．還 元 物質 （グ ル コ ース
，

尿 酸 ，コ ル チ ゾ ン ，ジ ヒ ドロ キ シ ァ セ トン ，ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン ） に よ っ て ア ル カ リ溶液中に ス
ーパ ー

オ キ シ ド陰 イ オ ン ラ ジ カ ル が 発 生 し ， ア ス コ ル ビ ン酸 か らは ア ス コ ル ビ ン 酸 ラ ジ カ ル が，フ ェ ナ シ ル ア

ル コ ール か ら は構 造不明 の ラ ジ カ ル が 生 じた．こ れ らの ラ ジ カ ル が ル ミノ ール の 化学発 光に 関与す る こ

とが分か っ た．尿酸，フ ェ ナ シ ル ァ ル コ
ー

ル ，ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン，ア ス コ ル ビ ン 酸 　ジヒ ドロ キ シァ

セ トン ，コ ル チ ゾ ン ，グ ル コ ース の 検出 感度 （S／N ＝：3） は，各々 40，60，70，200，48e，440，75　ng

で あ っ た．
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