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　A 　kinetic　differentiation（KD ）mode 　determination　system 　fbr　ultra −trace 　meta1 　ions　consistS 　of

the 　derivatization　of 　metal 　ions　by　a　spectrophotometric 　reagent 　fbllowed　bア scparation 　and

detection 　of 　the　resulting 　complexes 　and 　the 　free　reagent ，　which 　has　two 　attractive 　feature ．
The 　first　is　high　selecdvity 　based　on 　the 　differentiation　of 　the　kinetic　stability 　of 　metal 　complexes

during 　separation 　process．　 The 　second 　is　high　sensitive 　detection　 of 　the 　complexes 　owing 　to

the 　absence 　of 　background 　absorption ・　The 　 recent 　 advent 　of 　capillary 　electrophoresis （CE ）

prompted 　us 　to　transfer 　the 　principle　of 　KD 　to　CE 　in　onto 　to　construct 　new 　separation ／detection

systems 　fc）r 　mctal 　ions　at 　the 丘nol 　leve1．　 For　instance， 4 （2−pyridylazo）resorcinol 　was 　best　sepa −

rated 　by　the 　simple 　CE　mode ，　owing 　to　the 　l−OH 　group　of 　the 　complex 　haVing 　different　pl〈3　val −
ues 　among 　the 　center 　metal 　ions．　By　using 　2，2’−dihydroxyazobenzene−5，5

’−disulfbnate（DHABS ）

and 　quaternary　ammonium 　ions ，　ion−association 　CE 　was 　constructed ，　in　which 　the 　difference　in
the 　ability 　of 　ion−association 　arising 　from 　the 　center 　metal 　ion　Via　the−SO3−group　determines　the
separation 　selectivity ．　 As　a 　result ，　the 　 requiremen しs　for　chcmical 　systems 　in　KD −CE 　were

obtained ： i）The 　ligand　should 　possess　functional　group 　which 　is　able 　to　convert 　the 　character

of 　the 　center 　metal 　ion　by　means 　of 　the 　reactivity 　or　degree　of 　interaction　at　the 　second 　coordi −

nation 　sphere ．　ii）An 　electrophoretic 　buffer　should 　contain 　an 　interacting　rcagent 　which 　can

intcract　with 　the 　function　group．　 This　guideline　successfUlly 　produces 　a 　new 　separation 　system

based 　on 　the 　hydrogen −bonding 　ability 　of 　DHABS 　complexes 　and 　poly（ethylene 　glycohol）
through　so ］vated 　water 　melecules ．　Similarly　to　KD −HPLC ，　KD −CE 　cxhibi しcd 　detection　se 且ectiVity

based　on 　kinetic　stability　of　mctal 　comp 匡exes ．　 Taking　advantage 　of 　the 　simplicity 　of 　the 　separa −

tion　processes　ofKD −CE，　a　CE　reactor 　was 　constructed 　to　measure 　the 　solvolytic 　dissociation　rate

ofmetal 　complexes 　which 　dctermines　the 　kinedc　selecdviW 　in　KD 　mode 　systems ．

K り ω σ鵡 ： kinetic　differentiation； meta1 　chelates ；HPLC ；CE ；dissociation　reaction ．

1　 緒 言

　金属 イ オ ン に 限らず，物質の 計測を化学的 に 行お うとす

る場合，分析対象物 と相 互 作用す る 「試薬 ・プ ロ
ー

ブの 設

’

東北支 部創立 50 周年記念
佛

東北大学 大学 院 工 学研 究科生 物工 学専 攻 ； 980−8579　宮城 県

　　仙台市 青葉区 荒 巻 字青 葉

計」 と 「そ の 機能が 発 現 され る 場 の 設計」 が 肝要 で あ る ．

前者 は 古 くか ら金属 イ オ ン の 吸 光 試 薬 開 発 と して 行 わ れ て

きた．感度や 選 択 性 の 向上 を 目指 し，ア ゾ色素 ， トリ フ ェ

ニ ル メ タ ン 系色素，ポ ル フ ィ リ ン ，な ど多様 な 試薬群 が 検

討 さ れ て き た．近 年 の い わ ゆ る 分 子 認 識 化 学 も 「物 質 を認

識す る物質」の 創製 を モ チ ー
フ と し てお り，分 子 設 計 に 力

点を置い て い る．
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　他 方 ，試薬 が 働 く
馳
場
”

と な る吸 光 光 度 法 につ い て も従

来様 々 な検討 が な され て き た．平衡論や 速度論 に基 づ くマ

ス キ ン グ，液相や 固 相へ の 抽 出，ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーとの

結 合 に よ っ て 感度 と選 択 性 の 向 上 が 図 ら れ て きた．中で も

吸光検出器 を有 す る 逆相分配 （RP ）高速液体 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

（HPLC ） は，前段 に 金属錯体 の 高性能分離機能

を有す る 吸光光度計 と見 る こ とが で きる ．こ れ は 多成分 の

試料 や マ トリ ッ ク ス の 複雑な試料 に 対処 で きる 能力を有す

る。現 在 まで に 四 ツ 柳 ・星野 らは，ア ゾ色素，シ ッ フ塩基，

ヒ ドラ ゾ ン
， ホ ル マ ザ ン

，
ポ ル フ ィ リ ン

，
ジ チ オ レ ン 等

様 々 な種類 の 配 位子 に つ い て ， RP −HPLC 用 プ レカ ラ ム 誘

導体 化 試薬 と して の 特性を調 べ て い る
1〕− 4）．そ の 結 果 ，金

属錯体 の 速 度論 的 な安定性 を識別す る シ ス テ ム ，速 度論的

識別 （kinetic　differentiation，　 KD ）モ
ード HPLC の 概念

を確 立 して い る ．

　
一

方，過去十年来，新 しい 分離法 と して キ ャ ピ ラ リー
電

気泳動 （CE ）が 脚光 を 浴 び て い る，　 CE は 内径 100 μm 以

下 の キ ャ ピ ラ リ
ー

内で 行 う電気泳動分離 で あ る．こ れ は 基

本的に は均
一

溶液系 で の 分離 シ ス テ ム で あ る た め，固定相

との 相互作用や 物質移動か ら自由で あ り，KD の 場 として

は RP −HPLC よ りシ ン プ ル で ある ．そ の
一

方で 導 電 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

（EKC ） に象徴 さ れ る よ うに多様 な分離モ
ー

ドを構築で きる 魅力 もあ る．そ こ で 著者 は KD モ
ー

ドの 新

しい 場 と して CE に 着 目 し，超微量金属 錯 体 の 分 離検出に

応 用 した．本稿 で は まず KD −HPLC を例 に KD の 概念を紹

介 し ， CE へ の 展開
s）− 7），　CE 分離 シ ス テ ム 設計指針 の 確立，

KD の 本 質 で あ る 金属 錯 体 の 加溶媒分 解反 応 速 度 解 析の た

め の 反 応器 の 開 発
S ）
に 至 る研究 の 流れ とそ の 成果 を紹介す

る．

2　速 度論 的識別 モ
ー

ド HPLci ）
〜4）

　KD −HPLG 法 で は 通 常 の 吸光光度法 と同 じ く，あ らか じ

め 金 属 イ オ ン を試 薬 に よ っ て 錯 体 に 誘導体 化 し，分 光 光 度

計 の 代 わ りに RP −HPLC に 供 す る．こ の と き ， 移 動 相 に は

誘導体 化 試薬 を添 加 し な い ．そ の た め バ ッ ク グ ラ ウ ン ド吸

収 が な く，吸 光 検 出 器 の 性 能 を十 分 に 活 用 し，高 感 度 検 出

が 可能 で あ る．また ，RP カ ラ ム 中 で は 常 に 金 属錯 体 の 近

傍 か ら遊 離 の 試 薬が 除去 され る の で，金属 錯 体 の 濃度は 平

衡論 で は な く速 度論 に よ っ て 支 配 され る．錯 体 が 解 離 反 応

活性 で あ れ ば 解離 して 検出 され ず ， 解離 反 応 不活 性 で あ れ

ば解離せ ず に 検 出さ れ る ．注 目 すべ きこ と は，分 離 カ ラ ム

は単 に 過剰 配 位子 や 金 属錯体 を相 互 に分 離 す る だ け で は な

く，錯体 の 解離反応 の 場 を 提供 し，そ の 速 度論的 な安定性

を
鍾
識別

”
す る，とい う点で あ る．分 離 を 目的 と して き た

ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーの 歴 史の 中 で 画 期 的 な こ とで あ る．

　
一

方，KD −HPLC シ ス テ ム は 吸光試薬 の 分子設計上 の 要

件 を 大幅 に 緩 和す る ．す な わ ち，生 成 した 錯体 は カ ラ ム 内

で 空 間 的 に 分 離 され る た め ，配 位 子 の 錯 形 成 や 吸 収 ス ペ ク

トル に お け る選択性 は 必 ず し も必 要 で は な くな る．また ，

バ ッ ク グ ラ ウ ン ド吸収 の な い シス テ ム な の で，モ ル 吸光係

数が 数万 程 度で もサ ブ ppb レ ベ ル の 金 属 イ オ ン の 検 出 が

可能 と な る．実際，性能が低 い と思 わ れて い た試薬が KD

シ ス テ ム で は 立派 に 機能 して い る ．

　以 上 の KD モ ー ドの 高感度性 や 高選択性，更 に 試薬設計

の 容易 さ とい っ た 特徴 は ， HPLG だけで は なく CE で も発

現 す る こ とは 容易 に 予 想 で きる．そ こ で KD −CE へ の 展 開

を 図 っ た．

3　速 度論的識別 モ ー ド GE

　3・1 金 属 イ オ ンの 電気泳動分離

　粘度 η の 溶液中で 半径 a，電荷 z の イ オ ン が 電場 の 印加

に よ り泳動 し，定常 状 態 に あ る と き，媒体 か ら粒子 に 働 く

摩擦力 に つ い て Stokes の 式 が 成 立 す る と す る と，電気泳

動移動度 μ。p は 式 （1 ）で 与え られ る．

　 　 　 ze

μ・p ＝
　 　 6πaη

（1 ）

物質 に よ っ て a や z が 異 な る の で μ。p も異 な る ．こ れ が 電

気泳動の 基本原 理 で あ る．しか し式（1 ＞ は 同時 に，遷移

金属イオ ン の ように 電荷が同じで 大 きさが似通 っ て い る物

質の 電 気泳動分 離 は 難 しい こ と を意味 して い る．実際，モ

ル 伝導率 λ ← μ。p出 F ： フ ァ ラ デ
ー

数〉 か ら tt。p を見積

もる と，μ。p
は 互 い に 接近 して い る こ と が分か る ．そ こ で

従 来 ，電 気泳動 緩衝 液 に 配 位子 を添加 し，各金属 イ オ ン と

配 位子 との 錯形成平衡 の 偏 りの 差異を利用 す る分離が 行 わ

れ て きた．こ の 基本原理 は 古 くか ら泪紙電気泳動
9）
や 等速

電 気泳動
1° ｝

で 確 立 さ れ て い る．CE の 出現 と と も に こ の 原

理 をそ の ま ま CE に移行 させ た 研 究が 数多 く報告 され て い

る
11 ）．す な わ ち 8一ヒ ド ロ キ シ キ ノ リ ン ー5一ス ル ホ ン 酸

（HQS ）
1？v3 》

，
　 EDTAi4 ）

及 び 類 縁 体
15 ）15 ｝，そ して カ ル ボ ン

酸
η
心2  

を 泳動緩衝 液 に 添加 した CE 分 離 で あ る．こ の 原

理 を簡 単 に 記 述 す る と次 の よ うに な る．金属 イ オ ン Mn
＋

と 配 位 子 Lm
一
が 1 ：」の 錯 体 を生 成 す る 場 合 ，考 え る べ き

平衡 は

Mn
＋

＋ Lm
−

＝ ML （n
−m ）＋

MLi −1
且n
’m （i一ユ，｝＋

＋ Lm
−

＝ ML 〔n
’nd｝＋

MLj　一　11n
一

冊 （ゴ
ー1）｝＋

＋ L
皿一

＝ ML
，

〔n
一
呵 ｝＋

（2 ）

（3 ）

（4 ）

で あ る．こ こ で ML （”‘mi ）＋は 1 ： i錯 体 を 表す．錯 形 成 平衡

は 各錯体 の 安定度定数 βi と泳動 緩 衝液中 の 遊離 配 位子 の

濃度 ［Lm］ で 決 ま る ．こ こ で βiは 式（5 ） で 表 され る．
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Ni

　　 ［ML
〔
i
”
−niyF

】
βiニ　　　　　　　 （i

二
〇
〜j）

　 　 ［M
”＋
｝［L

閉一
］
1

（5 ）

全金 属 に対 す る錯 体 ML 〔”’ni ）“
の モ ル 分 率 を Xi とす る。

　＿　［ML （
in

−「iYv
］

　　　　　　　（i＝O 〜j）Xi ＝
　 　 　 MT

（6 ）

こ こ で MT は全金属イオ ン 濃度で 式 （7） で 与えられ る．

　　　ロ
M

・
＝Σ［M 碑

冒m” t
］

　 　 1＝0
（7 ）

式 （5 ），（7 ） を 式 （6 ） に導 入 し，式 （8 ） が 与 え られ る．

Xi ニ
β，［Lm

−
］
i

　．
｝

　

『斑
ノ

Σ
凶

（i＝0 〜j＞ （8 ）

錯 体 MLi 〔”−pti ）＋
の 電 気泳動 移 動度 を StML・：−diP・とす る と 金属 イ

オ ン の 見 掛 け の 電 気 泳 動 移 動 度　tt。p．M は式 （9 ） で 与 え られ

る．

Co
∈
【：

oo

頃

　　PAR

艦
冠
⊃
く

8oo

V

一

4　 　　 5　　 　6
MigratiOn　time ！min

Fig・l　 Typical　electropherogram 　for　PAR 　chelates

Electrophoretic　buffer： ［NaH2PO4 ］T
＝

〔Na2B407 ］T
＝

0，01M ，　pH 　8．4．　 V ＝21．9　kV ，
∬＝ 20 μA ．　 To こal　capil

・

la匸y　length，L ＝70　cm ，eHlective 　capillary 　length，8＝55

cm ．　 Sample ： ［PAR ］T
＝lx10

−3M
， ［M ］T

＝10
−5M

（Al　2．21，　Cd 　237 ，　Co 　2，04，　Cr 　l，98，　Cu．1．83，　Fe 　2．00，
Mn 　2．14，　Mo 　2．0，　Ni　1．74，V2 ．08

，
　Zn　l　97 ＞，

0．02　M 　Tris−

HC1 （pH　8・0）・

　 　 　 丿

μ，P．・ ＝ Σ・，μ・ ・附
　 　 　 i＝0

（9 ）

異種金 属 イ オ ン M ”
に つ い て も式 （9 ） と 同様 の 式 が 得 られ

る ．通 常，金 属 イ オ ン 種 に よ っ て β，は 異 な る ．し た が っ

て 泳動緩衝液中の 配位子濃度 を 適当 に 選 び，it。p．：1 と μ。1、、M ．

に 差 を持 た せ れ ば，金属 イ オ ン の 電気泳動分離が 可能 に な

る ．

　 こ の よ うに ，本法の 原理 は溶液内錯形成平衡 に よ っ て 明

確 に記述 で きる が，泳動緩衝液 に 配位子を添加す る こ と に

起因す る 問題 ・制限が ある ．第
一

に ，速度論的 に 活性 な 金

属錯体 に 応用 が 制限さ れ る．つ ま り，錯形成反応 1式 （2〜

4）｝ の 速度が小 さけれ ば，各錯体Pt　MLIn
−ni）＋

（i
＝o 〜j）に

応 じた複数の ゾーン が 出現す る ．また
， 電気泳動速度 と同

程 度 の 場合 ，ブ ロ ードな ゾーン と な る ，第 二 に ， KD −

HPLC の 項 で 述べ た よ うに，試薬流 れ に 起 因 す るバ ッ ク グ

ラ ウ ン ドに よ っ て 感度が 十 分 に得 られ な い ．高感度で あ る

レ
ー

ザ
ー
誘起蛍光法 な ど もこの 問 題 か ら逃 れ る こ とは で き

ず，本来の 感度を十分 に発揮 で きな い
］2）．

（誠 一

◎
一
・H

　 　 　 　 HO

　　 PAR ，　H2par

よ る 絶対微少量検出な どが 報告 さ れ て い る
22 〕．こ こ で は よ

り単純 に CE に よ る PAR 金属錯体 の 分離を検討 し，　 KD モ

ードで の 分離を制御す る 因子を調べ た．

　Fig．1 に 11 種類 の 金属 イ オ ン に 対 す る電 気泳動 図 を示

す．6 分以 内 に PAR の Colll，　 Vv ，
　 Felt及 び Ni

【1
錯体 が 分 離

さ れ た．こ れ らの 錯体 は速度論的 に安定 で あ る た め に ピー

ク を与え た と考え られ る．こ の 選 択性は KD ・HPLC シ ス テ

ム と同 様 で あ る
23 ｝
’24 ｝．一

方 ， Cd11，
　 Mni

！

及 び Znl
【

イ オ ン は

PAR と錯形成 した が ピーク を与え な か っ た．こ れ は 速度

Table　 1Theoretical 　plate　number 　 of 　PAR 　chelates

and 　tOta1 　separation 　time

　3・2　PAR 金属錯体 の KD ・CES）

　金属錯体 の KD の 場 と して CE を用 い る 場合 ，配 位 子 を

泳動緩衝液 に 添 加 し な い ．した が っ て KD −CE で 金 属錯体

を分離す る た め に は ， 上 記 の オ ン カ ラ ム 錯 形 成 平衡 とは 別

の 戦略が 必要とな る．既 に齋藤 ら に よ り，− （2一ビ リ ジル ア

ゾ）レ ソ ル シ ノ
ール （PAR ，　 H2par ）錯体 の ミセ ル 導電 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

（MEKC ）分離
2n

や ，α，β，Z δ一テ トラ キ ス

（4一カ ル ボ キ シ フ ェ ニ ル ）ポ ル フ ィ ン ーZn1
「

錯体 の MEKC に

Chelate KD −（〕Ea） MEKcb 〕 IP・RP ・HPLcc ）

　 Co

　 V

　 Fe

　 Ni

‘
dレ
／minlc

）
／cm

2430002460004250002970006

曽
ひ

　

「
つ

1140001050001200000060618002900170012004

邑
52り輪

a ）Re £ 5．　b）Re藍 21．　 c ）Es【imated 　from 　a 臼gure　ln　ref ．23．
d ）Total　separation 　time ．　 e）Effective　capillary 　or 　column

leng山 ・
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1．8

矯
。

ミ

」

Tab 里e　2　 Acid　dissociation　constants 　fbr　PAR 　and 　the
　 　 　 　 chelates

Speciesa， pKi P瓦 2

PAR ；H2par

［CoLH（Hpar ）？】
＋

［vVO ，
Hpa ・］

｛Fell（Hpar ＞2］

【Ni1
匸

〔Hpar ）2 ］

［Cu
「1
（Hpar ）par］

5．433
．644
．406
．476
．28
．2b）

12．13c）

4，41

66177

1．4

1．27
8pH9 10

Fig．2　The 　pH 　dependence 　of （轟。／fP）for　PAR 　and

the 　chelates

Electrophoretic　buffer ： ［NaH2POdT
＝
［Na2B ρ 7］T

＝

0，01M ， ノ
琶20 μA ． あ，ら： migration 　dme 　of 　solvent

and 　solutes ．

囲
 愈働

、

Fig・3　 Acid−dissociable　 l−hydroxy 　 group ，　 the 　pK
value 　 of 　which 　is　strongly 　dependent 　on 　the 　 center

metal 　ion

論 的 に 不 安定で あ る た め に キ ャ ピ ラ リー内 で 解離 した た め

と 考 え ら れ る．な お ，用 い た 条件 下 で は AIM ，　 Cr
］f【

及 び

Mowo イ オ ン は 錯 形 成 しな か っ た．

　Table　1 に 全分離 時 間 及 び 式（10 ） で 定義 さ れ る理 論段

数 N を示す．

ハ1 ＝ 5．54（tm／四 〆2 ）
2 （10）

こ こ で h は各錯体 の 移動時間，W レ2 は ピーク の 半値幅 で

あ る ．注 目す べ き こ と は ，イ オ ン 対逆相分配 HPLC2s
｝

や

MEKC2i ）
に 比 較 して 分離時間が大幅 に 短縮 され て い る こ と

で あ る．ま た，CE の 理論段数 が 最 も大 きく，PAR 金 属錯

体 を分離す る に は 固 定相や 擬 固 定相 を 用い な い 単純 な CE

シ ス テ ム が 適 して い る こ とが 分か っ た．Co ，　 Ni に 対す る

検出限界 （∫／N ＝3） は それ ぞ れ L80xlO
’7
，1．41 × 10

−7

M で あ っ た．絶対量 に 換算す る と 1．08fmo1 （63 ，6　fg）及

び 0．84　fmol （49．3　fg） で あ る （試料注入量 6，0　nl ）．

　遊 se　PAR 及 び 各錯体 の 泳動挙動 へ の 緩衝液 pH の 影響

を 調 べ た （Fig．2）．各移動時 間 h の 溶媒 ピーク の 移動時

a ）Ref．　2S．　 b）In　10％ （v ／v ）aqueous 　ace 【one ，　from 　Ref．　25．
c ）3−Hydroxy 　group・

問 fOに 対す る 比 （t。／fP）の pH 依存性 は，大 き く二 つ の グ

ル ープ に 分 け ら れ る．すなわ ち，pH の 増大 と と もに 緩 や

か に 減少す る グ ル
ープ （遊離 PAR ，　 vv 及 び CoH 【

錯体 ），

急 激 に 増大す る グ ル
ープ （Fe

【【

及 び CuH 錯体 ） で あ る ．

PAR は金属イオ ン に 配位 しない 酸解離可能な．OH 基 を 1

位 に 有 して お り （Fig．3），星野 らに よ っ て そ の p4 値が

詳細 に 調べ ら れ て い る （Table 　2）
2s ）．前 グ ル ープ の 化学種

は 泳動緩衝液 の pH 範囲内 に pK ，値を持たない ．一
方 ， 後

グ ル
ー

プの 場合，各化学種 の pKk は 検討 した pH 範囲 内に

存在す る ．pH の 増 大 と と もに こ れ ら の 錯体 は 酸解 離 し ，

負電 荷数が 増 大 す る た め 正 極 側 へ の 電 気泳動移 動度 が 増 大

し た と考え ら れ る （検出は負極側）．更 に Cu11錯体 の 場合，

pH の 増 大 と と もに 組成 が 1 ： 1 か ら 1 ： 2 に変化 した と考

え られ る．す な わ ち pH 　7で は ［Co （par）2］
一
錯 体 よ り速 く

移動 して お り，よ り電荷数 が 少 な い 錯体種 ［Cu （par）】の 存

在が 寄与して い る．一方，pH 　9，5 で は Hpar
一

よ りも遅 く

、移 動 し て お り ， よ り多 く の 負 電 荷 数 を 持 つ 化学 種

［Cu （par）2］
2一

の 寄与が 考え られ る．こ れ は PAR −Cu
【1
錯体

の 平衡定数か ら も支持 さ れ る結果 で あ る
2s ）．な お ，　 Nil

【

錯

体 は 検討 した pH 範囲の 境界 に pK 値 を持 ち，泳動挙動 も

両 グ ル ープ の 中 間 に 属 す る．

　 Fig．2 の 結果 か ら，　 KD −CE 分離試薬 の 要件 が 明 ら か と

な る．す な わ ち，「配 位子 は 中心 金 属 イ オ ン の 個性 を酸解

離定数と して 反 映 で き る酸性基 を持つ 必 要 が あ る」とい う

もの で あ る．実際 に こ の 概念 を 適用 し 2一ピ リ ジ ル ア ル デ

ヒ ド4 ヒ ドロ キ シ ベ ン ゾ イ ル ヒ ドラ ゾ ン （PAHB ）の Co 「ll
，

NiU 及 び Cul】

錯体 の KD −CE 分離 が 可能 で あ っ た
26）．こ の

よ うに ，金属錯体 の pK 値 の 差異 は KD −CE 分離 に 極 め て

有効で あ る こ とが 分 か っ た．

回 詣
一

◎
PAHB

N 工工
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　 　 　 　 　 　 Mtgration 　 t■rne ！ mln

Fig ．4 　Typical 　 elec 【ropherograms 　for　DHABS

chelatesa

） ［H ，PO4 ］T
＝0．02　M ，　 pH

＝7，0 （with 　NaOH ＞，　 y ＝

21，7kV，1＝20 μA ．　 b）［H3PO4 ］T
＝0．02　M ，　pH ＝7．0

（with 　NaOH ），［TBABr 】
＝25　mM ，　V ＝21，3　kV，1＝40

pA．　 L ＝ 65　cm ，’
＝50　cm ．　 Samp 聖e ： ［DHABS ］T

＝

lxlO
−9’M ，［M 】T

＝10
−

：’
M （Al　221 ，Gd 　2．37，　Go　2，04，

Cr　l，98，　Cu 　l，83，　Fe　2，00，　Mn 　2．14，　Mo 　2．0，　Ni　L74 ，　V
2，08，Zn　l，97），0．OI　M 　Tris−HCI （pH 　8．0），
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Fig ．5　The 　effect 　of 　TBA 　ion 　on 　the 　migration 　of

DHABS 　chelates

ElectrQphoretic　buffer： ［HsPO4 ］T
＝0，02　M ，　pH

耳7．0
（with 　NaOH ），［TBABr ］T

＝0〜25　mM ．　 L ＝72　cm
，

’＝ 57cm ．　 1＝ 20 （for　O　and 　5　mM 　TBA ）and 　25 μA
（for　lO

〜25　mM 　TBA ＞．

　3・3　イ オ ン 会 合 CE6 レ

　2，2’一ジ ヒ ドロ キ シ ア ゾ ベ ン ゼ ンー5，5
「一ジ ス ル ポ ネー ト

（DHABS ，　 H2dhabs2
’
） は Pd］【1

，　 Co 【11

，　 Cr
［lt

及 び Fel11な ど

三 価 の 金属 イ オ ン と 1 ： 2 の 金 属錯体 ［M （dhabs ）2 ］
’一

を 生

成す る
’27）．しか しこ れ らの 金属錯体 は 通常 の KD ・CE で は

共 泳 動 し，分 離 で き な か っ た IFig．4 （a ）｝．こ れ は

［M （dhabs ）2］
5一

が 固 定 した 電荷 （
− 5） を 持 ち，な お か っ

互 い の 大 き さ が ほ ぼ 等 し い た め で あ る 1式 （1 ）参照 1．

前 項 の 知 見 を 援 用 す れ ば，DHABS に 中心金属 イ オ ン の 個

性 を p凡 値 と し て 反 映 す る フ ェ ノ ール 性 OH 基 を導 入 し

た，2，2
’
，4 トリ ヒ ドロ キ シ 誘導体 な どを用 い れ ば良 い こ と

に な る ．しか し非 対 称 ア ゾ色 素 の 非 等 価 ア ゾ 窒 素 の 配 位 に

よ っ て 結合異性体が 生 成 し
27｝
，一つ の 金 属 に対 し複 数 の ピ

ー
ク を与え る と い う問題 を 生 ず る

2S｝．

一
〇3S

　　　　　　　　　 SOi

　　　　許 ⇔
　 　 　 　 　 　 HO

　　 DHABS ，　H2dhabs2
’

　一
方，陽 イ オ ン 性 ミ セ ル や 高分 子 電解質を用 い る EKC

で は ， こ れ らの 擬 固 定相 と ［M （dhabs）2 ］
＝一

との 静電相互作

用 が 強 す ぎ，分 離 が 不 可 能で あ っ た．そ こ で 相互作用 の よ

り穏や か な，第四 級 ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン な どの イ オ ン 会・合

試 薬 を用 い る 系 を 検討 した ．Fig．4（b） に TBABr を泳動

緩衝液 に 添 加 し た と きの 電気泳動 図 を 示 す ．12 分以 内で

こ れ らの ［M （dhabs）215

一
を分離す る こ とが で きた．理 論段

数 N も A1 ： 253000 ，　 Co ： 243000 及 び Fe ： 214000 （’＝50

cm ） と高い ．本 シ ス テ ム で は DHABS の Cdl1，　 Ni
圏【

，　 Mn
【1

8

6

4

2

州
−・
〒
〉門
5
’−
。

ミ
。．

二

Onon6
　 　 TMA 　 　 TEA 　 　 TPA 　 　 TaA 　 　 TAA 　 　 TPP

Fig．6　The 　effect 　of 　counter 　catioll 　on 　the 　migra   n

of 　DHABS 　chelates

Buffer： ［HsPO4 】T
＝0．02　M ，　pH

＝7．0 （with 　NaOH ），
［counter 　cation ］

＝25　mM 　except
“
none

”．　 L ＝72　cm ，
’
＝57cm ．　 1 ＝20 （none ），25 （TBA 　and 　TAA ），30

（TPP ），40 （TEA 　and 　TPA ），and 　50 （TMA ）μA ．

及 び Znll錯 体 は解 離 して検 出 さ れ ず，　 KD 機能が 発現 して

い る．Fig．4（b） の 条 件 で の 各イ オ ン に 対 す る 検出 限 界

（S／N ＝3） は ，Al ： 1．67，　 Co ： 3．16，　 Fe ： 5．19 × 10
−7M

，

絶対量 に 換算 して Al ： 1．OO，　 Co ： 1．89，　 Fe ： 3．11fmol で

あ っ た （注入 fi　6．0　nl ）．

　TBA 濃度 の 各溶質 の 電気泳動移動度 μ。p へ の 影 響 を 調 べ

た （Fig．5）．分離能 は 十分 で は ない が 既 に 5mM の TBA

イ オ ン の 添加 で 金属錯体 の 分離が 見 ら れ た．TBA 濃 度 が

増大す る とμ。p が 減少 し た．こ れ は よ り高次 の イオ ン 会 合

体 を形成 して い る た め と考 えられ る ．こ こ で μ叩
は 0 で は

な く， イ オ ン 会合体 は 電気的に 中性 で は ない ．ピー
ク の 順

序 は イ オ ン 会合体形成能が Feltl＞ Coi［1 ＞ Cr【11
＞ AlllE錯体 の

順 で あ る こ とを示 して い る．こ れ に は錯体の 中心金属 に よ
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Fig．7　Schematic　diagram 　of 　ion−association 　capillar ソ
electrophoresis
　
　　 　 　

　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 キ

S〒
一
，S婁

一
： so 旦ute 　anion ；（ユ　： ion−association 　agent ；

［Sl
−・Q：］，［Sl

−・Q淘： su 卜 stoichiometric 　ion−associates

（0 く n ，m 〈 5），　 vep ： electrophoretic 　velocity ； ve。 ：

electroosmotic 　velocity ；K ： ion −association 　constant

っ て SOa．一基 の 電子密度 に 差 異が 生 じて い る た め と考え ら

れ る．

　イ オ ン 会合試薬 の 種類 に つ い て 検討 した （Fig．6）．同

一
濃度 で 比 較 し た場合，大 きな陽 イ オ ン に な る ほ ど イ オ ン

会合度が増大 して い る こ とが分 か る．こ れ に は錯体との 最

近接距離 で は なく，疎水性相互 作 用 が 寄与 し て い る と考 え

ら れ る ．また い ず れ の 場合 も不 飽和 の イ オ ン 会合 体が 形 成

して い る ．泳 動図上 で は ，テ トラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム

（TMA ） の 場合，ピー
ク が ブ ロ

ー
ドに な り ［M （dhabs ）2］

5一

を 分離す る こ と は で きなか っ た ．テ トラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ

ム （TEA ），テ トラ プ ロ ピ ル ア ン モ ニ ウ ム （TPA ） と ア ル

キ ル 鎖 が 長 くなる に つ れ，分 離 能が 向上 した．一
方 テ トラ

ペ ン チ ル ア ン モ ニ ウ ム （TAA ） や テ ト ラ フ ェ ニ ル ボ ス ホ ニ

ウ ム （TPP ）イ オ ン に なる と 5mM の 添加 で 分離 が 見 られ

る が，25　 mM 添加す る とか えっ て 分離能が 低 下 した．

　 以 上 の こ と か ら 本 シ ス テ ム の 原 理 を 模 式 的 に 示 し た

（Fig．7）．同
一

の 電荷 を持 つ 溶質 S’
一
もそ れ ぞ れ 異 な る イ

オ ン 会合定数 を持 っ て お り，異 な る 組 成 の イ オ ン 会合 体 を

形成 し，見掛 けの 電気泳動移動度 に 差 が 生 じ る．イ オ ン 会

合そ の もの を CE 分離 の 原 理 と して 利用 した 例 は 初め て で

あ っ た の で ，本 シ ス テ ム を イ オ ン 会 合 （ion　association ，

IA ）−CE と命名 し た ．イ オ ン 会合 反 応 の 分 離 分 析 へ の 応 用

は，分析化学 に おける 主要 な モ チ
ー

フ の
一

つ で あ る
29 ）．イ

オ ン 対 抽 出
so ）
”s2）

や イ オ ン 対 逆 相 分 配 HPLcss ）34 ）
な ど へ の

応 用 例 を挙 げ る こ と が で き る が ， 基本 的 に は 二 相 問分 配 を

意識 した もの が多 い ．そ れ に対 し本 シ ス テ ム は 均
一

溶液中

で の 不 飽 和 イ オ ン 会合 体 の 生成を直接 に 分 離 に 利 用 して お

り ，
こ の 点で ユ ニ ークで あ る ．IA−CE の 原 理 は金 属 錯体だ

け で は な く，荷電 を有す る分 子
一

般 に 適 用 で きる
ss ）96）．

3・4　 シ ス テ ム 設 計指針

以 上 PAR や DHABS の KD −CE シ ス テ ム か ら，配位子
・

first　Coontine　tien
Sρhere 　　　　 L 　　　　　 K：

”

Se σσ冂 d 〔tOoπdinetien　SPhe旧

sq ； Q
’
旨鯑 潔

ci曲 n

Y 孰粘黷課
n

Fig．8　Chemical 　system 　ofKD −CE

L ： chelating 　dentate　 atom ； M ： center 　 metal 　ion．
The 　ligand　has　functional　groups，−O ，−SO3−，　and −X ，
which 　are 　the　antennas 　to　express 　the 　characteristics 　of

M ． The 　carrier 　contains 　interacting　reagents 　such 　as

H
＋
，Q

＋

and 　Y　whi ・h　int・・a・t　With ・nt ・nna ・ by ・e ・t・in
manners ，

シ ス テ ム 設 計 指 針 を得 る こ とが で き る （Fig．8）．す な わ

ち ，   配 位子 に は ，中 心 金 属 イ オ ン の 特性 を 酸解離反応

や イ オ ン 会合 な どの 特 性 と して 第二 配 位圏 で 発信 で きる，

ア ン テ ナ と な る 官 能 基 （−OH ，−SOs −） を 導入す る 必 要が

あ る．  電気泳動緩衝液 に は ア ン テ ナ官能基 と 相互 作用

す る試 薬 （プ ロ トン ，イ オ ン 会合 試薬等） を導入する 必要

が あ る．

　 オ ン カ ラム 錯 形 成 平衡 に 基 づ く金 属 イ オ ン の CE 分離の

場 合，金属 イ オ ン の 第
一配 位圏で の 反応 で あ り，金 属 イ オ

ン 種 に よ っ て は錯 形 成 反 応 が 電 気 泳動 速 度に 追 随 しな い 場

合 もあ る こ と を 3・1 項 で 述 べ た．・一方 こ れ ら KD −CE シ ス

テ ム で の 反 応 な い し相 互 作用 は 第二 配 位圏で 起 こ り，そ の

速 度 は 泳 動 速 度 に 比 べ て 迅 速 で あ る ．こ の 点で も KD −CE

の 自 由 度 の 大 き さ が 示 さ れ る．

　 CE で は
一

般 に，適 用 範 囲 の 拡 大 や 分離選択性 の 向上 の

目的 で 様 々 な修 飾 剤 （modifier ） が 緩 衝 液 に 添 加 され て き

た．塩
S7 ｝

，有機溶 uaSS），水溶性高分子
S9｝
，高分子電解質

40），

シ ク ロ デ キ ス トリ ン （CD ）
ql）
，錯形 成 試 es11）， ミ セ ル

42）49’）

や エ マ ル シ ョ ン
“ ）

で あ る．こ こ で 特定 の 溶質 と選択的 に 会

合 体 な い し錯体 を 形成 し，直接的 に 電気泳動移動度を変化

させ る も の を 「相 互 作 用 試 薬 」 と呼 ぶ ．例 え ば MEKC で

は ミ セ ル が，CD −EKC で は CD が ，イ オ ン 交換 EKC で は

高分子 電 解質 が 相 互 作用試薬 で あ る ．金属錯体 の KD −CE

で は PAR 錯 体 の 系 で は プ ロ トン が ，　 DHABS 錯体 の イ オ

ン 会 合 CE の 場 合 イ オ ン 会 合 試 薬 が 相 互 作 用 試 薬 と 言 え

る．

　 3・1 項 に な ら っ て KD −CE で の 金 属錯体 の 見掛けの 電気

泳 動 移 動 度 μ。p，M を 記 述 す れ ば 次 の よ うに な る ．ま ず，

KD −CE で は 速 度論的 に 安定 な錯体 ML 仲 卯 ＋

を あ ら か じめ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 j

定量 的 に生 成 させ ，相互 作用試薬 R を用 い る CE に 供す る．
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キ ャ ピ ラ リー内 で は MLIn
−

mj ）＋

と R と の 会合平衡
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 J

叫
“
−mj ’＋

＋ R ＝ ［M 場
冂一呻 ＋

】
・R

が生ずる．こ の とき kp ．M は

μep 、M ＝（1
− X ）μ MllS−m・f ÷ 解 【MLC ；

一巾
｝R

（11）

（12）

で 与 え られ る．こ こ で μ［町 嚇 R は会 合 体 ［MLin
一
剛 ＋

］
・R の

移 動 度 ，x は全 錯 体 に対 す る 会 合 体 の モ ル 分 率 で あ る，

。 ． ＿ ＿璽 嵯 墾 L ＿． κ ［R】

　 ［M ”f刈

勹 ÷ ［［M がf
一
叫

勹・R ］　1＋ K ［R ］

K は 式 （ll） の 平衡定数 で あ る．

K 』 M 堺
一
呼 ］・R ］

　　［MUf
一圏
吻 ［R ］

（13）

（14＞

一 一
　 〇　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　2　　　　 4　　 　　 6　　　　 8

Migration 　 time 　l　 min

Fig．9　Separation　of ［M （dhabs）2 ］
5−

complexes 　by
KD −CE 　using 　electrophoretic 　buffer　containing 　Triton

X −100Ele

⊂ 【rophoretic 　buffer： ［HsPO4 ］T
＝0，02　M ，　pH

＝7，0
adjusted 　with 　NaOH ．　［Triton 　X −100］＝0，05　M ，　V ＝

2L7kV ，1 ニ20　pA ．　Sample ： ［DHABS 】T
＝1 × 10

−9’

M ，［M ］T
＝10

−’
M （A12 ，21，　Co 　2．04，　Fe　2．00），0，01　M

Tris−HC 量（pH　8．0），

式 （12） は

μM 甲
ド

≠ μ剛 r哨 R （15）

で あれ ば ，泳動緩衝液中の ［R ］を変化 さ せ
， tl。p，M を制御

で きる こ と を意 味 して い る．また，中心金属 に よ っ て K

が 異 な る R を設 計 す れ ば 金属 錯 体 の 相 互 分 離 が 可 能 と な

る ．こ の よ うに
，

Fig．8 や 式（12 ） は 相互 作 用 と し て 酸解

離や イ オ ン 会合以 外 の もの も利用 で きる こ とを示唆 し て い

る．実 際，次 に述 べ る よ うに 水 素 結 合 を 用 い る 分 離 シス テ

みへ 展 開 す る こ と が で き ，
シ ス テ ム 設 計指針 の 普 遍 性が 示

され る．

　 3・4 非 イ オ ン性相互 作用試薬 を 用 い る CE 分離 シ ス テ

ム
45 ）

　
一

般 に物 質 を CE で 分 離 し よ うとす る と き，相 互 作用試

薬 R と して 荷電性 の もの を 用 い る の が 有効 で あ る．こ れ

は 式 （1 ） か ら予見 さ れ る よ うに，R との 会合体 の 有効電

荷 が 物 質本 来 の 電荷 と差異 を生 じ，式（15） が 容易 に 満足

され る た め で あ る．特 に こ れは 分離対象物質が電気的に 中

性 で あ っ て も電気泳動分離 で きる こ と を意味 して い る ．

MEKC が 電 気泳動法 の ブ レ ーク ス ル ーで あ る ゆ えん は こ

こ に あ る．一
方，式 （1 ） は 溶質が 電荷 を持 っ て い る 場合，

R と の 会合体 の 大 きさが溶質その もの の 大 きさ と大 きく異

なれ ば ，R は 必 ず し も荷電性 で あ る必 要 は な い こ とを示唆

して い る ．そ こ で モ デ ル 溶 質 と し て DHABS 金 属 錯体

［M （dhabs ）2 ］
5一

を用 い ，非イオ ン 性 の 相互 作用試薬 を用 い

る CE 分離 シ ス テ ム を検討 した ．

　3・3 項 で 述 べ た よ うに ［M （dhabs ）2】
5一

は イ オ ン 性 ミセ ル

を用 い る MEKC で は 分離 で きなか っ た．しか し非 イオ ン

界面活性剤 Triton 　X −100 の ミ セ ル を 用 い た 場 合 ， 簡 単 に

こ れ ら を分離す る こ とが で きた （Fig、9）．　 La−GE の 系 よ り

も 迅 速 に ベ ース ラ イ ン 分 離 を 達 成 した ．泳 動 緩 衝 液 中 の

Triton 　X ・100 濃度 を増 加 させ る と錯 体の 電 気泳動移動度が

減少 し た．こ れ は 錯体 ［M （dhabs）・2］
5一

が 非 イ オ ン 性 ミセ ル

と 相 互 作 用 し，会 合 体 ［M （dhabs ），｝
5”・R が 生 成 し て い る

こ と を示唆 して い る，同 時 に電気泳動移動度が

μM （dh ・boS’＞ tt【M 〔dhubsS
−
IR （16）

で あ る こ と を 示唆 して い る．こ れ は Triten　X −100 ミ セ ル

の 大 き さ
4fi）47 》

を 考慮す れ ば理解 で きる ．特筆すべ きこ と は

ほ か の 非 イ オ ン 界面活性剤
’
ミセ ル を用 い た場合 ， ポ リ オ キ

シ エ チ レ ン （23） ドデ カ ノ
ー

ル （Brij−35 ） や Brij−58 も同

様 の 分離挙動 を 示す の に 対 し ，
オ ク チ ル ーβ・D一グ ル コ シ ド

（OG ） は こ れ らの 錯体 を分離 で きない 点 で あ る．こ れ ら

の 界面活性剤の 構造的な違 い は 親水基 に あり，相互 作用 と

して ［M （dhabs）2］
s一

の ミ セ ル 内部 へ の 分配 で は な く，ポ リ

オ キ シ エ チ レ ン （POE ）鎖 との な ん らか の 会合 を 考慮 し

なけれ ば ならない ．そ こ で POE 鎖 か らな る 高分 子 ，ポ リ

エ チ レ ン グ リ コ ール （PEG ）と錯 体 との 相 互 作用 を 調 べ

た．

　様 々 な鎖長 の PEG を緩衝液 に 添加 し，［M （dhabs ）2】
s一

の 泳動挙動を調 べ た．O．5 （w ／v｝％
“8｝

の PEG ＃20000 の 添

加 で も， 3 種 類 の ［M （dhabs ）2】
s
一

の 分離が 可能 で あ っ た

（Fig．10）．非 イ オ ン 性高分 子 鎖 の 絡 ま りで 生 ず る
」
ふ る

い 効果
’

に よ る CE 分 離
s9 レ

が報告 さ れ て い る．しか し こ の

濃度で は PEG ＃20000 分 子 は分 散 し互 い に 絡 ま っ て い な い

こ と
49 ）

，検討 した ［M （dhabs）2】
s一

錯体 は い ず れ もほ とん ど
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Sol．

　 Fe　 Co

R

酔

一

　 〇　 　 　 　 4　 　 　 　 8　 　 　 　 12

Migration 　 time ！ min

Fig．10　Separation　of ［M （dhabs ）2］
＝−

cornplexes 　by
KD −CE 　using 　electrophoretic 　buffer　containing 　PEG
＃20000Electrophoretic

　buffer： ［HsPO4 ］T
＝0．02　M ，　pH

＝7．O
adjusted 　with 　NaOH ．　 PEG ＃20000 ： 0．5 （w ／v ）％ （ca ．
0．25mM ）．　 y ＝20．5　kV，∫

＝20 μA ．

同 じ大 き さ で あ る こ とか ら，本 シ ス テ ム で の 分離 は ふ る い

効果 に よ る もの で はない と考 えられ る．PEG 濃度が増大

す る に つ れ，［M （dhabs ）2 ］
°．

の μ。p は 減少 した ．こ れ は

［M （dhabs ）2 】
5一

　 と　 PEG と の な ん ら か の 会 合 体

（［M 〈dhabs）2］
5 −・PEG と表記） の 生成 と，電気泳動移動度

が

SIM（dh ・b・S
『

〉 μ［M （dh ・b・t ］
・PEG （17）

で あ る こ と を示唆 して い る ．単
一

　PEG ＃20000 分子 の 回 転

半径 （k 　・’　7．2　nm ）
5°〕

は 錯体 の 半径 よ りも大 きく， した が

っ て 式 （17） は 妥当 と思 わ れ る．こ の こ と は ，「分離対象

物 自体 が 電荷 を持 っ て い る場 合 ， 相 互 作 用 試 薬 R が 電 気

的 に 中性で あ っ て も分子量 （サ イ ズ ）が 大 きけ れ ば分 離 が

可能 で あ る 」 とい う作業仮説を支持す る ≧ こ れ は Triton

X −100 な ど 非 イ オ ン 性 ミ セ ル を 用 い る MEKC の 系 で も 同

様で あ る．

　なお，PEG の 分子量効果 （EW ．＝ 200 〜20000 ）を調 べ
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Fig．　 l　l　 Schematic　diagram 　showing 　a 　possible　inter−

action 　between 　PEG 　 and ［M （dhabs）2］
5 −

via 　network 　of

hydrogen 　bonding ・

た とこ
．
ろ ， 鎖長が 長 い ほ ど分離能 が 大 きい こ と が 分 か っ

た．相 互 作用 の 機構 と して は，PEG 自体 は疎水 ドメ イ ン

を持 っ て い な い こ と， 分子 動力学に よ り POE 鎖の オ キ シ

エ チ レ ン 単位 の 水和水 の 数 は 2，9 個 と計 算 さ れ て い る こ

と
Sl ），錯体 自体が 一N ＝N −，−SOs一及 び 一〇

一
の 親水基を有 し

て い る こ とか ら ， 水和水を 経由 し た水素結合相 互作用 を考

察 した （Fig．　 ll）．配 位 子 の 持つ こ れ らの 親水基 は 中心 金

属イオ ン に よ っ て 異 な る水素受容性 を持 っ て い る と考え ら

れ ，
こ れ が 錯 体 の 相互 分離 に 寄与 し て い る と考 え られ る．

な お こ れ と は 独 立 に ， 江 坂 ら は 水素 結 合 に 基 づ く GE や

MEKC を提案 して い る
52 ）．

　以 上，新 しい 相互 作用 と して 水素結合 を利用 し た分離モ

ードを 開発 した．錯体 は水和水 と水素結合 で き る官能基 を

持つ 必 要 が あ る．また，錯体が 電荷 を 持 っ て い れ ば，相互

　　　　　・
／ ＼ ぜ

Tri【on 　X −100

C 且2H25

千・
／ ＼ 七£

H

　　　　Btij−35

C ・6H ・3涛・
〈 老8H

　　　　 Brij−58

　 CH っOH
　　　　 O（CH2 ）7CH3

HO
　 　 　 OH
n −Octyl一β一D −glucoside

H ・
（・。・ へ 七

゜HPEG
＃200 （n 窩4）

PEG ＃LOOO （n ＝22）
PEG ＃20，000 （n 富340−570）
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作用試薬の 分子量が大 きい 場合，相互作用試薬 自体が 電気

的 に 中性 で も構 わ な い ．こ の よ うに 本 シ ス テ ム は ， 分析対

象 に合 わ せ た多様な CE 分離 シ ス テ ム 設計 の 可 能性の
一端

を 示 して い る．

4　CE に よる 金属錯体の 解離反応速度解析
8）

　 以 上 の シ ス テ ム で ，KD −CE に お け る 金 属錯体 の 分離戦

略を中心 に議論 した．一
方，金属錯体の 検出選択性 に つ い

て は，その 速度論 的な安定性が関与 して い る こ とが示唆さ

れ て い る．こ こ で 問題 と な る 反 応 は ，他 の 配 位子 や Lewis

酸 の 攻撃 に よ る 金属 錯体の 解 離 で は な く， 加溶媒分解 反 応

で あ る．こ れ は KD −CE や KD −HPLC だけで は な く，過剰

の 配 位 子 及 び金属 イ オ ン が そ の 錯体 近 傍 よ り除 去 され る シ

ス テ ム で は 常 に 問 題 と な る ．例 え ば ， 金属錯 体 の 各種 in

vivo 診断試薬に は，生体内で の 速度論 的 な安定性が 要求さ

れ る
5s レ．こ の よ う に 加 溶 媒 分 解 反 応 速 度 は，分 析 化 学 の

様 々 な局面で 問題 と な っ て い る．しか し金 属錯体 の 加溶媒

分解反応 速 度 を 直接 的 に 求 め る こ と は 難 しい ．こ こ で は

KD −CE が 加 溶 媒 分 解 反 応 を 起 こ し．生 じた 試薬 や 金 属 イ

オ ン を定常的 に分離す る こ とに 着目し，解離反応速度解析

の た め の CE 反応器 （CER ） に 応用 し た．モ デ ル 錯体 と し

て DHABS の Al国【1
及 び Ga 【II

錯体 （［M （dhabs）2］
5’

）を 扱 い ，

加溶媒分解反応速度定数 島 を求 め た．

　金属錯体 の 加溶媒分解反応を追跡す る に は ，ある 反 応時

間後に 残存す る 金属錯体濃度 が 分か れ ば よ い ．こ こ で
， 金

属錯体 は キ ャ ピ ラ リ
ー

内を泳動 して い る 間 ， 加溶媒分解反

応 に さ ら され る．した が っ て 反 応時 間 は 金属 錯体 が 検出器

に 達す る ま で の 泳動時 間 G に 等 しい ．ま た ， 反 応 後 の 残

存金属 錯体濃度 ［［M （dhabs ）2］
5−

】は，解 離 反 応 不 活性 な外

標 準 ［Co （dhabs ＞2］
5一

と の ピ ーク 高 さの 比 較 か ら定 量 で き

る．反 応 解析手順 と して は C、 を変化 させ ［［M （dhabs）2］
5
］

を計測 す れ ば 良い ．こ こで ，温度や pH な どキ ャ ピラ リー

内 で の 加 溶 媒 分 解 反 応 の 条 件 を一
定 に 保 ち な が ら 輪 を 変

化 させ る 方法 が 必 要 と なる．そ こ で キ ャ ピ ラ リー
内壁 の ζ

電位の 回 復速度が 遅 い こ と
54，5う｝を利用 し，電気浸透流の 新

しい 制 御 法 を 開発 し た．こ れ は キ ャ ピ ラ リ
ーを一

定時間酸

性 ？弱酸性 の 緩衝液 で 洗 い ，その 後，pH 　7．0の 反応用緩衝

液 を 導入す る，と い う簡単なもの で あ る ．こ の と き，ζ電

位 は pH 変化 に 追随せ ず ， 酸性 の 時の 値 を 保持す る ．キ ャ

ピ ラ リー
有効長 に もよ るが ，現在 の とこ ろ t。

　＝数分〜数

十 分 まで の 変化が 可能 で あ る．

　［朗 （dhabs ）2］
’一
，［Ga （dhab5 ）2］

’一
と も 偏 を 増 加 させ る と

残存濃度 を 減少 させ た （Fig．12）．、こ れ は h が 大 きい ほ ど

解離反応 が 進行す る ため と考 え ら れ る．［Al（dhabs ）2】
5 −
，

［Ga （dhabs ）2］
5一

の tsと も， 外標準 ［Co （dhabs ）2】
5一

の そ れ

に一
致し，［M （dhabs）］

一
の そ れ とは 異 な る．こ の た め ， 観

測 して い る解離反 応過程 は

霾

1

0．1

o 5 10　　　　 15
　 転lmin

2025

Fig．12　Reaction　profile　obtained 　for ［A1（dhabs ）2 ］
5一

and ［Ga （dhabs ）2】
5 −

by　CER

Straight　　lines　　are 　　oftained 　　by　　fitting　　of

ln｛［M （dhabs）R5
−
］／［M （dhabs ）25

−
】ol

＝一
船堀．

一 一

〇　　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 8

tm ／ min

b）　 MO

一 一

〇　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 8

tm ／min

Fig．13　Typical　 electropherogram 　 for　 ［Co−

（dhabs）2】
5 −

and ［Ga （dhabs ）2】
5胃

chelates 　at　longer 輪

（a ）［Co （dhabs ）2〕
5 −

sys 【em 　as　an 　ou しer　standard ，（b）

［Ga （dhabs ）2］
ザ

system ．　MO ： methyl 　orange 　as 　an

internal　s競mdard ；Conditiolling　Buffer： ［HsPO4 ］T
言

［CHsCOOH ］T
＝0，02　mol 　dm

−
3
，　pHc。nd 　

＝5．10．　E且ec −

trophoretic 　Buffer ： ［H3PO4 ］T
＝ 0．02　mol 　dm

−3
，　pH

7．O　wi しh　NaOH ．　Elecこrophoresis 　at　T ±30℃ ，1＝20

μA ，γ ＝ 162 〜16，4kV ，1＝ 15cm ，　L ＝ 60　cm ，
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◆
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・h’

◆

104 　 盈r3 　 10
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’t

　 lOo 　 lO
量
　 102 　 103

　　　　　　　　　 Rate　 constant 　l　 s
一麁

Fig・14　 Rate　 constants 　of 　solvolytic 　dissociation　and
water 　exchange

▼ ： solvolydc 　dissociation　rate 　of ［Al（dhabs ）2］
5囮

and

［Ga （dhabs ）・2 ］
5−

at 　30℃，◆ ： water 　exchange 　rate 　Qf

N 。，
B ＋

and ・G ・．
，

3 ＋

at　30℃．

［M （dhabs ）2］
i’→

［M （dhabs）］
一

＋ Hdhabss
一

（18）

で あ る ．［Ga（dhabs）215

一
錯体 の 場合 ts ＝6．64 分 で リーデ

ィ ン グ を起 こ した （Fig ．13 ）．こ れ は 式 （18） に よ り生 じ

た 【Ga （dhabs ）1
一

が ピー
ク の す そ に 現 れ て い る た め と 考 え

られ る．tSに 対す る残存率 に つ い て
一

次の 反 応速度解析を

行 っ た （Fig．】2）．船 は 各 々 ［A1（dhabs）2】
5 −

： （4．9 ± 1，0＞×

lO
−4

　s
− i
，［Ga （dhabs ）2〕

5 −
： （3．7 ± 0．3）× IO

’ss −1
と な っ た．

こ れ は 30℃ で の Als
÷
及 び GaB

÷
の 水 交換 速 度定 数 4x

（各 々 1．39　s
“i
，4．00 ・x102 　s

−1
）

56 ）
よ りも格段 に 小 さ い ．更

に ［A1 （dhabs ）？】
一

と ［Ga （dhabs ）2］
’一

の 間 の 島 の 比 は，

Als
＋
及 び GaS

’
の 農．の 比 よ りも小 さ くな っ て い る （Fig．

14）．錯形成反応 に つ い て Eigen 機構 に よ れ ば，そ の 速度

は 中心金属 イ オ ン の 性質が 支 配 す る．そ れ に 対 して 本結果

は，加溶媒分解 反 応速度 は 配 位子 の 性質 に 大 き く依 存す る

こ と を示すもの で あ る．こ の こ とは，配 位 子 設計 に よ っ て

金属 錯体 の 加 溶 媒 分 解反応 速 度 を制 御 で きる こ と を示唆 し

て い る．換言す れ ば ， 試 薬 設 計 に よ る KD モ ード選 択 性 の

制御 が 可能で あ る とい うこ とに なる．

　 GER は 原 理 を KD −GE に お い て い る の で
， 時間ス ケール

的 に は KD モ ードで 検 出 ・非 検 出 の 境 界域 の 反 応 速 度 を決

め る に は，ま さ に最 適 の ッ
ール と言え る．現 在 ま で に ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーを 用 い る 速 度解析法 が 報告 さ れ て い る

が
J’7 ）

，固定相 と移動相 で の 反 応 速度の 差異 や 物質移動の 影

響 を考慮す る 必 要 が あ る ．ま た，金 属 錯 体 の 解離 反 応 に 対

して は，固定相 上 の 残存 シ ラ ノ ール 基 の 触媒作用
S8 ｝S9 ）

も報

告 され て お り， 加 溶媒分解 反 応 以 外 の 反 応 経 路 の 影響 も考

慮す る 必 要が 出 て くる ．こ れ に 対 し CER は 均
一溶 液 中 で

の 反応 を 扱 うた め ，よ り簡単 に 解離反応 速 度 を計測 で き

る．今後 KD モ
ード適 合 性 試 薬 の 分 子 構 造 と ， そ の 金 属錯

体の 加 溶媒分解反応速度の 相関 につ い て デ
ータ の 集積が期

待 され る．

5　結 言

　以 上 ，fmo1 レ ベ ル の 金 属 イ オ ン の 分 離 定 量 に 対す る シ

ス テ ム 論 的 ア プ ロ ーチ で あ る，吸光試薬 に よ る前段誘導体

化 と，キ ャ ピラ リー
電気泳動 に よ る分離検出 シ ス テ ム の 可

能 性 を 検 討 した．こ の と き，KD −HPLC で 明 ら か に なっ て

い る an モ ード由来 の 高選択性 と 高感度性 を活用す る た

め ，泳動緩衝液 に は 吸光試薬を添加 して い ない ．こ の ため，

古典 的な 電気泳動や 金 属 イ オ ン の CE で
一

般 に 見 られ る オ

ン カ ラ ム 錯形成モ
ー

ドに は よ らない ，新 しい 分離 の 原 理 を

開発 した．すな わ ち．誘導体化 して 生 じた金属錯体 に つ い

て ，そ の 中心金属 イ オ ン の 「個 性」 が 泳動場 で 見 分 け られ

る シ ス テ ム を設計 した．具 体的 に は ， 配 位子 に は金 属 イ オ

ン の 特性 を第二 配位圏 で発信 で きる 宮能基を導入 する 必 要

が あ り， 泳動緩衝 液 に は そ の 官能基 と相互 作用で きる 試薬

を添加す る 必 要 が あ る．実 際 に ， イ オ ン 会 合 CE や水素結

合 を用 い る CE シ ス テ ム を創成 し，設 計 指針 の 有 用 性 を示

した ．本 論 文 で 取 りあ げ た 以 外 に も，本設計指針 を 適用 し

て ほ か の CE 適合性試 薬 や CE 分離 シ ス テ ム を構築す る こ

と は 十 分 に 可 能 で あ る と考 え られ る ．一
方，KD の 選 択性

を 支 配 す る 金 属錯体の 加溶媒分解反 応 速度 を 解析する た め

に ， 電 気 浸 透流 制 御 と KD −CE を用 い た 反 応 器 （CER ） を

開 発 した．こ の よ うに 現在 ま で に ，速 度論的識別 の 概念 を

CE に 移植 し，金 属錯体 の 新 し い CE 分離 シ ス テ ム を 開発

し た．更 に CER を 開発 し，金 属錯体 の 速 度論的識別の 本

質に迫 りつ つ あ る．

　 本研 究 を 遂 行 す る に あ た り御指 導 ・御 助言 い た だ い た 東 北大 学

大 学院 四 ッ 柳 隆夫 教授，星 野 　仁 助教授 に 謝 意 を 表 する．
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要 旨

　速度論 的 識 別 （KD ） モ ード分 離 分 析 法 は，吸 光 試 薬 に よ り金 属 イ オ ン を誘導体化後，生 じ た錯体 や 過剰

試薬 を相 互 分 離 し，検 出 す る方 法 で あ る．こ れ は 金 属 錯 体 の 速 度 論 的 安定性 の 識別 に 由来す る 高選択性 と，
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド吸収が な い こ と に よ る高感度性 を備え て い る．本研究は こ れ らの KD モ

ー
ドの 利点 と， 新

し い 分 離 法 で あ る キ ャ ピ ラ リー
電気泳動 （CE ） と に 着 目し，超微量金属錯体 の KD モ

ー
ド
ーCE シ ス テ ム を

構築 す る こ と ， 及 び そ の 設 計指針 を得 る こ と を 目的 と して い る．ア ゾ 色素 をモ デ ル 試薬 と して 用 い ，fmol
レベ ル の 金属 錯 体 の シ ン プ ル な KD −CE 分離 シ ス テ ム の ほ か に ，イ オ ン 会合 CE や 水素結合 を用 い る CE シ

ス テ ム を 創成 した．そ の 過程 で ，中心金属 イ オ ン の 個性 を第二 配位圏で 識別す る ため の 試薬 ・シ ス テ ム 設計

が 肝要 で あ る こ と を知 っ た．一
方，KD の 検出選択性 を決め る 金属 錯

．
体の 加溶媒 分 解 反 応 速 度 解 析 の た め の

反応器 を 開発 した．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


