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　Iodide　ioIl（1 ）is　a　hγdr（）phobic　anion 　that 　can 　be　retained 　on 　reversed
−phase　columns ，　 We

determilled　I　by　reversed −phase　high−pcrfヒ）rmance 　liquid　chromatography 　wit ｝10ut 　the 　use 〔〕f

ion−pairing　reagents ，　 I　 was 　separated 　on 　a　Hydrosphere　Cl8column 　using 　50　mM 　ammonium

phosphate （pH 　4 ．0）−acctollitrile （95 ：5，　v ／v ）as　a　mobile 　phase 　and 　detected　with 　a 　UV 　dctector

at　225　nm ．　 The　calibration 　curve 　was 　linear　over 　the 　range 　of 　2．5　x 　10
−7〜2．5　x 　lO

−4
　M 　and

thc 　limit　 of 　dctectk｝11　was 　O．5 × 10
−

’ M （∫／N ＝3）．　 The 　 relative 　s〔andard 　deviatiQns　fbr　 six

repeatcd 　determillations　of 　l．O　x 　lO16，1．0 × 10
山5and

　1．0 × 10
−4M

【）f　I
−

were 　l．7，0．2　and 　O．3％，
rcspectively ，　 This　analytical 　mcthod 　was 　applied 　to　estimate 　the 　binding　propert アol

−
1 正br　oval −

bumin ．

陶 ω σ噛 ； iodidc　ion； reversed −phasc 　high−per丘brmance 　Iiquid　chromatographY ；ultranltratiol1 ．

1 緒 言

　逆相高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（RP −HPLC ） に よ る

無機陰 イ オ ン の 分析で は ，親水性 の 無機 イ オ ン を カ ラ ム に

保持させ る た め ，ア ル キ ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 を イオ ン 対試薬

と し て 添加 した 移動相 を使用 す る
11Ll．こ の イ オ ン 対

HPLC の 手法 は ，ヨ ウ 化物 イオ ン （1
−
）の 分析に も広く応

用され
：1）
− 7），国際標準化機構 （ISO ＞ で も認証 され て い

る
m ．

　 1
一
は ，チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン （SCN

−
）や 過塩 素酸 イ オ ン

（ClO4
−
） な ど と と もに，無機 イオ ン の 中で は 疎水性 の 強

い 陰 イ オ ン に 属す る
9 ｝．そ の た め ，RP −HPLC で は ，イ オ

ン対試薬を使 わ なくて も．1
一
自身の 疎水性 に よ りカ ラ ム に

保持 させ る こ とが で きる ，しかし，本質的に は無機 イ オ ン

’
ヨ ウ素化 合物 の 研究 （第 12 報）．前 報は 宮 ド正 弘 ほ か，分析化

学，53，II67 （2004 ）
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で あ る た め ，そ の 保持 は あ ま り強 くな く，イ オ ン対 HPLC

以外 の 手法で 分析 され る こ とは なか っ た．こ の よ うな状況

の 中，近 年，ポ リエ チ レ ン グ リ コ
ー

ル を固 定相 と した マ イ

ク ロ LC で ，イ オ ン 対試薬 を使 わ ず に 1
一
を 分離 ・定量 す

る 方法が開発 され た 助
こ とは 注目に 値する ．

　RP −HPLC で 化合物 の 保持を高 め る た め に は ，移動相 の

有機溶媒の 含量を減 ら し，相対的 に水 の 含量を増 やせ ば よ

い ．しか し，水の 含量 が 1  O％ に 近 い 移動相 で は，時間

の 経過 と と もに 保持 が 減少 し，分離 の 再 現 性 が 悪 くな る こ

とが 知 ら れ て い る
lb）．こ の 問 題 に 対 し，近 年，水 100 ％ の

移動相 で も再現 性 の 良い 分離 が得 られ る逆相 カ ラム が 開 発

され，保持 の 弱 い 親水性化合物 の 分析 に 適用 され る よ うに

な っ て きた．そ こ で ，こ の よ うな カ ラム を使用 して ，適切

な条件を選 べ ば，イオ ン 対 試薬 を使 わ な くて も，1
一
を分析

す る こ とが 可 能 に な る の で は な い か と考 え た．

　本研 究 で は，イ オ ン 対試薬 を使 わ ず に，1
一
を RP −HPLC

で 分析す る方法 を 開発 す る た め，分 離条件及 び定量 性 を検
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Table　l　 Retention　 of 　iodidc　ion　 on 　 revcrscd −phase
　　　　 c

・
olun ）nsa

）

の 注入 量 は IO μ1に 設定 した．定量 は ピー
ク 面積 に よる絶

対検量線法で 行 っ た，

Coluinn Retel艮tiOI艮 time ／nlill kh）

Hydrosphere 　Gl8

　 （150x4 ．61nIn　LD ．）
Develosi韭C3 〔トU（ト5

　 〔150 × 4．6mmI ．D 、）
Mightysil　RP−18Aqua
　 〔150 × 4，6nlnl　ID ．）

2．281

．9．8L88

o．42o

．29o

．25

a ）Analyticalα ＞nditiolls ； mobile 　phase ，0・05　M 　 amluouium

phosphatc （pH 　4，0）一〔：HsCN （95 ：5，　v ／v ｝；flow　ra 【e，　L〔｝ml

　
　

　

nlin 　； column 　 temperature ，　 room 　 temperature ；detecnon ，
UV 　at 　225 ・ m ； ・・ mpl ・，5．0 × 10

．6MKI
；i・！i・ ・ti… 剛 um ・ ，10

叫1；b）Capacity 虻aCtor

討 した，そ して ，こ の 分析 法 を ， 1
一
と タ ン パ ク 質の 結 合性

を調 べ る実験 に応用 した の で報告す る．

2　実 験

　2・1　試薬及び標準液

　 ヨ ウ化 カ リ ウ ム （KI） は 和 光 純 薬 か ら ， 液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ 用 の ア セ トニ ト リル は 関東化 学 か ら入 手 した．ま

た，オ バ ル ブ ミ ン （Grade　V） は Sigma か ら入 手 した．そ

の 他 の 試薬 は市販 の 精密 分析 用 あ る い は特 級 規 格 の 製品 を

使 用 した，

　1
一

の 標準液 は ，あらか じめ K1 を水 に 溶解 して 1x10
−2

M の 標準 原 液を調製 し て お き，こ れ を用時 HPLC の 移動

相溶媒 で 所定の 濃度に 希釈 して 調製 した．

　2・2　装置及 び 器材

　 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ は 600E マ ル チ ソ ル ベ ン ト送液

シス テ ム （Waters 製）， 484 チ ュ
ー

ナ ブ ル 紫外可視吸光

（UV ／X．IS）検出 器 （Wa1ers 製），　 sic オ ートサ ン プ ラ
ー23

（シ ス テ ム イ ン ス ツ ル メ ン ツ 製）及 び sic ク ロ マ トコ
ー

ダ

ー 12 （シ ス テ ム イ ン ス ツ ル メ ン ツ 製〉 よ り構成 し た．分

離 カ ラ ム は Hydrospherc 　Gl8 （150 　x 　4．6 　mm 　I．D ．，ワ イエ

ム シ イ 製），Develosil　C30−U （｝5 （150 × 4．6　mm 　I，D ．，野村

化学製）及 び Mightysil 　RP −18Aqua （150 　× 　4．6　mm 　I・D ・・

関 東化学 製） を 使用 した．限 外 1戸過 用 の 遠心 式 フ ィ ル ター

ユ ニ ッ トは ウ ル トラ フ リー− MC 　LGC （再生 セ ル ロ ース 製

メ ン ブ レ ン，分画分子量 10000，Millipore製〉を使用 し，

遠 心 は 卓上 型 遠 心 分 離 器 KR −1000 （フ ナ コ シ 製 ） で 行 っ

た．

　 2・3HPLC に よ る ヨ ウ化 物 イ オ ン の 分 析

　1
一
の 保持 挙動 及 び 定量 性 を調 べ る 実験 は ，い ずれ も移動

相 に 0，05M リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩衝液
一
ア セ トニ トリル

を使 用 して 行 っ た．また，カ ラム 温度は 室温 に 保ち，移動

相 の 流 量 は 1，0ml 　min

−1
に，検 出波 長 は 225　nm に ，試 料

　2・4　限外シ戸過 に よ る ヨ ウ化物 イ オ ン の処 理

　1．0 × 10
−SMKI

　50　plに 1％ オバ ル ブ ミ ン 400 μ1及 び 水

（又 は 1MH ，aPO4 ，1M 　NaOII ）50 μ1 を加えて 混合 した 後，

そ の 200 μ1を ウ ル トラ フ リーに 載せ ，9000rpIII （4350 　g）

で IS 分 間遠心 し，限 外炉過を行 っ た．こ の 操作 で 得 られ

た 炉 液 は，そ の 50 μ1に HPLC の 移動相溶媒 450 μ1を加

え て 10倍希釈 し，分 析 用 の 試 料 と した ，なお，比 較 の た

め，1％ オバ ル ブ ミ ン の 代 わ りに水 400 μ1を使用 して 調製

した もの も同 様に 処理 （た だ し，タ ン パ ク 質を含まない 試

料 は 炉 過 速 度 が 速 い の で ，遠 心 時 聞 は 7．5 分 に 変 更） し，

分析用 の 試料 と した．

3　結果及 び 考察

　S・1　分離 力 ラ ム の 検討

　水 100 ％ の 移動相 で も使用 口∫能な 市販 の 3 種 類 の カ ラ

ム に つ い て ，同 じ 移動相 IO．O．s　M リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩

衝液 （pH 　4．O）一ア セ トニ トリ ル （95 ： 5，　 v ／v ）1 を使用 し

た 場合 の 1
一

の 保持 時 間及 び 保持係 数 （k） を 調 べ た

（Table 　1），な お ，　 k は k ＝（VR　
− Vo＞／稀 の 式 で 計算 した．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 げき

こ こ で ，V 。 は 1
一
の 保持容量 ，　 Vo は カ ラ ム の 空 隙 容量 を表

す．V （， は，ア セ トニ トリ ル ー
水 （50150 ，　 v／v ＞ を移 動相

と して ウ ラ シ ル を分 析 し，そ σ）保 持 容 量 か ら求 め た．各 カ

ラ ム の y［〕は，Hydrosphere 　C18 で L61 ，　
Develosil 　C30 −

UG5 で 1．53，　 Migh すsil　RP −18Aqua で 1．51　ml で あ っ た．

　そ の 結果，Ilydrosphcrc　Gl8 で 最 も強 い 保 持 が 得 られ る

こ とが 分か っ た．そ こ で ，本分 析で は，こ れ を分 離 カ ラ ム

と して 使用す る こ と に した．

　3・2 移動相の検討

　3・2・1 移動 相 の pH 　 移 動 相 の リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム

緩衝液の pH を 3 か ら 7 まで 変 化 させ，1
一
の 保 持 に対 す る

影響 を調べ た （Fig，　 D ，

　そ の 結 果 ，pH 　4 で 保持 が 最 大 とな る こ とが 分か っ た．

な お，こ こ で の 保 持 の 変 動 は あ ま り顕 著で は な か っ た が ，

後述 （3 ・4・1）で 述べ る よ う に，本分析 の 保持 時 間 の 再 現

性は 極め て 良好で あ っ たの で ，そ の 差 は有意で あ る と判 断

した ．そ こ で ，本分析で は ，pH　4 の 緩衝液 を移 動 相 に 使

用 す る こ と に した．

　 3・2・2 移動相の リン 酸緩衝液の 濃度　　移動相の リ ン

酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 の 濃 度 を O．02 か ら 0．1M まで 変化

さ せ ，1
一
の 保持 に 対 す る影 響 を調 べ た （Fig，2）．

　そ の 結 果 ， あ ま り顕 著 で は なか っ た が，濃度が 低 くな る

ほ ど保持が 強 くな る傾向が 分か っ た．その ため，保持 の 面

で は，0，02M の 緩 衝 液 を 使 用 す る の が 適 切 で あ る と考 え
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Fig ・3Effect 　of 　acetonitrile 　concentration 　 on 　thc

retentic ⊃n 　ofiodide 　ion

Mobile　phase ： 0．05　M 　 ammonium 　 phosphate （pH
4．0）−CHI　CN ； column ： Hydrospherc 　Cl8 （150 × 4 ，6
mm 　I，D ．）．　 The 　other 　chromatographic 　conditions

are 　the　same 　as 　in　Table　1．
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Fig．2　Effect　of 　arnmonium 　phosphate　concentration

on 　the 　retention 　ofiodide 　ion

Mobi 且e　phase ： ammonium 　phosphate （pH 　4．0）−CHsCN

（95 ：5，v／v ）；column ： Hydrosphere　C18 （ISO × 4，6　mm

I．D ．），　 Thc 　other 　chromatographic 　conditions 　are 　the

same 　as　inTable　 1．

た．しか し， 溶 液 の 濃 度が 低 い と，試 料 に他 の 無機 イ オ ン

が 共存 した場合，分 析 の 妨害 を受 けや す くな る の で は な い

か と い う懸 念 が あ っ た．そ こ で，本 分 析 で は，緩 衝 能 の 面

か ら，0．05　M の 緩衝液を移動相に 使用 す る こ と に した．

　3・2・3 移動相 の ア セ トニ トリル の 濃 度　　移 動相 の

CH3CN の 濃度 を 0 か ら so％ まで 変 化 させ ，1
一
の 保 持 に

対す る 影響 を調べ た （Fig．3）．

　その 結果，あまり顕著で は なか っ たが ，5％ 付近 で 保持

が 最 大 とな る こ とが 分 か っ た ，そ こ で ，本 分 析 で は，移 動

相 の CHsCN の 濃度 を 5％ とする こ と に した ．

一 一

〇　 　 　 　 　 　 4
　 fimelmin

Fig．4　HPLC 　chromatogram 　of 　iodide　ion

Column ： Hydrosphere 　Cl8 （150 × 4．6　mm 　I．D ．）．　 The

other 　chromatographic 　conditions 　are 　the 　same 　as 　in
Table　 1．

　 3・3　分離 の 最適条件

　上 述 の 実験結果 か ら，本分析 で は，最 終 的 に Hydro −

sphere 　Cl8 カ ラ ム と，  ．05　M リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝液

（pH 　4．0）一ア セ トニ トリル （95 ：5，　 v ／v ＞か ら成 る移 動 相

の 組 み合 わせ を分離の 最適条件 と して，1
一

の 分析 を 行うこ

とに し た．本条件 で 測定 し た 標準試料 の ク ロ マ トグ ラ ム を

Fig．4 に 示 した．

　 ま た，比 較 の た め，本条件 下に おけ る 1
一
と紫外吸収を

持つ 他の 陰 イ オ ン との 分離を Fig．5 に 示 した．　Irは 他 の

無機及 び 有機陰 イ オ ン と良 好 に 分離す る こ とが 分か っ た．

なお，こ こ で は，1
一
以外 の 陰 イ オ ン の 検 出 感度 を高め る た

め，検 出 波長 を 210nm に 変 更 した が ， 225　nm に吸収極

大 を持 つ 1
一
の 感度は こ の 波長で は 低下 した．

　本分析 で は，イオ ン 対試薬 に使 わ れ る有機の ア ル キ ル ア
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A）　 2
　 　 　 3

lh 4

）B

5

3
Tablc 　2　 Calibration　curvcs 　f（）r　iodide　ion

Range 〆M R・g・e・・i・nlin ピ
゜ 1り

6

2．5XlO
．7〜2．5 × 10

−
（／

　　　｝
1＝6，89 × 1｛，

9x − 33　　　　　0、999
2．5xlO

−
｛／〜2．5xlO 　

、

　　　，
1＝6．81xlO ヒ舮

x
− 663　　　　（，．999

2，5 ×　10
−5〜2．5Xl 〔；　

d

　　　）
1
＝6．52XlO

［卜
x ＋ 11647 　　　0．999

［
14

’
nm91m¶

a ） ｝； pcak 　 area （pVs）； x ； ⊂
’〔m α ：ntration （M ）〔】f　I ； b）

C］orrelztion 　coetllcient

一

〇

Fig．5　HPLC 　chroInatograms 　of 　iodidc　ion　and 　oIhcr

anlOl1S

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 し

Sample （concen 且ration ）： A ＞mix τure 　of 　KI （5．0 × 1｛）

M ），KBr （5，0xle 　
bM

＞，　KNO 呂 （5，0x1 〔，
−bM

）and

KS （】N （5．OxlO
−6M

＞，B ＞ mi ・ tu ・ e ・ fKI （5．0 ・ 10
−＋’

M ），fbrmic　acid （5．0 × 10
−4M

）and 　acetic 　acid （5，0 ×

10
−’1M

）； coluInn ： Hydrosphere 　G18 （150 × 4．6mm
LD ．）；detection： UV 　at　210nm ．　Thc 　othcr （：訐lmmat 〔”

graphic　coIlditions 　are 　the 　same 　as 　in　Table　l．
Pcaks： 1，Br

』
；2，　NOs

−
；3，1

−
；4，　SCN ；5，　HCOO ；6，

CH3COO

ン モ ニ ウ ム 塩 との 関連か ら，無機 の ア ン モ ニ ウ ム塩 （リ ン

酸 ア ン モ ニ ウ ム ） を緩衝 液 に使 用 した が，他の カ リウ ム 塩

（リ ン 酸 カ リ ウ ム ） や ナ トリ ウ ム 塩 （リ ン 酸 ナ トリ ウ ム ）

を緩衝液 に使用 して も，同 じよ うな分離が 得 られ た．

Table　3　Effect　of 　foreign　substances 　on 　the 　determi −

　　　　 nation 　ofiodide 　iona〕

Substance Added ／M R ・1・ ti・ ・ p・ ・ka ・e ・・

1り，％

NoneHBr

1−1…〜PO4

CHsC （，OH

NH ，OH

NaOH

0．050
．20

〔｝．500
．0502

〔｝

o．i）oO
．050
．200
、500
．050
．200
．500
．050
．200
．50

100．096
．279
．966
．0101
．2101
．Ol

〔｝1．499
．7100
．llOl
．099
．198
．196
．998

？？
⊃1

　3・4　定量性 の検討

　3 ・4 ・1　検量線
・検 出 限 界 ・再 現 性　　2．5 × 10

−7
か ら

2．5xlO
−tiM

，2．5xlO
−6

か ら 2．5 × 10
−

／）
M 及 び 2 ．5x

lO
−5

か ら 2．5 × 10
−4M

の 各濃度範囲 に お い て 1
一
の 検量 線

を作成 した （Table 　 2）．

　どの 範囲で も試料濃度とピー
ク 面積 の 問に は 良好な 直線

関係 （相関係数は 0．999 以 上 ） が 認 め ら れ ，各回帰直線は

ほ ぼ 同 じ傾 き を 示 した．よ っ て ，本分析法 の 定量 範 囲 は

2，5 × 10
−7

か ら 2．5 × 10
−4M

で あ る と断定 した．検出限 界

（S／N ＝3） は 0．5 × 10
−7M

で あ っ た．ま た，1．0 × 10
−6
，

1．ox10
−

「’
及 び 1．0 × 10

一
弓M の 各 1

一
を繰 り返 し分析 （n ＝

6）した場合，保持時間の 相対標準偏差 は，そ れ ぞ れ 0．02，

0．04 及 び 0，04％ で ，ま た ，定量 値 の 相 対 標 準 偏 差 は，そ

れ ぞ れ 1．7，0．2及び O．3％ で ，再現性 も良好 で あ っ た．な

お，本分析法の 感度 は，イ オ ン対試薬 を使 っ た従来 の 分析

法
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の 感度 と ほ ぼ 同 じで あ っ た．

　3・4・2　共存物の 影響　　分析試料に他 の 成分が 共存 し

た場合の 1
一
の 定量 に 対 す る 影響 を 調 べ た ．共存物 と して

は ，1
一
の 固相抽 出 で 使 わ れ る酢酸及 び ア ンモ ニ ァ

η
を，ま

た，実試料 の pH 調 整で 使うこ とが 想定 さ れ る リ ン 酸 及 び

水酸化ナ トリ ウ ム を選 ん だ．更 に，UV 吸収を持 っ た 酸で

あ る 臭 化 水 素酸 ，硝 酸 及 び ギ 酸の 共存の 影響 も調 べ た．こ

の 実験 で は，LOXl  
一dM

の KI50 μ1に ，こ れ らの 化 合 物

　 　 　 　 　 　 　 　
　
　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

　
ら

a）Goncen 【ratiQn 　of 　I　 in　sample 　was 　1 × 10　M ；b）Means

oF 　five　experimellts ； c ）Determination 〔，f　i　 was 　impossible

dllc　t〔｝ peak 　splitting ・

の 水溶液 （0．5，2 又 は 5M ）50μ1を個別 に 加 え た後，更

に 移 動 相 400 μ1 をカ［1えて 試料 を 調製 した．そ して ，こ れ

ら の 試 料 （す な わ ち ，
1．0　 × 10

−
「’M の 1

一
に 対 し，0．05，

〔｝．2 又 は 0，5M の 共存物 を含 ん だ試料）を HPLC で 分析 し ，

1 の 定量 値 を比 較 した ．なお ，各定量 値 は，共存物 を全 く

添 加 して い な い 試料 の 定量 値 を 100％ と して そ の 相 対 値

で 表 した （Table　 3），

　臭化水素酸 が 共 存 した 場 合，1
一
は Br

一
の 大きなピー

ク の

すそ の 上 に 載 っ て 溶 出 し，定量 値 は無添加 の 試料 よ りも低

下 した，こ の 低下 は 共存濃 度 が 高い ほ ど顕 著 で あ っ た．リ

ン 酸 が 共 存 し た 場合，1
一
の 前 に 小 さ な ピークが 現 れ た が，

分離上 の 問題 は な く，どの 共存濃度で も定量へ の 影響 は な

か っ た．酢酸が 共存 した 場合 ， 1
一
の 後ろ に 酢酸イオ ン の 大

きな ピー
ク が現 れ た が，分離上 の 問題は な く，どの 共 存 濃

度で も定量 へ の 影響 は な か っ た．ア ン モ ニ ア が 共存した場

合，1
一
の 前 に小 さな ピー

ク が 現 れ ，そ の す そ が 1
．．

の ピー

ク に か か っ た が，O、2M 以 Fの 共存 で は定 量 へ の 影響 は な

か っ た ．しか し，0，5M の 共 存 で は 定量値 が少 し低 下 した．

水酸化ナ トリ ウ ム が共存した 場合，ア ン モ ニ ア と 同 じよ う

に 1
一

の 前 に小さな ピー
ク が 現 れ ， そ の す そ が 1

一
の ピー

ク

にか か っ た が ，O，05　M の 共 存で は定量 へ の 影響 は なか っ

N 工工
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Tab且e　4　 Concentration　of 　iodide　lon 　ln 　tiltrate

　 　 　 　 obtained 　bv　ultrafilrtation

Sample
”／

Rela〔ivc　collcentra ［i（エn 　
h〕
，％　　（RSD ，％ 〉

KIinH2C ）

KlinH 。0
　 【：〔，ntaining 　ovalb し匸min

KlinO 」 MH ．告PO4
KIinO、IMH ，，PO ．，
　 Con 面 nirlg ｛

．
，valb 艮五min

KiinO ，lMNaOH
KIinO ．lMNaOH

　containing （，valbum ｝n

81．3117
．21

〔）IA75
．599

．91
〔｝2．〔｝

（4．1）
（0．6）

（0，8）
（5、5）

卩
〆

102

の 　（：oncen ［ratioll ： KI．1．｛，　x 　1〔レ
ー4

　M ； ovalbumin ，0．8％ ；b）

1・〔1 ・ 101Mwas 　t・k… a・ 100．　 M ・ ・ nS ・ H ヒ・u ・
・
e ・p・ dmen ［・

た．しか し，0．2M 以 上 の 共存で は 1
一
の ピーク が 分 裂 を起

こす た め，定量 は不
．
叮能 で あっ た．また，Tab】e　 3 に は示

して い ない が，硝 酸 及 びギ 酸 が 共 存 し た 場合，こ れ らの 大

きな ピークが 1
一
の ピーク と重 な る た め，O．Oi）　M の 共存で

も定量は 不 可 能で あ っ た．

　 こ の よ うな こ とか ら，1 の 定量 に 対す る 共存物 の 影響

は，1
一
の 近 くに UV 吸 収の 強 い 化合物 が 溶出す る 場 合 ， ま

た，酸 よ りも塩 基 が 共存 した 場合強 く現れ る こ とが 分か っ

た．な お，塩 基 の 定量へ の 影響 は ，イ オ ン 対試薬 を使 っ た

従 来 の 分 析 法
7）
で も認 め られ た が，そ こ で は ，共存濃度が

O．04・M で も定量 に 影響 が あ っ た．その た め，塩基が O．05

M 以 下 な ら定 量 に 全 く影響 し な い 本分析法の ほ うが 共 存

物 の 妨 害 は受 け に くい と言 うこ とが で きる．

　 3 ・5　分析の 応用 例

　 生 体や 食品 中 の 1
一
は種 々 の タ ン パ ク 質 と共 存 して い る ，

そ の ため ， 1
一
と タ ン パ ク質の 結合性 を調べ る こ とが 重要 に

な る．こ の 結 合性 を調 べ る
一

つ の 手 段 と して 限 外1戸過法が

あ る．す なわ ち，1
一
と タ ン パ ク 質の 共存 した 試料 を限外1戸

過 す る と ， 遊 離 の 1
一
は 炉 過膜 を 透過す る が ，高分子 の タ

ン パ ク 質 に 結 合 した 1
一
は 酒 過 膜 を透 過 し な い で 残 る ．そ

の た め ，湧 液 の 【
一
の 濃 度 を 調べ る こ と に よ っ て ，1

一
と タ

ン パ ク質の 結合の 割合 を 知 る こ とが で きる．そ こ で ，こ の

限外炉過 の 実験 に，本 研 究で 開 発 し た 1
一
の 分析法 を適用

す る こ と に した ．著 者 らは，健康 食 品 と して 市販 され て い

る ヨ
ー

ド強 化卵 の ヨ ウ素 の 化 学 形 態 に 関 心 が あ っ た の で ，

1 と オ バ ル ブ ミ ン （卵 白ア ル ブ ミ ン ） の 様 々 な混 合 物 を

2 ・4 に 記 した 方法 で 限外 IP過 し，炉 液 の 1
一
の 濃 度 を定 量 し

た．なお，各 1
一
の 濃度は ， 限外炉 過す る 前の 濃度 （1．｛｝x

lO
−4M

） を 100％ と して ，そ の 相対値 で 表 し た （Table

4）．

　水 を溶媒 と した 試 料 で は ， 1
一
を単独で 炉過 し た 場合，そ

の 濃度 は 81．3％ に 低 ドし た．つ ま り，こ の 条件 で は ，1
一

が そ れ 自身1戸過 膜 を 自由 に 透 過 しな い こ とが 分か っ た ．ま

た ， オ バ ル ブ ミ ン と共存 した 1
一
を1戸過 し た場合 ， そ の 濃

度 は 117．2％ と，元 の 濃度 よ りも高 くなる予 期せ ぬ 結 果が

得 ら れ た．こ の 結果 に つ い て は，炉液 の 1
．
を 従来の 分析

法
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で 分 析 して も同 じ結 果 が 得 られ た こ と，また，沸液 に

標準 の 1
一
を添加 して 行 っ た 回収 試 験 で も回 収率 に 異常 が

なか っ た （平均 で 101．0％） こ とか ら，分析法に 問題 は な

い と断定 し た，更 に
， オバ ル ブ ミ ン を単独 で 言戸過 した もの

を分析 して も，1
一
の 位置 に は何 も溶 出 して こ なか っ た の

で ，こ れ に も正の 誤差 とな る問 題 は な か っ た．よ っ て ，1
一

の 濃度が 高 くな っ た の は，限 外 炉 過 そ の もの に 問題が あ っ

た と推定 した．こ の よ うに ，
．単純 な 水溶液 の 状態 に あ る

1 の 限外炉過 に は 不 叮解 な 点が あ っ た の で ，結合性 を調べ

る 実 験 に こ れ を 適用 す る こ と は 難 しい と判断 した．

　HsPO4 を添加 した 試料 で は，1
一
を単 独 で 炉 過 した 場合，

そ の 濃 度 は 101．4％ と，ほ とん ど変化 しなか っ た．つ ま り，
こ の 酸性 条 件 下 で は，1

一
は炉 過 膜 を 自由 に 透 過 す る こ と が

分 か っ た ．また，オ バ ル ブ ミ ン と共存 した 1
一
を炉過 した

場合，その 濃度 は 75．5％ に低下 した．こ れ は，1
一
と オ バ

ル ブ ミ ン が 結 合 し た （結合率 は 24．5 ％）結 果 で あ る と 考

え た．こ の 結合 は，正 に 荷電 した オ バ ル ブ ミ ン と 1
一
の イ

オ ン 的 な相 互 作用 に よ っ て 生 じた可能性が 高 い ．

　NaOH を添 加 した試 料 で は，1
．
を 単独 で 源 過 した場 合，

そ の 濃 度 は 99．9％ とほ と ん ど変化 しなか っ た，つ ま り，
こ の 塩基性条件下 で は，1

一
は 炉過膜を自由 に透過す る こ と

が 分 か っ た，ま た，オ バ ル ブ ミ ン と共存 し た 1
一
を 枦 過 し

た 場 合 も ， そ の 濃 度 は 102．0％ とほ とん ど変化 しな か っ た，

よ っ て ，こ の 条件 ドで は，亘
一
は オ バ ル ブ ミ ン と結合して い

な い と考え た ．

4 結
五
ロ

＝．
凵

　本研 究で は ，イ オ ン 対 試 薬 を使 わ ず に ，t
一
を RP −HPLC

で 分析す る方法を確立 した．こ の 分析 で は，簡単な移動相

を使 っ て 従 来 の 分 析 法 と 同 じ感度 で 匸 を 定量す る こ とが

口∫能 で あ っ た．　
一
方，従 来 の 分 析 法 に 比 べ る と，保持が あ

ま り大 きくな く，分 離 を調 節 しに くい の が 難点で あ っ た．

しか し，高度な分離を必 要 と しなけ れ ば 十 分実用的な分析

法で あ っ た ．

　　　　　　　　　　　（饗蹴螺三。贈 鱶 ）
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要 旨

　ヨ ウ化物 イ オ ン （1
−
） が 疎水性 を持 つ こ と に 着 目 し，こ れ を イオ ン 対 試 薬 を 使 わ ず に 逆 相高速液体 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

で 分析す る 方法 に つ い て 検討 し た ．本分析 で は，カ ラ ム に Hydrospherc 　G18 を，移動相 に

0，05M リ ン酸 ア ン モ ニ ウム 緩衝液 （pH 　4，0）一ア セ トニ トリ ル （95 ：5，　 v／v） を使用 し て 分離 を行 い ，紫 外

吸 光法 （225nm ） で 検 出 を行 っ た．試料注入量 を 1（，μ1 と した 場 合 の 1 の 定量 範 囲 は 2．5 × 10
−7

か ら 2．S ×

1 
一
dM

で，検出限 界 は 0．5　x 　10
−7M

（SIN ＝3）で あ っ た．ま た ， 1．0 × 10
−6
，1，0 × 10

−「，
及 び 1．0 × 10

−4M

の 各 1
一
を繰 り返 し分析 （n ＝6） した 場合の 定量 値 の 相対 標 準偏差 は，そ れ ぞ れ 1．7，0，2 及 び 0．3％ で，再

現性 も良好 で あ っ た．本研究 で 確 立 した分析法を，1
一
と タ ン パ ク質の 結合性 を調べ る 実験に 応 用 した．
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