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蛍光の発現 に基づ く誘導体化分析法の 開発
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　分子内エ キ シ マ
ー

蛍光誘導体化 と は，多官能性 の 被検物質をピ レ ン試薬 で多点標識 する こ とに よ り，
ピ レ

ン 通常 の 蛍光波長 （モ ノ マ
ー

蛍光 ；3　60〜420　nm ） よ り長波長域の エ キ シマ ー蛍光 （440〜540　nm ）を発 す

る こ と を可能 と した 誘導体化法の こ とで あ る．エ キ シ マ
ー
蛍光領域 で蛍光検出す る こ とに よ り，複 数官能 基

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 きよう

を有す る特定化合物 の み を選択的 に 分析す る こ とが 可能で ある．一
方，試料中の 夾雑成分 に 由来す る

一
点標

識体や 蛍光性 の 誘導体化試薬は ピ レ ン モ ノ マ
ー

蛍光の み を発す るの で，通常の 蛍光誘導体化分析 に お い て 支

障 とな る こ れ らか らの 妨害は 受 け ない ．こ の 方法論 に基づ い て，ポ リ ア ミ ン ，ポ リ フ ェ ノ ール ，ポ リカ ル ボ

ン酸の よ うな多官能性化合物 の 分析法 を開発 し，生 理 活性化合物，医 薬 品，環境 ホ ル モ ン な どの 簡 便 ，高 感

度か つ 高選択的 な定量 を可能 と し た．本稿 で は
， 分子 内エ キ シ マ ー蛍 光 誘導体化 法の 原 理 と ， そ の バ イ オ メ

デ ィ カ ル 分析科学領域 へ の 展開に つ い て 紹介す る．

1　 は じ め に

　高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLG ）は，近年，医療，

環境 ， 食品な どの 分 野 で 使用 され て い る．HPLC の 検出 は

測定対象物質の 物 理 的 ・化学的性質を検知す る こ と に基 づ

い て お り， 吸 光度 ， 電気化学，質量 分析 （MS ），蛍光，化

学発光な どの 検出器 が用 い られ て い る．しか しな が ら，こ

れ ら検出法 に対 し，目的 成分が 必 ず しも強 い 応 答 を示 す と

は 限 らず ， 全 く応答を示 さな い こ と もあ る．こ の 場合，誘

導体化 が必 要 で ある．

　誘導体化 の 大 きな 目的の
一

つ は，検出器 に対 し目的 物質

が 十分 な応答を示 さな い と きに ， 化学反応 な どに よ り検出

器 に 強い 応答を示す物質へ 変換する こ とで あ り， 使用 され

る試薬 は誘導体化 （ラ ベ ル 化，標識）試薬 と呼ば れ る．そ

れ ぞ れ の 検出器 に応答す る誘導体化 法
・誘導体化 試 薬が 開

発 され て い るが ，そ の 中で 蛍光誘導体 化 法が は ん用 され ，

その た め に必要な試薬類 も国内外 の 様 々 な メ ーカーか ら市

販 さ れ て い る．

　多 くの 蛍光誘導体化試薬 に は ， 目的物質を標 識 する た め

の 反応部位 と発蛍光 に 関与する蛍光部位 （発蛍光 団 〉が 同

一
分子内に 共存 して い る．ア ク リジ ン

， ア ン 1・ラ セ ン ，ク

マ リ ン，シ ア ニ ン
， ダ ン シ ル

， フ ル オ レセ イ ン
，

ロ ーダ ミ

ン，4，4−Difluoro −4−bora−3a，4a−diaza−∫−indacene （BODIPY ），

6，7−Dimethoxyt4 −methyl −3−oxoquinoxaline −2−carbonyl 　chlo −

ride （DMEQ ），4−Nitrobenzo−2−oxa −1，3−diazole （NBD ）な

ど様 々 な蛍光団が 開発 され て い る
り 刈

が，こ れ らの 蛍光性

1
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’

試薬 を用 い て 実試料中の 微量成分 を分析す る と き，多種多

量 に 存在す る 共存物質や 誘導体化反応 の 際 に 過剰 に 加え ら

れ た蛍光性の 試薬が測定対象物質 の 分析 を妨げ る要因とな

る こ とが あ る．そ こ で そ れ らの 問題点を解決す る た め に，

前処 理 法や 分離技法 を改善す る だ けで な く，無蛍光性 の 試

薬 を用 い る 発蛍光誘導体化法 の 開ee5）
→1

や 特殊な蛍光現象

（蛍光偏光，時間分解蛍光，蛍光共鳴エ ネル ギ
ー

移動など）

を導入 した 誘導体化法 の 開発
S）
『1°）

が 試 み られ て い る．本

稿で は，特殊蛍光現象の
一

つ で ある エ キ シ マ
ー

蛍光を誘導

体化分析法 に導入す る こ とで 著者 らが 成功 した 「分子内エ

キ シ マ
ー蛍 光誘導体化法」の 原理 及 び 同誘導体化法 に よ る

生 体関連物質 （内因性生 理活性化合物，医薬品，環境 ホ ル

モ ン な ど〉の 分析 につ い て ，こ れ まで 得 られ た知見 を紹介

す る．

2 エ キ シ マ ー蛍光誘導体化

　 2・1 エ キ シ マ ー
蛍光

　 ピ レ ン や ア ン トラ セ ン の よ うな蛍光寿命 の 比較的長い 芳

香 族 蛍 光分子が 互 い に近接 して 存在す る と き，基底状態 で

は 安定な 二 量体を作 らない が，一
つ の 分子が 励起光 を吸収

して 励起状態 と なる と，他の 基底状態 の 分子 と会合 して 励

起二 量 体 （excited −state 　dimer，エ キ シ マ
ー
） を形成す る．

こ の エ キ シ マ ーか ら の 発 光現象 を エ キ シ マ
ー

蛍光 とい う

（Fig．1）．エ キ シマ ー
蛍光 は 2 個の 蛍光分子間か ら生 じる

分子間エ キ シマ
ー

蛍光 と 同
一

分子内 に 存在す る 2 か所 の

蛍 光団の 問で 生 じる 分子内エ キ シ マ
ー

蛍光 とが 知 られ て お

り，前者 が 高濃度 （
一

般 に lmM 以 上 ）溶液申 で しか観

測 され な い の に対 し，後者は 低濃度条件 に お い て も観測 さ
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fig．　 l　 Schematic　diagrams　of 　the 　production　of （A ）interrnolecular　and （B ）intramolecular

exCimer 　fiUOreSCenCe　Of 　pyrene

（A ）The 　excited −state 　pyrene　molecule 　can 　reorient 　to　form　the　excimer 　with 　other 　ground −

state 　pyrene　molecule 　in　high　concentrated 　pyrene　solution ．　（B）1，3−Bis（1−pyrene＞propane
molecule 　can 　form　the 　excimer 　within 　a　molecule ，　even 　if　in　the 　extremely 　diluted　solution ．

れ る．代表的なエ キ シ マ ー蛍光 発 現化合物で あ る ピ レ ン の

場合，励起光 345　nm を照射す る と，モ ノマ ーか らの 通常

蛍 光 は 375nm 付 近 に蛍 光 極 大 が あ る が，エ キ シ マ ー蛍 光

の 極大波長 は 475nm 付 近 へ 長波長 シ フ トす る
4｝】1）12 〕．こ

の よ うに，エ キ シ マ ー蛍 光 は ス トーク ス シ フ トが 大 きい と

い う，蛍 光 分 析 をす る上 で の 好 ま しい 蛍光 特 性 が あ る．

　2・2　ピ レ ン蛍光 の 分 析学的利用

　前項 で 記 した よ うに，エ キ シ マ ー蛍 光 は ス トーク ス シ フ

トが 大きい と い う特性 を有 して い る．エ キ シ マ ー蛍 光は比

較的古 くか ら知 られ て い る物理 化学 的現象 で あ る が，そ の

分 析 学 的 な利 用 は近 年 に な っ て か らの こ とで あ る．エ キ シ

マ ー
蛍光の 分析学的な利用 と して，ピ レ ン エ キ シマ ーの 優

れ た 蛍 光特性 に よ り，こ れ ま で に タ ン パ ク質問相 互作用 の

解析
IE ）14）

や 遷 移 金 属 イ オ ン の 検出
15 ）

，核酸 の ハ イ ブ リダ イ

ゼ イ シ ョ ン へ の 適用
lb
や 三 重 ラ セ ン 構造発現の 確認

η
な ど

が 報告 され て い る．ま た，膜の 溶解の 状 態 を調べ るた め に，

ピ レ ン 標識 され た脂 肪酸 や リ ン 脂 質が 用 い られ，そ の エ キ

シ マ ー
蛍光が 観測 され て い る

18｝19）．しか し なが ら，こ れ ら

の 手法 はい ずれ も，エ キ シ マ
ー蛍 光 とモ ノ マ

ー蛍光 の 比 を

測定す る レ シ オ メ トリ ッ ク な もの で あ っ た．

　
一

方，HPLC あ るい は キ ャ ピ ラ リー
電気泳動 を分離手段

とす る様 々 な化合物 の 誘導体化分析法が 開発 さ れ，そ の 誘

導体化 試薬 と し て 多 くの ピ レ ン 試 薬 が 利 用 さ れ て い

る
’
2°）
− 2
’
9〕．しか しなが ら，それ ら は い ずれ もピ レ ン モ ノ マ

一蛍光を検出する もの で あ り，
エ キ シ マ ー蛍光 を検出に 利

用 した誘導体化分析法 は，こ れ まで 皆無で あ っ た．

　2・3 分 子 内エ キ シ マ ー蛍光誘導体化法

　著者 らは，エ キ シマ ー蛍光現象を誘導体化分析 に 導入す

る こ とで ， 従 来 の 蛍 光誘導体化 法で は 困 難で あ っ た 対象物

質 1分 子 当 た り 1 個 の 蛍光 団 が 導入 さ れ た 誘導体 と複数

個導入 され た誘導体 とを分光学的 に識別で きる と考え，エ

キ シマ ー蛍 光 誘導体 化 法 の 開 発 を行 っ た （Fig．2）．こ の

方法で は ， 複数反応 部 位を有す る 測定対象物 に 複数の ピ レ

ン 構造 を 導入 し，そ こ か ら発せ られ るエ キ シ マ ー蛍光を検

出 す る こ とで，目的 化 合 物 の 選 択 的 分析 が 可 能 と な る．つ

ま り ， 反 応 液中 に 過剰に 存在す る 蛍光試薬や 試料中に 多種

多量 に共存する 単
一

反 応部位の み 有する 測定妨害物質 （こ

れ らは ピ レ ン モ ノ マ ー蛍 光 の み を発 す る ）の 影響 は 受け な

い ．こ の 分 子 内エ キ シ マ ー蛍 光誘導体化 の 原 理 に 基づ い

て，幾つ か の生体 関 連化合物を簡便，高感度か つ 高選択的

に 分析 す る 方法 論 を 開 発 した．

3　 フ ェ ノ ール の 分析

　フ ェ ノ
ール 化 合 物 は環 境 や 食 品 中 に数 多 く存在 し て い

る．そ の 多くは フ ェ ノ ール 性水酸基 を 1 か 所 の み 有す る

モ ノ フ ェ ノール で あ るが，現 在で は複数の フ ェ ノール 構造

を有す る ポ リ フ ェ ノール 化 合 物 の 様 々 な機能が 調 べ られ て

い る．そ れ らポ リ フ ェ ノール 類 の 高感度検出の た め に 従来

N 工工
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Fig．2　General　concept 　of 　intramolecular 　excimer −forming 劃uorescence 　derivatization　with 　p｝・rene
reagentBy

　derivati乙ation 　with 　pyrene　reagent ，　the 　polアfunctional　coInpounds 　can 　emit 　the 　intramolecular

excimer 飾 orescence 輌 thin 　a　molecule ．　 On 　the 　other 　hand，　the 　monofunctional 　compounds 　coexis レ

ed 　in　sample 　matrix 　can 　emit 　only 　pyrene　monomer 　fluorescence　even 　if　the 　moriofunctional 　com −

pounds 　are 　also 　derivatized　with 　pyrene　reagent ・

の 蛍光誘導体化法を適用す る と，試料中に 共存す る 多種多

量 の モ ノ フ ェ ノ
ー

ル 類も同時 に 誘導体化 さ れ て ポ リ フ ェ ノ

ー
ル 類 と同様の 蛍光を与える．したが っ て，ポ リフ ェ ノ

ー

ル 類の 分離
・
定量の た め に は，試料の 煩雑 な前処理 と高 い

分解能 を持つ 分離手段が 不可欠 で あ っ た．そ こ で ポ リ フ ェ

ノ
ー

ル 分析 に 4−（1−pyrene＞butanoyl　chloride （PBC ） を用

い る エ キ シ マ
ー
蛍光誘導体化法 を導 入 し，簡便 かつ 高選択

的な分析法の 開発 を行 っ た
26閲 ．

　 ビス フ ェ ノ
ー

ル A （ポ リフ ェ ノ
ー

ル 化合物）及 び 4−n一ノ

ニ ル フ ェ ノ
ー

ル （モ ノ フ ェ ノ
ー

ル 化合物） を PBC で 誘導

体化 し，そ の 反応 液 に つ い て 逆 相 HPLC で 分 離 ，三 次 元

蛍光検出 （励起波長 34511m ） した と きの ク ロ マ トグ ラ ム

を Fig．3 に 示す．測定試料 に PBC を加 え，炭酸 カ リウ ム

ア ル カ リ性条件下 ，100℃ で の 誘 導体化 反応 を行 う と，ビ

ス フ ェ ノ
ー

ル A 及 び 4n 一ノ ニ ル フ ェ ノ
ー

ル は そ れ ぞ れ 17

分，13 分付近 に 蛍光性 の ピー
ク を与 え た．ピー

ク 成 分 の

HPLGMS 分析 に よ り，4n 一ノ ニ ル フ ェ ノ
ール に は 1 か 所 ，

ビ ス フ ェ ノ
ー

ル A に は 2 か所 の フ ェ ノー
ル 性水酸基 そ れ

ぞ れ に ピ レ ン構造 が導入 され て い る こ とが確認 され た．ま

た，両 ピー
ク の 保持 時間に お ける 蛍 光 発 光 ス ペ ク トル を確

認す る と，4n 一ノ ニ ル フ ェ ノ
ー

ル は 440　nm よ り短波 長 側

の ピ レ ン モ ノ マ
ー蛍光 の み を発 して い る が，ビ ス フ ェ ノ

ー

ル A は モ ノ マ
ー蛍 光だ けで な く，440　

− 560　nrn に か け て

の ピ レ ン エ キ シ マ ー
蛍光領域 に発光ス ペ ク トル を与 え た．

一
方，モ ノ マ

ー
蛍 光 領域 で 保持時間 3 〜10 分 にか け て 検

出 さ れ る 試薬 成 分 に 由 来 す る ピークは，エ キ シマ ー蛍 光 検

出 を行 うこ とで 比 較 的小 さ くな っ た （誘導体化試薬 は極め

て 高濃 度 な の で ，分 子 間 エ キ シマ ー蛍 光 に よ る ピークが 出

現する ）．つ ま り，エ キ シマ ー蛍 光検出 を 行うこ とで ，
モ

ノ フ ェ ノ
ー

ル や 試 薬成 分 の 妨害 を受け る こ と な く，ポ リ フ

ェ ノ
ール 化 合 物 を 選 択 的 に 分 析 す る こ と が 可 能 で あ っ

た
2S）24）．この よ うに ，

エ キ シマ ー蛍 光 検 出 の 高 い 選 択 性 に

加えて ，本 法 は 注入 量 当た りフ ェ ム トモ ル レ ベ ル の ポ リ フ

ェ ノ
ール 検 出 を可 能 とす る 高 感 度 性 も有 して い るの で，従

来法 よ り簡便 な前処 理 操作の み で 微量 な試料 中 の ポ リフ ェ

ノ
ー

ル 化合 物の 定量を行うこ とが で きる．

　 3。1　ビス フ ェ ノール A
　 　 　 　 　 　 　 かく

　外因性内分 泌撹乱化学物質 （環 境 ホ ル モ ン ） との 疑 い が

指 摘 さ れ て い る ビ ス フ ェ ノ ール A は，ポ リ カ ーボ ネート

樹 脂 や エ ポ キ シ樹脂の 原 料 と して用 い られ て い る．そ の た

め，各種樹脂製品 か ら の ビス フ ェ ノ ール A の 溶出が 問題

と な っ て お り，特 に 乳 幼 児 に対 す る影響 が 懸念 され て い

る．そ こで ，
エ キ シマ ー蛍光誘導体化 に よ る ビス フ ェ ノ

ー
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ほ

ル A 分析法 を開発 し，哺乳瓶溶出液中 の ビス フ ェ ノ
ー

ル

A の 定 量 を 行 っ た 判 塩 酸 で pH 　3 と した 哺乳 瓶溶出液

（100ml ）に 内標準物質 を加 え， フ ェ ノ ール 成分を固相抽

出 した後，誘導体化
一HPLC 分析 した とこ ろ，未使用未洗

浄 の ポ リ カーボ ネート製 哺 乳 瓶 か ら極微 量 （ppt レ ベ ル ）

の ビ ス フ ェ ノール A の 溶出が 確 認 さ れ た （Fig．4A），一

方，同様の 操作を行 っ た ガ ラ ス 製哺乳瓶か らは ビス フ ェ ノ

ール A の 溶 出 は全 く見 られ な か っ た （Fig．4B ）．
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Fig。3　Three−dimensiona ！fiuorescence　e   ission　chromatogram 　obtained 輌 th　the　mixture 　of

pyrene−labeled　bisphenol　A 　and 　4−n −nonylphenol （200　pmol 　each 　on 　column ）

The 　derivatization　 conditions 　 are 　 as　fo亙lows： To　 a　standard 　solution （200　pl）of 　phenols（20
nmol ／nll　in　acetonitrile ）of （1）bisphenol　A　and （2）4n −nonylphenol 　were 　added 　5　mM 　PBC （200
μlin　acetonit 田 e ）and 　1　M 　potassium　carbonate （10　gl）．　 After　heating　at　lOO ℃ for　30　min ，　a 　20

μlportion　of 　the 　reaction 　mixture 　was 　injected　into　the　chromatograph ．　 The 　HPLC 　conditions

are 　as　foUows ： column ，　TSKgel 　SuperOctyl （100　x 　4，6　mm 　I．D ．，　particle　size 　2 μm ；Tosoh ）；

mobile 　phase，75％ （v／v ）acetonitrile ；fiow−rate ，
1ml ／mln ；fluorescence　excitation ，345 　nm ．

Peaks： 1，bisphenol　A ；2，4n −nonylphenoL

　 3・2 他 の ポ リ フ ェ ノ ール

　 テ トラ ブ ロ モ ビ ス フ ェ ノ ール A は 日本国内で 最 も多量

に使用 され て い る臭素系難燃剤 成分 で あ り， 近 年 で は ヒ ト

血液中か らも検出され て い る
25 ）．エ キ シマ ー蛍 光誘導体化

法 の フ ェ ノ ール 関 連 化合物に 対す る適 用例 と して ，テ トラ

ブ ロ モ ビス フ ェ ノール A を 含 むハ ロ ゲ ン 化 ビス フ ェ ノー

ル 化合物 の 分析法を構築 した
’26）27 ）．

4　 ア ミ ン の 分析

　ア ミ ン 及び ア ミ ノ 酸 関 連化合物 は生体 中 に 数多 く存在

し， 多様 な役割 を果 た して い る．多くの 生体 ア ミ ン は ア ミ

ノ 基 を 1 か 所 の み 有す る モ ノ ア ミ ン で あ る が，複数 の ア

ミ ノ基 を有す る化合物群 もま た生体中 の 極 め て 重 要 な機能

を担 っ て い る．しか しなが ら，そ れ らポ リア ミ ン 類 の み を

対象 とした 選択的 な分析は極め て 困難 で，従来は，試料 の

煩雑な前処 理 と高い 分解能 を持つ 分 離手段が 不可 欠 で あっ

た ．そ こ で ポ リ ア ミ ン 分析 に PBG や 4 （1−pyrene）butanoic

acid 　N−hydroxysuccinimidyl　ester （PSE ） を 誘導体化試薬

とす る エ キ シマ ー蛍光法 を導入 し，簡便か つ 高選 択的な分

析手法の 開発 を行 っ た
2S ｝
”SO ｝．

　 4・1 ポ リア ミン

　 生 体中の ポ リア ミ ン （プ トレ シ ン，ス ペ ル ミ ジ ン及 び ス
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 し ゆ よ う

ペ ル ミ ン）及 び その 誘導体 は，が ん な どの 腫瘍診断におけ

る 指標の
一

つ とさ れ て い る．生 体 に は ア ミ ノ 酸の よ うなア

ミ ノ 基含有化合物が多量 に存在 して おり，通常 の 分析法で

ポ リア ミ ン化合物 を選択的 に 検知す る こ とは極 め て 困難で

あ る ．そ こ で ，生 体 ポ リ ア ミ ン の エ キ シ マ ー蛍光誘導体

化
一HPLC 分析を行 っ た

s°｝．内標準物質を添加後，水 で 希

釈 した 健常人尿 を二 分し，一
方の 試料 は その まま，他方の

試 料は 塩 酸で 加水分解 した．加水分解 を行 っ て い ない 試料

と行っ た 試料 に PBG で の エ キ シ マ
ー

蛍光誘導体化を施 し，

HPLC 分析 した と きの ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．5 に 示す．

Fig．5A は 加水分解せ ず に 検出 さ れ る 遊離 ポ リア ミ ン を，

Fig．5B は加水分解操作を経 る こ とで 検出 さ れ た総ポ リァ

ミ ン を分析 した ク ロ マ トグ ラ ム で ある．こ れ らの 定量値

（Fig．5 脚注） は 従来報告 さ れ て い る もの
Sl｝と よ く

一
致 し

て お り，本分析法の 有用性 が 実証 され た．極め て 簡便な前

処理操作 で ，PMol ／ml 尿 レ ベ ル の ポ リア ミ ン が 高感度 に

検出さ れ た．

　またエ キシ マ
ー

蛍光誘導体化法 の 有用性 に着 目 し ， キ ャ

ピ ラ リー
電気泳動 に よ る 分離 も行 わ れ て い る，カ ナ ダ

Nberta 大学の Paproski らは ，　 PSE で ピ レ ン 誘導体化 した
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Fig．4　Chromatograms 　obtained 　with 　the　water 　con −

tacted 　 to　the　baby　bottles　made 　of （A ）polycarbonate
and （B）glass
The 　pretreatment　procedure　is　as　follows： To 　a　100　ml

portion　 of 　water 　sample ，1，0　ml 　of 　l　M 　hydrochloric
acid 　for　pH 　a（ljustment （ca ，　pH 　3）and 　50　pl　 of 　l．O
nmo1 ／ml 　bisphenol　F　for　an 　internal　standard 　were

added ．　 The 　 solution 　was 　applied 　to　the　Oasis　HLB
cartridge ，　and 　the　cartridge 　was 　washed 　with 　2　ml 　of

water ．　 After　dr｝・ing　for　10min 　 under 　vacuum ，　the
compounds 　in　the　cartridge 　M ℃ re　eluted 　by　passing　O，5
ml 　of 　methanol 　four　times ．　 All　the　eluates 　were 　com −

bined　 and 　evaporated 　to　dryness　 under 　 a　nitrogen

stream ．　 To 　the 　residue ，200　FLI　of 　2．5　mM 　PBC 　solu −

tion 　anCl 　5　pl　of 　1　．e　M 　potassium　carbonate 　were 　added

and 　vortexmixed 　for　ca ．2min 　to　 redissolve ．　 N
’
ter

heating　at　100℃ for　30　min ，　a　20　pl　portion　of 　the

reaction 　mixmre 　was 　ir埴ected 　into　the 　chromatograph ・
The 　HPLC 　cond 童tions　are 　described　in　the　foQtnotes
of 　Fig．3　except 　detection　 condition （E．345　nm ，　E。、
475nm ＞．　Peaks　and 　concentration ： 1，　bisphenol　A

（89ppt 　from　polycarbonate　bottle　and 　less　than 　l　ppt
from　glass　bottle）；2，　bisphenol　F （internal　standard ）；

others ，　environrnental 　substances 　and 　reagent 　blanks

反 応 液 を ミセ ル 導電 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 分 離 した後，レ

ーザー誘起蛍 光検 出 す る こ と で
， 数 nmol ／1 レ ベ ル の ポ リ

ア ミン 分析を可 能として い る
a’　？）．

　
一

方，魚 介類 中 の ポ リ ア ミ ン 類 は腐敗 に基づ く悪臭 の 原
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 き e う

因物質の
一

つ で あ り，
こ れ まで の 人 の 嗅覚 に頼 っ た 簡易判

定法 よ り も優 れ た定量的 な分析法の 開発 が 望まれ て い た．

米 国食 品 医 薬 品 局 （FDA ） の Marks ら は，エ キ シ マ
ー

蛍

光誘導体化法の 適用 に よ り， 極 め て 簡便 な前処理 操作 の み

で 魚介類 中 の プ トレ シ ン 及 び カ ダベ リ ン を高選択的に分析

す る方 法 を報 告 して い る
SS ）．一

連 の 分 析手順 は，ホ モ ジ ナ

イ ズ した数 g の 魚介類 試料 か ら ホ ウ酸 と トリ ク ロ ロ 酢酸
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Fig．5　Chromatograms 　obtained 　with 　healthy　human

urine 　samp 鬘e

The 　de点vatization 　conditions 　are 　as　follows ： （A ），free

polYamines；To 　a　lO　times 　diluted　urine 　sample （200
μ1＞were 　added 　5　mM 　PBG （200 μl　in　acetonitrile ）and

6Mpotassium 　 carbonate （10　pl），　 After　heating　at

80℃ for　2  min ，6Mhydrochloric 　 acid （10 μ1）was

added ，　and 　a　20 μl　portion　of 　the 　reaction 　mixture 　was

injected　into　the　ehromatograph．（B ），total　polyamines；
AlO 　times 　diluted　urine 　 sample （200凾 was 　de−cor 屮

一

gated　by　heating　at　140℃ for　6〜14hin 　the 　presence
of 　4　M 　hydrochloric 　acid （10　Fl）．　 To 　a　solution 　were

added 　5　mM 　PBC （200　pl　in　acetonitrile ）and 　6　M 　sodi
−

um 　hydroxide （10pl ）．　 After 　heating　at 　80℃ for　20

min ，2Mhydrochloric 　acid （10μ1）was 　added
，　

and 　a

20μlportion　of 　the　reaction 　mixture 　was 　i喚iected　into

the　chromatograph ．　 The 　HPLC 　conditions 　are 　as　fol−

lows： column ，　TSKgel　SuperOctyl （100 　
x

　4．6mm 　I，D ，，

particle　size 　2 μm ；Tosoh ）；mobile 　phase，　
hnear　gradi

−

ent ［O　min ，50％ （v ／v ）acetonitrile ；20　min ，80％ （v ／v ）

acetonitrile ］；flow −rate ，　l　ml ／min ；伽 orescence 　detec−

tion，　E、345　nm ，　Em 　475　nm ．　 Peaks　and 　concentra −

tions （nmol ／ml 　urine ＞： 1and 　l
嚠
，　putrescine（3．6　and

15．0）；2and 　2
’
，　cadaverine （0．5　and 　8，3）；3and 　31，sper −

midine （0．6　and 　6．8）；4amd 　4
’
，spe   ine （0．4　and 　O．7）；

5，1，10−diaminodecane （5，　added 　as 　IS）；6，　monoacety
−

lated　spermidine 　and ／or 　spermine ； others ，　urinary

endogenous 　amines 　and 　reagent 　blank　components

の 混液 で ア ミ ン 成分を抽 出 し，遠 心 分 離後，PSE で 誘 導 体

化，逆相 H 肌 C で 分離，エ キ シ マ ー
蛍光検 出 す る とい う

もの で ある ．同分析法 に よ り，ツ ナ 缶や 生 エ ビ，冷凍サ ケ

な どか ら ppm レベ ル の プ トレ シ ン が検 出 され た．

4 ・2 他 の ポ リア ミン

PSE を用 い る エ キ シ マ
ー

蛍光誘導体化法 を ア ミ ノ 酸 関連
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

218 BUNSEKI 　 KAGAKU ．．Vol．55　　（2006 ）

化合物 の 測定 に適用 す る こ とで，シ ス チ ン 尿 症 や高リ ジ ン

血 症 患者 にお い て尿 （血 ） 中濃 度 が 高 値 を示 す オ ル ニ チ ン

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 かいよう

及 び リ ジ ン の 分析
S4 ）

， ア レル ギー疾患や 潰瘍発症 に か か わ

る ケ ミカ ル メ デ ィ エ ーター
で あ る ヒ ス タ ミ ン の 分析

ns ）
’”9M

を実施 し，い ずれ も ヒ ト尿 1 μ1中 に 存 在 す るそ れ ら化 合

物 を選択的 に定量 した，特に ヒ ス タ ミ ン 分析は神経薬理研

究へ 展 開 して お り，ラ ッ ト脳 の 様 々 な部位 か らの 微小 透析

液 に含 まれ る ヒ ス タ ミ ン の 定量 も可 能 だ っ た
SS ）．

　更 に 同 誘導体化法の 医 薬 品 分 析へ の 適 用 に つ い て検討

し，1 級あ る い は 2　twア ミ ノ 基を複数有す る ト リエ ン チ

ン
W ）

や エ タ ン ブ トール
4D ）

の 高 感 度 ・高 選 択 的 分 析 法 を構 築

した．こ れ らの 定量 法 に よ り， 薬物投 与 時 の 忠 中濃 度 モ ニ

タ リ ン グ も可能で あっ た．

　4・3　生理 活性ア ミン類

　前述 した よ うに ， PBG は ア ミ ノ 基だけ で な く，フ ェ ノ

ール 性水酸基の ピ レ ン 誘導体 化 も可 能 で あ る．つ ま り，同

試薬を用 い る こ とで ， 分 子 内に フ ェ ノール 性水酸基 及び ア

ミ ノ基 を有す る化合物 につ い て の エ キ シ マ ー蛍光誘導体化

分析 を行うこ とが で きる．一
段 階 の 誘 導体化 手顧 で，上 記

官能基を 2 か 所以 上 有す る生理 活性 ア ミ ン 類 （5一ヒ ドロ キ

シ イ ン ドール ア ミ ン 類，カ テ コ ール ア ミ ン 類 や そ の 代謝物

な ど〉 が ポ リ ピ レ ン 標 識 さ れ，そ れ らを 高 選択 的 に 検 出 す

る こ とが で きた
41 ）．フ ェ ノール 性水酸基 及 び ア ミノ基 い ず

れ に もピ レ ン 構造が 導入 され た こ と は，反 応液の HPLC −

MS 分 析 で確 認 した．

5　 カ ル ボ ン 酸 の 分析

　生 体 に は多 くの カ ル ボ ン 酸 が 存 在 して お り，様 々 な機 能

を担 っ て い る．そ の 多く は カ ル ボ キ シ ル 基 を 1 か 所 の み

有す る モ ノ カル ボ ン 酸で あ るが，少 なか らずポ リカ ル ボ ン

酸 も存在 して い る．こ れ まで，ポ リ カ ル ボ ン 酸 の 選 択 的 な

分析 は難 しい もの と され て い る の で ，
エ キ シマ ー

蛍光誘導

体化法を導入 し，簡便 か つ 高選 択的 な定量 法の 開発 を行っ

た．誘導体化 試 薬 に 4 （1−pyrene）butanoic　acid 　hydrazide

（PBH ）を用 い た と き ， 反 応 の 触媒は 1一エ チ ルー3−（3一ジ メ チ

ル ァ ミ ノ プ ロ ピル ）カ ル ボ ジ イ ミ ド （EDC ）及び ピ リ ジ ン

の 組 み 合 わ せ が 最 適 で あ っ た
41 ）CS ｝．

　5・1 ジカル ボ ン酸

　5 ・1・1　グル タル 酸尿 （血）症 診 断 へ の 適 用 　　ヒ ト尿

中 ジ カル ボ ン 酸 は脂 肪酸の 代謝異常 な どの 有機酸尿症発症

時に 増加す るの で ，そ の 測 定 は疾病の 診断や 病因の 究明に

利 用 され て い る．そ の た め，簡 便 なマ ス ス ク リーニ ン グ法

の 構築及び 精査診断法の 開発が 望 まれ て い る．そ こで ，尿

中ジ カ ル ボ ン 酸の 分析 にエ キ シマ ー蛍 光誘導体化法を適用

し，有 機酸尿 症 マ ス ス ク リーニ ン グの ため の 蛍 光 ス ペ ク ト
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Fig．6　Fluorescence　emission 　spectra （Ex 　345 　nm ）

obtained 　with 　the 　urine 　samples 　of （1）the　patient　with

glutaric　aciduria 呼pe　II　and （2）healthy　person
The 　standard 　procedure　is　as　fbUows ： To 　a 　10　times
diluted　urine 　sample （200μ1）were 　added 　40％ （v ／v ）

pyridlne（100　pl　in　dimethylsulfoxide），0．2　M 　EDC

（100　pl），
and 　5　mM 　PBH （200　pl　in　di  ethylsulfox −

ide＞．　 A負er 　heating　at　40 ℃ for　60　min ，　a　lOOOO 　times

diluted　reaction 　mix 田 re 　with 　50％ （v ／v ）tetrahydrofU −
mn 　was 　measured 　by　spectrofluorometry （E 。345 　nm ）．
The　total　concentrations 　of 　dicarboxylic　acids 　were 　cal −
culated 　as　adipic 　acid ，　 Samp 匪es 　and 　concentrations

（pmol ／ml 　urine ）： 1
，
　 sample 工in　Table 　 1 （10，7）；2，

sample 　2　in　Table　1 （0．38）；3，
　blank

ル 分 析 法 （バ ッ チ 法）及 び精 査 診断の た め の HPLG 分析

法 を開発 した．以 下 に グ ル タ ル 酸尿症診断へ の 適用例
鰯

に

つ い て 説明する ．

　 （1）蛍光 ス ペ ク トル 分 析 （マ ス ス ク リーニ ン グ ） 尿中

に は種 々 の ジ カ ル ボ ン 酸類 が 存在 し て い る ．EDC 及 び ピ

リ ジ ン の 存在下 ，尿試料 を ピ レ ン 試薬で 誘導体化 し，反応

液 の エ キ シ マ
ー蛍光 強 度 を計測する こ とに よ り，添加 した

試薬や 尿中に存在する モ ノ カル ボ ン 酸の 妨害を受ける こ と

な く，ジ カ ル ボ ン 酸総量 を 迅 速 に 概算する こ とが で きた．

II型 グル タル 酸 尿症 患 者及 び健常 人 の 尿試料 か ら得 られ た

蛍光発光 ス ペ ク トル を Fig．6 に 示す．総 ジ カ ル ボ ン 酸量

（ア ジ ピ ン 酸換算） は，そ れ ぞ れ 10．7 及 び  ．38 μmol ／ml

尿 で あ っ た．患 者尿 中 の 総 ジ カ ル ボ ン 酸量 は健常人 尿 の 数

十倍 に及 ぶ の で ，反応液の ス ペ ク トル 分析を行うこ とで ，

有機酸尿症 の 簡便 なマ ス ス ク リ
ー

ニ ン グ が 可能 で あ っ た．

　 （2）HPLC 分 析 （精 査 診断法） マ ス ス ク リ
ー

ニ ン グ に

よ り有機酸尿症患者 を抽出 した後，その 精査診断を行う必

要が ある ．そ の ため，HPLC を利用 して 各 ジ カ ル ボ ン 酸の

分別定量 を行 っ た．先 ほ ど と同
一

の 尿試料 を HPLC 分析

した と こ ろ ，グル タル 酸，ア ジ ピ ン酸，ス ベ リ ン酸及 びセ

バ シ ン 酸が 分離
・
検出 され，い ずれ も nmo レml 尿 レベ ル

まで 高感度 に 定量 さ れ た （Fig．7）。　 HPLG 分析 に お ける 4

種 ジカ ル ボ ン酸濃度の 積算値 と蛍光ス ペ ク トル 分析 で 算出

した ジ カ ル ボ ン酸総量 の 概算値 は，II型 グ ル タ ル酸尿症患

者尿 の 場合 も健常 人 の 場合 も ほ ぼ 同程度 の 値 で あ っ た

N 工工
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（Table 　 l）．こ れ ら の 結果 は 本誘導体化法を行 うこ と で ，

蛍光ス ペ ク トル 分析で の 簡便 ・迅速なマ ス ス ク リーニ ン グ

及び HPLC 分析 で の 精査分析 が 可能なこ とを示 して お り，

本法が 有機酸尿症 の 診断に 極 め て 有効 で あ る と期待され

る ．

　
一

方，サ ウ ジ ア ラ ビ ア King 　Faisal専 門病院 ・研究 セ ン

タ
ー

の A1−Dirbashi ら は
，

エ キ シ マ ー蛍光誘導体化 の 原 理

に 基 づ い て グ ル タ ル 酸 と 3一ヒ ドロ キ シ グ ル タ ル 酸の 同 時

HPLC 定量法 を開発 し，1型 グ ル タ ル 酸血症思者を含む多

検体 の 乳幼児尿試料を分析 した
tう｝．5 年 間 以 上 凍結 保 存さ
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Fig．7　Chromatograms 　obtained 　with 　the　urine 　sam −

ples　of （A ）the　patient　with 　glutaric　aciduria 　type　II

（sarnple 　1　in　Table 　 l）and （B ）healLhy　person （sample

2in　Table　l）
The 　derivatization　conditions 　are 　descnbed 　in　the　foot−
notes 　of 　Fig，6 ．　 The 　HPLG 　conditions 　are 　as　follows：
column ，　YMGPack 　ODS −AM （250　

x
　4，6　mm 　LD ．，　partl−

cle 　size 　5　pm ；YMG ）；mobile 　phase，67％ （v／v）acetoni −
trile ；flow−r 飢 e ，

　I　m1 ／min ；fluorescence　detection，　E ．

345nm ，　Em 　475 　nm ．　 Peaks ： 1，adipic 　acid ；2，　suberic
acid ；3，　glutaric　acid ；4，　sebacic 　acid ； others ，　reagent
blanks　and 　unkno “ ms ．　 Goncentr飢 ions ； see 　Table　l

れ てい た患 者尿試料 か ら も両化合物 が検出
・
定量 され，本

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 そ

法が 1型 グ ル タ ル 酸 血 症 の 遡 及的診断 に も利用 で き る こ と

が 示 され た．

　 5・1・2　メ チ ル マ ロ ン酸血 症診断へ の 適用　　 メ チ ル マ

ロ ン 酸血 症 は ， メチ ル マ ロ ン 酸が 体 内 に蓄積 し，生 命の 危

険 に及 ぶ 重症の ア シ ドーシ ス や ケ トーシ ス を起 こ す
一
種 の

遺伝性代謝異常症 で あ る．前出の Al−Dirbashiら はマ ロ ン

酸 を内標 準物質とす る メ チ ル マ ロ ン 酸 の エ キ シ マ
ー

蛍光誘

導体化一HPLC 定量 法 を構築 し，ヒ ト尿中及 び 乾燥泪 紙 血

に 含 ま れ る 同 酸 の 分析 を行 っ た
46 ）47 ）．3，2mm 四 方の 乾燥

1戸紙 血 か らメ タ ノー
ル 抽出 され た メ チ ル マ ロ ン 酸 を エ キ シ

マ ー蛍光定量 す る と，メ チ ル マ ロ ン 酸 血 症 患 者 と プ ロ ピオ

ン 酸 血 症 患 者 の 血 中濃度 には 有意な 差が 認め られ た．従来

の メチ ル マ ロ ン 酸血 症 の 診断指標で あ っ た ア シ ル カ ル ニ チ

ン と異 な り，メ チ ル マ ロ ン 酸自体 は極 め て 安定性が 高 い の

で ，
エ キ シ マ ー

蛍光誘導体化法は 長期間保存 され て い る試

料 の 遡 及 的 分 析 に も十分 適用 で きる もの と期待 され る．

　5・2 他 の ジカル ボ ン酸

　PBH を誘導体化 試 薬 とす るエ キ シマ
ー

蛍光誘導体化法

に よ り，酸性 ア ミ ノ 酸類 （グ ル タ ミ ン 酸，ア ス パ ラ ギ ン 酸

及 び N 一メ チ ル ア ス パ ラ ギ ン 酸） の 分析 も可能 で あっ た
4S ｝．

こ の 方法は 他 の ア ミノ酸 の 妨 害 を受 けな い 選 択 的 定量 法で

あ り，各酸性 ア ミ ノ 酸 の 検出限界 は注 入 量 当 た り数十 フ ェ

ム トモ ル レ ベ ル で あ っ た．

6　 ま　 と　 め

　分 子 内エ キ シ マ ー
蛍光 誘導体化法 は高 い 選択性 と高感度

性を併 せ 持つ 極め て 実 用 的 な蛍 光 誘導体化手段 で あ る．そ

の た め，微少試料を簡単 な前処理 操作 の み で 分 析する こ と

が で きる．本 誘導体化法 の フ ェ ノ ール ，ア ミ ン 及 び カ ル ボ

ン 酸以外 の 他の 化合物群 へ の 適用 と と もに ， 開発 され た各

方法論が こ れ まで 以 上 に医 療，生化学，環 境，食 品 な どの

分 野へ 実用 化 され て い くこ と を期 待す る．

　本研 究に，ご協力 ，
ご 支援い だ だきま した福 岡大 学医学部 の 廣

瀬伸
一
助 教授，国際 医療福 祉大学薬学部 の 吉 武　尚助教 授，佐 賀

Table 　l　Concentration （nmol ／ml 　urine ）of 　dicarboxylic　acids

Samp 】e

HPLC 　method 　for　individual　determinadon

Adipic　acidGlutar 孟c 　acid Suberic　acid Sebacic　acid Sum

Spectrofluorometric
　 　 　 　 　 　 c｝

　 measurement

（mean ± S，D ．，n ＝3）

1 の

2b 〕

3b〕

4b ）

152  0

　 70
　 71

　 66

2100230

　 88S30

8701208413e 2100
〈 1
＜ 1
＜ 1

10270
　 420

　 243

　 526

10700± 830
　 38   ± 28

　 240 ± 18

　 460 ± 38

a ）The 　patient　w 重th　glutar重c　aciduria 　t｝T）e　II（sex 　unknown ，　O　year）．
esdmated 　as 　adipicacidconcentration ．

b）Healthy　person（male ，22 〜24　years）．　 c）The 　・amount 　was
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Highly Selective Derivatization Method  Based on  Intramolecular

               Excimer:-FormingFluorescence
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 A  highly selective  and  sensitive  method  with  a  novel  concept  is introduced  for the assay  of  bio-
logical substances,  This method  is based on  an  intramolecular  excimer-fbrming  fiuorescence
derivatization with  a pyrene reagent,  followed by reversed-phase  liquid chromatography.

Polyamines,  polyphenols, and  polycarboxylic  acids,  having two  or  more  reactive  functional
groups in a  molecule,  were  converted  to the corresponding  polypyrene-labeled derivatives by  a

reaction  with  an  appropriate  pyrene  reagent.  These derivatives affbrded  intramolecular
excimer  fluorescence  (440tv520 nm),  which  can  clearly  be discriminated from  the monomer

(normal) fluorescence  (860's'420 nm)  emitted  from  pyrene reagents  and  monopyrene-labeled

derivatives of  monofunctional  compounds  coexisting  in the  samples.  By  intramolecular
excimer  fluorescence  detection, highly selective  and  sensitive  determinations  of  polyamines
including  histamine  and  basic amino  acids,  polyphenols, and  polycarboxylic acids  including
acidic  amino  acids  could  be achieved,  Furthermore, the methods  were  successfu11y  applied  to

the  determination  of  various  biological and  environmental  substances  in real  samples,  which

required  only  a  small  amount  of  samples  and  a  simple  pretreatment.

Kayworcts : excimer  fluorescence; fiuorescence deris,atization; liquid chromatography;  spectro-

         fluorometry ; pyrene,


