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報 文
＊

キ ャ ピラ リー 電気泳動反応器 を用 い る亜鉛 （II）・1，5一ビス （2一ヒ ドロ キシー

5一ス ル ホ フ ェ ニ ル ）・3一シア ノ ホ ル マ ザ ン錯体の オ ン キ ャ ピラ リー 解離

反応特性 の 評価

小笠原
一
孝

  1
，高 橋　 透

工

，壹岐　伸彦
1
，星 野 　 仁

】

　キ ャ ピ ラ リー電気 泳 動 反 応 器 （CER ） を用 い て Zn2
＋−1，5一ビ ス （2一ヒ ドロ キ シー5一ス ル ホ フ ェ ニ ル ）−3一シ ァ ノ ホ

ル マ ザ ン 錯体 （［Zn −HSCF ］）の オ ン キ ャ ピ ラ リー解離反 応特性 に つ い て 検討を行 っ た ．配 位 子 置換 モ ード

GER に よ り，［Zn −HSCF ］の CE 分 離 ・検 出 の 最適条件で あ る pH 　8．80 に お け る そ の 自己解離反応速度定数

（hd） を測定 した と こ ろ，　 hd　
＝

　4．3 × 10
−
5
　s
−
1
（半減期 4，5 時間）を得た．した が っ て ， ［Zn −HSCF ］は 速度論

的 に極め て 安定 で ある こ とが 分か っ た．一
方，［Zn−HSGF ］は ，　 pH 　5，10 の CE 分 離 にお い て 検 出 さ れ な い が ，

こ の と きの kdを置換 配 位子 と して エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 （EDTA ）を用 い た バ ッ チ系に お け る 配 位子 置

換法で 測定 した とこ ろ ，kd＝3．7 × IO
’s

　s
“1

を得 た．こ の と きの 半減期は 3 分 で あ り，　 CE 分離の 時間ス ケー

ル 内 に お い て 錯体 の ほ とん どが 解離す る こ とが 分か っ た．また，キ ャ ピ ラ リ
ー内に お ける 遊 離の 配 位子 の 濃

度 プ ロ フ ァ イ ル の 推算 か ら，CE 分離過程 に お ける ［Zn−HSCF ］の 平衡論 的 安定性 の 評価 を行 っ た と こ ろ ，

pH 　5．IO 及 び 8．80 い ずれの 条件 に お い て も ［Zn −HSGF ］は平衡論的 に 存在 し得 な い 環境下 に お か れ て い る こ

とが 分か っ た．以 上 ， プ レ キ ャ ピ ラ リ
ー
誘導体化 CE に お い て，誘導体化の 段1智で は金属錯体の 平衡論的安

定性 は必要 で あ るが ， 特 に 配位子を添加 しない 泳動緩衝溶液を用い た場合，その 金属錯体 の GE 検出選択性

を決定す る もの は ， 錯体の 速度論的特性 （解離反応不活性性〉で あ る こ とが明らかに な っ た，

1 緒 言

　速度論的識 別 モ ード （KD ）キ ャ ピ ラ リー電気泳動 （CE）1，

は，配 位子 として働 く吸光試薬 に よ り金属イ オ ン をオ フ ラ

イ ン で 誘導体化後，こ れ を試料 と して生 じた錯体や 過 剰試

薬 を CE に て 相互 分離 しオ ン ラ イ ン 検出す る プ レ キ ャ ピ ラ

リー誘導体化 CE 法で あ る．ま た，　 KD −CE の 特徴 は泳動緩

衝液中に 配位子 を添加 しない 点 で ある，こ れ に よ り，誘導

体化試薬 の バ ッ クグ ラ ウ ン ド吸収 の 無 い 高感度 な検出が 実

現す る こ とに 加 え，解離反応 活性 な錯体種は泳動中に 強力

な解離反応場 に さらされ る こ とに よ り解離し，解離反応不

活性な錯体種 だ けが検出される た め，錯体 の 速度論的安定

性 に基づ い た 検出選択性が 発現す る．

　KD −CE 用誘導体化試薬 として ， ア ゾ色素
D
一5），ポル フ ィ

リ ン
5
等 の 様 々 な種類 の 配位子 につ い て 過去 に その 特性が

調 べ られ て い る が，ホ ル マ ザ ン もそ の うちの
一

つ で あ る ．

ホ ル マ ザ ン と は，Rl−N ニN−CRg−N −NH −R2の構造 を有する

化合物で あ り，金属 イ オ ン と呈 色 反 応を示 す こ とか ら，分

析 試 薬 と して 利 用 が 検 討 され て き た
7〕
一一9）．当研 究 グ ル ープ

＊

若 手研 究 者の 初 論 文 特 集
⊥

東 北 大 学 大 学 院 環境 科 学 研 究科 自然共生 シ ス テ ム 学講座 ： 980 −

8579 宮城県 仙台市青葉区荒巻字青葉 6−6 −20

で は，KD −CE の た め の 誘導体化試薬 と して 1，5一ビ ス （2一ヒ

ド ロ キ シー5一ス ル ホ フ ェ ニ ル ）−3一シ ア ノ ホ ル マ ザ ン （HSGF ）

の 適合性を見い だした．特 に Cu2
＋

，　 Zn2
＋

，及 び Mn2
＋
と

い っ た水和金属イオ ン の 水分子交換反応速度定数の 大 きさ

か ら通常解離活性 と され る金属 錯体種 の 分離検出が 可 能 で

あ り ，
こ れ らの 金 属 イ オ ン 種 の 高感度定量法 と し て の

HSCF −KD −GE シ ス テ ム の 有用性 を見 い だ した
ID ）．更 に，

KD −CE に お け る金 属錯体 の 検 出 選 択性 の 起源 が 金属錯体

の 速 度論的特性，も し くは平衡論 的特性の どち らか に よ る

の か を明 らか に す る た め に，CE 分 離 過 程 に お い て Zn2  

HSCF 錯体 （［Zn−HSCF ］，　 Chart　 1） を モ デ ル と し，そ の

速度論的及び 平衡論的安定性 に つ い て 調査 した
11｝．速 度論

的特性 に つ い て は，GE 反応 器 （CER ）
12〕

を用 い て ［Zn −

HSCF ］の 自己解離速度定数 （k，） を測定 した．　 CE 分離 ・

検出の 最適条件 で ある pH 　8．8 で は ［Zn
−HSCF ］の 解離反応

が 極 め て 遅 くそ の 解離反応挙動 を 十分 に 追跡で きなか っ た

た め ， 馬 の 測定 に は至 らなか っ たが ， 泳動緩衝液中 の 水

素 イ オ ン 濃度 の 減少 に 伴 っ て hd も減少す る こ と か ら，

［Zn −HSGF ］は pH 　8．8 に お い て も速度論的 に安定 （解離反

応 不活性）で あ る と推定した．また平衡論的特性 に つ い て

は，分 光光度滴定法に よ り ［Zn−HSCF ］の 安定度定数 を決

定 し，こ れ と KD −CE 分 離 過 程 に お け る 遊 離 の 配 位 子 濃 度
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Chart 　l　Structure　of 　Zn2
＋ −HSCF 　complex

プ ロ フ ァ イ ル の 推算か ら，pH　8．8 にお け る ［Zn −HSCF ］の

キ ャ ピ ラ リ
ー

内錯形成平衡 に つ い て 検討 した とこ ろ ，［Zn−

HSGF ］は KD −CE 分離過程 にお い て 平衡論的に存在 し得な

い 環境下 に お かれ て い る こ とが 分 か っ た．こ れ らか ら，

KD −CE に おけ る 金属錯体 の 検 出選択性 は主 に 錯体 の 速度

論的安定性 に 由来す る もの で ある こ とが示唆 された．

　先述 の よ うに，金属錯体 の オ ン キ ャ ピ ラ リー解離反 応挙

動 は ， KD −CE シ ス テ ム に お い て そ の検 出 選 択性 を 決定す

る要素 で あ る とともに，通常 の プ レ キ ャ ピ ラ リー誘導体化

CE に お い て も検 出感 度 や 分 離 特 性 を左 右 す る重 要 な 因子

で あ る こ とが 指摘 さ れ て い る
13）．しか し，プ レキ ャ ピ ラ リ

ー誘導体化 CE に お ける金属錯体の オ ン キ ャ ピ ラ リー
解離

反 応 挙 動 に つ い て モ デ ル 計 算 に よる 速 度 論的 及 び平 衡 論 的

シ ミ ュ レ
ーシ ョ ン を行 っ た 報告例 は あ るが

14），実際の 金属

錯体系 の kd及び 安定度定数 を算出 し，そ れ らを 用い て 定

量 的に 検討 を行 っ た報告は 当 グ ル
ープ の 既報

lll
を お い て ほ

か に はない ．本報告で は，KD −CE に おい て 金属錯体 の 検

出選択性 が 発現 す る 要 因 を明 らか に す る た め，KD −CE 分

離過程 に お け る ［Zn −HSGF ］の オ ン キ ャ ピ ラ リー解離反応

挙動 に つ い て よ り詳細 な検討を行っ た．は じめ に，解離が

極 め て 遅 く， 配 位 子 置換 法
15 ）16 ）

や CER12 ｝
な どの 従 来法 で は

測 定 が 不 可 能で あ っ た CE 分 離
・検出の 最適 条件で あ る

pH 　8，8 にお ける ［Zn −HSCF ］の kdを，当 研究 グ ル
ープが 最

近 開 発 し た CER の 新 た な 手 法 で あ る 配 位子置換 モ ード

GER （Ligand　Substitution　Mode 　CER ，　LS −CER ）
17）18）を用

い て そ の 測定を行 っ た．こ の 手法 は CER と 配位子置換法

を融合 させ た もの で あ り，オ ン キ ャ ピ ラ リ
ー

自己解離反応

に 加えて 配位子置換反応が同時 に起 こ り見か け上錯体 の 解

離反応が促進 さ れ る ため，上記の 様 に，従来法 で は困難 で

あ っ た 解離 反 応 が 極 め て 遅 い （hd が小 さ い ）反 応系にお

ける 測定 が 可能 とな る．次 に ， KD −CE で は ［Zn−HSGF ユが

検出 され ない pH 　5．1 にお い て，配位子置換法 に よ り hdを

測 定す る一方，既報
11 〕

と同様 に KD −GE 分離過程 にお ける

［Zn −HSCF ］の キ ャ ピ ラ リー内錯形成平衡 に つ い て 検討 し

た．［Zn −HSCF ］の KD −CE シ ス テ ム にお ける 最適条件，及

び 検出 され ない 各 々 の 条件下で の ［Zn −HSGF ］の オ ン キヤ

ピ ラ リー
解離反応挙動に つ い て ，速度論的，及 び平衡論的

観点 の 双方か ら考察 し，KD −GE に おけ る 金属錯体 の 検出

選択性発現 の 本質を定量的 に 調査 した，

2　実 験

　2・1 装　置

　CE 装 置 は ， 日本 分 光製 CE −2070　Plus型 吸 光検出 器 ， 及

び松定 プ レ シ ジ ョ ン 製 HGZE −30PO．25 型 高圧 電源装置 に ，

ジーエ ル サ イ エ ン ス 製溶融 シ リ カ キ ャ ピ ラ リー （内径

0．050mm × 外径 O．375　mm ，全長 45，5　cm ，有効長 93．O

cm ）を装着 して 使用 した．紫外
・
可視吸光分光光度計は，

日立 製 U −3310 を用 い た．

　2・2 試　薬
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ひ ：つ
　特級 亜 鉛 （関東化学製） を精秤 し，6M （＝mol 　dm

’s
）

塩酸 に て 溶解 した後，水を加えて 定容 として 0．OlMZn 標

準溶液を調製 した．HSCF は既報
19 ｝

に 従 っ て合成し，精製

した もの を所定量秤量 し，水 に溶解 して ， 0．01M とした．

プ ロ モ フ ェ ノール ブ ル ー （BPB ， 東京化成製）を所定量秤

量 し，水に溶解 して ，1 × lomgM 溶液 を調 製 し た．エ チ

レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ トリウ ム 塩 （同 人 化 学 製）を所 定

量 秤 量 し，水 に 溶解 して ，O．1M 及 び 0，01M 溶液 を 調製

した．

　2・3　操　作

　2・3 ・1LS −CER に よ る pH 　8．80 に お け る ［Zn −HSCF 】の

解離反応速度定数の 測定　　Zn 標準溶液 （6．3 × ユ0
−’「M ）

に HSCF 水溶液 （6XlO
−4M

），リ ン 酸
一
ホ ウ 酸混合緩衝

液 （5xIO
”3M

，　 pH 　8，88）及 び BPB 水溶液 （4 × ユ0
『5

　M ）

を ， 各規定濃度 と な る よ うに加え ， 塩酸 にて pH 　8．80 に調

整 して CE 注入 試料溶液を調製 した．ま た，エ チ レ ン ジ ァ

ミ ン 四 酢 酸 （EDTA ） 水 溶 液 に リ ン 酸
一
ホ ウ酸 混 合 緩 衝 液

の 濃度 が各々 5x10
−
3M

と な る よ うに加 え，水酸化 ナ ト

リウ ム 水溶液 に て pH 　8．80 に 調整 して ，　 EDTA 濃度が そ れ

ぞ れ 3．15 × 10
−s
，6．30　× 10

−s
，9．45 × 10

−s
，1．26 × 10

−2M

の 泳動緩衝液 を調製 した．

　キ ャ ピ ラ リ
ーを ラ ウ リル 硫酸ナ トリ ウ ム （0．005M ）

一
水

酸化ナ ト リ ウ ム （0．05M ）混合溶液に 次い で
， 蒸留水 で 洗

浄した後，泳動緩衝液を充填 した．試料溶液 は落差法 （落

差 45mm ，注入時間 60 秒） で キ ャ ピ ラ
11 一に 注入 した．

検 出 波 長 は 600nm に 設定 し た．印加 電 圧 を 調 整 し て

（5．0 〜20，0kV ）泳動時 間 を変化 させ た 複数の 電気泳動 図

を取得した．各々 の 電気泳動図に お い て ，錯体 の ピーク高

さ を内標準物質 と し て 添加 した BPB の ピーク高 さで 規格

化 し て ，これ を ［Zn −HSGF ］の キ ャ ピ ラ リー内解離反 応 の

あ る反応 時間 （＝泳動時間内） に お け る ［Zn−HSCF ］の 残

存率 と し，こ れを泳動時間に 対しプ ロ ッ トした．それ を一

次 の 解離反応 と し て 解析 し，あ る EDTA 濃度 に お け る

N 工工
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［Zn −HSGF ］の 見 か けの 解離反応速度 （k
’
） を 得 た．同様

の 操作を EDTA 濃度を変化 させ た 各泳動緩衝液 に 対 して

行 い ，h
’
の EDTA 濃度依存性 か ら ［Zn −HSCF ］の 解離反応

速度定数 （kd）を求 め た．また，以上 の 操作 はすべ て 室温

で 行 っ た．

　2・3・2　配 位 子 置 換法 に よ る pH 　5．10 に お け る ［Zn −

HSCF ］の解離反 応速度定数 の 測定　　l　cm 角石 英セ ル に

あ らか じめ 錯形 成 させ た ［Zn −HSCF ］溶 液 を 300　pL 入 れ，

次 い で ，EDTA 溶 液 を 2700 μL 加 え，600　nm に お け る 吸

光度の 時間変化 を測定 した．この と き ［Zn −HSCF ］ （2．0 ×

10
一SM

） に 対 し，　 EDTA が 大過剰 と な る よ うに 濃度条件

（0、9 × 10
−s〜4．5 × 10

−SM
） を 設定 し た．試料溶液 の イオ

ン 強度 は 0．1 （NaCl ） と し，恒温測定セ ル ホ ル ダーを用 い

て 試料溶液を 25℃ に 保 っ た．

3 結果 と考察

　3・1　［Zn・HSCF 】の 解離反 応速度論解析

　既 報
11）

の CER に よ る hd の 測 定 は pH 　6．4〜8．0 の 範 囲 に

限 られ て い た が，泳動緩衝液 中 の 水素イ オ ン濃度 の減少 に

伴 っ て kd も減 少 す る こ と が 見 い だ さ れ た．し た が っ て ，

pH 　8，80 で は ［Zn −HSCF ］の 解離反応 は 極 め て 遅 い こ とが

予想 され る．そ こで 本稿 で は 遅 い 解離反 応 速 度 を解析す る

際に 適 した LSCERi7 〕
を採用 した．

　LS−GER で は二 つ の 経路 に よ り錯体が解離す る．配位子

を添加 しない 泳動緩衝液 を用 い る KD −CE 分離 プ ロ セ ス で

は
， 過剰の 配位子が 金属錯体 の 近傍 か ら CE 分離 に よ っ て

除去 され る．そ れ ゆ え ， 金属錯体 は 解離方向へ の 推進力を

常 に 受けなが らキ ャ ピ ラ リ
ー

内を移動す る．こ の とき，錯

体の 解離 に伴う分解生成物 （ZnE
＋
及び L5

−
）は電気泳動移

動度の 違 い に よ り錯体バ ン ドか ら直ち に分 離 され るた め ，

そ の 逆 反 応 （Zn2
“

＋ L5
冖

→ ZnLS
−
）は無視 で き る．以 上 の

オ ン キ ャ ピ ラ リー
解離反応 の 反応 時間 は，キ ャ ピ ラ リー

内

で の 泳動時間に等 しい ．金 属錯体 の 解離反応 を追跡す る に

は，金 属錯体の 残存濃度 の 時間プ ロ フ ァ イ ル が 得 られ れ ば

よい ．GER で は 金属錯体 の キ ャ ピ ラ リ
ー

内解離反応 プ ロ

フ ァ イル を反応時間 （＝泳動時間）の 増加 に伴 う錯体 の ピ

ーク 高 さの 減少 と して 獲得 し，こ れ を解析 し て kd を 算出

す る
12 ）．LS−CER で は こ れ に加 え，泳動緩衝液中 に競争配

位子 （YS
−
） を添加 して い る た め，金属錯体 （ZnL

”’
　

’
） の

自己解 離 反 応 に加えて YS
冖
に よ る 配位子 置換 反 応 （ZnLS

−
＋

YS
−

→ ZnY
−

＋ L5
−
）が 同 時 に起 こ る．上 述 の CER と同様

の 理 由 に 加 え，こ こ で は 配 位 子 置換 反 応 が 擬
一

次条件

（ZnLS
一
に 対 し YS

一
が 大 過 剰 ） とな る よ う に 泳 動 緩 衝 液 中

の ［Y］を設定 して い る た め ， 逆 反応 を考慮す る必 要 は な い ．

そ の た め，LS．CER に お け る ZnLS
一
の 解離反応 の 速 度式 は，

次式で 表す こ とが で きる ．

d［ZnL ］
　 　 　 ＝kY［ZnL ］［Y］＋kd［ZnL ］
　 dt

（1）

　kyは YZ
一
に よ る ZnLS

一
の 配位子置換速度定数で あ る．こ

こ で，

k’＝ kY［Y ］＋ ぬ

と して ，両 辺 を積 分 す る と次 式 （3 ） を得 る．

［認 一卵
’
t・）

（2 ）

（3 ）

　こ こ で ，t，r，は 錯体 の 泳動時間，［ZnL ］o は t。、＝O に お け

る 錯体 の 濃度で ある ．LS −CER で も GER と 同様 に
， 泳動

時間の 増加 に 伴う錯体の ピー
ク高 さの 減少 の 度合 い か ら，

錯体の キ ャ ピ ラ リー内解離 反 応 プ ロ フ ァ イ ル を得 る．式

（3 ）は更 に ， 錯体 と 内標 準物質の ピーク 高 さ Hz 。L ，
　 HBPB，

係数 α を用 い て
12｝
，次式 の よ うに 表せ る．

器 ・ 毳・xp （一岡 （4 ）

　Fig．1 は，印加電圧 を変化させ て ，泳動時問を制御 した

ZnLS
一
の
一

連 の 電気泳動図で あ る．各 々 の 電気泳動図か ら，

BPB に 対す る ZnLS
一
の 相対 ピー

ク 高さ （Hz 。 L／HBPB）を求

め，こ れ に 対 して tm をプロ ッ トし て，　 LS −CER に お ける

ZnLB
”

の 残存率 の 時間プロ フ ァ イル を得た．こ れを Fig．2

に示す．こ れ を式（4 ）で フ ィ ッ トして ［Y］
＝6、3 × 10

−SM

の 時の 見 か け の 解離速度定数 （h
’
）と して 4，3 × 10

−4s − 1

を得 た．更 に，式（2 ）の hYと hd の 関 係を利 用 して kdを

算 出 す る た め，［Y］を変 えた種 々 の 泳動緩衝液 を用 い て 上

と同様 の 実験及 び解析 を行 い ，そ の 各々 につ い て k’を得

た．こ の ように ，得 られ た そ れ ぞ れ の h”を EDTA 濃度 に

対 して プ ロ ッ ト した結果 を Fig、3 に 示す，こ れ を，式（2）

で 直線近似し，その 切片 と して hd ＝4．3x10
−5s −1

を得た．

こ れ よ り，［Zn −HSCF ］の 半減期 は 4．5 時間 となり，錯体 の

泳動時間を Fig．1 と同
一

の 4〜20分 とす る と，わず か 1
〜5％ しか解離 し ない こ とに なる．すなわち，pH 　8．80 に

お い て ［Zn −HSCFI は ，　 GE 分離の タ イ ム ス ケール 内で は ほ

とん ど解離せ ず ， 速度論的に 極め て安定 で ある こ とが 明 ら

か と な っ た．ま た 逆 に，こ の よ ケな ［Zn −HSCF ］の 解離反

応 不 活 性 性 が ，通 常 の GER で はそ の オ ン キ ャ ピ ラ リー解

離反 応 挙動 の 追 跡 と ， 絹 の 測定を不 可 能に して い た と言

え る．

　
一

方，pH 　5．1 に お い て ［Zn −HSCF ］は KD −CE で 検 出 さ

れ ない ．そ れ ゆ え，解離反応速度 の 解析 に CER が 適用で
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Fig．　l　Tアpical　electropherograms 　fbr　Zn2
＋−E【SCF　comp 旦ex 　and 　BPB 　by　LS−CER

SampIe ： ［Zn2
＋
］
＝6，3 × 10

−5M
，［HSCF ］

＝6xlO
−4M

，［BPB ］
＝4 × 10

−5M

，［Na2HPO4 ］　
＝1 × 10

−sM

，
［HsBOa ］

≡4xlO
−3M

（pH 　8．80）．　 Electrophoretic　buffer： ［EDTA ］
＝6．3　x　10T3M ，［Na2HPO4 ］

＝1 × 10
−sM

，
［HsBOs ］

＝4 × 10
−BM

（pH 　8．80＞．　 Sample　injection　method ： hydrodynamic 　action （height　difference，△ん
＝

451n叫 60　s）．　 Gapillary： fUsed・silica　capillary 　tube （50μm 　i．d，，　total　length≡45．5　cm ，　effective 　length≡33．O
cm ）．　 Applying　voltage ： （a ＞20．O　kV ；（b＞8，0　kV ；（c）5，0　kV，　 Detection　wavelength ： 600　nm ，

。［
謾
N］丶［
嗣
N］

3

2

1

00200

　　　400 　　　600 　　　800 　　　10GO 　　 1200

t［n

Fig．2　Reaction　profile　obtained 　fbr　Zn2
＋−HSCF 　com −

plex　by　LS −CER 　at 　pH 　8．80　and ［EDTA ］
＝63 × 10

−s
　M

10

8

6

　

4

【．の
マ

O【丶」
噸

2

00

5

［Y ］110
．3M10

15

Fig．3R ・1・ti・ n ・hip・b・ tween 　 k’・f・Zn ！“ −HSCF ・・ m −

plex 乱nd 　 EDTA 　 concentration 　 in　 electropohretic

buffer　solution

きない ．そ こ で ，
こ の pH 条件 に お い て 配位子置換法 に よ

っ て hd の 測定を試 み た．配 位子置換法 に お い て も錯体 は

自己解離 反 応 と配位子 置換反 応 の 二 つ の 経路 に よ り解離

し，競争配 位子 が 錯 体 に比 して 大 過 剰 に存在する の で 逆 反

応が 無視可能で あ る．した がっ て ，配位子置換法の 解離反

応 の 速 度式 は，式 （1 ） と同
一

で あ る．こ こ で は，

る．

器 一
… （

一・・b・t）

　 ［ZnL ］ln　 　 　 　＝−k。tst
　 ［ZnL ］o

（6 ）

（7 ）

k。bs ．・　kY［Y］＋馬 （5 ）

と し て ，式 （
．
1 ） を積分す る と 次式 （6 ） 及 び （7 ） を得

　こ こ で ， t は反 応 開 始時か らの 経過時間で あ る．式（7）

は更 に ， 反応開始時 の 吸光rc　Eo，平衡時 の 到達吸光度 E ．．，

t秒後 の 吸 光度 E を用 い て，次 式 の よ うに表 せ る．
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Fig，4　Ligand 　exchange 　reaction 　profiles　of 　Zn2
＋

壬ISCF
complex 　at 　various 　EDTA 　concentration

［Zn2
＋ −HSCF ］

＝2．O　x 　lO
−HM

，［EDTA ］；（a ）0．9 × 10
−sM

；

（b）1．8 × 10
−sM

； （c ）2．7x10
−sM

； （d＞3．6 × 玉0
−sM

；

（・）4．5x10
一3M

，［CH 、COOH ／N ・OH ］
− 5 × 10

−3M
，
　pH

5ユ0ノ ＝0，ユ（NaCl＞，λ＝600　nm ，25℃．

 尾一＝
E

勗

一
一

盈

鑑
h （8 ）

　反応開始時か ら平衡状態が 確認で きる まで 吸光度 を測定

し，t に対 し て 吸光度か ら求め られ る 金属錯体残存度 の 自

然 対数値の プ ロ ッ トを Fig．4 に 示 す．式 （8 ）で フ ィ ッ ト

して 各EDTA 濃度 に対す る h。b，を得 た．更 に，　 Fig．5 に示

す よ うに k。b、を EDTA 濃度 に対 して プ ロ ッ トし，式 （5 ）

で フ ィ ッ トして hd＝3．7 × ユ0
−
Ss

−
1
を得 た．この 場合 の 半

減期 は わず か 3 分 で あ り，pH　5，1 に お い て ［Zn −HSCF ］が

KD −GE で 検出されなか っ た の は，通常の CE 分離 の タ イム

ス ケ
ー

ル で は錯体が検出器 に 到達す る 前 に ほ とん ど解離 し

た （速度論的 に 不 安定 で ある ） た め で あ る．

　以上 ， 本節 で は pH 　8，80 と pH 　5．ユ0 に お け る ［Zn −

HSCF ］の 速度論的特性 を定量的 に 明らかに した．本節 で

得 た kdは ど ち ら も既 報
11〕

の プ ロ トン 濃度の 増加 に 伴 っ て

hdの 値 も増加す る傾向 と
一

致 し ， 泳動緩衝液中の プ ロ ト

ン 濃度 の 増加 に よ っ て ［Zn −HSCF ］の 自己 解離反応速度が

加 速 され る既 報 の 説 を 支持 す る もの で あ る．

　3・2　CE 分 離過程 に お け る 【Zn・HSCF ］の 平衡 論 的安定

性 の 推算

　 CE 注入前 の 試料溶液 に は 配位子 が 過剰 に 存在す る の で

金属錯体 は ，平衡論的に 安定 で あ る と言 え る が ，GE 分離

中の 場合，電気的移動度の 違い に よ り配位子 は錯体 か ら直

ち に分離され，錯体 は解離方向へ の 推進力 を受ける．こ れ

は 言 い 換える と錯体 は 平衡論的 に不 安定 な環境下 に ある と

い うこ とで あり， そ の 詳細 な検討が 必要 とな る．そ こ で
，

実際 の CE 分離過程 にお け る ［Zn −HSCF ユの 平衡論的安定

25

20

15
　

　

10

 

も【
丶、。。
受

5

00

．0 1．0 2．D　　 　　 3．0

［EDTA ］〆10
’コ
M

4．0 5．0

Fig．5　Rel乱tionship 　between　k。b、　of 　Zn2
＋−HS （〕F　com −

plex　and 　EDTA 　concentration

性 の 評 価 を行 うた め に，副 反 応 （亜 鉛 の ヒ ドロ キ ソ 錯体 の

形 成 と HSCF の プ ロ トン 化） を 考慮 した ，条 件安 定 度 定

数 （K
’
z。L，次式） に 基づ く検討 を行 っ た．

　　　 ［ZnL ］K ”ZnL ＝
　 　 　 ［Zn1］［L］

（9 ）

　こ こ で
， ［Zn

「
］， 及 び ［L

’
］は それ ぞ れ 遊離 の 亜 鉛 ， 及び

HSGF の 全濃度 で あ る，ま た ， キ ャ ピ ラ リーに お け る

HSCF ピークか ら △z だけ離 れ た場所 で の HSCF 濃度 は，

以 下 の 式で 推算す る こ とが で きる
ll）．

一 弗 判 （10）

　こ こ で ，Cp。。k は HSCF ピー
ク に お ける HSCF 濃度，σ

は HSGF ピ ー
ク の 半値幅，　 Caz は HSCF ピー

ク か ら △z だ

け離れ た場所 に おけ る HSCF 濃度 で ある．本報告 の 場合，

泳動緩衝液 と CE 注入試料溶液の 緩衝液の 組成 と濃度 は 同

一
で あ り，ス タ ッ キ ン グ に よ る濃縮は起 こ らない と考えら

れ る の で Cp。。k ≡1 × 10
‘SM

と仮定す る．

　pH 　8．80 の 場合，　 K
’
z。L ＝IOI4

，7
で あ り

1Ul9 〕20｝，錯体 が

99．9％ 平衡論的 に 安定 に 存在す る た め に 必要な HSGF 濃

度 は式（9 ）か ら ［L
’
］
＝10

−11’7M
とな る．そ の

一
方，印加

電 圧 20．O　kV の 時 に 得 られ た 電 気 泳 動 図 の 場 合 ｛Fig．1

（a ）｝，△z
≡llσ で あ り， 式（10）か ら C△。

＝10
”29』ヨ

を得 る

が，こ れ は ［L
”
］
＝10

−11’7M
を大 き く下 回 っ て い る ．した

が っ て ，IZn−HSCF ］は平衡論 的 に ほ と ん ど存在 し得 な い

条件下 にお か れ て い る こ とが 分か る．また，印加電圧 が低

くなる に 従 っ て △ z も増大す る の で ，い ずれ の 印加電圧 に

お い て も［Zn −HSCF ］は 平衡論的 に 存在 し得 な い と言 え る．

　pH 　5．10 の 時，　 K ’
z。L ＝IO5’s で あ る か ら

ll）19〕20），錯体が
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99％ 平衡論的に安定に存在す る た め に必 要 な HSGF 濃度

は式（9 ）か ら ［L
「
］
≡10

一
繍 M とな る．ま た，式 （10）か

ら HSCF 濃度 が 10
−s’E

　M 以 上 に な る Az は 1．2σ 以 内 と な

る．す な わ ち，［Zn−HSGF ］と HSGF の ピ ークが 重 複 し な

い 限 り，［Zn −HSCF ］は 平衡論的 に不安定 で あ る こ と を表

し て い る ．実験 の 項 に 記 し た操作 と は 別 に，Zn 標準溶液

を Fig，1 の 10 倍添加 して 金属過剰 と し，ほ と ん どの 配位

子が錯体 を形成す る注入試料 を用い て，実際 に pH 　5，10 に

お ける 電気泳動 図 を取得 し た ．そ の 結 果 ，印加電 圧 が

25．OkV の 場合 ，
　 HSCF の ピー

ク の 3，5σ 離 れ た 位置 に

［Zn −HSCF ］の 痕跡 が確認で きたが ，
　 HSGF の ピークか らは

1．2σ 以 上 離 れ て お り，こ の 場 合 も ［Zn−HSCF ］は平 衡論 的

に存在 し得 ない と言 える．

　以 上，［Zn −HSCF ］の 安定性 に つ い て，本節に お い て は

ど ち らの pH に つ い て も平 衡 論 的 に 不 安 定 で あ る こ と を推

算に よ り示 した．これ に対 し，前節 で は，速 度論的 に pH

8．80 の 時 ［Zn−HSGF ］は速度論的 に 極 め て 安定 （解離反応

不活性）で あ り，KD −GE 分離過程 に お い て ほ と ん ど解離

せ ず に検出 され る
一

方，pH 　5，10 の 時は 速度論的 に 不安定

（解離反応活性）な た め ，CE 分離 の 時間ス ケ
ー

ル 内で ほ

と ん どが 解離 し検出 され ない こ とを 明 らか に した ．こ れ ら

か ら，KD−CE に お い て 錯体が オ ン キ ャ ピ ラ リ
ー

検出 さ れ

る本質 は，錯体 の 速度論的特性が 支配 して い る と言える．

4　結 言

　以 上 ， 本 報告 で は，解離反 応 が 極 め て 遅 い た め測 定 が 困

難 で あ っ た pH 　8，80 に お ける ［Zn −HSCF ］の kd を LS−CER

を用 い て 測定す る こ とに 成 功 した．更 に これ に 基 づ い て ，

KD −CE に お け る ［Zn −HSCF1 の オ ン キ ャ ピ ラ リー
解離反応

挙動 に つ い て ，速度論的，及 び平衡論的観点 の 双方から考

察 し，［Zn −HSGF ］の CE 分離
・
検出の 最適条件 で あ る pH

8，80 に お い て
， ［Zn −HSCF ］は ，平衡論的 に は 存在 し 得な

い 環境下 に おか れ て い る に もか か わらず速度論的 に極 め て

安定 （解離反応不活性） で あ り，KD −CE 分離過程 に お い

て ほ と ん ど解離 せ ずに検出 され る こ と を明 らか に した．一

方 ， KD −CE で は検出 さ れ な い pH 　5．10 に お い て ， ［Zn −

HSGF ］は 平衡論的 に不安定で あ る 上 ，速度論的 に不安定

（解離 反 応 活性） な た め ，GE 分離 の 時間ス ケール 内 で ほ

とん どが 解離 し検出 され な い こ と を明 らか に した．以 上 か

ら，キ ャ ピラ リ
ー

注入 前の 誘導体化段階 で は金 属錯体 の 平

衡論的安定性 は 必要で あ るが，プ レ キ ャ ピ ラ リ
ー
誘導体化

CE に お ける 金属錯体 の 検 出選択性 の 本質 は，錯体 の 速度

論的特性 に ある こ とが 明 らか に なっ た．また ，水和金属イ

オ ン の 水分子交換反応速度定数 の 大 きさか ら，通常解離活

性 と さ れ る Zn2
＋

の 錯体 で あ る に もか か わ らず，［Zn −

HSCF ］は速度論 的 に 安定 で あ る こ の 事 実 は，　 HSCF が つ

くる比較的剛直 な配 位環境 に よ りもた らさ れ る もの と言え

る
1u ）．そ れ ゆ え ，

　 HSCF を基 に して 比 較 的 ソ フ トな ドナー

原 子 （N ） を 導入 した 1，5一ビ ス （4 ス ル ホー8一キ ノ リ ン ）−3一シ

ア ノ ホ ル マ ザ ン を設 計
・合成 した と こ ろ，同様に 解離活性

と され る ソ フ ト重金 属 イ オ ン （Hg2
＋

，　Cd2
“

，　Zn2
＋

，　Cu2
＋

）

と速度論的 に 安定な錯体 を形成し，プ レ キ ャ ピラ リー
誘導

体化 GE で こ れ らの 錯体種 の 同時検出が 可能で ある こ と を

見 い だ した
21）．

　 また，本報告 で は遅い 解離反応速度を解析する た め に新

し く開発 さ れ た LS −CER を主 要 な 解析手段 と し て 利 用 し，

そ の 結果以 上 の 結論を得た．こ れ は ， 速 い 解離反応速度を

解析す る ため に 開発 された μCER22
♪
に並び，　 GER の 解析範

囲 を拡 張 し，解 離 反 応 速度 解析 の ツ
ール と して こ れ ら の 手

法 の 有用 性 を強 く支持 す る とい う 「副 産 物」 を得た事に相

当する，更に は，金属錯体に限 らず，生体分子 を始め とし

た種 々 の 複 合 体 の 解 離 反 応 解 析法 と して も こ れ らの 手 法 が

有用で ある と考 え る．
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Estimation ofOn-Capillary  Dissociation Characteristics of  Zn(II) Complex

       with 1,5-bis(2-hydroxy-5-sulfophenyl)-3-cyanoformazan by a

                  Capillary Electrophoretic  Reactor
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ohoku  Unlverslty,

 The  on-capillary  dissociation reaction  properties of  the  Zn(II) complex  with  1,5-bis(2-hydroxy-

5-sulfophenyl)-3-cyanoformazan  ([Zn-HSCF]) have  been  studied  using  the  Capillary

Electrophoretic Reactor (CER). The  solvolytic  dissociation reaction  rate  constant  (kcl) of  [Zn-
HSCF]  under  the  optimal  conditions  fbr CE  separation  at pH  8.80 was  determined to be 4.3 ×

10-S s-i  (halflife period was  4,5 hours)  with  ligand  substitution  mode  CER.  Thus,  it is clear
that [Zn-HSCF] is extremely  inert at pH  8.80 in a kinetic sense,  On  the other  hand, [Zn-HSCF]
was  not  detected at pH  5.10 in the CE  system.  The  kd value  at  pH  5.10 was  determined to be
3.7 × 10-S  s-i  by  a  batch-wise method  with  a  ligand  substitution  technique  using  EDTA  as a

substitution  ligand, The  halflife period was  calculated  to be only  3 minutes,  suggesting  that

almost all  [Zn-HSCF] dissociates on  the time  scale  of  CE  separation  at  pH  5.10. From  an  esti-

mation  of  the fr'ee ligand concentration  profiles in the capillary  during CE  separation  processes,
it was  shown  that  CE  separation  gives an  almost  thermodynamicalIy  unsuitable  environment  fbr

[Zn-HSCF] at  both pH  8.80 and  5.10. Thus, it is concluded  that the  detection selectivity  of

metal  complexes  in the  pre-capillary derivatization CE  depends  on  the  kinetic stability,  i.e. the

dissociation reaction  inertness of  the metal  complexes,  though  their thermodynamic  stability  is

necessary  only  fbr the pre-capillary derivatization step.

Kaywords  : metal  complex;  dissociation kinetic analysis;  capillary  electrophoresis;  dissociation

         rate  constant;  detection selectivity.


