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博士論文要録

高速液体クロマ トグラフィーによる微量重金属の同時定量法に関する研究

一 ノ 木 進

学 位 授 与: 金 沢 大 学( 1991年 9月 28日)

当初は,主 に有機化合物の分離に用い られていた高速

液体 クロマ トグラフ ィー(HPLC)が,金 属錯体の分離

に よく利 用 され始 めたの は,1970年 代 末 頃か らで あ

る.

著者 も1970年 代末 頃か ら,吸 光検 出HPLCに よ る

多元素同時分析法の研究 に着手 した.こ の方法の第一の

魅力 は,従 来の吸光光度法 では他の共存元素が 目的元素

と同様に錯体 を形成 して妨害す るような場合 でも,こ れ

を流れ分析 の中 に置 くことで,共 存元素 までもが同時 に

定量 で きることにあ る。第二 には市 販の安価 なHPLC

を何 ら改造 することな く,そ して特別な熟練 を要 さず に

高感度にかつ正確 に分析 できることである.

1. ジチオカルバ ミン酸塩 をキ レー ト試薬 とす る方法

ジエ チルジチ オカルバ ミン酸ナ トリウム(DDTC)を

用いて,重 金属 イオンを中性 の金属錯体 と してクロロホ

ルムに抽出 し,そ の一 定量 をテフロ ン製のC18ミ クロ

カラムに注入 して,Cd,Mn,Pb,Fe,Zn及 びCu錯 体 を

30分 で分離 できた.金 属錯 体の カラム内解離 を抑制す

る目的で,溶 離液 にもDDTCを 添加 した.Pb,Zn及 び

Cuの3金 属 についてブ ランク及 び0.5～10ppmの 水溶

液50mlを 用 い,溶 媒抽出/HPLC法 による検量線の相

関係数 は0.999以 上 であ った.本 法 による河川水 中の

Pb,Zn及 びCuの 分析 結果 は,AAS法 と よ く一致 し

た.

ピ ロ リ ジ ン ジ チ オ カ ル バ ミ ン酸 ア ン モ ニ ウ ム

(APDC)で もAPDCを 溶離液に添加 したが,そ の自己

縮合反応のために,室 温ではクロマ トグラムのベースラ

インが ドリフ トした.そ こで,溶 離液びんを氷冷 したと

ころ,自 己縮 合反応が抑制 され,極 めて安定 したべース

ラインが得 られ た.こ のベースラインの安定化,APDC

の金属錯体の安定性及び分離能 の高 いステン レス製C18

カラムを用 いたことが相まって,Pb,Ni,Co,Cu,Hg及

びBiの6錯 体 が定量的 にベース ライン分離 でき,定 量

下限は0.5ppmか ら5Mg/ml(ppb)に 改善 された.本 法

を河川水 及び果樹葉試料 に適用 して得 られた結果 は,

AAS法 及び保証値と良 く一致 した.

ヘキサ メチ レンジチオ カルバ ミン酸塩(HMDC)を

用いて検討 したところ,逆 相系の溶離液中でのキ レー ト

剤 自身 の 安定 性 はDDTCやAPDCよ りも優 れ て お

り,そ の金属錯体のモル吸光 係数 も最 も大 きかった.こ

の方法 によ ると,Cd,Ni,Pb,Zn,Cu,Hg,Co及 びBi

の8金 属 錯体 が完 全分離 でき,定 量下 限 も1ppbま で

下 げることがで きた.検 量線 も1ppbか ら1ppmの 範

囲で相関係 数は0.999以 上であ った.本 法 を河川水,動

物及 び植物組織中の重金属の分析 に応用 し良好 な結果 を

得 た.

2. β ジケ トンをキ レー ト試薬 とする方法

上 記のSS配 位 のキ レー ト剤で は対象金属 が限 られる

ので,OO配 位 のキ レー ト剤,ア セチル アセ トン(AA)

につ いて種 々の検 討 を行 った.そ の結果,Cu,Be,Al,

Ga,Fe及 びPdキ レー トが分 離 で き る こ とが分 か っ

た.今 までと同様 に溶媒抽 出の後 に抽出液 をHPLC分

析 した結 果,Cu,Fe及 びPdの3金 属 について,お よ

そ5ppbか ら10ppmの 範囲内で良好な検 量線 が得 られ

た.本 法 を水,ウ シ肝臓組 織及 び植 物葉 中のCuとFe

の 定量 に応 用 し,良 好 な結 果 を得 た.次 に,AAキ

レー トよりも大 きなモ ル吸光係数の期待で きる,ベ ンゾ

イル アセ トンにつ いて検討 したところ,be,Cu,Al,Ga,

Fe及 びPdに ついて100倍 の濃度範 囲で良好 な検量線

が得 られ,Al,Ga,Fe,Inの4金 属 は,フ レームAAS

よりも高感 度に分析 できることが分か った.

3. オンラインカラム濃縮を利用す る方法

以上の溶媒抽 出法 は,ppbレ ベルの金属 を定量す るに

は約50mlの 試 料水 を必要 と し,ま た抽出液 の ご く一

部(約10μl)だ けを分析 に用 いるとい う無駄 があ る.

そこで,HMDC錯 体 をオ ンカラム濃縮 の後 に分析 す る

方法 を検討 した.試 料液 に緩衝液 とHMDC溶 液 を添加

し,こ の液 の2mlを 濃縮 カ ラム内 で濃縮 した後,分 析

カラム に導 いて分離定量 した.2mlの 標準 液 を用 いて

作 成 した両 対数 検 量 線 は,金 属 に よ って 下 限0.1～2

ppbか ら上 限200～800ppbま で相 関係 数0.9995以 上

の 良 好 な 直 線 と な り,検 出 限 界 は 金 属 に よ っ て

0.04～0.55ppbで あった.ま た6回 の測定 における再現
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性 は10ppb試 料 で 相 対 標 準 偏 差 が 平 均1.5%で あ っ

た.本 法 に よ り1ml程 度 の試 料 中 のppbレ ベ ル のCd,

Ni,Pb,Cu,Hg,Co,及 びBiの 同 時 定 量 が 可 能 と な っ

た.
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Studies of the Simultaneous Determination of Trace Metals by 

High-Performance Liquid Chromatography

Susumu ICHINOKI

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Hokuriku University, 

Ho 3, Kanagawa-machi, Kanazawa, Ishikawa 920-11

(Awarded by Kanazawa University dated September 28, 1991)

Simultaneous determination methods for trace metals have been studied by high-performance 

liquid chromatography (HPLC) with photometric detection. The metals to be determined were 

extracted into the organic phase of a small volume or enriched on a  C18 mini-column as their met-

al chelates. The extracted or enriched metal chelates were separated on a  C18 analytical column 

and then detected with the usual type photometric detector. Some dithiocarbamates and  ƒÀ-

diketonates were used as chelating agents. The HPLC methods combined with solvent extrac-

tion enabled a multielement analysis of ng/ml (ppb) levels of Cd, Ni, Pb, Zn, Cu, Hg, Co, and Bi 

in a  50-ml water sample. The methods were applied to multielement analyses of river water as 

well as several standard reference materials. The results showed good agreement with those of 

AAS or certified values. An on-line column enrichment method was also used for the simul-

taneous determination of Cd, Ni, Pb, Cu, Hg, Co, and Bi. To a 2-ml sample solution, 400  Ill of a 

buffer solution, 100ƒÊl of 0.01 M hexamethylenedithiocarbamate (HMDC) and 5ƒÊl of chloroform 

were added. Then, a  2-ml aliquot of the resultant solution was injected onto a  C18 mini-

column. The enriched HMDC chelates were then separated on a  C18 analytical column. The 

detection limits were 0.04 to 0.55 ppb, depending on the metals. The method was applied to a 

multielement analysis of tap water.
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新規な機能をもつ核酸結合性小分子の研究

井 原 敏 博

学 位 授 与 : 九 州 大 学( 1993年 3月 26日)

本研究で は,全 く新 しいタイプのDNAの 切断試薬

と検 出試薬を開発 することを目的 と した.こ れ らの試薬

は遺伝子解析技術 にとってはまさに主役である.具 体的

には,適 当なDNA結 合性分子 と機能性 分子 のハ イブリ

ッ ド化 とい う非常 にシンプルな概念 に基づいて分子設計

を行った.そ の結果,DNA切 断試薬に関 して は,こ れ

までにない機構 によって切 断を行 う新規 化合物 を実現す

るに至 った.一 方,DNAの 検出試薬に関 して は,電 気

化学活性基 を有するDNAリ ガン ドを合成 した.電 気化

学的検出法は本来,非 常に高感度な手法であ り,こ の新

規試薬 によって微量 のDNAを 高感度に分離 ・分析す る

新 しい方法論 の有用性を示 すことができた.

本論文は,こ れ らの研究成果 をまとめた ものであり,

全5章 か ら構成 され ている.

第 1 章 "序論"で は,本 研究の背景,意 義,な らびに

目的,新 規機能性配位子 の分子設計,さ らに論文構成 に

ついて述べた.

第 2 章 "連結 鎖が金属配位 能 をもつ ビスア ク リジ ン

型化合物"で は,典 型的 なDNA結 合性物質の一つであ

るインターカ レータと金属配位能 を有すると考 えられ る

オ リゴエチ レングリコールとのハ イブ リッ ド化合物 につ

いて論 じた.こ の機能性配位子 については,1)金 属が

DNAの リン酸 と,配 位子 のエチ レングリコール鎖へ配

位 する ことによる複合体 の安 定化 と,2)金 属のDNA

への濃縮に よるDNA鎖 の部位特異的加水分解の二つが

期待で きる.具 体的には ビスインターカ レータの連結鎖

にペ ンタエチ レングリコール鎖 を導入 したビスアクリジ

ンを合成 した.

1)に 関す る明確 な定量化はできなかったものの2)の

DNAの 加水分解については,共 存金属 と してCu2+や

La3+を 用いた系において切 断が促進 されてい ることが

わかった.さ らに,Cu2+の 系 において は機能性 配位子

の結合部位 と切断部位 はかなり良い一致 を示 してお り,

機能性配位子 とCu2+の 協同的作 用 でDNAを 切 断 し

ている ことが明 らかになった.こ の金属配位部位 を有す

る配位子 によって,人 工の化合物 を用 いたDNAの 加水

分解をは じめて示唆 することがで きた.

第 3 章 "連 結鎖 が電 気化 学的活性 を もつ ビスア ク リ

ジ ン型化合物"に お いては,DNAの 電 気化学的検 出に

つ いて論 じた.DNA は通常 の状 態で は酸化還元不活性

で ある.し たがって,DNAを 電 気化学的手法 によ り高

感度に検 出するためには酸化還元活性基で ラベル化する

ことが必要 である.さ らに,こ の ラベル化剤 としては,

共有結 合を用 いない可逆的 な結合 によるものが簡便で取

扱いやすいと考え られる.そ こで,機 能性DNA配 位子

として,ビ スインターカレー タの連結鎖に酸化還 元活性

である ビピリジル基 を導入 したビスア クリジンを合成 し

た.

この酸化還元活性配位子 は,DNAに 結合 した状態 で

もその活性 を失 わず,電 気化学的応答が可能であった.

この ことは,こ の配位子 がDNAの 電気化学 的 ラベル化

剤と しての可能性 を有す ることを示す ものである.さ ら

に は,そ の酸化還元電位 の変化 は,DNAと の相互作用

様式 につ いての情報 も与える ことがわかった.

また,こ の酸化還元活性配位子 は,複 合体 への可視光

照射 に よ り,DNAを 効率 良 く切 断す る フォ トヌ ク レ

アーゼと しての活性 も有す ることがわかった.反 応機構

の検討 によ り,こ の切断反応 は,光 照射 に伴 うアク リジ

ン部位 からビピリジル部位への分子 内電子移動 が関与 し

た非常 にユニ ークなものである ことが示唆 された.

これまでに,DNAの 研究 に電気化学 を用い た例 はほ

とんどな く,こ の化合物 によ り,DNA化 学への電気化

学 の導入が非常 に興味深い知 見を与 えることを示 すこと

ができた.

第 4 章 "電気化 学活性 基で修飾 したオ リゴヌク レオ

チ ド"に おいては,第.章 と同様,DNAの 電気化学的

高感度検出 を目的 として合成 した酸化還元活性配位子 に

ついて論 じた.第.章 で得 られ た結 果の上 に立 って,

DNA結 合部位 と してオ リゴヌク レオチ ドを用い た.即

ち,標 的配列 との特異 的3本 鎖形成 を期待 した.さ ら

に酸化還元活性部位 としてフェロセ ンを用 いて,正 電位

側 でのアノーデ ィック酸化 による高感度 な応答 を期待 し

現連絡先の機関 九州大学工学部応用物質化学科分子 シス

テム工学 コース専攻:812 福岡県福岡

市東区箱崎6-10-1

学会受付　1993年11月12日



1 8 8 BUNSEKI•@ KAGAKU Vol. 43  (1994)

た.

合成 したオ リゴヌク レオチ ドは,フ ェロセ ン修飾後 も

.本 鎖形成能 を維持 しているばか りでな く,逆 に,修 飾

によ り若干 なが ら親和性の増大 も観察 された.こ の原因

と しては,フ ェロセ ンを含 む修飾部位 とDNA塩 基 との

疎水 的相互作用 や水素結合 による安定化が示唆 された.

さらに,DNAと の複合体 の電 気化学的検出実験 におい

ては,10-15モ ルという驚異 的な高感 度検 出が可能 であ

った.

DNAフ ラグメン トをその長 さや全体的 な疎水性 など

で分離する方法 はあっても,塩 基配列 を認識 した うえで

分離 ・分析 す る手 法 は未 だほとん ど未開拓 の状態 にあ

る.本 法 は,DNAの 微量検 出に これ まで用 い られてき

た ラジオ アイ ソ トープ(RI)に も代 わ り得 る,非 常 に

実用的な新検 出手法 と しての可能性 を有す ることがわか

った.

第 5 章 "結論"で は,以 上 の成果 を総括 し,全 般にわ

たって考察を行 った.
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DNA ligands carrying new functions such as metal binding capability and redox activity were 
synthesized. These novel DNA ligands were designed for 1) hydrolytic cleavage of DNA phos-

phodiester backbone assisted by the metal ion and 2) the ultrasensitive detection of DNA by using 
electrochemical methods. In the DNA cleavage experiments, a cooperativity was observed be-
tween the action of metal ions and metal-binding DNA intercalator. It was assumed that the 
strain in the phosphodiester bonds induced by the intercalator accelerated the metal-assisted hy- 
drolysis reaction. This is the first example of the intercalator-metal cooperated hydrolysis of DNA 

phosphate chain. The electrochemical labeling of DNA based on reversible binding modes such 
as intercalation and oligonucleotide-directed triple helix formation was realized. Using the spec-
troscopic, hydrodynamic and voltammetric methods, the author has made it clear that a bis-
acridine-type DNA ligand containing viologen unit is useful as a nondestructive activating reagent 
for DNA for electrochemical study of DNA-ligand interactions. On the other hand, oligopyrimi-
dines modified with ferrocenyl group as a reporter moiety have been proven to be applicable to 

practical use as a probe for electrochemical detection of targeted double stranded DNA. This de-
tecting system combined with HPLC (equipped with an ordinary electrochemical detector) has 
facilitated an ultrasensitive analysis of DNA sequence; detection below femto mol level has been,. 
accomplished. The methodologies developed in these studies provide a new possibility in analy- 
tical technique of DNA. In addition, a facile introduction of redox active site onto DNA is ex-

pected to give a new tool for studying the chemistry of DNA.
(Received November 12, 1993)

Keywords DNA ligand, DNA cleavage, hydrolysis, nondestructive labeling, DNA probe, elec-

trochemical detection, HPLC-ECD, triple stranded DNA, sequence specific detection


