
生体活性物質への電解化学発光法の適用について

臨床薬学の立場からは、病気治療のために
体内に注入された薬物濃度モニタリング（主
として血中濃度）の必要性から生体活性物質
や薬物の微量分析が望まれ、生理学の立場か
らも生体活性物質の微量分析定量が望まれて
いる。現行では、あらゆる分析法が試みられ
ているが、その中でも目的成分の代謝物や類
似物質の混入しない分析値が得られることと
同時に代謝物などの定量も行える利点のある
H P L Cの重要性は大きい。その検出器とし
て、すでによく用いられている光吸収、電気
化学、蛍光法は検出感度が最大n m o lから
pmolである。それ以上の高感度化を可能とす
る一つの方法として電解化学発光法 (ECL)
がある。従来の蛍光法は試料光をに照射する
ことによって発光させるため、迷光の影響は
さけがたいが、 E C Lでは、暗箱の中で電解生
成した物質が化学発光 (CL) するので原理
的にさらに高感度になるはずである。
E C Lは元来、電極上にカチオンとアニオン
の両ラジカンを発生させて、この 2種のラジ
カルの消失反応によって一重項励起状態を作
り出し、発光させることを意味する（式
1) 。l) 例えば、 Pt電極上に、
w・ +  R ・→ R +  R * → hv +  2 R  (1) 
カチオンラジカル生成用の正電位、アニオン
ラジカル生成用の負電位を短時間に交互に印
加するとか、相対する 2つのPt電極に、 一方
にカチオンラジカル、もう 一方にアニオンラ
ジカル生成させ、これらのラジカルが溶液中
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を拡散して、反応 (1) を行う。このような
原理を分析目的とした例に、 H P L Cのフロー
セルとして、 2 つのPt電極を相対峙して配樅
し、そのすぐそばにフォトンカウンターを置
いた。 2,3) この際、サンプルは、ナフタレ
ン、ピレン、ペリレン、クリセンなどの芳香
族縮合環化合物の混合物で、 H P L C ( O D Sカラム）
にて分離し、 E C Lを測定した。
しかし、このようなE C L法は次のような制

約をもっている。
1) この種のラジカルな一般的に水溶液中で
不安定である。 2) 正負の両ラジカルを生
成させうる化合物は縮合環化合物に限られ
る。 3) そのような化合物は水に不溶であ
る。 4) 多くの臨床検査は血液、だ液、尿
が対象であるので体液中の薬物や生理活性物
質の検出は水溶液系でないと適用範囲がせま
い。 4)水溶液中でのE C L法は、電気化学的に
酸化〔又は還元）し、その生成物が他の物質
と化学反応することによって発光する方法を
用いる。
水溶液中のE C L法の適用の一つは、 Bardに
よるルテニウムビピリジン錯体、
[Ru (bpy)3庄、の使用である。 sl pH6.0溶液中
で、電解酸化された（式（ 2 ) ) 生成物は
ショウ酸と化学反応（酸化還元反応）をする
（式 ( 3 ) ) 。その反応生成物の一部が、電
解酸化されたルテニウム錯体と反応して励起
種を生成する（式 ( 4 ) ) 。これが発光する
（式 ( 5 ) ) 。
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T A B L E  1. S t a n d a r d  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  p o t e n t i a l s  o f  s o m e  
r e a c t i o n s  a t  p H  7, 2 5 ' C  

R e a c t i o n  E。'（V )

R u  (bpy) / +  +  e  - >  R u  (bpy) /+ 0 .  8 2  5•a 

D e h y d r o a s c o r b i c  a c i d  +  2H+ +  2 e― -＞ A s c o r b i c  a c i d  o. 058"d 
F u m a r i c  a c i d  +  2H+ +  2e- —>Succinic a c i d  0.031•ct 
G l u t a t h i o n e  +  2H+ +  2 e― -＞ 2  R e d u c e d  f o r m  g l u t a t h i o n e  - 0 . 1 0  •d 
O x a l o a c e t i c  a c i d  +  2H+ +  2 e- - >  M a l i c  a c i d  -0.166•ct 
P y r u v i c  a c i d  +  2H+ +  2e—— >Lactic a c i d  -0. 185•ct 
NAD+*b +  H+ +  2e—— >NADH -0. 3 2  •ct 
N A P Dが c +  H+ +  2e— —>NADPH -0. 3 2 4  •rl 
N2 +  4H+ +  4 e- - >  N2H4 -0. 643"e 
2C02 +  2H+ +  2 e- -＞恥C204 -0.904•e 

a: c a l c u l a t e d  f r o m  C V  i n  Ref. 5. 
*b: N i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  
•c: N i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  p h o s p h a t e  
*d: R e f .  7. 
•e. c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d a t a  i n  Ref. 8. 

[  R u  (bpy) 3  ]2+ → ［R u  (bpy) 3  ]3+ +  e― 3  

（電解酸化） （2) 
go：ー＋ ［ R u  (bpy)3]3＋ → 

[  R u  (bpy¥ ]2+ +  CO2 +  CO2-
（電解によらない反応） （3) 

[  R u  (bpy)J3+ +  CO2 → 
[  R u  3  +  co 2  (4) 

[  R u  (bpy¥]か→
[  R u  (bpy)3 ]2+ +  hv (620nm) (5) 

上述のE L Cが可能となるためには、 (3) 
式の酸化還元反応が成立すること、 (3) 式
で生じた生成ラジカルが、式 ( 4 ) で
[Ru(bpy)3朽を生成させる事である。 Bardら
は、化学発光 (CL) にて、[ R u  (bpy¥ドとヒ
ドラジンの発光を試みた。 6) これを電気化学
的に考察すると、以下のようになる。式
(2) の標準酸化還元電位EOIは0.825Vであ
る。 (Ret.5より計算）。 pH7におけるヒドラ
ジンのE叫ま0.643Vである (TableI) 。この
両者より計算すると、式 (3) に相当する反
応は可能である（ルテニウム錯体は還元さ

(30) 

れ、ヒドラジンは酸化される）。又、最近、
トリプトファン (Trp) をショウ酸の代りに
用いて、電解酸化されたルテニウム錯体の
E C L法が発表された。 9) さらに、ショウ酸の
ィtりに、 トリプロピルアミン(TPA)を用いる
場合には、ルテニウム錯体の電解酸化の際、
T P Aも酸化され、さらにプロトンを一つ失っ
てラジカル ( T P A ) となる。 T P A が、式
(3) と (4) の反応を起こし、 E C Lが観測
できた。 10) この時、ルテニウム錯体に側鎖を
つけてエステルとし、蛋白質、ハプテン、核
酸を標識する事により、 E Cし抗原抗体反応
を可能とした。） I) 以上のように、既に発表さ
れたもの以外にも、このE C L法に使えそうな
可能性のある反応系を Table Iに示した。特
に、 N A D +、N A D Pを含む反応系は、これら
が酵素反応の補酵素であることを考えると、
この E C L法の適用範囲がさらに広くなる
（例：アルコールデヒドロゲナーゼーN A D+
にてアルコールの検出） 。
水溶液中でのE C Lのもう 一つの試みはルミ
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Fig.  I. Structural formulae and reactions.  1-111 - lumindf; IV - diazaquinone;  V  - endoperoxide; VIII - diazaquinonc derivative 
with an oxidized amino group. Processes (a) and (0 are clectrolytical oxidation. This diagram was prepared from the information in 
refs.  8-13. 
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ノールである。ルミノールを電解酸化し、 02
又はH202と反応して発光体を生成する（応し
て発光体を生成する応して発光体を生成する
応して発光体を生成する応して発光体を生成
する (Figl)。主として、アルカリ溶液中の
E C L反応機構が研究され12-14)、徴量のCo2+
（接触反応剤）の検出にも利用された。又、
ルミノールのアミノ基に化学修飾して、アミ
ノ酸やペプチドを標識することにより、これ
らのE C U金出も発表された。 15,16)

筆者は、ルミノールのE C L法を I  H202お
よび II過酸化脂質検出に適用する事、その
際、中性p H溶液の適用（従来のE C Lは、アル
カリ溶液で行われた）と電極材料の選択を検
討した ".20) 。又、 1IIルテニウム錯体に依らな
いTrpのE C Lも検討した。 21)

建：電気化学計測は、 Fuso Model 3  I  2  
ポーラログラフ、北斗HB-104ファンクショ
ンジェネレーターを用いた。作用電極は径が
3 m mのPtかグラムシーカーボン (GC) の
ディスク電極、対極は白金、参照電極はS C E

n
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Fig.1 E C L  cell for FIA. 

を用いた。測定溶液は25.0℃土 0.1℃に保っ
た。 E C Lの計測は、この電気化学計測器に、
島津の分光器RF-510、又はアロカのバイオル
ミネッセンスリーダー BLR-102を組み合わせ
て行った。フロー系の測定では、東洋ソーダ

検出した。検出セルは、 Fig.2のようにテフロ
ンチューブ内に作用電極 (Ptかカーボンファ
イバー）を挿入し、アロカのBLR-102内の光
倍増管の真上に設置した。対極 (Pt) と参照
電極 ( A g / Agel :  -0.044 Yrs. SCE) もセル内
に設置した。

:  H 2 0 2について17, 18) 

|  - 1  
ECL18) 
ルミノールの反応図はFig.1に示 してある。22-
2  7 ) ル ミノール ( I - III) には 2 ケの
pKa (pKa1 =  6.00, pKa2= 13.00)があり、 22)これ

V v s . S C E  

l 2 0μA  

Fi&, 3  C V  of 3.82 m M  luminol at ● alassy carbon clcctro~c in 
phosphate buffer solution (pH 7.4). Scan rate: 20 m V  s―1. 

より中性溶液中ではモノアニオン (II) の形
で存在する。酸化剤酸化による化学発光
(CL) では、ルミノールはジアザキノン
(IV) に酸化され、さらに几02と反応して、
エンドペルオキシド (V ) か、ヒドロペルオ
キシドになり、 3 - アミノフタル酸 (VlI) に
分解する際に光を発つことは知られている。
このC L反応をE C Lで行わせるため、 II → IV
の過程を電解酸化することを試みた。そのた
めに、まず、ルミノールの中性溶液中でのサ
イクリックボルタンメトリー(CV) を測定し
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た。
Fig.3に示されるように、 0.48V、0.60、

0.98Vに酸化ピークが観測された。0.48Vの酸
化ビークは電極への吸着に基づく酸化反応で
ある事を種々の方法で証明した。酸化ピーク
波高は電位スキャン速度に比例して、理論ど
おりであり 28)、又、ルミノール濃度変化に伴
う第一、第二酸化ピーク比の変化によっても
証明できた (Fig.4) 。O.OlmM以下では、第
ー波のみ観測されたのに、濃度を濃くしてい
くと、第二波が現われ、ピーク比は減少し
た。拡散による第二波は濃度とともに増加す
るのに対し、吸着による第一波はある一定量
電極上をおおってしまうとそれ以上分子の吸
着がおこらないために、それほど増加しなく
なるためである。又、濃度が薄い時には吸着
波に典型的な還元波がみられた。第一波は吸
着に基づき、第二波は拡散に基づ< 、 - 電子
酸化反応 (II → W ) と結論づけた。第二波
は、アミノ基に碁づくものである。これは
3 ーアミノフタル酸（＂）の酸化ビーク電位
(0.88V) との比較、ルミノールのアミノ基
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solution; (C) blank solution. 
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Fig.'t  C V  of 0.22 and 0.02 m M  luminol at a  glassy carbon 
electrode in phosphate buffer solution (pH 7.4).  Scan rate:  20 
m V sー1.(A) 0.22 m M  luminol solution; (B) 0.02 m M  luminol 
solution; (C) blank solution.  

をペプチドで化学修飾すると第三波が観測さ
れなくなるという報告29) と・一致する。一般的
に芳香族アミンは、 I V近傍で酸化され、溶
媒によってさらにプロトン化されることが知
られている 27)。Fig.Iに示すようにその酸化生
成物 (VIII) には種々の可能性 (XII-XV) が
あるが、本研究では、 生成物を決定しなかっ
た。
次に H202の電気化学的な挙動をC Vにて測

定した (Fig.5) 。酸化ピーク電位は 1.12Vで
あった。この酸化反応は次式のようであると
H 20 2  - e → (2恥 02・) - e → 2 W + 0 2  (6) 

推定されるが30.)1)、電位電流曲線には、 02・の
存在は明らかに表れない。この反応系の中間
体として02が存在する事は、本研究におい
て、スーパーオキシドジスムターゼ (SOD)
併用のE C Lによって証明された。
ルミノールと凡02の酸化電位の比較より、

カーボン電極を用いる場合、電極上の印加電
圧によ ってE C Lに関与する化学種が異なる
(Table 2) 。0.5Vから l.OVの間では、ルミ
ノールはジアザキノンに酸化されるだけで、
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T A B L E  2. E C L  
t h e  

fluorophors d e p e n d i n g  o n  
a p p l i e d  potential (H202) 

t h e  e l e c t r o d e  m a t e r i a l  a n d  

Electrode: O x i d a t i o n  
a t  0 . 7  

P r o d u c t  
V  

o x i d a t i o n  P r o d u c t  
a t  1.2 V  

A n a l y t e  
(Oxidation A n a l y t e  
o r  Fluorophor) 

C :  
Luminol d i a z a q u i n o n e  (IV) I V  w i t h  

H 2 0 2  

o x i d i z e d  a m i n o  
g r o u p  

( V I  I I :  XII-XV)• 
0 2― , 0 2 ,  H +  

F l u o r o p h o r  I V  ＋
 
凡0 2 V I I I  ＋ ( Oz- ,  02) 

Pt: 
Luminol d i a z a q u i n o n e  (IV) っ・

H 2 0 2  02-., 029 H +  ？・

F l u o r o p h o r  I V  ＋ (02―・、 0 2)  つ・
十 つ・

*  S e e  Fig. ー f o r  c o m p o u n d  n u m b e r i n g  scheme. 

1 0 0  

6 0  

゜1.4 1.0 0.6 0 . 2  
E / v v．ヽ Ag/Ag Cl 

Fig.  6. Effect of applied potential on E C L  intensity at a  
carbon electrode. 17 μ.M luminol in phosphate buffer (pH 
7.40), fl匹 -rate O.S ml min―1, 1.32 nmol hydrogen peroxide. 

(Sggtokgqko):3TSu3Ui'I::>3. 

(s:nun 

1 0 0  

5 0  

゜゚ 6 0  1 0 0  1 6 0  

S O D  /unitヽ
Fig. 7.  Effect of superoxidc dismulasc on E C L  intensity at a  
carbon electrode.  23 μ. M  luminol in phosphate buffer (pH 
7.4), flow-rate 0.5 ml min―1, 1.32 nmol hydrogen peroxide.  
(A) E C L  at applied potential of 0.7 V; (B) E C L  at 1.2 V a t  a  
carbon electrode. 

(34) 海洋化学研究 第6巻第1号 平成5年4月



凡02と反応して励起体 (V) を生成する。こ
の場合は単純な発光体である。 一方、 l.OV以
上の酸化電位では、ジアザキノン (N) のア
ミノ基まで酸化され (VIII) 、さらに几02自身
も酸化されて (02ー）、発光体は複雑にな
る。
Fig.6は、電極への酸化電圧とE C Lのシグナ
ルの関係である。ルミノールの酸化の生じな
い0.5V以下ではE C Lはみられないが、 W への
酸化とともとにE C Lは急激に増加した。 W の
アミ｛基の酸化と 02の生成する 1.2Vで囲、
w し、生成 しない90.7Vよりも E C L強度は 2 、
3 倍も強かった。
Fig.7は、このE C L系にS O D酵素を用いた場

合を示す。 S O Dは、 202・ +  2H+ →凡°け
02 (7)のように0衣 H P 2に変える酸素であ
る。02が発生していると推測される 1,2Vの
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perOJ1ide.  

10 

電位では、S O Dの影響をうけて、その添加屈
の増加とともにE C L強度が減少し、ついに、
02が関与しない0.7Vでの発光強度に近づい
た。これで、 1.2Vでは、 02が関与している
事が判明した。
Fig.8は、 E C Lスペクトルを示す。電極電位
が0.7Vの場合は、鋭い曲線が再現性よく測定
され（極大波長 ：438nm) 、H20古W の単純
なE C Lを裏付けた。電極電位が1.2Vになる
と、スペクトルは鋭くなく、極大波長は
440nmであった。この実験条件下では、ルミ

光が生ずるので、複雑と・なる。
Fig.9は、測定系のp Hの影響をみたもので
ある。pH7.4から 9.0 （中性領域）が最も感度
がよかった。従来のC Lおよび、これまで報
告のあったルミノールのE C Lでは、アルカリ
溶液 (pHI0-11) を用いていた。酸素を用い
て基質を几02に変換して、 E C L測定する可能
性（酵素カラムの併用）を考えると、 中性溶
液で測定できる方が、はるかに利用面は大き
し‘
l゚  - 2  ：電極材料の選択17,18) 

以上は電極がカーボン (C) の場合であっ

Transactions of T h e  Research Institute of 
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E / V v s .  S C E  

Fig. I'J C V  of 4.40 m M  hydrogen peroxide ●I  a  platinum 
electrode in phosphate buffer solution (pH 7.4}. Scan rare: 20 
m V  s- 1. 

たが、次にPtにかえた場合を検討する。中性
(pH7.4) 溶液中で、 Pt電極上では、ルミ
ノーJレの酸化ピークは0.54Vにあり、凡02の
酸化ピークは0.46V (Fig. I  0) であった。 Pt
は、 24h、0.5M硫酸中につけて、きれいな表
面にしたものでは、 H202はかなり正電位
(0.89V) と報告されている。 32) しかし、中
性溶液中で正電位と負電位の間を何度もス
キャンすると、 Pt表面が酸化され、酸化被
膜、 Pt(OH¥、が生成される。このものは、
凡02を接触酸化させるので全体的には式(8)

凡02 → 2H+ +  02 +  2e (8) 
の反応が生じているようにみえる。したがっ
て、みかけ上、 H202は0.46Vで酸化される。
この現象は、パラジウム (pd) 、金の電極を
用いて凡02を酸化する際にも観測されてい
る。 33)又、式（ 8) の中間体として、 02を含
む事が推察され（式 (1 6) ）、 Pt電極上で
のルミノール-H202のE C Lはジアザキノンと
02ーによると報告されている。 25, 34, 35,)  
したがって、 Pt電極でのE C Lは、 0.7Vの時

はジアザキノン (N) と0
(Table 2) 。1.2Vのときは、 W のアミノ基が
さらに酸化されたものと 02ーになるであろう
が、 Pt電極の中性p H溶液中の使用電位窓をこ
えるため、前者のC Vは観測できなかった。
又、 E C Lはノイズが大変大きく、観測が不可
能であった。
筆者は、電極材料として、 C とPtのみ検討
したが、最近、この両者を含む種々の材料で
ルミノールのE C L （ただし、アルカリ溶液）
が検討された。36)それによると、 P d、金、
Pb02を用いた場合に最も強いE C Lがみられ
た。もし、これらの電極表面を清浄するのが

簡単で、再現性よくできるのであれば、今
後、考慮すべき電極材料である。

II ：過酸化脂質
ll-1 ：過酸化脂質の酸化について
過酸化脂質 (LP) は、がん、老化、種々の

病気をひきおこすプロスタグランジンの生合
成にかかわっているので、大変注目 を集めて
いる。37.45)したがって血液のような生理的液
体中におけるL Pの分析は大変重要である。
従来の検出法を以下に述べる。チオバルビ
ツール酸 (TBA) 法はL Pが分解して生ずる
マロンジアルデヒド (MA) を測定する。46)
したがって、 M Aを生 じるものは何でも反応
するので、 L Pへの選択性に欠ける。 L Pのも
つ共役ジェンのU V吸収を用いる方法47)は広
く使われているが、 LPの還元体と区別できな
い（同じ吸収を持つ）。メチレンブルー法
48）、ジクロロフルオレセイン法49)、セサモ
ル・ダイマー法50）、ジフェニル・ノービレニ
ルフォスフィン法5りはL Pの酸化反応を利用し
ている。 L P自身が反応してしまうことと、わ
ずらわしい化学操作が欠点である。 電解還元
法51, 52)は、 L Pの還元電流を測定する。溶液中
には、溶存02が多羅に含まれていて、 -0.5V
で容易に還元されるため、極微量のLPサンプ
ルの還元電流を測定するためには、多大の努
カで除酸素をしておかないと大きい妨害原因
となる 53, 54)。L Pの化学発光 (CL) 法55, 56)で
は、 Fig.Iの酸化剤としてキトクロム Cのよう
な酸素を用いて、使い捨てにしている。又、
アルカリ性溶液でなければならない。筆者
は、酸化剤使用の代りに電解酸化を用いる
E C L法をルミノールー凡02系で検討したが、
この方法をL Pに適用できるかどうかを検討し
た。 l9,20)LPのモデルとして、リノール酸メチ
ルヒドロペルオキシド (MLHP) を用いた。
M L H Pはリノール酸メチルを37℃で3 日間
自動酸化させて、藩釈クロマトグラフにて2
回精製した。58)この方法によって得られた
M L H Pは等量の9位と 13位の異性体を含む
(Fig. I  I) 。

(36) 海洋化学研究第6巻第1号平成5年4月
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Fii:.13. {a) C V  of uric acid and ascorbic  acid at a  glassy carbon 
electrode in phosphate buffer (pH 7.4)-30% acctonitrile solu-
tion.  Scan rae,  20 m  V  s  - 1.  (A) 2.98 m M  uric acid; {B) 3.22 
m M  ascorbic acid.  (b) C V  of uric acid and ascorbic acid at a  
plalinum electrode in phosphate buffer (pH 7.4)-acetonilrilc 
3 0 %  solution. Scan rate, 20 m V  s―'. （A) 2.98 m M  uric acid:  
(B) 3.22 m M  ascorbic acid. 
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Fig.12aは5 0 % アセトニトリル (AN) -
pH7.4溶液中のM L H PのC Vを示す。 M L H Pは
水に不溶なので、 C Vは5 0 % A N、フロー系で
は3 0 % A Nを用いた。M L H Pの酸化ピークは
1.10Vであった。大きい径のカーボン電極 (3
c m X 8 m m O D ) にM L H Pが充合酸化される電
位 (1.3V) を印加して、 M L H Pの酸化を試
み、各20min毎にそのC Vを測定した。酸化時
間を経るにつれて、 M L H Pの酸化波高は減少
し、 60min後には、 C V上では検出できなく
なった。同時にその溶液のU Vスペクトルを
観測した (Fig.12b) 。232nmの吸収はM L H P
の酸化とともに減少し、 一方で、 272nmの吸
収が増加した。Fig.11に示すように、 M L H P

ン（B) 、オキソジェン（C) 、又はラジカ
ル (D) である。 59>fig.12bのスペクトル変動
の様子と、 232nmの吸収は共役ジェンに依る
こと、 275nmの吸収は共役トリエン (B) と
オキソジェン (C) の可能性があること、オ
キソジェンは存在しないこと［2,4-ジニトロ
フェニルヒドラジンによる呈色反応60)により
証明］、 02・は存在する (SOD酵素のE C Lに
及ぼす効果）ことから、結論として、 M L H P

トンとなった。
ll-2 ：カーボン電極でのE C L
M L H P測定と同じ組成の溶液中のルミノー

ルのC Vは、 pH7.4水溶液中のC Vとほぼ同じ
(GC電極で、 0.45、0.59、1.14Vの3つの酸化
ピーク）挙動を示した。第一波は吸着によ
り、第二波は拡散により、ともにジアザキノ
ン生成 (II→ W ) であり、第三波は、さらに
アミノ基の酸化（珊）が生じる。波高は、
A Nの含量増加とともに増加したが、これ
は、 A Nの粘度 (0.375cP) 61)が水の約 1/3に相
当する ことによる。
M L H PのE C Lは、 H202の場合と同様に観測
された。G C電極での電極電位と E C L発光体
との関係も凡 0 2の場合とよく似ていた
(Table 3) 。又、 M L H Pの還元体を合成し
て、 62)このE C L観測を行った。還元体はFig. I  

の ( W→ V) の過程に寄与できないという推
定どおり、 E C L発光はみられなかった。これ
は前述のU V法の欠点を補うものである。
l l - 3  ：電極材料の選定
電極をPtにかえたところ、ルミノールのジ
アザキノンヘの酸化電位はCの場合と ほぽお
なじ、 0.56Vであった。一方、 M L H Pは、
H 20 2と同様にPt(OH¥被膜の接触酸化のため
に低い電位 (0.74V) で酸化が生じた。この
ことは、ルミノールをジアザキノンに酸化す
るために印加する電極電位 (0.7V) で、
M L H Pも酸化され、その際、 0：を発生する
(Fig. I  I) 事を意味している。H 202の場合と
同様に電極材料と電位を選ぶことによって、
E C L発光種を選択できる (Table 3) 。
次に血液中に含まれる成分で、このE C L法
を妨害 しそうなもの（尿酸、アスコルビン
酸、 トコフェロール）63)の検討をした。尿
酸、アスコルビン酸のC、Pt電極上でのC Vを
Fig.I3に示す。ともに、ルミノールの酸化電
位よりかなり 正電位であった。M L H Pサンプ
ルと同量かそれ以下の含量の場合には、これ
らは、 ECL-フローインジェクション法に妨
害を与えなかったが、サンプルよりはるかに
多量に存在すると、 E C Lシグナルは減少し
た。これは、これらの妨害物質がFig. Iのルミ
ノールの酸化を妨げたものと思われる。実際
の血中でのこれらの成分はN L H Pに比して多
量 (6~ 40倍）に存在するので、これらは前
処理で除いておく必要がある。 トコフェノー
ルの酸化電位は 1.3V以上の電位であった。 ト
コフェノールの存在は、 E C L強度をわずかに
増加させた。この妨害原因は究明できなかっ
たが、これも M L H Pの3倍ほど、 63>Jfll中に存在
するので、測定前に除去する事が望ましい。

lll ：トリプトファン (Trp) のE C L
ついで、筆者はアルカリ性溶液中でC Lが

知られている Trpで、 E C Lが可能か検討し
た。21>Fig.14に示すように、 Trpは2ケのpKa値
(2 .  3  8、 9.39) 7 0 ) をもっているので、
0.1  M N a O H  (p H  13) 中ではアニオン (I, )

(38) 海洋化学研究第6巻第1号平成5年4月



T A B L E  3. E C L  f l u o r o p h o r s  d e p e n d i n g  o n  t h e  e l e c t r o d e  m a t e r i a l  a n d  
t h e  a p p l i e d  p o t e n t i a l  (MLHP) 

Elec::::_trode: O x i d a t i o n  P r o d u c t  
a t  O. 7  V  

O x i d a t i o n  P r o d u c t  
a t  1. 2  V  

A n a l y t e  
(Oxidation A n a l y t e  
o r  Fluorophor) 

C :  
L u m i n o l  d i a z a q u i n o n e  (IV) 

M L H P  

I V  w i t h  o x i d i z e d  a m i n o  
g r o u p  

( V I I I :  X I I - X V )  ＊ 

C o n j u g a t e d  t r i e n e、
0 2-・, H +  

F l u o r o p h o r  I V 十凡02 V I I I  +  02--

Pt: 
L u m i n o l  

M L H P  

d i a z a q u i n o n e  (IV) 

C o n j u g a t e d  triene, 
0 2―',  H+ 

つ・

つ・

F l u o r o p h o r  I V  +  02- ( ?  +  ? )  

・S e e Fig. 1  f o r  c o m p o u n d  n u m b e r i n g  scheme. 
になっている。Trpはペルオキソニ硫酸カリ
ウムのような酸化剤とプロム化剤 (1、3-ジ
プロム -5.5-ジメチルヒダントイン： D D H ) の
存在下で、酸化中間体を経て、励起体（エン
ドペルオキシドW ；ジオキセタンとも呼ばれ
る）になり発光する。本研究は、酸化剤の代
りに電極でTrpを酸化するE C Lを試みた。
TrpはO.I M N a O H中、 Pt電極上で0.7 8 Vで酸

化され (Fig.15) 、C電極上では、 0.44Vで酸
化された。この酸化過程は、 一電子酸化でプ
ロトンを 1 ケ失い、 Trp (I) からTrp (II) 
への変化であった。 一方、 D D Hは両電極と
もl.OVまで酸化されなかった。
両電極とも、酸化電圧をかけない時は発光

がみられず、 Trpが酸化されるに足る電圧

Transactions of The Research Institute of 
Oceanochemistry Vol. 6, No. l, April, 1 9 9 3  

（ただし 1.0V以下）を加えると発光した。そ
の発光スペクトルは 4 つの発光ピーク
(404、434、490、544nm) をも っていた
(Fig. 16) 。きわだって鋭いピークの434nm
の発光はジオキセタン ( N、Fig.14) によ
る。72)もう 一つの鋭いピークの544nmの発光
はヒドロペルオキシド（皿）のインドール環
による。66,73>ECLスペクトルに 4 つのピーク
がみられるように、種々の発光体が存在する
事は、 TrpのC L生成物の薄尺クロマトグラフ
がいくつかの発光スポットを示した報告64)と
一致する。
IV ：その他
人体の炎症においては、いくつかの生化学

的な C Lが含まれていることが知られてい

(39) 
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Fig. 16. E C L  Spectrum of tryptophan 
at a  platinum electrode. 0.16 m M  
tryptophan a n d  5 .  7  m M  D D H  in 
0.05 M  N a O H  with saturated air. 

T h e  applied potential: 0.8 V. 

る。74)例えば、白血球が異物、化学物質、が
ん前駆体等を食菌する時、 0 ぃ 一重項酸
素、ヒドロキシラジカル、ヒドロペルオキシ
ド、インドールからのオキセタンが発生して
発光するとされている。しかし、その発光メ
カニズムはまだはっきりと解明されていな

（II ) のルミノー
ルE C Lが適用可能である。
インドール環のTrpの代謝物は、動物、植

物、微生物にたくさん存在 し、 中には、セロ
トニンのように脳細胞に関与する大切なもの
がある。75)これらも、 Trpと同様にFig. 14のよ
うにE C L測定できる可能性がある。これらの
基礎研究は、食菌佐用の発光メカニズム解明

に一役買う であろう 。又、イ ンドールに似た
環をもつ薬物 （カルバマアゼピン、メトトレ
キセート、テトラサイクリン）も C Lが知 ら
れている。76)これらの薬物は抗がん剤など重
要な薬物77)であり、これらにも E C Lが適用可
能である。
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