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金属イオンと薬物間の錯体形成を検出するための 

ハイスループットスクリーニング法の開発 

 
研究分野 臨床分析化学 
指導教授 栁田 顕郎 
学位申請者 守岩 友紀子 

 
 日本薬局方医薬品の中には，金属イオンに親和性の高い多座配位子構造を有するもの

が多数ある．また，金属イオンとの錯体形成反応に伴い，薬物の吸収挙動や薬効の変化

や，予期せぬ副作用や配合変化が生じた事例などの報告もある．しかしながら，金属イ

オンと薬物の膨大な組合せに対して，両者間の金属錯体形成の有無を網羅的に検出でき

る分析法はいまだに確立されていない．また，薬物の金属錯体形成は生理的 pH やイオ

ン強度条件下での観測が望ましいが，既存の分光機器分析手法は測定条件の制約が大き

く，生理的条件下での相互作用の報告事例は非常に少ない． 
 以上の背景から，本研究では，金属イオンと薬物間の錯体形成を網羅的かつ迅速に検

出するためのハイスループットスクリーニング法の構築を検討した．具体的にはまず，

二相溶媒系中での金属錯体形成に伴う薬物の分配挙動の変化を，高速向流クロマトグラ

フィー（HSCCC）で検出するシステムを検討した．次に，任意の金属イオンをキレート

させた固相抽出（SPE）媒体に生理的 pH 条件下で薬物を通液し，高速液体クロマトグ

ラフィー（HPLC）で検出するシステムを検討した．さらに，銅イオンと薬物の錯体形

成を，イオン選択性電極（ISE）で選択的に検出できるシステムを検討した． 
 
第一章 金属イオン含有二相溶媒系を用いる高速向流クロマトグラフィーによる薬物

の金属錯体形成検出法の検討 

 HSCCC は二相溶媒系を用いる液−液分配クロマトグラフィーであり，金属イオンによ

る固定相の劣化を心配する必要がない．ベンゾジアゼピン系抗不安薬のブロマゼパム

（BMP）に対して，t-butylmethylether – CH3CN – H2O（2:2:3, v/v/v）の二相溶媒系の上相

（UP）を固定相とする逆相分配モードでの HSCCC を行った（Fig. 1-A）．その結果，

疎水的な BMP は移動相が下相（LP）では溶出しなかった（1-B (a)）．一方，二相溶媒

系にあらかじめ任意の金属イオンを添加して HSCCC を行ったところ，Fe2+，Co2+，Ni2+，

Cu2+の各イオン添加時に親水的なBMP−金属錯イオンが移動相中で形成されて素早く溶

出した（1-B (d~g)）．すなわち，BMP はこれらの金属イオンと選択的に錯体形成すると

判定できた．同様な手法で，BMP 以外の 4 種類の薬物と 7 種類の金属イオン間の錯体

形成のスクリーニングを実施し，これまで報告例のない金属錯体の事例を複数見出した．

さらに，Cu2+含有二相溶媒系を用いる HSCCC により（Cu2+との選択的な錯形成に基づ

く）血中 BMP 濃度の迅速定量法も開発した． 
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第二章 固相抽出媒体を用いる薬物もしくは関連化合物の金属錯体形成検出のための

ハイスループットスクリーニング法の検討 

 第一章の手法よりもスクリーニングの効率を飛躍的に向上させる目的で，SPE 媒体と

HPLC 分析を組合せた手法を新たに検討した．任意の金属イオンをキレート保持させる

SPE 媒体（遠心用スピンカートリッジ）として，イミノ二酢酸基が修飾された MonoSpin 
ME とニトリロ三酢酸基が修飾された MonoSpin NTA を使用した．両カートリッジの金

属キレート特性を把握した後，リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を用いた擬似生理的条件

下での金属イオンと薬物間の錯体形成検出手順を最適化した．具体的には，NTA カー

トリッジに任意の金属イオンをキレートさせた後，CH3CN 含有 PBS 溶液（pH 7.4）で

希釈した被験薬物溶液を通液した（Fig. 2-A）．次に，通液前後の溶液中薬物含量を HPLC
定量し（Fig. 2-B, 通液前: (a), 通液後: (b)~(m)），各金属（キレート NTA カートリッジ）

への吸着率（%）を算出した（Fig. 2-C）．同図に示したように，BMP を被験薬物とし

てスクリーニングした結果，Co2+, Ni2+, Cu2+に対する選択的な錯体形成が検出できた．

続けて，BMP 以外の 54 種類の薬物と 11 種類の金属イオン間の錯体形成の網羅的なス

クリーニングを実施した．また，ME カートリッジを用いる生理的 pH 条件下（1 mM 
HEPES 緩衝液，pH 7.4）での実験系を構築し，生体アミノ酸（20 種類）及びペプチド

（5 種類）と 12 種類の金属イオン間のスクリーニングを行った．さらに，ME カート

リッジでの 24 種類のポリフェノール化合物と 12 種類の金属イオン間のスクリーニン

グも試みた．各手法の SPE 条件と結果の一部を Fig. 3 に示した． 

Fig. 1  A: The HSCCC apparatus and the two-phase solvent system of the present method. B: HSCCC 
chromatograms of bromazepam (BMP) in reverse-phase partition mode (stationary phase solvent: UP, 
mobile phase solvent: LP→UP) using the two-solvent system in the absence of a metal ion (a) and that 
containing Al3+ (b), Mn2+ (c), Fe2+ (d) , Co2+ (e), Ni2+ (f), or Cu2+ (g). 
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第三章 銅イオン選択性電極を用いる簡便迅速な銅−薬物錯体形成検出法の検討 

 第二章のスクリーニングの結果，Cu2+と錯体形成する薬物が多数見出された．そこで

さらに，Cu2+との錯体形成のみを選択的かつ迅速に検出する新規なスクリーニング法に

ついて検討した．具体的には，生理的 pH 条件下（10 mM HEPES 緩衝液，pH 7.4）にお

ける（固定化されていない）遊離状態の Cu2+と薬物間の錯体形成の有無について，銅イ

オン選択性電極を用いて（錯体形成に伴う遊離 Cu2+減少に基づく）電位変化量（電位減

少率）を計測した．計測に際しては，市販の銅イオン選択性電極を活用して少量の試料

液（500 μl）の電位計測が可能な装置を自作し（Fig. 4），測定条件を最適化した．本装

置により，44 種類の薬物に対する銅イオンとの錯体形成の有無のスクリーニングを実

施した結果，19 種類において顕著な電位の減少（減少率 50 %以上）を確認できた（Fig. 

Fig. 3  Comparison of the adsorption capacity (%) of various kinds of compounds to each of twelve 
different metal ions chelated onto a MonoSpin NTA or ME cartridge. 

Fig. 2  A: Schematic showing a screening method for complex formation with a metal ion on a 
MonoSpin NTA cartridge. B: HPLC stacked chromatograms of BMP in eluates after passing a BMP 
test solution through a metal ion chelated NTA cartridge. C: Comparison of the adsorption capacity (%) 
of BMP to each of eleven different metal ions chelated onto the NTA cartridge. 
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5）．本法は極めて迅速かつ簡便な手法であり，薬物以外の生体成分にも適用できる．

また，電極の種類を変更することで，他の金属イオン（Ca2+や Cd2+など）との選択的な

錯体形成の検出も可能と考えられる． 

 
総括 

 金属イオンと薬物間の錯体形成の有無を迅速に検出するためのスクリーニング法に

ついて，複数の新規手法を開発した．さらに，これらの手法を用いて，擬似生理的 pH
条件下における金属イオンと薬物（または生体成分）間の錯体形成に関する網羅的なス

クリーニングを実施し，これまでに未報告の様々な錯体形成の組合せを発見した．構築

した手法は金属錯体のさらなる研究促進ツールとして有用であり，発見した錯体形成の

組合せは創薬・薬理・臨床薬学等の分野での有益な情報として価値が高い． 
 
【研究成果の掲載誌】 
Y. Moriiwa, et al., Anal. Sci., Accepted. 

Fig. 5  Comparison of % decrease in EMF of 44 different drugs under the present ISE method. 

Fig.4  A: The ISE apparatus using a copper-ion selective electrode of the present method. B: 
Schematic showing a basic concept of the present method for selective detection of the complexation 
formation between Cu2+ and a test drug. 
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略号表 

 
 
本論文では以下の略号を使用する． 
 
〈クロマトグラフィー関連用語〉 
 
HPLC 高速液体クロマトグラフィー 
HSCCC 高速液体クロマトグラフィー 
PTFE ポリテトラフルオロエチレン 
K 平衡定数 
k 保持係数 
KRP 逆相 HSCCC における物質の分配係数 
UP 上相 
LP 下相 
tR 保持時間 
t0 カラムを素通りする物質の保持時間 
 
〈測定関連機器および装置〉 
 
UV-Vis 紫外可視吸光光度法 
FL 蛍光分光光度法 
MS 質量分析 
XRD X 線解析 
ISE イオン選択電極 
IMAC 固定化金属イオンクロマトグラフィー 
SPE 固相抽出 
NTA ニトリロ三酢酸 
IDA イミノ二酢酸 
 
〈有機溶媒および水溶液〉 
 
t-BME t-ブチルメチルエーテル 
BtOH ブタノール 
CH3CN アセトニトリル 
PBS リン酸緩衝生理食塩水 



 

ISA イオン強度調整剤 
PDMS ポリジメチルシロキサン 
 
〈薬物，アミノ酸，誘導体化試薬および植物由来化合物〉 
 
BMP ブロマゼパム（Bromazepam） 
ABX アンブロキソール（Ambroxol） 
TZD チザニジン（Tizanidine） 
PTM フェントラミン（Phentolamine） 
VRCZ ボリコナゾール（Voriconazole） 
VCM バンコマイシン（Vancomycin） 
IMT イマチニブ（Imatinib） 
Gly グリシン（Glycine） 
Ala アラニン（Alanine） 
Val バリン（Valine） 
Leu ロイシン（Leucine） 
Ile イソロイシン（Isoleucine） 
Phe フェニルアラニン（Phenylalanine） 
Tyr チロシン（Tyrosine） 
Trp トリプトファン（Tryptophan） 
Cys システイン（Cysteine） 
Met メチオニン（Methionine） 
Pro プロリン（Proline） 
Ser セリン（Serine） 
Thr トレオニン（Threonine） 
Asn アスパラギン（Asparagine） 
Gln グルタミン（Glutamine） 
Asp アスパラギン酸（Aspartic acid） 
Glu グルタミン酸（Glutamic acid） 
His ヒスチジン（Histidine） 
Lys リシン（Lysine） 
Arg アルギニン（Arginine） 
OPA オルトフタルアルデヒド（o-phthalaldehyde） 
FMOC クロロぎ酸 9-フルオレニルメチル（Chloroformic acid 9-fluorenylmethyl ester） 
ACT プロアントシアニジン混合物（Apple condensed tannins） 
C カテキン（catechin） 



 

EC エピカテキン（epicatechin） 
PB1 プロシアニジン B1（procyanidin B1） 
PB2 プロシアニジン B2（procyanidin B2） 
PC1 プロシアニジン C1（procyanidin C1） 
PT プロシアニジンテトラマー（procyanidin tetramer） 
 
〈数式関連用語〉 
 
PASTD 標準溶液中の化合物のピーク面積 
PAE MonoSpin 溶出液中の化合物のピーク面積 
PAMBE 金属イオンをキレートしていない MonoSpin 溶出液中の化合物のピーク面積 
Q MonoSpin カートリッジへの吸着率 
EMF 起電力（膜電位） 
E 電極に発生する電位 
E0 比較電極の電位 
R 気体定数 
T 温度（K） 
a 遊離銅イオンの活量 
y 活量係数 
Cf 遊離銅イオン濃度 
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序論 

 
 近年の医薬品市場では，金属イオンを含有する（金属イオン錯体）医薬品が多く開発され

ている．特に，がん化学療法において金属錯体は欠かせない存在である［1-3］．シスプラチ

ンは白金（Pt）との錯体構造を有する白金制がん剤であり，非常に広い範囲のがんに適応を持

つ．シスプラチンの白金（Pt）が，がん細胞の DNA に結合することにより，DNA 鎖内に架

橋が形成され，DNA の複製が阻害される結果，がん細胞の分裂・増殖が抑制される［4, 5］．

シスプラチンは，幅広いがん腫瘍縮小効果を有するものの，激しい副作用を示すという特徴

も有している．深刻な副作用として，強い腎毒性による腎不全などの腎臓機能の障害が挙げ

あられ，投与上の大きな問題となる．また，多くの患者に見られる悪心・嘔吐や食欲不振な

どの消化器症状も強く発現することが知られている［4］．シスプラチンの抗腫瘍活性を弱め

ることなく，腎毒性および嘔気・嘔吐などの副作用を軽減することを目的にカルボプラチン

やオキサリプラチンなどの白金制がん剤が開発された［5］．しかしながら，副作用の軽減は

いまだ克服すべき重要な課題である．また，シスプラチン耐性がんでは既存の白金制がん剤

が互いに交叉耐性を示すことがわかっているため，交叉耐性を示さない亜鉛（Zn），金（Au），
銅（Cu）などの他の金属イオン錯体を用いた新規抗がん剤の開発は大きな関心を集めている

［1, 2］．制がん剤の他にも，医薬品として用いられる金属イオンは多く存在する．例えば，

マグネシウム（Mg）は酸化マグネシウムなどの形で胃酸の中和剤や安全性の高い下剤として

用いられる［6］．鉄（Fe）は貧血治療として Fe を補給するための製剤がある［7］．カルシ

ウム（Ca）も鉄（Fe）と同様にカルシウム（Ca）自体が骨の成分として重要であり，細胞間

シグナル伝達にも欠かせない役割を持つため，Ca を補給するための製剤が数多く販売されて

いる［8, 9］．また，薬物の水溶性を上げるためにカルシウム塩として製剤化されている医薬

品も多く，高脂血症治療薬であるアトルバスタチンはカルシウム塩である［10］．亜鉛（Zn）
錯体であるポラプレジンクは胃粘膜の損傷部を修復作用があり［11］，ウィルソン病治療薬

（銅吸収阻害剤）であるノベルジンは酢酸亜鉛水和物である［12］．また，酸化亜鉛をベー

スとした亜鉛軟膏は古くから皮膚疾患に用いらている［13］．抗潰瘍剤として有名なスクラ

ルファートはアルミニウム（Al）を含有しており，胃粘膜保護作用，抗ペプシン作用，制酸

作用があり，防御因子を増強し攻撃因子を抑えるという 2 つの機能を持つ［14］．上記のよ

うに，金属含有医薬品は数多く存在し，その薬効は幅広い． 
 金属含有医薬品と他の薬物との複合処方はよく見受けられるが，薬物が金属含有医薬品中

の金属イオンと相互作用を引き起こすことが知られている．ニューキノロン系抗菌薬は金属

イオンとのキレート能を有するため，金属含有医薬品と同時服用により，不溶性の金属イオ

ン錯体を形成し吸収が阻害されることは有名である［15-17］．一方で，抗菌薬や抗ウイルス

薬と金属イオンとの錯体は，薬物と標的微生物 DNA との結合が金属イオンにより安定化さ

れるため，強い活性を示すことが報告されている［18-24］．さらに，薬物は金属イオンとの

錯体形成により，血清中タンパク結合率が大幅に変化することも明らかになった［25-27］．

このように，金属イオンは薬物に配位結合することで，薬物の吸収・分布・活性に大きな影
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響を与える．近年の創薬研究では，コンピューターによる解析とシミュレーションから分子

レベルで構造の設計がされるが，設計された薬物候補化合物の中で，臨床応用まで成功する

ものはごく一部である．薬物候補化合物の多くは，臨床試験の段階でバイオアベイラビリテ

ィ，有効性，副作用などに関して問題が生じる．このような問題を解決するアプローチとし

て，薬物候補化合物と金属イオンとの錯体形成は薬物候補化合物の薬物動態学的特性と薬力

学的特性の両方を改善する効果的な手段となりうるため，幅広い問題を克服する汎用性のあ

る足場である可能性を秘めている［28, 29］． 
 鉄（Fe）やカルシウム（Ca）のように，金属イオン自体が生体に欠かせない役割を持つ．

生体に必須な金属イオンは存在量に応じて，多量元素と微量元素に分けられており，これら

の金属イオンは食物や大気から生体内に取り込まれ，アミノ酸，有機酸，タンパク質などと

錯体を形成した状態で血流と共に移動し，様々な臓器に到達した後に化学変化を受けながら，

一部は貯蔵（あるいは蓄積）され，残りは排泄される．この吸収から始まる一連のプロセス

では，非常に複雑精緻なフィードバック機能が成り立ち，金属イオンの欠乏症や過剰症が生

じないよう厳密に制御されている［30-35］．金属イオンの過剰症や生体にとって有毒なカド

ミウム（Cd），水銀（Hg）やヒ素（As）などの金属イオンが摂取された場合は，生体内で誘

導・合成される高システイン含有金属結合性タンパク質であるメタロチオネインによりキレ

ートされ解毒されることが知られている［36-39］．古くより，金属イオンの多くは生体にと

って有害あるいは毒性があるとして，毒性学，環境科学を中心に研究が盛んであった．しか

しながら，金属イオンが生体内で生命活動に必要不可欠な多くの役割を担っている有用な生

体成分であることが 1990 年代から明らかになり，現在では生体を構成する元素の中でも特

に微量金属元素の機能と役割を解明するメタロミクスの研究が活発を呈している［40-42］．

生体内での金属イオンの主な働きとして，タンパク質の高次構造の安定化や酵素の活性中心

としての働きが挙げられる．例えば，生体内微量金属である鉄（Fe）イオンは血液中の酸素

を運搬するヘモグロビン中に含まれ，Fe が酸素と直接結合し錯体状態となり酸素の運搬を行

う［43］．亜鉛（Zn）イオンはスーパーオキシドジスムターゼやアルカリホスファターゼ，

RNA ポリメラーゼといった酵素の中心金属として働き，ジンクフィンガーとしてタンパク質

の三次構造の安定化にも寄与する［35］．鉄（Fe）や亜鉛（Zn）の他にも銅（Cu）やニッケ

ル（Ni）といった金属種が生体内微量金属イオンとして，タンパク質の折りたたみ構造の安

定化［44-47］や様々な触媒作用［35, 47-49］に寄与している． 
 上記のような薬物の金属イオンの配位に伴う薬物特性の変動や生体中の金属含有酵素の解

明や金属イオンの体内動態を明らかにするために，金属イオンとの錯体形成を検出すること

は非常に重要であるが，その膨大な組合せに対して，両者間の金属錯体形成の有無を網羅的

に検出できる分析法はいまだに確立されていない．加えて，錯体形成反応は溶液中の pH やイ

オン強度によって影響を受けるため，薬物や生体成分と金属イオンとの錯体形成を評価する

際は，生理学的 pH（pH 7.4）およびイオン強度条件下での評価が望ましいが，既存の分光機

器分析手法は測定条件の制約が大きく，生理的条件下での相互作用の報告事例は非常に少な

い．既存の検出法として，質量分析法（Mass Spectrometry: MS）［50-52］，X 線解析法（X‐
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Ray Diffraction: XRD）［21, 53-55］，蛍光光度法（Fluorescence Spectrometry: FL）［24, 25］や

紫外可視吸光光度法（UltraViolet- Visible Spectrometry: UV-Vis）［21-25, 50, 52, 55, 56］が挙げ

られる．MS 法では，リン酸緩衝塩が測定の夾雑成分となるため，リン酸緩衝液を必要とする

生理的条件下での測定は困難である．XRD 法では，測定試料の結晶化など煩雑な測定手順が

必要である．FL 法については，錯体形成による蛍光・発光から錯体形成を評価できるが，蛍

光・発光が確認される組合わせは極めて稀である．一般的に使用されている UV-Vis 法は，金

属イオンとの錯体形成に伴う光 UV 吸収スペクトルの変化から錯体形成を検出するが，錯体

形成に伴う光 UV 吸収スペクトルの変化を生じない場合も存在する．また，高速液体クロマ

トグラフィー（HPLC）は金属錯体の迅速な分析に適しているが［57-61］，遊離金属イオンは

分離カラム内へ蓄積し，分離カラムを徐々に劣化させる［62, 63］． 
 このような背景のもと，金属イオンと薬物間の錯体形成を検出するためのハイスループッ

トスクリーニング法の開発を企図した．スクリーニング法として，幅広い金属イオンと薬物

を対象とできること，膨大な組合せを迅速に評価できるハイスループットな分析であること，

また，測定手順が煩雑ではなく簡便であることが望まれる．そこで本研究では，高速向流ク

ロマトグラフィー（High-speed countercurrent chromatography; HSCCC），固相抽出媒体（Solid-
phase extraction; SPE），イオン選択性電極（Ion-selective electrode; ISE）を用いる新規な手法開

発を試みた． 
 第一章では，互いに混ざり合わない二相溶媒系を移動相と固定相として用いる液−液分配モ

ードの HSCCC［63, 64］を用いた錯体検出法の開発を検討した．さらに，薬物と金属イオン

との錯体形成を利用した，血清中の薬物の迅速な定量を行った．第二章では，金属イオンキ

レート官能基が修飾されたシリカモノリスディスクを内蔵した遠心用スピンカートリッジを

用いた SPE 法と HPLC 分析を組合せた，擬似生理的条件下（生理的 pH，イオン強度）での金

属錯体形成の迅速かつ簡便な検出が可能なスクリーニング法の開発を検討した．第三章では，

生理的 pH 条件下（pH 7.4）で共に遊離状態である薬物と Cu2+間の錯体形成を検出することを

目的として，銅イオン選択性電極を用いたスクリーニング法の開発を検討した． 
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第一章 金属イオン含有二相溶媒系を用いる高速向流クロマトグラフィーによる薬

物の金属錯体形成検出法の検討 

 
 

1-1 緒言 

 
 
 薬物と金属イオンの錯体の分離・検出法として，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は

原理的には有用な手法であると考えられる［57-61］．しかしながら現実的には，通常の HPLC
分離カラム内の充填剤表面への遊離金属イオンの非可逆的な吸着・蓄積による分離カラムの

劣化を招き，溶出成分のピーク形状の悪化や定性・定量の不良が生じる［62, 63］ため，金属

錯体の分離や検出の用途として積極的に活用される手法には成り得ていない．そこで，本章

では，お互いに混ざり合わない二相溶媒系の上下相の片方を固定相，もう片方を移動相とす

る液−液分配クロマトグラフィーである高速向流クロマトグラフィー（HSCCC）［64, 65］を

利用した薬物の金属錯体形成の検出法について検討することとした．HSCCC においては，液

体の固定相を遠心力によって物理的に保持させるための独自の遠心カラムホルダーが用いら

れるが，Fig. 1. 1 に最も汎用されている Type-J coil-planet centrifuge（J-CPC）の模式図を示し

た．J-CPC では，円筒状のアルミ製のカラムホルダーにテフロン製（polytetrafluoroethylene: 
PTFE）チューブを多相コイル状に巻きつけたものをカラムとして使用する．カラムホルダー

は公転軸に取り付けられた固定ギア（stationary gear）からプラネタリーギア（planetary gear）
を介して公転軌道上に配置されている．公転軸を回転させると，カラムホルダーが回転しな

がら同時に自転する．また，遠心時のバランス維持のために，公転軸に対してカラムの対角

にカウンターウェイトが取り付けられている．この自公転するコイル状カラム内で生じる遠

心力とアルキメデスのスクリュー効果により，二相溶媒系の片方を固定した状態でもう片方

を送液することができる．カラム内の二相溶媒は，動的な強い撹拌と二相分離を繰り返すこ

とにより，二相溶媒系への溶質の分配係数の差から溶質の分離が可能になる．HSCCC は移動

相・固定相ともに液体であるため，固定相への試料の不可逆的吸着による損出がない．また，

溶質成分の溶出挙動は二相溶媒系の上下相に対する分配係数（K）にのみ依存するため，天然

由来成分のような複雑な化合物に対して収率の非常に高い分離精製法となる［66, 67］．また，

金属イオンの吸着による固定相の劣化も回避できるため，金属イオンを分析対象とした無機

分析に応用されており，固定相にキレート抽出試薬を添加した HSCCC 分析による金属イオ

ンの分離・検出例が数多く報告されている［68-75］．この HSCCC カラム内では，キレート

抽出試薬を含有する固定相がサンプル溶液中の微量な重金属の連続的な抽出・濃縮を行うこ

とができる［73-75］．このように，HSCCC は固定相および移動相として使用される二相溶媒

系を分離の目的に応じて調製することができるため，幅広い分離・分析を実現できる． 
 最近の研究では，金属イオン含有二相溶媒系を用いた HSCCC 分離を行うことで，混合物

や鏡像異性体の分離効率が向上したという報告がされている［76-79］．この分離効率の向上
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は，二相溶媒系中に添加した金属イオンに対する化合物ごとに異なった錯形成能に基づいて

いる．つまり，HSCCC カラム内で二相溶媒系中の金属イオンと錯体形成する化合物としない

化合物を選択的分離することができる． 
 本章では，金属イオンとの錯体形成に伴なう薬物の親疎水性変化に注目し，金属イオンを

含有する二相溶媒系を用いた HSCCC 分析を行い，薬物の金属錯体形成の有無の検出に応用

するための検討を行った．具体的には，これまでに金属イオンとの錯体形成が報告されてい

るベンゾジアゼピン系抗不安薬であるブロマゼパム（BMP）を被検薬物として，HSCCC 分析

条件を最適化し，BMP と錯体形成する金属イオン種のスクリーニングを行った．さらに，BMP
以外の薬物についても同様な検討を行った． 
 
 
 

 
 

Figure 1. 1   Schematic drawing of J-CPC. 
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1-2 実験方法 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
 

1-3 結果と考察 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
 

1-4 第一章のまとめ 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
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第二章 固相抽出媒体を用いる薬物もしくは関連化合物の金属錯体形成検出のため

のハイスループットスクリーニング法の検討 

 
 

2-1 緒言 

 
 
 生理的 pH（pH 7.4）条件や生理的イオン強度条件下での金属イオンとの錯形成能を有する

化合物を検出することは非常に重要であるが，生理的 pH（pH 7.4）およびイオン強度条件下

での多種類の金属イオンとの錯体形成を網羅的に評価する手法は確立されていない． 
 錯体形成の検出法として，質量分析法（Mass Spectrometry: MS）［50-52］，X 線解析法（X‐
Ray Diffraction: XRD）［21, 52-55］，蛍光光度法（Fluorescence Spectrometry: FL）［24, 25］や

紫外可視吸光光度法（UltraViolet- Visible Spectrometry: UV-Vis）［21-25, 50, 52, 55, 56］が挙げ

られるが，簡便性，迅速性，測定条件に関して制限がある．MS 法では，リン酸緩衝塩が測定

の夾雑成分となるため，リン酸緩衝液を必要とする生理的条件下での測定は困難である．XRD
法では，測定試料の結晶化など煩雑な測定手順が必要となり，FL 法については，錯体形成に

伴う蛍光・発光が確認される組合わせは極めて稀である．一般的に使用されている UV-Vis 法
は，金属イオンとの錯体形成に伴う UV 吸収スペクトルの変化が生じず，錯体形成を判断で

きない場合も存在する．また，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は金属錯体のハイスル

ープット分析に適しているが［57-61］，遊離金属イオンは分離カラム内へ蓄積し，分離カラ

ムを徐々に劣化させる［62, 63］．第一章では，二相溶媒系を用いる液−液分配クロマトグラ

フィーである高速向流クロマトグラフィー（HSCCC）分析により，二相溶媒系中に添加した

金属イオンと薬物の錯体形成時に生じる極性の変化から薬物と錯体形成する金属イオン種の

スクリーニングを行った．しかしながら，二相溶媒系の調製や HSCCC 分析には時間を要し，

薬物に応じて二相溶媒系を選択しなければならない．加えて，生理的条件下での測定に難が

ある． 
 一方で，このようなスクリーニングの観点とは別に，遺伝子組み換えタンパク質の精製法

として固定化金属イオンクロマトグラフィー（Immobilized metal ion adsorption chromatography; 
IMAC）が知られている［89-91］．IMAC は，金属イオンを固定化したカラムに対する化合物

の親和性を利用した分離技術で，ヒスチジン，システイン，トリプトファンといった金属イ

オンと配位結合するアミノ酸を標識化したタンパク質の精製に利用される［92］．また近年

では，IMAC の類似の観点から，微量の金属イオンをキレート捕集するための簡易型の固相

抽出カートリッジも多種類が市販されている．これらのカートリッジは大半が「使い捨て」

であり，多検体処理を前提として開発されたものである． 
 このような背景の下，本章では金属イオンキレート官能基が修飾されたシリカモノリスデ

ィスクを内蔵した遠心用スピンカートリッジである固相抽出（SPE）媒体と HPLC 分析を組

合せた，擬似生理的条件下（生理的 pH，イオン強度）での金属錯体形成の迅速かつ簡便な検
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出が可能なスクリーニング法の着想を得て，その開発を検討した．また本章ではさらに，薬

物以外に生体成分（アミノ酸，ペプチド）や植物由来成分（ポリフェノール関連化合物）を

対象として，金属イオンとの錯体形成挙動の包括的な分析についてもあわせて検討したので

報告する． 
 

2-2 実験方法 

 
 

2-2-1 被験化合物 

 本研究では，薬物，アミノ酸，ポリフェノール化合物を被験化合物として選択した． 55 種

類の医薬品（Table 2. 3（p. 32~33）を参照）のうち，No. 1，7，8，11-13，16-19，24，27，28，
30，33，34，39，41，48，49，51，53，55 の薬物は東京化成工業から，No．2，10，15，25，
26，29，31，38，43，52 および 54 は，シグマ・アルドリッチジャパン，3，5，6，9，14，21-
23，32，35-37，42，44-47 および 50 は，富士フィルム和光純薬から，No. 4，20，40 はフナコ

シから購入した． 
 続いて，被験アミノ酸として使用した 20 種類の L-アミノ酸（Table 2. 4（p. 41）参照）は，

全て富士フィルム和光純薬から，L-Tyrosine のトリペプチド（No. 21: Tyr-Tyr-Try）はシグマ・

アルドリッチジャパンより購入した．γ-glutamic acid（γ-Glu）を含有するペプチド（No. 22-25）
は味の素株式会社 イノベーション研究所より提供された． 
 24 種類のポリフェノール化合物（Table 2. 5（p. 46）を参照）のうち，No. 1-6，8，10-13，
16 は富士フィルム和光純薬から，7，9，15，17-20 はシグマ・アルドリッチジャパンより，14
は関東化学より購入した．また，21-24 に示した Epicatechin（EC）オリゴマー（2~4 量体）は

後述で単離精製したものを使用した．EC オリゴマーの単離精製の出発化合物はプロアントシ

アニジン混合物（Apple condensed tannins, 以下 ACT と略す）の粉末はアサヒビール未来技術

研究所より提供された． 
 

2-2-2 試薬と溶媒 

 被験金属イオンとして使用した 12 種類の金属イオン塩化物（MgCl2，AlCl3，CaCl2，CrCl3，

MnCl2，FeCl2，FeCl3，CoCl2，NiCl2，CuCl2，ZnCl2，MoCl5）は富士フィルム和光純薬から購

入した． 
 実験用の水は，Milli-Q Reference-A+（Millipore SAS）にて製造したものを使用し，上記被験

化合物の希釈・抽出液や後述の HPLC 移動相溶液の調製用，固相抽出媒体処理用として，ア

セトニトリル（高速液体クロマトグラフ（HPLC）用，以下 CH3CN と略す），酢酸エチル，

硝酸，酢酸，ギ酸，酢酸アンモニウム，塩化ナトリウム（NaCl），塩化カリウム（KCl），リ

ン酸二水素カリウム（KH2PO4）およびリン酸水素二ナトリウム（Na2HPO4）（以上，関東化

学），HEPES は同仁化学研究所より購入した．上記の無機塩（NaCl: 0.8 g，KCl: 0.02 g，KH2PO4:  
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0.024 g，Na2HPO4: 0.144 g）を 100 ml の水に溶解し，リン酸緩衝生理食塩水（PBS，pH 7.4）
を調製した． 
 

2-2-3 試料溶液調製 

 薬物試料は以下に示す手順で調製した．Table 2. 3 に示す 52 種類の薬物（No. 40，52，55 を

除く）のストック溶液（1000 μg/ ml）は，各薬物 1 mg を CH3CN 水溶液（CH3CN:H2O=5:5，
v/v）1 ml に溶解して調製した．Dasatinib（No. 40），Folic acid（52），Metoclopramide（55）
のストック溶液（1000 μg/ ml）は，1 mg の各薬物を CH3CN / 1 M 塩酸（CH3CN:HCl=5:5，v/v）
1 ml に溶解して調製した．さらに，各薬物ストック溶液を PBS と CH3CN の混合液で希釈す

ることにより，各薬物の標準溶液（20 μg/ ml）を調製した．各薬物の標準溶液の CH3CN 含有

率（%）は，Table 2. 3 に示す各 HPLC 移動相と同じ含有率（%）とした． 
 Table 2. 4 に示す 17 種類のアミノ酸（No. 4，5，7 を除く）と γ-Glu 含有ペプチド（No. 22~25）
のストック溶液（1000 μg/ ml）は，各アミノ酸 1 mg を水 1 ml に溶解して調製した．L-Leucine
（Leu，No. 4），L-Isoleucine（Ile，5），L-Tyrosine（Tyr，7）と L-Tyrosine のトリペプチド（Tyr-
Tyr-Tyr，21）のストック溶液（1000 μg/ ml）は，1 mg の各アミノ酸またはペプチドを 1 M 塩

酸 1 ml に溶解して調製した．各ストック溶液を CH3CN と 1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）の

混合溶液（CH3CN:HEPES=1:9，v/v）で希釈することにより，各アミノ酸・ペプチドの標準溶

液（0.1 mM）を調製した． 
 Table 2. 5 に示す 24 種類のポリフェノール化合物のストック溶液（1000 μg/ ml）は，各化

合物 1 mg を CH3CN 水溶液（CH3CN:H2O=5:5，v/v）1 ml に溶解して調製した．各ポリフェノ

ールのストック溶液を CH3CN 水溶液で希釈することにより，各ポリフェノールの標準溶液

（20 μg/ ml）を調製した．ポリフェノールの標準溶液（No. 17-24 を除く）の CH3CN 含有率

（%）は，Table 2. 5 に示す各 HPLC 移動相と同じ含有率（%）とした．カテキン類（17-20）
とカテキンオリゴマー類（21-24）の標準液（20 μg/ ml）は CH3CN 水溶液（CH3CN:H2O=4.5:5.5，
v/v）で希釈することにより調製した． 
 金属イオン溶液（500, 1000 μg/ml）は，1 mg の各金属塩化物を 1 ml または 2 ml の水に溶解

することによって調製した． 
 

2-2-4 HPLC 分析装置と分析条件 

 HPLC 分析装置は，日立 HPLC システム（構成装置: L-7100 ポンプ，L-2200 オートサンプ

ラー，L-7455 ダイオードアレイ検出器）を使用した．クロマトグラムは，D-7000 型 HPLC マ

ネージャー（日立製ソフトウェア）を内蔵する PC 上で記録した．分離カラムは，Merck 製の

モノリスカラムである Chromolith Performance Si（100×4.6mm I.D.，Merck）又は Chromolith 
HighResolution RP-18（100×4.6 mm I. D.）に同 guard column（5×4.6 mm I. D.）を接続して，測

定対象化合物に応じて使い分けた． 
 HPLC 分析の際には，移動相溶媒 A（CH3CN）と B（10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0），10 mM
リン酸緩衝液（pH 7.0），10 mM 酢酸，0.1%ギ酸）の 2 種類の溶液を送液ポンプ内で任意の
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割合で混合し，2.0 ml /min の流速でイソクラティック送液した．A 液と B 液の混合比率は，

溶質が素通りせずかつ 3 分以内に溶出するように，被験化合物ごとに検討・最適化した．被

験化合物として芳香族環を有しないアミノ酸を測定する際には，プレカラム誘導体化処理を

行った．1 級アミンは o–Phthalaldehyde（OPA）誘導体化，2 級アミンは 9-Fluorenylmethyl 
chloroformate（FMOC）誘導体化処理を行い，測定試料とした．試料溶液はスナップバイアル

（0.3 ml 容，ジーエルサイエンス製）に入れて，オートサンプラーにて 20 μl の一定量を HPLC
装置に注入した．試料注入・分離後の溶出液の吸光度を 200〜400 nm の範囲でモニタリング

し，被験化合物ごとに設定した至適波長での吸光度値に基づいて，溶出ピーク面積の算出を

行った．また，最適条件下での HPLC クロマトグラムより，各被験化合物の保持係数（質量

分布比: k）を次式より算出した． 
 

𝑘 = (𝑡% − 𝑡')/𝑡'     （2. 1） 
 
ここで，tR は被験化合物の保持時間（min）であり，t0 は素通り時間（min）とした． 
 

2-2-5 固相抽出媒体 

 本研究に使用する固相抽出（SPE）媒体として，モノリスシリカディスク内蔵遠心スピンカ

ートリッジである「MonoSpin（ジーエルサイエンス製）」を選択し，微量金属イオンの吸着

捕集用途で主に用いられる MonoSpin ME と MonoSpin NTA の 2 種類のカートリッジを使用

した．MonoSpin M と MonoSpin NTA のシリカディスク表面は，それぞれイミノ二酢酸（IDA）

とニトリロ三酢酸（NTA）基によって修飾されたものである（Fig. 2. 1）． 
 
 

 
 
Figure 2. 1   Chemical structures of functional groups on a MonoSpin ME cartridge and a MonoSpin NTA 

cartridge. 

 

ME Cartridge NTA Cartridge

Iminodiacetic acid (IDA) Nitrilotriacetic acid (NTA)
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2-2-6 MonoSpin カートリッジへの通液遠心条件 

 MonoSpin カートリッジへの溶液の通液は，卓上遠心機（Centrifuge 5415R，Eppendorf）を使

用して，5,000 rpm（2,300×g）で 1 分間の遠心分離により行なった． 
 

2-2-7 MonoSpin カートリッジの前処理条件 

 MonoSpin カートリッジへの試料溶液通液前にコンディショニングとして，200 μl の 1 M 硝

酸と 200 μl の 100 mM 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 5.5）を順次通液し，カートリッジの IDA
または NTA 官能基の活性化を行った． 
 

2-2-8 MonoSpin カートリッジへの金属イオン吸着量の測定 

 金属イオン溶液中の金属量と，MonoSpin カートリッジ通液後の金属イオン溶液中の金属量

を，グラファイト炉原子吸光分析装置（Z-2000，HITACHI）を用いて測定した．測定の前に，

2800°C で 6 秒間の加熱を繰り返し，安定したベースラインが得られるまでグラファイトの測

定チューブ内をクリーニングした．金属イオン溶液中の金属量の測定は，MonoSpin カートリ

ッジ通液前後の金属イオン溶液（500 μl）を 10 ng/ml 以下になるよう水で希釈した溶液（10 
μl）をグラファイトチューブ内に直接注入し，吸光度を測定した．各金属を測定するための吸

収波長およびその他の測定条件（乾燥時間，洗浄時間・温度，キャリア Ar ガスの流量）は，

推奨される条件に従い設定した．溶液中の金属濃度は，予め各金属標準溶液を用いて測定し

た検量線から算出した．MonoSpin カートリッジへの金属イオンの吸着量は，MonoSpin カー

トリッジを通液後の金属イオン溶液中の金属量の減少量から計算した． 
 

2-2-9 MonoSpin カートリッジからの金属イオン脱離の有無の確認 

 MonoSpin ME，NTA 両カートリッジからの Cu2+と Fe2+の脱離を確認した．MonoSpin ME，
NTA 両カートリッジに Cu2+を過飽和量キレートさせた後，200 μl の水または PBS 溶液をそれ

ぞれ Cu2+キレート MonoSpin ME または NTA カートリッジに通液した．次に，通過液中の Cu2+

濃度を原子吸光分光計（Z-2000，日立）を用いて測定した． 
 MonoSpin ME，NTA 両カートリッジに Fe2+を過飽和量キレートさせた後，200 μl の水，10 
mM NaCl，1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）または PBS 溶液をそれぞれ Fe2+キレート MonoSpin 
ME または NTA カートリッジに通液した．通過液中の脱離した Fe2+を 1,10-フェナントロリン

との呈色反応によって確認した．まず，各通過液に 100 μl の 1, 10-フェナントロリン溶液（1 
mg/ml）および 100 μl の酢酸アンモニウム緩衝液（100 mM，pH 5.5）を添加し，混合溶液中の

赤褐色複合体（1, 10-フェナントロリン-Fe2 +）の有無について呈色により確認した． 
 

2-2-10 金属イオンキレート MonoSpin カートリッジへの被験薬物（BMP）の吸着率

の算出 

 今回，被験化合物として薬物（55 種類），生体アミノ酸（20 種類）とペプチド（5 種類），

ポリフェノール化合物（24 種類）を選択した．被験化合物の種類に応じて MonoSpin ME・
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NTA カートリッジを使い分けた．薬物と塩基性アミノ酸（L-Histidine: His，L-Lysine: Lys，L-
Arginine: Arg）を対象とする場合は NTA カートリッジ，塩基性アミノ酸以外のアミノ酸（17 
種類）とペプチド，ポリフェノール化合物を対象とする場合は ME カートリッジを使用した．

まず，コンディショニング済みの MonoSpin カートリッジに 500 μl の金属イオン溶液（NTA: 
500 μg/ ml，ME: 1000 μg/ ml）を通液させ，続いて 500 μl の水を通液し，洗浄した．最後に，

200 μl の各種類の被験化合物の標準溶液（20 μg/ ml）を通液し，先述した HPLC 分析により溶

出液中の被験化合物量（クロマトグラム上のピーク面積（PA））を測定するため溶出液を回

収した． 
 金属イオンとの錯体形成は金属イオンキレート MonoSpin カートリッジへの被験化合物の

吸着を算出することで評価した．HPLC 分析により得られた MonoSpin カートリッジからの溶

出液中の被験化合物量（PAE）および標準溶液中の被験化合物量（PASTD）より金属イオンキ

レート MonoSpin カートリッジへの被験化合物の吸着率を，式 2. 2 を使用して算出した． 
 

Q = (1 − 𝑃𝐴./𝑃𝐴/01) × 100     （2. 2） 
 
上記の測定とは別に，被験化合物の標準溶液を金属イオンをキレートさせていない（bare 
cartridge）MonoSpin カートリッジに通液し，その溶出液（Metal ion Blank Eluate：MBE）中の

被験化合物量（PAMBE）を測定し，金属イオンをキレートしていない MonoSpin カートリッジ

への被験化合物の吸着率を算出した． 
 

2-2-11 UV 吸収スペクトルの測定 

 BMP と Trp について，UV 吸収スペクトル測定に基づく実験を行なった．BMP 原液として，

BMP を CH3CN 水溶液（CH3CN:H2O=1:1，v/v）で溶解し，1000 μg/ml に調製した．各金属イ

オン原液（Mg2+，Al3+，Ca2+，Cr3+，Mn2+，Fe2+，Fe3+，Co2+，Ni2+，Cu2+，Zn2+，Mo5+）は各金

属塩化物を水で溶解し，1000 μg/ml に調製した．BMP 原液を CH3CN 含有 PBS 溶液（pH 7.4）
（CH3CN:PBS=3:7，v/v）で 6.0×10-5 mM になるよう希釈したものを BMP 試料とした．BMP
−金属イオン試料は，BMP と金属イオンの終濃度がそれぞれ，6.0×10-5 M，3.0×10-4 M にな

るよう CH3CN 含有 PBS 溶液（pH 7.4）（CH3CN:PBS=3:7，v/v）を用いて調製した． 
 また，Trp 原液として，Trp を水で溶解し，1000 μg/ml に調製した．各金属イオン原液（Mg2+，

Al3+，Ca2+，Cr3+，Mn2+，Fe2+，Fe3+，Co2+，Ni2+，Cu2+，Zn2+，Mo5+）は各金属塩化物を水で溶

解し，1000 μg/ml に調製した．Trp 原液を CH3CN 含有 1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）
（CH3CN:HEPES=1:9，v/v）で 0.1 mM になるよう希釈したものを Trp 試料とした．Trp－金属

イオン試料は，Trp と金属イオンの終濃度がそれぞれ，0.1 mM，0.5 mM になるよう CH3CN 含

有 1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）（CH3CN:PBS=1:9，v/v）を用いて調製した． 
 UV 吸収スペクトルは，吸光光度計（UV-1800，島津）を用いて 200~500 nm の波長範囲で

測定した．ベースラインは BMP の場合，CH3CN 含有 PBS 溶液（pH 7.4）（CH3CN:PBS=3:7，
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v/v）を用いて補正し，Trpの場合は，CH3CN含有 1 mM HEPES緩衝液（pH 7.4）（CH3CN:PBS=1:9，
v/v）を用いて補正した． 
 
 

2-3 結果と考察 

 

2-3-1 MonoSpin カートリッジの特性把握 

 

2-3-1-a MonoSpin カートリッジへの金属イオン吸着量の確認 

 本研究では，SPE 媒体として，IDA 基が修飾された ME カートリッジと NTA 基が修飾され

た NTA カートリッジを使用した．塩化銅溶液をカートリッジに通液し，両カートリッジの銅

イオン（Cu2+）最大キレート量を調べた結果を Fig. 2. 2 に示した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. 2   The adsorption amount of Cu2+ on a ME cartridge (A) and a NTA cartridge (B). Averages of 
three measurements were plotted. Error bars indicate means ± standard deviations (n =3). 
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ME カートリッジの場合，2000 μg/ml 以上の CuCl2溶液を 500 μl 通液するとカートリッジ 1 個
あたり約 200 μg の Cu2+がキレートされることが確認できた（Fig. 2. 2-A）．一方 NTA カート

リッジの場合，100 μg/ml 以上の CuCl2 溶液を 500 μl 通液するとカートリッジ 1 個あたり約

20 μg の Cu2+がキレートされることが確認できた（Fig. 2. 2-B）．ME，NTA カートリッジの

Cu2+の最大吸着量の差はカートリッジ上に修飾されたそれぞれの官能基の修飾量の差が比例

している可能性がある．次に，選択した 11 種類の金属イオンが，それぞれ NTA カートリッ

ジ上にキレートされる最大量を調べた．500 μl の各金属イオン溶液（500 μg/ ml，金属量：250 
μg）を NTA カートリッジに通液し，通液前後の金属の減少量から求めた各金属イオンの最大

キレート量を Table 2. 1 に示した．Al3+の 1.94 μg から Zn2+の 31.77 μg の範囲に渡り金属イオ

ンごとにキレート量は異なるものの，各金属イオン溶液の通過後に過剰の金属イオン（250 μg）
によってカートリッジの NTA 官能基はほぼ完全に金属イオンで飽和・キレート化されている

と見積もられた．金属イオン種によって吸着量の再現性が悪いものがあるが，その理由のひ

とつとして，カートリッジ表面の NTA 官能基の密度の誤差が大きいという可能性が挙げられ

る．IDA と比べて NTA はかさ高い官能基であるため，IDA ほど高密度に化学修飾できず結合

量の制御が困難である．NTA の修飾量の誤差が金属イオンの吸着量の再現性に影響を及ぼし

ている可能性が考えられる． 
 

 

Table 2. 1  Maximum amount of metal ion adsorbed on the NTA surface of a MonoSpin cartridge. 

Metal iona) Maximum adsorption amount 
(per cartridge) / μg SD (n=3) 

Mg2+ 

Al3+ 

Ca2+ 

Cr3+ 

Mn2+ 

Fe2+ 

Fe3+ 

Ni2+ 

Cu2+ 

Zn2+ 

8.60 
1.94 
13.46 
3.50 
3.13 
4.24 
8.71 
5.00 
19.30 
31.77 

1.35 
0.67 
3.44 
2.19 
0.94 
0.60 
0.42 
3.30 
1.74 
12.22 

a) The loaded amount of each metal chloride was 250 μg (per cartridge). 
 
 

2-3-1-b MonoSpin カートリッジに吸着した金属イオンの脱離の有無の確認 

 金属イオンキレートカートリッジにイオン強度の高い溶液を通液した場合，MonoSpin カー

トリッジ上のキレート官能基と金属イオンの配位結合が弱まり，キレートさせた金属イオン

が脱離する可能性が考えられる．ME，NTA 両カートリッジからの Cu2+と Fe2+の脱離の有無

について，それぞれ原子吸光分光計（Cu2+用）と，フェナントロリンによる呈色反応（Fe2+用）

によって確認した（Table 2. 2）．NTA カートリッジの場合，どの溶液を通液させても通過液
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中に Cu2+や Fe2+は確認されなかった．一方で，Cu2+キレート ME カートリッジに PBS 溶液を

通液させたところ，通過液中に 19.5 μg/ml の Cu2+が検出された．また，Fe2+キレート ME カー

トリッジに 10 mM NaCl 溶液や PBS 溶液など電解質を含有する溶液を通液させると，通過液

中に Fe2+が脱離するため，フェナントロリン−Fe2+呈色反応が確認された．イオン強度の高い

溶液は，ME カートリッジ上の IDA 基と金属イオンの配位結合を弱め，キレートさせた金属

イオンを脱離させることがわかった．一方 NTA カートリッジでは，キレートさせた Fe2+と

Cu2+の両金属の脱離は確認されなかった．NTA カートリッジに修飾されている NTA 基は IDA
基と比較し，金属イオンへの配位数が多く，より安定で強固なキレートを形成することが確

認できた．上記の結果に基づいて，本研究においては，例えば PBS 溶液（pH 7.4）のような

イオン強度の高い溶液中での相互作用を評価する必要がある場合は NTA カートリッジを使

用することとした．一方，（イオン強度の低い）1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）や水中での測

定においては ME カートリッジを積極的に活用した． 
 
Table 2. 2   Comparison of the adsorption-desorption characteristics of Cu2+ or Fe2+ chelated with 
ME or NTA cartridge. 

Cartridge  [Cu2+] in eluate*1 
/μg/ml 

 Color reaction of Fe2+in eluate*2 

 Water PBS  Water 10 mM NaCl 1 mM 
HEPES*3 

PBS 

ME  N. D. *4 19.5  Neg. *5 Reddish brown Neg. Reddish brown 

NTA  N. D. N. D.  Neg. Neg. Neg. Neg. 

*1) A portion of 200 μl of water or PBS solution was passed through the Cu2+ chelated ME or NTA 
cartridge, respectively. Then the Cu2+ concentration in the eluate was measured by an atomic absorption 
spectrometer (Z-2000, Hitachi, Tokyo, Japan). 
*2) A portion of 200 μl of water or PBS solution was passed through the Fe2+ chelated ME or NTA 
cartridge, respectively. Then the presence of desorbed Fe2+ ion in the eluate was confirmed by a color 
reaction with 1, 10-phenanthroline. The procedure was as follows: each eluate was mixed with 100 μl of 
1, 10-phenanthroline solution (1 mg/ml) and 100 μl of ammonium acetate buffer (100 mM, pH 5.5). Then 
the presence (or absence) of reddish brown complex (1, 10- phenanthroline-Fe2+) in the mixture solution 
was visually confirmed. 
*3) 1 mM HEPES buffer (pH 7.4). 
*4) N. D.: Not detected. 
*5) Neg.: Negative. 

 
 

2-3-2 擬似生理的条件下での金属イオンと薬物間の錯体形成スクリーニング 

 
 

2-3-2-a 被験薬物の HPLC 分析条件の最適化 

 今回の実験における被験薬物の HPLC 分析に際して，UV 検出波長は各被験薬物に応じて

最適化した．分離カラムは，一般的な微粒子充填カラムよりも低背圧で，気泡や汚れ詰まり
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が抜けやすく，ガードカラムの交換が容易な一体形成型のシリカモノリス RP-C18 カラムを

採用した．移動相溶媒は，移動相溶媒 A（CH3CN）と B（10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0），10 
mM リン酸緩衝液（pH 7.0），10 mM 酢酸，0.1%ギ酸）の 2 種類を送液ポンプ内で任意の割

合で混合し，2.0 ml/min の流速でイソクラティック送液した．A 液と B 液の混合比率は，被

験薬物が素通りせずかつ 3 分以内に溶出するように，被験化合物ごとに検討・最適化した． 
 上述の通り構築した HPLC システムにおいて，薬物ごとに最適化した分析条件（移動相中

の CH3CN 比率，UV 検出波長）と保持挙動（保持時間，k）の一覧表を Table 2. 3 に示した． 
 薬物 55 品目において，本 HPLC システムによる基本的な分析条件が構築できた．表から

明らかなように，各被験薬物の新疎水性の差異に応じて移動相条件が異なるが，全ての被験

薬物に対して 3 分以内に保持・溶出できる条件をそれぞれ決定することができた． 
 
 
 

Table 2. 3   Optimized HPLC conditions for rapid analyses of 55 different medical drugs. 
Medicinal druga)  Optimized HPLC condition 
No. Name  Mobile phase 

composition 
UV wavelength / 

nm 
RTc)/
min 

k 

CH3CN % aq. soln.b) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

daptomycin 
teicoplanin 
vancomycin 
linezolid 
bacitracin 
ampicillin 
piperacillin 
cefazolin 
cefotaxime 
ceftriaxone 
meropenem 
levofloxacin 
clindamycin 
tetracycline 
chloramphenicol 
voriconazole 
carbamazepine 
ethosuximide 
lamotrigine 
levetiracetam 
phenobarbital 
phenytoin 
primidone 
zonisamide 
disopyramide 
flecainide 
lidocaine 
mexiletine 

 35 
25 
10 
25 
30 
10 
25 
10 
15 
5 
5 
15 
30 
15 
30 
40 
40 
10 
25 
10 
25 
40 
25 
25 
25 
40 
25 
25 

Type Ⅰ 
Type Ⅱ 
Type Ⅱ 
Type Ⅱ 
Type Ⅱ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 

Type Ⅲ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 

220 
230 
210 
250 
210 
210 
210 
270 
240 
240 
300 
290 
210 
270 
210 
260 
280 
210 
220 
210 
220 
220 
220 
240 
210 
220 
220 
220 

1.76 
2.38 
2.53 
1.49 
2.59 
1.41 
1.23 
2.75 
1.20 
1.36 
2.64 
1.79 
1.39 
2.00 
1.60 
1.79 
1.39 
2.80 
1.47 
1.41 
2.19 
1.41 
1.23 
1.68 
1.44 
1.39 
1.41 
1.52 

1.20 
1.98 
2.16 
0.86 
2.24 
0.76 
0.54 
2.44 
0.50 
0.70 
2.30 
1.24 
0.74 
1.50 
1.00 
1.24 
0.74 
2.50 
0.84 
0.76 
1.74 
0.76 
0.54 
1.10 
0.80 
0.74 
0.76 
0.90 
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Table 2. 3   Continue. 
Medicinal druga)  Optimized HPLC condition 
No. Name  Mobile phase 

composition 
UV wavelength / 

nm 
RTc)/
min 

k 

CH3CN 
% 

aq. soln.b) 

29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 

procainamide 
propafenone 
quinidine 
sotalol 
phentolamine 
hydrochlorothiazide 
clonidine 
losartan 
nifedipine 
propranolol 
valsartan 
dasatinib 
imatinib 
methotrexate 
pazopanib 
mycophenolic acid 
salicylic acid 
bromazepam 
diazepam 
aminophylline 
theophylline 
ambroxol 
dipyridamole 
folic acid 
diclofenac 
prednisolone 
metoclopramide 

 10 
40 
30 
10 
30 
15 
10 
30 
50 
30 
30 
30 
30 
10 
25 
40 
10 
30 
40 
10 
10 
30 
40 
5 
40 
30 
20 

Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 

Type Ⅳ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 

280 
220 
240 
220 
210 
220 
210 
220 
230 
220 
210 
320 
260 
300 
270 
220 
220 
240 
240 
280 
280 
210 
290 
280 
220 
250 
270 

1.17 
1.60 
1.23 
1.97 
1.41 
1.63 
1.97 
1.92 
1.55 
1.76 
1.73 
1.97 
1.55 
1.68 
1.79 
1.52 
1.63 
1.89 
1.76 
1.39 
1.41 
1.36 
1.76 
2.32 
2.11 
1.60 
1.55 

0.46 
1.00 
0.54 
1.46 
0.76 
1.04 
1.46 
1.40 
0.94 
1.20 
1.16 
1.46 
0.94 
1.10 
1.24 
0.90 
1.04 
1.36 
1.20 
0.74 
0.76 
0.70 
1.20 
1.90
1.64 
1.00 
0.94 

a) Antibacterial agent: No. 1~15; triazole antifungal agent: No. 16; antiepileptic drug: No. 17~24; 
antiarrhythmic drug: No. 25~32; antihypertensive drug: No. 33~39; anticancer drug: No. 40~43; 
immune-suppressive agent: No. 44; salicylic acid series: No. 45; psychoneurotic agent: No. 46&47; 
theophylline formulation: No. 48&49; expectorant drug: No. 50; anti-ischemic drug: No. 51; vitamin: 
No. 52; anti-inflammatory drug: No. 53; steroid: No. 54; antiemetic agent: No. 55; digestive tract 
function-improving agent. 
b) Type Ⅰ: 10 mM acetate buffer (pH 5); Type Ⅱ: 10 mM phosphate buffer (pH 7); Type Ⅲ: 10 mM 
acetic acid; Type Ⅳ: 0.1 % formic acid. 
c) RT: Retention time. 

 

2-3-2-b MonoSpin NTA 使用時の SPE 分析条件および薬物溶液組成の最適化 

 PBS 溶液を用いて擬似生理的条件下での金属イオンと薬物間の錯体形成スクリーニングを

行うため，MonoSpin カートリッジは NTA カートリッジを使用した．MonoSpin NTA カート

リッジを用いた金属イオンと被験薬物の相互作用スクリーニング手順を Fig. 2. 3 に示した．

まず，金属イオン溶液の通液により，カートリッジ上の NTA 基に金属イオンをキレート化し

た後，金属イオンをキレートしたカートリッジを水で洗浄した．最後に，被験薬物標準溶液
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（PBS 溶液と CH3CN を含む）をカートリッジに通液し，溶出液中の被験薬物量を HPLC によ

り定量した．溶出液中の被験薬物量は，Fig. 2. 3 に示すように，HPLC クロマトグラムのピー

ク面積（PAE）として示される．カートリッジに通液していない標準溶液の被験薬物量（PASTD）

も同様に測定し，PAE および PASTD を用いて金属イオン（カートリッジにキレートされてい

る）への吸着率（%）を式 2. 2 を用いて算出した． 

 

 
Figure 2. 3   Schematic showing the screening method for complex formation between a metal ion and a 
compound on a MonoSpin cartridge. 
 
Fig. 2. 3 を例とすると，PAEと PASTDがそれぞれ 10 と 100 の場合，吸着率（Q，%）は（1-10 
/ 100）× 100 = 90 %と計算される． 
 上記の金属イオンへの吸着率（%）の算出前に，金属キレートしていないカートリッジに通

液した際に，被験薬物がカートリッジ上の官能基に吸着しないことを，金属キレートしてい

ないカートリッジからの溶出液中のの被験化合物量（PAMBE）を測定し，確認した．この研究

では，被験薬物がカートリッジ上の官能基に吸着しない（PAMBE≒PASTD）ことが望ましい（金

属イオンをキレートしていないカートリッジへの Q 値：20 %未満）．一方で，この値は，被

験薬物標準溶液の溶媒の CH3CN 含有率の影響を受ける可能性がある．そこで，金属イオンを

キレートしていない NTA カートリッジとベンゾジアゼピン系抗不安薬であるブロマゼパム

（BMP）を使用して，BMP 標準溶液中の CH3CN 含有量（%）の最適化を試みた．金属イオ

ンをキレートしていない NTA カートリッジへの BMP（No .46 in Table 2. 3）の吸着率（Q，%）

と BMP 標準溶液中の CH3CN 濃度（%）との関係を Fig. 2. 4 に示した．CH3CN 濃度が 0 %の

場合，Q 値は比較的高値（約 50 %）であったが，CH3CN 濃度が増加すると Q 値は大幅に減
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少した．この結果は，金属イオンをキレートしていない NTA 基への BMP の非特異的吸着は

主に疎水性相互作用に起因することを示している．実際に，30 %以上の CH3CN を含む BMP
標準溶液を通液させた場合，BMP の Q 値は 20 %未満に低下した（BMP の HPLC 移動相の

CH3CN 濃度（%）：30 %）．BMP の金属イオンをキレートしていない NTA カートリッジへ

の吸着率（Q，%）を測定した結果に基づき，55 種類の薬物の標準溶液中の CH3CN 濃度（%）

は Table 2. 3 に示す各 HPLC 移動相の CH3CN 濃度（%）と同じ値とした． 
 

 

 
Figure 2. 4   Relationship between the adsorption capacity (%) of BMP to a bare NTA cartridge and the 
CH3CN concentration (%) in the BMP test solution. 
 

2-3-2-c BMP と錯形成する金属イオン種のスクリーニング実施 
 BMP はベンゾジアゼピン系抗不安薬であり，Mn2 +，Cr3 +，Fe2 +，Fe3 +，Co2 +，Ni2 +，Cu2 +，

Zn2 +と金属錯体を形成することが知られている［80-86］．金属イオンとの BMP 錯体の特性

と挙動は，UV-Vis 分光分析，結晶学的分析，電気化学的分析，熱分析など様々な手法で行わ

れているが，生理学的 pH およびイオン強度条件下では行われていない．したがって，PBS を

用いた擬似生理的条件下で本スクリーニング法を使用して，11 種類の金属イオンと BMP と

の錯体形成の有無を調べた．BMP の標準溶液（PBS:CH3CN=7:3, v/v）を NTA カートリッジに

通液後の，溶出液中の BMP の HPLC クロマトグラムを Fig. 2. 5-A に示した．クロマトグラム

（a）は NTA カートリッジに通液前の標準溶液中の BMP を示し，（b）は金属イオンをキレ

ートしていない NTA カートリッジに通液後の溶出液中の BMP を示し，クロマトグラム（c）
〜（m）は各金属キレート NTA カートリッジに通液後の溶出液中の BMP を示している．BMP
量（ピーク面積）に基づいて，11 の金属イオン（各 NTA カートリッジにキレートされた）の

それぞれに対する BMP の吸着容量（%）を式 2. 2 を用いてそれぞれ計算した（Fig. 2. 5-B）．
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Figure 2. 5-B より， BMP は Co2 +，Ni2 +，Cu2 +に対する吸着率は高いが，Mg2 +，Al3 +，Ca2 +，

Cr3 +，Mn2+，Fe2+，Fe3 +，Zn2+に対しては非常に低いことが明らかになった（金属イオンをキ

レートしていない NTA カートリッジへの吸着率と同程度）．これらは，BMP が擬似生理学

的 PBS 条件下で Co2 +，Ni2 +，Cu2 +と選択的に錯体を形成し，残りの 8 つの金属イオンでは錯

体を形成しないことを示している． 
 これまでの報告では，BMP は水溶液中において，Mn2 +，Cr3 +，Fe2 +，Fe3 +，Zn2 +と錯体を

形成することが明らかにされている［80-86］．さらに，第一章の HSCCC を用いた手法では，

Fe2+，Co2+，Ni2+，Cu2+との錯形成を確認している．PBS 溶液などのイオン強度が高い条件下

では，イオン結合と配位結合を弱めることが知られており，PBS 溶液の調製に使用したリン

酸塩は金属イオンの配位子として作用し，薬物−金属錯体形成の妨害となる．また，本法はカ

ートリッジ上の NTA 基と金属イオン，薬物の三元錯体形成を評価しているため，金属イオン

の配位部位の一部が NTA 基と配位結合をしている．そのため，二元錯体と比較し，錯形成を

生じにくい可能性がある．そこで，CH3CN 含有 PBS 溶液（pH 7.4）（CH3CN:PBS=3:7，v/v）
溶液中での金属イオンとの錯体形成による BMP の UV 吸収スペクトルの変化を確認し（Fig. 
2. 6），Fig. 2. 5 の結果と比較した．その結果，Fig. 2. 6 の実験では Fe2+，Fe3+，Co2+，Ni2+，

Cu2+存在下で BMP の吸収スペクトルの変化が確認できた．よって，過去の水中での実験［83-
88］で確認されていた Mn2 +，Cr3+，Zn2 +との相互作用は，今回の実験では BMP 標準溶液中の

PBS によって打ち消されたと思われる．また，Fe2+，Fe3+とは溶液中で二元錯体は形成するが，

三元錯体は形成しにくいということがわかった． 
 

 
Figure 2. 5   (A) HPLC stacked chromatograms of BMP in the eluates after passing the BMP test solution 
through the MonoSpin NTA cartridge. a) Chromatogram of BMP in the test solution before passing through 
the NTA cartridge; b) after passing through the bare NTA cartridge; c) ~ m) after passing through each of 
eleven different metal-chelated NTA cartridges: c) Mg2+, d) Al3+, e) Ca2+, f) Cr3+, g) Mn2+, h) Fe2+, i) Fe3+, 
j) Co2+, k) Ni2+, l) Cu2+, m) Zn2+. (B) Comparison of the adsorption capacity (%) of BMP to each of eleven 
different metal ions chelated onto the NTA cartridge. 
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Figure 2. 6   The UV spectra of BMP with metal ions in a mixture solution of PBS (pH 7.4) and CH3CN 
(7:3, v/v). The concentration of BMP was 6.0×10-5 M, and a molar ratio between BMP and each metal ion in 
each mixture solution was 1:5 (i.e., the concentration of each metal ion was 3.0×10-4 M). The UV absorption 
spectra were recorded on a UV-1800 spectrophotometer (Shimadzu, Tokyo, Japan) in the range 250 nm to 
400 nm. 
 
 

2-3-2-d 多品目の薬物の金属錯体形成のスクリーニング実施 

 2-3-2-c で構築したハイスループットスクリーニング法を用いて，擬似生理学的 PBS 条件下

で 11 種類の金属イオンと上記の BMP 以外の 54 種類の薬物間の錯体形成の網羅的検出を行

った．Fig. 2. 7 にすべての金属と薬物の組合せの結果を示し，吸着率に応じて色分けしたヒー

トマップを示した．BMP を含めた 55 種類の薬物のうち，クロニジン（No. 35）は金属イオン

をキレートしていない NTA カートリッジへの非特異的吸着のため，測定不可であった（bare 
NTA：47 %）．残りの薬物のうち，41 種類は非常に弱い錯体を形成し，12 種類（No. 2，3，
5，10〜12，14，33，41，46，48，49）は Cu2+と強く錯体形成した（吸着率 40 %以上）．具体

的には，バシトラシン（5）およびテトラサイクリン（14）は Co2 +，Ni2 +，Cu2 +，Zn2 +と，レ

ボフロキサシン（12）は Fe3 +，Co2 +，Ni2 +，Cu2 +と，セフトリアキソン（10）は Ni2 +および

Cu2 +と，BMP（46）は Co2 +および Cu2 +と錯体を形成した．テイコプラニン（2），バンコマ
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イシン（3），メロペネム（11），フェントラミン（33），イマチニブ（41），アミノフィリ

ン（48），テオフィリン（49）は，Cu2 +とのみ錯体を選択的に形成した．さらに，ラモトリギ

ン（19）のみが Cr3 +と錯体を形成した．上記に示した結果は，擬似生理的 PBS 条件下での薬

物と金属イオン錯体形成が初めて確認された組合せである． 
 テトラサイクリン（14）が重金属イオン（Co2 +，Ni2 +，Cu2 +，Zn2 +）および軽金属イオン

（Mg2 +，Al3 +，Ca2 +）と錯体を形成したという報告があるが［93, 94］，本法ではテトラサイ

クリンはこれらの軽金属イオンと錯体を形成した薬物は確認されなかった．本法は，

MonoSpinカートリッジ上のNTA基と金属イオン，薬物間の三元錯体形成を評価しているが，

一般的に薬物−軽金属イオン間の相互作用は薬物−重金属イオン間の相互作用よりも弱いため，

特に擬似生理的 PBS 条件下では上述の錯体形成の検出が困難であった可能性が考えられる． 



 

 23 

 
 
Figure 2. 7   Comparison of the adsorption capacity (%) of 55 drugs to each of eleven different metal ions 
chelated onto a NTA cartridge. 
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2-3-3 生理的 pH 条件下での金属イオンとアミノ酸やペプチド間の錯体形成スクリー

ニング 

 
 前項の薬物スクリーニングに引き続き，薬物以外の生体成分や生理活性成分と金属イオン

との錯体形成スクリーニング実験系について検討した．そのための第一ステップとして，本

項では生体成分かつ食品成分であるアミノ酸やペプチド類を被験化合物として選択した． 
 

2-3-3-a 被験アミノ酸の HPLC 分析条件の最適化 

 実験に際してまず，アミノ酸やペプチドごとに HPLC 分析条件を最適化した（Table 2. 
4）．UV 検出波長は，芳香族環を有するアミノ酸とペプチドは短波長で直接 UV 検出し，そ

の他のアミノ酸についてはプレカラム誘導体化処理を行い，誘導体化後の化合物の UV スペ

クトルの極大吸収波長で検出した．アミノ酸のプレカラム誘導体化反応を Fig. 2. 8 に示し

た． 
 
 

 
 
Figure 2. 8   Scheme of precolumn derivatization for an amino acid. A: Derivatization of o–phthalaldehyde 
for a primary amine. B: Derivatization of 9-fluorenylmethyl chloroformate for a secondary amine. 
 
 
L-Histidine（His）分析の際は，シリカモノリス Si カラムを使用し，その他の化合物の分析に
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mM 酢酸緩衝液（pH 5.0），10 mM リン酸緩衝液（pH 7.0），0.1%ギ酸）の 2 種類を任意の割

合で組合せ，2.0 ml/min の流速でイソクラティック送液した．全ての被験アミノ酸とペプチド

に対して 3 分以内に検出できる被験アミノ酸とペプチド最適化した分析条件（移動相中の

CH3CN 比率，UV 検出波長）と保持挙動（保持時間，k）とプレカラム誘導体化の有無の一覧

表を Table 2. 4 に示した． 
 
 

Table 2. 4   Optimized HPLC conditions for rapid analyses of 20 different amino acids and 5 
different peptides. 
Amino acid Optimized HPLC condition 
No. Name Mobile phase 

composition 
UV 

wavelength
/nm 

RTb) 

/min 
k Precolumn 

derivatization c) 
CH3CN 

% 
aq. soln.a) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

Gly 
Ala 
Val 
Leu 
Ile 
Phe 
Tyr 
Trp 
Cys 
Met 
Pro 
Ser 
Thr 
Asn 
Gln 
Asp 
Glu 
His 
Lys 
Arg 
Tyr-Tyr-Tyr 
γGlu-Gly 
γGlu-Val 
γGlu-Val-Gly 
γGlu-Cys-Gly 

20 
20 
25 
30 
30 
5 
2 
10 
25 
20 
35 
15 
20 
15 
15 
8 
10 
70 
35 
20 
10 
20 
5 
5 
5 

Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 

Type Ⅲ 
Type Ⅲ 
Type Ⅲ 
Type Ⅱ 
Type Ⅰ 
Type Ⅱ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅱ 
Type Ⅱ 
Type Ⅰ 
Type Ⅱ 
Type Ⅰ 

Type Ⅲ 
Type Ⅲ 
Type Ⅲ 
Type Ⅲ 

335 
335 
335 
335 
335 
210 
210 
210 
335 
335 
260 
335 
335 
335 
335 
335 
335 
220 
335 
335 
210 
210 
210 
210 
210 

1.55 
2.16 
2.80 
2.43 
2.19 
1.57 
1.39 
1.65 
1.84 
2.67 
1.17 
1.89 
1.49 
1.63 
2.05 
1.68 
2.13 
1.92 
2.4 
1.65 
1.89 
1.84 
1.52 
1.75 
1.28 

0.94 
1.70 
2.50 
2.04 
1.74 
0.96 
0.74 
1.06 
1.30 
2.34 
0.46 
1.36 
0.86 
1.04 
1.56 
1.10 
1.66 
1.40 
2.50 
1.06 
1.36 
2.50 
0.90 
1.12 
0.60 

OPA 
OPA 
OPA 
OPA 
OPA 
― 
― 
― 

OPA 
OPA 
― 

OPA 
OPA 
OPA 
OPA 
OPA 
OPA 
― 

OPA 
FMOC 

― 
― 
― 
― 
― 

a) Type Ⅰ: 10 mM acetate buffer (pH 5); Type Ⅱ: 10 mM phosphate buffer (pH 7); Type Ⅲ: 0.1 % 
formic acid. 
b) RT: Retention time. 
c) OPA: o–Phthalaldehyde ; FMOC: 9-Fluorenylmethyl chloroformate. 
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2-3-3-b MonoSpin ME ならびに NTA 使用時の SPE 条件の最適化 

 NTA カートリッジに修飾されている NTA 基は金属イオンを強固にキレートすることがで

きるが，金属イオンの配位部位を NTA 基が覆っている状態であるため，目的化合物と金属イ

オンの弱い錯体形成を阻害してしまっている可能性がある．そこで，NTA 基と比較し金属イ

オンへの配位数の少ない IDA 基が修飾された ME カートリッジを用いて，2−3−1-b で ME カ

ートリッジからの金属イオンの脱離が確認されなかった 1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）を使

用し，生理的 pH 条件下での 20 種の生体アミノ酸やペプチドと金属イオンとの弱い錯体形成

の評価を行うこととした．スクリーニングを行う前に，被験アミノ酸やペプチドがカートリ

ッジ上の官能基に吸着しない（金属イオンをキレートしていないカートリッジへの Q 値：20 %
未満），被験アミノ酸標準溶液の溶媒の CH3CN 含有率（%）の検討を行った．その結果，17 
種類のアミノ酸（His, Lys, Arg を除く）と 5 種類のペプチド（No. 21-25）は，10 %CH3CN を

含む標準溶液を通液させた場合，Q 値は 20 %未満に低下したため，17 種類のアミノ酸と 5 
種類のペプチドの標準溶液中の CH3CN 濃度（%）は全て 10 %とした． 
 3 種類の塩基性アミノ酸（His, Lys, Arg）は ME カートリッジ上の IDA 基とイオン性相互

作用し吸着したため，NTA カートリッジに変更した．Fig. 2. 9 に His, Lys, Arg の標準溶液の

組成と金属イオンをキレートしていない ME，NTA カートリッジへの吸着率を示した．ME
カートリッジへはイオン結合により 3 種類全て 100 %吸着した．カートリッジを NTA に変

更したところ，3 種類の塩基性アミノ酸の吸着率は 20 %程度まで減少した．この吸着率の

減少は，NTA カートリッジ上に修飾されている NTA 基は，ME カートリッジ上に修飾され

ている IDA 基よりも修飾量が少ないためと考えられる．3 種類全ての塩基性アミノ酸の金

属イオンをキレートしていない NTA カートリッジへの吸着率を 20 %以下にするため，標準

溶液の溶媒には 20 mM NaCl 含有 1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）を用いてスクリーニングを

行うこととした． 
 

Figure 2. 9   Relationship between the adsorption capacity (%) of 3 basic amino acids to a bare ME or 
NTA cartridge and the NaCl concentration in the amino acids test solution. 
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2-3-3-c 多品目のアミノ酸やペプチドの金属錯体形成のスクリーニング実施 

 生体内において，金属イオンはペプチドやタンパク質と錯体を形成している．生理機能ペ

プチドである C−ペプチドやオキシトシンの構造安定化に金属イオンが関与することも報告

されている［95, 96］．また，金属イオン代謝の異常からアルツハイマー病などの神経性疾患

の原因の一つとなる［97］．ペプチドやタンパク質の構成成分であるアミノ酸はアミノ酸側

鎖構造ごとに異なる金属イオン配位能を有している［98, 99］．金属イオンと錯形成するアミ

ノ酸として，塩基性アミノ酸である His は，タンパク質精製の His タグとして利用されるな

ど広く知られているが［92］，20 種の生体アミノ酸に対して様々な種類の金属イオンとの錯

体形成の有無を生理的 pH 条件下で比較した報告例は全くない． 
 Figure 2. 10 にスクリーニングの結果を示した．ME カートリッジを用いたスクリーニング

は，17 種類（3 種類の塩基性アミノ酸を除く）の生体アミノ酸に適用でき，このうち 12 種
類のアミノ酸が Cu2+，Mo5+の両方もしくはいずれかと強く錯形成 （吸着率 40 %以上）する

ことが確認できた（Fig. 2. 10-A）．特に Trp は，Cu2+や Mo5+のみならず，Fe3+との錯形成が確

認された唯一のアミノ酸であった． 
 3 種類の塩基性アミノ酸（His，Lys，Arg）へは，NTA カートリッジを用いたスクリーニン

グが適用でき，その結果，3 種類とも全て Cu2+と錯体形成し，特に His は Fe3+， Ni2+，Zn2+

とも錯体を形成した（Fig. 2. 10-B）． 
 5 種類のペプチドに対して ME カートリッジを用いたスクリーニングを実施したところ，

Tyr は単量体（7）は特に目立った錯体形成は確認されなかったが，トリペプチド（21，Tyr-
Tyr-Tyr）は全ての金属イオンに対しての吸着率が格段に増加した（Fig. 2. 10-C）．また，味

の素株式会社 イノベーション研究所より提供された，L-Glutamic acid の側鎖側のカルボキシ

基との間にアミド結合を有する γGlu 含有ペプチド（22-25）をスクリーニングした結果，Fe3+

キレート ME カートリッジへのとの錯体形成による吸着率が増加した．γGlu-Cys-Gly
（Glutathione: GSH）は，フリーラジカルや過酸化物といった活性酸素種から細胞を保護する

補助的役割を有する抗酸化物質である［100］．γGlu-Cys-Gly は Cu2+と特に強い錯体を形成し，

他の全ての金属イオンに対しても弱い錯体形成が見られた（Fig. 2. 10-C）． 
 NTA カートリッジは軽金属イオン（Ca2+，Mg2+）や Fe2+，Fe3+との錯形成検出に難がある一

方で，ME カートリッジを使用した生理的 pH 条件下（1 mM HEPES 緩衝液，pH 7.4）でのス

クリーニングでは，Tyr-Tyr-Tyr の結果より，軽金属や Fe2+，Fe3+を含めた選択した全ての金

属イオンとの錯体形成の検出が可能であると考えられる． 
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Figure 2. 10   Comparison of the adsorption capacity (%) of 20 amino acids to each of twelve different 
metal ions chelated onto a ME cartridge (A), that of 3 basic amino acids to each of eleven different metal 
ions chelated onto a NTA cartridge (B), that of 5 peptides to each of twelve different metal ions chelated 
onto a ME cartridge (C). 
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 さらに，Trp について金属錯体形成に伴う UV 吸収スペクトル変化の挙動を精査した結果

を Fig. 2. 11 に示した．Fe2+， Fe3+， Cu2+， Mo5+それぞれとの混合液の場合，これらの金属

イオンとの錯形成に伴う Trp の UV 吸収スペクトルの変化が確認された．Trp（金属イオンな

し）と Trp と各金属イオン混合液の 280 nm の波長における吸光度を比較した結果，Trp は

Fe2+，Fe3+，Cu2+，Mo5+との錯形成に伴い 280 nm における吸光度が増大していることが確認で

きた．この吸光度増加が確認された金属イオン種と ME カートリッジを用いたスクリーニン

グ法より得られた，Trp の吸着率が高値の金属イオン種は非常に良く一致した．よって，本法

は 1 つの被験化合物に対して 10 種以上の金属イオンとの相互作用を迅速に測定できる有用

な手法であることが確認できた． 
 

 
 
Figure 2. 11   (A)The UV spectra of Trp with metal ions in a mixture solution of 1mM HEPES buffer (pH 
7.4) and CH3CN (9:1, v/v). The concentration of Trp was 0.1 mM, and a molar ratio between Trp and each 
metal ion in each mixture solution was 1:5 (i.e., the concentration of each metal ion was 0.5 mM). The UV 
absorption spectra were recorded on a UV-1800 spectrophotometer (Shimadzu, Tokyo, Japan) in the range 
220 nm to 320 nm. (B) Absorbance of Trp and the complexation between Trp and a metal ion (wavelength : 
280 nm). 
 
 

2-3-4 水条件下での金属イオンとポリフェノール化合物間の錯体形成スクリーニン

グ 

 
 第二ステップとして，植物由来の生理活性物質として著名なポリフェノール化合物につい

てスクリーニングを試みた．なお，ポリフェノール化合物は中性以上の pH では酸化変性し

やすいため，（生理的 pH 条件下ではなく）緩衝液や塩類を含まない「水」条件下での検討

を行なった． 
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2-3-4-a 被験ポリフェノール化合物の HPLC 分析条件の最適化 

 2-3-2-a に示した HPLC システムを用いて，ポリフェノール化合物ごとに HPLC 条件を最適

化した．UV 検出波長は各被験ポリフェノール化合物に応じて最適化した．分離カラムは，シ

リカモノリス RP-C18 カラムを使用した．移動相溶媒は，移動相溶媒 A（CH3CN）と B（10 
mM 酢酸緩衝液（pH 5.0））の 2 種類を送液ポンプ内で任意の割合で混合し，2.0 ml /min の流

速でイソクラティック送液し，全ての被験ポリフェノール化合物に対して 3 分以内に保持・

溶出できる条件をそれぞれ決定した．被験ポリフェノール化合物ごとに最適化した分析条件

（移動相中の CH3CN 比率，UV 検出波長）と保持挙動（保持時間，k）の一覧表を Table 2. 5
に示した． 
 

Table 2. 5   Optimized HPLC conditions for rapid analyses of 24 different polyphenol 
compounds. 
Polyphenol compounda)  Optimized HPLC condition 
No. Name  Mobile phase 

composition 
UV 

wavelength/ 
nm 

RTc)/
min 

k 

CH3CN % aq. soln.b) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

salicylic acid 
4-hydroxybenzoic acid 
protocatechuic acid  
gentisic acid 
gallic acid 
4-coumaric acid 
caffeic acid 
chlorogenic acid 
naringenin 
apigenin 
luteolin 
kaempferol 
quercetin 
morin 
myricetin 
rutin 
catechin 
epicatechin 
epigallocatechin 
epigallocatechin gallate 
procyanidine B1 
procyanidine B2 
procyanidine C1 
procyanidine tetramar 

 25 
25 
10 
5 
30 
20 
5 
10 
40 
40 
30 
40 
30 
25 
30 
20 
15 
15 
10 
15 
15 
15 
20 
20 

Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 
Type Ⅰ 

230 
230 
260 
230 
260 
280 
230 
260 
290 
260 
250 
260 
250 
230 
260 
270 
220 
230 
220 
220 
220 
220 
220 
220 

1.76 
1.89 
1.71 
1.73 
2.56 
1.63 
1.82 
1.76 
1.55 
1.48 
1.62 
1.55 
1.84 
1.54 
1.60 
1.36 
1.46 
1.57 
1.83 
1.71 
2.02 
1.61 
1.74 
1.06 

1.20 
1.36 
1.14 
1.16 
2.20 
1.04 
1.28 
1.20 
0.94 
0.85 
1.03 
0.94 
1.30 
0.93 
1.00 
0.70 
0.83 
2.50 
1.29 
1.14 
1.53 
1.01 
1.18 
1.58 

a) Phenolcarboxylic acid: No. 1~8; flavonoid: No. 9~16; catechin: No. 17~20; catechin oligomer: 
No. 21~24. 

b) Type Ⅰ: 10 mM acetate buffer (pH 5.0). 
c) RT: Retention time. 
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2-3-4-b 多品目のポリフェノール化合物の金属錯体形成のスクリーニング実施 
 ポリフェノール化合物の中でも，フラボノイド類は植物細胞の液胞中に含まれる代表的な

成分であり［101, 102］，金属イオンとのキレート形成によりラジカル補足や抗酸化作用が増

加されるという報告がある［103-107］．また，カテキン重合体が重合に伴い形成する独特な

高次構造は 3 量体以上でカテキン分子本来の物性に劇的な変化を起こし，単量体よりも強力

な抗酸化作用を持つことが知られている［108］．しかし，カテキン単量体ならびにカテキン

重合体について金属イオンとの錯体形成に関する詳細なデータは報告されていない．そこで，

ME カートリッジを用いて，2−3−1-b で ME カートリッジからの金属イオンの脱離が確認され

なかった水条件下での 24 種類のポリフェノール化合物（No. 1~8: フェノールカルボン酸類，

9~16: フラボノイド類，17~20: カテキン類，21~24: カテキン重合体）と金属イオンの錯体形

成のスクリーニングを行なった．カテキン重合体は一般に市販されていないため，2 量体か

ら 4 量体のエピカテキン（EC）重合体の単離精製を行った．食品添加物製剤として市販され

ているリンゴ由来カテキン重合体混合物（ACT）を出発原料として，2 量体から 4 量体の EC
重合体の精製を Yanagida et al.が報告した順相・逆相 HPLC を用いて行った［109］．精製し

たカテキン重合体の構造式を Fig. 2. 12 に示した． 
 
 

 
 

Figure 2. 12   Chemical structures of catechin standards. 
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スクリーニングを行う前に，ポリフェノール化合物が ME カートリッジ上の IDA 基に吸着し

ない（金属イオンをキレートしていないカートリッジへの Q 値：20 %未満），被験ポリフェ

ノール化合物の標準溶液の溶媒の CH3CN 含有率（%）の検討を行った．その結果，ポリフェ

ノールの標準溶液（No. 17-24 を除く）の CH3CN 含有率（%）は，Table 2. 5 に示す各 HPLC
移動相と同じ含有率（%）において Q 値が 20 %未満となり，カテキン類（17-20）とカテキン

オリゴマー類（21-24）の標準液は 45 % CH3CN 含有水溶液で調製することにより 20 %未満と

なった． 
 上記で最適化した SPE 条件での 24 種類のポリフェノール化合物のスクリーニング結果を

Fig. 2. 13 に示す．フェノール性水酸基を持つポリフェノール化合物の代表的な相互作用とし

て，Fe3+との錯体形成はほぼ全ての被検化合物において確認できた．カフェイン酸，モリン，

ミリセチンは Fe3+以外に Fe2+とも錯形成し，ケルセチンは Fe2+，Fe3+，Cu2+と錯体形成するこ

とが確認できた．没食子酸エピガロカテキンは，Fe3+以外に Mo5+とも錯体形成することが確

認できた．EC 重合体の物性は 3 量体以上で劇的に変化すると知られているが，重合に伴い

Fe3+との結合強度が高まる傾向がみられた一方で，相互作用する金属イオン種に変化は無く

Fe3+に選択的であった． 
 
 

 
 
Figure 2. 13   Comparison of the adsorption capacity (%) of 24 polyphenol compounds to each of twelve 
different metal ions chelated onto a ME cartridge. 
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2-4 第二章のまとめ 

 
 
 本章では，SPE 媒体を用いた生理的条件下での金属イオンとの錯体形成の迅速・簡便な検

出法の構築を検討した．金属キレート官能基が修飾されたカートリッジに，金属イオンをキ

レートさせた後，金属イオンキレートカートリッジに薬物溶液を通液させた．金属イオンキ

レートカートリッジに通液前後の溶液中の薬物を HPLC で定量することにより各金属（キレ

ートカートリッジ）への吸着率（%）から錯体形成の有無を検出した．金属キレート官能基が

修飾されたカートリッジは，ジーエルサイエンス性の MonoSpin ME と MonoSpin NTA の 2 種
類のカートリッジを使用した．MonoSpin ME の表面はイミノ二酢酸（IDA）が，MonoSpin NTA
の表面はニトリロ三酢酸（NTA）が修飾されてる．ME カートリッジは NTA カートリッジと

比較し，シリカモノリスディスク上の官能基の修飾密度が高いため，金属イオンを多くキレ

ートすることができるが，キレート強度が弱いため，イオン強度のある溶液を通液するとキ

レートさせた金属イオンが脱離する．一方で，NTAカートリッジは金属イオンをキレート後，

リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を通液しても金属イオンが脱離しないことがわかった．ME，
NTA カートリッジの金属キレート特性を確認後，SPE 条件を最適化し，錯体形成条件に応じ

てカートリッジを使い分けた．まず，PBS を用いた，生理的 pH，イオン強度条件下での 55 
種類の薬物と 11 種類の金属イオンとの錯体形成検出のスクリーニングを NTA カートリッジ

を用いて行なった．生理的 pH，イオン強度条件下での多種類の薬物と金属イオンの錯体形成

を確認した例はなく，スクリーニング結果より，生理的条件下において Cu2+と錯体を形成す

る多くの薬物を新たに発見することができた．しかしながら，NTA カートリッジを用いたス

クリーニングでは軽金属や Fe2+，Fe3+との錯体形成がどの薬物においても確認されなかった．

この理由の一つとして，NTA カートリッジ上の NTA 基が強固に金属イオンをキレートして

いるため，軽金属や Fe2+，Fe3+と薬物がカートリッジ上で三元錯体の形成が困難な状態になっ

ている可能性がある．そこで，ME カートリッジを用いて，1 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）を

用いた生理的 pH 条件下での 20 種類の生体アミノ酸に対して 12 種類の金属イオンとの錯体

形成検出のスクリーニングを行った．その結果，Cu2+，Mo5+の両方もしくはいずれかと強く錯

形成するアミノ酸を多数確認できた．特に L-Tryptophan（Trp）は Cu2+や Mo5+の他に唯一 Fe3+

との錯形成が確認でき，L-Tyrosine（Tyr）のトリペプチド（Tyr-Tyr-Tyr）が対象とした全ての

金属イオンキレート ME カートリッジへ吸着したため，ME カートリッジでは軽金属や Fe2+，

Fe3+との錯体形成を検出可能であることがわかった．さらに，ME カートリッジを用いたポリ

フェノール化合物のスクリーニングでは，Fe3+との錯体形成がほぼ全てのポリフェノール化

合物において確認でき，ポリフェノール化合物が植物体内のみならず，地上の生態系内の物

質循環において，水溶性 Fe3+の選択的なキャリア物質として機能している可能性を示唆する

ことができた．本法は，遠心分離操作により一度に 10 種類以上の金属イオンキレートカート

リッジを処理でき，引き続きカートリッジからの溶出液中の化合物濃度をオートサンプラー

を兼ね備えた HPLC により迅速な定量を行うことができる，ハイスループットなスクリーニ
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ング法である．ME カートリッジを用いれば軽金属や重金属など幅広い金属イオンとの錯体

形成を検出できると述べたが，金属イオンをカートリッジ上へ固定化することで，金属イオ

ンの配位部位の一部は覆われた状態となり，遊離金属イオンとの二元錯体形成ではなく，キ

レート官能基と結合状態の金属イオンとの三元錯体形成の有無を評価していることに変わり

はないため，二元錯体のみを形成するような弱い錯体形成を見落としてしまう可能性がある．

次章では溶液中での遊離金属イオンと薬物の二元錯体形成の検出を目的とした，簡便かつ迅

速なスクリーニング法を検討した． 
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第三章 銅イオン選択性電極を用いる簡便迅速な銅−薬物錯体形成検出法の検討 

 
 

3-1 緒言 

 
 
 第二章において，任意の金属イオンをキレートさせた固相抽出（SPE）媒体に試料溶液を通

液し，素通り液中の試料濃度を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析することにより，

1 種類の被験化合物に対して 10 種類以上の金属イオンとの錯体形成の有無を一斉評価可能な

迅速スクリーニング法を構築した．構築した手法を用いて，擬似生理的 pH 条件下での 55 種
類の薬物に対して 11 種類の金属イオンとの錯体形成の有無を網羅的に解析した結果，特に

銅イオン（Cu2+）と錯体形成する薬物が多数存在することを見出した．しかしながら，同法で

は金属イオンをカートリッジ上へ固定化することで，金属イオンの配位部位の一部は覆われ

た状態となっている．つまり，遊離金属イオンとのフリーな状態での錯体形成ではなく，キ

レート官能基と結合した状態の金属イオンとの三元錯体形成の有無を評価している．したが

って第二章のスクリーニングでは見落とされてしまう錯体形成の事例が存在した可能性があ

る． 
 一方で，上記のような薬物と金属イオンの錯体検出とは別に，特定のイオンに選択的に感

応する電極をイオン選択電極（ISE）といい，電極を測定対象イオンを含む溶液に浸漬すると，

ISE と参照電極の両電極間のイオン活量に応じた起電力（Electromotive force: EMF）を生じ，

対象イオン濃度を測定することができる［110, 111］．ISE の測定対象イオンには様々な種類

（F-，Na+，K+，Cu2+，Pb2+）があり，河川中の重金属を測定するなど水質汚染の計測に広く利

用されている［112-115］．また，ISE は遊離状態のイオンにのみ反応するため，キレート滴

定の原理を利用したキレート剤の定量に応用されている［116-119］． 
 第二章の SPE 媒体を用いた PBS 条件下での 55 種類の薬物に対する金属イオンとの錯体形

成の有無を網羅的に解析した結果，特に銅イオン（Cu2+）と錯体を形成する薬物が多数存在す

ることを見出した．そこでさらに，Cu2+との錯体形成のみを選択的かつ迅速に検出する新規

なスクリーニング法として，銅イオン選択性電極を用いる手法について検討し，薬物の遊離

Cu2+との錯体形成スクリーニングを行なった． 
 
 

3-2 銅イオン選択性電極を用いた銅−薬物錯体形成検出の理論 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
 

3-3 実験方法 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
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3-4 結果と考察 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
 

3-5 第三章のまとめ 

学術論文に投稿予定のため省略させて頂きます． 
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総括 

 
 
 金属イオンとの錯体形成を検出する方法としてこれまでに様々な機器分析法が適用されて

いるが，簡便性，迅速性，測定条件に関して制限があるため，網羅的なスクリーニングが行

われたことはこれまで全くなかった．そこで本研究では，幅広い金属イオンと薬物との錯体

形成を評価するハイスループットスクリーニング法の開発を目的として，高速向流クロマト

グラフィー（HSCCC）や固相抽出（SPE）媒体，イオン選択性電極（ISE）を用いた新たな測

定法について検討した． 
 まず，第一章では，HSCCC による薬物の金属錯体形成検出法を検討した．この手法では，

二相溶媒系に添加した共に遊離状態の金属イオンと薬物の錯体形成の検出が可能であり，薬

物の金属イオンとの錯体形成に伴う親疎水性変化を二相溶媒系への分配挙動の変化に変えて

錯体形成を判定することができた．しかしながら，薬物に応じた二相溶媒系の最適化や

HSCCC の測定に時間を要する．また，二相溶媒系を HSCCC に保持できないため，生理的条

件下（pH 7.4, イオン強度）での測定は困難である． 
 第一章の課題を改善した手法として，第二章では金属イオンをキレート捕集するための

SPE 媒体と高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を組合せた金属錯体形成検出法を検討した．

本章では，55 種類の薬物，20 種類の生体アミノ酸や 5 種類のペプチド，24 種類のポリフ

ェノール化合物という幅広い化合物を対象に 10 種類以上の金属イオンとの錯体形成の有無

を評価可能な，ハイスループット性に非常に優れたスクリーニング法を構築することができ

た．MonoSpin ME カートリッジでは，1 mM HEPES 緩衝液を用いて生理的 pH 条件下での錯

体形成を評価でき，MonoSpin NTA カートリッジでは，生理緩衝食塩水（PBS，pH 7.4）を用

いて生理的（pH 7.4，イオン強度）条件下での錯体形成を検出することができる．しかしなが

ら，この SPE 媒体を用いた手法では，原理的に金属イオンをカートリッジ上へ固定化するた

め，金属イオンの配位部位の一部は覆われた状態となるため，遊離状態同士の薬物と金属イ

オンの二元錯体のみを形成するような弱い錯体を見落としてしまう可能性がある．特に NTA
カートリッジでは，カートリッジのシリカモノリスディスク上の NTA（ニトリロ三酢酸）官

能基が金属イオンと強固にキレート形成するため，軽金属や Fe2+，Fe3+と被験化合物の錯体形

成の検出が難しい状態である． 
 そこで第三章では，遊離状態同士の薬物と金属イオンの二元錯体を簡便に検出可能な，イ

オン選択電極（ISE）を用いた手法を検討した．ISE には第二章で薬物との錯体形成が多く確

認された銅イオン（Cu2+）選択性電極を用いた．まず，市販の銅イオン選択性電極を組み込ん

だ電極装置と測定セルを自作し，溶液の電位の測定，溶液の入れ替えや電極の洗浄を簡便に

行えることを確認した．さらに，多種類の薬物と Cu2+の錯体形成の有無を確認することがで

きた．この手法は溶液中の共に遊離状態での薬物と Cu2+の錯体形成を検出でき，さらに 10 mM 
HEPES 緩衝液（pH 7.4）を用いて生理的 pH 条件下での Cu2+と薬物の錯体形成を検出するこ

とが可能である．本法は，Cu2+と薬物の混合溶液の電位の測定のみで錯体形成の有無を確認
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できるため，極めて簡便な手法であり，測定対象とする薬物に制限がない（光吸収を持たな

い薬物も測定可能）．対象金属イオン種は電極の扱いにより制限はあるが，電極の種類を変

えれば銅イオンだけでなく他の金属イオン（Ca2+や Cd2+など）と薬物との錯体形成検出に応

用が可能である． 
 上記の通り三種類の手法を構築できたが，第一章と第三章の内容に関して現在，さらに検

討を開始している．第一章での HSCCC の測定に時間を要する，生理的条件下（pH 7.4, イオ

ン強度）での測定が困難であるという点を解消する目的で，（HSCCC を使用しない）シンプ

ルな分配係数測定による金属錯体形成検出法を検討している．具体的には，（HSCCC の遠心

装置では固定相が保持できない）生理的 pH 条件で調製した二相溶媒系の下相に被験薬物を

溶解してから，さらに上相を加えて（手動で）攪拌・二相分配させた後，下相を再度分取し，

分配前と分配後の各下相中の薬物濃度をオートサンプラー付きのフローインジェクション装

置で UV 検出・自動定量し，分配係数の変化の有無から錯体形成の有無を判定する，新たな

システムを開発中であることを付記する．この手法は，薬物と金属イオン濃度を自由に設定

できるため，錯生成定数（Kf）の算出も可能であり，薬物の金属錯体形成後の親疎水性の物性

値も同時に評価できる手法である．また，第三章の手法は銅イオン選択性電極だけでなくカ

ルシウムイオン選択性電極においても適用が可能であることを確認している． 
 本研究では，幅広い化合物を対象とした金属イオンとの錯形成の迅速・簡便な検出のため

のハイスループットスクリーニング法の開発を目的として，HSCCC や SPE 媒体，ISE を用い

た手法を構築し，薬物だけでなく生体アミノ酸，ポリフェノール化合物などの生理活性物質

を対象に金属イオンとの錯体形成スクリーニングを行った．その結果，これまでに報告例の

ない金属錯体の事例を複数発見することができた．既存の錯体検出法と比較し，構築した手

法はどれも迅速性があり，SPE 媒体と ISE 用いた方法では擬似生理的条件下での錯体形成を

評価することができた．これらのハイスループットなスクリーニング法は，金属錯体のさら

なる研究促進ツールとして有用であり，発見した錯体形成の組合せは創薬・薬理・臨床薬学

等の分野での有益な情報として価値が高い． 
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