
論文内容の要旨

 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
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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．  

 
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

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). 

PTFE coiled 
column

Waste

Type-J CPC

DAD

��
��

organic 

aqueous

UP

Pump

t-BME - CH3CN - H2O (2:2:3)

Counter 
weight

A

N

H
N

Br

N

O
BMP

0 5 10 15 20

Mobile phase 

BMP
UP

BMP-Fe2+

BMP-Co2+

Cu2+

Al3+

Co2+

(a)

(b)
(c)

(d)

BMP-Ni2+

BMP-Cu2+

Ni2+

Fe2+

Mn2+

(e)

(f)

(g)

without
metal ion( (

B

(min) Stationary phase: UP



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. 3  Comparison of the a d s o r p t i o n  c a p a c i t y  ( % )  o f  v a r i o u s  k i n d s  o f  c o m p o u n d s  t o  
each of twelve different metal ions chelated onto a MonoSpin NTA or ME cartridge. 

Fig. 2  A: Schematic showing a s c r e e n i n g  m e t h o d  f o r  c o m p l e x  f o r m a t i o n  w i t h  a  m e t a l  
i o n  o n  a  M o n o S p i n  N T A  c a r t r i d g e . 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 a d s o r p t i o n  c a p a c i t y  ( % )  o f  B M P  t o  each of eleven different metal ions chelated 
onto the NTA cartridge. 
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*Each solution contains CH3CN in arbitary proportion.
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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. 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．  

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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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. 



論文審査の結果の要旨 

 

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．そこで申請者は，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開発を試みた．学位論文は全三章で構成されており．第一章で

は，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検討について，第二章では，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 HPLCで検出するシステム検討につい

て，第三章では，銅イオンと薬物の錯体形成をイオン選択性電極（ISE）で選択的に検出するシ

ステム検討について，それぞれ記述されており，各章での主な研究成果は以下のとおりである． 

＜第一章＞ 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．その結果，疎水的な BMPは移動相が下相（LP）では溶

出しなかったが，一方で，あらかじめ二相溶媒系に任意の金属イオンを添加してから 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．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． 

＜第二章＞ 第一章よりもスクリーニング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，

NTAカートリッジを用いて，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．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．また，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．次に，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．また，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． 



＜第三章＞ 前章では 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手法について検討した．具体的には，生理的 pH 条

件下での遊離状態の 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．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，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 

これらの結果のとおり，本研究論文においては，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，各手法を用いて，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．また，本研究で構築した手法は金

属錯体の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ものである，と判断できる．さらに，学位論文発表会

ならびに最終試験においても，上記内容に関する十分な口頭説明と質疑事項に対する正確な応

答・解説がなされていた． 

以上より，本学位論文は博士（薬学）に相応しい内容と成果を有するものであると評価できる． 
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