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Abstract:Effect of oxidizing reagents and pH values in luminol chemiluminescence detection

of　hydrogen　peroxide　have　been　investigated　at　the　flow　injection　system.

Chemiluminescence intensity depends on the pH value of each eluent and reaction solution

（ＩＵｍｉｎ０１　solution),and　the　species　of　oxidizing　reagents. Potassium　ferricyanide　was

compared withねemoglobin as ａ oxidizing reagent at the same luminol chemiluminescence

conditions.Phosphate buffers were used as aeluents. When the hemo was used as ａ ox

reagent optimization for the determination of hydrogen peroxide (O.lmM) was perfoemed

according to the pH value （pH 10.5) of luminol solution. ０ｎ the other hand when the fero

was used as ａ ox reagent chemi-lumi of O.luM of hydrogen peroxide was optimized by pH

Ｕ.5 0f luminol solution. These results showed chemilumi intensity was varied by the

species of ox reagent when the different concentration of hydrogen peroxide. We may have

to choose the species of ox reagents according to the concentration of hydrogen peroxide.

キーワード：過酸化水素　ルミノール化学発光　酸化剤　ヘモグロビン　フェリシアン化カリウム

緒　　言

　老化や病気の原因として，活性酸素が大きくクローズアップされている．活性酸素とはどのよう

なものなのか，それが何ゆえ老化をもたらし，発ガンに至る成人病を引き起こす原因といわれるの

か，この点について明快な答は今のところない．少なくとも我々動物は，酸素存在下に生かされて

いるわけであるから，酸素が原因で病気になってしまうことは十分予想できる．活性酸素とは，ズー

パーオキシドアニオンラジカル，ヒドロキシラジカル，過酸化水素，及び一重項酸素を指すが，こ

れらと発ガン等の病気との係りを研究する上では，何よりもそれらの存在，及びその量の証明が必

要であり，これまで数多くの報告がなされてきた．従って，これら化学種の計測が重要な役割を担っ

てきたことは言うまでもない．
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著者等は，これまで不安定化学種の微量分析法の開発を進めてきたが，既にヒドロキシラジカル

の間接的定量法を報告した1).この

るため，最適化の係わるパラメータ

方法は，段階的化学反応を伴う吸光光度法に基づく検出法であ

が数種存在する．本研究では,こ過酸化水素に着目七√間接的定

量法の一つであるルミノール化学発光法について検討した．　　　　　　　　　ノ

　ルミノール（5－アミノー2,3－ジヒドロ工4－フタラジンジオンレは√化学発光物質としてよく知られ

た化合物であり，その発光めメカニズムについても古ぐかｹﾞら研究されﾀﾞてきた／発光は，種々め物質

によって触媒され，その反応機構は，それぞれの反応条件で異ならでおり複雑である．即ち，アソレ

カリ性条件下の酸素又は過酸化水素の存在下で，活性化剤1によｿり酸化されてアしミノフタル酸ジアニ

オンの励起状態を生七，それが基底状態に遷移する過程で発光すﾄるとづいわれ七いyる．トこの際,犬中間

体と考えられるジアザキノンは, Gundermannによﾄつて合成さ雅だ執塩基性下め過酸化水素で発

光することが確認されている几　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ト

　このように，ルミノール発光は過酸化水素の測定のために古くから知られている反応であるが，

反応のメカニズムが複雑であること，発光強度のバラツ牛が大きい等，極微量の定量分析のレベル

では，解決すべき問題を数多く残している．そのことは同時に，反応に係わる要因が多岐にわたっ

ていることを意味する．過酸化水素という不安定化学種を計測七なければならないという問題の他

に，発光（強度の変動）に対応する装置側め問題，及びぞの持続性に及ぼすマトリクス全体の要因

として，溶媒の種類, pH,塩濃度，更には容器の材質等が考えられ√一方反応に係わるﾉ試剤側め

直接の要因として，活性化剤の種類及びその濃度√丁調節時;のpH等が考えられ=るレ先のヒニドロキシ

ルラジカノレ（過酸化水素から生成する）自身もﾙﾐﾚﾉ≒ルを酸化七で=，それを発光に導く＼というこ

とも報告されている3）ことは，過酸化水素の定量に影響を及ぼす可能性がある=．＝　＝　犬

　本研究では，活性化剤（酸化補助剤ともいう）に注目し，用いる活性化剤の種類に応じて，発光

強度がどのように変化するのかを正確に比較することを目的とした．即ち，活性化剤］としてはいず

れも汎用的に用いられているヘモグロビンとフェリレジアン化力＼リウムを選び，微量の過酸化水素に

対して，フローインジェクションシステムを用いることによる，反応試薬とのミキシングの効率の

問題が存在するので，その点も考慮に入れながら反応システムを構築した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験方法ニ　ノ　‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥

１．試薬，測定機器及び測定条件　　ト　　　　　　　　＼＼………=　　　∇　＼

　フェリシアン化カリウム，ルミノール，リン酸二水素ﾅﾄﾄﾘﾚ=ウム及びリツ酸水素ニナトリウムは

和光純薬工業製特級を，牛ヘモグロビンはシグマ製を，過酸化水素（濃度30％）は三菱瓦斯化学製

特級を用いた．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼　＼　ユ

　本研究で用いた測定機種は，送液ポンプ（資生堂製NASOSPACE　SI-1,日立製L1700形ポンプ），

カラムオーブン（資生堂製NASOSPACE　SI-1),化学発光検出機（相馬光学製S3400),及びデー

タ処理装置（島津製作所製クロマトパックＣ－Ｒ４Ａ）／である万．溶離液の流量は200μ1 ／ｍｉｎに

設定七，カラム温度40°Ｃ懲分析を行った．　　　白　／　　　）　………　　：　　　十　　　　上

２．測定原理及び方法　　　　　　　　　　　　∧　う=……………………………=　………

　過酸化水素定量のための測定原理として，ルミノ=－ルを発光物質とする/化学発光法を用いた．先

にも述べたように，ノレミノールの化学発光反応はプロトン性及び非プり下ン性溶媒の両方で,ツレミ

ノールが酸化され，生成物アミノフタレートイオｙが発光種と=乙なる(Fig.l).　　　　　　　　十
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プロトン性溶媒中では，反応は強い塩基，分子状酸素か，過酸化物，そして酸化剤が必要である．

ここでは，ルミノール酸化反応の北学発光量子収率が，活性化剤とpHにどのように依存するのか

を検討した．

　実験の手順として，反応液としてルミノールとヘモグロビン，又はルミノールとフェリシアン化

カリウムを0.02Mリン酸水素ニナトリウム水溶液で溶解したものを用いる．溶離液をO.IMリン酸

二水素ナトリウム水溶液として，過酸化水素を含む試料溶液をシステムに注入し，得られるクロマ

トグラムからピーク面積を算出した．これにより活性化剤としてのヘモグロビンとフェリシアン化

カリウム及びｐＨの比較検討を行った．

　ここで反応液の濃度は５ｍＭルミノール，５μＭヘモグロビン, 20mMフェリシアン化カリウムｏ

に調製した．反応液と溶離液のｐＨを調節するために5N水酸化ナトリウム水溶液を使用したト

Ｏ

ｊ

→
十hv　十Ｎ２　＋　４ ｎ２０

Fig.l　Reaction Scheme of Oxidation Luminol

結果及び考察

１．反応液の濃度の検討

　活性化剤として牛のヘモグロビンを用いて, O.lmM過酸化水素水20μ1を測定した．このとき

反応液のpHを10.5に，溶離液のpHを4.5に固定し√流量を変化させ, 0.2Mリン酸水素ニナトリウ

ム水溶液で溶解した(Fig.2).同じ条件で, 0.02Mリン酸水素ニナトリウム水溶液で溶解した場合

をFig.3に示し丿こ.Fig.2とFig.3より，リン酸水素ニナトリウム水溶液濃度が濃い場合よりも薄い

ときの方がピーク面積が大きいことから，リン酸水素ニナトリウム水溶液濃度は0.02Mを使用する

ことに決めた．



112

B
９
Ｊ
Ｂ
　
　
'
Ａ
ｅ
Ｓ
ｄ

6
８
Ｊ
Ｂ
　
　
＞
|
Ｂ
９
ｄ

8000

7000

０
　
　
０
　
　
０

０
　
　
０
　
　
０

０
　
　
０
　
　
０

<
D

m

■
≫
■

3000

2000

1000

０

　0

F汝.2

45000

40000

25000

20000

15000

10000

5000

　　0

０

高知大学学術研究報告ご第46巻(1997年）……自

100 200
300 11y 犬　400

reagenトμ↑/min

500 600

Chemiluminescence Intensity uポng Hemoglobin

Conditions : elue皿(0.2M｡phosphate面打er, p田｡5)｡。

　　　　　　luminol ｓo1叫隔!し(ｐ皿o潟,＼阻Ｏに(O.lmM)

200 400

　　六600……

reagent ui/min

800 1000

Fig.3　Chemiluminescence Intensityしusin:ｇＨｅ血ｏｇｌｏｂｉｎ■■　　　■■
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２．反応液の流量とpHの検討

　（ａ）反応液の流量と溶難液のpHの検討

①ヘモグロビンを反応液とした場合

　活性化剤として牛のヘモグロビンを用いて, O.lmM過酸化水素水を測定した．このとき反応液

のpHを10.5に固定し，流量を変化させ，溶離液のi）Ｈを4.5, 5.5及び6.5と変化させたときの，反応

液の最適流量と溶離液の最適pHを検討した. Fig.4に示したように反応液の最適流量はpHにより

異なり，すべての流量範囲においてｐＨが4.5のときに最適となった．このことから，反応液の最適

流量は1000μ1/min,溶離液の最適pHは4.5とした．
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Fig.4　Chemiluminescence　ｌｎtりnsity using Hemoglobin

　　　　Conditions : eluent (0.02M phosphate buffer, pH4.5, 5.5, 6.5)

　　　　　　　　　　　luminol solution （pH10.5），ｍ０２（0.１ｍＭ）

②フェリシアン化カリウムを反応液とした場合

　活性化剤としてフェリシアン化カリウムを用いて，上記と同様にO.lmM過酸化水素水を測定し

た．このとき反応液のpHを10.5に固定し，流量を変化させ，溶離液のpHを4.5, 5.5及び6,5と変化

させて，反応液の最適流量と溶離液の最適pHを検討した. Fig.5に示したように反応液の最適流量

はｐＨにより異なった. pH5.5と4.5はピーク面積の差があまりなかった．ｐＨが6.5のときにすべての

流量において最適となった．このことから，反応液の最適流量は1200μ1／ｍｉｎ，溶離液の最適pH

は6.5とした．

（ｂ）反応液の流量及びpHの検討

①ヘモグロビンを反応液とした場合　　　　　　　　　　　　　　　　ト

　（１）活性化剤として牛のヘモグロビンを用いて, O.lmM過酸化水素水を測定した．このどき溶

離液のｐＨを6.5,反応液のｐＨを10.5に固定し，最適反応液流量を検討した. Fig.6に示したように，

反応液の流量が400から1300μ1／ｍｉｎまではピーク面積が増加したが, 1400からは減少していった．
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このことから反応液の最適流量は1400μ1／ｍｉｎとした．
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Fig.6　Chemiluminescence Intensity ｕ乱ng Hemoglobin

　　　　Conditions : eluent (0.02M phosphate buffer↓pH65)↓

　　　　　　　　　　luminol solutionﾀﾞ(pHで10.5),……:　･………ニ……:l
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（２）溶離液のpHを6.5,反応液のpHを11.5に固定し, 0.1μＭ過酸化水素水を測定した．過酸化

水素水濃度を下げた理由として, O.lmMではピーク面積が飽和してしまうために，正確なピーク

面積が得られなかったからである. Fig.7に示したように，反応液流量が200から減少してい=つた．

このことから反応液の最適流量は200μ1／ｍｉｎとした．
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Chemiluminescence Intensity using Hemoglobin

Conditions : eluent （0.02M phosphate buffer, pH6.5),

　　　　　　しluminol solution （pH11.5），H202（0.1ｕＭ）

（３）溶離液のpHを6.5,反応液のpHを12.5に固定し，過酸化水素水を測定すると，バックグラウ

ンドノイズが大き過ぎて測定できなかった．

②フ４リシアン化カリウムを反応液とした場合

　（１）活性化剤としてフェリシアン化カリウムを用いて, O.lmM過酸化水素水を測定したレこの

とき溶難液のｐ耳を6.5,反応液のpHを10.5に固定し，最適反応液流量を検討した. Fig.8に示した

ように，反応液流量が1000μ1／ｍｉｎからはピーク面積が一定になった．このことから反応液の最

適流量は1200μ1/minとした．

　（２）溶離液のpHを6.5,反応液のpHを11.5に固定し, 0.1μＭ過酸化水素水を測定した．過酸化

水素水濃度を下げた理由として, O.lmMではクロマトグラムがなだらかになるために正確なピー

ク面積が得られないからである. Fig.9に示したように，反応液の最適流量は400μ1／ｍｉｎと七た．

　（３）溶離液のpHを6.5,反応液のpHをμ.5に固定し, O.OlmM過酸化水素水を測定した. Fig.10

に示したように，全体的にピーク面積が横這いした形となった．このときの反応液の最適流量を

400μ1/minとした．
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　　Conditions : eluent (0.02M phosphate buffer, p耳6.5),
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-Fig.9　Chemiluminescence
Intensityｹﾞusing Fむrricyanide………

　　　　　Conditions : eluent (0.02M phosph肩当buffer, pH6.5),

　　　　　　　　　　　　luminol solutiorト(pHll.5),………万　１
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Fig.10 Chemiluminescence Intensity using Ferricyanide

　　　　　Conditions:eluent (0.02M phosphate buffer, pH6.5),
　　　　　　　　　　　　　luminolsolution (pH12.5),
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　Fig.4とFig.5の結果は活性化剤として，それぞれヘモグロビン，フェリシアン化カリウムを用い

たときのルミノール酸化反応において得られる発光強度を示している．活性化剤の違いを問わず，

いずれも溶離液のpHが中性域に近づくにつれ，発光強度は増加しているが，活性化剤としてヘモ

グロビンを用いた場合, pH4.5の方がpH5.5及び6.5より高感度であった．他の分析機器による予備

実験の結果により，pHの高い方が高感度であることが推察されたが，本実験の結果はそれとは異

なるものであった．一方，活性化剤としてフェリシアン化カリウムを用いた場合，高いpHほど高

い発光強度を示した．これは予備実験による結果を裏づけるものであった．

　前述より溶離液のpHが高くなるにつれ感度が上昇することが分か９たが, Fig.6とFig.7の結果

は，ヘモグロビンで固定した時に，反応液のpHの違いによるルミノールの感度の変化を示してい

る．即ち，反応液のpH変化による感度への影響も検討した結果，pHを上げることにより，感度の

上昇が認められた.

　Fig.7とFig.9の結果雌，反応液のpHを11.5に固定し，それぞれへ毛グロビン，フェリシアン化カ

リウムを用いたときのルミノール酸化反応における発光強度の比較を示しているこの結果はヘモグ

ロビンを用いた方が発光強度が大きいことを示しており，これまでの結果から，活性化剤としてフェ

リシアン化カリウムを使用したほうが検出感度が高いであろうとの予測に反する結果が得られた．

この理由については，現在検討中である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　語

　以上，本研究は活性化剤としてヘモグロビンとフェリシアン化カリウム，それぞれを用いたとき

の発光強度を検討したものである．実験の結果はｐＨを高くすることにより，ルミノール酸化反応
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において得られる発光強度が上昇し，過酸化水素の濃度の違いにようて√活性化剤による発光強度

が変化する結果が得られたトこの事実が再現するめであれば√計こ測する過酸化水素の濃度に応じて．

ルミノール反応に用いる活性化剤の種類を選択しなければならな:いことを意味ずる．一般に，微量

であればあるほど誘導体化反応の効率が低くなるごとは言われているが，今回の件は√本来の反応

効率の問題なのか，本質的に酸化剤の違いによる問題なのかこれ以上の議論をする材料を持合わせ

ていない．今後，酵素活性の測定や生体試料（細胞）中の.過酸化水素の定量など多分にある．
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