
1　は じ め に

一般に，医薬化合物は微量であっても薬効や副作用を発
現することから，その生体内濃度の測定と動態解析は薬物
治療において様々な有用な情報を与える．例えば，医薬品
の治療効果の確認や副作用回避のために必要不可欠な血中
薬物濃度モニタリングでは経時的に採取した血液試料中の
医薬品の濃度を測定することにより，各種薬物動力学的パ
ラメーターを算出する手法がとられる．また，疾患の発
症・進展に伴ってその生体内濃度が変動するような生体内
在性化合物は，疾患を診断するためのバイオマーカーとし
て使用可能であり，その微細な濃度変動を明らかにするこ
とは疾患を早期に発見するためにも重要である．しかしな
がら，多数の生体成分が共存する生体試料中に微量にしか
存在しない医薬品やバイオマーカーを測定することは非常
に困難である．高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は
そのような生体試料中の微量成分を定量するための手段と
して広く用いられている分析法である．HPLCにおける検
出法として，紫外可視吸光，蛍光，化学発光，電気化学検
出や質量分析法といった様々な方法が使用されている．そ
のうち，紫外可視吸光検出法は感度と選択性に劣るという
欠点を有する．電気化学検出法は高感度であるが，生体内
在成分の影響を受けやすいという問題点がある．質量分析
に基づく検出法は高感度かつ高選択的ではあるが，装置が
非常に高価かつ複雑であることから広く普及していない．

一方で，蛍光・化学発光を利用する方法は，比較的簡便な
装置で高感度かつ選択的な定量が可能な検出法として知ら
れている．
蛍光分析法は，励起光の光エネルギーにより励起された
分子が基底状態へと遷移する際に発する蛍光を測定する方
法であり，吸光光度法と比較して高感度かつ選択的である
ことが知られている．蛍光分析法は，測定対象が非蛍光性
あるいは弱蛍光性化合物である場合，これらを強蛍光性化
合物へと変換してから分析へと供する蛍光誘導体化という
手法が用いられ1），これまでにアミンやアルデヒドといっ
た様々な官能基を対象とする蛍光誘導体化試薬が数多く開
発されている2）3）．一方，化学発光分析法は化学反応から生
じるエネルギーによる分子の励起に基づく光分析法であ
り，励起光源に由来する迷光や散乱光の影響が存在しない
ことから蛍光法よりもさらなる高感度化が可能である．こ
れまでに，ルミノール誘導体，アクリジニウムエステル誘
導体やシュウ酸エステル類を試薬として用いる反応系に基
づく化学発光分析法が多数報告されている4）．蛍光・化学
発光検出器を備えた HPLCシステムは，その高い感度と選
択性から様々な生体成分や医薬品の測定に広く利用されて
いる．
著者らはこれまでに，様々な生体成分，医薬品や環境汚
染物質を対象として多様なアプローチに基づく蛍光・化学
発光分析法の開発に関する研究を行ってきた．この研究の
過程において，測定対象化合物の有する特異的な構造ある
いは性質を利用することにより，複雑な成分が共存する生
体中から目的の測定対象のみを極めて選択的に検出可能な
蛍光・化学発光分析法を多数報告している．本稿では，そ
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生体内に存在する医薬品やバイオマーカーの濃度を測定することは，治療効果の確認や疾患の診断のため
に重要である．しかしながら，生体に由来する試料中には夾
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雑物となる生体成分が数多く存在し，これらが
測定対象の検出を妨害するという問題点が存在している．著者らは，複雑な生体成分が共存する生体内から，
微量の医薬品やバイオマーカーのみを特異的に検出するために，測定対象化合物に特徴的な構造あるいは性
質を利用する高選択的かつ高感度な蛍光・化学発光分析法の開発を行い，生体分析の分野においてその有用
性を明らかにしてきた．本論文ではその中でも中心的な二つの手法，（1）パラジウムカップリング反応に基
づくアリールハライド及び末端二重結合の選択的蛍光誘導体化法及び（2）キノンの選択的蛍光・化学発光
定量法について紹介する．
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の中で中心的な二つの手法である（1）パラジウムカップ
リング反応に基づく選択的蛍光誘導体化法及び（2）キノ
ンの選択的蛍光・化学発光定量法について得られた成果に
ついて紹介する．

2　パラジウムカップリング反応に基づく選択的蛍
光誘導体化法の開発

パラジウムカップリング反応はパラジウム錯体を触媒と
して炭素─炭素結合を形成させる反応であり，二つの分子
を容易に連結することが可能であることから，医薬品をは
じめとする様々な有機化合物の合成に広く利用されてい
る6）～9）．2010年のノーベル化学賞はこのパラジウムカップ
リング反応の研究に対して，鈴木　章博士，根岸栄一博士
及び Richard F. Heck博士に授与された事実は記憶に新し
い．著者らはパラジウムカップリング反応の特徴である，
選択性が高く副反応が少ない，試薬が安定かつ水の存在下
でも反応が良好に進行するといった点に着目し，本反応が
生体分析の分野においても有用な手段になると考えた．そ
こで以下のように，パラジウムカップリング反応に基づく
蛍光誘導体化法を開発し，多数の成分が共存する生体試料
中から特定の医薬品のみを選択的に検出して定量すること
に成功した．

2・1　Suzuki coupling反応に基づくアリールハライドの
選択的蛍光誘導体化
蛍光分析法は高感度かつ選択的であることから，様々な
医薬品の血中濃度測定に広く利用されている．医薬品の多
くは非蛍光性であることから，これらを蛍光性化合物へと
変換するための蛍光誘導体化試薬が数多く開発されてい
る．一方，多くの医薬品がアリールハライド構造を有する
にもかかわらず，この部位を対象とする蛍光誘導体化試薬
はこれまでに開発されてこなかった．また，通常の蛍光誘
導体化試薬は医薬品だけではなく，共存する生体成分とも
反応し，測定妨害となる副生成物を生じさせるといった問

題点も存在していた．そこで著者らは，Suzuki coupling反
応に基づくアリールハライド型医薬品の選択的蛍光誘導体
化法を考案した．Suzuki coupling反応はパラジウム触媒下
でアリールボロン酸とアリールハライドとを選択的に結合
させるパラジウムカップリング反応の一種である．した
がって，医薬品のアリールハライド部位と蛍光性アリール
ボロン酸とをパラジウム触媒の存在下で結合させることに
よりアリールハライド型医薬品の蛍光誘導体化が可能であ
ると考えた（Fig. 1）11）．そこで，強蛍光性化合物であるロ
フィンに反応基としてボロン酸を導入した化合物 4-（4,5-

ジフェニル -1H -イミダゾール -2-イル）フェニルボロン酸
［4-(4,5-diphenyl-1H -imidazol-2-yl)phenylboronic acid, 

DPA］10）を試薬として選択し，蛍光誘導体化法の確立を試
みた．
最初に，ブロモベンゼンやブロモトルエンといった単純
な構造のアリールブロミド類を対象として基礎検討を行っ
た．その結果，酢酸パラジウムの存在下で加熱を行うこと
で，DPAはアリールブロミドと結合して蛍光誘導体を与
え，高感度にアリールブロミドを蛍光検出可能であること
が確認できた．さらに，ハロゲン基の種類が DPAとの反応
性に与える影響を調査した結果，一般的な Suzuki coupling

反応と同様にヨード基＞ブロモ基＞クロロ基の順で DPA

との反応性が高いことが明らかとなった．また，ハロゲン
基の o -位に置換基を有するアリールハライドでは誘導体
のピーク高さが低下したことから，立体障害が反応性に影
響を与えていると考えられた．
蛍光性アリールボロン酸 DPAによるアリールハライド

の蛍光誘導体化が可能であることが明らかになったことか
ら，実際にアリールハライド構造を有する医薬品の生体分
析へと本蛍光誘導体化法を応用した．これまでに著者らは
クロフィブラート11），ハロペリドール12），ヒドロキシジ
ン13）やセチリジン13）といった様々なアリールハライド型医
薬品を対象として，DPAを誘導体化試薬として用いる高感
度 HPLC蛍光定量法を開発することに成功している．その
一例として，ヒト血清中ハロペリドールを分析して得られ
るクロマトグラムを Fig. 2に示している．血清中のハロペ
リドール及びその代謝物である還元型ハロペリドールはそ
のクロロ基を介してDPAにより誘導体化され，検出されて
いる．このとき，ほとんどの生体成分はアリールハライド
構造を有していないことからDPAと反応せず，副生成物に
由来する妨害ピークはクロマトグラム上に検出されていな
い．このように，本誘導体化法の利用により複雑な成分が
共存する生体試料中から測定対象医薬品のみを選択的に検
出することが可能であった．
次に，アリールハライドのさらなる高感度定量を目的と
して，DPAにより蛍光誘導体化した医薬品の過シュウ酸エ
ステル化学発光検出法の開発を行った．過シュウ酸エステ
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Fig. 1    Fluorescence derivatization of aryl halide with 
fluorescent aryl boronic acid, DPA based on Suzuki 
coupling reaction



ル化学発光は，シュウ酸エステルと過酸化水素との反応に
より活性中間体が生じ，この中間体のエネルギーが共存す
る蛍光物質へと移動することにより蛍光物質が励起され，
発光が生じるという反応である．過シュウ酸エステル化学
発光検出法は励起光の照射なしに蛍光物質を発光させるこ
とが可能な方法であることから，蛍光検出よりも高感度で
あることが知られている．そこで，DPAで誘導体化した医
薬品クロルフェニラミンについて，HPLCカラムで分離後
にシュウ酸エステルと過酸化水素からなる化学発光試薬と
混合して発光を生じさせ，定量を行う方法の開発を行っ
た．その結果，過シュウ酸エステル化学発光検出法の採用
により，蛍光検出法と比較しておよそ 10倍程度高感度に
クロルフェニラミンを定量できることが明らかとなっ
た14）．
以上のように，DPAはアリールハライド型医薬品の高感
度かつ選択的な生体分析に有用であることが確認された．
しかし，DPAはそれ自身強い蛍光を有するためにクロマト
グラム上に大きなブランクピークを与えるという欠点を有
し，誘導体化された医薬品と試薬ブランクとの複雑な分離
を必要としていた．そこで，この欠点を克服するために著
者らは，アリールハライドの発蛍光誘導体化法の開発を
行った15）．すなわち，最も単純かつ無蛍光性である無置換
フェニルボロン酸を試薬として用い，アリールハライドを
蛍光性ビフェニルへと変換するという方法である．アリー
ルハライドのモデルとして p -位に様々な置換基を有する
アリールブロミド類を対象として，フェニルボロン酸との

反応後の蛍光強度を測定した．その結果，試薬であるフェ
ニルボロン酸及びアリールブロミドはどちらも蛍光性を示
さなかった一方で，これらの反応溶液は励起波長 275～
290 nm及び蛍光波長 315～350 nmの蛍光を発することが
確認された．この反応溶液を逆相 HPLCシステムに注入し
たところ，過剰の誘導体化試薬に由来する試薬ブランク
ピークはほとんど検出されず，4種のアリールブロミド誘
導体を良好に蛍光検出することが可能であった（Fig. 3）．

2・2　Mizoroki-Heck coupling反応に基づく末端二重結
合に対する選択的蛍光誘導体化
最近，著者らは Suzuki coupling反応と同様にパラジウ

ムカップリング反応の一種であるMizoroki-Heck coupling

反応に基づく末端二重結合の新規蛍光誘導体化法を報告し
た16）．Mizoroki-Heck coupling反応は，パラジウム触媒下
でアリールハライドと末端二重結合とを選択的に結合させ
る反応である．著者らは，ロフィンとアリールヨージドを
それぞれ蛍光団と反応基として有する蛍光試薬 4-（4,5-ジ
フェニル -1H -イミダゾール -2-イル）ヨードベンゼン
［4-(4,5-diphenyl-1H -imidazol-2-yl)iodobenzene, DIBI］を設
計・合成し，これを用いて末端二重結合を有する医薬品ア
ルプレノロールの蛍光誘導体化 HPLC定量法を開発した
（Fig. 4）．DIBIは末端二重結合を有する化合物のみを蛍光
誘導体化し，ほとんどの生体成分と反応しないことから，
クロマトグラム上にアルプレノロール及びその誘導体以外
のピークは検出されず，選択的にアルプレノロールを定量
可能であった（Fig. 5）．さらに，DIBIは末端二重結合部と

Fig. 2    Chromatograms of (A) human serum and (B) 
human serum spiked with standard haloperidol (94 
ng/mL) and reduced haloperidol (94 ng/mL)

Peaks :  1, haloperidol ; 2, reduced haloperidol.

Fig. 3    Chromatograms of (A) reagent blank and (B) 
reaction mixture of aryl bromides (25 μM) with 
phenylboronic acid

Peaks :  1, p -bromobenzonitrile ; 2, p -bromoanisole ; 3, 
p -bromobenzoic acid ethyl ester ; 4, p -bromotoluene.
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反応することにより，蛍光強度が増大するとともに蛍光極
大波長が長波長側にシフトすることが確認された．この理
由として，誘導体化反応により共役系が延長することや
DIBIからのハロゲン脱離に伴って重原子効果が解消する
こと等が考えられた．
以上のように，パラジウムカップリング反応に基づく蛍
光誘導体化法は多数の生体成分の共存下であっても選択的
に医薬品の特異的構造を認識して誘導体化することから，
有機溶媒による液液抽出という単純な前処理操作のみで生
体試料中の夾

きょう

雑成分に由来する妨害を全く受けずに医薬品
のみを選択的に検出することが可能であった．また，蛍
光・化学発光法による高感度検出は液体クロマトグラ
フィー－タンデム質量分析法（LC-MS/MS）といった他の
分析法と比較してより少ない試料量での医薬品分析を可能
とした．したがって，本誘導体化法は薬物血中モニタリン
グのための有用な手段になり得ることが明らかにされた．

3　キノンの選択的蛍光・化学発光定量法の開発

キノンは生体にとって様々な効果をもたらす興味深い化
合物である．例えば，ユビキノンなどは生体内の電子伝達
系に大きく関与することが知られているほか，抗酸化効果
を有することも知られている17）．また，フィロキノンやメ
ナキノンは血液凝固や骨硬化に関係しており，ビタミン K

として知られている18）．このように重要な機能を有する生
体内在性キノン以外にも，キノンは様々な産業上の用途の
ために製造・利用されている．例えば，抗腫瘍薬としてが
ん治療のために臨床的に用いられているキノンとしてドキ
ソルビシンがあり19），染料，漂白剤あるいは農薬として使
用されているキノンも存在する20）．このような有用な機能
を有するキノンも存在する一方で，生体に対して種々の有
害作用をもたらすキノンも環境中に見いだされている．代
表的な有害性キノンとしては，9,10-フェナンスレンキノン
をはじめとする多環芳香族炭化水素キノンがある．多環芳

香族炭化水素キノンは化石燃料の不完全燃焼等により発生
する環境汚染物質の一種であり，生体に酸化的ダメージを
もたらすことや種々の酵素の活性を阻害することが報告さ
れている21）～23）．このような背景から，キノン濃度の測定は
様々な分野において必要とされており，そのために選択的
かつ高感度なキノンの定量法の開発が求められている．
著者らはキノンに特徴的な性質を利用することで，選択
的かつ高感度なキノンの蛍光・化学発光定量法を開発し，
生体及び環境試料中に含まれる様々なキノンの定量へと応
用してきた．

3・1　キノンの酸化還元サイクルを利用するルミノール
化学発光定量

9,10-フェナンスレンキノンといった有害性キノンは，生
体内の酸化還元酵素の働きにより不安的なセミキノンラジ
カルへと還元され，これが再び元のキノンへと酸化される
過程で溶存酸素を活性酸素へと変換するという酸化還元サ
イクルを有している．このキノンの酸化還元サイクルを通
じて発生する活性酸素が生体へと種々の酸化的ダメージを
与えることが知られている21）．一方で，ルミノール等の化
学発光試薬は活性酸素と反応することにより強い発光を生
じることから活性酸素の測定に用いられている24）．著者らは
これらの知見に基づいて，キノンの毒性発現機構を利用す
るキノンの化学発光定量法の開発を行った．すなわち，キ
ノンに還元剤を添加することで酸化還元サイクルを誘起さ
せ，これに伴って発生する活性酸素をルミノールにより化
学発光検出するという原理に基づく方法である（Fig. 6）25）．
キノンとルミノールの混合溶液に，還元剤としてジチオス
レイトール（DTT）を添加することでキノン濃度に依存的
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Fig. 4    Fluorescence derivatization of terminal 
double bond of alprenolol with fluorescent aryl 
iodide, DIBI based on Mizoroki－Heck coupling 
reaction

Fig. 5    Chromatograms of (A) blank rat plasma and 
(B) rat plasma after administration of alprenolol

Peaks :  1, alprenolol ; IS, N ,O -dimethylated alprenolol.



かつ長時間持続する発光が観察された．この発光はキノン
と DTTが共存するときのみ生じ，発光強度とキノン濃度
との間には良好な直線関係が認められた．この化学発光は
9,10-フェナンスレンキノン等の有害性キノンのみならず，
ユビキノンやビタミンK類といった生体内で重要な働きを
担っているキノンでも同様に観察された．著者らはこの発
光反応を利用して，製剤中ユビキノンの簡便かつ迅速な測
定法を開発している25）．本法の測定時間は 1検体あたり 30

秒ときわめて迅速であり，日本薬局方収載の HPLC定量法
と比較して 20分の 1の測定時間であった．
さらに，この発光反応を組み込んだHPLC-化学発光検出

システムにより血漿
しょう

試料中のユビキノンの定量を行っ

た26）．本システムは，カラムから溶出したユビキノンをル
ミノール及び DTT溶液と HPLCのライン上で混合し，生
じる発光を検出するシステムであり，共存する生体成分の
影響を受けることなくヒト血漿中のユビキノンを選択的に
定量可能であった（Fig. 7）．

3・2　紫外線照射を利用するキノンの過シュウ酸エステ
ル化学発光定量法
過シュウ酸エステル化学発光は過酸化水素あるいは蛍光
物質の高感度検出に利用されている．しかしながら，キノ
ンはそれ自身シュウ酸エステルとは反応せず，また蛍光性
は極めて弱いことから，通常過シュウ酸エステル化学発光
による検出は不可能である．一方で著者らは，紫外線照射
後のキノンの溶液をシュウ酸エステルと混合することで，
キノン濃度に応じた強い発光が生じることを見いだした．
この化学発光反応の機構について調査したところ，キノン
に紫外線を照射することで過酸化水素をはじめとする活性
酸素が発生すると同時に蛍光性を有する 3,6-ジヒドロキシ
フタル酸が生成していることが明らかにされ，これらが
シュウ酸エステルと反応することで発光が生じていると考
えられた（Fig. 8）27）．そこで，この発光反応に基づいて，
カラムで分離後のキノンにオンラインで紫外線を照射後，
シュウ酸エステルのみを含む溶液と混合し，生じる発光を
検出するというキノンの HPLC定量法の開発を行った27）．
紫外線照射により過酸化水素と蛍光物質を同時に生成する
という性質はキノンに特徴的であることから，本法は生体
試料中のキノンを極めて選択的に定量することが可能で
あった．実際に本法はヒト血漿中のビタミン K類の定量28）

や抗がん剤ドキソルビシン及びその代謝物ドキソルビシ
ノールのラット血中濃度モニタリング29）へと応用されている．

Fig. 6    Chemiluminescence assay for quinones based on the generation of reactive oxygen species through the 
redox cycle of quinone

Fig. 7    Chromatogram of ubiquinone (0.40 μg/mL) 
in human plasma

Peaks :  1, ubiquinone ; IS, 2-henicosyl-1,4-
naphthoquinone.
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3・3　紫外線照射を利用するキノンのルミノール増感化
学発光定量法
さらに，上記研究を進める過程においてキノンの光分解
産物である 3,6-ジヒドロキシフタル酸がルミノール化学発
光反応の効果的な増感剤としての機能を有することを見い
だした．そこで，紫外線照射によりキノンから発生した活
性酸素がルミノール誘導体と反応して生じる化学発光を，
同じくキノンより発生した 3,6-ジヒドロキシフタル酸が増
感するという原理に基づくキノンのルミノール化学発光定
量法の開発を行った30）．本法は前述の紫外線照射－過シュ
ウ酸エステル化学発光法と比較して，数十倍程度高感度に
キノンを定量可能であった．さらに著者らは，本法を関節
リウマチ患者血漿中のビタミンK類の定量へと応用するこ
とにより（Fig. 9），関節リウマチの進行に伴って血中メナ
キノン（ビタミン K2）濃度が減少するという臨床化学的に
興味深い知見を得ている31）．

3・4　キノンの発蛍光誘導体化定量法
一般に，キノンは蛍光性が極めて弱いことから，そのま
まの形では高感度な蛍光定量は困難である．そこで，著者
らは有害性キノンである 9,10-フェナンスレンキノンを主
な対象とする蛍光誘導体化反応を考案し，これを利用する
9,10-フェナンスレンキノンの選択的かつ高感度な蛍光定
量法を開発した．最初に，9,10-フェナンスレンキノンがベ
ンズアルデヒド及び酢酸アンモニウムと縮合することによ
り，強蛍光性ベンズイミダゾールが生成する反応を利用し
て 9,10-フェナンスレンキノンのプレカラム蛍光誘導体化
HPLC定量法を開発した32）．本法を大気粉じん試料中の
9,10-フェナンスレンキノンの定量へと応用することによ
り，季節変動をはじめとする詳細な環境内動態を初めて明
らかにしている33）．さらに，誘導体化試薬としてベンズア
ルデヒドに代えて 4-カルボメトキシベンズアルデヒドを

用いることで感度と選択性を向上させた改良型プレカラム
蛍光誘導体化定量法34）や 2-アミノチオフェノールを試薬と
して用いる 9,10-フェナンスレンキノンのポストカラム蛍
光誘導体化定量法35）の開発にも成功している．これらキノ
ンの発蛍光誘導体化定量法は生体内に存在するキノンの定
量にも応用可能であると考えており，有害性キノンの健康
影響評価だけではなく生体内で重要な機能を担っているキ
ノンの高選択的定量法開発へと展開可能であると考えてい
る．

4　ま　と　め

以上のように，著者らは測定対象化合物に特徴的な構造
あるいは性質を利用することで，多数の成分の共存下で
あっても目的とする医薬品やバイオマーカーのみを極めて
選択的に測定可能な蛍光・化学発光分析法を開発し，生体
試料分析へと応用することで，その高い選択性や優れた感
度を実証してきた．本研究で開発した方法は，より少量の
血液での薬物濃度モニタリング法や疾患の新規診断法の開
発など医療化学や臨床化学をはじめとする様々な分野で有
用な手法になっていくと期待される．

謝　　　辞

本研究に際し，終始懇切丁寧な御指導・御鞭撻を賜りま
した長崎大学大学院医歯薬学総合研究科黒田直敬教授に謹
んで感謝の意を表します．また，種々の有益な御助言と御
指導を賜りました長崎大学大学院医歯薬学総合研究科中島
憲一郎教授に深く御礼申し上げます．本研究において，御
協力・御支援頂きました長崎国際大学の大庭義史教授，長
崎大学の和田光弘准教授，大山　要助教及び池田理恵助教
に心より感謝致します．本研究の遂行にご協力頂きました
杉原住香さん，杉原陽子さん，小林千雪さん，Sherin F. 
Hammadさん，Lawrence A. Adutwum君，久保公子さん，

588 B U N S E K I　K A G A K U  Vol.  61  （2012）

Fig. 8    Generation of reactive oxygen species and 
3,6-dihydroxyphthalic acid from quinone by ultraviolet 
irradiation

Fig. 9    Chromatogram of vitamin K analogues in 
plasma from rheumatoid arthritis patients

Peaks :  1, menaquinone-4 ; 2, phylloquinone ; 3, 
manaquinone-7 ; IS, 2-methyl-3-pentadecyl-1,4-
naphthoquinone.
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In order to provide therapeutic advice or diagnosis, it is important to determine the 
concentration of a pharmaceutical agent or biomarker in biological fluids.    However, it is 
difficult to determine a target analyte selectively due to interferences derived from a large 
number of co-existing biological components.    In order to overcome this problem, we have 
developed selective detection methods for pharmaceutical agent or biomarker in the presence 
of biological components using a specific structure or characteristic of the target analyte.    
Among related studies, this review describes two principle methods :  namely (1) selective 
fluorescence derivatization methods for aryl halide or terminal double bond based on 
palladium coupling reaction, and (2) selective detection methods for quinone by 
chemiluminescence and fluorescence reactions of utilizing the specific characteristics of 
quinone.

Keywords  :  fluorescence ; chemiluminescence ; high-performance liquid chromatography ; 
palladium coupling reaction ; quinone.


