
1

誘導体化技術を応用した
一対多型校正法の確立に向けた調査研究

外松沙依*
（2021 年 12 月 23 日受理）

A survey for development of an innovative calibration method using derivatization 
techniques

SOTOMATSU Sae

Abstract

　Use of calibrated materials traceable to the International System of Units (SI) is essential to obtain 
reliable analytical results. Due to the rapidly increasing demands for such analysis of organic compounds, 
efficient development of SI traceable calibrants is desired. As a new SI traceable analytical method, 
a high-performance liquid chromatography (HPLC) combined with derivatization technique has been 
developed. The method provides another functional group on target analytes (traceable derivatization 
with HPLC, Td-LC). To develop Td-LC, I have investigated important items such as derivatization 
reagents, available certified reference materials for calibrants and technical issues to be solved. Based on 
this survey, Td-LC will be developed as one of the innovative calibration methods.
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技 術 資 料

1．はじめに 

身の回りの物質は，大きく分けて有機物と無機物が存
在する．有機物の例としては，アミノ酸，ビタミン，タ
ンパク質，プラスチックなどがあり，有機物が身の回り
に多数存在し，生活の基盤となっていることが分かる．
一方で，有害とされている有機物質も存在し，規制や基
準値が設けられている場合が多い．その例として，農作
物中の残留農薬に関する規制 1），水道法で定められた水
質基準2），環境基本法で定められた大気や土壌などの環
境基準3）が挙げられる．このような規制や基準が定めら
れていることからも，有機物質を正しく測定することが
重要であることが分かる .

有機物質を正しく測定するために必要とされるものが
標準物質であり4），国際単位系（SI）にトレーサブルな
有機標準物質の供給体系には，大きく 3 つの体系がある．
また，分析現場においては混合標準液が利用されている

場合も多くあり，その値付けで有用とされる技術が「一
対多型校正法」である .

一対多型校正法として，いくつかの手法が存在する
が，例として，定量核磁気共鳴分光法（qNMR）5），6），
qNMR/ クロマトグラフィー7）-9），ポストカラム反応ガス
クロマトグラフィー（GC）9），10）が挙げられる．しかし，
これら既存の一対多型校正法は，適用可能な物質に制限
があり，特殊な装置が必要であるといった欠点が存在す
るため，新たな一対多型校正法の確立が求められていた．
そこで，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と誘導
体化技術を組み合わせて，SI トレーサブルな測定を行う
新たな一対多型校正法として「SI トレーサブルな誘導体
化−HPLC」を新たに開発することになった．なお，英語
表記で「Traceable derivatization HPLC」を略して「Td
−LC」と呼ぶこととする .

本調査研究では，誘導体化技術を応用した新規一対多
型校正として Td−LC を確立するために，有用と期待さ
れる既存 CRM と誘導体化試薬について調査し整理する
とともに，克服するべき技術的課題を抽出した．*  物質計測標準研究部門　有機基準物質研究グループ



外松沙依

2AIST Bulletin of Metrology  Vol. 11, No. 1 January　2023

に値付けを行った NMIJ トレーサブルな標準物質である
（図 2）．なお，CRM は，「測定装置の校正，測定方法の
評価または材料に値を付与することに用いられるために
一つ以上の規定特性について，計量学的に妥当な手順に
よって値付けられ，規定特性の値およびその不確かさ，
ならびに計量学的トレーサビリティを記載した認証書が
付いている標準物質」と定義されている4）,13）．

1 つ目の JCSS 標準物質は，一般財団法人化学物質評
価研究機構（CERI）が製造している特定標準物質にト
レーサブルな標準物質である14）．SI トレーサブルとする
ために NMIJ が維持管理する JCSS 基準物質を利用して
CERI が特定標準物質を調製する場合と CERI が調製し
た特定標準物質に NMIJ が qNMR/ クロマトグラフィー
やポストカラム反応 GC などの技術で値付けを行う場合
がある．2 つ目の CRM は NMIJ が高純度物質や標準液
を準備し，SI トレーサブルな純度評価法を用いて値付け
を行い，均質性や安定性などを評価した上で，一般ユー

2　有機物質と有機標準物質

2.1　有機物質と官能基
　有機物質は，一般的に炭素（C）を含む物質を指す．
有機物質の構成元素として，炭素（C）以外に，水素（H），
酸素（O），窒素（N），硫黄（S）などが挙げられる．構
成する元素の種類は少ないが，それらを組み合わせるこ
とで多種多様な有機物質が構成され，分子量が小さい物
質から大きい物質まで存在する．具体的な有機物として，
分子量の小さいアミノ酸やビタミン，分子量の大きいタ
ンパク質やプラスチックなどが挙げられる．

官能基は，有機物質の性質を特徴づける原子団である．
官能基によって様々な異なる性質を持ち，官能基の例と
して，アミノ基（-NH2），カルボキシ基（-COOH），ヒド
ロキシ基（-OH），アルデヒド基（-CHO），ケトン基（-CO-），
チオール基（-SH），ニトロ基（-NO2），スルホ基（-SO3H），
シアノ基（-CN）などが知られている．また，複数の官
能基を持つ有機物質も存在し，その例として，アミノ基
とカルボキシ基を持つアミノ酸やヒドロキシ基とケトン
基を持つステロイドなどが挙げられる．

2.2　有機標準物質とその供給体系 
有機物質を正しく測定するためには，SI トレーサブル

な標準物質によって分析機器を校正することが不可欠で
あり，このような用途の標準物質は校正用標準物質とも
呼ばれている（図 1）．

これらの標準物質を供給する際に用いられるSIトレー
サブルな純度評価法として，一次標準測定法や差数法が
知られている．一次標準測定法とは，「最高の質を有し，
その操作が完全に記述され，理解され，かつ不確かさが
SI を用いて完全に記述される方法で，その量について
は他の標準を参照せずに測定結果を標準として使用でき
る方法」とされ，凝固点降下法や滴定法などが挙げられ 
る4）,11）．また，差数法とは，「試料中の分析種以外の成
分の含有率を求め，100 から差し引いた値を持って分析
種の含有率を表す方法」と JIS K 0211 に定義されてい 
る12）．なお，一次標準測定法や差数法は非常に精度が良
いという利点を持つ一方で，適用できる有機物質の性質
に制限があり，時間やコストがかかるといった欠点も存
在する．

有機物質の校正用標準物質は 3 つの供給体系が存在す
る．1 つ目は計量法トレーサビリティ制度（JCSS）で供
給される JCSS 標準物質，2 つ目は計量標準総合センター

（NMIJ）が頒布している認証標準物質（CRM），3 つ目
は民間企業の市販する試薬に NMIJ が SI トレーサブル

図 1　校正用標準物質の利用例

図 2　SI トレーサブルな標準物質の供給体系
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きる．この2つの手法の特徴については，表1にまとめた．
これら既存の一対多型校正法の欠点として，適用可能な
物質に制限があり，特殊な装置が必要であることが挙げ
られる．よって，これまで以上に広範囲の物質に適用可
能で，特殊な装置を必要としない，新たな一対多型校正
法が求められている．

3.3　混合標準液の開発 
混合標準液の開発スキームはいくつか存在する．これ

は従来では一対一型校正を行っていたが，近年，一対多
型校正が発達してきたためである17）．

従来の一対一型校正による混合標準液の開発では，分
析対象物質ごとに標準物質を用い，検量線を作成するこ
とで，分析対象物質の定量分析を行っていた．開発スキー
ムとして，SI トレーサブルな純度評価法で分析対象物質
ごとの標準物質に直接個別の値付けを行った後で，混和
して混合標準液としていた（図 3-a）．

qNMR を用いた開発スキームとしては，まず SI トレー
サブルな純度評価法を用いて，水素の基準物質に値付け
を行う．その後，値付けされた水素の基準物質を用いて，
分析対象物質ごとに効率的に値付けを行い，混合して混
合標準液としている（図 3-b）．

ポストカラム反応 GC を用いた開発スキームとしては，
まず SI トレーサブルな純度評価法を用いて，炭素の基
準物質に値付けを行う．その後，値付けされた炭素の基
準物質を用いて，直接混合標準液に値付けを行っている

（図 3-c）．なお，混合標準液に直接値付けを行っている
ため，分析対象物質ごとの個別の標準物質を必要としな
いことが本手法の大きな特徴である．

ザに向けて頒布している標準物質である4）,15）,16）．3 つ目
の NMIJ トレーサブルな標準物質は，民間企業の試薬に
NMIJ が NMR やクロマトグラフィーなどを用いて値付
けをした上で，民間企業が均質性や安定性を評価してい
る標準物質である．

3　混合標準液の開発

3.1　混合標準液
混合標準液は，複数の有機標準物質を混合して調製さ

れた溶液であり，分析現場では広く用いられている．混
合標準液の例として，水道基準項目に含まれる有機物が
あり，18 種の揮発性有機化合物（VOC），3 種のハロ酢酸，
5 種の陰イオン界面活性剤，2 種のかび臭物質，6 種のフェ
ノール類などが挙げられる17）．

3.2　一対多型校正法
一対多型校正法は，少数の SI トレーサブルな標準物

質を用いて，複数の分析対象物質に SI トレーサブルな
値付けが可能な校正法である．具体例として，qNMR と
ポストカラム反応 GC の原理を説明する．

qNMR は物質中の水素（H）を数える手法である5）,6）．
そのため，水素の基準物質（NMIJ CRM 4601-b，4602-
a）16）を内標準物質として用いた測定により，分析対象物
質の定量分析を行うことができる．ポストカラム反応
GCは物質中の炭素（C）を数える手法である．具体的には，
GC部で分離された物質が反応装置内で二酸化炭素（CO2）
に酸化された後メタン（CH4）に還元され，そのメタン
を検出器で測定している10）．そのため，炭素の基準物質
を用いた測定を行い，検量線を作成することで，複数の
有機物質を含む混合液に対して定量分析を行うことがで

表 1　qNMR とポストカラム反応 GC の特徴

図 3　混合標準液の開発スキーム
（a）従来法（一対一型校正法）　（b）qNMR

（c）ポストカラム反応 GC
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薬の中から最適な試薬を選択することが重要である．

4.2.2　誘導体化の目的
誘導体化の主な目的は，分離や感度を向上させること

である．また，誘導体化により，分析対象物質が持たな
い構造を付加もしくは形成することで特異的な吸収や蛍
光を与え，検出することが可能となる．分離や感度の向
上は，具体的には，保持時間の調整27），ピーク形状の改
善27），選択性の向上27）,39），固定相への不可逆的な吸着の
減少39）などにより実現する．LC/MS での誘導体化の目
的は分離や感度の向上に加えて，噴霧化・イオン化効率
の向上27），内因性干渉の除去31），構造決定を容易にする
こと31）,39）などが挙げられる．このように誘導体化は様々
なメリットをもたらすことが知られている．

5　Td-LC を一対多型校正法として確立するための要件

5.1　 Td-LC を一対多型校正法として確立するための 3
つの軸

Td-LC の原理は，既存 CRM と分析対象物質を混合し，
誘導体化試薬と反応させた後で HPLC にて測定を行って
いる（図 5）．

誘導体化を組み合わせた HPLC 測定を一対多型校正法
とするためには，「基準物質として用いる既存 CRM の
選択」，「誘導体化試薬の選択」，「技術的課題の克服」の
3 つが軸となる．「基準物質として用いる既存 CRM の選
択」と「誘導体化試薬の選択」は原理的に重要であり，「技
術的課題の克服」は実験による最適化や検証が不可欠で
ある．よって，適切な既存CRMと誘導体化試薬を選択し，
技術的課題を克服することが，Td-LC を一対多型校正法
として確立するために重要である．

図 5　Td-LC の原理

5.2　基準物質として用いる既存 CRM の選択
基準物質として既存 CRM を用いることで，分析対象

物質ごとの CRM を新しく準備することなく，SI トレー
サブルな測定が可能となる．既存 CRM の選択で重要な
ことは，既存 CRM の持つ官能基と溶解性である．

現在頒布されている NMIJ CRM は毎年更新されるカ

4　 Td-LC に不可欠な HPLC と誘導体化技術

4.1　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
Td-LC の分析機器として不可欠な機器が HPLC であ

る．HPLC は，分離分析に用いられる機器として非常に
汎用的である．その原理としては，水や有機溶媒を使用
して，溶媒に含まれる分析対象物質を分離し，検出器で
検出を行っている（図 4）．利点としては，分析対象物
質が溶媒に溶けるものであれば基本的に測定可能である
ため多種多様な有機物質に適用可能であること，カラム
により分離が可能であるため多成分分析を同時に行うこ
とができること，検出器が吸光度検出器，蛍光検出器，
質量分析計（MS）など豊富であるため分析に適した検
出器を選択可能であることなどが挙げられる．一方で，
HPLC の欠点として，SI トレーサブルな値付けをするた
めには分析対象物質ごとの標準物質が必要であることが
挙げられる．そのため，HPLC を用いて一対多型校正法
を行うためには，他の手法と組み合わせる必要がある．

図 4　HPLC の概念図

4.2　誘導体化技術
4.2.1　誘導体化技術と誘導体化試薬

誘導体化は，クロマトグラフィーと組み合わせて広く
利用されている技術であり，分析対象物質の持つ官能基
と誘導体化試薬の持つ官能基が化学反応することで，新
たな構造を導入する技術である．

本技術は誘導体化を行うタイミングの違いで，カラム
で分離する前に誘導体化を行うプレカラム誘導体とカラ
ムで分離した後に誘導体化を行うポストカラム誘導体化
があり，それぞれ利点と欠点を持っている18）‒20）．また，
様々な誘導体化試薬がこれまでに開発されてきており，
誘導体化試薬に関する総説を含む数多くの論文が報告さ
れている18）‒36）．なお，今日では，試薬メーカーからも多
くの誘導体試薬が市販されており37）,38），非常に多くの試
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また，メーカーやロットの違いにより差が出る可能性も
あるため，その部分も確認する必要がある．4 つ目の「官
能基に対する選択性」は，単一の官能基に選択的である
方が適している．しかし，分析対象物質の持つ官能基と
誘導体化試薬が反応性を示す官能基で，一致する官能基
が 1 つであれば，問題とならないため，評価項目として
の優先度は低いと考えられる．

よって，本校正法に用いる誘導体試薬は，吸光度検出
器で検出される吸収を持ち，安定性に優れ，入手しやす
い試薬であると同時に，必要に応じて選択性を考慮する
ことが重要である．また，誘導体化条件の最適化を行う
ために，誘導体化のタイミングは条件検討を行いやすい
プレカラム誘導体化試薬が適している．なお，アミノ基，
カルボキシ基，ヒドロキシ基，カルボニル基に対する誘
導体化試薬については，各論として 6 章で述べることと
した．

5.4　技術的課題の克服
Td-LC を一対多型校正法として確立するために，克服

するべき技術的課題が複数存在する．具体的には，「誘
導体化条件の最適化」，「定量性の評価」，「トレーサビリ
ティの確保と評価」，「不確かさ要因の抽出と評価」，「汎
用性の検証」の 5 つが挙げられる．

1 つ目の「誘導体化条件の最適化」のためには，適切
な誘導体化試薬の選択，誘導体化効率の確認が必要であ
る．適切な誘導体化試薬の選択については，5.3 で述べ
た通りである．誘導体化効率の確認については，誘導体
化試薬を十分量用いることで反応効率を一定にするなど
の工夫をした上で，効率に変動がなく一定であるかを確
認する手法が考えられる．2 つ目の「定量性の評価」では，
偏りの評価，再現性の評価が必要である．偏りや再現性
の要因となる項目は，物質の選択から測定まで多種多様
に存在するため，それらの要因を精査し，評価すること
が求められる．3つ目の「トレーサビリティの確保と評価」
には，適切な CRM の選択，CRM の安定性と溶解性の
確認，他手法での検証が必要である．適切な CRM の選
択や溶解性については，5.2 で述べた通りである．他手
法での検証については，すでに SI トレーサビリティが
確保された手法である NMR などの原理の異なる手法を
用いた測定を行うことで評価する．4 つ目の「不確かさ
要因の抽出と評価」には，試薬や溶媒のメーカーやロッ
ト間の差の検証，秤量，誘導体化操作，測定などの全工
程における評価が必要である．5 つ目の「汎用性の検証」
には，複数の分析対象物質を用いて検討を行う必要が 
ある．

タログで知ることができる．カタログの 2021‒2022版16）

では約 190 種が掲載されており，この中に有機標準物質
は 64 種存在する．この有機標準物質の内，アミノ基を
はじめとする反応性の官能基を持つ物質が約 30 種あり，
これが本校正法の基準物質として有用である．具体的に
は，アミノ基を持つ 17 種アミノ酸（NMIJ CRM 6011‒
6027），尿素（NMIJ CRM 6006-a），クレアチニン（NMIJ 
CRM 6005-a），カルボキシ基を持つ物質として 17 種ア
ミノ酸（NMIJ CRM 6011‒6027），トリクロロ酢酸（NMIJ 
CRM 4074-a），ヒドロキシ基を持つ物質としてエタノー
ル（NMIJ CRM 4001-b）や17β -エストラジオール（NMIJ 
CRM 6004-a），テストステロン（NMIJ CRM 6002-a），
カルボニル基を持つ物質としてテストステロン（NMIJ 
CRM 6002-a），プロゲステロン（NMIJ CRM 6003-a），
クレアチニン（NMIJ CRM 6005-a）などが挙げられ 
る16）．また，既存 CRM の溶解性は様々であり，親水性
から疎水性の溶媒に対して幅広く分布している．Td-LC
では，既存 CRM と分析対象物質を混合し，誘導体化試
薬と反応させるため，これら 3 つが同一溶媒に溶けるこ
とが溶解性として求められる．

よって，既存 CRM の持つ官能基と溶解性の 2 点を考
慮した上で適切な既存 CRM を選択することが求めら 
れる．

5.3　誘導体化試薬の選択
誘導体化試薬は，非常に多くの種類が存在するにも関

わらず，あらゆる物質に最適である試薬は存在しないた
め，使用目的に応じて，適した試薬を選択することが求
められる．誘導体化試薬を選択する評価項目として，「利
用される検出器の安定性」，「誘導体の安定性」，「試薬の
入手性」，「官能基に対する選択性」などの性質が重要で
ある．

1 つ目の「利用される検出器の安定性」は，測定のば
らつきを少なくすることが可能であるため，経時的な安
定性に優れた汎用性の高い吸光度検出器が適している．
2 つ目の「誘導体の安定性」は，反応後速やかに分解す
る誘導体，反応後数時間は安定な誘導体，反応後数日間
安定な誘導体などがあるが，測定においては安定である
方が良いと考えられる．3 つ目の「試薬の入手性」は，
試薬メーカーから常時市販されている試薬，品目として
は存在するが受注により生産される試薬，メーカーから
の供給がなく自分で合成する必要のある試薬など様々で
ある．本校正法では，反応達成率を一律にするために十
分量の試薬を用いるため，試薬メーカーから常時市販さ
れている試薬を用いることが適していると考えられる．
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（DBD-F）22）,24）,51）,52）， 塩 素 を 持 つ 4-chloro-7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazole（NBD-Cl）40）,53）,54），Marfey’s 試薬として知
られている Nα-（2,4-dinitro-5-fluorophenyl）-L-alaninamide

（FDAA）55）-57）が挙げられる．

6.1.3　 5-（Dimetylamino）naphthalene-1-sulfonyl chloride
（Dansyl chloride, Dns-Cl）

Dns-Cl はスルホニルクロリド（-SO2Cl）構造を持つ
試薬である．生成された dansyl 誘導体の 1 種である
dansyl amino acid は 4 ℃保管で少なくとも 7 日間安定
である19）．Dns-Cl はやや高価であるが市販されており，
アセトニトリルなどに溶解されて利用される58）．なお，
反応性を示す官能基は，アミノ基以外に，ヒドロキシ基
がある40）．分析対象物質としては，アミノ酸41）,58）,59），薬
物60），生体アミン61）が報告されている．

スルホニルクロリド構造を持つ他の試薬として，4- 
dimethylaminoazobenzene-4’-sulfonyl chloride（dabsyl 
chloride）19）,59）,62）や 4-（5,6-dimethoxy-2-phthalimidinyl）-2- 
methoxyphenylsulfonyl chloride（DMS-Cl）63）,64）な ど が
挙げられる．

図 7　スルホニルクロリド構造を持つ誘導体化試薬
（a）dansyl chloride　（b）dabsyl chloride　（c）DMS-Cl

6.1.4　 6 -Aminoqu in l y l -N -hyd roxysucc in im idy l 
carbamate（AQC）

AQC は，スクシンイミジル構造を持つ試薬である．
誘導体は室温で少なくとも 1 週間安定である19）．AQC
はキットで市販されており65），アセトニトリルなどに溶
解可能である66）．なお，反応性を示す官能基は，アミノ
基以外に，ヒドロキシ基がある67）．分析対象物質として
は，アミノ酸 66）,68）や生体アミン69）,70）などが報告されてい
る．

ス ク シ ン イ ミ ジ ル 構 造 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，
3-aminopyridyl-N-hydroxysuccimidyl carbamate 

（APDS）71）-73）などが挙げられる．

6　Td-LC で有用と期待される誘導体化試薬

6.1　アミノ基の誘導体化
6.1.1　アミノ基に対する誘導体化試薬

アミノ基に対する誘導体化試薬は数多く存在し，アミ
ノ基に対する誘導体化試薬に注目した論文も多数報告さ
れている40）‒42）．特にアミノ基は，アミノ酸や生体アミン
を始め，生体にとって重要な多くの物質が有する官能基
であり，反応性も高いため，これまでに誘導体化試薬の
開発も盛んであった．また，アミノ基は，第 1 級アミノ
基（-NH2）と第 2 級アミノ基（-NH-）があるため，必要
に応じて官能基に対する選択性だけではなく，級の選択
性についても問われる場合がある．よって，これらのこ
とを踏まえた上で，数ある誘導体化試薬の中から適切な
試薬を選択することが求められる．アミノ基に対する誘
導体化試薬の例を 6.1.2‒6.1.7 に示す．

6.1.2　2,4-Dinitrofluorobenzene（DNFB)
DNFB は，ハロゲンの 1 種であるフッ素を持つ試薬

である．DNFB 誘導体は遮光下で 48 時間安定である19）．
また，DNFB は安価に市販されており，アセトニトリ
ルなどに溶解されて利用される43）．なお，DNFB が反応
性を示す官能基は，アミノ基以外に，ヒドロキシ基，チ
オール基などがある43）‒45）．また，DNFB は N- 末端アミ
ノ酸残基の決定することで DNA の塩基配列の決定を行
う Sanger 法で利用されるため，Sanger 試薬とも呼ばれ 
る46）．分析対象物質としては，アミノ酸43）,47）やアミノグ
リコシド系抗生物質48）,49）が報告されている．

ハロゲンを持つ他の試薬として，ベンゾフラザン
骨格を基本骨格とし，フッ素を持つ 4-fluoro-7-nitro-
2 , 1 , 3 - benzoxadiazole（NBD-F）22）,24）,40）,50） や 4-（N,N-
dimethyl-aminosulphonyl）-7-fluoro-2,1,3,-benzoxadiazole

図 6　ハロゲンを持つ誘導体化試薬
（a）DNFB   （b）NBC-Cl  （c）DBD-F  （d）NBD-Cl  （e）FDAA
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acid83），N-acetyl-L-cystein83）,84）などを入れる必要がある．
分析対象物質としては，アミノ酸19）,40）,83）,84）が有名であり，
アミノ酸分析の誘導体化試薬として，長らく汎用されて
きた．

ジ ア ル デ ヒ ド 構 造 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，2,3- 
naphthalenedialdehyde（NDA）85）,86）などが挙げられる．

図 10　ジアルデヒド構造を持つ誘導体化試薬
（a）OPA　（b）NDA

6.1.7　Phenyl isothiocyanate（PITC）
PITC はイソチオシアナート（-NCS）構造を持つ試薬

である．生成される誘導体の PTC-amino は数日間安定
である41）．PITC は安価に液体として市販されている．
また，PITC は proline などの第 2 級アミンの定量にも
用いられる19）．なお，タンパク質のアミノ酸配列の決定
法の一種である Edman 分解で利用されるため，Edman
試薬とも呼ばれる46）．分析対象物質としては，アミノ 
酸87）,88）などが報告されている．

イソチオシアナート構造を持つ他の試薬として，
2,3,4,6-tetra-O-acetyl- β -D-glucopyranosylisothiocyanate

（GITC）89）,90） や 4-（N,N-dimethylaminosulfonyl）-7-
（3-isothiocyanatopyrrolidin-1-yl）-2,1,3-benzoxadiazole
（DBD-Py-NCS）91) などが挙げられる．

また，イソチオシアナートの類似構造としてイソシア

図 8　スクシンイミジル構造を持つ誘導体化試薬
（a）AQC　（b）APDS

6.1.5　9-Fluorenylmethyl chloroformate（FMOC-Cl）
FMOC-Cl は ク ロ ロ ホ ル メ ー ト（-COCl） 構 造 を 持

つ試薬である．この際に，得られる誘導体は安定であ 
る19）,41）．FMOC-Cl は安価に市販されており，アセトニ
トリルなどに溶解されて利用される74）．なお，反応性
を示す官能基は，アミノ基以外に，カルボキシ基があ
る75）．分析対象物質としてはアミノ酸76）や農薬のグリホ
サート77）が報告されている．

クロロホルメート構造を持ち，アミノ基と反応す
る 他 の 試 薬 と し て，4-（N,N-dimethylaminosufomyl）
-7-（N-chloriformylmethyl-N-methylamino）-2,1 ,3- 
benzoxadiazole （DBD-COCl）78）,79） や 4-（4,5-diphenyl-1H-
imidazol-2-yl）benzoyl chloride（DIB-Cl）80）‒82）などが挙
げられる．

図 9　クロロホルメート構造を持つ誘導体化試薬
（a）FMOC-Cl　（b）DBD-COCl　（c）DIB-Cl

6.1.6　o-Phthaldehyde（OPA）
OPA は，ジアルデヒド（di-CHO）構造を持つ試薬で

ある．得られるイソインドール誘導体は不安定である19）．
OPA は安価に市販されており，メタノールなどに溶解
されて利用される．なお，反応性については，第 1 級ア
ミノ基に選択的であり，第 2 級アミノ基とは反応をしな
いと知られている19）．反応は，一般にチオール存在下で
起こるため，2-mercaptoethanol40），3-mercaptopropionic 

図 11　 イソチオシアナート構造もしくはシソシアナート構造を
持つ誘導体化試薬

　　　 （a）PITC（b）GITC（c）DBD-Py-NCS（d）PIC（e）NIC
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として安価に市販されており，水などに溶解させて利用
可能である．反応性を示す官能基は，カルボキシ基以外
に，カルボニル基などがある106）．分析対象物質としては，
脂肪酸105）,107）などが挙げられる．

ヒドラジノ基を持つ他の試薬として，6,7-dimethyl-2
（1H）quinoxalinone-3-propionylcarboxylic acid（DMEQ-
Hydrazide）108）,109）や N-（4-nitro-2,1,3-benzoxadiazoyl-7-yl）
-N-methyl-2-aminoacetohydrazide（NBD-CO-Hz）110）など
が挙げられる．なお，ヒドラジノ基を持つ試薬はカルボ
ニル基と反応する試薬も多い．

図 13　ヒドラジノ基を持つ誘導体化試薬
（a）2-NPH　（b）DMEQ-Hydrazide　（c）NBD-CO-Hz

6.2.4　2-Picolylamine（2-PA）
2-PA は第 1 級アミノ基を持つ試薬である．誘導体は，

移動相に溶かした場合に，室温で少なくとも 1 日，もし
くは，4 ℃で少なくとも 5 日間安定である111）．2-PA は安
価に市販されており，アセトニトリルなどに溶解させて
利用される111）．なお，価格は 1 g で数百円と安価である．
分析対象物質として，胆汁酸112）や PGs111）などが挙げら 
れる．

1 級 ア ミ ノ 基 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，4-N,N-
dimethylaminosolfonyl-7-N-（2-aminoethyl）amino-2,1,3-
benzoxasiazole（DBD-ED）113）-115）などが挙げられる．

ナート（-NCO）があり，イソシアナート構造を持つ試
薬 と し て，phenyl isocyanate（PIC）92）,93）や 1-naphthyl 
isocyanate（NIC）94）,95）などが挙げられる．

6.2　カルボキシ基の誘導体化
6.2.1　カルボキシ基に対する誘導体化試薬

カルボキシ基に対する誘導体化試薬は数多く存在し，
カルボキシ基に対する誘導体化試薬に注目した論文も多
数報告されている96）-98）．カルボキシ基は，脂肪酸やプロ
スタグランジン類（PGs）などの多くの生体成分が持つ
官能基であり，これまでに誘導体化試薬の開発が盛んで
あった．しかし，アミノ基と比べると反応性が劣るため，
反応を起こすために工夫が必要な場合もある．よって，
これらのことを踏まえた上で，数ある誘導体化試薬の中
から適切な試薬を選択することが求められる．カルボキ
シ基に対する誘導体化試薬の例を 6.2.2-6.2.7 で示す．

6.2.2　2-Bromoacetophenone（phenacyl bromide）
Phenacyl bromide はブロモアセチル（-COCH2Br）基

を持つ試薬である．生成された誘導体は数週間安定であ
る99）．Phenacyl bromide は安価に市販されており，アセ
トンなどに溶解させて利用される99）．分析対象物質とし
ては，脂肪酸100）などが報告されている．

ブ ロ モ ア セ チ ル 基 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，p-（9- 
anthroyloxy）phenacyl bromide（panacyl bromide）101）,102）

や p- bromophenacyl bromide（p -BPB）100）,103）,104）などが
挙げられる．

6.2.3　2-Nitrophenylhydrazine（2-NPH）
2-NPH はヒドラジノ（-NHNH2）基を持つ試薬である．

生成された誘導体は 5 ℃で少なくとも 1 ヶ月間安定であ
る105）．2-NPH は 2-NPH hydrochloride（2-NPH・HCl）

図 12　ブロモアセチル基を持つ誘導体化試薬
（a）phenacyl bromide　（b）panacyl bromide　（c）p-BPB

図 14　第 1 級アミノ基を持つ誘導体化試薬
（a）2-PA　（b）DBD-ED
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DPD-PZ はピペラジノ基を持つ試薬である．誘導体は
室温のオートサンプラー内で 1 日安定である125）．DBD-
PZ は高価であるが市販されており，アセトニトリルな
どに溶解させて利用される96）．また，本試薬の誘導体
化反応は活性化剤である diethyl phosphorocyanidate

（DEPC）や向山試薬の存在下で起こる 96）,126）．分析対象
物質としては，脂肪酸24）,127）などが報告されている．

ピ ペ ラ ジ ノ 基 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，4-（N,N-
dimethylaminosulphonyl）-7-N-cadaverino-2 ,1 ,3 -
benzoxadiazole（DBD-CD）24）,126），4-（aminosulphonyl）
-7-（1-piperazinyl）-2,1,3-benzoxadiazole（ABD-PZ）24）,128）， 
5 -（d i m e t h y l a m i n o ）- 1 - n a p h t h a l e n e s u l p o n y l 
semipiperazide（dansyl semipiperazide）129）などが挙げ
られる．

6.2.7　9-Anthryldiazomethane（ADAM）
ADAM はジアゾメタン（-CHN2）構造持つ試薬であ

る．誘導体は酢酸エチル - メタノールの溶液中で -20 ℃
保存で数ヶ月間安定である130）．ADAM は高価であるが
市販されており，アセトンなどに溶解させて利用され 
る131）．分析対象物質としては，脂肪酸132）や PGs130）など
が報告されている．

ジ ア ゾ メ タ ン 構 造 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，1- 
pyrenyldiazomethane（PDAM）133）,134）が挙げられる．

図 17　ジアゾメタン構造を持つ誘導体化試薬
（a）ADAM　（b）PDAM

6.3　ヒドロキシ基の誘導体化
6.3.1　ヒドロキシ基に対する誘導体化試薬

ヒドロキシ基に対する誘導体化試薬は複数存在し，ヒ
ドロキシ基に対する誘導体化試薬に注目した論文も報告
されている135）-137）．ヒドロキシ基を持つ物質としては，
アルコール類やフェノール類，各種ステロイドなど様々
な物質が存在する．アルコール類は，アミノ基と同様に
第 1 級アルコールから第 3 級アルコールまで級が存在し，
立体障害の程度が異なる．よって，これらのことを踏ま
えた上で，複数存在する誘導体化試薬の中から適切な試
薬を選択することが求められる．ヒドロキシ基に対する
誘導体化試薬の例を 6.3.2-6.3.5 で示す．

6.2.5　4-Bromomethyl-7-methoxycoumarin（Br-Mmc）
Br-Mmc は，ブロモメチル（-CH2Br）基を持つ試薬で

ある．誘導体は，反応混合液内で少なくとも数週間安定
である116）．Br-Mmc は高価であるが市販されており，ア
セトンなどに溶解させて利用される117）．分析対象物質と
しては，脂肪酸 117）,118）や PGs119）などが報告されている．

ブロモメチル基を持つ試薬として，4-bromomethyl-7-
acetoxycoumarin（Br-Mac）120）,121） や 3-bromomethyl-7-
methoxy-1,4-benzoxazin-2-one（BrMB）122）-124）が 挙 げ ら
れる．

図 15　ブロモメチル基を持つ誘導体化試薬
（a）Br-Mmc　（b）Br-Mac　（c）BrMB

6.2.6　 4-N,N-Dimethylaminosulfonyl-7-N-piperazino-
2,1,3-benzoxadiazole（DBD-PZ）

図 16　ピペラジノ基を持つ誘導体化試薬
　　　 （a）DBD-PZ　（b）DBD-CD　（c）ABD-PZ
　　　 （d）dansyl semipiperazide
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図 20　カルボニルアジド構造を持つ誘導体化試薬
（a）DMEQ-CON3　（b）INA　（c）MC-CON3

6.3.5　3,5-Dinitrobenzoyl chloride（DNBC）
DNBC はクロロホルメート（-COCl）構造を持つ試薬

である．生成されたモノグリセリドの DNBC 誘導体は
安定である154）．DNBC は安価に市販されており，ベンゼ
ンなどに溶解させて利用される155）．なお，DNBC が反
応性を示す官能基は，ヒドロキシ基以外にアミノ基があ 
る156）．分析対象物質としては，脂肪族アルコール157）が
報告されている．

DNBC 以外にクロロホルメート構造を持つ他の試薬
と し て，3-chlorocarbonyl-6,7-dimethoxy-1-methyl-2(1H)-
quinoxalinone（DMEQ-COCl）158）,159）などが挙げられる．

図 21　クロロホルメート構造を持つ誘導体化試薬
（a）DNBC　（b）DMEQ-COCl

6.4　カルボニル基の誘導体化
6.4.1　カルボニル基に対する誘導体化試薬のまとめ

カルボニル基に対する誘導体化試薬は複数存在し，カ
ルボニル基に対する誘導体化試薬に注目した論文も報告
されている160）．カルボニル基を持つ物質としては，アル
デヒド類やステロイドなどが代表的である．カルボニル
基に対する誘導体化試薬は，他の官能基に対する誘導体
化試薬と比べると数が少ないため，その中から適切な試
薬を選択することが求められる．カルボニル基に対する
誘導体化試薬の例を 6.4.2‒6.4.4 で示す．

6.4.2　1,2-Diamino-4,5-methylenedioxybenzene（MDB）
MDB は，o-phenylenediamine 構 造 を 持 つ 試 薬 で あ

6.3.2　1-Anthroylnitrile（1-AN）
1-AN は，アシルニトリル（-COCN）構造を持つ試薬

である．生成された誘導体は，安定である138）．1-AN は
高価であるが市販されており，アセトニトリルなどに溶
解させて利用される139）．反応性として，立体障害の影
響から 3 級アルコール性ヒドロキシ基とはほとんど反
応しないとされている37）．分析対象物質としては，胆汁 
酸139），アルコキシエタノール140），ヒドロキシステロイ
ド 141）などが報告されている．

ア シ ル ニ ト リ ル 構 造 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，9- 
anthronylnitrile142）,143） や pyrene-1-carbonyl cyanide

（PCC）144）などが挙げられる．

図 18　アシルニトリル構造を持つ誘導体化試薬
（a）1-AN　（b）9-anthronylnitrile　（c）PCC

6.3.3　2-Aminopyridine（2-AP）
2-AP は第 1 級アミノ基（-NH2）を持つ試薬である．

生成された誘導体は安定である145）．2-AP は安価に市販
されており，水などに溶解させて利用される146）．分析対
象物質としては，糖が報告されている145）,146）．

図 19　第 1 級アミノ基を持つ誘導体化試薬
（a）2-PA

6.3.4　 3,4-Dihydro-6,7-dimethoxy-4-methyl-3-oxo-
quinoxaline-2-carbonyl azide（DMEQ-CON3）

DMEQ-CON3 はカルボニルアジド（-CON3）構造を持
つ試薬である．DMEQ 誘導体は，最終溶液中で，室温
明所で少なくとも 72 時間安定である147）．DMEQ-CON3

は，ベンゼンなどに溶解させて利用される147）が，一般に自
ら試薬を生成する必要がある．分析対象物質としては，
アルコール類147）やコレステロール類148）などが報告されている．

カ ル ボ ニ ル ア ジ ド 構 造 を 持 つ 他 の 試 薬 と し て，
isonicotinoyl azide（INA）149）-151）や 7-methoxycoumarin-
3-carbonyl azide（MC-CON3）152）,153）などが知られている．
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価に市販されており，アセトニトリルになどに溶解さ
せて利用される171）．分析対象物質として，アルデヒド 
類170）,171）が報告されている．

Dansyl hydrazine は DNPH と同様に誘導体化反応に
より，安定な生成物である dansyl hydrazone を得る172）．
誘導体の一種である糖の dansyl hydrazone は暗所の 4 
℃で少なくとも 2 日間安定である173）．Dansyl hydrazine
はやや高価であるが市販されており，エタノールなどに
溶解させて利用される172）．分析対象物質として，マロン
ジアルデヒド174）やケトステロイド175）が報告されている．

ヒドラジノ基を持ち，カルボニル基と反応する他の試
薬 と し て，2-hydrazino-1-methylpyridine（HMP）176）,177）

や 4-N,N-dimethylamino-6-（4’-methoxy-1’-naphthyl）
-1,3,5-triazine-2-hydrazine（DMNTH）178）などが知られて
いる．

図 24　ヒドラジノ基を持つ誘導体化試薬
（a）DNPH　（b）dansyl hydrazide　（c）HMP　(d) DMNTH

7　まとめ

7.1　新たな一対多型校正法である Td-LC の特徴
一対多型校正法として，これまでに qNMR やポスト

カラム反応 GC などが開発されてきたが，適用可能な物
質に制限があり，特殊な装置が必要であるといった欠点
が存在する．一方で，今回着想した Td-LC は，適応可
能な物質の範囲が広く，装置は非常に汎用的な HPLC を
用いるため，それらの欠点を克服することができる．ま
た，既存の CRM と誘導体化試薬を用いることにより，
SI トレーサブルな値付けができる．このことから，今回
着想した Td-LC は高い汎用性が期待できる．

7.2　 Td-LC を一対多型校正法として確立する要件のま
とめ

5 章でも述べた通り，Td-LC を一対多型校正法として

る．誘導体化反応によりキノキザリン誘導体が生成され
37），室温明所で 6 時間，4 ℃暗所で少なくとも 24 時間安
定である161）,162）．MDB は高価であるが市販されており，
2-mercaptoethanol や亜ジチオン酸ナトリウムを含む溶
液などに溶解させて利用される161）．分析対象物質として
は，α - ケト酸163）などが報告されている．

同様に o-phenylenediamine 構造を持つ他の反応する
試 薬 と し て，1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzene（DDB）
164）,165）や 4,5-diaminophthalhydrazide（DPH）166）,167）が挙げ
られる．

図 22　o-phenylenediamine 構造を持つ誘導体化試薬
（a）MDB　（b）DDB　（c）DPH

6.4.3　1,3-Cyclohexanedione（CHD）
CHD は，ジオン構造を持つ試薬である．生成された

誘導体の蛍光は 4 時間で徐々に減少していることが報告
されている168）．CHD は安価に市販されており，酢酸ア
ンモニウムなどと合わせて水などに溶解させて利用され
る169）．分析対象物質としては，アルデヒド類168）,169）が報
告されている．

図 23　ジオン構造を持つ誘導体化試薬
（a）CHD

6.4.4　 2,4-Din i t rophenylhydraz ine（DNPH）, 5- 
dimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl hydrazine

（dansyl hydrazine）
6.2.1 ではヒドラジノ（-NHNH2）基を持ち，カルボキ

シ基と反応する試薬についてまとめたが，ヒドラジノ基
を持つ試薬はカルボニル基と反応する試薬が多く存在す
る．DNPH や dansyl hydrazine は，ヒドラジノ基を持ち，
カルボニル基と反応する試薬として有名である．

DNPH は誘導体化反応により，安定な生成物である
2,4-dinitrophenyl hydrazones を 得る170）．DNPH は 安
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確立するためには，「基準物質として用いる既存 CRM
の選択」，「誘導体化試薬の選択」，「技術的課題の克服」
の 3 つの軸が重要である．1 つ目の既存 CRM は，NMIJ 
CRM として頒布されている約 30 種の有機標準物質が有
用であり，その溶解性は様々である．2 つ目の誘導体化
試薬の選択は，検出器の安定性，誘導体化試薬や誘導体
の安定性，試薬の入手性，官能基に対する選択性が評価
項目として重要であるとされており，この 4 つの評価項
目を考慮して，誘導体化試薬を選択することが望ましい．
なお，6 章でアミノ基，カルボキシ基，ヒドロキシ基，
カルボニル基に対する誘導体化試薬を，試薬の持つ反応
部位の官能基ごとにまとめた．技術的課題については，5.4
で述べた通りであり，今後の研究課題である．

7.3　今後の展望
今後の展望としては，5 章で挙げた 3 つの軸を考慮し

て本校正法の確立を目指す．本調査研究で「基準物質と
して用いる既存 CRM」と「誘導体化試薬の選択」につ
いてまとめた．これらの情報から，実際の分析対象物質
に合わせて選択することが必要である．「技術的課題」
を検証するために，まず初めにアミノ基を持つ CRM 同
士であるアミノ酸を用いた測定を行い，誘導体化条件の
最適化，定量性の評価，トレーサビリティの確保と評価，
不確かさ要因の抽出と評価に取り組む．その後に，アミ
ノ基を持つ様々な分析対象物質を用いて汎用性の検証を
行い，これらを実現した後で，アミノ基以外の官能基に
対する検討も行っていくこととする．

本校正法が確立することで，既存 CRM の効率的な維
持と管理，社会ニーズに即した校正業務の実現，確立し
た校正法の技術移転などが期待され，一般ユーザが自ら
SI トレーサブルな値付けをすることも可能となる．これ
らのことから，SI トレーサブルな値付けが様々な有機物
質に対して広がっていくことが期待される．
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