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1. 1. 1. 1. 緒言緒言緒言緒言    

 高速液体クロマトグラフィー(HPLC)は，優

れた分離分析技術のひとつとして認識されて

いる。しかし，近年，分析対象化合物は増加

の一途をたどっており，多成分混合物中の極

微量成分の分離ならびに正確な定量は必ず

しも容易ではない。このような背景から，常

に新しい分離選択性を有するシステムの構築

が求められている。この要求に応えるため，

特異的な保持特性を有する固定相の開発や新

規分離場の導入などの分離分析手法の開発が

精力的になされている。Porter らは，液体ク

ロマトグラフィーの分離場であるカラムに電

気化学的作用場を導入し，固定相と試料成分

の静電的相互作用に基づいてイオン性化合物

の保持を制御する電気化学クロマトグラフィ

ー(EMLC)を報告した 1-3）。EMLC は，電気化

学と分離化学を融合したユニークな分析法で

あり，イオン交換容量可変のイオン交換クロ

マトグラフィーと考えることができる。しか

し，この方法では従来のイオン交換クロマグ

ラフィーと同様な分離選択性しか得られず，

新たな分離選択性の獲得は期待できない。 

一方，最近，Shibukawa らは，多孔質グラ

ファイトカーボン(PGC)が酸化還元作用を示

すことを明らかにし，これを利用して一般に

反応速度の小さい酸化還元反応を HPLC に導

入したシステムを報告した 4,5)。 

本研究では，EMLC を用いて分析対象化合

物の酸化還元反応を PGC 固定相で接触的に

高速で引き起こし，印加電位を制御すること

により酸化還元反応を二次的化学平衡

(SCE)
6-8)として利用するオンカラム酸化還元

化学変換 HPLC を構築することを目的とする。 

 

2. 実験方法実験方法実験方法実験方法 

2.1 オンカラムオンカラムオンカラムオンカラム酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換 HPLC 

BTR Carbon(Biotech Research，3.5 µm)を

実験室で充填して EMLCカラムを作製した。

溶離液は，pH6 に調整した 0.1 M リン酸緩

衝溶液 20 %(v/v)アセトニトリル‐水混合

溶媒を用い，超音波脱気後，窒素ガスでバ

ブリングしながら 0.4 ml/min で分離カラムへ

通液した。EMLC カラムへの印加電位は，北

斗電工製 HA-151 ポテンショスタットを用

いて制御した。試料化合物には，カテコー

ル，レゾルシノール，ヒドロキノン，L-3,4-

ジヒドロキシベンジルアミン(ドーパ)，L-

チロシンのほかカテコールアミン代謝物と

して L-アドレナリン，ドーパミン，L-ノル

アドレナリンを用い，それぞれ溶離液に溶

解して試料溶液を調製した。試料注入体積

は，20 µl とした。検出には，SI-1/2002 UV-VIS

検出器およびSI-2/3017 PDA検出器を用いた。 
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3. 結果結果結果結果およびおよびおよびおよび考察考察考察考察 

3.1 オンカラムオンカラムオンカラムオンカラム酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換 HPLC    

をををを用用用用いたいたいたいた有機化合物有機化合物有機化合物有機化合物のののの選択的分離選択的分離選択的分離選択的分離 

印加電位に対するカテコール，レゾルシノ

ール，ヒドロキノン，ドーパ，L-チロシンの

ピーク面積(検出波長 220 nm)および保持係数

の依存性を Fig. 1 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L-チロシンを除く化合物は，それぞれの化合

物の Redox電位に対応する印加電位でピーク

面積および保持係数に変化が生じた。これは，

それぞれ対応する印加電位で化学種の変換が

生じ，それにともない保持係数が変化したも

のと考えられる。このことは，Fig.2 に示す溶

出前後の吸収スペクトルの変化からも確認で 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

きる。L-チロシンについては，測定した電位

範囲内では化学種の変換が生じなかったため

ピーク面積および保持係数も変化を示さなか

ったものと考えられる。 

さらに，ヒドロキノンは，Eapp= 25－125 mV

においてヒドロキノンとその酸化体である p-

ベンゾキノンとの平衡混合物として，またカ

テコールは，Eapp= 150－200 mV においてカテ

コールとその酸化体である o-ベンゾキノンと

の平衡混合物としてカラム内を移動している

ことが明らかとなった。酸化還元平衡がカラ

ム内のどの位置でも迅速に成立していると仮

定できるならば，SCE として機能しているは

ずであり，その保持係数は(1)式で与えられる。 

 

ここで，k Oxと k RedおよびαOxとαRedはそれ

ぞれ酸化体と還元体の保持係数と化学量論的

分率を示している。しかし，もしカラム内の

特定の位置で酸化されていたり，電位が不均

一でカラムの上部と下部とで酸化還元平衡が

異なっているようであれば，α値はカラム内

で異なる値をとることになり，その場合この

ようにして求められるα値は，カラム内で存

在していた化合物の平均化学量論的分率に対

応する。一方，カラムから溶出した溶質バン

ド内での分率αE は，ピーク面積を用いて(2)

式に基づいて求めることができる。 

 

したがって，保持係数から求めたα値とピー

ク面積から求めたαE 値が等しければ，分析

対象化合物はカラム内を常に一定の化学量論

比を保った平衡混合物として溶出しているこ

とを示すことになる。各種印加電位における

ヒドロキノンと p-ベンゾキノン，カテコール

と o-ベンゾキノンの分率をピーク面積および

保持係数から算出し，Table 1 に示す。両者は

それぞれ互いに良く一致していることがわか

る。このことから，ヒドロキノンとカテコー

ルはカラム内をそれぞれの酸化体と還元体の

dRedReOxOx k k k αα += (1) 
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Fig.1 Dependence of peak area and retention factor of 

catechol, resorcinol, hydroquinone, DOPA and L-tyrosine 

on applied potential. 

Fig.2 UV spectra obtained for DOPA(a), hydroquinone(b) 

and catechol(c) at 0 mV(dashed line) and +400 mV(solid 

line) and resorcinol(d) at +300(dashed line) and 

+400(solid line). 
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平衡混合物として移動しており，印加電位を

コントロールすることにより酸化還元反応を

SCEとして制御できることが明らかとなった。

また，このことは同時に EMLC カラムに電位

が均一に印加されているということを示して

いる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本システムを用いて 5 種化合物の混合試料

の分離を行ったクロマトグラムを Fig. 3 に示

す。印加電位 0 mV のときには，ドーパと L-

チロシン，カテコールとレゾルシノールにほ

とんど保持の差がないため相互に分離するこ

とは困難であったが，＋300 mV の電位を印加

すると，ドーパ，ヒドロキノン，カテコール

の酸化反応を利用して 5 つの化合物をすべて

分離できることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 オンカラムオンカラムオンカラムオンカラム酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換酸化還元化学種変換 HPLCをををを

用用用用いたいたいたいたカテコールアミンカテコールアミンカテコールアミンカテコールアミンのののの選択的分離選択的分離選択的分離選択的分離 

L-アドレナリン，ドーパミン，L-ノルア

ドレナリンについて印加電位と保持時間お

よびピーク面積の依存性を検討した。  

L-アドレナリン，L-ノルアドレナリンにつ

いて得られた結果をそれぞれ Fig.4 と Fig.5

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

全ての化合物は，それぞれの化合物の

Redox 電位に対応する電位で保持時間とピ

ーク面積に変化が生じた。これは，作用電

極と溶質との間で電子の授受が起こり，酸

化還元反応により化学種の変換が生じたた

めと考えられる。このことは，Fig.6 に示し

た溶出前後の吸収スペクトルの変化からも

Fig.3 Separation of catechol(1), resorcinol(2), 

hydroquinone(3), DOPA(4) and L-tyrosine(5) by EMLC. 

Applied potential; (a) 0 mV, (b) +300 mV 
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Fig.4 Dependence of chromatographic profile of 

L-adrenaline on applied potential (mV); -200(1), 

-100(2), 0(3), +25(4), +50(5), +75(6), +100(7), +200(8), 

+300(9), +400(10). 

Fig.5 Dependence of chromatographic profile of 

L-noradrenaline on applied potential (mV); -200(1), 

-100(2), 0(3), +25(4), +50(5), +75(6), +100(7), +125(8), 

+150(9), +175(10), +200(11), +300(12), +400(13), 

+400(10). 
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Table 1 Stoichiometric fractions of hydroquinone and 

catechol calculated from retention factors and peak areas.  
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確認された。しかし，カラム内を酸化体と

還元体の平衡混合物として移動していると

いうよりは，むしろ完全に化学種が変換さ

れて溶出していることを示す結果が得られ

た。これは，カテコールアミンの酸化還元

反応を SCEとして制御できていないことを

示している。しかし，Fig.7 に示すように印

加電位を制御することにより L-アドレナリ

ンと L-ノルアドレナリンをカラム内で酸化

し，相互分離できることが示され，オンカ

ラム酸化還元化学種変換法が分離選択性を

高める有用な手法であることが確認された。 

 

4. 結言結言結言結言 

本研究は，EMLC を用いて分析対象化合物

の酸化還元反応を SCE として利用する，オン

カラム酸化還元化学変換 HPLC システムを構

築することを目的として行った。 

可逆的な酸化還元反応性を示すヒドロキノ

ンやカテコールでは，印加電位を制御するこ

とによりそれぞれ p-ベンゾキノンおよび o-

ベンゾキノンとの平衡混合物としてカラム内

を移動させることに成功し，選択的に分離で

きることを示した。 

また，カテコールアミンの選択的分離を試

みたところ，カテコールアミンの酸化還元反

応を SCE として制御できないことが明らか

になった。しかし，この手法により分析対象

化合物に固有の電位をカラムに印加すること

により，化学種を変換することで L-アドレナ

リンと L-ノルアドレナリンを相互に分離す

ることに成功した。 

演者らの開発したオンカラム酸化還元化学

種変換 HPLC システムは，分析対象化合物と

して社会的ニーズの高まっている生体化合物

および酸化状態によって大きく毒性の異なる

金属化学種のスペシエーション分析などにも

非常に有力な手法となりうるものであり，社

会的にも大きく貢献できると期待される。 
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Fig.7 Chromatogram of L-adrenaline (1) and 

L-noradrenaline (2) obtained by EMLC. Applied 

potential; (a) -200 mV, (b) +400 mV 
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Fig.6 UV spectra obtained for L-adrenaline(a), 

dopamine(b) and L-noradrenaline(c) at -200 mV(solid 

line) and +400 mV(dashed line). 
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