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【緒言】 
高速液体クロマトグラフィー(HPLC)は，研究や

産業などの幅広い分野で利用されている分離分析

法である。近年，分析対象化合物は増加の一途を

たどっており，また，多成分混合物中の極微量成

分の分離が要求されていることから，それらに対

応した高分離選択性を有するシステムの開発が望

まれている。分離選択性を向上させる方法として，

特異的な化学反応を利用する方法がある。そのう

ち，化学反応を二次的化学平衡(SCE)として利用す

る方法は，その化学平衡に関与する物質の保持を

反応試薬の濃度で制御できるため，高い分離選択

性を実現できる。最近，本研究室では，Porterらの

開発した電気化学クロマトグラフィー(EMLC)を
用い 1)，カラムへの印加電位を制御することにより，

分析対象化合物の酸化還元反応をSCEとして制御

可能であることを明らかにした。 
一方，アドレナリン代謝物には，カテコールア

ミンと呼ばれるカテコールとアミンを有する構造

の物質が数多く存在する。カテコールアミンの酸

化によって生成されるアミノクロムはパーキンソ

ン病や動脈硬化の原因となっており，カテコール

アミンおよびアミノクロムを分離・定量する手法

が求められている 3)。 
本研究はオンカラム酸化還元化学種変換液体ク

ロマトグラフィーシステムの開発を目的とし，L-
アドレナリン，およびアミノクロムであるアドレ

ノクロムの電気化学的挙動および保持挙動の検討

した結果について報告する。 

 
 

【実験操作】 
サイクリックボルタンメトリー(CV)測定 
 試料溶液としては，L-アドレナリンおよびアド

レノクロムを0.1M リン酸緩衝溶液（pH=3.5）で 
溶解したものを用いた。参照電極はAg/ AgCl（1M 
NaCl)電極を用いた。電位走査速度は100 mV s-1と

した窒素雰囲気下で行った。 
EMLCカラムの作製 

Fig.1にEMLCカラムの概略図を示す。EMLC
カラムは，多孔質ステンレス管に管状のナフィオ

ン陽イオン交換膜を挿入し，BTRcarbon (3.5 μm)
を充填して作製した。参照電極はAg/AgCl電極（飽

和NaCl）を用い，多孔質ステンレス管を浸漬した

電解質溶液内に設置した。

Fig.1 Schematic diagram of EMLC column.
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HPLC測定 
Fig.2 に本研究で使用した HPLC システムの概

略図を示す。溶離液はpH 3.5に調整した0.1 Mリ 
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ン酸緩衝溶液に 50％(v/v)アセトニトリルを添加

したものを用いた。流量は200 μl/minに設定し，

試料注入体積は5 μlとした。電解セルは esa社製

Guard cell 5020 (GC)およびAnalytical cell 5010 (AC)
を使用し，印加電位はポテンショスタット(esa 社

製)により制御した。この電解セルは酸化還元反応

による誘導体化を行うためのものである。検出は

フォトダイオードアレイ検出器を用い，200～500 
nm の波長で測定した。EMLC カラムへの印加電

位はポテンショスタット(北斗電工製)を用いて制

御した。アドレノクロムおよびL-アドレナリンの

ストック溶液は，0.1 Mリン酸緩衝溶液(pH 3.5)で
溶かして調製した。HPLC システムに注入する試

料溶液は，溶離液でストック溶液を希釈し，0.1 
mMに調製したものを用いた。 
 
【結果および考察】 
アドレノクロムおよびL-アドレナリンのCV測定 

Fig.3b は，L-アドレナリンのボルタンモグラム

を示したものである。3つの酸化ピーク（a1～a3）

および 3 つの還元ピーク（c1～c3）が見られる。

Wang らは，アドレナリンの電気化学的酸化還元

挙動について調査し，その代謝過程を提案してい

る 4)。そこで，Wangらの過程に基づき，次のよう

にL-アドレナリンの反応機構を解析した。L-アド

レナリンはa1で酸化してアドレナリンキノンに変

換する((1)式)。 
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アドレナリンキノンは，環化反応を示してロイコ

アドレノクロムへと変換する((2)および(3)式)。 
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ロイコアドレノクロムは酸化すると，酸化体であ

るアドレノクロムを生成する((4)式)。 
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Fig.2 Schemitic diagram of on column electrochemical 
redox derivatization liquid chromatgrphy system. 

Fig.3 Cyclic voltammograms of adrenaline and adrenochrome. 
Sample: 0.5 mM adrenochrome (a) and adrenaline (b)in 0.1 M 
phosphate buffer (pH 3.5) 
Scan rate: 100 mV/s 
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Fig. 4 Schematic chromatograms of generated 
1-methyl-1H-indole-5,6-diol using electrolytic cell. 

Sample: (a) adrenochrome, (b) L-adrenaline 
Applied potential: (a) -600 mV (AC), (b) +100 (GC), -600 mV 
(AC) 

Column: ODS column (XBridgeTM , 5 μm 4.6×100 mm) 

一方，ロイコアドレノクロムは，低いpH条件化

では脱水反応を生じ，1-メチル-1H-インドール

-5,6-ジオールに変換する((5)式)。 
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さらに，1-メチル-1H-インドール-5,6-ジオールは

a3 で酸化し，得られた酸化体は c3 で還元する((6)
式)。 
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このようにアドレナリンは電極反応によって種々

の代謝物質に変換することが可能であり，EMLC
カラム内での化学種変換が可能であると考えられ

る。特に，アドレナリン，アドレノクロムおよび

1-メチル-1H-インドール-5,6-ジオールが，酸化ま

たは還元反応によって還元体または酸化体に変換

できることから，EMLCカラムにおける保持挙動

を検討することとした。一方，L-アドレナリンを

酸化することによって生じるアドレノクロムを用

いて CV 測定を行った。Fig.3a はそのボルタンモ

グラムである。観察されたピークは，L-アドレナ

リンのボルタンモグラム(Fig.3b)で観察されたピ

ーク a3および c2と同様の電位で観察された。しか

し,a2 および c3 については，明瞭なピークが見ら

れなかった。この原因についてはまだ明らかにな

っていない。 
フロー電解セルを用いた 1-メチル-1H-インドール

-5,6-ジオールへの化学種変換条件の検討 
 EMLCカラムにおける1-メチル-1H-インドール

-5,6-ジオールの保持挙動については，EMLCカラ

ムの前段にフロー電解セルを設置し，セル内でL-
アドレナリンまたはアドレノクロムを1-メチル

-1H-インドール-5,6-ジオールに変換することとし

た。そこで,フロー電解セルによる化学種変換の条

件について検討した。本検討に用いるシステムは，

電解セルの後段に分離カラムを設置したものを用

いた。分離カラムには，逆相クロマトグラフィー

用のオクタデシルシリカ(ODS)カラムを用いた。

Fig. 4aは，本システムにアドレノクロムを注入し

た際のクロマトグラムである。印加電位を-600 
mVとした。ピークが2つ検出され，ピークのス

ペクトルから8分付近のピークが1-メチル-1H-イ
ンドール-5,6-ジオールであることが明らかになっ

た。また，6分付近のテーリングしたピークは，

アドレノクロム試薬中の不純物と考えられる。次

に，L-アドレナリンの変換について検討した。先

に述べたとおり，L-アドレナリンから1-メチル

-1H-インドール-5,6-ジオールへの変換は，アドレ

ナリンキノンへの酸化変換と，1-メチル-1H-イン

ドール-5,6-ジオールへの還元変換を行う必要があ

る。そこで,ODSカラムの前段に2つの電解セル

を設置し，前段のセルに+100 mV，後段のセルに

-600 mVを印加したシステムを用いて，化学種変

換を試みた。Fig. 4bはそのクロマトグラムを示し

たものである。3つのピークが観察され，ピーク

の吸収スペクトルを確認したところ，L-アドレナ

リン，アドレノクロム，1-メチル-1H-インドール

-5,6-ジオールの順に溶出していることが明らかに

なった。これより，L-アドレナリンから1-メチル

-1H-インドール-5,6-ジオールへの変換は完全に達

成されていないことが明らかになった。前段の電

解セル内では(1)および(2)式より，L-アドレナリン

が還元してアドレナリンキノンが生成し，これが

ロイコアドレノクロムに変換するが，(7)式に示す
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ように，一部のアドレナリンキノンがロイコアド

レノクロムと反応して再度アドレナリンが生成す

ることが考えられる。このため，完全に1-メチル

-1H-インドール-5,6-ジオールに変換しなかったも

のと推測される。 
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印加電位に対するアドレノクロム，L-アドレナリ

ンおよび 1-メチル-1H-インドール-5,6-ジオールの

保持時間の依存性 
Fig. 5は，印加電位に対するアドレノクロムと

L-アドレナリンおよび1-メチル-1H-インドール

-5,6-ジオールの保持時間の依存性を示したもので

ある。アドレノクロムおよびL-アドレナリンは

EMLCカラムのみを使用した。1-メチル-1H-イン

ドール-5,6-ジオールについては，L-アドレナリン

を試料として用い，EMLCカラムの前段に2つの

電解セルを設置したシステムを用いて行った。ア

ドレノクロムの保持時間は，印加電位+100～+200 
mVの範囲内で一定だが，-50 mV以下の電位を印

加すると増加した。ピークのスペクトルを調べた

ところ印加電位+100～+200 mVではアドレノク

ロムとして溶出した。-50 mV以下では，アドレノ

クロムの還元により生成した1-メチル-1H-インド

ール-5,6-ジオールが溶出した。一方，L-アドレナ

リンの保持時間は，全ての印加電位範囲において

変化が見られず，また，ピークの吸収スペクトル

からL-アドレナリンとして溶出していることを

確認した。 
1-メチル-1H-インドール-5,6-ジオールは印加電

位-200～0 mVにおいて，アドレノクロムと同様の

保持時間であったが，印加電位+100～+200 mVに

おいてはその保持が著しく増加した。得られた吸

収スペクトルから，印加電位-200～0 mV では 1-
メチル-1H-インドール-5,6-ジオールとして溶出し

ていることが明らかになった。一方，1-メチル-1H-
インドール-5,6-ジオールが酸化した 1-メチル-1H-
インドール-5,6-ジオンは，1-メチル-1H-インドー

ル-5,6-ジオールと反応して二量化することが報告

されている 5）。このことから，100 mV以上の電位

を印加すると，1-メチル-1H-インドール-5,6-ジオ

ールは，酸化して得られた 1-メチル-1H-インドー

ル-5,6-ジオンと二量化したため保持が増加したと

考えられる。 
以上の結果から，L-アドレナリン，アドレノク

ロムおよび 1-メチル-1H-インドール-5,6-ジオール

は，EMLCカラムの印加電位を変化させることに

よって化学種変換することができ，容易に保持時

間を変えることが可能であることが示唆された。 
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Fig. 5 Dependence of retention time of adrenochrome, 
L-adrenaline and generated 1-methyl-1H-indole-5,6-diol on 
applied potential. 
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