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報　　文

1 緒　　　言

アルミニウムは極微量でも体内に摂取されると神経毒性

を示すことが知られている1)2)．また，近年アルツハイマ

ー病を発症させる原因としても疑われ，飲料水からのアル

ミニウムの摂取量とアルツハイマー病の発症頻度の関係に

ついて報告されている3)．一方，上水道施設においては原

水の凝集沈殿処理剤としてポリ塩化アルミニウムが用いら

れているため，沈殿槽でのアルミニウムイオンの除去が不

十分である場合には比較的高濃度（サブ ppmレベル）の

アルミニウムが含まれる場合があり，水道水中のアルミニ

ウムのモニタリングは非常に重要である4)5)．

微量アルミニウムの分析法として一般に使用されている

のは，黒鉛炉原子吸光法や誘導結合プラズマ原子発光法で

あるが，近年，簡便で高感度な分析法として高速液体クロ

マトグラフィー（HPLC）を利用した方法が多数報告され

ている6)～18)．検出は，錯形成試薬を用いてアルミニウム

イオンを錯体に誘導体化した後，HPLCで分離するプレカ

ラム誘導体化法が最も多く用いられている．使用されてい

るキレート試薬は，8-キノリノール13)15)～18)，5-スルホ-8-キ

ノリノール（HQS）6)7)14)，ルモガリオン11)12)などのアルミ

ニウムと反応して蛍光を発する錯体を形成するものが多

く，これらのキレート試薬を用いた蛍光検出 HPLCによ

るアルミニウムの検出限界は 0.1 ppb～数十 ppbと報告さ

れている．しかし，アルミニウムの微量分析においては，

空気中のちりや，試薬，容器からの汚染のために，ppbな

いしそれ以下のレベルでの正確な定量は極めて困難であ

り16)，高感度な検出器の使用が必ずしも有効ではない．

本研究では，よりはん用されている吸光検出器を用いた
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nation of trace amounts of aluminum was developed using 5-sulfo-8-quinolinol as a pre-column
derivatization reagent for spectrophotometric detection. All of the experiments were carried
out in a class-100 clean room to avoid the contamination of aluminum from the laboratory envi-
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0.5～100 ppb with a correlation coefficient of 0.997 and relative standard deviations of 0.49～
1.65％. The limit of detection, defined as three-times the standard deviation of the blank sig-
nal, was found to be 0.05 ppb. This method was successfully applied to the determination of
trace levels of aluminum in several commercial drinking water and tap water samples.
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HPLCによる飲料水中のアルミニウムの高感度分析法の確

立を目的として検討を行った．プレカラム誘導体化試薬と

しては，Fengらの研究19)～21)によりアルミニウムイオンと

の溶液内反応機構が明らかにされている 5-スルホ-8-キノ

リノール（HQS）を用い，逆相イオン対モードで HPLC

分離を行った．本研究では，空気中からのアルミニウム汚

染を防ぐために，すべての操作をクリーンルーム内で行っ

た．また，試薬，器具に関しても細心の注意を払い，実験

室環境からのアルミニウム汚染を最大限に排除した条件下

で安定かつ信頼性の高いデータを得ることを目標とした．

更に確立した方法を用いて，水道水並びに市販の各種ミネ

ラルウォーター中のアルミニウムの分析を試みた．

2 実　　　験

2・1 試　薬

水は，すべてヤマト科学製 AUTOPURE WD500により

精製した超純水を使用した．

HQS（1級，和光純薬製）は，以下の手順で精製したも

のを使用した．1000 mlのポリプロピレン（PP）製ビーカ

ーに超純水 700 mlと HQS 1.3421 gを加え，温浴中

（90℃）で溶解させた．ホットプレートであらかじめ温め

ておいたメンブランフィルターをセットしたA過器でこの

溶液を吸引A過し，A液を PP製ビーカーに取った．1日

室温で放置し，再結晶させて得られた結晶を上記と同様に

して超純水で溶解させ，再び再結晶を行った．収量は

1.2342 g，回収率は 92％であった．

アセトニトリルは，Merck製の Hypergrade液体クロマ

トグラフィー用を使用した．塩化ナトリウムは Merck製

の superpur，塩酸は関東化学製の ultrapur超高純度試薬

を使用した．テトラブチルアンモニウム臭化物（TBABr）

は東京化成製のイオン対クロマトグラフィー用を，またビ

ス（2-ヒドロキシエチル）イミノトリス（ヒドロキシメチル）

メタン（Bis-Tris）は，同仁化学製を使用した．アルミニ

ウム標準溶液は，関東化学製の原子吸光分析用（1000

ppm）を使用した．

飲料水試料としては，国内の 2地域で採水した水道水

と，国内及び海外で製造されたミネラルウォーター 4種

類を使用した．

2・2 装　置

HPLC送液ポンプはセンシュー科学製 SSC flow system

3100を使用した．インジェクターは 20又は 100 µlのサ

ンプルループを装着した Rheodyne製 9725iを用いた．カ

ラムは東京化成製 Kaseisorb LC ODS 2000（4.6 mm I.D×

150 mm）を使用した．カラム温度は 24℃（クリーンルー

ムの設定温度）とした．検出はWaters製 2478 Dual λ UV

検出器にて行った．データ処理は島津製 Chromatopac C-

R4Aを使用して行った．吸収スペクトルの測定には島津

製 UV-2200分光吸光光度計を用いた．また，溶液の pH

測定は堀場製 pHメーター F-21を用いて行った．

2・3 操　作

実験は，吸光光度計による吸収スペクトルの測定を除い

てすべてクラス 100のクリーンルーム内で行った．また，

ガラス容器からのアルミニウム汚染を防ぐために，溶液調

製にはすべて PP製の容器及び器具を使用した．溶離液に

は NaCl，TBABr，HQS，Bis-Tris緩衝液を含むアセトニ

トリル－水混合溶媒を使用した．溶離液の流量は 1.0 ml/

minとした．

アルミニウム標準試料溶液は，以下の手順で調製した．

原子吸光分析用アルミニウム標準溶液（1000 ppm）12.5

µlを 25 mlメスフラスコに入れ，溶離液で定容にして 500

ppb溶液とした．この溶液を 25 µlから 5.0 ml取り，それ

ぞれ 25 mlメスフラスコに入れ，溶離液で定容にして 0.5

ppbから 100 ppbの標準溶液とした．飲料水試料はメンブ

ランフィルターでA過し，100 mlに対し塩酸を 20 µl添加

して約 pH 3にした後，12.5 mlを 25 mlメスフラスコに

取り，調製後の試料溶液組成が溶離液と等しくなるように

調製した溶液で 2倍希釈した．これらの試料溶液を，ル

ープインジェクターを用いてカラムに注入し，検出波長を

254 nmに設定して HPLC測定を行った．

3 結果及び考察

3・1 Al-HQS錯体の保持挙動に及ぼす溶離液組成の影響

本研究では，Fengらの研究により得られた逆相イオン

対 HPLC系を基本にして最適な溶離液を設計した．Feng

らは，アルミニウムイオンと HQSのほかにリン酸イオン

やフッ化物イオンが溶液中に共存すると，これら陰イオン

と HQSとの混合配位子錯体を形成し，クロマトグラムに

2つ以上のピークが現れることを報告した19)～21)．そこで，

本研究では配位能をもたない Bis-Trisを緩衝剤として用い

ることにした．本実験系においてアルミニウムは，陰イオ

ン性の Al-HQS錯体として存在するため19)～21)，イオン対

試薬としては TBA＋を使用した．また，溶離液のイオン強

度は NaClにより調整した．Fig. 1は溶離液を対照として

Al-HQS錯体の吸収スペクトルを測定した結果を示したも

のであるが，253.6 nmに極大吸収があることが分かる．

そこで検出波長は 254 nmに設定した．

3・1・1 Al-HQS錯体の保持に及ぼす TBABr濃度の影響

Al-HQS錯体の保持に及ぼす溶離液中の TBABr濃度の影

響を調べた．Fig. 2に TBABr濃度に対する保持時間の依

存性を示す．TBABrの濃度が大きくなるに従って Al-HQS

錯体の保持時間は増加した．これは TBABr濃度が大きい

ほど ODSカラムへの TBA＋の吸着が大きくなるためであ
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ると考えられる．

3・1・2 Al-HQS錯体の保持に及ぼす NaCl濃度の影響

次に，Al-HQS錯体の保持に及ぼす溶離液中の NaCl濃度

の影響を調べた．Fig. 3は NaCl濃度に対する保持時間の

依存性を示したものである．NaCl濃度の増加に伴って Al-

HQS錯体の保持時間は減少した．これは，TBA＋が吸着し

た固定相表面において，塩化物イオンが陰イオン錯体であ

る Al-HQS錯体と競争的にイオン交換するためであると考

えられる．

3・1・3 Al-HQS錯体のクロマトグラフ挙動に及ぼす溶

離液の pHの影響 Al-HQS錯体のクロマトグラフ挙動

に及ぼす pHの影響について検討した．Fig. 4は Al-HQS

錯体のピーク高さに及ぼす溶離液の pHの影響を示したも

岩野，平野，西垣，渋川 : 吸光検出逆相イオン対 HPLCによる飲料水中の微量アルミニウムの定量

Fig. 1 Absorption spectrum of Al-HQS complex

Reference : 100 mM NaCl, 7 mM TBABr, 0.3 mM HQS,
10 mM Bis-Tris (pH 7), 18％(w/v) CH3CN ; Sample :
250 ppb Al standard solution

Fig. 2 Effect of concentration of TBABr in the
mobile phase on the retention time of Al-HQS com-
plex

Mobile phase : 5～7 mM TBABr, 100 mM NaCl, 0.3
mM HQS, 10 mM Bis-Tris (pH 7), 15％(w/v) CH3CN ;
Sample : 10 ppb Al standard solution ; Injection
volume : 20 µl

Fig. 3 Effect of concentration of NaCl in the mobile
phase on the retention time of Al-HQS complex

Mobile phase : 50～100 mM NaCl, 7 mM TBABr, 0.3
mM HQS, 10 mM Bis-Tris (pH 7), 18％(w/v) CH3CN ;
Sample : 10 ppb Al standard solution ; Injection
volume : 20 µl

Fig. 4 Effect of pH of the mobile phase on the peak
intensity of Al-HQS complex

Mobile phase : 100 mM NaCl, 7 mM TBABr, 0.3 mM
HQS, 10 mM Bis-Tris (pH 5.7, 6, 7), 15％(w/v) CH3CN ;
Sample : 100 ppb Al standard solution ; Injection vol-
ume : 20 µl
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のである．試料溶液は溶離液と同一組成の溶液を用いて調

製した．Fig. 4から分かるように，pHが低くなるとピー

ク高さは小さくなっている．保持時間はほとんど変化して

いないことから，これは pHが低い系では Al-HQS錯体が

不完全であるか，又はカラム内で一部解離するためである

と考えられる．そこで，溶離液の pHは 7.0とすることに

した．

3・1・4 HQS濃度の影響 HQSはそれ自体に UV吸

収があるため，UV検出においてはできるだけ溶離液中の

濃度を小さくする必要がある．しかし，HQS濃度が小さ

すぎるとカラム内で Al-HQS錯体が解離してしまう．そこ

で，アルミニウムの分析に最適な濃度を検討した．溶離液

として，0.15～0.3 mM HQSを含む 7 mM TBABr，70 mM

NaCl，10 mM Bis-Tris緩衝溶液（pH 7.0），18％（w/v）ア

セトニトリル－水混合溶媒を使用して実験を行った結果，

HQS濃度を 0.3 mMより小さくすると錯体のピーク対称

性がわるくなり，ピーク面積及び高さに再現性が得られな

かった．そこで HQS濃度は 0.3 mMに設定することにし

た．

3・1・5 最適溶離条件の設定 上記の結果に基づい

て，分離度，分析時間，ピーク対称性を考慮し，溶離液は

7 mM TBABr，70 mM NaCl，0.3 mM HQS，10 mM Bis-

Tris緩衝溶液（pH 7.0）を含む 18％（w/v）アセトニトリ

ル－水混合溶媒を用いることとした．この溶離液条件で 10

ppbのアルミニウム標準溶液を注入して得られたクロマト

グラムを Fig. 5に示す．2～6分の間に現れている正又は

負の大きなピークはいずれもシステムピークである．これ

らは，溶離液と試料溶液におけるアセトニトリルや HQS

などの成分濃度がわずかに異なることにより生じるもので

ある．

3・2 検量線の作成

濃度 0.5～100 ppbの範囲で 8種類のアルミニウム標準

溶液を調製し，ピーク高さを用いて検量線を作成した．注

入量は 100 µlとし，測定は各濃度について 3回ずつ行っ

た．この結果，相関係数は 0.998，繰り返し測定における

相対標準偏差は 0.49～1.65％ となり，この濃度範囲で良

好な直線関係を示すことが分かった．得られた回帰式は以

下のとおりである．

（ 1）

ここで，hはピーク高さ，Cは濃度（ppb）を示す．式

（ 1）から分かるように，空試験溶液についても 1.1 ppb

に相当する空試験ピークが現れたが，これはこれまでに報

告されている空試験値16)と比較するとかなり低い値であ

る．試料溶液調製から HPLC測定までの実験操作のすべ

てをクリーンルーム内で行ったことにより，実験室環境か

らの汚染を最小限に抑制することが可能になったと考えら

れる．空試験溶液として溶離液と同一組成の溶液を注入し

て得られたピーク高さの標準偏差（σ）から検出限界を

3σ，定量限界を 10σ として算出した結果，それぞれ 0.05

ppb及び 0.18 ppbと見積もられた．

3・3 飲料水中のアルミニウムの定量

3・3・1 飲料水試料の調製 飲料水試料は，次の 2つ

の方法により調製し，両者を比較した．すなわち，溶離液

と同一組成の溶液を飲料水に添加する方法と，溶離液成分

を高濃度で含む溶液をあらかじめ調製し，これを試料調製

後の溶液濃度が溶離液と等しくなるように飲料水に添加す

る方法の 2つである．ここで，前者の調製法では，試料

溶液中のアセトニトリルや HQSなどの試薬の濃度が溶離

液中より小さくなることになる．10 ppbアルミニウム標

準溶液について測定を行った結果，試料溶液が溶離液濃度

と等しくなるように調製すると 10 ppbに相当するピーク

を示すのに対し，前者の方法で調製した試料溶液について

は 16 ppbと見積もられる大きなピークが観測された．そ

こで溶離液を純水で 2倍希釈した溶液を注入してみたと

ころ，アルミニウムの空試験ピークが大きくなることが分

かった．この原因については明らかでないが，Al-HQS錯

体の溶出位置に現れる空試験ピークはシステムピークであ

り，試料溶液組成に依存して大きさが変化するためである

と推定している．このことから，試料調製の際には調製後

の溶液濃度が溶離液濃度と等しくなるようにする必要があ

ることが明らかになった．

3・3・2 定量に及ぼす反応時間の影響 アルミニウム

イオンは一般に錯形成反応が遅いことが知られている．そ

こで，水道水試料について反応時間の影響を調べた．水道

h C= +1456 1550 2.

Fig. 5 Chromatogram of Al-HQS complex

Mobile phase : 7 mM TBABr, 70 mM NaCl, 0.3 mM
HQS, 10 mM Bis-Tris (pH 7), 18％(w/v) CH3CN ;
Sample : 10 ppb Al standard solution ; Injection
volume : 20 µl
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水試料溶液を調製し，その直後，30分後，更に 1時間ご

とに 5時間後まで，溶液の一部を取って HPLC分析に供

し，ピーク高さの経時変化を調べた．試料調製後の経過時

間と Al-HQS錯体のピーク高さの関係を Fig. 6に示す．ピ

ーク高さは，試料を調製後 30分以後では一定となってい

ることが分かる．この結果より，試料は調製後 30分以上

放置してから測定することとした．

3・3・3 水道水及び市販の飲料水中のアルミニウムの定

量 水道水及び市販の飲料水試料について得られたクロ

マトグラムと定量結果を，それぞれ Fig. 7，8及び Table

1に示す．絶対検量線法及び標準添加法のいずれによって

もよく一致した値が得られた．このことは，はん用の吸光

光度検出 HPLCを用いて飲料水中の微量アルミニウムを

定量できることを示している．

市販のミネラルウォーター中のアルミニウムの濃度はい

ずれも 1 ppb以下と低濃度で，試料 3と 4については定

量限界以下であった．試料 5と 6は，同じ商品であるが，

5はガラス瓶に入ったもの，6はアルミ缶に入ったもので

ある．同じ商品でもガラス瓶よりアルミ缶入りのほうが若

干高いアルミニウム含有量を示した．一方，水道水中のア

ルミニウム濃度は約 10～20 ppbであり，地域によってア

ルミニウム含有量にやや違いがあることが明らかになっ

た．水道水では，原水の濁りを取り除くために用いられる

凝集沈殿剤の残留により，高いアルミニウム濃度を示した

と考えられる．

本研究の遂行に当たり，カラムを提供していただいた東京化成
工業（株）に謝意を表します．

岩野，平野，西垣，渋川 : 吸光検出逆相イオン対 HPLCによる飲料水中の微量アルミニウムの定量

Fig. 6 Time-dependence of Al peak height after the
preparation of sample solution

Sample : Tap water ; Injection volume : 100 µl

Fig. 7 Chromatogram of a tap water sample

Mobile phase : 7 mM TBABr, 70 mM NaCl, 0.3 mM
HQS, 10 mM Bis-Tris (pH 7), 18％(w/v) CH3CN ;
Sample : Tap water, sample No.1 shown in Table 1 ;
Injection volume : 100 µl

Fig. 8 Chromatogram of a drinking water sample

Mobile phase : 7 mM TBABr, 70 mM NaCl, 0.3 mM
HQS, 10 mM Bis-Tris (pH 7), 18％(w/v) CH3CN ;
Sample : Commercial drinking water, sample No.6
shown in Table 1 ; Injection volume : 100 µl

Table 1 Determination of aluminum in tap and com-
mercial drinking waters

Concentration of Al/ppb

Sample Working curve Standard addition
No. method method

1 19.5 19.7
2 13.2 14.3
3 n.d.a) n.d.a)

4 n.d.a) n.d.a)

5 0.4 0.4
6 0.6 0.6

a) n.d. : not determinable. Samples No.1 and 2 are tap
water samples collected into PP bottles in two different cities
in Japan. Samples No.3 to 6 are commercial drinking water
samples obtained from different companies. Samples No.3
and 4 are made in Japan and are contained in polyethylene
terephthalate bottles. Samples No.5 and 6 are made in
France and are contained in a glass bottle and an aluminum
can, respectively.
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要　　　旨

本研究では，飲料水中に含まれる微量アルミニウムの分離定量法の開発を目的として，5-スルホ-8-キノリ

ノール（HQS）を錯形成試薬として用いた逆相イオン対 HPLCについて諸条件の検討を行った．Al-HQS錯

体の保持に及ぼす溶離液組成の影響を調べた結果に基づいて，分離度，分析時間，ピーク対称性から溶離液

組成を決定した．溶離液には Al-HQS錯体の分解を抑制するために HQSを 0.3 mM添加した．検出波長

254 nm，試料注入量 100 µlにおける Al-HQS錯体の検量線は，0.5 ppbから 100 ppbの範囲で良好な直線関

係を示し，検出限界は 0.05 ppbであった．操作をすべてクラス 100のクリーンルームで行ったことで実験

室環境からのアルミニウム汚染を最大限に排除し，非常に高精度なアルミニウムの定量が可能となった．ま

た，水道水及び市販のミネラルウォーター中のアルミニウムの定量を行ったところ，絶対検量線法及び標準

添加法いずれによってもほぼ一致した値が得られ，本法を用いることにより飲料水中のアルミニウムの定量

が可能であることが明らかになった．


