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N-(4-Aminobutyl ) -N-ethylisoluminol (ABEI) was used as the fluorometric labeling 
reagent in order to detect benzoic acid in local anaesthetic such as cocain. 

The reaction mixture of benzoic acid and acetic acid with ABEI was separated by 

the HPLC system equipped with a UV detector or a fluorescence detector. A good 
separation was achieved using ZORBAX ODS column with mobile phase of 

acetonitrile-water（85：15）. 

The detection limit was about 1 × 10－9g/injection for benzoic acid. 
－Received April 28, 1989－ 

 

１ 緒  言 

局所麻酔剤であるコカインはコカ葉の主なアルカ

ロイドで，エクゴニンのエステルであり，また安息香

酸のエステルでもある。その微量検出の方法として，

エステルの加水分解によって生ずる安息香酸をけい光

ラベル化して検出することが考えられる。 

我々は先に，ダンシルクロリドを用いたけい光ラベル

化による覚せい剤の微量検出法について報告した 1)。 

カルボン酸は，ダンシルクロリドとの反応性がないの

で，これをラベル化剤として用いることはできない。 

脂肪族カルボン酸類の高感度ラベル化剤として，N－

（4－Aminobutyl）－N－ethylisoluminol（ABEI）を

用いた検出法が，Kawasakiらにより報告されている 2)。

また，柄谷らは ABEI の類似物である N－（4－

Aminobutyl）－N－methylisoluminol（ABMI）を用 
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 いたラベル化法を報告している 3)。ABEI及び ABMI

はいずれもイソルミノール系の誘導体であり，検出系

として化学発光法が応用でき高感度検出に適したラ

ベル化剤といえる。 

今回我々は，局所麻酔剤等の微量検出の一助となる

ことを期待して ABEI をけい光ラベル化剤とした安

息香酸の微量検出法について検討したので報告する。 

 

２ 実  験 

２．１ 試  薬 

ABEI：アルドリッチ社 

2－chloro－1－methylpyridium iodide（CMPI） 

：東京化成工業 

3，4－dihydoro－2H－pyrido〔1，2－a〕

pyrimidin－2－one (DPP)：東京化成工業 
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安息香酸：純正化学 

 

２．２ 装  置 

高速液体クロマトグラフィー：LC－3A（島津） 

UV検出器：SPD－2A（島津） 

蛍光検出器：分光蛍光HPLCモニタ RF535（島津） 

カラム：ZORBAX ODS 4.6mm×25cm 

 

２．３ ラベル化条件 

ABEIによるラベル化反応は，Kawasakiらの報告 2）

を参考にして行った。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Fluorometric labeling reaction scheme 

 

Fig. 1 にラベル化反応式を示す。Kawasakiらは，こ

のラベル化反応をミニバイアルびん（スクリュウキャ

ップ付，2ml容）を用い，N2気流下，60℃，2時間で

行っているので，我々はその反応容器の代用として，

たんぱく分解管（Fig. 2）を使用することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Reaction tube  

 反応試薬の混合割合は，Kawasaki らとほぼ同じ割合

とした。その混合割合（モル比）及び実際の試薬調製，

反応使用量を Table. 1に示す。カルボン酸と ABEIは

メタノール溶液（0.3ml），CMPI とと DPP はアセト

ニトリル溶液（2.0ml）で，それぞれを反応容器（Fig. 

2）に注入後，上部を N2 ガスで置換した後密栓して

60℃の水浴中に 2時間以上放置した。この反応混合物

を直接（希釈後）HPLCに注入した。 

 

Table 1 Mixing ratio of reagents 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３ 結果及び考察 

３．１ ABEl ラベル化物の液体クロマトグラフィー

による分離 

空試験として安息香酸を入れなかったもの及び反応

の確認として既にラベル化反応が確認されている酢酸

2)をそれぞれ対象として，同時に実験を行った。 

２．３のラベル化反応混合物を，文献 2)，3)を参考に，

逆相系のカラムを用い分離した。移動相は，アセトニ

トリル－水系及びメタノール－水系で試みた結果，ア

セトニトリル－水系では 85：15，メタノール－水系で

は 90：10 が適当であった。各移動相とも水の割合が

少なくなると目的ピークが遅くなり，ブロードとなっ

た。 

移動相にアセトニトリル：水（85：15）を用い，検

出器として UV検出器及び蛍光検出器を用いたクロマ

トグラムを Fig. 3に示す。安息香酸及び酢酸の ABEI 
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Fig. 3 Chromatograms of Labeling reaction mixtures

column;ZORBAX ODS4.6mm×25cm 

mobile phase;CH3CN:H2O=85:15 

flow rate;1.0ml/min 

detector;UV300nm/fluolescense 

EX300nm,EM420nm 

 

 

ラベル化物のピークは，それぞれ矢印のピークと認め

られた。蛍光検出器を用いた方が，UV 検出に比べて

副ピークが少なく良好であった。 

なお，検出器の波長は，種々変化させて測定した結

果，良好なピークが得られた波長で測定したものであ

る。 

 

３．２ 検出限界について 

安息香酸のラベル化物の検出限界の目安を求めた。 

Fig. 4は注入絶対量として，約 4×10－8g及び約 1×

10－9g（100％のラベル化反応として）のクロマトグラ

ムである。検出限界として，10－9g オーダは十分可能

と考えられる。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 HPLC of ABEI－benzoic acid 

(about4×10－8g，about 1×10－9g/injection） 

column; ZORBAX ODS4.6mm×25cm 

mobile phase;CH3CN:H2○=90:10 

flow rate;1.0ml/min 

detector;UV300nm/fluorescense EX320nm, 

EM430nm 
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３．３ 薄層クロマトグラフィー(TLC)による分離 

２．３のラベル化反応化合物を TLC による分離を

試みた。UV254nmで観察したクロマトグラムを Fig. 

5に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Thin-layer Chromatogram of reaction mixtures 

solvent system ; CH3CN : H2O=85 : 15 

detector ; UV 254nm 

 

画分Ａは黄色の蛍光，原点付近からの帯状に展開し

ているスポットは青紫色の蛍光（DPPは青紫系の蛍光

を発する）であった。画分 A（アセトニトリル－水で

抽出）を HPLCに注入したところ，３．１でみられた

副ピークは消失しており，TLCにおいても良好に目的

物を分離できることがわかった（Fig. 6）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 HPLC of fraction A fractionated by TLC 

column ; ZORBAX ODS 4.6mma×25cm 

mobile phase  ; CH3CN : H2O=85:15 

flow rate ; 1.0ml/min 

detector ; UV 300nm 

 

４ 要  約 

安息香酸のラベル化剤として，N－（4－Aminobutyl） 

－N－ethylisoluminol（ABEI）を用いた。反応混合物

を直接HPLCに注入し，UV検出及び蛍光検出により，

安息香酸のラベル化物を分離検出した。検出限界は，

注入絶対量として，約 1×10－9g（100％のラベル化反

応として）であった。 

この手法は，安息香酸エステル類（例えば，コカイ

ン等の局所麻酔剤）の微量検出法に応用可能と考えら

れる。 
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