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はじめに 

トリアリルメタン色素は、化学工業、製薬、ライフサイエンス

分野など幅広いアプリケーションで使用されています。右に

示した1～6のトリアリルメタン色素は、染色用色素 1,2、インク

用色素 3,4、pH 指示薬など産業界で応用される以外にも医

療分野で、たとえば光化学療法用の試薬 5や結合試薬（ニコ

チン性アセチルコリン受容体のため）6 などにも使用されてい

ます。Patent Blue VF 2 と V 3 注射液は、現在ではリンパ管

の染色のために使用されています 7,8。 

色素を分析する方法としては、クロマトグラフィによる分離 9が

現在最も多く用いられていますが、色素を合成時の副生成

物から分離する、あるいは調合済みの製品から分離して分

析するような場合は一般的に困難でしかも作業時間が長く

かかります 9。 

このような分析では、類似した化学構造を持つ物質を分離

するために複数の溶媒組成を用いたグラジェント溶出が必

要となり、HPLCの標準的な分析法で約20～30分程度の分

析時間が必要となります 3,4,10。 

このアプリケーションノートでは、数種類のボールペン（メー

カー3 社）の筆記痕から抽出したボールペンインク色素を 6

種類の標準色素（1～6）と比較しました。この分析では

Waters ACQUITY Ultra Performance LC™システムを使用

することにより、シンプルな移動相を用いた 1 分間のグラジェ

ント溶出で色素標準を簡単に分離することができます。 

法医学分析では、インクの種類を識別するだけではなく文書

が書かれた時期の特定も要求されます。インク色素を迅速に

識別する能力は文書上のペンインク分析を大きく前進させる

ものです。 

LC 条件 
LC システム： Waters ACQUITY UPLC 
カラム： ACQUITY UPLC BEH C18 
 2.1x50 mm ,1.7 μm 
カラム温度： 50 °C 
流速： 1.0 mL/min 
注入量： 10 μL パーシャルループ 
 前後に 4 μL のエアギャップ 
移動相 A： 95v% 10 mM 酢酸アンモニウム

 5v% CH3CN 
移動相 B： 5v% 10 mM 酢酸アンモニウム 
 95v% CH3CN 
グラジェント： 時間(min) B% カーブ 
 0.00 20 －－ 
 1.00 80 5 
 1.01 20 11 
洗浄用溶媒： CH3CN 5%水溶液 500 μL（弱）

 CH3CN 50%水溶液 50 μL（強）

シール洗浄： CH3CN 10%水溶液 5 min 
 
検出器条件 
検出器： Waters 2996 
 フォトダイオードアレイ検出器

検出範囲： 280-700 nm 
取り込み速度： 20.0 points/s 
フィルタ定数： 0.1 s 
自動露出： ON 
656 nm 補間： ON 

分析条件 

構造式 



 

図 1 に、溶出時間とともに各成分の UV max

に検出波長を変化させて取得したクロマトグ

ラムを示します。 

0.25 μg/mLから5 μg/mLまでの濃度に調製

した6種類のトリアリルメタン色素混合液（1～

6）は、相互に化学構造が類似しているにもか

かわらず、1 分以内に分離できました。 

ACQUITY UPLC システムを使用してこれらの

色素を分離した場合、通常のHPLCでの分析

時間を1/20から1/30まで減らすことができ

ます。サンプルは 1 から 6 までの番号順に溶

出し、検出限界は< 0.05 pg/mL と推定され

ます。 

 

図 1. 6 種類のトリアリルメタン色素のクロマトグラム

サンプルの準備 

色素： 

Pararosaniline (1), Patent Blue VF (2), Patent Blue V (3),

Crystal Violet (5), Victoria Blue B (6)は Sigma-Aldrich より

購入したものを用いました。Methyl Violet (4)は Crystal

Violet の既知の不純物であるため、これを用いました。 

1.25%酢酸：CH3CN=70:30v/v%溶媒に色素 1～6 を溶解

および希釈して 0.25～5 μL/mL の標準液セットを作成しまし

た。標準液セットはスクリューキャップ 13x32 mm UPLC マキ

シマムリカバリーバイアル(186000327c)に収めました。 

インクの抽出： 

20ポンドのXEROX multipurpose 4200 paperに、それぞれ

のボールペンを用いて 1 cm の線を 10 本描き入れました。

この紙を 0.5x1 cm のサイズに切り取り、500 μL の溶媒

（1.25%酢酸：CH3CN=70:30v/v%）が入ったスクリューキャ

ップ UPLC サンプルバイアルに投入しました。このバイアルを

Clay Adams Nutator Mixer で 1 時間静かに回転させまし

た。この溶液をスクリューキャップ UPLC マキシマムリカバリー

バイアルに移して分析に用いました。 



図3に、黒色ボールペンの筆記痕から抽出し

たサンプルについて、測定波長を時間によっ

て変化させて取得したクロマトグラムを示しま

す。黒色ボールペンの筆記痕抽出物は 4 種

類の成分を含んでおり、そのうちの 2 つは

Methyl Violet (4)および Crystal Violet (5)と

合致しました。その他の 2 つの成分 a および

b （UV max = 420 nm）は標準試料には含

まれていない成分であり、同定できませんで

した。更に詳細情報を得るには MS 検出器が

有効と考えられます。筆記に使用された黒色

ボールペンを、ピーク強度の相対的な差異に

よって識別できる可能性は高く、犯罪捜査分

析への応用が可能と思われます。 

図 3. 黒色ボールペン筆記痕抽出物の分析 

図2に、青色ボールペンの筆記痕から抽出し

たサンプルについて、測定波長を時間によっ

て変化させて（574, 585, 615 nm）取得した

クロマトグラムを示します。両社のインクとも同

成分(Methyl Violet (4)、Crystal Violet (5)、

Victoria Blue B (6))から調合されていますが

ピーク強度比は異なります。この差異を利用

して製造元を区別することができます。 

ただし、成分 a （UV max = 574 nm）は標準

試料に含まれておらず、ここでは同定するこ

とができませんでした。 

図 2. 青色ボールペン筆記痕抽出物の分析 
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結論 

ACQUITY UPLC™カラム技術を使用した Waters ACQUITY

UPLC™システムを使用することにより、非常に類似した化学

構造を持つ数種類のトリアリルメタン色素をわずか 1 分以内

に高感度でベースラインから分離することができます。

ACQUITY UPLC では、ボールペン筆記痕抽出物の分析を

従来の HPLC システムと比較して 20～30 倍高速に処理で

き、さらに UV/PDA 検出を併用することにより種類の異なる

ペンによる筆記痕を明瞭に区別することができます。 
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