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第９回電気泳動ｼﾝジｳﾑ(細管･等速電気泳動）

プログラム

第１日目１２月７日(木）

１３：００－

座長藤下｛多（九州大医）

１．ＰＧ微分法による等速電気泳動図の解析

側調製用等電点電気泳動における分離

２．等速電気泳動法における分離過程⑧

走査型ＵＶ検出器による４成分系分離過

程の解析

Ｓ・等速電気泳動法における分離過程仰

微量成分の分離過程の解析

座長広川健（広島大工）

４．ホスト・ゲストケミストリーを応用した

細管式等速電気泳動法

ら．シクロデキストリン添加ミセル動電クロ

マトグラフィー

６．ミセル動電クロマトク､ラフィーの生薬分
析への応用

（/|)ク.リチルリチンの定量

１５：１０－

座長真鍋敬（都立大理）
フ．キヤピラリーゾーン電気泳動による単糖

の分析

Ｂ・キヤピラリー電気泳動による同位体の分
離

座長本田進（近畿大薬）

ｇ・タンパク質のキヤピラリーゾーン電気泳
動

１○．全自動高速液体クロマトク、ラフィーキヤ
ピラリー・電気泳動共役系によるタンパ
ク質の分析法

１７：００－１９：００

城西大理

広島大工

広島大工

神戸商船大

宇部高専

京都大工

大阪府公衛研

京都大薬

近幾大薬

京都大工

京都工繊大繊維

都立大理

日本バｲｵ･ラッド

都立大理

懇親会

○小林英三郎・小山るみ

本間久美

○横田泰朗・広川健
木曽義之

○広川健・横田泰朗

木曽義之

○福士恵一

日色和夫

○宮下陽介・寺部茂

○岩上正蔵・沢辺善之

中川照員

、寧拶'

○本田進・岩瀬重文

能勢明美・牧野明子
、#iii鎚

○伊勢村次秀・八島禾U幸

寺部茂

田中信男・荒木長男

○泉友則・山本秀子

真鍋敬・奥山典生

長堀崇重

○山本秀子・真鍋敬

奥山典生
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第２日目１２月８日燭

９：００－

座長寺部茂（京都 大工）

１１．ｌＰ－ＰｌＸＥ法による希土類元素の分析(2)

１２．ｌＰ－ＰｌＸＥ法によるＡ２中微量元素の分析

座 長福士恵一（神戸商船大）

１ｓ．｜Ｐ－ＰｌＸＥ法による>毎水中微量元素の分

析

１４．錯形成反応並びに還元反応を利用した金

属イオンのキャピラリー等速電気泳動分

析

１５．無水フタル酸誘導体を用いるアルコール

類の誘導体化に関する研究(6)

細管式等速電気泳動法によるパンテノー

ル及びパントテン酸誘導体の分析

１１：００－

座長赤田良信（徳島文理大薬）

１６．プロパルギルク、リシン投与ラットの組織

及び尿中プロパルギルワ繍リシンの定量

１フ．細管式等速電気泳動法によるＤＮＡ分析
の試み

座長山内春男（新潟大医）

１ｓ・細管式等速電気泳動法による免疫ウサギ

血清の観察

１９．ケラチン蛋白の電気泳動分析による動物

毛 の種属鑑別

１３：３０－

特別講演

座 長児玉裕敬（高知医大）

細管式等速電気泳動法によるイオン分子

量・分子体積の推定の試み

１４：３０－

座長津田淑 江 （ 共 立女子短大）

２○．細管式等速電気泳動による冷凍すり身中

の水>容性蛋白質の分析

２１．ニンジンの冷凍処理が硬さと組織形態の

変化及びリンゴ酸の煮汁への流出に及ぼ

す影響|こついて

１５：３０－

座長小林英三郎（ 城西大理)

２２．細管式等速電気泳動法によるカット野菜

（キャベツ)中のアスコルビン酸の定量

２Ｓ・細管式等速電気泳動によるアントラキ.ノ

ン系植物生薬成分の分離・分析及びその

生薬中Ｓｅｎｎｏｓｉｄｅの検出及び定量へ
の応用

広 島 大 工

広 島 大 工

広 島 大 工

島津製作所

徳島文理大薬

高知医大化

新潟大医

専 修 大 法

科学雲察研究所

九州大医

日本大農獣医

広島大･学校教育

共立女短大

杏林大{呆|建

○胡建英・広川｛建

西山文隆・木曽義之

○池田浩美・広川畦

西山文隆・木曽義之

○中川利久・広川｜建

西山文隆・木曽義之

○日根隆

○佐藤英生・石井>享一

呑帝両軍忠・赤田良信

○着淵詔子・揚田富子

児玉裕敬

○小野政孝・山内春夫

内 藤 笑 美 子

○吉田治弘

○三宅文太郎

佐藤元

○ 藤 下 修

○鈴木公一

○田村咲う江

○津田淑江

○平岡厚・三浦勇夫
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JapanDiscussion

Chemistry

December,１９８９ＴＯＫＹＯJAPAN

GroupofElectrophoresis,TheJapanSocietyforAnalytical

Program

Dec､７Afternoon(13:00）

１）AnalysisofisotachopherogrambyPG
differentiation.(4)
Separationonpreparative
isoelectrofocusing

２）Separationprocessofisotachophoresis(3)
AnalysisofthesaparationprocessoffOur
componentssystemusingUV-scanning
detector

3）Separationprocessofisotachophoresis(4)
Analysisofthesaparationprocessof
minorcomponents

4）AppIicationofhost-guestchemistryto
capillaryisotachophoresis

5）Separationofhydrophobiccompoundsby
cyclodextrinmodifiedmicellar

electrokineticchromatographｙ

６）MiceIIarelectrokineticchromatographyfor
theanalysisofcrudedrugs
(1)Determinationofglycyrrhizin

7）Analysisofmonosacharidesbycapillary
zoneelectrophoresis

8）Isotopicseparationbycapillary
eIectrophoresis

9）CapillaryzoneeIectrophoresisofproteins

１０）Hyphenatedsystemofhighperformance
liquidchromatographyandcapiIlary
electrophoresisforanalysisofcompIex
proteinmixtures
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Ｔ・Manabe
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Ｔ･Manabe

T､Okuyama
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JosaiUniversity
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FacultyofEngineering，
HiroshimaUniversity
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HiroshimaUniversity
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Dec､８Morning(9:00）

11）Analysisofrareearthelementsinｍｉｓｃｈ
ｍｅｔａｌｂｙＩＰ－ＰＩＸＥｍｅｔｈｏｄ

12）AnaIysisoftraceeIementsinA2by
IＰ－ＰＩＸＥｍｅｔｈｏｄ

13）AnaIysisoftraceelementsinseawatｅｒ
ｂｙｌＰ－ＰＩＸＥｍｅｔｈｏｄ

１４）AnaIysisofmetalionsbyusingcomplex
andreducingreactionincapilIary
isotachophoresis

l5）StudiedonderivatizationofaIcoholesby
phthalicanhydridederivatives(Ⅵ)．
Determinationofpanthenoland
pantothenicacidphthaIatesbycapiIlry
isotachophoresis

l6）DeterminationofpropargyIgIycinein
varioustissuesandurineof

propargylgIycinetreatedrats

l7）AnaIysisofDNAwithcapiIlary
isotachophoresis

18）Analyticalobservationofrabbitimmune
serabycapiIIaryisotachophoresis

l9）SpeciesidentificationofanimaIhairsby
eIectrophoreticanalysisofhairproteins

Dec､８Afternoon(13:30）

SＰＥＣｌＡＬＬＥＣＴＵＲＥ

EstimationofthemolecuIarweight，
ｍｏＩｅｃｕＩａｒｖｏＩｕｍｅｏｆｉｏｎｓｂｙ
ｉｓｏｔａｃｈophoresis

20）Determinationofwater-solubleproteinsin
frozensurimibycapiIlaryisotachophoresis

21）Effectsoffreezingonfirmnessand
morphoIogicalfeaturesofcarrotａｎｄｏｎ
ｏｕｔｆｌｏｗｏｆｍａｌｉｃａｃｉｄｉｎｔｏｃｏｏkingmedia

22）Determinationofascorbicacidin
coIeslawbyisotachophoresis

23）Capillary-isotachophoreticanaIysisof
anthraquinolicpIantconstituentsandits
appIicationtodetectionanddetermination
ofsennosideｓｉｎｔｈｅｃｒｕｄｅｄｒｕｇｓ
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Ｙ・Yokota
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Ｔ・Hirokawa
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Ｔ、Nakagawa
T・Hirokawa

F・Nishiyama
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Ｈ・Satoh

J、Ishii

SKouzai

Y、Akada

Ｎ、Mizobuchi

T・Ａｇｅｔａ
ＨＫｏｄａｍａ

Ｍ・Ono

HYamanouchi

ENaitoh

Ｈ・Yoshida

Ｂ・Miyake
HSatoh

0.Fujishita

Ｋ・Suzuki

Ｓ・Ｔａｍｕｒａ

Ｔ､Tsuda

Ａ･Hiraoka

I、Miura

AppIiedPhysicsandChemistry，
FacultyofEngineering，
HiroshimaUniversity

AppIiedPhysicsandChemistry，
FacultyofEngineering，
HiroshimaUniversity

AppliedPhysicsandChemistry，
FacuItyofEngineering，
HiroshimaUniversity

AnaIyticalApplications
Department,ShimadzuCorp．

FacultyofPharmaceutical
Sciences,TokushimaBunri

University

DepartmentofChemistry，
KochiMedicaISchool

DepartmentofLegaIMedicine，
NiigataUniversitySchoolof
Medicine

LaboratoryofPhysiology
SensyuUniversity

NationaIResearchlnstituteof

PoliceScience

DepartmentofHospitaI
Pharmacy，KyushuUniversity
HospitaI

CollegeofAgriculture＆
VeterinaryMedicine，Nihon
University

FacuItyofSchooIEducation，
HiroshimaUniversity

KyouritsuWomen，sUniversity

KyorinUniversitySchooIof
HeaIthSciences



ＰＧ微分法によ§等速電気泳動図の解析

（４）調製用等電点電気泳動における分離

城西大学・理・化○小林英三郎・小山るみ・本間久美

は じめに

タンパク質を等電点電気泳動の原理を用いて大量に精製するには、従来はカラムを用い

た方法が多用されているが、垂直に立てたカラム内で等電点に達したサンプルが沈澱し形

成されたゾーンを乱す場合がある。最近、等電点で沈澱を起こしても他のゾーンに影響を

与えにくいようにすること、および庶糖なとで密度勾配を形成させなくてもすむ調整用の

等電点電気泳動装置として隔壁を装備した水平カラムを回転しながら電気泳動を行うもの

が発売されている。この装置の場合でも従来行われている等電点電気泳動と同様にキヤリ

ヤーアンフォライトを用いｐＨ勾配を形成させてタンパク質の等電点の差による分離を行

って い る 。

今而、我々は上記装置によって形成された分画したものＩご付いて、細管式等速電気泳動

（ＣｌＴＰ）を用い分析し、梢成される両性電解質の分析することを目的とした。

装置

調製用等電点電気泳動装置：ＢＩＯ－ＲＡＤ製ＲＯＴＯＦＯＲＣＥＬＬ

輔索弼索爾源蕪研：アトードｉ製コ ン ス タ パ ヮ ー ３ ５ ０ ０

１ １ 腔 分 析装置：島津細職式電気泳動分析装置ｌＰ－２Ａ

方 法

キヤリヤーアン フ オ ラ イ ト ： Ｓ ｅ ｐ ａ ｌ ｉ ｎ ｅｐＨ３、５－１０２％

ＡｍｐｈｏｌｉｎｅｐＨ２、５－４．５２％

ｐＨ９－１１２％

ｔｏｔａｌ４０ｍｌ

泳動条件（ＩＥＦ）：１２Ｗ定電力２４０ｍｉｎ

（ＣＩＴＰ）：Ｌｅａｄｉｎｇ５ｍＭＨＣ１，２－ＡＨＰ（ｐＨ９．０）

：Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ５０ｍＭＡｒｇｉｎｉｎｅ

：１ｓｔｌ５０ｕＡ（１０ｍｉｎ）２ｎｄ５０ｕＡ

：Ｐｒｅｃｏｌｕｍｎ１．０＊８０，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｃｏ１ｕｍｎＯ、５＊３００

結果

方法に示した キ ヤ リ ヤ ー ア ン フ オ ラ イ ト４０，１を定電力（１２Ｗ）で２４０ｍｉｎ泳動を

行い２０分画し た。各分画のｐＨはＦｉｇｌの右に示したように使用したキャリヤーアンフ

オライトから予想されるｐＨ領域（２‐１１）で勾配を示した。この各分画の２倍希釈した

もの５ｕｌをＣＩＴＰにより分析した結果を同図の左にＤＰＧＩＳＯＴＡＣＨＯＦＥＲＯＧＲＡＮとして表し

てある。最上段はＣＩＴＰのＢＵＦＦＥＲによるブランクであり、陽極側から陰極へ分画番号を

示してある。第一分画は陽極の隔壁イオ ン膜に接しているチャンバーであるので微量の燐

酸イオンが含まれている。陰極側から陽極側に進むにつれて低いＰＧ値から高いＰＧ値を

示す成分で栂成されていることがわかる。この結果は昨年報告した’）ゲルを用いたＩＥＦ

で 得られたＣＩＴＰ分析と同様であったが、今回はゲルからの抽出操作は不用であったので

より詳細な分析結果を得たものと考えられる。また、Ｆｉｇｌａには酸性領域の分画２から

１

､篭iii蕊,．

､醤i趣‘



ＤＰＧＩＳＯＴＡＣＨＯＰＨＥＲＯＧＲＡＨを拡大

塩基性領域のもの酸 性 領 域 の も の は 比 較的よい分離を示していたがしたものを示した。

また、 各分画は多成まここで用いたＣＩＴＰの条件では分離が不 十分であったと思われる。

まこれらの成分に基ずくものと考えら分から 構 成 さ れ ていることからここで示される ＰＨ

分画されたものを再ＩＥＦすることにより詳細な分析が出来ると考え目下再分画れるが

再分析を継続中である。

１）小林英三郎 第８回電気泳動シンポジ ウ ム （１９８８）
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２ 等速電気泳動の分離過程（３）

走査型ＵＶ検出器による４成分系分離過程の解析

(広島大工）○横田泰朗、広川健、木曽義之

１．演者らは第８回電気泳動シンポジウムに於て走査型ＵＶゾーン検出器の製・作と解析例
について報告した。本装置は、ＵＶ光源と検出器を一体化したユニットをパルスモータ

ー駆動のリニアヘッドに取り付け、分離管上を走査するものである。昨年の時点ではＰ
ＴＦＥ製分離管を使用し、ＳＭＰ（ＳＰＡＤＮＳ，モノクロロ酢酸，ピクリン酸）３成分
系の解析を行った。検出器固定型に比べ、走査型の場合Ｓ／Ｎ比が低下しやすい。従
来はスペクトルを差分処理してこれに対処していたが、より多成分系の解析には、さらに
高感度化、ローノイズ化することが必要である。今回我々はこの問題を解決するため、
分離管に石英チューブを採用し高感度、高Ｓ／Ｎ比を実現した。その結果スペクトルの

差分処理が不用になり、直接解析が可能となった。また、データ取り込み法の最適化を
行い、精度及び分解能を向上させた。このような改良により、今回初めて４成分系の分
離過程を測定する事ができ、ＭＳＰＲモデルによるシミュレーションの評価が可能になっ
た。

２．使用した石英チューブは、ガスクロエ業製ＡＧ８３５３０（０．６６ｍｍ０．，.×０．５

３ｍｍ１．，．）である。この製品は、ポリイミドコーティングが施されているので、皮膜

をガスバーナーで焼いて除去後、ＰＴＦＥ管（１．０×０．５）を介して接続した。石英
チューブの採用により、ＰＴＦＥ管に比べ感度は２～３倍向上、Ｓ／Ｎ比はＳＰＡＤＮＳ

で１００以上となった。走査距離は３２０ｍｍで、このときパルスモーターには16000パ

ルスが転送される（０．０２mm/pulse)。このパルス３個おきに５３３３データ取り込む事で、
従来のソフトウエアの実行速度に依存したサンプリングに比べ、サンプリングの精度が向
上した。ゾーン長の分解能は０．０６ｍｍである。

実験には、リーディング液として５ｍＭＨＣｌ（ＰＨ二３．６，β－アラニン）、ターミナル

液に１０，Mカプロン酸を使用した。試料としては、ＳＭＰ系に２，４－ジヒドロキシ安息

香酸（以下、Ｄと略す。）を加えたＳＭＰＤ４成分系を用いた。

３，シミュレーションによると、ＳＭＰＤ（

１：１：１：１）４成分系の分離ダイアグラムは、

図一１のようになると推測される。図中Ｓ，Ｍ

,ｐ，Ｄは各成分の単独ゾーン、ＳＭ，ＭＰ，、．は

それらの混合ゾーンである。そこで、Ｓ：Ｍ：

Ｐ：Ｄ＝１：１：１：１（各２５nmol/10,αｌ)，２：１：

１：１（４０，２０，２０，２０nmo1／１０ﾉｕｌ)，５：１：１：１

(62.5,12.5,12.5,12.5nmol／１０浬ｌ）の各試料に

ついて分離過程を追跡し解析を行った。図一

２に得られた分離過程のフェログラムグラムを

Ｌ／Ｓ界面の位置を揃えて示した。またこれ

らのフェログラムを解析して得られた分離時間

とシミュレーションの結果を表－１に示した。

．偏差は２０％以下で４成分系においてもこの

よこたやすろう、ひろかわたけし、きそよしゆき
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図一ｌＳＭＰＤ４成分系の分離
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１０６４

'５２６

１９０８

１５４８

１２７９

１２２０

シミュレーション法の妥当性が確認された。これらの実験結果及びシミュレーションか

ら、ＳＰＡＤＮＳの混合比が大きくなるとＳＭ混合ゾーンの解消時間は遅れるが、他の混

合ゾーンの解消時間はあまり変化しない事が判った。これは、マトリヅクス系の等速電
気泳動分離について一つの示唆を与えるものである。

分離時間は、試料の注入初期状態に影響される。注入初期状態の挙動を正確に予想す
る事は、分離過程のシミュレーションに不可欠である。そこで、本装置を用いて解析を
試みた。詳細については講演で報告する。

､畠鍵iijノ

表－１各混合ゾーンの解消時間

ｌ）第８回電気泳動シンポジウム要旨集、横田泰朗、広川健、西山文隆、木曽義之（1988）
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図－２走査型ＵＶ検出器によるＳＭＰＤ

４成分系のフェログラム
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３ 等速電気泳動法における分離過程の解析（４）

微量成分の分離過程

(広島大工）○広川健、横田泰朗、木曽義之

１．等速電気泳動法における微量成分の分離過程を明らかにすることは、実試料の分離最適

化にあたって極めて重要である。本法でマトリックス中の微量成分を分析する際、成分の割

合が実際よりは低く見積られる事がある。この現象の直接的な原因として、このような試料

系で生成する混合ゾーンの諸性質がマトリヅクス成分のゾーンと酷似しているため、ＰＧやUV検
出器によるフェログラム上で定常状態になっているかどうか（混合ゾーンが解消しているかど

うか）を確認しにくい事があげられる。これに対して等モルの成分を混合したような試料系
の混合ゾーンは定常状態のゾーンとは区別し易く、このような問題は起こりにくい。

演者らは微量成分の分離過程を明らかにするため、いくつかのモデル混合物の分離過程をシ

ミュレートして得られた結果に基づき、分離能、分離時間、検出限界およびフェログラムの解
析に関する実際的な問題について検討したので報告する。

２．分離過程のシミュレーションには演者らの開発したコードＳ工ＰＳＲを使用した。本

コードでは６成分までの混合試料の分離過程が解析可能である。シミュレーションの結果、

分離時間に対する組成比の影響は２成分系と３成分系以上では全く異なっている事がわかった。

初めに２成分系混合試料を考える。成分をＡ，Ｂ強電解質イオン、移動度をｍ９＞ｍ８、試

料のモル数をｎ９、ｎ８とし、定常状態におけるＡおよびＢの時間に基ずくゾーン長をｔＲ、ｔＢ

とし、適当な近似を導入すれば、分離時間は次のような極めて簡単な式で表わすことができる。

《ｔ『｡…(2)＝ｍ，＋N"ｍｌｔ。１）ｍＲ一ｍ Ｂ

ＮＲ＝ｎ ８ ／ ｎ 月 ２ ）

上。＝苧（]十m｡/､｡）ヨ）
ここにＮＲは成分のモル数（ｎＡ、ｎＢ）の比、ｍＢはＢイオンの絶対移動度、ｔ倉は定常状態にお

けるゾーンＡの時間に基ずくゾーン長、Ｆはファラデー定数、ユは泳動電流、ｍ･はｐＨバッフ
ァーとして用いられるカウンターイオンの絶対移動度である。

電位勾配ＥＲＢはＥ９をもちいて次のように書ける。

（１＋ＮＲ）ｍ９ＥＱ４）ＥＲＢ＝
ｍＲ＋ＮＲｍＢ

Ａが主成分である場合（ｎＲ＞＞ｎs）：ｔｒｅｓ＝ｔＲ５）ｍＲ

ｍｌｑ一ｍＢ

Ｂが主成分である場合（ｎ９＜＜ｎＢ）：ｔｒｅｓ＝ｔ８６）ＩｎＢ

ｍＲ一ｍＢ

以上の式より、試料の総量が同じで移動度の差があまり大きくなければ、２成分系の分離時

間は試料成分のモル比にほとんど関係しない事がわかる。一方、混合ゾーンの電位勾配（Ｅ

９８）はＥＲとＥＢの間の値をとるが、どちらが主成分であるかによって次のように変化する。

ｎ９＞＞ｎＢの場 合：ＥＱ≦ＥＲＢ＜ＥＢ７）
ｎＡ＜＜ｎ８の場合：Ｅ９＜Ｅ９ｅ≦ＥＢ８）

分離時間および電位勾配の組成に対する依存性を種々の移動度の場合について表－１に示し

た。リーディング電解液はlOmMHCl/Histidine（ｐＨ＝６）で、電流は１００，αA、細管の内径は
0.5mmとした。

ひろかわたけし、よこたやすろう、きそよしゆき
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表－１２成分系混合ゾーンの電位勾配(E)と分離時間(tres）
、負，ｍ８二Ａ，Ｂ成分の絶対移動度ｘ105／cm2V-is-l

nA，、Ｂ二Ａ，Ｂ成分の量／nmol

ｎＡ二２，，B二９８ｎ円＝５０，ｎＢ＝５０ｎ円＝９８，，Ｂ＝２

ｍＲ/ｍＢ ＥＩｅＩ ＥＢ ＥＲＢｔｒｅｓＥＲＢｔｒｅｓＥＲＢｔｒｅｓ

６０/5９６９．５７０．８７０．８８０６５７０．２８０７５６９．６８'20

６０/5５６９．５７６．１７６．０１５３３７２．７１５７７６９．７’625

６０/5０６９．５８４．１８３．８７１９７６．４７６５６９．８８'０

３０/２９，４３．８，４９．，１４９．０５２３２１４６．５５２４７’44.05293

３０/２５，４３．８，７４．６１７４．０９６４１５８．５１０１１１４４．４’057

３０/２０，４３．８２２，．９２２０．０４３３１７９.0481145.1528

一方３成分以上を含む試料系の分離時間は成分比によりかなり影響を受ける。一例として、
６成分系の場合について試料成分の総量が１００ｎｍｏｌで（Ａ）等モルの場合、（Ｂ）２:１：
1:ｌ:１:１の場合、（Ｃ）５:１:ｌ:ｌ:１:１の場合についてシミュレートした分離過程のダイアグラム
を図－１に示した。試料成分の絶対移動度は６０‘１０－５，５５，１０－５，５０，１０－５，４５‘１０－５，
４０，１０－５および３５．１０－５cm2V-is-lである。図より明らかなように特にＡＢ混合ゾーンの
分離時間が大きく増加していること、ＢＣ混合ゾーンの分離時間はほとんど変化していないこ

Ｅ』

と、他の混合ゾーンについては分離時間が短くなっていることがわかる。

ＥＦ

ｌ:lfl:１９１:１ ４:ｌｌｌＥＬｌ:１ 8:１:１:１:１:１
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６成分系の分離過程のダイアグラム（シミュレーション）

（試料総量＝１００ｎmol、電流＝１００，αＡ）
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１．緒言細管式等速電気泳動法により、移動度が近接しているイオンを分離するた

めに、リーディング液にシクロデキストリン（ＣＤ）を添加し、ＣＤと各分析目的イオンとの

相互作用の強さの差を利用する試みが以前より行われている。しかし、その分析対象イオ

ンのほとんどは有機イオンであり、無機イオンの分離に用いられた例は少ない！’。一方、

亜硝酸・硝酸イ オン、シアン酸・チオシアン酸・セレノシアン酸イオン、塩素酸・過塩素

酸イオン、ハロゲンイオンなどは、移動度が近接しているため、分離することが難しいと

言われている。そこでＣＤを用い、これらイオンの分離定量を試みた。さらに他の無機陰イ

オンについてもＣＤを添加することによるＰＵ値の変化について調べた。またｌ８－ｃｒｏｗｎ－６もＣＤ

と同様の目的でアルカリ・アルカリ土類金属イオンの分離に用いられている’》。一方、鉛

・タリウムイオンなどは通常の条件でも分離可能であるが、比較的移動度が近接している

ため、試料導入量が増大した場合には定量性が悪くなることが予想される。そこでｌ８－

ｃｒｏｗｎ－６を用い、これらイオンの分離定量を試みた。以上の結果について報告する。

４ ホスト・ゲストケ
し茨三乗田希雪王迄≦ 亭退昌這這

うぐ卜

＃赤く重ｂ

一
一
《

（神戸商船大・宇部高専）○福士恵一・日色和夫

リ ーを ｊ応 ＳＦ 目

戎去
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２．実験装置は 島 津 細 管 式 等 速 電 気 泳 動分析装置ＩＰ－２Ａ型を使用した。泳動管は内径

１．０ｍｍ、長さ１０～２０ｃｍのＰＴＦＥ製チューブに、内径０．５ｍｍ、長さ１５ｃｍのＦＥＰ製チューブを接

続したものであり、検出器は電位勾配検 出器を用いた。陰イオン分析におけるリーディン

グ液は－．．定量のＣＤと０．０１％ＴｒｉｔｏｎＸ－ｌＯＯとを含む５，Ｍヒスチジンー塩酸塩であり、ターミ

ナル液は１０，Ｍ 酢酸ナトリウムである。泳動電 流 は 最 初 の １ ４ 分 間 １ ５ ０ 浬 Ａ と し た 後 、 ５ ０ 座 Ａ に

切り換えた。また 陽イオン分析におけるリーディング液は一定量のｌ８－ｃｒｏｗｎ－６と０．０１％

ＴｒｉｔｏｎＸ－１００とを含む５，Ｍ塩酸であり、ターミナル液は塩酸でｐＨ４．０に調整したｌ０ｍＨヒス

チジンである。泳動電流は最初の７分間２００浬Ａとした後、100‘ｕＡに切り換えた。

３，結果リーディング液中のα一ＣＤの濃度を５０，Ｎまで増加し、試料として１，Ｍの各

イオンを含む溶液５座ｌを装置に導入し、各イオンのＰＵ値の変化を調べた。その結果、α－

ＣＤの濃度が増加するにつれて、硝酸・塩素 酸 イ オ ン の Ｐ Ｕ 値 は わ ず か に 増 大 す る 傾 向 が あ り 、

チオシアン酸・セ レノシアン酸・過塩素酸・ヨウ化物・過ヨウ素酸イオンのＰＵ値はほぼ直

線的に増大した 。 一 方 、 亜 硝 酸 ・ シ ア ン 酸・ヨウ素酸イオンのＰＵ値はほぼ一定であった。

な お臭化物イオンについては、α－ＣＤの濃度をｌＯＯｍＮまで増加しても塩化物イオンから分

離 することは出来なかった。さらにβ－ＣＤあるいはγ－ＣＤの濃度が増加するにつれて、過ヨ

ウ素酸・テトラチオン酸イオンのＰＵ値はほぼ直線的に増大した。これらの結果の一部を

Ｆｉｇ．１に示す。これらの結果を用い、各イオンの混合溶液についてほぼ満足できる分離定

量結果が得られた。イソタコフェログラムの一例をＦｉｇ．２に示す。またリーディング液中

のｌ ８ － ｃ ｒ ｏ ｗｎ－６の濃度を１．０，Ｎまで増加し、タリウム・鉛イオンのＰＵ値の変化を調べた。そ

の 結果Ｆｉｇ．３に示すように、タリウムイオンのＰＵ値は、１８－ｃｒｏｗｎ－６の濃度が約０．４，Ｍまで

は わずかに増大する傾向があり、それ以上では ほ ぼ … ‐ 定 で あ っ た 。 一 方 鉛 イ オ ン の Ｐ Ｕ 値 は 、

約０．４，Ｍまではほぼ直線的に増大し、それ以上ではわずかに増大する傾向があった。その

、笛i鎚苫，

－７



０．ユ

ティング液を用いた場合には、これを含まないリーデ

リウム・ 鉛 イ オ ン の 混 合 溶 液 の 試 料 導 入 量 を 約 ２ ． ７ 倍 に

らイオンの分離定量結果をＴａｂｌｅｌに示す。

l）Ｎ・Ｔａｚａｋｉ，Ｍ・ＴａｋａｇｉａｎｄＫ・Ｕｅｎｏ，Ｃｈｅ１，．Ｌｅｔｔ．，１９８２，６３９．
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結果、ｌ８－ｃｒｏｗｎ－６を０．８，Ｎ含むリ、

イング液を用いた場合と比べて、夕

増大することが可能となった。これ
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５ 三一クアロラ声ニギ二乏

夕Ｐ逗才宝琴トク〆 雪 う

み竿《たよ う す け

(京大・工）○宮下陽介

ト リ ン ′ 海 号 ミ カ ロ

ラア‐イ一

てるぺ

寺部
Ｌ”ら

茂

ミ 岳 ＝ ノ レ 重 力 謹 童

１．はじめに

勤電クロマトグラフィー（ＥＫＣ〉とは、キャピラリー電気泳動の実験手法を利用しクロマト

グラフィーの原理に基づいて分離を行う分離分析法である。演者らは、これまでシクロデキス

ト リ ン の 分 子 識別能を動電クロマトグラフィーに利.用するためにシクロデキストリンを誘導体

化して用いる方法について報告してきた。今回ミセル動電クロマトグラフィー（ＭＥＫＣ）系に

シ クロデキストリンを誘導体化せずに添加 す る こ と に よ り 、 そ の 分 子 識 別 能 を 利 用 す る こ と を

試みたところいくつかの知見を得たので報告する。

２． 実 験

装置は、これまで報告してきたものと同様のものを使用した。電気泳動溶液としては、ドデ

シ ル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）とシクロデキ ストリン（ＣＤ）をホウ酸塩緩衝液（ｐＨ８．０）に溶

解したものを用いた．試料注入は，落差法に よ っ て 行 い 、 実 験 は 室 温 ・ 定 電 圧 で 行 っ た ． ま た 検

出は２１０ｎｍの紫外吸収を測定することによって行った．

３．結果および 考察

シクロデキス トリン添加ミセル動電クロマ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｃ Ｄ ・ Ｍ Ｅ Ｋ Ｃ ） 系 は 次 の 二 つ の 特

徴を持つと考えられる。ひとつはＳＤＳの逆相的保持挙動とシクロデキストリンの分子識別能

を 同時に利用することが出来るということ で あ り 、 も う ひ と つ は 疎 水 性 が 大 き く ミ セ ル に 完 全

に可溶化されてしまうためＭＥＫＣ系では分離が困難だった試料を分離することができるとい

うことである。

この系の分離機 構 は 以 下 の よ う に 考 え ること

ができる。電荷 を持たないシクロデキストリン

は電気浸透流と.同じ速度で泳動し、負電荷を 持

つＳＤＳミセルは電気浸透流と異なる速度で泳

動する。シクロデキストリンはその外壁が親水

性であるためミセルに取り込まれることはなく

またミセルもその大きさからシクロデキストリ

ン の内部空洞に包接されることはない。よって

キャピラリーの一端に注入された試料は、シク

ロデキストリンに包接されているときは電気浸

透流と同じ速度で泳動し、ミセルに取り込まれ

ているときはミセルの電気泳動速度で泳動する

こ とになる。し たがってこの系ではＳＤＳミセ

ルとシクロデキストリンとの間での分配に基づ

く分離が可能であることがわかる。

１００ ５１５試料として、ダ ンシ ルア ミノ 酸、 ポリ クロロ
ＴＩＭＥﾉＭＩＮ・

ベンゼン、ジメチルナフタレンなどを用いて

実験を行った．通 常 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳動
Ｆｉｇ．１ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｏＥＴｈｒｅｅＥｎａｎセユｏｍｅｒｉｃＤａｎｓｙ]Ｌ－Ａｍ土ｎｏ

ではほとんど分離しないダンシルアミノ酸acids：１，DNS-D-Nva；２，DNS-L-Nva；３，DNS-D-Nle；
４，ＤＮＳ－Ｌ－Ｎ１ｅ；５，ＤＮＳ－Ｄ－Ｐｈｅ；６，ＤＮＳ－Ｌ－Ｐｈｅ･ｃａｐユユユａｒｙ，

１０種がＭＥＫＣ系では完全に相互分離され、７００ｍｍｉｎｔｏｔａユュength；app1iedvoエヒage，２０ｋＶ；
ｅ１ｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｓｏ１ｕｔｉｏｎ，３０ｍＭＹ－ｃｙｃユｏｄｅｘｔｒ土ｎａｎｄ

ＣＤ・ＭＥＫＣ系では光学分割が可能であつ５０ｍＭＳＤＳｉｎｂｏｒａｔｅｂｕ迂er．

－９
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た。その例を図１に示す。この場合、緩衝液にシクロデキストリンを加えただけの系では相互

分離、光学分割ともにほとんど出来なかっ た。またα、β、γ－シクロデキストリンのうちγ

－シクロ デ キ ス トリンの添加が最も効果的だった。図２（ａ）はＭＥＫＣ系によるボリクロロベ

ンゼンの分離クロマトグラムである。この 系ではジクロロベンゼン、トリクロロベンゼンの位

置 異性体はほとんど分離されておらず、テトラクロロベンゼン、ペンタクロロベンゼン、ヘキ

サクロ ロベ ンゼ ンはミセルの溶出位置と同じところに溶出しておりミセルに完全に可溶化され

ていることがわかる。このような場合ＣＤ・ＭＥＫＣ系で分析するとシクロデキストリンの添

加量が増すにつれて試料の容量比は減少し位置異性体間の分離も可能となった。（ｂ）はその一・

例であ る。 また 、ジメチルナフタレンの位置異性体も良好な分離が得られた。以上から疎水付

の高い試料を分析 す る 場 合 本 法 が 有 効 で あ ることが明らかとなった。

２種類以上の分 配 機 構 を 同 時 に 効 率 的 に利用出来ることは、系が均一溶液系であるＥＫＣの

長所の一つであるか内今後これ以外の組み合 わ せ に よ る Ｅ Ｋ Ｃ 系 が 開 発 さ れ る こ と が 期 待 さ れ

る。

（

〔Cl） 456

０ 1０ 2０３０

ＴＩＭＥノＭＩＮ．

Q些堂-if9型§堂
０ 1０ 2０ ３０

ＴＩＭＥノＭＩＮ．

Ｆｉｇ．２ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｏＥＣｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅｓ：（ａ）１，ｃｈｌｏｒＯ；２，ｄｉｃｈｌｏｒｏ；３，ｔｒｉｃｈｌｏ工ｏ；４，tetrachloro；
５，ｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏ；６，ｈｅｘａｃｈｌｏｒｏ：ｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅ，７００ｍｍｉｎｔｏｔａｌｌｅｎ９ｔｈ；ａｐｐ１ｉｅｄｖｏｌｔａ９ｅ，１８ｋＶ；
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ工ｅｔｊＬｃｓｏｌｕｔｉｏｎ，１００ｍＭＳＤＳａｎｄ２ＭｕｒｅａｉｎｌＯＯｍＭｂｏｒｉｃｂｕ軍ｅ工（ｐＨ８．０）：（ｂ）１，
１，２，３，５－ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ；２，１，２，３－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏ；３，１，３，５－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏ；４，１，２－ｄｉｃｈｌｏｒｏ；５，１'２，４，５－
ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ；６，ｃｈｌｏｒｏ；７ダ１，３－ｄｉｃｈｌｏｒｏ；８，１，２，４－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏ；９，１，２，３〃４－ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ；１０〃

ｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏ；１１，１，４－ｄｉｃｈｌｏｒｏ；１２，ｈｅｘａｃｈｌｏｒｏ８ａｐｐ１ｉｅｄｖｏｌｔａｇｅ，２０ｋＶ；ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ
ｓｏｌｕｔﾕｏｎ，１００ｍＭＳＤＳ，４０ｍＭＹ－ＣＤａｎｄ２ＭｕｒｅａｉｎｌＯＯｍＭｂｏｒｉｃｂｕ丘e工（ｐＨ８．０）．
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６ ミセル勤電クロマトグラフィーの生薬分析への応用

Ｉ．グリチルリチンの定量

、､わ（み&｡§う錨ぞわく｡fし”
（大阪府公衛研）○ 岩 上 正 識 ・ 沢 辺 善 之

柵が坊誇みち
（京大・薬）中川照反

鎧_萱

生薬は天然物で あ る た め に 、 同 一 の 生薬であっても自然条件や産地などによって成分組

成や 含 有 量 が 異なってくる。また、製剤化に際して成分の分解、変化などが生じることも

ある。しかし、 医薬品として常に安定した薬効が保証されるためには、成分の種類と含有

量ができるだけ一定 に保 たれ るよ うに 品質管理されていることが重要である。有効成分の

種類と含有量がすべて判明しているような生薬は一つとしてない現状では、個々の生薬に

ついてはそれぞれ特定の成分の分析左行ない、また医療用漢方エキス製剤については処方

生 薬中の二つ以 上の 指標 成分 を分 析す ることによって品質管理の指標としている。漢方エ

キ ス 製 剤 中 の 指標成分の分析については、一つの処方中の指標成分の同時定量法か、ある

いは一つの指標成分について、その生薬を含むできるだけ多

くの処方に適用 できるような測定法が品 質管理業務を行なう

上で有用である。これらの成分分析には、共存する多くの成

分との相互分離が可能な高分離能をもつ分析法が要求される。

一方、寺部らによって開発された動電クロマトグラフィー

は、イオン性界面活性剤ミセル等のキャリアーへの試料物質

の分配現象と、毛細管ゾーン電気泳動法とを組み合わせた新

しいタイプの分離分析法であり、短時間で高い理論段数が得

られるため、生薬のような多成分系の分析には最適であると

命
《》cｏｏ

｡ｎＰｏｎｉｆｌｏｒｍ（ＰｄＥ

ＯＨ

ご蕪
ＨＯＨＯＨＨ

考えられる。今回我々ｌま、ミセル勤電クロマトグラフィーを GIycyrrhizin(Gly）

用いて甘草および甘草を含有する漢方エキス製剤中のグリチ

０１戦卿。ルリチンの定量を試みると共に、葛根湯中のベオニフロリン、
ＨＨ

エフェドリンの溶出挙動についても合わせて検 討 し た 。
EphedrineHydrochloride

室 _壁（Eph）

高圧直流電源には松定ブレシジヨン・デイバイセズのＨＳＲ－２５Ｐを用いた。分離用

毛細管には、内径 ５０ 〃ｍ 、長 さ７ ００ｍｍの内面無処理のフユーズドシリ力管（信和化

工）を使用し、検出は正極側から５００ｍｍのところで、被覆樹脂を取り除いてオンカラ

ムで行なった。検出器には島津ＳＰＤ－６Ａをセルブロックを改造して用いた。支持電解

質溶液としては０．０２Ｍ四ホウ酸ナトリウム溶液および０．０２Ｍリン酸二水素ナトリウ

ム溶液を混合し、ｐＨ７～９の緩衝液を調製して用いた。この緩衝液中にイオン性界面活

性剤として硫酸ドデシルナトリウム（ＳＤＳ）を濃度を変えて溶解した。試料の導入は毛

細管の正極側に落差法を用いて注入する方法（落差５ｃｍ、１５秒間）で行なった。試料

（甘草または甘草含有漢方エキス製剤）の調製は、その一定量をとり、５０％メタノール

で振とう、超音波抽出したものを用いた。内標準物質にはｐ－ヒドロキシ安息香酸プロピ

ルを使用した。実験はすべて室温で行ない、印加電圧は１２．５ｋｖ一定とした。

鎧一塁

① ルリチン、ベオニフロリン、エフェド ンの溶出挙動これら３成分

の溶出挙動をＦｉｇ．１，２に示す。緩衝液のｐＨが７から９へ変化するにつれて、

－１１－

（標準品）

また緩衝

､侶響謹〆

、響謹ら，



ＳＤＳ濃度がそれ以上高くなると、

液中のＳＤＳ濃度が増加するにつれて、 2.0

存成分と再び重な り合った。

溶液中にＳＤＳを含む場合（Ｆｉｇ．２）ずつ増加したが、

５
０
５

１

１

０

（
Ｕ
①
吻
一
Ｅ
Ｅ
）
云
雲
Ｕ
ｏ
－
④
二

Eph
●

ＳＤＳ濃度 の増加につれて移動速度 はともに減

共 存成分のピ

には、

Paeこれら３成分がＳＤＳに 可溶 化少した。 このことは、

グリチルリチンと共存成

可溶化の程度はエフエドリされることを示している。 Ｇ１ｙ

この結果、

グリチルリチンではわずかンで著しかったのに対し、
０

７ ８

ｐＨ

９
これはグリチルリチンの３個のカルボキシであった 。

ル基がこの条件下ではすべて解離しているためと考え
Ｆ１９．１RelatfonshipbetweenPHofSupportin9
E1ectro1yteSolutionandNi9ratlonVelocity

これ ら ３成分と葛根湯中の共存成分との分離られる°

雪Ｉ
の例（ｐＨ７，ＳＤＳＯｍＮ）をＦｉｇ．３に示す。 グ リ チ ル リ

ｐＨ９．０
チン、ベオニフロリンについては共存成分と重なってＧ１．５

m
①

おり、ｐＨを８、９と変化させてもベオニフロリンはＥ
Ｅ１．０

共存成分と重なったままで全く分離されなかった。一〉、
Ｕ

◎

男三

方、グリチルＩノチンはｐＨ９ではピークもシャープに夏０．５

そこで今回は、

Pae

G1y

Eph
分離もかなり改善された。 さらにｐＨ９の溶液な り 、 ０

００２５５０７５

SDSconcentrolion(ｍＭ）

０鍵jノ
にＳＤＳを添加した 場 合 、 ＳＤＳ濃度２５ ， Ｍ で は く

オニフロリンと葛根湯中の共存成分との分離がほぼ可
Fig.２EffectofSDSConcentrationon
Ni9rationVelocity

共

電流値は少し

能となったが、

エフェドリンはＳＤＳの添加により可溶化されて溶出また、

が大幅に遅れ、 クと重なり 合 っ た ま ま で あ っ た 。

分離状態をＦｉｇ．４に示す。

（同一社製）についてグリ

ることがわかった。また、

量線を作成したところ、グ

リチルリチン濃度 ５ ０ ～

１０００必ｇ／ｍｌの範囲

でピーク高さ比、ピーク面

積 比 とも良好な直線性（相

関係数はともに０．９９９）

が認められた。この条件下

で 、ピーク高さ比を用いて

６種の漢方エキス製剤中の

グリチル リチ ンの定量を行

なったところ、ほぼ満足す

べ き結果が得られた 。

分との分離はＳＤＳ溺度の増加につれて改良された。

この条件下において葛根湯をはじめ計６種の漢方エキス製剤

チルリチンの分離を検討した結果、いずれの場合にも適用でき

内標準物質としてｐ－ヒドロキシ安息香酸ブロピルを用いて検

今回実験した条件下では

葛 根湯中のグリチル リ チ ン 、 ベオニフロリン、 エ フェ ドリ ンの 同時 定量 はで きな かっ たも

溶液中のＳＤＳ濃度と検出波長を選択することによって、 こ れ ら ３ 成 分 を 個 別 に 分のの、

析する こ と が 可 能で

０Ａ４００●０

十
Ｉ
ｌ
ｌ
Ｉ
ｌ
上

まずグリチルリチンの定量を行あるこ とがわかった。

なった。

０Ａ４００●０

千
Ｉ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
上

② グ リ チ ル リ チ ン と 葛 根 湯 中 の 共 存 成 分 と のルリチンの

Ｈ９

ＤＳ１００ｍＮ

．Ｖ、２５４，ｍ

ｐ
Ｓ
Ｕ Ｇ１ｙ

Ｊ

ｍｌｎ
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７ こ２ＦやＩごニラⅡ､ノーミノーーニ〃這琶多気q海乞重力とご』こ雲５

些亘＊唐ｃロクテホ庁

(近畿大・薬）本田進、岩瀬重文、能勢明美、牧野明子

はじめに

キャビラリーゾーン電気泳動（CaPillaryZoneEIectroPhoresis，CZE）は高い分離能と優れた定量

性を特徴とする新しい分離分析法であるが、試料ｖのイオン性成分しか分析出来ないという欠点をも

っている。これを中性成分にも適用できるようにするには、①キャリアーに界面活性剤を添加してミ

セルを形成させ、このミセルヘの分配を利用する、②キャリアー中に試料成分と速やかに反応してイ

オンを生成する物質を添加し、生成物の荷電を利用して動的状態で泳動を行う、などが考えられる。

本演題においては、②の一例として、ホウ酸塩による陰イオン性錯体形成を利用した単糖の分析につ

いて述べる。

方法
一

キヤピラリーゾーン電気泳動高圧電源には松定プレツジヨン製|{FR-30PI装置を用い、キャピラ

リーにはScientificGIassEngineering製の２種のフューズドシリ力管を使用した。検出は日本分

光製UVlDEC100-V型または島津SPD-6A型高速液体クロマトグラフィー用紫外検出器のセルブロツ

ク透部分改造したものを用いて行った。キャリアーには種々の濃度とｐＨ値をもつホウ酸緩衝液姦用

い、試料導入は手動式落差法によった。単糖の標識還元的ビリジルアミノ化（ＰＡ化）はＨａｓｅら

の方法'を一部改良した方法2を用いて行い、l-phenyl-3-Ⅲethyl-5-PyrazoIone化（PNP化）は

N0ndaらの方法3によって行った。

結果
一

単糖の分離ホウ酸塩を含むキャリアー中では単糖はホウ酸錯体と平衡状態にあり、錯体のモル分

率が高いものほど電気泳動の移動度は大きくなる。単糖の水酸基とホウ酸塩との反応はキャリアーの

液性に依存し、その影響の受けやすさは糖種によって異なる。したがって糖種によって錯体のモル分

率が変わり、それにともなって移動度に差ができ単糖が分離されることになる。Ｆｉｇ．１は種々の単

糖のＡＰ誘導体についてホウ酸錯体の移動度がどのようにI〕Ｈに依存するかを示したものである。い

ずれの糖種もｐＨの上昇とともに移動度が増加し、その増加の割合は糖種ごとに若干異なることが示

されている。塩濃度も単糖の分離に若干影響を与えるが、その度合はｐＨにくらべて小さい。これら

の因子について詳細に検討した結果、ＰＡ誘導体については２００ⅢＮホウ酸緩衝液（ｐＨ10.5)、PlwlP誘

導体については２００１１１卜1ホウ酸緩衝液（ｐＨ9.5）が最適であることが明らかになった。

Ｆｉｇ．２は種々 の単糖をＰＡ誘導体として分析した例遊示す。Ｇ１ｃとNailの分離は不完全であった

が、その他の天然に存在するほとんどすべての単糖は互いによく分離された。Ｆｉｇ．３(a）および

Fig.３(b）はそれぞれアルドベントースおよびアルドヘキソースをＰＮＰ誘導体として分析した場合の

泳動図を示す。それぞれのグループの異性体はいずれもほぼ完全に分離されている。

単糖の定量キャビヲリーゾーン電気泳動ではオンカラム検出できるため信頼性の高い定量が可能

vlUW
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Rｈａ

である。既に演者らがケイ皮酸誘導体をモデルにした実験で明らかにしたように4、用手落差法にお
いても適切な内部標準を選択することにより再現性の高い分析値が得られた。内部標準としてはＰＡ
誘導体ではcinnaIIlicaci〔I（CA）が、またＰＮＰ誘導体ではａⅢObarbital（AB)が適当であった。この
結果に基ついて行った種々 の糖質の単糖組成分析ではいずれにおいても再現性の良いデータが得られ、
それらの値は高速液体クロマトグラフィーによる分析値と良い相関を示した。
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１．誰昔言言

同位体の分離は、長いカラムまたはリサ イクル法を用いる液体クロマトグラフィーでも可能

であるが、分離に数時間以上という長時間を要する’〉・キャピラリー電気泳動を用いて同位体

を迅速分離する試みとして、すでに酸素が辰１位体である安息香酸について報告した認）。今回は

試料として、フェノールの酸素に同位体を持つｐ-‐ニトロフェノール、窒素が同位体であるア

ニリン誘導体およびフタルイミドを採用した 。 こ れ ら の 化 合 物 も 、 １ 編 ○ と ’ ８ ０ ま た は ’ イ Ｎ と

'弓Ｎの同位体間で解離定数にわずかの差を生じるので、この解離の差が電気泳動においては移

動度の差となり分離が可能となる．

２．玉里言命

これまでに次の式の誘導を報告したｚ）‘．

ヨテーュす上写ラソ

I司七Ｚ仁仁クワラEう－
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８

風 =(志)Ｗ器赤 仰

器-(鴎｡｡)w璽釜画
Ｒｓ：分離度 ， Ｖ ： 印 加 電 圧 ， Ｄ ： 溶 質の拡散定数，ｉ：検出器までの管長，

I，：管の全長，△邸ｅｐ：同位体間の電気泳動移動度の差，

,Ｕｅｐ：溶質の平均電気泳動移動度，Ｘ：，Ｕｅｏ／山ＬｅＰ他ｅＯ：電気浸透移動度），

JＵｅｐ（Ｏ） ： 完 全 に イ オ ン 化 し た 溶 質 の平均電気泳動移動度，α：解離度

また、フタルイミドを例にとると、Ｋａ値の同位体間の比は、次式から求めた。

湾J二

器一市|÷÷器'､……噸い，
Ｋａ：解離定数

鯨簾調隅謝誤諏騨:鎖解職：
て（２）式の値を最大にするように計算

ＰＫａＫａｌ／Ｋａ２ｐＨ(○Ｐｔ）で求めたｐＨであ る 。

ＰーＯ２ＮＣ６Ｈ４０Ｈ７．１４９１．０１８６．８５３．糸吉身乏と云琴尭雲

と駕鰯瑚禰り常聯f'C6H5NH2４．５９６ユ｡０１９４．９o
高いほうが有利なため、装置的に限界Ｃ６Ｈ５ＮＨＣＨ３４．８４８（１．０１６）５．１５

と考えられる４０kvを印加した。毛剛Ｃ６Ｈ５Ｎ(ＣＨ３）２５．１５０１．０１４５．４５

謡i,W駕焦W１塁ﾌ鳶蝋説澱。6H4(CO)2NⅢ９．９３０１．０１５９o63
きい方が有利なため、全長を長く（～’２００ｍｍ）、有効長も出来るだけ長くした。

〈ｉ）Ｉ〕一二トロフェノールキャピラリー電気泳動では、対称形のピークを得るためには、

試料の電気泳動移動度と、緩衝液中のアニオンの電気泳動移動度がほぼ等しいことが必要であ

る。リン酸塩綬衝液を用いた場合に、比較 的対称なピークを得た。ヒドロキシフ。ロピルセルロ

鰯鵜蝿,泉
(繊拙）仏c(1k)榊）

、壷三

－１５－
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一ス（ＨＰＣ）を添加して浸透流を止めた場合と、内面をコーティングした管を用いて適当な浸

透流を与えた場合について検討した。前者の結果をＦｉｇ．１Ａ）に示す。同位体間のＫａの比を求

めると１．０１４となり、Ｔａｂｌｅの値より少し小さくなった。電気浸透流を与えた場合は、ほぼ

完全な分離を得たものの、ピークがブロードになり（～３万段）、改善の余地がある。

（ｉｉ）アニリン誘導体アニリン誘導体は比較的移動度が小さく、緩衝液の陽イオンとして、

テトラプチルアンモニウムイオンを用い、リン酸でそれぞれの試料の最適ｐＨになるよう調製

した。アニリンの最適ｐＨでの分離クロマトグラムをＦｉｇ．１Ｂ）に示した。この場合は泳動方向

と逆向きの適当な速さの電気浸透流を与え為ために、長鎖アルキルアンモニウムイオンを添加

した。ジメチルアニリンの場合は特に、Ｋａの比が１に近く、分離に長時間（～２時間）を要し

た。計算によるＫａの比はＴａｂｌｅの値と‐・致した。

（ii i ） フ タ ルイミド緩衝液の陰イオンとしては、移動度の比

較的小さなＣＡＰＳ（３－ｃｙｃｌｏ‐ｌｌｅｘｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐａｎｅｓｕＩｌ・ｏｎｉｃ

ａｃｉｄ）を用い、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で 適 当 な ｐＨに調製した。ま

た、 適当な浸透流 を 与 え る た め に 、 こ の 場 合も長鎖アルキルア

ン モニウムイオンを添加した。．分離例をＦｉｇ．１Ｃ）に示した。

アルカリ条件下での分離は、液体クロマトグラフィーでは難し

いが、毛細管電気泳動では、問題とならない。 Ｋ ａ の 比 は 、

１ ．０１１で、Ｔａｂｌｅの値より若干小さめになった。

この よ う に 、 高分離能を利用したキャピラリー電気泳動での

同位体の分離は、短時間分離が可能であるが 、 電 気 浸 透 流 の 制

御等検討中の課題も あ る 。
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９ ﾀﾝパｸ質のｷｬピﾗﾘーゾーﾝ電気泳動

○泉友則、山本秀子、真鍋敬、

奥山典生（都立大・理・化）

長掘崇重（日本バイオ・ラッドラボラトリーズ）

（はじめに）

現在、タンパク質の分析は、支持体を用いたゲル電気泳動が主流であるが、その操作の
煩雑さや分析時間の長さから、無担体キヤピラリー電気泳動法の有用性が見なおされつつ
ある。しかし、実際には、無機イオンやアミノ酸、ペプチドなどの低分子イオンの分析に
用いられているのがほとんどで、高分子イオン、すなわちタンパク質、そして、それらの
複雑な混合物である生体液については、十分適用されているとはいえない。今回、我々 は
市販のキヤピラリー電気泳動装置を用いて、ゾーン電気泳動の条件でのタンパク質の分析
について検討した。

（実験方法）

装置及び標準泳動条件：キヤピラリー電気泳動装置は、BIO-RADHPE100を用いた。
泳動管は、BIO-RADHPEカートリッジ（ガラス製２５u、1.,.x20cm，５０u、1.,.x50cm）
の内壁がＨＰＭＣで被覆されているものを用いた。電極槽液は、0.1Ｍリン酸ナトリウム
-0.05％ＨＰＭＣ緩衝液（標準分析条件では、ｐＨ2.5）を用いた。電気泳動は、定電圧
6ｋＶ８秒間試料導入の後、定電圧6ｋＶで、陽極から陰極方向へ泳動することを標準とし、
分析には、lOulの試料を用いた。

試料：チトクロームＣ，ＢＳＡ，トランスフェリン、ＩｇＧ，カルモデュリン、及び
その混合物を標準分析試料とした。また、血清、及び脳抽出液の陰イオン交換クロマトグ
ラフィー分画を複雑なタンパク質混合物の例として、ペプチド試料には、カルモデュリン
のトリプシン消化物を用いた．

（結果）

１．試料導入条件

(1)試料塩濃度の導入量への影響

チトクロームＣ，ＢＳＡ、トランスフェリン、ＩｇＧ，カルモデユリンの混合標準試料

（各0.1mg/ml）を0M，0.001M，0.01Ｍ，0.05Ｍ，0.1M，0.15ＭのＮａＣｌ水溶液で調製し

標準泳動条件での導入量を比較した。（Fig.１）試料塩濃度が高くなると導入量は減少

し、ＮａＣｌ0.1Ｍでは、０Mと比較して1/10以下になった。しかし、高濃度の塩を含む試料で

も、脱塩装置で処理（約10分間）することにより分析が可能であった。

(2)試料ｐＨの導入量への影響

混合標準試料（各0.1mg/､l）をｐＨ２．５，３，４，５，６，７，８，９の0.075Ｍリン

酸ナトリウム緩衝液で調製し、標準泳動条件での導入量を比較した。（Fig鰯２）試料pHが

高くなるとPlの低い試料の導入量は減り、ｐｌ＜pHとなる試料は導入されなかった。

(3)試料導入量の再現性

混合標準試料の非連続６回の分析より、各ピーク間の高さの比の変動を求めた。チトク

ロームＣ、ＢＳＡ，トランスフェリンは、３～８％の変動であったが、ＩｇＧ，カルモデ
ュリンでは、２０％程度になった。

２．泳動条件

(1)キヤピラリー長による分離への影響

長さ20cm，及び50cmのキヤピラリーについて、血清、脳抽出液分画の分離を比較した。
両方の試料とも50cmのキヤピラリーの方で分離が向上した。

－１７－

､選塑，

Iqjiii雌。



Ａｌｂ
。

《へ０

＜

0.08

Ａｌ匠

BSA

６

。
高
く
叩

血清

魁
澱
一
一
一
上

－１８－

脳抽出液分画。

《、』

＜

0.32
0.15Ｍ

0.10Ｍ

0.04

0.02

０

0.160.05Ｍ ｐＨ２．５

０
００１Ｍ

０ ２４６８ ０

Ｔｉｍｅ(ｍin）
Fig.４標準泳動条件での分離

０５１０１５２０２５３０

２４６８

Ｔｉｍｅ(ｍin）ｐＨ3０

'|，

１
１

Fig.３ペプチドの分離

(2)標準泳動条件での分離

・ペプチド

ｐＨ２．５の緩衝液中で陽イオンとして泳動する条件では、カルモデュリンのトリプシン
消化ペプチドは、１８分間で10個以上のピークに分離された。（Fig.３）
・タンパク質混合物

血清は、大きく分けて５分画に、脳抽出液分画は、２分画に、それぞれ10分間以内で分
離された。（Fig.４）

・泳動時間の再現性

標準泳動条件でのチトクロームＣの泳動時間を用いて再現性を検討した。非連続７回の
分析において、標準偏差より3.202±0.053分となり、1.7%の誤差で再現性が得られた。
(3)タンパク質分析への適用

ｐＨ７．０の緩衝液中で陰イオンとして泳動する条件では、血清は、約10個の分画に、脳抽
出液分画は、２０個以上のピークに、それぞれ約30分間で分離された。（Fig.５）
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全自動高速液体クロマトグラフ・キャピラリー電気泳動共役系

によるタンパク質の分析

○山本秀子、真鍋敬、奥山典生（都立大・理・化）

はじめに

複雑なタンパク質混合物を分析するためには、異なる分離様式をもつ二種類の分離法を

組み合わせた二次元分離法が一般に用いられる。２次元ボリアクリルアミドゲル電気泳動法

もそのひとつであるが、非常に高い分離能を持つ反面、操作法が複雑であり、また定量の

ための特別な操作を必要とする。そこでポリアクリルアミド・ゲル電気泳動法に匹敵する分

離能をもつキヤピラリー電気泳動法を高速液体クロマトグラフィー法と組み合わせた全自

動2次元分離装置を開発し、この２次元分離系によるタンパク質の分析について検討したｂ

>槙

全自動高速液体クロマグラフーキヤピラリー電気泳動装

装置の模式図を図1に示す。高速液体クロマトグラフィーシステムは、一般に使用されて

いる高圧ポンプ、インジェクター、ガラスカラム（内径41nm、長さ500mm）を用い配管はス

テンレス管を用いた。カラム充填材は、ゲル漁過ＨＰＬＣ用充填材、Ａｓａｈｉｐａｋ

ＧＳ－５２０を用いた。キヤピラリー電気泳動装置は、すでに報告した全自動装置（１）を自動

試料添加部（サンプラー、小型ペリスタポンプ）を外して用いた。ＨＰＬＣ系と電気泳動

装置の接続は次のように行った。接続のための配管はテフロン管を用い、カラム出口から

の管と電気泳動装置の試料注入口からの管をシリコン管で接続した。この際シリコン管の

中央部分を電磁ピンチバルブにはさみ込んだ。これは、ＨＰＬＣ系への電流のリークを防

ぐためで、電気泳動中はバルブを閉めておくことにより電気泳動装置とＨＰＬＣ系が絶縁

される。全自動分析のために、ＨＰＬＣポンプ、電磁ピンチバルブ、電極槽液送液用しご

きポンプ、高電圧電源、レコーダの動作タイミングをマイクロコンピュータで制御した。

、尋篭謹

injector

'）Ｔ･Manabe，ｅｔａｌ・

Electrophoresis，１０

（1989）１７２．
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図１全自動ＨＰＬＣ－キヤピラリー電気泳動装置
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k３

分析条件、分析スキーム

3２

クロマトグラフィー溶離液は０．２５%アンホラインー0.00625%ナトリウムアジド、電気泳動
用陽極槽液は5mmHCl-10mli2-alllino-2-methyl-l-propanol、陰極槽液は50mMtranexamic

acid-KOH（ｐＨ１０．８)を用いた。ＨＰＬＣカラムを平衡化したのち試料溶液をカラムに添加
する。これ以後の分析操作は全て自動で行われる。スキームは以下のとおりである。
1)陽極槽液を送液(2,1/2,in)し、２)陰極槽液を送液する（０．７５，１/3,in)。３)電磁ピンチバル

ブを開放し、４)クロマトグラフィー溶離液をカラムに送液する（7伽l/30sec)。カラム溶離
液は電気泳動装置の試料注入口に導入される。５)電磁ピンチバルブを閉め、６)高電圧を電
極間にかける。７)レコーダをオンにし(12.5分間)記録終了後、８)高電圧電源、レコーダを

オフにし1)に戻り、このサイクルを繰り返す。１サイクルに要する時間は23分である。

血清タンパク質、ウシ脳可溶性タンパク質の分析

Peok

血清を５倍に希釈した試料溶液30皿をこの二次元分離系により分析した。分析サイクル数
は、９０とした。９O得られた電気泳動図のうち血清成分の分離ピークの検出されたサイクル

の泳動図を図2-Aに示す。各サイクルで分離ピーク数およびピーク高さが異なっており、１
次元目のゲル漁過ＨＰＬＣで分離された血清タンパク質(図2-B)を2次元目のキヤピラリー

電気泳動（等速電気泳動）により移動度の違いでさらに分離することができた。また同時
に、血清中の低分子をタンパク質と区別して分析することができた。ウシ脳可溶性タンパ

ク質画分についても同様の結果が得られた。この分離系の分離能は、１次元目、２次元目の

各ステップの分離能の高さで決定するが、１次元目のゲル演過におけるタンパク質の分離能
は２次元目のキヤピラリー電気泳動に比べて低く、さらに分離能を向上させるためには、Ｈ

ＰＬＣの分離様式を逆相系などの他のものに換えて検討することも必要であると考えられ
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図２全自動ＨＰＬＣ・キヤピラリー電気泳動共役系による血清の２次元分離
Ａ）２次分離により得られた電気泳動図Ｂ）１次元ゲル潟過HPLC溶離図
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1１ ＩＰ－ＰＩＸＥ法による希土類元素の分析（２）

（広島大工）胡建英、広川健、西山文隆、木曽義之

１．１Ｐ法で分取を行なうことの利点はいくつか挙げられるが、我々は①試料ゾーンが連続し

ているため分取した際無駄なフラクションが出ないこと、②原理的には回収率が１００％であ

ること、③微量成分に対して濃縮効果があり他の分析法の試料とした場合に感度の向上が期待
できることなどの利点に注目し、マトリックス中の微量成分の分析に本法の適用を試みている。

分取した試料に対して、ｐＩＸＥ法のような多元素同時分析法を適用すると、ＩＰ法が本質
的に分離分析法であるために生じる欠点をカバーできる（例えば、マトリックス中の微量成分
を分離する場合しばしば微量成分の量が少なく評価されてしまう：講演３）。

ＰエＸＥ法は加速したプロトンなどを試料に照射し内殻電離により、発生する特性Ｘ線のス
ペクトルを解析して、定性定量を行う分析法である。条件が良い場合には微量（ｍｇ－,αｇ）
の試料で～１０、ｇ程度までの微量元素が検出できる。ただし今回取り扱った希土類混合物
のように原子番号が隣あっていてスペクトルがオーバーラップするような試料系や、多量のマ
トリックス中の微量元素の分析では数％以下の成分については分析困難で、マトリックス除去
の前処理が不可欠である。このように、工Ｐ法で前処理した試料をＰ工ＸＥ分析する方法は
双方の欠点を埋め合わせる事ができる（工Ｐ－ＰＩＸＥ法）’)。

本講演ではＩＰ－ＰＩＸＥ法の適用限界などに関する知見を得るため、Ｌａをマトリックス
とする１４種の希土類を試料とし、マトリックス中の微量成分の分離拳動、分取時の回収率に
対する分取装置の操作や通電する電気量の影響などについて検討した。

２．図－１に分取用工Ｐ装置の概略図を示した。試料はinjlより注入し5mm管で分離する。
Ｂ１－Ｂ２（２ｍｍ１．，.）、Ｖ７－Ｖ８（1mmI.，.）とＶ８－Ｂ３（0.5,,1.,.）間の分離管長さは
可変であるが、今回の実験ではそれぞれ25cm、３０cm、３０cmであった。今回の実験は分離間長さ
を検討するため、Ｖ７－Ｖ８間が約２．５cmの場合についても検討した。分離された試料は、微量
シリンジボンブによるリーディング電解液のカウンターフローによりＢ３部で、ターゲットホ
ルダー上に滴下させる（一滴約5.4'α１）、カウンターフロの線速度は等速電気泳動速度の約８
倍（約１２ｕｌ／分）、泳動電流は5mm,２mm､１mm､0.5mm管部でそれぞれに5mA､３mA､３００，αＡ,１５０，α
Aとした。試料注入から分取終了までに要する時間は約６時間である。使用したリーディング
電解液（Ｌ１）は1ｍＮＫＯＨを含む19ｍＭＮＨ４０Ｈで、錯形成剤として１０mＭＨ工Ｂを使用し酢酸
によりｐＨ＝４．８に調製した。ゾー

ン境界を乱す熱対流を抑えるために、

リーディング電解液に1％（Ｌ１）お

よび０．２%ＨＰＣ（Ｌ３）を加えた。な

おターミナル液（Ｔ）としては10,M塩

酸カルニチンを使用した。試料の調製

には純度99.9%の希土類塩化物（東京
化成CO．）を使用した。分取開始のマ

ーカーとしてアストラゾンピンク（Ａ

Ｐ）及びトルイジンブルー（ＴＢ）を

ごく微量加えた。分取した試料はその

ままデシケーター中で乾燥させ、Ｐ工

ＸＥ分析のターゲットとした。ＰＩＸ

Ｅ分析には本学工学部のＶａｎｄｅＧｒａ

ａｆ型加速.器（日新ハイボルテージ製Ａ
Ｎ－２５００型）使用した。

３．試料の総量が一定の条件（５，u

m01、約700,αｇ）で成分比を変化させ、
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１０５

１０５

１０５

１０７

１０５

１０５

１０２

１０３

回収率に対する影響について検討するため、Ｌａ：その他の希土類の比が500:ｌから10000:lの

４種の混合試料を分取しＰＩＸＥ分析により回収率を求めた（表－１）。表－１より明らか

なように、５００：１および１０００：１の試料ではＣｅ、Ｐｒ、Ｎｄなどの回収率があまり良

くないが、他の回収率はほぼ１００％であった。回収率が低い元素がある理由は、大過剰の
ＬａをＬ１およびＬ２で廃棄した際、一緒に廃棄されたものと推定され~成分比に応じて廃棄

操作のタイミングを考えなければならない事を意味している。しかし１／１００００程度の

微量成分でも問題なく回収できることが明らかになった事は興味深い。今回の結果から判断
する限り、微量成分の総量は少ないほど回収率が良いという結果を得た。成分比の上限はＰ
ＩＸＥ法の検出限界（～１０ｎｇ）より決まるので、試料の量が５伽Cl程度なら５００００：

１試料の分析も可能であろう。

５０００：１試料についてＬａ廃棄時の操作の違いによる回収率の相違を図－２に示した。

（１）は、Ｌａ以外の元素がＴＢ，ＡＰ間に全て含まれていると仮定して操作したものである。
この場合は、Ｃｅ，Ｐｒ，Ｎｄ，Ｓｍ，ＹｂとＬｕの回収率が低い。そこで、（２）はＴＢ，

ＡＰ間の前後にもＬａ以外の元素が存在していると考え、この部分を取り残さないように操作

した。その結果（１）の場合に回収率が低かった元素もほぼ１００％回収できた．詳しい

操作および実試料の分析例については穂講演で報告する。
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1２１Ｐ－Ｐ工ＸＥ法によるＡｌ中微量元素の分析

（広島大工）○池田浩美、広川健、西山文隆、木曽義之

１．ＩＰ－ＰＩＸＥ法（講演１１）による分析の一環として、金属Ａｌ中の微量成分の分析

を試みた。ＰＩＸＥ法は元来、非破壊多元素同時分析法であるが、圧延しないままのＡｌ金属
をターゲヅトとして直接ＰＩＸＥ分析を行うことは、Ｘ線分析で常に問題となる吸収効果など
の影響で、スペクトル解析が困難となり微量元素の定量に関しての精度が劣ってしまうことは

否定できない。このような試料の場合、］[Ｐ法などの化学的前処理が必要となる。

ＩＰ法は分離分析であるために、分離条件が適当でない場合、微量成分が過少評価されるこ

とがある。本講演では竜微量成分の等速電気泳動分離の条件を検討した。Ａ１中に存在の
予想される同族元素のＧａは、Ｆｅなどと同様に水酸化物となり易く、リーディング電解液の
ｐＨや錯形成剤の選択については過去に例がない。

２．使用した電解液系を表－１に示した。電解液系１は希土類などの分離に適した系で、錯
形成剤ａ－ＨＩＢの作用で複雑な試料系の分離も可能である。一方電解液系２はＦｅなど、
水酸化物を生じやすいイオンの分析に適した系であるが、この電解液系では多種類のイオンの

分離は難しい。標準試料をもちいて微量成分の分離挙動について検討したのち、実試料とし

て市販アルミ板を分析した。試料は塩酸に溶解させた後、蒸発乾固させ、超純水に溶解させ
てIＰ用に調製した。なお実際の分取に当たっては、分取開始のマーカーとしてアストラゾ

ンピンクおよびトルイジンブルーをごく微量加えた。分取した試料はそのままデシケーター中
で乾燥させ、ターゲットとした。ＰＩＸＥ分析には本学工学部のVandeGraaff型加速器（日新
ハイボルテージ製ＡＮ－２５００型）を使用した。スペクトル解析には演者らの解析プログラム
ＰＩＸＳを使用した’）。

表－１電解 液 条 件

系リーディング電解液

１

２

１０ｍＭＫＯＨ

５ｍＮＨＩＢ

ｐＨ４．８

（buffer‘Acetate）

ＨＰＣ０．０２Ｗt％

１０，１リＨＣ１

ＨＰＣＯ・Ｏ２ｗｔ％

１０ｍＮ

ｐＨ

１０，Ｎ

ｐＨ

ターミナル電解液

ど－アミノカプロン酸

４．８（Acetate）

Ｔｒｉｓ

４．８（Acetate）

３．種々の元素についての分離挙動を調べるために、標準試料（Ａ１、ＣＯ，Ｎユ、Ｚｎ，Ｇａ
,Ｐｂ，Ｃｕの等モル溶液）を分析した。電解液系１および２を用いて測定したフェログラム
を図－１－ａおよびｂに示した。はじめに電解液系１を使用して上記標準試料を分離分取し、
ＰＩＸＥ分析によって回収率を求めた（表－２）。電解系１ではＧａの回収率が０．８％と低
く、大部分は等速電気泳動していないようである。なおＡ１は、今回使用したＧｅ検出器で
は検出されない。実試料を分離分取した各フラクションのＰＩＸＥスペクトルを図－２に示
した。ＣＯ、Ｎｉ、Ｚｎ、Ｃｕ、Ｐｂ等が検出されており、泳動の順序も前述の標準試料の
分析実験と一致しているが、電解液のブランクと比較したところ、これらの元素は電解液系に
も含まれていたので、現在高純度試薬等を用いて検討中である。

いけだひろみ、ひろかわだけし、にしやまふみたか、きそよしゆき

－２３－

､篭謹〃

､堂鎚.



７

しかし、Ｚｎのピークの左肩に、ブランクからは検出されなかった微量のＧａのピークが見

えており、スペクトルフイツトによる定量の結果、Ａ１板２７０ﾉｕｇ中に２０ｐｐｍに相当す
る６ｎｇのＧａが検出された。標準試料の分析結果からＧａのこの電解液系での回収率は、

０．８％であるから、実際のＡ１板中には検出された２０ｐｐｍの１２５倍に相当する２５００

ｐｐｍ程度のＧａが含まれていると考えられる。回収率から存在量の予測は可能であるが、

この電解液系では定量精度に疑問が残る。ＨＩＢの量をＯ－５ｍＭと変化させて実験したが、

回収率は殆ど変化しなかった。そこで電解液系２を用いたところＧａの回収率が大幅に改善
された。ＩＰ－ＰＩＸＥ分析の詳細については講演に於て報告する。

－２４－
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1３ ＩＰ－ＰＩＸＥ法による海水中微量元素の分析

（広大工）中川利久、広川健、西山文隆、木曽義之

（１）ＰＩＸＥ法は、加速器を必要とする特殊性があるものの多元素同時分析が迅速に行える

ことより近年注目を集めている。条件の良い場合はﾉｕｇの試料でｐｐｍオーダーの分析が可
能である。しかしマトリックス中の微量元素の分析においては、発生するＸ線の自己吸収、

ビームエネルギーの不均一などにより、著しく精度が低下することがある（マトリックス効果）

。このような場合は、Ｘ線の減衰量を計算により補正しなければならないが、精度の高い補

正のためには試料の組成が既知でなければならないという矛盾を生じる。そのためになんら

かの方法でマトリックスを除去しなければならないが、典型的な例として

Ｊｏｈａｎｓｓｏｎら’）による海水の分析があげられる。ＮａＣ１マトリックスから微量元

素を抽出するため、錯形成剤（ＡＰDC:Amm0niumPyrrolidineditiocarbamate、DDTC:Sodiumdiet

hyldithiocarbamate）の選択的錯形成反応生成物を活性炭に吸着させ、それをタブレット状に

加工してＰＩＸＥ法のターゲットとする方法が報告されている。しかしこの方法ではターゲ

ットが厚みを持つために（thicktarget）、Ｘ線の自己吸収がおこり正確に分析するためには、

標準添加法を使用しなければならないなどの問題がある。

演者らはＰＩＸＥ法による海水中の微量元素の分析の迅速化と高精度化を目指して種々の方

法について検討してきたが、今回ニュークリボアフィルターを用いたthintarget調製の簡便法

について検討したので報告する。

（２）従来使用してきた溶媒抽出法のフローチャートを図１－Ａに示した。この方法ではマ

トリックスである塩化ナトリウムは、ほぼ除去できるという利点はあるが、作業の手順が複雑

であり、時間がかかること、また回収率をコンスタントにすることが困難であるなどの不利な

点がある。その原因の一つは乾固させるために熱を加えることにより錯形成剤が金属を取り

込んだまま変性したためと考えられる。

これらの問題を解決するために、図１－Ｂに示したように沈澱した錯体をＮｕｃｌｅｐｏｒ

ｅフィルターで直接ろ過してマトリックスであるＮａＣｌと穂別し、硝酸で沈澱を分解し乾固

後一定量の純水（２００〃ｌ）を加えて試料とする方法をとった。標準試料を用いた予備実
験ではこの試料を][Ｐ法およびＰＩＸＥ法で分析し、回収率について検討した。ＩＰ分析装置

としては島津ＩＰ－２Ａを使用した。使用したリーディング電解液は１０ｍＮＫＯＨ、５mＮＨ

ＩＢ（α－ヒドロキシイソ酪酸：錯形成剤）、酢酸バヅフアー（ｐＨ＝４．８）、ターミナル液

は１０mM塩酸カルニチンである。

（３）錯形成剤を用いて分析を行う場合、各元素の錯形成能が一定ではないため、それぞれの

回収率を求めておく必要がある。溶媒抽出法（図１－Ａ）による方法ではこの回収率をコン

スタントに求めることが困難であった。しかし、Ｎｕｃｌｅｐｏｒｅフィルターろ過法（図

１－Ｂ）では操作手順が減少したため不純物が混入する可能性が少なくなり、また乾固させる

際、熱を加えなくなったために熱による錯形成剤の変性がなくなった。このために回収率お

よび再現性ともにかなり向上した。

なかがわとし ひさ、ひろかわたけし、 にしやまふみたか、きそよしゆき
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図２にＣｕの場合についてＩＰ法で分析した結果を示す。図にはＮａＣ１（８４９／１）

が含まれている場合とそうでない場合とについて示した。塩化ナトリウムが存在しない場合

は、添加された銅が効果的に回収されているが、塩化ナトリウムが大量に存在する場合６０浬

ｇで頭打ちになっている。ＰＩＸＥ分析でも同様な結果が得られた。きわめてイオン強度

の高い雰囲気でどの程度錯形成剤を添加すれば良いかについては更に検討する必要がある。

なお塩化ナトリウムが存在する場合に回収量が増加しているのは、塩化ナトリウム中に含まれ

ていた不純物のためと考えられる。

］[Ｐ法で金属イオンの分析を行う場合、種類によっては移動度の差が十分な条件で分析でき

ないことがある。その結果互いに混合ゾーンを形成しやすいため（図３－Ａ、Ｂ）、分離分

析法であるＩＰ法だけでは正確な分析を行うことが難しい場合がある。このような場合、分

取用ＩＰ装置を使用して各フラクションのＰＩＸＥ分析を行えば、たとえＩＰ法で分離不十分

のため分析不可能な場合でも分析可能となるだけでなく、マトリックスの除去も行えるという

利点がある。このため現在ＩＰ－ＰＩＸＥ法による分析も検討を重ねているが、詳細は講演

で報告する。
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１４錯ﾁ形成反応 ならびに還元反応を

禾I」ｊ手}し式ご金ノ寓イニヨーンロヮ

式テャビラリミ亭追三壱冒套気を永重カラヲー木斤

ひねたかし

㈱島 津製作所応用技術部○日根隆

１．は じめに

昨年の第８回電気泳動シンポジウムにおいて、Ｆｅ（Ⅲ）を直接導入して分析できるリ

ーディング電解液またはターミナル電解液について報告をおこなった。すなわち、Ｆｅ（

Ⅲ）と強い錯体を形成するキレート試薬の一つであるＥＤＴＡをあらかじめターミナル電

解液に添加しておき、Ｆｅ（Ⅲ）を金属キレートのＥＤＴＡ・Ｆｅに変えて分析する方法

《反応１》と、リーディング電解液にアスコルビン酸を添加しておきＦｅ（Ⅲ）をＦｅ（

Ⅱ）に還元して分析する方法《反応２》について述べた。これらの反応は速やかにキャピ

ラリチューブ内でおこなわれ、前者では陰イオンとして分析され、後者は陽イオンとして

分析される。

今回、《反応１》の方法を発展させ、キレート試薬と金属イオン種を増して検討をおこ

なった。《反応２》については、Ｆｅ（Ⅱ）への還元の再現′性等を検討した。

２．実験

装置は島津キャピラリ等速電気泳動装置：ＩＰ－３Ａ型、データ処理装置：ＩＴＰ－Ｒ

５Ａ型を用いた。検出器はＰＧＤを使用し、キヤピラリチューブには内径０．７ｍｍ、長さ

８０ｍｍ（ＰＴＦＥ製）と内径０．５ｍｍ，長さ１６０ｍｍ（ＦＥＰ製）とを直列に接続した。

《反応ｌ》リーディング電解液はｌ０ｍＭＨＣｌ／Ｌ－ヒスチジン（ｐＨ６．０）

を使用し、ターミナル電解液はｌ０ｍＭＭＥＳ／Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．２）水溶液に、各

種キレート試薬を０．２～０．５，Ｍ添加して調製した。キレート試薬としてＴｉｒｏｎ

，ＥＤＴＡ、ＮＴＡおよびＣｙＤＴＡのいずれかを使用した。試料はＣｕ、Ｎｉ、Ｃａ，

Ｂａ，Ｐｂ，Ａｌ、ＣＯ、Ｓｎ（Ⅳ）、Ｆｅ（Ⅲ）、Ｍｇの各水溶液を用いた。

《反応２》リーディング電解液にはｌＯｍＭＫＯＨ／アスコルビン酸、酢酸（ｐＨ

４．０～５．０）水溶液、ターミナル電解液はｌＯｍＭアスコルビン酸水溶液を使用し

た。試料は、塩化第二鉄水溶液を用いた。

３．結果および考察

《反応１》ＥＤＴＡを用いたとき１０種の金属キレート全てが検出され、ＣｙＤＴＡ

はＦｅ，Ｓｎ、Ａｌ、Ｐｂ，Ｍｇ、Ｃａの６種が、ＮＴＡではＡｌ、Ｆｅ，Ｐｂ、Ｓｎ、

Ｂａ，Ｃａ，Ｎｉ、ＣＯの８種が、ＴｉｒｏｎはＦｅ、Ａｌ、Ｓｎ、Ｂａ、Ｃａ、Ｎｉ，

Ｃｕの７種が検出された。図１に、４種類のキレート試薬を使用したときのＦｅ、Ａｌ，

Ｓｎ，Ｐｂ，Ｍｇの５種類の金属キレートのＲＥ値の変化を示した。ＲＥ値は酢酸で補正

した。このときの金属イオンのＲＥ値は、あらかじめ前処理で金属キレートを形成させた

試料と同じ値を示した。このことはキャピラリチューブ内で速やかな錯形成反応がおこな

われ、安定な金属キレートが形成されていると推定される。従来の分析条件では分離が困

難であったＦｅ（Ⅲ）およびＳｎ（Ⅳ）もＮＴＡによって分離が達成された。図２にＮＴ

Ａを使用したときのＳｎ（Ⅳ）、Ｆｅ（Ⅲ）およびＡ１（Ⅲ）の泳動図を示した。

《反応２》図３に、リーディング電解液の安定性を見るためにＦｅ（Ⅱ）のゾーン長

－２７－

､電鍵ら

､噛幽



の変化を示した。ｌ０ｍＭＫＯＨにアスコルビン酸のみを添加してｐＨ５．０に調製し

た場合、日数が経つにつれてＦｅ（Ⅱ）のゾーン長は減少したが、更に酢酸を加えてｐＨ

４．０に調製した場合では、Ｆｅ（Ⅱ）のゾーン長の減少はほとんど見られなかった。こ

のことは、カウ ン タ ー イ オ ン の ア

４
スコノレビン酸が酸イヒされ濃度が減

少してｐＨが変化するのに対し、

酢酸を加えた場 合 は リ ー デ ィ ン グ

電解液の緩衝能が高くその変化が
３

抑制されるた め と 考 え ら れ る 。 一 山

ロー

方、２～３時間の短時間における

Ｆｅ（Ⅱ）のゾーン長の再現性は

、ｐＨ５．０ の リ ー デ ィ ン グ 電 解
２

液ではＣＶ値１．３～３．７％、

ｐＨ４．０ではＣＶ値が１．１～

１．８％となった。
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図３

Ｓ・Ｔａｎａｋａ，Ｔ・ＫａｎｅｔａａｎｄＨＹｏｓｈｉｄａ、Ｊ・Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ
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図２
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Ｆ ｅ（Ⅱ）のゾＡｌ（Ⅲ）の泳動図 ン長の変化Ｓｎ（Ⅳ）



1５ ｮ唾冒フ2ｋフタノレ酉麦言秀蕊漢１本宅量ｊ弔いろアノレコ

ーノレ突頁ＣＤ言秀邑尊１本イヒとご眉罰す－ろ石升多宅<詳竪

Ｂ幸艮＞糸田管玉に皇亭週亘悟冨曾気&*永重ｔＪ常去ここよる

ノ竜二／ラニノーノレフ展とひごノ竜二／トラニニ〃酉隻言秀型亭

1本◎ワクナオソＦｒ

徳島文理大・薬○佐藤英生、石井淳一、香西重忠、赤田良信

［緒言］細管式等速電気泳動法は、イオン性物質の優れた分析法と考えられるが、非イ

オン性物質に適応することは出来ない難点を持っている。従って、本法による非イオン性

物質の分析には、イオン性物質に変えるための誘導体化が必要になる。しかし、細管式等

速電気泳動法のための誘導体化の検討はなされていない。一方、演者らは、アルコール類

と無水フタル酸の無水ビリジン溶液を加熱すると、アルコール類の酸性フタル酸エステル

が定量的に生成することを見い出した。そこで、この反応によるバンテノール及びパント

テン酸の誘導体化を行い、細管式等速電気泳動法によるパンテノール及びバントチン酸カ

ルシウムの分析の基礎的条件を検討することを目的とした。

［実験］パンテノール及びバントテン酸と無水フタル酸との反応液又は、水希釈液の一

定量をそのまま装置に導入した。注射剤は、その一定量を量り、減圧下で濃縮乾固し無水

ビリジンに溶解し、無水フタル酸と反応させた。錠剤及び霧粒剤は、粉末とした後、その

一定量を精密に量り、水を加えて超音波抽出し、遠心分離して得られた上澄液を注射剤と

同様に処理した。分析条件一装置：島津製ｌＰ－２Ａ型細管式等速電気泳動装置、検出器：PG

D-2A型電位勾配検出器とUVD-10型紫外吸収検出器（２５４ｎm）を併用した。泳動管：ブレカ

ラムとして1.0ｍｍｉ、ｄ・ｘｌ５０ｍｍ（PTFE製）、分析カラムとして０．５ｍｍｉ、ｄ・xl40mm(ＦＥ

Ｄ製）を使用した。泳動電流：２５０ｊｕＡ→100〃Ａ、電解液：１０ｍＮ塩酸にβ一アラニン

を加えてｐＨを３．０又は３．２に調整し、０．２％になるようにＨＥＣを添加した液をＬ液とし、

lOmNヘキサン酸ナトリウム水溶液をＴ液とした。

［結果及び考察］反応液又はその水希釈液の一定量をそのまま注入したが、生成物であ

るバンテノール及びバントテン酸の酸性フタル酸エステルに比べ、試薬より多量に生成す

るフタル酸のため、通常の泳動条件では分析に長時間を要することがわかった。そこで、

試料液中に存在するフタル酸量と通電時間の検討を行い、初期電流の通電時間を長くし、

大部分のフタル酸ゾーンをカットする泳動条件を採用した．また、各ゾーンの境界を明瞭

にするため粘性剤としてＨＥＣを添加した。演者らが設定した分析条件によって得られたイ

ソタコフェログラムから、本反応により生成するパンテノール及びバントテン酸の酸性フ

タル酸エステルは、２種類であることがわかった。また、機度の異なる各標準品について

誘導体化反応を行い、定量性の検討を行ったところ、注入量とゾーン長の間には、良好な

直線性が得られた。次に、製剤分析への適用を試みた。図１に、バンテノール含有注射剤

を本法により誘導体化し得られたイソタコフェログラムを示した。配合されているパンテ

ノールに由来する２つのゾーンと注射剤中に無痛化剤として同時処方されているベンジル

アルコールの酸性フタル酸エステルのゾーンが認められた。図２は、パントテン酸カルシ

ウム含有の総合ビタミン剤に本法を適用したときのイゾタコフェログラムである。総合ビ

タミン剤のような複雑な処方の製剤についても本法が適用できることがわかった。また、

酸性フタル酸エステルの紫外部吸収を利用する有用性が示唆された。

－２９－
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１６Propargylglycine投与ラットの組織及び尿中propargylglycineの定量

高知医科大学化学

○溝淵詔子、揚田富子、児玉裕敬
H

Propargylglycine(HC雪C-CH’-;IECOOH）はcystathiopinoγ‐ly…活性を阻害することが知
られている。そこでこの物質をラット腹腔に投与すると、実験的シスタチオニン尿症をラ

ットにおこすことができた。しかし、実験的シスタチオニン尿症ラットの組織中における

ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅの蓄積及び尿中排池についての詳しい報告はない。そのため、この物質

の定量方法を細管式等速電気泳動により確立し、ラットの各種組織中及び尿中排池の変化

につ いて検討した。

実験方法：

実験動物としては体重約２００９の雄性Ｖｉｓｔａｒ系ラットを用いた。体重２００ｇあたり２０ｍｇのｐｒｏ－

ｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅを投与し、定められた時間にラットを殺し、それぞれの組織を取り、また

採尿し、ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅの定量を行なった。

組織及び尿中ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅの定量：

肝臓、腎臓等の臓器組織は屠殺後、速やかに分離し、各組織を５倍容の２％ｓｕｌｆｏｓａｌｉ－

ｃｙｌｉｃａｃｉｄでｈｏｍｏｇｅｎａｔｅし、３，０００ｒｐｍで遠心し、除蛋白を行なった。その上清をＤｉａｉｏｎ

ＳＫ－１（Ｈ－ｆｏｒＩｎ）にかけ水洗し、２Ｎ－ＮＨ４０Ｈで溶出し、それを減圧乾固し、一定量に溶解した

後 、 等 速 電 気 泳動により定量した。尿は除蛋白を除いて組織の処理方法と同じであった。

イソタコの泳動条件は先行液として０．０１ＭＨＣｌ＋Ａｍｅｄｉｏｌ（ｐＨ８．９）または０．０１ＭＨＣｌ＋

Aｍｅｄｉｏｌ（０．０１ＭＣｕＣｌ２：ｐＨ８．９）、終末電解液として０．０１Ｍβ－ａｌａｎｉｎｅ＋Ｂａ（０Ｈ）２（ｐＨ

１０．９）を用いた。ｃｈａｒｔｓｐｅｅｄ：１０ｍｍ／ｍｉｎ・

ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅとｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅはシグマ製品を、他の薬品は和光純薬の製品を用いた。

－結果一

Ｌｅａｄｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅとして０．０１ＭＨＣｌ＋Ａｍｅｄｉｏｌ（ｐＨ８．９）、ｔｅｒｍｉｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅとし

て０．０１Ｎβ－ａｌａｎｉｎｅ＋Ｂａ（０Ｈ）２（ｐＨ１０．９）を用いて分析するとｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅのゾー

ンが検出された。しかしｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅを投与したラットの組織及び尿中にはｃｙｓｔａ－

ｔｈｉｏｎｉｎｅの存在が考えられるので、ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅの分析を同様の分析条件で分析したと

ころ、ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅとｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅが混合ゾーンとなって検出された。そこでこの

両者を分離するために、Ｃｕ２＋イオンをｌｅａｄｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎに加えて分析するとｃｙｓｔａｔｈｉｏ－

ｎｉｎｅのゾーンは完全に消失し、ｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅのみが検出されることが明らかとなった。

(Ｆｉｇ．１)診Ｃｕ２＋イオン濃度とｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ及びｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅのゾーン長の関係がＦｉｇ．

２に示してある。

上記のようにＣｕ２＋イオンの存在下でｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅが定量できることが明らかになった

ので、この方法を用いて、尿中及び組織中のｐｒｏｐａｒｇｙｌｇｌｙｃｉｎｅの定量を行なった。その結

果がＦｉｇ．３に示されている。

－３１－
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1フ糸田管式等速 電 気 泳 動 法

『二よるＤＮＡタテ。t斤ｃつ言式み‐

新潟大学医学部法医学教室小野政孝、山内春夫、内藤笑美子

我々は、これまで細椅式淳速電気泳動法（イソタコ）により、ヒト血浦及びヒト尿など

について分析を行ってきた。今Ⅲ、これまで行ってきたiIM'i鑑I'１の分析とはぱiIijじ条件を
、

用いてヒトＤＮＡについてイソタコによる分析を行った。

［方 法］

１．ヒトＤＮＡは、７例の末梢血及び２例の精液からＤＮＡの抽出を行い，制限酵素ＨａｅⅢで消化さ

せたものを用いた。また、各試料のＤＮＡ量については、あらかじめアガーロースのミニ

ケルを使用して泳動を行い、泳動終了後、エチジウムプロマイドによる染色を行い、ＵＶ

トランスイルミネーター上で各試料のＤＮＡの濃度を推定しておいた。

2．イソタコは島津のＩＰ－３Ａで内径０．５ｍｍのＦＥＰ製キャピラリーチューブを用いた。

３．リーディング液は、５ｍＭＨＣｌ－ｌＯｍＭＡｍｍｅｄｉｏｌ－０．１％ＨＰＭＣ４０００、ターミナル液は、ｌＯ

ｍＭ６－Ａｍｉｎｏｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄ－ｌＯｍＭＡｍｍｅｄｉｏｌ（ｐＨ１０．８）、スペーサー液は、数種類の０．２，Ｍ

アミノ酸にｐＨ３．５～９．５のＡｍｐｈｏｌｉｎｅ(ＬＫＢ社）が２％となるように加えたものを用いた。

4．エッペンドルフチューブにＤＮＡとスペーサーとを１：３の割合に混ぜ、蒸留水で２倍に希

釈 し て 、 その２“ｑをイソタコに注入した。

5．リーディング電極一ターミナル電極間で、５分間１５０〃Ａ、次に７５“Ａの定電流で１２～２０

ノＭハ泳1Wlを行い、２５４ｎｍでのＵＶ吸収を肥録し、泳動パターンとしてＵＶ吸収を検討しＩ鷺。

［結果及、ぴ考察」

1．ＨａｅⅢ消化のヒト末梢血からのＤＮＡの分析では、すべての試料で低電位の領域から高電

位の領域にかけ、主なピークとして、それぞれＡ、Ｂ、Ｃ及びＤの４本のピークが認められ

た。（Ｆｉｇ．１）

２．ＤＮＡ量の異なる試料についてイソタコによる分析を行ったところ、ＤＮＡ量の多いものほ

どＢのピークは高くなる傾向がみられた。

3．各試料のＤＮＡを９５℃、１０分間加熱し、急冷したものを直ちにイソタコによる分析を行っ

たところＢのピークの高さが増加する傾向がみられ、Ａ及びＤのピークの高さの増加は、

殆どみられなかった。（Ｆｉｇ．２）Ｂのピークの高さの増加については、２本鎖が１本鎖に変性

された結果 と考えられた。

４．精製ＤＮＡのＰｌａｓｍｉｄＰＢＲ３２２（TOYOBO社）についてイソタコによる分析を行ったところ、

ヒトＤＮＡのイソタコグラムのＢに一致するピークが認められた。（Ｆｉｇ．３）即ち、このピー

クは、ＤＮＡのピークと考えられた。さらに、ＰＢＲの定量性を検討したところ約１００，９／〃ｑ

まで直線性が認められた。（Ｆｉｇ．４）

５．ＵＶ吸光度法によるＤＮＡの定量で.は、ＲＮＡの混在が問題となる。そこでＹｅａｓｔＲＮＡ（２５，９）

についてイソタコによる分析を行ったところ、ヒトＤＮＡでみられると同様のＡ、Ｂ、Ｃ及びＤ

の４本のピークが認められた。（Ｆｉｇ．５）今後、これらピークについて検討を行っていきた
い。

６．イソタコによる同一人からの血液と精液からのＤＮＡの分析では、ほぼ同一なパターンが

得られた。（Ｆｉｇ．６）

－３３－
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全放血

専修大．法 吉田治弘

ヒト血清や各種の動物血清を細管式等速電気泳動法により分析し、血清学的に有用な知見を

得ている。特に、白血病、多発性骨髄腫、自己免疫疾患の患者血清では、蛋白量の変化が顕著

であった。現在、抗体作製は、モノクロナール抗体が主流になった感が強い。しかし、感染に

対する生体側の反応を、血清を指標に観察し、新たな情報を見いだすことも可能である。

実験的にウサギを免疫し、抗体産生に至る、血清成分の変動を細管式等速電気泳動により観

察した。また、各種抗原で抗体作成を行なったウサギ血清についての比較を試みた。
実験材料および方法

抗体産生には、体重４ｋｇ以上の白色家兎を用いた。抗原には、カイワレ大根種子抽出液とイ

ヌ血清を等量混合した沈澱、オクタロニー法の沈降線などにコンプリート・アジュバントを加
え、１週毎に３回免疫した。採血と免疫のスケジュールは図１にまとめた。また、すでに作成

したウサギ免疫血清として抗一ジャガイモ塊茎抽出液、抗一ヒト精頻十虎豆抽出液沈澱（Semen＋
トラ）、抗一Ｍ３（抗－Ｍ赤血球）などを用いた。

細管式等速電気泳動装置はＩＰ－２Ａ型（島津）を使用した。分析条件は、リーディング液にHCl

-Ammediol-HPMC系を、ターミナル液にはEACA-Ammediol-Ba(０Ｈ)２を用い、プレカラムはｌＯｃｍ

ｘＬＭγ分析用カラムは３０ｃｍｘ０．５のとした。試料は７種のアミノ酸とＡｍｐｈｏｌｉｎｅｐＨ３，５－９．５

などを含むスペーサー溶液にウサギ血清を加え、これらの１必ｌを添加した。通電は、１２５ﾉｕＡ
で１５分、さらに７ＭＡで１３－１５分間実施した。２８０ｎｍのＵＶ吸収を４ｃｍ/ｍｉｎ・の速度で記録した。

実験結果

１．抗体産生過程の血清の観察

ウサギを免疫し、免疫抗体産生時の生体情報として、血清をＣＩＴＰで分析し、蛋白のＵＶ吸収パ

ターンを図２に示した。免疫前を正常とすると、１週間後にＨｐに増加が見られたが、１９域の変

化はほとんど認められない。２，３，４週後は、Ｈｐは顕著に増大し、IgM、Ｇ域も増加していたｄ５週

間後に、ある個体では血清濃度が上昇した様に、濃縮した血清パターンが見られた。６週間後

には、ＩｇＭ域が若干減少していた。７週間後に、Ｈｐに若干減少が見られた。抗体価をチェックし

全放血したＯＨＰの初期における上昇は、生体内での炎症が考えられるｏ一般に、まずＩｇＭが産生

され、続いてＩｇＧが増大することになっているが、今回は、アジュバントを使用したことで持続

的な抗原刺激を受け、明確なＩｇＭの増大を検出できなかった。

２．ウサギ免疫血 清 の 比 較

免疫抗体を作製する際に、ウサギの個体差、あるいは免疫法により産生される抗体の力価、

血清性状に差異が在る。そこで、アジュバントを用いた抗血清、ならびに赤血球だけで１０－２０回

免疫した抗血清などを比較し、図３に示した。すなわち、正常血清に比して、抗一ジャガイモは

Hp、IgM、ＩｇＧ域の増加が観察された。抗一Semen＋トラは、Ｈｐは少し増加がみられ、IgM、ＩｇＧ域は

顕著な増加を示していた。抗－Ｍは、Ｈｐは増加が見られたが、IgM、ＩｇＧの増加はさほど顕著では

なかった。

図１．ウサギの採血と免疫のスケジュール

､bgj坐

起き謎」

1８細管式等速電気泳動法による免疫ウサギ血清の観察
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図 ２．抗体産生中のウサ ギ血清のＣＩＴＰ－ＵＶ吸収パ ターン
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1９ケラチン蛋白の電気泳動分析による動物毛の種属鑑別

みやけぶんたろうざとうはじめ

科学警察研究所○三宅文太郎、佐藤元

同的

法科学における毛髪の鑑定は、人毛についての個人間の異同識別を目的とすることが多

いが、動物毛の場合には動物の種属の鑑別が主たる目的となる。動物毛の種属鑑別は主と

して顕微鏡を 用いた形態観察により行われているが、動物の体幹を被う毛のうちの上毛に

ついては形態的特徴のみで鑑別可能であるが、下毛については種間の形態的類似性が高く、

種の判別が困難である。そこで、毛髪を構成しているケラチン蛋白に着目し、すでに、殿

粉ゲル 電気 泳動、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、二次元電気泳動などによる動物毛の

種属鑑別法が報告されている。しかし、微量な資料を用いる鑑別法としては、放射性同位

元素を用いるなど、施設の規制、手法の煩雑さがあり実用性に欠ける面もあった。今回、

我々は手軽で高感度な細管式等速電気泳動法により、動物毛の種属鑑別が可能かどうかを

検討し、ＳＤＳ－Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 法 と も 比 較 し た。

材 料及び方法

資料は犬、猫 、マウス、モルモット、兎、山羊、羊、鹿、馬、豚、牛の体毛及びヒトの

頭 毛を用いた。 資料を中性洗剤で洗浄後、エタノール、エーテルで脱脂し、この資料１０ｍｇ

ついてｌＯｍｌの０．２ＮＡｍｅｄｉｏｌ（ｐＨ１０．０．０．２Ｎ２‐メルカプトエタノール、８Ｎ尿素を含む）で

５０℃３時間浸潰した後ガラスホモジナイザーで毛を潰し、１５０００ｒｐｍで３０分遠沈した。上清

を０．８９のヨード酢酸でアルキル化し、ミニコンＢ－１５で１ｍＩに濃縮後、０．０１ＮＴｒｉｓ溶液に

対して透析し、Ｓ－カルポキシメチル蛋白（ＳＣＭＫ）溶液を得た。

細管式等速電気泳動装置は島津ＩＰ－３Ａ型を用いた。試料溶液は、アミノ酸（ＧＩｙ，

Ｖａｌ，Ｌｅｕ，Ｇ１ｕ，Ａｓｐ，β‐Ａｌａ，Ｔｒｉｃｉｎｅの各１０ｍｇ／ｌＯｍｉ）溶液０．４ｍＩとＰｈａｒｍａＩｙｔｅ（３－１０）

０．０５ｍ’及び蒸留水０．５５ｍｉを混和したものをスベーサーとし、蛋白溶液と１：１に混和した

ものを１～３ＪｕＩ注入した。リーディング液には５ｍＮ塩酸一ｌ０ｍＮＡｍｅｄｉｏＩ‐０．２％ＨＰＮＣ４０００（

ｐＨ８．９）を、ターミナル液にはｌＯｍＮＥＡＣＡ‐ｌＯｍＮＡｍｅｄｉｏＩを水酸化バリュウムでｐＨ１０．８にな

るように調製したものを用いた。分析カラムはプレカラム１めｘｌＯｃｍ、分析カラム０．５①ｘ

３０ｃｍで１３０〃Ａｌ２分、７５〃Ａで約１５分泳動した。蛋白質の検出は２８０，ｍのＵＶ検出器を用い

て行った。

結果及び考察

いずれの資料も２０～３０のピークを示すイソタコフエログラムを示し、動物種間の顕著な

差は認めにくかったが、詳細な差異により 、種属の鑑別は可能ではないかと考えられた。

図 １ に 犬 、 猫 及び人のイソタコフェログラムを示す（矢印の部分がそれぞれ特微的なパタ

ーン）。しかし、 緩衝 液交 換後 にお ける微妙な再現性の不安定性も認められるので、同一

条 件で対照資料も同時に分析する必要がある。今後さらに緩衝液、スベーサー等のより最

適な条件の設定が必要であると考えられる。

また、ＳＤＳ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ と 比 較 し て みたところ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは蛋白バンドの易

動度の差や、バンドの太さの差等、明瞭な動物種間の差が認められた。図２に犬、猫及び
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犬猫

図１犬、猫及 び 人 の 毛 の ケ ラ チ ン 蛋 白のイソタコフェログラム．
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ｌｌＩＩｌ１；１リ

人

＋猫

人の毛 のＳＣＭＫについてのＳＤＳ－１０％Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 蛋 白 バ ン ド の 差 を シ ェ ー マ で 示 し た 。

しかし、イソタコではスベーサーを用いるため、基本的にはどの動物毛にもすべてのピー

クが共通に存在し 、差異はその強さ（ＵＶ吸光度）になって現れるのみで、微妙な差は実

験誤差の中に入り、明瞭な差０１見い出し難いものと考えられた。ヒト毛髪ケラチンには高

硫黄ケラチン（低分子量ケラチン）と低硫黄ケラチン（高分子量ケラチン）に分画できる

が（動物毛には、このほか高チロシンーグリシンケラチンがある）、これらを分画し、単

独にイソタコ分析したところ、イソタコフェログラム上での全蛋白共通の各ピークを示し

（やや偏りはあるが）、高硫黄ケラチンと低硫黄ケラチンはこれらすべてのピークに共通

に関与しており、ゲル電気泳動のような明瞭な分離のパターン（例えば分子量順）とは異

なった分離のパターンを示し解析が難しいものと考えられた。

犬

一
口
■
■

図２犬、猫及び人の毛のケラチン蛋白のＳＤ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ パ タ ー ン （ １ ０ ％ Ｐ Ａ Ｇ ）
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特 細管式等速電気泳動法によるイオン分子量・分子体積の推定の試み

九州大学病院・薬剤部藤下修

細管式等速電気泳動のチャートと、イオン分子量。分子体積との関係を式で表すのに、

どのような定性指標が最もふさわしいか、そして分子量。分子体積の指数、電荷の意味な

どについて検討し、定性指標と分子量。分子体積の相関式を示した｡1~8）

［１］相関式の定性指標

細管式等速電気泳動のチャートとして現れるステップの高さは、単位長さあたりの電圧

(Ｅ)の大きさを表しているので、オームの法則(Ｉ＝Ｅ／Ｒ)により、電流（１）の大きさが

変われば、容易に変化してしまう値である。

またＰＵ値は､9)電流（，）がＯの、基点から測定された値ではないので、イオン移動時
の抵抗(Ｒ)を表す定性指標としては不向きであると考えられる。それにＰＵ値は、ターミ

ナル液を基準にした値なので、同じｐＨの電解液（ターミナル液）であっても、その組成

によって変化してしまう値である｡'0）
そこで、陰イオン分析のリーディング液として、比較的よく用いられるＣｌイオンの高

さ（ｈＬ）と、サンプルイオン（ｈＳ）との相対的なステップの高さ（ｈＲ＝ｈＳ／ｈＬ：
relativestepheight)を定性指標とした｡1）広川らの報告したＲＥ値は、これをさらに
内部標準物質（酢酸）で補正した、より正確な値であるので、定性指標としてもちいた。

（ＲＥ＝(ｈＳ＋△ｈ)／(ｈＬ＋△ｈ））'0）

［２］分子量あるいは分子体積の指数

電気泳動法における、球状粒子の移動度と分子量との関係で、分子量にかかる指数は、

1964年、Ｊｏｋｌによって、１／２と報告された｡11)これは、加速度とストークスの法則から、
速度に対して分子量の１／２乗が反比例する、という関係によるものである。

一方、1966年､Offordは、ストークスの法則の､速度に対する半径ｒの関係から、移動度

、と半径Ｍ１/３，あるいは表面積Ｍ２/3との関係を報告している｡12)しかし、球の体積Ｖが
4/３７ｚｒ３であることから､半径ｒは分子量Ｍ１/3の関数ではなく、分子体積Ｖｌ/3の関数で
ある。また、細管式等速電気泳動は、細管という自由空間内での現象であるから、球状以

外の物質の抵抗は､流体力学的に､断面積Ｖ２/3との関数として表すのが適当であろう｡3,5）

従って、Ｍ１/2あるいは、Ｖ２/3が、移動度あるいは、定性指標（ｈＲやＲＥ）の関数と
して適当であると考えられる。ただし、比重(ｄ)の大きなＮＯ２基やハロケン基などを含
む有機系イオン性物質では、分子量(Ｍ)と分子体積(Ｍ/ｄ）とでは下記のような差がある

ことに留意することが大切である(Ｎ＝１１５)｡3,5）

ＲＥ＝１．３０８＋０．００８Ｍ／|Ｚｌ（ｒ＝０．７１９）
ＲＥ＝１．００４＋０．０１４（Ｍ/ｄ)／lＺｌ（ｒ＝０．９１８）

また、比重の値が文献'3)によって得られない物質の分子体積は、個々 の原子または基

のvanderWaalsVolulne(VA:A3/個)を加算して求める方法を示した｡4）

［３］電荷と移動度

ストークスの式の中に、電荷は速度に比例する、と表現されているように､''''2)電荷
は、抵抗の大きさを表す定性指標（ｈＲやＲＥ）に反比例する。この電荷を相関式に入れ

剛直脈〃伽“
－３９－一
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‐

ることによって、多価のイオンも、１価のイオンと同時に扱うことができる｡1,5,8）また、

これらの式によって描けるpH~hR蹴搬i5fH~RE曲線により､前もって泳
動結果を予測することも可能である。

しかし、完全に解離していない状態での、電荷を正確に計算するには、移動度の値が必

享蹴W蕪撫欝剛蝋恕認灘噸
め、以下の式には、ＲＥとｍＯの両方の式を示した。そして、完全解離状態のＲＥ値が得
にくいアミノ酸やジペプチドについては、ｍＯの式のみを示した。逆に、ＲＥ値が必要な
場合も上記の式をもちいればよい。

[４］相関式の例2-8）（１）有機酸

（i)ＣｌＨｍＯｎで表せる有機酸2）ＲＥ＝0.294＋0.213Ｍ１/2／|Ｚ｜（ｒ＝0.961）
（Ｎ＝１０１)１０）ｍＯ＝2.357＋３１８．０１Ｚ|／Ｍ１/２（ｒ＝0.970）

（ii)それ以外の元素も含む有機酸(文献13)により比重の値が得られるもの)3-6）
（Ｎ＝１１５)10）ＲＥ＝0.680＋0.081（Ｍ/d)2/3／lZl（ｒ＝0.940）

ｍＯ=12.8＋４５２１Ｚ|／(M/d)2/3(ｒ＝0.962）
（iii)同(vanderWaalsVolumeにより分子体積を求めたもの)4,6）

（Ｎ＝１１１）10）ＲＥ＝0.544＋０．０８３ＶA2/3／|Ｚ’（ｒ＝0.953）

”0=＆狸十扉’ｌｚｌ/vA説に:潟
（２）アミノ酸4,7)(Ｎ＝２２)'4）ｍＯ＝７．４＋５３０４１Ｚｌ／ＶA2/３（ｒ＝0.985）（３）ジペプチド4,7)(Ｎ＝２８)15)ｍＯ＝7,6＋５７０．５１Ｚｉ／ＶＡ
（４）β一ラクタム系抗生物質

（i)セフェム系4,7）（Ｎ＝５）
（ii)ペニシリン系8）（Ｎ＝４）

(ｒ＝0.939）

(ｒ＝0.998）

［謝辞］本研究に際し、貴重なデータおよび御助言を頂きました広島大学工学部広川健
博士、木曽義之教授に感謝の意を表します。また、御指導、御助言を頂きました九州大学
病院薬剤部青山敏信教授、樋口駿助教授をはじめ、共同研究者の方々 に感謝致します。
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と，ＳＡ紙が飾椅性が高く，次､､でＡ組,ユ級の頓であ３わ版，格伽の千適格釧
見ら爪だ。

ＳＡ紙な，Ｐｴ３付近に'1､乏なビーフがあり，Ｆｴ５付近に最も尚v､ピークが見MLrI6付
近ｔて･に大小５つのピークが謡められた。ＡｵｉＭ，Ｐ１５以下に心，芝）とユフのピークが
認めら仇た，最も局v､ピークｌｋＳＡ級迄同じであり，そ紬!)iﾘ高v､PI之涜，左ピー州、

大小貢細らう見らｲL／量的にｌｔＳＡ総より洲な!)J87ij､'た。ユ純Ｚル，Ｆ１４何通のど
－クが少し犬芝く見肌L，Ｐ'５付近の魚も高いピー川粛＆目と同瀧てぁシ，仇よ）６
高v､FIともフピールフ､､zjk，量釣にＳＡ級よ）唯少Ｌ秒､､が‘Ａ紙上)峨芝-Ｍj､に少
ﾉＭ､’た。

３釦目のイソタコフェログラムを比較してみ３と－，久着迄も'二P‐タの敷吐火小合勺とて

1.程-度認めふしそのｒ１な３～７付近ホでてぁ!’アルｊｂ１側に牡｡‐'１州鎧に館jQめ
らMAj､'だ。し州谷ピー州３州と８類牡して軸，答電撰電ﾀ覗く童)0により魚播Ｉ
別が可能て･あ３ことヵぅ考えz／尿料魚のすずそうだら由来の蛋白笈ピークと老え-ら爪る。

縦、３細間での上｡一クの大小の道､､な蛋白質の童の割合､､の道､､でぁｊ，い､ｚな
物性値の差として髄質‘,笈にな，Ｚ現わJLてい”の込尾わ順。このイソタコ分祢＊
３結果辻，レォメーヴーにｋ３物喚値測定の結果と合わせて考えに，Ｐｴ値の低い水潅性蛋
白質の十にj伽熱によるケル仏と生じいうのがあ３と，ム帥縦告して､'､鮒／この加
熟にｋ，ｚ肺ル化しな､八蛋白質念，シ鞭エウー弦度に封し負の影響之与いものと考えら
れる。今回の湯合PI3あるぃ叩今付近の蛋白質の量がジェリー鵬良域こなv､，逆'蓬Pエ
ら～６１琶考胴蛋白質匙ケル仏すろこ鮒ら，ジェリー弦良'こ正､にｲ袖--ｹ“考え肌，
３細の虐凍すり身の物1釧定値込相闘があるようI息見うウｓ‘JLた。オノiわち，ＭＭ畷策
jリジ･エウー強度ぷ高娩たわずで，ＦＩ３ふが．斗付延のピーク政認められてｉＭ､之く／Ｆｴ５
～６付近のピークＡ３曲目十策坤力，定．次､､がエツー強度と滝，え物鵬Ａ級でみ
，たが，ＦＩ３Ｍ:４付近の皆‐ク吐最州､Ⅷ，だが，ＦＩＳ～６のピー州'j､乏仙た。
ジェソー議度‘〕鼠地伽尼ユボＭ，ＰＩ３Ｍ爵４付近のピーク胴細十段吠芝４，し
かｊＭ５～附近の蛋白質の量糊く鮒，之。Ⅸ上の拳ﾒj､３，ＦＩ３Ｍｒ４込､､ぅjcウ酸
性域に等献.猟フ蛋白賀の童こPI5～‘付近の加熱によりケルイ巴すぅ蚤白質の量味リ
ジェl)一族良な変化す”のと尾わ'ｲした。

またボソァクリル了ミドケルによ３答電点電気泳謬j州とＺ行，たが，ｒＩＭ側付
近の蛋白賀のバレド､湖瞭でなく，分榊間ｊ長く１Ｍ､〉だ。イソヅコと用い§ことにｋ
リ，よソ諦鵬分離が短常闇で得ら帆こと･が聴誕之帆た。
以上のこ込仙，イソタコ柳､､ｚの麦凍す）身の髄質』Wl定が，ｒ１４以下の蚤鎖量と

P]５以上の蛋白質量の比牢'こよソ表塊で邸のでＭ､､分蝋わ紬。

本茨験釧ぅにあだ')．試科調達に秒油珊力とv､たいた、橡式会社九蓬Ｍ東京
珂究戸iの皆様にこの紙面とかりて御札十Ｌ上ヴホす。

－４２－
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ニンジンの冷凍処理が硬さと組織形態の変化及びリンゴ酸の

煮汁への流出に及ぼす影響 について

広島大学 学校教育学部 田村咲江

はじめに１

植物細胞の持つ細胞壁は組織に硬さを 与える 種の骨格のような役割をしているが、 そ

れ を野菜として考えた場合、 細胞壁の性状がその野菜の触感を大きく左右することになる。

野菜の中でもニン ジ ン は し ば し ば 冷 凍 貯蔵して用いられるが、 冷凍処理を行うと著しい軟

化をきたし、 野菜特有の歯ごたえを失う。 今回、 冷凍ニンジンにある程度の硬さを残すた

水で６０℃３０分予加熱を行ったのち冷凍し、めに、 予加熱が硬さと組織形態に及ぼす影響を

更に、調べた。 組織の崩れと低分子の呈味成分の損失との関係を検討するために ニンジ

ン中に比較的多量に存在する有機酸であるリンゴ酸の煮汁への流出量を測定した。

実験材料及び方法２

五寸ニンジン の 定部位から1ｃｍの輪切りを切り出して放射状に切り分けて用い、 硬さ

の測 定 及 び 組 織観察は皮層部で行った。 ノンゴ酸の流出量の測定には皮層・師部から1ｃｍ
､壁と

の角切りを切り出して用いた。

予加 熱 は 水 中 で６０℃３０分、 煮熟は熱水で２．５，５，１０分、 冷凍処理は‐３１℃で２日間行い、 そ

の後緩慢解凍して更に５分煮熟した。 硬さは２ｍｍの円柱状アダプタ をつけたレオメ タ

（ＮＲＮ２００２Ｊ）により測定した。 組織観察試料は、 試料片の外表面から１ｍｍ３角を切り出し、

グ ルタ

2１

とオスミウム酸で 二 重 固 定 し た の ち 、 エポキシ樹脂に包埋した。 光

学顕微鏡観察のためには１〃、厚さの切片をトルイジンブル 染色し蕊 透過型電子顕微鏡観

察のためには酢 酸 ウ ラ ニ ルと ク エ ン 酸鉛の二重染色を行った。

ノンゴ酸の測定のためには、 ニンジン６０８を２００，１の熱水で加熱した。 則定は細管式等速

電気泳動装置｜Ｐ‐３Ａで行い、 テフロン細管は ．．①０．７１，１１１（８０ｍｍ）と ．．①０．５（１６０ｍｍ）、

デイング液は２ｍＮＣａＣｌ２を加えたｌＯｍＮＨＣＩ、Ｃｒｅａｔｉｎ ｅ（ｐＨ５．０）、 ミナル液は１０，Ｎ夕

ＳｏｄｉｕｍＣａｐｒｏａｔｅを用いた。 他に予加熱の前後のニンジン中のリンゴ酸を定量して 予 加

熱 中 に リ ン ゴ 酸が増すかどうかも確かめた．

4３

ｉｌｅｄｉｎｗａｔｅｒｆｏｒｌＯｍｉｎ(B）from

Fig.１Changesinfirmnessofcarrotpieceｓｃｏｏｋｅｄｉｎｗａｔｅｒ
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３ ．結果及び考察

①硬さの変化ニンジンを熱水で煮熟すると時間の経過とともに軟化し、１０分以

後ではほぼ一定となった（Ｆｉｇ．１）。プランチング（煮熟２．５分）後冷凍したものは、解凍直

後で生鮮時の硬さの３０％となり、その後煮熟５分で生の１０分煮と同等の硬さとなった。一方

６０℃３０分予加熱したものでは、生鮮時以上の硬さとなり、その後の冷凍・煮熟によっても

無処理 に比 べて 著しく高い硬度を示した。

②組織形態の変化ニンジンの皮層部柔組織は直径約６０ノリｍの細胞からなり、細

胞内のほとんどは巨大な液胞で占められている（Ｆｉｇ．４ａ)。細胞間を仕切る細胞壁は、各細

胞の第一次壁が中層で密着されて一枚の壁をなしている。水で１０分煮熟すると細胞壁の中

層での分離が起こり、組織の軟弱化を示す像を呈した。ブランチング後冷凍し、解凍後５

分煮 熟 し た も の （Ｆｉｇ．４ｂ）では、細胞内に氷結晶の跡と考えられる空隙を生じるとともに、

柔細胞間の顕著な分離が認められた。一方、６０℃３０分予加熱・２．５分プランチング・冷凍・

解 凍後５分煮熟では、氷結晶生成による 空隙はあるものの細胞壁の損傷がきわめて少な

く、このことが軟化が抑制された原因と考え られた（Ｆｉｇ．４ｃ)。透過型電子顕微鏡観察にお

いても同様の結果が裏付けられた。

③ リン ゴ酸の煮汁への流出上記の測定条

件 によりﾘﾝゴ酸の分離測定が可能であったので

(Ｆｉｇ．２)、各種処理を施したニンジンの煮汁のリンゴ

酸童を測定した（Ｆｉｇ．３）。煮熟によりかなりの量のリ

ンゴ 酸が流出する が ‐ 冷 凍 処 理 に よ り 更 に溶出が大

となった。これは組織の崩壊が原因と考えられる。

しかし６０℃３０分予加熱したものでは、組織の保存が

よく高い硬度を示 し た に も か か わ ら ず － 溶出量は大

であった。細胞内の低分子成分の流出には、細胞壁

ばかりでなく細胞膜の変性が大きく関係しているこ

とが 示 唆 さ れ た ．

ＮＢｌｌｉｃａｃｉｄｍｇ％

１０２０３０４０
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Ｆｉｇ．３０utflowofmalicacidfromcarrotPiecesintocookingmedia

B：Boiled（min),Ｆ：Frozen，Ｐ：Pretreatedat60oCfor30min．
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Figs、４a～4cLightmicrograghsshowingcorteX
parenchymafromcarrot

(a):raw，（b):blanchedfor2､５ｍin,frozen，and

boiledfor5min，（c)：pretreatedat60･Ｃｆｏｒ３０

ｍｉｎ，blanchedfor2､５ｍin，frozen，ａｎｄｂｏｉｌｅｄｆｏｒ
５ｍin．



2２細管式等速髄気泳動法による

カット野菜（キャベツ）中のアスコルピン酸の定量

共立女子短期大学 ○津田淑江

（目的）現在の食生活において加工食品の占める割合は高くなってきている。特に単

身赴任、核家族化の進行、主婦の職場進出などにより惣菜を購入する機会が増加してきた。

これらの内で葉物野菜（キャベツやレタスなど）を千切りなどに細かくカットしたカット

野菜はビニールの袋に積められただけの簡易包装で売られている。またファーストフーズ、

ファミリーレストランなどでも業務用のカット野菜はかなり利用されており、現在の食生

活に深く浸透してきている。しかしこれほど現在の食生活と密接になってきたにも関わら

ず、その品質について職念する向きある。野菜にはビタミン類、中でもアスコルビン酸が

多く含まれているのが特徴である。しかしアスコルビン酸は放置、調理による損失率は高

く、また紫外線や 酸素 など の存 在に より容易に酸化されることが知られている。一方カツ
－－－房一一・・一

ト野菜Ｉま前処 理 、 カ ッ ト 、 洗 浄 、 冷 却、脱水、包装の工程で行われている。そこでキャベ

ツの切り方、処理方法の違い、加熱時間の違いがキャベツ中のアスコルピン酸堂にどのよ

うな 影響 を与えているか検討してみた。また自家製カット野菜を作り、その中のアスコル

ピン酸の定量を行い、市販カット野菜との比較検討を行った。

（試料及び実験方法）試料としてはキャベツを千切り、短冊切りにし切り方、浸水時間、

加熱時間の違いによりキャベツ中のアスコルピン酸の残存堂を測定した。また千切りキャ

ベツを市販カット野菜と同様ビニール袋に密封した自家製カット野菜と市販カット野菜中

のキャベツに含まれるアスコルピン酸の定量を製造日より４日目まで経日的に行った。

アスコルピン酸の測定は従来法のインドフェノール法及び細管式等速電気泳動法（１．Ｐ．

法 ）により行った。

試料からのアスコルピン酸の抽出はインドフェノール法により定量する場合はメタリン

酸を用いた。１．Ｐ．法による定量には２％チオ尿素－０．Ｏ１ＮＨＣｌを用いて抽出を行った。これは

メ タリン酸の移動度がクロルイオンとアス コ ル ピ ン 酸 の 移 動 度 の 間 に あ り 、 し か も 抽 出 に
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２）カット野菜中のアスコルピン酸量

アスコルピン酸のゾ溶液中に多量に存在し ン出現までに長時間を要して用いるため、

しまうためである。

１．Ｐ．法の泳動条件はＴａｂｌｅｌ及び２に示すようにリーディング液として０．０１Ｎ塩酸一β‐アラ

ニ ン（ｐＨ３．６） を 、 タ ー ミ ナ ル 液 と し て ０．０１Ｎ、‐カプロン酸を用いる系と、リーディング

液を０．０１Ｎ塩酸一エタノールアミン（ｐＨ９．４）、ターミナル液０．０１Ｎβ‐アラニンーエタ

ルアミン（ｐＨ１０．０）を用いる系の二系で行った。ノ

（結果及び考察）

処理方法の違いによるアスコルピン酸の．残存量の変化１）切り方

キャベツを千切り、短冊切りにし室温放置、浸水 加熱の操作を行いキャベツ中のアス

野菜はカットされ空気中の酸素にふれるだけでアスコルピン酸量が減少する。市販カツ

コルピン酸が経時的にどのように変化するか を見た。その結果Ｆｉｇ．１に示した通り未操作

千切り１０分室温放置、千切り１０分浸水千切り３分加熱、千切り３０分加熱短冊切り１０分浸水、

アスコルピン酸は酸素、の順にアスコルピン酸が減少の傾向を示し、 ア ス コ ル ピ ン 酸熱、

酸化酵素などの存在により破壊されやすい水溶性のビタミンであることが蕊認された。

回９

市販品カット野菜の製造日から４日目までのキャベツの中に含まれるアスコルピン酸量の

デ
測定を行った結果経日的なアスコルピン酸量の変化は少なかったが、市販のキャベツ中ア

スコルピン酸含有 量 の 約 ６ ０ ％ に 減 少 し て い た。 しかしキャベツより作った自家製カット野菜

のア ス コ ル ピ ン 酸の損失量は約６．７％にすぎなかった。

4６

ト野 菜 は 野 菜 の日持ちを良くするためカットした後さらに洗浄するという処理が行われて

いるためアスコルピン酸残存量は少なくな っ て い た 。

-‐Ｆｉｇ．１

’

残存量

Ｔａｂｌｅ３カット野菜のアスコルビン酸孟と価格
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杏林大保健ｃ平岡厚，三浦勇夫

（りら帥肋し，みうちり洲

ダイオウ（、里j-llpalmatum等の鱗茎）及びセンナ（堅型_且凹型Stiflorum等の葉）は，下剤として使用される植物

性生薬として著名であり，その有効成分は，広義のantllraquinone系化合物であるanthrone2量体であるsennoside類であるこ

とが知られている。現在までに，のべ６種類のsennoside化合物（sennosidesA-F)が〆他のmonoanthraquinone系成分と

ともに両生薬から単離同定されているがｊ主成分はいずれも２，２－dicarboxyl基を持つstereoisomerの関係にあるsennosideA

及びＢ）である（Ｆｉｇ．１)。故に，両生薬中のsennoside含量，特にsennosideAとＢを検出定量することは，それらの生薬の

品質の評価等植物化学｡生薬学的研究において重要である。現在行なわれている方法には，呈色反応やUV，ボーラログラフィ

ー等で全sennoside（aglyconeとして）含量を定量するもの及びTLC，ＰＣ，HPLC等で各成分を分離した後，主成分のsennoside

AとＢを定量するものがある。我々はここに，細管式等速電気泳動法を後者の一つとして検討することにした。

［材料］ダイオウ及びセンナの乾燥粉末は，東京（両生薬），ホンコン及び台湾の台北高雄の漢方薬専門店（ダイオウ）

にて購入した。＄ennoside類は銅含有amiIleoxidase阻害物質の検索の研究において両生薬より得られたも〆)及びフナゴシ

の標品で．うちsennosideD,Ｆは，sennosideC,ＥよりisomerizatioIj2)によって得たものである。

､篭堅

［方法］装置は島津IP-2A〈PGD-2PotentialDetector付）であり，分離は20°Ｃに維持されたテフロン細管（0.5ｍｍＸ４ｃｍ

＋１ｍｍＸ１５ｃｍ)の中で，LPading液に0.01NHCI-tris（PＨ8.5)(最終濃度66.7％のメタノールを含む），terIninal液に0.01N

valine-triethanolamine（ｐＨ9.9)を使用して行なった。試料は各生薬材料を10倍量（ｍｌ/g)の60%メタノールにより50。C’２

時間抽出して得た粗抽出液及びそれらより所定の方法で精製して得たsennosidC含有画分又は標品の0.5%NaHCO3水溶液（＜１ｍｇ

/ml)で，0.5-5ムlを注入して200篭A’8分→100"Aで泳動し，検出は電位勾配によった。chartspeedは20又は40,nm/lninであった。

Ｒ２０Ｈ２Ｃ

ＯＨ

R1

SennosideA〔1〕ＣＯＯＨ

Ｂ〔2〕ＣＯＯＨ〃

Ｃ〔3〕ＣＨ２０Ｈ
〃

Ｄ〔4〕ＣＨ２０Ｈ
〃

Ｅ〔5〕ＣＯＯＨ〃

Ｆ,〔6〕ＣＯＯＨ〃

Ｒ２

Ｈ

Ｈ

Ｈ

Ｈ

ＯＣ－ＣＯＯＨ

ＯＣ－ＣＯＯＨ

１０－１０’

６Aγｅｏ

ｅＴｙ蛾γｏ

蛾”“

ｅｒｙｔＡγｏ

雌γ８ｏ

８ｒｙ蛾Ｔｏ

J且.ﾊｰｰＯＯＣ

２３細管式等速電気泳動によるamtllraquinone系植物生薬成分の分離｡分析及びその生薬中sennosideの検出定量への応用
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［結果及び考察］用いられた泳動条件下で，sGnI1oside類はE,Ｆ,Ａ,Ｂ,Ｃ,Dの順に大きな移動度（小さなPU値）を示して各々 の

zoIleに分離した（Ｆｉｇ．２)。生薬粗抽出液では，主成分のsennosideA<PU：0.40)及び､B(PU：0.47)が標品とのInixedcllarging

に於けるZone長の延長によって同定され（Ｆｉｇ．３)，又，その他の微湿成分（sennosideC,Ｄ,Ｄ,F)も精製されたsennoside含有

画分のisotaclIopllerogram上には検出された。seI1nosideA,Bに関しては，両生薬とも粗抽出液中含逓が商く（濃度として，

数十蛇/m1以上），他のanion性成分(有機酸，Polyphenoles，Inonoantl1raquinones等）ともPU値が異なっており，又，標品を

用いて定型性を調べたところ0-5姥の範囲で良好であった。そこで，ロットの異なる材料の粗抽出液を用いて，両主senno-

side成分(A,B)の上記細管式等速電気泳動法による定量を行なった。その結果，初期の研究者の報告と同様に，センナ（Ｂ：

0.07-0.11UIt%，Ａ：0.03-0.O5mIt%)とダイオウ(A：0.05-0.40UlL%，Ｂ：0.02-().l4ult%)で両者の含量比が大きく異なっている

こと及びダイオウはsampleにより主sennoside成分総量に可なりの差異があゐことが示された。ダイオウの産地によるsenno-

sideA,B含迅の変異及びTLC法（silica-8elGplateを用いてetllylacetate:isopropanol:ＨＯ二4:３§3の溶媒系で展開後，Ｒｆ二３５

(A)及びRf-0.23(B)付近をかきとり一定星の0.5%NaHCO3で抽出し270nmの吸光度を測定）による値との比較についても検討を加

える予定である。
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