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ｇ＠回ユユ

第ｎ回キャピラリー電気泳動シンポジウム
１９９１年１２月１２－１３日、東京都立大学

プログラム

第１日（１２月１２日）

１０：００－１０：１０開会の挨拶（東京都立大・理）奥山典生

１０：１５－１１：１５セッション１－１（等速電気泳動Ｉ）

１中枢神経系疾患の髄液中コリンのイオンペア抽出-細管式等速電気泳動法による定量

（杏林大．保健')､国立千葉病院･神経2))○平岡厚')､三浦勇夫')､服部宗和2)､冨永格2）
２等速電気泳動法によるシアン化物めっき浴の分析

（島津製作所･応用技術部)○児嶋佳世子

３界面活性剤をカウンターイオンとするキヤピラ'ﾉ等速電気泳動

（島津製作所･応用技術部)○日根隆､八木孝夫
４等速電気泳動法によるチーズ中の成分の分析

（共立女子短期大学)○津田淑江､山田正子､中津勇二

１１：３０－１２：３０セッション１－２（等速電気泳動１１）

５核燃料廃液中金属イオンのIP-PIXE分析(11）

（広島大･工)○広川健､吉田智､田中勇､中村謙一郎､西山文隆､木曽義之
６希土類の等速電気泳動分離の最適化と分離能におけるテトラド効果

（広島大･工)○胡建英､広川健､西山文隆､木曽義之
７等速電気泳動法におけるアニオン･カチオン同時分析系の解析

（広島大･工)○渡辺和彦､広川健､木曽義之
８IP-CZE法による微量成分の分析

（広島大･工)○大森昭浩､広川健､木曽義之

１３：４５－１５：００セッション１－３（ゾーン電気泳動Ｉ）

ｇキャピラリー電気泳動法の医薬品分析への応用(第３報)-オウレン､オウバク中の

アルカロイドの分析(徳島文理大･薬)○石井信之､中根徳人､赤田良信
１０ＨPCEによる医薬品･生体物磁の分析１１

（東京大･薬)○金子三智子､中村洋､中嶋輝期
１１キャピラリー電気泳動を用いた尿中の陰イオン分析

（ミリポアコーポレート・ウオーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポ(ミリポアコーポレート・ウォーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポア・
ウォーターズクロマトグラフイ事業部2)）

Ｂ､Wildmani)､P,Jackson1)､Ｗ､Jones')､P､A1den1)､○水野隆二2）



１２キャピラリー電気泳動を用いた食品中の有機酸分析

（ミリポアコーポレート・ウォーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポア・
ウォーターズクロマトグラフィー事業部2)）

Ｂ・FKenney1)､Ｗ,R・Jones')､○腹巻ゆかり2）
１３キャピラリー電気泳動による水酸化サリチル酸の分析-ヒドロキシルラジカル検出へ

の応用

（川崎医大･法医学教室')､川崎医大･生化学センター2)）
○富田正文!)､奥山敏子')､渡辺弘子2）

１５：１５－１６：１５セッシヨン１－４（ゾーン電気泳動ＩＩ）
１４オンカラム2検出器を用いるキヤピラリー電気泳動におけるバンド広がりの評価Ⅲ

（京都大･工')､姫路工大･理2))○柴田理')､寺部茂2）
１５キヤピラリー電気泳動における高感度分析-185,ｍを用いた検出についての開発

（ミリポアコーポレート・ウォーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポア・
ウォーターズクロマトグラフィー事業部2)）

Ｂ､Karol')､○酒井恒行2）

１６キャピラリー電気泳動を用いた高感度分析のためのオンーライン試料濃縮

（ミリポアコーポレート・ウォーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポア・
ウォーターズクロマトグラフィー事業部2)）

MMerion,)､R,H､AeberSoldl)､MFuchsl)､○酒井恒行2）
1フキャピラリー電気泳動における電気浸透流のフローパターン

（名古屋工大･工)○津田孝雄

１６：３０－１７：３０セッション１－５（ゾーン電気泳動１１１）
１８ＨPCEにおけるキヤピラリー試料導入口での化学標識

（近畿大･薬')､近畿大･薬学総合研究所2))本田進')2)､○多賀淳'）
１９ＨPCEにおけるピーク形状と試料ゾーン幅の関係についての考察

（近畿大･薬')､近畿大･薬学総合研究所2))○本田進')2)､大田恭子
２０ＨPCEにおける二次元マッピングの効用

（近畿大･薬')､近畿大･薬学総合研究所2))○本田進')2)､鈴木茂生')､多賀淳!)､掛樋一晃2）
２１高分子を含む溶液を用いたキャピラリー電気泳動

（東京都立大･理)○泉友則､町田明子､高橋郁子､篠田友孝､奥山典生

第２日（１２月１３日）

９：３０－１０：３０セッション１１－１（ゾーン電気泳動１Ｖ）
２２キャピラリー電気泳動を用いた塩基性蛋白礎分析

（ミリポアコーポレート・ウオーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポア・
ウォーターズクロマトグラフィー事業部2)）

Ｍ・Merionl)､NAstephen1)､J､Petersen1)､Ｂ,Bell-A1denI)､T､Wheatl)､○町田祥子2）



２３取消

２４ペプチドの部分加水分解物のキャピラリー電気泳動による解析

（東京都立大･理)○高橋郁子､泉友則､奥山典生
２５ＣＥによる高分解能ペプチドマッピング

（アプラィド･バイオシステムズ･ジャパン）
○StevenW､Kirsher､萩原佳代子､小畑義充､田中博､銭場俊彦

１０：４５－１１：４５セッション１１－２（動電クロマトグラフィー）
２６動電クロマトグラフィーによる光学分割

（京都大･工')､姫路工大･理2))○石i賓泰')､寺部茂2）
2フミセル動電クロマトグラフィーの生薬分析への応用Ⅲ-人参中のジンセノサイドの

分離

（大阪府公衛研')､京都大･薬2))○岩上正蔵')､沢辺善之')､中川照員2）
２８有機溶媒を添加した動電クロマトグラフィーによるペプチドの分離(2)

（協和醗酵･医薬研)○八島利幸､土谷昭浩､森田jlj〔
２９取消

１２：００－１２：４５セッション１１－３（ゾーン電気泳動Ｖ）
３０無機イオンキヤピラリー電気泳動の応用例

（ミリポアコーポレート・ウォーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポア・
ウォーターズクロマトグラフィー事業部2)）

Ｊ・Romano1)､P,Jandik1)､Ｗ､R・Jones')､P,EJakson')､○高橋孝行2）
３１キャピラリー電気泳動法によるアルカリ土類金属イオンの分離定量

（岡山大･理)○本水昌二､松田伸也
３２キャピラリー電気泳動による低分子分析

（Spectra-PhysicsAnalytical社）
ＴｉｍｏｔｈｙＤ・Schlabach，ＪｉｍＬ・Powers

１４：００－１５：００ 特別講演

電気泳動と共に４０年（広島大・工）木曽義之

15:15-16:１５セッションＩＩ－４（種々 の電気泳動）
３３無坦体電気泳動におけるDNAの分離挙動

（城西大学･理')､東海大学･医2))○小林英三郎')､松田徹')､松野巌')､石井直明2）
３４宇宙実験用無坦体電気泳動装置

（三菱重工業株式会社･神戸造船所･宇宙プロジェクト部')､三菱重工業株式会社･高砂
研究所化学研究室2))○小林次郎')､宮本均2）



３５電気クロマトグラフィー

（名古屋工大･工)○津田孝雄､内藤健
３６検出器としてのエレクトロスプレー型4重極硬量分析計の性能の検討

（姫路工大･理)○真鍋敬､寺部茂

１６：３０－１７：４５セッション１１－５（ゾーン電気泳動ＶＩ）
3フ蛋白質のキャピラリー電気泳動分離に及ぼすへキサンスルフォン酸添加の効果

（ベツクマン)○船串佳世､町田明子､梁井恵美､佐藤隆
３８キャピラ'ノー電気泳動を用いた蛋白質分析の新添加剤の開発

（ミリポアコーポレート・ウオーターズクロマトグラフィー事業部')､日本ミリポ
ウォーターズクロマトグラフイー事業部2)）
Ｍ,Merionl1､BBell-Aldenl)､EdGroverl)､U､Neue1)､J､Petersen')､○丸山敏彦2）

３９ペプチドシークエンシングのためのペプチド及びタンパク面の粘製分取へのCZEの応用

'ノポア．

4０

4１

(ベツクマン'）、三菱化成生命科学研2))○秋山忠雄')､大森彬2）
ゲル充填キャピラリー電気泳動分離におけるオリゴDNA移動度の解析
(ベックマン)○佐藤隆､町田明子
枕醗ァ十ローグを含むヒドロゲルを用いたキャピラリーアフイニテイー核酸アナローグを含むヒドロゲルを用いたキヤヒラリーγ

電気泳動による核酸塩基の認識

(鹿児島大･工')､名古屋大･工2)､神戸女子薬科大3)）
○津智裕')､八島栄次2)、明石満')､馬場嘉信3)､津波古充朝3）
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Morning,Decemberl2,Thursday

OpeningCeremony（10:00-10:１０）

Openingadd肥ss

NorioOkuyama，PresidentofOrganizingCommitee

Capillarylsotachophoresis （１０:１５－１１:15）

lDeterminationofCholineinCerebmspinalFluidOfCen側lNervousSystembytheIron-Pair

Extraction-CapillaryIsotachopho肥sisMethod

AtsushiHiraoka1),IsaoMiura1),MunekazuHattori2)andTominaga2）

ｌ)KyorinUniversitySchoolofHealthSciencesand2)Departmentof

Neumpsychiatry,ChibaNationalHospital

２AnalysisofCyanidePlatingBathsbylsotachpho肥sis

KayokoKQjima

AnalyticalApplicationsDep.,ShimadzuCo、

３CapillaryIsotachopho肥siswithSurfactanlasCounterIon

TakashiHineandTakaoYagi

ShimadzuCorporationAnalyticalApplicationDepartment、

４Ａ､alysisofMetabolisesinCheesebylsotachopho肥sis
ToshieTsuda,MasakoYamadaandYujiNakazawa

KyoritsuWomenisUniversity

Capillarylsotachophoresisll（１１:30-12:30）
５１TP-PIXEAnalysisofMetallonsinaNuclearFuelWaste

TakeshiHirokawa,SatoshiYoshida,IsamuTanaka,Ken-ichimNakamura，

FumitakaNishiyamaandYoshiyukiKiso

FacultyofEngineering,HiroshimaUniversity

６０ptmizationofIsotachopho肥ticSeparationofLanthanoidesandTetradoefYect
ontheSeparalionEfficiency

Jian-yingHu,TakeshiHirokawa,FumitakaNishiyamaandYoshiyukiKiso
FacultyofEngineering,HiroshimaUniversity

７BidilBctionallsotachopho肥sis

KazuhikoWatanabe,TakeshiHirokawaandYoshiyukiKiso

FacultyofEngineering,HiroshimaUniversity



８MinorComPonentAnalysisbyMeansofITP-CZEOn-lineCombination

AkihiroOmori,TakeshiHirokawaandYoshiyukiKiso

FacultyofEngineering,HiroshimaUniversity

Afternoon,Decemberl2,Thursday

CapillaryZoneElectrophOresisl（13:45-15:００）

９ApplicationofCapillaryElecIrophoresistoPharmaceuticalAnalsisⅢ
DeterminationofA1kaloidsinCoptisRhizomeandPhellodendronBark

NobuyukiIshii,TokutoNakaneandYoshinobuAkada

FacultyofParmaceuticalSciehce,TokusimaBunriUniversity
：､。‘

l0HPCEofDrugsandBiogenicSubstances(11）

MichikoKaneko,HiroshiNakamuraandTerumiNakajima

DepartmentofAhalytiCalChemistry,FacultyofPharmaceuticalSciences,The

UniversityofTokyo

ⅡAnalySisofAnionConsmentsofUrinebylnorganicCapilIaryElectrophoresis
B・Wildman1)，Ｐ､Jackson1),Ｗ・Jones'),Ｐ・Alden1)andRMizuno2）

１)WatersChromatographyDivisionｳMiIIiPoIeCorp､and2)WaleI･Chromatography

Division,NihonMillipore

l2DeterminationofOrganicAcidsinFoodSamPlesbyCapillaIyElectrophoresis

B.Ｆ・Kenneyl),Ｗ・RJones1)andYHaramaki2）
ｌ)WateI･sChrOmatographyDivision,MilIipo肥Corp・and2)WaterChI･omatography

Division,NihonMillipore

l3AnalysisofHydroxyIatedSaIicylicAcidsbyCapillaryElectropho肥sis：

ApplicationtotheDeterminationofHydroxylradical

MasafUmiTomita'),ToshikoOkuyama1)andHirokoWatanabe2）

ｌ)DepartmentOfLegaIMediCine,KawasakiMedicaISchooland2)Biochemical

ResearchCenter,KawasakiMedicalSchool

CapillaryZoneElectrOphoresisll（15:15-16:15）

l4EvaluationofBandBrOadeninginCapillaryElectropho肥siswithOn-ColumnTwin

‘DetectojSIIr

OsamuShibata1)andShigeruTerabe2）

ｌ)FacuItyofEngineering,KyotoUniversityand2)FacultyofScience,Himeji

lnstituteofTechnology

l5NewDetectionUsingl85nmmrCapillaryElectropho肥ｓｉｓ

Ｂ・Karol')andTSakai2）

１)WatersChromatographyDivision,Millipo肥Corp・and2)WaterChromatography

Division,NihonMillipo肥



l6TheUseofOn-LineSampleConcentraliontolnc肥aselheSensitivityofCapiiIary

Electropho肥ｓｉｓ

Ｍ・Merion1),Ｒ､Ｈ､Aebersold1)，Ｍ・FuchsI)ａｎｄＴ・Sakai2）

ｌ)WatersChromatographyDivision,Millipo肥Corp､and２)WaterChromaIography

Division,NihonMillipo肥

l7FlowPaIternofElectI･oosmosisinCapillaryZoneElectmpho1℃sis

TakaoTsuda

NagoyaInstituteofTechnology

CapillaryZoneElectrophoresism（16:30-17:30）
l8ChemicalLabelingattheSamplelnletofaCapilIaryTubeinHPCE

SusuｍｕＨｏｎｄａｌ)2)andAtsushiTaga1）

ｌ)FacultyofPhamaceuticalSciences,KinkiUniversityand2)Pharmaceutical

ReseachandTechnologylnstitute,KinkiUniversity

l90bservationontheRelationshipbetweenPeakＳｈａｐｅａｎｄＳａｍｐｌｅＺｏｎｅＷｉｄｔｈｉｎＨＰＣＥ

ＳusumuHondal)2)andYasukoOhta?）

１)FacultyofPharmaceuticalSciences,KinkiUniversityand2)Pharmaceutical
ReseachandTechnologylnstitute,KinkiUniversity

２０EvaluationofTwo-dimensionalMappinginHPCE

SusumuHonda1)2),SigeoSuzuki1),AIsushiTaga1)andKazukiKakehi2）
１)FacultyofPharmaCeuticalSciences,KinkiUniversityand2)Pharmaceutical
ReseachandTechnologyInstitute,KinkiUniversity

２１CapillaryE1ectropho1℃sisusingGlucomannanGelFilledCappillaIy
TomonoriIzumi,AkikoMachida,IkukoTakahashi,TomotakaShinoda

andNorioOkuyama

DepertmentofChemistry,FacultyofScience,TokyoMetropolitanUniversity

Morning,Decemberl3,Friday

CapillaryZoneElectrophoreｓｉｓｌＶ（９:30-10:30）
２２ＮｅｗDevelopmenlsintheCapillaryElec伽phoresisofBasicProteins
MMerion'),Ｎ,Astepen1),J､Petersen'),B・Bell-Alden1),Ｔ､Wheat')andS､Machida2）
ChromatographyDivision,Millipo肥Corp・and2)WaterChromatogmphy
Division,NihonMillipo肥

２３Canncellation

２４AnalysisofPartialHydrolyzateofpeptidesbyHPCE
IkukoTakahashi,TomonoriIzumiandNorioOkuyama

DepertmentofChemistry,FacultyofScience,TokyoMetmpolitanUnive閥ity

1)Walers



２５High-resolulionPeptideMappingbyCapillaryE1ectrophoresis
SteveｎＷ､KirsheI｡,KayokoHagiwaI･a,YoshimiIsuObata,HiroshiTanakaand
ToshihikoSen-ba

AppliedBiosystemsJapan,Inc．

CapillaryElectrokineticChromatography（10:45-11:45）
２６０pticalResolutionbyElectI'okineIicChromatography
Yasushilshihamal)andShigeruTembe2）

ｌ)FacultyOfEngineering,KyotoUniversityand2)FacullyofScience,Himeji
instituteofTechnology

２７ＭicellarElectrakineticChromatographyforIheAnalysisofCrudeDrugsⅢ、

SeparationofGinsenosidesinPanaxginseng

Shozolwagami1),YOshiyukiSawabel)andTerumichiNakagawa2）
ｌ)OsakaＰ肥fecturalInstituteofPublicHealIhand2)FacultyofPharmaceulical
Sciences,KyotoUniversity

２８SeparationofPeptidesbyElectrokinelicChromatographywilhOrganic
Modifier(ID

ToshiyukiYashima,AkihimTsuchiyaandOsamuMorita
PharmaceuticalResearchLaboratoriesKyowaHakkoKogyoCo.,Ltd

２９Canncellation

CapillaryZoneElectrophoresisV（１２:00-12:45）
３００ptimizationoflnorganicCapillaryE1ectmpho肥sisfbrtheAnalysisofAnionic

SolutesinRealSamplesJ

JRomano1),Ｐ,Jandik1),Ｗ､Ｒ・Jones'),Ｐ.Ｅ・Jakson1)ａｎｄＴ・Takahashi2）
１)WatersChromatographyDivision,Millipo肥Corpand2)WaterChromatogIaphy

Division,NihonMilliPom”

３１SeparationandDeterminationofA1kalineEarthMetalionsbyCapillaIy

Electrophoresis

ShQjiMotomizUandShin-yaMatsuda

DepartmentofChemistry,FacultyofScience,OkayamaUniversiIy

i32SmallMoleculeAnalysisbyCapillaryEleCtmph肥sis

TimothyD・SchlabachandJimLPowers

SpeCtra-P11ysicgAnalyticalCo-



Afternoon,Decemberl3,Friday（14:00-15:00）

SpecialLecture

YoshiyukiKiso

FacultyofEngineeringHimshimaUniversity

Miscellaneous（15:15-16:15）

３３SeparationbehaviorofDNAsinF肥eFlowElectropho肥sis

HidesaburoKobayashi1),ToruMatsudal),IwaoMatSuno1)andNaoakiIshii2）

ｌ)DepartmentofChemistry,FacultyofScience,JosaiUniversilyand2)Schoolof

Medicine,TokaiUniversity

３４Ｆ肥eFlowEIectropho肥sisEqUipmenlfbrExperimentinSpace

YoshioKobayashi')andHitoshiMiyamoto2）

ｌ)MitsubishiHeavylndustries,LTD・KobeShipyaId＆MachineryWorksSpace

SystemsPrQjectDepartmentand2)MitsubishiHeavyIndustries,LTD・Takasago

Research＆DevelopmentCenterChemicalLaboratoIy

３５Electrochromatography

TakaoTsudaandKenNaitou

NagoyalnstituteofTechnology

３６E1ectrospray-quadrupoleMassSpectrometerasaDetectorofEIectropho肥sis

TakashiManabeandSigeruTembe

FacultyofScience,HimejilnstituteofTechnology

CapillaryZoneElectrophoresisVI（１６:30-17:45）
３７EffectsofTheAdditionofHexaneSulfbnateonTheProteinSeparationon

CapillaryElecIropho肥sis

KayoFunakushi,AkikoMachida,EmiYanaiandTakashiSatow

BeckmanInstruments(Japan)LTD.,BioanalyticalSystemsGroup

３８ＮovelZwitterionsasBufhAdditivesfbrImprovingEfficiencyand

ReproducibilityinCapillaIyElectropho肥sisbyMinimizingProteinAdsorptioｎ
Ｍ.MeI･ion1),Ｂ､Bell-A1denn1),EdGrover1),Ｕ・Neue1),J・Petersen')andT・Maruyama2）
１)WatersChromatographyDivision,Millipo肥Corp､and2)WaterChromatography

Division,NihonMillipore

３９PurificationandPreparationofPeptidesand/OrPmteinsfbrPeptideSequencingvPurificationandPreparationofPeptidesand/OrPmteinsfbrPeptideSequencingwithCZE

TMaoAkiyama1)andAkimOomori2）
1)BeckmanlnstI･umentsJapan,BioanalyticalSystemsGmupand2)Mitsubishi-Kasei
lnstituteofLifeSciences,LaboratlyofPmteinResea１℃ｈ
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１－４

５－８

９－１１

１２－１３

１４－Ｗ

1８－２１

座長一覧表

時間帯 座長等謂演番号セッション

第１日１２月１２日（木）

開会の挨拶

等速電気泳動

等速電気泳動

ゾーン電気泳動

奥山典生

吉田治弘

八木孝夫

銭場俊彦

佐藤隆

本田進

寺部茂

１０：００－１０：１０

１０:１５－１１：１５

１１：３０－１２：３０

１３：４５－１４：３０

１４：３０－１５：００

１５：１５－１６：１５

１６：３０－１７：３０

第１１回キャピラリー電気泳動シンポジウム

ゾーン電気泳動

ゾーン電気泳動

第２日１２月１３日（金）

ゾーン電気泳動

動電クロマトグラフィー

ゾーン電気泳動

特別禰演（木曽義之）

種々の電気泳動

ゾーン電気泳動

真鍋敬

千田正昭

中村洋

奥山典生

広川健

５
９
２
６
９
１

２
２
３
３
３
４

－
一
一
１
－
一
一

２
６
０
＄
３
フ
０

２
全
３
３
３
４

９：３０－１０：３０

１０：４５－１１：４５

１２：００－１２：４５

１４：００－１５：００

１５：１５－１６：１５

１６：３０－１７：１５

１７：１５－１７：４５

Ｗ：３０－１７：４５

小林英三郎

酒井恒行

津田淑江
閉会の辞（木曽義之）

一
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冨 冨 含 寿 （ 之 永 重 力と三旦三に４０金手皇

（広島大工）木曽義 之

４０ｙｅａｒｓ－ｗａｌｋｉｎｇｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

AＢＳＴＲＡＣＴ－ＡｓｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｂｙＫｉｓｏａｎｄｃｏｗｏｒｋｅｒｓ

ｆｒｏｍｌ９５３ｔｏｌ９９１ｉｓｌｅｃｔｕｒｅｄｏｎｔｈｅｉｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，ｉ、ｅ・ｚｏｎｅ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｆｏｃｕｓｓｉｎｇｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ａｎｄ

ｔｙｐｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｒｉｅｆｌｙｉｈｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｔｈｅｒａｐｉｄｓｅｐａ－

ｒａｔｉｏｎｏｆｓｈｏｒｔ－ｌｉｖｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ（ｓｅＰａｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ〈４０ｓ），ｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆ
ｍｏｂｉｌｉｔｉｅｓ，ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔｓａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｃｏｎｓｔａｎｔｓ，ａｎｄｈｉｇｈ－

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｂｙｌＰ－ＰｌＸＥｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ．

演者が電気泳動法による分離．分析に興味を覚えたのは１９５４年の事であった

が当時はペーパークロマトグラフィーの全盛時代であった。演者もこの方法をリン

酸イオンの分析に適用していたが、実験の再現性があまり思わしくなくまた時間も

かかることから何か面白い方法は無いかと考えていた。電気泳動装置を自作してリ

ン酸イオンを電気泳動分析した所うまく応用出来ることがわかり、これが演者の卒

論研究となった。

演者の研究は放射性３２Ｐで標識した各種リン酸塩のロ紙ゾーン電気泳動分離から

始まり、以後希土類その他の錨形成平衡反応を利用する分離と放射化学への応用、

焦点クロマトグラフ法、さらに等速電気泳動法等、電気泳動分離と分離挙動の理論

的予測、さらに実測された泳動挙動から、移動度、酸解離定数及び錨安定度定数な

どの物理化学定数を決定する方法等に関心を持ってきた。以下簡単に研究の概要を

紹介したい。

１．ゾーン電気泳動

当時イオンの実効移動度を表わす関係式としてはＮｅｒｎｓｔ－Ｅｉｎｓｔｅｉｎ式の拡散係数、

粘性係数、Ｓｔｏｋｅｓのイオン半径をパラメータとする式が使用されていたが、具体的

にいざ計算するとなるとパラメータが得られず問題が多かった。そこで金属錯イオ

ン平衡系にイオンの実効移動度に大きく影響を与える錯形成剤の酸解離定数、錯体

の安定度定数、その系のｐＨ、イオンの式量及び電荷数の関数として実用性のある関

係式を誘導した。錯形成を利用するイオン種の分離分析に多くの指針を与えた。さ

らに各種無機リン酸、糖リン酸化合物、アミノ酸、ペプチド、ヌクレオチドなど多

くの有機イオンについても、実効移動度とｐＨ、イオンの平均荷電と水和度などの相

関性を明らかにした。

次に種々のリン酸塩、テルル酸塩、有機リン化合物の（ｎ、γ）反応により生成

する反応生成物の分離分析に電気泳動法を適用し、この方法が放射化学（ホットア

トム化学）の研究にとって優れた分離分析手段であることが広く認められた。また

２３６Ｕの核分裂生成核種の迅速分離用にロ紙電気泳動装置を考案し、当時未報告のＲ

b、Ｃｓ、Ｓｒ、Ｂａ、Ｂｒ、Ｓｅ、Ｍｏ、ｌなどの短寿命核種（６s～１０ｍｉｎ）の単離に成功した。

この方法で分離した種々の短寿命核種の核特性（半減期とγ線エネルギー及びその

相対強度比）をγ線スペクトロメトリーで直接決定した。



２．焦点クロマトグラフ法

本法も電気泳動法の一種で、泳動媒体（ロ紙）に錯形成剤の濃度勾配を形成させ、

金属イオンを濃縮分離させる方法である。Ｓｒ、Ｂａとランタノイド放射性核種の分離
をゾーン電気泳動法と比較して幾多の知見を得、さらに応用例としてＪＲＲ－ｌ核燃

料中の’３７Ｃｓの迅速分離定量法を試み、これらの試料について迅速分析が可能であ

る事を示した。

３．細管式等速電気泳動法（ＩＰ法）

ロ紙ゾーン電気泳動法によれば予期したようにかなり高精度の実験が可能であっ

たが、吸着等の問題は不可避であり、さらに高精度な物理化学定数を得ようとする

と、充填剤の無いものしかないｏＩＰ法はまさにこの目的にかなった方法であった。

しかしＩＰ法での分離ゾーンのｐＨ、イオン強度共に試料毎に異なっており、結果

の解析にはコンピュータを採用したシミュレーションの手法が必要となった。この

様な背景に基づき無機イオン、有機イオン約５００種の移動度、ｐＫａ値を登録したデー

タベースを作成し、ｐＨ＝３～１０の条件でシミュレートした定性定量の指標を表にまと

めた。この数値表は多くの研究者に検証され、その計算結果の正しいことが証明さ

れており、現在では測定装置の違いを融合させる補正用標準値として広く使用され

るようになった。さらに移動度、酸解離定数、錨安定度定数を算出する方法を開発

し、カルポン酸、無機リン酸、ヌクレオチド、アミノ酸、ジペプチドなどの多くの

実試料に適用して本法の妥当性を確認した。またメタノール溶媒系についても６０種

のアニオンの移動度やｐＫａ値を求めた。これらのデータの蓄積によりＩＰ法で算出す

る方法は、移動度とｐＫａ、ｌｏｇＫの新しい決定法として認めらるようになった。

こうして得られた物理化学定数を使用して、等速電気泳動分析における分離の最

適化にコンピュータを援用する試みも行った。特に従来２成分しか解析できなかっ

た分離過程を、３２チャンネル紫外検出装置や走査型紫外検出装置などを種々の新し

いタイプの検出器を製作して精密に測定し、その結果に基づき初めて３成分以上の

実際的な系についても妥当なシミュレーションが可能になった。

さらにＩＰ法の理論的取扱により錨形成平衡をシミュレートできるよう拡張し、

希土類元素が分離できる理由を理論的に解明し、．錯イオンの化学形を推定するとと

もに錯イオンの移動度や錨安定度定数を算出する方法を確立した。この方法は特に

従来法では測定困難な安定度定数の小さい（ｌｏｇK＞２）不安定な錯体の錯形成平衡の

知見を得るのに有用である。ＩＰ法が単なる分析法でなく、イオンの物理化学定数

の有力な決定法であることや、混合化学種の溶存状態の分析法として使用できるこ

とを明らかにし た。

最近ではこれ らの結果をもとに分取用等速電気泳動装置を製作．使用して試料を

分取後、粒子励起Ｘ線分析法（ＰＩＸＥ）と組み合わせて、極微量の希土類元素等

を検出する新しい分析法を開発した。この組合せは特に微量元素の高精度分析に有

用であるばかりでなく、等速電気泳動法の基本的な知見、すなわち泳動順や回収率

に関して重要な知見を与えたばかりでなく、等速電気泳動法が希土類元素その他の

レアメタルの分離精製の有力な手段となることを示した。
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中枢神経系疾忠の髄液中コリンのイオンペア

｡｜ 抽出一細管式等速電気泳動法による定量

（杏林大．保健,’国立千梨病院．神継科ｚ）o平岡厚,'）三浦勇夫,』）服部
宗和,z）富永格ｚ）

DETERNINATIONOFCHOLINEINCEREBROSPIMLFLUIDOFCENTRALNERVOUSSYS‐

TENDISEASESUSINGION-PAIREXTRACTIONANDCAPILLARY-ISOTACHOPHORESIS

｣KyorinUniversitySchooloflIealthSciences，ZDepartlmentofNeuropsychi‐
ａtry，ＣｈｉｂａＮａｔｉｏｎａｌＨｏｓｐｉｔａｌ

』Z）
Atsushi川AOKAj)IsaoMIURA;')MunekazⅡllm01II肌dIt川TOMINAGA劫

Ｔｈｅｃｏｎｃｃｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｈｏｌｉｎｅｉｎｃｅrebrospinalfluidofvariouscent‐

ｒａｌｎｃｒｖｏｕｓｓｙｓｔｃｍｄｉｓｅａｓｅｓｗｃｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｉｏｎ－ｐａｉｒｅｘｔｒａｃ－

ＬｉｏｎＷｉＬｈｄｉｐｉｃｒｙｌａＩｎｉｎｃａｎｄｃapillary-isotachophoresis・Underthecondi‐

ｔｉｏｎｓｃｍｐｌｏｙｃｄ，cllo1ine-dipicrylaminecompleXwasextractcdwjLthdichlｏｒｏ－

ｎｅＬｈａｎｅｆｒｏｍｓａｍｐｌｅｓｔｏｂｅｅXamined，ａｎｄjinthecapillary-jlsotachoPhore‐

ｔｉｃａｎａｌｙｓｅｓｏｆａｃｅｔｏｎｅｓｏｌｕｔｊｌｏｎｓｏｆｔｈｅｄｒｉｅｄｅｘｔｒａｃｔｓ，ａｃｌｅａｒｚｏｎｅｏｆ

ｃｈｏｌｉｎｅｗａｓｄｃｔｃｃｔｃｄontI1cisotachopherograms・ Theresultssuggested

tllatUleccrcbrospjlnalfluidcholinclevelsarcclcvatedundersomepaｔｈｏ－

ｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｉｔｈｉＩｌｔｌlccentralnervoussystemincludinｇｔｈｃｄｉｓｔｕｒ－

ｂａｎｃｅｉｎＬｈｅｆｕｎｃｔｊｌｏｎｓｏｆｂｌｏｏｄ－ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ．

［はじめに］

アセチルコリン（Ａｃｌｌｏ）は，末梢神経系のみならず中枢神経系に於ても，

神経舷遠物賞として垂栗な役割を持っており，又，アルツハイマー癌の脳組細に於

てその代謝系の異常が生じている，と指摘されている。一方，ヒト髄液中の

ＡＣｌ１ｏ及びその前駆物斑・代謝産物であるコリン（Ｃｈｏ）の検出・定量を試み

た初期の研究者らによると，髄液のＡＣｌｌｏとＣｈｏの温度は各々 ]Lぴ９Ｍ台及び
’ぴ６Ｍ台であった。しかし，それらの定量法は，「感度は高いが共存物質の影
罫を受けやすい（バイオアッセイ法）」「特異性は高いが操作が傾雑で分析時間が

長い（ガスクロ法）」蝉の長短があり，’'1枢神経系疾触の髄液の臨床生化学的検査

において，これらの物質の測定は，比較的含堂の多く安定性も良いＣｌｌｏについて

も未だ本格的には行われていない。そこで我々は，細管式等速電気泳動法により

髄液Ｃｌ１ｏの検出・定垂を試み，その際，コリン系化合物は一定の条件の下でジピ

クリルアミン（ＤＰＡ）とイオンペアを形成して水屑からジクロルメタン層に最も

効率よく移行することL)を利用して，その抽出の際に汲縮も行うことにした。

－１－
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［結果及び考察］

上記の条件下に於て得られた髄液の

isotachopherograIn（Fig.１）上のゾーン

の一つが標品との混合分析によりＣｈｏ

と同定された。ＡｃｈｏはＣｈｏより

ＰＵ値がやや大で標品どうしではＣｈｏ

と分離したが，含量が検出限界に達しな

いためか髄液では検出されなかった。

一試料の分析に要する時間は２０分以内

であり，定量性も良好だったので，注入

された試料中のＣｈｏの量を検童線より

もとめ，その値より原試料中のＣｈｏの

濃度を計算した。

髄液のＣｈｏの濃度は１座Ｎ以下

（定量は困難）から７“Ｍ以上までの

範囲に分布し，２－４〃Ｍに最も集中し

ていた。疾患の種類による有意な高低

は認められなかったが，血液脳関門障害

の指標である蛋白量の増加はＣｈｏ高値と

一致していた。

Fig.１．

１sotachophe

cerebrOspin

underthec

employed・

ｚｏｎｅｗｊＬｔｈｔ

ｏｆＯ,２６cor

choline．

Ｊ【】Ⅲ【ロ．Ｌ【

】ＥａⅢ

［対象及び方法］

対象：種々の中枢神経系疾患の患者５８人（男２７，女３１）より得られた

６５検体の髄液を試料とした。

方法：試料（2.5-4.5ｍl）とlNTAPSbuffer（ｐＨ8.5)を１:１（v/v）に混合

し，更にその混合液に等量のジクロルメタン（2111ＭＤＰＡを含有）を加えミキサー

でかくはんし放置後，下（有機）層を採取して減圧乾固し，１００mのアセトン

に溶解し，４０皿を注入した。分析は島津ＩＰ－２Ａを使用し，０．５ｍｍＸ４ｃｍ十

ｌｍｍＸｌ５ｃｍの細管中で，先行液として0.005Ｎ酢酸カリウムー酢酸(ｐＨ４．０)，

終局液として０．０１DL-カルニチン塩酸塩を各々用いて行い，電流は初期７分間は

200ノＬＡ，以後は100州とし，チャート速度４０ｍｍ/minで電位勾配の変化を検出

した。分析系は，Ｏｋｉｅｔａ,?)の方法と基本的に同じである．

［参考文献］

l）Ｋａｒｌ６ｎＢｅｔａ１．，１m：Ｈｅｎｉｎｌｅｄ・HandbookofChemicalAssayNethods，
ＮｅｗＹｏｒｋ，ＲｅｖｅｎＰｒｅｓｓ，１９７４，１６３－１７９．

２）ＯｋｉＹｅｔａｌ．,ＪｐｎＪＬｅｇａｌＮｅｄ４２，１－１２（1988）

3）ＨｉｒａｏｋａＡｅｔａｌ，Ｐｒｏｃ、５thAsianPacificConClinBiochem（Kobe，Japan〉
Ｓｅｐ２９－Ｏｃｔ４，1991），Amsterdam，E1sevier，inpress．

本稿の一部は第５回アジア太平洋臨床生化学会にて発表した。
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皇等迄謹冨琶至気鳶永重力宝去乙こよる

ミンフアニノイ上牛勿どわつき舌寺谷〔Ｄクナフ柄Ｆ

ＡＮＡＬＹＳＩＳＯＦ

ＢＡＴＨＳＢ Ｙ

ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

ｌ<AYO|<０１<OJl1vlA

(島津・応技）○児嶋佳世子

Ｃ Ｙ Ａ Ｎ Ｉ Ｄ Ｅ Ｐ Ｌ Ａ Ｔ Ｉ Ｎ Ｇ

ＩＳＯＴＡＣＨＯＰＨＯＲＥＳＩＳ

Dep．，ＳｈｉｍａｄｚｕＣｏ．

Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｌ‐ｃｙａｎｉｄｅｃｏｍｐｌｅｘｉｏｎｓａｎｄｏｔｈｅｒａｃｉｄｓ

ｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎｃｙａｎｉｄｅｐｌａｔｉｎｇｂａｔｈｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｗｉｔｈｉｎ２０

minutesbyisotachophoresis･

Theconcentrationsof［Ag(CN)1]~，ＣＯ:‐ａｎｄｆｒｅｅＣＮｉｎＡｇ
ｐＩａｔｉｎｇｂａｔｈｓｏｂｔａｉnedbyisotachophorCsiswerevirtuａｌｌｙ

ｉｄｅｎｔｉｃａｌｔｏａＩｍｏｓｔｔｈｅｓａｍｅａｓｔｏｔｈｏｓｅｆｏｕｎｄｂｙｔｉｔｒａｔｉｏｎ．

叉 ．Ｃまじみ わ 瞳 こ

めっき技術は近年急速に進歩・発展し，従来の装飾・防食を目的としたものから，さま

ざまな用途をもった機能めっきへと広がりをみせている。機能めっきでは皮膜の電気的・

磁気的特性や機械的特性，光学的特性が重要となるが，皮膜特性はめっき浴の組成に大き

く依存している。このため，一定品質の析出皮膜を得るためにはめっき浴構成成分のきめ

細かな分析が必要となる．

本シンポジウムでも第６回，並びに第８回と等速電気泳動法によるニッケルや銅めっき
浴の分析や合金皮膜の剥離液分析などについて報告してきたが，今回は一価金属とシアン

の錯塩から構成されているシアン化物めっき浴の分析について検討した．

２‐ヨミ馬食

等速電気泳動分析装置：島津製作所製キャビラリ等速電気泳動分析装置ｌＰ－３ＡＤ，
キャピラリチューブ‘：０．７め×80Ⅲ＋０．５②×16()Ⅲ，検出器：電位勾剛検出器ＰＧＤ，
リーディング電鯛液：塩化物イオンをリーディングイオンとし，β一アラエン，ご一ＡＣ

Ａ，ヒスチジン，アメジオール左カウンターイオンとした水溶液，もしくは水一アセトン
混合液。

めっき液：金めっき浴（無電解金浴，硬質金－ごIバルト合金浴，半導体工業用金浴，装
飾用金浴），銀めっき浴（装飾用銀アルカリ浴，工業用銀中性浴），銅めっき浴（青化銅
浴，瀧鉛一銅合金浴）
冬罫一分号港斤蒜吉男芝・二三考舞茎

①金めっき液金めっき液中の金の塩としてはヒ素等との合金めっきで用いら
れている亜硫酸金ナトリウムやアスコルビン酸を還元剤とする無電鰯めっきで用いられて
いる塩化金ナトリウムもあるが，一般にはシアン化金カリウムの形で使用されている。い
ずれの塩の場合も金は錯塩左形成し，陰イオンとして存在す石が，今阿は無電解めっき亜
リン酸浴の分析例をＦｉｇ．１に，瓶髄金一コバルト合金めっき浴の分析例をFig.２に示す。
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TabIcl装飾用銀めっき浴の定量結果

（ｇ／Ｌ）

②銀めっき液銀めっき液にはヨウ化カリウムを多量に含むめっき浴で硝酸銀

やメタンスルホン酸銀を銀塩として用いたものも報告されているが，大部分はシアン化銀

が用いられている。装飾用アルカリ浴の等速電気泳動法での定量結果潅湿式分析法と比較

してTablelに示すが，両者の値はよく一致した。また，リードフレームのめっきに尾い

｣Ｏ】

１１ １３ｍｉｎ

銀め､うき中性浴の分析例

［

綴；潟啓二湿式分析法について御指導頂さました東京都立工業技術センター・無機化学
郷の斉藤様，古沢様に深く感謝致します。

③銅めっき浴銅めっきは電気伝導性や熱伝導性に優れている上，柔らかく

加工しやすいため，使用頻度の高いめっきでｂ電気めっき，無電解めっき共に広範囲に使
用されている。

電気めっきとしては，ピロリン酸銅浴，酸性硫酸銅浴，ホウフッ化銅浴の他に均一電着

性に優れたシアン化銅浴が使用されている。このめっき浴は銀アルカリ浴と同じ電解液を

使用して，シアン化第一銅，遊離シアン化物，炭酸イオンを同時分析す患ことができた。
４．姦吉喬翁

シアン化物めっき浴柵成成分の定鐘を等速電気泳動法を用いて検討したが，簡便かつ迅

速に定量できた。また，一部の結果は湿式分析法とも比較したが，両者はよく一致した。

１５１７ １ ９ ２ １ ｍ ｉｎ ｌＯ１２１４１６１８ｍｉｎ

Ｆｉｇ．１無電解金めっき浴の分析傍リＦｉｇ．２硬質金一コバルトめっき浴の分析例

２
９
４

１
３
？

９

Ｆｉｇ．３

られる工業用中性銀めっき浴の分析例をＦｉｇ．３に示す。 Ｐ Ｃ 芽

ＥＤＴＡ
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とするキヤピラリ等涛電.気慾勲
（㈱島津製作所応用技術部）○日根隆、八木孝夫

CAPILLARYISOTACHOPHORESISWITHSURFACTANTASCOUNTERION

TakashiHINE，ＴａｋａｏＹＡＧＩ

ShimadzuCorporation・ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＤｅｐａｒｔｍｅnｔ

Ｉｎｃａｐｉｌｌａｒｙｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｍｏｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｓｏｍｅｉｏｎｓａｒｅｃｏｎｔｒｏｌｅｄｂｙａｃｏｕ－

ｎｔｅｒｉｏｎｉｎｌｅａｄｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ・ＴｈｅＲＥｖａｌｕｅｓｏｆａｌｉｐｈａｔｉｃ,ａｌｋａｎｏｌａｎｄａｒｏｍａｔｉｃ

ａｍｉｎｅｓｗｉｔｈｔｈｅａｄｄｅｄＳＤＳａｎｄａｌｉｐｈａｔｉｃｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｓｗｉｔｈｔｈｅａｄｄｅｄＤＴＭＡｉｎ

ｔｈｅｌｅａｄｉｎｇelectrolyteswereinvestigated・Ｔｈｅｍｏｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ

ｉｏｎｓｗｅｒｅｉｎｆｌｕｅ､ｃｅｄｂｙｔｈｅｕｓｉｎｇｏｆｔｈｅａｎｉｏｎｉｃｏｒｔｈｅｃａｔｉｏｎｉｃｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓａｓ

ｃｏｕｎｔｅｒｉｏｎｓ．

１．はじめに

等速電気泳動法において分析対象イオンの移動度をコントロールする手段の一つに、リ

ーディング電解液のカウンターイオンとの相互作用を利用する方法がある。これは分析対

象イオンとカウンターイオンとの錯形成、イオン対、化学反応などによるものである。す

でに、錯形成を利用したモノヌクレオタイドの分析'）や還元反応を利用した鉄イオンの分

析2)などについて報告をおこなってきた。一方、界面活性剤は電位勾配検出器（ＰＧＤ）

における分極などによる電位の乱れや電気浸透流の軽減により、イソタコフェログラムの

質を向上させる働きがあり、しばしばリーディング電解液に添加され使用されている。こ

の場合、分析対象イオンの移動度に影響を及ぼさないノニオン系界面活性剤が用いられる。

今回、分析対象イオンと相互作用を有するカウンターイオンとしてアニオン系、ならび

にカチオン系界面活性剤を選び、陽イオン分析と陰イオン分析への適用性について検討を

おこなった。

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、泳動チューブには内径０．７ｍｍ、長さ８０ｍｍ

（ＰＴＦＥ製）と内径０．５ｍ、長さ１６０mｍ（ＦＥＰ製）とを直列に接続し、①陽イオ

ンと②陰イオンの分析について検討した。試薬はすべて市販のものを購入して使用した。

①陽イオン分析リーディング電解液は１０，M一水酸化カリウム・酢酸（ｐＨ５．０）

水溶液を基にドデシル硫酸ナトリウム（以下ＳＤＳと略す）を１～１０，Mの範囲で添加し
用いた。ターミナル電解液は１０，M一塩化カルニチン水溶液を使用した。試料として６種
の脂肪族アミン、３種のアルカノールアミンおよび５種の芳香族アミンを選び、検討をお
こなった。

②陰イオン分析リーディング電解液は１０，M一塩酸・クレアチニン（ｐＨ４．５）水
溶液を基に、一ドデシルトリメチルアンモニウムクロライド（以下ＤＴＭＡと略す）を１
～１０，Mの範囲で添加し用いた。ターミナル電解液には１０ｍＭ－ＭＥＳ・トリス（ｐＨ７．
０）を使用した。試料として９種の直鎖脂肪族カルポン酸を選び、検討をおこなった。

－５－



６

水性の強いイオンの移動度に対して大きな影響を及ぼすことが観察された。

６
５５

９
１１

８ 1０８

/6
／

７／７
／

ノ

８
７

７

４
３

３．結果および考察

①陽イオン分析検討をおこなった各種アミン類は、泳動中にＳＤＳの影響を受けて移

動度が変化する。Ｆｉｇ．１にＳＤＳの各濃度における各種アミン類のＲＥ値の変化を示した。

各ＲＥ値はＮａイオンにより補正をおこなった。アルカノールアミンのＲＥ値の変化は少

なく、脂肪族アミンおよび芳香族アミンのＲＥ値の変化は大きかった。６，M以上のＳＤＳ

添加において、各成分の移動度の変化が小さいのは、これ以上の濃度においてＳＤＳが飽

和になるためと考えられる。以上のように、疎水基を有するアミン類のＲＥ値に及ぼすＳ

ＤＳの効果が観察された。

②陰イオン分析Ｆｉｇ．２にＤＴＥＡ添加による各種直鎖脂肪族カルポン酸のＲＥ値の変

化を示した。各ＲＥ値はリン酸イオンにより補正をおこなった。Ｃ－６（ｎ一カプロン酸）

まではＲＥ値の変化は認められないが、Ｃ－７（ｎ－へブタン酸）以上では急激なＲＥ値の

増加が見られた。

このようにリーディング電解液に添加されたアニオン系、カチオン系界面活性剤は、疎

４
３
２

０ ２４６８１００２４６８１０

ConcentrationofSDS（ｍＭ）ConcentrationofDTMA（ｍＭ）

Ｆｉｇ．１ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＤＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ Ｆｉｇ、２ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤＴＭＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｔｏＲＥｖａｌｕｅｓｏｆａｍｉｎｅｓａｔｐＨ５．０．ｔｏＲＥｖａｌｕｅｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｓａｔｐＨ４．５．
１：Ｎａ２:Ｄｉｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ３:Ｔｒｉｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｌ:Phosphoricacid2:Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ３:Ｖａｌｅｒｉｃ
４：ｎ－Ｂｕｔｙｌａｍｉｎｅ５:ｎ－Ａｍｙｌａｍｉｎｅ６:ＡｎｉＩｉｎｅａｃｉｄ４:Ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄ５:Ｈｅｐｔａｎｏｉｃａｃｉｄ
７:N-n-Butylaniline8:Terminal(Carnitine）６:Caprylicacid7:Terminal(MES）
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（共立女子短大）○津田淑江、山田正子、中津勇二
ANALYSISOFMETABOLISESINSOMECHEESEBYISOTACHOPHORESIS

(KyouritsuWomen'ｓUniversity）OToshieTSUDA，NasakoYANADA
andYujiNAKAZAWA

LowmolecularWeightpeptides(LMWP）inCamembertcheesewereextractedand

groupfractionatedbyapplicationofthemolecularsievingpropertiesofDowex‐
５０．LNWPencludedthecompoundswithamolecUlarweightlessthanlOOO・

ThefractionatedeXtractsWereanalysedbylsotachophoresis，Theleading
electro1ytesystemscomprisedO･O1NhydrochloricacidsolutionsandthepHL９．３
and９．５wereadjustedbyaddingethanolamine，respectively・Theterminatingele‐
ctro1ytewasO､01Ｎβ‐alanine，ｔｈｅｐＨｂｅｉｎｇａｄｊｕｓｔｅｄｔｏｌＯｂｙａｄｄｉｎｇbariumhyd‐
roxide．β-alaninewasusedastheinternalstandardforgettingpreciseREval‐
ues・Themainobjectivesofthisstudyweretocomparetheeffectsofripening
conditionsonproteolyticchangeｓｂｙｓｐｅｃｉｆｙｉｎｇｔｈｅＲＥvaluesofsamplesversus
thesimulatedonesofaminoacids，dipeptides，andorganicacids．

良質な牛乳にスターターとレンネットを添加し、凝固したカーＦから作られた生チーズ
は、熟成させることによってはじめて風味のあるチーズとなる。熟成中においてスタータ

戸０

－として添加した微生物の諸酵素並びにレンネットが徐々に乳成分を分解し、さらにこれ
らの分解物を生存している微生物が発酵して高分子ペプチＦ、低分子ペプチＦ、アミノ酸
そして低分子の有機酸などへと順次加水分解されていく。これらの分解生成物の複雑な組
合せ、特にタンパク質分解は、それぞれのチーズのテクスチヤー、チーズ臭などの特有の
風味を生む要因となっていることが知られている。

チーズ中に存在する加水分解物のパターンを比較することは、チーズの特性と熟成過程
を知る上で重要なことと考えられる。この進行状況はいくつかの方法により検討されてい

る。例えば様々な濃度のトリクロル酢酸のような試薬で分画する方法、限外漁過クロマト

グラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー、種々の電気
泳動がある。しかしながら、これらはチーズの熟成初期に起こるカゼイン分子のペプチＦ

結合の加水分解を検討したり、様々なチーズ間の加水分解のパターンを比較するときに限

界がある。細管式電気泳動法は電荷を持つ低分子物質を、迅速で再現性のある分析手段と

して注目されている。本研究においては、細管式電気泳動法を用いてチーズ中の低分子ペ

プチドの分離定性を行い、チーズ製造過程中のタンパク質の変化を検討した。

【実験方法】

分析装置：島津細管式電気泳動装置1.P､-3Aを用い、検出には電位勾配検出器および紫外

部吸収検出器を用いて実験をおこなった。またコンピユータシミュレーションデーター

バンクとしては木曽らが開発した"SIPS-1"を用い、コンピューターはNEC-PC9801-RA,NEC‐

N-5913L,PC-PR201-V2を用いた。

試料：市販カマンベールチーズ、及び熟成中のカマンベールチーズを試料とした。

－７－
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【結果及び考察】

泳動条件：広川らは28種類のジペプチドの泳動をNC及びpKa値を用いてコンピューター

シミュレーションを行っている。そこで本研究においては広川らがシミュレーションに用

いた条件で泳動を行った。すなわちリーディング液として0.01N塩酸一エタノールアミン

(pHL9.3およびpHL9.5)を用い、ターミナル液としては0.01Ｎβ‐アラニン(pHT10.0)を用いた。

各物質の同定にはβ‐アラニンをインターナルスタンダードとして、ＲＥ値を計算した。試

料の調製：チーズ中のタンパク質やペプチＦは大きさ、溶解度、構造の点からみると非常

に多様なので、窒素化合物を分析する際には、あらかじめ均一な分画に分ける必要がある

とされている。そこでトリクロール酢酸を用いて抽出した試料溶液を、Dowex-50を用いた

多段式カラム測定法による分子ふるい分析を行い、Ｘ-16、X-12、Ｘ－８に分画した。それぞ

れの分画中のトータル窒素量、アミノ態窒素量より、それぞれの重合度はX-16は1.2～2.2、

X-12は3.5～4.4、X-8は5.5～7.4と推定した。この重合度別に分別された試料についてＩ.Ｐ・

分析及びアミノ酸分析を行った。

代謝物質の同定：等速電気泳動における定性分析では、標準試料との直接的比較によ

り同定されることが多い。今回はコンピューターシミュレーション法の活用により、等速

電気泳動分析中における分離ゾーンの定性分析を行った。すなわちデーター(REBANK)の使

用によりｐIIL7.2、ｐＨL8.7、ｐＨL9.3、ｐＩＩＬ9.5におけるアミノ酸、ジペプチド、有機酸のＲＥ値

を算出した。このRE値と実際にチーズから抽出した各分両液を泳動分離したときに得られ

たＲＥ値とを比較し定性を試みた。データーファイルからのＲＥ値と実測値はFig.1に示すと

うりである。ｐＨL9.3の条件時のNo.3、No.4及びpHL9.5の条件時のNo.D、No.EのRE値を示す
泳動物質はX-16の分画にのみ現れた。

Fig.２はこれら各分画をアミノ酸分析槻によって分析を行った結果である。X-16の分画中

に特異的に多いアミノ酸はリジン、ロイシン、グルタミン酸であることが分かる。ＲＥBANK

から得られたリジンのRE値は7.39(pHL9.3)、6.69(pIIL9.5)であり、今回使用したターミナ

ルイオンのβ‐アラニンのRE値より大きかった。一方、ロイシンのRE値はNo.4、No.Eの実測
RE値に近い値を示した。またロイシンーロイシンのジペプチドのRE値もNo.3、No.Dの値に
近かった。No.1,2及びNo.Ａ,Ｂ,Ｃはセリン、グルタミン、アスパラギン、ロイシンーチロシ

ンのRE値に近いものがあり、pHLを替え更に分解物質の定性の検討を行っていく予定である。
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ﾌI亥夫然米斗l琴壱？夜にリゴ雪金ﾉ霞イオンＣＤ

］［Ｐ－ＰＩＸＥｸﾗｰﾌt斤くⅢ＞

（広島大工）○広川健･吉田智･田中勇･中村謙一郎･西山文隆･木曽義之

ＳＴＵＤＹＯＦＩＳＯＴＡＣＨＯＰＨＯＲＥＴＩＣＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮＯＦＭＥＴＡＬＩＯＮＳＩＮＡＷＡＳＴＥ

ＧＥＮＥＲＡＴＥＤＩＮＮＵＣＬＥＡＲＦＵＥＬＣＹＣＬＥＢＹＭＥＡＮＳＯＦＰＡＲＴＩＣＬＥＩＮＤＵＣＥＤ

Ｘ－ＲＡＹＥＭＩＳＳｌＯＮ，Ｔ・Ｈｉｒｏｋａｗａ，Ｓ・Ｙｏｓｈｉｄａ，１．Ｔａｎａｋａ，Ｋ，Ｎａｋａｍｕｒａ，

Ｆ・ＮｉｓｈｉｙａｍａａｎｄＹ・Ｋｉｓｏ

ＡｐｐｌｉｅｄＰｈｙｓｉｃｓａｎｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
ＨｉｒｏｓｈｉｍａＵｎｉｖ．，Ｈｉｇａｓｈｉ－ｈｉｒｏｓｈｉｍａ７２４ｊａｐａｎ

ＡＢＳＴＲＡＣＴ－Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒｏｆ
ａｎｕｃｌｅａｒｆｕｅｌｗａｓｔｅ，ａｍｏｄｅｌｓｏｌｕｔｉｏｎＳＷ－１１ｆｒｏｍＰＲＮｗａｓｆｒａｃｔｉｏｎａｔｅｄｕｓｉｎｇａ

ｍｉｃｒｏ－ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅａｐｐａｒａｔｕｓ・Ｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓｅｐａｒａｔｅｄｚｏｎｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙ－
ｚｅｄｏｆｆ－ｌｉｎｅｂｙｍｅａｎsofParticlelnducedX-rayEmission（ITP-PlXE）ａｎｄｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｒｄｅｒａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄ・ＧｏｏｄｓｅｐａｒａｂｉｌｉｔｙＷａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｗｈｅｎａ－ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘ－ｆｏｒｍｉｎｇｒｅａｇｅｎｔ，
ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇｔｈｅｐｒａｃｔｉｃａｌｕｔｉｌｉｔｙｏｆｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓｆｏｒｔｈｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ、

１．電気泳動分析において､電位勾配・電気伝導度などの汎用検出器による検出法では類

似の定性指標を与える物質については定性定量に際して問題を生じる事がある。このよ

うな場合に正確芯分析を行うためには試料に特異的な検出法を用いる必要がある。有機

物質ではＵＶ／ＶＩＳの吸収波長の相違に基づく３次元エレクトロフェログラムの利用

などが考えられ実用に供されているが金属イオンが試料である場合には応用できない事

が多い。このような場合に対処する方法として演者らは等速電気泳動（IP）法と粒子励

起Ｘ線分析（PIXE）を組み合わせた分析法を開発し希土類を初め種々の試料中の微量成

分分析に適用できることを示した。本法は等速電気泳動分離した試料ゾーンを分取し成

分をオフラインでＰＩＸＥ分析するもので、この組合せによりＩＰ法の泳動挙動など基礎

的な情報を精度良く得る事ができる他､単独での分析法としての欠点を相互に補って高精

度の分析が可能になる。特に複雑な試料系においては非常に威力を発揮する。

昨年来分析対象としている核燃料再処理廃液模擬試料は､使用済み核燃料（Ｕ）を数年

間冷却後Ｕ・Ｐｕを分離した後に残る廃液の模擬試料であって､約３０種の陰陽金属イオ

ンを異なる割合で含む。主成分はＮａの他種々の希土類元素である。現在この模擬試料

の等速電気泳動挙動の解明に本法を適用し､長寿命核種（Ｃｓや超ウラン元素等）の処理

や有用核種の分離分取の可能性について検討している。

２．核燃料再処理廃液の模擬試料SW-11は動力炉・核燃料開発事業団人形峠事業所より提

供していただいた。小量の沈澱はあらかじめ口過してあり、ロ液を分析試料とした。Ｔａｂ

ｌｅｌに分析に供した試料の組成を示した。カチオン分析に使用したリーディング電解液

は２０ｍＭＮＨ４０Ｈで錯形成剤α‐ヒドロキシイソ酪酸（ＨＩＢ）を５，Mおよび１０，M添

加後､酢酸を加えてｐＨを４．８とした。比較のためＨIBAを添加しない系についても実験

を行なった。使用したターミナル電解液はｌＯｍＭ塩酸カルニチンで、これらの電解液系

の組合せではカチオン．アニオンの両方に対して等速電気泳動が起こる（Bidirectional

lsotachophoresis､詳細については講演７の要旨を参照）。

分取用等速電気泳動装置は我々 の研究室で製作したものを使用した。分離管は内径1ｍ
ｍ長さ４６ｃｍと内径0.5mm長さ３０ｃｍのPTFE管を接続したものである。泳動電流は15叩Ａ
である。分取にはリーディング電解液のカウンターフローによる方式を使用した。一フ

ラクションは約５〃ｌで約１０秒毎に分取される。各フラクションはニユクリポアフイル

－９－
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Table１．模擬廃液ＳＷ－１１の組成（ｌ／５０希釈）
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夕一（厚さ５ノリ、、ポアサイズ０．５〃、）上に滴下し乾燥後ＰＩＸＥ分析した。

３．これまで明らかになった事は次のとおりである［１］◎

ｌ）ＨＩＢの添加は分離能向上に有用であるが､試料系には重希土が存在しないためＨＩ

Ｂ無添加でも比較的良好な分離挙動が見られた。

２）成分のうちＣｓ、Ｒｂ、Ｂａ、Ｓｒ、Ｎａ、Ｍｎ、Ｎｉ、Ｌａ、Ｃｅ、Ｐｒ，Ｎｄ、Ｓｍ、Ｅｕ、

Ｇｄ、Ｙ等のカチオンとしての回収率はＨＩＢの添加量に依存せず100%であった（Table

２）。ただしＣｓ､ＲｂはＮＨ４＋リーディングイオンを追い抜いてゾーン電気泳動する。

２）その他の元素でカチオンとして泳動したものはＦｅをはじめコロイド化しており、そ

の回収率は２０－６０％程度の範囲で変化した。またコロイド部分の回収率は実験毎に

変動がみられた。このような挙動をする元素はＦｅ、Ｒｕ、Ｒｈ、Ｐｄ、Ｆｅ、Ｃｒ、Ｚｒ、

Ｍｏ、Ｓｅ、Ｔｅ等で第Ⅷ族元素が主成分であった。

３）未回収の成分はアニオンとして泳動しているものもあったが（Ｍｏ＞＞Ｚｒ＞Ｆｅ）

多くは電気泳動しない非イオン性成分と思われる。

４）模擬試料に対する分離能は約１必、Ｃｌ／Ｃであった。

現在以上の知見を基に、２次元電気泳動装置による連続処理の基礎的研究を行ってい

る。なお本研究の一部は動燃の受託研究によるものである。記して感謝致します。

1)Ｔ・Hirokawa，Ａ・Ｉｊｙｕｉｎ，Ｓ・Yoshida，Ｍ,Ueda，Ｆ・NishiyamaandY､Kiso，

Ａｎａｌ､Ｓｃｉ．，（1991）tobepublished．
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OPTIMIZATIONOFISOTACHOPHORETICＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮＯＦＲＡＲＥＥＡＲＴＨＩＯＮＳ
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ＡｐｐｌｉｅｄＰｈｙｓｉｃｓａｎｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

ＨｉｒｏｓｈｉｍａＵｎｉｖ.，Ｋａｇａｍｉｙａｍａｌ，Ｈｉｇａｓｈｉ－ｈｉｒｏｓｈｉｍａ７２４Ｊａｐaｎ

ＡＢＳＴＲＡＣＴ－Ｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｔｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｆｏｕｒｔｅｅｎｒａｒｅｅａｒｔｈｃａｔｉｏｎｓ

ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇｗｉｔｈａ－ｈｙdroxyisobutyticacid(HIB）wasstudiedinrelationtothe
separａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ・Ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｆｆiciencyofequimolar

neighboringlantanoidsvarieddiscontinuouslybutperiodicallyformingfour
differentgroups(tetradeffect)．Forbinarymixtureofneighboringrａｒｅｅａｒｔｈ
ｃａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｓｅｐａｒａｂｉｌｉｔｙｗａｓａｌｍｏｓｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅａｓｓａｍｅａｓ

ｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅｃａｓｅ．

1．ヒドロキシイソ酪酸（HIB）を用いた錯形成の平衡を利用した14種希土類カチオンの分
離は等速電気泳動の代表的な応用例である。希土類の分離にはリーディング電解質のｐＨ

とHIBの濃度が影響を与える。錯形成平衡に関連する分離の原理についてはすでに明らかに

なっているが、各元素の分離能についてはEuとGdが分離しにくいとの知見以外には詳細は

知られていない。試料のオーバロードは分離分析法においては致命的であり、実試料の分

離分析の最適化に当たって試料の分離能に関する知識は極めて重要である。我々はＩＰ分

取した試料ゾーンをPIXE分析する方法を開発しているが、試料中での微量成分の正確な定

量には分離能の知見は不可欠である。そこで原子番号が隣あった二成分希土類（等モル）

の分離能を正確に測定したところ分離能が原子番号によって周期的に変化する現象（テト

ラド効果）を初めて見いだした。試料成分数と成分比の希土類分離能への影響も等速電気

泳動(lTP)と粒子励起Ｘ線分析(PIXE法)を組み合わせた分析法i)により明らかにした。

2．使用したリーディング電解質は10mMHIBを含む20,Mアンモニア溶液で、ｐＨを酢酸によ

り４．８０に調整した。ターミナル電解液は10,M塩酸カルニチンであった。電気浸透流を抑え

るためリーディング及びターミナル電解質に(0.2%)HPCを添加した。等モル２成分試料の分

離能の測定には島津-2Aを使用した。また微量成分の成分数と成分比の分離能への影響を調

べるため本研究室で製作した分取用等速電気泳動分析装置を使用した。試料注入から分取

終了まで要する時間は約50minであった。分離用細管は内径1mｍ（長さ１６ｃｍ）と内径0.5ｍｍ

（長さ３０ｃｍ）のPTFE管で、分離したゾーンをリーディング電解液のカウンターフロー（３

０皿/分）により液滴（5.4皿）として分取した。

3．分離能の測定のため二成分希土類カチオンの等モル混合試料についてイソタコフェログ

ラムを測定し、混合ゾーンが形成され始める注入量と電気量からを分離能を求めた。得ら

れた結果をFig.１に示した。一番分離しにくいEuとGdの分離能は30nmol/CであったｏFig.１

において注目すべきは分離能は希土類元素の原子番号に従って周期性に変化するというこ

とである（テトラド効果）２)。二成分希土類混合試料の分離能は簡易法によると、近似計

算値をFig.１Iこようになると推測される。Fig.１からEu-Gd以外の混合試料の近似計算値と測
定値は良く一致している。Eu-Gdの混合試料を除いて計算すると平均偏差は13%であった。
成分数と成分比の希土類分離能への影響を調べるためLaを多量成分、他の13種等モル希

土類を微量成分とする14種希土類混合試料について成分比を変化させて実験を行ったｏＬａ
とCeの実効移動度の差が一番小さいので、ここで特にLaとCeの分離を注目して検討した。
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とＣｅの実効移動度の差が一番小さいので、ここで特にLaとＣｅの分離を注目して検討した。

Fig.２に14種希土類を全て混合した試料について分離能の試料成分比への依存を示した。F

ig.２から試料成分比の増加に従って分離能が減少している事が分かる。徐々に成分比の影

響が小さくなって、分離能は限界値に近づいた。Fig.２に示した分離能（試料総量）から計

算した混合試料中でのＬａとＣｅの分離能をFig.３に示した（曲線No.２）。興味深いのは試料成

分比の増加に従って、１４種希土類の混合試料中でのＬａとＣｅの分離能も増加した事である。

Fig.３にLa、Ｃｅと共存する１２種希土類カチオンの総量を示した。Ｌａ,Ｃｅの分離能は他の共存

成分の割合の減少に伴って増加していると考えれる。一方、Ｌａを多量成分とするＣｅとの二

成分混合試料の分離能もFig.３に示した。二成分混合試料の場合、分離能は成分比の影響を
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ｖｉｏｒｅｔｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｂｅｈａｖｉｏｒｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｉｎ

ｏｒｄｅｒｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏnalisotachophoresis，

１．通常使用されている等速電気泳動の電解液系ではアニオンまたはカチオンのどちらか

の成分が等速電気泳動する。しかしリーディング電解液とターミナル電解液をうまく選択

し、適当に組み合わせることによって双方向の等速電気泳動現象が起こり、適当な検出法

を適用すればある試料中のアニオン、カチオン両成分の同時分析が可能である。また高レ

ベル再処理廃液のようにアニオン、カチオン、中性成分を含む試料を効率よく分離・分取

するには双方向等速電気泳動法（双方向ＩＰ法）の使用が不可欠である（詳細は講演５の

要旨を参照）。今回、モデル試料としてアニオン、カチオン染料を用い両方向への泳動状

態を追跡し界面速度を解析して、等速電気泳動平衡が成立しているかどうか検討したので

報告する。
clccI『odesolulionleleclrodesoMion2

２．双方向ＩＰ法での電解液系の

模式図をFig.１に示した。図ではｅ

電解液１にＫＯＨとカプロン酸を、

電解液２にＨＣｌとβ‐アラニンｅ
を用いている。通電後、カチオン

分析のリーディング（Ｌ+）とし
Ｅ

てはＫ＋、ターミナル（Ｔ＋）とし

てはβ‐アラニンが相当し、この

間をカチオン性試料イオンが泳動

ＫＯＨ／Ｃａｐ

←Ｋ＋

Ｃａｐ－→

←β-Ala＋

Ｃａｐ－→
０

β一Ala/ＨCｌ

←β-Ala，

ｃａＰ－→

←β-Ala．
Ｃ１－→

④

④

Ｘ
o

する。逆にアニオン分析のリーデ p-Ala：p-A1anine

イング（Ｌ‐）にはＣｌ‐が、夕一ｃａｐ：Qproicacid

ミナル（Ｔ~）にはカプロン酸が Ｆｉｇ．１Ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓの模式図

相当しこの間をアニオン性試料イ

オンが泳動する。ここで両方向に進むターミナルイオンは逆方向でのバッファーにもなる
ことがわかる。そのためこれら各イオンの実効移動度、ｐＫａを考慮して電解液系を選択
する必要がある。

今回、使用した電解液系はTable､１のＡ、Ｂの系である。電解液Ａは５ｍＭＫＯＨを
ｐＨ４．８（カプロン酸）に調整し、電解液Ｂは５ｍＭＨＣｌをｐＨ３．６（β‐アラニン）
に調整し、Fig.１の模式図と同じ系で行った。また電解液Ａ、Ｂともに粘性剤として０．１
ｗｔ％のヒドロキシプロピルセルロース（ＨＰＣ）を添加した。

モデル試料にはアニオン成分としてＳＰＡＤＮＳ（Ｓ）、ピクリン酸（Ｐ）、モノクロ
ロ酢酸（Ｍ）を、カチオン成分にはトルイジンブルー（ＴＢ）、アストラゾンピンク

－１３－



（ＡＰ）、トリス（Ｔ）を使用した。

電位勾配検出器（ＰＧＤ）を用いた測定には島津ＩＰ－２Ａを、分離過程の測定には走

査型ＵＶ検出装置を用いた。後者は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I）。分離用細管には

石英チューブ（0.66ｍｍ０．，．ｘ0.53ｍｍＩＤ.）を使用した。走査距離は３２０ｍｍで１走査に

要する時間は１２秒で、この間５３３３個のデータを取り込む。ＵＶ光源には重水素ラン

プを使用し、色ガラスフィルター（入max:330,m）を併用した。

３．Fig.２に分離管の中央から泳動させたＡＰとＰのＵＶフェログラムを示した。また、

Fig.３にそのときにＰＧで得られたフェログラムを示した。７５ｎｍｏｌのＡＰと２５ｎ

ｍｏｌのＰを分離管中央までターミナル液で送液後泳動させると、ＡＰは一電極側へ、Ｐ

は＋電極側へ等速電気泳動のゾーンを形成し泳動していくことがわかる。またＰＧフェロ

グラムにおいてもFig.１の原理図と同じような結果となった。

実際に双方向ＩＰ挙動を行っているかを実証するためにTable.lの電解液Ｃ、Ｄを用い

て比較実験を行った。電解液Ｃ、Ｄは通常のＩＰ法で用いる系である。これらの系（電解

液Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）で試料の界面速度を測定し比較した。試料はアニオンとして各２０ｎ

ｍｏｌＳ、Ｍ、Ｐ３成分、カチオンに
－電極側＋電極側

(ま各２０ｎｍｏｌＴＢ、Ｔ、ＡＰ３成

分を用いた。その結果、アニオン成分 ８００

の界面速度は約２％、カチオンについ

ては約５％の誤差でほぼ一致した。ま。６００
○

た分離時間、試料のゾーン長についてミ

もほぼ一致した値を得た｡このことか三‘｡‘
ら電解液ＡとＢを用いることによって

双方向に対する等速電気泳動平衡が成２００

立していることが確認された。

以上挙げた電解液系の他、緩衝剤を

KOH/cap（pH4.8）
IlCl／β－Ala(pH3.6）
KOH/C3p（pH4.8）
lICl／β-Ala(p113.6）

リーディング瑚荷､〔

適切に選びさえすれば広範囲のＰＨ領
ZonelcngIh／ｍｍ

域で双方向Ｉｐ分析を行う事が可能でFig.２BidirectioI1alisotachophoresisによる

ある。なお、応用として２次元電気泳アストラゾンﾝｸとピクリン酸の実測フェログラム

動装置を用いたモデル試料、及びＳＷ
Ｃ１ｐ

－１１中のアニオン、カチオン、そし

刊て中性成分の分離、分取を行った結果

も報告する予定である。
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Ｔａｂｌｅ、１使用した電解液系
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J・Chromatogr.，５３８(1991)403-411.

系

Cap:１０，Ｍ

ターミナル剛補パ

－１４－

Ａ、Ｂの系は双方向ＩＰで使用するⅧ煎系
Ｃ、Ｄの系は通常のＩＰで使用する1mjl揃系

Ａ
８
Ｃ
Ｏ

HCl／β－Ala
Cap/KOH
HCl

Cap

Pic

Ｃｌ

HCl：5,ＭＫOII:5,Ｍβ－Ala:10mハ
HPC:ｑｌＷｔ％（A,Ｂ,Ｃ,Ｄ）

1-「
ｰ

Ｐｂ

内

J､ １１

、00』

二壁貢二三三三三＝蒜
Ｍ１

型、
Ｔ

正

｢巳一三弓

二二二二Ａ'’二当て=＝－＝写 |と二Pic＝

ＪＱ、一一

DＱ－－－－

】
Ｉ

Ｅ－－－一一三
に一～一一ヨ

ロ、－ｰ一
Ｆ

巳一～一一三一一司
Ｅ一一一一一
二一一一一三

－

＝一－三一一一一一

－－－－－＝＝二三＝一コ－ － － 一 一 二 ＝ 三 ＝ 一 コ

■



８

ANALYSlSOFMINORCOMPONENTSBYMEANSOFON-LINEIP-CZE

METOHD

AKIHIROOMORI,TAKESHIHIROKAWAandYOSHlYUKIKISO

apPliedPhysicsandChemistry,FacultyofEngineering，

HiroshimaＵｎｉｖ.，Kagamiyamal,Higashi-hiroshima724Japan

ABSTRACT-0n-linecombinationofisotachophoresis(IP）andcapillaryzoneelectro-

phoresis(CZE）equippedwithadropwisefractionatingdevicewasstudied・Isotacho-

phoreticpreseparationwaseffectiveinthesubsequentCZEseparationandfractio-

nation・Ｉｔｗａｓｓｈｏｗｎｔｈａｔｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｆfectiveinfractionationoflargeamount

ofsamplewithoutmixingofneighboringzones．

１．従来、本研究室では等速電気泳動法（ＩＰ法)により希土類イオン等の分離．分析．分取を

行ってきた')2)。ＩＰ法では、試料は濃縮され実効移動度の順に並び、各ゾーンは連続である。

分取に際して電流効率が良く無駄なフラクションがでない反面、分取する際に隣あったゾーン

の混合を防ぐことはできない。

一方ゾーン電気泳動法(ＣＺＥ法)では試料ゾーンは不連続であり、先の問題は回避できるも

のと考えられるが、ある程度の量の試料を分取するには、太いキャピラリを用いて分離管の体

積を増やす必要がある。この場合、試料は泳動に際して拡散する一方であり、試料を大量に分

取することはできない。この点を解決するためＩＰ法をＣＺＥ法の前処理に用い、濃縮効果に

よりゾーンの拡散を最小限に抑える電気泳動法を試みた（ＩＰ－ＣＺＥ法）。

２．試作した装置の概略図をFig.１に示した。本装置は、ＩＰ、ＣＺＥ、分取の３ステージか

ら構成されている。リーディング電解液(Ｌ）とターミナル電解液(Ｔ)の間にマイクロシリンジ

を用いて試料を注入し、Ｅ１、Ｅ２間に定電流を印加する(キャピラリ内径0.5mm、ＩＰステー

ジ)。試料は実効移動度の差により分離され分岐部(内径0.5mm>まで泳動すると、パルプＳ１と

Ｓ２を切り替え、あらかじめＣＺＥ用の電解液を充填したキャピラリ(内径0.25mm)に流路を変

更し、Ｅ３、Ｅ４間に定電圧を印加する（ＣＺＥステージ）。次に試料は分取部まで達すると、
シリンジポンプから圧送された支持電解質のカウンターフローにより液滴として分取される

（分取ステージ）。

３．試料としてＳＰＡＤＮＳ（Ｓ）、ピクリン酸（Ｐ）、２，４－ジヒドロキシ安息香酸（Ｄ）

を選び、その等量混合物をモデル試料とした。Fig.２に:ＩＰステージの実測フェログラムを示

す。リーディング電解液（Ｌ）は１０，Ｍ塩酸で、ｐＨ３．５にβ一アラニンで調整し、ターミ
ナル電解液（Ｔ),は１０，Ｍコハク酸でｐＨ３．９（β一アラニン）とした。Ｌ、Ｔともに電気
浸透流を防ぐためにＨＰＣ（０．１ｗｔ％）を添加した。ここでＴは、続くＣＺＥステージの支
持電解質と同じである。検出波長は４７０，ｍ、泳動電流１００ノリＡ、試料総量は２０ｎｍｏ
ｌである。図から、各試料ゾーンは連続で鋭い界面を形成しているのがわかる。

次に、分取した各フラクションをＣＺＥ法（ＣＥ８００；日本分光、キヤピラリ１，，．

－１５－



fractionatingdevice

0.05mm×30cm，入＝２１０，m）で分析し、各フラクションごとの試料量を求めたものをFig.３

に示す。分取スピードは１フラクション／３０秒で、１.フラクションは６．４〃ｌである。この

ときの支持電解質は、分取時の条件と同じで、１０，Ｍコハク酸ｐＨ３．９（β一アラニン）、

０．１ｗｔ％ＨＰＣである。図から、ＩＰにより分離された試料がＣＺＥステージに移り、不連

続ゾーンとなり、隣接するゾーンが混合することなく分取できている様子がわかる。また試料

の拡散は十分抑えることができており、ＩＰの濃縮作用が効いていることもわかる。

なお回収率に関しては現在検討中であるが、ＩＰステージとＣＺＥステージの細管接続にデ

ッドスペースは無いため、１００％近いことが予想される。講演では実試料に対する適用例に

ついても報告する予定である。

■■■

■■
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Ｆｉｇ．１Diagramofon-lineIP-CZEapparatusequippedwithadropwise
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APPLICATIONOFCAPILLARYELECTROPHORESlSTOPHARNACEUTlCALANALVSIS(Ⅲ）
DETERNlNATIONOFALI<ＡＬＯｌＤＳＩＮＣＯＰＴＩＳＲＨＩＺＯＮＥＡＮＤＰＨＥＬＬＯDENORONBARK
NobuyukilSHI．ＮorihitoNAKANEandVoshinobuAKADA

FacultyofParmaceuticaISciences･ＴｏｋｕｓｉｍａＢｕｎｒｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、
180,Nishihamabouji・Vamashiro-cho,Tokushima-shi,Tokushima770

SimultaneousdeterminationofInajoraIkaIoids（berberineopaImatineand

coptisine）inCoptisRhizoneaI1dPhelIodendI､()nBarkwereinvestigatedbycapiI‐
IaryeIectrophoresis･FreezonecapiIIaryeIectrophoresiswithphosphatebuffer
atpH5・OgavecomPIeteseparatioI10fthreealkaloi〔ｌｓｗｉｔｈｉｎｌ５ｍｉｎ･ＳａｍｐＩｅｓｏＩｕ‐
ｔｉｏｎｗａｓｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｂyhydI,ostatecmethod･ａｎｄｔｈｅｏｎ－ｃｏＩｕｍｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｐｅｒ‐
formedat214nm・ＴｈｅｃａＩｉｂｒａｔｉｏｎＩｉｎｅｓｏｆｅａｃｈａＩｋａｌＯｉｄｓｇａｖｅｇｏｏｄＩｉｎｅａｒｉｔｉｅｓ
ｏｖｅｒｔｈｅconcentrationrangelO-lOOIjg/m１．Berberine･ｐａｌＩ１１ａｔｉｎｅａｎｄｃｏｐｔｉｓｉｎｅｉｎ
ｖａｒｉｏuscrudedrugdecoctonswasdeteI､ｍｉｎｅｄｗｉｔｈｇｏｏ〔ｌｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉＩｉｔｙ．

［はじめに］

漢方薬は，多くの類似成分を含む複雑なマトリックスを持つため．成分含量を中心とし
た理化学的な品質評価を行うためには．多岐にわたる含有成分を完全に分離する高分離能
を有する分析法が要求される．一方．キャビヲIノー電気泳動法（CZE，CapiIIary
ZoneEIectroPhoresis）は，高い分離能を持つ分離分析法として知られており，特にフリ
ーゾーンで泳動させた場合、分析対象物質をイオン性物質に限定することができ．選択性
の高い分析法と考えられる．しかし．本法による漢方薬の品質評価についてはあまり報告
されていない．演者らは，従来より種々 の生薬及び漢方方剤についてＨPLCを用いる品質
評価について検討しているが，今回，ＣＺＥによる生薬含有成分の分析への適用について検
討した．分析対象生薬としては、多くの漢方方剤に処方されている代表的な生薬であるオ
ウレン及びオウバクをとりあげ,その主要なアルカロイドであるコブチシン．ベルベIノン

及びパルマチンの同時分析について検討した．また，市販製剤中のベルベリンの定量にも
本法を適用したので併せて報告する．

［実験］

装置は，VatersQuanta4000SysteIwを用い，分離用キヤピラIノーは，７５〃ｍ×６０

cｍ（有効長５５cm）のウオーターズ製アキュセッブキヤピラリーを使用した．検出は，装

置に内蔵の紫外部吸収検出器を用い、オンカラム検出法により行い，２１４ｎｍを検出波長と

した．緩衝液は，ｐＨ５．０に調製した５０，Ｎのリン酸緩衝液を使用した．また．泳動電圧

－１７ー



Ａ

ｌ

standards

Coptisine

は．10.00ＫVとした．標準溶液及び試料溶液の注入は、落差法（１０sec.）で行った．標準

物質は．いずれも生薬定量用標準品を使用し,その一定量を精密に量り，水に溶かして定溶

としたものを標準溶液とした．試料は。産地や市場の異なるオウレン７種．オウバク４種

を用い，常法に従い水煎液を調製し，水で定溶とした後，遠心分離して得られた上澄み液

を，アルカロイド含量に合わせて水で希釈し，そのまま試料溶液とした．製剤については．

市販品３種を用い、粉砕後，その一定量を精密に量り．１％ＨＣＩメタノール溶液の一定量を

加え．超音波抽出した後，遠心分離して得られた上澄液をそのまま試料溶液とした．

［結果及び考察］

分離モードは、前処理を簡略化し，試料液中のカチオン成分のみの分析を目的としてい

るため．フリーゾーンで行った．まず、電解液について．緩衝液の種類，イオン強度，ＰＨ

の検討を行った結果，ｐＨ５．０に調製した５０，ＮのIノン酸緩衝液が．演者らが分析対象と

した３種のアルカロイドの分離に最も良いことがわかった．次に，泳動電流について，２

から１８ＫＶまで検討した結果。１０ＫＶを最適とした．今回分析対象とした３種のアルカロ

イドは．演者らが設定した分析条件で、コブチシン．ベルベリン，パルマチンの順に完全

にベース分離して泳動されることがわかった．標準品及びオウレンとオウバクの水煎液の

一定量を注入したときのフェログラムをＦｉｇ．１に示した．標準溶液中の各アルカロイド

濃度と得られたフェログラムのピーク高さの間には、１０～１００〃g/ｍＩの範囲で、いずれも

良好な直線関係（r=0.999）が認められた．また．各ピーク高さの再現性は．変動係数が約

１％となり，満足のいく精度で定量できることがわかった．演者らが設定した分析条件に

よるサイクルタイムは、約１５分であった．つぎに，オウレン及びオウバクの水煎液に．

各アルカロイドの一定量を添加し、回収率の検討を行ったが．ほぼ１００％の回収率が得ら

れた．産地や市場の異なるオウレンとオウバク及びベルベリン含有の市販製剤について，

本法により定量を行い，ＨPLCによる分析結果と比較したが，両者の間には満足のいく一致
が認められた．

］

Ｆｉｇ．１TypicaICZEeIectropherogramsofstandardsanddecoctions
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Theseparationofprostaglandins（PGS）wasinvestigatedbyhighperformance

electrophoresis（HPCE)．Atfirst，somefactorsinfluencingontheSeparation

ofninekindsofPGs（Ａ１,Ｂｉ，Ｂ２，，２，Ｅ,，Ｅ２，Ｆ,α，Ｆ２ａａｎｄｌ２）bycapillary

zoneelectrophoresis（CZE）wereexamindindetail・WhenPGsweremigratedat

30oCinBritton-RobinsonbufferswithvａｒｉｏｕｓｐＨｓｒａｎｇｉｎｇ３ｔｏ８ｕｓｉｎｇａｆｕｚｅｄ

ｓｉｌｉｃａｃａｐｉｌｌａｒｙ，ｔｈｅｙｗｅｒｅｂｅｓｔｓｅｐａｒａｔｅｄａｔｐＨ４～５，Ａstotheconcentration

ofthebuffer，４０～５０ｍＮｗａｓｓｕｉｔａｂｌｅ・Amongvariousorgnicsolventstested，

theadditionof7､5％isopropanoltothebuffersolutionmostimprovedthepeak

shapewithoutchangingthemigrationorder・Theapplicationofelectrokinetic

chromatographytotheseparationoｆＰＧｓｗｉｌｌｂｅａｌｓｏｒｅｐｏｒｔｅｄ.

【はじめに】

プロスタグランジン類は、生体内に広く分布し、微量でありながら多彩な生理活性作用

を有することが知られている。また、それらの構造はプロスタン酸を基本骨格とし、わず

かずつ構造の異なる関連物質が数多く存在する。現在、それらの測定法として、ＲＩＡ法、

ＧＣ－ＭＳ法、ＨＰＬＣ法等が主要なものとして報告されているが、操作が複雑なため生

体試料の分析には適してはいない。そこで今回、高分解能、高感度検出能、高速性などの

特徴を有する高性能キャピ
０

つ::二二二ミニ99｡”
０

Ｃ

ラリー電気泳動（ＨＰＣＥ）を
■Ⅱ
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の分離分析に適用した．まず、 PGA，ＰＧＢ１ＰＧＢ２

ＨＰＣＥの基本モードである
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AnalysisofDrugsandBiogeniCSubstancesbyHPCE（11）
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【結果及び考察】

１.ｐ－Ｈまず、フ・ロスタグランジン類の分離におけるｐＨの影響をみるため、Britton
-Robioson広域緩衝液を用いてＰＨＳ～８の範囲で検討した。その結果、ＰＨ４～５にお

いて良好な結果が得られた(Fi9,2)。

２．緩衝液クエン酸、酢酸、燐酸等を用い、ｐＨ４～５において種々の緩衝液を検討し

たところ、Britton-Robinson緩衝液における分離が最も良かった。

３，電解質討濃度Brittｏｎ‐Robinson緩衝液（ｐＨ４～５）において電解質濃度を０６０

１～０．０５Ｍの範囲で変化させたところ、０．０４～Ｏ‘０５Ｍ付近において良好な結

果を得た。

４．添加物Britton-Robinson緩衝液に、ＣＺＥ分離能の改善効果があるとされるホウ

酸を始め、種々の物質を添加したが、この実験系においては効果が見られなかった。また、

液体クロマトグラフィーの場合と同様、有機溶媒（ｎ－プロパノール、イソフ・ロパノール、

２－ブタノール、イソプタノール、七一プタノール、ＴＨＦ、グリセロール、エチレング

リコールなど）を数パーセント添加し分離の改善を試みた。この実験系においては、７．

５％イソプロパノールの添加により分離能が向上した。
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以上、ＣＺＥによる
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【実験】

電気泳動装置には、ＡｐｐｌｊＬｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製の２７０ＡＣａｐ
ｉｌｌａｒｙＥ１ｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍを用い、分離用キャピラ

1ノーには、内径５０ﾉｕｍ、全長６５．５ｃｍ（有効長４３．２ｃｍ）のうユーズドシリカ
管を用いた。検出は２０５ｎｍにおける紫外部吸収で行った。試料のプロスタグランジン
類は、シグマ社より購入したＡ１、Ｂ,、Ｂ２、Ｄ２、Ｅ１、Ｅ２、Ｆ１α、Ｆ２ａ、１２の９種類
（Ｆ２ａはＴｒｊＬｓ塩、１２はＮａ塩）であり、１，Ｍのエタノール溶液として用いた。試
料の注入は、バキユーム法（０，１秒間）により行ない、およそ０．３，１に相当する量
のサンプルで分析を行った。キャピラ1ノーは３０．OoCの恒温槽内に設置した。



Ⅲ キャピラリー電気泳動を用いた尿中の

陰イオン分析

（ミリポアコーポレートウォーターズクロマトグラフイー事業部ｌ）
日本ミリポアウオーターズクロマトグラフイー事業部２））

BillJ・Wildmanl),PeterEJacksonl),WilliamR､Jonesl)andPeterG・Aldenl）
○水野隆二２

AnalysisofanionconstituentsofurinebylnoIganicCapillalyelectrophoIesis

1)BillJ､Wildman,1)PeterEJackson,1)WilliamR､JOnesandandl)PeterG・Aldenl）
2)RyUjiMizuno

I

InoraganiccapillaryelectmphoresiS(CIE)isanewseparationstechnologywhichmeldsthe

techniqueofclassicalelectrophoresiswiththesseparationsapprOachofionchmmatography・

MatIiceswhichhavebeendifficulttodealwithusingionchromatographyhaveprovenamemable

toanalysisｂｙｌＣＥ6TheSimultaneousanalysisofweakacidanions,oxalateandcitrateandstrong

acidanions,chloride,sulfateandnitmte,inadditiontophosphateandcarbonateindilutedurine

wasachieVedusinglCE．

はじめに

尿中の陰イオン、特にシュウ酸、クエン酸の濃度の測定は腎臓結石の研究に重要な因子で

有り、これまでにイオンクロマトを利用した分析例が報告きれております。イオンクロマ

ト法では塩素イオン、硫酸イオンなど強酸イオンにはイオン交換法、ギ酸イオンや酢酸イ

オンなど弱酸イオンにはイオン排斥法を用い、同時に分析する場合にはグラジェント法又

はイオン交換法とイオン排斥法を組み合わせた方法が用いられて来ました。今回キャピラ

リー電気泳動を用いて、シュウ酸、クエン酸と同時に塩素イオン、硫酸イオン､リン酸イ

オンを簡便に高速で分析し満足できる結果を得られましたので報告いたします。

実験

装置：クオンタ４０００ＣＥシステム（ウオーターズ）、データの処理は８２０Ｊワーク

ステーションを用いキャピラリーはアキュセップキャピラリー（クロマトグラフィー、

７５座ｘ６０ｃｍ）を用いました。検出は２５４ｎｍに吸収を持つ泳動バッファーを用い
吸収にない物質を逆吸収として定量するインダイレクト法で行ないました。

－２１－



試薬：使用した水は全てミリＱ水（ミリポア）を用い、試薬は全て原子吸光用をはじめ高

純度試薬を用いました。ナイスパッＯＭＦ－ＢＴ溶液はウォーターズ製を用いました。

結果

図－１はクロム酸泳動バッファーを用いた代表的な８種の陰イオンを分析したフェログラ

ムです。従来のイオン交換クロマトグラフィーと比較して溶出きれるイオンの順が異なっ

たりまた分析時間は３．６分と非常に短時間の分析となっております◎

図－２は尿巾に含まれると思われる陰イオンにシュウ酸とクエン酸を加えて分析した例で

す。クエン酸は十分に分離きれていますが、シュウ酸と硫酸イオンの分離はあまり良くあ

りませんが、十分定景できる分離をしていると思われます◎

図－３は尿を超純水で５０倍希釈した分析例で高濃度の塩素イオンと低濃度の硫酸イオン

が分析できています。

図－４は試料に２ｐｐｍのシュウ酸とクエン酸を添加して分析したフェログラムです。

硝酸イオンがシュウ酸イオンの肩になりますが、シュウ酸イオン、クエン酸イオンそれぞ

れ回収率９５％、９４％となり満足できる結果となりました。

結論

希釈尿中の塩素、硫酸、硝酸、シュウ酸クエン酸、リン酸、炭酸イオンの分析がキャピラ

リー電気泳動を用いることにより可能となりました。この分離技法の特長は高速高分解能

であり、弱、強陰イオンを同時に分離できることです。
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可２ キャピラリー電気泳動を用いた食品中の

有機酸分析
（ミリボアコーポレート・ウオーターズクロマトグラフィー事業部')、

日本ミリポア・ウオーターズクロマトグラフィー事業部2)）

Ｂ,F・Kemeyl)、Ｗ､R､Jones')、○腹巻ゆかり2）

ＤＥＩＥＲＭｍＡｎ[ＯＮＯＩＦＯＲＧＡＮＩＣＡＣＩＤＳｍＦＯＯＤＳＡＭＰＬＥＳＢＹＣＡＰⅡLARY

1E1LFCIROPHORESIS

'WatersChromatographyDivision，MimporeCoIporatlonand2WatersChromatog‐

mphyDivisionlNihonMillipore’

Ｂ,F､Kenney1)、Ｗ､Ｒ､Jones')、andYukariHaramaki2）

CapillaryelectrOphoIEsisandanewseparationchemistrywereinvestigabedfbriheoIganlc
．》” ぷ．．；

acidsinfbodsamPles・FeatulesofdlisappmaChinC1udeminilnalsamPlepleparalion,excellent

speci丘city,lowcostofoperationandapplicalionboavarietyoffbodmatIices．’Ihemethod

isquan画talive，withrecoveriesintherange97-103％，andlinearovermorethanoneorder

ofmagnitude，ａｎｄｔheprecisionisbetterthan2-14％fbrrealsamples・Ｔｈｅchemistry，

withslightmodifications，ｃａｎｂｅａｐｐｌｉｅｄｔＯｏｔｈｅｒｉｏｎｓｉｎｍａｎｙｔypeSofmamces．

【はじめに】

食品、飲料水中の有機酸を測定することは、発酵過程をモニタリングしていく点、商品の

安定性をチェックする点、等の点で大変重要です。
食品中の有機酸を定量する方法は、現在ではエンザイムアッセイ法、ＨＰＬＣを用いた方法、

イオンクロマトグラフィー法、等があります。しかしながら、これらの方法は前処理が複雑
であったり、食品中に含まれる他の物質によって分離・検出が妨害きれるなど、種々 の問題
点を抱えています。

本報告では、キヤピラリー電気泳動法を用い、迅速に、低コストで再現性よく分離する方
法を検討しました。

【実験】

謎墜竺圭ｴ墜至分析に用いた水は全てミリポア製超純水装置をにより作製したものを用
い、移動相、標準物質に用いた試薬はシグマ社のものを用いました。尚、移動相に用いたナ
イスバックはウォーターズ製を用いました。試料は、一般市販品を水で希釈し、0.45坪のフィ
ルターで源過し、内部標準として酪酸を用いました。装置および分析条件HPCE装置として
Iまウオーターズ・クオンタ4000ＣＥシステムを、インテグレータはウオーターズ・820Jワーク
ステーションを用いました。分離用キヤピラリーには、内径75〃ｍ、全長100ｃｍのヒューズド
シリカ管を用い、インダイレクト法にて2別nｍで検出しました。泳動バッファーには、５，Ｍフ
タル酸ナトリウムを含む0.5,ＭナイスパックＯＦＭＢＴ溶液(pH7.0)を用いました。泳動電圧は２０
KV分離しました。キャピラリーは分析のたびに泳動バッファーにて洗浄しました。
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ー

一

す。特別な前処理をしなくても良好な分離が得られています。回収率回収率をチェックする

ためにグレープフルーツジュースを用い今回、酒石酸とリンゴ酸との回収率を２段階にて

チェックしました。Table2に示すように平均で103％,97％と非常に良好でした。

以上よりナイスパックを用いたキヤピラリー電気泳動法では、食品や飲料水中の有機酸を簡

便かつ迅速に測定でき、しかも精度自動化、応用性において優れた方法であるため、今後広く

使用されていくと考えられます。
Tablel泳動時間の再現性

1ｍｂｌｅ２

ジュースからの有機酸の回収率

分析対象物１．sなし１．s添加９，０

【結果及び考察】

全塾Ｆｉｇｌにクエン酸、酒石酸、リンゴ酸、コハク酸、酢酸、乳酸、酪酸の分離を示しまし
た。分離の再現性を確認するために、Tablelに泳動時間の再現性を示しました。Tablelに示す

ように内部標準を用いて分析すると異なる日に異なる泳動バッファーを用いて分析しても、標

準偏差値は１％以下と非常に良好な値を示しました。

更に、定量精度を確認するため10-167坪g/mlの範囲で濃度と面積値あるいは高さ値との直線
性を検討しました結果、各相関係数は面積値で0.999,高さ値で0.962と良好でした。又、感度の

面では1浬MnlでS/Nが３でした｡実際の試粧実際の試料のフェログラムをFig2、３に示しま

クエン酸

コハク酸
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方法２
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Fig.１有機酸スタンダーードのフェログラム
１.クエン酸２.酒石酸３.リンゴ酸４.コハク酸5.酢酸6．

乳酸(各20戸g/ml）７.酪酸(内部標準物質５０坪g/ml）
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方法１同一日に同一バッファーにて分析(､=10）

方法２５日間異なるバッファーで分析(､=5）

リンゴ酸

分析対象物添加量検田量一面１反率

Fig.３醤油中の有機酸のフエログラム

1.クエン酸２.酒石酸３．.酢酸４.乳酸５.酪酸

酪酸の後の大きなピークはClと同定

100

９４

ｕ

Fig.２リンゴジユース中の有機酸のフエログラム

1.リンゴ酸4352戸g/m１２.酢酸48解g/m１３.乳酸254〆g／
ml）ＩＮＴSTD内部標準物質
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酒石酸 4330
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0
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ノレラさノジフウノレ杉童辻Ｉ－－ｃＤｊ応竜j君

（川崎医大・法医’、同・生化学センター２）○富田正文'）、

奥山敏子'）、渡辺弘子2）
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ThemajorproductsbyFentonreagentswere２，３－ａｎｄ２．５－dihydroxybenzoic

acid(DHB)．ＷｅｃｏｍｐａｒｅｄｏｕｒｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｔｈｅＤＭＰＯｓｐｉｎｔｒａｐｐｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｕｓｉｎｇＥＳＲ・Ｗｉｔｈｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ，ｗｅａｌｓｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｅｒｏｌｅｏｆ･ＯＨｏｎｔｈｅ

ｐａｒａｑｕａｔｐｏｉｓｏｎｉｎｇｔｈａｔｈａｓｂｅｅｎｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｔｏｂｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｒａｄｉｃａｌｒｅａｃｔｉｏｎｓ．

【はじめに】

スーパーオキサイドなど活性酸素の役割については未だほとんど明らかにされていな

い。なかでもヒドロキシルラジカル（・OH)については１）活性酸素の中で反応性が最も

高いこと２）極微量の遷移金属イオンの存在下でスーパーオキサイドからの生成機構が

知られていることから特に注目されてきた。．OＨはサリチル酸と反応してOH-サリチル

酸を生成する。われわれは、SDS存在下キャピラリー電気泳動によってこれらの化合物

を分析し、スピントラップ法を用いたESRによる．OＨ定量値と比較検討した。また本法

によってパラコート中毒における｡ＯＨの役割についても若干の考察を加えた。

【方法】

サリチル酸、ＯＨ－サリチル酸(２，３－，２，４－，２，５－，２，６－dihydroxybenzoicacid；DHB）

およびカテコールの分析はSDS存在下キャピラリー電気泳動で行った。分離用キャピラ

リーは内径５０川,全長７２ｃｍのフューズドシリカ管を使用し、オンカラム検出により

210ｎｍにおける紫外部吸収を測定した。試験管内での'0Ｈ生成は、Ｈ２０２とFe2＋によるフ

エントン反応によった。すなわちH202(８０〃Ｍ)，FeSO4（10-1000〃Ｍ)を含む水溶液にサ

リチル酸(０．５，M)を加えて(totalLOmL)37℃で５分反応後、塩酸酸性下エチルエーテ

ルで抽出、Ｎ2下で乾固したのち蒸留水0.2ｍLに溶かしサンプルとした。一方、ESRによ
る観察は、サリチル酸の代わりに5,5-dimethyl-l-pyrroline-N-0xide(DMPO；ｌＯＯｍＭ)を
加えスピントラップ法で検討した。DMPO-OH濃度は、そのピーク面積を測定して濃度既
知の4-hydroxy-TMPOから計算して求めた。
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の影響を検討した結果、両系ともに２，３－２，５－DHBの有意な増加

が認められ、invitroでのパラコートを介した活性酸素の生成

が明きらかであった。
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－方、キサンチンオキシダーゼーヒポキサンチン(XO-HPX)および肝ミクロゾーム(ms）

－NADPHの活性酸素発生系にサリチル酸およびパラコートを加え、．OＨ生成へのパラコ

ートの影響について検討した。

【結果および考察】

ｌＯＯｍＭＳＤＳ存在下においてサリチル酸、その0H誘導体およびカテコールの分析条件を

検討した結果、２０mMphosphate-borate（ｐＨ７．７)において最も良好な分離を示し、２５

mｉｎ以内にこれら化合物の分析が可能であった（Ｆｉｇ．1)。ピーク面積およびピーク移

動時間について繰り返し精度を検討した結果、それぞれCV=1.2-2.3%，1.1-1.9%の再現

性が得られた。塩酸酸性下エチルエーテル抽出による回収率は各化合物において８６%（

2,3-)，９４％(2,4-)，８９％(2,5-)，６１％(2,6-)，５１％（カテコール）であり、とくに２，３－およ

び2,5-DHBについては、検量線はともに５０州まで直線性を示し（r=0.99842;２，３－；ｒ＝

0.99891;２，５－）、検出限界はともに0.1ｎmol/mLであった。過酸化水素、FeSO4および

サリチル酸の反応の結果、４種0H誘導体及びカテコールが検出された。その割合は２，３－

＞２，５－＞カテコール＞２，４－～2,6-DHBであり、生成される化合物の83.0-100%が２，３－

および2,5-DHBであった。つぎに2,3-および2,5-DHBのピーク面積和で得られる．OＨ定

量値をESRによるＤＭＰＯスピントラップ法での値と比較検討した（Fig.２)。その結果、

H202／Fe2＋＞１での．OＨ定量値はほぼ同程度であったが、Ｈ202／Fe2＋≦ｌの条件では本

法による．OＨ定量が有意に高値を示した。すなわちESR法では200〃ＭＦｅＳＯ４にピーク

を持つブロードな濃度パターンを示し、高濃度Fe2＋によるDMPO-OHの分解が観察された

が、本法でのDHBピーク面積はＨ202一定(８０ノ【ｚＭ)条件下lOOOjuMFeSO4まで増加を示し

た。Ｍａｎｎｉｔｏｌ，Ethanol，Ｔｈｉｏｕｒｅａなどの．OHscavenger(ｌＯｍＭ)およびDesferal(２，M）

では、85.0-100%の２，３－２，５－DHB生成阻害が認められた。

つぎに本法を用いてXO-HPX系およびms-NADPH系についてDHB生成に対するパラコート

JＯ－Ｃ

１０

Ｆｉｇ．１ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＤＨＢｓ，

ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄａｎｄｃａｔｅｃｈｏｌ

ａｔｐＨ７，７．

０

１０１０２l03FeSO4(山）
Ｆｉｇ．２ＥｆｆｅｃｔｏｆＦｅ２＋ｏｎｔｈｅ２，３－，２，５－ａｎｄ

ＤＭｐＯ－ｓｐｉｎａｄｄｕｃｔｌｅｖｅｌｓ．
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Thepurposeofthisstudyistodevelopamethodforpreciseevaluationofband
broadeningincapillaryelectrophoresis、Intheon-columntwindetectorssystem，
back-and-forthelectrophoresisletszonesmakearoundtripbetweenthetwin
detectorsplacedatdistantpositionsonthecapillary・Ｔｈｅｓystemiscapableof
eliminatingextracolumneffectsanddiscriminati､gbetweenreversibleand
irreversibleband-broadeningmechanisms・Inthispaper，ｄａｔａｏｆｉｏｎｓａｎｄｐｏｌｙｍｅｒ
ｉｏｎｓｗｉｌｌｂｅreported．

１．はじめに

キヤピラリー電気泳動におけるバンド広がりの原因のうちで、微視的不均一性のみが可
逆な原因である。本報の装置（オンカラム２検出器）を用いればこの可逆な原因による広
がりを他の不可逆な原因による広がりと分離することができる。今回は、いくつかのイオ
ンとポリマーイオンについての実験を行った。

２．理論

オンカラム２検出器の装置をFig.１に示す。試料はキヤピラリーの左端に注入され右へと
移動していき、検出器1で検出され、ついで検出器２で検出される。この後で電極の極性を
切り替えるとサンプルは右から左へと移動し、検出器２，検出器１の順で検出される。

ここでバンＦひろがりについて分散ｖで考える。ピークの検出順にそれぞれの分散を
Ｖ１，Ｖ２，Ｖ３，Ｖ４とすると、分散の加成性から

Ｖ，＝Ｖｅｃ＋Ｖｃ， （１）

Ｖ２＝Ｖｅｃ＋Ｖｃ２ （２）

Vooはカラムタト効果、Ｖｏ１及びVo2は、それぞれのピークのキヤピラリー内での分散の増

分である。（１）と（２）から

Ｖ２－Ｖ１＝Ｖｃ２－Ｖｃ１＝Ｖｃ（２－１） （３）

ＶｏＩ２－,)はピーク１が検出されてからピーク２が検出されるまでの分散の増分である。同

様の関係がＶ３とＶ４にもあてはまる。

Ｖ４－Ｖ３＝Ｖｃ４－Ｖｃ３＝Ｖｃ（4-3） （４）

バンド広がりが不可逆な原因のみによるのならＶ･(2-,1とＶ、(4-3)は等しくなる。可逆、

－２７－



不可逆の両方の原因があるのなら、Ｖ『･を可逆、Ｖｉｏを不可逆な原因による分散とすれば、

Ｖｃ＝Ｖｒｃ＋Ｖｉｃ （５）

が成立するので、次の式が得られる。

Ｖｃ（２－１）＝Ｖｒｃ（２－１）＋Ｖｉｃ（２－１） （６）

Ｖｃ（４－３）＝Ｖｒｃ（４－３）＋Ｖｉｃ（４－３） （７）

試料の動く向きに関わらず検出器１と検出器２の距離は一定だから、移動速度が変わらな

ければ、

Ｖｒｃ（２－１）＝一Ｖｒｃ（４－３） （８）

Ｖｉｃ（２－１）＝Ｖｉｃ（４－３） （９）

Ｖ『。(4-3)に負号がついているのは、この項はＶ･(4-3)を小さくするからである。以上より

Ｖｉｏ(2-1）＝（Ｖ２＋Ｖ４－Ｖｌ－Ｖ３）／２ （１０）

Ｖ『。(2-,）＝（Ｖ２＋Ｖ３－Ｖ１－Ｖ４）／２ （１１）

この式によってＶｉ。(2-,）とＶ『。(2-,）を求めた後、拡散の式にならって、この値を検出器

間の移動時間で割ったものをそれぞれ擬拡散係数Ｄｉ，Ｄｒとする。

キャピラリー長１０００ｍｍ (２００－４００－４００）、
ｍ９ｈｖ◎Ｌｔａｑｅ
ＰｏｗｅｒｓｕｐＰＬｙ

３．結果と考察

Ｔａｂｌｅｌは印加電圧２０ｋＶ，キヤピミ

の条件で緩衝液成分を変えて行った塩化

ピリジニウムの実験データーである。

塩化ピリジニウムはカチオンである。こ

のTableからわかるように、緩衝液成分

をかえるとＤｉ値、Ｄｒ値ともに変化が

みられる。この原因としては次のような

ことが考えられる。定電圧で実験を行っ

ているので、各条件間で電流値が異なっ

ており、このためキャピラリー内部の温

ているので、各条 件 間 で 電 流 1 直 か 異 な つ ＤｕａＬｃｈａｎｎｅＬ

ｄａ上ａｐｚｏｃｅｇｓｏｒ

ており、このためキャピラリー内部の温Fig.１オンカラム２検出器装置概略図
度が異なっていること、また成分が異なる

ために粘度が異なっていることである。粘度の上昇はＤｉ、Ｄｒの両方を小さくし、温度
の上昇は分子拡散を大きくするので、Ｄｉを大きくする。これらの要因のかねあいでこの
様な結果がでたと思われる。

Tableｌ塩化ピリジニウムの擬拡散係数の平均値とＣＶ値

個数）Ｄｉ（ＣＶ）Ｄｒ（ＣＶ）Ｉ
ホウ酸一ホウ酸ナトリウム

ホウ酸一ﾃﾄﾗｪﾁﾙｱﾝﾓﾆｳﾑﾋﾄ゙ﾛｷｼﾄ゙

ﾎｳ酸一ﾃﾄﾗﾌ゙ﾁﾙｱﾝﾓﾆｳﾑﾋﾄ゙ﾛｷｼﾄ゙

(5)

(2)

(4)

１．６３（20）０．４２（17）

1.50（O）0.40（29）

LO2（29）0.18（55）

17-18

11-12

9－１０

(Ｄ／l0-3mm2s-1 I／αＡ）

－２８－



で５キャピラリー電気泳動における高感度分析
－１８５mを用いた検出についての開発

（ミリポアコーポレートウオーターズクロマトグラフイー事業部'）

日本ミリポアウオーターズクロマトグラフイー事業部2)）

ＢＫａｍｌｌ）○酒井‘恒行2）

ＵＬＴＲＡＵＶＤＥＴＥＣＴＩＯＮＢＹＣＡＰＩＬＬＡＲＹＥＬＥCTROpHORESIS

1WateIsChromatograPhyDiv.Ⅲpo1℃Corpand2WaにrsChromatographyDiv,NihonMillipoIE
1BKarolandzrsuneyukiSakai

OneofthemostlmportantissuesfacingthetechnologyofCapillaryElectmpho1℃sisissensitivity・
Ingeneral,LCisamoresensitivetechniquethanCEOneofthemajordiffe剛cesbetweenthetwo

techniquesisthedetectorpathlength・ＩｎＬＣ,thedetectorpathlengthisgenerany5andlOmm

However,iｎＣＥｔhepathlengthofthedetectorflowcellequalstheinsidediameterofthecapillaIy・
Thus,at50-100ﾉｕｍ,thedetectorpathlengthisaboutlOOtimeslessthanthatinLC・Because

absorbanceis肥latedtopathlengthinalinearfashion,sensitivitycansuffergreatly．

Ｉnordertocompensatefbrthisdiffe妃nce,wehavedevelOpedadetectorthatiscapableof
perfbmingverylowUVabsorbancedetection．

要約

キヤピラリー電気泳動が抱えている重要な問題の一つとして感度があります。一般

的にHPLCの方が餌より感度は高いといえます。たとえば検出器の光路長の違いを例に

あげてみます。ＨPLCでは1cmが標準ですしＣＥではキャピラリーの内径50-100ﾉαが
そのままセルとして使用できます。単純に光路長の比較だけですとHPLCが約100倍長い

といえます。そのためにキヤピラリー電気泳動では感度を上げなければなりません。我

々は低波長における吸収を検出できるようなシステムを開発いたしました。つまり

185nｍにおける吸光度を取れるシステムです。

装置

波長を選択できる固定波長タイプの検出器が装備きれているクオンタ４０００にＥシス

テム（ウォーターズ）を用いました。この装置で用いられている低圧水銀ランプは１８

５，ｍに強い輝線を持ちますのでこれを用いることができるよう185,,用フィルターを製

作いたしました。ざらにこの装置では光源と検出セルの距離が非常に短くなっています

ので空気中の酸素等の吸収が問題になりません。

一般的に化合物は波長が短くなればなるほど吸収が増加します。たとえば蛋白質やペ

プチドの場合２１４ｎｍと比較してｌ８５ｎｍの吸収は５－１０倍強くなります。いま

までの概念では１８５ｎｍにすれば確かにピークはたかくなるけれどもノイズも多くな

－２９－



１８５，，．２１４nｍの比較

ペニシリン系抗生物質

結論
キャピラリー電気泳動を使用するとき185,ｍは感度を上げることに極めて有効であり

ペプチド／蛋白質では185m検出において5-10倍214nｍと比較して感度が上昇しました。

また有機物では2-10倍感度が上昇しました。

図１

１８５nｍにおける検出

一合成ペプチドの不純物測定-

185nmの検出（湿度335"g/“）214『w洞の検出（湿度１.弓ノゴ）

L|山埜

l85nm

－３０－

､幽冨二一
● ｰ

■”q●ー●●

図２

るというものでした。しかしながらこの装置のユニークなデザインを用いること

によりノイズを極力おさえ、ピーク高ざ、面積を増加させることができるようになりま

した。つまり検出感度を上げることができるようになりました。

実験

１）214nｍと185nｍの検出の比較を試料、アンジオテンシン１（ｌ〃g/ml）で用いまし
た。214nｍと185ｍのノイズレベルをほぼ同等とした場合185nｍの検出の方が約６倍ピ

ークが高くなりました。つまり感度は今回の場合６倍といえます。

２）図ｌのフェログラムはペンターペプチドの不純物定量の例です。主成分の濃度は

1ｍｇ/mlで不純物の濃度レベルはｌ〆g/mlです。214nｍでの検出限界は１座g/mlですか

らピーク１，２，４はおよそ１座g/mlと思われますが定量できるレベルとは思えません。
185,ｍのフェログラムでは十分に不純物の定量が可能です◎

図３）図２のフェログラムは７種類のペニシリン誘導体の分離例です。全ての化合物

がおよそ6倍の感度で検出されているのがわかります。

214nｍ
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帽キャピラリー電気泳動を用いた高感度分析の

ためのオンーライン試料濃縮
、（ミリポアコーポレートウオーターズクロマトグラフイー事業部'）

日本ミリポアウオーターズクロマトグラフイー事業部2)）

Ｍ・Merion1),Ｒ・HAebersold1),Ｍ・Fuchs1）○酒井‘恒行2）

ＴＨＥＵＳＥＯＦＯＮ－ＬＩＮＥＳＡＭＰＬＥＣＯＮＣＥＮＴＲＡＴＩＯＮＴＯＩＮＣＲＥＡＳＥＴＨＥ

ＳＥＮＳＩＴⅣＩＴＹＯＦＣＡＰＩＬＬＡＲＹＥＬＥＣＴＲＯＰＨＯＲＥＳＩS

1WatersChmmatographyDiv､MillipoI1eCorp,and2WatelsChromato､Div､NihonMillme
M､Melion1),Ｒ､HAebersold1),Ｍ､1Fuchs1）andzrsuneyukiSakai

OneofthemostimportantissuesfacingthetechnologyofCapinaryElectropho妃sisissensitivity・

Ingeneral,LCisamoresensitiveにchniquethanCEThediffe肥ncebetweenthetwotechniques

liesintwoaleas・Thefirstisdetectorpathlength､nleseconddiffe肥nceisintheabilitytoanalyze

lowconcentrationsamples・ＩｎＬＣ,lalgevolumesofsampleatlowconcentratlonsmaybeloaded

andconcentratedattheheadofthecOlumn・Sampleislatereluにdwithagradientgivinggreatly
enhancedsensitivity､However,ｉｎＣＥ,theapplicationoflargesamplevolumesresultsinbroader

peaksanddiminishingresolution､nlecapillalywithConcentratlonzoneisdesignedtoovercome

theproblemoflowsampleconcentrations“

要約

キヤピラリー電気泳動（ｑB）は非常に高分解能分析法であるためいろいろな実験室で

は必要な装置となってきております。この場合一番問題となる点は試料の濃度にたぃす

る検出感度といえます。一般的にＣＥとHPLCを感度で比較した場合HPLCのほうが感度

が高いといえます。というのはまず検出器の光路長の違いがあげられます。ＨPLCで

は一般的にｌＯｍｍであるのにたいしてCEの場合キャピラリーの内径となります。次

にHPLCは感度が不足した場合試料を大量に注入することができます。大量に注入きれ

た試料がカラムの先端で濃縮ざれ分析できる訳です。しかしCEの場合大量にサンプ

ルを注入した場合ピークがブロードになり分離効率を損なう結果となります。我々は

この問題を解決するべく濃縮ゾーン付きキャピラリーを開発いたしましたので発表いた

します。

濃縮ゾーン付きキャピラリーの概要

我々は通常の溶融シリカキャピラ'ノーの注入側に１ｍｍの長ざのポリマーベースのＣ

１８の充填剤を詰め、濃縮ゾーンをつけることを開発いたしました。試料が保持きれる

条件で大量の希薄な試料溶液を注入いたします。注入後少量の有機溶媒を含む液を注
入しその後通常の条件で泳動分析します。この方法を用いればペプチドの場合もとの
試料濃度は１，９／ｍｌのレベルまで使用できます。
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実験

試料としてｌＭＺｌ－メチルでイオン強度を上げたアンジオテンシンｌを、機器とし

てクオンタ4000CEシステム（ウオーターズ）を用いました。分析用の泳動バッファー

以外に我々が溶出泳動バッファーと名ずけたバッファー（２５／７５＝バッファー／ア

セトニトリル）を使用します。濃縮と分析の流れはキャピラリーを分析用泳動バッファ

ーで平衡化し次に泳動注入法を用いて最大叩Ｌの試料を注入します。ざらに溶出泳動
バッファー（約５ｎＬ）を再度注入します。その後通常の泳動を行ないます。

実験結果

＊多少の背圧の変化でも再現性のあるオスモシスフローを得ることがわかりました。

＊S/N=3/1における濃縮ゾーン付きキャピラリーの場合の検出限界は5,9/mｌ（アンジオ

テンシン１）となりました。

＊アンジオテンシン１（叩g/ml）は移動時間ピーク面積共にじゅうぶん使用できる
範囲に収まり直線’性も良好な結果を得ましたました。

結論

濃縮ゾーン付きキャピラリーを用いてペプチド分野で高感度分析が行なえるようにな

りました。

DetectionUmitsofAngIotensInIatｐＨ４．０

InfIuenc⑧ofBackPressureon
EIectro◎sｍｏｔｉｃＦＩｏｗ

ＣＡＰｏＬＬＡＲＹ：AccuSep~ＣＩＰＲＰ
ＢＵＦＦＥＲ：２５ｍＭＮａＣＩ１ｒａｔｅｏｐＨ４・Ｏ
ＥＬＵＥＮＴ２５ｍＭＮａＣＩｔｒａｔｅ・ｐＨ4.0ノ

ＡＣ●tonI1rIIe5ﾉ９５

ＳＡＭＰＬＥ：AngIolensInIlnBufler＋
１MACcuPurendZ1-Methyl

INJECT10N：９９９ｓ⑧ｃｏｎｄｓａｔｌ５ｋＶ
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君７

(名古屋工業大学・工学部）津田孝雄

WeobservedtheflowpJ､ofileofelectroosmosisbyusingamicroscope-CRT-
videosystem・Arectangularglasscapillary（50xlOO伽、）Ｗａｓｕｓｅｄａｓａｃｏｌｕｍｎ・

Ｔｈｅｆｌｏｗｐｒｏｆｉｌｅｉｓｖｅｒｙｎｅａｒｔｏｔｈａｔｏｆａｐｌｕｇｆｌｏｗ，althoughthereisstill

fewcontribｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｉｓｅｕｌｌｅｆｌｏｗｐｒｏｆｉｌｅ・Ｗｅｆｉｎｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｎｔｒｅｄｐａｒｔｏｆ
ｔｈｅｆｌｏｗｐｒｏｆｉｌｅｉｓｒｅｔａｒｄｅｄｆｒｏｍｔｈｅｅｄｇｅｐａｒｔ・Fromourknowledge，ｉｔｍａｙｂｅｔ
ｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅｔｏｆｉｎｄｔｈｉｓｐhenomenonclearly．

電気浸透流のフローパターンについてはこれまで種々検討されている。考え方は次ぎの
二通りある。①壁における電気二重層の部分は層流でそれ以外は栓流とする。②栓流と層
流の混合流として取り扱い二つの流れの混合割合を実験データと比較して検討する。

oRQcMﾙ、

① ②

Ａ：囲流Ｂ：栓流Ｃ：砥気浸透流

ＦｉｇｕｒｅｌＡｓｓｕｍｅｄｆｌｏｗｐｒｏｆｉｌｅｆｏｒｅｌectroosmosis

これまでキヤビラリー電気泳動条件下でのフローパターンの直接観察はないので

た。

試み

電気浸透流の直接観察

顕微鏡一ＴＶカメラーＶＨＳビデオレコーダーシステムによりキャピラリー中での染料

の形成するフローパターンを観察した。

×マス〒-3,．．

二ギーヤＩ=Ｆラリー虐琶室哀話永重iJ6ごコさ、ナる

f二言妄誕潅皇這監乏荒◎ワフロノマタアーン

弓11,
､〈

Ｆｕｇｕｒｅ２Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｆｏｒｔｈｅｏbservationofflowprofile

口
州
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染料としてRhodamineChloride590を用い溶媒としてメタノールを用いた。従って、
RhodamineChlorideはメタノール中であるので分子として明らかな荷電は持たなく、中性

状態であると考えられる。この試料を長方形分離カラムに注入し、その動きを観察する。
キャピラリーカラム中の溶媒はメタノールである。この染料の示すフローバダーンが電気
浸透流のフローパダーンである。

このようにして得られた映像に画像処理を加えた。本処理は株式会社ピアスの協力によ

りピアスのソフトを用いて行われた。その結果非常に栓流に近いことがわっかた。

実験は９５Ｖ／ｃｍの電位勾配のもとで０．４ｍｍ／秒の速度の電気浸透流が発生し
ている。

画面を写真にとるとＹ軸の両端が中央部より先に進んでいることがはっきりしている。

しかしながらこの両端部が中心部より速度が早いかは明かでない。この点はさらに検討す
る必要がある。

以上の結果から浸透流のフローパターンは次のように図形化できよう（Figure3）。

Figure3Arealflowprofileofelectroosmosis-皇州いの労伺

これはFigurelの②とは異なり中央部が凹となっている。

以上より‐

①電気浸透流は非常に栓流に近いフローバターンを示す。

②予想されるフローパターンと異なり、中央部が進行方向に対して凹になっている。
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で８ ＨＰＣＥとこささ＠ナろ

キヤビニラリー言式米斗型掌.入一に1-でＣＤイヒ竺学ﾆｵ票言哉

（近畿大・薬'、近畿大・薬総研2）本田進１．２１○多賀淳'）

Cl1eI11i(『ＰａＩＬａｈｅＩｉｎｇａｔｔｈｅＳａⅢ)IｅＩｎＩｅｔｏｆａＣａｐｉｉｌａｒｙＴｕｂｅｉｎＨＰＣＥ

SusI川llHondaMand4tslIshiTaga1
lFa(刈陥･()fPharmaceuticalSciencesand2PharmaceuticalResearch

aI1dTechnologylnstitute．’<inkiUI1iversm’

ｌｎｔｒ()dIjcti()ｎｏｆａｓａｍｐｌｅｓｏＩｌＩｔｉｏｎｆｏＩＩ()we〔ｌｂｙａｒｅａｇｅｎｔｓｏＩｕｔｉ()､、０１、ｖｉｃｅｖｅｒｓａ．
↑(）ａ〔?ａＩ１ｉｌｌａｎ’ｔｌＩＩ〕ｅ（)ffeI､ｓａｎｅｗｃ()IweI1ientⅢethodforI〕recolⅢｎｄｅＩ､ｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎＩｎ
ｈｉｇｈＩ〕erf()rmancecaI〕ｉＩｌａＩ､yeIectr()phoresis・Reagent-saI1W〕le-reagentsandwitchmodeof
intI･()IlIj(〕ti()Ｉ１ｉｓｅｓＩ〕e〔､ｉａ川'ａＩ１ｅｆｆｉ〔?einttechni〔Iue･ＴｈｅｒｅｓｕＩｔｓｏｆｏＩ〕timizati()ｎｓｔｕ〔Ｉｙ
ｂｙｌＩｓｉｎｇｔｈｅａⅢｉｎ(）ａ〔?i〔Ｉ‐２－I1htaialdelMlesystenlisI〕resented．

［はしめに］

電気泳動においては、液体クロマトグラフィーにおけると同様、すべての化合物に対して共通
に適用できる一般性のある検出法がないため、試料成分が直接検出できない場合には分離に先だ
って検出可能な形に変換させる、いわゆるブレカラム標識が一つの有効な手段になる。しかし、
ブしカラム標識は自動化し難く、以前にわれわれの研究室においても、自動化に対する一つの試
み老行ったが［|{0,〔ｌａｅｔａｌ．．Ⅶ1．Che１１１，，５５．２４６６（1983)］、現在のところ繁用されるに至
っていない。

キャビラIノー電気泳動においてはキャビラIノー内での物質の拡散は緩やかであるが、試料溶液
と試液を自動的に111歌層積採取することが容易にできるので、キヤビラリーの導入口や内部で簡
単に密閉系をつくることができるため、このことを利用して成分をブレカラム標識できる可能性
がある。本演題では、この原理による、キャビラリーの試料導入口におけるブレカラム標識につ
いて検討した結果を述べろ。

［方法］

キャビラIノー電気泳動装置：吸引式自動試料注入器、キャビラIノー恒温槽、および紫外部吸収
桧出器を備えたＡ仰lie〔lＢｉ()systems270A型装置を用いた。キヤビラIノーには内径５０ノum、長
さ７５ｃｍのフューズドシIノカ管を用い、キャIノアーには５０ｍＮホウ酸緩衝液（ｐＨ１０．０）を用い
た。試料の注入における吸引は低真空側で行った。試料一試液混合状態の観察：cinI'anM
aICoh()’だ0.005％および0,01％濃度でキャIノアーまたはアセトニトIノルに溶かし‘た溶液を用い

て行った。ブレカラム標識：種々のタイプのアミノ酸をモデルとして選び、これらのアミノ酸を
()-1〕h伽lal(|小'〔Ｉｅ（〔IPA）との反応によって標識した。検出は２３０，ｍにおける吸収を測定するこ
とによって行った。混合実験、標識実験および分析はすべて３０℃で行った。

[結果と考察］

言：一言．，:､陰:合;伏態の観察 試料と試薬はキャリアーと同一の緩衝液中で反応させ、反応後た
だちに生成物を分析するのが理想である。そこで中性であるcinnaI11ylalcohoIを低濃度
（0.0051;）および高濃度（0.01%）でキャIノアーに溶かし、それらの溶液（それぞれＬおよびＨ）
を|I脚欠キャビラIノー注入口から注入し層積したのち、さらにキャIノアーを５ｓｅｃ間注入して層積
し、この状態でキャビラ1ノーを種々の時間放置した。溶液ＬおよびＨはそれぞれ試料溶液および
試液を想定したものであり、最後に注入したキャIノアーはキャピラIノー注入口から溶液ＬやＨが
逆流して電極槽に戻ることがないようにするための対策である。なお、この際まず基礎的データ

芝得るため溶液ＬおよびＨの注入時間は同一に保ちつ､，､、種々の吸引時間をかけて両液を注入し

た。上述のように溶液ＬおよびＨの重層を一定時間放置して混合させたのち、キャビラリー両端
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に電圧を印加して電気浸透流により移動させ、検出器で検出して両液中のcinnamyIaIcohoIの
混合状態を観察した。

その結果注入時間が1ｓｅｃでは放置時間がOmi、でもすでにショルダーのないピークを与え、
溶液Ｌゾーンの約半分が溶液Ｈと混合されていることが示された。注入時間が２ｓｅｃの場合は放
置時間が５ｍｉｎまでは立ち上がり付近にショルダーをもつピークが観察され、混合が不充分であ
ることが示されたが、ｌＯｍｉｎ以上放置するとショルダーは消失した。注入時間３ｓｅｃではショ
ルダー消失までに少なくとも４０ｍｉｎを要し、注入時間５ｓｅｃでは４０ｍｉｎ放置してももはやシ
ョルダーは消失し,なかった。一方、上記のＨ，Ｌ両液によるサンドウィッチ方式（Ｈ－Ｌ－Ｈで
いずれの溶液も注入時間は同じ）では、３ｓｅｃ以内では充分な放置時間をとればピークは一本化
ざれ混合効率が改善されることが示唆された。しかし、注入時間が５ｓｅｃ以上になると４０ｍｉｎ
放置しても双子ピークが現れ、生成物ゾーンが複数化する可能性が示された。なお、試液のメデ
ィウムをキャリアーと異なるものにせざるを得ない場合については、上述の結果から若干のずれ
がでることが予測されるが、例えばアセトニトIノルの場合にはキャリアーと同じメディウムを用
いた場合と大差がなかった。

以上のように試料溶液一試液層積においては、注入時間および放置時間について条件が満たさ
れるならば、両液の充分な混合が保証されることが示された。混合に要する時間が試料成分一試
薬の反応時間を充分に上回るならば、（が定量的に標識が行われるので、この方法は簡便で自動
化しやすいブレカラム標識法となり得る。なお、放置時間を一定の短い値に固定すればざ試料溶
液、試液の注入時間にが》､かわらず、試料、試液混合ゾーンの幅をほぼ一定の細い値に保つこと
ができるが、この条件で標識する場合は標識反応が未完結のま樹動的状態で分析を行わなければ
ならない。しかし、条件が一定に保たれるならば、生成物の収率は充分に高い再現性を示す。
アミノ酸のOPA化

上述の結果に基づき、アミノ酸を対象として、これと充分に速い速度で反応するＯＰＡを標識試
薬としてモデル実験を行った。

Ｆｉｇ．1は種々 のタイプのアミノ酸の水溶液と２５ｍＮホウ酸緩衝液（PHlOdO）を１：２の体
積比で混合したものを試料溶液（Ｓ）とし、OPAをアセトニトIノルに５０ｍＮ濃度で溶かした溶液
を試液（Ｒ）として、Ｒ（１sec）－ｓ（2.4sec）－Ｒ（1sec）－キャリアー（５sec）のサン
ドウィッチ方式により注入層積し、３０mｉｎ放置したのちゾーン電気泳動により分析した際の泳動
図である。比較のため通常の試験管内反応によりOPA標識したアミノ酸混合物の分析結果を
F順．２に示す。両図のプロフィルは完全に一致し、本法の信頼性が示された。

肌℃ineを内部標準として他のアミノ酸の検量線を作成したところ、紫外部吸収検出の場合は
少なくとも０．５‐１．５mＮの範囲で吸光度と試料濃度との間に良好な直線性がみられ、信頼性の
高いアミノ酸の定量が可能であることが示された。

炉 ●

Mi91r･atlontime（min）

Ｆ１９．１

Ｆｉｇ．１.ＨＰＣＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

ｄｅｈｙｅａｔｔｈｅｉｎｌｅｔｏｆｔｈｅｃａｐｉｌｌａｒｙ

Ｆｉ9.2.HPCEanalysisofaminoacids
normaｌｆａｓｈｉｏｎ．

００Ｇ８
●

(min）

雪．ｚ
ＬＤ・

Ni9Y,ationtlme（min）

Ｆ１９６２

ａｆｔｅＩ、ｉｎｓｉｔｕＰｒｅｃｏＩｕｍｎｌａｂｅＩｉｎｇⅧtho-phthalaI‐

tube，

ａｆｔｅｒＰｒｅｃｏｌｕｍｎｌａｂｅｌｉｎｇｉｎａｔｅｓｔｔlＩｂｅｉｎａ
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で９
ＨＰＣＥここ量お＠ ナ ろ モ ゴ ー ク 升 ラ ニ I 犬 と ご
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ReIaf‘i()I1shiPbetWeenPeakShapeandZoneViｄｔｈｉｎＨＰＣＥ

Susl川uHondaandYasukoOhta

'FacultlyofPharmaceuticalSciencesand2PharmaceuticaIResearch

anｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙｌｎｓｔｉｔｕｔｅ･ＫｉｎｋｉＵｎｉｖｅＩ､ｓｉｔｙ

Ｔｈｅｒｅlationshipbetweenpeakheight（H）ａｎｄｐｅａｋｗｉｄｔｈａｔｈａｌｆｈｅｉｇｈｔ（M2）

ｏｆａｎｅｕｔｒａＩｃｏｍｐｏｕｎｄｉｎｃａＰｉＩＩａＩ､yzoneeIectrophoresisWasinvestigatedby

obseMngpeakshapeforvarioussaIwpleinjectiontimes・SampIezonewidth（６）

caI〔〕ｕｌａｔｅＩ１ｆｒｏｍＨａｎｄＭ２ｗａｓｔｈｅｎｃｏｒｒｅＩａｔｅｄｔｏＨ/V1,2ｒａｔｉｏ・Ｓａｍｐｌｅｖｏ１ｕｍｅ

ｃ()ｕｌｄｂｅｅａｓｉＩｙｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｉｓ６ｖａＩｕｅ．ｉ，ｅ・ｓｉｍｐＩｙｆＩ､ompeakshape．

C()ｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄａｎｄｃａＩｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｃｏｍｐｏnents

usin8authenticspecimenSaIｉｏｗｓｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉＭｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆｉｎｄＭｄｕａｌｃｏｍｐｏＩ１ｅｎｔｓｉｎａｓｍａｌＩｖｏＩｕｍｅｏｆａｓａｍｐｌｅｓｕｃｈａｓｃｅｌＩｆｌｕｉｄ．

［はじめに］

キャビラリー電気泳動の主要な用途は、他の分離分析法と同様に、試料の成分を一斉分

析することにあることは論をまたないが、この方法は微小体積の試料溶液をも対象にでき

ろという長所をもっているため、単一細胞中の成分の分析や患者の体液の直接分析など魅
力ある用途も期待される。

そのような微小体積試料を取り扱う際の成分定量においては、一般に用いられるような

内部標準法は適用できない上、試料の体積を直接測定することも許されない。このような

難問があるために、これまでのところ単一細胞の分析を試みた例はあるもの》.、特定の成

分の同定が行われた程度にとどまっており、定量や濃度測定を行った報告はみられない。
本演題ではこのような観点から、微小体積試料の定量・濃度測定に当たって基本的な

問題となるキャビラリーヘの導入体積の見積り方について一つの提案をしたい。

［方法］

キヤビラ1ノー電気泳動装置：紫外部吸収検出器を搭載した日本分光CE-800型装置を使

用した。キヤビラIノーには内径５０ノum、長さ４５ｃｍのフューズドシリカ管を用い、室温、

印加電圧１５ＫＶの条件で分析を行った。キャIノアーには５０ｍＮリン酸緩衝液（ｐＨ6.8）を
用い、検出は22011ｍで行った。試料：柑橘類果実の毛細胞を用いた。

［結果および考察］

キャビラリーゾーン泳動モードにおいては、中性物質は電気泳動の効果を受けず、電気

浸透流によってのみ移動する。したがって試料導入口から円柱（キャピラリーの縦断面で

みれば長方形ゾーン）として導入された試料溶液中の中性成分は検出部まで移動する間に

キャリアー中への拡散のみによって分布状態を変え、キャビラＩノーの軸に沿ってガウス分
布に近い状態で検出される。中性物質のモデルとしてmesityIoxide（N､０．）を選び、リ

ン酸緩衝液（ｐＨ6.8）をキャリアーにしてＮ､0.を同緩衝液に溶かした溶液を試料溶液とし
た場合、卜１．０．のピーク形状が試料導入時間（γ）とともにどのように変化するかを調べた
結果をＦｉｇ．１に示す。

－３７－
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導入された試料溶液の円柱ゾーンの高さ（長方形ゾーーンの幅、６）は次式で与えられる
ので、ＨおよびＭ２から６を求め、これとＭ２／Ｈ比の関係をプロットすると、

Ｆｉｇ．３に示した曲線が得られる。
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この結果を基にしてピーク高さ（H）とＴの関係、およびピーク半値幅（Ｍ２）と丁の関
係を図示すると、それぞれＦｉｇ．２ａおよび２１〕のようになる。
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RatiOofW”ｔｏＨ（xlO~9ｃｍ/Ｗ）

試料溶液の導入体積Ｖは汀・ｒ２・ａ（ｒ：キャビラリー半径）で与えられるので、結局中

性成分のピークのＶ,／2／Ｈを測定するだけでＶを知ることができることになる。したが

って微小体積試料の分析においては、中性成分が含まれているならばそのピークを用いて、

また中性成分が含まれていないならばＮ､０．などの中性物質を添加したのちそのピークを

用いて、Ｖ,／２／Ｈを測定すれば、試料導入体積を見積ることができることになる。

この方法は簡便であり、別途に標品を用いて作成した検量線を利用して成分導入量を測定

しておけば、試料の成分濃度を求めることができる。
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(近畿大・薬）鈴木茂生、多賀淳、掛樋一晃

Evaluation（)ｆＴｗｏ－ＤｉｍｅｎｓｉｏｎａＩＮａｐｐｉｎｇｉｎＨＰＣＥ

Honda''２．ShigeoSuzukil、AtsushiTaga1、andKazuakiKakehi1J■

ｌＦａｃｕｌｔｙ（)fPharmaceuticalSciencesand2PharmaceuticaIResearch

an〔lTechnoIo剛’Institute、ＫｉｎｋｉUniversity

Ｓｌｎｃｅ（〕aI〕ｉＩｌａｒｙｅｌｅｃｔＩ､()ph()ｒｅｓｉｓａｌｌｗｓｖａｒｉｏＩ１ｓＩ１１０ｄｅｓｏｆｓｅＰａｒａｔｉｏｎｓｉｍｐｌｙｈｙ

〔?hangii隅caI､ｒｉｅｒ･ｍｕＩｔｉｍ()deanallb'ｓｉｓｉｓｅａｓｉｅｒｔｈａｎｉｎｏｔｈｅｒｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｏｆｓｅＩ〕aration・

VedeIwonstratedtheusefulnessoftwo-dinlensionalnla仰iginhighPerformacnecaPilIary

electI､()ph()I､esis、ｔａｋｉｎｇ欲ampIesfromanaIysesof〔lrugmetaboIites，amin(）acidsand
CarbohydI､ates．

［はじめに］

キャビラIノー電気泳動（剛〕ilIaryelectrophoresis，ＣＥ）にはゾーン泳動、等速泳動、等電

点泳動、勤電クロマトグラフィーなど種々の方式がある反面、少なくとも現時点では液体クロマ

トグラフィー（Ii1川dchromatography，ＬＣ）におけるようにグラジエント溶出はできない。し

たがって一つの分離モードで分離できる成分数はグラジエント溶出で行うＬＣのほうに分がある

と言えそうである。しかしながら、ＣＥでは同一キャビラIノーと検出器を使用しながらキャリア

ーを変えるだけで簡単に別の分離モードをつくることができる。また、このキャビラリーの交換

は自動的に行うこともできる。ＬＣでは別の分離モードをつくるためには概して固定相と移動相

の両方左変えなければならないことを考えると、このことはＣＥの利点の一つと言える。

本演題では、異性体や同族体が多い薬物代謝物、アミノ酸、糖などに対して二次元マッピング
を試みて、これが有効な方法であることを立証した。

［実験方法］

キャビヲIノー電気泳動：試料自動注入、キャビラIノーの温度制御および紫外部検出ができる

A川l1ie〔ＩＢｉ()s1vsteI11s270Aシステムを用い、キヤビラIノーには内径５０ノl川のフユーズドシリ力管
を使用した。セファロスボIノン系抗生物質：藤沢薬品工業から入手した。アミノ酸の誘導体化：

Rothの方法（AI1aI・ｄｌｅＩ４３，８８０（1971)）によりo-PMhaIal〔Iehy〔Ｉｅ（ＯＰＡ）で標識した。

糖ダンバク質オIノゴ糖の調製および誘導体化：精製された種々の糖タンパク質芝ヒドラジンで分

解して糖鎖を切り出し、｜<011ｄｏらの方法（』Wic・Ｂｉ０１．Che1１１．，５４．２１６９（1990)）に準じて還元
的ビリヅルアミノ化（ＰＡ化）した。

［結果および考察］

いずれの分析対象についても二つの分離モードを選び、それぞれのモードで各成分の相対移動

度またはそれに準じたインデックスを求め、これらを両軸上にプロットして二次元マップを作成
した（横軸はモード１、縦軸はモード２とする）。

セフアロスボリン系抗生物 セフイキシム（ＣＸ）およびその５種類の代謝物（Ｍ１、Ｍ２、
次の２つのモードで分離を行った。Ｍ、Ｍ４およびＭ５）を用い、次の２つのモードで分離を行った。

モードｌ：１１()Mreneを０．５W/v％濃度で含む２０，Ｎｌノン酸緩衝液（ｐＨ6.8）をキャリ

－３９－
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アーとするイオン交換勤電クロマトグラフィー

モート２：５０mＭ１ノン酸緩衝液（ｐＨ6.8）をキヤIノアーとするゾーン泳動

Ｆｉｇ．１に二次元マップを示す。モード１ではＣＸとＭ２ならびにＭ３とＭ４の分離が良くない。ま
たモード２ではＭとＭ奇の分離が不良である。しかし、二次元マヅフ°ではこれらのプロットが明
瞭に観察できろ。

Z_三一』_酸ＯＰＡ化したアミノ酸について次の二つのモードで分離を行った。

モード１：

モート２：
50111Ｎホウ酸緩衝液（ｐＨ10.0）をキヤIノアーとするゾーン泳動
I〕()Ｍ)reI1eおよびメタノールをそれぞれ0.1Ｍ/％および’０Ｖ/v％濃度で
含む５０１１１卜１リン酸緩衝液（ｐＨ6.8）をキャリアーとするイオン交換勤電ク
ロマトグラフィー

Ｆｉｇ．２は代表的なアミノ酸のＯＰＡ誘導体をこの２つのモードで分析し、
移動度芝二次元マッピングした結果を示す。モード２では分離の良くない
がモード１では良く分離されている状態が明瞭に観察できる。

各モードにおける相対

ＧｌｕとＡｓｐの誘導体

吾タンパク質中のオリゴ糖 糖タンパク質より切り出したオIノゴ糖のＰＡ化誘導体には各々 １
いずれも多数の水酸基をもつため、次の異質のモードを適用した。個ずつのイミノ基があり、またいずれも多数の水酸基をもつため、次の異質のモードを適用した。

モード１：ｌＭｒ()ＷＩ〕r()pyIcelIuioseを0.1Ｗ/v％濃度で含むｌＯＯＩｗＭ１ノン酸緩衝液
（ｐＨ2.5）をキャリアーとするゾーン泳動

モード２：２００，Ｎホウ酸緩衝液（I〕Ｈ１0.5）をキヤIノアーとするホウ酸コンプレックス
としてのゾーン泳動

Ｆｉｇ３に種々 のオIノゴ糖鎖のﾆｲ欠元マップを示す。モード１はサイズ（重合度）に基ずく分離を、
またモード２は非還元末端部位の単糖の構造を反映した分離を示し、両者を総合的に表した二次
元マップではプロットの存在部位から高マンノース型（上部）、ハイブIノッド型（原点を通る右
45,の直線上）および複合型（その他の部位）が明瞭に区別できる。
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分析対象によって使用するモードの組合せを厳選する必要はあるが、二次元マッピングはＬＣ

のようにグラシエント溶出を使えないＣＥの欠点を補って余りあると言えろ。

Ｆｉｇ．３

ＲｅｌＧ上ｗｅ田１９ratlontlmetocfnn8雨1ｃａｃｌｄ

２０湖pmsphatebuffer（ｐＨ６．８）cont9・po1ybrene（0.5Z）
obblllty（、2/園1,.V）

５０鮒boratebuffer（ｐＨ１０．０）
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ラリー悟菖気C乏永画肋

(東京都立大・理）○泉友則、町田明子、高橋郁子、篠田友孝、

奥山典生

ＣＡＰＩＬＬＡＲＹＥＬＥＣＴＲＯＰＨＯＲＥＳＩＳＵＳＩＮＧＧＬＵＣＯＨＡＮＮＡＮＧＥＬＦＩＬＬＥＤＣＡＰＩＬＬＡＲＹ

ＴｏmonorilZUMI，ＡｋｉｋｏＮＡＣＨＩＤＡ，AyakoTAKAHASHI，TomotakaSHINODA

andTsuneoOKUYAMA

（FacultyofScience，TokyoNetropolitanUniversity）

Ｆｏｒｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｍａcromolecules，capillaryelectrophoresis

usingglucomannanfilledcapillarywasexamined．｡X174HaeIIIdigestcontaininｇ

７２－１３５３ｂｐｆａｒｇｍｅｎｔｓｃｏｕｌｄｂｅｓｅｐａｒａｔｅｄｉｎｔｏｌｌｐｅａｋｓａｎｄｓｈｏｕｌｄｅｒｓｗｉｔｈｉｎ４０

ｍｉｎｕｓｉｎｇ０．２５％glucomannangel・Thismethodwouldbeappliedtovarious

biologicalmacromolecuｌｅｓ．

（はじめに）

タンパク質や核酸のように比較的大きな分子量のものを電気泳動的に分離するには、駆

動力とともに抵抗力を制御することが有効と考えられる。近年、キャピラリー電気泳動に

おいてはポリアクリルアミドゲルを用いた核峨やタンパク質の分析がおこなわれており、

また架橋のない直鎖のポリアクリルアミドによる分離例も報告されている。今回、我々は

コンニャクの主成分として知られているグルコマンナンゲルを充填したキャピラリーを用

いて、ＤＮＡフラグメントの分離に関する検討を行った。

（方法と結果）

キャピラリー電気泳動装置は、ＣＥ－８００（日本分光工業）を使用した。分離キヤピ

ラリーには、シリカキャピラリー（７５浬、１．，．ｘ５０ｃｍ）を用いた。またグルコマンナ

ンは、栗田工業より恵与されたものを用いた。泳動用緩衝液には、5.6M尿素、0.014ＮＥＤＴ

Ａを含む0.07Ｎトリスーホウ酸緩衝液（pH8.2）を調製し、これにグルコマンナンを溶解して

0.25％グルコマンナンゲルとした。シリカキヤピラリーへの充填は、１００°Ｃ／１０分間

加熱したグルコマ･ンナンゲルをプラスチック製シリンジで圧入し、室温で４０分間放置し

た後使用した。ＤＮＡ試料（dxl74HaeIIIdigest（ニツポンジーン）0.38mg/ml）は、変

性剤や加熱による処理をせずに用い、試料の導入は、電気泳動的な方法で陰極側より５ｋ

Ｖで２１秒間行った。泳動は５ｋＶ定電圧で行い、キャピラリー陰極端から２０ｃｍのＵＶ

検出器により260ｎｍで検出した。

Fig.1a、１bにdx174HaeIll分解物を分離した結果、すなわち３回目及び１１回目の結果

を示す。ＤＮＡ試料は約４０分間の泳動で肩を含め１２個のピークに分離した。この結果

は５％ポリアクリルアミドスラブゲル電気泳動の結果と同様のものであった（Fig.1a）。

このうち７分のピークは、試料中の不純物と考えられ１７分から３５分にかけての１１個

のピークがそれぞれ７２，１１８，１９４，２３４，２７１，２８１、310,603,872,1078,1353ｂpのう
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ラグメント成分に対応して

いると考えられる。１１回

目の結果（Ｆｉｇ．1ｂ）でもほ

ぼ同様の分離がみられたが、

その量及び構成比には変動

がみられた。これらの分離

状況や分子量範囲に対する

グルコマンナン濃度などの

諸条件について、さらに検

討が必要である。
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a：ｃｙｃｌｅ３ｂ：ｃｙｃｌｅｌｌ

ＣＯＮＤＩＴＩＯＮＳ

Ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ:０．０７HTris-Boricacid/0.014ＨEDTA/５．６Nurea(pH８．２）

Gel:０．２５％glucomannan/0.07MTris-Boricacid/0.014MEDTA/5.6Murea(pH8.2）

Capillary:Fusedsilica（75,ｕｍｌ.Ｄ・x50cm）／effectivelength20cm

Sample：dxl74HaellIdigestO､３８mg/mllnjection:5ｋＶ２１ｓ

Ｒｕｎ：５ｋＶＤｅｔｅｃｔｉｏｎ：ＵＶ２６０ｎｍ
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２２ キャピラリー電気泳動を用いた塩基'性蛋白質分析

（ミリポアコーポレート・ウオーターズクロマトグラフィー事業部'）日本

ミリポア.ウオーターズクロマトグラフィー事業部2)）

Ｍ・Mefion1),N・Astephen1),J,Petersen1BBell-Aldenl),T､Wheatl),○町田祥子2〉
ＮＥＷＤＥＶＥＲＯＰＭＥＮＴＳＩＮＴＩＥＣＡＰⅡＬＡＲＹＥＬＥＣＩＲＯＰＨＯＲＥＳＩＳ

ＯＦＢＡＳＩＣＰＲＯＴEINS

1WatersChromatographyDivisionofMillipo１℃,2WatersChmmatographyDivision

ofNihonMillipo妃

１Ｍ.Merion，１Ｎ.ＡStephen，１J､Petersen,lBBell-Alden,'Ｔ・Wheat,2S､Machida

WedesclibetheuSeofabufferadditivethatove１℃omestheproblemofproteinadsolptiontothe

wallofthecapinary､Theuseofthisadditiveallowstheuseofmoderateionicst１℃､gthbuffers

throughoutthepHrange・Separationsofcrudeproteinmixtu肥s,aswellasverybasicproteinscan

beaccomplishedwithhighefficienciesandshortruntlmesatneutralpH・Thisdevelopmentwill

allowtheMluseofcapillalyelectrophoresisinthe脈aofproteinseparations．

はじめに

蛋白質分析は従来よりケル電気泳動が用いられてきたが近年キャピラリー電気泳動を用いる

ことによってより高速で高分解能、高感度、定量性を得ることが期待されている。しかしなが

ら溶融シリカの表面の負電荷に正電荷を持つ蛋白質が吸着することでピーク形状、分離効率、

再現性が悪化する現象がしばしば起こり、この蛋白質のキャピラリーヘの吸着現象を解決する

ことが望まれる。対応策としてキャピラリーの電荷抑制、蛋白質の電荷抑制、キヤピラリー内

表面の化学修飾、泳動バッファーのイオン強度を上げるなどの方法が用いられているが､本研

究では新規両性イオン物質を泳動バッファーに添加することを検討し、ほとんどのＰＨの範囲

において適当なイオン強度を保ちキャピラリー側壁に蛋白質が吸着きれることを阻害し良好な

ピーク形状ならびに再現性を得られることを確認したので報告する。

実験

装置：クオンタ４０００（ウオーターズ）使用。７５ﾉａｘ６０ｃｍキャピラリーを用い、
２１４ｎｍおよび１８５ｎｍで検出した。試料及び試薬：蛋白質試料として卵白、マウス腹水

液、マウス肝臓液､蛇毒（ｓｉｇｍａ）を適宜調製して用いた。泳動バッファーはｌ００ｍＭ

ＳｏｄｉｕｍＰｈｏｓｐｈａｔｅを用い、両性イオン物質としてＺｌ－Ｍｅｔｈｙｌ（ウオ

ーターズ）を１．０Ｍになるように添加した。

結果及び考察

フエログラムにおける再現性の検討：卵白中の水溶性蛋白質ならびにマウス腹水蛋白質を用

いてＺ１－Ｍｅｔｈｙｌの有無によるフェログラムの再現性を比較した。７回の連続分析におい

てＺｌ－Ｍｅｔｈｙｌ無添加では泳動毎にマイグレーシヨンタイムが遅れ、ピーク形状が悪化し

－４３－



2.ＳＯＳ･ＣＯ

Ｘ９０１■ｌｎｕｔｅＤ

２．００

時間が短くなった。
吸着現象を生じた分離のフェログラム

ＳＡＭＰＬＥ;E99Whj8e

CAPILLARY:７５IQX60qn
BUFFER:100ｍＭＳｏｄｉｕｍＦｍ$phale･ｐＨ７．０
１ﾄＵＥＣＴｌＯＮ:１０seco画ＨｙｄＩ“!aに

VOLTAGE:７kV69510Ａ

アキユピュアーＴＭＺ１メチル試薬を使用した卵白中の

蛋白質分離のフェログラム
ＳＡＭＰＬＥ:Ｅｇ９Ｗｈｉｌｅ

ＣＡｐ１ＬＬＡＲＹ:7510X60cm

BUFFER;１OOmMSOd地ｍＰｈｏ$pha1e･ｐＨ７.Ｏ
ｗｉ１ｈ１・ＣＭＡＣ｡』Pur0両Z1

INJECT1aW:１０sec､両Hyd9os1a比
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Ｄ
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０．

た。これはキャピラリー表面が蛋白質試料によって非可逆的に汚染されオスモシスフローの速
度が遅くなった結果であると考えられた。一方Ｚ１－Ｍｅｔｈｙｌ添加ではマイグレーションタ

イムの再現性が得られ、卵白中のリゾチームのマイグレーションタイムのＣＶ（％）は±０．
０６％、アルブミンは±０．１６％、面積値のＣＶ（％）はリゾチームで±１．２％、アルブ
ミンは±１．６％であった。

オスモシスフローの変化：ホルムアミドの移動時間を指標として生体試料分析前後のオスモ

シスフローの変化を追跡したところ、Ｚｌ－Ｍｅｔｈｙｌ無添加では３回の生体試料の分析の前
後でホルムアミドの移動時間は約１．５倍になり試料の吸着によってオスモシスフローが変化
していると考えられた。Ｚｌ－Ｍｅｔｈｙｌを添加した泳動バッファーを用いた場合には移動時
間に変化がなく、Ｚｌ－Ｍｅｔｈｙｌが生体成分のキャピラリー内壁への吸着を阻害しているこ
とが示唆きれた。

各ｐＨにおける分析：マウス肝臓液及び蛇毒を試料としてｐＨ６．０から７．６の範囲でＺ

１－Ｍｅｔｈｙｌ添加の有無によるフェログラムの違いを比較した。分離パターンはｐＨに依存

したがいずれのｐＨにおいてもＺ１－Ｍｅｔｈｙｌの添加によってピークがシャープになり分析
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AＮＡＬＹＳＩＳＯＦ

ドＣＤ吾I了うラヨーカロフ２ｋｸﾖー 角率等勿ＣＤごキャ
ー露E気輸永璽功による角率木斤
PARTIＡＬＨＹＤＲＯＬＹＺＡＴＥＯＦＰＥＰＴＩＤＥＳＢＹＨＰＣＥ

（東京都立大・理）○高橋郁子、泉友則、奥山典生
AyakoTakahashi,TomonorilzumiandTsuneoOkuyama
DepartmentofChemistry，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅ，
ＴｏｋｙｏＮｅｔｒｏｐｏｌｉｔａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ‘

ｏｎｃａｐｉｌｌａｒｙｚｏｎｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓ，therelationshipbetweenelectro-
phoreticmobility(U）andelectriccharge(Z)，molecularweight(M）couldbepr
esentedwiththefollowingequation・

Ｕｏｒｉ＝（Ｕ０，，－U…）＝AxZxH-1′３ （Ａ:constant）

Thenweanalyzedthepartiallyhydrolyzedpeptidegwithcapillaryzoneelectro-
phoresis，ａｎｄｕｓｅｄｔｈｉｓｅｑｕａｔｉｏｎｔｏａｎａｌｙｓｉｓｔhehydrolysisprocedure．

（はじめに）

第一回及び第二回クロマトグラフィー科学会においてキヤピラリーゾーン電気泳動の場合
にペプチドの移動度と電荷及び分子量の間には

Ｕｏｒ，＝（Ｕａｐｐ－Ｕ…）＝AXZXN-1′３ （Ａ:constant）

という関係式がほぼ成り立つということについて報告した．本研究においては電気泳動の
移動度に影響する諸因子に対する検討を行ったうえで、ペプチドの部分加水分解を行い、
上記の関係式を用いて加水分解ペプチドの構成アミノ酸に関する情報を得ることを試みた。
（実験）

１）試料合成ジペプチド類はNBC社、アンジオテンシン11はペプチド研究所㈱より購入し
た。グリシルアスパラギン及びアンジオテンシン11は200,M塩酸を用いて110°Ｃで加水分解
を行った。

２）装置アプライドバイオシステム社のNODEL270Aキヤピラリー電気泳動装置、分離用の
キャピラリーは内径5Ｍm、全長50cｍ（有効長50cm）のフューズドシリカ管、検出は200nｍ
のオンカラム検出を行った。

３）電気泳動キヤピラリーの内部を200mN水酸化ナトリウムで2カラムボリユーム洗浄後、
20,Nのクエン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ2.5）で5カラムボリユーム置換し、試料（最小量伽
ｌ）を加圧（127mmHg）式で2秒間注入し、３０kVの定電圧で泳動した。
（結果）

１）電気泳動図に影響する諸因子についての検討

試料に含まれる各種物質濃度の移動度に及ぼす影響について検討した（Fig.１）。逆相ク
ロマトグラフィーの溶離液に含まれる約50%程度までのアセトニトリル、0.1%のTFA、ある
いは加水分解に用いる塩酸で0.2Nまで、炭酸アンモニウム0.1Nまではペプチドの移動時間
にほとんど影響を及ぼさなかった。
２）ペプチ隙の分離様式

上記の関係式についてアミノ酸残基数1-148の150種類のペプチドについてプロットした
ものをFig.２に示した。一般的にはZxN-'′3の値が大きくなるほど移動度も大きくなる傾向
にあった。また側鎖の等しいアミノ酸のポリマーでは非常に相関の高い直線が得られた。
３）グリシルアスパラギンの塩酸部分加水分解

グリシルアスパラギンを200mN塩酸を用いて加水分解した場合の経時変化をFig.３に、そ
のときの各物質の質量変化をFig.４に示す。グリシルアスパラギンの加水分解は途中で中間
体が生成しその後グリシンとアスパラギン酸に分解することがわかった。
４）アンジオテンシン11の塩酸部分加水分解
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ＣＥ０こ』こる高ﾗﾗﾖｰ角牢肯居ハミ旨プヲニド

ーマシピンクﾞ

（アプライドバイオシステムズジャパン）

○ステイーブカーシャー、萩原佳代子、小畑義充、田中博、銭場俊彦

HIGH-RESOLUTIONPEPTIDEMAPPINGBYCAPILLARYELECTROPHORESIS

AppliedBiosystemsJapan,Inc.／StevenW・KIRSHER,KayokoHAGIWARA,YoshimitsuOBATA，

HiroshiW・TANAKA，andToshihikoSEMBA

Peptidemappingisanimportantstepintheinvestigationofproteinan｡/or

genestructure・Manynoveltechniqueshaveappeareｄｔｏｉｓｏｌａｔｅｄｉｇｅｓｔｅｄｐｅｐｔｉｄｅｓ

ｆｏｒｍicrosequencing・However，ｉｔｉｓｖｅｒｙｄｉｆｆｉｃｕｌｔｔｏｋｎｏｗｔｈｅｈｅｔｅrogeneityof

aliquotsbeforesequeｎｃｉｎｇ・ＦＳＣＥｉｓｇｅｎｅｒａｌｌｙａｐｐｌｉｃａｂｌｅｔｅchniquebasedonfree

solutionseparation．Ｗｅｃａｎｅａｓｉｌｙｊｕｄｇｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａsampleinthefmol

range・ＷｅｈａｖｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｍａｐｐｉｎｇｆｅａｔｕｒｅｏｆＦＳＣＥａｎｄノ〔zRP-HPLC，andpresent

hereatypicalexampleusingamixtureoftwoquitesimilarsyntheticpeptides（３３

and34aminoacidseach)．FSCEhasshownextremelyhighresolutioninamilder

conditionpermittinganalysisinamorenativeformofthematerials、八

【はじめに】微量蛋白質のマイクロシーケンシングは、自動エドマンシーケンサーによって

定着し、広く受け入れられている。しかし、その試料の調製は現在も律速であり、特に限定

分解して得たペプチドフラグメントのマッピングは、シーケンシングの成否を決定している。

ＣＥはペプチドマッピングに従来ない原理を提供し、過去の難点を解決する先駆となろう。我

々はＣＥと、微量マッピングにおいて最も一般性のある〃ＲＰ－ＨＰＬＣを比較した。ＣＥは

より高度のピーク相互分離を達成し、各フラグメントは逆相系と全く異なる移動特性を示した。

【実験】ＮＬＳ－Ｉ、Ⅱ（NuclearLocalizationSignal)はＦｍｏｃ固相合成法にて調製し

た。Ｉ、Ⅱは各３３，３４残基であるがⅡはＩのＮ端にＣｙｓが付加している。ＮＬＳはアミ

ノ酸組成、配列、質量分析によって構造を確認した。ノヒｚＬＣ：ＡＢＩ１３０Ａ、RP-300（Ｃ８，

２．１ｍI.Ｄ×220mm）カラムを用いた。ＣＥ：ＡＢＩ２７０Ａ－ＨＴ、５０山１．，．×６８ｃｍ

（有効長46cm）フューズド・シリカ管を用いた。

【結果および考察】ミオグロビン（Mr､17K）のＬｙｓ－Ｃプロテアーゼ消化物はﾉ〔ｚＬＣ、

ＣＥ共にほぼ完全にマップ可能であるがペプチドフラグメントの相対位置は異なっている。

したがって両法は別の分離原理に基づいている（H､Tanakaｅｒａ/:，1990)。ＮＬＳ－ＩはＮＬＳ

－Ⅱの合成副産物として生じた。ＲＰ－ＨＰＬＣにより一段精製した合成ＮＬＳは，ノ〔ｚＬＣで

はFig.１，（A）のクロマトグラムを示した。ピークｂはＭＨＩ：３８９６，３７９３ａ．ｍ．ｕ・に

質量シグナルが観察され、Ｎ端のＣｙｓのみ異なる２種のペプチドの混在を確認した。同分画

を乾固し、蒸留水に溶解し、約３時間室温に放置すると、Ｓ－Ｓ結合形成による２量体が生じ

た（ピークｆ）。ｆは還元によりｂに変換する。ピークｅの後半に認められる肩はＮＬＳ－ＩＩ

由来と考えられ、ＮＬＳ－Ｉとの若干の分離は認められるが、還元状態では識別できない

－４７－
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（ピークｂ）。ｂを分取しＣＥにて分析すると、ｇ、ｈが主ピークとして検出された（Fig.２卯
Ｏｍｉ､)。同一バイヤルから一定の時間間隔で試料を採取し、測定したところ、ピークｈの減少

とｉ領域に広いピークが出現する傾向が認められた（２０分以降）。４０分ではピークｈ高が

約１／２となりｉも明らかにピークとして検出することができた。８０分後には９０％のｈが．

消失した。しかし、このシリーズでピークｇ高には顕著な変化は認められなかった(Fig.２)。
以上からピークｇ、ｈは各々 、ＮＬＳ－Ｉ、Ⅱと同定できた。ＣＥでは、３３および３４残基

ペプチドの１アミノ酸残基（Ｃｙｓ）の差を識別可能である。またＣｙｓは分子全体の荷電へ

の寄与は僅少であり、ＣＥのペプチド分離は荷電のみに依存しないことを示唆する。ＮＬＳ一

Ⅱ２量体は、ＣＥとﾉ〔ｚＬＣ上でなぜピークの形状が大きく異なるのか明らかではない。ＣＥに

おいて、今回用いた移動溶液はpH6.0(30,Ｍリン酸ナトリウム）であり、特定の固定相を用いな

いfreesolution分離であることを考慮にいれると、ＮＬＳは天然に近い分子形を保ちキャピ

ラリー中を移動するであろう。ＮＬＳは結合した蛋白質を細胞質から核質へ移行させる活性を

有し、一定の立体構造を形成していると考えられる。ＮＬＳ一ⅡのＣｙｓは蛋白質との複合体

を人為的に作成する目的で導入したアミノ酸であり、天然にはこのような２量体は生じない。

不自然な２量体形成に伴う高次構造の変化が、ＣＥ上の振舞に反映しているのであろうか。

ＣＥによるペプチドマッピングはそのピーク分離能から、今後、純度検定の基準になるである

ＭｌＮ

う。さらに ＣＥは、ペ

『尾。

プチドの立体構造に対
1９．２

する情報を簡易なマツ

ピングを通して取得す

る手段として、期待が

大きい。
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重f7種菖クにゴーマトーグーラーフイー、こ』こる

ジ己全萎ララー筈蔑Ｉ

(京大工'、姫路工大理2）○石漬泰'、寺部茂２

OPTICALRESOLUTIONBYELECTROKINETICCHROMATOGRAPHY

1FacultyQfEngineering，KyotoUniversity

2FacultyofScienＣｅ，HimejilnstituteofTechnology

YasushilSHIHAMA1andShigeruTERABE２

Micellarelectrokineticchromatography（MEKC）withchiralsurfactantsmakes

itpossibletoseparateopticalisomers・Glycyrrhizicacidandβ-escin（aescin)，

whicharebothtriterpenoidsaponins，wereemployedaschiralsurfactants・Gly-

cyrrhizicacid，owingtolowsolubilityinwater，wereusedwithsodiumdodecyl

sulfatｅ（SDS）andn-octyl-β-D-glucosidetoformamixedmicelle・Underneutral

conditions，fivedancyl-DL-aminoacidswereopticallyresolved･Ｉｎｔｈｅｕｓｅｏｆ

β－escinwithSDSunderacidicconditions，ninePTH-DL-aminoacidsweresepa-
ratedtoeachenantiomer．

１･はじめに

ミセル動電クロマトグラフィー（MEKC）は、キヤピラリー電気泳動の手法にクロマトグ

ラフィーの分配の原理をとりいれた分離分析法であり、界面活性剤ミセルを分離溶液に導

入することで、試料はその分配係数の違いによって分離される。キラルな界面活性剤を用

いた場合には、光学異性体の分離も可能となり、胆汁酸塩、アミノ酸誘導体、ジギトニン

などいくつかのものがすでに報告されている。今回報告するグリチルリチン酸、β－エス

シンはトリテルペノイドサポニンに属し、界面活性を持つ安価な天然物である。これらの

光学分割能を調べるため数種のDL-アミノ酸誘導体を試料として実験を行った。

２．実験

キヤピラリーは有効長３０または５０ｃｍ，内径５２川の内面無処理のものを用いた。

検出はオンカラムで、β一エスシンの系では紫外吸収検出器（JASCOUVIDEC-100-V；２２０

nm）を、またグリチルリチン酸の系では蛍光検出器（JASCO821-FPS；励起波長３３０ｎm、

検出波長５３０，m）を用いて行った。分離溶液は0.1Ｍホウ酸塩-0.05Ｍリン酸塩緩衝液
（ｐＨ7.0）または0.05Ｍリン酸塩緩衝液（ｐＨ3.0）に界面活性剤を加えて調製した。

３．結果と考察

（１）グリチルリチン酸塩ミセル

グリチルリチン酸は３つのカルボキシル基をもつ陰イオン性トリテルペノイド．配糖体だ
が、水への溶解性が悪く（モノアンモニウム塩を使用）、単独で用いることができなかっ

た。検討の結果、中性条件下、硫酸ドデシルナトリウム（SDS）およびn-octyl-β-D-
glucosideとの混合ミセルを形成させることにより５種のダンシルアミノ酸に対して光学
分割が可能となった（Fig.１）。移動順については例えばセリンについてはＤ体の方がＬ
体より強くミセルに取り込まれていた。

－４９－
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い、この条件下では電荷を持たないβ

一エスシンはＳＤＳと混合して用いた。 （ａ）

ミセル組成においてβ－コニスシンの割

合を大きくすることで分離は向上した

が、ミセルの電荷の減少にともない、

分析時間は長くなった。メタノールの

添加は、ｋ，を減少させたが、キラル

分離への効果はほとんどみられなかっ

た。また、中性条件下では光学分割は

達成で きなかった。Ser

い、この条件下では電荷を持たないβＳｅｚｍｈｒＶａｌ
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（２）β一エスシンミセル

Fig・２のようにβ一エスシンを含む混合ミセルによってトリプトファンを除く９種の

PTH-アミノ酸が良好にキラル分離された。分離は電気浸透流の抑えられた酸性条件下で行
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生三茎窪ラろ-本斤一、ｏフノ応《j手１Ⅲ

ノ、老妻にＰＣフシジンーセノーリーイドｏフララー寓佳

（大阪府立公衆衛生研究所’、京都大学薬学部２）

○岩上正燕’、沢辺善之Ｉ、中川照員２

MICELLARELECTROKINETICCHROMATOＧＲＡＰＨＹＦＯＲＴＩＩＥＡＮＡＬＹＳＩＳＯＦ

ＣＲＵＤＥＤＲUGSIII・ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮＯＦＧＩＮＳＥＮＯＳＩＤＥＳＩＮＰＡＮＡＸＧＩＮＳＥＮＧ

ＳｈｏｚｏＩＷＡＧＡＭＩ１，ＹｏｓｈｉｙｕｋｉＳＡＷＡＢＥ１ａｎｄＴｅｒｕｍｉｃｈｉＮＡＫＡＧＡＷＡ２

ｌ０ｓａｋａＰｒｅｆｅｃｔｕｒａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＰｕｂｌｉｃＩＩｅａｌｔｈａｎｄ

２ＦａｃｕｌｔｙｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＫｙｏｔｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

Micellarelectrokineticchromatography(MEKC）witharunningbuffer

solutioncontainingsodiumcholate(CA）asananioniccarrierwasapplied

toｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｇｉｎｓｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ，suchas

ginsenosidesRb1，Ｒｂ２，ＲｃｊＲｄ，Ｒｅ，Ｒ２ａｎｄＲｇｌ・Theeffectofcyclodextrin

(CD)，ureaororganicsolvent(methanoloracetonitrile）ｏｎｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ・Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓａｃｈｉｅｖｅｄｕｓｉｎｇａｌ０２ｃｍ×

５０叩１．，．ｆｕｓｅｄｓｉｌｉｃａｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅｆｉｌｌｅｄｗｉｔｈ２０ｍＭｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ

ｓｏｌｕｔｉｏ、(ｐＨ７）containing25％ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅａｎｄ７５ｍＭＣＡａｔ３０ｋＶＤＣｖoltage・

Ｕｎｄｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，ｓｅｖｅｎｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓｍｅｎｔｉｏｎｅｄａｂｏｖｅｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄ

ｅａｃｈｏｔｈｅｒｆｒｏｍｔｈｅｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＰａｎａｘＧｉｎｓｅｎｇ．

［緒言］

人参は滋養強壮、健胃、鎮静などの目的で漢方処方に繁用される重要生薬であり、その

主要成分であるジンセノサイド類には数多くの生物活性が認められている。人参中のジン

セノサイド類の分離定量法には複雑な前処理や分析条件を必要とするものが多く、またこ

れらのジンセノサイド類を同時に分離することが困難である場合も少なくない。今回我々

は、ミセル動電クロマトグラフィー（ＭＥＫＣ）を用いて、人参中のジンセノサイド類の

分析条件設定のための基礎的検討を行ない、標準品の入手が可能な７種のジンセノサイド

類について、簡便な同時分析条件を見出すことができたので報告する。

［実験］

装置はアプライドバイオシステムズ社のModel270Aを使用した。分離用のキャピラリー

は内径５０jlm、長さ７２cmあるいは102ｃｍ(有効長50cmあるいは８０cm）のフューズドシリ力管を

用い、200,ｍでオンカラム検出した。試料の注入は陽極より装置のvacuumsystemを用い

て１．５秒間行なった。支持電解質溶液には20,Mホウ酸一リン酸緩衝液(pH7～9)あるいは20

,Ｍリン酸緩衝液(pH7,8）を用いた。キャリアーにはコール酸ナトリウム（CA)を使用した。

キヤピラリーは分析のたびに０.ｌＮＮａＯＨついで泳動用緩衝液で洗浄した。実験はすべて３５

℃で行ない、印加電圧は20kVあるいは30kVとした。試薬類は市販品をそのまま使用した。
［結果］

ＣＡ濃度の検討 実験に用いたジンセノサイド類はすべて中性サポニンであるため、緩
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衝液中にＣＡを含まない場合には電気浸透流とほとんど同じ位置に溶出した。ＣＡ濃度が25,Ｍ
の時にprotopanaxatriol系のジンセノサイド類（Ｒｅ，Ｒ鷹，Ｒｇ,）の分離は可能であったが、；

protopanaxadiol系のジンセノサイド類（Ｒｂ,，Ｒｂ２，Ｒｃ，Ｒｄ）の分離は不可能であった。

CA濃度の増加につれて後者の分離は改善される傾向を示したが、前者の分離は反対に悪く

なった。なお、ＣＡ濃度が同じであれば、緩衝液の種類及びpHに関係なくほぼ同じ分離パタ
ーンが得られ、ＣＡ濃度が50,Mあるいは75,Mの時に比較的良好な分離が得られた。しかし、

いずれのＣＡ濃度（0～l50mM)においてもＲｂ２とＲｃの分離はできなかった。また、印加電圧を

20kVから３０kVに上げても分離自体はそれほど改善されなかった。したがって、以下の実験

はＣＡ濃度50,Mあるいは75,Mのホウ酸一リン酸緩衝液(ｐＩＩ８）を用いて印加電圧２０kVで行なっ
た。

シクロデキストリン（ＣＤ）の添加γ－ＣＤをl5mMあるいは30,M添加することによって

protopanaxadiol系のジンセノサイド類の溶出が早くなった。これはγ－ＣＤと安定な包接

化合物を形成するためと考えられる。しかし、分離はむしろ悪くなった。一方、β－ＣＤを

25,Mあるいは50,M添加した場合はprotopanaxatriol系のジンセノサイド類の分離が少し改
善された。

尿素の添加尿素を3Mあるいは6M添加した場合にはprotopanaxatriol系のジンセノサイ

ド類の分離は改善されたものの、protopanaxadiol系のジンセノサイド類の分離は悪くな
った。

有機溶媒（ＭｅＯＨｏｒＭｅＣＮ）の添加 ＭｅＯＨあるいはＭｅＣＮを２０％含有する

緩衝液を用いた場合に、ＲｂＺとＲｃが分離する傾向が認められ、有機溶媒の比率を３０％にす

ると分離はさらに改善された。ＣＡの濃度は50,Mよりも75,Mの方が両者の分離は良好で、そ

の他のジンセノサイド類も分離可能であった。

また、ＣＡ濃度を75,M、ＭｅＯＨ比率を２０％に固定して改めて緩衝液の種類とｐＨを検討し

たところ、ｐＨは７が良好で、緩衝液はいずれでもよいことがわかった。

キヤピラリーの長さの検討以上の実験は７２cmのキヤピラリーを用いて行なったが、最

後にキャピラリーを長くすることによって分離が改善されるかどうかを検討した。キャピ

ラリーは102ｃｍとし、印加電圧は３０kVとした。また、緩衝液はｐＨ７のホウ酸一リン酸緩衝

R９

Rｅ

Rｆ

Ｉlｉ

液とリン酸緩衝液を用い、ＣＡ濃度は75,M、

有機溶媒の比率は２０％あるいは３０％とい

う条件で行なった。その結果、リン酸緩

衝液の方がＲｂＺとＲｃの分離が良好である

ことが わ か っ た。また、ＭｅＣＮを用い

る方がＭｅＯＨを用いるよりも分析時間

が短かく、シャープなピークが得られた。

ＭｅＣＮの比率についてはＲｂ，とＲｂ２の

分離も考慮して２５％が適当であった。

キヤピラリーの長さ102ｃｍ、印加電圧

30kV、ＣＡ濃度75,M、ＭｅＣＮの比率25％

の20,Ｍリン酸緩衝液(ｐＨ７)を用いて行な

った人参中のジンセノサイドの分析例をつた 人参中のジンセノサイドの分ｲﾂT例を０１０２０３０１，１，．

図１に示す。図１人参中のジンセノサイド類の分離
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２Ｓ を涼ミカロしプご重力電2クローマトクジ‐

ミラフィーに二よる一こう"ヲこ‐Ｆク>ご分懐准（２）

(協和醗酵・医薬研）○八島利幸，土谷昭浩，森田収

Separationofpeptidesbyelectrokineticchromatography

withorganicmodifier（２）

ToshiyukiYashima，AkihiroTsuchiya，OsamuMorita（Pharmaceutical

ResearchLaboratories，KyowaHakkoKogyoCo.，Ltd．

Fourkindsofinsulin（bovine，porcine，equineandsheep）arealmost

equivalentinthechargeａｎｄｔｈｅｓｉｚｅ・Sotheseinsulinsarenot

separatedbycapillaryzoneelectrophoresis(CZE)．Butbymicellar

electrokineticchromatography（ＭＥKC）withorganicmodifier，these

insulinswereseparatedcompletely・Cationicsurfactantwasusedatlow

pH，andanionicsurfactantwasusedathighpH・Andtheapplication

rangeofthistechnicwasinvestigated．

１．はじめに‘・

キャピラリー電気泳動(ＣＥ)は分離効率のよい新しい分離分析法として期待されている

が、その中でミセル勤電クロマトグラフィー(ＭＥＫＣ)は通常のゾーン電気泳動(ＣＺＥ）
では分離できない中性試料や移動度の同じ試料を分離する手段として用いられている。し
かしたん白質などの疎水性の大きな試料はミセルとの相互作用が強過ぎるためＭＥＫＣに

適さない。我々はこの問題を解消するために、ＭＥＫＣの泳動溶液に有機溶媒を添加し、
たん白質あるいは大きなペプチドのミセルヘの分配を抑える方法を検討している。

既にアミノ酸残基２２個のペプチドであるモチリンの分離を報告している')が、今回は
さらに分子量の大きなペプチドとしてインシュリンの分離を試みた。インシュリンはアミ
ノ酸残基数２１個のＡ鎖と３０個のＢ鎖が２本のＳ－Ｓ結合で結合されたペプチドであり、
総アミノ酸残基数は５１個、分子量は５８０７（ヒト）、等電点は５．３－５．４である。この
インシュリンの中でブタ、ウシ、ウマ、ヒツジのインシュリンはそれぞれＢ鎖が全く同じ
でＡ鎖の８位から１０位のアミノ酸残基のみが異なる（Fig.１）。しかも置換されたアミノ
酸は全て中性アミノ酸で電荷が等しく、４種のインシュリンはほとんど同じ移動度を示す
ため、通常のＣＺＥでは分離できない。

今回は酸性ではカチオンの、塩基性でFig.１各インシュリンの部分アミノ酸配列
はアニオンの界面活性剤を用い、さらに ６７８９１０１１

アセトニトリルを加えてこれらのインシブタＡ鎖一Cj's-Cys-Tlr-Ser二面三二国's－
１リンの分離を試みた。

Ｂ鎖また、ＭＥＫＣに有機溶媒を添加して分一Cjs-…‘‘……‘，…
離するこの方法がどの程度の大きさのぺウマＡ鎖一Thr-G1y-Ile-
プチド、たん白質に適用できるかについウシＡ鎖一Ala-Ser-Val－
ても検討した。ヒツジＡ鎖一A1a-G1y-Val-

－５３－



２．実験

装置は前報')と同じ自作のものを用い、キャピラリーは内径５０ﾉｕｍ、全長６５ｃｍ（検
出器まで５０ｃｍ）のうユーズドシリカ管を使用した。緩衝液は酸性では５０，Ｍ酢酸塩緩
衝液、塩基性では５０１'1Ｍホウ酸塩緩衝液を使用した。試料のインシュリン及びエンドル
フィンは市販品（SIGMA）をそのまま使用した。
３．結果及び考察

酸性条件ではカチオンの界面活性剤として臭化セチルトリメチルアンモニウム（CTAB）
を用いた。ｌＯｍＭＣＴＡＢを含む酢酸塩緩衝液（ｐＨ３．６）の泳動溶液ではインシュリンは未
分離であったが、アセトニトリルを加えると分離し５％アセトニトリルの条件で４種の
インシュリンがほぼ完全分離した。また、ｐＨ４では５％アセトニトリルでほとんど分離
せず、ｌら％以上アセトニトリルを加えた場合の方が分離が良くなった。これはＰＨがイン
シュリンの等電点（5．３－５．4）に近付くにつれてインシュリンの疎水性が増しミセルとの
相互作用が強くなったためと考えられる。

また、塩基性の条件ではドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を用いたが、５０ｍＭＳＤＳを含
む5011Ｍホウ酸塩緩衝液（ｐＨ８．５）の泳動溶液では分離しなかったインシュリンが、アセ
トニトリルを加える（１５％）ことによって酸性の場合と同様にほぼ完全分離することがで
きた。

酸性条件の場合と塩基性条件の場合を比較すると、泳動順が異なることが分かる。両者
で浸透流の方向が違うため泳動方向は逆になるが、ミセルと相互作用の強いものほど泳動
時間が遅くなるという点ではどちらも同じはずである。この違いの原因はＰＨの違いによ
る試料の物性の違い、界面活性剤の種類による違いなどが考えられる。

またエンドルフィン類のペプチドを用いて、どの程度の大きさのペプチドで有機溶媒の
添加が必要になるかを調べた。これはアミノ酸組成やｐＨなどの泳動条件によって異なっ
てくるが、一般にアミノ酸残基数１０個以下のペプチドでは有機溶媒無添加でも分離でき
るが、アミノ酸残基数２０個以上のペプチドでは有機溶媒の添加が必要と思われた。

Fig.２４種のインシュリンの分離

０

lOInMCTAB，ｐＨ３．６，５％ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ

５ ｌＯ ｌ５

ｔｉｍｅ(ｍｉｎ）

2００

5011ＭＳＤＳ，ｐＨ８．５，１５％ｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ

５ 1０

time(皿in）

1）八島利幸、土谷昭浩、森田収，第２回クロマトグラフィー科学会要旨集，５３（1991）
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３０
無機イオンキヤピラ'ノー電気泳動の応用例

（ご
～ リポアコーポレートウオーターズクロマトグラフイー事業部１）

（日本ミリポアウオーターズクロマトグラフイー事業２））
PJandikl）WRJonesl），JRomanOl),○高橋孝行２）

ApplicationofinorganicCapillaryelectrophoresis

lPJandik,1WRJones,1Ｊ・Romanoand2YbsiyukiTakahashi

CapiIlarylonAnaIysisisacapillaryelectrophOretictechniqueoptimizedfOrthe

rapidanalysisofhighlymobilesmallmoIecularweightions､Theseionsare

separatedaccordingtotheirmobiIityinWatersNICE-PakxMchemistries(patent

pending)consistingofUVabsobingbackgroundeIectroIytesandelectroosmotic

fI◎wmodifiersDetectionisbasedonindirectUVsincethemajorityofanionsand

cationsdonotabsorbUVenergｙａｔ２１４ａｎｄ２５４ｎｍＴｈｅｒａｐｉｄａｎａｌｙｓｉｓoftheanalytes

isachievedthroughtheelectroosmoticflowmocIifiers(○ＦＭ)foranionsandelectrolyte

pHforcatiOns,TheresultisthebuIkfIowoftheelectroIyteinthecapiIlarytogoesinthe

samedirectiOnastheinsoIution．

【要約】

CapiIIaryIonAnalysis(ClATM）は高速で電気泳動される定分子イオンをキャピラリー

電気泳動で分析する技術で、陰イオンはナイスパックTＭ（ウオーターズ）を用いた泳動

バッファーで分離ざる。検出は主な陰イオン、陽イオンがＵＶ吸収（２１４，，，

２５４ｎｍ）を持たないためインダイレクト法を用いる。高速分析のキーとして陰イオ

ンはオスモシスモディファイアー、陽イオンはバッファーのｐＨ、キレートの利用があ

る。ともにオスモシスフローの方向とイオンが泳動きれる方向とが同一方向を持つこと

により高速分析がでる。

【実験】

分析機器としてウオーターズクゥオンタ４０００キャピラリー電気泳動システムを用

い、キャピラリーは７５鯉ｍｘ６０ｃｍ（検出器まで５２．５ｃｍ）、検出は陰イオン

に２５４，ｍ、陽イオンに２１４ｎｍを用いインダイレクト法で行なった。泳動バッフ

ァーは陰イオン用に５，Ｍのクロム酸,０．４，ＭナイスパックTＭ（ｐＨ８．０）で行なっ
た。また陽イオン（アルカリ、アルカリ土類、遷移金属）は５ｍＭＵＶＣａｔ‐１

－５５－
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【結果・考察】

Fig-1は３６種の陰イオン、有機酸、直鎖アルキルスルフオン酸を分離したエレクト

ロフェログラムである。各イオンのイオン当量導電率の順に泳動きれる。これは

９０％のイオンがこの法則に従う。（例外としてヨウ素、チオシアン、過塩素酸等

疎水性イオン）

分離能、マイグレーションタイムはｐＨあるいはバッファーの種類を変えることによ

りコントロールすることができる。陽イオンはFig－２，３に示す様に分離に錯体を形

成きせ行なった。バッファー中に金属イオンと錯体を形成する物質（クエン酸、酒石

酸、シュウ酸、ハイドロキシイソ酪酸）を加えることにより陽イオンの移動度が影響

をうける。錯体を形成しない場合移動度は大きく、イオンが錯体を形成した時は移動

度が小きくなる。各陽イオンはバッファー中でフリーと錯体との平衡状態にあり、こ

の差により泳動速度が異なってくる。泳動電圧を上げキヤピラリーの長ざを短くする

ことにより高速分析ができた。高感度分析…………，一”o-
Q4mAI唖毎－．，M…-8『.…幻§罵霊飛琴雲
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ラリーの内径が太い（７５/4）、バックグ
ランドのイオンのモル吸光係数が高いこ

三雲溌茎:蹴曾｜となどが考えられる。

で、より多くのイオンを分離することがで

きた。
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（ウオーターズ）、６．５，Ｍハイドロキシイソ酪酸（シグマ）ｐＨ４．４を、希士類用

にｌ０ｍＭＵＶＣａｔ‐１，４．０，Ｍハイドロキシイソ酪酸（シグマ）ｐＨ４．４を

用いて行なった。
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リゴニ奏頁≦≧ﾉﾃ室;イフオーンロヮララー寓佳矢巨萱量

(岡山大・理）○本水昌二，松田伸也，

SEPARATIONANDDETERMINATIONOFALKALINE-EARTHMETALIONSBYCAPILLARY

ELECTROPHORESIS

FacultyofScience，OkayamaUniversity，Tsushimanaka，Okayama７００，JAPAN

ShojiMOTOMIZUandShin-yaMATSUDA

Capillaryelectrophoresisseparationofalkaline-earthmetalionswasexamined

withUV1ight-absorbingchelatingagents・EDTAanalogueswereexamined:theywere

EDTA,CyDTA,GEDTA,DTPA,NDTAandPDTA・Thesewereaddedtothecarriersolution・

Themetalchelatesseparatedinthecapillaryweremeasuredbyon-columnUV-

absorptiondetection(200ｎm)．Ｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｔｈechelates
was：Ｂａ2＋〈Sr2＋〈Ｃａ2＋〈Mg2＋（Be2＋couldnotbedetected)．Thebestseparation

offouralkaline-earthmetalionswasachievedwithCyDTA・MethodswithEDTAand

CyDTAwasappliedtothedeterminationofCa2＋ａｎｄＭｇ２＋inwatersamples・A
methodwithPDTAwasverysensitiveandapplicabletothedeterminationofmetal

ionsatconcentrationsoｆｌＯ~6M．

１．はじめに

キャピラリーゾーン電気泳動法(以下CE法と略記)は荷電物質の分離と分析のための非常

に強力な手法として約10年前Mikkersらにより紹介されたい．以後主に生化学,医学,薬学方

面でタンパク質,ペプチド,アミノ酸,糖など多くのバイオ関連物質の分離に用いられてき

が，無機イオンに関する研究例は非常に少ない．そこで演者らはCE法の分離と検出原理の

単純さ,高分離能,装置の自動化の容易さに着目し,金属イオンの定量を主目的に検討を進

めてきた2-41.現在広く用いられている紫外吸光検出器では,キャピラリー径が通常50伽程
度と極端に細いため光路長が短く，濃度感度は一般に低い．しかし金属イオンを対象とする

場合には,キレート形成などの手法でモル吸光係数の大きいイオン種への誘導体化により，
感度向上が可能となる．本研究では金属イオンをEDTA類縁キレート剤により陰イオンと

し，分離･定量することを検討した．さらに実際試料として天然水中の硬度(Ca2.とMg2+濃
度)測定へ応用した結果について述べる．

2．実験

試薬キャリヤー溶液としてはEDTA類縁キレート剤(市販のEDTA,CyDTA,GEDTA,DTPA及び
合成のNDTA,PDTA)を含む20,Mホウ砂溶液(pH9.2)を用いた．試料溶液としては基礎検討の
場合には2,Ｍキレート剤を含むpH9.2の溶液を用いた．

装置キャピラリー電気泳動装置はアプライド・バイオシステムズ社製ABIModel270Aを
用いた.キャピラリーは内径50肌外径375伽のヒューズドシリカチューブで,検出器までの
長さ(L､)25-75cmのものを用いた．

操作測定開始前に1MNaOHで5分間洗浄し,次に純水で5-7分間すすいだ後キャリヤー溶
液を満たす.試料が通常の河川水などの場合にはキャリヤー溶液を2-3分間流すだけでよい
(キャピラリー洗浄には約1.5分間を要す).試料導入は装置付属の減圧システム(-127mmHg）
を使用し,陽極側から導入した．泳動は35W，２０～30KVの定電圧で行った.キレートの検出
は200,mで行った.なお試料水は0.2伽のメンブランフィルターで瞳過した後使用した．

－５７－



3．結果と考察 型bleIIcnlcmQb山tlesofmefcllchelates
3.1．キレートの電気泳動移動度(山p）

Ｔａｂｌｅｌに主な金属イオンの移動度此”

を示す.いずれのキレート剤においても

Be2+のピークは検出されず，又NDTAでは

アルカリ金属イオンは検出されなかっ

た．EDTA,CyDTA以外では検出されない金

属イオンも見られる.Fig.１にCyDTAを用
いた場合のelectropherogramの例を示

す．５%エチレングリコールを含むキャリ
ヤーを用いることにより，４つのアルカ

リ土類金属が分離されている．他の二

価金属のピークはMg2+よりも遅れるた

め，共存していても妨害とはならない．
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3.2分離及び定量の再現性EDTA:ethylenedlaminete畑aceticacid

、ＴＰＡ：ｄｌｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅｐｅｎｔａａｃｅｔｉｃａｃｉｄＴａｂｌｅ２に(Ba2++Ca2++Mg2+)の混合
ＣＥＤＴＡ：ｇ１ｙｃｏｌｅｔｈｅｒｄｌａｍｉｎｅｔｅｔ[,ａａｃｅｔｌｃａｃｉｄ

試料を各々3回測定した平均値と平均PDTA:1,2-phenyleDediaminetemaceticaciｄ
値からの最大偏差を示す.此p値は実 ＮＤＴＡ：１，８－ｎａＰｈｔｈａｌｅｎｅｄｉｅｌｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ
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土類金属イオンについ#４Peakhel8ht,cin・矩PeakaEea,IO4WS・
て行ったが,他の金属イオンにも十分応用可能である．

1)F､Ｅ,Ｐ・Ｍｉｋｋｅｒｓｅｔａ１．，Ｊ､Chromatogr.，169,11(1979)．２)本水昌二，西村真一:第５２回分
析化学討論会講演要旨集,ｐ369(1991)．３)S､Motomizu,Ｓ・Nishimura,Ｙ､ObataandH・Tanaka
:IUPACInternationalCongressonAnalyticalSciencesl991,Abstract,pl90(1991)GIa
kuhari-Messe)．４)S､Motomizu,Ｓ､Nishimura,Ｙ・ObataandH､Tanaka:Anal,Sci.，inpress．
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よい.またEDTAの場合，分析時間を短Ｆi８．１Elec伽phero8Eamsformetalchelates
縮するために短いキヤピラリー(L､＝Car[､ler:20,MMax+2InMCyDTA+5Zethylene8iyco１．

２５cm)を使用することもでき4分以内;，職2c;蹄e:‘蛾y勝;，Cd霞.;6co,鵜；
でCa2+とMg2+の鋭いピークが現れる．７Ｎ1?÷;８Ｃｕ2÷;９CyDTA;１０wateEdlp・
LD=25cmのキャピラリーでは1192+のピーク高の相対標準偏差(RSD)が若干大きいが,RSDはほ

ぼ2%以内で定量された.通常の長さのキャピラリー(LD二50cm)を用い20kVで操作すると,分

析時間は約10分必要となるが,バックグラウンドが改善され,RSDも改善された．

‐ヤヤこフリー宅丸伽Ｂａ２＋ １０．６１士０．０１３．１２士０．０１２．９９土０．０６１．４０±０．０６

動法による金属イオンＣａ2＋ラ.０５士０．０１１０．８１±0.013.17±0.012.96±0.051.68士0.05

編雲嚇講ｗ剛霞剛柵柵柵:棚.洲｡。
１１．６７土０．０１３．３７士０．０１２．０４±０．０５１．２８士０．０７
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験誤差の範囲内でよく一致している．また実際
分析で必要なピーク高,ピーク面積においても，

バラツキも比較的小さく,十分定量に使用でき
ることが分かる．

3.3実際試料分析への応用

Ｃａ2+,Mg2+とEDTA,CyDTAとの安定度定数は十

分大きく，キャピラリー内を泳動中にキレート

を形成することができるので，試料水を,メンブ

ランフィルターで演過後,そのまま使用しても

L】ｒＩ・燈§【】
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Spectra-PhysicsAnalytical

Capillaryelectrophoresisusingindirectdetectionisanimportantalternativetotraditionalion

chromatographicmethods．（1-3）EffectiveanionanlysisbyHPCErequirestheeliminationor

redUctionofelectroosmosticflow（EOF）topreventbackflowofanalytesintotheelectolyte

buffer，variouscoatingsforlPCEcapillarieshavebeendescribedandrevieweed(4)．ＣＥ

coatingswhichusevarioussilanesarebecomingcaI11merciallyavailable，Silanecoatingsare

unstableoveraｐｅｒｉｏｄｏｆｓｅｖｅｒａｌｄａｙｓａｎｄｄｏｎｏｔｅｌｉminateEOFsufficientlyforsuccessfulanion

analysis．（５）Methylcellulosecoatingsofferaneasytousealternativetocommercialreagents

fortheindirectanalysisofanions．

Methylcellulose，asacoatingforelectrophoreticanalysistoeliminateEOF，hasbeenusedby

Hjertensincel968．（6.7）Originally,thesecoatingswereusedfortheanalysisofproteins，to

slowthemigrationandtopreventanalyteadsorptiontothesilicawalls・Inorganicanions，such

asthiosulfate，sulfate，chloride，carbonateandfluoridecanbemeasuredbyindirectdetection，

ifmethylcelluloseisusedasacoating・Methylcellulosecanbeappliestoacapillaryover-

nightat60｡CandwilleliminateEOFandisstablｅｆｏｒａｔｌｅａｓｔｏｎｅｍｏｎｔｈ，whenperfomling

routineanalysis・Becausemethylcelluloseisuncharged，variationsinEOFduetochangesin

bufferpH，temperature，andconcentrationareeliminated．

INSTRUl肥NTATION：

AspectraphoresislOOOorSpectraphoresis500wasusedforindirectcapillaryanionselectro-

phoresisanalysis・Ｔｈｅscanningmodewasusedtodeterminewavelengthwhichgivesbestsignal／

noiselevelsforeachanalyte（210ｎm）foralOlllMborate/2111MKHphthalatebufferinthesingle

wavelengthmodegavebestsensitivity・Electrophoregramswererecordedandprocessedby

SpectraPhoresissoftwarerenningonanlBMＰＳ／２ＰＣｗｉｔｈ６冊RAM，anlntel387nathco-processor，

andOS2operatingsystem，usingnagativepeaklogictointegratenegativepeaks・OntheSP500，

anSP4400electronicintegratorwasusedwithanalogleadsreversedtogivepositivedeflections
ofnagativepeaks．
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MATERIALSANDMETHODS：

Reagents：A11analyteswerepurchasedanalyticalgradefromsi帥ａChemical，Ｓｔ・Louis，Ｍ０．

Methylcellulose,viscosity4000cp，ｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎｃｏｌｄＤＩｗａｔｅｒｔｏ0.4％ｗ/W・Astocksolution

oflOOnlMBoricaciｄｗａｓａｄｊｕｓｔｅｄｔｏｐＨ９・OwithlOOmMNaOH・Potassiumhydrogenphthalatewasadded

to20nlM・ｎｌｅ２０I11MKHP/100,ＭＢoratestocksolutionwasdilutedl:１０fortherunningelectrolyte，

thepHoftheresultingsolutionwasｍｅａｓｕｒｅｄｓａｔｐＨ８､２，Stocksolutionsofanalyteswere

madeto０．１％withDIwateranddilutedforgenarationofstandardcurves．

Capillarytreatment：Fusedsilicacapillaries（75ｕ1.,.x360uO.,.）werepurchasedfromPolyMicro

Technology，Phoenix，ＡＺ・Thecapillsrieswerethreadedintoacasetteandawindowwasburnedand

alignedwiththeon-capillaryflowwellbeforetreatment・thecapillarywas44cmfromelectrode

togroundand39cmtothedetectorasswembly・Thecapillarywasrinsedindistilledwaterand

allowedtoconditionfor2hrｓａｔ４０ＣｗｉｔｈｌＮＮａＯＨｔｏｒｅｍｏｖｅｓｕｒｆａｃecontaminants．Ａ0.4％Methyl

cellulosewaspulledintothecapillarybyvacuum：astepinthebaselineindicatedthatthemethyl

cellulosehaspassedthedetector，usuallyinaboutlminute・Vacuumwasappliedforlmoreminute

andthecapillarywasallowedtositintheinstrumentforl2hoursat60C・nlecapillarywas

rinsedwithDIwaterfor2minutesandindirectanalysiselectrolytefortwominutes・ASolution

oflOOppmChloridewasvacuuminjectedtodetermineifthecoatingwassuccessfUl．

RESUnANDDISCUSSION：

Thiosulfate，Choloride，sulfate，fluorideandcarbonatearesimpleanionswhichindustrial

laboratoriesareoftenaskedtoquantify，especiallyinsamplematericeswhichareunsuitableor

ndesirable・nleresultsshownareexampleswhichindicatethecapabilitiesofHPCEforindirect

anionanalysis・Standardcurvesarelinearovera200-foldrangewithalimitofdetectionof

<500ppb・Thedependenceofmigrationtimesontemperatureisdemonstrated・Theanalystmust

controlteInperature，otherwise，migrationtimesmayshiftandpeaksmaybemisidentified，

especiallyinanalyseswithcloseseparationsorshortanalysistimes・Multipleanalyseiscan

beperformed，ｏｆｔｅｎｉｎａｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｉｍｅｗｉｔｈｍinimalsamplepreparation．

Anindirectanionanalysissystemhasbeendescribedwhichusesamethylcellulosecoatingto

eliminateelectroosmoticflow・Themethodiseasy，stableanddoesnotrequireproprientary

reagents．
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３３無担体電気泳動におけるDNAの分離挙動
（城西大学理学部化学科')、東海大学医学部分子生物学2)）

○小林英三郎')、松田徹、松野巌、石井直明2）

SomeSeparationBehaviorsofDNAsinFreeFIowElectrophoresis
HidｅｓａｂｕｒｏＫＯＢＡＹＡＳＨＩ,ＴｏｒｕＭＡＴＳＵＤＡＩ)，ＩｗａｏＭＡＴＳＵＮＯａｎｄＮａｏａｋｉｌＳＨＩＩ２）

ｌ)DeparlmentofChemiStry,FacultyofScience,JoSaiUniversityand

２)SchoolofMedicine,TokaiUniversi【y

OnlhedevelopementofseparaIionlechnologymorbiologicalandbiochemicalsciences,itisclear

thallhemelhoswhichｗｅｒｅbasedonchromatographyandsedime､talionthcoricshavebecome

evenmo肥importantfbrseparatingthesamplesinthosefield・Neverlhless,melhodswhicha1℃

basedonthefbrmertheoIymaybenOtsoeasilyapplicabletosepamteIargemoleculesorlargesize

particleseachother・Ontheotherhandcentriiilgationmethodsa肥suitablellorsepamIingsparticleｓ

ｗｈｉｃｈｈａｖｅｄｉ舵rentdensitiesandsizes､Therefbre,thereａｒｅ''missingring”belweenthose

melhods・EIectropho肥siswhichisbasedonanenIireIydiffbrenItheoI･ｙｈ･omabovemelhodshave

beellChain､ing''missingring",fbl･example,theseparalionof1.2MbDNAbyusingofpulsefield

electrophoresis・However,ontheseparationoflargesizeDNA,ITeefIowelcclropho肥sis(FFE）ｉｓ

ｍｏ肥advantageousmethodincomparisonwithgeleleclrophoresis・

WewilldiscussontheseparationbehaviorofDNAsonlhemelhodo「isoelecIrolbcussingby
usingaii･eenowelectrophoresisinstrumenI．

はじめに

細胞の構成成分や生体成分を分離する技術は長足に発展してきており、この分野に

おけるクロマトグラフィーと遠心分離の技術の果たしてきた役割は大きい。しかしなが

ら、前者はその対象とすることができる分子量または粒子サイズには限界があり、巨大

な分子や粒子を分離対象にすることは困難となる。また後者におては分離対象となるも

のは通常比較的比重差が大きく異なるものに限られている。従って、細胞の構成成分や

生体成分の分離技術において、これら2つの分離技術の間には'，missingring”が存在す
ることになる。電気泳動の原理にもとづく分離分析技術は、この”missingring，，をも刻
と々つなぎながら発展してきており、最近の結果では、ゲルを支持体としたパルスフィ

ールド電気泳動法により1.2Ｍbの巨大DNAをも分離した例が報告されている。しかしな

がら、DNAはその基本構造であるdoublehelixでさえも直径2,ｍあり、chmatin構造を取
れば数十nｍから数百nｍ，またchromosomeでは1400,ｍとなり、その長ざを考慮すればバ
クテリアのサイズに匹敵するものとなる。これらのような巨大サイズである分子または
粒子を分離するためには、支持体の存在はかえって障害になり、無担体電気泳動
(FFE:舵eflowelecIropho肥sis)法を使用することが有利と考えられる。

この報告では、FFE装置を用い等電点電気泳動法により、様々 なサイズをもつDNAを
対象としてその分離を試み、分離挙動に対する考察を行なう。
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方法と結果

無担電気泳動装置：BENＤＥＲ＆ＨＯＢＥＩＮ社lBlphoreVapII
泳動槽内寸法：ＷｌＯＯＸＨ４５０ＸＴＯＳ(ｍ、）

電極：Pt-Pt最大供給電力：l500VX660mA分面本数:９０本
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泳動緩衝液：0.01％-0.5％AmpholineまたはScpalineacidicf｢aciionと
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電気クロマトグラフィー

(名古屋工業大学応用化学科）○津田孝雄，内藤健

HIGHPERFORNANCEELECTROCHRONATOGRAPIlY

TakaoTsuda，ＫｅｎＮａｉｔｏｕａｎｄＹｏｓｈｉｈｉｋｏｌｎａｇａｋｉ

ＮａgｏｙａｌｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Electrochromatography，inwhichtwofunctions（mobilityandsorptioninter-

actio､）ｈａｖｅｂｅｅｎｕｓｅｄａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，maybehighlyeffectivemethod・We

demonstratedelectrochromatographywithahighvoltagealongacolｕｍｎａｎｄ

ｏｂｔａｉｎｅｄａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｓｈｏｒｔｔｉｍｅｓ・Ｉｔｉｓａｌｓｏｐｏｓｓｉｂｌｅ

ｔｏｒｅｔａｉｎａｓｏｌｕｔｅｉｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｄｕｒｉｎｇｕｎderpressurizedflow，ｉｆｔｈｅｖｅｌｏｃｉｔｙ

ｄｕｅｔｏｉｔｓｍｏｂｉｌｉｔｙｔｏｗａｒｄｔｏｔｈｅｃｏｌｕｍｎｉｎｌｅｔｉｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｖｅｌｏｃｉｔｙｄｕｅ

ｔｏｔｈｅｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄｆｌｏｗ・Forinstrumentation，ｔｈｅｋｅｙｆａｃｔｏｒｉｓｈｏｗｔｏｓｏｌｖｅ

ｔｈｅｈｅａｔｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎｄｕｅｔｏＪｏｕｌｅｈｅａｔｉｎｇｉｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎ・Andseconditis

neccessarytocontrｏｌｔｈｅｂｕｂｂｌｅｇｅｎｅｒａted・Ｅｌｅｃｔｒｉｃｆｉｅｌｄｉｓｖｅｒｙａｔｔｒａｃｔｉｖｅａｓ

ｉｔｉｓｔｈｅｖｅｒｙｅａｓｙｔｏａｐｐｌｙｏｎｔｈｅｃｏlumncomparedtotheotherfields・Ｗｅｗｉｌｌ

ｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｔａｔｅｏｆａｒｔｏｆｔｈisseparationmethod・

電場は磁場、重力場と異なり非常に安価に得られる”場”である。一方、私たちはかな

り進歩した液体クロマトグラフィー充填剤が利用できる立場にある。この二つの組み合わ

せが一つの新たな手法として成立してゆく（１）。

電気クロマトグラフ－の.．

電気クロマトグラフィーは溶質の電場による電気移動度と充填されている固体相（中空

キャピラリーカラムでは壁面の固定相）への溶質の分配の二つの因子を持ち、クロマトグ

ラフィーの基本因子、流れの場で分離が進行する。アクリルアミドスラブケル電気泳動に

おいて、例えば添加する電解質濃度を下げてゆくとゲルと試料間に吸・脱着の平衡が生じ

て電気クロマトグラフィーとなる。電気クロマトグラフィーを特長づける因子として①流

れの場②電気移動度③相平衡④固定相と移動相の存在が挙げられる。

電気クロマトグラフィーにおける①流れの場は電場の印加による電気浸透流、ポンプ送

液による圧力差流、ポンプを用いずに自然流下で生じる流れ（圧力差流）などがある。極

端なものとして、これらの流れが全く無い場合も考えられる。圧力差流を用いず電気浸透

流のみを用いる電気浸透流送液液体クロマトグラフィー（２）（英語ではElectroosmoti

cdrivenchromatography（３））がある。これは一種の電気クロマトグラフィーに入れる

のが妥当である。

②重_気蔓勤_度の存在については多数の電荷を持つものから電気的中性で電気移動度を持
たない溶質までが考えられる。

移動相（固定されておらず溶媒和などは生じるが比較的小さな分子状態で試料が存在す

る）と固定相間の分配、吸・脱着などの③相平衡が非常に大きなものから極端なものは全

く生じないものもある。固定相としていわゆる液体クロマトグラフ充填剤、中空キャピラ

リー液体クロマトグラフィーにおける壁面に形成された固定相や非常に軟らかい充填剤な
どが挙げられよう。相平衡のための④固定相と移動相が花 する。
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これら①，②，③，④の四つの因子を選択して用いてゆけば多用な分離形態が考えられ
よう。ミセル勤電クロマトグラフィー（Nicellarelectrokineticchromatography，Ｍ
ＥＫＣ）は上記の電気クロマトグラフィーの特長①，②，③を兼ね備えているが、④が特
殊な形態になっている。すなわち､ｌｌＥＫＣでは相平衡が移動相中に浮遊し一定方向に移
動しているミセルと移動相との間の相平衡を特長としている。この手法は寺部氏がミセル
勤電クロマトグラフィーとしておられるので電気クロマトグラフィーに含めないのが妥当
であろう。

添加物と試料間の錯形成や相互作用については等速電気泳動、スラブゲル電気泳動、ペ
ーパーなどを担体とする電気泳動、キャピラリー電気泳動等についてよく研究されている。
液体クロマトグラフィーにおいてもミセル液体クロマトグラフィー、ソープ液体クロマト
グラフィー、アセチル化銅を添加する方法等、種々の手法がある。我々の研究している電
気クロマトグラフィーにおいてもこれら添加物と試料間の効果は期待できよう。

呆棉

圧力差流ｖ（pres)、電気移動度による速度ｖ（mob)、電気浸透流による速度ｖ（0s､)から
なる溶質の移動相中での速度では、固定相との分配等の相平衡による保持比ｋ，（Capacit
yfactor）≧Ｏの時、溶質の見かけ速度ｖ（app)は

ｖ(app)＝（１／１＋ｋ，）｛ｖ（pres)＋ｖ(mob)＋ｖ（0s､)｝
従って保持時間Ｒｔは

Ｒｔ＝Ｌ／｛Ｒ［ｖ（prev)＋ｖ（mob)＋ｖ（0s､)］｝

但し､Ｌはカラム長、Ｒは移動速度比でＲ＝１／１＋ｋ，より求められる。

（１）高電圧からの防護（装置、操作）。

（２）ジュール熱の処理

＊発生した熱の拡散するための工夫。（冷却、カラムデザイン）

＊電場で発生する気泡の処理。

＊ジュール熱を小さくする工夫（有機溶剤の使用、弱酸・弱塩基の使用）。

（３）高電圧のカラム上への印加（大きな電位勾配）。迅速分析のために必要。

Ⅳ． 電気クロマトグラフィーの応用。

電気クロマトグラフィーは現在の段階で次のような可能性が見いだされた。

①通常の液体クロマトグラフィーと異なった分離。

②カラム内での特定成分の濃縮

非常に希釈な成分の濃縮に利用できよう。

③濃縮への応用。非常に微少な体積の中に試料を集めることができ、マイクロ

カラム液体クロマトグラフィーまヤピラリー電気泳動にも役立てることができる。
References

lT・Tsudaetal・Anal・Chem、60,1677-1680('８８)；Ｊ・Chromatogr､515,645-652('90)．

２Ｔ・ＴｓｕｄａＮｉｐｐｏｎＫａｇａｋｕＫａｉｓｈｉｌ９８６，９３７－９４２．
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３６
杉宣ｆ士％暑号とし－てＣＤエレクトロスフＰレ

ー４重ネ亜垂雪宣垂ララーホ斤言十ｃＤｊｔ生肯邑ＣＤ杉萱言寸

(姫路工大・理）○真鍋敬、寺部茂

ＡｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆＥｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ－ＱｕａｄｒｕｐｏｌｅＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒＡｓ

ＤｅｔｅｃｔｏｒｏｆＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＡｐｐａｒａｔｕｓ

ＴａｋａｓｈｉＭＡＮＡＢＥａｎｄＳｈｉｇｅｒｕＴＥＲＡＢＥ

ＦａｃｕｌｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅ，ＨｉｍｅｊｉｌｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ＴｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆａｑｕａｄｒｕｐｏｌｅｍａｓｓｓｐｅＣｔｒｏｍｅｔｅｒ，ｅｑｕｉｐｐｅｄｗｉｔｈａｎｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ

ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｓｏｕｒｃｅ，ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄａｉｍｉｎｇｔｏｕｓｅｉｔａｓａｄｅｔｅｃｔｏｒｏｆｅｌｅｃｔｒｏ－

ｐｈｏｒｅｓｉｓａｐｐａｒａｔｕｓ・Ｍａｊｏｒｉｎｔｅｒｅｓｔｗａｓｉｔｓａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙａｓａｎｏｎ－ｌｉｎｅ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒ－ｗｅｉｇｈｔｄｅｔｅｃｔｏｒｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓ・Ａｓｔｈｅｆｉｒｓｔｓｔｅｐ，ｂａｓｉｃａｎｄｌｏｗ一

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｆｌｏｗ－ｉｎｊｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄ・Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｐｏｓｓｉｂｌｅｓｉｎｃｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｐｐｅａｒｅｄａｓｐｏｌｙｖａｌｅｎｃｅｃａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅ

ｐｒｅｓｅｎｃｅｏfaceticacidandtheirM/Ｚvalues，molecularweightdevidedbycharge

number，werebelowlOOOwhichisthemaximumdetectableM/Ｚｏｆｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏ－

ｍｅｔｅｒｅｍｐｌｏｙｅ。、Ｔｈｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔａｐｐａｒａｔｕｓａｎｄｔｈｅｗａｙｏｆｉｍｐｒｏｖｅ－
ｍｅｎｔｗｉｌｌｂｅｄｉｓｃｕｓｓｅｄ．

１ ．はじめに

電気泳動で分離した試料成分の検出器として、紫外可視吸収検出器、蛍光検出器、電位
勾配検出器などが用いられているｏ得られる情報は、検出時間などから推定できる定性的
な情報と、検出器の出力などから計算できる定量的な情報とがある。これらのうち定性的
な情報をより詳細なものとするために、紫外可視吸収であればダイオードアレイ検出器で
スペクトルを取るなどの工夫が行われる。しかし特にタンパク質を試料とした場合、紫外
吸収スペクトルよりも等電点や分子量などの性質の方が、より有効な情報となる。一方、
気相での電気泳動装置である質量分析計は、タンパク質の気相イオン化法の改良（エレク
トロスプレー法）により、タンパク質の分子量決定にも利用できることが報告されている。
そこで市販ＬＣ－ＭＳ装置を、電気泳動で分離したタンパク質試料の分子量決定用検出器
として利用することを考え、その目的に対しての装置の性能を検討した。
２．方法と結果

タンパク質試料としては、チトクロムｃ、ミオグロビン、アルブミンなどの市販精製タ
ンパク質（シグマ社製）を用いた。質量分析計は日立製作所社製液体クロマトグラフ直結
質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）Ｍ－１０００を、液体クロマトグラフのカラムなしで用いた。
タンパク質は１％酢酸に溶解し、注入用試料とした。５０％メタノール－５０％水の溶液
を５０〃ｌ／ｍｉｎの流速で常時質量分析計イオン化室に送液しながら、タンパク質試料
１－１０〃ｌをインジェクションポートから注入し、注入後約５０秒－１分４０秒の間に
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３７ 蛋白質のキャピラリー電気泳動分離に及ぼすヘキサンス

ルフォン酸添加の効果

（ベックマン（株）科学機器事業部）

船串佳世、○秋山忠雄、梁井恵美、佐藤隆

EffectsoftheadditionofHexanesulfonicacidontheproteinseparationon

capilIaryeIectrophOresis

KａｙｏＦＵＮＡＫＵＳＨＩ，TaclaoAKlYAMA，ＥｍｉＹＡＮＡｌ，TakashiSATOW
Beckmanlnstruments(Japan)Ltd.,BioanalyticalSystemsGroup

InspiteoftheinherenthighresoluｔｉｏｎｏｆＨＰＣＥ,proteinsamplesareoftenseparated
poorly,duetotheproteinadsorptionontotheinnerwallofbarefusedsilicacapillary・
Toovercomethedifficulty,manytacticssuchasl）lowpHelectrolyte,２)higherpH

electrolytethanPlsofproteins,３)highersaltconcentrationelectroIyte,ａｎｄ４)capillary
coatingwithpoIyamineshavebeendeveloped・

lnadditiontoabovetactics,theionparingtechniquehasbeendevelopedHexane‐

sulfonlcacidwaschosenasionpairreagentinthepresentexperiment，andwas

appliedtotheseparationofJ-chainsdelivedfromlgMwhichcouldnotberesolvｅｄａｔ

ａｌｌｂｙｎｏｒｍａｌＣＺＥｍｏｄｅｏｎＨＰＣＥＴｈeadditionoflmMHexanesulfonicacｉｄｔｏｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｏｔｈｅｅlectrolytegaveCa、７５％resolutionｏｆｔｗｏＪ－ｃｈａｉｎ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｏｎｌｙ３．５ｍin．

【はじめに】

高性能キャピラリー電気泳動法（HPCE）は、その高分離能と高速性及び微少量の試

料で分析が可能なことから、蛋白質研究分野においてもHPLCの補完分離技術として多

大な注目をあびている。しかしfUsedsillica管を用いたHPCEでは蛋白質のキャピラリー

壁面への吸着がおこり大幅に分離能を減ずることから、ここ数年にわたりｌ）低pH電

解液を用いてシラノールの解離をおきえる、２）高ｐＨを用いて蛋白質の正味電荷を正

にする、３）高塩濃度の電解液を使用し蛋白質の吸着をおきえる、４）ポリアミン等で

キャピラリー内壁をコートし吸着をおきえる等、種々の手法が研究開発きれてきた。

今回、上記分離方法以外に、蛋白質の正電荷部分をマスクするためにイオンペア試薬

を使用し、良好な分離結果を得たので報告する。

【実験方法】

HPCE装置としてベックマン社から市販きれているP/ACESystem2000にfilsedsilicaキャ
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【実験結果／考察】

IgMJ-chainは分子量約16,000、等電点はおよそpl=4.0であり、今回実験に用いた試料に
は２種の分子種のJ-chain成分が含まれているものである。

まずBoratebufferおよびPhosphatebufferpH5､5-10.0を用いてＣ皿モードで0.3ｐＨユニッ
トきざみで調べたが、これら2つの成分を全く分離することができなかった（図1）。
さらにBoratebufferおよびPhosphatebufferにHexanesulfbnicacidを1,Ｍとなるよう添加し、

電気泳動をおこなったところ、ｐＨ9.0で約75％の分離が得られた（図2）。
J-chainの等電点はpl=4.0付･近にあり、アルカリ側ではその正味電荷はマイナスである
にもかかわらず、イオンペア試薬が分離に効果的であった。これは、正味電荷がマイナ
スであっても、蛋白質表面に正電荷のクラスタが存在し、HexanesulfOnicacidの非存在下
ではキャピラリー壁面と電気的吸着をおこしているが、HexanesulfOnicacidの添加により
正電荷クラスタがマスクされるために分離できるようになると推定きれる。
通常のCZEでは分離が困難であった蛋白質について試みたところ、同様の分離能向上

が認められるものもあった。
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ピラリーを装着して行った。キヤピラリーの全長は57cm、一方のキヤピラリー末端か
ら検出器までの有効長は50ｃｍのものを使用した。分離実験中のキャピラリー温度は
30.Ｃに保ち、検出は200,ｍで行った。電解液としては、主として100mMBoratebuffer
pH8.Ｏ‐10.0または100mMPhosphatebufferに1mMHexanesulfbnicacidsodiumsaltを添加し
たものを使用した．電気泳動は25Ｗで行った。試料注入はＮ２ガス圧により2-5秒間行っ
た。

試料としては２種類のIgMJ-chain混合物（100/αg/ml）を使用した。
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３８
キャピラリー電気泳動を用いた蛋白質分析の

新添加剤の開発
ミリポアコーポレイトウオーターズクロマトグラフイー事業部、

日本ミリポアリミテッドウォーターズクロマトグラフイー事業部CEグループ
Ｍ､MerionB､Bell-AldenEdGroverUNeueJ､Peterson○丸山敏彦

NovelZwitterionsasBufferAdditivesforlmprovingEfficiencyandReproducibility

inCapmaryElectropho配sisbyMinimizingProteinAdsorptioｎ
Ｍ.MerionBBell-AldenEdGmverU､NeueJ,PetersonmshihikoMaruyama

ZwittexionscomprisedofsulfbnicacidandquatemaryammegrouPesweTeilⅣestigatedasbuffer

additivesfOruseinc叩illalyelectroPho1℃sis・nlesezwitterionsaIeeffectiveinreducingtheinteraction

ofproteinswilhfUsedsilicacapillaIysⅢfacesuI1derconditionsofneutmlPHOver300,OOOtheoretical

PlateswereObtainedinlessthanl5minubeSfbrthedifficultcaseofbﾉsozymeatPH7usingthetri‐

methylammoniumpropylsulfbnatezwit1erion､nlelowconductivityofthesebuffersalsopermittedtlle

useofﾌ5ﾉ川caPillaries．

■サマリー

キヤピラリー電気泳動による蛋白質分離では,キヤピラリー内壁面の熔融シリカの負電荷と蛋白

質の正電荷による吸着という大きな問題があり,ピークのテーリングにより分離効率低下と再現性が

低下する。従来法のパｯﾌｧー へのNaCl添加は吸着を抑制するが,導電率が高くなり低電圧で内径の細

いキャピラリー“〃ｍ,50Ｗｂ､)でしか使用できない。(JOIgensonzmdGTBen,J､qmmabO2エ1989,478,63.)ま
た両性イオンであるアミノ酸添加法ではバッファーのバックグランドが高くなる。２５厚の細いキヤピ

ラリーならば高電圧が使用でき、比較的電導率の高いバッファーを使用できるが(JOIzensorMmdBuShey，

J､Qmmamgr､1989,480,301.)検出器感度が要求きれる。

本研究では吸着による問題解決の方法としてスルフオン酸と4級アンモニウムを持つ両性物質の

添加を研究した。その結果ｐＨ７でトリメチルアンモニウムプロピルスルホン酸を用い、良好な分

離が通常困難なリゾチームを15分で,30万段の高分解能を持って分析できた。またこのバッファー

系は導電率が低いため内径75解ｍのキヤピラリーも使用可能である。
■本研究にあたり以下の項目を設定

◇添加剤の性質：＊強い両極性モーメントを持つ＊広いpH範囲をカバー＊高溶解性＊ＵＶ吸収

が低い＊pH7のパﾂﾌｱー でリゾチームが分析できる(リゾチームは強塩基性で中性でシラノールに吸着し

やすい)卵白由来リゾチーム(MW14400.;P111.0）使用

◇装置:クオンタ4000CEｼｽﾃﾑ:検出UV214nm;キヤピラリー75浬、×60ｃｍ；電気浸透流(EOF)が変化した
場合OSMLiOHで洗浄

■添加剤rrimethylammoniumpmpylSulfanabe(Z1-CI喝:ｳｵーﾀーｽ゙特許申請中)の性質

＊強い両極性基をもつ＊PH3~１０の範囲で両性となる。＊高溶解性(最大３肋＊低導電率[理論値

はＯＳ/ｂm、実測値は10％溶液で50厚S/ｂｍ以下,pH7の燐酸パップ7-は9250坪S/ｂｍ,１ＭのZ1-CH3を添加した
場合6660ﾉuS/℃、]＊低いUV吸収である（185,m､214mで使用可能）

－７１－
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を０５ＭでtrimelhylammoniumpmpyMibnabe(Ｍと同電荷量状讃PH7-120mM燐酸パｯﾌｧー)にすると8.7万段

となりリゾチームの分離効率にほとんど差はないがEOFが極端に遅くなる。（EOFは2.8×104cmW9ec，

リゾチームは4.5×10,cm2/VSec）

８）両性イオン物質を添加した場合の再現性：10回の

分析においてリゾチームの移動時間は12.86分で標準

偏差は0.23分（1.8％）。面積値の標準偏差も24％と

良好。分離段数も7.5万段で標準偏差も9.5％

■結果と考察

１）Tnmahylammoniumpmopylsuli自nabeの効果：◇pH7/100,Ｍの燐酸パｯﾌｧー(E1)ではリゾチームがキヤピ

ラリーに強く吸着され段数が低下し対称性も悪くなり中性マーカーのフオルムアミド(FA)の後に溶出。

さらに非可逆的吸着がキヤピラリーの表面電位を変えEOFと移動時間を変えるがため、再現性が低

下し、また毎回LiOHで洗浄を行っても試料濃度が異なると移動速度が変化する。Ｅ１に1MZ1-CH3を
加えると蛋白質の吸着が抑制きれ上記問題がなくなる。

２）アルキル鎖の比較：TrilV正mYLammoniumpmpylsulfbnate,TriEIHYLammoniumpmpylsulfbnate，
Tri-n-PROPYLammoniumpropylsulfmateによるリゾチームの挙動の差◇EOF：アルキル鎖が長

くなるにつれEOFの速度は減少。◇リゾチームの移動時間：アルキル鎖が長くなるにつれリゾチー

ムの移動速度は低下。◇分離効率：いずれも良好な分離。

３）TrilvEmYLammoniumpmpylsulfmaneの濃度(pH7/100,Ｍ燐酸パップ7-系)の影響◇EOF:１０Ｍの添加に

より10％減少。2.5Ｍ以下では大きな影響なし。各種のpH条件検討の結果5~20％のEOFの減少を観察

◇リゾチームの移動度:両性イオンの増加につれ吸着が減少しリゾチームの移動は速くなる。両性

イオンが無い場合は吸着が強くリゾチームが中性マーカーよりも後に溶出。◇両性イオンの増加

につれリゾチームの分離効率が上がり、ピーク形状も改良｡１０Ｍで段数は7.5万段、対称性は1.2.

4）燐酸パﾌｧー (E1)の濃度の影響（pH7.0）◇EOF:塩濃度上昇につれEOFは増加。◇E1の濃度増加

につれ吸着が減少しリゾチームの移動度は増加。一方塩濃度の増加につれEOFは遅くなり全体とし

てリゾチームの溶出は遅くなる。◇E1濃度の増加につれ分離効率とピーク形状は改善。しかし両

性イオンがないと200,Ｍの高塩濃度でもピークはテーリングする。

６）両性イオンとpHの関係(100,Ｍ燐酸ナトリウムパップ7-,1M-両性イオン)◇リゾチームの移動度

と移動時間:ｐＨの増加につれ吸着力が減少しリゾチームの移動度は増加。◇EOF:PH6弓8の範囲では
ほとんど変化なし。リゾチームの移動時間も速くなる。◇pH増加につれ分離効率とピーク形状も
改良。

７）ビス両性イオン物質との比較:Ｎ,NI-bis-(sulfbpmpyl)-Ｎ,N,N',N'一tetramethylhexanediamine
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３９
ペプチドシークエンスのためのペプチド及びタンパク質

の精製分取へのCZEの応用

（ベックマン（株）科学機器事業部')、菱化生科研・蛋白質2)）

○秋山忠雄')、大森彬2）

PurificationandpreparationofpeptiedsandproteinswithcapiIlaryzoneeIectrophoresisforamino

acidsequenceanalysis

TadaoAKlYAMA')，ＡｋｉｒａＯＭＯＲｌ２〉

Beckmanlnstruments(Japan)Ltd.,BioanaIyticalSystemsGroup'）
Mitsubishi-KaseilnstituteofLifeScience,LaboratoryofProteinResearch2リ

CapiIIaryzoneeIectrophoresis(CZE)wasutilizedforthepurificationandfractionationofpeptidesand

proteinstoapplyonsequencinganalyses･lsoIatedpeptidesorproteinsfmmasingleorseveralrunsof

CZEcouIdbesuccessfuIIydeterminedtheiraminoacidreSiduesmorethanl8cycIesfromN-termini・This

tchniquewasappliedtopeptidemixturewhichcouIdnotbeSeparatedonareverse-phaseHPLCandgave

excelIentresuIt・Thus，ＣＺＥｉｓｓｈｏｗｎｔｏｂｅｕｓｅｆｕＩｆｏｒｔｈｅｐｒｅparationofpeptidesandproteinsfor

sequenceanalyses．

【はじめに】

キャピラリーゾーン電気泳動法（CZE）はペプチド、タンパク質などの生体物質の分析に応用きれてい

る。しかし、CZEは無担体電気泳動であるため、物質移動度に影響する要因が多様であり、未知試料では、

得られたピークの同定は困難である。また、CZEでは分析する試料量の点から分離した物質の回収、同定

が容易ではないと言われている。

本研究では物質がキャピラリーより電解液バイアル中に移動する時間に応じて、キヤピラリーのアウト

レット側の電解液バイアルを別のバイアルに変えることにより、特定のピークのみを回収することを試み

た。ざらに、回収したペプチド及びタンパク質をプロテインシークエンサーで分析し（１）、(2)、アミノ

酸配列の分析が可能であることが確認できた。

【実験方法】

試料及び試薬：ペプチド試料としてはアミノ酸16個の合成ペプチドを用いた。タンパク質試料としては

プロテインシークエンサーの標準試料である'3-ラクトグロプリンを用いた。

装置：CZEのシステムはベツクマン社のP/ACE2000、プロテインシークエンサーはアプライドバイオ
システムズ社477Ａを用いた。

【CZEによる試料の回収】

CZEではキヤピラリーの一定の位置でUV吸収などにより試料中の物質の移動をオンラインで検出する
システムになっている。したがって、分析チャート上の目的ピークの移動時間より試料がキャピラリーか

ら電解液へ移動する時間を計算することができる。そこで、目的の物質がキャピラリー内を移動している
問は通常の泳動を行ない、電解液バイアルヘ移動する直前に電圧を止め、回収用のバイアルをキャピラリ
ーアウトレツト側に用意する。再度同じ条件で泳動することにより、目的の物質だけを回収用バイアルに
移動きせる。目的のピークがすべて回収用バイアルに移動したら、そこで泳動を止めキャピラリーの洗浄
を行なう。必要に応じ、この操作を繰り返し、同一バイアルに目的物質を回収する。なお、このすべての
操作は用いた装置に組み込んだプログラムにより自動的に行なうことが可能である。
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【結果と考察】

ペプチドについては約0.3岨／/41の試料を42,1（7pmolcs）注入し、５回の繰り返し分取により、メイン

ピークの部分を約60,9（35pmolcs）回収することが出来た。回収率はほぼ100％であった。分取した全量
をプロテインシークエンサーで分析したところ、全てのアミノ酸配列を決定することができた（Tablcl）。
タンパク質については、約1肥／皿の試料を100,1（5pmolcs）注入した。５回の繰り返し分取の試料量

で20cycleまで確実に読むことができた｡１回のCZEによる分取でも18cycleまで読むことができた（rable2）。
ざらに、ＨPLCで分離が困難であったペプチドの精製と分取に応用し、未知試料のアミノ酸配列を決定

することができた。

今回の実験では配列分析の試料に含まれる塩の量を少なくするために、回収を20禅lの蒸留水に対して
行ったが、電気泳動的には全く問題はなかった。また、試料と共に電解液中に溶離される塩の配列分析へ
の影響は見られなかった。

本研究により、CZEがプロテインシークエンシングの試料の糖製、及び分取の手法として充分可能であ

Ｌ
Ｉ
Ｖ
Ｔ
Ｑ
Ｔ
Ｍ
Ｋ
Ｇ
Ｌ

cycleresidue

０．２
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ゲル充填キャピラリー電気泳動分離におけるオリ

DNA移動度の解析

（ベックマン（株）科学機器事業部）○佐藤隆、町田明子

●●

．

AnalysisofmigrationspeedofheterogeniousoligoDNAseparatedoncapillary

electrophoresis

TakashiSAT○Ｗ,ＡｋｉｋｏＭＡＣＨｌＤＡ

Beckmanlnstruments(Japan)Ltd.,BioanalyticalSystemsGroup

ByempioyingacommerciallyavailablegelfiIledcapiIIary，themigrationspeedof

heterogenioｕｓｏｌｉｇｏＤＮＡｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ２０ｔｏ６１ｍｅｒwasexamined，Asthemigration

speedofoligoDNAisclependantonbasecomposition，themigrationcoefficientof

eachbasewasdirectlydeterminedbyanalyzingthemigrationtimeofheterogeneous

oligoＤＮＡｕｓｉｎｇＧａｕｓｓ,leastsquaremethodfortheobseⅣationfunction・Byusing

thecoefficientsobtained，mostofthemigrationtimeofoligoDＮＡｏｆａｎｙｓｅｑｕｅｎｃｅｃａｎ

ｂｅｅｓｔｉｍａｔｅｄｗithanaccuracyoflessthanO､５mer．

【はじめに】

高性能キャピラリー電気泳動法（HPCE）は、その高分離能と高速‘性及び微少量の試

料で分析が可能なことから、生化学研究においても多大な注目をあびている。ＨPCEの

重要な応用分野として合成オリゴDNAの分析が考えられ、ここ数年にわたり種々の手法

によるゲル充填キャピラリーの作製方法や分離のメカニズムについて研究がなきれてき

た。ここではベックマン社から発売きれているeCapU100Pゲル充填キャピラリーを用
いてオリゴDNAを分離し、その性能を調べたので報告する。

【実験方法】

HPCE装置としてベックマン社から市販きれているE/ACESystem2000にeCapU100Pゲ
ル（尿素をふくむポ'ノアクリルアミドゲル）キヤピラリーを装着して行った。キヤピ
ラリー'の全長は37cm、一方のキヤピラリー末端から検出器までの有効長は30cmのもの
を使用した。分離実験中のキャピラリー温度は30.Cに保ち、検出は260,ｍで行った。電
解液としてはeCapBuffer（100mMTris,250mMBorate,7MUrea,pH8.3-8.4）を使用した。
電気泳動は、主として定電圧モードを使用し、300Ｗｂｍを印加した。
試料注入は電気泳動的に5kV、２秒間行った。

試料は宝酒造より供給された、４種の塩基を全て含む20merから61merまでの合成オリ
ゴDNA11種を含む混合水溶液（各成分の濃度は0.01又はO､OO50D/ml）とPharmacia製の

－７５－



Polyd(A)40-60（合計濃度0.250,/ml）を使用した。

【実験結果／考察】

Pharmacia製のPolyd(A)40-60を用いて、eCapU100Pゲルキャピラリーの基本'性能を確
認したうえで、宝酒造より供給された合成オ'ノゴDNA混合物を分離した。ざらに各オリ
ゴDNAの移動速度は長きに反比例すると仮定し、それぞれのピークを同定した。
これらのへテロジニアスなオリゴDNAの移動時間には、単にその鎖長ばかりでなく、

それぞれを構成する塩基の種類と数も関係するはずであるから、移動時間Ｍは寸
Ｍ=Ｘ,[A]+X2[Ｇ]+X3m+X4[C]+Ｋ

Ｘ，：Ａに起因する移動時間の係数

Ｘ２：Ｇに起因する移動時間の係数

Ｘ３：Ｔに起因する移動時間の係数

Ｘ４：Ｃに起因する移動時間の係数

Ｋ：定数（大きざのないオリゴDNAの検出器までの移動に要する時間）
［A],[G],ｍ,[c]：オリゴDNA中のＡ,Ｇ,Ｔ,ｃの数

という関数で表きれるはずである。実験的に求めたオリゴDNAの移動時間から、最小二
乗法（Gaussの方法）を用いて上記観測方程式の各係数を求めた。定性的には、どの1セ
ットのデータからも

Ｃが最も速く移動する（最も小きい係数）

ＧとＴが最も遅く移動する（最も大きい係数）

Ａはほぼ中間の速度で移動する

Ｃの速度はＧの約2倍である

ことがわかった。また20回の実験の単純平均や61merの移動時間を用いてノーマライズ

したものでも観測精度をあげることができなかったので、ゲル充填キャピラリーにおい

ては、繰り返し実験の持つ意味はそれほど大きくないといえよう。精度をあげるために

は、実験の度にマーカーを入れ、それから求まる各塩基に対する移動係数を用いて対象

となるオリゴDNAの移動速度を解析する方が好ましいだろう。

なお、今回用いた11種のオリゴDNAのうち、２１/29/50/51merでは観測方程式で予測され

る位置からＣ換算で0.5mer以上のずれが生じた。この原因については不明である。一

試料の注入方式は電気泳動的であることから、試料の均一な注入は期待できない。今

回の実験ではこれを確認できたが、注入量（効率）に関する知見は得られなかった。

今回の実験では､１本のキヤピラリーを用いて約50回（2,000分）の電気泳動を行った

が、顕著な分離能の低下は認められなかった。

一フ６－



４．１ 木亥酉麦フフ犀ナーロー〃グ壱匿含『むＰヒドロケ零ノレを

ﾉ三目し、ブごキーヤピラリーフアフイニニラニイー

f電含気冒f永重力‘こよこる才垂そ酉麦j塩望ま◎つ言忍言哉

（鹿児島大．工!)、名古屋大．工2)、神戸女子薬科大3)）Ｏ葎智裕'）
八島栄次2)、明石満!)、馬場嘉信3)、津波古充朝3）

Base-RecognitiononCapillaryAffinityElectrophoresisbyuseofHydrogels

ContainingNucleicAcidAnalogs

TomohiroSAWA1），EijiYASHIMA2），MitsuruAKASHI1），YoshinobuBABA3），and

MitsutomoTSUHAKO3）

'）FacultyofEngineering，KagoshimaUniversity2）FacultyofEngineering，

NagoyaUniversityand3）ＫｏｂｅWomen，sCollegeofPharmacy

Asawater-solublenucleicacidanalogpoly(9-vinyladenine）（PVAd）wasfirst

synthesized20yearsagoandsomebiologicalactivitieshavabeenstudied・Since

pVAdformscomplexeswithnucleicacidswithpyrimidinebases，ｗｅｅｘｐｅｃｔｔｈａｔ

ｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｆｆｉｎityligandtonucleo-bases，nucleosides，nucleotides，and

polynucleotides・Capillaryaffinitygelelectrophoresis（weabbreviateitto

CAGE）usingpVAd-immobilizedhydrogelwａｓｆｏｕｎｄｔｏｂｅｖｅｒｙｅｆｆｅｃｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅ

separationofnucleicacids・Ａｓａｒｅｓｕｌｔ，allwehavetochooseanappropriate

condition，thatiscolumntemperatureandPVAdconcentration，wecanobtain

thebase-selectiveseparationofpoly(｡T)i5frommixtureofpoly(dA)'２－１８and

poly(dT)i５．

［はじめに］

分子生物学、遺伝子工学の進歩にともない、核酸を速く正確に分離・分析する必要性が

高まってきている。核酸の分離においてはこれまで、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

やスラブゲル電気泳動などがおもに用いられてきたが、最近では高性能キヤピラリー電気

泳動（HPCE）を用いた核酸の分離が盛んに研究されている。なかでも核酸の分離において

はキャピラリーにゲルを充填したキヤピラリーゲル電気泳動（CGE）が有効である')２)。本

研究では代表的な核酸アナローグであるポリ（9-ビニルアデニン）（PVAd）を含んだケル

をキヤピラリーに充填しアフイニテイー電気泳動（CAGE）を行い、核酸を塩基選択的に速
く、高分解能で分離することを目的とし、検討を行った。
［実験］

ｐ(dA),2-,8およびp(dTルー１８はフアルマシア社製のものを用いた。ゲル調製用のモノマ
ー、開始剤はすべて電気泳動用グレードのものを用いた。またPVAdは既報3)にしたがい合
成した分子量1-3万のものを用いた。電気泳動装置はAppliedBiosystemslnc社製の270Ａ型
を用いた。キヤピラリーは内径10Ｍm，全長42cｍ（効果長22cm）のフューズドシリ力管を
用いた。緩衝液としては、0.1Ｍトリスーほう酸十7M尿素を用いた。サンプルは、電気的（
5kV,1s）に注入し、泳動は9kＶ（214V/c､）で行った。検出はオンカラム法によりUV260nmに
て行った。また今回の実験ではゲル濃度を8%T’5%Cとして行った。
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１５‘ｍiｎ

p(dT)１５のみを選択的に分離することが

できた。このようにキヤピラリーゲル電

気泳動にPVAdを加え核酸とのアフイニテ

イーをもたせることにより高速、高分解

能を有し、かつ塩基選択的な核酸の分離

が可能となった。

ＮＨ２

羊
１
Ｎ
／
、
Ｎ

H-CH2-)万一

CGEsepa｢ationofMixtureofpoIy(dA)12-18andpoIy(dT)１５
usingpoIyac『yIamide(a)andPVAdconjugatedgeI(b)．

CaIiIIa『ｙ；100川i,..,3751人ｍｏ...,Iength42cm(totaI)，
２２ｃｍ(effective).GeI；８％Ｔａｎｄ５％C(a)with0.1％PVAd(b）
Ｔｅｍｐ；(a)30℃（b)５０℃(O-4min)６０℃(4-24ｍin)．
Runningbuffer；0.1MTris-borateand7Murea,ｐＨ８．６．
Ｆｉｅｌｄ；214V/Cｍ，current；９１人AInjection；５kVfOr1s，
Detection；260nｍ．

１０

［結果および考察］

まず通常のポリアクリルアミドを充填したキヤピラリーゲル電気泳動によりｐ(｡A),２－１８
とｐ(dT)i２－，８およびそれらの混合物の分離を行った。ｐ(｡A),ｐ(｡T)はいずれも一塩基の差で
ベースラインまで分離された。またｐ(｡A)とｐ(｡T)とではその泳動にわずかな差があるため、
その混合試料も分離することができた。これらの結果はHPLC分離と比べ、分離時間、分解
能ともに優れている。次にアクリルアミドモノマーに対しPVAdを0.03-0.2%含むキヤピラリ
ーアフイニテイーゲル電気泳動（CAGE）による分離を30℃にて行った。ゲルの調製法とし
ては、重合前のアクリルアミド溶液に水に溶解したPVAdを加える方法を用いた。アクリル
アミド重量に対し、わずか0.03%のPVAdを含んだだけでP(｡T)の泳動にはかなりの変化がみ
られた。さらにPVAd濃度を上げ0.2%になった時点でp(｡T)は全く泳動されなくなった。しか
しｐ(dA)はPVAd濃度にかかわらず泳動に変化はみられなかった。次にカラム温度を50℃に上
げて同じくｐ(dT)の分離を行った。その結果はPVAdを含まないCGEの結果と似たものとなっ
た。このことはカラム温度を上げることにより、PVAdとｐ(dT)との間の水素結合が切れてｐ
(dT)が泳動したと考えられる。Figにp(dA)12-18とｐ(dT)１５の混合物を通常のキヤピラリ
ーゲル電気泳動とCAGEにより分離した結果を示す。通常のCGEにより分離を行う（Fig(a)）
とｐ(dT),５はp(dA),７とｐ(dA)１８の間に泳動されるが、CAGEにより分離を行う（Fig(b)）と
p(dT)１５のみを選択的に分離するご渋が

Fig

1)Ａ､Guttman,Ａ､Ｓ・Cohen,，.Ｎ・Heiger,ａｎｄＢ.Ｌ・Kager;Anal・Che､.,62,137,1990

2)Ｙ・Baba,Ｔ・Matsuura,Ｋ・Wakamoto,andMTsuhako;Chem・Lett.,』里L,371

3)Ｍ､Akashi,Ｍ・Yamaguchi,Ｈ・Miyata,Ｅ・Yashima，ａｎｄＮ､Miyauchi;Che､､Lett.,里塑,1093

Poly(g-vinyIadenine）（PVAd）
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