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新しい移動度制御手法に基づくキャピラリー

電気泳動分離に関する研究

学位論文内容の要旨

  キャピラリ―電気泳勤法は，  高速液体クロマトグラフィーと比較しても取扱いが容

易であり，試料の微量化及び高感度，高精度ナょ多成分の分離定量として大きな可能性

を有している．  しかしこの方法の高機能化のためには，  目的化学種の移動度制御を容

易とする泳動系設計の手法の開発が必須である，  本論文は高分離能をもっ新しい泳動

系の開発，  ならびにそれら系内での泳動機構の解明を目的としたものである．

  等速電気泳動法においては取扱の容易な水溶液系の利点に着目し，  移動度制御にタ

ーミナルゾーンとの錯形成平衝を活用する泳動系を探索した．  っいでキャピラリーゾ

ーン電気泳動法に関しても，  錯形成平衝の導入を計った，  さらにはミセル溶液系を泳

動溶液としミセルヘの分配平衡を活用する手法に検討を加えた．  この系での中性分子

種の分離におけるグルコースの添加効果について詳細に検討した．  また陰イオン種の

分離のために隅イオン界面活性剤ミセルを活用する泳動系を開発し，  その有用性を明

らかにした．  その泳動機構に関する新しい理論式を導入して，  隅イオン界面活性剤と

陰イオンとのイオン対生成定数，  並びにミセルへの分配定数を求めて評価した．

  本論文は，  8章からナょる．  第1章は序論であり，  キャピラリ一電気泳動法の問題点

を指摘しっつ，本研究の目的を述べた．

  第2章では，  キャピラリー電気泳動法において分類される等速電気泳動法，  キャピ

ラリーゾ―ン電気泳動法，  及びミセル動電クロマトグラフィーについて概説した．

  第3章では，  等速電気泳動法における泳動系として，  ターミナルゾーンを目的化学

穐の錯化剤供給源とする新しい泳動系を開発した．  泳動系は，  重金属イオンを対象と

し，  塩酸ーTris緩衝溶液をり―ディング液，  シアン化カリウムをタ―ミナル液とした

ものである，  この系に導入された重金属イオンは一旦ターミナル側へ泳動されるが，

シアン化物イオンとの錯形成反応により負の電荷をもつシアノ錯体に変換され，  リー
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デ ィ ン グ 側 に 泳 動 さ れ る ，   リ ー デ ィ ン グ イ オ ン の 濃 度 を 5mM， pHを T． 5と し た と き

コ バ ルト ，  銅 ，  銀，   亜鉛 ，  カ ドミ ウム ，   水 銀イ オ ンの6種の重金属イ オンがシアノ錯

体 と し て 分 離 で き る ， 移 動 度 の 近 接 す る 金 イ オ ン ， 銀 イ オ ン の シ ア ノ 錯 体 ，   及 び 移 動

度 の 大 き な た め に り ー デ ィ ン グ ゾ ー ン と 混 合 ゾ ー ン を 形 成 す る ニ ッ ケ ル ， 白 金 ，   パ ラ

ジ ウ ム の シ ァ ノ 錯 体 の 相 互 分 離 に っ い て は ，   鉄 （ II） フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 錯 体 と のイ オ ン

対 平 衡 を 活 用 す る こ と で ，   相 互 分 離 が 可 能と なっ た ．  用い た りー ディ ン グ液 は，   塩酸

― Tris緩 衝 溶 液 に イ オ ン 対 形 成 試 薬 と し て ト リ ス (1， 10－ フ ェ ナ ン ト ロ リ ン ）鉄 （II） イ

オ ン を 加 え ，   リ ― デ ィ ン グ イ オ ン （ Cl－ ） の ト ー タ ル 濃 度 が 6mMと な る よ う に 調 整 し た

20驚 の ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 で あ る

第 4章 で は ，   タ ー ミ ナ ル イ オ ン と の 錯 形 成 平 衡 を 利 用 す る カ テ コ ― ル 誘 導 体 の 分 離

に っ い て 述 べ た ，   カ テ コ ー ル 類 は 中 性 領 域 に お い て 非 イ オ ン 種 と し て 存 在 し ，  アル カ

リ 性 で は o― キ ノ ン を 生 成 し や す く ，   い ず れ の 領 域 に お い て も 通 常 そ れ ら の 泳 動 分 離 は

困 難 と さ れ て い る ．   モ こ で カ テ コ ー ル 類 が ホ ウ 酸 の 共 存 下 に お い て 負 電 荷 を も っ 化 学

種 と な る こ と に 着 目 し て ，   カ テ コ ー ル 類 の 分 離 の た め の 泳 動 系 を 検 討 し た ． pH7． 5の

塩 酸 ー Tris綬 衝 溶 液 を り ー デ ィ ン グ 液 に ，   ホ ウ 酸 を タ ー ミ ナ ル 液 と す る 泳 動 系 を 用 い

た と き ，   ピ ロ カ テ コ ー ル 等 の 中 性 化 学 穐 と プ ロ ト カ テ キ ュ 酸 の よ う な 陰 イ オ ン 性 化 学

種 を 含 む 10穐 の カ テ コ ー ル 類 の う ち ，   ピ ロ カ テ コ ー ル と ピ ロ ガ ロ ー ル は 混 台 ゾ ー ン を

形 成 す る が ，   こ れ を 含 め て 10穐 す べ て が 検 出 で き た ． pKa=8． 4の 4ー ク ロ ロ カ テ コ ー

ル に っ い て も そ の 有 効 移 動 度 を 増 大 で き た ．   こ れ ら の 結 果 は タ ー ミ ナ ル ゾ ー ン が 錯 化

剤 で あ る ホ ウ 酸 の 供 給 源 と し て 機 能 し ，   カ テ コ ー ル 類 を 泳 動 可 能 な 陰 イ オ ン 化 学 種 に

変 換 し ，   ま た そ れ ら の 移 動 度 差 拡 大 に 有 効 に 働 い て い る こ と を 示 す も の で あ る

第 5章 で は ，   キ ャ ピ ラ リ ー ゾ ― ン 電 気 泳 動 法 に よ る カ テ コ ー ル ア ミ ン の 分 離 に お け

る 分 離 能 の 改 善 手 法 に っ い て 述 べ た ．   カ テ コ ー ル ア ミ ン の 分 離 に お い て ，   泳 動 系内 で

の ホ ウ 酸 と の 錯 形 成 反 応 を 導 入 す る こ と で 分 離 能 を 大 き く 向 上 で き た ，   カ テ コ ― ル ア

ミ ン 類 の 移 動 度 差 は ホ ウ 酸 濃 度 の 増 加 と 共 に 大 き く な る ，   こ の 系 で は 分 離 能 を 支 配 す

る 因 子 と し て 電 気 浸 透 流 の 大 き さ と 方 向 が 目 的 化 学 種 の 有 効 移 動 度 に 対 し て 重 要 な 支

配 因 子 と な る こ と に 着 目 し た ．   す な わ ち 種 々 の 炭 素 鎖 の 長 さ の 異 な る 陽 イ オ ン 界 面 活

性 剤 の 電 気 浸 透 流 に 対 す る 影 響 に っ い て 検 討 し て ，   こ の 電 気 浸 透 流 を 陽 イ オ ン 界 面 活

性 剤 に よ っ て 制 御 す る こ と を 試 み た ． 200  mMのホ ウ酸 ，   100  mMの水 酸 化カ リウ ム ，  及

び 0． lmM臭 化 テ ト ラ デ シ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 溶 液 を 泳 動 溶 液 と し た と
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き 0． lpmolレ ベ ル の 10種 の カ テ コ ー ル ア ミ ン を 完 全 に 分 離 す る こ と が で き ，   陽 イ オ ン

界 面 活 性 剤 の 添 加 に よ り 分 解 能 を 大 き く 向 上 で き る こ と を 見 い だ し た ．

第 6章 で は ，   隅 イ オ ン 界 面 活 性 剤 を 用 い る 陰 イ オ ン の ミ セ ル 動 電 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に つ い て 述 べ た ．   陰 イ オ ン と し て 無 機陰 イ オ ン ，   及 び フ ェ ニル カ ル ボ ン 酸イ オ ン を

取 り 上 げ ，   陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 に 塩 化 セ チ ル トリ メ チ ル ア ン モニ ウ ム （ CTAC） を 用い

こ れ が 陰 イ オ ン の 移 動 度 に 与 え る 影 響 に っ い て 検 討 を 行 い ， CTAC存 在 下 で の 陰 イ オ ン

の 泳 動 機 構 に 考 察 を 加 え た ，   す なわ ち ，   陰イ オ ン の 有 効移 動 度 の CTAC濃 度 依 存性 は

へ ミ ミ セ ル 形 成 に よ る キ ャ ピ ラ リ 一 壁 と の 相 互 作 用 ，   陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 モ ノ マ ー と

陰 イ オ ン と の イ オ ン 対 生 成 平 衡 ，   隅 イ オ ン 界 面 活 性 剤 ミ セ ル へ の 分 配 平 衡 の 三 っ の過

程 か ら な る こ と を 明 ら か に し た ．   ま た ，   隅イ オ ン 界 面 活性 剤 存 在 下 での 陰 イ オ ン の泳

動 挙 動 を 取 り 扱 う 基 本 的 な 方 程 式 を 導 出 し ，   こ の 式 に 基 づ き イ オ ン 対 生 成 定 数 ， 及 び

ミ セ ル ヘ の 分 配 係 数 を 求 め る こ と が ・で き る こ と を 示し た

第 7章 で は ，   ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） を 用 い る ミ セ ル 動 電 ク ロ マト グ ラ フ イ

ーにおいて，  グルコースの添加が試料の有効移動度差を拡大し，  ヌクレオシドの分離

能が大きく改善できることを示した．  すなわちSDSの臨界ミセル濃度はグルコース濃

度の増加と共に減少し，  これに伴いミセルの見かけの移動度が小さくなり，  ヌクレオ

シドの有効移動度差が広がることと考えられた．  さらに溶質のミセルヘの分配に与え

るグルコースの影響を検討するため，  種々の官能基を持つ化合物を用いてモれらのミ

セルへの分配係数を測定し，  グルコース濃度の増加と共に親水性官能基を持つ化合物

の分配係数が選択的に減少することを明らかにした，  これらの知見からグルコースの

添加は親水性化合物や疎水性の大きな化合物の分離選択性を改善する為の有効な手法

であることが示された，

  第8章では，本研究で得られた成果を総括した．
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学   位   論   文   題   目

    新 し い 移 動 度 制 御 手 法 に 基 づ く キ ャ ピ ラ リ 一 電 気 泳 動 分 離 に 関 す る 研 究

  本 論 文 は キ ャ ピ ラ リ 一 電 気 泳 動 法 に ，   新 し い 移 動 度 制 御 手 法 を 導 入 し て ，   高 精 度 ，

高 分 離 能 を 有 す る 泳 動 系 を 開 発 す る と 共 に ，   モ れ ら 系 内 で の 泳 動 機 構 に 関 し て も 解 明

し よう と した もの で ある ．

  本 論 文 は ，   8章 か ら な る ．   申 請 者 は ま ず ，   第 1章 に おい て，   キャ ピラ リ 一電 気泳 動

法 の問 題 点を 指摘 し っつ ，  本 研究 の目 的 を述 べて い る．

  第 2章 で は ，   キ ャ ピ ラ リ 一 電 気 泳 動 法 に 分 類 さ れ る 等 速 電 気 泳 動 法 ，   キ ャ ビ ラ リ ー

ゾ ー ン 電 気 泳 動 法 ，   並 び に ミ セ ル 動 電 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー に っ い て 概 説 し て い る ．

  第 3章 で は ，   等 速 電 気 泳 勁 法 に お け る 泳 動 系 と し て ，   タ ー ミ ナ ル ゾ ― ン を 錯 化 剤 供

給 源と す る新 しい泳動系を 開発し，  コバルト ，  銅，  銀，  亜鉛，  カドミウ ム，  水銀イオ

ン の 6種 の 重 金 属 イ オ ン を シ ア ノ 錯 体 と し て 分 離 す る こ と に 成 功 し て い る ．   そ の 際 ，

移 動 度 の 近 接 す る 金 イ オ ン ，   銀 イ オ ン の シ ァ ノ 錯 体 ，   及 び 移 動 度 が 大 き な た め り ー デ

イ ン グ イ オ ン と 混 合 ゾ ー ン を 形 成 す る ニ ． ’ ケ ル － ，  白 金― ，  パ ラジ ウム ― シア ノ錯 体

に っ い て は ，   鉄 （ II） フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 錯 体 と の イオ ン 対平 衡を 活 用す るこ と で，   そ れ

ら の相 互 分離 法を 完 成さ せて い る．

    第 4章 で は ，   タ ― ミ ナ ル イ オ ン と の 錯 形 成 平 衝 を 利 用 す る カ テ コ ー ル 誘 導 体 の 分 離

に っ い て 述 べ て い る ．   カ テ コ ― ル 顛 は 中 性 領 域 に お い て 非 イ オ ン 種 と し て 存 在 し ，   ア

ル カ リ 性 で は o-キ 丿 ン を 生 成 し や す く ，   い ず れ の 領 域 に お い て も 通 常 そ れ ら の 泳 動 分

離 は 困 難 と さ れ て い る ．   申 請 者 は カ テ コ ― ル 類 が ホ ウ 酸 と 負 電 荷 を も つ 錯 体 を 生 成 す
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ることに着目して，  ホウ酸をターミナル液とし，  塩酸―Tris緩衝溶液をりーディング

液とする泳動系を開発し，  ビロカテコ―ル等の中性化学種とプロトカテキュ酸のよう

な陰イオン性化学種を含む10種のカテコール類にっいて，  泳動分離が可能であること

を示している．

  第5車は，  キャピラリーゾーン電気泳動法の分離能改善に関するもので，  カテコー

ルアミンを対象として検討を行っている．  この手法において，  泳動系内でのホウ酸と

の錯形成反応の活用がカテコールァミンの分離能を大きく改善するこ、とを明らかにし

ている．  次いでこの系では電気浸透流の大きさと方向が目的化学穫の有効移動度に対

して重要な支配因子となることに着目し，  炭素鎖の長さの異なる種々の隅イオン界面

活性剤による電気浸透流の制御法を詳しく検討して，  0．l pmolレペルの10種のカテコ

ールアミンの完全分離法を確立している．

  第6章では，  陽イオン界面活性剤を用いる陰イオンのミセル動電クロマトゲラフイ

ーにっいて述ている，  陰イオンとしては無機陰イオン，  及びフェニルカルポン酸イオ

ンを，  隅イオン界面活性剤には塩化セチルトリメチルァンモニウム（CTAC）を用いて，

CTAC存在下での陰イオンの泳動挙動とモの機構に関して詳細な考察を行っている．  す

なわち，  陰イオンの有効移動度のCTAC濃度依存性は，  ヘミミセル形成によるキャピぅ

り一壁との相互作用，  陽イオン界面活性剤モノマーと陰イオンとのイオン対生成平衝

隅イオン界面活性剤ミセルへの分配平衝の三つの過程からなることを明らかにした．

次いで，  隅イオン界面活性剤存在下での陰イオンの泳鋤挙動を取り扱う基本的な方程

式を導出し，  この式がイオン対生成定数，  及びミセルへの分配係数の測定に有用であ

ることを示した．

  第7章は，  ドデシル硫酸ナトリウムを用いるミセル動電クロマトグラフィーに関す

るもので，  グルコースの添加によって試料化学種問の有効移動度差が拡大でき，  各種

ヌクレオシドの分離能を大きく改善できることを見いだしている．  またこの効果に関

し，  グルコースの添加により親水性官能基を持つ化合物の分配係数が選択的に滅少す

ることを明らかにした．  これらはグルコースの添加が親水性化合物や疎水性の大きな

化合物の分離能，  選択性の改善に極めて有効な手法であることを示すものである．

  第8章では，  本研究で得られた成果を総括している，

  以上申請者はキャピラリ―電気泳動法において，  種々の新しい移動度制御手法を開

発すると共にモの泳動機構を解明している．  これら一連の成果は，  この分野における

研究の発展に寄与するところ大である，  参考論文は11網あり，  いずれも国内外の権威

ある英文誌に掲載されたものである．  ここに審査員一同は，  最終試験の結果とを合わ

世，  申請者が博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有すると認定した，
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