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1 緒 言

　核酸 や タ ン パ ク質等の 生体高分子 の 分 子 ふ る い 分 離

に ，ゲル を用 い る こ れ ま で の キ ャ ピラ リーゲ ル 電気泳動

に 代 わ っ て
， ポ リマ ー溶液を用 い る キ ャ ピラ リー電気泳

動 が 最近多 く報告 さ れ る よ う に な っ て き た
1｝2）．こ れ は

主 に 粘性 が低 く，安定 な カ ラ ム の 調 製 が容 易 な た め だ と

考 え られ る ．こ れ まで ， ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー
ル ，セ ル

ロ ー
ス 誘導体，ア ガ ロ

ー
ス ，ポ リア ク リル ア ミ ドを含む

種 々 の ポ リマ
ー

溶液が 利用 さ れ て き たが，ほ と ん ど が生

体関連高分子 を対象 と して お り，分子 量 の 小 さ な化合物

の 分離の た め の 媒体と して 検討 され る こ とは ほ とんどな

か っ た．本研究 で は ，ポ リ ア ク リル ア ミ ドや セ ル ロ ース

誘導体の 高濃度 （従っ て 高粘度）溶液 を分離媒体 と して

用 い る低分子 の キ ャ ピ ラ リー電気泳動 分離を試 み，そ の

分離挙動 に つ い て 検討 した．

2 実 験 方 法

　2 ・ 1 装　置

　キ ャ ピ ラ リー
電気泳動装置 と し て は

， 高圧 電源 （松定

ブ レ シ ジ ョ ン デ バ イセ ズ 製 HCZE −30　PN　O．25， 0〜士30

kV ｝，紫外検 出 器 （日本分光製 875−CE 型 あ る い は

Uvidec　III型，い ず れ も 50 μmX500 μm の ス リ ッ トを

取 り 付 け て 使用），2 個 の 緩 衝 液 槽 並 び に イン タ ーロ ッ

ク付 き ア ク リル 樹脂製ボ ッ ク ス か ら な る装置 を 自作 して

使用 した．カ ラ ム と し て は，内径 100μm ，外 径 375 μm

の フ ユ
ーズ ドシ リカ キ ャ ピ ラ リー

（GL サ イエ ン ス 製）

を使用 した．オ ン カ ラム 検出の た め に フ ユ
ーズ ドシ リカ

キ ャ ピ ラ リーの ポ リ イ ミ ド被膜 を長 さ lmm に わ た っ

て ジ ュ
ー

ル 加熱 し た ニ ク ロ ム 線 で 焼 い て は く離 し，検出

用 ウ ィ ン ドウ （セ ル ）と し た ．キ ャ ピ ラ リーの 全 長並 び

＊

浜松 医科大学 ： 431−3ユ　静 岡県浜 松市半田 町 360D
＃

　豊 橋 技 術 科学大学 ： 441　愛 知 県 豊橋 市 天 伯 町 雲 雀 ケ

　 丘 1−1

に キ ャ ピ ラ リーの 一．
端 か ら検出用 ウ ィ ン ドウま で の 距 離

は 図の 説明に 示 して あ る．キ ャ ピラ リー
の 内面 は Hjer −

t6n の 方法
3 ）に よ っ て 線状ポ リア ク リル ア ミ ドで コ

ー
テ

ィン グ した．本研究で 検討 した ポ リマ
ー
溶液をキ ャ ピ ラ

リーに 満 た す 前 に ，浸透流 が な い こ と を電流 モ ニ ター

法
4）

に よ り確認 し た ．試料は 電 気泳動法 に よ り 導 入 し

た．

　2 ・2　試　薬

　緩衝液並 び に 試料溶液 の 調製 に は ミ リ Q 水 シス テ ム

で 得 られ た イ オ ン 交換水 を 使用 した．試料は pH 　8．5 又

は pH 　7．2 の 緩 衝 液 に 溶 か し
， 各 成 分 の 濃 度 を

0．05〜O．19mg ／ml と した．メ チ ル セ ル ロ
ー

ス （MC ）と

ヒ ドロ キ シプ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ
ー

ス （HPMC ）（い ず

れ も 25℃ で 2％ 水溶 液 の 粘度 が 4000　cP の も の ）は

Aldrich製 を用 い た．ダ ン シ ル ア ミノ 酸は Sigma 製，ア

ク リル ア ミ ド，ペ ル オキ ソニ 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム （APS ＞

並 び に N ，N ，
N
’
，
N
’一テ トラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン

（TEMED ） は 電 気泳動用試薬 （ナ カ ラ イテ ス ク製 ）で

あ り， そ の他の 試薬 は 東京化成工業製試薬特級 を用 い

た ．

　2・3　ポ リマ ー溶液の 調製

　線状ポ リア ク リル ア ミ ドの 重合は キ ャ ピラ リー内 で 行

っ た．O．5g の ア ク リル ア ミ ド（5％T の 場合）， 7．Omg

の APS 並 び に 19
μ
1 の TEMED を 10ml の 脱気 し た

100mM ト リス
ー150　mM ホ ウ 酸緩衝液 （pH 　8．1）に 溶

解 し，前処理 した キ ャ ピラ リ
ー

（2・1 節参照 ）に 満 た し

た．重合溶 液 の 充 て ん は Baba ら の 装置
s）を用 い て 行 っ

た．ポ リア ク リル ア ミ ド濃度 （％ T ）の 異 な る 溶液 を調

製す る と き に は，％T に 比例し て APS 並 び に TEMED

の 濃度 を変 え た．そ の 後 ，キ ャ ピ ラ リーの 両端 を緩衝液

に 漬 け た ま ま一
晩室温 で 放置 して 重合 を完了 させ た．

　MC 並 び に HPMC の 溶液 は 10mM リ ン 酸緩 衝 液
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Fig．1　Elcctropherograms　 of 　a　dansyl　 amiho 　 acid

mixture 　on 　a　linear　polyacryla皿 ide　colu 皿 n ・

（A ）　0％ T，（B）　5％T
，　（C ）　10％ T

， （D ）　15％T．
Conditions： 100　mM 　Tris−150　mM 　boric　acid 　buffer，
40cm × 100 μm 　 treatcd 　fused　 silica　capillary （15cm

to　detection），8kV 　applied 　voltage ，　electrornigration
injection　at　 2　kV 　for　5　s．　 Peak　identifications：

dansyl　derivatives　of 　（1）　a且anine ；　（2）　va 旦inc；　（3）
leucine；（4）isoieucine；and （5）phenylalanine

C

1

2

（pH 　7．2）に 溶か し，一
晩室温で 放置 した．そ の 後，こ の

ポ リ マ ー溶液 を 遠 心 分離 機 （4℃ ，3220× g で 30 分

間）に か け て
， 上澄み 液 を採取 し，前処理 した キ ャ ピ ラ

リ
ー

（2・1 節参照）に 満た し た．

　す べ て の カ ラ ム は 使用 に 先立 ち，紫外検出器 に つ な い

だ レ コ ーダーが 安定 なベ ース ラ イン を与え る ま で 通電 し

た．

3 結 果

　O− 15％ T の 線状 ポリア ク リル ア ミ ドを 充て ん した カ

ラ ム を用 い て ダ ン シ ル ア ミ ノ酸 を分離 し た．得られ た 代

表的 な 電気泳動図 を Fig．1 に 示 す．％ T が 大 き くな

る に つ れ て 各成分間 の 分 離 が 向上 し て い る こ と が 分 か

る．ボ リア ク リル ア ミ ド濃度 が O〜3％ で は Fig．　 IA と

同 じ電 気泳動 図 を与 え た．ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド濃度 が

10％ 以上 で は，移動時間 も 長 く な る も の の ，ダ ン シル

ア ミ ノ 酸 の 側鎖 （R 基）の 違 い に よ り分 離 さ れ て お

り，五 つ の ピークが 観察で き る t

　Fig．2 は p一トル エ ン ス ル ホ ン 酸，ダ ン シ ル 酸並 び に

プ ロ モ フ ェ ノ
ー

ル ブ ル
ー

の 分離 を，カ ラ ム に 線状 ポ リ ア

ク リル ア ミ ドを満 た した と き と満 た さな い とき に つ い て

0 5　 　 　 　 　 　 10

　 　 Time！min

15

Fig．2　Electropherograms　of 　 a　mixture 　of 　 p−

toluenesullbnic 　acid
，
　dansyl　acid 　and 　Bromophenol

Blue　on 　a 　linear　polyacrylamide　column

（A ）0％ T，（B ）10％T，（C ）15％T．　Conditions： 100
mM 　Tris−150　mM 　boric　aCid 　buffer，40　cm × leO　pm
fused　silica　capillary （15cm 　to　detection），8kV 　ap

−

plicd　voltage ，　clectTomigration 　injection　at　2　kV 　f（）r　5

s．　Peak　identifications： （1）P−to且uenesulfbnic 　acid ；

（2）Bromophenol 　Blue；（3）dansyl　acid

比較した もの で あ る．ポ リマ
ー
濃度 の変化に伴 い プロ モ

フ ェ ノ
ー

ル ブ ル
ー

の 移動時間 に 顕著 な変化 が見 られ た．

　更 に
，

ダ ン シ ル ア ミ ノ 酸 の 分 離 を MG と HPMC の

溶液 を キ ャ ピラ リーに満 た した カ ラム を用 い て 行 っ た，

ポ リマ
ー
濃度 を 0〜20mg ／ml と した （20　mg ／ml 以上の

濃 度 で 均一な MC の 溶液 を 調製す る こ と は 困難 で あ っ

た ｝．

　Fig．3 は 20　mg ／ml の MC を満 た した カ ラ ム を 用 い

て得 られ た 電気泳動図で あ る．ダン シ ル フ ェ ニ ル ア ラニ

ン と ダ ン シル イソ ロ イ シ ン が 同 じ移動 時 間を与 え て い る

が，他の 成 分 間 の 分離 は 向 上 す る こ と が 分 か る （MC

を含 ま な い と き の 電気 泳 動 図 は Fig．1A に 同 じ）．20

mg ／ml の HPMG を 満 た し た カ ラ ム で 得 ら れ た 電気泳

動図 は Fig．3 と 同様 で あ っ た 。

4 考 察

　同 じ電荷／質量 比 を持つ 巨大分子 で も分子 サ ・fズに基

づ い て キ ャ ピ ラ リー電 気泳動分離 を行 う こ と が可 能 で あ
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Fig．3　Electroph6rogram　 of 　a 　dansyl　 amino 　 acid

mixture 　on 　a　methyl 　cdlulose 　column

Conditions： 20　mg ／ml 　 po且ymer　 solution ， 10mM

phosphate　buffer， 50　cm × 100　Fm 　fused　silica 　capi1 −
lary（25　cm 　to　detector），15kV 　applied 　voltage ，　elec −
tromigration 　injection　at 　5　kV 　fbr　5　s．　 Pcak　identi−

fications　as 　in　Fig．　 L

り
，

こ の ため に低粘度 の 希薄な ポ リマ
ー
溶液 あ る い は 硬

直 な ゲル が使用 さ れ て き た．本研究 で は高粘度の ポ リ

マ
ー
溶液 が 低 分 子 の 分 離 に も有効 な こ と を実証 した．こ

こ で 使 用 し た ポ リ ア ク リル ア ミ ド溶液 （7％TLI 上 ）並

びに セ ル ロ
ー

ス 誘導体溶液 （10　mg ／ml 以一ヒ） は 非常に

高 い 粘性 を有 し，溶液 と呼 ぶ よ り は ジ ェ リー状と表現す

る ほ うが ふ さ わ し い が
， Co・per6

｝ の 著書 に 従 い
， 架橋

して い な い ポ リマ
ー

で あ り，線状ポ リマ
ー

鎖が 互い に 滑

る よ う に 動 く こ とが 可能 なの で，本論文 で は 溶液 と呼ぶ

こ と に す る，

　使用 した ポ リマ
ー

溶液が カ ラム が 対流抑制媒体 と して

働くこ とは十分考え ら れ る が ，本論 文 で 分 離 し た 低分 子

の 分離挙動 を分 子 ふ る い 効果で 説明 す る こ と は難 し い と

思 わ れ る．最 近 Cobb ら
7｝

に よ っ て タ ン パ ク質とポ リア

ク リル ア ミ ドコ
ー

テ ィ ン グの 疎水性相 互作 用 の 可 能 性が

示唆 さ れ て い る．一
方 ， Hjerten ら

8〕
は ，ス テ ア ロ イル

デ キ ス ト ラ ン の よ うな 両親媒性ポ リマ ー
の 存在下で キ ャ

ピ ラ リー
電気泳動を行い

， タ ン パ ク 質 が電荷ばか りで な

く 疎水性相互 作用 に よ っ て も分離 し て い る こ と を示 唆

し，こ れ を
“
疎 水 性 相 互 作用電気泳動

”
と名付 け て い

ト 77

る．本実験の 場 合 に は，使用 した ダ ン シ ル ア ミ ノ酸 の 側

鎖 に は わ ずか な が ら疎水性 の 違 い が あ り，その た め ポ リ

マ
ー

鎖との 相互作用 の 強 さ も異 な っ て く る た め に 分 離．さ

れ て い る もの と 思 わ れ る．他方 ， 高濃度の ポ リア ク リル

ア ミ ドの 存在下 で プ ロ モ フ ェ ノ ー
ル ブル

ー
の 移 勤 時間が

大 き く変化す る の は，
“
芳香族吸着

”U ）9）
の た め と思 わ れ

る．Hjerten ら
a｝

は 線状ポ リ ア ク リル ア ミ ドを添加剤 と

し て 用 い て 同 様 な 挙動 を観察 し て い る が，彼 らが 用 い た

6％T 溶液の 粘度 は添加剤を加えな い と きの 緩衝液の 粘

度 に 近 い ．著者らの 結果 は よ り高 い 濃 度 の ポ リア ク リ ル

ア ミ ド溶液が 更 に 優 れ た 選 択性 を与 え る こ と を示 して い

る．そ の 選択性は上 で 述べ た よ う な ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

的相互作用の た め に 生 じ て い る もの と考 え ら れ る が
， 定

量 的な 考察 をす る に は 更に 系統的な 実験が 必 要 で あ る．

な お，新着 の Anat．　Chem．誌 上 に ポ リエ ーテ ル を マ トリ

ッ ク ス と して 用 い た 低 分
．
子 の 分 eSIE）が 報告 され て い る

が，本研究 と はポ リマ
ー
並 び に 相互 作用 の 種類が 異 な る

だ け で な く， 本研究 の 場合 ， 相互作用媒体 と して 使用 さ

れ る ポ リマ ーが カ ラム 内 を移動 しな い （従 っ て カ ラム か

ら溶出 しな い ）点が 大 き く異 な っ て い る．こ の こ とは
，

試 料成分の 単離 ・精製並 び に 分取後 の 同 定 に好都合 と 考

え られ る．
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  Capillary electrophoresis  of  small  molecules  in high-viscosity polymer  solutions.
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  Capillary electrophoretic  separations  of  small  molecules  were  examined  using  highly

viscous polymer  solutions.  The  solutions  of  linear polyacrylamide  ef  >7%(T),  and

methyl  cellulose  and  hydroxypropyl methyl  cellulose  of  >10mglml,  are  of  jelly-like
consistency.  Used  in capillary  electrophoresis,  they  resulted  in improved separation  of

the dansyl derivatives of  branched-chain amino  acids  which  differ only  by 1N2  mcthylene

units  in the  side  chain.  With  a  lincar polyacrylamide  column,  a  remarkable  change  in

elution  time  with  variation  in the  polymer concentration  was  observed  for a  certain

arematic  compound,  Chromatographic separation  mechanisms  of  some  kind are  re-

sponsible  for the  observed  bchavior,
                                                    (Received August 12, 1994)

                                                  (Accepted September 22, 1994)

    Keywordphrases  ･

capillary  electropheresis  of  small  molecules  in polymer solutions;  liquid chromatograpbic

  interaction between polymer  chains  and  solutes;  capillary  electrochromatography  usmg

  homogeneeusly packed  stationary  phases,


