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　生体高分子 の ポ ス トカ ラ ム 誘導体化高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ）に お け る 検 出 手段 と し て

璽栄光偏光解消法の 有用性 に つ い て ，基礎 的 研 究 を行 っ た．本研究 を遂行 す る た め に，ラ ッ ト肝 臓 ホ モ

　　　ト中の 脂肪酸結合 タ ン パ ク 質 （FABP ）の ボス トカ ラ ム HPLC 分析法 を 利用 した．ホ モ ジ ネーン rs　
−

ト中9タ ン パ 順 を ゲ・暖 透 カ ラ ム （TSKg ・1　G2 ・・。　SW
。 。） ク ・ マ トグ ラ フ ィ

ーに よ り分離 し，カ ラ

爨欒鞍軈黼驚1嚢欝蠶邂難 難癬ll韃
結合型 プP 一ブ 晦 つ く 蛍光 に 比 べ 著 し く〜絖 し た ．更 に，タ・ バ ク質 の 分子數 ・大 き い ほ ど消光 の 度
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1 緒 言

　生体高分子の 高感度分析法 と して ，高速液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー （HPLC ）・蛍光検 出 法 が 広 く 利用 さ れ て い

る ．更 に 近 年，蛍光寿命 な ど の 蛍光特性 を取 り入 れ，更

な る 感度及 び選択性 の 向上 を目的とす る 研究が 行 わ れ て

い る，蛍光特性 の 中 で 蛍光偏光解消 を分析化学 に 利用 す

る研究 は ，通 常 の 用 手法 に よ る 蛍光測定 で は 古 くか らな

され て い る ．こ れ は，遊離 の 蛍光 プロ ーブと 巨大分子 に

取 り込 ま れ た プロ ーブの 回転緩和時間 の 違 い に 基 づ き ，

そ れ ら の プロ
ーブか らの 蛍光偏光 の 解消度が 大き く異 な

っ て くる こ と を利 用 す る 方法で ある．本法 は，細胞膜 あ

る い は 細胞内の 流動性に 関す る 研究 りや，抗原又 は 抗体

の 定 量
2），あ る い は タ ン パ ク質分解酵素の 測定

3）4）
な どに

応 用 さ れ，最近 で は
，

レー
ザ
ー

を光源 と す る 免疫測定

法
5）に も利用 され て い る ．

　本研究 は ，生 体 高 分子 の HPLC 分 析 に 蛍光偏 光 解消

法 を利用 し，感度及 び 選 択 性 の 向上を図 る こ と を目的 に

す る もの で あ る．本研究 を遂 行 す る た め に ，先 に 報告 し

た ラ ッ ト肝臓中 の 脂肪 酸結合 タ ン パ ク 質 （fatty　acid

binding　proteins，　FABP ） の ポス トカ ラ ム 蛍光検 出法 を

＊
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利用 した
6）．こ の 方法 は，ラ ッ ト肝臓 ホ モ ジ ネ

ー
トを ゲ

ル 浸透 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に 付 し，カ ラ ム か らの 溶出液

に 蛍光 プ ロ ーブ （dansyl一ウ ン デ カ ン 酸）液 を合流 さ せ，
蛍光 をモ ニ ターす る もの で ある ．こ れ は 蛍光 プ ロ ーブが

FABP な ど の タ ン パ ク 質と選択的 に 結 合 し，蛍光 の 増強

及 び波長 シ フ トす る こ と に 基づ い て い る．こ の 場合 ， ク

ロ マ トグ ラ ム に お け るべ 一
ス ラ イ ン は，常時流れ て い る

プロ ーブか ら の 蛍光 （ベ ース ラ イ ン 蛍光 ） に 依存 し
，

ピーク は タ ン パ ク 質 と結合 した プ ロ
ー

ブか ら の 増強 し た

蛍光 （ピーク 蛍光） に 依存 して い る．従 っ て ，更 に 感度

を向上 す る た め に は ベ ー
ス ラ イ ン蛍光 を選 択的 に 減少 さ

せ る こ と が 重 要 で あ る．

　 こ の よ う な，生体高分子 の ポ ス トカ ラ ム HPLC 分析

に お い て，蛍光偏光解消法 を適用 し た 場合，そ の ベ ー
ス

ラ イン 蛍光 を 決 定 す る 遊離型 プロ ーブか らの 蛍光の み を

選 択的に 消光 させ，一
方 ， 生体高分子 に 結合 した プ ロ ー

ブか らの 蛍光 は 残 光 す る こ とが 期待 で き，生 体高分 予 の

選択的 か つ 高 感 度 な 検出 が可 能 と な る は ず で あ る，

　検討 に は，蛍光 プロ ーブ と し て 11−［（5−dimethylamino−

naphthalene −1−sulfonyl ）amino ］undecanoicacid （dansyl一ウ
ン デ カ ン 酸）， 12−（n −methyl ＞−n −［（7−nitrobenz −2−oxa −1，S−

diazol−4−yl）amino ］octadecanoic 　acid （NBD 一ス テ ア リ ン

酸 〉，1−pyreneundecanoic　acid （pyrene一ウ ン デ カ ン 酸 〉，
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1レ ［N −〔di。 ・hy1。 mi ・・
−3−c・・ m ・・i・・ ryl ）・mi ・ ・］undecan 。i・

acid （coumarin 一ウ ン デ カ ン酸）， 11−（9−anthroyloxy ＞unde −

canoic 　acid （anthracene 一ウ ン デカ ン 酸 ） を 用 い た ．

2　実 験

　2・1 試　薬

　4 種の 蛍光 プロ
ーブ ［dansyl一ウ ン デ カ ン 酸，　 NBD 一ス

テ ア リン 酸 ， pyrcne
一ウ ン デ カ ン 酸，　 ceumarin

一ウ ン デ カ

ン 酸，anthraccne
一ウ ン デ カ ン 酸ユは フ ナ コ シ薬品製 を入

手 し た ，そ の 他 の 試薬 は和光純薬製特級品 を そ の ま ま 用

い た ．

　蛍光プ ロ
ーブ 溶液 は

，
dansyl一ウ ン デ カ ン酸，　NBD 一ス

テ ア リ ン 酸，CQumarin 一ウ ン デ カ ン 酸，　 anthracene 一ウ ン

デ カ ン 酸 に つ い て は メ タ ノ
ール を，pyrene一ウ ン デ カ ン

酸 に つ い て は ア セ トン を用 い て そ れ ぞ れ の lmM 溶液

を調製 し，更 に リン 酸 塩 緩衝液 （50mM ・ pH 　7・0）で

2．0　pM に 希釈 し調製 し た．

　2・2　装　置

　遊 離型及 び タ ン パ ク 質結合型 プロ ーブの 蛍光 ス ペ ク ト

ル 測定 に は 日立製 650−60 型分光蛍光光度計及 び角型石

英 セ ル （1× 1cm） を 使用 し た．ス リ ッ ト幅 は ，励起側

及 び 発光側 と もに 10nm に 設定 した．

　高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ は，Rheodyne 　7125 （20叫

ル
ープ）サ ン プ ル イ ン ジ ェ ク タ

ーを 装備 し た 東 ソ
ー

CCPM を使用 し た．蛍光プ ロ ーブ溶液 の 送液用 ポ ン プ

と して
， 東 ソ

ーCCPE −II を 使用 し た．蛍光検出器 は ，

18叫 の フ ロ ーセ ル を 装着 し た 日 立 650−60 型蛍光分光

光度計 を使用 し た．

　本
』
研究 に 用 い た ， 単

一
溶離 ・ポ ス トカ ラ ム HPLC 蛍

光検出 シ ス テ ム の 流路 図 を Fig．1 に 示 す．カ ラ ム に ゲ

ノレ浸 透 型 の TSKgd 　G2000 　SWxl．〔300× 7・8・m … i・d・）

（東 ソ
ー製） を，移動相 に 50mM リ ン 酸塩緩衝液 （pH

7．0）を用 い た．移 動相 の 流 量 は 0．5ml ／min に 設定 し

た．本シ ス テ ム に 注入 さ れ た サ ン プル （20叫〉 は，カ

ラ ム で 分 離 さ れ た 後，蛍光 プロ
ー

ブ溶液 （流量 ： 0．05

m ！／min ） と 混 合 さ れ Table　1 に 示 す 励起及 び 発光波長

で 蛍光検出され た．

　 HPLC ・蛍光偏光解消検出 は，次 の 方法 で 行 っ た．蛍

光 分 光光度計 （Din 　Fig．1） の励起光側及び 測光側 に
，

そ れ ぞ れ偏光子 〔Po）及 び検 光 子 （An ）（偏光付属装置

650−0156 ）を装着 し蛍光 を検知 し た．偏 光子 か ら の 直線

偏光 と平行 の 角度 の蛍光成分 の み を検光子 に よ り検知 す

る場合 を RIIで 表 し，同 じ く垂直の 角度 の 蛍光成分 の み

を検光子 に よ り検 知 す る 場 合 を λ1 で 表す．HPLC ・
通

常蛍光検出は ， 偏光子及 び検光子 を装着 せ ず に 行 っ た．
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Table 　 l　 Fluorescence　 excitation 　 and 　 emission

　　　　 maxi 皿 a （nm ＞ of 　free　 and 　protein−bQulld
　　　　 probes

Probes Acx 2
。m

Dansy1−
　 undecanoic 　acid

Pyrene−
　 undecanoic 　acid

Anthraccne −
　 undecano 玉c　acid

NBD −
　 stearic 　aci （至

Coumarine −
　 undecanoic 　 ac 量d

345
（335345

（334365

（363469

（469432

〔425

497557
）
す

379379
）

449456
＞

529553
）

446477
）

†Thc 　fluorescence　 excitation 　and 　 emission 　 maxima

of 　the 丘ee 　probes　are 　described　in　parentheses．

　2・3　ラ ッ ト肝 臓ホ モ ジネート溶液

　ア ル ビ ノ 種 ウ イス ター
系雄性 ラ ッ トの け い 部 を切 断

し ， 直 ち に 肝臓 を摘出 す る．そ れ を氷冷 し た 5mM

EDTA を 含 む 0．　l　M リ ン 酸塩 緩衝液 （pH 　7．4）中 で ホ

モ ジネ
ー

ト （1 ：2．5，w ／v ） す る ，ホ モ ジ ネート溶 液 を

lOOOOg で 30 分間遠 心 分 離し，浮．遊脂肪 を取 り除 い た

上 澄 み を HPLC 用サ ン プル と す る，得 られ た サ ン プル

は 500 叫ずつ に 分 けて
一40℃ で 冷凍保存 す る，使 用 時

に 自然解 凍 し，0．45 μm の セ ル ロ ー
ス ア セ テートフ ィ ル

ターを通 した後，HPLC に 注入 した．

　 2 ・4FABP の 精製

　FABP の 精製 は Wilkinson　and 　Wilton の 方法
η

に 準じ

て行 っ た．上記 に よ っ て得 られ た ラ ッ ト肝臓 ホ モ ジネ
ー

ト液 IOOOOg 上 澄 み を，　 IO5000g で 90 分間遠心分離 す

る．こ の 上 澄 み を 70％ 飽 和硫酸 ア ン モ ニ ウ ム で 塩 析

し ， 更 に そ の 上 澄 み を 10mM リ ン 酸塩緩 衝液 （pH
7．4＞ で 透析 す る ．そ の 溶 液 を 限外 泝過 （Amicon 　YC

O5） に よ り濃 縮 し，　 lemM リ ン 酸塩緩衝液 （pH 　7．4）
で 平衡化 し た Sephadex 　G −100ヵ ラ ム （gO× 2．6　cm 　i．d．）
に 付 す ，脂肪酸残 基 を持 つ 蛍光 プロ ーブ に 結合活性 の あ

る FABP 分画 を 集 め ， 30　mM トリス ー塩酸緩衝液 （pH
9，0） で 透 析 す る．そ の 溶液 を 限外泝 過 （Amicon 　YC

O5） に よ り 濃縮 し，30　mM ト リ ス ー
塩酸緩 衝 液 （pH

9．0）で 平衡化 し た ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （DEAE ） セ

ル ロ ース カ ラ ム　（15× 2　cm 　Ld．）に 付 し ， 塩 化 ナ トリ ウ

ム の OM か ら 150　mM の こ う配 溶 離法 に よ り FABP を

溶出す る ．FABP 溶 出液 を 再 び 限外泝過 （Amicon 　YC

O5）に よ り濃縮 し，精製 FABP 溶 液 とす る ．

　最終精製物 の 均
一

性 は，15％ ドデ シ ル 硫酸ナ トリ ウ

ム （SDS ）／ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル に よ る電気泳動 で の

単一バ ン ドの 出現，及 び HPLC に よ る 単
一ピー

ク の 出

現 に よ っ て 確認 し た ．

3 結果 と考察

　 3 ・1 遊 離型及 び タ ン パ ク 質結合型蛍光プロ
ーブの 蛍

光 ス ペ ク トル

　脂肪酸残基 を持 っ 蛍光 プ ロ
ー

ブ は，FABP と 同様に ア

ル ブ ミ ン に も吸 着 し，そ の 蛍光 ス ペ ク トル が 大 き く変化

す る．遊離型及 びタ ン パ ク 質結合型蛍光 プロ
ーブ の 蛍光

ス ペ ク トル を， 各プロ ーブ を リ ン 酸 塩 緩衝液 〔50mM
，

pH 　7．0） あ る い は 飽 和 ア ル ブ ミ ン の 同緩衝液 に 溶 か して

測定 し た 〔Table　l），　 pyrene一ウ ン デ カ ン 酸 以外 の す べ

て の 蛍光プロ
ー

ブに お い て ，ア ル ブ ミン 存 在下で
， 蛍光

ス ペ ク トル の 青 色 シ フ トが 観測 さ れ た．HPLC の 蛍光

検出は タ ン パ ク 質結合型 蛍光 プ ロ
ー

ブに お け る励起 及 び

発光波長 で 測定 し た ．

　 3 ・2　HPLC ・通常蛍光検出法 に よるクロ マ トグラ ム

　 ラ ッ ト肝臓 ホ モ ジ ネ
ー

ト中の タ ン パ ク 質 を ポ ス トカ ラ

ム HPLC ・通常蛍光検出法 に よ り測 定 し た ．5 種類 の 蛍

光 プ ロ
ーブ を用 い て ，通常蛍光検出法 に よ り得 られ た ク

ロ マ トグ ラ ム を Fig．2 （1− V ） の c に 示 す ．ク ロ マ ト

グ ラ ム 中の 波線 は，蛍光検出器 の 測 光 側の シ ャ ッ ターを

閉 じ
， 記録紙 を掃引 させ る こ と に よ り得 ら れ た．波線 か

らベ ー
ス ラ イン ま で の 高 さ （lc）は遊 離型 プ ロ

ー
ブか ら

の 蛍光 に ，又 各 ピー
ク 高 さ （Pc） は結 合型 プ ロ ーブ か

ら の 蛍光 に 基づ い て い る （ピ
ー

ク 位置 で の プロ
ーブ は，

そ の 一
部が タシパ ク質に 結合 して い る．従 っ て

，
ピー

ク

位置 で の ベ ー
ス ラ イ ン 高 さ は ，Ic よ り わ ず か に 低 い と

．

考 え られ る，し か し， 結合 し た プ ロ ーブの 割合 は 全 プ

ロ ーブ に 比 べ 極 めて 小 さ く，減 じた プ ロ ーブの Pc へ の

影響 は 無視 で き る ）。い ずれ の プ ロ
ーブ を 用 い た 場合 も ，

1に 3 本 の ピー
ク が 検 出 さ れ た．ピー

ク 1 の 高分子化

合物 は
， 標準タ ン パ ク 質 を用 い る タ ン パ ク質分子量測定

法
8）

に よ り ， 分 子量 50 〜70 万 の 高分 子 で あ る こ と が 推

定 さ れ た ，ピー
ク 2 は，BSA 標品 と の co −chromatogra −

phy に よ り，ア ル ブ ミ ン 〔MW ： ca．66500）で あ る こ と

が 確認 さ れ た，ピー
ク 3 は，精 製 FABP と の co −chro −

matography に よ り，　 FABP （MW ： ca．14000）で あ る こ

と が確認 され た．Fig．2（III） に 見 られ る ピー
ク 4 は ，

蛍光 プ ロ ーブ に pyrcne 一ウ ン デ カ ン 酸を用 い た 場合 の み

N 工工
一Electronic 　 Library 　
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Fig. 2 Chrematograms  obtained  with  rat  liver homogcnates  (10000g) 
by

 
convention-

al and  depolarization fiuorometric HPLC  using  various  prebes

(A): 2ii; <B): R-; (a): cenventional,  Probes: (I), dansyl-undiecaneic 
acid;

 (II),

NBD-stearic acid;  (III), pyrene-undecanoic acid;  (IV), coumarin-undecanoic  
acid;

(V>, anthracene-undccanoic  acid,  The  explanation  of  dashed line as  well  
as

 
Pc,

 
Pu,

Pi, Ic, Iii and  I- is described in the  text.
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Tabl・ 2Effe ・t ・f　fi・ 。 ・ e ・cen ・e　d・p・la・i・ ・ti・ n （R… nd λ・ ）。・ ・h・ flu・ re ・cen ・・ i… n ・i・y ・ f　p・ ak 　h，igh・ （P。 ，　pl、

　　　　 and 　Pエ ）and 　baseline（lc，　III　and 　Iエ ）．

Fluorescent 　probes　　 Dansyl−　　　　　 NBD −
and 　proteins　　　　　　　 undecanoic 　ac 孟d　　　　stearic 　ac 三d

Pyrene　　　　　 Coumarine −　　　 Anthracene．
undecanoic 　acid 　　undecanoic 　acid 　　undecanoic 　acid

λII A
− 211 λエ λII λ− Au λ↓ λII Aエ

Unkn 。wna
｝

AlbuminFABPFIuerescent

　probe

1廴67b）　　0．80b｝　　　5．三4
2．15b）　　0．gob）　　　4．28
1．61b） i．17b）　 3．16
1．52c）　　L48c）　　　2．86

L65L88L982

．39

2．73L290

．830
．56

0．10　　　19．84　　　2，73
0．34　　　　11，42　　　　4．39
0．53 　　　 11．30　　　4．90
0，57　　　　3．49　　　 3．68

5．283
．662381

．67

1．33i
．421
．801
．90

・）u ・k・・ w ・ m ・…
−m ・ lecu1・ ・ c・mp ・ und ・・b）pl

・ （・・ P・ ）／P・
× loo （％），・）1、1 （・・ 1、 ）／1。 × 1。o （％）

に 観察 され る も の で ある が，何 に 由来 す る の か ば 不 明 で

あ る ．

　 3 ・3　HPLC ・蛍光偏光解消検 出法 に よ る ク ロ マ トグ

ラ ム

　 ラ ッ ト肝臓 ホ モ ジ ネート溶液
1
（IOOOOg）を HPLC ・

蛍光偏光解消法 に よ り λn 及 び λ1 で 測定 し た と き，
Fig．2 〔1〜V） の そ れ ぞ れ A 及 び B の ク ロ マ トグ ラ ム

が得 られ た．検討 した す べ て の 蛍光プロ
ー

ブに お い て ，
λII 及 び 21 に お け る ベ ー

ス ラ イ ン 蛍光 （そ れ ぞ れ
，
　 IJI

及 び 1エ ） は ，通常蛍光検出 で 得 ら れ る そ れ （lc） の

0．5− 3．7％ に 減少 し た （Fig．2，　 Table　2）．一
方，タ ン

パ ク 質の 種類 に よ り異 な る が，一
般 に，λII に お け る 各

ピー
ク 高 さ （PII） は ，通常蛍光検出で 得 ら れ る ピー

ク

高 さ （Pc）の 3〜20％ 程度 に 減少 した だ け で あ っ た．
す な わ ち

， 結合型 プロ ーブ の 蛍光が 比 較的多 く残光 し，
遊 離型 プ ロ

ー
ブの 蛍光 が ほ と ん ど消光した ，又 ，分 子 量

の 大 き い タ ン パ ク 質 ほ ど λII で の ピーク高 さが 相対的 に

高 く な っ た ．逆 に ，λエ に お け る 各 ピーク高 さ （P− ）
は，通常蛍光検出 で の 各 ピー

ク高 さ （Pc）に 比 べ て ，

O．1〜4．9％ に 著 し く減 少 し
，

タ ン パ ク質 の 分子量 が 大 き

い ほ ど消光 し た ．こ れ ら の 事実 は 分 子 の 大 き さ （分 子

量） に 基づ く回転緩和時間 の 違 い が，偏光解消 の 度合 い

に 影響 を与 え た た め と 考 え られ る ．

　以上 の ように
， λII に お け る蛍光偏光解消法 に よ り，

生 体 高 分 子 で あ る タ ン パ ク 質 に 結合 し た 蛍光プロ ーブか

ら の 蛍光 が 多 く残 光 し，結合 して い な い 蛍光 プ ロ ーブか

ら の そ れ が ほ とん ど消光 し た ，従 っ て，ク ロ マ トグ ラ ム

上 の ベ ース ラ イン 蛍光 が，ピー
ク 蛍光 に 比 し選択的に 小

さ く な っ た．こ れ は ，検出器 の 光電子増倍管 の 感度 を増

倍す る こ と に よ り，ピーク の 高 さ を選択的 に 増幅 す る こ

と が 可能 に な る こ と を 意味 す る．又 ， 測 定対象 で あ る 高

分子 の 分 子量 が 大 き い も の ，す な わ ち，分 子 の 回転緩和

時間 が長 い も の ほ ど，蛍光偏光解消法の 効果 が 大 き く現

れ た．以上の 結 果 は，HPLC ・蛍 光 偏光解消検出法 が生

体 高 分子 の 高感度測定 に 有効 で あ る こ と を示 して い る．

　 しか し，通常 の 蛍光検出器 の 光源 で あ る キセ ノ ン ラ ン

プは 出力が 小 さ く，又，偏光 子，検 光 子の 使用 に よ り，
光 源 か らの 光量 は 更 に 小 さ くな る．従 っ て ，こ の 蛍光 を

検出す る た め に
， 光電子増倍管 の 感度を 高め る 必 要 が あ

り，こ の た め ベ ー
ス ラ イン の ノ イズ が 大 き く な り，S／N

（ピー
ク 高 さ／ノ イズ幅）比 が 小 さ く な っ た．す な わ ち，

通常の 蛍光検出器 を用 い る 限 り は 蛍光偏光解消法 の 有 用

性 は 十分 に 発揮 さ れ な い ．最近，HPLC 用 レ
ー

ザー
蛍

光検出器 の 光 源 と し て
， ア ル ゴ ン レーザーや ヘ リウ ム ／

カ ド ミ ウ ム レ ー
ザ
ー

の 開 発 が 進 み ，市販 さ れ て い る．
レ
ー
ザ
ー

光源の 特長 で ある 強出 力性，集光性 及 び偏光性

は ，従来 の 光 源 の 欠点 を補 う可能性 を持 っ て い る と考 え

られ る．す な わ ち ， 光源 か らの 光量 が 大 き く な る た め ，
光電子増倍管 の 感度を下 げ て 測定 す る こ と が 可 能 に な

る．従 っ て ，ベ ース ラ イ ン の ノ イズ 幅 が 小 さ く，S／N

が 大 き く な り測定感度 の 向上が 期待 され る．今後，こ れ

らの レ
ー

ザー光源 を 用 い る 蛍孝偏光解消検 出 器 の 開発 が

大 い に 望 ま れ る ，又，偏光度 に 影響 す る も う一
つ の 因子

と して 蛍光寿命 が あ る．特に 遊離及 び高 分 子 に 結合 した

と きの 蛍光 プロ
ーブ の 蛍光寿命 に 差が あ る 場合，蛍 光偏

光解消検出に 与 え る 影響 は 回 転 緩 和 時間 との 関係 で 複雑

と な る ．従っ て ，こ れ ら の ナ ノ 秒 単位で の 定量的解析が

必要 と な る．そ れ ぞ れ の 蛍光プロ ーブの 蛍光寿命及 び タ

ン パ ク質 と結合 し た 蛍光プ ロ ーブ の 寿命 に つ い て は，そ

の 測定 に 特殊 な 装置 が必要 な た め，今回 は 測定 で き な か

っ た．寿命 と の 関係が 検討 で き る と，特定 の 高分 子 化 合

物 に 対す る適切 な 蛍光プロ
ーブ の 選択が 可能 に な る と考

え られ る．又生体中 に は DNA と蛍光性 イ ン タ
ー

カ レー

タ
ー

の 関 係 な ど，HPLC ・
蛍光偏光解消検出法 が 適 用可

N 工工
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  The  usefulness  of  fluorescence depolarization detection for postcelumn  high-

perfbrmance  liquid chromatography  of  biopolymer. Kazutomo  ABE, Junichi IsHmA,

Masaru  NAKAMuRA and  Masatoshi YAMtxGucHi (Faculty of  Pharmaceutical Sciences,

Fukuoka  University, 8-l9J1,  Nanakuma,  Jonan-ku, Fukuoka-shi, Fukuoka  814"80)

  The  usefulness  of  fluorescence depolarization detection for postcolumn high-perform-

ance  liquid chromatography  (HPLC) of  biopolyrner was  investigated using  the postcol-
umn  HPLC  method  fbr the  determinatien of  fatty acid  binding proteins (FABP) in rat

liver homogenates. Proteins including FABP  in rat  liver homegenates  were  separated  by

gel-permeation column  (TSKgelG2000SWxL) chromategraphy,  The eluate  from the

column  was  mixed  with  a  solution  of  a fluorescent probe having a  fatty acid  residue,  and

monitored  by  conventional  and  depolarized fluorescence detectien. The  latter was
 per-

forrned on  a  fiuorescence detector equipped  with  a  polarizer (excitation unit)                                                             and  an  ana-

lyzer (emission unit),  The  fiuorescence of  the free probe was  remarkably  decreased corn-

pared with  that of  thc protein-bound probe which  fiuoresced more  intensely with  increas-

ing melecular  weight  of  the  binding proteins, This indicates that  fluorescence depolariza-

                                                                poiymer.tion detection is usefu1  for the selective  and  sensitive  post-column HPLC  of  bio

                                                  CReceived March  20, 1995)

                                                   (Accepted April 17, 1995)
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