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　It　has　bcen 　knowll　that 　monohthic 　porous　silica　possesses　the 　morph 〔）logy　of 　a 　continuous

skclcton ，　IIlicro −sca 旦ed 　through −pore 　and 　nallo
−
scalcd 　mcso −pore　on 　the 　skeleton ．　It　is　its

unique 　m （）rpholog γthat 　shows 　grcat　promise　f（’》r　applications 　in　tlle　fields　of 　analytical 　chem −

istry．　 This　paper　dcscribes　advanccs 　in　successful 　applications 　of　monolithic 　si｝ica　to 　anal ｝忙ical

⊂hemistly，　achieved 　in　allthors ’
groups ．　 Thc　authors 　fbcused　their　work 　oIl　three 　main 　su 句ects

rcgardillg 　mollolithic 　silica ： （i＞achcmicall ｝
・modified 　 monolithic 　silica 　column 　fbr　chiral 　scpa

−

ration 　in　capillary 　elcctrochromatography 　and 　micro −liquid　chromatography ，（ii＞amondithic

enzyme 　rcactor 　intcgrated　wi 匸h　a 　biosensor　fbr　continuous 　monitoring （bimolccules）， and （iii）
an 　elcctroosmQ 〔ic　Inicropump 　fbr　micro 　flow　analysis 　and 　clectrospraying ，

Kay ω ords ： chiral 　 scparation ；monolithic 　 column ； capillary 　electrochromatography ； micr σ一liq−

　　　　　 uid 　 chromatography ； biosensor； enzyme 　 rcactor ； micropunlp ； flow 厠 ection

　　　　　 analysis ； elcctrospray ・

1 緒
．
言

　近 年分析化学 に お け る nlicro しotal 　analytical 　system （μ一

TAS ） と称 され る 超 小 型 分析装 置 の 実現 を 目指す研 究が 注

目 を集め て い る，理 想 的 に は微少 な試料や 溶媒を用 い
， 試

料の 前 処 理 か ら抽 出 ， 反応 ， 分離 及 び検出に 至る まで の す

べ て の 分 析，操 作 過 程を 1 枚 の 微小 な 基板 （マ イ クチ ッ

プ） Eで 行うこ とが期待 され て い る．一
方，μ

一TAS の 研 究

が 進 む に つ れ ，内径数十
〜

数百 μm の キ ャ ピ ラ リーを 用

い ，抽出，濃縮，分離及び検出な どを行う研究も盛ん に な

っ て きた．そ こ で ，キ ャ ビ ラ リーガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（CGc ｝，キ ャ ピ ラ リ
ー

液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

〔CLG ）

［

Center 丘br　Micro−tl　ui　dics’and 　Medical　Diagnostics　Department

ot 〔：heinical　and 　Biomolecular 　En 鍔ineering，　LJIlivcrsit）．
’
of 　No ［re

Dalne ； Not 【
．
e　Damc ，　IN46556 ，　USA’t

東 京 都 立 大 学 大 学 院工 学研 究科 応 用 化学 専攻 ： tg2 −〔〕397　東京

都 八 王 f 市南 大 沢 1−1

ある い は マ イク ロ 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（μ一LC ），キ ャ

ピ ラ リ ー電気泳動 （CE ），キ ャ ピラ リ
ー
電気 ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

（CEc ） な どい ろ い ろ な新 しい 分離手法に よる 高性

能分離 の 研究報告が多 く見 られ る よ うに な っ て きて い る．

今後，こ れ ら キ ャ ピ ラ リ
ーを利用 した分離分析法の 発展 の

ため に は 新しい 分子認識材料 や新 しい カ ラ ム 技術な どの 研

究が必要 と される もの と考え られ る．

　新 しい 分析用 媒体 と し て モ ノ リ ス は，近年，分析化学の

分 野，特 に ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーにお け る利 用 が 図 られ て い

る．本論文におい て 議論す る モ ノ リス は，キャ ピ ラ リ
ー

の

中 に 重合反 応 で 形成 させ た 連続的な骨格 と流路 を．・
体化

し，ミ ク ロ サ イ ズの 貫 通 孔 を有 す るマ トリ ッ ク ス で あ る．

モ ノ リ ス は重合反応に 使うモ ノ マ
ー

の 組成 に よ っ て ，主 に

有機 ポ リマ ーモ ノ リス と シ リ カ モ ノ リ ス と に 分類 さ れ て い

る．Frechct らをは じめ 多くの 研究者 は有機 ポ リマ
ーモ ノ

リ ス の 研究を報告 して い る
1｝
一

／’／．田 中 ら をは じめ 幾つ か の
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

584 B し NSEKI 　 KAGAKU Vol．54　　（2005）

研 究 グル
ープ は シ リ カ 系 モ ノ リ ス の 開 発 及 び 応 用 を行 っ

た
6）
・L］O）．ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
に お ける モ ノ リス の 利 用 に

関 す る研 究 の 動向は 最近 の 総説
11）
・−16）

に 詳 しい ．

　最 近 モ ノ リス は 分離 カ ラ ム に 使うだ け で は な く，マ イ ク

ロ チ ッ プ ， 抽出 ， リア ク ター
及 びマ イ ク ロ ポ ン プ へ 応用し

た 報告 も多く見 られ る よ うに な っ て きて い る
1“）
− 2°）．本論

文 で は，近年著者 らが 分 析 化 学 に お け る 利 用 を検討 した，

1）ポー
ラ ス シ リカ モ ノ リス を用 い

， 化学修飾 した キ ラ ル

モ ノ リ ス カ ラ ム の 開発 と CEC 及 び μ
一LC へ の 応 用

？1）”？8）

，

2）酵素を固 定化 した リア ク ターの 開発 と生 体分 子 の 連 続

的なモ ニ タ リ ン グへ の 応用，並 び に 3） 高 圧 を生 じ られ る

電 気浸 透 流 ポ ン プ （EOP ） の 開発 と フ ロ
ー

イ ン ジ ェ ク シ

ョ ン 分析 （FIA）及 びエ レ ク トロ ス プ レー （ES ） へ の 応 用

を 中心 に概 説す る．

2　実 験

　2・1 装置及 び 試薬

　各種装置系は次の 機器類 を使 っ て 組み立て た．す なわ

ち，CEC 装 置 に は，高圧 電 源 HCZE −30PNONO25 −LD （松

定プ レ シジ ョ ン 製），CE −1570UV 紫外可視吸収検出器 （日

本分光製） を 用 い た．データ処 理 に は，C−R7A 　plus及 び

C−R4A ク ロ マ トパ ッ ク （島津製）を用 い た ，高速 液体 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー （HPLC ） にお ける送液 に は LC −10ADvp

型及び LC −9A 型 ポ ン プ （島津製）， 及 び MP680 型 マ イ ク

ロ フ ロ
ーポ ン プ （GL サ イ エ ン ス 製） を用 い た．また，試

料導入に は 0．2 μ1の ル ープ を備えた 7520型 イ ン ジ ェ ク タ

ー
（レ オ ダ イン 製）を用 い た．検出器 そ の 他 は CEC 装 置

と 同様の もの を使用 し た．電気化学測 定 に は BAS 社 （米

国） の LC −EC 用 ポ テ ン シ ョ ス タ ッ トと ク ロ マ トグ ラ フ 用

イ ン タフ ェ イス （DA −5）及 び ChromGraph ソ フ トウ ェ ア

付きコ ン ピ ュ
ー

タ を用い た．モ ノ リス の 合成 で利用 す る ゾ

ル
ー
ゲ ル 法 の 操作 に お け る キ ャ ピラ リーカ ラム の 乾 燥 に は

温度 プ ロ グ ラム 機能を有す る ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ GC −17A

型 （島津製）の オーブ ン を用 い た．モ ノ リ ス カ ラ ム 調製の

た め の キ ャ ピ ラ リ
ー

に は 溶 融 シ リ カ キ ャ ピ ラ リ ー （内径

100　pm ，外径 375 μm ）（GL サ イエ ン ス 製）を用 い た．

　す べ て の 試 薬 は 市販特級 品 を用 い た．移動相又 は泳動溶

液 に は 0．45 μm の 膜 で 炉 過 し た後，超 音浴で 脱 気 した も

の を用 い た．使用す る水 は ミ リポ ア 製 Mili−Q に て 精製 し

た 超純水を用 い た．

　2・2　モ ノ リス シ リカ カ ラ ムの 調製 と修飾

　モ ノ リ ス シ リ カ カ ラ ム の 調 製は キ ャ ピ ラ リー内で テ トラ

メ トキ シ シ ラ ン （TMOS ） をポ リエ チ レ ン グ リ コ ール 共存

下で 加水分解
一
重縮合 させ る

，
ゾル

ー
ゲ ル 法 に よ り行 っ た．

キ ラ ル モ ノ リス カ ラム の 作製 は モ ノ リス シ リ カ カ ラム に ス

ペ ー
サ
ー

を結 合 させ ，更 に こ の ス ペ
ー

サ
ー

に化 学 的 にキ ラ

A

B

C

D
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Fig・l　 Schema ［ic　micro 　sensor

A ）Glass　 cover 　with 　400 μm 　in　width 　x 　400 　pm 　in
depth　channels 　at 　both　sides ；B ）PTT 　tape 　spacer （50

μmdlickness ）with 　l　mm × 17mm 　channel 　at　the　cen ．
ter ；C ）Sensor　substrate （25　mm 　x　l5mm ）with 　3　car −
bon　film　ele α rodcs ；D ）integrated　micro −chip 　seIlsor

ル セ レ ク ターを結合 させ る 手法 を用い た．

　 ア ス コ ル ビ ン 酸 除去用 モ ノ リ ス リ ア ク タ
ーは，PBS

（phosphatc−buffered　saline ）緩衝液に溶 か した ア ス コ ル ビ

ン 酸酸化酵素をモ ノ リス の 表面 に物 理 吸着を利 用 して 固定

化す る こ と に よ り作 製 した．尿酸 除去用 リア ク ターは ウ リ

カ ーゼ と カ タ ラーゼ 混 合 酵 素溶 液 を修飾 して 化学共有結合

的に 酵素を固 定 した．

　2・3　セ ン サ
ー

の 試作

　Fig．1 に 示す よ うに，セ ン サ
ー

（Fig．］D ） は 2 枚 の ガ

ラ ス 基 板 （Fig．　IA ，
　C ） を は り合 わ せ た 構造 を し て お り，

一
方の 基 板 （Fig，1C） （25 × 15　 mm ） に は カ

ーボ ン 薄膜

電 極 を，も う
一

方の 基 板 （22 × 10mm ） （Fig．　 IA ） に は，

キ ャ ピ ラ リーを接 続 す る た め の 溝 （400 μm 深 さ と 400 μm

幅）を 形 成 した．電極 （Fig．1C＞ は 蒸着法 に よ りカーボ

ン 薄膜を形成 した 後に，電極部 とパ ッ ド部 とを フ ォ ト レジ

ス トを用 い て パ ターニ ン グ した後 ，酸 素 プ ラ ズ マ で エ ッ チ

N 工工
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’

DC

｝
，

Fig・2　 1mages 　 of 　IIK ）nolithic 　clcctroosmotic 　 microp

ump 　 and 　SEM 　 of
’
monolith 、vith　 a　magnification 　 of

500 〔1

ン グ して 作製 した．作用電極面積 は IXlmm ，霓 極 の 距

離は 0、5mm で あっ た ．薄膜電極の うちの 1 つ に ，銀ペ ー

ス トを塗布 して参照電極 と した．1x17mm の 溝 を有す る

デ ュ ウ マ ウ ト PTT 　25 （キモ ト社製 ） 両面テ
ープ （22 × IO

mm ，厚 さ 50　Ptm） （Fig．　 lB） を 用 い て 2 つ の 基 板 をは り

合わせ ，モ ノ リ ス リ ア ク タ
ー

へ の 接続用及び液排出用の キ

ャ ピ ラ リーを接続 した，

　2・4　モ ノ リス 電気浸透流ポ ンプの試作

　Fig．2 に示す よ うに，モ ノ リス 電 気浸 透流 ポ ン プの 作製

に は ナ フ ィ オ ン 管 で 6cm の モ ノ リ ス シ リカ カ ラ ム と 3cm

の キ ャ ピ ラ リ
ーを連 結 し，粘着剤 で 液 を漏 れ な い よ う密 封

した 後 に ガ ラ ス 基 盤 （2．5 × 7．5cm ） の 上 に 固定 した．二

つ の ポ リ塩 化 ビ ニ ル 管 を液 だめ と し，モ ノ リス の 両端 に接

着剤で 固定 した．

3　ゾル
ー
ゲ ル 法と化学修飾法 を用 い たキ ラ ル モ ノ リ

　　ス カ ラ ム の 開発及 び CEC と μ
一LC に よ る キ ラ ル

　 分離へ の 応 用
2D1 蚰

　ア ミ ノ 酸，糖 を は じめ とす る生 命 化 学，液 晶 を は じめ と

する 化学工 業に お い て も，光 学 異性 体 の 分離 に大 きな関 心

が 持 た れ て い る
291
．光学 異 性体 間 で そ の 機能が 著 し く異な

る例 が 多 数 報告 され て い る こ と か ら も，そ の 分離 分 析法が

重 要で あ る こ とが 分 か る．従来光学異性体 の 分離分析 に は

各種 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーの 利 用 が 盛 ん で あ る が，近年 p−

LG ，（］E，　 CEC に よる研 究 報 告 例 が 多 く見 ら れ る よ うに な

っ て き て い る．新 しい 分子 認 識 材料，新規な分離 モ
ード，

新 しい カ ラム 技術 な どの 研 究が 注 目 を集め て い る
／｛O／，

　 CEC の 研 究 が 進 む に つ れ，中 空 カ ラ ム （OTC ） や 充 填

カ ラ ム で は な い 新た な種類 の カ ラム が 必 要 とな っ て きた．

OTC は 内表面積が 小 さ い た め ，注入 で きる 試料量 （負荷

容量）が 少ない ．また 充填 カ ラ ム で は ブ リ ッ トの 作 製 や カ

ラ ム の 充填が 困難で あり，電圧 印加時 に ブ リ ッ トとそ の 周

辺 に 気泡が よ く生 じる た め，CEC を 行 え な くな る問 題 が

ある．一
方，固定相骨格と流 路が

一
体 に な っ た モ ノ リ ス カ

ラ ム で は 表面 積が 大 きい た め，試料 の 負荷容量 が 大きく，

ブ リ ッ トの 作 製 や カ ラ ム 充 填 の 操 作 が 不 要 で あ る．更に，

分離能 も高い とい う利点 もあ る た め
，

モ ノ リ ス カ ラ ム が ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー分 野 の 興 味 深 い 研 究 テ

ー
マ とな っ て い

る
／11）．

　著者 らは，従来，配位子交換現象 と ミ セ ル 動 電 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

の 優れ た 点 を組 み 合 わせ て，光 学 異 性 体の 分 離

能 の 優 れ た，配 位 子 交 換 一
ミ セ ル 動 電 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

を 開発 した
：12）−S／］）．こ の 手法 に よれ ば，例 え ば，Fig．3 に

示 して い る ように，トリプ ロ フ ァ ン誘導体 の 位置異性体と

光 学異性 体 16種 類 を同 時 分 離 吁能 で あ っ た
S／1｝．とこ ろ が，

こ の 際，バ ッ ク グ ラ ウ ン ド電 解質 の 中 に 錯 形 成用 に 配 位

子，及 び銅 イ オ ン を存 在 させ て，絶えず 十 分補給 して い な

け れ ば な らな い とい う弱 点 が あ っ た．そ こ で，錯 体 を固 定

相 と して カ ラ ム 中に存在 させ る こ とに よ り，こ の 点 を改善

す る手法 を検討 した．そ の 結果，モ ノ リス カ ラ ム を配位子

で 修飾 し，配 位 子 交換 機構で 試料光学異性体を分離で きる

手法 を 開発 した．以 後 ， 著 者 らは CEC 及 び μ
一LC に 適用

す る キ ラル モ ノ リス カ ラ ム の 開発を 目指 し，ゾ ル
ー
ゲ ル 法

と化学 修 飾 法 を併 せ 用 い ，キ ラ ル カ ラ ム の 開発
・
研 究 を 行

っ て きた
4°）．

　Fig．4 に合成 したモ ノ リス シ リカ カ ラ ム の 走査電子顕微

鏡 （SEM ） 写 真 を示 す
1［’）．　 A に は モ ノ リ ス マ ト リ ッ ク ス の

キ ャ ピ ラ リー内で の 様子 を，B に は 数 μm の 貰通 孔の 存在

を示 して い る．Fig．4 に よ り，モ ノ リス は 流路 と骨格を
一

体化 し，ミク ロ サ イ ズの 貫通孔及び 骨格 の 表面 に ナ ノ サ イ

ズの 細 孔を有 し，優 れ た 分離媒体で あ る と考え られ る．

　Fig，5 に 著者らが 開発した キ ラ ル モ ノ リス 固定相の 化学

構造 を示 して い る
3L”／．ヒ方は 五 つ の ア ミ ノ 酸 ア ミ ドと ア ミ

ノ 酸を キ ラ ル セ レ ク タ
ーとす る 配 位子 交換 型 キ ラ ル 固定 相

で あ り，下方は シ ク ロ デ キ ス トリ ン 固定化ホ ス トーゲ ス ト

型 の キ ラ ル 固 定相 の 化学構造で あ る．こ れ らの 配位子 交 換

型 モ ノ リ ス カ ラ ム を用い ，CEC21〕2w 〕
、

！H ｝

及 び μ
一LcLa）

，21
に

応用 し，ア ミ ノ 酸
n ’錦

，ヒ ドロ キ シ 酸
2！RSItt

び 小 さ なペ

プ チ ド
L’S ／

な ど の 生 命科学的に 重 要な 光学異 性 体 の 分離 に 適

用す る こ とが で き た．更 に GEC に 適 用 す る た め に，電 気

浸透流の 特性及び キ ラ ル 選択性 を検討 した，そ の 結果，固

定相 に 正 電 荷 を持つ 銅 の 錯体 を形 成 さ せ て 利 用 した た め，

ア ミ ノ 酸ア ミ ドとア ミ ノ 酸 を キ ラ ル セ レ ク ターと した と き

に，電気浸透流 は陰極 か ら陽極へ 流 れ る こ とが 分 か っ た．

L一ア ミ ノ 酸ア ミ ド をキ ラ ル セ レ ク タ
ーと し た場合 ，ア ミ ノ

基 又 は形 成 され る 銅 錯 体 の 電 荷 の 影 響 に よ り，ア ミ ノ酸 を
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凧

Migration　time　1　rnin

1・System　peak
6．5吻OH−Lρ「rrp
7．5−OH −D −「rrp
8・レ Trp
9・α 一CH

，
−L−Trp

10・D −Trp
11．α一CH3−D −「hrp
12・　7−CH3−L・Trp
13．6−CH3一レ Trp
14．5−CH3 −L−Trp
15．1−CHi−L：Trp
16，6−CH

ゴD −T【p
17，7−CH 』」D −Trp
18、5−（JH3・D −Trp
19．1−CH

ゴD −Trp
2α 4・C恥 L−np
21．4−CH3−D −Trp

Fig．3　Simultaneous　separation 　of 　16positional　enantiomers 　of 　tryl）tophan 　dcrivatives　by　lig−
and 　exchange −micellar 　electrokinetic 　chromatography

E｝ectrolyte ： 25　mM 　Cu （II），50 　mM 　 L−hydroxyproline　 and 　10mM 　SDS 　at 　pH 　5，2；Applied

voltage ： 10kV ；Fused　silica　capilla 【y ： 40　cm 　effective 　length，　55　cm 　total 　length，50 μm 　i．d．　and
375　prn　o，d，；UV 　detection： 208　nm （From 　Re £ 33＞

A B

Fig．4　SEM 　photographs　 of 　 sol −gel　 monolithic

column ： 20　kV
，
　 WD 　 39，　 and 　 magnitication 　（A ）

1200 × ，（B）5000x （From 　Ref　25）

キ ラ ル セ レ ク ターと した場合 よ りも強 い 電気浸透流 を生 じ

る こ とが 分 か っ た，ま た，CEC に よる 分離 に お け る キ ラ

ル 選 択性 に つ い て は，キ ラ ル セ レ ク ターの 種 類 に よ っ て 異

な る こ とが 分 か っ た．例 えば，フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ア ミ ド

（L−PheA ）をキラ ル セ レ ク タ
ー

とす る と，ダ ン シ ル ァ ミノ

酸 （Dns −AA ） に は キ ラ ル 選 択 性 を持 つ こ と，また，プ ロ

リ ン ア ミ ド （L−ProA）をキ ラル セ レ ク ターとする と ヒ ドロ

キ シ 酸 とア ミ ノ 酸両方をキラ ル 認識す る こ とが で きた．更

に，L一ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン をセ レ ク ターとす る と，ア ミ ノ

酸の ほ か，ペ プチ トもキ ラ ル 認識 で きた．

騷
1

曝
一 Sii’w

OH

AA ：amino 　acylamide 　or 　amino 　acid

LE −CSPl ：AA ；L−phenylalaninamide
LE −CSP2 ：AA ＝

balaninamide

LE −CSP3 ：AA ＝L−prolinamide
LE−CSP4 ：AA ＝

L−lysinamide
LE −CSP5 ：AA ＝L−hydroxyproline

L−AACuel）

勘岬

ぐ》
Fig．5　Chemical　 structures 　of 　monolithic 　LE −Csps
（top ）and γ

一CD −CSPs （bottom）
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N 、尋 0，000plates
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，巧 6ρ00platCS

N・
＝5・000piates

435
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⊃
＜
已
い

Dns・DT．Glu

0

Dns −DL−Ser

8　 0

Dns −Dし
一Asp

感
一

〇　 　 　　 　 　 　 　 8　 　 　 　 　 　　 Z6
0

Dns ・DL −’lhr

も　 o

8ilTimetmin

Dns−DL −Leu

乙　 5

6

Dns −DL −Met

Ss ．

⊃
＜
日
N

6

Migration　time 　1　min

Fig，6　Elcctrochroma〔ographic 　scpara しjon　of 　a　mix
−

turc　comainingsix 　enantiomers 〈〕f　dansyl　amino 　a〔ids

Peak　idenLific飢 io正1− 1 ； Dns −D −Thr，2 ； Dns−D −Scr，3 ：

Dns一レ Thr ，4 ： Dns −1〕−Leu ，5 ： Dns −L−Lcu ，6 ： Dns−L−Scr；

Column ： L−PheA −modified 　rnonolithic 　coluInn （TL 　35

cm ，　EL 　26，5　cm ； Ld ．100 　pm ，｛〉．d．375 　pm ）；Mohile

pha§e ： pH 　5．5　aceIonitrilc 〆0、50　mM 　Gu（Ac）ジ 501nM

NIIIAc （7 ：3）； Apphed 　clcctric 　lield　strength ；
− 3〔10

V ／cm ；UV 　detection　254　nm ； electr ・kinctic　i・ijectio！・

3〜5s （Fr〔，m 　Ref
’
．21 ）

　Fig，6 に は GEC に よ る 6 種 の ダ ン シ ル ア ミノ酸 光 学 異

性 体 の 分離例 を示 した．Fig．6 に 示 す よ うに，理 論段数 9

万段 の 分離能を達成す る こ とが で きた．こ れ は配 位 子 交換

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 30 数年 にわ た る 発展 史上 の 最高記

録 と な っ た
Lt，．　 Fig．7 に は lrPhe 修 飾 モ ノ リ ス カ ラ ム を用

い た p−LC に よ る ダ ン シ ル ア ミ ノ 酸 の 分離 例 を 示 す．多 く

の ア ミ ノ 酸光学異性体 の 完 全 分離 を実 現 した
踟

．こ れ らの

結果 か ら，モ ノ リ ス カ ラ ム は CEC へ の 応用 だけで はなく，

μ
一LC に も理 想的な分離媒体 で ある と考 え られ る．

　また，こ の 手法 を利 用 して ， シ ク ロ デ キ ス トリ ン を固 定

化 した ホ ス ト
ー
ゲ ス ト型 の キ ラ ル モ ノ リス カ ラ ム の 開発 に

も成功 し，CEC に よ る ア ミ ノ 酸光学異性体，ベ ン ゾ イ ン

光 学 異 性体，芳香族の 位置異性体の 高性能 な分 離 を実現 し

た
’t「，11／一．Fig．8 に は β一シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を固定 化 した モ

ノ リ ス カ ラ ム を用い ，芳香族 の 位置異性体及 びベ ン ゾ イ ン

光学異性体の 分離 を した エ ク トロ ク ロ マ トグ ラ ム 例 を 示

す．

Fig．7　Rcpresentative　chromatograins 　fbr　resolving

Dns−Dh 丶As 　on 　monolithic レ PheA 　CSP 　bv　L（：

Monolilhic 　CSP ： 32　cm ；Mobile　phase ： pH 　7．6，　 ace −

tonitrile／0．l　M 　 NH4Ac − 0．25　mM 　 Cu （Ac）2 （7 ：3）；
Flow 　 rate ； 20 　pl〆min ；Injectic）n　volullle 　O．2　pl （From

Ref．23）

A 　

　

　

唖

・

◎
．

 

武
∩

源

　　 B

O∴ 〉

し BP9

一

50　　60　　7G　　80 　　90　100　110　120　130

Time 〆min

Time〆min

Fig．8　Eleclrochromatographic 　separation 　of 　posi
−

tioIlal　isomers　of 　o −，　m −，　and 　ptresols（A ）and 　benzoiIl

racematc （B ）oII 　monolith 孟c β一CD 　GSP （45　cIII　EL ，57
cm 　TL ）

Mobilc　phase ； 50　mM 　phosphate 　buifer　（pH
7．5 ）／me 匸hanol 　（80 〆2｛）〉； Apphcd 　voltage ： 12kV ；

Cllrrent： 80 』彫A （Froln　Re £ 25）
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Potentiostat

ual 　syringe ρump

Computer

Fig．9　Schematic　exper 童mental 　sアstem 　integrated　with 　a　monolithic 　en4 ’me 　reac −
tor 　and 　micr ぴ sensor 量br　monitorillg 　catecholamines （From　Re £ 41＞

　更 に，7一シ ク ロ デ キス トリ ン （7−CD ） 固定化モ ノ リス カ

ラ ム を用 い ，CEC に よ る ダ ン シ ル ア ミ ノ 酸 の 分 離挙動 に

つ い て 検討 を行 っ た
26 ）．メ タ ノ ール

， ア セ トニ トリ ル 及 び

テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン を有機モ デ ィ フ ァ イ ヤーと し，移 動相

の 種 類 や 組 成の 違い に よ る 分 離 挙 動 の 変 化 につ い て 検 討 を

行 っ た．適 度 な 有機溶媒 の 添加 に よ り，ダ ン シ ル ア ミノ 酸

と 7−CD との ホ ス トーゲ ス ト相 互作 用 を制御で き，こ れ に

よ りキ ラ ル 分離 選 択 性 を調節す る こ とが で きた．また，温

度に よる 分 離挙 動 の 変 化 を検討 し，得 ら れ た 結果 を熱 力学

の 視点か ら解析す る こ とに よ り，低温 ほ どエ ン タ ル ビー効

果が 優勢 とな り，キ ラ ル 認識能が 高まる こ とが 分 か っ た，

更 に，キ ラ ル 認 識 の メ カ ニ ズ ム の 観点か ら ダ ン シ ル ア ミ ノ

酸 の 保 持 挙動 とそ の 疎水性 との 相関性 に つ い て 考察 した．

Dns−DL−Phe や Dns −DL −Leu の よ うな疎水性 の 高い 試料 に対

し て よ り高 い キ ラ ル 選 択 性 が 得 られ た．こ の こ とか ら，疎

水性が高 い 試料 ほ ど CD 空孔 内部 と の 相 互 作用 が 強 くな

り，キ ラ ル 認識能が 高 くなる もの と考察 した．

4　モ ノ リ ス酵素 リ ア ク タ ー
の 開発 と生体 分子 の モ

　 ニ タ リ ン グ
41〕
穐

鋤

　 カ テ コ ー
ル ア ミ ン類 （ドーパ ミ ン，ア ドレ ナ リ ン ，ノ ル

ア ドレ ナ リ ン ）は，脳神経系 の ほ か，交感神経系の 伝達物

質 と して も働くこ とが 知 られ て い る ，カ テ コ
ー

ル ア ミ ン 類

の 血中濃度は心疾患の 重症度 と相関があり，心疾患患者の

病 態 をモ ニ タ
ー

する た め の マ
ー

カ
ーとなる た め，こ れ ら化

合物の 連 続 測 定が 可 能な セ ン サーが 要求され て い る．しか

しなが ら，血中共存物質で あ る ア ス コ ル ビ ン 酸 （AA ＞や

尿 酸は 電 気化学活性 を持 つ た め，カ テ コ
ー

ル ア ミ ン 類の 測

定に 妨害とな る．カ テ コ ール ア ミ ン 類 をモ ニ ター
す る と き

に 妨害物質を除 去す る研 究 は重 要 な 課題 とな っ て い る
42 ）．

最近 林 ら は 妨 害 物 質を 除去 す る方法 に つ い て 酵素を固 定化

したマ イ ク ロ ピ ラーリア ク ターを集積化 したマ イ ク ロ チ ッ

プ を報告しだ
5〕．しか し，今後，よ り高 除 去 率 リ ア ク タ

ー

の 開発 が 要求 され る ．

　 こ れ まで の 研究に よ り，モ ノ リス シ リ カマ トリ ッ クス は

数〜
十数 Pm サ イ ズの 貫通孔と骨格の 表面 に ナ ノ サ イズ の

細 孔 を持 つ の で ，比 表面積が よ り大きい 利 点が あ り， 酵素

固定化 の 理 想的なマ トリ ッ ク ス で あ る と期待 され る．そ こ

で，ア ス コ ル ビ ン酸酸化酵素 を固 定化 した モ ノ リス 酵素 リ

ア ク ターを 開発 し，カ テ コ
ー

ル ア ミ ン セ ン サ ーと して の 応

用 を 行 っ た
41）”43｝．酵素は 水素結合，多重塩結合 及 び フ ァ

ン デ ル ワ
ー

ル ス カ に よ り，ナ ノ 細孔の 表面に物 理 的 に 吸着

させ た．物 理 吸 着 法 は酵素の 構造 を保持 し，活性 を保 っ た

ま まで 固定化 を行 え る簡便 な 方法 と考え られ る ，

　Fig．9 に示す よ うに，モ ノ リス リア ク ターは セ ンサ ー
の

上 流 に 接続 し，シ リ ン ジ ポ ン プ で 試 料 の 送 液 を行 っ た．カ

テ コ
ー

ル ア ミ ン 類の 測定の 際 に は ， 印加 電 位 を 550　mV 　vs ．

Ag ／AgCl に 設定 した．　 Fig．10 に は 酵素 を 固定化 した モ ノ

リ ス リ ア ク タ
ー

（B ，G ） と固 定 して な い リア ク ター （A）

に 100 μM の AA 及び 25 μM ドーパ ミ ン （DA ＞ を導入 し

た 際 の 応 答電流 を 示す．Fig．10C に は Fig，10B の AA の

応 答 を拡 大 した と きの 結果 を示 す．A と B を比 較 す る と，

DA の 応 答 電 流 は 変 わ ら ない が，　 AA の 応答電流 は 約 200

nA （A ） か ら ，
　 O．5　nA （C） に なっ た．計算上，モ ノ リス

酵素 リ ア ク ターは 99％ 以 上 の AA を 除去 で き る こ とに な

る
41）−IM一

　酵素を よ り効 果 的 に 固定す るた め に，モ ノ リス シ リ カ上

に 共有結合 を介 し た 酵素 の 固 定 化 と尿 酸 の 除 去 を 行 っ
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だ
m
．まず，シ リ ン ジ ポ ン プ を用 い て ア ミ ノ プ ロ ピ ル エ ト

キ シ シ ラ ン の トル エ ン 溶液を流 しなが らモ ノ ］Jス シ リ カ 表

面 を ア ミ ノ ブ ロ ピ ル シ リル 化 した．トル エ ン 溶液で 洗浄 し

た後 ，
グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド溶液を同様 に流 し，最後 に ウ リ

カーゼ と カ タ ラーゼ 混合酵素溶液を流 して酵素を固定し

た．Fig．11に 示 す よ うに，共有結合 に よ り酵素を固 定 し

た モ ノ リ ス 酵 素 リ ア ク ターを用 い ，尿 酸溶 液 を 導 入 した と
　 　 t／よう

き ， 明 瞭 な応答が 見 られ な い こ とか ら，リ ア ク ター内部に

お い て効率 よ く尿酸が 分解 され て い る こ とが確認された．

以 上 よ り，モ ノ リ ス 酵 素リア ク ターが ， 様 々 な種類の 酵素

反 応 に対
．
して 適 用 可 能 で あ る 見 逓 しが 得 られ だ

1〕．

5　竃気 浸透 流 マ イ ク ロ ポ ン プ の 開発 と流 れ分析へ

　 の 応用
捌 η

ポ ン プ は分析化学に お い て は ん 用 さ れ て い る 装置の
一

つ

で あ る．液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

や FIA な どの 流れ 分析

装置系 の 微小化 の研究が 進む につ れ，無脈流 で 連 続的に 超

微量 送液で きる マ イ ク ロ ポ ン プの 開発 は重 要 な課 題 とな っ

て い る．現在，t，に微量 送液 に用 い られ て い る プ ラ ン ジ ャ

ーポ ン プ や シ リ ン ジポ ン プは，駆 動 系 にモ ーターを利 用 し

て い る た め ポ ン プ全体が 大 き な もの に な りが ちで あ り，小

型 で あ っ て も送 液 の 精 度 が 劣 る な ど の 問 題 が あ る．

　 電 気浸 透流 を駆 動力 と した 電気浸 透流 ポ ン プ は，印加電

圧 に よっ て IE確 に超微量送液をす る こ とが で きる利点をも

つ こ とか ら，注 目 を集め て い る
4H
’
1−／，“）

．電気浸 透流 ポ ン プ

の 開発 に は電 気 浸 透 流 を生 じ させ る ため，中空 キ ャ ピ ラ リ

ー及 び粒 子 を充 填 した カ ラ ム が 用 い られ て きた．中空キ ャ

ピ ラ リーの 場 合 は
， 流 量 は 大 きい が ，高い 圧 力 を生 じな い

た め，ポ ン プ の 下 流 に 分析装置を接続す る の に は適 さな

い ．また，充填 カ ラ ム で は，CEC と同様 に ブ リ ッ トの 作

製や カ ラ ム の 充填が 困難で あ り，電 圧 印加時 に 電 極 反 応 で

気泡が よ く発生 する 問題が ある
4”／．モ ノ リス カ ラ ム で は そ

の 表面特性か ら，よ り強い 電気浸透流 を 生 じ させ られ る．

また ，マ イ ク ロ サ イズの 貫通孔 は よ り大 きな流体力学的抵

抗 を5一える た め，よ り高い 圧力を生起す る こ とがで きる，

した が っ て，モ ノ リ ス シ リ カ は電気浸透流 ポ ン プの 理 想的

な マ ト リ ッ ク ス と考 え ら れ る．

　最近著者 らは モ ノ リ ス シ リ カ カ ラム を用 い ，電気浸透流

ポ ン プ の 開発及び μ
一FIA とエ レ ク トロ ス プ レ イ装置へ の 応

用 を 試み だ
6闘 ．Fig．2 に は 電気浸透 流 ポ ン プ の 構 造 を示

す．電気浸透流 ポ ン プの 負荷圧力 と流量の 印加電圧依存性

を Fig．亘2 に示す よ うに，6cm の 長 さの モ ノ リス シ リカ を

用 い て
，

0．4MPa の 負荷圧 力 が あっ て も，4（）0　n ］〆lllillの 流

量 で 下 流 に あ る 分析 装 置 に 送 液す る こ とが 可 能 と な っ た．

また，陰極側 の モ ノ リ ス に 電場 を印加す る ため，ナ フ ィ オ

ン 管 を モ ノ リス と キ ャ ピ ラ リーと の 問 に接続 した ．こ の 設

計で は キ ャ ピ ラ リー内部の 液体 と外部 リザ
ーバ ーとの 液体

交換 が 妨げ ら れ る の で ，陰極 に お け る 反応 で 生 じた気泡は
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流路 に 人り込まなく，気泡の
．
影響が な くなっ た．

　Fig，13 に示す よ うに，検出器 と した セ ン サ
ー
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Fig．12　Pressure　vs．　flow　rate 　curves 　of 　EOP 　at　diffセr−

entapPlied 　voltages 　of 　3　kV，5kV 　and 　6　kV

Runlling 且しlid ： 1．5　mM 　ED
「
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　S／cm （From 　Ref ．
46）
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Fig．13　μ
一FIA　system 　consists 　of 　a　monoh 重thic　EOP ，　an

呵 ector 　and 　a 　microchip 　sensor 　with 　three 　carb   n 　mm

e］ectrodes （From 　Ref．46）

こ の ポ ン プ を接続 し，μ
一FIA 及 び μ

一LC へ の 応用 を試み た．

Fig．14 に は 各種溶媒 につ い て ，印加電圧 と流 量 との 関係

を示す．Fig，14 よ り明 ら か な よ うに，モ ノ リ ス シ リ カ を

用 い た電気浸透流ポ ン プ は 印加電圧 に よ っ て 200nl 〜2，5

pl／mill の 流量 で 水溶液を送液で き，　 LG に は ん 用され る メ

タ ノ ール や ア セ トニ ト リ ル も正 確 に 送 液す る こ とが で きる

こ とが 分か る．μ
一FIA 及び μ

一LC を は じめ とす る 流 れ 分析

に も適 用 で きる もの と考え る．

　更 に，Fig．15 に 示 す よ う に ，ポ ン プの 出 口 に 顕 微 鏡 と

高速 カ メ ラ を組 み 合わせ 設置 した系 を組み 立 て ，負電圧 を

陰極 に 印加 す る こ と よ り，Fig．15右 に示 す 安 定 な テ イ ラ

ー
コ ーン とナ ノ ジ ェ ッ トを有 す るエ レ ク トロ ス プ レ イ　（電

気 噴 霧 現 象） を 発 生 させ る こ と を観 測 した．将 来 は 質 量 分

析や 材料科学な どの 分野 に応用 され る もの と期待 され る．
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Fig．15　Schematic　Inicrodevice 　ofelectrospray 　and 　images　 ofstable 　Taylorcone 　and 　nanojet 　generatcd
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6 結 語

　近 年著者 らは 分析化学 に お ける ポー
ラ ス モ ノ リ ス シ リ カ

を用 い た キ ラ ル 分離用 カ ラ ム ，酵 素 リ ア ク タ
ー及 び 電 気浸

透流 ポ ン プ の 開発 を行 っ た．まず，ゾ ル ーゲ ル 法 と 化 学修

飾法 を 用い た キ ラ ル モ ノ リス カ ラ ム を開 発 し，CEG と μ
一

LC に よ る ア ミ ノ 酸，ヒ ドロ キ シ酸及 び小 さ なペ プ チ ドな

どの 生 命科学的 に 重 要 な 光学 異性 体 の 高性能分離 を実現 し

た．また，マ イク ロ サ イ ズの 貫通孔 と骨 格表面 にあ るナ ノ

サ イ ズの 細孔 を持つ モ ノ リ ス シ リカ の 高比
．
表面積

．
を有す る

特性 を利用 し，カ テ コ ール ア ミ ン 類 を モ ニ ターす る と きに

妨害物質の ア ス コ ル ビ ン 酸や 尿 酸を 除去す る酵素リ ア ク タ

ー
の 開 発に 成 功 した．更 に，最 近 モ ノ リス シ リカ マ トリ ッ

ク ス を用 い ，電 極 反 応 の た め 生 じた気 泡 の 影響が な く，高

圧 を 生 じさせ られ る電 気 浸 透流 マ イ クロ ポ ン プ の 開発 に も

成 功 し，μ
一LC ，μ

一FIA 及 び 生体分子をモ ニ タ
ー

す る セ ン サ

ー
へ の 応 用 が 期 待 で き る．

　著者の 陳 　 r一林は 日本で 研究を行 っ た際，東京者阯 ：大学 内TI： ・

美 助 教 授，N
「
IT マ イ ク シ ス テ ム イ ン テ グ レーシ ョ ン 研 究所丹羽

修主 幹研究 員 〔現 所 属 ； 産業技術総 合研 究所L　及 び 共 同 研 究 音
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要 旨

　モ ノ リ ス シ リ カ は 骨格 と流 路 を
一

体化 した構造 を持 ち，しか も合成の 際に ミ ク ロ サイズ の 貫通孔，及 び 骨

格表面の ナ ノ サ イズ の 細孔を制御す る こ とが で き る特性 を有する．そ こ で ，新材料 と して 注 R され，分析化

学の 各分野で もその 応用 が大 い に考 えられ る．本 論 文 で は ， 近 年，著者 らが 検討 した，1） ポー
ラス モ ノ リ

ス シ リカ を基に ，化学修飾 したキラ ル モ ノ リス カ ラム の 開 発 とキ ャ ピラ リー
電気 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
及び マ

イ ク ロ カ ラ ム 液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

へ の 応用，2） 酵素 を固 定 化 し たモ ノ リ ス リ ア ク タ
ー

の 開 発 と生 体 分

子の 連 続的 なモ ニ タ リ ン グへ の 応用，並び に 3）高い 圧 力を制御で きる 電 気浸 透流 ポ ン プ の 開発 と流動分析

及 び エ レ ク トロ ス プ レ
ー

へ の 応 用 に 関 し，そ の 有 効 性 を概
．
説 した．
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