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研究成果の概要（和文）：配位部位が大環状および非環状型の 8 座蛍光プローブを新規合成し，

キャピラリー電気泳動－レーザー励起蛍光検出法（CE-LIF）およびポリアクリルアミドゲル

電気泳動法（PAGE）に適用し，種々の遷移金属イオンに対し数十 pM の検出限界を得ること

に成功した。CE-LIF においてはカチオン性ポリマーを添加することで高分離を達成した。こ

の分離原理が新しいものであることが判明し，イオン会合複合体分離モードと命名した。また，

金属検出 PAGE によって，分離したトランスフェリンおよびセルロプラスミン分画中の鉄およ

び銅イオンを検出することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Novel fluorescent probes for detecting metal ions working in 

capillary electrophoresi-laser-induced fluorescence detection (CE-LIF) and polyacrylamide 

gel electrophoresis (PAGE) have been developed. The detection limits for several transition 

metal ions of tens pM were successfully obtained. In CE-LIF, the addition of cationic 

polymer provided high resolution among metal-probe complexes with new separation 

principle. The new separation mode was named as “Ion association complex separation 

mode.” In PAGE, Fe and Cu ions which existed in the gel fractions of transferrin and 

ceruloplasmin were successfully determined.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）近年，生体中のメタローム（金属含
有生体物質）は多くの病態や生命活動を
理解する上でのフロンティアであること
が明らかとなってきており，メタローム
の系統的，網羅的学術領域としてのメタ
ロミクスが注目されている。しかしなが

ら，メタロームの分析法は ICP-MS（ICP
質量分析法）などに代表される機器分析
による解析が中心であり，タンパク質結
合型金属イオンを測定できる簡易で汎用
的なハイスループット分析法が望まれて
いる。 
一方，キャピラリー電気泳動法（CE）お
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よびポリアクリルアミドゲル電気泳動法
（PAGE）は既にタンパク質，DNA や糖
鎖等の簡易な解析法として実用化されて
おり，高感度な蛍光法が導入され，ハイ
スループット化も可能な生体試料への適
合性が高い分析法であるといえる。しか
し，生体中の重要な構成要素の一つであ
る金属イオンの解析法としては実用化さ
れていない。これは，重金属イオンの多
くは消光効果を有するため高感度な蛍光
法を適用できなかったこと，さらに，分
離システムに適合した蛍光プローブの分
子設計が全くされてこなかったことが原
因である。 
 
（２）研究代表者は，これまでキャピラ
リー電気泳動法（CE）における新規な金
属蛍光プローブ群を設計・開発し，重金
属イオンをサブアト（10

-19）モルレベル
（濃度感度 10

-10
-10

-11
 M）という超高感度

で蛍光検出することに成功している。こ
の研究により，通常は消光してしまう常
磁性金属や重金属の一斉蛍光検出が初め
て可能となった。本研究課題では PAGE
および CE に適合した金属イオン検出蛍
光プローブを新たに開発し，生体試料中
（特に二次元電気泳動後のタンパク質ス
ポット中）の金属イオンを一斉分析が可
能な分析法を開発することを着想した。
この方法が開発されれば，タンパク質，
DNA，糖鎖に続き，従来の電気泳動マッ
ピング技術に金属分布というもう一つの
異なる次元（軸）を与えることができる。
さらにタンパク質スポット中の金属組成
を計測することにより，近年注目を浴び
ているメタロームの網羅的解析（メタロ
ミクス）へと展開でき，簡便な装置で，
これまで困難であった生体中金属に関す
る動態の全体論的な把握が可能となる。
また，病態との関連を見出すための強力
なツールとなると共に，疾患の診断およ
びモニタリングへの応用が期待でき，学
術的にも社会的にも発展性があると考え
た。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，メタロームを簡易に解析
する技術として，電気泳動法をプラットフォ
ームとするタンパク質バンド中や血清中に
存在する種々の超微量金属イオンの超高感
度一斉分析法を開発することである。特に， 

PAGE で分離された「どのタンパク質バンド
にどのような金属がどの程度の量で存在し
ているか」を網羅的に測定できる簡便かつ超
高感度な電気泳動システムを，金属蛍光プロ
ーブ分子の設計を含め，グランドデザインす
る。 

 そのために，以下の項目について研究を進
めた。すなわち， 

A．CE および PAGE に特化した蛍光プロー
ブの分子デザイン 

B．金属間相互分離システムの構築 

C．タンパク結合型金属の誘導体化（ゲルス
ポット中も含む） 

の 3 点である。 

 

３．研究の方法 

 研究の方法は上述 A～C に対し，以下の様
に行った。 

 

A．電気泳動法用の新規金属蛍光プローブの
開発 

新規蛍光プローブを設計・合成した。その
際の要件は，a) 高感度な発光団を有すること，
b) 常磁性金属の常磁性消光効果を防ぐ分子
設計をすること，c) タンパク質から金属を置
換する必要があるため，大きな安定度，錯形
成速度を有すること，d) 分離する際に錯体が
プローブと金属とに分解しないように解離
不活性錯体を形成すること，の 4 点である。 

 

B．蛍光プローブ錯体の電気泳動分離検出 

 電気泳動法での金属間相互分離システム
の構築を行った。用いた電気泳動システムは，
CE-LIF および PAGE である。プローブをこれ
らの分離手法に適用する際，独自に開発した
分離様式（イオン会合複合体分離，ゲル細孔
内での分離）を用いた。さらにそれら新規分
離様式の分離機序を明らかにすることとし
た。 

 

C．ゲルスポット中および生体試料中タンパ
ク質結合型金属イオンの蛍光誘導体化 

ゲル電気泳動で分画したゲルスポット中
および血清試料などの生体試料中の金属イ
オンを測定する方法の開発を試みた。金属イ
オンとの親和性が高く，試料中のタンパク結
合型金属を置換させうるプローブ群および
その条件を探索した。 

 

４．研究成果 
（１）新規蛍光プローブの開発 

数種類の電気泳動法に適する金属蛍光プ
ローブを新規合成した（図１）。これらプロ
ーブは金属配位部位，スペーサーおよび発光
団で構成されており，配位部位と蛍光団の距
離を離すことで金属イオンの消光効果（重原
子効果，常磁性消光）を抑制することができ
る。今回，合成したプローブは発光団として
フルオレセインを有し，配位骨格として 8 座
大環状型（FTC-ABDOTA，L1），8 座非環状
型（FTC-ABDTPA，L2）および 6 座非環状型
骨格（FTC-ABNOTA，L3）を有するものとし
た。 
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図１ 新規蛍光プローブ 

 

（２）新規蛍光プローブの CE-LIF への適用 

CE-LIF を用いて，L1 および L2 プローブ錯
体の分離検出を試みたところ，通常のキャピ
ラリーゾーン電気泳動（CZE）では金属間相
互分離が不可能であった。しかし，ポリブレ
ンなどの多価カチオンを添加することによ
って金属間高度分離が可能であることが分
かった（図２）。金属イオンの検出限界は 2~7 

× 10-11 M と超高感度検出が可能であった。溶
液中の金属イオンの汚染を考えなければ，検
出限界は 10-12 M レベルにも達する。この方
法はヒト血清試料や河川水への適用が可能
であり，実用法としても優れていることが分
かった。 

 

 

図２．ポリブレン添加時の L1 および L2 プロ
ーブ錯体の典型的泳動図． 

 

プローブ錯体の移動度のポリブレン濃度
依存性を解析し，この分離原理を調査したと
ころ，多価カチオン-金属プローブ錯体との間
で形成するイオン会合複合体の形状あるい
は大きさが中心金属によって大きく異なり，
高分離を達成するという，従来とは異なる新
規分離原理であることを明らかとし，これを
「イオン会合複合体分離モード」と命名した。
また，実際にポリブレン－L1 プローブ錯体イ
オン会合複合体の円二色性スペクトル測定
によって，中心金属によって分子形状が異な
ることを証明した。 

 

 

（３）新規蛍光プローブの PAGE への適用 

L1~L3 を PAGE に導入し，ゲル電気泳動場
において金属プローブ錯体を効率的に分離
することに成功した（図３）。また，非連続

系のゲルを用い，スタッキング剤としてグリ
シンを選択することでプローブ錯体のオン
ライン濃縮にも成功している。これにより，
最大 40 倍の濃縮に成功した。また，狭いバ
ンドに濃縮することで金属間の高分離も達
成できる。検出できる金属イオンの種類は蛍
光プローブの配位部位の骨格によって大き
く異なる。L1 では，Fe2+, Cu2+, Ni2+, Co2+, Cd2+, 

Hg2+，L2 では Fe2+，Hg2+および L3 では Cd2+，
Hg2+の分離検出が可能であった。プローブの
配位部位の剛性や配位座数の違いで検出選
択性を制御できることが分かった。金属イオ
ンの検出感度は，レーザー励起蛍光イメージ
ャーを用いた場合，一桁 ppt レベル（10-11 M）
にも達し，微量金属イオンの定量に適してい
ることを確認した。また，L2 を実試料として
ヒト血清に適用し，血清中鉄イオンの検出に
も成功している。 

 

Fe Cu Zn Ni Co Mn Cd Hg Pb
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図３．プローブ L1 の PAGE における典型的
電気泳動図． 

 

（４）メタロタンパク質中の金属の検出 

PAGE をプラットフォームとし，一次元目
でタンパク質を分離し，二次元目で，タンパ
ク質に結合している金属イオンの蛍光分離
検出をする金属イオン－タンパク質マッピ
ング電気泳動法の開発を進めた。前項におい
て，二次元目の金属イオン検出系を確立した
ため，本年度は一次元目において，金属イオ
ンがタンパク質から解離しない分離条件を
探索した。モデルタンパク質として，血清中
主要銅結合性タンパク質であるセルロプラ
スミンおよび鉄結合性タンパク質であるト
ランスフェリンを用いた。結果として，通常
よりも高い pH に設定し，精製したモノマー
によって作成したスラブゲルを用いたブル
ーネイティブ PAGE および尿素 PAGE を適用
することによって，金属イオンの解離反応を
大幅に抑制できることが分かった。一次元目
のゲルからタンパク質を電気的溶出し，蛍光
プローブを用いる金属検出 PAGE を行ったと
ころ，トランスフェリン結合型鉄イオン，セ
ルロプラスミン結合型銅イオンを検出する
ことに成功した。 

今後は，一次元目と二次元目の効率的な接
続を行い，二次元電気泳動マッピングシステ
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ムの確立を行う予定である。 
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