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研究成果の概要（和文）：免疫吸着カラムとキャピラリー等電点電気泳動用キャピラリーを一体化した分離分析
デバイスを開発し、免疫吸着した試料をデバイス内に溶離し、そのまま直接キャピラリー等電点電気泳動で分離
分析する方法を開発した。本法は翻訳後修飾によって生じたタンパク質電荷バリアントを分離定量することがで
きるため、微量のタンパク質の翻訳後修飾パターンを効率よく解析することができる。

研究成果の概要（英文）：A separation and analysis device that integrates an immunoadsorption column 
and a capillary for isoelectric focusing was developed. By using this device, an analysis method was
 developed to elute the sample trapped in the immunoadsorption column into the device and analyze 
the eluted sample by capillary isoelectric focusing. This method can efficiently separate and 
determine the charge variants of a protein produced by post-translational modifications. 

研究分野： バイオ分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 翻訳後修飾は遺伝子産物の働きを調整す
ることによって、遺伝的な決定の枠を越え
て生命活動の多様性と適応性を高めている。
逆に、翻訳後修飾のあり方は、細胞や個体
の状態を鋭敏に反映するものであり、極め
て有益な情報を含むと考えられる。最も研
究が進展しているリン酸化を例に取ると、
多くのリン酸化タンパク質は複数のリン酸
化部位をもつため、それぞれの部位におけ
るリン酸化の有無によって多くのリン酸化
体が存在する。リン酸化部位が 2 箇所であ
れば 4 種のリン酸
化体が、3 箇所で
あれば 9 種のリン
酸化体が存在しう
る（図１）。したが
って、翻訳後修飾
を把握するには、
各翻訳後修飾体の
存在比パターンを
知ることが重要で
ある。このような
存在比パターンを、
ここでは翻訳後修
飾パターンと呼ぶ
ことにする。 
 2 次元ゲル電気泳動と質量分析の組合せ
によって、翻訳後修飾の解析と特徴付けが
済むと、特定のタンパク質の翻訳後修飾パ
ターンは、2 次元ゲル電気泳動で分離した
タンパク質の免疫染色（ウェスタンブロッ
ト）によって得ることができる。ここで得
られるパターンは主に等電点の差に基づく
ものであるが、それを得るのに丸 1 日から
2 日を要する。一方、固定化抗体カラムア
フィニティークロマトグラフィーとキャピ
ラリー等電点電気泳動（CIEF）を組み合
わせると、同様なパターンをより短時間に
得られる可能性がある。しかし、抗体カラ
ムで抽出した試料を一旦取り出すと、試料
のロスが起こり、全体としての感度と精度
が大幅に低下してしまう。 
 このロスと精度の低下を無くするには、
免疫抽出と CIEF をオンライン結合するこ
とが望ましい。以前、私はこのためにマイ
クロ流体チップを開発したが (Shimura, 
K. et al. J. Sep. Sci. 2007, 3, 1477)、多数
のマイクロバルブとマイクロポンプを操作
する必要から、運転には専用の自動化装置
の開発を要した。 
 最も単純なオンライン結合としては、抗
体カラムと CIEF 用キャピラリーを直結し、
カラムから溶離されたタンパク質を、その
まま CIEF 分離することが考えられる。
CIEF には、タンパク質の吸着と電気浸透
を抑制するために、水溶性かつ電気的に中
性のポリマーで内壁を被覆したキャピラリ
ーが必要である。一方、抗体カラムには固
定化抗体に由来する解離基が存在するので、

酸性では正電荷、塩基性では負電荷を帯び
る。このため、全体に電圧を印加すると、
抗体カラム部分で発生する電気浸透流によ
って、試料タンパク質と pH 勾配が CIEF
用キャピラリーから移動してしまうという
問題が生じる（図２）。 

 
２．研究の目的 
 ごく最近になって、本研究者はアフィニ
ティーカラムと CIEF 用キャピラリーを直
結したデバイスにおいては、以下のような
方法を用いれば、オンライン結合が可能で
あることを発見した。すなわち、アフィニ
ティーカラムを陽極側に置く場合、まず全
体を pH 勾配形成のための両性担体液で満
たした後に、酸性の電極液をちょうどアフ
ィニティーカラムだけが浸るように陽極側
から注入する。これによって、吸着したタ
ンパク質はアフィニティーカラムと CIEF
用キャピラリーの境界付近に溶離される。
この状態で電圧を印加して焦点化を開始す
る。すると、アフィニティーカラム内で陽
極側への電気浸透流が発生するが、これに
釣り合うような圧力を陽極端に加えれば、
CIEF 用キャピラリー内は電気浸透の影響
を受けず、等電点電気泳動によるタンパク
質の分離を問題なく行うことができる（図
３）。これはアフィニティーカラムとして金
属キレートを内壁に固定化した中空キャピ
ラリーを用いて実証したが、この原理は抗
体カラムについても全く同様に適用できる
はずである。 



 本研究ではタンパク質の免疫抽出と、キ
ャピラリー等電点分離のオンライン結合を
上記の原理を用いて実現する。次に蛍光標
識した細胞抽出液、血清などを試料として、
リン酸化、糖鎖付加などの翻訳後修飾パタ
ーン分析に応用し、この方法の有効性を実
証したい。 
 本研究は最近私が発見したアフィニティ
ー抽出と CIEF のオンライン結合を可能に
する原理を利用して、近年注目を集めてい
る翻訳後修飾パターンの高感度かつ高精度、
また迅速で自動的な分析方法を確立しよう
とするものである。抗体カラムと等電点電
気泳動のオンライン結合は初めての試みで
あり、本研究では、きわめて単純な構造を
もつ分離デバイスによってこれが実現可能
であることを実証する。本法は市販の自動
式キャピラリー電気泳動装置を用いて実施
することができるため、本研究の成果は即
座に広く分析技術者が利用可能である。ま
た本法は現在の医学生物学研究に欠かせな
いウェスタンブロッティング法によって得
られるものと同様な情報を簡単・迅速・高
精度に得ることができるため、医学生物学
分野の基盤技術としての価値は極めて高い。
さらに、特定のタンパク質の翻訳後修飾パ
ターンは疾病の新たなマーカーとして期待
されており、これを利用するための基盤ツ
ールとしても大きな貢献が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 操作性に優れた中空キャピラリー抗体カ
ラムを中心に、結合容量、作成の容易さな
どを指標として抗体固定化法を最適化する。
抗体カラムと CIEF 用キャピラリーの結合
方法として、1 本のキャピラリー内を塗り
分ける方法と、それぞれ別に作成したもの
を連結する方法を実施し、その利点と欠点
を明らかにする。高感度なレーザー誘導蛍
光検出を可能にするため、アフィニティー
プローブキャピラリー電気泳動法（APCE）
を用いて、血清糖タンパク質の糖鎖結合パ
ターン分析を行う。 
 
① 抗体固定化中空キャピラリーカラムの
調製 
 フューズドシリカキャピラリー内壁に抗
体を固定化するための方法をいくつか試行
して、結合容量、作成の容易さ、有効性な
どの観点から最適の方法を決定する。抗体
の固定化法としては抗体のアミノ基、過ヨ
ウ素酸酸化による糖鎖のアルデヒド基を利
用する方法を行う。また、ストレプトアビ
ジンをあらかじめ内壁に固定化しておき、
ビオチン化抗体を結合させる方法も実施す
る。これらは、すでによく確立された方法
であり、これらの中から最適な方法を選択
する。 
 
② カラム結合法の最適化 

 一本のキャピラリーの内壁に抗体結合部
分と中性ポリマー結合部分の２種の内壁構
造を作り分ける区分塗り分け法と、それぞ
れ別のキャピラリーに作成した後に接合す
る連結法を実施し、その利点と欠点を明ら
かにする。調製が容易なのは連結法である
が、連結面のデッドボリューム、連結部か
らの液漏れ、連結部外壁の平滑性の消失な
どの不具合も予想される。 
 
③ 最適化した方法の生体試料への応用 
 エリスロポイエチン (EPO) は糖鎖末端
のシアル酸含量の違いにより複雑な翻訳後
修飾パターンを示すことが知られている。
血中や尿中の EPO について、本法を適用
し、EPO の翻訳後修飾パターンを解析する。 
 
４．研究成果 
 
① 抗体固定化中空キャピラリーカラムの
調製 
 １本の熔融シリカキャピラリーの内壁を
塗り分けることにより、入口側の内壁に抗体
を、出口側の内壁に水溶性ポリマーを結合す
ることにより、一体型キャピラリーを作製し
た。抗体の固定化は、シリカ表面にアミノシ
ランの結合、ジスクシニミジルカルボネート
による活性化、ストレプトアビジンの結合、
ビオチン化抗体の結合の順に反応を行うこ
とにより達成した。水溶性ポリマーの結合は、
シリカ表面へのメタクリルシランの結合、ジ
メチルアクリルアミドの共重合により、ポリ
ジメチルアクリルアミドの結合を達成した。
抗体として、抗ヒスチジンタグモノクローン
抗体を結合したところ、キャピラリーの長さ
20 cm あたり、約 120 fmol のヒスチジンタ
グ付き Fab 抗体断片が結合した。 
 一体型キャピラリーに結合した Fab は、キ
ャピラリーに等電点電気泳動用の両性担体
液を満たした後に、抗体結合部分のみに陽極
液を満たし、抗体側を陽極側にして等電点電
気泳動を行ったところ、再現性よく、また高
感度に Fab を分離検出することができた。 
 
② カラム結合法の最適化 
 １本のキャピラリーの内壁を塗り分ける
のは、繊細な操作を要し、効率がよくない。
そこで、内壁に抗体と水溶性ポリマーを別々
に結合しておいた２本のキャピラリーの結
合を試みた。これには、シリカキャピラリー
の外径より少し小さな内径をもつテフロン
チューブに２種のキャピラリーを差し込ん
で端面を接触させることが方法として適し
ていることが分かった。これにより、一体化
キャピラリーを容易に作成できるようにな
った。 
 内壁に抗体を結合した中空キャピラリー
は結合反応に時間がかかるため、低い流速で
試料を添加する必要がある。そのため、より
高速で試料を添加できる方法を検討したと



ころ、免疫磁気ビーズを用いる方法が有望で
あることが分かった。目的タンパク質を抗体
結合磁気ビーズにあらかじめ結合させてお
き、この磁気ビーズ懸濁液をキャピラリーに
注入し、キャピラリーの脇に磁石を配置して
キャピラリー内に磁気ビーズを捕捉する方
法である。この方法は抗体固定化磁気ビーズ
を毎回更新できるため、多数回使用に伴う抗
体の結合容量の低下もないという利点もあ
る。 
 
③ 最適化した方法の EPO 分析への応用 
 一体化キャピラリーを EPO の電荷バリ
アント分析に応用した。EPO に結合する組
換え Fab を蛍光標識して EPO に対するア
フィニティープローブ（AP）を調製した。
この AP にはヘキサヒスチジンタグがつい
ており、抗ヘキサヒスチジンタグ抗体結合
磁気ビーズと EPO 試料の３者を混合する
と、EPO は AP を介して磁気ビーズに結合
する。EPO を結合した磁気ビーズを内壁に
水溶性ポリマーを結合したキャピラリーに
注入し、磁石でキャピラリー内に捕捉した。
キャピラリー内に両性担体を満たした後、
磁気ビーズ部分に陽極液を満たし、等電点
電気泳動を行ったところ、EPO を AP との
複合体として検出することができた。また、
EPO の各電荷バリアントを別々のピーク
として分離検出することができた。 
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