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研究成果の概要（和文）：分離定量法として利用されているキャピラリー電気泳動法を，その分離分析の特長を
活用して，速度論反応の解析に用いる「キャピラリー電気泳動／ダイナミックフロンタルアナリシス法
（CE/DFA）」の開発を進めた．酵素等の0次反応では生成物の生成速度が一定であり，分離キャピラリー内で生
成した生成物は生成と同時に電気泳動分離され，一定の生成速度の場合にはプラトー応答が得られる．アルカリ
フォスファターゼによるリン酸エステルの分解反応，テオフィリンを用いる阻害反応，ガラクトシダーゼによる
複数基質の競合反応，クレアチンキナーゼによる双方向反応の個別解析，チロシナーゼによる2段階酸化反応の
解析等に成功した．

研究成果の概要（英文）：A novel analysis method of “capillary electrophoresis/dynamic frontal 
analysis (CE/DFA)” was developed for the kinetic analysis of enzymes, based on the separation 
mechanism of capillary electrophoresis. When the reaction rate is constant under pseudo-first order 
reaction, the formation rate of the product is constant, and the product is promptly resolved from 
the substrate zone. The formation rate is constant, and a plateau response is expected in CE/DFA 
with such constant rate. The CE/DFA was successfully demonstrated with hydrolysis of phosphate ester
 with alkaline phosphatase, inhibition analysis with theophylline, competitive reaction with 
galactosidase, reversal direction analysis with creatine kinase, and two-steps oxidation of 
L-tyrosine with tyrosinase.

研究分野： 分析化学

キーワード： キャピラリー電気泳動　ダイナミックフロンタルアナリシス　アルカリフォスファターゼ　ガラクトシ
ダーゼ　クレアチンキナーゼ　チロシナーゼ　シミュレーション　金ナノ粒子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
液体クロマトグラフィー・キャピラリー電気泳動は汎用的に使用される分離分析機器である．カラム固定相との
相互作用や電気泳動移動度の差に基づいて分析対象物質を分離し，検出器応答から定量する利用法が一般的であ
る．一方，酵素反応等の速度論解析では，反応バッチ内での反応と経時的なサンプリングにより反応速度を解析
する手法が確立している．速度論反応の新しい解析法として，分離分析機器の特徴を活用し，CE/DFAにより分離
分析下で速度論反応を行うことで新しい解析法を確立することに本研究の学術的意義があり，今研究で開発でき
た解析手法は今後の速度論反応の解析に活用できる点にも学術的意義及び社会的意義がある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 分離定量法として一般的に利用されているキャピラリー電気泳動法を，その分離分析の特長
を活用して，速度論反応の解析に用いる新奇な解析手法である「キャピラリー電気泳動／ダイナ
ミックフロンタルアナリシス法（CE/DFA）」の開発を進める．キャピラリー電気泳動法（CE）は
固体固定相を用いない水溶液一相系を扱うことから，酵素を含む均一系触媒の速度論解析に適
する．均一系触媒により分離キャピラリー内で 0 次の速度論反応が進行し，生成物は継続して基
質ゾーンから電気泳動分離されるため，プラトーシグナルが得られる．通常のフロンタルアナリ
シス（FA）では平衡混合物の電気泳動分離によりプラトーシグナルを得るが，本法では従来とは
全く異なる速度論反応によりプラトーシグナルを得ることからダイナミックフロンタルアナリ
シス（DFA）と呼ぶ． 
 本研究では，酵素や均一系触媒を用いる 0 次反応について，提案する CE/DFA の適用範囲や適
用反応系の探索を進める．すなわち，反応速度と CE 分離時間との関係，適用可能な 0 次反応の
反応条件，酵素の阻害反応の解析法確立，分離分析を利用する複数基質の同時反応解析，などに
ついて網羅的な研究を進める． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，分離分析機器による速度論反応の新奇な解析法として CE/DFA を提案・開発する
ことを目的とした．電気泳動時に速度論的な 0 次反応が進行する場合，その反応速度に基づいて
プラトーシグナルを検出することにより CE/DFA が実現する． 
 本研究で提案する新奇な速度論反応の解析法である CE/DFA について，本法が適用可能な反
応系の探索を進め，従来の酵素反応，0 次反応の解析法では困難であった反応系へと研究を展開
し，本解析法の秀でた特長を見出していくことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
(1) キャピラリー電気泳動／ダイナミックフロンタルアナリシス法（CE/DFA）の確立 
 CE/DFA では，0 次の速度論反応である酵素反応により基質ゾーンから生成物が一定速度で継
続して生成することでプラトーシグナルを観測し，速度論反応の解析に供する．CE の測定時間
は数分～数十分であり，測定時間と同程度の反応速度を有する反応が対象となる．すなわち，反
応速度が速すぎる場合には測定時間の初期で反応が終わってしまうためにプラトーシグナルは
検出されず，反応速度が遅すぎる場合には単位時間当たりの生成量が少ないために十分な高さ
のプラトーシグナルが得られない．どの程度の反応速度を有する反応系に対して CE/DFA が適
用可能かを探索していく． 
 
(2) 酵素の阻害反応の解析法確立 
 CE/DFA を酵素の阻害反応の解析に用いる研究を進める．基質と阻害剤をキャピラリー内にタ
ンデムで注入して電気泳動を行うと，基質と阻害剤は電気泳動移動度が異なるので阻害剤ゾー
ンが基質ゾーンを追い越すタイミングで阻害反応が生じる．阻害剤が基質を追い越す一定時間
の間に酵素反応は阻害を受けるので，その間は一段低いプラトーシグナルが得られる．二段のプ
ラトーシグナルを用いて，阻害反応の解析法を確立する． 
 
(3) 複数基質の同時反応解析 
 CE が分離分析である点を活用して，複数の基質を同時に用いた場合での酵素反応の解析を行
う．基質 S1 から生成する P1 の電気泳動移動度が基質 S2 から生成する P2 の電気泳動移動度と
異なる場合，検出される P1，P2 の時間範囲に差ができ，二段のプラトーシグナルが得られる．
二段のプラトーシグナルを用いて，複数基質の同時反応解析の手法を確立する． 
 
(4) 正反応，逆反応の個別解析 
 酵素反応は正方向，逆方向の双方向で作用する場合がある．正方向の反応で基質 S1 から生成
物 S2 が生成する系において，CE/DFA 下では生成した S2 が基質 S1 のゾーンから電気泳動分離
されるので，正方向の反応のみを対象として解析することが可能である．また，逆方向の反応で
は S2 が基質となるが，同様に生成物 S1 が電気泳動分離されるので逆方向の反応のみを解析す
ることが可能である．双方向の反応に作用する酵素を採り上げ，正方向，逆方向の酵素反応を個
別に解析する手法を確立する． 
 
(5) 2 段階反応の解析 
 複数の基質に多段階で作用する酵素があり，基質 S から P1 を生成し，さらに P1 を基質とし
て P2 を生成する反応を対象として，2 段階の酵素反応の解析に CE/DFA の手法を適用する． 



 
(6) その他の研究 
 キャピラリー内の速度論反応を対象とする研究の一環として，速度論的に分解性を有するリ
ボフラビン誘導体やアスコルビン酸を対象として，分解生成物の共存下でも酸解離平衡の解析
が可能な手法を適用してそれら易分解性物質の物性解析を進める．また，電気泳動分離における
シミュレーション研究を進める． 
 
４．研究成果 
 
(1) キャピラリー電気泳動／ダイナミックフロンタルアナリシス法（CE/DFA）の確立 
 アルカリフォスファターゼによるリン酸エステルの加水分解反応をモデル反応として採り上
げ CE/DFA によりプラトーシグナルが得られ，酵素反応の解析に利用できることを実証した．図
1(a)に示すように，酵素溶液を含むキャピラリー内に基質 S を含む試料液を導入した後に電気泳
動を行うと，図 1(b)に示すように基質のゾーンで酵素反応が進行して生成物 P を生成する．生成
物は基質ゾーンから分離されるので，電気泳動分離の開始時から電気泳動分離が終わるまで生
成物 P は継続して生成・電気泳動分離される．基質濃度を過剰にした擬一次反応条件では生成
物生成速度が一定となり，プラトー応答として検出される．基質ニトロフェニルフォスフェート
（NPP）から酵素反応によりニトロフェノレート
（NP）が生成する反応系において，図 2(c)および(d)
に示すプラトー応答を得ることができた．プラトー
高さは生成物の生成速度であり，プラトー高さを用
いてミカエリスメンテン解析に成功した．また，酵
素の反応速度に対応した検出時間を設定するため
に，圧力支援を利用する CE/DFA について，エステ
ラーゼを用いて実証した． 

 
 
(2) 酵素の阻害反応の解析法確立 
 図 3(a)に示すように，酵素溶液を含む分離キャピラリーに基質ニトロフェニルフォスフェート
（S）と阻害剤テオフィリン（I）をタンデムで注入した場合には，電気泳動により阻害剤が基質
を追い越す際（図 3(b)）に基質と阻害剤が共存するので，阻害反応に基づいて生成物の生成速度
は低下する．図 4 に示すように，生成速度の低下によりエレクトロフェログラム上で一段低いプ
ラトーが得られた．2 段の高さのプラトー応答を用
いて，アルカリフォスファターゼの阻害反応の解析
に成功した． 

 
(3) 複数基質の同時反応解析 
 2 つの基質 o-ニトロフェニル-β-D-ガラクトピラノシド（ONPG）と p-ニトロフェニル-β-D-ガ
ラクトピラノシド（PNPG）は酵素ガラクトシダーゼに対して競合するので，図 5(a)のように 2
つの基質を含む溶液を試料液として注入した場合には，酵素から競合反応となる．それぞれの基
質から生成する o-ニトロフェノール（ONP）と p-ニトロフェノール（PNP）は異なる有効電気泳
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動移動度を示すので後端部分の到達速度が異な
る 2 段階のプラトーシグナルとなる（図 5(b)）．
図 6 に示すように，2 段階のプラトーシグナルを
得て，複数基質の競合反応解析の手法を確立し
た． 

 
 
(4) 正反応，逆反応の個別解析 
 クレアチンキナーゼはクレアチンと ATP からクレアチンリン酸と ADP を，クレアチンリン酸
と ADP からクレアチンと ATP を可逆的に生成する酵素である．均一系では正反応と逆反応に関
係する基質が混在するので，正方向あるいは逆方向の反応のみを対象とすることはできなかっ
た．CE/DFA では基質と生成物を電気泳動分離できるので，片方のみの反応を対象として解析で
きる手法である．図 7A ではクレアチンと ATP からクレアチンリン酸と ADP が生成する反応で
あり，基質 ATP から生成する ADP をプラトー応答で検出て解析に成功した．一方，図 7B では
クレアチンリン酸と ADP からクレアチンと ATP が生成する逆反応であり，基質 ADP から生成
する ATP をプラトー応答で検出して解析に成功した． 

 
(5) 2 段階反応の解析 
 チロシナーゼは L-チロシンから L-ドーパ，L-ドーパから L-ドーパキノンの生成に関与する酵
素であり，最終的にドーパクロムが生成する．L-チロシンを基質とする CE/DFA，および L-ドー
パを基質とする CE/DFA で各反応過程の解析に成功した．また，2 段階反応に関与する酵素とし
てヒポキサンチンからキサンチンを，キサンチンから尿素を生成するチロシナーゼにおいても
解析に成功した． 
 
(6) その他の研究 
 キャピラリーゾーン電気泳動法により易分解性を有するフラビン誘導体やアスコルビン酸の
精確な酸解離定数を決定した．また，キャピラリー内での感応解析を再現するために MATLAB
を用いるシミュレーション研究を開始し，平衡反応を対象とするキャピラリー電気泳動／前端
分析で実験を再現することができた．他にも，金ナノ粒子の溶液内分散性評価や凝集性評価にキ
ャピラリー電気泳動を活用する研究を進めた． 
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図 7 A：クレアチンと ATP の酵素反応で生成した ADP をプラトー検出，B：クレアチンリン酸と
ADP から生成した ATP をプラトー検出 
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キャピラリー電気泳動／動的前端分析法の開発と展開

分離キャピラリー内での反応ダイナミクスに基づく新しい反応・物性解析法の開発
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野本明日香, 水口仁志, 高柳俊夫

第29回クロマトグラフィーシンポジウム
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