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研究成果の概要（和文）：キャピラリー電気泳動 (CE) およびマイクロチップ電気泳動 (MCE) において，分離カラム
内に作製した双極電極を利用し，試料を濃縮してから電気泳動分離を行うオンライン試料濃縮技術を開発した。試料を
直線状チャネル全体に満たし，チャネル両端に正極性の電圧を30秒以上印加してから電圧の極性を反転させると，双極
電極近傍で試料成分が50～300倍に濃縮された。アミノ酸，タンパク質，糖などのラベル化に汎用されるアニオン性・
カチオン性蛍光色素やタンパク質混合試料の濃縮・分離にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to increase the detection sensitivity in capillary electrophoresis 
(CE) and microchip electrophoresis (MCE), a novel and simple on-line sample preconcentration based on a 
modified dynamic pH junction technique in a bipolar electrode embedded single “straight” channel was 
developed. It was found that a very high pH zone with a short band width formed around the bipolar 
electrode only by switching the polarity of the separation voltage applied both ends of the straight 
microchannel. As a typical result, a 50～300-fold increases in the sensitivity for fluorescent dyes were 
obtained. Proposed technique was successfully applied to the analysis of labeling dyes for biomolecules 
and the separation of protein mixtures.

研究分野： 分析化学

キーワード： 分析科学　マイクロ・ナノデバイス
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図 1. 双極電極を利用した試料濃縮法 

１．研究開始当初の背景 
近年のオミクス分析の進展に伴い，キャピ

ラリー電気泳動 (CE) およびマイクロチップ
電気泳動 (MCE) に代表されるミクロスケー
ル電気泳動による生体成分分析の高性能
化・高感度化は益々重要な課題となっている。
特に CE や MCE においては，検出感度の不足
が微量な生体試料の分析において問題とな
ることが多く，高感度化を実現するための
様々なオンライン試料濃縮技術が開発され
てきた。しかし，弱酸性・弱塩基性の解離基
を有するペプチドなどの生体成分のオンラ
イン濃縮法においては，どの手法も一長一短
を有しており，濃縮効率と分離性能や分析操
作性のトレードオフとなることが多く，改良
の余地を残している。なかでも，ダイナミッ
ク pH ジャンクションと呼ばれる試料マトリ
クスと泳動液の pH 差を利用して濃縮を行う
技法は，理論的にはイオン性生体試料の濃
縮・分離に最適な手法であると考えられ，特
に質量分析 (MS) 検出と結合した CE–MS へ
の適用が期待されるものの，目的成分を強酸
もしくは強塩基性の試料マトリクスに溶解
する必要があるため，実分析への適用はあま
りなされていないのが現状である。そこで本
研究では，このダイナミック pH ジャンク
ションの欠点を改良し，簡便な操作でペプチ
ドや生体内代謝物などの濃縮および CE・
MCE 分離を実現できる手法を開発するため，
双極電極 (bipolar electrode) を利用すること
を着想した。 

電場中におかれた金属は，分極して双極電
極として働くことが知られている。CE にお
いて，双極電極を挿入したキャピラリー内で
試料成分の濃縮が起きることが報告されて
おり，水の電解にともなう pH 変動に起因す
る現象ではないかと考えられていたが，詳細
は明らかとなっていない（Wei, W. et al. Anal. 
Chem. 2002, 74, 934–940）。最近 MCE におい
て，チャネル内に設置された双極電極近傍に
形成される不均一な電場強度分布を利用し
たオンライン試料濃縮法が Crooks らの研究
グ ル ー プ に よ り 報 告 さ れ て い る が
（Dhopeshwarkar, R. et al. J. Am. Chem. Soc. 
2008, 130, 10480– 10481），pH 変動は濃縮に
影響しないものとされている。我々の研究グ
ループでは，分離チャネル内に白金電極を設
置したマイクロチップを作製し，双極電極近
傍における濃縮現象について検討したとこ
ろ，不均一な電場強度分布が濃縮に与える影
響は少なく，双極電極での水の電解による pH
変動に起因していることが示唆された。さら
に，双極電極を有するチャネルに電圧を印加
した後，電圧極性を反転させると，双極電極
近傍に極めて狭いpHの高いゾーン (pH > 10) 
が形成し，陽極側へ泳動することがチャネル
内の pH イメージングから初めて明らかと
なった。この現象は学術的にも非常に興味深
く，局所的に pH の異なるゾーンを分離チャ
ネル内に形成できる点でも有用であると考

えられる。そこで本研究では，キャピラリー
やチャネル内に双極電極を作製し，電圧極性
反転に伴う局所的な pH 変動を利用したオン
ライン試料濃縮法を開発することにより，特
にペプチドなどの生体成分を対象とした
CE・MCE 分析の高感度化を目的とした。 
 
２．研究の目的 

本研究では CE および MCE において，分離
カラム内に作製した双極電極を利用し，ペプ
チドや生体内代謝物などの生体試料を極め
て効率的に濃縮してから電気泳動分離を行
うオンライン試料濃縮技術を開発する。我々
が見出した双極電極近傍における局所的な
pH 変動を利用することで，キャピラリーや
マイクロチャネル全体に注入した試料溶液
を電圧極性の反転だけで簡便に濃縮する技
術の確立を目指した。 
金属電極を固定化した直線状チャネルを

作製し，ペプチドなどの試料溶液をチャネル
全体に満たした後，両端に電圧を印加すると，
電場中に置かれた金属は分極して，双極電極
になると考えられる（図 1）。ここで電圧極性
を反転させると，水の電気分解により幅が狭
く，pH の高いゾーンが形成し，陽極側へ泳
動する。この pH の高いゾーンにおいて，試
料成分はアニオンとなるのに対し，弱酸性～
中性付近の試料マトクリス中では，ペプチド
はカチオンとなるため，泳動速度の差が生じ，
pH 境界面で試料が濃縮されるものと期待さ
れる。高 pH 溶液が陽極側へと泳動する間に
拡散によりゾーンが広がり，中和によって 
pH が低下すると濃縮が終了し，ゾーン電気
泳動による分離が開始されるものと予想さ
れる。 
本法の特徴として，キャピラリーもしくは

直線状のマイクロチャネル内の一部に金属
電極を固定化し，試料溶液を全量注入した後
に，電圧を印加・極性を反転するだけで試料
の濃縮・分離が実現できるため，試料溶液や
pH の異なる溶液をバンドとして注入する操
作を省略することが可能となる点が挙げら



 

 

れる。特に MCE に適用することにより，分
析操作の大幅な簡略化を実現でき，電気的試
料注入操作不要の簡易分析デバイスとして
の発展が大きく期待される。さらに，試料成
分を強酸や強塩基の試料マトリクスに溶解
する必要がなくなり，双極電極近傍で生成し
たゾーンによって濃縮される間しか強酸・強
塩基の影響を受けないため，酸や塩基に不安
定な生体成分の濃縮も可能となり，従来のダ
イナミック pH ジャンクションの欠点を大幅
に改善できるものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
双極電極を有するキャピラリーおよび直

線状マイクロチャネルにおけるオンライン
試料濃縮法の開発においては，濃縮機構の解
明および分析条件の検討を通して，分離の高
性能化と検出の高感度化を図った。この目的
にあたり，金属電極の埋め込みが容易なポリ
ジメチルシロキサン  (PDMS) 製マイクロ
チップを作製し，濃縮・分離デバイスとして
利用した。 
(1) 濃縮機構の解明 

本手法における濃縮現象の解明にあたり，
印加電圧の極性反転時に生じる双極電極近
傍の pH 変動について，その機構を明らかに
することは重要である。印加電圧，泳動液の
塩濃度，双極電極の幅や材質などが pH 変動
ゾーンの形成や濃縮に及ぼす影響を調査し
た。pH 変動ゾーンの生成機構検証と並行し
て，濃縮および分離機構の解明を行った。
MCE 分析における蛍光イメージングならび
に pH イメージングを用いることで，濃縮・
分離過程，濃縮効率や分離性能に影響を及ぼ
す因子について検討を行った。 
(2) CE への応用 

本手法の CE への適用においては，分離
キャピラリー内への双極電極への固定化な

らびに気泡発生を抑制が鍵となる。そこで，
金属電極をキャピラリー内に導入・固定化す
る種々の方法について検討を行い，CE 分析
に利用可能な双極電極を有するキャピラ
リーの作製を目指した。さらに，双極電極か
らの気泡発生の影響を最小限にするための
泳動液の選択についても検討を行った。 
(3) MCE への応用 
マイクロチャネル内への双極電極の固定

化について，自己接着性を有する PDMS 基板
への金属薄膜の埋め込みによりデバイスを
作製した。作製したデバイスにおいて，種々
の界面活性剤やポリマーを添加した泳動液
の使用ならびに真空乾燥法による修飾ポリ
マーの表面固定化を適用し，電気浸透流 
(EOF) および試料成分の吸着を抑制した。 

双極電極を利用する生体成分の濃縮・MCE
分離においては，試料マトリクスの塩濃度，
塩の種類，pH，添加剤に加え，印加する電場
強度や極性反転時間などが濃縮・分離性能を
決定するものと予想され，これらの因子につ
いて最適化を行った。試料としては，アミノ
酸，タンパク質，糖などのラベル化に汎用さ
れるアニオン性ならびにカチオン性蛍光色
素を標準試料に用い，さらに蛍光ラベル化し
たタンパク質の濃縮・分離についても検討を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) 濃縮機構の解明 

濃縮機構の解明を目指して，pH 変動ゾー
ンの形成に及ぼす因子について検討を行っ
た。直線状チャネルを有するマイクロチップ
を作製し，白金薄膜をチャネル内に設置する
ことで双極電極集積チップとした。蛍光試料
(AlexaFluor 488 (AF488)) を直線状チャネル
全体に満たし，チャネル両端に正極性の電圧
を 30 秒以上印加してから電圧の極性を反転
させると，双極電極から陽極側において試料
成分が濃縮され，濃縮率は 300 倍に達した（図
2）。pH 指示薬である SNARF-4F を用いてチャ
ネル内の pH を測定したところ，電圧極性反
転後に白金電極近傍で pH の高いゾーンが形
成され，陽極へ向かって移動していく様子が
観察された（図 3）。このことから，極性反転
後に双極電極近傍で局所的に形成された pH
の高いゾーンと泳動液との境界面において
試料の泳動速度が変化し，その速度差により
試料が濃縮されたものと考えられる。なお，
極性を反転させずに，一定電圧を印加し続け
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図 2. 極性反転による蛍光色素の濃縮 図 3. 極性反転時のチャネル内 pH 変化 



 

 

た場合でも，電圧印加直後に高い pH ゾーン
が形成するが，pH の増加量は極性反転時に
比べて少なく，わずかに濃縮されたゾーンが
ブロードなピークとして観測されるのみで
あったことから，極性反転が本濃縮法に不可
欠な因子であることが明らかとなった。 

MCE において直線状チャネルに種々の金
属材料からなる双極電極を集積したチップ
を作製し，極性反転濃縮を行ったところ，白
金・金・アルミニウム・銅すべての電極材料
でも試料が濃縮された。銅のような金属でも
濃縮が達成されたことから，白金などの貴金
属特有の触媒作用が双極電極近傍での高い
pH ゾーン生成に寄与する可能性は否定され，
双極電極は電気分解の場として機能してい
ると考えられる。また，印加電圧はさほど濃
縮に影響を及ぼさないことから，電場強度で
はなく pH 変化が影響しているものと考えら
れる。さらに，高圧電源の特性から極性反転
時に一時的に高電圧がかかり，そのため幅の
狭い高 pH ゾーンが形成した可能性も考えら
れたが，電圧の切り替え時に一度電圧をゼロ
にしてから極性を反転させても，濃縮が進行
したことからその可能性は否定された。以上
の検討から，高い pH ゾーンが生成する機構
を図 4 のように考察した。電圧極性反転前は
水の電気分解により H+と OH–が生成し，電極
上で生成したイオン種は双極電極の電場に
引かれ移動する。このときイオン種の生成量
は電気分解の化学量論から H+ > OH–となる
ため，定常状態では双極電極の陰極側に H+

濃度の高いゾーンと低いゾーンの分布が生
成する。ここで電圧極性を反転すると，H+の
欠乏していたゾーンでOH–の生成が起きるた
め，残っていた H+による中和の影響が少なく，
高い pH ゾーンが形成される。すなわち，水
の電気分解時の H+と OH–の生成量の違いに
起因した双極電極上における H+濃度の不均
一分布の生成ならびに電圧極性反転時の H+

欠乏ゾーンで OH–の大量生成が，幅の狭い高
pH ゾーンの生成に寄与していることが示唆
された。 
 

(2) CE への応用 
本法を CE に適用するため，金属細線の

キャピラリー内への挿入について検討を
行った。はじめにキャピラリーを切断し，切
断部に白金線 (直径 30 μm) を挿入後，熱収
縮チューブによる接合を試みたが，白金線を
うまく固定化することができなかった。そこ
で，白金線をキャピラリー末端から挿入し，
泳動液の注入流速の制御により位置を調節
する方法と，キャピラリーを切断してニッケ
ル微粒子接着剤を内部に塗布後，熱収縮
チューブにより接合する方法の 2 つが有効で
あることがわかった。 
次に双極電極から発生する気泡の抑制に

ついて検討を行ったところ，1.0% 2-Hydroxy- 
ethyl cellulose (HEC, MW 250,000) を含む 10 
mM ギ酸 (pH 2.95) 泳動液で最も高い電圧 
(8 kV) を印加できることが確認された。この
泳動液を用いて，糖のラベル化剤として用い
ら れ る 8-Aminonaphthalene-1,3,6-Trisulfonic 
Acid (ANTS) の濃縮を行った。ニッケル微粒
子キャピラリーでは比較的高い電圧を印加
でき，濃縮率は 268 倍に達した（図 5）もの
の，キャピラリーの劣化が早く，分析の再現
性に劣っていた。一方，白金線を挿入した
キャピラリーでは，ニッケル固定化キャピラ
リーと比較して低い電圧しか印加できず，濃
縮率は 66 倍と低くなってしまったが，分析
の再現性は向上することがわかった。金属細
線を挿入したキャピラリーを用いた極性反
転法によりANTSの濃縮が達成されたことか
ら，糖鎖などの生体試料の高感度 CE 分析に
本手法を利用できることが示された。 
 
(3) MCE への応用 
幅 100 μm，深さ 50 μm の直線状チャネル

を有するポリジメチルシロキサン (PDMS) 
製マイクロチップを作製し，白金薄膜（幅
~100 μm，厚さ 2.5 μm）を分離チャネル内に
設置することで双極電極集積チップとした。
EOF と試料吸着抑制のために 0.03% methyl 
cellulose (MC, MW 88,000) と 0.25% dodecyl- 
β-D-maltoside を添加したウラニン溶液を試料
として，直線状のチャネル全体に満たし，
チャネル両端に正極性の電圧を 30 秒以上印
加してから電圧の極性を反転させると，白金 

図 4. 高 pH ゾーン生成機構 

図 5. CE における極性反転濃縮 



 

 

双極電極から陽極側においてウラニンが鋭
く高いピークとして検出されたことから，作
製した双極電極集積チップにおいて極性反
転を利用したオンライン試料濃縮を達成で
きることが確認された。同様に APTS と
AF488 についても濃縮ピークが観測され，ア
ミノ酸，タンパク質，糖などのラベル化によ
く用いられるアニオン性蛍光色素の濃縮に
よる高感度化を達成できた。さらに本手法を
タンパク質の分析に応用したところ，チャネ
ル全体に混合試料を注入してから電圧印
加・極性反転させるだけで，AF488 でラベル
したタンパク質 3 種 (β-lactoglobulin (BLG), 
trypsin inhibitor (TI), bovine serum albumin 
(BSA)) の濃縮・分離に成功した。したがって，
双極電極の利用により，直線状チャネル全体
に試料を注入して電圧極性を反転するだけ
で，生体成分を濃縮・MCE 分離できることが
示された。 

以上の検討により，極性反転による濃縮効
果が確認されたが，低い分析再現性が問題と
なっていた。これは，泳動液と試料に添加し
た MCと dodecyl-β-D-maltosideによるEOF抑
制の安定性に問題があると考え，新規に開発
した表面ポリマー修飾法である真空乾燥法
の適用について検討を行った。真空乾燥法は，
チャネルに対してポリビニルアルコール
(PVA) のような EOF を抑制する修飾ポリ
マーの水溶液を充填し，そのまま 10 分間ほ
どの真空乾燥を行うだけで，耐久性に優れた
修飾層を固定化できる技術であり，安定性・
再現性の高い EOF が得られるだけではなく，
従来法では低かった修飾の歩留まりを 90%
以上に向上できる点でも優れている。双極電
極を固定化したチャネルにおいて PVA を真
空乾燥修飾したところ，EOF の抑制ならびに
極性反転に伴う濃縮を達成できることが確
認されたが，ウラニンの濃縮率は 20 倍にと
どまり，ピーク検出の再現性も 30%程度で
あった。そこで，さらに EOF を抑制するため，
試料と泳動液に動的修飾ポリマーとしてヒ
ドロキシプロピルメチルセルロース(HPMC)
を添加して分析を行ったところ，ピーク検出
の再現性が 90%以上に向上し，アニオン性蛍
光色素であるウラニンと APTS のベースライ
ン分離ならびに最大で 50 倍の濃縮率を達成

した。泳動時間の相対標準偏差も 3.1～5.6%
と良好であった。 

一方，カチオン性のローダミン類を標準試
料として同様の分析を行ったところ，チャネ
ルへの PVA 修飾ならびに泳動液への HPMC
の添加を行わず，速い EOF 条件下でローダミ
ン類 3 種の濃縮ピークが検出された。以上の
結果より，本手法では弱酸・弱塩基部位を有
するアニオン種ならびにカチオン種を簡便
に濃縮して分離できることが明らかとなっ
た。今後，簡易バイオ分析ツールへの発展や
質量分析検出と結合，さらにはカチオン・ア
ニオン種の一斉分析デバイスなどへの応用
が期待される。 
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