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研究成果の概要（和文）：キャピラリーゾーン電気泳動法（CZE）の分離分析を活用することにより，水溶液一
相系において速度論反応等の副反応の進行下で目的となる迅速な平衡反応の解析法の確立を目的とした．CZEで
は比較的遅い反応により生成する物質は分離される一方，迅速な平衡にある化学種は加重平均の電気泳動移動度
を測定できる点に本研究の特徴がある．
紫外光により分解するハロペリドール，酸性条件下で分解性を有するヘキサメチレンテトラミン，プラバスタチ
ン，熱により分解するブプロピオン，ヒドロクロロチアジドについて，分解生成物の共存下においても目的物質
の電気泳動移動度の測定を通して，それら目的物質の酸解離定数を決定することに成功した．

研究成果の概要（英文）：This study aimed at the establishment of the analysis method of fast 
equilibrium under the concomitant of side reactions or under the presence of the degraded species 
from the objective substance in an aqueous solution.  Separation analysis by capillary zone 
electrophoresis (CZE) has been utilized to realize it.  Gradually generated substances from the 
objective substance can be resolved by CZE, while the objective substance in fast equilibrium is 
detected as a single peak signal with its migration time / electrophoretic mobility of the weighted 
average of the equilibrium species.
Acid dissociation constants of easily degradable substances have successfully been determined by the
 proposed analysis method in the presence of the degraded species from the object substance.  They 
were UV-degradable haloperidol, acid-degradable hexamethylenetetramine and pravastatin, as well as 
heat-degradable bupropion and hydrochlorothiazide.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 溶液内の平衡反応・速度論反応は，自然界
や生体内における物質循環を司る化学反応
の基礎であり，触媒や酵素が関与する反応も
含めて，様々な反応系に関して平衡定数，速
度定数が決定されている．平衡反応・速度論
反応は，分析化学の領域においては物質分離
の高度化，検出の高感度化に様々なかたちで
活用されている．クロマトグラフィーや電気
泳動などの分離分析の分野では特に平衡反
応が活用され，分離カラム等の分離媒体内で，
アフィニティーや分子間相互作用の微小な
差を異性体等の分離改善に有効に活用して
いる．また，平衡論に基づく分離分析の機能
向上のために，各種相互作用試薬やアフィニ
ティー試薬が探索されている． 
 一方で，分離分析法は物質の「分離と定量」
の目的以外にも，平衡反応である相互作用や
アフィニティー解析を目的とした「物性分析
装置」としても利用されている．キャピラリ
ーゾーン電気泳動法（CZE）による平衡反応
解析は，水系溶媒下で固体固定相を使うこと
なく均一溶媒系で行える点に特徴を有し，電
気泳動移動度の変化を通して平衡定数を決
定する手法である．酸解離平衡，錯体生成，
イオン会合，ミセル分配，アフィニティー相
互 作 用 な ど ， 研 究 代 表 者 ら の 研 究
（Takayanagi, Anal. Sci., 20, 255 (2004). 
等）を含めて多くの研究が報告されている． 
 分離分析装置による速度論反応の解析を
意図した研究では，キャピラリー内の泳動時
間に対応する反応時間と残存物質量から反
応速度を解析するCEリアクターの研究（Iki, 
et al., Anal. Chem., 72, 4812 (2000). 等），
平衡混合物からの解離反応を解析する研究
（NECEEM: Berezovski and Krylov, J. Am. 
Chem. Soc., 124, 13674 (2002). 等）が報告
されている．速度論反応では，泳動の途上で
複合体 CAが徐々に Cと Aに分解し，観測さ
れる CAシグナルの減少を速度論解析に用い
ている．これらの研究では，平衡反応と速度
論反応はそれぞれ独立して扱われていたが，
研究代表者らは以前，速度論的な副反応によ
り生成する物質が解析対象とする物質系か
ら分離される分離分析の特徴を活用する解
析法を見出し，CZEの移動度変化を解析する
手法により，アルカリ性溶液中で徐々に分解
退色するフェノールフタレインの酸解離平
衡の解析に成功した（Takayanagi and 
Motomizu, Chem. Lett., 30, 14 (2001).）．こ
の反応解析は，速度論的な分解反応が副反応
として伴う複雑な反応系であり，目的となる
平衡反応を解析することができた初めての
研究である． 
 フェノールフタレインでの酸解離平衡解
析の成功から，「速度論等の副反応進行下で
の平衡反応解析」は分離分析の特性を活用す
ることで初めて可能な解析法であることに
気付いた．すなわち，分光法では均一溶液を

測定するので，必然的に速度論反応による生
成物の共存が測定スペクトルに混入して妨
害してしまう．一方，分離分析による反応解
析では徐々に生成する速度論反応生成物は
対象の平衡反応物質から分離され主平衡に
関する化学種の測定を妨害しない特徴を有
する．速度論反応の他にも，分解反応，沈殿
反応も副反応の一つとして挙げられる．反応
解析・物性分析を可能とする分離分析機器の
新しい活用法として，本研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
 
 水溶液一相系で分離分析を行う CZE を用
いて，速度論反応等の副反応の進行下での平
衡反応解析法を確立することを研究目的と
した．本研究で提案する解析法は，分離分析
の特徴を活用して副反応を除外，低減するこ
とで，均一系溶液での困難を克服する新しい
反応解析法である．分離分析である CZE で
は，数分～数十分の測定時間と比較して遅い
反応速度を有する物質（分解生成物など）は
測定対象となる物質から分離されるので，分
解生成物の影響を排除して測定対象物質の
挙動を測定する点を特徴とした研究である． 
 副反応を伴う迅速な平衡反応として，分解
反応や沈殿反応を伴う酸塩基平衡，イオン会
合平衡を取りあげた． 
 
３．研究の方法 
 
 分離分析装置として均一溶液を扱うキャ
ピラリーゾーン電気泳動装置を用い，電気泳
動移動度の測定を通して，速度論反応・沈殿
生成反応等の副反応進行下での平衡反応の
解析を行う新しい装置利用法・反応解析法の
開発を進めた．溶液中での基本的な反応であ
る酸塩基平衡，イオン会合平衡を解析対象と
し，それら主平衡に伴う分解反応，沈殿反応，
速度論反応等を副反応とする種々のモデル
反応系の解析を通して，本解析法の適用可能
性を探った．適用例として，分解性のある医
薬品の物性分析を行った． 
 
(1) 易分解性陽イオン染料の酸解離平衡解析 
 本解析法の汎用性を高めるために，アルカ
リ性領域で分解反応を伴うトリフェニルメ
タン系陽イオン染料を取りあげ，易分解性陽
イオン染料の酸解離平衡の解析を進めた． 
 
(2) 疎水性の高い易沈殿性陰イオンの水溶液
内イオン会合平衡の解析 
 ジピクリルアミネートイオンは疎水性の
高い陰イオンとして知られており，アルカリ
金属イオンの K+，Cs+と難水溶性の沈殿を生
成する．分離分析の手法により，疎水性陰イ
オンの水溶液内イオン会合平衡に関して，各
種アルカリ金属－クラウンエーテル錯体と
のイオン会合反応解析を進めた． 
 



(3) 酸性，塩基性，熱，光により分解性を有
する医薬品等の酸解離平衡の解析 
 ヘキサメチレンテトラミン（ヘキサミン）
は酸性溶液中で不安定な物質であり，加水分
解によりホルムアルデヒドとアンモニアを
生成する．この分解性のために，ヘキサミン
の精確な酸解離定数（Ka）は決定されていな
い．CZEでの分離分析を活用する酸解離平衡
の解析により，ヘキサミンのKaを決定した． 
 また，抗欝剤であるハロペリドールは熱や
光により徐々に分解することが知られてお
り，分解速度の遅い物質は，電気泳動の測定
時に目的薬物から明確に電気泳動分離され
る．目的物質の移動度変化から酸解離定数を
決定した．その他，熱や光により分解性を有
する医薬品について，本研究の手法を用いて
酸解離平衡を解析した． 
 
(4) 速度論的な酵素反応の反応解析 
 酵素反応は数分～数十分の反応時間を要
する比較的遅い反応であり，CZEの測定時間
と同程度の反応時間を有することから，速度
論反応の解析対象として取り上げた．エステ
ルの加水分解反応を触媒するカルボキシエ
ステラーゼを用いて，反応基質であるエステ
ルと加水分解反応により生成するフェノー
ルの定量を通して，速度論的な酵素反応の反
応解析を行った． 
 
４．研究成果 
 
(1) トリフェニルメタン系陽イオン染料の酸
解離定数の決定 
 遅い平衡反応の例として，マカライトグリ
ーン（MG+）をはじめとする 3種類のトリフ
ェニルメタン系陽イオン染料の酸解離定数
を決定した．これら陽イオン染料への OH−

の付加反応は酸解離反応と等価であり，トリ
フェニルメタノール（MG+の場合 MGOH）
を生成する（図１）．この付加反応は比較的
遅く，平衡到達までに数時間を要する．pH
を調整したMG+溶液を 24時間以上静置した
後に CZE 測定し，MG+と MGOH とを分離
定量した．平衡化学種の 1つであるMG+の定
量結果から酸解離定数を決定し，pKa値とし
て 6.34±0.09を得た．ストップトフローによ
る報告値（pKa = 6.92）と近い値を得ること
ができた． 

    
    MG+         MGOH 
 
図１ MG+からMGOHを生成する遅い平衡 
   反応 
 

(2) 疎水性の高いジピクリルアミネートイオ
ンのイオン会合平衡の解析 
 疎水性が高く水溶液内でイオン会合性が
高いジピクリルアミネートイオン（DPA−，
図２）のアルカリ金属イオンとのイオン会合
平衡をCZEの電気泳動移動度から解析した． 
DPA−は K+や Cs+と水溶液中でイオン会合反
応により沈殿を生成しやすいが，溶解度以下
での解析が可能であり，CZEでは DPA−が通
常のシグナルとして検出された．解析により
イオン会合定数（Kass）を決定したところ，
アルカリ金属イオン間では DPA−との Kass値
に大きな差異は無い一方，疎水性の高い K+

－18-クラウン-6-エーテル錯体で大きな定数
が得られた．沈殿生成における K+および Cs+

に対する DPA−の選択性は水溶液内でのイオ
ン会合性に基づくものではなく，沈殿結晶内
での分子間 CH∙∙∙O 結合によるものであるこ
とが示唆された． 

 
図２ DPA−の構造 

 
(3) 光分解性を有するハロペリドールの酸解
離定数の決定 
 易分解性のハロペリドール(HLP)の pKaを
決定した．HLPは紫外光照射により分解し，
4-(p-クロロフェニル)-4-ヒドロキシピペリジ
ン(CPHP)等の分解物を生成する（図３）．紫
外光照射による HLP の分解反応後の溶液を
CZE測定したところ，残存するHLPに加え
て 2種類の分解生成物を分離検出した．得ら
れた HLPの pKa値は，分解を伴わない条件
で測定した結果および文献値と近い値が得
られた．また，泳動時間，電気泳動移動度の
値，解析で求めた pKa値から，分解生成物の
一つが CPHPであることが分かった． 

 
HLP 

    
    CPHP 
 
図３ 紫外光照射によるHLPからCPHPの 
   生成反応 
 
(4) 酸性領域で易分解性のヘキサミンの酸解
離平衡反応の解析 
 酸性領域で比較的迅速に分解するヘキサ
ミン（図４）の酸解離平衡を解析した．ヘキ
サミンは酸性領域で比較的迅速にホルムア
ルデヒドとアンモニアに分解するが，CZEで
ヘキサミンは分解生成物から分離されるの

UV light 

OH− 



で，分解生成物の妨害を受けずに迅速な酸解
離平衡を解析でき，pKa = 4.93±0.01を得た． 
 また，ヘキサミンはプロトン付加が可能な
三級アミン部位を 4箇所有しているが，ヘキ
サミンの 1つのアミン部位をエチル化した物
質とプロトン化したヘキサミンとの電気泳
動移動度の比較から，1 段階のプロトン化で
あることを確認した． 

 
図４ ヘキサメチレンテトラミンの構造 
 
(5) プラバスタチンの酸解離平衡反応の解析 
 プラバスタチン（図５）は酸性溶液中で分
解しうる．pH = 2.0の条件下で分解により 5
時間後にはプラバスタチンの CZE シグナル
は減少したが，分解生成物の影響を受けるこ
となく残存するプラバスタチンのシグナル
から酸解離定数 pKa = 4.46±0.03を決定する
ことができ，報告値（4.36, 4.2, あるいは 4.6）
と一致した．また，分解生成物は無電荷であ
り，ミセル動電クロマトグラフィーにより 2
つの分解生成物のCZEシグナルを検出した． 

 
図５ プラバスタチンの構造 

 
(6) ブプロピオンの酸解離平衡反応の解析 
 加熱条件下で比較的迅速に分解するブプ
ロピオン（BUP，図６）の pKaを決定した．
分解反応下でBUPのCZEシグナルは減少し
たが，分解生成物を分離することにより目的
物質である BUPの pKaを決定することがで
きた．また，分解生成物として 3-クロロ安息
香酸（3Cl-BA）を同定した． 

Cl

O

N
H

 
     BUP 
 
 
 
     3Cl-BA 
 
図６ 熱分解によるブプロピオンから 3-ク 
   ロロ安息香酸の生成 
 
(7) ヒドロクロロチアジドの酸解離平衡反応
の解析 
 チアジド系利尿剤の一つであるヒドロク

ロロチアジド（HCT，図７）は水中で加水分
解により徐々に 4-アミノ-6-クロロ-m-ベンゼ
ンジスルホンアミドを生成する．加熱による
分解条件下でヒドロクロロチアジドのpKaを
決定したところ，分解生成物の共存下で二段
階の pKa1 = 8.95±0.04，pKa2 = 10.66±0.07
が得られた．また，分解生成物の 4-アミノ-6-
クロロ-m-ベンゼンジスルホンアミドについ
ても二段階の pKa を決定することができ，
pKa1 = 9.27±0.06，pKa2 = 10.79±0.10を得た． 

 
    HCT  
 
 
 
図７ ヒドロクロロチアジドと熱分解によ 
   る分解生成物 
 
(8) カルボキシエステラーゼによるエステル
の加水分解反応 
 比較的遅い反応である酵素反応について，
カルボキシエステラーゼ（CES）による p-
ニトロフェニルアセテート（NPA）の加水分
解反応を対象として研究を進めた．基質であ
るNPAは中性 pH下でCESにより徐々に加
水分解して p-ニトロフェノールを生成する
（図８）．プレキャピラリーで酵素反応を行
い，CZE により p-ニトロフェノレートを分
離検出した．経時測定により p-ニトロフェノ
レートが徐々に増加し，CZE分離時間と同程
度の数十分単位での反応速度を認めた． 
 インキャピラリーでの酵素反応において
は，キャピラリー中での基質の滞在時間に伴
う反応生成物の濃度増加を確認した． 

      
図８ CESによるNPAから p-ニトロフェノ 
   ールへの加水分解反応 
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