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研究成果の概要（和文）： 

 本研究計画では，生体分子コンプレックスをはじめとする広い意味での“錯体”の結合能を

総合的に定量評価するための新しい方法論の創出をその研究目標とした．キャピラリー電気泳

動を反応場とした表記反応器を開発し，均一溶液中での金属錯体，生体分子複合体の解離反応

速度定数の直接解析を可能とした．また反応場に配位子を添加することで錯体生成反応挙動を

追跡できることを実証し，総合的定量解析システムたり得ることを実証した． 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this research project, in the broadest sense, and other complex biological molecules, "complex" with 

the goal of their research to create a new methodology for quantitative evaluation of the overall binding 

ability. Developing a reactor with a reaction field representation capillary electrophoresis of metal 

complexes in homogeneous solution, which enables the direct analysis of the rate constant for 

dissociation of the complex biological molecules. Demonstrate the ability to track the behavior of 

complex formation reaction by adding a ligand to the reaction field, demonstrating that the system can 

obtain a comprehensive quantitative analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 細胞内での物質間相互作用すなわち生命
活動は，時間的にも空間的にも一時的な相互
作用であり，その生物学的な意味を理解する
上で速度論的な考察を欠くことはできない

が，現実にはそれを行うための有用な手段が
欠落している．特に，均一溶液系において生
体分子複合体の解離反応プロセスを直接観
察し，速度パラメーターを正確に測定し得る
方法は現存しない．一方，当研究グループで
は，キャピラリー電気泳動分離プロセスを金
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属錯体の解離反応容器として利用するとい
う着想に基づき，金属錯体の自己解離反応速
度定数の直接計測法としてキャピラリー電
気泳動反応器(CER)を開発している. 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究計画では，生体分子コンプレックスを
はじめとする広い意味での“錯体”の結合能を
総合的に定量評価するための新しい方法論
の創出をその研究目標としている．これまで
，本研究では主としてキャピラリー電気泳動
反応器(CER)を用いる“錯体”の解離反応挙動
を追跡するための手法の開発に傾注してき
た．これに対し，本年度はその逆反応，すな
わち“錯体”の生成反応挙動を追跡するための
新しい手法の創出を検討した． CERと同様，
キャピラリー電気泳動 (CE) 分離プロセスを
利用する広義の“錯体”の生成反応速度解析法
を新たに考案した． 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究計画では，生体分子コンプレックスの
結合能を総合的に定量評価するための新しい
方法論を創出するためにi)動的アプローチと
して，キャピラリー電気泳動反応器(CER)に
よる生体分子コンプレックスの解離反応速度
論解析の方法論を確立し， ii)静的アプローチ
として，キャピラリー電気泳動(CE)を用いた
生体分子コンプレックスの熱力学的平衡定数
の測定法の確立を目指す. 

 

(1) Zinc Fingerタンパク系 

平衡物性や構造，その機能および諸物性に
関する研究が進んでおり，それらの情報を入
手しやすいこと，および，キャピラリー電気
泳動への適合性の良さを勘案して，Zinc 

finger系をモデル物質系としてその解離反応
速度解析を検討した．Zinc finger protein を
構成するZinc-fingerドメインは亜鉛と結合す
ることによって立体構造が維持される金属タ
ンパク(Zn(II)-Zinc-finger complex: 

[zfp-Zn(II)] と略)である． 

 

(2) DNA-タンパク複合体とマイクロチップキ
ャピラリー電気泳動反応器(μCER)への展開 

 Zinc-finger protein系以外の生体分子コン
プレックス系へのCERの適用としてDNA結
合タンパクの一種であるsingle-stranded 

DNA binding protein (SSB)と一本鎖
DNA(ssDNA)との複合体[SSB-ssDNA]系の
解離反応速度解析を検討した． 

 一方，CERでは数分から数十分程度の時間
スケールで進行する反応系の速度解析が可能

であるが，これよりも速い数秒から数十秒の
時間スケールで進行する生体分子コンプレッ
クスの速度論解析な可能にする方法論の開発
を試みた．すなわち，大きさ数センチ角のマ
イクロチップ上でCERと同様の原理に基づく
キャピラリー電気泳動(CE)分離および解離反
応速度解析を行うマイクロチップキャピラリ
ー電気泳動反応器(μCER)を開発し，生体分子
コンプレックス系への適用を試みた． 

 

(3) 配位子置換CERへの展開 

 これまで半減期が数時間程度という極めて
長い時間スケールで進行する反応系の速度を
解析するための方法論は全く存在しなかった．
我々はそれを可能とするための手段として，
CERをベースに置換配位子による配位子交換
反応をCE分離プロセスで行うことを原理と
するLigand Substitution CER (LS-CER)を
新たに考案した．具体的にはEDTAなど強力
な配位子を泳動緩衝液に添加して行った． 

 

(4) 生成反応速度解析法 

 以上(1)〜(3)は解離反応速度解析であった
が，本項では生成反応速度解析法の確立を目
指した．試料の取り扱いの容易さやそのコス
ト，CEでの光学検出の容易さを勘案して，
Fe(II)-1,10-フェナントロリン錯体 

([Fe(phen)3]2+) を解析モデルとして選択し
た．錯形成試薬（1,10-フェナントロリン，
phen）を含む泳動緩衝液で満たしたキャピラ
リーに，サンプルプラグとして Fe(II)溶液を
注入して CE分離を行い，このとき泳動時間
の増加に伴うピークの増加として観察され
る[Fe(phen)3]2+のオンキャピラリー錯形成反
応を解析して，その生成反応速度定数(kf)を
算出する方法を考案した．  

 

４．研究成果 

 

(1) Zinc Fingerタンパク系 

 CERによる[zfp-Zn(II)]の解離反応速度論
について検討を行ったところ，予想以上に
[zfp-Zn(II)]の解離反応が速く，キャピラリー
電気泳動の時間スケールではその解離反応を
追跡できないことが分かった.そこで，逆に
[zfp-Zn(II)]の解離反応が速いことを利用して，
アフィニティCEの手法を用いて[zfp-Zn(II)]

の熱力学的結合パラメーターである結合定数
(Kb)を得ることに成功した. 

 

(2) DNA-タンパク複合体とマイクロチップキ
ャピラリー電気泳動反応器(μCER)への展開 

 

 SSB-ssDNA複合体のCERを行い（図１），
解離反応速度定数(kd)を得ることに成功した． 
20，25および31塩基対長のssDNA（それぞ
れs20, s25およびs31と略）についてkdとして



 

 

1.5010
-3

 s
-1

, 4.8110
-4

 s
-1

, 4.5810
-4

 s
-1を得た

た．このように，鎖長によりSSB-ssDNA複合
体の速度論的安定性が増大することが判った．
一方，より鎖長の短いssDNAとSSBとの複合
体についてμCERを用いて解離反応速度解析
を行った（図２）．その結果半減期:数十秒て
いどの高速反応の解析に成功し，その解離反
応速度定数(kd = 2.210

-2
 s

-1
)を得ることに成

功した. 

 

Fig. 3 Electropherograms of SSB-s20 complex obtained
by CER. Electrophoretic buffer: 15 mM phosphate(pH 7.3).
Applied Voltage: (a) 16kV(15mA)  (b) 5kV(4mA).
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図１ SSB-s20 複合体の CER 泳動図．緩衝
剤：15 mM リン酸緩衝剤(pH 7.3)，印加電圧：
(a) 16, (b) 5 kV. 

 

0 5 10 15 20 25

Distance/mm

10 s

20 s

30 s

40 s

50 s

60 s

0.015 AU

at 200 nm

Electroosmotic flow

230 V/cm
SSB-s15

SSB-s15

SSB-s15

SSB-s15

SSB-s15

SSB-s15

Fig.1 SSB-s15の時間分解吸光リニアイメージ
サンプル：0.76 mg/ml SSB, 0.023 mg/ml s15, 25 mM

Tris-HCl緩衝溶液(pH 7.5), 泳動緩衝溶液：25 mM

Tris-HCl(pH 7.5, 10 mMNaCl含む), 印加電圧230 V/cm

 

図２ SSB-s15 のμCER 泳動図． 

サンプル：0.76 mg/ml SSB, 0.023 mg/ml s15, 25 

mM Tris-HCl 緩衝溶液(pH 7.5), 泳動緩衝溶
液：25 mM Tris-HCl(pH 7.5, 10 mM NaCl 含む), 

印加電圧：230 V/cm 

 

 

(3) 配位子置換CERへの展開 

 配位子置換CERを用いて速度論的に極めて
安定なTi(IV)-カテコール誘導体錯体の解離反
応速度解析を行った（図３）．Ti(IV)-カテキ
ン錯体についてkd = 1.64×10–4 s–1を，Ti(IV)-

タイロン錯体についてkd = 0.51×10–4 s–1を
得た．後者の半減期は3.8時間であり，通常の
CERでは実質的に解析できない反応速度の解
析を可能とした． 

 

 
図３ チタン (IV)-タイロン錯体 [TiR3]

8-の 

LS-CER泳動図．L: タイロン; ML: [TiR3]
8-

; IS: 

TCAS．試料: [Ti
4+

] = 4.0×10
-5

 M, [tiron] = 1.2

×10
-4

 M, [TCAS] = 2.0×10
-5

 M, [HEPES] = 20 

mM (pH 7.4). 泳動緩衝液: [NaH2PO4] = 20 

mM (pH 7.4), [catechol] = 6.5 mM. Detection 

wavelength: 210 nm. Capillary: poly(acryl 

amide) coated, L = 52.5, l = 40.0 cm. 

 

(4) 生成反応速度解析法 

泳動緩衝溶液の pH を 1.9 として CE 分離
を 行 っ た と こ ろ ， 電 気 泳 動 図 上 に
[Fe(phen)3]2+が現れたことから，予想通りキ
ャピラリー内で錯形成反応が進行している
ことが分かった．また，泳動時間の増加に伴
い，[Fe(phen)3]2+のピーク高さの増加してい
ることが分かった（図４）．さらに，これを
擬一次反応として解析し，kfの算出を試みた
ところ，その値として 2.3 M-1s-1 を得る事に
成功した．  

Fig.3 [Fe(phen)3]
2+のオンキャピラリー錯形成

反応の様子印加電圧(a) 20 kV, (b) 14 kV,

(c) 10 kV,検出波長:510 nm,有効長:35.0 cm
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図４ [Fe(phen)3]
2+のオンキャピラリー錯形

成反応．サンプル：3 mM Fe
2+

, 泳動緩衝溶
液：10 mM リン酸(pH 1.9, 2 mM phen 含む),

印加電圧：(a) 20 kV(I = 70.7 mA), (b) 14 kV (I = 

44.0 mA), (c) 10 kV (I = 29.2 mA),有効長：35.0 

cm, 検出波長：510 nm 
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