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研究成果の概要（和文）：キャピラリー電気泳動–質量分析法に，当研究室で開発したオンライ

ン試料濃縮法であるトランジェント－トラッピング法を組み合わせることで，生体試料の電気

泳動分析における分離能の向上と高感度化を同時に実現した。 

 
研究成果の概要（英文）：Application of on-line sample preconcentration technique named transient 

trapping to capillary electrophoresis–mass spectrometry improved both a resolution and sensitivity in 

electrophoretic analyses for biogenic compounds. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 生体内に存在する種々の化合物 (DNA，
タンパク質，ペプチド，アミノ酸など) の分
離分析法として，キャピラリー電気泳動(CE) 

が注目を集めてきた。また，エレクトロスプ
レーイオン化-質量分析法 (ESI-MS) と結合
されることで，未知の成分の同定や微量試料
の定性分析が可能となった。しかしながら，
MS 検出では不揮発性の緩衝液を使用できな
いことや，多量の塩が泳動液に含まれている
場合には試料のイオン化効率が低減される
ことから，ミセル動電クロマトグラフィー 

(MEKC) など CE における有用な分離モード
の多くは適用が困難であり，その分離能には
制限があった。また，CE 全般の問題点とし
て，少ない試料体積や短い光路長にともなう
低い濃度感度についても，その改善が望まれ
ていた。 

 

(2) 申請者らは CE/MCE における新規オンラ
イン試料濃縮法として，トランジェント－ト
ラッピング (tr-tarpping) 法を開発し，ステロ
イド類やアミノ酸，ペプチドなどの高性能か
つ高分離能な分析を実現してきた。本手法は
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部分的に注入した界面活性剤ミセル溶液を
利用して試料の濃縮および分離を行い，試料
分子はミセル溶液ゾーンを通過後に検出部
に到達することから，これを MS 検出に適用
することで，CE–MS における問題点の改善
が可能であると着想し，以下の検討を行った。 
 

２．研究の目的 

(1) 簡便，高感度，高分離能かつ高い定性能
を有する tr-trapping-MEKC–MSの開発 

 

(2) 新規擬似固定相の適用による分離性能の
さらなる向上 

 

(3) MS 検出に適用可能な新規アフィニティ
電気泳動分析技術の開発 

 

３．研究の方法 

(1) 界面活性剤分子およびミセルの MS 装置
へ導入による検出器の汚染を防ぐため，図 1

のような実験系を構築する。一般的な未修飾
のフューズドシリカキャピラリーを用いた
場合，陽極が挿入されたバイアルに浸漬され
ている試料導入部側から MS装置側へと向か
う電気浸透流 (EOF) が発生する。一方，部
分的に注入されたミセル溶液にはアニオン
性の界面活性剤が含まれており，電場中では
陽極に向かって電気泳動を行う。したがって，
界面活性剤分子およびミセルの電気泳動速
度よりも溶液全体を押し流す EOF 速度が遅
い条件下では，界面活性剤は試料導入部側へ
泳動し，MS 装置側に達することは無い。そ
の結果，MS装置の汚染を防ぎつつ，tr-trapping

法の適用による高感度化と分離能の向上が
期待できる。この条件を満たす EOFが発生す
る実験条件を模索し，tr-trapping-MEKC–MS

の実現を目指した。 

(2) これまでに開発されてきた tr-trapping 法
およびその関連技術は，ミセルと試料との疎
水性相互作用を利用した試料濃縮・分離に限
定されていたため，光学異性体分析等への適
用は困難であった。そこで，ミセル以外の擬
似固定相を用いる tr-trapping 法の開発による
分離能のさらなる向上について検討した。 

 

(3) 生体分子が有する特異的認識能 (アフィ
ニティ) を利用する CE 分析 (アフィニティ
CE, ACE) は，生体試料の CE分析において重
要な役割を占める分析法である。大きく分け
て，泳動液にアフィニティリガンド (AL) を
添加する手法と，キャピラリー内に AL を固
定化する手法の 2 通りが報告されてきたが，
前者では泳動の度に高価な AL が消費される
点と CE–MS への適用が困難な点が，後者で
は煩雑な固定化操作が必要な上，固定化操作
中にアフィニティが失活してしまうことが
ある点がそれぞれ懸念されてきた。そこで本
研究では，簡便かつ AL の活性を維持したま
ま固定化する手法について検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 界面活性剤として硫酸ドデシルナトリウ
ム (SDS) を選択し，その分子およびミセル
の電気泳動移動度 (ep,mc) を算出したところ，
それぞれ –2.0  10–4 cm2 V–1 s–1 および –3.7 

 10–4 cm2 V–1 s–1 であった。一方，未修飾の
フューズドシリカキャピラリーにおいて，電
圧印加時に発生する EOFは泳動液の pHに依
存することが知られている。そこで，CE–MS

に適用可能な揮発性緩衝液としてギ酸アン
モニウム溶液を選択し，その pHを 3.5~7.0ま
で変化させ，その電気浸透移動度 (eo) を算
出したところ，pH 3.5においてeo = 2.0  10–4 

cm2 V–1 s–1となり，汚染防止のための条件を
満たすことが示唆された。そこで，この pH

条件下で実際にミセル溶液を部分的に注入
した後，試料溶液を大量導入し，tr-trapping- 

MEKC–MS分析を行ったところ，一般的なキ
ャピラリーゾーン電気泳動–MS (CZE–MS) 

分析では分離できなかったステロイド類の
分離と濃縮が同時に達成された (図 2)。この
時，アンドロステロン (AS) で最大 340 倍，
プロゲステロン (PS) で 120 倍の高感度化が
それぞれ達成された。また，SDS由来のシグ
ナルは全く観察されなかったことから，界面
活性剤分子の MS 装置への流入による装置汚
染を防ぎつつ，tr-trapping の適用による高感
度化と分離能の向上とを同時に達成可能で
あることが示された。過去の CE–MS に関す
る報告では，濃度感度と分離能を同時に向上
させた例はほとんどなく，本手法が CE–MS

分析の問題点である濃度感度と分離モード
に対する制限を解決可能な手法として与え
るインパクトは大きい。今後，本手法の適用
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範囲の拡大と実試料分析への応用による微
量試料の高性能分析法の確立が期待される。 

 

(2) 分離能のさらなる向上を目指し，界面活
性剤ミセルとの疎水性相互作用とは異なる
相互作用を示す擬似固定相の導入を検討し
た。本研究では光学異性体の高感度な電気泳
動分析の実現を目指し，光学認識能を有する
シクロデキストリン (CD) を擬似固定相と
して用いる CDEKC と tr-trapping-MEKC との
結合について検討を行った。その結果，泳動
液のみに硫酸化 -CDを添加することで，疎
水性相互作用を利用する tr-trapping による試
料濃縮の後に，CDEKC に基づくキラル分離
を行う tr-trapping-CDEKCが実現された。種々
のラセミ体試料について開発した手法を適
用したところ，それぞれ良好なキラル分離と
60~180 倍の高感度化が同時に達成された(図
3)。これまでの CDEKC 分析においては，電
場増強スタッキングによるオンライン試料
濃縮が多く報告されてきたものの，その濃縮
効率は大きくはなく，またピークのブロード
ニングや有効分離長の減少による分離能の
低下が問題となっていた。しかしながら，本
研究では高い分離能がある程度維持された
まま，高効率な試料濃縮が可能であり，また
界面活性剤ミセルとの疎水性相互作用も利
用可能である。さらには，添加する擬似固定
相の選択によって他の相互作用に基づく分
離が期待できる点に加えて，研究成果 (1) と
同様の実験条件を満たす擬似固定相の適用
によって CE–MS 分析の適用範囲を拡大可能
である点も非常に大きなインパクトを与え
るであろう。現在，実試料分析への適用を含
めた CE–MS 分析への応用について検討を進
めている。 

 

(3) 固定化のための新規材料としてアルギン
酸ナトリウムに着目した。アルギン酸ナトリ
ウム水溶液にカルシウムイオンを添加する
と，ただちにヒドロゲルを形成することが知
られている。また，アルギン酸-カルシウムヒ
ドロゲルは，生体適合性が高く，タンパク質
等の活性を維持したまま内包可能であるこ
とから，これらの特性を利用してキャピラリ
ー内に AL を固定化する手法を着想し，その
電気泳動分析への適用可能性について検討
した。その結果，AL としてアビジンを含む
アルギン酸ナトリウム溶液をキャピラリー
内に注入後，カルシウムイオンを含む泳動液
を電気的に注入することで，キャピラリー内
でアルギン酸ヒドロゲルが形成され，アビジ
ンを固定化できることが確認された。さらに，
アビジンと強固に結合するビオチンを試料
として電気泳動分析を行ったところ，ビオチ
ンはアビジンに補足され，検出されることは
無かった(図 4)。 

図 2. CE–MSへの tr-trappingの適用による分離能の

向上と高感度化. 泳動液, 30 mM ギ酸アンモニウ

ム溶液 (pH 3.5); ミセル溶液, 25 mM SDS / 10 mM 

ギ酸アンモニウム溶液; 試料溶液, AS, PS / 泳動

液. ミセル溶液注入時間 (a) なし, (b) 1.5 psi, 20 s. 

試料溶液注入時間 (a) 5.0 psi, 5 s, (b) 5.0 psi, 180 s. 

キャピラリー全長/有効分離長, 40/30 cm. 分離電

圧, 30 kV. ESI 電圧, 5 kV (positive ion mode). シー

ス液, 水:メタノール:ギ酸 = 49:50:1. シース液流

量 5.0 L/min. ネビュライザーガス, N2, 20 psi. 
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(b) アビジン内包ヒドロゲルを部分的に充填. 泳動液, 

1 mM CaCl2 / 15 mM HEPES緩衝液 (pH 7.0); 試料, 50 

ppm チオ尿素, 200 ppm ビオチン / 泳動液. 試料注

入, 5.0 kV, 20 s; 分離電圧, 20 kV; キャピラリー全長 / 

有効長, 40/30 cm. 検出, UV吸収 (200 nm). 
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図 3. 光学異性体分析への tr-trapping の適用. (a) 一

般的な CDEKC分析 (b) tr-trapping– CDEKC. 泳動

液, 5 mM S--CD / 10 mM phosphate buffer (pH 7.0); 

ミセル溶液, 50 mM SDS / 15 mM リン酸塩緩衝液 

(pH 7.0); 試料溶液, 1-アミノインダン(AI), クロル

フェニラミン(CPA) / 泳動液. ミセル溶液注入時間 

(a) なし, (b) 0.5 psi, 10 s; 試料溶液注入時間 (a) 0.5 

psi, 3 s, (b) 5.0 kV, 180 s. キャピラリー全長/有効長, 

40/30 cm. 分離電圧, 20 kV; 検出, UV吸収 (200 nm). 
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以上の結果から，本手法によって AL の活性
を維持したまま，簡便な手順でキャピラリー
内に固定化可能であることが示された。本手
法は，CE 装置を用いる簡便な固定化法であ
り，過去の固定化法と比較して安価かつ自動
化が可能な点が大きな利点である。今後，
CE–MS 分析との組み合わせによる生体試料
分析の高性能化への展開が期待される。 
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