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研究成果の概要（和文）：キャピラリー電気泳動 (CE) 及びマイクロチップ電気泳動 (MCE) を基礎とする高性能バイ
オ分離分析システムの開発について，オンライン試料濃縮法及び質量分析法 (MS) 検出の適用による高性能分離検出シ
ステムの構築と，タンパク質や糖鎖分析のための新規分離場の創成についての拡張的検討を中心とした検討を行った。
①高性能オンライン試料濃縮法の確立，②分離チャネル－インターフェース一体型マイクロチップによるMCE-MSの高性
能化，③オンライン試料濃縮適用CE/MCE-MSの実現，④高機能微粒子等を利用する選択的分離場の創成によるCE/MCEの
高性能化を重点課題として検討し相当の成果を収めた。

研究成果の概要（英文）：Development of high performance bio-separation and analysis systems based on 
capillary electrophoresis (CE) and microchip electrophoresis (MCE) was investigated, where developments 
of high performance separation and detection systems using online sample concentration techniques and 
mass spectrometry (MS) and novel separation fields for separations of proteins and carbohydrates were 
mainly carried out. Following four categories were most important issues: 1) progress of high performance 
online sample concentration techniques; 2) improvement of the performance of MCE-MS using an interface 
integrated microchip with a separation channel for MCE; 3) development of CE/MCE-MS using online sample 
concentration techniques; 4) improving the performance of CE/MCE with novel selective separation fields.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 キャピラリー電気泳動 (CE) 及びマイクロ
チップ電気泳動 (MCE) は，いずれも微小領
域における高性能分離分析法として着実に
進歩し，様々な領域において基礎・応用研究
が行われている優れた手法である。分析操作
に必要とされる試料量は前者ではおおよそ
数 nL，後者では pL 程度と極めて少量で，
分析所要時間はそれぞれ数分～十数分及び
数十秒～数分程度と高速分析が可能である
など優れた特徴を有しているため，これらバ
イオ分離分析領域における中核的手法とな
り得る分析法である。半面，極微少量の試料，
また検出セルの光路長が非常に短いことに
起因する濃度検出感度の低さが欠点として
指摘されている。実際，質量検出感度は数 pg 
から数 fg と極めて優れているものの，濃度
感度はいずれも μM 程度と不十分である。 
したがって，CE / MCE が高性能分離分析法
としてさらに発展し，その優れた特徴がバイ
オ分析分野において活かされるためには検
出感度の向上が不可欠の要件である。 
 
２．研究の目的 
 バイオ分析領域において高性能分離分析
手法の中核となり得る CE / MCE について，
オンライン試料濃縮法を適用することによ
る分離段階での高感度化と，主に質量分析法 
(MS) 検出の適用による高性能検出システム
の構築を図ると共に，タンパク質や糖鎖分析
のための新規分離場の創成について微粒子
を分離及び検出機構の中核的反応場として
利用する新たなミクロ／ナノスケールの電
気泳動手法の構築とその基礎的性質の解明
と応用とを通して，従来の手法に比べて飛躍
的な検出感度の向上を実現するシステムの
創成を目指した。 
 特に，①高性能オンライン試料濃縮法の確
立，②分離チャネル－インターフェース一体
型マイクロチップによる MCE-MS の高性能
化，③オンライン試料濃縮適用 CE/MCE-MS
の実現，④高機能微粒子等を利用する選択的
分離場の創成による CE/MCE の高性能化を
重点課題として研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 CE 及び MCE におけるペプチド，タンパ
ク質，糖鎖をはじめとする生体関連化合物試
料の高性能分離分析法の確立を目指し，高感
度検出実現のためにオンライン試料濃縮法
の適用に加え MS 検出システムの構築を図
った。また，磁気微粒子や金ナノ粒子を分離
場，検出場とする分離システムの創製を目指
し，磁気微粒子（磁性流体）のチャネル内自
己組織化によるナノピラー構造を利用する
DNA等巨大分子のサイズ分離や，生体特異的
認識能を有するアフィニティリガンドを表
面に結合させた磁気微粒子を用いるアフィ
ニティ電気泳動による高選択的分離分析シ
ステムの構築を図るべく検討を進めた。 

 
４．研究成果 
 CE 及び MCE を基礎とする高性能バイオ
分離分析システムの開発について，オンライ
ン試料濃縮法及び MS 検出の適用による高
性能分離検出システムの構築と，タンパク質
や糖鎖分析のための新規分離場の創成につ
いての拡張的検討を中心とした検討を行っ
た。特に，①高性能オンライン試料濃縮法の
確立，②分離チャネル－インターフェース一
体型マイクロチップによる MCE-MS の高性
能化，③オンライン試料濃縮適用 CE/ 
MCE-MSの実現，④高機能微粒子等を利用す
る選択的分離場の創成による CE/MCE の高
性能化を重点課題として設定した。 
 
(1) ミセル動電クロマトグラフィーに適用可
能なオンライン試料濃縮法であるトランジ
エント－トラッピング (tr-trapping) について，
検出法にMSを用いるための詳細な条件設定
を行い，キャピラリーモードでの tr-trapping-
MEKC-MSの構築を実現した。 
 
(2) 他のオンライン試料濃縮法である large 
volume sample stacking with an electroosmotic 
flow pump法 (LVSEP) について，これまでア
ニオン性物質に限られていた対象試料範囲
の拡大を企図した検討を行い，分離キャピラ
リー内表面をカチオン性ポリマーで修飾す
ることで電気浸透流の向きを逆転させ，同法
のカチオン性試料への適用に成功した。また，
不斉識別剤を分離溶液に添加することで，
LVSEP 法をカチオン性光学異性体試料に適
用して高感度キラル分離の実現に成功した。 
 
(3) MCE–MSの実現のため，シクロオレフィ
ンポリマーを材料として利用するエレクト
ロスプレーイオン化 (ESI) インターフェー
ス一体型集積化マイクロチップを設計・製作
し，その基礎的な性能評価を行った。その結
果，安定したエレクトロスプレーの実現と，
低分子量モデル化合物試料の電気泳動分離
並びにそれぞれの成分のMS検出に成功した。 
 
(4) CE-MSにおける高感度検出実現のため，
エレクトロスプレーイオン化 (ESI) インタ
ーフェースを利用する LVSEP-CE-MSについ
て，基礎的検討と種々の分析条件の最適化を
行って分離検出性能の向上を実現した。試料
に生体由来の糖鎖やペプチド等を用い，数種
のモデル試料のオンライン試料濃縮電気泳
動分離並びにそれぞれの成分のMS検出に成
功した。 
 
(5) 官能基間距離固定化法を利用した分子イ
ンプリント技術を用いることで，環境水中に
存在する特定汚染物質の選択的濃縮分離を
可能にする新規分離媒体の開発に成功した。 
 
(6) 高選択性分離場開発を目指し，C60 フラ



ーレンをシリカモノリスなどの分離基剤表
面に修飾し，π-π 相互作用を利用した特異性
を有する新規液体クロマトグラフィー用固
定相の開発に成功した。また，CE の泳動液
にキノリンボロン酸を添加することで，糖を
誘導体化することなくラベルフリーで分離
検出するシステムの開発に成功した。 
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