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〒100-6422
東京都千代田区丸の内2-7-3
東京ビルディング 22階
田中貴金属工業株式会社
新事業開発統括部　企画推進S　内

主 催 者 一般財団法人　田中貴金属記念財団
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助成金は奨学寄附金
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LC-CollectIR
インターフェースFT-IR MALDI-MSPyroGC/MS高性能GPC

LC-CollectIRは、高い効率にGPCで分離された成分から移動相溶媒を蒸発させ溶質成分のみをFTIR用の「Geディ
スク」、PyroGC/MS用の「熱分解試料カップ」またはMALDI-MS用「ステンレスディスク」に捕集するシステムです。
GPCにより分離された混合物の各成分についてオフラインでの測定が可能になります。FT-IR分光測定やMALDI-MS
により簡単で迅速な分子量分布における共重合体の組成変化解析や、PGC/MSによる構造解析の研究に最適です。
さらに簡易分取装置として使用できるため、従来の分取法と比べ、大幅な時間短縮とコストの削減が可能になります。

本システムでは、GPCフラク
ション毎の赤外スペクトルを
測定可能です。得られたスペ
クトルから官能基の比等をク
ロマトグラムにオーバーラッ
プさせた解析も可能です。

GPCからステンレスプレートに直接サンプリングした上
からマトリックス溶液とカチオン化剤溶液を混合してス
プレーし、MALDI-TOFMSによりマスイメージング測定
を実施しました。

BPA型エポキシ樹脂のFTIRによる組成分析

MALDI-MSイメージング測定

ポリマーブレンドと添加剤の測定
GPCからのフラクションを熱分解
装置用試料カップにトラップする
事で、GPCの溶出時間ゾーン毎に
PyroGC/MS測定が可能となり
ます。得られたスペクトルの解析
により、使用されているポリマー
の種類や割合が解ります。
また、数％程しか使用されていな
い添加剤の特定も可能です。

●混合物の分離と各成分の簡単で迅速な構造解析
●分子量分布における、共重合体の組成変化 
●微細構造解析および樹脂の混合系の判別 

●樹脂の末端や内部構造の推定 
●分子量が近似した物質の分子構造の区別
●簡易分取装置としての利用

応用例

GPC-IR測定

GPC-MALDI-MS測定

GPC-PyroGC/MS測定

サンプル : 
ポリカプロラクトン

RIのクロマトグラムとフラクションゾーン

データは日本電子製JMS-S3000にて取得

マトリックス : THAP
カチオン化剤 : NaTFA

8.0min付近

8.5min付近

9.5min付近

各分取フラクションの
熱分解GC/MS結果

各ピークのFT-IRスペクトル

ピーク①

ピーク③

ピーク④

ピーク⑤

ピーク②

芳香環
エポキシ基



EGA/PYEGA/PY-EGA/PY-3030DEGA/PYマルチショット・パイロライザー

www.frontier-lab.com/jp info@frontier-lab.com

豊富な周辺装置

未知試料へ多面的にアプローチ

��

前処理なしで迅速に分析
��

高性能で高信頼

⚫ 室温から1050ºCまでの幅広い温度領域を任意設定
⚫ 発生ガス分析や瞬間熱分析などの組み合わせにより

⚫ あらゆる形態のポリマー試料を煩雑な前処理なしで
簡単・迅速に分析

⚫ サーモグラムとパイログラムの高い再現性を保証

未知試料を多面的に分析

製品情報

メンテナンス性が向上！
より使いやすくなったより使いやすくなった
自動分析用オートサンプラー自動分析用オートサンプラー自動分析用オートサンプラー ASAS-AS-2020E2020E

ライブラリー登録数が大幅増！
ポリマー・添加剤を瞬時に同定できるポリマー・添加剤を瞬時に同定できる
マススペクトル検索ソフトウェア
ポリマー・添加剤を瞬時に同定できるポリマー・添加剤を瞬時に同定できる
マススペクトル検索ソフトウェアマススペクトル検索ソフトウェア FF-FF--Search

簡単操作で瞬時に粉砕！
各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な
卓上可搬型
各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な
卓上可搬型
各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な
卓上可搬型凍結粉砕装置
各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な

凍結粉砕装置
各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な

凍結粉砕装置 IQ MILL
各種試料の粉砕・撹拌・分散に最適な

IQ MILL-IQ MILL-2070

微量ポリマーの検出感度が大幅向上！微量ポリマーの検出感度が大幅向上！
スプリットレス熱分解用オプション装置スプリットレス熱分解用オプション装置
MFS
スプリットレス熱分解用オプション装置
MFSMFS-
スプリットレス熱分解用オプション装置スプリットレス熱分解用オプション装置スプリットレス熱分解用オプション装置
MFSMFS--2015E   

新製品
豊富な周辺装置豊富な周辺装置

⚫ 目的に合わせて選べる周辺装置で分析業務をサポート

過去に開催したオンラインセミナーを過去に開催したオンラインセミナーを「「「オンデマンドセミナーオンデマンドセミナー」」として公開中ですとして公開中です。
弊社ウェブサイトの会員ページにログインするだけで弊社ウェブサイトの会員ページにログインするだけで弊社ウェブサイトの会員ページにログインするだけで、いつでもご覧いただけますいつでもご覧いただけますいつでもご覧いただけます。
⚫ 熱分解��分析の基礎
⚫ ���������ポリマー分析データ解析
⚫ パイロライザーとオートショット・サンプラーのメンテナンスオンデマンドセミナー

ほか多数！ぜひご活用ください。
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1　電気泳動

1･1　電気泳動とは

物質を空間的に分離する手法には様々なものがある．

中でも非常によく使われる手法は高速液体クロマトグラ

フィー（HPLC）と電気泳動（electrophoresis）であろう．

後者の電気泳動法はその装置構成でも分類され，キャピ

ラリー電気泳動法（capillary electrophoresis, CE），スラブ

ゲル電気泳動，マイクロチップ電気泳動などがあるが，

本稿では CE についてのみ解説する．この入門講座にお

ける主眼は，初心者あるいはこれから CE を使った分析

や研究を進めたい人に対し，「簡単な原理」と「実際法

として何ができるのか」あるいは「研究レベルでの使わ

れ方」を紹介するものとする．最初に CE の特長を述べ

ておく．1）少試料量，2）短時間で高分離が得られる

分析手法であり，3）特にイオン性物質に対して高度な

分離が可能である．これら特長および特徴を応用した分

析法に興味があれば，さらに読み進めると良い．

はじめに電気泳動について説明する．電気泳動とは

「空間的に均一な電場中における流体に対する分散粒子

の動き」のことであり，簡単に言えば，均一な電場勾配

中で荷電粒子（イオン等）が移動する現象のことであ

る．分離科学としての電気泳動の歴史は 1931 年の

Tiselius の研究から始まった．それ以前から導電現象は

知られていたが，1937 年の Tiselius の装置の発明によっ

て血清タンパク質が分離されることが見いだされた．

Tiselius は 1948 年に電気泳動と吸着による分析法の業

績によってノーベル賞を受賞している．その後，化学物

質を個別のバンド（ゾーン）に分離する電気泳動手法は

ゾーン電気泳動法と名付けられた．ゾーン電気泳動は大

きく二つに分けると，自由溶液中（ゲルなどの分離媒体

のない一般的な溶液）あるいは支持体（主にゲル）中で

の電気泳動するものに分類できる．

1･2　電気泳動移動度（electrophoretic mobility）
1･2･1　自由溶液における移動度

簡単に自由溶液中での電気泳動について考えてみる．

CE で何ができるかが知りたい場合には，1・2 節は読

み飛ばしても良い．自由溶液中のイオンは電場勾配中

（電極を置いて電圧を印加する）に置かれると，その正

負の電荷によってそれぞれカソードあるいはアノード方

向へと移動（電気泳動）する．この時の粒子 Az にかか

る力 Fep を考える（図 1 上）．Fep は電気泳動現象の駆動

力であり，

Fep＝zeE    （1）

と表せる．ここで ze は電荷 q であり，e および E はそ

れぞれ電気素量と電場である．電気泳動が始まるとほぼ

同時にイオンは溶媒からの摩擦力 Ff を受ける．その結

果，この二つの力はつり合い，イオンは等速運動をす

る．ここで，Ff はある条件において，

Ff ＝6πhavep    （2）

と表せる．h, a および vep はそれぞれ溶液の粘度，イオ

ンの半径，泳動速度である．式（1），（2）から

齋　藤　 伸　吾

　　　　　分離技術：原理から最新技術まで入門講座

キャピラリー電気泳動法

Capillary Electrophoresis. 図 1　電気泳動の原理（上）と CEの装置構成（下）
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μep＝
vep

E ＝
q

6πha     （3）

が導ける（ただし，イオンを球体とみなし，イオン周り

の電気二重層は非常に薄い等の仮定を置いていることに

注意．a は溶媒和効果も考慮に入れた，いわゆるストー

クス半径）．μep は電気泳動移動度でありイオンに固有の

値である．つまり，泳動速度 vep は μepE で与えられる．

式（3）は，単純なイオンに関してはある程度成立する

ことが知られ，μep 同士の比較が可能である．つまり，

自由溶液におけるイオンの電気泳動を支配する因子とし

て q/a（電荷/サイズ比）の寄与が大きいことが分かる．

1･2･2　ゲルにおける移動度

次にゲル媒体中での μ を考えてみる．3 次元ファイバー

で構成されるとみなしたゲル中での泳動では分子ふるい

効果が働く．これをモデル化したものとして Ogston モ

デル1）2）がよく例示される．剛体球（溶質）の流体力学

的半径 R が平均細孔径と同程度か小さい時，かつファ

イバーの長さが十分に長い場合に，剛体球が移動するの

に十分な溶媒空間に存在する確率 P は

P＝exp（－2kπR2Cgel）    （4）

となる3）．ここで Cgel はゲル濃度，k は定数である（実

際の Ogston モデルでは Cgel の関数ではなく，ファイバー

中心の濃度とファイバーの長さの関数であり，ファイ

バーの半径も考慮している）．よって，ゲル中の電気泳

動移動度 μgel は

μgel＝μepexp（－KRCgel）    （5）

となる．ここで KR は R に依存する定数である．式（5）

の両辺の対数を取り，μgel の Cgel 依存性を計測すれば，

その傾きから KR を実験的に求められる．Ogston モデル

では一般に μgel と log M（M は分子量）に線形の相関が

あることが知られている．Ogston モデルはかなり簡易

化したモデルであるが，タンパク質のゲル電気泳動に対

してある程度合致する．

分子長の長い DNA などは Ogston モデルには従わず，

レプテーションモデル4）（あるいは拡張レプテーション

モデル）に従うとされる．レプテーションとは蛇のよう

な動きを意味しており，長鎖分子が折れ曲がりながら長

軸に沿って運動するというものである．このモデルでは

μgel∝
1
M     （6）

が成立し，拡張モデルでは

μgel∝
1
M ＋bE2    （7）

となる．ここで E は電場，b は細孔径に関する定数であ

る．以上の様に，細孔径に対して同等かそれ以下の分子

（主にタンパク質）は Ogston モデルに，細孔径に対して

より長い長鎖高分子（主に核酸）はレプテーションモデ

ルに従うと初学者は考えると良い．

2　CEの装置構成と動作方法

2･1　CEの装置構成
CE とは，細管（キャピラリー）中で上記の電気泳動

を行う手法である．CE は 1）キャピラリー，2）電極，

3）電源，4）検出器および 5）泳動バイアルからなる

比較的単純な装置構成である（図 1 下）．さらにオート

サンプラー，自動温調装置（空冷あるいは水冷式）が

セットになった全自動 CE 装置が各社から販売されてい

る．

一般にキャピラリーとして用いられるのは溶融シリカ

キャピラリーである．内径 25～100 μm，長さ 10～

100 cm のものが，特に分析用では内径 50 あるいは

75 μm，長さ 30～60 cm のものがよく用いられる．ま

た，溶融シリカキャピラリーの内表面を化学的にコー

ティングしたものも各種市販されている．これらは試料

のキャピラリー壁への吸着を抑え，同時に電気浸透流

（後述）を抑制するもの（主にポリエチレングリコール，

ポリビニルアルコールおよびポリアクリルアミド修飾な

ど）と，キャピラリー内表面を正電荷あるいは負電荷に

修飾し，同電荷イオンの吸着抑制と同時に安定な電気浸

透流を得られるものである．

CE では，キャピラリー中に泳動液を充填して高電圧

を印加して泳動する．泳動時にはキャピラリー両端は泳

動液および電極の入った泳動バイアルに浸けられる．電

極としては白金ワイヤーがほとんどの場合使われる．

CE の特長の一つとして高電圧（5～30 kV，特に 15～

20 kV がよく使われる）を印加可能なことが挙げられ

る．高電圧下では電気浸透流および各ゾーンの移動速度

が大きくなり（後述，式（11）参照），理論段数も向上

することで（式（13）参照）短時間での分離が可能と

なる．

2･2　試料注入法

CE における試料の注入体積は 3～100 nL 程度と非

常に少なくて済む（バンド幅～数 mm）．よって，CE
は生体試料などの希少試料の分離分析に有効である．試

料の注入法は主に 1）加圧，2）落差，および 3）電気

的導入法がある．1）加圧法ではキャピラリーの導入側

から加圧する（ポンプや窒素ガスなどによる）方法が一

般的である．全自動の CE 装置では圧力 p と時間 tinj を設

定して注入量を制御する．注入体積 v は Hagen-Poiseuille
の式から見積られる．
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v＝
Δpd 4πtinj

128hL     （8）

ここで，d は内径，h は粘度，L はキャピラリー全長で

ある．2）落差法は導入側と検出側のキャピラリー端の

高さに高低差をつけ（5～20 cm 程度），サイフォンの

原理で試料を導入する方法である．この方法は多少時間

がかかるものの再現性も良い．一方で，大容量注入

（4･1 節の CE 濃縮法を参照）するには時間がかかりす

ぎること，全自動 CE 装置ではこの導入法が適用できな

い機種もあること等の欠点がある．3）電気的導入法は

電圧を印加することで試料を導入する方法である．この

際，試料中のイオンは電気泳動的にキャピラリー内へ導

入される．また，電気浸透流（後述）が抑制されてなけ

れば，この効果も含めて注入される．イオンの注入量 Q

（注入体積ではないことに注意）は以下の式で見積もれ

る．

Q＝（μep＋μeo）Eπd 2Ctinj/4    （9）

ここで μeo は電気浸透流移動度（後述），C は導入する

イオンの濃度である．電気的導入法はイオンの電荷に対

してある程度の選択性のある導入方法であるが，試料の

イオン強度や μep によって注入量が変わり，また，注入

体積も明確にわからないことが多い．さらに，注入後に

バイアル中の試料組成が変化するため，試料の都度調製

が必要である．一方で，CE の分離様式の一つである

キャピラリーゲル電気泳動（CGE，3･4 節参照）では

流動性のないゲルが充填されているため圧力注入ができ

ないため，電気的注入法が専ら使用される（この場合，

電気浸透流は発生しない）．

2･3　検出法

HPLC ほど多様ではないものの，CE でも種々の検出

法が開発されている．ここでは代表的な 1）UV/Vis 吸

光光度検出，2）レーザー励起蛍光検出（LIF），3）電

気伝導度検出および 4）質量分析計（MS）について簡

単に説明する．

UV/Vis 吸光検出や LIF 検出では，光を入射するため

の検出窓をキャピラリーに作製する．一般にキャピラ

リー外側がポリイミドコーティングされた溶融シリカ

キャピラリーが販売されており，このコーティングを剥

離することで検出窓を作る．

1）UV/Vis 吸光検出は，最も一般的な手法であり，光

吸収を持つ分子であれば検出可能である．一方で，

Lambert-Beer の法則（吸光度は光路長に比例）に従うた

め，その検出感度は HPLC などと比べてかなり低い．

1 cm セルと比べてもキャピラリー内径は 1 ％ 以下であ

ることからもこの低濃度感度は当然である．CE-UV/Vis
検出の一般的な検出限界は μM レンジである．ただし，

CE は導入量が少ないことが特徴であり，物質量として

の検出限界は数十 fmol となり，その点では感度は悪く

はない．フォトダイオードアレイ（PDA）を内蔵する

機種ではピークのスペクトル情報も同時に獲得できる．

2）一般に蛍光分析は吸光分析よりも 10～100 倍程

度感度が高いが，レーザー光を使えばより感度は高くな

る．CE-LIF 検出では蛍光色素を使用すれば数百－サブ

pM の検出限界が得られる．ただし，レーザーの励起光

波長に合った蛍光物質にしか適用できない，すなわち非

蛍光物質の場合には蛍光ラベル化が必要である．また，

使用できるレーザー波長にも制限がある．これは反対

に，蛍光検出ならではの選択性があると言える．

3）非接触型電気伝導度検出器（capacitively coupled 
contactless conductivity detector, C4D）も市販されている．

この検出器は検出窓を作製する必要はなく，数 cm の検

出部（ヘッドステージ）にキャピラリーを通し，計測し

たいキャピラリー位置に設置するだけで良い．C4D は

市販 CE 装置には搭載されていないが，自分で取り付け

ることが可能である．原理的にはすべての電荷をもった

化学種の検出が可能であるが，泳動液の電気伝導度が高

いとバックグラウンドノイズが大きくなること，検出選

択性が低いこと等が短所となる．検出限界は一般に

UV/Vis 検出の数倍良いとされる．

4）質量分析計（MS）を CE に接続した CE-MS も現

在は比較的よく使われている．MS 検出は比較的高価な

装置オプションではあるものの，代謝物の一斉解析への

応用等においては，分子量情報（m/z）によって物質を

同定できるという点で他にない強力な検出法である．イ

オン化はエレクトロスプレー（ESI）法が使用されるこ

とが多い．一般にはキャピラリーを ESI インターフェー

スに接続し，シース溶液を流して高電圧をかけて噴霧 –
イオン化する．最近はシースレスのものも開発されてい

る．他の ESI-MS 同様，カチオン性化合物により感度

が高いことが多い．感度は nM 以下の化合物も検出可能

である．一方で，イオン化させるために揮発性溶媒の泳

動液を使うことが多く，泳動液の選択に制限があるため

（一般には酢酸やギ酸，アンモニア/水混合溶媒など），

分離モードに特殊なものを用いることができない（カス

タマイズの幅が狭い）ことが欠点である．

3　CEの分離様式

3･1　電気浸透流（EOF）
ここからは，CE で良く用いられる分離様式について

述べていくが，その前に CE において特徴的な電気浸透

流（electroosmotic flow, EOF）を説明する必要がある．

EOF とはキャピラリーチューブ等に高電圧を印加した

際に発生する流れのことである．CE では，試料はこの

EOF によって流されながら電気泳動分離されることが

多い．EOF が発生する原理を説明する（図 1 上）．溶融
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シリカキャピラリー内壁の表面にはシラノール基

（─ SiOH）が存在するが，pH 3 以上では一部酸解離し

ている（─ SiO－）．泳動液中の電解質（カチオン）が静

電相互作用によって解離シラノール基表面近くに位置す

ることで，電気二重層を形成する．ここに電圧を印加す

るとクーロン力によって電気二重層のすべり面のカチオ

ンがカソード方向へと移動する．これらカチオンは溶媒

和しており，バルクの溶媒と一緒に移動するため，キャ

ピラリー内の溶媒全体がカソード方向へと移動する流

れ，すなわち EOF が発生する．EOF の移動度 μeo は次

式で与えられる．

μeo＝
ez
h

    （10）

ここで e および z はそれぞれ比誘電率とゼータ電位で

ある．ゼータ電位は電気二重層のすべり面の電位であ

る．中性 pH 以上では多くのイオンの |μep| よりも |μeo|
は大きくなることが多い．つまり，ほとんどのイオンは

カチオン，アニオンにかかわらず EOF に運ばれて流れ

ていくことになる．EOF の流れの速度プロファイルは

栓流（plug flow，図 1 上）である．HPLC など圧力駆動

の流れ分離分析系のほとんどが層流（放物線流）を示す

のと大きく異なり，管軸方向への速度が管径方向に依存

せず一定である．これによりゾーンの拡散を最小限にと

どめられる．これが，CE が非常に高分離な手法である

一因である．

EOF の存在は，高速分離を可能にするため益すると

ころが大きいが，EOF を抑制したいというケースも存

在する．そのような場合には，装置の項で説明したよう

にコーティングキャピラリーを使用する．また，カチオ

ン性ポリマーでコーティングしたものでは EOF の向き

が溶融シリカキャピラリーの場合と反転するため，電圧

の極性を反転させて用いる．

3･2　キャピラリーゾーン電気泳動（CZE）
3･2･1　CZEの原理
キャピラリーゾーン電気泳動法（CZE）とは最も単

純で基本的な分離様式である．CE と呼称を区別しない

場合もある．溶融シリカキャピラリーを用いる CZE で

は，EOF の存在下でイオン性化合物を電気泳動分離す

ることになる．よって，あるイオンの見かけの泳動速度

vobs は，

vobs＝vep＋veo＝（μep＋μeo）E＝μobsE    （11）

となる．上述したように一般に |μep|＜|μeo| が成立する

ため，すべてのイオン性化合物は EOF に流れに乗り，

カソード側に設置した検出器まで運ばれる．その間にイ

オン性化合物は電気泳動的に（μep の違いに基づき）分

離する．つまり，EOF が HPLC などにおけるポンプの

役割を果たしている．よって CZE ではカチオンとアニ

オンの両方を一斉検出可能である（図 2 も参照）．式

（11）より，vobs はカチオン＞EOF（電気的中性分子）＞
アニオンとなる．また，式（3）より，カチオン（アニ

オン）では電荷 | q | が大きいほど早く（遅く），同じ q
であれば分子サイズの小さいものほど早く（遅く）検出

される．実際に見かけの電気泳動移動度 μobs を計測する

際は以下の式を用いる．

μobs＝
Ll
tV     （12）

t はピークの検出時間，V は印加電圧，L と l はそれぞ

れキャピラリー全長および有効長（検出器までの距離）

である．

次に分離効率に関して考えてみる．CZE での理論段

数 N は次式で与えられる．

N＝
μobsV
2Dm

    （13）

ここで Dm は拡散係数である．HPLC の段理論で出てく

る van Deemter 式と比べ，多流路拡散や物質移動の項が

存在せず，かつ CZE では栓流であるため，より狭いバ

ンドでの分離が可能なことが分かる．CZE では高電圧

の印加が可能であり，大きな μobs を得られるため，数万

から十万程度の N が容易に得られる．また，分離度 Rs

は

Rs＝
1
4

 Δμep    N
μep＋μeo

    （14）

となる．ここで Δμep および μep は分離する二つの物質の

移動度の差とその移動度の平均である．

3･3　ミセル導電クロマトグラフィー（MEKC）
CZE はイオン性化合物の分離分析が可能であるが，電

気的中性の化合物はすべて EOF と同じ速度で移動し，

EOF の検出時間と同じ時間で検出されるため，分離でき

ない．電気的中性化合物に対して CE の高分離能を適用す

るために開発されたのが MEKC（micellar electrokinetic 
chromatography）である．この手法は 1984 年に Terabe
らが初めて開発した日本で産まれた技術である5）．

MEKC では，泳動液に臨界ミセル濃度（CMC）以上の

濃度でイオン性界面活性剤を添加する．界面活性剤は親

水性ヘッドグループが溶媒に接し，疎水性テールグルー

プが非極性のコアとなったほぼ球形の分子集合体（ミセ

ル）を形成する．このミセルが擬似固定相として機能

し，ミセル内部と泳動液間で電気的中性化合物の分配平

衡が起こる．かつイオン性ミセル自体は電気泳動するた

め，電気的中性化合物でも逆相─ HPLC のように分離で

きる．MEKC に適した界面活性剤としてドデシル硫酸
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ナトリウム（陰イオン性）が最も一般的であるが，臭化

セチルトリメチルアンモニウム（陽イオン性）なども用

いられる．

MEKC においてミセルに分配される電気的中性化合

物の泳動時間 tR は次のように表される．

tR＝
（1＋k' ）teo

1＋（teo/tmc）k'     （15）

ここで k' は保持係数，tmc はミセルを試料とした時の検

出時間であり，tR は常に teo と tMC の間にある．MEKC
では CZE と異なり，k' が分離を制御する主なパラメー

ターとなる．分離度は式（16）で与えられる

Rs＝
    N
4

 α－1
α

 
k2'

1＋k2'  
1－teo/tmc

1＋（teo/tmc）k1'     （16）

ここで分離係数 α は k2' /k1' である．式（16）の第一項

は分離効率，第二項は分離選択性，第三と第四項で保持

性能を表している．

3･4　キャピラリーゲル電気泳動（CGE）
CGE はキャピラリーにゲルを充填して行う電気泳動

で，分離原理は 1･2･2 項で説明した．平板ゲルのスラ

ブゲル電気泳動では，電圧を印加した際のジュール熱の

発生により，高電圧の付加が不可能であったり（一般に

は 200 V 程度まで），バンドの拡散などが生じて分離効

率が大きく低下したりする．一方，CGE だけに限らず

CE 全般においては，効率的に熱を放散させられるため，

高電圧（最大 30 kV）を印加できる．この高電圧印加に

より高効率かつ高速な分離が可能であることが CGE の

大きな利点である．

ゲルマトリクスとしては，架橋ポリマーとしてポリア

クリルアミドゲルが良く使用される．これはスラブゲル

電気泳動と同様であるが，固定化ゲルの場合，EOF は

完全に抑制される．あるいは非架橋ポリマー溶液を圧力

充填する手法もよく用いられている．ポリマーとしては

ポリアクリルアミド，ヒドロキシアルキルセルロース，

ポリビニルアルコール，デキストラン，アガロースなど

が用いられる．ゲル細孔径は実験条件によって 1 nm 程

度まで制御可能である．検出は用途により，UV/Vis，
LIF，MS などが用いられる．

CGE は，μep が同程度であり，分子量あるいは分子の

相対的な大きさの違いで分離をしたい場合に有力な分離

様式である．分析対象となる物質はタンパク質，ペプチ

ド，DNA，RNA およびオリゴヌクレオチドなどの生体

高分子が主である．分離原理から q/a が同じであれば，

小さい分子が最も速く移動し，大きい高分子は最も遅く

移動する．CGE は，スラブゲルの SDS ─ポリアクリル

アミド電気泳動と比べて試料導入量が少なくて済み，よ

り短時間で同等以上の分離を示すため，分析法として有

用である．一方で，CGE の欠点としては，その試料導

入量の少なさから回収・精製には不向きである点が挙げ

られる．

3･5　 キャピラリー等電点電気泳動（cIEF）
cIEF はチューブゲル電気泳動で用いられる等電点電

気泳動（IEF）をキャピラリーで行うものであり，原理

自体は IEF と変わらないため，ここではごく簡単に述

べるに留める．IEF はタンパク質やペプチドの等電点

pI の差異に基づいて物質の濃縮と分離を同時に達成す

る手法である．試料と pI 値の異なる両性電解質の混合

物（ポリマーを含む）を充填することで pH 勾配を分離

場に形成する．その結果，試料はそれぞれ pI 位置まで

泳動し濃縮（フォーカシング）される．これを，EOF
を抑制したキャピラリー中で行うのが cIEF である．

cIEF はチューブゲル電気泳動と異なり，フォーカシン

グした後に検出器までタンパク質ゾーンを移動させるこ

とが必要である．そこで，フォーカシング後に泳動液を

塩溶液（あるいは酸，塩基溶液）に置換して電圧を印加

する手法がある．これにより，pH 勾配をなくしてタン

パク質に実効電荷を与えることで検出器までフォーカス

されたゾーンを移動させることができる．他にも圧力や

EOF で送液する方法もある．また，キャピラリー全体

をイメージングする方法なども開発されている．cIEF
は 0.005 pI 単位の差異でも分離できるとされ，様々な

タンパク質の分析，アイソフォームの分析，pI の測定

に用いられる．

3･6　 CEを用いる実際法
CZE は基本的にすべてのイオン性化合物に適用可能

である．金属イオン，有機イオン，無機イオン，タンパ

ク質等への応用が多い．実際法としては，めっき液の分

析（金属イオン，無機陽イオン，有機酸，無機陰イオ

ン）には CE が欠かせないものとなっている（図 2）．

図 2　無電解めっきの CZEの例
大塚電子株式会社から提供．
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汎用的な直接および間接吸光検出が用いることができ，

めっき液試料は希釈して CE に直接導入可能である．前

処理が要らず，短時間でのめっき液分析が可能な手法

は，現在のところ CE のみである．また，環境試料や工

業排水試料などの金属イオン，陰イオン分析としても

CZE は有用である．米国環境保護庁（EPA）（SW-846 
Test Method 6500）6）や ASTM 規格（ASTM-6508）の

水試料中の陰イオン分析法にも採用されている．この方

法は，クロム酸塩を泳動液に添加した間接吸光検出であ

り，飲料水，排水，地下水に対し，0.1～50 ppm の無

機陰イオンを 5 分以内で分析可能である．他にも酒類

などの食品中の有機酸や薬剤および麻薬成分の CE-MS
分析など非常に多くの実際的な例がある．また，生体物

質に対して公定法として定められた CZE の例としては，

米国薬局方（USP）のヘパリンの分析がある．この方法

ではブタ由来のヘパリンナトリウムを酸性条件下のリン

酸緩衝溶液を泳動液として紫外吸光検出している．

実用レベルでの生体物質分離という点では，メタボロ

ミクス（代謝物質の網羅的分析）において CE-MS が欠

かせない手法である．代謝物としては，アミノ酸，アミ

ン，核酸塩基，ヌクレオシド，有機酸（リン酸化物を含

む），ヌクレオチド，ニコチンアミド，ケトン体等と非

常に多くのものに対して適用可能である．これは CE の

イオン性化合物に対する高い空間分離能と MS の物質

同定能が組み合わさったことで網羅的分析が可能となっ

た代表例である．

薬剤の CE 分析例としては，ゾルミトリプタンやロピ

バカイン塩酸塩（S ─エナンチオマー）の純度測定が

USP に掲載されている．これらの方法では共に β ─シク

ロデキストリン（CD）類縁体を泳動液に添加し，R 体

との分離を達成している．ここでは包接化合物である

CD 類縁体がキラル認識試薬（キラルセレクター）とし

て用いられている．このような分離様式は CDCE とも

呼称される．

CGE の実際的利用法としては，DNA 配列の決定法

（シークエンシング）が欠かせない．これによりサン

ガーシーケンスの自動化が可能となり，ヒトゲノム計画

や 2001 年アメリカ同時多発テロ事件におけるワールド

トレードセンター倒壊後の遺留物の特定などに寄与する

こととなった（本稿ではサンガー法については触れな

い）．次世代シーケンス（NGS）が主流となった現在で

も幾つかの会社でシーケンス用の機器として販売，ある

いはシーケンス委託業務に使用されている．また，近年

では CGE は抗体薬（図 3）や mRNA ワクチンの品質

管理法としても利用されている．mRNA 分析について

は USP にも記載されている．この方法では 1.3 MDa の

1 ％ ポリビニルピロリドンをポリマーマトリクスとし

て用い，RNA を UV 検出あるいは蛍光染色試薬存在下

で LIF 検出する．2020 年に始まったコロナウィルスの

パンデミック以降の mRNA ワクチンの需要を考えても

重要な手法の一つとなるであろう．

4　その他の CE技術

4･1　オンキャピラリー濃縮法

CE の低感度を解決するために多くのオンキャピラ

リー濃縮法が開発されている．オンキャピラリー濃縮法

は公定法等に記載されている例は少ないものの，実試料

を計測可能な手法が幾つも開発されている7）．ここでは

代表的な濃縮法を簡単に紹介する．

電場増幅試料注入法（FASI）8）と電場増幅試料スタッ

キング（FASS）法9）は類似の原理の濃縮法である10）．

試料の電気伝導率（抵抗）が泳動液の伝導率よりも著し

く低い場合には，電圧を印加した際にそのゾーンに対し

て大きな電場勾配が生じる．よって試料中のイオンは加

速して泳動するが，高伝導率な泳動液ゾーンとの境界で

電場勾配が小さくなり失速する．つまり，試料と泳動液

の境界線にイオンが積み重なっていく．これをスタッキ

ングと呼ぶ．このスタッキングを試料注入の際に行うの

が FASI である．一方，低電気伝導度な試料を圧力注入

し，泳動中にスタッキングするのが FASS である．

FASS では泳動時に試料と泳動液の緩衝溶液が混合さ

れ，自動的に CZE 分離モードに移行する．これらの手

法では千倍近くの濃縮効果が得られるときがあるが，試

料の電気伝導率に濃縮倍率が左右される．また，各ゾー

ンでの EOF が異なりピークが歪むため，分離の再現性

にも問題が生じることがある．

電気伝導度の違いによる濃縮を原理としながらも CE
としては大容量の試料体積を正確に導入できる方法に大

量試料注入スタッキング（LVSS）がある11）．試料を

キャピラリーチューブ全体に導入し，EOF 反転剤の存

在下でキャピラリー入口方向へとスタッキングする．試

料のほとんどが濃縮され，キャピラリー内が泳動液で満

図 3　IgG抗体 Trastuzumabの CGEによる加速試験の例
株式会社エービー・サイエックスから提供．
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たされると同時に自動的に EOF が反転し，通常の CZE
モードへと移行するという手法である．他にも pH ジャ

ンプによる移動度の変化で境界にスタッキングする動的

pH ジャンクション法もある12）．この方法では，試料と

泳動液とで異なる pH を設定することで，（酸解離反応

などに基づき）試料ゾーンでの移動度が，泳動液での移

動度よりも非常に大きい分析対象物質に対して，試料

ゾーンと泳動液との境界面での濃縮が可能である．

また，過渡的等速電気泳動（tITP）法という方法もあ

る13）．ITP は，濃縮したい標的イオン（S）を含むゾー

ンを，標的よりも | μ | の大きいリーディングイオン

（LI）と | μ | の小さいターミナルイオン（TI）を含む

ゾーンで挟み込んで電気泳動する方法である．この時，

TI＞S＞LI の序列で泳動し，各イオンは混ざり合わずに

移動し，試料ゾーンの S が濃縮されて最終的には等速

で移動する定常状態となる．LI，S，TI を順次圧力注入

して，泳動初期に ITP 濃縮を起こし，泳動が進むにつ

れ泳動液が混合し CZE 分離に過渡的に移行させるオン

キャピラリー濃縮─分離法が tITP である．tITP は様々

なイオン性化合物に適用可能であり，数桁の濃縮が可能

である．日本においても，FASI と tITP を結合し，金属

イオンに対し約 3000 倍の濃縮を達成した electrokinetic 
supercharging 法14）や tITP と LVSS 法を組み合わせ，糖

鎖分子を約 2000 倍濃縮し，超高感度 CE-LIF，CE-MS
検出を達成した LDIS 法15）など，多くの実際的な手法が

開発されている．

MEKC のように擬似固定相との分配を利用したオン

キャピラリー濃縮法にスウィーピング法がある16）．ス

ウィーピングでは，通常 EOF は抑制しておき，大容量

の試料を注入した後，キャピラリー入口から荷電ミセル

を泳動させる．試料分子はミセルに強く分配し試料ゾー

ンとミセルゾーンの境界に濃縮される．濃縮後は通常の

MEKC モードで分離がなされる．スウィーピングが用

いられる系では数千倍に及ぶ濃縮も可能である．

4･2　CEによる化学平衡・速度計測法
CE は分離定量法としてだけでなく，反応解析法とし

ても応用できる．オンキャピラリーでの早い動的平衡に

ある反応（酸解離平衡や錯形成平衡）であれば，対象物

質の μep の pH あるいは錯形成試薬濃度の依存性を CZE
測定することで，平衡定数を得ることができる．CE 分

離のタイムスケールに対して反応速度が遅い場合には，

CZE で生成物と反応物に分離してそれらの濃度を定量

して平衡定数を求められる．平衡解析における CE の利

点は，不純物や分解物が系に存在する場合や，分光学的

にシグナルを分離できない反応系でも，正確な物理化学

定数を決定可能な点である17）．

反応速度の CE 解析も行われている．金属錯体の解離

反応速度に対して，キャピラリー電気泳動反応器（CER）

が報告されている．CER ではキャピラリー壁の x 電

位18）あるいは電圧19）を制御し，泳動時間（＝反応時間）

を制御し，標的分子のピーク強度の変化を観測する．ま

た，DNA とタンパク質の相互作用解析に用いられる平

衡混合物の非平衡 CE 法（NECEEM 法）では，生成物

と反応物のピーク，およびピーク間に生じるブリッジ部

分を解析することにより，平衡定数と速度定数を一度の

計測で決定できる20）．また，モーメント理論に基づく

ピーク解析により，比較的高速な反応（秒オーダー）に

対する分子間相互作用の速度定数の決定法も報告されて

いる21）．類似の平衡および速度解析手法は HPLC でも

開発されているが22），CE を用いる利点は，固定相を必

要としないため，1）単純な系での正確な測定が可能で

あること，2）固定相と相互作用する生体物質の変性を

起こさずに正確に計測できること，3）反応前後で電荷

に少しでも違いが生じれば測定可能であることである．

5　最　後　に

最初の項で CE の特長を述べたように，最後に CE 法

の短所を述べておく．現在でも CE は HPLC と比べる

と再現性が低いことは否めない．HPLC ではピーク面

積の精度は 1 ％ 以内のこともしばしばあるが，CE で

は 5 ％ 以内を確保できるというところであろう．

一方，近年の CE 研究に目を移すと，分離においては

分子だけでなくより大きな粒子（細菌細胞23）24），動物

細胞25），細胞内小器官26）27）やナノ粒子28）29））の分離に

も有効であることが示されている．また，反応解析法の

発展形としては分子認識能を有する核酸（アプタマー）

の in vitro 選抜にも応用されており30～32），分子発見器と

しての役割も果たしている．この様に CE 研究は多様な

方向へのさらなる展開を見せている．

CE 研究に取り掛かりたい場合には，日本には多くの

CE 研究者がいるので，コンタクトすることも一つの方

法である（本稿では日本人研究者の論文も多く引用し

た）．本稿を読んで CE についてより詳細な知識を得た

ければ比較的平易な日本語の参考書も出版されてい

る33）34）．また，最新の研究動向を知りたい場合には，

日本分析化学会の電気泳動セッション（年会と討論会の

年二回）や電気泳動懇談会主催のキャピラリー電気泳動

シンポジウム（年一回）で様々な新規手法の取り組みが

毎年報告・討論されている．また，電気泳動研究懇談会

の HP も参照されたい35）．
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