
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　毛管電気泳動を用いて試料中のイオンを検出するプローブであって、少なくとも 1種の
ビニル性カルボン酸化合物（トロポロンを除く）から構成されていることを特徴とする、
前記プローブ。
【請求項２】
　少なくとも 1種の前記ビニル性カルボン酸化合物が、 1つ以上の炭素 -炭素二重結合又は
炭素 -窒素二重結合を介して 1つ以上のカルボニル官能基と結合している 1つ以上のエノー
ル官能基を有する、請求項 1記載のプローブ。
【請求項３】
　少なくとも 1種の前記ビニル性カルボン酸化合物が前記化合物のケト -エノール互変異性
体として存在している、請求項 1記載のプローブ。
【請求項４】
　少なくとも 1種の前記ビニル性カルボン酸化合物がビニル性カルボン酸官能基の一部で
ある安定化共鳴構造をもつ芳香族化合物である、請求項 1記載のプローブ。
【請求項５】
　少なくとも 1種の前記ビニル性カルボン酸化合物がケト -エノール互変異性体のヘテロ原
子類縁体である、請求項 1記載のプローブ。
【請求項６】
　少なくとも 1種の前記ビニル性カルボン酸化合物がビニル性カルボン酸官能基の一部で
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ある安定化共鳴構造をもつヘテロ原子芳香族化合物である、請求項 1記載のプローブ。
【請求項７】
　 1種以上の前記ビニル性カルボン酸化合物が 3,4-ジヒドロキシ -3-シクロブテン -1,2-ジ
オン ; 2,5-ジヒドロキシ -1,4-ベンゾキノン；  4,5-ジヒドロキシ -4-シクロペンテン -1,2,
3-トリオン ; 5,6-ジヒドロキシ -5-シクロヘキサン -1,2,3,4テトラオン ; 2-ヒドロキシ -1,
4-ナフトキノン ; 3-オキソ -1-グロフラノラクトン ; 2,2-ジメチル -1,3-ジオキサン -4,6-
ジオン ; 4-ケトブチロラクタム ; 5,5-ジメチル -1,3-シクロヘキサンジオン ; テトラヒド
ロフラン -2,4-ジオン ; 6-ヒドロキシ -1-テトラロン ; 2,3-ジヒドロキシ -2-シクロプロペ
ン -1-オン及び尿酸からなる群より選ばれる、請求項 1記載のプローブ。
【請求項８】
　少なくとも一種の前記ビニル性カルボン酸化合物が該ビニル性カルボン酸の UV発色団を
変化させない周縁置換基を有する、請求項７記載のプローブ。
【請求項９】
　少なくとも 1種のビニル性カルボン酸化合物が約２～５ｍＭの濃度で存在する、請求項
１記載のプローブ。
【請求項１０】
　前記プローブがビニル性カルボン酸化合物のカチオンエノールエステル誘導体 カ
チオンエノールアミド誘導体を含む、請求項１記載のプローブ。
【請求項１１】
　前記プローブが毛管電気泳動システムに用いられるキットに備えられている、請求項１
～ のいずれか一項に記載のプローブ。
【請求項１２】
　前記プローブが毛管電気泳動システムに備えられている、請求項１～ のいずれか一
項に記載のプローブ。
【請求項１３】
　 エノールエステル誘導体が下記構造を有する、請求項 記載のプローブ：
　
　
　
　
　
式中、Ｘ -はイオン化可能な対イオンであり、Ｒ +は有機カチオン基である。
【請求項１４】
　 エノールアミド誘導体が下記構造を有する、請求項 記載のプローブ：
　
　
　
　
　
式中、Ｘ -はイオン化可能な対イオンであり、Ｒ +は有機カチオン基である。
【請求項１５】
　間接検出による毛管電気泳動を用いて試料中のイオンを検出するためのバックグラウン
ド電解液であって、
　ビニル性カルボン酸化合物である少なくとも 1種のプローブ ; 及び
　緩衝液
を含んでいる、前記バックグラウンド電解液。
【請求項１６】
　 1種以上の該ビニル性カルボン酸化合物が約 2～ 5 mMの範囲にある濃度で存在している、
請求項 記載のバックグラウンド電解液。
【請求項１７】
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　前記バックグラウンド電解液が毛管電気泳動システムに用いられるキットに備えられて
いる、請求項 または 記載のバックグラウンド電解液。
【請求項１８】
　毛管電気泳動法を用いて試料中のイオンを間接的に検出する方法であって、
　該試料を、少なくとも一つのプローブがビニル性カルボン酸化合物である一つ以上のプ
ローブと緩衝液を含むバックグラウンド電解液を含む毛管に導入する段階 ;
　該毛管に沿って電場を加えて該試料中の該イオンを該毛管に沿って検出領域に移動させ
及び毛管に沿って分離させる段階 ; 及び
　紫外光度検出によって間接的に該イオンを検出する段階
を含む、前記方法。
【請求項１９】
　前記毛管の内部が陰極電気浸透流れを逆転させるように処理されている、請求項１８記
載の方法。
【請求項２０】
　 1種以上の前記プローブが、異なる分子量のイオンを前記試料中で検出することができ
るように選ばれる、請求項１８記載の方法。
【請求項２１】
　前記イオンがアニオンであり、前記毛管が陽極毛管であり、及び前記アニオンの陽極流
れが前記毛管内で生じる、請求項１８記載の方法。
【請求項２２】
　 前記バックグラウンド電解液が電気浸透流調整剤を含み
、 前記アニオンの陽極流れが前記毛管内で生じ、 1種以上の前記プローブが十分に高
いモル吸光度を有し、その濃度が該毛管内に該調整剤が沈殿することを避けるのに十分低
い濃度である、請求項１８記載の方法。
【請求項２３】
　請求項１～ に記載のプローブを用いて、毛管電気泳動により試料中のイオンを間接
的に検出する方法。
【請求項２４】
　試料中のイオンを間接的に検出するための毛管電気泳動装置であって、
　請求項 または に記載のバックグラウンド電解液を有する毛管 ;
　該毛管に沿って電場を加えて該イオンを該毛管に沿って検出領域まで移動させ及び毛管
に沿って分離させる電源 ; 及び
　間接紫外光度検出によってイオンを検出する検出器
を含んでいる、前記装置。
【発明の詳細な説明】
【０００１】

本発明は、一般的には、毛管電気泳動用プローブ及び毛管電気泳動法に関する。更に詳細
には、本発明は、ビニル性カルボン酸化合物から構成される新規な毛管電気泳動プローブ
の種類、及びそれを用いる毛管電気泳動法に関する。
【０００２】

超純水、即ち、低濃度のイオン化学種を有する水は、多くの工業プロセスに必要とされて
いる。例えば、超純水は、欠陥のないデバイスを生産する半導体デバイスの処理に必要と
されている。超純水を必要とする他の工業は、医薬、農薬、化学及び食品工業である。超
純水は、また、原子炉に、特に腐食防止のために必要とされている。加圧水型原子炉（ PW
R）や沸騰水型原子炉（ BWR）のような軽水炉（ LWR）内の水中のイオン化学種のモニタリ
ングは、腐食を制御することが不可欠である。原子力プラント内のイオン化学種のモニタ
リングは、非常に低濃度を、一部の用途においては一兆分率（ ppt）程度の濃度で監視す
ることができなければならない。
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水中のイオン化学種の存在を検出するために導電率検出や光度検出が用いられてきた。現
在、ほとんど全部の原子力プラントには、イオン化学種の通常のモニタリングにインライ
ンイオンクロマトグラフィー（ IC）が用いられている。 ICモニタリングに伴う多量のサン
プリング量が必要とされることや分析時間が長いことと共に消費コストが高いことが、代
替的測定法又はモニタリング法を開発させる少なからぬ動機になっている。
【０００３】
その代替法の 1つが毛管電気泳動（ CE）であり、この方法は 10分の１～ 100分の１のより少
ない溶離体積ですみ、また測定時間が 1桁速い（典型的には、 ICの 15～ 30分に対して 3分未
満）。更に、 CEは 3～ 6桁少ない量の分析試料ですみ、放射線廃棄物コストが増大している
原子炉の水の分析に特に好ましい。 CEは、また、 ICでは簡単に行えない遷移金属同時分離
も可能である。 CEの概論は、テキス、 Capillary Electrophoresis of Small Molecules a
nd Ions, Peter Jandik, Gunther Bonn, 1993, 特に Chap. 3に見ることができる。
CEシステムの開発に多くの努力が集中してきた。 Jonesらの特許第 5,566,601号には、感度
とイオン化学種の分解能が改善されたゾーン毛管電気泳動による溶液中のイオンを分離、
同定及び測定する方法が記載されている。該方法には、選択された可視又は UV吸収アニオ
ン又はプローブを含有する担体電解液で充填された小さい口径の毛管にイオン化学種を含
有する試料を導入することが必要である。毛管カラムに電圧をかけ、イオンをその移動度
に従って溶離させる。紫外（ UV）吸収イオンも UV透過イオンも UV/可視光度モニタリング
によって検出及び定量され得る。光吸収アニオンとして、例としてモリブデン酸、タング
ステン酸、フェロシアン酸、臭素、ヨウ素及び重クロム酸より選ばれたものを用いること
が示されている。
文献に述べられているように、 CEシステムの開発の態様は、 CEに用いられるプローブの選
択に集中してきた。認知できる吸光度がない無機化学種又は低分子量有機化学種（即ち、
『問題の化学種』又は分析物）の検出の場合、 CE検出は、典型的には、 UV吸収化学種‐プ
ローブとも呼ばれる -を含むバックグラウンド電解液（ BGE）を用いた間接検出により行わ
れる。 UV透過分析物は、プローブを分析物で置き換えることにより検出される。
【０００４】
プローブの選択に多くの要素が重要であることが示されている。まず、プローブの電気泳
動移動度（μ）が考慮され、問題の分析物の移動度と厳密に同じでなければならない。第
2に、 CEシステムの検出可能最低濃度 cl i mが考慮され、次の関係が確立している。
cl i m  = cm /(TR× DR)　　　　　　　　　　　　　　　 (1)
（式中、 cmはプローブの濃度であり、 TRは移動比であり、 DRは与えられたシグナルに対す
るシグナル -ノイズ比の基準（ a measure）である動的リバースである。）移動比は、各当
量の分析物イオンによって置き換えられるプローブイオンの当量数である。例えば、一般
的プローブのピロメリト酸の移動比は 1価イオンについては 0.25、 2価イオンについては 0.
5である。動的リザーブは、下記の関係によって示される。
DR = (ε・ L・ cm )/AN　　　　　　　　　　　　　　　 (2)
（式中、εはプローブのモル吸光度であり、 Lは毛管を通る光の路長であり、 ANは検出波
長の関数である吸光度ノイズレベルである。式 2の DRを式 1に挿入すると、次の検出可能最
低濃度の式が得られる。
cl i m  = AN/(ε・ L・ TR)　　　　　　　　　　　　　　 (3)
これらの原理と式の概論は、 Capillary Electrophoresis of Small Molecules and Ions,
 Peter Jandik, Gunther Bonn, 1993, Chap. 3, 特に p.134-150に見ることができる。
【０００５】
多くのプローブが従来技術において教示されている。例えば、米国特許第 5,128,005号に
は、クロム酸イオンを用いることが教示されている。米国特許第 5,156,724号には、 UV吸
収アミン又は複素環式硫酸化合物を用いることが教示されている。米国特許第 5,104,506
号には、クロム酸塩とアルキル第四級アンモニウム塩を用いることが教示されている。 CE
において間接検出するために従来技術において用いられた他のプローブは、芳香族化合物
のピロメリト酸である。
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一般的には、満足すべきプローブの多くの基準は、従来技術に述べられている。特に分析
物の移動度は、プローブの移動度と一致させることが重要である。プローブの高モル吸光
度も重要である。高モル吸光度がプローブによって示される検出波長は他の重要な基準で
ある。例えば、検出波長は、 ANを最低にする値、及び分析物の吸光バンドとの矛盾を避け
る値であることが有益である。更に、アニオンプローブの溶解度は、逆方向電気浸透流れ
（ EOF）調整剤を用いて沈殿を避ける場合に重要である。モル吸光度の小さいプローブに
ついては、十分な検出可能最低分析物濃度を得るために高いプローブ濃度が必要である。
高いプローブ濃度は、毛管内の動的 EOF調整剤の『プローブ誘導』沈殿による潜在的問題
が生じ得る。これらの及び他の基準の概論は、例えば、 James S. Fritz, Recent develop
ments in the separation of inorganic and small organic ions by capillary electro
phoresis; J. of Chromatography A, 884(2000) 261-275; Philip Doble, Miroslav Mack
a, Paul R. Haddad, Design of background electrolytes for indirect detection of a
nions by capillary electrophoresis, Trends in Analytical Chemistry, vol. 19, no.
 1, 2000, pgs 10-17に見ることができる。
【０００６】
プローブの開発に多くの努力が集中されてきたが、今日までのところ用いうる従来技術の
プローブは十分に満足なものではない。上述した所望の基準とは反対に、従来技術のプロ
ーブは、低 UVスペクトル、即ち、検出波長における吸光度が強い結果となり、これは分析
物又は問題の化学種が強い吸光度を示すまさにその領域である。問題の分析物の吸光度の
この類似性は、分析物の間接検出を難しくする。また、これらの低い波長では吸光度ノイ
ズが高くなり、よって動的リザーブが減少する。更に、検出可能最低濃度 cl i mは、他の最
適検出波長のモル吸光度εが多くは小さいために半導体、原子力及び他の工業における多
くの用途にはしばしば高すぎる。更に、ピロメリト酸のような多重イオン化プローブの移
動比は低く、高い最低検出可能濃度になる。更に、そのようなプローブは、典型的には、
狭い範囲の分析物を検出するのにだけ用いられ、広い範囲の用途には適用できない。従っ
て、プローブと CE法の改善の継続した開発が興味深い。
【０００７】

一般的には、本発明の目的は、新規な毛管電気泳動プローブの種類、及びそれを用いる毛
管電気泳動法を提供することである。
本発明者らは、１種以上のビニル性カルボン酸化合物から構成される新規な種類の毛管電
気泳動プローブを発見した。特に、本発明のビニル性カルボン酸化合物は、 1つ以上の炭
素 -炭素二重結合又は炭素 -窒素二重結合を介して 1つ以上のカルボニル官能基と結合して
いる 1つ以上のエノール官能基を含む化合物として定義される。好ましくは、本発明のビ
ニル性カルボン酸化合物は環状化合物である。本発明のビニル性カルボン酸化合物には、
更に、互変異性体、特にケト -エノール互変異性体が含まれる。本発明のビニル性カルボ
ン酸化合物には、更に、上記結合が芳香族化合物の 1つ以上の安定化共鳴形態によって得
られる化合物が含まれている。本発明のビニル性カルボン酸化合物は、また、カチオン化
合物であってもよい。即ち、正に荷電した基を用いることにより正に荷電していてもよい
。例においては、カチオン化合物には、ビニル性カルボン酸化合物のカチオンエステル誘
導体が含まれる。他の例においては、カチオン化合物には、ビニル性カルボン酸化合物の
カチオンアミド誘導体が含まれる。
【０００８】
本発明の他の態様においては、毛管電気泳動により水中のイオンを検出する方法であって
、一部の水が UV吸収化学種又は 1種以上のビニル性カルボン酸化合物から構成されるプロ
ーブを含んでいるバックグラウンド電解液で充填された毛管に水を導入する、前記方法が
提供される。水中に存在するイオンを毛管に沿って移動させ分離するために毛管に沿って
電圧がかけられる。イオンが UV吸収化学種に置き換えられ、 UV/可視光光度検出器によっ
て間接的に検出される。
本発明の他の態様においては、毛管電気泳動装置であって、 1種以上のプローブ又は 1種以
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上のプローブの組合わせ及び緩衝液を含むバックグラウンド電解液を該毛管に入れ、 1種
以上の該プローブが 1種以上のビニル性カルボン酸化合物から構成されている、前記装置
が提供される。
本発明の他の態様においては、毛管電気泳動を行うための 1種以上の試薬を含有するキッ
トが提供され、 1種以上の該試薬が 1種以上のビニル性カルボン酸化合物から構成されてい
る 1種以上のプローブを含んでいる、前記キットが提供される。また、該試薬は、 1種以上
の緩衝液を含んでいてもよい。
本発明は、次の詳細な説明が添付の図面と共に読み取られるときに更に明らかに理解され
るであろう。
【０００９】

本発明者らは、毛管電気泳動（ CE）に用いられる UV吸収化学種又はプローブの新規な種類
及びそれを用いる方法を発見した。プローブと UV吸収化学種という用語が同意語であり、
本説明全体で同じ意味に用いることができる。特に、本発明の毛管電気泳動プローブは、
1種以上のビニル性カルボン酸化合物から構成されている。これらの化合物のプローブと
しての適合性は予想できなかった。特に、本発明のビニル性カルボン酸化合物は、 1つ以
上の炭素 -炭素二重結合又は炭素 -窒素二重結合を介して 1つ以上のカルボニル官能基と結
合している 1つ以上のエノール官能基を含んでいる化合物として定義されている。ビニル
性カルボン酸化合物の概説は、 G.V.Perz & Alice L. Perez, Organic Acids without a C
arboxylic Acid Functional Group, J. of Chemical Education, Vol. 77, No. 7, Jul. 
2000, pgs.910-915に見ることができる。好ましくは、本発明のビニル性カルボン酸化合
物は環状化合物である。また、本発明のビニル性カルボン酸化合物には本発明のビニル性
カルボン酸化合物ケト -エノール互変異性化を行った他の構造の互変異性体が含まれるこ
とは当業者によって理解されなければならない。また、本発明のビニル性カルボン酸化合
物には芳香族構造が含まれることは当業者によって理解されなければならない。下記に記
載されるように、本発明のビニル性カルボン酸化合物は、アニオンであってもカチオンで
あってもよい。これにより、アニオン分析物とカチオン分析物双方の検出が可能である。
【００１０】
本発明のビニル性カルボン酸化合物は、結合している。結合は 2つの形を取ることができ
る。まず、結合は、 1つ以上の炭素 -炭素二重結合又は炭素 -窒素結合を介して存在するこ
とができる。即ち、線状結合である。また、結合は、芳香族化合物の 1つ以上の安定化共
鳴構造がビニル性カルボン酸である場合に芳香族系を介して存在することができる。線状
結合と芳香族結合は、ヘテロ原子を含む化合物中に存在することもできる。結合が芳香族
系か又はヘテロ芳香族系を介して存在する場合、本発明の適切な化合物は安定化共鳴構造
を生じる。
ビニル性カルボン酸化合物から構成される本発明のプローブの代表例としては、次の化合
物 : 3,4-ジヒドロキシ -3-シクロブテン -1,2-ジオン（スクエア酸） ; 2,5-ジヒドロキシ -1
,4-ベンゾキノン ; 4,5-ジヒドロキシ -4-シクロペンテン -1,2,3-トリオン（クロコン酸） ;
 2-ヒドロキシ -2,4,6-シクロヘプタトリエノン（トロポロン） ; 6-ヒドロキシ -1-テトラ
ロン又は 5,5-ジメチル -1,3-シクロヘキサンジオン（ジメドン）が含まれるがこれらに限
定されない。これらの化合物は、下記式として示される。
【００１１】
【化１】
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【００１２】
本発明の化合物には、例えば、下記に示されるビニル性カルボン酸 UV発色団を変化させな
い周縁置換が含まれる。
【００１３】
【化２】
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【００１４】
本発明の定義と一致する化合物の他の例としては、更に、 5,6-ジヒドロキシ -5-シクロヘ
キセン -1,2,3,4-テトラオン（ロジゾン酸） ; 2-ヒドロキシ -1,4-ナフトキノン ; 3-オキソ
グロフラノラクトン ; 2,2-ジメチル -1,3-ジオキサン ; 4,6-ジオン -4-ケトブチロラクタム
; テトラヒドロフラン -2,4-ジオン ; 2,3-ジヒドロキシ -2-シクロプロペン -1-オン（デル
タ酸）又は尿酸が含まれる。上記のように、本発明の実施態様には、互変異性体、特にケ
ト -エノール互変異性体が含まれる。本発明のケト -エノール互変異性化平衡の例を次に示
す。
【００１５】
【化３】
　
　
　
　
　
　
　
　
【００１６】
また、上記のように、本発明の実施態様には、ビニル性カルボン酸が安定化共鳴形態であ
る芳香族構造を介した結合が含まれる。この例を下記に示す。
【００１７】
【化４】
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【００１８】
特に有利には、本発明のビニル性カルボン酸化合物は、また、正に荷電した基を用いるこ
とにより正に荷電することができる。そのようなカチオンビニル性カルボン酸誘導体の例
としては、ビニル性カルボン酸化合物のカチオンエステル誘導体が含まれる。そのエステ
ル誘導体化合物の例は、下記に示されるスクエア酸のエステル誘導体である。
【００１９】
【化５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００２０】
他の実施態様においては、カチオンビニル性カルボン酸誘導体としては、ビニル性カルボ
ン酸化合物のカチオンアミド誘導体が含まれる。そのアミド誘導体化合物の例は、下記に
示されるスクエア酸のアミド誘導体である。
【００２１】
【化６】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００２２】
本発明のプローブは、毛管電気泳動バックグラウンド電解液（ BGE）を得るために緩衝液
と混合することができる。また、 BGEは、緩衝液を含めずにプローブのみを含むこともで
きる。緩衝液が用いられる場合、本発明と共に用いられる適切な緩衝液の例としては、ト
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リス塩基、アミン又は有機塩基が挙げられるがこれらに限定されない。本発明のプローブ
は、通常は約 2～ 5 mM、更に通常は約 2.5～ 3.5 mMの範囲にある濃度で BGE中に存在する。 B
GEの pＨは、一般的には約 7～ 10の範囲にあるが、 2～ 3程度もあり得る。
BGEは、プローブのほかに動的電気浸透流れ調整剤も含むことができる。しかしながら、
これは必ずしも必要でない。流れ調整剤は、担体電解液の電気浸透流れ EOFを停止又は逆
転するように作用する。本発明に用いられる適切な動的流れ調整剤の例としては、セチル
トリメチルアンモニウムブロミド（ CTAB）又はジドデシルジメチルアンモニウムブロミド
（ DDAB）が挙げられる。 BGEは、緩衝液の水と混合できる有機溶媒を含むこともできる。
その溶媒は、例えば、メタノール、エタノール及びアセトンであり得る。
【００２３】
特に有利には、本発明は、 CE測定の改善を促進し、検出レベルの限界のために用いられな
い CEの新しい分野への適用を可能にする。その新しい工業には、特に、原子力水化学や半
導体処理水化学の適用が含まれる。詳しくは、本発明のビニル性カルボン酸化合物プロー
ブは、問題の分析物に匹敵する移動度（ u）を有する。モル吸光度が高い。移動比は高く
することができる（即ち、 SO4

2 -から PMA4 -まで）。吸光ノイズは、高い波長で低く、分析
妨害は高い波長で低い。更に、 EOF沈殿の問題がない。
本発明によって検出される問題のアニオン分析化学種の例としては、低分子量有機アニオ
ンを含む臭素、塩素、フッ素、硝酸、亜硝酸、硫酸、リン酸等が挙げられる。代替的実施
態様においては、ビニル性カルボン酸化合物は正に荷電され、 Na+、 K+、 Mg+ 2、又は Ca+ 2

、又は低分子量有機カチオンのようなカチオン分析物の検出に適している。
【００２４】
更に著しく有利には、本発明のプローブは、光度検出器の高 UVスペクトル領域のモル吸光
度が大きい。上記背景で述べたように、従来技術のプローブの不十分な態様の 1つは、分
析物の同じ吸光度領域の吸光が強いことである。対照的に、本発明のプローブは、たいて
いの分析物より高い UV領域のモル吸光度が大きく、これにより CEシステムの検出及び感度
が高められる。一般的には、本発明のビニル性カルボン酸化合物は、約 270 nm以上の波長
でモル吸光度を示している。プローブが、例えば、スクエア酸（ SQ）である実施態様にお
いては、 SQは約 270 nmの波長のモル吸光度が大きいことがわかる。プローブが 2,5-ジヒド
ロキシ -1,4-ベンゾキノン（ BZ）である他の実施例においては、 BZが約 320 nmの波長のモ
ル吸光度が大きいことがわかる。下記の実験に示されるように、これらの波長値は、典型
的には、約 214 nmの波長のモル吸光度が大きいピロメリト酸（ PMA）のような従来のプロ
ーブより非常に高い。重要な波長値だけでないことは指摘されなければならない。本発明
のプローブが高い波長のモル吸光度が大きいことは事実である。例えば、 PMAは 270 nmに
おける吸光度を示すが、その値の一部であり、本発明によって得られた検出及び /又は感
度のレベルを示さない。例えば、下記の実験、クロム酸に示されるように、従来のプロー
ブは、 270 nm以上でモル吸光度を示すが、その値はその波長において本発明のプローブに
よって示されたものの一部である。高い検出波長において本発明のプローブによって示さ
れる大きいモル吸光度は、波長が大きくなるにつれて ANが小さくなるのでモル吸光度が大
きくなるにつれて動的リザーブが大きくなる動作が可能である。上記式 1と 2に示されるよ
うに、動的リザーブ（ DR）が大きくなると、結果として検出可能最低濃度 cl i mが小さくな
るので、感度の高い CE装置及び方法を与える。更に上記のように、本発明のプローブのこ
の高い検出波長は、分析物の吸収波長より大きいので、本発明のプローブは、従来技術の
プローブにおいて見られる妨害問題がない。
【００２５】
本発明は、図 1の概略図に示されるような CEシステムにおいて行うことができる。 CEシス
テム 10には、 2つのレザバー 11、 12が含まれ、 2つのレザバーに伸びている毛管と同じ BGE
溶液で満たされている。高圧は、適切な電圧源 14によって毛管に沿って加えられる。毛管
の内径は、一般的には小さく、典型的には 5～ 100μ mであり、熱の消散を可能にする。毛
管は、一般的には、溶融シリカからつくられている。イオンは、正味の電気泳動移動度に
基づいて分離する。検出アセンブリ、本発明においては UV/可視光検出アセンブリは、毛
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管に沿って配置されている。検出アセンブリは、一般的には、ビームを毛管を介して検出
器 18に向ける光源 17を含んでいる。光は、光源 17と検出器 18間を通過するイオンによって
吸収される。出力シグナルは、イオンによる光の吸収度及び電解液を通る光の路長に左右
される。毛管は、プローブ、又はプローブと緩衝液を含有する BGEで充填され、イオンは
相対電荷や水和量に基づいて分離する。実施態様においては、溶融シリカ毛管を用い、 BG
E中の正に荷電したカチオンを毛管壁上のイオン化シラノール基に引きつけるために毛管
表面に電気二重層をつくる。電場の存在下にこの二重層の拡散部分のカチオンは、陰極に
向かって移動し、それらと共に電解液の大部分の液体を引っ張り、陰極電気浸透流れを生
じる。また、陽極流れ毛管を用いることができ、これは、陽極電気浸透流れを与えるため
の動的 EOF調整静的コーティングのいずれかの使用により調製される。
【００２６】
問題のほとんどの分析物イオンは、光を吸収せず、光度検出器によって検出することがで
きない。従って、間接光度検出が用いられる。プローブの UV吸収化学種が UV透過分析物イ
オンで置換されるために、 UV透過分析物イオンが低吸光度又はボイドのゾーンとして検出
される。間接光度検出のこの方法は、周知であるが、上記のように、間接検出に用いられ
る従来技術のプローブは、超純水が必要とされる用途において水の試験に必要とされる低
濃度で分析物イオンの検出を可能にするほど十分な高 UVモル吸光度をもたない。
我々は、非常に低レベル、例えば、 500 ppt範囲程度での無機アニオンの検出を得るため
に、通常の陰極電気浸透流れが、好ましくは BGE中に調整剤を用いずに逆になるに違いな
いことがわかった。本発明の実施態様においては、これは、毛管の内部表面を処理してコ
ーティングを施すことによりシラノール遊離基をマスクすることにより達成される。本発
明に用いられる逆方向電気浸透流れ毛管は、メタケム（ Metachem）、ロサンゼルス、カリ
フォルニア州から入手できる。
本発明の具体的な実施態様においては、スクエア酸（ SA）が好ましいプローブである。 SA
を有利にする特徴としては、 a） 270 nmのピロメリト酸よりモル吸光度が大きい、 b）電気
泳動移動度が低式量無機アニオンに匹敵する、 c）完全にイオン化したピロメリト酸に比
べて完全にイオン化したスクエア酸の移動比を 2倍にする、及び d）ピーク吸光度の検出波
長が大きいことが挙げられる。
【００２７】

新規な CEプローブと方法を証明するために広範囲の実験を行った。次の実験は、教示と説
明のためだけに示すものであり、本発明の範囲を制限するものではない。下記の表題の項
に示される種々の態様を試験した。
CEシステム
毛管電気泳動装置において実験を行った。装置には、 35 cmの有効長と 43 cmの全長をもつ
75μ m（μ）毛管を正の壁面（陽極 EOF）とともに含まれる。スクエア酸をトリス塩基を添
加した BGE中に用い、スクエア酸の濃度は 2.5 mMであり、 BGDの pＨは約 8.0を示した。 BGE
を 0.45μ m（μ）膜でろ過した。注入は電気運動（ -10 kVで 5～ 15秒）及び水力学的（ 0.8 
bar(12 psi)で 3～ 10秒）であり、 -25 kVの運転電圧は 581ボルト /cmの電界強度において全
実験中約 11～ 12μ ampを生成した。検出は、約 270 nmの最大吸光度の波長設定において間
接的にモニターした。
下記表 1に示されるようにそれぞれの塩が ppb濃度の 5つのアニオン塩マトリックスによる
分析物を用いてイオン分析を行った。
【００２８】
表 1
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【００２９】
分析の結果を図 2の電気泳動図に示し、注入後 2.5分以内に全アニオンの分離を示し、ピー
クシグナルはバックグラウンドよりかなり高い。試験条件は、 2.5 mMトリススクエア酸塩
、 pＨ＝ 8、 10秒水力学的注入、 -25 kV、 25℃、 270 nmで検出、電流 7.1μ ampとし、分光泳
動法 1000 CEシステムを用いた。イオンの溶離順序は、 Br-、 Cl-、 SO4

- 2、 F-及び HPO4
- 2で

ある。ベースラインドリフトが認められるが、他の結果は安定なベースラインを示し、こ
の非最適化法は再現性があり強靭であると思われる。
本発明の CEプローブと方法は、適切なタイプの CEシステムと用いることができる。本発明
の教示を考えると、それぞれの CEシステムは、当該技術の熟練の範囲の通常の実験を用い
て最適化することができ、例えば、 a）毛管長とピーク分解能の有効長を最適化して分離
を最大にし、最少電流で電圧をかける、 b） BGE濃度とシグナル -ノイズ比の毛管径を最適
化し、 BGE感度に対する pＨの影響を調べる、 c）電気運動注入電圧と電圧印加時間及び水
力学的注入を最適化する、 d）等速電気泳動スタッキングによって分析物を BGE界面に輸送
する注入緩衝液を最適化する、 e） 2～ 10倍だけ検出シグナルの増加を得るために気泡、『
L』又は『 Z』セル検出形を用いる、 f）単一分析物緩衝標準を用いて確実に同定可能な標
準ピークを得る、 g）高純度水源からオンライン試料供給を用いることにより空気からの
二酸化炭素汚染を排除する、及び h）プローブの対イオンの影響を研究することを含むこ
とができる。
【００３０】
実験移動度
本発明のある種のビニル性カルボン酸化合物の移動度を実験で評価した。特に、スクエア
酸と 2,5-ジヒドロキシ -1,4-ベンゾキノンを従来のプローブ、クロム酸イオン及びピロメ
リト酸と共に実験で測定した。これらの化合物は、高計算電荷 -質量比を示すものである
。陽極 EOFを有する毛管を用いた。これらの化合物は、共電気浸透流れを有する。それぞ
れの化合物を、中性マーカー、ベンジルアルコールの存在下に実験した。本発明の緩衝液
は、 20 mMトリス塩化物、 pＨ＝ 8.0とした。クロム酸とピロメリト酸の同じ緩衝液も 20 mM
トリス塩化物、 pＨ＝ 8.0とした。スクエア酸と 2,5-ジヒドロキシ -1,4-ベンゾキノンが酸
性であるので、それぞれの試料を 0.1 M NaOHで pＨ  7.0に中和した。以前の研究から、 pＨ
がまだ酸性であり実験中に注入先端を劣化させるのでトリス塩化物緩衝液が試料を溶解す
るために用いられる場合にはこれらの 2つの化合物は電気泳動が不十分であることがわか
った。
【００３１】
移動度を次のように計算した。
uo b s  = eof + ut r u e

（式中、 ut r u eは上記条件下のプローブの実際の移動度であり、移動度測定値 uo b s及び eof
は下記式によって測定した。）
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uo b s  = (I)(L)/(V)(t)(60)
（式中、 Iは毛管の有効長であり、 Lは毛管の全長であり、 Vは毛管の電圧であり、 tは検出
窓を通過する試料の時間 (分 )である。）
eofは同じ式で計算され、時間は中性マーカー（ベンジルアルコール）から得られ、真の
移動度は uo b sと eof間の差として計算する。浸透流れとプローブ泳動が共に陽極へのもの
であることから、移動度は慣例により負の符号をもっている。
真の移動度を表 2に示す。
【００３２】
表 2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３３】
実験プローブ移動度と文献値との比較は、プローブの移動度が pH、緩衝液、及び緩衝液の
イオン強度の影響の関数であるので一般的な意味でのみ使用し得る。簡単な比較を表 3に
示す。表中、プローブは移動度が 順序で示されている。
【００３４】
表 3
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Soga1  : Tomoyoshi Soga, Gordan Ross, J. of Chrom. A, 767(1997), pgs. 223-230;
Haddad2  : Philip Doble, Miroslav Macka, Paul R. Haddad, Trends in Analytical Che
mistry, Vol. 19, No. 1(2000) pgs. 10-17.
PMAはピロメリト酸であり、ベンゾキノンは 2,5-ジヒドロキシ -1,4-ベンゾキノンである。
上記で証明されたように、本発明のプローブは、低及び高移動度アニオンの移動度が十分
であり、他の吸収分析物を妨害しない場合及び検出器が良好なシグナル -ノイズ比を与え
る安定なベースラインを示す場合に検出器の高 UVスペクトル領域のモル吸光度が高いとい
う追加の利点を有した。従来のプローブに比べた本発明のプローブのモル吸光度と波長値
の比較を下記表 4に示す。
【００３５】
表 4
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小さくなる



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３６】
従来のプローブの一部はモル吸光度が高いが、上記のように分析物の吸収スペクトルを妨
害する UV領域が高いことは認識されなければならない。
プローブを吸収する波長の関数としてのノイズ評価
3種類のプローブ、 2つは本発明で 1つは従来のプローブを検出器のノイズを評価するため
に試験した。装置を緩衝液のみでゼロにした後 7.3 mg/100のトリス塩化物（ pＨ＝ 8.0）の
濃度の PMAを 75μ m（μ）毛管にポンプで送った。プローブ溶液は、 0.02548の吸光度を与
える溶液を非常にゆっくりと通過した。このベースラインノイズを、表 5に示されるよう
に吸光度が同じ程度のスクエア酸と 2,5-ジヒドロキシ -1,4-ベンゾキノンにおいて繰り返
した。
【００３７】
表 5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３８】
電圧の関数として高及び低振幅シグナルを測定することによりノイズを 15分間評価した。
従来の PMAプローブのノイズは、本発明のスクエア酸とベンゾキノンの約 2倍である。これ
らの結果から、分光光度計としての毛管検出器は、 UV領域の高い波長でノイズが少ないの
で、本発明のプローブは高い波長で用いられるこの追加の利点を与える。
【００３９】
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検出器ノイズとドリフトの評価
4種の波長において検出器ノイズとドリフトを評価するために実験を行った。プローブは
用いなかった。毛管を非常に遅い流れの DI水で充填して毛管窓の過熱を防止した。吸光度
は、 0.02 AUFSにおいてゼロに設定した。初期波長は、 214 nmで 7分間、次に 254 nmに設定
し、更に 7分間自動的にゼロにし、次に、 270 nmに設定し、更に 7分間自動的にゼロにし、
最後に 320 nmにした。それぞれの波長において 214 nmから 320 nmまで行くにつれて吸光度
の下向きのドリフトがあったが、それぞれの新しい波長設定でのドリフトは減少した。
4種類の波長の評価ノイズは、 214 nmで見られ、 254、 270及び 320 nm波長値での 2倍程度で
あった。従って、高い波長でモル吸光度が大きい本発明のプローブは、検出器ドリフトの
小さい波長で用いられている。
上記結果によって証明されるように、 CEに用いられる改善されたプローブが開発された。
概要としては、本発明のプローブは、問題のイオンと実質的に一致する移動度を示すもの
である。本発明のプローブは、モル吸光度が高くかつ移動比が大きく、既存技術より感度
を改善する可能性が大きなり、更に新しい工業や検出可能な低い最低分析物濃度を必要と
する用途に CEの利用を非常に増大させる。更に、本発明のプローブは、高い吸光度値を示
す高い検出波長を可能にし、吸光度ノイズ（ AN）が小さいこと及び分析物の吸光度による
妨害が少ないことの二重の利点を与える。更に、本発明のプローブは、高モル吸光度が低
濃度で用いることができるために陽極流れ EOF調整剤を不利に沈殿させないと思われる。
本発明の個々の実施態様と実施例の上記説明は、例示と説明のために示してきた。本発明
をいくつかの特定の実施態様について記載してきたが、記載は例示であり、本発明を限定
するものとして解釈されるべきではない。本発明の真意と範囲から逸脱することなく当業
者は様々な変更を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明の毛管電気泳動プローブとそれを用いる方法と共に用いることができる
毛管電気泳動装置の概略図である。
【図２】　本発明の実施態様に従ってスクエア酸緩衝液を用いた毛管電気泳動（ CE）によ
り 5種類のアニオンを分離したことを示す電気泳動図である。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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