
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
重量平均分子量が１，０００～１０，０００の 非イオン性高分子 含
有したことを特徴とするキャピラリー電気泳動用電解液。
【請求項２】
前記 の重量平均分子量が１，０００～６，０００である請求項１記載のキャ
ピラリー電気泳動用電解液。
【請求項３】
電解液をキャピラリー内に充填し、ついでキャピラリー内に試料を注入し、通電により試
料を分離するキャピラリー電気泳動法において、前記電解液が、重量平均分子量が１，０
００～１０，０００の 非イオン性高分子 含有することを特徴とする
キャピラリー電気泳動法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】
本発明は、キャピラリー電気泳動用電解液およびこれを用いたキャピラリー電気泳動法に
関する。
【０００２】
【従来の技術】
電気泳動技術は、とくに生化学分野において広く採用されている分離技術である。このう
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ち、ゲル電気泳動は、分子ふるい効果を有しかつ対流の発生を防止する、アガロース、デ
ンプンなどのゲルを支持体として用いるものであり、今日では電気泳動といえばゲル電気
泳動を指すようにさえなっている。
【０００３】
近時、少量の試料で高速分析を可能とするために、内径が２５～１００μｍ程度のキャピ
ラリー内を電気泳動の場として用いるキャピラリー電気泳動法が開発された。
このようなキャピラリー内の狭い空隙での電気泳動においては、電気泳動媒体の粘度が低
くても、対流の発生は大幅に抑制される。そのため、キャピラリー電気泳動において分子
ふるい効果を活用しようとする場合、キャピラリー内にゲルを充填する必要はなく、ポリ
アクリルアミド、ポリエチレングリコール、デキストラン、プルランなどの合成高分子ま
たは天然高分子の溶液を充填すれば、それらが充分に分子ふるい媒体として機能すること
が知られている。
【０００４】
電解液である高分子溶液をキャピラリー電気泳動における媒体として使用する利点は、分
子ふるいとしての分離能はゲルに比べて劣るものの、ゲルよりも低粘度であるため、キャ
ピラリーへの充填が容易で測定ごとの入れ替えが可能であることである。
上記高分子溶液による分子ふるい機能は、線状高分子の絡み合いによる網目構造の形成に
よると考えられている。例えば、特開平５－２１５７１７号公報にはＤＮＡフラグメント
や蛋白質を分離するためにメッシュを形成した高分子を用いたキャピラリー電気泳動装置
が記載されている。また、特開平５－３１２７８２号公報にはキャピラリー内に充填する
高分子溶液として線状のまたは未架橋のポリマーネットワークをキャピラリー内に充填す
ることが記載されている。
【０００５】
従って、キャピラリー電気泳動において分子ふるいに使用される高分子は比較的分子鎖の
長いもの、すなわち分子量の比較的大きいものであることが前提となっている。そのため
、一般にキャピラリー電気泳動の分子ふるいに使用される高分子は分子量が数万から数百
万のオーダーである。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、上記のような平均分子量の高い高分子は水に難溶であるため、高分子溶液
の調製には数日を要する。とくに、デキストランや、セルロース系の多糖は水に溶けにく
いという問題がある。
また、上記高分子の溶液はゲルと比較すると低粘度ではあるが、塩の水溶液よりは粘度が
高い。そのため、キャピラリーへの充填の際に塩溶液よりも高い圧力を必要とする。装置
によっては、標準の充填方法では注入できないため、注入のための特別の治具を用意しな
ければならないこともありうる。また、高粘度であるため、高分子の洗浄にも経験を要す
る。
【０００７】
さらに、ある分子種の電気泳動移動度は溶液の粘度の反比例する。従って、高分子溶液の
粘度が高くなると、移動度が低下し、そのため分析に長時間を要するという問題がある。
本発明の主たる目的は、調製が容易であり、かつ充分に低粘度であるためにキャピラリー
への充填操作が容易であり、しかもキャピラリー電気泳動において迅速な分析を可能とし
たキャピラリー電気泳動用電解液を提供することである。
【０００８】
本発明の他の目的は、電気泳動移動度が速く、迅速に分析できるキャピラリー電気泳動法
を提供することである。
【０００９】
【課題を解決するための手段および作用】
本発明者は、キャピラリー電気泳動において支持体物質として用いられる高分子の分子ふ
るい機能を解明すべく一連の研究を行う過程で、重量平均分子量が異なるいくつかの高分
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子を添加した電解液を媒体として蛋白質の分子ふるい効果を検討したところ、高分子の分
子量が高いほど分解能が高いことが見いだされた。これは、一般に電解液の支持体として
用いられる高分子の鎖が絡み合って網目構造を形成することが、分子ふるい効果を示す前
提であると考えられていることから、当然の結果といえる。このような観点から判断する
限りにおいては、数万以下の分子量の高分子溶液には分子ふるい効果は期待できないこと
になる。事実、これまでの研究では重量平均分子量が数万のデキストラン溶液においては
、分解能が低下することが確認されている。
【００１０】
しかしながら、分子量が１０，０００以下の高分子について念のため検討したところ、驚
くべきことに、この高分子溶液を媒体としたキャピラリー電気泳動では、あたかも分子ふ
るい媒体が存在するかのように試料蛋白質をサイズに応じて明瞭に分離できるという事実
を見いだした。すなわち、高分子の溶液の分離能は、その分子量の低下と共に低下するが
、その先においては意外にも反転して上昇するのである。
【００１１】
このような分子量の低い高分子は、溶解性に優れているため、高分子を含有した電解液（
電気泳動媒体）の調製が容易であり、かつ通常用いられている分子量が百万オーダーの高
分子溶液に比して粘度が著しく低いため、これを媒体として使用すると、キャピラリーへ
の充填や高分子の洗浄が従来に比べて非常に容易になると共に、移動度も速くなり分析に
要する時間も大幅に短縮できる。
【００１２】
従って、本発明のキャピラリー電気泳動用電解液は、重量平均分子量が１，０００～１０
，０００の 非イオン性高分子 含有したことを特徴とする。
この の重量平均分子量は１，０００～６，０００であるのがより好ましい。
また、本発明のキャピラリー電気泳動法は、電解液をキャピラリー内に充填し、ついでキ
ャピラリー内に試料を注入し、通電により試料を分離するものであって、前記電解液が、
重量平均分子量が１，０００～１０，０００の 非イオン性高分子 含
有することを特徴とする。
【００１３】
以下、本発明を詳細に説明する。
本発明における非イオン性高分子としては

【００１４】
かかる非イオン性高分子の分子量分布はとくに限定されるものではないが、通常Ｍ w ／Ｍ
n が１～５程度、好ましくは１～３程度である。
非イオン性高分子を添加する電解液としては、例えばＴＲＩＳ－ＣＨＥＳ〔トリス－２－
（シクロヘキシルアミノ）エタンスルホン酸〕，ＭＥＳ－ＮａＯＨ〔２－Ｎ－モルホリノ
エタンスルホン酸ナトリウム〕，ＡＭＰＤ－ＣＡＣＯ〔２－アミノ－２－メチル－１，３
－プロパンジオール－カコジル酸〕などの、とくに紫外線透過性を有する緩衝液があげら
れる。
【００１５】
非イオン性高分子の含有量は０．０５～２０％（重量／容量）、好ましくは６～１０％（
重量／容量）であればよい。非イオン性高分子の含有量がこの範囲を超えると、電解液の
粘度が高くなるため、キャピラリーへの充填や高分子の洗浄が困難になり、また移動度も
遅くなるため好ましくない。
本発明におけるキャピラリーは、例えば溶融シリカなどから作られ、内径が１０～２００
μｍ程度、好ましくは５０～１００μｍ程度で、長さが２０～１００ｃｍ程度である。ま
た、キャピラリーの内面には、例えばポリアクリルアミド、ポリエチレングリコール、ポ
リエチレンイミンなどのコート層を設けて、電気浸透流を抑制するのが好ましい。
【００１６】
本発明のキャピラリー電気泳動法の実施には、通常市販のキャピラリー電気泳動装置を使
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用することができる。このようなキャピラリー電気泳動装置の一例を図１に示す。同図に
示すキャピラリー電気泳動装置は、キャピラリー１と、このキャピラリー１によって接続
され電解液を入れた２つのリザーバー２，３と、通常最高電圧３０ｋＶまでかけられる高
圧電源装置４と、オン－カラム検出器５とから構成されている。７はデータ処理手段であ
る。
【００１７】
キャピラリー１内への電解液の充填は、常法に従って吸引（リザーバー３側を降圧にする
）あるいは加圧（リザーバー２側から圧力を加える）によって行われる。
ついで、キャピラリー１の末端に試料を注入する。試料の注入量は、通常数ｎｌ程度であ
ればよい。試料の注入法としては、例えばガス加圧法、真空吸引法、サイフォンの原理に
基づいたものなどの物理的な試料注入法と、電気泳動的な試料導入法とがあり、いずれも
採用可能であるが、電気泳動的試料導入法は移動度の高い試料を選択的に導入してしまう
おそれがあるので注意を要する。
【００１８】
前記検出器５は、通常キャピラリー１の末端に近い部位に装着されている。主な検出方法
としては、例えば紫外または可視吸収検出、スペクトラム検出、蛍光検出、間接蛍光検出
、発光検出、電気伝導度検出、電気化学検出、ラジオアイソトープ検出などがあげられ、
通常は紫外または可視吸収検出器が用いられる。
分離対象となる試料としては、従来より電気泳動を利用して分離が行われていたイオン性
高分子の分子混合物、例えばドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）変性蛋白質、ＤＮＡフラ
グメントなどがあげられるが、もとよりこれらのみに限定されるものではなく、種々の試
料に対して本発明は適用可能である。
【００１９】
【実施例】
ＳＤＳ：蛋白質の重量比が２．６：１の条件下にて蛋白質を変性させたＳＤＳ－蛋白質複
合体を、デキストランを１０％（重量／容量）の濃度で添加した電解液を用いて分離した
。
使用したデキストランは、表１に示す重量平均分子量を有するＡ～Ｅのデキストランであ
る。これらのデキストランはいずれも分子量分布が狭いものを使用した。
【００２０】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００２１】
電解液には、１００ｍＭのＴＲＩＳ－ＣＨＥＳ緩衝液（ｐＨ８．８、ＳＤＳを０．１重量
％の濃度で含有）を用いた。
分離対象となる蛋白質は以下の混合物からなる。
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１：ミオグロビン（重量平均分子量１６．９００）
２：カルボニックアンヒドラーゼ（重量平均分子量３０，０００）
３：ウシ血清アルブミン（重量平均分子量６６，０００）
４：ホスホリラーゼｂ（重量平均分子量９７，４００）
蛋白質はＳＤＳとジチオトレイトールとを含む５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ
６．６）に溶解させ、沸騰水中に５分間おいて高次構造を消失させる前処理を行った。総
蛋白質量に対するＳＤＳおよびジチオトレイトールの割合（重量比）はそれぞれ２．６お
よび０．７６であった。
【００２２】
キャピラリーとしては、内径１００μｍ（外径３７５μｍ）の溶融石英キャピラリーを使
用した。ただし、デキストランのＤについては、内径５０μｍの溶融石英キャピラリーを
使用した。これらのキャピラリーはいずれも全長が５００ｍｍ、検出部までの有効長が３
７８ｍｍであり、内壁面にはポリアクリルアミドのコーティングを施した。
【００２３】
使用したキャピラリー電気泳動装置は、大塚電子（株）製のＣＡＰＩ－３０００である。
上記キャピラリーに電解液を真空吸引法にて充填し、ついで試料を電気泳動的な試料導入
法にてキャピラリー内に注入した後、３０℃にて、印加電圧３００Ｖ／ｃｍ、電流値２８
～３１μＡで電気泳動を行った。
検出は２１４ｎｍでの紫外吸収にて行い、分子量の異なる各デキストランの分離能を評価
した。その結果を図２に示す。図２において、グラフＡ～Ｅはそれぞれ表１に示した各デ
キストランＡ～Ｅを添加したときの試料の分離状態を示している。また、Ａ～Ｅの各グラ
フ中の数字１～４は前記した蛋白質の成分を示しており、「ＯＧ」とは泳動標準物質とし
て同時に泳動させたオレンジＧを示している。
【００２４】
図２のグラフＡ～Ｃから明らかなように、同一添加量において、分子量が１万を超えるデ
キストランでは、分子量が高くなるほど分離能が高くなるのに対して、分子量が数万程度
のデキストラン（グラフＣ）では分離能が悪くなっている。このことは、高分子の鎖が絡
み合って網目構造を形成することが、分子ふるい効果を発揮する前提であるという従来か
らの考えに一致するものである。すなわち、分子量の低い高分子では、分子ふるい効果の
高い網目構造を形成することができないということである。
【００２５】
しかるに、グラフＤ，Ｅに示すように、平均分子量が１万以下のデキストランでは、上記
Ａ～Ｃと同じ添加量で、グラフＡに示す高分子量デキストランを使用したときの分離状態
とほぼ同程度の分離が得られた。
その理由は明らかではないが、分子ふるい効果とは別の機構に基づくものではないかと推
測される。すなわち、例えば平均分子量が１，２７０のデキストランＥは７～８単糖の複
合体であるため、網目構造はできにくく、従って分子ふるい効果は殆ど期待できないと考
えられるからである。事実、高分子量のデキストランと低分子量のデキストランの溶液の
濃度を変えて、電気泳動移動度を決定し、ファーガソン・プロットを試みたところ、後者
においては分子ふるい効果の前提となる網目構造が存在しないことが確認された。
【００２６】
また、平均分子量が１，２７０のデキストランを用いた電気泳動では、平均分子量が６６
７，８００のデキストランを用いた場合に３０分以上を要する分析が１５分程度で終了し
た。従って、低分子量のデキストランを使用することにより、高分子量のそれを使用する
場合に比べて、同程度の分離能を維持しながら迅速な分析が可能になることがわかる。
【００２７】
【発明の効果】
本発明における重量平均分子量が１０，０００以下の非イオン性高分子は溶解性が高いた
め、これを含有する本発明のキャピラリー電気泳動用電解液は調製が容易である。またそ
の電解液は粘度が低いためキャピラリーへの充填が容易であり、さらにこの電解液を用い
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たキャピラリー電気泳動においては、移動度が速くなり、迅速な分析が可能になるという
効果がある。
【図面の簡単な説明】
【図１】キャピラリー電気泳動装置の一例を示す概略図である。
【図２】デキストランの分子量の違いによる分離能の変化を示すグラフである。
【符号の説明】
１　　キャピラリー
２　　リザーバー
３　　リザーバー
４　　高圧電源装置
５　　オン－カラム検出器
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