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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】簡便で客観的な解析が可能な電気泳動による物
質の相互作用の分析方法を提供する。
【解決手段】相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一
方を含む泳動液が充填された管状流路を準備する工程と
、流路に、もう一方の物質を導入する工程と、流路に電
圧を印加し、ＡまたはＢを電気泳動または電気浸透流に
より移動させる工程と、物質ＡとＢとの結合体ＡＢを流
路内で停止させる工程、ならびに物質Ａ、物質Ｂ、また
は結合体ＡＢを検出する検出工程、を含む、物質の相互
作用を分析する方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一方を含む泳動液が充填された管状流路
を準備する工程、
　（２）前記流路に、もう一方の物質を導入する工程、
　（３）前記流路に電圧を印加し、ＡまたはＢを電気泳動または電気浸透流により移動さ
せる工程、
　（４）前記物質ＡとＢとの結合体ＡＢを流路内で停止させる工程、ならびに
　（５）前記物質Ａ、物質Ｂ、または結合体ＡＢを検出する検出工程
を含む、前記物質の相互作用を分析する方法。
【請求項２】
　前記工程（３）が、ＡまたはＢと、前記結合体ＡＢと、を電気泳動または電気浸透流に
より移動させる工程、
　前記工程（４）が、前記流路中の結合体ＡＢの動きに対向する外力を作用させて結合体
ＡＢを流路内で停止させる工程、である、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　（I）相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一方を含む泳動液が充填された管状流路
を準備する工程、
　（II）前記流路に、もう一方の物質を導入する工程、
　（III）前記流路に電圧を印加し、前記物質ＡとＢとの結合体ＡＢと、ＡまたはＢとを
電気泳動または電気浸透流により移動させる工程、
　（IV）前記流路中の結合体ＡＢの動きに対向する外力を作用させて結合体ＡＢを流路内
で停止させるか逆流させる工程、
　（V）前記流路中の結合体ＡＢの動きと同じ方向に外力を作用させて結合体ＡＢの移動
を促進させる工程、
　（VI）前記物質Ａ、物質Ｂ、または結合体ＡＢを検出する検出工程、ならびに
　（VII）前記工程（III）～（VI）で得た溶出挙動から、結合体ＡＢの移動速度が０とな
る作用条件を求める工程、
を含む、前記物質の相互作用を分析する方法。
【請求項４】
　前記物質Ａ、物質Ｂ、あるいは結合体ＡＢの溶出曲線を取得する工程をさらに含む、請
求項１または２に記載の分析方法。
【請求項５】
　物質Ａと物質Ｂの結合速度定数、解離速度定数、または異相界面透過速度定数を取得す
る工程をさらに含む、請求項１～４のいずれかに記載の分析方法。
【請求項６】
　前記工程（３）または工程（III）が、前記結合体ＡＢを電気泳動により一方の電極へ
電気泳動させ、かつ泳動液を電気浸透流により他方の電極へ移動させる工程である、請求
項２～４のいずれかに記載の分析方法。
【請求項７】
　前記工程（３）または工程（III）が、前記結合体ＡＢを電気泳動により陽極へ電気泳
動させ、かつ泳動液を電気浸透流により陰極へ移動させる工程である、請求項２～４のい
ずれかに記載の分析方法。
【請求項８】
　前記工程（３）または工程（III）が、前記結合体ＡＢを電気泳動により陰極へ電気泳
動させ、かつ泳動液を電気浸透流により陽極へ移動させる工程である、請求項２～４のい
ずれかに記載の分析方法。
【請求項９】
　前記物質Ａが包接化合物であり、前記物質Ｂがこれに包接される化合物である、請求項
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１～８のいずれかに記載の分析方法。
【請求項１０】
　前記物質Ａが分子集合体であり、前記物質Ｂが当該分子集合体の内部に可溶化または分
配される化合物である、請求項１～８のいずれかに記載の分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は電気泳動による物質の相互作用の分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　二分子間の相互作用の平衡特性（親和性）や速度特性（反応速度）を測定することは化
学、バイオ分野において重要であるため、表面プラズモン共鳴センサー等種々の分析法が
確立されている。しかし、これらの分析法では一方の分子が担体等に固定化されている、
あるいは一方または双方の分子が化学的に修飾（蛍光標識化等）されているため、真の相
互作用情報を測定できているか疑問がある。
【０００３】
　また、キャピラリー電気泳動法を用いて、両分子が化学的に未修飾かつ遊離した状態で
の二分子間の相互作用の平衡および速度特性を測定する方法も知られている（非特許文献
１～３）。例えば、管状流路内全体に物質Ａを存在させ、そこへ物質Ｂを連続的に導入す
る。物質Ｂの検出器方向への電気泳動速度が物質Ａの電気泳動速度よりも速い場合には、
物質Ｂが物質Ａを追い越す際に両者が反応して結合体ＡＢを生成する。検出器方向へは、
最初に物質Ａ、次に結合体ＡＢ、その後物質Ｂが移動する。この順番で各物質が検出され
、溶出ピーク（溶出曲線）が記録される。その溶出曲線やピークの検出位置と形状的特徴
は物質Ａと物質Ｂの間の相互作用の平衡および速度特性に依存するため、溶出曲線やピー
ク形状を解析して分子間相互作用に関する平衡情報（結合平衡定数ＫＡや解離平衡定数Ｋ

Ｄ）および速度情報（結合速度定数ｋａや解離速度定数ｋｄ）を得ることができる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Anal. Chem., 2004, 76, 1507～1512.
【非特許文献２】Anal. Chem. 2014, 86, 1298～1305.
【非特許文献３】J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 17104～17110.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　前述の非特許文献に記載の方法では分子間相互作用の平衡および速度特性を解析する際
に、数値解析法により求めた計算結果（計算溶出曲線）を実測溶出曲線にカーブフィッテ
ィングすることが必須である。しかしこの方法では、得られる実測溶出曲線が複雑な形状
となる場合が多く、計算溶出曲線をそれにカーブフィッティングすることが難しい。この
ためこの方法には、平衡および速度パラメータの数値の決定が主観的になりやすい、また
その正確な解析結果を得ることが難しい、さらに解析が数学的に複雑である等の問題があ
った。かかる事情を鑑み、本発明では、簡便で論理的な解析が可能な電気泳動による物質
の相互作用の分析方法を提供することを課題とする。さらに本発明では、カーブフィッテ
ィング等の試行錯誤的なアプローチを利用することなく、実験データから分子間相互作用
の平衡および速度情報、ならびに異相界面における物質の透過速度情報を解析理論に基づ
き解析的に、かつ一義的に求めることができる解析法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　発明者は鋭意検討した結果、結合体ＡＢを流路系内で停止させる工程を設けることで、
上記課題を解決できることを見出した。すなわち、前記課題は以下の本発明により解決さ
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れる。
［１］（１）相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一方を含む泳動液が充填された管状
流路を準備する工程、
　（２）前記流路に、もう一方の物質を導入する工程、
　（３）前記流路に電圧を印加し、ＡまたはＢを電気泳動または電気浸透流により移動さ
せる工程、
　（４）前記物質ＡとＢとの結合体ＡＢを流路内で停止させる工程、ならびに
　（５）前記物質Ａ、物質Ｂ、または結合体ＡＢを検出する検出工程
を含む、前記物質の相互作用を分析する方法。
［２］前記工程（３）が、ＡまたはＢと、前記結合体ＡＢと、を電気泳動または電気浸透
流により移動させる工程、
　前記工程（４）が、前記流路中の結合体ＡＢの動きに対向する外力を作用させて結合体
ＡＢを流路内で停止させる工程、である、［１］に記載の方法。
［３］（I）相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一方を含む泳動液が充填された管状
流路を準備する工程、
　（II）前記流路に、もう一方の物質を導入する工程、
　（III）前記流路に電圧を印加し、前記物質ＡとＢとの結合体ＡＢと、ＡまたはＢとを
電気泳動または電気浸透流により移動させる工程、
　（IV）前記流路中の結合体ＡＢの動きに対向する外力を作用させて結合体ＡＢを流路内
で停止させるか逆流させる工程、
　（V）前記流路中の結合体ＡＢの動きと同じ方向に外力を作用させて結合体ＡＢの移動
を促進させる工程、
　（VI）前記物質Ａ、物質Ｂ、または結合体ＡＢを検出する検出工程、ならびに
　（VII）前記工程（III）～（VI）で得た溶出挙動から、結合体ＡＢの移動速度が０とな
る作用条件を求める工程、
を含む、前記物質の相互作用を分析する方法。
［４］前記物質Ａ、物質Ｂ、あるいは結合体ＡＢの溶出曲線を取得する工程をさらに含む
、［１］または［２］に記載の分析方法。
［５］物質Ａと物質Ｂの結合速度定数、解離速度定数、または異相界面透過速度定数を取
得する工程をさらに含む、［１］～［４］のいずれかに記載の分析方法。
［６］前記工程（３）または工程（III）が、前記結合体ＡＢを電気泳動により一方の電
極へ電気泳動させ、かつ泳動液を電気浸透流により他方の電極へ移動させる工程である、
［２］～［４］のいずれかに記載の分析方法。
［７］前記工程（３）または工程（III）が、前記結合体ＡＢを電気泳動により陽極へ電
気泳動させ、かつ泳動液を電気浸透流により陰極へ移動させる工程である、［２］～［４
］のいずれかに記載の分析方法。
［８］前記工程（３）または工程（III）が、前記結合体ＡＢを電気泳動により陰極へ電
気泳動させ、かつ泳動液を電気浸透流により陽極へ移動させる工程である、［２］～［４
］のいずれかに記載の分析方法。
［９］前記物質Ａが包接化合物であり、前記物質Ｂがこれに包接される化合物である、［
１］～［８］のいずれかに記載の分析方法。
［１０］前記物質Ａが分子集合体であり、前記物質Ｂが当該分子集合体の内部に可溶化ま
たは分配される化合物である、［１］～［８］のいずれかに記載の分析方法。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明により簡便で論理的な解析が可能な電気泳動による物質の相互作用の分析方法が
提供できる。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】本願発明の一態様を示す概要図である。
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【図２】本願発明の別の態様の一工程を示す概要図である。
【図３】溶出曲線である。
【図４】印加圧力とモーメント値の相関図である。
【図５】印加圧力と結合体の移動速度の相関図である。
【図６】溶出曲線である。
【図７】溶出曲線である。
【図８】印加圧力とモーメント値の相関図である。
【図９】印加圧力と結合体の移動速度の相関図である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　以下、本発明を詳細に説明する。本発明において「Ｘ～Ｙ」は両端の値、すなわちＸと
Ｙを含む。「ＸまたはＹ」は、ＸおよびＹの一方、または双方を意味する。
【００１０】
　１．準備工程および導入工程
　本工程では、相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一方を含む泳動液が充填された管
状流路を準備する。実験系が安定した後、もう一方の物質を含む試料溶液（試料パルス）
を管状流路内に注入する。本工程には圧力法や電気的方法等、当該分野で通常用いる方法
を適用できる。
【００１１】
　相互作用する物質ＡおよびＢの組合せの例としては、限定されないが、シクロデキスト
リン、クラウンエーテルやカリックスアレーンのようなホスト分子を利用する包接反応系
、界面活性剤ミセル、リポソームやベシクル等の分子集合体やソフトマターを利用する反
応系、バイオアフィニティー系（タンパク質－タンパク質相互作用、タンパク質－核酸相
互作用、タンパク質－低分子相互作用、タンパク質－糖および脂質相互作用等）、光学異
性体分離系、イオン対生成系、金属錯体生成系等が挙げられる。本発明の適用分野として
は、一般に弱い相互作用が重要な役割を果たしているバイオアフィニティー系が特に好ま
しい。
【００１２】
　泳動液とは物質Ａ、物質Ｂ、結合体ＡＢを溶解させるための液であり、通常、キャピラ
リー電気泳動法に用いられる液であれば特に限定されない。例えば泳動液として、リン酸
塩緩衝液、ホウ酸塩緩衝液等、トリスヒドロキシメチルアミノメタン等の有機系緩衝液等
が挙げられる。物質Ａおよび物質Ｂは化学量論的に適当な量とすることが好ましい。具体
的な濃度範囲としては、それぞれが数～数十ｍＭとなる程度が好ましい。泳動液には、電
気浸透流（ＥＯＦ）を検出するためのＥＯＦマーカーを添加してもよい。ＥＯＦマーカー
としては通常当該分野で使用できるものであれば限定されず、またその使用量も公知の量
としてよい。
【００１３】
　管状流路とは管状体により設けられた流路であり、例えばキャピラリー、チューブ、ミ
クロ流路等が挙げられる。その内径は特に限定されないが、通常のキャピラリー電気泳動
法で使用する程度の内径である１０～２００μｍ程度が好ましく、５０～１００μｍ程度
がより好ましい。管状流路の長さも特に限定されず、通常、キャピラリー電気泳動法に用
いる長さであることが好ましいが、有効長にして２０～１００ｃｍ程度がより好ましい。
【００１４】
　キャピラリー等の管状体の材質も限定されないが、溶融シリカキャピラリーが最も一般
的である。内壁が未修飾の溶融シリカキャピラリーを用いる場合、電気浸透流は陽極から
陰極へ向かって流れる。また、キャピラリーの内面を表面処理することで電気浸透流の流
れを逆に陰極から陽極方向とすること、あるいは発生させないこともできる。
【００１５】
　２．移動工程
　本工程では、前記キャピラリーに電圧を印加して物質Ａまたは物質Ｂを電気泳動または
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電気浸透流によって移動させる。物質Ａおよび物質Ｂの双方が移動してもよいし、一方の
みが移動してもよい。また、結合体ＡＢが移動してもよい。これらは電気泳動、電気浸透
流、あるいはこの両方によって移動する。印加する電圧は物質Ａ、物質Ｂ、結合体ＡＢの
電気泳動のしやすさによって適宜調整できる。例えば、シクロデキストリンとこれに包接
される化合物を用いる場合、電圧勾配は１００～４００Ｖｃｍ－１程度とすることができ
る。
【００１６】
　本工程では、物質Ａ、物質Ｂおよび結合体ＡＢにおいて電気泳動挙動に差が存在する。
例えば、物質Ａと物質Ｂが無電荷の結合体ＡＢを形成する場合は、結合体ＡＢは電気泳動
しないので物質Ａまたは物質Ｂとの挙動に差が生じる。また本工程では結合体ＡＢが電気
泳動してもよいが、この場合は、結合体を形成していない物質は電気泳動しない、あるい
は結合体ＡＢと同方向または逆方向に移動するケースが存在する。いずれの場合も物質Ａ
とＢの一方の物質は流路系内全体に化学量論的に適当な量を存在させるため、流路系内に
おけるその物質の濃度は一定とみなしてデータ解析を行うことができる。
　本工程においては、電気浸透流により泳動液を移動させることもできるし、電気浸透流
を発生させないこともできる。
【００１７】
　３．停止工程
　本工程では結合体ＡＢの動きを停止させる。前述のとおり、結合体ＡＢが無電荷であり
電気泳動しない場合は、物質ＡとＢを結合させることで結合体ＡＢを停止できる。ただし
、電気浸透流が発生している場合はこれにより結合体ＡＢが移動するが、電気浸透流を停
止するか、あるいは以下に述べる外力を作用させる方法により結合体ＡＢを停止できる。
【００１８】
　前記流路中の結合体ＡＢの動きに対向するような外力を作用させて結合体ＡＢを流路内
で停止させる方法について説明する。当該工程について、物質Ａおよび結合体ＡＢが一方
の極（第一極）へ電気泳動し、物質Ｂは電気泳動せず、かつ泳動液が電気浸透流によりも
う一方の極（第二極）へ移動する場合を例にして説明する。
【００１９】
　図１に概要を示す。図中、１は第一極、２は第二極、Ａは物質Ａ、Ｂは物質Ｂ、１０は
結合体、２０は電気浸透流、３０は結合体の電気泳動、４０は外力、５０は検出器である
。
【００２０】
　図１において物質Ａと結合体１０は第一極１へ電気泳動する。電気浸透流により泳動液
全体は第二極２方向へ移動する。本発明では結合体１０が停止するように第二極２から第
一極１へ向かって（４０で示す向きへ）外力を作用させる。この結果、電気浸透流２０と
、電気泳動３０および外力４０の合計とがつり合い、結合体１０が停止する。このため、
物質Ｂを検出器５０で検出できる。物質Ａは第一極１へ電気泳動するが、相互作用を解析
する上で適当な量を流路内全体に存在させるため、結合体ＡＢの微少量が生成あるいは解
離しても流路系内におけるその濃度は一定と考えることができる。
【００２１】
　結合体ＡＢが停止したかどうかは、実験的には検出成分（物質Ａ、物質Ｂまたは結合体
ＡＢ）の移動状況を、例えば熱レンズ検出器等を用いてモニターすることで確認できる。
すなわち、物質Ａ、物質Ｂまたは結合体ＡＢの挙動をモニターしながら外力を調整するこ
とで、結合体ＡＢを停止させることができる。
【００２２】
　また次のように結合体ＡＢが停止したかどうかをデータ解析から確認することもできる
。具体的には、バイオ関連の研究分野で常用されているScatchardプロット法、Hanes-Woo
lfプロット法やEadie-Hofsteeプロット法等により、先ず物質ＡとＢの間の結合平衡定数
ＫＡ（＝ｋａ／ｋｄ）を求める。次に、一次モーメント式を用いてこのＫＡ値に対応する
一次モーメント値（μ１）を計算する。そして、物質Ｂの溶出ピークの実測μ１値が計算
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値と一致するように実験条件を設定する。μ１の実測値と計算値が一致することは、結合
体ＡＢが停止した状態であることを意味している。このような条件で物質Ｂの溶出ピーク
を測定し、そのピーク形状をモーメント解析すれば目的の速度情報（ｋａとｋｄ）を求め
ることができる。モーメント解析の詳細は後述する。
【００２３】
　図１において外力４０を作用させる方法は特に限定されない。例えばコンプレッサーや
ボンベ等からのガス（窒素や空気等）の供給により加圧する方法、管状流路の両端の高さ
を変えてヘッド差を利用する方法、マノメーター（水柱や水銀柱等）を利用する方法、液
体送液ポンプにより送液する方法、真空（減圧）ポンプを利用する方法等が挙げられる。
この他に、磁場や光（レーザー光）等を利用する方法も挙げられる。後述する実施例では
、気体用ピストンポンプ（シリンジ）により流路系に圧力を印加し外力４０を結合体ＡＢ
に印加している。
【００２４】
　４．検出工程
　本工程においては、物質Ａ、物質Ｂ、あるいは結合体ＡＢを検出する。検出器は前述の
とおりに設置すればよい。検出器としては当該分野で公知のものを使用できる。例えば、
吸光光度法、レーザー励起蛍光法等を用いることができる。前述の各工程を実施する温度
は特に限定されないが、通常のキャピラリー電気泳動実験を行う温度範囲（例えば、１５
～６０℃程度）が望ましい。
【００２５】
　５．解析工程
　本工程においては、前記検出結果を解析する。例えば、物質Ａ、物質Ｂ、あるいは結合
体ＡＢの溶出曲線を取得して、当該曲線から物質ＡＢ間の相互作用を解析する。相互作用
を解析するとは、例えば両物質の親和性、両物質が結合する速度等に関する化学情報（結
合平衡定数、解離平衡定数、結合速度定数、解離速度定数等）を求めることである。相互
作用を解析するとは、界面活性剤ミセルとその周囲のバルク溶媒相間の異相界面を物質が
透過する速度情報（異相界面透過速度定数）を求めることでもある。
【００２６】
　本発明においては、実験データから解析的に速度定数を求めるためモーメント解析を行
うことが好ましい。本発明では、計算溶出曲線の実測溶出曲線へのカーブフィッティング
により目的の速度定数を求めるような試行錯誤的な解析は行わない。実験的にはガウス分
布曲線に近い単純な溶出曲線が得られるので、カーブフィッティングの必要がなくモーメ
ント解析法をそのまま適用できる。モーメント解析法とは実験的に得られた曲線から一絶
対モーメント（μ１）（溶出曲線のピーク位置に対応）および二次中央モーメント（μ２

’）（溶出曲線のピークの分散の二乗に対応）を求め、物質の結合速度定数、解離速度定
数、または異相界面透過速度定数等の具体的な値を求める解析法である。具体的には、以
下のようにして、これらの速度定数を求めることができる。
【００２７】
　モーメント理論に基づく解析は種々の文献に記載されている。モーメント理論はクロマ
トグラフィー分離に関連する物質移動速度を解析する際によく利用されているが、電気泳
動挙動の速度解析に適用された例はこれまでにない。電気泳動挙動の速度解析へのモーメ
ント理論の適用について、以下にその要点を説明する。結合体ＡＢが流路内で停止して物
質Ｂだけが検出器側へ移動する場合（物質Ａも移動するが、流路内全体にそれを適当量存
在させるため物質Ａの濃度一定と仮定できる）、流路系内における物質Ｂの物質収支、物
質移動速度、および物質Ａ－Ｂ間の反応速度（ｋａとｋｄを含む）を表わす基礎式は下記
のとおりである。
【００２８】



(8) JP 2016-138881 A 2016.8.4

10

20

30

40

50

【数１】

【００２９】
　式中ＤＬは軸方向混合拡散係数（本発明の場合には、分子拡散係数）、Ｃは泳動液中の
物質Ｂの濃度、ｕは物質Ｂの移動速度、Ｘは泳動液中の結合体ＡＢの濃度、ｚは管状流路
の長さ方向の位置、Ｌは物質Ａの濃度、ｔは時間、ｋａは結合速度定数、ｋｄは解離速度
定数である。この式をラプラス変換し、溶出ピークの全体像を表わす解析解をラプラス域
で求める。さらに、この解析解から実時間域における溶出ピークのμ１およびμ２’を表
わすモーメント式を以下のように導出する。
【００３０】
【数２】

【００３１】
　式中、τは試料溶液注入時間である。このようにして開発したモーメント式を用いて実
測溶出曲線（ピーク）を解析し、μ１よりｋａ／ｋｄの値を求める。また、μ２’よりｋ

ａ／ｋｄ
２の値を求める。さらに、両者の値（ｋａ／ｋｄとｋａ／ｋｄ

２）からｋａとｋ

ｄ各々の値を求める。
【００３２】
　異相界面透過速度定数は以下のようにして求めることができる。異相界面透過速度とは
、例えばミセル、リポソーム、ベシクル等の分子集合体やカプセル等の内部に他の物質を
取り込める物質Ａと物質Ｂの組合せにおいて、物質Ｂが物質Ａの界面を透過して物質Ａ内
部に取り込まれる（可溶化または分配される）、あるいは物質Ａ内部から外部に放出され
るときの透過速度である。以下、物質Ａが界面活性剤ミセル、物質Ｂが物質Ａの内部に可
溶化される場合を例にして説明する。
　結合体ＡＢが流路内で停止して物質Ｂだけが検出器側へ移動する場合（物質Ａも移動す
るが、流路内全体にそれを適当量存在させるため物質Ａの濃度一定と仮定できる）、流路
系内における物質Ｂの物質収支、物質移動速度、およびミセル界面における物質Ｂの透過
速度（透過速度定数ｋｉｎｔを含む）を表わす基礎式は下記のとおりである。
【００３３】
【数３】

【００３４】
　式中ＤＬは軸方向混合拡散係数（本発明の場合には、分子拡散係数）、Ｃは泳動液中の
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物質Ｂの濃度、ｕは物質Ｂの移動速度、Ｘは泳動液中の結合体ＡＢの濃度、ｚは管状流路
の長さ方向の位置、Ａｓはキャピラリーの内容積に対するミセル界面の総面積の比、Ｎ０

はミセル界面における物質移動の流束（単位面積、単位時間あたりの溶質の透過量）、ｔ
は時間、ｋｉｎｔは異相界面透過速度定数、ＫＡは分配平衡定数、Ｒはミセル半径である
。この式をラプラス変換し、溶出ピークの全体像を表わす解析解をラプラス域で求める。
さらに、この解析解から実時間域における溶出ピークのμ１およびμ２’を表わすモーメ
ント式を以下のように導出する。
【００３５】
【数４】

【００３６】
　式中、Ｌはキャピラリー有効長、τは試料溶液注入時間である。このようにして開発し
たモーメント式を用いて実測溶出曲線（ピーク）を解析し、μ１よりＫＡの値を求め、μ

２’よりｋｉｎｔの値を求める。
【００３７】
　６．本発明を応用したより高精度な解析方法
　本発明において、結合体ＡＢが流路内で停止するように外力４０について微妙な調整を
行うことは、実際は困難な場合がある。そこで、外力４０を変化させて、外力と結合体Ａ
Ｂの移動速度との関係を求め、かつ結合体ＡＢが停止する作用条件を求めることで、結合
体ＡＢが流路内で停止する状態における物質Ａおよび物質Ｂ間の相互作用を解析できる。
具体的に当該方法は、以下の（I）～（VI）工程を備える。
　（I）相互作用する物質Ａと物質Ｂのいずれか一方を含む泳動液が充填された管状流路
を準備する工程、
　（II）前記流路に、泳動液に含まれないもう一方の物質（物質Ａまたは物質Ｂ）を導入
する工程、
　（III）前記流路に電圧を印加し、前記物質ＡとＢとの結合体ＡＢと、ＡまたはＢとを
電気泳動または電気浸透流により移動させる工程、
　（IV）前記流路中の結合体ＡＢの動きに対向する外力を作用させて結合体ＡＢを流路内
で停止させるか逆流させる工程、
　（V）前記流路中の結合体ＡＢの動きと同じ方向に外力を作用させて結合体ＡＢの移動
を促進させる工程、
　（VI）前記物質Ａ、物質Ｂ、または結合体ＡＢを検出する検出工程、ならびに
　（VII）前記工程（III）～（VI）で得た溶出挙動から、結合体ＡＢの移動速度が０とな
る作用条件を求める工程。
【００３８】
　（１）工程IおよびII
　本工程はすでに述べた準備工程と同様にして行うことができる。
　（２）工程III
　本工程は、外力を作用させない点以外はすでに述べた移動工程と同等にして行うことが
できる。
【００３９】
　（３）工程IV
　本工程は、結合体ＡＢの動きに対向する外力を作用させて結合体ＡＢを流路内で停止さ
せるか逆流させる。図１を用いて本工程を説明する。結合体ＡＢを流路内で停止させる場
合はすでに述べたとおりである。一方、結合体ＡＢを逆流させるには、図１において電気
泳動３０と外力４０の合計を電気浸透流２０よりも僅かに大きくすればよい。この場合、



(10) JP 2016-138881 A 2016.8.4

10

20

30

40

50

物質Ｂは電気泳動しないため、外力４０を掛けた状態でも第二極２方向へ移動しうる状況
となる。そして外力４０の大きさを、物質Ｂが第一極１方向へ移動しない程度とすること
で物質Ｂを第二極２方向へ移動できる。
【００４０】
　（４）工程V
　本工程では、結合体ＡＢの動きと同じ方向に外力を作用させて結合体ＡＢの移動を促進
させる。図２を用いて本工程を説明する。図２において物質Ａと結合体１０は第一極１へ
電気泳動する。電気浸透流により泳動液全体は第二極２方向へ移動する。本工程では結合
体１０が電気浸透流の方向に向かってより移動しやすいように第一極１から第二極２へ向
かって（４０で示す向きへ）外力を作用させる。この結果、結合体１０の電気浸透流の方
向への移動が促進される。一方、物質Ｂは第一極１方向へ電気泳動しないため結合体１０
よりも速く第二極２方向へ移動する。この結果、物質Ｂが検出器５０で検出される。図２
は電気浸透流が存在する場合を示すが、電気浸透流が存在しない場合も同様である。
【００４１】
　（４）工程VI
　本工程は、すでに述べた検出工程と同等にして行うことができる。
【００４２】
　（５）工程VII
　本工程では、まず前記工程（III）～（VI）で得た溶出挙動から、工程（III）～（V）
における結合体ＡＢの移動速度を求める。その移動速度は物質Ｂの移動速度や溶出時間（
一次モーメント）等から結合平衡定数を求める手順を通して求めることができる。
【００４３】
　次いで、外力４０と結合体ＡＢの移動速度の関係から、結合体ＡＢの移動速度が０とな
る作用条件を求める。例えば外力４０が圧力である場合、結合体ＡＢの移動速度が０とな
る圧力の大きさＰｓを求める。そして、Ｐｓ印加時の物質Ａと物質Ｂの相互作用を解析す
る。例えば、圧力と、一絶対モーメントおよび二次中央モーメントとの関係をプロットし
、Ｐｓ印加時の各モーメントを求め、結合体ＡＢの生成と解離反応に関する速度定数を求
めることで、当該相互作用にかかる情報を得ることができる。
【００４４】
　当該方法の効果を、説明を簡略にするため物質Ｂを検出する場合を例にして説明する。
当該方法では結合体ＡＢが系内で停止している状態における両者の相互作用の情報を得る
ことができる。すなわち当該方法においては、物質Ｂが物質Ａに結合したまま停止した状
態で、結合体から遊離した物質Ｂを検出することとなるので、物質Ｂをクロマトグラフィ
ーと同様の条件で分析しているともいえる。従来のクロマトグラフィー分析では固定相（
物質Ａに相当）が担体に固定化されているため、物質Ａと物質Ｂの真の相互作用を解析し
ているかどうかが不確かである。また化学修飾（例えば、蛍光標識化）した物質Ｂを物質
Ａと反応させる解析法も利用されているが、この場合も物質Ａと物質Ｂの真の相互作用を
解析しているかどうか不確かである。一方、当該方法では固定相に相当する物質Ａは担体
に固定化されておらず遊離した状態にあり、かつ物質ＡとＢは共に化学的に修飾されてい
ない。このため、当該方法では物質Ａと物質Ｂの真の相互作用の特徴を測定または解析で
きるという利点がある。
【実施例】
【００４５】
　［実施例１］
　以下のようにして分析を行った。測定は３０３Ｋ（３０℃）にて行った。
（１）化合物
　ゲスト分子：チモール（無電荷）（シグマアルドリッチ社製）
　ホスト分子：硫酸化β－シクロデキストリン（負電荷）（シグマアルドリッチ社製）
【００４６】
（２）装置
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　Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｐ／ＡＣＥ　ＭＤＱ（ＵＶ検出、波長２００ｎｍ）
　キャピラリー：内径７５μｍ、外形３７５μｍ、全長６０．２ｃｍ、有効長５０ｃｍ
【００４７】
（３）分析
　泳動液としてリン酸緩衝溶液（３０ｍＭ、ｐＨ６．９）／メタノール＝８０／２０（ｖ
／ｖ）を準備した。試料溶液中のチモール濃度は２ｍＭであった。試料溶液には電気浸透
流マーカーとしてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を混合した。また、濃度が８．９ｍ
Ｍとなるように、硫酸化β－シクロデキストリンを泳動液に加えた。
　前記泳動液をキャピラリー内に導入した後、加圧法（０．５ｐｓｉ（３５０Ｐａ）、５
秒）により試料溶液を導入した。電位勾配が２５０Ｖｃｍ－１となるように電圧をかけ、
電気泳動実験を行った。その際、陰極側からキャピラリーに０．１ｐｓｉ（７０Ｐａ）、
また陽極側から０．１ｐｓｉ（７０Ｐａ）の圧力を加えた。本例では電気浸透流は陽極か
ら陰極に向い、この陽極から陰極への向きを正の向き（＋）、その逆を負の向き（－）と
した。さらに、圧力を掛けない条件（０ｐｓｉ）においても実験を行い、チモールの溶出
ピークを検出した。
　溶出曲線を図３に示す。圧力を電気浸透流に対向して印加する場合をマイナス符号、ま
た電気浸透流と同方向に掛ける場合をプラス符号で表し、図３では各々－０．１ｐｓｉ、
＋０．１ｐｓｉと記載した。また、圧力を印加しない場合を０ｐｓｉと記載した。２本の
ピークのうち、早く溶出するピークは電気浸透流の速度を測定するためのマーカーである
ＤＭＳＯのピークである。後から溶出するピークがチモールのピークである。
【００４８】
　（４）解析
　各圧力において得られたチモールの溶出曲線から、以下に示す各々の定義に基づいて一
次絶対モーメント（μ１）および二次中央モーメント（μ２’）を求めた。さらに、それ
らのモーメント値から式(ii)に基づいてｋａとｋｄを求めた。本例においてＤＬは４．７
×１０－６ｃｍ２ｓ－１、ｕは０．５～０．９ｍｍｓ－１、Ｌは８．９ｍＭ、τは５ｓ、
Ｚは５０ｃｍであった。Ｃは物質Ｂの濃度、Ｘは結合体ＡＢの濃度、ｚはキャピラリーの
長さ方向の位置、ｔは時間であり電気泳動の経過と共に変化するパラメータである。印加
圧力とモーメント値の相関を図４に示す。
【００４９】
　各圧力におけるμ１および電気浸透流の速度等から結合平衡定数を求め、さらに結合体
ＡＢの移動速度（ｖＸ）求めた。具体的には以下のようにして求めた。
　溶出ピークの一次絶対モーメントは次のように定義される。
【００５０】
【数５】

【００５１】
　ここで、Ｃｅ（ｔ）は溶出ピークの形状（濃度変化）を表わす時間（ｔ）の関数である
。ｄｔは時間の刻みで、Ｃｅ（ｔ）とｄｔの積は溶出ピークを細分化した微小短冊部分の
面積を表わす。分母ではそれを全時間領域に渡って積分しているので、分母はピーク面積
を表わす。また、分子は微小短冊部分の面積とｔ（試料注入時点からの時間）の積を積分
しており、一次絶対モーメントは両者の比と定義される。
　一方、溶出ピークの二次中央モーメントは次のように定義される。
【００５２】
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【数６】

【００５３】
　二次中央モーメントは微小短冊部分の面積と（ｔ－μ１）（一次絶対モーメントからの
時間）の二乗の積の総和とピーク面積の比と定義される。一次絶対モーメントはピークの
溶出時間、二次中央モーメントはピーク分散の二乗に各々対応する。
　物質Ｂと結合体ＡＢの双方が検出器方向へ移動する場合、一次絶対モーメントは次のよ
うに表わされる。
【００５４】
【数７】

【００５５】
　ここで、ｕは物質Ｂの移動速度、ｖＸは結合体ＡＢの移動速度である。また、ＫＡは結
合平衡定数であり、ｋａ／ｋｄの比に等しい。結合体ＡＢが停止する場合にはｖＸ＝０と
なるため、前述の式（ii）と同じ形になる。また、この式から結合体ＡＢの移動速度ｖＸ

は次のように求めることができる。
【００５６】

【数８】

【００５７】
この式により計算して求めたｖＸの値と印加圧力（Ｐａｄｄ）との関係を図５に示した。
図５に示すように、結合体が停止するためのＰｓ圧力は－０．０８４ｐｓｉであった。す
なわち、陰極から陽極に向かって０．０８４ｐｓｉの圧力を印加することにより結合体が
停止することが明らかとなった。
【００５８】
　Ｐｓ（－０．０８４ｐｓｉ）におけるチモールの溶出曲線の一次絶対モーメント（μ１

）および二次中央モーメント（μ２’）を図４のプロットから求めた。これらから結合体
が停止した状態におけるチモール－硫酸化β－シクロデキストリン間の相互作用に関する
平衡および速度情報を前述の式（ii）に基づいて以下のように求めた。
　結合平衡定数（ＫＡ）：２５Ｍ－１

　結合速度定数（ｋａ）：３．６×１０２Ｍ－１ｓ－１

　解離速度定数（ｋｄ）：１４ｓ－１

【００５９】
　［実施例２］
　結合体が電気泳動しない場合について、解析を行った。
　具体的には、正電荷を有する溶質（ナファゾリン）と負電荷を有するリガンド（コール
酸）を用い無電荷のこれらの会合体（結合体）を形成して、電気泳動による会合体の移動
を自動的に停止させた。さらに電気浸透流の発生を抑えることで管内での会合体の動きを
停止させた。
【００６０】
（１）化合物
　溶質分子：ナファゾリン塩酸塩（正電荷）（シグマアルドリッチ社製）
　リガンド分子：コール酸（胆汁酸）（負電荷）（和光純薬社製）
【００６１】
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（２）実験系
　実施例１と同様の実験装置を用いた。ただし、ＵＶ検出波長は２２０ｎｍとした。電気
浸透流を発生させないようにキャピラリー内壁をポリマーコーティングしたニュートラル
キャピラリーを使用した。その内径は５０μｍ、外形３７５μｍ、全長３０．４ｃｍ、有
効長２０．５ｃｍであった。測定は２９８Ｋ（２５℃）にて行った。
【００６２】
（３）分析
　泳動液としてリン酸緩衝溶液（３０ｍＭ、ｐＨ７．４）を使用し、これにコール酸を濃
度が８．１ｍＭとなるように溶解した。試料溶液中のナファゾリン濃度は２．９ｍＭであ
った。前記泳動液をキャピラリー内に導入した後、加圧法（０．５ｐｓｉ（３５０Ｐａ）
、５秒）により試料溶液を導入した。電位勾配が３３０Ｖｃｍ－１となるように電圧をか
け、電気泳動させた。会合体は無電荷であるため自動的に電気泳動しない状況となった。
このため、キャピラリーへの圧力印加を行わない条件（０ｐｓｉ）において実験を行い、
ナファゾリンの溶出ピークを検出した。溶出曲線を図６に示す。コール酸が共存する場合
にはナファゾリンがコール酸と会合体を形成するため、ナファゾリンの溶出時間が遅くな
った。
【００６３】
（４）解析
　図６の溶出曲線から一次絶対モーメント（μ１）および二次中央モーメント（μ２’）
を求めた。さらに、それらのモーメント値から式（ｉｉ）に基づいてｋａとｋｄを求めた
。本例においてＤＬは５．９×１０－８ｍ２ｓ－１、ｕは６．１×１０－４ｍｓ－１、Ｌ
は８．１ｍＭ、τは５ｓ、Ｚは２０．５ｃｍであった。
【００６４】
（５）結果
　ナファゾリン－コール酸間の相互作用に関する平衡および速度情報を前述の式（ｉｉ）
に基づいて以下のように求めた。
　結合平衡定数（ＫＡ）：４．４Ｍ－１

　結合速度定数（ｋａ）：２．２Ｍ－１ｓ－１

　解離速度定数（ｋｄ）：０．５１ｓ－１

【００６５】
［実施例３］
　界面活性剤ミセルと溶質の相互作用を解析した。具体的には、リガンドとして界面活性
剤（ドデシル硫酸ナトリウム、ＳＤＳ）ミセル、溶質としてチモールを用いた。チモール
はは疎水性であるのでミセル内部に可溶化される。そのため、チモールの溶出ピーク形状
を解析することにより、ミセルとその周囲のバルク溶媒相との間の異相界面におけるチモ
ール分子の移動速度、すなわち異相界面（ミセル界面）透過速度が測定できる。測定は３
０３Ｋ（３０℃）で行った。
【００６６】
（１）化合物
　溶質分子：チモール（無電荷）（シグマアルドリッチ社製）
　リガンド分子：ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）（シグマアルドリッチ社製）を臨界
ミセル濃度以上の濃度に溶解し、ＳＤＳミセルを形成させた。このミセル（負電荷）をリ
ガンドとして使用した。
【００６７】
（２）装置
　Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｐ／ＡＣＥ　ＭＤＱ（ＵＶ検出、波長２００ｎｍ）
　キャピラリー：内径７５μｍ、外形３７５μｍ、全長４０．２ｃｍ、有効長３０ｃｍ
【００６８】
（３）分析
　泳動液としてリン酸緩衝溶液（２０ｍＭ、ｐＨ７．１）／メタノール＝８０／２０（ｖ
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／ｖ）を準備した。試料溶液中のチモール濃度は２ｍＭであった。試料溶液には電気浸透
流マーカーとしてジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を混合した。また、濃度が１５．４
ｍＭとなるように、硫酸化β－シクロデキストリンを泳動液に加えた。ＳＤＳの臨界ミセ
ル濃度およびミセル会合数（１個のミセルを形成するＳＤＳ分子数）を懸滴法により実験
的に測定した結果、各々２．１ｍＭおよび４９であった。本実験系におけるＳＤＳミセル
濃度は０．２７ｍＭであった。
【００６９】
　前記泳動液をキャピラリー内に導入した後、加圧法（０．５ｐｓｉ（３５０Ｐａ）、５
秒）により試料溶液を導入した。電位勾配が３７０Ｖｃｍ－１となるように電圧をかけ、
電気泳動実験を行った。その際、陰極側からキャピラリーに０．１ｐｓｉ（７０Ｐａ）、
また陽極側から０．１ｐｓｉ（７０Ｐａ）の圧力を加えた。本例では電気浸透流は陽極か
ら陰極に向い、この陽極から陰極への向きを正の向き（＋）、その逆を負の向き（－）と
した。さらに、圧力を掛けない条件（０ｐｓｉ）においても実験を行い、チモールの溶出
ピークを検出した。
【００７０】
　溶出曲線を図７に示す。圧力を電気浸透流に対向して印加する場合をマイナス符号、ま
た電気浸透流と同方向に掛ける場合をプラス符号で表し、図７では各々－０．１ｐｓｉ、
＋０．１ｐｓｉと記載した。また、圧力を印加しない場合を０ｐｓｉと記載した。２本の
ピークのうち、早く溶出するピークは電気浸透流の速度を測定するためのマーカーである
ＤＭＳＯのピークである。後から溶出するピークがチモールのピークである。
【００７１】
　（４）解析
　前述の式（ｉｖ）を用いて解析を行った。本例においてＤＬは６．０×１０－１０ｍ２

ｓ－１、ｕは０．６～１．０ｍｍｓ－１、τは５ｓ、Ｌは３０ｃｍであった。Ｃは物質Ｂ
の濃度、Ｘは結合体ＡＢの濃度、ｚはキャピラリーの長さ方向の位置、ｔは時間であり電
気泳動の経過と共に変化するパラメータである。印加圧力とモーメント値の相関を図８に
示す。
　各圧力において得られたチモールの溶出曲線（図７）から、一次絶対モーメント（μ１

）および二次中央モーメント（μ２’）を求めた。さらに、それらのモーメント値から式
（ｉｖ）に基づいてｋｉｎｔを求めた。解析手順は実施例１と同様である。
　会合体の移動速度ｖＸと印加圧力（Ｐａｄｄ）との関係を図９に示した。図９に示すよ
うに、結合体が停止するためのＰｓ圧力は－０．０７５ｐｓｉであった。すなわち、陰極
から陽極に向かって０．０７５ｐｓｉの圧力を印加することにより結合体が停止すること
が明らかとなった。
【００７２】
　Ｐｓ（－０．０７５ｐｓｉ）におけるチモールの溶出曲線の一次絶対モーメント（μ１

）および二次中央モーメント（μ２’）を図８のプロットから求めた。ＳＤＳミセルへの
チモール分子の分配平衡定数（ＫＡ）およびＳＤＳミセル界面におけるチモール分子の透
過速度定数（ｋｉｎｔ）を前述の式（ｉｖ）に基づいて以下のように求めた。
　分配平衡定数（ＫＡ）：５７５
　異相（ミセル）界面透過速度定数（ｋｉｎｔ）：１．５×１０－６ｍｓ－１

【００７３】
　従来法では、実測ピーク形状と数値解析による計算結果が一致するように試行錯誤的に
速度定数（ｋａとｋｄ）を決定する。しかし、両者の一致度の判断基準が曖昧であるため
、実験データから最終的な解析結果を一義的に導出できない。すなわち、カーブフィッテ
ィングする際に着目するパラメータ（例えば、溶出ピークの位置や面積等）の種類が規定
されておらず、さらに一致度の定量的な判断基準（どの程度一致すればよいと判断するの
か）も明確ではない。また、カーブフィッティングする対象となる実測ピーク形状は、ガ
ウス分布曲線のような単純かつ理論的根拠が明確なものではなく、非常に複雑で実験条件
によっては複数のピークが検出される。このため、ｋａとｋｄの値を決定する際に実験者



(15) JP 2016-138881 A 2016.8.4

10

の主観が入る余地がある。また、そのデータ処理法は数学的に複雑・難解であり、現実的
には多くの研究者がこの従来法を簡便に利用することができない。さらに、ある実験条件
の場合には、流路系内における電気泳動挙動を表わす基礎式のある仮定の下での解析解を
利用するが、この場合にはこの仮定が成り立たない条件下での実験データは解析できない
。このように従来法には客観性および利便性の点で難があるのに対して、本発明は容易に
利用できかつ客観性を備えているという利点を有する。さらに、同様に測定した溶出ピー
クの形状を異なるモーメント式を適用して解析することにより、異相界面における物質の
透過速度定数をも測定することができる。
【符号の説明】
【００７４】
　１　第一極
　２　第二極
　Ａ　物質Ａ
　Ｂ　物質Ｂ
　１０　結合体
　２０　電気浸透流
　３０　結合体の電気泳動
　４０　外力
　５０　検出器
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【図３】

【図４】
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