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研究の概要（２００～３００字で記入、図・グラフは使用しないこと） 

キャピラリー電気泳動法とモーメント解析理論を組み合わせ、化学的に非修飾かつ遊離

した（非固定化）状態における分子間相互作用の平衡情報（会合平衡定数）だけではなく、

速度情報（会合速度定数と解離速度定数）をも測定できる解析法を開発した。本法では、

溶質とリガンドとの会合体を実験系内で停止させるクロマトグラフィックキャピラリー電

気泳動法により溶出ピークを測定し、その一次絶対モーメントと二次中央モーメントを解

析して速度定数を決定する。本研究では、界面活性剤ミセルをリガンドとする実験系に本

解析法を適用してその有用性を実証すると共に、複数の溶質－ミセル間における各相互作

用の一斉解析の可能性を確認した。  
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

【背景】  

分子間相互作用の解析は、化学や生物学分野等における様々な機能や現象の特徴や機構

を解明する上で非常に重要な研究課題である。このため各種の解析法が開発され、その一

部は溶質－リガンド間における分子間相互作用の反応速度定数（会合速度定数 k a と解離速

度定数 k d）の測定にも利用されている。しかし、これら既往の速度解析法では、分子の固

定化や化学修飾（蛍光標識化等）が必要であり、分子間相互作用速度の解析結果に対する

このような分子の固定化や化学修飾の影響が懸念される。  

そこで当研究室ではこれまでに、キャピラリー電気泳動（ CE）法とモーメント解析理論

を組み合わせ、溶質やリガンドの固定化や化学修飾が不要であり、かつ分子間相互作用の

平衡情報だけではなく速度情報をも測定できる分子間相互作用解析法を開発した。すなわ

ち、キャピラリー内に外圧を印加して溶質－リガンド会合体の動きを停止させるクロマト

グラフィックキャピラリー電気泳動（ CC E）法を開発した。この時、キャピラリー内にお

ける溶質分子の物質移動挙動はクロマトグラフィー系のそれと類似した状態となる。この

CCE 法の導入により CE 溶出ピーク形状のモーメント解析が可能になり、反応（会合・解

離）速度定数を解析的に求めることが可能になった。しかし、CE 装置の性能上（印加圧力

の刻み）の制限からキャピラリー内に印加する外部圧力を微妙に調節することができない

ため、 CCE 条件下で CE 実験を行うことは実際には難しい。そこで、外圧を段階的に変化

させて実測した溶出ピーク情報を解析して目的の速度定数を決定する現実的な C E 実験法

およびデータ解析法を開発した。  

そこで本研究では、本解析法の完成度の向上と適用範囲の拡大を図るため、ドラッグデ

リバリーシステムを意識した実験系として界面活性剤ミセルをリガンド（分離媒体）とし

て使用する実験系を取り上げ、以下のような研究課題を設定した。  

(1 )  CCE法による溶質－界面活性剤ミセル間相互作用の速度解析  

(2 )  界面活性剤ミセル－複数のアミノ酸間の各相互作用の一斉解析  

 

【 CCE法による溶質－界面活性剤ミセル間相互作用の速度解析】  

ドデシル硫酸ナトリウム（ SDS）ミセルをリガンドとして利用する CE 系に本解析法を適

用し、 SDS ミセル－溶質分子間の相互作用の速度解析を行った。 溶質および電気浸透流

（ EO F）マーカーとして、チモール（ 2 .0  mmol  dm
- 3）およびジメチルスルホキシド（ DMSO）

（ 0 .33%,  v /v）（いずれも電気的中性）を用いた。泳動液は、 20  mmol  dm
- 3 リン酸緩衝水溶

液（ pH 7 .1）とメタノールとの混合溶液（ 80 /20 ,  v/v）に SDS を 15 .4  mmol  dm
- 3（ C MC 以上

の濃度）溶解して調製した。シリカ溶融キャピラリー（内径 75  μm、外径 375  μm、全長 40 .2  

cm、有効長 30  cm）を使用し、 370  V cm
- 1 の電位勾配を印加して電気泳動実験を行った。

また、キャピラリーに印加する外部圧力を -  0 .1～ 0 .1  p s i の範囲で変化させた。測定したチ

モールおよび DMSO の溶出ピークから C CE 条件下における溶出ピークの一次、二次モーメ

ントを求め、それらの値を解析した。  

チモールおよび DMSO の一次モーメント値を逐次近似法によって解析した結果、チモー

ル－ SDS ミセル会合体をキャピラリー内で停止するために印加する外部圧力は -  0 .082  p s i

であった。また、会合平衡定数は 6 .35  x  10
3
 dm

3
 mo l

- 1 であった。一方、二次モーメント  
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研究成果の概要（つづき） 

解析については、先ず CE 実験と同じ条件下でのキャピラリー内泳動液中における DMSO

の拡散係数を DMSO ピークの二次モーメント値から求めた。次に、同条件下におけるチモ

ールの拡散係数を上記の DMSO の拡散係数から、両者の分子サイズの差異を考慮して求め

た。さらに、チモールの拡散係数に基づきチモールピークの二次モーメント値に対する拡

散の寄与を求めた。二次モーメントの実測値からこの拡散の寄与を差し引いて、チモール

－ SDS ミセル間相互作用の寄与を求めた。その結果、チモール－ SDS ミセル間相互作用の

会合速度定数および解離速度定数の測定値は各々 5 .6  x  10
4
 dm

3
 mo l

- 1
 s

- 1 および 8 .7  s
- 1 であ

った。  

以上のように、 SDS ミセルをリガンドとして利用する CE 系に本解析法を適用し、チモ

ール－ SDS ミセル間相互作用の会合平衡定数、会合速度定数および解離速度定数を測定し

てその有用性を実証した。  

 

【界面活性剤ミセル－複数のアミノ酸間の各相互作用の一斉解析】  

二種類のアミノ酸と SDS ミセルとの間の各々の相互作用を同時に解析する一斉解析法に

ついて検討を行った。溶質として L-ドーパおよび L-チロシン、また EO F マーカーとして

DMSO を用いた。試料溶液中の両アミノ酸の濃度は各々 1 .5  mmol  dm
- 3 であり、 DMSO 濃度

は上記と同様である。泳動液は、30  mmol  dm
- 3 酢酸緩衝水溶液（ pH 5 .5）に SDS を 150  mmol  

dm
- 3 溶解（ CMC 以上の濃度）して調製した。シリカ溶融キャピラリー（内径 75  μm、外径

375  μm、全長 31  cm、有効長 20 .8  cm）を使用し、 323  V cm
- 1 の電位勾配を印加して電気泳

動実験を行った。また、キャピラリーに印加する外部圧力を -  0 .1～ 0 .1  p s i の範囲で変化さ

せた。両アミノ酸の混合溶液を注入する場合（混合系）および L-ドーパだけを注入する場

合（単一系）について、各アミノ酸と DMSO の溶出ピークから CCE 条件下における溶出ピ

ークの一次、二次モーメントを求め、上記と同様にしてそれらの値を解析した。  

各アミノ酸および DMSO ピークの一次および二次モーメント値を解析した結果、アミノ

酸－ SDS ミセル会合体をキャピラリー内で停止するために印加する外部圧力は何れの場合

も -  0 .088  ps i であった。また、会合平衡定数（ K A）、会合速度定数（ k a）および解離速度定

数（ k d）の測定値は以下の通りであった。  

L-ドーパ－ SDS ミセル（混合系）： K A  =  1 .1  x  10
2
 dm

3
 mol

- 1、 k a  =  1 .3  x  10
3
 dm

3
 mo l

- 1
 s

- 1、

k d  =  11  s
- 1

 

L-チロシン－ SDS ミセル（混合系）： K A  =  2 .2  x  10
2
 dm

3
 mo l

- 1、 k a  =  4 .8  x  10
3
 dm

3
 mo l

- 1
 s

- 1、

k d  =  22  s
- 1

 

L-ドーパ－ SDS ミセル（単一系）： K A  =  1 .2  x  10
2
 dm

3
 mol

- 1、 k a  =  1 .2  x  10
3
 dm

3
 mo l

- 1
 s

- 1、

k d  =  10  s
- 1

 

上記のように、混合系の二種類のアミノ酸と SDS ミセルとの間の各々の相互作用を同時

に解析することができた。また、 L-ドーパ－ SDS ミセル間の相互作用に関する解析結果が

混合系と単一系とで良く一致しており、共存成分（本研究では L-チロシン）の影響を受け

ることなく目的成分（本研究では L-ドーパ）の相互作用挙動を解析できた。以上のように、

本解析法による分子間相互作用の一斉解析の可能性が明らかになった。  

※  この （様式２）に記入の、成果の公表を見合わせる必要がある場合は、その理由及び差し控え期間
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