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論 文 内 容 の 要 旨

生体関連分野の研究において,液体クロマトグラフィー(LC)および電気泳動法は,必要不可欠かつ相

補的な分離分析手法であり,新しい分離モードの開発や状態分析-の展開の重要性がますます高まってい

る｡藤に最近開発されたキャピラリー電気泳動(CE)は,卓越した分離能が期待できるため,新しい分離

分析法として精力的な研究が行われている｡本論文では,CEにおける新しい分離モードの開発を行うと

ともに,LCやCEの分離分析手法を駆使して,生体関連物質の状態分析,環境分析におけるその有用性

を明らかにしている｡ 主な研究成果は次の通りである｡

1.ポリエーテル化合物のプロトン受容能に着目し,キャピラリーゾーン電気泳動(CZE)に,水素結

合に基づく新しい分離モードの導入を検討 している｡ マ トリックスとしてポリエチレングリコール

(PEG)を用いた結果,水酸基,アミノ基,アミド基を有する試料の分離挙動が特異的に変化することを

兄いだした｡種々の溶質とPEGとの相互作用に関して,CEの理論に立脚した平衡論的解析を行い,港

質のプロトン供与能が大きくなるほど相互作用が強くなることを確認した｡NMRによる相互作用の観察,

測定温度の上昇や高濃度尿素の添加効果の検討を行い,､分離系に水素結合が機能していることを明らかに

した｡この分離モードにおいては,マトリックスとしてのPEGの濃度によって分離条件の制御が可能と

なることも明らかにした｡さらにミセル動電クロマトグラフ法(MEKC)においても,ポリエーテル構造

を有する界面活性剤を含む混合ミセルを用いることで,同様に水素結合による高い分離能が得られること

を莫証した｡分配系の熱力学的考察により,本分離能の理論的裏付けも行っている｡ また具体例として,

水素結合能を有する4種のヌクレオチドの分離にも成功している｡

2.蛋白質の精密分離分取の観点から,クロマトホ-カシンダ(CF)の高い分散能に着日し,この方法

でマ滋コウ鯨由来のミオグロビン試料が9つの成分に分離されることを兄いだした｡この試料は,等電点

電気泳動法では3成分に分離されるのみであり,サイズ排除クロマトグラフィー,原子吸光分析,可視紫

外吸収スペクトルなどの他の手法では差異が認められなかった｡このように,CF法が等電点のわずかに

異なる成分の分離に卓越していることを実証した｡CF法は注入できる試料量が多く,分取も容易である
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ことから,精密分離分取の手法として大変有用であると結論している｡

3.酸化還元コファクターであるピロロキノリンキノン(PQQ)が,生理活性,薬理活性の面において

も注目され,生体内での安定性,存在状態をも含めた分析法が要求されている点に着目し,まず,遊離

PQQの高感度高選択的検出法を検討している｡LC法に電気化学触媒反応に基づく検出法を導入した結

果0.2pmolレベルでの検出が出来ることを明らかにした｡ この方法で,各種食品中のPQQの定量を試み

たが,PQQは検出されなかった｡PQQは生体中で何らかの誘導体に変化するとの予想のもとに,各種

アミノ酸との反応性を詳細に調べ,PQQがアミノ酸と反応してオキサゾロピロロキノリン(OPQ)類を

形成することを明らかにした｡その反応速度の測定を行い,速度が溶液のpHおよびアミノ酸の種類によ

って異なることを明らかにするとともに,生成物であるオキサゾロピロロキノリン(OPQ)類のCEによ

る一斉分離を達成した｡状態分析のモデル系としてPQQを添加したウシ血清試料を分析した結果,

PQQは試料中で時間の経過とともに,それぞれの反応速度に応じてOPQ類へと変化していくことを兄

いだした｡

4.環境分析の観点から,天然水中に見られるアルカリホスファターゼ(APase)活性の簡便な検出法

の開発を行った｡蛍光基質を用いて酵素反応を行わせ,サイズ排除LCに蛍光検出器を組み込んだ分析シ

ステムを構築した｡反応時間,温度,蛍光基質濃度などの最適化を行い,この方法によって無濃縮あるい

は数倍の濃縮で,天然水中のAPase活性の測定が出来ることを示した｡APaseは起源によって分子量が

異なるが,本法ではAPase活性と同時にその分子量が測定できる｡この方法によって,ある池水中の

APaseの検出,分析を行い,そのAPase活性を定量するとともに,活性を示す酵素の分子量が大腸菌由

来のAPaseと同じであることを確認した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

液体クロマトグラフィーおよび電気泳動法は,生体関連分野の研究において必要不可欠かつ相補的な分

離分析手法であり,新しい分離モードの開発や状態分析への展開の重要性がますます高まっている｡本論

文は近年特に注目されているキャピラリー電気泳動法に新しい分離モードを導入し,その有用性を実証す

るとともに,これらの分離分析手法を駆使して,生体関連物質の状態分析,環境分析におけるその有用性

を明らかにした結果を取りまとめたもので,評価すべき主な点は以下の通りである｡

1.ポリエーテル化合物のプロトン受容能に着目し,キャピラリーゾーン電気泳動法に,マトリックス

としてポリエチレングリコールを導入した｡その結果,水素結合に基づく新規分離モードが可能であるこ

とを兄いだした｡さらにミセル動電クロマトグラフ法にこの分離モードを導入することに成功し,水素結

合による高い分離能が得られることを実証した｡分配系の熱力学的考察により,分離機能の理論的裏付け

も行っている｡また具体例として,水素結合能を有する4種のヌクレオチドの分離にも成功している｡

2.蛋白質の精密分離分取の観点から,クロマトホ-カシンダの高い分離能に着目し,サイズ排除クロ

マトグラフィーなどの他の手法では分離できないマッコウ鯨由来のミオグロビン試料が,本法を用いるこ

とによって等電点のわずかに異なる9つの成分･に分離されることを兄いだした｡

3.酸化還元コファクターであるPQQが,生理活性,薬理活性の面においても注目され,その検出分
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析法が要求されている点に着日し,遊離PQQの高感度高選択的検出法を検討した｡LC法に電気化学触

媒反応に基づく検出法を導入すれば0.2pmolレベルでの検出が出来ることを明らかにした｡またPQQの

各種アミノ酸との反応性を詳細に調べ,アミノ酸の種類に依存して反応速度が異なることを明らかにする

とともに,生成物であるOPQ類の一斉分離を達成した｡状態分析のモデル系としてPQQを添加したウ

シ血清試料を分析した結果,PQQは試料中で時間の経過とともに,それぞれの反応速度に応じてOPQ

類へと変化していくことを兄いだした｡

4.環境分析の観点から,天然水中に見られるAPase活性の簡便な検出法の開発をめざし,LC法に

蛍光検出器を組み込ん美高感度高選択的検出法を実現した.この方法によって無濃縮あるいは数倍の濃縮

で,天然水中のAPase活性の測定が世来ることを示した｡

以上のように,本論文はCE法における新しい分離様式の導入に成功し,CF法の優れた分離能を検証

するとともに,これら手法の適切な利用によって生体試料中の状態分析や環境分析が可能であることを実

証したもので,分析化学,生物物理化学,および生物工学の分野に寄与するところが大きい｡

よって本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成7年10月16日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位

を授与される学力が十分あるものと認めた｡
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