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入門書



電気泳動は 19 世紀初め、クロマトグラフィーよりも前に誕生しました。以
来、初期には Kohlrausch や Tiselius、のちには Everaerts などの功績により、長い
時間をかけて発展してきました。1980 年代の初めには、内径 100 μm 未満の
極細のキャピラリーを用いた電気泳動を実施した Jorgenson により、電気泳動
の様相が変化し、キャピラリー電気泳動が生まれました。それ以降、キャピ
ラリー電気泳動は進化を続け、いまでは日常的に使用される技術になってい
ます。アジレントをはじめとする機器メーカーは、キャピラリー電気泳動用
の機器を開発し、多くの分析ラボを長年にわたって確実に支えてきました。
キャピラリー電気泳動市場は、2000 年代初めの低迷を乗り越え、力強く回復
しています。とりわけ、キャピラリー電気泳動と質量分析計との連結テク
ニックは大きく発展し、驚異的なスピードと感度で生体分子の複雑な構造を
解明する優れた機能を備えるまでになりました。また、キャピラリー電気泳
動には、複数の分離モードがあります。そのため、きわめて幅広い化合物の
分離に使用することができます。低分子イオンやペプチド、タンパク質、配
列DNA および制限DNA の断片、さらには細胞全体や非荷電分子の分離にも対
応できます。

液体クロマトグラフィーと比較した場合、キャピラリー電気泳動には1 つの
大きな利点があります。よりシンプルな環境で分離プロセスを実行できると
いう点です。均質な溶液や分子ふるい効果のあるポリマーのほか、円筒など
の単純な構造を用いた分離場での分離が可能です。分離場と時間における化
合物の移動を説明する原理は、高度な数学手法により、簡単に公式化され、
解くことができます。この点については、複数の研究者が大きく貢献してい
ます。分離プロセスの基本原理を深く理解すれば、迅速な機器開発、高度な
シミュレーションや分離予測が可能になり、新たな電気泳動分離メソッドの
開発が容易になります。

この入門書は、電気泳動の初心者に最適なガイドブックです。キャピラリー
電気泳動がこの先も長く使用され、分離研究者の役に立ち続けることはまち
がいありません。そして、その優美さと効率で、研究者たちを驚かせていく
ことでしょう。

Bohuslav Gaš
教授
プラハ・カレル大学理学部
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はじめに

Tiselius が分離テクニックとして初めて電気泳動を使用して以来、キャピラリー電
気泳動 (CE) は、さまざまな由来を持つ物質の分離に適用されてきました。Hjertén
やEveraerts、Jorgenson の先駆的な研究を経て、1990 年代には、キャピラリー電気
泳動の使用が爆発的に増加しました。分離上の問題を解決する創造的な方法
や、業界の提唱するバリデーションメソッドが文献に登場しました。

そうしたアプリケーションの爆発的な増加が一段落した21 世紀初めには、CE テ
クニックが分析科学者のツールとして重要なものであることが明らかになりま
した。薬局方の一般試験法、薬局方モノグラフのCE メソッド、製薬会社の新薬
アプリケーション、バイオテクノロジー業界のスラブゲルメソッドに代わる CE
メソッドなど、アプリケーションのいくつかはすぐに目に付くものです。製薬
会社の多くは、キラル分離や低分子イオンの分離に CE を使用しています。多く
のアプリケーションキットも、複数のサプライヤにより提供されています。さ
らに、「隠れた」アプリケーションもあります。DNA/RNA アナライザやタンパ
ク質アナライザなど、特定アプリケーション用の一部の機器では、分離メカニ
ズムとしてCE が使用されています。また、さらなる小型化により、CE は lab-on-
a-chip の発展にも貢献しています。

現在の製薬業界において、CE テクニックの導入を促進するための課題は、機器や
トレーニングのさらなる向上です。1980 年代後半から 90 年代に機器改良という
点で大きく前進し、研究開発ラボや品質管理ラボで CE が使用されたことで、多
くの教訓が得られました。そうした教訓を、新世代の機器に活かす必要がありま
す。今後の機器改良のためには、電気泳動の基礎概念を踏まえることが重要で
す。トレーニングについては、熟練者が大いに必要とされています。CE メソッド
開発はきわめて概念的なアプローチで、メカニズムを考える必要があります。ま
た、CE の操作は液体クロマトグラフィーともスラブゲル電気泳動とも異なるた
め、「優れたCE 実習書」をもとにトレーニングをすることも重要です。

HP/アジレントの入門書第1 版は、CE テクニックを熟知し、トレーニングを実施
するうえで重要なツールでした。この改訂版も、それと同じくらい、あるいは
それ以上に役立つことを願っています。

Dr. Cari Sänger – van de Griend Pim Muijselaar
シニア分析サイエンティスト、Solvay Pharmaceuticals BV 
New Chemical Entities Development NCED、ウェースプ、オランダ
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キャピラリー電気泳動の原理

1 章



電気泳動は、溶液中で電場により荷電物質（イオン）が移動する現象と定
義されています。分離手法としての電気泳動は、1937 年に Tiselius により開
発されました。Tiselius の研究により、試験管に入れたバッファ溶液の間にタ
ンパク質混合液を配置して電圧を印加すると、タンパク質がそれぞれの電
荷や移動度に応じた速度で、ある方向に移動することが明らかになりまし
た。分離科学における研究が認められ、Tiselius はノーベル賞を受賞しました。

Tiselius が示したように、自由溶液における分離効率は、熱拡散と熱対流によ
り制限されます。そのため、電気泳動は従来、ポリアクリルアミドやアガ
ロースゲルといった対流の起こりにくい媒体で行われてきました。核酸や
タンパク質などの生体高分子を、その分子サイズによって分離を行う場合
には、おもにスラブやチューブ状にしたゲルが使用されてきました。

スラブゲル電気泳動は、もっとも広く使用されている分離テクニックの 1 つ
ですが、一般に分析時間の長さ、効率の低さ、検出や自動化の難しさと
いった弱点があります。
スラブゲル電気泳動に代わる手法としては、ナローボアのオープンチュー
ブやキャピラリーで電気泳動分離を行う方法があります。両テクニックの
サイズの違いを図 1.1 に示しています。

内径の非常に細いキャピラリーは電気伝導性が低いため、熱の発生量が少
なく、原理上対流は生じません。そのため、オープンチューブでの電気泳
動には、必ずしもゲル媒体を使用する必要がなく、従来のゲル媒体と同様
に自由溶液での電気泳動が可能となりました。

オープンチューブ電気泳動の初期の研究は、1967 年に Hjertén によって報告
されました。当時は内径がミリメートル単位のキャピラリーしか入手でき
なかったため、Hjertén はキャピラリーを縦軸に沿って回転させることで、対
流の影響を最小限に抑えました。のちに Virtanen が、その後 Mikkers と Evera-
erts が内径約 200-µm のガラスやテフロン製のキャピラリーを用いて電気泳
動を行いました。1980 年代初めには、Jorgenson と Lukacs が 内径 75-µm の
フューズドシリカキャピラリーを使用し、この技術をさらに発展させまし
た。Jorgenson は、実験パラメータと分離との関係を報告してキャピラリー
電気泳動（CE）の理論付けを行い、分析技術としての CE の可能性を示しま
した。

2

1 原理

キャピラリー電気泳動
の原理

1.1.��キャピラリー電気泳
動（CE）の歴史的背
景、現状、アプリケー
ション
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図 1.1
スラブゲル電気泳動とキャピラリー
電気泳動の比較



1990 年代になると、これまで研究ラボで使用されていた CE は、（バイオ）医
薬品、法医学、臨床、食品、環境、化学、生化学といった分析分野におけ
る実用アプリケーションに発展しました。CE と質量分析と組み合わせた手
法（CE-MS）やチップ上でのマイクロ流体システムが広まり、さらなる小
型化が分析手法や分析機器の今後の発展にかかっています。この時期に
は、CE に関連した多数の論文や書籍が発表されています。

現在、CE ではバッファが充填された内径 25～150 µm のキャピラリーが多く
使用されています。キャピラリーの使用には多くの利点がありますが、特
にジュール熱（バッファを充てんしたキャピラリーなどの導体に電流が流
れる際に生じる熱、1.3.4.2 項参照）による悪影響を抑えることができるのが
利点となります。キャピラリーは電気抵抗が大きいため、ジュール熱の発
生を最小限に抑えながら、きわめて高い電場（100～500 V/cm）を印加するこ
とが可能です。さらに、キャピラリーは容積に対する表面積の比率が大き
いため、発生した熱を効率的に放散することができます。高電場を用いる
ことにより、分析時間が短くなり、効率と分離能が向上します。105 を超
える理論段数が得られることもあります。これは、電気浸透流のプラグフ
ロー流速分布によるものです。電気浸透流とは、キャピラリー内の溶液の
大きな流れを生じさせる電気泳動上の現象を指します。この流れは、電荷
にかかわらず、あらゆる溶質を同時に分析することも可能にします。ま
た、多くの分離モードによる多様な分離メカニズムや選択性、最小限の必
要サンプル量（1～50 nL）、オンキャピラリー検出、定量分析や自動化の可能
性など、さまざまな利点が CE で得られます。

CE の最大の利点の 1 つは、幅広いアプリケーションです。もともとは生体高
分子の分析テクニックと考えられていましたが、アミノ酸、キラル薬物、
ビタミン、農薬、無機イオン、有機酸、染料、界面活性剤、ペプチドやタ
ンパク質、炭水化物、オリゴヌクレオチドおよび DNA 制限断片、さらには細
胞全体やウィルス粒子などの化合物の分離にも有効であることが証明され
ています。

CE の分離のメカニズムは、クロマトグラフィーのメカニズムとは異なりま
す。そのため、クロマトグラフィーの相補的な分析手法として利用するこ
とができます。また、CE はメソッド開発が容易で、必要なサンプル量が少な
く、有機廃棄物が生じません。性能の向上や使用法の標準化により、CE はす
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でに大きな発展を遂げています。そうした発展としては、移動時間やピー
ク面積再現性、定量分析の向上のほか、オンキャピラリー濃縮による感度
の向上、電気浸透流をコントロールして溶質とキャピラリー内壁との反応
を抑えるキャピラリーコーティングの開発、低粘度の再充填可能な分子ふ
るいポリマー、オープンチューブ用の固定相、モノリスカラムや粒子充て
んカラムなどが挙げられます。

本入門書では、キャピラリー電気泳動に応用されるさまざまな電気泳動様
式の基本概念、理論、メカニズムを説明します。また、検出やアプリケー
ション、メソッド開発、オンチップ電気泳動などの関連テクニックにおけ
る最新の成果も紹介します。

CE のおもな特徴の 1 つは、機器の構造が全体的に単純であることです。一般
的なキャピラリー電気泳動システムの概略図を図 1.2 に示しています。簡単
に言えば、極細の管径のフューズドシリカキャピラリーの先端は、バッ
ファリザーバに浸けられています。キャピラリー内はリザーバと同じバッ
ファが満たされています。リザーバ内には、高電圧を印加するための電極
もセットされています。
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1.2.��基本的な構成要素

出口側（アウトレット）
リザーバ

試料

入口側（インレット）
リザーバ

HV 電源
電極

キャピラリー
検出器

制御用
コンピュータ

図 1.2
CE�機器の基本的な構成



サンプルをキャピラリーに注入する際には、リザーバの一方（通常は陽極
側）をサンプルリザーバと交換し、電場か加圧のいずれかを適用します。
バッファリザーバに戻した後、電場を加えて分離を行います。キャピラ
リーの反対側の端で、キャピラリー壁を通して直接、光学的に検出されま
す。本入門書では、注入、分離、検出、定量分析、装置、自動化などに関
する理論と実用的な情報を解説します。

1.3.1.�電気泳動1,�2,�3,�4

電気泳動による分離は、電場中での溶質の移動速度の差に基づいていま
す。イオンの速度は、方程式 1.1 で表されます。

電場は単純に、印加する電圧とキャピラリーの長さの関数となります（単
位 volts/cm）。与えられたイオンと溶媒に対して、移動速度は定数となり、そ
のイオンに特有なものとなります。移動速度は、イオン化した物質（分子
または粒子）にかかる電気力と、媒体中を移動する際の摩擦力により決ま
ります。

電気力は、以下の式で表されます。

摩擦力（球形イオンの場合）は、ストークスの法則により表されます。
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1.3.��理論

1原理

v =  E

v  = イオンの移動速度

e

e

= イオン固有の電気泳動移動度

E  = 電場の強さ

FF  = -6  r v

q   = イオンの電荷

= 溶液の粘度
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電気泳動の間に、これらの力のバランスにより決定する定常状態に到達し
ます。この時点で両方の力が等しくなりますが方向は反対です。

移動速度についてこれを解き、（1.4）式を（1.1）式に代入すると、物理的
パラメータによって移動度を表す式が得られます。

この式から、イオン半径が小さくて高電荷のイオンは高移動度を持ち、一
方大きくて電荷の小さいイオンは低い移動度しか持たないことが明らかに
わかります。標準的な表で見られる電気泳動移動度（µe）は、物理的に一
定で、溶質が完全に帯電した時点（αi = 1）で決定され、無限希釈に外挿さ
れます。実際には、これは実験的に決定された移動度により異なります。
後者を有効移動度と呼びます。

有効移動度は、pH（すなわち溶質の pKa）と使用するバッファ組成により大
きく異なります。絶対移動度と有効移動度の違いを、図 1.3 に示しています。

ここでは、2 つの溶質が完全に解離した状態では、同一の電気泳動移動度を
持つと仮定します。移動度の表をみると、このような溶質は移動速度の差
が無いことになるので分離できないと考えられます。しかし、これらの溶
質は、pH をコントロールすることで、異なる解離度と移動度を持つようにな
ります。（以降の項では、有効移動度を単純に µe で表します）
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図 1.3
pH�と 2�種の弱酸の移動度の関係
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電気浸透流（electro-osmotic または electroendosmotic flow, EOF）は、CE にとっ
て非常に重要な要素です。EOF はキャピラリー中の液体全体の流れであり、
キャピラリー内壁の表面電荷がそのもとになっています。内壁における電
気二重層に対して電圧を印加すると EOF が生じます（図 1.4）。溶質がキャピ
ラリーの中にとどまる時間は、EOF の速度と溶質自身の移動度によって決ま
ります。溶質の泳動時間に対する EOF の影響は、キャピラリーの長さに関係
しますが、選択性には影響を与えません。

電解質溶液では、ほとんどの固体表面は過剰の電荷を帯びています。これ
は、表面のイオン化や、表面へのイオン種の吸着から生じるものです。
フューズドシリカについても、この両方の現象がおきているものと予想さ
れ、多数のシラノール（SiOH）のイオン化（SiO-）が、EOF に最も大きな影
響を与えます（図 1.5A）。表面シラノール基の pKa は、測定が困難でほとん

1.3.2.��電気浸透流（EOF）と EOF
のコントロール
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壁からの距離
二重層の厚さ

Ψ0

シュテルン層
キャピラリー壁

せん断面
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Ψ0  拡散二重層の電位

壁電位  

- 電位

δ

図 1.4
キャピラリー壁における電気二重層の
図 2

図 1.5
電気浸透流の発生 A）フューズドシリカ表面（Si-O-）が負に帯電する B）水和さ
れた陽イオンが内壁表面に引き寄せられる C）電圧を印加すると陰極へ向かう
流れが発生する（プラグフロー）

A

B

C



どの場合は不明ですが、一般的な EOF においては、EOF は pH 4 以上で明確に
発生します。テフロンなどの非イオン性材質でも EOF が生じます。これは、
陰イオンの吸着から生じるものと考えられます。

対イオン（たいていは陽イオン）は、電荷のバランスをとるために内壁表
面に引き寄せられて拡散二重層を形成し、壁面に非常に近いところでは電
位差が生じます（図 1.5B）。これはゼータ電位（zeta potential；ζ）として知ら
れています。電圧をキャピラリーの両端に加えると、拡散二重層を形成し
ている陽イオンは陰極の方に引かれます。シラノール基は管壁に固定され
ているので、移動することは出来ませんが、陽イオンは溶液に溶解してい
るので、陽イオンの移動によってキャピラリー中の全溶液は陰極の方へ
引っ張られます。この過程は図 1.5C に模式的に示してあります。EOF の大き
さは、以下のように速度または移動度の式として表すことができます。

ゼータ電位は基本的にキャピラリー内壁の表面電位によって決まります
（ζ ≈ Ψ0）。この表面電位は pH に大きく左右されるので、EOF の大きさは pH
に依存します。高い pH では、シラノール基のイオン化が大きくなるため、イ
オン化が抑えられる低い pH のときより、EOF は著しく大きくなります。EOF
の大きさは、条件にもよりますが、pH 2～12 の間で 1 桁以上変化させること
ができます。図 1.6 では、フューズドシリカや他の材質における pH の影響を
示しています。電気二重層の理論からもわかるように、ゼータ電位はバッ
ファのイオン強度にも左右されます。バッファイオン強度が増加すると、
電気二重層は縮小し、ゼータ電位が減少するので、EOF も減少します（図 1.9
参照）。
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vEOF  = (  / ) E
または

EOF  =  (  / )

v
EOF

= 移動速度
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= EOF の“移動度”
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= 溶液の誘導率

（移動度は印加電圧とは独立した式で表されます）
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図 1.6
種々のキャピラリー材質での電気浸透
流への pH�の影響。5

1.7



キャピラリーにおける EOF の特徴は、図 1.5C と 1.7A に示すように、流速分
布が平面的であることです。流れの電気的な駆動力はキャピラリーに沿っ
て（すなわち内壁面で）一様に分布しているため、キャピラリー内での圧
力降下が起きず、流れはくまなく均一になります。この平面的な流れに
は、溶質ゾーンの拡散を起こさないという利点があります。これは、外部
ポンプを用いた際の流れが、壁面との摩擦やバルク溶液を構成する液体層
（薄層）でのスライドの影響により、放物面的な分布をもつ層流になるの
とは対照的です（図 1.7B）。

図 1.7A は、EOF 分布を示しており、管壁に近い部分の流速が中心より若干早
くなっていることを示しています。この流速の減少は、管壁との摩擦に
よって生じるものです。しかしこの部分は、管壁に近いごくわずかな厚さ
しかもっていないので、溶質ゾーンの拡散にはほとんど影響ありません。
また、EOF とその流速分布は、一般にはキャピラリー直径には影響されませ
ん。ただし、キャピラリーの内径が大きすぎる（≥ 200～300 µm）場合は、分
布は乱れます。これは、表面張力が不十分で、内壁面で生じる速度では、
液体の中心部を均一に引き寄せることができないためです。EOF 速度分布が
ピーク形状や他のゾーン拡散要因に及ぼす影響の詳細については、1.3.4.
項“ゾーンの広がりと効率”で説明しています。
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EOF 層流

流れA B

図 1.7�A、B
電気駆動および圧力駆動の流れにおける流速分布と溶質ゾーンの関係



EOF のもう１つの利点は、電荷に関係なくほとんどすべての種を同じ方向に
移動させることです。通常の条件下（すなわち、負に帯電したキャピラ
リー内表面）では、流れは陽極（プラスの電極）から陰極（マイナスの電
極）に向かいます。EOF の速度は陰イオンの電気泳動移動度よりも 1 桁以上
大きいため、陰イオンも陰極へ向かって押し流されます。従って、陽イオ
ン、中性物質および陰イオンは、全て同じ方向へ「移動」することにな
り、1 回の測定で電気泳動分析を行うことができます。この過程を図 1.8 に
示します。陽イオンは、電気泳動の方向と EOF の方向が同じため、最も速く
移動します。中性物質はお互いに分離されませんが、すべて EOF と同じ速度
で運ばれます。陰イオンは、電気泳動の方向が EOF と逆ですが、EOF によっ
て陰極の方へ運ばれて最も遅く移動します。

キャピラリー内壁の電荷を（pH や添加剤により）調節することで、EOF を減
少させることができます。場合によっては、EOF を逆転させることも可能で
す。こうした条件下では、陰イオンと陽イオンは反対方向に移動します。

EOF は一般的に有用ですが、コントロールする必要もあります。たとえば、高
い pH では EOF が速すぎて、十分に分離される前に溶質が流出してしまうこ
とがあります。逆に、低い pH や中程度の pH では、クーロン力の相互作用に
より、負に帯電した壁面に陽イオン性の物質が吸着することがあります。
この現象は、特に塩基性タンパクを分離する場合に問題となります。さら
に、等電点電気泳動、等速電気泳動、キャピラリーゲル電気泳動などの分
離モードでは、EOF を抑えたり、排除したりすることが求められます。
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図 1.8
キャピラリーゾーン電気泳動での浸透流と溶質の移動（溶質の電荷や大きさに
よって移動度は異なります）



基本的に EOF をコントロールするには、キャピラリー内表面の電荷または
バッファの粘度を変える必要があります。そのためには、以降のパラグラ
フで説明しているように、複数の方法があります。キャピラリー内壁面の
表面電荷に影響を与える条件（バッファの pH など）は、溶質の移動度にも
影響を与える点に注意してください。良好な分離を得るためには、EOF と溶
質の移動度の両方の性質を考慮し、分離を最適化させる必要があります。

EOF の速度は、（1.7）式で示されているとおり、電場を弱めることでもっと
も簡単に減少させることができます。ただしこの方法は、分析時間、効
率、分離能に悪影響を与えます。実際的には、バッファの pH の変更によ
り、EOF を最も劇的に変化させることができます（図 1.6）。ただし、pH を変
えると、溶質の電荷と移動度にも影響を与える可能性があります。低い pH
のバッファでは、キャピラリー表面と酸性溶質の両方がプロトン化し、高
い pH のバッファでは、その両方が脱プロトン化します。そのため、適切な
バッファの pH 範囲を選択するには、溶質の pKa または pI（両性イオン物質
の場合）を考慮する必要があります。

EOF は、バッファの濃度やイオン強度の影響を受けることもあります。この
影響の大きさを図 1.9 で説明します。バッファ濃度が高いと、壁面の有効電
荷が減るので、溶質と壁面とのクーロン力的な相互作用を抑制する効果が
生じます。ただし、バッファの濃度が高くなるとキャピラリー内で発熱し
やすくなるので、高濃度バッファの使用はある程度制限されます（発熱の
影響は 1.3.4.2 項“ジュール加熱”で説明します）。一般的に用いられるバッ
ファ濃度の範囲は 10～50 mM ですが、100～500 mM 以上の濃度で用いる場
合もあります。一般的なバッファ濃度（10～50 mM）では、バッファの固有
粘度の変化のため、機器制御による温度変更が EOF をコントロールする容易
かつ有効な方法といえます（1.7 式参照）。

最後に、EOF は、バッファに添加剤を加えたり、共有結合型のコーティング
によりキャピラリー壁の状態を変えることでコントロールすることができ
ます。これらのコーティングにより表面電荷の状態が変化するので、EOF
を増加したり、減少させたりまたは反転させることができます。コーティ
ングに関する詳細は、4.1 項を参照してください。

EOF のコントロールに関するすべてのメソッドと可変要素を表 1.1 にまとめ
ています。
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図 1.9
バッファ濃度とイオン強度が電気浸透
流に与える影響。6

丸 ＝ホウ酸バッファ
四角＝リン酸バッファ
三角＝炭酸バッファ、すべて pH 8



溶質が検出器まで移動するのに要する時間を“移動時間（マイグレーショ
ンタイム）”と呼び、これは移動距離を移動速度で割った値で示されます。
みかけの溶質移動度は、この移動時間とその他の実験的パラメータによ
り、次式を使って計算されます。

1.3.3.��移動度および移動時間
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表 1.1
EOF�をコントロールする方法

方法 効果 備考（以降の項を参照）

電場 電場に比例する EOF 電場を強めると、キャピラリー発
の変化 熱が増加。ショートとスパークに

つながることがある

バッファの pH 低い pH で EOF が減少、 溶質の電荷が変わる可能性
高い pH で増加 （図 1.6）

イオン強度／ 低イオン強度で EOF が イオン強度を高めると、電流が高
増加 くなり、ジュール熱が発生する可

能性がある
低イオン強度ではバッファキャパ
シティが低くなり、サンプルが吸
着したり、サンプルのスタッキン
グが制限されたりする可能性があ
る（3 章参照）
電解液とサンプルの導電率が異な
ると、ピーク形状が歪む

温度 粘度変化による EOF の キャピラリー温度をコントロールす
変化（2～3 %/°C） る必要がある

バッファへの有機 ゼータ電位と粘度が 複雑な変化、影響は実験的に測定。
溶媒の添加 変化 選択性が変化する場合有り

電解液への添加剤 EOF の大きさと方向の 疎水性相互作用やイオン相互作用に
（界面活性剤など） 変化。陰イオン性界面 よるキャピラリー内壁への動的な吸

活性剤で EOF が増加、 着
陽イオン性界面活性剤
で EOF が減少

中性親水性 表面の変化を防ぎ、粘 親水性相互作用によるキャピラリー
ポリマー 度を増加させることで 内壁への吸着。溶質/内壁の相互作用

EOF をコントロールし を抑制
ながら減少

共有結合表面 コーティングの変化お 多くの種類（親水性または荷電）。
コーティング よび極性により EOF が 安定性に乏しい。表面特性が変化し、

変化 溶質/表面の相互作用が生じる可能性
がある



有効キャピラリー長（I）とトータルキャピラリー長（L）の違いについて
図式的に示します（図 1.10）。有効キャピラリー長とは注入口から検出部ま
での長さです。キャピラリーのウィンドウ部で光学的にピークを検出する
場合、一般的に有効キャピラリー長は、トータルキャピラリー長より 5～10
cm 短くなります。キャピラリー外で検出する場合（例えば質量分析）は、こ
の 2 つの長さは同じになります。分析対象イオンの移動時間（ta）とみかけ
の移動度（µa）は有効キャピラリー長により定義され、電場はトータル
キャピラリー長により定義されるので（E = V/L）、この両方の長さを知るこ
とが重要となります。
ビタミン分離を用いた各種の移動度の計算例を図 1.11 に示しています。
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1原理

a

a

a a
 =            =

a  =  e  + EOF

V = 印加電圧
l = 有効キャピラリー長
       （検出器まで）（cm）

L = トータルキャピラリー長
t = 移動時間（分析対象イオン）
E = 電場の強さ（V/cm）

 l              lL
t  E          t  V

陽イオン 38.4 3.05

溶質 移動時間
（秒）

(cm2/Vs) (cm2/Vs)

× 10-3 7.40 × 10-4

中性 50.7 2.31 × 10-3 2.31 × 10-3

陰イオン 93.1 1.26 × 10-3 -1.05 × 10-3

a  =        = = 3.05 × 10-3

EOF =                          = 2.31 × 10-3

e = a - EOF  = (3.05 × 10
-3) - (2.31 × 10-3) = 7.40 × 10-4

lL          (50) (58.5)
Vt       (25,000) (38.4)

（注：    は陰イオンについては負の値になります）e

   (50) (58.5)
(25,000) (50.7)

時間（分）

0.5 1.0 1.5 2.0

mAU

(38.4 s)

(50.7 s)

(93.1 s) a e

陽イオン:

中性:

図 1.11
電気浸透流の移動度と有効溶質移動度の計算例

トータルキャピラリー長（L）
有効キャピラリー長（l） 検出器

入口側
(インレット）
リザーバ

出口側
リザーバ

図 1.10
有効キャピラリー長とトータルキャピ
ラリー長の定義

1.8



電気泳動における分離は、溶質の移動度の差に基づいています。2 つの溶質
ゾーンを分けるために必要な差は、溶質ゾーンの幅と移動時間の差によっ
て決まります。このゾーンの幅は、溶質に働くゾーン拡散のプロセスに強
く影響されます。拡散が起きると、溶質ゾーンの幅が広がり、分離を達成
するには移動度の差を大きくしなければならないため、拡散をコントロー
ルする必要があります。

1.3.4.1.�管軸方向の拡散

溶質ゾーンの広がりは、そのゾーン内における溶質の速度の差から生じま
す。したがって、ベースラインでのピーク幅（wb）として定義することが
できます。ガウス分布しているピークについては、以下の式が成立します。

また、分離効率を理論段階数 N で表すと次のようになります。

理想的な条件（すなわち、注入プラグ長が小さく、溶質とキャピラリー壁
との相互作用がない場合など）では、CE における溶質ゾーンの広がりに影響
を与えるのは、縦方向または（キャピラリーに沿った）管軸方向の拡散の
みと考えることができます。管径（キャピラリーの断面）方向の拡散は、
プラグ流速分布の特性のため重要ではありません。また、対流による拡散
も、キャピラリーの抗対流特性のため重要ではありません。したがって、

1.3.4.��ゾーンの拡散と効率
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wb = 4 

 = ピークの標準偏差
（時間、長さ、または容積で表す）

l = 

N =

H =

l 2

(   ) l
N

有効キャピラリー長。以下の式のよ
うに、HETP（単位長あたりの拡散ま
たは理論段に相当する高さ）（H）と
関連付けることができます。

1.9

1.10



分離効率は次式のとおり、クロマトグラフィーにおける分子拡散項に関連
付けることができます。

（1.11）式を（1.10）式に代入すると、電気泳動の理論段数に関する基本的
な式が得られます。

（1.12）式から、強い電場を印加する理由が明らかにわかります。これは、
強電場下ではキャピラリー中に溶質がとどまる時間が短く、拡散する時間
がないという単純な理由によります。さらに、この式からは、タンパク質
や DNA のような高分子は拡散係数が小さいため、小さな分子よりもゾーン
の広がりが少ないことがわかります。拡散係数を表 2 に示します。

理論段数は、例えば、次式を使用してフェログラムから直接求めることが
できます。

(1.15）式はガウス分布のピークに対してのみ適用できます。第 2 の中心ピー
クモーメント 7（µ2 = σ2）にもとづく相違（σ2）計算の使用などにより、あ
らゆる非対称性を考慮に入れる必要があります。
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2 =  2 Dt  = =

D  = 溶質の拡散係数
L  = トータルキャピラリー長

2DlL

aV
2Dl

aE

   

      
    

      
       
      
      
    

 

 

    

    

     

       
                            

N =                =

  

              t     = migration t

      

aVl aEl
2DL             2D

      

2

N = 5.54

t     = 移動時間

w
1/2

= ピーク半値幅

(    )  t
w1/2

3.05

D (x 10-5 cm2/s)

塩化水素
塩化ナトリウム
グリシン 1.06
クエン酸 0.66
シトクロムC 0.11
ヘモグロビン（ヒト） 0.069
タバコモザイクウィルス 0.0046

1.48

表 1.2
分子（25�℃水中）の拡散係数

1.11

1.12

1.13



実際には、測定により求められた分離効率（1.15）式は、計算上の分離効率
（1.14）式よりも一般的に低くなります。これは、理論計算上は、管軸方向
の拡散によるゾーン幅の広がりしか考慮していないためです。次項に述べる
ように、バンドの広がりをおこす他の要因が存在することがよくあります。

CE でのゾーンの広がりは、管軸方向の拡散のほかに多くの要因があります。
その中でも重要なものは、ジュール熱の発生によっておきる温度勾配、注
入プラグ長およびキャピラリー内壁と溶質の相互作用です。幸いなこと
に、通常これらの要因は、以下に述べるような方法でコントロールするこ
とができます。CE におけるバンドの広がりの種々の要因とそのメカニズム
を表 1.3 に示します。

（1.13）式で示されているゾーンの広がりは、分子拡散がバンドの広がりの
唯一の要因であるという仮定から導かれています。システムにおける全分
散（σ2

T）により、拡散をさらに適切な式で表すことができます。全分散は
バンドの広がりの要因となっている個々の分散の和で示されます。

下の添字はそれぞれ分子拡散（DIY）、注入（INJ）、温度勾配（TEMP）、吸着
（ADS）、検出（DET）および電気的拡散（Electrodispersion）を表しています。
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表 1.3
拡散の原因

原因 コメント

管軸方向の拡散 分離効率の基本的な限界を決定。拡散係数が小さい
溶質ほど狭い溶質ゾーンを形成（1.3.4.1.）

ジュール熱 放射状の温度勾配および放物面的な流速分布が生
じる（1.3.4.2.）

注入プラグ長 拡散をコントロールできるゾーン長さより小さく
する。検出限界の問題によりしばしば理想的な注
入プラグ長より長くする必要が生じる（1.3.4.3.）

試料吸着 溶質とキャピラリー壁との相互作用はピークテー
リングの原因となる（1.3.4.4.）

試料とバッファの導電率 溶質の導電率が泳動バッファよりも高いとピークが
の違い（電気的拡散） リーディングし、低いとピークがテーリングする

（1.3.4.5）
バッファの液面高さの不一致 層流の発生（1.3.4.6.）
検出器のスリットの長さ ピーク幅より小さいこと（1.3.4.7.）

   

      
    

      
       
      
      
    

 

 

    

    

     

       
                            

                 

  

              t     = migration t

      

             

      

2
T = 2

DIF + 2
INJ + 2

TEMP + 2
ADS + 2

DET + 2
Electrodispersion +...1.14



（1.16）式中の何れかの項が拡散項を支配する場合は、理想的限界を得るこ
とができず、（1.14）式は無効になります。この場合、電圧を増やすことに
よって、分離効率と分解能を若干改善することができます。

微小管径のキャピラリー中で電気泳動を行う主な利点は、従来電気泳動の
技術を制限してきた発熱の影響を減少させることです。発熱は非均一な温
度勾配や粘度の局部的変化などにより、溶質ゾーン幅の広がりを起こす可
能性があります。分離効率および分解能に関する理論式からみると、でき
るだけ強い電場を使用するほうが有利ですが、キャピラリーの寸法や温度
コントロール方法によらず、印加できる電圧の大きさはジュール熱の発生
によって大きく制限されます。

電流が流れることで発生する熱がジュール熱です。温度の上昇は、発生し
た電力（電圧と電流の積）に依存し、キャピラリーの寸法、バッファの導
電率、および印加電圧によって決まります。発生した電力が熱の放散を上
廻ると、結果として温度は大きくなり上昇します。一般に、発生する電力
は 0.5～5 W/m の範囲です。10 °C 程度の温度上昇は一般的に起こります
が、70 °C 以上の温度上昇が起きることもあります。

一般的に、温度の絶対的な上昇は問題にはなりませんが、温度勾配は悪影
響を及ぼします。熱は、キャピラリー壁を通して放散されるので、外壁よ
りもキャピラリー中心部の温度が高くなることがあります。このような温
度勾配により、キャピラリー横断面で泳動バッファの粘度差が生じ、ゾー
ンの変形が生じます。種々の内径のキャピラリーでおきるこの現象を、図
12 に示します。温度 1 ℃の変化より、2～3 ％の粘度の変化（移動度で 2～
3 ％の変動）が生じるため、キャピラリー温度のコントロールは非常に重要
です。

キャピラリーの中心部と周囲との熱勾配を図 1.13 に示します。この図に示
すとおり、温度差はキャピラリー内径（r1 = 25 μm）、フューズドシリカ壁の
厚さ（155 µm）、ポリイミド被覆の厚さ（15 µm）、それぞれの熱伝導度、周
囲に対する熱伝導係数（h）に左右されます。

1.3.4.2.��ジュール熱

17

1原理

500 1000 1500
電場の強さ [V/cm]

= 0.20 mm

0.10 mm

0.075 mm

0.05 mm
0.025 mm

100

80
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40

20

0

正規化したゾーン
の変形

図 1.12
ジュール熱と温度勾配が溶質ゾーンの
変形に及ぼす影響 8（Ø＝キャピラリー
内径）



理論的には、次式で表すことができます。
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温度

ポリイミド被覆

周囲環境周囲環境

r [µm]
195 180 25 0 19518025

r3   
r2   
r1   

キャピラリー
の中心

キャピラリー
の壁

キャピラリー
の壁

図 1.13
キャピラリー中心部から周囲への温度勾配。r1、r2、r3 はそれぞれ、キャピラリー
の内半径、フューズドシリカの外半径、ポリマー被覆を含む外半径です。r1 =�25
まいく m、r2 =�180�μm、r3 =�195�μm

Qr1
2     1            r2         1            r3      1      1

  2  2 1 2          r1 3         r2 3      r     h
TT                     In            +         In           +
                    1 (  )    (  )(  )[             ]=

TT = To - Ts

To = キャピラリー中心線の温度

Ts = 周囲環境の温度

Q = 電力密度

r = 半径（1、2、3 はそれぞれ、図 1.13 で
  説明している半径に対応）

 = 熱伝導度（1、2、3 はそれぞれ、バッファの
  熱伝導度、フューズドシリカの熱伝導度、
  ポリマー被覆の熱伝導度）

h = キャピラリーから周囲環境への熱伝導率

+

1.15



実際のほとんどのケースでは、全体的な温度上昇の大きさ（To – Ts）は、（1.17）
式の最後の項に左右されます。

その理由は、キャピラリー外壁（w）と周囲環境（s）間における熱伝導
（h）の抵抗が、一般に他の抵抗よりもずっと大きくなるためです。

（1.17）式の最初の項は、キャピラリー中心線と内壁の温度差のみを表して
います。

各キャピラリーインターフェース（図 1.13 と（1.17）式を参照）間の温度差
を計算した例を表 1.4 に示しています。

表 1.4 は、（1.18）式の妥当性を示しています。また、特定の条件下では、内
径 ≥ 75 µm のキャピラリーを使用する際には、（気体または液体による）キャ
ピラリーの冷却が必須であることも示されています。

（1.17）式と表 1.4 は、外径が大きくて内径の小さいキャピラリーの使用が有
利であることを示しています。前述の通り、数百 V/cm を加えたときでも、容
積が小さければ発熱量は抑制されます。さらに、内容積に対しての内表面
積比が高いと、キャピラリー壁を通しての熱の拡散効果があります。ま
た、外径が大きいと、ポリイミドの熱絶縁特性が減少するので周囲への熱
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3

Tw-s
                 - Qr1

2

  2r  h
To Ts             =

Tw-s  =  キャピラリー外壁と周囲環境の温度差

  4 1

                 -To T1Tcap=
Qr1

2

=
  16 1

Eld2

=

T1  =  キャピラリー内壁の温度
  （境界条件、r = r1, T = T1）

I =  電流密度（A/cm2）

d  =  キャピラリー内径

1.16

1.17



伝導が促進されます。ポリイミド被覆はわずか数 µm の厚さしかありません
が、熱伝導率が小さいので熱伝達を著しく制限します。

過度の発熱や温度勾配が発生している可能性を示す現象はいくつかありま
す。その例の 1 つとして、電圧を増加した場合に、効率が下がったり、EOF
や溶質の移動度が不均衡かつ非直線的に増加したりする現象があります。
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表 1.4
キャピラリー中心から周囲環境への温度勾配の計算例。条件: E = 300 V/cm; I（電流
密度）= 0.6 A/cm2; i = I x πr1

2（キャピラリー横断面）、κ125º C（水）= 6.0 x 10-3; κ2
（FS）= 1.40 x 10-2; κ3（Pi）= 1.55 x 10-3（単位はすべて W/cm K）、h（停滞気体）=

50; h（vair = 2 m/s）= 250; h（vair = 10 m/s）= 550（W/m2 K）; vair = キャピラリーの気体
速度; FS（フューズドシリカ）; Pi = ポリイミド（ポリマー層、キャピラリー外表
面の被覆）、r1 は可変（25～125 µm）、r2 = 167 μm; r3 = 187 μm; ポリイミド層（Pi）
= 20 µm
この計算では、r2 と r3 は図 1.13（i = 0、To = Ts = 25 ºC）で示した値とわずかに異
なっています。

半径 電流 ∆Tcap ∆TFS ∆TPi ∆Tw-s ∆TT T0
(µm) (µA) (ºC) (ºC) (ºC) (ºC) (ºC) (ºC)
25 11.8 0.05 0.08 0.04 6.0 (h = 50) 6.2 31.2

1.2 (h = 250) 1.4 26.4
0.6 (h = 550) 0.8 25.8

50 47.1 0.19 0.19 0.16 24.0 (h = 50) 24.5 49.5
4.8 (h = 250) 5.3 30.3
2.2 (h = 550) 2.7 27.7

75 106.0 0.42 0.29 0.37 54.1 (h = 50) 55.2 80.2
10.8 (h = 250) 11.9 36.9

4.9 (h = 550) 6.0 31.0
100 188.5 0.75 0.33 0.66 96.3 (h = 50) 98.0 123.0

19.3 (h = 250) 21.0 46.0
8.8 (h = 550) 10.5 35.5

125 294.5 1.17 0.29 1.00 150.3 (h = 50) 152.8 177.8
30.1 (h= 250) 32.6 57.6
13.7 (h = 550) 16.2 41.2



また、電圧に対して電流が直線的に増加（オームの法則）しない場合は、
キャピラリー内のバッファの温度が上昇していることを示しています（図
1.14）。

ジュール熱をコントロールする種々の方法を表 1.5 に示します。（1.17）式を
見ると、電力の減少（Q）に比例して温度勾配も減少することがわかりま
す。電力を減少させるには、印加電圧を低くする方法か、イオン強度を低
くしたり（I =1/2 ∑i ci zi

2）バッファイオンの移動度を小さくしたりすることで、
バッファの導電率を減少させる方法があります。後者の方法は有効ですが、
実用上は制限されます。バッファの濃度を下げると緩衝能が低下し、溶質
と壁面の相互作用が増加する可能性があるためです（1.3.4.4 項参照）。

また、上記以外にも、Tris、ホウ酸塩、ヒスチジン、CAPS のような、大きく
てかつ最小の荷電をもつイオンを含む移動度の小さいバッファを使用する
方法があります。バッファの選択に関する詳細は、4 章を参照してください。

温度差をできるだけ小さくするには、キャピラリーの内径（d）を小さく
し、電流を小さくする方法が有効です [i = κ . E . (πd2)/4]。そのため、5～10 µm
といった小さい内径をもつキャピラリーが使用されたことがあります。し
かし、内径が小さいと、検出や試料注入、キャピラリーのつまりといった
点で問題が生じることが文献で報告されているため、そうしたキャピラ
リーは一般的な使用には適していません。

キャピラリー中心と周囲環境の温度差を小さくして安定させるためには、
キャピラリー外壁からの熱の除去もきわめて重要となります。液体や高速
空気循環によりキャピラリーを一定温度に保つ冷却システムを使えば、効
果的に熱を除去することができます。温度制御の詳細については、3 章の 3.3
項で説明しています。
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電圧 (kV)

液体による温度制御
10 m/s 気体による温度制御
温度制御なし

電流 (µA) 

図 1.14
オームの法則のプロットによるジュール
熱のモニタリング

表 1.5
ジュール熱および温度勾配をコン
トロールする方法

方法 効果
電場を小さくする 発熱は比例して減少

分離効率と分解能は劣化
キャピラリー内径を 電流は顕著に減少
小さくする 感度が低下（経路長、3 章参照）

試料の吸着が増加する場合有り
バッファのイオン強度や 電流は比例して減少 ゾーン幅に影響する場合有り
濃度を減少 （1.3.4.5 参照）試料の吸着が増加する場合有り
効率的な温度調整 温度を一定にする

キャピラリーから熱を除去



注入に関しては試料のプラグ長を最小にすることが重要です。この長さが
拡散によって生じるバンドの広がりよりも長いと、分離効率と分解能に悪
影響を与えます。図 1.15 に注入プラグ長が分解能に及ぼす影響を示します。

サンプル溶液が長方形プラグとしてキャピラリーに注入されると仮定する
と、注入が全分散に与える影響は次式で示されます。

理想的には、注入プラグ長は拡散の標準偏差（2Dt）1/2 より小さくしなければ
なりません。その正確な長さは、溶質の拡散係数と分析時間の両方により
決定されます。高分子は小さな溶質より拡散係数が 100 倍位低い場合がある
ため、試料プラグ長が分離効率に大きな影響を及ぼします。注入プラグ長
と拡散係数が分離効率に及ぼす影響を表 1.6 に示します。

注入プラグ長の実際的な限界は、キャピラリーのトータル長の 1～2 % 未満
です。70 cm のキャピラリーでは、1 % の長さが 7 mm になります（内径 50 µm
の場合、14 nL になります）。現在の装置では、このような微小の容積でも再
現性よく注入することができますが、一般的な分析条件では、検出限界の
問題のために、もっと長い注入プラグ長が必要とされることがあります。
効率を落とさずに検出限界を向上させる方法については、3 章を参照してく
ださい。

1.3.4.3.��注入プラグ長
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1 原理

分離能
12

9

6

3

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

注入プラグ長 [cm]

図 1.15
注入プラグ長が分離能に及ぼす影響 9

計算に用いた値：
上の曲線 = 20 kV, 
下の曲線 = 10 kV, 
µe1 = 3.0 × 10-4 cm2/Vs, 
µe2 = 3.15 × 10-4cm2/Vs,
µEOF = 3.0 × 10-4 cm2/Vs,
拡散係数 = 7 × 10-5 cm2/s.

2
inj  =

w
i
 = 注入プラグ長

wi
2

12

注入プラグ長（mm） N (D=10 -5 cm2/s) N (D=10-6 cm2/s)

1 238,000 1,400,000
2 164,000 385,000

10 81,000 112,000

表 1.6
注入プラグ長と拡散係数が分離効率に及ぼす影響

1.18



溶質とキャピラリー壁面の相互作用は、CE の効率に悪影響を与えます。相互
作用の程度により、ピークのテーリングや吸着が起こる可能性がありま
す。フューズドシリカ壁への吸着のおもな原因は、陽イオン性溶質と負に
帯電した壁とのイオン相互作用や、親水性および疎水性の相互作用です。
キャピラリーは、表面積が内容積に比べ大きいので、熱伝導には有利です
が、吸着のリスクは増加します。特に、大きなペプチドとタンパク質は、
多くの電荷と疎水性部を有しているため、吸着現象が顕著に現れます。

基本的に、そうした相互作用は、クロマトグラフィー的な性質によるもの
と考えられます。以下でもそのように扱っています。吸着による分散は次
式によって示されます。

容量係数は、液体クロマトグラフィーと同様に定義されます。

1.3.4.4.��溶質と壁面の
相互作用
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1原理

2
ads   =                                +

k'    = 容積比

v
EOF

= 電気浸透流速度

D     = 溶質の拡散係数

l      = 有効キャピラリー長

r      = キャピラリー内径

K
d

= 1次解離定数

(         ) k'v EOF  I       r
2k'         2

(1 + k') 2     4D           Kd

k' =

t r = 保持される溶質の溶出時間

t0 = 保持されない溶質の溶出時間

tr  – t 0

   t0
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（1.21）式は、軸方向の拡散（キャピラリーの断面方向）と吸着‐脱着速度
論（Kd）の両方を表しています。分散は容積比の大きさに強く影響されま
す。図 1.16 および表 1.7 に示すとおり、溶質とキャピラリー内壁の相互作用
は小さくても、分離効率に非常に大きな影響を与える可能性がありま
す。0.1 未満の容積比でも悪影響を与えることがあります。実際に、たんぱ
く質の分離は 0.01～0.1 の間の容量比を示します。したがって、106～104 の
理論段数が期待できます。

溶質－壁面の相互作用を減らす方法には様々なものがあります。
詳細は 4 章で説明しています。
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1 原理
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図 1.16
タンパク質-壁面相互作用が HETP（理論段高さ）に及ぼす影響。左図:�拡散係数
10-7 cm2/s。右図:�拡散係数 10-6 cm2/s.

 k’                    H (µm)      N

 0.001 0.04 1.3 x 107

 0.005 0.24 2.3 x 106

 0.010 0.55 1.0 x 106

 0.050 5.4 1.0 x 105

 0.100 16.2 3.4 x 104

表 1.7
吸着が効率に及ぼす影響
条件: D = 10-6 cm2/s; vEOF = 1 mm/s; l = 55 cm; L = 60 cm; Kd = 50 s-1; r = 25 µm.
注: 吸着分子の平均脱着時間は td = 1/Kd で表されます。
したがって、Kd = 50 s-1 td = 0.02 秒、Kd = 10 s-1、td = 0.1 秒となります。



この項では、CE における電気的拡散現象を、定性的な方法で説明します。

CE では、キャピラリーにはバッファ溶液またはバックグラウンド電解液
（BGE）が入っています。電場を適用すると、それぞれの速度でゾーンが移
動し、これらの液体中で分析対象のイオンが分離します。分析対象イオン
の分離中は、BGE は一定の条件を保つ必要があります。この条件が試料組成
に影響を受けないようにしなければ、試料を移動時間で同定することはで
きません。

分析対象物のゾーンの速度は、分析対象イオンの有効移動度（µe）とその
ゾーンにおける局所的な電場の強さ（E）により決まります。BGE の役割は、
この 2 つの要素を一定に保つことです。BGE の pH を一定に保てば、イオン
種の有効移動度を一定に保つことができます。BGE として、弱酸と弱塩基（こ
の場合 µe は pH の関数）だけではなく、強酸と強塩基も分離するバッファ溶
液が用いられるのはそのためです。強酸および強塩基化合物の場合、分析
間で一定の EOF を維持するためには、pH を一定かつ安定に保つ必要があり
ます。

ゾーンに分析対象イオンが存在すると、そのゾーンの局所的な電場に影響
が出ます。これは、電流（i）が溶液中の局所的な電場の強さおよび導電率

（κe）に比例することに起因します。このことは、次式で表されます。

電流はキャピラリーのトータル長で一定です。このことは、導電率が純粋
な BGE の導電率よりも高くなる場所（ゾーン）では、局所的な電場の強さが
小さくなり、低くなる場所では大きくなることを示しています。ゾーンの
分析対象イオンはほぼ必ず、局所的な導電率をある程度変化させ、その導
電率と純粋な BGE の導電率の差は、分析対象物の濃度が増加するに従って大

1.3.4.5.��電気的拡散 10
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1原理

i = A .     (x) . E(x)

A = キャピラリーの断面 [(πdc
2)/4]

= 局所的な導電率

= 局所的な電場の強さ

e

e(x)

E(x)

  

1.21



きくなります。そのため、分析対象物のゾーンの速度は、分析対象物の濃
度に依存しています。ただし、適切なバッファ溶液（BGE など）を使えば、
この効果を最小限に抑えることができます。

局所的な電場の強さが分析対象イオンの濃度により変化すると、電気的拡
散と呼ばれるプロセスにより、ゾーンの広がりが生じることがあります。

この現象を図 1.17 に示しています。まず、分析対象物を含む溶液の導電率が
分析対象物の濃度に応じて増加すると仮定すると（図 1.17A）、電場の強さ、
さらには分析対象イオンの泳動速度は、分析対象物の濃度が高いゾーンの
部分では比較的低くなります。

もともとの濃度分布は左右対称で三角形のガウス分布的ですが、リーディ
ング側が頂点（ピーク頂点）よりも速い速度で移動するため、分布は変形
します。また、もともとの左右対称ピークのテーリング側は、頂点に追い
つきます。そのため、三角形だった濃度分布は、前方が緩やかで、後方が
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1 原理

A

B

図 1.17
分析対象物の濃度に応じて、移動速度が減少した場合（A）と増加した場合（B）の
ゾーンの広がりとピーク形状の歪み 10



急になります。電気泳動の間に、高速で動く前方と、それよりも遅く動く
ピーク頂点の差は確実に大きくなります。図 1.17B で示す 2 つ目の例では、
分析対象物を含む溶液の導電率が、分析対象物の濃度に応じて減少してい
ます（分析対象イオンの移動度が BGE イオンの移動度よりも低い場合など）。
この場合、電気泳動の間に、ゾーンの前方はピークの頂点に追いつかれ、
テーリング側で継続的に遅れが生じます。その結果、ピークが変形し、前
方がシャープになり、後方が緩やかになります。いずれのケースでも、こ
れはゾーンの広がりにつながります。

電気的拡散は、CZE では一般的な現象です。サンプル量が増えるほど影響が
顕著になるため、サンプルオーバーロードとも呼ばれます。

オーバーロードの発生は、以下の現象から判断することができます。

サンプル量が増えるにつれ、左右対称のピークが変形し、ピークのテー
リングまたはフロンティングが生じる。1 つのエレクトロフェログラム
で、テーリングとフロンティングの両方が見られることもあります。

サンプル注入量が増えるにつれ、三角形のピークの幅が広がる。

ピーク高がサンプル注入量と比例的に増加しない（ピーク幅の広がりが
原因）。

注入量を増やすと、ピーク頂点の移動時間がわずかに変化する。

BGE の塩濃度を高くすると、オーバーロード効果が減少する。

幅広い有効移動度をもつ溶質を含む複雑なサンプルの場合、電気的拡散は
特に顕著になります。無機イオンおよび有機酸の分離例を図 1.18 に示して
います。

有効移動度が高い場合と低い場合のピークのフロンティングとテーリング
に注目してください。

電気的拡散、サンプルスタッキング、間接的光度検出（3 章参照）といった
CE の重要な特徴の多くは、電気泳動中の質量移動を表す移動境界方程式に
より、理論的に予測することができます。
複数のイオン種を含むシステムについては、簡潔な一般解をもつ方程式が 1897 年
に Friedrich Kohlrausch12 により導出されています。この一般解は、Kohlrausch 調整関

27

1原理



数（KRF）と呼ばれ、次式で表されます。

KRF と本章の説明は、Gas らによる PeakMaster などの CE 分離のモデリングや
シミュレーションの基礎となっています。
(http://www.natur.cuni.cz/~gas/).
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図 1.18
電気的拡散による溶質のフロンティングとテーリング。11

ピーク:�1）塩化物、2）塩素酸塩、3）フッ化物、4）酢酸塩、5）プロピオン酸
塩、6）MES
条件: 検出 = 間接 UV、バッファ = 0.01 M 安息香酸、Tris および 0.05 % MHEC 添
加により pH 8 に調整して EOF を抑制、サンプル濃度= 5x10-4 M、検出波長= 254
nm、V = -25 kV、l = 50 cm、L = 57 cm、id = 75 μm

 =

z i = イオン i の原子価

ci = 濃度

µi = 移動度

ω

ωω

= 定数（バッファ溶液における任意の
ポイントの Kohlrausch 値）

zi ci

   µ i
i
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1.3.4 項（表 1.3）で述べたように、バッファリザーバの液面高さのレベルを
等しく保つことは、分析効率および泳動時間の再現性にとって重要な要素
です。入力リザーバから出力リザーバ、またはその逆方向のサイフォン現
象が起きると、キャピラリー内で層流が起きてしまいます。この現象によ
り、再現性だけでなく、分析効率も損なわれてしまいます。バッファ液面
レベルが一定でない場合の影響の大きさは、キャピラリーの内径と長さ、
およびバッファの粘度によって異なります。短くて内径の大きいキャピラ
リーを使い、高い温度で分析する場合に、もっとも影響が大きくなりま
す。内径 50-µm のキャピラリーの場合、液面高さが 2 mm 違うと、泳動時間
は 2～3 % 程度変化することがわかっています。内径 100-µm のキャピラリー
では、この変化の度合いは約 10 % にもなります。

バッファ液面高さの自動レベル合わせ機能では、バッファ交換の際にユー
ザーが設定した液面レベルまで、正確にバッファが送り込まれます。この
機能を使えば、EOF の働きにより生じる泳動バッファの液面の高さの違いを
補正することもできます。この場合、バッファバイアルをいったん空にす
る必要はありません。

検出器の出力は、最終容積（検出器セル）で平均したシグナルを表してい
ます。ここで導入される分散（σ2

det）は最終注入プラグのものと同じです。

CE アプリケーションでは、wd が入力されるサンプルゾーン長の 3 分の 1 程
度である場合は、一般にシステムの全分散（1.16 式の σ2

T）におけるこの分
散の影響は無視することができます。

1.3.4.6.��バッファの液面高
さの不一致

29

1.3.4.7.��検出器
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試料成分の分離は、分離科学の最終的な目的です。分離度は次式で定義さ
れます。

（1.26）式の分子は異なる移動度による分離プロセスを表し、分母はそれに
対するゾーンの広がりのプロセスを表しています。CZE での分離は、選択性
ではなく、おもに効率により実現します。これは、選択性が重要となる液
体クロマトグラフィーとは対照的です。溶質ゾーンが非常にシャープなた
め、溶質の移動度の差がわずかであっても（0.05 以下でも）十分な分離が得
られることがあります。もちろん、分離するのに十分な移動度の差がある
なら、バンドの広がりの大きさはあまり問題にはなりません。

2 つの成分の分離度は、分離効率に関する式として表すこともできます。

注：時間または速度は移動度で置き換えることができます。（1.12）式を
（1.25）式に代入すると、分離効率 N を計算せずに実際的に用いることので
きる分離度の理論式（1.26）が得られます。この式は、EOF が分離度に及ぼ
す影響も示しています。

1.3.5.��分離度
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1 原理

R =                       =

t =   移動時間

w = ベースライン上のピーク幅（時間で表す）

= 標準偏差添字の 1 と 2 は 2 つの容積を表す
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  w1  + w2             4
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分離率は印加電圧（1.14 式）に比例して上がりますが、分離度は印加電圧と
平方根の関係にあるので、同じような効果は見られません。分離度を 2 倍に
するためには、印加電圧を 4 倍にする必要がありますが、そうした手法は、
ジュール熱の発生による制限を受けます。（1.28）式から、µa と µEOF の大き
さが等しくて符号が反対であるときに無限の分離度が得られることがわか
ります。すなわち、イオンが EOF と同じ速さで反対方向に移動するときです。
ただし、この場合、分析時間も無限大になってしまいます。分析パラメー
タは分離度と分析時間を考慮して設定しなければいけないのが明らかにわ
かります。

電気泳動には、ナローボア（内径 25～75-µm）のフューズドシリカキャピ
ラリーが用いられる

高電圧（10～30 kV）および高電場（100～500 V/cm）がキャピラリーに適
用される

キャピラリーの高い電気的抵抗により、電流の発生と内部の発熱が抑制
される

高い効率（N>105～106）と短い分析時間

外部検出セル（DAD）またはオンライン MS によるオンキャピラリー検出
（DAD、CCD、LIF）

必要なサンプル量が少ない（注入量 1～50 nL）

多くのモードにより、選択性が変化し、広い範囲のアプリケーションに
対応

水性および非水性媒体で実行可能

メソッド開発が簡単

自動化された機器
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1.4.��キャピラリー
電気泳動の特徴
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キャピラリー電気泳動の応用範囲の広さは、分離モードの多さに由来して
います。この点は液体クロマトグラフィーとよく似ています。基本的に、
各種の CE 分離モードは、ある程度は液体クロマトグラフィーで用いられる
基本的な分離モードと同様です。以下の表 2.1 は、それを示しています。

HPLC と CE の分離モードは原理的にはよく似ていますが、基礎となるメカニ
ズムは異なります。特に、CE の「溶出」モードには大きな違いがあります。
そのため、分離の選択性、すなわ試料成分が溶出する順序は、HPLC 分離と
CZE や MEKC、CEC 分離とでは大きく異なります。HPLC と CE では分離メカニ
ズムが異なるため、試料に関して補完的な情報が得られます。たとえ
ば、HPLC で共溶出する物質を、CE で分離することができます。

分配およびサイズ排除クロマトグラフィーが広く用いられている液体クロ
マトグラフィーとは異なり、キャピラリー電気泳動では、すべてのモード
が実践的に使用されています。ただし、各 CE モードの機能と長所や、それ
ぞれのモードにもっとも適した用途を理解することが大切です。

分離モード
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表 2.1
分離モード

液体クロマトグラフィー 電気泳動

溶出: 移動相と固定相の分配にもとづく分離 溶出: ゾーンの速度差にもとづく分離
逆相、イオン交換、順相、疎水性相互作用 キャピラリーゾーン電気泳動（CZE）、

ミセル動電クロマトグラフィー
（MEKC）、キャピラリー電気クロマト
グラフィー（CEC）

分子ふるい:サイズと形状に応じた固定相内 分子ふるい:サイズと形状に応じた
の移動度にもとづく分離 固定相またはゲル内の移動度にもと
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC） づく分離

キャピラリーゲル電気泳動（CGE）

クロマトフォーカシング:イオン交換固定 キャピラリー等電点電気泳動
相において移動相が生成する pH 勾配にもと （CIEF）:�泳動バッファにおける固定
づく分離 相 pH 勾配の動きにもとづく分離

置換クロマトグラフィー:固定相における キャピラリー等速電気泳動（CITP）:
強吸着ゾーン（ディプレーサー）の動きにも 電解液のリーディング液からターミナ
とづく分離 ル液までの電場勾配の動きにもとづ
試料分子は、ディプレーサーの前のゾーン く分離
として溶媒の速度で動く すべての試料分子は、一定濃度で結び

ついたゾーンとして、同じ速度で動く



たいていの場合、各モードは、バッファ組成を変えるだけで実行できま
す。最先端の機器では、個別の設定が備わっており、各モードに対応する
ことができます。

前章（1 章）では、電解液を満たしたキャピラリーの軸に沿って適用した電
場における帯電分子の動きの基礎を説明しました。帯電分子のゾーンのス
ピードや形状、幅に影響を与える要因も説明しました。次の項では、基本
的な操作と関連アプリケーションを中心に、各モードの分離の基礎を説明
します。

キャピラリーゾーン電気泳動（CZE）は、もっともシンプルな CE です。CZE
では、キャピラリーを電解液（泳動バッファ）で満たし、サンプルを注入
口で導入し、電場を印加します。図 2.1 と 1.11 項で説明するように、溶質が
それぞれ独立したゾーンの状態で、異なる速度で移動することにより、分
離が起こります。
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2.1.��キャピラリー
ゾーン電気泳動

（CZE）

2分離モード

注入

3 2 n 1

1 n
2

3

時間

シ
グ
ナ
ル

検出

+ –

図 2.1
キャピラリーゾーン電気泳動での浸透流と溶質の移動（溶質の電荷や大きさに
よって移動度は異なります）陽イオン物質（1）は移動度がもっとも高く、そ
の後に中性物質（n）、陰イオン物質（2、3）が続いています。



各溶質の速度は、（1.1）式で示されます。1.3.1 項で説明したように、電気泳
動移動度は、物質に固有の特性で、おもにイオンの電荷/サイズ比により決
まります。小さくて電荷の高いイオンは速く動き、大きくて電荷の低いイ
オンはゆっくり動きます。溶質は反対の極をもつ電極の方向へ移動しま
す。つまり、陰イオンは陽極へ、陽イオンは陰極へ移動します。

電気泳動移動のほかに、EOF（1.3.2 項参照）の影響により、溶質ゾーンもキャ
ピラリー内を移動します。EOF の方向は、陰イオンと陽イオンいずれかの動
きの方向と同じで、検出ポイントに向かって動きます（図 2.1）。

したがって、1 回の CZE 分析で、陰イオン性溶質と陽イオン性溶質の両方を
分析することが可能です。たいていの場合、EOF は電気泳動移動度よりも
ずっと大きいため、EOF と反対へ動くイオンは、検出器へ流されることにな
ります。中性溶質はすべて EOF と一緒に動き、分離されません（中性溶質を
分離する方法については 2.2 項および 2.3 項を参照）。

CZE では、溶質の電気泳動移動度と電気浸透流をコントロールすることが不
可欠です。つまり、CZE における分離を最適化し、コントロールするために
は、1 章で説明したように、有効イオン移動度や EOF、ゾーン幅に影響を与
えるすべての要素を考慮する必要があります。分析時間、検出順序、分離
の再現性は、メソッド全体で重要なパラメータとなります。

EOF に影響を与える要素については、表 1.1 にまとめています。電気泳動移
動度は、電荷/サイズ比に影響を与えるすべての要素に左右されます。電解
液（泳動バッファ）の pH を調節すれば、イオンのイオン化度を変更するこ
とができます。これにより、電荷/サイズ比が変化し、電気泳動移動度が変
化します（図 1.3 参照）。また、使用するバッファの種類（無機、有機、両性
イオン）や有機溶媒の存在も、移動度や EOF に大きな影響を及ぼします。こ
うした影響については、4.4.1 項で説明しています。

ゾーンの広がりに影響を与える壁面の相互作用は、pH により抑制すること
ができます。低 pH（< 2～3）では、フューズドシリカキャピラリー内表面の
弱酸性シラノール基がプロトン化し、非荷電となります。これにより、
ゼータ電位（1.3.2 項参照）が小さくなり、EOF はほぼゼロになります。タン
パク質（およびその他の物質）も、低 pH でプロトン化し、正の電荷を帯び
るため、中性のキャピラリー表面にクーロン作用により引き付けられずに
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陰極に移動します。反対に高 pH（ >8～10）では、壁面と試料の両方が脱プ
ロトン化して負の電荷を帯び、溶質と壁面の相互作用は電荷斥力により抑
制されます。タンパク質の高効率分離を例に、この仕組みを図 2.2 で示して
います。

ミセル動電クロマトグラフィー（MEKC）は、電気泳動とクロマトグラ
フィーを組み合わせた分離モードです。1984 年に寺部らにより報告 14 され
た MEKC は、生物製薬分析で広く使用されている実用的な CE モードであり、
食品や環境、臨床などの分析での使用も増加しています。この分離モード
の大きな特長は、荷電物質と同様に中性物質の分離にも、電気泳動の技術
が応用できることです。

MEKC では、泳動バッファに界面活性剤を加えることにより、中性物質の分
離を行います。界面活性剤は、臨界ミセル濃度（例えば SDS の場合 8～9 mM）
を超える濃度で、個々の界面活性剤分子の集合体であるミセルを形成しま
す。界面活性剤分子の疎水性の尾の部分は親水性バッファと相互作用しな
いので中心に集まり、電荷をもった頭の部分はバッファのほうを向くた
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2.2.��ミセル動電クロマ
トグラフィー

（MEKC）

2分離モード

4.0 6.0 8.0 時間 [分]

クジラ骨格筋ミオグロビン
ウマ心臓ミオグロビン
炭酸脱水素酵素 B
炭酸脱水素酵素 A
β-ラクトグロブリン B
β-ラクトグロブリン A

溶出順序

図 2.2
溶質 pl�を上回るバッファ pH�を用いたタンパク質の CZE�分離 13

条件: 20 mM ホウ酸バッファ pH 8.25、V = 30 kV、l = 55 cm、L = 101 cm、
id = 52 μm、i = 38 μA



め、多くの場合ミセルは球形になります。ミセルの構造を図 2.3 に示します。

界面活性剤のミセルは通常帯電しているので、その電荷の種類によっ
て、EOF の方向か、または逆方向に移動します。SDS のような陰イオン性界
面活性剤は、陽極の方向つまり EOF とは反対の方向に移動します。ただし中
性またはアルカリ性の pH では、EOF の速度は一般的にミセルの移動速度よ
りも速いので、ミセルは、実際には EOF の方向に移動します。移動している
間に、クロマトグラフィーと同様の疎水性相互作用と静電的相互作用によ
り、ミセルと泳動バッファとの間で溶質が分配されます。ミセルはクロマ
トグラフィーと同様、固定相として働きます。ただし、クロマトグラ
フィーと違って、この固定相は移動します。

中性物質は、ミセルにとりこまれる割合の違いによって分離されます。ミ
セルは中性物質を EOF と逆の方向に運ぶので、溶質とミセルとの相互作用が
多くなるほど、溶質の移動時間は長くなります。ミセルと相互作用しない
溶質は、EOF と同じ速度で移動します。疎水性がより大きい化合物は、ミセ
ルとの相互作用が強くなるので、より長く“保持されます”。このミセル
と中性物質との相互作用の差により、分離が起こります。MEKC での分離過
程の概要を、図 2.4 に示します。
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図 2.3
陽イオン性および陰イオン性ミセルの
構造

図 2.4
MEKC�における分離（s＝溶質）



MEKC による中性溶質の分離のメカニズムは、本質的にクロマトグラフィー
と同じなので、クロマトグラフィーで用いる式に多少変更を加えることで
説明できます。

移動相中の溶質の全モル数に対するミセル中の溶質の全モル数の比（擬似
固定相）、すなわち容量比（k'）は、次の式で示されます。

この式は、クロマトグラフィーにおける k' の式を、擬似固定相の移動を説明
するために修正したものです。tm が無限大のとき、すなわちミセルが真に固
定された場合に、この式はクロマトグラフィーで通常用いられている式と
同じ形になります。MEKC による 2 つの物質の分離度は、次の式で表されます。

式（2.2）より、分離度が、効率、選択性、容量比の最適化によって改善で
きることが分かります。容量比は、界面活性剤の濃度を変化させるだけで
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容易に調整できます。一般的には容量比は、界面活性剤の濃度に比例して
増大します。ただし、イオン性界面活性剤を特に高濃度で使用する際は、
電流の増加が問題になります。中程度の電場強度で発生する電力は 5～10
W/m を超えます。ナローボアキャピラリー（25～50 µm）でも、極端に強い
電場の使用は避け、キャピラリーの温度調節を効率的に行う必要がありま
す（3.3 項参照）。

MEKC では、溶質は t0 と tm の間に溶出します。分離度は、タイムウィンドウ
と呼ばれる溶質の溶出範囲を広げることにより改善されます。中性溶質を
分離する場合、全ての溶質は t0～tm に溶出します（図 2.5 参照）。ミセルと全
く相互作用しない親水性溶質は EOF と同じ時間に溶出し、ミセルに完全に保
持される溶質（例えば Sudan III）はミセルと同じ時間に溶出します。タイム
ウィンドウの幅はかなり狭いことが多いのですが、分離効率が高いので
ピークの分離能をあげることができます。タイムウィンドウを広げるに
は、中間的な速さの EOF と高い移動度をもつミセルを使用することが望まし
いと言えます。

MEKC では、選択性を容易に変えることができます。界面活性剤の種類を変
えると、ミセルの物理的性質（サイズ、電荷、外形）が変化するので、選
択性を劇的に変化させることができます。これは、LC で固定相の変更により
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時間

EOF

溶質
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タイムウィンドウ

t t t tR R0

図 2.5
MEKC�モードにおける中性溶質の溶出のタイムウィンドウ



選択性を変える方法と似ています。界面活性剤は、陰イオン性、陽イオン
性、両性があり、これらの混合物も用いることができます（表 2.2）。また、
これらの界面活性剤ごとに、アルキル鎖の長さや構造の違うものを利用で
きます。胆汁酸塩や乳化剤、水中油（o/w）および油中水（w/o）を使うこ
ともできます 15（マイクロエマルション動電クロマトグラフィー（MEEKC）
と呼ばれます）。さらに、選択性を変化させるために、バッファ濃度や pH、温
度を変えたり、尿素、金属イオン、キラルセレクタのような添加剤を使用
することができます。

注: バッファ溶液中の界面活性剤の CMC は、通常は水中における CMC より
も低くなります。たとえば、水中における SDS の CMC は 8 mM ですが、一般
的なバッファ溶液中では 3 mM に低下します。

クロマトグラフィーと同じように、泳動バッファに有機溶媒を添加して、
溶質とミセルの相互作用をコントロールすることができます。メタノー
ル、アセトニトリル、2-プロパノールといった有機溶媒を使用できます。
泳動バッファに対して、有機溶媒を数 % から 50 %（v/v）の濃度で添加する
と、溶質とミセルの疎水性相互作用は弱くなり、クロマトグラフィーの相
互作用をより速めることができます。

MEKC に使用される界面活性剤は、キャピラリーの内壁とも相互作用するの
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表 2.2
MEKC�で使用される界面活性剤

界面活性剤 臨界ミセル濃度 (mM) 凝集数

陰イオン性 SDS 8.2 62
陽イオン性 DTAB 14 50

CTAB 1.3 78
中性 オクチルグルコシド — —

n-ドデシル-β-D-マルトシド 0.16 —
Triton X-100 0.24 140

両性 CHAPS 8 10
CHAPSO 8 11

胆汁酸塩 コール酸 14 2 – 4
デオキシコール酸 5 4 –10
タウロコール酸 10 –15 4



で、溶質とキャピラリー内壁間で相互作用がおきる場合と同様に、EOF に大
きな影響を与えます。溶質とミセルの移動方向は、ミセルの電荷や EOF の速
度により変化します。一般的に EOF を適切な速度に保ち、ミセルを EOF の方
向に移動させるには高い pH のバッファを使用します。

(生物）製薬分野では、錠剤や軟膏、注射薬中の有効成分の分析に MEKC が用
いられています。SDS ミセルを使用して、感冒剤中の有効成分を分離した例
を図 2.6 に示しています。

MEKC と MEEKC では、温度が CMC と分散係数（K）に影響を与えるため、温
度のコントロールがきわめて重要となります。温度が上がると、CMC が上昇
してミセル濃度（Cmicelles）が低下し、k´ に影響が出ます。分散係数（K）も
温度が上がると低下します。
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  1    アセトアミノフェン
  2    カフェイン
  3    スルピリン
  4    ナプロキセン
  5    グアイフェネシン
  6    （不純物）
  7    フェナセチン
  8    エテンザミド
  9    4-イソプロピルアンチピリン
10    ノスカピン
11    クロルフェニラミン

図 2.6
MEKC�を用いた風邪薬成分の分離
条件: 20 mM リン酸-ホウ酸-100 mM SDS, pH 9.0, V = 20 kV, L = 65 cm, 



キャピラリー電気クロマトグラフィー（CEC）は、小型の液体クロマトグ
ラフィーの一形態で、電場を用いて液体を充てんクロマトグラフィーカラ
ム中で移動させます（EOF）。もともとのアイディアは 1974 年に Pretorius が
発明したもので 16、長らく無視されていましたが、1981 年に Jorgenson と Lu-
kacs により見直されました 17。しかし当時は、CEC はキャピラリー電気泳動
の急速な発展の陰に隠れていました。80 年代後半に、Knox と Grant18、19 が CEC
の主要パラメータを詳細に研究したことから、CEC は爆発的に発展し、約 2
年でそれまでの倍に拡大しました。

CEC では、内径 50～200 µm のフューズドシリカキャピラリーに充てんされ
た固定相を用いて分離を行います。固定相としては、おもに HPLC タイプの
シリカベース逆相充てん剤（1～5 µm）が使用されます。移動相には通常、逆
相分離に用いられる有機溶媒/水性バッファなどの混合溶媒が使用されま
す。充てんキャピラリーに電場を適用すると、電気浸透流が生じます

（1.3.2 項参照）。この電気浸透流が、充てんキャピラリー内で溶質と移動相を
動かします。溶質が非荷電の場合は、溶質と移動相および固定相間の分配
により分離を行います。分離する溶質が帯電している場合は、そのほかに
電気泳動速度が生じ、それが分離に影響します。このテクニックは、CZE
とよく似ています。そのため、キャピラリー電気泳動に使用する装置を使
えば、大きな修正を加えずに、CEC を実施することができます。CEC のシス
テム概略を図 2.7 に示しています。

2.3.��キャピラリー電気
クロマトグラ
フィー（CEC）
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サンプル

2

1
4

5
6

3

電源

1, 3  バッファバイアル
2  充てんフューズドシリカキャピラリー、
 内径 50～ 200 µm、長さ 200～ 500 mm
4  電極
5  検出部
6  外圧 2～12 bar

図 2.7
CEC�のシステム概略図



1.3.2 項では、キャピラリー壁面の電気二重層に電場を適用することにより、
キャピラリー内で液体のバルク流（EOF）が生じる理由を説明しました
（図 2.8 で再度説明）。

この流れの速度（νEOF）は、次式で表されます。

逆二重層厚さ（δ）は、次式で表されます。
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νEOF

シュテルン層 キャピラリー壁面

電気二重

図 2.8
電解液を満たしたフューズドシリカキャピラリーにおける固体/液体界面図

ε  = 溶液の誘電率

ζ  = ゼータ電位 ≈ ψ0（壁面電位）

σ∗ = 滑り面（ ζ が影響を与える場所）の
           電荷密度

δ-1 = 二重層厚さ 

η = 溶液の粘度 

E = 電場強度

R = ガス定数

T = 温度

F = ファラデー定数

  = イオン強度
  （= 1/2 Σ Ci zi

2 ; Ci = バッファ濃度、zi = イオン価数）
I 

IF
RT

22
=

2.3

2.4



キャピラリーにシリカベースの粒子を充てんすると、粒子内やその周辺で
も二重層が形成されます。軸方向の電場を適用すると、溶媒は陰極のほう
へ動き始めます。これを図 2.9 に示しています。

（2.3）式の各パラメータに、ゼータ電位 100 mV（pH 4 の水性バッファ溶液に
おける未修飾シリカ表面の一般的な値）のような適切な値を代入する
と、0.8 mm/s（100 V/cm の場合）から 3.2 mm/s（400 V/cm の場合）の速度で
EOF が生じます。高電流のカラム内でのガス放出や気泡形成を避けるため
に、インレットおよびアウトレット側のバッファバイアルに 2～12 bar の圧
力をかけます。実際に CEC カラムで生じた EOF を測定し、結果を図 2.10 に示
しました。
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固定相粒子

電気二重層

キャピラリー壁面

EOF

図 2.9
充てんキャピラリーにおける電気浸透流の発生図 20



粒子を充てんしたキャピラリーで生じた EOF の流速分布は、オープンチュー
ブキャピラリーにおける流速分布と同じになります（図 1.7A、1.3.2 項）。こ
れを図 2.11 に示しています。

圧力による生じる流速は、管径により異なります。溶質はカラム内で流れ
の速い経路と遅い経路をたどることがあり、これがゾーンの広がりにつな
がります。電気を用いたシステムでは、流速は管径にほとんど左右されな
いので、管径を変更しても、溶質の流速は変わりません。これにより、
ゾーンの拡散が抑えられます。

これにより、圧力を用いた送液と比較して、電気を用いた場合のキャピラ
リー HPLC カラムの HETP は、粒子サイズや容量比、速度により異なりますが、
正味 30～60 % 低下します。このことは、図 2.12 のクロマトグラムに示され
ています。この図では、各ピークの効率は 60,000 ～70,000 段です。HPLC モー
ドでは、カラムの段数は最大で 25,000～30,000 になります。
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図 2.10
印加電圧による充てんキャピラリー中の EOF 変化（実験値）21

条件: カラム: CEC-Hypersil C18、3 µm、250(335）x 0.1 mm; 移動相: アセトニトリ
ル/25mM モルホリノ-エタンスルホン酸（MES）pH 6 = 80/20、温度: 20 °C

管径

線速度

速度分布充てん剤

圧力（ポンプ）による送液

電気浸透流による送液

図 2.11
電気駆動および圧力ポンプ駆動における
キャピラリー中の速度分布図



溶媒和陽イオンにかかる電気力は、カラム全体において等しくなります。
それに対して、カラム注入口にかかる圧力は、カラムの長さに沿って直線
的に消散します。充てんキャピラリーにおいて特定の速度で液体を動かす
のに必要な圧力は、充てん剤粒径の逆二乗に比例して増加します。また、
充てんキャピラリーの長さにも直線的に比例して増加します。そのた
め、HPLC において、粒子径を小さくしたりカラムを長くしたりして分離の
効率を高めようとする場合は、圧力の大幅な増加や分析スピードの低下と
いった制約がともないます。

電気駆動の場合、そうした現象は起こりません。そのため、CEC は HPLC に比
べて、小さい粒子を充てんした長いカラムを効率的に使用することができ
ます。例として、3 µm 粒子を充てんした長さ 40 cm のカラムで得られたクロ
マトグラムを図 2.13 に示しています。
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図 2.12
CEC�分離の例。測定条件は図 2.10�と同じ。電圧 25�kV
電気的注入法によりサンプルを注入 21



ピークの効率は平均 100,000 段です。

電気駆動の場合、送液メカニズムが向上すれば、ゾーンの広がりが少なく
なり、背圧もなくなります。その結果、CEC では、最終的に HPLC に比べて 3
～10 倍の分離効率を得られることが予想できます。これにより、現在の HPLC
分離と同じ時間で、1 メートルあたり 250,000～1,000,000 段数というカラム
段数が得られます。ただし、上述の処理を適用できるのは、移動相と固定
相の間での分配のみにより分離される中性の溶質です。イオン性の溶質の
場合、正味電荷に応じて速度が増減します。そのため CEC は、中性や弱酸性
/弱塩基性の溶質の高効率分離に適したテクニックといえます。キャピラ
リーゾーン電気泳動（CZE）は、強酸や強塩基といった電荷の強い溶質に
適しています。
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図 2.13
高効率カラムによる CEC 分析例（100,000�段）
条件: カラム: Spherisorb ODS1、3 µm、400 (485）x 0.1 mm;
移動相: アセトニトリル/Tris 50 mM、pH 8、80/20; 電圧 30 kV、温度: 20 °C 22



まとめ:
充てんキャピラリー内の電気浸透流は、おもに以下の 3 点で、圧力により生
じる層流とは異なります。

a）粒子間のチャンネルの流速分布はプラグ流速となり、速度は
チャンネルの幅に左右されません。そのため、電気駆動の流
れの場合、圧力ポンプ駆動の流れに比べて、充てんキャピラ
リーにおける横断面的な流速の差異がずっと少なくなります。

b）流速は粒子サイズにほぼ左右されません。カラムの背圧が生
じません。

c）充てん剤における電気二重層の存在は、EOF を生成するための
前提条件となります。そのため、EOF の大きさは、使用する固
定相と移動相に左右されます。これらの要因が、HPLC カラムの
場合に比べて、CEC カラムで生じるゾーンの広がり( HETP）に
好ましい影響を及ぼします。

粒子充てんキャピラリーから、コーティング固定相をもつオープンチュー
ブ 23 やモノリシック相のフリットレスキャピラリー 24、25 への CEC の拡張も
報告されています。こうした CEC に関する理論の詳細については、参考文献
20、21 を参照してください。

スラブゲル電気泳動は、おもに分子生物学の分野で、タンパク質や核酸と
いった高分子をサイズ別に分離する際に使用されています。タンパク質を
サイズ別に分離するためには、まずドデシル硫酸ナトリウム（SDS）で飽
和させ、変性させる必要があります。その後、「分子ふるい」として機能
する適切なポリマーを用いた溶質の電気泳動により、サイズに応じて分離
します。

キャピラリーを用いたゲル電気泳動（CGE）の形態を図 2.14 に示しています。
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帯電した溶質がポリマーの網の目を移動するとき、大きな溶質は小さな溶
質よりも大きな抵抗を受けます。DNA や、SDS で飽和したタンパク質のよう
な高分子は、分子サイズにかかわらず同じ質量電荷比をもつので、ゲルを
使わなければ分離することができません。つまり、DNA を例にすると、DNA
鎖のヌクレオチドの数が増えても、等量の質量と電荷が加算されるだけな
ので、自由溶液中での移動度は変わりません。

キャピラリーゲル電気泳動は、従来のスラブゲルやチューブのゲル電気泳
動と分離メカニズムが同じなので、直接比較することができます。ただ
し、キャピラリー電気泳動には、ジュール熱の影響を受けずに 10～100 倍の
電場をかけられることや、キャピラリー上での直接検出や自動化が可能な
ことなど、従来のスラブゲル電気泳動と比べて多くの利点があります。ま
た、キャピラリーのなかでは対流が起こらない（つまり、温度勾配がない
ため、対流により生じる混合が起こらない）ので、対流の影響を抑えるゲ
ルを使用する必要はありません。対流の影響を抑えるゲルでは構造や形状
を固定する必要があり、これは特定の濃度や組成でしか使用できません。
キャピラリー形式では、そうした要件を無視し、新たに作成した「ゲル」
を適用することができます。スラブゲル電気泳動の利点は分取が容易なこ
とですが、CE でも、管径の大きいキャピラリー（内径 >100～200 µm）や低
い電場を使用することで、ある程度の分取を行うことができます。スラブ
ゲル電気泳動でのマルチレーン法（以前は DNA シーケンシングで使用され
ていたもの）は、交換可能な分子ふるい用「ゲル」で満たしたキャピラ
リーアレイで代用されるようになっています。

スラブやチューブのゲル電気泳動では、従来、架橋型ポリアクリルアミド
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図 2.14
CGE�におけるサイズ分離



とアガロースが用いられてきました。架橋型ポリアクリルアミドは小さい
細孔をもち、タンパク質の分離に使用されます。アガロースは粗い隙間を
もち、DNA の分離に適しています。

CGE において、“ゲル”という言葉は幾分あいまいに使用されています。ゲル
とは通常、スラブゲル電気泳動で使われる固体に似た構造を意味しま
す。CGE で使用される“ゲル”の多くは、固体の性質をもたない（もつ必要
がない）ので、“網状ポリマー”という表現のほうが適切かもしれませ
ん。CGE で用いられるポリマーには、共有結合で架橋したもの、水素結合し
たもの、バッファ溶液中に溶解しただけのもの（非架橋ポリアクリルアミ
ド、メチルセルロースなど）があります。非架橋ゲルのポリマーの構造は、
架橋ゲルの構造と基本的に違いますが分離メカニズムは同じです。従って、
どのタイプのゲルを使用しても高分子のサイズ分離が可能です（表 2.3）。

現在のところ、DNA シーケンシングの分離マトリックスとしては、一般に直
鎖型ポリアクリルアミド（LPA）とポリジメチルアクリルアミド（PDMA）
が使われています。この 2 つは、商用シーケンサーや遺伝的アナライザでも
よく使用されるようになっています。

架橋型ポリアクリルアミドをキャピラリー中で In situ 調製する際には、細心の
注意が必要です。この種のゲルは欠点が多いため、実用的な CGE には適しませ
ん。現在では、直鎖型ポリマーが代わりに使用されるようになっています。

直鎖型ポリマーは、ポリマー溶液の性質をもつのでより柔軟性に富んでいま
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表 2.3
CGE�モードで用いられるポリマー

ポリマー 濃度 主なアプリケーション
架橋型ポリマー
ポリアクリルアミド/ 2– 6 % T, 3 – 6 % Co オリゴヌクレオチド、DNA シー
bis-アクリルアミド ケンシング

非変性タンパク質、SDS 変性タン
パク質

直鎖型ポリマー
ポリアクリルアミド < 0.1– 6 % 制限酵素フラグメント
ヒドロキシアルキルセルロース、 6 –15 % オリゴヌクレオチド、DNA シー
ポリビニルアルコール、 ケンシング、タンパク質
デキストラン
アガロース 0.05 –1.2 % 制限酵素フラグメント、

タンパク質



す。直鎖型ポリマー溶液もキャピラリー中で重合させることができますが、一
般的にキャピラリー中で重合させる必要はありません。あらかじめ重合させた
ポリマーを泳動バッファに溶かして、キャピラリー中に加圧法で充てんできま
す。ポリアクリルアミドは広範囲な濃度（1 ％未満から20 ％以上まで）で使用
できます。一般に、必要なポリマー濃度は試料のサイズに逆比例します。

ポリマー溶液の粘度が低い場合には、加圧法で試料を注入することができ
ます。また、ポリマー溶液を繰り返しキャピラリーに充てんすることもで
きます（濃度と粘度による）。泡の発生やその他の失敗の影響が減少する
ので安定性は高くなります。ゲルの粘度が低い程、良好な内壁コーティン
グを必要とします。CGE では、どのゲルを用いる場合でも、EOF を消すため
にキャピラリー内壁のコーティングが必要です。

CGE と CZE はともに“ゾーン”電気泳動手法であるため、分離能と効率はほ
とんど同じになります。CGE と CZE の明らかな違いの 1 つは、CGE が DNA 分
離において非常に高い分離効率をもつことです。図 2.15 を見ると、架橋ポリ
アクリルアミドを用いた 1 本鎖オリゴヌクレオチドの分析で、CGE は 107 段
/m 以上の分離効率が得られることがわかります。

PCR 産物を非架橋ポリアクリルアミドにより分析した例を図 2.16 に示して
います。これは、アシンメトリック PCR 法により生成された 1 本鎖 DNA の分
析例です。ピークの同定には、DNA のスタンダードから作成した検量線を用
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図 2.15
架橋ポリアクリルアミドを用いた CGE�に
よるポリデオキシチミジン酸混合物、p(d
Ｔ）20-160�の分離 26

条件: Bis-架橋ポリアクリルアミド（6 %
T、5 % C）、100 mM Tris、25 mM ホウ酸、7
mM 尿素、pH 7.6、E = 200 V/cm、i = 8.2 mA、l
= 100 cm、id = 75 μm、λ = 260 nm、ポリアク
リルアミドコーティングキャピラリー

ds 500 塩基対時間 [分]

ss 500 塩基

2010 30

ds 500 塩基対A B

2010 30

図 2.16
1�本鎖および 2�本鎖 DNA�の PCR�分析 26

条件:非架橋ポリアクリルアミド（9 % T）、100 mM tris-ホウ酸、pH 8.3、E = 300 V/cm、i
= 9 μA、l = 20 cm、L = 40 cm、id = 75 μm、λ = 260 nm、PA コーティングキャピラリー



いています。1 本鎖 DNA はランダムな 3 次元構造をとるため、同じサイズの
2 本鎖 DNA よりも移動が遅くなります。また、アシンメトリック PCR 法では
選択性が低下するため、通常の PCR 法に比べて副生成物が多くなります。

CZE と同じく、CGE の選択性は、キラル選択剤、イオン対試薬、その他の錯
化剤（DNA ではエチジウムブロマイド、タンパク質では SDS など）を添加し
て変更することができます。これらの化学物質は、ゲルと共有結合するこ
ともあれば、泳動バッファに追加されるだけのこともあります。

キャピラリー等電点電気泳動（CIEF）は、ペプチドやタンパク質をその等電
点（pI）にもとづいて分離する“高分解能”の電気泳動テクニックです。CIEF
を使用すると、等電点が 0.005 pI 単位程度の差しかないタンパク質を分離する
ことができます。CGE と同じく、CIEF はよく知られたスラブゲル電気泳動テク
ニックで、キャピラリー電気泳動にも応用されるようになっています。

CIEF では、アンフォライト（両性電解質）を使ってキャピラリー内に pH 勾配を
形成させます。アンフォライトは、酸性基と塩基性基の両方を持つ両性分子
で、CIEF 実験で必要とされる pH 領域（たとえば pH 3～9）にわたる pI 値をもっ
ています。キャピラリー中に、溶質とアンフォライトの混合物を満たし、pH
勾配を形成させます。塩基性溶液を陰極側に、酸性溶液を陽極側において電
場をかけると、アンフォライトとタンパク質は電荷をもたない状態になる領
域（それぞれの pI）に達するまでキャピラリー中を移動します。この過程は
“フォーカシング”と呼ばれています。タンパク質は、異なる pH の領域に拡散
すると荷電を持つため、再度電荷がゼロになるもとの位置に泳動され、結果
としてきわめて狭いゾーンを形成します。この過程の概略を図2.17 に示します。
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CIEF サンプルとアンフォライトの混合物を満たしたキャピラリー
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図 2.17
CIEF�の概略図。A、B、C、D、E、F、G、H�はアンフォライト分子を示しています。
と と は、ペプチド、タンパク質などの溶質分子を示しています。



“フォーカシング”の進行度は、電流値の変化によってわかりま
す。“フォーカシング”が終了してしまうと定常状態となり電流は流れま
せん。フォーカシングの後、加圧により溶質とアンフォライト（電場を維
持しながら）移動させることにより、ゾーンが検出器を通過します。加圧
のほか、リザーバの一方に塩を追加したり、両方のリザーバに酸や塩基を
追加したりする方法で移動させることもあります。

CIEF におけるゾーン幅、4σ（σ は標準偏差）は、次式で表されます。

pl の差にもとづく分離度は、次式で表されます。

（2.6）式が示すように、電場が強い場合や等電点における移動度勾配が高
い場合、キャピラリー長における pH 勾配が緩やかな（範囲が小さい）場合
に、高い分離能を得ることができます。

CIEF では、EOF が発生すると、“フォーカシング”が達成される前にアンフォ
ライトがキャピラリーから流れ出てしまう可能性があるので、EOF を抑える
か消す必要があります。EOF は、キャピラリー内壁の動的不活性化か、共有
結合による内面コーティングによって抑制することができます。動的不活
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性化は簡単に使える利点がありますが、再現性のある EOF を得るのは困難で
す。動的不活性化と共有結合によるコーティングは、どちらもキャピラ
リー内壁へのタンパク質の吸着を抑制します。

溶質はキャピラリー中にアンフォライトと一緒に注入されるので、他の CE
手法に較べて格段に多量の溶質を注入する事ができます。ただし、両性イ
オン分子の pl における溶解度はきわめて低くなります。また、フォーカシン
グポイントでは、溶質の濃度が最大になります。そのため沈殿が生じるの
で、注入できる試料量は制限されます。

CIEF は、タンパク質の pI の測定や異性体の分離、他の方法では分析の難しい
免疫グロブリンやヘモグロビンを含むタンパク質の分離、また希釈生体液
の分析などに利用されています。また、トランスフェリン異性体の分離に
CIEF を利用した例を図 2.18 に示します。

最近では、全カラムイメージング CIEF の技術 28、29 が商用化されています。
このメソッドでは一般に、長さ 50 mm、内径 100 µm のフューズドシリカキャ
ピラリーと、280 nm の波長を用いた UV 吸収イメージング検出器が使用され
ます。

キャピラリー等速電気泳動（Capillary isotachophoresis; CITP）は、“境界面が移
動する”電気泳動技術です。CITP では、2 つのバッファシステムの組み合わ
せによって、溶質のすべてが連結あるいは分離したバンドとして、同じ速
度で移動するような状態を作り出します。各溶質ゾーンは、“リーディン
グ液”と“ターミナル液”にはさまれた状態で泳動されます。CITP では、1
回の分析で陽イオンまたは陰イオンを分析できます。

例えば陰イオン分析では、“リーディング液”に用いるバッファは、溶質
よりも有効移動速度が大きな陰イオンを含んでいる必要があります。同様
に、“ターミナル液”に含まれる陰イオンは、溶質よりも低い移動度を持っ
ていなければなりません。電場がかかると、陰イオンは陽極方向へ移動を
開始します。リーディング液の陰イオンが最も大きい移動度を持っている
ので最も早く移動し、次に 2 番目に高い移動度を持つ溶質中の陰イオンが続
きます。CITP では、各々の陰イオンは別々のゾーンを形成して移動しますが、
これら全てのゾーンの移動速度は、リーディング液の陰イオンの移動速度
と同じになります。CITP の分離の過程を図 2.19 に示します。
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図 2.18
CIEF�によるトランスフェリン異性体の分離 27



CITP モードでゾーンの移動速度が定常状態になるのは、各ゾーンでの電場が
違うためです。電場は、一定の速度が保たれるように自動的に調整される
ので（速度＝移動度 X 電場）、最高の移動度を持つ溶質ゾーンには最小の
電場がかかります。この現象により、ゾーン間の明確な境界面が維持され
ます。あるイオンが隣接したゾーンに紛れ込むと、速度が変化するので、
すぐに元のゾーンに戻ります。

CITP のもう1 つの興味深い特長は、各ゾーンでの濃度が一定であり、それがリー
ディング液の濃度によって決まることです。通常、CITP は一定電流モードで行わ
れるので、各ゾーン中の各イオンの濃度と移動度の間には、一定の比率が存在
します（いわゆるKohlrausch 調整関数（KRF）30、1.3.4.5 項参照）。リーディング液よ
りも低い濃度を持つゾーンは、適切な濃度になるまでゾーンの幅がせばめら
れ、高い濃度をもつゾーンは幅が広げられます。CITP における、この溶質の濃度
縮原理は、CZE、MEKC、またはCGE での事前濃縮に利用されています（3.2.3 項を
参照）。ほとんどの場合、複数のモードが混じっているので、真のCITP 定常状態は
得られません。それでも分離についてみると、キャピラリーの30～50 ％が試料
で満たされている場合でも、かなり良好な分離を得ることができます。CITP の欠
点は、リーディングイオンとターミナルイオンの両方を含み、なおかつ希望す
るpH をもつバッファを探すのが難しいことです。また、CITP におけるもう1 つの
制約は、陽イオンと陰イオンを1 回の測定でで同時に分析できないことです。

ゾーンの濃縮は、高濃度のリーディングイオンかターミナルイオン、ある
いはその両方を試料へ添加すること（試料への塩の添加）によって行うこ
とができます。この現象による分離の改良例を図 2.20 に示します。この試料
は、目的溶質に高濃度の塩（およそ 110 mM 以上）を含んでいます。最初に
溶離されたピークの理論段数は 106 段以上を示し、理論値よりも著しく高い
ものになっています。この例は、CITP 効果が、特に複雑な試料の場合、いか
に偶発的に発生するかを示しています。
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図 2.19
CITP�の概略図。T�はターミナル液、L�はリーディング液、 、 、 は溶質分
子を表します。
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ルロース、定電流 = 35 mA、l = 25 cm、id
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キャピラリー電気泳動では、直流（DC）電源を用いて、電圧は 30 kV まで、電
流は 200～300 µA の範囲で使用されます。移動時間の再現性を高くするため
には、電圧を安定に保つ（± 0.1 %）必要があります。未修飾フューズドシリ
カキャピラリーを使用する場合、EOF は陰極の方向へ動きます（1.3.2 項参
照）。検出ポイントはキャピラリーのアウトレット側になるため、陰極を
その先端に配置します。この場合、キャピラリーのインレット側が陽極と
なり、試料注入はこの先端から行います。

電源は、極性を変えることができるものが必要です。EOF を反転させる場合
（陽イオンによる内壁面の被覆または pH の変化などによる）、電極の極性を
逆転させて、電場の方向を変える必要があります。この場合、陰極を注入
端に切り替えます。

検出器の構造上、キャピラリーのインレット端とアウトレット端は、あら
かじめ決まっているので、極性の切り替えは電源で行う必要があります。
もっとも良い方法は、直流電源を使用することです。この種の電源を用い
る場合は、高圧電極と接地電極の位置が固定されていることを理解する必
要があります。つまり、高圧電極は接地電極に対して、正にも負にもなり
得ます。

一般的に使用されるのは定電圧モードですが、定電流あるいは定電力モー
ドのほうが適している場合もあります。特に、等速電気泳動を行う場合
や、キャピラリー温度が適切に制御できない場合は、定電流または電力
モードが有効です。キャピラリーの温度制御ができない場合、定電圧モー
ドでは、温度が変わるとバッファの粘度と移動時間が変化してしまいま
す。定電流モードを用いると、この粘度の変化が印加電圧の変化で相殺さ
れ、移動時間を一定に保つことができます。そのため、定電流あるいは定
電力モードで使用できる高圧電源が必要です。その他の電源特性として、
分析中に電圧、電流または電力のグラジエントを行える機能（電場プログ
ラミングとも呼ばれます）が必要です。電場プログラミングにより分析開
始時に電圧を徐々に高めれば、急速な発熱やバッファの熱膨張、キャピラ
リーからの試料の流出を防ぐことができます。また、電場プログラミング
は複雑な試料の分析時間を短縮するのにも役立ち、フラクションコレクタ
では多くの場合で電場プログラミングが必要となります。近接した狭い溶
質ゾーン（5～10 秒など）を高電場条件下で扱うのは容易ではないため、分
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取の直前に電場を弱めれば、タイムウィンドウを広げて分取に必要なタイ
ミングを正確にはかることができます（3.5 項参照）。

CE では、ごく少量の試料をキャピラリーに注入します。分離キャピラリーの
容積（内径 0.025～0.15 mm、長さ 150～1000 mm）が小さいので、当然のこと
ながら試料注入量もごく微量になります。経験的に、試料のプラグ長を
キャピラリーのトータル長の 1～2 ％ 以下にすると良い結果が得られます。
これはキャピラリーの内径にもよりますが、数ミリメートルの注入プラグ
長（1～50 nL）に相当します。試料が 5 µL もあれば多数回の注入が十分可能
なので、試料の量が限られている場合には利点となります。ただし、試料
の濃度が非常に低い場合は検出が困難になる場合もあります。

過剰量の試料を注入すると、分解能を損ねるような 2 つの現象がおきる可能
性があります。第一に、拡散を抑えることのできるゾーン幅よりも注入プ
ラグ長が大きくなると（最大注入プラグ長の計算方法については、3.2.1
項”圧力変化を利用した注入法”で説明します）、ピーク幅が相応して増
大します。第二に、泳動バッファと試料ゾーンの導電率が異なるため、電
場の不均一性によりピーク形状が悪化します。
試料を定量的に注入するため、多くの注入方法が試みられています。一般
的には、圧力変化を利用した方法と電気的移動法の 2 つの方法が用いられて
います（図 3.2）。どちらの場合も、注入される試料の容量は既知量にはなり
ませんが、計算上もとめることは可能です。以下の 2 項に詳述しましたが、
注入量にかわる定量可能なパラメータとして、圧力変化を利用した注入法
の場合は圧力と時間、電気的移動法の場合は電圧と時間を用いることがで
きます。
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過剰量の試料の注入によるピーク形状へ
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cm,�B�=�2.0�cm,�C�=�3.0�cm



圧力変化を利用した試料注入法は、最も広く使われています。この試料注
入法には、キャピラリーの注入側を加圧する方法、キャピラリーのアウト
レット側を減圧する方法、注入側バイアルの位置をアウトレットバイアル
より上にあげ、サイフォン現象を利用して注入する方法があります（図
3.2）。これらの圧力変化を利用した注入では、注入される試料の容量は試
料中のマトリックスにほとんど影響されません。

試料の注入量（Vinj）は、キャピラリーの内径、キャピラリー中のバッファ
の粘度、圧力差および時間の関数となります。注入量は、Hargen-Poiseuille
の式によって計算できます。

一般的に用いられる注入圧力は、25～100 mbar の間で、時間は 0.5～5 秒位に
なります。圧力・時間・キャピラリー内径の関数として（3.1）式を用いて

3.2.1.��圧力変化を利用した
注入法
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図 3.2
試料注入法

P = キャピラリー両端間の圧力差
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= バッファの粘度
L  = トータルキャピラリー長
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3.1



求められた注入プラグ長と容量を表 3.1 に示します。

分離能を大きく損なわない最大注入プラグ長 wi
max を計算するためには、分

離システムにおけるトータルゾーン拡散について（1 章 1.16 式の σ2
T）、以下

のように仮定します。

分子拡散（σ2
Dif ）および試料注入（σ2

Inj）以外のすべてのゾーン拡散要因を
無視すると、トータルゾーン拡散は次式で表されます。

注入による分離能の低下が 10 %（理論段数では約 20 % 低下に相当）まで許
容できる場合、（3.2）式の 2 項の標準偏差は、次のように計算できます。
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表 3.1
圧力・時間・キャピラリー内径から求められる試料の注入プラグ長と容量
Vp = プラグ容量（nL）; L = 75 cm; η = 1cP; T= 20 °C、Ip = プラグ長（mm）.

キャピラリー内径 10�µm 25�µm 50�µm 75�µm 100�µmA
注入圧力 x 時間、 Vp (nL), Vp (nL), Vp (nL), Vp (nL), Vp (nL),
(mbar x s) Ip (mm) Ip (mm) Ip (mm) Ip (mm) Ip (mm)
25 0.0008, 0.03, 0.5, 2.6, 8.2,

0.01 0.06 0.25 0.59 1.04
50 0.0016, 0.06, 1.0, 5.2, 16.4,

0.02 0.12 0.50 1.18 2.08
75 0.0024, 0.09, 1.5, 7.8, 24.6,

0.03 0.18 0.75 1.77 3.13
100 0.0032, 0.12, 2.0, 10.4, 32.8,

0.04 0.24 1.00 2.26 4.16
150 0.0048, 0.18, 3.0, 15.6, 49.2,

0.06 0.36 1.50 3.54 6.26

3.2

3.3



（3.2）式および（3.3）式を（3.1）式と組み合わせると、次のようになります。

（3.4）式を用いれば、推定上の分析対象物の移動時間と泳動バッファにおけ
るその拡散係数から、最大注入プラグ長を計算できます。そこから、適切な
圧力注入パラメータ（∆P x tinj）がわかります。その結果を表 3.2 に示しています。

この表を見ると、短くて内径の小さいキャピラリーを使用する場合、大き
い分子（小さい内径）では小さい分子よりも注入ゾーンを狭くする必要が
あることがわかります。

サイフォン注入に（3.1）式を適用する場合、圧力差は次式により求められ
ます。
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=  バッファの密度
g  =  標準重力加速度 (9.807 m/s2)
h  =  リザーバ高さの差

表 3.2
推定拡散係数と移動時間の関数として求められた最大注入プラグ長と、注入パラ
メータ、キャピラリー内径とバッファ粘度の決定との相関関係（η=�20�°C�で 1�cP）

D�(cm2/s) tD (s) wi
max (mm) L�(cm) id�(µm) Vinj (nL) ∆P�x�tinj (mbar�x�s)

10-5 500 1.73 50 75 7.7 49.3
50 3.4 110.9
25 0.9 443.4

200 1.10 20 75 4.8 12.5
50 2.2 28.0
25 0.5 112.2

10-6 500 0.55 50 75 2.4 15.6
50 1.1 35.1
25 0.3 140.2

200 0.35 20 75 1.5 3.9
50 0.7 8.9
25 0.2 35.5

3.4

3.5



サイフォン注入では、一般的にサンプルバイアルをアウトレット側バイア
ルよりも 5～10 cm 高い位置におき、10～30 秒間保持して注入を行います。サ
イフォン注入は、主に加圧/減圧注入が適用できない場合に用いられます。
検出感度の制約がなければ、注入プラグ長は最小におさえるべきです。し
かし、構造上、注入時間が短くなると一般的に注入の再現性は悪くなりま
す。特に、キャピラリーが短い場合や、管径が大きい場合、または濃度の
高い試料を用いる場合にこのことがあてはまります。フィードバックの機
能のある圧力/時間の積算プロファイルを用いて、加圧注入を開始してか
ら圧が安定するまでの時間の遅れと圧力変動を補正することにより、再現
性は著しく改善されます。

サイフォン注入の場合、必要量以上の試料の注入を防ぐためには、サンプ
ルリザーバとバッファリザーバの液面レベルを等しい高さに保つことが重
要です。サイフォン式注入では、ピーク面積の再現性が悪くなる場合があ
ります。キャピラリーを単純にサンプルバイアルに浸しただけでも、キャ
ピラリーの小さな動きによって注入が起こることが知られています。この
現象はゼロ注入現象と呼ばれています。あまり一般性はありませんが、濃
縮された試料の定量分析を行う場合には、注入量を定量的に扱いやすくす
ることを考慮に入れるとよいでしょう。

機器の構造から見ると、注入量の再現性は、相対標準偏差（RSD）で 1～2 %
以下にすることが可能です。しかし、ピーク面積の再現性は、試料とキャ
ピラリー内壁との相互作用、温度の変動、シグナル/ノイズ比が小さいとき
のピークの積分方法などに影響を受けます（ピーク面積と移動度の再現性
に影響を与える要因については、4 章を参照してください）。

注入量を一定に保つためには、キャピラリーの温度を精密に（± 0.1°C）制御
する必要があります。注入量は、キャピラリー内のバッファの粘度変化に
よって、移動時間と同じく 1°C あたり 2～3 % 変動します。ただし、試料の
粘度については、試料のプラグ容積がキャピラリー中の全内容積に比べて
きわめて小さいので、注入量にあまり影響を与えません。
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電気的移動法または電気泳動による注入法は、インレットバッファバイア
ルをサンプルバイアルに置き換えた後、電圧をかけることによって行われ
ます（図 3.2）。通常、10～30 秒の注入時間で、分離に用いる電圧の 3 分の 1
ないし 5 分の 1 の強さの電場を印加します。電気的移動法による注入では、
試料成分は電気泳動的な移動と EOF のポンプ作用の両方によってキャピラ
リー中に注入されます。電気的移動法の特徴は、注入される試料の量が
個々の溶質の電気泳動移動度に依存していることです。移動度の高いイオ
ンは移動度の低いイオンよりも多量に注入されるので、イオン種による注
入量の違いが発生します。

注入量 Q（g またはモル数）は次式で計算することができます。

（3.6）式が示すとおり、試料の注入量は、注入時間のほかに、EOF、溶質濃
度、溶質の移動度に依存しています。大量の塩が溶解している場合、マト
リックス効果により試料の導電率が変化します。その結果、試料の抵抗が
変化し（電場の変化を誘導：E = V/L）、図 3.3 に示すように、注入量も変化し
ます。このような現象のために、電気移動法は一般に圧力変化を利用した
注入法よりも再現性が劣ります。

注入精度に関しては問題がありますが、電気的移動法はきわめて簡単で、
特別な機器も必要ないので、粘度の高いバッファやゲルを充てんしたキャ
ピラリーを使用する場合など、圧力変化を利用した注入が有効でないとき
に効果を発揮します。

3.2.2.��電気的移動法
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Q =

µe  = 試料成分の電気泳動移動度
µ EOF = EOF の移動度

V  = 電圧
r  = キャピラリー半径

C  = 試料成分の濃度
tinj  = 注入時間

L  = トータルキャピラリー長

(µe + µEOF inj) V r2 Ct
              L
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図 3.3
圧力変化を利用した注入法と電気的移動
による注入法における試料溶液の抵抗と
注入量の関係 32



試料注入時や注入の直後に、キャピラリー内で試料を濃縮し、感度を高め
る方法がいくつか報告されています。これらの注入方法は、機能としては
HPLC で用いられる固相抽出（SPE）や固相マイクロ抽出（SPME）テクニック
と同じであると考えられます。キャピラリー電気泳動では、これは試料
ゾーンと泳動バッファの間の電場強度の違いにもとづく方法で、“スタッ
キング”と呼ばれています。

1 章（1.3.4.5 項“電気的拡散”）では、試料の導電率が泳動バッファ（= バッ
クグラウンド電解液（BGE）; バックグラウンド溶液（BGS）とも呼ばれます）
の導電率よりも高くなったときに、分離の初期に試料ゾーンが広がること
を説明しました。しかし、逆の現象も起こります。試料マトリックスの導
電率が泳動バッファ（BGE）の導電率よりも大幅に低くなると、試料ゾー
ンは圧縮されます。このフォーカシング効果を利用すれば、キャピラリー
への試料の充てん率を高めることができます。

試料の塩含有量（溶液イオン強度）を低くすると、注入された試料の容積
が大きくても、過度のゾーンの広がりが起きなくなります。こうした濃縮
テクニックは、圧力注入法を行う場合には電場増幅試料スタッキング

（FASS）、電気的移動法を用いて注入を行なう場合には電場増幅試料注入
（FASI）と呼ばれます。

浸透流と同じ方向に移動する分析対象イオンの場合（通常は陽イオン）、
電気的移動法による注入と同時に試料事前濃縮を組み合わせることができ
ます。試料の導電率が十分に低い場合（たとえば、試料マトリックスが純
水の場合）、通常の注入時間（10～30 秒）でも電場増幅の影響により大量の
試料陽イオンをキャピラリーに導入することができます。スタッキング

（ゾーンの鋭化）は、試料溶液と BGE の間の界面で自動的に行われます。た
いていの場合は、BGE と試料の境界におけるスタッキングプロセスの乱れを
制御するために、少量の水を初めに導入することが推奨されます。最後
に、試料バイアルをバッファバイアルと取り替え、電気泳動を開始しま
す。図 3.4 に、電気的移動法を用いた注入による電場増幅の効果を示してい
ます。

3.2.3.��オンキャピラリー
濃縮法

65

3.2.3.1.���電場増幅試料スタッ
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増幅試料注入（FASI）
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電気的な電場増幅手法の欠点は、注入する試料イオンの量が、実際の試料
の導電率に大きく左右されることです。この導電率をコントロールできな
いと、結果の信頼性が低くなります。

そのため、圧力注入によるスタッキング手法がより頻繁に用いられていま
す。この手法では、時間制御した圧力差により、導電率の低い試料溶液が
長いプラグ長で注入されます。導電率の差により、電場適用後の分離初期
に試料ゾーンが鋭化します。
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電場増幅試料注入 33。 A）バッファに溶解した試料;�B）水に溶解した試料;�C）B
の試料を注入する前に短いプラグ長で水を注入した場合



特定の試料の導電率が予想ほど低くない場合には、ピーク分解能に影響が
出ますが、ピーク面積の信頼性は保たれます。圧力注入による電場増幅試
料スタッキング（FASS）の概略を図 3.5 に示しています。

分離効率を悪化させずに注入できる試料の量は、スタッキングを行わない
場合に比べて、100 倍以上多くなることもあります。分離を悪化させずに実
現できるスタッキングの濃縮率は、第一に試料の導電率の上限に依存しま
す。ただし、その他の制約もあります。まず、試料プラグのジュール熱を
考慮する必要があります。試料マトリックスの導電率が BGE の導電率よりも
大幅に低い場合、試料プラグで電圧のが降下し、キャピラリーのその部分
の電場が平均よりも高くなります。これにより、試料プラグで過度の熱が
発生し、ガス放出や沸騰につながります。この過度の熱の発生は、試料の
導電率が低く、プラグ長が比較的短い場合に特に大きくなります。この場
合、スタッキングの効果を十分に活用することはできません。試料ゾーン
における大幅な温度上昇は、キャピラリーを温度制御している場合でも報
告されています。この現象の例を図 3.6 に示しています。
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試料のスタッキングにおけるその他の制約は、試料溶液を含む部分のキャ
ピラリーと、BGE を含むその他の部分のキャピラリーで発生する電気浸透流
の差に関係しています。導電率の低い試料プラグでは、電場の強さはキャ
ピラリーのその他の部分よりも大きくなります。さらに、電気浸透流の移
動度は、一般に塩濃度が低下すると上昇します。この 2 つの影響により、試
料プラグにおける電気浸透速度は、BGE における速度よりも高くなります。
これにより、試料プラグとバッファゾーンの間で差が生じ、キャピラリー
の両部分における浸透流速分布と同様に、放物線的な流速分布がプラグに
加わります。この放物線的な流速分布は、実際の分離の際に、試料プラグ
と BGE の両方におけるゾーンの広がりの原因となります。電気浸透流の差が
大きいと、試料ゾーンは比較的長くなり、得られる段数が減少します。試
料プラグと BGE における電気浸透移動度を操作し、より良い組み合わせをつ
くれば、ピークの広がりを抑え、キャピラリーに注入できる試料容積を増
やすことが可能です。

分析対象物が弱陽イオンまたは弱陰イオンの場合は、pH 操作（動的 pH 接合）に
より試料スタッキングを行うこともできます 34。この方法が可能なのは、試
料の pH が BGE の pH と異なり、各分析対象イオンの有効移動度も異なる場合で
す。そのため、試料の移動度が BGE における移動度よりも大幅に大きくなるよ
うに、試料と BGE の pH を選択する必要があります。これにより、圧力により
長い試料プラグを注入し、分離の初期に圧縮することが可能になります。

不連続バッファシステムは、導電率の低くない試料のスタッキングに用い
られています。こうしたケースのスタッキングは、等速電気泳動（ITP）の
原理にもとづいています。ITP（2.6 項参照）では、試料溶液はリーディング
液（L）とターミナル液（T）に挟まれています。リーディング液には、分
析対象イオンよりも移動度が大きい共通イオンが含まれています。ターミ
ナル液には、分析対象イオンよりも移動度が小さい共通イオンが含まれて
います。このようなシステムでは、電気泳動の際に、分析対象イオンは
リーディングイオンに追いつけず、ターミナルイオンは分析対象イオンに
追いつけません。その結果、分析対象イオンのシャープ（純粋）なゾーン
が形成されます。このゾーンは、それぞれの移動度に従って、連続する 2 つ
の電解液の間をすべて同じ速度で移動します。ITP では、純粋な分析対象イ

3.2.3.2.��等速電気泳動による
試料スタッキング
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オンのゾーンの濃度は、試料溶液におけるもともとの濃度に関係なく、
リーディング液とターミナル液の組成により決定されます（Kohlrausch 調整
関数に従う）。そのため、ITP においては、試料の濃縮やスタッキングは一般
的な現象になっています。

（オンキャピラリー）ITP-CZE を陽イオンのスタッキングに応用した概略を図
3.7 に示しています。

CZE のバックグラウンド電解液はリーディング液（L）として働きます。この
リーディング液には、分析対象イオンよりも移動度の高い共通イオンを含
むものを選びます。まず、キャピラリーを L で満たします。次に、試料溶液
を長いプラグで圧力により注入します。次に、キャピラリーのインレット
を、ターミナル液（T）を入れたバイアルに配置し、電圧をかけて分析対
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図 3.7
流体力学的な背圧を用いた陽イオンのオンキャピラリー ITP-CZE�手順を示す概
略図 36



象ゾーンの等速電気泳動フォーカシングを行います。電気浸透流により T が
キャピラリーに入りすぎるのを防ぐために、キャピラリーのアウトレット
側に圧力をかけます。フォーカシングが終了したら、前に用いた圧力より
も強い背圧により T の残りをキャピラリーから除去し、L を入れたバイアル
にキャピラリーのインレットを配置します。その後、スタッキングされた
分析対象物ゾーンを電気泳動により実際に分離します。ゾーン電気泳動分
離の際には、若干異なる ITP 手順を用いれば、T を BGE として使うこともで
きます。陰イオンについても、同様の手法が開発されています。理論的に
は、他の電解液（CZE 分離に使用しないもの）の導入を避けることができれ
ば、ITP-CZE により数桁の濃縮が可能です。他の電解液が存在している場
合、CZE モードを開始すると、分析対象物ゾーンが脱スタッキングし、エレ
クトロフェログラムのピークの広がりや変形につながります。

スウィープされるゾーンの長さは、次式で表されます。37
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EOF�抑制条件下でのスウィーピングの原理の概略図
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3.7



忘れてはならないのは、最大注入プラグ長を有効キャピラリー長の 90 % 未
満にすることです。ある程度の長さは、分離で使用できるようにする必要
があります。

k’ を最大にするためには、有機溶媒やシクロデキストリン（分離能と動態を
向上させるために使用）などの添加剤を試料マトリックスに加えないよう
にします。特に、EOF 抑制条件下では、スウィーピングの濃縮効率により、従
来の注入時よりも約 3 桁大きい検出器シグナルが生じます。この強力な試料
濃縮の例を、図 3.9 に示しています。

中性物質のほか、帯電物質（イオン）も、ミセルが反対の電荷をもってい
ればスウィーピングテクニックにより濃縮することができます。この方法
では、静電的相互作用が強いため、大きい容量比（k’、s）が得られます。
したがって、陽イオン性物質は SDS ミセルにより、陰イオン性物質（芳香族
スルホン酸塩やカルボン酸塩）は CTAB ミセルにより濃縮することになりま
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図 3.9
塩基性バッファを用いた中性キャピラリー（ほぼ EOF�なし）におけるスウィー
ピング 37

条件: BGE: 50 mM SDS/20 mM ホウ酸（pH 9.3）+ 20 % MeOH; 試料: ホウ酸バッファ
中ステロイド、BGE の導電率に調整; 注入プラグ長: 0.64 mm（A）、42 cm（B）; -30
kV; 分析対象物の濃縮: ~ 20 ppm（A）、2 ppm（B）; ピーク: 1）プロゲステロン、2）
テストステロン、3）ヒドロコルチゾン、4）コルチゾン; キャピラリー: celect N、Leff
= 57 cm、Ltot = 65.5 cm



す。スウィーピングの濃縮効率は、擬似固定相（帯電シクロデキストリ
ン、CD、マイクロエマルジョン）や錯体形成反応の使用（エチレンジアミ
ン四酢酸（EDTA）またはホウ酸による金属イオンおよび糖のスウィーピン
グ）においても報告されています。

この事前濃縮手法は、注入した試料プラグの陰極側（検出器側）における
ミセル（コール酸ナトリウム（SC）など）のスタッキングという方法によ
り、MEKC でも適用されます。ミセルをスタッキングするためには、試料ゾー
ンの導電率が BGE の導電率の約 1.5～2.5 倍である必要があります。この場
合、BGE の電場が試料ゾーンの電場よりも高くなります（EBGE > ESZ）。分離
電圧を印加すると、試料ゾーンの検出器側でミセルが濃縮されます。陽イ
オン性物質ここで回収され、強い EOF を伴う通常の MEKC メカニズムにより
さらに移動します。このスタッキングモードを図 3.10 に示しています。

アルカロイド物質における高塩スタッキングの効果を図 3.11 に示していま
す。この例では、成分 1 と 2 もスタッキングされ、k’ 値の低い物質における
高塩スタッキングの効率が示されています。

3.2.3.3.��高塩スタッキング
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高塩スタッキングのメカニズム;�試料マトリックスのイオン強度は、BGE�のイオ
ン強度の 1.5～2.5�倍になるように調整しています。
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高塩スタッキングによる 10�種類のアル
カロイドの分離 38

下図:試料マトリックスは BGE; 上図: 試料
マトリックスは 150 mM NaCl; ピーク:
1）ニコチン、2）アコニチン、3）コルチコシ
ド、4）ストリキニン、5）チオコルチコシド、6）
コルヒチン、7）ベンゾインメチルエーテル、8）
ヨヒンビン、9）チオコルヒチン、10）エメチン
条 件 : BGE: 10 mM Na2B4O7/80 mM
コール酸ナトリウム; Leff = 50 cm、Ltot = 60
cm; inj = 10 mm（690 mbar x s）; 25 kV（47 µA）;



分析の再現性を得るためには、キャピラリー温度を効果的に制御すること
が重要です。試料の注入量（オートサンプラのバッファと試料バイアルの
温度を制御する必要もあります）と移動時間はバッファ粘度に大きく依存
するので（1 °C あたり 2～3 %）、温度を ± 0.1 °C に調節することが非常に有
効な方法です。また、キャピラリーが周囲温度の変化による影響を受けな
いようにする必要があります。キャピラリーの温度調節法としては、一般
に、高速の空気を循環させる方法と液体に浸す方法があります。理論的に
は、液体による温度調節のほうが効率は良いのですが（kLiquid > kAir）、約 10 m/
秒の強制空気循環による温度調節でも、CE で発生する熱量に十分対応する
ことができます。オームの法則のプロットで示されるように（図 1.14 および
表 1.4）、約 5 W/m までの範囲では、2 つのシステムの温調効率はほとんど同
じです。電力の発生量がもっと大きくなれば液冷システムのほうが有効で
すが、一般に CE の分析はそのような条件化では行いません。空気循環式温
度調節システムは、液体冷却法に比べて機器の構造が簡単で、分離キャピ
ラリーが扱いやすいという利点があります。

キャピラリー温度を調節する主な目的は、ジュール熱を除去して温度を一
定に保つことにありますが、CZE 分離を最適化するためのパラメータとして
温度調節が利用されることもあります。温度の上昇や下降により、粘度や
EOF、分析時間が変化します。また、化学平衡やカイネティクスを変化さ
せるために利用されることもあります。

CE における検出は、キャピラリーの内径がごく細いために、きわめて難しい
面があります。CE 分析でキャピラリーに導入される試料の量はわずかナノ
リットル単位ですが、比較的高濃度の試料溶液や事前濃縮が行われる場合
がもありますので、CE を“極微量”分析ということはできないでしょう。こ
うした困難を解決するために、CE では種々の検出手法が用いられています
が、その多くは液体クロマトグラフィーで用いられる方法と類似していま
す。検出法のなかでは、HPLC と同様に、紫外－可視吸光による検出法がもっ
とも一般的です。表 3.3 に、CE で用いられる検出法と、それぞれの検出下限
や利点/欠点をまとめています。

3.3.��温度調節
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紫外－可視吸光検出法は、ほとんど万能といえる検出特性をもつために最
も広く用いられている検出方法です。フーズドシリカキャピラリーを用い
た場合、200 nm 以下から可視部までのスペクトルを検出できます。また、オ
ンキャピラリーで検出できるので、スラブゲル電気泳動に比べて分析効率
が著しく高くなります。検出部のウィンドウ（セル）はキャピラリー中に
あるので、デッドボリュームが生じたり、成分が交じり合ってゾーンの幅
が広がることがありません。実際には検出セル内においても分離が進行し
ています。光学検出器すべてについていえることですが、高い分解能を得
るためには、軸方向の検出経路長を検出器に入る溶質ゾーンの幅よりも短
くする必要があります。もっとも適切な方法は、各々のキャピラリーサイ
ズにあった光学スリットを用いることです。CE でのピーク幅は一般的に 2～
5 mm の範囲なので、スリットの長さはこの数値の 1/3 以下にする必要があ
ります。

3.4.1.��紫外－可視吸光
検出法
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表 3.3
検出法のおもな指標 39 *注入量を 10 nL とする

検出方法 質量検出下限 濃度検出下限 利点/欠点
(moles) (molar)*

紫外－可視吸光 10-12 – 10-15 10-5 – 10-7 汎用的
DAD によりスペクトル情報の利用
が可能

蛍光 10-15 – 10-17 10-7 – 10-9 高感度
試料の誘導体化が必要な場合が多い

レーザー 10-18 – 10-20 10-9 – 10-12 きわめて高感度
誘起蛍光 試料の誘導体化が必要な場合が多い

高コスト

電気化学 10-18 – 10-19 10-10 – 10-11 高感度
選択性は高いが、酸化還元反応を
起こすものだけを測定可能堅牢で
ない

電気伝導度 10-15 – 10-16 10-6 – 10-7 汎用的

質量分析 10-16 – 10-17 10-8 – 10-9 高感度
構造情報を提供
CE と MS のインターフェースが
複雑

間接吸光、 直接検出法の – 汎用的
蛍光、 1/10～1/100 直説法より感度が低い
電気化学



光路長が短いので、検出器の設計が重要となります。光学スリット部位で
透過光量が最大になり、同時に検出器に届く迷光が最小限に抑えられるよ
うに、光学ビームは厳密に焦点が絞られ、直接キャピラリーに入射させる
ようにしなければなりません。これは、ノイズ、感度、検出器のリニアリ
ティの面から見て非常に重要です。

感度は検量線（試料濃度に対する検出器のシグナル）の傾きとして定義さ
れます。傾きが急であるほど感度が高いことを示しています。ベールの法
則で定義されるように、吸光検出器での溶質の吸光度 A は、光路長（b）、濃
度（C）およびモル吸光係数（ε）に比例します。

CE では、光路長が短いことが感度（3.8 式のA/C）を制限するおもな要因になりま
す。キャピラリーは円柱状で湾曲しているため、キャピラリーの中心部を透過
する光は、光源の光のほんの一部です。キャピラリー内の実際の光路長（be）
は、その内径dc（be ≈ 0.8 dc）よりも小さくなります。実際の光路長は、濃度およ
びモル吸光係数が既知の溶質をキャピラリーに満たすことで求められます。

低波長の紫外光を使用して高感度検出を行うことができます。例えば、ペプ
チドや糖類には強い発色団がありませんが、200 nm 以下の波長を用いると検
出することができます（図 3.12）。低波長域での検出にはこの波長域での吸収
が少ない泳動バッファを使用することが重要です。その理由は、バックグラ
ウンドの吸収が高いとベースラインノイズが増え、シグナルが減少するから
です。低波長での吸収が少ないバッファとしてはリン酸塩やホウ酸塩があり
ます。N-2-ヒドロキシエチルピペラジン- N´-2-エタンスルホン酸（HEPES）、3-
[シクロヘキシルアミノ]-1-プロパンスルホン酸（CAPS）、tris（ヒドロキシメ
チル）アミノメタン（Tris）といった生物学的な分析で用いられるバッファ
の多くは、波長約 215 nm 以下での使用には不適当です。[注: Tris バッファの pH
は温度に大きく左右されます（1 °C 上昇あたり約 - 0.01 pH 単位）]

ベールの法則からの逸脱が起きるところが、定量分析の限界となります。試料
の濃度が高くなると、吸収飽和と呼ばれる逸脱が生じ、感度（A/C）が低くなり
ます。最終的には、これが検出器のリニアリティを定義します。理想としては、
全光量がキャピラリーの壁部ではなく、中心部を通過しなければなりません。

3.4.1.1.��ノイズ、感度、
検出器の
リニアリティ
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狭い光学ビームがキャピラリー中心部を通過できるような狭い光学スリッ
トをもつものが、優れた検出器の設計といえます。この場合、実際の光路
長はキャピラリーの内径と等しくなり（be = dc）、検出器の最大感度（A/Cmax）
を（3.8）式から求めることができます。そうした狭い光学ビームの欠点
は、フォトダイオードに到達する光子の量が少なく、ベースラインノイズ
が大きくなることです。

スリットを大きくして光の通過量を増やすと、フォトダイオードに入射す
る光量は増加し、ベースラインノイズと感度の両方が減少します（ただし
実際の光路長も減少します）。しかし、スリットを広げることでキャピラ
リー壁を通る迷光が増えれば、感度がさらに低下し、検出器のリニアリ
ティが狭められます。ノイズと感度、検出器のリニアリティの相互依存性
を図 3.13 に示しています。

スリットをキャピラリーの長さ方向に大きくすれば、分解能が犠牲になり
ます。個々の分析に応じて、感度、検出器のリニアリティ、分解能を最適
化するようにスリットのサイズ（幅や長さ）を選択することも必要で
す。CE ではサイズが小さくて湾曲したキャピラリーを使用するため、CE に
おける検出器のリニアリティは、LC のリニアリティよりも大幅に低くなり
ます（CE では 0.4～0.7 AU、LC では 1.2～1.5 AU）。
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図 3.12
低波長での検出による S/N�比の改善



検出感度やリニアリティを改善するには、キャピラリーの内径を大きく
し、光路長を長くする方法があります。

しかし、この方法は、電流が増加してキャピラリー内の発熱につながりま
すので、利用が制限されます。例えば、キャピラリー内径を 2 倍にすると吸
光度も 2 倍になりますが、電流値は 4 倍になります。特殊な設計のキャピラ
リーを使用すれば、キャピラリー全体の内径を大きくせずに光路長を延長
することができます。そうした設計の 3 つの例を図 3.14 に示しています。
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3.4.1.2.��光路長の長い
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（バブルセルキャピラリー）
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図 3.13
感度（A/C）、検出器のリニアリティ、ベースラインノイズにおけるキャピラ
リー内の光路の影響



バブルセルは分離効率と分解能をほとんど損なうことなく、光路長を延ば
すことのできる独特な方法です。バブルセルとは、キャピラリーの中の検
出部分だけを“バブル”状にふくらませたものです。バブル形にするのは
検出部分だけなので、電流値が増大することはありません。バブルの領域
では電気抵抗が減少し、したがって電場も弱くなります。さらに、バブル
部分では容積が大きくなるに従い流速がおちます。溶質ゾーンの先端部が
このバブルに入ると、移動速度が徐々に緩やかになり、注入の際の電気泳
動的なスタッキングと同様にゾーンの濃縮（スタッキング現象）が起きま
す。バブル部分での溶質ゾーンは直径方向（キャピラリーの断面方向）に
拡散し、縦方向（キャピラリーの長さ方向）には縮小します。つまり試料
濃度は変化せずに光路長が長くなることになります（図 3.15）。図 3.14 は、バ
ブルセル部分における色素ゾーンの先端を、実際に撮影したものです。
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図 3.14
光路を延長したフローセルデザイン。A�=�色素の先端が延長した光路を通過し
ているバブルセル;�B�=�高感度セル;�C�=�Z-セル

光

バブルセル

図 3.15
光路長を長くしたキャピラリーの概略（バブルセル）



神経ペプチドの分離におけるバブルセルの性能を図 3.16 に示しています。
この分析で用いたバブルセルの内径は、キャピラリー内径の 3 倍です（キャ
ピラリー内径 50-µm に対してバブルセル内径 150-µm）。これによって、シグ
ナルは内径 50 mm のスタンダードキャピラリーの場合に比べて 3 倍近く増
加します。この図では、バンドの広がりもほとんど見られません。さら
に、バブルセルでの吸光度が増大するので、検出限界が向上し、リニアリ
ティも広がります。

フローセルの光路を長くする別の方法を、図 3.14C に示しています。

この設計では、キャピラリーが Z 型に曲がり、横軸の部分が光学セルとして
使用されます。このセルヘの光のカップリングとフォーカシングは、サ
ファイアボールレンズにより行われます。光の一部は漏出するかフューズ
ドシリカに捕捉され、残りの部分はシリカ/空気表面での全反射により、
キャピラリー内の溶液中を透過します。キャピラリーはあらかじめ調整さ
れ、各種の機器に合わせて製造されるキャピラリーホルダーに固定されて
います。

キャピラリーの横軸部の長さは 3 mm です。これは CE 分離の溶質ゾーンに
応じた長さです。この種のセルにおける屈折や反射による光の誘導は、き
わめて不安定になります。これは、軸方向から光を受けるキャピラリーの
光学特性に溶液の屈折指数が大きな影響を及ぼし、光の一部が溶液ではな
くキャピラリー壁を通過するためです。効果的な光路長は 3 mm 未満です。

こうした Z 型のフローセルに特有の欠点は、図 3.14B および 3.17 で示すセル
設計により解消できます。

このセル設計では、フューズドシリカボディに、フラットな隣接ウィンド
ウと、迷光を減らす黒のフューズドシリカセルを組み合わせています。光
路長は 1.2 mm（光路長 100 mm のバブルセルの 12 倍なので感度が向上）で、
これにより検出器セル容積は明確に 12 nL と定義されます。セルに隣接する
フラットなウィンドウにより、スペクトル分析能が向上します。
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図 3.16
ペプチド分析例:�A）光路長を延長したキャ
ピラリー、B）通常の長さのキャピラリー
条 件 : A） 内 径 = 50 µm と 150 µm
検出セル; B）内径 = 50 µm



図 3.18 と 3.19 で示すように、高感度セルは、実際的な検出器のリニアリティ
（リニアリティからの逸脱は 1400 mAU までで < 1 %、2200 mAU までで < 3 %）
とシグナルノイズ比（S/N）を大きく向上させます。S/N 比は内径 75 mm キャ
ピラリーでは 62.5 ですが、高感度セルでは 650 に上昇します。

この例では、S/N は実際には 16 倍（両セルの光路比）の増加が予想されます
が、実際に得られた値は約 10 倍です。これは、吸光度（シグナル）が高
い高感度セルでは、それに比例してノイズも増えるためです。
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図 3.17
マイクロ HPLC�および LC�で使用される高感度セル。A）構成の概略、B）実際の
高感度セルの代表的な例
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図 3.20 で示すように、この種のセルで実現される感度は、薬剤成分の鏡像体
過剰率を測定する必要がある場合にきわめて有効となります。

HPLC と同じく、CE でも、ピーク同定やピーク純度の評価といった目的で、多
波長 UV 検出を利用することができます。しかし CE では、データ取り込み速
度の要件が厳しくなります。移動時間が数分で、段数が数十万になるた
め、トータルピーク幅が 1 秒未満になることもあります。ダイオードアレイ
検出器（DAD）を用いると、サイクルタイム（すべてのダイオードをポー
リング）は ≤ 10 ms になります。このサイクルタイムなら、バイアスを生じ
ずにピーク形状とスペクトルを十分に記録することができます。40

波長範囲 190-600 nm で、アレイ上にダイオードがある DAD の概略を図 3.21
に示しています。

DAD を使えば、紫外 -可視域でスペクトルを継続的に取り込むことができま
す。すべての波長が同時に取り込まれるので、スペクトル取り込み時の感
度のロスはありません。ピーク分離に適切な条件を開発する際には、以下
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鏡像体過剰率の測定
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の複数の方法でスペクトルデータを処理することができます。
• スペクトルデータからエレクトロフェログラムシグナルを抽出し、各
ピークの最適な検出波長を決定する

• スペクトルライブラリ検索を実行し、定量的同定を行う
• エレクトロフェログラムシグナルの比率を計算し、ピーク純度を評価する
• ピーク純度をチェックし、（未知の）不純物を検出する

波長と時間に対するピーク強度（吸光度）を示す方法としては、3 次元（3D）
プロット（図 3.22）があります。このプロットから、特定波長における最高
のピーク強度がわかります。

もう 1 つのより実用的な方法は、スペクトル情報を等高線図で表示すること
です。この等高線図は、等吸光度プロットとも呼ばれます。このテクニッ
クでは、任意の波長および時間面における等しい吸光度を結んだ同心円的
なラインとしてスペクトル情報をプロットします（2D プロット、等しい高
度を示す地形図で見られるものと同じです）。このプロットにより、図
3.23 で示すように、すべてのスペクトル情報を同時に調べることが可能にな
ります。
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図 3.21
ダイオードアレイ検出器の光学設計



この図は 3 つの部分に分けることができます。中央は等吸光度プロットで、
分析全体を表示しています。吸光度の高低により色分けされています。
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図 3.22
エレクトロフェログラムの 3D�プロット

図 3.23
スペクトル情報の等吸光度プロットと、最適な強度に関する情報および化合物
スペクトル



下段には、等吸光度プロットでを水平の線に沿ってカットしたした場合の
3 つのエレクトロフェログラムが示されています。これにより、エレクトロ
フェログラムの各ピークに最適な波長を選択することができます。上段に
は、1 つのスペクトルが表示されています。これは、等吸光度プロット上で
垂直線を特定のピークの輪郭まで動かすことで得られます。この方法で、
スペクトルにより化合物を同定することができます。

スペクトルにより未知化合物を同定するためには、1 つまたは複数のライブ
ラリに保存されたスペクトルと比較する必要があります。通常、これを実
行する際には、比較するスペクトルを正規化します。正規化とは、一最高
強度を同じ値に設定することにより、両方のスペクトルを固定値に変更す
ることを意味します。その後、視覚的に比較できるように、スペクトルを
重ねて表示します。これは自動化操作にはあまり適さないため、統計的手
法を用いて正規化合物のスペクトルと未知化合物のスペクトルの類似性

（マッチファクタまたは相関係数）を計算します。

そうしたピーク純度の確認の例を図 3.24 に示しています。ここでは、スペク
トルがピークの上り勾配、頂点、下り勾配で取り込まれ、正規化されてい
ます（これらのスペクトルの正規化により、検出器を通過する溶出成分の
濃度変化が相殺されます）。視覚的な比較でも、計算により求められた純
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図 3.24
スペクトルの重ね表示とマッチファクタの計算による純粋なスペクトルと純粋
でないスペクトルの比較



度マッチファクタでも、純粋なピークと純粋でないピークの違いが明らか
に見てとれます。3、5、7、9 またはピークのすべてのスペクトルのマッチファ
クタを計算すれば、精度を高めることができます。
注: 990 を超えるマッチファクタは、一般にスペクトルが類似であることを
示します。900～990 の値は、一部に類似性があることを示していますが、結
果を慎重に解釈する必要があります。900 を下回る値は、スペクトルが異な
ることを示します。

ピーク純度を確認する別の方法としては、ピークの濃度分布における複数
波長の吸光度比をプロットする方法があります。どの化合物でも、比（R）
はピーク高にかかわらず一定になります。したがって、ピーク分布でこの
比をプロットすると長方形の形状になり（成分が純物質の場合）、長方形
の高さは吸光度比と等しくなります。波長を慎重に選べば、この比は各化
合物に固有のものになります。この例を図 3.25 に示しています。ここで
は、1.5、5.3、2.8 の比を測定し、ピーク 1、2、3 をそれぞれ成分 B、C、A と
同定しています。
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化合物 B
R = 1.5

スペクトル (R = 吸光度 @ λ1 / 吸光度 @ λ2)
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R と時間のレスポンス比

化合物 C
R = 5.3
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3
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0

図 3.25
シグナル比のプロットによるピーク純度確認



レスポンスの比率計算では、分離されていない隠れたピークを見つけだす
こともできます。図 3.26 に、λ1 で記録されたクロマトグラム（またはエレ
クトロフェログラム）[A] を示しています。この図では 3 つのピークが見ら
れます。[B] の λ1 /λ2 レスポンスでは、ピーク 1 およびピーク 3 と予想され
る長方形の形状が見てとれません。こうした不規則なレスポンス比が生じ
るのは、[C] に示すように、分離されない隠れたピークが存在しているため
です。

ピーク純度が十分に確認されたら、利用可能なライブラリで同一のスペク
トルを検索し、化合物を同定することができます。例を図 3.27 に示していま
す。ここでは、CE ピークのスペクトルが HPLC 化合物ライブラリのものと一
致しています。
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図 3.27
HPLC�化合物ライブラリ検索による CE�ピークの同定

A   クロマトグラム

B   レスポンス比

C   隠れたピーク

図 3.26
シグナル比のプロットによる分離されな
い隠れたピークの発見



紫外吸収を示さず、直接分光テクニックでは測定できない物質の間接光度
検出が、Hjertén により CE に導入されました。41 間接的に検出される物質の
例としては、無機イオンや単純な有機イオン、糖などがあります。こうし
た化合物は通常、きわめて短い波長域（< 190 nm）以外では、紫外吸収を示
しません。

間接光度検出では、効果的な検出特性（紫外吸光度が高いなど）を持つイ
オン化合物がモニタリングイオンとして用いられます。この化合物は同時
に、BGE の構成成分の 1 つにもなります。ゾーン内に光を吸収しない分析対
象物が存在すると、BGE イオンの濃度が変化します。図 3.28 に示すように、
この分析対象物ゾーンが検出器を通過するときに、同時に生じるモニタリ
ングイオンの濃度変化により分析対象物が検出されます。

間接検出は汎用的ですが、選択的な検出方法ではありません。間接検出の
メカニズムは、電気的に中性を保ったうえで、1 つのモニタリングイオンが
同じ電荷をもつ 1 つの分析対象イオンにより置換されることで説明されま

3.4.1.4.��間接光度検出
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図 3.28
CE�における間接 UV�検出の概略図



す。この説明はかなり単純化されているため、電気泳動の移動プロセスを
表す方程式を Kohlrausch 調整関数（KRF、1.3.4.5 項参照）により直接解いた場
合には、矛盾が生じることもあります。

KRF に基づく計算では、置換比（1 つの分析対象イオンで置換される BGE イ
オンの数）は 1 より大きくなることがあり、モニタリングイオンと反対の電
荷をもつ分析対象イオンでも検出されることがあります。特定の分析対象
物と BGE の組み合わせの場合、置換比は伝達比（TR）とも呼ばれます。

伝達比は、ゾーンに分析対象物（a）が存在する場合の分析対象物の濃度
に対するモニタリングイオンの濃度（Cm）の変化として定義されます。42

ほとんどの実際のアプリケーションでは、分析対象物が存在する場合
にはベースラインシグナルの減少が観察されるため（図 3.28）、この方
程式ではマイナス記号が付加されます。

Cm の変化をモニタリングする際には、伝達比が特定のアプリケーションで
得られる感度の尺度となります。微量分析では、伝達比に対する BGE 組成の
最適化が重要です。予想される分析対象物の濃度が比較的高く、検出下限
の低さがそれほど重要でない場合は、試料キャパシティに応じて BGE を最適
化するほうがいいでしょう。

間接吸光検出における検出濃度下限（CLOD）は、感度（TR）とベースライ
ンノイズに左右されます。BGE に光を吸収する成分が含まれていない場合
は、ベースラインノイズはシステムノイズと呼ばれます。光を吸収する
BGE が存在する場合は、モニタリングイオン濃度のすべての変動がノイズと
して検出されます。これはおもに、キャピラリー上の各スポットにおける
不均等な熱拡散により生じます。したがって、間接吸光検出では、この
ベースラインノイズが優勢となります。また、このノイズは Cm に比例しま
す。BGE がモニタリングイオンとその対イオンのみで構成される場合、Cm =
CBGE となります。そうした単純な BGE では、CLOD は次式で表されます。
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where  the BGE salt concentration (cb) is in mol/L (M) 
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上記の特性の概要を図 3.29 に示しています。

（3.10）式から、CLOD の最適化は TR と DR に依存していることがわかりま
す。TR（>1）の最適化は、分析対象物とモニタリングイオンの組み合わせ
について相応の知識が必要となるため、容易ではありません。TR とは対照的
に、DR については、モル吸光係数（εBGE）が高い BGE、つまり CBGE をできる
かぎり低く保てる BGE を見つけることで最適化できます（高い BGE 濃度で
は、試料キャパシティが高くなりますが、ノイズのレベルや、検出器の直
線性を有する範囲を超える可能性も高くなります）。したがって、低い検
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図 3.29
間接 UV�検出の特性
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出下限（低い CBGE）と高い試料キャパシティ（高い CBGE）との間で、最適な
ポイントを見つける必要があります。多くのアプリケーションでは、一般
に 5～10 mM というモニタリングイオン濃度が用いられます。この場合、検
出下限は 10-4～10-5 M になります。

BGE としては、大きさの小さく、紫外吸収を有するイオンの塩を使用します。
陰イオンの検出では、一般にクロム酸塩、安息香酸エステル塩、フタル酸
エステル塩、ソルビン酸をモニタリングイオンとして使用されます。陽イ
オンについては、一般にイミダゾールやピリジンが推奨されます。他のイ
オン化合物を BGE に追加すると、TR と DR の両方が影響を受けることがある
ので、そうした手法は最小限に抑える必要があります。

間接吸光検出と比べると、間接蛍光検出では検出下限が低くなります（最
大 10 倍）。これはおもに、2 つの検出メソッド間のノイズ特性の違いが原因
です。

注:この 2 つの間接光度検出テクニックの他に、間接的な非接触電気伝導度
検出も説明しています（3.4.3 項参照）。

紫外可視分光光度検出では、分析対象分子が別個のエネルギーを吸収し
（エネルギーを持つ光子 hν0,1）、高いエネルギーレベルに到達します（S0

→S1: 励起）。分子がすぐにこの光子を放出し、低エネルギーレベル S0 に戻
ると、もともとの強度の低い透過光が直接相殺され、吸光度は測定できま
せん。さいわい、隣接する溶液分子との衝突により分子が余分なエネル
ギーを失うため、そうした効果は生じません。したがって、入射ビーム光
の光子エネルギーは、熱に変換されます。

一部のケースでは、このエネルギーの変換が生じません。この場合、エネ
ルギーを持つ光子 hν0,1 を放出する前に、分子は一定の期間（通常、約 10-6

秒という極めて短い期間）、余分なポテンシャルエネルギーを保持します。
この現象は蛍光と呼ばれます。一般に、蛍光が生じるのは、芳香族環な
ど、強固な平面構造をもつ分子に限られます。

3.4.2.��レーザー誘起蛍光
（LIF）
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しかし、高電子エネルギーレベルにとどまる短い時間のあいだに、分子が
低エネルギーレベルに戻る可能性もあります。まず、吸収されたエネル
ギーの一部が消散し、もっとも低い一次励起エネルギーレベル（S1）の電
子状態になります。その後、通常は 1～100 ns 後に、分子は基底状態（S0）の
振動エネルギーレベルに戻ります。

これは一般に、放出された光子はランダムな方向性をもつことを意味してい
ます。また、蛍光放射の波長は吸収放射の波長とは異なるため、完全な蛍光
放射スペクトルは、吸収スペクトルと似た形ながら、長波長側（低い光子エ
ネルギー）へシフトします。このプロセスの例を図 3.30 に示しています。

蛍光化合物のゾーンが検出器ウィンドウを通過する際の予想されるシグナ
ル（S）は、おおよそ次式で表されます。
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図 3.30
溶液中分子の 吸収スペクトルと放射蛍光スペクトル（V0～V4�は基底状態（S0）
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振動エネルギーレベル）



（3.11）式は、高感度な検出器には、強力な放射源と放射光を効率的に収集
できることが必要であることを示しています。しかし、任意の化合物の蛍
光量子収率は予測が困難です。1 という量子収率も観察されていますが、量子
収率が 0.1 の化合物もすでに「強い」蛍光と見なされていることがあります。

分析対象物の蛍光シグナルは、常にある程度のバックグラウンドシグナル
とともに計測されます。このバックグラウンドは、フローセル壁における
励起放射の散乱や、溶液中の蛍光不純物、さらには溶媒のレイリー散乱お
よびラマン散乱により生じます。バックグラウンドを低くするためには、
スペクトルフィルタリングや励起波長とそれより長波長の空間分解能によ
り、最適な蛍光波長を選択することが特に重要です。バックグラウンドシ
グナルのノイズは、達成可能な CLOD を決定する要因となります。この検出
下限は、吸光度検出よりも 1～3 桁ほど低くなることもあります。

CE では、励起光源としてレーザーを使用します。レーザーを用いれば、検出
容量の小さい光学セルとして機能するフューズドシリカキャピラリーの特
定部分に、高い強度の光を照射することができるためです。CE における容量
の小ささという欠点（分離効率を保つのに必要な Vill 値の低さ）は、検出器
ウィンドウでの励起光の強度を増加させたり、照射量を拡張したセル（バ
ブルセルや高感度セル）の使用によって補うことができます。
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iiiill CVIkS 0

k    = 最適なシステムの収集効率
 （光検出器に向かう放射光のフラクション） 

 I 0  = 最適なセルにおける励起光強度
 Vill  = 最適なセルにおける照射溶液量
Φi  = 蛍光量子収率

εi = モル吸光係数
 C i = 分析対象物の濃度

3.11



レーザー誘起蛍光（LIF）は、1985 年に Gassman らにより 43、1986 年には Bur-
ton らにより 44 CE に導入されました。ランプをベースにした複数の蛍光検出
器設計（レーザーにも対応可能）が、現代の LIF 検出器の基礎となりました。

このランプベースの光学設計をさらに発展させ、レーザーを応用したもの
を図 3.31 に示しています。ボールレンズにより、レーザー光がキャピラリー
に照射されます。すでに示したように、放射光の収集と励起ポジションを
等しく分離することで、放射光の高フラクションを回収し、適切にフィル
タリングすることが可能になります。これにより、高いシグナル/ノイズ比
が得られます。

交換可能なキャピラリー LIF カセットシステムを用いてこの光学設計を慎重
に設定することで、レーザーの再照射や、キャピラリーやレーザーを交換
した際の光電子増倍管を用いた放射光ビームの再調整を避けることができ
ます。
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図 3.31
非共線光学設計の LIF。ボールレンズは開口部がきわめて大きく、レーザーによ
るキャピラリーセル内部への照射を最適化することで、蛍光強度を最大化しま
す。ボールレンズには、励起光をフローセルに正確に照射する働きもありま
す。楕円部は励起放射を集め、放射フィルターと PMT�へ伝達します。（Pico-
metrics�SA�の許可により転載）



レーザーの使用には、以下のような明らかな利点があります。
• レーザーにより生じる光は単色なので、最適な励起の選択性が得られる
• 光線が平行なレーザーはキャピラリーの照射が容易で、検出セルで高い
放射照度が得られる

LIF アプリケーションでは、レーザーのパワーを極端に高くする必要はあり
ません。数ミリワットの線出力で、十分に高感度が得られます。パワーを
より高くしても、通常はシグナル/ノイズ比は改善されません。これには、
複数の要因があります。まず、光強度がきわめて高いと、蛍光化合物は飽
和する（分子の大部分がすでに励起状態にある）傾向があります。そのた
め、光強度を高くしても、レスポンスは高くなりません。2 つ目の要因は、蛍
光化合物の光崩壊が生じる可能性があることです。光の影響を受けやすい
化合物では、光子を吸収すると、分子が崩壊することがあります。この現
象が起きる場合は、蛍光強度に上限が生じ、低い強度の励起ビーム光を使
用することが必要となります。シグナル/ノイズ比が改善されない 3 つ目の
要因は、励起光の強度が高くなると、光源（レーザー）が不安定になるこ
とです。バックグラウンドのシグナルとノイズは励起光の強度に比例する
ため、放射照度を高くしても、シグナル/ノイズ比は向上しません。

蛍光はどちらかといえば稀な現象なので、天然の蛍光を用いたこの検出
モードの応用には限界があります。しかし、蛍光検出に特有な選択性と感
度を活用するために、HPLC や CE で分離を行う前に、ある種の化合物を蛍光
誘導体化する試薬が数多く開発されています。そうしたプレカラム誘導体
化手法のほとんどでは、分析対象分子の特定の官能基に蛍光部を共有結合
で誘導体化する方法が用いられています。

多くの標識試薬が市販されています。一般的に利用されている試薬と、そ
れぞれの最適な励起および放出波長を表 3.4 にまとめています。
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多くの場合、HPLC のプレカラム誘導体化手順が CE でも応用が可能です。そ
の他のケースについては、CE 用の特別な標識試薬が開発されています。こう
した試薬が開発されているのは、LIF で使用される種類のレーザーに適し、LIF
のレーザースペクトルに対応する励起波長をもつ誘導体が必要なためです。
こうした誘導体化試薬としては、有名な OPA 試薬（ただし反応は遅い）に代
わって使用されるナフタレン-2,3-ジカルボキシアルデヒド（NDA）があり
ます。NDA は、442 nm の HeCd レーザーで励起させた場合に、強い吸光度（お
よび高い蛍光強度）を示します。45,46 そのほか、ある種の誘導体の電気泳動
特性が必要とされるために、特別な誘導体化試薬が用いられることもあり
ます。類似する化合物を完全に分離する場合、たいていは EOF と反対に移動
させたほうが容易になります。そのため、EOF が陰極に向かう BGE では、負
の電荷をもつ誘導体が効果を発揮します。そうした誘導体試薬の例として
は、オリゴ糖の誘導体化に用いられる 1-アミノピレン-3,6,8-トリスルホン酸
（APTS）があります。47 この試薬は 3 つの強酸基をもつため、糖誘導体化の
分離において広い pH 範囲を利用できます。
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表 3.4
プレカラム蛍光標識用の試薬

官能基 試薬 λ
ex [nm] λ

em [nm]
1 級アミン O-フタルアルデヒド（OPA）、フルオレスカミン、 325/340 455

3-（4-カルボキシベンゾイル-2-キノリン-カルボ 390 475
キシアルデヒド（CBQCA）、5-フロイルキノリン-
3-カルボキシアルデヒド（FQ） 442 488 550

1 級または ダンシルクロリド、フルオロニトロベンゾオキサジ 350 530
2 級アミン アゾール（NBD-F）、9-クロロギ酸フルオレニルメチル 470 530

（FMOC）、フルオレセインイソチオシアネート（FITC） 260, 488 305, 525
ヒドロキシル基 イソシアン酸ナフチル 310 350

アントロイルニトリル 370 470
アルデヒド基 還元的アミノ APTS 365 505
またはケトン ダンシルヒドラジン（Dns-H）

カルボン酸 アントリルジアゾメタン（ADAM） 365 412
チオール N-アクリジニルマレインイミド（NAM） 355 465

OPA 340 455
アルギニン残基 ベンゾイン 325 440
チロシン残基 4-メトキシ-1,2-フェニレンジアミン 325 438
Phe, Tyr, Trp 固有蛍光 257 280 305, 325



ナローチューブを用いた電気泳動の初期の研究（1967～1980 年）では、電気
伝導度検出は標準的な検出手法として用いられていました。しかし、
フューズドシリカキャピラリーを用いた CE が登場したことで（1981 年）、分
光光度検出（UV や蛍光）が理想的となり、電気伝導度検出はしばらくの間、
軽視されることになりました（1987 年まで）。それでも、CE における伝導度
検出の利用には、いくつかの利点があります。1 つ目は、原理的に汎用性が
高く、他の手法では検出が難しい無機イオンなどの化合物に適している点
です。2 つ目は、検出器に必要な容量が少なく、問題なく低い検出下限を得
られるという点です。

続く 10 年のあいだに、CE における電気伝導度検出を復活させるために、真
剣かつ有望な試みがなされてきました。その成果としては、キャピラリー
内の検出電極 48,49、エンドカラム検出 50,51（キャピラリーアウトレットに
1 つの検出電極を配し、反対側に HV 電源を接地）、「オープンアーキテク
チャ」を用いたエンドカラム検出などがあります。3 つ目の例（1996 年）52

では、キャピラリーの交換が容易で、検出容量を精密に設定することが可
能です。このタイプのエンドカラム検出では、無機イオンの検出下限は、
間接 UV 検出に比べて 10 倍も向上します（10-5～10-6M ≈ 1 ppm～100 ppb）。た
だし、この構成は実際の CE では利用されませんでした。そのおもな理由は、
非接触電気伝導度検出（CCD）が登場したことです。CCD の登場により、BGE
と電極が接触する際に生じるすべての問題が解決しました。

非接触電気伝導度検出器は、1980 年に Gaš らによりエレクトロマイグレー
ション分離テクニックに導入されました。53 18 年後、Zemann ら 54 が CE 用の
同軸 CCD を開発しました。この検出器では、特定の距離でキャピラリーのま
わりに配置された 2 つのステンレス製チューブが電極として機能します。ア
クチュエータ電極に発振周波数（30～600 kHz）を適用すると、この電極とキャ
ピラリー内の液体との間で容量性遷移が生じます。電極間の検出ギャップ
を通過したのちに（オームレジスタとして機能）、電解液とピックアップ
電極との間で 2 度目の容量性遷移が生じます。分析対象物の通過により
ギャップの電気伝導度（= 1/抵抗）が変化すると、ピックアップ電極により
感知されます。

3.4.3.��非接触電気伝導度検出
（CCD）
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分離キャピラリーのまわりに円筒状の金属製電極を配した簡単な CCD の構
造を図 3.32 に示しています。

CCD には以下のような利点があります。
• オンキャピラリー検出
• 電極が汚染されない
• 接続が不要
• 他の検出システム（UV、LIF、MS）との連結
• 充てんキャピラリー（CEC）に使用できる
• フューズドシリカ以外の材質（Peek、テフロン）を使用できる
• 無機イオンと小型有機イオンの検出下限が ppm から ppb 域へ向上

最適な感度を得るためには、分析対象物ゾーンと BGE の伝導度の違いをでき
るだけ大きくする必要があります。しかし、この条件は、BGE のバルク特性
を測定する伝導度検出器に固有の問題につながります。BGE 組成やその温度
の変動は、そのままベースラインの不安定化につながります。さらに、BGE
のバックグラウンド伝導度が高いとノイズレベルが高くなり、検出下限に
悪影響が出ます。反対に、BGE の伝導度が低いと、オーバーロードにつなが
りやすくなります（1 章の 1.3.4.5 項“電気的拡散”参照）。したがって、電
気伝導度検出で有効となる妥協策としては、比較的高い濃度で両性バッ
ファを使う方法などが考えられます（MES、CAPS、アミノ酸両性イオンや
その混合物）。

CCD で検出した陰イオンと陽イオンの分離例を図3.33 と3.34 に示しています。
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アクチュエータ
電極

ピックアップ
電極

図 3.32
CCD�原理の概略図。下図;�電気的等価、コンデンサ、オームレジスタ、
コンデンサ
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尿試料（500�倍に希釈）に含まれる陰イオンの CZE�分析
条件:バッファ: 7 mM ソルビン酸/15 mM アルギニン+ 0.001 % 水酸化ヘキサジメトリ
ン（HDB）、pH 9.0; Ltot = 50 cm; Leff = 37 cm; id = 50 µm; 注入: 200 mbar x s; 印加電圧: 30 kV
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図 3.34
複数の希釈試料に含まれる陽イオンの CZE�分析
条件:バッファ: 25 mM MES/25 mM ヒスチジン+ 1 mM 18-クラウン-6-テトラカルボン
酸、pH 6.1; Ltot = 50 cm; Leff = 46 cm; id = 10 µm; 注入: 840 mbar x s; 印加電圧: 30 kV



このエレクトロフェログラムの標準トレースは、陰イオンで ppb レベルの低
い検出下限が得られることを示しています。図 3.34 は、複数の希釈試料に含
まれる陽イオンを、内径 10 µm のキャピラリーを用いて分離および検出した
結果を示しています。

この例では、クラウンエーテルが陽イオンと複合体を形成し、K+ イオンと
NH4

+ イオンが分離されています。また、標準トレースは、陽イオンでも ppb
レベルの検出が可能であることを示しています。このレベルの検出は、内
径 10 µm キャピラリーを用いた場合、 UV 検出ではほぼ不可能です。

最近では、単糖類や二糖類 55、誘導体化していない必須アミノ酸 56、水中
のハロ酢酸 57、金属イオン 58 の分離を行う際に CCD が用いられています。

こうしたアプリケーションの一例を図 3.35 A と B に示しています。ここで
は、ビールや酵母などの試料に含まれる誘導体化していない必須アミノ酸
を、CZE-CCD により分離したフェログラムが示されています。分 EOF が抑制
されているため、すべてのアミノ酸で優れた移動時間の再現性が得られて
います（RSD < 0.3 %）。各アミノ酸の検出下限は 9.1～29 µM（~ 1～3 ppm）の
範囲内でした。

水中のハロ酢酸の分離 57 では、複数のバッファシステムを選択できること
が報告されています（PeakMaster シミュレーションプログラムにもとづ
く。4.4.1.1 項参照）。そのため、直接 CCD だけでなく、間接 CCD でも化合物
を検出できます。いずれの検出メソッドでも、0.1 ppm レベルのハロ酢酸の
定量が可能です。
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図 3.35
CZE-CCD�で測定したアミノ酸の分離の（A）Budvar�ビール;（B）Pangamin�酵母 56

条件: 2.3 M 酢酸（pH 2.1）+ 0.1 % HEC; Leff = 66.5 cm; Ltot = 80 cm; id = 50 µm; 注入: 300
mbar x s; 電圧: + 30 kV; 電流: 15.4 µA; 温度: 25 °C; 検出: CCD; ピーク: 1, Lys; 2, Arg; 3, His;
4, Gly; 5, Ala; 6, Val; 7, Ile; 8, Leu; 9, Ser; 10, Thr; 11, Asn; 12, Met; 13, Gln; 14, Trp; 15, Glu; 16,
Phe; 17, Pro; 18, Tyr; 21, Asp



CE は基本的には小型化された分離テクニックですが、分離効率に優れ、自由
溶液中での分離の行うことが可能なため、分取への応用という点でも以前
から関心を集めています。目的化合物の大量分取は難しいですが、少量の
精製化合物を分取する場合には有効なテクニックです。分離、分取された
フラクションを捕集し、以下のような実験を行うことが可能です。
• DNA 断片やペプチドのシーケンシング
• MS によるオフライン同定や MALDI-TOF による分子量測定
• 単一物質における生物学的活性の分析
• 再注入による捕集したピーク純度の確認

1 回の分析で十分な物質量を得られない場合は、自動的に複数回の捕集を行
うように設定することができます。分取 CE 分析の例を図 3.36A に示してい
ます。ここでは、オーバーロード条件下で内径 100 µm キャピラリーを用い
て、組み換えタンパク質（GroEs）のトリプシン消化物を分離しています。
捕集したフラクションを内径 50 µm キャピラリーに再注入し、純度を確認し
ました（図 3.36B）。

3.5.��フラクション
コレクション
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図 3.36
CZE�による組み換え GroEs�のトリプシン
消化物の分取的分離（A）と捕集したフラ
クションの純度確認（B）。
条件（A）: バッファ: 105 mM リン酸、pH 2.0;
サンプル: 組み換えタンパク質GroEs のトリ
プシン消化物; 有効長: 87.5 cm; トータル長:
96 cm; id: 100 µm; キャピラリーおよびサンプ
ルトレイの温度: 15 °C; 電圧勾配、0～3 分: 0
～10 kV、3～10 分: 10-20 kV、10～20 分: 20～
25 kV、20～40 分: 25～30 kV;注入: 350 mbar x s.
条件（B）:同一バッファ; サンプル:（A）の
ピーク 4; 有効長: 56 cm; トータル長: 62.5
cm; id: 50 µm; 検出ポイントの内径: 150 µm;
キャピラリーおよびサンプルトレイの温
度: 15 °C; 電圧: 30 kV; 注入: 200 mbar x s



分取 CE 分析におけるサンプルコレクションの概略を図 3.37 に示しています。

サンプルを回収する前に、複数の事項を考慮する必要があります。
• 内径 75 または 100 µm のキャピラリーを使用する; 75 µm の場合、通常は複
数回のコレクションが必要となりますが、100 µm の場合は 1 回で十分な場
合もあります。

• 検出器からキャピラリー端までの時間を計算し、バッファからコレク
ションバイアルへの切り替えをプログラムする。

• できるだけ多くの試料をロードする（オーバーロードの限界については
以下で説明します）。

• 複数回のコレクションでは、移動時間を一定にすることが不可欠です。
• 最小容量が 5～50 µL の円錐マイクロバイアルに回収する。
• 狭いゾーンでの回収を容易にするために溶出の際に電圧を下げて一時的に
ピーク幅を広げる。

• コレクションバイアルにバッファ（または希釈したバッファ）を入れ、
電気的移動による溶出中の電気的接続を維持する。

分取時のキャピラリーの温度上昇を予測するために、文献で見られる複数
の同一バッファ条件をもとに、κe = i/E A（i、E、A a はそれぞれ電流、電場の
強さ、キャピラリー横断面）を適用し、導電率（κe）の推定値を求めまし
た [(1.23）式、1.3.4.5 項]。15 °C で補正すると、κe15 °C ≈ 0.005 Ω-1cm-1 にな
ります。
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電圧を印加

コレクションバイアル
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バッファバッファ

図 3.37
サンプルコレクションの概略図



この値をもとに、分取用のキャピラリーに高電圧（20、25、30 kV）を印加し
た場合の値を示す表 3.5 を作成しました。比較のために、分析キャピラリー
（内径 50 µm）の計算値も示しています。

分取用のキャピラリーに 350 mbar x s で注入すると、注入量の計算値が 81.3
nL（15 °C）、プラグ長が 10.4 mm（有効長の最大 12 %）、推定段数（Nest）が
最大 40,000 となるので、注入オーバーロードが生じることは明らかです。こ
れに対して、分析キャピラリーでは、200 mbar x s で注入量が 4.5 nL 、プラグ
長が 2.3 mm（有効長の最大 0.4 %）、推定段数が最大 90,000 となります。

バンドの広がりの唯一の原因が拡散であるとする場合、図 3.36B のピーク 4
で示されるトリプシン消化物ペプチド（MW = 1012 Da、オフライン MALDI -
TOF により測定、推定拡散係数: D20 °C ≈ 3.10-6 cm2/s）においては、分析用キャ
ピラリーの段数は N = L2

eff /2Dt ≈ 250,000 となります。この化合物の左右対
称ピークにおける実験上の推定段数は 90,000 であることから、他の拡散要
因（1.3.4 項参照）が関係していることは明らかです。もっとも可能性の高い
要因は、ジュール熱（∆Tcap = 0.3 °C、表 3.5）、壁面への吸着、注入口から捕
集用アウトレットリザーバへのサイフォン現象です。
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電圧 電場 電流 電流密度 ∆Tcap ∆TT ≈ ∆Tw-s T0 Vinj Linj Nest
(kV) (V/cm) (µA) (A/cm2) (°C) (°C) (°C) (nL) (mm)
分取キャピラリー

81.3 10.4 40,000

20 208.3 81.8 1.04 0.22 2.5 17.5

25 260.4 102.2 1.30 0.34 4.0 19.0

30 312.5 122.7 1.56 0.50 5.7 20.7

分析キャピラリー

30 480 47.1 2.4 0.30 3.4 18.4 4.5 2.3 90,000
表 3.5
分取用および分析用キャピラリーの実験条件下におけるキャピラリー中心と壁
内の温度差（∆Tcap）、キャピラリー中心と周囲環境の温度差（∆TT）、キャピラ
リー中心の上昇温度（T0）の計算値（図 3.36、A�と B）（温度計算の説明につい
ては、1.3.4.2�項“ジュール熱”を参照）



段数を犠牲にして回収率を向上させることができるのは、分取用キャピラ
リーの例で示されているように、分離能が問題にならない場合のみです。
図（3.36、A）と表 3.5 は、この分取例においては、分析用キャピラリーの使
用時に比べて、注入オーバーロードが段数に深刻な悪影響を与えているこ
とを示しています（最大 50,000 段数または 56 %）。これはピークのオーバー
ラップや極端なピークの歪みにはつながりませんが、（15 °C の分析温度にお
ける）ジュール熱による半径方向の温度勾配 [∆Tcap（max）= 0.5 °C] は避ける
ことができません。

半径方向の温度勾配、サイフォン現象、注入プラグ長のオーバーロードに
よる分離効率の低下のほかに、高濃度（BGE の濃度と比較した場合）の分析
対象イオンを注入した場合にも、分離効率の低下が生じます。ゾーンでの
分析対象イオンの濃度が高いと、局所的な電場が乱れ、電気的拡散が生じ
ます（1.3.4.5 項参照）。この場合、ゾーンにおける分析対象物のみかけの移
動度（µa）は濃度の関数として表され、三角形の濃度分布が得られます。
これは次式で表されます。59

分析対象物の量が増加すると、ゾーン内での分析対象物濃度の幅が広くな
り、見た目の移動度の差が大きくなることで、結果的にゾーンが広がりま
す。（無次元）エレクトロマイグレーション定数（ßE）は、オーバーロード
に関する分析対象物/BGE の感受率を示しています。60 適切な BGE 組成を選
択することにより、電気的拡散を最小限に抑えることができます。しかし
実際には、完全に避けることはできません。最適な条件下では、ßE 値は 0.1
～1 が現実的です。
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(3.12）式を派生させると、オーバーロード条件下で得られる段数は、注入
する分析対象物の濃度に反比例することがわかります。1 回の分析で精製で
きる分析対象物の最大量（Qi

max、単位モル）と分離に必要な段数（Nreq）
との関連を示す近似式は、次のようになります。59

（3.13）式に従えば、CE システムの試料キャパシティを最大化するためには、
次のことが必要であるといえます。
• 精製する試料成分の電気泳動特性に応じて BGE 組成を調整し、オーバー
ロードへの感受率を低くする（ßE の値を低くする）。

• バッファの溶解度や試料成分により決定される限界の範囲内で、高い濃
度の BGE を用いる（試料分解の原因となる温度上昇を引き起こさない範囲
内）。

• 比較的低い電圧を用いる。ただし、必要な段数を得られる十分な高さは
維持する。

• 許容できる分析時間の範囲内で、長いキャピラリーを使用する。
• 許容できる温度上昇の範囲内で、大きな内径をもつキャピラリーを使用
する。

分取 CE の欠点は、キャピラリーの一部を効率的に冷却できない点です（隔
離導体からキャピラリーカセット、ボトルなど）。そのため、印加できる
電力は、そうした部分の最大許容温度に制限されます。

表 3.6 では、通常の分析 CE アプリケーションの動作条件と性能を、上述の方
法で最適化した（連結）分取アプリケーションのものと比較しています。
分析システムと比べると、分取システムの分析 1 回あたりの最大キャパシ
ティ（Qi

max）は 100 倍、生成速度（mol/s）は 10 倍になっています。
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注:�∆TT は単位長さあたりの電力（P）に比例します [P = Q . dc
2/4、単位

W/m、1.3.4.2 項の（1.17）式]。先ほどの実験例（図 3.36、A および B）をも
とにこのパラメータ（P）を計算すると、分取キャピラリーでは 30 kV（P =
1.2）; 25 kV（P = 0.9）; 20 kV（P = 0.5）、分析キャピラリーでは 30 kV（P = 0.7）
となります。

これらの計算値から、分取および分析実験で 30 kV を適用すると、各種条件
により示された温度限界を超えなくても電力限界を超えることがわかりま
す（表 3.5 および 3.6）。
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表 3.6
分析およびマイクロ分取 CE�システムの動作条件と性能の比較
*オーバーロードなしで得られる段数
**Nreq =�100,000�の最大注入量

パラメータ 分析 分取

V (kV) 25 10
Ltot (m) 0.5 1
dc (µm) 50 100
Cb (mM) 10 125
trun (min) 6 60
N*max 500,000 200,000
P (W/m) 0.5 1
∆TT (°C) 5 10
Qi

max, ** (pmol) 2 200



質量分析（MS）は、キャピラリー電気泳動の検出テクニックとしてきわめ
て広く利用されるようになっています。どちらのテクニックも、複雑な混
合物に含まれる物質の分離や同定、定量という点で、高い潜在能力をもっ
ています。この 2 つを組み合わせれば、片方のテクニックの制約を、他方の
特性により補うことができます。たとえば、同じ分子量をもつ同重体の溶
質は、MS では区別できません。しかし、CE などの分離テクニックを使うこ
とにより容易に分離し、その後 MS で同定することができます。反対に、CE
分離で共溶出する溶質でも、分子量の違う溶質や異なるフラグメンテー
ションを示す溶質は、MS で簡単に区別することができます。

ただし、液体クロマトグラフィーの場合と同じく、MS 検出と CE の組み合わ
せには、液相中での分離技術と真空系での検出技術を組み合わせるという
難問が伴います。CE の場合、分離に要する溶媒量が少ないため、この問題は
ある程度まで緩和されます。したがって、CE の溶離液をエレクトロスプレー
イオン化（ESI）により MS で検出する方法が、理想的な組み合わせといえま
す。特に、CE で一般的な超低流速で ESI を使用すると、イオン化収率と感度
が劇的に向上します。また、ESI は、CE で分離対象となる極性物質やイオン
性化合物のイオン化に適しているという点があります。

ただし、CE と MS の組み合わせについては、新たな難問も浮上しています。CE
と ESI は両方とも、電場を利用するテクニックです。これを組み合わせる場
合、CE 分離装置の電極を ESI の電極としても利用し、ESI 電場をつくります。
しかし、CE と ESI の電流は数桁単位で異なることがあるため、ここで大きな
ミスマッチが生じます。また、電極が反対の極性になることもあるので、
電気的構成を慎重に設定することが求められます（3.6.2 項参照）。

この問題を解決するための複数の手法が、文献で発表され、実用化されて
います。61 次項では、組み合わせのもっとも重要な側面を説明します。この
技術の現状については、多くのレビューが発表され、最新情報が提供され
ています。62-65

3.6.��質量分析検出
および ICP-MS�
と組み合わせた
キャピラリー
電気泳動
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溶質を液相から質量分析計に移すためには、気体状のイオンに変換する必
要があります。その後、そうしたイオンは、電子や光子との衝突や、イオ
ン源または MS 内での電荷移動プロセスにより（コリジョンガスなどのプロ
セス）、ラジカルイオンに変化します。

エレクトロスプレーイオン化は、分離場からの液体流を MS と直接オンライ
ン接続し、大気圧および周囲温度においてイオン化させる手法として、
もっとも広く使われている手法です。一般的な ESI の概略を図 3.38 に示して
います。66,67

CE-MS では nL/min レベルの流量でキャピラリーの末端を出た溶媒は、電場で
きわめて小さな液滴（スプレー）を形成します。この液滴はすぐに中性の
溶媒分子を失います。その結果、液滴サイズが小さくなり、表面電荷が急
激に上昇します。その後、液滴は破裂（クーロン分裂）してさらに小さな
液滴になり、同じプロセスが繰り返されます。最終的に、気体状の溶質イ
オンだけが残り、MS の入口へ運ばれます。気体状の溶質イオンは、複数の
電荷をもつことがあります。

3.6.1.��CE-MS�インター
フェースの基礎
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図 3.38
エレクトロスプレーイオン化プロセスの解説図



ナノフロー HPLC では、MS の入口部を高温にする手法や、乾燥ガス流をニー
ドル先端に送る手法、逆相 HPLC で用いられるアセトニトリルなどの有機溶
媒を使用する手法などにより、このプロセスを効率化させます。エレクト
ロスプレー電場および電流の方向は、ナノ ESI では重要ではありません。そ
れに対して、MS と組み合わせた CE では、適用する電場の方向と電流の方向
は、電気的接続インターフェースに大きな影響を及ぼします。この点を次
項で説明します。

CE では、分離キャピラリーのインレットに高電圧を印加します。そのため、
戻り電流を確保するために、分離キャピラリー末端の電極の接地を安定さ
せる必要があります。通常、アウトレット側の電極を接地電極とします

（3.1 項参照）。

エレクトロスプレーを形成させるためには、分離キャピラリーのアウト
レット側と MS のインレット（MS キャピラリー）側の間にも高電場が必要で
す。もっとも簡単な配置は、CE のアウトレットキャピラリー（またはネブラ
イザー先端）を接地し、エレクトロスプレー電圧を MS に印加するというもの
です。この電位が負の場合は、正イオンが MS に入ります。これを Positive ion
モードと呼びます。電位が正の場合は、負イオンが MS に入ります。これを
Negative ion モードと呼びます。アジレントや Bruker などの MS ベンダーは、MS
側にエレクトロスプレー電圧を印加するデザインの機器を提供しています。

反対に、キャピラリー末端（またはネブライザー先端）に CE-MS の高電圧を
かける場合は、回路について考慮すべき重要事項が生じます。この場合、
バックグラウンド電解液（BGE）が運ぶ電流は、CE 機器の高電圧電源からキャ
ピラリー末端（またはネブライザー先端）に移動します。同時に、エレクト
ロスプレー内の気体状イオンが、エレクトロスプレー電位から生じた電流を
運びます。この 2 つの電流は、3 桁程度異なることがあります（µA に対して
nA）。そのため、エレクトロスプレー用の MS 電源が、CE の BGE から入ってく
る高電流により損傷を受ける恐れがあります。こうした場合、レジスターシ
ンクにより電流の接地回路をつくる改造が必要になります。ただし、CE 分離
における電圧が、エレクトロスプレー電位の正負に応じて、エレクトロスプ
レー電圧分増減する恐れもあります。そのため、分析中にイオン化の極性を
切り替えたり、電位を変化させたりすると、CE 分離に影響が出てしまいます。

3.6.2.��電気的接続
インターフェース
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概略を図 3.39 に示しています。

3.6.2 項で述べたように、CE の戻り電流を確保するために、CE キャピラリー
末端と機器の接地側の間で接地を安定させる必要があります。標準的な CE
システムでは、分離キャピラリー末端のバイアルに電極を入れる方法が用
いられます。CE-MS の場合は、このバイアルを使用せず、バックグラウン
ド電解液と機器の接地を別の方法で確保する必要があります。

閉回路とは別に、エレクトロスプレーを形成するためには、圧力による流
速が必要となります。圧力による流量は、CE 分離の電気浸透流の大きさと、
分離場の寸法に関連しています。LC エレクトロスプレーニードルでは、スプ
レーキャピラリーの寸法が用いられます。実際には、EOF から生じる流量は
1～100 nL/min 程度です。ただし、LC エレクトロスプレーニードルでは、数

3.6.3.��圧力
インターフェース
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図 3.39
CE-MS�の電気的インターフェース



µL/min が必要となります。一方、2 章で述べたように、ある種の分析条件で
は、EOF が生じないことがあります。その場合は、補助的な流れによりス
プレーを形成する必要があります。

CE と MS のインターフェースにおける圧力および電気的接続上の要件を満
たす手法については、以下の一般的なアプローチが開発され、一部が実用
化されています。

A. シースフローインターフェース
B. シースレスインターフェース

Smith らは、前述の電気的接続および圧力上の要件を満たす CE-MS インター
フェースの概念を確立しました。68 このアプローチは、三軸キャピラリーネ
ブライザーと呼ばれるもので、アジレントにより商品化されています。概
略を図 3.40 に示しています。

CE 分離キャピラリーは、この構造の一番内側のチューブに相当し、スプレー
先端を形成します。シース溶媒は CE キャピラリーの外側を流れ、CE 分離の
BGE と液体接触します。シース溶媒を運ぶキャピラリーは接地されていま
す。3 本目のチューブは、安定したスプレーを支援する窒素などのネブライ
ザーガスを供給します。
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3.6.3.1.��CE-MS�の
シースフロー
インターフェース
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このデザインであれば、EOF に関係なく、つねに安定したエレクトロスプ
レーを維持できます。また、電気的接続も安定に確保されます。さらに、
シースフローの pH を変更することで、バックグラウンド電解液の pH にか
かわらず、イオン化の際の陽イオンまたは陰イオンの形成を促進できると
いう利点もあります。通常、シース流の組成は、メタノール、アセトニト
リル、イソプロパノールと、酢酸やギ酸、アンモニア（陰イオンの場合）
などを添加した混合液となります。流量は 1～10 µL/min です。

欠点としては、溶質が ネブライザー先端で希釈されるという懸念がありま
す。特に、EOF が小さい場合、こうした問題は顕著になります。ESI インター
フェースは濃度検出器のように機能し、（シースの）流れが増加するとレス
ポンスが低下するため、この点は大きな欠点になります。また、シースフ
ローを持続させるために、システムにポンプを追加する必要があります。

そのため、実際の状況では、シースフローの流量と組成、ネブライザーガ
ス、ESI 電圧、温度などの多くのパラメータを設定し、値を最適化する必要
があります。こうしたすべてのパラメータについて、最適な設定を見つけ
るためには、複数パラメータの最適化実験を実施する必要があります。

実際の状況においては、溶質分子が液体から直接気体状イオンになる ESI は、
高分子化合物のイオン化に特に有効であることが証明されています。その
ほかの利点としては、溶質分子が複数の電荷をもつことが可能で、質量電
荷比が低下するため、質量分析計の測定可能な質量範囲内で分析できると
いう点があります。こうした ESI の利点は、CE を分離モードに用いる場合に
も大きな効果を発揮します。

シースフローインターフェースは、現在商用化されているもののなかで、
もっとも堅牢な CE-MS インターフェースであることが証明されています。
次項では、シースレスフロー CE-MS 手法について説明します。ただし、著者
の知る限りでは、この手法の装置は商用化されていないため、自作する必
要があります。
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シースフローを使わずに CE と MS を連結する利点は、インターフェースで
希釈が生じず、感度が高くなることにあります。しかし実際には、この利
点を実現するのは困難です。

シースフローを用いないCE とMS のインターフェースについては、最近の総説
のなかで、Chen が各種のアプローチを包括的に説明しています。69 いずれの
ケースでも、程度の差こそあれ、独創的なアプローチが解説されています。
各種のアプローチを図 3.41 に示しています。これまでのところ、こうしたアプ
ローチのなかで商用化されたものはありません。まだ確立されていないこの
種のインターフェースを準備するためには、高度な実用技術が求められます。

これらのインターフェースでは、1 つの根本的な問題が解決されていませ
ん。前述したように、CE フローには戻り電流の回路が必要です。BGE と電極
のインターフェースには、この流れを運ぶ電気化学的プロセスが存在しま
す。陽極では酸素が発生し、陰極では水素が発生します。CE キャピラリーの
アウトレットが陰極と陽極いずれとして機能する場合でも、気泡が形成さ
れ、抵抗などに大きな影響を与えます。そうした気泡が流し出されるデザ
インの三軸インターフェースとは異なり、シースレスインターフェースで
は、この気泡が大きな問題となります。

3.6.3.2.��CE-MS�の
シースレス
インターフェース
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シースレスインターフェースで電気的接続を構築するための各種手法。A）エ
ミッター先端に導電層を適用、B）先端にワイヤを挿入、C）ホールにワイヤ
を挿入、D）金属シースによるスプリットフロー、E）金属スリーブ内部に多孔
性のエッチングキャピラリー壁、F）金属スリーブにより接合、G）微小透析接
合、H）導電性エミッターチップによる接合 69



最近では、この電気化学的プロセスに関連する問題を解決した CE と MS の
シースレスインターフェースを Moini が発表しました。70 このインター
フェースの設計を図 3.42 に示しています。

ポリイミドコーティングがフューズドシリカ CE キャピラリーから除去さ
れ、フッ化水素により、外径約 80～90 µm にガラスがエッチングされていま
す。このエッチングにより、キャピラリーの末端が多孔性になり、キャピ
ラリー外の液体との圧力および電気的接続が構築されます。このキャピラ
リー外の液体は、エッチングされたフューズドシリカキャピラリーを囲む
同心円の電極チューブに入っています。このチューブが接地されるか、ESI
電圧がかけられます。電極チューブと CE キャピラリーの間の液体は停滞し
ています。電極のプロセスは CE キャピラリーの外で起きるため、CE の電場
と流れは乱されません。

本稿執筆時点で、このインターフェースは Beckman-Coulter からテスト提供さ
れています。
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CE BGE

多孔性部
導電性液体
（0.2 % 酢酸）

シースレス CE 
または nLC から

1.5 kV
既存の ESI ニードル
または金属シート

図 3.42
シースレス流 CE-MS�インターフェース（Moini�より）70



エレクトロスプレーイオン化は、極性や電荷の高い分子に適した汎用的な
イオン化モードであることが証明されています。極性の低い分子は、エレ
クトロスプレープロセスではそれほどイオン化されません。CE ではおもに
帯電した分子が扱われるため、CE のイオン化モードとしては、エレクトロス
プレーが広く使われています。ただし、イオン化率が低くなり、感度が低
くなるケースも多くあります。
さらに、エレクトロスプレーイオン化で使用するべき揮発性バッファは、
多くの場合、CE 分離性能を損ないます。また、エレクトロスプレーイオン化
では、質量分析計はおもに濃度を感知する検出器として機能するため、溶
質信号強度は全体の流速に依存し、シース溶媒の流速に大きな影響を受け
ることになります。

HPLC/MS では、ESI のほか、大気圧化学イオン化（APCI）や大気圧光イオン化（APPI）
が広く用いられています。両テクニックの概略を図 3.43 に示しています。

3.6.4.��その他の
イオン化手法
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図 3.43
APCI�プロセス（上）と APPI�プロセス（下）の概略図



重要なのは、これらのイオン化プロセスでは、溶質分子をガス状態へ変換
する必要があるという点です。そのため、インターフェースには、溶離液
スプレーから溶質分子を蒸発させる加熱ゾーンが必要です。その後のゾー
ンで、コロナ放電か高エネルギー光により電子が溶質分子に受け渡され、
溶質イオンが MS に入ります。この仕組みを図 3.44 に示しています。

CE と組み合わせる場合は、HPLC の二軸ネブライザー（図 3.44 のネブライザー）
を、ESI で用いられる同様の三軸ネブライザーに置き換えます（若干の高さ調節
が必要となります）。ベーパライザーは通常、200～300 °C で加熱されます。し
たがって、実際の状況では、CE-MS のAPPI とAPCI インターフェースはいずれも、
十分な揮発性を持つ低分子量物質（< 1000 Dalton）に制限されます。ペプチドや
タンパク質といった高分子量の物質は、この手法ではイオン化できません。

マトリックス支援レーザー脱離イオン化（MALDI）は、液相分離で広く使
われているインターフェース手法です。実際の状況では、溶質が溶液中で
分離され、MALDI ターゲット上に配置されます。ただし実質的には、これは
オンラインインターフェースモードではありません。たとえば、HPLC 分離で
は、分離により得られた溶離液をターゲットに「スポッティング」しま
す。CE でも同様のプロセスが適用されます。CE-MALDI-MS の前処理手順とし
ては、3.5 で説明したフラクションコレクション手法が最適です。
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図 3.44
HPLC�における一般的な APCI�および APPI�インターフェースの図
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4.1.1.��未修飾フューズド
シリカ

電気泳動用のキャピラリー材質に適した特性としては、化学的および電気的
に不活性であること、UV 可視波長域で光を透過すること、柔軟性と堅牢性に
優れていること、安価であることなどがあります。この要件にもっとも合う
材質が、キャピラリー材質として現在もっとも広く利用されているフューズ
ドシリカチューブです。フューズドシリカ（FS）チューブは、光学検出用の
フローセルやガスクロマトグラフィー（GC）カラムに利用されています。GC
カラムとよく似た FS キャピラリーは、堅牢性を高め取り扱い易くするために、
ポリイミドの保護層でコーティングされています。光学検出の場合、ポリイ
ミド保護層の一部を除去すれば、検出窓を容易につくることができます。保
護層を除去する際には、電気アークや電熱線、あるいは濃硫酸液滴を用いて、
数 mm 程度のポリイミドを焼き剥がします。ポリイミドコーティングを除去
する専用ツールも市販されています。ポリイミドを除去した部分は堅牢性が
低くなるため、検出窓のあるキャピラリーを扱う際には注意が必要です。

内径 10～200 µm で、幅広い外径のフューズドシリカキャピラリーが市販さ
れています。一般には、内径 25～100 µm、外径 350～400 µm のキャピラリー
が使用されます。分析時間を短くするためには、できるかぎり短いキャピ
ラリーを使用する必要があります。有効長は、短いもので CGE 用の 10 cm か
ら、複雑な試料の CZE 分離用の 80～100 cm 程度が用いられます。もっとも
一般的な有効長は、25～75 cm です。分取に必要な時間や分析のサイクル時
間を確保するためには、印加する電場で分離キャパシティを効率的に活用
できるよう、全長に対する有効長の割合をできるだけ大きくするとよいで
す。フラクションコレクションに必要な時間や分析サイクルタイムを適切
に決定するためには、全長は機器の構成（すなわち、検出部からアウト
レットリザーバまたはアウトレットバイアルまでの距離）にもよります
が、一般に 5～15 cm 有効長より長くなります。

実際の CE では、素管（未修飾）フューズドシリカキャピラリーが第 1 の選
択肢となります。しかし、未修飾フューズドシリカキャピラリーの内表面
は化学的に不活性ではなく、この問題は CE が導入された初期にすぐに明ら
かになりました。たとえば、CE によるタンパク質分離を行うと、溶質と表面
の相互作用と EOF 制御の問題が観察されました。この問題を解決する方法
は、1.3.2、1.3.4.4、2.1 項ですでに説明しました。より明確にするために、こ
の一般的な問題をもう 1 度、図 4.1 で説明しています。この図では、「中性」

（または電荷的にバランスのとれた）タンパク質がフューズドシリカキャ

実際の操作とメソッド開発4

実際の操作と
メソッド開発

4.1.��分離キャピラリー
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ピラリーの壁面と相互作用することが示されています。

溶質と表面との相互作用を抑える簡単で一般的な手法としては、以下のも
のがあります。
• 極端な pH（低または高 pH）で測定を行う
• イオン強度の高いバッファを使用する

多くの場合、このような手法だけでは十分ではありません。また、非生物
学的な pH 域におけるタンパク質の変性や、イオン強度の高い BGE による過
度のジュール熱の発生など、その他の制約も生じます。より小さい内径の
キャピラリーを使用すればジュール熱を抑えることができますが、キャピ
ラリーの容積に対する表面積の比率が大きくなるため、内径の大きなキャ
ピラリーに比べて、一般にタンパク質と表面との相互作用は悪化します。

溶質と表面との相互作用を抑えるための他の方法としては、キャピラリー
壁面の修飾があります。基本的な手法として以下の 2 つが挙げられます。
• 共有結合相または物理吸着相による壁面の恒久的な修飾
• 泳動バッファ添加剤を用いた動的な不活性化

それぞれの手法を、4.1.2 および 4.1.3 項で説明します。

再現性の高い分離メソッドを実現するためには、壁面の修飾のほかに、新
たなキャピラリーや使用したキャピラリーを適切な溶媒で前処理すること
や、プロトコルに厳密に従って保管することも重要となります（4.2 項参照）。

未修飾キャピラリーおよびコーティングキャピラリーを使用する際に見す
ごされがちな他の要素としては、以下の 2 つが挙げられます。
• キャピラリー末端の影響
• キャピラリーのバッチ間変動

ピークテーリングや試料のキャリーオーバーを防ぐためには、キャピラリー
末端が平坦で損傷がない状態でなければなりません。損傷したキャピラリー
に注入した場合に生じるピークテーリングの例を図 4.2 に示しています。左の
図でピークが左右対称から大きく外れている理由は、キャピラリー末端が平
坦でない場合に生じる電場の強い歪みにあります。これにより、キャピラ
リーインレットの局所的な EOF や電気泳動速度が変化してしまいます。

タンパク質

キャピラリー壁面

等電点では、タンパク質の正
味電荷はゼロですが、電荷
は有しています。

図 4.1
pH�がタンパク質の pI�と等しい場合のタン
パク質とキャピラリー壁面との相互作用
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セラミックカッターを用いて キャピラリー表面に切り込みを入れ、折り取
るのはよくありません。ほとんどの場合、切断面が図 4.2 の左図のようにな
り、端の部分が残ってしまいます。

CE の非水モード（NACE）などでは、アセトニトリルなどの有機溶媒が使わ
れることがあります。こうした有機溶媒はポリイミドコーティングを膨潤
させることがあります。その場合、コーティングがキャピラリーから浮き
上がり、インレット側を塞いでしまいます。そのため、有機溶媒、特に CE 分
離でアセトニトリルを用いる場合、インレット（およびアウトレット）の
ポリイミドを 1～2 cm 除去したほうがいいでしょう。

フューズドシリカチューブは、不活性ガスの存在下の 2000 °C 前後の温度で
シリカ母材から延伸されます。この時、キャピラリー表面に存在するシラ
ノール基は完全に縮合し、シロキサン結合を形成します。延伸加工では、
キャピラリーの外側にポリイミド被覆が施され、これによりフューズドシ
リカは柔軟性を保ちながら、高い堅牢性と耐圧性を獲得します。そのた
め、新品のキャピラリーの内表面は、きわめて疎水性が高くなっていま
す。しかし時間とともに、内表面は湿気により、またその後は CE の BGE に
より、徐々に加水分解されます。

そのため、キャピラリーのバッチ間変動は、表面の残存シラノール基の量

キャピラリー

試料プラグ長

ピーク形状

図 4.2
キャピラリー注入末端の変形がピーク形状に与える影響
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に強く依存しています。また、シリカ中の（金属）不純物の量にも、ある
程度の影響を受けます。そのため、キャピラリー表面の加水分解を確実で
再現性の高い状態にするためには、前処理とプレコンディショニング方法
が重要となります。分析毎に行う洗浄方法や BGE による簡単な再コンディ
ショニングも、日常的に行われる手法の一部です。

キャピラリーガスクロマトグラフィーと同様に、恒久的なコーティングを
表面に施すことで、キャピラリー内壁を不活性化できます。GC キャピラリー
カラムでは、まず表面を完全に加水分解させたのちに、表面不活性化コー
ティングと液相コーティングを施します。GC では、コーティングによる GC
カラムの不活性化と、特定の保持特性の付与は、関連した働きをすると考
えることができます。

CE では、シラノール基の解離（前項参照）、不活性化、表面特性の改質といっ
た現象は、それぞれ別の働きをすると考える必要があります。たとえば、
陰イオン性物質の CE 分離では、極性を逆転させた電場を用いて（検出器側
を陰極）、シラノール基が完全に解離した負電荷表面のキャピラリーにお
いて高 pH バッファ条件下で分離するのは一般的な手法です。このような条
件では、陰イオンは負電荷表面と相互作用しません。EOF が大きいため、
本来 EOF と反対の方向へ泳動する陰イオンは EOF に運ばれて検出部に到達
します。

CE では、次の目的で表面修飾を行います。
a. 溶質と表面との相互作用を抑制する。相互作用があると、遅い吸着/脱着
によりゾーンの拡散やピークのテーリングの原因となります。

b. 電気浸透流の大きさと方向をコントロールする。

表面修飾には、次の手法が用いられます。
• 化学結合または物理的吸着による恒久的コーティング
• BGE またはプレコンディショニング電解液に表面修飾剤を加え、平衡を利
用する動的コーティング

次項で詳細を説明します。

4.1.2.��壁面コーティング
キャピラリー
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恒久的な表面修飾については、多くの手法が文献で報告されています。代
表的なものとしては、その後の反応に用いられる官能基（ビニル基やエポ
キシ基など）を含む簡単なシリル化剤との反応があります。この反応に続
いて、適切なモノマーとの重合反応または適切な分子との結合により修飾
を行います。（メタ）アクリルアミドとビスアクリルアミドを混合したもの
を用いれば、タンパク質分離に最適なきわめて安定した低い EOF を示す不活
性化キャピラリーを得ることができます。

シリル化剤と表面シラノールとの直接結合も導入されています。不活性化
には、アリルペンタフルオロ基（PFP）や多糖類などのさまざまな物質が
用いられます。図 4.3 のエレクトロフェログラムは、コーティングキャピラ
リーによるタンパク質分離の改善を示しています。残念ながら、シロキサ
ン結合（Si-O-Si）は pH ≈ 4～7 でのみ安定であり、通常は加水分解が長期的
堅牢性の妨げとなります。

物理的吸着手法では、ポリマー（PEG など）を内表面に沈積させたのちに、架
橋結合試薬を用いて反応させます。または、ポリビニルアルコールを内壁
に沈積させたのちに、150 °C でポリマーを加熱します。どちらの方法でも、ポ
リマーは一般的な BGE に対して不溶性となり、EOF を効果的に抑制できます。

改質の方法により、EOF を低減したり、コントロールしたり、反転させるこ
とができます。たとえば、ポリアクリルアミドやポリエチレングリコール
を用いた中性物質による改質では、EOF が低減されます。これは、実際の壁
面電荷が低下し、壁面の粘度が増加するためです。陽イオン性物質による
改質では、EOF が反転します。タンパク質やアミノ酸などの両性物質を用い
た改質では、コーティングの pI やバッファの pH に応じて EOF が反転します。

こうした修飾は恒久的なもので、メンテナンスはほとんど必要ありませ
ん。しかし、キャピラリーは使用後に必ず洗浄するので（コーティングさ
れていても吸着が生じることがあります）、洗浄溶液や加圧による送液に
耐えられるコーティングでなければなりません。

恒久的コーティングキャピラリーは、CE 機器や消耗品のサプライヤが提供し
ています。恒久的コーティングの作製にはコストがかかるため、恒久的コー
ティングキャピラリーは標準的なフューズドシリカキャピラリーよりも大幅
に高価になります。

4.1.2.1.��恒久的コーティング
キャピラリー
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図 4.3
アリルペンタフルオロ(PFP）でコーティン
グしたキャピラリーによるタンパク質分離
の向上。コーティングキャピラリー（上）、
コーティング無のフューズドシリカ（下）72

ピーク: 1, ニワトリ卵白リゾチーム; 2, DMSO
（EOF マーカー）; 3, ウシリボヌクレアーゼ A;

4, ウシ膵臓トリプシノーゲン; 5, クジラミオ
グロビン; 6, ウマミオグロビン; 7, ヒト炭酸
脱水酵素; 8, ウシ炭酸脱水酵素
条件: バッファ: 200 mM リン酸 pH 7.0 +
100 mM KCl; 有効長: 100 cm; id: 20 µm; 電場:
250 V/cm; 検出: 219 nm
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現在では、結合相や吸着相に代わるキャピラリー内壁表面特性の不活性化
/修飾手法として、泳動バッファへの修飾剤添加が広く用いられるように
なっています。修飾剤がバッファに含まれているので、コーティングが継
続的に再生され、恒久的なコーティングを必要としません。
動的コーティングには、次のような利点があります。73

• 作製が容易
• 標準的で安価なフューズドシリカキャピラリーを使用できる
• ほとんどのケースで費用が安くすむ
• 幅広いバッファ濃度に対応可能

ただし、修飾剤については、検出を干渉せず、光学および質量分析検出に
対応できるものを使う必要があります。

添加剤は壁面との相互作用を生じ、表面の電荷や疎水性特性を変化させま
す。こうした修飾剤は、バッファへ添加するだけなので、導入や最適化が
容易です。

CE のバッファ添加剤としてもっとも広く使われているのが、臨界ミセル濃
度（CMC）より低い濃度の界面活性剤です。CZE では、さまざまな種類の界
面活性剤を使用できます（陰イオン性、陽イオン性、両性、非イオン性な
ど）。イオン性界面活性剤分子は、疎水性溶質の可溶化剤、イオンペア試
薬、内壁表面の修飾剤として機能します。界面活性剤と溶質との相互作用
は、以下の 2 つのメカニズムにより生じます。
1) 界面活性剤の親水基末端とのイオン性相互作用
2) アルキル鎖と溶質の疎水性部との疎水性相互作用

溶質との相互作用のほか、界面活性剤の多くは、キャピラリー壁面に吸着
し、表面の電荷状態を変化させます。これにより、EOF を変化させると同時
に、溶質の壁面への吸着を抑えることができます。界面活性剤の電荷によ
り、EOF を増減したり、反転させたりすることが可能です。たとえば、臭化
セチルトリメチルアンモニウム（CTAB）などの陽イオン性界面活性剤を
バッファに添加すれば、EOF を反転させることができます。図 4.4 に示すよ
うに、CTAB 分子はイオン性相互作用により壁面に吸着します。遊離している
CTAB 分子と壁面に吸着している CTAB 分子の疎水性相互作用により、正の表
面電荷が生じます。

4.1.2.2.��動的コーティング
キャピラリー
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界面活性剤の濃度が CMC を超えると、分離メカニズムが大きく変化します。
これは別のモードの CE、すなわちミセル動電クロマトグラフィー（MEKC）に
なります。MEKC については、2.2 項で説明しました。いくつかの動的改質手
法を表 4.1 にまとめています。

表 4.1
動的不活性化およびコーティングメソッド 74

種類 効果 コメント

低または高 BGE pH 壁面と溶質の電荷差 pH 2～12
をなくし、クーロン 低 pH では EOF はほぼ抑制
力の相互作用を抑え 高 pH では EOF は超高速
る 但しタンパク質変性の可能性

電荷差を小さくすることで、
ピークキャパシティが減少する
ことがある

高 BGE イオン強度/濃度 クーロン力の相互作 EOF が減少
用を抑える ジュール熱による制約を受ける

ことが多い

中性親水性ポリマー（アルキルセ 壁面の電荷を抑制し、 粘度が上昇
ルロース、PEO、ポリビニルアル EOF を小さくする 高濃度で使用する場合は、サイ
コール、デキストラン、ポリアク ズによる分離が可能（CGE）
リルアミド）
陽イオン性ポリマー*（PEI、ポリ イオン性相互作用に 半恒久的コーティング
ブレン、PDADMAC、PolyE-323、 よりキャピラリー表 EOF が反転
Poly-LA 313、キトサン） 面を不活性化する
連続的多重イオン性高分子層

（SMIL）*コーティング（PB-DS、
PB-DS-PB、PB-PVS、PDADMAC-
PSS、Ceofix）

1 本鎖型界面活性剤 疎水性相互作用また 幅広い界面活性剤
陰イオン性（SDS） はイオン性相互作用 使いやすい
陽イオン性（CTAB） によりキャピラリー CMC を超えると MEKC
非イオン性（BRIJ & TWEEN シリーズ） 表面を不活性化する EOF の減少または反転が可能
両性イオン（CHAPS） タンパク質が不可逆的に変性す
2 本鎖型界面活性剤* る可能性
陽イオン性（DDAB、2C14DAB、DLPC） 逆相と組み合わせた使用が可能
両性イオン（DLPC2C12、DMPC2C14） - LC 表面

- 2 本鎖型界面活性剤: 半恒久的

（アミン）/第 4 級アミン（スペルミン、 EOF を減少または反 イオン対試薬としても機能
TEA、DETA、ジアミノプロパン） 転させる

* これらの界面活性剤は半恒久的なものです。
そのため、分離の際の BGE に常に界面活性剤が
含まれている必要はありません。PEI = ポリ（エ
チレンイミン）; PB = ポリブレン; PEO = ポリ（エ
チレンオキシド）; PDADMAC = ポリ（ジアリルジ
メチルアンモニウムクロリド; DS = 硫酸デキス
トラン; PVS = ポリ（ビニルスルホン酸）; PSS =
ポリ（スチレンスルホン酸）; SDS = ドデシル硫
酸ナトリウム; CTAB = 臭化セチルトリメチルア
ンモニウム; CHAPS = 3-[(3-コラミドプロピル）-
ジメチルアンモニウム]- 1-プロパンスルホン酸;
DDAB = ジドデシルジメチルアンモニウムブロ
ミド; DLPC = 1,2-ジラウロイル-sn ホスファチジ
ルコリン; DMPC = 1,2-ジミリストイル-sn-グリセ
ロ- 3-ホスホコリン; スペルミン = ジアミノ-プ
ロピルテトラメチレン-ジアミン; TEA = トリエ
タノールアミン; DETA = ジエチレントリアミン

（すべてのポリマーおよび界面活性剤の適切な
名称については、参考文献 74 を参照）
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動的コーティングの欠点は、キャピラリー表面だけでなく溶質も影響を受
けることです。また、極端な pH の使用や界面活性剤の添加により、生体試
料測定時に悪影響となる場合があります。その他の制約として、再現性の
高い表面状態や安定な EOF を得るために平衡時間を必要とする点がありま
す。さらに、質量分析や酵素アッセイといったポストカラム分析は、添加
剤の影響を受けます。特に、高濃度の添加剤の影響は大きくなります。

一方で、スペルミンや CTAB を用いた動的コーティングに代わり、コーティ
ング剤を BGE に添加しない半恒久的コーティングや静的非共有結合コー
ティングなどが使われるようになりました。こうした傾向は、2 本鎖型界面
活性剤、重合性リン脂質界面活性剤、物理的吸着ポリマーコーティングの
使用で示されています（表 4.1 参照）。

塩基性タンパク質（pI > 7）分離における 1 本鎖型および 2 本鎖界型面活性剤
の使用例を図 4.5 に示しています。

EOF

EOF なし

EOF の反転

図 4.4
陽イオン性界面活性剤による電気浸透流の抑制と反転
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この図は、CTAB または DDAB を BGE に添加すると、EOF が反転することを明
らかに示しています。一般に、CTAB などの 1 本鎖型界面活性剤は BGE に添
加する必要があるので、通常は動的コーティングのみに用いられま
す。DDAB などの 2 本鎖型界面活性剤は半恒久的コーティングなので、BGE に
添加しなくても効果が出ます。

CTAB コーティングキャピラリーを使用した場合では、5 種類のうち 3 種類の
タンパク質が 15 分以内で分離されました。分離効率は 500 000 段数/m でし
た。それ以外の 2 種類のタンパク質は、キャピラリーから溶出しませんでし
た。また、検出された 3 種類のタンパク質の回収率は最高 80 % にとどまり
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未修飾キャピラリー
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1 α-キモトリプシノーゲン A
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図 4.5
pH�3.0�における 5�種類の塩基性タンパク質の分離。（A）未修飾フューズドシリ
カキャピラリー; (B）CTAB-コーティングキャピラリー;（C）DDAB-コーティング
キャピラリー 75

条件: 50 cm x 50 µm id キャピラリー（検出器まで 40 cm）; UV 検出 214 nm; 印加電
圧（A）+15 kV （B, C）-15 kV; BGE、25 mM リン酸（pH 3.0）

（A）界面活性剤を含まず;（B）0.5 mM CTAB（C）0.1 mM DDAB
(B）では、40 分の分析において、ミオグロビンのピークが観察されませんでした。
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ました。それに対して、DDAB コーティングキャピラリーでは、5 種類すべて
のタンパク質が 6 分未満で分離されました。分離効率は 500 000 段数/m で、
回収率は 85～100 % でした。このことは、2 本鎖型界面活性剤の DDAB は、
1 本鎖型界面活性剤の CTAB に比べて表面被覆率が高く、より効果的にタン
パク質の吸着を抑制できることを示しています。

図 4.6 では、カチオン性ポリマーコーティングと Successive multiple ionic-poly-
mer layer (SMIL) コーティング 76 の手順概略を示しています。

洗浄剤と NaOH により洗浄

カチオン性ポリマーにより洗浄

カチオン性ポリマーの上から
アニオン性ポリマーにより洗浄

A

B

C

図 4.6
カチオン性ポリマーコーティング（手順 A-B）と SMIL コーティング（手順 A-C）
のコーティング手順。A）シラノール基の活性化;�B）カチオン性ポリマー層の吸
着;�C）第 2 層のイオンポリマー層となるアニオン性ポリマーの吸着
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SMIL の最初の試みは、SMIL-DS [=PB-DS、ポリブレンの第１層のあとに硫酸
デキストランの第 2 層]でした。SMIL-DS により生じる EOF、DS に含まれるス
ルホン酸基の強酸特性の影響により、pH 2～11 の範囲で一定になりました。
モデルとして用いた 3 種類の酸性タンパク質において、SMIL-DS コーティン
グキャピラリーは中程度の分離効率（300～500 x 103 段数/m）を示しまし
た。EOF のキャピラリー間 RSD は 0.6 %（n=3）で、酸性タンパク質の移動時
間の再現性は 0.5～0.8 %（n=3）でした。SMIL-DS キャピラリーは 100 回の連
続分析で安定性を示しました。SMIL コーティングの多重層により、1 重ポリ
マー層コーティングキャピラリーよりもコーティングの安定性が上昇した
と著者らは述べています。SMIL-DS コーティングは、1 M NaOH、メタノール、
アセトニトリル、5 M 尿素に対して安定性を示し（EOF の安定性から判
断）、0.1 M HCl により劣化が確認されました。そこで、0.1 M HCl で洗浄した
のちに SMIL-DS コーティング手順を繰り返すことにより、SMIL-DS コーティ
ングキャピラリーを再生させました。図 4.7 に示すように、この操作により
分離効率が元のレベルに戻りました。

PDADMAC-PSS77 コーティングでは、さらに結果が向上しました。陰イオン性
の移動度マーカーを用いた EOF の複数回の分析の再現性は 0.5 % 未満、他の
試料を挟んだ 2 週間にわたる反復分析の再現性は 1.5 % 未満でした。モデル
として用いたタンパク質（図 4.5 で使用したもの、ただし 20 mM リン酸バッ
ファを使用）について、pH 4.0 において高い効率（437～803 x 103 段数/m）が
得られました。この効率は、PDADMAC のみでコーティングしたキャピラリー
に比べて、90 % も上昇しています。

CE におけるダイナミックコーティングの使用は、近年 Lucy 等により検証さ
れています。74

ß-ラクトグロブリン B
α-ラクトアルブミン

0.0
05

 A
U 

(2
14

 n
m

)

ß-ラクトグロブリン A

A 分析 1 回EOF
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C 分析 100 回

D コーティング
   再生後
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図 4.7
SMIL-DS�コーティングキャピラリーを用
いた酸性タンパク質の分離 76

条件: 27 cm x 75 µm id キャピラリー（検出
器まで 20 cm）; バッファ: リン酸 pH 7.0（I
= 0.05）; +7 kV; 温度: 25 ºC; 試料: 0.1 mg/mL
タンパク質; 注入: 140 mbar x s; 再生溶液:
0.1 M HCl
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バッファの交換は、移動度の再現性を保つためには欠かせません。溶液が
電気分解されると、泳動バッファの pH が変わり、その結果、EOF が変化しま
す。水性溶液では、陰極では水の電気分解によりヒドロニウムイオン

（H3O+）から水素（H2）が（2H3O+ + 2e →H2 + 2H2O）、陽極では水酸化物イオ
ン（OH-）から酸素（O2）が（4OH-→O2 + 2H2O + 4e）生じます。こうした電
気化学プロセスにより、バッファが劣化します。電気分解の程度は、発生
する電流や総分析時間により異なります。pH 変化の程度は、バッファの緩衝
能やバイアル容量のほか、キャピラリーコンディショニング洗浄液がアウ
トレットバイアルに流れこむ（推奨しません）か否かで決まります。こう
したことから、バッファを頻繁に交換することが推奨されます。バッファ
交換の頻度を把握するためには、何回目の分析からバッファが劣化しはじ
めるのか（すなわち、移動時間の変化が観察されるタイミング）を調べる
必要があります。頻繁なバッファ交換の効果の例を図 4.8 に示しています。

4.2.��電解液の交換と
キャピラリーの
コンディショニング

4.2.1. バッファの交換
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図 4.8
バッファの交換による移動時間再現性の向上例。分析 5�回目、10�回目、15�回
目の結果の重ね表示。A）5�回ごとに交換 B）交換なし
条件: バッファ: 89 mM tris-ホウ酸 pH 8.2; 有効長: 56 cm; id, 50 µm; 印加電圧: 25 kV;
電流: 13 µA; 注入: 100 mbar x s; 検出: 200 nm
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図 4.8 で示したピークの移動時間の RSD を表 4.2 にまとめています。この表
は、バッファの交換と電圧コンディショニングにより、移動時間の高い再
現性が得られることを明らかに示しています。

自動バッファ交換（リプレニッシュメント）システムを操作する際には、
リザーバの中身を廃液ボトルに移した後に、新しいバッファを補充しま
す。大規模なバッファ交換システムでは、オートサンプラにバッファ用の
2 つのバイアルを配置するだけですむので、試料バイアルを試料トレイに数
多く配置できます。また、大型のリザーバボトルから自動バッファ交換を
行うと緩衝能に余裕があり、長期間にわたる自動分析を実施できます。

ランダムアクセスおよびバッファ液面高さの自動調整機能を備えた、バイ
アル充てんおよび再充てん用のシステム機構を図 4.9 に示します。

表 4.2
バッファ交換および電圧コンディショニングを実施した場合としなかった場合の
移動時間％RSD�の比較（図 4.8�より）

化合物 %�RSD (移動時間、 n=10)
交換なし 交換あり 交換 +�電圧

1. アセトアミノフェン 1.62 0.70 0.15
2. ニコチン酸 2.50 1.11 0.21
3. サリチル酸 3.00 1.21 0.25
4. ジヒドロキシ安息香酸 3.53 1.47 0.25

図 4.9
バッファバイアルの充てんおよび再充てん用システム
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キャピラリーのコンディショニングは、堅牢なCE メソッド開発を行うための前
提条件です。未修飾フューズドシリカの場合、バッファ pH が EOF コントロール
の重要な要素となります。特に、pH 4～7 の範囲では、図 4.10 に示すように、わ
ずかな pH の変化が EOF を大きく変化させます。図 4.10 では、pH 5 ± 0.18 の変化
により、EOF の移動度（mEOF）が約 25 % も変化しています。すでに述べたよう
に、バッファの緩衝能が不十分だとバッファが劣化し、EOF 変化が生じやす
くなります。そのため、電解液は適切な緩衝能を持つことが必要で、原則と
して分析対象物の pKa ± 1 の範囲の pH でバッファを使用する必要があります。

EOF に影響を与えるその他の現象として、高 pH 条件から低 pH 条件（または
その反対）へ、未修飾フューズドシリカキャピラリーをコンディショニン
グする場合が挙げられます。図 4.11 で示すように、pH 変化（低 pH～高 pH～
低 pH）があると、キャピラリー壁面でヒステリシス（履歴効果）が生じます。
これを回避するためには、十分なコンディショニング洗浄を実施し、アプ
リケーションで使用する BGE の pH と壁面を平衡状態にする必要がありま
す。こうしたことから、キャピラリーの使用履歴を記録することは良いこ
とといえます。しかし、一般には 1 つのキャピラリーを 1 種類のメソッドま
たは 1 種類の BGE の専用キャピラリーとして使用することが推奨されます。

キャピラリーの一般的なコンディショニング手法は、文献 78-80 で解説され
ています。以下で概要を説明します。

新品キャピラリーのコンディショニング（コーティングまたは未修飾）
MeOH（5～10 分）、1 M NaOH、水（各 5～10 分）、泳動バッファ（20 分）で
洗浄、または 1 M NaOH（5 分）、5 分待機、水（5 分）、泳動バッファ（20～
30 分）で洗浄します。新品のコーティングキャピラリーの場合、一般に NaOH
による洗浄は推奨されません。メーカーの説明書を確認してください。水
による洗浄は、非水性 CE（NACE）アプリケーションには推奨されません。

分析前の日々のコンディショニング
BGE の pH に応じて、0.1 M NaOH または 10 %（v/v）リン酸（各 10 分）で洗
浄したのち、水（10 分）で洗浄し、BGE（10 分）でコンディショニングしま
す。一般には、電圧しながらコンディショニング（20 kV、BGE 洗浄間に 2 分）
するとコンディショニング時間が短くできます。キャピラリーを毎日使用
する場合は、洗浄（酸または塩基、水）したのちに BGE 中で一晩保存すれば
（キャピラリー末端を BGE に浸す）、翌日 BGE による短時間のコンディショ
ニングだけで分析を再開できます。

4.2.2.��キャピラリーの
コンディショニング
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図 4.10
EOF�におけるバッファ pH�の影響
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図 4.11
未修飾フューズドシリカキャピラリーに
おける EOF�の pH�ヒステリシス（履歴効果）
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4.2.3.��一般的なバッファ系

分析間のコンディショニング
まず、バッファのみで洗浄してください。この方法なら、表面の平衡状態
が乱されません（他の液体で洗浄すると平衡化が崩れます）。リン酸など
の一部の BGE 成分はキャピラリー表面に吸着するため、必要な平衡時間に影
響を及ぼします。中性または塩基性バッファを使用する場合、0.1 M NaOH（2
分）で洗浄し、分析間にバッファで洗浄します（2 分）。
注:極端な高 pH の洗浄液は、どのコーティングにも適していません。

酸性バッファを使用する場合、10 %（v/v）リン酸（H3PO4、2 分）で洗浄し、
分析間にバッファで洗浄します（2 分）。
注:極端な低 pH の洗浄液は、どのコーティングにも適していません。

複雑な試料マトリックス（生体試料など）の場合は、塩基や酸による洗浄
よりも、SDS を含む BGE によるコンディショニングのほうが適していること
があります。泳動バッファに少量の SDS を加えると、精度も向上します。81

注:コーティングキャピラリーの場合、SDS が表面に不可逆に吸着し、変化が
生じることもある点にご注意ください。

キャピラリーの長期保存
未修飾フューズドシリカキャピラリーの場合、NaOH で適切に洗浄したのち、
水で十分に洗浄してから、空のバイアルからの空気を流し乾燥させます。

表 4.3 に、一般的に使用される CE バッファと、それぞれの最適な pH 範囲お
よび UV 可視吸光検出における透過性をまとめています。

表 4.3
一般的な CE�バッファ
略語: 1MES、2PIPES、3HEPES、4CAPS
緑字: 両イオン性バッファ

バッファ 使用可能な UV�可視透過性の
pH�範囲 下限 (nm)

リン酸 1.1 – 3.1 195
ギ酸 2.7 – 4.8 200
酢酸 3.8 – 5.8 200
クエン酸 3.8 – 4.8 200
2-（N-）モルホリノ-エタンスルホン酸 1 5.1 – 7.1 230
クエン酸 5.4 – 7.4 200
ピペラジン-N,N-bis(2-エタンスルホン酸）2 5.8 – 7.8 215
リン酸 6.2 – 8.2 195
4-（2-ヒドロキシエチル）-1-ピペラジンエタンスルホン酸 3 6.5 – 8.5 230
N-トリスヒドロキシメチルグリシン（TRICINE） 7.1 – 9.1 230
トリスヒドロキシメチルアミノメタン（Tris） 7.3 – 9.3 220
ホウ酸 8.1 – 10.1 180
N-シクロヘキシル-3-アミノプロパンスルホン酸 4 9.7 – 11.1 220
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表 4.4 に、CE 実験でよく見られる症状と、その考えられる原因、対策または
コメントをまとめています。

4.3.��トラブル
シューティング

表 4.4
CE�でよく見られる症状のトラブル
シューティング

症状

電流が不安定
電流が生じない

電流の変動または消失

不安定なベースライン
ベースラインのスパイク

考えられる原因

キャピラリーが空/バッファバ
イアルに不適切な溶液が入っ
ている

キャピラリーの破損

キャピラリーの詰まり

安全連動装置が閉じていない

複数の試料マトリックスによ
る大量注入（スタッキング）

陰極/陽極バッファの違い

温度/電圧の変化

キャピラリー中の気泡

キャピラリーの破損または
ひび割れ

バッファに沈殿物/汚染物が混入

バッファ中の微細気泡

試料の沈殿

対策/コメント

バッファバイアルを充てん/交換する

空のバイアルをインレットに水の
入ったバイアルをアウトレットに
用意し、加圧を行う。アウトレッ
トに気泡が生じるかどうかを確認
する。気泡が生じない場合は、
キャピラリーを交換する

UV 吸収がある液体でキャピラリー
を洗浄する。ベースラインの急上
昇が観察される

詰まりが解消しない場合は、高圧
で洗浄するか、装置から取り外し
てシリンジを用いて洗浄する

連動装置を閉じる

通常の現象 – 電流は分析中に安定
する

バッファの内容を確認する

導電率のわかっているバッファを
用いてオーブン温度と電圧を確認
する

キャピラリーに液体を流す

印加電圧に勾配をつけて初期の
ジュール熱を抑制する

バッファ中の気泡を除去する

バッファを流したあとに電流が繰
り返し途切れる場合は、キャピラ
リーにひびが入っている可能性あ
り（「電流が生じない」の欄も参照）

キャップを洗浄して乾燥させる、ま
たは新しいものと交換する

0.2～0.45 mm フィルターでバッ
ファをろ過する

バッファ中の気体を除去する

試料成分がバッファに溶解するか
どうかを確認する
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表 4.4
CE�でよく見られる症状のトラブル
シューティング

症状

不安定なベースライン
ベースラインのノイズ

フラットなベースライ
ン（安定すぎる）

ベースラインのドリフト

不規則なピーク形状
広いまたは平らなピーク

ピークの歪み

考えられる原因

キャピラリーインターフェー
スの光学スリットの汚れ

重水素ランプの劣化

データ取り込み速度が大きい

検出波長でバッファが吸収さ
れる

キャピラリーの配置が不適切

電圧を印加できない

試料が注入されていない

不適切な検出波長

検出器ランプが点灯していな
い、または故障している

データシステムの問題

キャピラリーの配置が不適切

温度が安定していない

検出器ランプが温まっていない

試料のオーバーロード

過度のジュール熱

試料とバッファのイオン移動
度の不適合

試料のオーバーロード

対策/コメント

メタノールまたは水で洗浄し、拡
大鏡で確認する

DAD テスト機能を使い、ランプ出力
と点灯時間を確認する – 交換する

ピーク幅を決定し、適宜速度を落
とす

吸収度が小さいバッファを使う、ま
たは C18 カラムでバッファを洗浄
する

検出器部分のキャピラリーカセッ
トを取り付け直す

電圧設定と電流を確認する

キャピラリー末端がバッファに浸
かっているか確認する

バイアルの試料量とバイアルと
キャップの漏れを確認する

キャピラリーが試料中にのびてい
るか確認する

注入時間を確認する

波長の設定と真度を確認する

ランプを点灯させる、または交換
する

データシステムの機能を確認する

検出部のキャピラリーやカセット
を取り付け直す

トップカバーを開けたのち、10～
20 分かけて平衡状態にする

点灯後、15～30 分かけて平衡化する

試料の注入量または濃度を下げる

電圧、バッファ濃度、キャピラ
リー内径を小さくする

移動度を適合させる、または試料
とバッファの導電率の差を最大限
にする

試料の注入量または濃度を下げる
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表 4.4
CE�でよく見られる症状のトラブル
シューティング

症状

不規則なピーク形状
ピークテーリング

低いシグナル

移動時間の変動

考えられる原因

キャピラリー壁への吸着

キャピラリー末端の破損また
はバイアル表面への接触

注入量が不十分

試料濃度が低すぎる

検出波長が最適でない

試料のスタッキングが不十分

キャピラリーの内径が小さす
ぎる

キャピラリー表面の変化（pH の
変化や吸着による）

バッファ組成の変化（電解、
バッファの蒸発、アウトレッ
トバイアルへのコンディショ
ニング廃液の流入による）

バッファバイアルの液面高さの
不一致によるサイフォン現象

試料のオーバーロード

温度の変化

対策/コメント

極端な pH、高いバッファ濃度、バッファ
添加剤（ジアミノプロパン、トリエタ
ノールアミン、0.05 % CTAB）、ポリマー添
加剤（0.05 % セルロース）、コーティング
キャピラリーを使用する

キャピラリー末端が平滑に切断さ
れているか確認する

キャピラリーとバイアルとの距離
を確認する

マイクロバイアルの内容量や気泡の
有無を確認する

バイアルキャップが適切に締まっ
ているか確認する

試料濃度を高くし、圧力流により
確認する

UV スペクトルを採取し、最大かつ
適切なバンド幅を使う

試料とバッファの導電率の差を最
大限にする

光路を延長したキャピラリーを使う

キャピラリーのコンディショニングに
より、表面を平衡状態する、または
バッチ間のキャピラリーの差を避ける

極端な pH 変化を避ける（表面でヒ
ステリシスが生じます）

バッファ濃度（キャパシティ）を上
げるか、定期的に交換するかして、
バッファの劣化を最小限に抑える
蒸発を避けるには、バイアル
キャップの締まりを確認する
コンディショニング廃液の流路を
確認する

バッファ交換に液面高さの自動レ
ベル合わせ機能を使用する [短く、
内径の広いキャピラリー（75～100
µm）では特に重要]

試料の注入量または濃度を下げる

低分子イオンの間接 UV 検出で特に
顕著

キャピラリーの温度を制御する
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表 4.4
CE�でよく見られる症状のトラブル
シューティング

症状

ピーク面積の再現性が
低い

ピークの問題
ピークがない

ピーク/スパイクが多
すぎる

考えられる原因

試料バイアル中の試料が不足、
または注入時間が短すぎる

試料の排出

試料のキャリーオーバー

電気的移動法による注入後の
試料の劣化

試料の蒸発（特に少量 < 20 µL
の場合）

キャピラリー表面への試料の
吸着（ピークテーリング、溶出
しない成分）

試料へのキャピラリーの浸漬
によるゼロ注入

移動時間の変化

低いシグナル/ノイズ比による
不適切なピーク積分

温度の変化

分離時間が短すぎる

他の原因: 「電流が生じない」お
よび「フラットなベースライ
ン」を参照

前回分析の残留物

試料の分解

気泡

試料/バッファ中の固形物

対策/コメント

バイアルの試料量を確認する

注入時間を長くする

試料後にバッファプラグを注入す
る、または電圧勾配を利用する

キャピラリー末端が平滑に切断され
ているか確認する

キャピラリー末端からポリイミド
コーティングを除去する

両キャピラリー末端のバッファ浸
漬をバイアル間で変更する

1 試料あたり注入 1 回にする

試料バイアルのキャップをしっか
りと締める

試料トレイの温度を制御する（冷却）

極端な pH、高いバッファ濃度、バッ
ファ添加剤（ジアミノプロパン、ト
リエタノールアミン、0.05 % CTAB）、
ポリマー添加剤 (0.05 % セルロー
ス）、コーティングキャピラリーを
使用する

排除は不可能。注入量を増やす

適切なピーク面積（A/t）を用いる

積分パラメータをよく監視する

キャピラリーの温度を制御する

分析時間を長くする

キャピラリーを長くする

キャピラリーを洗浄する

試料を新しくする; 試料バイアルの
温度を確認する

バッファを泳動温度まで温める
電圧を下げる

試料/バッファをろ過する（0.20～
0.45 µm フィルター）
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CE メソッドの開発をはじめる前に、堅牢なアプリケーションメソッドで分
析したいと考えている化合物に関する情報をできるだけ集めることがきわ
めて重要です。

1. もっとも効率的で確実な方法は、化合物やメソッドに関連するアプリ
ケーションキットの形で提供されている CE 機器メーカーの詳細なアプリ
ケーションや技術ノートを調べることです。こうしたキットを利用すれ
ば、堅牢で信頼性が高く、他のラボにも移管させやすいメソッドを適用
することができます。この方法が使えない場合は、次のステップに進み
ます。

2. 化合物に特化したアプリケーションメソッドに関する科学文献を探しま
す。多くの無料インターネットサービスでは、特定アプリケーションに
関する科学文献を検索することができます。
http://scholar.google.comは、関連情報を検索する場合に、特に広く利用
できるインターネットブラウザプログラムです。例え関連する文献が見
つかっても、記述されているアプリケーションが信頼できる堅牢なもの
かどうか（すなわち、主要な実験パラメータの多くが変更されても耐え
られるメソッドかどうか）を調べる必要があります。文献検索でも情報
が得られない場合は、次のステップに進みます。

表 4.4
CE�でよく見られる症状のトラブル
シューティング

4.4.��メソッド開発

症状

ピークの問題
ピークが少なすぎる

考えられる原因

不適切な波長

分離時間が短すぎる

電気的移動法による注入後の
試料の劣化

分析対象物と壁面の相互作用

壁面への吸着またはバッファ
の涸渇による EOF の阻害

対策/コメント

波長の設定と精度を確認する

分析時間を長くする
キャピラリーを長くする

1 試料あたり注入 1 回; サンプルを
新しくする

バッファで洗浄する、または再コ
ンディショニングする
分析条件を確認する

バッファで洗浄する、または再コン
ディショニングする
バッファを交換する
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3. 分析者が所属する会社や研究機関内の専門知識を利用します。堅牢で移
管可能な CE メソッドの開発は、分析メソッドの良し悪しが製品開発の効
率に大きな影響を及ぼす製薬業界ではきわめて重要です。そのため、メ
ソッドの開発方法に関する信頼性の高い情報は、製薬会社に所属する経
験豊富な科学者から生まれます 80, 82。これでもうまくいかない場合は、次
のステップに進みます。

4. メソッドを一から開発します。

メソッドの目的として、品質管理（QC）ラボに移管するため、製品開発
（生物医薬品）で使用するため、または、汚染や混入、プロセスに関する
深刻な問題を解決するため等、さまざまな種類があります。メソッドを開
発する際には、その目的を明確にしておく必要があります。

メソッドの目的が明確になったら、目的化合物について、分離能、移動時
間の再現性、定量といったメソッドのパフォーマンス要件を決める必要が
あります。一般に、シンプルな BGE と十分な緩衝能を用いた CE メソッドは、
きわめて堅牢なものになります。堅牢なメソッドは、比較的 CE 使用経験
の浅い QC ラボにもうまく移管できることが明らかになっています。80 CE メ
ソッドのパフォーマンスを高めるためには、機器設定、注入手順、試料や
標準試薬を含めた BGE の組成と前処理などの主要な実験パラメータを慎重
に検討する必要があります。

2 章では、CE の基本的な 6 つのモードを説明しました。CE モードの選択は、
分析する化合物の種類に強く依存しています。表 4.5 では、各モードに推奨
されるアプリケーションをまとめています。
モード 分析対象物 主なアプリケーション
キャピラリーゾーン 低分子イオン性有機化合物、 定量; 不純物測定、薬剤安定性試験、
電気泳動（CZE） 無機イオン QC、プロセス管理、腐食試験など

ミセル動電クロマト 低分子イオン性および中 定量; 不純物測定、薬剤安定性試験、
グラフィー（MEKC） 性有機化合物 QC など

キャピラリー電気クロ 低分子イオン性および中 あまり普及していない。固相抽出に
マトグラフィー（CEC） 性有機化合物 よる事前濃縮

キャピラリーゲル電気 タンパク質、ペプチド、 バイオ薬剤研究; サイズ測定、純度確認
泳動（CGE） オリゴヌクレオチド、 （PCR 産物）、特性解析（電荷の不均一

DNA、RNA 性、翻訳語修飾、糖鎖分析）、QC およ
びプロセス（発酵）管理
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分析対象の化合物は、1 mg/mL までの濃度、かつあらゆる pH で、水や一般的
な BGE に溶解しますか？水溶性に問題がある場合、少量（25 % v/v まで）の
メタノールやアセトニトリルに溶解しますか？100 mM SDS を使えば、低分子
中性化合物は溶解しますか？タンパク質試料では、7 M の尿素やエチレング
リコールなどの可溶化剤が役に立ちますか？分析対象物は熱に対して不安定
ですか？または特定の pH で不安定になりますか？溶質はイオン化しますか

（pKa）？発色団を持っていますか？どのようなマトリックスに含まれてい
ますか？どれくらいの数の成分が、どの程度の濃度で存在していますか？

こうした情報を集約しまとめれば、メソッド開発で役に立ちます。上記の
質問の一部に対応したダイアグラムの例を図 4.12 に示します。

4.4.1.��はじめに

表 4.5
CE�モード、分析対象物、アプリケーション

モード 分析対象物 主なアプリケーション
キャピラリー等電点 タンパク質、ペプチド 生物薬剤 pI 測定、同定
電気泳動（CIEF）

キャピラリー等速 低分子イオン 事前濃縮テクニック
電気泳動（CITF）

可溶性

電荷は？

発色団は？

CZE 間接 UV
または <200 nm CZE, MEKC MEKC, CEC

発色団は？

標識

Y N

YN Y N

図 4.12
CE�メソッドを開発するためのフローチャート
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化合物特性は試料化合物の重要な特性で、分析に影響を与えます。溶解性
が低いと、定量やキャリブレーションが不正確になり、試料の沈殿による
キャピラリーの詰まりや電流の不安定化につながることがあります。化合
物の安定性が低いと、未知ピークが多くなり、同定が難しくなります。化
合物特性情報を得られない場合は、実際の実験（各種溶液中での溶解性の
視認、DAD の点灯による試料劣化の確認、200 nm における長期間のシグナル
安定性、スペクトル変化の確認など）が必要となることがあります。

試料マトリックスにも注意が必要です。塩濃度の高いマトリックスに低濃
度の分析対象物が含まれている場合は、電気的拡散によるゾーンの広がり
（1.3.4.5 項参照）や検出能の低下が生じます。こうした現象は、電気的移動
法による注入を行っている場合、さらに悪化します（試料の導電率が高い
ため、導入される分析対象物の量がきわめて少なくなってしまいます）。
そのため、過度の塩は除去する必要があります。試料中の塩を除去する手
法には、以下のものがあります。

• 電気的移動法において注入を妨げるイオンを除去する透析*（フロート透
析では、塩が膜孔を通って水を入れた皿に拡散し、分析対象物 [DNA など]
はそのまま残ります）

• C 18 カートリッジによる脱塩*（たとえば、タンパク質のトリプシン消化物
の正確なペプチドマッピングを可能にします）

• 脱イオン水を用いた試料の希釈（10～50 倍）により、試料のスタッキング
を可能にする手法（3.2.3 項参照）

• 試料注入前に水プラグを注入し、イオンの注入ゾーンを減少させる手法
• 試料注入前（高導電率:リーディング液の形成により分析対象物を ITP 濃縮）
および後（低導電率: ターミナル液の形成により分析対象物を ITP 濃縮）の
バッファプラグ注入

• リーディング液とターミナル液で試料プラグを挟む手法（分析対象物の
ITP 濃縮）
（* これらの手法は、実際にマトリックスから塩成分を除去するものです）

塩濃度の高いマトリックスの処理方法を選ぶためのフローチャートを図
4.13 に示します。
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この CE メソッドは、幅広いイオン分子に使用されています（表 4.5 参照）。堅
牢な CZE メソッドの開発は（他のすべての CE モードも同様です）、単純で堅
牢な BGE の最適化が基礎となります。まず、pH 2～9 の範囲に対応する一連
の単純な（または一般的な）バッファから検討を始めるのがよいでしょ
う。バッファ劣化の影響を抑えるには、pKa に近いバッファの pH を選択する
のが良い方法です。図 4.14 のフローチャートが示すように、良い結果を得る
ためには、まず十分なキャピラリーのコンディショニング（4.2 項）と安定
した EOF の構築（1.3.2 項）が重要です。

4.4.2.��キャピラリー
ゾーン電気泳動
（CZE）

タンパク質 >1 µg/mL?
ペプチドマッピング >1 mg/mL?
DNA >1 µg/mL?
発色団のある有機物 > 50 ppb?
無機イオン > 1 ppm?

N

 

NY

 

試料の
脱塩 中断

Y
Y

等速
電気泳動法
を使用

試料の希
釈または
脱塩

バッファ
導電率の
上昇

電気的移動法に
よる注入を使用
（定量は困難）

続行

マトリックスに高濃度
のイオン（塩など）が
含まれている？

マトリックスに高濃度
のイオン（塩など）が
含まれている？

図 4.13
塩濃度の高いマトリックスの処理方法を示すフローチャート
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CZE では、分析対象物はおもに移動度の差により分離します。移動度の差は、
質量電荷比に影響を与えるあらゆる要因により生じます（1.3.3 項および
1.3.5 項参照）。化合物の有効移動度（µeff）を変化させるためには、イオン化
の程度（αi ; 1.3.1 項）を変え、正味電荷（q）を変化させる必要があります。
正味電荷は、以下により操作できます。
• バッファの pH
• バッファのイオン強度（I）
• 錯体形成
• 界面活性剤（イオンペア）
• 特定の色素標識（FITC、APTS; 3.4.2 項）

化合物の質量は操作できませんが、化合物の流体力学的（またはイオン
的）容積は、以下の影響を受けます。
• バッファイオン（I）または異なるバッファ共イオンとの溶媒和
• 変性（温度や SDS などの界面活性剤によるタンパク質の変性など）
• 電荷操作に関して説明した他の要素

完全にイオン化した物質の場合 [陰イオン（F-、Cl-、Br-）および陽イオン
（Li+、Na+、K+）など]、これらのイオンの正味電荷は等しくなりますが、
結晶半径が大きくなると、電荷順は以下のようになります:

濃縮または
脱塩

機器
キャピラリー:  50 µm id, l=56 cm, L=64.5 cm
注入: 圧力: 250 mbar x s (約 5 nL)
電圧:  30 kV
温度:  25 °C

MEKC 

CZE
50 mM リン酸、pH 2.5
50 mM リン酸、pH 7
50 mM ホウ酸、pH 9

溶質は EOF から分離する？

ピークはある？

Y
N

溶解性を確認（エッペン
ドルフチューブに入れた
バッファに試料を溶解する）

濃度を確認（圧力により試料を
押し出す）

Y

最適化
（次ページ）

やり直し

N

図 4.14
適切な CZE�メソッド開発における初期ステップのフローチャート
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F > Cl > Br; Li > Na > K。これらのイオンが溶液中にある場合、溶媒和（イオン）容積
も同じ順序になります。これにより、CZE において、溶出順序の逆転が生じます。

しかし、低分子の弱酸および弱塩基では、これらの化合物が完全にイオン
化された状態（αi = 1）になっている場合、CZE 分離はほとんど不可能です。
この場合、化合物の電荷は等しくなりますが、イオン容積はきわめて近接
したままになります。幸い、これらの化合物は通常 pKa が異なるため（図 1.3
参照）、適切なバッファ pH [pH = Σ(pKa`s）/2 のバッファなど] を選択すれば
分離できます。このようなバッファ pH と電荷の影響は、有名な Henderson-
Hasselbach の式により計算することができます。

この（4.1）式から導くと、αi は以下のように表されます。

ポリペプチドやタンパク質の場合、構成成分のアミノ酸（AA）をそれぞれ
独立した成分と考えれば、正味電荷と等電点（pI）も計算できます。83,84

このように、CZE ではバッファ pH と化合物の正味電荷がわかっていれば、目
的化合物の溶出順序を予測することができます。こうした予測に、ピーク
形状や分離能、適切な移動時間の確認を組み合わせた実験確認は、図 4.15 に
示すフローチャートに従って実行できます。

一般に、チャートで示したパラメータを最適化することにより、目的のメ
ソッドが開発され、堅牢性のテストが可能になります。

4.1

4.2

−
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log
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a

pKpH

pKpH
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−

+
=
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For a monoprotic acid or base, the charge (q) 
can then be calculated:

q  = -α (for weak acids)
= (1-α) (for weak bases) 

(     )
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( )a
a

pKpH

pKpH

i −

−

+
=

101
10

一塩基性の酸および塩基の場合、
ここから電荷（q）を計算できます。 
q  = -α （弱酸の場合）

= (1-α) （弱塩基の場合）

4.1

4.2
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化合物の分析時間とその定量という 2 つのメソッドパフォーマンス要件に
ついては、詳しく説明していません。化合物の分析時間が、割り当てられ
た分析時間の枠内に収まるかどうかを考慮するだけでは十分ではありませ
ん。原則として、化合物の移動時間（tm）は再現性がなくてはなりません。
移動時間が変動すると、定量のミスにつながります。移動時間の変動を抑
えるためには、適切なキャピラリーコンディショニング（4.2 項）が不可欠
です。移動時間の変動に関する対策については、トラブルシューティング
の項（表 4.4）を参照してください。EOF の若干の変動を解決できない場合は、
絶対的な移動時間や移動度の代わりに、相対的な移動時間や移動度を使用
すると効果が出ることがあります。

目的化合物の適切な定量は、あらゆる CE メソッドできわめて重要となりま
す。CZE により分離するためには、化合物が異なる電気泳動移動度を持って
いる必要があります（1.3.3 項）。しかし電気泳動移動度が異なるという事は、
化合物が検出器内に留まる時間にも違いが生じるため、注入量（mol）やモ

注入量を減らす
電圧を上げる
キャピラリーを長くする
キャピラリー内径を小さくする

ピーク形状は良好？

分離は十分？

CZE バッファ

バッファ濃度を 2 倍に
pH の最適化
バッファイオンの変更
PVA コーティングキャピラリーの使用 分析時間は問題ない？

N

N

注入の最適化
キャピラリー長
キャピラリー電圧
キャピラリー温度

適応
pH の最適化（中程度）
濃度の最適化
キャピラリーを短くする
バッファ濃度を下げる
温度を上げる
圧力と電圧を適用
時間プログラム電圧 v

N

図 4.15
最終的な CZE�メソッドを最適化するためのフローチャート
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ル検出器レスポンスが同じ場合でも、異なるピーク面積が記録されること
になります。こうした問題は、移動時間で補正したピーク面積（A/tm）と
いう標準化を用いることで解消します。定量の際に考慮すべき他の現象と
しては、以下のものがあります。
• 再現性のないピーク面積
• 低い検出器シグナル
• 不安定な（ノイズなど）ベースライン
• 不規則なピーク形状

こうした現象と、考えられる原因および対策については、4.3 項（トラブル
シューティング）と 3.4 項（検出）で説明しています。
定量に関する注意:内部標準（IS）を使用すれば、注入が不完全な場合でも、
注入量の変動を補正することができます。そのため、IS の使用を強く推奨し
ます。

CZE メソッドを開発するためのきわめて効果的なツールが、Gas らにより開発さ
れています。これは PeakMaster と呼ばれるシミュレーターです。このプログラ
ムを使えば、CZE におけるBGE や分析対象物の挙動を予測することができます。

PeakMaster（PM）では、以下のことを計算できます。
• pH、イオン強度（I）、緩衝能といった BGE の主要パラメータ
• 直接 UV または蛍光検出のシグナルレスポンス、間接光検出の伝達比（TR =
感度; 3.4.1.4 項参照）、非接触電気伝導度検出（CCD）のモル伝導度レスポン
ス（= 感度）といった分析対象物の主要パラメータ

• ピーク変形を引き起こす分析対象物の傾向（= 電気的拡散; 1.3.4.5 項）
• システムゴーストピークの位置（= 固有ピーク）
• システム固有ピークの大きさ

PM は以下のことをシミュレーションします。
任意の電解液における試料成分のエレクトロフェログラム。
シミュレーションしたエレクトロフェログラムと実験により得られたエレ
クトロフェログラムの比較を、図 4.16（シミュレーション）および（実験）
に示しています。

4.4.2.1.��PeakMaster�による
シミュレーション
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この実験では、市販バッファ [20 mM PDC（ピリジン 2,6 ジカルボン酸）に、
電気浸透流を逆転させる 0.5 mM のテトラデシルトリメチルアンモニウムヒ
ドロキシド（TTAOH）と約 55 mM の NaOH を添加し、pH = 12.1 にしたもの] で
陰イオン混合物を測定し、間接 UV により出しています。

2 つの図は、分析対象物ピークと固有ピークの位置と形状がシミュレーショ
ンと実験で良好に一致していることを示しています。しかし、PM にはそれ
以外の利点もあります。

実験
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図 4.16
バッファ pH�12.1�における陰イオン混合物のレスポンス、ピーク形状、固有ピー
クのシミュレーション B）バッファ pH�12.1�における陰イオン混合物の実験で得
られたエレクトロフェログラム
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PM は以下のことを予測します。
• 分析対象物ピークの変則的な拡散を生じさせるシステム固有ピークまたは
共鳴現象の存在

PM は以下のことを可能にします。
• BGE 組成の最適化により、ゾーンの広がりを許容範囲内に抑えながら検出
器感度を高めます。

• PM は使いやすいプログラムで（説明用のチュートリアルが含まれていま
す）、参考 85 から無料でダウンロードできます。

ミセル動電クロマトグラフィー（MEKC）については、2.2 項で説明していま
す。MEKC は、試料中の分析対象物の大部分が電荷をもたない、あるいはわ
ずかな電荷のみをもつ場合に用いられます。臨界ミセル濃度（CMC）を超
える濃度の界面活性剤により形成される擬似固定相により、ミセルとバル
ク溶媒（BGE）の間で溶質の分配が生じます。そのため、RP-HPLC と同様、分
析対象物の疎水性の差（α1,2 = k2’/k1’ など、2.2 式参照）や分析対象物とミセ
ルとの相互作用から生じる選択性の違いにより、分析対象物が分離されま
す。ほとんどの MEKC アプリケーションでは、分離の最適化と MEKC メソッ
ドの開発は、RP-HPLC と近い流れになります。ただし、CEZ メソッド開発で説
明したように、化合物の溶解性、安定性、試料マトリックスやキャピラリー
のコンディショニング手順については、MEKC メソッド開発で検討する必要
があります。こうした要素により、適切な BGE（バッファ）の選択肢や、中
程度の EOF から高い移動度を示すミセルまでの溶出タイムウィンドウが決
定されます（3.2.3 項の MEKC における試料スタッキングも参照）。適切なバッ
ファを選択したら（初期 CZE 実験などにより）、すでに説明したように基本
的なメソッドパフォーマンス要件（分離能、移動の再現性、適切な定量）
を確認する必要があります。

HPLC になじみのある人にとっては当然のことですが、MEKC の分離能は、以
下の影響を受けます。
• 界面活性剤の濃度または種類（たとえば、k’ は SDS 濃度が上がると上昇し
ます）

• 温度（一般に、温度が下がると k’ も下がります）

4.4.3.��ミセル動電
クロマト
グラフィー
（MEKC）
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• 有機溶媒（メタノール、プロパノール、アセトニトリル、通常は < 40 % v/v）
が含まれている場合、添加剤の量が増えると保持力が低下し、同時にタ
イムウィンドウが広がります。

• pH（十分な EOF が生じる pH は通常 pH > 6; それよりも低いと EOF が低下す
ることがあります: 移動時間が長くなったり、分析対象物の電荷が変化する
こともあります）

こうしたパラメータの微調整手順を、図 4.17 のフローチャートで示してい
ます。通常は、このチャートに従えば最適化された MEKC メソッドが得られ
ます。

注:上記パラメータの変動（[SDS 濃度]、温度、有機溶媒 %、pH）による分離
能の変化は、分析対象物の順序の大幅な変化につながることがあります。
溶出位置を把握するために、自作またはあらかじめ設定されたスペクトル
データベースを用いてスペクトルを確認することを強く推奨します。

MEKC

初期 CZE 実験より ‒ ピークが EOF
と分離しない

試料に中性物質が含まれる、または
イオン性物質と中性物質の混合物50 mM SDS pH 9.0

分離能は十分？
ピーク形状は良好？

分析時間が長すぎる？

キャピラリーを短くする
[SDS] を少なくする
温度を上げる

[SDS] 25 – 100 mM を変更
温度を変更
有機溶媒を添加
(5 – 30 %)

注入の最適化
キャピラリー長
キャピラリー電圧
キャピラリー温度

N

N

Y

Y

調整

図 4.17
MEKC�の分離能および移動時間を最適化するためのフローチャート
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ここで説明する手法は MEKC と CZE を組み合わせたもので、キラルミセルだ
けでなく、シクロデキストリンやコール酸塩といった非ミセルキラル選択
剤も BGE に追加することができます。CE は汎用性とコスト効率に優れてい
るので、HPLC よりも好まれることが多くなっています。そのため、CE によ
るエナンチオマー化合物の分析は、製薬業界で広く利用されています。CE
によるキラル分離のメソッド開発と堅牢性のテスト手法については、製薬
関連の科学者により数多く発表されています。80, 82

エナンチオマー（鏡像異性体）は、非対称の炭素中心を含む分子です。物
理化学的な特性が等しい分子的鏡像であるため、通常の LC や CE での分離は
きわめて困難です。固定相との結合（LC）または BGE に添加した純度の高い
他のエナンチオマー化合物（キラルセレクター）との相互作用により、分
離可能なジアステレオマーが形成されます。キラルセレクターの例と、エ
ナンチオマー対分離におけるキラルセレクターの影響を、図 4.18 と 4.19 に
示しています。

シクロデキストリン（CD）は、もっとも広く使用されているキラルセレク
ターです。グルコース単位からなる物質で、円錐形の分子形状を有してい
ます（底のないバケツに似ています）。グルコース単位は、各種の官能基

（荷電または非荷電）により修飾できます。6、7、8 個のグルコース単位をも
つ CD を、α-、β-、γ-CD と呼びます。エナンチオマー分子対の分離（キラル
識別）は、分子対の一方が他方よりもバケツ型の CD の分子に近づきやすい

（その結果、疎水性内包または水素結合が生じる）という性質を利用して
います（立体反発）。CE では、荷電 CD を用いて中性エナンチオマーを分離
し、非荷電 CD により荷電エナンチオマーを分離します。

一般に、キラル分析メソッドの開発は、キラルセレクター（CD）を添加し
ていない良好な CZE バッファから開始し、ラセミ物質の良好なピークを採取
します。その後のキラル分離メソッドの開発手順を、複数のフローチャー
トで説明しています。そのうちの 1 つを図 4.20 に示しています。

次のチャート（図 4.21）は、荷電または中性エナンチオマーが試料に含まれ
ている場合の選択肢を示しています。

4.4.3.1.��エナンチオマーの
分離
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図 4.18
キラルセレクター（ß-シクロデキストリン）の構造
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図 4.19
分離を生じさせるキラルセレクター

分離を与えるセレクターを選ぶ

分離を与えるセレクター濃度を最適化

分離を与える機器パラメータを最適化

アキラル条件で良好なピーク形状を得る

図 4.20
キラルメソッド開発の初期手順およびその
後の手順を示すフローチャート
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中性エナンチオマーの場合、荷電 CD は特異的相互作用を与え、CD の電荷を
もとに電場で識別されます。キラル界面活性剤も電荷をもち、その結果
MEKC 分離が生じます。CD と SDS を使用するケースでは、エナンチオマーが
CD により識別され、SDS ミセルにより運ばれます。

荷電（または荷電可能な）エナンチオマーの場合、電荷を誘発するバッ
ファをより慎重に選択する必要があるため、最適化は難しくなります。こ
のアプローチをフローチャートで説明しています（図 4.22）。

エナンチオマー対のピーク形状（キラルセレクターを追加せず）が良好な
場合は、キラルセレクターのスクリーニングを行います。ある程度の結果
が得られたら、チャート（図 4.23）に示されているように、さらなる最適化
を行います。

この続きの最適化では、CD 濃度、追加バッファ、機器パラメータなどを調
整します。キラル分離を最適化するうえで重要となる機器パラメータは、
温度です（図 4.23 参照）。温度は、pKa（4.4.2 項）やエナンチオマーとキラル

キラル界面活性剤

CD および SDS

荷電 CDs

脂肪族化合物の場合はキラル界面活性剤 (pH 7-9)
芳香族化合物の場合はコール酸塩 (pH 7-9)

γ CD および SDS (pH 7-9)

アミノ基置換CD (pH<9)
カルボキシル基置換CD (pH>5)

中性溶質

荷電溶質
酸

塩基

脂肪族化合物

脂肪族化合物

芳香族化合物
CDs (pH 3-8) β,γ

α
ベンゼン環: 
ナフタレン:  

置換 CDs: メチル-、 
ヒドロキシプロピル

クラウンエーテルによりキラル
分離および間接検出

検出にあたって誘導体化が必要

図 4.21
中性および荷電エナンチオマーの分析方法の最適化手順を示すフローチャート
注： 各種の CD、キラル界面活性剤などの種類は、試薬メーカーのカタログに明
記されています。



151

4実際の操作とメソッド開発

セレクターの錯体形成といった化学平衡に影響し、分子（タンパク質な
ど）の構造変化を誘発することがあります。キラル分離の場合、一般に温
度が低いとエナンチオマーの分離が向上しますが 86、逆の効果も観察され
ています。87
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N
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（酸）

Y
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1. 分析対象物
   の電荷、
   溶解性
2. 感度

低い濃度および高い濃度の CDを
試し、保持力をモニタリングする

MEKCシステムを用いる

スルフィルブチルエーテル-ß-CD
またはキラル界面活性剤を試す

Y

電荷は？
初期
バッファ
選択

20-50 mM 
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20-50 mM ホウ酸
またはリン酸、pH 7-9.5

アキラル分析：
ピーク形状は良好？

CDの
スクリーニング
(20 mM) 

ß-CD ヒドロキシプロピル-ß-CD ジメチル-ß-CD γ-CD

ある程度のエナン
チオマー分離能が
得られた？

トリメチル-ß-CD

図 4.22
荷電エナンチオマー分析方法の最適化手順を示すフローチャート
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CD 濃度のさらなる
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次の最適化に移る

CD 濃度の
最適化

分離能は
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副次的な
パラメータ
の最適化 注入
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バッファ
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図 4.23
荷電エナンチオマー分離における最適化手順を示すフローチャート
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HPLC と同じく、CEC では、試料化合物の分離に幅広い種類の移動相を使用で
きます。中性溶質を分離する場合は、HPLC と同じ最適化アプローチ（有機溶
媒の種類と濃度のバリエーション）を用いることができます。CEC と HPLC の
大きな違いは、CEC では、固定相が保持力と選択性だけでなく、EOF と溶媒
の線速度にも影響を与える点です。2.3 項で説明したように、電気浸透流の
速度は、EOF が生じる表面の電荷密度に依存しています。シリカベースの充
てん粒子の場合、表面シラノール基の解離度と電荷密度は、溶離液の pH に
強く影響されます。EOF の速度は、各種の逆相分配固定相の pH のほか、有
機溶媒濃度やバッファイオン強度（I）といった化学パラメータにより変化
することが明らかになっています。88,89 CEC メソッド開発では、こうしたパ
ラメータの変更が選択性（α）、効率（N）、分離能（R）に与える影響を推
定することができます。まとめると、次のようになります。

溶出溶媒は、80 % アセトニトリルと 20 % バッファを混合して調製するのが
最適です。アセトニトリルはメタノールの 2 倍の EOF を生じさせます。一方、
保持しない EOF マーカーとしてチオ尿素を測定し、EOF 移動度の計算（µEOF）
に使用します。

バッファはアセトニトリルと混合する前に適切に調製します。適切な pH 範
囲に対応し、選択性や効率に影響を及ぼさないバッファとしては、Tris（pH
8）、MES（pH 6）、酢酸ナトリウム（pH 4）、リン酸塩（pH 2）などがあります。
バッファのイオン強度を下げれば、EOF は上昇します。低いバッファ濃度（20
～50 mM など）と周囲温度以上のキャピラリー温度を用いるのが第一選択と
して推奨されます。ほとんどの RP-HPLC 相は、HPLC と CEC で同じ挙動を示し
ます。HPLC から CEC へメソッドを移管する場合、アセトニトリルを修飾剤に
使用していれば、たいていはグラジエント LC メソッドをアイソクラティッ
ク CEC メソッドに置き換えることができます。

当然のことながら、CEC に対する試料マトリックスの影響も大きいので確
認する必要があります。このわかりやすい例を、Taylor ら 90 が示していま
す。Taylor らの例では、尿中のステロイドを数回注入したところ、カラムが
使用不可能になりました。しかし、C8 と SAX 抽出（SAX = 強陰イオン交換）
により尿試料をクリーンアップした前処理を行ったところ、CEC カラムは
200 回以上の分析に耐えられるようになりました。

また、Euerby らは、HPLC メソッド開発で用いられている中性化合物分離に関
する定説は、CEC に直接応用可能であると結論づけています。91

4.4.4.��キャピラリー
電気クロマト
グラフィー
（CEC）
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3.6 項で説明したように、質量分析による検出は CE 分離に強力な情報を与え
ます。MS では、分子量の精密測定（質量誤差が ppm レベル）や物質特異的
なフラグメンテーション（マルチプルリアクションモニタリング）、気相
イオン分子反応（電子移動解離）、ライブラリ検索などによる化合物の同
定が可能です。

しかし、CE と組み合わせる際には、実際面で重要な条件を考慮し、設定を最
適化する必要があります。ここでは、三軸チューブ CE-MS インターフェース
を例に説明します。

3.6 項で説明したように、CE-MS では、CE の分離キャピラリーのアウトレッ
ト側を液体を介して接地させ、MS インレットの前で噴霧する必要がありま
す。CE の分離キャピラリーはネブライザーをとおり、内側のステンレス製
ニードルチューブから極僅かに突き出した位置で固定されます。安定性を
保つため、CE キャピラリー末端の位置をネブライザーの位置調整リングで
精密に調節する必要があります。良好な電気的接続のためにこのキャピラ
リー位置の調節は非常に重要です（図 4.24）。

4.4.5.��CE-MS

4.4.5.1.��圧力インターフェース
と電気的接続

A

B

図 4.24
A）最適な位置の CE�キャピラリーでは、良好な電気的接続が得られています;�B）CE
キャピラリーの突き出しが大きすぎると、CE�および ESI�電流が不安定になります。
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CE 装置と MS インターフェースの構造や配置を考えると、CE インレットバ
イアルと MS インターフェースをつなぐためには、最短でも 50～60 cm ほど
のキャピラリー長が必要となります。UV 可視検出を CE 装置で用いる場合
は、さらに 20 cm が必要です。UV 可視検出の使用は、トラブルシュート診断
や最適化などの作業に適しています。

キャピラリー末端は塞がっていないので、インレットキャピラリーの液面の高
さをアウトレットキャピラリー（ネブライザーの先端）の位置に合わせる必要
があります。そうしないと、いずれかの方向でサイフォン現象が生じ、イン
レットバイアルが空になったり、分離キャピラリーにシース溶媒が引き込まれ
たりすることがあります。図4.25 は、この重要なポイントを示しています。

3.6 項で説明したように、アジレントおよび Bruker 社の MS では、CE および ESI
電圧の両方が接地されています。ネブライザーと CE と MS 上の金属部分を接
触させるようにし、金属製の接地ケーブルを用いることで接地できます。

図 4.25
サイフォン現象を防ぐためインレットバイアル液面の高さをアウトレット（ネ
ブライザー先端）の高さと同じします。
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この構造のネブライザーは、安定したスプレー状態をを維持するためにネ
ブライザーガスを用います。通常は、乾燥した窒素ガスで十分です。通常
10～20 psi 程度にガス圧力を設定します。

ネブライザーガスにより、キャピラリー中の溶質の動きにさらなる圧力流
が加わる点にご注意ください。ネブライザーガスの圧力により、キャピラ
リー内で BGE を引っぱる吸引効果が生じることがあります。この流れは圧力
によるものなので、ゾーンの広がりが増加します。また、注入中にこの吸
引効果が生じると、気泡がキャピラリー内に侵入し、電流が流れなくなる
ことがあります。ゾーンの広がりは、インレットバイアルに負の圧力を加
えてバランスをとることで解決できます。気泡の吸い込みは、試料注入時
にネブライザーガスの圧力をゼロにすることで容易に回避できます。

シース溶媒は、BGE とシース溶媒を運ぶ管との電気的接触をつくるためのも
のです。そのため、シース溶媒自体が導電性をもつ必要があります。シー
ス溶媒に揮発性の有機酸または塩基（アンモニア）を低濃度添加すること
により、シース液の導電性を得ることができます。シース溶媒の pH が BGE
と異なる場合、BGE よりも多く供給されることから、溶質のイオン化状態は
シース溶媒の pH が支配的になります。たとえば、pH 7 で CE 分離を行い、低
pH のシース溶媒を用いる場合、塩基性の溶質はシース溶媒の影響により陽
イオンになります。反対に、アンモニアにより pH を高くしたシース液溶媒
を用いることで、負イオンモードで MS 検出を行うことも可能です。

シース溶媒はほとんどの場合、アセトニトリル、メタノール、イソプロパ
ノールといった水溶性有機溶媒で構成されています。水が混合物の約 1～20 %
を占めます。シース溶媒の組成は、たいていは実験により最適化されます。

シース溶媒は流速 5～25 µL/min で移動します。そのため、電動のインフュー
ジョンポンプを使うこともできます。しかし、インフュージョンポンプに
よる送液は通常、プランジャーがシリンジ外筒を継続的に押し続けている
間不安定になります。そのため、MS ベースラインシグナルにノイズが生じ、
時には大きく変動することがあります（図 4.26）。

4.4.5.2.��ネブライザーガス
圧力の設定

4.4.5.3.��シース溶媒の移動、
シース溶媒の組成
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質量分析と組み合わせた CE 分離で用いるバッファは、揮発性を有し、溶質
のイオン化を阻害しないものでなければなりません。図 4.27 で、10 mM 酢酸
および 20 mM リン酸バッファのいずれかを用いた場合の 10 種類のペプチド
混合物の分離を比較しています。

BGE に揮発性バッファの酢酸を用いると、アバンダンスが 3～5 倍も高くな
ることが分かります。一方、不揮発性のリン酸バッファを用いた場合は、
トータルイオンエレクトロフェログラムに多数のノイズが生じてしまいま

4.4.5.4.��CE-MS�における
バッファ選択

5 mL シリンジを用いたインフュージョンポンプ、3 µL/min

1:100 スプリッタによる LC ポンプ、3 µL/min

時間 [分]0 0.5 1 1.5 2 2.5
0

10000

20000

30000

40000

50000

アバンダンス

図 4.26
シース流送液を伴う CE-MS�のベースラインシグナル。下図、アイソクラティッ
ク HPLC�ポンプ、300�µL/min、100:1�スプリット。上図、5�mL�リザーバを用いた
インフュージョンポンプ、3�µL/min。プランジャーと外筒壁で瞬間的に摩擦が生
じた際に、スティックスリップ（摩擦振動）現象が生じています。
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1000000
2000000
3000000
4000000 TIE

EIE

アバンダンス

時間 [分]4 6 8 10 12 14
0

2500000
5000000
7500000
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アバンダンス

10 mM 酢酸 pH 3.4 20 mM リン酸 pH 2.5

TIE

図 4.27
黒:�トータルイオンエレクトロフェログラム。緑:�抽出イオンエレクトロフェロ
グラム。条件: キャピラリー: 75 cm（22 cm）x 50 µm;注入: 150 mbar x s; 電圧: 27 kV;
温度: 25 °C; 検出: 206/10 nm、参照 450/80 nm; シース溶媒: 0.5 % HAc を含む 50 %
MeOH 4 µL/min; ネブライザーガス: 10 psi; 乾燥ガス: 10 L/min、150 °C; ES 電圧: - 4 kV;
MS 検出: m/z 350-650; 試料: 0.16 mg/mL 10 種類のペプチド混合物
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す。ペプチドのシグナルは弱くなり、かろうじて抽出イオンエレクトロ
フェログラムでシグナルを確認できる程度になります（右図の EIE）。低濃
度の不揮発性バッファ（緩衝能が小さい）は感度が低いものの、高濃度の
揮発性バッファを用いた場合よりややシャープなピーク形状を示します。し
かし、不揮発バッファをした場合の感度の低下や MS の汚染のリスク
は、CE-MS では避けられません。

実際の分析では通常、酢酸、ギ酸やその酢酸塩などのバッファが推奨されます。

キャピラリーゲル電気泳動（CGE）については、2.4 項で説明しました。この
タイプのゾーン電気泳動はおもに、核酸やタンパク質といった生体高分子
をサイズにより分離する際に用いられます。

核酸の場合、ほぼすべてのメソッドが開発済みで、そうしたメソッドはヒ
トゲノム計画（HUGO）完遂に至るまでの副産物と言えます。そのため、多
くの CE 機器メーカーが、どの機器でも使える調製済みの特定アプリケー
ション向け試薬や分析キットを提供しているのは、当然のことと言えま
す。そうしたアプリケーションには、以下のものがあります。
• 合成オリゴヌクレオチド*（プライマー、標準 DNA ラダーなど）
• アンチセンス治療*（チオリン酸）
• DNA 制限断片マッピング
• 遺伝疾患分析（遺伝子上の点突然変異など）
• PCR 生成物分析*
• 法医学 [タンデム反復数（VNTR）、短タンデム反復（STR）]
• DNA-タンパク質の相互作用
*で示すものは、物質のサイズ、純度、濃度を確認する広域 QA/QC プロトコ
ルの対象となるアプリケーションです。

分離キットは通常、次のもので構成されます。コーティング/未修飾フューズ
ドシリカキャピラリー、分離マトリックス [デキストラン、セルロース、リニア
ポリアクリルアミドなどの交換可能なポリマーが溶解したバッファ（たいてい
は Tris-ホウ酸/EDTA/尿素pH ~ 8）]、必要に応じて較正用マーカー、DNA ラダーなど。

一般的な分離条件: キャピラリー、Ltot ≈ 50 cm、Leff ≈ 40 cm; id = 75-100 µm; 電
気的注入（-）、5～10 kV、5～20 秒間; 分離電圧（-）、10～25 kV;温度: 25～30 ºC;

4.4.6.��キャピラリー
ゲル電気泳動

（CGE）
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検出: 260/8 nm
ふるい分けマトリックスについては、いくつかの一般的な注意事項があります。
• 異なるフラグメントサイズをふるい分けられるように粘度を調節できること。
• 各分析毎に再補充し、以下に対応できること。
1）試料の安定性の向上
2）移動時間の再現性の向上
3）キャピラリー汚染および試料キャリーオーバーの防止
4）150～200 回の分析を問題なく実施できるように 1 つのキャピラリーの

コーティング寿命を延ばす
• 未修飾フューズドシリカを使用する場合、分析回数はコーティングの安
定性に依存しません。

注:実際の試料および PCR 生成物では、核酸試料マトリックスの塩濃度がき
わめて高くなることがあります。塩濃度の高い試料を扱うテクニック
は、4.4 項の導入部で説明しました。

タンパク質のサイズ分析では、スラブゲル形式のドデシル硫酸ナトリウム-
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）が広く用いられています。
サイズ分析を可能にするために、タンパク質を陰イオン性界面活性剤の
SDS で処理し、一定の質量電荷比をもつ錯体を形成します（タンパク質 1 g
あたり SDS 1.4 g）。ゲルが分子ふるいを形成し、そこで電気泳動分離が行わ
れます。治療用タンパク質やモノクローナル抗体（mAb）を生成する組み
換えテクニックの登場により、キャピラリー形式の SDS-PAGE がスラブゲル
形式に代わって用いられることが多くなっています。これはおもに、SDS-
PAGE に比べて、CGE には以下の利点があるためです。
• 大量および少量の物質で高い分離能を実現
• 定量結果が向上
• タンパク質および抗体の不純物に関するプロセスの決定
• 自動化
• 分離結果の文書化

CGE 分析向けに、SDS 試料バッファおよびゲル（通常は特許製品）とともに
キットが提供されています。こうしたキットは、試料の前処理にも使用さ
れます（以下を参照）。このテクニックのメソッド開発は、以下のことを
決定する手順により構成されます。
• タンパク質を完全に変性または還元させる試料前処理条件
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• 内部標準（IS）および補正ピーク面積（A/tm）を用い、濃度の異なるタン
パク質の定量性の確認

• 分離パラメータの最適化
• 最大の感度を得られる最適な検出波長（たいていは高いバックグラウン
ド吸収を避けるために 280 nm を使用）

• 適切なデータ処理メソッド

試料の前処理 92 は、次の手順で行います。タンパク質または抗体 150 mg に
3 µL IS（10 kDa MW マーカー）、10 µL BME（rCE-SDS の場合。nrCE-SDS の場合
は同量の 250 mM IAM）を加え、SDS 試料バッファで 150 µL に調製します。混
合し、75 ºC の適切な温度で 10 分間遠心分離し、室温に冷却したのち、再び
遠心分離にかけて混合します。この試料を注入します。
(r = 還元; nr = 非還元; BME =ß-メルカプトエタノール; IAM = ヨードアセトアミド）

推奨される分離条件は次のとおりです。キャピラリー（未修飾フューズド
シリカ）、Ltot ≈ 35 cm、Leff ≈ 25 cm; id = 50～75 µm; 電気的注入（-）、10～15 kV、~
20 秒; 分離電圧（-）、10-15 kV; 温度: 20～30 ºC; 検出: 215/20 nm（または色素
標識による LIF）
一般に、CLOD 値（3.4 項参照）は UV 検出で最大 0.1 %（w/w）、LIF で最大 0.01
～0.05 %（w/w）です。

注: DNA、RNA、タンパク質のサイズ分離は、マイクロ流体キャピラリー電気
泳動（MCE）では標準的な手法です。MCE と CGE の根本的な違いは、CGE
ではバッファやポリマー、電圧、キャピラリー長などを自由に選んで最適
化できるのに対し、MCE では、こうしたパラメータはアプリケーションに特
化してキットの開発時にすでに最適化されてパッケージ化されているため、
ユーザーが最適化する必要がない（できない）という点です。

従来の IEF は、等電点（pI = Σ(pKa)/2）をもとにペプチドやタンパク質を分離す
る電気泳動テクニックです。分離は固定化した pH 勾配（IPG）ストリップ上で
行われ、ここでバッファグループ（アンフォライト）がポリアクリルアミ
ドマトリックスに直接付着します。通常、これが 2D（二次元）電気泳動の最
初のステップ（1D）となります。その後、ストリップで分離されたタンパ
ク質が SDS により処理され、SDS-PAGE による第 2 ステップでさらに分離され
ます。2D 電気泳動は現在でも、多くのプロテオームプロジェクトにおいて、複

4.4.7.��キャピラリー
等電点電気泳動
（CIEF）
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雑なタンパク質混合物を分離する主要テクニックとして用いられています。
CIEF（2.5 項参照）を用いた場合も、CE-SDS の項で説明したのと同じ利点（自
動化、高分離能、再現性、タンパク質および抗体および関連不純物の定量）
が得られます。タンパク質とそのアイソフォーム（異なる pI 値をもつ）の電
荷分布のモニタリングにより、アイソフォームのフィンガープリントが得
られ、それぞれのアイソフォームを同定することができます。そのた
め、CIEF は現在、mAb 開発および製造（QA/QC）や臨床化学といった分野に
おいて、以下を測定するために広く利用されています。
• 血清、尿、大脳皮質脊髄液（CSF）中のタンパク質;（疾病の前駆体）
• ヘモグロビン変異（異常ヘモグロビン症の前駆体）
• アイソザイムパターン（乳酸脱水素酵素: LDH など）
• 糖鎖欠損トランスフェリン（代謝異常）
• リポタンパク質（低および高密度リポタンパク質: LDL、HDL; 心血管異常のリ
スク）

• タンパク質修飾（アミド分解および異性化）
• オリゴ糖構造分析

各種の pH 範囲およびポリマー濃度に対応するアンフォライトを含むポリマー
（MC、HPMC）溶液、pI マーカーなどの複数のアクセサリが提供されています（MC

= メチルセルロース; HPMC = ヒドロキシ-プロピル-メチルセルロース）。

試料の前処理 92は、一般に次のように行われます。適量（~ 35 µg）のタンパク
質または抗体を、適切なアンフォライトを含むポリマー溶液（~ 0.2～0.4 % ポ
リマー）と混合し、pI マーカーを追加したのち、最終濃度を ~ 0.3 mg/mL（感度
と分離能を得られる最適な濃度）とします。この溶液を脱気して注入します。

推奨される分離条件: キャピラリー（中性ポリマーでコーティング）、Ltot ≈ 35-
80 cm、Leff ≈ 25-70 cm; id = 50 µm; ポリマー溶液中にアンフォライトや試料を
含む溶液を圧力により注入し、キャピラリーを完全に満たす; フォーカシン
グ:（陽極電解質、100 mM リン酸を含む 0.2～0.4 % ポリマー; 陰極電解質、20
mM NaOH を含む 0.2～0.4 % ポリマー）、30 kV で 15 分移動: 50 mbar プラス 30
kV、280 nm で検出; 温度: ~ 20～25 ºC

注:同定アッセイテストの場合、検出濃度下限（CLOD）や定量濃度下限（CLOQ）
といった定量パラメータの確認は、通常必要とされません。重要なのは、
最終試料溶液の塩の量を最小限に抑え、試料の干渉および沈殿のリスクを
低減することです。

4 実際の操作とメソッド開発
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chiral analysis キラル分析

149
CIEF 34, 53, 54, 55, 139, 159, 160
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convective broadening 

対流による拡散
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DC power supply DC 電源
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129, 135, 136, 137, 141

detector cell 1 検出器セル
6, 29, 79

diffusion 拡散
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diffusion coefficient 拡散係数
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diode-aray detectorsダイオードアレイ検出器
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drugs 薬
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effect on efficiency 分離効率に及ぼす影響
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effective mobility 有効移動度
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electric field 電場の強さ (V/cm)
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electroosmotic 電気浸透
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electrodispersion 電気的拡散
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electrokinetic 動電
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extended light path 延長した光路
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FASS 65, 67
field amplified sample injection (FASI) 

電場増幅試料注入 (FASI)
65, 66

field programming 電場プログラミング
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fluorescence spectrum
蛍光放射スペクトル
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focusing フォーカシング
10, 53, 54, 55, 65, 69, 70, 79, 160
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In situ 51
increase analysis time分析時間を長くする

136, 137
inorganic ions 無機イオン

3, 27, 96, 138
internal diameters 内径
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internal standard 内部標準
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ion mobility イオン移動度
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ionic イオン性
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Iso-absorbance plot 等吸光度プロット
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isoelectric focusing 等電点電気泳動
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ITP 55, 56, 68, 69, 70, 140

J
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3, 11, 12, 16, 17, 21, 50, 67, 103,
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K
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L
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9
laminar flow 層流

9, 16, 49
leveling 液面調整

29, 130, 135
longitudinal 管軸方向

2, 14, 16
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fraction collection フラクションコレクション
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2, 4, 7, 8, 18, 20, 23, 31, 36, 43, 44,
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G
Gaussian peak ガウス分布しているピーク

14, 15
gels ゲル

2, 50, 51, 64, 158
GroEs 101

H
Hagen-Poiseuille equation 

Hargen-Poiseuille の式
60

hemoglobins ヘモグロビン
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HETP 24, 46, 49
high velocity air 高速空気

21, 73
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21, 56, 98
HPLC 34, 43, 46, 47, 48, 49, 65, 73, 80,

81, 86, 94, 95, 109, 115, 116, 147,
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human genome peoject (HUGO) 
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hydraulic flow 圧力による流れ
29, 49, 110, 112, 155
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59, 60, 62, 64, 66, 67, 69, 70, 122,
142, 160

hydrophobic 疎水性
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improper wavelength 不適切な波長
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macromolecules 高分子
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magnitude 大きさ
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MALDI 101, 103, 116
marker マーカー
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mass spectrometry 質量分析

3, 13, 107, 125
matrix マトリックス

60, 64, 65, 67, 71, 72, 116, 133,
139, 140, 147, 152, 157, 158, 159

MCE 159
media 媒体
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MEEKC 41, 42
MEKC 34, 37-42, 56, 72, 124, 138, 147,

148-150
MHEC 28
micellar electrokinetic chromatography

ミセル動電クロマトグラフィー
34, 37, 124

micelle ミセル
37, 38, 39, 40, 41, 42, 71, 123

micelle migration ミセルの移動
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migration time 移動時間
4, 12-14, 25, 29, 38, 58, 62, 63, 73,
99, 128-30, 136, 144, 148, 158

migration time reproducibility 
移動時間の再現性
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131, 142, 152

modifier 修飾剤
12, 41, 121, 123, 148, 152

molecular sieve 分子ふるい
49, 158

monolithic モノリシック
4, 49

monomer モノマー
122, 123

moving boundary 移動境界
27, 55

multi-wavelength UV detection 
多波長 UV 検出

81

N
nanoESI ナノ ESI

109
narrow-bore ナローボア

2, 4, 17, 31, 119
NDA 95
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103
neutral 中性

12, 36, 37, 38, 39, 40, 48, 71, 108,
119, 122, 124, 132, 138, 139, 149,
150, 152, 160

Nobel Prize ノーベル賞
2

noise ノイズ
63, 75, 76, 77, 80, 88-90, 92, 93,
94, 97, 136

O
Ohm’s law オームの法則

21, 73
oligonucleotides オリゴヌクレオチド

3, 51, 52, 157
on-capillary detection 
オンキャピラリー検出

3, 50, 74, 97
OPA 95
optical window 光学ウィンドウ

74
organic acids 有機酸

3, 27

P
parabolic flow velocity 
放物線的な流れ

9, 68
PCR 52, 53, 138, 157, 158
PDMA 51
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polymer network ポリマーネットワーク

50, 51
preconcentration 事前濃縮

4, 56, 65, 72, 138, 139
properties 特性

11, 12, 15, 20, 79, 87, 95, 105, 107,
118, 123, 140

proteins タンパク質
2, 3, 15, 23, 37, 49-51, 53, 116,
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Q
quantitative analysis 定量分析

3, 4, 5, 63, 75

R
ratio signal plot シグナル比のプロット

85, 86
replenishment 交換

29, 129, 130, 135, 137
restriction fragments 制限断片

3, 51
reversal 反転

123, 125, 146
RSD 63, 99, 128, 130

S
sample loading 試料注入

21, 55
SDS 37, 38, 41, 42, 49-51, 53, 71, 124,

132, 139, 142, 147-150, 158-160
SDS-PAGE 158, 159
selection 選択

21, 84, 150
separation efficiency 分離効率

2, 48, 78, 92, 101, 104
signal-to-noise シグナル/ノイズ比

63, 76, 80, 94, 136
SiOH 7
size exclusion chromatography 
サイズ排除クロマトグラフィー

34
slab gel electrophoresis 
スラブゲル電気泳動

peak area ピーク面積
4, 63

peak broadening ピークの広がり
68

peak efficiency ピーク効率
3

peak height ピーク高
85

peak problems ピークの問題
136, 137

peak purity ピーク純度
81, 82, 84, 85, 86

peak shape ピーク形状
9, 12, 59, 120, 143, 145, 146

peak tailing ピークテーリング
16, 119, 121, 136

peak width ピーク幅
14, 16, 59, 81, 102

peptide mapping ペプチドマッピング
140

peptides ペプチド
3, 23, 53, 75, 101, 116, 138, 139,
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pH extremes 極端な pH 
36, 119, 125, 135, 136

pH gradient pH 勾配
34, 53, 54, 159

pharmaceuticals 製薬
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physical adherence 物理的吸着
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plate number 段数
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plug length プラグ長
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18, 20, 114, 118, 120, 136

polymer ポリマー
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2, 49, 51
sliding liquid layers 液体層でのスライド

9
slit size スリットのサイズ

76
SMIL 124, 127, 128
sodium dodecyl sulphate-poly-acrylamide gel electro-
phoresis 
ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動

158
Solid Phase Extraction (SPE) 

固相抽出 (SPE)
65

Solid Phase Micro Extraction (SPME)
固相マイクロ抽出 (SPME)
65

solute 溶質
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solution ion strength 
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spectra スペクトル
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12, 27, 65, 66, 67, 68, 69, 72, 78,
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Stoke’s law ストークスの法則
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stray light 迷光
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STRs STR
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Successive Multiple Ionic-polymer Layer coating (SMIL) 
連続的多重イオン性高分子層 (SMIL) コーティング
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surface area-to-volume ratio
容積に対する表面積の比率

3, 23
surfactants 界面活性剤
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T
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temperature 温度
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thermostating 温度制御
40, 73

transferrin isoforms トランスフェリン異性体
55

Tris 21, 28, 48, 52, 75, 81, 129, 132,
152, 157

tubular チューブ
4, 46

U
UV-visible UV-可視

73, 74, 81, 118

V
variable number of tandem repeats 

タンデム反復数
157

velocity 移動速度
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13
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157

voltage 電圧
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wall interaction 壁面の相互作用

137
wall modification 壁面の修飾

119
wavelength setting 波長設定

134, 137
whole-column imaging CIEF 
全カラムイメージング CIEF 

55

X,�Y,�Z
Z-shaped flow cell Z 型フローセル

79
zeta potential ゼータ電位

8, 12, 36, 45
zonal electrophoresis
ゾーン電気泳動

49, 157
zones ゾーン
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