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キャピラリー電気泳動による光学異性体の分離

西 博 行

1 は じ め に

キャピラリー電気泳動（CE）がMikkersら1)や Jorgenson

ら2)によって発表されてから 20年以上，また CE装置が市販

されるようになってからも 10年以上が過ぎようとしている。

1990年代半ばからは CE装置の普及に伴って，CE研究者数も

報告論文数も飛躍的に増加した。また，HPLCと同様に質量

分析計（MS）との結合が検討され，現在では市販の CE/MS

装置も利用できるようになった。

CEで方法論的に成功している分野としては，DNAの塩基

配列決定法への応用が挙げられる。今日，多用されている

DNAマルチキャピラリーシークエンサーはヒトゲノム解析に

大きく寄与した。その他としては医薬品分析，特に今回取り上

げる光学異性体の分離分析がある。CEでは一般にシクロデキ

ストリン（CD）のような光学異性体識別剤（以下，キラルセ

レクター）を泳動液に添加するのみで光学異性体の分離分析が

可能で，比較的短時間で試験法の検討が行えるなどのメリット

があることから，キラル分離法として広く浸透している。

本誌で CEに関する記事が登場したのは 1994年であるが，

その後の CEの進歩は速く，CE研究はナノテクノロジーを中

心とした次段階に移行しつつある。本総説のタイトルである

CEによる光学異性体の分離分析については，1997年の進歩

総説3)に一部記載があり，Electrophoresis誌4)～7)や Journal of

Chromatography A誌8)などの論文誌においてもここ数年間で

多くの特集号が出され，単行本9)も出版された。最近の光学異

性体の分離に関する総説・特集号10)11)では CEは HPLCと並

び報告例が多い。千を越すと思われる関連論文のすべてを本総

説でまとめることは困難であるので，CEによる光学異性体の

分離の実際については，個別の論文や上記特集号を参照された

い。本総説では 1997年以降の研究報告を中心に，最近の話題

であるキャピラリー電気クロマトグラフィー（CEC）による

光学異性体の分離分析の動向を含め，少し切り口を変えてまと

めてみたい。

2 CEによる光学異性体の分離分析/方法論

1980年代から医薬，農薬，生化学分野で光学異性体の分離

は重要課題となり，HPLCあるいは GCでは多くのキラルカ

ラムが開発・市販されるに至った。これらキラルカラムの普及

に伴い，医薬品開発では ICHの品質ガイドライン Q6A12)によ

り，光学異性体の評価は必須となっている。CEにおける光学

異性体の分離も，原理的にはクロマトグラフィーと同じである。

pKa値や電気泳動移動度などの物性値が等しい光学異性体を分

離するには，エナンチオマーをジアステレオマー関係に導く必

要がある。HPLC用として開発されたキラル誘導体化試薬に

より，あらかじめ試料をジアスレテオマーとして CEで分離す

るいわゆる間接法も，アミノ酸等の適切な UV吸収のない化

合物や高感度分析を要求される場合では多数報告されてい

る13)（本総説では触れない）。しかし，CEによる光学異性体

の分離では，簡便さからキラルセレクターを泳動液に添加し

て，キャピラリーゾーン電気泳動（CZE）あるいは動電クロマ

トグラフィー（EKC）で行う方法がやはり中心である。エナ

ンチオマー間で，キラルセレクターに対して異なる結合定数を

有し，その結果，電気泳動移動度にも差が生じることで光学異

性体の分離が得られる。これに対し，キャピラリー内にキラル

な固定相を充qして電気泳動により光学異性体の分離を行う

CEC研究が盛んになってきた。

2･1 CE法（CZE及びEKC）

CEは，上述の CZE, EKC（ミセルを擬似固定相として用い

る場合はMEKC), CECのほか，キャピラリー等電点電気泳動

（CIEF），キャピラリー等速電気泳動（CITP），キャピラリー

ゲル電気泳動（CGE）と六つの分離モードに分類されるのが

一般的である。これらのモードすべてで光学異性体の分離報告

があるが，前者 3手法によるものが大多数を占めている。こ

れまでの CEによる光学異性体の分離に関する総説では，分離

モードの分類に基づき，電気的に中性なキラル化合物を電気泳

動的手法で分離できる EKC，電荷を持ったキラル化合物を対

象とする CZEのように，モード別にまとめたものが多い。前

者では胆汁酸ミセル，電荷を持つ CD誘導体，MEKCへの

CD添加，イオン性多糖類であるムコ多糖類，タンパク質など

が，後者では CD，中性多糖類などがキラルセレクターとして

用いられている。EKCと CZEは，原理的には一方はクロマト

グラフィー，他方は電気泳動として区別され，発展してきた。

しかし，方法論的に両者に違いがあるわけではなく，いずれと

も泳動液にキラルな化合物を添加して CE装置による分析を行

う。近年の CECの発展を考慮すると，これらは non_CEC
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法，あるいは均一溶液系での分離分析ということで単に CE法

として括
くく

れる手法である。CE法では天然のキラル化合物から

合成されたものまでと幅広いものがキラルセレクターとして適

用されており，これらについては以下の項で紹介したい。

これら CE法による光学異性体の分離分析で開発された手法

として，◯P キラルセレクターのコンビネーション法，◯Q 部分

注入法，◯R 非水 CE法などがある。◯P の手法は CEによる光

学異性体の分離の開発当初から，本法の持つ特長の一つとして

挙げられていたもので，2種類（以上）のキラルセレクターを

組み合わせて用いる。特に，中性 CDと硫酸化 CD等の電荷を

持つ CDとの組み合わせは，光学異性体の分離における選択性

の改善に有効であることが報告され，dual CD法14)～16)と称さ

れている。2種類（以上）のキラルセレクターを用いると，分

析条件の最適化に試行錯誤的な要素が多くなるが，CE法では

条件変更が容易であるので苦にはならない17)。CDをキラルセ

レクターとした CZEによるビナフチル類 3種類（ビナフトー

ル，リン酸ビナフチル，ビナフチルジカルボン酸）の分離で

は，トリメチル b_CD (TM_b_CD）が前者二つの光学異性体

の分離に有効で，a_CDはビナフチルジカルボン酸に有効で

あった。そこで両者を併用したところ，全 3種類の一斉光学

異性体の分離が達成された17)。CEでは，HPLCや GCと比較

して，電気浸透流（EOF）の大きさや向き，あるいはキラル

セレクターの変更により，比較的容易にエナンチオマーの移動

順を操作できることも特長の一つである。近年，多くの CD誘

導体が合成され，CEによる光学異性体の分離に適用されてい

るが，CDの種類により，エナンチオマーの移動順が逆転する

ことが報告されている18)～20)。抗精神薬プロメタジンは，a_,

b_，及び g_CDと TM_b_CDで，また，single isomerであ

る heptakis_(2,3_diacetyl_6_sulfato)b_CDと heptakis_(6_

sulfato)b_CDとでエナンチオマーの移動順が逆になってい

る18)。マラリア薬ワルファリン19)や Cox2阻害薬20)でも同様の

ことが観察されており，移動順の異なる結果を与えた 2種類

の CDを用い（dual CD法），一方の CD濃度を変化させるこ

とで，エナンチオマーの移動順の操作が可能となっている。ま

た，コンビネーションの組み合わせでは，両者ともキラル化合

物である必要はなく，ドデシル硫酸ナトリウムへの CD添加

（CD修飾MEKC）はアミノ酸誘導体の分離13)に有効で，また

CDのみの添加では不可能であった第一アミノ化合物類の光学

異性体の分離が，アキラルなクラウンエーテルである 18_クラ

ウン_6を更に添加することで達成されている21)。

◯Q の部分注入法は Valtchevaら22)が考案した手法で，タン

パク質や抗生物質のように UV吸収を持つ化合物をキラルセ

レクターとする場合，それ自身の UV吸収のために試料検出

が困難となることを回避する方法である。すなわち，キャピラ

リーの一部分だけにキラルセレクターを注入し，試料検出部の

泳動液中には含ませないようにする。本法では，これらセレク

ターの吸着を防ぐためにキャピラリー内壁をコートしたものを

使用する。この場合，EOFは発生しないので，条件の設定

（泳動液の pH）次第ではキラルセレクターをフルにキャピラ

リー内に充qしても，キラルセレクター自身の電気泳動により

試料検出部から移動して，妨害を回避できる。いずれの場合

も，分離に用いる泳動液はキラルセレクターのないものを用い

る。部分注入法では，検出器に対して応答の高い化合物をキラ

ルセレクターとして利用できることのほか，CE/MSへの適

用23)24)を容易にすることも特長として挙げられる。

◯R の非水 CE (NACE）法は，水系の泳動液の代わりに，有

機溶媒を泳動液に用いる CE法である。ホルムアミド，N,N_

ジメチルホルムアミド，アセトニトリルのほか，メタノール

などの低級アルコール類が用いられ，ギ酸アンモニウムや酢酸

などの電解質が添加される場合が多い。本法では一般的に電流

値は低く，ジュール熱発生が小さいこと，すなわち高印加電圧

での迅速分析が可能であること，水系への溶解性や安定性に劣

る試料やキラルセレクターへの適用が可能であること，MSと

の結合が容易であること，水系と比較して選択性が異なること

など，多くの有利な点が挙げられる。特に，水系の CEでは相

互作用が弱いと考えられる，キラルなイオン対試薬が有効とな

る場合が多い。（＋)_カンファースルホン酸添加の NACEに

よる塩基性薬物の光学異性体の分離25)やキニーネ類添加の

NACEによるアミノ酸誘導体の光学異性体の分離26)が報告さ

れている。水系の CEでは困難であった 1_フェニルエチルア

ミン等の第一アミノ化合物の光学異性体分離が，キラルなクラ

ウンエーテルである 18 _クラウン_6テトラカルボン酸

（18C6H4）を添加したホルムアミドを泳動液とする NACEで

達成されている27)。この泳動液にテトラブチルアンモニウム

を添加することで，光学異性体の分離が改善されている。

NACEによる光学異性体の分離については総説28)29)もあるの

で参照されたい。また，非水系溶媒は後述の CECでも適用が

多い。

2･2 CEC(CECvs HPLC）

CECは，マイクロ HPLCと CEとを組み合わせたハイブ

リッド型の分析法である。CE装置を用いて分離カラムである

キャピラリー管の両端に高電圧を印加して，発生する EOFに

より移動相を送液する。キャピラリーカラムでの圧力損失がな

く，粒子径の小さな充q剤を用いることができるので高性能が

期待される。原理上，EKC（とりわけMEKC），あるいは

HPLCと同様に中性・イオン性の両化合物が対象となるので，

CECの初期の論文にはそれらとの比較検討した研究報告が多

く見られる。CECの詳細は総説30)や特集号31)が，また CECキ

ラル分離についても総説32)33)があるので参照されたい。CEC

では，キラルセレクターを消費しない，CE/MSなどのオンラ

イン分析で問題を生じない，HPLCで開発されたキラルカラ

ムテクノロジーを応用できるなどの特長がある。反面，キャピ

ラリー製作（充qやフリット作製など）に技術を要し，EOF

を発生させるための工夫もいる。

CECはカラムの違いから大きく三つに分類されることが多

い。最初に CECに適用されたのは中空キャピラリー CEC

(OT_CEC）である。これは GCで進展したキャピラリー内壁

面に固定相を生成させた，いわゆるWCOTキラルカラムを

CE装置に装着して分析を行うというものである。1992年に

Schurigらがメチル化 b_CDをキラル部位とした，いわゆる

Chirasil_Dex固定相を内壁被覆したキャピラリーカラムによ

り，最初の OT_CECによる光学異性体の分離を報告34)してか

ら，その簡便性や高性能からいくつかの報告がなされている。
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当初は同一カラムを GC，超臨界流体クロマトグラフィー

（SFC），マイクロ HPLCと異なるモードで適用し，比較検討

した結果が報告されている35)。CECとして使用した場合は，

未処理のキャピラリーと比較して EOFが 30÷低下し，移動

時間が長くなっている。キラルセレクターとしては CD類を用

いたもの34)～36)が多いが，ヒト血清アルブミン（HSA)37)，ウ

シ血清アルブミン（BSA)38)，アビジン39)40)などのタンパク質，

HPLCで有用であることが分かっているセルロース系多糖

類41)なども検討されている。固定化には物理吸着法，シリル

化剤による共有結合法，ゾル―ゲル法などが用いられている。

OT_CECでは，一般に移動相に対する固定相量が少ないので

保持が弱く，分離が不十分であることが多い。内径の小さな

キャピラリー管が用いられるが，その場合は感度が劣る。これ

らの改善策として，固定相の厚みを厚くする41)とか，エッチ

ングとか特殊な処理により内表面積を増やす40)～42)などの方法

が検討されている。また，感度についてはバブルセルの使

用40)も試みられている。

一方，いわゆる充q剤を“充q”して調製した充q型キャピ

ラリーを用いる CEC (P_CEC）と，キャピラリー内で重合反

応等を行って固定相を調製するモノリス型キャピラリーを用い

る CEC (M_CEC）の研究が盛んに行われている。前者の場合

は，従来の HPLCで開発されたキラル固定相が適用できるメ

リットがある。方法論的には，通常の ODS等のアキラルな充

q型キャピラリーを用いて，移動相にキラルセレクターを添加

する手法もある。この手法では上記 CEによる光学異性体の分

離と同じで，添加するキラルセレクターの濃度や種類による選

択性の改善が容易であることが利点となる。キラルな充q剤と

しては，HSA43)や a1酸性糖タンパク質（a1_AGP)44)などのタ

ンパク質，バンコマイシン45)46)やテイコプラニン47)48)などの

抗生物質，CD誘導体49)50)，Pirkle型51)52)のほか，最近は

HPLCで汎
はん

用
よう

されている chiralcel ODや chiralpak ADのよう

な多糖類型キラル充q剤53)～55)を適用した報告が目立つ。多糖

類型キラル充q剤では，水_有機溶媒混液系での適用53)のほ

か，非水系溶媒でも検討54)55)が行われている。HPLCと同様

に移動相組成，カラム温度，有機溶媒の種類，充q剤の粒子

（ポアサイズ，粒子径）などが光学異性体の分離に影響を及ぼ

す。充qする必要があるため，従来の CEと比較してやや広い

内径（50～100 nm）のキャピラリー管が用いられ，3 nm以下

の微小粒子径のものが使用されている。これらのカラムはマイ

クロ HPLCでも使用できるので比較検討がされているが，同

一条件下では CECのほうが高性能であることが報告されてい

る。Chiralcel ODを内径 100 nmのキャピラリー（全長 32.5

cm）に 24 cmほど充qしたカラムを，10 mM酢酸アンモニウ

ムを含むメタノールを溶媒とした非水 CECで用いた検討結

果55)では，マイクロ HPLCでは 1万段前後であったピーク理

論段数が 2～4万段となっており，前者では分離されなかった

もの，あるいは不十分であったエナンチオマーの分離が達成さ

れている。

モノリス型キャピラリーカラムは，重合反応等により固定相

をキャピラリー管の内部に形成させもので，充q型のキャピラ

リーカラムと比較してフリット作製の必要はなく，充q行為が

ないのでカラム間のばらつきも少ない。Allyl化した CD誘導

体56)57)や 18C6H458)をアクリルアミド等とともにキャピラリー

内に導入し，いわゆるゲル化反応により重合させ，固定相を作

製させたカラムでの光学異性体の分離が検討されている。化合

物にもよるが 1 mあたり 10万段以上の理論段数が得られてい

る。別にシリカ基材のキラルモノリスカラムが，ゾル―ゲル

法59)60)や多孔質シリカ充q剤の焼結溶融化61)等により作製さ

れている。HPLCとの比較では 2～3倍の高い理論段数が得ら

れている。モノリス型キャピラリーカラムの HPLC及び CEC

への適用については総説もあるので参照されたい62)。そのほ

かにモレキュラーインプリント（MIP）法によって調製され

たキラルカラムが，上記の O_CEC, P_CEC及びM_CECい

ずれにおいても適用検討されている63)～65)。しかし，MIPカラ

ムでは現在までのところ，ピークの理論段数，特に後から溶出

するMIPに対してアフィニティーの高いエナンチオマーの段

数が低い。

CECではキャピラリー製作（充qやフリット作製など）に

一種のテクニックを要するので実用に適していないが，CEC

で開発・適用されたミクロな注入法，送液法，検出系などの新

技術は逆に HPLCに応用され，近年のマイクロ HPLCの発展

に寄与している。CEC_LC兼用装置も市販されていることか

らも想像されるが，CECと HPLCは相補的に利用されてゆく

ものと思われる。更に以下に述べるマイクロチップでは，O_

CECあるいはモノリス型の固定相が有望と思われる。

2･3 CITP,CIEF及びCGE（セミ分取）

CE (CZE）で高性能化が報告された後，旧来の電気泳動モー

ドであるゲル電気泳動法や等電点電気泳動法においても，キャ

ピラリー管を用いる高性能化検討がなされ，CGE, CIEFとし

て発展した。一方，等速電気泳動法（ITP）は，従来から細管

式等速電気泳動（CITP）として進展した経緯がある。これら

のモードでは，光学異性体の分離というよりは，セミ分取を目

的とした（キャピラリー管を用いない）光学異性体の分離報告

が多い。ITPでは，その濃縮効果あるいは複雑なマトリック

スからの精製効果を利用した検討が報告されている66)～68)。

Dankovaらは，ITPを濃縮・精製に使用し，オンラインで結

合した CZE (ITP_CZE）により，90成分からなるマトリック

ス中のトリプトファンの光学分離に成功した66)。一方，CGE

では CDなどをゲル内に固定化，あるいは泳動液に添加して光

学異性体の分離を行う69)。これらの手法により，ほぼ mg単位

のセミ分取が達成67)～69)されている。また，Vighら70)によ

り，従来は光学異性体の分離に適していないと考えられていた

CIEFでの検討がなされ，Dns_フェニルアラニンの mg/hレ

ベルのエナンチマー分取が報告されている。

2･4 マイクロチップ電気泳動

近年のチップテクノロジーの進展は，分析化学に新たな分野

を提供した。本誌においても 1998年の進歩総説71)に加え，

2002年 5月号では「マイクロチップを用いる分析化学」とし

ての特集企画が掲載されている。癌
がん

をはじめとする各種疾病の

診断用 DNAチップやタンパクチップの実用化に向けた研究

は，国家プロジェクトとしての推進が確定している。CEで

は，その分離溶液の駆動に特殊な装置は要らず電極を装着すれ
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ばよいので，CE自体がマイクロチップ化に適していると言え

る。特に DNA解析の分野で急速に進展しており，既に国内外

の 3社のメーカー（島津製作所，Agilent社，日立電子）から

装置が市販された。特長として，他のマイクロ流体システムと

同様にダウンサイジング化によるスケール効果が挙げられ，従

来の分析法に比べて大幅なハイスループット化が実現されてい

る72)73)。1999年からはマイクロチップ電気泳動法による光学

異性体の分離が報告され始めた74)～77)。Huttら74)は蛍光ラベ

ル化されたアミノ酸誘導体（Val, Ala, Glu, Asp）の光学異性体

の分離を，CD修飾MEKCモード（g_CD, SDS）により，

200秒前後で終了したと報告している。また，Schwarzら76)

は，カルボキシメチル化 b_CD (CM_b_CD）をキラルセレク

ターとした CZEにより，カテコールアミン類の光学異性体の

分離を 180秒以内で終えている。CM_b_CDを含む泳動液へ

の 18_クラウン_6の添加が光学異性体分離に有効であったと

も報告している。

3 キラルセレクター/CE法での添加剤

3･1 CD誘導体

CD誘導体は，CEによる光学異性体の分離において最も汎

用されているキラルセレクターである78)。D_(＋)_グルコピ

ラノースが 6個，7個及び 8個環状になったものは以前より

a_, b_及び g_CDとして分析に適用されていたが，ここ数年

で様々な CD誘導体が市販されるようになった。これらはグル

コピラノースの 2位，3位及び 6位の水酸基に対して修飾がな

されたものである。電気的中性な CD誘導体として，上記 3種

類の CDにメチル基，ヒドロキシプロピル基，ヒドロキシエチ

ル基などを導入したものがある。

一方，電荷を持つ CD誘導体としては，リン酸化，硫酸化，

スルホブチルエーテル化，スルホエチルエーテル化，スクシニ

ル化，カルボキシメチル（CM）化，カルボキシエチル化した

ものが陰イオン性の誘導体として，アミノ基を導入したものが

陽イオン性の誘導体として利用できる93)。両性の CD誘導体や

CDを重合したポリマー CDも市販されている。高価なものも

多いが，CEでは使用量が少なくて済むという利点を活
い

かせる。

これら市販の CD誘導体，例えば DM_b_CDや硫酸化 CD

などでは反応を制御して合成されたものではないため，使用す

る（購入した）試薬メーカーの違いあるいはバッチの違いによ

り分離選択性が大きく異なり，極端な場合は光学異性体の分離

がなされないような事例が報告されている80)81)。これは置換

基の導入率のわずかな違いが原因であることが分かっている。

これらを改善すべく，Vighらのグループを中心に single

isomerの合成研究と CEによる光学異性体の分離への応用が

報告された82)～84)。再現性の向上に有効であるほか，CDとの

結合様式，光学認識機構の解明等では，“混合物”でない CD

を使用することが推奨される。

3･2 非環状オリゴ糖，多糖類

マルトデキストリンなどの非環状オリゴ糖やヘパリンなどの

多糖類も有用なキラルセレクターである85)86)。中性糖類とし

ては，マルトデキストリン，アミロース，プルラン，ラミナラ

ン，デキストランなどが用いられている。これらの中ではa_

[1_4］結合を有し，ラセン構造をとることができるデキスト

リン類が，a_[1_6］結合からなるデキストラン類よりも広範

囲の化合物に対して光学認識能を示している。これはラセン構

造に由来してデキストリン類で形成される CDの空洞と類似し

た，よりフレキシブルな疎水性空洞が光学異性体の分離に有効

に寄与していると考えられている。ほかに単糖類や二糖類など

の糖類もキラルセレクターとして適用され，ビナフチル類の光

学異性体分離が報告されている。

一方，イオン性糖類としてはヘパリン，コンドロイチン硫酸

類（A, B及び C），ペクチンやコロミン酸のような天然多糖類

のほかに，デキストラン硫酸，ペントサン硫酸，CM_デキス

トラン，CM_アミロースや CM_セルロース等，硫酸基や CM

基などのイオン性置換基を導入した合成，あるいは半合成糖類

が適用されている。更に，アミノグリコシド系抗生物質である

カナマイシンやストレプトマイシンなども用いられている。

3･3 クラウンエーテル類

クラウンエーテルとしては，18C6H4が第一アミノ化合物の

光学異性体の分離に用いられている。多様なアミノ化合物に対

して光学認識能が示されているが高価な試薬である。キラルな

クラウンエーテルとして現在市販されているものはこの一種類

であるが，近々ビナフチル系のものが数種類，市販予定と聞い

ている。また，アキラルである 18_クラウン_6を CDと組み

合わせることで，多くの第一アミノ化合物の光学異性体の分離

が達成されている。

3･4 キラル界面活性剤

HPLCでは使用されていない CE独特のキラルセレクターと

して，キラルな界面活性剤がある。MEKCによる光学異性体

の分離では天然の胆汁酸塩類のほかに，極性部位にアミノ酸や

糖類を用いた合成キラル界面活性剤が適用されている87)。更

に，近年ではポリマー型の界面活性剤が多種類合成され，

MEKCによる光学異性体の分離に適用された88)。

3･5 抗生物質

マクロサイクリックな抗生物質は光学認識能に優れており，

数種類の HPLCキラルカラムが市販され，様々な化合物が光

学異性体分離されている。CECでも適用が報告されている

が，抗生物質をキラルセレクターとして添加した検討も多数あ

る89)。リファマイシン類，リストセチン，テイコプラニン，

バンコマイシン，アボパルシン，ツボクラニンなどが適用され

ているが，これらには強い UV吸収があるので部分注入法な

どの工夫が必要である。

3･6 ペプチド，タンパク質

タンパク質も光学認識能に優れ，多くの HPLCキラルカラ

ムが市販されている。CEによる光学異性体の分離においても，

HPLCで適用された BSA, HSA, a1_AGP，アビジン，オボム

コイドなどのタンパク質が適用されている90)91)。抗生物質と

同様で強い UV吸収があるので部分注入法が用いられる場合

が多い。また，カラム内壁への吸着も起こるので，コーティン

グキャピラリーが用いられる。一方，ペプチド類をキラルセレ
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図1 キラルな原薬及びキラルな原薬を含む新製剤における確認試験，

定量法ならびに対掌体についての不純物試験の設定フローチャー

ト。

ò� ロビバカインのマイナーエナンチマー（4R体）を含む関連化合物（エナンチオマー）の一斉光学分離Eò� ロビバカインのマイナーエ
ナンチオマーの検出限界（0.1÷）。印加電圧F30 kV，分離管F50 mm i.d.×80.5 cm（有効長 72.0 cm），検出F206 nm，温度F30°C。

図2 ロビバカイン（4S体）のDM_b_CDを用いるCZEによる光学純度試験法

クターとして適用する検討も報告されている。なお，HPLC

と異なり，CEではタンパク質は固定化されていないので，単

に光学異性体分離する以外に，各エナンチオマーのタンパク質

に対する結合定数の計測が CEでは可能である。

3･7 その他

CEによる光学異性体の分離では，溶解する化合物はキラル

セレクターとして適用できる。UV吸収のないものが使いやす

いが部分注入法などを用いればよい。上記以外のキラルセレク

ターとしてカリックスアレーン類92)93)の適用が報告されてい

る。その他，配位子交換能を持つ化合物が金属とともにキラル

セレクターとして用いられている94)95)。L_ヒスチジン，アス

パルテール，N,N_ジデシル_L_アラニン，L_プロリン，L_

ヒドロキシプロリンなどと銅(II）との錯体がアミノ酸誘導体

類の光学異性体分離に適用され，良好な結果が報告されている。

4 CEによる光学異性体分離分析の実際

光学異性体分離の目的の一つは，光学活性な化合物，特に農

薬や医薬品などの安全性や有効性を確保するための品質評価法

の設定にある。HPLCキラルカラムが普及するようになった

ことから，医薬品開発で適用される ICH品質ガイドライン

（Q6A）により，キラルな不純物についても従来の不純物と同

様に試験法を設定し，評価することが規定された。キラルな不

純物に対して必要とされる試験法をフローチャートとして示し

たものをガイドラインから引用し，図 112)に示す。1日最大投

与量が 2 gを超えない，バイオ医薬品や発酵生成物などを除く

通常の合成医薬品の場合であれば，0.15÷未満の不純物が安
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全性確認の閾
いき

値
ち

となっていることから，0.1÷レベルのエナン

チオマー評価法の設定が目標となる。現状の CEによる光学異

性体の分離ではエナンチオマー間の分離度が大きく，検出等で

感度に問題がない場合は，このレベルを十分評価できる。

HPLCと同様に対象とするマイナーなエナンチオマーが先に

移動するほうが好ましいが，CEではエナンチオマーの移動順

の操作が比較的容易にできる利点がある。光学純度試験の一例

として，1996年の報告だが，局所麻酔薬であるロビバカイン

の例96)を図 2に示す。0.1 Mリン酸溶液（トリエタノールアミ

ンで pH 3.0に調整）にキラルセレクターとして DM_b_CD

を 10 mM添加し，＋30 kVで CZE分析を行っており，マイ

ナーエナンチオマーの 0.1÷が良好に評価されている。また，

同条件下でロビバカイン関連物質の分離（エナンチオマー分離）

も可能であることが示されている。

CEの公定法としての採用に関しては 1998年までの状況を

本誌談話室97)で紹介したが，その後，若干の進展があった。

公定書への収載としては，アメリカ薬局方（USP）が最も早

く，第 24改正 USPの Supplement 2 (2000年 5月 1日）で，

ヨーロッパ薬局方（EP）では Third Edition Supplement 2001

に CE法が新規収載された。日本薬局方（JP）では第 14改正

（2001年 4月 1日）の段階でも一般試験法としての新規収載は

ないが，ICHでの試験法に関する国際調和の進展とともにポ

リアクリルアミド電気泳動法等とあわせて収載されるものと予

想される。実際の医薬品の CE分析法（公定法）としては，

1997年の USPフォーラムにホウ酸エピネフリン点眼液と塩酸

エタンブトール錠の各定量法が公表されている。前者では泳動

液に DM_b_CDを用い，光学選択的な定量法となっている。

両定量法とも内標準（IS）法を採用し，IS物質に対する試料

ピークの面積比での CV÷をそれぞれ 2.0÷，3.0÷以下と規

定している。また，ここ 1～2年の間でエピネフリン製剤98)，

塩酸エフェドリン99)，メチルドーパ100)について，従来の

HPLCキラル分離との比較検討が公定書関連雑誌に報告され

た。いずれも CD類をキラルセレクターとしている。CEによ

る試験法を設定するにあたっての分析法バリデーションに関し

ては，2000年 8月に FDAから公表されたガイドライン（ド

ラフト版)101)や成書102)が参考になる。個別の対象化合物の泳

動条件最適化では，実験計画法を用いた手法の報告も増えてい

る。しかし，実際に CEを医薬品開発に適用したケースについ

ては，申請関連資料ということで公表されないことが多く，実

態は把握しにくい。推測だが，いわゆる代替法（alternative

proceduresF医薬品の承認申請書記載方法と同等あるいはそれ

以上にうまく管理できる方法のこと）としての地位は，特に欧

州では確立されているように思われる。

5 総 括

ここ数年での CEの発展は目覚しく，研究の中心はナノテク

ノロジーを核とした次段階に移行しつつある。CEはヒトゲノ

ム解析で貢献があったものの，光学異性体の分離分析を含め

HPLCがテリトリーとしている応用分野では，実用化の観点

からは成功したとは言い難い。上記のように，医薬品開発にお

いては定量法や純度試験法において代替法という位置付けで採

用されていると思われるが主役ではない。今後の CE/MSの発

展と CEで培われた技術が次世代の分離分析法として実用化さ

れることを期待したい。
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