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図1 RPLC/CEIAシステムの概略図
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● 逆相キャピラリークロマトグラフィーをオンライン

濃縮に用いるキャピラリー電気泳動イムノアッセイ

キャピラリー電気泳動イムノアッセイ（CEIA）は，免疫反

応により生じた抗原_抗体複合体と遊離の抗原（抗体）を CE

により迅速に分離する手法で，レーザー誘起蛍光（LIF）を用

いることで高感度検出が可能である。Germanらは，先に，競

合反応をキャピラリー中で行う on_line型の CEIAシステムに

よるペプチドホルモン分析法を報告1)～3)しているが，最近，

キャピラリー逆相液体クロマトグラフィー（RPLC）と競合

CEIAを on_lineで組み合わせて，さらに高感度な分析法を開

発した（図 1)4)5)。

抗原（Ag）を含む試料は，6方バルブと RPLCカラム間に

設置したキャピラリーループにより注入され，内径 50 nmの

RPLCカラムで前濃縮される。溶出された Agは，抗体（Ab）

およびフルオレセインで標識された抗原（AgÞ）と混合され，

内径 50 nmの反応キャピラリー中で免疫複合体を形成する。

キャピラリーを通過した反応液は，flow gating interface6)を介

して，反応液の流入を遮る cross_flowを 0.125秒間停止させ

ることにより 1.5秒サイクルで分離キャピラリーに導入され，

遊離型 AgÞと複合型 AgÞ_Abに分離・LIF検出される。1.5秒

ごとに得られるフェログラムから（AgÞ)/(AgÞ_Ab）蛍光強

度比を算出し，これを連続的にプロットすることにより Agの

クロマトグラムが得られる。

本法の検出限界濃度（5 nl注入時）はグルカゴン（Glu）で

20 pM4)，ニューロペプチド Y (NPY）で 40 pM5)となり，オ

ンライン濃縮を用いない場合に比べて各々 45倍3)，21倍改善

され，ラット・ランゲルハンス島，視床下部神経核細胞から分

泌される微量な Glu, NPYの測定が可能となった4)5)。また，

濃縮・溶出・反応の各条件の変更により，Gluと NPYの同時

定量も可能である5)。本法のもう一つの利点は，免疫反応以前

に交差反応種を分離できることにあり，例えば，酸化型 Glu

は溶出条件の変更により Gluと容易に分離可能である4)。この

工程を on_lineで行うことのできる本法は，従来の HPLC分

画とラジオイムノアッセイを組み合わせた off_line法に比して

迅速な分析が可能であり，複合体混合物の親和性スクリーニン

グやウエスタンブロット型の分析法への応用が可能であると考

えられる。また，microfluidicsを用いて，バンドのブロード

化を抑制することで，より高性能で実用的なシステムの構築が

期待される。
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● フェムトモル濃度レベルの細胞内フリー亜鉛イオン

に応答する金属量調節タンパク質

亜鉛（Zn）は生体内において鉄に次ぐ 2番目に多い遷移金

属であり，必須微量元素の一つである。Zn2＋ イオンは，生体

内では 100以上に及ぶ酵素活性中心として存在し，基質の加

水分解反応，タンパク質の構造保持あるいは DNA複製など生

命活動を営む上で重要な役割を果たしている。これまでに，

Znの細胞内から外あるいはその逆の輸送において，Znポンプ

として働く膜内在性タンパク質（ZnuACBおよび ZntA）の存

在，およびその輸送機構は徐々に明らかとなってきたが，

Zn2＋ イオンの細胞内挙動は依然明確には解明されていない。

このことは，細胞内 Znの定量に関する問題点に基因する。す

なわち，nM～pMであると推測されている細胞内のフリーの

Zn2＋ 濃度レベルを，サイトゾルだけを分離して直接決定する

ことは交差汚染を受けるため非常に困難であり，また Zn蛍光

プローブも開発されているが現状では感度が低い。現在のとこ

ろ，生体内 Znはその大部分がタンパク質などと結合している

ことが知られているが，細胞内の Zn量調節において，Znを

必要とする酵素や転写因子は，サイトゾル内の極微量フリー

Zn2＋ イオンを直接受け取るのではないかという，“サイトゾル

プール説”が有力視されている。

O’Halloranらは，大腸菌由来の，Znの摂取および排出にか

かわる金属量センサーかつ調節タンパク質である Zurおよび

ZntRの細胞内 Zn量調節機構についてフットプリント法に

よって詳細に検討した1)。その結果，Zurおよび ZntRは，fM

レベルで Zn量調節センサーとして相補的に働くと同時に，Zn

ポンプとなる膜内在性タンパク質の合成を誘発すること，およ

び Znポンプタンパク質との間で Znの授受を行うことが明ら

かとなった。また，彼らは，生理学的 pHにおける ZntR―Zn

の条件解離定数 Kdを，ZntRのチロシン残基由来の蛍光強度
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図1 FIB法による試料加工2)

(a)MO層，（b) 保護層

図2 光磁気ディスクの断面TEM像1)

変化を利用して決定し，それが他の亜鉛フィンガーに比べ非常

に小さい（Kdk10－15）ことを示した2)。以上から，細胞内で

の厳密な Zn量制御は，Zur―および ZntR―Zn複合体生成の

平衡によって，熱力学的に支配されていると予想されている。

今後，それらの Zn複合体の構造や Znの取り込み機構につい

て，さらに調査を行うことが必要であるが，細胞内 Zn2＋ イオ

ンの蛍光プローブとして，ZntRが有用であることが示唆され

たことは興味深い。
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● 集束イオンビームを用いる透過型

電子顕微鏡の試料加工

近年，半導体材料をはじめとする先端材料の分野では，機能

の向上を目的とした材料の複合化，デバイスの高集積化が急速

に進行している。このような先端材料分野では電子顕微鏡が重

要な評価方法となっている。とくに透過型電子顕微鏡（TEM）

はナノオーダーの構造を直接的に観察でき，また EDXや

EELS等の分析装置を付属させることによって微小領域の化学

成分も明らかにすることができる。しかし，TEMで観察する

試料はすべて電子線を透過するものでなくてはならず，バルク

体ではそれを切断して薄膜化する必要がある。この試料作製技

術が TEMの観察結果を大きく左右する。一般に高分子材料の

ような柔らかい材料にはウルトラミクロトーム法を，金属材料

には電解研磨法を，セラミック材料にはイオンミリング法をそ

れぞれ選択する。しかし，集束イオンビーム加工法（FIB法）

が開発され，最近では Yaguchiら1)～3)によって試料作製法に

よる材料評価の論文がいくつか発表されている。これは走査イ

オン顕微鏡像を観察しながら試料を薄膜加工する方法で，観察

したい部位の試料加工が可能となり，また，材質の異なった試

料でも均一な厚みの試料ができるため，複合材料の微小領域の

評価にも使える。具体的な方法を図 1に示す。加工に用いる

イオンビーム径はビーム電流によって 30 nm～600 nmに変え

ることができ，精密な加工を可能としている。図 2には

Yaguchiらが報告したMOディスクの断面方向の TEM像を

示す。材質が変わっていても所望の微小領域を精度よく試料加

工ができていることがわかる。今後も材料の高機能化が進行す

れば，ますますこのような加工法による電子顕微鏡観察の役割

が重要となってくる。
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