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論文内容の要旨

薄膜クロマトグラフィ (TL C) や二次元電気泳動法 (2 -D E) といった展開型分離分析法で分離

された試料を光吸収分析法で直接定量あるいは同定する方法は試料が空間的に不均一に分布している

ことやパックグラウンドの光散乱や吸収のために測定値と濃度の関係が直線にならないといった問題が

あり、特に測定精度の面で信頼性が乏しいとされていた。本論文ではこのような問題を解決するため，

光検出法を用いたデンシトメトリー装置を研究すると共に，指質や蛋自分析への応用を検討した。

第 1 章では本研究の目的と内容について概観した。

第 2 章では本研究の基礎となる拡散反射測定の理論，およびTLC と 2-DE における定量と同定の

問題点について述べると共に，デンシトメトリー装置開発の意義について述べた。

第 3 章では紫外，可視イメージングデンシトメトリー装置の基本的な測光方式としてTLC プレート

上における吸光度信号と物質量との非直線関係の補正にクベルカ・ムンクの理論を適用した場合の効果

と分布誤差の除去にジグザグスキャニングが有効であることを示した。また，画像処理のためにパーソ

ナルコンピューターを接続したシステムとそのソフトウェアについて述べた。

第 4 章では上記のイメージングデンシトメトリー装置の紫外域における応用として， 2 -DE で分離

された蛋白を染色することなく直接定量，同定するための基礎的な検討を行なった。相関係数0.999 と

直線性の良い検量線が得られる事，マッピングパターンから同定可能な事および生理活性を保ったまま

蛋白を回収できる可能性のある事を示した。

第 5 章ではイメージングデンシトメトリー装置の可視域における応用として，リン脂質の二次元TL

C プレート上で、の直接定量について述べた。従来，かきとって抽出した比色分析する方法が行なわれて



いるが本研究の直接定量の結果では再現性約 2-5% と実用上十分な結果を得た。

第 6 章では紫外，可視域に吸収特性の無い物質を近赤外の吸収を利用してTLC プレート上で直接定

量した結果について述べた。検量線の相関係数で約 0.999 以上，再現性は同一プレートで 2.5%，プレー

ト間で 3.5 % (いづれも n = 10) と従来の発色後の可視デンシトメトリーと同等以上の結果が得られた。

第 7 章はTLC プレート上で分離された物質を赤外スペクトルで同定する場合に妨害となるパックグ

ラウンドの強い吸収の影響を除去するために試料を赤外透過材料へ転写する装置と FTIRで測定した

結果について述べた。転写前のuv クロマトグラムと同等の赤外クロマトグラムが得られること，赤外

スペクトルは短時間(約 2 分)で得られ，通常の拡散反射法のスペクトルと良く一致することを確かめ

fこo

第 8 章は以上の結果を総括した。

論文審査の結果の要旨

試料中の複雑な構成成分物質を簡便に分離できる薄膜クロマトグラフィ (TL C) や高分離機能を

有する二次元電気泳動法 (2 -D E) などの展開型分離分析法は，生化学分野で広く用いられているが，

定量や同定の面では他の分離分析の方法に及ばないとみなされてきた。本論文では TLC プレート上

や 2-DEゲ、ル上で分離された物質を定量または同定する場合の測定精度に影響を与える要因を解析

すると共に，それらを除去するための新しい光検出方法を取り入れたデンシトメトリー装置を開発し，

紫外，可視，近赤外，赤外の各波長領域における応用を検討した結果についてまとめたものであり，そ

の主な成果を要約すると次の通りである。

(1) TL C プレート上での拡散反射測定において吸光度信号と物質量の聞に現れる非直線性をクベル

カ・ムンクの理論式の適用により高い精度で補正しうることを示し 同理論式の導入の前提となる仮

定がTLC プレート上で良く成立することを実証しているO また，濃度分布の不均一さに起因する誤

差を除去するために微小光束による二次元走査が有効であることに着目し，その原理を用いたイメー

ジングデンシトメトリー装置を開発して画像処理を中心にした基本性能を検討し その有用性を確認

している。

(2) 紫外域におけるイメージングデンシトメトリー装置の応用として， 2 -DE ゲ、ル上で、分離された蛋

白を染色することなく 280nm の紫外吸収を利用して吸光度マッピングを行ない，同一ゲル上に展開

したマーカーの蛋白と比較測定することによって分子量と等電点の値をただちに算出可能なことを確

認している。これによって，従来困難とされた 2-DEゲ、ル上の未染色蛋白を生理、活'性を保ったまま

回収できる可能性を示唆している。

(3) 試作した可視域イメージングデンシトメトリー装置を，二次元TLC プレート上におけるリン脂質

成分の定量に応用し，大豆レシチンの主要な 4 成分比について 2-5%の再現性を得ている。その結

果，従来一次元TLC に対してだけ行なわれていた脂質の直接定量がそれと同等以上の精度で二次元



的に達成しうることを確認している。

(4) フーリエ変換型の近赤外分光光度計と赤外顕微鏡を組み合わせた近赤外デンシトメトリー装置を開

発してリン脂質の定量に応用し二次微分スペクトル定量法により，同一プレート上で 2.5%，プレー

ト間で 3.5%と従来の発色後の可視デンシトメトリーよりも高い再現性が得られることを実証してい

る O

(5) TLCで分離された物質を赤外透過材料 (KBr 粉末)に転写した後FTIR拡散反射法で測定す

る方法を考案し，転写前のuv クロマトグラムと同程度の赤外クロマトグラムが得られること，また，

クロマトグラム上の各ピークの赤外スペクトルが通常の拡散反射法で、測定した標準品のスベクトルと

良く一致することを確認している O

以上のように，本論文は，現在広く用いられている TLC や 2-DEなど展開型分離分析の定量や同

定の精度を大きく向上させるための光学的検出方法を提案すると共に装置の検討と応用面について論

じたもので計測工学，分析科学の分野に寄与するところが大きし、。よって，本論文は博士論文として価

{直あるものとして言忍める O




