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第 l章緒論

1 -1 緒言

E孝素や抗体などの生体が有する優れた基質特異性、分子認識能を巧みに応用したバイオ

センサーが、様々な分野で大きな注目を集めている。バイオセンサーとは、 Fig.1-1に示

すように酵素や抗体、微生物などを分子認識素子とし、これを電経や光電子増倍管ーなどの

トランスデューサーと組み合わせたセンサーである。バイオセンサーは生体由来の物質を

利用するため、反応性、基質選択性に優れており、また非常に簡便かつ安価に作製できる

ことから、医療、環境計測、食品プロセスなど様々な分野に応用され、実用化されている

(1-3)。

一方、バイオセンサーは分子認識素子として生体由来のものを利用しているため、長期

にわたる安定性に欠ける、高i~L .高圧や有機溶媒中での使用に耐えられない、などの欠点

を持つ。また、生体由来の素子ではセンサーとして得られる感度が十分でなく、実際のサ

ンプルに適用できないこともある。さらに、どのような目的の分子に対しでも認識や触媒

反応などの機能を持つ生体由来の物質が自然に存在するわけではなく、応用範囲が事実上

既に存在する生体物質に依存している。バイオセンサーに対する関心がますます高まり、

測定対象が広範劉になっていく現代社会において、こうした問題は極めて深刻である。

こうした生体に由来するパイオセンサーの欠点を克服するため、生体機能を持った人工

分子認識素子の創製が強〈要望されている。このような素子に要求される条件として、

( 1 )生体の持つ優れた基質特異性、分子認識能と同等またはそれ以上の機能を持つこと

(2 )生体が認識 反応できない物質と相互作用できること

(3 )認識素子として用いるとき、生体よりも感度の高いこと

(4 )精密な分子設計や多段階の合成過程を経ず、安価で簡便に合成できること

などがあげられる。こうした条件を満たすことのできる人工分子認識素子が創製されるこ

とによって、バイオセンサーの可能性や応用範囲が飛躍的に拡大することが期待される。

そこで本研究では、生体にかわる人工分子認識素子を合成し、これをセンサー素子とし
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て利用することを目的とした。まず、比較的安定な素子である脂質を対象とし、天然には

存在しない 2稜類の人工脂質を分子認識素子として用いることによって、高感度においセ

ンサーを構築した。また、人工分子認識素子の合成方法としてさらに汎用性のあるモレ

キユラーインプリンティング法に着目し、これを用いて分子認識能を持つ様々な高分子を

合成した。さらに得られた高分子をセンサーの素子として応用することを試みた。

本主主ではまずにおいを計測する意義を明らかにし、従来のにおい計測法に関する知見を

まとめる。さらに本研究で用いた水品振動子によるにおいセンサーの原理について概説し、

人工脂質を利用する必要性を示す。また、新規人工分子認識素子を開発する際に検討すべ

き分子関相互作用の様式を概説する。汎用性のある人工分子認識素子の作製方法としてモ

レキュラーインプリンテイング法を取り上げ、この原理と応用、問題点についてこれまで

の知見をまとめる。そしてこれらの知見をもとに、本研究の目的と意義を最後に述べる。

1-2 においの測定の意義

においの測定は、各種食品の品質管理、発酵工程の管理、肉、魚、果物などの鮮度の判

定などいろいろな分野で広範囲な応用の可能性を有している。また、ダムや湖沼でのアオ

コの発生に伴う悪臭、工場排気臭や廃水臭の測定など環境モニタ リングの分野でも重要な

評価指標として認識されつつある。最近では一般の人々の聞でもにおいに対する関心が高

まっており、特に環境フレグランス、アロマテラピーなどが注目されている。

においの測定は従来、ガスクロマトグラフィーなどで行われており、最終的には人間の

唆覚によりにおいを評価していたが、これらの方法には問題点が多い。すなわち、ガスク

ロマ トグラフィーによる分析法は試料のサンプリングが煩雑で高価な装置が必要であり、

リアJレタイムでの測定ができない。また、人による官能検査は、感受性の個人差やJI慎応、

疲労などにより評価が異なり 、更に評価が環境や生理的、心理的な条件の影響を受けやす

いので客観性に乏しく、信頼性が低い。このような背景から定性的、定量的なにおいの計

測が可能で、人の感覚を代用できるにおいセンサーの開発が求められてきた。

においを呈する化学物質の数は40万穫ともいわれており、その構造は多種多様である。
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人は、これらのにおい分子を鼻で受容し、においの情報を神経系で電気信号に変え脳に送

り、におい認識をしている。これはにおい分子の唆覚細胞への吸着という化学変化を、そ

の際に生じる物理量(電気信号)の変化に変換して、情報を伝達していると考えることが

できる。従ってこの機能を模倣することにより、人の嘆覚と同様なにおいセンサーを構築

できると考えられる。しかし従来のにおいセンサーは、使用した官能膜に依存して感度が

低く、測定の際のノイズが大きいなどの欠点があり実用的ではなかった。そのため人の喚

覚に匹敵する高感度なにおいセンサーの開発が強く要望されている。

ト 3 におい物質の条件

l臭覚は化学物質の刺激によってよって引き起こされる化学感覚であるが、一般に唆覚を

刺激する物質をにおいと呼んでいる。においを感じるためには、におい分子が鼻の受容細

胞に到達し、そこで相互作用を起こすことが必要である。そのため有香物質には以下のよ

うな条件が必要である(4)。

1 )分子量が3∞以下であること

物質を形成する分子が蒸気圧を持たなければ、空気によって鼻に届かない。分子が揮発

性をもっためには、分子量に制限が出てくる。現在ではにおい分子の分子量は26-3∞と言

われている。

2)水及び脂質にある程度の溶解性があること

におい分子が鼻に到達してから、鼻の粘膜の水層を通過して受容器に到達し、さらにキIjJ

経細胞の脂肪層に入り込むためには、ある程度の水溶性と脂質への溶解性を持つことが必

要とされる。

3 )分子内に官能基や不飽和結合をもっとと

におい分子の構造をみると、カルボニル基、水酸基、エステル基のような官能基や不飽

和結合を有している。このような官能基を持つことが必要であるとされている。

本研究では、高感度においセンサーを製作した後、主にアルコールを用いてその応答特

性を評価し、さらに香料に用いられるような一般的な有香有機化合物を測定対象として人
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の喚覚の感度と比較した。

1-4 生体のにおい受容の様式

においは唆覚を刺激する物質と定義されるのでにおいを理解するためにはI奥覚のにおい

受容機構を知る必要がある。におい分子の受容機構は完全には解明されていないが、現在

までに多くの仮説が提唱されている。現在までに、唆上皮表面の細胞ににおい分子が何ら

かの刺激を与え、この刺激カf神経にパルス波として送られるという仕組みが一般的に受け

入れられている。

このうちにおい受容タンパク質説(5)では受容タンパク質の存在を仮定し、受容タンパ

ク質ににおい分子が結合すると、この変化が次の変化を誘発して細胞膜の内側でカスケー

ド的に変化が生じ、これが細胞膜中に存在しているイオンチャンネルに作用して、細胞内

外のイオンの流出入を制御すると考えている。この説では、喋覚受容タンパク質だけでな

く、 Gタンパク質、アデニjレ酸シクラーゼ、プロテインキナーゼなどの他のタンパク質や

環状アデノシン-3'，ιーリン酸 (cAMP) などのいわゆるセカンドメッセンジャーなどの

関わりによって連鎖的に起こる酵素反応過程を考慮している。しかし、受容タンパク質と

思われる遺伝子はこれまでにクローニングされているが、そのタンパク質の嘆覚細胞から

の精製は極めて困難であり、この仮説の証明は未だになされていない。

脂質膜受容説では、におい分子の受容に特別な受容タンパクが存在せず、におい分子が

膜の脂質二重膜の間隙に吸着され、その際に生じる膜電位の変化及び脂質膜の流動性の変

化が何らかの方法でヰIjl経系に伝達されるとしている(6，7)。この説は唆覚細胞ではない神

経芽細胞や、 cAMP依存のイオンチャンネルが局在する唆シリアを除去したI臭覚細胞を用

いても、これらの細胞がにおい刺激に応答することから、におい受容において特別なタン

パク質が存在しないと仮定した。しかし、この説では膜電位の変化による電気信号の神経

への伝達経路が説明できず、この仮説もまだ証明されていない。

におい受容の機構についてはこのように依然不明な点が多いが、上記のような仮説をも

とにして生体機能を模倣した認識素子を構築することができれば、人の唆覚により近い感
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度と選択性を持ったにおいセンサーが作製できると考えられる。

1 -5 従来のにおい計浪Ij法

香料工業における香りや、香料を用いた各種加工食品、化粧品などの香りの計測・評価

については、音や先のような数値化された尺度は未だなく、客観的な表現方法も確立して

いない。そのため、今日においても、においや香りの評価はガスクロマトグラフィーなど

の分析機器を用いてはいるものの、最終的には人間の唆覚に頼っており、その結果の表現

も一様ではない。以下に従来のにおい計測法を述べる(8)。

1 -5 -1 心理-生理計測法

においの計測の場合、現在のところ評価の次元の数が不明で、標準のにおいも定まって

いないが、このような状況の下でいくつかの計測法が用いられている。

悪臭の強さを採点する直接採点法では、強きや快・不快の程度を点数にして表す。この

中には、 6段階表示法や 9段階快・不快表示法などがある。また希釈法では、採取された

試料を無臭の空気で希釈して、無臭の空気と比較し、においの区別がつかなくなるまでの

希釈倍数で採取した試料の濃度を推定する。においの質の評価を行うためには、 SD法が

用いられている。すなわち、 「きたないーきれいj、 11暖かいー冷たいJなどの言葉の対

を多数用い、測定対象とするにおいを、たとえば5段階の尺度(非常に重い、やや重い、

どちらでもない、やや軽い、非常に軽い、など)で評価する。複数の言葉の対に対する評

価結果から得られるパターンで、においの特徴、遠いを表現する。

T&Tオルファクトメーターは、昭和 47年度文部省研究報告に記載された、唆覚検査

のための基準臭と検査方式の研究を基に開発された方法である(9-11)。ここで用いる基準

物質は昭和 57年5月 17日に厚生省により唆覚検査診断薬として承認された。この基準

臭ができたことにより臨床的には唆覚障害度の判定ができるようになった。わが国では、

このオJレファク トメトリー法が喚党検査に認定されたただ 1つの方法である。また、この

方法により求められた健常人の検知間値、認知関値は非常に信頼性が高く、臨床的にも用
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いられている。

このほかにもにおいの保留性ゃにおいの時間的変化を評価して強度を判定する方法もあ

る。

このような官能評価はにおいを感じる我々人間が測るため、ある意味では確かであるが、

感受性の個人差や順応、疲労などに左右され、結果か環境や生理的、心理的な条件の影響

を受けやすい。従って、客観性に乏しく、信頼性が低い。このことから官能検査の代わり

に客観的な計測が行えるにおいセンサーの開発が望まれている。

1-5-2 物理計測法

においの計測を機器を用いて行うのに最もよく使われるのがガスクロマトグラフイー(

GC)である。においの討測をガスクロマトグラフイーで行うと、沸点の低い揮発性化合

物から順に気化してあらわれる。得られたクロマトグラムで各々のピークの同定を行う必

要がある。最近では、成分の分離に優れた威力を発療するGCとマススベクトロメトリー

(MS)を組み合わせ、 GCで分離した各成分をMSで分析するGC司 MS法がさかんに利用さ

れている。また、におい分子の内部振動が嘆覚細胞ににおいの興奮を引き起こすという

Dyson (12)やWright(13)の振動説をもとに、におい物質のレ ザーラマンスペクトルを測

定する方法も報告されている。さらにセラミック基板に金属酸化物を真空蒸着した金属酸

化物半導体センサーも開発されている。これを用いてコーヒーやオレンジの香気成分の時

間変化が測定されている。

こうした機器分析はかなり感度ょくにおい物質を測定することができるが、 GC-MSな

ど使用する機器には非常に高価なものが多く、汎用性があるとは言えない。またGCに使

われる分離用カラムにはすでに多種多J憾な化学物質が開発されているが、脂質などの生体

分子を用いたり、あるいはこれを模倣した機能性材料を合成して人のl臭覚に近い認識シス

テムを構築している例はない。さらに用いる機器によっては、感度が低かったり、また測

定の再現性や選択性に乏しくパターン分析も行えないものもある。以上のような背景から、

安価で人の喋覚システムを模倣した新規なにおいセンサーの開発が望まれている。

7 



1 -6 水晶振動子を用いたにおいセンサー

水晶振動子は、水晶板の圧電効果を利用したデバイスであり、高精度な基準信号源とし

てコンピュータ一、 l時計などの電子機器に広 〈利用されている。またこの表面を種hの官

能膜(高分子膜、脂質膜)で被覆したものをセンサーとして用いることによって、いろい

ろな物質の計測が可能となっている。

1-6-1 水品振動子表面の密度変化による共振周波数の変化

水晶振動子の中で代表的なものがATカット水晶振動子である。 ATカット水品振動子

の構造をFig.I-2に示す。 ATカッ ト水晶振動子は、水晶の結晶のAT面でカットした水

晶板の両聞に電極を形成したもので、この電極の両国に電圧を印加すると、水晶の圧電効

果のため、商内方向にひずみを生じ、 En力日電圧を解除するとずり振動を生じる。この時の

印加電圧を水晶板のずり方向の共振周波数に同期することによって、水晶振動子を共振さ

せることができる。

ATカット水品振動子は重量変化、粘度変化、密度変化等のごく小さな変化がその表面

に起こったときに水晶振動子の周波数が変化するという性質を持つ。 ATカット水晶振動

子は温度による発信周波数への影響が小さいため様々なセンサーに用いられている。

Sauerbrey (14)は水品振動子表面の振動の式をもとに、気体中での表面重量変化に関して

次のような式を導いている。

MIF= -flmlpdA 

ここで、F:基本周波数、 M:周波数変化、 /!"m:重量変化、 p:水晶の密度、 d:振動子

の厚さ、 A:振動子の面積である。この式は、重量変化がpdA(水品の重量)に対して十

分小さいときに成立することが実験的に確かめられている。これより水晶振動子は気体中

では重量変化により周波数が変化することが分かる。液体中の表面変化については、村松
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ら(1∞9)が共振周波数変化と液体の粘皮との関係式を導いている。

このように水品振動子は重量変化に大きく影響され、周波数変化をすることが知られて

いる。この原理に基づいて縁々なセンサーが開発されており、においセンサーもその 1つ

である。

1-6-2 水品振動子のにおいセンサーへの応用

ATカット水品振動子の微小な重量変化に対する周波数変化を利用して、さまざまなガ

スセンサーが報告されている。 King(16， 17)は水晶振動子上にガス吸着性の薄膜を被覆す

ることによって、湿度の測定やキシレンなどの炭化水素ガスの濃度の測定が可舵であるこ

とを示した。また、シリコンやグリコールなどガスクロマトグラフィーの固定相に用いら

れる化学物質を水晶振動子上に固定化することによって、種々の選択性センサーチップが

作製されている(18・21)。さらに水晶掻動子を賃金属で被覆したり (22)、水品振動子上にプ

ラズマ重合により銅フタロシアニンを製膜して(23，24)ガスの測定を行っている例も報告

されている。コンピューターを駆使したパターン認識も行われている(25-27)。

これらのセンサーはすべて人工的な化合物を認識素子として用いており、栗原らの脂質

膜受容説(6，7)で重要な役割を果たす脂質とはほとんど関連性がない。多種多様なにおい

物質を測定するためには、人のにおい受容機械を模倣したセンシングシステムを構築する

ことが極めて重要であると恩われる。こうした考えのもと、人の嘆覚組織の脂質膜に着目

したバイオセンサーもいくつか報告されている。村松ら(28)やCh釦 gら(29-32)は圧電素子

をフォスファチジJレコリンなどのリン脂質で被覆することによって、人の喋覚を模倣した

センサーを作製している。

リン脂質を用いたこのようなバイオセ ンサーに よって、多様なにおいの計測が可能と

なっている。一方、これらのセンサーは人の喋覚よりも感度がかなり低〈、人の閥値程度

の微量なにおいを測定することは極めて困難である。また使用できる天然の脂質の種類は

限られている。さらに天然に存在する脂質を認識素子として使用すると、安定性に問題が

あり、 一般的に繰り返し使用への耐久性が必要とされるにおい計測の分野には事実上適し
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ていなしミ。このため、センサー感度を向上させる安定な認識素子が必要とされている。

1-7 安定で高感度なにおいセンサーの作製

』旨質を用いたにおいセンサーの感度は、におい物質に対する脂質の親和性に大きく左右

される。従来認識素子として使われてきた脂質は、フォスファチジルコリンやフォスファ

チジルエタノールアミン、フォスファチジルイノシ卜 -Jレなど、細胞やオlレガネラの表面

に普通に存在するものばかりである。こうした脂質の物性は、コリンなどの親水基だけで

なく、疎水的なアシル鎖とあわせて決定される。たとえば、脂質の分子関相互作用は疎水

性側鎖の長さによって左右される(33)。従って、におい物質に対して高い親和性を持つ人

工脂質を合成し、これを水晶振動子を用いたにおいセンサーに応用すれば、においの高感

度センシングが行えると期待きれる。

岡畑らはポリスチレンをペースにした合成二分子煤を水晶振動子上に固定化してにおい

センサーを作製した(34-37)。しかしここで用いた人工脂質の側鎖はフォスファチジルコリ

ンと同じ組成であり、しかも各側鎖はポリスチレンによって固定されているので膜として

の流動性に乏しい。従ってこの人工脂質を用いるメリットには限りがある。

本研究では、におい物質測定用バイオセンサーの高感度化のためのポイントとして、以

下の 2つの点について考慮し実験を行うことにした。

( 1 )流動性の高い官能膜を作製し、においの吸着による膜厚、粘度変化を大きくする。

流動性の高い膜はその構造が乱れやすい状態にあり、におい物質が吸着することにより膜

厚、および粘度が大きく変化すると考えられる。膜厚、粘度変化は密度変化に大きな影響

を与え、周波数が変化する。

(2 )官能膜の表面積を上げ、におい物質の吸着量を増やす。吸着量の増加により、官能

膜での重量変化が高まる。

これまでに官能膜として脂質や高分子が用いられているが、上記の(1 )、 (2 )の観

点からの官能膜の検討は行われていない。そこで本研究では、流動性に影響を及ぼすと思、

われる人工脂質、及びにおい分子の吸着量を増加させるための高分子膜を使ってにおいセ
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ンサーの高感度化を行い、さらに人の唆覚と本センサーの感度の比較を行うことを目的と

した。

1 -8 新規分子認識素子の開発とその必要性

酵素や抗体などの生体分子が有する優れた基質特異性、分子認識能を巧みに応用したバ

イオセンサーは、医療、環境計測、食品プロセスなど犠々な分野に応用され、実用化され

ている(1-3)。一方、バイオセンサーは分子認識素子として生体由来のものを利用している

ため、長期にわたる安定性に欠ける、高i昆・高圧や有機溶媒中での使用に耐えられない、

などの欠点を持つ。さらに、目的の分子に対して認識や触媒反応などの機能を持つ生体由

来の物質が自然に存在するとは限らない。測定対象がますます増大していく現代社会にお

いて、こうした問題は極めて深刻である。

こうしたバイオセンサーの欠点を克服するため、生体の持つ優れた機能を安定で簡単な

化合物を用いて人工的に模倣・再現しようという試みが注目を集めている。人工酵素や人

工レセプターの研究を中心とするいわゆる生体模倣化学(バイオミメティックケミス 卜

リー)である(38-40)。生体模倣化学ではまず、生体分子の機能を原子・電子レベルで理解

する。そのうえで、アミノ酸、核酸、または非天然材料を用いて、新規生体機能素子を設

計・合成する。このように合理的にデザイ ンされた是正規分子認識素子は、個々のターゲツ

トに対して非常に特異的な選択性を有し、中には常jEで優れた触媒活性を持つものも報告

されている。しかしこうした手法は個々のターゲットの構造と目的分子の機能をもとにし

た精綴なデザインを必要とするため、普通的な手法とはなりえない。また一般的に最終標

品を得るまでに多くの合成ステップを踏むことが必要とされるため、実験者の経験と技能

も要求される。

以上のような背景から、優れた機能を持つ生体に代わって、これと 同様の機能を持つ安

定な分子認識素子を簡便に作製する手法が強く要望されている。

1-9 生体模倣化学における分子認識
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当初生体1莫倣化学は生体反応、なかでも特に酵素反応をモデル系として化学的に再現す

る学問として捉えられていた。現在では生体機能の原理を解明し、これを利用して生体と

同様もしくはそれ以上の機能を持った人工系を作りだし、笑用の目的に応用しようとする

研先、といった広い意味に用いられるようになった。 1-8で述べたように、精綴なデザ

インを必要とする生体模倣化学においては、新規分子認識素子を創製するための普遍的な

法則は存在しないが、目的分子とこれを認識する素子との分子間相互作用は、どのような

手法をとる場合でも検討されるべき最も重要な項目である。

生体系で進む反応は、対象分子(ゲスト)を厳密に認識している。このように正確に相

手を識別する生体分子(ホスト)は、その分子認識力に様々な相互作用を利用している。

以下に代表的な生体相互作用を列挙し、その特徴をそれぞれまとめてみる。

1-9-1 静電相互作用による認識

セリンプロテアーゼと呼ばれるー速の酵素群はその活性中心にセリン残基を持ち、その

水酸基を用いてペプチド結合の加水分解を触媒している。代表的な酵素であるトリプシン

は、プロトン化されたアルギニンなど正電荷をもっアミノ酸のカルボキシJレ仮1)を切断し、

疎水性アミノ酸には全く作用しない。これは、 トリプシンの基質を認識する部分が負電荷

を持っており 、これによって正電荷をもっ基質を特異的に取り込むためである。このよう

な静電相互作用は点電荷や双極子モーメントに由来し、これらに相当する単位力場は、そ

れぞれ、

点、電荷ー点電荷 U = k X Z)Z2 / Er 

双極子ー双極子 U=k' X μiμ2 COS81 COS82 / Er3 

で表される。 Zは電荷側数、 Eは誘電定数、 rは距離、 μは双極子能率をあらわす。

ここで考慮すべきは、相互作用が起きる場である溶媒の極性が非常に重要であるという

点である。 εは誘電定数で、水の場合78、炭化水素で2である。ほとんどの溶媒はこの二

者の間の値をとるが、水と炭化水素では、他の条件を全て同じとおいたときでも約4併音の
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相互作用エネルギーの違いが出ることになり、静電相互作用のおこっている局所的な環境

である溶媒の透電性質、つまり極性が重要な因子となる。

1-9-2 水素結合による認識

水素結合は、タンパク質や核酸などの主主体高分子の高次構造形成や機能発現にとって、

本質的な役割を演じている。中でも最もよく例に挙げられるのが、 DNAの二本鎖を形成さ

せている核酸塩基間の相補的水素結合で、チミンはアデニンと 、シト シンはグアニンと対

になって効果的な分子認識が行われることによって、 DNAの構造が維持されている。

1-9-3 疎水性相互作用による詑識

上記のト リプシンに対し、 α句キモトリ プシンは同じセリンプロテアーゼであっても、

フェニルアラニンや、チロシン、 トリプトファンなど、大きな疎水性側鎖を持ったアミノ

酸残基のカJレボキシjレ側を切断し、親水性アミノ酸には全く作用しない。これは αーキモ

トリプシンの活性中心に疎水性の高い部分があり、この疎水性部分が基質の疎水基を認識

して取り込むと、活性中心にあるセリンの水酸基が、ちょうど基質のカJレボニル碁を攻撃

できるよう配置されるからである。この疎水性相互作用は、水になじまないゲストと疎水

場をもっホストとの分子認識において、特に周凶に水が存在する場合に効果の現れる相互

作用である。人工の疎水認識性ホスト化合物としては、シクロデキストリンやシクロファ

ンのような環状化合物が研究されている。

以上のように、生体系では種々の相互作用を巧みに利用して厳密な分子認識がおこなわ

れている。こうした相互作用を巧みに応用すれば、人工的な生体機能分子の認識部位を効

果的に構築できると考えられる。

1-1 0 鋳型重合法

安定な分子認識素子を簡便に作製するためには、ある程度剛直な構造を持ち、目的分子
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の全体の立体構造を認識できるだけの大きさを持つ高分子であることが必須であると恩わ

れる。新たな物性や機能を持つ高分子を開発するためには、重合反応、を意図的に制御でき

るかどうかが重要である。重合反応を制御することにより、同じモノマー組成からでも、

異なった物理的性質を持つ高分子が合成できる。

生体高分子に自を向けると、その構成モノマー単位の種類や配列、さらに結合数までが

厳密に制御されていることがわかる。その結果、情報の保持と伝達、分子認識能、触媒活

性などの機能を発揮することができるのである。この生体高分子の主主合成反応、の仕組みを

高分子合成に応用して、新たな機能を持つ高分子の創製が可能であると考えられる。この

時、高分子の機能は、重合の際の鋳裂と反応場の存在に大きく左右される。なかでも鋳型

の存在に着目し、鋳型分子を系中に共存させることにより、モノマーの配向性などを制御

する方法を鋳型重合という。生体内における鋳型重合の代表は、核酸 (DNA、RNA)を

中心とした遺伝の基本機構でみられる。そこでは鋳型分子としての核酸塩基の配列に従っ

て、モノマーが選択されて鋳型上に固定し、結合する。この鋳型の情報がモノマーの選択

に生かされ、結果的に鋳型に特異的な高分子が形成される。

このように鋳型重合を行うことによって、目的分子に特異的な高分子を簡便かつ効果的

に作製できると思われる。

1 -1 1 モレキュラーインプリンテイング法

1-9のような数々 の分子間相互作用を考慮し、優れた機能を持つ生体と同様の機能を

持つ安定な分子認識素子を簡便に作製する手法として、鋳型重合の一つであるモレキユ

ラーインプリンテ イング法が近年大きな注目を集めている(41-44)。その原理をFig.1-3に

示す。

まず、認識対象分子を鋳型とし、この鋳型分子と、官能基を持つモノマ←(機能性モノ

マー)とを混合して (A)、安定な複合体を形成させる (B)。ここに架橋剤を加えてそ

のまま一挙に重合させて高分子を合成する (C)。その後鋳型分子を高分子内から洗い流

し除去することによって、鋳型分子と安定な複合体が形成できるような位置と角度を保つ

lS 
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て官能基が配置されたポリマーが生成する (D)、つまり目的分子の鋳型をとってしまう

というものである。

この方法はゲストを認識する分子を精密にデザインする必要がなく、いわゆる精密な分

子設計、多段階合成とは対極な立場にあるホスト高分子の合成法であるといえる。また一

段階の重合反応でホストが得られるという合成の簡便さ、迅速さ、安価かつ容易な大量合

成などの利点からも注目されている。そしてその最大の特徴は、どのようなゲスト分子に

対しても原理的にはそれに対応したホスト高分子を合成することが可能であるという、い

わばテーラーメイド的な手法であるという点にある。

1-1 2 モレキュラーインプリンティング法による分子認識素子の合成

モレキュラーインプリンテイングにおいて、鋳型分子と機能性モノマーとの相互作用は、

得られる高分子の特異性や結合力を左右する最も重要な要素の一つである。これまで利用

されてきた相互作用は、主に可逆的共有結合と非共有結合の二つに分類することができる。

1-12-1 共有結合型モレキュラーインプリンテイング

モレキュラーインプリンティングの実用的な可能性を最初に示したのはWujffらである。

彼らは糖を鋳型分子とし、これと可逆的なポロン酸エステル結合を形成することのできる

pピニルフェニlレボロ ン酸を機能性モノマーとすることによって高分子を合成した(45，46)。

得ら九た高分子をカラムの充填剤とし液体クロマトグラフィーを行うことによって、糖の

ラセミ体の分離に成功した。またSheaらはケタール結合に注目し、芳香族クトンをインプ

リンティングしたポリマーの分析を行なっている(47-50)。さらに、シッフ塩基(51)や炭酸

エステル(52)を介した共有結合型インプリンティングの例も報告されている。

共有結合型インプリンテイングの長所として、(1)鋳型と機能性モノマーとの複合体が

化学量論的であるため、ほぽ全ての機能性モノマーが鋳型分子に特異的な認識点となりえ

る、 (2)重合時にも安定に鋳型分子と複合体を形成しているので、得られる高分子内の認

識部位に影響を受けにくい、などがある。また短所として、(1)可逆的共有結合を行える
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官能基が限定される、 (2)鋳型分子と機能性モノマーが共有結合で結ぼれているため、高

分子から鋳型分子を完全に除去するのが困難である、などがあげられる。

1-12-2 非共有結合型モレキュラーインプリンティング

Mosbachらは分子認識の推進力として水素結合やイオン結合を用い、共有結合に頼らな

い鋳型分子の利用を試みた。彼らは機能性モノマーとしてメタクリル酸を選び、イオン

チャンネルの pー遮断薬(53)、ステロイド(54)、務誘導体(55)、薬物(56)などに特異的な高

分子を合成している。

Mosbachらのこうした研究をもとに、さまざまなインプリント ポリマーが報告されてい

る(57，58)。さらに非共有結合型モレキュラーインプリンテイングを利用して、触媒活性

を持つ高分子(59-63)や、金属を特異的に配位する高分子リガンド(64-66)の合成にも成功し

ている。また、インプリントポリマーをステンレスカラムの中で合成するinsituインプリ

ンティング(67・69)の手法も開発されている。

非共有結合型インプリンティングの長所として、 (1)鋳型分子と機能性モノマーを混合

し、自然な相互作用を行わせるので操作が簡便である、 (2)機能性モノマーとの結合が比

較的弱いので、重合後の高分子から鋳型分子を回収しやすい、などがある。また短所とし

て、(1)鋳型分子と機能性モノマーとの複合体が化学平衡に依存するため、重合時の複合

体形成が不安定となる、 (2)機能性モノマーを過剰量用いるため、ポリマー内に非特異的

な認識部位が形成される、などがあげられる。

1-1 3 従来のそレキュラーインプリンティング法の問題点

1-1 2で述べたように、モレキュラーインプリンティングの非共有結合的アプローチ

と共有結合的アプローチにはそれぞれ長所、短所がある。すなわち一方の長所は他方の短

所になっている。このため、モレキュラーインプリンティング法によって分子認識高分子

を合成する際、認識対象分子の種類によってどちらかの手法を選択することになる。しか

しながら臨床や環境、食品分野などにおいてモニタリングの対象が極めて広範に及んでい
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る現状を考慮すると、非共有結合的アプローチにより普遍性があることは明かである。実

際圧倒的に多数の研究が報告しているのもこの非共有結合を利用したモレキュラーインプ

リンティングである。

一方、非共有結合的アプローチでは、ほとんどの場合機能性モノマーとしてメタクリル

酸が用いられてきた。これは鋳型分子との問に水素結合、疎水位相互作用及び双極子・双

極子相互作用が働くことが期待できるという理由による。しかしながらこの単一の分子種

だけでは認識できる物質にも当然限界がある。このためより選択的な認識を実現するため、

メタクリル酸とピニルピリジン(70)、pピニルフェニルポロン酸とピニルピリジン(71)、 p

-ピニルフェニルボロン酸と 4級アンモニウム(72)などを組み合わせたカクテルインプリン

ティングが研究されている。

モレキュラーインプリンテイング法のこれからの展開を考えるとき、最も必要とされて

いるのはその分子選択性の向上である。一方、生体物質の分子内-分子関相互作用は、イ

オン結合や水素結合、疎水結合などさまざまな非共有結合によって成り立っており、イン

プリンティングに応用されているのはこのなかのごく一部である。しかも水素結合などの

非共有結合が多点で形成されることによって、非常に特異的な相互作用が成り立っている。

このように生体内で実際に行われている相互作用を積極的にモレキュラーインプリンティ

ング法に応用することによって、さらに分子認識能の高い高分子を得ることができると思

われる。具体的には、生体内で実際に行われている相互作用を模倣した新規機能性モノ

マーを開発していくことが、モレキュラーインプリンテイング法の応用範囲を広げていく

上で重要であると思われる。

また従来のモレキュラーインプリンティングの研究では、重合の際の溶媒や重合方法、

機能性モノマーと鋳型分子とのモJレ比などの諸条件を細かく検討した例は非常に少ない。

個々の認識対象分子について選択的な素子を合成するためには、こうした条件を一つづっ

検討することが不可欠である。

さらに本研究の目的は、生体にかわる安定な分子認識素子を創製して、超安定なバイオ

センサーを構築することであり、モレキュラーインプリンデイング法によって得られた分
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子認識素子をこのセンサーの素子として利用することにある。モレキュラーイ ンプリン

ティング法によって得られた高分子をセンサーに応用した例は極めて少ない(73，74)。さ

らに実サンプルの測定まで行った報告はない。

1 -1 4 本研究の目的と意義

本研究は、生体にかわる人工分子認識素子を合成し、これをセンサーによる計測や液体

クロマトグラフィーでの分離に応用することを目的とする。

まず、比較的安定な素子である脂質を対象とし、天然。こは存在しない 2種類の人工脂質

を分子認識素子として用いることによって、高感度においセンサーを繕築することにする。

第 2章では、水晶振動子を利用したにおいセンサーの官能膜として脂質の検討を行う。

特に脂質のアシル鎖に着目し、天然に存在しない三重結合を持つ人工脂質と、 α{立で分校

したアシル鎖を持つ人工脂質を用いて高感度なにおいセンサーを作製する。さらに、従来

のにおい測定において基準臭として用いられている標準におい物質を用いて、作製したセ

ンサーの感度を人の唆覚と比較する。

第3章では、第 2重量で作製したにおいセンサーをさらに高感度化することを検討する。

水晶振動子の表面を多孔性高分子で被覆することによって、センサーの官能膜の表面積を

広げ、におい物質の吸着量を増加させる。さらに α位で分校したアシル鎖を持つ人工脂質

を固定化することによってセンサーの高感度化を図る。また得られたセンサーの感度を人

の嘆覚と比較する。

次に、人工分子認識素子の合成方法としてさらに汎用性のあるモレキュラーインプリン

ティング法に着目し、これを用いて分子認識能を持つ様々な高分子を合成した。さらに得

られた高分子をセンサーの素子として応用することを試みる。

第 4重量では、男性ホルモンの一種であるテストステロンを認識する高分子をモレキュ

ラーインプリンテイング法によって合成する。機能性モノマーと鋳型分子とのモル比、浴

媒、架僑弗lなどの重合条件を詳細に検討することによって、最も基質選択能の高い高分子

を得る。
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第 5章では、ペプチド聞の多点水素結合を僕倣した新規機能性モノマーを合成し、モレ

キユラーインプリンテイングに応用する。高分子内に立体選択能を持った分子認識部位を

構築することによって、ジペプチド誘導体のジアステレオマーを特異的に認識させること

を試みる。

第6章では、核酸塩基の相補的塩基対に見られる多点水素結合を模倣した新規機能性モ

ノマーを合成し、モレキユラーインプリンティングに応用する。イミド構造を有する鋳型

分子に対して親和性を持つ高分子を合成し、その選択性を種々の類似化合物を用いて評価

する。さらにこの高分子を用いて催眠剤の一種であるバJレピツール酸誘導体を選択的に認

識できるか検討する。

第 7章では、抗生物質の一種であるクロラムフェニコールを認識する高分子をモレキュ

ラーインプリンティング法によって合成する。重合条件を詳細に検討することによって、

最も基質選択能の高い高分子を得る。さらにこの高分子をセンサーの分子認識素子として、

クロラムフェニコールセンサーを作製し、その性能を評価する。

第8章では、本研究で得られた知見をまとめる。

本研究は生体にかわる人工分子認識素子を合成し、これを計測や分離に応用するもので

あり、様々な用途に応用できる安定な素子を創製するための基礎研究として極めて意義深

いものである。
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第2章人工脂質を用いるにおいセンサー

2-1 緒言

脂質を用いたにおいセンサーは、人の喋覚を模倣した優れたバイオセンサーとして、こ

れまで数種類のものが開発されている。しかし従来認識素子として使われてきた脂質は、

フォスファチジルコリンやフォスファチジルエタノールアミン、フォスファテジJレイノシ

トールなど、細胞やオJレガネラの表面に普通に存在する天然のものがほとんどであり、安

定性に問題があった。しかも人の唆覚の閥値まで測定することができず、この感度の低さ

もセンサーの笑用化を妨げていた。においの測定は食品の品質管理や環境保全の分野でま

すます重要な項目となってきていることから、こうした諸問題を解決するにおい認識素子

の開発が要求されている。

脂質を用いたにおいセンサーの感度は、におい物質に対する脂質の親和性に大きく左右

される。これまでににおいセンサーで検討された脂質の物性はコ リンなどの親水基部分だ

けであり、疎水的な性質を持つアシJレ鎖に着目した人工脂質の研究はほとんど行われてい

ない。アシル鎖の物性は脂質膜の流動性に極めて大きな影響を与えることが知られており、

結果的に脂質牒に よるにおい物質の吸着に直接影響するものと予想される。

そこで本研究では脂質のアシル鎖に着目し、種々の長さのアシJレ鎖や他の脂質を用いて

水品振動子上に固定化 し、におい物質に対する応答への効果を評価 した。さらに脂質践の

流動性とにおい物質の吸着量に影響を与えると思われる人工脂質を水品振動子上に固定化

し、センサーの高感度化を図った。そして、わが国でl臭覚検査法としてただ 1つ認定され

たT &Tオルファク トメーターの基準臭として定められている 5種類のにおい分子を用い

て、本センサーの検出限界 と人の闘値を比較することに した。

2-2 実験方法

2 -2 -1 試薬

天然に存在する脂質として、S1GMA社 (St.Lou弘MO，USA)製のL-αーフォスファチジJレ
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コリンジパレロイル (C5:0)、しαーフォスファチジルコリンジデカノイル (CIO:O)、L-α一

フォスファチジルコリンジベンタデカノイル (CI5:0)、L-αーフォスファチジルコリンジパ

Jレミトイ Jレ(C16:0)、L-αーフォスファチジルコリンジアラキドイ Jレ(C20・0)、コレステロー

lレを用いた。また、人工脂質として、 1，2-ジー(オクタデクー4-イノイル)-sn-グリセロ・3-フォ

スフォコリン、 1，2-ジー(オクタデクー12-イノイ Jレ)-sn-グリセロー3-フォスフォコリン、1，2-ジー

(オクタデクー14-イノイル)-snーグリセロー3-フォスフォコリン、 1，2-ジー(2・ーデシルテトラデカ

ノイル)-sn-グリセロー3-フオスフォコリン、1，2ージー(2'ーオクチJレドデカノイ Jレ)-sn-グリセロー

3-フォスフォコリン、 1，2-ジー(2'ーヘキシルデカノイ Jレ)-sn-グリセロー3-フォスフォコリンを

用いた。これらはシュツットガルト大学のシュミッ ト教授より供与された(75，76)。

測定対象物質としては、和光純薬製のメタノーJレ、エタノール、 n-プロパノール、 n

プタノール、 n-ヘキサノール、 nーオクタノール、トルエン、ヘキサン、シクロヘキ

サンを用いた。また、喚覚検査用のにおい物質として、以下の 5種類のものを用い、日本

薬局方に基づいて作られた無臭の流動パラフィン(小堺製薬製)を用いて、人の検知関値

の濃度に希釈した。

(a)メチルシクロベンテノロン (10・5.6w/) 

(b) i'ーウンデカラクトン (10-5.1w/w) 

(のイソ一吉草酸 (10-6.0w/w) 

(d) sーフェネチルアルコール (10-5.2w，ん)

(巴)スカトール (10-6.1w/w) 

(心から(c)は東京化成製、 (d)、(巴)は和光純薬製のものを用いた。他の試薬は分析用の純度

を持つものを用いた。

2-2-2 測定装置
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本研究では、共振周波数約lOMHzのATカァト水晶振動子 (コイケ製)を用いた。水

品板は8X8XO.18mmのものを用い、スパッタリング法によりクロム150入、白金1側 λ 

の薄膜を両面に形成し、電極とした。そして、この水晶振動子をクロロホルムで 10分間

超音波洗浄し、 uvオゾンクリーナー(日本レーザー電子:NIeUV2S3)で洗浄して用い

た。

本測定装置をFig.2・1に示す。発振回路としては同時に多数の情報を得るように、 8

チャンネル型のものを用いた。これは 8つの発援回路と周波数カウンターからなり、同時

に8個までの水晶振動子の共振周波数を測定することが可能である。

本システムは窒素ボンベ、ガスパーミエーター、周波数カウンター、恒温チャンパ一、

水晶振動子、パーソナルコンピュータ一、温度計より構成される。窒素ガスを標準ガスと

し、ガスパーミエーターを用いて一定温度にした。また、ガスパーミエーター中ににおい

物質を入れてにおいガスを発生させた。におい物質は導入口から標準ガスと共に恒温チヤ

ンバー内の水晶振動子に達する。システムの制御及びデータ処理はパーソナルコンビュー

ター (EPSON: PC-286VE)で行なった。なお、この発振回路は安西メディカJレから供与

された。

2-2-3 スピンコート法による脂質膜の作製

スピンコーター(ミカサ:1H-四)を用いて脂質薄膜を水晶振動子の表面上に形成した。

脂質溶液40mg/ml (溶媒 nープロパノール)を用い、これを水晶振動子の基板の中央に

10μl滴下し、 23 "cで 2段階のスピンコ 」ト (4∞叩m、15附 pm)を順次行うことによ っ

て薄膜を形成させた。被覆した脂質量は、スピンコート前後の共振周波数変化により確認

した。

2-2-4 標準ガスの発生法と原理

本研究では、標準ガス発生器としてガスパーミエーター(3)(ガステック社:PD-1B)を

用いた。以下にこの装置の原理を述べる (Fig.2-2)。
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サンプリングチュープ(1.5凶)に測定物質を入れ恒温槽部に保持すると、 単位時間当

たりに、におい分子が蒸発拡散する量は各i昆度で一定となる。そこにキャリアーガスを一

定量送ることにより長期間安定した任意の微量濃度の標準ガスを発生させることができる。

本研究で用いたガスパーミエーターの理論式は以下の通りである。

Dr==KjXd2/L== ~mXI06/Ti 

K̂ =12.4 x (273+ T) x P 
2 恥1x273 x760 

C=DI XK2X103/12 

式中の記号は、それぞれDr:拡散速度、 ilin:試料の減少量(g)、 Ti:秤量時間(min)、Kt.

K2:定数、 T:i温度(''C)、 d:サンプリングチュープの直径、 L サンプリングチュープの

長さ、 P:圧力 (mmHg)、M:試料の分子量、 F:キャリアーガスの流量 (rru州in)、c:標準

ガスの濃度 (ppm)を表わす。従ってサンプリングチュープの直径や長さ、温度やガス流量

を変化させることにより、標準ガスの濃度が調節できる。

2-2-5 におい物質の測定法

脂質で被覆した水晶振動子を30"(;に設定した容量約 1Lの恒温チャンパー内に装着した。

窒素ガスを流速0.2l/rnin Iこなるようにチャンバー内に送り込み、共費量周波数が安定になる

まで待った。その後におい物質をl.SmLのマイクロサンプルチューブに lrru入れ、これを

ガスパーミエーター中のチュープホルダーに 4本同時にセットし、においガスを発生させ

た。においガスが恒温チャンバー中の水晶振動子に達した後(約60分)、共振周波数変化
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を測定した。共振周波数変化は、パーソナルコンピューターで記録した。

2-3 結果及び考察

2-3-1 スピンコート法による脂質膜の作製

濃度の異なるしαーフォスフ 7チジルコリ ンジデカノイル (CIO:O)溶液をスピンコートに

より水品振動子に被覆した際の周波数の変化を調べた。脂質は10、20、30、40mg/mlのn

ープロパノール溶液を用い、それぞれ4∞中m、15∞r pmの2段階スピンコートにより水

晶振動子に被覆した。スピンコートに用いた脂質溶液の濃度と脂質で被覆したことによる

周波数変化との関係をFig.2-3fこ示す。

この結果、脂質溶液の濃度とスピンコートによる脂質の被覆量すなわち周波数変化は比

例関係にあり、 40mg/mlの溶液を用いたときに最大10町長の周波数変化を示すことが明ら

かになった。なお40mg/ml以上の脂質溶液を用いたときには、水晶振動子の発援は観測さ

れなかった。これは多量の脂質膜の形成によって重量変化が大きくなり、発振が妨げられ

たためと考えられる。溶媒として用いた nープロパノールは比較的沸点が高いが、スピン

コートの際脂質膜の形成と同時に直ちに蒸散したので、溶媒として問題ないことが確かめ

られた。

以上の結果、スピンコート法は水晶振動子上に脂質の薄膜を形成する方法として適して

いると判断し、以後の笑験ではこの方法により脂質膜を作製することにした。

2-3-2 コレステローJレの添加による脂質膜の応答性への影響

コレステロールは リン脂質のア シル鎖と相互作用することによって、細胞表面の脂質二

重膜の流動性を下げることが知られている(77，78)。これは、その固い環構造が脂肪酸側

鎖の動きを妨害するからである。一方、コレステロールは脂質の親水基聞の相互作用には

ほとんど影響を及ぼさないことも知られている。このことから、コレステロールを混合し

た膜を水晶振動子上に形成することで、センサーの官能族の流動性が変化し、水品振動子
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表面上での密度変化の効果が大きくなると考えた。さらににおい物質が吸着するために重

要な脂質膜の見かけ上の面積が変化することも予想される。

そこでコレステロールとホスファチジJレコリンを混合した膜をセンサーの官能膜とし、

これを用いてにおいに対する応答を測定した。混合溶液は、 40mg/mJのしαーフォスファチ

ジルコ リンジパルミトイル (C16・0)溶液1∞の体積に対して40mg/mlのコレステロールを0-

60の割合に調整したものを用いた。におい物質としてエタノール、ブタノール、ヘキサ

ノール、オクタノーJレを用いてその応答を調べた。

測定の結果をFig.2-4に示す。コレステロールの重量%が0-25%まで増加すると、どの

におい物質に対しでもセンサーの応答値が増大し、 25%で周波数変化は最大となった。一

方コレステロールの重量%が25%以上になるとセンサーの応答値は減少し、 40%以上では

変化しなくなった。これは明らかにコレステロールのリン脂質に対する効果によるもので

あると考えられる。前述のように、コレステロールには脂質膜の流動性を下げる効果があ

るため、センサーの応答値は減少することが予想されたが、実験により逆の結果が得られ

た。これは、コレステロール濃度が0-25%までは混合脂質膜の流動性は下がるものの、

におい物質が吸着するために重要な脂質膜の見かけ上の面積が拡大し、さらにコレステ

ローJレの水酸基によってにおい物質をより吸着しやすくしやすくなったためと考えられる。

一方、コ レステローJレ濃度が25%以上では膜としての構造がとりにくくなり、逆ににおい

分子の吸着量が減少したものと考えられる。また、細胞やオJレガネラの表面上で見られる

コレステロールの生理的な濃度は10-40%である(79)ことからも、過剰なコレステローJレ

の添加はセンサーの分子認識素子としての脂質膜の傍造を阻害すると予想される。

以上のように、官能膜である脂質膜の流動性を変化させることでセンサーの応答をコン

トロールできる ことが示された。

2-3-3 ホスファチジルコリンのアシJレ鎖の長さの検討

におい物質に対する脂質の親和性は、センサーの応答値、特に感度に大きな影響を及ぼ
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すと考えられる。そこで、裁和性を左右する要素として脂質のアシル鎖に着目し、この長

さがにおいに対する応答に及ぼす影響を評価した。

様々な長さのアシJレ鎖を持つ以下の脂質を水晶振動子上に固定化し、メタノーjレ、エタ

ノーJレ、トルエン、ヘキサン、シクロヘキサンに対する応答をそれぞれ調べた。

L-αーフォスフ 7チジJレコリンジパレロイル (CS:O)

L-αーフォスファチジJレコ リンジデカノイル (CIO:O)

Lαーフォス フ7チジJレコリンジベンタデカノイル (ClS:O)

しαーフオスファチジルコリンジパルミトイル (C16・0)

L-αーフォスファチジルコリンジアラキドイル (C20:0)

各種の有機物に対するそれぞれの脂質の応答をFig.2-5に示す。メタノールやエタノー

Jレなど極性の高いにおい物質に対しては、どの脂質を用いたときも比較的高い応答値が得

られた。 これは経性のあるにおい物質として用いたアルコールの蒸気圧が高 〈、においガ

スの濃度が高くなってしまったためと考えられる。そこで、におい物質の極性による応答

値の違いを補正するために共振周波数変化率Frを導入した。

Fr = Fx / Fxmax 

式中の記号は、 Fx:各脂質におけるにおいの応答値、 FXma x 各々のにおい物質に対

する最大の応答値を表す。本式によ って共振周波数変化率Frを導入することにより、に

おいガスの濃度に関係なく脂質問の応答の違いを調べることができる。

Fig.2-5の結果を上式に基づいてプロ ットし直した結果、脂質のアシル鎖の長さと共振

周波数の変化には相関があることがわかったσig.2-6)。すなわち、メタノールやエタ ノー

ルなど極性の高いにおい物質に対してはアシル鎖が短い脂質膜を用いた時に高い応答が得

られた。逆にヘキサンや トルエンなど極性の低いにおい物質にはアシル鎖が長い脂質膜を

用いた方が高い応答が得られた。これは非極性の性質を持つアシル鎖の長さがにおい物質
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との親和性を左右することを示唆している。このように、リン脂質に対するにおいの応答

は、リン脂質の親水基の種類だけでなく、そのアシル鎖の長さによっても変化することが

明らかになった。以上の結果から、脂質のアシル鎖はにおいセンサーの高感度化を左右す

ることが示唆された。

2-3-4 三重結合を持つ人工脂質を用いたセンサーのにおい物質に対する応答

2-3-3より、脂質のアシJレ鎖がにおい物質の吸着に大きな影響を及ぼすことが確認で

きた。そこで、天然には存在しないアシル鎖を持つ種々の人工脂質を用い、それぞれがセ

ンサーの応答値に及ぼす影響を評価することにした。

用いた人工脂質は1，2-ジー(オクタデク -4-イノイル)-sn-グリセロー3-フォスフォコリン(PC

4a)、1，2-ジー(オクタデクー12-イノイ lレ)-sn-グリセロー3-フォスフォコリン(PC-12a)、1，2-ジー(

オクタデクー14-イノイ Jレ)-sn-グリセロー3-フォスフォコリン(pC-14a)の3つで、シュツット

ガルト大学のシュミット教授より供与された(75)(Fig. 2 -7)。これらはアシル鎖のそれぞれ

異なる部位にc-c結合間の回転運動を阻害する三重結合を有しており、北極に住む水鳥

や鯨で発見された特殊な脂質の構造に基づいて合成された。もともと低温でも凍結せず、

援水性にも優れているなとε特性を持っていたが、さらに笑験室で合成されたこれらの人工

脂質は、相転移温度や一分子あたりの面積などが、天然に見られる脂質とは異なる特徴的

な値を示していた。このため、これらの人工脂質が持つ物性は脂質膜の流動性にも大きな

影響を与えるものと予想される。そこで、これらの人工脂質と、対照として三重結合を持

たないしαーフォスファチジJレコリンジパルミトイ Jレ(PC(CI6:0))を用いることによ って、

アシル鎖内の三重結合のセンサ一応答に及ぼす影響を検討した。

人工脂質の水品振動子上への固定化はこれまでに示した方法と同様に行った。におい物

質としてエタノール、プタノーJレ、ヘキサノール、オクタノールを用いてその応、答を調べ

た。笑験の結果(Fig.2-8)、三重結合を含む人工脂質を固定化した水品振動子は、天然に存

在するPC(CI6:0)よりもにおい物質に対する応答値が低いことが示された。また、 三重結
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合の位置がアシル鎖の先端に近づくほど応答は低くなった。

PC-4a、PC・12aおよび、PC-14aは、 一分子の占める面積がそれぞれ58、57、49Aであるの

に対し、ほほ同じアシル鎖長を持つフォスファチジルコリンジステアロイル(DSPC:CI8:0) 

は一分子あたり 44入であることが圧力一面積曲線よりすでに明らかになっている(75)。こ

うした見かけ上の脂質面積の拡張が、におい物質がより吸着しやすい環境を与えると予想

してこれらの人工脂質を官能膜として用いたのであるが、全〈逆の結果が得られた。一方、

示差熱分析によると、 DSPCの相転移温度は55.7・Cであるのに対し、 PC-4a、PC-12aおよび

PC-14aの相転移温度はそれぞれ23.3・C、5.7・C、23.2
0

Cであった。これは人工脂質がよ り低

い温度でグル相から液晶相に転移できることを示しているが、この急激な物性の変化に

よって脂質膜が過剰に流動的になり、膜としての構造を維持できなくなったため、におい

物質が吸着されなくなったと恩われる。

以上の結果、三重結合を含む人工脂質を用いたにおいセンサーは天然の脂質よりも応答

値が低く、センサーの高感度化には適さないことが明らかになった。

2-3-5 α{立で分校したアシル鎖を持つ人工脂質を用いたセンサーのにおい物質に対す

る応答

2-3-4では、三重結合を持つ人工脂質を用いたセンサーは、本研究で用いたにおい物

質に対して応、答値が低く、アシル鎖の物性がセンサ一応答に大きな影響を与えることが示

唆された。そこで次の実験ではセンサーの高感度化を目的とし、 α位で分校したアシル鎖、

すなわちアルキル鎖の数の多い人工脂質をにおいセンサーに用いることで、におい物質に

対するセンサ一応答を評価することにした。

用いた人工脂質は 1，2-ジー(2'ーデシルテトラデカノイ Jレ)白川ーグリセロー3-フォスフォコリン

(0(14-10)PC)、1，2-ジー(2にオクチJレドデカノイル)-sn-グリセロふフォスフォコリン(0(12-

8)PC)、1，2-ジー(2'ーヘキシルデカノイル)-sn-グリセロー3-フオスフォコリン(D(1O-6)PC)の3つ

である(76)(Fig. 2-9)。これらはアシル鎖の α位が分校した構造を持ち、見かけ上4本のア
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ルキJレ鎖を有している。こうした構造も 2-3-4で述べたように、北極に住む水鳥や鯨で

発見された特殊な脂質の構造に基づいている。ラングミュアーブロジェ ット (LB)膜作

製技術によってこれらの人工脂質の圧力一表面曲線を作成したところ、 l分子あたりの面

積が分枝構造を持たないフォスファチジルコリンジミリストイルよりも大きいことがすで

に示されている(76)。この特徴的な構造は、脂質膜の流動性に大きな影響を与え、結果的

ににおい物質に対する親和性を向上させるものと予想される。そこで、これらの人工脂質

と、対照として分校していないしαーフォスファチジルコリンジパJレミトイル(PC(C16:0))

を用いることによって、分校構造がセンサー応答に及ぼす影響を検討した。

人工脂質の水品振動子上への閏定化はこれまでに示した方法と同様に行った。におい物

質としてエタノール、ブタノール、ヘキサノール、オクタノールを用いてその応答を調べ

た。実験の結呆(Fig.2-10)、D(l4-JO)PC、D(12-8)PC、D(1O-6)PCを固定化した水晶振動子

は、 PC(C16:0)を固定化したものよりも 3倍から 5倍の応答を示した。

D(14-IO)PC、D(l2-8)PCおよびD(10-6)PCは、 一分子の占める面積がそれぞれ96.5、90.5、

80.0入であるのに対し、ほぽ同じアシル鎖長を持つフォスフ 7チジJレコリンジミリストイ

Jレ(DMPC;Cl4:0)は一分子あたり 65.0Aであることが圧力 面積曲線よりすでに明らかに

なっている(76)。このことから、脂質面積が見かけ上拡大し、におい物質がより吸着しや

すい環境になったために、センサ一応答が大きくなったものと思われる。また分校によっ

て適度な流動性が生じ、さらに単純に想定される脂質膜より立体的で複雑な構造をとって

いることも予想される。

3つの人工脂質の各アルコールに対する応答パターンも、分校構造を持たないPC

(C16:0)の応答パターンと異なる。 PC(C16:0)はアルコールの極性と応答値との問に相関が

見られなかったのに対し、 3つの人工脂質はどれもより疎水的なアルコールに高い親和性

を示した。用いた人工脂質の中では、ヘキシJレ基とデカノイ Jレ基を各々 2つ持つD(10-

6)PCが最も高い応答を示した。これらの官能基の組み合わせは 3つの人工脂質の中で最も

短〈、脂質の流動性をより高める効果をもたらしたと考えられる。
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以上の結果、ヘキシル基とデカノイ Jレ基を各々 2つ持つ人工脂質問10-6)PCを用いてに

おいセンサーの高感度化が可能であることが示された。

2-3-6 人の嘆覚の閥値とにおいセンサーの検出限界の比較

2-3-5で用いた人工脂質D(14-10)PC、D(l2-8)PC、D(1O-6)PCを官能膜としたセンサー

の感度を人のl臭覚の感度と比較することにした。すなわち、 T&Tオルファクトメーター

で定められている 5つのにおい物質を人の検知関値と同じ濃度に調製し、これを本セン

サーで測定することによって感度の評価を行った。

T&TオJレファクトメーターで定められている 5つのにおい物質(Fig.2-11)は以下の通

りである。

Aの成分 :sーフェニルエチルアルコールで、ローズP(Rose-P)の別名でよく

知られている物質である。無色透明の液体で、パラ様の香気を有している。検知関値:

10・5.2(w/w，以下同様)。

Bの成分:メチルシクロベンテノロンでシクロテンの商品名で知られている。無色粉末

状で甘いカラメル様の香気を有する。検知閥値 10-5.6。

Cの成分.イソ吉草酸で、無色透明な液体である。むれた靴下のにおい、ないしは汗く

さいにおいであり、悪臭の代表的なものの一つである。検知鴎値:10.6.0。

Dの成分 :γーウンデカラクトンで無色か淡黄色の液体である。桃様香気を有する。検

知同値:10.5.10 

Eの成分:スカトールで、不快な糞臭を有するが、希釈すると少し清涼感のある快香と

なる。元来は白色板状結晶である。天然のシベット(ジャコウネコの香腺より採取したも

の)に含まれている。検知閥値・ 10.6.1。

これらのにおい物質を人の検知関値と同じ濃度になるように流動パラフインで溶解し、

人工脂質問14・10)PC、D(12-8)PC、D(10-6)PCを固定化した水品振動子で測定した。最初に

ガスパーミエーターを30"Cに設定して測定を行ったが、センサーの応答は観測されなかっ
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た。そこで40"Cで測定を行ったところ、応答を示すことが確認された (Fig.2・12)。すな

わち、 3つの人工脂質は溶媒として用いた流動パラフィンよりも 5つのにおい物質に対し

てより大きな応答値を示した。 5つのにおい物質と 3つの人工脂質との聞に特徴的な認識

パターンは見られなかったが、少なくとも何らかのにおいを検知できたことが明らかに

なった。このことから、本センサーは人とほぼ同程度のにおい検知能をもつことが示唆さ

れた。

2-4 結言

本章では、高感度においセンサーを作製するために、リン脂質のアシル鎖に着目して種々

の検討を行った。まず脂質のアシル鎖長とにおい物質に対する応答との関係を調べた。そ

の結果、脂質のアシル鎖が長いほど極性の高いにおい物質の応答が高く、逆に脂質のアシ

ル鎖が短いほど極性の低いにおい物質の応答が高いことが示された。脂質膜にコレステ

ロールを20%添加することで、においセンサーの感度を約 2倍向上させることができた。

さらにセンサーを高感度化することを目的として、三重結合を持つ人工脂質を宮能膜とし

てにおいセンサーを作製したが、飽和アシJレ鎖を持つホスファチジJレコリンを用いたにお

いセンサーより低い応答を示した。次に α位で分校したアシ Jレ鎖を持つ人工脂質をセン

サーの官能膜として用いることで、においセンサーの応答値が3倍以上増大した。 T&T

オJレファクトメーターで使われる標準におい物質を測定した結果、分校構造を持つ人工脂

質を官能膜とした本においセンサーは、人の唆覚と同程度の感度を示した。

以上のように、天然に存在しないアシル鎖を持つ人工脂質を分子認識素子として利用す

ることによって、においセンサーの高感度化を図ることが可能になった。一方、 Fig.2-12

の結果は、本センサーが溶媒などにおい以外の物質にも応答し、また選択性にも問題があ

ることも示している。これらの問題は、さまざまな官能碁を持つ人工脂質を同時に用いて、

ニューラJレネッ トワークによるパターン認識を行わせることによって解決すると恩われる。
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第3章 高分子膜によるにおいセンサーの高感度化

3-1 緒言

前章で人と同程度のにおい検知能をもつにおいセンサーの開発に成功した。このことは

人間が行う官能検査を代用するセンサーとしての最低限の感度まで到達したことを意味す

る。においセンサーが要望される様々な分野では、一般の人と比べて高いにおい検知能を

持つ調香師のような職人をセンサーで代用することを考えている。しかし現在のにおいセ

ンサーではそこまでの感度はない。そこで更ににおいセンサーを高感度化することを考え

た。

第二章では脂質のみを用いていたためセンサー表面は非常に平滑であった。しかし、表

面積の大きい官能j漢を用いた方がにおい物質の吸着が容易になるためにセンサーが高感度

になることが予測される。従って脂質の官能膜の作製法を検討する必要がある。

脂質の物性計測の研究では、脂質二重膜を安定に形成することが非常に重要である。そ

のため脂質膜の作製法が多く開発された(80，81)。これらの方法の多くは高分子化合物を

担体として用いている。中でも担持膜法は高分子化合物の多孔質膜を形成し、その上に脂

質膜を形成させるという方法である。そこで多孔質状の高分子化合物を用い、官能膜を作

製することで安定な応答を示し、高い応答を示すにおいセンサーが開発されると考えた。

そこで、高分子膜を用い多孔質膜を形成させた。そして、その高分子膜中に脂質溶液を含

浸させることで脂質膜を形成した。これらのj箆をにおいセンサーの官能膜とし、においの

応答を計測した。また、このセンサーの検出限界を人の検知閥値と比較した。

3-2 笑験方法

3 -2 -1 試薬

本章では第 2章と同様に、脂質としてしαーフォスファチジルコリンジパルミトイル

(C 16:0)、1，2-ジー(2'ーデシJレテトラテ・カノイル)-sn-グリセロー3-フォスフォコリン(0(14 
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lO)PC)、1，2-ジー(2'ーオクチjレドデカノイ Jレ)-sn-グリセロー3-フォスフオコリン(D(12-8)PC)、

1.2ージー(2'・ヘキシルデカノイル)-sn-グリセロー3-フォ スフォコリン(D(1O拘6)PC)を用いた。こ

れらの溶媒としてクロロホルム(和先純薬製)を用いた。また、本章で用いたにおい物質

は第 2重量で用いたアルコール及び理主党診断薬である。

脂質の胆持膜として、ポリ塩化ピニル(重合度11∞) (PVC)、ポリスチレン (PS)、

ポリピニルプチラール(重合度7∞) (PVB)、ナイロンポール(ポリアミド)を用いた。

このうち前者3つは和光純薬製、ナイロンボールはPolysciences社製のものを用いた。また

それぞれの溶媒として、和光純薬製のテトラヒドロフラン、 トルエン、ジクロロメタ ン、

ギ酸を用いた。本研究で用いた水はMILLIPO阻・ SO・TOCにより作製した超純水である。

3-2-2 測定装置

本研究では、共振周波数約lOMHzのATカット水晶振動子を用いた。水晶板は8X8X

0.18mrn (コイケ)のものを用い、スパッタリング膜作製装置 (SillAURA: CFS-4ES) を

用いてクロム150λ、白金10∞Aの簿膜を形成し、電極とした。そして、この水品援動子

をクロロホルムで 10分間超音波洗絡し、 UVオゾンクリーナー(日本レーザー電子:

NL-UV253)で洗悔したものをセンサーチップとして用いた。

3-2-3 担持燥の作製法

PVC、PS、PVB、ナイロンをそれぞれテトラヒドロフラン、ト jレエン、ジクロロメタン、

ギ酸に溶かし、 40mg/m1の高分子溶液となるよう調製した。スターラーで撹鉾しながらこ

れに超純水を滴下し、ホモジナイザー(臼音医理科器械製作所:ヒスコトロン)で更に 2

分間撹件、し静置することでエマルションを形成させた。このエマルションを容量lmlのセ

ルに入れ、 LB膜作製装置(日本レーザー電子:LB-504S)のデイツパーを用いて水晶振

動子をこれに静かに浸し、 ωmm/minで上昇させた。水晶振動子上に高分子化合物が被覆

された後、室温に放置して乾燥した。次に脂質のクロロホルム浴液を作製し、デイ ツパー



を用いた上記の方法と同様の方法で、水晶振動子上の高分子膜上に脂質膜を形成させた。

以上の操作はすべて室温で'fj'った。

3-2-4 におい物質の測定法

本主主で用いたセンサーシステムは、第二輩と同様である。ポリマーと脂質で被覆した水

晶振動子を恒混チャンパーに固定した後、窒素ガスを流し、ガスパーミエーターで調製し

た標準ガスを0.2]/min、30'Cで連続的に流しながら共振周波数が一定になるまで待った。

その後におい物質を1.5叫のマイクロサンプルチューブにいれ、ガスパーミエーター中の

チュープホルダーに一本セットし、においガスを発生させた。これが恒i昆チャンパー中の

水晶振動子に達した後、においガスの官能膜への吸着による共振周波数変化を測定した。

共振周波数は、パーソナルコンピューターで記録した。

3-3 結果と考察

3 -3 -1 エマルションの調製及び被覆法の検討

本研究では高分子化合物を用いることで多孔質膜を形成させることを目的としている。

そこで高分子化合物のエマルシヨンを水晶振動子に被覆し、乾燥させることにより、多孔

質膜を形成することを考えた。

まずPVCとPSをそれぞれテトラヒドロフランとト jレエンに溶かし、その溶液に5%の水

を加えたところ固体が析出し、エマルシヨンを形成させることができなかった。そこで、

本研究ではPVB及びナイロンを用いて多孔質膜を形成させた。

以上のように調製したエマルションをスピンコー ト法により被覆すると、水晶短動子全

体に均一な高分子膜を形成することはできなかった。加えて、水品振動子上に被覆された

高分子化合物は透明な膜となり、多孔質膜を形成しなかった。このため、本意では浸漬法

を用いて脂質、及び高分子膜を形成した。

3-3-2 PVBを用いた官能膜の作製及びセンサーの応答の評価
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PVBは容易に多孔質膜を形成することができ、酵素の固定化膜としてすでにバイオセン

サーに応用されている(82，83)。本章ではこれを脂質の胆持膜とすることによってにおい

センサーの高感度化を図ることにした。

まず、エマjレションを作製する方法の倹討を行った。 PVBをジクロロメタンにとかし、

40 mg/mlの溶液を調製した。そしてこの溶液に超純水をPVB溶液に対して5-40%( v/v)の割

合で混合し撹祥することでエマルションを形成させた。これを用いて浸漬法により水晶振

動子を被覆した。エマルシヨンの有無と高分子膜の被援による周波数変化の結果をTable

3-1に示す。エマルションの形成はPVB溶液に対して5，10%の体積の超純水を加えたとき

のみ確認された。これを用いて水晶振動子を被覆したところ、体積比10%の超純水を加え

て調製したエマルションがより大きな周波数変化をもたらした。次に、このPVB股上にL

ーαーフォスファチジルコリンジ、パルミトイ Jレ(CI6:0)を浸漬法により固定化することで脂質

j漢を形成し、においセンサーを作製した。これを用いてエタノールを 4回計測したときの

応答値をFig.3-1に示す。この結果、 PVBに脂質を担持させて作製したにおいセンサーは、

脂質のみを固定化したセンサー(第2章で作製)と比較して、応答値が数倍高くなったが

再現性が見られなかった。これはエタノールがPVBを溶解し、多孔賀状であった官能膜表

面が平滑になったためであると考えられる。このことから、におい物質に溶解する高分子

化合物は、においセンサーの官能膜として用いることができないことが示された。笑際

PVBは様々なにおい物質に溶解するため、においセンサーの官能膜としては不適切である

と考えられる。

3-3時 3 ナイロンを用いた高分子膜の作製

水品振動子上に多孔質膜を作製するための 4つめの高分子としてナイロンを用いた。エ

マルションを作製する際にナイロン溶液に機々な割合で超純水を混合した。それらの溶液

を用いて水晶振動子に浸漬法によりナイロン多干し質膜を形成させた。被覆による周波数変

化を測定した結果をTable3-2に示す。これより、ナイロ ン溶液に加える水の量が多いほど



Tabel 3-1 Frequency shift caused by PVB membrane coating 

Water ratio Formation of emulsion Frequency shift caused by 

PVB membrane coating (Hz) 
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Table 3・2Frequency shift due to nylon coating. 

Concentration of Water Formation Frequency shift 

nylon solution content of emulsion due to nylon coating 

(mg/ml) (Hz) • 

40 30% n.t. 
40% + 140000 

50% + 15000 

60% + 7000 

50 30% n. t. 

40% + n.d 

50% + 80000 

60% + 5000 

60 30% n. t 

40% + n. d 

50% + n.d 

60% + n. d. 

合 Eachsample was tested at least in triplicate 

n. 1.， not tested; n. d.， not detected. 
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エマルションを形成しやすいが、水晶振動子の共振周波数変化は逆に小さくなることがわ

かった。水晶振動子へのナイロンの被覆量が変化することが分かった。問機の実験を繰り

返した結果、 50mg/ITUのナイロン溶液に体積比50%の水を加えたときに最も安定なナイロ

ン膜を形成することができた。以後この混合比で調製したエマルション溶液を用いてナイ

ロン膜を作製することにした。なお60rng/ITUのナイロン溶液を用いたときには周波数変化

が全く観測されなかったが、これは過度の重量変化が水晶振動子上で起こり発援ができな

くなったためと恩われる。

3-3-4 ナイロンを用いた担持膜のにおい応答の評価

3-3-3により作製したナイロン膜の上に、ナイロン膜と同様の方法でしαーフォスファ

チジJレコリンジ、パルミ トイル (C16:0)を被覆 したものをセンサーとして用いてエタノール

に対する応答を検討した。 1.5mlのマイ クロサンプルチュープ1本に1m 1のエタノールを

入れ、キャリアーガスの流速を0.21/rninfこ設定して測定した結果をFig.3-2に示す。これよ

り、 0-1∞秒までは応答は急激に増大し、それ以降応答は緩やかに増加した。また、この

応答値の増加は約 1時間続いた。これは官能j漢の表面が多孔質状になっており、センサ一

の宮能膜へのエタノールの吸着と脱着が平衡に達するのに時聞がかかるためと考えられる。

キャリアーガスの流速はこのように平衡に達する時間やセンサーの感度に大きな影響を及

ぼすと思われるので、次ににおいガスの流速を変化させることで周波数変化がどう変化す

るかを検討した。その結果 (Fig.3-3)、流速0.41/rninでにおいガスを流すことで厳も応答

値が高〈、安定な応答を示した。平衡状態に達するまでの時間は約70秒であった。さらに

この流量では、同時に作製した複数のセンサー聞で再現性のよい応答が得られた (Pig.

3-4)。

次に本センサーを脂質だけを固定化した従来のにおいセンサーの応答と比較した (Pig.

3-5)。ここでにおい物質としてエタノール、プタノール、ヘキサノーJレ、オクタノール

を用いた。この結果、アルコールに対しては脂質だけを用いたセンサーより多孔質ナイロ
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ン膜を用いたセンサーの方が3倍から 8倍の高い応答値を示した。これは多孔質ナイロン

膜を脂質の担持膜として用いることで、においガスの吸着量が1勧目したためと考えられる。

またこのセンサーは、エタノールなど親水性の化合物に対してより大きな応答を示してい

る。ここで対照として用いた官能膜は脂質だけを浸演法により固定化しており、後援法に

より応答に差異が生じたとは考えられない。ここで用いたナイロンは親水的なアミド結合

を有しており、この物性がにおい物質の吸着特性をある程度左右しているものと思われる。

3-3-5 α位で分校したアシJレ鎖を持つ人工脂質をナイロン担持膜に固定化して作製し

たセンサーのにおい物質に対する応答

ナイロン担持膜を用いたセンサーをより高感度化するために、第 2章で示した α{立で分

校したアシJレ鎖を持つ脂質、すなわち4本の炭化水素鎖を持つ人工脂質の利用を検討した。

ナイロン膜上をそれぞれ人工脂質問14-1O)PC、D(12-8)PC、0(10・6)PCで被覆した修飾肢を

形成し、においセンサーとしてアルコールに対する応答を計測した。対照としてナイロン

膜にしαーフォスファチジjレコリンジパルミトイルを固定化して作製した修飾水品振動子

も同時に調製した。におい物質としてエタノール、ブタノ-}l/、ヘキサノール、オクタ

ノールを用いて、その応、答を調べた。測定の結果をFig.3-6に示す。

これより、 O(I4-lO)PC、0(l2-8)PC、0(1O-6)PCを用いたときの応答はフォスファチジル

コリンジパJレミトイ jレを用いたときの応答より大きいことが明らかになった。特にD(12-

8)PCと0(1O-6)PCを固定化した水品振動子によって、フォスファチジルコリンジパルミト

イJレを固定化したものより約2.5倍以上の周波数変化が得られた。またこのセンサーはエ

タノールなど親水性のにおい物質により親和性を示しており、脂質膜のみを用いた第 2章

での応答パターンの結果と異なっていた。これは 3-3-4の結果でも見られたように、親

水性のアミド結合を持つナイロン膜を用いることで、におい分子の官能膜への吸着特性が

変わったためであると考えられる。
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3-3-6 人のl臭覚の関値とにおいセンサ の検出限界の比較

ナイロン 脂質!撲を用いたにおいセンサーの感度と人のl臭覚の検知閥値との比較を行う

ことにした。すなわち、 T&TオJレファクトメーターで定められている 5つのにおい物質

(日ーフェニJレエチルアルコール、メチルシクロペンテノロン、イソ吉草酸、 yーウンデカ

ラク トン、スカ トール、Fig.2-11)を人の検知1閥値と同じ濃度に調製し、ナイロン担持膜

に人工脂質問14・lO)PC、D(l2-8)PC、D(lO-6)PCを固定化したセンサーで測定することに

よって感度の評価を行った。

この結果 (Pig.3-7)、本センサーは各におい物質に対して浴媒である流動パラフイン

よりも高い応答を示し、人の検知関値の濃度のにおいでも認識できることが示された。 5

つのにおい物質と 3つの人工脂質との聞に特徴的な認識パターンは見られなかったが、こ

の笑験により、本センサーは人とほぼ同程度のにおい検知能をもつことが示された。

3-4 結言

本撃では、水晶振動子の上に多孔性高分子朕を形成して天然及び人工の脂質の担持膜と

し、これのにおい物質に対する応答を評価した。用いた高分子のうち、最も安定で高い応

答を示したのはナイロンであった。アルコールを測定した場合、脂質だけを用いたセン

サーより多孔質ナイロン膜を用いたセンサーの方が3倍から 8倍の高い応答値を示した。

これは多孔質ナイロン膜を脂質の担持膜として用いることで、においガスの吸着量が増加

したためと考えられる。さらに α位で分校したアシjレ鎖を持つ人工脂質をナイロン担持!肢

に固定化して作製したセンサーは、におい物質に対して、脂質だけを用いたセンサーより

2.5倍以上の応答を示した。このセンサーを用いて人の検知関値とにおいセンサーの応答

を比較した結果、人の検知閥値の濃度でもにおいセンサーは明らかに応答し、人と同程度

の感度を持つことが示された。

これらの知見より、水晶振動子を多孔質ナイロンj民で被複し、さらに適切な人工脂質を

固定化したセンサーを作製することで、極めて議i感度なにおいセンサーを構築できること
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が示された。一方、 Fig.3-7の結果は、本センサーが溶媒などにおい以外の物質にも応答

し、また選択性にも問題があることも示している。これらの問題は、さまきやまな宮路基を

持つ人工脂質を同時に用いて、ニューラJレネットワークによるパターン認識を行わせるこ

とによって解決すると思われる。
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第 4重量 モレキュラーインプリンティング法によるテストステロン認識高分子の合成

4 -1 緒言

モレキュラーインプリンテイング法は、優れた機能を持つ主主体と同様の機能を持つ安定

な分子認識素子を簡便に作製する手法として近年大きな注目を集めている。との方法はゲ

ストを認識する分子を精密にデザインする必要がなく、いわゆる精密な分子設計、多段階

合成とは対極な立場にあるホスト高分子の合成法であるといえる。また一段階の重合反応

でホストが得られるという合成の簡便さ、迅速さ、安価かつ容易な大量合成などの利点か

らも注目されている。そしてその最大の特徴は、どのようなゲスト分子に対しでも原理的

にはそれに対応したホスト高分子を合成することが可能であるという、いわばテーラーメ

イド的な手法であるという点にある。このようなモレキュラーインプリンテイング法の利

点、を生かして、これまでに薬物や農薬、生理活性物質などに選択的な分子認識高分子が合

成されている。

一方、生物学的にも臨床的にも重要-であるステロイド化合物は、これまでほとんどモレ

キュラーインプリンテイングの対象とされてこなかった(52，64，85)。スポーツ界において

は、アナポリックステロイドが不法にf交われるケースが多発しており、これを簡便かつ安

価に分析する手法が要望されている。また老化のホJレモン治療の点からも、男性アナポ

リックステロイドは大きな注目を集めている(86)。さらにステロイ ドは構造的に類似した

極めて多くの化合物の基本骨格であり、この簡使かつ安価な分析は経めて広い範囲に受け

入れられると恩われる。ステロイドは剛直で立体的に極めて特徴のある構造を持ち、モレ

キュラーインプリンテイングの対象としてはまさに最も適切なターゲツトであるといえる。

モレキュラーインプリンテイングにおいて、用いる機能性モノマーの種類とその量、溶

媒、重合温度などの重合条件を検討することは、得られるポリマーの選択性を左右する最

も重要な要素である。しかしこれまでの報告でこうした諸条件を検討した例は緩めて少な

い(87，88)。そこで本研究では、ステロイド骨格を持つ男性ホルモンテストステロンを鋳

型分子とし、上記のような重合の諸条件を詳細に検討してインプリンティングを行って、
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最も基質選択性の高い分子認識高分子を得ることを目的とする。

4-2 実験

4-2-1 試薬

試薬は全て特級のものを用いた。液体クロマトグラフィーの溶離液は高速波休クロマト

グラフイー (HPLC)純度のものを使用した。重合できる試薬は、使用前に精製した(89)

ものを用いた。本研究で測定サンプルとして用いた化合物の構造をFig.4-1に示す。

4-2-2 テストステロンを鋳型としたインプリントポリマーの合成

ガラス製サンプル瓶中で、機能性モノマーであるメタクリル酸8mmol、鋳型であるテス

トステロ ン (1) 1 mlnol、架橋斉IJエチレ ングリコールジメタク リレー ト(EGDMA)5 m 1、重

令開始斉IJの2，2'-azobis(2，4-din鳩山yl・val巴ronitru巴)50mgを7.5mlのクロロホルム中に溶かし、

超音波洗浄機にて十分に鋭気を行った。サンプル瓶を街閉して、 40"Cに設定したカラム

オーブンで16時間以上加熱し重合反応を行なわせた。得られた塊伏のポリマーを粗粉砕し、

上澄みに鋳型分子由来の吸収 (238nm)がなくなるまで沸勝させたエタノールで洗浄した。

なお対照として、鋳型分子を加えずに重合したポリマーも調製した。

4-2-3 インプリントカラムの調製

ポリマーを乾燥させた後、自動乳鉢器(日東:ANM200WES)で完全に粉砕し、ふるい

にかけて粒径が25-45μ mのものを選別収集した。回収した粒子の中には粒径26μm以下

の細かいポリマー粒子が若干含まれており、カラムの目詰まりやピークのテーリングを引

き起こす。そこで、カラム充填には適さないこれらのポリマーを除くため、ポリマー粒子

をアセトニトリル中に拡散させ、 30分間放置した後、沈殿した粒子のみを分取するという

沈降分離操作を5回繰り返した。残った粒子をパッカーに注ぎ、，メタノールを溶媒として

ステンレスカラム(川omm X4.6 mm， i.d.) にスラリー充填した。このカラムを高速液体
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クロマ トグラ フィー用のポンプに接続し、安定なペースラインが得られるまでメタノール

で洗浄した。

4-2-4 液体クロマトグラフィーによるカラムの評価

液体クロマトグラフィーは、 805Manometric moduI巴、 81lC Dynamic mixer、40lCDilutor、

305、306Pumps、118UV八flSDetectorのGJLSONHPLCシステムと、日立社製のクロマトイ

ンテグレーター (D-2500)によって行った。検出波長は225nmとした。

0.2 nホ4のサンプル10μlをイ ンジェク トし、流速2mI/minとして紫外・可視検出器により

保持時間を測定した。浴商It液はアセトニトリ Jレを用い、またアセトンをボイドマーカーと

した。

インプリントポリマーのサンプルに対する親和性は、以下の式に従って各サンプルにつ

いての容量比 k'を算出することによって評価した。

ど=(lR -(0)/10 

ここでlRはサンプJレの保持時|旬、らはボイドマーカーであるアセトンを溶出するための時

間である。また分離係数 αを以下の式によって算出した。

α = k' XI k'・y

これは一つのポリマーについて化合物 xとyの選択性を比較したものである。またイン プ

リンテイングの効果を表す指標として、インプリンテイング係数 Iを定義する。

I=k'加p/k'noll 

さらに選択係数Sを定義することによって、各々のステロイドがインプリンティングに

よってどれだけ効来的に認識されたかを評価する。

S = Ix / Iy 

すべての操作は室温で行った。
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4-3 結泉及び考察

4-3-1 鋳型分子と機能性モノマーとのモル比の最適化

鋳型分子と機能性モノマーとの比は、インプリントポリマーの選択性と感度を左右する

最も重要な要素の一つである。こうした化学量論的検討は個々のポリマーについて行われ

るべきであり、本研究でもテストステロンを鋳型に用いたインプリンテイングの最適条件

を検討することにした。

鋳型分子と機能性モノマーのモル比を 1: 4、1: 8、1 1 2に変化させた 3つのポ

リマー (Pl，P2，P3)を合成した。そしてテス トステロンの類似化合物であるかエストラ

ジオール (2)、テストステロンプロピオネー ト (3)、プログステロン (4)、エストロ

ン (5)を用いて 3つのインプリン トポリマーの選択性を評価した。その結果をTable4-1 

に示す。

これより、鋳型分子と俄能性モノマーのそJレ比が 1: 8と1 1 2で合成したボリマ-

nとP3は、鋳型として用いたテストステロンに対して容量比がそれぞれ5.10、6.56となり、

他の類自体よりも極めて強〈保持することが明らかになった。インプリンテイング係数 I

を検討しでも、 P2とP3はそれぞれ4.05と4.12であり、インプリンティングの効果があらわ

れている。しかし選択係数 Sを検討してみると、 P2のテストステロ ン以外の化合物に対

する Sは3以上であるのに対し、 P3のそれは2.6lIIf後である。すなわち、テストステロンに

対する「選択性」はP2のほうがP3よりも優れていることを示唆している。本研究で目的

としている人工分子認識素子は、分離と同様に認識の能力も要求されているので、 Sを検

討した結果、この実験ではP2が最も優れたポリマーであると判断した。

この結果を踏まえて、鋳型分子と機能性モノマーのモル比を 1: 8に悶定して以下の実

験を行うことにした。また、 P2を用いて得られたクロマトグラムをFig.4-2に示す。サン

プルとして、テス トステロンにそれぞれ同濃度のプログステロン、テストステロンプロピ

オネート、 s-エストラジオール、エストロンを添加したものを用いた。この結果、 P2を

用いるとサンプル間の分離が極めてよく、ベースセバレーションが達成されていることが

明らかになった。
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Table 4-1 Performance indices for initial methacrylic acid polymers 

sai 

1.44 
1.46 
1.53 
1.50 

1.75 
1.21 
1.20 
1.14 
1.17 

αnon 

1 
0.857 
2.40 
1.71 
2.00 

k'non 

0.795 
0.928 
0.331 
0.464 
0.398 

αImp 

1.24 
3.50 
2.63 
3.00 

k'， Imp 

1.39 
1.13 
0.398 
0.530 
0.464 

Steroid 

4
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d
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ralio 
1:4 P1 

3.16 
3.16 
3.04 
3.55 

4.05 
1.28 
1.28 
1.33 
1.14 

1 
1.06 
2.72 
2.11 
2.72 

1.26 
1.19 
0.464 
0.597 
0.464 

3.35 
8.55 
6.42 
9.63 

5.10 
1.52 
0.597 
0.795 
0.530 

1
2
3
4
5
 

1 :8 P2 

2.71 
2.63 
2.58 
2.75 

4.12 
1.52 
1.57 
1.60 
1.50 

1.26 
3.43 
2.40 
4.00 

1.59 
1.26 
0.464 
0.663 
0.398 

1 
3.42 
9.00 
6.19 
11.0 

6.56 
1.92 
0.729 
1.06 
0.597 

4
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4-3-2 機能性モノマーの効果

4 -3 -1では、従来モレキュラ ーインプリンテイングによく用いられる機能性モノ

マーとしてメタクリ Jレ目立を選んだ。しかしメタクリル酸を唯一の認識プロープとしたので

は、認識できる化合物に限界がある。そこで、強塩基性の機能性モノマーである2ー(ジエ

チJレアミノ)エチルメタクリレートを用いてインプリンテイングを行った。テストステロ

ンは水酸基を一つ持っており、この官能基が認識に採〈関係すると予想された。

しかし、待られたポリマー(P4)は鋳型として用いたテストステロンをほとんど保持せず、

βエストラジオ-)レに対して最も高い親和性を示した(Table4-2)。これより、これ以降の

笑験には機能性モノマーとしてメタクリ Jレ酸を使用することにした。

4-3-3 浴媒の拶J巣

モレキュラーインプリンティング法では重合の際の溶媒の選択が重妥である。重合首irに

鋳型分子と機能性モノマーができるだけ安定な複合体を形成することが、より選択的なポ

リマーを合成するのに必須であることは明かである。本研究では、テストステロンとメタ

クリル酸との相互作用として水素結合を期待しているが、このためには溶媒の極性が低い

方が望ましい。そこで本実験系においても、溶媒の極性がインプリントポリマーの特異性

に及ぼす影響を評価することにした。

4 -3 -1では溶媒にクロロホJレムをJ干jいたが、さらに極性の高いテトラヒドロフランを

用いてインプリンティングを行った。その結果、得られたポリマー(P5)は鋳型として用い

たテストステロンを最も保持したが、 P2ほどの高い親和性は待られなかった(Table4-2)。

これより、機能性モノマーと鋳型分子との相互作用は水素結合を介して行われていること

が示唆された。これ以降の笑験には溶媒としてクロロホルムを使用することにした。

4-3-4 重合温度の検討

重合には、開始斉IJ2.2'-azobis(2，4-dimethyl-val巴roni汀ile)を用いているため、温度を40'Cに



Table 4-2 Polymerization conditions and s白lecteddata for imprint白dpolymers 

Polymer Fealurea 
Sk telmrop id 

umF 
Oid Ster 

1 2 3 4 5 2 3 4 5 
P1 Templatel 1.39 1.13 0.398 0.530 0.464 1.24 3.50 2.63 3.00 

同10nomer
ratio 1:4 

P2 Standard 5.10 1.52 0.597 0.795 0.530 3.35 8.55 6.42 9.63 
Polymer 

P3 Templatel 6.56 1.92 0.729 1.06 0.597 3.42 9.00 6.19 11.0 
円10noπ1er
ratio 1:12 

P4 DAMas 0.464 2.78 0.266 0.331 1.92 0.167 1.74 1.40 0.241 
monomer 

P5 将1Fas 1.99 1.06 0.530 0.729 0.331 1.87 3.75 2.73 6.01 

P6 poploy 
rogen 
menze 1.52 0.862 0.331 0.464 0.266 1.77 4.60 3.28 5.73 

d at 600C 
P7 Polymerize 2.39 1.19 0.464 0.597 0.398 2.00 5.14 4.00 6.00 

dat room 
temp using 

uv 
P8 PGDM出 0.729 1.06 0.199 0.266 0.398 0.687 3.66 2.74 1.83 

cross-linker 

P9 Covalently 1.26 1.26 0.398 0.597 0.530 1.00 3.17 2.11 2.38 

Imydpm6rinh ly 
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hvdrolvzed 

a)Standadpporolycmedeudrze a1a10re n eond11ions aregiven in lhe experimen1al section only deviations 
trom this Drocedure are listed. 

b) By definitionα= 1 for testosterone 



保って反応を行わせる。しかしながら、本研究では機能性モノマーと鋳型分子との相互作

用は水素結合に依存しているので、原理的には高i鼠での重合は複合体の形成を阻害し、分

子認識能の高い高分子は得られない。そこで重合l侍の温度の影響を検討するために、 60'C

で重合させたポリマー(P6)と、紫外線を照射することによって室温で重合させたポリマー

σ7)の選択性を評価することにした。

その結果、どちらのポリマーも鋳型として用いたテストステロンを最も保持したが、 P2

ほどの高い親和性は得られなかった(Tabl巴 4-2)060'Cで重合させたポリマー(P6)では、お

そらく機能性モノマーと鋳型分子との複合体形成が阻害されたのではないかと思われる。

一方、紫外線によって重合させたポリマー(P7)は、 P2よりもよい選択性を示すと予想され

たが、結果は逆に劣っていた。これは紫外線によって重合が完全には進行しなかったため

ではないかと恩われる。

以上の結果、重合の殺j支と重合11寺の複合体形成との聞には妥協しなければならない点が

あり、これは側々のインプリンティングにおいて検討されるべきであることが示唆された。

4-3-5 梨橋剤の影響

これまでの笑験では、モレキュラーインプリンテイング法において従来梨椅斉IJとして使

われてきたエチレングリコールジメタクリレートを使用してきた。しかしこの架橋剤の梨

僑点問販離はエチレン基を介した炭素8個分であり、より大きな鋳型分子に対してはそれ

に応じてさらに長い架橋点間距離を持つ架橋剤が必要であると考えられる。そこでエチレ

ン基を持つエチレングリコールジメタクリレートの代わりに、プロピレン基を持つプロピ

レングリコールジメタクリレートを用いてインプリンテイングを行うことにした。

しかし、得られたポリマー(P8)は分子認識能を持っていなかったσabl巴4-2)。これは、

プロピレングリコールジメタクリレートによってメチレン基がさらに加わるととによって

架橋剤としての剛直性が低下し、より柔軟に回転しやすくなったためではないかと与ーえら

れる。本実験系では加えた架橋剤は全体の80%であり、こうした架橋剣の物性の変化は生

成物のポリマーの選択性に直後影響を及ぼすものと思われる。



以上の結果、重合の程度と重合l侍の複合体形成との|聞には妥協しなければならない点が

あり、これは側々のインプリンテイングにおいて検討されるべきであることが示唆された。

これより、これ以降の笑l換には架橋剤としてエチレングリコールジメタクリレートを使用

することにした。

4-3・6 共有結合的アプローチによるモレキュラーインプリンテイング

これまでの笑験では機能性モノマーとしてメタクリル酸を用いており、非共有結合的ア

プローチによるそレキュラーインプリンテインク'を行っていた。しかし鋳型分子によって

は適当な機能性モノマーを選択することによって共有結合的アプローチも検討できる場合

がある。 1-1 2で述べたように非共有結合的アプローチと共有結合的アプローチにはそ

れぞれ長所、短所があり、どちらを選択するかは場合によって異なる。予想と異なる結果

を生むことも十分考えられる。

そこで本実験では、メタクリル酸をエステル結合によってテストステロンに付与したテ

ストステロンメタクリレー ト (6)を合成した。これをそのままインプリンテイングに使

用することによって、共有結合によるモレキュラーインプリンテイングを行った。繰られ

たポリマーをメタノ-)レ水溶液 (M巴OH :H20• 1 : 1 ) で調製した 1 MNaOHで61時間加水分解

し、さらに酢酸で水和させ、最後にこのポリマーの選択性を評価 した。

しかし、得られたポリマー(P9)は鋳型分子に対して高い分子認識能を持っていなかった

(Tabl巴4-2)。これは 1-12-1で述べたように、共有結合によるそレキユラーインプリン

テインク'を行った場合、加水分解によって鋳型分子を完全に除去しきれなかったためと思

われる。

以上の結果、本実験系ではメタクリ lレ酸による非共有結合的アプローチが最も適してい

ることが示唆された。

4・4 結言

テス トステロンをモデル鋳型分子としてモレキュラーインプリンティングを行い、重合
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の際のさまざまな条件を詳細に検討した。まず、鋳型分子と綴能性モノマーには妓適なモ

jレ比があることを示した。またメタクリ Jレ酸以外の機能性モ ノマーで強底基性の2- (ジエ

チルアミノ)エチJレメタクリレートの効果を調べたが、逆に分子認識能を低下させること

が示された。根性の高い溶媒を使っても認識能が低下し、分子認識が水素結合によって行

われていることが示唆された。重合温度と架橋剤には妥協しなければならない点があるこ

とが示された。最後に共有結合的アプローチを試みたが選択性の向上には結びつかず、加

水分解による鋳型分子の完全な除去が課題として残った。

これまでに一つのモレキュラーインプリンティングの系についてこれほど詳細な検討を

加えた例はなく、ここで得られた知見は、今後のモレキュラーインプリンティングに極め

て重要な情報を提供するものと恩われる。



第 5望者 ペプチド!瑚相互作用を模倣するそレキュラーインプリンティング

5-1 緒言

高い認識機能を持つホストをより簡便、安価に作製する方法としてモレキュラーインプ

リンティング法が注目されている。これまでにモレキュラーインプリンテイング法により

合成したさまざまな高分子ホストが報告されている。しかし、選択性や使用できる機能性

モノマーの種類などに限界があった。これまでモレキュラーインプリンティング法で認識

及び分雌対象となった分子の中には、アミノ酸誘導体やペプチドを模倣した小分子などが

あり、酵素やレセプターの人工模倣体をめざした研究が報告されている。しかし、ペプチ

ドを鋳型分子とした例は少ない(90-92)。そこで本研究では新しい機能性モノマーを設昔|

合成し、それを用いてこれまで報告されていないペプチド類のインプリントを試みる。

アミノ酸は酸性のカ jレポキシル基と坂基性のアミノ基を持つd ペプチド鎖中のアミドは

この両者が結合したものであり、プロトン供与性のNH;JJ;と、プロトン受容性のカ Jレボニ

Jレ基とを持つ。従来モレキユラーインプリンチイング法によく芹jいられてきた機能性モノ

マーはメタクリル酸やピニルピリジンなどであり、前者は主に塩基性の鋳担分子に、後者

は主に酸性の鋳型分子に対して用いられてきた。しかしベプチドのように陰性部分と邸法

性部分が混在する鋳型分子の場合、こうした機能性モノマーを用いるのはあまり効率的で

はない。一方、タンパク質中には、。ヘリックス構造やpシート術進など、多点の水素結

合による相互作用が見られ、タンパク質の構造と機能を維持するのに重要な役割を来たし

ている。そこでこのような相互作mを模倣した新規機能性モノマーを設計・合成しそレ

キュラーインプリンティングに応用すれば、ペプチド鎖に対して立体選択的なポリマーを

得ることカfできると思われる。

土橋らは、光学活性な N-acclyJ-L-valinetert-butylami.deを液体クロマトグラフィーの溶再lt

液に添加することによって、アミノ酸誘導体の光学分割が可能になったことを報告してい

る(93，94)。これをモレキュラーインプリンテイングに応用し、 N-acctyl-L-valine ret千

bUlylamideにメタクリ Jレ目立を導入したレパリン誘導体 (1)を新規機能性モノマーとしてイ



ンプリントポリマーを合成すれば、多点での水素結合によって立体特異性を持った分子認

識素子が得られると期待される(Fig.5-1)。

そこで本研究では、ペプチド鎖と多点で水素結合を形成すると予怨されるL-バリン誘導

体(1)を合成し、モレキュラーインプリンティングにおける機能性モノマーとして利用

する。鋳型に用いたジペプチド誘導体とそのジアステレオマーに対するポリマーの税利性

を検討することによって、この新規機能性モノマーの立体特異位に与える影響を評価する。

この研究によって、ペプチド|伺の多点相互作用を模倣した新たなモレキュラーインプリン

テイングが展開できると思われる。

5-2 実験

5 -2 -1 討議

アミノ酸誘導体はペプチド研究所製のものをmいた。液体クロマ トグラフィーの浴商lt液

は高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)純度のものを用いた。市販の

巴山yl巴neglycol d imethacrylate (EGDMA)は安定斉IJ(重合阻害剤)としてヒドロキノン類が

含まれている。これらを除去するため、 EGDMA5∞叫につき 200叫の1M食温水で3回洗

浄した。そして、無水硫酸マグネシウムで乾燥し国体をろ過したものを使用した。その他

の試薬は市販のものをそれ以上精製することなく 用いた。

5 -2 -2 新規機能性モノマー (1)の合成

新鋭機能性モノマー(1)は以下の手順に従って合成した(Fig.5-2， a )。エパポレーター

など、すべての操作は40"C以下で行なった。

5 -2 -2 -1 Tert-butoxycarbonyl-L-valine tert-butylarnid巴 (3)の企成

Tert-butoxycarbonyl-L-valine (2) 5 g ( 23.0 m mol)とdicyclohexylcarbωiimide(DCC) 4.8 g 

(23.3 mmol)をl∞ mlの塩化メチレン中に溶解させO"Cまで冷却した。撹砕しながらcerc-
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buthylamine 2.6 m 1 (23.4 m mo1)をシリンジで滴下し、室i鼠まで1'f.i昆してそのまま24時H別覚枠

を続けた。反応、の進行はi導層クロマトグラフィー (TLC)で確認した。析出しているDCC

の尿素体をろ別して塩化メチレンを留去し、 50mlの酢酸エチJレに溶解させて、それぞ札

100 1111の5%炭敵水素ナトリウム水溶液、蒸留水、 5%クエン駁水溶液、蒸留水で各 2回ず

つ洗浄した。 f降水硫酸ナトリウムで乾燥後、商工酸エチルとエーテルで再結晶を行なった。

再結晶後収量3.756g (収"f~60%) 。

5 -2 -2 -2 L-va1ine tert-butylal11ide (4)の合成

得られた 33.7g (1 3.5 m11101)にトリプルオロ酢酸 (T下A) 15 m 1を加え、室鼠で2時間

撹枠した。 τLCでt-Bocの1m離を確認してから1FAをエパポレーターと真空ポンプで惚去し、

4を得た。

5-ふ 2-3 外 m巴thacyloylーL-valinetert-butylamide (1)の合成

4 2.5 g (13.3 mmo1) とトリエチルアミン2.0m 1 (14.3 mmol) を2∞1111のクロロホルム

に溶解させてO"Cまで冷却した。塩化メタクリロイ lレ1.3m 1 (13.4 m mol) をシリンジで滴

下した。室温に昇IELして481時間撹排した。 TLCで反応を確認してクロロホルムを儲去し、

エタノール150m!とアンモニア水8mlを加えて1時間撹持 した。これらを留去した後、酢酸

エチJレとエーテルで再結晶して目的の機能性モノマー (1)を得た。再結晶後収量J.938g

(JI.li.率57%)。最終生成物の同定はlH-NMRsp民 tromet巴r (日本電子:JNM-A500) により

行った。

5-2-3 ジペプチド誘導体の合成

Tert-butoxycωbonyl-D-a1anyJ-L-a1aninc p-nitroanilid巴(Boc-D-Ala-L-Ala-pNA)(5， Fig. 5-2， b)の

合成法を示す。

Boc-L-Ala 0.46 g (24.5 mmol)、L-Ala-pNA0.47 g (22.5 mmol)、DCC0.48 g (23.1 m mol)、お



よびHOBt0.60 g (44.6 rruno1)を15mlのN，N'-ジメチルホルムアミド (DMF)中に溶解させ

て、室iEiで24時間撹排した。 TLCで反応を確認し、析出しているDCCの尿素体をろ別して

真空ポンプでDMFを惚去し、 50mlの酢酸エチルに浴解させた。そしてそれぞれ100m!の

5%炭敵水素ナトリウム水溶液、蒸留水、 IN一塩酸、蒸留水で各2回ずつ洗浄した。無水

硫酸ナトリウムで乾燥後、酢酸エチルとエーテルで再結晶を行なって、ジペプチド誘導体

(5) を得た。再結晶後収量O，589g(収率69%)。

他の全てのジペプチド誘導体の合成はそノマーを変えて上と同様の手順で行なった。

5-2-4 インプリントホ・ 1)マーの合成

ガラス製サンプJレj鼠中で、機能性モノマーであるL-}¥リン誘導体 (1)0.25 mmol、Boc-

D-Ala-L-Ala-pNA (5) 0.5 rrull01、EGDMA12.5 m 11101、重合開始荷IJの2.2'-azobis(2，4-dimethyl-

valeronitrile) 20 mgを5mIのクロロホルム中に溶かし、超音波洗浄機にて十分にj況気を行っ

た。サンプル瓶を説、閉して、 45"Cに設定したカラムオーブンで24時間加熱し重合反応を行

なわせた。得られた塊状のポリマーを粗粉砕し、メタノーJレ:IN-塩酸=1 : 3 ( vlv)の混合

溶液約50ml中に一晩静置して重合反応を停止させた。

5-2-5 インプリントカラムの調製

ポリマーを乾燥させた後、自動宇し鉢務(日東 :刈凸il2ooWES)で完全に粉砕し、ふるい

にかけて粒径が 26~63μmのものを選別収集した。回収した粒子の中には粒径26μm以下

の*'1日かいボリマー粒子が若干含まれており、カラムの白詰まりやピークのテーリングを引

き起こす。そこで、カラム充壌には適さないこれらのポリマーを除くため、ポリマー粒チ

をアセトニトリ Jレ中に拡散させ、 30分間放置した後、沈殿した粒子のみを分取するという

沈降分離操作を5回繰り返した。こうして得られたポリマー粒子は、クロロホJレム:メタ

ノール=10: 3 ( vlv)の溶液と比重がほぼ等しくなる。そこでこの溶液中にボリマー粒子を

拡散させてパッカーに注ぎ、メタノーJレを溶媒としてステンレスカラム (ωOmmX 4.6 
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mm，i.d.)にスラリー充填した。このカラムを高速液体クロマトグラフィーAのポンプに

接続し、安定なベースラインが待られるまでメタノーJレで洗伶した。

なお対照として、鋳型分子を加えずに重合したポリマーも翻製した。

5-2-6 液体クロマトグラフイーによるカラムの評価

液体クロマ トグラフィーは、 805Manometric modul巴、 811COynamic m以er、40lCOiJUlor、

305、306Pumps、118UVNIS OetectorのGILSONHPLCシステムと、目立社製のクロマトイ

ンテグレーター (0-25∞)によって行った。

鋳型分子10-5m01を1mlのクロロホルムに溶解させてい0・8M)、これをインジェクト汀jサ

ンプJレとした。鋳~分子のジアステレオマーについても問機にしてサンプルを調製した。

これらを20凶インジエク トし、流速1ml/minとして紫外 可視検出採により保持時間を測

定した。またアセトンをクロロホルムにj容解させたサンプJレも調製し、これをポイドマー

カーとした。浴離液はクロロホルム、またはクロロホJレムとヘキサンとの混合液を凡jいた。

このときの圧力はおおよそ5-10barであるが、 5-2-5に記した沈降分自w.操作が不卜分で微

小なポリマー粒子が完全に除去できなかった場合は50b訂以上になってしまう。紫外 可

視検出器では検出波長254nmとし、サンプJレ中の発色基であるpニ トロフェニル基を検出

した。

インプリントポリマーのサンプルに対する毅利性は、アセトンをボイドマーカーとして、

以下の式に従って各サンプJレについての容量比 k'を算出することによ って許制lした。

k' = (IR -10)/10 

ここでtRはサンプlレの保持i時間、10はボイ ドマーカーであるアセトンを浴出するための時

間である。容量比とは、保持時間を補正したものであり、保持1時間が大きいブJが容-ljl比も

大きくなる。そして容量比が大きいほど、カラム内のポリマーのそのサンプ1レに対する保

持力が大きいととを表す。

本研究ではジペプチド誘導体を鋳型分子として作製したインプリントポリマーがジアス
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テレマーに対して選択性を有しているかを評価することを目的としている。このため、 C

末端側アミノ酸をしアラニンに統ーして、 N末端側のBoc-アミノ般をD-体、 L-体にした一

対のジアステレオマー(以下D-し体、 L-L{.本) 3組を合成した。そしてそのジアステレオ

マーの一つを~n担分子としてインプリントを行い、得られたポリマーのD-L休、レu本に対

する保持力の比をみることにより、インプリントの効果を考察した。 D-Lイ本、ししイ本に対す

る容量比の比である分離係数αは以下の式により算出する。

α= k' O-L / k' L-L 

ここで、 k'O-L、k'["'LはそれぞれDL体、しL体のジペプチド誘導体に対する容量比を表す。

すべての操作は室混で行った。

5-3 結果及び考察

5 -3 -1 新風機能性モノマー 1がインプリントポリマーの立体特典性に及ぼす効泉

まず最初に、新規機能性モノマー 1がジペプチド誘導体の立体選択性に効栄があるか

どうかを評価することにした。 B∞-D-Ala-L-Ala-pNA (5)を鋳型としてインプリンティン

グを行い、得られたポリマーの 5に対する容量比とそのジアステレオマーであるBOC-L-

Ala-L-Ala-pNA (6)に対する容量比を比較した。その結果をTable5-1に示す。これより、 1 

を共重合したポリマーAは、鋳型を使わずに合成したコントローJレポリマ-Bよりも商い

立体特異性を示したい =1.80) 0 Bの場合でもある程度の立体特奨性が見られるのは、

このポリマーで用いたしパリン誘導体が光学活性であるためと考えらる。

鋳型として、より大きなnlll~J~ を持つBOC-D-Phc-L-Ala-pNA (7)を用いてインプリンテイ

ングを行ったとき、その効巣はさらに増大した。 7をインプリントしたポリマーCは分開w.

係数α=2.84を示し、ポリマーAよりもさらに立体特奥性が|向上した。一方コントロール

ポリマ-Bは、 7に対しでも、そのジアステレオマー 8に対してもほとんど親和l性を示さ

なかった。このことから、より大きな側鎖を持つペプチドを鋳型として用いると、さらに
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Table 5・1 Effect of functional monomers on stereoselectivity 

polymer separation 

capacity factor factor 

functional 
template α 

円lonomer

k' 
5 

k' 
6 

k' 5/ k' 6 

A 5 2.09 1.16 1.80 

B none 1.06 0.81 1.31 

k' 
7 

k' 
8 k'11 k'7/ k' 8 

C 1 7 2.95 1.04 0.37 2.84 

B 1 none 0.54 0.43 0.30 1.26 

The eluents were hexan白chlorolorm= 60:40. Elution was monitored at 254 nm 

al a Ilow rale 01 1 mL min-1. k'n represents the capacily laclor 01 an analyte n. 



効果的なインプリンテイングが行えることが示唆された。

さらに 7に対して逆のアミノ駿配列を持つジペプチド誘導体BOC-L-Ala-D-Phe-pNA(11) 

をポリマーB、Cのサンプルとしたところ、 11はどちらのカラムにもほとんとb保持され

ず、合成したボリマーがアミノ酸配列をも認識していることが示唆された。

5-3-2 鋳担分子と機能性モノマーとのモJレ比の最適化

鋳型分子と機能性モノマーとの比は、インプリントポリマーの選択性と感度を左右する

段も重要な主要素の一つである。こうした化学量論的検討は個々のポリマーについて行われ

るべきであり (95)、本研究でも新規機能性モノマー 1を用いたインプリンテイングの段通

条件を検討することにした。

鋳型分子にはBOC-D-Ala-L-Ala-pNA(5)を用い、鋳型分子と俊能性モノマーのモjレ比を

1 1から 1 4に変化させた 4つのポリマー (D，E， F， G) を合成した。そして鋳

型分子とこのジアステレオマーであるBoc-L-Ala-L-A1a-pNA(6)に対する親和11を評価した。

その結果をTable5-2に示す。これより、鋳型分子と機能性モノマーのモJレ比が 1 2と1

3で合成したポリマ-EとFが最も高い立体特異性を示した。機能性モノマー 1とジペ

プチド誘導体は、ペプチド結合をそれぞれ2っと 3つ持っているため、 Fig.5-1で示した

以外にも笑際にはさまざまな相互作用を行って複合体を形成しているものと思われる。そ

れにもかかわらず、本実験によって最も高い立体特異性を与える最適なモJレ上じが存在する

ことiJ{明らかになった。

この結主!!:を踏まえて、鋳型分子と機能性モノマーのモJレ比を 1 2に回定して以下の実

験を行うことにした。

5-3-3 浴媒の影響

モレキュラーインプリンティング法では重合の際の溶媒の選択が重要である。重合前に

鋳型分子と機能性モノマーができるだけ安定な複合体を形成することが、より選択的なポ
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Table 5-2 Effect of the ratio of template to functional monomer on stereoselectivity 

polymer 
capacity factor 

separation 
factor 

molar ratio k' 
5 

(template:functional monomer) 

k' 
6 α 

D 1:1 3.66 2.48 1.48 

E 1 :2 2.55 1.50 1.70 

F 1 :3 4.06 2.49 1.63 

G 1:4 1.41 1.10 1.28 

Molecularly imprinted polymers D to G were prepared using a dipeptide derivative， 

BOc-D-Ala-L-AlaゃNA(5) as a templat日 molecule.As a solvent and an eluent 01 

liquid chromatography， hexan日:chlorolorm= 60:40 was used. Elutio円 was

monitored at 254 nm at a flow rate 01 1 mL min-1. k'n repres白ntsthe capacity lactor 

01 an analy1e n. Capacity factor αwas determined lrom:α= k'S / k'6 
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リマーを合成するのに必須であることは明かである。本研究では、 鋳型分子と 機能性モノ

マーとの相互作用として多点水素結合を期待しているが、このためには溶媒の仮性が低い

方が望ましい。かつ鋳型分子や俊能性モノマーが溶解できる溶媒である必要もある。最適

の溶媒条件はこの相反する 2つの条例ーの妥協点になる。そこで本実験系においても、浴媒

のJ極性がインプリントポリマーの特異性に及ぼす影響を評価することにした。

鋳型分子のBOc-D-Ala-L-Ala-pNA(5)を様々な比のヘキサン/クロロホルム混合液に浴解

し、そのまま重合することによ って、インプリントポリマ-E，H， 1を得た。そして鋳

型分子とこのジアステレオマーであるBocーしAla-L-Ala-pNA(6)に対する親和性を評価した。

その結果をTabl巴5-3に示す。これより、ヘキサンの混合盆が多くなるほど、すなわち溶媒

の極性が低 くなるほど立体特異性が高くなることが明らかになった。このうちヘキサ ン:

クロロホルム =60:40で合成したポリマー Iが敢も高い分離係数 (α=2.57)を示した。

より極性の低いヘキサン :クロロホルム=00: 20でもポリマーを合成することを試みたが、

鋳担分子のBoc-D-Ala-L-Ala-pNAがこれに溶解せず、ポリマーを得ることができなかった。

以上の結糸、本研究で用いた機能性モノマーと鋳型分子との相互作用は水素結合を介し

て行われていることが示唆された。

5-3-4 インプリントポリマーのアミ ノ般配列に対する選択性

Table 5-1から5-3によって、機能性モノマー 1 を用いたインプリン トポリマーによる ジ

アステ レオマーの光学分割が示された。これらのポリマーの特性をさらに検討するため、

それぞれ異なるアミノ酸配列を有する 3組のジペプチド誘導体に対する選択性を許制する

こと にした。

用いたジペプチド誘導体は、B∞-D-Ala-L-Ala-pNA (5)、Boc-L-Ala-L-Ala-pNA(6)、

BOC-D-Phc-L-Ala-pNA (7) 、Boc-L-Ph巴ーしAla-pNA(8) 、Boc-D-T巾ーL-Ala-pNA(9) 、Boc 

L-Trp-L-Ala-pNA (10)であり、このうち 5、7、9をインプリンティングすることによ っ

てポ リマーA、C、Jを合成した。また鋳型を加えずにインプリンティングを行ったコン
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Table 5・3 Effect of solvent used in molecular imprinting on stereoselectivity 

polymer 
capacity factor 

separation 

factor 
volume ratio in solvent k' k' α 5 6 
(hexane:chloroform) 

E 0:100 2.55 1.55 1.70 

H 40:60 4.95 2.54 1.95 

60・40 6.39 2.49 2.57 

Molecularly imprinted polymers were prepared using a dipeptide derivative， Boc・0-

Ala-L-Ala-pNA (5) as a template molecule. The eluents were hexane:chloroform = 60・

40. Elution was monitored at 254 nm at a Ilow rat白 011mL min-1. k'n represents the 

capacity lactor 01 an analyt白 n.Capacity lactor αwas determined Irom:α= k'S / k's 
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トロールポリマ-Bもあわせて合成した。そしてそれぞれのポリマーの各ジアステレオ

マーに対する特異性を液体クロマトグラフィーで評価した。その結果をTable5-4に示す。

これより、ポリマーAとCについては、それぞれ鋳型として川いたペプチド配列に対し

て最も高い選択性が得られた。すなわち、ポリマーAはAla-Alaの配列に対して分隊係数 α

=1.80、ポリマーCはPhe-Alaの配列に対して分断t係数σ=2.84であった。この結果はまた、

より大きなilllJj:貨を持つペプチドを鋳型としてJf.Jいると、インプリンテイングの効果:がより

大きくなることを示唆している。ポリマーAとCについて、それぞれ鋳型として用いたペ

プチド配列以外の配列を持つサンプルに対する親手u性を評価したところ、コントロ-)レポ

リマ-Bを用いたときとほぼ同じ低い選択性が得られた。

一方、 Boc-D-Trp-L-A la-pN A (9) を鋳型として合成したポリマー Jは、鋳型としたTrp-

刈止の配列 (α=1.70) より、 Phc-Alaの配列 (α=2.05)に対してより高い親和性を示し

た。トリプトファンのアミノ敵残基は塚基性インドールである。これに対し、アラニンの

アミノ酸残基はメチル基、フェニルアラニンのアミノ酸残基はフェニル恭でいずれも脈経

性である。したがって、この実験の場合のような順相条件では、 Trp-AlaはD-L1;1i:， L-L体

ともに、Ala-AJaやPhc-Alaよりも極端によく保持される。インプリントポリマーの場合で

もコントロールポリマーの場合でも保持|時間でおよそ5-6倍大きい。 αで評価すると、評

価Ijの対照となるジアステレオマーが保持されればされるほど、 σが小さくなる。したがっ

て、単純にT巾-Alaの場合インプリントの効果カ叶、さいとは言いがたい。保持1I~'1測の差でみ

れば、 Trp-Alaインプ 1)ントポリマー Jの場合のTrp-AlaのD-L体としし体の差が段も大

かった。また、 Boc-D-TゅーL-Ala-pNAをインプリントすると、 トリプトファンのインドール

基によって広い空間がポリマー内に構築されると考えられる。これが逆に、より小さな似IJ

鎖を持つPhe-Ala誘導体と相互作mしやすくしていることも考えられる。

以上の結来、機能性モノマー 1を用いたこれらのインプリントポリマーはア ミノ隊配

列に対しである程度選択性を持つことが明らかになった。
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Table 5-4 Sequence specificity of molecularly imprinted polymers 

polymer separation factor α 

template 
k' r / k' 
5'''6 

k'_ / k' 
7' "8 k'g / k' 10 

A 5 1.80 1.25 1.21 

C 7 1.28 2.84 1.55 

J 9 1.42 2.05 1.70 

B none 1.31 1.26 1.37 

The eluents were hexane:chlorolorm = 60:40. Elution was monitored at 254 nm at a 

Ilow rate 01 1 mL min.1. k'n represents the capacity lactor 01 an analyte n. 



5-4 結言

モレキユラーインプリンテイング法の役大の長所は望みの鋳lt~分子に対して選択性のあ

る高分子をテーラーメイドに合成できる点にある。しかし現在までに使用されてきた機能

性モノマーはメタクリル殺やピニルビリジンなど非常に限られていた。そこで木研究では、

生体のペプチド間相互作用をモデルとし、目的分子と多点水素結合を形成する新規機能性

モノマーを合成することによって、モレキュラーインプリンティングの可能性を広げるこ

とを試みた。

タンパク質の σヘリックスやpシートに見られるペプチド間の多点水素結合を純として、

ペプチドを多点水素結合により認識する新規機能性モノマーを設計 合成した。これを矧

いてジペプチド誘導体を鋳型としてそレキュラーインプリンティングrを行った。まずこの

新鋭機能性モノマ」がインプリントポリマーの立体特異性に及ぼす効果を調べたところ、

用いた鋳型に対して最も立体特異性を有していることが確認された。鋳型としてより大き

な~!lJ~.員を持つペプチドを用いるとその効果はさらに向上した。また重合の際の鋳型l分子と

機能性モノマーとのモJレ比は最適化できることが示された。さらに重合の|際の溶媒は極性

が低いほど立体特異性を高め、鋳型の認識が水素結合を介していることを強〈示唆した。

本研究によって、モレキュラーインプリンティング法でタンパク質をモデルとした認識

音111立を構築する基礎が示され、人工生体機能高分子の合成の可能性を聞くことができた。

今後のこの分野の新たな展開を導くものとして非常・に意義深いと考えられる。
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第 6童書 核酸塩基対を模倣するモレキュラーインプリンティング

6.1 緒言

高い認識機能を持つホストをより簡便、安価に作製する方法であるそレキュラーインプ

リンテイング法によって、さまざまな高分子ホストが報告されている。しかし、選択性や

使用できる機能性モノマーの種類などに限界があった。首~5 輩ではペプチド I1:\J の多点水素

結合を模倣した新規機能性モノマーを設計 合成し、これをモレキュラーインプリンテイ

ングに応用した。本業では、さらにインプリンティングのモデjレを生体に求めることに

よって新しい機能性モノマーを設計-合成することを試みる。

生体のDNAに目を向けてみると、核酸塩基は多点での相有Ii的塩基対σIgふりを形成する

ことによって二重らせんとしてのDNA構造を維持している。これを刺用して、現在までに

多くのアフィニテイクロマトグラフィーが開発されており、塩基あるいはヌクレオシドを

結合したシリカゲル固定村lのIJa発が展開されている。またこうした核敵趨器開の水素結合

を模倣することにより、 Fig.6.2のように医薬品等の光学分割が達成されている(96)。これ

らの医薬品はウラシjレやチミンと似ており、図のリガンドは特異的に 3点の水素結合を形

成してこれらと会合するとされている。このことはIH.NMRで観測すると NHプロトン

が水素結合によって低磁場へシフ トすることからも裏付けら札ている。さらにこの構造を

持つ化合物を合成し、分子認識だけでなく触媒活性を持つ人工レセプターの興味深い!日|究

も行われている(97，98)。

以上のような知見をもとにして、核酸t益法に代表される選択性の高い分子認識性とモレ

キュラーインプリンテイング法の持つテーラーメイド的な性質とを組合わせることにより、

多点での水素結合によって特異性を持った分子認識素子が待られると期待される。

そこで本研究では、ベプチド鎖と多点で水素結合を形成すると予慰される新規機能性モ

ノマー (1)を合成し、モレキュラーインプリンテイングにおける機能性モノマーとして

利用する。鋳型に月]いた核酸塩基誘議体とその類似化合物に対するポリマーの親不11性を検

討することによって、この新鋭機能性モノマーの選択性に与える影響を評価する。さらに
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催眠作用を持つ薬物のー穫であるパルピツール酸誘導体を鋳型として用いることによって、

このポリマーを薬物認識に応用する。この研究によって、核酸塩基間の多点相互作用を模

倣した新たなモレキュラーインプリンティングが展開できると思われる。さらには人工分

子認識高分子の構築を新たに展開する上で非常に意義添いものと考えられる。

6-2 実験

6-2-1 試薬

試薬は全て特級のものを用いた。液体クロマトグラフィーの浴離液は高速液体クロマト

グラフィー (HPLC)純度のものを使用した。市販のethyleneglycol dirne出acrylate(EGDMA) 

は安定剤(重合阻害剤)としてヒドロキノン類が含まれている。これらを除去するため、

EGDMA500mlにつき2∞mlの1M食塩水で3図洗浄した。そして、無水硫酸マグネシウム

で乾燥し固体をろ過したものを使用した。その他の試薬は市販のものをそれ以上精製する

ことなく用いた。本研究で用いた化合物の構造をFig.6-3に示す。

6-2-2 新規機能性モノマー (1)の合成

5∞m13口フラスコに2.6-ジアミノピリジン(5.46g. 50 mmol)とトリエチルアミン(12.1g. 

120mmol)の混合クロロホルム溶液(150ml)を入れ、氷冷中スターラーで撹祥させながら滴

下ろうとを用いて塩化アクリロイル(10.9g. 120 mmol)を5秒に一滴程度の速度で加えた。

混合物をO'Cで12時間撹排した後5∞mlナスフラスコに移し、エパポレーターで溶媒を除

去しメタノーJレ2∞m1を加えた。これを二回くりかえした後、得られたメタノーjレ溶液

l∞mlを滴下ろうとに入れ、撹祥させたlリットJレナスフラスコ中の純水8∞mlに滴下し

た。白濁した水溶液を放置し白色沈殿を確認してから、アスピレーターを用いて吸引ろ過

にかけ、白色のろ過物を得た。収量8.23g(収率75.8%)。

6-2-3 インプリントポリマーの合成

合成したアクリルアミド誘導体(機能性モノマー (1).lmmol) もしくはメタクリル
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酸(機能性モノマー，1.5mmol)にアロキサン(鋳型分子， 0.5mmo1)、EGOMA(架橋剤.

20 mmol)、2，2'-アゾピス(2，4-ジメチルパレロニトリル) (重合開始剤，0.9mmol) を加

え、クロロホルム(溶媒， 4ml)に溶解させて窒素置換したのち45"C， 24時間加熱して重合

反応を行なわせ塊状重合物を得た。これを粉砕し、ふるいにかけて粒径が26-63μmの粒

子を採取した。アセトニトリル中で沈降させ上澄み液を除去して残った粒子を充填斉IJとし

て用いた。これをメタノール及びクロロホルムで洗浄して鋳型分子を除去し、空カラム (

1∞ mmX4.6mm)にスラリー充填してカラムを調製した。このカラムを高速液体クロマ

トグラフィー用のポンプに接続し、安定なベースラインが待られるまでメタノールで洗浄

した。

なお対照として、鋳型分子を加えずに重合したポリマーも調製した。

6-2-4 液体クロマトグラフィーによるカラムの評価

カラムの分離特性は液体クロマトグラフィーにより評価した。液体クロマトグラフィー

は、 805M加 omelricmodul巴、 811CDynarnic mixer、401COilutor、305、306Pumps、118

UVNIS 印刷torのGILSONHPLCシステムと、目立社製のクロマトインテグレーター (0.

25∞)によって行った。クロロホルム/メタノールを溶離液としサンプルの保持時間を測

定して、以下の式に従って各サンプルについての容量比 k'を算出した。

k' = (tR. -(0)/10 

ここでtRはサンプルの保持時間、らはポイドマーカーであるアセトンを溶出するための時

間である。すべての操作は室温で行った。

6-3 結果及び考察

6-3-1 新規機能性モノマー (1)の核酸塩基誘導体に対する親和性の評価

合成したアクリルアミド誘導体の高分子中での分子認識特異性を確認するため、鋳型分

子を加えずにアクリルアミド誘導体のみを含む高分子(polymerA)を合成し、カラムを作製
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した。また比較対象とするコントロールに、従来機能性モノマーとして最もよく用いられ

ているメタクリル酸を含む高分子(polymerB)も調製した。測定するサンプルとしては核酸

塩基類(アデニン、グアニン、シトシン、チミン、ウラシル)およびプリン、ピリミジン

誘導体を選んだ。測定条件としてクロロホルム/メタノール混合溶離液で流速0.5ml加 inの

速さで測定を行った。その結果をTable6-1に示す。

polym巴rAを用いたカラムの場合、構造中にイミノ基をもっ化合物に対してより選択的

に相互作用することが考えられるが、測定の結果も、このイミド構造をもっチミン、ウラ

シル、テオブロミン、アロキサン等の保持時聞が他の分子に比べかなり長〈保持された。

これに対しメタクリル酸を用いたpolym巴rBでは、シトシンの保持が高かったことを除け

ばほとんどの分子の保持は低かった。また官能基に対する特異性もみられなかった。これ

らのことから、今回新たに合成した機能性モノマーのイミノ基に対する特異性が確かめら

れた。これら認識特異性の違いについて考察すると、まずpolymerBはメタクリ Jレ酸由来

のカJレポキシル基が高分子内でサンプルと綾合体を形成するのに最も適した位置と角度で

固定されていない、つまり非特異的な結合音I1位のままであるため今回の結果が得られたと

考えられる。これはインプリンティングを効果的に行うことによって解決されると思われ

る。一方polymerAは、アクリルアミド誘導体による相織的な水素結合により環状イミド

構造と特異的に吸着するため、このような選択性がみられたと考えられる。つまり本来な

らばインプリンティングを行うことによって得られる高分子マトリックス内の結合部位の

位置的規制、結合苦111立の特異的固定が一部すでに実現されていることになる。これをイン

プリンテイングに応用すればさらに優れた分子認識素子が合成できると思われる。

6-3-2 モレキュラーインプリンティングによるアロキサンの認識

モレキュラーインプリンティングにおいては、鋳型分子に少なくとも 2つ以上の機能性

モノマーが配位してその形を高分子マトリックス中に記憶できると、インプリンテイング

効果は極めて高くなる。今回新たに合成した機能性モノマーは、 6-3-1のとおり単独で

用いた場合にも、つまり分子の形をインプリンティングによって記憶させなくても、分子
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Table 6・1Selectivity of the polymers prepared with 
the monomer 1 or methacrylic acid 

capacity factor 
sample 

polymer A polymer B 

adenine 0.26 0.93 

guanme 0.01 0.01 

cytosine 0.14 4.05 

thymine 4.84 0.21 

uracil 7.55 0.80 

theophyline 0.01 0.03 

theobromine 1.73 0.20 

alloxan 2.24 1.89 

6-amino-1-
1.20 

methyluracil 13.8 

Polymers were prepared in the abs巴nceof template molecules either with the monomer 1 
(polymerA) or methacrylic acid (polymer B). A chloroform/methanol (19:1， v/v) solution 
was used as the eluent with a flow rate of 0.5 ml/min. 
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選択的な性質を示す。このことから、この機能性モノマーが少なくとも 2つ以上結合する

部位が存在する分子を鋳型として用いれば、極めて特異的な分子認識高分子を合成できる

と思われる。

アロキサンはパルピツール酸誘導体と同様、見かけの上でイミド構造を二つもつ化合物

である。この構造上の特徴から、機能性モノマー 1とアロキサンは 2: 1の比で相互作

用すると予想される(Fig.6-4)。この複合体が形成されたままの状態で機能性モノマーが架

橋剤とともに重合されれば、高分子マトリックス内に機能性モノマーがV字型に固定され

るはずである。そこでこのアロキサンをモデル系として鋳型に用いることによってインプ

リンティングを行った。

本研究における機能性モノマーは主に水素結合の形成を期待して合成したものである。

水素結合の形成を利用した分子認識の構築は、最近特に関心を集めているが、そのほとん

どは水素結合が有効に働きうる非プロトン性(低極性)有機溶媒中で行われている。これ

は、プロトン性溶媒中では認識対象分子および認識部位がプロトネーションされ、意図し

た認識が阻害されてしまうためである。このような理由で本研究でもインプリンテイング

ポリマーを重合するのに用いる溶媒として非プロトン性低極性溶媒であるクロロホJレムを

選択した。しかしながら、アロキサンはクロロホルムには微量しか溶解しない。そこでア

ロキサンがすべて溶解する程度にメタノールをクロロホルムに加え、クロロ ホルム/メタ

ノーJレ混合溶液を用いてインプリンテイングrを行った。また液体クロマトグラフィーの溶

離液にもクロロホJレム/メタノールを用い、流速1ml!minでその保持|時間を測定し、容量比

を算出した。

その結果、アロキサン (2)を加えてインプリントしたポリマーCでは、チミン (3)

に比べてアロキサンの容量比が上昇していた(Table6-2)。チミンも幾分容量比が大きく

なっていたが、テオプロミン (3)の値は逆に小さくなっていた。これより、新たに合成

した機能性モノマーを用いて、インプリンティングを行うことが可能であることが示され

一~。
次にインプリンテイングポリマーを重合する時の溶媒の影響を調べるために、より極性
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o 1 

Fig.6・4Possible structure of the binding sites for alloxan in the 
molecularly imprinted polymer. 
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Table 6・2Characterization of alloxan-imprinted polymer 

polymer Capacity factor 

functional 
~~~;~;~ template porogen 2. 3 4 

C 1 2 CHCI3/MeOH(a) 4.88 4.42 1.33 

D none CHCI3/MeOH(a) 2.63 3.53 1.46 

E 2 DMF 0.86 2.85 0.79 

F 1 none DMF 0.97 2.74 0.88 

Achlo~oform/met.hanol (1.9: 1， v/v) solution was used as the porogen (a) and the eluent 
with a flow rate of 0.5 ml/min. 
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の高いDMFを用いてポリマーを合成した(ポリマー E、F)。その結果、鋳型分子を加え

たことによるインプリンテイングの効果は見られなかった。また、試験的にメタノールの

みを溶媒としたインプリンテイングも行ってみたが、 DMFの場合と同じように変化がみら

れなかった。溶媒の極性が高くなるほどサンプルが保持されなくなったことから、本研究

で用いた機能性モノマーとアロキサンとの相互作用は水素結合を介して行われていること

が示唆された。

6・3-3 鋳型分子と機能性モノマーとのモル比の最適化

次に鋳型分子と機能性モノマーとの重合段階における最適比について検討した。理論的

には、アロキサンとこの機能性モノマーは 1: 2の比率で複合体を形成すると考えられる。

しかしながらこの複合体は非共有結合により形成きれているため、その複合体形成は化学

平衡に依存しているはずである。加えた鋳型分子が完全に機能性モノマーと複合体形成す

るためには、ある程度過剰に機能性モノマーを加える必要があると考えられる。ところが

その結果として過剰の機能性モノマーは、高分子内にランダムに存在することとなり、こ

れがインプリントポリマーに非特異的な選択性を与えることになるという懸念が残る。ま

た重合反応時には重合を開始させ、さらに連続的に反応を続けさせるためにある程度の熱

を加えなければならない。非共有結合由来の複合体は、この重合に必要とされる高混条件

下では不安定であると考えられるため、事産笑に高分子内に画定されると考えられる共有結

合性複合体の場合と同様にはいかない。こうした点からも化学量論的な検討が必要である

と考えられる。

これを確認するため、新たにインプリンティングを行った。アロキサン(鋳型分子)と

機能性モノマーとのモル比を、 1: 1から 1: 4まで変えてポリマ-H-Kを合成した。

なお対照として、鋳型分子を加えずに重合したポ リマーGも調製した。アロキサンに対し

コン トロールとしてチミンを用いて比較し、分離係数 αを計算した。

この結果、 アロキサンのモル比がO、つまりアロキサンを加えずに重合したポリマーG

や、アロキサンのモル比がl、つまりアロキサンと機能性モノマーが等量の条件で重合し
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たポリマ-Hは、アロキサンよりもチミンの容量比が大きかったのに対し、アロキサンの

モル比が 1: 2から 1: 3の場合には逆にアロキサンの容量比が大きくなっていることが

分かつた(Table6-3)。このことは、機能性モノマーが2から 3等量の時が、高分子内の認

識部位の構築に適切であるということを示唆している。

6-3-4 lH-NMRによる相互作用の観察

モレキユラーインプリンティング法により合成したポリマーの笑サンプルへの応用を検

討するため、鎮静・催眠作用を持つパルピツール系の薬物を鋳型分子として用いることに

した。

まず、パルピツール酸誘導体の一つであるシクロバルピタールと機能性モノマーが水素

結合によって複合体を形成しているかをlH-NMRスベクトルによって検証した。機能性モ

ノマー、シクロパJレピタール、そしてこれらの複合体をそれぞれ測定したものがFig.6-5

である。機能性モノマーのNHプロトン(A)はO7.72ppm、シクロソ'I)レピタールのNHプロト

ン(8)は O8.78ppmにそれぞれ観測された。これに対し両化合物を 1 1で混合した系(C)

を観測した場合にはNHピークがそれぞれ低磁場旬IJへシフトすることが分かつた。これら

のことより両化合物問の水素結合の形成が示唆された。

6-3-5 モレキュラーインプリンテイングによるパルピツール酸誘導体の認識

6-3-4の結果から複合体の形成が行われていると判断されたので、次にシクロパjレピ

タール (5)のインプリンテインク'を行った。溶媒にはクロロホルムを用い、コントロー

ルとして鋳型分子を加えずに同条件で重合したポリマーのカラムも作製した。比較を行う

ためシクロパjレピタール以外にアロパルピタール (6)、アモパルピタール (7)、ヘキ

ソパルピタール (8)、3-エチJレ-3-メチルグルタルイミド (9)の容量比も測定した。液

体クロマトグラフィーの浴離液には、クロロホルムとメタノールをそれぞれ用いた。

その結果(Table6・4)、メタノールを洛離液とした場合にはインプリントカラムもコ ント

ロールカラムもサンプルの保持はあまり大きくなかった。これに対し、語芸能液にクロロホ
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Table 6・ 3 Effect of the ratio of template to functional monomer on selectivity 

polymer 
capacity factor 

separation 
factor 

molar ratio k' k' α 2 3 
(template:functional monomer) 

G no template 0.74 1.11 0.67 

H 1: 1 0.88 1.06 0.83 

1 :2 1.83 1.66 1.10 

J 1 :3 1.91 1.82 1.05 

K 1 :4 1.49 1.53 0.97 

Molecularly imprinted polymers G to K w白reprepared using alloxan (2) as a 

template molecule. A chloroform/methanol (19:1， v/v) solution was used as the 

eluent with a flow rate 01 0.5 mUmin. k'n represents the capacity factor of an 

analyte n. Separation factor αwas determined from:α=  k'2 / k'3' 
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Table 6-4 Recognition of barbiturates in molecularly imprinted polymers 

polymer Capacity factor 

template eluent 5 6 7 8 9 

5 CHCI3 12.4 11.9 6.72 0.39 1.82 

5 MeOH 1.38 2.04 0.46 0.33 0.47 

8 CHCI3 2.46 4.88 1.73 1.01 0.91 

8 MeOH 0.24 0.07 0.02 0.71 0.22 

none CHCI3 0.34 0.19 0.13 0.61 0.23 

none MeOH 0.21 0.07 0.01 0.58 0.21 

Either chloroform (CHCI3) or methanol (MeOH) was used as the the eluent with 
a flow rate of 1 ml/min. 
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ルムを用いたときは、シクロパルピタール、アモパルピタールの容量比が大きく変化した。

特にシクロパルピタールについては容量比の値がコントロールカラムを用いた時の値に比

べ大きな変化(7.1倍)を示し、インプリンテイングの効果が表れた。へキソパルピタールに

ついてはこのような変化は全く見られなかった。これはヘキソパルピタールには 1位にメ

チル基が存在するため、水素結合の形成が阻害されているためと考えられる。 3・エチルー3

-メチJレグJレタルイミドも構造上、イミノ基がひとつしかないので、保持の大きな変化は

見られなかった。またへキソパルピタールを鋳型分子に用いた場合も、鋳型に対して大き

な親和性を示きず、インプリンテイングの効果は観察きれなかった。

6-4 結言

本研究では、まず従来にはないタイプの新規機能性モノマーを提案した。これは核酸塩

基問の相補的水素結合を模倣したアクリルアミド誘導体であり、これによって認識対象分

子と多点水素結合を形成すると考えた。これを設計合成してモレキュラーインプリン

テイングに利用し、核酸塩基の誘導体の選択的な認識を試みた。アロキサンを鋳型として

合成したポリマーは、類似物であるチミンやテオブロミンよりもアロキサンをよりよく保

持し、新規機能性モノマーを用いたインプリンテイングの効果が示唆された。また重合の

際の鋳型分子と機能性モノマーとのモル比は最適化できることが示された。さらに重合の

際の溶媒の極性が低いほどポリマーの選択性が向上したことから、ポリマーによる鋳型の

認識が水素結合によって行われていることが強く示唆された。また、この機能性モノマー

を用いたポリマーを薬物の分析に応用することを試みた。その結果、パJレピツール酸誘導

体の一つであるシクロバルピタールを鋳型として合成したポ 1)マーは、鋳型に対して極め

て強い親和性、特異性を示し、インプリンテイングの効果が最大限に発揮された。

本研究で得られた知見は、生体内の精密な分子認識の働きを模倣することで高度な分子

認識が笑現できるという可能性を示した。今後のこの分野の新たな展開を導くものとして

非常に意義深いと考えられる。
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第7章 モレキュラーインプリンテイング法を用いるクロラムフェニコールの測定

7-1 緒言

第4主主から第 6章までは、モレキユラーインプリンティング法による新規分子認識素子

の合成を行ってきた。この方法はゲストを認識する分子を精密にデザインする必要がなく、

いわゆる精密な分子設計、多段階合成とは対極な立場にあるホスト高分子の合成法である

といえる。また一段階の重合反応でホストが得られるという合成の簡便さ、迅速さ、安価

かつ容易な大量合成などの利点からも注目されている。そしてその最大の特徴は、どのよ

うなゲスト分子に対しても原理的にはそれに対応したホスト高分子を合成することが可能

であるという、いわばテーラーメイド的な手法であるという点にある。

このような手法を用いて任意の分子に対する認識素子が合成できれば、超安定なセン

サー素子として、臨床診断や環境計測、食品プロセスなどの幅広く応用できることが期待

される。しかしながら、モレキュラーイ ンプリンテイング法によって合成されたボリマー

が実際にセンサー素子として利用された例は極めて少ないσ3，74)。さらに笑サンプルへ

の応用まで報告した研究は全くない。モレキュラーインプリンテイング法の究極の目的は、

生体素子にかわる超安定な分子認識素子のバイオセンサーへの応用であり、これが達成さ

れなければモレキュラーインプリンテイング法の意義も半減してしまう。そこで第二部の

最後に、クロラムフェニコールを鋳型分子として合成したインプリントポリマーをセンシ

ングシステムに応用することを試みる。

クロラムフェニコールは広い抗菌スベクトルを持つ極めて有効な抗生物質であり、人体

や家畜の医薬品として使用されている。クロラムフェニコールはサルモネラ感染症に対し

て特に効果を発輝し、また幼児期の髄膜炎や腸チフス熱(99)に対して有効な薬剤lでもある。

しかし同時に、骨髄の形成を阻害したり、再生不良性貧血を起こす原因にもなるなど、毒

物としての脅威も併せ持つ。このことから、食用となる家畜にクロラムフェニコールを使

用することは禁じられている。このため、患者の体内での薬物動態を採る上で、また食品

の品質管理を行う上で、クロラムフェニコールのモニタリングは極めて重要になっている。
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現在までに報告されているクロラムフェニコールの定量法は、クロマトグラフイー(1∞)

や微生物(101)、酵素(102)、抗体(103)などを用いているが、どれも手聞がかかり、経験と

技術を必要とする。

そこで本研究では、クロラムフェニコールを特異的に認識する素子をそレキュラーイン

プリンテイング法によって合成し、これをセンシングシステムに応用することを試みる。

これによって超安定で普遍的な人工分子認識素子が合成され、センサ一分野への応用の道

が開けるものと恩われる。

7-2 実験

7-2-1 試薬

試薬は全て特級のものを用いた。液体クロマトグラフィーの溶離液は高速液体クロマト

グラフィー(田LC)純度のものを使用した。市販のethyleneglycol d加仙acrylate(EGDMA) 

は安定剤(重合阻害剤)としてヒドロキノン類が含まれているため、蒸留によってこれら

を除去した。その他の試薬は市販のものをそれ以上精製することなく用いた。本研究で用

いた化合物の構造をFig.7-1に示す。

7-2-2 クロラムフェニコールを鋳型としたインプリントポリマーの合成

ガラス製サンプル瓶中で、機能性モノマ一、鋳型であるクロラムフェニコーJレ1mmol、

架橋剤エチレングリコーJレジメタクリレート(EGDMA)5叫、重合開始斉IJの2，2'-アゾピス

(イソプテロニトリ Jレ) 1%を5mlのテ トラヒドロフラン中に浴かし、超音波洗浄僚にて

十分に脱気を行った。サンプル瓶を密閉して、 60"(;に設定したカラムオープンで48時間加

熱し重合反応を行なわせた。得られた塊状のポリマーを粗粉砕し、熱したジメチルホJレム

アミドとエタノールで洗浄した。なお対照として、鋳型分子を加えずに重合したポリマー

も調製した。

7-2-3 インプリントカラムの調製
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Fig.7・1Structures 01 the various substances used in this work 
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ポリマーを乾燥させた後、自動乳鉢器(日東:ANM2∞WES)で完全に粉砕し、ふるい

にかけて粒径が 25-63μmのものを選別収集した。回収した粒子の中には粒径26um以下

の細かいポリマー粒子が若干含まれており、カラムの目詰まりやピークのテーリングを引

き起こす。そこで、カラム充演には適さないこれらのポリマーを除くため、ポリマー粒子

をアセトニトリル中に誌散させ、 30分間放置した後、沈殿した粒子のみを分取するという

沈降分離操作を5回繰り返した。残った粒子をパッカーに注ぎ、メタノールを溶媒として

ステンレスカラム (1∞ mmX4.6 mm， i.d.)にスラリ ー充填した。このカラムを高速液体

クロマ トグラフィー用のポンプに接続し、安定なペースラインが得られるまでメタノール

で洗浄した。

7-2-4 液体クロマトグラフィーによるカラムの評価

液体クロマトグラフィーは、 805Manome凶cmod由、 811COynamic rnixer、401COilutor、

305、306Pumps、118UVNIS OetectorのGrLSONHPLCシステムと、目立社製のクロマトイ

ンテグレーター (0-25∞)によって行った。アセトニトリルに溶解させた0.1mg/mlのサン

プル10μlをイ ンジェク トし、紫外・可視検出器により保持時間を測定した。溶離液はアセ

トニトリルを用い、またアセトンをポイドマーカーとした。

インプリントポリマーのサンプルに対する親和性は、以下の式に従って各サンプルにつ

いての容量比 k'を1):出することによって評価した。

k' = (ER -Eo)lto 

ここでERはサンプJレの保持待問、 t。はポイドマーカーであるアセトンを浴出するための時

間である。また分離係数αを以下の式によって算出した。

α=  k'.J k' y 

これは一つのポリマーについて化合物zとyの選択性を比較したものである。またインプ

リンティングの効果を表す指標として、イ ンプリンティ ング係数Iを定義する。

1 = k'imp / k'non 
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すべての操作は室温で行った。

7-2-5 クロラムフェニコールーメチルレッドを用いたクロラムフェニコールの計測

本システムの測定原理をFig.7-2に示す。メチルレ γ ドで標識したクロラムフェニコー

ルをアセトニトリルに0.1-0.6μg/mlとなるように溶かし、液体クロマトグラフィーの浴離

液とした。これを用いて、ベースラインが平衡状態になるまでカラムを平衡化した。クロ

ラムフェニコール、チアムフェニコール、クロラムフェニコールジアセテートのアセトニ

トリ Jレ浴液を20μlインジェク トし、カラムから溶1出したクロラムフ ェニコールーメチル

レッドの460nmの吸収を測定した。測定は最低3回行い、標準偏差を算出した。

7-3 結果及び考察

7-3-1 機能性モノマーの種類、および鋳型分子と機能性モノマーとのモル比の検討

まずモレキュラーインプリンティングを行うための基本的な条件として、機能性モノ

マーの種類、および鋳型分子と機能性モノマーとのモル比を検討することにした。機能性

モノマーとしてジエチJレアミノエテルメタクリレー トを用いた場合、鋳型分子と機能性モ

ノマーとのモル比を 1 1、 1: 2、 1: 3とした。またメタクリル酸を使用した場合、

鋳型分子と機能性モノマーとのモル比を 1: 2、 1: 8とした。これらの条件でイ ンプリ

ンティングを行ったところ、ジエチルアミノエチルメタクリレートを用い、鋳型分子と機

能性モノマーとのモJレ比が1・2のときに最も高い親和性を持つポリマーが得られた。以

下の実験においては、この条件でポリマーを合成することにした。

7-3-2 液体クロマ トグラフイーにおける流速の選択性への影響

液体クロマトグラフィーの流速は、インプリントポリマーの評価のみな らず分離カラム

の特性を評価する上で;極めて重要な要素である。そこで、流速がインプリン トポリマーの

選択性に与える影響を検討することにした。
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測定サンプルとして、鋳型に用いたクロラムフェニコール、また類似化合物と して、ク

ロラムフェニコールジアセテート、チアムフェニコール、クロラムフェニコールーメチル

レッドを用いて、カラムに対する親和性を評価した。その結果をTable7-1に示す。ここで

k'nは鋳型を加えないで重合したポリマー(nonspecific)を用いたときの容量比、 k'sはインプ

リントポリマー(sp巴cific)を用いたときの容量比をあらわす。

これより、流速を上げるとインプリンティング係数Iは増加し、分離係数 αは逆に減少

することが示された。インプリンテイング係数の増加は非特異的な相互作用が減少してい

ることを意味し、また分離係数の減少はポリマーの基質選択性が低下していることを意味

している。これより、流速の選択はポリマーの用途に依存すると思われる。すなわち、非

特異的結合を抑えたいときには速い流速を、分離能を上げたいときには遅い流速を選択す

ればよいと恩われる。

また、ここで用いたサンプルの容量比を比較してみると、どの流速においても共通の傾

向が見られる。すなわち、鋳型に用いたクロラムフエニコールは最もよく保持され、次に

チアムフェニコールがよく保持される。クロラムフェニコールーメチルレッドはクロラム

フェニコールのときの約半分の容量比であり、クロラムフェニコールジアセテートは全く

保持されない。これらのカラムはテアムフェニコールを比較的よく認識することから、 2

つのヒドロキシJレ基が認識に重要な役割を果たしていると考えられる。一方、クロラム

フェニコールジアセテートはこの 2つのヒドロキシル基を持っていないため、保持されな

かったのではないかと恩われる。クロラムフェニコールーメチルレッドは 2つのヒドロキ

シル基を持っているが、大きなメチルレッドの側鎖によってポリマー内の認識部位へのア

クセスが阻害されていると考えられる。

7-3-3 クロラムフェニコールの測定のための条件の検討

7-3-2で、クロラムフェニコールーメチルレッドはクロラムフェニコールをインプリン

トしたポリマーにある程度保持されることが示された。この現象を利用してクロラムフエ

ニコールを光学的に測定する系を構築することにした。
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Table 7-1 Influence of the flow rate on k'， 1 andαvalues of the various analytes as 

determined by HPLC analysis us凶ga CAP imprinted-or non-imprinted polymer as 

the stationary phase and acetoni甘ileas the mobile phase. 

Analyte/ 

Flow rate k'n k's α 

2 mL/min 

CAP 1.75 17.4 9.92 1.00 

CAP・DA 0.00 0.14 124 

TAM 1.14 9.09 7.97 1.91 

CAP-MR 0.83 5.32 6.40 3.26 

3 mL/min 

CAP 1.54 15.4 10.0 1.00 

CAP-DA 0.00 0.15 102 

TA恥f 0.99 8.40 8.48 1.83 

CAP-恥1R 0.77 4.75 6.16 3.24 

4 mL/min 

CAP 1.40 14.4 10.3 1.00 

CAP-DA 0.00 0.13 110 

TAM  0.84 7.33 8.72 1.96 

CAP-恥1R 0.70 4.51 6.44 3.19 

5 mL/min 

CAP 1.15 12.0 10.4 1.0 

CAP-DA 0.00 0.16 74.9 

TAM 0.65 7.06 10.9 1.70 

CAP-MR 0.49 3.94 8.04 3.04 
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7-2-5で示したように、クロラムフェニコールーメチルレッドをアセトニトリルに溶か

し、液体クロマトグラフィーの溶離液とした。これを用いて、ペースラインが平衡状態に

なるまでクロラムフェニコールをインプリントしたカラムを平衡化した。これにサンプル

をインジェクトし、カラムからj答出したクロラムフェニコールーメチルレッドの460nmの

吸収を測定した。このシステムの感度は浴離液に含まれるクロラムフェニコールーメチル

レッドの初期濃度と流速に大きく依存するので、検量線を作成する前にまずこれらを検討

することにした。その結果をFig.7-3、7-4に示す。

溶離液中のクロラムフエニコールーメチルレッドの濃度を0.1-0.8μg/mJとして、 20μg/凶

のクロラムフェニコールを20μ1インジエクトしたときのピーク面積を測定した(Fig.7-3)。

その結果、 0.4-0.6μg/mlのときが最もピーク面積が大きかった。また流速が上昇するにつ

れてピーク面積は減少した(Fig.7-4)。しかし、流速が遅いとピーク臓が広くなり、正確な

測定が困難になる。以上の結果を考慮して、クロラムフェニコーJレーメチJレレッドの濃度

が0.6μg/m1、流速が2m1/minのときが最適な測定条件であると判断した。

7-3-4 クロラムフェニコールの光学的測定

この光学的センシングシステムにより、 7-3-3で決定された条件に従ってクロラム

フエニコールの検量線を作成した。この結果、 3-1α)()μg/m1のクロラムフェニコール濃度

とピーク面積は直線関係にあることが示された(Fig.7-5)。血清中のクロラムフエニコール

の許容範囲は10-20μg/m1で、 25μg/m1以上は体に害を与える恐れがあるといわれている。

本センシングシステムはこの濃度を十分にカバーするものであり、実サンプルへ応用でき

る可能性が示された。

また、本システムによってチアムフェニコールはクロラムフェニコールの約半分ほどの

シグナルを与えた。これはこの構造上の類似性によるものであり、 7・3-2の結果と一致
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する。しかしながら食品や血清中にチアムフェニコールが混入することはなく、本システ

ムを妨害する可能性はほとんどない。さらにクロラムフェニコールジアセテートは本シス

テムでは0-1000μg/mlの範囲で全〈検出されなかった。またさまざまな濃度のクロラム

フェニコーJレジアセテートをl∞μg/mlのクロラムフェニコールと混合して、測定に与える

影響を調べた。その結果、 50-1C削μg/mlの問ではピーク面積は誤差の範囲内でほとんどー

定であり、クロラムフェニコールの測定にはほとんど影響を及ぼさないことが明らかに

なった(Fig.7-6)。

7-3-5 血清中のクロラムフェニコールの光学的測定

この光学的センシングシステムによって血清に含まれるクロラムフェニコールを定量す

ることを試みた。さまざまな濃度のクロラムフェニコールを牛血清に溶解し、酢酸エチル

にて抽出した(104)。酢駿エチlレを留去したのち、残査を3∞μのアセトニトリルに溶解し

て分析した。その結果をFig.7-7に示す。

これより血清中のクロラムフェニコール濃度とピーク面積は極めて良い直線関係にある

ことが示された(相関係数 r2= 0.990)。以上の結果から、モレキユラーインプリンテ ィ

ング法によって合成したクロラムフェニコール認識素子は、光学的センシングシステムに

応用することが可能となり、実サンプルの測定にも十分対応、できることが明らかになった。

7-4 結言

クロラムフェニコールを鋳型としてモレキュラーインプリンティングを行い、極めて選

択的なポリマーを得ることに成功した。諸条件を検討した後、色素のポリマーからの溶出

を利用した光学的センシングシステムを構築した。この結果、子lα)()μg/mlのクロラム

フェニコール濃度とピーク面積は直線関係にあることが検量線から示された。さらにこの

センシングシステムは血清から抽出したクロラムフェニコールも感度良〈測定することが
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可能であり、実サンプルの測定にも十分対応できることが明らかになった。

従来モレキュラーインプリンテイング法によって多くの分子認識素子が合成されてきた

が、センサーへの応用に成功した例は極めて少なかった。すなわち、簡便、安価、汎用性

というモレキュラーインプリンテイング法の大きなメリットを生かし切れないでいるのが

現状であった。モレキユラーインプリンティング法の先極の目的は、生体素子にかわる超

安定な分子認識素子のバイオセンサーへの応用であり、まさにこの点において本研究で目

的としていた人工分子認識素子の開発とその応用に結ぴつく。

本章で示した結果によって、モレキュラーインプリンティング法が超安定なセンサー素

子を合成する手段として、臨床診断や環境計測、食品プロセスなどの幅広く応用できるこ

とが期待される。このように本章で得られた知見は極めて意義添いと思われる。
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第8章結論

本研究では、生体にかわる安定な人工分子認識素子を合成し、これをセンサー素子とし

て応用することを目的とした。

まず、比較的安定な素子である脂質を対象とし、天然には存在しない 2種類の人工脂質

を分子認識素子として用いることによって、高感度においセンサーを構築した。脂質を用

いたこれまでのにおいセンサーは、脂質の親水基にのみ着目し、疎水基がセンサーの感度

に与える影響は考慮されていなかった。そこで脂質膜の流動性に影響を与えると思われる

さまざまなアシル鎖を持つ脂質を用いてセンサーを構築した。特に三重結合を持つ人工脂

質と α位で分枝したアシlレ鎖を持つ人工脂質を用いて、高感度においセンサーの構築を試

みた。またにおい物質の官能膜への吸着量を増やすために、水品振動子を多孔性高分子膜

で被覆し、さらに人工脂質を固定化することによって高感度化を図った。さらに作製した

センサーの感度を人の喋覚と比較した。本論文の第 2章では人工脂質を用いたにおいセン

サーを開発し、第3章では多孔性高分子膜と人工脂質を組み合わせた安定な高感度におい

センサーを開発した。

次に、人工分子認識素子の合成方法としてさらに汎用性のあるモレキュラーインプリン

ティング法に着目し、これを用いて分子認識能を持つ様々な高分子を合成した。従来のモ

レキュラーインプリンテイングでは、機能性モノマーの種類、溶媒、温度など重合の際の

条件を詳細に検討した例がほとんどなかった。そこでまずモレキュラーインプリンティン

グにこうした基礎的検討を加えることによって、より選択的な分子認識素子を得るための

知見を集めた。また従来使われてきた機能性モノマーは非常に限られており、認識できる

化合物の種類もおのずと制限されていた。そこで生体治宝行っている特異的な分子認識を模

倣して新規機能性モノマーを設計・合成し、モレキュラーインプリンティングに応用する

ことを試みた。さらにモレキュラーインプリンティングによって合成したポリマーをセン

サーの素子として利用し、笑サンプルの測定を行った。本論文の第4章ではテストステロ

ンを鋳型としてインプリンテイングを行う際の諸条件を詳細に検討した。第 5主主では、ベ
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プチド結合間の相互作用を模倣した新規機能性モノマーを設計 r合成 し、これを用いてジ

ペプチド誘導体に対して立体選択性を持つポリマーを合成した。第 6章では、核酸塩基問

の多点での相補的水素結合を模倣した新規機能性モノマーを設計・合成し、これを用いて

核酸塩基誘導体や睡眠弗jに対して選択性を持つポリマーを合成した。第 7章では、クロラ

ムフェニコールに特異的なポリマーを合成し、これをセンサーの素子として利用すること

によって光学センシングシステムを構築した。

以下各主主で得られた知見をまとめる。

第2章では、生体素子として比較的安定な脂質を水晶振動子に固定化することによって

においセンサーを構築した。従来のにおいセンサーは、脂質の親水基にのみ着目し、疎水

基がセンサーの感度に与える影響は考慮されていなかった。そこで脂質膜の流動性に影響

を与えると息われるさまざまなアシル鎖を持つ脂質を水晶振動子に固定化し、得られたセ

ンサーの感度を評価した。まず脂質のアシル鎖長とにおい物質の極性とは相関があること

が示された。また脂質膜にコレステローJレを20%添加することで、においセンサーの感度

を約 2倍向上させることが可能となった。さらにセンサーを高感度化することを目的とし

て、三重結合を持つ人工脂質を官能膜としてにおいセンサーを作製したが、飽和アシル鎖

を持つホスファチジルコリンを用いたにおいセンサーよ り低い応答を示した。次に α位で

分校したアシル鎖を持つ人工脂質をセンサーの官能膜として用いることで、においセン

サーの応答値が3倍以上増大した。さらにT&Tオルファクトメーターで使われる標準に

おい物質を測定した結果、分校構造を持つ人工脂質を官能膜とした本においセンサーは、

人の喋覚と同程度の感度を示した。しかしセンサーの官能膜をさらに修飾することでより

高感度化できる可能性も残された。

第3章では、におい物質の宮能膜への吸着量を増やすために、水晶振動子の上に多孔性

高分子践を形成して天然及び人工の脂質の担持膜とし、におい物質に対する応答を許価し

た。用いた高分子のうち、最も安定で高い応答を示したのはナイロンであった。アルコー
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jレを測定した場合、脂質だけを用いたセンサーより多孔質ナイロン膜を用いたセンサーの

方が3倍から 8倍の高い応答値を示した。これは多孔質ナイロン膜を脂質の担持膜として

用いることで、においガスの吸着量が増加したためと考えられる。さらに α位で分校した

アシル鎖を持つ人工脂質をナイロン担持膜に固定化して作製したセンサーは、におい物質

に対して、脂質だけを用いたセンサーより 2.5倍以上の応答を示した。このセンサーを用

いて人の検知閥値とにおいセンサーの応答を比較した結果、人の検知閥値の濃度でもにお

いセンサーは明らかに応答し、人と同程度の感度を持つことが示された。

このように天然には存在しない人工脂質を目的に応じて設計し合成することによって、

極めて高感度なにおいセンサーを構築できると恩われる。しかしながらバイオセンサーに

よって測定する必要のある化合物はにおい物質以外にも数多くあり、こうした化合物に対

して特異的な分子認識素子をその都度設計・合成するのは極めて困難で経験と技術を要す

る。そこで次に汎用性のある人工分子認識素子を合成し応用をすることを試みた。

第 4章では、人工分子認識素子の合成方法としてさらに汎用性のあるモレキュラーイン

プリンテイング法に着目した。これを用いてテストステロンに特異的なポリマーを合成し

た。従来のモレキュラーインプリンティングでは、機能性モノマーの種類、溶媒、温度な

ど重合の際の条件を詳細に検討した例がほとんどなかった。そこでテストステロンをモデ

ル鋳型分子として重合の際のさまざまな条件を詳細に検討した。まず、鋳型分子と機能性

そノマーであるメタクリル酸のモル比は 1: 8が最適であることを示した。またメタクリ

ル酸以外の機能性モノマーで強塩基性の2・(ジエチルアミノ)エチルメタクリレートの効

果を調べたが、逆に分子認識能を低下させることが明らかになった。次に溶媒としてクロ

ロホルムのかわりに極性の高いテトラヒドロフランを用いたところ、ポリマーの認識能が

低下し、分子認識が水素結合によって行われていることが示唆された。重合温度は40"C、

架橋剤はエチレングリコールジメタクリレートのときが良い選択性を示した。また可逆的

な共有結合によって認識することを試みたが選択性の向上には結びつかなかった。
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一つのモレキュラーインプリンティングの系についてこれほど詳細な検討を加えた例は

なく、ここで得られた知見は、今後のモレキュラーインプリンティングに極めて重要な情

報を提供するものと恩われる。しかしここで用いた機能性モノマーは従来使われてきたも

のばかりであり、この手法では認識できる化合物の種類もおのずと制限される。このため

生体の極めて特異的な相互作用を模倣した新規機能性モノマーの開発が必要であった。

第 5章では、タンパク質の αヘリックスやpシートに見られるペプチド問相互作用をモ

デルとし、目的分子と多点水素結合を形成する新規機能性モノマーを合成することによっ

て、モレキュラーインプリンテイングの可能性を広げることを試みた。との機能性モノ

マーを用いてインプリン トポリマーを合成 し、ジペプチド誘導体とそのジアステレオマー

の認識の差を評価した。この新規機能性モノマーがインプリントポリマーの立体特異性に

及ぼす効果を調べたところ、用いた鋳型に対して最も立体特異性を有していることが確認

された。鋳型としてより大きな側鎖を持つペプチドを用いるとその効果はさらに向上した。

鋳型分子と新規機能性モノマーのモル比は 1: 2または 1: 3が最適であることを示した。

さらに重合の際の溶媒は極性が低いほど立体選択性を高め、鋳型の認識が水素結合を介し

ていることを強〈示唆した。

これによって、モレキユラーインプリンティング法でタンパク質をモデルとした認識部

位を構築することが可能であることが示された。しかしまだ生体にはそレキュラーインプ

リンテイング法で再構築していない特異的な相互作用がある。このような相互作用を模倣

することによってさらに選択的な人工分子認識素子が得られるものと考えられた。

第 6章では、新規機能性モノマーとして、核酸塩基問の相補的水素結合を模倣したアク

リルアミド誘導体を設計・合成した。これによ って認識対象分子と多点水素結合を形成す

ると考えた。これをモレキュラーインプリンテイングに利用し、核酸塩基誘導体の選択的

な認識を試みた。アロキサンを鋳型として合成したポリマ」は、類似物であるチミンやテ

オプロミンよりもアロキサンをよりよく保持し、新規機能性モノマーを用いたインプリン
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ティングの効果が示唆された。また鋳型分子と新規機能性モノマーのモル比は 1 2また

は1・ 3が最適であることが示された。さらに重合の際の溶媒は極性が低いほど選択性が

高くなり、鋳型の認識が水素結合を介していることが強〈示唆された。また、この機能性

モノマーを用いたポリマーを薬物の分析に応用することを試みた。その結果、パルピツー

Jレ酸誘導体の一つであるシクロパルピタールを鋳型として合成したポリマーは、鋳型に対

して極めて強い親和性、特異性を示し、インプリンテイングの効果が最大限に発慰された。

これによって、生体内の精密な分子認識の働きを模倣することで高度な分子認識が実現

できるという可能性が示された。しかし、以上の研究はインプリントポリマーの特性を評

価しているに過ぎず、センサーへの応用は検討されていない。そこでインプリントポリ

マーを用いたセンシングシステムの開発が必要とされた。

第7章では、インプリントポリマーを用いたセンシングシステムの開発を行った。まず

抗生物質であるクロラムフェニコールを鋳型としてモレキュラーインプリンティングを行

い、極めて選択的なポリマーを得ることに成功した。クロラムフェニコール類似体を用い

て検討した結果、 2つのヒドロキシル基が認識に重要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。またメチルレッドで標識されたクロラムフェニコールはこのポリマーにある程度保

持された。このことを利用して、色素のポリマーからの浴出を利用した光学的センシング

システムを構築した。この結果、 3-](削 μg/rruのクロラムフェニコール濃度とピーク面積

は良い直線関係にあることが検量線から示された。さらにこのセンシングシステムは血清

から抽出したクロラムフェニコールも感度良く測定することが可能であり、実サンプルの

測定にも十分対応できることが明らかになった。

以上のことから、モレキュラーインプリンティング法によって生体素子にかわる超安定

な人工分子認識素子が合成でき、さらにセンサーの素子として応用可能であることが示さ

れた。これによって、臨床診断や環境計測、食品プロセスなどの幅広く応用できることが

期待される。
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モレキュラーインプリンテイング法によって合成した高分子をセンサーの素子として利

用する際においては、天然の抗体を用いた免疫センサーと比較してより優れているか、ま

た必要な感度が得られるかという点が重要になる。本研究ではこれらの点に関する検討は

行っていないが、こうした特性を左右するポイントとして、 ( 1 ) トランスデユーサーの

種類、 (2 )結合部位の数、 (3)素子の調製のしやすさおよびコス ト、などが挙げられ

る。本研究では物質の測定を紫外・可視光の吸光度を指標として行っているが、 ( 1 )の

改良点として蛍光や発光、さらにラジオアイソトープを用いた測定を行えば十分高い感度

が得られると恩われる。近年表面プラズモン共鳴現象を利用した高感度センシングシステ

ムが開発されており、これと組み合わせた高感度センサーの構築も十分可能である。また

結合定数などの力学的特性は天然の抗体よりも劣る場合が多いが、 (2 )の単位重量あた

りの結合部位は抗体よりも格段に多いため、感度の向上に十分寄与すると予想される。さ

らに、モレキュラーインプリンテイング法の最大の特徴は選択的な高分子を簡便に低コス

トで合成できるところにあるため、 (3)のJ点では本方法によ って合成する素子が圧倒的

に有利である。以上の点から、本方法の今後の可能性、応用分野は極めて広いと考えられ

る。

本研究ではまず、人工脂質を用いることによってにおいセンサーとしての感度を向上さ

せることに成功した。しかし、センサーとしての選択性については、わずかに分析対象物

の極性のみが識別できるなど、まだまだ不十分である。これを克服するためには、さまざ

まな官能基を持つ人工脂質を各種合成し、それぞ、れを水晶振動子上に固定化して得られる

応答値をコンピューターで処理してパターン認識を行うことが考えられる。また、におい

物質に対して特異性の高い分子認識素子を用いることも検討する必要がある。におい物質

に対する受容体の遺伝子はすでにラットの唆球などからクローニングされているので、今

後これを用いて受容体を大量発現させ、センサーの分子認識素子として利用することが可

能になると思われる。
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さらにそレキュラーインプリンテイング法を駆使すれば、個々のにおい物質に選択的な

分子認識膜を作製することができ、緩めて特異性の高いにおいセンサーを構築できると期

待できる。すなわち、におい物質を適当な溶媒に浴かし、特異的な相互作用をすると予想

される機能性モノマーや架橋剤等を加え、水晶掻動子上で重合する。さらに種々の pHの

緩衝液や有機溶媒で洗い流し、第 2輩および第 31撃で用いた計測システムに装着すること

によって、目的とするにおい物質に極めて特異的なセンサーが構築できると考えられる。

本研究は、人工脂質のにおいセンサーへの応用と、モレキュラーインプリンテイング法

による分子認識高分子の合成・センサー化への応用を行ったものであり、将来新規人工分

子認識素子を開発するための基礎研究として緩めて意義添いものである。
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