
【緒言】

　ムラサキイガイが分泌する付着性タンパク

質の研究においてはその付着防御に重点が置

かれていたが，近年では機能材料としての利

用に観点が集まり，付着機構の解明，単離精

製したタンパク質及び人工合成したタンパク

質を用いた接着に関する研究が行われている．

カテコール基をもつドーパミンをチロシナー

ゼによる酵素酸化でo-キノン化合物へと変換
した後，アミノ基を有する高分子であるキト

サンと化学反応させると，高粘性のゲルを形

成する1)．本研究では，ムラサキイガイの接着

性タンパク質による付着機構と甲虫類の外皮

形成を模倣してチロシナーゼによる酵素反応

とキノン架橋によるキトサンのゲル化を利用

した耐水性接着剤への応用を目指すとともに
2)，酵素反応によって生成するo-キノン化合物
のチロシナーゼとの相互作用を抑える働きが

あると言われているpoly(ethylene glycol)(PEG)
の添加効果を検討した．

【実験操作】

〈UVスペクトル測定〉
　濃度10mMのドーパミン水溶液に濃度が0.2
～1.0mg/cm3となるようにPEGを溶解させた．
次に，ドーパミン溶液50cm3中での濃度が

60U/cm3となるように調製したチロシナーゼ

水溶液１cm3を加え，所定時間ごとに混合溶

液のUVスペクトルを測定することで酵素反
応におけるPEG濃度依存性を調べた．

〈粘度測定〉

　アミノ基濃度30mMのキトサン溶液100cm3に

ドーパミン約0.183g(濃度10mM)を溶解させた
後，0.5～2.0g/dm3となるようにPEGを溶解さ
せた．続いて，この溶液中で濃度が60U/cm3

となるようにチロシナーゼ溶液1cm3を加えて

反応を開始させ，所定時間ごとにDV-Ⅱ+粘度
計(Brookfield社製)を用いて反応溶液の粘度を
測定した3)．

〈引っ張りせん断接着強度測定〉

　所定時間ごとにスライドガラス板表面にゲル

化したキトサン溶液を塗布し，接着面積が26×
26mmになるように重ね合わせた後，固定した
状態で水中に２日間浸漬した．その後，引っ張

り強度試験機(ORIENTIC社製STA-1225)を用い
て測定した強度から，(１)式を用いて引っ張り
せん断強度を算出した．

【結果及び考察】

〈UVスペクトル測定〉
　図１に示したドーパミン＋チロシナーゼ混合

溶液の470nm付近のピークが反応時間とともに
上昇していることから，ドーパミンがo-キノン
化合物に変換されていることがわかる．また，

溶液中のPEG濃度０～1.0mg/cm3の範囲では，

濃度の増加に伴い470nm付近のピークが高くな
った．これは，PEGの添加により生成したキノ
ン化合物のチロシナーゼへの相互作用が抑えら

れたためと考えられ4)，その結果o-キノン化合
物の生成速度が上昇し，より効率良くドーパミ

ンが酵素酸化したと言える．しかし，PEG濃度
をさらに上昇させるとo-キノン化合物が急速に
生成することによって溶液が数秒で黒色化し，

オリゴマー化による不溶生成物が生じるため，

スペクトルが測定できなくなった．よって，分

子量10万のPEGを用いた場合の至適濃度を
1.0mg/cm3とした．また，分子量10万のPEGを
用いると，分子量１万のPEGを用いたときより
も短時間で470nmの吸光度が上昇したので，今
度分子量依存性について詳細な検討を行う予定

である．

〈粘度測定〉

　反応溶液内の濃度が0.5～2.0mg/cm3になるよ

うにPEGを加えたときの反応時間に対する溶液
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の粘度の変化を図２に示す．図２よりPEGを

添加していないキトサン溶液の粘性は，反応

開始２時間で急激に上昇した．溶液の粘性上

昇は，酵素酸化によってドーパミンから生成

したo-キノン化合物がキトサンのアミノ基に

Michael's付加やshiff塩基反応することによっ

てキノン架橋結合を形成するためである．ま

た，PEGを加えることにより粘性の上昇が短

時間で起こるようになり，PEG濃度1.0mg/cm3

において最も急激に粘性が上昇した．UVス

ペクトル測定の結果と併せると，o-キノン化

合物の生成が顕著に起こることによってキト

サンのゲル化がさらに進行し，粘性が上昇し

たと考えられる．しかし，PEG濃度をさらに

上昇させると，粘性の上昇が緩やかになった．

これは不溶性オリゴマーの生成により

Michael's付加やshiff塩基反応が起こりにくく

なったためと考えられる．

〈接着強度測定〉

　引っ張りせん断接着強度測定の結果を図３

に示す．いずれのPEG濃度においてもゲル化

反応開始直後に塗布したキトサン溶液の接着

強度は非常に低いが，反応開始２時間で接着

強度は急激に上昇した．24時間ゲル化反応さ

せたキトサンを塗布したガラス板の強度は，

PEG濃度0.5, 2.0mg/cm3では減少したが，PEG
濃度1.0mg/cm3ではPEGを添加していないとき

とほぼ同様の結果が得られた．これはPEG濃

度1.0mg/cm3で最も酵素反応が速く進行するた

めと考えられる．図１，２よりPEGを添加す

ることで酵素反応が効率良く進行するように

なり，PEGを添加することで短時間でゲル化

を進行させて高い粘性を得ることができたが，

図３において接着強度の更なる上昇は見られ

なかった．

　以上の結果から，チロシナーゼによる酵素

酸化反応によってドーパミンから生成するo-
キノン化合物とキトサンのアミノ基が架橋反

応し，高粘性キトサンゲルを生成することが

でき，キトサンゲルの耐水性接着剤としての

可能性を見出した．
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Figure 2 Changes in the viscosity of the 
dopamine, tyrosinase, and chitosan mixtures 
containing PEG with the reaction time.
PEG (M=1.0×105) concentation=0 (○), 0.5 (●), 
1.0 (□) and 2.0 (△) mg/cm3.
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Figure 3 Changes in the tensile shaer adhesive 
strength of the glass plates coated with gelled 
mixtures with the reaction time.
PEG (M=1.0×105) concentation=0 (○), 0.5 (●), 
1.0 (△) and  2.0 (▲) mg/cm3

Figure 1 Changes in the absorbance at 470 nm 
of the dopamine and tyrosinase mixtures 
containing PEG 1.0×105 (at 0 (○), 0.2 (●), 
0.4 (△), 0.6 (▲), 0.8 (□) and 1.0 (■) 
mg/cm3) and 1.0×104 (▽:1.0 mg/cm3) with 
the reaction time. 
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