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１１１１．．．．緒言緒言緒言緒言        

汚染物質の１つとしてあげられるアルキルフ

ェノールは，石油精製，樹脂製造，製紙など多

くの工場から排出され，中には発ガン性のもの

もある(1)．また，アルキルフェノールと同様に

産業界で多く使われている化合物としてビスフ

ェノールＡ(BPA)があり，エポキシ樹脂やポリカ

ーボネート樹脂の製造原料として，また抗酸化

剤，難燃剤，顕色剤などとして繊維，染料，製

紙産業などで使われている．非イオン界面活性

剤であるアルキルフェノールエトキシレートの

分解生成物であるオクチルフェノールやノニル

フェノール及び BPAは動物やヒトの内分泌系を

かく乱する恐れがあるとして問題視されており，

鳥類の卵殻薄化，魚介類の雌化，免疫機能の低

下などの影響があると言われている．また，こ

れらの化合物は，生分解性が低いため，環境中

に残留して食物連鎖によって水棲動物(魚類，両

生類，哺乳類)に数千から数万倍に濃縮されるこ

とも指摘されている (2, 3)． 

これらの化合物は構造中にベンゼン環を有す

ることから，酵素によって分解しにくいと言わ

れていたが，近年様々な方法によってこれらの

物質を分解または内分泌かく乱特性を失活させ

る研究が行われるようになってきた．我々が行

ってきたこれまでの基礎研究からマッシュルー

ムチロシナーゼや麹菌(Aspergillus oryzae)チロシ

ナーゼが p-アルキルフェノールをキノン酸化す

ることや西洋ワサビペルオキシダーゼが過酸化

水素存在下でアルキルフェノールや BPAをラジ

カル化することがわかり，酵素を使った効率的

な環境汚染物質の除去を構築できると考えてい

る．その中で，マッシュルームチロシナーゼに

よる p-アルキルフェノールのキノン酸化と生成

したキノン化合物のキトサンビーズとの反応を

利用した高効率な除去法を見出した(4, 5)．しか

し，酵素を溶解させて用いると，処理後活性を

保持した状態で単離することは困難である．ま

た，酵素の多くは，熱，酸，アルカリ，有機溶

媒などに対して不安定であり，至適条件下で使

用したとしても比較的早く失活するなどの欠点

もある．そこで，酵素を固体担体に固定化する

ことができれば，酵素の連続使用や保存などこ

れまでの課題となっている多くの問題を解決す

ることができる(6, 7)． 

我々は 17 及び 18 年度を通して①麹菌由来の

チロシナーゼによる p-アルキルフェノールのキ

ノン酸化と生成したキノン化合物のキトサンビ

ーズへの吸着(8)，②過酸化水素存在下で，西洋

ワサビ由来のペルオキシダーゼによる p-アルキ

ルフェノールと BPAのフェノキシラジカル化と

ラジカルカップリング反応による水不溶性ポリ

フェノールの形成による沈殿除去(9)，③共有結

合を介したイオン交換樹脂へのマッシュルーム

チロシナーゼの固定化と固定化チロシナーゼの

反復利用に関する研究を行ってきた．本発表で

は，上述した方法によりチロシナーゼとペルオ

キシダーゼを用いた p-アルキルフェノールや

BPA を効率的に除去する際の至適条件の決定と

その応用について報告する． 

 

２２２２．．．．実験実験実験実験     

２２２２．．．．１１１１    麹菌麹菌麹菌麹菌チロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼによるによるによるによる pppp----アルキルアルキルアルキルアルキル

フェノールフェノールフェノールフェノールのののの除去除去除去除去 

麹菌チロシナーゼは月桂冠(株)において産生，

粗精製された比活性 936と 1170 U/mg-solidのも

のを使用した(10)．pH6.0のリン酸緩衝溶液を溶

媒として麹菌チロシナーゼとアルキル鎖長の

異なる p-n-アルキルフェノール(和光純薬(株)と

東京化成工業(株)製)の溶液を調製した．富士紡

績(株)から購入したキトサンビーズ(粒径：70～

200nm，比表面積：70～100m
2
/g)は緩衝溶液中

に保存し，実験に使用した．p-クレゾールを除

去する際に決定した至適条件である pH6.0，

30℃で(8)，褐色三角フラスコに入ったキトサン

ビーズ 0.50cm
3を含む p-n-アルキルフェノール

(0.5～0.05mM)溶液 20cm
3に濃度が 150U/cm

3と

なるように麹菌チロシナーゼ溶液を加えるこ



 

とで，酵素反応を開始させた．実験中は，所定

時 間 ご と に 波 長 300 ～ 600nm の 範 囲 で

UV-visible スペクトルを測定し，逆相カラム

Inertsil ODS-2または InertsilC8-3 (5µm, 4.6mmi.d.

×15cm)を用いた高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)法によって溶液中の p-n-アルキルフェ

ノール濃度を求めた．移動相としてアセトニト

リル水溶液を用い，アルキル鎖長によって組成

を調節した．初期濃度と残留濃度の関係からキ

ノンへの転化率を求めた．また，キトサンビー

ズを添加した溶液と添加していない溶液の

UV-visible スペクトル測定から生成したキノン

のキトサンビーズへの吸着率を求め，転化率と

吸着率から除去率を決定した． 

 

２２２２．．．．２２２２    西洋西洋西洋西洋ワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼによるによるによるによる

BPABPABPABPA のののの除去除去除去除去 

Sigma Aldrich(株)製の西洋ワサビチロシナー

ゼ(E.C 1.11.1.7，224U/mg-solid)を使用した．BPA

とその誘導体は東京化成工業(株)から購入し，

そのまま使用した．pH6.0 のリン酸緩衝溶液と

エタノールからなる混合溶媒で 5.0mM の BPA

溶液を調製した．この BPA溶液に pH6.0の緩衝

溶液を溶媒として調製した HRP 溶液，分子量

1.0×10
4 のポリエチレングリコール(10K-PEG)

溶液，過酸化水素溶液を加えて酵素反応を開始

させ，所定時間ごとに濁度と残量濃度を測定し

た．BPA の除去における HRP 濃度，PEG 濃度

と分子量，過酸化水素濃度，pH 及び温度など

の至適条件を決定し，種々のビスフェノール誘

導体の除去に応用した．残留濃度は Inertsil 

ODS-2を用いた HPLC法によって求め，移動相

のアセトニトリル水溶液の組成は使用したビ

スフェノール誘導体によって調節した． 

 

２２２２．．．．３３３３    マッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼのののの固定固定固定固定

化化化化とととと pppp----クレゾールクレゾールクレゾールクレゾールのののの除去除去除去除去 

Sigma Aldrich(株)製のマッシュルームチロシ

ナーゼ(E.C 1.14.18.1，2590U/mg-solid)を使用し

た．pH7.0 の緩衝溶液中に保持したカルボキシ

ル基型弱酸性陽イオン交換樹脂 (DIAION 

WK-10)0.5cm
3 に濃度 2000U/cm

3 のマッシュル

ームチロシナーゼ (Sigma Aldrich(株 )製，E.C 

1.14.18.1，2590U/mg-solid)溶液 2.5cm
3 と濃度

0.333mmol/cm
3 の水溶性カルボジイミドである

(1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボ

ジイミド塩酸塩(EDC)溶液 0.9cm
3を加え，４℃

で攪拌することでイオン交換樹脂にチロシナ

ーゼを固定化した． 

内径５mmのカラムにチロシナーゼを固定化

した樹脂 0.5cm
3を，内径８mmのカラムにキト

サンビーズ４cm
3 を充填した．チロシナーゼ固

定化樹脂を充填したカラムに pH7.0，濃度

0.5mMの p-クレゾール溶液 20cm
3を滴下し，チ

ロシナーゼ固定化樹脂を充填したカラムから

溶出した溶液はキトサンビーズを充填したカ

ラムに流入させ，２本のカラムへ繰り返し流通

させた．経時的に吸光度測定と HPLCを用いて

p-クレゾールの濃度を測定した． 

 

３３３３．．．．結果結果結果結果とととと考察考察考察考察 

３３３３．．．．１１１１    麹菌麹菌麹菌麹菌チロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼチロシナーゼによるによるによるによる pppp----アルキルアルキルアルキルアルキル

フェノールフェノールフェノールフェノールのののの除去除去除去除去    

マッシュルームチロシナーゼとキトサンビ

ーズを用いた p-クレゾールの除去において至

適条件(pH7.0，45℃)が決定され，アルキル鎖長

２～９の p-n-アルキルフェノールの除去への応

用を検討した結果，95％以上の除去率が得られ

た(4, 5)．ここでは，麹菌チロシナーゼを用いた

際の p-n-アルキルフェノールの除去を検討した．

麹菌チロシナーゼの至適条件である pH6.0，

30℃(8)で濃度 150U/cm
3 の麹菌チロシナーゼを

含む 0.5mM の p-クレゾール溶液においてキト

サンビーズ添加量を 0.0125～0.075cm
3
/cm

3とし

た際の反応時間に対するキノン形成を示す波

長 400nmの吸光度の変化を図図図図１１１１に示す．キトサ

ンビーズを加えて酵素反応を開始させると，吸

光度の上昇が抑えられ，その後吸光度は反応時

間とともに低下した．これは酵素反応によって

p-クレゾールから形成したキノン化合物がキト

サンビーズのアミノ基と反応して除去された

ことを示す．また，添加したキトサンビーズ添

加量が多いほど，吸光度の低下は顕著であり，

キトサンビーズ量 0.025cm
3
/cm

3 では反応時間

100分で p-クレゾールはほぼ完全に除去された．

 
Figure 1 Enzymatic removal of p-cresol

with Aspergillus oryzae tyrosinase in the 

absence (● ) and presence of chitosan 

beads of 0.0125 (○), 0.025 (△), 0.050 (□), 

and 0.075 (◇) cm
3
/cm

3
. 



 

形成したキノンのキトサンとの反応はキノン

の水付加反応と競争的に進行するので(11)，キ

トサンビーズ添加量が少ないときの除去率低

下の原因と考えられる．さらに pH6.0，30℃で

アルキル鎖長２～９の p-n-アルキルフェノール

の除去実験を行った結果を表表表表１１１１にまとめた．

p-n-ブチルフェノール，p-n-ペンチルフェノール，

p-n-ヘキシルフェノールでは生成したキノン化

合物のキトサンビーズへの吸着が遅かったの

で，キトサンビーズ量を 0.100cm
3
/cm

3に増加さ

せて除去実験を行った結果，いずれの p-n-アル

キルフェノールに対しても 97％以上の除去率

が得られ，高く除去できることがわかった．さ

らに，分岐状 p-アルキルフェノールの除去にお

いても表１に示すように麹菌チロシナーゼ濃

度とキトサンビーズ添加量を上昇させること

で 90～100％の除去率が得られた．4-tert-ブチル

フェノール(4TBP)は過酸化水素存在下におい

てマッシュルームチロシナーゼによってキノ

ン酸化することが報告されているが，麹菌チロ

シナーゼは過酸化水素なしで 4TBPと 4-tert-ペ

ンチルフェノールをキノン酸化し，本方法によ

ってこれらを効率的に除去することができた． 

 

３３３３．．．．２２２２    西洋西洋西洋西洋ワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼワサビペルオキシダーゼによるによるによるによる

BPABPABPABPA のののの除去除去除去除去    

HRP は過酸化水素存在下において BPA をラ

ジカル化し，過酸化水素濃度の上昇とともに反

応時間 180分での BPA(2.5mM)の残留率は低下

し，溶液は不溶性のオリゴマーの形成により高

く白濁した．また，[BPA]/[H2O2]=1.0 の条件で

残留率が０%となった．これは HRPが酵素活性

を示す反応機構サイクルにおいて過剰に過酸

化水素が存在すると，HRPが不活性な形態をと

るためと言われている(12)．さらに溶液中に

PEGを加えると，酵素反応によって形成したフ

ェノキシラジカルや自己重合生成物が PEG と

の間で可溶性の複合体を形成し，HRPの活性の

低下を抑えることができた(13)．さらに，諸条

件を変化させて BPAの残留率を検討した結果，

pH6.0，30℃，[BPA]/[H2O2]=1.0 ，[HRP]=1.0U/cm3，

[10K-PEG]=0.1mg/cm
3 を至適条件として決定で

きた．この条件で種々のビスフェノール誘導体

の除去実験を行った結果を表表表表２２２２にまとめた．

HRPはビスフェノールSと2,4’-ジヒドロキシジ

フェニルスルホンに対しては活性を示さなか

ったが，他の 11 種類のビスフェノール誘導体

を処理することができ，残留率を５～０％にす

ることができた．さらに，酵素反応処理後，溶

液の pHを塩酸で 4.0まで低下させると，形成し

た不溶性オリゴマーの凝集が進むことで溶液

を容易にろ過することができ，無色透明な溶液

が得られた． 

 

２２２２．．．．３３３３    マッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼマッシュルームチロシナーゼのののの固定固定固定固定

化化化化とととと pppp----クレゾールクレゾールクレゾールクレゾールのののの除去除去除去除去  

固定化反応において pH6.0以下ではマッシュ

ルームチロシナーゼが EDC とともに凝集する

Table 1 Removal of p-alkylphenols by the combined use of Aspergillus oryzae tyrosinase and 

chitosan beads at pH 6.0 and 30 ºC. 

 



 

ため，固定化量を決定できなかったが，pH7.0

～10.0の範囲では固定化反応を行うことができ，

固定化時間が長いほど高い固定化量が得られ

た．pH7.0で 72時間固定化反応させて得たチロ

シナーゼ固定化樹脂を用いて p-クレゾールの

除去実験を５回行ったところ，測定回数を繰り

返すことによって除去率がわずかに低下した

が，85％以上の除去率が得られた．また，固定

化時間を長くして調製したチロシナーゼ固定

化樹脂を用いると，繰り返し利用した際の活性

の低下が抑えられた．これは固定化時間を長く

することで樹脂とチロシナーゼ分子との間の

結合肢数が増加し，変性しにくくなったためと

考えられ，固定化によるチロシナーゼの反復利

用の可能性を見出した． 

 

４４４４        結言結言結言結言 

本発表では３種類の酸化還元酵素を用いて p-

アルキルフェノールや BPAとその誘導体を効率

的に除去できることを述べたが，今後は個々の

酵素の特徴を活かした利用方法を見いだし，他

の環境汚染物質の除去への応用を検討する．ま

た，工業的な利用(実用化)を考える上で，酵素の

反復利用は重要な課題であり，現時点では固定

化によって酵素の活性が十分に保持されている

とは言えないので，固定化条件やキトサンビー

ズの合成などを検討することで，高く活性を保

持した安定な固定化酵素の構築を目指すことが

我々の今後の研究課題である． 
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アリールアクリル酸誘導体の光化学反応および包接化 

日大生産工 ○杉山 邦夫 

 

【序】 近年，光化学分野において結晶場における反応

に焦点が当てられている。分子が正しく配列する結晶場

での反応は，溶媒中における反応よりも高い選択性の発

現が期待できるとともに，無溶媒反応としての利用価値

が高い。通常の溶液反応においては，反応後の溶媒の

処理，除去が必要になる。有機溶媒を使用しない水溶

媒であっても溶媒に溶存する原料，触媒，生成物の除

去が必要であるが，反応溶媒等を使用しない固相化学

反応においてはそれらを必要としない。したがってこの

種の無溶媒反応は環境への負荷が最小限になると期待

される。結晶の融点以下で反応を行わなければならない

固相反応において，反応に加熱が必要でない固相光化

学反応は最も応用の可能性が高い。反応溶媒等を用い

ることなく目的化合物を合成できることから，グリーンケミ

ストリーにかなう手法である。また，固相反応を行う場合

に有利な点の一つとして，X 線構造解析手法が利用で

きることであり，反応の過程，反応の状態の追跡も可能と

なる場合がある。また， [ 2 + 2 ] 環化光二量化反応は

最近接の二重結合による付加環化反応であり，溶媒を

利用しない。しかしながら，結晶場における反応は結晶

形態に著しく依存する特徴がある。合成的な価値が高く，

様々なシクロブタン誘導体や，それらから誘導できる化

合物の合成に用いられている。  

 ケイ皮酸類の固相光化学反応については Schmidt ら

により広範な研究がなされている。彼らは，結晶中に並

んでいる分子の配列が生成物の立体化学を決定すると

いうトポケミカル則を提唱した。これはケイ皮酸類に光照

射すると， 4.2 Å 以内の最近接分子同士の結晶構造

に対応して α 型からは head - to - tail ( h - t ) 型の生

成物が， β 型からは head - to - head ( h - h ) 型の [ 2 

+ 2 ] 環化付加体が生成する。また，その距離が 4.7 Å 

以上の場合は γ 型といわれ， [ 2 + 2 ] 環化付加反応

が進行しないとされている。しかしながら，ケイ皮酸誘導

体のベンゼン環上の置換基効果については明確な結論

が得られているとは言い難い状況であった。むしろ，置

換基と反応結果には関係がないとされている場合もあり，

系統的な置換基効果についてジクロロベンゼン環を有

する化合物以外ほとんど研究されていなかった。固相反

応において，置換基効果が認められるか否かは結晶工

学的にも重要な問題である。そこで，当研究室ではケイ

皮酸類の置換基効果を解明するため，ケイ皮酸のフェニ

ル基上に種々の置換基を導入した化合物を合成し，

種々の条件により結晶を作成し，その置換基効果につ

いての解明を行っている。ケイ皮酸の環状エステルであ

るクマリンの光反応を行ない，二量体自身がホストとして

働くことを見出した。他のエステルでもホストとして働く可

能性もあることから本研究ではアリールアクリル酸エステ

ルを合成して，主にケイ皮酸エステル誘導体について固

相状態で光化学反応を行い，それぞれの置換基による

反応性の違いについて単結晶 X 線構造解析等を利用

して検討した。 

【実験】 ベンゼン溶媒中 3 - メチルピリジンを触媒とし

て，シンナモイルクロリド ( 1 ) とナフトール ( 2a ~ 2c ) 

を用いて，モル比 1 : 1 により 1 時間加熱還流を行っ

た。反応終了後室温まで戻してメタノールにより再結晶し

て結晶を析出させ，ナフチル基を有したエステル誘導体 

( 3a ~ 3c ) を得た ( Scheme 1 ) 。 

 

O

Cl

+ HO
Ar *1 O

OAr

1 2 3

3a : Ar = 1 - Naphthyl, yield = 54 %, m.p. = 125 - 128 ℃ 
3b : Ar = 2 - Naphthyl, yield = 76 %, m.p. = 142 - 144 ℃
3c : Ar = 6 - Br - 2 - Naphthyl, yield = 55 %, m.p. = 134 - 135 ℃
*1 = 3 - MePyridine

2a : Ar = 1 - Naphthyl 
2b : Ar = 2 - Naphthyl
2c : Ar = 6 - Br - 2 - Naphthyl  

Scheme 1 

 

 Photochemical Reaction and Inclusion of Aryl Acrylic Derivatives 
 

Kunio SUGIYAMA 



 同様に，ベンゼン溶媒中 3 - メチルピリジンを触媒とし

て，シンナモイルクロリド ( 1 ) と置換フェノール ( 4a ~ 

4k ) を用いて，モル比 1 : 1 により 1 時間加熱還流を

行った。反応終了後室温まで戻してメタノールにより再

結晶して結晶を析出させ置換フェノールを用いたエステ

ル誘導体 ( 5a ~ 5k ) を得た ( Scheme 2 ) 。 

R3

R2

R1

R4
O

H

9

+

HO

R5

*4

10 11

R3

R2

R1

R4
O

O

R5

11a : R1 = NO2, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 34 %, m.p. = 143 -145 ℃
11b : R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 53 %, m.p. = 107 -109 ℃
11c : R1 = H, R2 = H, R3 = Br, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 87 %, m.p. = 139 -140 ℃
11d : R1 = H, R2 = H, R3 = CN, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 85 %, m.p. = 169 -171 ℃
11e : R1 = H, R2 = H, R3 = MeO, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 62 %, m.p. = 126 -127 ℃
11f : R1 = H, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H,  yield = 36 %, m.p. = 44 - 46 ℃
11g : R1 = F, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 80 %, m.p. = 87 - 88 ℃
11h : R1 = Cl, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 83 %, m.p. = 117 - 119 ℃
11i : R1 = Br, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 65 %, m.p. = 137 - 138 ℃
11j : R1 = H, R2 = H, R3 = Me, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 60 %, m.p. = 108 - 109 ℃
11k : R1 = H, R2 = F, R3 = H, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 59 %, m.p. = 77 - 79 ℃
11l : R1 = H, R2 = H, R3 = F, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 67 %, m.p. = 115 - 117 ℃
11m : R1 = H, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = NO2, R6 = H, yield = 58 %, m.p. = 95 - 96 ℃
11n : R1 = NO2, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 39 %, m.p. = 108 -110 ℃
11o : R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 53 %, m.p. = 140 -142 ℃
11p : R1 = H, R2 = H, R3 = Br, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 87 %, m.p. = 159 -160 ℃
11q : R1 = H, R2 = H, R3 = CN, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 85 %, m.p. = 231 -233 ℃
11r : R1 = H, R2 = H, R3 = MeO, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 63 %, m.p. = 188 -190 ℃
11s : R1 = H, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2,  yield = 36 %, m.p. = 105 - 107 ℃
11t : R1 = F, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 80 %, m.p. = 102 - 104 ℃
11u : R1 = Cl, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 83 %, m.p. = 142 - 144 ℃
11v : R1 = Br, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 65 %, m.p. = 102 - 104 ℃
11w : R1 = H, R2 = H, R3 = Me, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 74 %, m.p. = 111 - 113 ℃
11x : R1 = H, R2 = F, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 59 %, m.p. = 117 - 119 ℃
11y : R1 = H, R2 = H, R3 = F, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 67 %, m.p. = 139 - 145 ℃
11z : R1 = H, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, R6 = NO2, yield = 58 %, m.p. = 147 - 148 ℃

9a : R1 = NO2, R2 = H, R3 = H, R4 = H
9b : R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H
9c : R1 = H, R2 = H, R3 = Br, R4 = H
9d : R1 = H, R2 = H, R3 = CN, R4 = H 
9e : R1 = H, R2 = H, R3 = MeO, R4 = H
9f : R1 = H, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H
9g : R1 = F, R2 = H, R3 = H, R4 = H
9h : R1 = Cl, R2 = H, R3 = H, R4 = H
9i : R1 = Br, R2 = H, R3 = H, R4 = H 
9j : R1 = H, R2 = H, R3 = Me, R4 = H
9k : R1 = H, R2 = F, R3 = H, R4 = H
9l : R1 = H, R2 = H, R3 = F, R4 = H
9m : R1 = H, R2 = H, R3 = H, R4 = H

*4 = Trifluoroacetic Anhydride

R6

10a : R5 = NO2, R6 = H
10b : R5 = H, R6 = NO2

R6
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+

HO
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5a : R1 = H, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, yield = 72 %, m.p. = 102 - 103 ℃
5b : R1 = NO2, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, yield = 65 %, m.p. = 102 - 103 ℃ 
5c : R1 = Br, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H, yield = 68 %, m.p. = 102 - 103 ℃
5d : R1 = H, R2 = H, R3 = F, R4 = H, R5 = H, yield = 54 %, m.p. = 105 - 109 ℃
5e : R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H, R5 = H, yield = 41 %, m.p. = 109 - 115 ℃  
5f : R1 = H, R2 = H, R3 = Br, R4 = H, R5 = H, yield = 68 %, m.p. = 110 - 113 ℃ 

5g : R1 = H, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H, R5 = H, yield = 96 %, m.p. = 140 - 143 ℃
5h : R1 = H, R2 = H, R3 = OMe, R4 = H, R5 = H, yield = 45 %, m.p. = 100 - 101 ℃ 
5i : R1 = NO2, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H, R5 = H, yield = 66 %, m.p. = 99 - 103 ℃
5j : R1 = H, R2 = OMe, R3 = H, R4 = OMe, R5 = H, yield = 45 %, m.p. = 135 - 139 ℃ 
5k : R1 = Cl, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H, R5 = Cl, yield = 88 %, m.p. = 82 - 84 ℃
*2 = 3MePyridine

4a : R1 = H, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H
4b : R1 = NO2, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H 
4c : R1 = Br, R2 = H, R3 = H, R4 = H, R5 = H
4d : R1 = H, R2 = H, R3 = F, R4 = H, R5 = H
4e : R1 = H, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H, R5 = H  
4f : R1 = H, R2 = H, R3 = Br, R4 = H, R5 = H 
4g : R1 = H, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H, R5 = H
4h : R1 = H, R2 = H, R3 = OMe, R4 = H, R5 = H 
4i : R1 = NO2, R2 = H, R3 = NO2, R4 = H, R5 = H
4j : R1 = H, R2 = OMe, R3 = H, R4 = OMe, R5 = H 
4k : R1 = Cl, R2 = H, R3 = Cl, R4 = H, R5 = Cl  

Scheme 4 

 

【結果・考察】 結果を示し以下，シンナモイルクロリドとナ

フトールより得られたエステル誘導体 3a ~ 3c を固相状

態で光照射し，エタノールより再結晶したところ 3ｂ ，3c 

syn head to head ( syn h - h ) 型の光二量体を収率 55 ~ 

62 % で得た。 3a の X 線構造解析を行ったところ最

近接二重結合間距離は， 5.3 Å であった。これは

Schmidt 即の 4.8 Åより大きく，実際に光反応が進行し

ないという結果であった。しかし 3c の最近接二重結合

間距離は 4.0 Å で，この値はの結晶光二量化反応が

進行する 4.2 Å 以内 （ Schmidt 則 ） であり，最近接

の分子同士は syn h - h 型をとっており，生成物の型と

対応している ( Figure 1 ) 。 

Scheme 2 

 

 また別に，トリフルオロ酢酸無水物を用いて，アクリル

酸類 ( 6a, 6b ) と 4 - ニトロフェノールまたはカテコー

ルの置換フェノール ( 7a, 7b ) をモル比 1 : 1 に混合し，

約 24 時間室温で反応させた。反応終了後，ジクロロメ

タンにより再結晶して結晶を析出させアクリル酸類を用

いたエステル誘導体 ( 8a ~ 8d ) を得た ( Scheme 3 ) 。 
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8a : R1 = CH2, R2 = H, R3 = NO2, yield = 48 %, m.p. = 103 - 105 ℃
8b : R1 = CH2, R2 = OH, R3 = H, yield = 28 %
8c : R1 = CHCH3, R2 = H, R3 = NO2, yield = 28 %
8d : R1 = CHCH3, R2 = OH, R3 = H, yield = 31 %
*3 = Trifluoroacetic Anhydride

7a : R2 = H, R3 = NO2
7b : R2 = OH, R3 = H

6a : R1 = CH2
6b : R1 = CHCH3

 

 
Figure 1. ORTEP Drawing of 3c 

Scheme 3 

 

 さらに，種々の置換基を有するベンズアルデヒドを出発

原料として， Knoevnagel 反応を行い，対応する置換基

を有するケイ皮酸 ( 9a ~ 9m ) を得た。ついで、トリフル

オロ酢酸無水物を用いて， 9a ~ 9m とフェノール ( 10a

または 10b ) をモル比 1 : 1 で混合し，約 24 時間室

温で反応させた。反応終了後，ジクロロメタンにより再結

晶して結晶を析出させエステル誘導体 ( 11a ~ 11z ) を

得た ( Scheme 4 ) 。光反応では試料をシャーレにで

きる限り均等に広げ Pyrex ジャケット付き 100-W 

高圧水銀光を用いて光照射を行い，光反応生成物は、

単結晶 X 線解析法や シクロブタン環水素の NMR パ

ターンから立体配置を決定した。  



 シンナモイルクロリドと置換フェノールより得られたエス

テル誘導体 5a ~ 5k を固相状態で光照射し，エタノー

ルより再結晶して 5a，5ｂ，5ｇについては光二量体が収

率 3 ~ 78 % で得られた。5b からは syn head to tail 

( syn h - t ) 体が 22 %で得られた。 5g の X 線構造

解析を行ったところ最近接二重結合間距離は 3.8 Å 

でこの値は Schmidt 則の範囲内であるため[ 2 + 2 ] 環

化付加反応が進行した ( Figure 2 ) 。 

 

 
Figure 2. ORTEP Drawing of 5g 

 

また，生成物は syn h - h 型であり，対応してる。ここ

で， 5g のような二つのベンゼン環の面同士が平行に

近い場合，光反応する分子同士の立体障害が少なく

シクロブタン環が容易に生成したと考えられる。一

方光反応の進行しないような場合には，二つのベン

ゼン環同士の，ねじれの角度が 90 度に近い場合が多

く，分子間に働く立体障害が大きくなり二重結合同

士の接近が妨げられるため，付加反応が進行しない

ことが考えられる。 

また，ナフタレン環を有したエステル誘導体 ( 3a ~ 

3c ) でも同様に，光反応が進行する 3b, 3c のような構

造ではねじれの角度が平行に近く分子間に働く相互作

用が少ないことが考えられる。分子軌道計算によれば，

PM3 のみならず６－３１Ｇ計算において単独の分子の場

合このねじれの角は 60 度前後の値が得られている 

( Figure 3 )。 

 

 
Figure 3. Calculated Structure of 5g 

 

 アクリル酸類と置換フェノールにより得られたエステル

誘導体 8a ~ 8d を固相状態で光照射したところ付加反

応が進行していないことが 1H - NMR よりわかった。 

 オルト位，メタ位，もしくはパラ位に置換基を持ったケイ

皮酸誘導体とオルト位にニトロ基を有するフェノールより

得られたエステル誘導体 11a ~ 11z を固相状態で光照

射し，11a，11ｃ，11ｄ，11ｋ，11ｍで反応が進行し，ジクロ

ロメタンより再結晶したところ光二量体が収率 6 ~ 84 % 

で得られた。  11j の X 線構造解析を行ったところ最

近接二重結合間距離は， 6.1 Å と大きくなっており，

実際光反応は進行しなかった ( Figure 4 )。 11c の X 

線構造解析を行ったところ，最近接二重結合間距離は 

7.5 Å であることが求められた。この値はアルケンの結

晶光二量化反応が進行する極限距離 （ Schmidt 則 ） 

の 4.7 Å よりも大きく，結晶中において 11c がある程

度の自由度を持ち，環化できる場合があることを示唆す

る結果である ( Figure 5 )。 

 



 比較のために，溶融状態で光照射を行った。これは，

熱をかけることにより分子の反応自由度が増すことが期

待される。 11b では syn h – t 体が 7%，ati h – h 体が

13 %s，cis 体が 7 %，11ｋでは syn h – h 体が 13%，ati h – 

h 体が 4%s，cis 体が 5 %得られた。分子内での cis - 

trans 異性化が起こり，溶融状態では生成物の選択性が

大きく減少した。 

 

 結晶中での反応では置換基により反応が進行する場

合としない場合があり，一部 syn h - t 型の二量体が得

られたが，光二量化が進行するほとんどの場合には， 

syn h - h 型の生成物が得られた。溶融状態における反

応に比べると，非常に選択的な反応結果が得られた。今

後，これらのエステル類を利用してキラル反応場を構築

することにより不斉選択的反応が期待される。下に我々

が得たケイ皮酸の環状エステルであるクマリン二量体に

ベンズピナコールが包接された結晶（クラスレート）の解

析図を示す Figure 4. ORTEP Drawing of 11j 

  
  

 

 

Figure 6. Crystal structur of  coumarin-dimer clathrate 
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Figure 5. ORTEP Drawing of 11c 

 



 

Construction of Lanthanide Ion-Selective Sensing System  

by the Use of de novo Designed Polypeptides 
 

Ayumi KASHIWADA and Kiyomi MATSUDA 

efgabcd efgabcd efg a bcd efgabcd efg

YGG EEKIAAI EKKIAAI EEK I AAI EKKIAAI EEK GGY

YGG EEKIAAI EKKIAAH EEK H AAI EKKIAAI EEK GGY

YGG EEKIAAI EKKIAAA EEK(Gla)AAI EKKIAAI EEK GGY

1 2 3 4

Pep1

Pep2

Pep3  

Fig. 1  Amino acid sequences of the metal ion 

sensing polypeptides used in this study. 

de novo設計ポリペプチドを用いた希土類金属イオン選択的センシング系の構築 

 

              日大生産工   ○柏田 歩・松田清美 

   

１１１１．．．．緒言緒言緒言緒言        

化学センサーは特定の分子に応答してシグナ

ルを発する超分子系であり，盛んに研究が行な

われている。また，金属イオンを標的にしたセ

ンサー構築に関しても興味が持たれている。一

方，生体内では金属応答性タンパク質が種々の

機能発現に重要な役割を果たしている。この機

能発現においては金属イオンによるタンパク質

の構造変化が駆動力となっている。いわば，金

属応答性タンパク質は水系で特定の金属イオン

種を選択的に認識する高精度・高感度なセンサ

ーである。しかしながら，タンパク質を模した

水溶性ポリペプチドをプローブとしたセンシン

グシステムの構築例はほとんどない。タンパク

質による高精度・高感度な金属イオンセンシン

グ系を人工的に構築することが可能になれば，

タンパク質の構造と機能の関係について知見を

得られるだけでなく，“Green Sustainable”な材料

による高選択的分離分析システムの構築に大き

く貢献できるものと考えられる。 

これまで de novo設計により，水系で安定な三

本鎖 coiled coil構造を形成するポリペプチドおよ

び遷移金属イオンや重金属イオンに応答して三

本鎖 coiled coil構造を形成するポリペプチドの設

計が行われてきた 1-4)。さらに，本プロジェクト

における 17年度の成果として，Ni2+イオン極め

て選択性高く応答する短鎖ポリペプチドによる

coiled coil 新規アセンブル系の構築，ならびに

coiled coil構造形成時におけるポリペプチド鎖上

の蛍光ドナー－アクセプター分子間による蛍光

エネルギー移動(FRET)現象を利用した Ni
2+イオ

ンセンシングシステムの構築について報告した
5-7)。 

本発表では 18年度の成果として，新たに設計

したポリペプチドの構造変化を利用した希土類

金属イオン選択的センシング系の構築について

報告する。また，希土類金属イオン配位場付近

のアミノ酸残基改変によりπ-π*励起可能な官能

基を希土類金属イオン付近に固定し，希土類特

有の f-f遷移を利用した蛍光センシングについて

も検討したので併せて報告する。 

 

２２２２．．．．実験実験実験実験     

２２２２．．．．１１１１    ポリペプチドポリペプチドポリペプチドポリペプチド合成合成合成合成 

本研究で使用したポリペプチドはすべて

Rink amide樹脂を用いた Fmoc固相法にて合成

した。そして精製は Sephadex G-50を用いたゲ

ルろ過クロマトグラフィーおよび YMC-Pack 

ODS-A カラム (10 mm i.d.×250 mm, 5 µm, YMC 

Inc., Japan)を用いた高速液体クロマトグラフィ

ーによって行った。 

 

２２２２．．．．２２２２    円二色性円二色性円二色性円二色性(CD)スペクトルスペクトルスペクトルスペクトル測定測定測定測定 

CDスペクトル測定は JASCO J-820分光計を

使用して行った。すべての測定試料は 10 mM 

Tris-HCl 緩衝液に溶解したものを用い，セル長

0.2 cmで測定を行った。 

 

２２２２．．．．３３３３    蛍光蛍光蛍光蛍光スペクトルスペクトルスペクトルスペクトル測定測定測定測定 

蛍光スペクトル測定は HITACHI F4500 蛍光

分光光度計を使用して行った。すべての測定試

料は10 mM Tris-HCl緩衝液に溶解したものを用

い，セル長 1 cmで測定を行った。 

 

３３３３．．．．結果結果結果結果とととと考察考察考察考察 

３３３３．．．．１１１１    ポリペプチドポリペプチドポリペプチドポリペプチドのののの設計設計設計設計    

本研究で用いたポリペプチドのアミノ酸配

列を Fig. 1に示す。Pep1はEE(K)KIAAI (efgabcd)

の 7アミノ酸残基の繰り返し配列よって構成さ

れている。Pep1において aおよび d位置には Ile

が配置されており，そのジッパー効果による安

定な疎水性コア形成の結果，水溶液中で三本鎖

coiled coil構造を形成するモデルである 2,5)。ま

た，Pep2は Pep1に金属イオン結合部位として

の His残基を付与したもので，金属イオンとの

配位により三本鎖 coiled coil構造が誘起される
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Fig. 2  CD spectra of Pep3 in the absence (○) 

and presence of 80 µM of metal ions (Eu
3+
(●), 

Ni
2+
(▲),Ca

2+
(■)). The measurements were 

performed in 10 mM Tris-HCl buffer (pH7.0) at 

20 °C. The polypeptide concentrations were 40 

µM. 
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Fig. 3  pH dependence of the structure of Pep3 

in the presence of Eu
3+
 ions (80 µM) monitored 

by CD spectroscopy. The measurements were 

performed in 10 mM Tris-HCl at 20 °C. The 

polypeptide concentrations were 40 µM. 

モデルである 3)。一方，Pep3は本研究の目的に

応じて設計・合成した新規モデルポリペプチド

で，Pep1の第 2繰り返し単位 d位置(2d位)およ

び第 3繰り返し単位 a位置(3a位)の Ileをそれぞ

れ Alaおよび Gla (γ-carboxyglutamic acid)に置換

したものである。3a位の Glaはこれまでの研究

から希土類金属イオンに対して良好な配位子

であることが報告されているため 8,9)，疎水部に

おける認識部位として選択した。また，2d位の

Ala は認識された希土類金属イオン収容のため

の空孔として利用した。Pep3は希土類金属イオ

ン不在下では親水的な Gla の側鎖および 2d 位

の Alaが形成する空孔のため，一方，希土類金

属イオン存在下では Glaによる認識および空孔

への収容が設計どおり行われ，安定な三本鎖

coiled coil構造が誘起されるものと考えられる。 

 

３３３３．．．．２２２２    ポリペプチドポリペプチドポリペプチドポリペプチドのののの構造変化構造変化構造変化構造変化をををを指標指標指標指標としとしとしとし

たたたた希土類金属希土類金属希土類金属希土類金属イオイオイオイオンセンシングンセンシングンセンシングンセンシング系系系系のののの設計設計設計設計    

金属イオンに応答したポリペプチドの構造

変化は CDスペクトル測定により検討した。こ

れまでの検討から，Pep1のCDは 208および 222 

nmに負の極大を有する典型的なα-helix 構造の

パターンを示し，設計どおりの三本鎖 coiled coil

構造を形成することが確認された。一方，Pep2

に関しては金属イオン不在下では random 構造

による CD パターンであったが，Ni2+イオン存

在下においてはα-helix 構造特有のパターンを

示した。これらの結果は Pep2が設計どおり Ni
2+

イオンの存在の有無による random/coiled coil構

造転移を起こしたことを示している。本研究で

新規に設計・合成した希土類金属イオン応答性

ポリペプチド Pep3の CDスペクトルを Fig. 2に

示す。Pep3においても，金属イオン不在下では

random 構造であった。このことは，Pep1 に対

して，2d位および 3a位の改変が疎水性コアの

不安定化をもたらしたことを示している。一方，

希土類金属イオンとして Eu
3+イオン存在下に

おける Pep3は典型的なα-helix構造のパターン

を示した。この構造変化は Ni
2+などの遷移金属

イオンおよび Ca
2+イオン存在下では観測され

なかったことから，設計どおり 3a 位に配した

Gla は希土類金属イオンに対して良好な配位子

として機能していることが示唆された。 

また，Pep3中の Glaによる希土類金属イオン

への配位挙動と coiled coil構造形成との関係に

ついて調べるために Pep3 の CD スペクトルの

pH依存性を検討した。Fig. 3は Eu
3+イオン存在

下での Pep3におけるα-helix構造形成の指標と

なる 222 nmの CD値を種々の pHにおいてプロ

ットしたものである。Fig. 3の結果は pHの低下

とともにα-helix 性が低下することを示してお

り，カルボキシル基が解離した Glaが希土類金

属イオンに対する配位子として機能している

ことを示唆している。 

さらに，水溶液中におけるポリペプチドの会

合数を見積もるためにゲルろ過クロマトグラ

フィーによる Pep3 の分画分析を行った。その

結果，Eu3+イオン存在下においてのみポリペプ

チド三量体に相当する分画(Pep1 の分画を基準

とした)に観測された。 

以上の結果から本研究で設計・合成した Pep3

は希土類金属イオン(Eu
3+イオン)を選択的に認

識して安定な三本鎖 coiled coil構造を形成する

ことが示された。 

 



 

efgabcd efgabcd efg a bcd efgabcd efg

YGG EEKIAAI EKKIAAA EEK(Gla)AAI EKKIAAI EEK GGY

YGG EEKIAAI EKKWAAA EEK(Gla)AAI EKKIAAI EEK GGY

YGG EEKIAAI EKKAAAA EEK(Gla)AAI EKKIAAI EEK GGY

1 2 3 4

Pep3

Pep4

Pep5  

Fig. 4  Amino acid sequences of the lanthanide 

ion-selective polypeptides for fluorescence 

sensing. 
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Fig. 5  CD spectra of Pep4 (squares), Pep5 

(triangles) and Pep4/Pep5 (1:2 mixture) (circles) 

in the absence (open symbols) and presence 

(closed symbols) of Eu
3+
 ions (80 µM). The 

measurements were performed in 10 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.0) at 20 °C. The 

polypeptide concentrations were 40 µM. 
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Fig. 6  Analysis of the eluted fraction of 

Pep4/Pep5 (1:2 mixture) in the presence (●) or 

absence (○) of Eu
3+
 ions using Sephadex G-50 

column. The elution was performed in 10 mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.0) at 20 °C. The arrows 

indicate the eluted position of the standards, 

Pep1 in 10 mM Tris-HCl buffer (trimer) and 

Pep1 in 6 M guanidine hydrochloride solution 

(monomer). 

３３３３．．．．３３３３    希土類希土類希土類希土類金属金属金属金属イオンイオンイオンイオンのののの蛍光蛍光蛍光蛍光センシングセンシングセンシングセンシング

にににに向向向向けたけたけたけたポリペプチドアセンブルポリペプチドアセンブルポリペプチドアセンブルポリペプチドアセンブル系系系系のののの構築構築構築構築 

本実験系を希土類金属イオンセンシングへ

展開する上で，希土類金属イオンの認識過程あ

るいはポリペプチドの構造変化を可視化する

ことは必要不可欠である。そこで，われわれは

三本鎖 coiled coil構造の疎水場に収容された希

土類の f-f 遷移を利用した蛍光センシングに着

目した。そのために二種類のポリペプチド(Pep4

および Pep5)を新規に設計・合成した(Fig. 4)。

Pep4および Pep5は Pep3をモチーフとしたポリ

ペプチドであり，2a位の Ileをそれぞれ Trpお

よび Alaに置換したものである。この置換によ

り，希土類金属イオン存在下で Pep4 : Pep5 = 1 : 

2 の三本鎖 coiled coilヘテロ構造を形成するこ

とが過去の研究から予測される 10,11)。すなわち，

三本鎖 coiled coil 構造形成時に 2a 位において

Trp のインドール基が Ala の形成する空孔に適

合することでヘテロ構造を選択的に形成する

わけである。この三本鎖 coiled coilヘテロ構造

が形成されると，疎水場に収容された希土類の

近傍に Trpのインドール基が位置することにな

る。そしてTrpのπ-π*励起(Ex = 280 nm)により，

禁制の希土類 f-f 遷移による発光を得ることが

でき，目的としたセンシングの可視化が実現可

能となると考えられる。 

はじめに希土類金属イオンに誘起されたポ

リペプチドの構造変化について調べるために

CDスペクトル測定を行った。Fig. 5には Pep4，

Pep5，Pep4/Pep5(1:2混合物)の CDスペクトルを

示す。金属イオン不在下ではいずれの系も

random構造であった。一方， Eu3+イオン存在下

では Pep4/Pep5(1:2混合物)においてα-helix構造

のパターンが顕著に現れた。この結果は Eu
3+イ

オン存在下において，設計どおり Pep4 : Pep5 = 

1 : 2の三本鎖 coiled coilヘテロ構造が形成され

たことを示唆している。 

水溶液中におけるポリペプチドの会合数を

見積もるためにゲルろ過クロマトグラフィー

による分画分析を行った。その結果，Eu3+イオ

ン存在下において Pep4/Pep5(1:2混合物)はポリ

ペプチド三量体に相当する分画(Pep1 の分画を

基準とした)に観測された(Fig. 6)。 

以上の結果から希土類金属イオンの蛍光セ

ンシングに有効と考えられる Pep4 : Pep5 = 1 : 2

の三本鎖 coiled coilヘテロ構造が Eu
3+イオン存

在下で構築できることが示された。 
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Fig. 7  Fluorescence emission spectra of 

Pep4/Pep5 (1:2 mixture) in the presence and 

absence of Eu
3+
 ions (80 µM) with the excitation 

wavelength at 280 nm. The measurements were 

performed in 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.0) at 

4 °C. The polypeptide concentrations were 40 

µM. 

 

Table 1  Results of Fluorescence Emission 

measurements of Eu
3+
, Tb

3+
,and Ce

3+
 in the 

Presence of Pep4/Pep5 (1:2 mixture) 

Ex / nm Em / nm

Eu
3+

280 619 Red

Tb
3+

280 516 Green

Ce
3+

280 491 Turquoise  

３３３３．．．．４４４４    希土類希土類希土類希土類金属金属金属金属イオンイオンイオンイオンのののの蛍光蛍光蛍光蛍光センシングセンシングセンシングセンシング 

前項で構築した Pep4/Pep5/Eu
3+による三本鎖

coiled coil ヘテロ構造について蛍光スペクトル

測定を行った。Fig. 7に Trpのπ-π*励起(Ex = 280 

nm)によるEu
3+の f-f遷移領域の蛍光スペクトル

を示す。その結果，619 nm付近に赤色蛍光が観

測された。この蛍光は Eu
3+由来 f-f遷移領域の

発光帯特有のものであった。なお，Em = 619 nm

における励起スペクトル測定の結果，280 nm付

近にピークが観測された。これらの結果は形成

した三本鎖 coiled coilヘテロ構造中の Trpから

Eu
3+イオンへのエネルギー移動が起こっている

ことを証明している。 

なお，他の希土類金属イオン(Tb
3+および

Ce
3+
)存在下においても同様の蛍光測定を行っ

た。Table 1に示すように Tb
3+イオン存在下では

516 nm付近に緑色蛍光が，Ce3+イオン存在下で

は 491 nm付近に青緑色蛍光が観測された。 

 

以上の結果から新たに設計・合成したポリペ

プチドアセンブル系を用いることによって，水

系における希土類金属イオンの蛍光センシン

グの可能性が示唆された。 

 

４４４４        結言結言結言結言 

本発表でわれわれは de novo設計による coiled 

coil ポリペプチドを用いた希土類金属イオン選

択的なアセンブル系構築の可能性について報告

した。また，希土類金属イオンの配位場付近の

アミノ酸残基改変による希土類特有の f-f遷移を

利用した蛍光センシングの可能性についても併

せて報告した。センシングという観点から見れ

ば，蛍光強度の定量性や蛍光量子収率，そして

蛍光寿命についての議論が不足しており，今後

の検討課題として挙げられる。また，反復利用

に向け，ポリペプチドの基板や高分子への担持

などについても検討する必要がある。これらの

検討課題が克服されれば，EL素子やMRI造影剤，

そしてガンの放射線療法において用いられる希

土類金属を対象とした新規センシングシステム

を提案できるものと考えられる。 
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オンラインおよびオンカラム電気化学的酸化還元化学種変換 HPLC の開発 

日大生産工       澁川 雅美   日大生産工   齊藤 和憲 
日大生産工(PD)  ○高橋 さつき 

１ まえがき  
分析対象化合物に特異的な化学反応を利用す

る誘導体化法は，分離選択性を向上させる効果

的な方法のひとつである。本研究グループは，

分析対象物質に特異的な化学反応を接触的に高

速で行なう化学種変換システムを複数の分離場

(カラム)を持つ HPLC に導入して，多次元分離

による高選択性の獲得を目的とするオンライン

およびオンカラム化学種変換 HPLC の開発を進

めている。本講演では，これまでに開発を行な

った多孔質グラファイトカーボン(PGC)の酸化

還元機能または電気化学セルを用いたオンライ

ン酸化還元化学種変換 HPLC，および電気化学

クロマトグラフィーを利用したオンカラム酸化

還元化学種変換 HPLC システムについて紹介

し，実際の分離例を報告する。これらの方法は，

あらかじめ化学種変換を行なった後に化学種の

分離を行なう通常のプレカラム誘導体化法や，

特異的な検出を目的とするポストカラム誘導体

化法とは概念を全く異にするものである。また，

PGC のもつ接触的酸化還元作用の発現機構につ

いて検討した結果についても，併せて報告する。

 
２ オンライン酸化還元化学種変換 HPLC 
２．１ PGC カラムを用いたオンライン酸化還

元化学種変換 HPLC による Fe(II)および Fe(III)
シアン化物錯体の選択的分離 
オンライン酸化還元化学種変換 HPLC は 2 つ

の分離カラムとその中間に配置した酸化または

還元を行う化学種変換ユニットから構成されて

いる 1,2)。この方法は変換前後で化合物の移動速

度が変化するため選択的分離が可能である。これ

までに化学種変換ユニットとして PGC を用い，

銅合金中の微量 Co の定量に適用してその分離

選択性の高さを実証した 1)。この方法の適用の

拡大を目的とし，シアン化物イオンを配位子と

した Fe 錯体を用い，オンライン酸化還元化学種

変換 HPLC における化学種変換および HPLC
分離の条件の検討を行った。 

FeII(CN)6
4-と FeIII(CN)6

3-を含む 7 種類の金属シ

アン化物錯体を試料とし，PGC カラムを組み込

 

 んだフローシステムに注入し，ピーク面積

を測定した。PGCカラムを除いたフローシ

ステムにおけるピーク面積と比較したとこ

ろ，FeII(CN)6
4-とFeIII(CN)6

3-のピーク面積に

のみ変化が見られた。ピーク面積が変化し

たということは化学種が変わったことを意

味する。すなわちPGCカラムを通過する際

にFeIII(CN)6
3-の一部が還元されFeII(CN)6

4-

に , また FeII(CN)6
4- の一部が酸化され

FeIII(CN)6
3-に変換したと考えられる。そこ

でPGCカラムを還元処理して同様の測定を

行ったところ，FeIII(CN)6
3-のピーク面積が

FeII(CN)6
4-と等しくなった。これらのピーク

のスペクトルを調べた結果，FeIII(CN)6
3-が

PGCによってFeII(CN)6
4-に還元されたこと

が確認された。 
ついでPGCカラムの酸化処理を行い，こ

れを用いた際の各金属シアン化物錯体のピ

ーク面積の変化を調べた。FeII(CN)6
4-のピー

ク面積がFeIII(CN)6
3-と等しくなり，これら

のピークのスペクトルからFeII(CN)6
4-が

PGCカラムを通過することでFeIII(CN)6
3-に

酸化されたことがわかった。一方，他の金

属シアン化物錯体は酸化および還元処理さ

れたPGCカラムを通過しても変化は見られ

なかった。このことより, PGCカラムを酸化

および還元処理することによりFeII(CN)6
4-

およびFeIII(CN)6
3-を選択的に酸化および還

元できることを明らかにした。 
そこで，PGCカラムを2本の分離カラムの

中間に組み込んだオンライン酸化還元化学

種変換HPLCシステムを構築し, 金属シア

ン化物錯体の測定を行った。また各測定に

おいて, 比較のために化学種変換ユニット

を除いたシステムでも同様の測定を行っ

た。酸化処理をしたPGCを組み込んだシス

テムで得られたクロマトグラムをFig.1に示

す。化学種変換ユニットを除いたシステム

では4分に溶出したFe(CN)6
4-がオンライン

化学種変換HPLCシステムでは7分に溶出し

た。これは前段のカラムではFe(CN)6
4-とし

て, 後段のカラムではFe(CN)6
3-として移動 
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したためである。これにより Fe(CN)6
4-をシステ

ムピークから分離することができた。また, Fig.3
は還元処理をした PGC カラムを化学種変換ユニ

ットとして組み込んだシステムにより得られた

クロマトグラムである。化学種変換ユニットを

除いたシステムと比較すると Co(III)と Fe(III)の
溶出順が逆転した。これは, 前段のカラムでは

Fe(CN)6
3-として移動したが, 後段のカラムでは

保持の小さい Fe(CN)6
4-として移動し Co(III)より

早く溶出したためである。これらのことから, 酸
化もしくは還元処理した PGC カラムを用いるオ

ンライン酸化還元化学種変換 HPLC によりヘキ

サシアノ鉄酸イオンの溶出位置を変化させ, 選
択的に分離することが可能であることを明らか

にした。 
 

  
２．２ オンライン酸化還元化学種変換HPLC
によるCo-edtaの電解酸化反応の解析 

PGCカラムの代わりに化学種変換ユニット

として電解セルを用いて電気化学的に酸化還

元化学種変換を行うことも可能である。この

オンライン電気化学的酸化還元化学種変換

HPLCによりステンレス鋼中の微量コバルト

の分離に成功した2)。一方，この研究の過程で，

Co(II)-edta錯体を電解酸化した際に，Co(III)- 

  
 
 

edta錯体の他にピークが検出されることが明ら

かになった。これは酸化ユニットとして PGC
カラムを用いた際には見られない現象である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

分離カラムの前段に電解セルを設置したシ

ステムによりCo(II)-edta錯体の電解酸化につい

て検討した。Fig.3 に Co(II)-edta 錯体を試料と

して用いたときの各印加電位におけるクロマ

トグラムを示す。電位を 0.1V 印加すると，

Co(II)-edta 錯体がすべて酸化され，Co(III)-edta
錯体の鋭いピークが観測された。この酸化挙動

は酸化ユニットとして過酸化水素で酸化処理

した PGC カラムで見られたものと同じである
1)。しかし，Fig.3 に示すように，Co(II)-edta 錯

体を電解酸化すると，Co(III)-edta 錯体のピーク

のほかに，それより僅かに速い溶出位置に小さ

なピーク(ピーク X)が生じている。ピーク X に

ついて得られた VIS スペクトルと Co(III)-edta
錯体のスペクトルを Fig.4 に示す。ピーク X の

スペクトルは可視領域では 550 nm に最大吸収

を示すが，Co(III)-edta 錯体の最大吸収波長は

538 nm である。 Doi は，過マンガン酸イオン

を用いて Co(II)-edta 錯体を酸化すると，550 
nm に最大吸収を持つ[CoIII(edta)(H2O)]-が迅速

に生じ，その後閉環反応が徐々に進行して 538 
nm に最大吸収を持つ[CoIII(edta)]-を生成するこ

とを報告した 3)。Fig. 4 に示すように，ピーク X
の最大吸収波長は[CoIII(edta)(H2O)]-のそれと一

致している。これらの結果は，ピーク X が

[CoIII(edta)(H2O)]-であり，[CoIII(edta)(H2O)]- か
ら[CoIII(edta)]- への閉環反応はセル内で完全に

進行しないことが明らかになった。これまでサ

イクリックボルタンメトリーを用いて Co-edta
錯体の酸化還元挙動に関する研究が数多くな

されているが，[CoIII(edta)(H2O)]-の存在を明確
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Fig. 3 Variation of 
chromatograms obtained for an 
injection of Co(II)-edta with 
potential applied to the 
electrolytic flow cell.  

Fig. 4 VIS spectra 
obtained for the peak X 
and that for Co(III)-edta. 
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Fig.1 Chromatograms of a mixture of metal cyanide 
complexes obtained using the ODS-ODS system 
and the ODS-PGC(oxidized)-ODS system. 
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Fig.2 Chromatograms of a mixture of metal cyanide 
complexes obtained using the ODS-ODS system and the 
ODS-PGC(reduced)-ODS system.  
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に示したものはない。  
これらの結果はオンライン酸化還元化学種

変換 HPLC が分離だけでなく電気化学反応の

生成物の同定や反応機構の解析にも有効な手

法となりうることを示唆している。 
 

３ 電気化学クロマトグラフィーを利用した

オンカラム化学種変換 HPLC 
電導性固定相を作用電極として用いてオン

カラム酸化還元化学種変換 HPLC システムの

構築を試みた。本システムは変換効率が 100％
でなくても，分析対象化合物を平衡混合物とし

て分離することができる。また，印加する電位

によって酸化還元平衡を制御できるという利

点もある。そこで，それぞれ類似した構造を持

つヒドロキノン，レゾルシノールおよびカテコ

ール，ならびにドーパとチロシンをモデル化合

物として選び，オンカラム酸化還元化学種変換

HPLC の可能性を検討した。また，カラムは

Porterらによって考案された EMLC カラムを用

いた。このカラムは電導性をもつ PGC を充填

した特殊なカラムで，外部から固定相の電位を

制御することができる 4,5)。 
印加電位に対する各モデル化合物のピーク

面積および保持係数の関係を Fig.5 に示す。チ

ロシンを除く化合物は，それぞれ特定の電位を

印加した際にピーク面積および保持係数に変

化が生じた。これは，それぞれ対応する印加電

位で化学種の変換が生じ，それにともない保持

係数が変化したためと考えられる。チロシンに

ついては，EMLC における印加電位では，化学

種の変換が生じなかったため保持係数も変化

を示さなかったと考えられる。さらに，可逆的

な酸化還元反応を示す化合物として知られる

ヒドロキノンとカテコールについては，25-125 
mV および 150-200 mV においてこれらのその

酸化体である p-または o-ベンゾキノン両者の

平衡混合物としてカラム内を移動しているこ

とが明らかとなった。これは，各印加電位にお

けるヒドロキノンとカテコールの濃度分率を

ピーク面積および保持係数から算出した値が

互いに良く一致したことから支持される。 
本システムを用いて 5種化合物の混合試料の

分離を行ったクロマトグラムを Fig.6 に示す。

印加電位 0 mV では，ドーパとチロシン，カテ

コールとレゾルシノールに相互分離すること

ができないのに対して，＋300 mV の電位を印

加すると，ドーパ，カテコールおよびヒドロキ

ノンは酸化反応により化学種が変換して相互

分離できることを明らかにした。 

 

Fig.6 Separation of catechol(1), resorcinol(2), 
hydroquinone(3), DOPA(4) and L-tyrosine(5) by the 
on-column electrochemical derivatization HPLC. Applied 
potential; (a) 0 mV, (b) 300 mV 
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４ PGC の酸化還元反応機構 
PGC の示す酸化還元作用は,その表面にごく

微量存在する官能基に基因する可能性が高い

と考えられているが, XPS 測定の結果からは

PGC 表面には炭素以外の元素は確認されてお

らず, 現時点ではそれらの官能基が特定されて

いない。また PGC は多孔質であり, かつイオン

交換性を有することから, 酸化剤や還元剤を吸

着保持し，これらが酸化または還元反応を引き

起こしている可能性も否定できない。今後, 酸
化還元化学種変換 HPLC の適用の拡大を図る

ためにも, PGC 上での酸化還元反応を系統的に

評価し, その反応機構について知見を得ること

が必要である。 
そこで PGC 上における酸化還元反応機構解明

の第一段階として，PGC カラムへの還元剤吸着の

評価と,吸着量と酸化還元反応効率の関連につい

て検討した。試料としては Na2SO3, Na2SO4, 
NaNO2, NaNO3, KI, および KIO3 の 6 種の塩を選

択し,各陰イオンの定量は間接吸光検出イオンクロ

マトグラフィーを用いて行った。 
PGC カラムに Na2SO3 溶液を注入したところ, 

SO3
2-のピークに加えて SO4

2-のピークを検出し，

Fig.5 Dependence of peak area and retention factor of 
catechol, resorcinol, hydroquinone, DOPA and 
L-tyrosine on applied potential. 
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PGC カラム内での酸化反応が起こっていることを

確認した。また, カラム通過前後のイオン総量を比

較したところ, IO3
-, I-, NO2

-, および SO4
2-は PGC カ

ラム前後でのイオン量の変化はほとんど見られな

かったのに対し, SO3
2-と NO3

-では,注入物質量に

対して溶出物質量が減少しており, イオンの一部

はカラム内に吸着している可能性が示唆された

(Fig. 7)。 

Fig. 7 Adsorption of inorganic anions on a PGC column
(a) sulphonate and sulphate ions, (b) nitrite and nitrate 
ions. Eluent; 0.5 × 10-3 mol dm-3pottasium hydrogen 
phthalate (pH 8.5)/methanol (90 / 10 (v/v)) containing 
0.01% triethanolamine. Sample concentraqtion; 0.2 × 
10-3 mol dm-3 
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次に, 予め Na2SO3 溶液を通液して, 還元処理

を行った PGC カラムについて SO3
2-および NO3

-の

吸着量を求めた。その結果，還元処理を施さな

かった PGCカラムに比べ NO3
-の吸着量は著し

く減少したが，SO3
2-は還元処理を施したカラム

にも強く吸着した。この時の SO3
2-は PGC カラ

ム内で酸化され, SO4
2-として溶出していたが，

SO3
2-の吸着量と SO4

2-への酸化率の間に相関関

係はみられなかった。また PGC カラム内での

NO3
-の酸化還元反応も観測されなかった。 

 以上の実験結果より, PGC カラム上での酸化

還元反応は, 吸着した酸化剤や還元剤が引き起

こすのではなく, PGC 自体が反応に関与してい

る可能性が高いと考えられる。また ,SO3
2-と

NO3
-の PGC への吸着は互いに異なる機構であ

ることが示唆される。 
 次に溶離液の pHがPGCの酸化還元反応性に

与える影響について考察した。0.5×10-3 mol dm-3 
H2O2 溶液と,これに LiClO4を添加した溶液を通

液した場合の PGC カラムの酸化還元性を調べ

た と こ ろ ， LiClO4 を 添 加 し た 溶 液 で は

Co(II)-edta に対して酸化性を示した。一方，H2O2

のみの溶液で処理した PGC に Co(II)および

Co(III)-edta を注入すると，どちらも Co(II)-edta
に近いスペクトルを示し，PGC が還元性を示す

ことが分かった。 

XPS 測定の結果では,PGC 表面には炭素以外の

元素は確認されていない。しかし,二次元グラフ

ァイト構造をとる炭素原子だけでは,溶離液の

pH や電解質の有無によって PGC の酸化還元性

が変化することを説明できない。これらの結果

は，水素イオンを授受できる官能基が PGC 表

面に存在し，この官能基が酸化還元反応を引き

起こしていることによるのではないかと考え

られる。酸化還元性を有すること，水素イオン

の授受を行うこと，および PGC の生成過程を

考慮し，条件を満たす官能基を持つモデル化合

物としてヒドロキノン－ベンゾキノン系が想

定される。 

事前に酸化処理を施した PGC カラムに，溶

離液として pH 3 または pH 11 に調整した 0.1 
mol dm-3 LiClO4 水溶液を用い，試料として

Co(II)および Co(III)-edta 錯体を注入した。溶出

ピークの紫外吸収スペクトルから Co の酸化状

態を評価したところ， pH11 の条件では

Co(II)-edtaがカラム内で酸化されCo(III)-edtaと
して溶出しており,このときの PGC カラムが酸

化性であることが明らかとなった。一方 pH3
の溶離液を用いた場合では，Co(II)および

Co(III)-edtaのスペクトルは pH 11でのスペクト

ルと比較すると,どちらも吸光度が減少した。こ

こで,Co(II)と Co(III)の間の酸化還元反応には水

素イオンが関与していないことを考慮すると,
今回の現象は酸化 PGC カラムが酸性の溶離液

を通液することによってやや還元性に変化し

たことを示唆している。 
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