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１．当初の課題の意義，目的およびその概要 

現在，化学工業においては，地球環境の保全

という観点から揮発性有機溶媒の使用量削減が

急務となっている。通常，有機合成は有機溶媒

中で行われるが，これを他の安全性の高い溶媒

中で行うことができれば，揮発性有機溶媒使用

量の大幅な削減が可能となる。したがって，水，

フルオラス溶媒，超臨界流体，イオン性液体な

どが新しい反応溶媒として注目され，大きな貢

献が期待されている。したがって，前プロジェ

クトでは水を反応溶媒とする有機合成反応の開

発を行ってきた。さらに，本プロジェクトでは，

もう一つのグリーン溶媒であるフルオラス溶媒

を用いた新規プロセス，例えばフルオラス相／

有機相二相系での廃棄物を出さない反応および

この二相系を活用した抽出・分離プロセスの開

発を目指した。 

フルオラス溶媒は，Horváth ら 1がフルオラス

配位子からなるロジウム錯体触媒と組み合わせ

てオレフィンのヒドロホルミル化に用いて以

来，その有効性が広く認められ，フルオラスな

基質や反応剤をも含めてフルオラスケミストリ

ーとして爆発的に拡がってきた。これらの研究

で取り扱われているフルオラス化合物を利用法

から分類すると，溶媒としての利用に加え，ほ

ぼ次の４つに限られている。(1)フルオラス触媒
2,3,4，(2)フルオラス反応剤 5，(3)フルオラス・

タグ 6,7，(4)フェイズスクリーン 8 である。最近，

これらに加えて，フルオラス界面活性剤が開発

され，超臨界二酸化炭素中での反応を促進する

添加剤となることがKobayashiら 9によって報告

された。しかし，フルオラスケミストリーで用

いることができるツールはまだ限定されたもの

にとどまり，フルオラスケミストリーの潜在性

はまだ十分には解明されていない。 

そこで本研究テーマでは，フルオラスケミス

トリーに超分子ホストという新しいツールを提

供することにより，その潜在性を引き出すため， 

 

 フルオラス溶媒中で機能する新規包接化合物をデ

ザインし，合成を行った。さらに，得られたフル

オラスカリックスアレーンが分子カプセルを形成

して，フルオラス溶媒に溶けることを見出した。

この超分子ホストは，従来のフルオラス溶媒を用

いた液／液二相系では実現が不可能であった反応

への応用が可能で，加えて，新しい抽出・分離プ

ロセス（Figure 1）の開発にも貢献できると考えら
れるので，本研究テーマではその基礎と応用につ

いて研究を行った。また，前プロジェクトから継

続して行っている水を溶媒とする有機合成反応の

開発においても，スルホン酸型レソルシンアレー

ンを触媒としたアルコールの脱水的アミノ化を実

現した。 
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Figure 1. Application of supramolecular capsule to 
extraction/separation process.  

２．研究成果 

フルオラスケミストリーに超分子ホストという

新しいツールを提供することにより，その潜在性

を引き出すため，フルオラス溶媒に溶け，分子認

識能を有する新規包接化合物を開発した。また，

これを環境調和型のフルオラス相／有機相二相

系反応および抽出・分離プロセスへ応用する試

みを幾つか行ったので，次にその概要を示す。 

2.1 平成 17 年度 

フルオラス溶媒中で機能する新規包接化合物を

開発するために，まず，パーフルオロアルキル基

を有するレゾルシンアレーン 1a–c，2a–c，3a–c 
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（Figure 2）をデザインし，相当するフルオラス
アルデヒドとレゾルシノールとの酸触媒環化縮

合反応により合成した（Scheme 1）。 

1a : Rf = (CH2)2(CF2)5CF3 , 68%

1b : Rf = (CH2)2(CF2)9CF3, 56%

1c : Rf = (CH2)2CH[CH2(CF2)9CF3]2,

 51%
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Figure 2. Structures of resorcinarenes and their derivatives.
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1d : R = (CH2)11CH3 , 68%
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3a : Rf = (CH2)2(CF2)5CF3 , 49%

3b : Rf = (CH2)2(CF2)9CF3, 32%

3c : Rf = (CH2)2CH[CH2 (CF2)9CF3]2, 
       29%

2a : Rf = (CH2)2(CF2)5CF3 , 64%

2b : Rf = (CH2)2(CF2)9CF3, 34%
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Scheme 1.  Synthesis of "Teflon footed" resorcinarene 1c.
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合成されたフルオラレゾルシンアレーンの

内，1cだけがフルオラス溶媒の HFE-7100（メ
チルパーフルオロブチルエーテル）および

FC-72（パーフルオロヘキサン）に溶け，フッ
素含有量が 60wt%以上の化合物がフルオラス溶

媒に溶解するとの経験則にほぼ従っていた。 
次に，1c が期待された性質を示したので，こ

のフルオラス溶媒／有機溶媒間の分配を測定し

た。1a は，フルオラス溶媒 FC-72 とメタノール
の組合せでは FC-72 に分配せず~0%であり，酢酸
エチルでは僅かに 1.1%で，ほとんど FC-72 に分

配しなかった。一方，1c は，メタノールとの組
合せでは FC-72 への分配は 99.7%，酢酸エチルで

は 99.2%，アセトニトリルでは 99.0%であり，ほ

ぼ選択的に FC-72 に分配した。 

さらに，この 1c は HFE-7100 などのフルオラス
溶媒中で 8 分子の水と共に 6 量体分子カプセル

(1c)6 • (H2O)8（以後，(1c)6と略記）を形成して
いることも明らかにした（Figure 3）。 

HFE-7100/ベンゼン混合溶媒系で 1c のスペ
クトルを測定した結果，ベンゼンが混合してい

ない HFE-7100 中では，1c の分子カプセルに
包接されたと考えられるHFE-7100分子のメチ 

 

Rf = CH2CH2CH[CH2(CF2)9CF3]2
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Figure 3. Structure of "Teflon footed" resorcinarene 1c and model 

of the hexameric assembly (1c)6, encapsulating eight benzene 

molecules. Peripheral highly-fluorinated alkyl groups (Rf) are 

removed for viewing clarity.
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ル基のシグナルが 1 ppm付近に現れ，このシグナ
ルは，溶媒中のベンゼンが増加するにつれて消失

し，代わりに包接されたベンゼンの芳香族水素の

シグナルが 5.5–5.9 ppm に現れた（Figure 4）。こ
のシグナルの強度比から，HFE-7100/ベンゼン = 
5 / 2の混合溶媒において，1cの 6分子からなる
分子カプセル 1個に 8分子のベンゼンが包接され
ていることが分かった（Figure 3）。これは 1d で
得られている結果 10と完全に一致しており，フル

オラスレゾルシンアレーンもフルオラス溶媒中で

分子カプセルを形成することが確認された。さら

に，ベンゼンの割合が少ない 5 / 2の混合溶媒中で
も選択的にベンゼンが包接されていることを示し

ており，これは疎フルオラス性効果 11–13よるもの

であることを明らかにした。すなわち，フルオラ

ス溶媒中での包接においては，一般的な水素結合

や CH/π 相互作用に加え，疎フルオラス性効果が
働き，より高い分子包接能および分子認識能が得

られることが分かった。実際，カプセル(1c)6と3,3-
ジメチル-１-ブタノール 7および tert-ブチルベン 
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Figure 4. 1H NMR spectra (400 MHz, 300 ˚K) of A) 1c (50 mM) in

HFE-7100. B) same as (A) after the addition of 2.2 equiv of benzene

(1c, 50 mM); HFE-7100/benzene = 100/1 (v/v). C) same as (A) after

the addition of 11 equiv of benzene (1c, 48 mM); 20/1 (v/v). D) same 

as (A) after the addition of 90 equiv of benzene (1c, 35 mM); 5/2

(v/v).

!/ppm

encapsulated
benzene (–H)

encapsulated
HFE-7100 (–OMe)

 



 

ゼン 8 との会合定数は，これまでに知られてい
る(1d)6のそれぞれ 330 倍，50 倍であるこが明
らかとなった（Table 1）。すなわち，このカプセ
ルでは，ゲスト分子との相互作用の違いにより

会合定数が大きく異なり，分子認識能が確認さ

れた。また，フルオラス溶媒中での 7 の会合定
数は 8の 330倍であるのに対し，フロロホルム
中では 5 倍であった。これはフルオラス溶媒中
では分子認識能が向上したことを示しており，

本研究テーマである分子認識能を有する新規包

接化合物の開発に成功したことが分かる。 

Table 1. Association constants Ka for the complexation of 
3,3-dimethyl-1-butanol 7 and tert-butylbenzene 8 by (1c)6 
and (1d)6 at 300 K. 

Ka (M–1) 
6 Capsule Solvent 

7 8 

(1c)6 HFE-7100 1.8 ×04 54 

(1d)6 CHCl3 55 1.1 

 

これとは独立に，分子認識能を有する新規包接

化合物の開発のための基礎研究として，既に合成

された分子不斉型カリックスアレーンの不斉認

識能や不斉触媒能を評価した 14。 

2.2 平成 18 年度 

平成 18 年度は，前年度開発したフルオラスレ

ゾルシンアレーンの分子カプセル(1c)6 を反応場

とする Diels-Alder 反応を試みた。Diels-Alder

反応は，水やフルオラス溶媒中で反応が加速する

ことが知られているので，フルオラス溶媒中で形

成された分子カプセル(1c)6を反応場として用い，

Figure 1に模式的に示した反応プロセスの実現を
目指した。まず，パーフルオロヘキサン（FC-72）

と p-キシレンを用いた二相系反応で p-ベンゾキ

ノンと 1,3-シクロヘキサジエンの反応を行った。

反応温度 35˚C，20 時間のフルオラス二相系反応

条件下では，フルオラスレゾルシンアレーン 1c
が 10 mol%存在しても目的生成物の収率は 57%で，

1c を用いない場合の 43%と比較して大きな加速

効果は認められなかった。ところが，反応温度 50

˚C の場合,反応の加速が認められ，1cの効果は反
応温度に強く依存することが分かった。p-キシレ

ンと FC-72 の溶媒の組合せでは，35˚C および 50˚

C で二相を形成して相溶性を示さないことから，

この加速効果は分子カプセル(1c)6 の水素結合が
50˚C では弱まり，生成物と反応物の交換が容易に

なることを示している。次に，室温では二相を形

成するが 50˚C では均一相となる FC-72/ヘキサン

の溶媒の組合せ，さらには反応物の p-ベンゾキノ

ンも適度に溶解するHFE-7100を反応溶媒として，

同じ Diels-Alder 反応を行った。結果を Table 2 

に一括して示した。なお，フルオラス（FC-72/ヘ

キサン）均一系反応条件下では，反応の初期には

p-ベンゾキノンは殆どが溶解せずに系中に懸濁し

た状態で存在した。 

Entry !Solventb

1

2

7

Yield (%)cHost (mol%)

FC-72/hexane

FC-72/hexane

none

1c (10)

none HFE-7100

2

62

16

8 1c (10) HFE-7100 77

Time (h)

12

12

14

14

Reaction conditions: benzoquinone (0.25 mmol), cyclohexadiene
(0.25 mmol), host 1c (0.025 mmol in the case of 10 mol%), 800
rpm, 50˚C. b FC-72, HFE-7100 (1.0 mL), hexane (0.5 mL).  Iisolated 
yield. dAddition of ethanol (1c : EtOH = 1 : 5 ). e Benzoquinone :
cyclohexadiene = 1: 2.

Table 2. Diels-Alder reaction in the presence of catalyst 1c 
in fluorous solvent.a

4d FC-72/hexane1c (10) 8012

3d FC-72/hexanenone 912

9d 1c (10) HFE-7100 7514

5e FC-72/hexanenone 2112

6e FC-72/hexane1c (10) 8512

 

フルオラスレゾルシンアレーン 1c を用いない
場合には生成物の収率が 2%（Entry 1）であった

のに対し，1c を用いた場合には 62%（Entry 2）
に向上した。これは 31 倍の収率で，非常に大きな

反応の加速が認められた。すなわち，Table 2の結
果から，水素結合のネットワークで形成された分

子カプセル(1c)6において，その内部孤立空間が反
応を促進する反応場となることが確かめられた。 

次に，フルオラスレゾルシンアレーン 1c のリ
サイクル実験を行い，結果を Table 3に示した。 

Entry !Solvent

1

2

3

Yield (%)b1c (10 mol%)

FC-72/hexane

FC-72/hexane

1st use

2nd use

3rd use FC-72/hexane

80

82

80

4 4th use FC-72/hexane 81

Time

12

12

12

12

Reaction conditions: benzoquinone (0.25 mmol),
cyclohexadiene (0.25 mmol), host 1c (0.025 mmol in the 
case of 10 mol%), 800 rpm, 50˚C.  bIsolated yield.

Table 3.  Recovery and reuse of calix[4]resorcinarene 1c 
in Diels-Alder reaction in  FC-72/hexane in the presence 
of ethanol.

5 5th use FC-72/hexane 7812

 

1cを5回繰り返し使用しても反応の加速効果は低
下せず，ほぼ初回の生成物収率と実質的に同等の

収率 78%（Entry 5）が得られた。これは，分子カ

プセル(1c)6 の分配係数がフルオラス相に対して
非常に大きく，抽出有機溶媒にはほぼ抽出されな

いことを示している。したがって，本反応系の基

本コンセプトは，環境調和型反応プロセスの構築

において大きな貢献ができるものと期待される。 

2.2 平成 19 年度 

平成 19 年度は，フルオラス溶媒中に形成された 



 

分子カプセル(1c)6に不斉分子を包接・固定化す
ることにより，その内部空孔を不斉化し，さら

にはその不斉空孔を反応場あるいは抽出・分割

剤としての不斉認識場とするための基礎的研究

を行った。 

まず，カプセル内部に不斉源として包接・固

定化するための分子の構造を決定するため，分

子力学計算ソフトを用い，水素結合性分子の最

適構造を検討した。その結果，第一級アルコー

ルが適していることが明らかになった。そこで，

内部空孔の不斉源として第一級アルコールを中

心に詳しく検討し，中心性キラリティーをもつ

1-フェニル-1,3-プロパンジオール 9 や軸性キ
ラリティーを持つ 2,2’-ジ(ヒドロキシエチ

ル)-1,1’-ビナフチル 10 が水素結合を壊すこ
となく，その第一級水酸基を水分子と置換でき

ることが分かった。さらに，不斉源 10を包接・
固定化したカプセル(1c)6⊃10 が不斉認識能を示
すかどうかをシミュレーションで検討した。例

えば，2,2’-ジメトキシ-1,1’-ビナフチル 11
をゲスト分子とした場合の S 体，R 体のエネル

ギー差が 6.17 kcal/mol と大きく，さらには不

斉源 10と合わせた空孔占有体積が52%で，Rebek 
Jr.ら 15が求めた最適値55%に近いことがわかっ

た。 

このようにカプセル(1c)6⊃10 は，不斉認識能
を示すことが期待できたので，キラルアルコー

ル 10を合成した。その 1H NMR スペクトルには，

δ3.72, 2.58-2.66 ppm の付近にビナフチル基

の 2,2’位に結合したヒドロキシエチル基に帰

属するシグナルが現れ，IRスペクトルには，3290 

cm-1 付近にアルコールの水酸基に帰属するピー

クが現れたことから，目的化合物の 10が得られ
たことが確かめられた。現在は，このキラルア

ルコール 10を用いて，フルオラス溶媒中でカプ
セル(1c)6⊃10 を形成させるための条件検討を行
っている段階である。今後，カプセル(1c)6⊃10
を不斉反応場および不斉認識場として応用する

ための実験を試みる計画である。 

さらに，これとは独立に，水を溶媒とする有

機合成反応の開発においても，スルホン酸型レ

ソルシンアレーンを触媒としたアルコールの脱

水的アミノ化を実現した 16。 

 

３．問題点および今後の展望 

本研究で新規に開発したフルオラス溶媒中で

自己組織化する超分子ホスト(1c)6は，分子認識
能を持っていることが確かめられ，また(1c)6
は Diels-Alder 反応の反応場としても応用でき

ることが明らかになった。しかし，抽出・分離 

プロセスへの応用実験はこれからである。今後は，

(1c)6を Diels-Alder 反応以外の反応へ応用し，そ
の汎用性と特徴を明らかにする，また，抽出・分

離に関してはその可能性を探る計画である。実用

化に向けては，(1c)6⊃10を用いてより付加価値の
高い不斉反応場や不斉認識場として応用し，この

プロセスの有用性を示す必要がある。一方で，よ

り合成が簡単な超分子ホストの開発も必要となる

と考えられる。 
 

４．社会および学協会等への貢献度 

本研究テーマから得られた主な成果は，

Angewandte Chemie International Edition 誌に

Very Important Paper として掲載され 17，フルオ

ラスケミストリーに超分子ホストの概念を導入し

た最初の例として国際的に高い評価を受けた。今

後さらに有用な不斉有機合成反応や光学分割へと

その応用範囲を拡げることができれば，環境調和

型プロセスの構築とその実用化に大きく貢献でき

ると考えられる。 
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新規クラスレートの構築による選択的固相合成 

 

日大生産工 ○杉山邦夫 

 

1 当初の課題の意義，目的およびその概要 

本研究課題「新規クラスレートの構築による選

択的固相合成｣では，新規クラスランドを開発し，

これをホストとして，クラスレートを構築し，

光化学反応を主体とした有機合成反応および分

離に活用することを目的とした。 

 クラスレートは包接体の一種として定義され，

溶液中でシクロデキストリンなどが分子内空孔

中にゲストを収容する包接体とは異なり分子集

合体の隙間にゲストを取り込んだ結晶状の包接

体である。クラスレートで用いるホストは，複

雑な構造を必要とせず，再利用可能であり，さ

らにクラスレートの光反応は有機溶媒を使用し

ない固相反応でもあり，グリーン・サスティナ

ブルな化学の観点から優れている。 クラスレ

ートを形成しやすいホストの条件として『ゲス

トを取り囲むフェニル基と，水素結合形成のた

めの水酸基を持つ剛直な構造の分子はホストと

して最も良く機能する』という経験則から，ケ

イ皮酸の光二量体であるトルキシン酸誘導体の

ホスト分子としての可能性に着目した。即ち，

これら化合物群は結晶性，溶解性が良く，水素

結合が可能なカルボキシル基，嵩高い芳香環，

剛直な四員環構造を有することからホスト分子

として機能することが期待された。ケイ皮酸誘

導体の二量体は主に水素結合するカルボキシル

基を分子内に２個有するトルキシル酸またはト

ルキシン酸型四員環構造をとり、X 線構造解析

により、前者は結晶中で直線的な水素結合鎖を

形成して分子が配列するのに対し、後者は空間

の多いジグザグ型の水素結合鎖が形成される場

合が多いことが明らかになり、このため後者は

より包接化が進行しやすいと期待された。そこ

でクラスランドとして種々のトルキシン酸誘導

体を固相光化学反応により合成した。トルキシ

ン酸またはトルキシル酸誘導体を選択的に与え

るケイ皮酸の固相光反応の置換基効果について

は明らかとなっているが，ケイ皮酸のフェノー

ルエステル類については置換基効果が異なり，

多くの場合に，新規トルキシン酸誘導体を与え

ることを明らかにした。またケイ皮酸の環状エ

ステルと考えられるクマリンの光二量体ではベ

ンズピナコール等と効果的に新規クラスレート

をつくることが判明した。さらにトルキシン酸

のカルボキシル基の官能基変換により種々の新

規キラルクラスランドの合成にも成功した。 

ゲスト分子として 5,6 員環状エノン化合物を用

いた場合にはそのほとんどがクラスレートを形

成し，光付加反応の選択性が著しく向上した。

またシッフ塩基を原料とする光反応によりキラ

ルなジアミン型のクラスレートの合成にも成功

した。これら多くの結晶構造が単結晶Ｘ線構造

解析の手法により明らかになった。以上，所期

の目標はほぼ達成されたので，今後これらのク

ラスランドおよびクラスレートによる様々な応

用が期待される。 

 

2 研究成果（当初の目的にどれだけ達したか，

新たに得られた知見） 

a. 平成 19 年度における研究成果 

ケイ皮酸エステルの一種としてクマリンおよび

6-メチルクマリンのアセトン溶液に 450-W 高

圧水銀ランプによりベンゾフェノン増感反応を

行なったところ，可能性のある多くの異性体の

Selective Solid-State Syntheses by Construction of Novel Clathrates 

Kunio SUGIYAMA 



中から選択的に anti head to head (h－ｈ)型の

二量体をうることができた。前者のクマリン二

量体はベンズピナコールクラスレートを作るこ

とが単結晶X 線結晶構造解析から明らかになっ

た。そこでケイ皮酸，マロン酸，酒石酸等のヒ

ドロキシル基を有する化合物を包接実験を行な

った。 

さらにこのクマリン二量体のジオキサン溶液に

(s)-フェニルエチルアミンを作用させてジアス

テレオマーの分割を行ない生成したジアミドに

ついてもマロン酸，酒石酸等の包接能の検討を

行なった。 

また，ケイ皮酸フェニルについては，これま

での結果から光反応が進行するのは，フェニル

側の置換基が電子吸引性のときに結晶での光反

応が進行する傾向がみとめられた。そこでさら

に種類を増やして実験を行なったところ，期待

されたように電子吸引性のシアノ基やクロルの

場合に結晶での光反応が進行した。反応が進行

したのは XC6H4CH=CHCOOC6H4Y において，

X＝H,Y=4-CN; X＝4-CN,Y=4-CN の場合でい

ずれも h-h 型の二量体を与えた。X＝H,Y=2-Cl;  

X＝H,Y=2-NO2の場合には head to tail (h－t)

型の生成物が得られた。原料結晶と生成物の間

に相関が認められた。 

 

b. 継続 3 年間を総括した研究成果 

置換ケイ皮酸を固相で光照射し置換トルキシン酸

1a及び 1bを得た(Scheme 1)。 

トルキシン酸（1a）とゲスト（2）とをエーテル－ヘキサ

ン（1 : 1, v/v）から再結晶させることで，トルキシン

酸 : 環状エノン = 1 : 1 となるクラスレート(3a ～ 

3e)が得られた。トルキシン酸（1b）を用いたクラスレ

ート(4a ～ 4e)はエーテル溶液から再結晶から調

製することができ，トルキシン酸がクラスレートホスト

分子として有効であることが明らかとなった。イソホ

ロンをゲストとするクラスレートのX線解析(Figure 1)

から，ゲストはホストの間隙に取り込まれていること

が明らかとなった。一方，イソホロン以外のエノンを

ゲストとするクラスレートは IR からゲストがホストの

カルボキシル基と水素結合によって包接されてい

る事が示唆された，その内の幾つかはＸ線より支持

された。2d のヘキサン溶液中の光二量化は， anti 

h－t (5) : anti h－ｈ(6) = 27 : 73 となることが報告

されているが 1a - 2dのクラスレート(3d)は，光照射

により anti h－t型二量体のみを与えた，1aをホスト

とする 2d の 光二量化に対し立体選択性が確認さ

れた。一方，2a をゲストとするクラスレート(3a)は光

不活性であった。クラスレート 3d は，2dが anti h－

t 型となる立体配置が確認され，分子間の最短距

離は 6.8 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，クラスレート中

COOHHOOC

XX

X

COOH

h > 300 nm
r.t., 24-72 h

1a : X = Cl, mp = 160-175   , 
yield = 49%
1b : X = Br, mp = 217-220   , 
yield = 38 %
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Scheme 4 
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において 2dがある程度の自由度を持ち，環化でき

ることを示唆する結果である。一方，クラスレート 3a 

では， 2aの分子間最短距離は 7.8 Åであった。 

トルキシン酸誘導体は環状エノン類と包接体を

形成しやすく一部光二量化反応も選択的に進行

し特定のゲストに対しては有効である事が明ら

かとなった。しかし，光化学的に不活性なクラ

スレートも多く，エノンがカルボキシル基の水

素結合により包接されている例も多くあり，エ

ノンの励起状態の観点からより温和な水素結合

もしくは疎水的な包接体を形成できるホスト分

子設計が求められた。そこで，トルキシン酸誘

導体のカルボキシル基をアルコールへ官能基変

換させた新規ホスト分子の合成について検討し

た。まず，光反応の際に結晶中のゲストの運動の

自由度を上げる目的でトルキシン酸誘導体のカル

ボキシル基をジアルキル化したアルコールを設計

した。一方で不斉環化反応に対応させるため二つ

のカルボキシル基を異なる二種類の官能基へ変換

しキラルなホストとすることを検討した。まず，エステ

ル化後グリニャール反応により得た 8a ～ 8d を環

状エノン類およびマレイン酸などと再結晶したがク

ラスレートは得られなかった(Scheme 3, 4)。そこで，

導入するアルキル基を更に嵩高い基とすることで

結晶格子に隙間が得られることを期待し，フェニル

基を導入したところ立体障害により二種類の非対

称な生成物 rac - 9 および rac - 10 が得られた。 

rac - 9は自身に水酸基を持っており，また，ベンゾ

イル基を有していることから増感剤としての機能も

併せ持っておりキラル増感ホストとして期待ができ

る。しかしながら，rac - 9は溶解性が低く適度な結

晶を作成する事が困難である。そこで 

rac - 10をホストの構造へ誘導し光学分割を検討し

た。そのため，rac - 10をより効率よく合成する方法

として 1a, 1bを無水物化し，-78 ℃下で対応するグ

リニャール試薬 3等量を滴下し 15分間攪拌後室温

に戻し反応を終了することで選択的に rac - 10のみ

を得ることに成功した。また，この方法を用いる事で

フェニル基のほかメチル基も導入する事が可能と

なった。ラクトン型化合物 rac - 10を THF - メタノー

ル - KOH aq系の加熱還流による加水分解で rac - 

12を収率 82 ～ 91 %で得た(Scheme 5)。 

rac - 12bの X線構造解析を行ったところ空間群は

P21 / C となっており対称心を持った結晶であった。

rac - 12は何れもカルボキシル基と水酸基を持ち, 

さらに嵩高いアルキル基を有していることからエノ

ン類に対して 1a, 1b以上に包接能が高いことが予

測できる。そこで包接能の有無を検討するために

rac - 12b と環状エノン類 2a, 2c, 2e とをジエチルエ

ーテルで再結晶したところ何れも定量的にホスト : 

ゲストの mol比は 1 : 1のクラスレートを形成してい

ることがわかった。さらに 1a, 1bの場合にクラスレー

トを形成しなかったイソアミルメチルケトン(13)は rac 

- 12b とジエチルエーテルで再結晶により定量的に

ホスト : ゲストのmol比1 : 1のクラスレートを形成し

COOHHOOC

X X

COOOOC

X X

7a : X = Cl, R1 = Me, Yield = 70%

7b : X = Cl, R1 = Et, Yield = 58%

7c : X = Br, R1 = Me, Yield = 

81%

7d : X = Br, R1 = Et, Yield = 57%

1a : X = Cl
1b : X = Br

R1OH, H+

reflux
R1R1

Scheme 3 
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た。このことは rac - 12が環状エノン類以外にもクラ

スレートを形成する能力を持っていることを示唆す

る結果である。更に，トルキシン酸のフェニル基を

ベンゾイル基に置換して増感作用の機能を持った

ホストの合成を試みた。15 の固相光反応では選択

的に syn head to tail型生成物 16がほぼ定量的に

得られた。16 は増感作用の機能を持ったホストとし

て期待できる。また他のケイ皮酸エステル類からの

トルキシン酸類合成についても検討を行い，酸残

基とフェノール残基との間のねじれの程度が結晶

形成に相当の影響を及ぼすことが明らかになった。

また，新規ホスト rac - 12は鎖状のエノンを取り込む

ことが可能であり，官能基変換による包接能の向上

が達成された。 

 

(1) トルキシン酸誘導体はカルボキシル基に由

来して，分子間力が強力な新規クラスランドと

して働くことが証明され，他の種々のゲストに

対しても広くクラスレートの生成が期待できる。 

(2) ケイ皮酸の環状エステルであるクマリンの

光反応による二量体自身がホストとして働くこ

とを見出したが，ＯＨ基を有しないクラスラン

ドとして珍しいタイプのものであり今後の展開

が期待される。 

(3) 以上のような結晶でのトポケミカル反応に

ついての Schmidt 則では最近接の二重結合距

離が４．７Å以上の場合付加が起こらないとし

ているが，本研究のＸ線解析の結果ではこれを

超えて反応する例が複数あり，これは示唆に富

んだ結果である。 

(4)置換ケイ皮酸の固相光化学反応においてト

ルキシル酸を与える場合が多いが，ケイ皮酸の

フェノールエステル類については置換基効果が

異なり，ほとんどの場合に，新規クラスランド

として働くトルキシン酸誘導体を与えることが

明らかになり，この種の化合物の合成に重要な

知見がえられた。 

3 問題点および今後の展望 

クラスレートは通常の分子内に取り込む包接と

較べて，結晶をつくるホスト分子の間の隙間に

ゲストを取り込むため，多様なゲストを取り込

むことが可能になる点で優れている。しかしそ

の反面，結晶という制約があるため結晶化の成

否が重要で，本研究においてもクラスレートに

ならない場合があった。一般的に，有機化合物

の結晶化のプロセスは解明が難しい問題であり，

このことについて今後の学問の進展が待たれる。 

  

4 社会および学協会等への貢献度 

a) 学協会等掲載論文 

1) T. Tsuno, K. Kondo and K. Sugiyama, 

“Cycloaddition Reaction of Schiff 

Bases with Ketenes Generated by 

Pyrolysis of 2-Aryl-substituted 

1,5,7-Trioxaspiro[2,5]octane-4,8-dio

nes”, Journal of Organometallic 

Chemistry, Vol.43, 2006, 21-28 

b) 学協会等口頭発表 

1) 杉山邦夫，ケイ皮酸エステル類の固相

光化学反応，第 54 回有機合成化学協

会関東支部シンポジウム，2007，C23 

2) 杉山邦夫，杉山淳史，梅垣直央，谷口

勇気，アリールアクリル酸類の光化学，

日本化学会第 87 春季年会，2007，

3PB-264 

3) 谷口勇気，津野孝，杉山邦夫，アクリ

ル酸誘導体の固相光化学反応，光化学

討論会 2006，2006，2P078 

4) 田中政人，津野孝，杉山邦夫，トルキ

シン酸誘導体によるクラスレートの

光化学反応，光化学討論会 2005，2005, 

3P054 

 

Scheme 6 

R

R

HOOC

COOH

O

COOH

16 : R = 4-Benzoylphenyl   

h > 300 nm
r. t., 24 h

yield = 100%

15











 

 

Development of Enzyme Immobilization and 

its application to Environmental Purification Systems 
 

Kazunori YAMADA, Ayumi KASHIWADA, Kiyomi MATSUDA and Mitsuo HIRATA 

 

酵素固定化技術の開発と環境浄化システムへの応用 

 

              日大生産工   ○山田和典・柏田 歩・松田清美・平田光男 

   

１．当初の課題の意義，目的およびその概要 

フェノール化合物は環境汚染物質の１つであ

り，石油精製，樹脂製造，製紙などの工場から

の排出が考えられる(1)．さらに，近年ポリカー

ボネートやエポキシ樹脂の合成原料であるビス

フェノール A (BPA)の加熱処理による加工製品

材料からの溶出や埋め立てごみ廃棄場から浸出

に関する報告もある(2)．これらの化合物は環境

中で分解されにくいため，食物連鎖によって魚

類，両生類，哺乳類などの水棲動物中で高く濃

縮されることも指摘されている (2, 3)． 

これらのフェノール化合物の分解や除去法と

して活性炭やゼオライトへの吸着，膜分離，電

気分解などの化学的処理法や微細藻類やバクテ

リアを使った生物学的処理法が報告されている

が，副生成物の生成や未反応成分の残存，設備

の大型化や低効率といった問題がある．我々は

これらの化合物を分解する，または反応性の高

い別の化学種に変換できる酵素に着目した(4-6)．  

本プロジェクトでは，①マッシュルームと麹

菌由来のチロシナーゼによる p-アルキルフェノ

ール(7-9)及び BPA とその誘導体(10)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

の吸着を利用した除去(8)，②過酸化水素(H2O2)

存在下で，西洋ワサビペルオキシダーゼによる

BPA のラジカル化とカップリング反応による不

溶性オリゴマーの形成を利用した沈殿除去とビ

スフェノール誘導体の除去(11,12)，③イオン交換

樹脂に固定化した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除去(13,14)に関

する研究を行ったので，その成果を総括する． 

 

２．研究成果 

２．１ 麹菌チロシナーゼによる p-アルキル

フェノールの除去 

月桂冠(株)から提供された麹菌によって産生

されチロシナーゼを用い(15)，その比活性は 936

と 1170 U/mg-solid であった． 

pH6.0 で p-アルキルフェノール溶液に麹菌チ

ロシナーゼ溶液とキトサンビーズ (富士紡績

(株)，粒径：70～200m)を加えて反応を開始さ

せた．まず，p-クレゾールを対象物質として麹

菌チロシナーゼの至適条件を pH6.0，30ºC と決

定した．至適温度はマッシュルームチロシナー

ゼの 45℃に比べて低かった．このような至適条

件の違いは，由来の異なる同種の酵素を用いる

際にしばしば見られ，酵素のアミノ酸配列，解

離基密度などが異なるためと考えられる． 

p-n-アルキルフェノール溶液に麹菌チロシナ

ーゼ(150U/cm3)を加えると，キノン化合物の形

成と同時にキトサンビーズ中のアミノ基にキ

ノン化合物が結合して高く除去された(4, 5)．キ

トサンビーズ量 0.025cm3/cm3では反応時間 100

分で p-クレゾールを完全に除去することがで

き，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，高く除去できた． 

さらに，分岐状 p-アルキルフェノールの除去

を検討した結果，キノン酸化とキノン吸着が

p-n-アルキルフェノールに比べて遅かったので，

麹菌チロシナーゼ濃度とキトサンビーズ添加

量を増加させることで，90～100％の除去率を

得ることができた．4-tert-ブチルフェノール

(4TBP)と 4-tert-ペンチルフェノール(4TPenP)は

マッシュルームチロシナーゼを使ってキノン

酸化する際には H2O2が必要であったが(11)，麹

菌チロシナーゼでは H2O2 を加えることなくこ

れらのアルキルフェノール を効率的に除去で

きたことは本方法における研究成果である． 

 

２．２ マッシュルームチロシナーゼによる

ビスフェノールＡの除去 

Sigma 社製のマッシュルームチロシナーゼ

(EC 1.14.18.1，比活性：2590U/mg)を用いて BPA

をキノン酸化する際の至適条件とキトサンビ

ーズへのキノン吸着による除去を検討した．  

BPA のキノン酸化は H2O2を加えると効率よ

く進行し，H2O2濃度 0.3～0.4mMで最大となっ

た．チロシナーゼには３つの形体があり，その



 

 

多くは mettyrosinase (Emet 体)として存在する．

し か し ， H2O2 の 存 在 下 で は Emet 体 が

oxytyrosinase 体に転化し，キノン酸化を加速す

ると考えられている．さらに，pH と温度依存

性を検討した結果， pH6.0～7.0，40ºC を至適条

件と決定できた．キトサンビーズ量を変化させ

た際の吸光度の変化(酵素濃度：200U/cm3)を見

ると(図１)，キトサンビーズの添加によって吸

光度の上昇が抑えられ，キトサンビーズ量0.050 

cm3/cm3 では 300 分で形成したキノン化合物を

ほぼ除去できた．さらにキトサンビーズ量を増

加させるとより短時間で除去できるようにな

った(10)． 

 

２．３ ペルオキシダーゼによるＢＰＡおよび

その誘導体の除去 

Sigma (株)から購入した西洋ワサビペルオキ

シダーゼ (E.C 1.11.1.7，224U/mg-solid)を使用し，

0.3mM の BPA 溶液を対象として BPA を除去す

る際の至適条件の決定と種々のビスフェノー

ル誘導体の除去を検討した． 

pH6.0 の BPA 溶液(0.4mM)に西洋ワサビペル

オキシダーゼ，分子量 1.0×104のポリエチレン

グリコール(10K-PEG)，H2O2を加えることによ

って酵素反応を開始させた．西洋ワサビペルオ

キシダーゼはチロシナーゼが活性を示さない

o-アルキルフェノールに対して活性を示すこと

が本研究で明らかとなっており (8)，BPA を

H2O2存在下でラジカル化し，水不溶性オリゴマ

ーが形成することがわかった．残留率は H2O2

濃度の上昇とともに低下し，[BPA]/[H2O2]=1.0 

(BPA濃度：0.3mM)において BPAが完全に処理

された．ペルオキシダーゼの触媒作用は H2O2

存在下で進行し，低濃度では BPAの他に形成し

た２または４量体をラジカル化する際にも

H2O2が消費されるため不足し，逆に H2O2が過

剰に存在すると，ペルオキシダーゼの一部が不

活性な形体となるため，活性が低下すると言わ

れている(16)．また，PEG を加えると，酵素反

応によって形成したラジカルによる酵素の失

活や不溶性オリゴマーへの包括が抑えられる

ため，酵素の活性が保持され，BPAの処理時間

を短縮することができた(17)．また，0.3mM の

BPA に対して pH6.0，30℃，[BPA]/[H2O2]=1.0，

[HRP]= 0.1U/cm3，[10K-PEG]= 0.1mg/cm3を至適

条件と決定できた． 

さらにビスフェノール誘導体を対象に除去

実験を行った結果(表１)，10U/cm3まで濃度を上

昇させても転化率が約 30～50%程度に留まっ

たビスフェノールSと2,4’-ジヒドロキシジフェ

ニルスルホンを除いて他のビスフェノール誘

導体は酵素濃度を上昇させる必要があるもの

もあったが，ほぼ完全に処理することができた．

また，酵素反応後の溶液の pHを塩酸で 4.0 まで

低下させることで形成した不溶性オリゴマー

が凝集しやすくなり，ろ過によって透明な溶液

を得ることができた． 

 

２．４ 固定化チロシナーゼの反復利用と p-

アルキルフェノールの除去への応用 

酵素の触媒機能を反復して利用するため，こ

こではマッシュルームチロシナーゼの固定化

担体としてアクリル酸系弱酸性イオン交換樹

脂 DAIAION, WK10 (三菱化学(株)，粒径：300

～1180m，イオン交換容量：2.5 mmol/cm3)を選

び，共有結合を介した固定化を行った． 

濃度 2000U/cm3のチロシナーゼ溶液にイオン

交換樹脂 0.5cm3を加えた後，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 を

溶解させた pH7.0 の緩衝溶液を滴下し，４ºC で

所定時間攪拌することで，固定化反応を行った．

内径 5.0mm，長さ 12cm のカラム２本にチロシ

 

Figure 1 Removal of BPA (0.3 mM) by 

combined use of mushroom tyrosinase (200 

U/cm
3
) and chitosan beads (●: without, ◇: 

0.025, □ : 0.050, △ : 0.100, ○ : 0.150 

(cm
3
/cm

3
)) in the presence of H2O2 (0.3 mM) 

at pH 6.0 and 40ºC. 



 

 

ナーゼ固定化イオン交換樹脂 0.5cm3 と市販の

キトサンビーズを所定量充填した． 

45ºC で 0.5mM の p-クレゾール溶液 20cm3 

(pH7.0)をチロシナーゼ固定化樹脂を充填した

カラムに流入し，その溶出液をキトサンビーズ

を充填したカラムに流入させた．溶出液は２本

のカラムを通して繰り返し循環させた．  

異なる固定化時間で調製したチロシナーゼ固

定化樹脂 0.5cm3 と市販のキトサンビーズ 4.0 

cm3を充填したカラムに p-クレゾール溶液を３

回循環させると(１回の除去実験)，固定化時間

72 時間で調製したチロシナーゼ固定化樹脂で

は p-クレゾールをほぼ除去できた．この際，p-

クレゾール溶液は２本のカラムを約 30 分で通

過し，１回の除去実験に 90分の時間を要した．

また，５回の除去実験を繰り返した際の除去率

は 95%以上となり，共有結合を介した固定化に

よりチロシナーゼの酵素活性を反復利用でき

ることがわかった(13)．しかし，短い固定化時

間で調製したチロシナーゼ固定化樹脂では固

定化チロシナーゼの熱変性や生成したキノン

化合物によるアロステリック効果によって活

性が徐々に低下した(14)． 

キトサンビーズが生成したキノン化合物を吸

着し，固定化チロシナーゼの活性の低下を抑え

るには，4.0cm3のキトサンビーズが必要であっ

たが，溶液がカラムを通過する時間が長いと，

固定化チロシナーゼの活性を低下させるので，

粒径の大きい架橋キトサンビーズを作成した．

キトサン 500(和光純薬(株))を 2.0wt%に溶解し

た酢酸水溶液(濃度：1wt%)10cm3を 1wt%のトリ

ポリリン酸ナトリウム(TPP)溶液中に滴下する

ことで得たキトサンビーズをエピクロルヒド

リン 15mmolを含む 1Mの NaOH水溶液に移し，

75ºC で 24 時間加熱することで架橋キトサンビ

ーズ(粒径：2.0～2.8mm)を調製した．架橋キト

サンビーズを内径 8.0mm のカラムに充填し，上

記と同様の手順で除去実験を行った．5.0cm3の

架橋キトサンビーズを充填すると 95％以上の

除去率が得られ，処理時間を約 70 分に短縮で

きた．さらに，除去率の温度と pH 依存性を検

討した結果，固定化していないチロシナーゼの

至適 pHである 7.0 では 50ºC までの温度範囲で

反復利用が可能であることがわかった．また，

pH 依存性を評価した結果，図１に示すように

固定化していないチロシナーゼの至適 pH より

高い pH8.0 や 9.0 で繰り返し利用できるように

Table 1 Removal of BPA and its derivatives by horseradish peroxidase in the presence of 

10K-PEG (0.10 mg/cm
3
) at pH 6.0 and 30 ºC. 

 

 

Figure 2 Reusability of mushroom tyrosinase 

immobilized on an anion-exchange resin, 

DAIAION WK 10, for removal of p-cresol at pH 

5.0 (○), 6.0 (△), 7.0 (□), 10.0 (◇), and 11.0 

(▽ ) at 45ºC. Average immobilized amount 

=2.81 mg/cm
3
. Amount of packed chemically 

crosslinked chitosan beads=5.0 cm
3
. 



 

 

なり，固定化によって酵素の pH と熱安定性が

向上したことがわかった． 

 

３．問題点および今後の展望 

酵素の触媒機能を利用した環境汚染物質の

除去と水質浄化を目的とした一連の研究を行

ってきた中で，マッシュルームと麹菌由来のチ

ロシナーゼや西洋ワサビ由来のペルオキシダ

ーゼの基質選択性と至適条件を評価した．これ

らの酵素を使ってアルキルフェノール，ビスフ

ェノール A 及びその誘導体などを除去するこ

とができたので，固定化と酵素の反復利用に関

する点では，マッシュルームチロシナーゼのイ

オン交換樹脂への固定化を行った．そして，至

適固定化条件の決定と固定化酵素の反復利用

性を評価できた．今後は種々の直鎖状および分

岐状アルキルフェノールの除去へ展開させ，固

定化チロシナーゼの安定性と再利用性をさら

に向上させるとともに他の酵素の固定化に関

する研究を展開する予定である．この点では，

イオン交換樹脂よりも親水化処理した PE 板ま

たはフィルムへの固定化の方が経済的かつ合

理的な処理技術であるといえ，今後の研究方向

の１つといえるだろう． つまり，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，

これらの酵素の高分子担体への共有結合を介

した固定化と固定化条件を検討することで，高

く活性を保持した安定な固定化酵素の構築を

目指すことができる． 

 

４ 社会および学協会等への貢献度 

４種類の異なる酸化還元酵素(由来の異なる

チロシナーゼ２種類とペルオキシダーゼ２種

類)を用いてアルキルフェノール，BPA 及びそ

の誘導体を対象として水溶液中からこれらの

化合物を高く除去するための至適条件を決定

し，水質汚染物質の環境中への排出防止や水質

浄化を目的とした現在の環境問題を解決すべ

き簡易的な除去方法を確立できた．さらに，固

定化による酵素の反復利用に関する基礎的知

見を得ることができ，その研究成果は日本化学

会，高分子学会，日本農芸化学会，日本キチン・

キトサン学会などの国内学会やアメリカ化学

会で発表するとともに，その研究成果を

Biotechnology. Progress, Journal of Applied 

Polymer Science, Bioscience, Biotechnology, and 

Biochemistry, 高分子論文集などの国内外の学術

雑誌に掲載した．また，西洋ワサビペルオキシ

ダーゼによるビスフェノール A 及びその誘導

体の除去に関する一連の研究成果は社会的関

心となっている環境汚染物質を含む汚水の処

理の生化学的処理の一方法を見いだし，1 件の

特許を出願するに至った． 
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ポリペプチド超分子系の構築とセンシング材料への展開 

日大生産工 ○柏田 歩 ・ 松田 清美 

 

1. 当初の課題の意義，目的およびその概要 

ポリペプチドによる二次構造や超二次構造の

デザインは盛んに行われ，得られた形成理論や

安定化などの成果は天然タンパク質に応用され

ている。そのなかで，coiled coil 構造は単純な構

造に反して，天然のタンパク質の重要な機能を

有しているため広く研究が進められている。

coiled coil 構造が関与する種々の生体内反応の

うち，膜融合反応はその代表例といえる。膜融

合反応は生体内における神経伝達物質などの物

質輸送やウイルス感染といった情報伝達におい

て重要な役割を果たしており，融合タンパク質

の刺激応答型(pH や金属イオンなどの存在によ

る)コンホメーション変化をきっかけとした標

的膜に対する認識を引き金に進行する。すなわ

ち，モノマー状態である不活性型から coiled coil

構造である活性型へのポリペプチドの構造変化

が生体機能を制御している。このような生体内

における刺激応答型 coiled coil を基本にして，

金属イオンなどの外部刺激に応答したポリペプ

チドのアセンブル系が可能となれば生体内にお

けるタンパク質の自己組織化機構のモデルとし

て解釈できるであろう。また，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と言

える。しかしながら，刺激(金属イオン)応答性

タンパク質を模して，水溶性ポリペプチドをプ

ローブとしたセンシング系の構築例はほとんど

ない。このような人工ポリペプチドによるセン

シング系の構築は天然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。 

そこで，本プロジェクトでは，de novo 設計に

よるポリペプチドを用いた高精度・高感度な金

属イオンセンシング系の構築を目的として，は

じめに coiled coil ポリペプチドによる相補的認

識および金属イオン選択的認識を目指した超分

子系の構築に関して検討を行った。そして，こ

の知見をもとに coiled coil ポリペプチドを用い

た遷移金属イオンの蛍光センシング系ならびに

希土類金属イオンの f-f 遷移発光に基づくセン

シング系の構築に関する検討を行った。 

 

2. 研究成果(当初の目的にどれだけ達したか，

新たに得られた知見) 

(1) coiled coil ポリペプチド超分子系の構築 

① 相補的 coiled coil アセンブル系の構築 

近年，ペプチド繊維やペプチドゲルなどの設

計を目的とした合成ポリペプチドによる高次ア

センブル系の構築が盛んに行われている。本研

究ではバイオマテリアルという観点からだけで

なく，機能性分子(ここではセンシング材)担持

基材のビルディングブロック構築のために，二

量化イソロイシンジッパー(IZ)ポリペプチドを

用い，coiled coil 超分子を単分散的に二量化した。

すなわち，N-末端に Cys を有する IZ ポリペプチ

ドならびにペプチド鎖中央部にCysを有する IZ

ポリペプチド同士それぞれ，マレイミド基を有
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Fig. 1 Schematic illustration of heterotrimeric coiled 

coil dimer. 

 

 

Fig. 2 Schematic illustration of metal ion induced 

coiled coil hetero block. 

するリンカー分子で二量化した後，相補ポリペ

プチドとの選択的会合により水溶液中で量論比

の定まった coiled coil アセンブル系構築を目指

した(Fig. 1)。 

設計・合成したポリペプチドの二次構造は CD

スペクトル測定により評価した。また，形成し

た会合体の会合状況を検討するためにゲルろ過

クロマトグラフィーによる分画分析ならびに会

合体分画の HPLC による組成分析を行った。さ

らに超遠心分析によりポリペプチドの会合状況

に関する検討も行った。これらのキャラクタリ

ゼーションの結果，設計どおりの直鎖状および

架橋状 coiled coil 二量体構築に成功した。1) 

本研究で得た coiled coil 二量体単位を適切に

組み合わせ，高分子化することで水溶液中にお

ける繊維状担体の構築が可能になる。このよう

な担体は環境適応型新繊維材料として，そして，

後述するセンシング材導入などに活かすことが

できる。以上の点から本研究成果は  “Green 

Sustainable”な材料提供に意義深いと考えられる。 

② 金属イオン応答性 coiled coil hetero block の

構築 

これまでわれわれは外部刺激として金属イオ

ンに応答して coiled coil 構造を形成するアセン

ブル系を構築してきた。金属イオン不在下では

random coil であるポリペプチドが金属イオンの

存在によって三量体 coiled coil 構造に誘起され

る例である。本研究では 2 種類の短鎖ポリペプ

チドを用いた金属イオン応答性 coiled coil hetero 

block の構築を目指した(Fig. 2)。金属イオン応答

性 coiled coil hetero block は 2 つの異なるドメイ

ンが外部刺激(金属イオン)を引き金に融合し，

機能の on, off 制御ができる新規人工タンパク質

の創製に大きく寄与するものと考えられる。ま

た，本研究の目的である金属イオンセンシング

の観点からも基礎となりうる超分子系である。 

本研究において用いたポリペプチドはこれま

での報告から金属イオン応答性 coiled coil ポリ

ペプチドを 2 つの短鎖ユニットに分割したモデ

ルである。CD スペクトル測定により水中にお

けるポリペプチドの二次構造について調べた結

果， Ni2+イオン不在下では 2 種類の短鎖ポリペ

プチドはいずれも random coil であったが，Ni2+

イオン存在下では 2 種類の短鎖ポリペプチドに

よる coiled coil hetero block を示唆するシグナル

が観測された。さらに形成した会合体の状況を

検討するためにゲルろ過クロマトグラフィーに

よる分画分析ならびに会合体分画の HPLC によ

る組成分析を行った。その結果，短鎖ポリペプ

チドを用いることで Ni2+イオン存在下において



 

 

 

Fig. 3 Schematic illustration of Ni2+ ion induced 

coiled coil FRET system. 

 

設計どおりの coiled coil hetero block 構築に成功

した。2) 

本研究成果は，二つのドメイン間で機能の on, 

off 制御ができる新規人工タンパク質の創製の

みならず，ポリペプチドのコンホメーション変

化を利用した金属イオンセンシング系に大きく

寄与できるものと考えられる。 

(2) coiled coil hetero block を用いた遷移金属イ

オンセンシング系の開発 

金属イオンセンシングにおいては特定の金属

イオン種を選択的に検出するための定量的計測

が必要とされる。そのためにはセンシング挙動

の可視化が重要となる。そこで，本研究では上

記の coiled coil hetero block 形成における，ポリ

ペプチドのコンホメーション変化の可視化を目

的として Fig. 2 の Pep3 および Pep4 それぞれに

蛍光ドナー(Cy3B)，アクセプター(Cy5Q)を導入

したPep5およびPep6の合成を行った。そして，

Pep 5 および Pep 6 に導入した蛍光ドナー−アク

セプター間の FRET(Fluorescence Resonance 

Energy Transfer)現象を用いることによる金属イ

オンに対するポリペプチドの構造変化の可視化

について検討を行った(Fig. 3)。すなわち，蛍光

ドナーである Cy3B を励起することによるアク

セプターCy5B の蛍光発光を観察することで

FRET 効率を見積もる。その結果，Ni2+イオン存

在下において高効率な FRET 挙動が観測された。

これは coiled coil hetero block が形成した際に

Pep5 および Pep6 それぞれに配した Cy3B-Cy5Q

間距離がFörster半径内に近づいたことに起因す

ると考えられた。3,4) 

本研究成果は，ポリペプチドのコンホメーシ

ョン変化を利用した金属イオンセンシング系を

蛍光センシングに移行することにより可視化で

きたことを示している。さらにセンシングにお

ける定量性や金属イオン選択性をより厳密に制

御できるモデル構築が行うことができれば，ポ

リペプチドを有効な金属イオンセンシング材と

して供出できるものと考えられる。 

(3) Coiled Coil ポリペプチドを用いた希土類金

属イオンセンシング系の構築 

(2)では，Ni2+イオンなどの遷移金属イオンに

応答した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 FRET 現象を利用した遷

移金属センシング系の構築について記したが，

本研究では希少性が高く，かつ EL 素子や造影

剤などの用途において重要な役割を果たしてい

る希土類金属イオンの coiled coil ポリペプチド

による選択的センシングについて検討した。本

研究で用いた coiled coil ポリペプチドは希土類

金属イオン結合部位として-カルボキシグルタ

ミン酸(Gla)残基を有しており，希土類金属イオ

ンとの配位により coiled coil 構造が誘起される

モデルである。また，希土類金属イオン結合部

位近傍に Trp 残基を配し，-*励起による希土

類特有の f-f 遷移を利用した発光センシングを

目指したモデル設計を行った。 

希土類金属イオン存在下におけるポリペプチ

ドの構造変化は CD スペクトル測定から判断し

た。その結果， Eu3+などの希土類金属イオンに

選択的応答を示す新規ポリペプチドアセンブル

系の構築に成功した。また，Trp の-*励起によ

る Eu3+の f-f 遷移領域の発光が観測された。これ

らの結果は形成 coiled coil構造中のTrpからEu3+



 

 

イオンへのエネルギー移動が起こっていること

を証明しており，希土類金属イオンの蛍光セン

シングの可能性が示された。5) 

本研究成果は，coiled coil 構造が形成する疎水

コアに希土類金属イオンを配位させ，f-f 遷移由

来の発光をもとにセンシングを実践できたこと

から希少な金属イオンに対する高感度センシン

グに有効であると考えられる。 

 

3. 問題点および今後の展開 

本研究課題を通して，  de novo 設計による

coiled coil ポリペプチドのセンシング材への利用

可能性について示した。遷移金属に応答する

coiled coil hetero block に関しては，学術的には新

奇なモデルである。しかしながら，実用性に関し

ては対象となる遷移金属イオンの選択性が必ず

しも高いとは言えず，配位場付近のアミノ酸残基

改変によるモデル変更が今後の課題となる。また，

水系での金属イオン回収まで考慮すると，2(1)①

で提案した担体との複合化なども課題となる。ま

た，より希少性の高い希土類金属検出を目的とし

た f-f 遷移利用センシングの可能性についても，

18 年度以降検討したが，希土類金属イオンの発

光がブロードであるため，蛍光強度の定量性や蛍

光量子収率などが問題となる。検討課題として希

土類金属イオンの配位場のさらなる改良をコン

セプトにした新規ポリペプチド設計が挙げられ，

現在進行中である。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

線療法において有効な希土類金属イオンを対象

とした新規センシング系が確立できるものと考

えられる。 

 

4. 社会および学協会等への貢献度 

 本研究では種々の「金属イオンの存在により

構造変化をおこすポリペプチド会合体設計」に

成功した。特にペプチド工学分野における興味

対象としてだけでなく，「金属イオンセンシング

材としてのポリペプチド設計」と置き換えるこ

とで金属応答性の可視化の手法についても開発

することができた。これらの成果は種々の目的

に応じた，新規金属イオンセンシング系へ展開

できるものと考えられる。本研究課題の成果は

国内外学会で発表が行われ，中でも希土類金属

イオンの蛍光センシングに関しての発表は第 42

回ペプチド討論会ポスター賞を受賞した。さら

に研究成果は国内外英文雑誌にも掲載された。

特に 2(1)①における成果は日本化学会欧文誌

BCSJ 賞として表彰されるとともに，日本化学会

の刊行物「化学と工業 2007 年 8 月号」にその旨

掲載された。 
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環境中の金属イオンの分離濃縮および高感度モニタリング法の開発 

 

                             日大生産工   ○南澤 宏明 

 

① 当初の課題の意義，目的およびその概

要  

当該研究プロジェクト「グリーン・サス

テイナブルな先端有機材料の高機能化と高

選択的分離分析システムへの展開」におけ

る研究役割分担「高選択的吸着材料による

重金属イオンの分離分析」に携わり，「環

境中の金属イオンの分離濃縮および高感度

モニタリング方の開発」の研究課題で平成

17－19年の3カ年，研究に取り組んできた． 

20世紀のめざましい科学の発展は我々人

類の生活を快適にしてきたが，無計画であ

ったために，地球環境の汚染や破壊，資源

の枯渇が深刻な問題になっている．我々の

地球環境を修復するためにはこれらの環境

汚染の元凶となる有害物質の分離除去およ

びそれらの正確な存在量の把握，まだまだ

利用されていない未利用資源の有効利用や

資源の再利用が重要なカギとなる．本研究

課題はこれらの問題解決を目指すものであ

り，社会的に見ても非常に意義のあるもの

である．環境中の重金属類の分離濃縮には

吸着，イオン交換，凝集，膜分離，起泡分

離，微生物処理などの多くの物理的，化学

的，生物的手法が用いられており，化学的

処理における代表的な分離濃縮材として，

イオン交換樹脂，キレート樹脂，シリカゲ

ル，活性炭，凝集剤，種々の膜，マイクロ

バブルなどが挙げられる．天然に存在する

無機系未利用資源としては天然ゼオライト

や粘土などが，生物系未利用資源としては 

  キチンやキトサン，植物残渣などが挙げら

れ，これらはこれからの有効利用が期待さ

れる重要な未利用資源である．本研究では

これらをそのままないし，これらに種々の

化学処理を施して新な分離濃縮材を調製し

て重金属イオンの分離濃縮について検討を

行った． 

 一方，高感度モニタリング法の開発につ

いては，機器による測定の前の予備濃縮操

作を中心に検討を行った．重金属類を分析

する方法として，原子吸光分析や誘導プラ

ズマ発光分析などがある．いずれも高感度

な分析方法であるが，装置の検出限界以下

の極低濃度で人体や植物に影響をあたえる

ような有害物質も尐なくない．このような

有害物質を定量する際は装置による測定の

前に種々の予備濃縮操作を併用することで

高感度な分析が可能になる．また，ＩＴ工

業などでは高純度の製品が求められ，極微

量な不純物の混入も製品に重大な影響を与

えるため，高感度で高精度な成分分析が不

可欠であり，機器による測定の前に行う予

備濃縮操作が重要な意味を持つ． 

 本研究では，このような背景のもと，「環

境中の金属イオンの分離濃縮および高感度

モニタリング方の開発」について検討を行

った．前述のように，本研究は環境修復お

よび環境理解のために，また，精度の高い

製品が望まれるＩＴ工業などの発展にも寄

与するものを考えられる． 
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② 研究成果 

ａ．平成19年度における研究成果 

ａ－１．マイクロカプセルを用いる金属イ

オンの分離濃縮に関する研究 

検討を行い，得られた方法でいくつかの

実試料の目的金属イオンの定量を行った．

人の毛髪が人体に入り込んだ有害金属を排

泄する役割を担っていることはあまり知ら

れていない．毛髪の構成成分は主にケラチ

ンというタンパク質であり，ケラチンには

シスチン，メチオニン，システインという

含硫アミノ酸が多く含まれている．これは

これらのアミノ酸が有害金属の濃縮能を有

していることを示唆しているが，アミノ酸

の多くは両性イオンとして水に溶解するた

めにそのままの状態では有害金属の固相吸

着体として使用できない．一方，アルギン

酸ナトリウム溶液は塩化カルシウム溶液に

滴下すると膜を形成して球状ゲルを生成す

る．そこで，アミノ酸とアルギン酸からな

る新たな機能を持った有害金属の吸着体の

調製およびそれらを用いた重金属の吸着能

について基礎的検討を行った．そこで，シ

スチン，メチオニン，システインを1 %含む

アミノ酸含有アルギン酸ビーズをそれぞれ

作成し，いくつかの金属（Co，Mn，Ca，Fe，

Mg，Ni）を用いて吸着能を比較したところ，

いずれの元素においてもシステインビーズ

の吸着が良好であり，特に最も良好にFe(III)

を吸着することがわかったので，より優れ

たシステインビーズを調製するために, ア

ルギン酸濃度, システイン濃度, 塩化カル

シウム濃度, 塩化カルシウム溶液への浸漬

時間, ビーズの粒子径,  乾燥の効果等の

様々な調製条件について検討を行った. シ

ステインは水溶性であるため吸着操作中に

ビーズから溶出する可能性がある. そこで, 

アルギン酸溶液と塩化カルシウム水溶液の

両方にシステインを添加してシステインが

できるだけビーズ内に保持されるよう調製

を行い，16%システイン含有アルギン酸ビ 

  ―ズが最適であった．粒子径の影響につい

てはマイクロピペット用チップおよび毛細

管を用いて粒径の異なるビーズを作成して

検討を行った．その結果, 粒子径を小さく

することで吸着表面積が増加し良好な吸着

が得られると考えていたが, 実際は逆に吸

着量が減尐したので, 実験では粒子径1.3 

mmのビーズを用いることにした. 今回使

用したシステインは容易に酸化されて金属

と錯生成能を有さないシスチンに変化する

ことが知られている．そこで, Fe(III)の吸着

率が向上しない理由がシステインの酸化に

よるものではないかと考え, システインの

酸化防止剤(還元剤)であるメルカプト酢酸

を含んだシステインビーズを作成して吸着

実験を行ったが良好な結果は得られなかっ

た．以上のような検討結果より，本研究で

は粒子径1.3mmの2 %アルギン酸-16 %シス

テインビーズをFe(III)の吸着体とした．50 

ppbのFe(III)溶液について吸着実験を行った

ところ, 吸着率は吸着時間30 分で57.4 %，6 

時間で77.8 %となり, 吸着率は向上したが

100 %の吸着には至らなかった．本研究で調

製した吸着体はアミノ酸およびワカメの成

分であるアルギン酸を用いて作成してお

り, 有機溶媒などを用いない環境にやさし

い吸着体ということで, その利用が期待さ

れるが, 実用にはシステイン溶出の改善が

課題である． 

ｂ．継続3年間を総括した研究成果 

 環境調和型未利用資源を用いた重金属類

の除去に関する研究では，代表的なバイオ

マスであるキチンを用いたMnの吸着およ

び無機系化合物であるハイドロタルサイト

を用いたPbなどの重金属類の吸着について

検討を行い，一定の評価を得ることが出来

た．また，高感度モニタリング法の開発で

は，キトサン溶液を用いた界面濃縮による

微量Cuの黒鉛炉原子吸光分析および新規な

吸着剤として注目を集めているキレート繊

維を用いた微量Sb，CeのICP-AESについて 



検討を行い，得られた方法でいくつかの実

試料中の目的金属イオンの定量を行った． 

ｂ－１ 重金属類の分離濃縮 

ハイドロタルサイト(HT)は陽イオンと陰

イオンの両イオン交換能を有する層状構造

の無機系吸着剤である．陽イオンはホスト

層の陽イオンと交換され，陰イオンは層間

に取り込まれて陰イオン交換される．また，

他の無機イオン交換体に比べて交換容量が

大きいのが特徴である．そこで，有害イオ

ンであるCrO4
2-，Cr(III)およびPb(II)の吸着 

について種々の検討を行った．各イオンは

pHの上昇と共にHTへの吸着量が上昇し，

pH2以上でCr(III)およびPb(II)はほぼ100%，

CrO4
2-は60%ほど吸着された．pH1以下では

HTが酸に可溶であるためにHTの一部溶け

出して吸着体として作用しなかった．CrO4
2-

の低い吸着率の原因としてはCr(III)のよう

な陽イオンはホスト層での交換に対して，

陰イオン交換能はホスト層とホスト層との

間の層内で行われるため，サイズの大きい

CrO4
2-は層内に入りにくく，このような傾向

を示したものと考えられる．HTの有害物質

の除去剤としての可能性について吸着等温

線を作成して最大吸着量を求めたところ，

いずれのイオンも最大吸着量はHT50mgに

対し，30～50 μg程度であった．また，これ

らのイオンを吸着したHTは尐量の酸に溶

解できるので，HTはこれらのイオンの予備

濃縮剤としても有効であると考えられる． 

キチンを用いる方法ではキチンが酸性領

域で陰イオン吸着体として作用する性質を

利用して水中の全MnをMnO4
-としてキチン

に分離濃縮後，直接メタル炉に注入する環

境水中の微量Mnの原子吸光分析法につい

て基礎的諸条件の検討を行った．試料水に

酸化処理を施し，水中の全Mnを安定化した

MnO4
-とすることでpH3.0～5.0の範囲でほ

ぼ100％キチンに吸着濃縮することができ

た。MnO4
-の吸着したキチンを尐量の水

(5.0cm
3
)に分散させ，その一部(10μl)をメタ 

ル炉に注入する方法で検量線を作成したと

ころ，Mn1.0μg/100cm
3以下で原点を通る直

線関係が得られた。Mn0.2μgおよび0.5μgを

含む試料溶液についての本法での繰り返し

精度(n=5)はそれぞれ4.7％，3.9％であった。

Mnの定量時においてCu(II)，Co(II)などの多

くの金属イオンはMnの10倍程度の共存

で,K（I），Ca(II)などは200倍程度の共存で

も影響を与えなかった。一般的な水道水な

どの水試料にはこれらの金属イオンはそれ

ほど多く存在していないため，本法は金属

イオンなどの共存イオンの影響を受けるこ

となく、環境水中の全Mnの定量に応用でき

るものと考えられる。 

ｂ－２ 高感度モニタリング法の開発 

キトサンを含む水溶液と尐量の有機相を

振り混ぜると二相間界面に疎水性膜状物質

が生成し，そこに水中の微量Cu(II)が分離濃

縮される．この現象を黒鉛炉原子吸光分析

における予備濃縮操作とする環境試料中の

微量Cu(II)の高感度モニタリング法につい

て検討を行った．微量Cu(II)を含む水試料に

0.2%キトサン溶液5.0cm
3を加えpHを8.5に

調整後，ニトロベンゼン3.0cm
3を加えて振

り混ぜて水相と有機相の二相間界面に生成

する疎水性の膜状物質にCu(II)を水相から

分離濃縮させる．このCu(II)を含む膜状物質

を10M-CH3COOH2.0cm
3で溶解後，その一

定量（20μl）を黒鉛炉に注入し，原子吸光

分析により定量を行ったところ，検量線は

0.006～0.3μgCu(II)/100cm
3の範囲で原点を

通る直線間係（r=0.992）を示し，検出限界

（3σ）はCu(II)0.002μg/100cm
3（0.02ppb）で

あった．この方法をいくつかの水試料中の

微量Cu(II)の定量に応用し，良好な結果を得

ることができた．  

一方，キレート繊維はセルロースにキレ

ート基などを化学修飾させて金属を捕捉で

きるようにした素材であり，安価で吸着性

に優れる新規な吸着剤として注目されてい

る．今回，工業的にも利用されているSbお 



よびCeを分析対象金属として検討した．Sb

およびCeのキレート繊維への吸着に及ぼす

水相のpＨの影響を検討した結果，SbはpH 

3.0～7.0，CeはpH 3.6～7.0の範囲でほぼ

100%の吸着を示した．キレート繊維に分離

濃縮されたCeは硝酸，Sbは硝酸と酒石酸の

混合溶液に良好な溶離性を示した．ICP-AES

を用いる実際の測定における定量範囲を調

べるため試料溶液を1000 cm
3，溶離液を10 

cm
3として実験を行い，溶離後の検量線を作

成し定量性の確認を行った（濃縮率100倍）．

その結果，溶離操作後に得られた検量線は

濃縮前の濃度でSb：0.50～1.50 ppb，Ce：0.25

～1.00 ppbの範囲で直線関係を示し，直線の

相関係数はいずれもr=0.9999と良好な結果

を示した．本法を水道水中の定量に応用し

た．その結果，濃縮前の水道水1000 cm
3中に

Sbが1.98 μg，Ceが0.293μg含まれているこ

とがわかった．本法での検出下限はそれぞ

れSb：11.9 ppb，Ce：5.0 ppbだった．これら

の検討結果よりキレート繊維を予備濃縮操

作に用いることでICP-AESの検出下限以下

に存在するような極微量な金属を定量可能

な範囲まで濃縮し，定量することが可能に

なった．本法は環境水試料中の極微量Sbお

よびCeの固相抽出－ICO-AESとして有効で

ある． 

 

③ 問題点および今後の展望 

 天然ゼオライトや粘土などの無機系未利

用資源およびキチンや植物廃棄物などの生

物系未利用資源の有する重金属類の吸着能

に注目し，化学修飾などを加えて新規な重

金属吸着体を製造することは資源の乏しい

我が国などにとって非常に有効である．こ

のような未利用資源は我が国をはじめ世界

中に多く保有されているため，この未利用

資源の有効利用法の開発は発展途上国など

にとって非常に重要であり，これらの国へ

のさらなる展開が期待できる．また，有害

物質の除去の点からも本研究は環境浄化お 

よび環境修復に寄与するものであり，さら

には，選択的な重金属類の分離濃縮が可能

になれば，再利用への展開が期待される． 

しかしながら，良いことばかりではなく，

重金属類を分離濃縮した固相の処理が大き

な問題となっている．現在はセメントやガ

ラスなどに固化して処理するのが一般的で

あるが，環境の変化により、それらから有

害物質が溶出しないとも限らない．今後は

「捕らえたものは逃さずに留める．」の姿

勢で取り組む必要がある． 

一方，未利用資源には多種多様な共存物

があり，機器分析における予備濃縮操作に

未利用資源を使用するには精度の点で問題

があるため，未利用資源を高感度モニタリ

ング法へ適応するのは困難であった．しか

しながら，現在の高感度モニタリング法で

は高価な装置や試薬を使う場合が多く，今

後はハイドロタルサイトなどの比較的安価

な化合物を使った方法の開発を行う． 

 

④ 社会および学協会等への貢献度 

 前述したように未利用資源の有効利用と

いう点で，また，環境浄化（環境修復）と

いう点で，本研究課題は環境中の有害物質

である重金属類の分離濃縮（除去）を目的

としているため，社会への貢献度が高いも

のと考える．最近の学協会誌にも環境修復，

未利用資源や廃棄物の有効利用に関する論

文が数多く掲載されている．また，それら

に関した新しい学会の設立や論文誌が発刊

されていることから，社会の関心の高さが

伺われる． 

 また，分析化学の立場から言えば，精度

と感度の優れた高選択的モニタリング法の

開発は環境理解，精密工業の分野で必要不

可欠であり，この点からも本研究課題の遂

行は社会および学協会へ十分寄与するもの

である． 




