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科学技術振興財団
理 事 長　長谷川　吉弘

　第31回（2013年度）研究助成金を贈呈した研究者の方々による研究成果を収録した「研究報

告集第28集」をお手許にお届けします。1983年３月の財団設立以来、科学技術に関する調査・

研究・国際交流に対する助成・奨励を行うことを目的として活動を続けてまいりました。これ

も、ひとえに皆様方のご理解とご協力の賜物と厚くお礼申しあげます。

　昨年、ノーベル生理学・医学賞を大隅良典東京工業大学栄誉教授が受賞しました。日本人の

ノーベル賞受賞は３年連続で25人目となります。ノーベル生理学・医学賞では2015年度の北里

大学の大村智特別栄誉教授が受賞され２年連続して受賞するという快挙を成し遂げています。

受賞の対象となった大隈先生の業績は、細胞が不要となった構成要素、たとえばタンパク質を

分解して再利用する現象「オートファジー」のメカニズム解明です。生理学・医学賞には最大

で3名の受賞枠がある中で単独受賞されています。自然科学分野の日本の受賞者21人の中で単

独受賞は、湯川秀樹氏と利根川進氏の２名だけです。いかに独創的で優れていた研究であるか

を示すものです。

　近年の研究開発の潮流が出口志向を強めていて実用化を想定した応用研究に集中していく傾

向にあります。大隈栄誉教授は細胞のオートファジーという基礎研究の分野で受賞できたこと

について、「基礎研究だけでよいわけではないが、基礎研究がないと新しい進歩はない」と、

基礎研究の重要性を説明されています。このような基礎研究の成果が、日本の基礎科学の発展

に大きく寄与しています。

　当財団では、現在、「植物有用成分およびバイオマス資源の高度利用に関わる研究」、「エレク

トロニクス複合材料および次世代実装に関わる研究」、「持続可能な社会を実現する有機系新素

材およびその機能化に関わる研究」の３課題を対象に研究助成事業を行っており、これまでに

620件の研究を支援してきました。当財団が助成金を贈呈した研究者のうち、2001年に野依良

治先生（現・科学技術振興機構研究開発戦略センター長）が、2010年には鈴木章先生（現・北

海道大学名誉教授）が、それぞれノーベル化学賞を受賞されています。これからも科学技術の

発展に寄与する研究開発への支援活動を行っていく所存です。皆様の一層のご指導とご支援を

お願い申しあげます。

2017年３月

松籟（しょうらい）：「松の梢に吹く風」の意味
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　戦後、焦土と化した国土から立ち上がった我が国は、国民の勤勉さと旺盛な技術革新とを結

合させ、驚異的な復興と成長を実現し、その国民総生産は今や全世界の１割を占めるまでに至

りました。

　この間、我が国の科学技術は、導入技術に依存しつつも逐次自主技術開発への努力を積み重

ね、世界に誇り得る数多くの技術を創出し、先進国としての確実な地歩を固めてまいりました。

　しかしながら科学技術全般に視点を移しますと、我が国は、とかく成果を期待する余り、応

用技術に直接結びつかない研究を軽視する傾向があり、基礎科学の立ち遅れが内外より指摘さ

れております。このことは他国の基礎研究成果への我が国の只乗り論を招くなど、国際摩擦の

一因となっております。

　今や我が国は、世界の経済大国として創造的な科学技術を広範に創出し、地球上のエネルギー

開発利用、科学技術の恩恵に十分浴さなかった国々への援助、生命科学の人間生活への応用な

どを進め、世界経済の活力強化と社会の発展に貢献していく責務を負っています。

　このような時代の要請を踏まえ、松籟科学技術振興財団は、科学技術に関し、調査・研究お

よびこれらに対する助成などを行い、全地球的な科学技術の振興に貢献しようとするものであ

ります。

設立の趣意



ii iii

設立の経緯

　ハリマ化成グループ株式会社創業者の長谷川末吉は、はやくからトール油をさまざまな用途

に適応可能な素材として着目していました。そして、かねてからの考えを行動に移し、1952年

にはトール油の試験生産を開始しました。以来、トール油に対する研究開発を通じて、トール

油の持つ素晴らしさを全国に紹介し、その可能性を拓いていきました。その長年にわたる功績

が認められ、1982年に長谷川末吉は科学技術庁（現文部科学省）より“科学技術功労者賞”を

受賞しました。

　ハリマ化成グループは、この栄誉を機に、さらなる科学技術の振興と世界文化の発展を願っ

て、科学技術に関する調査･研究･国際交流に対する助成･奨励を行うことを目的として、1983

年３月“財団法人松籟科学技術振興財団”を設立しました。

　設立より30年を迎えた2013年４月１日をもって、公益法人の認定を受け「公益財団法人　松

籟科学技術振興財団」となりました。引き続き、科学技術の発展に寄与する研究開発への支援

事業活動を行ってまいります。

事業の概要

　当財団では、科学技術の振興と世界文化の発展に寄与することを願い、以下の事業を行って

おります。

　⑴　科学技術に関する調査・研究およびこれらに対する助成（研究助成事業）

　⑵　科学技術に関する国際交流に対する援助（国際交流派遣事業）

　⑶　その他、当財団の目的を達成するために必要な事業

財団の概要

　名　　称：公益財団法人松籟科学技術振興財団

　設　　立：1983年３月12日

　移行登記：2013年４月１日

　行　政　庁：内閣府

財務状況（2016年３月31日現在）

　正味財産　870,324,188円

設立の経緯と財団の概況
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1. Introduction
　From the late 20th century, therehasbeengreat

interest inpolymer-inorganicnanocompositecolloidal 

particles,whichhavea specific surfacearea that is

much larger than thatofbulkynanocomposites(1,2). If

theorganiccomponent is film-forming, suchparticles

can be used to produce paints or coatings. Latex

filmprepared from an aqueous dispersion of film-

formingorganicpolymer-silicananocompositeparticles

possessed superior thermal,mechanical, and flame

retardantproperties compared to a similar organic

polymerlatexfilm(3).

　Thepresent studydemonstrates that anaddition

of "soft" poly(n-butyl acrylate) (PBA) core-"hard"

silica (SiO2) shell nanocompositeparticles as a filler

significantly enhances the adhesion properties

of awater-based PSA(4). This type of "soft-hard"

nanocompositeparticle is fabricated easily through

a one-step aqueous free-radical polymerization in

the presence of SiO2 nanoparticles.The resulting

colloidalnanocompositedispersionswerepurifiedand

extensively characterized in terms of particle size,

morphology, silicacontent,andchemicalcomposition.

Adhesive filmswere prepared fromblends of the

nanocomposite particles and PBA homopolymer

latexparticles atvariousweight ratios.Theeffects

of nanocompositeparticle amount on tackadhesion

propertieswere investigated using a probe tack

tester. In thepresentstudy,probetackstudieswere

conducted at a rate of 10mm/s to obtain stress-

displacement (S-D) curves.Asa control experiment,

polystyrene (PS)-SiO2 nanocomposite particles and

SiO2particleswereused as a filler and the results

on adhesion propertieswere comparedwith those

obtainedusingthePBA-SiO2nanocompositeparticles.

Apossible tackenhancementmechanism isproposed

basedontheprobetackresults.

申請者　大阪工業大学　藤井　秀司

バイオマスを利用した微粒子安定化エマルション粘着剤の開発

大阪工業大学　工学部　応用化学科
藤井　秀司、中村　吉伸

Abstract
　Colloidalaqueousdispersionsofpoly(n-butylacrylate)(PBA)-silica(SiO2)nanocompositeparticlesweresynthesized

through freeradicalpolymerization in thepresenceofSiO2nanoparticlesandpoly(N-vinylpyrrolidone)colloidal

stabilizer.ThenanocompositeparticleswerestablecolloidswithareasonablynarrowsizedistributionandaSiO2
contentof40%.MorphologyofthenanocompositeparticleswasconfirmedtoinvolveaPBA-core/SiO2nanoparticle-

shell using electronmicroscopies.Pressure-sensitive adhesive (PSA) filmswereprepared fromblends of the

nanocompositeparticlesandPBAhomopolymerparticlesatvariousweightratios.Probetacktestsatthestandard

proberate,which isclosetotheactualpeelingspeed forPSAs,confirmedthatmaximumstressof tackadhesion

improved2.36timesandadhesionenergyimproved1.39timesuponadditionofnanocompositeparticlescomparedto

thatofPBAhomopolymerfilm.Thenano-scalemechanicaldeformationandenergydissipationabilityofthe‘soft-hard’

nanocompositeparticleswasexpectedtoincreaseadhesionenergy.
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2. Experimental
2. 1. Materials
　2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochloride

(AIBA,97%),n-butylacrylate (BA,99%),andstyrene

(St,99%)wereobtained fromSigma-Aldrich.TheBA

andStwereusedafterpassing throughacolumnof

basicalumina(activated,Brockmann1,standardgrade,

~150mesh,58Å)toremovetheinhibitor.Poly(N-vinyl

pyrrolidone)(PNVP;nominalmolecularweight=360,000)

andammoniumpersulfate (APS,95%)wereobtained

fromWakoChemicals.AnaqueousdispersionofSiO2
nanoparticles (Bindzil2040; 20 nm amorphous SiO2
nanoparticleaqueousdispersion,40wt%solidcontent)

and SiO2 particles (Snowtex®MP-2040;D: 180 nm

amorphousSiO2particleaqueousdispersion,40.4wt%

solidcontent)weredonatedbyEkaChemicalsABand

NissanChemicalIndustries,Ltd,respectively.

2. 2. Synthesis of PNVP-PBA-SiO2 and PNVP-PS-
SiO2 nanocomposite particles

　PNVP-stabi l ized PBA-SiO2 (PNVP-PBA-SiO2)

nanocomposite particleswere synthesized using

aqueousfreeradicalpolymerizationinthepresenceof

SiO2nanoparticles(5). PNVP-PBA-SiO2nanocomposite

particlesynthesis(SiO280wt%system)wasconducted

as follows: PNVP (0.25 g; 5.0 wt% based on BA

monomer)wasadded towater (41.0g) in a 100-mL

round-bottomed flask and themixturewas stirred

at 25℃until ahomogeneous solutionwas obtained,

followed by addition of aqueous SiO2 sol (10.00 g

aqueousdispersion,equivalentto4.00gdrySiO2).The

reactionmixturewaspurgedwithnitrogen,andBA

monomer(5.00g)wasadded.Then,theAIBAinitiator

(50.0mg;1.0wt%basedonBAmonomer)indeionized

water(3.0g)wasaddedtothereactionmixture,giving

a totalwatercontentof50.0g.Thissameprocedure

wasused for thesynthesisofotherPNVP-PBA-SiO2

nanocompositeparticles (8and40wt%SiO2systems)

and PNVP-polystyrene (PS)-SiO2 nanocomposite

particles.The polymerizationswere conducted at

60℃under nitrogen andwere stirred at 250 rpm

for24h.APS-PBA latexparticleswere synthesized

by surfactant-free emulsion polymerization using

ammoniumpersulfate(APS).

2. 3. Characterization of PNVP-PBA-SiO2 and PNVP-
PS-SiO2 nanocomposite particles

　Particlesize inwatermediawasdeterminedusing

aparticle size analyzer (MalvernMastersizer2000)

equippedwithasmallvolumesampledispersionunit

(Hydro 2000SM; ca. 150mL including flowcell and

tubing),He-Nelaser(633nm),andsolid-statebluelaser

(466nm).Stir ratewasadjusted to2,000rpm.Mean

particlediameterwasusedasvolumemeandiameter

(Dv).

2. 4. Preparation of adhesive films
　Thepurifiedandconcentratedaqueousdispersionof

PNVP-PBA-SiO2nanocompositeparticles (14.36wt%)

wasblendedwith theaqueousdispersionof charge-

stabilizedAPS-PBAparticles (13.57wt%)atvarious

weightratios(PNVP-PBA-SiO2/APS-PBA:100/0,50/50,

40/60,30/70,20/80,10/90,5/95,1/99and0/100based

onsolidweight)andstirredwell.Aqueousdispersions

of the blendedparticleswere cast on 38-µm thick

poly(ethyleneterephthalate)sheets,followedbyheating

at70℃for5-6h inanoven toevaporate thewater.

Then, the filmswereallowedtostandat23-25℃for

oneday.Thicknessoftheresultingadhesivefilmswas

ca. 100µm,measuredusinga thicknessgauge (Dial

thicknessgaugeH-MT,OzakiMfg.Co.Ltd.,Tokyo,

Japan).

2. 5. Probe tack test
　Tackof theadhesive filmswasmeasuredusinga

probe tack tester (TE-6002,TesterSangyo,Saitama,

Japan)witha stainless-steel (SUS304)probe (5mm

diameter)withaflatendat23±1℃.
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3. Results and discussion
3. 1. C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  P N V P - P B A - S i O 2 

nanocomposite particles and APS-PBA latex 
particles

　Opticalmicroscopic images indicatedno signs of

coagulation for the80SiO2wt%system.Thevolume

averagediameter (Dv)of thenanocompositeparticles

wasmeasured to be 140±50 nm using the laser

diffractionmethod,which suggests formation of a

colloidally stablenanocompositeparticledispersion.

In contrast, PNVP-PBA-SiO2 nanocompositeswere

obtained as flocs in the 8 and 40wt% systems, as

indicated by the significant increases in apparent

particlediameteranddiameterdistribution (Dvvalues

>60µm).Thus,characterizationandadhesionproperty

evaluationswere performedusing thePNVP-PBA-

SiO2nanocompositeparticles synthesized in80wt%

system,hereafter.Acharge-stabilizedAPS-PBAlatex

particle aqueousdispersion,whichwasmilky-white

coloredandcolloidallystable for longerthanoneyear

withoutcoagulation,wassynthesizedbysurfactant-free

emulsionpolymerizationusinganAPS initiator.Laser

diffractionparticlesizeanalysis study indicatedaDv

valueof350±10nm.

　CHNelementalmicroanalysis studiesrevealed that

thePNVP-PBA-SiO2nanocompositeparticlesconsisted

of3.03wt%PNVP,57.07wt%PBA,and39.90wt%SiO2,

which agreedwellwith the theoretical preparation

TEM images of (a, b) PNVP-PBA-SiO2 nanocomposite particles (80 wt% SiO2 system) and (c, d) 
thin cross section of the corresponding film prepared using the nanocomposite particles.



―6― ―7―

values (2.703wt%PNVP; 54.054wt%PBA; 43.243

wt%SiO2).Nanomorphologyof thePNVP-PBA-SiO2
nanocompositeparticles and the corresponding film

was investigated indetailusingtransmissionelectron

microscope (TEM) (Figure 1).TheTEMstudies on

samplepreparedusingdilutednanocompositeparticle

aqueous dispersion revealed submicrometer-sized

nonsphericalparticleswithanumber-averageHeywood

diameter (DH), polydispersity, and circularity value

of239nm,1.02,and0.48, respectively (Figure1a). In

addition,amagnifiedimage(Figure1b)clarifiedthatthe

nanocompositeparticleshadaheterogeneouscharacter

consistingofPBAandSiO2 components.Figures 1c

and1dshowTEMimagesofthethincrosssectionof

thePNVP-PBA-SiO2nanocompositelatexfilm.Ablack

networkstructureconsistingofSiO2nanoparticleswas

observed.Theseresultsconfirmthatthemorphologyof

thenanocompositeparticlesconsistedofaPBA-core/

SiO2nanoparticleshellstructure.

3. 2. Characterization of adhesive films
　Figure 2a shows thatmaximumstress increased

upon incorporation of filler particles and reached a

maximumvalueof0.52MPaat71number%(20wt%)

forthePNVP-PBA-SiO2nanocompositeparticlesystem;

maximumstress increasedto2.36timesascompared

with that of thePBAhomopolymer film.Atvalues

greater than81number% (30wt%)PNVP-PBA-SiO2

nanocompositefillerparticlecontent,maximumstress

decreasedrapidly.Thisshouldbebecausethenumber

ofnanocompositeparticlesat the interfacebetween

probe tip and adhesive layerwas likely too high.

AdhesionenergyofthePNVP-PBA-SiO2nanocomposite

particle systemwasgreater than that of thePBA

homopolymer filmsystemat fillerparticlenumber%

valuesatandlessthan53%(10wt%)(Figure2b).

　As a control experiment, adhesion properties of

APS-PBA/PNVP-PS-SiO2andAPS-PBA/SiO2 (180nm)

composite filmswere investigated.These two fillers

havehardcoreandcouldnotbedeformedunderstress

at roomtemperature.Maximumstress increasedup

Effect of filler particle amount on (a) maximum stress and (b) adhesion energy for tack of adhesive 
films. The films were prepared from mixture of APS-PBA latex particles and PNVP-PBA-SiO2 
nanocomposite particles (solid line), mixture of APS-PBA latex particles and SiO2 particles ( : 180 
nm) (broken line), and mixture of APS-PBA latex particles and PNVP-PS-SiO2 nanocomposite 
particles (dotted line). The tack was measured without prism. (● Cohesive failure; ○ Interfacial 
+ Cohesive failure; □ Interfacial failure; ■ No tack)
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to 128 or 98%upon incorporation ofPNVP-PS-SiO2

nanocompositeparticlesorSiO2particles (D: 180nm),

respectively, in a similarmanner to that forPNVP-

PBA-SiO2nanocompositeparticles.However,maximum

stressdecreasedatlowerfillerparticleamounts(53~71

number%) compared to that of thePNVP-PBA-SiO2

nanocompositeparticle system.Adhesionenergiesof

PNVP-PS-SiO2nanocompositeparticlesorSiO2particles

systemswerelessthanthatofthePBAhomopolymer

filmatallfillerparticleamounts,except9.3number%

PNVP-PS-SiO2nanocomposite system.These results

strongly indicate that softPBAcoreandhardSiO2

nanoparticleshellmorphology isessential todevelop

adhesionproperties.

　Possible tackiness improvementmechanism for

thePNVP-PBA-SiO2nanocompositeparticle system

comparedtothePNVP-PS-SiO2nanocompositeparticles

ortheSiO2particles(D:180nm)duringpeelingprocess

is discussed below (Figure 3).Adhesion strength

was affected by interfacial adhesion and cohesive

strength of the adhesive.Nanocomposite particles

increasedcohesivestrengthbyrestrictingmolecular

mobility of the surrounding PBAmolecules. In

contrast, thenanocompositeparticlesat theadhesive-

substrateinterfacedecreasedinterfacialadhesion.The

nanocompositeparticles improvedcohesivestrength,

butappeared toaggregateathighconcentrations,as

determined from film transparency,whichcauseda

decreaseinefficiencyofcohesivestrength.Inaddition,

interfacial adhesiondecreasedathigh filler content.

Therefore, the optimal amount of PNVP-PBA-SiO2

nanocomposite particles is critical for effectively

improving the adhesion energy of adhesive film. In

contrast,SiO2particles (D: 180nm)orPNVP-PS-SiO2
nanocompositeparticles as a filler didnot increase

adhesion energy at any filler particle amount, but

insteaddecreasedit.

　Deformation anddestruction of the SiO2 shell of

Possible scheme illustrating peeling of adhesion of the APS-PBA/PNVP-PBA-SiO2 adhesive films: (a) 
before peeling and (b, c) during peeling. The shape of the PNVP-PBA-SiO2 nanocomposite particles 
changes with deformation of the adhesive film. Allows show stress direction against nanocomposite 
particles during their deformation.
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thePNVP-PBA-SiO2nanocompositeparticles should

occurunder stress, as indicatedbyBonandKeddie

jointresearchgroup(6).Relaxationofstrainenergyby

deformationanddestructionof theSiO2nanoparticle

shellshould improvetackiness. Incontrast, thestress

collecting in thefiller-PBAmatrix interfaceappeared

tooccur inthePNVP-PS-SiO2nanocompositeparticles

or the SiO2 particles systems. Thismechanism

indicatesthatthestructuralarrangementofPBAand

SiO2within thecore-shellparticleswasnecessary to

enhanceadhesion.

4. Conclusions
　In summary, the addition of PNVP-PBA-SiO2

nanocompositeparticlesasafillerforPBAlatexwater-

bornePSAsmarkedly improves the tack adhesion

propertiessuchasmaximumstressof tackadhesion

and adhesion energy. In comparison, the adhesion

energy for latex filmsprepared fromthemixtureof

PBAlatexandhardfillerparticles(e.g.PNVP-PS-SiO2

nanocompositeparticlesandSiO2particles)atthesame

number%with thePNVP-PBA-SiO2 nanocomposite

particle systemdid not improve tack to the same

extent.Onlycombininga"soft"polymercoreand"hard"

SiO2nanoparticleshellallowsan increase inadhesion

energy.Theseusefulnanocompositeparticlescanbe

synthesizedusingcommerciallyavailablechemicals in

anenvironmentally friendlyaqueousmediaandeasily

scaled to industrial production level. Studies on the

latex-basedPSAmaterialscontainingbiomassshould

bevaluableandtheinvestigationwillbeconducted.
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【背景と目的】
　セスキテルペノイドは炭素数15のファルネシル二リン

酸(FDP)を共通前駆体として生合成されるテルペノイ

ドの一群であり、その構造多様性はテルペノイドの中で

最大、かつ、その潜在的医薬品資源としての価値は極

めて大きい。例えば、ヨモギ属の一種であるArtemisia 

annuaが「特異的」に生産するアルテミシニンは現在、

抗マラリア薬原料として全世界的に最も重要なものと

なっている。しかしながら、植物体中におけるおのおの

のセスキテルペノイド分子種の含有量は必ずしも高くな

く、また、植物材料から特定のセスキテルペノイドのみ

を単離・精製することは、技術的・経済的にも容易では

ない場合がある。そのため、特定のセスキテルペノイド

を効率的かつ選択的に生産する新たな技術の開発は、

「新規創薬資源の提供」に資すると考えられる。

　セスキテルペノイドの生合成には、1）FDPを環化し

多様なセスキテルペン骨格を形成するセスキテルペン合

成酵素、および、2）各種セスキテルペン骨格の酸化修

飾を触媒するシトクロムP450酸化酵素（P450）が重要

な役割を果たしている。P450は、単純な1段階の水酸化

を触媒するもの以外に、3段階の酸化反応を触媒しカル

ボキシル基を形成するものや、骨格の異なる部位への連

続した水酸化を行うもの等が単離されている。複数のセ

スキテルペン骨格に対して酸化活性を持つP450も報告

されていることから、P450の基質特異性は必ずしも厳

密ではなく、セスキテルペン合成酵素によって生じた

様々な骨格に対してP450の組み合わせを変化させるこ

とにより、多様な構造が形成されることが期待できる。

　そこで本研究では、以下の２点を実行した。1）種々

の植物種から単離されている各種セスキテルペン合成酵

素とその修飾酵素（P450）を「様々な組み合せ」にお

いて酵母に導入し、組換え酵母を利用した「天然・非天

然型セスキテルペノイドのコンビナトリアル生合成」の

実行可能性を検証する。また、2）多様なセスキテルペ

ノイドを生合成するヨモギ属植物に注目し、これらを材

料として新規セスキテルペン合成酵素の単離と機能解析

を行った。

【結果および考察】
1）既知セスキテルペン合成酵素とP450の組み合わせに

よるセスキテルペノイド合成
　本実験では3種類のセスキテルペン合成酵素遺伝子

を使用した。それぞれ由来する植物種、遺伝子配列の

GenBank登録番号および報告されている生成物の構造

を表1に示した。また、6種の既知P450について、上記3

種のセスキテルペン骨格に対する酵素活性を解析した。

それぞれ由来する植物種、遺伝子配列のGenBank登録

番号および、触媒することが報告されている反応を表2

に示した。

　5-Epi -aristolochene synthase、vetispiradiene

snyhtaseおよびvalencene synthaseの3種類のセスキテ

ルペン合成酵素と6種類のP450からなる計18通りの組み

合わせについて、セスキテルペン合成酵素、シトクロム

P450酸化酵素、シトクロムP450還元酵素（シトクロム

P450酸化酵素に電子を供給する）を共発現する形質転

換酵母株を作出した。各形質転換酵母の培養液からセス

キテルペノイドを酢酸エチルで抽出し、抽出物をガスク

ロマトグラフ-質量分析装置（GC-MS）を用いて分析し

た。GC-MSクロマトグラムおよびピークのマスフラグ

メンテーションパターンから、セスキテルペン酸化物と

推定される化合物が生成したかを調べた。その結果，計

18通りの組み合わせの内、6通りの組み合わせでセスキ

テルペン酸化物と推定されるピークが検出された。

申請者　大阪大学　關　　光

多様な植物セスキテルペノイドのコンビナトリアル生合成

大阪大学　大学院工学研究科
關　　光
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1-1）5-epi-aristolochene synthaseとP450の組み合
わせ実験

　5-epi-aristolochene synthaseとP450の組み合わせで

は、CYP71D20およびCYP71AV3を組み合わせた場合

でセスキテルペン酸化物が検出された。CYP71D20は

5-epi-aristolocheneの異なる2箇所を水酸化してcapsidiol

に変換する反応を触媒することが報告されている(表

2)。本実験においても、5-epi-aristolochenesynthaseと

本実験に用いたセスキテルペン合成酵素

本実験に用いたセスキテルペノイド生合成関連P450
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CYP71D20を組み合わせた酵母培養液からは、推定セ

スキテルペン酸化物として，保持時間14:43に主生成物

ピーク(peak2)と、保持時間14:28および15:07に2つの副

生成物ピーク(peak1, 3)が観測された(図1)。主生成物

であるpeak2にはセスキテルペンジオールの分子イオン

と推定されるm/z236が確認されたため、capsidiolと推

定された。一方、CYP71D55と組み合わせた場合では、

保持時間12:01および13:31に推定セスキテルペン酸化物

(peak4,5)が検出された。peak4には[M-H2O]+のフラグ

メントイオンと推定されるm/z202が観測され、さらに

[M-CH3]+のフラグメントイオンと推定されるm/z 205

が確認されたことから分子イオン[M]+をm/z 220と推

定した。従ってpeak4はセスキテルペンアルコールと推

定された。peak5には分子イオンと推定されるm/z 218

が確認されたことからセスキテルペンケトンもしくは

アルデヒドであると推定された。peak4,5はCYP71D20

との組み合わせで観測された推定セスキテルペン酸化

物ピークpeak1-3とは異なる保持時間で検出された(図

1)。従って、5-epi-aristolochenesynthaseを基質とした

場合にCYP71D55はCYP71D20とは異なる部位を酸化し

ていることが示唆された。

5- -aristolochene synthaseおよびP450共発現酵母培養液の酢酸エチル抽出物のGC-MSクロマト
　　　グラム（TIC）及び推定セスキテルペン酸化物のマスフラグメンテーションパターン
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1-2）Vetispiradiene synthaseとP450の組み合わせ実験
　Vetispiradiene synthaseとP450の組み合わせでは、

CYP71D20、CYP71D55およびCYP71AV3の3種類の

P450を組み合わせた場合において推定セスキテルペン

酸化物が検出された。CYP71D55はVetispiradieneの二

段階の酸化を触媒し、solavetivolを介してsolavetivone

に変換する酵素であることが報告されている(表2)。

VetispiradienesynthaseとCYP71D20、CYP71D55およ

びCYP71AV3の3種類のP450を組み合わせて発現させ

た酵母の抽出液のGC-MSクロマトグラムを比較した結

果、保持時間11:21、11:41、12:38および13:34に共通し

た推定セスキテルペン酸化物のピーク(peak6-9)が検出

された。peak6-8には[M-H2O]+のフラグメントイオン

と推定されるm/z 202が観測され、さらに[M-CH3]+の

フラグメントイオンと推定されるm/z205が確認された

ことから分子イオン[M]+をm/z 220と推定した。従っ

てpeak6-8はセスキテルペンアルコールと推定された。

peak9には分子イオンと推定されるm/z 218が確認され

たことからセスキテルペンケトンもしくはアルデヒド

であると推定された。CYP71D20との組み合わせからは

peak8,9が、CYP71D55またはCYP71AV3との組み合わ

せからはpeak6-9がそれぞれ検出された(図2)。以上の

結果から、解析した3種類のP450はVetispiradieneに対

して同一の酸化活性を示すことが判明した。

vetispiradiene synthase及びP450共発現酵母培養液の酢酸エチル抽出物のGC-MSクロマトグラム
　　　（TIC）および推定セスキテルペン酸化物のマスフラグメンテーションパターン
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1-3）Valencene synthaseとP450の組み合わせ実験
　Valencene synthaseとP450の組み合わせでは、

CYP71D20との組み合わせのみで推定セスキテルペン酸

化物のピークが2つ検出された。保持時間13:40に検出さ

れたpeak10には分子イオンと推定されるm/z218が確認

されたことから、セスキテルペンケトンもしくはアル

デヒドであると推定された。保持時間14:31に検出され

たpeak11には分子イオンと推定されるm/z220が確認さ

れたことから、セスキテルペンアルコールであると推定

された(図3)。Valenceneのケトン体であるnootkatone

標品(東京化成工業)を入手し、valencene synthaseと

CYP71D20との組み合わせで観測された推定セスキテル

ペン酸化物との比較を行った。その結果、nootkatone

ピークの保持時間及びマスフラグメンテーションパター

ンがpeak10と一致したため、peak10をnootkatoneと決

定した(図3)。以上の結果から、CYP71D20がvalencene

からnootkatoneへの酸化反応を触媒することが判明し

た。

2）ヨモギ属植物からの新規セスキテルペン合成酵素遺
伝子の同定

　アジア原産のA. annuaが特異的に産生するアルテミ

(a) valencene synthaseおよびP450共発現酵母培養液の酢酸エチル抽出物のGC-MSクロマトグラム及び
　　　推定セスキテルペン酸化物のマスフラグメンテーションパターン。
　　　(b) nootkatone標準品と推定セスキテルペン酸化物とのGC-MSクロマトグラムの比較およびnootkatone
　　　標準品のマスフラグメンテーションパターン。
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シニンは現在、抗マラリア薬原料として極めて重要な

ものになっている。さらに、最近では抗がん薬原料と

しても期待されている。アルテミシニン生合成に特異

的な生合成経路は、FDPがamorpha-4,11-dienesynthase

(ADS)と呼ばれるセスキテルペン合成酵素によって環

化されamorpha-4,11-dieneが生成することから開始す

る。一方で、アルテミシニンを産生しないA. annua以

外のヨモギ属植物については、化学的・分子遺伝学的知

見が少ないのが現状である。そこで本研究ではアルテミ

シニン非産生ヨモギ属植物におけるADS相同遺伝子の

有無とその酵素機能の解析を行った。

2-1）アルテミシニン非産生ヨモギ属植物からのADS相
同遺伝子断片の増幅と遺伝子構造解析

　13種のアルテミシニン非産生ヨモギ属植物の葉から

調製したゲノムDNAを鋳型として、A. annuaのADS

遺伝子の翻訳開始コドンと終結コドンの位置に相当す

るプライマーを用いてPCRを行った。その結果、A. 

absinthium、A. kurramensis、A. maritimaから、ADS

相同遺伝子の断片が増幅された(図4)。これらADS相同

遺伝子のゲノム配列とA. annuaのcDNA配列を比較する

ことで、それぞれのエキソン／イントロン構造を推定

した。その結果、各相同遺伝子の推定エキソン配列は

ADS遺伝子に対して89%以上の同一性を示した(図5)。

これらADS相同遺伝子のcDNAを単離した結果、ADS

相同タンパクはADSタンパクに対して83〜90%のアミノ

 遺伝子と 相同遺伝子の構造比較
　　　それぞれの 相同遺伝子のエキソン（四角）とイントロン（直線）を推定し、模式的に示した。
　　　各遺伝子間で対応するエキソンどうしの塩基配列同一性（％）を示した。

相同遺伝子ゲノム断片のPCR増幅
　　　13種のアルテミシニン非産生ヨモギ属植物からの 相同遺伝子断片の増幅を試みた。 、
　　　 、 から 相同遺伝子断片が増幅された（レーン3、9および11）。
　　　（レーン1）はポジティブコントロールとして用いた。
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酸配列同一性を示すことが判明した。

2-2）ADS相同タンパクの酵素機能解析
　大腸菌発現系を用いて各ADS相同タンパクの精製リ

コンビナントタンパクを調製した。FDPを基質に用い

てインビトロ酵素活性試験を行った。得られた反応生成

物をGC−MSで解析した結果を図6に示す。ポジティブ

コントロールのA. annuaのADSの反応生成物からは予

想どおりamorpha-4,11-dieneが検出された(peak1)。A. 

absinthiumのADS相同タンパクによる反応生成物から

は、未知のセスキテルペノイド(peak2)が主生成物とし

て検出された。また、すべてのADS相同タンパクによ

る反応生成物からα-bisabololと推定されるピークが検出

された(peak3)。

　得られた反応生成物を精製しNMRによる構造決定を

行った結果、peak2をkoidzumiol、peak3をα-bisabolol

と同定した。α-bisabololにはエナンチオマーの(-)-α

-bisabololと(+)-α-bisabololが存在することから、旋光

度測定を行った。その結果、反応生成物の旋光度は

+55.3°であり、(+)-α-bisabololであることが判明した

(Muangphrom et al., 2016)。Koidzumiolおよび(+)-α

-bisabololを主生成物として与えるセスキテルペン合成

酵素はいずれの植物種からも同定されておらず新規の酵

素活性である。

【まとめ】
　1）セスキテルペン合成酵素とP450の組み合わせによ

るセスキテルペノイド合成実験では、異種植物由来のセ

スキテルペン合成酵素とP450の組み合わせを酵母細胞

内で生み出すことにより、複数の新規セスキテルペノイ

ドと推定される化合物が検出され、組換え酵母を用いた

セスキテルペノイドのコンビナトリアル生合成の実行可

能性を示した。今後、構造未知化合物の構造決定が必要

である。

　2）ヨモギ属植物からの新規セスキテルペン合成酵

素の同定では、アルテミシニン非産生ヨモギ属植物種

から、A. annuaにおけるアルテミシニン生合成の鍵

酵素であるADSの相同遺伝子を探索することにより、

Koidzumiol合成酵素および(+)-α-bisabolol合成酵素と

いった新規セスキテルペン合成酵素を発見することに成

功した。これらの新規酵素遺伝子を上記のセスキテルペ

ノイドのコンビナトリアル生合成に利用することによ

り、得られる化合物の構造のバリエーションをさらに増

やすことが可能である。

　これらの手法を用いて生成した新規セスキテルペノイ

ドについては、種々の生活性試験への展開が期待され

る。

ADS相同タンパクのインビトロ酵素活性試験反応生成物のGC-MS分析
　　　セスキテルペン合成酵素の共通前駆物質であるFDPを基質として、各ADS相同タンパクの
　　　精製リコンビナントタンパクを用いた酵素活性試験を行った。
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１．はじめに
　多くのヘテロ原子を含む化合物には，有用な生物活性

を示すものが数多く存在する．しかし，化学合成による

供給が強く求められているにも関わらず，複雑な構造を

有するために依然として合成困難である化合物も多い．

今回，構造の類似した誘導体が数多く存在するアコニ

チン類を取り上げ，合成研究を行った．アコニチン(1)

は、HesseらによりAconitumnapellusから単離された

ジテルペンアルカロイドである(Figure1)。11959年、

Wiesnerらのグループにより平面構造が報告され、21972

年にBirnbaumがX線結晶構造解析により絶対立体配置

を決定した。31は、電位依存性ナトリウムチャネルを活

性化することにより、強力な神経毒性を有することが報

告されている。4構造上の特徴として、複雑かつ特異な

炭素骨格上に多くの酸素官能基を有していることが挙げ

られ、その特徴的な構造から多くの合成化学者の興味を

引きつけているが、未だ全合成は達成されていない。こ

れまでに多くのアコニチン類5が単離されているが、現

在まで報告されているものは、Wiesnerらによるタラチ

サミン6、チャスマニン7、13-デスオキシデルフォニン8

のラセミ全合成のみである。

２．合成計画
　複雑な縮環骨格を有するアコニチン(1)は、基本炭素

骨格を構築した四環性化合物2に対して、酸素官能基

を順次導入することで3を経由して合成可能であると

考えた(Scheme1)。すなわち、最近報告されたBaran

申請者　神戸大学　岡野　健太郎

植物由来アコニチンアルカロイド類の合成研究

神戸大学　大学院工学研究科
岡野　健太郎

Aconitine family Synthetic strategy for aconitine
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やDongらの手法9を参考に、2の酸素原子を利用して、

C-H酸化を行うことで、二つのヒドロキシル基を導入で

きると期待した。また、窒素原子は、核間のアルコキシ

メチル基を利用して導入可能であると考えた。四環性化

合物2は第2級アルコール誘導体4のWagner-Meerwein転

位によって合成できると考えた。4は、シロキシジエン5

と2-クロロアクリロニトリル(6)との分子間Diels-Alder

反応により7とした後、官能基変換により得られると期

待した。シロキシジエン5は、文献既知のβ-ヒドロキシ

エステル810より数工程で誘導できると考えた。

３．結果
３.１　Diels-Alder反応前駆体の合成
　文献既知の方法により合成した8を出発原料として、

Diels-Alder反応を行うためのシロキシジエン9の合成を

行った(Scheme2)。まず、β-ヒドロキシエステル8を

還元した後、生じたジオール10をアセトニド11へと導い

た。Birch還元を行いメチルエノールエーテル12とした

後、直ちに酸加水分解しβ,γ-不飽和ケトン13を得た。

塩基性条件下、二重結合を異性化させ、α,β-不飽和ケ

トン14を合成した。次に、Diels-Alder反応の基質とな

るシロキシジエンへの変換を行った。エノン14に対し

て、LDAを作用させた後、TBSClを加えたが望みの反

応が進行しなかった。そこで、より強力な求電子剤であ

るTBSOTfを用いたところ、2.3：1の位置異性体混合物

としてシロキシジエン9と9’が得られた。次に、選択性

の改善を目的とし、塩基としてLHMDSを用いたが、9’

が得られるのみであった。なお、9は不安定であり、9’

と分離が困難であったことから位置異性体の混合物のま

ま、次の変換を行うこととした。

３.２　Diels-Alder反応の検討
　シロキシジエン9と9’の混合物を用いて、2-クロロア

クリロニトリル(6)とのDiels-Alder反応を行った(Table

1)。まず、トルエン溶媒中110ºCで反応を行ったとこ

ろ、目的とする15が収率14%で得られた(entry 1)。次

に、マイクロ波照射下反応を行ったところ、反応時間の

短縮は見られたが収率は向上しなかった(entry2)。ま

た、無溶媒条件下反応を行ったところ、複雑な混合物

を与えた(entry3)。粗精製物の1H-NMRスペクトルを

Preparation of silyloxydiene for Diels-Alder 
reaction

Diels-Alder reaction of siloxydiene and 
chloroacrylonitrile
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解析したところ、アセトニドが除去されていることがわ

かった。そこで、反応系中を弱塩基性に保つために、炭

酸水素ナトリウムを添加して反応を行ったが、目的の成

績体の収率は向上しなかった(entry4)。さらに、副反

応を抑制するために、60ºCで反応を行ったところ、2工

程収率33%で15を合成することができた。なお、この成

績体は(E)-アルケンのみであったが、便宜上、図のよ

うに表記している。

３.３　Wagner-Meerwein転位反応を利用する骨格構築
　望みとする転位成績体を得るために、過去に報告さ

れている転位反応に着目した。Deshpandeらは、第2級

アルコール16をトシラートへと誘導後、シリカゲルを

作用させると転位体17が得られることを報告している

(Scheme3)。11この反応において、炭素-炭素結合の転

位の後に生じるカチオンが第三級アリルカチオン18であ

ることに着目した。すなわち、望みとする転位反応が進

行するためには、転位後のカチオンの安定化が必要であ

ると推測した。

　そこで、内部アルケンを有する19を合成し転位反応を

行えば、アリルカチオン中間体20を経由する望みの転位

反応が進行すると考えた(Scheme4)。また、転位後に

生じるカルボカチオン20に、水が立体障害の小さい炭素

原子にβ面から求核付加することで、アリルアルコール

21が得られると期待した。

　以上の考察より、転位反応を行うためのアルケン19を

合成した(Scheme5)。Diels-Alder反応の成績体15に対

しTBAFを作用させケトン22とした後、水素化ホウ素ナ

トリウムによりβ面から立体選択的にカルボニル基を還

元し23を得た。なお、ヒドロキシル基の立化学は天然物

とは逆であったが、まずは骨格合成法の確立を目的と

し、さらなる変換を行った。次に、第二級アルコール23

の脱水反応を試みた。はじめに、Burgess反応剤を用い

る条件および光延条件を検討したところ、目的物は得

られなかった。一方、Martinスルフランを用いたとこ

ろ、分離困難な副生生物とともに目的物24が得られた。

また、塩化チオニルとピリジンを用いて反応を行うと、

収率45%でアルケン24が得られた。さらに、反応温度を

70ºCに昇温し、短時間で反応を完結させることで収率

を64%まで向上させることができた。続いて、クロロニ

トリル24の加水分解によりケトン25へと導いた。さら

に、立体選択的なカルボニル基の還元により、第二級ア

Anticipated Wagner-Meerwein rearrangement
Preparation of mesylate for Wagner-Meerwein 
rearrangement

Deshpande’s previous report
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ルコール26を合成した。26のヒドロキシル基をメシル化

し、転位反応の基質19へ導いた。

　合成した内部アルケンを有する基質を用いて転位反応

を行った(Scheme6)。メシラート19に体して、酸性シ

リカゲルを作用させた。その結果、予期した通り望みと

する転位反応と、生じたカルボカチオンに対する水の求

核付加が進行し、四環性化合物21を単一の成績体として

得ることができた。なお、21の構造はヒドロキシル基を

p-ブロモベンゾイル化した後、X線結晶構造解析により

決定した(Figure2)。

４．おわりに
　基本炭素骨格を有する四環性化合物21は、分子間

Diels-Alder反応とWagner-Meerwein転位反応を鍵工程

として合成することができた。まず、文献既知のβ-ヒ

ドロキシエステル8から5工程の変換でエノン14を合成し

た後、対応するシロキシジエンへと変換し、2-クロロア

クリロニトリル(6)との分子間Diels-Alder反応により15

を合成した。続いて、第二級アルコール16へと誘導後、

ヒドロキシ基のメシル化と続くWagner-Meerwein転位

反応により四環性化合物21を単一の異性体として合成し

た。なお、詳細は割愛したが、望みの転位反応を進行さ

せるためには、内部アルケンによるカルボカチオン中間

体の安定化が必須であることがわかった。
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１．背景と目的
　近年の過剰な冷暖房などにより、冷え性は罹患者が増

加しており、社会的問題となっている。しかし、冷え性

は西洋医学においては疾患という認識がされておらず、

診断基準や治療法も確立されていない。人間はもともと

恒温動物であるため、寒いところでも暑いところでも体

温を一定に保つ機能が身体に備わっているが、冷え性は

末梢の血流が十分に流れないことにより体温の調節機能

が低下することで起こると考えられている。末梢の血液

が十分に流れない原因として、自律神経の不調による血

管の収縮、低血圧、血小板の凝集などが考えられる。

　インドナガコショウはコショウ科の植物であり、古く

より香辛料として広く利用されている。また、その果穂

の抽出物は冷え性に有効であるとされ、漢方やアーユル

ヴェーダに用いられているだけでなく、近年は冷え性を

改善する健康食品としても国内で販売されている。イ

ンドナガコショウにはピペリンなどの複数のピペリジン

アルカロイドが成分として含まれることが知られている

が、インドナガコショウ抽出物および、その成分である

ピペロングミン(図１)が強力な血小板凝集抑制作用を

起こすことは本研究室で明らかになっており(Iwashita

etal.,2007a;Iwashitaetal.,2007b)、その他にも、ピペ

ロングミンは粥状動脈硬化を抑制する作用(Son et al.,

2012)、癌細胞に対する選択的な細胞毒性作用(Raj et

al.,2012)など、多数の疾患に対して改善効果があるとの

報告もなされている(Kumaretal., 2010)。インドナガ

コショウ中のどのような成分が、どのようなメカニズム

で冷え性を改善しているのかについては全く明らかにさ

れていない。

　冷え性の原因は末梢血流の停滞とそれにともなう代謝

の低下であり、したがって「冷え」を解消するには末梢

血流障害を改善させることが有効であると思われる。と

ころで血液循環器系を構成する細胞の一つであり、血管

の内腔面を覆う血管内皮細胞は、血管弛緩作用をもつ一

酸化窒素(NO)やプロスタサイクリンを分泌して血管の

弛緩を引き起こすだけでなく、血管壁への炎症系細胞の

接着、血管透過性、凝固・線溶系の調節などの多彩な血

管調節機能を担い、その機能低下は冷え性だけでなく、

高血圧や動脈硬化等を引き起こすことが知られている。

申請者　東北大学　守屋　孝洋

インドナガコショウ成分スクチホリアミドAの血管内皮賦活化
作用における新規標的受容体の同定と作用機構の解明

東北大学　大学院薬学研究科・細胞情報薬学分野
守屋　孝洋

マグヌス装置を用いて100 nM ノルアドレナリ
ンで収縮させた血管標本に、スクチホリアミ
ドAを最終濃度1 、10 、30 、50 、100 、300 
μMで段階的に処理した。
(a) 代表的トレース．(b) 弛緩率．　n=3-9.　　
* p<0.05 vs. Intact (Tukey-Kramer’s test)
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　そこで私たちはインドナガコショウ中に血管内皮細胞

を活性化する物質が含まれているのではないかとの仮説

をたて、血管内皮細胞の機能を賦活化する新規物質をイ

ンドナガコショウの果穂抽出物より探索したところ、メ

タノール粗抽出画分よりピペリジンアルカロイドであ

るスクチホリアミドAを同定した。すなわち、スクチホ

リアミドAは3μMという比較的低濃度で内皮細胞依存

的にラット大動脈血管を弛緩させることを見出した。し

かしながら、スクチホリアミドAがどのような機序で内

皮依存的な血管弛緩作用を惹起するのかについては明

らかになっていなかった。そこで本研究では、スクチ

ホリアミドAの内皮依存的な弛緩反応機序をラット大動

脈標本を用いた血管収縮反応やヒト臍帯静脈内皮細胞

(HUVEC)を用いたinvitroの実験によって明らかにする

ことを目的とした。

２．実験方法
２-１．薬物および試薬
　以下の薬物および試薬を用いた。スクチホリアミドA

は、丸善製薬株式会社から提供されたものをジメチル

スルフォキシド(dimethyl sulfoxide;DMSO)に溶解して

用いた。DAF-2DAは積水メディカル(型番：423727)

より、Fluo3-AMはDOJINDO(型番：121714-22-5)よ

り、L-NAMEはSigma(型番：N5751)より購入した。

GDP㌼-Sは、和光純薬工業株式会社(型番：G7637-5MG)

より購入した。その他の試薬については、市販の特級試

薬あるいはこれに相当するものを用いた。

２-２．実験動物
　実験には雄性Wistarラット(8週令)(日本SLC)を用い

た。全ての実験は日本薬理学会の動物実験指針に従い、

東北大学動物実験専門委員会に承認された動物実験計画

｢課題名：天然物からの血液循環改善薬の探索およびそ

の作用機序の解明に関する研究｣(承認番号：2012薬動

-2)、「課題名：血管に対する新規治療薬の開発基礎研

究」(承認番号：2012薬動-6)に従って行った。

２-３．マグヌス装置を用いたラット胸部大動脈環状標
本張力測定

　イソフルラン吸入によって深く麻酔したラットより

胸部大動脈を摘出し、環状のまま3-4mmに切断して

環状標本を作製した。この標本を生理的栄養液である

Krebs-Ringer液(120mMNaCl、4.8mMKCl、1.3mM

KH2PO4、1.2mMCaCl2、5.8mMglucose、25.2mM

NaHCO3、pH 7.4)(37℃、95％O2-5％CO2混合ガス飽

和）2.5mlを満たしたマグヌス装置(いわしや岸本医科

産業株式会社)に懸垂し、その収縮力をトランスデュー

サを介して圧アンプで増幅後、レコーダに記録した。

1gの静止張力をかけ、約30分後、張力が安定したとこ

ろで、40mMKClで3回収縮させ、コンディショニング

をしてから実験を行った。薬物刺激は2.5mlの生理的栄

養液を満たした装置内に、生理的栄養液で希釈した薬物

を添加するという方法で行った。薬物刺激後の薬物の

washoutは2.5mlの生理的栄養液で3回洗浄することで

行った。実験には、血管内皮細胞を竹串を用いて適度な

力でこすり落とすことによって内皮細胞を剥離した標本

も用いた。スクチホリアミドAは、設定した最終濃度と

なるように6分間隔で蓄積的に添加した。弛緩率は、ノ

ルアドレナリンによる収縮を分母に、化合物による弛緩

の度合をノルアドレナリンによる収縮で除し、さらにそ

れを溶媒添加による弛緩の度合をノルアドレナリンによ

る収縮で除したものを減ずることによって求めた。

２-４．細胞培養
　HUVECは、HuMedia-EG2(クラボウ)を培養液とし

て用い、CO2インキュベータ中(5％CO2、37℃)にて培

養した。継代は0.25％トリプシン-リン酸緩衝食塩水

(phosphate-bufferedsaline;PBS)(-)(137mMNaCl、

2.68mMKCl、8.1mMNa2HPO4、1.47mMKH2PO4、

pH7.4）-EDTAを処理した後、ピペッティングによっ

て細胞をはがし、遠心(1200rpm、2min)したものを培

養液に懸濁し、CellmatrixtypeⅠCを用いてコラーゲン

コートしたディッシュに播種するという方法で行った。

２-５．DAF-2 DAを用いたNO産生測定
　150mmdishに培養したHUVECを0.1％collagenase、

1％BSA含有Tyrode buffer(137mMNaCl、2.7mM

KCl、1.0mMMgCl2、1.8mMCaCl2、10mMHEPES、

5.6mMglucose、pH7.4)で処理し、浮遊細胞とした。

遠心(1200rpm、2min)して細胞をTyrodebufferで2回

洗浄し、最終濃度10μMにTyrodebufferで調整した

DAF-2DA溶液2.5mlに細胞を懸濁させた。37℃で20
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分ローディングし、遠心(1200 rpm、2min)して細胞

密度がHUVECは3.0×104cells/mlとなるようにTyrode

bufferで調整した。薬物の希釈は最終濃度の100倍濃度

になるようにTyrodebufferで希釈した。反応は、細胞

浮遊液0.5mlをスターラーを入れた5mm角の石英セル

に加え、蛍光分光光度計(日本分光FP6500)で測定を開

始してから2分後にシリンジで薬物投与を行った。測定

条件は、励起波長：495 nm(バンド幅5nm)、蛍光波

長：515nm(バンド幅5nm)、感度：Medium、レスポ

ンス：0.5sec、測定間隔：1secで行った。

２-６．Fluo 3-AMを用いた細胞内Ca2+濃度測定
　150mmdishに培養したHUVECを0.1％collagenase、

1％BSA含有Tyrode buffer(137mMNaCl、2.7mM

KCl、1.0mMMgCl2、1.8mMCaCl2、10mMHEPES、

5.6mMglucose、pH7.4)で処理し、浮遊細胞とした。

遠心(1200rpm、2min)して細胞をTyrodebufferで2回

洗浄し、最終濃度4μMにTyrodebufferで調整したFluo

3-AM溶液2.5mlに細胞を懸濁させた。37℃で1時間ロー

ディングし、遠心(1200 rpm、2min)して細胞密度が

HUVECは3.0×104cells/mlとなるようにTyrodebuffer

で調整した。薬物に希釈は最終濃度の100倍濃度にな

るようにTyrodebufferで希釈した。反応は、細胞浮遊

液0.5mlをスターラーを入れた5mm角の石英セルに加

え、蛍光分光光度計(日本分光FP6500)で測定を開始し

てから2分後にシリンジで薬物投与を行った。測定条件

は、励起波長：508nm(バンド幅5nm)、蛍光波長：527

nm(バンド幅5nm)、感度：Medium、レスポンス：0.5

sec、測定間隔：1secで行った。

２-７．細胞内cAMP量の測定
　HUVECを2×104 cells/mlで48wellプレートに培養

した。培養液をEMEM-20mMHEPES(pH7.4)300µL

に置換し、37℃の恒温槽上で分間インキュベーショ

ンした。その後、100 µM IBMXとEMEM-20mM

HEPES(pH7.4)で最終濃度の10倍濃度に希釈した各薬

物を加えて15分間反応させた後、培養液をアスピレー

トし、2.5％過塩素酸を170µL加えて反応を停止した。

各wellより170µLを回収し、4.2N水酸化カリウムを15

µL加えて中和して過塩素酸カリウムを沈殿させた。こ

の上清を回収し、cAMP抽出液としてラジオイムノアッ

セイによる測定を行った。cAMPの測定は、サイクリッ

クAMPキット「ヤマサ」を用い、そのプロトコールに

従って行った。cAMP抽出液15µLとスクシニル化剤

15µLを混合し、室温で10分間反応させた。10分後、イ

ミダゾール緩衝液120µLを加えて反応を停止した。ま

た、cAMP標準液も同様にスクシニル化剤と混合し、

10分後にイミダゾール緩衝液を加え80 pmol/mLとし

た。cAMP標準液は、希釈用緩衝液(水：スクシニル化

剤：イミダゾール緩衝液＝1：1：8)を用いて希釈系列

(0.3125～80pmol/mL)を作製した。サンプル、cAMP

標準液をそれぞれRIAチューブ(Cat# 2008、Becton

Dickinson)に20µLずつ分注した。また、総カウント・

ゼロ・ブランク標準液用に希釈用緩衝液を20μLずつ分

注した。すべての試験管に［125I］cAMPを20μL加え

た。総カウントとブランクにはイミダゾール緩衝液を20

µL加え、残りの試験管にはcAMP抗血清を20µL加え

た。よく撹拌して4℃にて24時間インキュベートした。

インキュベート後、総カウントには水を、残りの試験管

には分離用活性炭を100µL加え、撹拌し、4℃にて10～

30分間インキュベートした。1,500xgにて遠心分離を行

い、上清を100μLを新しい試験管にとり、［125I］のγ

線をAutowellgammasystem(ARC300、Aloka)で測定

した。また、タンパク定量を行い、サンプル間のタンパ

ク量の差異を補正した。

２-８．PCRアレイ
　まず、HUVECからのtotalRNAの調製をRNeasyMini

Kit(QIAGEN、Ca# 74104)により行った。次に、得

られたRNAサンプルの逆転写反応をRT2FirstStrand

Kit(QIAGEN、Ca#330401)により行った。RNAサン

プル5µLにBufferGE2µL、RNase-freewater3µL

を加え、42℃で5分間反応させ、ゲノムDNAの除去

を行った。その後、反応物に対して、5×BufferBC3

4µL、ControlP21µL、RE3ReverseTranscriptase

mix 2µL、RNase-freewater 3µLを含むReverse-

transcriptionmix10µを加えて、42℃で15分間、続いて

95℃で5分間反応させた。その後、反応物20µLに対し

てRNase-freewater91µL加えて、cDNAサンプルとし

た。cDNAサンプル102µLに対して、RT2SYBRGreen

ROXqPCRMastermix(QIAGEN、Ca#330520)の2

×RT2SYBRGreenMastermix1350µL、RNase-free
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water1248µLを加えて、GProteinCoupledReceptors

384HTRT2ProfilerPCRArray(QIAGEN)の各ウェル

に25µLずつ加えた。その後、リアルタイムPCR(95℃

の反応を10分間行った後に、95℃で15秒間、60℃で1分

間の反応を40サイクル)行った。

２-９．データ処理
　実験結果については、平均値(mean)±標準誤差

(S.E.M.)で示した。有意差検定はTukey-Kramer’s

test、Student’st-test、Dunnett’stestを用いて解析した

(StatView®5)。

３．実験結果
３-１．ノルアドレナリン収縮に対するスクチホリアミ

ドAの弛緩作用と内皮細胞除去の影響
　スクチホリアミドAが、交感神経伝達物質であるノル

アドレナリンによる収縮に対してどのような作用を及ぼ

すのかを検討した。また、これらが血管内皮および血管

平滑筋のどちらに作用しているのかを明らかにするた

め、血管内皮除去標本に対する血管拡張作用を検討し

た。スクチホリアミドAは、内皮細胞存在下で30µMか

ら300µMにおいて濃度依存的に強い弛緩作用を示した

(図１)。また、血管内皮細胞除去は、スクチホリアミド

A30µMから300μMによる血管弛緩作用を有意に抑制

した(図１)。

３-２．スクチホリアミドAの弛緩作用に対する一化窒
素合成酵素（NOS）阻害薬の影響

　スクチホリアミドAは内皮細胞依存的に弛緩作用を示

すことが明らかになった。内皮細胞からは血管平滑筋の

弛緩を引き起こす複数の内皮由来弛緩因子（EDRF）が

分泌されることが知られている。ガス状分子である一

酸化窒素（NO）は、内皮細胞内のeNOSによって産生

される代表的なEDRFであるが、スクチホリアミドAが

NOの放出を介して弛緩反応を引き起こしているのかど

うかを、一酸化窒素合成酵素(NOS)の阻害薬を用いて

検討した。L-NAME(100μM)の前処理は、アセチル

コリン刺激による弛緩作用を完全に抑制した(図２)。ま

た、L-NAME(100μM)の前処理は、スクチホリアミ

ドAの特に低濃度から中濃度域の弛緩作用を有意に抑制

することが観察された(図２)。一方、スクチホリアミド

Aの高濃度域における弛緩作用に対しては、L-NAME

は弱い抑制作用しか示さなかった(図２)。スクチホリア

ミドAの高濃度域に対しては、L-NAMEの弛緩抑制作

用が弱かったことから、アセチルコリンで同様の現象が

みられるのかどうか検討した。内皮細胞存在条件下で、

アセチルコリンの弛緩作用は低濃度域から高濃度域にわ

たり、L-NAMEによって完全に抑制されることが示唆

された(図３)。

３-３．スクチホリアミドAの弛緩作用に対するインド
メタシンおよびプロスタグランジンI2受容体ア
ンタゴニストの影響

　血管内皮細胞からは、アラキドン酸カスケードによ

りプロスタグランジンI2(プロスタサイクリン)が産生さ

れ、これが血管平滑筋細胞膜上のプロスタグランジンI2
受容体(IP)に作用して、血管の弛緩を惹起することが知
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られている。ピペロングミンおよびスクチホリアミドA

の弛緩作用にプロスタサイクリンのようなアラキドン

代謝物が関与しているかどうかを明らかにするために、

シクロオキシゲナーゼ(COX)阻害薬であるインドメタ

シンを用いて検討した。その結果、内皮細胞存在条件下

で、COX阻害薬であるインドメタシン10µMの前処理

は、スクチホリアミドAの弛緩作用に対してむしろ増強

させる傾向にあったが、統計学的に有意差は認められな

かった(図３)。

　前述したように、血管内皮細胞からは、アラキドン酸

カスケードによりプロスタグランジンI2(プロスタサイ

クリン)が産生され、これが血管平滑筋細胞膜上のプロ

スタグランジンI2受容体(IP)に作用して、血管の弛緩を

惹起することが知られている。前実験から、スクチホリ

アミドAの弛緩作用にシクロオキシゲナーゼ(COX)は

関与していないことが示唆された。そこで、下流にある

血管平滑筋細胞膜上のプロスタグランジンI2受容体(IP)

に作用しているかどうか、プロスタグランジンI2受容体

(IP)阻害薬であるCAY10441を用いて検討した。内皮細

胞存在条件下で、IP阻害薬であるCAY104411µMの前

処理は、スクチホリアミドAの弛緩作用に対して、抑制

しないことが観察された(図３)。

３-４．アセチルコリンおよびスクチホリアミドAの弛
緩作用に対する一酸化窒素（NO）-cGMP系阻
害薬の効果

　アセチルコリンは、血管内皮細胞膜上のアセチルコ

リンM3受容体に作用し、細胞内のCa2+濃度を上昇させ

eNOSを活性化することで、内皮細胞からNOが産生さ

れ、NOが遊離して血管平滑筋に作用し、可溶性グアニ

ル酸シクラーゼ(sGC)とK+チャネルの活性化されて過分

極が起こることで平滑筋が弛緩することが知られてい

マグヌス装置を用いて100 nM ノルアドレナリンで
収縮させた血管標本に、インドメタシン（a）ある
いはCAY10441（b）を処置し、その6分後にスクチ
ホリアミドAを最終濃度1 、10 、30 、50 、100 、
300 μMで段階的に処理した。(a) 代表的トレース．
(b) 弛緩率．　n=3-5.

マグヌス装置を用いて100 nM ノルアドレナリンで収
縮させた血管標本に、HDX（NOスカベンジャー）
あるいはODQ（可溶性グアニル酸シクラーゼ阻害
薬）、TEA（K+チャネル阻害薬）、溶媒を処置
し、その6分後にアセチルコリンあるいはスクチホリ
アミドAを蓄積的に添加した。(a) 各薬物の作用点．
(b) 弛緩率．　n=4-14.　　* p<0.05 vs. vehicle 
(Tukey-Kramer’s test)
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る。そこで、NOスカベンジャーのHDX、sGC阻害薬で

あるODQ、K+チャネルブロッカーであるTEAを用いて

検討した。

　まず、アセチルコリンによる弛緩作用は、ODQおよ

びTEAによって有意に抑制された。また、HDXによっ

ては、抑制傾向がみられた(図４)。一方、ODQおよび

TEAはスクチホリアミドAの弛緩作用を有意に抑制す

ることが観察された。これより、NO-cGMP経路が弛緩

作用に関与することが示唆された(図４)。

３-５．血管内皮細胞（HUVEC）の一酸化窒素（NO）
産生に対するスクチホリアミドAの効果

　前実験より、スクチホリアミドAが内皮細胞依存的に

一酸化窒素を産生していると考えられるので、血管内

皮細胞からのNO産生に及ぼす影響を正常ヒト臍帯静脈

由来内皮株化細胞(HUVEC)を用いて検討した。また、

スクチホリアミドAのNO産生に対するNOS阻害薬、

L-NAME前処理の影響も検討した。

　その結果、スクチホリアミドAは濃度依存的に細胞内

のNO濃度を上昇させるおとが観察された(図５)。した

がって、NO産生が亢進することによって、血管拡張が

引き起こされ弛緩作用があらわれることが示唆された。

さらに、スクホリアミドA100µMの刺激は、L-NAME

300µM前処理によって有意に減弱した(図５)。

３-６．血管内皮細胞内cAMPレベルの測定
　前項より、スクチホリアミドAが内皮細胞依存的に

NOを放出し、それにはeNOSが関与していることが示

唆された。eNOSの活性化にはいくつかの経路がある

が、Gsタンパク質共役型受容体にスクチホリアミドAが

作用し、内皮細胞内のcAMPレベルを上昇させることで

eNOSが活性化する、cAMP-PKA経路の関与を検討し

た。その結果、ポジコンとして用いたアデニル酸シク

ラーゼ活性化薬のフォルスコリンは細胞内のcAMPレベ

HUVECにDAF-2 DA（10 μM、37℃、20分）を取
り込ませ、スクチホリアミドAを任意の濃度で刺激
し、その際の蛍光強度変化を測定した。　(a) スク
チホリアミドAの濃度依存性．n=3-6．*p<0.05 vs.0 
(Tukey-Kramer’s test)　　(b) l-NAME前処置の効
果．　n=3-4.　*p<0.05 vs.vehicle (Student’s t-test)

HUVECに、100 μM IBMXとEMEM-20 mM 
HEPES（pH 7.4）で最終濃度の10倍濃度に希釈し
た各薬物を加えて15分間反応させた後、反応を停
止した。各wellより回収した上清をcAMP抽出液と
してラジオイムノアッセイによる測定を行った。
n=7-11．*p<0.05 vs. control (Tukey-Kramer’s test)
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ルを上昇させたものの、スクチホリアミドAおよびその

構造類縁体のピペロングミンはcAMPレベルに影響を与

えなかった(図６)。このことから、スクチホリアミドA

はcAMP-PKA経路に影響を及ぼさないことが明らかに

なった。

３-７．血管内皮細胞の細胞内Ca2+濃度に対するスクチ
ホリアミドAの影響

　血管内皮細胞において、NO産生に不可欠なeNOSの

活性化の機序として細胞内Ca2+濃度の上昇を介すること

が知られている。Ca2+濃度を上昇させる経路として、

Gq/11タンパク質共役型受容体からのPLC-Ca2+系が知ら

れている。そこで、血管内皮細胞へのスクチホリアミド

A刺激によって細胞内のCa2+イオン濃度上昇が起こるか

どうか検討した。その結果、スクチホリアミドAは内皮

細胞において細胞内カルシウム濃度を一過性に上昇さ

せることがわかった。また、このカルシウム応答は、

Gタンパク質阻害薬のGDP㌼-S、Gqタンパク質阻害薬の

YM254890、ホスホリパーゼC阻害薬のU73122、IP3受容

体阻害薬の2-APBで抑制されるが、細胞外Ca2+キレー

ターのEGTAでは影響されなかった(図７a)。したがっ

て、スクチホリアミドAはGq-PLC-Ca2+経路を活性化し

てCa2+応答を惹起している可能性が考えられた。

３-８．スクチホリアミドAによる血管内皮細胞内の
Ca2+濃度上昇とNO産生の関与

　前項より、スクチホリアミドAによる細胞内Ca2+濃

度の上昇がNOレベルの上昇に関与しているのか、G

タンパク質阻害薬のGDP㌼-S、Gqタンパク質阻害薬の

YM254890、および、カルモジュリンアンタゴニストの

W-7を用いて検討した。スクチホリアミドAによるNO

産生は、これらの阻害薬によって有意に抑制された(図

７b)。したがって、スクチホリアミドAによる内皮細胞

内Ca2+濃度の上昇は、内皮細胞内NOレベルの上昇に関

与している可能性が示唆された。

３-９．PCRアレイ法によるスクチホリアミドAの標的
受容体候補の探索

　すでにHUVECの継代培養を5回以上繰り返すことに

より、スクチホリアミドAのNO産生作用が消失するこ

とを確認しているが、これより継代によりスクチホリア

ミドAの標的受容体がダウンレギュレーションしている

可能性が推察される。そこでスクチホリアミドA感受性

の継代3回目の細胞と、非感受性の継代6回目の細胞より

それぞれRNAを精製し、PCRアレイによってHUVEC特

異的に発現しているGPCRをスクリーニングした。しか

しながら、継代3回目の細胞と、非感受性の継代6回目の

間で発現に差異のある遺伝子は検出されなかった(data

notshown)。

４．考察
　本研究では、冷え性改善効果があるとされるインドナ

ガコショウ抽出物の成分による血管弛緩作用を検討し、

さらにその作用機構を解明することを目的とした。

　血管標本にインドナガコショウEtOH抽出成分である

(a) 細胞内Ca2+濃度上昇．HUVEC細胞にFluo 3-AM
（4 μM、37℃、1時間）を取り込ませ、各種阻害
薬を前処理した後、スクチホリアミドA 100 μMで
刺激した時の蛍光強度変化を平均値±標準誤差で
示した。n=4-14．(b) NO産生における関与．HUVEC
細胞にDAF-2 DA（10 μM、37℃、20分間）を取
り込ませ、各種阻害薬を前処理した後、スクチホ
リアミドA 100 μMで刺激をした時の蛍光強度変化
を平均値±標準誤差で示した。n=4-10.　*p<0.05 
vs. vehicle (Tukey-Kramer’s test)
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スクチホリアミドAを濃度依存的に蓄積的に処理し、そ

の血管弛緩作用を検討した結果、血管内皮細胞存在下

で濃度依存的に弛緩作用を示した。一方、血管内皮細

胞除去条件では、スクチホリアミドAにおいてその弛緩

作用が抑制されることが観察された。さらに、内皮細

胞存在条件のもと、一酸化窒素合成酵素阻害薬である

L-NAMEを前処理してからアセチルコリンおよびスク

チホリアミドAで刺激すると、アセチルコリンの作用は

ほぼ抑制される一方、スクチホリアミドAの弛緩作用も

L-NAMEによって部分的に抑制されたが、完全には抑

制されなかった。アゴニストに対するL-NAMEの相対

的な作用が弱いのかどうかを明らかにするために、様々

な濃度のアセチルコリンによる弛緩作用に対する効果を

調べたが、L-NAMEはアセチルコリンの低濃度域から

高濃度域にわたる弛緩作用を完全に抑制した。したがっ

て、スクチホリアミドAは内皮細胞依存的に血管弛緩作

用を引き起こすのではないかと考えられるが、高濃度

域の弛緩作用に関しては、内皮細胞に作用するものの、

NO以外の経路を介した弛緩作用、または血管平滑筋に

直接作用して弛緩を引き起こす作用機構があるのではな

いかと考えられた。

　次に、スクチホリアミドAがどのようなメカニズムで

血管弛緩作用を引き起こすのかを探るために、血管内皮

由来弛緩物質として知られるプロスタグランジンI2の関

与を、COX阻害薬であるインドメタシンおよびプロス

タグランジンI2受容体の阻害薬であるCAY10441を用い

て、これら2つの化合物の作用点を検討した。インドメ

タシンを前処理してからスクチホリアミドAを蓄積的に

投与した結果、弛緩作用が全く抑制されず、逆に弛緩作

用が多少増強させる傾向にあった。また、CAY10441を

前処理してからスクチホリアミドAを蓄積的に投与して

も、それらの弛緩作用は抑制されなかった。この結果か

ら、スクチホリアミドAの弛緩作用に、プロスタグラン

ジンI2が関与していないことが示唆された。さらに、血

管平滑筋の弛緩作用に対して、血管内皮細胞で産生され

た一酸化窒素(NO)が平滑筋に作用し、sGCを活性化し

てcGMPレベルを上昇させK+チャネルを活性化すことで

過分極し、弛緩作用を引き起こすというNO-cGMP経路

に関与しているか検討した。その結果、ポジコンとして

用いたアセチルコリンと同様、スクチホリアミドAによ

る弛緩作用も、この経路が関わっていることが示唆され

た。これまでの結果から、スクチホリアミドAは、内皮

細胞依存的に一酸化窒素を産生していると考えられる。

内皮細胞からのNO産生にはeNOSが関与しており、内

皮細胞で産生されたNOは血管平滑筋に作用してNO-

cGMP系を活性化することで弛緩作用を引き起こすこと

が明らかとなった。スクチホリアミドAの標的受容体

を同定するために、HUVECのピペロングミン反応性が

継代数によって異なる点に着目し、PCRアレイ(GPCR

シリーズ)によって発現に差異のあるGPCRを検索した

が、残念ながら、有意な差のある遺伝子は見つからな

かった。今後、HUVEC以外の内皮細胞を用いて、スク

チホリアミドAの標的受容体を同定する必要がある。ま

たは、未知の細胞内受容体に作用している可能性もあわ

せて検討を重ねていく必要がある。

　血管内皮細胞からの一酸化窒素産生には一酸化窒素

合成酵素(eNOS)の活性化が不可欠である。NO蛍光指

示薬であるDAF-2DAを取り込ませた血管内皮細胞に

スクチホリアミドAをそれぞれ刺激すると、蛍光強度が

濃度依存的に上昇することから細胞内のNO産生が亢進

していることがわかった。また、スクチホリアミドA共

に、NOS阻害薬であるL-NAMEを前処理するとNO産生

作用が抑制されることが明らかになった。これらのこと

から、スクチホリアミドAは、内皮細胞において一酸化

窒素の生合成を促進し、一酸化窒素を内皮細胞から放出

することで血管平滑筋を弛緩させていると考えられる。

このNO放出までの細胞内シグナル経路を同定するため

に、まずGタンパク質共役型受容体の可能性を検討し

た。内皮細胞膜上にはいくつかの異なるGタンパク質共

役型受容体が存在するが、初めに細胞内のcAMPレベル

を上昇させることでeNOSを活性化するGs共役型受容体

について検討した。しかし、スクチホリアミドAは細胞

内のcAMPレベルを上昇させなかったことから、Gsタン

パク質共役型受容体からのcAMP-PKA経路は関与して

いないと考えられる。次いで、スクチホリアミドAのGq
タンパク質共役型受容体に対する作用の可能性を検討し

た。Ca2+蛍光指示薬であるFluo3-AMを取り込ませた血

管内皮細胞にスクチホリアミドAで刺激すると、一過性

に細胞内のCa2+レベルが上昇した。また、この上昇作用

は、Gタンパク質阻害薬、ホスホリパーゼC、IP3受容体

阻害薬によって抑制され、Ca2+キレート剤であるEGTA

によって抑制されなかったことから、スクチホリアミド
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Aによる細胞内Ca2+濃度上昇はPLC-Ca2+系が関与して

いることが示唆された。スクチホリアミドAによる血管

弛緩作用は細胞内のCa2+濃度上昇によって引き起こされ

ているかを検討した。NO蛍光指示薬であるDAF-2DA

を血管内皮細胞に取り込ませ、スクチホリアミドA単独

で刺激すると、細胞内の蛍光強度が上昇した。また、

PLC-Ca2+系に関わるGタンパク質阻害薬、カルモジュ

リンアンタゴニストW-7有意にNO産生が抑制されるこ

とがわかった。このことから、スクチホリアミドAは、

細胞内のCa2+濃度を上昇させ、PLC-Ca2+系によりNO産

生が亢進することが示唆された。

　インドナガコショウは古くから伝承医学において用い

られてきたが、今までにその血管に対する作用機構は明

らかにされていなかった。本研究で、インドナガコショ

ウEtOH抽出物が交感神経伝達物質であるノルアドレナ

リンの収縮に対して血管弛緩作用を示すことが見出され

た。この血管弛緩作用はインドナガコショウが冷え性を

改善するメカニズムの一つであると考えられる。さら

に、本研究では検討できなかったが、内皮障害に伴う高

血圧症や動脈硬化に対するインドナガコショウ成分の有

効性の検討もモデルマウス等を用いて検討していく必要

がある。これらの研究を通して、未だに治療法が確立さ

れていない冷え性の治療薬につながる可能性があると思

われる。今後、さらなる検討を重ね、インドナガコショ

ウにおける血管弛緩作用の詳細なメカニズムを究明する

とともに、創薬に結び付けていきたい。
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１．はじめに
　近年、生体組織工学が脚光を浴びている。これは、細

胞を使ってヒトの生体組織を人工的に創り、それを種々

の難治性疾患治療に応用することを目的としている。ヒ

ドロゲルは生体組織に近い物理特性を有していることか

ら、細胞の増殖・機能発現の“場”として適している。こ

のような背景から、生体組織工学分野において新規な

高性能のゲルの開発が切望されている。ヒドロゲルを調

製する場合、高分子を水に溶解し、その高分子同士を架

橋する必要がある。しかしながら、従来法では、高分子

の架橋にグルタルアルデヒドなどの毒性が高い化学架橋

剤や無機塩などが使用されており、そのような材料が細

胞や生体に与える悪影響が危惧される(1)。一方、これ

までに我々は、水に溶解した甜菜由来ペクチンが、酵素

である西洋わさび由来ペルオキシダーゼ(HRP)を触媒

とした酸化的重合反応により迅速に架橋し、ゲルを形成

することを見出している(2)。本法では、酸化剤として

毒性のある過酸化水素を使用しているものの、その使用

濃度は極めて低いため、細胞や生体への毒性は極めて低

い。また、過酸化水素自体が不安定であり、容易に水と

酸素に分解するため、仮に多少毒性があるとしても、そ

れが持続することはない。この酸化反応により重合が起

こる甜菜由来ペクチンの官能基はフェルロイル基であ

り、この官能基は同反応により、タンパク質中のアミノ

基やチロシン残基とも重合できる。これまで生体組織工

学分野においてヒドロゲル材料として使用されてきたタ

ンパク質はアミノ基やチロシン残基を含む。したがっ

て、我々は、同酵素反応を利用することで、甜菜由来ペ

クチンが従来の毒性の高い化学架橋剤に代わる新たな高

分子架橋剤として利用できると考えた(図1)。そこで、

本研究ではゼラチンおよびアルカリ処理コラーゲンゲル

調製時の架橋剤としての甜菜由来ペクチンの有用性を評

価した(3)。

２．方法
ヒドロゲルの調製
　ゼラチン（typeA、シグマアルドリッチ社）および

甜菜由来ペクチン（フェルロイル基含有率：3.0×10-8

mol/mg、三栄源エフ・エフ・アイ株式会社）をカルシ

ウムイオンおよびマグネシウムイオン不含リン酸緩衝生

理食塩水（PBS）に溶解し、その水溶液にHRP水溶液お

よび過酸化水素水を加え、撹拌した。なお、過酸化水素

水は最後に加え、3種の水溶液の混合体積比は8:1:1に固

定した。また、HRPと過酸化水素の最終濃度はそれぞ

れ1unit/mlおよび1mMとした。ゲル化の確認には試験

管倒立法を用いた。

　アルカリ処理コラーゲンゲルは以下の条件で調製し

申請者　鹿児島大学　武井　孝行

甜菜由来ペクチンを架橋剤として利用した
医療用ヒドロゲルの開発

鹿児島大学　大学院理工学研究科
武井　孝行

予想される甜菜由来ペクチンと
タンパク質との架橋機構
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た。PBSにアルカリ処理コラーゲンおよび甜菜由来ペク

チンを溶解し、その溶液とHRP水溶液および過酸化水

素水を体積比で8:1:1の割合で混合した。

生体内分解特性
　ゼラチン/甜菜由来ペクチン水溶液、HRP水溶液およ

び過酸化水素水を混合後、注射器を用いて、その溶液

0.5mlをウイスターラットの背部皮下に注入した。1週

間後にゲル注入部を開き、ゲルの状態を観察した。

抗がん剤徐放材料としての応用
　B16F1メラノーマ細胞をヌードマウス（BALB/cA

Jcl-nu）の皮下に注入後、しばらく飼育を続けること

で、体積360mm2以上の腫瘍を作製した。抗がん剤であ

るドキソルビシンを溶解したゼラチン/甜菜由来ペクチ

ン水溶液、HRP水溶液および過酸化水素水を混合後、

その溶液0.1mlを腫瘍に注入した（抗がん剤投与量：0.9

mg/匹）。腫瘍体積の変化を経時に測定した。

血管新生因子徐放材料としての可能性評価
　濃度が1.5mg/mlとなるようにシトクロムCを精製水

に溶解し、0.01M水酸化ナトリウムを用いてそのpHを

7.4に調整した。その水溶液内にアルカリ処理コラーゲ

ン/甜菜由来ペクチンゲルを投入し37℃で振盪した。経

時的に水溶液中のシトクロムC濃度を測定することで、

ゲルへのシトクロムCの吸着量を算出した。

３．結果と考察
ゼラチン/甜菜由来ペクチンゲル
　これまでに我々は、HRPを触媒とした酸化的重合反

応により、甜菜由来ペクチン水溶液が1分以内に迅速に

ゲル化することを示している(2)。このことは、本甜菜

由来ペクチンゲルがインジェクタブルゲル(溶液状態で

生体に注入した後にすぐに体内でゲル化するもの)とし

て有用であることを示している。すでにゲル化したもの

を生体に埋植する従来法では埋植に切開手術が必要にな

るが、インジェクタブルゲルは注射器を使って生体に埋

植できるため、患者の身体的負担の軽減につながる。そ

こでまずは、ゼラチン/甜菜由来ペクチンゲルのゲル化

時間を調査することで、本ゲルがインジェクタブルゲル

として利用可能であるか評価した。図2に示すように、

いずれの条件においても、過酸化水素水の添加後1分以

内に迅速にゲル化した。この結果は、ゼラチン/甜菜由

来ペクチンゲルがインジェクタブルゲルとして利用可能

であることを示している。また、甜菜由来ペクチンを含

まないゼラチン水溶液を同様の酸化処理することによっ

て一時的にゲル化させることができたが、そのゼラチン

のみのゲルを生体内温度(37℃)で静置したところ液化し

た(図3)。一方、ゼラチン/甜菜由来ペクチンゲルは、そ

のような液化は起こらなかった。このことは、甜菜由来

ペクチンは架橋剤としてゲルの安定化に大きく寄与して

いることを示している。

　ゼラチン/甜菜由来ペクチン水溶液にL929線維芽細胞

をあらかじめ懸濁し、その水溶液を同酵素反応によりゲ

ル化させた後に、ゲル内細胞の生存率をCellstainⓇ試薬

（同仁化学研究所）を用いて調査した。その結果、細胞

生存率は98±1%であり、同ゲル化反応に大きな細胞毒

性はなかった(図4)。

高分子濃度とゲル化時間との関係

酵素反応を利用して調製した15% (w/v)ゼラチン
ゲル(a、b)および15% (w/v)ゼラチン/5% (w/v)
甜菜由来ペクチンゲル(c、d)の調製直後(a、c)お
よび37℃で24時間静置した後(b、d)の状態
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　続いて、甜菜由来ペクチンの濃度を5%(w/v)に固定

し、ゼラチン濃度を変えたゲルの強度をゲルの圧縮試験

により求めた。その結果、ゼラチン濃度を変えること

で、様々な強度のゲルを調製できることが分かった(図

5)。生体組織工学分野においては、用途に応じてゲルに

求められる強度は異なることから、強度の調整が可能な

本ゲルの適用範囲は広いと期待する。

　生体組織工学分野で使用されるゲルには、長期間生体

内に残留し炎症反応を引き起こさないように、生体内で

徐々に分解することが求められる。そこで、本検討で

は動物実験によりゲルの生体内分解性を調査した。15%

(w/v)ゼラチン/5%(w/v)甜菜由来ペクチンゲルをラッ

トに注入したところ、1週間後にはゲルが分解している

様子を確認できた(図6)。

　次に、抗がん剤徐放材料としての本ゲルの可能性を評

価した。ドキソルビシン水溶液を腫瘍内に注入した条件

は、ドキソルビシンを含まないゲルを注入した条件と同

様に腫瘍の成長を抑えることはできなかった(図7)。こ

れは、腫瘍内に注入したドキソルビシンがすぐに拡散

15% (w/v)ゼラチン/5% (w/v)甜菜由来ペクチンゲル
内に包括した細胞の生存状態。赤色が死細胞、緑色が
生細胞を表す

ラット皮下に注入した15%(w/v)ゼラチン/5%(w/v)
甜菜由来ペクチンゲルの注入直後(a)および1週間後
(b)の状態

ドキソルビシン含有15% (w/v)ゼラチン/5% (w/v)
甜菜由来ペクチンゲルの腫瘍成長抑制効果

ゼラチン/甜菜由来ペクチンゲルの強度。
甜菜由来ペクチン濃度は5% (w/v)に固定している
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し、長期間、腫瘍内ドキソルビシン濃度を高く保てな

かったためであると考えられる。一方、ドキソルビシン

を含むゲルを注入した条件では、腫瘍の成長を抑えるこ

とができた。この結果は、ゼラチン/甜菜由来ペクチン

ゲルが抗がん剤等の薬剤の徐放性を有していることを示

している。

アルカリ処理コラーゲン/甜菜由来ペクチンゲル
　本ゲルにおいても、ゲル化時間を調査することで、イ

ンジェクタブルゲルとして利用可能であるか評価した。

なお、甜菜由来ペクチンおよびアルカリ処理コラーゲン

の最終濃度をそれぞれ3.0%(w/v)および0.5%(w/v)に固

定し、HRPおよび過酸化水素濃度がゲル化時間に及ぼ

す影響を調査した。その結果、適切なHRPおよび過酸

化水素濃度を選定することで過酸化水素水の添加後1分

以内に迅速にゲル化させることができた(図8)。この結

果は、本ゲルもインジェクタブルゲルとして利用可能で

あることを示している。

　我々は以前、化学架橋剤であるグルタルアルデヒドを

用いてアルカリ処理コラーゲンゲルを調製し、そのゲル

が、生体内で血管新生を促進するタンパク質である塩基

性線維芽細胞増殖因子(bFGF)の徐放担体として有用で

あることを示している(4)。アルカリ処理コラーゲンゲ

ルがbFGFの徐放担体として機能する理由は以下のとお

りである。アルカリ処理コラーゲンの等電点は5.0付近

である。一方、bFGFの等電点では9.6である。したがっ

て、中性の水環境下において、アルカリ処理コラーゲ

ンおよびbFGFはそれぞれマイナスおよびプラスに帯電

するため、bFGFはそのゲルに静電的に吸着する。その

bFGF含有アルカリ処理コラーゲンゲルを生体に移植す

ると、生体内に存在するコラーゲン加水分解酵素により

コラーゲン分子が徐々に分解され、その分子断片がゲル

より放出される。その際、bFGFもそのコラーゲン分子

断片に吸着した状態で徐々に放出される。このように、

アルカリ処理コラーゲンゲルがbFGFの徐放担体として

機能する主要原理は、生体内と同じ中性の水環境下にお

いて、bFGFがコラーゲンゲルに静電的に吸着すること

にある。そこで、本検討では同じ中性環境下において、

bFGFがアルカリ処理コラーゲン/甜菜由来ペクチンゲ

ルに静電的に吸着するかを調査することにより、本ゲル

のbFGFの徐放担体としての可能性を評価した。なお、

実際に使用するbFGFの量は極めて少なく(数µgから数

百ngのオーダー)、かつbFGFは容易に変性することか

ら、正確な定量が極めて困難であるため、そのモデル

タンパク質として等電点ならびに分子量がbFGF(等電

点：9.6、分子量：約180kDa)に近いウシ由来シトクロ

HRP(a)および過酸化水素濃度(b)と
ゲル化時間との関係

アルカリ処理コラーゲン/甜菜由来ペクチンゲル
へのシトクロムCの吸着挙動
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ムC(等電点：9.6、分子量：約120kDa)を採用した。図

9にゲルへのシトクロムCの吸着挙動を示す。中性の水

環境下においてシトクロムCはゲルに吸着した。以上よ

り、本ゲルはbFGFの徐放担体として有望であることが

示唆された。

４．まとめ
　本研究では、甜菜由来ペクチンがゼラチンおよびアル

カリ処理コラーゲンゲル調製時の架橋剤として有用であ

ることを示した。また、それらゲルの応用展開について

も検討した。
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１．はじめに
　光合成効率の高い微細藻類は、植物に替わる新たなバ

イオマス資源として注目されている。その中でも増殖

が早く、大量培養が容易な藍藻スピルリナ(Arthrospira 

(Spirulina) platensis)は、実用化に最も近い微細藻類で

ある(図1)。スピルリナはアフリカや中南米の低緯度地

帯のアルカリ性塩湖に棲息する藍藻で、現地の人々の食

料源として利用されてきた。タンパク質含量が高く、

様々な栄養素を含むスピルリナは、新しい食材として期

待されている(1)。また、スピルリナはデンプンを大量

に細胞内に蓄積することも知られている。スピルリナデ

ンプンを原料としたバイオ燃料(エタノール)生産量は、

乾燥重量当たりでトウモロコシに匹敵することが報告

されている(2)。トウモロコシを原料としたバイオエタ

ノール生産が実用化されていることを考えると、スピル

リナバイオマスの生産コストをトウモロコシ並みに低減

することができれば、バイオマス資源としての利用が実

現すると期待できる。窒素源が制限された条件で培養さ

れたスピルリナは、乾燥重量のおよそ7割におよぶデン

プンを細胞内に蓄積する(3)。したがって、スピルリナ

バイオマスの7割は発酵原料としてバイオエタノールな

どの有用物質の生産に利用することができる。しかし、

残りの3割のバイオマスの利用価値が低いことが、生産

コストを高める原因となっている。

　スピルリナは様々なビタミンなどの栄養素を多く含む

ため、その粉末は栄養補助食品として、あるいは飼料な

どの添加物として利用されている。特に、ビタミンB12
の生産能力が高いことが知られており、スピルリナのビ

タミンB12含有量は動物性食品よりも高いことが知られ

ている(4)。ビタミンB12は、その欠乏により悪性貧血を

引き起こす必須栄養素の一つであり、医薬品、栄養補助

食品そして化粧品などに広く利用されている。ビタミン

B12は一部の限られたバクテリアのみが合成できるビタ

ミンであり、通常ヒトは食物連鎖の中で蓄積したビタミ

ンB12を肉や卵などの動物性食品から摂取している。ス

ピルリナはビタミンB12含有量が非常に高いため、ビタ

ミンB12の供給源として期待されてきたが、近年の研究

によりスピルリナの合成するビタミンB12は、バクテリ

アは利用できるが動物は利用することができない形のも

の(偽ビタミンB12)であることが明らかとなった(5)。偽

ビタミンB12とビタミンB12の違いは、下部リガンドと呼

ばれる部分に結合する化合物の違いのみである。ビタ

ミンB12では5,6-dimethylbenzimidazole(DMB)が結合し

ているのに対し、偽ビタミンB12ではアデニンが結合し

ている。下部リガンドを結合する酵素は、DMBとアデ

ニンの両方を基質とすることが知られており、細胞内

のDMBの有無により、最終的に合成されるビタミンB12
に違いが生じる(6)。スピルリナArthrospira platensis

NIES-39のゲノム解析の結果、スピルリナにはDMBを

合成する酵素をコードする遺伝子が存在していないこと

申請者　首都大学東京　得平　茂樹

微細藻類バイオマスの高度利用を目指したビタミンB12代謝工学

首都大学東京　大学院理工学研究科
得平　茂樹

藍藻スピルリナ(  NIES-39)
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が明らかとなった(7)。したがって、他のバクテリアか

ら取得したDMB合成遺伝子をスピルリナに導入するこ

とができれば、スピルリナがもともと持つ高い偽ビタミ

ンB12合成能を利用して、ビタミンB12を大量生産させる

ことが可能になると考えられる。バイオエタノール生産

に利用したスピルリナバイオマスの残渣を、家畜飼料と

してあるいはビタミンB12精製の原料として利用するこ

とで、スピルリナバイオマスの高度利用が実現可能とな

る。しかし、スピルリナへの遺伝子導入技術は確立され

ておらず、DMB合成遺伝子をスピルリナに導入するこ

とが難しいのが現状である。本研究では、この問題点

を解決し、スピルリナバイオマスの高度利用を実現する

ため、スピルリナへの遺伝子導入技術の開発に取り組ん

だ。

２．方法
　本研究では、藍藻Arthrospira platensisNIES-39株を

実験材料として用いた。A. platensisNIES-39株の培養

は、30˚C、30µmolphoton/m2/secの白色光の連続照射

の下、SOT培地を用いて行った(8)。A. platensisNIES-

39株の11個のメチル化酵素遺伝子の大腸菌用発現ベク

ターへのクローニングは、以下のように行った。各メ

チル化酵素遺伝子は、A. platensis NIES-39株のゲノ

ムDNAを鋳型として、PCR法により増幅した。PCRに

は、PrimeSTARHSDNAPolymerase(TakaraBio)を

用いた。クローニングには、アラビノース誘導型プロ

モーターを持たせたpACYC184とコールドショック発現

系プラスミドpColdII(TakaraBio)の2種類のプラスミ

ドを用いた。クローニングの宿主には、全ての制限修

飾系とメチル化酵素DamおよびDcmを欠損させた大腸

菌HST04株(TakaraBio)を用いた。プラスミドの精製

は、NucleoSpinPlasmidEasyPure(TakaraBio)を用い

て行い、制限酵素はTakaraBio、NewEnglandBiolabs

およびThermoScientificから購入したものを用いた。

３．結果と考察
３.１　スピルリナの制限修飾系
　スピルリナは応用利用への期待から、数十年前からそ

の遺伝子導入技術の開発が国内外の複数のグループによ

り進められてきた。しかし、形質転換に成功したという

報告は限られ、いまだに安定した遺伝子導入技術は確立

していない。多くのバクテリアの形質転換において問題

になるのは、外部から進入したDNAを分解する制限修

飾系の存在である(9)。藍藻においても、制限酵素によ

るDNAの分解が形質転換効率を低下させることが報告

されている(10)。我々はArthrospira platensisNIES-39

株のゲノム解析の結果から、スピルリナに11個のII型の

制限酵素遺伝子が存在し、非常に発達した制限修飾系を

持つことを明らかにした(表1)。また、全ての制限酵素

遺伝子に対して、それぞれがコードする制限酵素が認識

する配列をメチル化すると考えられるメチル化酵素遺伝

子が隣接して存在していた。

３.２　大腸菌を用いたスピルリナ型メチル化DNAの作製
　ゲノム解析の結果から、スピルリナは多くの制限酵素

 NIES-39株のもつII型制限酵素

スピルリナ型メチル化DNAを用いた
形質転換法の開発



―36― ―37―

を持っており、それらが外部からのDNAの侵入を妨げ

ていると考えられた。しかし、例え外部から導入された

DNAであっても、スピルリナと同様のパターンでメチ

ル化されたDNAは、スピルリナ内で自己のDNAと認識

されるため制限酵素による分解を受けない。そこで、11

個のメチル化酵素遺伝子を全て大腸菌に導入し、スピ

ルリナ型にDNAをメチル化する大腸菌の作製を目指し

た(図2)。この大腸菌から調整したプラスミドを用いて

スピルリナの形質転換を行うことで、スピルリナ細胞内

でのDNAの分解を防ぐことができると期待できる。ま

ず、11個のメチル化酵素遺伝子が大腸菌内で発現・機能

するのかを確かめるため、それぞれの遺伝子を導入した

メチル化酵素を発現させた大腸菌内でのDNAのメチル化
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大腸菌を作製した。アラビノース誘導型のプロモーター

から各メチル化酵素を発現する大腸菌からプラスミドを

精製し、制限酵素による切断から保護されるかを評価し

た。その結果、A0892、J0296、Q0118およびQ0244を発

現させた大腸菌から調整したプラスミドでは、アラビ

ノース存在下でそれぞれ対応する制限酵素による切断か

らプラスミドが保護された(図3)。アラビノース非存在

下では切断されたことから、メチル化酵素が発現するこ

とでプラスミドがメチル化され、制限酵素による切断を

受けなくなったことが分かる。しかし、その他の7個の

メチル化酵素を発現させた大腸菌から精製したプラスミ

ドでは、制限酵素による切断からの保護は見られなかっ

た(図3)。アラビノース誘導型のプロモーターからのメ

チル化酵素の発現に問題があった可能性を考え、次にこ

れら7個のメチル化酵素をコールドショック発現系で発

現する大腸菌を作製した。その結果、さらに2個のメチ

ル化酵素(A0354、K0465)を発現させた大腸菌から調整

したプラスミドにおいて、制限酵素による切断からの保

護が見られた。

　以上のように、大腸菌においてスピルリナのメチル

化酵素を発現させることで、制限酵素による切断から

DNAを保護することができることが示された。しか

し、スピルリナにある11個のメチル化酵素のうち5個に

関しては、制限酵素による切断からの保護が見られな

かった。実際にメチル化酵素が認識する配列と切断に用

いた制限酵素が異なっている可能性はあるが、メチル化

酵素を大腸菌内で充分量発現させることができなかった

ことが原因と考えている。メチル化酵素を誘導した大腸

菌の総タンパク質をSDS-PAGEで分離し、CBB染色に

より可視化したが、メチル化酵素の大きさに相当する位

置に誘導タンパク質を確認することができなかった。何

らかの理由により大腸菌内でメチル化酵素が発現しにく

いのか、あるいは速やかに分解されてしまっていると考

えられる。

３.３　電気穿孔法によるスピルリナへの遺伝子導入条件
の検討

　電気穿孔法とは、細胞懸濁液に電気パルスをかける

ことで細胞膜に微小な穴を開け、その穴からDNAを細

胞内部に送りこむことによりDNAを導入する方法であ

る。電気穿孔法は、バクテリアから動物細胞まで非常に

幅広い細胞に適用可能であることから、スピルリナにお

いてもまず本方法による遺伝子導入を試みた。電気穿孔

法においては、用いる細胞懸濁液に塩が含まれると電流

が流れ過ぎ、細胞が死んでしまう。スピルリナの培養

に用いるSOT培地は高濃度のNa+イオンを含むため、ま

ず塩の除去のための洗浄方法を検討した。SOT培地で

培養したスピルリナを遠心により集め、水および10%グ

リセロールで1回あるいは3回洗浄した後、SOT寒天培

地に塗布した。その結果、全ての条件でスピルリナ細胞

が死んでしまっていた。洗浄過程での急激な塩濃度の変

化が原因ではないかと考えられた。そこで、培養時の塩

濃度を下げるために、淡水性のシアノバクテリアの培養

に用いられるBG-11培地での培養を試みた(11)。スピル

リナはBG-11培地でも増殖が可能であったため、BG-11

培地で培養したスピルリナを実験に用いることにした。

BG-11培地で培養したスピルリナを10%グリセロール

で1回洗浄した後、SOTおよびBG-11寒天培地に塗布し

た。その結果、BG-11寒天培地上では細胞の増殖が観察

された。したがって、スピルリナを塩濃度の低いBG-11

培地を用いて培養することで、電気穿孔法による遺伝子

導入に必要な塩を除去した細胞懸濁液を調整することが

可能であることが示された。

４．まとめと今後の展望
　本研究により、大腸菌内でスピルリナのメチル化酵素

を発現させ、DNAをメチル化することが可能であるこ

とが示された。メチル化されたDNAは予想通り、制限

酵素による切断から保護されることも示された。大腸

菌内でスピルリナ型にメチル化したDNAを用いること

で、スピルリナ細胞内において制限酵素による切断を受

けなくなると期待できる。今後は、スピルリナの持つ全

てのメチル化酵素遺伝子を導入した大腸菌を作製し、ス

ピルリナ型にメチル化されたDNAを取得する。また、

電気穿孔法による遺伝子導入の条件検討を行い、電気穿

孔法に用いる細胞懸濁液の調整方法を確立した。本研究

で確立した方法で調整した細胞懸濁液に上記のスピル

リナ型にメチル化されたDNAを混ぜ、電気パルスをか

けることで、スピルリナにDNAを導入することができ

ると期待している。また、DNAを導入する方法として

は、電気穿孔法だけでなく大腸菌による接合法を試す。

Anabaenasp.PCC7120などの一部のシアノバクテリア
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では、大腸菌の接合能を利用した遺伝子導入法が確立さ

れている。大腸菌内でメチル化したDNAを直接大腸菌

による接合伝達により、シアノバクテリアに導入する。

接合による遺伝子導入法は、制限酵素を多くもつシアノ

バクテリアで特に有効であることが示されている。スピ

ルリナにおける接合法の有効性も検証していきたい。
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Introduction
　Since the invention of paper approximately

2000years ago, it hasbeen traditionally fabricated

from an aqueous suspension of cellulose fibers by

papermaking,whichisasequentialprocessoffiltration,

dewatering, and drying.The current papermaking

processenableshigh-speedand large-area fabrication

ofpapermaterialsup to18,000m2min–1.Therefore,

papermaterialsaremass-producibleand inexpensive,

and theyhavebeenused formanypurposes, such

aswriting, printing, andpackaging applications, in

daily life.Recently, theapplicationofpaperhasbeen

extendedtoelectronics;[1,2]electronicdeviceshavebeen

fabricatedonpapersubstrates, including inorganic[3,4]

andorganic transistors,[5] complementarymetaloxide

semiconductors,[6,7] triboelectric nanogenerators,[8]
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Abstract
　Recentprogress inportableandwearableelectronicshaspromotedagrowingdemand forhigh-performance

and flexible energy-storagedevices that areabundantandaffordable.Because reducedgrapheneoxide (rGO),

originating from inexpensivegraphite, servesashigher-performanceenergy-storageelectrode thanconventional

activatedcarbonsandcarbonnanotubes, researchanddevelopmentof rGO/polymercomposite electrodes for

flexiblesupercapacitorshavebecomeacenterofattraction.However,thefabricationofrGO-basedflexibleelectrodes

frequentlyrequires longtimewithhigh-temperaturetreatmentor toxicchemical treatment,resulting in the lack

ofscalabilityandeco-friendliness.Hereweshowfast,scalable,andenvironment-compatibleroutetofabricatehigh-

performancerGO/cellulosepapersupercapacitorelectrode.Single-layergrapheneoxide (GO)sheetsandrecycled

wastepulpfibersweresuccessfully fabricated intoapapercompositebyawell-establishedscalablepapermaking

process, followedbya room-temperature, chemical-free, andmillisecond-timescale flash reductionprocess.The

as-preparedrGO/paperelectrodehadhighspecific capacitance,up to212Fg–1, foranallpaper-based flexible

supercapacitor, comparable to thoseof state-of-the-art rGO-basedelectrodes,whiledramaticallydecreasing the

reductiontimeofGOfromtheconventionalhourtimescaletomilliseconds.Thisworkwillpavethewayforgreen,

flexible,andmass-producibleenergy-storagepapersinfuturewearableelectronics.
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memory,[9,10] transparent conductive films,[11,12] and

antennas . [13 ,14] Paper electronics provides new

possibilities fornext-generationdeviceswith flexible,

biodegradable, biocompatible, and eco-friendly

electronics.

　Recent years have seen remarkable progress in

wearableelectronics;[15,16]portableconsumerelectronics

arebecomingflexible, lightweight,andevenwearable.

Becausewearable electronics essentially require

energy-storagedeviceswiththin, lightweight,flexible,

and conformable properties, such flexible energy-

storage devices have become the focus ofmajor

research.[17–19] Of various energy-storage devices,

supercapacitors have attractedmuch attention

becauseof theirhighpowerdensity, long life cycle,

andenvironmental friendliness.[20,21]Becauseelectrode

materialsplayessentialrolesinenergy-storagedevices,

enormouseffortshavebeendevoted to theresearch

anddevelopment of high-capacitance electrodes for

flexiblesupercapacitors.Reducedgrapheneoxide(rGO),

whichcanbeobtainedby thereductionofgraphene

oxide (GO)extractedfrominexpensivegraphite,offers

muchhigher specific capacitance than conventional

activated carbons and carbonnanotubes.[22,23]Thus,

flexible rGO/polymer composites have emerged

as one of themost promising electrodes for future

supercapacitors.[24–31]

　The forthcomingwidespreaduse of portable and

wearable electronicswill provide a strongdemand

formaking flexible energy-storage devicesmore

abundantandaffordable. It is thereforehighlydesired

to developmass productionprocesses for low-cost

and high-performance rGO-based electrodes for

flexible supercapacitors.Paperservesasa favorable

matrix for flexible binder-free rGO electrodes[24–28]

becauseof itshighaffinity fornanocarbonsviaaCH-

πinteractionbetweentheaxialplaneofthecellulose

and thegrapheneπ-conjugated system,[11,32] aswell

as itsexcellentavailability.Thepapermakingprocess

canalsoboastexcellent scalabilityandbenefit from

techniquesandequipmentcommon in theestablished

paper industry. However, the fabrication of rGO

remainschallenging toprocessing speed, scalability,

andenvironmentalcompatibilitybecausethereduction

ofGO frequentlyrequireshour-scale timewithhigh-

temperature treatment[24–26,29,30,33] or toxic chemical

treatment. [22,23,27,28,31,34,35] Here, we show the high-

speed, scalable, andeco-friendly fabricationof rGO/

cellulose paper composite electrodes for flexible

supercapacitorsusingacombinationofpapermaking

and flashreduction techniques.First, single-layerGO

sheetswereeffectivelycompositedwithvirginpulps

or recycledwaste pulps to prepare a flexibleGO/

cellulosepapercompositebyascalablepapermaking

process.Then, room-temperature, chemical-free, and

millisecond-timescalereductionofGOwasachieved in 

situ in thepapercompositebyhigh-intensitypulsed

light irradiation.The rapidly reducedGO/cellulose

paper composite electrodes achieved high specific

capacitance, up to 212Fg–1, andwere successfully

appliedforanallpaper-basedflexiblesupercapacitor.

Results and discussion
Fabrication of the rGO/cellulose paper composite 
by a combination of papermaking and flash reduction
　FastfabricationoftherGO/cellulosepapercomposite

wascarriedoutbypapermakingwithafiltrationtime

of4sandsuccessiveflashreduction for0.036s (Fig. 

1).First,anaqueousdispersionofnegativelycharged

single-layerGOsheets (Table 1)withwidthsof10–30

μm,whichwere extracted fromgraphite powder

according to themodifiedHummer’smethod,[36]was

mixedwithanaqueoussuspensionofvirgincellulose

pulpfiberswithwidthsofseveral10μmandlengths

of severalmillimeters. Because pulp fibers have

weaklynegativechargeson their surfaces (Table 1),

thebrown-coloredGOandwhite-coloredpulp fibers

werethenclearlyseparatedfromeachotherinwater

asaresultofelectrostaticrepulsion.Forpreparation

of thepapercompositeby thepapermakingprocess,

theresultingaqueousmixturewasfilteredthrougha

#300wiremesh.Whilethepulpfiberswereeffectively
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retainedon thewiremesh,mostof theGOdropped

throughthemeshbecauseofitssmallsize,suggesting

thatasimplemixtureofGOandpulpfiberspresents

significantdifficulty in fabricatinguniformcomposites

using the papermaking process.To overcome this

difficulty,inthisstudy,abranchedpolymerwithhigh-

densitypositivecharges, i.e., polyethylenimine (PEI),

wasadded in themixture toconnectnano-dispersed

GOwithpulp fibers throughelectrostatic interaction

(Fig. 1 andTable 1). Subsequently, the prepared

aqueous suspension of the brown-coloredGO/pulp

fiber compositewas rapidlydewatered through the

meshwithin 4 swith excellent retention of nearly

100%.Thewet paper obtainedwas dried by hot

pressing toprepareaGO/cellulosepapercomposite

withpaper-like flexibility.Theprocess time for this

Zeta potential values of GO, cellulose pulp fibers, PEI, and their composite.
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sequentialprocedurewasasshortastheconventional

papermakingprocessforpreparationofcellulosepaper,

indicating thepotential for industrial-level scalability.

Finally,theGO/cellulosepapercompositewastreated

withhigh-intensitypulsedlightusingxenonflashlamps

(lightintensity:0.986Jcm–2)for0.036sunderambient

conditions,whilemaintainingitsflexibility.

　Flash reduction ofGO to rGOwas confirmedby

Fourier transform infraredattenuatedtotalreflection

(FT-IR/ATR) analysis. FT-IR/ATR spectra ofGO

without thecellulosepapermatrixbeforeandafter

theirradiationofhigh-intensitypulsedlightareshown

inFig. 2a.Afterpulsed light irradiation for0.036 s,

most of the peaks derived from oxygen functional

groupsoftheoriginalGO[37]disappeared,andtheC=C

stretchingvibrationpeakatca.1600cm–1 for theGO

shiftedto1560cm–1,indicatingtheformationofrGO.[37]

Thus, themillisecond-scalerapidreductionofGOwas

successfullyconductedatatmosphericconditionsusing

high-intensitypulsed light.The in situflashreduction

ofGOinthecellulosepapermatrixwasalsoachieved

topreparetheflexiblerGO/cellulosepapercomposite

while keeping the crystalline structure of native

cellulose(celluloseI[38]) (Fig. 2b).Then,GOsheetswith

widths of 10–30μm,whichwere embedded in the

papermatrix(Fig. 2c, Fig. 4),formedporousstructures



―44― ―45―

after the flash reduction (Fig. 2d), as reported by

Cote et al.[39]The flash reductionmechanismofGO

could involvephoto-thermalultrafastheating[39]and/or

electronsupplyfromphoto-ionizedmoisture.[40]

Flash-reduced GO/cellulose paper electrode for a 
flexible supercapacitor
　The prepared flash-reducedGO/cellulose paper

compositewas applied as an electrodematerial for

a flexible supercapacitor.Theelectrical conductivity

and specific capacitanceof the rGO/cellulosepaper

composite were evaluated as a function of the

pulsed-light irradiation time (Fig. 3a).Theelectrical

conductivity of thepaper composite increasedwith

increasing irradiation timebecauseof theconversion

of electrically insulatingGO to conductive rGOby

the flash reduction.Then, the rGO/cellulose paper

compositewiththicknessca.100μmwasconductive

in3D, indicating that the flash-reducedGOformeda

percolationnetworknotonlyon thesurfacebutalso
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insidethepapercomposite.Theconductivityreached

172mS cm–1 after the flash reduction for 0.072 s.

Thus, the rGO/cellulose paper compositewas free-

standingand3Dconductiveandcouldbeusedasa

flexibleelectrodematerial,withoutanyadditives,fora

supercapacitor. Itshouldbenotedthat themaximum

specific capacitance of 212Fg–1 (areal capacitance:

24mFcm–2,volumetric capacitance: 2.4Fcm–3)was

recordedat a flash reduction timeof 0.036 s,while

thespecificcapacitancevaluesdecreasedover0.036s

(Fig. 5).Toelucidatethisphenomenon,electrochemical

impedancespectroscopymeasurementswereconducted

todiscuss theelectrical resistanceand ion-transport

behaviorof the rGO/cellulosepaperelectrodes.Fig. 

3b showsNyquist plots of the rGO/cellulosepaper

electrodespreparedbytheflashreduction for0.036s
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and0.072s.Theequivalentseriesresistance(ESR),the

charge-transferresistance,andthediffusionresistance

of electrolyte ions in theelectrodematerials canbe

separatedbythecomplexplaneplotscorrespondingto

differentfrequencyregions.Ingeneral,theintersection

ofthecurveattherealresistance(Z’)axisrepresents

theESR,which determines power density of the

supercapacitors.Thecharge-transferresistanceatthe

electrode-electrolyte interface isdeterminedby the

widthofsemicircleplottedathigher frequencies.The

inclinedlinewithaslopeof45°totheZ’axisatlower

frequencies is related to thediffusion of electrolyte

ions,which is called theWarburg impedance.Then,

theprojectedlengthoftheWarburglineontheZ’axis

(Warburg length) represents thediffusion resistance

of electrolyte ions in the electrodematerials.[24]As

shown inFig. 3b, theWarburg length of the rGO/

cellulosepaperelectrodepreparedataflash-reduction

time of 0.036 swas shorter than that of the rGO/

cellulosepaperelectrodepreparedataflash-reduction

timeof0.072s,while therewereno largedifference

between theirESRvalues (ca. 8Ω).These results

suggested that the excess irradiation of thepulsed

lightcouldcause the increaseddiffusionresistanceof

electrolyte ions inside thepaper electrodepossibly

due to theaggregationof rGObyπ-πre-stacking

and the damage to the paper structure (Fig. 6),

resulting inadecrease in thespecificcapacitance. It

iswellknown thatnano-dispersedGOsheets suffer

from severe re-stacking after reduction, and the

resulting rGO loses its excellent functionalities.[22, 36]

Lee et al. has recently addressed the chronic re-

stackingissuesofrGObydopingwithmelamineresin

monomers toenlarge the interlayerspacingbetween

rGOsheets, achieving efficient iondiffusion and an

improvement in thespecificcapacitance from110 to

210Fg–1at0.5Ag–1.[30]Thus,itisimpliedthatthein 

situflash-reductionofGOimmobilizedinsidethepaper

matrix,demonstrated in thisstudy,cansuppress the

re-stackingofGOsheetstosomedegreebycontrolling

the flash-reduction time.The rGO/cellulose paper

compositepreparedat the optimum flash-reduction

time(0.036s)demonstratedarectangular-shapedcyclic

voltammetry (CV) curvewith slightdistortion (Fig. 
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3c)andsomewhatnon-linearcharge-dischargecurves

(Fig. 3d), indicating electric double-layer capacitor

behaviorwithslightpseudo-capacitancepossiblydue

tothepresenceofa fewoxygen-containingfunctional

groups.[37]Basedon thecharge-dischargecurves, the

specificcapacitancevalueswereplottedasa function

ofcurrentdensity (Fig. 3e).TherGO/cellulosepaper

compositepreparedusingvirginpulp fibersachieved

high specific capacitances ranging from212 to 100

Fg−1withcurrentdensities ranging from0.5 to10

Ag−1. In addition, the paper composite electrodes

offeredexcellent charge-discharge cyclicdurability;

theretentionof thespecificcapacitancewasca.94%,

evenafter 14,000 cycles (Fig. 3f).As shown inFig. 

7a,anallpaper-basedflexiblesupercapacitorwasalso

successfullypreparedusing twopiecesof the rGO/

cellulosepapercompositeelectrodeandonepieceof

thepaperseparator;thespecificcapacitanceofasingle

paperelectrodewasestimated tobe177Fg−1ata

currentdensityof1.0Ag−1 (Fig. 7b).Fig. 7c shows

Ragoneplot for thepaper-basedsupercapacitor.The

specificenergydensityandspecificpowerdensityat

avoltageof1.0Vof thepaper-basedsupercapacitor

were24.6Whkg−1and503Wkg−1,respectively.These

results suggest that the flash-reducedGO/cellulose

papercompositeispromisingforenergy-storagepaper

devicesinportable,flexible,andwearableelectronics.

Eco-friendly fabrication of the paper supercapacitor 
electrode by using recycled waste pulps
　Efficient recyclingofwastepapermaterialshasa

significantrole insustainabledevelopmentbecause it

contributes to low-cost, low-energyconsumption, and

environmentallybenignpaper industries.Compared

withvirginpulps, recycledpulps fromwastepaper

cansaveca.17trees,3.3cubicyardsof landfillspace,
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360 gallons ofwater, 100 gallons of gasoline, 60

poundsofairpollutions,and10,401kWofelectricity

perproductionof one tonofpaper.[41] In this study,

as shown inFig. 8, thehighelectrodeperformances

of the paper compositewere achieved evenwhen

preparedusingrecycledwastepulpsfromnewspapers

instead of virginpulps. In conjunctionwith awell-

establishedscalablepapermakingprocess, therefore,

theuseofrecycledwastepulpscancontributetoeco-

friendly fabricationofmoreaffordableGO/cellulose

paper composites.Furthermore, the flash-reduction

process achieved a drastic shortening of the GO

reduction time fromtheconventionalhour timescale

tomilliseconds;afterreduction, theflash-reducedGO/

cellulosepapercomposite in this studyofferedhigh

specificcapacitance,comparabletothoseofstate-of-the-

artrGO-basedelectrodespreparedbychemicalreducti

on,[22,23,27,28,31,34,35]thermalreduction,[24–26,29,30,33]andflashand

successive thermalreduction,[37] includingmatrix-free

rGO,[22,23,33–35,37]paper-basedrGO,[24–28]andotherpolymer-

basedrGOelectrodes[29–31](Fig. 9).Inaddition,ourpaper

supercapacitorelectrodeachievedhighercapacitance

(212Fg−1)thanpreviouslyreportedcarbonnanotube-

basedsupercapacitorelectrode(51Fg−1)[42].Ithasbeen

reportedthattheflash-lampirradiationprocesscanbe

extendedtolarge-areaandroll-to-rollphotonicsintering

andmanufacturingofmetalnanoparticle conductive

lines printed on flexible substrates.[43–46] Thus, the

combination of papermaking and flash reduction is

expected to be a promising approach for thehigh-

speedandroll-to-rollproductionofhigh-capacitanceand

flexiblerGO-basedelectrodes.

Conclusions
　Inconclusion,wehavedemonstrated the fastand

scalable fabricationofhigh-performancerGO/cellulose

paperelectrodesbycombiningpapermakingand in 

situflash-reductiontechniques.[49]Bothvirginpulpsand

recycledwastepulpscanbeusedasaflexiblematrix

forGOtoprepareGO/cellulosepapercompositesbya

facilepapermakingprocess.Then, room-temperature,

chemical-free,andmillisecond-timescaleflash-reduction

ofGOwassuccessfullyperformedin situinthepaper

matrix,providingthepaperelectrodeswithaspecific

capacitanceupto212Fg–1foraflexiblesupercapacitor.

Thesefindingsopenupanewwindowforgreenand

massproduction of energy-storagepapers towards

futurewearableelectronics.

Experimental
Materials
　Virginpulps (never-driedsoftwooddissolvingsulfite

pulps),whichwereprovidedbyNipponPaperGroup.

Inc., Japan, and recycledwastepulpsobtained from

newspaperswereusedas cellulosepulp fibers.PEI

(averagemolecularweight: 1800) and an aqueous

dispersion of single-layer GO sheets (GO-TQ2, 1

wt%,width: 10-30μm)werepurchased fromWako

PureChemical Industries, Ltd., Japan andNiSiNa

materials,Co.Ltd., Japan, respectively.Theaqueous

GOdispersion (0.5g)wasdilutedwithdistilledwater

(15mL), followedby sonication for 4minusing an

ultrasonichomogenizerequippedwitha7-mmprobe

tip (US-300T,NihonSeiki,Co.Ltd., Japan)beforeuse.

Allreagentswereusedwithoutfurtherpurification.

Preparation of the GO/cellulose paper composite 
using a papermaking technique
　Anaqueoussuspensionofcellulosepulpfibers (0.15
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wt%,200mL)wasmixedwithanaqueousdispersion

ofGO(0.032wt%,15.5mL,GOcontent:5mg)andan

aqueoussolutionofpolyethylenimine(1.0wt%,0.4mL)

in thatorder,witheachstepbeingcarriedoutatan

intervalof10min.TheresultingsuspensionoftheGO/

pulpfibercompositeswasdewateredfor4sbysuction

filtrationthrougha#300wiremesh.Thewetpaperon

thewiremeshwassandwichedbetweenahydrophobic

glassplateandpapertowelanddriedbyhotpressing

at110°Cfor10min(1.1MPa).Theobtainedsample

was thenpeeled fromthewiremesh toprepare the

GO/cellulosepapercompositewithadiameterof75

mmandthicknessofca.100μm.

Flash reduction of the GO/cellulose paper 
composite
　TheGO/cellulosepaper compositewas subjected

toa flashreductionprocessat roomtemperature in

air using aPurseForge 3300 equippedwith xenon

flash lamps (NovacentrixCorp.,USA).Typically, the

irradiationofhigh-intensitypulsed light for0.0018 s

wascarriedout10 timesata frequencyof2Hz for

eachsurfaceof thepapercomposite (light intensity:

0.986Jcm–2;nettimeofpulsedlightirradiation:0.036s).

Analyses
　Theconductivityandsheetresistancevalueswere

measuredusingaresistivitymeterwitha four-point

probe (Loresta-GP,MCP-T610,MitsubishiChemical

AnalytechCo.,Ltd., Japan). Surface observations of

thepapercompositeswereconductedusinga field-

emission scanning electronmicroscope (JSM-6700F,

JEOLLtd.,Tokyo, Japan) atanacceleratingvoltage

of1.0kV.FT-IR/ATRspectrawereobtainedusinga

KJP-05120S instrument (PerkinElmerCo.Ltd., Japan).

X-ray diffraction patternswere recorded using a

RigakuMiniFlex600withascanningangle (2θ)range

of10–35°,at40kVand15mA.Thezetapotential

valuesofGO,cellulosepulpfibers,PEI,andGO/pulp/

PEIcompositeweremeasuredusingaZeta-potential&

ParticlesizeAnalyzerELSZ-2000N(OtuskaElectronics,

Co.Ltd.,Japan).

Electrochemical measurements
　Theelectrochemicalmeasurementswereconducted

usingaconventional three-electrodesystemwithan

aqueouselectrolyte (1MNa2SO4).TherGO/cellulose

paper compositewas set onAl foil as a current

collectorandwasusedas theworkingelectrode.A

platinumelectrodeandAg/AgClelectrodewereused

as the counter electrode and reference electrode,

respectively.Theweightanddimensionsoftheactive

material (GO) in theworking electrodewere 0.113

mgand1.0cm2, respectively.Cyclicvoltammetryat

a scan rate of 20mVs–1 andgalvanostatic charge-

dischargebehavioratanoperationvoltage rangeof

0–1.0Vwereperformedusingapotentio/galvanostat

(1255WB,SolartronCo.Ltd.,UK).Specificcapacitance

valueswere calculated based on the galvanostatic

dischargecurveandtheweightoftheactivematerial.

Electrochemicalimpedancespectroscopywasrecorded

from1MHzto0.1Hzat0Vwithanamplitudeof10

mV.Forevaluationofthepaper-basedsupercapacitor,

acellulosenanofiberpaperseparatorwithathickness

of50μm,whichwaspreparedaccordingtoaprevious

report,[47]wassandwichedbetween therGO/cellulose

paper electrodes on theAl-foil current collector,

followedby soakingwith theaqueouselectrolyte (1

MNa2SO4)andsetting intoacell (TBH3-CELL,Toyo

Corp.,Japan).Thespecificenergydensityandspecific

powerdensitywere calculatedbyusingE=CV2/2

andP=E/Δt, respectively,whereC is thespecific

capacitance,V isthecellvoltage,Δt is thedischarge

timeinthegalvanostaticcharge/dischargecurves.[48]
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１．はじめに
　絶縁基板上に印刷した金属ナノ粒子をレーザ焼結する

ことで機能性導電膜や微細配線を形成する技術1,2)は、

金属材料の使用効率が高く、かつドライプロセスである

ことから、従来のウェットプロセスの代替、または補完

するプリンテッドエレクトロニクス技術として実用化段

階にある。

　高周波伝搬用の微細配線には、配線表面において信

号を効率よく伝搬させるため、7μm以上の膜厚が要求

される。しかし、金属ナノ粒子の焼結によって得られ

る焼結膜の膜厚は、最大3μm程度である。またインク

ジェット(IJ)印刷法を用いて大面積に金属ナノ粒子ペー

ストの微細配線パターンを形成するために時間を要する

ことも課題となる。

　そこで本研究では、銅マイクロ粒子トナーの開発、な

らびにそのレーザ焼結技術の確立を目指す。銅は、金や

銀と比較して安価で、比抵抗1.68μΩcmを示すために

微細配線材料に適する。一方でパターン形成において

は、電子写真方式で銅マイクロ粒子トナーを定着して

レーザ焼結することで、バルクの機能性膜や導電パター

ンを形成する。これまでに、一般的な定着法方法を前提

とした金属トナー3)や、レーザ焼結用ナノ粒子クラスタ

トナー4)が提案されている。また、導体である金属粒子

そのものを静電気で移動させ、マスクレスでパターン形

成に関する研究も行われている5)。

　本研究では、銅マイクロ粒子からトナーを作製する。

銅マイクロ粒子は、ナノ粒子のように焼結温度が大幅に

低下する寸法効果6)は発現しないものの、瞬間的に高い

エネルギを付与できるレーザ焼結法を用い、トナーに含

まれる添加物の蒸発・除去と、銅マイクロ粒子のバルク

金属化が可能となれば、既存のレーザプリンティング技

術を用い、膜厚7μmを超える微細配線の形成が可能に

なると考えられる。

　レーザプリンティング用トナーは一般的に、図１に

示すような顔料とバインダ材料である樹脂、帯電制御

剤(CCA)、添加剤などから構成される。またその粒径

は3～10μm程度である。本研究では、配線形成および

焼結性の観点から、銅マイクロ粒子とバインダ、CCA

のみで銅マイクロ粒子トナーを作製する。電子写真方式

法を用いた銅マイクロ粒子トナーによるパターン形成に

向け、トナーの静電特性の評価や、基板への塗布特性、

レーザ焼結特性、焼結膜と基板との密着性、膜の面積率

や比抵抗を評価し、レーザ焼結法による機能性膜、微細

配線の形成法としての妥当性を見極める。

２．実験
２.１　銅マイクロ粒子トナーの作製
　トナーのコアとなる導電材料として、銅マイクロ粒子

(日本アトマイズ加工株式会社、平均粒子径1.12μm)を

使用した。図２に、銅マイクロ粒子の走査型電子顕微鏡

(SEM、キーエンス、VE-9800)像を示す。トナーに使

用するCCAは、帯電ロールとして用いられるアルミニ

ウムが正に帯電しやすいことから、負帯電のサリチル酸

亜鉛塩(中央合成化学、CHUO-CCA801)を使用した。

　まず、不活性ガスである窒素を充填したドライボック

申請者　茨城大学　山崎　和彦

銅マイクロ粒子トナーの開発とそのレーザ焼結特性の評価
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山崎　和彦、柏　雄太
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ス内で、銅マイクロ粒子にバインダであるエチルセル

ロース(10mPa・s、密度1.17g/cm3)と、CCA、溶媒の

エタノールを加えてペースト化した。表１に、銅マイク

ロ粒子トナーペーストの配合量を示す。本研究では、外

添剤や酸化防止剤、ワックスは使用していない。トナー

試料１～３は、トナーの観察用としてバインダ量を調整

し、試料４～６は、帯電性評価用としてCCAであるサ

リチル酸亜鉛の量を調整した。

　次に、作製した銅マイクロ粒子ペーストを剥離シート

上に取り、十分に乾燥させた後、乳棒と乳鉢を用いてサ

ブミリメートル以下になるまで粉砕した。作製したト

ナーの光学顕微鏡やSEM観察を行うことで粒子径を確

認した。

２.２　銅マイクロ粒子トナーの定着性評価
　バインダであるエチルセルロース量の異なるトナー試

料１～３の熱定着特性を評価した。アルミナ基板(日本

ファインセラミックス、50×50×t1mm)上に、マスキ

ングテープ(3M、厚さ50μm)を４枚重ねてマスクを作

製した後、その内側に銅マイクロ粒子トナーペースト

を流し込み、スキージ法によって均一に塗布した。その

後、ホットプレートを用いてエチルセルロースの融点で

ある230℃で10秒間保持し定着させた。その後、膜表面

のSEM観察を行い、熱定着工程におけるバインダ配合

量を検討した。

２.３　銅マイクロ粒子トナー帯電性評価
　CCAであるサリチル酸亜鉛の量の異なる試料４～６

の銅マイクロ粒子トナーを、図３に示すように接地した

アルミニウムカップに入れ、45°に傾斜させたアルミニ

ウム板の上から自重で転がしながら摩擦帯電させた。

ファラデーケージ(春日電機、KQ-1400)の測定カップ

内のトナーの帯電量を、クーロンメータ(春日電機、

NK-1002A)を用いて測定した。

２.４　銅マイクロ粒子トナーの焼結実験と密着性評価
　図４にレーザ焼結方法の概要を示す。アルミナ基板

上に熱定着させた銅マイクロ粒子トナー塗布膜(試料

６)に、図５に示すパルス発振Nd:YAGレーザ装置(日立

建機、LU300、波長1064nm、最大出力1.8J、発振周波

数80Hz、パルス幅0.1～10ms、ビームスポット径約0.2

mm、ガウス分布)から発振されたレーザ光を、焦点距
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離100mmのレンズを用いて集光照射した。このとき、

出力7.0mJ～37mJのレーザパルスを、ステージ走査速

度0.33mm/sで走査しながら照射した。焦点は、サンプ

ルから離れる方向に0～6mmデフォーカス(ビーム径0.2

mm～0.4mm)させた。また焼結時の酸化を抑制するた

め、チャンバー内にArガスを流量2L/minで導入しなが

ら照射した。

　焼結後の密着性試験として、メンディングテープを焼

結部に貼り付けて剥がすピール試験、およびエタノール

を湿潤させた綿棒を用いた焼結膜の払拭試験を行った。

また、画像解析ソフト(ImageJ)を用いて焼結膜表面の

面積率を計測した。

２.５　銅マイクロ粒子焼結膜の電気特性評価
　アルミナ基板上に形成したレーザ焼結膜の直流抵抗値

を抵抗計(日置電機、抵抗計3541、ピン形リード9455)を

用いて四端子法で測定した。このとき測定長さ2.5mm

および焼結膜断面から得られた断面積から比抵抗を見積

もった。

３．実験結果および考察
３.１　銅マイクロ粒子トナー作製および観察
　図６に、作製した銅マイクロ粒子トナー試料１～３の

SEM像を示す。エチルセルロース配合量は、試料１が

0.15g(エチルセルロース/銅の重量割合13％)、試料２

が0.20g(同17％)、試料３が0.25g(同22％)となる。これ

らのSEM像から、銅マイクロ粒子トナーの大きさは約

２μm程度で、使用した銅マイクロ粒子の１～２倍であ

る。このことからCCAを含むエチルセルロースが、銅

マイクロ粒子１、２個の周囲に付着していると推測され

る。図６(c)の試料３のように、エチルセルロース/銅の

重量割合が22％を超えると、トナー同士の凝集体が形成

する。試料３のトナー断面像(図７参照)からも、複数の

銅マイクロ粒子がバインダに覆われた様子が確認でき、

CCAが20％までならばトナーの分散が促せる。
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３.２　銅マイクロ粒子トナーの定着性評価
　作製したトナー試料１～３を、それぞれアルミナ基

板上に塗布し、ホットプレートで230℃に加熱して基板

への熱定着を行った。図８に熱定着後のトナー表面の

SEM像を示す。その結果、トナー試料１、２の塗布膜

は、一部がアルミナ基板から剥離した。一方、エチルセ

ルロース量／銅の重量割合が22％のトナー試料３は、ア

ルミナ基板に定着した。このことから、熱定着に必要な

銅に対するエチルセルロースの割合は20％前後と分か

る。このときの銅マイクロ粒子に対するエチルセルロー

スの体積は、銅の密度8.96g/cm3とすると約1.4倍と見積

もられる。

３.３　銅マイクロ粒子トナー帯電性評価
　CCA量を調整した試料４～６の銅マイクロ粒子ト

ナーの帯電量を、ファラデーケージおよびクーロンメー

タで測定した。図９にトナー試料４～６の比電荷量を

示す。トナー試料４はCCA量が0.028g(CCA/エチルセ

ルロース重量割合13％)と少ないため、トナー全体が正

に帯電したものの、CCA量を増加させた試料５(CCA

量0.066g、同31％)、試料６(CCA量0.108g、同51％)で

は、比電荷量は-3～-5nC/g程度と負に帯電した。この

ことからCCA配合量によってトナー帯電量が変化し、

CCAに対するエチルセルロースの重量割合が30％を超

えると負帯電トナーとして機能することが分かる。

３.４　銅マイクロ粒子トナーの焼結実験と密着性評価
　図10に、アルミナ基板上に熱定着させた試料６の銅マ

イクロ粒子トナー塗布膜に、パルス発振Nd:YAGレーザ

を集光照射し、エタノール含ませた綿棒で洗浄および払
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拭試験後の様子を示す。レーザ光は、図10の上下方向に

走査している。

　レーザ照射後では、特にビーム強度の高い中心部分が

黒色に変化した。照射するレーザのパルスエネルギー

が小さいとき、焼結膜形成を確認できなかったが、図

10(b)のようにパルスエネルギー約7.0mJ、デフォーカ

ス6mm(フルエンス約1.6J/cm2)の条件では、基板表面

に幅約0.2mmの焼結膜が形成した。図10(a)のパルスエ

ネルギー約7.0mJ、デフォーカス4mm(フルエンス約2.5

J/cm2)や、図10(d)のパルスエネルギー約19.0mJ、デ

フォーカス6mm(フルエンス約2.7J/cm2)の条件では、

払拭・摩擦試験後に剥離のない光沢膜が形成し、フルエ

ンスの増加で焼結膜の幅も0.3mmまで増加している。

しかしながら、焼結膜中央部分の面積率を測定したとこ

ろ約37～40％と多孔質膜であることが分かる。また、

図10(c)のパルスエネルギー約19mJ、デフォーカス4.0

mmや図10(e)のパルスエネルギー約37mJ、デフォーカ

ス4.0mmなど、フルエンスが4.0J/cm2あたりから、ア

ルミナ基板への損傷も観察される。

　このように、ミリ秒パルスレーザによる銅マイクロ粒

子の焼結が確認された。そこでCCAを含まない銅マイ

クロ粒子ペースト塗布膜の光学特性を、分光光度計(株

式会社日立ハイテクノロジーズ、U-4100)で測定したと

ころ、波長532nmの吸収率は約95％以上、レーザ波長

の1064nmでは60％と得られた(図11参照)。アルミナ基

板の吸収率は、レーザ波長の1064 nmではわずかなた

め、照射されたほとんどのレーザ光が銅マイクロ粒子に

吸収されることで焼結に至ると推測される。

３.５　銅マイクロ粒子焼結膜の電気特性評価
　アルミナ基板上に形成したレーザ焼結銅膜の直流抵

抗値を、四端子法で測定したところ、測定長さ2.5mm

のとき、パルスエネルギー約7.0mJ、デフォーカス4

mm(フルエンス約2.5J/cm2)で約39.2MΩ、エネルギ約

19mJ、デフォーカス4mm(フルエンス約3.7J/cm2)で

約37.4MΩ、エネルギ約37mJ、デフォーカス6mm(フ

ルエンス約3.8 J/cm2)で約0.8MΩであった。抵抗値は

いずれも40MΩ程度と大きい。これは、塗布膜の均一

性や焼結膜中の気孔が原因と考えられる。ちなみに図

10(f)の条件で得られた焼結膜の幅は約294μm、焼結膜

断面のレーザ顕微鏡像(図12参照)から得られた最大膜

厚は約5.5μm、膜の断面積は約3490μm2であることか

ら、比抵抗は約112Ωcmと見積もられる。

　以上のことから膜厚7μm程度の焼結膜の形成は可能

であるが、マイクロ粒子トナーの均一な印刷・塗布方法

の開発や、気孔のないレーザ焼結条件の獲得が課題とな

る。

４．結論
　本研究では、銅マイクロ粒子トナーの開発と帯電性評

価、レーザ焼結の特性評価を行った。以下に今回の実験

で得られた結果を述べる。

1)　銅マイクロ粒子トナーの分散特性や熱定着に必要な

銅に対するエチルセルロースの重量割合は、約20％

(体積比で約1.4倍)

2)　銅マイクロ粒子トナーの帯電特性が発現するエチル

セルロースに対するCCAの重量割合は31％以上で、

数nC/g程度の比電荷量が測定された

3)　パルスエネルギー約37mJ、デフォーカス6mm(フ

ルエンス約3.8 J/cm2)のNd:YAGレーザの照射で得

られた焼結膜の比抵抗は、約112Ωcmと高い

4)　膜厚7μmを超える均一な焼結膜形成のためには、

トナーの塗布方法や、レーザ焼結条件の確立が課題
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である

５．まとめ
　銅マイクロ粒子トナーを用いたプリンテッドエレクト

ロニクス技術の確立によって、厚膜の機能性膜や部分

めっき製造技術、フレキシブル基板上への３次元パター

ン形成が可能となる。銅マイクロ粒子トナーと絶縁層と

なる樹脂トナーによる多重印刷・レーザ焼結/熱圧着、

封止プロセスに拡張できれば、フルドライプロセスによ

る３次元電子モジュール製造技術への応用も期待でき

る。
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１．緒言
　次世代の触媒や半導体材料の新材料開発には、複合化

した元素成分・構造の特異な物性・化学反応性を如何

に制御するかが重要である。その中で、「表面原子実

空間観察」と「単原子操作」が可能という特徴を備え

る走査トンネル顕微鏡(STM)や非接触原子間力顕微鏡

(NC-AFM)は非常に有用である。しかし、これらの顕

微鏡の観察対象の元素種や化学種を知る方法論の確立は

道半ばである。近年提案されてきたさまざまな手法にお

いても[1-7]、測定の汎用化にはまだまだ課題がある。

そこで、本研究では、絶縁体表面にも適用可能なNC-

AFMを土台に、汎用的な元素分析法として既に確立し

た放射光X線元素分析を組み合わせ、X線支援非接触原

子間力顕微鏡XANAM(X-rayaidednon-contactatomic

forcemicroscopy)の開発を行ってきた。これは、エネ

ルギー可変の放射光X線の特徴を活かし、NC-AFM像

中の元素種をX線吸収端エネルギーによって識別する手

法である(図１)。NC-AFMは、カンチレバーと呼ばれ

る探針プローブと固体試料表面との間に働く引力相互作

用を検知し、画像化する手法である。近年の理論計算、

理論研究から、相互作用力には長距離力である分散力、

静電的な力の他、短距離力であるvanderWaals力に加

えて、共有結合力などの化学的相互作用も含まれてい

ることが明らかとなっている。この化学結合力は探針先

端原子と試料表面原子の電子軌道HOMOとLUMOが関

与するものである。そこで、この探針プローブと試料表

面間に働く共有結合の相互作用力をX線により制御する

事、すなわち、試料中の内殻電子を励起し、HOMOあ

るいはLUMOに作用させて電子密度を変化させる事が

できれば、化学結合力を制御する事ができると仮説を立

てた(図１)。そして実際、この仮説に従い実験を進め、

探針－表面間の引力相互作用が試料元素X線吸収端エネ

ルギーのX線照射によって変化し、それによって探針で

元素種を識別可能な事(図２)[8-10]を示してきた。そし

て、少なくとも２つの異なるX線誘起の力場変化が生じ

ていることを報告してきた。そして先述のように、探

針-試料間の相互作用には共有結合力が含まれるという

NC-AFMの理論的解釈を踏まえて、バイアス電圧(Vs)

申請者　名古屋大学　鈴木　秀士

ナノスケール表面元素分析法XANAMの固体内原子への適用

名古屋大学　大学院工学研究科
鈴木　秀士

a)Au表面およびb)Si表面で測定したXANAMの
力信号のX線エネルギー依存性。Auの吸収端で
のみ変化が現れている。c)Au L3吸収端X線吸収
スペクトルXANAMの概念図
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に応答する成分は静電的な力、Vsに応答しない成分を

共有結合力に由来すると解釈できるとしてきた。しかし

ながら、上記の解釈に理論的裏付けを与えるには至って

おらず、より詳細な解析を行う必要があった。

　またさらに、図２の現象を空間的に捉えることも

XANAMの原理を考える上で大事である。この根幹

は、探針と試料間に生じる化学結合、共有結合の電子準

位であるHOMO、LUMOに対する試料からの内殻電子

励起過程の解釈にある。XANAMの信号は、表層だけ

の原子であるのかあるいは固体内の深さ方向に幾つかの

原子層が必要なのか、表層だけであって探針の直下の原

子からの信号だけをみているのか、あるいはある程度の

範囲にある原子の集合としての信号なのか、などをはっ

きりさせる必要がある。これらはさらに前述の力の成分

によっても異なるであろう。すなわち、XANAMの元

素イメージング能の根本を理解する必要があり、3次元

的に成分毎に分けて解釈できるようになる方法が必要で

ある。

　以上を踏まえ本研究では、上記のスペクトル、イメー

ジングにおける課題を克服する(１)スペクトル計測法・

解析法および(２)元素イメージング像観察法の確立を目

的に、XANAM測定装置を刷新し、NC-AFM理論に立

脚した解析法ならびにX線下特有の現象の新たな展開、

ナノ空間における新しい物理の存在の可能性について検

討を行った。

２．実験方法
　XANAM測定の実験は全て、放射光実験施設高エネ

ルギー加速器研究機構　放射光科学研究施設(KEK-

PF、つくば市)にて行った。XANAM装置(図３)は

KEK-PFに保管されており、超高真空(UHV)に排気さ

れたNC-AFM室と試料処理室の二室で構成される。ま

た放射光X線光路上に、AFM探針と試料がアプローチ

した状態を位置調整できる機構が備わっている。探針は

qPlussensor[11]技術を、独自設計して導入してある。

qPlussensorは、音叉型水晶振動子にSTM様の探針を取

り付けたAFMプローブである。尖った探針ほど共有結

合力に対する感度が高いため[12]、XANAM測定に適

している。また一般的なAFM光学系が不要なので、外

部から光を導入する実験との相性がよい。探針作成等

は、マイクロマニピュレータ等を用いて、音叉型水晶振

動子の組み付け、振動子の端へのW線材の取り付け、電

解研磨等を行って作成した。W線材へは、別途トンネル

電流検出用の配線も取り付けることで、STMとしての

動作も可能である。これはXANAM実験においては、X

線照射に伴う二次電子、光電子放出の検出に用いること

ができる。またX線航路上への探針および試料の精密位

置合わせに利用できる。SPMコントローラはNanonis社

(現SPECS)製フルデジタルコントローラを導入してお

り、電気ノイズ・騒音の多い実験施設においても、安定

に動作することができる。これはナショナルインスツル

メンツ製LabVIEWを動作させるPXIコントローラおよ

びFPGAユニット、NC-AFM用の探針制御を行うPLL

コントローラ、信号調整システムで構成され、多チャン

ネルリアルタイム計測が可能な仕様となっている。

上記の装置を用いて、目的で述べた(１)スペクトル計測

および(２)元素イメージング像観察を行った。

(１)新たなスペクトル計測法の確立
　ここでは図４に示す測定方法－フォーススペクトル

の入射X線エネルギー依存性の測定－を行った。試料

は、Auを蒸着したSi（自然酸化膜付）基板を用いた。

なお、Au表面側が試料ステージと等電位になるように

セッティングした。フォーススペクトルは、探針－試料

間の力依存性を、AFM探針の周波数変化で記録する方

法である。X線によって力変化が誘起されれば、スペク

トル形状も変化する。この測定によって、図２に含まれ

ない距離の情報を含めたX線エネルギー依存性を議論で

KEK-PFに設置した現有装置
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きるようになる。NC-AFM理論より、周波数変化から

力の大きさを知ることができる(Sader法)[13]。これを

静電的な力、vanderWaals力、共有結合力の理論式を

元にした解析により、成分分離が可能となる。またX線

照射下の影響を表現する方法として、二次電子放出に伴

う電荷の空間分布の偏り、ポテンシャルに起因する力成

分を解析に取り込んだ。

　一連の計算にはWolfram社製Mathematicaソフトウェ

アで解析コードを作成し半自動化し行った。解析の手

順は、まずはX線照射下の影響を考慮しつつ静電的な力

を、カイ自乗誤差が最小となるよう測定データにフィッ

ティングし最適解を求め、測定データとの差分を求め

る。そしてその差分から、同様にX線照射下の影響を考

慮しつつvanderWaals力成分の最適解を求める。最後

に残る残渣に、化学結合を表すモース関数のフィッティ

ングを行い、共有結合力成分としての妥当性を検証して

解とする。これにより、測定データから共有結合力成分

を抽出した。

（２）元素イメージング像観察法の確立
　ここでは上記の定点で行う(１)スペクトル計測法を試

料表面に対して2次元的に行うことで、XANAMの本来

の目的である元素イメージングへ発展させる検討を行っ

た。すなわち、図５に示すように、表面をグリッド状に

区分けし、各グリッド上でフォーススペクトル測定を行

い3次元的な情報を得る。この測定手段自体は、近年の

NC-AFM研究分野では、超高真空から液中の測定にお

いて、固体表面あるいは分子吸着表面に対して行うこと

で、NC-AFMで分子像が構成されるメカニズムの解釈

[14]や、水和層の実験的観測[15,16]など大きくの成果

を挙げている手法である。XANAMではこの測定技術

を応用し、X線による変化のプロファイルを3次元的に

取得することを試みた。これにより、力成分が分離可能

な情報を空間的にマッピングし、元素イメージングが可

能となると期待した。

　試料は、リソグラフィー法により部分的なAu領域を

作製したSi(自然酸化膜付)基板を用いた。Au領域はお

よそ800x800nm2である。またAu領域の膜厚を部分的に

変えることで、おおまかであるが表層、固体内原子の影

響の検討を行うことができる。そこでAu領域内の厚み

が部分で20～40nmと異なるようにした。XANAMで取

得されるデータに膜厚が反映されるかの検討を行った。

３．研究成果
（１）定点XANAMスペクトル計測とその解析結果
Auを蒸着したシリコン基板表面に対して、AuL-3吸収

端付近のエネルギー掃印で測定した結果を図６(a)に示

す。X線エネルギー(横軸)および探針－試料間距離(縦

軸)に対する力信号を示している。探針は表面に近づく

につれ、引力(負値)および斥力(正値)を感じ、それが色

分けで示されている。エネルギーによって、同じ距離で

も引力あるいは斥力の強さが変わることがわかる。すな

わち、濃淡から、Au-L3吸収端エネルギー前後および

吸収端エネルギー付近では、低いエネルギーから高いエ

ネルギーに向かって、強い引力→弱い引力あるいは斥力

→強い引力という変化が現れていることがわかる。ここ

で、以前の測定データである図２の結果との対応関係を

考える。図２では吸収端エネルギー位置では弱い引力、

吸収端後のエネルギーでは強い引力という対応であると

フォースカーブのエネルギー依存性測定法

XANAMの元素情報の二次元画像化法の概念図
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解釈できる。一方で、吸収端前の引力変化が観測されて

いない。これは実験初期に条件の最適化が不十分で、試

料と探針間距離がドリフト(シフト)し大きな変化がバッ

クグラウンドとして現れて、失われてしまったためとす

れば説明できる。実際、同様のバックグラウンドはSiで

も観測されていた。このように、大きなバックグランド

を抑制できたことで、今回の測定では吸収端前の引力変

化を含めて計測できたと言える。

　次に、図６(a)を構成する一つ一つのフォーススペク

トルを解析し、統合し直すことで描画した共有結合力

成分の結果を図６(b)に示す。前述の図６(a)で吸収端

付近に現れている変化は、図６(b)の共有結合でも同様

に、引力→斥力→引力となっていた。同様に抽出を行っ

た静電的な力とvanderWaals力にはこうしたX線エネ

ルギーに依存性する明確な傾向はみられなかった。以上

より、図６(a)で吸収端付近に現れた変化は、主に図６

(b)での共有結合成分に由来しているということを示す

ことができた。すなわち、XANAMの原理として見つ

けた現象の解釈、すなわち内殻の電子励起により探針-

試料間の共有結合に変化を与えるとする解釈に理論的裏

付けを与えることができた。共有結合が引力→斥力→引

力と変化するのは、言い換えれば、結合的→反結合的→

結合的に変化が起きるとみることができる。今後はこの

結合力の変化の解釈を、内殻電子励起と結びつける理論

計算等を検討したいと考えている。

（２）元素イメージング像観察の結果
　元素イメージングについての結果を図７に示す。この

場合はX線エネルギーを任意の値に固定し、区画として

画面全体を64×64の格子に分け、それぞれの区画の中

心でフォーススペクトル測定を画面全体に対して行っ

た。これにより、左列の形状像の信号と同時に、右列の

フォーススペクトル像を取得した。右列のフォーススペ

クトル像は試料表面からの距離を同じ位置で切り出して

再構成することで、相互作用の大小を表す画像になって

いる。さらに図７では上段に吸収端エネルギーよりも低

X線エネルギー(横軸)および探針－試料間距離(縦軸)に対するXANAM力信号のX線エネルギー依存性。負側
が引力領域の力を表す。a)測定データを力単位に変換後の変化の様子。b) a)より抽出した共有結合力の成分

図６の方法で取得した予備実験結果。(左)トポ
グラフ情報、(右)原子間力の情報。上段、下段
では、２つのX線照射エネルギーの場合を示す
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い場合、下段に吸収端付近の場合を示す。測定領域は、

2×2µm2で、中心付近に方形のAu領域がある。また方

形の右上半分でAuの膜厚が厚くなっている領域に当た

る。その他の領域はSi(自然酸化膜付)が露出した領域に

なる。

　形状像およびフォーススペクトル像に対するX線エネ

ルギーの影響を画像から評価すると、まず左列の形状像

では、明瞭な違いは見られないことがわかる。一方で、

右列のフォーススペクトル像では不鮮明な点はあるが、

異なる傾向は現れているとみることができると考えてい

る。しかしながら、結論として明瞭な違いを言うには至

らなかった。膜厚の効果についても、薄い領域で色の濃

い領域が部分的にでも現れてはいるが、今後の検討課題

としたい。この改善方法としては、現データから形状効

果を除く処理を施すことが挙げられる。形状の差が相互

作用の差を見かけ上、不明瞭にしているならば、解析プ

ログラムの改良により形状情報を除くことで可能であ

る。また、形状のより小さなナノ構造を試料に今回の計

測方法の適用を検討したいと考えている。

４．まとめと今後の展開
　本研究では、これまで懸案であったXANAMの原理

的側面および元素イメージングについて実験的、理論的

成果を得た。これまでのXANAMの測定で乱されてい

た共有結合力に由来するX線誘起の変化に対して、解釈

の理論的裏付けを与えることが出来た。またX線照射下

でのフォーススペクトルの力成分解析を行う方法が確立

できた。さらに、この方法を試料表面に2次元展開する

ことで、X線による変化のプロファイルを3次元的に取

得する方法論を確立した。ただし、この方法は、探針先

端が常に試料表面と衝突する危険性があり、実験的難易

度は非常に高く、なかなか探針形状の変化の影響を除く

のも大変であった。これを解決するためには、より正確

かつ精密に探針－試料間距離を制御できれば良く、今後

の改良が必要である。またX線エネルギー毎に取得した

情報は膨大であり、計算時間を短縮する解析方法の改良

も必要である。これらの改良により、より的確な計測を

可能になり応用面での共同研究などへつながっていくこ

とを期待している。今後も継続して開発研究を行いた

い。
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１．緒言
　昨今、エレクトロニクス分野の発展は大変目覚まし

く、身近な生活においても、パソコンや携帯電話が年々

軽量化・小型化されていく状況は、SF的な近未来を予

感させてくれる。当然、エレクトロニクス分野の発展に

は、機能材料の進歩が欠かせないわけであるが、近年特

にπ電子共役有機化合物から成る有機材料が注目されて

いる。無機材料と比較して材料製造やデバイス作製にか

かるコストが潜在的に低いことに加え、軽量性・柔軟性

をデバイスに附与できる点は大きな利点である。従っ

て、有機機能性化合物の創出は、材料開発に繋がり得る

重要な基礎研究と位置付けられる。光・電気的機能は、

主にπ共役電子系により発現されることから、これまで

芳香族炭化水素化合物やそれらのユニットから構成され

る共役高分子が有機エレクトロニクス材料の主たる候補

として研究されてきた。その一方で、炭素や水素以外の

元素(ヘテロ元素)をπ共役骨格、または周辺部へ導入す

ると、電気陰性度・原子半径・結合に関与する軌道の変

動によりπ電子系に摂動が与えられることで、対応する

炭化水素分子の光・電気的機能とは大きく異なる機能を

創出することができる。

　我々は最近、このような観点から15族元素であるリン

原子を機能発現の鍵とする新規π共役系分子、高分子の

創出に成功した1,4,6)。以下の機能発現を期待し、カルボ

ニル基二つで芳香環ユニットとリン中心を架橋したジケ

トホスファニル化合物(図１)を設計した。

i) 結合軸方向へ大きく張り出したリン－炭素(P‒R)σ*

結合と芳香族－ジカルボニルユニットで形成される

π*軌道間に負の超共役が働くことで、空軌道エネル

ギー安定化、電子受容性の向上が期待できる。

ii)強力な電子求引基であるカルボニル基二つがリン原

子に直接結合していることで、誘起効果を通じてリ

ン原子上の電子密度が既知のトリオルガノホスフィ

ンよりも低下し、結果的に酸素や水など酸化条件に

対する化学安定性の向上が予想できる。

iii)第三周期に位置するリン元素は同族第二周期の窒素

とは異なり、様々な原子価(2〜6価まで可能)をとる

ことが知られており、この多様性を活用すること

で、化学修飾に基づく立体・電子構造制御を目指し

た。

iv)一般的に、3価の有機リン化合物はピラミッド構造

をとっていることが知られているが、反転障壁はア

申請者　大阪大学　武田　洋平

リン元素を機能発現の鍵とする新規π共役分子の開発

大阪大学　大学院工学研究科
武田　洋平
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ミン化合物よりも大きい。しかし、カルボニル基の

存在による反転遷移状態の安定化(2p-3p相互作用)

により“しなやかさ”を獲得できれば、ダイナミック

な機能制御を実現できる可能性がある。

２．芳香族ビス（ジケトホスファニル）化合物の創成
　まず最初に設計したのは、主に電子受容性の機能色

素として有名な芳香族ジイミド化合物群のうち、π共

役コアが最小で、かつn型有機半導体材料としても実際

に駆動することが知られているピロメリット酸ジイミ

ド(PyDI)のリン等価体である(図2)１)。合成ルートを図

3に示す。3価の五員環ジケトホスファニル化合物(P,P-

MesおよびN,P-Mes)は、ジシリルホスフィン反応剤と

酸塩化物の縮合反応で合成した。また、5価のホスフィ

ンオキシド(PO,PO-Mes)は、P,P-MesをmCPBAで酸化

して得た。

　これらリン化合物の希薄溶液のUV-Visスペクトルを

測定したところ、リン化合物の吸収波長ならびに吸収

末端（λedge)は窒素類縁体(PyDI-Mes)のそれよりも著

しく長波長シフトしていることがわかった(例えば、

λedge(PyDI-Mes)344nm;λedge(P,P-Mes)385nm;λedge
(PO,PO-Mes)455nm)。これらの化合物は3価の有機リ

ン化合物であるにも関わらず、空気中で安定であり、

その熱的安定性も比較的高いことがわかった(Td(5wt%

loss,underair)~300˚C)。これは、おそらく予想通り、

ジカルボニル基の強い電子求引効果により安定化が向上

したと考えられる。また、P,P-Mesの単結晶X線構造解

析からは、この分子が固体中においては中心のベンゼン

環平面に対して二つのリン原子が互いに逆側に位置する

anti体として存在していることがわかった(図4)。

　固体中の構造とは対照的に、P,P-Mesの温度可変31P

NMR測定からは、この分子が溶液中ではピラミッド反
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転を高速で繰り返してanti-syn体の平衡混合物として存

在していることがわかった(図5)。動的NMR解析から算

出したピラミッド反転障壁はΔG25
‡=11.7kcal/molで

あり、過去に報告されている様々な3価の有機リン化合

物の反転障壁2)に比べて相当低いことがわかった。この

値は有機リン化合物の反転障壁というよりは、アミン

化合物のそれに近い(5〜10kcal/mol)ことは注目に値す

る。この異常なまでに低い反転障壁は、反転における

遷移状態（リン原子がベンゼン平面上に位置する構造)

が、2p(CO)–3p(P)相互作用により安定化された結果と

考えている。

　また、理論計算(DFT法）からは、リン原子を導入す

ることでLUMOおよびLUMO+1のエネルギー準位が低

下することがわかった(図6)。とりわけ、リン原子上を

酸化してホスフィンオキシドに変換すると、LUMO+1

は顕著に安定化された。本結果は、リン原子上の化学

修飾により電子状態の制御が可能であることを示して

いる。本結果は、電気化学的測定(サイクリックボル

タンメトリー法）における還元電位のポジティブシフ

トとも一致する(例えば、red1E1/2(PyDI-Mes)-1.30V,
red2E1/2(PyDI-Mes)-1.90V; red1E1/2(P,P-Mes)-1.16V,
red2E1/2(P,P-Mes)-1.68V; red1E1/2(PO,PO-Mes)-0.76V,
red2E1/2(PO,PO-Mes)-1.26V)。以上の結果から、ピロメ

リック酸イミドのリン等価体は、優れた電子受容体とし

て働くことが示唆され、将来的には有機n型材料として

の応用も期待できる。
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３．ベンゼンまたはナフタレン縮環ジケトホスファニル
化合物の物性調査

　過去に合成だけは報告されている3)が、物性が未解明

なジケトホスファニル骨格を有する化合物を合成し、そ

れらの基礎物性を調査した(図7)4)。窒素類縁体と物性

比較すると、やはりこれらの化合物が対応するイミド分

子よりも電子受容性に優れていることが明らかになっ

た。また、興味深いことに、一部のジケトホスファニル

化合物は低温(77K)で大きなStokesシフトを示す蛍光を

発することが明らかになってきた(例えば、λem(P4)=

577nm;τ1=0.63ns(12%),τ2=5.1ns(88%);Stokesシ

フト〜5012cm‒1、図7)。現在のところ、この異常に大

きなStokesシフトを示す蛍光の起源は不明ではあるが、

励起状態における大きな構造緩和に由来するものである

と考えている。

４．リン含有狭バンドギャップ共役ポリマーの創成、お
よびポスト官能化6)

　ジケトホスファニル骨格が対応するイミド化合物より

も電子受容性を向上させるのに適していることがわかっ

たことから、これらをドナー・アクセプター型狭バンド

ギャップ高分子のアクセプタービルディングブロックと

して活用できないかと考えた。チエノ[3,4-c]ピロール

-4,6-ジオン(TPYRDOs)は、チオフェンの2,5-位での官

能化しやすさ、高い平面性、キノイド構造の寄与によ

る有効共役長の伸長のしやすさ、などからドナー・ア

クセプター型狭バンドギャップ高分子のアクセプター

ユニットとして活用されている(図8)5)。発想はいたっ

て単純で、TPYRDO骨格の窒素をリンで置換すれば

(TPHODOs)、アクセプター性の向上によるバンド幅の

減少や、ポリマー化後にリン中心を化学修飾(ポスト官

能化)することで、バンド幅を変調できることが期待で
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きる。

　モノマーは、系中で発生させたジシリルホスフィンと

チオフェンジカルボン酸の酸塩化物との縮合で合成した

(図9)。

　得られたモノマーを用いて、ドナーユニットとクロス

カップリング重合させたところ、ドナー・アクセプター

型のポリマーP1,およびP2がジケトホスファニル基を損

なうことなく、高収率で得られた(図10a)。対応する窒
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素等価体のポリマーN-P1も同様の手法で合成した。合

成したポリマーの吸収・発光スペクトルを比較すると、

予想した通り、リン含有ポリマーP1およびP2は窒素類

延体よりも、吸収・発光いずれにおいても長波長シフト

することが明らかとなった(図10b)。

　合成したリンポリマー(ジクロロメタン溶液)に金錯体

の希薄溶液を加えていくと、次第に長波長側の吸収帯が

長波長シフトし、バンドギャップを変調できることがわ

かった(図11)。これは、ポリマー中の一部のリン中心が

金と錯形成した結果と考えている。

　以上、我々は芳香族イミド分子のリン等価体としての

ジケトホスファニル化合物を創成し、これらの基礎物性

を明らかにするとともに、ジケトホスファニル化合物の

特徴を活用した機能性ポリマーの創出にも成功した。今

後、これらの知見を駆使し、より高次機能化リン含有機

能性物質の創出を目指したい。
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１．はじめに
　有機電界効果トランジスタ(OFET)や有機薄膜太陽

電池(OPV)などの有機半導体を用いたデバイスは、軽

量・フレキシブル・大面積化が容易・低コストなどの利

点から近年、既存の無機デバイスに代わる次世代デバイ

スとして注目を集めている。しかし、性能面で無機デバ

イスに劣っていることからいまだ実用化には至っておら

ず、性能向上を目指した新しい分子骨格の開発が続けら

れている。最近の研究ではイソインジゴやジケトピロロ

ピロールなどの有機顔料分子が優れたアクセプター(n

型半導体)となることが報告されており、化学修飾や高

分子化によってさらなる性能向上が試みられている。

　カルバゾールは含窒素芳香族化合物であり、平面性が

高く高性能反応代材料の基幹構造と位置付けられる。

例えば、有機ELにおけるホスト材料として用いられて

きたPVKや色素増感太陽電池の増感色素MK-2は試薬会

社から市販されている。また、2,7-位で連結したカルバ

ゾールとベンゾチアジアゾールの交互共重合体PCDTBI

は高性能半導体としてアモルファスシリコンに迫る移動

度と優れた光電変換特性が報告されている[1,2]。我々

のグループでも独自のアプローチで1,8-位連結のカルバ

ゾール高分子を合成し、その物性を詳細に調査してきた

[3,4]。

　本研究では、これらカルバゾールを含む機能性有機材

料の可能性を広げるため、新たなカルバゾール含有構造

としてカルバゾールジオキサジンに着目した。カルバ

ゾールジオキサジン誘導体は紫色の顔料であり、古くか

ら水彩絵具や塗料として使用されてきたが、有機デバイ

スへの応用例はない。アルキル長鎖を置換して溶媒可溶

となったカルバゾールジオキサジン誘導体はp-フェニ

レン連結型の縮環オリゴアニリンと捉えることができ

る。m-フェニレン連結型の縮環ポリアニリンは既報で

あるが、構造明確なp-フェニレン連結体は未開拓であ

る[5,6]。薄膜状態でのトランジスタ特性を調査し、新

規半導体としての可能性を整理した。

２．実験
　合成は市販の有機・無機試薬を用いて行った。構造

は1H-NMR、13C-NMR、IR、MALDI-TOFMSより確

認した。紫外可視吸収スペクトルはJASCOV-670を用

いて測定した。サイクリックボルタモグラムはITO基板

上に作製した薄膜をCH3CN中(+0.1M(nC4H9)4NPF6)中

で測定した。参照電極はAg/AgCl、対極はPt線を用い

た。

　トップコンタクト/ボトムゲート型の薄膜トランジス

タは以下のように作製した。まず、Si基板を純水、アセ

トン、2-プロパノールで洗浄した。その後、UV-O3洗

浄装置を用いて20分間オゾン洗浄を行った。この基板上

にトリメトキシオクタデシルシラン(OTMS)のトリク

ロロエチレン溶液(1.4µLmL-1)ををスピンコート(3000

rpm、15 s)した後、アンモニア水を入れたフラスコ中

で3～5時間真空下に置いた。基板を取り出して純水、ア

セトンで洗浄後、カルバゾールジオキサジン誘導体の

クロロホルム溶液(8mgmL-1)をArを満たしたグローブ

ボックス中でスピンコート(2000rpm、30s)した。必要

に応じて5分間の熱アニール処理をした。最後にマスク

を用いて金電極を真空蒸着した後、大気下でトランジス

タ特性を評価した。

　微小角入射X線広角回折(GIWAXD)測定はBrukerD8

DISCOVERを用いて行った。

３．結果および考察
　カルバゾールを出発物質としてN位アルキル化、3位

ニトロ化、還元によるアミノ化を経た後、ベンゾキノ

申請者　東京工業大学　道信　剛志

拡張型ポリアニリン誘導体の精密合成と有機デバイス応用
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道信　剛志
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ン誘導体との縮合反応により5I-5IIIを得た(Scheme1)。

TsClを用いて脱水素閉環させ目的化合物6I-6IIIの合成を

完了した。得られたカルバゾールジオキサジン誘導体は

分岐アルキル基が置換しているため高い溶解性を示し、

クロロホルムやジクロロメタン等の汎用有機溶媒に均一

溶解した。そのため、IRやMALDI-TOFMS測定に加

えて1HNMRおよび13CNMRより確実に構造同定した。

5I-5IIIを閉環させると直線型とジグザグ型の2種類の構

造生成が予想されたが、ジグザグ型のみが選択的に得ら

れた。

　6I-6IIIの吸収スペクトルおよび酸化還元電位よりエネ

ルギー準位を見積もったところ、ハロゲン置換基によら

ず全てのカルバゾールジオキサジン誘導体はほとんど同

じHOMO、LUMO準位を有していた。6I-6IIIのクロロホ

ルム溶液を作製して吸収スペクトルを測定したところ、

610nm付近に非常に強い吸収極大を示し、吸収端から計

算したバンドギャップは約1.9eVとなった(Fig.1a)。ま

た、サイクリックボルタモグラム測定では明確な酸化還

元波が観測され、HOMOおよびLUMO準位はそれぞれ

およそ-5.3eV、-3.5～-3.6eVと算出された(Fig.1b)。

Synthesis of carbazoledioxazine derivatives.

(a) UV-vis absorption spectra and (b) CV curves of .
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　OTMS処理したSi基板上に6I-6IIIをスピンコートして

薄膜トランジスタを作製し、特性を調査した。全てのカ

ルバゾールジオキサジン誘導体でp型特性を示した(Fig.

2)。ホール移動度は熱アニーリング処理することで向

上した。例えば、6Iのトランジスタはアニーリング処

理無しでは移動度9.7×10-7cm2V-1s-1であったが70℃で

アニーリング処理すると2.3×10-6cm2V-1s-1へ向上した

(Table1)。さらにアニーリング温度を110℃へ上げると

移動度も向上し、最終的には3.1×10-5cm2V-1s-1に到達

した。同様の特性は6IIおよび6IIIでも見られ、最も高い

Summary of thin film transistor performances of 

Transfer characteristics of (a) , (b) , and (c)  under optimized conditions.
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移動度は6IIIのデバイスを140℃でアニーリング処理した

際に得られた(4.0×10-3cm2V-1s-1)。

　エネルギー準位がほぼ同じであるにも関わらずトラン

ジスタ特性が異なっている理由を解明するため、6I-6III

の薄膜をGIWAXS測定した。6Iと6IIの薄膜中では分子

は層状構造を形成しているのに対し、6IIIの薄膜は単斜

晶構造を示唆するピークを示した。すなわち、6IIIの薄

膜中ではキャリアの伝導経路が複数存在していることに

対応しており、それによって優れたトランジスタ特性が

得られたと考えられる。

４．おわりに
　拡張型ポリアニリン誘導体のオリゴマーモデルとなる

カルバゾールジオキサジン誘導体の合成に成功し、それ

らの薄膜トランジスタ特性を評価した。ハロゲン置換基

の種類によって薄膜中の分子配列構造が異なり、Br誘

導体で最も高い移動度を示した。今後はこの知見をもと

にポリアニリン型に拡張した高分子の合成を目指す。
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　Solid-state fluorescentorganicdyeshaveattracted

agreatdealofattentionbecauseoftheir fundamental

importance and applicability in variousmodern

technologies such as organic light-emittingdiodes,1

photodynamic therapy2 and fluorescent sensors.3

While the emission of fluorescent organic dyes is

usuallyquenchedinsolidstatesbyaggregation-caused

quenching (ACQ) effect owing to the formation of

delocalizedexcitonsorexcimers,4 severalmolecules

which exhibit aggregation-induced emission (AIE)

propertywere firstreportedbyTanget al. in2001.5

In addition,Tang et al. have also presented some

fluorescentorganicdyeswithcrystallization-induced

emission enhancement (CIEE) characteristics:6The

strong emission ofπ-conjugated system can be

induced efficiently only in the crystal states.This

behaviorisexactlyoppositetothecommonACQeffect

ofusual chromophores.Thus,CIEE-activemolecules

arepromisedtobemulti stimuli-responsivematerials

suchas thermalandvaporsensors.However,onlya

limited number ofCIEE-active organic compounds

havebeendiscoveredyet.Therefore,anexplorationin

newCIEEchromophoresisstillofgreatinterest.

　Boron diketonate derivatives are an important

class of organoboron dyes due to their prominent

photoproperties.7Fraseret al. have foundprominent

fluorescenceandroomtemperaturephosphorescence

fromboron diketonates8a, 8b and further intriguing

reversiblemechanochromic fluorescence fromboron

avobenzonebetweensolidandmeltstates.8cPreviously,

申請者　京都大学　田中　一生
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Abstract
　Borondiiminatesexhibitnotonlyaggregation-inducedemissionpropertybutalsocrystallization-inducedemission

enhancementpropertyresultingfrommolecularmotionsoftheboron–chelatingringsandthephasetransitionfrom

crystallinestate toamorphousstate.Furthermore, theopticalpropertiescanberepeatedlycontrolledbysimple

externalstimulisuchasfuming-heatingorheating-coolingcycles.

Boron diketonate derivatives.
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we have also embarked on a keynote aimed at

preparinghigh luminescentmaterialsbasedonboron

diketonatederivatives.9However,inthesolidstate,the

emissionsof thoseborondiketonatemoietiesusually

decreasedviatheACQeffectcausedbyintermolecular

π-πstackinginteraction.Ontheotherhand,wehave

reported that boron ketoiminateswereAIE-active

materials, and theirAIEpropertieswere strongly

affectedbytheboron-chelatingringincludingaboron-

nitrogen(B-N)bond.10

　In this research, we focus on boron diiminate

derivatives,whichareananaloguetoborondiketonate,

asanewclassofAIE-andCIEE-activeorganoboron

complexesbecauseborondiiminateshave a boron-

chelating ring containing twoB-Nbonds (Chart 1).

Furthermore, comparing to boron diketonates and

boronketoiminates, there isroominborondiiminates

for functionalizationderiving fromtheir twonitrogen

atomswhichcanbondvarioussubstituents.Sincethe

regulationof intermolecular interactions insolidstate

isvery important todevelopaCIEEproperty,boron

diiminateswithhighfunctionalityhaveahighpotential

asCIEE-activematerials,althoughthesynthesisand

theopticalpropertyofborondiiminatehavebeenonly

afewreported.11

　We describe herein the efficient synthesis, the

photopropertiesofborondiiminatederivativesandthe

verificationoftheirAIEproperties.Theyexhibitednot

onlyAIEcharacteristicsbutalsoCIEEcharacteristics

( in THF: Quantum yield of photoluminescence

ΦPL<0.01, in thecrystal states:ΦPL=0.11~0.23, in

the amorphous states:ΦPL = 0.02), resulting from

suppression ofmolecularmotions involving boron-

chelatingringsanddifferenceofthepackingstructure

in the solid states. In addition,wedemonstrate the

reversibleregulationsofopticalpropertiesbysimple

external stimuli such as fuming-heatingorheating-

coolingcycles.

　To synthesize 1,3-diaryldiimine derivatives, the

reaction ofN-phenylimine1 and imidoyl chloride2

(Scheme1)was employed.As a result, thediimine

derivativeswere successfully obtained.Finally, the

desiredborondiiminates (4a and4b)wereprepared

byboron-complexationusingBF3∙OEt2. It isproposed

that this synthetic strategy shouldbevalid for the

preparationofborondiiminateswithbulkygroupsat

thenitrogenatoms.

　The opt ica l  propert ies  o f  4a  and 4b  were

investigatedbyUV–vis absorption spectroscopy in

acetonitrile (Concentrationc=1×10‒5M,FigureS4).

Compound4ashowedstrongabsorptioncorresponding

toπ→π*transition in the longerwavelengthregion

(λabs=376nminTHFand368nminacetonitrile)than

thatof4b.Theabsorptionbehavior implies4ahasa

higherdegreeofπ-conjugationthanthatof4bowing

to thesubstituted fourphenylunitson4a.TheAIE

propertiesof theborondiiminateswereevaluatedby

themeasurements of thedependenceof the optical

propertiesonsolventcompositionswithacetonitrile/

H2Omixture system (c=5×10‒5M).Slightchanges

in theUV–visabsorptionspectraof4aand4bwere

observeduponadditionofH2Oupto80vol%. In the

spectra, level-offtailgraduallyappeared inthevisible

region, and the decrease in the absorbancewas

obtainedasincreasingthecontentofH2Oabove80vol%.

Inaddition,thewhiteturbidityappearedinthesample

(thecontentofH2O≥ 80vol%).Thesedata suggest

thattheaggregationshouldoccurupto80vol%ofthe

watercontent.Thepeakshiftstothelong-wavelength

regionwereobservedfrombothsamplesbyincreasing

watercontents.Thestrongelectronic interactionvia

π-stackingintheaggregatesshouldberesponsiblefor

Synthetic route of boron diiminate .



―76― ―77―

thesealterations.

　ThePL spectra of4a and4b exhibited drastic

increases in theemission intensitiesas the formation

ofaggregates (H2O≥ 80vol%,Figure1a).Figure1b

showsthedependencyoftheemissionintensityratio(I/

I0)of4aonsolventcompositionswiththeacetonitrile/

H2Omixturesystem(c=5×10‒5M).TheI/I0valuesin

thelowproportionofH2O(<80vol%)weresuppressed

atthelowlevel(I/I0≈1).TheI/I0valuessignificantly

increasedbymuch increasingthewatercontentover

80vol% (4a: I99/I0=152,4b: I99/I0=52).Theoptical

propertiesof4a and4b aresummarized inTable1.

Thepeakpositions of thePLmaxima (λPL) showed

goodcorrelationswith theorderof their absorption

maxima.Thatis,thePLmaximaof4aexhibitedlarger

bathochromicshiftsthanthatof4b.Thesedataindicate

efficientextensionofπ-conjugation in4a.Theboron

diiminatederivatives showedmuchhigherquantum

yields in thecrystal states (4a:ΦPL=0.23,4b:ΦPL=

0.11) than those inTHF (ΦPL<0.01).These results

strongly indicate that theborondiiminatederivatives

areapparentAIE-activematerials.Peakshifts to the

long-wavelengthregionwerealsoobservedbyadding

water similarly as shown in theabsorption spectra.

Strongπ-stackingshouldinducethesealterations.

　Toensure thecontributionof theborondiiminate

rings to theAIE properties, thePL properties of

4awere comparedwith 1,2,4,5-tetraphenylbenzene

which has similar structure to 4a .While the PL

intensity of4a increased 152-fold as the formation

of aggregates (H2O≥ 99 vol%), thePL intensity of

1,2,4,5-tetraphenylbenzenewashardlychangedbythe

formationofaggregates (H2O≥99vol%, I99/I0≈1). It

is implied that theboron-chelatingring in theboron

diiminateplaysanimportantroleintheAIEproperty.

　Next, the dependencies of the optical properties

of the boron diiminates on solvent viscosity and

temperaturewere examined.ThePL intensities of

borondiiminatesdramatically increased inthehighly-

viscoussolvent(ethanol/glycerol=1/4(v/v))thanthat

in the lower-viscous solvent (ethanol).Moreover, in

2-methyltetrahydrofuran(2Me-THF),thePLintensities

wasmuchhigheratlowtemperature(77K)thanthat

atroomtemperature(298K).Thesedatasuggestthat

theenhancedemissionshouldbelessinfluencedbythe

environmentalchangessuchaspolarityinaggregation

statesandformationofexcimer.Sincehighviscosityor

lowtemperatureenvironmentscansuppressmolecular

motionssuchastorsionandvibration,5c,5f theemission

enhancement in thesolidstateswouldbecausedby

thepreventionof themolecularmotionsespecially in

theboron-chelatingring.

　Duringthesamplepreparation,itwasfoundthatthe

solidsampleof4aexhibitedunevenemissionpattern

under theUV irradiation.Toexplore thisbehavior,

therelationshipbetween theirmorphologiesand the

emissionpropertiesinthesolidstatewereinvestigated.

Thereby, two typesof solid sampleswereprepared;

crystal sample and amorphous sample.The crystal

samplewasgrown fromMeOH,and theamorphous

samplewaspreparedbyrapidlyquenchingitsmeltin

Dependence of a) PL spectra and b) emission 

intensity ratio of  on solvent compositions of 

the acetonitrile / H

2

O mixture (c = 5×10

‒5

 M) 

upon excitation at the peak position in the 

absorption spectra.

Optical properties of  and  a,b
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arefrigeratorat−20℃.6a,6bInitially,thepowderX-ray

diffraction (XRD)anddifferentialscanningcalorimetry

(DSC)withbothsampleswereperformed.TheXRD

resultsof thecrystalsamplesof4aand4bexhibited

sharp and intense reflection patterns (Figure 2a).

Thesedata indicate thesesamples involveregulation

structures. In contrast, less significant reflections

were observed in the amorphous samples.Hence,

these samples should be amorphous.Furthermore,

fromtheDSCmeasurements (Figure2b), thecrystal

samplesof4a and4b showeda strongendothermic

peakscorrespondingtomeltingpoints(4a:Tm=214℃,

4b:Tm= 173℃).The amorphous samples showed

glass transitionpointsandstrongendothermicpeaks

asmeltingpoints (4a:Tg=68℃,4b:Tg=38℃)and

exothermicpeaksassignedtoacrystallizationpoint(4a:

Tc=103℃,4b:Tc=103℃),respectively.Theseresults

represent that the crystal and amorphous samples

determinably form crystal and amorphous states,

respectively.

　TheirPLpropertiesofeachsamplewereexamined

(Figure2candFigure2d).InthePLspectra,astrong

emissionwasobservedfromthecrystalsamplesof4a

and4b(4a:λPL=473nm,ΦPL=0.23,4b:λPL=448nm,

ΦPL=0.11).Ontheotherhand,theamorphoussamples

showedweakeremissioninlongerwavelengthregions

(4a:λPL=547nm,ΦPL=0.02,4b:λPL=478nm,ΦPL=

0.02)thanthosefromthecrystalsamples.Fromthese

results,itisclearlyindicatedthattheborondiiminates

arenotonlyAIE-activebutalsoCIEE-active.These

datasuggest that theamorphoussamplescould form

excimersviaπ-πstackingofphenylunits,whichoften

causered-shiftsofPLspectraandquenching.6

　To explain the difference of the PL behaviors

betweencrystalandamorphousstates, themolecular

conformations inthesinglecrystalswere investigated

byX-ray analysis (Figures S9-S10 andTables S1-

S2,CCDC-991936 (4a),CCDC-991937 (4b) contain the

supplementary crystallographicdata for thispaper.

Thesedatacanbeobtained freeofcharge fromThe

CambridgeCrystallographicDataCentreviawww.

ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif.). In the packing

structuresof4aand4b, lessπ-π interactionswere

observedbetween theirphenyl rings.Themolecular

conformation in the crystal is stabilized and locked

bythemultipleCH∙∙∙Fhydrogenbonds, leadingtothe

largerquantumyieldsofthecrystalsamples.

　The results of the time-resolved fluorescence

measurement also support the speculation.While

the fluorescencedecay of the crystal sample of4a

at 470nmwas foundas a single exponential decay

(fluorescencelifetimeτ=1.9ns),theamorphoussample

exhibitedadouble-exponential fluorescencedecayat

538nm:τ1=1.2ns (31%)andτ2=3.2ns (69%). It is

implied that theexcited state of amorphous sample

decays through two pathways. The fast pathway

shouldbeidenticaltotheintrinsicdecayinthecrystal

ones including intermolecular energy transfer.The

slowdominantpathwaycouldbeassignedtothedecay

involvedexcimersstates.12Compound4balsoshowed

similartrendto4a.Thatis,theslowpathwaybecomes

dominant in the amorphous sample.These results

propose that theweakerandred-shiftedemissionof

the amorphous samples is strongly affectedby the

formationofexcimers.

a) XRD patterns and b) DSC curves of the 
boron diiminates in the amorphous states 
and the crystalline states. PL spectra of c) 
and d)  in the amorphous states and the 
crystalline states.
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　Therepeatedswitchingof theirPLpropertieswas

performedviafuming-heatingandheating-coolingcycles

because theseprocesseshaveapotential to change

morphologiesoforganicdyes.At the fuming-heating

cycle, theamorphoussamplesof4aand4bcoatedon

quartzcellwereplacedinasmallcontainersaturated

withCH2Cl2vapors for0.5h.The fumedsamplesof

4b showedblue-shiftedandstrongeremissions than

thoseof theparentsamples. Itwasconfirmedbythe

XRDmeasurements thatmorphologieswerechanged

fromamorphous states to crystalline statesby the

vaporfumingprocess.Thefumedsampleswereheated

above themeltingpointsand thenquicklycooled in

thefreezer(−20℃)topreparetheamorphoussample

again.ThePLpropertiesof theheatedsamples thus

exhibited almost samePLproperties to theparent

amorphoussamples.

　Finally, a reversible control of thePLproperties

wasexecutedusingaheating-coolingprocess.After

the amorphous sample was heated above their

crystallization points, the heated samples showed

blue-shifted and stronger emission in comparison

with theparent samples resulting in crystallization.

Furthermore,thecrystallizedsampleswereconverted

into the amorphous samples according to the same

methodinthefuming-heatingcycle.ThePLproperties

werealsoreturnedtothoseoftheparentsampleafter

thecoolingprocess.Theseswitchingof4bviafuming-

heating andheating-cooling cycles canbe repeated

manytimes(Figure3).

　Insummary,wehavedesignedtheborondiiminate

derivativesand revealed that theypossessnotonly

AIEpropertybutalsoCIEEproperty.Thebehaviors

can be explained by themolecularmotions of the

boron–chelating ringsand thephase transition from

crystalline state to amorphous states.Furthermore,

the optical properties canbe repeatedly controlled

bysimpleexternal stimuli suchas fuming-heatingor

heating-coolingcycles.Tothebestofourknowledge,

this isthefirstexampletoofferbothAIE-andCIEE-

activeorganoboroncomplexes.Theborondiiminate

derivativeswithprominentAIEandCIEEproperties

havea largepotential tobemulti stimuli-responsive

materialssuchasthermalandvaporsensors.
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Introduction
　Long-wavelength lightabsorptionand largemolar

absorption coefficient—unique characteristics of

expandedπ-electron conjugated compounds have

attractedchemists todevelopvariousphoto-functional

materials.This has led to producing numerousπ

-expanded compounds such as funct ional ized

porphyrinoids,1perylenedyes,2 aceneanalogues,3 and

soon, towardorganicelectronicdevices,4bio-imaging

labels,5 and chemosensors6 applications. In addition,

chemistshave tried adifferent approach to realize

long-wavelength light absorption, that is, theuseof

transitionmetal atomsutilizing interactionbetween

metallicdπ andorganicpπ orbitals.Oneexample is

ametalbis(dithiolene)complex, inwhicha transition

metalatombridges laterallytwoorganicπ-conjugated

units tohaveanarrowHOMO–LUMOgap.7Another

example is amultiple-decker phthalocyanine that

has longitudinally alternative stacking ofmetals

and phthalocyanines.8 These studies suggest that

themetal-bridgingmethod have great potential to

create functional light-absorbingmaterials.Suchkind

of researches onπ-extendedmetal complexeshave,

however,beenlessexplored,comparedwithafevered

researchforπ-expendedorganiccompounds.9

　Inour recentwork,wesynthesizedaπ-expanded

tetracenederivative, tetracene imidedisulfide (TIDS)

bearing electron-withdrawing and -donatinggroups

for lowering LUMO and raising HOMO levels,

respectively, to have narrowHOMO–LUMO gap

for long-wavelength light absorption (up to 850nm,

offset).10We thenexaminedcomplexationofanN-(n-

hexyl)-substitutedTIDS (HexylTIDS) ligand through

oxidative addition11with aplatinumatom to obtain
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Abstract
　Alargeπ-electronconjugatedsystemconsistingofbridgingthreepalladiummetalsandtwoπ-expandedtetracene

derivativeswassynthesizedtohaveanarrowHOMO–LUMOgapforlong-wavelengthlightabsorption.Theproduct,

Pd3(TIDS)2(PPh3)4(TIDS=narrowHOMO–LUMOgaptetraceneligand)showedfarlong-wavelengthlightabsorption

reachingtheinfraredregion(absorptionmaximum=1,982nm,ε=4.0x104M–1cm–1inCH2Cl2solution;2,500nmin

solidstate).X-raycrystallographyrevealedthetri-metallicstructurecomposedofthreesquare-planarPdcoordination

planes.ThetotaloxidationnumberofthethreePdatomsis+4.Quantumchemicalcalculationwasusedtoelucidate

wholly delocalizedπ-conjugation in thenon-coplanar structure andHOMO–LUMO transition for this unique

absorptionband.Time-resolvedflashphotolysisexhibitedtheexcitedstatedynamicscharacterizedwitha triplet

excitedstate(lifetime=400ps,λmax=1,280nm).AmononuclearPdcomplex,Pd(TIDS)(PPh3)2wasalsosynthesizedas

areferencecompound,andcharacterizedwithspectroscopicandX-raycrystallographicanalyses.
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amononuclear platinum complex, Pt(HexylTIDS)

(PPh3)2,whichshowedlong-wavelengthlightabsorption

extendedto950nm.12Herein,wereportthesynthesis,

characterization,computationalinvestigation,andtime-

resolvedphotophysicalstudyofatrinuclearpalladium

complexaswellasaprototypemononuclearpalladium

complex.The isolatedpalladium trinuclear complex

electronicallyabsorbedlong-wavelengthlightextended

to the infraredregionwithabsorptionpeaksat1,982

nminsolutionand2,500nminsolidstate.Thisunique

absorptionband isdue toHOMO–LUMOtransition

withawhollydelocalizedπ-conjugatedsystem.

Results and discussion
Synthesis and characterization of the tri-palladium 
bis(HexylTIDS) π-conjugated system.
　The reaction of HexylTIDS with 1 .5 equiv .

of Pd(PPh3)4 in THF at room temperature for

3 h produced a trinuclear pal ladium complex

Pd3(HexylTIDS)2(PPh3)4 (1) asblackcrystals (Scheme

1).Theappearanceof the reactionmixturechanged

frombluesuspension todark-redsolution.Trinuclear

complex1waspurifiedbyrecrystallizationinCH2Cl2/

n-hexanein77%yield.ThesinglecrystalX-rayanalysis

unambiguouslyrevealed its trimetallic structure (Fig.

1).Additionally, complex1was characterized by

spectroscopicmeasurements,elementalanalysis, and

electrochemicalstudies.Inthecyclicvoltammetry,we

observed threereversible reductionwavesatE1/2=

–0.50V,–0.76V,–1.12Vvs.Fc/Fc+inCH2Cl2 (Fig.2).

Thesereductionpotentialsof1weremuchpositively

shiftedcomparedwith thoseof theTIDS ligand (E1/2

=–1.21V)10andthemononuclearPt-TIDScomplex(E1/2

=–1.45V).12Oxidationpeakwasnotdetected, even

afterconsiderablecyclicvoltammetricmeasurements

withdifferent conditionsusingvarious solventsand

workingelectrodes.

　Bymodifyingthesyntheticmethod,amononuclear

complexPd(HexylTIDS)(PPh3)2 (2)wassynthesizedas

a reference compound. SeparatelypreparedCH2Cl2

solutions ofHexylTIDS andPd(PPh3)4were slowly

mixed at room temperature instead of usingTHF

suspensionofHexylTIDS.TheblueHexylTIDSsolution

and the yellowPd(PPh3)4 solution reacted to give

blacksolutionof2.CharacterizationandX-raycrystal

Synthesis of the trinuclear ( ) and mononuclear 
palladium complexes ( ).

X-ray crystallographic structure of . The phenyl 
and hexyl groups are drawn with thin sticks. Solvent 
molecules (CH2Cl2) are omitted for clarity.

Electrochemical properties of . Conditions of cyclic 
voltammetry: solvent, CH2Cl2; concentration, 5.0 x 10‒4 
M; scan rate, 100 mV/s; working electrode, glassy 
carbon.
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structureof2wasnotedinthelattersection.

　AccordingtotheX-raycrystalstructuralanalysisof

1,twosquareplanarmononuclearPd(HexylTIDS)(PPh3)2

units are connected by a central palladium atom,

and the threepalladiumatoms are linearly aligned

in this structure (Fig. 1).Distancesbetween the two

palladiumatomsare2.8818(5)and2.9241(5)Å,which

arelongerthanthePd–Pdmetallicbonddistance(2.76

Å)butshorterthanthesumofthetwoVanderWaals

radiiofpalladium (3.26Å),suggestingthereareweak

Pd···Pd interactions (seenaturalbondorbitalanalysis

in the latter section). In comparisonwith linearly

alignedtrinuclearpalladiumcomplexesreportedinthe

literatures,13theobservedPd···Pddistancesincomplex

1 are close to those in a dithiadiazolyl palladium

complex (Pd···Pd=2.86Å).14EachHexylTIDS ligand

in1 bridges twopalladiumatoms like the reported

naphthalene-dithiolate dinuclear complexes.15 The

trinuclear structureof1 is formally isoelectronic to

thereportedmultimetallicPt(II)···Ag(I)···Pt(II)complex

having twonaphthalenedithiolate ligands.16Amajor

difference between1 and the silver(I) complex is

thedistancebetweenmetal atoms.Compound1has

ca. 0.3-Å shorterPd···Pddistance than thedistance

betweenAg(I) andPt(II) of the reportedcompound

(3.0739(13),3.2044(13)Å).Thoughtheliteraturedidnot

discussaboutlightabsorptionproperties,thedifference

ofmetal-to-metal distanceswould afford a critical

effectontheπ-conjugatedstructureandphotophysical

properties.

　TheNMRsignals of1were observed and there

wasno signal inESRmeasurement, indicating this

complexdoesnotcontainparamagneticPd(I) species.

ThecentralpalladiumatomcanbeconsideredasPd(0)

withan18-electronconfiguration,sandwichedbetween

twomononuclearcomplexes2 thathavea16-electron

configurationatthePd(II)center.

　In theUV-vis-NIRabsorption spectrumof1, two

intenseabsorptionbandswereobservedaroundat922

nm(ε=2.1x104M–1cm–1)and1,982nm(0.626eV)with

largeabsorptioncoefficient(ε=4.0x104M–1cm–1)(Fig.

3a),while theabsorptionpeakofHexylTIDS in the

longestwavelengthisat784nm.IntheIRabsorption

spectrummeasured in the solid state, a broad

absorptionpeakwasobserved in the infraredregion

withamaximumat2,500nm(0.496eV,4,000cm–1)(Fig.

3b).Becauseweusuallydonotobservedsuchabroad

peakinthisregionintheIRspectra,weassignedthis

peak to the sameelectronic transition observed in

the solution.Observed0.13eVshift to small energy

is attributable to electronic interactionbetween the

molecules in thesolidstate.Theextendedabsorption

rangeandenhancedabsorptioncoefficient indicatethe

existenceofamassivelyextendedπ-conjugatedsystem

(vide infra).Thehighestabsorptioncoefficientof1 is

almosttwiceofthatofPt(HexylTIDS)(PPh3)2at843nm

(ε=2.2x104M–1cm–1).12Thisisreasonablebecause1

containstwomono-metallic2moieties.

Absorption spectra of . (a) UV-vis-NIR spectrum 
and simulated absorption bands calculated at the 
B3LYP/SDD/6-31G(d) level. The spectrum was 
measured in CH2Cl2. (b) IR spectrum. A broad 
electronic absorption maximum was observed at 
4,000 cm‒1 (2,500 nm)
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Theoretical calculations for the tri-palladium 
bis(HexylTIDS) π-conjugated system.
　Togain further insight into the light absorption

properties of1,we performedDFT calculation of

a simplifiedmethyl-substitutedmodel analogue

(Pd3(MeTIDS)2(PPh3)4)(3).Theoptimizedstructuresare

almostidenticaltothestructureof1obtainedbyX-ray

crystallography.AsshownintheFig.1,theπ-orbitals

of theTIDS ligandsarebound inparallel but lie in

differentplanes.Nevertheless,thetheoreticalcalculation

showed that theHOMO andLUMO of themodel

complex3 aredelocalizedon the twoTIDS ligands

(Fig. 4), thusprovidinganarrowHOMO–LUMOgap

(0.68eV).TheTD-DFTcalculationforlightabsorption

simulation revealed that the strongabsorptionband

observedat1,982nmmainlycorrespondstoaHOMO–

LUMOtransition,whiletheabsorptionbandat922nm

wasassigned to charge-transfer (CT)bandbetween

thepalladiumatomsandtheTIDSligand.Theparallel

coordinationoftheligandswouldbeakeytobringthe

fullydelocalizedHOMOandLUMOeven in thenon-

coplanarstructure.Accordingly,thoroughinvestigation

ofelectronicstructures intheHOMOandtheLUMO

isessential tocultivateadeepunderstandingof the

photophysicalpropertiesof1.

　The structures ofHOMOandLUMO in1were

successfullyexplainedbymolecularorbital interaction

analysis, which described how to construct the

quite narrowHOMO–LUMOgap.For the analysis,

Pd3(MeTIDS)2(PPh3)4moleculewasdivided into three

subunits:twomononuclearpalladiumcomplexsubunits

Pd(MeTIDS)(PPh3)2likecompound2andonecentralPd.

Accordingtothisanalysis,weproposethattheHOMO

of1iscomposedoforbitalinteractionofHOMOofthe

centralPd (dxyorbital)withLUMOsofPd(MeTIDS)

(PPh3)2(asseeninFig.4c);LUMOof1isderivedfrom

anotherLUMOsofPd(MeTIDS)(PPh3)2,givingnarrow

HOMO–LUMOgap(asseeninFig.4d).

　Theinteractionsbetweenthecentralpalladiumatom

and itsperipheralatomswerefurther investigatedby

naturalbondorbital (NBO)analysis.TheWibergbond

indexes ofPd···Pdwere 0.133 and 0.144 suggesting

thepresenceofweakPd···Pd interactions. Inaddition,

the central palladium is regarded as beingmore

electron-richthanotherpalladiumatoms.This isgood

agreementwith our consideration for the oxidation

numbersofpalladiumatomsin1asPd(II)–Pd(0)–Pd(II).

Characterization of the mono-palladium HexylTIDS 
complex (2).
　Different from1, complex2was not able to be

purifiedbecauseof the instabilityof2without free

PPh3.AUV-vis-NIR absorption spectrum of 2 in

the presence of PPh3 showed that absorption of2

wasalmostconsistentwith thatof themononuclear

platinumcomplexwepreviously reported (Fig. 5).12

Complex 2 showed no infrared light absorption.

TD-DFT calculation supported this experimental

observation.

　In addition, aftermany attempts to recrystallize

complex2,weobtainedacrystalwhichwassuitablefor

X-raystructuralanalysis(Fig.6).Thecrystalstructure

of2showedabendingstructurecausedbythe large

radiusofsulfuratomsandasquareplanarcoordination

Optimized structures and molecular orbitals of . 
(a) HOMO. (b) LUMO. (c and d) HOMO and LUMO 
from different viewpoints. The calculations were 
performed at the B3LYP/SDD/6-31G(d) level.
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modeofthepalladiumatom.Thedihedralangle isca.

46º,which issimilartothoseofPd(HexylTIDS)(PPh3)2

moietyin1 (55º,47º).Thisbendingstructureprovides

a coordination site at the disulfidemoiety to form

trinuclearcomplex1.

　DFTcalculations forPd(MeTIDS)(PPh3)2 revealeda

delocalizedπ-orbitalovertheentiretyof themolecule

(Fig. 7).Here,mononuclearcomplex2didnot show

intenseinfraredabsorption.Thecalculationrepresents

thatfullπ-conjugationovermono-metallicmoietyisnot

enoughtoshowinfraredabsorption.Consequently,the

twomono-metallic subunitPd(HexylTIDS)(PPh3)2 in1

shouldbeπ-conjugatedthroughthecentralpalladium

atomtoextend the lightabsorptionrangeup to the

infraredregion. Inotherwords, thenarrowHOMO–

LUMOgapandelectronic infrared lightabsorptionof

1areconcludedtoarisefromtheπ-orbitalsofthetwo

HexylTIDSunitsbeinglinkedthroughthreepalladium

atoms.

Time-resolved photophysical characterization for 
the tri-palladium bis(TIDS) π-conjugated system.
　Finally,we characterized the photoexcited state

of the tri-palladium complex 1 .  To investigate

excited state of1 in the photoinduced processes,

we conducted femtosecond time-resolved transient

absorptionmeasurementsof1inthevis-NIRregionby

photoexcitationat800nm(Fig.8).Thiswavelength is

intheshoulderoftheCTabsorptionband(λmax=922

Normalized UV-vis-NIR absorption spectra of 
HexylTIDS (blue dot), mononuclear complex 
 with triphenylphosphine (black solid line), 
trinuclear complex  (red dot) and 
Pt(HexylTIDS)(PPh3)2 (green solid line).

Optimized structures and of the mononuclear 

Pd(MeTIDS)(PPh

3

)

2

 calculated at the B3LYP/

LANL2DZ/6-31G(d) level. (a) HOMO and (b) 

LUMO.

Transient absorption spectra of  in THF after 
femtosecond laser excitation ( = 800 nm) at 1, 
10, 50, and 3000 ps.

Crystal structures of the mononuclear .
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nm);laserinstrumentforexcitationatca.2,000nmwas

unavailable.Thespectrameasured inTHFdisplayed

prompt increases inabsorptionbandsat480,580and

1,080nmwithground-statebleachingbandat970nm

(blacklineinFig.8).Then,theabsorptionbandat1,080

nmdecreasedquickly,accompaniedbytheappearance

ofanewnear-infraredabsorptionat1,280nmwithan

isosbesticpointat1,200nmwitharateconstantof1.1

x1011s–1(Fig.9).Thesecharacteristicsstronglysuggest

that the singletCTstatecorresponding to thepeak

at1,080nmwasconvertedbyintersystemcrossingto

formthe tripletCTstatecorresponding to thepeak

at1,280nm.The lifetimeof thesingletCTstatewas

determined tobe9ps.The tripletCT lifetimewas

determinedfromthedecayof theabsorptionbandat

1,280nmtobe400ps [= (2.5x109s–1)–1]. Incontrast,

HexylTIDSdoesnot showany transient absorption

peakcorrespondingtoa tripletstate.12Moreover, the

lifetimeof the triplet state in1 is relatively short,

indicating that the forbidden relaxation process S0

<–T1 is also acceleratedby theheavy atomeffect.

Thetransientabsorptionwasmeasured in tolueneas

well.Thekineticconstantscalculated fromthe time-

dependedchangesof thesingletandtripletpeaks (1.2

x1011s–1,3.7x109s–1)areslightlylargerthanthosein

THF.Thesmalldependenceof therateconstantson

solventpolarity implies that theexcitedstateshave

smallpolaritiesbecauseof the symmetricmolecular

structureandthesymmetricallydelocalizedπ-orbitals.

Conclusions
　Insummary,wehavedemonstratedtheconstruction

ofa largedπ/pπ-conjugatedsystemsbytri-palladation

of the TIDS ligands. The obtained tri-palladium

complexshowedelectronicinfraredlightabsorptionat

1,982nmwithahighabsorptioncoefficient (λ=4.0x

104M–1cm–1)inCH2Cl2solutionaswellasat2,500nm

inthesolidstate. Incontrast,mono-metallicpalladium

complexwithoneHexylTIDS ligandmainlyabsorbs

visible andnear-IR region.Withquantumchemical

calculation,we found that the origin of the intense

infraredlightabsorptionisHOMO–LUMOtransitionat

entirelydelocalizedHOMOandLUMO.Thed-orbitals

ofpalladiumatomsconnect twoHexylTIDS ligands

in anon-coplanarparallel fashion to forma largeπ

-conjugatedsystem.Inaddition,thetripletexcitedstate

(lifetime=400ps,λmax=1,280nm)of the trinuclear

palladiumcomplexwascharacterizedby femtosecond

laser flash photolysis.The presentwork suggests

theapplicabilityof trimetallicconnection forbridging

organicπ-conjugated systems to construct narrow

HOMO–LUMOgapmaterials for long-wavelength

light absorption.This achievementwouldprovidea

newdesignconceptoffunctionalorganicdyesusedin

variousapplications.

Experimental section
General
　AllNMRspectrawere taken at 500MHz (JEOL

ECA-500spectrometer).NMRspectrawererecorded

in parts permillion (ppm,▪ scale) from residual

protons of theCD2Cl2 for 1HNMR (δ 5.32 ppm for

dichloromethane) and fromanexternal standard for
31PNMR(δ29.41ppmofOPPh3 forallsolvents).The

Time-depending profile of an absorption peak at 
1280 nm in the transient absorption spectra 
shown in Fig. 8.
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CD2Cl2was distillatedwithCaH2 prior to use and

storedunderargonwithmolecular sieves (4Å).The

datawere presented as following space: chemical

shift,multiplicity (s=singlet,d=doublet, t=triplet,

m=multiplet and/ormultiplet resonances, br =

broad),couplingconstantinhertz(Hz),andsignalarea

integration in natural numbers, assignment (italic).

ElementalanalysiswasperformedattheUniversityof

Tokyo,DepartmentofChemistry,OrganicElemental

Analysis Laboratory. IR absorptionwasmeasured

onJASCOFT/IR-6100equippedwithanattenuated

totalreflection(ATR)withZnSe,andwasreportedas

wavenumberincm–1.

Synthesis of Pd3(HexylTIDS)2(PPh3)4 (1).
　AmixtureofHexylTIDS (100mg,0.225mmol)and

Pd(PPh3)4(391mg,0.338mmol,1.50equiv.)wasstirred

inTHF (6.6mL) at room temperature for 3h.The

n-hexanewasaddedtoprecipitatethecrudeproduct,

whichwaspurifiedby crystallization fromCH2Cl2/

n-hexane togivedark-redcrystals in77%yield (196

mg, 0.0869mmol). 1HNMR (400MHz,CD2Cl2):δ=

9.37 (br, tetracene),7.41 (br, tetracene),6.99 (t,J=7.3

Hz,4H,p-Ph),6.81–6.73 (m,16H,o-Ph,m-Ph),6.11 (br,

tetracene),4.26(t,J=6.9Hz,4H,CH2inhexyl),1.99–1.92

(m,4H,CH2 inhexyl),1.62–1.54 (m,4H,CH2 inhexyl),

1.38–1.51 (m,8H,CH2CH2 inhexyl),0.95 (t,J=7.1Hz,

6H,Meinhexyl).Anal.calcdforC124H102N2O4P4Pd3S4:C,

66.03;H,4.56;N,1.24.Found:C,66.13;H,4.71;N,1.14.

　1HNMRpeakscorresponding to tetracenemoiety

were broadened at room temperature.Thiswould

be resulted from the thermal dynamic behavior.

Accordingtothesamereason,neither31Pnor13CNMR

were clearly recorded. Low temperature 1HNMR

measurementevenat–30ºCexhibitedbroadenpeaks.

Synthesis of Pd(HexylTIDS)(PPh3)2 (2).
　Pd(PPh3)4 (127 mg, 0.110 mmol, 1.1 equiv.) in

CH2Cl2 (6.5mL)wasaddeddropwise toasolutionof

HexylTIDS (44.5mg, 0.100mmol) inCH2Cl2 (20mL)

for25min.Theappearanceof the solutionchanged

frombluesuspensiontoblacksolution. Itwasstirred

atroomtemperature for1h.Thissolutionwasused

foreachanalysis.1HNMR(500MHz,CD2Cl2):δ=9.81

(d, J=9.2Hz,2H, tetracene),8.45 (d, J=9.2Hz,2H,

tetracene),7.57–7.54 (m,2H, tetracene),7.43 (t,J=7.5

Hz,6H,p-Ph),7.27-7.24 (m,12H,o-Ph,m-Ph),7.12–7.08

(m,2H,tetracene),4.28(t,J=7.7Hz,2H,CH2inhexyl),

1.80–1.74 (m, 2H,CH2CH2 inhexyl), 1.48–1.44 (m, 2H,

CH2 inhexyl),1.40–1.31 (m,4H,CH2CH2 inhexyl),0.90

(t,J=7.2Hz,3H,Me inhexyl). 31PNMR(202.4MHz,

CD2Cl2):▪=27.66(s,2P,PPh3).

Electrochemical analysis.
　Cyclic voltammetry (CV) and differential pulse

voltammetry (DPV)wereperformedusingHOKUTO

DENKOHZ-5000 voltammetric analyzer. All CV

measurementswerecarriedoutinaone-compartment

cellunderargongas, equippedwithaglassy-carbon

workingelectrode,aplatinumwirecounterelectrode,

andanAg/Ag+referenceelectrode.Thesupporting

electrolytewasa0.1mol/Ldichloromethanesolutionof

tetrabutylammoniumhexafluorophosphate (TBAPF6).

Only for the CVmeasurements of tri-palladium

complex1,platinumandgoldworkingelectrodewere

additionallyused toresult in the identicalCVcharts

to that obtainedwith glassy-carbon electrode.The

electrochemicaldataequippedwithagrassy-carbon

workingelectrodearepresentedinthisreport.

X-ray crystallographic analysis.
　X-raycrystallographicanalysesforcomplexes1 and

2wereperformedusingaRIGAKUR-AXISRAPID

II (imagingplatedetector)withmonochromicCuKα

(λ=1.5406Å) radiation.Thepositionaland thermal

parameters were refined by a full-matrix least-

squaresmethodusingtheSHELXL97programonthe

Yadokari-software.TheCCDCnumbersofcomplexes1

and2were881159and978047,respectively.

Computational Studies.
　All calculationswere carried out byGaussian09
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packageat theB3LYP level.Palladiumatomswere

representedby theLANL2DZorSDDbasis setand

a6-31G(d)basis setwasused forotheratoms (C,H,

N,O,S, andP).Thecalculation levelsaredescribed

as “B3LYP/LANL2DZ/6-31G(d)”and “B3LYP/SDD/6-

31G(d)”.

Time-resolved Transient Absorption Measurements.
　Femtosecond transient absorption spectroscopy

experiments were conducted using an ultrafast

Integra-C (Quantronix Corp.) , a TOPAS optical

parametric amplifier (LightConversionLtd.), and a

commerciallyavailableHeliosopticaldetectionsystem

providedbyUltrafastSystemsLLC.
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１．緒言
　Szwarcによるリビング重合の発見1から60年が経過

し、分子量とその分布の制御をはじめ、末端基や立体規

則性、トポロジーを制御した高分子の精密合成が達成さ

れている。今日では精密重合は学術的な基礎研究にとど

まらず、国内外の企業で工業化が実現し、エラストマー

や粘着剤、界面活性剤など多様な機能高分子材料が生産

されている2。

　しかしながら、従来の精密重合法には技術的な限界も

存在する。例えば、リビング重合を官能性停止剤で停止

すると、停止末端に官能基を導入したポリマーを合成

することができる(停止剤法)が3、その実験手順はやや

煩雑である。すなわち、停止剤法では初めに開始剤と

モノマーを混合し、モノマーの消費後に停止剤を逐次的

に添加する必要がある[Figure1 (a)]。モノマーが完全

に消費される前に停止剤を加えると、成長鎖が目標分子

量に未到達であるうえ、場合によっては成長反応と停止

反応が競争し、分子量分布が増大する。また、リビング

重合ではしばしば成長種の寿命が議論の対象となるよう

に、長い時間スケールでは成長種が自発的に停止反応や

連鎖移動を起こす場合がある。例えば、本研究で扱うア

クリル酸エステル類のアニオン重合では、back-bitingと

呼ばれる自己停止反応が存在する4。この停止反応はモ

ノマー消費後に特に顕著になるため、停止剤を加える時

期は遅すぎると、末端官能基の導入率が低下する。以上

の事由から、停止剤を加える時期には細心の注意を要す

る。また、高分子量体の合成では、反応系の粘度が高ま

り、ゲル化することすらある。この場合、停止剤の混合

が本質的に難しくなるため、停止剤法による末端修飾が

適用できない。

　申請者は最近、アクリル酸エステル類の立体特異性リ

ビングアニオン重合において、α-(ハロメチル)アクリ

ル酸エステルが優れた停止剤として働き、末端にアク

リロイル基を有する立体規則性ポリマーを与えること

を報告した(Scheme1)5-11。導入したアクリロイル基は

Michael付加型チオール－エン・クリック反応に活性で

あるため、生成ポリマーに多様な官能性チオールを反応

させることで、定量的な末端の官能基化が達成できる。

以上は、分子量とその分布、立体規則性と末端官能基を

同時に制御した初めての例である。しかしながら、停止

剤法による末端修飾には前述のような課題が存在し、そ

の解決が望まれていた。

　そこで、停止剤を重合開始時に添加する方法を考案し

た[Figure1 (b)]。開始剤と停止剤を混合すると、遅か

れ早かれ重合は停止するため、高分子は生成しないと思

われるが、もし停止剤がモノマーに比して十分に低い反

応性を有し、かつ重合を停止するには十分な活性を持つ

場合、重合初期にはモノマーが選択的に反応し、モノ

申請者　大阪大学（現　信州大学）　髙坂　泰弘

素反応をプログラム化した重合反応による
機能性アクリル樹脂の精密簡易合成

信州大学　繊維学部
髙坂　泰弘

Synthesis of end-functional polymer by 
termination method: (a) conventional 
protocol (stepwise addition of reagents) 
and (b) Atropos polymerization.
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マー消費後に停止反応が進行すると予想される。すなわ

ち、停止剤の存在下でもリビング重合は可能で、成長反

応の完了後に、自発的に停止反応が生じて末端機能化ポ

リマーが生成する。停止反応のプログラム化が鍵となる

ことから、このような重合を古代ギリシア神話の生命を

断ち切る女神Ατροποσの名を冠し「アトロポス重合」と

命名した。アトロポス重合では必要な試薬を重合開始時

に一斉添加するため、技術的にも非常に簡便な精密重合

が実現する。本研究では、申請者らが得意とするアクリ

ル酸エステル類のアニオン重合を対象に、適切な停止剤

設計によりアトロポス重合を達成した。

２．メタクリル酸メチルのアトロポス重合
２.１　アトロポス重合に適した停止剤の設計
　メタクリル酸メチル(MMA)のアニオン重合をα

-リチオイソ酪酸イソプロピル(Li- iPrIB)12 / エチ

ルアルミニウムビス(2,6- tert -ブチルフェノキシド)

[EtAl(ODBP)2]13の2成分系開始剤を用いて開始する

と、シンジオタクチック特異性リビング重合が進行す

る。申請者は最近、α-(クロロメチル)アクリル酸エ

チル(T1)がこの重合を効率よく停止することを見出し

た5,6。しかしながら、T1はメタクリル酸メチル(MMA)

より高い反応性を示し5、アトロポス重合には不適であ

る。

　T1による停止反応は、まず成長アニオンがMichael付

加し、ついでアリル位の塩素原子が脱離する付加－脱離

(SN2’)機構で進行する5。第1段階のMichael付加反応は成

長反応に類似しており、同条件におけるアクリル系モノ

マーの反応性に関する知見が、停止剤の反応性制御にも

適用できると考えられる。また、申請者らの過去の研究

で、α-(アルコキシメチル)アクリル酸エステルが、T1

に比して穏和な停止剤として働くことが明らかになって

いる14。以上の知見から、停止剤の反応性は　①㌼-置換

基R1の立体障害　②エステル置換基R2の立体障害　③

脱離基の脱離能力　の3箇所で調整できると考え、エス

テル置換基にかさ高いtert-ブチル基を導入したT2、脱離

基を臭素原子からメトキシメチル基に変更したT3、㌼位

にメチル基を導入したT4を合成した(Scheme2、なお、

T4は異性体混合物(E/Z=52/48)である)。

　はじめに、新規に合成した停止剤が機能すること

を確認するため、成長アニオンに対して停止剤を逐

次添加する従来法による末端修飾を検討した。トル

エン中、Li-iPrIB/EtAl(ODBP)2開始剤に－78℃で

MMAを加え、24時間後にT2を添加してさらに24時

間反応させた(Table 1)。Figure 2に、生成ポリマー

Terminating reaction of syndiotactic-specific 
living anionic polymerization of MMA.

Synthesis of end-functional -PMMA via 
termination of stereospecific living anionic 
polymerization and the subsequent click 
reaction.
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の1HNMRスペクトルを示す。主鎖メチレンの信号が

1。82 ppm付近に一重線として観測され、シンジオ

タクチックポリメタクリル酸メチル(st-PMMA)の生

成が確認され、立体規則性を反映したα-メチル基の

信号の分裂とそれぞれの強度比から、シンジオタク

チック度は87%と求められた。オレフィン領域を拡大

すると、停止末端のビニリデン基の信号ω1、ω2が末

端2連子の立体規則性を反映した分裂を示した信号と

して観測され、停止反応の進行が確認された。この

うち、信号ω1と開始末端由来のO-メチン基の信号α

の積分強度比から、末端導入率はF= 77%と見積もら

れた。同様の条件でT3を用いると、末端導入率はF =

34%まで低下し、T4はF = 1%と停止剤としてほとん

ど機能しなかった(Table 1)。一方、停止剤添加後に

－78℃で24時間反応させた後、さらに0℃に昇温して

1時間反応させたところ、末端導入率はT1でF=90%、

T2でF=65%、T3でF=30%まで増加した。0℃に昇温

後の反応時間を24時間に延長したところ、T3による末

端導入率はF=66%に達した。これらの結果から、停止

剤の反応性はT1>T2>T3>T4であり、いずれの場合

も0℃で停止反応を起こしうることが明らかになった。

２.２　昇温過程を経たアトロポス重合
　Li-iPrIB/EtAl(ODBP)2を開始剤に用い、Li-iPrIBに

対して3当量のT2-T4の存在下で－78℃で24時間、さら

に0℃に昇温して24時間、MMAのアニオン重合を行っ

た(Table2)。停止剤なしの対照実験(Run1)ではほぼ

完全なモノマー転化率(95%)と狭い分子量分布(Mw /

Mn=1.13)が得られたのに対し、T2存在下の重合(Run

2)ではモノマー転化率は12%に過ぎず、オリゴマー(Mn

= 700)が得られたのみで、成長反応が完結する前に停

止反応が併発したことが示唆された。T3(Run3)ではモ

ノマー転化率は対照実験と同等まで高くなり(95%)、ポ

リマーが得られたものの、分子量分布は依然として広く

(Mn=6500、Mw/Mn=1.45)、活性種が重合終盤まで

残存していた一方で、早い段階から停止反応が起こっ

たことが示唆された。これらの結果は、サイズ排除ク

ロマトグラム(SEC)の低分子量側にテーリングが見られ

たことからも支持された。一方、T4を用いた場合(Run

4)は、対照実験(Run1)と比して遜色のないモノマー転

化率(98%)と狭い分子量分布(Mw/Mn=1.15)が達成さ

れ、さらに末端導入率も比較的高かったことから(F=

69%)、T4がアトロポス重合に最適であることがわかっ

た。

２.３　温度一定条件下でのアトロポス重合
　T4は－78℃ではほとんど機能しないため(Table3、

Run5)、先の実験では重合の後半で0℃に昇温する必要

があった。このような昇温過程を経ず、重合開始から停

止まで温度を一定に保った状態でアトロポス重合が実

現すれば、操作も簡便化され理想的である。そこで、

T4によるアトロポス重合を－40℃で48時間行ったとこ

ろ、昇温せずとも高い末端導入率が得られた(Run6、F

Termination efficiency of syndiotactic-specific 
living Aanionic polymerization of MMA initiated 
by Li- PrIB / EtAl(ODBP)2 in toluene at －78 ℃.

Atropos polymerization of MMA initiated by 
Li- PrIB / EtAl(ODBP)2 in toluene at －78 ℃ 
for 24 h and then at 0 ℃ for 24 h.a

1H NMR spectrum (500 MHz, CDCl3, 55 ℃) 
of PMMA terminated with . Labels for 
signals correspond to those in Scheme 2.  
and : terminal diad.
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=64%)。さらに高温の0℃では末端導入率がF=76%に

増加したが(Run7)、分子量分布は広くなり(Mw/Mn

=1.28)、30℃まで温度を上げた場合には分子量分布も

停止効率も悪くなった(Run8)。

　アトロポス重合では、成長反応と停止反応の選択性が

鍵を握る。当然ながら、目標とする分子量が大きくな

るほど、成長反応の回数が増加し、停止反応が競争す

る確率が上昇する。そこで、開始剤／モノマー比を変

えて、アトロポス重合による高分子量体の合成を検証

した(Table4)。[MMA]0/[Li-iPrIB]0=100として、T4

によるアトロポス重合を－40℃で70時間行ったところ

(Run11)、狭い分子量分布のポリマーが得られたが(Mn

=30000、Mw/Mn=1.19)、末端導入率がF=30%に低

下した。同様の条件で0℃で重合すると(Run12)、狭い

分子量分布(Mn=32200、Mw/Mn=1.11)と中程度の

末端導入率(F=57%)でポリマーが得られた(Run7)。

[MMA]0/[Li-iPrIB]0= 200では、－40℃でMn= 64

200、Mw/Mn=1.17(Run13)、F=2%、0℃でMn=

106000、Mw/Mn=1.23、F=18%であった(Run14)。

重要なことに、Runs13、14の条件では反応系がゲル化

した。停止剤を逐次添加する従来法では、反応系がゲル

化すると、停止剤を混合することができない。一方、停

止剤を重合開始時に添加するアトロポス重合では、反応

系がゲル化しても、停止反応が進行した。末端導入率の

向上については改善の余地があるが、これらの結果は、

アトロポス重合が従来法では合成困難な高分子量体の末

端機能化にも有効であることを示している。

２.４　アトロポス重合における副反応の検討
　以上のように、T4はアトロポス重合を実現する停止

剤であるが、末端導入が定量的ではなく、改善の余地を

残している。末端導入率が100%に達しない理由を明ら

かにするため、MMAのアニオン重合とT4の逐次添加に

よる停止反応をRun7の条件で行い、さらに反応系にメ

タクリル酸エチル(EMA)を追加添加してリビングアニ

オンの残存を確認した。その結果、EMAを追加添加し

なかった対照実験と生成ポリマーの分子量に差は見られ

ず、またEMAの転化率は0%であったことから、少なく

ともEMAを添加した段階で成長種は失活していること

Effects of temperature in the Atropos 
polymerization of MMA.a

Atropos polymerization of MMA with various 
feed ratio.a

Reactions between  and EtAl(ODBP)2 under the conditions of Atropos polymerization with/without MMA.
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がわかった。この結果は、想定される停止反応以外の副

反応の存在を示唆する。

　副反応について検討するため、T4とEtAl(ODBP)2の

みを混合し、0℃で24時間反応させたところ(Scheme

3)、2,6-ジ-tert-ブチルフェノールの2種類のFriedel-

Crafts反応生成物およびWilliamson反応で生じるエーテ

ルがGC-MSにて確認された。以上のことから、この重

合にはT4とEtAl(ODBP)2による副反応が存在すると考

えられる。EtAl(ODBP)2には成長種の安定化とアクリ

レート種(モノマー／停止剤)の活性化という二つの働

きがあり、いずれも重合や停止反応の進行に欠かせな

い。0℃以上では前述の副反応によりEtAl(ODBP)2が

分解し、成長種の失活ないしアクリレート活性化機構

の消失が生じ、結果として末端導入率が100%に達しな

かったと推測している。重要なことに、T4とMMA、

EtAl(ODBP)2を混合し、0℃で24時間反応させたとこ

ろ、前述の副反応は全く起こらず、原料がそのまま回収

された。これは、EtAl(ODBP)2がもっぱらMMAと会合

し、安定化しているためであると考えられる。したがっ

て、この副反応はMMAが消費された重合の後半で生じ

ると想定される。末端導入率が100%に達しない原因に

ついては引き続き検討が必要だが、これらの副反応の存

在が少なからず寄与していると考えられる。

２.５　生成ポリマーの末端機能化反応
　先行研究で、T1による停止反応で導入したアクリロ

イル末端を、官能性チオールを用いたMichael付加型チ

オール－エン・クリック反応により定量的に機能化でき

ることが明らかになっている5。T4により導入した停止

末端も同様に機能化できると推測されるが、停止末端の

アリル位に分岐が存在するため、反応性が低下している

懸念がある。そこで、アセトニトリル中、触媒量のトリ

エチルアミンの存在下で、T4による重合停止で得たst-

PMMAを過剰のベンジルメルカプタンと室温で3日間反

応させた(Scheme4)。Figure3に反応前後の1HNMRス

ペクトルを示すが、オレフィン領域の末端ビニリデン基

の信号がほぼ完全に消失し、フェニル基の信号が観測さ

れたことから、定量的に末端にベンジル基が導入された

ことが明らかになった。結果的にT1による停止末端と

比べて長時間の反応を要したものの、同様の手法で末端

機能化が可能なことがわかった。

３．アクリル酸エステルのアトロポス重合
３.１　停止剤の最適化によるアトロポス重合の成立
　Li-iPrIB/EtAl(ODBP)2によるアクリル酸ブチル(BA)

のアニオン重合はリビング的に進行し、T1で重合を

停止することにより末端機能化ポリアクリル酸ブチル

(PBA)を与える15。前節で、T1はMMAより高い反応性

を示すため5、MMAのアトロポ重合に不適である旨を述

べた。一方、BAはT1より高い反応性を示すことから、

BAのアトロポス重合には適用できると考えた。開始剤

にLi-iPrIB/EtAl(ODBP)2を用い、30当量のBAと3.0当

量のT1を同時に加えて、トルエン中、－60℃で2時間

反応させ、さらに0℃で1時間反応を行った(Scheme5;

Table5、Run16)。T1を用いない対照実験(Run15、

Mn=3500、Mw/Mn=1.22)と比べて分子量が若干増加

し(Mn=4400、Mw/Mn=1.49)、その分布も広くなった

ものの、SEC溶出曲線は単峰性で、モノマー転化率は
End-functionalization of -PMMA via thiol-ene 
click reaction catalyzed by base.

1H NMR spectra (500 MHz, CDCl3, 55 ℃) of 
PMMA terminated with  before and after 
thiol-ene click reaction with benzyl mercaptan.
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100%に達したことから、モノマーが完全に消費される

まで成長種が残存していたことが示唆された。対照実験

より分子量が増加し、開始剤効率が低下したことから、

開始剤であるLi-iPrIBがT1と反応した可能性が考えられ

る。すなわち、成長反応における選択性は十分に高く、

アトロポス重合が達成された一方で、開始反応におけ

るT1とBAの選択性は完全ではない。生成ポリマーの1H

NMRスペクトル(Figure4)では、末端ビニリデン基の

信号が5.51ppmと6.15ppmに観測され、開始剤由来のイ

ソプロピル基のメチン水素の信号(5.00ppm)との強度比

から、末端基導入率(F)はF=93%と求められた。この

値は、停止剤を逐次添加した際(Run4)の末端基導入率

(F=80%)より大きい。詳しい議論が必要ではあるが、

BAのアニオン重合ではモノマー消費後に成長種が自己

失活している可能性がある。この場合、重合開始時に停

止剤を加えるアトロポス重合では、成長反応から円滑に

停止反応へ誘導可能で、逐次添加と比べて末端導入率が

改善したと推測される。次に、停止剤にα-(ブロモメチ

ル)アクリル酸エチル(T5)を用いて同様の実験を行った

ところ(Run3)、SEC溶出曲線は広幅化し(Mn=9400、

Mw/Mn=1.99)、モノマー転化率も21%に低下した。こ

の結果は、停止反応が成長反応と競争し、成長種が重合

終盤まで残存しなかったことを示している。アクリレー

トの㌼-炭素の13CNMR化学シフト値は、求核付加に対す

るビニリデン基の反応性を評価する指標として有効であ

る。BAの130.6ppmに対し、T1は128.4ppm、T5は129.1

ppmであり、BAとT1は反応性差が比較的小さいことが

示唆され、重合結果をよく説明している。

３.２　開始剤の最適化によるアトロポス重合の洗練
　申請者らは最近、EtAl(ODBP)2の存在下におけるア

クリル酸エチル(EA)のアニオン重合において、テトラ

ブチルアンモニウムメタクリレート(TBAMA)が穏和

な開始剤として機能し、狭い分子量分布でポリマーを与

えることを見出した。従来、カルボキシラートアニオン

は求核性が低く、EAの重合を開始できないとされてき

たが、この重合系ではEtAl(ODBP)2がEAを活性化し、

その求電子性を高めているため、重合が円滑に開始され

る。また、EtAl(ODBP)2はアクリル酸エステルを選択

的に活性化することから、開始反応により生じるメタク

リル酸エステルは、少なくともEAがほぼ完全に消費さ

れるまでは反応しない。

　さて、BAのアトロポス重合において、Li-iPrIBとT1

の直接的な反応により分子量分布が増大した可能性に

Atropos polymerization of BA in the presence 
of EtAl(ODBP)2.

1H NMR spectrum (500 MHz, CDCl3, 55 ℃) 
of PBA by Atropos polymerization with . 
Labels corresponds to those in Scheme 5.

Anionic polymerization with BA initiated with 
Li- PrIB/ EtAl(ODBP)2 in toluene at -60 ℃ for 
1 h.a
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ついて述べた。TBAMAはLi-iPrIBに比べて穏和な反応

性を示すことから、開始反応における選択性の改善に有

効であると考えられる。そこで、開始剤にTBAMAを

用いて、50等量のEAと5等量のT1を加えて、トルエン

中、EtAl(ODBP)2の存在下、－60℃でアトロポス重合

を行った(Scheme6)。30分後のモノマー転化率は92%

で、分子量とその分布はMn=7800、Mw/Mn=1.07で

あったが、停止末端は導入されていなかった。反応時

間を2時間に延ばすと、モノマー転化率は100%に達し、

Mn=9600、Mw/Mn=1.06で、末端導入率はF=90%

であった。この結果は、穏和な開始剤の使用により、開

始反応における選択性が向上し、非常に狭い分子量分布

のポリマーが得られることを示している。また、30分ご

と2時間後の末端導入率の比較から、停止反応が期待通

りに重合の最終盤で生じたことが明らかになった。な

お、T1はメタクリル酸エステルに優先して停止反応を

起こすことが明らかになっているが、今回の実験でも開

始剤由来のメタクリロイル基は未反応のまま残存し、両

末端にアクリロイル基を有するポリマーが得られた。さ

らに、Michael付加型チオール－エン・クリック反応に

よる両末端の定量的な修飾にも成功した。

４．アトロポス重合の応用
４.１　末端機能化ブロック共重合体のone-shot合成

　BAとMMAをEtAl(ODBP)2の存在下で重合すると、

BAがEtAl(ODBP)2に選択的に活性化されて重合し、

BA消費後にMMAの重合が続いて、ブロック共重合体

が得られる4)。この重合系の発展として、BA、MMA、

T2をLi-iPrIB/EtAl(ODBP)2開始剤に加え、－40℃で

17時間、さらに0℃で24時間重合を行ったところ、狭い

分子量分布(Mn=9500、Mw/Mn=1.25)と比較的高い末

端導入率(F=84%)でブロック共重合体PBA-block-(st-

Atropos polymerization of EA with 
TBAMA and , and the subsequent 
double end-functionalization via thiol-ene 
click reaction catalyzed by base.

Monomer-selective Atropos copolymerization 
of BA and MMA with Li- PrIB and  to 
afford end-functional block copolymer.

Monomer-selective Atropos copolymerization 
of BA and MMA with Li- PrIB and  
(methacrylate-bearing terminator) to afford 
graft copolymer.
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PMMA)が得られ、アトロポス重合によるモノマー配

列、分子量、立体規則性、末端官能基の四元同時制御が

達成された(Scheme7)。

４.２　モノマー担持型停止剤を用いたアトロポス重合
によるグラフト共重合体のone-pot合成

　これまで述べてきたように、T1は過剰量のMMAの存

在下でも選択的に重合を停止する。また、前述のよう

にBAはT1の存在下でも選択的に成長反応を起こす。そ

こで、T1とMMAを連結したメタクリレート担持型停止

剤T6を設計し、Li-iPrIB/EtAl(ODBP)2開始剤に対し

[BA]0/[T3]0/[MMA]0/[Li-iPrIB]0=50/0.70/14/1

の仕込み比でアトロポス重合を行った。反応はCH2Cl2
中、－60℃で2時間、さらに－40℃で7日間実施した。

この重合では、反応初期にはBAの重合が選択的に進行

し、次いで成長アニオンの一部がT3と反応してメタク

リレート担持型マクロモノマーに変換される。重合後半

では、残存する成長アニオンをマクロ開始剤とする、

マクロモノマーとMMAの共重合が進行し、最終的に

polyMMAを幹鎖、polyBAをグラフト鎖に有するグラフ

ト共重合体が得られた(Run8)。

５．結言
　モノマーに比して開始剤、成長種に対する反応性が十

分に低い停止剤を設計することで、アトロポス重合が達

成された。停止剤存在下におけるリビング重合と、プロ

グラム化された停止反応に基づくアトロポス重合は、従

来の重合化学の常識を覆す発見である。特に、第4節で

述べた応用例では、分子量や末端基のみならず、モノ

マー配列や分岐構造までが、必要な試薬を混合するだけ

で自発的に精密制御される。本研究はアクリル酸エステ

ル類のアニオン重合を対象に展開したが、アトロポス重

合の概念は他の重合系にも適用できると考えられ、さら

なる研究の発展が望まれる。

　反応有機化学では同様の先駆的なアイディアが提案さ

れている。すなわち、カスケード反応やドミノ反応と呼

ばれる化学反応では、第1の反応で生じた化学種が、第

2、第3の反応を引き起こし、結果として巨大分子を高い

選択性で与える。また、いわゆる多成分連結反応では、

複数の分子を同時に混合するだけで、複雑な構造を有

する単一分子が生成する。アトロポス重合はこれらの概

念と類似しているが、その実像はさらに困難である。ま

ず、無数の回数で繰返される成長反応に対して、一度で

も停止反応が生じれば、重合が失活してしまう。すなわ

ち、重合の簡潔には完全な反応の選択性が要求される。

さらに、分子量分布を小さくするためには、迅速開始／

緩慢成長の原理が不可欠である。したがって、反応の順

序だけでなく、その速度にも留意する必要がある。これ

らの事情から、アトロポス重合は有機反応化学において

も意義深く、その成功は大きな金字塔であると言える。
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１．はじめに
　ヘリセンは、芳香環が螺旋状に縮環することでねじれ

た構造をもつキラルπ共役分子であり、円二色性(CD)

や円偏光発光(CPL)などキラリティに由来した光学特性

や非平面π共役系に由来する機能に興味が持たれてい

る。また、高次構造の形成による機能増幅の可能性も

知られている。例えば、長鎖アルキル基をもつヘリセ

ン類縁体は、自己組織化によって一次元螺旋状のカラム

構造を形成し、螺旋状の分子がさらに螺旋状の高次構

造を形成することで、顕著なCPL特性や非線形光学効果

(NLO)を発現することが報告されている1。しかしなが

ら、その特徴を活かした機能性材料開発はそれほど進展

していない。その一つの要因として、ヘリセンの合成手

段が限られていたことが挙げられる。報告されているヘ

リセンのほとんどは、ベンゼン環のみ、もしくはベンゼ

ン環とチオフェン環が縮環したものであり、導入する元

素と機能との相関や、高次構造形成に関する知見は極限

られている。

　われわれはこれまでに、ヘリセンの合成と機能につい

て研究をおこなってきた。これまでに、独自の手法に

よって多様なヘリセン1の合成に成功している(図1)2–5。

また、機能面では、既報のヘリセンに比べて高い蛍光量

子収率やCPL特性を実現している。さらに、双極子－双

極子相互作用を利用した分子配列などにも成功してい

る。このような背景に基づき、ヘリセンを基盤とする革

新的な機能性材料の開発を目指して、新規ヘリセンの合

成とヘリセンを組込んだ集積体の構築について研究をお

こなった。

２．新規ヘリセンの合成と光学特性
　ヘリセンに導入するヘテロ芳香環の種類と数が構造や

物性に及ぼす効果を明らかにするために、これまでに

合成に成功しているヘリセン類縁体1(Z=CR2)のベン

ゼン環二つがチオフェン環に置換したヘリセン類縁体2

を設計した。ヘリセン類縁体2の合成スキームを図2に

示す。新規に設計、合成したビナフト[2,1-b]チオフェ

ンを原料として、チオフェン骨格のα位をリチオ化した

後、クロロギ酸メチルを作用させることで、メトキシ

カルボニル基一つを導入した化合物3を得た。次に、ア

リールマグネシウム反応剤を作用させ、フェニル基や

4-tert-ブチルフェニル基を導入した第三級アルコール

4を得た。最後に、酸触媒による分子内環化反応によっ

て、目的のヘリセン類縁体2の合成に成功した。

申請者　東京農工大学　中野　幸司

ねじれたπ共役分子を基盤とする多機能性有機発光材料の開発

東京農工大学　大学院工学研究院　応用化学部門
中野　幸司
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　得られたヘリセン類縁体2bのX線結晶構造解析をおこ

なった(図3)。分子全体のねじれの度合いを見積もるた

めに、内側の螺旋構造を形成する八つの炭素原子で定

義される五つの二面角の和を計測したところ、約62°

であった。この値は、ヘリセン類縁体2bのチオフェン

環二つがベンゼン環に置き換わったヘリセン類縁体1(Z

=CPh2,90.8°)のものに比べると、かなり小さい。これ

は、六員環であるベンゼン環から五員環であるチオフェ

ン環に置き換わったことで、末端ベンゼン間どうしの重

なりが小さくなり、分子のねじれがほぼ末端ベンゼン環

の水素原子間の反発によってもたらされているためと考

えられる。

　次に、今回合成した2aの紫外可視吸収スペクトル測

定をおこなったところ、360nmに最長極大吸収をもつ

スペクトルが得られた(図4)。部分構造であるナフトチ

オフェンの吸収スペクトルと比較すると、今回合成した

2aでは大きく長波長シフトしている。したがって、2a

では分子がねじれているが、共役系は分子全体に広がっ

ていると考えられる。このことは、密度汎関数法を用

いて最適化した構造の最高被占軌道(HOMO)および最

低空軌道(LUMO)からも示唆される(図5)。すなわち、

HOMOおよびLUMOは分子全体に広がっており、特に

LUMOでは、二つのチオフェン環にまたがるような軌

道が確認できる。また、今回合成した2aのチオフェン

環がベンゼン環に置き換わったヘリセン類縁体1(Z=

CPh2)の紫外可視吸収スペクトルと比較したところ、2a

の方が大きく短波長側にシフトしていた。これは、ベン

ゼン環がチオフェン環に置き換わったことにより、効

果的なπ共役が阻害されたためと考えられる。また、

両者の蛍光スペクトルを比較したところ、2aのStokes

シフト(3680 cm－1)は1(Z = CPh2)のStokesシフト

(760 cm－1)よりも大きく、励起状態での構造変化が起

こりやすいと考えられる。また、1が比較的高い蛍光量

子収率(Φ～0.40)を示すのに対して、今回合成した2a

では、大きく低下することが分かった(Φ<0.05)。

３．ドナー－アクセプター構造を持つヘリセンの合成と
光学特性

　高い発光効率を示すヘリセンの開発を目指して、ド

ナーとしてアザ[7]ヘリセン、アクセプターとしてシア

ノ基を導入した分子内ドナー－アクセプター構造を持

つヘリセン誘導体5を設計した。密度汎関数法を用い

た分子軌道計算の結果[B3LYP/6-31G(d)]、設計通り

にHOMOはドナーであるアザ[7]ヘリセン骨格側に、

LUMOはアクセプターであるシアノ基側に局在化して

いることが分かった(図6)。設計した分子は、アザ[7]ヘ

リセンとジフルオロフタロニトリルとの反応で、高収率
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で得ることに成功した(図7)。蛍光スペクトルを測定し

たところ、用いる溶媒の極性パラメーターの向上に伴っ

て発光極大が長波長シフトした(図8)。これは、ドナー

－アクセプター構造に基づく分子内電荷移動の効果と考

えられる。また、絶対蛍光量子収率を測定したところ、

低温(77K)においてΦ=0.61を示した。これは、既存の

ヘリセンと比べて極めて高い値であり、ドナー－アクセ

プター構造が蛍光量子収率向上に有効な手法となりうる

ことを示す結果である。

４．ヘリセンを側鎖に導入したヘリカルポリアセチレン
の合成

　高分子主鎖が形成する螺旋構造に沿ってヘリセンが螺

旋状に配列されたヘリセン集積体の構築を目指して、側

鎖にヘリセンを導入したヘリカルポリアセチレンを設計

した。動力学計算によると、アザ[7]ヘリセンが螺旋状

に配列できることが示唆された(図9)。そこで、まず重

合部位となるエチニル基を導入したラセミ体のアザ[7]

ヘリセンrac-6を設計し、その合成に成功した(図10)。

ロジウム触媒をもちいてrac-6の重合をおこなったとこ

ろ、モノマーが完全に消費され、数平均分子量39,800

(PDI=3.7)の有機溶剤に可溶な高分子量体7を得た。紫

外可視吸収スペクトル測定の結果、モノマーよりも長波

長領域にポリアセチレンの生成を示唆する吸収を確認し

た。一方、光学的に純粋なモノマーを用いた場合には、

不溶性の生成物を得た。光学的に純粋なモノマーを用い
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たことで、より規則性の高いヘリカルポリアセチレンが

生成したため、溶解度が著しく低下したと考えられる。

５．まとめ
　今回、ヘリセンに導入するヘテロ芳香環の種類と数が

及ぼす効果を明らかにするために、新規ヘリセンを合成

し、構造や電子状態に及ぼす効果を明らかにした。ま

た、この合成を通じて、ヘリセン骨格の新たな構築法も

開拓することに成功した。さらに、ドナー－アクセプ

ター構造が、ヘリセン誘導体の発光特性向上に有用な手

法となりうることを示すことができた。これらの結果

は、ヘリセンを基盤とする機能性材料の開発において、

分子設計指針を与えるものとして期待できる。一方、ヘ

リセン集積体として、アザ[7]ヘリセンを側鎖に有する

ヘリカルポリアセチレンの合成に成功した。現段階で

は、溶解性等の問題があるが、置換基導入などによって

可溶化し、光学活性体での構造解析ならびにキロプティ

カル特性評価をおこなうことで、ヘリセンの集積化によ

る大きなキロプティカル特性の発現が可能かを見極める

予定である。
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１．はじめに
　π電子系化合物は、π電子の非局在化によって電気・

磁気・光学的に特徴的な性質を示す事から、新たな物質

科学を切り拓くため、世界中で新規化合物探索が行われ

ている。このような背景の下、我々は新規π電子系化合

物の合成とその基礎物性解明(吸収・発光・芳香族性・

酸化還元・超分子集合体形成など)に取り組んできた。

なかでもピロールの基本的な性質と合成化学的な反応性

に興味を持ち、含ピロール拡張π電子系1-6、ピロール

の芳香族求核置換(SNAr)反応を利用した機能性分子7-9

といったオリジナルなπ電子系の合成を行ってきた(図

１)。従来ピロールを含むπ電子系に関する研究は、ポ

ルフィリンやフタロシアニンに関連する化学を中心に、

色素や半導体として、近年インディゴやジケトピロロピ

ロール類も多く見られるが、概念的に新しいπ電子系の

創出という点で進展があるとは言い難い。一方、電子不

足フルオロアレーン類に対するピロールのSNAr反応に

より、立体的に込み入った箇所(例えば9)や選択的な置

換基導入(例えば7)が可能であることを明らかにしてお

り、特異な物性発現が期待される新規化合物創製への足

がかりとなり得ることを見出している。

　そこで本研究課題では、これまでの研究成果をもと

に、(１)分子内に明確なドナー(D)・アクセプター(A)

界面を有する分離積層型分子の開発、ならびに(２)スピ

ン非局在型中性ラジカル分子の開発を行った。

２．研究概要
２.１　分子内に明確なドナー(D)・アクセプター(A)界

面を有する分離積層型分子の開発
　バルクへテロジャンクション(BHJ)型太陽電池におい

ては、ドナー(D)、アクセプター(A)分子の２成分を混

合することで分離積層構造を構築し、光励起に伴う電荷

分離、それに続く電極への電荷移動により光電変換機能

を実現させている。本研究では、D/A両方の部位を有

する分子を基本ユニットとして用い、それをオリゴマー

化させることで、分子レベルで明確な構造を有するD/

A分離積層構造の構築を目指した。

　目的化合物12-14の合成は、SNAr反応により前駆体11

を合成し、その後、酸化剤を用いた分子内環化および分

子間カップリングにより行った。興味深いことに、1等

量のDDQと3.5等量のSc(OTf)3を用いて1.5mMの塩化

メチレン溶液として室温で反応させた際には、ほぼ12a

しか得られなかったのに対して、1.5等量のDDQと3.5等

量のSc(OTf)3を用いて5.0mMのアセトニトリル溶液と

して65度で反応させた際には、二量体、三量体が同時に

得られた(スキーム１)。合成した化合物12a,13bについ

ては単結晶が得られたため、結晶構造解析により構造

の同定を行った(図２)。近接したC1-C2間の距離は、

申請者　愛媛大学　髙瀬　雅祥

ピロールの特異な反応性を利用した機能性π共役分子の開発

愛媛大学　大学院理工学研究科
髙瀬　雅祥
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結晶中の独立した二つの構造に対して、3.119(3)Å、

3.148(3)Åであり、二つのペンタフルオロフェニル基が

強くスタックしていることを示唆している。またペンタ

フルオロフェニル基とナフトビピロールがなす角度は、

65–70度であった。これらの結果は既報の7bとほぼ同じ

で、片方のナフトビピロール部位がなくても構造的に大

きな変化をもたらさないことが分かった。一方、三量体

13bのC( )–C( )–C( )–C( )の二面角は、104.0(4)°

であり、二つのスタックしたフルオロフェニル基間にス

タッキングがない事が分かった。

　図３に1H-, 19F-NMRスペクトルを示す。ピロール部

位の縮環に伴う芳香族ピークの低磁場シフトが観測さ

れ、それぞれ、ナフトビピロール環の形成とスタッキン

グしたフルオロフェニル基の立体圧迫効果によるものと

考えられた。合成した分子は様々なコンフォメーショ

ンをとることが予想されたため、DFTを用いた構造最

適化計算を行った(図４)。結晶構造とは異なり、二つの

スタックしたフルオロフェニル基間にスタッキングが観

測され、四つのペンタフルオロフェニル基がほぼ平行に

位置する構造が見積もられた。最適化構造をもとにフ

ロンティア軌道を表示させたところ、HOMOはオリゴ

ピロール部位に拡がり、多量化に伴う有効な共役系の伸

長が確認された。一方LUMOにおいても、スタックし

たペンタフルオロフェニル基部位に共役系の伸長が確認



―104― ―105―

された。実際、温度可変19F-NMRスペクトルを測定し

たところ、低温にするにつれてF0とFmのシグナルがブ

ロード化した後、二つに分かれて観測された。さらにそ

の分裂の程度が、F0’とFm’のシグナルにおいてより顕

著であることから、隣接するペンタフルオロフェニル基

部位からの環電流効果がこのような効果をもたらしてい

ることが推測された。これは、今回合成したD/A分離

積層型の共役分子が、溶液中において、図４bに示すよ

うなコンフォメーションを有している事を強く示唆して

いる。またコアレス温度から見積もられた二つの分子の

回転障壁エネルギーは、いずれも9-10kcal/molであっ

た。

　一般に、π共役分子において共役長が長くなると

HOMOの上昇とLUMOの低下に伴うHOMO-LUMO

ギャップの減少が引き起こされる。しかしながら今回合

成した分子においては、ナフトビピロール部位が適度に

捻れることで、LUMOはスタックしたペンタフルオロ

フェニル部位に局在化したまま多量化することに成功し

た。つまり、D/A分離積層型のままπ共役系の伸長に

成功した。今後、更なる共役長の伸長と末端官能基化に

よる電極表面への接続を検討していきたい。

２.２　スピン非局在型中性ラジカル分子の開発
　電子スピンがπ電子系に広く分布(非局在化)した電子

構造を有する「非局在型」有機ラジカルは、非結合性の

分子軌道を有していることから、両極性の酸化還元特性

や狭いHOMO-LUMOギャップと言った特徴を有してお

り、有機エレクトロニクス材料としての展開が大いに期

待される化合物群である。しかしながら、非局在型ビラ

ジカル構造を有するπ電子系の報告例は限られており、

構造−物性相関の解明、汎用性への考慮などの点におい

て、新しい基本骨格の開発が必要不可欠である。本研究

では、我々によって既報のピロール縮環アザコロネン

1-6の骨格をもとに、中性ジラジカル電子構造を有する
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分子の開発を行った。

　具体的には、π電子系に直接カルボニル基を導入し

た分子15a,bの合成に取り組んだ(図６a)。化合物の合成

は、化合物3の合成に従って行った。すなわち、一つの

ベンゼン環に導入された二つのアルコキシル基のうち、

片方のみを選択的に水酸基へと変換し、これをカルボニ

ル基へと変換することで達成した。この際、カルボニル

基の方向が同じ向きをした擬シス体15a、ならびに擬ト

ランス体15bが得られるが、わずかながらも極性が異な

るために、カラムクロマトグラフィーで分離精製するこ

とが可能であった。これらの構造は単結晶X線結晶構造

解析により明らかにした(図６b)。

　吸収スペクトルを測定したところ、既報の3が約570

nmの吸収末端(HOMO-LUMOギャップ2.18eV)を有し

ているのに対し、15a,bの吸収端は約1590nmまで長波

長シフトすることが明らかとなった。また、サイクリッ

クボルタモメトリー(CV)を測定したところ、既報の3

が可逆的な酸化波しか与えないのに対し、15a,bは可逆

的な酸化波と還元波の両方を与えることが分かった。

この結果から見積もられるHOMO-LUMOギャップ(0.80

eV)は、非常に小さいことが分かった。DFT計算からも

これらの結果が示唆されている(図７)。特に既報の類似

化合物3と比べて、劇的なLUMO準位の低下が見られ、

これは、π共役系に直接カルボニル基が導入されてい

ることを大きく反映している。また、擬シス体15aと擬

トランス体15bのエネルギー準位に大きな変化が見られ

なかったが、3のHOMOの軌道は15a,bのLUMOの軌道

と非常に良く一致し、3のHOMO−１の軌道は15a,bの

HOMOの軌道と良く一致した。これは、アルコキシル

キからケトン基への変換、つまり二電子酸化の結果を良

く反映している。

　一方、15a,bのNMRを測定したところ、ブロードニ

ングしたスペクトルしか得られず、粉末固体のESRを

測定したところ、ブロードではあるがフラットなシグナ

ルを与えた。この結果は、15a,bが中性状態において開

殻系の寄与を有している事を示している。DFT計算か

らも開殻一重項種が閉殻種や開殻三重項種よりも安定

化学種であることが示唆されている。また、単結晶構造

解析結果から擬トランス体15bのカルボニル部位である

炭素―酸素結合間距離に着目したところ、1.256(8)Å、

1.259(5)Åであり、この値は既報の閉殻系化学種であ

るベンゾフェノン系の炭素—酸素二重結合(1.23Å)より

やや長く、フェノキシラジカル系の炭素―酸素結合間距

離と近い値であった。さらにピロール部位の結合間距離

においても、結合交替が見られたことから、15a,bが非

常に珍しい熱力学的に安定化された非局在型の中性ジラ

ジカル種であることを意味している。今後さらに誘導体

を合成し、その基礎物性を明らかにすることで、類似の

非局在型ビラジカル電子構造を有するπ共役系化合物の

分子設計指針を確立する事が期待される。
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