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研究報告集第37集発刊によせて

公益財団法人　松
しょう

籟
ら い

科学技術振興財団
理事長　長谷川　吉弘

　第40回（2022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

37集」をお手許にお届けします。本報告集は、研究助成を受けられた皆様より提出された研究報告

を中心に構成されており、財団のホームページに掲載すると共に国立研究開発法人科学技術振興機

構（JST）に送付し、所蔵文献の一部として保管いただいております。

　当財団では、1983年 3 月創立以来、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まいりました。助成金額は、採用した研究テーマに対し、例年 1 件当たり

100万円と設定しておりましたが、2022年度については財団創立40周年を記念し、助成金の上限を

1 件当たり300万円として26名の採択者に総額6,080万円を助成し、翌年の2023年度から 1 件当たり

の助成金を200万円に増額いたしました。2025年 3 月現在、助成金の累計は823件、総額 9 億3,290

万円です。

　さて、昨年発表されたノーベル賞の受賞者に生理学・医学賞に坂口志文先生、化学賞に北川進先

生が選ばれました。日本の研究力の底力を世界に示した一方、研究環境の重要性も浮き彫りになり

ました。両先生は、「基礎研究に対する支援が不足している」「特徴を持った民間の財団による科学

への支援を期待したい」、また、「若い研究者の研究時間を確保する施策が必要」と話されています。

当財団でも、 1 件当たりの助成金額を増やしたところ、応募者が大幅に増加しており、これも、研

究環境を整えるため、競争的資金の確保に組織を挙げて取り組まれている結果と思われます。

　また、2024年の日本の博士号取得者は、推定で人口100万人あたり123人で、英国・米国・ドイツ

など主要国と比べると半分以下となっており、製造業で博士号を持つ人についても約 4 ％で、こち

らも米国の半分以下です。日本の研究者にとってアカデミアに残るにしても企業に勤めるにしても、

博士号取得のメリットは見いだしづらくなっています。こうした状況下でも、研究者の皆さんには、

挑戦し続けていただきたい。坂口先生は「興味のあることを大切に、そして続けるように」、北川

先生は、パスツールの言葉「幸運は準備された心に宿る（Chance favors the prepared mind）」を

紹介され、チャンスは自分でつくり上げるものであると説かれています。

　今後とも当財団では、基礎研究および先進的で独創的な研究に焦点を当てた研究助成事業を通じ、

細やかながら研究者の皆さんへの支援活動を続けていく所存ですので、皆様の一層のご指導とご支

援をお願い申しあげます。　

2026年 1 月

松籟（しょうらい）：「松の梢に吹く風」の意味
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　ઓޙ、য౔と化した国౔から立্͕ͪったզ͕国は、国ຽのۈษさとԢ੝な技術ֵ৽とを݁

߹さͤ、ڻҟ的な෮興と成長を࣮現し、その国ຽ૯生産はࠓや全世界の１ׂを઎めるまでにࢸ

りました。

　このؒ、զ͕国の科学技術は、ಋೖ技術にґଘしつつもஞ࣍ࣗओ技術開発への౒ྗをੵΈॏ

ね、世界にތりಘる਺ଟくの技術を創ग़し、ઌਐ国としての࣮֬な஍าをݻめてまいりました。

　しかしな͕ら科学技術全ൠにࢹ఺を移しますと、զ͕国は、とかく成Ռをظ଴する༨り、応

用技術に௚઀݁びつかない研究をܰࢹする͕͋޲܏り、ૅج科学の立ͪ஗れ͕内֎よりࢦఠさ

れております。このことは他国のૅج研究成Ռへのզ͕国の୞৐り࿦をটくなͲ、国際ຎࡲの

ҰҼとなっております。

のΤωルΪー্ٿに創ग़し、஍ൣ޿େ国として創଄的な科学技術をࡁܦやզ͕国は、世界のࠓ　

開発ར用、科学技術のԸܙにे෼ཋさなかった国ʑへの援助、生໋科学の人ؒ生活への応用な

Ͳをਐめ、世界ࡁܦの活ྗڧ化と社会の発展にݙߩしていく੹຿をෛっています。

　このような࣌୅の要੥を౿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Ͳを行い、全஍ٿ的な科学技術の振興にݙߩしようとするもので͋

ります。

設立のझҙ
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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

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

　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　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（2025年３月31日現在）

　正味財産　11億52百万円

設立の経緯と財団の概況
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申請者　愛媛大学（現 埼玉大学）　米山　香織

強害根寄生雑草の自殺発芽誘導活性物質に関する研究

埼玉大学　研究機構
米山　香織

　根寄生雑草は宿主となる他の作物の根に寄生し、養水

分を奪って生活する強害雑草であり、世界の農業生産に

甚 大 な 被 害 を 与 え て い る。 そ の う ちOrobanche類 

（OrobancheおよびPhelipanche属）は双子葉植物を宿主

とし、亜寒帯から温帯まで広く分布している。1991年の

調査では、Orobanche類に汚染された農耕地は、地中海

沿岸諸国や西アジアだけで1,600万haと推定され、日本

の国土面積3,779万haのおよそ半分にもあたり、汚染地

域は現在も拡大し続けている。日本でも、おそらく

Orobancheに汚染された輸入種子によって外来植物とし

て河川敷などに定着しているのが観察されるものの、目

立った農業被害は報告されていない。しかし、地球温暖

化やグローバル化の進行に伴う被害拡大も重大であり、

その存在は日本農業にとって潜在的な脅威である。また

農作物を他国からの輸入に依存している現状を考慮する

と、根寄生雑草による深刻な農業被害は、対岸の火事で

は済まされない。

　根寄生雑草の効果的な防除方法の一つとして、自殺発

芽誘導が挙げられる。長径0.2mm程度の微小な根寄生雑

草の種子は、特殊な発芽メカニズムを有しており、宿主

植物の根から分泌される発芽刺激物質を感知して初めて

発芽する。宿主への寄生無くして生活できない根寄生植

物にとっては、発芽は生きるか死ぬかの賭けであり、発

芽刺激物質はその命をつなぐ鍵とも言える。自殺発芽誘

導は、その鍵を逆手に取った防除法で、宿主植物が存在

しない状態で発芽誘導物質を散布し、強制的に発芽を誘

導して枯死させ、埋土種子を減らす方法である。

　植物の根から分泌されるストリゴラクトンは代表的な

根寄生雑草種子発芽誘導物質の一つである。植物はリン

酸や窒素などが欠乏するとストリゴラクトンの生産・分

泌を顕著に促進する。宿主植物にリン酸や窒素などの無

機養分を供給する役割があり、陸上植物の80%以上と共

生関係を持つアーバスキュラー菌根菌（AM菌）との共生

を促進するためである。根寄生雑草は、植物がAM菌と

の共生を開始するために分泌するストリゴラクトンを、

生きた根の存在を感知するシグナル物質として利用する

ように進化したと考えられている。

　一方、私たちはこれまでに、Phelipanche ramosaによ

る農業被害が深刻なフランスのNantes大学との共同研

究により、フランスで重要な作物の一つであるナタネ 

（Brassica napus）の根浸出液から、P. ramosaの発芽刺

激物質として、2-phenylethyl isothiocyanate （2PE-ITC）

を単離・同定した （Auger et al. MPMI. 2012）。その後、

約20種類の既存ITCを用いて、Phelipanche属の種子発

芽誘導における構造活性相関を明らかにし、数fM （10-15 

M）という低濃度で発芽誘導活性を示す5-phenylpentyl 

ITC （5PP-ITC）を創出することに成功した （Miura et al. 

Plants. 2021）。 さ ら に 興 味 深 い こ と に、ITCは

Phelipanche属にだけ特異性を示し、アフリカで猛威を

奮っているStriga属や日本にも自生するOrobanche属に

対しては種子発芽誘導活性を示さない。全ての根寄生雑

草の発芽誘導を示すストリゴラクトンとITCにおける受

容体相互作用を調査する上でも、低濃度で活性を示すよ

う改良された5PP-ITCは有効なツールとしても利用可能

である。

　植物由来のITCは、アブラナ科に特徴的な二次代謝産

物であるグルコシノレートから酵素反応によって生成さ

れ、ワサビ、マスタード、大根などの辛味成分として知

られている。ITCは、抗がん作用、殺菌作用、動脈硬化

などを防ぐ機能性成分としても注目されている。また

ITCは、土壌燻蒸剤として農薬登録されており、殺菌・

殺種子剤として利用されている。このようにITCは、人

体にはむしろ有用で、すでに農薬として広く使用されて

いることから農業生産において応用展開するためのハー
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ドルが低い注目すべき化合物であると言える。

　本課題では、5PP-ITCを実際にPhelipanche自殺発芽

誘導剤として応用展開することを最終目標に、5PP-ITC

が作物、土壌微生物、人体に与える影響を調査した。

①作物生育への影響評価
　5PP-ITCが宿主植物の種子発芽や生育初期に与える影

響を調べた。allyl ITCやphenethyl ITCはレタスの種子

発芽を阻害すると報告されている（Matsunaga et al. 日

本農薬学会 2020）が、レタス （Lactuca sativa）、トマト

（Solanum lycopersicum）の種子発芽では、10-8〜10-4 M

の範囲で5-PP ITCは影響を与えなかった。一方、明条

件下ではカブ （Brassica rapa）の種子発芽は抑制される

が、5-PP ITC処理により発芽促進が認められた。

　また、 5PP-ITCは濃度依存的にトマトの胚軸および根

の伸長を促進した。レタスではそのような正の効果は認

められなかった。

　以上のように、5PP-ITCによる作物生育に対してポジ

ティブな影響が確認された。現在はそのメカニズム解明

のために、活性酸素種発生による休眠打破効果やアブシシ

ン酸/ジベレリンのバランス制御に関して精査している。

②根粒形成への影響評価
　5PP-ITCがアカクローバーの根粒形成および生育に与

える影響を調べるため、5PP-ITCを土壌散布直後および

散布 1 週間後にアカクローバーを播種し、5PP- ITCお

よびその分解物が与える影響を評価した。その結果、

5PP- ITCおよびその分解物は根粒形成、生育量に正に

も負にも影響を与えないことが確認された。

③C.elegansを用いた殺線虫効果
　一般的な線虫に対する毒性評価を調べた。5PP-ITCは

EC50が150 µMであった。殺線虫農薬であるfosthiazate 

（化学合成された強力な土壌殺線虫剤）やabamectin （天

然由来で強力な殺線虫剤であるが水生生物に毒性あり）

などはEC50が1-10 µM程度であることを考えると、殺線

虫効果が高いとは言えないが、天然由来の成分、環境負

荷の低い物質としては意味のある活性と考えられる。

④HL細胞を用いた細胞毒性評価
　H L細胞（ヒト白血病細胞株）において、5PP-ITCは

EC50が70 µMと中程度の細胞毒性を示した。抗癌剤は

nMのEC50と高い活性を示すが、天然物や食事性成分の

場合は、50-200 µM程度のEC50でも潜在的抗癌活性あり

と評価される。

⑤アンサンブルドッキング
　P. ramosa受容体とITCの相互作用を予測するために、

YARASAのアンサンプルドッキングを行った。なお、O. 

minor受容体およびGR24 （合成ストリゴラクトン）を比

較対象として含めた。P. ramosa受容体はGR24および

ITC数種類と高い結合エネルギーを示した。一方、O. 

minor受容体はGR24とは結合が良好であったが、ITCに

対しては低い親和性を示した。O. minorはITCで発芽が

誘導されないことから、結合親和性が発芽応答に直結し

ている可能性が高く、P. ramosa受容体は広いリガンド

受容性を、O. minor受容体はより特異的なリガンド選

択性を持つ可能性が示唆された。

⑥その他
　より簡便な5PP-ITC合成を確立させたが、目標の一つ

であったOrobanche種子発芽誘導型ITCの作成にはまだ

至っていない。ITCによる受容メカニズム解明に繋げる

ためにも、今後の課題の一つであると考えている。

　フランスでポット試験を遂行してもらったが、暑さな

どの影響でコントロールも寄生されない状況で終わって

しまった。今秋もう一度遂行予定である。これらの結果

は投稿論文としてまとめる予定である。

謝辞
　本研究の遂行にあたり、福井康祐博士（東京理大）およ

びJean-Bernard Pouvreau博士（Nantes大学/フランス）

にご協力頂きました。研究助成を賜りました松籟科学技

術振興財団に厚く御礼申し上げます。
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植物ホルモン・ジベレリン合成をやめた
植物の成長制御機構の解明とその応用

　東京電機大学　理工学部
宮崎　翔

　テルペノイド化合物の中で、炭素数が20のジテルペノ

イド化合物は植物の生存戦略において重要な役割を果た

しており、多くの植物で様々な構造の化合物が報告され

ている。しかし、従来知られていた構造とは大きく異な

るものが特定の植物群から発見されている。これらの植

物群は、進化の過程で独自の成長制御機構を獲得し、従

来の生合成経路とは異なる戦略を採用していると考えら

れる。

コケ植物の独特な成長制御機構
　ジテルペノイド型植物ホルモンであるジベレリン

（GA）は種子の発芽や伸長を促す活性を保有し、『あらゆ

る植物から共通構造の生理活性分子として検出される植

物成長制御物質』とも定義されているが、この定義に合

わない植物群の存在が知られている。コケ植物は陸上植

物の中でも最も古い系統の一つであり、現時点での知見

では顕花植物でみられるGA生合成経路を完全に保有し

ていない（図 1 ）。しかし、これらのコケ植物はGA生合

成の中間体から、GA起源物質と換言できる生理活性物

質を生産することを明らかとしている1-5）。コケ植物にお

ける成長制御機構の解明は、植物ホルモンの進化的起源

を理解する上で重要な手がかりとなる。

ナンヨウスギ科植物の多様なジテルペノイド化合物
　もう一つの興味深い植物群として、ナンヨウスギ科植

物が挙げられる。本植物群は、これまで知られていたジ

テルペノイド化合物の鏡像異性体関係（左手と右手の関

係）を生産することが報告されている（図 2 ）6）。この植

物は「生きている化石」と呼ばれ、 1 〜 2 億年前から地

球 上 に 生 息 し 続 け て い る 古 代 植 物 群 で あ る。

　ジテルペノイド化合物における鏡像異性体は、植物の

代謝的多様性を示す重要な知見である。天然有機化合物

において鏡像異性体の生物活性が変わる例は数多く知ら

れているが、これまで知られていない鏡像異性体を利用

した固有な生活環制御機構を有する可能性が示唆される。

図 1 ．GA起源物質類の生合成経路
蘚類ヒメツリガネゴケはKAの 3 位に水酸基を導入して活性
型分子3OH-KAを合成し、 2 位に水酸基を導入して不活性化
を制御する（緑矢印）。顕花植物も 3 位と 2 位の水酸基の導入
で活性を制御する（黒矢印）。苔類ゼニゴケはGA12下流に活性
型の生理活性物質 （GAMP）を合成する（橙矢印）。ツノゴケ類
もGA12までの生合成経路を保有している、生理活性等は不明
である。

図 2 ．ナンヨウスギ科植物のジテルペン代謝経路
本研究で明らかにしたナンヨウスギ科植物で生産するジテル
ペノイド類。左右のアビエタジエンは鏡像異性の関係である。
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研究目的
　本研究では、ジテルペノイド型植物ホルモンGAの生

合成経路を完全に保有しない植物群としてコケ植物と、

ユニークなジテルペノイド代謝を有するナンヨウスギ科

植物の成長制御機構を解明することを目的とした。

手法

1 ．ジテルペノイド化合物の分析

　コケ植物は蘚類、苔類、ツノゴケ類から成り立つ。複

数種のコケ植物から代謝産物を有機溶媒で抽出・精製後、

LC-MS/MSで分析を実施し、GA関連化合物および中間

体の同定を試みた7）。

　ナンヨウスギ科植物の各種部位を用いて水蒸気蒸留抽

出を行い、立体異性体を含む多種類の炭化水素ジテルペ

ンとジテルペン酸に関して、鏡像異性体を分割するカラ

ムを利用したGC-MS分析により、検出を試みた。

2 ．ジテルペン合成酵素遺伝子の同定
　mRNA用いた次世代シークエンス解析を行い、デー

タ解析を通してジテルペン合成酵素（diTPS）の候補遺伝

子を探索した。候補遺伝子に関しては、cDNAを調製し

てクローニングし配列を確認した。

3. ジテルペン合成酵素の機能解析
　大腸菌による組換え酵素を調製し、基質特異性と反応

生成物の解析を行った。生成物を有機溶媒で抽出・精製

し、GC-MSで分析を実施した。

結果
1 ．ジテルペンプロファイルの解明
　コケ植物のうち蘚類ヒメツリガネゴケはGA類を生産

しない。他の蘚類（ギンゴケ、ホソバオキナゴケ等）に関

して、分析を進めたが、ヒメツリガネゴケと同様にGA

類は検出されなかった（未発表）。最近、多くのコケ植物

の遺伝子発現データが報告されており、それらを参照し

ても蘚類はGA合成酵素を保有していないことが追認で

きた。一方で、共同研究により苔類ゼニゴケは顕花植物

が生産する活性型GAの構造に似た、一部のGA類を生合

成することを見出している3）。そこで、残りのコケ植物

のグループであるツノゴケのGA生合成研究に着手した。

遺伝情報から苔類ゼニゴケと同様のGA生合成プロファ

イルが示唆されており、顕花植物で知られている活性型

GA類の検出には至っていない。

　他方、ナンヨウスギ科植物の若葉からの抽出物から、

多種類の炭化水素ジテルペンを検出した。また、その代

謝産物であるジテルペン酸も確認できた。鏡像異性体を

分割するカラムを利用した分析も実施したところ、鏡像

異性体を複数検出することができた。特にGAの生合成

中間体であるカウレンの鏡像異性体も追認した（農芸化

学会2024年度大会）。

2 ．ジテルペン合成酵素遺伝子の同定
　コケ植物ではツノゴケを用いて進めている。まず、

GA酵素遺伝子の酵素活性を確認するために、酵素遺伝

子のクローニングを行った。偽遺伝子も多く含まれてお

り想定より時間を要しているが、in vitroでの酵素活性

を確認した後に、欠損変異体作出実験へと繋げる予定で

ある。

　ナンヨウスギ科植物から多様なジテルペンを検出した

ため、それらの生合成に関与する酵素遺伝子の取得を試

みた。いくつかの部位由来のRNAを調製し、RNA-seq

を実施したところ、diTPSの候補遺伝子を複数見出した。

3 ．環化酵素の機能解析
　ナンヨウスギ科植物に関して、RNA-seqより見出した

酵素遺伝子に関して、組換え酵素を調製し、機能解析を

行った。ジテルペンの多様な骨格の多くは共通基質であ

るgeranylgeranyl diphosphateか ら 2 段 階 で 構 築 さ れ

る。 1 段階目で基本的な立体化学が決定し、 3 種の立体

異性体（CDP）が合成され、 2 段階目で主として環状の

ジテルペンが合成される。クローニングした合成酵素遺

伝子に関して、大腸菌を利用して組換え酵素を調製し、 

geranylgeranyl diphosphate、およびCDPとの反応を行

い、GC-MSで生成物の分析を行った。その結果、GAの

合成に関与する合成酵素遺伝子等、ジテルペンの合成活

性を確認することができた。そのうちの一つ（KSL）がア

ビエタジエン類を合成する単機能型環化酵素であること

を見出した。アビエタジエン類を合成するジテルペン環

化酵素はこれまで多機能型酵素としてのみ知られてい

る。すなわち、アメリカオオモミ由来のアビエタジエン

合成酵素（AgAS）は 1 段階目と 2 段階目の環化機構を一

つの酵素で併せ持つ。AgASと同じアビエタジエン類を
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合成することをAgAS生成物との直接比較で同定した。

（農芸化学会2024年度大会）。さらに驚くべきことに、

KSLは鏡像異性体基質（CDP）を認識し、その環化反応生

成物は基質の立体構造に対応した鏡像異性体であること

を、キラルカラムを用いたGC-MS分析から明らかにし

た。多機能型のAgASは特定の鏡像異性体基質のみを認

識した。

今後の展開
　本研究で得られた知見は、ジテルペン化合物の生合成

機構と機能の多様性を理解する上で重要な基盤を提供す

る。特に、ナンヨウスギ科植物から発見されたKSL酵素

による鏡像異性体認識機構は、従来の多機能型酵素とは

異なる単機能型の環化反応を示しており、この発見は植

物が進化の過程で獲得した代謝柔軟性の証拠である。ま

た、GAの生合成中間体の鏡像異性体も検出された。ジ

テルペン生合成経路の多様化メカニズムを解明する重要

な手がかりとなり、古代植物群における独特な代謝シス

テムの理解を深める。

　今後は、検出されたジテルペン化合物の下流代謝産物

の同定を重点的に進め、特に構造決定と詳細な生理活性

評価を行う。コケ植物における原始的な成長制御機構と

ナンヨウスギ科植物の高度に特化した代謝システムの比

較解析により、植物ホルモンの進化的変遷を包括的に理

解したい。これらの研究成果を統合することで、ジテル

ペン化合物を基盤とした新規植物成長制御剤の開発や、

作物の成長と生殖を精密に制御する革新的技術の創出が

期待される。
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申請者　千葉大学（現 香川大学）　原　康雅

植物および微生物資源からの脂質酸化を介した
細胞死を制御する天然物の探索

香川大学　農学部
原　康雅

1 ．背景と目的
　近年、これまで知られていたアポトーシスやネクロー

シスといった細胞死のほかに多様な細胞死が存在するこ

とが明らかになりつつある。2012年に、Stockwellらは、

抗がん剤エラスチン等による鉄依存的な脂質酸化を介し

た新規細胞死、フェロトーシスを報告した1）。フェロトー

シスは、主に鉄 （Fe2+） の蓄積と脂質酸化により誘導さ

れ、グルタチオンペルオキシダーゼ4 （GPx4） などに

よって抑制される。GPx4はリン脂質ヒドロペルオキシ

ドをグルタチオン （GSH） 依存的に直接還元する酵素で

あり、GSHを利用して脂質の酸化を抑制している。GSH

は、 シ ス チ ン/グ ル タ ミ ン 酸 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 

（SLC7A11） を介して細胞内に取り込まれたシスチンか

ら合成される。そのため、SLC7A11が阻害されると、

細胞内のシスチン、システイン、GSHが枯渇し、GPx4

活性が低下する。これにより、鉄依存的なフェントン反

応によって生体膜のリン脂質の酸化が亢進し、フェロ

トーシスが引き起こされる2）。近年の研究では、フェロ

トーシスがヒトの疾患と密接に関連していることが報告

されている。たとえば、アルツハイマー病では、記憶を

司る海馬の鉄濃度が顕著に上昇し、脂質過酸化や鉄誘導

性の酸化ストレスへの関与が示唆されている3, 4）。また、

非アルコール性脂肪肝炎においては、肝組織内の鉄濃度

の上昇によりフェロトーシスが誘導され、肝細胞の損傷

が進行することが報告されている5）。さらに、がん細胞

は細胞増殖を維持するために、鉄や活性酸素種のレベル

が上昇していることがあり、このような場合、がん細胞

は正常細胞に比べてフェロトーシスが引き起こされやす

いことが示唆されている6）。加えて、既存の抗がん剤に

抵抗性を示すがんのいくつかは、フェロトーシスに対し

て感受性が高いことも報告されている7）。一方、フェロ

トーシス以外の脂質酸化を介した細胞死として、今井ら

はフェロトーシスを制御する酵素GPx4欠損やビタミン

E低下を伴う鉄非依存的な脂質酸化依存的細胞死、リポ

キシトーシスを見出した2）。このリポキシトーシスは、

男性不妊症との関連が報告されている8）。

　このように、脂質酸化を介した細胞死は、様々な疾患

と関連していることから、これらの細胞死を制御する化

合物は、有用な医薬シーズとなり得ると考えられる。こ

れまでに、フェロトーシスを誘導する化合物として

erastinやsorafenib、（1S,3R）-RSL3などが、フェロトーシ

スを阻害する化合物としてferrostatin-1やliproxstatin-1

が報告されている9）。また、天然由来有機化合物 （天然物） 

に お い て も、 キ ク 科 植 物Artemisia annua由 来 の

artemisinin 10）、海綿由来のlepadin類11）などにフェロトー

シ ス 誘 導 作 用 が 見 出 さ れ て い る。 一 方、 真 菌

Trichocladium sp. XZ8 より単離されたtrichindole類12）

やハス科植物Nelumbo nucifera由来のisoliensinine 13）な

どには、フェロトーシス阻害作用が見出されている。し

かし、これらの脂質酸化を介した細胞死を制御する創薬

シード化合物の探索・創出は依然として十分な状況では

なく重要な課題の 1 つである。

　そこで、本研究では、独自に保有する植物や微生物資

源などから、脂質酸化を介した細胞死を制御する天然物

を探索することとした。

2 ．方法
2 ．1 　使用細胞株
　 細 胞 株 は、TRAIL （Tumor necrosis factor-related 

apoptosis-inducing ligand） 耐性をもつヒト胃腺がん細

胞株AGSを使用した。本細胞の培養には10%fetal bovine 

serum （FBS） 含有RPMI1640 （L-グルタミン、フェノー
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ルレッド含有） を用いた。

2 ．2 　細胞生存率
　細胞生存率は、fluorometric microculture cytotoxicity 

assay （FMCA法） 14）により測定した。96ウェル黒色マ

イクロプレートを用い、各ウェルに細胞を播種した。こ

の際、既報15, 16）を参考に、サンプル添加後24時間の培養

時間では初期細胞数を3 x 104 cells/wellとし、72時間の

培養時間では初期細胞数を4 x 103 cells/wellとした。細

胞播種24時間後にサンプルを添加し、サンプル添加後の

各培養時間後に培地を除去した。各ウェルに、3.5 µg/

mL fluorescein diacetate （FDA） 含 有phosphate-

buffered saline （PBS） 溶 液 を200 µL加 え、37℃、

5 %CO2下で 1 時間培養した。培養後、生体内酵素によ

りFDAから生じるfluoresceinの蛍光量を、マイクロプ

レートリーダー Fluoroskan Ascent （Thermo） にて測

定した （Ex： 485 nm、Em： 538 nm）。AGSの細胞生存

率の評価は、 1 次スクリーニングではn = 1、 2 次スク

リーニングではn = 3で行った。コントロールには、ジ

メチルスルホキシド （DMSO） を適宜調整して用いた。

ポジティブコントロールとしてフェロトーシス誘導化合

物である（1S,3R）-RSL3 （RSL3） を用いた。

　なお、細胞生存率は、次の式で求めた。細胞生存率 （%） 

=100×［サンプルの蛍光量］/［コントロールの蛍光量］。

2 ．3 　天然物ライブラリー
　化合物は、当研究室にて単離した天然物とHirota 

Collection of Natural Product （HCNP） を用いた。各化

合物を100 mM DMSO溶液に調製し、これを天然物ライ

ブラリーとした。スクリーニングの際には、100 µMに

調製して用いた。

2 ．4 　植物コレクション
　植物は、これまでに共同研究者と採取し保管していた

バングラデシュ産植物コレクション （KKB） を用いた。

各植物をメタノール （MeOH） で抽出した後、得られた

MeOH抽出物を50 mg/mL DMSO溶液として調整した。

これをKKBエキスコレクションとし、スクリーニング

の際には、50 μg/mLまたは200 µg/mLに調整し用いた。

2 ．5 　微生物コレクション
　微生物は、これまでに日本国内で採取した土壌より分

離した真菌コレクション （FKK） を用いた。単離した各

真菌を玄米培地にて28℃、静置にて、14日間培養した。

培養後、30 mLのMeOHを加え、 1 日抽出した。得られ

たMeOH抽出液に水を加え10%MeOH水溶液とし、酢酸

エチル （EtOAc） で液々分配した。EtOAc層を乾固した

後、50 mg/mL DMSO溶液として調整した。これを

FKKエキスコレクションとし、スクリーニングの際に

は、50 μg/mLに調整し用いた。

2 ．6 　 脂質過酸化の検出
　脂質過酸化の検出は、Lipid Peroxidation Probe -BDP 

581/591 C11- （同仁化学研究所, BDP 581/591 C11） を用

いた。96ウェルクリアマイクロプレートに、細胞を3 x 

104 cells/wellで播種し、細胞播種24時間後にサンプルを

添加した。サンプル添加から24時間後に培地を除去し、

FBS含有RPMI1640培地で 2 回洗浄した。次に、無血清

RPMI1640培地 （L-グルタミン、フェノールレッド含有） 

を用いて2000倍に希釈したBDP 581/591 C11溶液を各

ウェルに100 µL添加し、37℃、 5 %CO2下で30分間培養

した。培養後、PBSで各ウェルを 2 回または 3 回洗浄し、

各ウェルにPBSを100 µL加えた後、蛍光顕微鏡BZ-9000 

（KEYENCE） にて細胞を観察した。蛍光顕微鏡による

観察は、明視野、red： TRITCフィルタ （Ex： 530-550 

nm, Em： 580-630 nm）、green： GFP-BPフィルタ （Ex： 

450-490 nm, Em： 515-560 nm） を用いて実施した。コ

ントロールにはDMSOを、ポジティブコントロールには

RSL3 （6.25 μM） を用いた。

3 ．結果
3 ．1 　脂質酸化細胞死誘導作用評価系の構築
　AGS細胞を使用したFMCA法による脂質酸化誘導作

用評価系を構築するために、下記の 3 条件について検討

した。

a） サンプル添加後の培養時間

　脂質酸化を介した細胞死である 2 種の細胞死にかかる

時間は、それぞれ、フェロトーシスは24時間程度であり、

リポキシトーシスは72時間程度と報告されている17）。そ

こで、サンプル添加後の培養時間について、24時間およ

び72時間の 2 種を検討した。
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b） ポジティブコントロールの濃度

　ポジティブコントロールであるRSL3が、AGS細胞に

対して脂質酸化を介した細胞死を誘導する濃度を、24時

間の培養時間では1.25-100 μMの範囲で、72時間の培養

時間では0.05-10 μMの範囲で検討した。

c） 脂質酸化細胞死を抑制する化合物

　本実験系にて、サンプル単独群と、サンプルおよび脂

質酸化細胞死を抑制する化合物の併用群の細胞生存率の

比較にて、脂質酸化を介した細胞死が誘導された （脂質

酸化細胞死誘導） か否かを評価する。そこで、本評価系

に用いる化合物として、フェロトーシス抑制化合物であ

る、deferasirox 7）およびα-tocopherol 18）の 2 種を検討し

た。

　上記の条件を詳細に検討した結果、サンプル添加後の

培養時間は72時間よりも24時間の場合に、脂質酸化細胞

死を抑制する化合物との併用群の細胞生存率の上昇が顕

著であった。このことから、サンプル添加後の培養時間

を、24時間と決定した。また、脂質酸化を介した細胞死

誘導作用を選択する指標として、12.5 µM RSL3と100 

µM α-tocopherolの併用群を用いることとした。

3 ．2 　 天然物ライブラリーからの脂質酸化を介した細
胞死誘導化合物の探索

　天然物ライブラリー中の309種について、一次スクリー

ニングを実施した。AGSの細胞生存率が50 %以下を示

した化合物をヒット化合物としたところ、65種の化合物

をヒット化合物として見出した。次に、脂質酸化を介し

た細胞死誘導作用を示すサンプルを選択するため、α

-tocopherol併用群を用いた 2 次スクリーニングを実施し

た。このスクリーニングでは、フェロトーシス阻害剤で

あるα-tocopherol併用時の細胞生存率が、サンプル単独

時より上昇した場合、脂質酸化を介した細胞死誘導作用

を有すると評価した。その結果、 1 次スクリーニングで

のヒット化合物65種のうち、HCNPに含まれる10種を、

脂質酸化細胞死誘導化合物として見出した （Fig. 1）。

　次に、ヒット化合物添加による脂質過酸化発生の有無

の検出を行った。BDP 581/591 C11は、脂質が過酸化さ

れる際に発生する脂質ラジカルなどと反応し、未反応時

の赤色の蛍光から緑色の蛍光へ変化する。そのため、未

処理である細胞群 （control） では、緑色蛍光を有する細

胞はほとんど観察されないが、フェロトーシスを誘導す

るRSL3では、緑色蛍光を有する細胞の割合が増加して

いるのが観察される （Fig. 2）。

　ヒット化合物10種は、大きくラブタン型ジテルペン 

（1, 2） とステロイド骨格を有するトリテルペン （3-10） 

に分類された。そこで、これら 2 種の化合物群より、化

合物 1 と化合物 4 をそれぞれ選択し、脂質過酸化の発生

の有無を検出した。その結果、フェロトーシス誘導作用

を有すると評価した化合物1 （40 μM） および4 （40 μ

M） を添加した細胞群では、緑色蛍光を発する細胞の割

合が増加した （Fig. 2）。このことから化合物 1 および 4

はいずれも脂質過酸化の発生により、細胞死を促進して

いることが示唆された。

3 ．3 　 植物からの脂質酸化を介した細胞死誘導作用を
もつ天然物の探索

　KKBエキスコレクション内の202種について、 1 次ス

クリーニングを実施した。AGSの細胞生存率が50 %以

下を示したサンプルをヒットサンプルとしたところ、サ

Fig.1　化合物1-10の化学構造
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ンプル濃度50 µg/mLで29種、サンプル濃度200 µg/mL

で40種をヒットサンプルとして見出した。次に、脂質酸

化を介した細胞死誘導作用を示すサンプルを選択するた

め、α-tocopherol併用群を用いた 2 次スクリーニングを

実施した。その結果、 1 次スクリーニングでのヒットサ

ンプル69種のうち、 4 種をヒットサンプルとして得た。

1 種は50 µg/mLで、 3 種は200 µg/mLで脂質酸化を介

した細胞死誘導作用を示した。このうち、最も低濃度で

活 性 を 示 し た シ ョ ウ ガ 科 植 物KKB 369 Curcuma 

zedoariaの地下部からの脂質過酸化の発生の検出およ

び、成分探索を行った。

　脂質酸化を介した細胞死誘導作用を有すると評価した

KKB 369 Curcuma zedoariaの地下部の抽出物について

BDP 581/591 C11を用いて、脂質過酸化の発生の有無を

検出した。その結果、KKB 369 （50 μg/mL） を添加し

た細胞群では、緑色蛍光を発する細胞の割合が増加した 

（Fig. 3）。このことから、KKB 369 Curcuma zedoaria

の地下部は脂質過酸化の発生により、細胞死を促進して

いることが示唆された。

　次に、KKB 369 Curcuma zedoariaの地下部から成分

探索を行った。本植物の地下部215 gを計1.4 LのMeOH

で 抽 出 し た。 得 ら れ たMeOH抽 出 物14.9 gを、10% 

MeOHに懸濁し、n-ヘキサン （n-hexane） 、EtOAc、n-

ブタノールで順次液々分配を行った。各層について、脂

質酸化細胞死誘導活性を評価したところ、n-hexane層、

EtOAc層に活性が移行した。このうち、n-hexane層 （4.3 

g） について、n-hexane/EtOAc系溶媒を用いてシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーによる分画を行い、

1A-1Jを得た。各画分について、脂質酸化細胞死誘導活

性を評価したところ、1C （n-hexane/EtOAc = 50/ 1 画

分） は25 µg/mL の濃度で、1G-1J （n-hexane/EtOAc = 

5/1-0/ 1 およびMeOH画分） は、いずれも50 µg/mLの

濃度で脂質酸化細胞死誘導活性が見られた。1H （1.3 g, 

n-hexane/EtOAc= 2 /1 画 分 ） に つ い て、 ア セ ト ン 

（acetone） /H2O系溶媒を用いてオクタデシルシリル 

（ODS） カラムクロマトグラフィーによる分画を行い、

2A-2Mを得た。各画分について、活性を評価したところ、

2C-2E （60-80% acetone画分） に、12.5-25 µg/mLの濃度

にて、脂質酸化細胞死誘導活性を見出した。

3 ．4 　微生物からの脂質酸化を介した細胞死誘導作用
をもつ天然物の探索

　FKKエキスコレクション内の66種について、一次ス

クリーニングを実施したところ、13種をヒットサンプル

Fig. 3 BODIPY 581/591 C11によるKKB 369 Curcuma 
zedoaria抽出物の脂質過酸化の検出

Control: DMSO, Scale bar = 100 μm

Fig.2 BDP 581/591 C11による化合物 1 および 4 の脂質過
酸化の検出

Control： DMSO, Scale bar = 100 μm
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として見出した。次に、二次スクリーニングを実施した

ところ、FKK 56の抽出物 1 種がヒットサンプルとして

得られた。この真菌は2019年に千葉県千葉市青葉の森公

園で採集した土壌サンプルより単離した株であった。

4 ．結論
　本研究にて、脂質酸化を介した細胞死を誘導する化合

物10種、植物抽出物を 4 種、微生物抽出物を 1 種見出し

た。今後、天然資源からの脂質酸化を介した細胞死を誘

導する化合物の単離を目指すとともに、単離した化合物

の作用機序を解析する。また、今回、実施が叶わなかっ

た脂質酸化を介した細胞死を抑制する天然物の単離も進

めることで、脂質酸化を介した細胞死を制御する創薬

シードを見出したいと考える。
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申請者　東京電機大学　高橋　俊介

微生物育種による植物アルカロイド医薬品の創出

東京電機大学　理工学部
高橋　俊介

1 ．はじめに
　人類は古来より、薬用植物を利用して病気の予防や治

療を行ってきた。現代においても、植物由来の成分は多

くの医薬品の原料として広く用いられており、我々の健

康と生活に大きな恩恵をもたらしている。特に、鎮痛薬

や抗がん剤として高い薬理効果を示す化合物には、ベン

ジルイソキノリンアルカロイド（BIA）と総称される一群

の植物二次代謝産物が含まれており、その医薬品として

の重要性は極めて高い。しかしながら、これらの有用化

合物の多くは化学構造が複雑であるため、化学合成によ

る工業的生産は依然として困難である。そのため、現在

でも多くが植物からの抽出によって供給されているが、

そこには大きな課題が存在する。すなわち、大規模な植

物栽培と収穫、抽出と精製に多大な労力と時間がかかる

こと、植物中の有効成分の含有量が極めて低く安定供給

が困難であること、さらには輸送や加工におけるエネル

ギー負荷や環境負荷が大きいことなどである。これらの

課題は、医薬品の価格や供給体制を不安定にする要因と

なり、持続可能な医療の実現において深刻な障害となっ

ている。

　このような背景のもと、近年ではゲノム解析やゲノム

編集、さらにはDNAの人工合成技術などの革新的なバ

イオテクノロジーと、人工知能や情報科学といったデジ

タル技術との融合によって、新たな産業構造としてのバ

イオエコノミー社会の到来が世界的に注目されている。

我が国においても、2030年に世界最先端のバイオエコノ

ミー社会の実現を国家目標として掲げており、医療・健

康分野を含むバイオ産業の強化は重要な政策課題となっ

ている。その中でも、生命機能を設計・再構成すること

を目指す合成生物学は、生物を自在に改変し、目的に応

じた化合物を生産する基盤技術として急速に発展してい

る。特に、微生物を用いて植物由来の医薬品成分を発酵

によって生産する技術は、持続可能かつスケーラブルな

バイオものづくりとして期待されている。BIAについて

も、モルヒネやノスカピン、ベルベリンなどの薬効成分

の発酵生産に関する研究が進められており、その代表的

な成果としてLiらによる報告がある（1）。

　本研究では、こうした背景を踏まえ、植物に代わる新

たな医薬品生産手段として、大腸菌を用いたベルベリン

の微生物発酵生産を試みた。大腸菌の代謝経路を人工的

に設計・改変し、BIAの一種であるベルベリンを効率的

に生産するための基盤技術の確立に取り組んだ。

2 ．大腸菌によるベルベリン生産
　合成生物学の進展により、細胞内の代謝経路を人為的

に設計・改変し、従来は生物内で得られなかった物質の

創出や、希少天然物の持続的供給が現実のものとなりつ

つある。なかでも、BIAは、モルヒネやノスカピン、ベ

ルベリンなどに代表される植物特有の二次代謝産物であ

り、抗菌・抗炎症・抗腫瘍などの薬理活性を持つことか

ら、重要な医薬品原料として位置付けられている。とり

わけベルベリンは、医療・健康分野において注目される

アルカロイドの一つであるが、その供給はいまだに植物

からの抽出に依存しており、生産の不安定性、コスト高、

環境負荷といった課題を抱えている。こうした課題を解

決すべく、本研究では植物に依存しないベルベリンの微

生物発酵生産を実現することを目的に、大腸菌を宿主と

した人工代謝経路の再構築に取り組んだ。

　報告者はこれまでに、計算科学と機械学習を融合した

酵素機能予測アルゴリズムを開発し、合成生物学におけ

るDBTL（Design–Build–Test–Learn）サイクルの高速化

を実現してきた。この手法により、植物由来BIA合成経

路の「ミッシングリンク」となる未同定酵素や、代謝効

率を向上させる酵素バリアントの同定に成功しており、
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これを応用することで、大腸菌におけるBIA前駆体レク

チリンの効率な生産株を世界に先駆けて確立している

（ 2 、 3 ）。

　本研究ではこの成果を基盤に、前駆体レクチリンから

ベルベリンまでの完全な生合成を大腸菌内で実現すべ

く、 4 種の植物酵素Berberine Bridge Enzyme（BBE）、

Scoulerine 9-O-Methyltransferase（9OMT）、（S）

-Canad i n e  Syn tha s e（CAS）、 お よ び（S）

-Tetrahydroprotoberberine Oxidase（STOX）の 機 能 発

現と代謝連結に挑戦した。まず、ベルベリン特有の蛍光

特性（励起350 nm／蛍光560 nm）を活用し、プレート

リーダーによる高感度蛍光定量法およびゲル電気泳動撮

影装置による可視化によって、培養中のベルベリン蓄積

量を簡便かつリアルタイムに評価可能な分析系を確立し

た（図 1 ）。これは、今後の高スループットスクリーニン

グにおいて大きな利点をもたらすものである。

　次に、植物特異的な 4 種の酵素を異種発現させるにあ

たり、構造ベースでの予測ツールを用いて、酵素の選定

と最適化を行った（図 2 ）。

　各遺伝子を搭載した発現ベクターを構築（図 3 ）し、大

腸菌レクチリン生産株に段階的に導入することで、ベル

ベリン生合成経路の完全再構成を実現した。初期の生産

試験においては、蛍光解析によりベルベリン生成が明瞭

に確認され、人工代謝経路が機能していることを示した

（図 3 ）。

　今後は、質量分析装置を用いたベルベリンの化学的同

定および精密定量を進めるとともに、律速反応の特定、

補酵素供給系の整備、ストレス応答の制御などを通じて、

さらなる生産性向上を図る計画である。また、本研究で

図 1 　ベルベリン化合物の蛍光特性評価

図 2 　ベルベリン生合成のための人工代謝経路設計

図 3 　大腸菌によるベルベリン生産試験評価
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得られた知見と技術は、ベルベリンにとどまらず他の

BIAや医薬品候補物質への展開可能性を有しており、微

生物を用いた持続可能なバイオ医薬品製造の技術基盤と

して極めて高い汎用性と波及性を備えている。

3 ．   大腸菌によるL-3,4-ジヒドロキシフェニルアラニン
（L-DOPA）生産の効率化

　本研究においては、BIAの微生物合成系を確立する上

で、上流工程における律速反応として、 L-チロシンから

L-3,4-ジヒドロキシフェニルアラニン（L-DOPA）への変

換が生産性を制限する重要な要因であることを明らかに

した。L-DOPAは、BIA骨格を構成するカテコール構造

を導入する上で不可欠な中間体であり、当該反応の効率

化は、全体の代謝フラックスを押し上げ、下流物質の収

量向上に直結する鍵技術である。

　この   L-チロシンからL-DOPAへの水酸化反応は、芳香

族モノオキシゲナーゼである4-hydroxyphenylacetate 

3-mono-oxygenase（ HpaB）と、その電子供与体である

HpaCにより触媒される（図 4 ）。

　本研究では、これらの酵素に対し、構造情報に基づく

合理的な分子改変を行うことで、触媒能の向上とBIA生

合成経路への適合性の向上を図った。まず、統合計算化

学アプリケーションを用いて、Escherichia coli由来

（EcHpaB） お よ びPseudomonas aeruginosa由 来

（PaeHpaB）のHpaBに対し、L-チロシンとの結合親和性

予測を行った。この解析により、基質認識部位において

機能的に重要とされるアミノ酸残基を同定し、部位特異

的変異体の設計・構築を実施した。

　構築した各HpaBC変異体をL-DOPA生産用大腸菌株

に導入し、発酵条件下でのL-DOPA生産性を評価した。

定量には、L-DOPAを酸化して発色させる過ヨウ素酸ナ

トリウム反応に基づいた簡便な比色評価法を用い、変異

体のスクリーニングと比較を行った（ 4 、5 ）。その結果、

PaeHpaBC変異体のひとつであるPaeHpaBC-1MTが最

も高いL-DOPA生産量（約25 mM）を示し、次点として野

生 型PaeHpaBC（ 約23 mM）、PaeHpaBC-2MT（ 約20 

mM）、EcHpaBC野生型（約20 mM）が確認された（図 5 ）。

これにより、特定部位の構造改変によって酵素の基質親

和性と触媒効率が向上し、L-DOPA合成反応が加速され

たことが明確となった。

　本成果は、構造情報と計算科学を融合した酵素改変ア

プローチにより、人工代謝経路の律速段階を打開するこ

とが可能であることを示したものであり、今後のBIA類

生産に限らず、他の有用物質の合成にも応用可能な汎用

性の高い戦略技術として位置付けられる。

4 ．おわりに
　本研究では、植物由来の医薬品として高い薬理効果を

示すBIAの持続的かつ高効率な生産を目的として、植物

に依存しない微生物発酵による代替的な生産技術の確立

に取り組んだ。特に、抗菌・抗炎症作用を有する代表的

BIAであるベルベリンの微生物生産をモデルとし、酵素

設計・代謝経路構築・生産評価という合成生物学的アプ

ローチを統合的に適用することで、新たな生産基盤の構

築を試みた。ベルベリン生合成に必要な 4 酵素（BBE、

9OMT、CAS、STOX）を大腸菌内で段階的に発現させ

ることにより、植物依存型の生合成経路を微生物内で再

図 5 　 HpaBC野 生 型 及 び 変 異 体 に よ るL-チ ロ シ ン か ら
L-DOPAへの水酸化反応評価図 4 　HpaBCの触媒反応
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現することに成功した。また、ベルベリン特有の蛍光特

性を活用した簡便かつ高感度な評価系を確立し、これを

活用することで代謝フローの可視化と最適化が可能と

なった。さらに、本経路の上流に位置するL-DOPAの生

合成に着目し、L-Tyrosineからの変換を担うHpaBおよ

びHpaCの酵素工学的改変に取り組んだ。構造情報に基

づく変異導入および簡便な比色スクリーニング法を組み

合わせることで、従来型より高い活性を示す酵素変異体

を 得 る こ と に 成 功 し、25 mMに 達 す る 高 濃 度 で の

L-DOPA生産を実現した。これにより、BIA合成全体に

おける上流律速の解消に寄与し、代謝フラックスの増強

を通じて下流合成物質の収量向上にも道を拓いた。本研

究成果は、合成生物学的手法を活用したバイオ医薬品創

出の新たな戦略を示すものであり、植物資源への依存を

脱却した持続可能な医薬品生産の実現に向けた重要なス

テップである。今後は、得られた知見を基盤として、さ

らなる経路改良やスケールアップ、他BIA類への応用展

開を図ることで、バイオエコノミー社会の実現に貢献す

る次世代型生産技術の確立を目指す。
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申請者　九州大学　松本　崇弘

光エネルギーを利用する海洋バイオマスからのグリーン水素製造

九州大学　大学院工学研究院
松本　崇弘

諸言
　日本政府は2020年10月、「2050年のカーボンニュート

ラル」実現を宣言し、環境保護と経済成長を両立するた

めの産業政策「グリーン成長戦略」を策定している。本

戦略では、水素とアンモニアがカーボンニュートラル社

会構築のための中核的役割として位置付けられ、技術革

新と成長分野への集中投資が進められている。そのよう

な日本のカーボンニュートラル政策において、グリーン

水素やグリーンアンモニアの製造技術の実用化が喫緊の

課題であり、そのため、水の光分解や水の電気分解によ

るグリーン水素製造技術の実証実験が精力的に進められ

ている。そのようなグリーン水素製造技術が確立されれ

ば、ハーバー・ボッシュ法によって水素と窒素から製造

されているアンモニアはグリーンアンモニアとして取り

扱うことが可能となる。しかし、現状では、水素の代替

となる電子源による窒素分子の還元によってアンモニア

を製造する技術開発も進められていることから、多角的

なアプローチによって、環境配慮型の水素やアンモニア

の製造技術を確立することが重要であり、そのようなア

プローチによって、日本政府が目標とする「2050年カー

ボンニュートラル」の達成に近づくことが可能となる。

本研究では、自然界のポリマーの中ではセルロースの次

に存在量が多い有機化合物であり（セルロースの次はリ

グニンという説もある）、かつ、窒素含有有機化合物で

は最も存在量が多いと言われるキチンに着目し、キチン

からの水素とアンモニアの製造反応の開発を目的とした

（図 1 ）。キチンは、自然界で年間1000億トン生成されて

いると推定されており、甲殻類や昆虫の外殻の主成分で

あり、生命維持のために、化学的・物理的に剛直で頑丈

な性質を有している。キチンはN-アセチルグルコサミン

が連なったポリマーであり、分子内にアルコール性水酸

基を多く有することから、アルデヒド基への嫌気的酸化

の際に水素を発生させることが原理的に可能である。ま

た、キチンに含まれる窒素を加水分解で取り出すことが

できれば、酸化剤や還元剤を添加することなく、バイオ

マスからアンモニアを製造することが可能となる。

結果と考察
　キチンからの水素発生反応を検討する前に、低級アル

コールからの水素発生反応について検討を行った。触媒

として塩化鉄（III）を用い、メタノールを基質として、

紫外光（250-385 nm、10 mW）を照射することによって、

水素が生成することを発見した。この反応は偶然発見し

たものであり、これまでの先行研究には全く基づいてい

ない。遷移金属錯体を用いたアルコールからの脱水素反

応を検討していた中で、コントロール実験で水素が発生

したことがきっかけで見つかった反応である。さらに、

水酸化ナトリウムを添加することで、水素発生の触媒回

転数（発生した水素のモル数/用いた鉄イオンのモル数）

が増加することを見出した。水酸化ナトリウムの濃度の

図 1 　本研究の目的
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増加に対して、触媒回転数が飽和挙動を示したことから、

定常状態近似で処理を行ったところ、ミカエリスメンテ

ン型の反応であることが示唆された（図 2 ）。すなわち、

水酸化ナトリウムによるメタノールの脱プロトン化過程

を前平衡に含む反応であると考えられる。塩化鉄（III）

濃度、紫外光強度、反応時間などの条件検討を行ったと

ころ、最適条件における最大の触媒回転頻度（ 1 時間あ

たりに発生した水素のモル数/用いた鉄イオンのモル数）

は149 h–1 であることを明らかにした1。この値は、従来

の均一系金属錯体触媒に匹敵する性能を示している。

　これまでのメタノールからの脱水素反応においては貴

金属触媒を用いるものがほとんどであり、全てが支持配

位子を持つ遷移金属錯体である（図 3 ）。遷移金属は、金

属イオン自体が有する特異的性質（d軌道の電子数、配

位子場分裂、エネルギー準位、有効核電荷、ルイス酸性

度、酸化還元電位）を配位子によって合目的に引き出す

図 2 定常状態近似を用いた速度論的解析：（a） NaOH濃度（ 0 〜900 mM）に依存した触媒回転数（水素のモル数/用いた鉄イオン
のモル数）。反応条件は次のとおりである、溶媒兼反応基質：メタノール、触媒：FeIIICl₃（0.17 mM）、添加物：NaOH（ 0
〜900 mM）、照射光：紫外光（波長250〜385 nm、10 mW）、反応時間： 3 時間。（b） （a）のデータの二重逆数プロット。（a）
および（b）の実線は、ミカエリス・メンテン型速度論によりフィッティング、エラーバーは 3 回の測定から算出された標
準偏差を示している。

図 3 　メタノールからの脱水素反応に用いられる遷移金属触媒と本研究1–8
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ことによって、目的反応にターゲッティングすることが

可能である。これまで、金属中心と合成配位子の無数の

組み合わせによって、反応制御を目的とする研究が発展

してきたが、遷移金属錯体は、配位結合の脆弱さに起因

する耐久性の低さにより、ほとんど実用化されていない。

一方、本研究では、支持配位子を含まない鉄（III）イオ

ンのみでアルコールから水素を発生させることが可能で

ある。支持配位子を含まないことから安定性は高く、ま

た、汎用性も高く、幅広い分野で利用可能である。さら

に、先行研究と触媒活性能を比較すると（TOFで比較、

図 4 ）、配位子を含まない鉄イオンは先行研究とほぼ同

等の活性を示すことが明らかとなっている2–8。

　この極めてシンプルな反応システムは、メタノールだ

けでなく、エタノール、1-プロパノール、2-プロパノー

ルにも適応可能である。しかし、基質が嵩高くなるにつ

れ、水素発生反応の速度が低下する現象が見られた。最

終的には、低級アルコールをキチンに変えて、様々な実

験条件の検討を行ったところ、キチンからの水素生成を

確認することができた（当該実験条件の詳細は、特許に

関連する情報であるため、現時点では非開示）9。極めて

シンプルな触媒系でキチンからの水素発生を見出したこ

とは、学術的価値だけでなく実用化の点において社会的

意義も大きい。また、金属イオンを用いる類似の反応条

件において、極めてシンプルな方法でキチンからのアン

モニア製造反応の開発に成功した（当該実験条件の詳細

は、特許に関連する情報であるため、現時点では非開

示）10。

結論
　以上、本研究において、当初目的としていたキチンか

らの水素発生反応を達成し、さらに、キチンからのアン

モニア製造反応についても見出すことができた。キチン

はセルロースの次に地球上で存在量の多い有機化合物で

あるだけでなく、窒素含有有機化合物としては最も存在

量が多く、年間1000億トンが自然界で生成していると言

われている。そのように大量に存在する有機化合物から

水素やアンモニアを簡単に合成可能な手法を開発できた

ことは、学術的意義だけでなく社会的意義も極めて大き

いと考える。今後は、本研究をさらに追究し、反応メカ

ニズムの解明や実用化に向けて検討を行っていく予定で

ある。
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自己免疫疾患予防効果を発揮する植物由来成分の探索と
作用機序の解明
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背景と目的
　自己免疫疾患は、免疫系の異常により自己の組織を攻

撃する疾患群であり、関節リウマチ、潰瘍性大腸炎、乾

癬などがその代表例である。これらの疾患の多くは原因

が未解明であり、根本的な予防法や治療法は確立されて

いないのが現状である。

　報告者はこれまでに、植物由来成分や食品由来成分が

加齢性疾患および運動器疾患の予防に及ぼす効果につい

て研究を進めてきた。特に、ヒノキ科サワラに含まれる

ピシフェリン酸（pisiferic acid： PA）に注目し、同成分

が変形性関節症の進行と関連する遺伝子の発現を制御

し、軟骨細胞保護作用を有することを明らかにした。ま

た、骨粗鬆症の病態において重要な破骨細胞の分化に対

しても抑制的に作用することを見いだした。

　破骨細胞の分化は骨粗鬆症のみならず、関節リウマチ

の病態形成にも関与している。予備的検討においてPA

は関節リウマチの予防効果を示す可能性が示唆された。

また、自己免疫疾患の発症・進行に深く関わるとされる

α9インテグリンなどの接着分子の発現に対し、複数の

植物由来成分が抑制的に作用することを確認した［ 1 ］。

　そこで本研究では、代表的な自己免疫疾患である関節

リウマチ、多発性硬化症、乾癬への植物由来成分の有効

性を明らかにすることを目的に検討を行った。

植物由来成分の関節リウマチへの有効性の検討
　関節リウマチ（Rheumatoid arthritis： RA）は、関節滑

膜の異常増殖によりパンヌス形成を来し、関節の疼痛、

変形、さらには機能障害を引き起こす慢性炎症性疾患で

ある。その発症には自己免疫機構の破綻が関与している

と考えられており、日本国内における推定患者数は約60

万人に上る。現在もなお、発症原因の全容は十分に解明

されていない。RAに対する薬物療法として生物学的製

剤の有効性が認められつつある。しかしながら、生物学

的製剤は高額であり、加えて免疫抑制に伴う感染症リス

クなどの副作用が課題として残されている。このような

背景から、日常の食生活を通じたRAの予防および進行

抑制の可能性に注目が集まっている［ 2 ］。特に、副作

用が少なく継続的な摂取が可能な植物由来成分は、予防

的介入の観点から有望な素材と考えられる。

　本研究では、植物由来成分によるRA病態の悪化抑制

効果について検討し、その有効性と作用機序の一端を明

らかにすることを目的とした。

　実験は、7 週齢の雌性BALB/cマウスを用いて行った。

関節リウマチモデルとしてコラーゲン抗体誘導性関節炎

（collagen antibody-induced arthritis：CAIA）を作製し

た。成分は、飼料への混合、飲料水への溶解による自由

摂取、あるいは経口ゾンデによる投与のいずれかにより

供給した。マウスは①CAIAを誘導しない対照群、②

CAIAを誘導するCAIA群、③CAIA誘導と各植物由来

成分を併用する成分投与群に分けて飼育した。対照群と

CAIA群には通常飼料、飲料水を自由摂取にて投与した。

関節炎の重症度は、指、足背、踵部における炎症の有無

を 5 段階スコアで評価し、四肢の合計スコアを最大16点

とした。

　いくつかの植物由来成分の有効性を検討した結果、

PAの有効性が示唆されたため、さらなる追加検討を行っ

た。

　関節炎誘導処理後17日目に後肢の関節を摘出しパラ

フ ィ ン 包 埋 し た。 切 片 を 作 製 し、HE染 色 お よ び

Safranin O染色を行った。HE染色により炎症性細胞の

浸潤を、Safranin O染色により軟骨内プロテオグリカン

の保持状態を評価した。HE染色において、CAIA群で

― 21 ―



は対照群と比較して関節周囲における炎症性細胞の浸潤

が著明に認められた。一方、PA投与群では炎症性細胞

の浸潤が顕著に抑制した（図 1 A）。また、Safranin O染

色では、CAIA群でプロテオグリカンの脱失が観察され

たのに対し、PA投与群ではプロテオグリカンの保持が

認められ、軟骨組織の保護効果が示唆された（図 1 B）。

　また、カクテル投与 8 日目に脾臓を摘出しRNAを抽

出し、リアルタイムPCRによる遺伝子発現解析を行った。

炎症性サイトカイン（TNF-α、IL-6）の発現量を評価し

た。その結果、TNF-αの発現量はCAIA群で有意に増

加しており、炎症応答の活性化が確認された。

　さらに、血管新生や破骨細胞の分化誘導に関与するサ

イトカインであるIL-6の血清中濃度をELISA法により測

定した。血清中IL-6濃度は、対照群と比較してCAIA群

で有意に上昇していた一方で、PA投与群では有意な抑

制効果が認められた。

　加えて、関節炎に関連する精神・神経系症状を評価す

るため、明暗箱試験を実施した。マウスは暗所を好む習

性をもつため、明室への滞在時間の延長は不安軽減効果

があるといえる［ 3 ］。関節炎誘導の前後で明室滞在時

間を比較した結果、CAIA群では関節炎誘導後に明室滞

在時間が有意に短縮し、不安様行動の増加が示された。

対照的に、PA投与群では明室滞在時間の短縮が抑制さ

れ、不安レベルの上昇を抑える傾向が認められた（図.1C）。

　本研究により、PAが関節リウマチモデルにおいて炎

症反応を抑制し、軟骨保護作用および不安様行動の改善

効果を有することが示された。PAは、関節リウマチに

対する新たな予防的介入素材として有望であると考えら

れる。

植物由来成分の多発性硬化症（実験的自己免疫性脳脊髄
炎）への有効性の検討
　多発性硬化症（Multiple Sclerosis：）は、中枢神経系に

おける慢性炎症性脱髄を特徴とする自己免疫疾患であ

り、病変部位に応じて運動障害、感覚障害、視覚障害な

ど多様な神経症状が出現する。日本国内における推定患

者数は約 2 万人とされており、その発症機序は未だ十分

に解明されていない。加えて、根治に至る治療法も確立

されておらず、病態進行を抑制する新たな治療・予防手

段の開発が求められている。そこで本研究では、多発性

硬化症の病態と類似した症状を呈する動物モデルである

実験的自己免疫性脳脊髄炎（Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis： EAE）を用い、植物由来成分の有効

性の検討を進めた。いくつかの予備実験から、特にロー

ズマリー由来カルノシン酸（Carnosic acid： CA）の有効

性が示唆されたため詳細な検討を行った。CAは血管新

生抑制作用や抗酸化作用、炎症抑制作用など多様な生理

活性が報告されている［ 4 ］。加えて、先行研究におい

てDSS誘導大腸炎モデルや関節リウマチモデルに対して

有効に作用することが報告されている［5, 6］。

　実験は、 8 週齢の雌性C57BL/ 6 系統マウスを用い、

EAE誘導の 7 日前（Day -7）から、CAを自由摂取により

投与した。EAEの誘導は、MOGペプチドを完全フロイ

ントアジュバントと混合し皮下注射することで行い、 4

時間後および 2 日後に百日咳毒素を静脈内投与した。各

群の臨床スコアはEAE誘導日（Day 0）から評価を開始

図 1 　植物由来成分の関節リウマチへの有効性の検討
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し、Day 26に解剖を行って臓器を回収し、組織学的お

よび分子生物学的解析を実施した。

　EAEの進行に伴い体重減少が認められることは先行

研究において報告されている［ 7 ］。本研究においても、

CA投与群では、EAE群と比較して体重減少が有意に抑

制され、対照群と同程度の体重変動が維持された。これ

らの結果から、CAの摂取がEAEに伴う体重減少を抑制

する効果を有することが示唆された。さらに、臨床スコ

アの経時的変化において、EAE群ではスコアの上昇が

明確に認められたが、CA投与群ではスコアの上昇が有

意に抑制された（図 2 A）。これにより、CA摂取がEAE

病態の進行を抑制する可能性が示された。組織学的解析

として、脊髄をパラフィン包埋し、HE染色およびLuxol 

Fast Blue（LFB）染色を実施した結果、LFB染色におい

て対照群の脊髄では髄鞘が青く染色されたのに対し、

EAE群では脱髄により染色性が著しく低下していた。

CA投与群では青色の染色が維持され、髄鞘構造の保持

が確認された。これにより、CAの摂取がEAEに伴う脱

髄病変の形成を抑制することが明らかとなった。

　分子生物学的解析として、Day 26に回収した鼠径リ

ンパ節からRNAを抽出し、リアルタイムPCRによる遺

伝子発現解析を行った。炎症性サイトカインである

TNF-α、および接着分子であるα4インテグリン、α9

インテグリンについて検討した。その結果、EAE群で

はこれら 3 遺伝子の発現がいずれも有意に上昇していた

が、CA投与群ではその発現上昇が有意に抑制された（図

2 B）。特にα4インテグリンおよびα9インテグリンは、

自己免疫疾患におけるT細胞の組織浸潤やTh17細胞分

化に関与することが報告されており、本研究結果はCA

がこれら分子の発現制御を通じてEAE病態の抑制に寄

与している可能性を示唆している。

　以上の結果から、CAが多発性硬化症に対する新たな

予防・治療戦略の一つとして有望であることが明らかに

なった。

植物由来成分の乾癬への有効性の検討
　乾癬（Psoriasis）は、表皮の過増殖および慢性的な炎症

を特徴とする自己免疫性皮膚疾患であり、皮疹、鱗屑、

紅斑などの皮膚症状を呈する。世界全体では約 1 億2500

万人の患者が存在するとされ、日本国内においても約40

〜60万人が罹患していると推定されている。近年では、

食生活の欧米化や生活習慣の変化などを背景に、日本に

おいても患者数の増加が懸念されている。

　乾癬の治療には、ステロイド外用薬や抗体医薬を含む

生物学的製剤が用いられており、これらにより一定の治

療効果が得られているものの、高額な医療費および長期

使用に伴う副作用が課題とされている。このような背景

から、より安全で継続的に摂取可能な植物由来成分によ

る予防的介入が注目されている。本研究では、ベセルナ

クリーム®（持田製薬株式会社）に含まれるイミキモドを

図 2 　植物由来成分の実験的自己免疫性脳脊髄炎への有効性の検討
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用いた乾癬モデルを作製し、PAの有効性を評価した。

　実験は、 8 週齢の雌性BALB/cマウスを使用し、ベセ

ルナクリームを 1 日 1 回、両耳および背中に塗布するこ

とで乾癬様皮疹を誘導した。飼料および飲料水は自由摂

取とした。PAは実験開始 7 日前より事前投与を開始し

経口投与した。モデルの評価として、耳の厚さをアニマ

ルメーターにより計測し、皮膚炎の進行度を客観的に評

価した。耳の厚さの変化に関して、乾癬誘導群では

Day6時点で有意な増加が観察されたのに対し、PA投与

群では耳の厚さの増加が有意に抑制されていた（図

3 A）。さらに、試験終了後には皮膚組織の病理解析（HE

染色）を行い、表皮肥厚や炎症細胞浸潤の有無を確認し

た。その結果、PA投与群では乾癬誘導群と比較して表

皮肥厚や炎症細胞の浸潤が軽減されていた（図 3 B）。ま

た、IL-17AおよびTNF-αといった炎症性サイトカイン

の発現について、RT-PCRおよびELISAを用いて定量的

評価を行った。遺伝子発現解析の結果、PA投与群では

IL-17AおよびTNF-αの発現がいずれも低下傾向を示

し、PAが炎症応答の抑制に寄与する可能性が示された。

　これらの結果より、PAはイミキモド誘導乾癬モデル

マウスにおいて皮膚炎の進行を抑制し、炎症性サイトカ

インの発現制御を通じて皮膚組織の保護効果を発揮する

ことが明らかとなった。従って、PAは乾癬に対する新

たな予防的介入素材として有望であると考えられる。

まとめ
　本研究では、関節リウマチ、多発性硬化症、乾癬といっ

た代表的な自己免疫疾患を対象に、植物由来成分の予防

的効果およびその作用機序の解明を目的として、マウス

モデルを用いた包括的な実験を実施した。

　本研究の結果から、植物由来成分、とりわけPAおよ

びCAは、複数の自己免疫疾患モデルにおいて共通して

有効性を示し、疾患特異的な病態だけでなく、炎症性サ

イトカインの発現制御や接着分子の発現抑制といった共

通の作用機序が存在することが示唆された。これらの植

物由来成分は、安全性が高く、長期的な摂取が可能であ

るという特性から、今後の予防的介入手段としての応用

が期待される。本研究の成果は、自己免疫疾患に対する

新たな予防・治療戦略の構築に寄与するものであり、今

後はヒト臨床への応用可能性を含めた更なる検討が求め

られる。
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図 3 　植物由来成分の乾癬への有効性の検討
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希少植物由来「香り」のサステイナブル生産
プラットフォーム構築

神戸大学　大学院工学研究科
田中　勉

1 ．研究の背景と目的
　バニリン（4-ヒドロキシ-3-メトキシベンズアルデヒド）

は、バニラの香りの主成分であり、食品や化粧品の香料

として使用される重要なフレーバー化合物である。また、

バニリンは様々な化学修飾が可能なホルミル基及びフェ

ノール性水酸基を有することから、エポキシ樹脂を合成

するうえで有用な原料となり得る。エポキシ樹脂とは接

着や表面処理に不可欠な材料であり、持続可能な社会形

成の観点から天然物を出発材料とした製造が必要とされ

る物質の一つでもある。2007年時点で、フレーバー及び

フレグランス化合物の世界市場は年間11〜12％の成長率

で200億ドルにまで達しており、バニリンはその内 1 億

8000万ドルを占める。　バニリンは天然ではラン科のバ

ニラ属植物から得られるが、1 kgの生産には約500 kgの

バニラのさやが必要であり、これは約40,000の花が受粉

して生産可能となる量に相当する。よって、天然由来の

バニリンは抽出可能量に限りがあり、年間販売される

16,000トンのうち40トン、つまり0.25％のみがバニラの

さや由来のバニリンとなっている。残りのほとんどはリ

グニンや化石炭化水素であるグアイアコールを原料とし

た化学合成により生産されている。しかし、市場価格は

天然バニリンが1 kgあたり1,200ドルから4,000ドルであ

るのに対し、化学合成バニリンは1 kgあたり15ドルであ

り、天然バニリンの価値の高さがうかがえる。これは、

欧米の食品法の下では化学合成によるバニリンは「不自

然な」バニリンとされ、天然物に対する需要がますます

高まっているからである。そこで、天然バニリンと同等

の価値を持つバニリンの生産方法として新たに期待され

ているのがバイオプロセスを用いたバニリン生産であ

る。実際に、植物由来の成分であるフェルラ酸を原料と

し、バイオプロセスによって生産されたバニリンは

Rhodia OrganicsによってRhovanil Naturalという商品

名で1 kgあたり700ドルで販売されている。さらにコス

トパフォーマンスを上げるべく注目されているのが、原

料としてのグルコースの利用である。フェルラ酸が1 kg

あたり 5 ドルであるのに対し、グルコースは1 kgあたり

0.30ドル未満であり、かつ再生可能資源でもある。よっ

て、グルコースを原料としたバイオプロセスによるバニ

リンの高生産を実現できれば、持続可能な社会形成に役

立つと共に、天然バニリンの需要を満たすことができる

可能性がある。しかし、バニリンが微生物に示す高い毒

性及び低い溶解度はその高生産を行うにあたって阻害要

因である。そこで、本研究ではバニリンをグルコシド化

させ、より低い毒性と高い溶解度を示すバニリングルコ

シドを最終目的物質として生産することを目標とした。

バニリングルコシドは唾液中または皮膚微生物叢中の酵

素によってバニリンへと変換されるため、フレーバー化

合物としての役割を果たすことが可能である。本研究で

は、グルコースからのバニリングルコシド生産プロセス

を 達 成 す る た め の 宿 主 と し て 分 裂 酵 母

（Schizosaccharomyces pombe）を選択した。分裂酵母は

実験室での操作が容易で、増殖が速く、病原性を示さな

いことから、物質生産に優れた宿主の一つと考えられて

いる。しかし、現状は出芽酵母や油性酵母など他の酵母

種に比べ、分裂酵母を用いた高付加価値化学物質の生産

に関する研究はほとんど存在しない。

2 ．方法
　目的物質の生産性向上にあたって主要な副産物の生産

を抑制する必要があるため、副産物であるエタノールの

合成に関与するアルコール脱水素酵素（ADH）とピルビ

ン酸脱炭酸酵素（PDC）をコードする遺伝子を破壊した
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株を親株として使用した。バニリン生産のための発酵試

験については前培養、本培養の順に実施し、30℃、220 

rpmの振とう条件下で前培養はYM + Ade培地により24

時間、本培養はEMM最小培地により48 or 72時間行っ

た。作製株の評価は分光光度計（600 nm）を用いた菌体

成長（OD）及びHPLCを用いた生成物生産量の測定に基

づいて行った。

3 ．結果
3 ．1 　バニリン関連化合物グリコシド誘導体生産経路

の構築
　分裂酵母は元来バニリングルコシド（VG）生産能を有

しておらず、VGの 4 つ前の中間体であるデヒドロシキ

ミ酸（DHS）までしか生産できない。よって、本研究で

は外来遺伝子の導入により、グルコースからのVG生産

を目指した。DHSは3-デヒドロシキミ酸デヒドラターゼ

（DSD）が作用することでプロトカテク酸（PAC）になり、

さらにO-メチルトランスフェラーゼ（OMT）と芳香族カ

ルボン酸レダクターゼ（ACAR）が作用することでそれぞ

れバニリン酸（VA）とプロトカテクアルデヒド（PAL）と

なる。さらにVAにACAR、PALにOMTが作用するこ

とでバニリン（VAN）が生産される。そしてVANにUDP-

グリコシルトランスフェラーゼ（UGT）が作用すること

でVGが生産される。そこで本研究では、分裂酵母に

DSD、OMT、ACAR, UGT遺伝子を導入することで、

培養72時間後のVG-1株においてVG生産に成功した（31.0 

mg/L）。

　分裂酵母においてバニリンからバニリルアルコールへ

の変換に関与する遺伝子を破壊することによりバニリン

に対するアルコール化の作用を軽減させ、グリコシル化

を促進させる必要があるが、分裂酵母においてその遺伝

子は特定されていない。Saccharomyces cerevisiaeを用

いた先行研究において、バニリンからバニリルアルコー

ルへの変換に関わる酵素として、アルコールデヒドロゲ

ナーゼ（ADH）をコードする遺伝子の一つであるADH6

が重要な役割を果たしていることが報告されている。ま

た、Escherichia coliを用いた先行研究において、バニリ

ンからバニリルアルコールへの変換に関わる酵素とし

て、アルドケトレダクターゼ（AKR）をコードする遺伝

子のいくつかが重要な役割を果たしていることも報告さ

れている。そこで、本研究においても分裂酵母において

ADH及びAKRをコードする遺伝子をバニリン生産株に

おいて破壊もしくは過剰発現させることで、バニリルア

ルコール生産に重要な役割を果たしている遺伝子の特定

を試みた。VAN-1株に対してプラスミド導入を利用し

て、ef1a-cプ ロ モ ー タ ー を 制 御 元 と し たadh1, adh8, 

adhA, akr3, yak3組み込み pDUAL-FFH61プラスミドを

それぞれ導入した株を作製した。さらに、VAN-2株（後

述）に対してCRISPR-Cas9システムを利用して、AKRを

コードするakr1, akr4遺伝子座を破壊した株も作製し

た。得られた菌株を培養した結果、培養48時間後のバニ

リルアルコール生産量はいずれもコントロール株のバニ

リルアルコール生産量と差が見られなかった。これによ

り、遺伝子adh1, adh8, adhA, akr3, yak3, akr1, akr4は

バニリンからバニリルアルコールへの変換に重要な役割

を果たしている可能性が低いことが示唆された。

3 ．2 　バニリン生合成経路の強化
　バニリングルコシド生産の前駆体であるバニリンの供

給量を増加させるため、VAN-1株の中間体の残存量に

着目した。48時間後において中間体であるプロトカテク

アルデヒドが81.4 mg/L残存していることから、プロト

図 1 　バニリングルコシド生産試験 図 2 　バニリルアルコール生産遺伝子特定
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カテクアルデヒドからバニリンへの変換効率向上を図る

ため、VAN-1株にOMTを追加導入した株の作製に取り

組んだ。VAN-1株に対して相同組み換えを利用して、

ef1a-cプロモーターを制御元としたOMT遺伝子を、Leu

をコードするleu遺伝子座に組み込んだVAN-2株を作製

した。得られた菌株を培養した結果、培養48時間後に

55.4 mg/Lのバニリンを生産した。OMTの 2 コピー目

の導入により、プロトカテクアルデヒドからバニリンへ

の変換率が向上し、バニリン生産性が向上したと考えら

れる。

　先行研究により、NADPHの供給量を向上させた場合

にバニリン生産性が向上する場合があるとされているた

め、本研究においてもNADPHの供給量増加に取り組む

こととした。ペントースリン酸経路（PPP）上流ではG6P

から6-ホスホグルコノ-1,5-ラクトンが生産される際、及

び6-ホスホグルコン酸からリブロース-5-リン酸が生産さ

れる際に、同時にNADPHも生産される。先行研究によ

り、PPPの下流フラックスを強化すると、PPP全体のフ

ラックスが強まり、結果としてNADPHの供給量を向上

させることができるとされている。そこで、VAN-3株

に対してプラスミド導入を利用して、ef1a-cプロモー

ターを制御元としたPPPの下流遺伝子であるzwf1, xfpk, 

tkt1組み込み pDUAL-FFH61プラスミドをそれぞれ導

入した株を作製した。得られた菌株を培養した結果、培

養48時間後のバニリン生産量はxfpk導入株でそれぞれ

86.2 mg/Lとなり、コントロール株のバニリン生産量で

ある83.4 mg/Lをやや上回った。そこで、バニリン生産

性を向上させるにあたってこれまではプロトカテク酸以

降の経路に着目していたが、プロトカテク酸以前の上流

経 路 に も 着 目 す る こ と と し た。Saccharomyces 

cerevisiaeを用いた先行研究において、デヒドロシキミ

酸（DHS）を利用した物質生産では、エリトロース4-リン

酸（E4P）とホスホエノールピルビン酸（PEP）の縮合反応

を促進させると目的物質の生産性向上が見込めると報告

されている。VAN-3株に対してプラスミド導入を利用

して、ef1a-cプロモーターを制御元としたARO3K222L, 

ARO4K229L組み込み pDUAL-FFH61プラスミドをそれ

ぞれ導入した株を作製した。培養48時間後のバニリン生

産量はARO3K222L, ARO4K229L導入株でそれぞれ91.0, 

117.3 mg/Lとなり、コントロール株のバニリン生産量

である83.4 mg/Lを上回った。特にARO4K229L導入株

ではバニリン生産量に加えてプロトカテク酸及びプロト

カテクアルデヒドの生産量も増加しており、DAHP供給

量が増加したことによってプロトカテク酸以降の物質を

生産しやすくなった可能性及びNADPH供給量が増加し

たことによってACARの作用が向上した可能性が考えら

れる。

　メチル化反応においてはSAMの他に補酵素として金

属イオンMg+及びピリドキサール5-リン酸（PLP）も必要

となる。Escherichia coliを用いた先行研究において、

ホモセリンからホモシステイン（Hcys）の生成を司る硫

化転位経路が機能するにあたって、補酵素としてPLPが

必要であり、これを培地中に添加した場合、メチル化反

応が促進されると報告されている。また、Metから

SAMの反応時に必要である金属イオンMg+を培地中に

添加した場合にも、メチル化反応が促進されると報告さ

れている。さらに、Metの添加はメチル化反応促進に効

図 3 　OMTの 2 コピー目導入によるバニリン生産性向上試験
図 4 DAHPシンターゼコード遺伝子過剰発現によるバニリ

ン生産性向上試験
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果があると報告されている。そこで、VAN-4株培養時

に培地中にMg+（EMM含有量込みの最終濃度248 mg/

L）、PLP（最終濃度25 mg/L）、及びMet（最終濃度225 

mg/L）を添加し、培養試験を行った。培養した結果（図

5 ）、培養48時間後のバニリン生産量はMetを添加した

場合67.6 mg/Lとなり、コントロール株のバニリン生産

量である61.6 mg/Lを上回った。

　分裂酵母はバニリンをアルコール化させ、バニリルア

ルコールを生成することのできる内在遺伝子を保有して

いるため、VAN-1株において30.5 mg/Lのバニリンの生

成と同時に53.8 mg/Lのバニリルアルコールの生成も達

成している。さらに、バニリルアルコールにUGTが作

用することでVG-1株において36.1 mg/Lのバニリングル

コシドの生成と同時に359.0 mg/Lのバニリルアルコー

ルグルコシドの生成も達成している

4 ．まとめ
　 本 研 究 で は ゲ ノ ム 編 集 技 術 で あ るCRISPR-Cas9 

system及び相同組み換え法、プラスミド導入法を駆使

し、分裂酵母におけるバニリングルコシド生産株の構築

に成功し、前駆体の一つであるバニリンの生産量を向上

させることがバニリングルコシド生産性の向上に有効で

あることを見出した。また、プロトカテク酸以降の経路

調整をした後でなければ、プロトカテク酸上流の経路に

対する戦略に効果が出ないことも発見した。さらに、バ

ニリングルコシド生産株培養時に培地にヘキサデカンを

重層することにより、生産性が向上することも示された。

加えて、分裂酵母内在遺伝子を活用することにより、バ

ニリルアルコール及びバニリルアルコールグルコシドの

生産も達成した。分裂酵母でのバニリン関連化合物グリ

コシド誘導体生産においてバニリン生産性の向上、副産

物の生成抑制、培地の検討に取り組んだ例は未だ報告さ

れておらず、本研究が初めての例である。今後はバニリ

ルアルコール生成遺伝子を特定し、破壊もしくは過剰発

現することでバニリングルコシドもしくはバニリルアル

コールグルコシドに生産フラックスを集中させること、

OMT及 びACARを 2 コ ピ ー ず つ 導 入 し た 上 で

ARO4K229Lを導入することで、更に高い生産量が期待

できると考える。また、他の菌株を用いたバニリン生産

において、バニリン耐性を高めることの重要性も示され

ているため、分裂酵母においても耐性の増強を図る価値

があると考えている。
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図 5 　Mg+, Met, PLPの添加によるバニリン生産性向上試験

図 6 　バニリルアルコールグルコシド生産
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申請者　静岡大学　仙石　哲也

抗がん性テルペンラクトン類を網羅する
可視光応答型標識化反応の開発

静岡大学　学術院工学領域
仙石　哲也

1 ．背景
　天然物の一群として、メチレンカルボニル化合物があ

る。その中でも、メチレンラクトン構造をもつ化合物群

は薬剤リードとして魅力的であり、ジョルキノライド

D1やアルグラビン2に代表されるテルペンラクトン類は、

抗がん活性を示す。今後も新規天然物の偶発的発見が期

待される。一方、その鍵構造自体は求核付加を受けやす

い共役カルボニルに加え、酸・塩基処理により分解しう

るラクトンを有しており、単離過程での各処理による損

壊の結果、微量天然物は見逃されている可能性が高い。

　上記背景から、申請者は資源成分中のメチレンカルボ

ニル型天然物を識別する新手法を確立することで、見逃

されていた微量天然物の発見が可能になると同時に、偶

発性に強く依存していた単離・構造決定研究から必然性

を伴った研究へと展開できると発想した。他方、申請者

は重金属触媒不使用の可視光下での炭素ラジカル発生法
3を見出しており、これが上記アイデアを実現する鍵と

なると考えた。本研究では、この反応のメチレンラクト

ンへの適用を行い、標識化への応用を検討した（図 1 ）。

2 ．標識化用スルホンの構造探索
　本研究で合成した標識化用スルホンを図 2 に示す。A

およびBは薄層クロマトグラフィー （TLC） 上でピレン

基由来の蛍光がわずかに確認された。吸収スペクトルは

349 nmで最大吸収を示し、発光スペクトルでは349 nm

の励起で強い発光強度を示したものの365 nmではほと

んど発光がみられなかった。Cについても、吸収スペク

トルでは346 nmで最大吸収を示したが、365 nm の励起

では蛍光をほとんど示さなかった。これらのことから、

TLC上での発光観測による分析が可能であることが示

された。

　続いて 3 種の標識化用スルホンを用いて、当研究室で

開発した反応条件のもと、アクリル酸tert-ブチルをモデ

ル化合物とするラベル化を試みた （図 3 ）。直鎖型であ

るAとBを用いた反応では、反応溶液のTLC分析におい

て365 nmの光照射で新たに発光するスポットの生成が

確認できた。一方、Cを用いたときは、新しく生成され

た化合物は確認されなかった。AとBから新たに得られ

図 1 ．テルペンラクトン類の可視光応答型標識化の模式図

図 2 ．合成した標識化用スルホンの構造

図 3 ．標識化用スルホンによるモデル実験
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た発光スポットをシリカゲルカラムクロマトグラフィー

により単離し、NMR分析したところ、目的の標識化体

であることが確認でき、収率はそれぞれ 6 %と72%で

あった。以上より、本研究の標識化用スルホンとしてB

を採用した。

3 ．メチレンラクトン類の標識化
　Bを用いてスクラレオリド誘導体4、パルテノリド、デ

ヒドロエピアンドロステロン誘導体、サントニン誘導体5

との反応を試みた。各反応には 5 ~7 mgの試料を用いた

（図 4 ）。スクラレオリド誘導体への反応では、反応溶液

のTLC分析（ヘキサン/酢酸エチル = 3/ 1 ）にて、365 

nmの光照射で発光するスポットが三つ確認された。

TLC上で最も極性の高いスポットはHantzschエステル

であったため、より低極性の二つのスポットのどちらか

が目的物であると考えられ、これらの発光スポットをシ

リカゲルカラムクロマトグラフィーにて単離した。

HRMS解析を行ったところ、より高極性の発光スポット

にm/z 601.3652 のピークが観測され、これは目的物の計

算値m/z 601.3656 ［M + Na］+ に良い一致を示した。さ

らにこのスポットの1H NMR解析を行った結果、目的物

由来のシグナル（8.50-8.00 ppmにプローブのピレンの芳

香環、5.20 ppmにベンジルのメチレン基、0.85 ppmに

メチル基）が確認できたことから、目的の標識化体であ

ることが支持された。1H NMRの積分比より算出した収

率は、最大11%であった。

　パルテノリドへの反応では、ごく弱い発光であるもの

の、Hantzschエステルと重なる新たな発光スポットが

現れた。シリカゲルカラムクロマトグラフィーにて

Hantzschエステルとの混合物として得られた成分の

HRMS解析を行ったところm/z 587.3145 のピークが観

測され、これが目的物の計算値587.3132 ［M + Na］+ と

良い一致を示した。また、1H NMRスペクトルにおいて、

8.50-8.00 ppmにピレンの芳香環、5.22 ppmにベンジルの

メチレン基、そして3.65 ppmに酸素原子の付け根のプロ

トンシグナルが確認できたことから、目的の標識化体で

あることが支持された。1H NMRの積分比より算出した

収率は、最大32%であった。

　デヒドロエピアンドロステロン誘導体への反応では、

反応混合物のTLCに365 nmの光を照射したとき、試薬

由来の反応副生成物を除く一つの新たな発光スポットが

現れた。このスポットをシリカゲルカラムクロマトグラ

フ ィ ー に て 分 離 し てHRMS解 析 を 行 っ た と こ ろ、

Hantzschエステルとの混合物として得られた成分にm/

z 771.4795 のピークが観測され、これが目的物の計算値

771.4785 ［M + Na］+ と良い一致を示した。また、1H 

NMRスペクトルにおいて、8.50-8.00 ppmにピレンの芳

香環、0.87 ppm及び0.07 ppmにメチレンラクトンのTBS

基が確認できたことから、目的の標識化体が含まれるこ

とが支持された。1H NMRの積分比より算出した収率は、

最大35%であった。

　サントニン誘導体への反応では、反応混合物のTLC

に365 nmの光を照射したとき、試薬由来の反応副生成

物と新たな発光スポットが重なって現れた。重なってい

る発光スポットをシリカゲルカラムクロマトグラフィー

にて分離してHRMS解析を行ったところ、Hantzschエ

ステルとの混合物として得られた成分にm/z 587.3157の

ピークが観測され、これが目的物の計算値587.3137 ［M 

+ Na］+ と良い一致を示した。また、1H NMRスペクト

ルにおいて、8.50-8.00 ppmにピレンの芳香環、5.20 ppm

図 4 ．天然物誘導体の標識化の反応溶液のTLCの様子 （365 nmで観察）
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にベンジルのメチレン基、そして3.60 ppmに酸素原子の

付け根のプロトンシグナルが確認できたことから、目的

の標識化体であることが支持された。1H NMRの積分比

より算出した収率は、最大27%であった。

　メチレンラクトンへの選択性の有無を確かめる実験で

は、種々の電子不足アルケン構造をもつ天然物またはそ

の誘導体への反応を試みた。図 5 に示す一連の化合物で

反応の進行は確認されなかったことから、標識化用スル

ホンの優れた選択性が確認できた。

　上記検討では 5 ~7 mgの天然物またはその誘導体を用

いていたため、微量サンプルの検出についても確認した。

スクラレオリド誘導体を5.0 mg、100 μg、10 μgと減

らして反応を行い、その混合物のTLC分析を行ったと

ころ、100 μgを用いた場合では発光が微弱ではあるも

ののラベル化体の存在を目視で確認することができた。

一方、10 μgでは発光スポットを視認することは出来な

かった （図 6 ）。よって、本ラベル化では、100 µg程度

のメチレンラクトン天然物を含む混合物であればTLC

上で認識できることが判明した。

4 ．高極性Hantzschエステルによる改善検討
　成分分析の際にラベル化反応に利用したHantzschエ

ステルが365 nmの青色光照射下で発光を示したことか

ら、TLC上でラベル化体の検出を妨げる欠点があった。

そ こ で、Hantzschエ ス テ ル の 代 替 と し て 高 極 性

Hantzschエステル6を用いることで、発光成分の視認性

の向上を検討した。既知の高極性HantzschエステルDを

用いて、スクラレオリド誘導体の反応を試みた。反応溶

液のTLCでは、高極性HantzschエステルDは、展開溶媒

ヘキサン/酢酸エチル = 3/ 1 でRf値0.00で観測され、標

識化体と容易に区別することができた（図 7 ）。反応後の

粗抽出液を分取TLCにより分離して、それぞれのスポッ

トをろ過し、溶出液を濃縮後、マススペクトルによる解

析を行うと、m/z 601.3652を与え、目的物であることが

確認できた。

5 ．まとめ
　蛍光色素ピレンを標識タグとしたスルホン体を新たに

開発し、天然物から誘導したメチレンラクトンに青色

LED光照射下で付加させることで標識化に成功した。

反応溶液をTLCで展開し、365 nmの光を照射すること

でラベル化体の発光が確認できた。メチレンラクトン以

外の電子不足アルケンではラベル化体は得られず、本反

応条件はメチレンラクトンのラベル化に選択性があると

いえる。また、反応試薬に用いるHantzschエステルに

極性官能基を導入することで、反応混合物からの目的物

の視認性を改善することにも成功した。今後は、これら

の知見をもとに、天然資源の粗抽出液でのメチレンラク

トン類の可視化を検討していきたい。

6 ．謝辞
　本研究を実施するにあたりご支援下さいました公益財

団法人松籟科学技術振興財団および関係者の皆様に厚く

御礼申し上げます。本研究は静岡大学学術院工学領域有

機合成化学研究室で行われたものであり、精力的に研究

を行ってくださった小田有紗氏、西岡駿氏に感謝申し上

図 5 ．反応が進行しなかった化合物

図 7 ．高極性Hantzschエステルによる視認性の改善

図 6 ．メチレンラクトンを用いた検出限界調査
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申請者　東京農業大学　伊藤　晋作

植物内生プロゲステロンの機能解明とその応用

東京農業大学　生命科学部バイオサイエンス学科
伊藤　晋作

1 ．背景と目的
　プロゲステロンはヒトなどの哺乳動物においては黄体

ホルモンとして知られており、月経周期や妊娠維持など

に重要な働きを果たしている。さまざまな植物種におい

てもプロゲステロンが検出されることから （Iino et al. 

2007； Janecko et al. 2013） 、プロゲステロンが植物に

おいても生理的に重要な機能を有していると予想されて

いる。現在までに外部からのプロゲステロン処理による

実験から、種子発芽や根、胚軸の伸長、ストレス応答へ

の関与が示唆されてきているものの（Iino et al. 2007； 

Yang et al. 2005； Turk, 2021）、プロゲステロンがどの

ようにしてこれらの生理作用を制御しているのか、ま

た、内生のプロゲステロンの働きについては明らかと

なっていない。

　プロゲステロンの生合成は哺乳動物においてよく研究

されており、コレステロールを出発物質としてコレステ

ロール側鎖切断酵素（P450scc）により側鎖部分が切断さ

れプレグネノロンとなる。その後、3b-ヒドロキシステ

ロイド脱水素酵素（3bHSD）によりプロゲステロンが合

成される（図 1 ）。一方、植物においてはジギタリスにお

いてプレグネノロンをプロゲステロンへと変換する

3bHSDが同定されていることから（Finsterbusch et al. 

1999； Herl et al. 2007）、哺乳動物とよく似た経路であ

ると予想されているものの、ほとんど解析されていない

のが現状である。また、プロゲステロン受容及びシグナ

ル伝達も哺乳動物においては核内受容体および膜受容体

の存在が知られているが植物においてその存在は明らか

になっていない。シロイヌナズナにおいて膜結合型プロ

ゲステロン結合タンパク質が報告されているものの、そ

の機能や重要性についてはほとんど解析されていないの

が現状である。

　これまでに我々は、外部からのプロゲステロン処理に

よって植物の枝分かれを負に制御する植物ホルモンであ

るストリゴラクトンの生合成が抑制されることを見出し

てきた。さらにプロゲステロン処理によりストリゴラク

トン内生量が低下するにも関わらず、枝分かれにはほと

んど影響しないことから、プロゲステロンはストリゴラ

クトン生合成以外にも様々な生理作用を有していると予

想された。

　そこで、本研究では、プロゲステロンの植物における

機能を明らかにするために、プロゲステロン生合成経路

の解析、およびプロゲステロン受容体の探索を行なった。

2 ．プロゲステロン生合成経路の解析
　ジギタリスの3bHSDの配列をクエリとし、イネにお

ける3bHSD様遺伝子を探索したところ、三遺伝子を候

補として見出すことができた。見出した遺伝子をそれぞ

図 1 ．哺乳動物におけるプロゲステロン生合成経路
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れHSD1, HSD2, HSD3とし、大腸菌を用いて組み換えタ

ンパク質を発現させた。発現したタンパク質を用いて、

プレグネノロンを基質としてNADもしくはNADPを補

酵素として使用し、酵素活性を測定した。活性は生成物

と予想されるプロゲステロン量をLC-MS/MSにより定

量することで測定した。その結果、どの組み換えタンパ

ク質でも、酵素反応によって基質であるプレグネノロン

量が低下し、反応前には検出されなかったプロゲステロ

ンのピークが確認されたことより、これらの 3 種類の酵

素は3bHSD活性を示すことが明らかとなった（図 2 ）。

また、NADを補酵素とした場合と比較してNADPを補

酵素とした場合では、ほとんどプロゲステロンへの変換

が確認できなかったことから、これらの酵素はNADを

補酵素として利用していることが明らかとなった。さら

に哺乳動物の3bHSD阻害剤であるトリロスタンによっ

て酵素反応が阻害されたことから（図 3 ）、本酵素が

3bHSDであると結論づけた。

　続いてこれらの酵素のイネにおける発現量を測定し

た。RAP-DBより3bHSDの発現変動を調べたところ、ど

の遺伝子もジャスモン酸処理により発現量が上昇してい

た。ジャスモン酸量を増加させるエリシター（塩化銅）処

理でもこれらの遺伝子発現量が上昇し、さらにプロゲス

テロン内生量が増加していたことから（図 4 ）、HSDs遺

伝子発現量の上昇がプロゲステロン内生量を増加させて

おり、植物体内でもこれらの遺伝子がプロゲステロンの

生合成に関与する可能性が示唆された。さらに塩化銅処

理時にはストリゴラクトン生合成遺伝子の発現量および

ストリゴラクトン内生量も抑制されていた。これらの結

果はプロゲステロン内生量の変化がストリゴラクトン生

合成量を変化させていることを示している。現在、これ

らの遺伝子の機能を植物レベルで解析するために過剰発

現体やゲノム編集による機能欠損体の作出を行なってい

る。

図 2 ．酵素反応後のプログネノロン（左）、プロゲステロン（右）の抽出クロマトグラム
m/z＝317/159（プレグネノロン）、315/97（プロゲステロン）。オレンジ：酵素未添加、青：酵素添加

図 3 ． Trilostane添加による酵素活性の阻害酵素とプレグネ
ノロンを用いて酵素反応をおこなった後、LC-MS/MS
によりプルゲステロンの面積値を算出し、阻害活性を
評価した。No enzyme：補酵素なし、NAD：1 mM 
NAD添加、NAD+Trilostane： 1 mM NADに50 μM 
trilostane添加

図 4 ． 塩化銅によるプロゲステロン（左）とストリゴラクトン
（4-Deoxyorobanchol：4DO）（右）内生量への影響

CuCl2： 1 mM CuCl2
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3 ．プロゲステロン結合タンパク質の探索
　続いてプロゲステロン受容体の同定を目指して、プロ

ゲステロン結合タンパク質の探索を行なった。これまで

にシロイヌナズナにおいてプロゲステロン結合タンパク

質が同定されている（Yang et al. 2005）。そこでこのホ

モログをイネで探索したところ、二遺伝子をホモログと

して見出すことができた。これらの遺伝子をプロゲステ

ロン受容体候補遺伝子と考え、大腸菌にて発現させ、プ

ロゲステロンとの結合を観察することとした。トリチウ

ム標識プロゲステロン（Perkin Elmer）と候補タンパク

質をインキュベート後NAP-5カラムによりタンパク質と

結合したプロゲステロンを含む画分を回収し、その放射

活性を測定したところ、標識プロゲステロン添加による

有意な活性の向上は観察されなかった。また、サーマル

シフトアッセイによりプロゲステロン添加によるタンパ

ク質の変性温度の変化を観察したものの、候補タンパク

質の変性温度の変化がプロゲステロンの有無により観察

されなかったことから、候補タンパク質はプロゲステロ

ンと結合しないと結論づけた。

4 ．まとめ
　上記の通り、本研究ではプロゲステロンの生合成と情

報伝達に着目していくつかの研究をおこなった。生合成

経路に関しては哺乳動物と同様に3bHSDが関与してい

ることが明らかとなり、プロゲステロンの外部からの処

理だけでなく。内生量の調節によりストリゴラクトン量

の制御が可能になる結果を示唆することができた。プロ

ゲステロン受容体に関しては、今回検討したタンパク質

はプロゲステロンと結合しないことが明らかとなった。

哺乳動物においてプロゲステロン受容体は核内受容体と

膜受容体の 2 種類が報告されている。核内受容体は植物

においてその存在は報告されていないものの、膜受容体

に関しては相同性検索から候補タンパク質を見出すこと

ができている。今後これらの解析を行うことで、プロゲ

ステロンの植物における生理作用やその作用機序が明ら

かになると考えている。

5 ．謝辞
　本研究に対して、多大なご支援を賜りました公益財団
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申請者　静岡大学　崔　宰熏

シロイヌナズナにおけるフェアリー化合物の生理的役割の解明

静岡大学　大学院農学専攻
崔　宰熏

1 ．研究背景と目的 
　公園やゴルフ場など様々な場所で芝生が輪状に繁茂ま

たは枯死し、後にキノコが発生する現象がある（図 1 ）1）。

この現象は、古くから世界各地で確認されており、神話

や伝承などにも登場する。西洋にある伝説では、妖精が

輪を作りその中で踊るとされており、フェアリーリング

現象と呼ばれている。

　静岡大学の職員宿舎で、コムラサキシメジがフェア

リーリングを形成していることを偶然発見した。その後、

フェアリーリングの原因が菌の産生する植物成長調節物

質にあると考え研究を行った。その結果、コムラサキシ

メジ菌糸体の培養濾液から 2-azahypoxanthine（AHX）

および imidazole-4-carboxamide（ICA）を発見した（図

2 ）2、3）。更に、AHXを処理したイネからその代謝産物と

して2-aza-8-oxohypoxanthine（AOH）が発見された（図

2 ）。その後の研究から、AHXは植物体内で共通して

AOHに変換されることも明らかとなり、AOHもイネ及

びシバに対してAHX同様の成長調節活性を示した4）。こ

れら 3 種類の化合物は、Nature誌が当研究グループの

研 究 成 果 の 一 部 を 紹 介 し た 記 事 の 見 出 し「fairy 

chemicals」 に 因 ん で、“ フ ェ ア リ ー 化 合 物（fairy 

chemicals、FCs）”と称している（図 2 ）。 

　FCs（フェアリー化合物）は、分類学上の科に関係なく、

試験したすべての植物に対して成長調節活性を示し、さ

らに高温・低温・乾燥・塩などの様々な非生物的ストレ

スに対する耐性を向上させることが明らかとなってい

る3-6）。これらの知見から、FCsが植物ホルモンである可

能性が強く示唆された。

　植物ホルモンには明確な定義は存在しないが、一般的

には以下の 4 つの特徴が挙げられている：

1 ）植物体内で産生される化合物であること

2 ） 微量で作用する生理活性物質・情報伝達物質である

こと

3 ）植物種に普遍的に存在すること

4 ）化学構造と生理作用が明らかにされていること

　様々な植物種を対象に、超高速高分離液体クロマトグ

ラフ（UPLC）とエレクトロスプレーイオン化連結質量分

析計（LC-MS/MS）を用いてFCsの分析を行った。その結

果、AHXはすべての植物種において、AOHとICAは多

くの植物種において検出された。これはFCsが植物に普

遍的に存在する可能性を示している7）。一部の植物で

AOHおよびICAが検出されなかったのは、検出限界以

下で内生しているか、あるいは植物の成長段階によって

FCsの内生量が変動する可能性があるためである。

　また、イネにおけるFCsの定量では、AHXが新鮮重

量（FW）あたりpmol/gレベルで存在しており、これは既

図 1　フェアリーリング現象

図 2 　フェアリー化合物の構造
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知の植物ホルモンと同程度である。したがって、FCsは

微量で作用する生理活性物質であると強く示唆される

4,7）。その成長調節作用やストレス耐性付与、さらには

イネの収量増加効果により、農業分野での応用も期待さ

れている。FCsは様々な植物体に対して成長調節作用を

示すことが確認されている。例えば、ベントグラスに対

しては、AHX、AOH、そしてその前駆体であるAICA

の処理によって伸長促進活性が認められた一方、ICAの

処理では生長抑制活性が見られた。興味深いことに、構

造が類似しているキサンチンやヒポキサンチンでは生長

に影響を与えなかったことから、 2 位の炭素原子が窒素

原子に置換されている構造的特徴が生理活性において重

要な要因と考えられる 2 ）。同様にイネにおいても、

AHXは生長促進、ICAは生長抑制を示した。さらに、

FCs処理後のイネにおけるマイクロアレイ解析の結果、

ストレス応答に関連する遺伝子の発現が変動しており、

FCsが成長調節のみならず、環境応答にも関与すること

が示唆された。特に、AHXおよびAOHがストレス耐性

遺伝子の発現を上昇させたのに対し、ICAは発現を抑制

することが確認された。これらの結果より、イネにおい

てはAHXおよびAOHが植物の成長を促進し、ICAは逆

に抑制するように機能していることが明らかとなった。

　しかしながら、現時点ではFCsが植物体内でどのよう

に受容・伝達され、代謝や遺伝子発現にどのような影響

を及ぼすのかは明確には解明されていない。

　シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）は、世界中に

広く分布する草本植物であり、2000年にはその全ゲノム

配列が解読されている。染色体数2n=10、ゲノムサイズ

125 Mbという小ささ、ライフサイクルの短さ（約 2 か

月）、交配・遺伝子編集の容易さなどから、現在ではモ

デル植物として広く遺伝学実験に用いられている。本研

究 で は、 こ れ ま でFCsの 対 象 と さ れ て こ な か っ た

Arabidopsis thaliana（Col-0）に着目し、その表現型、代

謝系、遺伝子発現系に対するFCsの影響を明らかにし、

FCsの機能の解明を目的とした。

2 ．結果・考察
　FCsの 前 駆 体 化 合 物 で あ る5-aminoimidazole-4-

carboxamide ribonucleotide（AICAR）はプリン代謝経路

で代謝されることが知られている（図 3 ）。

　 本 研 究 で は、FCsお よ び そ の 関 連 化 合 物（AHX、

AOH、ICA、AICA）がシロイヌナズナの地上部形態に

及ぼす影響を検討した。まず、図 4 においては、FCsを

含 む 1 /2 MS寒 天 培 地（0.8%、100 µM、500 µM、1 

mM）上に種子を播種し、 2 週間培養した個体の表現型

を比較した。その結果、AHXおよびAOH処理区では濃

度依存的に発芽および初期生育の促進が認められた。特

に500 µMおよび1 mM AHXでは葉の展開が良好で、コ

ントロールと比較して個体の密度および大きさが顕著に

増加していた。一方、ICA処理区では500 µM以上で著

しい生育抑制が認められ、1 mMではほとんどの個体が

発育停止または枯死状態となった。また、AICAは中程

度の促進効果を示したが、濃度が高くなると生育への影

響は限定的であった。

　次に、図 5 では、 1 /2 MS寒天培地で 1 週間初期培養

を行った後、土壌に移植し、定着後 1 回のみ30 mLの1 

mM FCsを処理した。さらに 1 週間後の地上部の表現型

を比較した。その結果、AHXおよびAOH処理区では葉

数の増加と展開の促進が観察され、生長促進効果が顕著

であった。これに対し、ICA処理区では葉の小型化、展

開不良、黄化などの生育抑制効果が認められた。AICA

処理では葉の展開が良好であり、AHXおよびAOHと同

様に軽度の促進効果が見られた。

　以上の結果から、FCsは濃度および化合物の構造に依

存してシロイヌナズナの生育に異なる影響を与えること

が明らかとなった。特に、AHXおよびAOHは植物成長

促進因子としての可能性を示す一方、ICAは強い成長抑

制因子として作用することが示唆される。これらの活性

差は、構造中のアミノ基・窒素原子の配置などが植物生

理において極めて重要な因子である可能性を示している。

　Ethyl methyl sulfonate（EMS）処理によって誘発した

突然変異個体群を対象に、FCs処理培地を用いた表現型

スクリーニングを行い、各化合物に対する耐性株の選抜

を試みた。特に、AHXおよびAICA処理条件下で有意な

伸長抑制の低下が認められたサンプルについて、FCsの

代謝酵素あるいはシグナル伝達に関与する遺伝子の探索

を目的として解析を行った。

　まず、得られた変異体が本当にFCsに対する耐性を有

するかを確認するため、各株について無処理条件および

処理条件下（AHX： 300 µM、AICA： 200 µM）での根の

長さを測定した。その結果、処理時に野生型（WT）と比

較して有意に根が長かった個体を、AICA耐性株から 8
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図 3 　AICARのプリン代謝経路を通じた代謝

図 4 　 FCsを 2 週間処理した際のシロイヌナズナの地上部の
表現型

図 5 　 1 mM FCsを処理した際のシロイヌナズナの地上部の
表現型（土壌移行 2 週間目）
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株、AHX耐性株から20株選抜することができた。

　さらに、無処理と処理条件下における根の長さから算

出した伸長抑制率を評価したところ、WTを100%とし

た場合に抑制率が50%以下であった株は、AICA耐性株

で 3 株、AHX耐性株で 8 株存在していた。これらは、

FCsによる根の生長抑制に関与する因子が欠損している

可能性を示唆する。一方で、伸長抑制率が90%以上であっ

た株も観察されたが、これらはFCsとは無関係に生長を

抑制する変異を持つ可能性が高いため、目的とするFCs

関連遺伝子の同定には不適と考えられる。しかしながら、

これらの株も以降の解析においてAHX・AICA耐性候補

株として継続的に評価を行った。

　次に、これらの耐性候補株の地上部表現型を評価する

ため、寒天培地で初期生育させた後、土壌に移植し、 3

週間の土壌培養を実施した。その結果、WTではロゼッ

ト葉の形成が確認され、茎や花の形成は見られなかった

のに対し、耐性株の中にはロゼット葉の形成がWTより

も遅延している、あるいは異常形態を示す株（AHX耐性

株：#680, #946, #1210、AICA耐 性 株：#152, #944, 

#1194）が存在した。また、逆に地上部の形成が促進され、

茎の形成が始まっている株（AHX耐性株：#624, #712, 

#1333）も確認された。

　これらの結果から、AHXおよびAICA耐性株の中に

は、FCsの処理とは直接関係なく、植物の生長や形態形

成に関与する遺伝子に変異を有する株が含まれている可

能性が高いことが示唆された。

3 ．まとめ
　本研究では、FCs（AHX、AOH、ICA、AICA）がシロ

イヌナズナの地上部の形態に与える影響を調べた。寒天

培地での 2 週間培養（図 4 ）では、AHXおよびAOHは濃

度依存的に生長促進効果を示し、ICAは高濃度で生育を

強く抑制した。AICAは中程度の促進効果を持つが、濃

度依存性は限定的だった。土壌に移植後1 mMのFCsを

処理した実験（図 5 ）でも、AHX・AOHは葉の展開を促

進し、ICAは抑制、AICAは軽度の促進効果を示した。

　さらに、EMS処理により作出した突然変異体をFCs処

理培地でスクリーニングし、AHXおよびAICAに対する

耐性株を選抜した。根の伸長試験の結果、AICAで 8 株、

AHXで20株が耐性候補として選ばれ、特に伸長抑制率

が50％以下の株も複数確認された。一方、90%以上の抑

制を示す株は、FCsとは無関係な変異を持つ可能性が高

い。

　最後に、耐性株を土壌で 3 週間育成し、地上部の形態

を観察した結果、一部ではロゼット葉の形成遅延や異常

形態、一部では茎の形成が早まる株も見られた。これに

より、FCs応答とは別に植物の形態形成に関与する遺伝

子変異を有する株が存在する可能性が示唆された。
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固体担持ビスマス触媒の創製と植物由来アルコール類を
原料とした触媒的ヘテロ環合成とフロー反応系への展開

山形大学　大学院理工学研究科
皆川　真規

1 ．はじめに 
　ヘテロ環骨格は、医薬品や有機電子材料の機能性分子

として必要不可欠な基礎骨格である。しかしながら、通

常ヘテロ環化合物合成には多段階を要するため、多種多

様なヘテロ環化合物を直接的・効率的に合成する手法の

開発は重要である。申請者は、環境に調和した直接的か

つ効率的な触媒的ヘテロ環合成法の開発を行ってきた1。

その結果、ヘテロ環骨格を入手容易な原料から触媒的・

効率的に構築する均一系触媒反応の開発に成功してき

た2。 一方、フロー反応は反応・エネルギー効率や安全・

経済面に優れており、これからのデジタル化社会を見据

えた自動制御可能な反応システムとしても注目されてい

る。近年、フロー型医薬品合成が達成され、持続可能な

次世代型有機合成システムとして期待されている3。し

かしながら多種多様な機能性分子構造を効率的にフロー

合成するには未だ至っていない。様々な機能性分子をフ

ロー合成するために新しい直接的かつ効率的な機能性分

子基礎骨格を構築する触媒反応系の開発は非常に重要で

あり、新規フロー合成への鍵となる。本研究では、申請

者が独自に開発してきた均一触媒反応系、すなわち安価

で低毒性のビスマス触媒を用いたヘテロ環化合物合成、

を不均一触媒反応系およびフロー反応への展開を目的と

した。具体的には、（1） 安価で低毒性のビスマス固体担

持触媒創製 （2） 医薬品や有機電子材料の機能分子とし

て必要不可欠な基礎骨格であるヘテロ環化合物の、植物

由来成分を活用した不均一触媒合成反応系への展開 （3） 

フロー型ヘテロ環合成実現を目的とした。

2 ．結果と考察
　固体担持ビスマス触媒として、現在までにシリカゲル

担持ビスマストリフレート触媒； Bi（OTf）3/SiO2 のみが

1 例報告されている4。この既存の手法を基に、シリカ

ゲル（SiO2）とアルミナ（Al2O3）、酸化チタン（TiO2）、セ

ルロースパウダー（Cellulose）、およびβ-シクロデキス

トリン（β-CD）担持ビスマストリフレート触媒をそれぞ

れ調製した（Figure 1）。

　得られた固体担持ビスマス触媒を触媒反応に適用し、

触媒能を検討した。具体的には、モデル反応として4-メ

チルフェノール（1）と植物由来アルコール（プレノール

2 ）を原料とした含酸素ヘテロ環合成について、トルエ

ン溶媒中80 ℃、 1 時間の反応条件において、調製した

固体担持ビスマスを触媒として用いた（Figure 1）。

　均一系のビスマストリフラートを触媒として用いた場

合、目的化合物2,2,6-トリメチルクロマン（3a）を51％の

単離収率で得た（Table 1、entry 1）。調製したシリカゲ

ル担持ビスマストリフレートを触媒として用いた場合、

目的物3aの収率は40％であった（Table 1、entry 2）。ア

ルミナ担持ビスマス触媒を用いた場合、目的物は
1H-NMR分析で確認できなかった（Table 1、entry 3）。

酸化チタン担持ビスマス触媒を用いた場合、目的環化物

を70％単離収率で得ることができた（Table 1、entry 4）。

セルロールおよびβ-シクロデキストリン（β-CD）担持ビ

スマス触媒では、反応は進行しなかった（Table 1、

entries 5 and 6）。市販の固体酸触媒DOWEX、または

酸化チタンのみを用いた場合、目的物は確認できなかっ

Figure 1．Preparation of solid-supported bismuth catalyst
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た（Table 1、entries 7 and 8）。これらの結果より、酸

化チタン担持ビスマストリフレート触媒がフェノールと

アリルアルコールを原料とした含酸素ヘテロ環の合成に

おいて、有効な不均一触媒であることが示唆された。し

たがって、不均一触媒としての酸化チタン担持ビスマス

触媒の基質汎用性を検討した。すなわち、酸化チタン担

持ビスマス触媒存在下、さまざまなフェノール類とプレ

ノールの環化反応について検討した（Scheme 1）。

　酸化チタン担持ビスマス触媒存在下、4-エチルフェ

ノールとプレノール（2a）をトルエン溶媒中、80 ℃、 3

時間で撹拌した場合、目的環化物6-エチル-2,2-ジメチル

クロマン（3b）を70％単離収率で得ることができた。同

様の触媒反応条件下、4-イソプロピルフェノールおよび

4-ターシャリーブチルフェノールを用いた場合も、環化

反応は良好に進行し、ヘテロ環化合物3cおよび3dをそ

れぞれ77％と74％単離収率で得た。出発物質として4-ベ

ンジルフェノールを用いた場合、対応するヘテロ環化合

物3eを69％収率で得た。また、4-フルオロフェノールを

用いた場合、同様の反応条件下、目的ヘテロ環化合物3f

を64％単離収率で得た。一方、4-クロロフェノールと4-

ブロモフェノールを出発物質として用いた場合、目的物

の収率は 3 割程度にとどまった。しかしながら、反応温

度を80 ℃から100 ℃に上げて17時間撹拌することで、

対応するヘテロ環化合物 3 g、3hをそれぞれ61％および

65％の収率で得ることができた。原料にナフトール1i–k

を用いた場合、酸化チタン担持ビスマス触媒存在下、反

応温度80 ℃、 3 時間の条件で目的としたヘテロ環化合

物3i-kを85–99％単離収率で得ることができた。これらの

結果より、今回調製した酸化チタン担持ビスマス触媒は、

さまざまなフェノール類と植物由来成分プレノールを用

いた環化反応に有効であった。

　次に、 この触媒反応条件のビタミンE合成への適用を

試みた。すなわち、酸化チタン担持ビスマス触媒存在下、

2,3,5-トリメチルベンゼン-1,4-ジオール（1l）と植物由来成

分フィトール（2b）を用いた環化反応による、ビタミンE 

（DL-α-トコフェノール： 3l）の一段階合成を検討した

（Scheme 2）。この環化反応は、反応温度60 ℃で16時間

撹拌することにより良好に進行し、目的ヘテロ環化合物

ビタミンE （DL-α-トコフェノール： 3l）を80％の単離収

率で得ることができた。したがって、今回調製した酸化

チタン担持ビスマス触媒は、長い側鎖を有するアリルア

ルコールの環化反応にも適用可能であり、良好な収率で

ビタミンEの一段階合成に成功した。

　また、酸化チタン担持ビスマス触媒を用いたヘテロ環

Table 1．  Catalytic Preparation of an O-heterocycle 3a
from 4-methylphenol （1a） and prenol （2a）a

entry catalyst （5.0 mol%） yield of 3 （%）b
1 Bi（OTf）3 51
2 Bi（OTf）3/SiO2 40
3 Bi（OTf）3/Al2O3 （< 1 ）
4 Bi（OTf）3/TiO2 70
5 Bi（OTf）3/Cellurose （< 1 ）
6 Bi（OTf）3/β-CD （< 1 ）
7 DOWEX （< 1 ）
8 TiO2 （< 1 ）

aReaction conditions： 4-methylphenol 1 （0.10 mmol） and prenol 
（2a： 0.15 mmol） in toluene （0.2 mmol） was stirred at 80 °C for 1 h 
in the presence of 5.0 mol% of catalyst （based on 1） under air. 
bisolated yield and NMR yield in parentheses.

aStandard reaction conditions： phenol 1 （0.10 mmol） and 
prenol （2a： 0.30 mmol） in toluene （0.2 mmol） was stirred 
at 80 °C for 3 h in the presence of 5.0 mol% of Bi（OTf）3/
TiO2 catalyst （based on 1） under air.

Scheme 1． Cyclization of phenols 1 with prenol （2a） in 
the presence of Bi（OTf）3/TiO2 catalysta
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合成の回収再利用実験を行なった（Scheme 3）。具体的

には、6-ブロモナフタレン-2-オール（1j）とプレノール

（2a）を、酸化チタン担持ビスマス触媒存在下、トルエ

ン溶媒中温度80 ℃ 3時間での反応における触媒の回収

再利用実験を行なった。反応後の触媒回収には、遠心分

離機を用いた。その結果、最初の実験では99％収率で生

成した目的ヘテロ環化合物3jは、 2 回目の再利用でも

99％収率で目的物3jを得ることができた。回収再利用 3

回目は91％、 4 回目は89％、 5 回目は85％で 6 回目は

88％収率であった。したがって、今回調製した酸化チタ

ン担持ビスマス触媒は、回収再利用が可能であり、脱水

反応を伴う環化反応に対しても継続的な効果を発揮でき

ることがわかった。

　継続的に利用できることが確認できたため、調製した

酸化チタン担持ビスマス触媒のフロー反応への展開を試

みた。具体的には、4-メチルフェノール（1a）とプレノー

ル（2a）のトルエン溶液（0.25mM）を、60 ℃に加熱した酸

化チタン担持ビスマス触媒をつめたφ3 x 50 mmのカラ

ム に、 流 速0.20 mL/minで 流 し、 環 化 反 応 を 試 み た

（Figure 2）。その結果、目的ヘテロ環化合物 3 が70％収

率で生成していることを確認した。

3 ．まとめ
　新規ビスマス固体担持触媒を調製し、その触媒活性を

検討した。調製した固体触媒の中では、酸化チタン

（TiO2）担持ビスマストリフレート触媒が、フェノール

と植物由来アリルアルコール（プレノール）を用いた環化

反応による含酸素ヘテロ環合成に有効であった。また、

同様の反応条件では、ビスマストリフレートのみを用い

た均一触媒反応系や市販の固体酸DOWEXを用いた不均

一触媒反応系よりも、酸化チタン担持ビスマストリフ

Scheme 2．Cyclization of 2,3,5-trimethylbenzene-1,4-diol （1l） 
with phytol （2b） in the presence of Bi（OTf）3/
TiO2 catalyst

Figure 2．Flow reaction of 4-methylphenol with prenol 

Scheme 3．Catalyst recycling
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レート触媒が含酸素ヘテロ環合成に有効であった。この

酸化チタン担持ビスマストリフレート触媒は、さまざま

なフェノール類とプレノールを用いた含酸素ヘテロ環合

成に適用することができた。また、植物由来成分フィトー

ルを用いたビタミンEの一段階合成も達成することがで

きた。この酸化チタン担持ビスマストリフレート触媒は、

回収再利用が可能であり、収率をあまり損なうことなく、

6 回のヘテロ環合成に利用することができた。さらに、

酸化チタン担持ビスマス触媒による不均一触媒反応系は

フロー合成に展開することができ、4-メチルフェノール

とプレノールを用いた環化反応により、ヘテロ環化合物

を良好な収率で得ることができた。今後は、不均一触媒

反応系のさらなる基質汎用性や触媒反応条件の検討、お

よびフロー反応への展開を行っていきたい。
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申請者　理化学研究所　草野　修平

植物バイオマスの飛躍的増産に向けたケミカルバイオロジー

理化学研究所　環境資源科学研究センター
草野　修平

1 ．背景と目的
　カーボンニュートラルに向けた取り組みが世界各国で

進められるなか、植物バイオマスの需要が急速に伸びて

いる［ 1 ］。世界の植物バイオマス需要を満たしていく

ためには、バイオマス生産性の増強が欠かせない。事実、

植物の高バイオマス化に向けて、バイオマス増収をもた

らす遺伝資源情報の整備を進めて、品種改良によって高

バイオマス植物を作出しようとする機運が高まっている

［ 2 ］。しかし、多層的に制御された複雑な植物の生長機

構において、どの工程を狙えば植物を高バイオマス化で

きるのか、未だ明確な指針は打ち立てられていない。

　研究代表者はこれまで、バイオマス増産に向けた有望

な指針を化合物に見出してきた。すなわち、イネの表現

型スクリーニングを通じて、イネの収量を約30%も向上

させる化合物Aの同定に成功した（図 1 A）。また特筆す

べきは、化合物Aは、イネの他にアブラナ科やマメ科に

も同様の効果ともたらす点である。つまり、化合物Aの

作用機構を解明できれば、あらゆる作物種のバイオマス

生産性強化につながる画期的な作物設計指針を同定でき

る可能性が高い。上記背景を踏まえて、本研究では独自

に見出してきた化合物Aを起点に、その作用機構解明研

究を通じて、植物生長の未知なる分子機構に切り込み、

植物のバイオマス生産性を引き出すための糸口を探るこ

ととした（図 1 B）。

2 ．結果と考察
2-1．標的候補タンパク質の同定
　化合物Aの作用機構解明に向けて、まず植物内におけ

る化合物Aの作用点となる標的タンパク質の同定から着

手した。標的タンパク質の同定には、一般的な研究手法

であるアフィニティ法を採用した［ 3 ］。すなわち、化

合物Aをビーズ上に固定化したアフィニティプローブを

作成し、イネ抽出物の中からビーズ上に結合するタンパ

ク質を分離し、質量分析によって同定するという方法で

ある（図 2 ）。はじめに、アフィニティプローブを作成す

るべく、構造活性相関解析を実施し、化合物A本来の生

物活性に干渉しない官能基修飾位置を決定した。この情

報を踏まえて、リンカーを介して固相担持の足掛かりと

なるアミノ基を導入した化合物Aの誘導体を合成した

図 1 ．本研究の概要 図 2 ．標的タンパク質の同定実験
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［ 4 ］。これをアガロースレジン上へ縮合反応によって担

持することで、標的同定用のアフィニティプローブを作

成した（図 2 A）。本プローブを用いて標的同定実験を進

めた。具体的には、播種後10日目のイネ（日本晴）からタ

ンパク質を抽出し、上記のプローブに結合するタンパク

質のon-beadトリプシン消化した後、得られたペプチド

断片を液体クロマトグラフィータンデム質量分析（LC-

MS/MS）によって解析した（図 2 B）。 その結果、有力

な標的候補として分子サイズ約24 kDの機能未知タンパ

ク質Xを同定することに成功した（論文未発表であるた

め、タンパク質Xに関する詳細の記載は控える）。相同

性解析の結果、タンパク質Xは植物種を超えて広く保存

された酵素であることも明らかになった。

2-2．in vitroにおけるタンパク質Xの機能解析と化合物
Aの作用様式の検討

　機能未知であるイネ由来タンパク質Xの酵素機能を検

証するべく、in vitroにおいて酵素活性試験を実施した。

本実験に必要となるリコンビナントタンパク質は、大腸

菌を宿主として発現させ、大量かつ高純度に得ることが

できた（図 3 A）。酵素活性試験を実施した結果、他の植

物種で報告されているように、イネ由来タンパク質Xに

も同様の酵素活性が確認された（図 3 B）。続いて、タン

パク質Xに対する化合物Aの作用効果を検討した。化合

物Aの存在下/非存在化において酵素活性評価試験を実

施したところ、化合物Aはタンパク質Xの阻害剤として

機能することが明らかとなり、そのIC50値は0.5 µM程度

であった。 

2-3．植物内における化合物Aの阻害活性の検証
　in vivo（植物）においても化合物Aはタンパク質Xを阻

害し得るのか検証するべく、タンパク質Xの基質分子の

定量実験を実施した。すなわち、in vivoにおいても化

合物Aがタンパク質Xの阻害剤として機能するのであれ

ば、植物中のタンパク質Xの基質分子の量が増加すると

考えた。基質分子の定量は、LC-MS/MSによって行っ

た［ 5 ］。図 4 に示すように、化合物A処理した植物で

は未処理の植物と比較して、基質量が約1.4倍増加する

ことが明らかとなった。この結果を踏まえて、イネ中で

増加した基質が下流の遺伝子発現に摂動を与えているの

ではないかという仮説のもと、化合物Aおよび基質分子

を処理したイネの遺伝子発現解析を実施した。予備的で

はあるが、化合物Aと基質分子処理時に同じ遺伝子群の

発現量が上昇することが確認できた。これらの結果は、

タンパク質Xが化合物Aの有力な標的候補であることを

強く支持するものと考えている。 

3 ．まとめ
　本研究では、ケミカルバイオロジーの手法を駆使して、

植物バイオマスの増産に向けた新知見を得ることを目指

した。本研究に先立って見出してきた化合物Aを研究基

盤として、イネにおける化合物Aの作用機構解明を進め

た。その結果、化合物Aの有力な作用標的候補として、

タンパク質（酵素）Xを同定することに成功した。リコン

ビナントタンパク質Xを用いたin vitroでの酵素活性の

結果から、化合物Aはタンパク質Xの阻害剤であること

が明らかになった。加えて、化合物Aはin vivoにおいて

もタンパク質Xを阻害し、その結果蓄積する基質分子が

下流の遺伝子発現に摂動を与えていることが示唆され

図 3 ．酵素活性試験 図 4 ．基質分子の定量実験. ±SE, n = 6, p<0.05
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た。以上の結果を統合して、タンパク質Aがイネの生長

制御に関わる新規因子である可能性が高いと考えてい

る。またタンパク質Xをコードする遺伝子は、植物種を

超えて広く保存されている。タンパク質Xの機能解明は

あらゆる作物種のバイオマス増産に繋がる可能性を秘め

ているかもしれない。今後、ゲノム編集技術を用いたタ

ンパク質Xの機能欠損変異体の作出等、化合物Aの作用

機構解明、タンパク質Xの機能解明に向けてさらなる検

証を進めていく。
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申請者　筑波大学　木下　奈都子

植物の腺性毛状突起で高付加価値テルペノイドを生合成する

筑波大学 生命環境系
木下　奈都子

　本報告では、生育地及び適応環境が異なる複数のユー

カリ（Ep）属樹種におけるテルペン合成酵素の配列比較、

および機能的アミノ酸残基の構造的保存性について解析

した。特にEpのテルペン合成酵素を中心に、同族酵素

群との比較配列解析、機能部位の保存性、立体構造モデ

ルの相同性比較に基づいて、各種ユーカリ属の触媒特性

の共通性と多様性を明らかにした。

　さらに、植物での発現には大腸菌での発現とコンスト

ラクトの構築、アグロバクテリウムでの発現を介して植

物細胞での発現が達成されるが、今回、ユーカリのテル

ペン合成酵素は大腸菌での発現に適しないことが判明し

た。この点に関しても、議論する。

　最後に、毛状突起という閉鎖された空間で、高濃度で

分泌して精製することを最終的な目的としている点に関

して、外からの刺激で更に高濃度で蓄積させる手法に関

する解析を行った。

　配列比較からは、59–70番のRRSANYKPNVW配列が

GPP（ge r any l  d i p h o sph a t e）からLPP（l i n a l y l 

diphosphate）への異性化を誘導する重要なモチーフであ

る こ と が 確 認 さ れ た。 こ の 配 列 はEpお よ び 他 の

Eucalyptus種において高い保存性を示しており、異性化

反応の共通基盤を担っていることが示唆される。また、

Mg²＋クラスターの補助結合に関与するDEARモチーフ

（274–277）や、主金属クラスターDDXXDの一部である

IDDVY（314–318）、疎水性ポケットの形成に寄与する

FWNCAMVFEPQYTA（336–349）は、いずれも構造的・

機能的保存性が高く、酵素の立体構造を安定化させ、炭

化水素骨格の誘導反応に寄与していると考えられる。さ

らにC末端付近のARGDNFK（~490）などはFGPPリン酸

基との直接的な相互作用が予想され、これらの部位の種

間変異が基質選択性や生成物分布に影響を与えている可

能性がある。

　立体構造モデルとの照合では、Mentha spicataの（4S）

-limonene synthaseのPDBデ ー タ（2ONG） お よ び

AlphaFoldによる予測構造と比較することで、ユーカリ

属TPSにおける保存された構造ドメインの同定が可能と

なった。特にC末端に位置するR495に相当する残基が、

リガンド認識や触媒部位の精密な調整に関与している可

能性があることが示唆された。R495近傍は疎水性ポケッ

ト形成やリン酸基との静電的相互作用を担うと考えら

れ、活性中心のダイナミクスに寄与していると予測され

る。

　このような保存ドメインと変異領域の並存は、テルペ

ン骨格の多様性と進化的適応性を反映していると考えら

れ、種ごとの代謝産物の差異にも直結する。今後は、こ

れらの部位に対する部位特異的異導入による機能検証

や、in vitro酵素活性試験と組み合わせた解析により、

より詳細な構造機能相関が明らかになることが期待され

る。

　以上の比較解析により、Epに特異的な合成酵素が、

複数のEucalyptus種にわたって保存された機能ドメイ

ンを持つ一方で、C末端近傍における残基の違いにより、

各種酵素の触媒特性に差異が生じる可能性が示唆され

た。これらの知見は、テルペン合成酵素の構造と機能の

相関解析において重要な情報となるだけでなく、工業的

な応用に向けた酵素改変や品種選抜のターゲットとして

の基盤となる。

　植物由来のテルペン合成酵素、とくにユーカリ属のも

のは、大腸菌（Escherichia coli）における発現が一般に

困難であることが知られている。主な要因として以下の

点が挙げられる。

　第一に、コドン使用の最適化の不一致がある。植物と

大腸菌では翻訳に利用されるtRNAの頻度が異なるた

め、植物由来遺伝子のままでは発現効率が低下すること
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が多い。とくにAGGやAGAなどの希少コドンは大腸菌

で十分に供給されず、リボソームの停止や読み枠ずれを

引き起こす原因となる。

　第二に、タンパク質の立体構造形成（フォールディン

グ）と翻訳後修飾の違いが挙げられる。テルペン合成酵

素は多くが高い疎水性領域を持ち、正しい構造形成には

植物細胞の特異なシャペロンや小胞体などの分子環境が

必要である。大腸菌にはこれらの補助因子が存在しない

ため、合成されたタンパク質は不溶性のインクルージョ

ンボディとして沈殿することが多く、可溶性かつ活性型

としての発現が難しい。

　第三に、TPS酵素の多くは金属イオン（Mg²＋やMn²＋）

図 1 　ユーカリの異なる種におけるテルペン合成酵素のアミノ酸配列の保存性
アラインメント図および機能残基分布
RRSANYKPNVWなど、GPPからLPPへの異性化誘導に関わる残基の保存性とMg²＋クラスター補助結合（DEAR）、疎水性ポケッ
ト（FWNCAMVFEPQYTA）、主金属クラスター（IDDVY）などの位置
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を補因子として必要とし、また疎水性の基質（例：

geranyl diphosphate, farnesyl diphosphate）を受容する

ため、適切な補因子環境や膜状構造を持たない大腸菌で

は活性を持った形での発現が困難となる。これに加えて、

テルペン類は大腸菌にとって細胞毒性を持つことも多

く、細胞死や代謝抑制を引き起こす可能性も否定できな

い。

　加えて、特徴的なN末端側のシグナル配列（例：

plastid targeting signal）がタンパク質の発現や安定性を

阻害することもある。この配列は植物細胞での小器官局

在を担っているが、大腸菌では不要であり、逆に翻訳の

効率低下や誤フォールディングの原因となる。

　これらの課題に対処するためには、コドン最適化、N

末端配列の除去、融合タンパク質化（例：MBP, GSTタ

グ）、シャペロン共発現、低温誘導発現系の利用、ある

いは植物由来の細胞フリータンパク質合成系（wheat 

germ systemなど）の利用が必要である。

　今後の展望としては、特定残基の部位特異的変異導入

による活性変化解析や、組換え発現による精密な機能解

析を通じて、性合成酵素の構造機能相関を明らかにする

必要がある。また、テルペン合成系の合成生物学的応用、

特に高収量化や新規化合物の創出を目指した酵素工学的

アプローチにも、本研究の知見は有用であると考えられ

る。

　最後に、植物体内で高付加価値な二次代謝物（例：精

油成分やテルペン類）を効率的かつ局所的に蓄積・分泌

させる方法の開発を目指し、その誘導因子として揮発性

アルデヒド類の応用可能性を検討した。特に、本手法の

適用対象として、代謝産物を濃縮・分泌する構造である

毛状突起に注目し、刺激による形態学的および機能的応

答の可視化と評価を行った。

　アルデヒド類を植物体に短時間暴露した後、蛍光イ

メージングにより代謝応答を観察した結果、茎や葉の表

面に存在する毛状突起において強い蛍光シグナルが局在

的に蓄積していることが確認された。この蛍光は、代謝

物が細胞内で蓄積していること、あるいは細胞外への分

泌が起こっていることを示唆する。特に、トリコームの

先端や基部など、構造的に輸送や蓄積が期待される部位

で蛍光が集中的に検出されたことから、細胞内の小胞輸

送や膜輸送活性の変化が関与している可能性がある。

　興味深いことに、毛状突起先端からの蛍光物質の滲出

も観察された。これは、外的刺激によって代謝産物が蓄

積されるだけでなく、能動的な分泌反応が誘導されてい

ることを示すものであり、トリコームが単なる貯蔵器官

ではなく、化学的防御や分泌型生合成拠点としての役割

を果たすことができる可能性を示唆する。

　さらに重要なのは、茎葉部だけでなく花芽においても

明瞭な蛍光シグナルが観察された点である。これらのシ

グナルが毛状突起由来のものか、それとも花弁、雌蕊、

雄蕊、あるいは花粉など、花器官の代謝的活性部位に由

来するものかは未確定であるが、花部にも高い代謝反応

性がある可能性が示された。とくに、トリコームと同様

の局所的な蓄積能が花弁などの器官に存在する場合、毛

状突起に比べてより面積が大きく、処理が容易な花弁で

化合物を回収する戦略が新たな選択肢となる。これは、

植物の生産部位として花器官を活用するという新たな応

用の可能性を開くものである。花は容易に切り取ること

ができ、植物本体を傷つけずに非破壊的かつ選択的な回

収が可能であり、工業的応用においても操作性と再現性

に優れる。

　さらに、白色光下での連続観察では、毛状突起様の新

たな突起構造が形成され、それが破裂・崩壊して内部内

図 2 　揮発性有機化合物への暴露による毛状突起での高付加価値化合物の効率の良い生合成及び蓄積法の開発
左： 茎における毛状突起での蛍光シグナルの発現、右： 花芽における蛍光シグナルの蓄積
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容物を放出する様子が明瞭に確認された。この現象は、

化学刺激が既存の分泌構造に蓄積を誘導するだけでな

く、トリコームの新生そのものを誘導していることを示

すものであり、細胞分裂や分化プログラムの再活性化が

関与している可能性がある。加えて、破裂型の放出機構

は、細胞壁リモデリングや細胞内圧の制御といった応答

を介して、分泌能を構造的に増強する戦略の一部である

可能性も考えられる。このように、アルデヒドによる刺

激は、代謝物蓄積、分泌能活性化、構造新生という三重

の応答を同時に誘導しうる極めて強力な外因性調節因子

であることが明らかとなった。

　以上の結果から、揮発性アルデヒド類は、植物体内に

おいて毛状突起および花器官の二次代謝活性を高め、目

的とする高付加価値化合物の蓄積と分泌を空間的に制御

可能とする新たな化学刺激手法として、十分な可能性を

有することが示された。今後は、観察された蛍光蓄積が

どのような化学物質に由来するかを明らかにするため、

質量分析やクロマトグラフィー等を用いた定性・定量分

析が必要である。また、刺激条件（アルデヒドの種類・

濃度・暴露時間）の最適化、植物種の選定、さらにはト

リコーム形成能の品種間比較などを通じて、本手法を汎

用性のある生産誘導技術として確立していくことが期待

される。

　トリコームからの揮発性有機化合物は実際、害虫から

の被害によってその生合成が活性化され、周辺の植物は

この揮発性有機化合物を認識すると免疫反応が活性化す

る。この揮発性有機化合物にはアルデヒドも含まれてい

る。周辺での植物のトリコームに高付加価値性の揮発性

有機化合物が蓄積している可能性は十分にある。実際、

これら 2 次的に揮発性有機化合物を感受した植物は害虫

からの被害に関して耐性を示すこともこの可能性を示唆

している。この植物群全体における揮発性有機化合物の

放出と生産の可視化はメディアでも広く取り上げられ

た。例えば、2023年には、NHKのアメリカ版ストリー

ミングサービス、Curiosity StreamでNatures Hidden 

Miracles Episode 1でも紹介された。このドキュメンタ

リーは、第64回科学技術映像祭において内閣総理大臣賞

も受賞した。さらに、2024年には、講談社のムック植物 

新訂版（動く図鑑MOVE）で取り上げられ、Amazonでは

カテゴリー内のベストセラーになっている。この研究結

果をフランス政府によるExploration Franceで採択さ

れ、 パ リ 高 等 師 範 学 校 （Ecole Normale Supérieure 

Paris） とソルボンヌ大学で招待公演を行った（2023年）。

この技術は、大学見本市「イノベーションジャパン」

（2023） で 好 評 を 得 た の み で な く、 米 国 農 学 学 会 

（Agriculture Society of America） （2023） や農研機構

（農業・食品産業技術総合研究機構）（2024年）でも研究発

表を行なった。また、茨城テックプランターでファイナ

リスト （2023） となり、得られた画像は在日フランス大

使館の在日フランス大使館 第 4 回サイエンスフォトコ

ンテスト「科学の幽玄−Beauté Cachée de la Science」

で、ファイナリスト並びに、Prix du Public （観客賞）

（2024） を受賞した。日本未来館では、第 1 回から第 4

回までのサイエンスフォトコンテスト科学の幽玄−

Beauté Cachée de la Scienceの作品から選ばれた10作品

の一つとして展示された。このように、学術面でも、一

般市民に対するアウトリーチでの貢献も期待できる成果

が得られた。
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植物由来ヒスチジンリッチ分子を活用した
植物機能改変技術の開発

鳥取大学　農学部
岩崎　崇

1 ．研究背景・目的
　脱炭素社会の構築は喫緊の課題であり、全球規模でそ

の実現が声高に叫ばれている。脱炭素社会を実現する鍵

のひとつとして「植物の品種改良」が挙げられる。品種

改良によって植物の成長速度やバイオマスを強化し、栽

培しやすい品種を作出することで、大気中のCO2吸収を

促進し、再生可能エネルギーの増産を実現することがで

きる。しかし、遺伝子組換え技術に依存した従来の品種

改良法では、国内における社会的受容の低さや、社会実

装までに長い時間を要するといった課題が存在する。そ

こで本研究では、迅速な脱炭素社会の構築を目指し、植

物を迅速に品種改良する「植物機能改変技術」の技術基

盤の開発を目指す。

　具体的には、古典的な育種法（交配や遺伝子組換えに

よる品種改良）に代わる新しい高速育種法として、「非遺

伝子組換えゲノム編集技術」を利用した植物の育種法を

開発する。ゲノム編集酵素（タンパク質）を植物細胞内へ

直接かつ効率的に導入することで、遺伝子組換えを使わ

ずに、植物細胞の性質を自在に改良する技術を創出する。

この手法を実現するために、本研究では、植物細胞内に

タンパク質を効率的に輸送することができるタンパク質

輸送キャリアーの探索・開発を目的とする。

　本研究では、タンパク質輸送キャリアーとしてヒスチ

ジンを高度に含有するヒスチジンリッチペプチド/タン

パク質（Histidine-rich peptide/protein： HRP）に着目し

た。これまでに我々は、ヒスチジンのみを連続して人工

合成したHRP（人工HRP）が植物細胞に対するタンパク

質輸送キャリアーとして有効であることを報告している

（図 1 ）［1］。人工HRPの中でも、ヒスチジンが20残基連続

したH20配列を融合したタンパク質は、さまざまな植物

細胞の細胞壁と細胞膜を通過して細胞内へ取り込まれる

ことから、人工HRPであるH20配列は植物細胞に対する

有力なタンパク質輸送キャリアーである。

　さらに我々は、この人工HRP（H20配列）をゲノム編集

酵素に融合することで、遺伝子組換えを使わずに植物細

胞をゲノム編集する「非遺伝子組換えゲノム編集技術」

の 概 念 実 証 に 成 功 し て い る（ 国 際 出 願PCT/

JP2021/046845）（図 2 ）。しかし、上記技術はゲノム編

集効率が低いため、実用化には至っていない。その原因

として、上記技術は人工HRPを利用しているため、植

物細胞のHRP取込み機構の本来のポテンシャルを存分

に引き出せていない（人工HRPでは植物細胞のHRP受容

体との結合親和性が不十分である）可能性が挙げられる。

上記技術を実用化レベルにまで改善するために、植物細

胞のHRP取込み機構の本来のリガンド（植物由来の天然

HRP）を利用する必要がある。

図 1 ．植物細胞に対する人工HRPの分子輸送能
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　そこで、本研究では、「高い分子輸送能を有する植物

由来の天然HRPを探索し、ゲノム編集酵素の輸送キャ

リアーとして利用する」ことを目指し研究開発を行った。

2 ．研究方法
2 ．1 ．生化学的手法による天然HRPsの探索
　モデル植物であるタバコN. tabacumに内在する天然

HRPsに着目し、生化学的なアプローチにより高いタン

パク質輸送能を有する天然 HRPを探索し、その同定を

試みた。タバコの植物組織からタンパク質抽出画分を調

製した。次いで、Niイオン固定化カラムを用いたアフィ

ニティー精製により、ヒスチジンを高度に含有する天然

HRPs画分を得た。この天然HRPs画分をBiotin標識し、

タバコ培養細胞に添加することで、Biotin標識天然

HRPsを細胞内へ取り込ませた。その後、タバコ細胞の

細胞壁を除去し（プロトプラスト化し）、細胞破砕液を

Avidinカラムにてアフィニティー精製することで、細

胞内に取り込まれたBiotin標識天然HRPsを回収した。

上記にて得られたBiotin標識天然HRPs画分をLC-MS/

MS質量分析によりアミノ酸配列を決定し、分子輸送

キャリアーとして利用可能な天然HRPsの同定を試みた

（図 3 ）。

2 ．2 ．BLAST検索による天然HRPsの探索
　植物全般に存在する複数の天然HRPsに着目し、バイ

オインフォマティクス解析と生化学的アプローチにより

高いタンパク質輸送能を有する天然 HRPを探索し、そ

の同定を試みた。NCBI Protein BLAST検索により、植

物全般に存在する天然HRPsのアミノ酸配列情報を得

た。これら天然HRPsをコードする人工遺伝子を合成し、

無細胞タンパク質発現系により、蛍光タンパク質を融合

した天然HRPsを調製した。上記にて得られた「蛍光タ

ンパク質を融合した天然HRPs」を、さまざまな植物細

胞に添加し、天然HRPsの細胞内取込みを定量した。人

工HRPと比較をすることで、人工HRPを超える細胞膜

透過能を有する天然HRPs（分子輸送キャリアーとして

利用可能な天然HRPs）の同定を試みた（図 4 ）。

3 ．結果・考察
　本研究では、下記の二通りのアプローチにより、植物

に存在する複数の天然HRPsの中から、タンパク質（ゲノ

ム編集酵素）の効率的な輸送キャリアーとして利用可能

な分子を探索した。それぞれの結果を示す。

図 3 ．生化学的手法による天然HRPsの探索方法

図 4 ．BLAST検索による天然HRPsの探索方法

図 2 ．人工HRPを利用した非遺伝子組換えゲノム編集技術
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3 ．1 ．生化学的手法による天然HRPsの探索
　タバコN. tabacumに内在する複数の天然HRPsをア

フィニティー精製により回収し、Biotin標識した後に、

タバコ培養細胞に対してBiotin標識天然 HRPsを取り込

ませた。次いで、Biotin標識天然 HRPs を添加していな

い未処理細胞と、Biotin標識天然 HRPsを取り込ませた

細胞をそれぞれ破砕し、Avidinカラムを用いて膜透過

を示すBiotin標識天然 HRPsを回収した。その結果、未

処理細胞由来のControl画分とBiotin標識天然 HRPsを処

理した細胞由来の天然 HRPs画分から、それぞれ1668.2 

μgと2034.1 μgのタンパク質を検出した（図 5 ）。この

結果から、両者の差である365.9 μgが細胞膜透過を示
図 5 ．生化学的手法による天然HRPsの探索結果

表 1 ．BLAST検索による天然HRPsの探索結果
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すBiotin標識天然 HRPsであることが示唆された。しか

しながら、SDS-PAGEにて解析したところ、両者に明確

な差異（天然 HRPs画分に特異的なバンド）は見られな

かったことから、以降のLC-MS/MS質量分析によるア

ミノ酸配列解読を断念した。

3 ．2 ．BLAST検索による天然HRPsの探索
　当初予定していた上記計画による計画遂行が困難に

なったため、異なるアプローチ（BLAST検索）を用いて、

植物全般に存在する複数の天然HRPsを対象として、高

いタンパク質輸送能を有する天然 HRPの探索を試みた。

NCBI Protein BLAST検索により、ヒスチジンの連続配

列を有する計46種類の天然HRPsを選出した。これら46

種類の天然HRPsをコードする人工遺伝子を合成し、蛍

光タンパク質mRuby3を融合した天然HRPsライブラ

リーを調製した。46種類の天然HRPsについて、さまざ

まな植物細胞内へのタンパク質輸送能（細胞膜透過能）を

評価した結果、従来の分子輸送キャリアーである人工

HRP（H20）と比べて、タバコN. tabacum由来のHRP5が

最大2.61倍、イネO. sativa由来のHRP16およびHRP18が

それぞれ最大2.83倍および2.22倍高いタンパク質輸送能

（細胞膜透過能）を示すことが明らかになった（表 1 ）。特

筆すべき点として、HRP5、HRP16およびHRP18のすべ

てが、さまざまな植物細胞（タバコN. tabacum、オオム

ギH. vulgare、イネO. sativa、スギ C. japonica）に対し

て人工HRP（H20）を超えるタンパク質輸送能（細胞膜透

過 能 ）を 示 し た。 す な わ ち、HRP5、HRP16お よ び

HRP18はさまざまな植物種に有効なオールラウンダー

な分子輸送キャリアーである可能性が示唆された。

　さらに、一次スクリーニングにて人工HRP（H20）を超

える細胞膜透過を示した天然HRPs（HRP5, 16, 18）につ

いて、低分子化による分子改変を試みた。その結果、

HRP5とHRP18は低分子化によりタンパク質輸送能（細

胞膜透過能）が低下する結果となったが、一方でHRP16

は全長（137アミノ酸残基）から69アミノ酸残基へ低分子

化することで、タンパク質輸送能（細胞膜透過能）の大幅

な改善に成功した（図 6 ）。

　以上の過程により、イネO. sativa由来のHRP16を低分

子化することで、従来の分子輸送キャリアーである人工

HRP（H20）を超える分子輸送キャリアーの開発に成功し

た。低分子化したHRP16を、植物細胞に対するゲノム

編集酵素の輸送キャリアーとして利用することで、効率

的な非遺伝子組換えゲノム編集技術の創出が期待できる。

　本研究成果は特許出願を控えているため、本研究にお

いて得られた天然HRPsの詳細情報は非公開とさせてい

ただくが、本研究では「植物細胞のHRP取込み機構の

本来のポテンシャルを最大限引き出すために、天然

HRPsを利用する」という戦略の有用性を実証すること

ができた。

4 ．謝辞
　本研究は、公益財団法人松籟科学技術振興財団からの

研究助成を受けて行われたものであり、ここに厚く御礼

申し上げます。

図 6 ．BLAST検索による天然HRPsの探索結果
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申請者　大阪公立大学　津留﨑　陽大

二次元半導体デバイスへの分子ドーピングを志向した
含リン三次元π共役化合物の創製

大阪公立大学　大学院理学研究科
津留﨑　陽大

1 ．研究背景
　遷移金属ダイカルコゲナイドなどに代表される二次元

半導体デバイスは、化学的・機械的・電子的な耐久性を

有し、かつサブナノメートルの厚みでフラットな結晶表

面を持つことから、原子レベルにまで薄くできる光電子

デバイスとしての応用が期待されている。これをさらな

る高機能デバイスへと発展させるためには、半導体内部

や電極/半導体の界面におけるキャリア濃度の変調が必

要である［1］。新たな物質群である遷移金属ダイカルコゲ

ナイド群においては、方法論は確立しておらず、化学的

な視点からの試みは限られている。ただし、適切な分子

を半導体界面に作用させる分子ドーピングの手法は、浸

漬、スピンコート、蒸着といった簡便かつスケーラブル

なプロセスが可能となり、非常に魅力的である。しかし

ながら、適切なドーピング分子の選択や高機能化に関す

る系統的な知見は十分には見出されていない。

　申請者は、リン原子がsp2炭素で架橋された分子の一

つであるジベンゾ［b,e］ホスフィンドリジン 1 を、二

つのビニル基を有するベンゾ［b］ホスホールの閉環メ

タセシス反応により合成することに成功した（Figure 

1）。本化合物は、インドリジンの高周期類縁体の初めて

の例であり、この分子の湾曲構造、分子全体へのp共役

の拡張、非共有電子対誘導体におけるリン原子の反転挙

動を明らかにした［2］。また類似の手法により、三種類の

ナフタレン縮環誘導体2a-cも合成し、その構造と性質を

解明している［3］。これらの化合物では、界面との効果的

な相互作用を引き起こしうる剛直なp平面と大きな双極

子モーメントを持つP=E （E = O, S, Se）を兼ね備えてお

り（Figure 2）、遷移金属ダイカルコゲナイドに対する

ドーピングに有効であるものと期待できる。そこで本研

究では、中心骨格の異なる含リン三次元p共役化合物を

開発するとともに、MoS2などの遷移金属ダイカルコゲ

ナイドに対するドーピング分子としての利用の可能性を

探索した。

2 ．結果
2-1．化合物の合成　
　まず、六員環骨格から形成されたホスフィノリジン誘

導体 3 の合成を検討した。ナフタレン縮環ホスフィンド

リジン 2 におけるナフタレン骨格の縮環部位を1,2位/2,3

位から、1,8位に変更した化合物であり、類似の合成手

法が適用可能である。既知化合物である8-ブロモ-1-ナフ

Figure 1．ジベンゾホスフィンドリジン1 および 3 種類のナ
フタレン縮環ホスフィンドリジン2. （ホスフィン
ドリジン骨格を灰色、閉環メタセシス適用部位を
波線で記載）。

Figure 2．遷移金属ダイカルコゲナイドと含リン三次元p共
役化合物の相互作用モデル。
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トアルデヒド（4） のジブロモオレフィン化とStilleカッ

プリングにより、ビニル基を導入した化合物 6 を合成し

た（Scheme 1）。続いてジリチオ化、1-プロペニル基を

有するクロロホスフィン 7 との反応、酸化を経て1-ホス

ファフェナレン 8 へと変換した。最後に 8 の閉環メタセ

シス反応により 3 を63％の収率で得ることができた。

　また、未開拓の含リン三次元p共役化合物の一つであ

るホスファベンゾヘプタレンの合成も検討した。前駆体

9 は、ヨードテルアリールに対するメタル化、リン原子と

アルキニル基の導入、酸化を経て合成した。その後、申

請者が報告した金（I）触媒を用いた分子内ヒドロアリー

ル化反応によるホスフェピン（含リン 7 員環化合物）の合

成法を活用することにより［4］、トリベンゾホスファベン

ゾヘプタレン誘導体10を76%の収率で得ることができた。

　化合物 3 と10のX線結晶構造解析の結果をFigure 3に

示す。炭素−リン−炭素の結合角の和は、319.9（2）° （化

合物 3 ）、306.5（5）° （化合物10）であり、化合物 3 ではホス

フィンドリジン誘導体［3］ （306.3（4）–310.1（2）°）と比較し

て開いた構造をとっていた。化合物10においては、2 つの

ホスフェピン環の折れ曲がり構造を取っているために、

縮環したベンゼン環A, BがP=Oと同じ側に位置していた。

　ジクロロメタン中において、化合物 3 および化合物10

の紫外可視吸収スペクトルを測定した（Figure 4）。その

結果、化合物 3 では、401 nm （ε, 10500）を極大とする

幅広い吸収と360 nm付近に振動準位を示唆する吸収が

観測された。化合物10では、310 nm （ε, 30300） に極大

と334 nmに肩を有する吸収が観測された。理論計算を

行ったところ、最長吸収帯はいずれも分子骨格全体に拡

がったπおよびπ*軌道に対応する遷移であることが分

かり、電子求引性のP=O部位との軌道相互作用も存在

することが分かった。

　化合物 3 では溶液中で弱い黄色発光が観測された。最

長吸収極大波長である401 nmを励起波長として発光ス

ペクトルを測定したところ、470から750 nm付近に、

560 nmを極大とするブロードな波形を与えた。大きな

ストークスシフトを示したことから、励起状態において、

大きな構造変化が生じているものと考えられる。蛍光量

子収率は2.9%、発光寿命は0.58 nsであった。ホスフィン

ドリジン2bと比較して若干の量子収率の向上が見られ

た（2b； 蛍光量子収率：1.6%、発光寿命：0.60 ns）［3］。

Scheme 1．ナフタレン縮環ホスフィノリジン 3 の合成。

Figure 3．（a） 化合物 3 および（b） 10の分子構造。

Table 1．化合物の光物性データ

3 4 1［2］ 2b［3］

λmax/nm （ε） 401
（10500）

334［a］

（16200）
397

（3410）
399 

（7200）
365

（10500）
310 

（30300）
308

（3730）
312［a］

（20500）
λem/nm 560 –［b］ –［b］ 536

a） Observed as a shoulder. b） No emission. 

Figure 4．化合物3, 10の紫外可視吸収および発光スペクトル
（ジクロロメタン溶液）。

Scheme 2．トリベンゾホスファヘプタレン10の合成。
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2-2．遷移金属ジカルコゲナイドに対するキャリアドー
ピングの検討　

　剥離法によって260 nm SiO2基板上に転写した単層

MoS2に対し、スピンコート法によって化合物 1 を堆積

させ、その前後でラマンスペクトル、およびフォトルミ

ネッセンス（PL）スペクトルを測定した（Figure 5a,b）［5］。

その結果、ラマンスペクトルからは面外方向の振動モー

ドであるA’モードの低波数側へのシフトが確認され、

PLスペクトルからは発光強度の減少と低エネルギー側

へのピークシフトが確認された。さらに、260 nm SiO2

基板上の単層MoS2をチャネル部分に用いたMOSFET 

（metal-oxide-semiconductor field-effect transistor）の伝

達特性においても、化合物 1 の処理によって、閾値電圧

の負側へのシフトとドレイン電流の増加が確認された

（Figure 5c）。これらの結果から、分子処理によりMoS2

中に電子が誘起されたことが示唆された。一方、P-フェ

ニルベンゾ［b］ホスホールオキシド（Figure 1における

波線の二重結合有さない化合物）を用いて、同様の実験

を行っても変化が見られなかったことから、含リン三次

元p共役化合物に特異であることが示唆された。

　化合物2bに対しても同様に検討した。化合物 1 と同

濃度である1 mg/mLのエタノール溶液を調整したが、

ベンゼン環の増加による大幅な溶解性の低下のために一

部残存してしまった。得られた飽和溶液を単層MoS2に

滴下、100 ºCで10分加熱後に、伝達特性を測定した

（Figure 5d）。その結果、化合物 1 と同様に閾値電圧の

負側へのシフトとドレイン電流の増加が確認された。し

かしながら、両化合物間において顕著な差は見られな

かったため、ベンゼン環 1 枚の増加のみでは半導体界面

のキャリア濃度の大幅な変調が困難であることが分かっ

た。

3 ．まとめ
　本研究では、新たな含リン三次元p共役化合物である

ホスフィノリジン 3 およびトリベンゾホスファベンゾヘ

プタレン10の合成に成功し、その構造と性質を明らかに

した。また、ホスフィンドリジン誘導体 1 と2bについ

ては、MoS2に対するキャリアドーピング分子として利

用を実施した。デバイスの表面修飾しうる結果を得たも

のの、明確なキャリアドーピングには至らなかった。今

後、含リン三次元p共役化合物の新たな活用法を探索す

る予定である。
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　本研究を遂行するにあたり、多大なご支援をいただい

た公益財団法人松籟科学技術振興財団に心より御礼申し

上げます。また、分子ドーピングによるデバイス評価を
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Figure 5．化合物 1 による未処理（original）と処理（treated）
の単層MoS2. （a） ラマンスペクトル、（b） PLスペク
トル、（c） MOSFETにおける伝達特性。（d） 化合物
2bのMOSFETにおける伝達特性。
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申請者　大阪大学　春日　貴章

「土に還る」土壌含水率センサデバイス及び
センシングシステムの開発

大阪大学 産業科学研究所
春日　貴章

1 ．はじめに　
　近年、AIや機械学習といった情報処理技術の発展に

伴い、農業、都市管理など様々な領域において環境情報

の収集・利活用が進められている。センサデバイスは現

実空間と情報空間を接続する窓口のような存在であり、

センサデバイス設置数は情報処理精度と密接に関わって

いる。データ収集・利活用のみを考慮するのであれば、

センサデバイスを必要な場所に、できる限り大量に設置

することが望ましい。しかし現実的には、センサデバイ

スの数が増えれば増えるほど管理/回収コストは増大す

る。また、環境中では必ずしも管理しやすい場所にセン

サデバイスを設置できるとは限らない。設置数の増加に

応じて回収が困難なセンサデバイスも増え、環境負荷も

増大する。つまり現状では、センサデバイスの設置・管

理・回収にかかるコストを考慮し、許容できる範囲の数・

場所のデータのみを収集していると言える。

　設置後の回収というボトルネックを解消し、超高密度

なセンサネットワークを構築するために、環境中で分解

するセンサデバイスの開発が進められている。既に、動

物性たんぱく質、多糖類、生分解性プラスチックなど持

続可能なバイオマス由来の生分解性材料の電子デバイス

応用が報告されている1-3。関連分野では素子単体に関す

る研究が多く、素子と素子を組み合わせて情報発信機能

を搭載したセンサデバイスに関する報告は限られてい

る。これは、センサデバイスとして求められる機能と分

解性の両立が困難であることに起因する。センサデバイ

スの必須機能はセンシングとデータ発信機能の二つであ

る。加えて、センサデバイスで収集した情報は、設置し

た位置情報と紐づくことで初めて価値をもつ。環境中に

大量に設置する場合位置を予め記録することは困難であ

るため、センサデバイスから発信される情報には正確な

位置情報を含まなければならない。即ち、センシングと

位置情報を含めたデータの発信を、環境に配慮した生分

解性素子のみを用いたセンサデバイスで実現する必要が

ある。これは市販の素子の組み合わせでは不可能な試み

であり、既存のセンサデバイスの枠に囚われない新たな

回路設計及びシステム設計が必要となる。

　そこで本研究では、超高密度センサネットワークの実

現に向けた分解性センサデバイス及びセンシングシステ

ムの開発を行った4。本研究では、次の 2 つの目標を掲

げた。 1 ） センサデバイス本体の大部分が生分解し、残

留物も環境に悪影響を与えないこと、 2 ） センシングし

た環境情報が、位置情報と紐づいた形で遠隔から得られ

ること、の 2 点である。 本研究では土壌含水率センサ

をターゲットとし、上記 2 つの目標の達成に向けて研究

に取り組んだ。

2 ．基板及び配線材料の検討
　本研究では、センサデバイスの基板材料としてナノ

ペーパーを使用した5-7。ナノペーパーは植物由来の微細

繊維であるセルロースナノファイバー（CNF）100%で構

成されたフィルムであり、高強度、平滑な表面、高耐熱

性といった特徴と、生分解性を併せ持つ。元々自然環境

中に存在する植物繊維のみで構成されているため、生分

解に特別な高温、多湿条件は必要なく、自然環境中で落

ち葉や枯草と同様に分解される。

　センサデバイス設置後の回収を行わない場合、配線材

料の残留が問題となる。既存のセンサデバイスでは銅や

銀配線が一般的に使用されている。しかし検証の結果、

これらの金属は抗菌性を有するため基板生分解を阻害す

ることが明らかとなった（図 1 ）。加えて、土壌に残留し

た際、濃度によっては植害が生じることも確認された（図
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2 ）。そこで、本研究では分解性デバイスに適した新た

な配線材料として、錫に着目した。錫は抗菌性が低く、

植害影響が少ないことが知られており、実際に、基板生

分解を阻害せず、植害も引き起こしにくいことが確認さ

れた（図1,2）。加えて、低融点である特徴を活用する事で、

印刷及びホットプレスによってナノペーパー基板上に導

電性配線を実装する事にも成功した（図 3 ）。

3 ．土壌含水率センサの実装
　センサデバイスへの電力供給は、無線給電方式の一つ

である磁界共振結合方式を用いることとした8,9。磁界共

振結合方式においては、受信コイルへの伝送効率は送信

コイルと受信コイルが共振している際に最大となる。即

ち、送受信効率は送信コイルと受信コイルの自己共振周

波数の一致度に左右される。そこで、ナノペーパー基板

上に錫印刷配線を用いて受信コイルを実装し、土壌上に

設置した受信コイルの自己共振周波数をネットワークア

ナライザを用いて測定した（図 4 a）。受信コイルは生分

解性ワックスによってコーティングすることで、環境湿

度の影響を排除した。ナノペーパー基板上に実装した受

信コイルの自己共振周波数は、含水率 5 %の土壌上に設

置した際、36.5 MHz程度であった（図 4 a）。土壌含水率

の異なる土壌上に設置した場合、自己共振周波数は土壌

含水率の上昇に応じて低下し、含水率40%の土壌上に設

置した際には31 MHz程度まで低下した（図 4 a）。受信コ

イルの自己共振周波数はコイルのインダクタンス及び寄

生容量によって決定される。コイルの寄生容量はコイル

周囲の誘電体の誘電率によって決定される。土壌の誘電

率は含水率によって変化することが知られている。受信

コイルの寄生容量が土壌含水率によって変化したこと

で、自己共振周波数が変化したと考えられる。次に、受

信コイルの下方10 cmの位置に送信コイルを設置し、送

信コイルから受信コイルへの伝送効率を測定した（図

4 b）。送信コイルの自己共振周波数は36.5 MHzとした。

その結果、含水率 6 %の土壌上に設置した受信コイルへ

の伝送効率は45%程度だった（図 4 b）。土壌含水率の上

図 1 　生分解性試験結果

図 2 　植害試験結果

図 3 　錫配線実装プロセス
図 4 異なる含水率の土壌上に設置した際のa） 受信コイル

の自己共振周波数変化、及びb） 電力伝送効率の変化
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昇に伴って伝送効率は低下し、土壌含水率40%時には伝

送効率は 3 %程度まで低下した（図 4 b）。自己共振周波

数の低下は自己共振周波数の不一致によるものと考えら

れ、受信コイルへの電力伝送効率は設置した土壌の含水

率によって変化することが確認された。

　センサデバイスへの電力伝送効率の変化を外部への信

号として取り出すために、ヒーター素子とサーマルカメ

ラを使用することとした。受信コイルの外周部に実装し

たプローブコイルに接続する形で炭素ベースの発熱素子

を実装することで、含水率センサを実装した（図 5 ）。自

己共振周波数を36.5 MHzに調整した送信コイルから、

土壌上に設置した含水率センサへ無線で電力供給を行っ

た。その結果、含水率 5 %の土壌上に設置した際、ヒー

ター素子は受信電力を熱へと変換し、 1 分後には約75℃

まで加熱された（図 6 ）。また、土壌含水率の上昇に伴い、

ヒーター素子の発熱温度は低下した（図 6 ）。このことか

ら、開発したセンサデバイスは土壌含水率の変化をヒー

ター素子の発熱温度として発信する機能を備えているこ

とが確認された。

4 ．土壌含水率マッピング及び分解性試験
　開発したセンサデバイスは、発熱によってセンシング

した土壌含水率を発信できる。そのため、温度の測定に

サーマルカメラを用いることで、発熱位置からセンサの

設置位置を、発熱温度から土壌含水率を同時に取得でき

る。センサ情報の取得を画像処理的に行う事でセンサデ

バイス側の構成要素を単純化できるだけでなく、センサ

デバイス設置数の増加にも対応しやすい。本コンセプト

のデモンストレーションとして、0.4 m×0.6 mのフィー

ルド上に12個の含水率センサを設置し、土壌含水率を観

測した（図 7 ）。フィールドの下方10 cmの位置に自己共

振周波数36.5 MHzの送信コイルを設置した。送信コイ

ルは、可能な限りフィールド上に均一な電磁場を発生さ

せるために、スパイラルコイルを採用した。赤外線カメ

ラは設置個所の上空1 mの位置に設置した。フィールド

上の土壌の含水率が全て30 wt%の時、フィールド上に

図 5 　土壌含水率センサデバイスの外観および構成

図 7 　複数のセンサデバイスを用いた土壌含水率マッピング図 6 　含水率による発熱素子の温度変化
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設置された含水率センサはほとんど発熱せず、IRカメ

ラではホットスポットは確認できなかった。一方で、

フィールド上の土壌の一部が乾燥状態のとき、乾燥土壌

上に設置された含水率センサは熱信号を発し、IRカメ

ラ画像上でホットスポットとして観察された（図 7 ）。本

コンセプトにより、大量のセンサデバイスを高密度に設

置しているにもかかわらず、位置情報と紐づいたセンシ

ング情報を効率的に取得できることが確認された。

　既存のセンサデバイスでは使用後の回収が前提となる

ため、回収漏れのリスクや回収後の処分の観点から大量

かつ高密度にセンサデバイスを設置することは難しい。

本研究で開発したセンサデバイスは、植物繊維及び生分

解性ワックス、環境影響の比較的軽微な錫配線及びカー

ボン電極のみで構成されている。よって、土壌に漉き込

んでも配線以外の大部分は生分解され（図 8 ）、残留した

成分も農作物に悪影響を与えにくい。これまでにない新

たなコンセプトの環境調和型センサデバイスとして、持

続可能な社会の実現への貢献が期待できる。

5 ．結言
　本研究では、センシングした情報と位置情報を発信し、

且つ全体が分解するセンサデバイスおよび新規センシン

グシステムを開発した。本研究では農業利用を前提とし

てコンセプトを報告したが、その用途は農業用途だけに

限定されない。大量使用が必要となる物流や、センサデ

バイス使用後の回収が困難な災害地域等での使用も考え

られる。構成要素を極限まで単純化することで分解性を

付与したセンサデバイスおよび超高密度なセンシングシ

ステムは、既存のボトルネックに囚われない次世代セン

シングシステムの構築に貢献する。
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図 8 　センサデバイスの生分解
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高強度を有する新奇ペプチドハイドロゲルの創製と
医療材料への応用

宮崎大学　工学教育研究部
稲田　飛鳥

1 ．研究背景
　ペプチドを基材とした超分子ゲルはその生体適合性、

生分解性、多様な配列による調整因子の自由度の高さか

ら、医療材料分野では極めて重要な研究課題となってい

る。これまでに、保護基や高疎水性置換基で修飾された

ペプチドが水溶液中でゲル化する現象は多数報告されて

いる。多くの場合は高親水性ペプチド（酸性・塩基性ア

ミノ酸を連続して並べた配列をもつペプチド）に脂肪酸

やFmoc保護基などの高疎水性置換基を修飾することで

得られる人工的な両親媒性ペプチド誘導体を用いてハイ

ドロゲルを形成させている。しかしながら、本研究のよ

うに、トリペプチドというこれほどまでに鎖長の短い、

かつ保護基など一切修飾していないペプチドが、金属イ

オンに応答して透明性の高い均一なハイドロゲルを形成

する事例は世界的にも見当たらず、非常に興味深い現象

である。

　著者らは最近、 3 残基の特定配列（His-Ile-Thr）の未修

飾トリペプチドが銅イオンに応答して錯体を形成してゲ

ル化し、そのアミノ酸配列の違いにより、透明度や強度

等、特性の異なるハイドロゲルの創製に成功している1）。

臨界ゲル化濃度は約0.5%と非常に低いことも明らかに

なった。本研究では、レオメーターを用いてハイドロゲ

ル強度・粘弾性の追跡や、種々の条件で調製したハイド

ロゲルのレオロジーを詳細に解析した。

2 ．実験操作
　10種類のトリペプチド、His-Ile-Ala（HIA）、His-Ile-

Asp（HID）、His-Ile-Glu（HIE）、His-Ile-Ile（HII）、His-Ile-

Asn（HIN）、His-Ile-Gln（HIQ）、His-Ile-Ser（HIS）、His-

Ile-Thr（HIT）、His-Ile-Val（HIV）、His-Ile-Tyr（HIY）を

Fmoc固相合成法により合成した。Fig.1に合成した10種

類のペプチドの構造式を示す。次に、15 µmolのペプチ

ドをはかりとり、100 µL の150 mM金属水溶液、200 

µL酢酸・酢酸Na緩衝液（pH 4.0）をそれぞれ混合し、サー

モシェイカーで60℃、 1 時間加熱後、室温で放冷してハ

イドロゲルの成否を倒置法で確認した。また、出来上がっ

たハイドロゲルの粘弾性をレオメーターで測定して評価

した。

Fig.1　本研究で合成した10種類のトリペプチドの構造。
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　続いて、50 µL の2.5 mMペプチド水溶液、50 µL の4.0 

mM酢酸銅水溶液、900µLの酢酸緩衝液（50 mM、pH 4.0）

を混合し、サーモシェイカーで60℃、 1 時間加熱後、室

温で放冷し円二色性分散計で測定し、ペプチドの超分子

構造を評価した。

3 ．研究の成果
　今回合成した10種類のペプチドはいずれもESI-MSに

よって合成が成功していることが確認された。これらの

10種類のトリペプチドと酢酸銅水溶液を混合し、加熱し

た結果、本試験で合成した10種類のペプチド全ての配列

でゲル化し、Cu（II）応答性を示した。実際に合成したゲ

ルの写真をFig.2に示す。いずれのゲルも、同濃度の酢

酸銅水溶液よりもやや濃い青色のゲルであった。

　これらのペプチドが水溶液中でどのような構造をして

いるかを調査するため、銅（II）イオンの存在下における

円偏光二色（CD）スペクトルを測定し、構造を推測した

（Fig.3）。

　Fig.3より、ペプチドのみのCDスペクトルはHIYを除

くすべてのペプチドが水溶液中でランダムコイルである

ことを示唆している。HIYについては、チロシンの芳香

環に由来するCDスペクトルが得られた。他方、銅（II）

を添加した際のCDスペクトルについても、HIYを除く

すべてのペプチドのCDスペクトルにおいて、220 – 230 

nm付近にβシート・βストランドなどの規則構造を示

すCDピークが観測された。HIYについては、220 – 230 

nm付近においてチロシンの芳香環に由来する正の大き

なピークがあることから、これらの規則構造に関する情

報は得られなかった。しかしながら、HIYについても銅

（II）添加時にハイドロゲルを形成していることから、他

Fig.2 10種類のペプチドと酢酸銅（II）水溶液を混合して合成
したゲルの写真。（a）HIA、（b）HID、（c）HIE、（d）HII、

（e）HIN、（f）HIQ、（g）HIS、（h）HIT、（i）HIV、（j）HIYを
示している。

Fig.3 10種類のペプチドと銅（II）を加えた際のCDスペクト
ル。（a）HIA、（b）HID、（c）HIE、（d）HII、（e）HIN、（f）
HIQ、（g）HIS、（h）HIT、（i）HIV、（j）HIYを示している。
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のペプチド同様にβシート・βストランドなどの規則構

造を取っている可能性が高く、また、芳香族由来のπ-

πスタッキング相互作用なども作用していると考えられ

る。

　以上の結果から、10種類のペプチドは銅（II）イオンを

介して超分子的な構造を形成し、これらがハイドロゲル

を形成する駆動力となっていることが示唆された。ペプ

チドのN末端にあるヒスチジンに由来するイミダゾール

が銅（II）に配位しているものと推察される。

　つづいて、レオメーターによるハイドロゲルの粘弾性

評価を行った（Fig.4）。Fig.4の結果から、ペプチドの配

列によって、ひずみに対する貯蔵弾性率G′と損失弾性

率G′′は大きく変化することが確認された。貯蔵弾性率

G′はゲルの硬さ（固体的な性質）を示す指標とされるの

が一般的であるが、特にG′はHIE、HID、HII、HIYが

非常に高い値を示した。これは、HIE、HIDについては、

ペプチド配列内のグルタミン酸、アスパラギン酸に由来

するカルボキシ基が銅（II）イオンと静電的相互作用に

よってゲルの強度が向上していることが示唆される。ま

た、HIIについては、疎水性相互作用、HIYについては、

π-πスタッキング相互作用によってハイドロゲルの強

度が向上していることが示唆された。

　本研究では、未修飾トリペプチドが銅イオンに応答し

てハイドロゲルを形成する現象に注目し、ヒスチジンを

N末端に含む10種類を合成・解析した。すべての配列で

銅添加により均一なゲル形成が確認され、CDスペクト

ル測定により超分子構造の形成が示唆された。さらに、

レオロジー測定により、G′の違いから配列依存的にゲ

ルの機械的特性が大きく異なることが明らかとなった。

これはカルボキシ基、疎水性残基、芳香族残基などの側

鎖の性質によって規定されており、簡便なトリペプチド

配列の違いのみで多様なゲル特性を創出できる可能性を

示すことができた。
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Fig.4 10種類のペプチドと銅（II）で合成されたハイドロゲル
のひずみに対する貯蔵弾性率と損失弾性率。（a）
HIA、（b）HID、（c）HIE、（d）HII、（e）HIN、（f）HIQ、（g）
HIS、（h）HIT、（i）HIV、（j）HIYを示している。
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超音波の周波数で制御する
音響応答性ハイドロゲルマイクロ複合材料の生成
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　This study presents the development of an 

ultrasound-responsive hydrogel-based drug delivery 

system （DDS） that enables on-demand drug release. 

Traditional stimuli-responsive DDSs rely on thermal or 

optical inputs, which face challenges in biological 

applications due to poor tissue penetration or non-

specific diffusion. In contrast, ultrasound energy offers 

deeper tissue penetration and better spatial precision. 

However, its application in DDS has been limited due 

to the lack of materials that effectively respond to 

acoustic energy.

　To overcome this, a composite hydrogel material 

that incorporates microbubbles capable of vibrating in 

response to specific ultrasound frequencies was 

fabricated. This vibration induces structural changes 

in the hydrogel, promoting controlled drug release. 

The study demonstrates that drug release was 

significantly enhanced when ultrasound was applied, 

especially near the resonance frequency of the 

microbubbles （~2.4 MHz）, achieving up to 4.5 times 

greater release than controls.

　Two types of hydrogel carriers were developed： a 

disk-type for initial verification and a microbead-type 

for future in vivo applications. The microbeads were 

successfully loaded with drug models and coated with 

PLL to suppress passive release, ensuring release only 

upon ultrasound stimulation. Additionally, a hybrid 

actuator system combining thermo-responsive 

hydrogels and 3D-structured polymer scaffolds was 

fabricated for localized drug deployment and actuation. 

Mechanical interlocking between the hydrogel and the 

scaffold ensured stability over repeated thermal cycles.

　This study shows the potential of ultrasound-

responsive hydrogels as smart biomaterials for precise, 

non-invasive, and controllable drug delivery systems in 

advanced medical applications.

1 ．緒論
　工学と医学の融合により創出されるイノベーションは

医療の発展を劇的に促す一つの解決策である。工学と医

学の融合により生まれたイノベーションの例として、外

部からの刺激に応答する高分子を用いた薬剤送達の研究

が行われてきた。ハイドロゲルの技術は温度・光応答性

高分子のような熱や光エネルギーの入力で駆動する“応

答性マテリアル”により創出された最先端の医療技術で

ある。近年ではこれらの技術を応用した4Dプリンティ

ングなども開発されている。しかし、これらの入力エネ

ルギーは薬剤送達のために生体内で使用する際には無視

できない欠点がある。具体的には熱エネルギーは拡散し

やすく、光エネルギーは生体への透過性が低いといった

点である。これらは緻密な医療には大きな問題点であり、

次世代の高度先進医療を推し進める上で大きな障害とな

る。

　一方で、“音響”エネルギーは物質の振動を介して伝

達され、固体・液体間での伝達効率が高いことから人体

へ照射した際の透過効率が高く、超音波（> 20 kHz）帯

域ではその指向性も高いため、生体内での利用と親和性

が高いエネルギーといえる。しかしながら、超音波の透

過性が高いことから、応答性マテリアルとして用いるこ

とはこれまで達成されていない。これは、温度・光応答

性高分子のように音響エネルギーを受信する高感度な音

響応答性材料が開発されていないためである。
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　一方で、申請者はこれまでに、超音波を用いた非接触

アクチュエータ技術とマイクロ・ナノ加工を用いたハイ

ドロゲルマテリアルの生成技術を融合した新材料・デバ

イスを生み出す研究に従事している。これまでの研究を

通じて生じた疑問や新規性や上記の背景を鑑みて、本研

究全体の最終的な目標を、持続可能な未来社会で実装で

きる音響エネルギーを受信する新たな音響応答性ハイド

ロゲル複合材料の創出とした。その上で、本研究では、

一つのハイドロゲルのマイクロビーズから複数の薬剤放

出をオンデマンドで可能とするため、超音波により駆動

する機構を具備した音響応答性の薬剤徐放マテリアルを

ハイドロゲルと気泡核の複合材料から生成することを本

研究の最終的な目的とし、超音波応答性に優れたマイク

ロゲル粒子の生成と、その粒子のキャリアとなる温度応

答性ハイドロゲルアクチュエータについて報告する。

　近年、薬剤を局所的に作用させ、副作用を低減するた

め に ド ラ ッ ク デ リ バ リ ー シ ス テ ム（Drug Delivery 

System, DDS）の研究が盛んに行われている。このDDS

の放出制御の一つとして、熱、光、磁場、超音波など外

部からの刺激に応答して薬剤を放出する刺激応答性

DDSの研究がされている。本研究はその中でも、優れ

た指向性と透過性を兼ね備えた超音波刺激を用いた刺激

応答性DDSに着目した。超音波を用いた薬剤放出には、

ハイドロゲルを薬剤キャリアとして用いた研究（1）が報告

されている。ハイドロゲルは高い生体適合性を持つ一方

で、音響特性が生体組織と近いことから、超音波が透過

してしまい、効率的な薬剤放出が困難である。さらに、

従来のハイドロゲルキャリアでは、超音波刺激応答性を

向上させるために、高出力の超音波や低周波数帯域で発

生するキャビテーションなどが利用されていた。そのた

め、キャビテーション発生による生体組織の損傷など、

超音波刺激応答性と生体安全性を両立することが難し

かった。

　そこで本研究では、生体安全性を具備した超音波刺激

応答性ハイドロゲルキャリアの開発を目指し、マイクロ

バブルが超音波刺激によって振動することで、ハイドロ

ゲルの構造を変化させ、効率的に薬剤を放出できるハイ

ドロゲルキャリア（Fig. 1）を提案した（2）。加えて、この

ハイドロゲルキャリアを小型化し、生体内で利用できる

ようにする積載用のハイドロゲルアクチュエータを開発

した。

2 ．実験方法
2 ．1 ． 超音波照射デバイスの製作
　ハイドロゲルキャリアに超音波照射するために、超音

波照射デバイスを製作した。超音波照射デバイスは、圧

電素子とガラスを接着して製作した振動子を、フェルト

とシリコンゴムで挟み、カバーとディッシュを固定する

ホルダーをボルトで固定した（Fig 2a）。振動子の厚みが

振動特性に大きく寄与するため、ガラスの厚みを変えて

圧電素子に接着させ、共振周波数を変化させるようにし

た。さらに、フェルトとシリコンゴムに挟むことにより、

デバイス外部と剛体化させずに振動できる構造にした。

製作した超音波照射デバイスの共振周波数は、インピー

ダンスアナライザを用いて測定した。超音波照射時には

デバイスの発熱により生じるハイドロゲルキャリアから

の薬剤モデル放出を防ぐため、冷水に静置した状態で実

験を行った（Fig. 2b）。また、ファンクションジェネレー

タで超音波周波数と印加電圧を決定し、アンプで電圧を

増幅して超音波照射デバイスに入力した。さらに、オシ

ロスコープを用いて、超音波照射デバイスに流れる電圧

Fig. 1．Concept of hydrogel carrier. （a） Microbubbles and 
drugs were encapsulated in the hydrogel carrier. 

（b） Microbubbles in the hydrogel carrier were 
promoted to vibrate by ultrasound. （c） Drugs were 
released from the hydrogel carrier because of the 
vibration of microbubbles.

Fig. 2．Experimental setup of ultrasound irradiation device. 
（a） Components of ultrasound irradiation device. 
（b） Cooling of the ultrasound irradiation device and 
（c） peripheral equipment during ultrasound 
irradiation.
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と電流をリアルタイムで観測することで、適切な超音波

照射が行われていることを確認した（Fig. 2c）。

2 ．2 ．ハイドロゲルキャリアの製作
　本研究では、マイクロバブルと薬剤モデルを含有した

2 種類のハイドロゲルキャリアを製作した。ハイドロゲ

ルキャリアには、生体適合性が高く、生体組織と似た柔

軟性と流動性を持つアルギン酸カルシウムゲルを用い

た。まず、超音波刺激とマイクロバブルの効果を検証す

るために、ハイドロゲルをディッシュに密着させたディ

スク型ハイドロゲルキャリアを製作した（Fig.3a）。ディ

スク型ハイドロゲルキャリアの製作時には、あらかじめ

ディッシュにハイドロゲル薄膜を形成することで、剥離

を防ぎ、均一なディスク型ハイドロゲルキャリアを製作

した。次に、臨床応用を見据えて、提案したハイドロゲ

ルキャリアを、マイクロサイズで球形状にした、微小球

状型ハイドロゲルキャリアを遠心分離法（3）により製作し

た（Fig. 3b）。また、超音波照射時や観察時に微小球状

型ハイドロゲルキャリアが動かないよう、コラーゲンゲ

ルで担持した。加えて、微小球状型ハイドロゲルキャリ

アが正しく製作できているかを確認するために、共焦点

顕微鏡を用いて蛍光観察した。

2 ．3 ．マイクロバブルの観察と評価
　ハイドロゲルキャリアにマイクロバブルが含有されて

いる様子を確認するために、ハイドロゲル中のマイクロ

バブルを位相差顕微鏡で観察した。また、これらのマイ

クロバブルは、ハイドロゲルの網目構造によって 3 次元

的に捕捉されているため、共焦点顕微鏡によるzスタッ

ク画像を用いて、ImageJで解析を行い、平均粒径を得た。

2 ．4 ．薬剤モデル放出率の測定
　ディスク型ハイドロゲルキャリアおよび微小球状型ハ

イドロゲルキャリアからの薬剤モデル放出実験では、

ディッシュ上に形成されたハイドロゲルキャリアに、5 

mMの塩化カルシウム水溶液1 mLを散布した。その後、

超音波照射後に塩化カルシウム溶液を取り出し、分光蛍

光光度計で蛍光強度を測定した。これにより、ハイドロ

ゲルキャリアから放出された薬剤モデルの蛍光強度を得

た。この蛍光強度を、ディスク型ハイドロゲルキャリア

および微小球状型ハイドロゲルキャリアを製作したとき

に含まれる、薬剤モデル全量の蛍光強度でそれぞれ割る

ことで、薬剤モデル放出率を算出した。薬剤モデル全量

の蛍光強度は、アルギン酸カルシウムゲルをアルギン酸

リアーゼで溶かし、溶液化したハイドロゲルキャリアを

分光蛍光光度計で測定することで得た。

2 ．5 ．ハイブリッドアクチュエータの製作手法
　製作したハイドロゲルキャリアを積載することを目的

としたソフトマテリアルによるハイブリッドアクチュ

エータを開発した。このハイブリッドアクチュエータに

使 用 し た 材 料 は、 温 度 応 答 性 ハ イ ド ロ ゲ ル のPoly

（N-isopropylacrylamide） （pNIPAM）と、光硬化性樹脂

のOff stoichiometry thiol enes（OSTE） で あ る。

pNIPAMは、親水性の性質を示すアミド基と、疎水性

の性質を示すイソプロピル基をもつため、温度変化に

よって膨潤・収縮する可逆的な体積変化が得られる。膨

潤と収縮が切り替わる温度は、下限臨界溶液温度（Lower 

critical solution temperature： LCST）と呼ばれ、水中

では体温近傍の約32°Cで相転移が生じる。OSTEは、多

方向フォトリソグラフィ（3,4）にて三次元構造を形成した。

多方向フォトリソグラフィは、傾斜面に設置したアルミ

コートミラーにより、真上から入射したUVが反射する

ことで斜めから露光する手法である。

　三次元格子構造の格子径によるハイブリッドアクチュ

エータの変形挙動を観察するために、三種類の高分子格

子骨格を製作した。三次元格子構造の設計は、安定して

製作することが可能な格子間隔（p）1000 µm、格子径（w）

200 µm, 300 µm, 400 µmとした。製作した三次元格子構

Fig. 3 Two types of hydrogel carriers. （a） Disk-shaped 
hydrogel carrier. （b） Microspherical hydrogel 
carrier.
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造は 2 本のカッターを用いて八面体格子15ユニット分を

切りとり、プラズマ処理を施し表面を親水性にした。高

分子格子骨格はモールド底面に固定し、その上からプレ

ゲル溶液を流し込んだ。その後モールド上面をOHPフィ

ルムで蓋をして、20時間程度静置し、ハイブリッドアク

チュエータを製作した。

　使用したモールドは、15.3 × 1.3 × 3.1 mmの直線状

溝と、中心角（θ）が120°と180°の二種類の円弧溝が切削

されたアクリルモールドである。pNIPAMと高分子骨

格の界面観察に適した形状として、直線状のアクチュ

エータを製作した。変形挙動を観察するにあたり、十分

な変位量が得られる形状として、曲線状のアクチュエー

タを製作した。

2 ．6 ．実験セットアップ
　ハイドロゲルと高分子材料間の親和性評価では、加

熱・冷却時間の異なる二種類の熱刺激応答実験より、材

料間の剥離を評価した。

　ロングインターバル熱刺激応答実験のセットアップと

して、サーモプレートを用いた（Fig. 4a）。ディッシュに

観察用治具、超純水、アクチュエータ、熱電対を入れ、

真上から実体顕微鏡にて観察した。アクチュエータは、

ディッシュ底面にサーモプレートを設置して30分間加熱

した（Fig. 4a）。30分後、アクチュエータはサーモプレー

トから移動させ、室温にて30分間冷却した。合計 1 時間

の熱刺激応答実験を 1 サイクルとし、 1 日 1 サイクル実

施 す る こ と で 3 サ イ ク ル 評 価 し た。 温 度 範 囲 は、

pNIPAMの収縮が開始するLCST（ = ~32°C）を含む25°

Cから40°Cとした。

　ショートインターバル熱刺激応答実験のセットアップ

として、ペルチェ冷却加熱兼用プレートを用いた（Fig. 

4b）。ハイブリッドアクチュエータは、15分間の加熱、

15分間の冷却からなる合計30分の熱刺激応答実験を 1 サ

イクルとし、 1 日10サイクル実施することで30サイクル

評価した。温度範囲は、23± 3 °Cから38± 2 °Cであり、

初期状態として実験開始前に17°Cにおけるハイブリッ

ドアクチュエータ画像を取得した。

　また、ハイブリッドアクチュエータの変形挙動の評価

では、サーモプレートを用いて熱刺激応答実験を実施し

た。ハイブリッドアクチュエータは、高分子格子骨格の

中心を原点とし、八面体格子が連なる方向にx軸、ハイ

ドロゲルが積層している方向にz軸をとった。x-z平面か

ら観察したときのハイブリッドアクチュエータの両端と

中心がなす角を側面角（ψ）、x-y平面から観察したとき

のアクチュエータ両端と中心がなす角を円弧角（φ）と

し、ψとφから変形平面と変形挙動を評価した。

3 ．実験結果および考察
3 ．1 ．超音波照射デバイスの共振周波数
　超音波照射デバイスは、使用するガラスの厚みが0.5 

mmまたは2 mmで構成したもの 2 種類を製作した。イ

ンピーダンスアナライザを用いて、製作した超音波照射

デバイスの共振周波数を測定し、構成するガラスの厚み

を変えることで、共振周波数を変化させることに成功し

た。さらに、製作した超音波照射デバイスは、0.1 MHz

から3.0 MHzの間で複数の共振周波数を示した。この中

から、実験で使用する超音波照射デバイスの周波数は、

照射する音圧の強さを考慮し、400 kPaが安定的に出力

できる共振周波数を選択することにした。また、医療超

音波では一般的に、キャビテーションの発生が抑制され

る1.5〜3.0 MHz程度の周波数が用いられていることを考

慮して、本デバイスの共振周波数の中から、1.5〜3.0 

MHz付近の1.8 MHzと2.5 MHzを照射する超音波の周波

数として採用した。さらに、コントロールとして0.3 

MHzの共振周波数も採用した。

3 ．2 ．ディスク型ハイドロゲルキャリアの製作
　超音波とマイクロバブルの効果を検証するために、ハ

イドロゲルをディッシュに密着させた、ディスク型ハイ

ドロゲルキャリアを製作した。ディッシュにハイドロ薄
Fig. 4 Experimental setup. （a） Thermoplate. （b） Peltier 

cooler.
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膜を形成する、前処理をしなかった場合には、ハイドロ

ゲルがディッシュ上に均一に生成されず、剥離も確認さ

れた。一方で、前処理を行ったディッシュでは、ハイド

ロゲルがディッシュに密着して、剥離を防ぐことができ、

均一なディスク型ハイドロゲルキャリアを製作すること

ができた。ディッシュに密着させることで、ハイドロゲ

ルキャリア自身がディッシュに衝突して薬剤モデルが放

出されることを防いだ。

3 ．3 ．超音波とマイクロバブルの効果検証
　マイクロバブルと超音波照射の複合効果を確かめるた

めに、マイクロバブル（MB）と超音波照射（US）の併用、

超音波照射のみ、マイクロバブル含有のみ、Controlの

4 つの条件を用意して、ディスク型ハイドロゲルキャリ

アからの薬剤モデルの放出率を評価した（Fig. 5a）。な

お、Controlはマイクロバブルを含有せず、超音波照射

もしなかった。超音波の照射条件は、周波数が1.8 MHz

で 5 分間とした。また、ディッシュ中心での最大音圧が

400 kPaになるように設定し、Duty比0.5で、ディスク型

ハイドロゲルキャリアに超音波を照射した。

　定量測定の結果、マイクロバブルと超音波照射の併用

条件では、薬剤モデル放出率が10.2%、超音波照射のみ

では3.1%、マイクロバブル含有のみでは2.9%、Control

では2.3%という結果が得られた。また、マイクロバブル

と超音波照射の併用条件では、他の条件と比較して有意

（**p < 0.01）に高い薬剤モデル放出率を示した。提案した

マイクロバブルと超音波照射の併用は、Control条件に

比べて、薬剤モデル放出率が4.5倍ほど高い結果となった。

3 ．4 ．異なる超音波周波数における薬剤モデル放出率
　ハイドロゲルキャリアの周波数応答性について評価す

るために、照射する超音波の周波数を変化させ、薬剤放

出効率に与える影響を測定した。超音波照射デバイスの

3 つの共振周波数、0.3 MHz、1.8 MHz、2.5 MHzで、

マイクロバブルを含有したディスク型ハイドロゲルキャ

リアに超音波を照射した。照射超音波は、音圧が400 

kPaで、Duty比を0.5に制御し、照射時間は 5 分間とした。

各周波数の超音波を照射した結果（Fig. 5b）、超音波周

波数2.5 MHzにおいて、最も高い薬剤モデル放出率が得

られた。0.3 MHzと比較すると、薬剤モデル放出率が1.8

倍程度増加することが確かめられた。さらに、1.8 MHz

と2.5 MHzでの結果を比較しても、平均放出率は2.5 

MHzの方が多いと示された。これらの結果から、マイ

クロバブルを含有したハイドロゲルキャリアからの薬剤

モデルの放出率は、照射する超音波の周波数に依存する

ことが示唆された。

　ここで、ハイドロゲル中に含有されたマイクロバブル

（Fig. 6a）に着目すると、共焦点顕微鏡によるZスタック

画像（Fig. 6b）から、マイクロバブルの平均粒径が2.4 

µm±2.2 µmであることが示された。そこで、ミナート

の式（5）を用いて、ハイドロゲルに含有されたマイクロバ

ブルの共振周波数を算出した結果、〜2.4 MHzと求めら

れた。つまり、マイクロバブルの共振周波数に近づくほ

ど薬剤放出効率が向上することが示唆された。

3 ．5 ．微小球状型ハイドロゲルキャリアの製作
　ハイドロゲルのマイクロ粒子を用いることで、フレキ

シブルに生体に埋め込むことができる薬剤放出デバイス

が開発（6）されていることから、本研究で示したハイドロ

Fig. 5 Drug model release from microbubble encapsulating 
disk-shaped hydrogel carrier by ultrasound 
irradiation. （a） The effects of ultrasound irradiation 

（US） and microbubbles （MB） on the release ratio 
of drug models were evaluated. （b） The effects of 
various frequencies of ultrasound irradiation on the 
release ratio of drug models were evaluated. Error 
bars： mean ± S.D., n = 3. **p < 0.01.

Fig. 6 Microbubbles encapsulated in a hydrogel disk-
shaped carrier were observed by （a） phase-
contrast and （b） confocal microscopes. Scale bars 
of （a, b） = 15 μm.
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ゲルキャリアがマイクロサイズでも応用が可能であるか

を確かめた。そこで、提案したハイドロゲルキャリアを、

マイクロサイズで球形状にした、微小球状型ハイドロゲ

ルキャリアとして製作した。微小球状型ハイドロゲル

キャリアにマイクロバブルや薬剤モデルが適切に封入で

きているかを確認するために、アルギン酸カルシウムゲ

ル、マイクロバブル、薬剤モデル、コラーゲンゲルをそ

れぞれ緑、赤、青、黄色に蛍光染色して、共焦点顕微鏡

で蛍光観察した（Fig. 7）。観察結果から、マイクロバブ

ルと薬剤モデルが適切に微小球状型ハイドロゲルキャリ

アに封入されていることが確認できた。さらに、微小球

状型ハイドロゲルキャリアがコラーゲンゲルにより担持

されていることも確認できた。

　また、生体内での実用性を考慮して、超音波刺激を加

えていない状態での薬剤放出を抑えるために、微小球状

型ハイドロゲルキャリアをPLLでコーティングした。

PLLコーティング時には、コラーゲンゲルの蛍光染色は

行わず、PLLを黄色に蛍光染色した。また、アルギン酸

カルシウムゲル、マイクロバブル、薬剤モデルはそれぞ

れ緑、赤、青に蛍光染色した。これらを共焦点顕微鏡で

蛍光観察することにより、微小球状型ハイドロゲルキャ

リアへのPLLコーティングが確認できた（Fig. 8）。

　次に、PLLコーティングした微小球状型ハイドロゲル

キャリアでの薬剤放出性能を調べるために、超音波照射

の有無による薬剤モデル放出量の違いを評価した。これ

までの薬剤モデル放出実験と同様に、照射する超音波の

音圧は400 kPaで、Duty比は0.5とした。さらに、 5 分間

の超音波照射を 3 サイクル行うことで、微小球状型ハイ

ドロゲルキャリアの超音波刺激への繰り返し応答性を確

認した（Fig. 9）。 1 サイクル目の薬剤モデル放出に着目

すると、超音波照射した条件では薬剤放出率が12%と、

Controlの薬剤放出率（＝0.2%）に対して、顕著に薬剤放

出性能が向上することが示された。繰り返しの超音波照

射においてもControlとの薬剤放出率の差が見られた。

これは、PLLでコーティングされた微小球状型ハイドロ

ゲルキャリアが、超音波刺激により必要に応じて、薬剤

モデルを放出できることを示している。また、超音波刺

激を与えていないControlに注目すると、 3 サイクルを

通した最終的な薬剤放出率が1.1%に抑制されており、

PLLコーティングによって定常時での薬剤放出を制御で

きることが示された。したがって、マイクロサイズにお

いても、超音波に応答してオンデマンドでの薬剤放出が

可能であることが示された。

Fig. 7 Confocal microscope images of microspherical 
hydrogel carriers loaded on collagen gel. （a） 3D 
image and （b） Z-stacked image of microspherical 
hydrogel carriers. （c） Microspherical calcium 
a lg ina te  ge l s .  （d） Drug  mode l s  and  （e） 
microbubbles encapsulated in calcium alginate gels. 

（f） Collagen gel carrying microspherical hydrogel 
carriers. Scale bar = 300 μm.

Fig. 8 Cross-sectional image of PLL-coated microspherical 
hydrogel carriers. （a） Microspherical calcium 
alginate gels. （b） Microbubbles and （c） drug 
models encapsulated in calcium alginate gels. （d） 
Microspherical hydrogel carrier coated with PLL.

Fig. 9 Repeated release evaluation of drug models from 
the PLL-coated microspherical hydrogel carriers by 
multiple ultrasound irradiation. Error bars： mean 
± S.D., n = 3.
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3 ．6 ．ハイドロゲル-高分子骨格間における機械的嵌合
　ハイドロゲルと高分子骨格間の機械的嵌合を評価する

ために、高分子レイヤー骨格を用いたバイレイヤアク

チュエータと、高分子格子骨格を用いたハイブリッドア

クチュエータを比較した。

　バイレイヤアクチュエータとハイブリッドアクチュ

エータにて、 1 サイクル 1 時間のロングインターバル熱

刺激応答実験を合計 3 サイクル実施した（Fig. 10a-c）。

バイレイヤアクチュエータ（Fig. 10a）のハイドロゲル-高

分子レイヤー骨格間は、 1 サイクル終了時点で9.1 mm

の剥離が生じた。高分子レイヤー骨格は長さ15 mmで

あるため、初期状態の密着割合を100%とすると39%に

減少した（Fig. 10c）。 2 サイクル終了するとハイドロゲ

ル-高分子レイヤー骨格間は完全に剥離し、密着割合は

0 %となった。一方で、高分子格子骨格を用いたハイブ

リッドアクチュエータ（Fig. 10b）のハイドロゲル-高分子

格子骨格間は、 3 サイクル終了後も0.9 mmの剥離に留

まり、密着割合は94%であった（Fig. 10c）。

　また、 1 サイクル30分のショートインターバル熱刺激

応答実験にて、30サイクル終了後もハイブリッドアク

チュエータは構造が維持することを確認した（Fig. 10d）。

　ロング/ショートインターバルの結果より、高分子骨

格を三次元格子構造にすることでハイドロゲルと高分子

骨格間の親和性が向上することが示された。従来のハイ

ドロゲルと高分子材料の二層構造アクチュエータでは、

ハイドロゲルと高分子材料界面での強固な結合を促す接

着手法が用いられてきた。具体的には、高分子材料への

接着レイヤー積層［11］や、重合開始剤添加による、ハイ

ドロゲル-高分子材料間をグラフト重合するための処理
［12］などが挙げられる。本研究におけるプラズマ処理と、

先行研究におけるグラフト重合処理は、ハイドロゲル-

高分子材料界面での架橋の有無で区別することができ

る。本研究の高分子骨格へのプラズマ処理は、高分子骨

格表面を親水にし、プレゲル溶液滴下時のバブルを防ぐ

ための処理である。ハイブリッドアクチュエータの拡大

画像（Fig. 10d）からも、ハイドロゲル-高分子骨格界面に

は部分剥離が生じており、先行研究のような架橋は存在

しない。本研究のハイブリッドアクチュエータでは、ハ

イドロゲルが格子構造内部に流れ込んだ状態で重合し、

格子の内部と外部で機械的嵌合をしたために、親和性の

向上に寄与したことが推察される。

3 ．7 ．ハイブリッドアクチュエータの変形挙動制御
　高分子格子骨格の三次元格子構造を変えることによる

ハイブリッドアクチュエータの変形挙動を評価するため

に、熱刺激応答実験におけるφを計測した。w = 200 

µm, 300 µm, 400 µm、θ = 120°, 180°の計六種類の曲

線状ハイブリッドアクチュエータにて、 1 サイクル 1 時

間の熱刺激応答実験を実施した（Fig. 11）。これより、曲

線状ハイブリッドアクチュエータの変形挙動を三種類に

分類した。

　一つ目は、ハイブリッドアクチュエータの円弧が閉じ

る方向への変形である（Fig. 11a）。これはw = 200 µmの

アクチュエータにて観察され、φは単調減少を示す。初

期状態の曲線状に従って全体が収縮するため、三次元格

子構造はx軸に対して潰れるような変形が確認できた。

　二つ目は、ハイブリッドアクチュエータの円弧が開く

方向への変形である（Fig. 11c）。これはw = 400 µmのア

クチュエータにて観察され、φは単調増加減少を示す。

加熱によって直線状になり、その後初期状態とx軸で対

象な曲線状へと移行する。

　三つ目は、ハイブリッドアクチュエータの立体的な変

Fig. 10 Evaluation of affinity between hydrogel and 
polymeric skeleton of hybrid soft actuator. （a-c） 
Results of short interval experiment. （a） Hybrid 
actuator us ing lat t ice structure and （b） 
conventional composite actuator using square rod-
shaped polymer. （c） Sticking ratio between the 
hydrogel and the polymer for each thermal 
st imulat ion .  （d） Results  o f  long interva l 
experiment. All scale bars = 5 mm.

― 73 ―



形である（Fig. 11b）。これはw = 300 µmのアクチュエー

タにて観察され、変形平面はx-y平面、x-z平面の両方と

なる。特に、θ = 120°のときはx-z平面にて、θ = 180°

のときはx-y平面にて波打つ変形が得られた。

　また、ハイブリッドアクチュエータが球面に対してど

のように変形するかを評価するために、金属球を用いて

熱刺激応答実験を実施した（Fig. 12）。曲線状ハイブリッ

ドアクチュエータは加熱によって金属球の形状に沿って

変形し、冷却によって解放する動作を確認した。これよ

り、曲線状ハイブリッドアクチュエータはソフトロボッ

ト（7）の特徴である表面追従性を有していることが示され

た。

4 ．結論
　本研究では、生体安全性を具備した超音波刺激応答性

ハイドロゲルキャリアの開発を目指し、マイクロバブル

が超音波刺激によって振動することで、ハイドロゲルの

構造を変化させ、効率的に薬剤を放出できるハイドロゲ

ルキャリアを開発した。加えて、このハイドロゲルキャ

リアを小型化し、生体内で利用できるようにする積載用

のハイドロゲルアクチュエータを開発した。実際にマイ

クロバブルと超音波の複合作用が薬剤モデルの放出率を

向上させた。さらに、超音波周波数がマイクロバブルの

共振周波数に近づくにつれて薬剤放出効率の向上が示唆

された。また、微小球状型ハイドロゲルキャリアを製作

し、マイクロサイズへの応用と、超音波刺激への繰り返

し応答性を実証した。すなわち、超音波応答性の有する

ハイドロゲルキャリアを構築した。また、ハイドロゲル

と高分子骨格間の機械的嵌合では、加熱・冷却時間の異

なる二種類の熱刺激に対しても構造を維持することが示

された。また、三次元格子構造による変形制御では、格

子形状をw = 200 µm, 300 µm, 400 µmの三段階で調整

することで、アクチュエータの円弧が閉じる方向への変

形、開く方向への変形、ねじれ変形の三つの変形挙動が

得られた。これにより、ハイドロゲルキャリアを搭載し

たマイクロソフトロボットの実現に向けたデモンスト

レーションを実施することができた。
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有機系材料のアップグレードを可能とする重水素化反応開発

九州大学　高等研究院
矢崎　亮

1 ． 背景・目的
　水素の安定同位体である重水素（D）は、通常の水素（軽

水素：H）のおよそ 2 倍の質量で放射性を持たず、取り

扱いが容易である。重水素で置換された化合物は、分子

全体の性質の変化を最小限に抑えながら安定性の向上が

可能となり、光ファイバーなどの高分子材料、医薬品な

ど、近年において応用範囲は拡大し続けている。これら

の重水素化材料を用いることで、製品の長寿命化、高耐

久性を獲得、資源の有効利用や環境負荷低減を実現でき

る。よって重水素化合物のケミカルスペース拡張は、持

続可能な新たな有機系材料イノベーションの礎となる。

　一方、重水素化合物の市販品ラインナップは溶媒など

の単純な低分子化合物に限定されている。一般に重水素

化合物は、入手可能な低分子の重水素化原料（重水素化

ヨ ウ 化 メ チ ル（CD3-I）や 重 水 素 化 ヨ ー ド ベ ン ゼ ン

（C6D5-I）等）を用いた多段階合成で得られる。この古典

的な合成手法は、重水素を高純度に導入できる信頼性の

高い手法である。しかしながら、多段階合成による潜在

的な重水素化率の低下、入手可能な重水素化原料に合わ

せた新たな合成ルートの再構築が不可避であるといった

懸念がある。そのため、現状の高コストな重水素化合物

がその利用拡大や実用化への障壁となっている。そのた

め近年では、最も簡便かつ実用的な水素−重水素（H-D）

交換反応による重水素の触媒的導入反応の開発が盛んに

行われている1-7）。しかし、実用的な触媒的重水素化反応

への課題として、イリジウムやパラジウムなどの貴金属

触媒が必要、高温・加圧条件、強酸性・強塩基性などの

過酷な反応条件が必要、重水素を導入可能な位置が限定

的、重水素化効率が低いなどが残されている。

　以上より重水素化有機系材料の利用拡大には、これら

の課題を解決する革新的な重水素化反応の確立及び、容

易にアクセス可能な重水素化合成素子ライブラリーの拡

充が必須である。そこで本研究では、ユビキタスなエス

テルやアミドの実用的な触媒的重水素化反応を開発し、

重水素化合物への容易なアクセスを可能とする合成基盤

の構築を目的とする。

2 ．結果と考察
　アミド1aをモデル基質として重水素源の検討を行った

ところ、重アセトニトリルを用いた際に重水素化反応が

効率的に進行することが確認できた。さらにケイ素試薬

と塩基の検討を行ったところ、ケイ素触媒としてトリフ

ルオロメタンスルホン酸トリイソプロピルシリル

（TIPSOTf）、塩基として1,4-ジアザビシクロ［2.2.2］オ

クタン（DABCO）を用いた際に、高い重水素化率で目的

物を得る条件を見出した（図 1 ）。

　続いて重水素化ライブラリーの構築を行った（図 2 ）。

今回の検討では高い重水素率で目的物を得るために、反

応時間を48時間と設定して検討を行った。モデル反応の

アミド1a以外にも多様な構造の二級アミン由来のアミ

ドも問題なく重水素化反応が進行した（ 2 –11）。さらに、

従来法では重水素化困難であった、酸性度の高いNH結

合を有する一級アミド由来のアミドの加熱条件にて重水

素化することに成功した（12）。さらに酸性度の高いアニ

リドや、アンモニア由来のアミドに関しては、TIPSOTf

とDABCOを化学量論量用いることで高い重水素化率を

達成した（13,14）。その他、アミノ酸や他の官能基共存

化においても目的物を高い重水素化率で得ることに成功

図 1 ．ケイ素触媒を用いたアミドの重水素化
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した（15–20）。

　立体障害の大きなα–二置換のアミドを用いた際は、

触媒を立体障害の小さなトリフルオロメタンスルホン酸

トリエチルシリル（TESOTf）に変更することで高い重水

素化率を達成できた（17）。エステルやケトンを有する基

質を用いて反応を行ったところ、アミドと同様に、ケト

ン、エステルの重水素化反応も進行することが確認され

た（21,22）。エステルを有する基質に関して、種々検討

を行ったところ、塩基を1,8-ジアザビシクロ［5.4.0］-7-

ウンデセン（DBU）に変更することで、アミドのα位の

みを選択的重水素化させることにも成功し、塩基を使い

分けることで触媒活性の制御も可能であった。機能性材

料のモノマーであるビニルピロリドンも問題なく重水素

化反応が進行し、各種モノマーへの応用も可能であるこ

とが確認できた（24）。その他に、天然物や医薬品など、

複雑な炭素骨格や多官能基性のアミドを用いて重水素化

反応を行った（25–34）。いずれもアミドのα位選択的に

重水素を導入することが可能であり、本研究で開発した

図 2 ．ケイ素触媒を用いたアミドの重水素化ライラリー構築
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触媒的重水素化反応が、極めて温和で多様な化合物へ応

用可能であることが確認できた。無保護のヒドロキシル

基を持つ化合物は、 1 当量以上のケイ素触媒を用いるこ

とで、反応系中で保護を行いながら重水素化反応を進行

させることができた（35,36）。

　続いて、アミドと同様に機能性材料などに多くみられ

るエステルの重水素化ライブラリー構築を行った（図

3 ）。エステルを用いた場合にもアミドと同様に高い重

水素化率で目的物を得ることが可能であった（37,38）。

活性化されていない単純なエステルを触媒的に活性化す

る手法はこれまで報告例が無く、本触媒的な重水素化反

応が世界で初の例となる。本重水素化手法は、ほぼ中性

条件の極めて温和な条件で重水素化可能で、多様なアル

コール由来のエステルを用いることが可能であった。エ

タノールやメタノール以外に、ヘキサノール、立体障害

の大きなイソプロピルアルコール、脱保護可能なベンシ

ルアルコールやアリルアルコール由来の各種エステル

は、高い収率と重水素化率で目的物へと変換された

（39–42）。特筆すべきことに、酸塩基条件で不安定なフェ

ノール由来のエステルも加水分解されることなく重水素

化体へと変換された（43）。

　立体的に遮蔽されたフェノール官能基は保護すること

図 3 ．ケイ素触媒を用いたエステルの重水素化ライブラリー構築
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なく重水素化可能であった（44）。各種ラクトンも問題な

く重水素化反応が進行し、機能性材料のモノマーである

カプロラクトンも重水素化体へと変換できた（45,46）。

また、アルキルラジカル前駆体として機能するレドック

ス活性エステルも加熱することで、重水素化することが

可能であった。本結果より、多様な重水素化アルキル源

を合成できることが確認され、さらなる重水素化ライブ

ラリーを拡大することが可能であることがわかった（47）。

　その他、天然物や医薬品などのエステルを選択的に重

水素化可能であった（48–52）。市販の原料から 2 段階で

重水素化アセチルコリンを合成することにも成功した

（53）。塩基性条件では、Dieckmann縮合が進行するジ

エステル基質においても、 2 箇所のエステルのα位を重

水素化することができた（54）。

　続いて、開発した触媒反応の実用性を確認するためグ

ラムスケールでの検討を行った。実用性を考慮し、触媒

量の低減と重水素源である重アセトニトリルの低減を

行った。検討の結果、共溶媒としてトルエンを用いるこ

とで、カラムクロマトグラフィーを用いることなく 7 g

以上の重水素化体を得ることに成功した。また、重水素

化したアミド、エステルの変換反応も行った。アミド

2-d2を原料として用いることで、ケトンやアルデヒドな

ど酸化状態を自在に変化させることに成功した。各種複

素環合成を可能とするチオアミドへの変換も容易であっ

た。還元反応条件によって、β位に重水素が導入された

アルコール、アミンへと高収率で変換された。エステル

も同様にエーテルや立体障害の大きなアルコールへと変

換可能であった。いずれの変換反応においても、重水素

化率の低下を伴うことなく目的物を得ることができ、重

水素化ライブラリーの迅速な拡大が可能であることが確

認できた。

　最後に、開発したケイ素触媒を用いて、機能性材料の

直接重水素化の検討を行い、ポリカプロラクトンを用い

ることで、エステルのα位を選択的に重水素化すること

に成功した（図 4 ）。現在のところ、反応後の精製条件な

どの最適化を行えていないため、収率は30–40％程度で

はあるものの、95％以上の高い重水素化率で重水素化ポ

リカプロラクトンを単離することに成功した。本反応は

ポリマーを直接用いた世界初の触媒的重水化反応であ

り、学術的にも新規性が極めて高い8）。

3 ．結論
　従来法では困難であったアミド、エステルの触媒的な

重水素化反応の開発に成功した。さらに、多くの重水素

化合物を合成できるだけでなく、詳細な反応機構解析に

よってアミド選択的に重水素化可能であることも見出し

た。また、ケイ素触媒による重水素化反応としても世界

初の例となる。さらに本触媒反応をポリカプロラクトン

に適用することで、高い重水素化率で目的物を得ること

に成功し、本触媒反応がポリマーに適用可能であること

を確認することができた。
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有機蛍光色素への電気学的な保護基の導入と
中間種の分解抑制による電気化学発光の増強
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1 ．緒言
　電気化学発光（Electrochemiluminescence, ECL）は、

免疫測定法などのバイオ分野からディスプレイ用途に至

るまで、広範な応用が期待される電気化学的発光現象で

ある1。フォトルミネッセンス（PL）と比較して光源が不

要なため光学系が簡略であり、化学発光（CL）に対して

は発光の時間的・空間的制御が容易である点が利点とし

て挙げられる。ルテニウムやイリジウム、白金などの貴

金属錯体が代表的な分子性ECL発光体として知られてい

るが、近年では低コスト、安全性、構造による色調制御

の容易さなどから、貴金属を含まない純有機色素の開発

が進んでいる。一方で、有機ECL材料においては、電気

化学的に生成されるラジカルカチオンおよびラジカルア

ニオンの不安定性が課題となっており、これらの中間体

が反応に至る前に分解することが大きな障壁となってい

る。

　有機エレクトロニクス分野では、軽量かつ 可撓性に富

んだフレキシブルデバイスの実現を目指し、有機材料を

用いた素子の研究が活発に進められている。中でも有機

半導体は中核的役割を担う材料であり、高移動度の達成

に向けた分子設計や印刷技術が一部確立されてきてい

る。近年では、電気化学との学際的融合が注目されてお

り、有機半導体と電解質を組み合わせた有機電気化学ト

ランジスタ2や、有機エレクトロルミネッセンスに電解

質を導入した有機発光電気化学セルなどが開発され、従

来のECL研究との関連性も見出されている。

　我々は、p型有機半導体の一つとして、大気安定性と

高いホール移動度を示すベンゾチエノベンゾチオフェン

（BTBT）を基幹物質に据え、錯体化学のアイデアを組み

合わせることで、新規金属錯体やBTBT誘導体を開発し

てきた（図 1 ）。中でも、ピリジンを電子アクセプターに

用いたドナー・アクセプター型有機色素 1 mの研究では、

嵩高いルイス酸のトリスペンタフルオロフェニルボラン

（TPFB）との複合化により、ホウ素錯体 1 m-TPFBを開

発している。興味深いことに、TPFBは電気化学的な保

護基として作用し、BTBTのピリジル誘導体のラジカル

イオンの安定性を著しく向上させることを見出した3。

このTPFBによる安定化により、ECLの強度を最大で

図 1 ． BTBT誘導体およびBTBT骨格を配位子に導入した金
属錯体の構造。
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156倍にまで向上させることに成功した。そこで本研究

では、BTBTのピリジル誘導体を配位子として用い、別

の金属中心を有する新規金属錯体の開発と物性評価を目

的とした。

2 ．BTBT骨格を配位子に導入したシクロメタル化白金
錯体の開発と物性評価

　平面四配位構造をとるPt（II）錯体の中でも、Pt–C結合

を含むシクロメタル化錯体は、優れた発光特性を持つエ

レクトロルミネッセンス（EL）材料として注目されてい

る。近年、2-フェニルピリジン（ppy）を単座および二座

配位子として導入したPt（II）錯体が、光照射により単座

配位子のC（sp²）–H結合を活性化できることが報告され

た4。このC–H活性化は、配位子由来の三重項π–π*励

起状態から誘起される反応であり、この錯体における励

起状態の電子的性質への関心が高まっている。

　前駆体として用いた二核白金錯体［Pt₂Cl₂（ppy）₂］と、

有機分子であるBTBT-pyを、エトキシエタノールを溶

媒とした条件下で反応させることにより、目的とする新

規白金錯体 1 m-Ptを合成することに成功した（図 1 ）。

この合成反応は、比較的穏やかな条件下で進行し、収率

良く目的物が得られた。合成後に得られた生成物は、
1H NMR（核磁気共鳴）分光法およびESI-MS（エレクトロ

スプレーイオン化質量分析）によって構造同定が行われ、

その分子構造と分子量の正確性が確認された。

　さらに、量子化学計算であるDFT（密度汎関数理論）

法を用いて目的錯体 1 m-Ptの最適化構造を算出し、そ

の結果をもとに電子構造の詳細な検討を行った。その考

察の結果、目的錯体は、BTBT骨格のない参照錯体錯体

とBTBT-pyそれぞれが有する特徴的な電子的性質の両

方を兼ね備えていることが明らかとなった。

　参照錯体においては、HOMO（最高被占軌道）が約50%

の電子密度をppy配位子に、約38%を白金中心に持つ分

布を示しており、一方LUMO（最低空軌道）は約89%が

ppy部位に局在していた。目的錯体においては、これら

の錯体 1 のHOMOおよびLUMOに相当する軌道がそれ

ぞれHOMO− 1 およびLUMO+ 1 として現れ、それらの

軌道分布およびエネルギー準位は極めて近接しており、

明確な対応関係が認められた。

　一方、1 mに関しては、HOMOの93%がBTBT部位に、

7 %がピリジル部に局在しており、LUMOはBTBTに

80%、ピリジル基に20%分布しているという特徴が見ら

れた。目的錯体では、これらのBTBT-pyのHOMOおよ

びLUMOに対応する軌道が、それぞれHOMOおよび

LUMOとして現れ、軌道分布および準位において非常

に良く一致していた。目的錯体の極大吸収波長は、参照

錯体および 1 mと比較してもほとんど差が認められず、

似たような吸収特性を有することが分かった（図 2 ）。

　続いて、目的錯体の励起状態における電子構造をより

詳細に調べるために、TD-DFT（時間依存密度汎関数理

論）計算を用いて三重項励起状態（T₁）の構造最適化を実

施した。その結果得られたSOMO（単占軌道）の分布解析

から、参照錯体のT₁状態は、主としてppy配位子を中心

とした3π–π*励起であることが明確となった。一方、

BTBT-pyのT₁状態は、BTBT部分からピリジル基への

電荷移動に起因する3ICT（三重項電荷移動）状態である

ことが確認された。目的錯体のT₁状態においては、明

確にBTBT-py部位に励起が偏在しており、3ICT特性が

顕著に現れていることが分かった（図 2 b参照）。これは、

目的錯体の励起に際して、BTBT-pyの性質が優位に現

れることを示している。また、目的錯体のT₂状態につ

いては、ppy配位子を起点とした3π–π*状態であると特

定された。

　発光特性に関しては、アセトニトリル溶液中における

参照錯体は、波長513 nmにおいて、ppy配位子に起因す

る3π–π*状態由来のリン光を示した。一方、 1 m単体は

384 nm付近で1ICT状態に由来する蛍光を示しており、

蛍光量子収率は0.181、蛍光寿命は0.45ナノ秒であった。

目的錯体については、明確な蛍光またはリン光の観測は

困難であったものの、わずかに発光が検出された。この

図 2 ．（a） ジクロロメタン中の 1 m-Ptおよび関連化合物の吸
収スペクトル。（b） T1状態における 1 m-PtのHSOMOお
よびLSOMO。
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発光のスペクトルや寿命、量子収率が 1 mと極めて近い

値を示したことから、合成過程で 1 mが完全には除去さ

れず、不純物として残留していた可能性が高いと考えら

れる。さらに、 1 mがPt（II）中心と配位することで、い

わゆる重原子効果が誘起され、1ICTから3ICTへの効率

的な系間交差（ISC）が促進されたと推察される。その結

果として、1ICT状態からの蛍光は著しく消光された可

能性がある。加えて、目的錯体の過渡吸収スペクトルを

測定した結果、そのスペクトル形状が 1 mのものと非常

によく似た特徴を示していた（図 3 ）。これは目的錯体の

励起状態が主として 1 m部位に由来することを裏付ける

ものであった。さらに、時間分解過渡吸収測定により、

励起種の時間変化挙動を追跡した結果、目的錯体の励起

状態は 1 m部位に局在した3ICT状態であると帰属され

た。この観察結果は、TD-DFT計算によって得られた理

論的知見ともよく一致していた。

　以上の結果から、目的錯体においては、理論的にも実

験的にも、最低励起三重項状態（T₁）は明確に 1 m部位に

偏在した3ICT状態であると結論づけられた。錯体 2 で

は、配位されている二種の配位子—ppyと 1 m—のいず

れもが三重項励起状態を形成可能であるが、エネルギー

的な観点からは、 1 m由来の3ICT状態がより安定であり

優先的に形成される。実際、発光エネルギーの比較にお

いても、参照錯体の3π–π*状態の方が 1 mの1ICT状態よ

りも低エネルギー側にあることが示されている。それに

もかかわらず目的錯体においては3ICTがT₁として現れ

ていることから、配位子中心における異常なシフトが生

じていると考えられる。

3 ．BTBT骨格を配位子に導入した銅二核錯体の開発と
物性評価

　本研究では、有機半導体として高性能かつ安定性に優

れるBTBTを含有する新規ヨウ素架橋二核銅（I）錯体

［Cu₂I₂（PPh₃）₂（BTBT-py）₂］（以下、 1 m-Cu）を合成し、

その構造的特徴および固体発光特性を明らかにした（図

1 ）。出発物質には、既報の参照錯体［Cu₂I₂（PPh₃）₂（3-

ピコリン）₂］を用い、配位子交換反応によってBTBT誘

導体であるBTBT-pyを導入することで合成された。得

られた錯体 1 m-Cuは、黄色結晶として分離され、X線

結晶構造解析、光物性測定、電気伝導度測定、さらに理

論計算（DFT、ADF）により詳細に評価した。

　X線 構 造 解 析 の 結 果、 錯 体 1 m-CuはPPh₃お よ び

BTBT-py配位子 2 分子ずつを有する二核構造を取るこ

とが確認された（図 4 ）。中心の{Cu₂I₂}コアは、従来の類

似錯体に比べてCu···Cu距離が顕著に短く（2.69 Å）、I···I

距離が長く（4.60 Å）なるような「潰れた」菱形構造を示

した。これはBTBTの立体的および電子的効果に起因す

ると考えられる。また、結晶中にはクロロホルム分子が

共結晶化しており、 1 mユニットがπ–πスタックを形

成しつつ一方向に配列され、 1 次元チャネル構造が形成

されていた。このようなパッキング様式が分子間の電子

的相互作用を助長することが示唆された。

　理論計算では、 1 m-Cuと参照錯体の最適化構造を比

較し、結晶中の異常に短いCu···Cu距離は分子間パッキ

ングに起因することが明らかとなった。さらに、

HOMOは両錯体とも主にCu₂I₂コアに局在し、LUMOは

ピリジル部に位置した。BTBT導入によってLUMO準位

が著しく低下し（BTBT-pyでは−1.58 eV、3-ピコリンで

は−0.48 eV）、金属–配位子間電荷移動（MLCT）に必要

図 3 ．アセトニトリル中での 1 m-Ptの過渡吸収スペクトル。

図 4 ． 1 m-Cuの単結晶X線構造解析。
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な励起エネルギーが減少することが示された。また、分

子間のLUMOの重なりによってトランスファー積分は

18.9 meVと大きく、電子が分子間で非局在化すること

が示唆された。

　電気伝導度測定では、 1 m-Cuおよび 1 m単体ともに

10⁻⁸ S cm⁻¹程度であり、これは真空蒸着薄膜で測定され

たC8-BTBTより 2 桁低い値であった。この差は、結晶

性や試料の形態（粉末 vs. 薄膜）に起因すると考えられ、

同様の導電度オーダーはBTBTを含む他の金属錯体でも

観測されている。

　光学特性としては、固体状態で365 nmのUV照射下に

おいて錯体 1 m-Cuは653 nmに強いリン光を示し、参照

錯体の443 nmに比べて著しくレッドシフトした（図 5 ）。

この発光は、Cu₂I₂コアから 1 mへの三重項X/MLCT

（3X/MLCT）由来であり、DFTおよびADFによる励起状

態計算により裏付けられた。興味深いことに、 1 m自体

は451 nmにICT由来の蛍光を示すが、錯体 1 m-Cuの発

光とは明確に区別され、錯体 1 m-Cuにおける最低励起

三重項状態T₁は、 1 mベースの励起状態ではなく、金属

中心からの電荷移動によるものであった。また、これま

での類似の錯体シリーズでは、ピリジン配位子のLUMO

エネルギーが増加するにつれて、発光エネルギーは直線

的に減少することが知られていた。このシリーズにおい

ても、 1 m-Cuの発光は著しくレッドシフトしていた。

　この異常なレッドシフトの要因は、（i） 結晶中におけ

る 1 mユニットのπ–πスタックによる分子間電子カッ

プリング、（ii） 三重項励起状態における構造緩和の 2 点

で説明できる。特に、T₁状態ではCu···Cu距離がわずか

に伸長し、I···I距離が短縮、さらに 1 m部位のねじれ角

が約 9 °減少して平面化するという構造変化が見られた。

一方、参照錯体では結晶中でのI···Hショートコンタクト

により、こうした構造緩和が抑制されていたと考えられ

る。 1 m-Cuでは、 1 次元チャネル構造によってBTBT

ユニットの自由度が確保されていたため、発光状態での

構造緩和が可能であり、結果として低エネルギーの発光

が得られた。

　総じて、本研究は、多核銅（I）錯体においてBTBT誘

導体を配位子として導入することで、結晶構造、分子間

相互作用、電子状態、光物性が密接に関連し、新たな発

光機構とチューニング可能な材料設計が可能であること

を示した。また、π–π相互作用やチャネル構造が光物

性に与える影響を明確に示した点は、今後の発光材料や

電子機能性材料の開発にとって有意義な知見を提供する

ものである。

4 ．結論
　本研究では、BTBT骨格を有するドナー・アクセプター

型分子 1 mを配位子として利用し、BTBT骨格を発光性

白金錯体や銅錯体に導入した。シクロメタル化白金錯体

においては、溶液中でのPt（II）中心の重原子効果によっ

て、系間交差が促進され、 1 m部位の3ICT状態を過渡吸

収スペクトルによってとらえることができた。菱形銅（I）

二核錯体では、結晶状態で、 1 m部位ではなく、3X/

MLCT由来の発光が観測された。BTBT部位間の電子

カップリングが一つの要因となり、従来の錯体シリーズ

よりも著しく発光がレッドシフトしていた。このように、

ドナー・アクセプター型分子と錯体化学の組み合わせに

より、BTBT骨格が関与するユニークな光物理的性質を

明らかにすることができた。今後、さらに、電気化学的

な知見を得ることで、多様化する有機エレクトロニクス

におけるデバイス活性層の開発に貢献することが期待さ

れる。
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図 5 ． 1 m-Cuおよび類似錯体のシリーズにおける、配位子
のLUMO準位と発光エネルギーの相関。
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非貴金属水電解触媒への応用を志向した
キラル共有結合性有機構造体の創製

名古屋大学　大学院理学研究科
須田 理行

1 ．はじめに
　電子の持つ「スピン角運動量」の自由度を利用したス

ピントロニクスにおいては、主として無機材料からなる

強磁性材料や電磁石などによる強力な外部磁場を用いる

ことが不可欠である。一方で従来、有機材料はそのスピ

ン-軌道相互作用の小ささから、電流/スピン流変換材料

への応用には本質的に不利であるというのが常識であっ

た。

　ところが近年、キラル分子をトンネルした電子におけ

るスピン選択性： Chiral-induced Spin-selectivity （CISS）

効果が発見され、有機分子による強磁性体や外部磁場の

不要な新たな電流-スピン流変換原理の可能性が示され

た ［ 1 ］。申請者はCISS効果を用いたスピントロニクス

素子創出の可能性を着想し、世界に先駆けて分子キラリ

ティ制御による電流-スピン偏極電流（以下、スピン流と

する）変換やスピン流の外場制御が可能なデバイスの開

発に取り組んできた［2,3］。これらの素子ではスピン偏

極率として~95%程度を実現し、この値は一般的な強磁

性金属のスピン偏極率を凌駕しうる値である。

　更に、申請者らはCISS効果によって生成したスピン

流を利用することで、スピン一重項基底状態とスピン三

重項基底状態が競合する電気化学反応下におけるスピン

多重度選択性を着想し、これを利用したスピン流による

効率的酸素発生（水電解）反応を実現している ［4,5］。以

上のように、キラルな有機物質において、CISS効果に

基づく分子スピントロニクスおよびスピン依存電気化学

という新たな学問分野の開拓が期待されている。

　そこで本研究では、二次元多孔性高分子（Covalent 

Organic Flameworks： COF） の骨格に、キラリティを

導入することで、キラル二次元多孔性高分子を創製し 

［ 6 ］、高効率な電流からスピン流への変換機能を創出す

るとともに、生成したスピン流によるスピン多重度選択

性と二次元多孔性高分子が元来有する水電解反応への触

媒活性との相乗効果による超効率的水電解への応用を実

現すること目的とした（図 1 ）。

2 ．研究方法・結果
（1）キラル二次元多孔性高分子の合成
　図 2 に示すように、COFの合成を行った ［ 7 ］。アル

デヒドコア分子である2,4,6-triformylphloroglucino （5.2 

mg, 0.025 mmol） およびキラルモジュレーターである

（R/S）-（+/-）-1-phenylethylamine （8.0 μL, 0.063 mmol） 

（キラリティ誘起を行わないものについてはaniline （5.7 

μL, 0.063 mmol）を加えた）をmesitylene / 1,4-dioxane 

（12 mL / 3 mL） に溶解させた後、反応容器にアミンリ

ンカーとして4,4”-diamino-p-terphenyl （Tp） （9.62 mg, 

0.037 mmol）、4,4’ -（1,2,4 ,5-tetrazine-3,6-diyl）bis

図 1 ．本研究計画の概要
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［benzenamine］ （Tz） （9.78 mg, 0.037 mmol） のいずれ

かを加えた。 反応容器にacetic acid （6 M, 1.5 mL） を

滴下し、洗浄した石英基板を立てかけ、150 ℃で12時間

加熱し合成を行った。反応後、室温まで冷却したのち、

石英基板上に合成されたもの、および反応容器の壁面か

ら剝がしとったものとして、フィルム状のCOFを得た。

生成物は、N,N-d imethylacetamide、acetone、

tetrahydrofuranで洗浄を行った。以上の手順で、 2 種

類のアミンリンカーを用いた 2 種類のCOF（以下、使用

したリンカーの種類に応じてTpCOF, TzCOFとする）に

ついて、R体あるいはS体のモジュレーターによるキラ

リティ誘起を行ったものと、キラリティ誘起を行わな

かったものの 3 種類、計 6 種のCOFを合成した。

（2） 円二色性スペクトル測定
　円二色性 （CD） スペクトルを測定することにより、

合成したキラルCOFのキラリティの評価を行った。図

3 に、TzCOF、TpCOFのCDスペクトルを示す。どち

らにおいても、ミラーイメージのCDシグナルが観測さ

れた。したがって、キラルモジュレーター導入により合

成されたCOFにキラリティが誘起されたと推察できる。

本研究で用いたキラルモジュレーターである（R/S）-

（+/-）-1-phenylethylamineは、250-270 nm付近に特徴的

なCDシグナルを示す。本研究で合成したCOFのスペク

トルでは、この波長域ではCDシグナルおよび吸収は見

られず、代わりにCOFの極大吸収波長付近と考えられ

る領域にCDシグナルが見られた。このことから、実際

にキラルモジュレーターからCOF骨格にキラリティが

転写されているということが推察される。

③ コンダクティブAFMを用いた電流―電圧測定による
スピン選択性の評価

　コンダクティブAFMを用いて測定したTpCOFの電流

―電圧曲線を示す（図 4 ）。赤線はカンチレバーを上向き

に磁化させたときの電流値、青線はカンチレバーをした

向き磁化させたときの電流値を示す。R/S体どちらにお

いても、カンチレバーの磁化方向に依存して電流値が変

化していることがわかる。この結果は、キラルCOF中

を通る電流でスピン偏極が起こっていることを示唆す

る。また、キラリティの反転に伴って、スピン偏極の傾

向、すなわちスピン選択性が判定していることがわかる。

したがって、この測定におけるスピン偏極は、COFの

キラリティに起因するものであることが推察できる。

　 次 に、TzCOFの 電 流 ― 電 圧 曲 線 を 示 す（ 図 5 ）。

TzCOFにおいても、カンチレバーの磁化方向に依存し

た電流値の違いが観測され、また、R体で上向きスピン

選択性、S体でした向きスピン選択性を持つという、ス

ピン選択性の傾向もTpCOFと類似していた。

　Conductive-AFMによる電流―電圧測定の結果から、

キラルCOF中のスピン偏極率を算出することができる。

スピン偏極率（SP）の算出は、以下の式によって行うこ

とができる。

SP （%）=100× Iup−Idown
              

Iup+Idown

　ここで、Iupはカンチレバーを上向き磁化にした時の電

流値、Idownはカンチレバーを下向き磁化にした時の電流

値である。この式を用いて、図 4 、 5 で示した電流―電

圧特性から、スピン偏極率をそれぞれの電圧において算

出したものを図 6 に示す。どちらの図においても、R体

で上向きスピン選択的、S体で下向きスピン選択的に

なっていた結果を反映するものである。

　CISS効果によるスピン偏極率は、通過した分子の長

さに依存することが明らかになっている ［ 8 ］。したがっ

て、得られたスピン偏極率を合成したCOFの膜厚で規

図 2 ．キラルCOFの合成

図 3 ．TpCOF （左）, TzCOF（右）のCDスペクトル
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格化することで、異なるサンプル間での比較が可能にな

ると考えられる。

　表 1 に、それぞれのCOFの膜厚と、測定結果のスピ

ン偏極率、膜厚で規格化したスピン偏極率を示す。

　典型的に、TpCOFはTzCOFの 2 倍程度の膜厚で合成

されていた。また、スピン偏極率は、二種のCOF間で

同程度、あるいは、TzCOFの方が大きくなっていた。

それらの結果を反映して、規格化されたスピン偏極率は、

TzCOFの方がTpCOFより2 ~ 3倍程度となり、TzCOF

はTpCOFと比較して2 ~ 3倍のスピン偏極能を有してい

ると推察される。

　このようなスピン偏極能の違いを、本研究で用いたア

ミンリンカーの構造の違いの観点から考察する。本研究

で用いたアミンリンカーであるTpとTzは、中央に位置

するベンゼン環様ユニットが、隣接ベンゼン環の水素と

の立体障害によってねじれていることがわかっている

（図 7 ）。Tpでは、27°ねじれており、Tzではねじれて

いないと考えられる。

　COFへのキラリティ誘起は、アミンリンカー―アル

デヒドコア分子間のC-N結合にねじれが生じることに

よって行われる、その際、TpCOFにおいては、中央の

ベンゼン環のねじれの方向は揃えられないので、ランダ

ムな方向にねじれていると考えられる。したがって、コ

ア分子を中心とした小さなプロベラ型のキラルなユニッ

トを形成する。対して、TzCOFでは、アミンリンカー

の 3 つの環のねじれの方向・角度がすべてそろっている

ので、より大きなプロペラ型ユニットを形成し、それが

結果として大きなスピン偏極に現れていると考えられる。

3 ．まとめと今後の展望
　本研究では、キラリティを導入したキラル多孔性高分

子を合成し、リンカー分子のねじれ角とスピン選択制の

相関を検証した。今後は、キラル多孔性高分子材料を触

媒としたスピン多重度選択的反応による効率的水電解の

実証に取り組み、キラル二次元多孔性高分子電極による

スピン多重度選択的水電解反応を実証する。

参考文献
［1］B. Göhler et al., Science 2011, 18, 894.

図 6 ． R-TpCOF （左）, S-TpCOF（右）におけるスピン偏極率
のバイアス依存性

図 7 ．Tp, Tzリンカーのねじれ角の比較

図 4 ． R-TpCOF （左）, S-TpCOF（右）におけるスピン偏極コ
ンダクティブAFM測定によるスピン選択性の評価

図 5 ． R-TzCOF （左）, S-TzCOF（右）におけるスピン偏極コ
ンダクティブAFM測定によるスピン選択性の評価

表 1 ．膜厚で規格化したスピン偏極率
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高耐久性アモルファス発光体を利用した
固体センシング発光材料の開発

京都大学　大学院工学研究科
権　正行

1 ．はじめに
　固体発光センサーは、その優れた検出感度、応答速度、

および測定の簡便さから、その開発には大きな需要があ

る。一方で、一般的な有機色素は、固体状態での発光体

間の分子間相互作用により濃度消光を起こしやすく、発

光の視認性が低下するという課題がある。さらに、特定

の分子を検出するためには、検出対象を捕捉する認識部

位の導入が必要となる。これらの要素を満たした発光セ

ンサーの開発戦略として、剛直な三次元構造をπ共役系

高分子に組み込みむことで、濃度消光を抑制しつつ分子

認識が可能な空間の確保ができることが報告されてい

る［1］。

　本研究では、固体発光性と刺激応答性の両立のために、

発光団を配置する足場骨格としてかご型シルセスキオキ

サン（POSS）に着目した（図 1 左）。POSSはシロキサン

結合（-Si–O-）からなる剛直な立方体状の分子で、各頂点

に有機置換基を修飾することができる［2］。すなわち、

POSSは発光団を放射状に配置することができ、固体状

態でも発光団間の相互作用を抑え、高効率発光が期待で

きる。さらに、剛直な構造により側鎖間に空間が生じや

すいため、検出対象の捕捉に有効と期待できる。加えて、

デンドリマー様の構造は結晶性が低下した低密度のアモ

ルファス状態を形成できるため、標的物質がアクセスし

やすい環境を構築できる（図 1 右）。

　以上の分子的特徴から、POSSは固体発光センサーを

作製するための重要な足場として見なすことができる。

さらに当研究室では、ピレン、アントラセン、ナフタレ

ンなどの発光団を柔軟な側鎖を介して導入したPOSS誘

導体が、発光団間の分子内相互作用に由来するエキシ

マー発光を示すことを見出している［3］。エキシマー発光

とは、励起された分子が励起されていない分子と二量体

を形成し、その後発光する現象であり、わずかな環境変

化によって発光挙動が変化する発光センサーとして有用

である。

　これらの研究背景に基づき、固体発光センサーの開発

に向け、柔軟な側鎖を介してピレンを導入したPOSS誘

導体を設計した。さらにピレンとは電子的に独立したア

ミノ基を側鎖に導入し、酸応答性部位として機能させた。

従来の酸応答性の固体発光センサーは、発光団を直接プ

ロトン化して電子状態変化を誘導するものが多く、プロ

トン化を駆動力として側鎖間相互作用を誘起する我々の

システムは珍しいと言える。この設計により、芳香環に

結合していないアミノ基の塩基性の強さを活かした発光

センサーの高感度化が期待できる。

　結果として、ピレンを修飾したPOSS誘導体がエキシ

マー発光に起因する緑色の固体発光性を示し、酸蒸気に

曝露することで100 nm以上の長波長シフトを伴いなが

ら橙色へと発光色を変化させる酸応答性を示すことが分

かった［4］。これは、アミンのプロトン化によって分子内

静電相互作用が大きく変化し、続いて固体の集合状態が

変化することに起因すると考えられる。以下、本研究の

内容について詳述する。

図 1 ．POSSの構造と形態による標的化学物質のアクセスの
しやすさ
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2 ．合成方法
　POSS骨格を利用した固体発光センサー開発に向けた

目的化合物の合成方法を式 1 に示す。イミン形成反応を

利用することで、 8 置換型POSSが容易に得られること

が報告されているため、この方法を参考に目的化合物の

合成を試みた［5］。柔軟なプロピル基を介してピレンを導

入した 8 置換型POSS（PPOSS）は、アンモニウム基を

持つAmino-POSSからのイミン形成反応と続く還元的

アミノ化を 2 段階で行うことで合成することができた。

それぞれの反応の単離収率は92%と41%であり、高収率

で目的化合物を得ることができた。得られた化合物に対

して、NMR分光法および高分解能質量分析法を用いて

構造解析を行い、 8 つのピレンが導入されたことを確認

した。さらに、比較のために、 2 つのピレン分子がアル

キル鎖を介して結合したモデル化合物であるPEDAおよ

びPNDAも、同様の手法により合成を行った。PNDAは

2 つのピレン間の原子数が13であり、PPOSSと同様の

原子数となるように設計した。

3 ．結果・考察
　合成した化合物の光学特性を評価するため、クロロホ

ルム希釈溶液中（1.0 × 10−6 M）における紫外・可視

（UV–vis）吸収および発光（PL）スペクトル測定を行っ

た。結果を図 2 および表 1 に示す。吸収スペクトルでは、

各化合物に由来するピレンの吸収帯が観測され、

PPOSSとモデル化合物の間に大きな差は見られなかっ

た。PPOSSの発光スペクトルでは、約375 nmにモノマー

由来の振動構造をもつ発光帯（LE発光）と、約492 nmに

ブロードな発光帯がそれぞれ観測された。このブロード

な発光帯は、蛍光寿命測定により18.6 nsという長い蛍光

寿命を持つことが分かり、ピレンのエキシマー発光であ

ると帰属できた。希釈条件下であるため、観測されたエ

キシマー発光はPOSSの分子内側鎖間相互作用に起因す

ると考えられる。

　モデル化合物であるPEDAおよびPNDAにおいても、

式 1 ．柔軟な側鎖を介してピレンを修飾したPOSS（PPOSS）の合成方法とモデル化合物の分子構造

図 2 ． クロロホルム希薄溶液中におけるPPOSS （1.0 × 10−6

M）, PEDA （4.0 × 10−6 M）, PNDA （4.0 × 10−6 M）の
紫外・吸収および発光スペクトル。励起波長： 346 
nm。
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LE発光に加えて長波長側にエキシマー発光に由来する

発光帯が観測された。エキシマー発光とLE発光の強度

比（Ie/Im）を計算したところ、PPOSSは16であったが、

PEDAおよびPNDAでは 1 以下であった。この結果は、

コンパクトなPOSS構造が分子内相互作用を促進するの

に有利であることを示唆している。また、PEDAのエキ

シマー発光は、PPOSSおよびPNDAのものよりも少し

短波長側に観測され、これは短いリンカーによる立体的

制約により、ピレン間の重なりが制限されているためで

あると考えられる［6］。

　続いて、各化合物に対して固体状態における光学測定

を行った。結果を図 3 に示す。PPOSSの発光スペクト

ルでは、約490 nmにエキシマーに由来するブロードな

発光帯のみが観測された。これは、凝縮状態においてピ

レン部位が互いに近接しており、エキシマー形成が促進

されていることを示している。PEDAの場合、約405 

nmにLE発光帯が観測され、一方でPNDAではLE発光と

エキシマー発光の両方が確認された。PPOSSの絶対発

光量子効率は0.37であり、 3 つの化合物の中で最も高い

値を示した。この高い発光量子効率は、立体的にかさ高

いPOSS骨格の存在によって濃度消光が抑制されたこと

に起因すると考えられる。これらの結果は、POSS骨格

を用いることによって、固体状態においても発光特性が

保持され得ることを示している。

　次に、PPOSSの酸応答特性を評価するために、トリ

フルオロ酢酸（TFA）蒸気曝露前後の薄膜状態における

光学測定を行った。結果を図 4 に示す。薄膜はスピンコー

ト法によって作製した。その結果、100 nmを超える顕

著な発光帯の長波長シフトを観測した（図 4 a,b）。この

長波長シフトのメカニズムを考察するために、励起スペ

クトル測定を行った。結果として、約460 nm付近に

TFA蒸気に曝露する前には存在しなかった新たな吸収

帯が生じていることを観測した（図 4 c）。すなわち、こ

れらの光学特性の変化は基底状態におけるピレンユニッ

ト間の相互作用（静的エキシマー形成）によって引き起こ

されていると解釈できた［7］。

　応答の可逆性を評価するため、まず、TFA蒸気に曝

露した薄膜について、トリエチルアミン（TEA）蒸気に

よる中和を試みた。結果として、発光波長は元の薄膜と

同じ状態には完全には戻らなかった。これは、中和によ

る塩の生成が薄膜中での完全な中和反応を妨げている可

能性があると考えられる。そこで、可逆的な応答を実現

するために、TFA蒸気に曝露したPPOSS粉末を溶解し、

溶液中においてTEAにより中和を行った。その結果、

元の薄膜と中和後に作製した薄膜の光学測定結果が一致

することを確認した。この結果により、化合物の分解は

起こっておらず、試料の再生が可能であることが分かっ

た（図 4 d）。

　続いて、プロトン化が電子状態に与える影響を評価す

る た め に、PPOSS、PEDA、 お よ びPNDAのTFA塩

PPOSS-TFA、PEDA-TFA、およびPNDA-TFAを合成し

た。これらの化合物について、溶液状態および固体状態

での光学測定を行った。結果を図 5 に示す。

表 1 ．希薄溶液中におけるピレン誘導体の光学特性 a

λabs

（nm）
ε

（×104 M−1cm−1）
λem

（nm） Ie/Im ΦPL
τ

（ns）
λdetect

（nm） χ2

PPOSS 346 22.2 375, 485 16 0.29 18.6 485 1.09
PEDA 346 7.5 375, 451 0.70 0.08 15.0 451 1.00
PNDA 345 7.8 375, 481 0.99 0.22 19.0 481 1.06

a Measure in CHCl3 （PPOSS （1.0 × 10−6 M）, PEDA （4.0 × 10−6 M）, and PNDA （4.0 × 10−6 M）） excited at 346 nm.

図 3 ．PPOSS, PEDA, PNDA の固体発光スペクトル。励起
波長： 346 nm。
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　溶液状態においては、PPOSSとそのTFA塩の吸収ス

ペクトルの間に有意な差は見られなかった（図 5 a）。ま

た、 3 つの化合物のTFA塩の発光スペクトルでは、約

600 nm付近の橙色の発光は溶液状態では観測されな

かった。これらの結果から、固体状態における発光の長

波長シフトは、ピレン部位の電子状態の変化によって生

じたものではないと解釈された。実際に固体状態での発

光スペクトルでは、PPOSSは約600 nm付近に長波長シ

フトした発光を示した（図 5 b）。PEDAおよびPNDAの

TFA塩ではそのような長波長シフトした発光は観測さ

れなかったことから、POSS骨格がこの橙色の発光にお

いて重要な役割を果たしていると考えられる。

図 5 ．（a） クロロホルム希薄溶液中におけるPPOSS-TFA （1.0 × 10−6 M）, PEDA-TFA （4.0 × 10−6 M）, PNDA-TFA （4.0 × 10−6

M）の紫外・可視吸収および発光スペクトル。励起波長： 346 nm。（b） PPOSS-TFA, PEDA-TFA, PNDA-TFAの固体発光ス
ペクトル。励起波長： 346 nm。

図 4 ．PPOSSの薄膜状態における光学測定結果。（a） 発光スペクトル（励起波長： 346 nm）。（b） UV（365 nm）照射下における酸応
答性の様子。（c） TFA蒸気曝露前後（曝露時間は 5 分間）におけるPPOSS 薄膜の励起スペクトル。 （d） PPOSS粉末におけ
る、初期状態、TFA曝露後、TEAによる中和後の発光スペクトル（励起波長： 346 nm）。
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　以上の結果を踏まえ、最後に酸応答性のメカニズムに

ついて考察を行った（図 6 ）。酸蒸気曝露前には、POSS

側鎖におけるピレンユニットは基底状態において互いに

独立して存在し、その後の光励起によってエキシマー形

成する（動的エキシマー形成）と考えられる。一方で、酸

蒸気曝露後には、アンモニウム塩の生成に伴い基底状態

での集合状態が大きく変化し、ピレンユニットが強く相

互作用することで、基底状態でも二量体を形成している

（静的エキシマー形成）と考えられる。静的エキシマー形

成における強いピレン間の相互作用の結果として、約

600 nmの長波長シフトした発光が誘起されるのだと解

釈できる。類似の長波長領域におけるピレンの静的エキ

シマー発光は、ピレン修飾デンドリマーの凝集状態でも

報告されており、本メカニズムの妥当性を示している［8］。

また、粉末X線回折の結果、PPOSSの明確な回折ピー

クは観測されず、PPOSSはアモルファスを形成するこ

とが分かり、酸曝露による顕著な応答性の原因になって

いると示唆された（図 7 ）。

4 ．結言
　以上、柔軟な側鎖を介して発光団であるピレンを修飾

したPOSSを合成し、その固体発光性と刺激応答性を評

価した。結果として、100 nm程の顕著な発光色変化（緑

色⇒橙色）によって、優れた固体発光性と鋭敏な酸応答

性を実現することができた。これらは、POSSが堅牢な

無機骨格であること、および色素を放射状に配置可能な

足場であることに起因すると考えられる。さらにデンド

リマー様の構造を持つアモルファス状態を実現すること

で、化学物質が容易にアクセス可能な空間の確保とそれ

に付随した鋭敏な応答性を実現したのだと考えられる。

本研究結果は、POSS骨格を用いた固体発光センサーと

いう新しい分子設計を提示することにつながり、より有

用な発光化学センサーの開発に寄与すると期待している。
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スピロビピリジンの機能開拓
豊富な炭化水素資源の効率的かつ選択的官能基化

理化学研究所　環境資源科学研究センター
浅子　壮美

1 ．はじめに
　2,2’-ビピリジンは、約130年前の発見以降さまざまな

誘導体が設計・合成され機能開拓されてきた。光触媒や

クロスカップリング触媒、発光材料等に用いられる金属

錯体の二座配位子として重要な役割を果たし続けてい

る。従来のビピリジン修飾法は、ビピリジン平面周縁に

置換基を導入したりπ　拡張したりするものが主流で

あった（図 1 A）。それに対し、申請者らは最近、平面的

なビピリジンを 3 次元拡張したスピロビピリジン

（SpiroBpy）誘導体の機能開拓に着手し、遠隔位立体制

御を可能にすることでその有用性の一端を示した（図

1 B）1）。すなわち、スピロビピリジンに「屋根」となる

Bpin基を取り付けたルーフ配位子（SpiroBpy-Bpin）を設

計し、イリジウム触媒と併せ用いることで、多様な置換

ベンゼン類のメタ位選択的ホウ素化が円滑に進行するこ

とを見出した。触媒活性種が基質置換基との立体反発に

よりパラ配向の基質の接近を防ぐが、メタ配向で接近す

る基質のみを触媒ポケットに収容することが選択性発現

の鍵となっている。この反応は、遷移金属触媒反応にお

いてスピロビピリジンを配位子として利用した初めての

例であり、平面的なビピリジンを用いては達成困難で

あった諸課題の解決へ向けさらなる応用が期待される。

　本研究では、スピロビピリジンにさまざまな非共有結

合性相互作用による分子認識能を付与した二官能性スピ

ロビピリジンを創製し、さらなる触媒機能の探索を試み

た（図 1 C）。その結果、炭化水素資源の高度利用を可能

にするイリジウム/スピロビピリジン触媒系を新たに開

発し、C–Hホウ素化反応の反応性および選択性の精密制

御が可能であることを実証した。

2 ．結果と考察
　SpiroBpy配位子と基質の間に働くCH–p 相互作用や

水素結合相互作用などの非共有結合性相互作用が触媒活

性や選択性発現の鍵となる 2 つの反応を開発した。以下

に詳細を述べる。

図 1 　平面的な2,2’-ビピリジン配位子vs スピロビピリジン配
位子
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CH–π相互作用によるπ電子の認識

　遠隔位立体制御によるメタ位選択的なC–Hホウ素化反

応を検討する中で、SpiroBpy-Bpin配位子が、C–Hホウ

素化によく用いられる配位子（dtbpy： 4,4’-di-tert-butyl-

2,2’-bipyridylやtmphen： 3,4,7,8-tetramethyl-1,10-

phenanthroline）よりも高い位置選択性を示すだけでは

なく、高い反応性も併せ持っていることを見出した。さ

ら な る 検 討 を 進 め た 結 果、「 屋 根 」 を 取 り 除 い た

SpiroBpy骨格自身に反応促進効果があることを突き止

めた（図 2 ）2）。イリジウム触媒によるC–Hホウ素化反応

において、電子豊富なアレーンを基質として用いた場合

に、酸化的付加によるC–H結合切断段階が遅くなるため

に、反応効率が低下することが知られている。それに対

し、SpiroBpy配位子は顕著な反応加速効果を示し、電

子豊富なジアミノベンゼンのホウ素化も円滑に進行し

た。ジアルコキシベンゼンのホウ素化においても同様の

傾 向 が 見 ら れ、 無 置 換SpiroBpy配 位 子 が、dtbpy、

tmphen、bpyCH2 （メチレン架橋した2,2’-ビピリジン）の

ような平面的な配位子よりも高収率で対応するホウ素化

生成物を与えた（図 3 ）。

　SpiroBpy配位子とイリジウム錯体からなる触媒、お

よびホウ素化剤としてHBpinを用いると、電子豊富なア

ニリン誘導体、フェノール誘導体、アルキルベンゼン誘

導体のホウ素化反応が温和な条件で円滑に進行し、多く

の場合にdtbpyやtmphen配位子よりも良好な収率でホ

ウ素化生成物を与えた（図 4 ）。SpiroBpy配位子は、電

子不足アレーンに対しても反応促進効果を示したが、そ

の効果は電子豊富アレーンに対してより顕著に現れた。

さらに、医薬品分子や生物活性物質のホウ素化にも適用

可能であり、グラムスケールでも問題なく反応が進行し

た。

　SpiroBpy 配位子のもつ反応促進効果に関する知見を

得るためにDFT計算による検討を行った（図 5 a）。 1,3-

ビス（ジメチルアミノ）ベンゼンをモデル基質として用

い、SpiroBpy、bpyCH2、tmphenを 配 位 子 に も つ

LIrBpin3錯 体 の 反 応 性 を 比 較 し た。 そ の 結 果、

（SpiroBpy）IrBpin3のC–H結合切断段階の活性化エネル

図 2 　SpiroBpy配位子のC–Hホウ素化反応に対する加速効果

図 3 　1,3-DimethoxybenzeneのC–Hホウ素化反応における
配位子効果

図 4 　基質適用範囲
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ギー障壁が平面型ビピリジン配位子よりも低いことがわ

かり、実験結果をよく再現した。IGMH  （Independent 

gradient model based on Hirshfeld partition） 解析によ

り、SpiroBpy配位子とアレーン基質の間のCH–p 相互作

用が可視化され、加速効果の要因のひとつであることが

示唆された（図 5 b）。本相互作用は、アレーンのπ 軌道

とSpiroBpy C–H s* 軌道の間のドナー・アクセプター相

互作用の寄与が大きいことがNBO解析から示され、こ

れは電子豊富な基質に対してSpiroBpy配位子がより大

きな加速効果を示す実験事実と矛盾しない。

　続いて、CH–p 相互作用の関与を実験的に証明するた

めに重水素化配位子（SpiroBpy-d8）を合成し、配位子骨

格のHをDに置き換えることによる反応速度への影響

（ 配 位 子KIE）を 調 べ た（ 図 6 ）。 イ リ ジ ウ ム 触 媒 と

SpiroBpyまたはSpiroBpy-d8配位子を用いて、1,3-ビス

（ジメチルアミノ）ベンゼンとHBpinの反応を行ったとこ

ろ、負の速度論的同位体効果3）を観測した。この結果は、

配位子のC–H結合とアレーン基質の間に相互作用がある

ことを示唆している。本反応におけるCH–p 相互作用を

介した基質認識は、SpiroBpyの 3 次元的な分子骨格に

より初めて実現されるものであり、その特長がよく現れ

た好例と言える。

水素結合相互作用によるピリジン類の認識
　水素結合を通して基質を認識するためのOH基を導入

したヒドロキシスピロビピリジン配位子を 2 種類設計

し、ピリジンおよびキノリン類の位置選択的C–Hホウ素

化反応を達成した4）。すなわち、SpiroBpy-C6H4-3OH配

位子とSpiroBpy-C6H4-2OH配位子を用いた場合に、そ

れぞれ、C4位もしくはC5（3）位の官能基化がサイト選択

的 に 進 行 し た（ 図 7 ）。OH基 の 有 無（SpiroBpy-C6H4-

3OMe、SpiroBpy-Phでは低選択性）および空間配置

（SpiroBpy-Me2COH、SpiroBpy-C6H4-3CH2OHでは低

選択性）が極めて重要であり、一置換ベンゼンの「形」

図 6 　配位子速度論的同位体効果実験

図 7 　2-MethylpyridineのC–Hホウ素化反応における配位子
効果

図 5 　（a） DFT計算 （b） IGMH解析
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の認識に有効であったSpiroBpy-Bpinルーフ配位子や平

面的なdtbpyを用いた場合にもサイト選択性は低く留

まった。これまでにも、C–H ホウ素化反応において水

素結合供与能を有する二官能性配位子が報告されている

が、多くはアミド基質を二重の水素結合で強固に捕捉す

るものに限られており5–7）、水素結合によるピリジン類

の効率的な認識の例はなかった。開発した 2 種類の配位

子の 3 次元骨格と水素結合供与能によって形成される基

質認識空間が、ピリジン類の特異的認識および活性化の

鍵となる。

　基質適用範囲を調査したところ、 2 位および 3 位に置

換基をもつピリジン類やキノリン類のホウ素化の位置選

択性を、 2 種類の配位子を使い分けて制御できることを

見出した（図 8 ）。立体的に混み合うため本来反応性の低

い、置換基隣接位でのホウ素化も進行した。さらに、開

発した配位子は、選択性を制御するだけでなく、水素結

合相互作用により反応を加速すること、また、競合する

アミド基質の存在下でもピリジン基質のみを選択的に認

識する基質特異性を示すことが明らかとなった。これら

の結果は、本配位子が酵素様人工触媒として機能してい

ることを示している（図 9 ）。

　鍵となる配位子と基質の間の水素結合は、NMR実験

により観測され、ピリジンをモデル基質とするDFT計

算 か ら も 関 与 が 示 さ れ た。 ま た、DFT計 算 は、

SpiroBpy-C6H4-3OH配位子によるC4選択性、および、 

SpiroBpy-C6H4-3OH配位子によるC3選択性をよく再現

し、水素結合がより強く（短いOH•••Nの結合距離）、よ

り直線的なC–H結合切断遷移状態が有利になる様子が明

らかとなった（図10）。

3 ．まとめ
　本研究では、2,2’-ビピリジンの3,3’位へフルオレンをス

ピロ結合で導入したスピロビピリジン（SpiroBpy）骨格

を利用し、ビピリジンの上下にある未開拓空間の探索を

通してビピリジン配位子の新機能を開拓した。その結果、

「CH–p 相互作用」「水素結合」という非共有結合性相互

作用による分子認識を鍵とする、効率的かつサイト選択

的な炭化水素資源の精密官能基化法を開発した。とりわ

け、本研究を通して、最も弱い非共有結合性相互作用の

1 つであるCH–p 相互作用が触媒反応を促進しうること

図10　DFT計算

図 8 　基質適用範囲

図 9 　イリジウム触媒によるC–Hホウ素化反応における （a） 
SpiroBpy-C6H4-OH配位子の反応加速 効果、および 

（b） 基質特異性
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を実験的、理論的に証明できたことは意義深いものであ

ると考えている。有機分子の普遍的な構成要素である

C–H結合や p  電子を活用できることから、今後の応用

展開に大きな可能性を秘めている。また、有機金属化学

や錯体化学におけるビピリジン配位子の普遍性を踏まえ

ると、スピロビピリジン配位子の機能開拓による周辺分

野への波及効果は大きく、触媒科学や材料科学への新た

な展開が期待される8–9）。
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昆虫の発色機構から学ぶ外部刺激で色調変化する
金属光沢材料の開発

千葉大学　大学院工学研究院
桑折　道済

1 ．はじめに
　持続可能な社会に向けた材料開発において、生物の優

れた機能を模倣した生物模倣的な観点からの材料設計／

開発は一つの有効な手段である。金属光沢、なかでも金

色と銀色が有する高級感はヒトの目を強く惹きつける。

このため古くから絵画、着物、食器、仏具などの塗装に

金箔や銀箔が利用されてきた。しかし、高級感が表現で

きる一方で高価であるため用途が限られ、大面積での利

用は困難などの課題がある。そこで、実際の金属を用い

ない金属光沢材料の開発が多数なされているが、金色と

銀色の反射特性は特異であることから報告例は少なく、

特に刺激に応じて色調が変化する金属光沢材料はほとん

どない。

　そのような中、我々はこれまでに、外部刺激によって

金色から赤色に色調が変化する昆虫（ジンガサハムシ）の

発色機構に倣い、色素による吸収と平滑な表面由来の鏡

面反射を組み合わせることで、色調変化が可能な金属光

沢材料を作製した1）。色素部位として黄色色素であるア

ゾベンゼン誘導体を導入することで金色光沢が発現し、

光と熱刺激により金属光沢を維持した状態での色調制御

を達成した。

　本研究では、一種類の材料で光刺激により金色と銀色

を自在に表現可能な、従来には例のない金属光沢材料を

開発し、多様な応用展開への道筋を開拓することを目的

とした。可視光領域に吸収の無いスチルベン部位を両末

端に導入したジアセチレン誘導体DS-DAn （n = 1 – 6 ）

を合成し、光沢感の有無やUV光照射による色調変化と

結晶構造について詳細に検討した（Figure 1）。

2 ．実験
　DS-DAn （n = 1− 6 ）を 6 段階の反応により合成し、

再結晶により結晶を析出させた。次に、析出した結晶を

吸引ろ過により直径8 mmのろ紙上に堆積させ、結晶

フィルムを得た。その後、UV光照射によりジアセチレ

ン部位の固相重合を行った。作製したサンプルの光沢感

を反射率測定およびSEM観察、色調変化を拡散透過率

測定およびRaman分光測定、結晶構造をXRD測定によっ

て調査した。

Figure 1． Schematic illustration of preparation of metallic 
luster materials by a combination of white color 
a nd  s p e cu l a r  r e f l e c t i o n  f r om  l a y e r ed 
microcrystals of diacetylene derivatives with 
different linker chain length bearing stilbene 
molecules.
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3 ．結果と考察
　可視光領域に吸収を持たないスチルベン部位を持ち、

リンカー部位の炭素数が異なる 6 種類のジアセチレン誘

導体DS-DAn （n = 1− 6 ）を合成した。合成した化合物

を再結晶および吸引ろ過することで得られた結晶フィル

ムは、リンカー部位の炭素数によって光沢の度合いや有

無が異なった（Figure 2）。DS-DAn-film （n = 1− 6 ）の

うち、DS-DAn-film （n = 1）は強い光沢感を有する銀光

沢、DS-DAn-film （n = 2、 4）はわずかな銀光沢を示した

のに対し、DS-DAn-film （n = 3、 5、 6）は金属光沢を示

さない白色の外観であった。これは各フィルムの結晶形

状に由来する結果であり、DS-DAn （n = 1、 2、 4）は板

状結晶が積層した平滑な結晶表面で鏡面反射が強められ

ることで金属調光沢を発現したのに対し、DS-DAn （n 

= 3、 5、 6）では繊維状結晶が集積した凹凸のある結晶表

面で拡散反射が強められることで光沢のない外観を示し

た。

　得られた結晶フィルムにUV光を照射すると、リン

カー部位の炭素数によって様々な色調変化が生じた。

DS-DA1-filmはUV光の照射によって光沢感を維持した

まま銀光沢から金色へと色調変化した。DS-DAn-film （n 

= 2、 4）も薄い金色へと色調変化したが、DS-DA1-filmよ

りも色調変化が小さく、光沢感を示さなかったDS-DAn-

film （n = 3、 5、 6）は赤色や紫色へと非常に大きな色調

変化を示した。DS-DAn/UV-film （n = 1− 6 ）を乳鉢で

すりつぶしたところ、光沢感は失われるが色調は維持し

たことから、光沢感は板状結晶の形状由来であるのに対

し、色調は分子の吸収由来であることが分かった。

　UV光照射時間ごとのRamanスペクトルから、UV光

照射時間が伸びるにつれてジアセチレン部位の重合が進

行していることを確認した。PDA由来のピークの出現

の速さから、DS-DAn （n = 3、 5、 6）の方が重合が進行

しやすいことが分かった。それぞれの結晶フィルムにお

ける結晶構造を1D-XRD測定、分子計算および2D-XRD

測定によって調査したところ、全ての結晶フィルムにお

いてラメラ層の形成が確認でき、特にリンカー部位の炭

素数が短いDS-DAn-film （n = 1、 2）では10次以上の回折

ピークが見られ、長距離秩序の高度に分子が積層した分

子層構造を形成していることが示唆された。またジアセ

チレン部位の傾斜角を算出すると、DS-DAn-film （n = 3、 

5、 6）が最も重合最適角に近く、色調変化の起こりやす

さと一致する結果となった。

　リンカー部位の炭素数が最も短いDS-DA1-filmは、銀

光沢から金光沢へと珍しい色調変化を示した。再結晶操

作によって得られる板状結晶を偏光顕微鏡によって観察

したところ、正の異方性が確認されたことから単結晶で

あることが分かり、DS-DA1-filmは単結晶の積層体であ

ることが分かった。得られた単結晶を用いてSC-XRD測

定を行ったところ、状態の異なる 2 種類の分子（状態A

および状態B）が交差してパッキングしている珍しい結

晶構造を確認した（Figure 3）。得られた結晶構造を用い

てジアセチレンの炭素間距離の算出を行い、重合方向お

よび部位の予測を行った。予測される重合方向はa軸方

向またはb軸方向の 2 種類あり、（ⅰ） a軸方向の場合は状

態B同士で 1 、4-付加重合が、（ⅰⅰ） b軸方向の場合は状態

Aと状態Bで 1 、4-付加重合と 1 、2-付加重合の両方が進

行すると予測された。（ⅰ）の場合はr（C1-C1）が重合至適条

件の範囲外であること、（ⅰⅰ）の場合は 1 、2-付加重合が進

行することにより、共役系が伸びにくく、反射率の高い

黄色（金色）へと色調変化したと考えられる。

　以上のことから、嵩高い側鎖の導入やリンカー部位の

炭素数を変化させることによりジアセチレンの重合挙動

をチューニングすることができ、銀光沢から金光沢へと

Figure 2．Photographs show metallic luster films of DS-
DAn-films （n = 1− 6 ） before and after UV 
irradiation.
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色調変化する金属調光沢材料の作製に成功した。本材料

は金属を使用していないことから従来の材料における問

題点を一掃する可能性があり、フォトマスクや紫外線

レーザーによって微細な描画も可能である（Figure 4）。

加飾色材や特殊インクとしての応用が期待される。

4 ．まとめ
　本研究は、スチルベン部位を有するジアセチレン誘導

体を用いて、外部刺激によって銀から金へと色調が変化

するこれまでにない金属調光沢材料を得た2）。また、本

研究を発展し、フィルム状の金属光沢材料にランタノイ

ド元素をドーピングするとジアセチレン部位の配列モル

フォロジーが変化し、金属光沢が消失することもわかっ

た3）。一方で、これらの材料は、再結晶および吸引ろ過

を行わないと金属調光沢が発現しないという課題もあ

る。今後、材料利用に向けた検討を行う上では、インク

状で基板上に塗布できるような材料の作製が必要である

ため、高沸点溶媒に溶解させて基板上に塗布し、徐々に

乾燥する際に光沢を発現させるなど、新たな光沢発現手

法の確立が求められる。また、DS-DAn-film （n = 1− 6 ）

の色調変化はジアセチレン部位の重合進行によるもので

あることから、不可逆な変化である。繰り返し使用でき

る材料の作製を目指し、スチルベン部位の酸化還元反応

などにより可逆的に色調変化可能な金属調光沢材料の作

製も可能であろう。金属を使用せず、外部刺激によって

銀光沢から金光沢へと 2 種類の希少価値の高い色調を表

現可能な金属調光沢材料であり、さらなる発展が期待さ

れる。
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1 ．はじめに

　持続可能な社会の実現に向け、CO2排出量全体の 30%

以上を占める天然ガス由来の火力発電や工場からの排ガ

スに含まれる低濃度CO2（< 10％）を選択的に回収可能な

固体の吸着材料の開発が急務である1。これに加え、実

用化に向け低コストで大量作製が可能であることや、環

境負荷の低減のために材料自体の使用後のリサイクルが

求められている。

　以上の背景の中で、有機分子を用いた多孔質材料は、

分子設計に基づき緻密な構造制御と機能付与が可能であ

るためガス分離など応用に向けた研究･開発が進む2。中

でも、非共有結合性の有機多孔質材料は、常温常圧下で

の簡便な再結晶により調製でき、特定の極性溶媒を用い

て容易に分解・再構築できることから優れたリサイクル

性を示す3。一般に、非共有結合は配位結合や共有結合

よりも弱い結合とされているが、強塩基と強酸間の水素

結合はイオン性が高く堅牢である。したがって、スルホ

基とアミノ基間に働く強固なイオン性水素結合により構

築されたスルホン酸アンモニウム塩の多孔質構造は、非

共有結合性であるにも拘わらず優れた構造安定性を示

す4。

　我々は、これまでにTriphenylmethylamine （TPMA） 

と 4 ’ , 4 ’ ’ ’ , 4 ’ ’ ’ ’ ’ , 4 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ -m e t h a n e t e t r a y l t e t r a k i s

（（［1,1’-biphenyl］-4-sulfonic acid）） （MTBPS）が、堅牢

なダイヤモンド型ネットワークを形成し、複数のネット

ワークが相互貫入を通じて、200℃以上でも構造の維持

が可能な高い構造安定性を有するダイヤモンド型の多孔

性有機塩 （d-POS） を形成することを報告している5 （図

1 a）。この多孔質構造の空孔表面にはTPMAおよび

MTBPSの芳香環が多数露出しているため、芳香環と

図 1 ．（a） TPMAとMTBPSから成るd-POS （TPMA/MTBPS） の階層的構築と選択的CO2吸着および （b） TPMAの芳香環の設計に
よる空孔表面修飾を通じたCO2吸着能の向上
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CO2分子間に働く四重極子相互作用を介してCO2を選択

的に吸着する （図 1 a右）。さらに、多孔質構造表面に露

出するTPMAの芳香環の修飾により修飾部位による選択

的な空孔表面修飾が可能であり、多孔質構造の空孔環境

を変化させることで、CO2吸着能を大きく向上できるこ

とを明らかにした （図 1 b）。

　本研究では、潜在的に優れたCO2吸着剤であるd-POS

の空孔表面修飾を通じて塩基性部位を導入し、CO2吸着

能を向上できると着想した。特定の極性溶媒への高い溶

解度に起因する簡便な材料作製および分解手法に基づく

d-POSの温和なリサイクル法の確立と併せて、SDGsや

持続可能な社会の実現に大きく貢献できる革新的な固体

材料の創出を目指した。

2 ．研究方法
　本研究では、d-POSの空孔内部とCO2分子との親和性

を高め、CO2吸着能を向上するために、CO2分子と化学

的に相互作用できる塩基性部位をd-POSの空孔表面に

導入した。具体的には、図 2 に示すように、TPMAの芳

香環の 1 つを、メタ位に 2 つの塩基性窒素を有するピリ

ミ ジ ン 環 に 置 換 し たDiphenyl（pyrimidine-5-yl）

methylamine （DPPMA） を合成し、MTBPSと1 ： 4の比

で組み合わせた有機塩を作製した。この有機塩を極性溶

媒であるN,N-ジメチルアセトアミド （DMA） に多孔質構

造の鋳型としてはたらくベンゾニトリルと共に溶解さ

せ、70℃で徐々に溶媒を蒸発させながら再結晶すること

で空孔表面に塩基性部位を有するd-POS （DPPMA/

MTBPS） の多孔質結晶を作製した。単結晶X線構造解

析によって、DPPMA/MTBPSの結晶構造を決定した後、

粉末X線回折 （PXRD） によって熱および様々な溶媒中

での化学的安定性を調べた。さらに、ガス吸着測定によ

りDPPMA/MTBPSのCO2吸着特性および、N2、O2に対

する吸着選択性を評価し、CO2雰囲気下In situフーリエ

変換赤外分光法 （FT-IR） を用いて、多孔質構造の空孔

表面とCO2分子との相互作用や親和性を評価した。

3 ．結果と考察
3 ．1 ．DPPMA/MTBPSの構造決定
　単結晶X線構造解析から得られた結晶構造データか

ら、DPPMA/MTBPSの構造は、2 つのダイヤモンドネッ

トワークが反対方向に深く相互貫入した熱力学的に安定

した構造を形成しており、TPMAの芳香環の一つをピリ

ミジン環に置換する前のTPMA/MTBPSと同型の多孔質

構造が形成していることが示された （図 2 ）。したがっ

て、ピリミジン環の塩基成分 （窒素原子の孤立電子対） 

は多孔質構造の形成に影響を及ぼしておらず、塩基であ

るにも拘らずアミノ基とスルホン酸基間のイオン性水素

結合には干渉しないことが明らかになった。これは、ピ

リ ミ ジ ン の 塩 基 性 が 1 級 ア ミ ン よ り も 弱 い た め、

DPPMAのアミノ基と比べ、スルホ基との水素結合が弱

いことに起因する。さらに、当初の目的通り、多孔質構

造の空孔表面に置換したピリミジン環の塩基成分が露出

しており、単位格子あたり48個の窒素原子が空孔表面に

露出していることが確認できた （図 2 右）。PLATONに

図 2 ．塩基性部位を導入したd-POS （DPPMA/MTBPS） の階層的構築と空孔表面環境
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より最終的なDPPMA/MTBPSの多孔質構造における空

隙率は43.8%と計算され、元のTPMA/MTBPSの多孔質

構造の40.7%に比べてやや高い値を示した。これは、芳

香環をピリミジン環に置換することで、芳香環メタ位の

水素原子が失われることにより空隙率が増加するためで

ある。さらに、DPPMA/MTBPの空隙率 （43.8%） は、

他の報告されているダイヤモンドネットワークを有する

有機多孔構造と比較しても最も高い値を示した。

3 ．2 ．DPPMA/MTBPSの熱分析および化学安定性
　熱重量分析（TGA） により、DPPMA/MTBPSの多孔

質結晶の昇温に対応する重量変化を確認した。図 3 aに

示すTGAデータから、120℃前後で29.5%の重量減少が

見 ら れ る。 単 結 晶X線 構 造 解 析 に よ っ てDPPMA/

MTBPSの結晶構造中には 1 分子のMTBPSと 4 分子の

DPPMAあたり 6 分子のDMAと 3 分子のベンゾニトリル

が含まれていることが明らかになっており、構造全体に

おけるこれらの分子の重量割合は29.5%に一致すること

から、この重量減少は溶媒および鋳型分子の脱離による

ものであると考えられる。図 3 bに示す温度可変の

PXRDでは、DPPMA/MTBPSの多孔質構造は100℃ま

で維持されることが示された。

　さらに、DPPMA/MTBPSを 2 時間の間、様々な溶液

に浸漬し、浸漬前後のPXRDを比較することで、多孔質

構造の化学安定性を確認した。図 4 に示すように、

DPPMA/MTBPSはアセトンやメタノールのような極性

溶媒および酸性/中性/アルカリ性水溶液では、浸漬後に

結晶性が低下した。これは、極性溶媒中で酸/塩基間の

水素結合が攻撃され、DPPMA/MTBPSが部分的に溶液

中に溶解することが原因であると考えられる。一方で、

ジエチルエーテルやベンゼンなどの非極性溶媒では、浸

漬前後の構造に変化は見られず、高い安定性を示すこと

が確認できた。

3 ．3 ．DPPMA/MTBPSのCO2吸着能
　DPPMA/MTBPSのガス吸着測定を行うにあたり、超

臨界流体二酸化炭素処理により、多孔質構造中に含まれ

る鋳型分子および溶媒分子を除去した。活性化前後で

PXRDのピークに変化はなく、多孔質構造を維持したま

ま、活性化されていることを確認した。

DPPMA/MTBPSのCO2吸着測定では、Pe/P0 = 1.0で

2.2 mmol g-1の吸着量を示した （図 5 a）。これに対し、

N2およびO2吸着測定では、それぞれPe/P0 = 0.97で0.13  

mmol g-1、Pe/P0 = 0.99で0.048 mmol g-1の吸着量を示し、

N2およびO2に対してCO2を選択的に吸着することが示さ

れた。DPPMA/MTBPSのCO2吸脱着等温線間に観察さ

れる大きなヒステリシスから、CO2分子が空孔表面に導

入したピリミジン環の塩基性部位と相互作用し、Pe/P0

図 3 ．DPPMA/MTBPSの （a） TGAデータおよび （b） 温度
可変のXRDパターン 図 4 ．DPPMA/MTBPSの化学安定性
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= 0.05の低相対圧領域までPe/P0 = 1.0で吸着したCO2分

子が空孔表面に保持されていることが示唆された （図

5 a）。DPPMA/MTBPSのCO2吸脱着等温線を、塩基性

成分を含まないTPMA/MTBPSと比較すると、TPMA/

MTBPSはPe/P0 = 0.05までに吸着したCO2の約50%を脱

着していることから、ピリミジン環への置換によって目

的通り空孔表面とCO2分子の親和性が向上した （図

5 b）。 一 方 で、 吸 着 量 はDPPMA/MTBPSとTPMA/

MTBPSでそれぞれ2.2 mmol g-1と4.9 mmol g-1であり半

分以下となっている。これは空孔表面にCO2分子と強く

相互作用する部位がないTPMA/MTBPSではCO2分子が

空孔の奥まで浸透し、均一に分布するのに対し、

DPPMA/MTBPSでは、塩基性のピリミジン環の窒素部

位で固定されるため、あとから空孔内部に侵入するCO2

分子がスタックし、見かけ上の細孔容積が小さくなって

しまったことに起因すると考えられる。

　DPPMA/MTBPSおよびTPMA/MTBPSの空孔内部に

おけるピリミジン環あるいは芳香環とCO2分子との相互

作用の強さは、CO2雰囲気下でのIn situ FT-IR測定によ

り評価した。結果として、図 6 に示すように、真空下と

CO2雰囲気下で測定されたFT-IRスペクトルの間に有意

な差は見られなかった。これは、各多孔質構造の空孔表

面とCO2分子との相互作用が一般的な化学的相互作用よ

りも弱いことを示唆している。

　したがって、DPPMA/MTBPSは吸着したCO2をPe/P0

= 0.05の低相対圧まで保持できるにも拘らず、Pe/P0 < 

0.05の相対圧領域では容易に脱着することができる。広

範な圧力範囲 （0.05−1.0 atm） でCO2を保持できるCO2

貯蔵能と吸着したCO2を簡便に脱着可能な高いサイクル

性は、CO2の貯蔵と利用プロセスにおいて非常に重要な

役割を果たすことが期待できる。

4 ．結論
　本研究では、TPMAの 1 つの芳香環のメタ位置に 2 つ

の窒素原子とその孤立電子対を導入したピリミジン環に

置換したDPPMAと四面体型のテトラスルホン酸である

MTBPSを組み合わせることで、空孔表面に塩基性部位

図 5 ．DPPMA/MTBPSの （a） CO2吸 着 選 択 性 お よ び（b） 
TPMA/MTBPSとのCO2吸着特性の比較 図 6 ．（a） DPPMA/MTBPSお よ び （b） TPMA/MTBPSの 

CO2雰囲気下In situ FT-IRスペクトル
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が導入されたd-POS （DPPMA/MTBPS）を作製した。

DPPMA/MTBPSは、CO2分子と空孔表面に存在する芳

香環およびピリミジン環との四重極子相互作用を介し

て、主要な空気成分 （N₂とO₂） に対しCO₂を選択的に吸

着する。さらに、ピリミジン環とCO2分子との相互作用

に起因して、吸着したCO2を空隙内にPe/P0 = 0.05の低

相対圧領域まで保持で、Pe/P0 < 0.05で吸着したCO2を

容易に脱着した。したがって、DPPMA/MTBPSは、廃

棄物焼却炉と同等の0.08–0.13 atmや天然ガス複合サイク

ル発電所と同等の0.05 atmの比較的低濃度のCO₂圧力下

でも、CO₂を吸着・保持できる6, 7。これらから、TPMA

の芳香環に塩基性成分を導入することで、POSの空孔

表面とCO2分子との親和性を増加し、CO2吸着能が向上

した。今後は、スルホン酸骨格の設計による空孔径制御

やより強い塩基性部位 （ピリジン環, アミノ基） の導入

を通じて、低圧におけるCO2吸着量を改善し、CO2吸着

能のさらなる向上を目指すとともに実用化へ向けた大量

合成法の確立にも挑戦する。

5 ．成果
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申請者　大阪公立大学　亀渕　萌

ナノ空間に単分子磁石を内包した透明フィルムの開発と
pHによる磁石特性制御

大阪公立大学　大学院理学研究科
亀渕　萌

1 ．緒言
　単分子磁石とは、 1 つの分子で磁石の性質を示す分子

のことである。一般的な磁石（古典磁石）の場合では、磁

石の基本単位の「スピン」が協調して同じ方向を向くこ

とでエネルギー的に安定な構造を作り、スピンが揃った

状態（強磁性状態）を作る。単分子磁石の場合、そのメカ

ニズムはかなり異なり、磁化が一旦ある方向を向いた場

合に、逆の方向に磁化が向くようになるまでの時間（緩

和時間）が他の分子に比べて非常に長いことが特徴であ

る。従って、いったんある方向を向いた分子磁石は、長

い間その磁石としての特性を保持できる。1993年に 

Mn12クラスターが初めて遅い磁化緩和を示すことが報

告されて以来、分子メモリーに適した物質群であること

から分子磁性・材料科学の分野に大きなインパクトを与

えてきた。［1］ この遅い磁化緩和は、分子スピン状態の

二重井戸型ポテンシャルにおけるエネルギー障壁によっ

て説明され、強い異方性を有する金属中心は磁化反転に

対して高い障壁を形成し、結果として磁化緩和が大幅に

遅延する。

　Mn12クラスターは、単分子磁石研究の端緒を開いた。

しかし、そのブロッキング温度（磁化が保持される温度）

は数K程度に留まり、実用化には不十分であった。これ

を克服するため、強いスピン−軌道相互作用を持つラン

タニド錯体の開発が進められた。例えばジスプロシウム

イオン（DyIII）は、Jz = ±13/ 2 の基底に由来する強い異

方性を示すため、単分子磁石として極めて有望である。

代表的な研究例として、Ishikawa らによる ［Pc2Dy］−

（Pc = フタロシアニン）錯体は、室温付近でも非常に長

い磁気緩和時間を示すことが報告され、この分野の大き

な転換点となった。［2］ 近年では、液体窒素温度を超え

るブロッキング温度の達成が報告され、大きな話題と

なった。［3］

　本研究では、β-ジケトンが配位したジスプロシウム 

2 核錯体［DyIII
2（PBA）6］ （図 1；HPBA = N-（2-pyridinyl）

benzoylacetamide）を基盤物質として用いた。この物質

は、これまでの研究において報告した希土類 2 核錯体

［LnIII
2（PBA）6］ （Ln = Eu, Tb） の一連のシリーズであ

る。［4］ このユーロピウム（III）およびテルビウム（III）錯

体はpHに応答して発光特性をスイッチできる物質であ

り、TbIII錯体を酸性条件にすれば緑色発光（5D4 → 7FJ）

を示し、塩基性では発光を示さない。一方、EuIII錯体は

酸性条件では消光し、塩基性条件のみ赤色発光（5D0 → 
7FJ）を示す。このようなプロトン応答の性質を利用して、

［EuIII
2（PBA）6］/［TbIII

2（PBA）6］@Nafionな る 2 成 分

系フィルムに対して、pH が 2-12 の緩衝溶液を作用さ

せ、発光の様子を観察した。その結果、酸性条件（pH 

2-5）では緑色、塩基性条件（pH 9-12）では赤色、中間条

件では黄色に発光するフィルムであることが確認でき

た。また、直流電圧をかけることでプロトン伝導を誘起

させ、＋極から−極にかけて赤色発光の流れを観測でき

た。このように、Nafion の陽イオン交換能やプロトン

伝導性［5］ などを活用して、機能性透明材料の開発を提

案 し て き た。［4,6-10］ こ の よ う な 背 景 の も と、

 図 1 ．［DyIII
2（PBA）6］の分子構造
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［DyIII
2（PBA）6］をNafionへ導入した材料を作成すれば、

プロトンによってDyIIIイオンの遅い磁化緩和特性を制御

可能になるのではないかと期待し、研究を行った。

2 ．方法
　［DyIII

2（PBA）6］錯体は既に報告したEuIIIおよびTbIII

錯体と同様に、［4］ 水酸化ナトリウム（NaOH）存在下で

HPBAと硝酸ジスプロシウム（III）六水和物をメタノール

中で拡散させることによって、 3 日後に淡黄色結晶が得

られた。

　過酸化水素水で洗浄済みのNafion 117をNaOH水溶液

に浸漬することで、Nafionのスルホン酸基が有する陽イ

オンをNa+に置換させたもの（Na-form）を調製した。こ

のNa-form Nafionを［DyIII
2（PBA）6］のジメチルホルム

アミド（DMF）溶液に室温で24 h浸し、真空乾燥を行っ

た。磁気測定に際しては、このようにして得られたフィ

ルム［DyIII
2（PBA）6］@NafionをBritton-Robinsonの広域

緩衝液［11］ に浸漬することによって、Nafion内部のプロ

トン量を調節した。

3 ．結果
　［DyIII

2（PBA）6］の173 Kにおける単結晶 X 線構造解

析 の 結 果、Orthorhombic, Pbca, a = 15.0339 Å, b = 

17.8936 Å, c = 29.056 Å, V = 7816.4 Å3, Z = 8, R1 （I > 2

σ（I）） = 0.0446, wR2 （all data） = 0.0649, GOF = 1.072

であった。フィルムへの導入については、Nafionが極性

溶媒によって膨潤している場合、内部に直径約4 nm の

ナノ空間（逆ミセル空間）が、5 nm 程度の間隔で繋がっ

たチャネルを形成することで分子性化合物やプロトン、

その他イオン等を膜内へ輸送することができる。研究の

開始当初は、先行研究に沿ってエタノールを溶媒として

［DyIII
2（PBA）6］の導入を行ったが、磁化率測定におい

て十分な信号強度を得られないことが分かった。そこで、

Nafion に対する膨潤度がより大きいDMFを溶媒に用い

て錯体導入量の増大を狙った結果、［DyIII
2（PBA）6］の

導入量が74.03 µmol/g（Nafion）と見積もられた。これは

従来の 8 〜10倍程度の濃度であり、磁気測定でも十分信

頼できる信号強度が得られることが分かった。

　次に、［DyIII
2（PBA）6］の結晶に対して交流磁化率測

定を行ったところ、ゼロ磁場で明確な周波数応答が観測

でき（図 2 上）、単分子磁石挙動を示した。また、直流磁

場0.2 T下において（図 2 下）、実数部（χ’）と虚数部（χ’’）

の温度および周波数依存性から、活性化障壁 （∆/kB） は 

24.0 K, 緩和時間τ0 = 1.69 × 10−6 sと分かった（図 3 下）。

　フィルム［DyIII
2（PBA）6］@Nafionは直流磁場0.3 T下

において遅い磁化緩和の顕著なpH依存性を示した。 

［DyIII
2（PBA）6］@NafionをpH 12 の緩衝液で処理した試

料では、χ’は殆ど温度および周波数依存性を示さず、

図 2 ．［DyIII
2（PBA）6］の交流磁化率の温度依存性（上： Hdc = 

0 T, 下： Hdc = 0.2 T）

図 3 ．［DyIII
2（PBA）6］の交流磁化率（虚数部）の周波数依存

性（Hdc = 0.2 T）
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χ’’にはピークが観測されなかった（図 4 ）。このとき、

modified Arrhenius解 析［12］ か ら ∆/kB = 3.31 K, τ0 = 

6.61 × 10−6 sと見積もられた。この試料をpH 5の緩衝

液で処理して膜内へプロトンを供給すると、χ’とχ’’は

明瞭なピークを示し、再びpH 12の条件へ戻すと初期状

態の交流磁化率のプロファイルへと回復した。pH 5の

条件では、∆/kB = 3.65 K, τ0 = 2.57 × 10−5 sと見積も

られ、活性化障壁に大きな差は無いものの、緩和時間が

1 桁上昇した。以上のような変化は、緩衝液によって膜

内のプロトン量が制御され、［DyIII
2（PBA）6］に対して

プロトン付加・脱離が起きたためであると考えられる。

このように、外部のpH条件を制御することによって透

明フィルム材料における遅い磁化緩和挙動を可逆的にコ

ントロール可能であることが示された。

4 ．まとめ
　プロトン応答性のジスプロシウム 2 核錯体［DyIII

2

（PBA）6］の結晶固体の磁化緩和特性を明らかにした。

また、この物質をイオン交換膜Nafionへ取り込んだ試料

の磁化緩和特性を、緩衝液に由来するプロトン付加・脱

離を利用して可逆的に制御することに成功した。遅い磁

化緩和現象は、高密度情報記録・量子情報処理・分子ス

ピントロニクスといった分野で基礎量子物理と応用技術

開発の両面で重要な位置を占める。本研究は、簡便な手

法によってプロトンを用いて遅い磁化緩和特性を制御し

た例であり、高分子の機能と小分子の物性が相乗効果を

発揮した機能性材料と言える。今後の量子情報科学やナ

ノ材料開発分野における重要なプラットフォームとなる

ことが期待される。
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