
学位論文

オリゴ糖ペンダントポリマーの合成とその機能評価

および応用に関する研究

2007年３月

熊本大学大学院自然科学研究科

佐藤崇雄



目次

第１章 序論

オリゴ糖

オリゴ糖マクロモノマー

研究目的

研究方法

本研究の概要

２
３
５
８
９

４
２
３
４
５

１
１
１
１
１

第２章オリゴ糖マクロモノマーの分子設計と合成・構造決定

はじめに

GIucosemacromonomerの合成

CelIobiosemacromonomerの合成

Cellotriosemacromonomerの合成

Maltosemacromonomerの合成

Maltotriosemacromonomerの合成

４
２
３
斗
５
５

２
２
２
２
２
２

Ⅱ
叫
泌
別
幻
“

オリゴ糖マクロマーの単独重合と物性評価

はじめに

種々のオリゴ糖マクロマー単独重合

分子量・分子量分布測定

動的光散乱法による分子サイズ測定

レクチンの糖鎖認識能による生理活性調査

示差走査熱量測定による高分子の保水性評価

透過型電子顕微鏡観察

一
旱
Ｉ
２
３
４
５
６
７

３
３
Ｊ
Ｊ
３
３
Ｊ
３

第

１
３
０
９
４
１
４

５
５
６
６
７
８
８

第４章両親媒性オリゴ糖ポリマーの合成と物性評価

4-1はじめに

４２両親媒性オリゴ糖ポリマーの合成

４３蛍光プローブを利用した物性評価

４４透過型電子顕微鏡観察

４５動的光散乱法によるサイズ測定

８８

９１

１０３

１０９

１１０



４６ＳＥＣを利用した物性評価 １１２

第５章オリゴ糖ポリマーの機能材料への応用

５－１はじめに

５－２ポリマーとレクチンの特異的相互作用を利用した吸着剤の開発

1２１

叫
姐
１
１

5-3酸素ガスバリアフィルムへの応用

第６章総括 147

参考文献 149

謝辞 153



第一章

序論



第一章

1-1オリゴ糖

糖鎖は細胞間の認識信号として，また生体内の活性発現の調節因子として重要な機

能を担っている。細胞表面の糖鎖は集合体構造となることでレセプターたんぱく質に

強く認識されることが多く，たんぱく質内の結合サイトのレベルから，細胞表層にお

けるたんぱく質の集合体のレベルまで含めて，『糖鎖クラスター効果』の重要性が生

物学により指摘されている。これらの化学情報信号としての糖鎖の機能を活用して，

生体認識機能をもつ物質を創成することが，化学サイドのみならず生物学サイドから

も関心が寄せられている。天然の糖たんぱく質や糖脂質に含まれる糖鎖には複雑・精

妙な構造をとっているものが多く，それらを酵素工学あるいは精密有機化学の手法に

より合成して活用しようとする試みも盛んに行なわれている])。しかし一方では，こ

れらの複雑・精妙な糖鎖集合体をできるだけ単純化あるいはモデル化して，しかも天

然複合糖鎖の精密な機能にどこまで迫れるか，あるいはそれを越えて天然にはない機

能物質・機能材料の創製をめざした研究も行われている2)。例えばオリゴ糖マクロマ

ーを化学的もしくは酵素的に合成する技術や，オリゴ糖を縮合して長い糖鎖を合成す

る技術，糖鎖に官能基を導入する糖鎖修飾技術がある。これらの開発は，糖鎖レベル

における生体機能調節機能の解明と並ぶ糖鎖工学の重要な課題である3)。また高分子

化学の分野では，ビニル系高分子，ポリペプチド，多糖などの側鎖に分子認識の機能

素子として働く糖が結合している糖に注目が注がれ，オリゴ糖マクロマーの創製に関

する研究が活発に行われている4)。さらに，このような糖鎖高分子は，低分子糖質に

はみられない優れた機能を発現することも報告されている5)。そのため，各種物質と

の糖鎖ハイブリット材料の開発に糖鎖高分子は用いられてきた。また，生体内の複合

糖質モデル化合物として糖鎖高分子は用いられ，さまざまな糖認識レセプターとの相

互作用の研究が行われている`)。

1-2オリゴ糖マクロモノマー

糖鎖ピニルモノマーのラジカル重合は，その簡便さゆえ，糖鎖高分子を合成するた

めのルートとして発展を遂げ，多種多頃な系が確立されている。例えばアクリレート

およびメタクリレート型の糖担持モノマーの合成方法と ＣＨ３

ｏ彪藝i薑。して，モリブテンのオキソ酸の脱水縮合により生成する

酸化物ｸﾗｽﾀｰから成るﾍﾃﾛﾎﾟﾘ酸をｸﾞﾘｺｼﾙ化９Ⅱウ

ニ騨二息凰:二鰯二三:'1,,,11i:Mi票二澪ｗ:⑩;二i;』｣:燧′
るが，保護基を使わず合成できることから，工業用糖鎖Figure,.,Chemicalstructu腿ofGEMA

２
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高繁鰯雲:W芝:ご…”…￣られている（Figurel-1)。

として欄の有す還元末端を利用す肋｡…ｗ:n幕騨
法が報告されている。例えば，lactoseの

還元末端を次亜ヨウ素酸で酸化した後，

中和しラクトースラクトンとする。次にメタノール中でＯＨＣＨ－ＣＨ２

毘浬Ui二蟄騏欝鶴訓二;i:h1二iiiii:f:f童11W:､;二ii;|{/:噸１．
に拡張することが可能であり，長さの異なる各種ｵﾘｺﾞ麗鯛磯嚇鯛鰯
糖を結合したステレン誘導体が調製されている8〕。また，

glucosamineを用いた合成系では，ノVncetylglucosamineのオキサゾリン誘導体と

4-penten-1-olとのグリコシル化により糖担持ビニル化合物（Figurel-3）が合成されて

いるⅢ)。この方法は，還元末端に/VLacetylglucosamineをもつ他のオリゴ糖においても
可能な手法である，)。例えば，高い生理活性を示す糖鎖高分子の調製を目的として，

三糖を有するモノマーが合成されている。また，アグリコン（非糖質部分）の長さの

異なるモノマーが合成されており，それらの研究から糖質から二重結合までの距離が

重合挙動に大きな影響を及ぼすことが明らかにきれた'０)。セルロースの還元性末端基

には他の水酸基とは違う反応性を示すヘミアセタール性水酸基が存在しこの水酸基

を利用すると，セルロースの還元性末端基のみに特異的に官能基が導入することが可

能であり，このような研究が行われている皿'4)。例えば，Schemel-1に示すように上

高原らはAmino基をIB-Glycoside結合で導入したセルロース誘導体を新規に合成し，

種々の疎水性官能基との反応による両親媒性セルロース誘導体を合成している。まず，

疎水性官能基を導入するための化合物として15-hydroxypentadecanoicacid（１）から多

段反応経路で15-azidopentadecanoicacid（２）と15-thiol-pentadecanoicacid(3)を新規に合

成した。

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-l3-D-glucopyranosylamine(4)とpentadecanoic-6-D-Cellobiosylamine

(5)をモデル化合物として，(1)との縮合反応を行い，化合物(6)と(7)がそれぞれ合成さ

れる。同様に，(5)と(2)から(8)が合成さた。そこで，p-peracetylcelluloseから，アジド

化とそれに続く接触還元によりアミノ基が還元性末端に導入されたセルロース誘導

体(9)（､＝15）を合成し(1)，(2)，(3)との縮合反応を行ったところ，化合物(10)，（11)，

('2)がそれぞれ得られた。よって，セルロースの還元性末端アミノ基を利用した疎水

性官能基の導入が可能であることが判明したと報告している。

。

３
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このようにして合成されたオリゴ糖モノマーは，通常のラジカル重合法では，生成

されるポリマーの分子量，分子量分布の精密な制御はできない。それらの制御された

オリゴ糖マクロマーを合成することは更なる高い機能を付与させる有効な手段であ

る。このようなオリゴ糖マクロマーの精密合成は，イオン重合'５〕や開環重合lG17)と

いった比較的煩雑な手法によって行われてきた。しかし最近，リビングラジカル重合

法を糖鎖ビニルモノマーに応用して，精密重合を簡便に行う合成系が報告されている。

その一例として,Schemel-Zに示す安定ニトロキシルラジカルを用いた系がある'８)。

安定ニトロキシルラジカルを用いた重合系では，通常ニトロキシルラジカルとして

2,2,6,6-tetramethylpiperidiloxyl(TEMPO)が使われる。その場合，良好な構造制御を達成

するための条件として，ポリマーとニトロキシル間の結合（Ｃ－ＯＮ結合）の熱解離

速度が十分大きいことが要求され，１２０℃付近で重合を行わなければならない。とこ

ろが，ＴＥＭＰＯを用いたスチレン誘導体（VLA）の１２０℃の重合では反応溶液が変色

し，重合は規制されない。これは温度が高すぎて，糖残基が分解するものと考えられ

た。そこで，重合を開始させる低分子アルコキシアミンとしてstyrene／

di-tert-buthylnitoroxyde（DBN）付加体(SﾄDBN）を用い，ＤＭＦ中１０５℃で重合が行わ

れた。反応時間に伴い，ＶＬＡの重合率は増加し，

八
数平均分子量は，ＶＬＡの重合率に対して直線的に

増加し理論値とほぼ一致したと報告されている,,)。

また，Schemel-3に示す原子移動ラジカル重合も

リビング的に反応が進行すると報告されている

20~2')。原子移動ラジカル重合の場合，ポリマー主鎖

の長さが規制された分散の小さい構造の明確なポ

リマーが生成する｡従ってセロビオース誘導体（'）

の重合反応は生成物が反応溶媒中で沈殿すること

もなく均一に進行する。所定の反応時間後，反応

混合物中のモノマー（1)はＴＬＣ上でほぼ消失して

いた事から，重合は定量的に進行したことが確認

された。ＧＰＣ分析により，poly(1)は数平均分子量

１２×104（ポリスチレン換算）であり，またその分

子量分布については分散多度が1.07と非常に狭く，

単分散に近い新規ポリマーであるといえる22)。

い）

八Ｗ』
ルヅ』

(h）

(c）

S【]/(3)＝1000/Ｉ
ｌｉｍＥ＝２１１

ｒＦＦＦＦＦ司司－戸｢ＦＦｒｎ－ｎ祠

２０３０４０

臆[eTIli⑪I1Iime／min

Figurel-4SECchromatogramsof
(a)glycoconjugatedprepolymerand
(b)～(｡)theproductobtainedfTom
thepoIymerizationofSt

４
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1-3研究目的

近年，地球規模の環境問題がますます深刻化している。現在，全世界で年間約１．５

億トンもの合成高分子が石油から合成され，そのほとんどが大量廃棄されている背景

の下，材料開発において，高性能化に加え，環境への負荷を最小にする，天然資源を

最大限に利用したゼロエミッションを目指した材料開発の必要性が高まってきた。そ

の背景のもと，我々は天然に豊富に存在する高分子として知られるセルロースを有用

な形態へ変換することによりこの目標の達成を試みた。具体的には，セルロースをビ

スコース相分離法により微粒子化し'５),その界面を化学修飾することによりさまざま

な分野での応用に成功してきた'5)。しかし，セルロースは分子内・分子間に非常に強

い水素結合を有すため溶媒への親和性が、ﾊハ
……1,,1.Ｈ￣￣,～．￣－１Ｈ'シトーー!…同一,"１０O

乏しく，前述のセノレロース微粒子のサイｇｏ

ズはＦｉｇｌ－５の粒度分布図が示すように，

5Mm以下に制御するのは非常に困難で雲
●

ある。この有用なｾﾉﾚﾛｰｽ微粒子がナ回５０
ロゴ

ルベノレでｻｲｽﾞ制御することができれ筐
ば，その適用分野は飛躍的に増大すると

考えられる。そこで本研究では，セルロ１０
０

_スを構成単位のオリゴ糖に分解し，有０６１０３０１０３０
Particlediameter(ｍ､）

機合成的手法をもちいて再度高分子化す
Figurel-5ParticlcsizHcdistl･ibutiollsof

ることによって，溶媒への親和性を高め，celluloscmicmparticlesmea”redbythe

ﾅﾉｻｲｽﾞのｵﾘｺﾞ糖粒子の創製を試み；:臨淵Ｍ１ｈｔｈｏＵ…狐ｈ
た゜

1-4研究方法

セルロースの構成単位である種々のオリゴ糖に，重合成官能基を導入し高分子化す

ることにより，側鎖に糖を有するポリマー（側鎖型糖鎖高分子）の合成を検討した。

側鎖型糖鎖高分子は，高度な機能を有する新しい高分子材料としての応用が期待され

る。側鎖型糖鎖高分子は，主鎖中に糖を有する主鎖型糖鎖高分子と異なり，性質や物

性は主に主鎖の構造に依存し側鎖の糖は，その機能を受け持つ。これは，糖自体が高

分子化合物としての性質に大きく関与する多糖等の主鎖型糖鎖高分子と大きく異な

る点である。そのため側鎖型糖鎖高分子の糖の構造については，より幅広く自在な設

計が可能であり，糖のもつ高度な機能を最大限引きだすことが可能となる。側鎖型糖

鎖高分子の合成には大きくわけてふたつの方法が考えられる。ひとつは主鎖となる高

６

〆

1句西

0
－

派ＴｉＢＫＵ■BHU ＦⅡ

■■l■■■■■■■■■■■■

￣

、「ｺﾞＩ H１ 、
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分子に，側鎖を化学反応により結合させる高分子反応である。しかしこの方法におい

ては，主鎖高分子や糖末端に反応』性官能基を導入し

〕なければならないことや，側鎖の導入量が制御でき高分子反応

ないなどの問題がある｡もうひとつの方法は,側鎖ＸＸＸＸ
となる化合物に重合性官能基をあらかじめ導入しノ。．
(マクロモノマー化),これを重合することで主鎖を〔反応性基〕
些鋳一一一､一一一一_へ＿ＬＬＬ､１，，『んp,塵へ－－，百…－Ｏ導入量制１１

／L2

i}祷

反応性基

構築する方法である。この方法は側鎖の導入量が容ｏ導入量制御が困難

易に調節できるなど，高分子反応に比べて利点も多マクロモノマー法

:鯏偉漸二:鱸鰯雰馬[…〕/ｉ－ｉｉｉｉ
を行うことを目的とした。Fig.１－７に研究デザインを○導入量制御が容易

示した。

1-5本研究の概要

本論文は６章から成っており，第１章を序論，第６章を総括とした。

第２章では，種々のオリゴ糖に保護基を用いない簡便な合成スキームで，重合性官

能基を導入について検討した。その結果，オリゴ糖の水酸基のうち還元性を示す第一

位の水酸基のみをアミノ基に変換したのち，水酸基とアミノ基の反応性の違いを利用

して，多数の水酸基を保護することなく，アミノ基のみに重合性官能基を導入するこ

とが可能であることが明らかになった。

第３章では,得られたオリゴ糖マクロモノマーを水系重合反応によりポリマー化し，

その分子量・分子量分布，光散乱及び透過電子顕微鏡等を用いて溶液物性についても

検討した。その結果，重合により得られたオリゴ糖側鎖型ポリマーは，水中において

プルラン換算で数千万の分子量に相当する巨大な会合体として存在することがサイ

ズ排除クロマトグラフィー（SEC）の測定結果より明らかになった。さらに光散乱及

び透過電子顕微鏡観察より，会合体は20～30,ｍの真球状であることが確認された。

加えてl3C-NMRを利用して高分子主鎖の立体構造についての調査も行った。

第４章では，新たに調製した両親媒性オリゴ糖高分子を利用し，高分子ミセル型の

ナノ粒子の創製について検討を行った。高分子主鎖の片末端のみに疎水部を導入した

両親媒`性化合物と，高分子側鎖に疎水部を導入した両親媒性化合物を合成し，臨界ミ

セル濃度や，会合形態などを調査した。その結果，高分子主鎖の片末端のみに疎水部

を導入した両親媒性化合物においては，規則的な疎水空間をもつミセルを形成するこ

とが明らかになった。
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第一章

第５章では，得られたポリマーの酸素ガスバリアフイルムへの応用を検討した。そ

の結果，現存する親水性高分子から調製されたフィルムと比較して優れたバリア性を

もつことが示され，さらに高湿度状態においても高いバリア性を保持することも明ら

かになった。加えて，シリカゲル等にポリマーをグラフト化することによってレクチ

ン吸着剤などへの応用を検討し，特定のレクチンのみを吸着することが確認され，レ

クチン吸着剤として有用であることを確認した.

第６章ではこれらの結果をまとめるとともに，貢献できる分野・将来の展望につい

て論じた。
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第二章

オリゴ糖マクロモノマーの分子設計と合成・構造決定



第二章

2-1はじめに

糖を側鎖に有するビニルモノマー（糖側鎖型ビニルモノマー）の開発は，近年活

発な研究が行われている。例えば，Ｋ・KobayashiらはIactose担持スチレンモノマー

を合成し，ラジカル重合により得られたポリマーの強いインフルエンザウイルス捕

捉機能の発現を見いだした３')。また，Ｍ､AkashiらはScheme2-1に示すように

glucoseの１位の水酸基に触媒を用いて，重合性官能基を導入したglucosyloxyethylm-

ethacrylate（GEMA）の合成を報告している３２〕･ＧＥＭＡは抗血栓材料や免疫分液シス

テムへの応用が検討されている３３)。しかしながら選択的な重合性官能基の導入が困

難であり，多官能の誘導体が生成することがFigure2-1に示すＨPLC分析により確認

された。一方HKamitakaharaらは，選択的な重合性官能基の導入を行うために

Scheme2-2に示すように糖の水酸基を保護基を用いて保護し，その後多段プロセス

を経て重合性官能基を導入している34)。

本研究では，保護基を用いず短い反応経路で，糖の水酸基に選択的に重合性官能

基の導入を目的とした。glucose,celIobiose,celIotrioseなどのoligosaccharideは還元性

の水酸基をアノマー位に１個有す。この還元性水酸基は,他の水酸基とは異なる反応

性をもつため，炭酸水素アンモニウムを用いることにより，アミノ基に容易に変換す

ることができる３s〕。そこで，アミノ基と水酸基の反応性の違いを利用して，選択的に

アノマー位へ重合性基を導入し,Scheme2-3に示す経路で－官能性のオリゴ糖ビニル

モノマーの合成を検討した。合成は,ＦＴＩＲ，lH-NMR，HPLC，元素分析により確認

した。

本章で用いた主な試薬及び溶媒をＴａｂｌｅ２－１に示す。また，構造決定に用いた分析

機器を以下に示す。

Table2-1本章で用いた主な試薬及び溶媒

カタログNo.会社名試薬名

和光純薬工業（株）

関東化学（株）

和光純薬工業（株）

東京化成（株）

生化学工業
和光純薬工業（株）

和光純薬工業（株）

生化学工業

和光純薬工業（株）

昭和電工（株）

015-08633

13366-4M

O41-OO595

COO56

400400

129-OOO92

138-00611

400530

017-02875

アセトニトリル

重水

D-(+)-グルコース

D-(+)-セロビオース

セロトリオース

ラクトースー水和物

マルトースー水和物

マルトトリオース

炭酸水素アンモニウム

2-isocyanatoethyImathaclylate

1１



第二章

９H3
CH2=９

Ｃ＝Ｏ

ＯＨＯＯＨ

phosphomolyddicacid
Z-HEMA 9H2)２

０ＯＨ
iｎＤＭＦａｔ８０ｏＣ

Scheme2-1SynthesisschemeofgIucosyloxyethylmethacrylate

ｎ

ｏ
Ｂ
ｊ

（
ぴ

つ
』

』
Ｈ

一一
』
Ｈ

ｃ
Ｉ
ｃ
Ｉ
ｃ
０
ｏ
０
ト
レ
ー

一一

ｃ②
一

ｍ
、

ＯＡＣＯＡＣ

宍=ｏ
ＮＨＮＨ２

ｏ
ｏ
ｃ
ｃ

Ａ
Ａ

Ｏ
Ｃ
Ｃ
ｃ

Ａ
Ａ

ＯＡＣＯＡＣ

ＯＡＣOＡＣ

Scheme2-2SynthesisschemeofceIlobiosederivativeusingprotectgroups

0２４６８１０

Retentiontime(ｍin）

Figure2-1ChromatogramofglucosyloxyethylmethacrylatewithAsahipak
NH2P-50(４６ｍｍｌＤ・ｘＺ５０ｍｍ)at20oCMobilephase:Acetnitrile-water
(７：３),flowmate:0.5ｍl/ｍin,UVdetectionwavelength:２１０，ｍ

1２



第二章

ＯＨ ＯＨ
Ｉ

,1Ｈ【_I■［ ご【

ＯＨ ＮＨ２a【HIH田【DUIhuMDUuHIn【

at３７°ＣＯＨ ＯＨ

ｏ
３

Ｈ
ｌ－

ｃ
Ｉ
ｃ
Ｉ
ｃ

ｌｌ２
Ｈｃ

Ｃ＝（

Ｏ

(9Ｈ２
ＮＨ

ﾉc=（
ＮＨ

)２
ＯＨ

ｌ

劇2．単一…
｡ ０

ＫＯＨａｑ・ａｔ３°Ｃ
ＯＨ

ＫＯＨａｑ・ａｔ３°Ｃ
ＯＨ

Ｉ

０

Ｈ－ ＯＨ

cellobiose
gIucose

Ｒ＝
ＯＨ

０

ＯＨ

ＯＨ

cellotriose

Scheme2-3Synthesisprocessofmonovinylsaccharide

1３



第二章

【FILIR】

ＪＡＳＣＯＦＴ/IR-700FourierTransfOrmlnfraredSpectrometer

【HPLd

JASCOPU-1580IntelligentHPLCPump

JASCODG-1580-54QuaternaryGradientUnit

JASCOLG-1580-044LineDegasser

JASCOCO-15601ntelligentColumnThermostat

JASCOMD-1510MultiWavelenghDetector

JASCORI-l5301ntelligentRIDetector

【lH-NMR】

JＥＯＬＪＮＭ－ＥＸ４００ＦＴＬＮＭＲＳＹＳＴＥＭ

2-2Glucosemacromonomerの合成

2-2-1glucosylamineの合成

ｇｌｕｃｏｓｅｌＯｇ(55.56,mol)を３００ｍlビーカー中，

モニウムを28.59ずつ２４時間毎，４回加え(全量

水l50mlに溶かし， 炭酸水素アン

モニウムを28.59ずつ２４時間毎，４回加え(全量１１３９)，開放したまま，３７℃で９６

時間かきまぜた。その後，蒸留水200ｍlを加え，２０ｍlまで水を留去した後，１５０ｍｌ

の水を加え，ｌＯｍｌまで濃縮した。この操作をアンモニア臭が消失するまで繰り返し，

凍結乾燥後，白色固体を得た。元素分析値をTable2-2に示す。

Table2-2Elementalanalysisofglucosylamine

Ｈ(兜）Ｃ(96）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

7．３１４０２７．８１5.15

6.85４００２．５０１６．０

Calcd

Found

得られた白色固体と合成原料であるglucoseの赤外吸収スペクトルをFigure2-2に

示す。得られた白色固体の赤外吸収スペクトルより原料のglucoseには見られない，

1650cm･'付近に，Ｎ－Ｈ変角振動に由来するピークが出現し，glucoseへのアミノ基の

導入が確認された。合成原料であるglucose，得られた白色固体のＨＰＬＣ分析を行っ

た。クロマトグラムをFigure2-3に示す。それぞれのピークの面積比より純度を算出

したところ，純度は83.7％であった。
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合成原料であるglucose，得られた合成化合物のglucosylamineのプロトン核磁気共

鳴スペクトルをFigure2-4，Figure2-5に示す。glucoseは水溶液中でＯＬ型，β型，開環型

の3種類の構造をとることができる。また，glucoseの環状構造の立体配座の一つであ

る，ヘミアセタール環の酸素の結合角（DC-O-C＝111｡）はシクロヘキサン環の炭素

の結合角（DC-C-C＝109｡）とほとんど等しく，糖のピラノース環はシクロヘキサン

環と同様，同一平面には存在しない。６員環はイス形かボート形の立体配座をとりう

るが，グルコピラノースの場合，イス形の立体配座をとれば最もひずみが少なく，

大きい官能基（-0H，CH20H）が6員環の面から横に突き出して安定である。この結

合を水平方向の結合と呼ぶ。Figure2-6にD-(+)‐glucoseの立体配座を示す。

cquatorial

ＨＯＨ

axial ＨＨ

６－Ｄ－(+)-gIucosc

Ｈ ＯＨ

ｃＬ－Ｄ－(+)‐glucose

Figure2-6ConfOrmationimagesofqand6-(D)‐glucopyranose

β型では-0Ｈと-CH20Hは水平方向，－Ｈは軸方向に結合している。この形は，‐ＯＨと‐

CH20Hが軸方向に結合するよりも安定である。ａ型の立体配座も同様であるが，１位

の水酸基だけ軸方向の結合になる。このため水溶液中では，大きい官能基（-0H，‐

CH20H）がすべて水平方向に出ているβ型のほうが安定である。実際，gIucoseを水に

溶解させ変旋光が平衡に達したとき，ａ型が３６９６，６型が６３％，開環型が１％である

ことが確認されている３７)。Figure2-4のglucoseのＩＨ－ＮＭＲスペクトルにおいて，４６

ppm付近にβ型構造に由来するピーク，５．２ppm付近にａ型構造に由来するピークが確

認された。これらのピークのプロトン比より，ｃｃ型が３６％，β型が６４％であると考

えられる。FigureZ-5のglucosylamineの'H-NMRスペクトルにおいては，４．２ｐｐｍ付近

に|Ｂ型構造に由来するピーク，４．９ppm付近にａ型構造に由来するピークが確認された。

1位の炭素原子にアミノ基が結合したことにより，高磁場側にシフトしたと考えられ

る。また5.2ｐｐｍ付近にglucoseのcc型構造に由来すると推測されるピークが確認され

た。これらのIH-NMRスペクトルの結果より，glucosyIamineは合成されたと確認した。
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(a) glucose (b) glucosylamine

4000 3000 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-1)

500 4000 3000 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-l)

500

Figure 2-2 FT-IR spectra of (a) glucose and (b) obtained glucosylamine

glucose

(a)

10 15 20

Retention time (min)

25 30

Figure 2-3 Chromatograms of (a) glucose and (b) obtained

glucosylamine with Asahipak NH2P-50 (4.6 mm I.D. x 250 mm) at 20

°C. Mobile phase: Acetnitrile -water (7 : 3), flow rate: 0.5 ml/min, RI
detection.

16



第二章

Figure2-41H-NMRspectrumofD-(+)-glucose

Figure2-51H-NMRspectrumofobtainedglucosylamine

1７
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2-2-22-(methacryloyloxy)ethylureidoglucoseの合成

先に合成したglucosylamine5､７４９(純度83.7％,26.8,mol)を１ｘｌＯ３ＭＫＯＨ水溶液

５０ｍｌに溶解させた。その水溶液に，２－isocyanateethylmethacryIate（Z-IEM)を１０．４９

(67.0,mol)を加えて，３℃に保ったまま１２時間，激しくかき混ぜた。１２時間後，フ

ラスコ内に白色固体が析出していたため，これをろ過し固液分離した。固相はその

まま凍結乾燥し白色物（a）を得た。液相は，未反応のZ-IEMを除去するため，２０ｍｌ

のジエチルエーテルを用いて４回洗浄し凍結乾燥を行った。凍結乾燥終了後，得ら

れた白色固体を水２，１，メタノールｌＯｍｌの，混合溶液に溶解させ，ジエチルエー

テル８０ｍIとアセトン２０ｍlの混合溶液に滴下し冷却した。その後，Ｇ３ガラスフィ

ルターでろ過し減圧乾燥し白色物（b）を得た。

合成原料であるglucosyIamine，Z-IEM，得られた白色物（a），白色物（b）のFILIR

スペクトルをFigure2-7，Figure2-8にそれぞれ示す。白色物㈱のスペクトルでは，

1590ｃｍ.'にNH-CO-NH相互伸縮，ｌ６２０ｃｍｌにC=０（urea)伸縮振動，１７２０ｃｍ-1にC=Ｏ

(ester)伸縮振動，さらに3380ｃｍJにはN-H伸縮振動に由来するピークがそれぞれ確認

された。このスペクトルからは，3000~3500ｃｍI付近に出現する，糖のＯＨ伸縮振動

に由来するピークは確認されず，白色物㈱は糖を含有していないと推測される。

Scheme2-4に示すようにZ-IEMは水と反応してジビニルウレアを生成する。白色物㈱

の元素分析値をTableZ-3に示す。従って，白色物㈱はScheme2-4の経路で生成した副

生成物であると確認された。白色物（a）のスペクトルでは，ｌ５７０ｃｍＩにNH-CO-NH

相互伸縮，１６５０ｃｍ'にC=o(urea)伸縮振動，１７１０ｃｍ'にC=Ｏ(ester)伸縮振動，さらに

3000~3500ｃｍ１付近には糖のＯＨ伸縮振動に由来するピークがそれぞれ確認された。

このスペクトルより白色物（b）は，目的生成物である2-(methacryloyloxy)ethymreido

glucoseはであると確認された。白色物（b）の元素分析値をTable2-4に示す。

Table2-3EIementaIanaIysisofby-product

Ｈ(96）Ｃ(％）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

54.9９．８５5.57

54.9９．８５５．５７

7.09

7.02

Calcd

Found
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合成原料であるglucosylamine，得られた白色物鬮のＨＰＬＣ分析を行った。クロマト

グラムをFigure2-3，Figure2-9に示す。Figure2-3に示すようにgIucosylamineのピー

クが消失し，新たに紫外可視領域に吸収を有する化合物の出現が認められた。これ

は目的生成物である２－(methacryloyIoxy)ethylureidoglucoseのビニル基に由来する吸収

と考えられる。それぞれのピークの面積比より純度を算出したところ，純度は

66.5％であった。白色物（b）のＩＨ－ＮＭＲスペクトルをFigureZ-10に示す。１．９ｐｐｍ

にメチル基（-CH3)，４２ｐｐｍ付近にはメチレン基（‐CH2-)，５．７ｐｐｍと６．１ｐｐｍには

ビニル基（C=CH，）に由来するピークが確認され，3.3へ4.0ｐｐｍ付近には糖骨格に由

ルをFigureZ-10に示す。１．９ｐｐｍ

(-CH2-)，５．７ｐｐｍと６．１ｐｐｍには

3.3へ4.0ｐｐｍ付近には糖骨格に由ビニル基

来するピ

（C=CH2）に由来マ

ークが確認された。
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Figure 2-9 Chromatograms of obtained 2-(methacryloyloxy)

ethylureido glucose with Asahipak NH2P-50 (4.6 mm I.D. x 250 mm)

at 20 °C. Mobile phase: Acetnitrile -water (7 : 3), flow rate: 0.5 ml/min,

(a) UV detection wavelength: 210 nm, (b) RI detection.
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(a) glucosylamine (b) 2-isocyanateethyl methacrylate
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Figure 2-7 FT-IR spectra of (a) glucosylamine and (b) 2-isocyanateethyl methacrylate (2-IEM)

(a) obtained product I (b) obtained product II
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Figure 2-8 FT-IR spectra of (a) obtained product I and (b)obtained product II
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第二章

2-3Cellobiosemacromonomerの合成

2-3-1cellobiosylamineの合成

cellobioselOg(29.25,ｍｏｌ)を３００ｍlビーカー中，水l50mlに溶かし，炭酸水素ア

ンモニウムを28.59ずつ２４時間毎，４回加え(全量１１３９)，開放したまま，３７℃で

96時間かきまぜた。その後，蒸留水200ｍlを加え，２０ｍlまで水を留去した後，ｌ５０

ｍｌの水を加え，ｌＯｍｌまで濃縮した。この操作をアンモニア臭が消失するまで繰り

返し，凍結乾燥後，白色固体を得た。元素分析値をTable2-5に示す。

Table2-5ElementalanalysisofcellobiosyIamine

Ｈ(％）Ｃ(兜）Ｎ(96）Ｃ/Ｎ

Calcd

Fbund

6.7942.2

6.87４０．１

4.10１０．３

３．２６１２．３

得られた白色固体と合成原料であるcelIobioseの赤外吸収スペクトルをFigure2-11に

示す。得られた白色固体の赤外吸収スペクトルより原料のceIlobioseには見られない，

1600ｃｍ'付近に，N-H変角振動に由来するピークが出現し，celIobioseへのアミノ基の

導入が確認された。合成原料であるceIlobiose，得られた白色固体のHPLC分析を行っ

た。クロマトグラムをFigure2-12に示す。それぞれのピークの面積比より純度を算出

したところ，純度は810％であった。合成原料であるceIIobiose，得られた合成化合

物のcellobiosylamineのプロトン核磁気共鳴スペクトルをFigure2-l3，Figure2-14に示

す。Figure2-13のceIlobioseのIH-NMRスペクトルにおいて，４６ppm付近にβ型構造に

由来するピーク，５．２ｐｐｍ付近にａ型構造に由来するピーク，また４５ｐｐｍ付近にはａ

型構造とβ型構造共通のピークが確認された。これらのピークのプロトン比より，ａ

型が３５９６，６型が６５％であると考えられる。Figure2-14のceIlobiosylamineのIH-NMR

スペクトルにおいては，４．１ｐｐｍ付近に6型構造に由来するピーク，４３ppm付近にａ型

構造に由来するピークが確認された。１位の炭素原子にアミノ基が結合したことによ

り，高磁場側にシフトしたと考えられる。また4.5ppm付近にはａ型構造とIＢ型構造共

通のピークが確認され，５．２ｐｐｍ付近にcelIobioseのａ型構造に由来すると推測される

ピークが確認された。これらのIH-NMRスペクトルの結果より，cellobiosylamineは合

成されたと確認した。
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第二章

2-3-22-〔methacrylOyloXy)ethylureidocellobioseの合成

先に合成したcellobiosylaminelOg(純度81％,２３．７３，mol)を１ｘｌＯ３ＭＫＯＨ水溶液

100ｍlに溶解させた。その水溶液に，２－isocyanateethylmethacrylate（2-IEM)を9.209

(59.33,mol)を加えて，３℃に保ったまま12時間，激しくかき混ぜた。12時間後，フ

ラスコ内に白色固体が析出していたため，これをろ過し固液分離した。固相はその

まま凍結乾燥し，５．５７７９の白色物(a)を得た。液相は，未反応の2-ＩＢＭを除去するため，

５０ｍIのジエチルエーテルを用いて4回洗浄し凍結乾燥を行った。凍結乾燥終了後，

得られた白色固体を水２ｍl，メタノール１０，１の，混合溶液に溶解させ，ジエチルエ

ーテル８０ｍlとアセトン２０ｍlの混合溶液に滴下し冷却した。その後，Ｇ３ガラスフィ

ルターでろ過し減圧乾燥した。８７８０９の白色物(b)を得た。白色物(b)の元素分析値を

Table2-6に示す。

Table2-6Elementalanalysisofobtained2-(methaclyloyI-
oxy)ethylureidoceIlobiose

Ｈ(％）Ｃ(96）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

45.9

44.6

5.648.15

5.29８．４３

Calcd

Found

6.49

6.56

celIobiosyIamineと得られた白色物(b)のFT-IRスペクトルをFigure2-15に示す。白

色物(b)のFILIRスペクトルではcellobiosylamineには確認されない１５７０ｃｍ'にNH-

CO-NH相互伸縮，l650cmlにＣ=Ｏ(urea)伸縮振動，１７０５ｃｍ-'にＣ=Ｏ(ester)伸縮振動

に由来するピークが確認された。得られた白色物(b)のＨＰＬＣ分析を行った。クロマ

トグラムをFigure2-16に示す。Figure2-16に示すようにcellobiosylamineのピークが

消失し，新たに紫外可視領域に吸収を有する化合物の出現が認められた。これは目

的生成物である２－(methacryloyl-oxy)ethylureidocellobioseのビニル基に由来する吸収

と考えられる。それぞれのピークの面積比より純度を算出したところ，純度は

745％であった。白色物(b)のlH-NMRスペクトルをFigure2-17に示す。Ｌ９ｐｐｍに

メチル基（‐CH3)，４．２ｐｐｍ付近にはメチレン基（-CH2-)，５．７ｐｐｍと６１ｐｐｍにはビ

ニル基（C=CH2)に由来するピークが確認され，３３~４０ｐｐｍ付近には糖骨格に由来す

るピークが確認された。
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Figure 2-11 FT-IR spectra of (a) cellobiose and (b) obtained cellobiosylamine
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Figure 2-12 Chromatograms of (a) cellobiose and (b) obtained

cellobiosylamine with Asahipak NH2P-50 (4.6 mm I.D. x 250 mm) at

20 °C. Mobile phase: Acetnitrile -water (7 : 3), flow rate: 0.5 ml/min, RJ

detection.
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Figure 2-13 FT-IR spectrum of 2-(methacryl

oyloxy)ethylureido cellobiose
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Figure 2-14 Chromatograms of (a) cellobiosylamine and (b) obtained

2-(methacryloyloxy)ethylureido cellobiose with Asahipak NH2P-50

(4.6 mm I.D. x 250 mm) at 20 °C. Mobile phase: Acemitrile -water (7 :

3), flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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Figure 2-18 FT-IR spectra of (a) cellotriose and (b) obtained cellotriosylamine

cellotriose

cellotriosylamine

(a)

(b)

0 10 15

Retention time (min)

20 25 30

Figure 2-19 Chromatograms of (a) cellotriosylamine and (b) obtained

cellotriose with Asahipak NH2P-50 (4.6 mm I.D. x 250 mm) at 20 °C.

Mobile phase: Acetnitrile -water (7 : 3), flow rate: 0.5 ml/min, RI detec

tion.

30



第二章

2-4Cellotriosemacromonomerの合成

2-4-1cellotrioSylamineの合成

cellotriose500mg(0.99,mol)をｌＯＯｍｌビーカー中，水３０ｍlに溶かし，炭酸水素

アンモニウムを５０９ずつ２４時間毎，３回加え(全量１５９)，開放したまま，３７℃で

９６時間かきまぜた。その後，蒸留水５０ｍｌを加え，ｌＯｍＩまで水を留去した後，５０

mＩの水を加え，１０ｍｌまで濃縮した。この操作をアンモニア臭が消失するまで繰り

返し，凍結乾燥後，白色固体を得た。元素分析値をTabIe2-7に示す。

Table2-7ElementaIanalysisofceIIotriosylamine

Ｈ(96）Ｃ(％）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

42.9

41.0

2.78１５．４

１．７５２３．４

Calcd

Fbund

6.61

6.50

得られた白色固体と合成原料であるceIlotrioseの赤外吸収スペクトルをFigureZ-18

に示す。得られた白色固体の赤外吸収スペクトルより原料のcelIotrioseには見られな

い，１６５０ｃｍ'付近に，Ｎ－Ｈ変角振動に由来するピークが出現し，ceIlotrioseへのアミ

ノ基の導入が確認された。合成原料であるcellotriose，得られた白色固体のＨＰＬＣ分

析を行った。クロマトグラムをFigure2-19に示す。それぞれのピークの面積比より

純度を算出したところ，純度は７４８％であった。合成原料であるceIIotriose，得ら

れた合成化合物のceIlotriosylamineのプロトン核磁気共鳴スペクトルをFigure2-20，

FigureZ-Zlに示す。FigureZ-20のcellotrioseのＩＨ－ＮＭＲスペクトルにおいて，４６

ppm付近にβ型構造に由来するピーク，５２ｐｐｍ付近にａ型構造に由来するピーク，

また４．５ｐｐｍ付近にはａ型構造とβ型構造共通のピークが確認された。Figure2-21

のceIlotriosyIamineのＩＨ－ＮＭＲスペクトルにおいては，４１ｐｐｍ付近に原料にはない

新規なピークが確認された。また４．５ｐｐｍ，５．２ｐｐｍ付近にceIlotrioseのａ型及びβ

型構造に由来するピークの減少が確認された。
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第二章

2-4-22-(methacryloyloW)ethylureidoceUotriose(CMU)の合成

先に合成したcellotriosylamineO4g(純度74,8％,Ｏ５９ｍｍｏｌ)を１ｘｌＯ３ＭＫＯＨ水溶液

１０ｍlに溶解させた。その水溶液に，２－isocyanateethylmethacrylate（Z-IEM)を0.2309

(1.485,mol)を加えて，３℃に保ったまま12時間，激しくかき混ぜた。１２時間後，フ

ラスコ内に白色固体が析出していたため，これをろ過し固液分離した。固相はその

まま凍結乾燥し，０．１１９の白色物(a)を得た。液相は，未反応のZ-IEMを除去するため，

１０ｍlのジエチルエーテルを用いて4回洗浄し凍結乾燥を行った。凍結乾燥終了後，

得られた白色固体を水ＬＯｍｌ，メタノール5.0ｍ'の，混合溶液に溶解させ，アセトン

lOOmlに滴下し冷却した。その後，Ｇ３ガラスフィルターでろ過し減圧乾燥した.

0.3719の白色物(b)を得た。白色物(b)の元素分析値をTabIe2-8に示す。

Table2-8ElementaIanaIysisofobtainedcelIotriose
vinylmonomer．

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

Calcd

Found

6.43456

6.17４１．３

4.2510.7

2.43１６．９

ceIlotriosylamineと得られた白色物（b)のFT-IRスペクトルをFigure2-22に示す。白

色物(b)のＦｍＲスペクトルではceIlotriosylamineには確認されない1570ｃｍ'にNH-CO-

NH相互伸縮，１６５０cm．'にC=Ｏ(urea)伸縮振動，1705ｃｍ'にC=Ｏ(ester)伸縮振動に由来

するピークが確認された。得られた白色物(b)のHPLC分析を行った。クロマトグラム

をFigure2-23に示す。Figure2-19に示すようにceIlotriosylamineのピークが消失し，新

たに紫外可視領域に吸収を有する化合物の出現が認められた。これは目的生成物で

ある2-(methacryIoyl-oxy)ethylureidocellotrioseのビニル基に由来する吸収と考えられる。

それぞれのピークの面積比より純度を算出したところ，純度は79.296であった。

白色物(b)のＩＨ－ＮＭＲスペクトルをFigure2-24に示す。１．８ｐｐｍにメチル基（-CH3)，

4.2ｐｐｍ付近にはメチレン基（-CH2-)，５．７ppmと６１ｐｐｍにはビニル基（C=CH2）に
由来するピークが確認され，３３~4.0ｐｐｍ付近には糖骨格に由来するピークが確認さ

れた。
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Figure 2-22 FT-IR spectrum of 2-(methacryl

oyloxy)ethylureido cellotriose
Figure 2-23 Chromatograms of (a) obtained 2-(methacryloyl-

oxy)ethylureido cellotriose and (b) cellotriosylamine with Asahipak

NH2P-50 (4.6 mm I.D. x 250 mm) at 20 °C. Mobile phase: Acetnitrile -

water (7 : 3), flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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Z-5Maltosemacromonomerの合成

2-5-1maltoSylamineの合成

ｍａｌｔｏｓｅｌＯｇ(２９．２５，ｍｏｌ)を３００ｍlビーカー中，水150ｍIに溶かし，炭酸水素アン

モニウムを２８．５９ずつ２４時間毎，４回加え(全量１１３９)，開放したまま，３７℃で９６

時間かきまぜた。その後，蒸留水200ｍlを加え，２０ｍlまで水を留去した後，１５０ｍｌ

の水を加え，１０ｍlまで濃縮した。この操作をアンモニア臭が消失するまで繰り返し，

凍結乾燥後，白色固体を得た。元素分析値をTable2-9に示す。

Table2-9ElementaIanaIysisofmaItosylamine

Ｈ(96）Ｃ(％）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

Calcd

Found

6.79４２２

６．６６39.1

4.10１０．３

３．０２１２．９

得られた白色固体と合成原料の赤外吸収スペクトルをFigure2-25に示す｡得られた

白色固体の赤外吸収スペクトルより原料には見られない，１６００～１６５０ｃｍ･'付近に，

N-H変角振動に由来するピークが確認された。従って，オリゴ糖にアミノ基の導入が

確認された。加えて合成原料と，得られた白色固体のＨＰＬＣ分析を行った。クロマト

グラムをFigureZ-Z6に示す。それぞれのピークの面積比より純度を算出したところ，

純度はそれぞれ78.4％であった。

合成原料であるmaltose，得られた合成化合物のmaItosylamineのプロトン核磁気共

鳴スペクトルをFigure2-27，Figure2-28に示す。Figure2-27のmaltoseのlH-NMRス

ペクトルにおいて，４６ppm付近にβ型構造に由来するピーク，５．２ppm付近にcc型構

造に由来するピーク，また5.4ppm付近にはａ型構造とβ型構造共通のピークが確認

された。これらのピークのプロトン比より，ａ型が１５９６，６型が85％であると考え

られる。Figure2-28のmaItosylamineのｌＨ－ＮＭＲスペクトルにおいては，４．１ｐｐｍ付近

に６型構造に由来するピーク，４３ｐｐｍ付近にａ型構造に由来するピークが確認され
た。１位の炭素原子にアミノ基が結合したことにより，高磁場側にシフトしたと考え

られる。また４５ｐｐｍ付近にはａ型構造とβ型構造共通のピークが確認され,5.2ppm

付近にmaltoseのａ型構造に由来すると推測されるピークが確認された。これらの

ＩＨ－ＮＭＲスペクトルの結果より，maltosylamineは合成されたと確認した
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第二章

2-5-22-(methacryloyloxy〕ethylureidomaltotoseの合成

先に合成したmaltosylamine5､０９(純度78.4％,11.48,mol)を１ｘｌＯ３ＭＫＯＨ水溶液

100ｍlに溶解させた。その水溶液に，２－isocyanateethyImethacryIate（Z-IEM)を4.459

(28.71,mol)を加えて，３℃に保ったまま12時間，激しくかき混ぜた。12時間後，フ

ラスコ内に白色固体が析出していたため，これをろ過し固液分離した。固相はそのま

ま凍結乾燥し，3.259の白色物(a)を得た。液相は，未反応のZ-IEMを除去するため，５０

mIのジエチルエーテルを用いて4回洗浄し凍結乾燥を行った。凍結乾燥終了後，得ら

れた白色固体を水２，１，メタノール１０ｍ'の，混合溶液に溶解させ，ジエチルエーテル

８０ｍlとアセトン20ｍlの混合溶液に滴下し冷却した。その後，Ｇ３ガラスフィルターで

ろ過し減圧乾燥した。５．４３９の白色物(b)を得た。白色物(b)の元素分析値をTable2-10

に示す。

Table2-10EIementalanaIysisofmaltosylamine

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）ＯＮ

42.2

43.1

4.10１０．３

４．６２９．３３

Calcd

Found

6.79

6.31

原料のアミノ化オリゴ糖と得られた白色物(b)のFILIRスペクトルをFigure2-29に

示す｡白色物(b)のFILIRスペクトルでは原料には確認されない1570cmJにNH-CO-NH

相互伸縮，1650cm｣にＣ=Ｏ(urea)伸縮振動，1705ｃｍ'にＣ=Ｏ(ester)伸縮振動に由来す

るピークが確認された。また，得られた白色物(b)のＨＰＬＣ分析を行った。クロマトグ

ラムをFigure2-30に示す｡Figure2-11,12に示すようにmaltosylamineのピークが消失

し，新たに紫外可視領域に吸収を有する化合物の出現が認められた。これは目的生成

物である2-(methacryloyI-oxy)ethylureidomaltoseのビニル基に由来する吸収と考えられ

る。ピークの面積比より純度を算出したところ，純度は65.0％であった。加えて，白

色物(b)のlH-NMRをFigure2-31に示す。１．９ppmにメチル基（-CH3)，４．２ppm付近に

はメチレン基（-CH2-)，５．７ｐｐｍと６．１ｐｐｍにはビニル基（C=CH2)に由来するピーク

が確認され，3.34.0ppm付近には糖骨格に由来するピークが確認された。
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Figure 2-26 Chromatograms of (a) maltose and (b) obtained

maltosylamine with Asahipak NH2P-50 (4.6 mm I.D. x 250 mm) at 20

°C. Mobile phase: Acetnitrile -water (7 : 3), flow rate: 0.5 ml/min, RI
detection.
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2-(methacryloyloxy)ethylureido maltose with Asahipak NH2P-50 (4.6

mm I.D. x 250 mm) at 20 °C. Mobile phase: Acetnitrile -water (7 : 3),

flow rate: 0.5 ml/min, Rl detection.
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第二章

2-6MaltotriOSemacromonomerの合成

2-6-1maltotriosylamineの合成

maltotriose20g(396,mol)を100ｍlビーカー中，水３０ｍlに溶かし，炭酸水素アン

モニウムを５．０９ずつ24時間毎，３回加え(全量１５９)，開放したまま，３７℃で96時

間かきまぜた。その後，蒸留水50ｍlを加え，１０ｍlまで水を留去した後，５０ｍlの水

を加え，１０ｍlまで濃縮した。この操作をアンモニア臭が消失するまで繰り返し，凍

結乾燥後，白色固体を得た。元素分析値をTabIe2-11に示す。

Table2-11ElementalanalysisofmaltotriosyIamine

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）０Ｎ

429

41.3

2.78１５．４

１．５７２６．３

Calcd

Found

6.61

6.46

得られた白色固体と合成原料の赤外吸収スペクトルをFigure2-32に示す｡得られた

白色固体の赤外吸収スペクトルより原料には見られない，１６００～１６５０ｃｍ'付近に，

N-H変角振動に由来するピークが確認された。従って，オリゴ糖にアミノ基の導入が

確認された。合成原料と，得られた白色固体のＨＰＬＣ分析を行った。クロマトグラム

をFigure2-33に示す。それぞれのピークの面積比より純度を算出したところ，純度は

746％であった。また，maItotriose，得られた合成化合物のmaltotriosylamineのプロト

ン核磁気共鳴スペクトルをFigure2-34Figu1℃２－３５に示す。Figure2-34のmaltotriose

のｌＨ－ＮＭＲスペクトルにおいて，4.6ppm付近にβ型構造に由来するピーク，5.2ppm

付近にａ型構造に由来するピーク，また４．５ｐｐｍ付近にはａ型構造とβ型構造共通の

ピークが確認された。Figure2-35のmaltotIPiosylamineのlH-NMRスペクトルにおいて

は，４．１ｐｐｍ付近に原料にはない新規なピークが確認された。
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6-2-2-22-(methacrylOyloxy)ethylureidomaltotrioSeの合成

先に合成したmaItotriosyIamine1.09(純度７４．６％,１．４８，mol)をlxlO3MKOH水溶

液２０ｍlに溶解させた。その水溶液に，２－isocyanateethyImethacryIate(Z-IEM)を05729

(3.72,mol)を加えて，３℃に保ったまま12時間，激しくかき混ぜた。１２時間後，フラ

スコ内に白色固体が析出していたため，これをろ過し固液分離した。固相はそのまま

凍結乾燥し，０．３４９の白色物(a)を得た。液相は，未反応の2-ＩＢＭを除去するため，１０ｍｌ

のジエチルエーテルを用いて4回洗浄し凍結乾燥を行った。凍結乾燥終了後，得られ

た白色固体を水ＬＯｍＬメタノール5.0ｍ'の，混合溶液に溶解させ，アセトン100ｍlに

滴下し冷却した。その後，Ｇ３ガラスフィルターでろ過し減圧乾燥した。Ｌ２４ｇの白色

物(b)を得た。白色物(b)の元素分析値をTabIe2-12に示す。

Table2-12Elementalanalysisofobtained2-(methacryIoyl-
oxy)ethyIureidomaItotriose

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）０Ｎ

45.6

41.0

4．２５１０．７

２．４３１６．９

CaIcd

Found

6.43

6.32

原料のアミノ化オリゴ糖と得られた白色物(b)のＦＰＩＲスペクトルをFigure2-36に

示す｡白色物(b)のFILIRスペクトルでは原料には確認されない1570ｃｍ'にNH-CO-NH

相互伸縮，1650ｃｍ'にＣ=Ｏ(urea)伸縮振動，1705ｃｍ'にＣ=Ｏ(ester)伸縮振動に由来す

るピークが確認された。得られた白色物(b)のＨＰＬＣ分析を行った。クロマトグラムを

Figure2-37に示す。Figure2-11,12に示すようにmaltotriosylamineのピークが消失し，

新たに紫外可視領域に吸収を有する化合物の出現が認められた。これは目的生成物で

ある２－(methacryloyl-oxy)ethylurcidomaltotrioseのビニル基に由来する吸収と考えられ

る。ピークの面積比より純度を算出したところ，純度は８２．３％であった。白色物(b）

のＩＨＮＭＲをFigure2-38に示す。1.9ppmにメチル基（-CH3)，4.2ppm付近にはメチ

レン基（_CH2-)，５．７ｐｐｍと６」ｐｐｍにはビニル基（C=CH2)に由来するピークが確認

され，3.3へ4.0ppm付近には糖骨格に由来するピークが確認された。
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ロマーの単独重合と物性評価オリゴ糖マク



第三章

3-1はじめに

通常，ビニル基を有するモノマーをラジカル重合することによって，ポリマーを得

ることができる。重合方法としては，溶液重合，バルク重合，乳化重合，懸濁重合，

塊状重合などがあげられる。ここでは，溶液重合を採用し，第２章で得られた糖モノ

マーを重合しホモポリマーを得ることを目的とした。

一般に知られているように，ビニルモノマーのラジカル重合はFigure3-lに示すよう

な開始，成長，停止，連鎖移動の四つの素反応よりなる連鎖反応機構で進行する。こ

こで，Ｉは開始剤，Ｍはモノマー，Ｔは連鎖移動剤，Ｍｎ・は連鎖逓伝体である成長

ラジカル，Ｒ・は一次ラジカル，Ｔ・は移動剤ラジカルを示す。ラジカル重合は熱，光

あるいは放射線の作用で起こり，一般には開始剤あるいは光増感剤存在下で行われる。

まず熱などの外部刺激によって，Ｉが分解し，一次ラジカルＲ・を生成する。ここで

生成したＲ・は比較的速やかにモノマーＭに付加し，成長ラジカルＭｎ・を生成する。

用いられる重合開始剤として，2,2-アゾビスイソブチロニトリル(AIBN)，アゾビスバ

レロニトリル2,2-アゾビス[2-(2-イミダゾリンー2-イル)プロパン]二塩酸塩などの脂肪

族アゾ化合物，過酸化ベンゾイル，過酸化ラウロイルなどの有機過酸化物などが挙げ

られる。また，過硫酸塩と第１鉄塩，過酸化ベンゾイル（BPO)とジメチルアニリン

(DMA)など酸化一還元系を利用して低温で速やかに－次ラジカルを生成するレドッ

クス開始剤3s３，)などを例示することができる。

本章で用いた主な試薬及び溶媒をＴａｂｌｅ３－１に示す。また，使用した分析機器を以

下に示す。

Table3-1本章で用いた主な試薬及び溶媒

試薬名 会社名 カタログNo.

ペルオキソニ硫酸アンモニウム

テトラメチルエチレンジアミン

重水

臭化リチウムー水和物

和光純薬工業（株）

関東化学（株）

関東化学（株）

和光純薬工業（株）

フナコシ（株）

018-03282

40762-41

13366-4M

125-Oll22

FED-l3Z720Spectm／Ｐｏｒ３
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【TEM】

JEOLJEM-ZOOOFXElectronMicroscope

【動的光散乱測定装置】

MaIvernHPPSHPPS5001

FILIRHPLC，ｌＨ－ＮＭＲは2-1参照。

3-2単独重合

第２章で得られた糖モノマーの単独重合を行った｡重合スキームをScheme3-1に示

す。重合開始剤は酸化一還元系を利用して低温で速やかに一次ラジカルを生成するレ

ドックス開始剤を用いた。

3-2-12-0nethacrylOyloXy)ethylureidoglucoseの単独重合

２－(methacryloyloxy)ethyIureidoglucoseO763g(L61mmol)を,脱気水５ｍlに溶解させ，

氷冷下で窒素通気を３０分間行った。その後ＭＶＷＷ'一tetraethylethyIenediamine

(TEEDAm）を278ｍｇ(0.161,mol）を加え，開始剤としてammoniumpersulfate(APS）

3.66ｍｇ(OO585mmol）を添加し，氷冷下で窒素雰囲気下３時間かき混ぜた。その後，

反応液を２倍に希釈し，３日間透析により精製し，凍結乾燥を行い白色物を得た。

3-2-22-(methacryloyloXy)ethylureidocellobioseの単独重合

２－(methacryloyloxy)ethylureidocellobioseZ4g(５８５，mol)を，脱気水１０ｍlに溶解さ

せ，氷冷下で窒素通気を３０分間行った．その後ﾉＷＶＷＷ'一tetraethylethylenediamine

(TEEDAm）を100.8ｍｇ(O585mmol)を加え，開始剤としてammoniumpersuIfate(APS）

を13.35ｍｇ(OO585mmol)を添加し,氷冷下で窒素雰囲気下３時間かき混ぜた｡その後，

反応液を２倍に希釈し，３日間透析により精製し，凍結乾燥を行い，Ｌ２ｇの白色物を

得た。収率60％であった。得られたポリマーのＤＳＣ測定と昇温履歴の顕微鏡写真を

Figure3-3，Figure3-4に示す。

3-2-32-(methacryloyloxy)ethylureidoceUotrioseの単独重合

２－(methaclyloyloxy)ethyIulcidocellotrioseO25g(0.30,mol)を，脱気水５ｍlに溶解さ

せ，氷冷下で窒素通気を３０分間行った。その後ﾉＷＶ,ⅣＷ'一tetraethylethylenediamine

(TEEDAm）を５．１７ｍｇ(0.03,mol)を加え,開始剤としてammoniumpersuIfate(APS）を

5４
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0.68ｍｇ(0.003,mol)を添加し，氷冷下で窒素雰囲気下３時間かき混ぜた。その後，反

応液を２倍に希釈し，３日間透析により精製し，凍結乾燥を行い，０１６９の白色物を

得た。収率63％であった。

3-2-42-(methacrylOyloxy)ethylmeidomaltOseの単独重合

２－(methacryIoyloxy)ethyIureidomaItose446g(585,mol)を，脱気水20ｍIに溶解させ，

氷冷下で窒素通気を３０分間行った。その後ノＷＶＷＷ，‐tetraethylethylenediamine

(TEEDAm）を１００８ｍｇ(O585mmoI)を加え，開始剤としてammoniumpersulfate(APS）

を13.35ｍｇ(0.0585,ｍｏｌ)を添加し,氷冷下で窒素雰囲気下３時間かき混ぜた｡その後，

反応液を２倍に希釈し，３日間透析により精製し，凍結乾燥を行い，1.29の白色物を

得た。収率60％であった。

3-2-52-(methacryloyloxy)ethylureidomaltotrioseの単独重合

２－(methacryIoyIoxy)ethyIureidomaItotrioseLOg(LZ4mmol)を，脱気水ＳｍIに溶解さ

せ，氷冷下で窒素通気を３０分間行った。その後Ⅳ,Ⅳ,ⅣＷ'-tetraethyIethyIenediamine

(TEEDAm）をＺＬ３ｍｇ(01別mmol)を加え，開始剤としてammoniumpersulfate(APS）

を2.83ｍｇ(00124,mol)を添加し,氷冷下で窒素雰囲気下３時間かき混ぜた｡その後，

反応液を２倍に希釈し，３日間透析により精製し，凍結乾燥を行い，０５２９の白色物

を得た。収率63.4％であった。

3-2-6FTLIR及びＩＨＮＭＲスペクトル測定

得られたポリマーのFILIRスペクトル測定を行った結果，モノマーのスペクトルに

比べ顕著にブロードニングが確認された。これはポリマー化に伴うポリマー側鎖の自

由度の低下に起因していると考えられる。IH-NMRスペクトル測定で，ポリマー化に

伴うピークのブロードニングが確認できる。さらに5.6～5.9ｐｐｍ付近のビニル基

（=CＨ２）に由来するピークが消失し，メチレン基に由来する新たなピークが１５ｐｐｍ

付近に出現していることから，重合反応が進行したと考えられる。
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Figure 3-2 FT-IR spectra of (a) poly(2-(methacryloyloxy)ethylureido glucose), (b) poly(2-
(methacryloyloxy)ethylureido cellobiose) and (c) poly(2-(methacryloyloxy)ethylureido cell-
otriose)
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3-3分子量・分子量分布測定

高分子は単一な分子量のものではなく，様々な分子量をもつ高分子の混合物である。

分子量が大きくなると，その溶解性が小さくことを利用し高分子を大まかに分離する

ことが可能である。分離した各フラクションの重量と平均分子量から分子量分布曲線

を作成することができる。分子量分布曲線がシャープになるほど，その高分子は単分

散であるといえる。天然高分子やニトロセルロースなどの半合成高分子は，単分散性

高分子に近いものが多い。近年，合成高分子分野においてもリビング重合などの手法

をもちいて単分散高分子の合成が報告されている“-綱)が,通常のラジカル重合により

得られた合成高分子はブロードな分布をもつ多分散性高分子である。このように高分

子は多分散性であるため，平均の分子量しか求めることはできない。さらに分子量の

測定方法によっても平均のとりかたが異なり，平均分子量の値も異なってくる。例え

ば，分子量がＭｉの高分子がＮｉ個存在する（iは１~ＣＯ）と仮定する。この場合の平均

分子量は次の式のように示される。

粘度平均分子量におけるαは極限粘度（[刀]）と分子量の問に［刀］＝ＫＭａの関係

が成り立つ。一般にαはビニル系高分子では0.5～1.0の値を示す。分子量100の高分

子が10分子と分子量lOOOの高分子が５分子の混合物があると仮定すると,Ｍｎ＝400,

ＭＷ＝850,ＭV＝８１１，Ｍz＝982となる（α＝

M)｡通常多分散性高分子では｡これらの数平均分子量“､臺三;|帯Ｌ

計算結果の様にM<M<MKM蟄となる｡重量平均分子量“w-畿涛もちろん単分散性高分子の場合は

１/ＣＬ
Ｍ｡=Ｍｖ=Ｍｗ=Ｍ‘であるのでＭｗ/Ｍｎを多分 （ZNiMio6+1）

散度の尺度として用いる。異なる分子量測粘度平均分子量Ｍｖ＝ （ＺＮｉＭｉ)'位
定方法で求めた平均分子量がどのような

平均値かを留意しなければ比較することｴ平均分子量峪薑:鶚;
はできない｡Table3-2に分子量測定法と平

均分子量の関係をまとめた。

3-3-1サイズ排除クロマトグラフィー（sizeexclusionchromatography(SEC)）
Table3-2Detailsofavelagemoleculrweightandmeasurementtechniques

平均分子量 分子量測定法

数平均分子量

重量平均分子量

粘度又は重量平均分子量

Z又は重量平均分子量

末端定量法，浸透圧法，沸点上昇法

光散乱法

粘度法，超遠心法

超遠心法

6１
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サイズ排除クロマトグラフィーは，試料の大きさの順に充填剤の細孔から排除

されていくことを利用する分離法である。分子量を求めるにはまず分子量既知の

標準試料をいくつか測定し，較正曲線を求めなければならない。これから，各分子量

（Ｍｗ:molecularweight)に対応するピークの頂点の時間(溶出時間=ＥＴ:EIutionTime）

を求め，縦軸に分子量を対数でとり横軸には時間をとってプロットし，これらの点を

つなぎあわせた線が較正曲線となる。次に，分子量・分子量分布を求めようとする高

分子の測定を行い，既存の検量線と比較し分子量を推定する。SECは，溶離液として

水溶液を用いる場合と，有機溶媒を用いる場合とに分類される。有機溶媒を用いる場

合を，ＧPCと言う。ＨPLCが著しい発展を遂げた現在においても，疎水性高分子やオ

リゴマーの分子量に関する分析方法として大変有用な手法といえる。水溶液を用いる

場合を，GFCという。また，水系ＧPCという言い方をすることもある31)。

3-3-2SEC較正曲線の作成

標準試料にShodexSTANDARDP-82を用いSEC較正曲線を作成した｡Figure3-10に標

準試料の化学構造を，TabIe3-3にその詳細を示す。測定条件は以下の通り。

Columnname:OHpakSB-806MHQ(8.0ｍｍＩＤ.ｘ300ｍｍ）

Eluent:water,10mMLiBraq.,Flowrate:0.5ml/min,Detector:RLTemperature:20°Ｃ

各分子量の標準試料より1.0ｍｇ／

mlの水溶液を調製し，これを測定

サンプルとした。溶離液には，高

分子の分子間・分子内水素結合を

阻害するLiBrを添加した水

ａＨ四

hＨ－Ｅ

mgure3-10ChemicalstructureofpuIIulan 溶液と超純水の２種類を用いた。
standard

得られた分析結果をTabIe34に示

す。さらに較正曲線をFigure3-11に示す。今回標準試料に用いたpulIuIanは純水中や塩

水溶液で安定であり変質が起こりにくく，分子間で特異な相互作用を起こさないと報

告されている…s)。Tnble3-4，Figure3-11の結果より，分子間・分子内水素結合を阻害

するLiBrを添加した系でも超純水での系と溶出時間に大差がないことから，pullulIan

は今回の２つの条件下では安定な分子状態を保っていると考えられる。
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Table3-3MolecularweightdistributionofpullulanTable3-4EIutiontimeofstandardsample

Elutiontime(ｍin）
Ｍｗ Ｍｗ／ＭｎGrade Glnade

Ｈ2０ｌ０ｍＭＬｉＢｒａｑ

４
４
４
４
４
４
４
４

０
０
０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１
１
１

×
×
×
×
×
×
×
×

８
４
２
２
３
８
８
９

刑
Ⅱ
趾
Ⅱ
卿
皿
皿
佃

棚
Ⅲ
川
Ⅲ
側
Ⅲ
Ⅲ
Ⅲ

Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ

幻
Ｂ
Ｂ
ｎ
佃
伽
⑱
⑬

●
●
●
●
◆
●
◆
Ｃ

ｌ
１
１
１
１
１
１
１

皿
棚
刎
Ⅲ
側
Ⅲ
Ⅲ
Ⅲ

Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ

15.04

15.64

16.53

17.15

17.90

18.4９

１８．９１

１９．３４

15.35

15.98

16.66

17.32

18.03

18.59

19.11

19.43

6.0

5.5

LogＭ＝59.3‐g36Rt＋O562Rt2-L17 ×１０－２Rt3

〆5.0産
声
『
百
ｍ
○
日

４５

LogＭ＝49.3-7.43Ｒｔ＋0.442Ｒｔ２－９３１ｘ１０－３Ｒｔ３4.0

3.5

7.5 8.0 ８．５９０

Elutionvolume(ｍｌ）

9.5 1０．０

FHgure3-11SECcaIibrationcurvesfOrpullulanstandardwithShodexOHpak
SB-806MHQ(8.0ｍｍＬＤｘ３００ｍｍ)at20oCEluent:water(OandlOmM
LiBraq(Dflowrate:０．５ｍl/ｍin,RIdetection．
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3-3-3SEC分析

先に得られた３種類のポリマーと，Iactose，maItose，maltotrioseから第２章及び第

３章と同様に合成したポリマー（付記２参照）の６種類のSEC分析を行った。それぞ

れのポリマーより1.0ｍｇ／ｍＩの水溶液を調製し，これを測定サンプルとした。溶離液

には，較正曲線作成時と同様に高分子の分子間・分子内水素結合を阻害するLiBrを添

加した水溶液と超純水の２種類を用いた。Figure3-l2～Figure3-l8にそれぞれのポリ

マーのクロマトグラムを示す。またTable３－５，Figure3-19にSEC分析により算出され

たＭｗ，Ｍｎを示した。溶出液に超純水を用いた場合，今回測定に用いたSECカラム

（OHpakSB-806MHQ）の排除限界体積付近での溶出が確認され，プルラン換算で数

千万の分子量(Shodexカタログ発表値)に相当する巨大な集合体の形成が示唆された。

これは側鎖の糖の水素結合に起因すると考えられる。そこで，水素結合を阻害する塩

を添加し測定を行ったところ，Figure3-l2～Figure3-l8にそれぞれ示すように溶出時

間に遅れが確認され，さらにピークにブロードニング現象が見られた。これは，分子

間水素結合により会合した高分子側鎖が，LiBrを溶離液に添加することにより，水素

結合が切断され，会合が抑制され，分子の広がりが減少したとためと考えられる。

Table３．４ElutionvoIume,moIecularweightanddistributionofobtained
poly(oIigosaccharide)sandpoIy(aclyIamide）

EIutionvolume(ｍＩ）Component
sampIe ＭｗｘｌＯ－３Ｍｗ／ＭｎＨ2０l０ｍＭＬｉＢｒａｑ

Ⅵ
Ⅳ
“
加
糾
〃
わ

６
１
７
９
５
５
２

78.5

261.3

272.8

329.9

305.8

387.4

４５．９

Ⅲ
棚
艸
測
如
別
別

８
７
７
７
７
７
８

●
●
●
●
９
●
●

脳
剛
廼
測
卸
倒
知

●
●
●
●
●
●
●

４
４
４
４
４
４
４

gIucose

Iactose

maItose

ceIlobiose

maltotriose

cellotriose

aclylamide
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SEC calibration curves for pullulan standard with Shodex OHpak SB-806M

HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C. Eluent: water (•) and 10 mM LiBr
aquous solusion (O), flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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Figure 3-12 SEC chromatograms of pullulan standard (Mw = 7,800,000)

with OHpak SB-806M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C.

Eluent: (a) water, (b) 10 mM LiBr aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.

10 15

Retention time (min)

20 25 30

Figure 3-13 SEC chromatograms of poly 2-(methacryloyloxy)ethylureido

glucose with OHpak SB-806M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C.

Eluent: (a) water, (b) 10 mM LiBr aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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Figure 3-14 SEC chromatograms of poly 2-(methacryloyloxy)ethylureido

cellobiose with OHpak SB-806M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C.
Eluent: (a) water, (b) 10 mM LiBr aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.

Figure 3-15 SEC chromatograms of poly 2-(methacryloyloxy)ethylureido

maltose with OHpak SB-806M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C.

Eluent: (a) water, (b) 10 mM LiBr aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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Figure 3-16 SEC chromatograms of poly 2-(methacryloyloxy)ethylureido

cellotriose with OHpak SB-806M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C.
Eluent: (a) water, (b) 10 mM LiBr aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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20 25 30

Figure 3-17 SEC chromatograms of poly 2-(methacryloyloxy)ethylureido

maltotriose with OHpak SB-806M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20 °C.
Eluent: (a) water, (b) 10 mM LiBr aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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3-4分子サイズ測定

近年、光散乱測定技術をコアとして、粒子のブラウン運動による散乱光の揺らぎを

測定する動的光散乱法による粒径測定装置や、粒子を電気泳動したときの散乱光のド

ップラー効果を測定する電気泳動光散乱法によるゼータ電位測定装置が開発され､溶

液中の微粒子の分散状態に関する`情報を得ることが可能となった。動的光散乱法では、

サブミクロン域以下（Ar光源：１．４，ｍ～511m、He-Ne，光源：３，ｍ～ＳＩＬｍ）の粒径・

粒径分布の測定が可能である。また、溶液中に分散している粒子の粒径・粒径分布測

定が可能であることから、測定対象としては、無機系粒子、有機系粒子の分散系のみ

ならず生体高分子や電解質高分子等の溶液系と幅広い粒子（コロイド）の測定がおこ

なえ、かつ、粒子の凝集過程等のダイナミックな変化状態の情報を提供することがで

きる。光散乱法による粒径測定範囲をFigure3-20に示す。

1ｍｍ lＯＯｌｍ ＩＯＩ４ｍ ｌｕｍ 1ＡlＯＯｎｍ ｌＯｎｍ ｌｎｍ

＜…陞岳 口イト和

<ニニト

』ＺｎＨＰＨＬ渦

、l折

顕’…．

０

Figure3-20Particlesizinglangeandmeasuringdevices

この範囲にある粒子は、溶液中で並進・回転等のブラウン運動（Brownianmotion）に

より、その位置、方位、形態を時々刻々変えている。これらの粒子にレーザー光を照

射し、出てくる散乱光を検出すると、その粒子のブラウン運動に依存した散乱強度の

揺らぎを観測することができる。このため、散乱光の時間的な揺らぎを観測すること
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第三章

で、粒子のブラウン運動の速度（拡散係数）が得られ、さらには粒子の大きさを知る

ことが可能である。

3-4-1動的光散乱法による粒径測定

MalvernHPPSHPPS5001を用いて粒径測定を行った。先に得られたgIucose，

cellobiose，maltose，lactoseを用いたポリマーとｐｏｌｙ（acryIamide)をもちいて分析を行

った。それぞれのポリマーよりＬＯｍｇ／ｍｌの水溶液，１０ｍｇ／ｍｌのｌＯｍＭＬｉＢｒ水溶

液を調製し，さらに0.201ｍのADVANTEC製ディスクフィルター（親水性ＰＴＦＥ基

質，l3HPO20AN）を用いてそれぞれをろ過し，これを測定サンプルとした。得られた

結果Figure3-21～Figure3-26，Ｔａｂｌｅ３－６に示す。測定溶媒にｌ０ｍＭＬｉＢｒ水溶液を用

いた場合，サイズ分布曲線のピークトップは測定溶媒に蒸留水を用いた場合に比べて，

５～ｌＯｎｍ増大し，さらに分布幅の減少がみられた。この現象は，すべてのオリゴ糖

マクロポリマーにおいて確認された。

また，BeckmanCoulteMncN4PLUS（サブミクロン粒子アナライザー）を用いて

poly2-(methacryIoyIoxy)ethylureidocellobioseの粒径測定を行った。サンプル調製は同

様に行った。測定結果をFigure3-27，Figure3-28に示す。MaIvernHPPSHPPS500Lで

の測定結果同様，測定溶媒にｌＯｍＭＬｉＢｒ水溶液を用いた場合，サイズ分布曲線のピ

ークトップは測定溶媒に蒸留水を用いた場合に比べて，約ｌＯｎｍ増大し，さらに分布

幅の減少みられた。これらの結果より，ポリマー溶液にLiBrを添加することにより，

そのサイズ分布は減少し，平均サイズは増加することが確認された。しかしながら，

水溶液中で測定を行った結果からは300～５００ｎｍの大きさを有する分子が存在する

ことも明らかになった。
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第三章

3-5ポリマーの生理活性評価

レクチンとは，糖鎖を特異的に認識して結合，架橋形成するタンパク質の総称で，

その結合特異性により多様な種類に分類されている。その中でも，植物マメ科レクチ

ンは，植物レクチンの中で最も大きなレクチンファミリーを形成し，７０種類以上のも

のが知られている。分子量３万のサブユニツトの２量体または４量体から成り，サブ

ユニツトあたり約270のアミノ酸から構成され,－次構造はマメ科レクチン間でＮ末

端からＣ末端に至るまで一様に類似し,アミノ酸レベルで４０％前後の相同性を持つ。

糖結合部位はサブユニットごとに－つ存在し,ｚ～３糖を同時に認識することができる

大きさで，糖の結合には，カルシウムやマンガンなどの金属イオンが必須である。ま

た，糖結合部位は，２つのループで糖鎖を挟み込む構造になっており，その奥のベー

ターシート上のAsp，Glu，Asn，Gln，Ａｒ９，Iysなどのアミノ酸の側鎖と，糖鎖の水

酸基との間に水素結合が形成されることにより結合する。また，二つのループのうち

１つは，カルシウム，マンガンを配位する金属結合部位の一部であり，これらの金属

イオンが糖結合部位を構成する－つのループの構造を固定し，かつ糖との結合力を強

めている８~'3)。このマメ科レクチンの中でも,今回用いたConcanavalinA(ConA)は，

α-グルコース残基を選択的に結合するレクチンであり，糖の３位と４位の水酸基と，

Asn，Ｇｌｕの側鎖との間で水素結合を形成（Figure3-1）する'4)。このＣｏｎＡの性質を

利用し，前章で合成したオリゴ糖側鎖型高分子の糖側鎖の生理活性調査を行った。合

成した３種類のポリマー(2)，(3)，(4)に加えて，側鎖型高分子と主鎖型高分子のレク

チン認識能の比較を行うために，マルトースがcc-1,4結合により主鎖を形成したアミ

ロース(5)についても同様の調査を行った。

艫Hf鑿零i異j：Ⅷ

Pね

配α-1.4

J1且

節N篝iLlf蟇ji禽毫翼|譲壽｡懸寡
Figure3-20ChemicaIstructureofoligosaccharidecompounds
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第三章

3-5-1透過率測定による生理活性調査

本項での透過率測定は，紫外可視分光光度計：JASCOV-560UV/VIS

Spectrophotometerを用いた。また，用いた主な試薬をTabIe3-lに示す。

Table3-1本章で用いた主な試薬及び溶媒

試薬名 会社名 カタログNo.

0.05ｍｏｌ/Iトリス塩酸緩衝液

塩化カルシウム

コンカナバリンＡ

マルトース

アミロースＥＸ－Ｉ

ＰＶ－ＭＡ

和光純薬工業（株）

和光純薬工業（株）

生化学工業（株）

和光純薬工業（株）

生化学工業（株）

生化学工業（株）

018-03282

039-00匹175

30036-2

130-00615

400620-2

400365

まず，オリゴ糖ポリマーとレクチンの相互作用の経時変化を調査した。塩化カルシウ

ム27.75ｍｇをトリス塩酸緩衝液に250ｍlに溶解し,１，Ｍ塩化カルシウム/トリス塩酸

緩衝液（１）を調製し，ConcanavaIinA（ConA）５０ｍｇをＩｌＯＯｍｌに溶解し０５ｍｇ/ml

ConA溶液（Ⅱ）を調製した。また，poly(2-(methacryIoyIoxy)ethyIureidomaltose)５ｍｇ

をＩ１０ｍｌに溶解（ｌｘｌＯ｡unitmoI/ｍ１，Ⅲ）し，Ⅲから５０mＩ（SxlO8unitmol)，100mｌ

（lxlO7unitmol)，500mＩ（SxlO7unitmol）を採取し，それぞれにⅡをＬ５ｍｌずつ加

え，２５℃で１５分おきに２時間透過率測定を行った。測定の結果，FiguIe3-21に示す

ように，これら濃度において１５分以降の透過率の減少,及び増加は見られなかった。

そのため，poIy(2-(methacryIoyIoxy)ethylureidomaltose)とＣｏｎＡの結合による白濁現象

は１５分で終息したと考えられる。

次に下記に従い，各種糖ポリマーの調査溶液を調製した。Poly(2-(meth-

acryloyIoxy)ethylureidomaltose）５ｍｇを，先に調製したＩｌＯｍＩに溶解（ｌｘｌＯ６ｕｎｉｔ

ｍｏｌ/m1,Ⅲ)し,さらにその溶液からlOOmlを採取しＩｌＯｍｌと混合(lxlO8unitmol/ml，

Ⅳ）した。その後，Tnble3-2に示すようにⅡ，Ⅲ，Ⅳ溶液を混合して各種濃度に調製

poIy(2-(metｈした。aclyloyIoxy)ethyIureidomaltotriose），

poly(2-(methacryloyloxy)ethyIureidocelIobiose)，maltose，amyIose，ＰＶ－ＭＡについても

Ⅲ，Ⅳと同様の濃度溶液を調製し，Table3-2に従って各種濃度溶液を調製した。
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Table3-2Preparationofvariousoligosaccharidesolution

糖添加量(unitmoI） 溶液Ⅱ(ｍｌ） 溶液Ⅲ(ul）溶液Ⅳ(1m）

lx10-lO 1.5 10ａ ￣

ＳｘｌＯ－１０ｂ 1.5 5０

lｘｌＯ－９ 1.5Ｃ 100

ＳｘｌＯ－９ 1.5 500

lｘｌＯ－８ 1.5 1000ｅ

ＳｘｌＯ－８ｆ 1.5 5０ ￣

lxlO-7 1.5 100９

ＳｘｌＯ－７ｈ 1.5 500

lｘｌＯ－６ 1.5 1000Ｉ

各糖マクロマーのa~i濃度溶液をそれぞれ25℃で1時間静置させ,透過率測定を行

った。Figure3-22に示すように，poly(2-(methacryIoyloW）ethyIureidomaItose)，

poly(2-(methaclyloyloxy)ethyIu1℃idomaltotriose），Ｐ皿ＭＡにおいて透過率の減少が確認

された。その原因としては，α‐グルコース残基と選択的に結合するＣｏｎＡが，ポリマ

ー側鎖のマルトース，マルトトリオースのｑ－グルコース残基と結合し，架橋構造を形

成したためと考えられる。加えて，poIy(2-(methaclyIoyloxy)ethylureidomaltose)，

poly(2-(methacryloyIoxy）ethylureidomaltotriose)においてそれぞれ一定濃度以上になる

と沈澱の凝集による透過率の上昇が確認されたが，ＰＶ－ＭＡは凝集せずに分散したま

まであったことから，今回合成したイソシアネート誘導ビニルポリマーは，より強い

結合能を示すことが示唆された。また，maltose，amyIoseがｕ－グルコース残基を有す

るにも関わらず透過率の減少が確認されなかったことについては，ＣｏｎＡとの結合が

生じてもcc-グルコース残基が片末端にしか存在せず,架橋構造が形成できないことが

原因だと考えられる。poIy(2-(methacryIoyIoxy)ethyIureidocellobiose)においては，α‐グ
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ルコース残基を有していないため，ＣｏｎＡとの結合が起こらず透過率の減少は見られ

なかった。加えてFig.3-23及びFig.３－２４に各種サンプルの写真を示す。これらの結

果から，合成した糖側鎖型ポリマーの糖側鎖は生理活性を維持しており，さらに主鎖

型ポリマーにこ比べて強い結合能を持つことが示唆された。
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Figure 3-21 Turbidites of obtained poly(2-methacryloyloxy)ethylureido maltose at 500 nm.
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Figure 3-22 Turbidites at 500 nm. (o)maltose,

(O)poly(2-(methacryloyloxy)ethylureido maltose),

(D)poly(2-(methacryloyloxy)ethylureidomaltotriose),
(■)poly(2-(methacryloyloxy)ethylureidocellobiose),
(A)amylose, (A)PV-MA
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Figure 3-23 Picture of white turbidites comparison of 1x10"" unit mol.(a)maltose

(b)poly(2-(methacryloyloxy)ethylureid maltose) (c)poly(2-(methacryloyloxy)ethylureid

maltotriose) (d)poly(2-(methacryloyloxy)ethylureid cellobiose) (e)amylose (f)PV-MA

Figure 3-24 Picture of white turbidites of obtained poly(2-(methacryloyloxy)ethylureidmaltose).

(a)5xlO~8 unit mol (b)lxlO"7 unit mol(c)5xlO"7 unit mol(d)lxlO"6 unit mol
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3-6示差走査熱量測定（DSC）による水の状態評価

3-Ｎはじめに

ヒドロゲル中の水の状態はゲルの構造や機能とも関係するので，さまざまな観点か

ら研究されている。ＤＳＣを用いると，ゲル中の異なる状態の水を定量することがで

きる")。畠山ら47)は種々の高分子/水系のDSC測定を行い，純水の結晶化エンタルピー

の値を用いて，系中の水の結晶化熱から水の定量化を試みている。少量の水を吸着し

ている親水性高分子では,通常の水の結晶化よりも低温側に高分子に束縛されている

水の結晶化が観察されることから，高分子中の水を自由水，束縛水，不凍水の三種類

に分類した。ヒドロゲルのように大量の水を含む場合には，自由水と束縛水とをＤＳＣ

測定から分離して定量化するのは困難であるが,0℃以下で融解する水を束縛水と考

えDSCの融解曲線から分離した例偲)もある。

ここでは，cellobiose，ｐｏｌｙ２－(methacryloyloxy)ethylureidocelIobiose)，Ｐｏｌｙ（GEMA）

中の水の状態をDSC測定により評価した。

3-6-2サンプル調製とＤＳＣ測定

密閉型Ａｌセルに試料を５ｍｇ秤量し，続いて蒸留水５

ンプルとした。ＤＳＣ測定条件を以下に示す。

mlを滴下して加え，測定サ

試料重量

試料容器

温度範囲

昇降温速度

昇降温回数(Scan）

５ｍｇ＋５ｍｌ

密閉型Ａｌセル

-50～５０℃

１０℃／ｍiｎ

４回

DSC測定装置

DSCユニット：SeikolnstrumentslncEXTRA6000DSC6200

冷却ユニット：HAAKAEEKgO/SII
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得られたＤＳＣ曲線をFigure3-25に示す｡純水では,０℃に鋭い融解ピーク(△Ｈ=396.41

,J／ｍg)が観察されるが，celIobiose中の水の融解ピークはシャープに観察された。こ

れは水がcellobioseに束縛されず自由な状態にあることを示しており，ｓcanを重ねて

もピークトップの温度，ピークトップの高さ，△Ｈに大きな変化はみられなかった。

poIy(GEMA)では，ピークがブロードになっており，ｓcanを重ねるとピークトップの

温度，ピークトップの高さ共に増加した。しかし，△Ｈに関しては，大きな変化はみ

られなかった。それに対してｐｏｌｙ２－(methacryIoyIoxy)ethyIureidocellobiose)では，ピー

クトップの温度に大きな変化はみられなかったが，ｐｏｌｙ（GEMA)に比べて△Ｈの値が

高く，より不凍水の割合が少ないと考えられる。ｓcanを重ねるにつれてピークトップトップ

の高さ，△Ｈが増大し，水が自由水に近づいていく特異性が観察された。
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第三章

3-7集合形態の直接観察

3-7-1ポリマー溶液の調製と観察サンプルを作成

3-2-1-2で合成したｐｏｌｙ２－(methacryloyIoxy)ethylureidoceIlobioselOmgを超純水lO

ml(1ｍｇ/ml）に溶解させ,045ｍｍのADVANTEC製ディスクフィルター(親水性ＰＴＦＥ

基質，l3HPO45AN）でろ過した。この溶液を，支持膜作成後カーボン蒸着，イオンコ

ーティング処理した銅メッシュにマイクロピペットを用い微量を滴下した。所定時間

後，ろ紙を用いて水分を吸い取り乾燥後に2.0Ｗ％モリブデン酸アンモニウム水溶液

を銅メッシュ上に滴下し乾燥させ観察サンプルとした。さらに，0.01ｍｇ/m1,0.001

mg/mIの濃度の観察サンプルも作成した。集合形態の直接観察には透過型電子顕微鏡

を用いた。

3-7-2透過型電子顕微鏡観察

得られた透過型電子顕微鏡写真をFigulC3-26に示す。（a)～(c)に示す1ｍｇ/mIのサ

ンプルでは１０～３０ｎｍの粒子が多数観察された。（b)を(｡)比較すると３０ｎｍ付近の粒

子の現象が見られた。さらに(c)を(e)では粒子サイズの現象が見られた。いずれの写真

にも確認される１０，ｍ以下の粒子は,(c)に示される30,ｍ付近の粒子への成長過程で

あると考えられる。さらに粒子内部まで染色されていないことから，この集合体は，

染色剤が集合体内部にまで入り込めない程度の分子間水素結合を有すことを示唆し

ている。
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両親媒性オリゴ糖ポリマーの合成と物性評価



第四章

4-1はじめに

両親媒性化合物は溶媒分子との相互作用が弱い疎媒基と，相互作用が強い親媒基

で構成されており，選択溶媒中で疎媒基が凝集してコアを形成し，親媒基がその周

りを取り囲んだ分子会合体を形成することが知られている。例えば，ＳＤＳなどの比

較的低分子の界面活性剤が水溶液ミセルを形成すること”)，また天然由来脂質５７）

や種々の合成脂質認)が２分子膜を基本とした会合体を形成することはよく知られて

いる。近年，機能性両親媒性分子が数多く設計され，そのナノ組織体の機能が活発

に研究されている。

本章では，先に紹介した２－(methacryIoyIoxy)ethylureidoceIIobiose(以後，ＣＭＵと

略記）のホモポリマーが形成する球状の会合体をさらに，安定化させるために，こ

のポリマーに疎水基を導入することによって，疎水効果も付与した，球状の会合体

を形成させることを目的とした。具体的には，長鎖アルキル基を有するメルカプタ

ンをテローゲンに用いて，ＣＭＵのテロメリゼーションを行うことにより，水溶性

ポリマー主鎖の末端に疎水基を有する両親媒性高分子の調製を行った。また，ＣＭＵ

のホモポリマー側鎖に長鎖アルキル基を導入した両親媒性高分子の調製を行った。

さらに，水溶性の多糖類であるでんぷん・プルランに長鎖アルキル基を部分的に導

入した化合物をそれぞれ調製し，それら化合物での物性の調査を行い，比較検討し

た。

4-1-1両親媒性高分子

高分子の両親媒性化合物において，非常に高度な機能を発現しているその代表的

な例は，生体高分子である。例えば，たんぱく質のように疎水性と親水性のモノマ

ー（アミノ酸）が交互またはブロック的に重合したもの，核酸のようにモノマー単

位に親水性部位（糖とリン酸）と疎水性部位（核酸塩基）両方を有したもの，また

細胞壁を形成するリポ多糖のように水溶性の高分子（多糖）に部分的に疎水性の長

鎖アルキル基が結合したものなどが挙げられる。生体系では，両親媒性の特性とそ

の他の弱い相互作用をうまく利用して，高分子の二次構造形成やコンパクトに折り

畳まれた三次構造形成，さらにこれら生体高分子間の会合および解離を制御してい

る。その結果，様々な機能が巧みに制御され，生命現象が円滑に営まれている。こ

うした背景のもと，様々な構造をもつ両親媒性高分子の合成・解析，とりわけ，水

中での会合挙動に関する研究が多くなされている。また，たんぱく質のコンパクト
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なうオールデイング構造のモデルとしての興味からも，疎水性モノマーと電解質モ

ノマーからなる両親媒性共重合体も古くから研究されてきた。会合体の構造解析に

関する手法が発達した最近では，森島５，)らが，嵩高い疎水基であるアダマンチル基

やシクロドデシル基などをSOmoI96有するアクリルアミド系の両親媒性高分子電解

質（分子量：約ｓｏ万）では，高濃度においても分子内でコンパクトに自己組織化し

たユニマーミセルを形成することを光散乱，小角Ｘ線散乱，小角中性子散乱，体積

排除クロマトグラフィー，粘度，粘弾性，蛍光プローブ，ＮＭＲ緩和時間，各種顕

微鏡観察によるモルホロジー観察など種々の実験により証明している。

複数の分子が集合して，高分子ミセルが形成されることを先に述べた。これらは，

界面自由エネルギーを最小にするように秩序化し，相分離が起こり，表面が形成さ

れる。この原理を利用して，微粒子調製法が多数提案されてきた。中でも，秋吉ら

の研究は超微粒子の領域において，新しい提案となった。水溶性高分子主鎖に疎水

基を部分置換した疎水化親水性高分子の自己組織化⑪〕である。水溶性の多糖やポリ

アミノ酸に会合性の強い疎水性基のコレステロール基をSwt96以上置換すると，希

薄水溶液中で分子間会合して，２０～３０，ｍの範囲で単分散ナノ微粒子が形成される

ことを報告している。疎水基の会合領域が架橋点となり，高分子の種類，分子量，

疎水基の置換度，構造を変えることで，会合数，粒子径，密度および架橋領域の分

布を制御できる。また，この粒子はたんぱく質と制御されたホストーゲスト系をつく

り，耐性酵素，人工ワクチン，ドラッグデリバリーシステム（DDS）の薬物キャリ

ヤーなどへ展開された６１)｡片岡ら`２．⑯)は，親水性高分子と疎水性高分子とからなる

親水-疎水型のブロックポリマーの自己組織化による数十nｍサイズの高分子ミセル

を提案し，これをコア・シェル型と呼んでいる。調製したブロックポリマー

PEG-6-PLAは，水中で２０～４０nｍの疎水性高分子セグメントをコアにもつ単分散ポ

リマーミセルを形成し，Ｈ+で容易に加水分解して表面にアルデヒド基をもつコア・

シェル型反応性ナノスフェアがつくられた。また，粒子のコア形成の駆動力として

静電性を用いた，ポリイオンコンプレックスミセルも形成できる。

さらに，100～200ｎｍ径の微粒子が，親水性マクロモノマーと疎水性コモノマー

のラジカル共重合によって得られる。重合はマクロモノマーとコモノマーが均一系

で開始し，成長する疎水部が秩序化を駆動力に集合してガラス状コアを形成し，そ

こから親水部がコロナ状に外に向いている層構造の粒子である。重合条件により単

分散性を保ったまま粒径を制御できる“)。また粒子の機能発現の場となるコロナ部
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にノニオン性,カチオン性，アニオン性,感熱応答性を持たせることができる“･“)。

コア・コロナ型粒子の機能材料への応用として，ペプチド医薬の径口DDS，ウイル

ス捕捉システム，触媒粗体などへの展開が行われている 67）
。
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4-2両親媒性オリゴ糖ポリマーの合成

先に合成した糖ポリマーの高分子主鎖の片末端のみに疎水基を導入する方法にテ

ロメリゼーション法がある。テロメリゼーション法とはJHarmonによりにつぎのよ

うな型の反応と定義された。

ＸＹ＋ｎＭ－Ｘ－Ｍｎ－Ｙ (４１）

ここに，ＸＹをテローゲン（telogen)，Ｍをタクソーゲン（taxogen)，Ｘ－Ｍｍ－Ｙをテロ

マー（teIomer）という。テロメリゼーションを構成する素反応は，開始反応，生長反

応および連鎖移動反応の三つである。テロメリゼーションを行わせると多くの場合停

止反応が起こるがそれは本質的なものではない。あるテローゲンとタクソーゲンの組

み合わせについてテロメリゼーションが起こるためには，この両者以外に活性種を作

り出す化合物，すなわちこの反応を開始させる化合物またはそれに代わるものが必要

である。開始剤またはそれから生成される活性種を記号Int*と表し，典型的なテロメ

リゼーションについて素反応を考える。ここでは＊印はラジカル，カチオン，また

はアニオンを意味するものとする。

開始反応（initiationreaction）

ｋ％

，nt*＋Ｍ屋士Int*-Ｍ＊
ｋｑｉ

生長反応（prOpagatiOnreaCtiOn）

峰ｗＭ等Ⅲ脈。
連鎖移動反応（chaintransferreaction）

，､腰MいxY鴬'､`w…

(4-2）

(４３）

(4二I）

式(44）において生成する反応中間体Ｘ*はＭと反応しうる場合もそうでない場合

もあるがテロメリゼーションが起こるためにはＸ*とＭが反応することが必要である。

そこでＸ*とＭが反応する場合についてさらに考察を進める。
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再開始反応（re-initiation｢eaction）

×轤鶚M÷x-M＊件s）
生長反応（propagationreaction）

バーｗＭ等x-M灘．件①
連鎖移動反応（chaintransferreaction）

基,vMY学X鬘W沙X＊㈹
Int-Mm*Ｊに関して（４３）と（４４）は競争反応である。今簡単のために速度定数がｎ

に依存しないと仮定する。もし，

kdo-k少>k１０－k判ｏ (4-8）

ならば，ＸＹはその重合系において不活性溶媒と同じような働きをすることになり，

その系では通常の意味でのポリマーが得られる。式（4-8）が成立しないときは，連

鎖移動反応（４４）が起こって新しい活性点Ｘ＊ができるが，このときＸ＊がＭと反

応しないならばそこでその反応は停止し，ＸＹが重合停止剤あるいは禁止剤として働

いたことになる。逆にＸ＊がＭと反応するときは，Ｘ－Ｍｎ*』が生成し，これに関して

（４６）と（４７）が競争反応になる。末端基ＸのｋｐＪ,,ｋ,,mkLmおよびｋ1.ﾛに対する効

果がとくに大きい場合を除くと近似的にkOp.nJ＝kp.⑱1,ko-DローｋＰｍ,k01.m＝k1,mおよびko辿

伽＝k皿と考えてよいから，式（４８）が成立しないときは次式も成立しない。

(４９）kp-kP>＞k１－ｋｔ

したがって，［Ｍ１／lXY]を調節することにより，生長速度Ｒ，と連鎖移動速度Ｒｔとの比

R,/Ｒｉを

｜｜

ＲＰＴ (kp-kp)ｌＭｌｌＸ－ＭＬｌ*１≦１～10 (410）
(kt-k4)IXYHX-Mn-I*１
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とすることができる。このように生長反応速度と連鎖移動反応速度がバランスを保っ

ているときに，テロメリゼーションが起こる。一般に，反応が進むにつれて１Ｍ]／[ＸＹｌ

が変化するので，テロメル化度Ｔﾛ(degreeoftelomerization）を次式によって定義する

と，ＴｍはｌＭｌ／[XYlの関数となる。

恥
一
隅一一ｎ

Ｔ

(11）

このように，この手法を用いることによって疎水部と親水部のバランスをコントロー

ルすることが可能である。

4-2-1ｃｍ-(CMU)､の調製

mble4-1本節で用いた主な試薬

試薬名 会社名 カタログＮｏ．

1-オクタデカンチオール

1-ドデカンチオール

ＡＩＢＮ

ＤＭＦ

ジメチルアニリン

過酸化ペンゾイル

ジエチルエーテル

和光純薬工業（株）

和光純薬工業（株）

ナカライテスク（株）

国産化学（株）

ナカライテスク（株）

ナカライテスク（株）

ナカライテスク（株）

フナコシ（株）

322-21692

126-02752

03602-72

2591057

12911-42

04422-02

15401-45

FED-l32720Spectra／Ｐｏａ３

ＣＭＵｌｇ(78.62％,lS84mmol)，１－オクタデカンチオール所定量を２５ｍ'三口フラスコ

中，ＤＭＦ５ｍｌに溶解し，60.Ｃで３０分間窒素通気を行った。ＡＩＢＮＯＯ１ｇ／ＤＭＦ１ｍＩ

溶液を加え，６０°Ｃのまま別時間かき混ぜた。かき混ぜ終了後，析出物をろ別し，ろ

液をジエチルエーテルｌＯＯｍＩに滴下することにより，白色の沈殿が確認された。遠

心分離後，デカンテーションにより溶液を除去し，減圧乾燥を行った。得られた黄白

色固体を水数ｍlに溶解させ，３日間透析により精製し，凍結乾燥することにより，

白色固体を得た｡この操作を1-オクタデカンチオールの仕込み量を変えて行った((1)

～(7))。また，開始剤にレドックス開始剤であるジメチルアニリン/過酸化ベンゾイ

ルを用いた系（(8)～（10))，溶媒をＤＭⅣシクロヘキサンの系（(10）～（13)）で
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行った。さらに，テローゲンに１－ドデカンチオールを用いた系（(14）～（15)）を行

った。詳細をTabIe42に示し，生成物のＦＴＩＲスペクトルをFigure41に示す。ＦＴＩＲ

スペクトルでは2800ｃｍ'～３０００ｃｍ'にかけて脂肪族のＣ－Ｈ伸縮振動に由来するピ

ークより，アルキル基の導入を確認した。（１）～（７）で比較すると，収量・導入量

ともに，仕込み比とは無関係であることがわかる。また，再現性も得られなかった。

先に山田らは，ルドデシル化合物をテローゲンに用いたアクリルアミドなどとのテロ

メリゼーションにおいて，重合度２程度のテロマーしか得られないことを報告してい

る。これは，反応系で連鎖移動剤に活性点が移っても，この活性点が再びタクソーゲ

ンと反応しないためだと推測されている。おそらく，疎水的なテローゲンと親水的な

タクソゲンとでテロメリゼーションを行った場合，重合の進行が困難であることが予

想される。そのため，（１）～（７）の場合においても，仕込み比通りのテロマーは得

られず，収量も少なかったと考えられる。（８）～（10）においてはレドックス開始剤

を用いて行った。連鎖移動定数の高いＤＭＦが重合の進行を妨げていることも考えら

れたが，（８）の単独重合においては比較的高い収率でポリマーが得られた。テローゲ

ンとモノマーの相溶性を高めるために溶媒にシクロヘキサンを加えて重合を行った

が（(11）～（13))，収量，導入量ともに，効果はみられなかった。テローゲンにｌ‐

ドデカンチオールを用いた場合（(14)～（15)）でも効果はみられなかった。そこで，

比較的収率よく，また，脂肪族のＣ－Ｈ伸縮振動に由来するピークも確認された（２）

を以後の実験に用いた。生成物（２）の元素分析結果をTabIe43に示す。

lnble4-3ElementaIanalysisofC,8-(ＣＭＵ)ｕ

Ｓ(％）Ｎ(％）Ｃ(96）Ｈ(96）

0.959４４４7．４１ 4４．９Found

Table43の結果より，Ｓの含有率から重合度を算出したところ，平均重合度は5.9と

算出された。
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Table4-2DetailsofthepreparatioｎｏｆＣｍ－(ＭＯＵ)nbyteromerization

ConditionsofteIimerization

ＣＭＵＣＭＵ

Ｃｌ８－ＳＨ

(mole/mole）

ＤＭＦＴｅｍｐＴｉｍｅＹｉｅＩｄ

(ｍｌ）（｡C）（hr）（ｍg）

ＣＭＵ

（９）

ＡＩＢＮ

(wt96）

6０２４６１．６
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ＣＭＵＤＭＦＴｅｍｐＴｉｍｅＹｉｅｌｄ
Ｃｌ８－ＳＨＲｅｄｏxInitiator

(9)（moIe/mole）（mole/mole）（ｍｌ）（｡C）（hr）（ｍg）
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可百三百ｉＴ
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DMIV
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ml）

ＴｅｍｐＴｉｍｅＹｉｅＩｄ

(｡C）（hr）（ｍg）

ＣＭＵ

（９）

型
理
科
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59.4
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4-2P２側鎖に長鎖アルキル基を有するセロビオースポリマーの調製

第３章で調製したpoly(CMU)０．５９(1.0,mol，モノマー換算）をＤＭＦ2.5ｍ１，シク

ロヘキサン2.5,1の混合溶媒に加熱溶解し,オクタデシルイソシアネートＯ２Ｗ８ｇ(LO

mmoI）を加え６０℃で８時間かき混ぜた。析出物はろ過後，ジエチルエーテルで洗浄

した後，減圧乾燥を行った。６２．８ｍｇを得た。ろ液は減圧留去でＤＭＦを除去後，ジエ

チルエーテルで溶出精製し，減圧乾燥を行った。収量は０．２３６９であった。元素分析

結果をTabIe4-4に示す。

生成物とpoIy(CMU)のFILIRスペクトルをFigure42に示す。生成物のスペクトル

には，2800ｃｍ'～3000ｃｍ'にかけてpoly(CMU)のスペクトルには確認されない脂肪

族のＣ－Ｈ伸縮振動に由来するピークが確認できる。

これらの結果より置換度は約1.0と推定できる。これはモノマーｌ分子に１つの疎

水基が導入された計算である。

mble4-4ElementalanalysisofCl8-poly(ＣＭＵ）

Ｎ(兜）Ｃ(96）Ｈ(％）

45.6 3.25Fbund 7.14
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Figure 4-2 FT-IR spectra of (a) poly(2-(methacryloyloxy)ethylureido cellobiose)
and (b) C18-poly(2-(methacryloyloxy)ethylureido cellobiose)
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４３蛍光プロープを利用した物性評価

ミセル形成に関する研究は古くからなされており，コロイド化学の重要な役割を担

っている。ミセルの形成や形態（構造）に関する研究が幅広く行われるようになった

当初は，低分子量の両親媒性分子に焦点がおかれてきたが，近年，合成手法の発達に

伴い，高分子量の両親媒性分子のミセル（高分子ミセル）に関する研究も盛んに行わ

れるようになった。ミセル構造を解析するために，これまでＸ線回折,光散乱,ＳＥＭ，

TEMをはじめとした種々の顕微鏡観察，蛍光プローブをはじめとした分光学的手法

など様々な手法が用いられ，ミセルの形態やその内部構造，臨界ミセル濃度（critical

miceIleconcentration;ＣＭＣ)，ミセル形成の熱力学，動力学に関する詳細な知見が得ら

れている。本項では，先に調製した種々の両親媒性糖鎖高分子の疎水基の導入の確認

を蛍光プロープにピレンを用いて行った。

4-3-1蛍光強度測定

分光蛍光測定は，蛍光分光光度計（日本分光社製，FP-6500spectrofluorometer）を

用い２０℃で行った。蛍光プローブにはピレンを用い，最終ピレン濃度が4.ＯｘｌＯ７Ｍ

となるように調製した。具体的には，ピレン２．５ｍｇをクロロホルムでlOOmlにメス

アップし，ピレン溶液10’1をサンプル管に入れ風乾した後，各試料の任意の濃度の

水溶液を３ｍI加えることにより，ピレン含有水溶液を調製した。氷冷しながら内部

型超音波を２分間照射した後，２０°Ｃで３時間（蛍光強度が安定するまでの実測時間）

静置したものを測定した。測定には1.0ｃｍｘ1.0ｃｍの角柱石英セルを用いた。測定条

件を以下に示す。

測定条件

励起波長：３３９nｍ

蛍光波長：390nｍ

励起バンド幅：３，ｍ

蛍光バンド幅：３，ｍ

データ取込間隔：０．５ｎｍ

走査速度：lOOnm/ｍiｎ

1０３
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ピレンは高い疎水性を示す物質であり，水への溶解性は極めて低い。そのため，ミ

セルや類似の超分子システムにみられる疎水性領域の存在下でピレンはこれら会合

体の内部へ優先的に可溶し，その光物性を変化させる。これはピレンモノマーの蛍光

スペクトルの微細構造（振電バンド）が周囲の環境（極性）に強く依存するためであ

る（Hameffect)。また，ピレンの励起スペクトルはピレンが疎水性領域へ可溶するこ

とにより長波長側へシフトする。これは，ピレンの（0,0）バンドが334nｍ(ｉｎwater）

から339,ｍへシフトするためである田,“⑱,７０)。まず,膜タンパク質の可溶化剤として

市販されている糖脂質型界面活性剤である〃Dodecyl-b-D-maItoside（(株）同仁化学研

究所製，以後ＤＤＭと略記）の種々の濃度の水溶液中におけるピレンの蛍光スペクト

ル，励起スペクトルをFigure４３，４４に示す。図から明らかなように，ＤＤＭの濃度の

増加に伴い，ピレンモノマーの蛍光強度は全体的に増大し，３９５ｎｍのピーク強度は

3745,ｍのピーク強度よりも大きくなる。また，励起スペクトルは長波長側へ徐々に

シフトした。次に，2-2-2で調製したpoly(CMU）の種々の濃度の水溶液中において，

同様の実験を行った。蛍光スペクトル，励起スペクトルをFigure４５，４６に示す。ピ

レンモノマーの蛍光強度は実験誤差範囲の増減しか確認されず，励起スペクトルの長

波長シフトも確認されなかった。これより，poIy(CMU）水溶液中では，ピレンを可溶

するほどの疎水的な環境が発現されないことが示唆される。

次に,先に調製したＣｌ8-(CMU)s,水溶液中においての測定結果をFigurc47,4-8に示

す。ＤＤＭ水溶液中での測定結果と同様，ピレンモノマーの蛍光強度の全体的な増大

並びに，励起スペクトルの長波長シフトが確認された。加えて，Cl8-poIy(CMU）水溶

液中においての測定結果をFigure49,４１０に示す。これらの水溶液中においても前述

の結果と同様に，水溶液中で疎水的な環境を有する会合領域が発現されていることが

確認された。
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Figure 4-3 Fluorescence spectra of pyrene as a
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Figure 4-5 Fluorescence spectra of pyrene as a
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3-4透過型電子顕微鏡による集合形態の直接観察

3-4-1ポリマー溶液の調製と観察サンプルの作成

２章で調製したＣ18-(CMU)５，，Cl8-poly(CMU)よりそれぞれ1.0ｍｇ／ｍｌの水溶液を調

製し，この溶液を支持膜作成後カーボン蒸着，イオンコーティング処理した銅メッ

シュにマイクロピペットを用い微量を滴下した。所定時間後，ろ紙を用いて水分を

吸い取り乾燥後に２．０Ｗ％モリブデン酸アンモニウム水溶液を銅メッシュ上に滴下

し乾燥させ観察サンプルとした｡集合形態の直接観察には透過型電子顕微鏡を用い

た。

４４２透過型電子顕微鏡観察

得られた透過型電子顕微鏡写真をFigure4-1L41Zに示す。いずれにおいても，２０

～50nｍ程度の大きさを有する球状の会合体と思われる像が観察された。

3-5動的光散乱法による分子サイズ測定

3-5-1動的光散乱法

動的光散乱法（DynamicLightScattering,DLS）は，溶液中でブラウン運動している

粒子（分子会合体）の拡散移動係数を測定する方法である。そのような粒子に単色光

が散乱されると，散乱光は，個々の粒子の挙動にしたがって強度のゆらぎを起こす。

その減衰の様子を自己相関関数分析することにより，粒子の溶液中における挙動を定

量的に知ることができるのである。その挙動が単一の分子種によるものであると考え

られる場合には移動拡散係数を実験的に得ることができ，これより，分子の大きさあ

るいは，分子量などを推定することができる。

3-5-2実験及び結果，考察

２章で調製したＣｌ8-(CMUL9，Cl8-poIy(CMU)よりそれぞれ１０ｍｇ／ｍＩの水溶液を調

製し，これを測定サンプルとした。得られた結果をFigulc4-13に示す。Ｃｌｓ－(CMU)５，

は300～４００ｎｍ程度の大きな会合体を形成していることが確認された。この結果は

TEM観察によって得られた結果と異なる。ＴＥＭ観察におけるサンプル作成時，溶液

の乾燥過程が粒子の凝集を引き起こしていることが考えられる。それに対し，

C18-poIy(CMU)は１０ｎｍ程度の会合体を形成していることが確認された。さらに

Cl8-(CMUL9の温度依存性を調査したところ，高温になるにつれ，粒度分布が狭くな

ることが確認された。
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Figure 4-15 Particle size distribution of C18-(CMU)5.9 in water measured by

dynamic light scattering.
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第四章

4-6ＳＥＣを利用した物性評価

4-Ｇ１はじめに

生物の細胞内に存在する糖質誘導体は，細胞相互間の識別，接着，シグナル伝達，増

殖・分化などの識別機構に関与すると考えられている。Ｓｉｍｏｎｓら“〕によって，細胞

膜上では，糖脂質と糖タンパク質が均一に混合した状態で存在しているのではなく，

糖脂質はカペオラと呼ばれる小さな窪み構造（直径～５０ｎｍ）や，ラフトと呼ばれる

コレステロールに非常に富んだドメイン構造を形成していることが示唆されて以来，

生体中での糖脂質が関与する相互作用は，存在している環境や集合状態に依存するこ

とが予想されてきた。

糖質誘導体は，細菌やウイルスの受容体としても作用している。例えば，明石ら３０）

は，マンノース結合性レクチンであるコンカナバリンＡを用いて，ヒト免疫不全ウイ

ルスI型（HIV-I，俗称：エイズウイルス）の捕捉に成功している。HIV-Iは粒系が

約100ｎｍの微粒子であり，表面はgpl20といわれるマンノースを多く含む糖タンパ

ク質で覆われている。そこで，ポリメタクリル酸マクロモノマーとスチレンのラジカ

ル共重合により得られるポリスチレンコアーポリメタクリル酸コロナの高分子ナノ

スフェア表面にコンカナバリンＡを固定化することにより，捕捉できることを証明し

ている。このような糖鎖が関与する相互作用の分子レベルでの解明は，特に医療分野

において，かかせないものとなってきている。

本項では，先に調製した種々の両親媒性糖鎖高分子とマンノース結合性のレクチン

であるコンカナバリンＡ（以後，ＣｏｎＡと略記）との相互作用の挙動を高速液体クロ

マトグラフィーを用いて検討した。

４０２ＳＥＣ分析

溶離液にはＣｏｎＡの活'性を維持するために，Ｓ０ｍＭＮａＣＬｌＯｍＭＣａＣＩ２水溶液を用

いた。それぞれのポリマーをこの溶液で０１ｍｇ/ｍｌに調製し，測定サンプルとした。

同様にＣｏｎＡもこの溶液で0.1ｍｇ/ｍＩに調製し，測定サンプルとした。さらに，ポリ

マーとＣｏｎＡがそれぞれ0.1ｍｇ/mIになるように混合した溶液を調製し，測定サンプ

ルとした。カラムには水系のＳＥＣカラムであるOHpakSB-806MHQを用いた。Figure

４２にＣｏｎＡ（分子量：約ＬＯｘｌＯ`)，ShodexSTANDARDp-800（分子量：７８．８ｘｌＯ４

のpuIIuIan)，さらに，混合溶液のクロマトグラムを示す。ＣｏｎＡは分子量がＬＯｘｌＯ６

程度あるにも関わらず，溶出時間がpulIulanよりも遅れている。これは，ＣｏｎＡが疎

水性たんぱく質であるため,疎水吸着によるものと思われる｡さらに,ＣｏｎＡとpulluIan

を混合した溶液の場合，ＣｏｎＡのピークが消失している。ＲI検出器では確認できなか
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ったが，ＵＶ検出器では２５分あたりから，およそ１時間程度ブロードなピークが確認

された。ＣｏｎＡとpulIuIanが相互作用して生じた複合体が，疎水吸着により，遅く溶

出していると考えられる。Figure４１４，４１５には先に調製したＣｌ8-(CMU恥，ＣｏｎＡと

Ｃｌ8-(CMU)”の混合溶液，Cl8-poly(CMU)，ＣｏｎＡとC18-poIy(CMU)の混合溶液のクロマ

トグラムをそれぞれ示す。どちらも構成単位がセロビオースであることから，本来，

ConAと結合する部位は持たず，疎水効果による複合体形成能の調査を行った。ただ

し，いずれの場合も疎水吸着による溶出時間の遅れにより，溶出時間がＣｏｎＡと重な

り明確な知見は得られなかった。そこで，poIy(2-(methaclyloyloxy)ethyIureidomaltose）

（以後，poIy(maltose)と略記）と混合させた溶液のクロマトグラムをFigure416に示

す。poIy(maItose)とＣｏｎＡの混合溶液は白濁したため，０．４５ｍｍのADVANTEC製デ

ィスクフィルターでろ過をし，測定した。１０分から２０分にかけて溶出している

poly(maItose)のピークがＣｏｎＡと混合ささることによって，ピーク面積が減少してい

ることが確認される。さらに,２３分あたりにＣｏｎＡとは別のピークが出現している。

ConAとpoly(maltose)が相互作用して出来た巨大な複合体が，疎水効果により遅く溶

出した結果，屈折率強度に違いが生じ，ＣｏｎＡのピークよりも大きく出現していると

予想される。この結果はプルランやでんぷんでは確認されなかったことから，クラス

ター効果による糖鎖密度の増大に起因するものと思われる。さらに，poly(maltose)に

疎水基を導入したCl8-poly(maltose）混合させた溶液のクロマトグラムをFiguIc417に

示す。C18-poly(maItose)水溶液は白濁したため，Ｍ５Ｕｍディスクフィルターでろ過を

した｡CI8-poIy(maltose)のピークも疎水吸着により溶出が遅れているものの，ＣｏｎＡと

混合した場合，poIy(maItose)で得られた結果と同様に，新たなピークが確認された。

ただし，疎水基の導入によって新たな効果が発現されているかを確認することは出来

なかった。測定方法として，溶離液の塩の選択，あるいは，それぞれの糖をカラムに

担持してＣｏｎＡの溶出挙動を比較するなどすると，明確な結果が得られるのではない

かと期待出来る。
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(a) Concanavalin A

A

(b) pullulan

(c) Concanavalin A

+ pullulan

0 10 15 20 25

Retention time (min)

30 35 40

Figure 4-16 Chromatograms of (a) Concanavalin A and (b) pullulan and

(c) Concanavalin + pullulan with OHpak SB-806 M HQ (8.0 mm I.D. x

300 mm) at 20°C. Eluent: 50 mM NaCl, 10 mMCaCl2 aq., flow rate: 0.5

ml/min, RI detection.
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(a) Concanavalin A

A

(b)C18-(CMU)59

(c) Concanavalin A

+ C18-(CMU)59
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Retention time (min)

30 35 40

Figure 4-17 Chromatograms of (a) Concanavalin A and (b) Cjg-(CMU)5 9

and (c) Concanavalin + C18-(CMU)5 9 with OHpak SB-806 M HQ (8.0

mm I.D. x 300 mm) at 20°C. Eluent: 50 mM NaCl, 10 mMCaCl2 aq., flow

rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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(a) Concanavalin A

A

(b) C18-poly(CMU)

(c) Concanavalin A

+ C18-poly(CMU)

0 10 15 20 25

Retention time (min)

30 35 40

Figure 4-18 Chromatograms of (a) Concanavalin A and (b) C18-poly(CMU) and

(c) Concanavalin + C18-poly(CMU) with OHpak SB-806 M HQ (8.0 mm I.D. x

300 mm) at 20°C. Eluent: 50 mM NaCl, 10 mMCaC12 aq., flow rate: 0.5 ml/min,

RI detection.
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(a) Concanavalin A

A

(b) poly(maltose)

(c) Concanavalin A

+ poly(maltose)

0 10 15 20 25

Retention time (min)

30 35 40

Figure 4-19 Chromatograms of (a) Concanavalin A and (b) poly(maltose)

and (c) Concanavalin + poly(maltose) with OHpak SB-806 M HQ (8.0 mm

I.D. x 300 mm) at 20°C. Eluent: 50 mM NaCl, 10 mMCaC12 aq., flow rate:

0.5 ml/min, RI detection.
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(a) Concanavalin A A

(b) C18-poly(maltose)

(c) Concanavalin A

+ C^g-poly(maltose)

0 10 15 20 25

Retention time (min)

30 35 40

Figure 4-20 Chromatograms of (a) Concanavalin A and (b) Cjg-

poly(maltose) and (c) Concanavalin + C^g-poly(maltose) with OHpak SB-

806 M HQ (8.0 mm I.D. x 300 mm) at 20°C. Eluent: 50 mM NaCl, 10

mMCaCl2 aq., flow rate: 0.5 ml/min, RI detection.
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第五章

5-1はじめに

現在，全世界で年間約1.5億トンもの合成高分子が石油から合成され，ほとんどが

大量廃棄されている。持続可能社会の実現に向かって，材料開発においても，高性能

化に加え環境への負荷を最小にしうる糖，アミノ酸，タンパク質等の天然に存在する

素材を用いた高分子材料設計の重要性が高まっている。これまでに，セルロース等の

多糖類やペプチド，脂質，アミノ酸などのバイオマテリアルを利用したナノ材料や医

療材料等を開発してきた｡最近の研究により，天然に存在する素材の１つである『糖』

は生体内の活性発現の調節因子として，重要な機能を担っていることが解明され，そ

の機能を越える糖鎖複合体を創製し機能材料へ展開する機運が高まっている｡従って，

糖鎖を化学修飾する技術,さらにそれらを機能性材料として再構築する技術の確立は

重要な課題である。

本章では，先に合成したオリゴ糖側鎖型高分子を様々な用途への応用を検討した。

5-2糖認識タンパク質吸着剤への応用

本項では，既存の方法で合成したpoIy（2-(methacryloyIoxy)ethylureidomaItose）の

maltose側鎖におけるタンパク質認識能を，レクチンの結合挙動により調査し，さら

にアフィニティ型レクチン分離剤としての応用を目指し，シリカゲルおよびセルロー

スビーズに持させたSil-2-(methacryIoyIoxy)ethyIureidomaltose（以降SiI-MaI｡），Cel

-2-(methacryIoyloxy)ethyIureidomaItose（以降CeI-Maln）とレクチンの結合挙動を調査す

ることを目的とした。前章において，合成したオリゴ糖側鎖型高分子の糖側鎖に生理

活性が保持されていることを確認した。そこで，本項では，このオリゴ糖側鎖型高分

子を担体や架橋ゲルに固定化することにより，アフィニティ型分離剤としての応用を

検討した。既報に従い，シリカゲル及びセルロースビーズにSH基を導入し，次いで，

ラジカル重合により，２－(methaclyIoyIoxy)ethyIureidomaltoseとのテロメリゼーシヨンを

行った（Scheme5-1)。また，２－(methacryloyIoxy)ethyIureidomaItoseをメチレンビスア

クリルアミドにより架橋し，共重合ゲルを調製した（Scheme5-2)。
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第五章

本章で用いた主な試薬及び溶媒をTabIe41に示す。また，使用した分析機器を以

下に示す。

Table4-1本章で用いた主な試薬及び溶媒

会社名 カタログＮｏ．試薬名

シリカゲル

トルエン

3-mercaptopropyltrimethoxysiIan

ジエチルエーテル

ポリアクリノレ酸ナトリウム
（アクアリックDL-522）

水酸化ナトリウム

炭酸カルシウム

ビスコース

塩酸

2,2idithiopyridine

l-dodecanthioI

メタノール

テトラエチルエチレンジアミン

ペルオキソニ硫酸アンモニウム

YMCＣＯ.，LTD・

和光純薬工業（株）

(株）チッソ

和光純薬工業（株）

日本触媒（株）

和光純薬工業（株）

奥多摩工業（株）

レンゴー（株）

和光純薬工業（株）

関東化学（株）

和光純薬工業（株）

和光純薬工業（株）

関東化学（株）

和光純薬工業（株）

201-01871

055-01155

4Ll3-223

l93-O2127

TP-221GS

080-01066

218-343-’

'26-02752

132-06471

40762-41

018-03282

紫外可視分光光度計：JASCOV-560UV/VISSpectrophotometer

122



OH

OH

OH

OCH-
i J

CH3O-SI-(CH2)3-SH

OCHo

toluen at 50°CT 24h

O-Si-(CH2)3-SH

OH
I
CH,

HO

HO

O

OH

OH

CH,

CH-
i J

H9C=C
2 I

c=o
I

0

(CH2)2

NH

C=O

APS/TEEDAm

Water at 5 °C, 3 h

ko-Si-(CH2)3- S—e H2C-C
CH?
i J

HO

HO

OH

CH2

OH

HO

OH

CH2

OH

i

c=o
I

0

(CH2)2

NH
i

c=o

NH

Scheme 5-1 Synthesis scheme of SiI-2-(methacryloyloxy)ethylureido maltose

and Cel-2-(methacryloyloxy)ethylureido maltose
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5-2P1SU-Iv眼Ｓの調製

脱水トルエン９０ｍlにsilicagel50gを加え,３０分外部超音波照射を行い,silicagel

を分散させた。その後，３－mercaptopropyltrimethoxysiIan724g（36.88,mol）を加え

て２００rpm，５０℃で２４時間かき混ぜた。その後，放冷しＧ５ガラスフィルターでろ

過し，トルエンで洗浄したのち，ジエチルエーテルで洗浄し，減圧乾燥後白色固体を

得た。この白色固体の元素分析値をTabIe42に示す。

Table42EIementaIanalysisofSiI-MPS

Ｈ(％）Ｃ(96）Ｓ(％）

FoundL37３．８７ 2．５１

元素分析の結果から，炭素含量，硫黄含量の増加が確認された。また，元素分析の結

果から，ＭＰＳの固定化量は8093％と算出された。算出式を以下に示す。

SiI-MPSの硫黄含量×MPSの分子量
固定化量（w96）

硫黄の分子量×MPSの硫黄数

5-2P2Cel-MPSの調製

ビスコース相分離法を利用してセルロースマイクロビーズを調製した｡ポリアクリ

ル酸ナトリウム4009を純水8009に加え,それに３３０９/l水酸化ナトリウム水溶液４８

９，炭酸カルシウム８０９を混合させた。さらに，ビスコース２５０９を加えて120rpm

で１５分間かき混ぜ，その後，湯浴を８０°Ｃまで昇温し，８０°Ｃで３０分間かき混ぜ，

遠心分離により上澄みを除去した。４４ｍメッシュでろ過し純水で洗浄したのち，５％

塩酸水溶液１１を加えて１時間かき混ぜ,Ｇ５ガラスフィルターでろ過を行い，純水で

洗浄したのち熱湯で洗浄を行った。セルロースピーズ23.819をメタノールで洗浄し

たのち，トルエンで洗浄し，減圧乾燥後に白色固体を得た。そのうち４９を採取し脱

水トルエン90ｍlを加え，３０分外部超音波照射を行い，セルロースピーズを分散させ

た。その後，３－mercaptopropyItrimethoxysiIan7・別９（36.88,mol）を加えて200rpm，

５０℃で24時間かき混ぜた。その後，放冷しＧ５ガラスフィルターでろ過し，トルエ

ンで洗浄したのち，ジエチルエーテルで洗浄し，減圧乾燥後白色固体を得た。この白

色固体の元素分析値をTable4-3に示す。
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Table43ElementaIanalysisofCelI-MPS

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｓ(916）

Found６．６６４１．２ 2.18

５－２３チオールージスルフイド交換反応を利用した固定化量調査

ＳＨ基を有する化合物にＳＳ化合物を混合すると，アルカリ性下でScheme4-4のよ

うな交換反応を行う。その反応速度はＲＳＨよりもＲＳの濃度に依存し，ｐＨがｐＫｓＨ

より低いときは反応速度が低下するため,主に定量反応は弱アルカリ性で進められる。

RSHは混合ジスルフイドとして，ピリジン誘導体に結合し，反応が進むと，さらに

混合ジスルフィドがＲＳＨと反応してＲSSRを生成するが，どの反応段階においても

ＳＨ基と当量のＲＳが生成し,ＳＨ基の定量が可能である｡今回用いた2,2,-dithiopyridine

(2PDS)は，この交換反応によりZ-Thiopyridone(ZTP)を生成し，この生成物が持つ吸光

係数を利用して定量を行い，シリカゲルとセルロースビーズヘのＳＨ基の固定化量を

算出した。

Ｒ，Ｓ￣＋ＲＳＳＲ－Ｒ，SSR＋ＲＳ￣

Ｒ，Ｓ￣＋Ｒ，ＳＳＲ￣Ｒ，ＳＳＲ，＋RS-

Scheme4-4ThioI-disulfideinterchange

5-2-4検量線作成

２，２，－dithiopyridine(2PDS)6.71ｍｇをメタノールlOOmIに溶解しＺｘｌｒＭ２ＰＤＳ溶液

を調製した。それからＳｍIを採取しメタノールｌＯｍｌを加えてlxlrM2PDS溶液を

調整し，同様にしてSxlO5，Ｚ５ｘｌＯｓ，１Ｚ５ｘｌＯ５Ｍ２ＰＤＳ溶液を調製した。さらに，

l-dodecanthiol72mlとメタノール２５ｍＩとを混合した溶液を調製し，それから１ｍｌ

採取し各種濃度の2PDS溶液２ｍIに加え,８時間撹枠しＵＶスペクトル測定を行った。

ＵＶスペクトルはFigure41に示し,検量線よりｙ＝0.5968x＋00202の式を算出した。
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Figure 5-1 Absorption spectra of 2PDS and 2TP in MeOH solution.
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Figure 5-2 Concentration dipendence of UVabsorbance with 2TP in MeOH solution at 360 nm.
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5-2Ｐ５固定化量算出

２PDS8.43ｍｇをメタノール250mＩに溶解させ,採取したSil-MPS3､５ｍｇ,ＣｅＩｌ－ＭＰＳ

３５ｍｇに１０ｍIずつ加え，外部超音波照射を３０分行った。その後８時問撹拝したの

ち,ＵＶスペクトル測定を行った｡360,ｍにおける吸光度はSil-MPSが0.266,CeIl-MPS

が0.212であった。その結果を検量線に代入し，Sil-MPS及びCell-MPSの固定化量は

5.87xlrmoI/9,4.59xlO4moI/ｇと算出した。

5-2-6マルトースマクロマーグラフト化シリカの調製

SU-Malsの調製

十分に脱気した蒸留水９，１にSil-MPSOO5g(0.0392,mol）とマルトースビニルモノ

マー0.1099（純度89.4％，0196,mol，MPS残基に対して約５倍当量）を加え，１５分

間外部超音波照射を行いSiI-MPSを分散させ，５℃で窒素通気を３０分間行った。そ

の後，Ｎ,N,ＭＮ'一tetraethylethylendiamine（TEEDAm）をOO84ml加え，開始剤として

ammoniumpersulfate（APS）を8.95ｍｇ（0.0392,mol）加えて，５℃窒素雰囲気下で３

時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよく洗浄したの

ちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により白色固体40.7

ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTabIe4-4に示す。

Table4-4ElementalanalysisofSil-Mal5

Ｈ(％）Ｃ(96）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

FbundL50６．５００．６４１０．２

SU-Malmの調製

十分に脱気した蒸留水９ｍIにSil-MPSO､059(0.0392,mol）とマルトースビニルモ

ノマー0２１８９（純度89.496,0.392,mol，MPS残基に対して約１０倍当量）を加え，

１５分間外部超音波照射を行いSiI-MPSを分散させ,5℃で窒素通気を30分間行った。

その後，Ｎ,N,ＭＮ，-tetraethylethyIendiamine（TEEDAm）を0.084ｍI加え，開始剤とし

てammoniumpersuIfate（APS）を８９５ｍｇ（0.0392,ｍｏｌ）加えて，５℃窒素雰囲気下

で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよく洗浄し

たのちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により白色固体

48.5ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTable4-5に示す。
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Table４．５ElementalanalysisofSiI-MallO

Ｈ(96）Ｃ(％）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

FbundL47 6．６１０．６５１０．２

Sil-MaLoの調製

十分に脱気した蒸留水１３ｍIにSil-MPSOO8g（0.O627mmoI）とマルトースビニルモ

ノマー0.9589（純度65.096,L25mmol，MPS残基に対して約20倍当量）を加え，１５

分間外部超音波照射を行いSil-MPSを分散させ，５℃で窒素通気を３０分間行った。

その後，Ｎ,N,N，,N'一tetraethyIethylendiamine（TEEDAm）を0.135ｍl加え，開始剤とし

てammoniumpersulfate（APS）を１４３ｍｇ（0.0627,mol）加えて，５℃窒素雰囲気下

で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよく洗浄し

たのちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により白色固体

700ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTabIe46に示す。

Table4-6ElCmentaIanalysisofSiI-MaI20
Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）０Ｎ

FOundL90９．６５ 1」８８．１８

Sn-Mal3oの調製

十分に脱気した蒸留水25ｍlにSiI-MPSOO8g（OO6Z7mmol）とマルトースビニルモ

ノマーL５６ｇ（純度59.996,1.88,mol，MPS残基に対して約30倍当量）を加え，１５

分間外部超音波照射を行いSiI-MPSを分散させ，５℃で窒素通気を３０分間行った。

その後，Ｎ,N,N，,N，‐tetraethylethyIendiamine（TEEDAm）を0.135,1加え，開始剤とし

てammoniumpersulfate（APS）を14.3ｍｇ（OO627mmol）加えて，５℃窒素雰囲気化

で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよく洗浄し

たのちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により白色固体

76.4ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTable47に示す。

Table4-7EIementaIanaIysisofSil-MaI30
Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）Ｃ/Ｎ

FOundZ34１２．３ 1．４１ 8．７１
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Cen-Malsの調製

十分に脱気した蒸留水13.5ｍIにCelI-MPSO､1２９（OO551mmol）とマルトースビニ

ルモノマー0１６８９（純度８L４％，0.275,mol，MPS残基に対して約５倍当量）を加

え，１５分間外部超音波照射を行いCelI-MPSを分散させ，５℃で窒素通気を30分間行

った。その後，Ｎ,N,ＭＮ'一tetraethylethylendiamine（TEEDAm）を0.119ｍI加え，開始

剤としてammoniumpersulfate（APS）を１２．６ｍｇ（0.0551,mol）加えて，５℃窒素雰

囲気化で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよく

洗浄したのちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により白

色固体73.49ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTable48に示す。

Table4-8ElementalanalysisofCeII-Mal5

Ｈ(96）Ｃ(％）Ｎ(％）

Found６．３７３９．９０．１９

Ceu-Malloの調製

十分に脱気した蒸留水13.5ｍlにCelI-MPSO､129（0.0551,mol）とマルトースビニ

ルモノマー0.4579（純度59.89％，０５５１，mol，MPS残基に対して約１０倍当量）を

加え，１５分間外部超音波照射を行いCeII-MPSを分散させ,５℃で窒素通気を30分間

行った。その後，Ｎ,N,ＭＮ'一tetraethylethylendiamine（TEEDAm）を0.119ｍI加え，開

始剤としてammoniumpersulfate（APS）を12.6ｍｇ（OO551mmol）加えて，５℃窒素

雰囲気化で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよ

く洗浄したのちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により

白色固体756ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTabIe49に示す。

Table4-DElementalanalysisofCell-MallO

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）

Found６．４２４０５０．２５
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CeU-Malmの調製

十分に脱気した蒸留水ｌ５ｍＩにCeII-MPSO・'２９（0.0551,mol）とマルトースビニ

ルモノマー0９１４９（純度599％，1.10,mol，MPS残基に対して約20倍当量）を加

え，１５分間外部超音波照射を行いCelI-MPSを分散させ，５℃で窒素通気を30分間行

った。その後，Ｎ,N,Ｎ,,Ｎ'一tetraethyIethyIendiamine（TEEDAm）を0.119ｍI加え，開始

剤としてammoniumpersuIfate（APS）を１２．６ｍｇ（0.0551,mol）加えて，５℃窒素雰

囲気化で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよく

洗浄したのちエタノールジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により白

色固体925ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTabIe410に示す。

Table4-10EIementaIanaIysisofCell-Mal20

Ｈ(％）Ｃ(96）Ｎ(％）

Pbund６．３９３９．９０．３５

CeU-Mal銅の調製

十分に脱気した蒸留水13.5ｍlにCeII-MPSO・log（0.0459,mol）とマルトースビニ

ルモノマーＬ１４ｇ（純度59.8696,L38mmol，MPS残基に対して約30倍当量）を加

え，１５分間外部超音波照射を行いCeII-MPSを分散させ，５℃で窒素通気を30分間行

った。その後，Ｎ,N,ＭＮ'一tetraethyIethyIendiamine（TEEDAm）を0.0989ｍI加え，開

始剤としてammoniumpersuIfate（APS）を10.5ｍｇ（0.O459mmoI）加えて，５℃窒素

雰囲気化で３時間かき混ぜた。その後，Ｇ５ガラスフィルターでろ過し，蒸留水でよ

く洗浄したのちエタノール，ジエチルエーテルの順でさらに洗浄し，減圧乾燥により

白色固体675ｍｇを得た。この白色固体の元素分析値をTabIe411に示す。

Table4-11ElementaIanaIysisofCeII-MaI30

Ｈ(％）Ｃ(％）Ｎ(％）

Fbund６．３４４０．４０．４２
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5-2-7メチレンビスアクリルアミド架橋ゲルの調製

［maltosemonomer]/[ＭＢＡＡｍ]＝8/２

十分に脱気した蒸留水２２，１にマルトースビニルモノマー06149（純度８L４２％，

LO1mmol）を溶解させ，それにmethylenebisacrylamide（MBAAm）を３８．８ｍｇ（0.252

,mol）加えて５°Ｃで窒素通気を３０分間行った。その後，

N,N,Ｎ，,N-tetraethyIethylendiamine（TEEDAm）を0.0217ｍＩ加え，開始剤として

ammoniumpersuIfate（APS）を２．３ｍｇ（0.0101,mol）加えて，５℃窒素雰囲気化で３

時間かき混ぜた｡その後,蒸留水でよく洗浄したのち凍結乾燥により白色固体を得た。

［maltosemonomer]/[MBAAm]＝7/３

十分に脱気した蒸留水２．２ｍlにマルトースピニルモノマー０６１４９（純度81.42％，

LO1mmoI）を溶解させ，それにmethyIenebisaclylamide（MBAAm）を66.5ｍｇ（O432

mmol）加えて５°Ｃで窒素通気を３０分間行った。その後，

N,N,N，,Ｎ'一tetraethyIethylendiamine（TEEDAm）をＯＯ２１７ｍｌ加え，開始剤として

ammoniumpersulfate（APS）を２．３ｍｇ（0.0101,mol）加えて，５℃窒素雰囲気化で３

時間かき混ぜた｡その後,蒸留水でよく洗浄したのち凍結乾燥により白色固体を得た。

［maltosemonomer]/[MBAAm]＝6/４

十分に脱気した蒸留水２．７ｍIにマルトースビニルモノマー0.6099（純度65.0％，

0.797,mol）を溶解させ，それにmethylenebisacryIamide（MBAAm）を８２０ｍｇ（O532

mmoI）加えて５℃で窒素通気を３０分間行った。その後，

N,N,Ｎ，,Ｎ，-tetraethylethylendiamine（TEEDAm）を0.0172,1加え，開始剤として

ammoniumpersuIfate（APS）を１．８２ｍｇ（OOO798mmol）加えて，５℃窒素雰囲気化で

3時間かき混ぜた。その後，蒸留水でよく洗浄したのち凍結乾燥により白色固体を得

た。

［maltosemonomer]/[MBAAm]＝5/５

十分に脱気した蒸留水２．５ｍIにマルトースビニルモノマー0.3089（純度65.096,

0.403,mol）を溶解させ，それにmethylenebisacryIamide（MBAAm）を62.1ｍｇ（MO3

mmol）加えて５℃で窒素通気を３０分間行った。その後，
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Ｎ,Ｎ,Ｎ，,Ｎ'一tetraethylethylendiamine（TEEDAm）をＯＯＯ８６８ｍｌ加え，開始剤として

ammoniumpersuIfate（APS）を０９２ｍｇ（OOO403mmoI）加えて，５℃窒素雰囲気化で

３時間かき混ぜた。その後，蒸留水でよく洗浄したのち凍結乾燥により白色固体を得

た。

［maltosemonomer]/IMBAAm]＝O/１０

十分に脱気した蒸留水3.9ｍlにmethylenebisacrylamide（MBAAm）85.0ｍｇ（O551

mmol）を溶解させ，５°Ｃで窒素通気を３０分間行った。その後，

N,N,ＭＮ，‐tetraethylethyIendiamine（TEEDAm）をＯＯＺ３８ｍｌ加え，開始剤として

ammoniumpersulfate（APS）を2.52ｍｇ（0.0110,mol）加えて，５℃窒素雰囲気化で３

時間かき混ぜた｡その後,蒸留水でよく洗浄したのち凍結乾燥により白色固体を得た。
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５－２７レクチン吸着能評価

先に調製したSiI-Malm，CeI-MalIi，メチレンピスアクリルアミド架橋ゲルに対する

ConcanavaIinA(ConA)の吸着実験を行った｡希薄溶液での実験が可能であることと，

高感度であるという利点から蛍光プローブRhodamineを導入したＣｏｎＡを用い,各

吸着剤と混合したあとの溶液の蛍光強度から，ＣｏｎＡの吸着量を算出した。

使用した分析機器と測定条件を以下に示す。

蛍光分光光度計：JASCOFP-777

測定条件

励起波長：５５５ｎｍ蛍光波長：５７５，ｍ励起側バンド幅：ｌＯｎｍ蛍光側バンド幅：

10,ｍ

データ取込間隔：０．５，ｍ走査速度：lOOnm/miｎ

５－２８Rhodamine-ConcanavalinAの定量

塩化カルシウム27.75ｍｇをトリス塩酸緩衝液に250ｍIに溶解し,ｌｍＭ塩化カルシ

ウム/トリス塩酸緩衝液を調製した｡ｌｍＭ塩化カルシウム/トリス塩酸緩衝液と5ｍｇ/mI

Rhodamine-ConA溶液をＴａｂＩｅ５－２に従って混合し，各種濃度のRhodamine-ConA溶

液を調製し,蛍光スペクトル測定を行った｡測定の結果,検量線の式ｙ＝817.ｌｘ＋44.43

を算出した。

Table５．２PreparationofvariousRhodamine-ConcanavalinAsoIution

ｌｍＭ塩化カルシウム／

トリス塩酸緩衝液(１４１）
R-ConA濃度

（ｍg/ｍＩ）
5ｍｇ/ｍｌＲ－ＣｏｎＡ

⑩I）

５
１
２
３
４
５
６

Ⅱ
０
０
０
０
０
０

帆
仰
靭
如
柵
棚
仰

５
ｍ
加
犯
如
卯
印

1３５



560 580 600

Wavelength (nm)

620 640

Figure 5-4 Fluorescence spectra of Rhodamine-Concanavalin A

in lmM CaC^/Tris/HCl buffer.Excitation wavelength is 555 nm.
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Figure 5-5 Concentration dependence of fluorescence intensity with

Rhodamine-Concanavalin A at 575 nm.Excitation wavelength is 555 nm.
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5-2-9マルトースマクロマーグラフト化シリカによる吸着実験

SiIcagel，SiI-Mal5，SiI-Mallo，Sil-MaI2o，Sil-Mal3oを３ｍｇずつサンプル管に採取

し，Ｉ９００ｍｌと５ｍｇ/mIRhodamine-ConA溶液100ｍIを加え，暗所で１時間静置し

たのちフィルターでろ過をし，ろ液を蛍光スペクトルにより測定した。測定結果を

Figure5－６，５－７，５－８に示すとSiIcagelを添加した場合が最も蛍光強度が低く，Silca

geIにＣｏｎＡが吸着されることが示唆された。Sil-Mal5において吸着量が減少したこ

とについては，担体のSilcagelにポリマー鎖が吸着され，側鎖のマルトースの自由

度が奪われてＣｏｎＡが結合できなかったことに加え，吸着されたポリマー鎖によっ

てSilcagel自体にもＣｏｎＡの吸着が起こらなかったためと考えられる。また，重合

度が伸びるにつれて自由なマルトースが増加するためＣｏｎＡの吸着量は増加し，

Sil-Mal3oでは高分子効果により吸着量が一気に上昇したものと考えられる。

5-2-3マルトースマクロマーグラフトイヒセルロースビーズによる吸着実験

Cellulosebeads，CelI-Mals，ＣｅⅡ-Ｍall｡，CeII-Mal2o，CeII-MaI3oを３ｍｇずつサンプ

ル管に採取し，Ｉを900mlと５ｍｇ/mIRhodamine-ConA溶液lOOmlを加え，暗所で

１時間静置したのちフィルターでろ過をし,ろ液を蛍光スペクトルにより測定した。

Figure5-9,5-10,5-11に示す結果から，Cellulosebeads自体には吸着は起きず，ポ

リマー鎖の重合度増加に伴う吸着量の増加が確認された。

5-2-4マルトース／メチレンビスアクリルアミドゲルによる吸着実験

［maItose]/ＩＭＢＡＡｍ１＝O/１０，５/５，６/４，７/３，８/２のゲルを３ｍｇずつサンプル管に採

取し，Ｉを900ｍlと５ｍｇ/mlRhodamine-ConA溶液100,1を加え，暗所で１時間静

置したのちフィルターでろ過をし，ろ液を蛍光スペクトルにより測定した。Figure

5-12,5-13,5-14に示す結果から，マルトースの組成比増加に伴い，吸着量の増加

が確認された。
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Figure 5-6 Fluorescence spectra of Rhodamine-Concanavalin A in the presence

of Sil-Maln in lmM CaCl2/Tris/HCl buffer. Excitation wavelengh is 555 nm.
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Figure 5-7 Polymerization degree of Sil-Maln dependence of fluorescence intensity at 575 nm
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Figure 5-8 Polymerization degree of Sil-Maln dependence of amount of adsorption
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Figure 5-9 Fluorescence spectra of Rhodamine-Concanavalin A in the presence

of Cel-Maln in lmM CaCl2/Tris/HCl buffer.Excitation wavelengh is 555 nm.
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Figure 5-10 Polymerization degree of Cel-Maln dependence of fluorescence intensity at 575 nm
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Figure 5-11 Polymerization degree of Cel-Maln dependence of amount of adsorption
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Figure 5-12 Fluorescence spectra of Rhodamine-Concanavalin A in the presence

of copolymer beads in lmM CaC^/Tris/HCl buffer.Excitation wavelengh is 555 nm.
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Figure 5-13 Molecular ratio dependences of fluorescence intensity at 575 nm
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Figure 5-14 Molecular ratio dependences of amount of adsorption
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5-3酸素ガスパリアーフィルムへの応用

食品や医薬品，精密半導体部品などの包装用フィルムは，内容物の酸化，湿気防止

機能が必要であり，その指標として酸素透過度と水蒸気透過度が重要なファクターと

なる。従来より，酸素バリアフイルムとして，ポリ塩化ビニリデンが大量に利用され

てきたが，1996年以来，脱塩素素材が求められ，環境に優しい材料への転換が行われ

るようになってきた。ポリ塩化ピニリデン以外で現存するフィルムで高い酸素バリア

性を示す材料にポリビニルアルコールーエチレン共重合体，ＥＶＯＨがある。これは，

環境に比較的，優しい材料ではあるが，高湿度下において，酸素バリア性の低下が生

じる。最近では，最も高い酸素バリアを示すフイルムとして，アルミなどの金属を蒸

着した複合フイルムが開発されているが，コストが高いうえに，食品等の中の金属異

物を検出する探知器を使用することができない。極性の高い高分子を用いたフィルム

の場合，水素結合に由来した結晶性が高い程，ガスバリア性が高くなる。

そこで，本章では第３章で合成したｐｏＩｙ（2-(methacryloyloxy)ethyIureidocelIobiose）

をNylonフィルムにキャストし，そのガス透過性を評価した。

5-3-1ガスパリア性

均一な厚さム面積Ａの高分子フィルムを厚さ方向にガスが定常状態で透過すると

仮定する。ガスはフィルム表面に溶解し，次に高濃度側から低濃度側に向かって拡散

していく。r時間にこの面積Ａ，厚さノのフイルムを通じて移動するガスの量９は，次

のＦｉｃｋの第１法則（４１）の積分により与えられる。

Ｒ－Ｄ等（Fickの第'法則）件'）

ここでＲは単位時間・単位面積あたりのガス移動速度，Ｄは拡散係数，Ｃは透過ガス

濃度，ｘはフィルム内の高濃度側の表面からの距離である。

Ｊｌ僻Ｌ山 (4-2）９＝ＤＡ

一方，JOOxは一般の拡散式でＦｉｃｋの第２法則（４３）に定常状態である条件，すなわ

ちJdO/＝０，x＝０，Ｃ＝Ｃﾉ，x＝１，Ｃ＝Ｑを与えることにより得られる。

器､帯 (Fickの第２法則）（4-3）

よって，

Ｇ肥一敗 (4-4）
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第五章

従って，（４２)，（４４）より９は次式となる。

９＝、Aに]＿ｃ)ｒ
ノ

(4-5）

フイルム界面における濃度Ｃ,Ｃ２はHenryの法則により，接しているガスの圧力Ｐ１，

P2と平衡状態にある。

Ｃｉ＝ＳＰｉ（j＝１，２） （４６）

ここでＳは溶解度係数である。従って（4-5）は

９＝-2坐LLリユL FI-7）
ノ

A，（PﾉｰP2），ハノにＣＧＳ単位で１を用い，このときの９をＰで表すと，

Ｐ＝ＤｏＳ ＦＩ－８）

このＰは透過係数である。すなわち透過係数Ｐは溶解度係数sと拡散係数Ｄの積で

あり，単位はcc。cm/cm２．sec・cmHgである。また圧力法，同圧法など各種の測定法

で測定されたサンプルのガス透過率には厚み因子が入っていないcc/m2.24hr・at、単

位が多く用いられている。

5-3-2高分子構造とガスパリア性

Ｔａｂｌｅ４１に各種高分子フィルムの主要ガスの透過度を示す。ＰＶＣやＥＶＯＨなど，

非常に良好な酸素ガスバリア性を示す高分子は’一般に極性基を含むものが多い。

Ｍ・SalamsDは，高分子の構成単位からガス透過度を推定する方法を提案している@.

この方法では特定の高分子のガス透過度を測定し，またその高分子の凝集エネルギー

密度と自由体積分率を計算することにより，酸素，窒素，炭酸ガスの透過度と式(４９）

で関係づけている。

ｐ＝Ae-sn （４９）

ここでｐは透過係数，Ａ及びＳは定数，１７は高分子のPermaChOrである｡先に述べた

ガスに対して計算された２５℃における定数Ａ及びＳをＴａｂｌｅ４－Ｚに示す。高分子の

permachorである１７は結晶化度にも依存してくる｡結晶性高分子のPermachorは次式に

より与えられる。

Ⅱ＝IIn-l81nα （410）
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5-3-3ガスパリア性の湿度依存性

極性基を含む高分子の酸素ガス透過係数は低い値を示すがその中でも水酸基やア

ミド基などは水分子と結合しやすく，これらの基を含む高分子の酸素透過度は湿度の

影響を受ける。Ｆｉｇｕｒｅ４１に各種高分子フィルムの酸素ガス透過度の温度依存性を示

す。またFigure42にその高分子構造を示す52)。

Ｔａｂｌｅ４－ｌＧａｓｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｅaｃｈｆｉｌｍｓ

ガス透過度ａ(cc/m2hratm）フィルム名

ＣＯ２ Ｎ２ 0２

ＬＤＰＥ

ＨＤＰＥ

無延伸PP

2軸延伸PP

PVDCコート２１！i１１延伸PＰ

セロハン

ＰＶＤＣコートセロハン

ポリエステル

無延伸ナイロン

2軸延伸ナイロン

PVDＣコート2軸延伸ナイロン
ＰＳ

ＰＣ

ＥＶＯＨ（EVAケン化物）

42500

9100

12600

８５００

８~8０

６，９０

2800

６６０

７６０

３１５

８~30

8~2５

７９００

２９００

３８００

２５００

＜1６

３～8０

１５ａ

95～130

４０

３０ａ

ｌＯａ

５５００

４７００

Ｌ５ｂ

240~400

160,,190

１１～1６

１４

14000

17000

880

790

a)測定条件：２５℃，湿度５０％ｂ)測定条件：２７℃，湿度６５％

Ｔａｂｌｅ４２ＣｏｎｓｔａｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆＯ２ａｎｄＮ２ａｎｄＣＯ２ｇａｓｆＯｒＰｅｒｍａｃｈｏｒｓｃｈｅｍｅ

Ａ(２５℃）

S(２５°Ｃ）cｃｍｉＩｃｃｃｍ

cｍＺｓｅｃｃｍＨｇ ｌＯＯｉｎ２ｄａｙａｔｍ

２
２
の

Ｃ
Ｎ
Ｃ

5.0ｘ10-9

2.ＯｘｌＯ－９

３２ｘｌＯ－８

8.350

3.340

53.40

Ｏ112

0.120

0.122
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第五章

5-3-4酸素ガス透過性の評価

蒸留水２０ｍlとdimethylsulfOxide(､MSO)163.6ｍIを混合しｇ０ｗ９６ＤＭＳＯ水溶液を

調製した。このｇ０ｗ９６ＤＭＳＯ水溶液９５９にｐｏｌｙ（2-(methacryloyloxy)ethyIureido

celIobiose)５９を１２時問浸せきし，５Ｗ％ｐｏＩｙ(2-(methacryIoyIoxy)ethylureidoceIIobiose）

溶液を調製した。その後この溶液を，0.45ｍｍメンブランフィルターでろ過し測定サ

ンプルとした。このSw96poIymer溶液を厚み１５ｍｍのコロナ処理ナイロンフイルム

（(株）興人制，ボニールＲＸ）にメイヤーバーに塗布し’00℃で２分間乾燥させ厚

さ1.2ｍｍのポリマーコーティングフィルムを得た。

得られたポリマーフィルムをOX-TRAN③100を用いて酸素ガス透過度を測定した。

比較として先に用いた，厚み１５ｍｍのコロナ処理ナイロンフィルム（(株）興人制，

ボニールＲＸ)をポリマーコーティングをせずにそのまま酸素ガス透過度を測定した。

測定結果をTable４３，Figure4-3に示す。

400

300

200

100

ＯＰＥＴ（２５１０

●NyIon(2519

△ＰＶＡ(３０１０

▲ＰＶＤＣｃｏａｔｅｄｂｙＰＶＡ(301几）

□ＥＶＯＨ(２５１０

■Obtainedpolymer
（ロロ国二ＮＢへ。。）房門。

5０

５

１

0２０４０６０８０１００

Relativehumidity(％）

Figure4-30TRoftheobtainedpolyｍｅ｢coatedfilmandotherfilms
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Table４．３０TRoftheobtainedfilmandnylonfiI、
ＯＴＲFilm 9Ｉ６ＲＨ

0.15

０．４５

1３

７２Coatingfi,ｍａ）

Non-coatingfilmb）
３５

２１０

1３

７２

a)nyIon-6fiImcoatedbyobtainedpolymer
b)nyIon-6fiIm

ナイロンフイルムは，乾燥条件下（湿度１３％）で，酸素透過度３５ｃｃ/､２．ｄａｙ・ａｔｍ，

湿潤条件下（湿度72％）で２１０cc/ｍ２・ｄａｙ・ａｔｍと酸素を著しく透過する。これに，

poly(2-(methacryloyloxy)ethylureidocellobiose)をコートすると,乾燥条件下(湿度13％）

で酸素透過度０１５cc/ｍ２・day・atm，湿潤条件下（湿度72％）で0.45cc/m2・day・atm

と飛躍的に酸素ガスバリア性が増大した。フィルムのコート厚が現存のフイルムより

もｌ/ＩＣ程度の厚みでありながら，図に示すように，現存する材料の中で最も高い酸素

ガスパリア性を有するアルミ蒸着フイルムよりも高いガスバリア性を示した。一方，

セルロースフイルムが，湿潤時でガスバリア性が著しく低下するのに対し，得られた

フイルムがほとんど，低下しないのは，糖の有する水素結合の効果を反映していると

考えられる。開発された素材は，環境に優しいセルロース由来であるうえに，湿度変

化の影響を受けない。このことは，今後，包装材料の分野の中で，波及効果を伴った

応用展開が期待できる。
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第六章

本研究では，オリゴ糖の水酸基に保護基を用いず簡便な合成経路で重合性官能基を

導入しマクロモノマー化し，さらにその重合物の主に水溶液中での形態観察及び機能

評価について検討した。さらに，それらのマクロモノマーを用た，機能`性材料への応

用についても検討した。

第１章は序論であり，最近のオリゴ糖をもちいた研究例，オリゴ糖を分子内にもつ

高分子の合成などを例に上げて本研究の目的及び研究方法等について，論じている。

第２章では，単糖類のグルコース，＝糖類のセロビオース，マルトース，さらにセ

ロトリオース，マルトトリオースなどのオリゴ糖に保護基を用いない簡便な合成スキ

ームで，重合性官能基を導入について検討し，オリゴ糖の水酸基のうち還元性を示す

第一位の水酸基のみをアミノ基に変換したのち，水酸基とアミノ基の反応性の違いを

利用して，多数の水酸基を保護することなく，アミノ基のみに重合,性官能基を導入す

ることが可能であることが明らかになった。その分子構造は，HPLCFILIR，ＮＭＲ

測定によって評価した。

第３章では,得られたオリゴ糖マクロモノマーを水系重合反応によりポリマー化し，

その分子量・分子量分布，光散乱及び透過電子顕微鏡等を用いて溶液物性についても

検討した。その結果，重合により得られたオリゴ糖側鎖型ポリマーは，水中において

プルラン換算で数千万の分子量に相当する巨大な会合体として存在することがサイ

ズ排除クロマトグラフィー（SEC）の測定結果より明らかになった。さらに光散乱及

び透過電子顕微鏡観察より，会合体は20～30,ｍの真球状であることが確認された。

第４では，新たに調製した両親媒性オリゴ糖高分子を利用し，高分子ミセル型のナノ

粒子の創製について検討を行った。高分子主鎖の片末端のみに疎水部を導入した両親

媒性化合物と，高分子側鎖に疎水部を導入した両親媒性化合物を合成し，臨界ミセル

濃度や，会合形態などを調査した。その結果，高分子主鎖の片末端のみに疎水部を導

入した両親媒性化合物においては,規則的な疎水空間をもつミセルを形成することが

明らかになった。
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第５章では，得られたポリマーの酸素ガスバリアフィルムへの応用を検討した。その

結果，現存する親水性高分子から調製されたフィルムと比較して優れたバリア性をも

つことが示され，さらに高温度状態においても高いバリア性を保持することも明らか

になった。加えて，シリカゲル等にポリマーをグラフト化することによってレクチン

吸着剤などへの応用を検討し，特定のレクチンのみを吸着することが確認され，レク

チン吸着剤として有用であることを確認した。

還元性をもつオリゴ糖をマクロマー化する手法の確立，及び少数ではあるがそのマク

ロマー群の構築を達成した。機能評価からも，オリゴ糖が元来もち得なかった機能の

発現も示唆された。
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