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研究成果の概要（和文）：抗体は、抗原を認識して結合する働きを持っている。分子インプリン

トポリマーは、目的物質を特異的に認識して結合できる、人工的に作られた抗体（人工抗体）

である。 そこで、本研究では、中国伝承薬および薬草から活性成分およびその関連物質を特異

的に抽出するための人工抗体の作製を検討した。その結果、苦参中に含まれる活性物質で

あるマトリンおよびオキシマトリンとそれらの関連物質、ウコンの主要成分であるクル

クミンとそれら関連物質の特異的抽出に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：An antibody can specifically recognize an antigen. A molecularly 
imprinted polymer, which is a synthetic antibody (artificial antibody), can specifically 
recognize a target compound, too. In this study, artificial antibodies for matrine and 
oxymatrine have been prepared to extract matrine, oxymatrine and their structurally 
related compound(s) in Chinese traditional medicines (TCMs). Furthermore, an artificial 
antibody for curcumine has been prepared to extract curcumine and its structurally related 
compound(s) in TCMs. The obtained results indicate that these antibodies work very well 
for specific extraction of the target compounds in TCMs. 
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１．研究開始当初の背景 
分子インプリント法は、テンプレート分子

の存在下、それと相補的に相互作用するモノ
マーを重合させることにより、テンプレート

分子に対する特異的認識部位を得る方法で
あ る 。 分 子 イ ン プ リ ン ト ポ リ マ ー
（molecularly imprinted polymer, MIP）は
人工レセプター、人工抗体とも呼ばれ、目的
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物質の特異的認識に利用されている。しかし、
従来の MIPは塊状重合法により調製されるた
め、(1) 重合後、粉砕・分級する必要がある、
(2) 得られたポリマーはサイズおよび形状
が不均一なポリマーである、(3) 非水系での
認識能は優れているが、水系での認識能は劣
るなどの欠点を有していた。球状で、粒子径
の均一な MIP、水系で優れた認識能を持つ MIP
の調製法を開発することは、高性能、高機能
な MIP を得るために有用である。そこで、我々
は多段階膨潤重合法により粒子径単分散の
MIP を調製する方法を開発した。一方、多段
階膨潤重合法では、比較的疎水性の化合物に
対する MIP の調製が可能であったが、親水性
の化合物に対する MIP の調製が難しかった。
そこで、親水性の化合物に対しては沈殿重合
法により、粒子径単分散の MIP の調製を行っ
てきた。さらに、MIP 表面を親水性モノマー
を用いて in situ で選択的に親水化すること
により、生体試料の直接注入による薬物の選
択的濃縮分析、並びに環境試料中の超微量の
物質の濃縮分析に応用できることを明らか
にした。 
 一方、MIP は、レセプターあるいは抗体の
ように、交差反応性および群特異性をもって
いる。申請者により調製された MIP は、水系
での分子認識能に優れていることおよび高
い群特異性を示すことを見出していた。種々
の薬物に対するレセプターは、当然のことな
がら、水系でその分子認識能を発現するとと
もに、高い群特異性を示す。そこで、医薬品
の薬理活性部位に対する MIP（＝人工レセプ
ター、人工抗体）を調製する方法であるドメ
インインプリント法と水系で優れた分子認
識能を発現する MIP の調製法である多段階膨
潤重合法あるいは沈殿重合法と組合わせて、
MIP の調製を行う。さらに、得られた MIP の
レセプター様分子認識能を利用して、医薬品
活性体のハイスループットスクリーニング
に適用するという研究の着想を得た。そこで、
平成 17～18 年度の萌芽研究（ドメインイン
プリント法による医薬品活性体のスクリー
ニング）を申請した。その結果、エピガロカ
テキンガレートに対する MIP を用いることに
より、丹参中の活性成分である Tanshinone 
IIA 等の活性成分の探索に成功した。 

本研究課題では、中国伝承薬および薬草か
らの創薬シードのスクリーニング法への MIP
の適用：すなわち、水溶性の高い活性成分あ
るいは微量な活性成分も含めた探索、それら
のオンラインでの構造情報の取得、さらには
オフラインでの構造決定を行うシステムの
開発をめざす。 
 国外では、比較的脂溶性が高く、大量に存
在する活性成分を中国伝承薬中より抽出す
る試みが行われている。しかし、水溶液中で
レセプター様分子認識能を示す系を確立し

た報告はなく、それを中国伝承薬および薬草
中の活性体のハイスループットスクリーニ
ングに適用した例はない。また、国内では、
MIP の群特異性を利用し、漢方薬あるいは薬
草中の活性成分のスクリーニングを行った
報告はなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究は、(1) 水系でレセプター様分子認
識能を示す MIP の調製法を開発する、(2) 開
発した調製法を医薬品の薬理活性部位に対
するMIPの調製に適用する、(3) 得られたMIP
を中国伝承薬および薬草中の活性体（＝創薬
シード）のハイスループットスクリーニング
に適用する、(4) オンラインで活性体の構造
情報の取得、あるいはオフラインで新規活性
体の構造決定を行う、(5) in vitro での薬理
活性の評価を行い、創薬シードを選択するこ
とにより、当初の目的を達成することができ
る。 
 従来の分子インプリント法では、疎水性の
大きなトルエンあるいはクロロホルムなど
の有機溶媒を希釈剤として用いて、有機溶媒
中で重合が行われていたため、比較的脂溶性
の高い化合物の鋳型が合成されている、非水
系での認識能は優れているが、水系での認識
能が発現しにくいという欠点を有していた。
申請者らが開発した多段階膨潤重合法は、水
と有機溶媒との混合系での重合であり、沈殿
重合法は、極性の高い有機溶媒中での重合で
あるため、球状で、粒子径の均一である粒子
が得られることに加えて、水系で標的分子を
認識できることが明らかとなった。種々の薬
物に対するレセプターあるいは抗体は、水系
でその分子認識能を発現するとともに、高い
群特異性を示す。そこで、医薬品の薬理活性
部位に対する MIP の調製を行うために、水系
での分子認識が可能な、多段階膨潤重合法あ
るいは沈殿重合法と、医薬品の部分構造を認
識する MIP を調製する方法である、ドメイン
インプリント法を組合せて、MIP を調製する
ことが本研究の特色であるとともに、独創的
な点である。 

さらに、得られた MIP を中国伝承薬および
薬草より水、あるいは溶媒で活性成分を抽出
後、活性体のハイスループットスクリーニン
グに適用するとともに、質量分析（MS）装置
を用いてオンラインで、活性体の構造情報を
得る。MIP とノンインプリントポリマー（テ
ンプレート分子を用いないで、重合を行った
ポリマー）カラムで、抽出成分の保持を比較
し、MIP により保持された成分を活性成分と
みなす。活性成分フラクションをさらに、LC
カラムで精密分離後、MS で構造情報を得る。
既知の活性成分は、ライブラリーサーチある
いは文献検索より決定し、未知の活性成分は、
MIP カラムおよび分取カラムを組合わせるこ



 

 

とにより、単離を行い、構造決定を行う。従
来は、比較的疎水性の大きな成分および多量
に存在する成分に注目して探索が行われて
いた。しかし、本法では、水溶性の活性成分
および微量の活性成分にも注目して探索を
行うとともに、オンラインで活性体の構造情
報を得、オフラインで未知の活性成分の構造
決定を行うことが、本研究の特色であるとと
もに、独創的な点である。 

その結果、中国伝承薬および薬草中からの
活性体のハイスループットスクリーニング
が可能となるとともに、未知の活性成分の構
造決定が可能となる。中国伝承薬および薬草
中には、多くの活性成分が含まれているが、
水溶性の成分および微量成分に関心が払わ
れることはこれまで少なかった。しかし、中
国伝承薬および薬草も限りある資源であり、
その水溶性の成分および微量成分にも注目
し、創薬シードを探索することは意義深いこ
とである。 
 
３．研究の方法 
(1)レセプター様分子認識能を示す MIP の調
製法の開発と医薬品の薬理活性部位に対す
る MIP の調製への適用 

ドメインインプリント法を用いて調製し
た MIP は、群特異性をもち、医薬品の薬理活
性部位を特異的に認識する MIPの調製法であ
る。そこで、苦参中に含まれる活性物質であ
るマトリンおよびオキシマトリン、ウコンの
主要成分であるクルクミンの薬理活性部位
を選び、インプリントする。しかし、インプ
リント分子は、上記化合物に限定されるもの
ではなく、種々の医薬品あるいは中国伝承薬
中の活性成分等をインプリント分子として、
選択可能である。したがって、優れた認識能
が得られない場合あるいは群特異性が得ら
れない場合は、適宜インプリント分子を選択
する。一方、多段階膨潤重合法および沈殿重
合法は、水系での分子認識が可能な MIP 調製
法である。そこで、ドメインインプリント法
と、①多段階膨潤重合法および②沈殿重合法
を組合わせることにより、MIP の調製を行い、
③得られた粒子の親水化を行い、さらに④そ
の調製法の最適化を検討する。 
① 多段階膨潤重合法による MIP の調製 

多段階膨潤重合法は、比較的疎水性の高い
化合物に対する粒子径単分散 MIP を調製する
ための分子インプリント法であり、以下のよ
うに行う。ⅰ）粒子径約 1 µm のポリスチレ
ン種粒子を用いて、膨潤助剤であるジブチル
フタレートを加え、一次膨潤を行う。ⅱ）重
合開始剤および希釈剤を加え、二次膨潤を行
う。ⅲ）インプリント分子およびそれと相補
的に相互作用する機能性モノマー (例えば
水素結合、イオン結合、π−π 相互作用および
形状認識性等を発現する官能基を有するモ

ノマー) および架橋剤を加え、膨潤後、重合
を行う。ⅳ）テンプレート分子に対して、最
適なモノマーの検討、重合条件の検討を行い、
効率のよいインプリント効果が発現する調
製法を確立する。 
② 沈殿重合法による MIP の調製 

沈殿重合法は、親水性の化合物に対する粒
子径単分散 MIPを調製するための分子インプ
リント法であり、以下のように行う。ⅰ）テ
ンプレート分子、機能性モノマー、架橋剤、
重合開始剤をアセトニトリルおよびトルエ
ンの混液に溶解し、ゆっくりと回転させなが
ら重合を行う。ⅱ）ⅰ）の調製過程において、
分子インプリント効果が得られるかどうか、
検討を行う。ⅲ）テンプレート分子に対して
最適な機能性モノマーの検討、重合条件の検
討を行い、効率のよいインプリント効果が発
現する調製法を確立する。 
③ MIP の親水化 

上記①および②で、インプリントを施した
後、グリセリンモノメタクリレートおよびグ
リセリンジメタクリレートを用いてポリマ
ー粒子表面の親水化を行う。あるいは、上記
①あるいは②で、エポキシ基を有するモノマ
ーを用いて、共重合で粒子を調製し、親水化
を行う。親水化条件を最適化し、テンプレー
ト分子の非特異的吸着を抑える系を確立す
る。 
④ 調製の最適化 

得られた MIP を LC カラムに充填し、その
特異性、選択性を LC を用いて評価する。得
られた結果を、MIP の調製法の最適化 (テン
プレート分子、モノマー、架橋剤、重合方法、
重合温度、重合時間などの条件についての検
討) にフィードバックする。 
(2) 中国伝承薬および薬草中の活性体のハ
イスループットスクリーニングへの適用 
 得られた MIPが中国伝承薬および薬草中の
活性体（＝創薬シード）のハイスループット
スクリーニングに使用可能か、萩中が予備的
に検討する。良好な結果が得られた MIP につ
いては、多数の中国伝承薬および薬草中の活
性成分のマススクリーニングを、西安交通大
学薬学部で賀 浪中（研究協力者）が行う。
先ず、多量に存在する、比較的脂溶性の高い
活性成分を中心にスクリーニングを行う。 
① 得られた MIPおよびノンインプリントポ
リマー｛テンプレート分子を用いないで、重
合を行ったポリマー、non-imprinted polymer 
(NIP)｝（コントロールポリマーとして使用）
を LC 用カラム（カラム内径、長さは、負荷
量により適宜選択する）に充填する。(萩中
担当) 
② 中国伝承薬（苦参、ウコンなど）を粉砕
し、その一定量を秤量し、水あるいは溶媒を
加え、１時間超音波抽出する。抽出液をメン
ブランフィルターを用いてろ過し、試料とす



 

 

る。 
③ 得られた試料を、MIP および NIP カラム
に注入する。移動相は、水あるいは緩衝液と
有機溶媒（アセトニトリル、メタノールある
いはエタノール）の混液を用いる。活性体は
MIP カラムに保持されるために、MIP カラム
と NIP カラムで、溶出した成分の保持時間お
よび溶出パターンの比較を行う。MIP カラム
で保持の大きなフラクション部分を活性成
分とみなす。活性成分フラクション中には、
いくつかの活性成分が含まれている可能性
があるため、カラムスイッチングにより LC
あるいは UPLC（超高圧 LC）を用いた逆相分
配モードで精密分離後、質量分析（MS）装置
を用いてオンラインで活性体の構造情報を
得る。ライブラリーサーチあるいは文献検索
（それぞれの中国伝承薬および薬草中の活
性成分が既知であれば、それらの成分の検
索）により、既知の活性成分を特定する。未
知の活性成分は、MIP カラムに保持された成
分を、さらに分取カラムにより単離を行い、
各種機器分析装置を用いてオフラインで構
造決定を行う。 
 
４．研究成果 
(1) マトリンおよびオキシマトリンに対す
る分子インプリントポリマーの調製 

苦参中に含まれる活性物質であるマトリ
ンおよびオキシマトリンに注目して、これら
の活性物質に対する MIPを沈殿重合法により
調製した。テンプレート分子にマトリンある
いはオキシマトリン、機能性モノマーにメタ
クリル酸、架橋剤にジビニルベンゼン、重合
開始剤に AIBN を用い、これらをアセトニト
リル/トルエン溶液に溶解した。次に，この
溶液をゆっくりと撹拌し、60 ℃で 16 時間重
合を行った。その結果、粒子径の均一な MIP
が得られた。次に、調製した MIP をステン
レス製カラムに充填し、その保持能および分
子認識能を移動相にリン酸塩緩衝液–アセト
ニトリル混液を用いて HPLC により評価し
た．その結果、マトリンに対する MIP は、
マトリンおよびその類縁体を苦参中より選
択的に抽出できた。一方、オキシマトリンに
対する MIP は、オキシマトリンおよびその類
縁体を苦参中より選択的に抽出できた。これ
らの類縁体の構造について検討した結果、マ
トリンに対する MIP はマトリンおよびマト
リンの 13 位に二重結合をもつソフォカル
ピン、オキシマトリンに対する MIP はオキシ
マトリンおよびオキシマトリンの 13 位に
二重結合をもつソフォカルピン N-オキシド
を選択的に抽出できることが分かった。 
これらの結果は、群特異性をもち、医薬品の
薬理活性部位を特異的に認識する MIPの調製
法が可能であることを裏付けている。 
(2) クルクミンに対する分子インプリント

ポリマーの調製 
ウコンの主要成分であるクルクミンに対

する MIP を沈殿重合法により調製した。機能
性モノマーにメタクリルアミドおよび 4-ビ
ニルピリジン、架橋剤にジビニルベンゼン、
重合開始剤に AIBN を用い、これらをアセト
ニトリル/トルエン溶液に溶解した。次に、
この溶液をゆっくりと撹拌し、60 ℃で 16 時
間重合を行った。その結果、粒子径の均一な
MIP が得られた。メタクリルアミドをコモノ
マーとして加えることにより、機能性モノマ
ーとして 4-ビニルピリジンを用いた粒子径
の均一な MIP の調製が可能であることを、は
じめて明らかにした。また、得られた MIP を
ウコン中のクルクミンおよびその関連物質
の選択的抽出分析に適用したところ、クルク
ミンおよびその脱メトキシ体の抽出が可能
であった。さらに、クルクミンおよびその脱
メトキシ体以外の成分もクロマトグラム上
に認められたが、これらはクルクミンおよび
その脱メトキシ体のケト体であると推定さ
れた。 
(3) 磁性分子インプリントポリマーの調製 
 中国伝承薬あるいは生薬成分の抽出の簡
略化を目的として、磁性粒子を種粒子として
用いて多段階膨潤重合法による MIP（磁性 MIP、
M-MIP）の調製を試みた。モデル化合物とし
て、2 -アリルプロピオン酸系抗炎症薬であ
る (S)-ナプロキセンを鋳型分子に、機能性
モノマーに 4-ビニルピリジンを用いて M-MIP
を調製した。得られた M-MIP の(S)-ナプロキ
センに対する光学認識能は、種粒子にポリス
チレン粒子を用いて重合した MIP とほぼ同等
であった．これらの結果から、多段階膨潤重
合法を用いて、分子認識能を有する M-MIP の
調製が可能であることが明らかとなった。現
在、クルクミンに対する M-MIP の調製を行う
とともに、ウコン中のクルクミンおよびその
脱メトキシ体の抽出への適用を検討中であ
る。 
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