
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 4月 20日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：本研究の目的は、イオン液体を分離媒体として用いた、バイオ分子の新し

い分離システムを開発することである。イオン液体は分離媒体として優れた性能を示すと期待
されるが、利用できる抽出剤は限られている。本研究では、モデルに シトクロム cおよび DNA
オリゴマーを選定し、これを抽出可能にするイオン液体抽出系の開発を行った。有機溶媒系よ
りも抽出性に優れた、反応抽出によるバイオ分子の抽出に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
医療の高度化、人々の健康志向にともなっ

て、生産あるいは分析分野で、アミノ酸、タ
ンパク質、DNA など、バイオ分子の分離の
必要性が高まってきた。物質の分離は、最も
労力とコストを要する工程である。 
溶媒抽出法は、目的物質を連続的に精度良

く回収できることから、高度分離技術として、
金属の分離精製に広く用いられてきた。バイ
オ分子の分離に関しては、金属の分離技術を
応用することで最近本格的に研究が始まっ
た。しかしながら、タンパク質や DNA 等の
分子量の大きな分子を高度に認識する抽出

試薬がほとんど無いためその分離は難しく、
より高度な分離システムの開発が求められ
ている。 
そこで我々は、イオン液体に着目した。イ

オン液体は、有機性陽イオンと陰イオンから
なる液体の溶融塩で、蒸気圧がほとんど無く
安全性の高い溶媒と言われている。合成が可
能であることから、分子設計により高機能の
溶媒となる液体を調製することができる。金
属イオンの分離においてはいくつかの有用
な系を見いだしており、この成果をもとに、
より大きく複雑なバイオ分子の分離媒体と
してイオン液体を用いることを着想した。 
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バイオ分子のために開発された数少ない
抽出試薬は、クロロ系、芳香族系の有機溶媒
にしか溶解しないため、イオン液体を代替に
用いることができれば、より安全かつ高度な
分離系の構築が期待できると考えられた。一
方、イオン液体に溶解する抽出試薬は少なく、
これを解決することが、大きな課題であった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、イオン液体を分離媒体と

して用いることにより、タンパク質や DNA 
といったバイオ分子の新しい分離システム
を開発することである。 
 イオン液体による有機物の分離例は、有機
物の自己分配によるものがほとんどである
が、効率的な分離のためには、目的分子を高
度に認識する抽出試薬を溶媒に組み込むこ
とが必要である。しかしながら、イオン液体
を溶解する抽出試薬は限られている。そこで、
本研究では、タンパク質、DNA の分離をモ
デルとして、 
（１）目的分子を高度に認識する抽出試薬の
開発 
（２）抽出試薬との親和性が高く、効率のよ
い抽出が可能なイオン液体の開発 
により、バイオ分子の抽出に応用可能な抽出
系を創出する。さらに、 
（３）抽出分離のメカニズムの解明と系の最
適化を行い、新規プロセス設計のための指針
を得ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）抽出剤の開発 
小分子の抽出および有機溶媒系における実
験結果をもとに、タンパク質(シトクロム c、
Cyt-c)、DNA の抽出試薬を選定、開発した。
試薬の性能を抽出性能により評価した。 
（２）イオン液体の開発 
抽出溶媒として、図１のようなイミダゾリ

ウム型のイオン液体のカチオン側鎖に種々
官能基 Rを導入し、またアニオンと組み合わ
せることにより、種々イオン液体を合成した。
イオン液体の物性を測定し、相互溶解性や抽
出性能との関係を明らかにした。抽出試薬の
溶解性の問題を解決するため、R にタンパク
質を認識する官能基を導入し、自身に抽出能
力を持たせたイオン液体系の開発を行った。 
（３）タンパク質および DNA の抽出平衡 
開発した抽出試薬とイオン液体の組み合

わせにより抽出相を調製し、定法にしたがっ
て、Cyt-cおよびDNAの抽出平衡を測定した。
Cyt-c の検出は、UV/VIS 分光光度計により行
った。DNA は、 
 

 
のように5’末端にFITCで蛍光ラベル化した
30mer（分子量=9388）の 1 本鎖を用い、水溶

液中の蛍光(520nm)を測定することによりそ
の濃度を決定した。抽出特性に及ぼす諸因子
(化学種濃度、温度、イオン液体の物性)の影
響を調べ、抽出のメカニズムを検討した。 
従来溶媒との抽出挙動の比較を行った。 
 

４．研究成果 
（１）種々イオン液体の合成 

側鎖に、アルキル基、アルコール、エーテル、
グリコール基等種々官能基を導入したいオ
ン液体を合成した。図 1 に水相と二相を形成
し、目的分子の抽出に寄与したイオン液体の
構造と略号を示す。 
 
（２）抽出試薬の溶解性 
まず、典型的なイオン液体[C4mim][PF6]およ
び[C4mim][Tf2N]への市販抽出試薬の溶解性
を調べた。CMPO, TBP, TOPO，DC18C6など
中性抽出剤は分子内に長鎖アルキル基を有
していても、イオン液体へよく溶解した。一
方 D2EHPAや PC-88Aのように、長鎖アルキ
ル基を有するアニオン性、あるいは四級アン
モニウム塩のようなカチオン性抽出剤は難
溶であり、また解離基の多い抽出剤は難溶で
あることが明らかとなった。後に示すように、
イオン液体の構造を変えることにより、難溶
性抽出剤が溶解可能であることが明らかと
なった。 
 
（３）Cyt-c の分離をモデルとした新規抽出
系の開発 
 Cyt-c は、複数個の ε-NH3

+を側鎖とするリ
ジン残基を分子表面に有するタンパク質で
ある。クラウンエーテルは -NH3

+を認識す
る。 
そこで、図２のようなクラウンエーテルを

導 入 し た ク ラ ウ ン 化 イ オ ン 液 体
[18C6mim][PF6]（和光純薬）により Cyt-c の
抽出挙動を調べた。 

[18C6mim][PF6] を [C2mim][Tf2N], お よ び
[C2OHmim][Tf2N]に溶解して、水から（Cyt-c 
の等電点は 10.6 でアミノ基はプロトン化さ

FITC-5’-GAGTTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGC-3'  

 
図１．イミダゾリウム型イオン液体 

 

 図 2クラウン化イオン液体と DC18C6 



れている）の抽出実験を行った。図 3から明
らかなように、[C2OHmim]を希釈剤として用
いた場合に、Cyt-c は抽出された。希釈剤と
して用いたイオン液体には抽出能力が無く、
また[18C6mim][PF6]濃度が増すとともに抽出
率が増大することから、[18C6mim][PF6]が抽
出試薬と同じように働くことが明らかとな
った。一方、[C2mim][Tf2N]にはほとんど抽出
しなかった。 

イオン液体の飽和含水量を調べた結果、イミ
ダゾリウム側鎖が短いほど含水量が高く、ま
た、アルコールなどの親水基を含むイオン液
体は水との親和性が高かった。 
・Cyt-cが親水性の化合物であること、 
・金属イオンの抽出で検討した結果、中性

抽出剤の場合は、溶質とイオン液体のカチオ
ンが交換することが明らかとなり、Cyc-c で
も、希釈剤のイオン液体カチオンと Cy-cのカ
チオン交換で抽出が進むと考えられること、 
により、水との親和性の高い[C2OHmim](含水
率＝10%, 35℃)に抽出されやすいことがわか
った。 
 
抽出試薬 DC18C6 をイオン液体に溶解した
場合との比較を行った。図４に示すように、

希釈剤の影響、抽出試薬の濃度の影響ともに、
両者は同様の傾向を示した。また、分配比と
濃度の関係を解析した結果、Cyt-c のアミノ
基すべてにクラウンエーテルが配位してい
るわけではなく、その個数は、DC18C6 と

[18C6mim]は同程度であることが推測された。 
 フリーの抽出剤に比べ、クラウン化イオン
液体の抽出率が
低いのは、図 5
に示すようにイ
ミダゾリウムカ
チオンとアミノ
基との静電反発
や立体障害によ
るものと考えら
れ、イミダゾリ
ウムと官能基の
間のスペーサー
の長さ等の分子設計が重要であることが明
らかとなった。 
本実験では高温ほど抽出率は高くなるが、

自己分配率も高くなった。この場合は選択性
が悪くなる。イオン液体抽出は温度に影響さ
れやすく、温度のコントロールが重要である
ことが明らかとなった。 
なお、通常の溶媒では、本実験条件下で

Cyt-c は抽出しない。 
 
 水酸化カリウムにより、逆抽出が可能であ
ることが明らかとなった。逆抽出性能は、
DC18C6に比べ、クラウン化イオン液体が格
段に優れていることが明らかとなった（図 6）。

KCl(pH=5.6)によっては、逆抽出されないこ
とから、クラウンエーテルと親和性の高い K+

とアミノカチオンとのイオン交換ではなく、
高い pH におけるアミノ基のプロトン解離に
よって、アミノ基がクラウンエーテルからの
解離することよるものと考えられる。 
  
（４）DNA の抽出 

図7のような4級アン
モニウム塩型界面活性
剤 nCmQAX を抽出剤とし
て用いた。（n=長鎖アル
キル基数､m=長鎖アルキ
ル基炭素数, C: X=Cl､
B:X=B） 

UV の濁度測定により臨界温度（液が均一に
なる温度）を調べた結果、アルキル鎖長の短
い界面活性剤（m<16,n=2）はいずれのイオン
液体にも室温で溶解するが、 これより長い

 
    図 3 Cyt-cの抽出挙動(35℃) 

 
   図４ DC18C6との比較 

 

図５ 抽出の模式図  

 

 
    図 6 逆抽出 
    (KCl, KOH=40mM) 
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図 7 nCmQAC 



ものは 30℃以上の加温が必要であった。一方
イオン液体のアルキル鎖長を長くすること
で、溶解性を高めることができた。さらに、 
溶液に10%の 1-プロパノールを添加すること
により、臨界温度を室温まで下げることがで
きた。 
図 8 に各種イオン液体および界面活性剤に

よる DNA の抽出結果の一例を示す。2C18QAX
と [C12mim][Tf2N]の組み合わせで、ほぼ定量
的な抽出を達成することができた。[C8mim]
以下の側鎖の短いイオン液体は、Cyt-c との
複合体を溶解することは難しく、Cyt-c をイ
オン液体中に取り込むことはできなかった。
2C18QAX の溶解性が低い[C4mim]では、界面に
複合体が凝集し、その結果バルク水相から
Cyt-c が減少したが、抽出は起こっていない
と推察された。 
通常の有機溶媒では高い抽出率が得られ

なかった 2C16QAX を用いても、イオン液体系
ではほぼ定量的な抽出を達成することがで
きた。 
 

 
（５）まとめ 
タンパク質やDNAのように金属イオンに比

べて大きな分子の抽出は一般に難しいが、イ
オン液体と抽出剤の選択により、抽出が容易
になることが明らかとなった。 
イオン液体に溶解する抽出剤は限られて

いるが、これを解決するには、イオン液体自
身に抽出能を持たせること、および用いる抽
出剤に合わせてイオン液体の分子設計を行
うことである。 
タンパク質と親和性の高い官能基を導入

することにより、イオン液体は、通常のイオ
ン液体に比べ高い抽出能力を示し、またフリ
ーの抽出剤と同様の抽出機構を示すことが
わかった。一方長鎖アルキル基を有する抽出
剤は、イオン液体に長鎖アルキル基を導入す
ることで溶解性が高まった。 
抽出剤およびイオン液体の適切な組み合

わせが、バイオ分子の抽出に重要であること 
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が明らかとなった。 

 
 図 8. DNAの抽出挙動 


