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研究成果の概要（和文）：まず、分子認識能を有する還元型グルタチオンに対する MIP の調製に成功した。次に、ワ
ルファリン(WF) およびその塩素置換体であるクマクロール (CC) に対する MIP（MIPWFおよびMIPCC）を調製したとこ
ろ、MIPCC は MIPWF よりもWFを選択的に認識した。さらに、安息香酸 (BA) およびその塩素置換体に対する MIP につ
いて検討したところ、3- および 4-Cl BA、3,4- および 3,5-diCl BAに対する MIPは、BAに対するMIP よりもBAを選択
的に認識したことから、テンプレート分子の置換基の数および位置が分子認識能に影響を与えることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：First, a molecularly imprinted polymer (MIP) for a glutathione reduced form was 
successfully prepared by precipitation polymerization. Next, MIPs for warfarin (WF) and its 
chloro-substituted compound, coumachlor (CC), were prepared by multi-step swelling and polymerization. 
They were termed MIPWF and MIPCC, respectively. MIPCC could selectively recognize WF than MIPWF. 
Furthermore, MIPs for benzoic acid (BA) and its mono-, di-, tri-chloro derivatives were prepared by 
multi-step swelling and polymerization. MIPs for 3- and 4-chloro BAs, and 3,4- and 3,5-dichloro BAs could 
selectively recognize BA than the MIP for BA. These results suggest that the position and the number of 
substituent(s) for a template molecules could play an important role in the molecular recognition 
properties.

研究分野：化合物に対する分子インプリントポリマーの調製とその応用
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１．研究開始当初の背景 
分子インプリント法は、鋳型分子の存在下、
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
インプリント法により得られた分子鋳型ポ
リマー（molecularly imprinted polymer、
MIP）は、人工レセプターあるいは人工抗体
とも呼ばれ、目的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
のサイズおよび形状が不均一である、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。ⅰ）
球状で、粒子径の均一な MIP、ⅱ）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（Uniformly sized molecularly 
imprinted polymer for (S)-nilvadipine. 
Comparison of chiral recognition ability 
with HPLC chiral stationary phases based 
on a protein. Qiang Fu, Haruyo Sanbe, 
Chino Kagawa, Ko-Ki Kunimoto, Jun 
Haginaka. Anal. Chem., 75, 191-198 
(2003).）により粒子径単分散の MIP を調製
する方法を開発した。しかしながら、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 （ Uniformly-sized, molecularly 
imprinted polymers for nicotine by 
precipitation polymerization. Haruyo 
Sambe, Kaori Hoshina, Ruin Moaddel, 
Irving W. Wainer, Jun Haginaka. J. 
Chromatogr. A., 1134, 88-94 (2006).）により、
粒子径単分散の MIP の調製を行ってきた。 

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。
申請者らにより調製された 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が確認された。そこで、
１）水系で優れた分子認識能および高い群特
異性を発現する、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を用いて、
MIP の調製を行う、２）さらに、得られた
MIP の群特異性を利用して、環境水中の有
毒化学物質の選択的濃縮分析システムに適
用可能な MIP を開発するという本研究の
着想を得た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、塩化ビニル製品やプラ
スチック製品の可塑剤として広く用いられ
ているが、日本では一部使用が規制されてお
り、環境水中への溶出が懸念されているフタ
ル酸エステル類の一種である、フタル酸イソ
ノニルに対する MIP の調製を試みた。沈殿

重合法および多段階膨潤重合法を用いて、重
合条件（機能性モノマー、架橋剤、希釈剤、
重合時間・温度など）を検討した。しかしな
がら、分子認識能を有する MIP を調製する
ことが出来なかったため、以下の（１）-（３）
の MIP を調製し、検討することとした。（1）
親水性化合物である還元型グルタチオンに
対する MIP を調製し、評価する。（2）近年、
医薬品による環境水汚染が問題となってい
るため、抗凝固薬として頻用されているワル
ファリンおよびその塩素置換体であるクマ
クロールに対する MIP を調製し、評価する。
（3）（2）で得られた結果より、テンプレー
ト分子となる化合物の置換基が分子認識能
に影響を与える可能性が推察された。そこで、
テンプレート分子に対してより特異的な分
子認識能を有する MIP の調製法を開発す
るために、安息香酸およびその塩素置換体に
対する MIP を調製して、置換基が分子認識
能に与える効果について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）還元型グルタチオンに対する MIP の
調製と評価 

MIP の調製には沈殿重合法を用いた。テ
ンプレート分子に少量の水に溶解した還元
型グルタチオン（0.75-1.5 mmol）、機能性モ
ノマーにメタクリル酸（1.5-6 mmol）、架橋
剤にジビニルベンゼン（28.8 mmol）、重合開
始剤に 2,2'-アゾビス（イソブチロニトリル）
（1.9 mmol）、希釈剤にアセトニトリルとト
ルエンの混液（3:1）を用いて、60 oC で 16 時
間重合した。また、比較のためにテンプレー
ト分子を用いないで同一条件下で重合した
ノンインプリントポリマー（NIP）も調製し
た。調製した MIP および NIP をステンレ
ス製カラム（50 mm × 2.0 mm i.d.）に充填
し、移動相に水/アセトニトリル混液を用いて
還元型グルタチオンに対する保持能および
分子認識能を順相モードで HPLC（column 
temperature, 25 oC; flow rate, 0.2 mL/min; 
detection, 210 nm; loaded amount, 250 µg） 
により評価した。なお、MIP の分子認識能
の評価には、保持係数（k）の比で定義した
インプリント係数（IF = kMIP/kNIP）を用いた。
また、MIP および NIP 10 mg に 0.5 – 1.5 
mmol/L に調製した還元型グルタチオンの
リン酸塩緩衝液（pH 5.0）/アセトニトリル
（30/70）溶液 1 mL を加え、4 時間振とう
混和後、ろ過したものをサンプルとして、還
元型グルタチオンの吸着量を Cosmosil 
5C18-MS-II カラム（150 mm × 4.6 mm i.d.、
ナカライテスク）で 0.05% TFA/水混液を用
いて HPLC（column temperature, 25 oC; 
flow rate, 1.0 mL/min; detection, 210 nm）
により評価した。 
（２）ワルファリンおよびクマクロールに対
する MIP の調製と評価 

MIP の調製には多段階膨潤重合法を用い
た。種粒子にポリスチレン粒子（粒子径、約



1 µm）、テンプレート分子にワルファリン
（4-6 mmol）またはクマクロール（6 mmol）、
機能性モノマーに 4-ビニルピリジン（3-18 
mmol）、架橋剤にエチレングリコールジメタ
クリレート（25 mmol）、重合開始剤に 2,2'-
アゾビス（2,4-ジメチルバレロニトリル）（1.5 
mmol）、希釈剤にトルエンを用いて、50 oC 
で 24 時間重合した。また、比較のために同
一条件下で重合した NIP も調製した。得ら
れた MIP および NIP をステンレス製カラ
ム（50 mm × 4.6 mm i.d.）に充填し、ワル
ファリンとその構造類似化合物（クマクロー
ル、クマリン）対する保持能および分子認識
能 を 逆 相 モ ー ド で  HPLC （ column 
temperature, 25 oC; flow rate, 0.2 mL/min; 
detection, 210 nm; loaded amount, 250 µg）
により評価した。 
（３）安息香酸およびその置換体に対する
MIPの調製と評価 

MIP の調製には多段階膨潤重合法を用い
た。種粒子にポリスチレン粒子（粒子径、約
1 µm）、テンプレート分子に安息香酸および
その置換体（2-、3- および 4-クロロ安息香
酸、2,4-、2,5-、2,6-、3,4- および 3,5-ジク
ロロ安息香酸、2,4,6-トリクロロ安息香酸）（6 
mmol）、機能性モノマーに 4-ビニルピリジ
ン（18 mmol）、架橋剤にエチレングリコー
ルジメタクリレート（25 mmol）、重合開始
剤に 2,2'-アゾビス（2,4-ジメチルバレロニト
リル）（1.5 mmol）、希釈剤にトルエンを用い
て、50 oC で 24 時間重合した。また、比較
のために同一条件下で重合した NIP も調製
した。得られた MIP および NIP をステン
レス製カラム（50 mm × 4.6 mm i.d.）に充
填し、安息香酸およびその置換体に対する保
持能および分子認識能を移動相にリン酸ナ
トリウム塩緩衝液/アセトニトリル混液を用
いて  逆相モードで  HPLC （ column 
temperature, 30 oC; flow rate, 0.5 mL/min; 
detection, 230 nm; loaded amount, 500 µg）
により評価した。 
 
４．研究成果 
（１）還元型グルタチオンに対する MIP の
評価 
調製した MIP および NIP は、走査型電
子顕微鏡画像より、粒子径約 4 μm の単分散
なポリマーであった。還元型グルタチオンは、
逆相モードでは MIP および NIP に全く保
持されなかったため、順相モードでの評価を
試みた。テンプレート分子に還元型グルタチ
オンを 1.5 mmol、機能性モノマーにメタク
リル酸を 6 mmol 用いて調製した MIP で
還元型グルタチオンの保持は最大であり、優
れた分子認識能を有することが明らかとな
った（IF = 19.1）。MIP の還元型グルタチオ
ンの保持に対するアセトニトリル含量の影
響を、アセトニトリル含量 91 - 95 % で検討
したところ、アセトニトリル含量を増加させ
ると還元型グルタチオンの保持は増加した。

このことから、MIP の還元型グルタチオン
の保持および分子認識には、形状認識に加え
て、親水性相互作用が重要な役割を果たして
いることが示唆された。一方、得られた MIP 
は酸化型グルタチオンに対して分子認識能
はみられず、還元型グルタチオンを選択的に
認識できることがわかった。また、MIP お
よび NIP に対する還元型グルタチオンの吸
着量をスキャッチャード解析したところ、解
離定数はそれぞれ 1.8 × 10-6 および 3.7 × 
10-6 mol/L、最大結合量はそれぞれ 2.1 × 10-4 
および 1.9 × 10-4 mol/g であり、MIP は 
NIP よりも還元型グルタチオンに対して高
い結合能を示した。 
（２）ワルファリンおよびクマクロールに対
する MIP の評価 
調製したワルファリンおよびクマクロー
ルに対する MIP（MIPWF、MIPCC）および 
NIP は、粒子径約 6 μm の均一なポリマー
であった。MIPWF では、テンプレート分子
にワルファリンを 6 mmol、機能性モノマー
に 4-ビニルピリジンを 18 mmol 用いて調
製したものがワルファリンに対する保持お
よびインプリント係数が最大となった。
MIPWF のワルファリン（pKa = 6.33）の保
持に対する移動相 pH の影響を pH 2.4 - 
10.1 で検討したところ、ワルファリンは、
pH 5.9 - 6.8 で最大の保持を示した。一方、
移動相中のアセトニトリル含量を 40 – 80 % 
で変化させたところ、アセトニトリル含量の
減少とともにワルファリンの保持は増加し
た。さらに、調製した MIPWF は、クマリン
に比し、ワルファリンとクマクロールを選択
的に認識できることがわかった。これらの結
果から、多段階膨潤重合法により、ワルファ
リンに対する MIP の調製が可能であり、調
製した MIPWF におけるワルファリンの保
持および分子認識には、形状認識に加えて、
水素結合、イオン交換および疎水性相互作用
が重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた。また、MIPCC はワルファリン（IF = 
4.6）とクマクロール（IF = 6.7）を選択的に
認識することができ、MIPWF のワルファリ
ン（IF = 1.6）とクマクロール（IF = 1.6）に
対するインプリント係数よりも高いインプ
リント係数を示した。このことから、テンプ
レート分子の置換基が分子インプリント効
果に影響を与える可能性が示唆されたため、
次に、テンプレート分子に安息香酸を用いて、
クロロ基が分子インプリント効果に与える
影響について検討することとした。 
（３）調製した安息香酸およびその塩素置換
体に対する MIP および NIP は、粒子径約 
6 µm の均一なポリマーであった。安息香酸
をテンプレート分子として調製した  MIP 
は、安息香酸に対して分子認識能（IF = 1.2）
を示した。また、3- および 4-クロロ安息香
酸、3,4- および 3,5-ジクロロ安息香酸をテン
プレート分子として調製した MIP では、安
息香酸をテンプレート分子とした MIP に



比して、安息香酸に対して高いインプリント
係数を与え（IFは、それぞれ 1.4、1.4、1.5、
1.5）、3,5-ジクロロ安息香酸をテンプレート
分子として調製した MIP で、最も高いイン
プリント係数を与えた。一方、2-クロロ安息
香酸、2,4-，2,5- および 2,6-ジクロロ安息香
酸、2,4,6-トリクロロ安息香酸をテンプレー
ト分子として調製した MIP では、安息香酸
に対する分子認識能はみられないか、わずか
であった（IF は、それぞれ 1.0、0.9、1.0、
0.8、0.9）。これらの結果より、テンプレート
分子の置換基の位置および数が、テンプレー
ト分子の電子状態に影響し、異なる分子認識
能を与えたことが示唆された。今後、クロロ
基以外の他の置換基が、MIP の分子認識能
に与える影響についても検討する予定であ
る。 
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