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研究成果の概要（和文）：長鎖長のキトサンオリゴ糖，ポリリジン，ストレプトスリシン，長鎖長のキチンオリ
ゴ糖の単離精製法を供した。アミノグリコシド系抗生物質，キチンの定量法を供した。前記単離精製法の利用に
より、従来見出されてこなかった単鎖長のポリリジンを見出した。有機溶媒可溶のポリリジンを得て、その物性
および抗菌性能の評価を行った。同物質は湿潤堅牢性の高い抗菌コート剤となり得る。ポリリジンおよびストレ
プトスリシンの有機｜水界面移動反応を観察した。同研究はカチオン性オリゴマーの親水性／疎水性を定量的に
論じるものであり、この種の生理活性物質の膜透過性の理解に新たな視点を与えるものとなる。

研究成果の概要（英文）：The researcher developed the methods for the separation and purification of 
large-size chitosan oligosaccharides (J. Chitin Chitosan Sci., 2, 75 (2014)), ε-poly-L-lysine 
(Anal. Sci., 31, 1273 (2015)), streptothricin antibiotics (Anal. Sci., 32, 1101 (2015)), and 
large-size chitin oligosaccharides (Anal. Sci., in press), and the methods for determination of 
chitin (Anal. Sci., 32, 701 (2016)) and aminoglycoside antibiotics (Anal. Sci., 33, 499 (2017)). The
 researcher found smaller-size ε-poly-L-lysine (Appl. Environ.Microbal. 80, 4993 (2014)). The 
researcher prepared a water-insoluble polylysine, and presented its application as antimicrobial 
agent (Biomacromolecules, in press). The researcher also presented the phase-transfer 
characteristics of ε-poly-L-lysine and streptothricin across an organic/water interface (J. 
Electroanal.Chem.,719, 138 (2014); ibid., 754, 143 (2015)).

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
ポリカチオン種で重合度(n)が n =  5 ~ 15程
度のオリゴマーは容易に得られないためか、
その研究事例はほとんど見られない。しかし
ながら、カチオン性ポリマーを対象とした酵
素安定化効果、反応速度増加効果の研究結果
はオリゴマー程度の分子量のものが有望と
の知見を与える。申請者は-ポリリジンを例
にポリアミン・塩基性ペプチドの新規単離精
製法を開発したところ(Anal. Sci., Vol. 28, 
2012, 1153-1157)、同法を用いた蛋白質工学的
研究の進展により、n =  10程度の-ポリリジ
ンが得られるようになった（申請時は未発
表）。また、予備検討によれば、同精製法の
応用により n =  5 ~ 9のキトサンオリゴ糖も
得られつつある。 

 
２．研究の目的 
上記を鑑み、本研究ではカチオン性オリゴ
マー種の(1)分析法の構築および(2)同単離精
製法の展開を進める。関連して、これら分離
法，分析法により、(3)従来得られなかったカ
チオン性オリゴマー試料を得る。また、従来
のカチオン性オリゴマーについても対アニ
オン置換による物性変換を試みる。また、(4)
物性研究法も取り上げ、これらカチオン性オ
リゴマーの応用の途を探ることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)分析法：新規カチオン性オリゴマー種の検
出に繋がることを目指し、膨大な数の試料を
対象とできるマイクロプレートアッセイを
検討する。(2)と関連して、アニオン性色素と
の沈殿生成／再溶解による比色分析法を検
討する。 
(2)単離精製法：従来のカラム精製に代わり、
簡易迅速で工業化にも対応させることを鑑
み、沈殿生成／再溶解に基づく単離精製法を
検討する。 
(3)新規カチオン性ポリマーおよびオリゴマ
ー：(1)および(2)と関連して、ここでは対アニ
オン置換による物性変換に注力する。得られ
た結果に応じ、応用の途を探る。 
(4)物性研究法：酵素反応速度増大効果および
油水界面イオン移動ボルタンメトリーにつ
いて検討する。 
 

４．研究成果 
(1)分析法 
①-ポリリジンのマイクロプレートアッセイ
とこれに続く単離精製：同分析法は黄色のア
ニオン性色素，ジピクリルアミンと-ポリリ
ジンの H+付加体すなわちポリカチオン型と
の沈殿生成反応と，同沈殿のアセトニトリル
への再溶解，同溶液の比色分析により達成さ
れる。その後，塩化ビス(トリフェニルフォ
スフォラニリデン)アンモニウムを加えるこ
とで，-ポリリジンの塩酸塩が単離できる。
（発表論文⑩） 

 プレートアッセイ 

培養液 

 

N
 O2N 

NO2 

NO2 O2N 

NO2 

O2N 

ジピクリルアミン 

上澄み 

アセトニトリル 

 

N
 P P 

Cl 

 

0 5 mEq/L 0.1 0.5 0.2 1 2 
単離精製 

上澄み 

 

NH3
+ 

NH 

n 

O 

Cl 

n = 25~35 

-ポリリジン 
(塩酸塩) 

塩化ビス(トリフェニルフォス
フォラニデン)アンモニウム 

図１ -ポリリジンのマイクロプレートアッ
セイとこれに続く単離精製 
 
 
②ストレプトスリシンのマイクロプレート
アッセイ法とこれに続く単離精製法：前記分
析法の溶液条件を調節することにより，スト
レプトスリシンについても同様の分析・単離
が可能となることを示した（発表論文⑥）。 
③アミノグリコシド抗生物質のプレートア
ッセイ：アミノグリコシドの場合、ゲンタマ
イシン、トブラマイシン、ネオマイシンとい
った５，６価のカチオンとなるものについて
赤色のアニオン性色素，アマランスが選択的
かつ定量的に沈殿を形成し，これが塩基性溶
液に再溶解できることを見出した。この知見
に基づくアミノグリコシドのプレートアッ
セイ法を構築した。（発表論文④） 
④キチン定量法：カチオン種ではないが、キ
トサンとの関連から取り上げた。酸加水分解
によりグルコサミンへと分解し，これに高感
度な比色分析法を適用することで、蟹殻中の
キチンの定量も可能となることを示した。
（発表論文⑧） 
 
(2)単離法 
①-ポリリジン：(1)①に含まれる。 
②ストレプトスリシン：(1)②に含まれる。 
③長鎖長キトサンオリゴ糖：重合度４以上の
キトサンないしはキチンオリゴ糖にはエリ
シター活性が期待されている。従来のキトサ
ンオリゴ糖試料にはその二量体，三量体およ
びキチンが含まれる。ビス(2-エチルヘキシ
ル)リン酸との沈殿生成、EtOHへの再溶解（こ
のとき四量体以上のもののみが溶ける）、塩
酸添加によるキトサン塩酸の沈殿生成によ
り、四量体以上のキトサンオリゴ糖が得られ
ることを見出した。（発表論文⑮）しかしな
がら、同試料には顕著なエリシター活性が認



められず，次にはキチンオリゴ糖の単離精製
を目指すこととなった。 
④長鎖長キチンオリゴ糖：従来のキチンオリ
ゴ糖試料はむしろ単量体・二量体が主成分で
ある。これらと四量体以上のキチンとでは酸
を含む水－エタノール混合溶媒への溶解度
が顕著に異なることを見出し、同混合溶媒と
接触させるだけと簡便な長鎖長キチンオリ
ゴ糖の単離精製法を構築した（発表論文③）。 
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図２長鎖長キチンオリゴ糖の単離精製 
 
 
ここでの単離精製法は沈殿生成、再溶解に
基づき、溶液操作のみによる。ゆえに従来の
カラム精製と比べ、格段に簡易迅速であり、
他の天然物に拡張することは興味深い。よっ
て、粗精製サポニンからのソヤサポニン Bb
の単離精製を取り上げ、所定の結果を得た。
（発表論文⑫） 
 
(3)新規カチオン性ポリマーおよびオリゴマ
ー 
①短鎖長のポリリジン：申請時に成果を得つ
つあった、比較的短鎖長の-ポリリジンの取
得（合成酵素の探索）について、その研究結
果を報告した。（発表論文⑬） 
②イオン液体様ベンザルコニウム：下記③の
研究に先駆けて、第四アンモニウム塩型抗菌
剤である塩化ベンザルコニウムについて、対
アニオンをビス（２-エチルヘキシル）リン酸
およびビス（２-エチルヘキシル）スルホコハ
ク酸に換えることにより有機溶媒に易溶な
一方水に不溶とした。ただし、イオン液体様
のため少量であれば水に分散するが、この状
態でも抗菌性能を発揮することを示した。
（発表論文⑪） 
③有機溶媒可溶ポリリジン：ポリカチオン型
-ポリリジンとビス（2-エチルヘキシル）ス
ルホコハク酸との塩は，それ自身が熱可塑性
を持つことに加え，水に難溶である一方、イ
ソプロパノールなどの有機溶媒に易溶であ
ることを見出した。この塩を表面コート剤と
して用いたところ、優れた抗菌性能を発揮し
た。このことは、カチオン性ポリマーないし
はオリゴマーについて、対アニオンを選ぶこ
とで物性を顕著に変えることができ、その場
合でも従来持つ機能を発揮することがある
事例であり、今後、この種の薬剤の応用の途
を広げる可能性を示す。（業績①） 

 
図３ 有機溶媒可溶-ポリリジン 

 
 
(4)物性研究法 
①反応速度増大効果：負電荷を帯びた酵素(グ
ルコースオキシダーゼ)が、ポリカチオン化-
ポリリジンとポリイオン複合体を形成する
ことで、負電荷を帯びた基質との静電的反発
を低減し、その結果、酵素反応速度を増加さ
せる事例を認めた（Anal. Sci., Vol. 28, 2012, 
657-660）。基質の電荷を変えることで、この
反応速度増大効果を詳しく調べた。（発表論
文⑯）また、この効果に基づく-ポリリジン
分析法を示した。(発表論文⑦) 
②ポリリジンの油水界面イオン移動反応：-
ポリリジンのニトロベンゼン｜水界面のイ
オン移動反応がボルタンメトリー的に観察
できることを示した。同法ではイオンの疎水
性／親水性を定量的に論じることができる。
（発表論文⑭） 
③ストレプトスリシンの油水界面イオン移
動反応：②の測定法を異なる重合度のリジン
オリゴマーを持つストレプトスリシンに適
用したところ、オリゴマーサイズの増大と共
に移動電位が負電位側にシフトする、簡単に
言えば疎水性が増すとの結果を得た。このこ
とはカチオン性ポリマー，オリゴマー種の膜
透過性の理解に新たな視点を与えるもので
ある。（発表論文⑨） 
 
(5)その他 
今後、フルオラス溶媒を用いるイオン種の
抽出を検討する。その為の基礎的知見を得る
ために、フルオラス溶媒｜水界面のイオン移
動ボルタンメトリーの実験系を構築し（発表
論文⑤）、いくつかのイオン種について溶媒
間移行ギブスエネルギーを決定した。（発表
論文②） 
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