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研究成果の概要（和文）：プロマジン、ワルファリン、カルバマゼピンおよびビスフェノールA置換体に対する
分子インプリントポリマー (MIP) を調製し、これらの MIP における保持および分子認識機構を、液体クロマト
グラフィー、NMRおよび計算化学的手法により検討した。その結果、それぞれの置換体に対するMIPは、もとの化
合物に対するMIPより、大きな保持能と分子認識能を与えることを見出した。特に、ハロゲン置換体において置
換基効果は大きかった。MIPにおける保持および分子認識には、イオン相互作用、水素結合、CH/π相互作用、π
-π相互作用、ハロゲン結合などの相互作用が働いていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Molecularly imprinted polymers (MIPs) for unsubstituted and substituted 
compounds of promazine, warfarin, carbamazepine and bisphenol A have been prepared. The methods used
 for investigating the retention and molecular-recognition mechanisms have included liquid 
chromatography, nuclear magnetic resonance spectroscopy and computational chemistry. The results 
indicated that the MIPs for substituted compounds showed longer retentions and higher 
molecular-recognition properties than those for unsubstituted compounds, especially in halogenated 
compounds. It was found that ionic, hydrogen-bonding, CH/π, π-π and/or halogen-boding 
interactions worked for the retention and molecular-recognition of both unsubstituted and 
substituted compounds in their MIPs.

研究分野： 分析科学

キーワード： 分子インプリントポリマー　分子認識　分析科学　薬学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
医薬品およびその代謝物の生体試料分析において、特異的あるいは群特異的分離剤あるいは固相抽出用基材とし
てMIPが用いられていたが、調製の際に用いる鋳型分子の漏出が問題となっていた。しかし、それぞれの置換体
に対するMIPを調製することにより、漏出の問題、分子認識能の問題を解決することができた。また、置換体に
対するMIPにおける保持および分子認識機構を明らかにすることにより、新たなMIP調製の戦略を拓くことが可能
となった。さらに、CH/π 相互作用、ハロゲン結合などの弱い相互作用を用いる分離剤あるいは固相抽出用基材
の開発に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
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（機能性モ

ノマー）と架橋剤を重合させることにより、鋳型分子に対する特異的認識部位あるいは群特異的
認識部位を得る方法である。分子インプリントポリマー (MIP)は人工レセプター、人工抗体とも
呼ばれ、分析対象物質の特異的あるいは群特異的認識に利用されている。 

MIP は、鋳型分子に対して最も高い分子認識能を与えるというのが定説であった。しかし、ワ
ルファリン (WF) の塩素置換体である coumachlor (4ʹ-chlorowarfarin, CWF)に対する MIPCWFが、
WF に対する MIPWFより、WF に対して高い分子認識能を与えることを見出した。この新たな発
見は、MIP における定説を覆すものでる。そこで、本研究では、WF、プロマジン (PZ) および
それらの置換体（フッ素、塩素、臭素、ヨウ素、メチル、ニトロ置換体）に対する MIP を調製
し、これらの MIP における分子認識機構を解明し（何故、置換体鋳型分子を用いて調製した MIP
が、鋳型分子を用いて調製した MIP より、鋳型分子に対して高い分子認識能を与えるのかを解
明し）、MIP 調製に新たな概念（置換鋳型分子を用いて MIP を調製することにより、鋳型分子を
用いて調製した MIP より鋳型分子に対して高い分子認識能を得るという概念）を導入できるの
かを明らかにする。 
超微量の医薬品の分析においては、MIP からの鋳型分子の漏出が定量の妨害となる。そこで、

擬似鋳型分子（例えば、イブプロフェンの超微量分析においては、擬似鋳型分子としてその構造
類似体であるナプロキセン（2-アリルプロピオン酸系の医薬品）を用いる。）を用いることによ
り、医薬品の高感度・高選択的分析が可能となった。さらに、擬似鋳型分子として、対象物質の
同位体置換化合物を用いる同位体インプリント法を考案した。対象物質 ［ビスフェノール A 
(BPA)］の重水素置換体である、BPA-d16 を鋳型分子として MIP を調製し、質量分析法 (MS) と
組み合わせることより、漏出鋳型分子 BPA-d16（実際には、BPA-d14）の妨害を回避した生体試
料および環境試料中の BPA の高感度分析法を開発した。しかし、前者では対象物質に対する高
い分子認識能が得られない。一方、後者では、対象物質に対する高い分子認識能が得られるもの
の、高価な同位体置換化合物の購入あるいは合成、MS の使用が不可欠である。そこで、置換体
鋳型分子を疑似鋳型分子として用いる MIP を調製することにより、鋳型分子の漏出がなく、分
子認識能の高い MIP を調製するとともに、その分析化学的応用を検討する。 
 
２．研究の目的 
(1)  WF、PZ、カルバマゼピン (CBZ)、BPA およびそれらの置換体に対する MIP を多段階膨潤
重合法により調製し、その調製法の最適化を行う。 
(2)  調製した MIP における保持および分子認識機構を液体クロマトグラフィー (LC)、NMR、
計算科学的手法により解明する。 
(3)  鋳型分子の漏出のない、高い分子認識能を持つ MIP を調製するとともに、MIP の対象物質
の特異的あるいは群特異的認識への応用（分析化学的応用）を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)  WF 置換体に対する MIP の調製および評価 

WF および WF 置換体（CWF、ブロモワルファリン(BWF)、ニトロワルファリン(acenocoumarol, 
NWF) およびメチルワルファリン(MWF)）に対する MIP を多段階膨潤重合法により調製し、こ
れらの MIP における WF および WF 置換体の保持および分子認識機構を、LC、1H NMR およ
び計算化学的手法により検討した。 

WF, CWF および NWF は、市販品を購入し、BWF および MWF は、既報の方法あるいは既報
の方法を改良し、合成した。MIP の調製は、鋳型分子に WF および WF 置換体を用い、機能性モ
ノマーとして 4-ビニルピリジン (4-VPY)、架橋剤としてエチレングリコールジメタクリレート 
(EDMA)を用い、希釈剤としてトルエンを用いて多段階膨潤重合法により行った。1H NMR を用
いて、一定量の WF あるいは CWF に濃度の異なる 4-VPY を添加して、モル比法により WF あ
るいは CWF と 4-VPY との相互作用を解析した。Gaussian 09 を用いて、密度汎関数 (DFT) 法 
(HF/6-311G(d,p), B3LYP/6-311G(d,p), m062x/6-311G(d,p), B97d/6-311G(d,p))により、分子間相互作
用の解析および分子間相互作用エネルギーの計算を行った。 
(2)  PZ 置換体に対する MIP の調製および評価 

 PZ および PZ 置換体（クロルプロマジン(CPZ)、メチルプロマジン (MPZ)、ブロモプロマジ
ン (BPZ)、 フルオロプロマジン (FPZ)、イオドプロマジン (IPZ)、メトキシプロマジン (MOPZ)、
ニトロプロマジン (NPZ)）に対する MIP を多段階膨潤重合法により調製し、これらの MIP に
おける PZ および PZ 置換体の保持および分子認識機構を、LC、1H および 13C NMR および計算
化学的手法により検討した。 

PZ, CPZ は市販品を購入し、その他の PZ 置換体は、既報の方法あるいは既報の方法を改良し、
合成した。MIP の合成は、鋳型分子に PZ および PZ 置換体を用い、機能性モノマーとしてメタ
クリル酸 (MAA)、架橋剤として EDMA を用い、希釈剤としてトルエンを用いて、多段階膨潤重



合法により行った。1H および 13C NMR を用いて、一定量の PZ あるいはその置換体に濃度の異
なる MAAを添加して、モル比法により PZ あるいはその置換体と MAAの相互作用を解析した。
Gaussian 09 を用いて、密度汎関数  (DFT) 法 (HF/ 6-311G(d,p), B3LYP/6-311G(d,p), m062x/6-
311G(d,p), B97d/6-311G(d,p))により、分子間相互作用の解析および分子間相互作用エネルギーの
計算を行った。 
(3)  CBZ 置換体に対する MIP の調製および評価 

 CBZ およびその置換体（2-methyl、2-fluoro、2-chloro、2-bromo、2,8-dichloro、2,4-dichloro、
2,8-dibromo 置換体、それぞれ 2-MCBZ、2-FCBZ、2-CCBZ、2-BCBZ、2,8-DCCBZ、2,4-DCCBZ、
2,8-DBCBZ）に対する MIP を多段階膨潤重合法により調製し、これらの MIP における CBZ お
よび CBZ 置換体の保持および分子認識機構を、LC、1H および 13C NMR および計算化学的手法
により検討した。 

CBZ は市販品を購入し、その他の CBZ 置換体は、既報の方法あるいは既報の方法を改良し、
合成した。MIP の調製は、鋳型分子に CBZ および CBZ 置換体を用い、機能性モノマーとして
MAA、架橋剤として EDMA あるいはジビニルベンゼン (DVB) を用い、希釈剤としてトルエン
あるいはクロロホルムを用いて、多段階膨潤重合法により行った。1H および 13C NMR を用い
て、一定量の PZ あるいはその置換体に濃度の異なる MAA を添加して、モル比法により PZ あ
るいはその置換体と MAA の相互作用を解析した。Gaussian 16 を用いて、密度汎関数 (DFT) 法 
(B3LYP/6-311+G(d,p)_GD3)により、分子間相互作用の解析および分子間相互作用エネルギーの計
算を行った。 
(4)  BPA 置換体に対する MIP の調製および評価 
 BPAおよび BPA置換体（tetrachlorobisphenol A (TCBPA)および tetrabromobisphenol A (TBBPA)）
に対する MIP を多段階膨潤重合法により調製し、これらの MIP における BPA および BPA 置
換体の保持および分子認識機構を、LC、1H および 13C NMR および計算化学的手法により検討し
た。 
 BPA、TCBPA および TBBPA は市販品を購入した。MIP の調製は、鋳型分子に BPA および

BPA 置換体を用い、機能性モノマーとして 4-VPY、架橋剤として EDMA を用い、希釈剤として
トルエンを用いて、多段階膨潤重合法により行った。1H および 13C NMR を用いて、一定量の
BPA あるいはその置換体に濃度の異なる MAA を添加して、モル比法により BPA あるいはその
置換体と 4-VPY の相互作用を解析した。Gaussian 16 を用いて、密度汎関数 (DFT) 法 (B3LYP/6-
311+G(d,p)_GD3)により、分子間相互作用の解析および分子間相互作用エネルギーの計算を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) WF 置換体に対する MIP 

1H NMR の測定により、WF あるいは CWF 1 分子と 4-VPY 3 分子が相互作用していること
が示唆された。WF あるいは WF 置換体の 4-OH と 4-VPY との相互作用が最も大きく、α-プロト
ン (methylene CH) と 4-VPY、さらに α-プロトン (methyl CH)と 4-VPY との相互作用が働いてい
ることが明らかとなった。WF 置換体と 4-VPY の相互作用エネルギーの大きさは、NWF＞BWF
＞CWF＞WF＞MWF の順であった。逆相モードでは、WF 置換体の log kMIP 値は log P および
ハメットの置換基定数 σpと重相関し、MIP における WF 置換体の保持および分子認識には、水
素結合あるいはイオン相互作用および疎水性相互作用が働いていることが明らかとなった。
HILIC モードあるいは順相モードでは、WF 誘導体の log kMIP値は相互作用エネルギーと相関し、
MIP における WF 誘導体の保持および分子認識には、静電相互作用が働いていることが明らか
となった。前処理カラムとして MIPBPF を用いるカラムスイッチング LC-UV 法により、ヒト血
清中の WF の分析法を開発した。 
また、(S)-CWF および(R)-CWF に対するMIPを多段階膨潤重合法によりそれぞれ調製し、WF、

CWF および BWF の光学分割に成功した。 
(2)  PZ 置換体に対する MIP 
 PZ 置換体 1 分子と MAA 4 分子が相互作用していることが示唆された。PZ 置換体の脂肪族
アミンと MAA との相互作用およびフェノチアジン骨格の硫黄原子と MAA との相互作用は、
PZ 置換体間ではほぼ同程度の相互作用エネルギーを与えた。PZ 置換体の芳香族アミンと 
MAA との相互作用エネルギーの大きさは、置換基効果により、MPZ＞PZ＞CPZ＞BPZ の順であ
った。CPZ と BPZ ではハロゲン原子と MAA の相互作用によるハロゲン結合および水素結合が
示唆され、PZ および MPZ では MAA と弱い CH/π 相互作用を持つことが示唆された。相互作
用エネルギーの大きさは、BPZ＞CPZ＞MPZ＞PZ の順であった。逆相モードでは、PZ 置換体の 
log (kMIP - kNIP) 値は log P およびσ-hole（ a.u.）と重相関し、MIP における PZ 置換体の保持お
よび分子認識には、形状認識とともにイオン相互作用、疎水性相互作用およびハロゲン結合が働
いていることが明らかとなった。HILIC モードでは、PZ 誘導体の log (kMIP - kNIP) 値は相互作用
エネルギーと相関し、MIP における PZ 置換体の保持および分子認識には、4 種の静電相互作
用が働いていることが明らかとなった。 
 前処理カラムとして MIPBPZ、分析カラムとして C18 カラムを用いる、血漿中の CPZ およびそ
の代謝物のカラムスイッチング LC 分析法を確立した。確立したカラムスイッチング LC-UV 
法により、ラット血漿中の CPZ およびその代謝物である dimethyl CPZ、desdimethyl CPZ、CPZ 



sulfoxide および CPZ N-oxide の同時定量に成功した。 
(3)  CBZ 置換体に対する MIP 

1H および 13C NMR により、CBZ および一置換および二置換 CBZ と MAA との相互作用を検
討した。その結果、MAA と CBZ、2-MCBZ、2-FCBZ では 1:1 で相互作用していることが示唆さ
れ、MAA と 2-CCBZ および 2-BCBZ では 2:1 で相互作用し、MAA と 2,8-DCCBZ および 2,8-
DBCBZ では 3:1 で相互作用していることが示唆された。 

MIP の保持能および分子認識能を LC の逆相モードで評価した。得られた結果は、架橋剤とし
て EDMA および DVB を用いて調製した MIP において、保持および分子認識能は、2,8-DBCBZ 
>2,8-DCCBZ > 2-BCBZ > 2-CCBZ > 2-MCBZ > 2-FCBZ > CBZ の順であった。 
次に、密度汎関数(DFT) 法（B3LYP/6-311+G(d,p)_GD3）を用いて、分子間相互作用の解析、分

子間相互作用エネルギーの計算を行ったところ、CBZ とそのハロゲン置換体と MAA との間に
は、いくつかの水素結合が働いていることが示唆された。 
(4)  BPA 置換体に対する MIP 

1H および 13C NMR により、BPA およびその置換体と 4-VPY との相互作用を検討した結果は、
4-VPY と BPA では 2:1 で、TCBPA および TBBPA では 6:1 で相互作用していることが示唆され
た。BPA とそのハロゲン置換体と 4-VPY との間には、水素結合およびハロゲン結合が働いてい
ることが示唆され、密度汎関数(DFT) 法（B3LYP/6-311+G(d,p)_GD3）を用いた、分子間相互作用
の解析、分子間相互作用エネルギーの計算結果もこれを支持していた。 
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