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研究成果の概要（和文）：コリニウムカチオンとリン酸二水素アニオンからなるイオン液体（[ch][dhp]）を用いて、
水の添加量を変化させながら解析を行ったところ、水分子はイオンと強く相互作用して結合水として存在することが明
らかとなった。さらに、この水和[ch][dhp]中に各種タンパク質や核酸塩基は溶解可能であり、buffer中と同様の高次
構造を保持していることが明らかとなった。水和[ch][dhp]中に溶解した生体分子の活性評価を行ったところ、水和[ch
][dhp]中でも活性を示し、電極反応としての検出も可能であった。水和[ch][dhp]を用いることで、応答の耐熱性や経
時安定性の向上が確認された。

研究成果の概要（英文）：Physicochemical property of hydrated ionic liquid which is composed by cholinium c
ation ([ch]) and phosphate anion ([dhp]) has been analyzed with changing the water contents.  The water mo
lecules were interacted with ions strongly and existed as bound water.  Proteins and nucleobase pairs were
 dissolved in hydrated [ch][dhp] with remained the higher ordered structure.  Furthermore, the activity of
 dissolved biomolecules in hydrated [ch][dhp] were observed by spectroscopically and electrochemically.  F
urthermore, thermal stability and long term stability of the responses has been improved in hydrated [ch][
dhp].
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は至適条件下でのみ優れた機
能を示すが、in vitro での安定性は低く、凝
集などを生じ活性を失う。また、異種発現時
における凝集、不活性化も大きな問題である。
この問題を解決し、タンパク質をより安定に
取り扱うことが可能な方法の確立が求めら
れている。1 つのアプローチとして、非水溶
媒中でタンパク質を取り扱うことによる安
定性の向上についての検討などが進められ
てきたが、扱えるタンパク質の制限や、溶媒
の性質により汎用には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質を安定に溶解可能な新規溶媒
の開発を目指し、室温で液体の塩であるイオ
ン液体にわずかな水を添加した「水和イオン
液体」を用いた検討を行う。イオン構造のデ
ザインおよび特性評価を行いながら、タンパ
ク質の安定性の改善を実現する水和イオン
液体を提案する。具体的には、(1)水和イオン
液体中の水の存在状態ついて解析を行う。(2)
タンパク質の溶解性や高次構造に及ぼす影
響を把握する。また、(3)溶媒として用いるこ
とで、タンパク質など様々な生体分子の安定
な取り扱いを実現する水和イオン液体の設
計を行う。 
 
３．研究の方法 
 イオンの水の構造形成能を示すコスモト
ロピシティの順列を参考にしてイオン構造
を選択し、イオンペアに対して水分子の数を
変化させながら水和イオン液体を調整した。
調整した水和イオン液体について、DSC 測定、
水分活性測定、誘電分光測定等を用いて評価
を行った。 
 水和イオン液体中に各種タンパク質や、核
酸塩基など生体分子の溶解性について検討
した。さらに溶解したものについては、高次
構造について分光学的な手法を用いて解析
を行った。 
 水和イオン液体中に溶解したタンパク質
の活性について、分光学的あるいは電気化学
的な手法を用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)水和イオン液体中の水の状況に及ぼすイ
オン構造と含水率の影響 
 コスモトロピシティの順列を参考にして
アニオンの構造の選択を行った。カチオンは
イオン液体の合成で一般的に用いられるイ
オン構造を用いて進めた。得られたイオン液
体に対して系内に存在する水分子数を制御
しながら添加して水和イオン液体を調整し
た。各種水和イオン液体について、水分活性
測定を行ったところイオン構造に関わらず、
1 イオンペアに対する水分子の数の増加に伴
い、水分活性値が増大し、1 イオンペアに対
して7分子程度の水が存在する状況を境に水
分活性値は一定となる傾向が示された。同一

の水分子数が存在した場合、よりコスモトロ
ピックなイオンほど水分活性値は低く、カオ
トロピックなイオンほど水分活性値は高く
なることが確認された。 
さらに、1 イオンペアに対する水分子の量
を変化させた水和イオン液体についてDSC測
定を行った。その結果、カチオンにコリニウ
ムイオン、アニオンにリン酸二水素イオンを
持つイオン液体（[ch][dhp]）とその類似構
造からなるイオン液体で、低温からの昇温過
程で水の再結晶化に基づくコールドクリス
タリゼーション（CC）が観測されるモル比が
存在することが明らかとなった。CC は、生体
適合性を示す高分子が含水している際にも
観測されており、バルク状態の水ではなく、
結合水が示す挙動であることが報告されて
いる。イオン液体の構造と含水率によっては、
このような CC を示す水が存在する状態を形
成していることが明らかとなった（発表論文
②, 図 1）。 

また、水和[ch][dhp]の誘電緩和過程を議
論するため、フィッティングを使って誘電緩
和スペクトルのカーブフィットを行ったと
ころ、水分子とイオンが強く相互作用した共
同運動が示唆された。つまり、系内では水分
子とイオンが強く相互作用し、大きな動的液
体構造が形成され、液体の構造の揺らぎが大
きくなっていると考えられる（学会発表⑥）。 
 
(2)水和イオン液体中への生体分子の溶解と
高次構造の解析 
 自由水が存在しない1イオンペアに対して
3 分子程度の水が存在する水和イオン液体を
用いて、タンパク質や核酸塩基の溶解と溶解
後の構造について検討を行った。その結果、
水和[ch][dhp]中に各種タンパク質や核酸塩
基が溶解可能であり、さらに溶解後も buffer

図 1 水和[ch][dhp]の DSCカーブ 



中と類似の高次構造を保持していることを
報告した（発表論文⑦）。 
 また、グアニジンリッチな配列により四重
鎖構造を形成する核酸配列をサンプルとし
て用いて水和イオン液体中への溶解性と溶
解後の構造について解析を行ったところ、イ
オン液体の構造によって、構造形成への影響
が異なることが明らかとなった。自由水が存
在しないような含水率では、[ch][dhp]と、
[ch]と[dhp]を共有結合で結んだ双性イオン
であるホスホコリンからなる水和イオン液
体中では四重鎖構造の形成が確認できたも
のの、その他の系では構造形成は確認されな
かった。また、水和イオン液体中の含水率が
高く、自由水が存在するような系においては、
四重鎖構造の形成は特定のイオンではなく、
イオンのコスモトロピシティと相関がある
ことが明らかとなった（発表論文⑤）。 
 
 
(3)水和イオン液体中に溶解した生体分子の
活性評価 
水和[ch][dhp]を中心として、水和イオン
液体中に溶解したタンパク質や核酸配列の
活性や構造安定性について評価を行った。 
 水和[ch][dhp]中に溶解した核酸配列の四
重鎖構造の構造安定性について検討を行っ
たところ、水溶液中と同様の融点と金属イオ
ンの添加による構造安定化が観測された。 
 また、水和イオン液体中において、タンパ
ク質の電子伝達反応が可能であることを以
前に報告したので、この反応について電気化
学的な検出を試みた。電極上にセロビオース
デヒドロゲナーゼ、およびフルクトースデヒ
ドロゲナーゼを固定化した。それぞれの電極
に対して、基質を添加して電極応答を観測し
た。その結果、基質添加により酵素反応の進
行を示す電極応答が検出された（図 2）。この
応答は基質の濃度に比例することも確認さ
れた。また、水和[ch][dhp]中に保存した酵
素固定化電極は水中で保存した場合に比べ
て安定であり、長期間にわたって電極応答が
観測されることが示された（発表論文⑥、⑧）。 
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