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研究成果の概要（和文）：環境負荷の少ない光を反応の駆動力とし、環境調和型新規不斉合成法として注目されている
光不斉合成法の弱点である低いエナンチオ区別性を克服する方法論として、励起状態相互作用に加え、基底状態相互作
用を活用する超分子不斉光反応系、特に生分解性のタンパク質を反応場として活用する生体高分子をキラル反応場とす
る超分子不斉光反応系という新規合成方法論を提案し、その有用性を実証した。特に適切な親疎水バランスを有するPE
Gを融合したPEG修飾血清アルブミンを合成・キラル反応場として用い、反応サイト/生成物制御に成功した。今後適用
反応例の拡大、基質特異性の向上になど一般性の高い不斉合成の方法論としての展開が期待される

研究成果の概要（英文）：Increasing attention has recently been directed toward the new methodology of 
asymmetric photochemistry using various supramolecules as chiral reaction medias. In this project, we 
have discussed about the novel strategy and recent results of supramolecular asymmetric photochirogenesis 
(SMAP) with tailor-made biopolymers as chiral reaction medias. We have reported the 
enantiodifferentiating photocyclodimerization of 2-antharcenecarboxylate (AC) mediated by bovine and 
human serum albumin (BSA & HSA) as a chiral reaction media to give the [4+4]-cyclodimers with high 
enantioselectivities of up to 90 % ee. In this project, effects of polyethylene glycol (PEG) modification 
of BSA and HSA upon in the ground state and in the excited state interaction with AC were discussed. 
Additionally supramolecular photochirogenesis of AC dimerization with PEG modified BSA and HSA as chiral 
reaction medias were also discussed.

研究分野： 機能高分子化学・有機光化学・生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
現在、医学や薬学はもちろん化学・生化学・農
学そして化成品工業など多くの分野で光学活性
物質の必要性が高まっており、不斉合成は現在

も注目されている分野の一つである。これまで
熱的反応を用いた研究が精力的に行われてき
ており、現在では 100%に近いエナンチオマー
過剰率 (ee) や高収率を達成している系も存在
し、一部の系は工業的実用化もなされている。し
かし、有機不斉触媒を利用した系の開発が行わ
れてはいるものの、熱的合成法の多くは不斉修
飾金属触媒や有機溶媒を使用するため環境負
荷が大きいという改善すべき点も有しており、ま
た合成困難な化合物も存在する。 
 一方、光不斉反応はクリーンな光を駆動力と
するため環境調和型の反応であると言える。こ
の反応は電子的励起状態を経由して進行する
ため、天然に存在する生理活性物資に多く見ら
れる、熱的合成では合成困難もしくは多段階ス
テップを要する多環芳香族高歪化合物などを一
段階で合成可能であり、標的化合物の選択励
起が可能である、反応温度の制約を受けずに低
温反応が可能であるなどの利点も有しており、
熱反応の代替的・相補的な合成法として注目さ
れている。しかし光反応の鍵中間体である励起
状態はその寿命が短く、また相互作用も弱いこ
とから高いエナンチオ選択性を達成することは
一般に困難である。 
 一方、生体内ではほぼ 100%の ee が達成され
ていることから生体高分子が持つ場のキラリティ
を用いた熱的不斉合成も検討されている。しか
しタンパク質などの生体高分子は熱安定性に乏
しく、熱による活性化が必要で生体高分子が安
定な低温条件下では反応進行の低下が誘起さ
れる熱反応に生体高分子を用いるには限界が
ある。一方、光反応では光励起により反応分子
に高いエネルギーが注入され低温条件でも反
応が進行するため、生体高分子が持つ場のキラ
リティを保持する低温環境下でも不斉合成の進
行が可能であり、生体高分子を不斉反応場とし
て活用するには 適の系と考えられる。我々は
光反応の反応基質がもつ励起状態の寿命が短
く、励起状態相互作用が弱いという欠点をタン
パク質などの生体高分子が持つ基底状態での
場のキラリティで補うことで、電子的励起状態に
加え、基底状態相互作用を利用した光反応であ
る超分子不斉光反応について一連の研究を展
開している。これまで生体高分子を用いた不斉
合成にはシクロデキストリン、DNA、タンパク質な
どが報告してきた。他にも超分子を不斉反応場
とした不斉合成としてキラル修飾ゼオライト、キラ
ルテンプレート、キラル格子などを報告した。 
 特に 近、我々は血漿中に も多く存在する
タンパク質である血清アルブミン (SA) を不斉
反応場とした一連の研究を展開してきた。血清
アルブミンは芳香族カルボン酸や脂肪酸などの
疎水的な化合物を包接し血中を輸送するタンパ
ク質である。光反応基質としては古くから光環化
二量化反応が知られているアントラセン誘導体
である 2-アントラセンカルボン酸 (AC) を用いた。
この化合物の二量体は 320 nm 以上の光を照射
することにより一段階、高収率で得られ、4 種類
の異性体が生成し、うち 2 種類はキラル化合物
である (式 1) 。 
 

 
 

  

 

 
図 2-アントラセンカルボン酸のエナンチオ区別環化

二量化反応 
 
 実際にウシやヒト、イヌ血清アルブミン (BSA, 
HSA, CSA) を不斉反応場として光環化二量化
反応を行ったところ SA が不斉反応場として利用
可能であることが明らかとなっている。具体的に
は、CSA 存在下では 97% ee で得られた生成物
2 は、ブタ血清アルブミンを不斉反応場として用
いた系ではアンチポード体が−89% ee でほぼ定
量的に得られている。この結果は不斉反応場と
なる SA を代えることにより、エナンチオ選択性の
制御に成功し SA 類が有効な不斉反応場として
機能することを示唆している。 
 
２．研究の目的 
超分子不斉光反応系の方法論の一般化、適応
基質の拡大、生成物選択性の向上を検討してき
た。具体的には人工抗体を用いた系で、抗体が
標的化合物と選択的に結合することを利用し、
特定の生成物と結合する人工抗体を不斉反応
場とする新規超分子不斉光反応について検討
してきた。この系ではファージディスプレイ法を
用いアキラル化合物である二量体 1 をハプテン
として得られた人工抗体を不斉反応場として用
いることで、生成物 2 が 62% ee で得られている。
AC の光環化二量化反応における高い選択性
が示唆されたことから、人工抗体を用いた新規
不斉光反応場構築の初期的知見を与えたもの
と考えている。しかし、人工抗体は高い会合性を
示し、比較的高濃度で人工抗体を使用するため
には会合の抑制や溶解度の向上が必要であっ
た。また血清アルブミンなど天然タンパク質にお
いても分子間会合の抑制と適用基質の拡大が
切望されている。 
 本研究では、これらの問題解決のため親疎水
のバランスに優れたポリエチレングリコール 
(PEG) によるタンパク質表面への修飾を検討し
た。PEG が持つ親水性や安定性をタンパク質に
付与することで新規反応場構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では PEG 修飾タンパク質のスカッフォー
ルドとして HSA を選択した。HSA を選択した理
由は、これまで我々のグループでその基底状態
相互作用や励起状態挙動、AC との光環化二量
化反応について詳細な検討をしてきており、
PEG 修飾が HSA に与える影響についても過去
の報告と比較することで、詳細な検討が可能と
なることが期待されるためである。本研究では
HSA の一級アミノ基に対して PEG 修飾を施した。
具体的に修飾されるのはリジン残基であり、HSA
中には 59 残基存在する。 
 
４．研究成果 
PEG 化試薬にはリジン残基と共有結合を形成す
る 2 種類の PEG 化試薬を用いた。PEG 化試薬
の 1 つは末端をスクシンイミジル基で活性化した
一本鎖型 PEG 化試薬 (sc-PEG) で、これは一
級アミノ基とアミド結合を形成する。 

 

 



 もう 1 つの PEG 化試薬は筑波大学の長崎・池
田グループによって開発された末端をグルタル
アルデヒドで活性化した二本鎖型 PEG 化試薬 
(ga-PEG) である。通常グルタルアルデヒドはタ
ンパク質の架橋剤として用いられているが、
ga-PEG では PEG の巨大な動的半径によって 1
つのリジン残基としか反応せず、環状三級アミン
を形成する。 

＊ TNBS Na 法による PEG 修飾率の検討 
 PEG 修飾率の導出は、現在一般的に用いられ
ているアミノ基定量方法の一つである TNBS Na
法により検討した。TNBS Na 法は、塩基性条件
下で 2, 4, 6-トリニトロベンゼンスルホン酸ナトリウ
ム (TNBS Na) を一級アミノ基と反応後、生成物
である TNP-Amino compound の吸光度からアミ
ノ基濃度を決定する方法である。 

 初めに各濃度の HSA を TNBS Na と反応させ
420 nm の吸光度に対してプロットし検量線を作
成した。続いて合成した PEGHSA を TNBS Na
と反応させ得られた吸光度と作成した検量線か
ら PEG 修飾率を求めた。 
 その結果、ga-PEG を HSA 中のリジン残基に対
して 1 当量反応させた ga-PEG1HSA において、
理論的化学量論比以上である 3.2 当量の PEG
により HSA1 分子が修飾されているという結果が
得られた。このことから今回作成した HSA 中リジ
ン残基の検量線の信頼性が低いと考え、新たな
検量線の作成を検討した。 
 理論値よりも PEG 修飾数が高く推定された原
因としては、従来の方法では TNBS Na が HSA
中にある 59 個のリジン残基全てと反応していな
い可能性が考えられた。この仮説を踏まえ、リジ
ン単体と TNBS Na を反応させ検量線を作成し、
HSA から得られた検量線と比較した。 
 リジン単体と TNBS Na の検量線作成を検討し
た。 も単純なアミノ酸はグリシンであるが、ここ
で は HSA 中 の リ ジ ン 残 基 類 縁 体 で あ る
Ac-Lys-NH2 を用い、TNBS Na との検量線を作
成し、HSA の検量線と比較検討した。 
 その結果 Ac-Lys-NH2 の反応率を 100%とした
とき HSA 中では 32% (59 個中 19 個) のリジン
残基しか反応していないことが明らかとなった。
PEG 化試薬は疎水的な環境に存在するリジン
残基とも反応することが報告されているが、
TNBS Na は親水性が高く立体障害が大きいた
めタンパク質表面のリジン残基としか反応しない
ことが指摘されている。 
 PEG 化試薬と TNBS Na の反応性の違いを克
服するため、HSA の高次構造を変性させ HSA
内部のリジン残基とも TNBS Na を反応させること
を検討した。未反応のリジン残基を TNBS Na と
反応させるため HSA を変性剤によって処理後、

TNBS Na によるアミノ基の検出を検討した。具
体的には HSA を 6 M GdmCl 存在下で 95 °C、5
分加熱し、その後、従来の TNBS Na 法と同様の
方法で測定し検量線を作成した。 
 その結果 Ac-Lys-NH2 の反応率を 100%とした
とき HSA 中 57% (34 個) のリジン残基が反応し
ていることが明らかとなった。一般に十分な変性
条件である 95 °C で 5 分間の加熱を行ったにも
かかわらず、反応しているのは 57%のリジン残基
であった。この条件では HSA が完全には変性し
ていないと考えられたため、加熱時間を 30 分に
延長し再度検量線を作成した。本条件下では、
Ac-Lys-NH2 の反応率を 100%としたとき HSA 中
70% (41 個) のリジン残基が反応していることが
明らかとなった。加熱時間をさらに延長し 1 時間
反応を行ったが、30 分加熱した結果と比べ有意
な差はなかった。そのため 6 M GdmCl 存在下で
は 95 °C で 30 分加熱することにより、HSA は本
条件下で十分に変性していると推測できる。そ
れにもかかわらず HSA 中 30% (18 個) のリジン
残基は TNBS Na に対して未反応であった。 
 しかし、GdmCl による十分な変性を用いても
TNBS Na と反応しないリジン残基は、PEG 化試
薬に対する反応性も低いと考えられるため、6 M 
GdmCl 存在下 95 °C で 30 分加熱した HSA を
用いて求めた検量線をもとに PEG 修飾数の検
討を行った。その結果、未変性時の PEG 修飾率
と比べ、理論的当量比とより良い一致が観測さ
れ、より信頼性の高い値が求められたものと判断
し、本研究では本条件下で得られた値を用いる
こととした。 
 
＊ PEG 修飾による HSA の水溶性の検証 
人工抗体のみならず SA も会合性が高いことが
知られており、PEG 化によって会合性が抑制さ
れることが報告されている。従って PEG 修飾によ
る水溶性の変化を凍結乾燥した HSA、sc-PEG
を 1 当 量 修 飾 し た HSA (sc-PEG1HSA) 、
ga-PEG を 1 当量修飾した HSA (ga-PEG1HSA) 
を用いてそれぞれ比較検討した。 
 凍結乾燥した HSA では水を添加すると泡立ち
が見られたが、PEG 修飾 HSA では泡立つこと無
く速やかに水に溶解した。この結果から PEG 修
飾により HSA の水溶性の向上が示唆された。さ
らに、アミド結合により 1 本鎖 PEG を導入した
sc-PEG よりも三級アミノ基による 2 本鎖の PEG を
導入した ga-PEG の方が高い水溶性を示した。 

＊ PEG 化 HSA と AC の基底状態相互作用 
 sc-PEG 修飾は HSA の静電相互作用を変化さ
せ AC 結合サイトのひとつである第四サイトの
AC 結合挙動を変化させることが示唆された。一
方、ga-PEG 修飾では HSA の静電相互作用に
は影響を与えず HSA と同様の AC 結合挙動を
示すが、ga-PEG 修飾による阻害により結合でき
る AC が 8 当量に減少している可能性が示唆さ
れた。PEG そのものによる物理的な阻害が示唆
されるものの、ga-PEG 修飾は 390 nm における
CD 強度変化が未修飾の HSA と同様の AC との
結合挙動を示したため、sc-PEG よりも有効な
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HSA の PEG 修飾法であることが提案できた。 
 
＊ HSA、PEGHSAを不斉反応場としたACの超
分子光環化二量化反応 
 
 PEGHSA を不斉反応場とした AC の光二量化
反応を検討した。 
 AC は 320 nm 以上の光照射により 4 種類の二
量体を与え、そのうちの 2 種類 (2, 3) はキラル
化合物である。でも示したように、HSA は AC と
の結合サイトを 4 つ有することがこれまでの研究
から明らかとなっている。具体的には AC が 1 当
量結合する第一サイト、さらに 1 当量が結合する
第二サイト、3 当量が結合する第三サイト、5 当
量が結合する第四サイトである。これらのうち第
一、第二サイトは AC が 1 当量しか存在しないた
め光環化二量化反応は起こらない。そのため、
HSA を不斉反応場としてACの光環化二量化反
応を行う場合、反応が進行するのは AC 3 当量
以上を添加した場合である。3 当量添加時にお
いて、第一・第二サイトに AC が 1 当量ずつ存在
し、第三サイトには AC が共同的に 3 分子結合し、
光反応によってそのうち 2 分子が反応する。すな
わち AC が 3 当量存在した場合に反応可能な
AC は 大 22 %である。 
 AC と HSA の比率が 3 : 1、反応温度 5 °C のと
きに 大の ee を示すことを既に報告している。
今回、PEGHSA の不斉反応場としての機能を評
価するため、同条件で反応させ変換効率や生
成物比および ee を、キラルカラムを装着した
HPLC を用いて分析し比較した。 
 基質転化率に注目すると、両 PEGHSA は 22%
を与え未修飾 HSA の 13%よりも良好な結果が得
られた。これは、PEG 修飾により、HSA がもつ
AC 結合サイトのうち反応サイトである第三サイト
に影響を及ぼしたためであると思われる。 
 生成物比に注目すると未修飾の HSA ではア
キラルな 1 とキラルな 2 の生成物比がおよそ 1 : 1
であったのに対し、PEG 修飾 HSA ではアキラル
な 1 がキラルな 2 の 2 倍程度生成している。高
効率な不斉反応場として機能させるためには、
アキラルな生成物比はできる限り少ないことが理
想である。今回合成した PEGHSA においてアキ
ラルな生成物比が増加している原因については、
反応サイトである第 3 サイトに PEG 修飾による何
らかの影響があったものと考えられる。 
 一方、% ee に注目すると、生成物 2、3 共にエ
ナンチオ選択性を示していることから今回合成
した PEGHSA は有効な不斉反応場として機能
することが明らかとなった。 
 
＊ AC 存在下での HSA への PEG 修飾の検討 
 前節より ga-PEG 修飾は HSA が本来有する
AC との結合挙動を損なうこと無く PEG 修飾が可
能であることが明らかとなった。さらなる反応効
率の向上を目指し、HSA の第一、第二サイトに
対して AC との結合を阻害する化合物存在下で
PEG 修飾を検討した。AC を結合させた状態で
PEG 修飾を行い、その後 AC を排除体積クロマト
グラフィーと透析による除去を検討した。透析後
も HSA が AC を包接していることが UV および
CD スペクトルから明らかとなった。透析後の CD
スペクトルを測定したところ、390 nm 付近に正の
コットン効果が見られたことから、透析後も PEG
化 HSA が AC を包接していることが明らかとなっ
た。PEG 化 HSA が包接している AC の当量を求

めるため、UV-vis スペクトルによる定量を試みた。
今回合成した ga-PEG10(AC)HSA の UV-vis ス
ペクトルを測定したところ、260 nm と 390 nm 付
近に AC 由来のピークが見られた。得られた未
修飾 HSA に AC を 1 当量および 2 当量添加し
た ス ペ ク ト ル に 対 し 、 260 nm の 吸 光 度 で
ga-PEG10(AC)HSA を規格化した。規格化した
UV-vis スペクトルの 280 および 390 nm の吸光
度を比較し、今回 AC 存在下で合成した ga-PEG
化 HSA は AC を 2 当量包接していることが明ら
かとなった [ga-PEG10(AC2)HSA] 。すなわち、
AC 存在下での PEG 修飾により第一、第二サイト
に AC が包接されていることが示され、反応基質
である AC の効率的利用を可能とする優れたキ
ラル反応場としての展開が期待される。 
 
総  括 
 本研究において従来の TNBS Na 法を改良し、
より正確な HSA の PEG 修飾率を導出することに
成功した。また、ga-PEG による HSA への修飾に
より、高次構造に影響を与えること無く PEG 修飾
することに成功した。 
 sc-PEGHSA と AC の基底状態相互作用は
HSA と AC とは異なり、PEG 修飾により基質反応
サイトの制御が可能になることが明らかとなった。
一方 ga-PEGHSA では HSA と同じ AC との基底
状態相互作用の挙動を示したことから、ga-PEG
による修飾が従来用いられている sc-PEG による
修飾よりも効果的な修飾方法であることが示され
た。さらなる反応効率の向上を目指し、HSA の
第一、第二サイトに対して AC との結合を阻害す
る化合物存在下で PEG 修飾を検討した。その結
果、AC 存在下での PEG 修飾により第一、第二
サイトに AC が包接されていることが示され、反
応基質である AC の効率的利用を可能とする優
れたキラル反応場として機能することが明らかと
なった。 
 今回合成した PEGHSA を不斉反応場として
AC の光環化二量化反応を行ったところ、未修
飾 HSA よりも高い変換効率を示した。基底状態
相互作用の結果とあわせて考えると、PEG 修飾
により AC の不斉反応場となる第三サイトが PEG
修飾により変化していることが示唆された。この
PEG 修飾による AC の光環化二量化反応への
影響を蛍光スペクトル測定、蛍光寿命測定、な
らびに傾向変更解消法など様々な手法を駆使
して明らかとした。。 
 今後 PEG 修飾率の 適化を行い人工抗体の
系へと展開していく他、現在検討している PEG
化試薬以外にも両末端に反応性が付与された
PEG 化試薬を用いて HSA をハイドロゲルなどの
固定化リアクターとして触媒的活用も可能になる
ことも期待され、生体高分子の 高い可能性を有
する極めて魅力的な方法論である事を明らかと
し、その一般性と有用性の実証に成功した。 
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