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研究成果の概要（和文）：セルロース原料の塩酸処理により調製したセルロースナノ結晶（CNC）の共存下、L-アラニ
ンエチルエステル塩酸塩の重合反応について検討した。その結果、二量体および三量体といったアラニンオリゴマーに
相当する生成物が高速液体クロマトグラフ質量分析計により検出され、CNCが重合触媒として機能する可能性が示唆さ
れた。生成量は常温、弱酸性あるいは中性条件において最大であった。いくつかのアミノ酸モノマーの重合反応につい
て検討した結果、CNCは疎水的なアミノ酸モノマーの重合反応を特異的に触媒する可能性が示唆された。しかしながら
、いずれのモノマーもオリゴマーへの転化率は数％以下であり、今後の改善が望まれた。

研究成果の概要（英文）：Polymerization of L-alanine ethyl ester hydrochloride in the presence of 
cellulose nanocrystal (CNC) prepared by treatment of cellulose sources with hydrochloric acid was 
investigated. Alanine oligomer products, such as alanine dimer and trimer, were successfully detected by 
a liquid chromatography-mass spectrometer, suggesting the potential of CNC as a polymerization catalyst. 
The product amounts were maximal at ambient temperature under weakly acidic or neutral conditions. When 
several amino acid monomers were applied, CNC accelerated specifically the polymerization of hydrophobic 
amino acid monomers. Unfortunately, the conversions of monomers to oligomers were less than several %, 
which should be improved in the near future.

研究分野：化学
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１．研究開始当初の背景	
セルロースは、D-グルコースがβ1→4 結合
でつながった構造をもつ天然高分子である。
天然のセルロースは、分子鎖が同一方向に配
列した結晶性繊維として存在する。このセル
ロース繊維を常法に従って酸処理すると、針
状のナノ結晶（セルロースナノ結晶、CNC）
の安定な水分散液が調製できる。	
研究開始当時に応募者らは、常温・常圧・
中性の条件下、有機化合物中のエステル、リ
ン酸、アミド結合が CNC 表面で触媒的に加水
分解される現象を見出した。基質の適用範囲
は広く、p-ニトロフェニル基で活性されたモ
デル基質のみならず、ペプチドやタンパク質、
ヌクレオチドも加水分解された。	
セルロースが示すこのような酵素様の加水
分解触媒活性は、反応溶液に添加する物質や
反応条件の選択により、有機化合物の合成反
応（縮合反応など）に利用できる可能性を秘
めていると仮説を立てた。	
	
２．研究の目的	
高分子合成のための重合触媒として CNC が
機能することを明らかにする。	
	
３．研究の方法	
常法に従って前処理したマボヤ被嚢を 4	M
塩酸中、80℃、8 時間、加熱処理した後、遠
心分離操作による溶媒置換をもとに精製す
ることにより、水分散性が高いセルロースナ
ノ結晶（CNC）を調製した。	
p-ニトロフェニル基で活性化されたエステ
ル基をもつ低分子モデル基質を用いて、CNC
が示す加水分解活性を評価した。基質の高濃
度溶液を準備し、ごく少量を CNC 分散液に添
加し、反応させた。所定の反応時間後、遠心
分離操作により CNC を沈澱させ、上清中の生
成物（p-ニトロフェノール）を可視紫外吸収
スペクトル装置により検出した。	
CNC の重合触媒としての性質を評価するた
めに、L-アラニンエチルエステル塩酸塩、L-
ロイシンエチルエステル塩酸塩、L-トリプト
ファンエチルエステル塩酸塩、L-セリンエチ
ル塩酸塩をモノマーとして、ペプチドの合成
反応について評価した。モノマー濃度を0.7	M
もしくは 10	mM、CNC 濃度を 0.5%	(w/v)とし、
30℃下で pH	4.0,	5.0,	7.0,	9.0,	11.0 の緩
衝液中で反応させた。反応後に反応液を遠心
分離し、得られた上清を高速液体クロマトグ
ラフ質量分析計（LC-MS）により解析し、生
成物を同定した。	
	
４．研究成果	
幅 10〜20	nm、長さ数 µm のウィスカー状の
形態をもつマボヤ由来CNCが調製でき（図1）、
また、これらは天然セルロース特有の I型結
晶構造であった。この CNC はモデルエステル
基質に対して従来と同様の加水分解活性を
示した。	
CNC の重合触媒としての機能を評価するた

めに、L-アラニンエチルエステル塩酸塩を
0.7	M の濃度で、HEPES 緩衝液（pH	7.0）中、
30	℃で CNC とインキュベーションした。所
定時間後、LC-MS により生成物を定量した結
果、アラニンオリゴマーに相当する二量体及
び三量体の生成が確認された。CNC を添加し
なかった場合と比較して CNC を添加した場合
の方が二量体及び三量体の生成量が大きか
ったことから、CNC が L-アラニンエチルエス
テルの重合反応を触媒する可能性が明らか
となった。二量体及び三量体の生成量を経時
的に定量した結果、二量体の生成量は 14 日
目で、三量体の生成量は 7日目で最大となり、
その後減少した（図 2）。このことから、反応
初期ではペプチドの生成反応が進行するも
のの、反応後期ではペプチドが CNC による触
媒反応や自発な反応により加水分解された

�
��

���������������

�� 	� ��� �	� ��� �	�

�
�
�
�
�
�
�
�
�


�


�
�
�

����

���������������

�� 	� ��� �	� ��� �	�

�
�
�
�
�
�
�
�
�


�


�
�
�

 

図 2	 アラニンオリゴマーの生成量	

(a)	二量体、(b)	三量体	

CNC 共存下と非共存下の生成量をそれぞれ

青とグレーで示した。	

 
図 1	 マボヤ由来 CNC の	

透過型電子顕微鏡写真	



 

 

ものと考えられる。	
反応溶液の pH がペプチドの合成反応に与
える効果を検討した。pH	4.0,	5.0,	7.0,	9.0,	
11.0 の緩衝液中で L-アラニンエチルエステ
ル塩酸塩を 0.7	M の濃度で CNC と混合して 26
日間インキュベーションし、LC-MS により二
量体及び三量体の生成量を定量した（図 3）。
さらに CNC 共存下の二量体の生成量を CNC 非
共存下での二量体の生成量で除することで、
CNC による二量体の相対生成量を算出した
（図 4）。その結果、二量体の相対生成量は
pH	5.0 の場合が最大であることがわかった。
pHが5.0から増大すると二量体の相対生成量
が減少し、pH	9.0 ではおよそ 1 であり CNC に
よる合成反応の促進は観察されなかった。ま
た、pH	4.0 においても二量体の相対生成量は
およそ 1 であり、CNC による促進は見られな
かった。これより CNC は中性から弱酸性にお
いて合成反応に対する活性をもつことが明
らかになり、その活性の大きさは pH	5.0 が
最大であり、次いで pH	7.0 が高いことが示
された。なお、pH	11.0 では二量体及び三量
体は全く検出されなかった。モノマーも全く
検出されなかったことと併せて考えると、pH	
11.0 では加水分解速度が大きく、本実験にお
ける反応時間では基質及び生成物が全て加
水分解されてしまったと考えられる。上述し
た通り、pH	7.0 及び pH	5.0 のいずれにおい
ても CNC により三量体の生成が促進されたが、
生成量は pH	7.0 の方が大きかった。一方で、

pH	9.0 においては CNC による促進は見られな
かったが、CNC を添加しない場合の三量体の
生成量は pH	7.0 より多かった。従ってペプ
チドの合成反応は、pH が高いほど有利である
ことが示唆された。これは pH が高いほど脱
プロトン化したアミンの割合が増大し、反応
速度が大きくなったためと考えられる。以上
の結果より、(1)CNC によるペプチドの合成反
応は中性及び弱酸性で促進される、（2）pH が
高いほどペプチドの合成反応は有利となる
が、アルカリ条件下では CNC の活性がほとん
どない、（3）pH	4.0 では反応がほとんど進行
せずさらに CNC の活性はほとんどない、こと
が明らかとなった。	

モノマーのアミノ酸種が CNC による反応に
与える効果を検討した。L-アラニンエチルエ
ステル塩酸塩、L-ロイシンエチルエステル塩
酸塩、トリプトファンエチルエステル塩酸塩、
L-セリンエチル塩酸塩をモノマーとして 10	
mMの濃度でCNCと混合して所定時間インキュ
ベーションし、LC-MS により二量体の生成量
を定量した。L-アラニンエチルエステル塩酸
塩を用いた場合は、CNC 非共存下では二量体
は生成されなかったが、CNC 共存下では二量
体が生成された（図 5a）。このことより、モ
ノマー濃度が 0.7	M の場合と比較して二量体
の相対生成量が大きく、モノマー濃度が10	mM
の方が CNC による触媒効果が高いことがわか
った。さらに L-ロイシンエチルエステル塩酸
塩を用いた場合も、CNC により二量体の生成
が促進された（図 5b）。L-ロイシンエチルエ
ステル塩酸塩では CNC 非共存下でも二量体が
生成されたことから、L-アラニンエチルエス
テル塩酸塩の場合より二量体の相対生成量
が低いことがわかった。一方で、L-トリプト
ファンエチルエステル塩酸塩及び L-セリン
エチルエステル塩酸塩を用いた場合は、CNC
による二量体の生成の促進はほとんど観察
されなかった（図 5c,d）。以上の結果より、
CNC はモノマーに用いるアミノ酸種依存的に
ペプチドの合成反応を触媒することが明ら
かになった。本実験で用いたアミノ酸ではロ
イシン、アラニン、トリプトファン、セリン
の順に疎水性が高いことが知られている。こ
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図 3	 アラニンオリゴマー生成量の	

pH 依存性	

(a)	二量体、(b)	三量体	

CNC 共存下と非共存下の生成量をそれぞれ

青とグレーで示した。	
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図 4		アラニン二量体の相対生成量の	

pH 依存性	



 

 

れらのうち、疎水性が比較的高いロイシン及
びアラニンのみ CNC により二量体の生成が促
進されたことから、CNC は疎水性が高い基質
を選択的に触媒する可能性が示唆された。ま

た、ロイシンと比較してアラニンの方が CNC
の効果が大きかったことから、疎水性がそれ
ほど高くないこと、もしくは側鎖が小さいこ
とが重要であると考えられた。	
応募者らはこれまでに、アミノ酸と p-ニト
ロアニリン	(pNA)	がアミド結合により結合
した基質	(pNA 誘導体化アミノ酸)	を用いた
場合、CNC による加水分解の速度はトリプト
ファン、アラニン、ロイシンの順に速いこと
を明らかにしている。一方、本研究の結果よ
り、アミノ酸エチルエステルを用いたペプチ
ドの合成反応における CNC の活性はアラニン、
ロイシン、トリプトファンの順に高いことが
明らかとなり、pNA 誘導体化アミノ酸の加水
分解の速度の順と一致しなかった。この原因
としては、（1）合成反応と加水分解反応では
CNC の活性サイトが異なるため、基質分子と
CNC の相互作用が変化し触媒されやすい基質
が変わった、（2）加水分解反応では水が求核
種として働くのに対して、本合成反応ではア
ミノ酸誘導体が求核種であり、嵩高い置換基
を有するため立体障害により反応に影響を
及ぼした、などの可能性が考えられる。今後、
CNC による合成反応をより詳細に検討するこ
とで、CNC の触媒としての適用範囲が明らか
になると共に、加水分解反応と比較すること
で CNC による触媒機構の解明につながると考
えられる。	
一連の結果より、CNC がペプチドの重合触
媒として機能する可能性が示唆されたが、重
合度は最大でも 3であった。この原因として、
水中では生成物であるペプチドが CNC による
触媒反応や自発な反応により加水分解され
たためと考えられる。そこで、加水分解反応
を抑制することができればさらに高い重合
度のポリペプチドを合成できる可能性があ
ると仮説を立て、有機溶媒中での合成を検討
した。溶媒としてジメチルスルホキシドもし
くは 2-プロパノールを用いて重合反応を検
討した結果、ペプチドの生成は確認できなか
った。この原因として、有機溶媒中では CNC
の触媒活性点の構造が変化し、CNC の触媒活
性がなくなった可能性が考えられる。現在の
ところ有機溶媒中での重合反応は達成でき
ていないが、今後さらに多様な有機溶媒で検
討することで、ペプチドの合成反応が進行す
る溶媒を発見することができれば、ポリペプ
チドの合成が期待できる。	
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図 5	 二量体の相対生成量の	

アミノ酸種依存性	

(a)	アラニン、(b)	ロイシン、	

(c)	トリプトファン、(d)	セリン	

CNC 共存下と非共存下の生成量をそれぞれ

青とグレーで示した。	
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