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研究成果の概要（和文）：酵素を触媒とするポリフェノールの酸化反応を用いて、ゼラチンの接着力を改良し
た。これはポリフェノールの酸化で生成するキノンによってゼラチンタンパク質が共有結合で架橋し、ゼラチン
が不溶化する現象を利用している。カフェ酸を用いた架橋でゼラチン接着剤の耐水性が著しく改善し、ホルムア
ルデヒドを含まない生体組織用の接着剤として利用できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The gelatin adhesive was improved by conjugating tyrosinase-catalyzed 
oxidation of phenolic compounds. The gelatin protein molecules were covalently crosslinked by the 
phenol oxidation products, the quinones, to form an insoluble polymeric substance. Indeed, the 
crosslinked adhesive using a natural polyphenol, caffeic acid, remarkably enhanced moisture 
resistance and waterproof property. The present quinone crosslinking reaction hence may be 
potentially useful for fabricating new formaldehyde-free gelatin glue for tissue.

研究分野： タンパク質工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）生体の軟組織用接着剤としてゼラチン
が期待されている。最近の外科手術では患部
の簡便・迅速な閉鎖に、シアノアクリレート
系の合成接着剤（瞬間接着剤）が使用されて
いるが、患部の炎症を惹起する事例が頻繁に
起きている。毒性を示すアルデヒドが合成ポ
リマーから分解・生成することが原因であり、
代替品の開発が急務になっている。ゼラチン
は、下記の特徴をもつため有力な候補に挙げ
られる。①動物の皮膚や骨を構成するコラー
ゲン繊維の分解タンパク質であり、生体親和
性や分解・吸収性が高い。②工業的に量産さ
れている。③木工や製紙等の用途で古くから
接着剤として使用されている。 

しかし、ゼラチンの接着力は湿度や温度
に敏感で、体液や血液で塗れた組織を接着で
きない。ゼラチン接着層はポリペプチド鎖同
士の部分的な相互作用で固化（ゲル化）する
が、水素結合によるもので弱いからである。
現在、接着層を耐水化する策として、ホルム
アルデヒドによるゼラチンの化学架橋があ
る。得られる架橋ゼラチンは耐水接着力を有
するが、毒性が強いホルムアルデヒドを使用
しているため実用は困難となっている。 
 
（２）当研究所では、安全性の高いタンパ

ク質の架橋法として、水生生物（イガイなど）
の接着タンパク質で見られる仕組み「キノン
架橋」を利用した技術を開発している。天然
のキノン架橋反応は、酸化酵素を触媒とする
特殊なフェノール性化合物（N-アセチルドー
パミン等）の酸化で開始する。生成したキノ
ン化合物が、タンパク質のアミノ基（リジン
やヒスチジン残基）に結合することで架橋が
形成する。これまで、ポリフェノールをタン
パク質に添加することで人工的にキノン架
橋する実験を行っており、次に示す結果を得
ている。 

 
①単純フェノール化合物（ヒドロキノン）を
使ったキノン架橋法を確立している。 

②カテキン等の植物ポリフェノールが、架橋
剤として利用できることを明らかにしてい
る。 
③ヒドロキノンで酸化架橋したゼラチンは、
木材に対する接着力が約 3 倍（2→6MPa）高
まること、そして 30℃の温水に浸漬しても接
着力が 3MPa まで保持することを明らかにし
た。 
④しかし、カテキンで架橋すると、接着力は
ヒドロキノンと同様に 6MPa 程度まで高まる
が、30℃の浸水条件では接着力を示さないこ
とを確認した。従って、耐水接着力を獲得す
るには、単にゼラチンを架橋するだけでは不
十分で、架橋剤のポリフェノール種を選び出
す必要があった。 
 
（3）ポリフェノールとタンパク質を材料に
した研究は、現在までに多くの研究者・企業
によって進められている。ほとんどが分子量
の高いポリフェノール（タンニン等）とタン
パク質との収斂（吸着）作用を使っており、
皮なめし材、染色の媒染剤、抗酸化剤、有害
金属の除去材などが開発されているが、接着
剤としての実用例はない。唯一、タンニンの
吸着によるゼラチンの接着改良が試みられ
ているが、接着力も耐水性も改善は見られな
い。 

これらの背景から本提案では、ポリフェノ
ールのキノン架橋によるゼラチンの耐水接
着化を行うことで、生体組織用の接着剤を開
発するとともに、その接着メカニズムの解明
を目指した。 

 
２．研究の目的 
ゼラチンは接着性を備えた天然由来の繊維

状タンパク質であり、生体親和性が高いこと
から組織用接着剤として利用が期待できる。
しかし、水や 30℃以上の温度に曝すと接着力
がなくなるという問題がある。この耐水接着
性を改善するために、天然物のポリフェノー
ルを用いてゼラチンをキノン架橋する。接着
特性の獲得に必要な条件から接着のメカニズ
ムを探求すると共に、組織接着剤に応用する。 
 
３．研究の方法 
（１）耐水接着の評価系の確立 
接着の耐水性を評価する方法として、JIS 規
格における木材の引張せん断試験（K6851）
が一般法とされており、キノン架橋ゼラチン
について評価を行ってきた。この方法は本研
究でも有効であるが、被着材である木材およ
びサンプル調製に煩雑さが伴うため、少数パ
ラメータ条件で試験N数を大きくする必要が



ある。本研究では、多種類のポリフェノール
の同時評価が必要なため、簡便に耐水接着性
を評価する方法を確立することから始めた。 
 
（２）ポリフェノールの選定 
先に確立した評価系を用いて、耐水接着力が
高いポリフェノールを選定した。また、ポリ
フェノールの水酸基の位置や６員間の配置
などによる分類が接着特性に帰着可能かを
試みた。さらに、種々のポリフェノールで架
橋を用いたゼラチンの変化を表面張力から
調べ、耐水接着に起因する要素を分析した。 
 
（３）生体組織用の接着剤としての評価 
選定したポリフェノールを用いて、ゼラチン
の生体組織に対する接着性を改良した。具体
的には、ATSM 規格（米国試験材料協会）の試
験法（F2255–05）を参考に構築したブタ皮に
対する接着試験で、接着強度の増強や接着反
応の時間短縮が達成できる反応条件や組成
濃度を最適化した。生体組織接着剤としては
1 時間程度の接着時間で接着強度は 10kPa 以
上の性能が必要であり、実用に耐えうる性能
まで改良を目指した。 
 
４．研究成果 
（１）耐水接着の評価系の確立 

新たに構築した方法では、濾紙に挟んで接着
したゼラチンサンプルを調製後、一定温度の
温水槽に浸漬する作業を行って、自然剥離の
有無を調べた。この濾紙を用いた評価法の有
効性は、木材の引張せん断試験（JISＫ6851 
7-2 耐温水試験）において耐水接着性を示す
キノン架橋ゼラチン（ヒドロキノンで架橋し
たゼラチン）と未架橋のゼラチンの濾紙サン
プルを調製し、浸漬温度を比較することで確
認した。 
 
（２）ポリフェノールの選定 
市販や企業より供与された高純度のポリフ
ェノールから、確立した評価系を用いてポリ
フェノールの選定を行った。 
 
①単純ポリフェノールの水酸基の数と位置
が異なる条件で比較したところ、酸化反応で
キノン体と成りうるポリフェノール（オルト
位とパラ位に水酸基が配位するポリフェノ
ール）が耐水接着性を有し、水酸基の数が 2
個のポリフェノールが高い耐水接着性を示
した。また、基本骨格が同じで分子量の異な
るポリフェノールの耐水接着性を比較した
ところ、低分子量のポリフェノールが高い耐
水接着性を示し、カテキン等の高分子量にな
ると耐水接着性が弱まることがわかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②ポリフェノール構造による分類を基に
種々のポリフェノールを選別したところ、カ
テコールや植物ポリフェノールのカフェ酸
等の分子種が選定できた。カフェ酸でキノン
架橋したゼラチンは、耐水温度が 50℃以上ま
で接着力を有し、木材の引張せん断試験（JIS
Ｋ6851 7-2 耐温水試験）での引張り強度は
約 4.2MPa を有していた。（比較；未架橋ゼラ
チンの耐水温度は 10℃以下、JIS 規格では測
定前の浸漬で合板が剥離するため測定不
能。） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

化合物名 R1 R2 R3

カフェ酸
3,4-dihydroxy cinnamic acid

OH OH H

4-hydroxy cinnamic acid H OH H

3-methoxy-4-hydroxy cinnamic
acid OCH3 OH H

3,5-dimethoxy-4-hydroxy 
cinnamic acid OCH3 OH OCH3

4-methoxy-cinnamic acid H OCH3 H

R2

R1

OR3

OH



③架橋ゼラチンの接着面について接触角を
測定し、表面張力を調べた。北崎・畑の理論
から表面自由エネルギーを分散成分、極性成
分、水素結合成分の３成分で構成されると仮
定し、各成分が既知である水、ジヨードメタ
ン、n-ヘキサデカンを使って算出した。その
結果、耐水性を示すヒドロキノンあるいはカ
フェ酸架橋ゼラチンと、耐水接着性を示さな
いカテキン架橋ゼラチンでは、非極性の分散
成分が異なることがわかった。接着面におけ
る非極性の分散成分が低下することで、耐水
接着性が誘起することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）生体組織用の接着剤としての評価 
①耐水接着性を示すポリフェノールとして
選定したヒドロキノンとカフェ酸を用いて、
ブタ皮を基材とする接着試験で接着力を測
定した。まず、ポリフェノールと酸化酵素で
あるチロシナーゼをゼラチンに加え、ブタ皮
に挟んで試験片を調製した。室温で 24 時間
放置することで架橋した試験片について引
張りせん断強度を測定した。その結果、ヒド
ロキノンで架橋したゼラチンは、未架橋のゼ
ラチン（3.2kPa）と比較して約 3倍強力に接
着することがわかった（約 10kPa）。次に、ヒ
ドロキノン濃度を変化させることで最適化
を図ったところ、未架橋のゼラチンに比べて
30 倍まで接着力を増強することができた（約
90kPa）。同様に、カフェ酸で架橋したゼラチ
ンに加え、耐水接着性を示さないカテキンで
架橋したゼラチンも接着力を高めることが
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②架橋反応時間（24 時間）を短くすることで
汎用性を高めることを試みた。方法として、
これまでの架橋度の分析データからゼラチ
ンタンパク質の架橋度が最大となるように
ポリフェノールとタンパク質濃度を変化さ
せることで反応条件を最適化した。これによ
り、接着時間（架橋反応時間）を室温で 1時
間まで短縮しても、架橋ゼラチンは 60kPa 程
度まで接着強度を保持することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③これまでのブタ皮に対する接着試験では
耐水接着性を示さないカテキン架橋ゼラチ
ンでも接着が可能であり、臓器等の水分が豊
富な環境で接着性を評価することが重要に
考えられた。そこで、ブタ皮の代わりに水分
を多く含むブタモモ肉に対する接着力を調
べた。その結果、耐水接着性を示すカフェ酸
を用いて架橋しても、ゼラチンがモモ肉の水
分でゼラチンが溶解するため接着できなか
った。この要因として、ゼラチン周囲の水分
が多いため、架橋（固化）する前にゼラチン
分子が水に希釈されることが推測された。ゼ
ラチンを塗布する行程で予めある程度固化
しておく等の操作的な変更が必要であると
考えられた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）今後の展望 
以上より、水分含量等で接着基材の選別が必
要であるが、本研究で開発したポリフェノー
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ルによる酸化架橋したゼラチンは耐水接着
性を備えたものとして組織用の接着剤に応
用できることがわかった。また、組織接着剤
の他に、シックハウス対策のノンアルデヒド
接着剤、あるいはタンパク質の架橋技術とし
て、衣食住の多用途で転用できる。 
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