
1　は じ め に

分子選択的な分離/濃縮技術は，合成化学，医薬品，環
境分析，等様々な分野で重要視されていることは言うまで
もない．一般的に，特定の分子を選択的に分離する技術は，
アフィニティカラムに代表される生体分子由来の相互作用
を利用した媒体が用いられており，それ以外はオクタデシ
ル基結合型（ODS）シリカゲル，スチレンジビニルベンゼ
ン系樹脂，による疎水性相互作用を利用した分離，あるい
は種々のイオン交換樹脂を用いた静電相互作用による分離
が汎用である．
一方，選択的な分子認識能を有する人工媒体の開発とし
て，分子インプリント法と呼ばれる，いわゆる分子鋳型技
術が 1990年代からヨーロッパを中心に積極的に研究が進
められてきた1）～6）．その基本的な概念は Fig. 1に示すとお
り，はじめに，目的物質を直接鋳型分子として用い，目的
物質と化学的な相互作用可能な機能性モノマーとの複合体
を形成する．用いられる化学的な相互作用は，水素結合，
疎水性相互作用，静電相互作用などの非共有結合性の相互
作用が一般的であるが，一部，共有結合を利用した方法も
報告されている．次に，この複合体を架橋剤（シリカゲル
等も用いられる）存在下で重合することで，複合体を取り
込んだ状態で架橋高分子が合成される．最後に，種々の溶
媒を用いた洗浄により，鋳型分子のみを取り除くことに
よって，目的物質である“鍵”に対して選択的な分子認識
部位“鍵穴”を持つ，媒体を得ることができる．同法は，

比較的簡単な操作で選択的な分子認識を得ることができ，
種々の応用研究がされているが，特に環境分析への応用が
近年の主流である．
しかしながら，分子インプリント法にはいくつかの問題
点があり，とりわけ環境分析への応用を考えた場合には，
克服すべき課題があり，著者らはこれらの問題点をクリア
すべき新規概念に基づく方法論を提唱し，さらに，環境分
析の前処理剤への応用について研究を進めてきた7）～21）．考
えられる問題点は，次の通りである，ⅰ）毒性物質や希少
な物質への適用が困難である，ⅱ）架橋構造内部の鋳型分
子を完全に洗い流すことが困難である，ⅲ）水溶性化合物
への適用が困難，ⅳ）構造柔軟性化合物への適用が困難，
ⅴ）架橋構造内部に官能基が埋まる（閉鎖的な部位が出来
る），ⅵ）過剰量の機能性モノマーを使用するため認識部位
が不均一，等である．著者らは，上記のうち，ⅰ，ⅱ）に
ついては，フラグメントインプリント法，ⅲ～ⅵ）につい
ては，官能基間距離固定化法という，新たな概念を創出し
た．本稿では，それぞれの手法についての詳細及びその成
果について述べる．

2　フラグメントインプリント法

上記に示すとおり，一般的な分子インプリント法によっ
て得られた媒体を環境分析に組み込む場合には，いくつか
の問題がある．上記，ⅰ，ⅱ）がそれに該当するが，従来
法では目的物質を直接使用するために，毒性の高い物質や
天然物のような希少な物質に対しての適用が困難となる．
さらに，Fig. 1のように，分子認識部位は架橋高分子内部
に構築されることから，溶媒洗浄で完全に鋳型分子を取り
除くことは容易ではなく，使用時の急激な圧力，溶媒変化
によって，残存する鋳型分子が溶出する恐れがあり，環境
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選択的な分子認識能を示す人工材料として，分子インプリント法に基づく種々の応用技術を開発し，その
分子選択的な吸着能評価及び環境汚染物質の分析前処理剤としての可能性を評価した．目的物質の構造の一
部あるいは類似物質を擬似的な鋳型分子として用いるフラグメントインプリント法やイオン性官能基の官能
基間距離認識を可能とする新規方法論により得られた分離媒体によって，内分泌撹

かく

乱化学物質，ハロゲン化
芳香族，水溶性天然毒物などの選択的分離/濃縮が達成された．さらに，官能基間距離認識の応用として，光
触媒性酸化チタン上へ認識部位を導入することで，水環境中の毒性物質の選択的捕捉・光分解が達成された．

BUNSEKI  KAGAKU    Vol.  61,  No. 5,  pp. 371-381（2012）
©  2012 The Japan Society for Analytical Chemistry

   E-mail :  kubo@anchem.mc.kyoto-u.ac.jp
 1 東北大学大学院環境科学研究科 :  980-8579　宮城県仙台市青葉
区荒巻字青葉 6-6-20

 2 現在所属　京都大学大学院工学研究科材料化学専攻 :  615-8510　
京都府京都市西京区京都大学桂

総合論文



分析のエラーを引き起こす原因となる．これらの問題を回
避するために，著者らは，目的物質を直接使用しない新た
な手法として，フラグメントインプリント法を提唱した．
その概念を Fig. 2に示した．本法では，目的物質の構造の
一部あるいはその構造類似物質を擬似的な鋳型分子として
用いることで，従来法と同等の選択的分子認識能を得るこ
とが可能となる．これまでに得られた成果のうち，代表的
な対象物として，内分泌撹

かく

乱化学物質としてのビスフェ
ノール Aやエストラジオール，ダイオキシン，ポリ塩化ビ
フェニル（PCB）等に代表されるハロゲン化芳香族類，あ
るいは天然毒物などがあげられる7）～10）14）17）．ここでは，例
として，ハロゲン化芳香族のうち，臭素化ビスフェノー
ル A（BPA）を対象として，液体クロマトグラフィーにお
けるクロマトグラムを Fig. 3に示した．本研究では，機能
性モノマーとして 4-ビニルピリジン（4Vp），架橋剤として
エチレンジメタクリレート（EDMA）を用いて，均一径粒
子を合成し，液体クロマトグラフィー用カラムとして溶質
の保持挙動を評価した．Fig. 3には二つのクロマトグラム

を示したが，（b）には，2,6-bis-(trifluoromethyl)-benzoic 

acid（BTFB）を鋳型分子として用いた分離剤，（a）には，
鋳型分子を用いない（機能性モノマーは含む）分離剤の結
果を示している．これらのクロマトグラムから明らかなと
おり，BPA骨格の水酸基に対して，オルト位に二つの臭素
を有する同族体，3,3',5,5'-Tetra-Br-BPAに関して，（b）にお
いて保持の大幅な増加が確認できる．それに対して，臭素
一置換体である，3-Br-BPAについては，いずれの分離剤に
ついても保持が同等である．この保持の違いは，鋳型分子
として用いた BTFBによって構築された認識部位での構造
認識が寄与しており，分子構造計算の結果では，臭素原子
とトリフルオロメチル基の分子体積がほぼ同等であること
が確認されている14）．
さらに，フラグメントインプリント法の応用例として，
水酸化 PCBの選択的「群」認識について述べる．上記と同
じく，種々の鋳型分子を用いて分離剤を合成し，液体クロ
マトグラフィーを用いて，選択性の評価を行った．19種の
水酸化 PCB同族体を用いて各同族体における保持挙動を
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Fig. 1    Concept of authentic molecular imprinting technique

Fig. 2    Concept of the fragment imprinting technique



詳細に評価した．その結果，水酸化 PCBの塩素原子の置換
位置によって，保持の違いが見いだされた．興味深い結果
として，鋳型分子の違いによって，水酸化 PCB同族体の
pK aに基づく選択的保持が確認された．具体的には水酸化
PCBの水酸基の隣の炭素での塩素原子の置換の有無で pK a

が大きく異なり，さらに，興味深いことにその違いが甲状
腺ホルモンとしての活性に相関があるという結果が報告さ
れている22）．これらを背景として，得られた分離剤を用い
て，水酸化 PCBの選択的分離を試みた．Fig. 4には，19種
の水酸化 PCB同族体の液体クロマトグラフィーにおける
分離結果を示した．（a）は一般的なODSカラムを用いた場
合のクロマトグラム，（b）は，鋳型分子として biphenyl-4- 

carboxylic acid（BCA）を用いて合成したポリマー分離剤
（架橋剤 :  EDMA，機能性モノマー :  4Vp）におけるクロ
マトグラムである．予想されたとおり，汎用の ODSカラ
ムを用いた場合には，分離性能が高く，同族体の分離が鮮
明である．この分離は，言うまでもなく疎水性相互作用に
よる分離である．これに対して，（b）の分離においては，
同族体の pK aに基づく群としての分離が達成されている．
つまり，甲状腺ホルモンとしての活性を示す同族体につい

てのみ，選択的に分離されたことを意味し，鋳型分子の選
択によって，毒性の異なる同族体のみを選択的に分離した
一例である17）．
このように，フラグメントインプリント法を用いること
で，目的物質の構造の一部あるいはその類似物質の構造認
識，さらには pK a等の活性認識が可能であることが分かっ
た．特に，ハロゲン化芳香族類への応用が期待でき，実試
料レベルでの分析前処理剤として有効である．しかしなが
ら，本法では，従来の分子インプリント法と同じく，比較
的疎水的な目的物質のみが対象物質となり，さらに，従来
法を逸脱する概念を含まないため，上述のⅲ）～ⅵ）の問
題点は克服されていない．

3　官能基間距離固定化法

一般的な分子インプリント法では，鋳型─モノマー複合
体の溶解，多孔質のために種々の有機溶媒を用いる．必然
的に，鋳型分子自体も有機溶媒に可溶であることが必要と
なり，結果的に比較的疎水的な物質のみが目的物質とされ
てきた．しかし，環境中の毒性物質のうち，特に水環境中
に存在するアルカロイド等は，その構造内にイオン性の官

Fig. 3    Chromatograms for Br-BPAs on prepared polymer column

(a), Blank polymer prepared without template ; (b), BTFB imprinted polymer.    Chromatographic 
conditions :  mobile phase, 90％ aqueous MeOH ; column size, 150 mm×4.6 mm i.d. ; flow rate, 
1.0 mL/min ; temperature, 40℃ ; detection, photo diode array (275 nm)
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能基を含む場合が多く，水溶性であるため分子インプリン
ト法の目的物質としては不適であった．そこで，著者らは，
生体内部における分子認識（クラレ様物質等）をヒントと
して，“官能基間距離固定化法”という新たな概念を提唱し
た．その例として，藍藻毒の一種である，シリンドロスパ

モプシン（CYN）を目的物質とした結果を示す．CYNの分
子構造，及び分離剤合成の概念図を Fig. 5に示した．この
手法では，目的物質のイオン性官能基間距離を勘案した鋳
型分子用いて，まず，同じくイオン性の機能性モノマーと
のイオン結合型錯体を合成する．ここで得られる錯体は，
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Fig. 4    Chromatograms for HO-PCBs on ODS or imprinted polymer column

column, Chromatographic conditions :  Inertsil ODS-3 (150 mm×4.6 mm i.d.); mobile phase, (A) MeCN/H2O＝
8/2 ; (B) MeCN/0.1％ aqueous formic acid＝8/2, 0－10 min ; 100％ A, 10－20 min ; 100％ B, step-wise gradient ; 
flow rate, 1.0 mL/min ; temperature, 40℃ ; detection, photo diode array (270 nm)

Fig. 5    Concept of interval immobilization technique for CYN

SSA, p -styrene sulfonic acid ; EDMA, ethyleneglycol dimethacrylate



鋳型分子，機能性モノマーいずれもが水溶性であるにもか
かわらず，錯体は有機溶媒に可溶となる．さらに，第二の
機能性モノマーと架橋剤との重合反応の後，鋳型分子を取
り除き，アルキルハライドによる三級アミンの四級化に
よって，相異なる電荷を持った官能基が，一定距離で固定
化することが可能となる．得られた結果の一部を Table 1及
び Fig. 6に示した（MIP，molecularly imprinted polymer）．
ここで，鋳型分子としては，tributyl-(4-carboxybenzyl)-

ammonium chloride（TCBA）を用いた．吸着等温評価に
おけるスキャッチャードプロットとそこから得られる結合
定数の結果から，距離固定型の分離剤においてCYNに対す
る選択性が見いだされた11）12）．この手法によって，従来の
分子インプリント法では不可能とされてきた水溶性物質へ
の応用が可能となり，さらに，距離認識という新たな概念
を取り入れたことによって，次に続く別の手法が展開され
た．それらについて，後述する．

4　三次元的な分子認識について

典型的な分子インプリント法では，Fig. 1，2に示すよう
に，分子認識サイトは，架橋高分子の内部に構築されるた
め，剛直なサイトが形成され，結果として，目的物質も芳
香環等を含む比較的剛直な分子が好適である．したがっ
て，分子内の構造変化が著しい高柔軟性の物質は対象外と
されてきた．しかし，上述の距離固定の概念からも明らか
なように，官能基を三次元的な距離として認識する場合に
は，柔軟な構造を有する物質であっても選択的な分子認識
が起こりうると予想し，官能基の距離認識について，詳細
な検討を行った．本研究では，貝毒として知られるドウモ
イ酸（Fig. 7）を目的物質として，多数のカルボン酸を網羅
的に鋳型分子として利用して，分離剤を合成し，液体クロ
マトグラフィーにおける保持選択性を詳細に評価した．さ
らに，構造安定性をエネルギー的観点から評価するため
に，クロマトグラフィーの移動相中での安定構造計算を
行った．
液体クロマトグラフィーでの評価の結果，鋳型分子とし
て，単純な脂肪酸である pentane-1,3,5-tricarboxylic acid

（1,3,5-PeTA）を用いた時に，非常に高い選択的な保持が得
られた．また，分子モデリングでの計算の結果，Fig. 7に
示すように（ここで，図中の（a）～（c）はドウモイ酸構造

内の三つのカルボキシル基を示している），（1）の移動相
中での最安定構造に加え，一部のイオン的な脱水素化に
よって，構造が大きく変化し，その際の自由エネルギー変
化が 6.68 kJ/molであることが明らかとなった．これに対
して，クロマトグラフィーから得られた保持の変化を自由
エネルギー変化に換算した結果を Table 2に示す．これら
の結果を総合的に考察すると，移動相中でのドウモイ酸の
構造変化にともなう自由エネルギー変化に対して，例え
ば，1,3,5-PeTAを鋳型とした分離剤上での選択的保持によ
るエネルギー安定性は，その変化を大きく上回っており，
つまり，分子認識部位に取り込まれることによって，エネ
ルギー的により安定な構造となることが示された．Fig. 8

には，ここで得られる三次元的な分子認識のイメージ図を
示した．この結果から，目的物質が構造柔軟物質であって
も，三次元的な官能基の距離を考慮することによって，目
的物質の自己的な構造変化により，選択的な捕捉が可能で
あることが示され，一般的に考えられていた分子インプリ
ント法における選択的分子認識の可能性を拡充させた18）．
さらに，同分離剤は，擬似的に調製したドウモイ酸を含む
貝抽出物の精製にも適用が可能であり，固相抽出剤として
この分離剤を用いることによって，Fig. 9に示すとおり，
濃縮前後でドウモイ酸の効率的な選択的濃縮が達成された
ことが分かり，実用的にも有効であることが実証された．

5　距離認識技術の応用

上記の結果から，官能基の距離認識によって，高い選択
的分子認識を獲得できることが実証された．一方で，分子

Table 1    Binding data determined by Scatchard 
analysis

K a1 (M－1) K a2 (M－1)
N 1 

(μ mol/g)
N 2 

(μ mol/g)

Blank 2.7×104 2.3×103 1.4 8.1
TCBA-MIP 8.9×104 3.2×103 0.82 7.6

Fig. 6    Scatchard plot for CYN on prepared polymers

The association constants (K a) and number of binding 
sites (N) were determined from the slope and 
y-intercept, respectively, of fitted line (n/Cf＝－K an＋
K aN) obtained by least squares regression
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インプリント法の問題としては，先に示したⅴ），ⅵ）が克
服されていない．つまり，認識サイトの均一性と架橋内部
に存在する非稼働的な認識部位の存在である．従来法で
は，鋳型分子を効率的に作用させるため，鋳型分子に対し
て 2～10倍の機能性モノマーをモル比として用いる．結果
として，用いた鋳型分子はすべて認識部位構築に作用する
と予想される一方で，過剰量に加えられた機能性モノマー
は，不均一な保持を生む原因となり，結果的に分子認識の

均一性を低下させることになる．また，架橋高分子で高度
に架橋された分子認識部位の一部は，架橋高分子に対して
閉鎖的に構築されるため，溶媒が接触できない部位ができ
てしまう．一般的には，合成に用いた鋳型分子 20～70％ 

が実際の認識部位に寄与することが実験的に示されてお
り，導入した鋳型分子が効率的に作用しているとは言い難
い．
そこで，上記で示した距離固定化の概念を用いて，より
効率的な人工的な分子認識の構築法を提唱した．Fig. 10に
その概念図を示す．本法では，はじめに架橋剤のみで多孔
性ポリマーを合成する．この BASEポリマーに未反応のビ
ニル基が多く残存している．次に，機能性モノマーと鋳型
分子のイオン結合型錯体を合成し，先に合成した BASEポ
リマーとラジカル開始剤存在下で反応させることで，ポリ
マー細孔表面にのみ錯体が付加し，距離選択的な認識部位
が構築できる．例えば，貝毒として知られるサキシトキシ
ンを目的物質として，分離剤を合成した際の鋳型分子の構
造を Fig. 11に示した．ここでは，比較のために官能基間距
離が異なる鋳型分子も示している．これらの鋳型分子を用
いて分離剤を合成し，バッチ吸着で無毒のデカルバモイル
サキシトキシン（dcSTX）の吸着実験を行った．その結果，
Fig. 12に示すとおり，すべての分離剤においてイオン交換
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Fig. 7    Alteration of ΔG by conformation changes in domoic acid in chromatographic mobile phase condition

(1), Most stable conformation of domoic acid and (2), conformation of domoic acid after protonation of COOH (b)

Table 2    Gibbs Free Energies of domoic acid on 
Chromatographic Evaluation

k' of DA
ΔG－ΔG 

(on BASE)  
(kJ/mol)

ΔG－ΔG 
(on BLANK)  

(kJ/mol)

BASE 0.10 ̶ ̶
BLANK 1.10 6.04 ̶
1,3,5-PeTA-MIP 53.5 15.8 9.79

Chromatographic conditions :  mobile phase, MeCN/0.05％ 
AcOH aqueous＝7/3 (v/v); flow rate, 1.0 mL/min ; 
temperature, 30℃ ; detection, photodiode array (241 nm); 
column size, 150 mm×4.6 mm i.d. BASE :  Only crosslinker 
(EDMA) was used for the preparation without a functional 
monomer (4Vp) and any template molecules.    BLANK :  
EDMA and 4Vp were used for preparation without any 
template molecules.



容量はほぼ同等であるにもかかわらず，dcSTXに対する吸
着率は大きく異なり，官能基間距離が類似する
4-(tributylammoniummethyl)-benzyltributylammonium 

chloride（TBTA）を用いた分離剤（TBTA-P）において，高
い吸着率が得られた．この結果は，官能基間の距離固定化
が効率的に達成された結果であり，距離認識による吸着能
の増加が確認された．さらに，同分離剤を固相抽出剤とし
て用い，擬似的な貝抽出物を処理した結果，Fig. 13の通
り，試料液中からdcSTXが完全に除去されていることが分

かる．加えて，分離剤に吸着した dcSTXは，高濃度の塩溶
液で押し出すことで定量的に回収できることから，リサイ
クル性にも優れた分離剤であることが示された19）20）．

6　無機材料上での分子認識

上述の通り，従来の分子インプリント法での問題点を
種々の方法論を導入することで，克服し，特に親水性化合
物の選択的分子認識の獲得としては，官能基間距離の認識
が有効であることを学術面，実用面から証明することに成

Fig. 8    Image of stabilization of domoic acid on the recognition site

Fig. 9    Chromatograms of blue mussel extracts containing domoic acid

(a), non-pretreated sample ; (b), passed-through fraction from 1,3,5-PeTA imprinted polymer.    Chromatographic 
conditions for determination of domoic acid :  column, Mightysil (Kanto Chemical, Japan, 150 mm×4.6 mm i.d.); 
mobile phase, MeCN/0.05％ AcOH aqueous＝3/7 ; flow rate, 1.0 mL/min ; temperature, 30℃ ; detection, 
photodiode array (241 nm); injection volume, 1 μL.
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Fig. 10    Concept underlying molecular recognition of water-soluble ionic compounds by the interval 
immobilization technique

Fig. 11    Structure of saxitoxin (STX) and template 
molecules

TBTA, 4-(tributylammoniummethyl)-benzyltributylammo-
nium chloride ; BTAB, 4,4'-bis(tributylammoniummethyl 
chloride) biphenyl ; Distance between N＋ and N＋ are 
7.07 Å (STX), 7.93 Å (TBTA), and 11.62 Å (BTAB), 
respectively, these values are calculated by using Chem 
Draw Ultra 9.0.

Fig. 12    Ion-exchange capacity and adsorption ratio 
of dcSTX after batch evaluation

The histograms denote the adsorption ratio and the 
dotted line represents the ion-exchange capacity.    
(a), BLANK polymer prepared without templates ; 
(b), TBTA-P prepared with TBTA ; (c), BTAB-P 
prepared with BTAB.



功した．そこで，この方法をより一般化するために，無機
材料とのハイブリッド化についての検討を行った．光触媒
として知られる酸化チタン表面に，上記と同じくdcSTXの
選択的認識部位を導入することで，その効果を評価した．
このときの合成の概念図は，Fig. 14に示すとおりである

が，酸化チタン表面の水酸基を利用して，認識部位を直接
的に導入した．dcSTX溶液中での選択的捕捉・光分解の結
果について，Fig. 15にまとめた．このプロットに示すとお
り，未処理の酸化チタンと比較して，吸着速度が高く，な
おかつそれが光分解にも反映されている．繰り返し実験の
結果，未処理の酸化チタンでは，二回目以降の光分解能が
大きく低下するのに対して，表面処理により認識能を導入
したハイブリッド体では，性能低下なく繰り返し使用が可
能であることが分かった21）．これは，未処理の酸化チタン
では，分解物が酸化チタン表面に堆積するのに対し，ハイ
ブリッド体では，表面に導入された認識部位での吸着が起

Fig. 13    Chromatograms of samples after solid-phase 
extraction

(a), Non-treated sample ; (b), fraction on BLANK 
polymer which was prepared without template ; (c), 
fraction on TBTA-P, detection using LC-MS :  SIM-MS 
m/z  257 [M＋H]＋.

Fig. 14    Concept of hybrid photocatalyst enabling selective adsorption and photodegradation

Fig. 15    Free dcSTX concentration on batch 
adsorption and UV irradiation with pseudo extracts

(a), TiO2 ; (b), TiO2 modified with recognition sites.    
UV irradiation, 365 nm.

総合論文　 379久保  :  分子選択的前処理を目的とした分子インプリント法の応用技術開発



こるため，分解物が堆積することなく，酸化チタンの光分
解機能が継続的に効果を示すと予想される．
以上の結果から，著者らが提唱した官能基間距離固定化
法は，分離剤として有効であることに加え，種々の無機材
料とのハイブリッド化が可能であることが示された．今
後，酸化チタンをはじめとする，機能性無機ナノ粒子との
ハイブリッド化により，分子認識材料のさらなる応用研究
への展開が期待できる．

7　お わ り に

分子インプリント法は，数十年にわたり世界中で研究が
進められてきた．比較的簡易な手法であるため，先進国の
みならず，途上国においても同分野の研究が進められてい
る．著者らの研究は，人工分子認識分野の拡充とともに，
環境分析，無機材料とのハイブリッド化等の応用に結びつ
き，より高度な方法として，世界的にも認知されはじめて
いる．今後，著者らの提唱した新しい分子インプリント技
術によって，多岐にわたる分野での応用研究，実用研究が
展開されると期待できる．
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The application techniques based on the molecular imprinting for selective molecular 
recognition were developed, and we evaluated newly developed separation media concerning 
its fundamental retention properties and the possibilities as pretreatment media of 
environmental pollutants.    Selective separation and/or concentration of environmental 
pollutants such as endocrine disrupters, halogenated aromatic compounds, and water-soluble 
natural toxins was achieved by newly proposed techniques, the fragment imprinting and the 
interval immobilization technique.    Furthermore, the selective adsorption and photo 
degradation of natural toxin in environmental water was demonstrated by the hybrid material 
of titanium oxide nano particles modified with interval immobilized recognition site.

Keywords  :  molecular imprinting ; selective recognition ; environmental pollutants ; 
pretreatment.
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