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緒 言

分 析 機 器の 進歩 と ともに 前処理 と して の 分離や 濃縮の 操作 は 軽減さ れ て い る とは

い え 、 分 離 濃縮は 物 質 精製法 と して 基礎的 に 重 要 で あ る 。 目的 物 質 の 濃縮や 妨害物

質 の 除去な ど に イ オ ン 交換法や 溶媒抽出法を は じめ と して 数 多 く の 優れ た 分離 方法

が用 い ら れ て い る 。 イ オ ン 交換法は 吸着 と脱離 、 溶媒抽出法で は 抽出 と逆抽出な ど

の よ う に 、 水溶液 か ら の 目的 物 質 の 補集 とそ の 分離 回収な ど 個別の 操作 が 必要 で、あ

る 。 こ の よ う な 溶媒抽出に お い て 抽出 と溶出を 連続して 行 う た め に 液体 膜 シ ス テム

が あ る 。 こ れ は 、 水に 混じり 合わ な い 有 機 溶媒 ( 液 体 膜 ) とこ れ を 挟んだ 2つ の 水

相 (相 1 と相 2) を 組み合わ せ、 相 1 と有 機相 で は 抽出操作 が 、 有 機 相 と相 2で は

溶出操作 が行 わ れ 、 結果 と して 目的 物 質 が相 1か ら 相 2 へ有 機相 を 介して 輸送さ れ

る 。 こ の 操作 を 有効に行 な う た め に、 液体膜 には 多 く の 場合キ ャ リ ア ー と して 被輸

送物 質と親和 性 の 高 い 物 質 が 含 ま れ て い る 。 こ の た め 、 こ れ ら の 輸送を キ ャ リ ア ー

輸送とも呼ばれ て い る 。 た とえ ば、 ヘモグロビン は酸 素 と高 い 親和性 を もっ て お り 、

こ れ を キ ャ リ ア ー とした 、 液体膜 によ る 酸 素の 輸送が研究 さ れ た 。

液体膜 を 用 い た 物 質 輸送及びキ ャ リ ア ー の 例を Table 1に 示 す 1-4)。 分離 さ れ る 物質

と して 、 金 属 イ オ ン が多 い 問。 こ れ は 、 キ レ ー ト 試薬 に よ る 分離 が 古く か ら 行 わ

れ て き た こ とか ら 、 液体膜 への 展開が 容易で、あ っ た た め で あ る 。 有機物質 と して は 、

有 機 酸 ( 酢酸 7)、 エイ コサペン タ エン 酸) 8)、 ア ミ ノ酸 ( ア ミ ノ酸 ヱス テル 、 Nー ベ

ン ゾイ ル ア ミ ノ酸) 9-1旬、 単糖類 16紛へ)\、 ヌク レ オ シ ド1川7口18…8

た 酸 素… 二酸 化炭素刊 、 一酸 化窒素mの よ う な 気体 の 輸送例、 最近で は 、 蛋

白質 、 酵素な ど 23.24)の 液体膜輸送の 報告が あ る 。
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Diphcnyl boratc 
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八croso l 0T

Quatcmnry ammonium ion : mcthyJtrioctylarnmonium chloridc 

OSO: N，N'-distcaryl-l，4・diazobicyclo[2，2，2J octane 
Acrosol OT : sodium dト(2・cthylhcxyJ) suJfosuccinate 
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1 ) 液体膜 の 種 類

今 日 用 い ら れて い る 液体膜 は大 き く 3 種 に 分け ら れ る。

a) バ ル ク 液体膜 (bulk l iquid membrane) 

b) 支 持型 液体膜 (含浸 液体膜) ( supported l iquid membrane ) 

c )乳化液体膜 (emuJ sion liquid membrane) 

ßulk hquid membranc 
with carrier 

Microporous Liquid membrane 
Suppor1 in pores 

件、f可�i��句• .r--ì I f�t:.;.( 、:ll. �}... ょう、 l ーー . 
I }�伐五r.� t官民�� j 

Continuous 
phase 

liquid 

membrane 

Inner 
recetvmg 

6) phase 

Bulk 
liquid membrane 

Supportcd 
liquid mcmbrane 

Emulsion 
liquid mcmbrane 

f-ig. 1. Classifícation of liquid mcmbrane 
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a ) バ ル ク 液体膜

液 体 膜シ ス テ ム と し て 最 も簡単 な も の は 、 Fig.l に 示すバ ル ク 液体 膜 で あ る。 こ

のシ ス テ ム で は、 膜 の 液相 が相 1 と 相 2 に 比 べ大 き な 容積 を占 る た め、 抽出 さ れ た

液体膜 中 の 輸 送 物 質 が十分 に 逆抽 出 さ れず、 ま た 輸送 に 時間 が か か り 、 効 率 が悪 い 。

し か し、 装置 が簡単 な の で 、 実験 室 で の基礎的 な 実験 に は有 用 で ある 。 本研究 は こ

のシ ス テ ム を 用 い た 。

b ) 支 持型 液体膜

支 持 型 液体 膜 は多孔 質 高 分子膜 を支 持体 と し て そ の 空孔 部 に 有 機溶 媒 を 含浸 さ せ

両損IJ に 水相 を 配置 し た 構 成で あ る 。 バ ル ク 液体膜 よ り 効 率 が よ い 。

c ) 乳化 型 液体 膜

乳化 型 液体 膜 は有 機相と 水相 を乳化剤(界面活性剤 ) を 用 い乳化 さ せ ( water-in 

oi l， W/O 型 エ マ ルジョ ン ) 、 さら に こ れ を第 3 の 水 相 中 に 懸 濁 分 散 さ せ た wate r事in 

oi l-in -water 0N/O IW 型 ) 多 相 エ マ ルジョ ン で あ る 。 す な わ ち、 乳化 剤 を 含 む有 機 相

が外 水 相と内 水 相 に挟 ま れ た 形 で液体膜 を 構 成 し 、 目 的 物 が外 水相 から内 水 相 へ 輸

送 さ れ る 。 こ れ は単 位体積 あ た り の 反 応 界面積 が非 常 に 大 き く 、 ま た 膜厚 が薄 い の

で、 効 率 が よ い 。 し か し な がら、 液体膜 の 作 成 に は煩 わ し い 行 程 が あ り 、 ま た目的

物 を と り 出 す た め に は 、 逆 の行 程 つ ま り W/OIW 型 エ マ ルジョ ン からW/O 型 エ マ

ルジョ ン を 分 離 さ せ 、 さら に こ れから 水 相 と 有 機 相 と に 分離 さ せ る 必 要 が あ る 。 ま

た 液体 膜 の 安定性 に も問題 が あ る 。
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2 )  液体膜 輸送 の 種類

a ) 受 動輸 送 (Passi ve transport) 

こ れ は キ ャ リ ア ー を 使 用 し な い 場 合 で あ っ て 、 相 1 中 のA は液体膜 に 溶解 、 拡

散 し て 相 2 へ 移 動 する 。 こ の単純拡 散 系 で は被輸送物 質 の膜液相 へ の 溶 解度 、 拡 散

係 数 ( 有 機 相 中 の非 輸 送物資 の 移動速度 ) の 差 に よ っ て選択 性 が 得ら れ る が、 拡 散

係 数 が 物 質 よ っ て ほ と ん ど 差 が な い の で選択性 は主 に 溶解度 の 差 で決 ま る 。 炭 化 水

素 m な ど は こ の 形 で 輸送 さ れ る 。

Table 2. Classification of liquid membrane transporst 

Class 

phase 1 organic phase II 
phase 

Example of transport 

Passive Al → → A →|→ 心 T川ort山側lydrates
tranpoパ

Facilitated 

transport 

Counter 

tranSDo吋

Co・transport

Al 

Al 

Bl 

A l  

C 、、〆-
、AC ノ

〆BC '" ノA2

Y- I 、 AC ノ \ 
B2 

、| 〆 C ヘ ノA1

Bl ノ |、ABCノ
|、B2

A:Pcnncablc substancc， B: Co-substance， C: Carricr 

A 1 ，8 I : conccntrations in phasc 1 
A2，B2: conccntrations in phasc 11 

5-

Carricr mediated transpo円
or O2， NO and Olefins 

Transpoパof metal ions by acidic 

carriers. Transoort of anions 
by quaternary ammonium ions 

Transport of amino acids， alkali 

metals and alkaline earth metals 



B が 共 存 す る 時B の 相 2 へ の輸送力 を駆 動力 と しA が 相 2 へ 濃 度A 、ま た相 1 にb) 促進 輸送 (Fa ci l i ta ted tran spo rt) 

勾配 に 逆 ら っ て 輸 送す る 場合 を並列輸送 と い う。有機相 に キ ャリ アー を 加え る と 、 被 輸 送 物 質 は積梅的 に取り込 ま れ 、 被 輸 送物

ス テ アリ ン 酸 を 少Moo re と S ch ech ter は Fig . 2 に 示す よ う な 、対向 輸 送 と し て 、質 自 身 の拡散 に加え て キ ャリ アー と の複 合 体の 輸 送が あ る の で 、 物 質の 輸 送 は そ の

こ の 場量含 むぺ ン タ ノ ー ル の 液体膜 系 を用 い 、 ナ トリ ウ ム イ オ ン の 輸 送 を 示 し た zη。一般 に 促進 輸送 と呼 ばれ る。こ の よ う な 輸送 を 、分だ け促進 さ れ る。

ナ ト リウ ム イ オ ン と 水素 イ オ ン と が キ ャ リス テ ア リ ン 酸 が キ ャリ ア ー と な り 、A 口 、に よ る エチレ ン 、 プ ロA g  ヘ モ グ ロ ビ ン を キ ャリ ア ー と す る O2 の促進 輸送制 や

ア ー と の 結 合力 の異 な る こ と を 利用 し て い る。アルケ ンーアルカ ン混 合物からのピレ ン な ど の ア ルケ ン は選 択的 に 促進 輸送 さ れ 、
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別
(
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分離輸送が可能で あ る 26)。

と d) 並列輸送 (Co -tra nspo rt)c) 対向輸送 (Coun ter tran spo rt ) 

60 受動 輸 送 や促進 輸 送 で は 物 質 は濃度の高 い 側から低 い 側 に濃度 勾配に よ っ て輸

40 Ta b l e  2 の よ う に 相1

Bが共 存す る と き を 考え る と 、 両 相 の 化学ポ テ ン シ ャ ル の 差 は

送 さ れ る が 、 濃度差 が な く な る と 、 物 質 は輸送 さ れ な く な る。

と 相 2 にA 、
20 

• 

26 30 
ー_.......ーーームーーーームー__._

H 18 22 
Time (h) 

Na. cOncenlratÍOn as a fUJlctÍon of time 問

10 6 2 
。R T ln (A 2/ A 1) 

R T ln (B 2 / B 1) 
μ A 
μ B 

Fig.2. 

で表 さ れ る。
こ の 結 果 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン は相 2か ら 相 l へ運ばれ る と 同 時 に 水素 イ オ ン は 相 1

(B 2/B 1 ) が成立 す る。(A 2/A 1)  で あ る の で 、平衡状態 で は μ A- μ B
か ら 相 2 へ運ばれ る。

(B 2/ B 1 )  > (A 2/ A 1 )  > 1 の と きB は そ の 濃度μ B> μ A > 0 、 すなわち

こ の拡散 に駆 動 さ れ てA はそ の濃度 に逆 らつ勾 配 に 従 っ て 相 2か ら 相 1 へ移 動 し 、

3) 生 体膜 モ デル と し て の 液体膜
(A 2/A 1) > (8 2 て相 1か ら 相 2に 輸送 さ れ る。 逆 に μ A> μ 8>0 す なわち

B はAIごf駆毅1 さ/B 1 )  > 1 の と き はA が濃度 勾配 に 従 っ て相 2から 相1 に 移動 し 、
こ れ ら は 常 に カ チ オ生 体関連 物 質 の なか で有 機 物 の多 く は イ オ ン性物 質 で あ るロ

ン と し て 存 在 す る 無機 イ オ ン と は 異 な り 、 溶 媒の p H に よ り イ オ ン解 離 を 起 こ し 正
この よ う に 反 対相 側か ら の イ オ ン 輸 送 を駆 動力 と

し た 輸 送 を 対 向 輸送 と い う。 本研究 の 、 液体膜 輸 送 のメカニズ ム は こ の 対向 輸送に

れ て 相 1か ら 相 2 へ 輸 送 さ れ る。

アニ オ ン 性 物 質 の 輸 送 にこ の た め に こ れ ら の 輸 送 を考え る 場 合 、や 負 に 荷電 す る。

は カ チ オ ン 性 キ ャリ ア一 、 又 カ チ オ ン 性 物 質 では アニ オ ン性 キ ャリ ア ー を 用 い る こ
こ こ で 、 反 対 相 側から 移動 し駆 動力 を も たら す イ オ ン を ア ンチポよ る も の で あ る。

と に よ り 可 能 と な る。
ー トカチ オ ン あ る い は ア ンチポー ト アニ オ ン と呼ぶ。

- 7 --6 



た とえ ば、 イ オ ン性 物 質 で あ る ア ミ ノ 酸 は 、 高 い p H で は アニ オ ン に 、 低 い p H で

は カチ オ ン に な り 、 そ れぞれ反対電荷 の キ ャリ アー に よ り 液体膜輸送が可 能 と な る。

こ れ ら 連続的 に 分離 を 行わ せ る よ う に 考 案 し た 液体 膜 シス テ ム は 、 適当 に キ ャリ ア

ー を 選 択 す る こ と に よ り 、 物 質 の認識 、 選択的 輸送 、 能 動 輸 送 な ど， いわゆ る生体

膜 と 類似 の 機能 を有 す る シス テ ム に応 用 さ れ る よ う に な っ た。

液体膜 シス テ ム は 単 に 純 化学的 な 分離手段 と し て ばか り で なく 、 液体膜 を生体 膜

の モデ ル と し て生 物 化学 面 に も 利用 さ れ て い る 2 8.2 9)。 被 輸送物 質 は 、 特異性 の高 い

輸 送能 を 持 っ た蛋 白 質 やポリペプチ ド な ど の 輸送キ ャリ アー と 複 合体 を 形成 し た り 、

膜蛋 白 質 に よ っ て 生成 さ れ るチ ャ ンネ ル を 通 過 し た り す る 機構 に よ り膜 を 透過 す る。

こ の 際 、 輸 送 キ ャリ アー と し て 作 用 す る蛋 白 質 やポリペプチ ド と 被 輸 送 物 質 と の 聞

の 物 理 化学的 な 相 互 作 用 と立 体的 な 構造特性 の組 合せ に よ っ て著 し い 特異 性 が 発現

さ れ る。 生 体 膜 の 輸 送 機構 で は 膜 内 の キ ャリ アー と の 相 互 作 用 の 結 果 、 輸送ロJ 能 と

な る。 ま た 、 ポリ ア ミ ン の よ う に 、 膜 の構成成 分 と 結 合す るこ と に よ り 、 生理反応

に 関 与 し て い る 場合 も あ る犯)。

従 っ て、 膜構成成 分 と 被 輸送物質 と の 相 互 作 用 を研究 す る こ と は非 常 に意義 が あ

り、 液体膜が利用 で き る と 考え た。

有 機液体膜 シス テ ムC Fig. 3) を 用 い た本研究 を大別 す る と、 次 の二 部から成 る。

第 1 部 は生体関連物 質 の 分離輸送 に 関す る 研究で

a) 塩基性 ア ミ ノ 酸 の 液体膜輸送、 b) ヒスチジ ン 、 ヒスタ ミ ン混 合液か らヒスタ ミ

ン の選択的 輸送 、 お よ びc) 液体膜 を 利 用 し たヒスタ ミ ン の 合成 と 分 離 、 から な る

第 2 部 は 生体膜モデ ル を意識 し た 生体成 分 の輸送 と構 造 と の 関 係 を論 じ た も の で

a) 液体膜 に お け るタ ウリ ン 及 び関連化合物の透過性 、 b) 液体膜 シス テ ム を 用 い た

ポリ ア ミ ン と 液体膜 と の 相 互作用 、 につ い て述 べ る。

-8-

( 1 ) ( 2 ) 

〈ぺ〉

Flg. 3. Schematic diagram of an organic liquid membrane 
system. (1) phase 1， (2) phas8 11， ( 3) organic phase 

(4) spinners， (5) magnetic stlrrers. 

輸 送挙 動 は Residual ratio (RR) ( 1 ) 、 Transported r atio (TR) (2) の 値 を 用 い 検 討 し た。

RR 

TR 

Clt / Ci X 100 

CZt / CI X 100 

(1) 

(2) 

こ こ で 、 Ci は サ ン プル の初期濃度、 そ し て Clt 及 び CZt は t 時 間 反 応後 の そ れぞ

れ 相 1、 相 2 に お け る サ ンフ ルの 濃 度 を 示 し て い る。
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第 1 章 塩基性 ア ミ ノ 酸の 輸送 こ の こ と を検証 す る 目 的で本研究で はNAA と BAA と 輸送 を モデル膜 と し てバル ク 液

体 膜 を用 い検討 し た。

BAA と し て ア ルギニ ン CArg ) 、 ヒ ス チ ジ ン (日s) 、 オルニチ ン (αn ) を用 いた。

実験 で用 い た ア ミ ノ 酸 は全てし 体、 液体膜 を形成す る 有機相 は ク ロ ロ ホルム 、 キ ャ リ ア

ー は AOT (Fig . 1 - 1 .) を 用 い た。

液体膜 を用 い た輸送実験 の対象物質 に は金属イ オ ンが多 い5，6.31切 。 ま た 、 有機化合物 と

し て は、 ア ミ ノ 酸がユニ ー ク な性 質 を 持 っ て い る ため被輸送物質 と し て よ く 用 いら れて

い る 。 ア ミ ノ 酸がア ミ ノ 基 と カ ルボキシ ル基 を持ち 、 中性 pH ではア ン モニ ウ ム カ チ オ ン

型 ( -NHa+) と カ ルボ キシ レー ト ア ニオ ン型 ( -COO ') を と り 、 中性 ア ミ ノ 酸 (N N\) の

場合 は双性イ オ ン (判刊-R -C αコ" ) と な る 。 こ のイ オ ン は pH の変化でア ニ オ ン型 に も カ

チ オ ン 型 に も な る 。 ア ミ ノ 酸の液体膜輸送 に 関 して、 Be hrとL白川 の先駆 的な研究が あ る 。

カ チオ ン性 キ ャ リ ア ー で あ る メ チル ト リ オ ク チルア ン モニ ウ ム イ オ ン に よ り ア ニ オ ン型

の ア ミ ノ 酸 が、 ま た ア ニ オ ン性 キ ャ リ ア ー で あ る ジ ノ ニルナ フ タ レ ン ス ル ホ ン酸イ オ ン

に よ り カ チ オ ン型 の ア ミ ノ 酸が輸送 さ れた。 そ し て こ れ ら の輸送は濃度勾配 に逆 ら っ た

輸送で あ り 、 輸送 を遂 行す る に はア ニオ ン 型 あ る い はカ チオ ン 型 に す る た め に 強酸 (0. 1

M HC l) や強ア ルカ リ (0 .1 M NaO f司 の条件 を必要 と し た。 ま た他の方法 と し て 、 ア ミ ノ

基及びカ ルボ キシ ル基 をそれぞれベ ンゾ イ ル化、 エ ス テル化 し 、 ア ニ オ ン型やカ チ オ ン

型 に し て輸送実験 が行われた川 。 し か し なが ら 、 こ れ ま で液体膜輸送に用 い たア ミ ノ 酸

及びそ の 誘導体は脂溶性が高 い も の が用 い ら れた。 し か し 、 親 水性が高 く 、 側鎖 に 塩基

性官能基 を持つ塩基性 ア ミ ノ 酸但AA) は生体 に と っ て重要な物質の前駆 体で あ り 、 生理

的 に重要な物質で あ る に も かかわ ら ず、 液体膜輸輸送 に対す る 報告はほ と ん どなか っ た

最近、 Ha tton ]1 ) は ジー 2 -エチルヘキシ ルス ルホ コ ハ ク 酸ナ ト リ ウ ム (AO η を含むイ

ソ オ ク タ ン に よ る ア ルギニ ンの抽出実験 を行い、 水相の pH が低 く な る ほ ど、 つ ま り 正の

正 味電荷が増すほ どそ の抽出量が増大する こ と を示 し た。

生体膜輸送 に お いて、 NAA と BAA と では異な る挙動 を示 す。 その相違が塩 基性基の有

無 に 関係 し て い る こ と は、 十分 に考え ら れる こ と で あ る 。

ÇH3 
CH2 

C H3C H2C H2C H2C HCH20CO?H2 

CH内CH内CH内CH2QHCH20COCH-S03-Na+ v ‘ ー -ÇH2
CH3 

Fig.ト1 Thc structu re of sodium di-(2・ethylhexyl)
su lfosuccinate (Aerosol OT， AOT) 

第 1 節 pH に依存す る各 種ア ミ ノ 酸の正味電荷

ア ミ ノ 酸 は pH に よ り 正味電荷が変化す る 。 その様 子を Fig .1-2 に示す。 ア ミ ノ 酸の カ ル

ボ キシ ル基 の酸解離定数 (pKa(COO 同) お よ びア ミ ノ 基のそれ (pKa (NHJ) はそれぞれ

お よ そ 2 と 9 で あ る31)。 又 今回用 い た BAA の pKa を Tab le 1 - 1 に示す。

pH 1 で は カ ルボ キシ ル基は - C OOH 型、 一方、 ア ミ ノ 基は -Nl-r 型 に な る ため NAA

の 正 味電荷はお お よ そ + 1 、 BAA のそれは + 2 と な る 。

pH 2 で はカ ルボキシ ル基がほ ぼ 50% 解離 し て い る ため 、 NAA で はお よ そ +0.5 ， BAA 

で はお よ そ + 1 .5 と な る 。

pH 3 で は ほ ぼNAA の カ ルボキシ ル基は少量 (約 10%) なが ら ( -C OOH ) 体が存在 し ，

NAA の 正味電荷はおお よ そ + 0. 1 、 BAA のそれはお よ そ + 1 . 1 と な る 。

ハU1i
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pH Arg は強 い塩基性の側鎖があ る の で pH に は あ ま り 影響 さ れず通 常 のこ の よ う に 、
Table 1 - 1  The proton dissociation constants (pKa) of basic amino acids 

カ チオ ン体 と し て存在す る 。で は、
pKa， Amino acid 

さ ら に他のNAA とBAA の液体膜輸送につ いて詳細 に検討 し 、以上の結果 を も と に
pKa2 pKa3 

比較 し た。
12.07 (guanidino) 9.0 2Ll 1. 96al Arginine 

9.07 b) 6.12 (imidazole) 

9.1 4 b) 
1.96al 

1. 7Sa) 

Histidine 

Ornithine • 10.67 (ε-amino) 

BAA 輸送 に お け る キ ャ リ ア ー の濃度依存性第 2 節

The temperature was 25'C. a) carboxyl group; b)α-amino group 
本: ref. 4 1  ;本本: ref. 4 0  

アニオ ン性の AOT と 静電結で は BAA の正味電荷は + 1 と な り 、

液体膜 を 形成す る 有機相へ移行する と考え ら れる 。

ω
2

tu一
5∞』Oω

苦
ぷ∞コO」
壬

口ω凶司za
o

ニω凶
2一色
EO』』
〈〈国』。(
京)
。Z
E

官官O品目ロ
ヨト

10η 

00 

60 

40 

20 

〆

f

 

の条件下pH 3 

合 し 、
BAA 

�2 

ωMMMM町du � 1 

μωロ 100 

00 

60 

40 

円
ω同市

戸1
5
〈〈国』O(
京)
0コ
E一司コ

ヨ凶ω出

7 

Net c h argcs of BAA and NAA at various pH condi tions. 

pKa val ues of c arboxyl and amino groups of NAA are 

2 and 9， respec tive l y. 

6 5 4 

pH 

3 2 

Fig. l ・2

。

pH 6 に えよる と+ 1 .0 で あ る 。BAA のそれはpH 4 '"'-' 5 で はNAA の正味電荷は 0 ，

。一一.pKa = 6. 1 2 )ω、の イ ミダゾ ー ル基の部分的 プロ ト ン解 離が生 じ (イ ミダゾ ール基のHis 

6 5 3 Z 。
の正凶spH 7 では、他の BAA のそれは + 1 と な る 。出s の正味電荷はお よ そ + 0.5、

The ti me-depcndent transport of BAA. Thc i n i tia l  concentrations of  

BAA i n  phasc 1 and AOT i n  thc organic phase wcre 1 and 4 m M ，  

re spectìve l y. The pH values o f  phases 1 and 11  were 3 and 10. 

respccti ve ly . Both resìdual  and transported ratios of BAA are plotted 

agai n st the reactìon tíme 

• Arg. 

1'imc ( hr . 

Fi g . 1-3. 

と な る 。他の BAA のそれは依 然 + 1ほ ぽ + 0. 1 、味電荷は、

pH 1 1 以上の pH で はその正味電荷はほぼE -ア ミ ノ 基の pKa が 1 0.67 引で、orn の

() Orn o H i s ， 

ま た 、 Arg で は グアニ ジル基の pKa は 1 2.07 心} と 極 めて高 く 、 0. 1 M NaOH 

と な る 。な どの 強 ア ルカ リ 性で初めてその正味電荷が

と な る 。
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そとで 、 相1 と相2 のpHを それぞれ 3 と 10とし、 AOT4mM を有機相に加え、

BAA の輸送挙動を調べた。 試料の濃度は 1 mM と し、 時間ゼロで相1に加えた。

Fig.1-3 では反応 時間に対し 縦軸の左側には R 回 idu a1 R atio.、 RR( % )、 右側には Tr anspor ted

R atio、 TR( % )を示す。

Argは 4 時間後 、 相1から 、 すべて有機相へ移行した。 一方 His や Omでは、6時

間後でも相1に一部残存した。 例 isのRR値=約10%、 αnの RR 値=約4 0%)。 また

有機相を介して相1から相2への輸送 量は相1から有機相への移行量に依存して 増加し

た。 そこで 、 AOTの濃度を変化させ、BAAの有機相への移行性を調べた。

Fig. 1- 4 は AOTの濃度に対し、6 時間反応後のRR値を示す。 相1と2のpHはそれ

ぞれ 3 と 10とした。 Arg では AOT 2mM で すでにRR値が 約5%とほぼ全量有機

本日へ移行している。 Hisは 約25%.αn では 約45% 相1に残存している。

さらに AOT濃度 を増加させるとHisおよびαηの有機相への移行量は 増大し10mMで

は Hisは 1∞ %有機相へ移行した。 一方、 αnはこの濃度でも相1に 約20%残存し

た。 以上の結果から液体膜である有機相への移行しやすさは Arg> 出s>αnの順で、あっ

た。 従って 、BAAの AOTへの親和性は Arg>His >αnの}II買に低くなっているこが 判明

した。

100 
第3節 BAAの輸送に対するpH依存性

h・4
ω 
沼色 60
ロ
〈
〈
E 60 0 

。 2 6 8 10 

1節に示した様に 、 3種のBAAはpHの変化で正味電荷が変化 する。 相lのpHを

1 "'-' 7.2 と変化させ、 BAAの輸送に対する影響を調べた。 相2のpHは 10とした。

Fig.1-5では 横軸に pH 、 縦軸の左側と 右側にはそれぞれ 6時間反応後の RR( % ) および

TR( % ) を示している。 試料および AOTの初期濃度はそれぞれ 1 mM、 10 mM であっ

た。

正味電荷が+ 2 "'-' + 1.5となるpH1 "'-'2では 3種のBAAは 1∞% 有機相へ移行した。

正味電荷が+ 1 になる 4 より高いpHでは有機相への移行量に差が 見 られ 、pH6 � 7 .2 

では、 出sと αnの有機相 への移行は 見 られなかった。

pH 7.2 では Argは 約4 0% 有機相 へ移行している。 これは、 pH 7.2 では 出sの 正味

電荷が 0となるの で 、 移行し 難いことで説明でき る。 一方 Argと αnでは正味電荷が

両方+ 1であるにもかかわ らず、 有機相への移行性に差が 見 られた。

(
京)0 ・・4お 40L. 
百コてコ._ v) QJ 
� 20 

。

^OT ( mM ) 

Fig.ト4 Thc effect of the AOT concentration on the extraction of BAA from 
phase 1 to the organic phase. The in i tial concentration of BAA was 
1 mM. The pH vaJues of phases 1 and 11 were 3 and 10. respectiveJy . 
Data were obtai ned a fter 6 hours of reaction， The residual ratio 
of BAA was plotted against the conccntration of AOT. 

• Arg， 0 H is， () Orn 
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有機相を介して相1から相2への輸送挙動を検討 する ためpHと 、H
 
Da

 

相2の次に 、

3、相1のpHは6時間反応後の TR( %) をプロットし た( F ig.1-6)。を種々変えた際の

Arg そしてo mの

それぞれおよそ 80% .70 % そして 600!o

相 2中のアンチポートカチ

オンと有機相中の BAAとの交換反応が相2への移行を促進 することが分かつ た。

His、10mMであった。

pHに 関係なくほぼ一定となり、

pHには影響されず 、相2への輸送は相2の以上の結果、
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Fig. l・5

40 

20 
に影響される。その物質自体の脂溶性( 分配係数 )有機相への移行し やすさは、

分配係数は水相と水と混じり合わない有機溶 媒( オクタノールがよく用いられる )間 で

。( オクタノール中の 試料濃度/水相P 分配平衡させた後の 両相 聞の濃度の比つ まり 、

p!l 
The rclcasc of BAA from the organic phasc to phase II . The initial 

concentrations of BAA and AOT wcre 1 and 10 mM， respectively. 
Thc pH valuc of phase 1 was 3 and that of phase II was changed . 
Datn were oblained aflcr 6 hours of rcaclion. The transportcd ratio of 
BAA was plolted against thc pH valuc. 

• Arg， 0 His， 

1 2  11 10 9 8 中の 試料濃度 )である-42�叫

Fig. l ・6と αnの その塩基が荷電し た状態での分配係 数の対数値は Arg( -4.20 )， O r n  ( - 4.22)伺Arg 

との有機相への移行量の相違は、

との強い親和性を示Arg は AOT

Om 

AOTとの親和力の差よって生ずるものと考えられ 、

とArg このことから 、でほとんど同じである。

t) Orn 

有機相へ移行し た 量の 約70---1∞% が相2へ移行することを一方、すことが分かつ た。

確認し た。
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第 4節 種々のN AAとBAAとの液体膜輸送の比較

第 3節で示したように、pH変化によりBAAの輸送挙動 が異なり、その原因に 正味電

荷の関係 していることが 明らかlご なった。 このような現象が 他のアミノ酸に対しても成

り立つかどうかを、 種々のN AAを用い て調べた。 相1のpHをl、 3 そ して 5と変化

させた 時 の輸送データを BBAのそれとともに Table 1-2 にまとめ た。 ここで相2のpH

を 10 とし、 試料および AOTの初期濃度をそれぞれ 1 mM、4 mM とした。 表中のデー

タは6 時間反応後の RR( %)値 および TR( %)値 を示す。 参考に、疎水性のパラメータと

して正味電荷 0 のとき の分配係数(BAAでは塩基性基が荷電状態 )の対数値を列記 した。

Table 1-2. The transport of various amino acids into phase 11 through 
the organic liQuid membrane . 

Amino acid pH 1 (phasc 1) pH 3 (phasc 1) pH 5 (phasc 1) log P 

RR% TR% RR% TR% RR% TR% 

Glycinc (G 1 y) 87 13 97 。 100 。 -3. 03 

Thrconinc (Thr) 87 12 92 97 -2. 91キ

Alanine (AI a) 78 19 86 13 97 。 -2. 74 

Va 1 ine (Val) 21 77 53 44 100 。 -2. 10 

Mcthionine (Me l) 19 84 46 59 100 。 - [ . 84本

Lcucine (Lcu) 12 88 15 82 91 - [ . í'l 

Phcny 1 a 1 an i nc (Phc) 。 97 88 89 9 -]. 43 

Tryptophan (Trp) 88 94 84 -1. 04 

Orni thine (Orn) 。 88 37 46 84 11 -4. 22* 

Histidinc (Hi s) 。 95 13 86 72 24 -4. 20事

Arginine (Arg) 。 94 。 87 49 43 -4. 15宇

The ini tial conccntrations of amino acid and AOT were and 4 mM. 

rcspectivcly. Thc pH va 1 uc 0 f phasc 11 was 10.0 and tha t of phasc 1 was 

changed. Rcproducibility:lcss than ::t15%. 十rcf.45. othcr log P rcf 42) 
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pH 1 では、NAA の正味電荷は +1、BAA のそれは+2で、全てのアミノ酸が有

機相へ移行し ている。 そ し てNAA では有機相への移行量は疎水性の高いほど 増大

した。 pH 3 に なると、NAA の正味電荷はおよそ + 0 .1 で 正の電荷がわ ずかに存在

し ているため、疎水性がそれほど高く ない Alaでも 1 4 %有機相への移行が 見 られた。

また BAA で は 60 %以上有機相 へ移行した。 pH 3 における 、NAA およびBAA

の有機相への移行量は以下 のように なった。 ここで、( )内 の値は、相l から有

機相への移行率( 100- RR )値で示した。 またそれ ぞれの分配係数の対数値も示し た。

NAAにおける比較(pH3) 

移行率 Trp (97 %) > Phe (92%) > Le u (85) > Me t (54%) > 

V al ( 47 %) > Al a (1 4%) > Th r (8 %) > Gly ( 3%) 

分配係数:Trp (-1 .0 4) > Phe (-1 . 4 3) > Le u(-1 .71 )  > Me t(-1 .8 4) > 

の対数値 V al (-2.10 ) > Al a (-2.7 4) > Th r (-2.91) > Gly (-3.03) 42的

BAAにおける比較(pH3) 

抽出率 : Arg (100 %) > Hìs (87 %) > O rn (63%) 

分配係数:His ( - 4 .15) > Arg (- 4 .20 )  > O rn (- 4. 22)伺
の対数値

このように NAA におい ては、脂溶性が高い ほど移行量は 増大し ている。 pH 3 

における移行率と分配係数の関係を、Fig. 1-7 に 示す。 NAA の抽出 量とその分配

係数は直線関係にあり、 pH 3つ まり正味電荷がおよそ+ 0. 1 とほぼ一定の正味電荷

をもっているNAA では有機相 への移行量はこれらの分配係数に依存し ていること

が 明らかに なった。

-19 -
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fig. 1・7 ReJationship between extraction ralio of amino acid and partition coefficicnt. 

The initial concentrations of amino acid and AOT werc 1 and 4 mM， respectively. 

The pH values of phases 1 and II were 3 and 10， rcspcctively. 

Extraction ratio is l00-RR. Data in TabJeト2 are plotted. 

一方、pH3 で その正味電荷がおよそ+1.1 である BAA では、 これらの分配係数はほ

ぼ等 しいが、 移行率は異なっ てい た。 このようなことから正に荷電し た側鎖と AOTと

の親和性に相違のあることが示唆された。 pH5では正味電荷がゼロになる N ん久では

脂溶性の高いLeu、 Phe、 T中 以外は有機相へ移行しなかっ た。BAAではこのpH でも

有機相への移行が可能で、 移行量はT中と同等かそれよりも多かっ た。 これらの結果、

BAAはN AAとは輸送挙動が異なり、 この原因は主に正味電荷の差に基づくと考えられ

る。

生理的pHではBAA( Ar g， Om ) は正の電荷を有し、 N A Aとは輸送挙動が異なる。 AOT

を含む液体膜によるBAA輸送システム では正の電荷を認識する部位の存在が示唆される。

-20 -

不唆される。 アミノ酸の生体膜輸送はBAA とN AAで異なるのは、 正の荷電の差に

基づくものと考えられているロ このような相違が今回検討し た液体膜モデル でも 見

出された。 今後、 キャリアーを選択 することにより、 より生体に近いモデルの構築

が可能であろう。

また、 分析化学的には、 分離輸送の観点からみると、 ほとんどのN AAとBAA と

の分離輸送の可能性を示 唆 する結果を得 た。 予備実験であるが、 カチオン性キャリ

アーであるメチルトリオクチルアンモニウム塩を用い相1および相2の pHを そ れ

ぞれ1 0 ， 5と すると、 Leu、 Phe、 Trp は輸送された。 一方、 His、 Ar gはほとんど

輸送されなか っ た。 とのことは今後さ らにキャリア一、 pH、 有機溶 媒などを選択 す

ることにより、 より厳密なBAA の分離輸送が可能となることが分か っ た。

!i.士 号会川、ロロttlJ

有機液体膜輸送の研究で生体関連物質と してアミノ酸はもっともよく用いられて

いる。 しか しながら、 用いられているアミノ酸は脂溶性の高いもの ( Phe、 Trp、

Leu な ど ) で、 かつ側鎖にイオン性基をも たない中性アミノ酸(N AA) がほとんど

であ っ た。 これらのアミノ酸は中性 pH領域 では双極子イオンとな っ ており、 強ア

ルカリ 性( 0.1 M N aOH) や強酸性( 0.1 M HC l ) の条件で、 正味電荷を正 や負にし て

始め て液体膜輸送が可能である。

一方、 側鎖に塩基性基を有 する塩基性アミノ酸 (BAA) は正味電荷が正になるpHが

N AA より高い領域にある ため、 N AA とは異なること輸送機序が予想された。 そ こ

で、 BAA の 性質に注目し、 液体膜輸送を 試み た。 キャリアーとし て、 アニオン性の

AOTを用い たととろpH1 では、 用い たアミノ酸 すべてが、 輸送された。 正味電荷

はほぼゼロとなる中性アミノ酸 では、 相lか ら液体膜相( 有機相 ) への移行量は、

疎水性が高いものほど増大し、 親水性の高いグリシンなどの輸送は、 困難で

-2 1-



あっ た。 一方、BAAでは、+ 1の電荷を有 し、 それらの輸送 量は 500!o 以上であっ た。

pH 5 になると、 L刷、 Phe、 T中 ( これらの輸送量は10%以下) を除くほとんどの

N AAの輸送が困難となっ た。 一方、BAAでは、αn、 出s、 Argの輸送量はそれぞれ

11%、 2 4%、 4 3% であっ た。 ここで注目 すべきことは、 同じ 正味電荷で、 かつ分配係数

がほとんど同じであるBAA問で、 輸送量が異なることである。 これは、 それぞれのイ

オン化 している側鎖とキャリアーとの親和性の相違が、 このような差になって現れてい

ると考えられる。 通常、BAAの生体膜輸送はN AA輸送体では輸送されず、 特異的な輸

送体が存在 するといわれている。 このように、 生体膜輸送におけるN AA とBAA の相違

が液体膜輸送においても認められ、BAAの輸送における側鎖の重要性が分かつ た。
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第2章 ヒスチジンーヒスタミン混液からのヒスタミンの選択的分離輸送

液体膜を分離手段に利用 す ることは一つ大きな流れである。 イオン 性化合物の分

離輸送には、 キャリアーに対 する親和 性の差異が利用される。 例えば金属イオンで

は、 キャリアーに対 する錯体安定度の差にもとづき輸送に選択性が 見 られ、 数多く

の研究がある。 具体的には、 環状ポリアミン48 ) や環状キノリン誘導体47 .伺による

Cu2+イオンの輸送、 イオノフォアを用い た N ぜイオンの輸送久 3級アミンによるウ

ランの輸送別1) などがあげられる。

一方、 有 機化合物を対象と した選択的輸送例は、 脂溶性ジアミンを用い たアデノ

シン - 2-リン酸 やアデノシンー3-リン酸則、 脂溶性 ホウ酸化合物を用い たヌクレオシド

の輸送くらいで非常に少ない11)。

そこで、 これ まであ まり研究されていない有機化合物を対象と して、 その分離輸

送につい て検討 した。 前章で述べたように塩基性アミノ酸と中性アミノ酸では、p H

3--- 5において、 その 正味電荷が それぞれ異なっ ており、 これを利用 して分離輸送が

可能であると推定 した。 同様に、 塩基性アミノ酸の脱炭酸物質はアミン体で、 正味

電荷はゼロか 正で、 負にはならない。 従 っ て、 条件によってはもとのアミノ酸と分

離輸送が可能となると考えられ、 いくつかの塩基性アミノ酸の脱炭酸化合物を用い、

これら が元のアミノ酸と分離輸送できるような液体膜システムについ て検討 した。

キャリアーは AO T( Fig. 1-1)、 有機相はクロロホルムを用い た。

第1節 BAAとその脱炭酸化合物の液体膜輸送

第1章で詳述 したが、 塩基性アミノ酸はpH 5でアニオン性キャリアー ( AO ηを

含む液体膜に移行し、pH10の水溶液へ輸送される。

-23-



正味電荷の相違を利用 することが多い。 そこで 、 実イオン 性化合物の分離には、もとのアミノ酸とは、これら脱炭酸化合物は正の電荷が1個多くなる ため 、一方 、

験で用い た pHにおける HisとHmの正味電荷を Fig.2-1に示す。アルギニン 、 オルニチン 、 そ してヒスチジン (His)輸送挙動も異なると考えられる。

Hmの それたまHisの酸解離定数 (pKa ) は Table1-1に 示した値を 、ここでプトレシから それ ぞれ脱炭酸され た形のアグマチン ( NHz-C (= NH) -NH-(C HムーNHJ 、

Hisにおい てはpHを用い たロpKa (NHJ = 9 .88) ω (pKa (Im) = 6.13 ， は文献値を用い 、 膜輸送の挙動につい て調べ(NHz-(C HJ.-NHz )、 そ してヒスタミン(Hm)ノ

と(NHJ そ してアミノ基4---5ではカルボキシル基はフロトンを解離 し負になり 、AOTを含むクロロ ホルム相1 および相2の pHを それ ぞれ 5と 10と し、た。

Hisの正味電荷は +1 、pH(1m) は両方とも正となっている ためイミダゾール基5時間後これら 3種の化合物は 100% 有機相へ移行しと した。を液体膜( 有機相 )

+ 0.5となる。Hisの それはほぼ6 ではImが 約50% フ口トン解離を起こ し、一方 、 有機相を介する相lから相2への輸送は Hmでは認められ たが、 他の2た。

となる。Hisの正味電荷はほぼ ゼロpH 7 に なるとImのフロトン解離が進み 、これより 、 アグマチンやプトレシンは種の化合物では相2への輸送はなかった却。

pH 6 と 7 ではHisと同様 それpH 4 、5では 正味電荷は + 2、Hmにおい て方、Hmは 結合 力が比較的弱いことが分かった。 第1章でAOTと強く結合 しており 、

Hisの正味電荷はほぼ-0.5、pH 9 では、ぞれほぽ + 1.5とほぼ + 1.0となる。示したように 、 相1のpHを?とすると Hisは AOTを含む有機相へ移行しない。

Hm はほぼ + 0.5 His はほぼ- 1. 0、となり 、pH10ではHmの それはほぼ + 1 このように 、 相1 や相2の pHあるいはキャリアーの濃度を適当に調節 すれは His-

この部 分を有効にこのように pHによって正味電荷が異なる領域があり 、

利用すれば分離輸送が可能になると考えた。

となる。Hm混合物から Hisのみの輸送が可能になると考え、 基礎的な検討を行った。

水相中のpH変化と HmおよびHisの正味電荷第2節

AOTの濃度に依存した Hmの輸送挙動第 3節

Hmについ ても同様に調His輸送の AOT濃度依存性につい ては第1章で示した。

� 図の 横軸は反応時間で 、 左側は RR 値 、 右側は TR 値べた結果を F ig.2 -2 に示す。

Hmの初期濃度10.0とし、の pHを それぞれ 5.0とおよび相2相1を示 す。

+ 2 

ωmMM噌4U
φl 

。
Uωc

 
AOT濃Hmはキャリアーな しでは輸送されなかった。濃度は 1 mM と した。

度を 0.4 mM に するとHmは液体膜である有機相へ移行し、 反応 5時間後の RR値10 9 8 7 6 5 4 

AOT 1 mM の 条件では、Hmは 5 時間後 ほぽ 100%また 、は 約50% となった。pll 

Fig.2・ 1 . Nel charges of histamine (Hm) and histidine (His) at various pH 
conditions. The pKa va1ues of imidLlzolc and amino groups of Hm 
are 6 .13  and 9.88， respectivcly 

o Hm， 

AOT濃度がこれ以上になると Hmの有機相への移行速度が速

また 10 mMでは 2 時間後に有機相へ移行した。くなり 、 5 mM では 3 時間 、

有機相へ移行した。

• His 
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His の 輸 送挙 動 を そ れ1 0.0 と し た 。相 2 の pH をAOT 濃 度 を
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Fig.2・2. The effec t of AOT on the transpoロof H m .  The ini tial conc entration 
of Hm in phase 1 was I mM. The pH val u es of  phases 1 and Ir w ere 
5 .0 a nd 10， r espec tiv ely .  Both residual and transpo口ed ratios of  Hm 

4 3 2 。5 4 3 2 。

。。
010 mM . 5 mM ， 

were plotted against the reaction time. 
g l mM， () 0.4 mM， () 0 mM， 

Time (hour) 
Rclntionship betwecn pHs in phasc 1 and thc transport o f  Hm. The initial 
conccntrations of H m  and AOT wcre I and 5 mM. rcspectively. The pH 

value of phase 11 was 10.0 and t hat of phase 1 was c hanged . Both residual 
and t ranspo代e d ratios of Hm w erc pl otted against the reaction time. 

o pH 5.0. ・pH 7.2. .， pH 8. .0. () pH 9.0 

5 4 3 2 。5 4 3 Z 。

Fig. 2-3 5 mM ま で は有機相 へ のAOT 有機相 を介 し て の 相lか ら 相 2 へ の 輸 送 は、一方、

TR 値 の 低下 が見 ら れ た 。1 0  mM に な る と 逆 にし か し 、移 行量 に 依存 し 増大 し た 。

の 輸 送H m  これ は キ ャ リ ア ー 濃度 が一定 以 上 高 く な る と有機相 へ の 逆移行 がおこ り

に 比 べ非 常 に有機 相 へ移行は HisHm この よ う にを妨げて い る も の と 考 え ら れ る 。
が有機相 へ移行 し た が 、7 . 2 に お い て 5 時 間後そ ので は pH 5 .0 、 H

 
Da

 

1 00% Hm 
かっす みや か に 相 2 へ の 移行す る こ と が分か っ た 。し やす く 、

の 有 機 相 を介 し て 相 1Hm ま たに な る と 有機 相 へ の 移行 量 が 減 少 し た 。9 .0 8 .0 、

相 1 か ら 有機相へ の移行量 に 依存 し た 。

5 .0 に お い て 相 1 か ら 有 機 相 へ 移 行 で き る が 、His で は pH 4 .0 、

か ら 相 2 へ の 輸送 量 は 、

方 pH 6 . 0 、
pH 依存性の 液体膜輸送 に お け るHis お よ び Hm第 4 節

His の 有 機相 を介 し て 相 1 か ら 相 2 へま た 、7 . 2 に な る と 有 機相 ヘ移 行 で き な い 。

同 様 に 相 1 か ら 有 機相 へ の 移行量 に依存 し て 多 く な っ た 。の 輸 送 量 は Hm
変化 に 対す る 輸送 の影響を調べ た。相lの pHを単独で用 い、と HisHm 
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Table 2- 1 Transpo rted ratios of  histamine and i ts rel ated 

com poun ds afte r 2 and 5 hours. 

pH 7 in phase 1 

2 hours 

マ''E‘nL

 

qd

 

qG

 

'n

 
nド・n

 

・・・・4「、υH

 
ny

 

Compounds 

5 hours 5 hours 2 hours 

90% 

98% 

。

。

。

The in it ia l  conccntrations of the sample and AO T were 1 and 5 m M， 
respectively. The pH value of phase II was 10 and that of phase 1 was 

changed as i ndicated. Reproducibility was less than :::!:: 15%. 
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5
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20 

。
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Time (hour) 
Relationship bctwcen pHs in phase ( and thc transport of His. The initial 
conccntrations of His and AOT wcrc 1 and 5 mM， rcspectively. The pH 
value of phase II was 10.0 and that of phase 1 was changcd. 80th residual 
and transported ratios of Hm werc ploltcd against the rcaction time. 

() pH 4.0. f) pH 5.0‘ . pH 6.0， 0 pH 7.2 

4 3 2 。5 4 3 2 。

Fig.2・4.

pH 5 .0 で そ のこ の 物 質 は 負 の 電荷 を 2 個 持 つ リ ン 酸基 を 有 し て お り 、こ の こ と は 、

- 1 .0 と な り 正 の 電荷 を 持 た な い た め と 思 わpH 7. 2 で は ほ ぼ正 味電荷 は ほ ぼゼ 口 、

正 味電荷 の 違 い が輸送挙動 に 影 響 を 与 え て い る こ と を 明 ら か にこ の よ う に 、れ る 。

す る こ と が 出 来 た 。他 の ヒ ス チ ジ ン誘導体 を 用さ ら に こ の よ う な正 味電 荷 の 相 違 に よ る 輸送挙動 を 、

の 有 機相 を介 し て 相 1 か ら 相 2 へ の 輸 送 挙 動 をHm を 変 化 さ せ 、次 に 相 2 の pHに 示す。と7. 2 に し た と き の TR 値 を Table 2 - 1 を 5 .0い て検 討 し た。 相lの pH

AOT の 濃度 を 5 mM と し た 。を 5 .0相 1 の pHに 示す。Fig .2 -5 結 果 を調 べ た 。(β- ア ラニル ヒ ス チ ジン)pH 5 . 0 で His と ほ ぼ 同 じ正味電荷 を 有 す る カ ル ノ シ ン

そ し て Hm 1 00% 移 行 しは 5 時 間後 相 1 か ら 有機 相 へHm 測 定 し た す べ て の pH に お い て 、と ほ ぼ 同 じ正 味電荷 を 有 す る ヒ ス チ ジ ノ ー ル の 5 時 間 後 の TR 値 は そ

と 95% で His ( TR 値=20% ) 、れぞれ 1 9% し有 機 相 を介 し て 相 1 か ら 相 2 へ の 移行 は pH 7 . 2 で は見 ら れ な い 。一 方 、て い る 。と 同 様 の 値 を 示 し( TR 値=95% ) Hm 

ま た pH 9 .0 と相 2 へ の 輸送が増大 し た 。と 高 く な る に つ れて 、9.0 pH 8 . 0 、か し。た

の高 pH 領 域 で は Hmこ れ は 、相 2 へ の 輸 送 量 に 変 化 が な か っ た 。1 0 .0 と で は 、こ の pH で は Hm や ヒと カ ル ノ シ ン は 輸送 さ れな か っ た 。pH 7. 2 で は Hisま た 、

と の 結 合力 が弱 く な る た め 有機 相 か ら 相 2 へ の 移そ の 結果AOT

行 量 が増 大 し た も の と 考 え ら れ る 。

正 電荷 が減少 し 、一 方 、98%で あ っ た 。と れ ら の TR 値 は そ れぞれ 90% 、

ヒ ス チ ジ ノ ー ル リ ン 酸 で は両方 の pH で も 輸送 さ れな か っ た。
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の 分HPLC (HPLC) を 用 い 追 跡 し た 。輸 送 挙 動 は 高 速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー1 0 .0 そ し て AOT の 濃度 をを相 2 の pH7.2 、を相 1 の pH以 上 の 結果 よ り 、

( 1 5% メ タ ノ ー ル

を 検 出 波 長 と し

ヘ キ サ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液

そ し て 2 20 nm 

リ ン 酸 - 5 mM 

充填剤 は Nucleosi l 5 C l 8  (5 μ m) を 、

0 . 05 M 

含) を 用 い た。

離 液 にの液体膜 を 用 い た 分離 が 可能 で あ る こ と がHm His-Hm 混液か らと すれ ば、

分 か っ た 。

mM 5 

た 。

3 相 1 で は 、輸送挙動 の ク ロ マ ト グ ラ ム で あ る 。Fig . 2 -6 は 上 記 の 条 件 で行 っ た 、

相 2 で は こ れ ら の 時 間 で ピ ー ク が

H.  

時 間 後 で も 観 測 さ れ な か っ た 。

If. 

の ピ ー ク が減少 し て い る 。

1 1. 

5 

" ' 月

の ピ ー ク は

H ・

His 

II l s  

お よ び 5 時 間 で は Hm

増 大 し て い る が 、

11 . 
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The pH dependent  transport of Hm . The i m t ia l  concentrat iom. of H m  and 
AOT were 1 and 5 m M .  respect i ve ly .  Thc pH v a l uc of pha忙 1 was 5 .0 and 
t hat of phase I I  was changed . 80th re，idual an transported rat l os of  H m  

were plotted aga i n st t h e  react ion t i me 

() pH 7. 2 ，  f) pH 8 .0， . pH 9.0.  

4 3 z 。5 4 3 2 。

Fi g. 2・5

p h a se I 1  (pH  1 0 . 0 )  

The c h ro m a togra m o f  H i s  a n cl H m  i n  p h nses 1 n n d  I I  . The i n i t i a l  concentrations o f  
H m  a n d  H i s i n  p hase r were 1 m M . The conce ntra tion o f  AOT w a s  5 m M . T h e  p H  
v a l u e s  o f  p h a s es 1 a n d  I l  wcrc 7 . 2 a n d  1 0 . 0 ，  respcctively .  Separation w a s  perfo r m e d  
hy e l u t i n g  0 . 0 5 M p h osphoric ac id  a n d  5 m M  sodi u m  h c x a ne su l fonatc con ta i n i n g  
1 5%(v/v) m c t h a no 1 .  ^n a n a lyt ica l  col u m n  ( 1 5  X 0. 4 c m )  conta i n i ng Nucleos i l  5 C 1 8  

( !) μ m ) W R S  u sed . 

p h a s e  1 ( p H  7 . 2 ) 

Fi g . 2 ・ 6 .o pH 1 0 .0 

His-Hm 混液か ら Hm の選択的分離輸送第5節

そ の 結果 を Table 2-2 に 示す 。混液で、実験 を 行 っ た 。さ ら に モ ル 比 を 変 え て His-Hm
キ ャ リ ア ー 濃度 を 適 当 に 選 ぶ こ と に よ り 選択 的 分 離 輸 送 が 可 能上記 の よ う に pH 、

を そ れ ぞれ 初 期 濃 度Hm 相 1 に お い て His お よ びで あ る こ と が確 認 さ れ た の で 、

AOT の 濃度 を、nu

 

nU

 

噌BEE--を相 2 の pHと し 、7. 2 をづっ 加 え た混合液の pH

と し 実験 を 行 っ た 。

1 mM 

5 mM 
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50 

Transportrd rat io  o f  H m  

2 hours 5 hours 

Hm 60% 9 1 %  
His  。 。

Hm 5 5% 83% 
日is 。 。

Hm 65% 90% 

His 0 .2% 0 4 9 

ア ミ ノ 酸 と そ の 脱 炭 酸 化 合物 を 用 い 分離 輸 送 に つ い て 検 討 し た が 、 逆 に ア ミ ノ 酸

と そ の 脱 ア ミ ノ 化 合 物 で も 同 様 に 分離 輸 送 が 可 能 で あ り 、 His と こ の 脱 ア ミ ノ 体 で

あ る ウ ロ カニン 酸 (Uro) が カ チ オ ン 性 キ ャ リ ア ー を 含 む 液体 膜 に よ り 分 離 で き た

Table  2 - 2  Selective transport of  h istamine from the mixture o f  
hist id ine and h istamine a t  several molar ratios in phase 1 

I n i t i a l  m ol a r  ra t i o  i n  

phase r ( H i s  / Hm) 

(Table 2-3) 。

Tabl e  2-3 Select ive transport of Uro from the m ixture of His  and Uro 
at several pH  condi t ions in phase 1 

ハUnU

 

pH Compound RR (%) 

His 

1 7 . 7 ::t 0 . 2  

1 00 

3 . 7 ::!:: 0 . 1 

1 00 

T R (%) 

4 hours 8 hours 

7 1 .9 土 5 .8 94 . 9 士 1 . 8

。 。

3 . 8 ::!:: 7 . 6  92 . 1 土 6 . 1

2 . 7 ::!:: 0 . 1 5 . 4 ::!:: 2 . 2 

4 hours 8 hours 

The i n it ia l  concent ra t ions of Hm and AOT wcre 1 and 5 mM.  respec t ively 
p H  values o f  phases J and J J  were 7 . 2 and 1 0 . 0 ， respect ively. HPLC was 
used for ana lysis . Separa t ions were performed by c lu t ing 0 .05 M phosphoric 
acid and 5 m M  sod i u m  hexanesu lfonate containing 1 5% (v/v) mcthanol 
Analyt ical  column ( 1 5 X 0 . 4 cm) conta i n i ng N ucleosi l  5C 1 X  (5 fL  m) was used . 

Reprodu c i b i l i ty was l ess than ::t 1 5% 

7 Uro 

9 Uro 

H i s  

1 6 . 2 士 0. 7

9 1 . 7 ::!:: 1 3  

5 . 3 士 0. 1

90. 4 ::t  1 1  

モ ル 比 l の 時 Hm は完全 に 分離輸送 さ れ 、 2 、 5 時 間 後 の TR 値 は そ れぞ れ 60%

と 9 1 % と な り 、 か な り の 量 が相 2 に 輸 送 さ れ る こ と が判 っ た 。 ま た 、 Hm に 対 し

50、 1 00 倍の濃度の His を 加 え て も Hm の分離 に影響な く 、 5 時 間後 80'"'"' 90% の

TR 値 を 得 た 。 し か し 、 こ の よ う な 大 量 の His を 用 い る と 、 そ の 一部が相 2 へ 輸 送

し て し ま う こ と が分か っ た 。

以 上 、 互 い に正味電荷 の 異 な っ た 物 質 を 液体膜 シ ス テ ム に よ り 選 択 的 に 分離 で き

る こ と が判 っ た 。 こ の 原 理 を 利 用 す る と 他 の ア ミ ノ 酸 と そ の 脱 炭 酸 化 合 物 も 選 択 的

分離 が 可 能 と 思 わ れ る 。 た と え ば、 5 - ヒ ド ロ キ シ ト リ フ ト フ ァ ン と セ ロ トニ ン 、

チ ロ ジン と チラ ミ ン な ど は His と Hm と 同 様の液体膜輸送挙動 を 示す こ と が 、 著者

の 予備実験的 に よ り 分 か っ て い る 5九 ま た第 1 節 で と り あ げた ア グ マ チ ン や プ ト レ

シン な ど は 、 液体膜 か ら 相 2 へ は 容 易 に 移行 し な い が 、 相 2 に ア ン チ ポ ー ト カ チ オ

ン を 添加す る と 輸送可能 で あ ろ う 。

The in i t i a l  concentrat ions of  hist idine (His) and urocani c  acid ( Uro) were 1 ，  1 m M .  
respec t ively. The concentra lion of  MTO was 0 . 5  M . The p H  value of phase I I  w a s  1 .0 . 

H PLC was use for analysis Separa t ion ware performed by elut ing 0 .07M phosphoric 

acid and 5 mM sodium hexanesu1 fonate containing 1 0% (v/v) methanol . Analytical 

column ( 1 5 X 0.4 cm ) conta in ing NucIeosil 5 C 1 8 (5 μ m) was used. 

さ ら に 、 バ ル ク 液体膜 を 2 個連結 し た 装 置 (Fig. 2-7 ) を 用 い 、 2 種類 の 溶媒 と キ

ャ リ ア ー を 使 っ て His 、 Hm 、 Uro の混合液 か ら 、 Hm 、 Uro を 別 々 に 分離輸送

で き る シ ス テ ム の 試作 を 行 っ た 。

相 2 に His、 H m 、 Uro 混合物 の pH 7.2 溶液、 相 1 及 び相 3 の pH を そ れぞ れ 1 、

1 0 と し 、 有 機 相 l を 塩化 メ チル ト リ オ ク チル アン モニ ウ ム の ジ ク ロ ロ メ タン 溶 液 、

有 機相 2 を AOT の ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 と し 輸送実験 を 行 う と Uro は相 1 に 、 Hm は相

3 に 選 択 的 に 輸送 さ れ る こ と を 著 者 ら は確認 し て い る ω 。
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Fig . 2-7 . Schematic diagram of a more complicated separation system 

最 近 、 AOT を 含 む液体膜 を 用 い た 、 蛋 白 質 や 酵 素 ( チ ト ク ロ ー ム C 、 リ ゾチ ー ム 、

牛 血 清 ア ル ブ ミ ン ) な ど の 高 分子 の選択 的分離 も 報 告 さ れ て お り 、 こ れ も pH 変 化

に よ る 蛋 白 質 の正味電荷の 違 い を 利 用 し て い る 24 ) 。

本液体膜 シ ス テ ム を 用 い た 分離 は簡単 な 操 作 で 行 う こ と が で き 便 利 で あ る が 、 長

時 間 を 必要 と し 、 少 量 し か 分 離 で き な い こ と 、 イ オ ン 性 の 物 質 し か 輸 送 で き な い こ

と な ど の 欠 点が あ り 今後 の 改 良 が必要 と 思われ る 。

結 論

あ る 化 合 物 を 選択 的 に 分離す る こ と は 、 分析化学 で は 非 常 に 重 要 で あ る 。 被 輸 送

物 質 が イ オ ン性 の と き 、 選択的輸送 は 、 pH を 変 え る こ と に よ る正味電荷 の 変 化 を も

と に し て 可 能 で あ る 。

- 34 -

例 と し て 、 塩基性 ア ミ ノ 酸 で あ る His と そ の脱炭酸体 で あ る Hm の 混 合液 か ら 、

Hm が 選択 的 に 輸送で き る シ ス テ ム の検 討 を 行 っ た 。

pH 5 で は 、 Hm 及 び His の正味電荷 はそれぞれ + 2 、 + 1 と な り 、 両 方 と も ア

ニ オ ン 性 キ ャ リ ア ー に よ り 輸送可能 で あ っ た pH を 7 . 2 に す る と Hm の正味電荷 は

+ 1 で あ る が 、 His の そ れ はゼ ロ と な り Hm の み の 輸送 が 可能 で あ っ た 。 こ の こ と

か ら 、 His と Hm の 混 合 液 の pH を 7 . 2 に す る こ と に よ り 、 Hm の選択的輸送が可

能 と な っ た 。 こ の選択性 は 、 His が Hm の 50-.， 1 00 倍 の 濃度 で存在 し て も 、 Hm の

輸 送 に 影 響 さ れな か っ た 。

本研究 は 、 His - Hm 系 を 用 い 、 有効な分離 が簡単 な 系 で 可 能で あ る こ と を 示 し た 。

今 後 、 他 の ア ミ ノ 酸 と そ の 脱 炭 酸体 と に お い て も 同 様 な 選 択 的 輸 送 が 可 能 と 推 論 さ

れ る 。
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第 3 章 液体膜 シ ス テ ム を 利用 し た ヒ ス タ ミ ン の 合成 と 分離

液体膜 シ ス テ ム で は お 互 い に 異 な っ た 正 味亀荷 を 有こ れ ま で 述 べ て き た よ う に 、

そ れ ら の同 じ 正 味電荷 を 有 す る も の で は 、し か し 、す る 物 質 の 分離 は 可 能 で あ る 。

Fi g .  3- 1 .  The sructure of  di - (2・ethylhexyI) phosphoric 
ac id (EHP) 

一般 的

お 互 い に 正 味電 荷 の 違

キ ャ リ ヤ ー と の 親 和 性 の 相 違 に よ り 分離輸送可能 な 場 合 も あ る が 、

化 学 的 な 方 法 に お い て 、こ の よ う な 場 合 、に は 困 難 で あ る 。

疎 水 性 、

化学 的 な 方 法 で 輸 送 可 能 な 形 に輸 送 困 難 な 物 質 で も 、ま た 、っ た 形 に 変 換 し た り 、
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こ れ は 酵 素 反 応 は 基 質 特 異 性酵 素 が よ く 用 い ら れて い る 。化 学的 な 方 法 と し て 、

酵 素 の 特 異 性 を 利 用 し た 有 機か つ 穏や か な 反 応 条 件 で 起 こ る か ら で あ る 。が 高 く 、

Rethw isch 

ら は脂 溶 性 の 低 い 有 機酸 を リ バ ー セ に よ り 脂溶性 の 高 い エ ス テ ル体 に し そ の 輸 送

が増加 す る こ と を 示 し た 5η。

酵 素 反 応 を 利 用 し た 液 体膜 輸 送 例 と し て 、56) 。合 成 は よ く 行 わ れ て い る

こ の 章 で は 、His と Hm がお 互 い に 分離で き る こ と を 示 し た が 、第 2 章 に お い て 、
2 0  

を 合 成 し 、Hm HD) 反応 に よ りHis か ら 酵 素 ( し ヒ ス チ ジ ン デカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ、

。。生 成 さ れ た Hm の み を 選択 的 に 輸送す る 実験 を 計画 し た。

6 

T 1 me ( ho u r ) 
Relat i onsh ip  between pHs in phase II and thc t ranspo口 of H m. Thc i n i t i al 
concentrat ions of Hm in phase I and EHP i n  chloroform phase were 1 and 
5 0  mM ， rcspect i vely . The pH values of phase 1 was 4 . 5 and that  of phase I I  
was changed as i nd icated . R esidual  and tran <;ported rat ios of Hm were plotted 
agai n st the reaction t i me. 

c> pH 7 . 2 ，  () pH 8 .0， 

5 3 2 。6 5 4 3 。

F i g . 3 -2 . 

HD 非存在下 で の 相 2 の pH に依存 し た Hm の 液体膜輸送第 1 節

• pH 1 0.0 o pH 9.0， 

第 2 章 に 示 し た よ う に キ ャ リ アこ の pH で は 、の 至適 pH が 4 . 5 58) で あ り 、HD 

Hm を 変化 さ せ、相 2 の pHpH は 4 . 5 と 固定 し 、を 用 い る の で 、HD 相 1 で は 、い く つ か の キ ャ リHis も 輸送 さ れて し ま う 。 そ こ で 、ー に AOT を 用 い る 実験 で は 、

Hm の相 1 で の初 期 濃度 は l mM で 、 有機溶媒

の 輸送 挙動 に つ い て検 討 し た。

と し た 。

- 37-

EHP の 濃度 は 50 mM

ア ー を 用 い て 実験 し た 結 果 、 脂溶性 リ ン酸化合物 で あ る ジー 2 - エ チル ヘ キ シ ル リ ン 酸

EHP を 用 い る こ と に し た 。(EHP ，  Fig .3- 1 ) が適 当 で あ る こ と が分か っ た の で 、

36 -
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右側縦軸の 左側 に RR 値 、Fig. 3 -2 は横軸 に 反応時間、は ク ロ ロ ホ ル ム で あ っ た 。

の移行が増 大 し相 1 か ら 有機相 へ Hmを 高 く す る と 、相 2 の pHに TR 値 を 示す。

1 0 0 

8 0  

6 0  

40 
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は 1 00% 有機相 へ6 時 間後 に は Hm1 0 .0 に す る と 、と9 .0  をま た相 1 の pHた 。

お よ相 2 の pH 9 .0 、有機相 を 介す る 相 1 か ら 相 2 へ の 輸送 は 、し か し 、移行 し た 。

を 用 い た 場 合 とAOT び 1 0 .0 で は見 ら れず pH 7 . 2 の 時最 も 高 い 輸送量 を 示 し た 。

と7' . 2 を相 2 の pH

EHP の濃度 の影響 を 調 べ た 。

こ れ ら 結果か ら 、は 逆 の 結果が得 ら れ た が詳細 は不 明 で あ る 。

の 輸送挙動 に 対す るHm 次 に 、し た 。

。
'-. 』ーー・---4・。の 輸送Hm HD 非存在下 で の EHP 濃度 に依存 し た第 2 節

T l me ( hou r )  
The re l tJ l i on�hip betw een thc conccntrat ion of EHP and H m  on the transport 
of H m .  The init ial conccntrat ion o( Hm in phasc 1 was I m M .  The pH v al u es 
of phascs I and 11 wc re 4 . 5  and 7 .2， respect i vc ly .  Res idual and transpo代ed rat ios  
o f  Hm werc pJottcd agai nst the  rcaction t i me . 

o O mM .  () 1 0  mM ， ⑥ 30 mM， 

6 5 3 z 。6 5 4 3 2 。

Fig. 3 -3 の 輸 送 に お け るHm と し 、7 . 2  を相 2 の pHHD 用 緩衝 液 、のpH 4 . 5 相 1 に

Fi g. 3-3 は反 応 時間mM で あ っ た 。の 濃度 は lHm EHP 濃度依存性 を 調 べ た 。

. I OO mM e 50 mM， 
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Hm のEHP が存在 し な い と右側は TR 値 を 示す。縦軸 の 左 側 は RR 値 、に 対 し 、

と 高 く50 mM 30、EHP 濃度 を 1 0 、相 1 か ら 有機 相 へ の移行 は見 ら れな か っ た。

EHP 濃度 を 1 00 mM と す る との 相 1 か ら 有機相 へ の移行量が増大 し た 。す る と Hm

有機相 を 介 し て 相 1 か ら 相 2 へ の 輸 送一方 、が有 機 相 へ 移 行 し た 。Hm の1 00% 

EHP 

を 用 い た

有機相 へ の 移 行 量 に 依存 し て 増大 し た が 、

同 様 の現象が キ ャ リ ア ー と し て AOT

ま で は 、

と な る と 逆 に 減少 し た。

EHP が 50 mM 

1 00 mM 

を み る と

が

時 に も 見 ら れた 。

図 で縦軸 は TR 値 を 横Fig. 3-4 に 示す。さ ら に EHP 濃度 を 変化 さ せ た 輸送結果 を

TR 値 は 3 時 間 お よ び 6 時 間反応後の値 を プ ロ ッ ト し た 。軸 は EHP の 濃度 を 示す。

1 00 

Conc e n t r a t ion o f  E I IP  ( mH )  
円ots o (  I ra nsported rat io of H m  as a (unct ion o (  thc conc entration 
o(  EHP. Thc i n i t ia l  conce ntrat ion of Hm in phasc I was 1 mM . 
The pH values o( phascs 1 ond n were 4 . 5  and 7. 2 . respect ive ly . 
The t ransported rnt io  was pJotted aga inst thc concentrat ion o( 
EHP aftcr 3 and 6 hours. 

・ 3 hours . 

80 

o 6 hours 

6 0  4 0  2 0  。

Fig. 3-4 . 

円叫dqtu
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50 EHP の 濃 度 がが 7. 2 、2 節 で、 行 っ た 基 礎 的 な 実験 結 果 か ら 相 2 の pH第 1 、以後50 mM で 最 高 に な っ た 。TR 値が高 く な り 、EHP 濃度 が 高 く な る に つ れて 、

と の条 件 で His が輸送 さ れな い か ど う か を 調 べ た 。mM が 適 当 と 分 か っ た の で 、AOT の 時 と 同 嫌 に 、こ れ もTR 値が減少 し た。逆 に 、EHP の 濃度 を 増加 さ せて も 、

こ のTR 値 を プ ロ ッ ト し た 。の RR 値 とHm とFig . 3 -5 に 反応 時 間 に 対す る Hisこ の よ うの 有 機相 へ の 逆移 行 が 起 こ っ た か ら で あ ろ う 。EHP 濃 度 で は Hm高 い

His こ の温 度 で も350C に し た 。HD の 反 応 を 促進 さ せ る た め に 測定 系 の 温度 を時 、をAOT ま た 、輸送量の 増 減 に影響 し て い る こ と が分 か る 。に キ ャ リ ア ー の 濃度 が 、

ま た 室 温 とは 輸 送 さ れ た 。Hm 一 方 、の 有 機 相 へ の 移 行 は み ら れ な か っ た 。と キ ャ リ ア ー にEHP で は 50 mM用 い た 時そ の 濃度 が 5 mM が最適で あ っ た の に 、

以 上 の よ う な 基 礎 的 な 実の 輸 送 量 に 変 化 は 見 い だ さ れ な か っ た 。Hm 35'C と で 、よ り そ の 輸送能が大 き く 異 な る こ と が分か つ た。

の み が 輸 送 さHm His の 輸 送 は な く 、と す れ ば 、7 . 2 を相 2 の pH験 結 果 か ら 、

Hm His か らHD に よ る

の 輸送挙動 の 結果 を Fig. 3-6 に 示す。
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を 用 い 輸送実験 を 行 っ た 。HD 

Hm 

れ る こ と が分 か っ た の で ，
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Relat ionship between product i on of Hm and amounts of transported 
Hm in phase 1 1 .  lni t i al ly  ， phase 1 contained 1 mM His ， 40 μ g/m l  

pyridoxal・5-phosphate， and 40 μ g/ml H D  at pH 4 .5 . The pH value 
o f  phase 11  was 7 .2 . The concentrat ion of EH P was 50 mM . 
Form at ion rat io  = ( the concentration of Hm I the hypothet ical  
concentrat ion of Hm which is  perfect[y transformed from His)  X 1 00. 
In th is  figure ，  the transported rat io was calcu lated by using the amoun t  
o f  H m  at 1 00% formation rat io  a s  an i n i t ia l  concentrat ion . 

7 6 5 

T i me ( hou r )  

4 3 z 。

Fig . 3 -6 . 

6 
T i me ( hou r ) 

The t i me course of H i s  and H m  t ransports at room tempcrature and 
35"C . The i ni t i a l  concentrat i o n  of  His or Hm i n  phasc 1 w出 l m M

Thc concc ntrat ion of EHP was 50 m M .  The pH val ucs of phases 1 
and Il were 4 . 5 and 7 .2， respect ivcly . Residual  and t ransported rat i os 
of Hm or H i s  werc plot ted aga i nst the react ion t i me . 

o Hm at room temperaturc . • Hm at 35'C . 
() H i s  at 35'C 

5 3 2 。6 5 4 3 z 。

Fig . 3 ・5
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Tab l e  3 - 1 Recovery of Hm i n  phase I I  at various 
concentrations of HD and EHP 

そ し て右 側 に は 、

分 隊 条 件 は第を 用 い た 。

図 中 で縦軸 の 左側 に は Hm の 生成率 (Formation ratio， FR(%)) を 、

Hm. His の 定 量 は HPLCを 示す 。の 輸送 量 (TR%)Hm 

Concentrat ion of  Hm ( μ M) 

3 hours 8 hours 

H D ( μ g/ml) EHP (mM) 
2 章 で 行 っ た 同 じ 条件で あ っ た。

。。50 。こ こ で

700 土 201 70 ::f:  40 50 4 0  用 い た His が HD に よ り すべ て Hm に( 実際 に 生 成 し た Hm 量 ) / ( 一一FR 

760 :f: 9 0  370 :1: 40  50 1 20 nu

 

nu

 

・E・E・-X 変換 さ れた と 仮定 し た 量 )
670 土 50390 土 5050 200 

1 70 土 4030 土 1 01 0  200 ま た こ の 実験 に お い て
5 1 0 土 90

The in i t ia l  concentrations of H is i n  phase 1 was 1 mM. The 

concentrat ion of  pyridoxal phoshate was 40 μ 札1Im l . The pH 

val ues of  phases 1 and I I  were 4 . 5 and  7 .2 .  respectively. 

H PLC was used for analysis . Separations were performed by 

e lut ing 5 mM sod ium hexanesulfonate conta ining 1 5% (v/v) 

methanol . A n  analytical column ( 1 5 X 0. 4 cm) conta ini ng 
Nucleosi l  5 C ) 8 (5 μ m) was used . 

2 20 土 50nu

 

nu

 

-EE---200 
( 実際 に 輸送 さ れ た Hm 量 ) / (用 い た His が HD に よ り すべ て Hm に 変換

nu

 

nu

 

'EaA

 

X さ れた と 仮定 し た量 )

TR 

と し た 。

以後飽和 曲線 に 従 い 、Hm の 変換は反応 3 時間後 ま で は直線的 に 生 じ 、His か ら

の 移 行 は 、有 機相 を 介 し て相 1 か ら 相 2 へ の Hm一方 、6 時 間 後 反 応 は完 了 し た。

の 生 成 量 に 依存 し て以後相 1 に お け る HmFR 値 が 80% に な る と わずか に 見 ら れ、

。
。

flOO  

600  

400  

2 00 
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ω師僧同白血
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刷
o
c
odU咽hμcωυcou

約はHm 基 礎 的 な 実験 で は 、TR 値 を 示 し た 。の約 70%8 時 間 後 で増 加 し 、

懸濁 し た状態で使用 い た HD が水 に 難 溶 で 、こ の相 違 は 、95% の TR 値 を 示 し た 。

の 輸 送 に な ん ら か の 影 響 を 及 ぼ し て い る た め に 起 き た と 考 えHm 用 し て い る た め 、

ら れ る 。

の 輸送挙動 に つ い て 調 べ た 。HD お よ び EHP の 濃度 を 変化 さ せ た 時 の Hm次 に 、

3 時200 μ g/ml と 増加 さ せ る と 、1 20 、HD の 濃度 を 40、に 結果 を 示す。Table 3- 1 

反 応と 増加 す る が 、μ M 390 370 、問 反 応後 に 相 2 中 に 輸送 さ れ た Hm 量 は 1 70 、

200  1 60 1 2 0 日 04 0 。

。
ま た HD 200 μ g/ml に おと ほ ぼ一定 と な っ た 。670 μ M 760、700 、8 時 間 後 で は 、

Conce n t r:a t i on o f  1 10  ( IJ g /ml  ) 

Effccl of H D  conccnlration on t hc transport of Hm inlO phase I I  
Thc conccnlra l ion o f  E H P  wa� 5 0  mM. 4 0  /l g/ml pyridoxal ・

5 -phosph油tc was addcd 10 phasc 1 .  Thc pH va l l1es of ph ascs I 
and I I  wcre 4 . 5 and 7 . 2 . respect i ve l y . Thc transportcd Hm was 

plotted against thc conccnlralion o f  H D  
・ 3 hours. 0 8 hours 

Fi g . 3 ・7 .

EHP 50 mM の時が最大 の 輸送量 を 示 し ， 1 00 mM EHP の 濃度 を 変化 さ せ る と 、

EHP で は反 対 に 減 少 し た。

い て 、
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従 っ て 、 基 礎 的 な 実験結果 と 同 様 の 結果が得 ら れ 、 基 礎 的 な 実 験 結 果 が 、 尖 際 の

反応 シ ス テ ム に も 反 映 し て い る こ と が分か っ た。

HD の 濃 度 変 化 に 対す る Hm の 輸送挙動 を 、 Fig. 3-7 に 示 す。 EHP の濃度 は 50

mM、 相 l 中 の His の初期濃度 は 1 mM で あ っ た。 図 は HD の 濃度 と 、 相 2 へ輸

送 さ れ た Hm 量 と の 関 係 を 示す。 3 時 間後で は 、 低濃度 の HD で は 反 応 が不 十 分

で あ り 輸送量が少 な か っ た 。 し か し 8 時 間後の Hm 量 を み る と 40 μ g/ml ま で は

HD 濃度依存的 に 増 加 し た 。 こ の 濃度以後で は 、 輸送量が ほ ぼ一定 に な っ た 。 と の

結果、 こ の シ ス テ ム で は HD 量 は 40 μ g/ml が適 当 で あ る こ と が分か っ た 。

以 上 、 ア ミ ノ 酸 の カ ル ボ キ シ ル基 を 脱 炭 酸 酵 素 に よ り 取 り 除 き 、 生 成 し た 物 質 と

原 料 の ア ミ ノ 酸 と の 正 味電荷 の 違 い を 利 用 し た 、 生 体 ア ミ ン (Hm) の 合 成 と 分離 に

つ い て 述 べ た 。 こ の 結果 か ら 、 他の ア ミ ノ 酸 か ら 生理活性 の 高 い 生 体 ア ミ ン の 合 成

と 分離 も 可 能 と 考 え ら れ る 。 第 2 章 で 述 べ た よ う に 、 セ ロ ト ニ ン 、 チ ラ ミ ン も 同 様

に 分離 輸 送 で き る こ と が初 期 的 な 実験 な が ら 可 能で あ る こ と か ら 、 こ れ ら の 合 成 と

分離 も 行 え る で あ ろ う 。 一方 、 酵 素 反応 は非常 に基質特異性が高 く 、 ア ミ ノ 酸 の D

体 と し体 を も 認識す る こ と が で き る 。 こ の こ と を 利用 す る と 、 Dし体 の 分割が可能

で あ る と 考 え ら れ る 59-61) 0 HD は DL- 体 の し 体 に の み 反 応 す る 。 DL-混 合 体 に

HD を 反 応 さ せ れ ば 、 L-His の み が Hm に 変 換す る の で こ れ を 分離す る と D 体 が

残 る 問。 こ の よ う な 考 え 方 で 、 酵 素 を 用 い る と 種 々 の ア ミ ノ 酸 の 光学分割 も 可能 で

あ ろ う 。 と の よ う に 液体膜 シ ス テ ム に 化 学 的 な 方 法 を 導 入 す る こ と に よ り 広 範 囲 な

応用 が期待 さ れ る 。

今 回用 い た 、 バ ル ク 液体膜 シ ス テ ム は 、 装 置 は簡 単 で あ る が 、 水 相 に 比 し 有 機 相

の体積が大 き く 輸送効率が悪 い 。 こ の 欠 陥 を 取 り 除 く た め に 、 乳 化 型液体膜 シ ス テ

ム が考案 さ れ て い る 。 こ れ は 、 有機相 と 水 相 を 乳 化 剤 ( 界 面 活 性 剤 ) を 用 い 乳 化 さ

せ (water-in-oi l ， W/O 型 エ マ ル ジ ョ ン ) 、 さ ら に こ れ を 第 3 の水相 中 に 懸濁分散 さ せ

た water-in-oil -in-water (W/O八!ý) 型 多相 エ マ ル ジ ョ ン で あ る 。
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す な わ ち 、 乳化剤 を 含 む有 機相 が外水相 と 外水相 に 挟 ま れ た 形 で液体膜 を 構成 し 、

目 的 物 質 が 外 水 相 か ら 内 水 相 へ 輸 送 さ れ る 。 こ れ は 装 置 の 単位 体積 当 た り の 反 応 界

面 が 非 常 に 大 き く 、 ま た膜 も 薄 い の で 、 大 き な透過速度が得 ら れ る 3 ) 。 し か し 、 液

体膜 の 作 成 は行 程 が煩わ し く 、 目 的物 を と り だす の に 、 逆 の 行 程 、 つ ま り W/OIW 型

エ マ ル ジ ョ ン か ら W/O 型 エ マ ル ジ ョ ン を 分離 さ せ 、 こ れか ら 水相 と 有機相 と を 分離

さ せ る 必 要 が あ る 。 ま た 液体膜 の 安定性 に 問 題 が あ り 、 よ り 安定 な 界面 活 性 弗j の 出

現 が待 た れ る 63 ) 。 乳 化 型 液体膜 シ ス テ ム で は 、 そ の 内 水相 中 で 酵 素活性 は保 た れ

て い る こ と が知 ら れ て い る “哨 )。 こ の こ と を 利用 し た 物 質 の 合 成が さ ま ざ ま な領域

で行 な わ れ て い る 。 例 え ば 、 α ー キ モ ト リ フ シ ン を 用 い た 疎水 性 ペ フ チ ド の 合成 が あ

る 。 し か し 、 分離操 作 煩 わ し い こ と か ら 、 目 的物 質 の 分離 の た め に 中 空 糸 を 使用 し

て い る へ

�士 三ð.iF口 両 岡

有 機 合 成 で は 、 生 成 し た 物 質 を 純度 よ く 分離す る こ と は 重 要 な と こ で 、 こ の 操 作

を 簡 単 化 す る の は極 め て 有 益 で あ る 。 こ の 章 で は 、 液体膜 シ ス テ ム を 用 い て 試 行 し

た 。 こ の シ ス テ ム で は 、 合 成 条 件 の 激 し い も の は使 用 で き な い 。 そ こ で 、 穏や か な

反 応 条 件 で よ い 、 酵 素 を 用 い る こ と に し た 。

ア ミ ノ 酸 の 脱 炭 酸 酵 素 を 用 い る と 、 ア ミ ノ 酸 は脱炭酸化 さ れ 、 も と の ア ミ ノ 酸 と

は 正 味電 荷 が 異 な る よ う に な る 。 こ の こ と を 、 利用 す る と 生 成物 の 分離 が 可 能 と な

る と 予 測 し た 。 本 章 で は 、 ア ミ ノ 酸 と し て His を 用 い HD を 反 応 さ せ 、 生 成 し た

Hm を 輸送 で き る シ ス テ ム の 検討 を 行 っ た。

HD の 至適 pH は 4 . 5 で あ り 、 こ の pH で は 、 AOT を 用 い た液体膜 で は 、 His を

同 時 に 輸送 し て し ま う の で 、 新 し い キ ャ リ ア ー と し て 、 EHP を 選 ん だ。
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相 1 に His と HD の pH 4 . 5 溶液、 相 2 の pH を 7. 2 に し 反 応 さ せ る と 、 Hm

が 生 成 し 、 同 時 に 、 有機相 を 介 し て 相 2 へ輸送 さ れ た 。 輸 送 量 は His がすべて Hm

に 変化 し た も の と し て 、 そ れ の 約 70% で あ っ た。 合成 と 分離 の 両方 の 機能 を 有 す る

本 シ ス テ ム は種 々 の 反 応 系 に 利用 で き る 可能性 が あ る 。
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第 4 市 液体映系 に お け る タ ウ リ ン 及 び 関連化合物 の透過性

タ ウ リ ン は ア ミ ノ 基 と ス ル フ ォ ン 基 を 持 つ ア ミ ノ 酸 の 一 種 で あ る 。 植 物 界 に お け

る 分布 は き わ め て 限 ら れ て い る が 、 日甫 乳 類 に は広 く 分布 し 心 筋 、 骨 格 筋 、 中 枢 神 経

組織、 網 膜 な ど の 組織 や 胆 汁 、 血 紫 、 母乳 な ど の 体液 に も 多量存在 し て い る 68.69) 。 タ

ウ リ ン の 生 理機能 は 、 解毒作用 、 抗酸化作用 、 網膜 正 常化 の 維持 70) 、 神経組織 に 対 し

て は ニ ュ ー 口 ト ラ ン ス ミ ッ タ ー あ る い は モ ジ ュ レ ー タ 一川 と し て の 働 き 、 な ど が考 え

ら れて い る 。 ま た 、 タ ウ リ ン は細胞 内浸透圧調節物質 と し て の 役割 も あ る 72) 。

タ ウ リ ン は そ の 構 造 に ス ル フ ォ ン 基 を 持 つ が 故 に 、 そ の ア ミ ノ 基 の 酸 解 離 定 数

(pKa) が 9 .02 閣 と 一般 の ア ミ ノ 酸 ( た と え ば構 造 類 似 体 で あ る β - ア ラ ニ ン の ア ミ

ノ 基 の pKa が 10 . 2 附 ) よ り 低 く 、 塩基性が弱 い 。 ア ミ ノ 酸 の 持 つ 高 い 金 属錯体形

成能 は そ れ ら の 生 物 学 的活 性 を 考 え る 上 で 重 要 な 特 徴 と な る 。 し か し な が ら タ ウ リ

ン は遷移金属 に 対 し て 一般 の ア ミ ノ 酸 に 比 べ錯体安定度 は低 い 75.76) 。 ま た タ ウ リ ン は

最終代謝産物 で あ り そ の ま ま の 形 で 排 池 さ れ る 7η な ど 一般 ア ミ ノ 酸 と は非 常 に 異 な

っ た 性 質 を 有 す る 。

こ の よ う な 性 質 を 有 す る タ ウ リ ン の 生 体 膜 輸 送 は 興 味 が 持 た れ る 。 そ こ で 、 タ ウ

リ ン の 膜 輸 送 を モ デ ル膜 と し て 液 体膜 を 用 い て 研 究 を 行 っ た 。 生 体 系 に お い て は 、

タ ウ リ ン の 輸 送 は 、 キ ャ リ ア ー を 介 し た 輸送 で あ り 、 Na+ や crイ オ ン 依 存 的 に 輸 送

亘が増 大 し 78.79 ) 、 13 - ア ラ ニ ン の よ う な ß - ア ミ ノ 酸 がそ の輸送 を 阻害す る こ と が知 ら

れ て い る ω.81) 。 一般 ア ミ ノ 酸 と の 相違 は 、 タ ウ リ ン で は カ ル ボ キ シ ル基 の 代 わ り に ス

ル フ ォ ン 基 を 有 し て い る の で 、 タ ウ リ ン 誘 導 体 と し て ω ー ア ミ ノ ア ル カ ン ス ル フ ォ ン

酸 [ NH 2- (CH2) n -S03H 、 n = 2 ， 4 ，  6 ，  8 ，  10 ， ω -AS ト そ し て ア ミ ノ 酸 誘 導体 と し て ω ー ア

ミ ノ カ ル ボ ン 酸 r NH 2- (CH2) n-COOH ，  n = 2 ，  4 ，  7， 1 0  ， ω -AA) を 用 い 液体膜 に よ る 輸

送 挙 動 を 比較検討 し た 。
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ω -AA の pH 依存性ω -AS お よ び膜 透過 に お け る い く つ か の第 1 節

双性 イ オン と し て 存 在生 理 pH 条 件 で は 、タ ウ リ ン は 一般 の ア ミ ノ 酸 と 同 じ く 、

を 有 し て い る た め 、 有 機相 へ は移動 し 難-S03- ) 二個 の 親水 基 (-NH3+ とし て お り 、

C - 2  ( taurine ) 
C- 4 

C -6 

C -8 

C - 1 0 

ω -Aminoalkanesulfonic acid ( N H2 (C H2) nS03H ) 

2 -Aminoethanesul fonic acid 

4 -Aminobutanesu l fonic acid 

6-Äminohexanesu l finic acid 

8-Aminooctanesul fonic acid 

1 O-Aminodecanesul fonic acid 

n= 2 

n=4 

n =6 

n=8 

n= 1 0  を 高 く す る と そ の ア ン モニ ウ ム イ オン ( -NH3+ ) が プ ロ ト ン解離 をH
 
ny

 

そ こ で 、い 。

液体膜 中ま た 全体 と し て アニオ ン体 と な る た め 、と な る 。H
 

N
 

起 こ し 脂 溶 性 の

有機相 へ移行で、 き る と 考 え ら れ る 。の カ チ オン 性 キ ャ リ ア ー と 結 合 し 、ω -Aminocarboxylic acid ( N H2 (C H2) nCOOH ) 

Fig . 4 -2 のを 変 化 さ せ有機相 へ の 移 行 の 様子 を 調 べ た 。こ の こ と か ら 相 1 の pHA-2 ( ß -alaninc ) 
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RR%) 縦軸 は 初 期 濃度 に対す る 6 時 間 後 の 残存 量 の 比 (Residual Ratio 、横軸 は pH を 、

( MTO ) お よ び試料 の 初期 濃 度 は そ れキ ャ リ ア ー相 2 の pH は 5 .0 で 、

l mM で 行 っ た 。ぞれ 1 0 mM ，

を 示す 。
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Methytrio仁tylammoni u m
chloride (MTO) 

Structures and abbreviations of ω -aminoalkanesulfonic 
acid ( ω -AS) ， ω -aminocarboxyl ic acid ( ω -AA) and t\NO 

carriers (TOA and MTO) . 

Tetraoctylammonium 
bromide (TOA) 

Fig. 4 - 1 .  

。キ ャ リ ア ー と し て脂溶性 カ チ オ ン で あ る 塩化 メ チ ル ト有機溶媒 は ク ロ ロ ホ ル ム 、

10 
pH 

Rel at ionshi p be tween the pH i n  phase 1 a n d  t h c  rcsidual ratios 
of se veral ω -AS and ω -AA. Thc i n i t ia l  concentrat ion of the 

sample and MTO were I and 10 mM. respcct i ve ly. The pH value 
of phase 11 was 5 .0 and that of  phase 1 was changed. Data were 
obta incd aftcr 6 hours of react ion . The residual  rat io was plotted 
against Ihe pH value of phasc 1 .  

• C-2 . 0 C-6. 

1 2  1 1  

‘) A-2 

9 8 

Fig . 4-2 .  

を 用 い

試料 の 構造お よ び こ れ ら の 略 名 を Fig. 4 ・ 1 に 示 し

臭化テ ト ラ オ ク チ ル ア ン モ ニ ウ ム (TOA)(MTO) 、

こ こ で使用 し た キ ャ リ ア 一 、

リ オ ク チ ル ア ン モ ニ ウ ム

た 。

た 。
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pH 8 .0 ， 9 .0 で は 、 使 用 し た化合物 は有機相へ移行せず、 pH 1 0.0 で は C-2 と C-6
1 00 

ア ニこ の pH で は十分 にが 9.02 で あ り 、が移行 し た 。 C-2 で はそ の pKa (NH
2
) 

。。C-6 で はそ の pKa (NH� が 1 0.9 1 均 で あ り 約 90% が -NH3+ とオ ン体 に な っ て い る 。

な っ て い る が、 高 い疎水性 の 炭 素鎖 ( n = 6 ) を 有す る た め 、 有機相 へ の 移行が可能

に は あ ま り 変に な っ た も の と 考 え ら れた 。 以後 pH が 高 く な っ て も 両方 と も 移行

化 がな く 、 pH 1 2 . 5 で C-2 が 約 1 0% 、 C-6 で は 0% の RR 値 を 示 し た 。

20 
A-2 に お い て も 、 そ の pKa (NHz ) が 1 0. 2 で あ る た め 上 記 の よ う に pH が一方 、

。

C-2 に 比 べ A-2 の 有 機 相 へ

と な っ た。

し か し な が ら 、

の 移 行 量 は 少 な く 、 pH 1 2 . 5 で RR 値 は約 75%

1 l .0 よ り 高 い 条 件 で有機相 へ移行 し た 。

Time ( hour) 

Thc t i me-dcpendent  ùecrea�c i n  thc res idual  rat ios of C・2 and A - 2  
whcrc M T O  or T O A  w a s  llscd as a carrier. The i n i t i al concen trat ions  
o f  the  samp1e  i n  phase 1. MTO and TOA i n  the organic phase were 1 ，  
1 0  and 1 0  mM. respec t ive ly . Thc pH values of phascs 1 and 11 were 
1 2 . 5 nnd  5 .0.  respect i vc l y . Rcs ldual  and transportcd rat ios were plotted 

aga lnst the react ion t i me . 
• C-2 (us ing MTO)， 
o C-2 (u si n g  TOA ). 

3 。

F l g . 4 -3 

ω -AS お よ び ω -AA の 輸送挙動 に 対す る キ ャ リ ア ー の影第 2 節

を 用 い る と 両

③ A - 2  (us ing  MTO) 
⑥ A -2 ( u s i ng TOA ) 

一方 、 TOAA-2 で は キ ャ リ ア ー の 濃度依存的 に 減少 し た 。ま た 、

キ ャ リ ア ー と し て 用 い た MTO は 窒 素 原 子 に 一個 の メ チ ル基 と 3 個 の オ ク チ ル 基

と の よ う なが 結 合 し て お り 、 構 造 的 に 非 球 形 で 疎水部分 と 親水性 の 部分 か ら な り 、

MTO と TOA で はこ れ ら の こ と か ら 、方 が TOA 濃度依存 的 に RR 値が減少 し た 。
一 方 、 TOA は窒 素原子 に 4 個 の オ ク チ構造 の 化 合 物 は逆 ミ セ ル を 形 成 し やす い 問。

明 ら か に 有 機相 へ の 移行 量 に 差 が現 れ た 。 MTO を 用 い た ほ う が 、 有機相 へ の 移行量

有 機 相 を 介 し て 相 1 か ら 相 2 へ の 輸 送 は有 機 相 へ の 移 行 量 に 依 存 し て 増 加 し

こ れ は 、 相

A-2 を 用 い た 実験 に お い て 、 逆 ミ セ ル を 形成 し や す い キ ャ リ ア

の 方 が は る か に 有 機相 へ移行 し や す か っ た 。

C-2 や A-2 は有機相 へ移行 し やす く な る こ と が示 さ れ た 。

ま た A-2 に 比 べ C-2

C-2 と

ー を 用 い る と 、

が 多 く な っ た 。

こ の 様 に 、

一 方 、

た

こ の よ う な 性 質 を 持 っ た 2

種類 の キ ャ リ ア ー に よ る ω -AS お よ び ω -AA 輸送挙動 を C-2 と A-2 を 用 い 反応 時

ratio ) 、 右側 に は輸送量比 TR を 示す。

( Residual 

Fig . 4-4 で は横軸 に は MTO ま た は TOA の

濃度 、 縦 軸 に は 6 時 間反 応後 の RR 値 を 示す。

残 存 量 の 比 RR

間依存 性 及 びキ ャ リ ア ー の 濃度依存性 に つ い て検討 し た。

縦 軸 の 左 側 は 、

ル基が結合 し て お り 球形分子で逆 ミ セ ル は 形 成 し 難 い 。

Fig. 4 ・3 で は 横 輸 は 反 応 時 間 に 対 し 、

1 の 水 と 逆 ミ セ ル 中 の water pool と が 平衡状態 に な っ て お り 、 水 相 中 の 水 と 共 に 溶

water pool に 取 り 込 ま れや す く な る た め 、 比 較 的親水性 の 化 合物 で も 有機 相 へ

51 

質 も

を 用 い る と C-2 で は 2 . 5mM で お よ そ 80% が有機相へ移行 し 、 以後濃度 を 増MTO 

加 さ せて も 、 そ の移行量 は あ ま り 変化がなか っ た。
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ω -AA の 液体膜輸送挙動ω -AS お よ び各 種第 3 節移 行 で き る か ら で あ る 3)。

ア ミ ノ 基 と ス ル フ ォ ン基 ま た はカ ル ボ キ シ ル基 の 聞 に 炭 素原子 を 2 個 以 上次 に 、

有 す る 化 合 物 の 液体 膜 輸 送 に つ い て 調 べ た 。 に 示用 い た 化 合 物 の 略 名 は Fig. 4 - 1
100 

RR 値 お よ び

あ る い は TOA の 濃度 は

Fig. 4 -6 に は

両方 と も 炭

そ れ炭 素 鎖 が長 く な る ほ ど 、

。

右 側 に は TR 値 を プ ロ ッ ト し て い る 。

Table 4 - 1 The transport of ω -aminoalkanesulfonic acid and 
ω -aminocaboxyl ic acid through an organic l iquid membrane 
after 6 hours . As the carrier ， TOAor MTO was used .  

たま

4 8 . 1 :t 2 . 2 

The concentrat ions of the sample in phase 1 .  TOA and MTO in the organic 

phase were 1 .  1 and 5 mM， respect ively. pH val ues of phase I and I I  were 

1 2 . 5  and 5 .0 ， respect ively. 怠 . not t ransported . 

を 用 い 6 時 間 反 応後 の

3 8. 0 士 4 . 9

1 6 . 7 土 1 . 6

2 5 . 9 :t l . 8 

5 8 . 0 :t  3 . 1 

5 8 . 3 :t  0 . 8  

3 3 . 7 士 1 .6

3 5 . 8 :t 8. 8 

60 . 5 :t  1 . 2 

を 、

TR(%) 

TOA 

RR(%) 

MTO 

MTO 

5 . 1 土 0. 8

1 0 . 8 :t 1 . 2 

6 . 9 :t 2 . 7  

67 . 4 士 3 .0

78 . 4 土 3 . 5

自 体 の 疎水性が 高 く な る こ と か ら こ の 結果は予測で き る 。

Fig. 4 -5 に

。
。
。

素 鎖 が長 く な る と 有 機 相 へ の 移 行 量 が 増 加 し て い る 。

たま

ω -AA 

5 . 0 、

2 7 .0 :t 4 .0 

5 4 . 3 :t  5 . 3 

2 9 . 4 :::t 4 . 3 

5 7 . 4 :t 2 . 3 

4 6 . 5 ::t 2 . 1  

5 . 6 :t 0 . 4 

6 4 . 5 ::t 1 . 0 

20 . 3 ::t  3 . 0 

ま た こ れ ら の デー タ か ら
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TR (%) 

相 1 お よ び 2 の pH はそ れぞれ 1 2 . 5 と

当官

ω -AS や

を 用 い た 時 の 輸送挙動 を 示す。

TOA 

RR (%) 
1 7 . 0 ::t O. 6  

8 . 8 土 1 . 9

89 . 9 :t 0. 6 

1 3 . 7 :t 0. 8  

MTO 

図 中 で は縦軸 の 左 側 は RR 値 、

ヨ依

。
。
。

。

に は 各 種

Compound 

C- I 0  

A - I 0  

Table 4 ・ 1

TR 値 を ま と め た 。

5 

C - 2 

C-6 

C -8 

A - 2 

A-4 
A- 7 

C - 4 

と し た 。mM 

し た 。-
hu
自
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』
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(
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。

コ
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コ
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出

nu

nu

nu
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a句

、4

彼 ら は 、

中 性 ~ 弱 ア ルカ リ の pH 条 件 ( pH 7"'-' 1 0 ) に お い て ア ミ ノ 酸誘 導体で あ る し ト リ プ

こ と を 示 し た 。

を含 む シ ク ロ ヘ キ サ ン 相 へ移行す る

さ ら に α - キ モ ト リ ブ シ ン の よ う な 酵 素 で さ え も 有 機相 へ移 行 さ; れ る

被 輸 送 物 質 と

有機相 へ の 移行が可能 と な る と 考 え ら れ る 則4)。
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2 . 5  5 . 0  7 . 5 10 0 2 . 5  5 . 0  7 . 5  
MTO (mM) TOA ( mM) 

Thc res idual  ratios of C-2 and A・2 i n  phase 1 where the carr ier  conccn tration 
of MTO or TOA was chan ged . The i n i t i al concentrat ion of  thc sample i n  phasc 
1 was 1 mM . The pH values of  phases 1 and I I  were 12. 5 and 5 .0， respective ly .  
Data  were obtained after 6 hours of react ion . 

o C-2， ・ A・2

。

ら の 次 の よ う な研究結果か ら も 支 持 さ れ る 問。

結 合 す る こ と に よ り 脂溶性が増 し 、

TOA は イ オ ン 会 合性試薬 と し て 知 ら れて お り 、

10 

ト フ ァ ンや し ト リ プ ト フ ィ ル グ リ シ ン が MTO

こ の よ う な 結果 は Luisi

一方 、

。

80 

Fi g . 4-4 . 

日
ω
叫帽

【1
5
一N，
〈
』
O

Nt
U
』
O
(
品。)
0

コ
巴

司
コ

2
8

出

60 

40 

20 

。
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8 10 
Nu mbcr o f  carbon atom 

The p l ot o f  t hc res i dual  and t ransported rat ios us ing MTO as the c arrier aga川st
vari ous nu mbc rs o f  carbon atoms i n  ω -A S  or ω - A A . The i n i t ia l  concen trat ions  
o f  the  samplc and MTO were 1 and 10  mM， rcspcct i ve l y . The p H  va lues  o f  phases 1 and I I  wcre 1 2 .5  and 5 .0 ，  rcspec t i v c l y .  Dat a were obta i ned a fter  6 hours of 
re act lon . 

10 日6 6 

F i g . 4・ 6 .

8 10 2 4 
Numher of carbon alom 

The plot of thc rcsidual and transported rattos us ing TOA a<; thc carrier against 
variou s  n umbcrs of carbon atoms i n  ω -A S  or ω -A A . The i n i t ia l  concentrat ions 

of the sample and TOA werc 1 and 10 mM， rcspect ive ly . The pH values of  phascs 
1 and n were 1 2 . 5  and 5 .0，  respcc t i ve l y .  Data wcre obtai ncd after 6 hou rs of 
react tOn . 

10 8 6 6 2 

Fi g . 4・5 .

. ω -AA 0 ω . 八 S ，

. ω ・ A A0 ω ・ A S ，

ω -AA と で は有機相 へ の 移行 量ω -AS とと き 、( n =2 、炭 素鎖が比較的短 い
MTO の方が移行能が良 い こ と が再確認 さ れ た 。ま た 全体的 に み る と TOA よ り も

(MTO) 、1 0 . 8% (TOA) 、1 7 . 0% n=2 で は C-2 の RR 値 はに 大 き な 差 が み ら れた 。

輸 送 量 は 炭 素 鎖 が有 機相 を 介 し て の 相 1 か ら 相 2 へ の 輸送挙動 を み る と 、一方 、
と な っ た 。1 00% (TOA) ， 78 . 4% (MTO) A-2 の そ れ は

一 方、7 ) 場 合 は有機相 へ の移行量 に 依存 し て増 加 し た 。( n  = 2 比 較 的短 い 6、
A-4 の そ れ は6.9% ( MTO ) 、ま た n = 4 で は C-4 の RR 値 は 8.8% ( TOA ) 、

A- 1 0 で は有機相 か ら 相 2 へ の 輸送量が8 以 上 長 い 炭 素 鎖 を 有す る C- 1 0 、

こ れ ら 長 い 炭 素鎖 を 有 す る 化合物 は十分な 疎水性 を 獲得

C-8、

C-6 よ り 減 少 し た 。

n = 

A-7 や
ω -AA に 比べ 、を 例 に と る と ω -AS はMTO と な っ た。67 . 4% ( MTO ) 89 . 9% (TOA) 、

TR 値 は ，全体 と し て 、有機相 に 滞 留 し や す く な っ た と 考 え ら れ る 。し て い る た め に 、
n が増加すさ ら に約 2 .8 倍 有機相 へ移行 し やすか っ た 。n=4 でで 約 4 倍 、n = 

と で は ど ちA- 1 0  ( n= 1 0  ) C- 1 0 とと の RR 値 の 差が減少 し 、ω -AS と ω -AAる と

C- 1 0  C-8 〉C-6 くC-4 くC-2 ω -AS 
4 -6 ) 。1 00% 有機相 へ移行 し た ( Fig. 4 - 5 、ら の キ ャ リ ア ー を 用 い て も

A- I 0  〉A-7 < A-4 くA-2 ω -AA C-4 の 方 が約 8 倍有機相 へ移行 し やす かを 比較す る と 、C-4 とTOA で は A-4

の )1闘 に な っ た 。

ω -AS の ほ う が移行性が高 い こ と が 見 出 さω -AA よ り炭 素 数 の 少 な い ほ どっ た 。

れ た 。
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小原 ら は 、 第 4 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 (塩化 ド デ シ ル オ ク チ ル メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ

ニ ウ ム ) を含む ジ ク ロ ロ ヱ タ ン を 用 い た 有 機 ア ニ オ ン の 抽 出性 を 調 べ た 。 そ の 結果 、

ス ル フ ォ ン 酸 イ オ ン の ほ う が 、 カ ル ボ ン 酸 イ オ ン よ り も か な り 抽 出 さ れ 易 い こ と を

示 し た 問。 ま た 、 上 平 ら は芳香属 ス ル フ ォ ン酸や カ ル ボ ン酸水溶液の極限伝導 度 の

温度依存性 の 検 討 に よ り 、 ス ル フ ォ ン 酸 イ オ ン は水 の 構造 を こ わ す性 質 が あ る と 報

告 し て い る 。 す な わ ち 、 ス ル フ ォ ン 酸 イ オ ン は 負 の 水 和 を し て お り 、 ス ル フ ォ ン 酸

イ オ ン の 最 近 傍 の あ る 水分子 の イ オ ン に 接 し て い る 時 聞 が 、 純水 中 の 水 分 子 が 隣 の

水 分 子 に 接 し て い る 時 間 よ り も 短 い 。 一 方 、 カ ル ボ ン 酸 イ オ ン で は イ オ ン の ま わ り

の 水 分子は純水 の 水 分子 よ り も 動 き に く い こ と が 知 ら れて い る 。 し た が っ て 、 カ ル

ボ ン 酸 イ オ ン の ほ う が ス ル フ ォ ン 酸 イ オ ン よ り も 水 分子 と の 相 互 作 用 が 強 い と 推測

さ れ る の で 、 ス ル フ ォ ン 酸 イ オ ン の ほ う が抽 出 過 程 の 際脱水和 エ ネ ル ギ ー 変 化 が 小

さ く 抽 出 性 が大で あ る と 推測 し た 問。

第 4 節 各種 ω -AS お よ び ω -AA の液体膜輸送挙動 と 分配係数の 関係

ω -AA や ω -AS を 用 い た 輸送実験 に お い て 、 炭素鎖の 長 い も の ほ ど有機相 へ の 移

行 量が増加 し た 。 こ の 原 因 に 、 こ れ ら の 疎水性 の み が影響 し て い る こ と が 考 え ら れ

る た め 、 こ れ ら の 分配係数 を 測定 し た 。

分 配 係 数 ( p ) は 、 二 つ の お 互 い に 混 じ り 合 わ な い 相 の 問 で 分配 平衡 さ せ 、 二 つ

の 相 に 含 ま れ る 物質 の 濃度 の 比 と し て定義 さ れ る 。 つ ま り 、

P = Co l  Cw 

こ こ で 、 C。 は有機相 中 の溶 質 の 濃度 、 C" は水相 中 の 溶質 の 濃度 で あ る 。 本 節 で は 、

分配係 数 の 対数値 を 用 い検 討 し た 。

ω -AA お よ び、 ω -AS を 水相 と n - オ ク タ ノ ー ル 問 で分配平衡 さ せ た と こ ろ 中 性 pH

で は A- 1 0 と C- 1 0 がわずか に 有機相 へ移行 し た だ け で 、 他 の も の の 移行 は み ら れな

か っ た 。 ま た 、 水 相 の pH を 十分 に 高 く し て も 結果 は 同 じ で あ っ た 眠問 。

そ こ で イ オ ン 会 合性試薬 を 用 い て 分配実験 を 行 っ た。 ま ず水溶性 の イ オ ン会合性試

薬 と し て 、 テ ト ラ ブ チルア ン モ ニ ウ ム 塩 ( TBA ) 1 0mM を 水相 に溶か し 、 水相 の pH

を 1 2 .5 と し て ω -AA や ω -AS を 完全に ア ニ オ ン体 に し 、 イ オ ン会合 さ せ 、 全体的 に

疎水性 を 増加 さ せ た 。 使用 し た試料の濃度 は 2 mM で あ っ た。

Tabl e  4 - 2  Part i t ion coeffic ients of  ω -aminoalkanesul foni c  
ac id and  ω -aminocarboxyl ic  acid between the water 
phase containing 1 0mM TBA and the octanol phase 
and between the water phase and the octanol phase 
containing 1 0mM TOA. 

Compound 

C- 2 

C - 4  

C -6 

C- 8 

A- 3 

A- 4 

A- 5 

A- 7  

TBA 

- 1 . 37 i: 0 . 1 6  

- 0 . 2 1  :t O.O l 

- 0 . 6 5 土 0. 1 6

TOA 

- 1 . 1 8 :t 0. 2 2  

- 0 . 88 士 0.09

- 0 目 1 5 土 0 .06

0 . 69 :t 0 . 04 

- 1 . 2 1  :t 0.0 5  

- 1 .03 :t 0 . 2 3  

- 0 . 4 6 士 0 .03

0 . 3 5 土 0.0 5

T h e  comcentralions of sample .  T B A  a n d  TOA were 2 . 1 0 . 1 0  m M .  
respect ively. The p H  va lue of  water phase w a s  1 2 . 5 . T h e  temperature 
was 30 土 0 . 5 "C ・ . not measured 

こ の 条 件 で は 、 炭 素 鎖 の 短 い も の で、 は 有 機 相 へ 移行せず、 長 い 炭 素鎖 を 有す る も

の ( A-7 、 C-6 、 C-8 ) が有機相へ移行 し た。

次 に 、 脂溶性 イ オ ン 会 合性試薬 と し て 、 TOA を 用 い た 。 TOA の 濃 度 を 1 0mM 含 む

n -オ ク タ ノ ー ル相 と 、 試料 2 mM を 含 む pH 1 2 . 5 の 水相 と 分配 平衡 さ せ 、 分配係数

を 求 め た ( Table 4 -2 ) 0  TBA に 比 べ TOA を 用 い た時そ の 輸送能 は 高 く 、 ま た炭 素

鎖 の 長 い ほ ど、 疎水性 が 高 く な る こ と 、 ま た 、 全体的 に ω -AS の ほ う が ω -AA よ り 分



配 係 数 が大 き く 、 疎 水 性 が 高 い こ と が分 か り 、 液体 膜 輸 送 と 同 様 の 傾 向 を 示 し た 。

液体膜 輸 送 に お い て 用 い た TOA の 濃度 は 5 mM で あ り 、 こ の 条 件 で 、 C-6 よ り 炭 素

鎖 の 長 い ω -AS はすべて有機相 に 移行 し て い る に 対 し 、 倍量の TOA を 用 い た 分配実

験 で は 、 分配係数が C-6 で -0 . 1 5 、 C-8 で 0.69 と それぞれ約 50% と 約 85% し か

有機相 へ移行 し て い な か っ た。

液 体膜 シ ス テ ム に お い て は 、 溶 質 が相 1 か ら 有 機柑へ移 行 す る 場 合 、 有 機 相 か ら

相 2 や 相 2 か ら 有 機 相 へ の 逆移 行 の 影 響 も 考 慮 に い れ る 必要 が あ る 。 つ ま り 、 有 機

相 に 移 行 し た 溶 質 は 、 相 2 中 の 物 質 が有 機 相 へ移行 す る こ と に よ り 、 相 2 へ移行 で

き る よ う に な る 。 そ の 結果 、 相 1 か ら 有機 相 へ溶 質 の 移行が容 易 に な る 。 一 方 、

2 相 系 ( 分 配 係 数 測 定 系 ) で は 、 お 互 い に 平衡 に 達 し た 後 は 、 そ れ 以 上 両 相 聞 の 濃

度 に 変 化 は な い 。 こ の よ う に 、 2 相 系 で は 、 有機相 へ の 移行 量 は試料 の 疎 水性 に 影

響 さ れ る が 、 液体膜 シ ス テ ム に お け る 輸 送 に お い て は 、 試料 の 疎水性 と 共 に 、 相 2

中 の 物 質 の 影 響が 無 視 で き な い 。 ω -AS や ω -AA の液体膜輸送 で は 、 相 2 中 の ア ニ

オ ン ( お そ ら く 酢 酸 イ オ ン ) と の 対 向 輸 送 に よ り 、 濃 度 勾 配 に 逆 ら っ た 輸 送 が 可 能

に な っ た と 考 え れ る 。

以 上 の よ う に 、 ω -AA と ω -AS と の 液体膜輸送 に つ い て検討 し 、 タ ウ リ ン の 持 つ 分

子 性 の た め 、 同 族体 で あ る ß - ア ラ ニ ン よ り も 、 輸送 さ れやす い こ と が分 か っ た 。

生 体 で は 、 タ ウ リ ン な ど の ア ミ ノ 酸 はキ ャ リ ア ー を 介 し た 輸送で あ り 、 こ れ ら は 、

生 理 的 pH で 行 わ れ て い る 。 液体膜 を 用 い た 輸送で も 、 生理 pH 条 件 で の 輸送 を 行 う

こ と が今 後 の 課題 で あ る 。

58 -

結 論

生 体 成分 の 中 で 、 タ ウ リ ン は ア ミ ノ 基 と ス ル フ ォ ン 基 を 持 ち 、 そ の 構造 類似 体 で

あ る ß - ア ラ ニ ン と 比 較 す る と 、 遷移 金属 や 他 の 金属 に 対 す る 錯体安定性が低 く 、 そ

の ア ミ ノ 基 の 極基 性 が 低 い な ど の 性 質 を 持 っ て お り 、 ス ル フ ォ ン 基 を 持 つ 物理 化 学

的 性 質 の ユ ニ ー ク さ が タ ウ リ ン の 生理活性 と 関 係 あ る も の と 考 え ら れ る 。

液 体 膜 シ ス テ ム を 用 い た 系 で は 、 タ ウ リ ン お よ び類似体 ( ω -AA 、 ω -AS ) の 有

機 相 へ の 移 行 は 、 中 性 pH で は不可能で、 高 pH ( pH 1 2 . 5 ) 、 そ し て カ チ オ ン性 キ ャ

リ ア ー の 存 在 下 に お い て 可 能 で あ っ た 。 有機相 へ の 移 行 量 は 、 炭 素 鎖 の 長 い も の ほ

ど 増 加 し た 。 こ れ は 疎 水 性 が 高 い ほ ど、有機相 へ の 移 行 量 が 増 す と い う 分配 係 数 の 測

定 結 果 か ら も 支 持 さ れ る 。 同 じ ア ミ ノ エ チル基 ( H
2N

CH2CH
2 
- ) を 有す る ß - ア ラ ニ

ン と タ ウ リ ン を 比 較 す る と 、 タ ウ リ ン の ほ う が 、 ß - ア ラ ニ ン よ り 、 有機相 へ の 移 行

量 が 多 か っ た 。 こ の こ と は 、 ス ル フ ォ ン 基 と カ ル ボ キ シ ル基 の 物理 化 学 的 性 質 の 相

違 が原 因 と 考 え ら れ 、 ス ル フ ォ ン 基 の 持 つ ユ ニ ー ク 性 が認識 さ れ た 。 つ ま り 有 機 相

へ抽 出 さ れやす い こ と で あ っ た 。

こ の よ う に タ ウ リ ン の 種 々 の 生 理活性 の 発 現 に は 、 こ れ ら ユ ニ ー ク な 性 質 を 持 つ

ス ル フ ォ ン 基 が 関 与 し て い る こ と は十分 に 考 え ら れ た 。



第 5 章 ポ リ ア ミ ン と 液体膜 と の 相 互 作用

ポ リ ア ミ ン ( PA ) は ア ミ ン を 二 つ 以 上 含 む直 鎖 の 脂肪族 ア ミ ン の 総 称 で あ り 、 生

物 界 に 広 く 分布 し て い る 。 と れ ら は細胞 の 培殖や維持 に 重要 な 役割 を 果 た し て い る と

考 え ら れて い る 89-9九 PA は生理 pH 条 件 で は Ca2+ や Mg2令 の よ う に カ チ オ ン と し

て 振 る 舞 っ て い る が 、 根 本 的 な 相 違 が あ る 。 そ れ は PA の 正 電荷が構 造 的 に 自 由 の

き く 炭 素 鎖 に 隔 て ら れ た 形 で分散 し て い る た め 、 DNA 94) や 生体膜 の 酸性 リ ン 脂 質 や

膜 結 合 蛋 白 の 負 の 荷電部分 に 橋 わ た し の よ う に 結 合す る と と に よ り 種 々 の影 響 を 及 ぼ

し て い る 制。

生 体 で は 、 PA は 生 体膜 の 構 成成分た と え ば リ ン 脂質 な ど の リ ン 酸 部分 の よ う な ア

ニ オ ン と 強 く 結 合 し て お り 、 高 い 親和性 の あ る こ と が観察 さ れて い る 9S刷 、 ま た PA

は リ ン 酸 イ オ ン の 輸 送 に影響 を 与 え て い る 97.98) 。

N H2{CHムNH2

Putresc ine (Pu t) 

N H2(CHムNH(CHよNH2

Spermidine (SP-3 )  

N H2(CHムNH (CHムNH (CHムNH2

Spermine (SP-4) 

Fig .  5- 1 .  The structure of polyamines used i n  th is  study . 
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そ こ で 、 リ ン 酸 基 を 有 す る ア ニ オ ン 性 キ ャ リ ア ー を 含 む液膜 を モ デル膜 と し 、 PA

と モ デル膜 と の 親和 性 や 無機 カ チ オ ン と の 相 互作用 な ど に つ い て検 討 を 加 え た 。

有 機 相 と し て ク ロ ロ ホ ル ム を 用 い た 。 無 機 カ チ オ ン と し て ア ル カ リ 土 類 金属 や ア

ル カ リ 金属 を 、 PA と し て プ ト レ シ ン ( Put ) 、 ス ペル ミ ジ ン ( SP-3 ) 、 ス ペル ミ ン

( SP-4 ) を 用 い た 。 今 回 用 い た PA の 構造 を Fig. 5- 1 に 示す。

第 1 節 PA の 分 配 係 数 制

PA の 液体 膜 の 有 機相 へ移行 し や す さ を 調 べ る た め に 、 タ ウ リ ン 関 連化 合 物 と 同 様

に こ れ ら の 分 配 係 数 の 対 数値 を 求 め た 。

Tab l e  5- 1 . Partition coefficients o f  polyamines 

Compound pH 1 2 . 5 (no DDP) pH 7 . 2 (  5mM DDP) 

Putresc inc - 0 . 5 5  :i: 0 .0 1  0 .04 土 0 .02

Spermidine - 0 . 4 2 土 0.07 0 . 36 :i: 0 .06 

Spermine - 0 . 37 士 0 .07 0 . 4 4 土 0 .02

The solvent was octano l .  The temperature was 30 :i: 0 . 5t 
DDP was didodecylphosphoric acid. The concentration of polyamines 

was 1 m M 目

3 種 PA は 、 ど れ も 中 性 pH で は有機相 へ移行せず、 高 い pH ( 1 1 . 5 以上) の 領

域 で は移行 が 可 能 で あ っ た 。 こ れ は、 pH 中 性 で は 、 ア ミ ノ 基 ( -NHz ) や イ ミ ノ 基

( -NH- ) が親水性 の ( - NH3+ ) や ( - NH2+ - ) と な っ て 全体 と し て 、 疎水性が低 く

な っ て い る た め で あ る 。 一方 、 高 い pH 領域 で は 、 窒 素原子 に 結合 し た プ ロ ト ン が

解 離 し 、 疎水性 が 高 く な っ た た め 、 有機相 へ の移行が可能 と な っ た と 考 え ら れ る 。
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キ ャ リ ア ー 濃度 と PA の 輸送 と の 関係第 2 節DDP ) を 含 む 有機 相 を 用 い るジ ド デ シ ル リ ン 酸 、一 方 、 脂溶性 リ ン 酸 化 合 物

こ れ は 、 有 機の 条 件 で も 、 有機相 へ移行 し た 。( 7 . 2  ) ポ リ ア ミ ン は生 理 的 pHと 、

PA が 相 1 か ら 有機相 へ移行す る 様子 と さ ら に 、 有機相 か ら 相 2 へ の移行 に 相 2 に相 の リ ン 酸 化 合物 の プ ロ ト ン と カ チ オ ン性 PA が交換 し 、 有 機 相 へ の 移 行 が 可 能 に

添 加 す る 物 質 が ど の よ う に影響す る か を 検討 し た 。な っ た こ と に よ る と 考 え ら れ る 。

キ ャ リ ア ー 濃度 が ど の よ う に 影 響す る の か初 め に 、 相 1 か ら 有 機 相 へ の 移 行 に 、3 種 PA に つ い て 、 何 も 含 ま な い 有機相 と pH 1 2 . 5 の 水 相 、 及 び、Table 5 - 1 に 、

と し て SP-4 1 mM を 入 れ 、 キ ャ リ両相 の pH を 7 . 2 と し 相 1 に PAを 調 べ た 。DDP を 含 む有機相 と pH 7 . 2 の 水 相 で、分配平衡 さ せ 、 得 ら れ た 分配 係数 を 示 し た 。

こ の 実験で は 、 脂溶性 リ ン 酸 化 合ア ー 濃 度 の 変化 が輸 送 に 及 ぼす影響 を 観測 し た 。

分 配 係数 の対数値 リ ン 酸 ( Fig . 3- 1 . ) を 用 い た。( 2 ー エ チ ル ヘ キ シ ル)
一ン物 と し て 、
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と な り 、 両 系 と も SP-4 が一番大 き い 値 を 示 し 、 有機相 へ の 移行量の増大がみ ら れ た 。

と 一定 で あ っSP-4 聞 の 分配 係 数 の 差 は 約 0. 1Put 、 SP-3 、DDP を 含 ま な い 系 で は 、

SP-4 で は ー (CHJ3NH2ま た SP-3 に 対 し 、SP-3 で は ー (CHJ .NHz 、Put に 対 し 、。た

同程度 の疎水性 を 獲得 し た も の とと ほ ぼ 同 じ 程 度 の 疎水性基 が増 え て い る こ と か ら 、

こ れ ら の 分配 係 数 の 差 は Put と SP-3DDP を含む系 で は 、し か し な が ら 、思 わ れ る 。

Put と SP-3 や S PSP-3 と SP-4 で は ほ と ん ど差 が な い こ と か ら 、で は約 0 .3 で 、

4 と で は DDP に 対す る 親和性 に 差 が あ る こ と が考 え ら れ る 。

6 5 4 3 2 :， 6 0 
T i me ( hou r )  

。
PA は 中 性 pH 条 件 で も 脂溶性 リ ン 酸化合物 を 含 む有機相 へ は容 易 にこ の よ う に 、

3 

Effect!; of thc E H P  concentral ion on the transpo円 of SP-4 . The i n i t i al concen t ralion 

of S P-4 in phasc 1 was 1 m M . The pH values of phases 1 and 11 were both 7 . 2 

Resiùual  and trans poncd ratios of SP-4 were p lotted againsl thc rcaction t i mc 

。 O m M . ・ 2 m M .  () 6 mM . 0 1 0  m M  

予.1 。

Fig . 5・2 .

移 行 で き る こ と が分 か り 、 SP-3 や SP-4 は Put に 比 べ 、 脂溶性 リ ン 酸基 と の 親和性 に

差 が あ る こ と が分 か つ た 。

Fig . 5 -2 で は横軸 に 反 応 時 間 、 縦軸の左側 で は RR 値 を 、 そ し て 右側 で は TR 値 を

示 す 。
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Put が最 も 低 い こ と が分SP-4 が最 も EHP に 対 し 親和 性 が 高 く 、こ れ ら の 結 果 、EHP の 濃 度 が 高 く な る にキ ャ リ ア ー が存 在 し な い と SP-4 は有機相 に 移 行 せ ず 、

Put が低 い EHP 濃度 に お い て有機相 を 介 し て 相 1 か ら 相 2 へこ の こ と は 、か っ た 。つ れ て 有 機 相 へ の 移 行 量 が 増 大 し た 。 そ し て 1 0 mM EHP で は 4 時 間 後 有 機 相 へ

こ の よ う に 窒 素含 有 量 の 多 いわ ずか な が ら 輸 送 さ れ て い る こ と か ら も 推 測 で き る 。の 有 機 相 をSP-4 し か し な が ら 測 定 し た すべて の 濃度 に お い て も 、1 00% 移 行 し た。

PA ほ ど EHP に 対す る 親和 性 が高 い こ と が分 か っ た。介 し て 相 1 か ら 相 2 へ の 輸送 は見 ら れな か っ た。

リ ン 酸 基 を 含 む 化 合 物木村 ら は l叫 多 く の 直 鎖 お よ び環 状 の 含 窒 素化合物 を 用 い 、EHP 濃度変化 に 対す る 輸送挙動 を 調 べ たSP-3 ) を 用 い 、さ ら に 他 の PA ( Put、

ア デ ノ シ ン ー3- リ ン 酸 ) に 対 す る 親ア デ ノ シ ン ー2 - リ ン 酸 、( ア デ ノ シ ン ー ト リ ン 酸 、RR 6 時 間 反 応 後 のそ し てこ の 図 に お い て 横軸 は EHP の 濃度 を 、内日曹、，/qJ

 

「「dσ0

 

・・EAUA

 
J'tk

 ま た 直 鎖 化 合窒原 子 聞 の 炭 素 鎖 が長 く 窒 素 原 子 の 多 い ほ ど 、和 性 を 検 討 し た 結 果 、値 お よ び TR 値 を プ ロ ッ ト し た。

環状化合物 ほ ど こ れ ら と の 親和性が高 い こ と を 示 し た 。物 よ り 、

PA そ し て リ ン 酸基含有化合物 に 対す る 親和性 の 強 さ は 、 SP-4 > SP-3 で あ っ た 。

さ ま ざ ま な 実験 結

果 か ら こ の ト ラ ン ス ボ ー タ ー に 対す る 親和性 の 強 さ は 、 SP-4 > SP-3 > Put で あ る と

第 3 節

い く つ か の ト ラ ン ス ポ ー タ ー が 関 与 し 、

PA 輸送 に 対す る Ca2+ イ オ ン の影響

の 生 体 膜 輸 送 に お い て 、

報 告 さ れて い る 101-1問。
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PA の 有 機 相 を 介 し た 相 1 か ら 相 2 へ輸 送 は 困 難で あ っ た 。 そ こ で上 記 の よ う に 、
1 0  8 6 4 2 。1 0  8 6 4 2 。

PA の 輸 送 に 対す る 影響 を 調 べ た 。ア ン チ ポ ー ト イ オ ン と し て 無 機 カ チ オ ン を 用 い 、

Ca2φイ オ ンFig. 5 -4 に は反 応時 間 に 対す る RR 値 お よ び TR 値 を プ ロ ッ ト し て い る 。Effects of the EHP concentration on the transpo目 of PA. Thc i n i tia l  concentration 
of PA i n  phasc 1 was I mM . The pH values of phases 1 and Il wcre both 7 . 2  
Residual  a n d  transpoロed ratios of P A  were plottcd against  the concen tration o f  
E H P. Data were obtai ned aftcr 6 hours of reac tion . 

• Pu t， 0 S P-3 ，  () S P-4 

EHP ( mM l  

fig . 5・3 .

ま た そ の 輸 送 量 はPA が有機相 を 介 し て 相 l か ら 相 2 へ と 移行 し た 。添 加 に よ り 、

6 時 間 後 Put > SP-3 > SP-4 の)11貢 で あ っ た 。

E H P  1 0  SP-4 同 様 に EHP 濃度 の 上 昇 に 伴 っ て 相 1 か ら 有機相 へ の 移行が増加 し 、

EHP 2 � 4  mM で は PAま た 、6 時 間後有機相へ 1 00% 移行 し た 。mM で は PA が

SP-3 、 次 で PutSP-4 が最 も 移行 し や す く間 で有 機相 へ の 移 行 量 に 差 が認 め ら れ 、

と 減少 し た。
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Effects of thc Ca1' concentrat ion in phase I I  on the transport of 
PA form t he organic phase 10 phase 11 .  The i n i t i al concentrat ions 
of PA and E H P  were 1 and 10 m M ，  respect i ve Jy . Thc pH val ues 
of phases 1 and J I  were bolh 7 . 2 . The transpo口ed ratio of PA w as 
plottcd against the concentrat ion of Ca" . Data were obta ined after 
6 hours reac t ion φ  

• Put ，  

20 1 5  10 
CaC I ，  (mM ) 

5 。

円Unu

 

‘i

 
ω凶
豆巳
υ

E同凶」。
ω
壬
工凶コO』
壬
ロ
ω
泊
三
O】

【
ω同国
戸主
EO』』

〈
仏
』O
(
占。)
O己河川』
勺U
じon凶凶C
E
←

80 

60 

40 

20 

。

Fig . 5-5 . 

ω同
za
υ-
E凶』O
ωZ

Z凶3
2
去

ロ
ω
2
t
o--
ω凶
2n凶
EO」』
〈
内ご
O
(
ぷ)
。
ニ
巴
℃ω
ヒon凶同C
E

ト

nu

 

nu

nu

nu

nu

nu

 

'A

'o

aq

、，‘

80 

1 0 0  

2 8 0  
C司.c 
Q咽
ロ

2 60 '-
o "..司、
h b 、句�

2 4 0 司... 
('j 
コ

『コν、ω 
出

() S P-4 

輸 送 に 対す る 種 々 の ア ル カ リ 土類金属イ オ ン の影 響

o S P-3 ，  

PA 第 4 節

T i me (hour) 

The presence of Ca 1・ i n phase II s t imul ates t he transport of PA from the 

organic phasc t o  phase 1[ ，  The i n i t ia l  concentrat ions of PA i n  phase T ， C a'・

in phase n and EHP i n  the organ ic phase were 1 ，  10 and 10 mM， respectively.  

p H  values of phases 1 and 1 I  were both 7.2. Residual  and transpoれed rat ios 

are plottcd agai nst the reaction t i me 
• Put，  0 S P・ 3 ， () S P-4 

う4 3 2 。

F i g . 5 ・4 .

他 のCa2+ イ オ ン が PA の 輸 送 に 影 響 を 及 ぼす こ と が分 か っ た の で 、上 記 の よ う に
PA の 輸送挙動 を 調 べ た ( Fig. 5 -5  ) 。Caれイ オ ン の 濃度 を 変化 さ せ た 場 合 の 、

: AEM ) を 用 い 比 較 検 討 し た 。Ba2+ Sr2+ 、(Mg2+ 、ア ル カ リ 土 類 金 属 イ オ ン
さ ら に

Fig. 5 -6 
Put で はそ の 濃度 の 2 . 5 倍 量図 中 で は 6 時 間 反 応後 の TR 値 を プ ロ ッ ト し て い る 。

6 時 間反応後の TR 値 を プ ロ ッ ト し て い る 。 PAを 相 2 へ添加 し 、に は AEM 1 0  mM 
さ ら に 1 0 倍 量 ( 1 0初期相 1 中 の 量 の 約 45%、

と し た 。7 . 2 をEHP 1 0  mM そ し て 両水相 の pHl mM 、
SP-3 で は Ca2+ま た

2 . 5 mM Ca2+イ オ ン の添加 で、

ほ ぽ 95% が 相 2 へ 輸 送 さ れ た 。

で あ る

mM) の Ca2+イ オ ン を 添 加 で 、
Table 5 -2 に はそ れぞの AEM 添加 に よ る 6 時 間反応後の TR 値 を 列記 し た 。たま

と 同 程 度 の20 mM 添加 で は Putイ オ ン の 添加 が 増 加 す る に従 い 輸 送量が増加 し 、
そ れぞれ の AEM に 対す る PA の TR 値 は

Ca2 φ イのそ の 濃度 の 20 倍量 ( 20 mM ) SP-4 に お い て は、一方 、輸 送量 を 示 し た 。

Ba2・ (62 . 2%)
Bah ( 1 7 . 6%) 
Ba2+ (2 . 7%) 

Sr2+ (59 . 4%) 
Sr2+ ( 1 4 . 9%) 
Srμ (2 .0%) 

> 

> 

Mg2+ (90 . 7%) 
Mg2+ (46 . 4%) 
Mg2+ ( 1 9 . 9%) 

〉

CaZ+ (92 . 6%) 
Ca2+ (76 . 7%) 
Ca2+ (4 4 . 8%) 

&v・皿、u
 
PA

 SP-3 
SP-4 

こ の こ と か ら も

SP-4 が キ ャ リ ア ー で あ る リ ン 酸 イ オ ン と 強 く 結合 し て い る こ と が示唆 さ れ た 。

初 期 濃度 の 約 80% の 輸送 に と ど ま っ た 。オ ン の 添 加 に お い て も 、

〉> 

と な っ た 。
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の 輸 送 はSP-4 8a2+イ オ ン で は こ れ ら の 輸送促進 能 は 明 ら か に 低 く 、Sr2+ や一方 、

ま た と れ ら イ オ ン の 輸送促進能 に 差 はほ と ん ど 観 測 さ れ な か っ た (TR 値= 2----- 3% ) 。

Ca2+ > Mgb > 全体 と し て PA に 対す る AEM の 相 対的輸送能 は 、見 ら れな か っ た 。

4 種の AEM の で最 も リ ン 酸 イ オ ンこ の こ と は Ca2令イ オ ン がと な っ た 。Sr2φ = Bab 

女土11、口と の 交 換 反 応 も 容 易 に 起 こ り 、PA リ ン 酸 イ オ ン に 結 合 し たと の 親 和 性 が 強 く 、

果 と し て 輸送促進 能 が 高 く な る と 考 え た 。

と こ れ ら ア ル カ リ 土類金属イ オ ン と の溶媒抽 出 の実験結果か ら 、EHP こ の考 え は 、

リ ンま た抽 出 さ れや す さ は Ca2+ > Sr2φ > Ba2+ の 順 に 低 く な っ て い る こ と か ら 1問 、

1 0 0 

8 0  

6 0  

11 0  

2 0  

。
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ド CaZφ の ほ う が親MgZ+ よ り脂 質 で あ る フ ォ ス フ ァ チ ジ ルセ リ ン を 含 む ベ シ ク ル に 対 し

和 性 が 高 い m こ と か ら も 支持 さ れた。
S r C 1 2  BaC 1 2  

E ffect o f  thc presence o f  alkal ine earth metal ion i n  phase J I  o n  the 
transported ratíos of Put ，  SP-3 and S P-4 . The in i t ial concentration 
o f  PA in  phase 1 ， EHP i n  the organic phase， and thc alkal ine earth 
metal  ion i n  phase 1 1  were 1 mM， 10 mM and 10 mM， respcc t i vely . 
The pH values of phases 1 and I I  wcrc both 7 . 2 . Data were obtained 
after 6 hours of rcact ion . 

• Put，  0 SP- 3 ， 

CaC 1 2  HgC 1 2 NONE 

Fi g . 5・6

() S P-4 PA 輸送 に 対す る 種 々 の ア ル カ リ 金属 イ オ ン の 影響第 5 節

Table 5-2 . The transported ratios of polyamine after the addit ion of a lkal ine 

earth metal ions in phase 1 1  PA の 輸K行 AM ) を 相 2 に 添加 し 、Na+， Tμ

 
ア ル カ リ 金属 イ オ ン本 章 で は 、

AEM に 比を 用 い た 時 と 同 様 で あ っ た 。液体膜 シ ス テ ム の 条 件 は AEM送 を 調 べ た 。BaC l z  SrClz CaClz MgCl2 Compound 

62 . 2 土 8 . 159 . 4  ::!: 3 .9  92 .6 土 3 .090 . 7 ::!: 6 .6  Putrescine 

をAM そ こ で 3 種 の必 要 で あ っ た 。1 M  の 輸 送 が 観 測 で き る の にPA べ 十 分 な1 7 . 6 ::!: 0 .9 1 4 . 9 士 1 . 576 . 7 ::!: 3 . 3  46 . 4 土 1 . 6Spermidine 

Fig. 5 -7 と Table 5 -3 に はそ れぞれ の

AM に 対す る 6 時 間 反 応 後 の TR 値 を プ ロ ッ ト お よ び列記 し た 。

1 M の 濃度 で 相 2 に 添加 し 輸送実験 を 行 っ た 。2 . 7 土 1 . 2

The i ni t ía l  concentrations of polyamínes in phélse 1 and EHP ín the organlc phase were 1 and 
1 0  mM， respectively. The concentra tion of the al kal ine earth metal  ion in phase I I  was 1 0  mM 
The pH values of  phases 1 and I I  were both 7 . 2 . Data were obtained after 6 hours of react ìon . 

2 .0 士 0. 84 4 . 8 士 7 . 41 9 . 9 ::!: 0. 5  Spermine 

K+ イ オ ン に 対す るNぶ やLiφ イ オ ン で あ り 、最 も 高 い 輸送 促 進 能 を 有 す る の は

PA の TR 値 はAM 添加 に よ るそ れ は ほ と ん ど 同 じ で あ っ た 。

K+ (66 . 8%) 
K+ (29 . 3%) 
K+ (5 . 8%) 

Na+ (70 . 4%) 
Na+ (29 . 5%) 
Na+ ( 1 1 . 6%) 

> Liφ (90 . 7%) 
Lt (86 . 2%) 
Lt (67 . 7%) 

Put 
SP-3 
SP-4  

SP-3 や sP-Ca2+イ オ ン は有効 な輸送促進能 を 持 っ て い た 。MgZ+ やこ の よ う に 、

> 
Ca2+イ オ ン で は こ れ ら の 輸 送促進 能 に 明 ら か に 差 が 見 ら れ 、Mg2+ を 用 い た 時 、

〉> 
と4 

と な っ た 。

ま た こ の よ う な 現 象 は Put で は 観測 さ れ な かCa2+ の 高 い 輸送 促 進 能 が観察 さ れ た 。

っ た 。
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PA 

の 方 (特 に Ca2+や Mg2+イ オ ン ) が 重 要 で あ る

こ れ ら の 結 果 、と 低 く な っ て い る と と か ら も 支 持 さ れ た 。

AEM よ り も

K+ 1ω} 

の 生 理 機 能 に 対 し AM

こ と が示唆 さ れ た 。

Na+ > Ba2+ >  

1 0 0  

8 0  

チ ャ ン ネ ル に PA が結 合内 向 き 整流 K'チ ャ ン ネ ル の 外 向 き 電流 の 抑 制 は 、例 え ば、
6 0  

SP-4 は プ 口Mg2+ と PA の作用 は拾抗す る こ と が知 ら れて い る 1問。し て 起 き る が 、

こ の 酵 素 は 膜 中 の リ ンテ イ ン キ ナ ー ゼ C の 活 性 を 阻 害 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。4 0  

ジ ア シ ル ク. リ セ ロ ー ルそ し て Ca2+イ オ ン と の 複 合体 形 成 に よ り 活 性 化 さ れ 、脂 質 、
2 0  

SP-4 が こ の 複 合体 の Ca2+イ オ ン と 交換 す る こ と に よ り 阻 害す る と 考 え ら れ て い る 。

ω
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Effect of the presence of alkal ine metal ion in  phase 1 1  on the 

t ranspo口cd ratios of Put， SP-3 and SP-4. The in i t ial concentration 

of PA i n  phase I . EHP in the organic phase， and the alkaline mcta l  

ion i n  phase I T  were 1 mM. 1 0  mM and 1 M. respect ively . The pH 

values of phases 1 and 1 1  were both 7 .2 . Data we陀 obtained after 

6 hours of react ion . 

• Put ，  

こ の 作 用 の 強 さ は SP-4 > SP-3 > Put の}II買 に 減少 し て い る 1問。
KCl NaC l LiC l  NONE 

。

SP-3 や SP-4 は ラ ッ ト の 肝臓や 脳 か ら 単離 さ れた ミ ト コ ン ド リ ア で の Ca2+輸 送 の
Fig . 5・7 .

制 御 に 重 要 な 役割 を 果 た し て い る 108.1問。

生体 内 ア ニ オ ン に 対す るPA は分散 し た正電荷 を も っ て い る 故 に 、以 上 の よ う に 、
() SP-4 o SP-3，  

本 モ デル膜 に よ る PAMgZ+イ オ ン) と は異 な っ て い る 。(CaZ+ や無 機 イ オ ン作 用 は 、

の 輸 送 に 大 き く に 影 響 を 与 え て い るMg2φイ オ ン が PACa2φ やの 輸 送 実 験 の 結 果 、

Table  5 - 3 .  The transported ratios of polyamines after the add i t ion 

of a lkal ine metal ions in phase I I  
液体膜 を 用 い た 本研究 は 、こ と が 明 ら か に な っ た 。 と 無機 イ オ ン (Caμ生体内で PA

と がお 互 い に 影 響 を 及 ぼ し あ っ て い る と い う 事実 を 考 え る 際 に 大 きMgZ+イ オ ン)や
KCI NaCI LiCI C ompound 

な 示 唆 を 与 え る も の で あ っ た 。66 .8 土 3 . 77 0 . 4 :i:: O . 7  90 . 7 :i:: 6 . 3  Putresc ine 

他 のま た 、膜 内 構 成 物 質 と そ れ に 親和 性 の 高 い 物 質 と の 相 互 作 用 、こ の よ う に 、29 . 3 :!:  3 . 4 29. 5 :i:: 4 . 6  86 . 2 土 2 . 3Spermid ine 

同 類 化 合 物 と の 相 互 作 用 な ど を 調 べ る た め に 液体膜 を 用 い る こ と は 、
5 . 8 士 1 . 41 1 . 6 士 2 . 367 . 7 :i:: 4 .6 Spermine 

種 々 の

広 く 応用 で き る こ と が期 待 さ れ る 。

今後 、

キ ャ リ ア ー や 適 当 な 溶 媒 を 用 い る こ と に よ り 、
The in i t ia l  concentrat ions of polyami nes and EHP were 1 and 1 0  mM . respectively . 

The concentration of a lka l i  metal  ion was 1 M . The pH values of phases 1 and I I  
were both 7 . 2 . Data were obtained a fter 6 hours reaction.  

結 論Put が最 も 輸送 さ れや す い と いSP-4 が最 も 輸送 さ れ難 く 、こ の よ う な 結 果 か ら 、

そ の 生PA は生体膜 の ア ニ オ ン性構成成分 と 相互作用 す る こ と に よ り 、生体 で は 、

と

と AM と の 親 和 性 が

EHP AM の 低 い 輸 送促進能 は 、

こ の こ と は EHP

こ れ ら

の 親和 性 の 弱 さ に 基 づ い て い る と 考 え ら れた 。

AEM 添加 と 同 様 の 結果が得 ら れた 。pつ

ー 71 -70 



理 作 用 に 寄 与 し て い る 。 Ca2+ 、 Mg2+ な ど の 無 機 カ チ オ ン が こ れ ら の 作 用 に 影 響 を

与 え て い る こ と か ら 、 PA と 無機 カ チ オ ン と は 膜 中 ア ニ オ ン 部位 に ど の よ う に 作 用

し て い る か を 、 ア ニ オ ン 性 キ ャ リ ア ー を 含 む 液 体 膜 を モ デ ル 膜 と し て 用 い 検 討 し

た 。

膜 は疎水性 の た め 、 PA の 疎水性 の 程 度 を 調 べ る た め 分配係数 を 測 定 し た と こ ろ 、

生 理 的 pH で は 、 有機相 へ は移行せず、 高 pH で有機相へ移行 し た 。 し か し な が ら 、

脂溶性 リ ン 酸化 合物 を 含 む有機相 に は 生理的 pH で も 有機相へ移行 し た 。 こ れ ら の 条

件 で 、 分 配 係 数 を 測 定 し た と こ ろ 、 そ の 値 は 、 Put < SP-3 < SP-4 JII貢 に 大 き く な り 、

SP-4 が一 番有機 相 へ移行 し やす か っ た 。

さ ら に 、 ア ニ オ ン 性 部位 に 対 す る 相 互 作 用 を 調 べ る た め 、 脂 溶 性 リ ン 酸 化 合 物

( EHP ) を 含 む液体膜 シ ス テ ム を 用 い 検討 し た 。 両相 の pH を 7 . 2 と し 、 相 l に

PA を 入 れ 、 そ の 1 0 倍濃度 の EHP を 用 い る と 、 こ れ ら は 、 有機相 へ完全 に移行 し 、

相 2 へ は輸 送 し な か っ た 。

無 機 イ オ ン と PA と の 、 ア ニ オ ン 部位 に 対す る 相 互 作 用 を 調 べ る た め 、 本日 2 に

種 々 無 機 イ オ ン ( ア ル カ リ 金 属 : Li\ Na\ K\ ア ル カ リ 土 類 金 属 : MF 、

CaZ+ 、 SrZ+、 Ba2+ ) を 添加 し PA の 相 2 へ の 輸送 の 程 度 を 調 べ た 。 代表 と し て Cab

を 用 い た と こ ろ 、 濃 度 依存 的 に 、 PA の 輸送が見 ら れ た 。 し か し 、 PA 問 で は そ の 差

が み ら れ 、 SP-4 く SP-3 く Put の 順 に 輸 送 量 が 増 加 し た 。 他 の 無 機 イ オ ン

Mg2\ Srb、 Ba2+ ) を 用 い て も 、 こ の 順 は 変 わ ら な か っ た 。

ま た 、 SP-3 や SP-4 の 相 2 へ の 輸送量で は 、 こ れ ら 無機 イ オ ン 問 で差 が見 ら れ 、

輸送促進能 は Ba2+ = Sr2+ く Mgb < CJ の 順 に な り 、 Ca2+ が一番 高 か っ た 。

一 方 、 ア ル カ リ 金 属 で は 、 ア ル カ リ 土 類 金 属 ほ ど 輸送促進能 は 高 く な く 、 有効 に

輸 送 さ せ る の に ア ル カ リ 土 類 金 属 の 1 00 倍濃度が必要 で あ っ た 。

こ れ ら の 結果 、 リ ン 酸 基 へ の 親和 性 は 、 Put < SP-3 < SP-4 と 塩基性基が多 く な

る ほ ど 高 く な る と と 、 無機イ オ ン と し て特 に 、 Ca2+ や Mg 2+ な ど は 、 PA の 膜構 成

物 質 と の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え て い る こ と な ど 、 生理学的事実 に 対応 し た 結果 が 得

ら れ た 。

以 上 、 液体膜 を 用 い た こ の よ う な 実験 は 、 膜構成物 質 に 対す る 相 互 作 用 を 調 べ る

装 置 と し て 利 用 で き る こ と がわ か り 、 新 し い利 用 法 と し て期 待 さ れ る 。



実験 の 部 こ こ で 、 Ci は サ ン フ ル の 初 期 濃 度 、 そ し て C 1 t お よ び C2t は t 時 間 反 応 後 の

そ れぞれ相 1 、 相 2 に お け る サ ン プル の 濃度 を 示 し て い る 。

第 1 章

試 薬

L - ア ル ギ ニ ン 、 L - ヒ ス チ ジ ン 、 L -オ ルニ チ ン 1 塩酸お よ び他 の L - ア ミ ノ 酸 、 そ

し て ジ ー 2 - エ チ ル ヘ キ シ ル ス ル ホ コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム (AOT) は 半 井 テ ス ク の 特 級 の

製 品 を 用 い た 。 ク ロ ロ ホ ル ム も 半 井 テ ス ク の 製 品 で 、 蒸 留 し て 用 い た 。 他 の 試 薬 は

す べ て 特級 品 で あ っ た 。

第 2 章

液体膜 輸 送

Fig.  1 に 示 し た u-字 型 管 の 低部 に AOT を 含 む ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 ( 25 ml ) を 入 れ 、

相 1 に は ア ミ ノ 酸 1 mM を 含 む 緩 衝 液 ( 20 m l  ) を 、 相 2 に は 適 当 な 緩 衝 液

( 2 0  m l  ) を 入れ た 。 有機相 を マ ゲ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で緩や か に 回 転 さ せ た 。 反

応 は室 温 で行 っ た 。 ア ミ ノ 酸 の 濃度 は オ ル ト フ タ ル ア ル デ ヒ ド ー メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル を 用 い た 蛍 光 法 に よ り 定 量 し た 。 蛍光 測 定 は 島 津 の 蛍光光度 計 RF-540 を 用 い

た 。

p H  2 .0--- 3 . 0 の 緩衝液 は 0. 1 M 塩酸 と 0. 1 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム に よ り . pH 4 .0--- G . 0  

は 0 . 1 M 酢 酸 と 0. 1 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム に よ り 、 pH 7 . 2 --- 9 .0 は 0 . 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ

ウ ム と 0 . 1 M 塩 酸 に よ り 、 そ し て pH 1 0 .0--- 1 2 .0 は 0 . 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム と 0 . 1

M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム に よ り そ れぞれ調 製 し た 。 pH 1 は 0 . 1 M の 塩椴 を 用 い た 。

輸 送挙 動 は Residual ratio (RR) ( 1 ) . Transported ratio (TR) (2) の 値 を 用 い検討 し た 。

試 薬

ヒ ス タ ミ ン ( 2 塩酸塩) 、 L - ヒ ス チ ジ ン 、 ジー2-エ チ ル ヘ キ シ ルス ル ホ コ ハ ク 酸 ナ

ト リ ウ ム (AOT) は 半 井 テ ス ク の 特 級 品 を 用 い た 。 ヒ ス チ ジ ノ - ル 、 ヒ ス チ ジ ノ ー

ル リ ン 酸 お よ びカ ル ノ シ ン ( ß - ア ラ ニ ル ヒ ス チ ジ ン ) は シ グ マ 社 の 製 品 を 、 そ し

て 他 の 試薬 はすべて特級品 を 用 い た 。

液体膜 輸送

Fig. 1 に 示 し た u-字 型 管 の 低部 に AOT を含む ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 ( 25ml ) を 入れ、

相 1 に は ヒ ス チ ジ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン 誘導体 1 mM 溶液 ( 20  ml ) を 、 相 2 に は適 当

な 緩 衝 液 ( 20 ml ) を 入 れた。 有機相 を マ ゲ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で緩や か に 回 転 さ せ

た 。 反 応 は 室 温 で 行 っ た 。 ヒ ス チ ジ ン 、 ヒ ス タ ミ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 誘 導 体 は オ ル

ト フ タ ル ア ル デ ヒ ド ー メ ル カ フ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た 蛍光 法 に よ り 定量 し た 。

p H  4 .0--- 6 . 0 の 緩衝液 は 0. 1 M 酢酸 と 0. 1 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム に よ り . p H  7 . 2 --- 9 .0 

は 0. 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム と 0. 1 M 塩酸 に よ り 、 そ し て pH 1 0.0 は 0. 1 M ホ ウ 酸 ナ

ト リ ウ ム と 0. 1 M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム に よ り それぞれ調 製 し た 。

RR = C 1 t / Ci x 1 00 (%) 

TR = C 2t / C i  x 1 00 (%) 

、‘.，，，

、、.，，，

-EEA
、J'd
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装 置

蛍 光 測 定 は 島 津蛍光 高 度 計 RF-540 を 用 い た 。 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 装 置 は柳

本 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ モ デル し2000 と ポ ン プユ ニ ッ ト PN- 1 0 1 、 検 出 器 は 日 本 分
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光 の UVIDE- 1 00IV を 用 い た 。 測定波 長 は 220 nm と し た 。 分離カ ラ ム ( 1 5  X 0 . 4  

cm ) で 充填剤 は Nucleosil 5 C18 ( 5 μ m ) 、 そ し て溶離液 は 1 5% (VN) メ タ ノ ー ル

を 含 む 0.05 M リ ン 酸 - 5 mM ヘ キ サ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 を 用 い た 。

輸 送挙 動 は 第 1 章 と 同 様 の Residual ratio (RR) ( 1 ) ， Transported ratio (TR) (2) の 値

を 用 い 検 討 し た。

第 3 章

試 薬

L- ヒ ス チ ジ ン 、 ヒ ス タ ミ ン ( 2 塩酸 塩) お よ び ジ ー2- エ チ ル ヘ キ シ ル リ ン 酸 (EH P)

は 半 井 テ ス ク の 製 品 を 用 い た 。 ヒ ス チ ジ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (HD) (EC 4 . 1 . 1 . 2 2 ，  

Lactobacil lus 30 α ，  0 . 33u1mg) は シ グ マ 社 の 製 品 を 用 い た 。 他 の 試 薬 はす べ て 特 級 品

を 用 い た 。

液体膜輸送

Fig . 1 に 示 し た U-字 型 管 の 低部 に EHP を含む ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 ( 25  ml  ) を 入 れ 、

相 l に は ヒ ス チ ジ ン 1 mM の HD 用 緩衝液 ( 2 0  m l  ) を 、 相 2 に は適 当 な 緩衝液

( 20 ml ) を 入れ た 。 有 機相 を マ グ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で緩や か に 回転 さ せ た 。 反 応

は 室 温 お よ び 35'C で 行 っ た 。 ヒ ス チ ジ ン お よ び ヒ ス タ ミ ン は オ ル ト フ タ ル ア ル デ

ヒ ド - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い た蛍光法 に よ り 定 量 し た 。

HD 用 緩衝 液 は 1 1 . 5 ml 酢 酸 、 0 .9  g EDTA を 500 ml の 水 に 溶 か し 、 1 M KOH 

56  ml を 加 え 全 量 を 1 000 ml と し た 問。

pH 7 . 2 --- 9 .0 は 0. 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム と 0. 1 M 塩酸 に よ り 、 そ し て pH 1 0 .0 は

0 . 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム と 0. 1 M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム に よ り そ れぞれ調製 し た 。
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装 置

蛍 光 測 定 は 島 津 蛍 光 高 度 計 RF-540 を 用 い た 。 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 装 置 は 倉

橋 技研 の ポ ン プユ ニ ッ ト PRS-2000 ，検 出 器 と し て 日 本 分光 の UVIDE- 1 00IV を 用 い

た 。 測 定 波 長 は 2 20 nm と し た 。 分離カ ラ ム ( 1 5  X 0. 4cm ) で充填剤 は Nucleosil

5C18 (5 μ m) 、 そ し て 溶離液 は 1 5% (V/V) メ タ ノ ー ル を 含 む 0.05 M リ ン 酸 - 5 mM

ヘ キ サ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 を 用 い た 。

第 4 章

試 薬

タ ウ リ ン ( 2 - ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ) 、 3 - ア ミ ノ プ ロ パ ン 酸 、 5 - ア ミ ノ ペ ン

タ ン 酸 、 1 1 - ア ミ ノ ウ ン デカ ン 酸 は 半 井 テ ス ク 、 8 - ア ミ ノ オ ク タ ン 酸 は シ グ マ 社か

ら そ れぞれ購 入 し た 。 他 の ω - ア ミ ノ ア ル カ ン ス ル ホ ン 酸 は堀 坂 和 敬 教 授 (神戸 薬

科大学 ・ 薬 理 学 教 室 ) か ら の 恵与 さ れた物 を 用 い た 。 臭 化 テ ト ラ オ ク チ ル ア ン モ ニ

ウ ム は 半 井 テ ス ク 、 塩 化 メ チ ル ト リ オ ク チ ル ア ン モ ニ ウ ム は 関 東 化 学 の 製 品 を 用 い

た 。 ク ロ ロ ホ ル ム は 半 井 テ ス ク の 製 品 で 、 蒸 留 し て 用 い た 。 他 の 試 薬 は 全 て 特 級 品

で あ っ た 。

液体膜 輸 送

Fig. 1 に 示 し た U-字 型 管 の 低 部 に EHP を 含 む ク ロ ロ ホ ル ム 溶液 ( 2 5ml ) を 入れ、

相 1 に は ω ー ア ミ ノ カ ル ボ ン 酸 ま た は ω - ア ミ ノ ア ル カ ン ス ル ホ ン 酸 1 mM を 含 む

緩衝液 ( pH 1 2 . 5 ， 2 0  m l  ) を 、 相 2 に は 0. 1 M 酢酸緩衝液 ( pH 5 .0 ，  2 0  m l  ) を

入 れ た 。 有 機 相 は マ ゲ ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で緩や か に 回 転 さ せ た 。 反 応 は室温で 行

っ た 。 試 料 は オ ル ト フ タ ル ア ル デ ヒ ド - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る 蛍光 法 に よ り
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定 量 し た。 蛍光測定 は 島 津蛍光分光光度 計 RE-450 を 用 い た 。

p H  8 .0--- 9 . 0 は 0. 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム と 0. 1 M 塩酸 に よ り 、 そ し て pH 1 0 -.-

1 2 . 5 は 0. 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム と O. 1 M 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム に よ り そ れぞれ 調 製 し

た 。

分 配 係 数 の 測 定

試 料 1 mM お よ び臭 化 テ ト ラ ブチ ル ア ン モ ニ ウ ム 1 0 mM を 含 む緩衝液 ( pH 

1 2 . 5 . 5ml ) を 水層 と し 、 n- オ ク タ ノ ー ル 5 ml を 油 層 と し た 場合、 及 び試料 1 mNl

を 含 む緩衝液 ( pH 1 2 . 5  . 5 ml ) を 水 層 と し 、 1 0 mM 臭 化 テ ト ラ オ ク チ ル ア ン モ ニ

ウ ム を 含 む n- オ ク タ ノ ー ル 5 ml を 油 層 と し た 場 合 、 そ れぞれ 油 層 と 水 層 を 50

ml 共 栓 フ ラ ス コ に 入れ 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 ( 30 + 0 . 5CC ) で 、 8 時 間 振 と う し た。

振 と う 後 、 水 層 0. 1 ml を と り 、 0- フ タ ル ア ル デ ヒ ド - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ

る 蛍光 法 に よ り 定 量 し た。 緩衝液及 び機器 は上記の も の を 用 い た 。

化 合 物 の 振 と う 前 の 水 層 中 の 濃度 (Ci) と 振 と う 後 の 水 層 中 の 濃度 (Cw) の 差 が 油

層 へ移 行 し た も の し て 、 分配係数の 対数値 を 求 め た 。

第 5 章

試 薬

分配係数 = log [ ( Ci - Cw) / Cw ] 
の 対数値

ポ リ ア ミ ン 「 プ ト レ シ ン ( 2 塩酸塩) 、 ス ペ ル ミ ジ ン ( 3 塩酸塩) お よ びス ペ ル

ミ ン ( 4 塩酸塩) J は シ グ マ 社か ら 購入 し た。 ジー 2 - エ チ ル ヘ キ シル リ ン 酸 ( EHP ) 

は 半 井 テ ス ク 、 ジ ド デ シル リ ン 酸 (DDP) は文献 に 従 っ て 合 成 し た 1ヘ ク ロ ロ ホル

78 

ム は 半 井 テ ス ク の 製 品 で 、 蒸 傷 後 用 い た 。 ア ル カ リ 金 属 ( 塩 化 リ チ ウ ム ( 無 水

物 ) 、 塩化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム ) 、 ア ル カ リ 土 類 金 属 ( 塩化 マ グ ネ シ ウ

ム 6 水 和 物 、 塩化 カ ル シ ウ ム 2 水 和 物 、 塩化 ス ト ロ ン チ ウ ム 6 水和 物 、 塩化バ リ

ウ ム 6 水 和 物 ) は 半 井 テ ス ク の 特 級 品 を 用 い た 。 他 の 試 薬 は 全 て 特 級 品 を 用 い

た 。

分 配 係 数 の 測 定

ポ リ ア ミ ン 1 mM を 含 む緩衝液 ( pH 1 2 . 5 .  5 m] ) を 水層 と し 、 n-オ ク タ ノ ー ル 5

ml を 油 層 と し た 場 合 、 及 び ポ リ ア ミ ン l mM を 含 む緩衝液 ( pH 7 . 2 .  5 ml ) を 水

層 と し 、 5 mM DDP を 含 む n-オ ク タ ノ ー ル 5 ml を 油 層 と し た 場 合 、 そ れぞれ油

層 と 水 層 を 25 ml 共栓 フ ラ ス コ に 入れ 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 ( 30 ::i: 0.5t ) 、 8 時 間

振 と う さ せ た 。 振 と う 後 、 水層 を O. 1 m] と り 残存す る ポ リ ア ミ ン を 0- フ タ ル ア ル

デ ヒ ド ー メ ルカ プ ト ヱ タ ノ ー ル に よ る 蛍光法 に よ り 定量 し た 。

p H  1 2 . 5 の緩衝液 は 0. 1 M ホ ウ 砂 一 0. 1 M 水 酸化 ナ ト リ ウ ム か ら 、 ま た p H  7 . 2 

の 緩 衝 液 は 0. 1 M ホ ウ 酸 - 0. 1 M 塩酸か ら そ れぞれ、 調 製 し た。 蛍光測定 は蛍光光

度 計 RF-540 を 使 用 し た 。

液体膜 輸 送

Fig .  1 に 示 し た u-字 型 管 の 低部 に EHP を 含む ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 (25 ml) を 入

れ 、 相 1 に は ポ リ ア ミ ン 1 mM を含 む緩衝液 ( pH 7 . 2 .  20 ml ) を 、 相 2 に は ア ルカ リ

金 属 ま た は ア ルカ リ 土 類金属 を 含 む緩衝液 ( pH 7 . 2 ，  20 ml ) を 入れ た 。 有機相 は マ ゲ

ネ チ ッ ク ス タ ー ラ ー で緩やか に 回 転 さ せ た 。 反 応 は室温で行 っ た 。 ポ リ ア ミ ン は ア

ル ト フ タ ル ア ル デ ヒ ド - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る 蛍光 法 に よ り 定 量 し た 。 蛍 光

測 定 は 上 記 の 機器 を 用 い た 。

p H  7 . 2 緩衝液 は 、 0. 1 M 塩酸 と 0. 1 M ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 を 混合 し て 調 製 し た 。
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