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論 文

ダンシルグリシン修飾シクロデキス トリンの

生理活性物質に対する分子認識センサー能

清田文男*･石川匡子*･秋山葉子*･上野昭彦**

Host-GuestSensorySystemofDansyl-Modi丘edCyclodextrinfor
DetectingBioactive-CompoundsbyDansylFluoresence

FumioHAMADA*,KyokolsHIKAWA*

YokoAKIYAMA*,andAkihikoUENO**

Abstract

Dansy1-modifiedβ-,γ-CyclodextrinS(1and2)havebeenpreparedasasensorfordetecting

bioactive-Organiccompoundssuchassteroidsandalkaloids.1showspuremonomerfluores-

cencewhoseintensityisdecreaseduponadditionofguestspecies.However,2Showstwotypes

ofpuremonomerfluorescence,thatis,oneisthesameforthecaseof1,theotheriswhose

intensitiesisenhanceduponadditionofguestspecies.Thisguest-inducedvariationinthe

auorescenceintensitysuggeststhatthedancylglycinemoietyactsasaspacerwhichenablesthe

cyclodextrintoform1:1hostcomplexingbynarrowlngthelargeγ-cyclodextrincavlty.The

value△Ⅰ/IO,whereIandIOarefluorescenceintensitiesinthepresenceandabsenceofaguest

and△Iislo-Iisfluorescenceparameter.1exhibitshigherselectiveandsensitivemolecular

recognitionabilityforsteroidsandalkaloidsexceptforlithocholicacidthandoes2.

1. は じ め に

従来,有機化合物の物理化学的検出方法として,

紫外可視分光法,蛍光法,電気化学法などが用いら

れているが,いずれも検出対象となる化合物自体が

分光学的あるいは電気化学的な活性を有する必要が

あった.一方,シクロデキス トリンはD-ブルコピラ

ノースを構成単位 とする環状オ))ゴマ-でありドー

ナツ形をした有機ホス ト分子として知られ,水溶液

中で自らの空孔に種々のゲスト分子を取り込み包接
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化合物形成を行うことが知られている(1).しかしシ

クロデキストリンはそれ自体が分光学的に不活性で

あり,ゲスト化合物を取り込み包接化合物を形成し

ても光学的吸収や蛍光発生などの変化は示さず,化

合物検出に適用出来る可能性はなかった.そのため,

シクロデキストリンの包接化合物形成に関する研究

は光学的活性なゲス ト分子を用い包接形成に伴う蛍

光スペクトルあるいは吸収スペクトルの変化より検

討するのが常道であった.しかしながら,シクロデ

キストリンに発色団を化学的に修飾することで本来

的には光学的吸収や蛍光性を示さないシクロデキス

トリンが分光学的に活性になり得ることが考えられ

る.近年,我々はシクロデキス トリンにナフタレ

ン(2),アントラセン(3),ピレン(4),フェロセン(5),ス
ピロピラン(6),アゾベンゼン (7)単位を化学的に修飾

した修飾シクロデキストリンを合成しその包接挙動

について検討した.その結果,ゲスト包接に伴い修

飾シクロデキス トリンの円二色性あるいは蛍光スペ
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クトルが変化することを報告してきた.これら変化

の大きさは個々のゲス ト分子により異なることよ

り,修飾シクロデキストリンの分子認識センサーと

しての可能性を意味するものである.我々は蛍光活

性を有するダンシルグリシン修飾β-シクロデキス

トリン (1)を合成し数々の生理活性を有することで

知られるステロイド(8)に対して高遠択一高感度セン

サーを報告した(9),(10).今回さらにタンシルグリシン

修飾 γ-シクロデキストリン(2)を合成しステロイド

に対するセンサ一能及び1及び2の薬理活性を有す

る植物塩基-アルカロイド(8)に対しての分子認識セ

ンサー能について検討したので報告する.

2. 実 験

2.1 ダンシルグリシン修飾β-シクロ

デキストリン (1)の調製 :

Ⅳ,〃 ジメチルホルムアミド60mlとダンシル

グリシン1.0g(3.24mmol)との混合物を約-10oC

に冷却し,その混合物にジンクロ-キシルカルボジ

イミド0.75g(3.63mmol)を添加し,30分間撹拝し

トリン糊1.1g(0.95mmol)を加え,更に30分間撹

持した.反応液を室温に戻し,一晩撹拝を続けた.

反応液を濃縮し,多量のアセトンを加え,得られた

沈澱を単匪した.沈澱物をアセトンにて洗浄してか

ら水を加え,水不溶部を除き,水可溶部を集めた.

この水可溶部を濃縮し,アセトンで再び沈澱させ,

乾燥後メチルアルコールで洗浄しメチルアルコール

可溶部を除いた.メチルアルコール不溶部を少量の

水に溶解 し,CM-セファデックスカラム (2.5×40

cm)に通導した.最初に不純物が溶出し,その後目

的生成物が洛出した.これを集めて濃縮し,アセト

ンで再沈し目的物110mg(Yield:9%)を得た.

Rf-0.5(1-ブタノール/ェタノ-ル/水-5:4:3)

IR(KBr)二3350,2930,1705,1665,1575,1550,1413,

1365,1330,1232,1155,1080,1030,945,850(cm【1),

lH-NMR(DMSO-d6) 6:3.2-3.75(44H,br,CH2

andシクロデキストリンーH)2.84(6H,S,NMe2),4.5

(6H,m,06H),4.85(7H,S,CIH),5.65-5.9(14H,br,

02HandO3H),7.26(1H,d,Ar-H),7.60(2H,br,Ar

-H),8.28(1H,d,Ar-H),8.45(1H,d,Ar-H),Found:

C,46.63;H,6.08;N,2.23;S,1.93%.Calcd.forC56

H87037N3S･H20:C,46.47;H,6.25;N,2.91;S,2.

22%.MS(FAB):1424([M+H]+)

ダンシルグリシン修飾 γ-シクロデキス トリ

ン (2)の調製 :

化合物 (1)の調製法に準ずる.Yield:22%.

Rf-0.39(1-ブタノール/ェタノール/水-5:4:3)

IR(KBr):3350,2930,1670,1572,1550,1412,1330,

1240,1155,1080,1027,940,852,788,758(cm~1),1H

-NMR(DMSO-d6:D20-4:1)

6:3.25(6H,S,NMe2),3.4-4.2(50H,br,CH2andシ

andO6H),5.2-5.35(8H,br,CIH),7.65(1H,d,Ar-

H),7.98(2H,q,Ar-H),8.45(lH,d,Ar-H),8.62(1H,

d,Ar-H),8.86(1H,d,Ar-H),Found:C,46.86;H,

6.10;N,2.60;S,2.35%.Calcd.forC62H950｡2N｡S:

C,46.94;H,6.04;N,2.65;S,2.02%.MS(FAB):

1586([M+H]+)

2.2 ステロイド,アルカロイ ドに対する

分子認識センサー能の測定 :

蛍光光度計は島津RF-500型を使用.蛍光強度の

測定は以下の条件で実施した.温度は25oC,励起波

長は370nmに設定.ホスト濃度は2.12×10~6Mか

V))までの物を使用し,ゲスト濃度はリトコール酸

の場合を除きゲスト化合物のジメチルスルホキシド

溶液を0.1mM となるように添加した.

3.結 果 と 考 察

γ-シクロデキストリンはβ-シクロデキストリン

と比較してその分子サイズは大きくそのため包接挙

動は両者の間で多くの場合,異なる挙動を示すこと

が知られている.既に,我々はピレン修飾 γ一シクロ

デキス巨)ンがゲスト非存在の場/飢ま二量体として

存在しゲスト添加により1対 1包接化合物形成を行

うことをモノマー蛍光あるいはエキシマー蛍光スペ

クトルの変化より報告している(4).ダンシルグリシ

ン修飾 β-シクロデキストリン (1)の10%ジメチル

スルホキシド溶液での 1-ボルネオ-ルの添加ある

いは無添加での蛍光スペクトル変化をFig.1に示

す.スペクトル強度はゲスト無添加で535nmで最
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Fig.1 Fluorescencespectraof1(2.25Ⅹ10~6M)ina
lO% dimethylsulfoxideaqueoussolutioninthe
absenceandpresenceof1-borneol. Excitation
wavelengtbwas370nm.
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Fig.2 Induced-nttypeofcomplexationofmod泊ed
cyclodextrinwithapendantmoietyactingasa
hydrophobiccapforinclusionofaguestmolecular
(G)inthecyclodextrincavity.

大値を示し1-ボルネオ-ルの添加量増加に伴い減

少していることが判る.このことは,ダンシル部分

がゲス ト包接に伴いシクロデキストリン疎水性空孔

内から親水性の空孔外へと疎水性残基として機能 し

ながら放出されることを意味しており,我々はこの

ような包接挙動を適合誘導 (Induced-BtType)壁

として報告している(Fig.2)(ll).また蛍光強度の変

化の現象は酵素あるいはミセルlPの疎水性環境下で

ダンシル単位の蛍光強度が増大する事実と一致 して

いる(12).

ここでゲス ト非存在での化合物 1の蛍光強度 を

Io,ゲスト添加時の蛍光強度をⅠ,IOとⅠの差を△Ⅰと

するならば△Ⅰ/IO(-K)は分子認識能の感度評価因

子として用いることが出来る.

Fig.3に10種のステロイ ドに対する化合物及び
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Fig.3 Thesensitivityfactor△Ⅰ/Io(%)of1(2.21Ⅹ10~6
M)(□)and2(2.26Ⅹ10~6M)(覗)forvarioussteroidal
guests.

2のK を示した.化合物 1はケノデオキシコール酸

(10),ウルソデオキシ-ル酸 (ll)にたいしてそれ

ぞれKが41.9及び63.3%と高い値を示 した.しか

しこれらステロイドと1個の水酸基の位置が異なる

デオキシコール酸 (8)に対しては5.9%と低い感度

を示したにすぎない.水酸基の1個少ないリトコー

ル酸 (9)は溶解性が低いことから0.01mmolの濃度

で使用したにも拘らず14.8%と高い感度を示した.

また水酸基がさらに1個多いコール酸 (12)に対し

てはほとんど感度は示さなかった.このことよりゲ

ス ト分子の極性の増加が感度の低下に影響している

ことが考えられる.2あるいは3個の水酸基を有す

るケ トステロイド群にはほとんど感度を示さなかっ

た.水酸基を有しないプロゲステロン (3)は6.7%

と幾分高い感度を示した.化合物2の場合,デオキ

シコール酸,ウルソデオキシコール酸に対しては1

の場合と同様高い選択性を示した.しかしその感度

は14.8及び20.5%を示し低下した.しかしながらリ

トコール酸の場合,0.01mmol濃度添加で感度が19.

5%と1の場合に比較して高い値を示し,他のステロ

イドの場合と逆の結果を示し興味深い.

アルカロイ ドに対するKについてFig.4及び5

に示した.Fig.4においては化合物 1,Fig5におい

ては2の場合について示している.1の場合,蛍光ピ

ークは535nm,2の場合,540nmにて測定した.化

合物 1はキニーネ,キニジンに対して高い感度を示

した.他のアルカロイドに対してはほとんど感受性

を示さなかった.包接化合物形成のメカニズムはト

ボルネオ-ルをゲス ト分子とした場合 と同様な形態

で進行 していることが判る.即ちゲスト添加により

蛍光強度は減少している.一方,化合物2では非常
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Fig.4 Thesensitivityfactor△Ⅰ/IO(%)of1(2.25Ⅹ10~6
M)forvariousalkaloidalguests.

に弱い感度を示し選択性も弱いことが明らかとなっ

たがナルコナン (16),ロベ リン (17)の場合,Kが

負の値を示した.このことは,ゲス ト包接に伴い蛍

(十bomeol
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Fig.5 Thesensitivityfactor△Ⅰ/IO(%)of2(3.49Ⅹ10~6
M)forvariousalkaloidalguests.

光強度が増加したことを意味する.即ち,タンシル

部分が広すぎるγ-シクロデキストリン空孔を狭 く

するようなスペーサーとして機能しゲスト分子とダ
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Fig.6 Induced-Bttypeofspaceregulationbythe
appendedmoietyforinclusionofaguestmolecular
(G)inthecyclodextrincavity.

ンシル基が共に空孔内に入り込むというメカニズム

で進行 していることが推定される.(Fig.6)この現

象はWang等のダンシル誘導体でも観察されてい

る(13).

4.結 論

ダンシル修飾シクロデキス トリンのステロイ ド,

アルカロイ ドに対するセンサー能はβ-シクロデキ

ストリン誘導体の場合においてより高い選択性 と感

度を示 した.しかし,ダンシル修飾 γ-シクロデキス

トリンの場合,アルカロイ ドに対 して感度が4%以

下と低い値を示しており,ケノデオキシコール酸,

ウルソデオキシコール酸, リトコール酸などの感度

の大きいステロイ ドの検出に際し,アルカロイ ドの

混在下でも測定の可能性を意味している.蛍光を用

いる本検出法は光吸収や電気化学的手法による検出

OCl13
papayerine'HCl(IS)

法と比較して,高感度を実現することができるので,

ゲス ト希薄溶液で可能である.更に,ダンシル修飾

シクロデキス トリンは,ゲス ト化合物の分子形状や

大きさを測定ないし推定することが出来ると考えら

れる.
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