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脂溶性 N4及び N5大環状ポリアミンを感応素子とする

陰イオン選択性清廉の電位応答挙動の比較

長縄 竜一暮,片岡 正光aL*,小田嶋和徳,

梅滞 善夫⑧*,木村 栄一 ,小 池 透*軸

(1990年 6月28日受理)

人工合成ホスト化合物である2種額の脂溶性大環状ポリアミン(C16H33-[16]aneN5:1,C.6H･33-[14]-

aneN4:2)を感応素子とした電位応答型の高分子支持液膜型陰イオン選択性電極を作製し,電荷の集
中度が異なる一連のジカルボン酸ジ陰イオン類の異性体,又電荷の大きさの異なるATP4-,ADP31,
AMP2~に対する電位応答を測定した.いずれのシリーズのゲストに関しても,両電極による選択性の

序列は同じで,二つの負電荷がより集中しているもの,あるいはより大きな負電荷を持つものに高い選
択性を示した.電位変化の濃度依存性はホスト1を含む電極のほうがホスト2を含む電極よりも大き
く,ネルンストの理論値に近い値を示した.これは,高い塩基性を示すホスト1は膜界面で2に比べ
てより多くのプロトンを取り込むことができ,その結果生じたホストポリ陽イオンはゲスト陰イオンと
より強くホストゲスート錯体を形成することができるためと考えられる.

1 緒 言

従来.人工ホスト化合物をイオン感応物質として用い

たニュートラルキャリヤー型イオンセンサーの開発は活

発に行われてきた.しかしながら,これらの研究はクラ

ウンエーテルl),非環状リガンド2)などを用いたア)t'カ

l)又はアルカリ土類金属イオンなどの陽イオンを対象と

するものが主流である.一方陰イオンを日的イオンとす

るニュートラルあるいはチャージドキャリヤー型イオン

センサーは,現在までに数例が報告されているにすぎ

ず,しかもこのいずれもが一価の無機陰イオンを対象と

するものである3).人工ホスト化合物の一つである大環

状ポリアミンは,中性から酸性の条件下で環内に複数の

プロトンを逐次取り込み,この結果生じた高い電荷密度

を持ったポリ陽イオンは種々の陰イオンに対するリセブ

タ-として機能するヰ).著者らは脂溶性を高める目的で

ヘキサデシル基を導入した5個の窒素原子を含む 16員

環の脂溶性大環状ポリアミン (C-GH331[16]aneN,:1)

をイオン感応物質として,電荷の大きさの異なる
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ATP4~,ADP3~,AMP2~を高い選択性で電位応答識

別するポリ塩化ビニル支持液膜型 ATPセンサーを開発

した5).又このセンサーが基本的な構造を有する一連の

ジカルボン酸ジ陰イオン類の分子構造を,ゲスト分子内

の電荷の集中度の違いによって識別できることを報告し

た6)･更に,このホス ト化合物 を含む Langmuir-

Blodgett累積膜のマーカーイオン透過性をゲスト陰イオ

ンの刺激によって制御する."イオンチャンネル型セン

サー"を開発した7).今Ld,より高度な電位応答識別が

可能なホスト分子を設計するために必要な基礎的知見を

得ることを目的として,新たにホスト分子として 4個

の窒素原子を含む 14員環の脂溶性大環状ポリアミン

(C.6H33-[14]aneN4:2)を加え,この二つのホスト分子

を比較することにより,ホスト分子の窒素の数,環サイ

ズ,さらにプロトン化による電荷の大きさの違いが各種

ゲスト分子に対する応答性に与える影響について比較検

討を行った.

2 実 験

2･1 試 薬

本研究に使用した脂溶性大環状ポリアミン及びゲスト

陰イオンをFig.1に示す.感応物質である大環状ポリ

アミンの脂添性誘導体 Iは既報5)に従って合成した.2

は田伏らの報告8)に従って合成した.ポリ塩化ビニル
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Fig･lLipophilicmacrocycJicpolyaminesandguest
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(PVC;平均重合度 1100)は和光純薬_T_業製を用いた.

ジオクチルフタレート(DOP)は和光純薬工業製を減

圧蒸留 (bp4211℃)により精製した.テトラヒドロフ

ラン (THF)は和光純薬工業製をベンゾフェノン及び

金属ナトリウム存在下,アルゴン穿開気中で使用直前に

蒸留して使用した.ジカルボン酸額は試薬特級品を

TLCにより純度を確認した後使用した.5′-ATP,5′-

ADP, 5′-AMP は Sigma製 の それ ぞれ A5394,

A2754,A1752を使用した.緩衝剤には同仁化学研究所

製ル(2-ヒドロキシエチル)ピペラジンー〝′-2-エタンスル

ホン酸 (HEPES,pK2-7.55)を用いた.試料溶液は,

すべてミリポア製 Mnli-QTypeI試薬グレード純水製

造システムにより比抵抗値 17.5MS2以上に精製したも

のを用いて調製した.

2･2 装 置

電位差及びpHの測定には電気化学計器 (DKK)輿

COM-20R型 pH/mvメーターを使用した.参照電極

には DKK製4083型電極,pH電極にはDKK製 6157

型複合電極を使用した.測定は室温 (25℃)において

50mlの試料溶液を一定速度でかき混ぜて行った (東洋

製作所製 ModelA-2型スターラーを使用).作製した液

膜電極を含む測定系の構成を以下に示す.

Ag/Ago1
reference
electmde

ImMTP̂ +Cr
with
O.1班 KCl

Liq.-id
menbratle

vo1.39()990)

2･3 液膜電極の作製

感応膜を作製する際,2種額のホスト分子の機能を正

しく評価するために膜中での各ホストのモル数を等しく

そろえて電極を作製した.すなわち感応物質である脂溶

性大環状ポリアミン t(1)2.0mg;(2)I.9mg【,DOP50

mg,pvc15mgをTHFlmlに溶解した溶液を用い,

既報5)に従って作製した.一昼夜以上室温で放置して十

分にTHFを揮発させた液原型電極外筒は,内部をよく

洗浄し,KCll0-)M 及び塩化テトラペンチJL,アンモニ

ウム 10~3M を含む内部参照溶液600plを入れ,DKK

製液膜型イオン電極ボディに取り付けた.

2･4 選択係数

選択係数は,ジカルボン酸類に関しては単独溶液法9)

に従って求めた.5mM HEPES緩衝液 (pH8.2)を使

用し,10~2M の試料溶液に対する電位応答の大きさを

計算に用いた.又,電荷の大きさの異なるゲスト陰イオ

ン (アデノシンヌクレオチド類)の選択係数も同様の単

独折液法により求めたが,その結果は 10~3M の

ATP4-,ADP3~.AMP2- に対してそれぞれ 1,2.3,

83.0(電極 l),1,2.4,).5(電極 ⅠⅠ)となりこの値は電位

応 答 の 大 き さ の 序 列 (電 極 I, ⅠⅠ と も,

T̂P+~>ADP3~>AMP2~)さえも反映しない.電荷の

異なる系列につきNicolsky-Eisenmanの式に基づき選

択係数を求めると,このように価数の小さなイオンの妨

害が過大に評価されることがある (文献 5を参照).参

考までに単独溶液法において電荷の違いを無視し,同じ

大きさの電位変化を引き起こす試料濃度 (≒活量)の比

から選択係数 KT･t,,,)を求めたところ,実際の電位応答

の大きざの序列を比較的よく反映しているとも推定され

る結果が得られた.すなわち日的イオン (ATP+~)と

妨害イオンに関して,それぞれ単独に,コンディショニ

ング時より-30mV低い膜電位を示す濃度を求め (そ

れぞれ cATP,Cj),次式よりK慧 pJ･を求めた･

K温 p,j-ĈTP/cj

混合溶液法における同様の取り扱いはMatchedpoten-

tia)法10)として既に知られている,

Sample
solution

(pH7.4-8.2)

0.1M

K2SO4
Ag/AgCl
reference
eJectrode

｣ ,eTeTeBJ&jeul:cc忠 ｡｣
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3 結果と考察

3･1 電位応答の pI壬依存性

先にも述べたように,人環状ポリアミンは中性から酸

性溶液中で複数のプロトンを取り込み,正電荷を持つ.

例えばヘキサデシル基を持たない 1,2の対照ホスト化

合物 [16]aneNS及び [14]aneN.の水溶液中での pKa

は,それぞれ 10.64,9.49,7.28,l.7.1.5及び 11.50,

10_30,1.62,0.94である11).従って両電極とも膜電位

は強いpH依存性を示す･

Fig.2-I及び Fig.2-1Ⅰはホス ト1又は 2を感応物

質とした電極 (以下それぞれ,電極 Ⅰ,電極 ⅠⅠと略

記)の電仕-pH曲線である.ゲろ 卜陰イオンが存在 し

ない場合 (曲線 a),電極 Ⅰ,IIとも中性から弱酸性の

領域において高い膜電位を示す.これは膜界面における

水溶液中からのプロトンの取り込みにより,ホス トであ

る大環状ポリアミンのiF.電荷が大きくなるためと考えら

れる･pHが上昇するにつれて膜電位は低下する.これ

はプロトン化されたホス トがプロトンを解離し感応膜の

正電荷が減少するためと考えられる.

ゲス ト陰イオンが存在する場合でも,アルかノ性の領

域ではホス ト分子の正電荷が小さいためゲス ト陰イオン

との静電的相互作用に基づく錯体形成が十分ではないと

考えられる.実際に膜電位 (曲線 b)はゲスト陰イオン

が存在 しない場合 (曲線 a)とはぽ一致する.pHの低

下に伴い膜電位は曲線 aに比べてマイナス方向に低下
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Fig･2 ELrectofpHonthepotentiometricresponse

oftheJiquidmembranecontalnmgmaCrO I

cydicpolyamine(1)or(2)(C7cctrodcIand

II,respectively)intheabsence(a)andpres-
ence(b)Ormaleale

(a)IO~2M H2SO.:ThepHwasadjustedby
additionofNaLOHcontalnlng10-2M NaSO41
(b)10~2M H,SO.+ 10~2M maleicacid:The

pH wasadjustedbyadditionofNaOH con-
talnlnglO~2M Na2SOヰandlO~2M maleate
anlOn.

する.これはプロ トン化によってホス ト分子の正電荷が

大きくなるためゲス ト陰イオンとの静電的相互作用が強

まり,電極膜界面でホス ト ゲス ト錯体が形成される結

果,負電荷を持ったゲス ト陰イオンが腰中に取 り込ま

れ,プロトン化によって得られた膜の止電荷の一部が打

ち消されるためと考えられる.このことから電極膜界面

におけるプロトンの取り込みが本センサーが機能するう

えでの必須の条件であることが分かる5)6).

3･2 基本的な構造を持つジカルボン酸ジ陰イオン類

に対する応答

ジカルボン酸頬をゲスト陰イオンとする場合,試料添

液の pH は次に述べる二つの理由から緩衝液を用いて

最も酸性度の低いゲス ト分子の pK,より2ユニット高

い値に設定した.①ホス ト ゲス ト錯体形成は主に正電

荷一負電荷間の静電的相互作用に基づくものと考えられ

るため,ジカルボン酸ゲス トの識別はそれらが二価の陰

イオンとして存在するときに最も有効に行われると考え

られる.②一価の陰イオンと二価の陰イオンでは電位

応答の強度が異なるため (ネルンス トの式より一価の陰

イオンは二価陰イオンの 2倍),同じ条件で測定を行う

ためには二価の陰イオンの状態で比較しなければならな

い.そこで 5mM HEPES緩衝液を使用して,幾何異性

体の場合はpH8･2,位置異性体の場合は pH7.4に調整

した.この設定により,検討したあらゆるジカルボン酸

類ゲス トについて二価の陰イオンの存在割合は99%以

上となる (文献 6を参照).

3･2･1 幾何異性体の識別 Fig.3にシス/トラン
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Fig･3 Potcntiometricresponseortheliquidmem-

branecontainingmacrocyclicpolyamine(1こ

l)or(2:lI)asasensoryeleITICnttoward

geometricalisomersofdicarboxylatesin5

mM HEPESbuLreratpH8･2

(a)maJeate;(b)(umarate
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TableI PotentiometricsdechvltyCOeLrlCientsfor 120

5芸慧 完 tesa,ndandPOaSi:I:0,TeasJ｡isoa:fnr:sinOef loo
nucleotides

ElectrlIdeI II

GeomcLri.catisomersa)
Ma)eate

Fumarate

positionalisomersa)

Phtllalate

lsophthalate

Terephthalate

NtJCleotidesb)

ATP4-

ADP3-

AMP2I

lc) 1

0.08C) 0.65

1 1

0.31 0.98

0.24 0.56

1 1

0.19 0.07

0.07 d)

a)determinedbytheseparatesolutionmethod9),at

Fixedconcentrationsorprim･4ryandin一erferingions

(scctext)-b)determinedbyignoringdifrerencesin

themagnitudeofcharge(seetext)･C)refereTce6･d)
thenegativept)tentia)changewithincreaslngCOn-

centrationwastoosmalJtocalculatetheselectivity
coefrICienI.

スという幾何異性休の関係にあるマレイン酸 (a)とフ

マル酸 (b)の電極 Ⅰ,li(等モルのホストを含む.以

下の測定もすべて同様の電極を使用･)に対する電位応答

の濃度依存性を示す.二重結合により固定された二つの

カルボキシル基の負電荷が,離れた位置にあるフマル酸

(トランス)よりも,同じ側に接近しているマレイン酸

(シス)に対してより大きな電位応答を示した.又,そ

の電位応答の濃度依存性は電極 ⅠⅠに比べて電極 Ⅰのほ

うが大きく,ネルンストの理論値に近い値を示しfI.電

位応答の選択係数をTablelに示す.電極 Ⅰ,ⅠⅠと

ち,シス>トランスの順に高い選択性を示した.

3･2･2 位置異性体の幕別 Fig･4にオルト/メタ/

パラという位置異性休の関係にあるフタル酸の3種の

異性体に対する電権 Ⅰ,ⅠⅠの電位応答の濃度依存性を示

す.共にベンゼン環によって固定された二つの負電荷が

最も近い位置にあるフタル酸 (オル ト:a)に対して最

大の電位応答を示すが,イソフタル酸 (メタ:b),テレ

7タ)i,酸 (パラ:C)と二つの負電荷の距離が離れるほ

ど電位応答は弱くなる.電位応答の選択係数 (Table

1)は電極 Ⅰ,lIとも,オル ト>メタ>パラの順に高い

選択性を示した.両電極とも幾何異性体,位置異性休を

その二か所の負電荷周の距離 (電荷の集中度)の違いに

80
>

5 60
言
【可 40

20

0
6 5 4 23

vol.39(19gO)

-logC

Fig･
4PoterLtiometricresponseoftheliquidmem-
branecontainingmacrocycLicpolyamine(1:
I)or(2:lI)asasensoryelementtoward

positionalisomersofdicarboxylatesin5

mMHEPESbuLreratpH7.
4

(a)phthala(e;(b)isophdlalate;(C)terephtha-
Jate

よって識別することが可能であり,負電荷が接近してい

るゲスト陰イオンに対してより大きな電位応答を示す.

又,いずれのシリーズのゲスト陰イオンの場合も電位応

答の濃度依存性は電極 Ⅰのほうが電極 ⅠⅠよりも大き

く,ネルンストの理論値に近い値を示した.

このことは次のように説明される.2種類のホスト分

子を比較するとpKaの違いのために中性から弱酸性溶

液中で 1のほうが電極膜界面でより多くのプロトンを

取り込むことができると推定される.このことは事実

Fig.2-5のいずれの場合も相対的に電極 Ⅰの膜電位の

表示値が電極 11のそれより絶対値として大きいことか

らも支持されよう.膜中の感応素子が等モルなのでこの

ような比較が可能である.よって生成したホストポリ陽

イオンの正電荷は1のほうが大きいと考えられる.大

環状ポリアミンとゲスト陰イオンがホストゲスト錯体

を形成する際,ホスト分子の電荷が大きいほど分子間に

働 く静電的親和力が強 くな り高 い錯形成率 を示

す12)13). 一般に,錯形成率が高いほど膜電位変化は大

きくなると考えられるが.より大きな正電荷を持つと考

えられる1はゲスト陰イオンとより高い割合で錯形成

するので大きな膜電位変化が起こり,選択性も結果的に

高くなると考えられる.

3･3 電荷の大きさの異なる各種アデノシンヌクレオ

チド類に対する電位応答

Fig.5に電荷の大きさの異なるゲスト陰イオンとして

ATP4--,ADP3∴ AMP2-を用いた場合の電極 Ⅰ,ⅠⅠ
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Fig･5 Potentiometricresponseof'theliquidmem-

branecontainingmacrocyclicpolyamine(1:

Ⅰ)or(2:li)asasensoryelementtowarda
seriesoradenosinenucleotideSin0.01M

HEPESbuqeratpH6･7

(a)ATP4｢;(b)ADP3~;(C)AMP2-

による電位応答の濃度依存性を示す.試料溶液は既報5)

に従って HEPES緩衝液を用い pH6.7に調製した.共

に,ATP4~ (a)に対して最も大きな電位応答を示し,

ADP3~ (b),AMP2~ (C)の順に弱くなった.丈 こ

こでも電位応答の濃度依存性は電極 Ⅰが電極 ⅠⅠより大

きかった.電位応答の選択係数 (Table1)は電極 Ⅰ,

IIとも,ATP4~>ADP31>AMP2-の頓に高い選択性

を示した.両電極とも負電荷が最も大きいATP4~に対

して最大の膜電位変化を示した.これはゲスト陰イオン

の負電荷が大きいほどホス トポリ陽イオンとの静電的相

互作用が強まるためと考えられるが,電極 Ⅰにより強

い応答を示すのは,ジカルボン酸頬をゲスト陰イオンと

した場合と同様に,大きな正電荷を持つ 1のほうがゲ

ス ト陰イオンとの間に働く静電的親和力が強く,高い錯

形成率を示すためと考えられる.

3･4 ゲスト陰イオンに対する選択性

等モルのホス トを用いた電極 Ⅰ,ⅠⅠによる各種ゲスト

に対する電位応答の選択性を比較すると,ゲス ト陰イオ

ンがジカルボン酸類の場合,両電極とも二つの負電荷が

接近しているものに対して高い選択性を示した.電荷の

大きさの異なるヌクレオチ ドをゲス トとした場合,電荷

の大きい陰イオンに対して高い選択性を示した.しか

し,ホス ト分子の環サイズの違いによる選択性の序列に

変化はなかった.これは,大環状ポリアミンがゲス ト陰

イオンとホス ト ゲス ト錯体を形成する際,主にゲス ト

の電荷の集中度,あるいは電荷の大きさに起因する静電

的相互作用の強さが錯体の安定性を支配するため,クラ

ウンエーテルなどの場合とは異なり,ホスト分子のサイ

ズの違いによる効果は選択性の序列の変化という形では

十分に反映されなかったためと思われる.陰イオンの識

別という観点からホス ト1と2を比較すると,プロト

ン化によってより大きな電荷を持ちゲス ト陰イオンに対

してより強い応答を示すホスト1のほうが,ゲストの

電位応答識別に関して有利であるということが分かっ

た.
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AcomparisonofpotentiomctricresponsesofPVC-surf
PortedJiquid membranescontalnlngthesamemolar

amountsofJipophilicN4andNSmaCrOCyCLicpolyamines

asanionreceptorsisdescribed.Potentiometricdiscrim-

inationyasobservedforaseriesofgeometricalisomers
(maleateandfumarate)andpositionalisomers(phtha-

1ate,isophthalateandterephthalatc)ofdicarbDXylates,
andforaseriesoradenosinenucleotides(5'-ATP,5'-

AI)P,5'-AMP).-Theorderofselectivityforallthe

serJ'esofanionicguestswasroundvirtuaJJythesamebe-
tweenthetwoelectrodescontalnlngtheN4andN5hosts.

Forboth electr∝les,greaterpotentiometricresponses

wereobtainedforthedicarboxylateisomerswiththe

shorterdistancebetweenthetwonegativecharges,and

vol.39(1990)

rorthenucleotideshavinghighermagnitudeofcharge･

TheslopesofthelogCus･EcurveswiththeN5electrode
wereclosertoatheoretical Nemstianvalue(-29,5

mv/decadefordivalentanionsat25℃)thanthosewith

theN4electrodefora]]theseriesoranionicguests･This

maybeattributedtostrongercomplexationwithanionic

guestsbytheN5host,forwhichthecationicproperty

duetoprotonationisexpectedtobestrongerthanforthe
NJlhost.

(ReceivedJune28,1990)

KegWOrdphTaSee

chargeeLrectofprotonatedmacrocYclicpolyamines;dis-

CriminadonofgeometriCalisomersandpositionaliso-

mersofdicarboxylatesandadenosinenucleotides;


