
- 471 - 

 研究課題別評価 

 

１．研究課題名： 生体膜表面に吸着する環境ホルモンの計測システム 

 

２．研究者氏名： 叶 深 

ポスドク研究員： 野田浩之 （研究期間： 平成 13 年 4 月～平成 15 年 3 月） 

ポスドク研究員： 森田成昭 （研究期間： 平成 14 年 4 月～平成 15 年 9 月） 

 

３．研究の狙い： 

内分泌撹乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）が極微量でも、生体の内分泌系に対して重大な

影響を及ぼす恐れがあるが、その汚染の実態や生体系への影響と作用機構はまだ十分解明さ

れてない現状である。本研究において、我々は環境ホルモンとして疑われているビスフェノール A

（BPA）やアルキルフェノール類化合物の高感度その場計測法の開発や、擬似生体膜表面への

環境ホルモン分子の吸着・侵入過程で起こる膜構造や配向の変化及び機能性の関連について分

子レベルでの解明を目指している。 

 

４．研究結果： 

（１）フェムト秒ブロードバンド和周波発生分光測定システムの構築 

和周波発生(SFG)は二次非線形光学手法であり、同じ振動分光である赤外・ラマン分光と比較

して、特に表面選択性と測定感度が著しく高いところに特徴がある。SFG の強度は入射光のエネ

ルギー密度に比例するので、フェムト秒パルスレーザーのような超短パルス光を用いると、SFG

の発生効率を著しく向上させることができると同時に、熱効果による試料へのダメージも低減する

ことができるので、生体試料の界面分子構造研究に適するものと考えられる。一方、フェムト秒パ

ルスの周波数帯域が数百 cm-1と広く、そのままでは振動分光法としての適用は困難とされてきた。

本研究では、フェムト秒の可視光を狭帯域化させ、フェムト秒の広帯域赤外光と合わせ SFG を発

生する手法で、この問題の解決を試みた。広い波数領域(約 250 cm-1)の SFG スペクトルを、CCD

検出器によって同時に測定できるブロードバンドSFG計測システムを開発した。このシステムに対

して改良を重ねた結果、種々の環境(空気と水溶液)と基板温度(5～100℃)の条件下で、種々の擬

似生体膜における界面分子構造の高感度計測に成功した。計測時間と信号 S/N も従来のシステ

ムと比べると大きく改善している。 

 

（２）機能性高分子薄膜修飾 

QCM 電極による BPA の高感度検出法の開発質量変化を高感度で 測定できる水晶振動子マ

イクロバランス(QCM)法はナノグラムレベルで質量変化を測定できるが、分子選択性がないことが

問題点である。本研究では、BPA/やアルキルフェノール類化合物と種々の高分子薄膜との相互

作用を詳細に調べた結果、BPA を特異的に吸着できるポリアクリレート系高分子のポリ（2-メトキ

シエチルアクリレート）(PMEA) 薄膜をQCM 電極に固定することで、BPA の 1ppb 以下の超微量検

出に成功した。また、エタノールでリンスすることによりBPA を PMEA 薄膜から完全に溶出でき、

PMEA膜をセンサーとして再利用できることが確認された。将来、金属や高分子のナノ粒子表面に

PMEA 薄膜を担持し、溶液中に分散し、環境ホルモン分子の吸着効率を一層高めると同時に、膜
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 内に吸収した高濃度の環境ホルモン物質を回収し、環境修復型再生システムの実現が期待で

きる。 

 

（３）環境ホルモン分子吸着による生体高分子薄膜の界面分子構造変化の解明 

PMEA の血液やタンパク質に対する生体適合性が優れていることが知られており、我々は SFG

分光法を用いて、BPA の特異的な吸収に伴うPMEA 界面を分子構造変化の視点から調べること

を試みた。固体基板にポリスチレン(PS)及び PMEA の二層構造の膜厚制御により、選択的に

PMEA/空気界面（自由界面）または PMEA/PS 界面（高分子界面）の分子構造をSFG により選択

的にプローブできることを示した。生体適合性に優れた高分子材料であるPMEA は、アモルファス

であるバルクに比べ、自由界面及び基板界面で側鎖を垂直に配向させた秩序だった分子構造を

持つことが分かった。PMEA 薄膜の界面における側鎖末端 OCH3 基の配向角の分布について見

積もったところ、自由界面では分布が広いのに対し、基板界面では若干分布が狭いことが分かり、

また、BPA 吸着により両界面における配向分布が狭くなることが分かった。このような構造変化は、

PMEA の側鎖カルボニル基とBPA のヒドロキシル基との水素結合及び高分子薄膜のガラス転移

温度(Tg)に強く依存することが分かった。一方、この手法をより一般的に高分子薄膜の界面分子

構造の解析に適用すれば、高分子材料の分子設計と機能性の関係の解明に大きく貢献できるも

のと考える。 

 

（４）ラングミュア-ブロジェット超薄膜及びリン脂質二分子膜の界面分子の構造評価 

ラングミュア-ブロジェット(LB)超薄膜は機能性分子を固体表面に累積する有効な手法として、

種々の機能性材料の創製に用いられている。特に LB 法で作製されるリン脂質二分子膜は擬似

生体膜の基本モデルとして用いられている。しかしながら、研究手法の欠如により、材料の性能と

安定性を大きく左右する膜表面分子構造や表面欠陥に関する研究は非常に限られていた。本研

究では、界面や表面を選択的に測定できる SFG 分光法を用い、飽和脂肪酸分子であるステアリ

ン酸(SA)とリン脂質分子であるホスファチジルコリン(DPPC)とホスファチジルセリン(DPPS)の LB

超薄膜の界面分子構造を分子レベルで解明した上、擬似生体膜と環境ホルモンの相互作用の解

明を目指す。二価金属イオンの Cd2+が水溶液中に存在する場合にのみ、SA 二分子膜の最外層

の構造の再配列が起こり、膜の最表面分子の一部分が表面上に反転したことを、その場 SFG 測

定で初めて明らかにした。偶数層累積を用いた最初の研究で、最外分子層が反転再配列するこ

とを示した。この分子再配列のドライビングフォースは、SA 末端 COO?基とCd2+の強い静電的キレ

ート結合と考える。このような SA の偶数層膜を、水中から空気中に引き上げることにより、最外層

の分子構造の変化速度が一気に加速された。一方、二価カチオンに誘起される界面分子構造の

変化は、リン脂質分子の DPPC の二分子膜構造では観測されてなかった。さらに、リン脂質二分

子膜のコレステロールによる安定化構造や環境ホルモンとの相互作用による膜構造変化につい

て、その場 SFG により調べ、興味深い結果が得られている。 

 

５．自己評価： 

本研究は、環境ホルモンのその場計測法の開発や擬似生体膜表面で環境ホルモン分子の吸

着・侵入に伴う膜構造や配向の変化の分子レベルでの解明を目指して取り組んできた。PMEA 修

飾 QCM 電極により、環境ホルモンの一つとして疑われている BPA の高感度計測に成功した。セ
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 ンサーとして実用化する場合には、高分子合成の専門家と共同研究を行い、高分子薄膜の耐

久性や選択性をさらに改善すべき点がまだ残されているが、従来のように莫大な装置を必要と

する分析には、本研究のような安価簡便なシステムで、迅速なその場測定ができることには魅力

がある。 

本研究では、振動分光法へ適用が困難とされてきたフェムト秒レーザーの問題点を克服し、高

い界面選択性と測定感度を有するブロードバンド和周波発生(SFG)分光システムの構築に成功し

た。フェムト秒レーザーの高いエネルギー密度を利用し、従来の振動分光法では選択的な観測が

困難とされる種々の擬似生体膜である生体適合性高分子薄膜やLB 超薄膜や脂質二分子膜にお

ける界面分子構造の分子レベルでの解明に実現した。有機薄膜の構造と膜厚を設計することに

より、干渉効果を利用し、異なる高分子界面における分子構造の計測が実現した。さらに、基礎

化学と材料化学で、非常に重要とされる LB 薄膜の界面分子構造への分子レベルの認識を本研

究により大きく実現できた。二価金属イオンが存在する水溶液中で、飽和脂肪酸やリン脂質分子

二分子膜の界面分子構造の再配向過程を分子レベルで明らかにした結果は、まさに SFG によっ

て初めてもたらされたものであり、教科書に示されている LB 累積膜の構造はまさに概念図で、わ

れわれの理解がまだ十分でなかったことが痛感させられる。この研究は将来、蛋白質や糖質など

の機能性分子と生体膜の作用機構と機能性発現の理解に大いに役に立つものと考える。また、

強力な界面研究手段となるブロードバンド SFG 分光法は環境化学の界面計測のみならず、表面

化学、表面物理や生物学などの広い研究分野の研究にも貢献できるものと考えている。 

 本研究では、研究費の支援に加え、ポストドクター（PD）を雇えることが実に素晴らしい制度で   

ある。どんな大きな研究装置であっても、操作する人間がいないと、無駄となってしまう。有効に研

究費を利用するために、人的な資源の確保は非常に大事である。自分の研究グループでは、二

名の PD が約 2 年間研究に参加でき、研究の推進に重要な役割を果たした。PD らの次の進路も

心配されるので、結局三年の研究期間中で、安心して研究できる期間は、多くても二年しかないこ

とは、少し残念なことでもある。 

 

６．研究総括の見解： 

本課題は、新しい環境ホルモンの計測システムとして社会的ニーズの高いことから採択された。

高度の分光学的手法である和周波発生法を用いることで鋭い表面選択性と高い感度を実現しよ

うとしたものである。 

当初は環境ホルモンへの適用をターゲットとしていたが、環境ホルモンの作用機序は複雑であ

り、一般化した広い視点での検討にシフトすることになった。すなわち生体膜表面の分子レベルで

の高感度計測である。この方針変更は適切であり、測定法として広い概念のもとに研究を進めて

おり、成果も十分評価できる。今後本法をさらに発展させ、実際の生体表面・界面構造解析法とし

て完成させることを期待する。この方法によって得られる表面・界面構造変化の情報は、多くの界

面現象に関する非常に貴重なものである。 
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