
第3章

トアスパラギン酸の品析におけるD～及

び、L帽アスパラギンの影響
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3.1. はじめに

医薬品原薬製造において粗原薬を品析で単離結製する工程は，原薬の品質（品

癖， 粒子窪， 結晶多形， 結晶純度等）を決める最重要工程である． 通常， 精製

前の粗原薬には， 合成過程で副生する不純物や原料・試薬由来の不純物が含ま

れ， それらの混入を避けることは困難で， 組原薬を精製する際に品析系に存在

する不純物が涼薬の品質へ影響を及ぼす可能性がある． また， 合成中間体も品

析で単離することが一般的で， 通常不純物の含有量は粗原薬よりも多いため，

不純物の影響はより顕著である．

Ritonavirは1996年にAIDS治療薬として製品化されたが 1998年に半間型カ

プセル製剤の湾出試験が不適となり，その原因が従来の結品形であるi形とは異

なるII形（cis配座）の生成に基づくことが判明した（Figure 3-1, 3-2) . 単結品

構造解析などからII形はI形より安定なパッキング配列を有することが示され

たが，溶液中ではtrans配座の方が安定でありII形の核が自発的に発生するとは

考えられず， 分解物である cis配座を有する環状カルパメートが核となり，II形

の生成を促進すると推測されたり．
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Figure 3」. Hydrogen bonding network for ritonavir form I. (a) Beta like stacks. 

(b) 2-fold screw axis. 

（出典：Bauer, J. et al. Phann. Res., 2001, 18, 859-866. 1J) 
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Figure 3-2. Hydrogen bonding network for ritonavir form II (needle growth is aligned 

with hydrogen bonding). 

（ 出典：BauerラJ. et al. Phαrm. Res., 2001, 18, 859-866. I)) 

また， 抗細薗薬であるSulphathiazoleでは合成の最終過程で生成する 0.5-1

mol %の皮応中間体が準安定形を安定化して溶媒媒介転移を阻害すると報告さ

れており2），頻尿抑制剤AEト923では0.5 wt%の合成中間体が安定結品形である

C形の核発生を完全に抑制すると報告されている3）.このこのように， 僅かに存

在する不純物が結晶多形の析出や転移速度に重要な影響を与えることがあるた

め， 頑健な医薬品原薬又は中間体の品析フロセスを構築するために， 不純物の

影響を明らかにすることは重要な課題である．

第2章ではOr・antinb原薬の晶析に関する研究結果を述べたが， 当該研究にお

いては同等の不純物レベルの 原料（Orantinibカリウム塩）を使用しているため
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不純物の影響については議論していない． また， 開発品原薬の不純物は構造が

同定されていない場合があり， 同定されていたとしても通常市販されておらず

合成が難しいことが多く入手が困難である． そこで， 本章では入手が容易な有

機化合物としてアミノ酸を使用して不純物が品析に及ぼす影響に関する研究を

計闘した．

アミノ駿は生命現象の重要な担い手である生体高分子のタンパク質の構成成

分である． アミノ酸は抵分子であり， その結品牝は生体高分子と比べて容易で

ある． アミノ離はアミノ基（－NH2）とカルボキシル基（－COOH）を持つ牝合物

の総称である． 通常， 単にアミノ畿といえば， これら両基が河じ炭素（α叩炭素 ）

についたかアミノ駿のことであり， 化学式はR-CaH(NH2)-COOHとなる. R は

水素原子あるいは涼子団を示し，僻鎖と呼ばれる.Rが水素のグリシンをi漆けば

砕炭素は不斉で、あり，鏡｛象異性体が存在する． タンパク質の構成アミノ援は全て

L体であるの． アミノ酸の製造法には， 抽出法， 化学合成法， 酵素法， 発酵法が

知られており， それぞれのアミノ酸の製造に最もコスト的に有利な方法が選択

されている5）. 工業的に最も汎用されている方法は発酵法であるが， 発酵法でア

ミノ酸を製造した場合， 発酵液には目的とするアミノ酸以外に微生物窟体， 培

地成分， 及び微生物の代謝副生物のように多様な不純物を含有し， 目的とする

アミノ酸のみを分離することは困難である． 従って， 高純度のアミノ酸を分離

生成するためには， それら不純物が品析系に与える効果を明確にする必要があ

る．

晶析母液に溶解した特定の不純物は， 核発生， 結晶成長に影響を及ぼし， 製

品結晶のモルフォ口ジーを劇的に変色させることがあり， 意図的に“テーラーメ

ード添加物刊を品析系に共存させることで， 核発生や品癖をコントロールする方

法が研究されている. Weissbuchらによると， 結晶成分以外のアミノ畿は， 対象

とするアミノ酸結晶の軸方向を慎重に選択すれば， すべてテーラーメード添加

物となりえるの． つまり， 結品成分以外のアミノ酸は， アミノ酸基（NH3+-CH

COO-）を介して結晶に吸着し， 構造の異なる側鎖を有するため， テーラーメー

ド添加物としての効果が期待できる．

Addadiらは， アミノ酸結品の品癖に対するアミノ酸添加物の影響について研

究しており，レAsn·H20及びLグルタミン酸塩離塩結晶は，他のアミノ酸を添加

することによって， 純粋系とは異なる品癖が現れることを報告している7）. つま

り， アミノ酸添加物がテーラーメード添加物としての効果を発捧し， 品癖が変

化したのである．

また， L叩Asn71<溶；f支からの品析においてL但Aspが存在すると回溶体を形成し，

L-

から，L-Aspの晶析においてレAsnはテーラーメード孫加物として作用すると推
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測した． そこで， 本研究においてはレAspの品析に及ぼす不純物（レAsn， 及び

D“Asn）の影響に関する研究を行うこととした. Figure 3-3に， レAsp， レAsn， 及

びD-Asnの分子構造を示す．

H号入？

Figure 3-3. Molecular structures. (a) L-Asp, (b）レAsnぅand (c) D”Asn. 
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3.2. 実験

3ム1. 京料， 試薬， 溶媒

実験に 使用した原料， 試薬， 溶媒を以下に示す．

レAsp：和光純薬工業株式会社， ミ；；99.0%

レAsn·H20：和光純薬工業株式会社， ミ主99.0%

かAsn·H20：和光純薬工業株式会社， ミ98.5%

しAsp種品：和光純薬工業株式会社， ミ99.0%, 150-300 µm （節過 品）

水：大鵬薬品工業株式会社， 精製水

3.2.2. L-Aspの晶析

L-Asp の 品析は， 半月形撹狩翼， 温度センサー ， 及びFBRMプ口一ブを装着し

たl L丸底フラスコを品析槽 として使用し，温度制御には外部樫議槽を使用した．

品析槽 に精製水（500 mL， サンプリング実験では 800 mL)， レAsp 50℃飽和

(6.00 g， サンプリング実験では 9.60 g）， 及び、L-Asn・H20（又はかAsn·H20）を

加え， 60℃で 30 分間撹持して溶解した． 溶液を1時間かけて30℃まで冷却し，

冷却l途中45℃でレAsp種品（L-Asp に対して1%）を加えた． 品析は冷却開始か

ら19時間（サンプリング実験では 26時間） まで継続した． 品;ffrプロセスは，

FBRMプローブ 及び温度センサーを用いて， 粒子数と湛度をin-situでモニタリ

ングした． 製品結晶は， 懸濁液 から吸引ろ過で分離し， 案溢で減圧乾燥した．

3.2.3. 分析装置及び条件

(1）品析プロセスの粒子数モニタワング

品析プ口セスの粒子数はFBRMを用いてin”situモニタリングした． 装置及び

条件を以下に示す．

装置：G400（メトラー・トレド株式会社）

Cord Selection Models : Primary V. 1.1.11 (No Weight, No Averaging) 
Stuck Particle Correction : Off 

Probe diameter : 14 mm 

Scan Circle Diameter : 5.05 mm 

Scan Speed : 2 mis 

Interval : 10 s 

(2）晶析プロセスの温度 モニタリング

品析プロセスの温度 は温度センサー 用いて in-situ モニタリングした． 装置及

び条件を以下に示す．

装置：testo735-2（株式会社テストー ）， K型熱電対センサー （株式会社ネ

ツシン）
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澱定陪踊：1分

(3) L-Asn （又はD“Asn）含有率

製品結晶中のレAsn（又はD”Asn）含有率は小phthaldialdehyde (OPA ）誘導化法

11 ), 12）によりHPLCで検量線を作成し定最した． 装罷及び条件を以下に示す．

装霞：1260 （アジレント・テクノ口ジー株式会社）

検出器：紫外吸光光度計（測定波長：338 nm) 

カラム：ZOR BA X Eclipse Plus C18, 4.6xIOO mm , 3.5 µm （アジレント・テク

ノロジー株式会社）

カラム温度：40℃付近の一定温度

移動相A : 10 m M  Na2HP04, I O  m M  Na2 B401, pH 8.2 （塩酸で調 製）

移動相 B : MeCN/ MeOH／水（45/ 45/ 10)

注入希釈剤：移動相A 100 mL + H3P04 0.4 mL 

誘導化試薬：ホウ酸 塩緩穣液，OPA （アジレン卜・テクノ口ジー株式会社）
試料溶液：1mg/mL in 0.1 N HCI 

注入量：l件

流量：1.5mL/min 

グラジエント： 0.0 min A: 98% B: 2% 

澱定時間：7.5分
(4）結晶形状

1.0 min A: 98% 

5.0 min A: 75% 

5.1 min A: 0% 

7.3 min A: 0% 

7.4 min A: 98% 

B:2% 

怠：25%

B: 100% 

B: 100% 

B:2% 

製品結品の結晶形状は光学顕微鏡を用いて分析した． 装置を以下に示す．

: B X53-33P心C, DP21 （オリンパス株式会社）

(5）国溶体形成の確認
製品結品の屈溶体形成の確認はPXRDを用いて行った． 装置及び条件を以下

に示す．

装置：X'Pert PRO MPD （スペクトリス株式会社パナリテイカル事業部）

線源：CuKα
電圧：40kV

電流：30mA

スキャンスゼード ：0.2°/min

澱定範囲：28 = 5-40° 
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3.3. 結果と考察

3.3.1. L-Asn及びD-AsnがL-Asp晶析に及ぼす影響

L-Asn及び、D-Asnがテーラーメード添加物として効果を発揮するかを確認する
ため， L-Asp晶析においてL-Asn又はD-Asn 0, 10, 20 mol %を添加し実験を行っ

た.FBRMを使用して粒子数を in-situで測定した結果，Figure3-4に示すように，

冷却開始から数時間後に著しい粒子数の増加が観測され， 急激に核発生してい

ることがわかった．
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Figure 3-4. Crystal count number monitored in situ by FBRM during L-Asp 

crystallization in the presence of L-Asn or D-Asn (0, 10, 20 mol %). 

興味深いことに，L-Asnを添加した場合， 添加量の増量に応じて核発生の遅れ

が観測された． 一方，D-Asnを添加した場合は核発生のタイミングに顕著な影響

は認められず， Asnの効果はキラリティー特異的であった． 核発生の遅れはおそ

らく， Weissbuchらが報告しているように13>, L-Aspクラスター成長がL-Asnの

吸着によって阻害されたためと考えられる． また，L-Asn添加系では， 純粋系及

びD-Asn 添加系に比べて， 最終懸濁液の粒子数が著しく多くなった． これは，

得られた製品結晶サイズの違いに起因するものと考えられる． 即ち， 製品結晶

を光学顕微鏡で観察すると， Figure 3-5に示すように， L-Asn添加系で析出した

結晶は， 純粋系及びD-Asn 添加系から析出した結晶に比べて著しく小さく微細

であったため， 相対的に粒子数が多くなったと考えられる．
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Figure 3-5. Optical microscope images of L-Asp product crystals crystallized in the 

presence of L-Asn or D-Asn (0, 10, 20 mol %). 

L-Asn添加系で得られた製品結晶の粒子が微細になった原因は，L-AsnがL-Asp

結晶格子に取り込まれたことに起因すると推測した. AddadiらはL-Asn結晶格

子に取り込まれたL-Aspは軸方向の変化をもたらし，その結果純粋なL-Asnと比

べて晶癖が変化すると報告している7）. そこで， L-Asp結晶へのL-Asnの取り込

みの有無を確認するため， L-Asn又はD-Asn (0,5, 10, 15,20mol %）存在下で得

られた製品結晶に含まれるAsn含有率を測定した． その結果， Figure 3-6に示す

ように， L-Asn添加系で得られた製品結晶にはL-Asnが取り込まれており， 添加

量に応じてL-Asn含有率が増加する傾向が認められ， L-Asn20 mol%添加系で、得

られた製品結晶中のL-Asn含有率は5.0mol%であった． 対して， D-Asn20 mol% 

添加系で得られた製品結晶中のD-Asn含有率は0.2 mol%と僅かあった．従って，

L-AspはL-Asnと固溶体を形成するが， D-Asnとは固溶体を形成しないと考えら

れた．
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Figure 3-6. L-Asn or D-Asn content in L-Asp product crystals crystallized in the 

presence of L-Asn or D-Asn (0, 5, 10, 15, 20 mol %). 

回溶体の形成を確認するためにL-Asn (0, 5, 10, 15, 20 mol %）存在下で得られ

た製品結晶のPXRDを測定した結果， Figure 3-7に示すように， L-Asnを含有す

るにも関わらず純粋系で得られた製品結晶， 即ち純粋なL-Aspと同じ回折パタ

ーンを示し， L-Asnに特異的な回折ピークは検出しなかった． 従って， L-Asnは

L-Aspの結晶格子の一部を置換し， 固溶体を形成していることが示唆された．
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また ， L-Asnは製品結晶の収量にも影響を与えた. 0, 5, 10, 15, 20 mol % L-Asn 

添加系では， 収量はそれぞれ2.93,2.36, 1.9 0, 1.49, 0 .9 5  gであった． 対して，5, 10, 

15, 20 mol % D-Asn添加系では，収量はそれぞれ2.70,2.66, 2.80, 2.82 gであった．

こ のデータは，L-Asnの添加量の増量に伴い水への固溶体の溶解度が増加したこ

とを示唆 していると考えられる． 即ち， L-AspとL-Asnの固溶体の溶解度は純粋

なL-Aspより高く，固溶体中のL-Asn含有率の増加に伴い 溶解度が増加すると推

測される．

3.3.2. L-Asn存在下でのL-Asp晶析で得られる結晶の経時変化

上述したようにL-Asnによって引き起こされたL-Aspの核発生の遅れ は，L-Asp

クラスター成長がL-Asnの吸着によって阻害されたためと考えられた． つまり，

水溶液中でL-AspとL-Asnの固溶体のクラスターを形成していると考えられた．

そこ で， L-Asn20 mol%添加系に お いて析出した結晶を経時的にサンプリングし

L-Asn含有率の推移を確認した． そ の結果， 冷却開始から9時間後， 即ち析出初

期から3 .9 mol%のL-AsnがL-Asp結晶中に取り込まれていることが明らかとな

った． 即ち， 水溶液中で、L-AspとL-Asnの国溶体のクラスターを形成しており核

発生の瞬間にL-AsnがL-Asp結晶格子に組み込まれていることが示唆された．冷

64 



却開始から14時間後， 26時間後では， L-Asn含有率はそれぞれ4.5 mol %, 5.2 

mol %まで増加した． 析出初期にL-Asn含有率が低かったのは， 結晶全体に占め

る L-Asp種晶の割合が大きかったためと推測する． さらに， サンプリングした

結晶を光学顕微鏡で観察すると， Figure3-8に示すように， 析出初期は大きな結

晶であったが， 徐々に小さくなっていることがわかった． このことから， L-Asn

添加系で得られた製品結晶が微細になった理由は，L-AspとL-Asnの固溶体結晶

が徐々に破砕されたためと考えられる． また， L-AspとL-Asnの固溶体結晶は，

純粋なL-Asp結晶（Figure 3-5）とは結晶形状が異なることが示された． このこ

とから， L-Asp晶析において， L-Asnがテーラーメード添加物として作用し， 結

晶成長に影響を及ぼしたと考えられる. L-Asp結晶成長に及ぼすL-Asnの作用メ

カニズムについては， 第5章で議論する．

9h 14 h 

，， 

I 

． 

100 �tm 

Figure 3-8. Optical microscope images of L-Asp crystals sampled over time (9, 14, 26 

h) in the presence of L-Asn 20 mol %. 
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3.4. まとめ

レAsn （又はかAsn）存在下において， レAsp の品析を検討した． その結果，

L-Asn 添加系では純粋系に比べて顕著な核発生の還れがFBRMで観測され， 得

られた製品結晶の分析結果からレAsnはレAsp結晶格子に取り込まれ関溶体を形

成していることが示唆された． 対して， D-Asn添加系では純粋系に比べて顕著な

は認められなかった． また， レAsnとレAspの盟j容体 は， 純粋なレAsp と結晶

形状が異なることが示された． 従って， レAsp 品析において， レAsnがキラワテ

ィー特異的な効果を示し， テーラーメード添加物として作用することがわかっ

た．
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第4章

テーラーメード添加物h又はかアス

パラギン存在下におけるDL皿アスパラギ

ン酸ラセミ化合物の晶析での光学分割
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4.1. はじめに

1960年代に発生したすhalidomide薬補事件を受けて，光学活性医薬品の重要性

が広く認識されるようになり， 現在開発されている法薬品の大半がキラル化合

物で占められるようになってきている． 生命体の大部分はキラル物質で構成さ

れ， 薬物と相互作用する酵素や受容体などがキラル識別能力を有していること
から， 光学巽＇I主体障で生理活性（薬効・毒性）が異なることは�然である．

Thalidomideは， Figure4-1に示すようにR体と S体が存在し両者の薬効は同様

であったためラセミ体として開発された． しかし， S体に奇形が発生することが

報告されたため， 大きな波紋を拡げることになった． さらにその後， 本薬物は

体内でR体がRS体にラセミ化しやすいことが判明した． 今日では， ラセミ化に

とどまらず， 体内酵素によって立体配置が反転する薬物が存在することも明ら

かになって来ており， キラル医薬化合物の開発では， 早い開発ステージで雨光

学異性体のADME [Absorption （吸4又）, Distribution （分布）, Metabolism （代議），
Excretion （排准）］を検証することが必要となっているI).

«N""p=o «N-p=O 
Figure 4」. Chemical structures of (R)-Thalidomide ( left) and (R)-Thalidomide ( right）‘ 

このような状況から， 一方のエナンチオマーのみを製造する技術が求められ

る． 一方の工ナンチオマーを得る方法としては， ラセミ体の光学分割に代表さ

れる古典的な分離・分割法と， 不斉合成に代表される珪接合成法の2つに大別

される． 近年直接合成法は著しく進歩したものの未だ万能ではなく， 古典的な

分離・分割法も重要な技術として位置づけられている． 古典的な分離・分割法

には， 品析法， クロマトグラブイ一分離法等が知られているが， 経済性， 操作

性の面から工業的には品析法が採用されることが多い． 品析法による光学分割
の歴史は古く， Pasteurが酒石酸ナトリウムアンモニウム（Figure4-2）のラセミ

体をゆっくりと結晶化させ 生成した一対のエナンチオマーをルーペとピンセ

ットで分離した実験に端を発する2), 3）.品析法による光学分割4）の代表としては，

優先品析法とジアステレオマー法のがある． ジアステレオマ一法は， 主にラセ

ミ体に光学活性な分割離を作用させて生成する一対のジアステレオマ一塩を溶
解度の差を利用して分離する方法である． 従って， 適用範聞は駿性又は塩基性

の官能基を有する化合物に限定される． また， ジアステレオマ一塩を形成する
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当量の分割剤が必要であり， 塩形成とフリー化の余計な操作が必要となるため，

優先品析で光学分割できるプロセスの方が簡便であり経済的メリットは大きい．
優先品析法は一方のエナンチオマーの種品を使用して目的とするヱナンチオマ
ーを｛憂先的に品析させる方法である． しかし， 通常の優先品析では望まないエ

ナンチオマーも析出してしまい， 目的のエナンチオマーのみを完全に選択的に
品主！？させることは簡単ではないの．

coo-Na十
H-C-OH 

HO-C-H 

とoo-NH4+

Figure 4-2. Sodium ammonium tartrate. Pictures of crystals (left) and molecular 

st悶cture(right). 

（出典：McMurry, J. （著人伊藤ショウら（訳） マクマグー持務化伊仕ノ第

3服、株式会社東京化学問入3))

Addadiらは， 一方のエナンチオマーにのみに選択的に作用するテーラーメー

ド添加物を使用して望まないエナンチオマーの核発生を抑制し目的のエナンチ

オマーを優先品析させて分離する方法， また一方のエナンチオマー結晶のモル

フォロジーを変化させて機械的に分離する方法を報告している7山. 9）. 本方法は

パッチ品析にも応用されている 10）. しかし， 優先品析法の致命的な欠点は， ラ

セミ温合物， 郎ち純粋なエナンチオマーの機械的な混合物にしか適応できない

ことである． ラセミ混合物は自然界に蒋在するラセミ体全体の約5-10%で，80%
以上がラセミ仕合物， 芸pち結晶格子中に2つのエナンチオマーが規則的に配列

している結晶と言われているI）. 従って， ラセミ体の大部分を占めるラセミ化合

物は痕接優先品析法による光学分割は不可能であり， 塩形成 11）， テーラーメー
ド添加物12） の作用により－＿§＿ラセミ混合物へと誘導牝して分割する必要があっ
た．

第3章で述べたように， L-Asp晶析において， レAsnがキラリティー特異的な

効果を示し，テーラーメード添加物として作用することがわかった. �pち，L-Asp
はD幽Asnとは囲溶体を形成せず，L-Asnとのみ国溶体を形成することが示唆され
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た． この結果を受けて， DL-Aspラセミ化合物を構成するレAspのみを選択的に

レAsnに謹換させた臨溶体を形成させることができると考え，本章ではテーラー

メード添加物を舟いてラセミ化合物を直接光学分割する新しい光学分割方法へ

の応用を検討した． 本方法のコンセプトは， ラセミ化合物の一方のエナンチオ

マーをテーラーメード添加物に量換し， 遊離するエナンチオマーを品析により

分離する方法である．

本研究ではDレAspを用いて， 提案するエナンチオマー置換光学分割プロセス

指針の確立を目指した. DレAsp水溶液からは， ギ酸アンモニウムなどの有機塩

を共存させることでラセミ混合物として析出することも知られているがm， 通

常はラセミ化合物として析出する．
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4.2. 実験

4.2.1. 原料， 試薬， 溶媒

実験に使用した原料， 試薬， 溶媒を以下に示す．

DL-Asp：和光純薬工業株式会社， ミ98.0%

レAsn·H20：和光純薬工業株式会社， ミ主99.0%

D幽Asn·抗20：和光純薬工業株式会社， ミ�98.5%

レAsp種品：和光純薬工業株式会社， ミ�99.0%, 150-300 µrn （箭過品）

D-Asp種品：和光純薬工業株式会社， 孟98.0%, 150-300 µrn （館過品）

水 ：大鵬薬品工業株式会社， 精製水

4.2.2. DL-Aspの晶析

DL-Aspの品析は， 半丹形撹梓翼， 温度センサー， 及びFB武Mプローブを装着

したl L丸底フラスコを品析槽として使崩し，温度制御には外部怯温槽を使用し

た． 品本斤槽に精製水 （500 rnL，サンプリング実験では800 rnL)， 。レAsp50℃飽

和量 (9.45ιサンフリング実験では15.12 g ）， 及びレAsn日20 を加え， 60℃で

30分間撹持して溶解した． 溶液を1時間かけて30°Cまで冷却し， 冷却途中将℃

でD-Asp種品（DL-Aspに対して1%）を加えた． 品析は冷却開始からゆ時間（サ

ンプリング実験では22時間 ）まで継続した． 品析プロセスは， FBRMフ。口一ブ

及び温度センサーを用いて， 粒子数と温度をin-si加でモニタリングした． 製品

結晶は， 懸濁液から吸引ろ過で分離し， 室温で減圧乾燥した．

4.2.3. DL-Aspから遊離したL-Asp （又はかAsp）の晶析

DレAspから遊離したレAsp（又はD-Asp）の品析実験は， 半月形撹枠翼， 及び、

温度センサーを装帯した1 L丸底フラスコを品析槽として使用し，温度制御には

外部槙温槽を使用した．品析槽に精製水（500 rnL) , DレAsp50℃飽和量（9.45 g)' 

及びレAsn·H20（又はD-Asn·H20) (DL-Aspに対して40 rnol %）を加え，60℃で

30分間撹持して溶解した． 溶液をl時間かけて30℃まで冷却し， 冷却途中45℃

でD-Asp（又はL-Asp） 種品（DL-Aspに対して1%） を加えた． 品析は冷却開始

から19時期まで継続し， 懸濁液から吸引ろ過で思液分離した． ろ液を品析糟に

移し60℃で30分間撹持して析出した 結晶をj容解した. 1容；夜を1時関20分かけ

て20。Cまで冷却し， 冷却途中30。CでL幽Asp（又はD閑Asp） 種品（DL·’．． 

て 1%）を加えた． 品析は冷却開始から24時間まで継続し， 製品結晶は， 懸濁

液から吸引ろ過で分離し， 室詣で減圧乾燥した．
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4ム4. 分析装置及び条件

(1）品析プロセスの粒子数モニタリング
品析プロセスの粒子数はFBRMを用いてin-si印モニタリングした． 装置及び

条件を以下に示す．
装置：G400（メトラー・トレド株式会社）

Cord Selection Models : Primary V. 1.1.11 (No Weight, No Averaging) 
Stuck Particle Con-ection : Off 

Probe diameter : 14 mm 

Scan Circle Diameter : 5.05 mm 

Scan Speed : 2 mis 

Interval : 10 s 
(2）品析プロセスの温度モニタリング

品析プロセスの温度は温度センサー用いて in”situモニタリングした． 装置及

び条件を以下に示す．

装置：testo735”2（株式会社テストー）， K型熱電対センサー（株式会社ネ

ツシン）

測定関縞：1分

(3) L ’ ．．．． 

製品結品中のL即Asn（又はD”Asn）合有率はOPA誘導化法14),15）によりHPLC

で検量線を作成し定量した． 装震及び条件を以下に示す．

装鷺：1260 （アジレント・テクノロジー株式会社）

検出器：紫外吸光光度計（測定波長：338 nm) 

カラム：ZORBAX Eclipse Plus C18ラ4.6x100 mm,3.5 µ,m （アジレント・テ

クノ口ジー株式会社）
カラム 温度：40℃付近の一定温度

移動相A : 10 mM Na2HP04, 10 mM Na2B407, pH 8.2 （塩酸で調製）

移動相B : MeCN/MeOH／水（45/45/10)

注入希釈剤：移動相A 100 mL + H3P04 0.4 mL 

誘導化試薬：ホウ駿塩緩衝液， OPA（アジレント・テクノ口ジー株式会社）
試料溶液：1 mg/mL in 0.1 N HCl 

注入選：1 µL 

流量：1.5 mL/min 
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グラジエント： 0.0 min A: 98% B:2% 

1.0 min A: 98% B:2% 

5.0 min A: 75% B: 25% 

5.1 min A:O% B: 100% 

7.3 min A:O% B: 100% 

7.4 min A: 98% 日：2%

測定時間：7.5分

(4) L-Asp含有率

製品結晶中のレAsp含有率はキラルカラム16）を用いて討PLCで検量線を作成

し定量した． 装置及び条件を以下に示す．

装翠：アライアンス996-2690 （日本ウォーターズ株式会社）

検出器：紫外吸光光度計（測定波長：200 nm) 

カラム：CROV\明PAC CR(+), 4.0×150 mm, 5 µm （ 株式会社ダイセル）

カラム温度：0℃付近の一定温度
移動相：HCl04 aq. (pH 2.0) 

試料溶液：l mg/mL in移動相

注入量：10件

流量：0.4 mL/min 

測定時間：15分

。）D”Asp含有率

D”Asp含有率は，D-AspとレAsnが上記（4）の条件ではク口マトグラム分離し

ないため， 100 mol%からレAsn及びレAspの含有率を差し引いて計算した．

(6） 結品形状

製品結晶の結晶形状は光学顕微鏡を用いて分析した． 装置を以下に示す．

: BX53-33P-OC, DP21 （オリンパス株式会社）

（？）回j容体形成の確認， L-Asp （又はD闇Asp）とDL-Aspの識別

製品結品の閲溶体形成の確認， L-Asp （又は払Asp）とDレAspの識別はPXRD

を用いて行った． 装置及び条件を以下に示す．

装置：x’Pert PRO MPD （スペクトリス株式会社 パナ1）テイカル事業部）

線源：Cu五α
電圧：40kV

電流：30 mA

スキャンスピード : 0.2°/min 

測定範閤：28 = 5-40° 
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4.3. 結果と考察

4.3.1. L-AsnがDL-Asp晶析に及ぼす影響

上述のように，L-AspがD-Asnとは固溶体を形成せずしAsnとのみ固溶体を形

成したことから， DL-Asp ラセミ化合物を構成するL-Asp のみを選択的に L-Asn

に置換させた固溶体を形成させることができると考えた． その仮説を検証する

ため， L-Asn 0, 20, 40, 60, 100 mol %添加系でDL-Asp晶析実験を行い， 得られた

製品結晶中のL-Asn,L-Asp，及びD-Aspの組成変化を確認した． その結果，Figure

4・3に示すように， L-Asn添加量の増量に応じて， L-Asn含有率が増加， L-Asp含

有率が低下した． 一方，D-Asp含有率はL-Asn添加量に影響を受けず約50 mol % 

で一定であった． 一例として， L-Asn I 00 mol %添加系で得られた製品結晶の組

成は，L-Asn含有率が 13.6 mol % ,  L-Asp含有率が 34.5 mol %, D-Asp含有率が51.9

mol %であった．

60 

50 

三40
ち
� 30ト －＋－L-Asn
9圃 l

B I -+-L-Asp 
§ 20 卜u 「 ー企ーD-Asp

10 

。
。 20 40 60 

L-AsnAmount [mol %] 

80 100 

Figure 4-3. Composition (L-Asn, L-Asp, D-Asp) of DL-Asp product crystals crystallized 

in the presence of L-Asn ( 0, 20, 40, 60, 100 mol % ). 

そして， 製品結晶のPXRDを測定したところ，Figure 4-4に示すように，L-Asn

添加系で得られた製品結晶は，L-Asnを含有するにも関わらず純粋系で得られた

製品結晶， 即ち純粋なDL-Aspと同じ回折パターンを示し， L-Asnに特異的な回

折ピークは検出しなかった． 従って， 狙い通りDL-Aspラセミ化合物の結晶格子

を形成するL-Aspの一部がL-Asnに置換された固溶体を形成したと考えられた．
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Figure 4-4. PXRD patterns of L-Asn and DL-Asp product crystals crystallized in the 

presence of L-Asn (0, 20, 40, 60, 100 mol %). 

また， L-Asnは製品結晶の収量にも影響を与えた. 0, 20, 40, 60 mol % L-Asn添

加系では， 収量はそれぞれ 4.51, 3.95, 3.63, 3.19 gであった． このデータは，L-Asn

の添加量の増量に伴い水への固溶体の溶解度が増加した ことを示唆していると

考えられる．即ち，DL-AspとL-Asnの固溶体の溶解度は純粋なDL-Aspより高く，

固溶体中のL-Asn含有率の増加に伴い溶解度が増加すると推測される．しかし，

100 mol % L-Asn添加では，収量は 3.42 gで，60mol %添加系に比べて増加した．

これは， おそらく多量の L-Asn を添加すること で過飽和度が増加したためと推

測する．

Figure 4-5に， 製品結晶の光学顕微鏡写真を示す . DL-Asp晶析で得られた製品

結晶は， L-Asp晶析で得られた製品結晶（第3章）と異なり， 何れも同様の結晶

形状を示した． また， Figure4-6に， L-Asn40 mol %添加系で晶析中に懸濁液か

らサンプリングした結晶の光学顕微鏡写真を示す．
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Figure 4-5. Optical microscope images of DL-Asp product crystals crystallized in the 

presence of L-Asn (0, 20, 40, 60, 100 mol %). 
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Figure 4-6. Optical microscope images of DL-Asp crystals crystallized in the presence 

of 40 mol % L-Asn (12, 14, 16, 18, 22 h). 

冷却開始から12時間後， 即ち析出初期（Figure 4-7に示すFBRMデータを参

照） の結晶は， 板状結晶であるD-Asp種晶と両錐状結晶であるDL-Aspの混合物

であった（Figure 4-6) . そして興味深いことに ， その結晶にはL-Asnが含まれて

いた（6.7 mol % L-Asn, 20.6 mol % L-Asp, 72.7 mol % D-Asp）. この結果は， 水溶

液中でDL-Aspと L-Asnの固溶体のクラスターを形成してお り， 核発生の瞬間に

L-AsnがDL-Asp結晶格子に組み込まれていることを示唆した. 14, 16, 18, 22 hで

サンプリングした結晶は何れも両錐状結晶であり， 結晶の組成はそれぞれ7.8

mol % L-Asn, 33.2 mol % L-Asp, 59.1 mol % D-Asp; 9.0 mol % L-Asn, 35.5 mol % 

L-Asp, 55.6 mol % D-Asp; 8.9 mol % L-Asn, 35.5 mol % L-Asp, 55.7 mol % D-Asp; 

and 9.1 mol % L-Asn, 38.2 mol % L-Asp, 52.8 mol % D-Aspであった．

晶析挙動を確認す るため，L-Asn添加系（O, 20, 40, 60 mol %）に おいて，FBRM

を用いて粒子数をin-situでモニタリングした． その結果 ， Figure 4-7に示すよう
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に，L-Asnの添加は核発生のタイミングに影響を与え， 40 mol % L-Asnを添加し

た場合が最も核発生が遅くなった. L-Asn 60 mol %添加系において，

mol %添加系に比べて， 核発生が速くなったのはL-Asn添加量が一定以上になる

と見かけ上の過飽和度が上昇し逆に核発生が促進されたためと推測される．
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Figure 4・7. Crystal count number monitored in situ by FBRM during DL-Asp 

crystallization in the presence of L-Asn (0, 20, 40, 60 mol %). 

4ふ2. DL-Aspラセミ化合物の光学分割

DL-Aspの晶析においてL-Asnを共存させることで，DL-Aspラセミ化合物の結

晶格子を形成するL-Aspの一部がL-Asnに置換された固溶体を形成した．溶液中

には置換されたL-Aspが遊離していると考えられたため，そのL-Aspを晶析させ

ることを検討した． これまでと同様にDL-AspとL-Asnの固溶体を析出させ， ろ

過により固液分離し，ろ液にL-Aspを種晶として添加し，冷却して晶析させた．

実験は，DL-Aspの晶析を抑制し， 遊離したL-Aspを晶析させるため， DL-Aspの

核発生を最も遅らせたL-Asn40 mol%添加系（Figure4-7）において実施した. Table 

4-1に， L-Asn添加系水溶液から晶析した一次晶， 及びそのろ液から析出した二

次晶の組成を示す．
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Table 4イ.Composition (L-Asn, D闇Asn,L-Asp, D-Asp) of the first and second crop 

crystals obtained from DしAsp crystallization in the presence of 40 mol % L-Asn or 

D鵬Asn.

Additive Crystals 
Component [mol %] 

レAsn D”Asn レAsp D幽Asp

First crop b 8.5 41.7 49.9 
レAsna

Second crop c 8.5 ” 50.4 41.2 

F 
ct 8.5 49.7 41.9 Irst crop 

D伺Asna
Second crop e 

・． 5.7 27.9 66.4 
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一次品はDL-Asp結晶中のレAspが8.5 mol %レAsnに置換した回j容体であった．

二次品は， L-AspとレAsnの割j容体， 及びDL孔spとレAsnの羽j容体の混合物で

あると推測された． 二次品の組成は以下のように計算した. DL-Asp 含脊率は，

D-Aspは理論上析出しないためD幽Asp含有率（41.2 mol % ）を2倍して82.4 mol % 

と見なし， 残り17.6 mol %をレAspと見なした． また， L-Asp 又はDレAspの結

晶格子を構成するL-Aspの8.5 mol %がレAsnに護換していると考えられる．

同様にして， D孔sn 40 mol %添加系において， DL-Asp品析のろ液にD-Aspを種

品として添加し， 冷却して品析させた． ろ液から析出した二次品の組成分析結

果（Tableふりから， 得られた結晶はD-Aspとp“Asnの回溶体， 及びDレAspと

D-Asnの屈溶体の混合物であると推測された．二次品の組成は以下のように計算

した.DL-Asp含有率は，L”Aspは理論上析出しないためレAsp含有率（27.9 mol %) 

を2倍して 55.8 mol %と見なし，残り44.2 mol %をひAspと見なした．また，D“Asp

又はDレAspの結品格子を構成するD“Aspの 5.7 mol %がD開Asnに讃換している

と考えられる．レAsn 40 mo1%添加系の二次品とD-Asn 40 mol %添加系の二次品

の組成の違いは， 回収量の違いによるものと考えられる （L-Asn 40 mo1%添加系：

0.49 g, D-Asn 40 mo1%添加系：0.23 g). 

Figure 4-8に示すように， ろ液から品析させた二次品の光学顕微鏡写真におい

てレAsp （又はかAsp） 特有の板状結晶とDレAsp結品特有の両錐状結晶が観察

され， それらの結品の混合物であることを支持した．
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Figure 4-8. Optical microscope images of second crop crystals crystallized from the 

filtrate of DL-Asp crystallization in the presence of 40 mol % L-Asn (left) or D-Asn 

(right). 

さらに， Figure 4-9に示すように， ろ液から晶析させた二次晶のPXRD回折パ

ターンは， L-Asp （又はD-Asp）とDL-Aspの回折ピークを検出し， L-Asn （又は

D-Asn）に特異的なピーク（Figure 4-4）は検出しなかった．

Cou喰・

2似却。

L-Asp 

10000 

DレAsp
。

10 20 30 

p。山踊["2The：・］（C叫帯創（C叫｝

Figure 4-9. PXRD patterns of L-Asp, DL-Asp, and second crop crystals crystallized 

from filtrates of DL-Asp crystallization in the presence of 40 mol % L-Asn or D-Asn. 
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これらの結果から ，ろ液から品析させた二次晶は，L-Asp（又はD-Asp）とL-Asn

（又はD-Asn）の回溶体， 及びDL-AspとL-Asn （又はD-Asn）の固溶体の混合物

であることが確認された. Figure 4-10に， L-Asn （又はD-Asn）存在下における

DL-Aspの晶析による光学分割の簡略スキームを示す．

園 田
L-Asn or o-Asn 
(3.75 gas anhydrate) 

田

L-Asp or o-Asp 

口 o-Asp or L-Asp 

口 L・Asn or o-Asn 

口
口

口
口

口

Filtrate 口

Crystallization Crystallization 

First Crop 聞ヨ Second Crop 

Solid solutions of DL-Asp with L-Asn (3. 75 g), Mixture of solid solutions of DL-Asp、吋th
or solid solutions ofDL-Asp耳、ii.th o-Asn (3.94 g) L-Asn and solid solutions of L-Asp with L-Asn (0.49 g), 

or mixture of solid solutions of DL-Asp with 
o-Asn and solid solutions ofo”Asp with o-Asn (0.23 g) 

Figure 4-10. Simplified optical resolution scheme for DL-Asp crystallization in the 

presence of L-Asn or D-Asn. 

本実験では純粋な L-Asp （又は D-Asp） 結晶は単離していないが， L-Asp （又

はD-Asp） とL-Asn （又はD-Asn）の固溶体 ， 及びDL-AspとL-Asn （又はD-Asn)

の固溶体の混合物 はモルフォロジーが異なるため機械的な分離が可能と考えら

れ， Asnは加水分解によりAspへ変換することができる17）. 従って， テーラー

メード添加物 としてL-Asn （又はD-Asn）存在下でDL-Aspラセミ化合物の晶析

を行うことで， DL-Aspラセミ化合物の結晶格子を構成 するL-Asp （又はD-Asp)

の一部をL-Asn （又はD-Asn）に置換した固溶体を形成させ， 遊離するL-Asp （又

はD-Asp）を晶析で分離する新たな方法を見出したと言える． また， 本実験での

結晶回収量は十分ではないが， DL-Asp と L-Asn （又は D-Asn） の固溶体 はAsn

の加水分解により DL-Aspとして再利用することができると考えら れる．
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最後に， 本研究において提案するエナンチオマー置換光学分割プロセス指針

の確立を目指し， DレAsp及びテーラーメード添加物としてレAsn （又はD-Asn)

を用いて検討を行った． 本プロセスのコンセフトは， ラセミ化合物の一方のエ

ナンチオマーをテーラーメード添加物に置換し， 遊離するエナンチオマーを品

析により分離する方法である． 岳然界に存在するラセミ体の大半はラセミ化合

物であり優先品析法では光学分割できない． また， ジアステレオマ一法は塩を

形成するための酸性又は塩基性の宮能基が必要である． 対して， 本研究におい

て提案する方法はラセミ化合物の一方のエナンチオマーと置換する適切なテー

ラーメード添加物を選択すればラセミ牝合物を直接， 簡便な品析操作により光

学分割することができると考えられる． 純度及び回収量において改善の余地が

あるが， 今後様々な化合物への応用が期待される．
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4.4. まとめ

テーラーメード添加物としてL-Asn （又はD-Asn） 存在下において， DL-Aspラ

セミ化合物の品析による光学分訴を検討した. DレAsp の品析において， レAsn

（又はかAsn）存在下から晶析した結晶はDレAsp結品格子を構成するレAsp（又

はD-Asp）の一部がレAsn （又はD-Asn）に量換した閤溶体を形成していること

が分析結果により示された． そして， 遊離したL-Asp （又はかAsp）をろ液から

品析させることを試みた結果， 得られた結晶は， L-Asp （又は D-Asp）と L-Asn

（又はかAsn）の国溶体， 及びDレAspとレAsn （又はかAsn）の国溶体との混合

物であった． 純粋なレAsp （又はD-Asp）は得られていないものの， 本研究にお

いて考案する新しい方法でラセミ化合物の光学分割が可能であると考えられた．
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第5章

レアスパラギン存在下におけるレアス

パラギン酸の面選択的結晶成長挙動
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5.1. はむめに

品析母液に溶解した特定の不純物は， 核発生， 結晶成長速疫に影響を及ぼす

ことが知られている. Weissbuchらは， 不純物が核発生に及ぼす影響について研

究しており， 核発生の還れは結品化成分のクラスター成長が不純物の吸着によ

って盟容されるためと考えられている1l. Eerdenらは，不純物が結品成長速度に

及ぼす影響について研究しており， 不純物が結晶表面のテラスに吸着し成長に

伴うステップの進行をピン留めすることで， 結晶成長が組審されると考えられ

ている2）. しかし，添加物の分子構造により添加物が特定の結晶画だけに高い選

択性を示して吸着し品癖を変化させることがあるが， これについては詳しい考

察がなされていない． 結晶化成分と不純物の分子構造的な相互作用に基づく化
的メカニズムを利用して， 品析挙動や品癖をコント口一ルするために， 意図

的に不純物を添加することがあり，テーラーメード添加物と呼ばれている3）. 結

品化分子と構造が類似し， 結品表面に現れる側の官能基を結品成分とは異なる

宮能基に置換した添加物を選択すれば， 特定の結晶面の成長を阻害することが

できる． しかしながら， 結晶成長に及ぼす不純物効果の速度論的メカニズムに

ついては， 十分に研究がされていなし"l,

Addadiら4）， 及びSanoら5） は， テーラーメード添加物がアミノ酸の品癖に及

ぼす影響について研究しており， 結品住成分のアミノ援とは異なる他のアミノ

酸がテーラーメード添加物として作舟し， アミノ酸結晶の品癖を変化させるこ

とを報告している． 従って， 結品化成分のアミノ駿の品癖をデザインするため

に， 他のアミノ酸をテーラーメード添加物として利用することができる． その

ためには， 結晶成長の特定の結品面の挙動， 添加剤， それらの濃度， 及び過飽

和度などの様々な要因が関与する速度論的メカニズムを議論することは重要で

ある． しかし， 添加剤効果の速度論的メカニズムに関する研究がいくつか報告

されているもののめ＇7), 8）， 汎用性の高いモデ、Jvは現在のところ提案されていない．

第3章で述べたように， レAsp品析において，レAsnがテーラーメード添加物

として作用することが明らかとなった． また，L-Asn 添加系で品析した結晶は，

純粋系で品析した結品とはモルフォ口ジーが異なった． そこで， テーラーメー

ド添加物としてレAsn存在下におけるしAspの結晶成長挙動について研究を行う

こととした. L-AsnはL-Aspと同様の分子構造を有するため（Figure5-1）， アミ

ノ韓基（N民＋－CH-COO-） を介してレAspの上に吸着することができる． 本章で

は，品癖を制御するために，レAsnがL-Asp結品成長に及ぼす速度論的作用メカ

ニズム， 即ち，レAspの結晶成長速度に及ぼすレAsnの顕選択的効果について研

究を行った．
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Figure 5-1. Molecular structures. (a）レAsp and (b）し－Asn.
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5.2. 理論と実験

5.2.1. 添加物存在下における結晶成長速度理論

KubotaとMullin は，添加物存在下における結晶の師成長速度（G）を式（5心

で表した9).

!}_=1－αen円
Go �可

(5同1)

ここで，Go は純粋系における面成長速度，αは添加物有効係 数， 8eqは添加物

が占有している結品 表面上の吸着活性点被覆率の平衡値である． 式（5-1）によ

れば，α＞1のときは， 添加物の吸着量が少なくても結晶 成長速度は十分低下す

る． 対して，α＜1のときは， 添加物の吸着量が最大（ 8eq= 1）の場合でも結晶

成長速度は低下す るものの停止はしない． 式（5”1） は，α8eq三五1の場合のみ適

用される． α8eq> 1のときは，αBeqの値に関わらず常にGIGo= 0と なる．

そして，αは式（5“2）で表される．

(5悶2)

ここで，y はエッジエネルギー，α は成長単元の 表面積，kはボルツマン定数，

T は成長温度，σ は相対過飽和度，L は吸著活性点間賠である． 従って，αは，

結晶の特性（ y及び α）， 結晶 成長の環境（T及びσ），そして結晶と 添加物聞の

相互作用 （L）によって決まる． また， Beqは， 式（5-3）で表されるLangmuirの

吸着等調式により添加物濃度 （c）と関係づけら れる．

(5-3) 

ここで，K はLangmuir定数である． 従って， 式（5」） は， 式（5-4）のよう

に 表すことができる （Kubota”Mullin model). 

G 
1

αKc 

G0 l+Kc 
(5”4) 

本研究では，レAsp結品のG及びGo を測定し，GIGoとテーラーメード添加物

であるレAsnのcとの関係を式（5-4）にブイツティングし， さらに L-Asp結晶

成長速度に対するレAsnのKを決定し，L-Asp結品への レAsnの吸着力について

検討した
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5.2.2. 原料， 試薬， 溶媒

実験に使用した原料， 試薬， 溶媒を以下に示す．

L-Asp ：和光純薬工業株式会社， ミ99.0%

L-Asn·H20：和光純薬工業株式会社， ミ99.0%

かヘキサン：関東化学株式会社， ＞96.0%

塩酸：関東化学株式会社， 35.0-37.0 % 

5.2.3. L-Asp結晶成長速度の測定
L-Asp結晶は結晶多形を有し， α形とP形の存在が知られている． α形は単斜

晶系（空間群P21) 10), II), 12), 13)' �形は斜方晶系（空間群P212121）に属している
14) . これらの結晶の外観は，α形は板状結晶，p形は柱状結晶を呈している15) . 

結晶成長速度の測定実験では，L-Aspα形結晶を種晶として使用した. Figure 5-2 

は，L-Aspα形結晶の光学顕微鏡写真及び軸方向を示す.L-Aspα形結晶は， a軸

に対して垂直に最も大きな板状面を持つ板状結晶で，c 軸方向には尖ったエッジ

が見られる． 結晶の方位（面指数）は薄膜X線回折装置を使用して決定した．

しc-axis

[ c-axis 

(a) 、‘，ノLU
 
fEt
 

Figure 5-2. Crystal of L-Asp i n  t he αform . (a) Axis direc tions and (b) optical 
micro graphs. 

L-Asp種晶は以下の手順で作製した. 500 mLのガラス製ビーカーにL-Asp(2.54
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g）と蒸留水（300mL )を加え， 溶媒の蒸発を防ぐために蓋をした． そして， 45℃

に保持した恒温槽で撹持し試料を完全に溶解させて， 40℃飽和相当の レAsp 水

溶液を作製した． この 溶液を品析皿に移し， 5°Clhで20℃まで冷却した． 溶液を

20℃で 2-4日静置し，trr出した結晶の中から形が良い結晶をピンセットで採取

して種品とした．

レAsp結晶成長速度（ 静置系） は， 報i方向毎に 以下の手順で測定した. 35℃で

の レAsp 飽和水溶液 ， 溶媒の蒸発を防ぐためのかヘキサン， そしてスライドガ

ラスに固定したL-Asp種品をジャケット付品析槽に入れ， 溶液が25℃で安定し

たところで添加物無添加系（ 純粋系）での 1 回目の結品成長速度（Go）を測定

した． 測定時聞は 120-180分とし， 結晶成長の観察には光学顕微鏡（VM200)

を用いた． 純粋系における測定終了後， レAsn (O, 3ラ5, 7, 10 mol %）を含む35°C

でのレAsp飽和水溶液に入れ替え，向ーの種品についてし－Asn添加系で2回目の

結晶成長速度（G）をl回目と向様の操作で測定した． 持られた結品について，

各成長面の成長部分（用いた種品部分は含まない）を削り取り， レAsnの含有率

を測定した． ま た ， 得られた結晶の構造はPXRDで確認した．

レAsp結晶成長速度（ 撹持系） は， 以下の手）II震で測定した． 撹枠翼， 温度計を

装着した 500mLのジャケット付品析槽に ， L-Asn (0, 1, 3ラ5ラ7ラ10mol %）を含

む35°CでのレAsp飽和水溶液（300mU，同様の形状のレAsp種品20個を加え，

25°Cで 2時間撹持した． 成長した全 ての種品をピンセットで採取し， 各軸方向

の結晶成長速度（G）を測定し， 平均備を採用した． 得られた代表的な結晶につ

いて， 各成長闘の成長部分（用いた種品部分は含まない）を削り取り， レAsp純

度を測定した．

5.2.4. pH測定及びpH縦御下におけるL-Asp結晶形状の観察

レAsn存在下におけるL-Asp 水溶液のpH は以下の手！！慎で測定した. 100 mLの

ガラス製ビーカーにレAsp (0.356 g), L-Asn (0, 3, 7, 10 mol%）， 及び蒸留水 50mL

を加え， 溶媒の蒸発を防ぐために蓋をした． そして， 40℃に保持した程温槽で

撹搾し試料を完全に溶解させて，35℃飽和相当のL-Asp純粋系水溶液及び、L-Asn

添加系水溶液のpHを測定した （pHメーター：D”51， 株式会社堀場製作所）．

pH調整前の結品形状 は以下のように観察した. 500 mLのガラス製ビーカーに

レAsp (2.14 g), L-Asn (0, 3, 7 mol %）， 及び蒸留水 （300mUを加え， 溶媒の

蒸発を防ぐために蓋をした． そして， 40℃に保持した樫温措で撹搾し試料を完

全に溶解させて， 35℃飽和相当のL-Asp 水溶液を作製した． この 溶液を晶析血

に移し， 5℃／hで20℃まで冷却した． 溶液を 一晩静置した後， レAsp (1 mg）を

添加し， さらに一晩20℃で静置し， 析出した結品の中からが形が良い結晶をピ

ンセットで採取して光学顕微鏡（BX51）で観察した．
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pH調整後の結品形状は以下のように観祭した. 500 mLのガラス製ビーカーに

pH 1.95における35℃飽和相当の しAsp (3.34 g), L-Asn (Oラ3, 7 mol %）， 及び蒸

留水（300mL)を加え， 溶媒の蒸発を防ぐために蓋をした. 35℃に保持した恒

温槽で 3時間撹砕し，この 溶液に1mol/L HCIを滴下してpH1.95に調整し， 40℃

に保持した恒温糟で撹枠し試料を完全に溶解させた. pH調整前の結晶作製法と

同様の操作で結品を析出させ， 析出した結品の中からが形が良い結品をピンセ

ットで採取して光学顕微鏡（BX51）で 観察した． さらに， pH調整後に生成した

結晶 は ， PXRDにてしAsp塩畿権形成有無の確認を 行った．

5.2.3. 分析装置及び条件

(1）レAsp結晶方位の決定

L-Asp結品方位の決定 は薄膜X線回折装置を用いて行った．装置及び条件を以

下に示す．

装置： 試料水平型多目的X線屈折装置Ultima IV （株式会社リガク）

線源：CuKα

電圧：50kV

電流：300mA

(2）レAspの各成長面のレAsn含有率， 及びL-Asp純度

レAspの各成長酉のL-Asn含有率， 及びレAsp純度 は 日立高速アミノ酸分析計

を用いて測定した． 装置及び条件を以下に示す．

: L-8900 （株式会社日立ハイテクノロジーズ）

樹脂：日立カスタムイオン交換樹脂

: 0.10 mL/min 

試料注入量：20 µL 

設定温度：35℃

波長：570 nm, 440 nm 

(3) L-Asp結品の構造確認， 及びL-Asp塩酸塩形成の確認

L-Asp結晶の構造確認，及びL-Asp塩酸塩形成の確認はPXRDを用いて行った．

装置及び条件を以下に示す．

装置：R割下2200X“RayDiffi actometer （株式会社リガク）

線源：CuKα

電圧：40kV

電流：20mA

スキャンスゼード：2°/min

測定範囲：28 = 2-40° 
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5.3. 結果と考察

5.3.1. L-Asp結晶の各軸方向への結晶成長速度（静置系）
16) 

Figure 5-3に， 一例として， 3mol %レAsn存在下における各軸方向へのレAsp

結晶成長量の経時変化を示す．レAsp結晶成長量は経時的に直線的に増加したた

め， レAsp結晶成長速度は直線の傾きから求めた． ここで， 上述したように， Go

は純粋系での1閉店の結晶成長速度であり，GはレAsn添加系での2回目の結品

成長速度である. L-Asp結晶成長速度は， 使用するレAsp種品によって異なった

ため，L-Asp種結品の違いによる影響を排除しし－Asnの効果を定量的に議論する

ためにレAsp結品成長速度の比（GIGo）について検討した．
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異なったL-Asn濃度（0, 3, 5, 7, 10 mol %）におけるGIGoも同様に測定した．

Figure 5-4 には， L-Asn濃度（c, L-Aspに対するL-Asnのモル比）とGIGoの関係

を示す．

a
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C

 

＋
・

＋

T圃i
T－T

 

T－i
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ヤ］ 。む＼。
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Figure 5-4. Relationship between the L-Asn concentration (c) and L-Asp crystal growth 

rate ratio (G/G0). The L-Asn concentration is expressed as the mole ratio of L-Asn to 

L-Asp. The mean values and eηor bars of five times measurements are shown. 

a軸方向については， GIGaがlに近似したため， L-AsnによるL-Asp結晶成長

速度への影響が小さいことがわかった．

b軸方向については， c = 3, 5 mol %のときGIGaはlより大きくなったため

L-Asp結晶成長速度が増加し， c= 7 mol %のときGIGoは lより小さくなったた

めL-Asp結晶成長速度が減少した． 興味深いことに， c = 10 mol %のときL-Asp

結晶のb軸方向について結晶面の溶解が観察された．

c軸方向については， L-Asn濃度の 増加に伴い， L-Asp 結晶成長速度が減少し

た． そして， c軸方向へのL-Asp 結晶成長速度の実験結果は， 式 （5-4）で示し

たLangmuirの吸着等温式にフィットし，相関係数0.995となった．従って，L-Asn
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がL-Asp結晶の c軸方向に及ぼす影響は，Langmuirの吸着モデルを適用できる

と考えられる． このときのLangmuir定数（K）は 1.61， 添加物有効係数（α）は

0.979となった.Kは吸着過程の速度定数んと脱着過程の速度定数んの比（k0/kd)

である． 即ち， L-AsnはL-Asp結晶に対して脱着よりも吸着が優先的に起こって

いることが示唆された．

なお， Kubota-Mullin model に従い， 高過飽和度においては結晶成長速度に及

ぼす不純物の影響は低下すると考えられる．

5.3.2. L-AsnがL-Asp 結 晶成長に及ぼす作用メカニズム

L-Asp α形結晶はFigure 5-2に示すように板状結晶を呈するため， 本実験にお

ける a軸方向への結晶成長速度はFigure 5-3に示すように最も小さいと考えられ

る．側鎖のコンフォメーションに応じてL-Asp分子がL-Asn分子に置換した場合
( CH2-COOH vs CH2CONH2) , b軸又は c軸の何れかに沿ってテラス及びレッジ

が影響を受ける．
Figure 5-5 （吋に， b軸に沿ったL-Asp結晶の充填配列I0）を示す.Figure 5-5 (b) 

(c）には， b軸及びc軸のステップとして 020及び001のスライス図をそれぞれ

示す.L-Asp分子は， アミノ基とカルボキシル基のNH-··O 水素結合を形成し，b
軸方向への結晶成長に関与する．

Figure 5-5. L-Asp crystal structure.10l (a) The packing a口組gement in a perspective 

view along the b・·axis, (b) the view of the 020 slice as step of b-axis, and ( c) the view of 

the 001 slice as step of c-axis are shown. 

L-Asp分子構造に類似するL-Asnは，b軸方向においてL-Asnのco基とL-Asp

のNH基の水素結合，又はE軸方向においてL-AsnのNH基とL-Aspのco基の

水素結合を形成し，L-Asp結晶に吸着する.b軸方向文は5軸方向からL-Asnが吸
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着した場合， NH2は結晶の内部方向を向く． そのため， L-Asp分子は阻害されず

に吸着することができ 吸着したL-Asn分子は結晶内に取り込まれてしまう．

このように， L-AsnはL-Aspの結晶表面に吸着することができ， OH基がb軸

方向への L-Asp 結晶成長に関与しないため， 結晶内に取り込まれる． つまり，

L-Asn (c = 3, 5 mol %）の添加により見かけ上の過飽和度が増加し ， その結果b

軸方向へのL-Asp結晶成長速度が増加したと考えられる． しかしながら， L-Asn

濃度が増加すると（c = 7 mol %) , L-AspとしAsnの立体配座に違いによりパッ

キングがひずみ， 結晶成長が抑制されたと考えられる． さ らに，L-Asn濃度が最

高のときCc= 10 mol %）， 結晶表面近傍ではL-Asn濃度の 増大により， バルク溶

液と比較してL-Asp濃度が低下し， その結果，L-Asp結晶は固液平衡を保つため

に溶解したと考えられる．

Figure 5-6に，L-Asp結晶の成長部分におけるL-Asn含有率を示す. a軸方向と

b軸方向の区別が難しかったため c軸及びa+b軸方向の成長部分について測定

した． その結果，L-AsnはL-Asp結晶に取り込まれており， 取り込み量は結晶成

長速度比（Figure 5-4）と相関性があることが示唆された．
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Figure 5-6. Content of L-Asn in the grown part of the L-Asp crystal. (a) Axis directions 

and measured part of the crystal, and (b) relationship between the L-Asn concentration 

(c) and L-Asn content (wt%) incorporated into the L-Asp crystal. The L-Asn 

concentration is expressed as the mole ratio of L-Asn to L-Asp. The theoretical value of 

L-Asn is expressed as the weight ratio of the added amount of L-Asn to the sum of the 

theoretically crystallized amount of L-Asp and added amount of L-Asn. 
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また， レAsn (3, 5ラ7 mol %）存在下で得られた結品のPXRDパターンはL-Asp

と同様の回折パターンを示した （Figure 5-7) . 言い換えると， 得られた結晶には

レAsnが含まれるにも関わらず， レAsnの回折ピークは認められなかった． これ

らのPXRDデータは，L”Asp結品格子の一部がL“Asnに置換したことを示唆した．

｛ ・
コ ・

卒
、。一
お
き
さ

Fi思ire 5-7. PXRD patterns of the obtained crystals in the presence ofレAsn(3, 5, 7 

mol % )  and L-Asp (theoretical value). 

c軸方向においては， COOHとひoc のOH·.. O 水素結合， 又はcoo揃と NH3+

の0-·・日水素結合の形成が， 結晶成長に関与する． むAsnは， L-Asnのco 基と

L-AspのOH基又はNH基の水素結合を形成することで，L四Asp結品に吸着する．

L-Asnが吸着した場合， NH2が結品表面に現れ， L-Asp分子の吸着を臨書するこ

とでピン留めが起こり， c軸方向への成長が抑制されたと考えられる．

5ふ3. L-Asp結品の各軸方向への結晶成長速度（撹枠系）

上記実験と同条件において，撹持系，即ち沼分品析でレAsp結晶成長速度（G)

を測定した． 結果をFigure 5-8に求す. b軸方向については， c = 1, 3, 5 mol %の

とき添加物無添加系に比べてL-Asp結晶成長速度は増加し， c = 7, 10 mol %のと
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きは減少した. c 軸方向については， L-Asn濃度の増加に伴い，L-Asp結晶成長

速度が減少した． よって， 静置系での結晶成長と同様の挙動を示し， 回分晶析

においてもL-Asnの効果は面選択的に作用することがわかった．
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Figure 5-8. Relationship between the L-Asn concentration (c) and L-Asp crystal growth 

rate (G) under agitation. The L-Asn concentration is expressed as the mole ratio of 

L-Asn to L-Asp. 

また， Figure 5-9に示すように， 各成長面の成長部分のL-Asp純度はL-Asn濃

度の増加に伴い低下した． 即ち，L-Asnが成長面に取り込まれていることが示唆

された． なお， a軸とb軸は区別が難しかったため， 両方を含めた純度を測定し

た
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Figure 5-9. (a) Axis directions and measured faces. (b) Relationship between the L-Asn 

concentration (c) and L-Asp purity(%) of grown faces. The L-Asn concentration is 

expressed as the mole ratio of L-Asn to L-Asp. 

5.3.4. pH制御下におけるL-Asp結晶成長へのL-Asnの影響16)

アミノ酸は両性分子構造を有するため， 解離又は溶解性は pH に依存する． そ

こで本節では， pHの影響について議論する．本研究で採用した濃度範囲のL-Asn

(0-10 mol %）を含むL-Asp水溶液のpHを測定した結果， pH2.89-2.91とほぼ

一定であった． 従って， 本研究の成長速度の変化は， L-Asn効果 のみを考慮すれ

ばよいと考えられる．

次に，pH制御下 におけるL-Asp結晶成長へのL-Asnの影響について議論する．

Figure 5-10には， L-Asp及びL-Asnの解離状態を示す ．酸性アミノ酸であるL-Asp

は，酸性条件下ではカチオンAで存在し，塩基性になるにつれて双性イオンB,

一価のアニオンC， そして二価のアニオンDに変化する． 中性アミノ酸である

L-Asnは，酸性条件下ではカチオンAで存在し， 塩基性になるにつれて双性イオ

ンB， 一価のアニオンEに変化する．
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Figure 5」0. Dissociation states. (a) L-Asp and (b）レAsn.

Table 5幽l に， レAsp及びレAsnの援解離定数（pKa）， 等竜点（pl) ， 並びにpH

2.90及び、pH 1.95における各イオンの存在率を示す．本研究の実験条件はpH 2.90 

であったため ， ほぼレAspの 等電点付である． 一方， レAsnは等龍点がpH 5.41 

であるため ，双性イオンの存在家が低下していることが考えられたが， 酸離定

数を用いて pH 2.90 における各イオンの存在率を求めたところ，双性イオン
(Figure 5-10 (b), B）はレAsnの主成分であり， その存在比事は88.4%であるこ

とがわかった（Table 子1). L-Aspα形結晶は， レAsp双性イオンが水素結合を形

成し ， 3次元構造をとっている12）＿ よってレAsp結晶成長に関与するのはレAsp

双性イオンと考えられ ，レAsp結晶成長抑髄に関与するのは同様にレAsn双性イ

オンと考えられる． レAspの結晶成長及ぼす レAsp及びレAsnの解離状態の影響

を確認するために， レAsp双’性イオン（Figure 5-10 (a), B），及びレAsnカチオン
(Figure 5-10 (b）ラA）がそれぞれ主成分となるように溶液の pHを 1.95に調整し
(Table 5-1），結晶形状の比較実験を行った．

Tableι1. Isoelectric point (pl), acid dissociation constant (pKa), and presence ratio of 

individual ions ofレAsp and レAsn at pH 2.90 and 1.95. 

Acid pKl 

dissociation pK2 
constant (pKa) pK3 

Isoelectric point (pl) 

A 

Presence ratio B 

of individual c 

ion[%] D 

E 

p註2.90

7.50 

78.5 

14.0 

0.00 

L-Asp L-A 

1.88 2.02 

3.65 8.80 

9.60 

2.77 5.41 

pH 1.95 pH 2.90 pH 1.95 

45.5 11.6 53.9 

53.4 88.4 45.9 

1.07 

0.00 時

0.00 0.00 
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Figure 5-1 1に， pH2.90 (pH調整前 ） 及び pH 1.95 (pH調整後）, L-Asn存在下

(c = 0, 3, 7 mol %）において得られたL-Asp結晶の光学顕微鏡写真を示す. pH 

1.95において， L-Asn無添加系， 及びL-Asn3 mol %存在下で得られたL-Aspの

結晶形状は同様であった． これは， pH 1.95に調整したとき， L-Asn双性イオン

(Figure 5-10 (b), B）の存在率が約半分に減少したためと考えられる（Table5・1) . 

対照的に， L-Asn3 mol %存在下で得られたL-Aspの結晶形状は， pH調整前後で

明らかに変化が認められた． また， pH1.95 で得られたL-Asp結晶のPXRDパタ

ーンは， pH2.90 で得られたパターンと同じであり， 塩酸塩は形成していないこ

とが示された （Figure5-12). pH 1.95において， L-Asn7 mol %存在下で得られた

L-Aspの結晶形状は，L-Asn無添加系及び3 mol% L-Asn存在下で得られた結晶か

ら変化が認められた． これは，L-Asn濃度の増加に伴い，L-Asn双性イオン（Figure

5-10 (b), B） が増加したためであると考えられる． これらの結果は， 結晶化成 分

(L-Asp双性イオン） と分子構造が類似するL-Asn双性イオンが， レAsp結晶成

長抑制に関与していることを示唆した． 従って， 結晶表面への添加物の吸着は，

分子構造の類似性により生じると考えられる．

No additive 3 mo!% L-Asn 7mol%レAsn

pH 2.90 

pH 1.95 
a・

-J.ーーζ＝・－ー

句ー・圃・・・・・・園田四国・

Figure 5-11. Optical micro graphs of L-Asp crystals grown in the presence of L-Asn. The 

crystals were grown at c = 0, 3, or 7 mol % at pH 2.90 (before pH adjustment) and pH 

1.95 (after pH adjustment). 
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Figure 5・12. PXRD patterns of L-Asp crystals grown in the presence of L-Asn. The 

crystals were grown at c = 0, 3, or 7 mol % at pH 2.90 (before pH adjustment) and pH 

1.95 (after pH adjustment). 
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5.4. まとめ

レAsnがレAsp結晶成長に及ぼす速度論的作用メカニズム， 即ち， L”Aspの結

品成長速度に及ぼすレAsnの面選択的効果について研究を行った. a軸方向にお

いては， レAsp結品成長に及ぼすレAsnの影響は小さかった. b軸方向において

は， 3, 5 mol % L-Asn存在下ではレAsp結品成長速度が増加， 7 mol % L-Asn存在

下ではレAsp結晶成長速度が低下し， そして10 mol % レAsn存在下ではL-Asp

結晶のb軸面の溶解が観測された. c軸方向においては， レAsp結晶成長速度は

L-Asn添加量の増量に伴い鉱下した． そして， c軸方向へのレAsp結晶成長速度

の実験結果は， Langmuirの吸着等温式にフィットした． 興味深いことに， 成長

結晶と類似構造を持つ添加物存在下において， 結晶成長を促進及び抑制， そし

て抑制及び結晶面溶解が共存する条件があることがわかった． さらに，レAsp結

晶成長方向による L-Asn の多様な効果について分子構造に基づき考察し， 各軸

方向における異なる水素結合ネットワークが結品価成長速度に影響を及ぼすと

考えた．

さらに， 撹枠系， 即ち自分品析においても静置系での結晶成長と同様の挙動

を示した． よって， 国分品析においてもレAsn の効果は面選択的に作用するこ

とがわかった．

pH制御下（pH1.95）において， 3 mol %レAsn存在下ではしAsp結晶形状に

及ぼす影響は認められなかったが， 7 mol %レAsn存在下では結晶形状に変色が

認められた． これらの結果は， 結晶表面への添加物の吸着が分子構造の類似性

により生じることを示唆した．
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第6章

総括

108 



原薬の固体状態の特性 （ 品癖， 粒子径， 結晶多形等 ）は， 製剤化， 安定性，

バイオアベイラピリティ等に影響を及ぼすため， 民薬品製造においては非常に

重要であり， それらは通常原薬の品析工程で決まる． また， 原薬製造工程にお

いて， 品析操作のトラブルは多く， また品析に起因するろ過や乾燥のトラブル

も多い． 従って， 結晶を設計し品析をコント口一ルすることは， 原薬製造にお

いて極めて重要な課題である． 本研究では，法薬品涼薬製造への応用を毘指し，

Orantinib諒薬及びAspを用いて， 品析現象と操作に関する検討を行った．

第2章では， Orantinib 原薬を清いて， 残留溶媒量及び粒子径分布コントロー

んを両立する品析プ口セスのDoEによる最適化を検討した. Orantinib原薬の品

析方法は酸塩基反応による中和品析であるため粒子径分布のコント口一ルは一

般的に難しく， また残留溶媒は化合物の性質によって様々であるため一般的な

理論に当てはめることが難しいと考えられた． 本研究では，DoE を使用して全

36実験で，Orantinib原薬品析のプロセスパラメータのスクリーニング，最適化，

及び、検証実験を行い， 粒子径分布及び残留IPA量のコント口一ルを両立できる

プロセスを見出した．

第3章では，L-Asp晶析における不純物 （L－， 又はD-Asn）の影響について検

討した． その結果，レAsn存在下では添加物無添加系又はかAsn存在下に比べて

顕著な核発生の遅れがFBRMで観測され， 得られた製品結品形状にも変化が認

められた． さらに，製品結晶の分析結果からレAsnはレAsp結品格子に取り込ま

れ回j容体を形成していることが示された． 従って，L-Asp 品析において，レAsn

がキラ1）ティー特異的な効果を示し， テーラーメード添加物として作用するこ

とがわかった．

第4章では， 第3章の結果を応罵し， テ一ラ一メ一ド添力日物としてL-Asn （又

はD幽Asn）存在下におけるDL-

セミ化合f物結品格子を構成するL凶Asp（又はD悶Asp）の一部がL“Asn（又はD悶Asn)

に置換した間j容イ本を形成させ， 遊離したレAsp （又はかAsp）をろ液から品析さ

せた． 得られた結晶は，L-Asp （又はD-Asp）とレAsn （又はD-Asn）の田溶体，

及びDレAspとレAsn （又はD叩Asn）の回溶体との混合物であったが， 本研究に

おいて考案する新しい方法でラセミ化合物の光学分割が可能であると考えられ

た．

第5章では， 第3章の結果を基礎的に研究し， 速度論的作用メカニズム， 即

ち，L-Aspの結晶成長速度に及ぼすL-Asn の部選択的効果について検討した. a 

軸方向においてはレAsnの影響は小さく，b軸方向においてはしAsn濃度によっ

てレAsp結晶成長を促進， 抑制， また結品面が溶解する現象が認められた. c軸

方向においては，L-Asp結晶成長速度はL-Asn添加量の増量に伴い低下し， 実験

結果はLangmuirの吸着等温式にフィットした． また， 結晶表弱への添加物の吸
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着は， 分子構造の類似性により生じることが示唆された． さらに， 撹狩系， 郎

ち田分品析においても静置系での結品成長と同様の挙動を示し，レAsnの効果は

両選択的に作用することがわかった．

以上のように， 様々な角度から品析現象と操作を研究した． 第2章ではDOE

を使用して品析のフ口セスパラメータをシステマティックに検討し目的とする

品質の原薬が得られるフロセスを開発した． 第3章及び第4章では品析におけ

る不純物の影響を検討し， 不純物が引き起こす核発生の遅れをFBRMで観察し

た． 第5章では結品成長に及ぼす不純物の影響を速度論的に検討した． これら

の技術を組み合わせることで， 所望の結晶を設計し， 品析をコント口一ルでき

るようになると期待される． そして， これらの技術を医薬品の原薬製造プロセ

ス開発へ応用し， 工業イとを考産して高品質の原薬が安定して得られる頑健な製

法の確立に活かすことができると考える．
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