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(57)【要約】
【課題】　γ－ポリグルタミン酸のγ線照射により得られる架橋γ－ポリグルタミン酸に
ついて、その架橋構造の解析方法の提供。
【解決手段】　解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸を加水分解して得られる２－ケトグ
ルタル酸量とグルタミン酸量の比率を求め、
　一方、解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸中の一本鎖γ－ポリグルタミン酸のＮ末端
に存在するグルタミン酸量を求め、架橋γ－ポリグルタミン酸中のグルタミン酸量をＮ末
端グルタミン酸量で除することにより架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリ
グルタミン酸中のグルタミン酸ユニット数を求め、
　得られたグルタミン酸ユニット数と、２－ケトグルタル酸及びグルタミン酸の比率より
架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリグルタミン酸当たりの２－ケトグルタ
ル酸の存在数を求め、さらに、
　得られた２－ケトグルタル酸の存在数から架橋構造を解析する方法。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　γ－ポリグルタミン酸をγ線照射することにより製造された架橋γ－ポリグルタミン酸
の架橋構造を解析する方法において、
　解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸を加水分解して得られる２－ケトグルタル酸量と
グルタミン酸量の比率を求め、
　一方、解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸中の一本鎖γ－ポリグルタミン酸のＮ末端
に存在するグルタミン酸量を求め、架橋γ－ポリグルタミン酸中のグルタミン酸量をＮ末
端グルタミン酸量で除することにより架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリ
グルタミン酸中のグルタミン酸ユニット数を求め、
　得られたグルタミン酸ユニット数と、２－ケトグルタル酸及びグルタミン酸の比率より
架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリグルタミン酸当たりの２－ケトグルタ
ル酸の存在数を求め、さらに、
　得られた２－ケトグルタル酸の存在数から架橋構造を解析する、
ことを特徴とする架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造を解析する方法。
【請求項２】
　加水分解により生成した２－ケトグルタル酸の生成量を、フェニレンジアミン誘導体と
の反応生成物の定量で行う請求項１に記載の架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造を解析
する方法。
【請求項３】
　架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリグルタミン酸のＮ末端のグルタミン
酸量を、架橋γ－ポリグルタミン酸を２，４－ジニトロフルオロベンゼンと反応させて得
られる架橋γ－ポリグルタミン酸の２，４－ジニトロベンゼン誘導体中の２，４－ジニト
ロベンゼンユニットの定量で行うことを特徴とする請求項１に記載の架橋γ－ポリグルタ
ミン酸の架橋構造を解析する方法。
【請求項４】
　架橋γ－ポリグルタミン酸の加水分解を酸により行うことを特徴とする請求項１に記載
の架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造を解析する方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造の解析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　γ－ポリグルタミン酸（以下、γ－ＰＧＡと記す場合もある）は、納豆菌などが産生す
る納豆粘質物質の一成分として知られており、生分解性を有するゲル化物質であり、近年
にあっては、これを新しい素材として利用した各種機能性製品の開発が種々検討されてき
ている。
　この生分解性を有するγ－ＰＧＡは、架橋することにより、より吸水性の高い樹脂、い
わゆるヒドロゲルに加工することができることから、γ－ＰＧＡについて様々な化学反応
による架橋反応が行われ、報告されている。
　すなわち、γ－ＰＧＡを架橋剤により架橋させて得られた架橋γ－ポリグルタミン酸（
以下、架橋γ－ＰＧＡと記す場合もある）は、より優れたゲル化能を示し、保水性に優れ
たものであることから、化粧品等の材料、あるいは水質浄化剤として架橋γ－ＰＧＡのヒ
ドロゲルの利用が注目され、その製造方法が提供されている。
【０００３】
　例えば、特許文献１には、ポリアミンを架橋剤として用いた架橋γ－ＰＧＡ、及びその
製造方法が記載されている。また、特許文献２には、ポリグシリジルエーテルを架橋剤と
して用いたγ－ポリグルタミン酸ヒドロゲルの製造方法が記載されている。
　さらに、非特許文献１には、縮合剤として水溶性カルボジイミド（ＷＳＣ）［１－エチ
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ル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド　塩酸塩］を用い、γ－ＰＧ
Ａをポリアミンで架橋する方法が開示されている。
【０００４】
　これらの方法により提供される架橋γ－ＰＧＡは、いずれも各種架橋剤を用いて架橋さ
せて得られた架橋γ－ＰＧＡであり、ある程度の保湿性を有するものであるが、使用する
架橋剤の種類によっては、得られた架橋γ－ＰＧＡが分解しやすいものであったり、ゲル
の膨潤度が低く、ヒドロゲルとして使用する際の保湿性が劣るものであったりする欠点が
あった。更に、架橋構造形成についての直接的な情報がなく、その根拠は、保湿性の向上
などの状況証拠によるものだけである。また、各種架橋剤を用いた架橋γ－ＰＧＡは、架
橋剤や縮合剤の除去が難しいと考えられるが、いずれもその純度についての記載がない。
【０００５】
　ところで、γ－ポリグルタミン酸をγ線照射することにより、高吸水能を有する架橋γ
－ＰＧＡ（すなわち、架橋γ－ＰＧＡヒドロゲル）を製造する方法が報告されている（非
特許文献２）。このγ線照射によるγ－ＰＧＡの架橋では、γ－ＰＧＡ中のグルタミン酸
のカルボキシル基が他のグルタミン酸のα－位炭素に結合したエステル結合により架橋さ
れているものと推定されるものの、その架橋構造の詳細は明らかになっていない。
【０００６】
　γ線照射により得られる架橋γ－ＰＧＡは、架橋剤を使用しないで架橋されたものであ
ることから、その品質の安全性は架橋剤を用いて架橋させた架橋γ－ＰＧＡに比較して優
れたものである。しかしながら、未だその架橋構造の詳細は解明されておらず、また、照
射条件により架橋γ－ＰＧＡの分子量、その架橋構造、架橋結合の数などが異なることが
考えられ、ヒドロゲルにおける保水性能も異なってくるものといえる。
【０００７】
　したがって、γ線照射により得られる架橋γ－ＰＧＡについて、その架橋結合構造を解
析することは、より保水性能の高い架橋γ－ＰＧＡを製造するための条件を設定する上で
重要なことであり、架橋γ－ＰＧＡについて、架橋構造中の一本鎖γ－ＰＧＡの平均分子
量、その分子量に基づく架橋構造、架橋結合の数の解析方法が求められているのが現状で
ある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開ＷＯ ２００７／０３４７９５号
【特許文献２】特開２００５－１７９５３４号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Appl. Polym. Sci., vol. 65, pp1889-1896 (1997)
【非特許文献２】高分子論文集、50巻10号, 755頁（1993年）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　上記の現状を鑑み、本発明は、γ－ポリグルタミン酸のγ線照射により得られる架橋γ
－ポリグルタミン酸について、その架橋構造の詳細を解析する方法を提供することを課題
とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　かかる課題を解決するための本発明は、その基本的態様は、以下の構成からなる。
（１）γ－ポリグルタミン酸をγ線照射することにより製造された架橋γ－ポリグルタミ
ン酸の架橋構造を解析する方法において、
　解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸を加水分解して得られる２－ケトグルタル酸量と
グルタミン酸量の比率を求め、
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　一方、解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸中の一本鎖γ－ポリグルタミン酸のＮ末端
に存在するグルタミン酸量を求め、架橋γ－ポリグルタミン酸中のグルタミン酸量をＮ末
端グルタミン酸量で除することにより架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリ
グルタミン酸中のグルタミン酸ユニット数を求め、
　得られたグルタミン酸ユニット数と、２－ケトグルタル酸及びグルタミン酸の比率より
架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリグルタミン酸当たりの２－ケトグルタ
ル酸の存在数を求め、さらに、
　得られた２－ケトグルタル酸の存在数から架橋構造を解析する、
ことを特徴とする架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造を解析する方法。
【００１２】
　より具体的には、本発明は、以下の各構成から成る。
（２）加水分解により生成した２－ケトグルタル酸の生成量を、フェニレンジアミン誘導
体との反応生成物の定量で行う上記（１）に記載の架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造
を解析する方法、
（３）架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリグルタミン酸のＮ末端のグルタ
ミン酸量を、架橋γ－ポリグルタミン酸を２，４－ジニトロフルオロベンゼンと反応させ
て得られる架橋γ－ポリグルタミン酸の２，４－ジニトロベンゼン誘導体中の２，４－ジ
ニトロベンゼンユニットの定量で行うことを特徴とする上記（１）に記載の架橋γ－ポリ
グルタミン酸の架橋構造を解析する方法、
（４）架橋γ－ポリグルタミン酸の加水分解を酸により行うことを特徴とする上記（１）
に記載の架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造を解析する方法、
である。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明により、これまでその架橋構造の詳細が判明していないγ－ＰＧＡのγ線照射に
より製造される架橋γ－ＰＧＡについて、その分子量に基づく架橋構造の詳細、架橋結合
の数等を解析することができる。
　γ－ＰＧＡのγ線照射により得られた架橋γ－ＰＧＡは、その特異的架橋構造を有する
が故に保水性に優れたものであるが、その照射条件により得られる架橋γ－ＰＧＡの分子
量、架橋結合数は種々異なっており、その保水性能も異なるものである。
　したがって、本発明が提供する解析方法により解析されるγ線照射により得られた架橋
γ－ＰＧＡの構造解析することによりその物性を解明し、より保水性能を有する架橋γ－
ＰＧＡを製造する条件を設定することが可能となる。
【００１４】
　また、より保水性能に優れた架橋γ－ＰＧＡを選択的に製造することが可能となること
から、機能性に優れた化粧品材料等を提供できる利点を有している。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明者らは、γ線照射により得られた架橋γ－ＰＧＡは、架橋剤を用いて製造された
架橋γ－ＰＧＡとは異なり、γ－ポリグルタミン酸以外に、他の成分が混在しているもの
ではない点に注目した。また、γ線照射による架橋は、架橋剤を用いた架橋反応と異なり
、γ線照射により活性化されたラジカルによる架橋反応であると推定された。
　したがって、得られた架橋γ－ＰＧＡを加水分解した場合には、加水分解物の殆どはγ
－ＰＧＡを構成するグルタミン酸であるが、存在する架橋部分における加水分解物は、グ
ルタミン酸と２－ケトグルタル酸であると推定された。
【００１６】
　かかる推定に立脚し、γ線照射により得られた架橋γ－ＰＧＡを加水分解して、架橋構
造数に応じて生成するであろう２－ケトグルタル酸を同定、定量することができれば、こ
れにより、架橋構造数を解析する場合の一つの情報を得ることができる。
　そして、かかる情報を得た上で、架橋γ－ＰＧＡ中のchain 数、すなわちグルタミン酸
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Ａの構造の解析が可能となる。
【００１７】
　本発明は、基本的にはかかる考え方に基づく架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造の解
析方法を提供するものであり、その実際の検討を、実施例に代えて以下に説明することに
より、本発明を詳細に説明する。
【００１８】
Ｉ：γ線照射により架橋されて得られた架橋γ－ＰＧＡの架橋構造の推定
　前記したように、γ線照射により得られた架橋γ－ＰＧＡは、架橋剤を用いて製造され
た架橋γ－ＰＧＡとは異なり、γ－ポリグルタミン酸以外に、他の成分が混在しているも
のではない特徴点を有している。
【００１９】
　したがって、γ線照射によって架橋された架橋γ－ＰＧＡにおける架橋構造は、下式反
応式：
【００２０】
【化１】

【００２１】
に示すように、γ線照射により活性化されたカルボキシル基のオキシラジカル（ＡＯ・）
がγ－ＰＧＡのα位プロトンを引き抜き、新たに生成した炭素ラジカル（ＡＣ・）と別の
カルボキシラジカル（ＡＯ・）が結合することにより形成されていると推定される。
【００２２】
　上記した架橋構造が形成された場合には、架橋構造部分の加水分解反応では、下記化学
式：
【００２３】
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【化２】

【００２４】
に示すように、その加水分解物のほとんどはグルタミン酸（３）であるが、一部、架橋構
造に由来する２－ケトグルタル酸（２）を含んでいることが予想される。
【００２５】
ＩＩ：２－ケトグルタル酸の同定
　上記化学式に示すように、架橋γ－ＰＧＡの加水分解生成物のほとんどはグルタミン酸
（３）であり、その加水分解生成物の混合物の中には、架橋構造に由来する２－ケトグル
タル酸（２）が存在していることになるので、かかる２－ケトグルタル酸が存在している
かどうかを同定する試みを、いくつか検討した。
　その結果、混合物のままでは、２－ケトグルタル酸（２）を同定することはできなかっ
た。そこで、２－ケトグルタル酸（２）とグルタミン酸（３）の構造的な違いに着目し、
強酸性イオン交換樹脂を利用した２－ケトグルタル酸（２）の同定を検討した。
　すなわち、架橋された架橋γ－ＰＧＡの加水分解生成物（混合物）を強酸性イオン交換
樹脂に担持させ、水で溶出し、ＬＣ－ＭＳ（液体クロマトグラフィー/質量分析法：Liqui
d Chromatography / Mass Spectrometry）により同定したところ、グルタミン酸（３）は
まったく検出されず、２－ケトグルタル酸（２）のみが検出できることが判明した。
【００２６】
　その一方、架橋されていないγ－ＰＧＡを加水分解して本操作を同様に行い、ＬＣ－Ｍ
Ｓにより同定したところ、グルタミン酸ばかりではなく、２－ケトグルタル酸も検出でき
なかった。
　したがって、架橋された架橋γ－ＰＧＡの加水分解物として検出された２－ケトグルタ
ル酸は、架橋構造にのみ由来した加水分解生成物であることが判明し、この２－ケトグル
タル酸を同定・定量することで架橋γ－ＰＧＡ中の架橋構造の存在を解析することが可能
となる理論が成立した。
【００２７】
　それに先立ち、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡの純度が不明であるため、容易に分子
量等の値を求めることができないので、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡ単位量あたりの
グルタミン酸量を求めた。
　方法は、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡの加水分解生成物より直接グルタミン酸量を
秤量するか、或いは、内部標準物質を用いたＮＭＲによる絶対定量法が考えられるが、簡
便な後者の方法を用い、単位量あたりのグルタミン酸ユニット数を求めた。
【００２８】
ＩＩＩ：γ線照射により架橋された架橋γ－ＰＧＡ中のグルタミン酸ユニット数の同定
　フタル酸水素カリウムを内部標準物質として、ＮＭＲによる絶対定量法により単位量あ
たりのグルタミン酸のユニット数を求めた結果、γ線照射により架橋された架橋γ－ＰＧ
Ａでは、４．９６×１０－３モル／グラムという値が得られ、架橋していないγ－ＰＧＡ
では、５．３３×１０－３モル／グラムという値が得られた。
【００２９】
ＩＶ：２－ケトグルタル酸の定量（架橋構造単位の定量）
　そこで、検出される２－ケトグルタル酸の定量を試みた。
　２－ケトグルタル酸のようなα－ケト酸は、例えば、下記反応式：
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【００３０】
【化３】

【００３１】
に示すように、ｏ－フェニレンジアミン類（４）と反応して蛍光物質（５）に変換される
ことが知られている。
　そこで、種々の濃度の２－ケトグルタル酸（２）をｏ－フェニレンジアミン（４）と反
応させ生成する蛍光物質（５）の検量線を作成し、その検量線を基準として、実サンプル
における２－ケトグルタル酸の存在比を求めることにより、架橋された架橋γ－ＰＧＡの
架橋構造単位の定量をおこなった。
　その結果、２－ケトグルタル酸（２）の割合は、グルタミン酸量との比から０．０２５
％程度であることが判明した。すなわち、２－ケトグルタル酸とグルタミン酸の比がおよ
そ１：４０００であることが判明した。
【００３２】
　この事実は、架橋γ－ＰＧＡにおけるグルタミン酸chain 中、グルタミン酸４０００個
のchain に対し一つの架橋結合が存在する比率となる。
　そうすると、一定量のγ－ＰＧＡに対して、そこに含まれるＰＧＡのchain 数がわかれ
ば、架橋構造を形成したγ－ＰＧＡの構造を明らかにすることが可能になる。
【００３３】
Ｖ：架橋された架橋γ－ＰＧＡのchain 数（架橋を無視した場合のモル数）の同定
　上記したように、一定量のγ－ＰＧＡに対して、そこに含まれるＰＧＡのchain 数がわ
かれば、架橋構造を形成したγ－ＰＧＡの構造を明らかにすることが可能になる。
　そこで、γ－ＰＧＡのchain 数は、γ－ＰＧＡのＮ端アミノ酸の数と一致することを利
用し、アミノ基と特異的な反応をする２，４－ジニトロフルオロベンゼン（1-fluoro-2,4
-dinitrobenzene：ＦＤＮＢ）によりγ－ＰＧＡのＮ末端（Ｎ末端アミノ基）を修飾し、
得られたＤＮＢ－架橋γ－ＰＧＡ中のＤＮＢ量をあらかじめ作成したＤＮＢ－グルタミン
酸の検量線から見積った（下記化学式参照）。
【００３４】
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【化４】

【００３５】
　その結果、使用した架橋γ－ＰＧＡ（１０ｍｇ）中に含まれるγ－ＰＧＡのchain 数（
ＤＮＢ量）は、３．２１×１０－８モルであると見積もられたことから、単位量あたりの
 chain 数は、３．２１×１０－６モル／グラムであると導いた。
　また、参考のためにγ線照射していないγ－ＰＧＡについても単位量あたりのγ－ＰＧ
Ａの chain 数を同様の方法により求め、１．８２×１０－６モル／グラムであると導い
た。
【００３６】
ＶＩ：γ線照射により架橋された架橋γ－ＰＧＡの構造の解析
　上記したＩＶにおける検討の結果、２－ケトグルタル酸とグルタミン酸の比がおよそ１
：４０００となった。また、単位量あたりのグルタミン酸ユニット数を単位量あたりのγ
－ＰＧＡの chain 数で除することにより、γ－ＰＧＡ一本鎖のグルタミン酸のユニット
数は１５５０（＝４．９６×１０－３／３．２１×１０－６）と導き出されたことから、
架橋された架橋γ－ＰＧＡの chain １本あたり０．３９個（＝１５５０／４０００）の
２－ケトグルタル酸が存在していることになり、chain ５本では大体２個の２－ケトグル
タル酸が存在していることになる。
【００３７】
　また、架橋されていないγ－ＰＧＡ一本鎖のグルタミン酸のユニット数は２９２０（＝
５．３３×１０－３／１．８２×１０－６）と算出され、γ線照射によりγ－ＰＧＡの長
さは二分の一になっていることが解る。
　今回用いたγ－ＰＧＡは、分子量５０万のサンプルであるが、ユニット数２９２０から
算出される平均分子量４４万（Na form）とほぼ一致する。架橋γ－ＰＧＡでは、chain数
５本に対して架橋構造が２箇所存在することが見積られたが、分子量が二分の一になって
いるため、このような架橋の割合では効果的な架橋構造が形成されていないことが示唆さ
れる。
　実際に、今回用いたγ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡがほとんど吸水性を示さなかった
ことは、上記に示した架橋状態を裏付けることができる。
【００３８】
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　したがって、本発明はその基本的態様は、上記で説明したとおり、γ－ＰＧＡをγ線照
射することにより製造された架橋γ－ＰＧＡの架橋構造を解析する方法において、
　解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸を加水分解して得られる２－ケトグルタル酸量と
グルタミン酸量の比率を求め、
　一方、解析すべき架橋γ－ポリグルタミン酸中の一本鎖γ－ポリグルタミン酸のＮ末端
に存在するグルタミン酸量を求め、架橋γ－ポリグルタミン酸中のグルタミン酸量をＮ末
端グルタミン酸量で除することにより架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリ
グルタミン酸中のグルタミン酸ユニット数を求め、
　得られたグルタミン酸ユニット数と、２－ケトグルタル酸及びグルタミン酸の比率より
、架橋γ－ポリグルタミン酸における一本鎖γ－ポリグルタミン酸当たりの２－ケトグル
タル酸の存在数を求め、さらに、
　得られた２－ケトグルタル酸の存在数から架橋構造を解析する、
ことを特徴とする架橋γ－ポリグルタミン酸の架橋構造を解析する方法となる。
【００３９】
　この場合、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡ中のグルタミン酸量は、最も基本となる重
要な値であるが、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡの純度が分からないため、解析すべき
γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡ単位量あたりのグルタミン酸量は、加水分解後のグルタ
ミン酸を直接秤量し求めることもできるし、ＮＭＲを用いた絶対定量法によっても求める
ことができる。
【００４０】
　具体的には、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡ単位量あたりのグルタミン酸量は、より
簡便な方法を用い、フタル酸モノカリウム塩を内部標準物質とした積分値の比較（ＮＭＲ
を用いた絶対定量用法）により、それぞれγ－ＰＧＡの単位量あたりのグルタミン酸量は
、５．３３×１０－３モル／グラム、架橋γ－ＰＧＡは、４．９６×１０－３モル／グラ
ムであると導いた。
【００４１】
　本発明の方法における、γ－ＰＧＡ、及び架橋γ－ＰＧＡの酸による加水分解において
用いる酸としては、塩酸、硫酸、臭化水素酸等が挙げられ、中でも塩酸による加水分解が
好ましい。
　かかる加水分解は、具体的には、機密性の高いバイアル中で、１０ｍｇのγ－ポリグル
タミン酸、或いは架橋γ－ポリグルタミン酸に６規定塩酸水溶液（１ｍＬ）を加え、１１
０℃で１時間攪拌することによって行うことができる。
【００４２】
　上記の加水分解により、架橋結合の開列並びにＰＧＡの鎖構造の開列により、式（２）
で示される２－ケトグルタル酸と式（３）で示されるグルタミン酸との混合物が生成する
が、２－ケトグルタル酸の定量は具体的には以下のようにして行うことができる。
　すなわち、生成した式（２）で示される２－ケトグルタル酸を蛍光化試薬としてのフェ
ニレンジアミン類と反応させ、蛍光分析によりその定量を行うことができる。
【００４３】
　反応させる蛍光化試薬としてのフェニレンジアミン類としては、種々のフェニレンジア
ミンを挙げることができるが、なかでも３，４－メチレンジオキシフェニレンジアミンを
主成分とするタカラバイオ（株）製のシアル酸蛍光標識用試薬キットを用いるのが好まし
い。
　この試薬キットを用いて反応させることにより、具体的には上記［化３］に示した化学
式による反応が進行し、得られた生成物について、励起波長３６２ｎｍ、発色波長４４６
ｎｍの蛍光度を測定することにより、２－ケトグルタル酸の定量を行うことができる。
【００４４】
　架橋γ－ＰＧＡの加水分解生成物中の２－ケトグルタル酸の定量は、具体的には、上記
加水分解で得られた反応溶液を直ちに凍結乾燥し、更に残渣に水（１ｍＬ）を加えて凍結
乾燥する操作を５回繰り返し、わずかに残っている塩酸を除去する。得られた残渣に、水
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１ｍＬを加え、この内の５０μＬを別の容器に写し、３，４－メチレンジオキシフェニレ
ンジアミンを含む試薬キット溶液（２００μＬ）を加え、５０℃で、２時間半攪拌し、得
られた溶液の蛍光強度から架橋していないγ－ＰＧＡで得られる蛍光強度を差し引くこと
により、２－ケトグルタル酸の定量を行うことができる。なお、事前に、種々の濃度に調
整した２－ケトグルタル酸－グルタミン酸混合物についても同様の条件により、加水分解
、蛍光化を行い、検量線を作成し、単位量あたりの２－ケトグルタル酸量は、１．２４×
１０－６モル／グラムと導かれ、架橋γ－ＰＧＡ中の２－ケトグルタル酸の割合は、０．
０２５％（＝１．２４×１０－６／５．３３×１０－３）と見積もられた。
【００４５】
　一方、架橋γ－ＰＧＡの一本鎖ポリグルタミン酸中のグルタミン酸ユニット数は、基本
的には架橋γ－ＰＧＡ単位量あたりのグルタミン酸量をＮ末端グルタミン酸量で除するこ
とにより得ることが可能となる。
　すなわち、架橋γ－ＰＧＡ中のγ－ＰＧＡのＮ末端に存在するグルタミン酸量は、Ｎ末
端特異的な反応試薬を作用し、定量することにより求めることができることから、架橋γ
－ＰＧＡにおける一本鎖γ－ポリグルタミン酸中のグルタミン酸ユニット数を求めること
ができる。
【００４６】
　具体的には、架橋γ－ＰＧＡ中のγ－ＰＧＡのＮ末端に存在するグルタミン酸量は、架
橋γ－ＰＧＡに２，４－ジニトロフルオロベンゼン（ＤＮＦＢ）を反応させ、Ｎ末端アミ
ノ基に２，４－ジニトロフェニル（ＤＮＢ）基が結合した架橋ＤＮＢ－γ－ＰＧＡを得、
ＤＮＢ－グルタミン酸で作成した検量線からＮ末端グルタミン酸量を見積もり、上記で得
られた架橋γ－ＰＧＡ単位量あたりのグルタミン酸量をＮ末端グルタミン酸量で除するこ
とにより、架橋γ－ＰＧＡにおける一本鎖γ－ポリグルタミン酸中のグルタミン酸ユニッ
ト数を求めることができる。
【００４７】
　さらに具体的には、１０ｍｇの架橋γ－ＰＧＡを水（１．３５ｍＬ）とアセトニトリル
（０．１５ｍＬ）の混合溶媒に溶解し、この溶液に、炭酸ナトリウム（１４．４ｍｇ）、
及び、２，４－ジニトロフルオロベンゼン（８．５μＬ）を加え、５０℃で２時間撹拌す
る。反応溶液は、分子量２０００の透析膜を用い過剰な試薬を除去する。得られた溶液は
、分子量３００００の限外濾過膜を用い、遠心により更に不純物を濾過し、得られた溶液
のＵＶ吸収を測定し、ＤＮＢ－グルタミン酸で作成した検量線から架橋γ－ＰＧＡにおけ
る一本鎖γ－ポリグルタミン酸量を３．２１×１０－６モル／グラムと導いた。
　また、単位量当たりのグルタミン酸量を上記の値で除することにより、架橋γ－ＰＧＡ
中の一本鎖γ－ＰＧＡに含まれるグルタミン酸ユニット数を、１５５０（＝４．９６×１
０－３／３．２１×１０－６）と導いた。
【００４８】
　本発明者等の検討の結果、ある特定時間のγ線照射により得られた架橋γ－ＰＧＡにつ
いて検討した結果、解析すべき架橋γ－ＰＧＡを加水分解して得られる２－ケトグルタル
酸とグルタミン酸の比率は、１：４０００であり、一本鎖γ－ＰＧＡ中のグルタミン酸ユ
ニット数は、約１５５０であることが判明した。
【００４９】
　それをもとに架橋構造を見積もると、２－ケトグルタル酸とグルタミン酸の比率が１：
４０００であることから、架橋されたγ－ＰＧＡの一本鎖当たり、０．３９個の２－ケト
グルタル酸が存在していることになり、５本鎖ではおよそ２個の２－ケトグルタル酸が存
在していることになる。
　ただし、架橋されていないγ－ＰＧＡ一本鎖のグルタミン酸のユニット数は２９２０（
＝５．３３×１０－３／１．８２×１０－６）と算出され、γ線照射によりγ－ＰＧＡの
長さは二分の一になっていることから、このような架橋の割合では効果的な架橋構造が形
成されていないことが示唆される。
【００５０】
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　以上に説明した解析方法により、種々の照射条件で架橋された架橋γ－ＰＧＡの架橋構
造が解析され、得られた架橋γ－ＰＧＡの保水性能と対比し、どのような照射条件によれ
ば、最も好ましい架橋γ－ＰＧＡを得ることができるか決定することが可能となる。
【産業上の利用可能性】
【００５１】
　本発明により、これまでその架橋構造の詳細が判明していないγ－ＰＧＡのγ線照射に
より製造される架橋γ－ＰＧＡについて、その分子量に基づく架橋構造の詳細、架橋結合
の数等を解析することができることとなった。
　γ－ＰＧＡのγ線照射により得られた架橋γ－ＰＧＡは、その照射条件により得られる
架橋γ－ＰＧＡの分子量、架橋結合数は種々異なっており、その保水性能も異なるもので
あるが、本発明が提供する解析方法により解析されるγ線照射により得られた架橋γ－Ｐ
ＧＡの構造解析することによりその物性を解明し、より保水性能を有する架橋γ－ＰＧＡ
を製造する条件を設定することが可能となり、その産業上の利用性は多大なものである。
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