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「多 糖 高 分 子 工 学 の 新 展 開 」 特 集

多糖高分子誘導体の構造解析
-NMR分 析の新展開-

手 塚 育 志

1.は じめ に

多糖高分子は,モ ノマ ーユ ニ ッ ト単糖 の構 造の 多様 性

に加え単糖間の結合様 式 の膨 大 な 自由度の ため,極 め て

広範な高分子構造 を形成 す ることが可能 であ る.近 年,

発酵 ・遺伝子工学の進歩 とと もに,天 然 に大量 に産 出す

るセルロース,デ ンプ ン,キ チ ン以 外の従 来 は実 用的 ス

ケールでは得 られ なか った種 々の 多糖高分 子が 入手可能

になりつつあ る.そ こで今後,広 範 な用途 です でに実 用

に供されているセル ロース誘導体 に加 え,新 規 な多糖 高

分子誘導体が高機能高分 子素材 と して活躍 す るこ とが期

待されている1).

しかしこの際,す でにセル ロース誘導体 の場 合に も認

められている通 り,多 糖誘 導体の 置換基 の分布状 態 はそ

の特性 ・機能に著 しい影響 を及ほ す こ とが予想 ざれ,し

たがってこれ を精確 かつ簡便 に決 定 しうる実用 的な分析

法の開発は,バ イオメデ ィカル分 野 を始 め とす る高機能

高分子設計のための基盤技 術 として重要 な もの とな る と

考えられる.さ らに多糖 高分子 お よび その誘導体 は,ヘ

リックス構造や コレステ リック液 晶構造 に代表 され る高

次構造を形成するこ とが知 られ,オ プ トエ レク トロニ ク

ス分野への展開 も期待 され る.し たが って,こ れ ら多糖

高分子誘導体の高次構造 ダ イナ ミクスを解 析 しうる分析

法も今後重要な ものとなる と考 え られ る.

本稿ではこの ような視 点か ら,種 々の セル ロースエ ー

アルおよびエステル誘導体 をは じめ とす る多糖 高分子誘

導体の置換基分布,置 換基 間相互作 用 な どの微細 お よび

高次動的構 造 を解析 しうる分析法 と して最近 著 しい発達

を遂 げてい るNMR分 析 に焦点 を当て解説 を試 み る.特 に

ここで は,カ ル ボニル 炭素 を鋭敏 なNMR構 造プ ロープ と

す る新分析 法 に よるセル ロースお よび多糖 高分子誘 導体

の置換基 分布解析,お よび高次構 造 ダイナ ミクス解析 に

関す る最近 の研究 成果 を紹介 したい.

2.セ ル ロー ス誘 導体 の 置 換 基 分 布解 析

2.1セ ル ロースエ ステル類

代表的 なセル ロースエ ステル誘導体 であ る酢酸 セル ロ

ー ス(CA)は ,繊 維,プ ラステ ィック,フ ィルム,塗 料 な

どの 分野で用 い られて いるが,CA試 料の 全置換度 に加 え

置換基分 布が最終 製品の特性 を決定す る重要な要因 とな

る.と ころが,高 分子CA試 料 をモ ノマ ー単位 に加水分 解

してCAの 置換基分 布 を分析 す る方法 は,ア セチル置換 基

も加 水分解 によって脱離す るため に適用 で きな い.ま た

CA試 料 の直接NMR分 析で は,特 に低置換 度試料の精確

な分析 は困難 であ る.そ こで従 来は,CA試 料 の未置換 水

酸基 を重水素 アセチル化 した後,ア セチル水素 シグナル

(ト リアセテー トで は3本 の ピー クと して観測 され る)を

プ ロープ とす る方法 が用い られ て きた2).

筆者 らは,よ り経 済的かつ簡便 な方法 と して,CA試 料

の未 置換 水酸基 を他の アシル 基で封止 し,13-CNMR測

定す る方法 を提案 して いる3)全 置換 度の異な る一連 のCA

試料 の未 置換水酸 基は,無 水 プ ロ ピオ ン酸/ピ リジン/ジ

メチル ア ミノ ピリジン系 で定量 的にプ ロピオニル化 され,

エ ステル交換反応 も生 じない.図1に 示 す通 り,プ ロピ
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図1　 部分置換酢 酸セル ロース(上),お よびそのプ

ロピオ論ル化誘導体(下)の13-CNMRス ペ ク

トル(カ ルボニル炭 素領域)

オニ ル化 した 部分 置換CAの カル ボニル炭素領域 に は,ア

セ チル お よびプロ ピオニル の2組 の3本 に分 裂 した シグ

ナ ルが明瞭 に分離 して観測 され,定 量 モー ド測 定 によっ

て畠発CA試 料 の2,3お よび6位 の 置換度 を決 定す るこ

とができ る.特 に5出 発CA試 料の 全置換度 が小 さい場rn

で も相 補的 な情 報 を提供 す るプ ロ ピオニル基 の カル ボ論

ル シ グナル を定量紅 覆い ることにこよって精 度の良 い解析

を行 うに とがで きる,

この手法 は また,二 種 の置換基 を持つ工 業的 に重要 な

セル ロー スエステル であ るセル ロー スアセ テー トプチ レ

ー トの議換 基分布解析 に も適用 で きる4).

2.2セ ルロ ースエーテル類

カル ボニ ル炭素 をNMRプ ロープ とす るこの 分析法 は,

代表的 な水溶 性セル 環ー ス誘導体 と して,生 体 と直接 的

に相互 作用 しうる食品,医 薬 品,化 粧 品な どの分 野,お

よび環境へ の配慮 が強 く求め られ る土壌 改質,原 油二次

園双,紙 処理 な どの分野 で実 用化 されてい るカル ボキシ

メチル セル ロ-ス(CMC)の 構 造解析 に も適用す るこ とが

で きる5).CMCの 詳細 な構造情 報 を提 供 しうる簡便かつ

信頼性 の 高い分析 法 は,CMCの 特性 と機 能 に関す るPL

(製造物 責任)を 確立 す るための基礎 と して も重要 な もの

と考 え られ る.

置換度の異なる一連のCMC試 料にカルボニル炭素をNMR

プ ローブ と して導入す るため に,以 下の2段 階処理 を行

った.ま ずCMCの カル ボ ン酸 ナ トリウム基 を ジメチル硫

酸 を用 いて メチルエ ステル化 し,メ チル カルボ キシ メチ

ルセル ロース(MCMC)と す る.続 いてMCMCの 未置換 水

酸基 をプ ロピオニル化 し, NMRプ ロープ となるカル ボニ

ル基 を導入 した(PMCMC).な お にこで,プ ロ ピオニル

化 の代 わ りにアセチル化 を行 うと,ア セチルお よびCMC

の カル ボキ シメチル の二つの カルボニルシグナルが重複

し,NMRプロー プ と して用い るには 不適切 となる.さら

に ここで得 られた完 全エステル化CMC誘 導体(PMCMC)

は,CMC, MCMCと は異な り広範 な置換度範囲で通鴬の

NMR溶 媒(重DMSO)に 可溶 とな った.

一連のPMCMC誘 導体の定量 モー ド13-C NMR測 定を

行 った ところ,図2に 示す通 リカル ボニル炭素領域にカ

ル ボキ シメチ ルお よびプ ロピオニル の2組 の シグナルが

明瞭 に分離 して観 灘 された、 またこれ らの シグナル積分

強度の総 和 はC-1シ グナルの ほほ3倍 とな ることから,上

の2段 階エ ステル化 反応が ほぼ定量的 に進行 したことが

確 認 され る.さ らに,い ずれ の置換度の試料 でもプロピ

オニル基の カル ボニ ル シグナ ルは無 水 グル コース環上の

置 換位 置 を反 映 した3本 の ピー クに分裂 し,こ れらはセ

ル ロー ス トリプロ ピオ ネー トのカルボニル炭素シグナル

との比較 に よって高磁場側 か ら2,3,お よび 餌立に帰

属 され,嵐 発CMCの 置換基分 布 を容易1に決 定で きる.

にこで示 したプロ ピオニル基 のカル ボニルシグナルを

NMRプ ローブ とす る分析 法 は,従来のセルロースエーテ

図2　 置換度 の異 な るカル ボキシメチルセルロース

のプ ロ ピオニル化誘導体の13-CNMRス ペ ク

トル(カ ル ボニル炭素領域)
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ル誘導体の置換基分布解析 法 であ る,高 分子誘 導体 を グ

ルコース誘導体 に加水 または加 アル コール分解 し,こ れ

をGLC, TLC, NMRな どに よって分析 す る方法 と比 べ,

加水分解およびその後の分析 前処理 での繁雑 な実 験操 作

や高度な熟練 を必要 とせず,ま た各種 の炭 素 シグナル か

らの相補的な構造情報が得 られ るこ とか ら実用的 価値 は

高いと考えられる.

実際この方法 は,他 の 単一 エ ーテル置換 基 を有す るセ

ルロース誘導体,す なわち メチルセル ロー ス6),ヒ ドロキ

シエチルセルロース7),ヒ ドロキシプ ロ ピルセル ロー ス8)

や,二種の置換基 を持つ セル ロースエー テル誘導 体で あ

るメチルヒドロキシプ ロ ピルセル ロース9,10),および二種

のエーテル置換基 および二種 の エス テル 置換基 を持 ち腸

溶性コーティング剤 と して用 い られ るメチル ヒ ドロキ シ

プロピルセル ロースアセテー トサ クシネー ト11)の置換基

分布解析に も適用 され た.

このように,カルボニル炭素 をNMRプ ローブ とす る置

換基分布解析法 には,

1.広 範な置換度範囲の試料が容 易に同一NMR溶 媒 にこ

溶解し,モ デル高分子 との比較 が極 めて 容易で あ る.

2.ア シルカル ボニル炭 素が無水 グル コー ス環 上の置

換位置に極めて敏感なNMRプ ローブ として機 能 し,置換

基の分布状態や置換基間相互 作用 を容易 に解析 で きる.

3,水 酸基をすべてエ ステル基 に よってキ ャ ップす る

ため分子内水素結合 に由来 す ると考 えられ るスペ ク トル

の複雑化を回避 できる.

4.試 料を高分子の まま測 定で き, GLC, TLC, HLC

分析などの場合 に不可欠 な加 水分解 前処理 を必要 としな

い ,

という特長が認め られ,今 後実用 的な分析 手法 として

の展開が期待 され る.

3.多 糖 高分 子 誘 導体 の 高 次構 造解 析

3.1多 糖高分子誘導体の 高次構 造 ダイナ ミクス

前項で述べたセル ロ-ス 誘導 体の置 換基分 布解析 の際

には, NMR測 定溶媒の選択 に よって置換基 間の相互作 用

によるものと考え られ るスペ ク トルの 複雑化 が生 じる
.

一方これを積極的に検 出す るこ とが で きれ ば
,セ ル ロー

スおよび多糖高分子誘導体 の溶 液中 での高次構 造 ダイナ

ミクスに関する知見が得 られ る もの と考 え られ る。 そ こ

で’セルロース トリアセテ ー ト(CTA)お よび ア ミロース

トりアセテー ト(ATA)に つ いて
,ア セ チル水素 シグナ ル

を構造プロープと して重 クロ ロホル ムお よび 重DMSO中

でのROE梱 関スペク トルの測 定 を行 った12)
.

図3に示す通 り,ATAの アセ チル水素 シグナ ル はその

置換位置を反映 して3本 の ピー ク と して観 測 され
,高 磁

場か ら3,2お よび6位 に帰 属 され る.さ らに2位 と6

位の アセ チル基 間 に明瞭なNOE相 関 ピー クが観測 され,

両者が空 間的に近 接 した位置(5A以 内)1にある ことを示 し

てい る.こ の 結果 か ら,ATAは 固体結 晶構 造 中 と同様 な

ヘ リックス構造 を溶液 中で も保持 してい ると結論 され る.

図3ア ミロ ー ス ト}1ア セ テ ー トのNOE相 関 スペ ク

トル(ア セ チ ル 水 素 領 域)

一方CTAの アセチル水素 シグナル もその置換位 置を反

映 して3本 の ピー クと して観測 され,ATAと 同様 に高磁

場 か ら3,2お よび6位 に帰属 され る.さ らにCTAの 場

合には,重 クロロホル ム中で は3位 と6位 の アセチル基

間のみに明瞭なNOE相 関 ピー クが観測される一方,重DMSO

中では,2位 と6位 お よび3位 と6位 のア セチル基 間に

NOE相 関 ピー クが観測 され る.こ れ らの 結果は,ア セチ

ル化 メチル セル ロースの重 クロロホルム 中での測 定 か ら

帰納的 に推 察 された置換 基間相互 作用の存在6)と も整合 し

てお り,こ れ ら多糖高 分子誘導体 の高次構 造 ダイナ ミク

ス解析 の基礎 とな る もの と考 え られ る.

3。2多 成 分 多糖 高分子誘 導体

さ らに筆者 らは,こ の分析法 をセル ロース以外 の多糖

高分 子誘導体 の置換基 分布解析 に も適用 す るため に,ア
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ミロー ス,シ クロデ キス トリン,イ ヌ リンな どの 単一糖

単位か らな る多糖 高分子誘導 体の アセ チル化 誘導体 の構

造解析 も行 ってい る.こ こでは さ らに進 め て,マ ル ト ト

リオー ス(3糖)を 繰り 返 し単位 とす る多成分 多糖 高分 子

で あるプ ル ラ ンの 完全ア セチル化誘導 体 について,ア セ

チル カルボニ ル炭 素 およびアセ チル水素 シ グナル の完 全

帰属 を行 った結果 を紹介 す る13).

プル ラ ンを報水酢酸/ピ リジン/ジ メチルア ミノピ リジ

ン系 で処 理 して得 られ る完全 アセチル化プ ル ランの13-C

お よび1-HNMR測 定 を行 った ところ,ア セチル カルボニ

ル炭 素 シグナルお よび アセチル水 素 シグナル と もに,マ

ル トトリオ ース上 の9種 の置換位 置 を反映 した9本 の ピ

ーク と して観測 され た.そ こでは じめ1二,マ ル トトリオ

ース環上の1-Hシ グナルの帰属 を目的にH -HCOSY測 定 を

行 った.通 鴬モー ドでは,無 水 グル コース単位の シ グナ

ル の 重 畳 す る 領 域 の シ グナ ル の 同 定 は 困 難 だ が,

 phase-sensitive modeの 測定 を行 うと,釜 シグナルの位相

検 出に よって微少 な化学 シフ ト値の 違 いを識 別す るこ と

が可能 とな り,マル トトリオ ースの3つ の糖 単位(函4の

A, Bお よびC単 位)の いずれか に帰属 港れ る3組 のHーH

相 関マ トリックスを決 定す るこ とができ た.次 に,混 合

時間 を240msecと してphase-sensitive mode H-HNOESY

測 定 を行 った ところ,3つ の糖 単位 の運結 部に由来 す る,

1-6位,お よび2組 の1-4位 のプ ロ トン問のNOE相 関 ピー

クが観翻 され,糖 単位 の連結報式 を決 定す ることがで き

た,以 上の測 定か ら,ア セチル化 プル ラ ンのマル トトリ

オース環上の1-Hシ グナル を完全に同定することができ た.

さらに,こ の結 果に基づ いてC-HCOSY測 定 を行い,マ

ル トトリオース環上二の13-Cシ グナルにについ て も完 全帰属

を行 うこ とがで きた。

そこで次 に,field-gradient mode HMBC測 定 を行 い,

 long-rangeのC-H相 関 を観測 した ところ,ア セチル水 素

シグナル とアセチル カル ボニル炭素 シグナル との相 関(2

結合)と 共 に,マ ル トトリオー ス環上 の1-Hシ グナル とア

セチル カル ボニル炭素 シグナル との相 関(3結 合),お よ

び4結 合 れ てい るアセ チル水素 シ グナル とマル トトリ

オー ス環上 の13-Cシ グナ ル(ピ ー ク帰属 ずみ)と の相 関 ピ

ー ク も明瞭 に観測 され,こ れ らの結 果 をあわせ て9本 の

アセ チル水素 シグナル お よびア セチル カル ボニル炭 素 シ

グナル を完 全 に帰属 す る ことが で きた(図4).

4.お わ りに

以上,カ ル ボニル撰素 をNMRプ ローブ とす る分 析法 を

嗣い る と,種 々のセル ロース誘導体 の置換 基分布 をは じ

め とす る微 細構 造パ ラメー タを容易 に決 定で きるこ とが

明 らか とな った.ま た,ア セチル置換 基間の 翼OE相 互 作

用の検 出に基づ い て,セ ル ロースお よび紬の多糖 高分子

誘導体 の高次構 造形態 を解析 で きること も示された、さ

ら1にこれ まで に得 られた知 見 とNMR分 析法の急速な進展

とを考 えあわせ ると,最 近注 目されている免疫応答にご網

与す る細胞 表面 の リポオ リa糖 の構 造解析 をはじめ,さ

らに複雑 な構造 の 多糖 高分子 お よびその誘導体の精密構

造解析 が可能 にな る もの と期待 され る.

図4　 完 全アセチル化プル ランの難M3Cス ペクトル

(アセ チル水 素-ア セチルカル ボニル炭素の相

関領域)
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