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1.1. (1→3)-β-グルカンの特徴と応用 
 (1→3)-β-グルカンは、植物や菌類、酵母などにより生産される D-グルコースの C1

位と C3位の水酸基がグリコシド結合した多糖類である（図 1.1.a）。(1→3)-β-グルカン

の特徴として図 1.1.bのように三重らせん構造を取ること、C6位の分岐構造により水へ

の溶解性が異なることが挙げられる[1]。本研究で用いた直鎖状(1→3)-β-グルカンは、水

に対しては不溶であるが、1,3-ジメチル-2-イミダゾリジノン（DMI）やジメチルアセト

アミド（DMAc）などのアミド系溶媒や、ジメチルスルホキシド（DMSO）、アルカリ

溶液には溶解する。(1→3)-β-グルカンの三重らせん構造は、1巻きが 6個のグルコース

ユニットで構成され、C2位の水酸基が内側を C6位が外側を向く形で配置され、各 C2

位の水酸基同士は水素結合していることが分かっている[2,3,4]。湿度条件により、三重

らせん間に水分子を取りこみ、可逆的に湿潤条件では水和結晶及び、乾燥条件では無水

和結晶を取ることが分かっている。 

 

 

 

 

 

 

 

近年では、抗がん性、抗ウィルス性などの生理活性を示すとの研究報告から特に医

療・医薬品分野への応用が期待されている材料である[29,30,31,32,33,34]。以下に、本研

究で用いた直鎖状(1→3)-β-グルカンであるカードラン及びパラミロンについて記す。 

カードランは、細菌類によって菌体外に生産される (1→3)-β -グルカンである[9,11]。

1966 年に大阪大学産業科学研究所の原田篤也博士らによって発見され、加熱により凝

図1.1. (1→3)-β-グルカンの化学構造（a）、及び三重螺旋構造（b； Y. Deslandes, R. H.
Marchessault, and A. Sarko (Macromolecules, 1980, 13, 1466-1471）より抜粋）
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固する性質（curdle）を持つことから、カードラン（curdlan）と命名された[28]。後に

記すパラミロンと比較すると、精製時に溶解・再生を経ているために低結晶性である。

また、アルカリ溶液や水懸濁液を熱することにより、不可逆性のゲルを与える[5]。食

品添加物として認可が下りており、食用、工業用のほかゲル化機構の研究材料として、

また近年では、抗がん活性を持つ多糖として注目されている[7,8,10]。 

パラミロンは、Euglena gracilis（和名;ミドリムシ）等によって細胞質内に生産される

(1→3)-β-グルカンである。1850年に Gottlieb博士によって、スターチの異性体でありな

がら、ヨウ素デンプン反応を示さない物質であることから、paramylonと命名された[35]。

扁平な顆粒状の形状をしており、長軸方向で 1-3 µmの径を有している。三重らせん構

造のフィブリルが高度に配向しているため、カードランと比べると高い結晶性を有して

いる[3]。 

1.2. TEMPO触媒酸化 
2,2,6,6-テトラメチルピペリジニル-1-オキシラジカル（TEMPO）触媒酸化とは、共酸

化剤存在下において、触媒量の TEMPOによりアルコールの酸化を行う手法である。こ

の反応の利点として、多糖類に適用した場合には一般的な酸化反応と比べ、オキソアン

モニウムイオンの立体障害により C6 位の 1 級水酸基が選択的に酸化可能であること、

水系かつ温和な反応条件で反応が進むことが挙げられる。 

良く用いられる反応条件として、常温、常圧、弱アルカリ条件において、共触媒とし

て臭化ナトリウムを、主酸化剤として次亜塩素酸ナトリウムを用いて酸化する条件が挙

げられる[15]。反応機構を図 1.2.に示す。この反応を多糖に応用した場合、C6位の水酸

基が選択的に酸化され、酸化剤が十分量ある条件ではアルデヒド基を介して、長くとも

2時間以内に最終的にカルボキシル基まで酸化される[12,13,14]。この反応により得られ

る酸化多糖は、出発物質の固体構造などにより、次の二つに大別される。 

一つは、再生セルロースなどから得られるポリグルクロン酸である。TEMPO触媒酸

化により得られるポリグルクロン酸は、水溶性で均一な化学構造を持つことが分かって

いる[15,16,17]。もう一つは、天然セルロースなどから得られる結晶表面のみが酸化さ
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れた生成物である。天然セルロースの場合では、反応前と同じ形状を保ちながら、結晶

表面に多数のカルボキシル基が存在するために、軽微な機械処理を施すことで、ナノオ

ーダーのミクロフィブリル単位まで分散することが見出されている[19]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

多糖類の弱アルカリ条件 TEMPO触媒酸化の課題として、反応中における低分子化が

避けられないことが挙げられる。特に、再生セルロースなどの最終的に水溶化する多糖

ではその影響が顕著に現れ、反応生成物の重合度が元のと比べ、1ケタ以上低下してし

まうことが報告されている[17,23]。低分子化反応として、①反応中間体であるアルデヒ

ド基によるβ脱離反応[14,26,27]、②反応中に生成される各種ラジカルによるグリコシド

結合の開裂[23]、③ピーリング反応による低分子化等、複数の反応が提案されているが、

未だ特定されていない。これまで、低分子化を防ぐために様々な試みがなされてきたが、

得られる水溶性ポリグルクロン酸の重合度は元の試料と比較すると、著しく低下してい

ることから、反応条件として弱アルカリ条件が低分子化に影響を与えているのではない

かと考えられる。 

  

N
OH

N
O

N
O

OBr-OCl-

Br-
Cl-

2

2

R-OH R-CHO

R-COONa

NaClO / NaBr TEMPO

TEMPO

図1.2.弱アルカリ下でのTEMPO触媒酸化の反応モデル
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1.2.1弱酸性下での TEMPO触媒酸化 

 近年、アセトニトリル／水系媒体中で、亜塩素酸ナトリウムを主酸化剤として用い、

弱酸性下で反応させる TEMPO触媒酸化が見出された[20,21]。提唱されている反応機構

を図 1.3.に示す。まず弱アルカリ下の反応と同様に、次亜塩素酸ナトリウムによって活

性化した TEMPOによって 1級水酸基がアルデヒド基へと酸化され、続いて亜塩素酸ナ

トリウムによってアルデヒド基がカルボキシル基へと酸化される。亜塩素酸ナトリウム

はアルデヒドを酸化したことにより、自身は還元され次亜塩素酸ナトリウムとなり、反

応が進行していく。 

 

 

 

 

 

 

 

 報告によると、低分子化合物に水／有機溶媒中でこの反応を適用した場合、弱アルカ

リ下の反応と比べると、塩素化などの副反応が抑制でき、目的生成物の収率が増大する

こと、一方で反応時間が長くなることが報告されている。多糖に弱酸性下の TEMPO触

媒酸化を適用した場合、反応 pHが弱酸性であること、加熱が必要であることから、次

のことが予測される。反応 pH が弱酸性のため、β 脱離による低分子化が抑制される。

このため、弱アルカリ性条件と比べ、高分子量のポリグルクロン酸を調製可能であるこ

と、高結晶性のパラミロンにおいて、結晶表面のみにカルボキシル基を導入可能である

ことが期待される。一方で、出発物質の多糖は酸に弱いため、反応 pHや温度によって

は酸加水分解による低分子化が起こる可能性がある。報告にある低分子アルコールと比

図1.3.弱酸性下でのTEMPO酸化の反応モデル
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べると、多糖の分子量は非常に大きく、また一般的に水不溶性のため、反応時間が長く

なる。したがって、反応時間、pH、温度などの反応条件が生成物にどのような影響を

与えるか、検討する必要があった。 

1.2.2. TEMPO誘導体と pHによる反応活性の違い 

 図 1.4.に示すように TEMPO には、4 位が置換された誘導体がいくつかあることが知

られている[22]。4 位に異なる置換基を持つ TEMPO 誘導体を用いた場合でも、通常の

TEMPOと同様に多糖の 1級水酸基を選択的に酸化可能であることが分かっている[23]。

一方で、4 位における置換基の違いによって、pH による反応活性が異なることが報告

されている[22]。メチル-α-グルコピラノシドを出発物質として用い、次亜塩素酸ナトリ

ウムを主酸化剤として反応させた結果では、4位にアセトアミド基を持つ TEMPO誘導

体が他の誘導体と比べると、低い最適 pHを持つことが報告されている[22]。 

 

 

 

 弱酸性下で TEMPO 触媒酸化を行うためには、弱酸性下での反応活性が落ちない

TEMPO誘導体が望ましい。したがって、今回は市販されている TEMPO誘導体の内、

低い pHにおいても、反応活性が高いと言われている 4-アセトアミド-TEMPOを用いて

実験を行った。 

1.3. 本研究の目的 
これまで TEMPO を用いた多糖の酸化において、分子量が 100000 を超えるような高

分子量の水溶性ポリマーを調製した報告例は存在しない。低分子化の要因の一つとされ

る反応 pHを弱アルカリ性から弱酸性にすることによって、低分子化を抑制し、高分子

量の酸化多糖を得られると考えた。本研究において、水／有機溶媒系でかつ、低級アル

コールに対してのみ報告例がある弱酸性下での TEMPO触媒酸化を完全水系で(1→3)-β-

グルカンに適用し、得られた生成物の分析を行うことにより、反応条件と生成物の分子

N

O

X

・

X= H (TEMPO)
NHCOCH3
OCH3
OCOCH3

図1.4. TEMPO誘導体の化学構造
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量や化学構造との相関性について、従来の弱アルカリ性条件下での反応と比較検討を行

った。 

また、TEMPO触媒酸化を用いたナノフィブリルの調製は天然セルロースやキチンで

しか確認されていない。弱酸性 TEMPO触媒酸化を適用することで、高結晶性(1→3)-β-

グルカンのパラミロンから三重らせん構造を有したナノフィブリルを調製出来るので

はないかと考え、検討を行った。 
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2.1. 研究背景 
 (1→3)-β-グルカンは自然界に広く存在し、植物や菌類、酵母、細菌類などによって生

産されている[6, 21]。本研究で用いたパラミロンとカードランは、直鎖状(1→3)-β-グル

カンであり、室温ではどちらも水不溶性である。パラミロンは Euglena gracilisによって

生産される顆粒状の多糖であり、高い結晶性（約 90%）を持つ。カードランは、細菌に

より菌体外に生産される多糖であり、精製において溶解・再生を経るため、パラミロン

と比較すると低結晶性（約 30%）である[22]。X線回折や固体 13C-NMRによるパラミロ

ン及びカードランの水和及び乾燥状態における結晶や固体構造解析から、これらの(1→

3)-β-グルカンが三重らせん構造を有していることが明らかにされてきた[10, 22, 5, 12, 

20]。 

 近年では、(1→3)-β-グルカンの持つ免疫調節作用や、抗ガン作用などの生理活性に着

目し、生体医療分野への応用が期待されている[3, 18, 23, 26, 34, 36]。これらの分野に(1

→3)-β-グルカンを用いるに当たって課題となるのが、(1→3)-β-グルカンの水可溶性であ

り、特に直鎖状(1→3)-β-グルカンであるパラミロンやカードランは水不溶性であるため、

化学的手法により水可溶化させる必要がある。従来はパラミロンやカードランの水酸基

の一部に硫酸基やカルボキシメチル基などの親水性の高い官能基を導入し、誘導体化さ

せることで水可溶性を与えてきた[13, 25, 31, 33]。 

 本章では、2,2,6,6-テトラメチルピペリジン-1-オキシル（TEMPO）を触媒量用い、多

糖の C6-OHを選択的に酸化する手法（TEMPO触媒酸化）に注目した[4, 7, 2]。水不溶

性のβ-シクロデキストリンやキチン、再生セルロースに TEMPO触媒酸化を適用すると、

C6-OH の一部もしくはほぼ全てがカルボキシル基へと酸化されたポリグルクロン酸と

なり、水可溶化することが報告されている[11, 16, 19, 24]。そこで、本章では弱アルカ

リ性 TEMPO触媒酸化をパラミロン及びカードランに適用し、水可溶性のポリグルクロ

ン酸を調製することを目的とし、得られた TEMPO触媒酸化生成物の化学構造や分子量

について詳細な検討を行った。 
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2.2. 出発物質及び実験手法 

2.2.1. 出発物質 

 市販のパラミロン及びカードラン（Wako Pure Chemicals, Japan）を出発物質として用

いた。TEMPO、臭化ナトリウム、次亜塩素酸ナトリウム水溶液及び他の試薬は市販

（Wako Pure Chemicals, Japan）されているものを精製せずに用いた。 

2.2.2. TEMPO触媒酸化 

 パラミロン又はカードラン（2 g）を脱イオン水（200 ml）中に分散させ、TEMPO（0.032g, 

0.2 mmol）及び臭化ナトリウム（0.2058 g, 2 mmol）を加えて室温で十分攪拌した。所定

量の次亜塩素酸ナトリウムを添加することで反応を開始させた。反応中は、pH スタッ

トを用いて 0.5 M水酸化ナトリウム水溶液を滴下させ、反応 pHを 10に保った。水酸化

ナトリウム水溶液の消費が見られなくなった時を反応終点とし、透析により精製を行い、

凍結乾燥を経て、90%程度の収率で反応生成物を得た。 

2.2.3. 酸加水分解 

 パラミロン又はカードラン（0.5 g）を 2 M 塩酸（50 ml）に分散させ、80℃に設定し

たオーブン中で 4時間反応させた。遠心分離により残渣成分を分離し、脱イオン水を用

いて洗浄し、塩酸を除去した。続いてアセトンに溶媒置換し、60℃で 1日真空乾燥した。

酸加水分解物の収率は、パラミロンが 82%、カードランが 66%であった。 

2.2.4. 位相差顕微鏡観察 

 試料（元のパラミロン又はカードラン、及びそれらの酸化物）を蒸留水に分散させ、

1%水分散液を調製した。水分散液をスライドグラスに滴下し、カバーガラスをかけて

プレパラートを作製し、観察に供した。観察には BX-50（OLYMPUS, Japan）に位相差

コンデンサ及び位相差用対物レンズを組み合わせて用いた。 
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2.2.5. 走査型電子顕微鏡（SEM）観察 

 2.2.4 で作成した 1%水分散液をカバーガラスを貼付した SEM マウント上にキャスト

し、乾燥させた後、白金スパッタコーターによりコートし観察に供した。S-4000 SEM

（Hitachi, Japan）を用い、加速電圧 10 kvとして観察を行った。 

2.2.6. SEC-MALLS分析 

 元のパラミロン及びカードラン、また 2.2.3.で調製した酸加水分解物の重量平均分子

量（Mn）及び重量平均分子量（Mw）を測定するためにサイズ排除クロマトグラフィー・

多角度光散乱（SEC-MALLS）を用いた。SEC-MALLSは SECシステムとして、オンラ

インデガッサー（DGU-12A; Shimadzu, Japan）、高圧ポンプ（LC-10ADVP; Shimadzu, 

Japan）、サンプル注入器（Model 7125; Rheodyne, U.S.A.）、カラム、カラムオーブン

（CTO-10ACVP; Shimadzu, Japan）、屈折率検出器（RID-10A; Shimadzu, Japan）から構

成されているものにMALLS検出器（DAWN, λ=690 nm; Wyatt Technologies, U.S.A.）を

付属したものを用いた。SECパターンは流速 0.5 ml/minで検出した。MALLSの設定に

関しては(1→3)-β-グルカンがセルロースと同じβ-グルコースを構成単位としているた

め、dn/dcとして、セルロースの 1% LiCl/DMI溶液の dn/dc 値である 0.087 ml/gを用い、

各パラメーターを算出した[37]。本測定では、1% LiCl/DMI（1,3-ジメチル-2-イミダゾリ

ジノン）を溶離液とし、カラムに KD-806M（Shodex, Japan）を用いた。測定試料の調

製は試料を濃度が 0.1%となるように 1% LiCl/DMIに分散させた後、オイルバス中で 10

分間 100℃に加熱することで溶解させた。これらの試料を孔径 0.2 µmのポリテトラフル

オロエチレン（PTFE）メンブレン（Millipore, U.S.A.）を用いてろ過し、測定に供した。

試料注入前に、ポリスチレン（Mw 30000）を用いて MALLS 検出器と屈折率検出器の

較正及び正規化を行った。Mn 及び Mw の算出には解析ソフトウェアとして、ASTRA

（Wyatt Technologies, U.S.A.）を用いた。 

 また、TEMPO触媒酸化により水溶化した生成物のMn及びMwを測定するために、

0.1 M 塩化ナトリウム水溶液を溶離液とし、上記と同様のシステムを用いて

SEC-MALLS測定を行った。カラムは DB-806MHQ（Shodex, Japan）を用い、MALLS検

出器の設定のために TEMPO触媒酸化(1→3)-β-グルカンと構成単位が同じである水可溶
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性 TEMPO触媒酸化セルロース（セロウロン酸）の dn/dc値である 0.125 ml/gを用いて

各種パラメーターの算出を行った[31]。 

2.2.7. 他の測定手法 

 カルボキシル基量を測定するために、電気伝導度滴定を行った。手法としては 0.1 g

精秤した試料を蒸留水 50 mlに溶解させた後、pHをポリグルクロン酸の pKaよりも十

分に低い 2.0まで 0.2M 塩酸を滴下して調製し、0.05 M水酸化ナトリウム水溶液を自動

ビュレット（ABT-511, TOA-DKK, Japan）及び自動滴定装置（AUT-501, TOA-DKK, Japan）

により定速で滴下して測定を開始した。測定にはマルチ水質計（MM-60R, TOA-DKK, 

Japan）に pH電極（GST-5741C, TOA-DKK, Japan）、伝導度電極（CT-57101B, TOA-DKK, 

Japan）を接続して用いた。得られた電気伝度曲線より、カルボキシル基量を算出した[29]。 

 TEMPO 触媒酸化前後における化学構造の変化を調べるため、ALPHA-500（JEOL, 

Japan）を用いて 13C-NMR測定を行った。元のパラミロン及びカードランは重ジメチル

スルホキシド（DMSO-d6）に 100℃で数分間攪拌することで溶解させ、標準物質として

テトラメチルシランを用いて測定に供した。水可溶性の TEMPO触媒酸化(1→3)-β-グル

カンは重水（D2O）に溶解させ、3-(トリメチルシリル)-1-プロパンスルホン酸ナトリウ

ムを標準物質として用いて測定に供した。積算回数を 25000回とし、測定データは解析

ソフトウェア（Delta; JEOL, Japan）を用いてデータ処理を行った。 

 結晶構造の変化を調べるために、X 線回折測定を行った。試料を 24 時間真空乾燥し

た後、0.1 gを精秤し、ペレット成型機にて 750 MPaで 1分間保持することによりペレ

ットを成型し、RINT 2000（Rigaku, Japan）による測定に供した。CuKα線（波長 0.15418 

nm）を用い、加速電圧を 40 kV、加速電流を 40 mAに設定し、ステップ幅を 2θ = 0.1°、

積算時間を 10秒間として、2θ = 3-30°まで測定を行った。 
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2.3. 結果及び考察 

2.3.1. パラミロン及びカードランの TEMPO触媒酸化 

 パラミロン及びカードランの TEMPO触媒酸化は、室温条件で所定量の次亜塩素酸ナ

トリウムを主酸化剤として用い、触媒量の TEMPO及び臭化ナトリウム存在下で、水酸

化ナトリウム水溶液が消費されなくなるまで行われた。試料の C6位の水酸基をすべて

酸化するために必要な次亜塩素酸ナトリウムの量は、化学量論的に試料 1 gに対して、

12.3 mmolである。しかしながら、反応容器を密栓せずに反応を行ったため、反応中に

一部の次亜塩素酸ナトリウムが蒸発することを考慮に入れ、化学等量に対し、約 20％

過剰な次亜塩素酸ナトリウム（15 mmol/g）を添加して反応を行った。 

 図 2.1.に示すように、反応前のパラミロンの顆粒形状は 1-5 µmであったが、TEMPO

触媒酸化後では顆粒のサイズが小さくなるとともに顆粒を中心に構造がほぐれた様子

が観察され、次亜塩素酸ナトリウム添加量が増えるに従って、より構造がほぐれていた。

更に詳しく見てみると、TEMPO触媒酸化後でも一部顆粒形状が残っていることから、

反応が顆粒の外側から進んでいると考えられる。パラミロンの場合では、次亜塩素酸ナ

トリウム添加量が 7.5 mmol/gの条件でも酸化物は水不溶性であり、顆粒形状が一部残存

していることが確認されたが、カードランの場合では、同じ次亜塩素酸ナトリウム添加

条件で水可溶化したことが分かった。次亜塩素酸ナトリウム添加量 3.8 mmol/gでは、反

応前のカードランの形状は観察されなかったが、一部水不溶性のままであった（図 2.1.）。 

 次亜塩素酸ナトリウム添加量と反応時間及び C6位の水酸基の酸化度、また結晶化度

もしくは水可溶化したかについて表 2.1.にまとめた。電気伝導滴定から、TEMPO 触媒

酸化により C6位の水酸基が酸化され、カルボキシル基となったことが分かった。パラ

ミロン及びカードランから、TEMPO触媒酸化によって水可溶性酸化物が定量的に得ら

れた。すべての C6 位の 1 級水酸基が次亜塩素酸ナトリウム 15 mmol/g 添加条件の

TEMPO触媒酸化によって、カルボキシル基に酸化されたことから、この反応がほぼ化

学量論的に進んだとみられる。特にカードランの場合には、62%の C6 位水酸基が酸化

された次亜塩素酸ナトリウム 7.5 mmol/gの添加条件でも、反応生成物は水可溶化した。 
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図2.1. 元のパラミロンのSEM画像及びTEMPO触媒酸化パラミロンの位相差顕微鏡像（左段）。
元のカードランのSEM画像及びTEMPO触媒酸化カードランの位相差顕微鏡像（右段）
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表 2.1.のデータをグラフ化したのが図 2.2.である。TEMPO触媒酸化パラミロン、カー

ドランのどちらの場合でも、次亜塩素酸ナトリウムの添加量に従って導入されたカルボ

キシル基量は増加したが、カードランの方がわずかではあるが導入量が多かった。特に

次亜塩素酸ナトリウムが消費されつくすまでの時間を比べてみると、次亜塩素酸ナトリ

ウム添加量15 mmol/gの条件ではカードランはパラミロンの半分の時間で反応が終了し

ていたことが分かった。したがって、パラミロンの方がカードランと比べると酸化反応

に対する抵抗性が強く、このことはパラミロンの高い結晶性に起因するものと考えられ

る。結晶性に関しては、2.3.2.においてＸ線回折を用いてより詳細に検討する。 

  

表2.1. TEMPO触媒酸化反応条件と、反応生成物の各種特性

NaClO added 
(mmol/g)

Reaction time 
(min)

Ratio of C6 
carboxylate 

group

Crystallinity 
Index

Water-
solubility

Paramylon 0.0 0 0.01 0.47 -

Oxidized paramylon 3.8 10 0.22 0.05 -

Oxidized paramylon 7.5 20 0.43 0.00 -

Oxidized paramylon 15.0 100 1.00 0.00 +

Curdlan 0.0 0 0.02 0.28 -

Oxidized curdlan 3.8 5 0.28 0.02 -

Oxidized curdlan 7.5 15 0.62 0.00 +

Oxidized curdlan 15.0 50 1.00 0.00 +
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図2.2. TEMPO触媒酸化パラミロン及びカードランのC6-OHの酸化度と、各種次亜塩素
酸ナトリウム添加量における反応終了時間
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2.3.2. TEMPO触媒酸化生成物の構造解析 

 図 2.3.には元のパラミロン及びカードラン（DMSO-d6溶液）、TEMPO触媒酸化生成

物（D2O 溶液）の 13C-NMR スペクトルを示す。元のパラミロン及びカードランのスペ

クトルには、6つの単一シグナルしか確認できないことから、これらの多糖が分岐を持

たない直鎖状(1→3)-β-グルカンであることを示している。次亜塩素酸ナトリウム添加量

15 mmol/g条件で TEMPO触媒酸化して得られた生成物のスペクトルでは、60 ppm付近

に C6位由来のシグナルが確認されず、一方で、カルボキシル基に由来するシグナルが

175 ppm 付近に確認された。このことから、パラミロン及びカードランのすべての C6

位の 1級水酸基が、TEMPO触媒酸化によってカルボキシル基へと酸化されたことが分

かった。次亜塩素酸ナトリウム添加量 7.5 mmol/gの添加条件で TEMPO触媒酸化したカ

ードランでは、カルボキシル基由来のシグナルも、元の C6位由来のシグナルも確認さ

れた。ここで、カルボキシル基由来のシグナル面積と元の C6位由来のシグナル面積の

和に対するカルボキシル基由来のシグナル面積の比率を求めると、0.7 であった。この

値は表 2.1.に示した電気伝導度より算出した酸化度 0.62と近い値であった。 

 一方で、次亜塩素酸ナトリウム添加量 15 mmol/g条件で調製した TEMPO触媒酸化生

成物には、71, 74, 94, 96 ppm付近に小さなシグナルが確認された。これらの小さなシグ

ナルはアノマー炭素由来と考えられ、反応中に(1→3)-β-グルカンのグリコシド結合が開

裂したことを示している。このような、C2位もしくは C3位におけるケトンの生成や低

分子化などの副反応が弱アルカリ条件下でのTEMPO触媒酸化において起こることが報

告されている[27, 28]。しかしながら、パラミロン及びカードランの TEMPO触媒酸化に

より、β-1,3 結合のグルクロン酸からなるほぼ均一なポリグルクロン酸を調製すること

ができたと結論づけられる。よって、パラミロン及びカードランより調製したポリグル

クロン酸をそれぞれ、パラウロン酸、カーデュロン酸と名付けた。 
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 TEMPO触媒酸化前後における(1→3)-β-グルカンのX線回折パターンを図 2.4.に示す。

元のパラミロンはカードランと比べて、明らかに高い結晶性を持つことが分かる。

TEMPO触媒酸化物の結晶性は、パラミロン、カードランのいずれも次亜塩素酸ナトリ

ウム添加量が増加するに従って低下した。しかしながら、パラミロンはカードランと比

較すると次亜塩素酸ナトリウムの同じ添加条件における酸化物の結晶性が高いことか

ら、パラミロンの高結晶性がパラミロンに対する TEMPO触媒酸化の反応性を抑制して

いることが分かった。C6 位の水酸基が完全に酸化された条件（次亜塩素酸ナトリウム

50 ppm100150200

Paramylon

Oxidized paramylon
NaClO 15 mmol/g

Oxidized curdlan
NaClO 15 mmol/g

Curdlan

-COONa

C6C5 C4C3
C2

C1

C5,2,4

Oxidized curdlan
NaClO 7.5 mmol/g

C6

図2.3. 元のパラミロン及びカードラン（DMSO-ｄ６）、TEMPO触媒酸化パラミロン
及びカードランの13C-NMRスペクトル
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添加量；15 mmol/g）では、共に非晶性の構造となっていた。これは、再生セルロース

から TEMPO触媒酸化によって調製したポリグルクロン酸（セルウロン酸）と同様の挙

動であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.3. TEMPO触媒酸化物の分子量 

 水可溶性のパラウロン酸及びカーデュロン酸の分子量は0.1 M塩化ナトリウム水溶液

を溶離液とした SEC-MALLS測定によって求めた。一方で、元のパラミロン及びカード

ラン、またこれらの酸加水分解物は、1% LiCl/DMI溶液に 100℃付近まで加熱すること

で溶解させ、1% LiCl/DMI溶液を溶離液とした SEC-MALLS測定に供した。調製した(1

Diffraction angle 2 θ ( ° )

5 10 15 20 25 30

100

110 200 101

111
210

121

Paramylon

Curdlan

NaClO 3.8 mmol/g

NaClO 7.5 mmol/g

NaClO 3.8 mmol/g

NaClO 7.5 mmol/g

図2.4. TEMPO触媒酸化前後でのパラミロン及びカードランのX線回折
パターン
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→3)-β-グルカン溶液は、室温に冷やした後も溶解状態を保っていた。測定した重量平均、

数平均重合度（DPw 及び DPn）は表 2.2.にまとめた。表 2.2.から、元のカードランの

DPwは 6790であるのに対し、パラミロンは 1670と 1/4程度であった。一方で、酸加水

分解後の DPwを比較してみると、カードランは 270と元の試料の 1/25程度まで低分子

化しているのに対し、パラミロンは 1010 であった。パラミロンの高い結晶性は、酸加

水分解に対しても高い抵抗性を示すことが示された。 

 水可溶性パラウロン酸及びカーデュロン酸の DPw はそれぞれ、68 と 86 であった。

従って、TEMPO触媒酸化によって著しい低分子化が起こったことが分かった。再生セ

ルロースの pH 10における TEMPO触媒酸化では、得られたセロウロン酸の DPwは 40

と再生セルロースの酸加水分解によるレベルオフ重合度と同じ値のものが得られてい

る[15]。しかしながら、パラミロンやカードランの場合には、TEMPO 触媒酸化生成物

の重合度と、酸加水分解物の重合度には相関が見られない。したがって、(1→3)-β-グル

カンの TEMPO触媒酸化による低分子化には、レベルオフ重合度以外の要素（反応中に

生成するラジカル種など）が関係していることが考えられる。また、TEMPO触媒酸化

パラミロンの方が TEMPO触媒酸化カードランと比べて低分子量だったのは、パラミロ

ンの方が次亜塩素酸ナトリウムを消費するまでの時間が長かったためだと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

表2.2. 元のパラミロン及びカードラン、酸加水分解物、TEMPO触媒酸化物の数平均及び
重量平均分子量（Mn及びMw）と数平均及び重量平均重合度（DPｎ及びDPｗ）

Mn (DPn) Mw (DPw) Mw/Mn

Paramylon 212,000 (1,310) 270,000 (1,670) 1.37

Acid-hydlyzed paramylon 99,300 (610) 164,000 (1,010) 1.66

Sodium parauronate 9,920 (50) 13,600 (68) 1.26

Curdlan 890,000 (5,500) 1,100,000 (6,790) 1.24

Sodium curduronate 29,900 (180) 43,300 (270) 1.45

TEMPO-oxidized curdlan 13,500 (68) 17,000 (86) 1.26
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 SEC-MALLS により求めた重合度分布を図 2.5.に示す。すべての試料において、複数

のピークやショルダーピークは確認されず、単分散のピークのみが得られたことから、

溶離液に溶解していた。TEMPO 触媒酸化生成物の重合度は 68-86 程度であったが、こ

れらの生成物はβ-1,3結合や水可溶性に由来した生物活性が期待できる。 
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図2.5. 元のパラミロン及びカードラン、酸加水分解物、TEMPO
触媒酸化物の重合度分布
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2.4. 結論 
 水不溶性のパラミロン及びカードランから、TEMPO/NaBr/NaClO システムによって

水系、pH 10という条件で水可溶性の生成物を得ることに成功した。次亜塩素酸ナトリ

ウム 15 mmol/gの添加条件で、ほぼすべての C6位の 1級水酸基が酸化され、カルボキ

シル基へと酸化された。また、この反応はパラミロン及びカードランのどちらでも 100

分以内に完了したが、パラミロンは結晶性がカードランよりも高いために C6位をすべ

て酸化するためにより長時間を必要とした。このように、β-1,3 結合のほぼ均一な構造

を持つポリグルクロン酸ナトリウム塩が、TEMPO触媒酸化により化学量論的に調製す

ることができた。一方で、反応中にβ-1,3 グリコシド結合の開裂によって、著しい低分

子化が起こり、得られた水可溶性生成物の重合度はパラミロン及びカードランでそれぞ

れ、68、86となってしまった。パラミロン及びカードランは、(1→3)-β-グルカンである

ので、TEMPO触媒酸化によって C6、C2や C4の水酸基が、アルデヒド基またはケトン

基へと酸化されたとしても、β脱離反応による低分子化は起こらない。従って、弱アル

カリ性TEMPO触媒酸化中にパラミロン及びカードランが著しく低分子化してしまう原

因は、β脱離反応ではなく他の要因、おそらくは反応中に生成したラジカル種によるも

のであると考えられる[30,31]。 
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3．弱酸性 TEMPO触媒酸化を用いた高分子量 

ポリグルクロン酸調製の検討 
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3.1. 研究背景 
 TEMPO触媒酸化（TEMPO/NaBr/NaClO ; pH 8.5-11）による多糖の 1級水酸基（C6-OH）

の選択的酸化によって、糖化学の新しい領域が切り拓かれてきた[1,2,3]。水不溶性のβ-

シクロデキストリンやキチン、再生セルロースに適用した例では、C6-OH の一部又は

全てがカルボキシル基に酸化されることで水可溶性になった[5, 8, 11]。しかしながら、

反応中における低分子化が、特にすべての C6-OH が酸化されたポリウロン酸を調製す

る条件では、避けられないという課題があった[4, 9, 11, 13, 14]。再生又はマーセル化、

ボールミル処理したセルロースより調製した(1→4)-β-ポリグルクロン酸（セロウロン酸）

では、元の重合度から著しい低分子化によって、セロウロン酸の重合度（DPw）は 40

－80 になってしまった。低分子化の主要因として、反応条件がアルカリ性であること

に起因するβ脱離反応[4]や、反応中に副生成物としてできるヒドロキシラジカルなどの

活性種[14]が考えられている。 

第 2章において TEMPO触媒酸化を結晶性の異なる(1→3)-β-グルカンであるパラミロ

ン及びカードランに適用すると、十分な量の次亜塩素酸ナトリウム添加により、C6-OH

がほぼすべて酸化された(1→3)-β-ポリグルクロン酸を調製することができた。しかしな

がら、(1→3)-β-グルカンの場合でも反応中に著しい低分子化が起こり、元のパラミロン

及びカードランの DPw；1680及び 6790が、TEMPO触媒酸化後では 68及び 86になる

ことが明らかになった。 

 そこで、近年見出された 4-アセトアミド-TEMPO及び次亜塩素酸ナトリウムを触媒量

用い、亜塩素酸ナトリウムを主酸化剤とする弱酸性 TEMPO触媒酸化に注目した[16, 17]。

この新規 TEMPO触媒酸化を再生及びマーセル化、天然セルロースに適用すると、従来

の弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化と比較して、得られる生成物の重合度が高いことが報

告されている[6, 7, 12]。本研究では、弱酸性から中性条件において 4-アセトアミド

-TEMPO/NaClO/NaClO2 システムをカードランに適用し、高重合度の(1→3)-β-ポリグル

クロン酸を調製することを目的とし、反応条件の最適化を検討した。また、各種スター

チ（アミロペクチンとアミロースとの複合物）やアミロース、プルランにも同様の反応

を適用し、各種多糖における C6-OHの反応性の違いを検討した。 
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3.2. 出発物質及び実験手法 

3.2.1. 出発物質 

 カードラン、プルラン、アミロース及びスターチ（ポテト、コーン、小麦由来）は全

て市販品（Wako Pure Chemicals, Japan）を用いた。4-アセトアミド-TEMPO、次亜塩素

酸ナトリウム、亜塩素酸ナトリウム（有効塩素量；80%）及びその他の試薬や溶媒は全

て市販品を精製せずに実験に用いた。水溶性生成物の SEC-MALLS測定用に、HPLCグ

レードの蒸留水を用いた（Wako Pure Chemicals, Japan）。 

3.2.2. 多糖類の弱酸性下 TEMPO触媒酸化 

 カードラン、プルラン、アミロース、及びスターチの弱酸性下 TEMPO触媒酸化の基

準となる実験プロセスを以下に記す。カードラン、アミロース（1 g ; 6.0 mmol C6-OH）

またはスターチ（1 g ; <6 mmol C6-OH C6位に分岐があるため）を密栓フラスコに入

れ、pH 4.7に調製した 0.2 M酢酸緩衝液を 100 ml加えて分散させた。4-アセトアミド

-TEMPO（0.096 g ; 0.45 mmol）、亜塩素酸ナトリウム（有効塩素量；80%, 0.68 g ; 6.0 mmol）

を密栓フラスコに加え、攪拌によって溶解させた。分散液に次亜塩素酸ナトリウム（12%, 

0.62 ml ; 1.0 mmol）を一度に加え、すぐ栓をして反応を開始させた。分散液を 35℃に保

ち、24 時間反応させた。アミロースを除くすべての多糖で、24 時間後の反応液が透明

であったことから、水可溶性の生成物が得られたことが分かった。アミロースは反応時

間を長くしても反応液が透明にはならず、分散状態のままであった。反応は、反応液と

同量のエタノールを添加することで停止され、生じた白色沈殿を遠心分離によって回収

した。沈殿物は脱イオン水を用いた透析により精製され、凍結乾燥を経て反応生成物を

得た。本研究では、反応に影響を与える因子として、反応時間、反応に用いる緩衝液の

pH、反応温度、及び試薬添加量を考え、様々な反応条件を検討することで、反応の最

適化を試みた。プルラン（1 g ; 4.0 mmol C6-OH）を用いた場合には、亜塩素酸ナトリウ

ムの添加量を 4.0 mmolとして反応を行った。 
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3.2.3. SEC-MALLS測定 

 2.2.6.の手法に従って、数平均分子量（Mn）及び重量平均分子量（Mw）測定を行っ

た。TEMPO触媒酸化後の試料は、dn/dc値をセロウロン酸の 0.1 M塩化ナトリウム水溶

液における値、0.125 mL/gを用いて各パラメーターを算出した[15]。 

3.2.4. 他の分析手法 

 カルボキシル基量を測定するために、2.2.7.に従って電気伝導度滴定を行った。 

 TEMPO 触媒酸化前後における化学構造の変化を調べるため、ALPHA-500（JEOL, 

Japan）を用いて 2.2.7.に従って、13C-NMR測定を行った。元のカードラン、アミロース、

及びポテトスターチは重ジメチルスルホキシド（DMSO-d6）に 100℃で数分間攪拌する

ことで溶解させ、標準物質としてテトラメチルシランを用いて測定に供した。水可溶性

の TEMPO 触媒酸化試料は重水（D2O）に溶解させ、3-(トリメチルシリル)-1-プロパン

スルホン酸ナトリウムを標準物質として用いて測定に供した。積算回数を 15000回とし、

測定データは解析ソフトウェア（Delta; JEOL, Japan）を用いてデータ処理を行った。 
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3.3. 結果・考察 

3.3.1. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システムによる多糖類の酸化 

 表 3.1.に TEMPO触媒酸化カードラン、各種スターチ、アミロース及びプルランのカ

ルボキシル基量を示す。検討を行ったすべての条件で、pH 4.7における 4-アセトアミド

-TEMPO/NaClO/NaClO2 によるカルボキシル基の導入が確認された。また、表 3.1.にお

いて、酸化度は次式（3.1.）を用いて計算を行った。 

R=10X/(162+36X/100)  （3.1.） 

ただし、Rはカルボキシル基量（mmol/g）、Xは酸化度（%）を示す。この式を用いて

計算すると、カードランでは C6-OH の 95％が 24 時間の酸化反応によってカルボキシ

ル基へと酸化されたことが分かった。一方で、TEMPO触媒酸化スターチのカルボキシ

ル基量は 1.34－2.23 mmol/gとカードランと比較すると、同じ反応条件にも関わらず低

い値であった。スターチのアミロペクチンに由来する C6位に存在する分岐構造を考慮

に入れずに直鎖状と仮定した場合、23－39%の C6-OH が酸化されていることになる。

また、スターチは分岐構造を有するアミロペクチンと直鎖状のアミロースとの混合物で

あり、由来によりそれぞれの含有率は異なるが、一般的にアミロースを 20－25%、アミ

ロペクチンを 80－75%含有すると言われている[18]。また、アミロペクチンの分岐構造

は、一般的に平均でグルコースユニット約 25個に 1個の割合で存在していることから、

スターチ全体ではグルコースユニット約 31－33 個に 1 個の割合で分岐を有する[18]。

したがって、分岐構造を考慮に入れたとしても、40%以下しか酸化されていないと考え

られる。TEMPO触媒酸化アミロースでは、反応時間を長くした場合でも水不溶性のま

まであり、カルボキシル基量も 2.74 mmol/g（C6-OHの 49.2%）であった。酸化アミロ

ースの場合では各種スターチよりもカルボキシル基の導入量が多かったが、おそらく高

い分子量と直鎖構造のために水可溶化しなかったと推測される。 
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 カードラン、スターチ、アミロースの結果は、分岐の有無に関わらず(1→4)-α-グルカ

ンの C6-OHよりも、(1→3)-β-グルカンの C6-OHの方が、弱酸性 TEMPO触媒酸化によ

って酸化されやすいことを示している。スターチについて、その結晶構造は C1位から

C4 位へ左巻きの二重らせん構造を取り、二重らせん構造が水素結合やファンデルワー

ルス力によりパラレルに配置している[19]。また、C6位の 1級水酸基は二重らせん構造

の長軸方向を向いているため、1級水酸基が三重らせん構造に対して外側を向いている

カードランと比べると、4-アセトアミド-TEMPOとの反応性が低くなったと考えられる。

アミロースとスターチを比較すると、酸化スターチの方が、酸化アミロースに比べて

C6-OHの酸化度が低いことから、α-1,6結合による分岐構造又は分岐に導入されたカル

ボキシル基が、分岐構造近くに存在する C6-OHの酸化を妨げていることが推測される。

この仮説は次のプルランの結果からも、説明できる。プルランは、マルトトリオース単

位がα-1,6 グリコシド結合した直鎖状多糖であり、反応前後に関わらず反応液中で水可

溶性を維持していた。プルランに弱酸性 TEMPO触媒酸化を適用した場合、酸化物のカ

ルボキシル基量は、プルランの C6-OHの僅か 8.0%にあたる 0.32 mmol/gであった。こ

のように、α-1,6 結合を有する多糖では、たとえプルランのように均一系であったとし

ても pH 4.7、4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システムによる C6-OHの酸化が抑

制されることが分かった。酸化が抑制される理由としては、α-1,6 結合のために、N-オ

キソニウムイオンと C6-OH との反応中間体の形成が立体障害を受けたためと考えられ

る。 

表3.1. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃, 24時間）を用いて調製
したTEMPO触媒酸化カードラン、各種スターチ、アミロース及びプルランのカルボキシル基量
及び収率

Carboxylate 
content (mmol/g)

Oxidation ratio of 
C6-OH (%) Yield (%)

Oxidized curdlan 4.85 95.0 90
Oxidized starch from
Potato 2.23 >39.3 83
Corn 1.64 >28.2 85
Wheat 1.34 >22.8 84

Oxidized amylose 2.74 49.2 96
Oxidzed pullulan 0.32 8.0 90
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 弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化（TEMPO/NaBr/NaClO ; pH 10）では、プルランもスタ

ーチもほぼ全ての C6-OHがカルボキシル基へと酸化可能であったので、上記の C6-OH

の不完全な酸化は、pH 4.7、4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システムの特徴と言

える。同様の結果は、溶解再生又はマーセル化したセルロースに対する弱酸性から中性

における 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システムの適用においても確認されて

いる[6,7]。弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化をアミロース、スターチ、プルランに適用し

た場合では、ほぼ全ての C6-OH をカルボキシル基へと酸化することはできたが、常に

著しい低分子化を伴ってしまった[9,13,14]。後述するように、弱酸性 TEMPO触媒酸化

（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7）では、生成物の低分子化を抑制する

ことができた。このことから、弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化の反応中における著しい

低分子化は、多糖のすべての C6-OH をカルボキシル基へと効率的に酸化するために必

要な条件であることが示唆された。 

3.3.2. 酸化多糖の NMRスペクトル分析 

 元の多糖及び TEMPO触媒酸化多糖の 13C-NMRスペクトルを図 3.1.に示す。TEMPO

触媒酸化アミロースは水に溶解しなかったので、希塩酸を用いてナトリウム塩型のカル

ボキシル基をプロトン型に換えた後、重 DMSO（DMSO-d6）に溶解させ測定に供した。

カードランは、弱酸性 TEMPO触媒酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7）

によって C6-OH がほぼすべて酸化されたポリグルクロン酸（カーデュロン酸）へと変

換されていることが分かった（図 3.1.）。 

 元のポテトスターチ（重 DMSO溶液）のα-1,6結合に由来する C1位と結合している

C6 位（C6’位）のピークは、C2 位、C3 位、C5 位由来のピークと重なってしまったた

め、確認できなかった。しかしながら、TEMPO触媒酸化ポテトスターチでは、72.8 ppm

に C6’位が確認された。水溶性スターチの酸化において、弱アルカリ性 TEMPO触媒酸

化では、ほぼすべてのα-1,6 結合が失われ、直鎖状の(1→4)-α-ポリグルクロン酸が得ら

れている[10]。このことから、弱酸性 TEMPO 触媒酸化では、弱アルカリ性 TEMPO触

媒酸化よりもα-1,6結合が安定に存在していることが分かった。 
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 プルランのカルボキシル基量は 0.32 mmol/g（表 3.1.）であったが、13C-NMRを非定

量モードで測定したため、スペクトルでは 178 ppm付近に非常に小さいピークのみが確

認されただけであった。 

  

ppm

6080100120140160180200

図3.1.元のカードラン、ポテトスターチ、アミロース及びプルランと、これらのTEMPO触媒酸化物
（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム, pH 4.7, 35℃, 24時間）の13C-NMRスペクトル
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3.3.3. TEMPO酸化カードランにおける反応時間の影響 

 反応時間が 4 時間から 24 時間に増加するにつれ、カルボキシル基量が 2.27 mmol/g

から 4.85 mmol/gまで増加した（図 3.2.）。いずれの反応時間で調製した酸化カードラ

ンも水可溶性であった。このことから、反応時間を変えることで水不溶性のカードラン

から、カルボキシル基量の異なる水可溶性酸化生成物を調製可能なことが分かった。第

2章の結果から弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化（TEMPO/NaBr/NaClO ; pH 10）では、50

分以内にすべての C6-OH をカルボキシル基に酸化可能であったが、弱酸性 TEMPO 触

媒酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7）では、95%の C6-OHを酸化す

るのにより長い時間（24時間）を要した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 3.3.に 4-24時間反応させた酸化カードランの 13C-NMRスペクトルを示す。反応が

進むに連れ、64 ppmの C6-OHに由来するピークは減少し、反対に 178 ppmの C6-カル

ボキシル基に由来するピークの増加が見られた。NMR 測定は非定量モードで行ったた

め、C6-カルボキシル基に由来するピーク強度に定量性はない。一方で、グルコース単

位及びグルクロン酸単位の C3位に由来するピークが、それぞれ 86と 87 ppmに確認さ

図3.2. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃）を反応時間0-24時間の
間で適用し、調製したTEMPO触媒酸化カードランのカルボキシル基量及びC6-OHの酸化率
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れ、これらのピークの強度比は電気伝導度より求めたカルボキシル基量とよく相関して

いた。同様の結果が C4 位のピーク（71 及び 73 ppm）からも得られた。このように、

酸化カードランのおおよそのカルボキシル基量がNMRのスペクトル強度から算出する

ことができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 酸化カードランの重合度は SEC-MALLSにより測定した。反応時間の増加に伴い、重

合度分布のピークトップが、低重合度側へとシフトしていた（図 3.4.）。このことから、

弱酸性 TEMPO触媒酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7）においても、

低分子化は避けられないことが示された。元のカードラン及び、弱アルカリ性又は弱酸

性 TEMPO触媒酸化により調製した酸化カードランの分子量及び重合度を表 3.2.にまと

めた。元のカードランは 6790 と高い重合度を有していたが、弱酸性 TEMPO 触媒酸化

によって酸化後は、重合度が 1020まで低分子化した。しかしながら、第 2章で得られ

ppm
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4 h

8 h

12 h

24 h

C3-ox

C4-ox

C4

図3.3. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃）を反応時間0-24時間
の間で適用し、調製したTEMPO触媒酸化カードランの13C-NMRスペクトル（in D2O）；C3-ox
及びC4-oxは、(1→3)-β-グルクロン酸ユニット由来
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た弱アルカリ性 TEMPO 触媒酸化により調製した酸化カードランの重合度 86 と比べる

と、遥かに高い重合度を有していることが明らかになった。すなわち、弱酸性 TEMPO

触媒酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7）によって、弱アルカリ性

TEMPO触媒酸化（TEMPO/NaBr/NaClO ; pH 10）よりも高重合度のカーデュロン酸を調

製可能なことが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

表 3.2. 元 の カ ー ド ラ ン 、 TEMPO/NaBr/NaClO シ ス テ ム （ pH 10 ） 及 び 4- ア セ ト ア ミ ド -
TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃, 24時間）を用いて調製したTEMPO触媒酸化カードラン
の重量平均及び数平均分子量（Mw, Mn）及び重合度（DPw, DPn）

Sample Reaction 
time (h)

Oxidation ratio 
of C6-OH (%) Mw (DPw) Mn (DPn) Mw/Mn

Original curdlan - - 1,100,000 (6790) 890,000 (5490) 1.24

Oxidized curdlan prepared by

TEMPO/NaBr/NaClO at 25ºC 
and pH 10 0.8 100 17,000 (86) 13,500 (68) 1.26

4-AcNH-
TEMPO/NaClO/NaClO2 at 
35ºC and pH 4.7

24 95 197,000 (1020) 130,000 (670) 1.52

Degree of polymerization

102 103 104 105

4 h 
8 h 
12 h
24 h 

図3.4. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃）を反応時間0ー24時間
の間で適用し、調製したTEMPO触媒酸化カードランの重合度分布
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3.3.4. 弱酸性 TEMPO触媒酸化における他の反応条件の検討 

 反応時間を 8時間、反応温度 35℃とし、反応 pH 3.7-6.7の緩衝液（pH 3.7; クエン酸

緩衝液、pH 4.7, 5.7; 酢酸緩衝液、pH 6.7; リン酸緩衝液）を用いてカードランに弱酸性

TEMPO触媒酸化を適用し、反応 pHの影響を検討した。図 3.5.に示すように、pH 4.7、

5.7、6.7で調製した酸化カードランは水可溶性であった。反応 pH 4.7及び 5.7で調製し

た試料のカルボキシル基量はそれぞれ、3.13及び 3.00 mmol/gであったのに対し、反応

pH 3.7及び 6.7で調製した試料では、0.69及び 1.87 mmol/gと少なかった。このことか

ら、C6-OHの酸化効率という点で、pH 4.7及び 5.7が反応に適した条件であると言える。 

 次に、反応 pHを変えて調製した試料の重合度分布を図 3.6.に示す。反応 pH 4.7及び

5.7 で調製した酸化カードランのカルボキシル基量はほぼ同程度であったが、重合度は

pH 4.7で調製した生成物の方が高かった。カードランの TEMPO触媒酸化における低分

子化の要因が反応中に生成するラジカル種であるという仮説が正しいとすると、反応

pH 5.7においてはより多く生成されたと考えられる。pH 6.7では、調製した酸化カード

ランのカルボキシル基量が 1.87 mmol/gであり、反応がすべての C6-OHで起きていない

ため、図のような広い重合度分布を持ったと考えられる。この結果から、C6-OH のカ

ルボキシル基への酸化はカードランの低分子化を伴って起こる、又は 4-アセトアミド

-TEMPO/NaClO/NaClO2 系によって高いカルボキシル基導入量を達成しようとする場合

には、低分子化が避けられないということが示された。 
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 反応時間を 8時間、反応 pHを 4.7として、反応温度について検討した結果から、室

温（ca. 20℃）から、35、50、65℃まで温度を上げて反応を行うことで、酸化カードラ

ンのカルボキシル基量が、2.11 mmol/gから、3.11、3.53、3.72 mmol/gまで増加した（図

Degree of polymerization

102 103 104 105

pH 4.7
pH 5.7
pH 6.7

図3.5. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（35℃, 8時間）を用いて反応pH 3.7ー6.7で
調製したTEMPO触媒酸化カードランのカルボキシル基量及びC6-OHの酸化度
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図3.6. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（35℃, 8時間）を用いて反応pH 
3.7ー6.7で調製したTEMPO触媒酸化カードランの重合度分布



46 

 

3.7.）。このことから、反応温度を上げることで、TEMPO触媒酸化による C6-OHの酸

化を効率的に行うことができることが分かった。異なる反応温度で調製した酸化カード

ランの重合度分布を図 3.8.に示す。カルボキシル基量において、35、50、65℃で調製し

た酸化カードランに大きな差は見られなかったのに対して、重合度においては、明らか

に 50及び 65℃で調製した生成物では、35℃で調製したものと比べ、低い値であった。 

 室温で調製した酸化カードランのカルボキシル基量は、2.11 mmol/gと低く十分に酸

化されていないことから、重合度分布も幅広く、高重合度であったと考えられる。pH 4.7, 

35℃, 4時間で調製した酸化カードラン（図 3.4.）と室温, 8時間で調製した酸化カード

ランのカルボキシル基量は、2.27と 2.11 mmol/gと同程度であったが、重合度分布は大

きく異なっていた。このことは、高重合度の酸化カードランを調製する場合には、反応

温度を下げることが効果的であることを示唆している。しかしながら、カルボキシル基

量が 4 mmol/gを超える酸化カードランは、室温条件では反応時間を 3日間以上かけて

も得られていないことから、pH 4.7 及び 35℃という条件が高いカルボキシル基導入量

を持ち、高重合度の酸化生成物を得るのに最適な条件であると結論づけた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3.7. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 8時間）を用いて
反応温度20（室温）－65℃で調製したTEMPO触媒酸化カードランのカルボキシル
基量及びC6-OHの酸化度
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 次亜塩素酸ナトリウム及び 4-アセトアミド-TEMPOの最適添加量を検討するため、そ

れぞれ、0.25-1.0 mmol/g及び 0.1-0.9 mmol/gの条件で反応を行った。反応時間は 8時間、

反応 pHは 4.7、反応温度は 35℃とした。図 3.9.に示すように、4-アセトアミド-TEMPO

の添加量を増加させることで、酸化効率は上昇した。4-アセトアミド-TEMPO添加量が

0.1及び 0.2 mmol/gの条件では、カルボキシル基導入量が少ないため、酸化カードラン

は水不溶性であった。また、この時には次亜塩素酸ナトリウム添加量は C6-OH の酸化

に影響を与えていなかった。一方で、4-アセトアミド-TEMPO添加量 0.45 mmol/gの条

件では、次亜塩素酸ナトリウム添加量の増加に従って、カルボキシル基量が増加した。

そして、4-アセトアミド-TEMPO添加量 0.9 mmol/gの条件では、C6-OHの酸化効率が明

らかに向上した。しかしながら、弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化（TEMPO/NaBr/NaClO ; 

pH 10）では TEMPOの添加量は、0.1 mmol/gで十分であったことを考えると、弱酸性

TEMPO触媒酸化で 4-アセトアミド-TEMPO添加量 0.9 mmol/gという添加量は、触媒量

としては過剰な条件である。 

 

Degree of polymerization

102 103 104 105

R.T.
35oC
50oC
65oC

図3.8. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 8時間）を用いて
反応温度20（室温）－65℃で調製したTEMPO触媒酸化カードランの重合度分布
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 4-アセトアミド-TEMPO 添加量 0.9 mmol/g、次亜塩素酸ナトリウム添加量 0.25-1.0 

mmol/gという条件で、調製した TEMPO触媒酸化カードランの重合度分布を図 3.10.に

示す。4-アセトアミド-TEMPO添加量が 0.45 mmol/gから 0.9 mmol/gへと増加すること

により、より多くのカルボキシル基が導入されたが、4-アセトアミド-TEMPO添加量 0.45 

mmol/g、次亜塩素酸ナトリウム添加量 1.0 mmol/g で調製した酸化カードランの重合度

分布（図 3.4.）と比較すると、低重合度側へとピークがシフトしてしまった。 

 4-アセトアミド-TEMPO添加量を 0.45から 0.9 mmol/gへと増加させることで、C6-OH

の酸化は効率的に進んだが、高重合度の酸化カードランを調製することはできなかった

ため、4-アセトアミド-TEMPO添加量 0.45 mmol/gが本研究では、最も適した条件であ

った。しかしながら、カルボキシル基量が多く、高重合度の酸化カードランを得るため

には、4-アセトアミド-TEMPO添加量を更に増やし、より短時間で反応を終了する条件

が適している可能性がある。このように、弱酸性 TEMPO触媒酸化により、高いカルボ

4-AcNH-TEMPO added

0.45 mmol/g

0.20 mmol/g

0.10 mmol/g
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図3.9. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃, 8時間）を用いて4-アセ
トアミド-TEMPO、次亜塩素酸ナトリウム添加量を変えて調製したTEMPO触媒酸化カードラン
のカルボキシル基量及びC6-OHの酸化度
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キシル基量を持ち、高重合度の酸化カードランを調製するためにはより最適な酸化条件

を今後検討する余地がある。 

  

Degree of polymerization

102 103 104 105

NaClO 0.25 mmol/g-curdlan
NaClO 0.5 mmol/g-curdlan
NaClO 1.0 mmol/g-curdlan

図3.10. 4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH 4.7, 35℃, 8時間）を用いて
4-アセトアミド-TEMPO添加量を0.9 mmol/g-curdlanとし、次亜塩素酸ナトリウム添加量を
変えて調製したTEMPO触媒酸化カードランの重合度分布
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3.4. 結論 
 弱酸性 TEMPO触媒酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7；35℃；24

時間）をカードランに適用することで、低分子化を抑制しつつ、C6-OH が選択的にカ

ルボキシル基へと酸化された高分子量カーデュロン酸を調製することに成功した。反応

時間を 4－24 時間とすることで、酸化カードランのカルボキシル基量を 2.27－4.85 

mmol/g（C6-OHの酸化度；40－95%）と制御することができた。また、カードランの場

合ではカルボキシル基量が 2 mmol/gを超えると、水可溶化することが分かった。酸化

中の低分子化を完全に抑制することはできなかったが、C6-OH の酸化度 95%、重合度

1000 を超えるカーデュロン酸を調製することができた。各種スターチやアミロース、

プルランに適用した場合では、導入されたカルボキシル基量は同じ反応条件でカードラ

ンと比べ少なかった。このことから、(1→4)-α-グルカンの C6-OH は(1→3)-β-グルカン

と比べ、酸化を受けづらく、また、α-1,6結合の近くに存在する C6-OHもまた、TEMPO

により酸化されづらいことが示唆された。(1→4)-α-グルカンにおける弱酸性 TEMPO触

媒酸化の反応性の低さについて、結晶構造中の C6位の 1級水酸基が二重らせん構造の

長軸方向を向いているために、1級水酸基が三重らせん構造の外側に出ているカードラ

ンと比較すると、4-アセトアミド-TEMPOとの反応中間体の形成が阻害されたことが考

えられる。 
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4．カーデュロン酸水溶液の粘弾性特性に関する

検討 
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4.1. 背景 
 弱酸性 TEMPO触媒酸化をカードランに適用することにより、水可溶性の高分子量ポ

リグルクロン酸（カーデュロン酸）が得られた[第 3章]。得られたカーデュロン酸はほ

ぼ均一な化学構造を持ち、これまで TEMPO触媒酸化により得られたポリグルクロン酸

の中で最も高分子量であることが分かっている。 

カーデュロン酸と似た構造を持つ多糖類やその誘導体として、アルギン酸ナトリウム

やカルボキシメチルセルロース（CMC）が挙げられる。これらの物質は生分解性があ

り、毒性がないことから増粘剤として広く使われている[1,2]。また、水溶液に金属イオ

ンを添加することで、ゲル化することが知られている[3,4,5,6,7]。そこで、本研究では、

カーデュロン酸の溶液物性に着目し、粘弾性測定を行った。また、金属イオン添加によ

る粘弾性の変化の検討を行った。 

4.2. 出発物質及び実験手法 

4.2.1. 出発物質 

カードランは市販品（Wako Pure Chemicals, Japan）を用いた。4-アセトアミド-TEMPO、

次亜塩素酸ナトリウム、亜塩素酸ナトリウム（有効塩素量；80%）及びその他の試薬や

溶媒は全て市販品を精製せずに実験に用いた。粘弾性測定の対照試料として、アルギン

酸ナトリウム（Wako Pure Chemicals, Japan）及び CMC（DS=0.93、ナトリウム塩型）を

用いた。CMC は植松武彦氏（Kao Corporation）のご厚意により提供していただいたも

のを用いた。 

4.2.2. カーデュロン酸の調製 

カーデュロン酸をカードランに弱酸性下TEMPO触媒酸化適用することにより調製した。

カードラン 10 gを密栓フラスコに入れ、pH 4.7に調整した 0.2 M酢酸緩衝液を 1000 ml

加えて分散させた。4-アセトアミド-TEMPO（0.96 g ; 0.45 mmol/g）、亜塩素酸ナトリウ

ム（有効塩素量；80%, 6.8 g ; 6.0 mmol/g）を密栓フラスコに加え、攪拌によって溶解さ

せた。分散液に次亜塩素酸ナトリウム（12%, 6.2 ml ; 1.0 mmol/g）を一度に加え、すぐ

栓をして反応を開始させた。分散液を 35℃に保ち、24時間反応させた。24時間後の反
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応液が透明であったことから、水可溶性の生成物が得られたことが分かった。反応は、

反応液と同量のエタノールを添加することで停止し、生じた白色沈殿を遠心分離によっ

て回収した。沈殿物は脱イオン水を用いた透析により精製し、凍結乾燥を経て反応生成

物を得た。 

4.2.3. 粘弾性測定 

 回転式レオメーター（Rheostress RS600, HAAKE, Germany）を用いて粘弾性測定を行

った。測定にはコーンプレート型治具を用い、測定温度は 25 ± 0.15℃とした。コーンプ

レート型治具は、溶液試料用に直径 60 mm；コーン角度 1°の治具を、塩を添加してゲ

ル化させた試料には直径 20 mm；コーン角度 2°の治具をそれぞれ用いた。 

 各試料は含水率を考慮して、蒸留水に所定の濃度（w/v）で溶解させ、測定に供した。

また、ゲル化挙動を測定するために各濃度に調整した塩化カルシウム水溶液を調製し、

治具の間にセットした試料に計 10 µlを添加した。2時間静置させた後に測定を開始し

た。また、測定中の試料の乾燥を防ぐため、脱イオン水をリザーバーに満たし、ふたを

するとともに食品用ラップフィルムで全体を覆った。ひずみ振幅は、0.05に設定した。 

4.2.4. その他の測定 

カルボキシル基量を測定するために 2.2.7.に従って、電気伝導度滴定を行った。 

サイズ排除クロマトグラフィー・多角度光散乱（SEC-MALLS）を用いて、粘弾性測

定に供した試料の数平均及び重量平均分子量と数平均及び重量平均重合度を算出した。

測定は、2.2.6.に従って行った。アルギン酸ナトリウム及び CMCは、0.1 M塩化ナトリ

ウム水溶液に対する dn/dc値として、0.174及び 0.147 ml/gを用いた[8,9]。 

 金属イオンによるゲル化を調べるため、各種 0.5 M塩化物イオン水溶液 0.1 ml（金属

イオン；0.05 mmol）を 20wt%カーデュロン酸水溶液 0.5 ml（カルボキシル基量；0.45 mmol）

に添加し、ゲルを生成するか観察した。1価の金属塩として、塩化リチウム、塩化ナト

リウム、塩化カリウム、塩化セシウム、2価の金属塩として、塩化マグネシウム、塩化

カルシウム、塩化ストロンチウム、塩化バリウムを用いた。 
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4.3. 結果・考察 

4.3.1. カーデュロン酸水溶液の粘弾性特性 

 図 4.1.に 2.5－20wt%に調製したカーデュロン酸水溶液のせん断応力（τ）及び粘度（η）

のせん断速度（γ）依存性を示す。高せん断領域において、せん断応力が直線的に増加

していることから、流動領域であることが分かる。濃度が 5.0wt%以上のカーデュロン

酸水溶液では、低せん断領域において降伏応力が見られた。濃度の上昇と降伏応力の増

加に相関性が見られることから、水溶液中でのカーデュロン酸同士の絡み合いによる構

造粘性であると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

log γ [1/sec]

-2 -1 0 1 2

lo
g 

τ 
[P

a]
 o

r η
 [P

a 
s]

-3

-2

-1

0

1

2

3

図4.1. 2.5ー20wt%カーデュロン酸水溶液のτ及びηのせん断速度依存性

τ

η

・

2.5, 5.0, 10, 20wt%



59 

 

 濃度 2.5－20wt%カーデュロン酸水溶液の貯蔵弾性率（G’）及び損失弾性率（G”）の

周波数依存性を図 4.2.に示す。2.5wt%溶液においては、カーデュロン酸の濃度が低いた

めに 10 rad/sec以下の周波数領域において、測定限界の下限を超えてしまい、正確な値

を測定できなかった。しかしながら、どの濃度においても G”が G’を上回っており、10 

rad/secを超える高周波数領域において G’∝γ2かつ G’∝ γ1に近似でき、一般的な高分子

溶液と同様の傾向を示した。また、10 rad/sec以下のせん断領域において G’に平坦部が

見られた。カーデュロン酸水溶液の濃度が増加するとともに、平坦部の値も増加してい

るので、分子よりも大きな会合体すなわち分子の絡み合いの緩和を表していると考えら

れる。そこで、次式（4.1.）を用いて絡み合い点間分子量（Me）を算出し、カーデュロ

ン酸のグルクロン酸ユニットの分子量 198で除することで、絡み合い点間重合度（DPe）

を算出した。 

DPe = ρRT / (GN’·198) （4.1） 

ただし、DPe；絡み合い点間重合度、ρ；溶液密度（g/m3）、R；気体定数（8.314 J/K·mol）、

T；絶対温度（K）とする。これによると、DPeは 1.25×108となり測定に用いたカーデ

ュロン酸の重合度（表 4.1.）よりも遥かに大きな値となってしまった。このことから、

平坦部における緩和は複数のカーデュロン酸分子による会合体の緩和を示していると

考えられる。 
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 図 4.3.に 5.0wt%に調整したカーデュロン酸水溶液、アルギン酸ナトリウム水溶液、及

び CMC水溶液のτ及びηのずり速度依存性を示す。また、表 4.1.に分子量及び重合度を

測定した結果を示す。カーデュロン酸水溶液は、アルギン酸ナトリウム、CMC 水溶液

と比較すると、同濃度において 1 ケタ以上、低粘度であることが明らかになった。表

4.1.から重合度においてアルギン酸ナトリウムや CMC と比較して、カーデュロン酸の

重合度は大きいことから、カーデュロン酸水溶液が低粘度を示したのはカーデュロン酸

分子の溶解状態が、アルギン酸ナトリウムや CMCと異なっていることを示唆している。

アルギン酸ナトリウム、CMC 水溶液において、せん断速度の上昇に伴って粘度が低下

する現象（shear-thinning）が見られた。カーデュロン酸水溶液においても同様の低下は

確認できるが、より低せん断領域で起きていることから、アルギン酸ナトリウムや CMC

と比べると、高分子溶液における shear-thinning を引き起こす主要因である分子鎖の絡

み合いが弱いことが考えられる。以上の結果から、カーデュロン酸水溶液がアルギン酸
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図4.2. 2.5ー20wt%カーデュロン酸水溶液のG’及びG”の周波数依存性
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ナトリウムや CMC水溶液と比較すると低粘度であるのは、濃厚溶液中にてカーデュロ

ン酸分子がアルギン酸ナトリウムや CMCと比べると、分子の広がりが小さいことが考

えられる。 
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図4.3. 5.0wt%カーデュロン酸、アルギン酸ナトリウム、CMC水溶液
のτ及びηのせん断速度依存性

τ

η

Curduronate

・

Alginate

CMC

Mn (DPn) Mw (DPw) Mw/Mn
Curduronate 96,400 (490) 165,000 (850) 1.71 

Alginate 66,900 (340) 136,000 (690) 2.03 

CMC 91,200 (370) 182,000 (730) 2.00 

表4.1. カーデュロン酸、アルギン酸ナトリウム、CMCの数平均及び
重量平均分子量と重合度
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4.3.2. 各種金属イオンによるカーデュロン酸水溶液の粘弾性特性変化 

 各種金属塩を添加し、24時間後に観察した結果を図 4.4.に示す。カルシウム、ストロ

ンチウム、バリウムの各塩化物塩を添加した場合では、液面に塩化物水溶液を滴下させ

た際に生じた陥没が観察された。これは、塩化物水溶液とカーデュロン酸水溶液との界

面からゲルが生成したためだと考えられる。1価の金属塩では、液滴の添加による陥没

は確認されず、ゲル化していないことが分かった。このことから、1価の金属塩ではゲ

ル化に必要な架橋点として働いていないことが考えられる。また、2価イオンである塩

化マグネシウム水溶液を添加した試料においてもゲル化が確認できなかった。アルギン

酸ナトリウムにおいて、2価金属イオンにおけるゲル化強度はイオン化傾向が大きい元

素ほど強度が増加することから、カーデュロン酸においても、イオン化傾向の増加に伴

ってゲル化しやすくなったと考えられる。 

 ゲル化挙動をより詳細に検討するため、20wt%カーデュロン酸水溶液（カルボキシル

基濃度；900 mM）に濃度の異なる塩化カルシウム水溶液（塩濃度；9.0－90 mM）を添

加し、G’及び G”の周波数依存性を図 4.5.に示す。塩濃度 9.0 mMでは未添加と比べ、G’、

G”共に 1ケタ増加しているが、G”が G’を上回っており、系としては流動状態であった。

18 mM以上の添加条件では、G’が G”を上回り、また 2ケタ以上の周波数領域において

G’と G”が平行であることから、ゲル化していることが分かった。水溶液中のカルボキ

シル基量に対して、カルシウムイオン濃度が1/50から 1/20でゲル化していることから、

2価のカルシウムイオンによってカルボキシル基間に架橋構造が形成されていることが

考えられる。式（1）を用いて 1 Hz（6.28 rad/sec）における絡み合い点間重合度を算出

すると、570 となった。実験に用いたカーデュロン酸の重合度（表 4.1.）に対して、絡

み合い点間重合度が小さいことから、カーデュロン酸分子内及び分子鎖間のカルボキシ

ル基間でカルシウムイオンによる架橋が起こっていることが示された。 
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図4.5. 9.0ー90 mM塩化カルシウム水溶液を添加した20wt%カーデュロン酸水溶液
のG’及びG”の周波数依存性
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図4.4. 各種金属塩化物水溶液を添加した20wt%カーデュロン酸水溶液のゲル化挙動の違い
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4.4. 結論 
 カーデュロン酸水溶液の粘弾性測定を行った。濃度依存性を調べたところ、濃度が増

加するにつれ粘度増加が見られたが、濃度 20wt%においても、ゲル化せずに溶解状態を

保っていたことが分かった。また、濃度の増加に伴い降伏応力が増加していることから、

濃度増加に伴う粘度上昇は分子鎖の絡み合いによるものであることが分かった。貯蔵弾

性率の周波数依存性から、低周波数領域に平坦部が見られ、絡み合い点間重合度を算出

したところ、試料の重合度よりも遥かに大きな値であったことから、カーデュロン酸分

子は、水中において比較的大きな分子会合体を形成していることが示唆された。 

 カーデュロン酸と化学構造が類似した物質であるアルギン酸ナトリウムや CMCと比

較すると、同濃度においてカーデュロン酸水溶液は 1ケタ以上、低粘度であることが分

かった。測定に供した試料の重合度は、カーデュロン酸が最も大きいことから、水溶液

中での溶解状態がアルギン酸ナトリウムや CMCとは異なることが示唆された。 

 20wt%カーデュロン酸水溶液に各種金属塩化物水溶液を添加すると、アルカリ土類金

属塩の添加によってゲルが形成された。塩化カルシウム水溶液の添加についてより詳細

に検討を行ったところ、カルボキシル基量に対して、1/50程度のカルシウム塩を添加す

ることでゲル化することが分かった。以上から、カーデュロン酸水溶液は高濃度におい

ても低粘度であり、希薄な金属イオン添加によってゲル化することから、ドラッグデリ

バリー等で用いられる新規内包剤としての応用が期待される。 
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5．弱酸性 TEMPO触媒酸化を用いたパラミロン 

ナノフィブリルの調製 
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5.1. 背景 
 直鎖状(1→3)-β-グルカンであるパラミロンは、三重らせん構造を単位とする結晶を有

し、その結晶性は天然高分子の中では高い[1,2]。これまでに、三重らせん構造という特

異的な構造は、X 線回折や固体 13C-NMR によって分析されている。三重らせん構造の

繰り返し単位は、3本鎖それぞれが 6個のグルコース単位が一巻きとなる右巻きらせん

であり、三重らせん構造のサイズは直径方向が 1.556 nm、長軸方向が 1.878 nmである

ことが X線回折により求められている[3,4,5,6,7,8]。図 5.1.にパラミロンの 1本のらせん

構造について断面方向の模式図を示した。らせん構造の内側は、O2 位同士の水素結合

によって、構造を安定化している。三重らせん構造間は、O6 位及び O4 位同士が水素

結合していることが明らかになっている[1]。また、TEMPO触媒酸化によって酸化され

る C6位の 1級水酸基は、三重らせん構造の外側を向いていることが分かる。パラミロ

ンは、三重らせん構造からなるミクロフィブリルが高度に配向していることから、ダウ

ンサイジングによってパラミロンからナノフィブリルが調製可能であると考えられる

[5,9,10]。 

 TEMPO触媒酸化と軽微な機械処理を天然セルロースやキチンに適用することで、高

い結晶性を有したセルロースシングルナノフィブリルを調製できることが見出された

[9,10,11]。TEMPO触媒酸化によって、結晶表面に露出している C6-OHがカルボキシル

基へと選択的に酸化されると、導入されたカルボキシル基同士の電荷反発や浸透圧効果

によって、ミクロフィブリル間の水素結合が切れ、ミクロフィブリル単位で分散可能に

なることが報告されている[9,10,11]。 

 第 2章で弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化（TEMPO/NaBr/NaClO；pH 10）をパラミロ

ンに適用すると、十分な次亜塩素酸ナトリウム添加条件では低分子量のポリグルクロン

酸となり、水可溶化することが明らかになった。そこで、本章では弱酸性 TEMPO触媒

酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7）に着目した[12,13]。第 3章の結

果及び既報から、低結晶性(1→3)-β-グルカンであるカードランや再生セルロースに新規

TEMPO触媒酸化を適用した場合、高分子量のポリグルクロン酸が得られることが分か

った[14,15]。また、天然セルロースに適用した場合、弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化で
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得られる生成物よりも高分子量でかつ、得られるナノフィブリルがより長いということ

が分かっている[16,17]。これらの結果から、高結晶性(1→3)-β-グルカンであるパラミロ

ンに弱酸性 TEMPO触媒酸化を適用することにより、弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化で

起きた低分子化等の副反応が抑制され、パラミロンからもナノフィブリルが調製可能で

はないかと考えた。 

  

図5.1.パラミロンのらせん構造模式図（断面方向、破線は水素結合を示す）
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5.2. 出発物質及び実験 

5.2.1. 出発物質 

 市販されているパラミロンを出発物質として用いた（Wako Pure Chemicals, Japan）。

4-アセトアミド-TEMPO、亜塩素酸ナトリウム（有効塩素量；80%）、12% 次亜塩素酸

ナトリウム水溶液、及びその他の試薬や溶媒はすべて特級グレードのものをそのまま用

いた。 

5.2.2. パラミロンの弱酸性 TEMPO触媒酸化 

 パラミロンの弱酸性下 TEMPO触媒酸化の基準となる実験プロセスを以下に記す。パ

ラミロン（1 g ; 6.0 mmol C6-OH、顆粒状）を密栓フラスコに入れ、pH 4.7に調製した

0.2 M酢酸緩衝液を 100 ml加えて分散させた。4-アセトアミド-TEMPO（0.096 g ; 0.45 

mmol）、亜塩素酸ナトリウム（有効塩素量；80%, 0.68 g ; 6.0 mmol）を密栓フラスコに

加え、攪拌によって分散させた。分散液に次亜塩素酸ナトリウム（12%, 0.62 ml ; 1.0 mmol）

を一度に加え、すぐ栓をして反応を開始させた。分散液を 35℃に保ち、72 時間反応さ

せた。72 時間後の反応液が白濁したままであったことから、カードランに適用した場

合と異なり、反応生成物が水可溶化していないことが分かった。168時間反応させた条

件においても水可溶化していなかった。反応液は遠心分離によって、上澄みを水可溶成

分、沈殿物を水不溶性成分として回収した。水可溶性成分は同量のエタノールを加えて

沈殿を分離し、透析・凍結乾燥を経て乾燥試料を経た。水不溶性成分は透析したのち、

水分散液として回収した。 

5.2.3. 微細化処理 

 TEMPO 触媒酸化により得られた酸化パラミロン水分散液（固形分濃度；約 1%）を

固形分濃度 0.1%、50 ml に希釈した。調製した水分散液を超音波ホモジナイザー

（US-300T ; Nihonseiki, Japan）を用い 19.5 kHz、出力 230Wという条件で、1回の処理

を 1分間とし 2回行った。超音波処理は水分散液の温度が上がらないように、氷浴中に

て行った。遠心分離によって十分に微細化されていない粗大物を除去し、透明な分散液

を得た。 
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5.2.4. 透過型電子顕微鏡（TEM）観察 

 微細化処理した酸化パラミロン水分散液を固形分濃度 0.01%に希釈し、10 µlを TEM

用グリッドに滴下した。過剰液滴をろ紙で吸い取り、1%酢酸ウラニル 10 µlを滴下して

染色した。同様に、過剰液滴をろ紙で吸い取り観察に供した。観察には、JEM-2000EX

（JEOL, Japan）を用い、起電圧を 100 kVで観察した。 

5.2.5. 原子間力顕微鏡（AFM）観察 

 微細化処理した酸化パラミロン水分散液を蒸留水により、固形分濃度 0.002%に希釈

したのち 10 µlを剥離した直後のマイカ板に滴下した。真空乾燥により水を除去したの

ち、AFM（Nanoscope Ⅲ Multimode, Digital Instruments）のタッピングモードを用いて

観察を行った。 

5.2.6. その他の分析手法 

カルボキシル基量を測定するために 2.2.7.に従って、電気伝導度滴定を行った。 

 分光光度計（UV-1700, Shimadzu, Japan）を用いて、微細化処理により得られた TEMPO

触媒酸化パラミロン水分散液の吸光度を測定した。測定は 300－700 nmにおいて行った。

0.1, 1.0%に調製した TEMPO 触媒酸化パラミロン水分散液と、比較として低結晶性

(1→3)-β-グルカンであるカードランを弱酸性 TEMPO触媒酸化して得られる水可溶性ポ

リグルクロン酸（カーデュロン酸）を同濃度に調製して測定に供した。 

 弱酸性 TEMPO 触媒酸化前後での結晶構造を比較するため、X 線回折測定を行った。

試料は、TEMPO触媒酸化パラミロン水分散液を凍結乾燥し、調湿塩（飽和塩化カリウ

ム水溶液; 85%RH, 25℃）を用いて密閉容器中で 24時間調湿した後、2.2.7の手順に従っ

て測定を行った。元のパラミロンについても、同様の条件で調湿し、測定を行った。 
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5.3. 結果及び考察 

5.3.1. TEMPO触媒酸化パラミロンのカルボキシル基量及び収率 

 図 5.2.に、TEMPO 触媒酸化パラミロン（TOP）の水不溶性成分の回収率及びカルボ

キシル基量を示す。反応時間が長くなるぼど水不溶性成分の回収率は下がることから、

反応が進むに従って水可溶性成分が増加していることが明らかになった。水可溶性成分

について 13C-NMR測定を行ったところ、ほぼ全ての C6-OHが酸化されたポリグルクロ

ン酸であることが確認された。水不溶性成分のカルボキシル基量は反応時間の増加に伴

って増加したが、72時間を超えると増加が緩やかになり、1.7 mmol/gで一定値に達した。

これらのことから、反応時間を変えることにより、水不溶性成分の回収率及びカルボキ

シル基量を制御できることが示された。 

 パラミロンに弱アルカリ性 TEMPO触媒酸化を適用すると反応時間 100分以内にすべ

ての C6-OHが酸化され、水可溶性ポリグルクロン酸が得られた[第 2章]のに対し、弱酸

性 TEMPO触媒酸化では 168 時間後でも、すべての C6-OH は酸化されず水不溶性成分

が 40%程度残存していた。このことから、天然セルロースに弱酸性 TEMPO触媒酸化を

適用した例[17]と同様に、低分子化等の副反応が抑制されたために完全には水可溶化し

なかったと考えられる。また第 3章より、低結晶性(1→3)-β-グルカンであるカードラン

に弱酸性 TEMPO触媒酸化を適用した場合には、水可溶性ポリグルクロン酸が得られて

いることから、パラミロンから水不溶性成分が得られたのはパラミロンの高結晶性が弱

酸性 TEMPO触媒酸化に対して抵抗性を示したためだと考えられる。 
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5.3.2. TEMPO触媒酸化によるパラミロンの結晶サイズ変化 

 元のパラミロン及び TOP の水不溶性成分の X 線回折パターンを図 5.3.に示す。回折

パターンから TEMPO触媒酸化後では結晶性は低下しているものの、元の回折パターン

は維持されていた。 

 各結晶面における面間隔の変化を見ると、TEMPO触媒酸化後ではごくわずかではあ

るが面間隔が増加していた。これは、カルボキシル基が導入されたことにより、三重ら

せん構造間の荷電反発が起きたためだと考えられる。結晶サイズが、反応時間 24 時間

後において大きく減少したのち一定になっていることから、反応は結晶内部にも進行す

るが、パラミロンの三重らせん構造は維持されていることが示された。 

 TEMPO触媒酸化後では、どの反応時間においても結晶サイズに大きな変化が見られ

ないことから、反応時間 168時間における水不溶成分回収率の減少は、TEMPO触媒酸

化により結晶の乱れや分子鎖の開重合が生じた場所から、水可溶化が進んだためと考え

られる。 

図5.2. 元のパラミロン及び、4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH
4.7, 35ºC, 24-168 h）システムを用いて調製したTEMPO触媒酸化パラミロン
（TOP）のカルボキシル基量
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5.3.3. TEMPO触媒酸化パラミロンナノフィブリルの調製及び形状観察 

水不溶成分に対し超音波処理及び遠心分離を施すことにより、透明な水分散液を得た

（図 5.4.a.）。TEMPO触媒酸化パラミロン（TOP）水分散液（固形分濃度；0.1, 1.0%）

及び TEMPO触媒酸化カードラン（カーデュロン酸）水溶液（濃度；0.1, 1.0%）の吸光

スペクトルを図 5.4.c.に示す。可視光領域において、分子溶解しているカーデュロン酸

では、濃度が上昇しても吸光スペクトルに大きな変化は見られないが、TOP水分散液で

は濃度の上昇に伴って、吸光度が大きく変化した。このことは、TOP水分散液中には、

分子よりも大きな構造体が分散していることを表している。また、1%水分散液を直交

偏光板に挟んで観察すると、静置下で複屈折性が確認された（図 5.4.b.）ことから、水

分散液中の構造体はフィブリルであることが示唆された。 

 

図5.3. 元のパラミロン及び、4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2システム（pH
4.7, 35ºC, 24-168 h）システムを用いて調製したTEMPO触媒酸化パラミロンの
水不溶性分のX線回折パターン

Diffraction 2θ (o)

5 10 15 20 25 30

Original paramylon
Oxidized paramylon prepared for 24 h
Oxidized paramylon prepared for 48 h
Oxidized paramylon prepared for 72 h
Oxidized paramylon prepared for 168 h
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 水分散液の上澄みを TEM により観察した像を図 5.5.に示す。図から明らかなように

非常に細いフィブリル（TEMPO 触媒酸化パラミロンナノフィブリル；TOPN）が多数

観察された。TEM像上で TOPNの長さを画像解析ソフトウェア（Image J, NIH, U.S.A.）

によって算出すると、数平均で 380 nmであることが分かった。元のパラミロンの重量

平均重合度は 1670[第 2章]、三重らせん構造の繰返し単位（グルコース単位 6個分）の

ナノフィブリル長軸方向の長さが 1.878 nm [1]であることから、三重らせん構造の途中

で分子鎖の開裂が起きていないと仮定すると、元のパラミロンの三重らせん構造の長軸

方向の長さは 520 nm である。したがって、TEMPO 触媒酸化や超音波処理の一方もし

くはその両方によって、得られたナノフィブリルは元のパラミロンの三重らせん構造と

比較すると短くなっていた。 

 パラミロンナノフィブリルの AFM像を図 5.6.に示す。AFM像においても、アスペク

ト比の大きなフィブリルが確認できた。AFM の高さプロファイルにより得られたフィ

ブリルの高さをフィブリルの幅と考えその平均を算出すると、1.98±0.5 nm であること

が分かった。X線回折から得られた三重らせん構造の直径方向のサイズが 1.556 nm [1]
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図5.4. a） 0.1% TEMPO触媒酸化パラミロン（TOP）水分散液、b） 1.0% TOP水分散液（直交偏
光板に挟んで観察）、c） 0.1, 1.0% TOP水分散液及び0.1, 1.0% カーデュロン酸水溶液の吸光度
（300ー700 nm）
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であることと合わせると、今回調製された TOPNは三重らせん構造が単離されたもので

あると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5.5. 0.01%TOPN水分散液のTEM観察像
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図5.6. 0.002%TOPN水分散液のAFM位相像
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5.4. 結論 
 パラミロンに弱酸性TEMPO触媒酸化を適用すると、低結晶性のカードランと異なり、

完全には水可溶化せず、168時間後においても水不溶成分が約 20%存在した。X線回折

から、水不溶成分は結晶サイズの減少が見られるものの、元のパラミロンの三重らせん

構造は維持されていた（図 5.6.）。 

 パラミロンに弱酸性 TEMPO触媒酸化を適用し、超音波による微細化処理を行うこと

により TEMPO 触媒酸化パラミロンナノフィブリル（TOPN）を調製することに成功し

た（図 5.6.）。TOPNの形状観察を行ったところ、長さ 380 nm、幅 1.98 nmであった。

X線回折により明らかになっている三重らせん構造の直径 1.556 nmと、重合度より算

出した三重らせん構造の長軸方向の長さ 560 nmを併せて考えると、調製した TOPNは

長軸方向にグリコシド結合の開裂が見られるものの、三重らせん構造を維持しているこ

とが示唆された。 
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図5.6.パラミロンの弱酸性TEMPO触媒酸化
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2．弱アルカリ条件における(1→3)-β-グルカンの TEMPO触媒酸化 
水不溶性のパラミロン及びカードランから、TEMPO/NaBr/NaClO システムによって

水系、pH 10という条件で水可溶性の生成物を得ることに成功した。次亜塩素酸ナトリ

ウム 15 mmol/gの添加条件で、ほぼすべての C6位の 1級水酸基が酸化され、カルボキ

シル基へと酸化された。また、この反応はパラミロン及びカードランのどちらでも 100

分以内に完了したが、パラミロンは結晶性がカードランよりも高いために C6位をすべ

て酸化するためにより長時間を必要とした。このように、β-1,3 結合のほぼ均一な構造

を持つポリグルクロン酸ナトリウム塩が、TEMPO触媒酸化により化学量論的に調製す

ることができた。一方で、反応中にβ-1,3 グリコシド結合の開裂によって、著しい低分

子化が起こり、得られた水可溶性生成物の重合度はパラミロン及びカードランでそれぞ

れ、68、86となってしまった。パラミロン及びカードランは、(1→3)-β-グルカンである

ので、TEMPO触媒酸化によって C6、C2や C4の水酸基が、アルデヒド基またはケトン

基へと酸化されたとしても、β脱離反応による低分子化は起こらない。従って、弱アル

カリ性TEMPO触媒酸化中にパラミロン及びカードランが著しく低分子化してしまう原

因は、β脱離反応ではなく他の要因、おそらくは反応中に生成したラジカル種によるも

のであると考えられる。 

3．弱酸性 TEMPO 触媒酸化を用いた高分子量ポリグルクロン酸調製の

検討 
弱酸性 TEMPO触媒酸化（4-アセトアミド-TEMPO/NaClO/NaClO2；pH 4.7；35℃；24

時間）によって、低分子化を抑制しつつ、C6-OH が選択的にカルボキシル基へと酸化

されたカードランを調製することに成功した。反応時間を 4－24時間とすることで、酸

化カードランのカルボキシル基量を 2.27－4.85 mmol/g（C6-OHの酸化度；40－95%）と

制御することができた。また、カードランの場合ではカルボキシル基量が 2 mmol/gを

超えると、水可溶化することが分かった。酸化中の低分子化を完全に抑制することはで

きなかったが、C6-OHの酸化度 95%、重合度 1000を超える酸化カードランを調製する

ことができた。各種スターチやアミロース、プルランに適用した場合では、導入された

カルボキシル基量は同じ反応条件でカードランと比べ少なかった。このことから、(1→
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4)-α-グルカンの C6-OHは(1→3)-β-グルカンと比べ、酸化を受けづらく、また、α-1,6結

合の近くに存在する C6-OHもまた、TEMPOにより酸化されづらいことが示された。 (1

→4)-α-グルカンで弱酸性 TEMPO触媒酸化の反応性が低さについて、結晶構造中の 1級

水酸基が三重らせん構造の長軸方向を向いているために、1級水酸基が三重らせん構造

の外側に出ているカードランと比較すると、4-アセトアミド-TEMPOとの反応中間体の

形成が阻害されたことが考えられる。 

4．カーデュロン酸水溶液の粘弾性特性に関する検討 
 カーデュロン酸水溶液の粘弾性測定を行った。濃度依存性を調べたところ、濃度が増

加するにつれ粘度増加が見られたが、濃度 20wt%においても、ゲル化せずに溶解状態を

保っていたことが分かった。また、濃度の増加に伴い降伏応力が増加していることから、

濃度増加に伴う粘度上昇は分子鎖の絡み合いによるものであることが分かった。貯蔵弾

性率の周波数依存性から、低周波数領域に平坦部が見られ、絡み合い点間重合度を算出

したところ、試料の重合度よりも遥かに大きな値であったことから、カーデュロン酸分

子は、水中において比較的大きな分子会合体を形成していることが示された。 

 カーデュロン酸と化学構造の似た物質であるアルギン酸ナトリウムや CMCと比較す

ると、同濃度においてカーデュロン酸水溶液は 1ケタ以上、低粘度であることが分かっ

た。測定に供した試料の重合度は、カーデュロン酸が最も大きいことから、水溶液中で

の溶解状態がアルギン酸ナトリウムや CMCとは異なることが明らかになった。 

 20wt%カーデュロン酸水溶液に各種金属塩化物水溶液を添加すると、アルカリ土類金

属塩の添加によってゲルが形成された。塩化カルシウム水溶液の添加についてより詳細

に検討を行ったところ、カルボキシル基量に対して、1/50程度のカルシウム塩を添加す

ることでゲル化することが分かった。以上から、カーデュロン酸水溶液は高濃度におい

ても低粘度であり、希薄な金属イオン添加によってゲル化することから、ドラッグデリ

バリー等で用いられる新規内包剤としての応用が期待される。 
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5．弱酸性 TEMPO触媒酸化を用いたパラミロンナノフィブリルの調製 
パラミロンに弱酸性TEMPO触媒酸化を適用すると、低結晶性のカードランと異なり、

完全には水溶化せず、168時間後においても水不溶成分が約 20%存在した。X線回折か

ら、水不溶成分は結晶サイズの減少が見られるものの、元のパラミロンの三重らせん構

造は維持されていた。 

 パラミロンに弱酸性 TEMPO触媒酸化を適用し、超音波による微細化処理を行うこと

により TEMPO 触媒酸化パラミロンナノフィブリル（TOPN）を調製することに成功し

た。TOPNの形状観察を行ったところ、長さ 380 nm、幅 1.98 nmであった。X線回折に

より明らかになっている三重らせん構造の直径 1.556 nm と、重合度より算出した三重

らせん構造の長軸方向の長さ 560 nmを併せて考えると、調製した TOPNは元のパラミ

ロンの三重らせん構造と比較するとフィブリルの長さは短くなっているものの、三重ら

せん構造を維持していることが示唆された。 
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