
 

 

	
 

	
 

	
 

博士論文	
 
 

 

 
 

 

論文題目	
 	
 水和多糖の構造と湿度および  
温度変化に伴う結晶転移

氏	
 	
 名	
 	
 小林  加代子  

	
 

	
 

  



 

 1 

目次 

1. 序論  ...................................................................................................................... 3 
 多様な天然多糖とその存在形態 .................................................................................. 3 1.1.
 多糖の結晶多形と水和構造 ......................................................................................... 3 1.2.
 水和構造を取る各多糖の結晶多形と結晶構造 ............................................................ 4 1.3.

1.3.1. セルロース ........................................................................................................................ 5 
1.3.2. アミロース ........................................................................................................................ 7 
1.3.3. キチン .............................................................................................................................. 10 
1.3.4. β-1,3-グルカン ................................................................................................................ 11 
1.3.5. β-1,3-キシラン ................................................................................................................ 12 
 本研究の目的 ............................................................................................................ 12 1.4.

2. βキチンの水和・脱水による結晶転移  ......................................................... 14 
 緒言 ........................................................................................................................... 14 2.1.
 実験方法 .................................................................................................................... 14 2.2.
 結果と考察 ................................................................................................................ 16 2.3.

2.3.1. シンクロトロン放射光 X線繊維回折 .......................................................................... 16 
2.3.2. 固体 13C NMR スペクトル ............................................................................................. 17 
2.3.3. 水和・無水構造間の結晶転移 ...................................................................................... 18 
 結論 ........................................................................................................................... 22 2.4.

3. β-1,3-グルカンおよびキシランの水和・脱水による結晶転移  .................... 24 
 緒言 ........................................................................................................................... 24 3.1.
 実験方法 .................................................................................................................... 24 3.2.
 結果と考察 ................................................................................................................ 27 3.3.

3.3.1. シンクロトロン放射光 X線回折 .................................................................................. 27 
3.3.2. 固体 13C NMRスペクトル .............................................................................................. 29 
3.3.3. 水和・無水構造間の結晶転移 ...................................................................................... 30 
3.3.4. 吸着等温線と水和構造における水分子の化学量論 .................................................. 33 
 結論 ........................................................................................................................... 34 3.4.

4. 水和セルロースの脱水によるセルロース IIへの結晶転移  .......................... 36 
 緒言 ........................................................................................................................... 36 4.1.
 実験方法 .................................................................................................................... 36 4.2.
 結果と考察 ................................................................................................................ 38 4.3.

4.3.1. シンクロトロン放射光 X線繊維回折 .......................................................................... 38 
4.3.2. 固体 13C NMR スペクトル ............................................................................................. 40 
4.3.3. 乾燥による水和セルロースからセルロース IIへの転移 .......................................... 42 
4.3.4. 高温に対する水和セルロースの安定性 ...................................................................... 46 
 結論 ........................................................................................................................... 47 4.4.

 



 

 2 

5. 低温領域における水和パラミロンの熱膨張挙動と結晶転移  ...................... 49 
 緒言 ........................................................................................................................... 49 5.1.
 実験方法 .................................................................................................................... 49 5.2.
 結果と考察 ................................................................................................................ 50 5.3.

5.3.1. 300 Kと 100 Kにおける水和パラミロンのシンクロトロン放射光 X線粉末回折 ........ 50 
5.3.2. 300 Kから 100 Kにおける水和パラミロンの熱膨張挙動 ........................................ 51 
5.3.3. 水和パラミロンの室温相と低温相間の転移 .............................................................. 52 
5.3.4. 低温相の固体 13C NMRスペクトル .............................................................................. 54 
 結論 ........................................................................................................................... 55 5.4.

6. 低温領域における A型および B型アミロースの熱膨張挙動と結晶転移 ...... 56 
 緒言 ........................................................................................................................... 56 6.1.
 実験方法 .................................................................................................................... 56 6.2.
 結果と考察 ................................................................................................................ 57 6.3.

6.3.1. 300 Kと 100 Kにおけるアミロースのシンクロトロン放射光 X線粉末回折 ........ 57 
6.3.2. 低温領域における A型アミロースの熱膨張挙動 ...................................................... 59 
6.3.3. 低温領域における B型アミロースの熱膨張挙動 ...................................................... 61 
 結論 ........................................................................................................................... 62 6.4.

7. 総括  .................................................................................................................... 64 

参考文献  ................................................................................................................... 66 

謝辞  ........................................................................................................................... 75 

発表論文  ................................................................................................................... 76 
 

  



 

 3 

1. 序論  

 多様な天然多糖とその存在形態 1.1.

多糖は複数の糖分子がグリコシド結合によって連なった化合物の総称であり、タンパク

質や核酸と並ぶ代表的な天然高分子のひとつである。植物細胞壁の主成分であるセルロー

ス、植物の貯蔵物質である澱粉などは一般的にもよく知られた多糖であるが、その他にも

動物、藻類、菌類、バクテリアに至るまであらゆる生物が多糖を有していることが知られ

ている 1。多糖の構造は構成要素、結合様式、分岐構造等によって分類され、その組み合わ

せ次第で無数の種類の多糖が存在し得る。実際、自然界に存在する多糖も多種多様であり、

セルロースのような一種類の単糖と結合の繰り返し単位から成る単純な構造を持つものも

あれば、アミロペクチンのように多くの分岐を有するもの、更にはバクテリアの持つ多糖

のように複数の構成糖成分や結合で構成された上、脂質やアミノ酸が結合した非常に複雑

で特異な構造を持つものもある。 

自然界における多糖の役割も、細胞壁の構成成分、エネルギーの貯蔵物質、バイオフィ

ルム、生理活性物質など多岐にわたる。従ってそれに応じて、フィブリル状、顆粒状、ゲ

ル状、もしくは複合体のマトリックスの一部、溶解状態といった様々な形態で存在してい

る。なかでも構造を支持する役割を担うフィブリル状の多糖や、貯蔵物質として蓄えられ

る顆粒状の多糖は、結晶性の固体として自然界に存在する。セルロース、澱粉、キチンと

いった豊富に存在する多糖の大部分がこれに相当するため、自然界に存在する多糖の大半

をこのような結晶性多糖が占めているといえる。 

 多糖の結晶多形と水和構造 1.2.

同じ化学組成を持つ同一の物質であっても異なる結晶形を形成する現象を、結晶多形と

いう。結晶多形は金属結晶からタンパク質結晶に至るまであらゆる結晶性物質で見られる

ものであり、当然そのなかには多くの多糖結晶も含まれる。各多糖についての詳細は次項

に記すが、例えばセルロース、澱粉、キチンなどの場合は自然界に存在する段階において、

生物種によって異なる二種類の結晶形が存在する。そしてさらに化学処理を施したり、抽

出したものを再結晶化させたりすることによって、自然界には存在しない結晶形へと転移

する場合がある。またβ-1,4-キシランやデキストランのように自然界においては非晶性、も

しくは非常に結晶性の低い物質として存在する多糖であっても、精製して再結晶化させる

ことにより結晶性を示すようになるものもある。 

このような多糖の持つ様々な結晶形のなかには、水分子を含んだ状態で結晶化している
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ものが存在する。無機塩やタンパク質結晶など親水性を有する化合物において水和構造は

頻繁に見られる構造であり、親水性基である水酸基を多数持つ多糖も例外ではない。セル

ロース 2,3、アミロース 4-6、キチン 7,8、β-1,3-グルカン 9、β-1,4-キシラン 10、β-1,3-キシラ

ン 11、β-1,4-マンナン 12、α-1,3-グルカン 13、α-1,3-マンナン 14、デキストラン 15、ニゲラ

ン 16 など、ほぼ全ての主要な天然多糖において水和構造の存在が報告されている。水中に

棲息する生物はもちろんのこと、陸上においても生物の細胞の内部は水分で満たされてい

るため、自然界に存在する多糖の多くは水と隣り合って存在していることになり、天然多

糖に水和構造を取るものが多いことは至極当然であるといえる。 

 水和構造を取る各多糖の結晶多形と結晶構造 1.3.

前述のように 10種類を超える多糖について水和構造を持つことが知られているが、ここ

では本研究の対象としたセルロース、アミロース、キチン、β-1,3-グルカン、β-1,3-キシラ

ンの 5種類の多糖（Fig. 1-1）に的を絞り、水和構造を中心とした結晶多形とその結晶構造

について記す。セルロース、アミロース、β-1,3-グルカンはいずれもグルコースのみで構成

された多糖であるが結合様式はそれぞれ異なり、セルロースはβ-1,4結合、アミロースはα

-1,4-結合、β-1,3-グルカンはβ-1,3結合によって連なっている（Fig. 1-1a, b, d）。キチンは

セルロースと同様にβ-1,4結合で連なっているが、N-アセチルグルコサミンを構成要素とし

ているため、セルロースではグルコース環の C2位の部分にヒドロキシル基が結合している

のに対し、キチンではアセトアミド基が結合した構造となっている（Fig. 1-1a, c）。また、

β-1,3-キシランはβ-1,3-グルカンと同様にβ-1,3結合を有しているが、構成要素はキシロー

ス残基であるため、β-1,3-グルカンでは C6位に結合しているヒドロキシメチル基がβ-1,3-

キシランには存在しない（Fig. 1-1d, e）。 

Fig. 1-1. Chemical structure of (a) cellulose, (b) amylose, (c) chitin, (d) β-1,3-glucan, and (e) β-1,3-xylan. 
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1.3.1. セルロース 

植物や藻類において主要な細胞壁の支持体となっているセルロースは、結晶性のフィブ

リルとして自然界に存在している。このときセルロースが示す X 線の回折パターンはどの

生物種においても同様であるため、1980 年代初頭まではセルロース I と呼ばれる一つの結

晶形であると考えられていた。しかしながらその後、固体 13C NMR 法、FT-IR 法、電子線

回折法によって天然セルロースはセルロース Iα、セルロース Iβと呼ばれる異なる二種類の

結晶形から成ることが明らとなった 17-20。セルロース Iαとセルロース Iβはどちらも全ての分

子鎖が同じ方向を向いた平行鎖構造であり、横断面から見た構造は非常に類似している 21,22。

ただし、分子鎖に垂直な方向から見るとその配列様式が異なるため、単位格子は Iα（三斜晶：

a = 6.717 Å, b = 5.962 Å, c = 10.400 Å, α = 118.08°, β = 114.80°, γ = 80.37°）、Iβ（単斜晶：a = 

7.784 Å, b = 8.201 Å, c = 10.380 Å, γ = 96.5°）と大きく異なる 21。 

セルロースの結晶形は二種類の天然セルロース以外にも、マーセル化や溶解・再生によ

って得られるセルロース II23,24、アンモニアやアミン処理で得られるセルロース IIII
25などい

くつか存在する。このうち、これまでに水和構造の存在が報告されているのはセルロース

IIに関連するもののみである（詳細は後述）。セルロース IIの構造はセルロース Iとは全く

異なり、隣り合う分子鎖が異なる方向を向いた逆平行鎖構造のモデルが提案されている 23,24。

マーセル化によって得られたセルロース II の結晶構造モデルによると（Fig. 1-2）24、単斜

晶の単位格子（a = 8.10 Å, b = 9.03 Å, c = 10.31 Å, γ = 117.10°）を持ち、単位格子の中心に位

置した分子鎖（center鎖）は還元末端が c軸と逆方向、四隅に位置した分子鎖（corner鎖）

では還元末端が c軸と同じ方向を向いている（Fig. 1-2, left）。ab面を見ると、この center鎖

と corner 鎖は、[110]方向に疎水的な相互作用による分子鎖シートを形成しており、さらに

分子鎖シート間には複数の水素結合が存在している（Fig. 1-2, right）。 

Fig. 1-2. Crystal structure of mercerized cellulose II proposed by Langan et al.24. 
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セルロースに水和構造が存在することは、Sakuradaと Hutino26によって初めて明らかにさ

れた。現在では、2つの異なる調製方法によってセルロースの水和構造が得られることがわ

かっている。1つはアルカリセルロース IVと呼ばれるマーセル化の中間体であり 2、もう 1

つはセルロース II水和物と呼ばれ、セルロース II-ヒドラジン複合体を水洗して得られるも

のである 3。 

マーセル化とアルカリセルロース IV 

マーセル化は、19 世紀にジョン・マーセルが発見したアルカリ溶液による天然セルロー

スの処理方法である 27。マーセル化はセルロース繊維の光沢や機械的強度、染色性などを向

上させるため、繊維工業において現在も用いられている。特定の濃度のアルカリ溶液を用

いてマーセル化を行うと、天然セルロースの結晶形であるセルロース Iαと Iβは、アルカリ

セルロースと呼ばれるいくつかの中間体を介してセルロース IIへと転移する 28。 

これらマーセル化の中間体については、X線回折法 2,29-34や固体 13C NMR スペクトル法 35-39

を用いて数多くの研究が行われてきた。現在、マーセル化の中間体については一般的に以

下のように理解されている。まず、天然のラミーや綿などのセルロース繊維を 3–5 N NaOH

溶液に浸漬すると、アルカリ溶液がセルロース分子鎖間に侵入してアルカリセルロース I

と呼ばれるアルカリイオン–水–セルロースの複合体が形成される。このアルカリセルロー

ス Iを十分な量の水で洗うと、結晶格子からアルカリイオンが取り除かれてアルカリセルロ

ース IVと呼ばれる中間体に転移する。アルカリセルロース IVと名付けられているものの、

実際には結晶格子中にアルカリイオンを含んではおらず、セルロース IIの水和構造である。

従って、乾燥によりアルカリセルロース IVがセルロース IIへと転移し、これがマーセル化

の最終過程となる。 

Nishimura と Sarko2は、アルカリセルロー

ス IVの結晶構造について X線繊維回折法お

よび立体化学的なモデリングの手法を用い

て解析した。提案された結晶構造モデルは、

空間群 P21、二本鎖単斜晶の単位格子（a = 

9.57 Å, b = 8.72 Å, c = 10.35 Å, γ = 122.0°）に

水分子と逆平行鎖のセルロース分子鎖が配

列しているというものである（Fig. 1-3）。セ

ルロース II の結晶構造に基づいて解析が行

われているため、基本的にその構造はセルロ

ース II と非常に類似したものとなっている
Fig. 1-3. Crystal structure of Na-cellulose IV proposed by 
Nishimura & Sarko2. 
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が、単位格子の体積は水分子が占める体積分の影響でマーセル化セルロース II の単位格子
24の体積に比べて約 9%大きい。また結晶格子中に含まれる水分子はグルコース 2 残基あた

り 1 つであり、全ての水分子はセルロース分子鎖の corner 鎖間に規則正しく配列し、周囲

のセルロース分子鎖と水素結合を形成している。 

セルロース II水和物 

Leeと Blackwell40は、無水ヒドラジンにラミー由来のセルロースや再生セルロースを浸漬

させて得られるセルロース–ヒドラジン複合体について研究を行い、セルロース II–ヒドラジ

ン複合体を水洗してセルロース IIに戻す際にその中間体としてセルロース IIの水和構造（セ

ルロース II水和物）が得られることを報告した。その後、X線回折法とセルロース IIの構

造を基にした立体化学的なモデリングにより結晶構造が解析されている 3（Fig. 1-4）。得ら

れた結晶構造モデルによると、単位格子は 2本鎖の単斜晶（a = 9.02 Å, b = 9.63 Å, c = 10.34 Å, 

γ = 116.0°）、空間群 P21であり、アルカリセルロース IVと同様にセルロース IIの構造を基

に解析が行われているために、セルロース II とほぼ同じような構造となっている。水分子

は 1 グルコース残基あたり 1 分子が含まれているとされるが、これらは分子鎖シート間の

どこに配置にしても解析の信頼度を示す信頼度因子が増加したために、分子鎖シート間に

ランダムに存在しているとされている。

マーセル化セルロース II と比較したとき

の格子体積は、約 20％大きい。ただし、

ここで報告されている単位格子はセルロ

ース IIやアルカリセルロース IVの単位格

子の取り方とは異なっており（Fig. 1-4）、

これらと同じように単位格子を取った場

合には、単斜晶（a = 9.63 Å, b = 9.89 Å, c = 

10.34 Å, γ = 125°）となる。 

1.3.2. アミロース 

アミロースの結晶形は大きく分けて A型、B型、V型に分類される。A型および B型結

晶は天然の澱粉が有する結晶形であり、どちらも二重らせん構造である。さらに、A 型お

よび B型結晶はどちらも水和構造であり、水分子を失うと結晶性を保つことができない 41。

一方、V 型はアミロースが様々な化合物と複合体を形成して生じる結晶形の総称である。

有名なヨウ素デンプン反応もこのアミロースが複合体を形成する一例であるが、アルコー

ル類、脂質などアミロースと複合体を形成すると報告されているものはおよそ 80種類にも

のぼる 42,43。これら V 型結晶の中にも、DMSO やエタノールとの複合体を介して得られる

Fig. 1-4. Crystal structure of cellulose II hydrate proposed by 
Lee & Blackwell3 with the original unit cell (solid line) and the 
unit cell chosen the same as cellulose II and Na-cellulose IV 
(dashed line). 
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水和構造（Vh型）が存在する
6,44。 

澱粉粒の持つ結晶形：A型結晶と B型結晶 

植物の貯蔵多糖である澱粉は主にアミロースとアミロペクチンという二種類の多糖から

成る。アミロースとアミロペクチンはどちらも基本的にはα-1,4-グルカンであるが、アミロ

ースは直鎖状、もしくは分岐があっても極僅かであるのに対し、アミロペクチンはα-1,6-

結合を介した高度な分岐構造を持つ。澱粉の高次構造は非常に複雑であり、未だ完全に明

らかになってはいないが、古くから様々な分析方法により研究が進められ、徐々にその構

造が解き明かされている 45,46。 

澱粉粒は半結晶性の物質であり、非晶領域と結晶領域が存在する。さらに澱粉粒を観察

すると growth ringと呼ばれる年輪状の構造が見られる。このような構造を説明するための

モデルとして、現在では Fig. 1-5のようなものが最も広く用いられている。このモデルによ

ると澱粉の結晶性を与えているのはアミロペクチンの短鎖部分であり、隣り合う短鎖同士

が二重らせんを形成し、さらに隣り合う二重らせん同士が凝集して結晶を形成している。

そして、この結晶領域の結晶形が由来する植物によって異なり、トウモロコシや麦などイ

ネ科の植物では A型、イモ類など塊茎や根茎では B型、マメ科の植物などでは A型と B型

が混在（C型とも呼ばれる）する。 

A型および B型の結晶構造 

以上のような構造を持つ澱粉は結晶性が低く、結晶構造の解析を行うのは難しい。そこ

で結晶構造を解析するために用いられて来たのがアミロース結晶である。天然の澱粉中で

は結晶の形成に関与していないと考えられているアミロースだが、再結晶化により A 型お

よび B 型結晶を形成する。特にアセチル化によって得られるゲルを引っ張ることにより作

成した配向試料 47や、分子量の小さい短鎖アミロースから得られる単結晶 48は構造解析に

おいて大きな威力を発揮してきた。 

Fig. 1-5. Schematic model of starch granule45. 
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A型結晶の構造は、1978年に配向試料の X線繊維回折図を用いた解析により初めてモデ

ルが提案され 49、その後は主に単結晶の電子線回折による構造の解析が行われてきた 50,51。

そして 2009年には、X線のマイクロビームを用いた単結晶の構造解析が行われ、その構造

が完全に明らかにされた 4（Fig. 1-6）。このモデルによると、単位格子は単斜晶（a = 20.8 Å, 

b = 11.5 Å, c = 10.6 Å, γ = 122°）、空間群 B2であり、全ての分子鎖が同一の方向を向いた平

行鎖構造で、6グルコース残基で一周期の左巻き二重らせん構造となっている。この新しく

提案されたモデルには、それまでに提案されていたモデル 50 と異なる点が幾つかあり、単

位格子に対する分子鎖方向が逆であること（非還元末端側が c軸方向を向く）、結晶中に含

まれる水分子の数が 2 倍（グルコース 3 残基に対し水分子 2 個）であること、また二重ら

せんが正六角形状ではなく b 軸方向に少し押し潰したような形であることなどが明らかと

なった。 

一方、B 型結晶の構造は 1944 年に初めてモデルが提案され 52、その後も主に配向試料を

用いた X線繊維回折測定により、幾つもの結晶構造モデルが提案されてきた 5,53-59。2004年

にTakahashiらによって提案された最も新しいモデルも同様に配向試料のX線繊維回折によ

Fig. 1-6. Crystal structure of A-amylose proposed by Popov et al.4. 

Fig. 1-7. Crystal structure of B-amylose proposed by (a) Takahashi et al.5 and (b) Imberty & Perez59. 
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り得られたもので、単位格子は六方晶（a = 18.52 Å, c = 10.57 Å）、空間群 P61-C6
2、A型と同

様に平行鎖であり、6グルコース残基で一周期の左巻き二重らせん構造であるとされている
5（Fig. 1-7a）。結晶構造中に含まれる水分子の数は 1グルコース残基あたり 3つとされてお

り、A型結晶よりかなり多くの水分子が含まれていることになる。1988年に Imbertyと Perez

によって提案されたモデル 59（Fig. 1-7b）と比較すると、アミロース分子鎖の二重らせん構

造についてはほぼ同じであるが、水分子の配置が両者では全く異なっている。またこの 2

つのモデルでは c軸に対する還元末端の方向が逆であるが、六方晶であるために実際の構造

には無関係である。 

1.3.3. キチン 

天然に存在するキチンはαキチン、βキチンと呼ばれる二種類の構造に分けられる 60,61。

αキチンは甲殻類や昆虫の殻などに豊富に存在するのに対し、βキチンはイカの腱，珪藻

の棘条，ハオリムシの棲管など極一部の生物のみに存在する。 

αキチンの結晶構造については無水構造のみが知られており、隣り合う分子鎖の向きが

異なる逆平行鎖構造であるといわれている 62,63。一方、βキチンの結晶構造には無水構造と

2 種類の水和構造があることが Blackwell によって報告された 55。さらに、β キチンは水分

子以外にも小さな分子（アルコール、アミン等）を取り込み、複合体を形成するという特

殊な性質を持つことがわかっている 64-68。 

βキチンの結晶構造については、最近まで 1975年に Gardner & Blackwellが提案した無水

構造のモデルが報告されているのみであった 69。しかしこの数年、無水構造および二水和構

造について X 線回折および中性子線回折による構造解析が行われ、水素原子を含む全ての

原子の位置が詳細に検討された結晶構造モデルが提案された 8,70,71（Fig. 1-8）。無水構造のモ

デルによると、αキチンとは対照的にβキチンは平行鎖構造であり、単斜晶（a = 4.820 Å, b 

= 9.247 Å, c = 10.390 Å, γ = 97.21°）の単位格子を持つ 70。そして ac面に水素結合および疎水

的相互作用によって分子鎖シートを形成しているが、この分子鎖シート間には水素結合が

Fig. 1-8. Crystal structure of (a) anhydrous β-chitin71 and (b) dihydrate β-chitin8. 
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存在しない 71（Fig. 1-8a）。このような構造的な特徴を有しているがゆえに、βキチンはこ

の分子鎖シート間に様々な化合物を取り込むことができると考えられている。実際、Sawada

らの二水和構造のモデルにおいても分子鎖シート構造は無水構造とほぼ変わらない形で存

在しており、単位格子は単斜晶（a = 4.814 Å, b = 11.167 Å, c = 10.423 Å, γ = 96.45°）と無水

構造に比べて b軸が大幅に長く、分子鎖シート間に N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）残

基あたり 2つの水分子が配列した構造となっている 8（Fig. 1-8b）。ただし、水分子とキチン

分子鎖、もしくは水分子同士が水素結合を形成しており、水素結合様式は無水構造とは大

きく異なっている。 

1.3.4. β-1,3-グルカン 

β-1,3-グルカンは、菌類、バクテリア、藻類、植物などの非常に多くの生物種に存在する

多糖である 72。ただし、多くの生物が持つ“β-1,3-グルカン”はβ-1,6-結合を介した分岐を

持っていたり、β-1,4-結合が含まれていたりするため、直鎖状で純粋なβ-1,3-グルカンを持

つ生物は数少ない。その数少ない純粋なβ-1,3-グルカンのなかでも代表的なものが、

Alkaligenes属のパクテリアが菌体外に生産するカードラン 73、ミドリムシの貯蔵多糖である

パラミロンである 74。 

天然のカードランとパラミロンは異な

る結晶形を示す。天然のカードランは水和

構造であるが、非常に低結晶性であるため

にその詳しい構造については未だ定説が

なく、7/1 三重らせんや 6/1 一重らせんと

いった複数のモデルが存在する 75-77。しか

しながら、カードランを水中でアニーリン

グする（密閉状態で約 140℃で処理する）

と高結晶性の異なる結晶形へと変化し、そ

の結晶形には水和構造と無水構造が存在

する 78。カードランとは対照的にパラミロ

ンは非常に結晶性の高い物質であるが、パ

ラミロンはこのアニーリングしたカード

ランと同様の結晶形を持つ 79。 

アニーリングしたカードランおよびパ

ラミロンが有する結晶形ついては、X線回

折と立体化学的なモデリングを組み合わ

Fig. 1-9. Triple helical model of anhydrous β-1,3-glucan 
proposed by Deslandes et al80. 
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せた解析により、無水構造・水和構造ともに三重らせんモデルが提案されている 9,80。無水

構造のモデルによると（Fig. 1-9）、右巻きの 6/1三重らせんが六方晶の単位格子（a = 14.41 Å, 

c = 5.87 Å）中に c軸方向をらせん軸として配列している。全ての分子鎖の向きが等しい平

行鎖構造であり、空間群は P63とされている
80。一方、水和構造も無水構造と同様の三重ら

せんが六方晶の単位格子（a = 15.56 Å, c = 18.78 Å）に配列した構造である。ただし、1グル

コース残基あたり 2 つの水分子が三重らせん間に配列するために a 軸が無水構造よりも長

くなっている。さらに、c軸は無水構造の 3倍に相当する三重らせんの一周期分、空間群は

P1（ただし水分子を除くと P3に近い）であると報告されており、無水構造と比較して対称

性の低い構造となっている 9。 

1.3.5. β-1,3-キシラン 

β-1,3-キシランは、一部の緑藻や紅藻に存在することが知られている 81。特に、Bryopsis

属、Caulerpa属、Udotea属、Penicillus属などイワヅタ目の緑藻には、細胞壁が主にフィブ

リル状のβ-1,3-キシランで構成されているものがある 82。すなわちこのような緑藻において、

β-1,3-キシランは植物におけるセルロースと同様の役割を担っている。 

β-1,3-キシランの結晶構造は、このようなフィブリル状のβ-1,3-キシランのなかでも比較

的高い結晶性を示し、さらに内壁では細胞壁の長軸方向にフィブリルが配向している

Penicillus dumetosusを用いて研究が行われてきた 11,82-84。1964年に Freiと Prestonは Penicillus 

dumetosusの内壁から得られた X線繊維回折図を用いて、β-1,3-キシランには水和構造と無

水構造が存在し、それぞれ六方晶の単位格子（水和：a = 15.4 Å, c = 6.12 Å、無水：a = 13.7 Å, 

c = 5.85 Å）を持つことを報告した 82。その後、この X線回折図を用いた更なる解析が行わ

れ、立体化学的なモデリングや赤外分光法による解析の結果と合わせて、水和構造の結晶

構造モデルが提案された 11,84。このモデルによると、空間群は P63、平行鎖構造であり、キ

シラン分子鎖は右巻きの 6/1三重らせんを形成して、その三重らせん間に 1キシロース残基

あたり 1分子の水が配列している。Atkinsらの論文に掲載された原子座標 11ではこの提案さ

れているモデルを再現することができないため、ここではモデル図を示すことは省略する

が、この三重らせんモデルはβ-1,3-グルカンの三重らせんモデルと非常に類似している（Fig. 

1-9）。また、この Atkins らの三重らせんモデルは分子鎖のエネルギー計算による解析によ

って支持されているが 85、 X 線回折図の再解析 86や量子力学計算による解析 87では、この

モデルとは異なる水素結合様式が提案されている。 

 本研究の目的 1.4.

以上のように、様々な多糖が水和構造の形を取り得ることについては、これまでに多数

の研究によって明らかにされてきた。固体構造とその物質が示す物性は密接な関係にある



 

 13 

ため、結晶性物質を扱う際にはその結晶構造を理解することが非常に重要である。特に水

和構造を取ることが可能な結晶については、特殊な処理を行わずとも周囲の環境次第で大

気中の水分を取り込んだり、あるいは水分子を放出したりするだけで構造が変化する可能

性があり、十分に注意を払わなければならない点である。実際、薬学の分野では薬剤が水

和物であるか無水物であるかにより、溶解性、溶解の速度、安定性等が変化してしまうと

して、古くから水和構造とその性質についての研究が盛んに行われている 88,89。一方、豊富

なバイオマス資源である多糖類は、その有効な利用に向けた応用研究が盛んに行われるよ

うになっているが、水和構造の安定性、水和／無水構造間の転移機構について詳細な検討

が行われた例は数少ない。 

そこで本研究では、5種類の水和多糖（キチン、β-1,3-グルカン、β-1,3-キシラン、セル

ロース、アミロース）について、相対湿度変化および温度変化に伴う結晶構造の変化を主

に X 線回折測定を用いて観測することにより、結晶転移がどのような条件で、どのように

進行するのかを明らかにすることを試みた。またこの 5 種類のいずれの水和多糖について

も結晶構造モデルが提案されているが、解析が行われたのがかなり以前であったり、解析

に用いられた試料の結晶性が不十分であったりと、モデルの信頼性が十分でないものが多

い。従って本研究では、いずれの多糖についても非常に結晶性の高い試料を調製し、シン

クロトロン放射光 X線回折測定や固体 13C NMR測定を行うことによってその結晶構造につ

いても検討することにした。 
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2. βキチンの水和・脱水による結晶転移  

 緒言 2.1.

1.3.3.で述べたように、βキチンの二水和構造は 2012年に Sawadaらによって決定された
8。しかし、1969年に Blackwellがβキチンに水和構造が存在することを報告して以来 7、長

い間その構造は明らかにされてこなかった。その一因としては、一旦乾燥させた試料を再

度湿潤させて用いるといった試料の調製段階、もしくは試料の測定時の条件に問題があっ

たために、水和と無水あるいは一水和と二水和の構造が混在したデータが得られてしまっ

たということが挙げられる。従って本研究では、高結晶性の β キチンを持つことで知られ

るハオリムシの一種、サツマハオリムシ（Lamellibrachia satsuma）の棲管を採取して未乾燥

試料を調製することにより、天然の状態におけるβキチンはどのような結晶構造であるの

か、もしくはこれを乾燥・再湿潤させた場合に結晶構造はどのように変化するのかを調べ

ることにした。また本研究では相対湿度（RH）を調節しながら X線回折測定を行うことに

より、乾燥と湿潤による βキチンの結晶転移を詳細に観測することを試みた。 

 実験方法 2.2.

2.2.1. 試料調製 

サツマハオリムシ（Lamellibrachia satsuma）を無人探査機「ハイパードルフィン」

（JAMSTEC）によって鹿児島湾の水深約 100 mにおいて採取した。採取したハオリムシの

棲管は水洗して虫体を取り除き、長さ約 3 cm に切った後に Sugiyama らの方法 19でタンパ

ク質を除去した。精製した試料は、4℃で水中に保存した。 

2.2.2. シンクロトロン放射光 X線繊維回折測定 

精製した棲管から薄膜を剥離し、薄膜の一方に重りを吊るして飽和蒸気圧下で引っ張る

ことによってキチンミクロフィブリルの配向を向上させた。厚さ約 200 µmの配向試料は水

中で試料ホルダーに固定し、X線回折実験に供する直前まで水中に保存したものを未乾燥試

料、P2O5 のデシケータ中で保存したものを乾燥試料、乾燥試料をさらに K2SO4 の飽和塩水

溶液を入れたデシケータ（RH = 98%）中に保存したものを再湿潤試料とした。 

シンクロトロン X 線繊維回折測定は高輝度放射光施設 SPring-8 のビームライン BL38B1

で行った。配向試料をゴニオヘッドにマウントし、波長 1.0 Åのシンクロトロン放射光を入

射した。測定時、未乾燥試料と再湿潤試料に対しては RH = 100%、乾燥試料に対しては RH 

= 0%に湿度発生機（Shinyei SRG-1R）によって調湿した空気を 1 L/minで吹き付けた。繊維

回折図はイメージングプレート（R-Axis V, Rigaku）に記録し、試料と IPの距離は Si粉末
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の面間隔（d = 3.1355 Å）を用いて補正した。各回折のピーク位置は R-Axis display software

（Rigaku）を用いて測定し、指数付けを行った後に最小二乗法によって単位格子を決定した。 

2.2.3. 固体 CP/MAS 13C NMR スペクトル測定 

精製した棲管をホモジナイザーで解繊し、遠心分離によって沈殿物を回収した。これを

固体 13C NMR測定に供する直前まで水中に保存したものを未乾燥試料、P2O5 のデシケータ

中で保存したものを乾燥試料、乾燥試料をさらに K2SO4 の飽和塩水溶液を入れたデシケー

タ（RH = 98%）中に保存したものを再湿潤試料とした。 

固体高分解能 13C NMR測定には Chemagnetics CMX 300分光器（13Cの共鳴周波数は 75.6 

MHz）を使用した。試料管にはジルコニア製の直径 7.5 mm径を用い、速度 3.5–4.5 kHzで

マジック角回転させた。観測には交差分極 (CP) 法を用い、1Hの 90°パルス幅は 4.8または

5.0 msとし、1H-13C接触時間は 1.0 msとした。信号を取り込む間隔は 3 sに設定した。化学

シフト値の基準にはアダマンタンを用いた。なお、未乾燥試料、再湿潤試料の測定に関し

ては、測定中の乾燥を防止するため、テフロン製のキャップで試料管を密栓した。スペク

トルは、非線形最小二乗法プログラムを用い、各ピークを Lorentz関数に近似してピーク分

離した。 

2.2.4. シンクロトロン放射光 X線回折測定による結晶転移の観測 

X 線回折による水和・無水構造間の結晶転移は、上記と同様の設定で SPring-8 のビーム

ライン BL38B1において観測した。未乾燥試料を RH = 90%で測定した後、相対湿度を 10%

ずつ減少させながら RH = 0%まで各相対湿度において測定を行った。相対湿度を変化させ

てから測定までは 15分間おき、相対湿度を安定させた。RH = 0%まで乾燥させた試料は、

続いて相対湿度を 10%ずつ上昇させながら 100%まで測定し、最後に水を数滴垂らしてから

測定を行った。測定中の温度は約 23℃であった。 

得られた繊維回折図から R-Axis display software（Rigaku）を用いて赤道および子午線方向

の X 線回折プロファイルを得た。回折プロファイルは Wada らの方法 90によってピーク分

離を行い、各回折ピークの位置を決定した。このピーク位置から求めた面間隔から最小二

乗法により単位格子を求めた。 

2.2.5. 水の吸着等温線測定 

相対湿度が約 10 %間隔になるように 9種類の調湿塩を選び、これらの飽和塩水溶液を入

れたデシケータで試料を調湿することによって、乾燥過程および湿潤過程の重量変化を調

べた。調湿塩は、 Na2SO3 (RH = 95%), KCl (RH = 85 %), NaCl (RH = 76 %), NaNO2 (RH = 66 %), 

Ca(NO3)2 (RH = 54 %), Zn(NO3)2 (RH = 42 %), MgCl2 (RH = 33 %), CH3COOK (RH = 21 %), 

LiCl (RH = 11 %) を用いた。RH = 0 % には P2O5を入れたデシケータを用いた。測定は 23℃
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の恒温室で行い、重量変化がなくなったときの重量を各湿度における試料の重量とした。 

 結果と考察 2.3.

2.3.1. シンクロトロン放射光 X線繊維回折 

未乾燥試料、乾燥試料、再湿潤試料はそれぞれ異なる 3 種類の X 線回折パターンを示し

た（Fig. 2-1）。まず未乾燥試料から得られた天然の水和構造の X線繊維回折図を Fig. 2-1a

に示す。各回折ピークは非常に鋭く、高解像度の回折図を得ることができた。全ての回折

点は単斜晶の単位格子（a = 4.80 Å, b = 11.15 Å, c = 10.44 Å, γ = 96.39°）で指数付けされた。

これは Sawadaらが報告した二水和構造の値 8とほぼ一致した。 

二水和構造を乾燥させると、Fig. 2-1bに示す無水構造

の X線繊維回折図が得られた。この回折図から求めた無

水構造の単位格子は、単斜晶（a = 4.82 Å, b = 9.20 Å, c = 

10.38 Å, γ = 97.05°）であり、これまでに報告されている

無水構造の単位格子 69,70と一致した。また回折ピークは

未乾燥試料には劣るものの非常に鋭く、高い結晶性を保

っていた。 

一方、乾燥試料を相対湿度 100%で再湿潤させた試料

からは、Fig. 2-1cに示すような回折図が得られた。二水

和構造と回折パターンは類似しているが（Fig. 2-1a）、各

回折点の幅はやや広がり、広角側の回折点が不明瞭にな

った。これは、脱水／再水和する過程で結晶性や結晶サ

イズが低下したことを意味していると考えられる。赤道

上の最も内側の回折点は d = 10.28 Åに現れた。この値は

二水和構造の(010)面（d = 11.03 Å）と無水構造の(010)

面（d = 9.14 Å）の中間であり、再湿潤構造が二水和構造

よりも水和水の少ないもう一つの水和構造、おそらく一

水和構造であることを示唆していた。子午線上の回折点

については、00lの lが奇数の回折点は観測されず、002

の強度が強い一方で 004 が弱いことから、P21の対称性

を持ち繊維軸方向に分子鎖のずれがない（non-stagger）

構造であることがわかった。これは、二水和構造および

無水構造と同様である。しかし、二水和構造や無水構造

と同様に回折点を一本鎖の単斜晶で指数付けすること

Fig. 2-1. Synchrotron X-ray fiber 
diffraction diagrams of (a) dihydrate, (b) 
anhydrous, and (c) monohydrate β-chitin 
obtained from never-dried, dried, and 
rehydrated samples, respectively. 
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はできず、単位格子を決定することはできなかった。 

2.3.2. 固体 13C NMR スペクトル 

シンクロトロン繊維 X 線回折で用いた天然の水和構造、無水構造、再湿潤構造に相当す

る試料の固体 13C NMR スペクトルをそれぞれ Fig. 2-2に示す。また、これらのスペクトル

のピーク位置から求めた各炭素原子の化学シ

フトを Table 2-1に挙げる。二水和構造と無水

構造のスペクトル（Fig. 2-2a, b）は、ピーク

幅が非常に小さく、C2とカルボニルの炭素由

来の共鳴線以外は全て一本のピークとして観

測された。C2とカルボニルのピークが非対称

に 2 本に割れるのは、アセトアミド基の 14N

原子に直接結合しているために生じる 13C–
14Nの相互作用が原因であるといわれている 91。

従ってこれらの結果は、二水和構造と無水構

造の結晶内で各炭素原子はすべて等価である、

すなわち非対称単位は N-アセチルグルコサミ

ン残基 1つであることを示していた。さらに、

二水和構造と無水構造の各炭素原子の化学シ

フトの差は最も大きいものでも 1.4 ppm であ

り、非常に僅かであった（Table 2-1）が、こ

れは両構造の分子鎖のコンフォメーションは

非常に似ていることを意味していると考えら

れる。以上の結果は、すべて X線回折によっ

て決定された二水和構造および無水構造のモ

デルと一致するものであった 8,70。 

一方で、再湿潤構造のスペクトルを見ると C3、C4、C6、メチル基の炭素に由来する共鳴

線も 2本のピークに分離していた（Fig. 2-2c）。これは非対称単位に 2つの N-アセチルグル

コサミン残基が含まれることを示唆していた。また全ての炭素の化学シフトは天然の水和

構造と無水構造の中間、またはこれらとほぼ同じ値であった（Table 2-2）。X線繊維回折の

結果と合わせて考えると、再湿潤構造は天然の水和構造と無水構造の中間的な構造にあた

り、単位格子はおそらく 2本の分子鎖を含む。そして、そのうちの 1本は天然の水和構造、

もう 1本は無水構造に近いコンフォメーションを取っているのではないかと考えられる。 

Fig. 2-2. Solid-state CP/MAS 13C NMR spectra of 
β-chitin; samples (a)–(c) are the same as Fig. 2-1. The 
assignment of the carbon atoms is derived from Tanner et 
al.91. 
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 3つ全ての試料について、C6の化学シフトは 59.1–59.8 ppmの範囲内であった（Table 2-1）。

Horii ら 92は C6 の化学シフトと第一級ヒドロキシル基の相関について報告しており、これ

によると天然の水和構造、無水構造および再湿潤構造のヒドロキシメチル基のコンフォメ

ーションは全て ggであるということになる 93。この結果も、X線回折により提案されてい

る二水和構造および無水構造のモデルと一致していた 8,70。 

2.3.3. 水和・無水構造間の結晶転移 

相対湿度を変化させながらシンクロトロン X 線回折測定を行うことにより、β キチンの

水和・無水構造間の結晶転移を観測した。未乾燥試料の乾燥過程における赤道方向および

sample chemical shifts (ppm) 

 C1 C2 C3 C4 C5 C6 CH3 C=O 

dihydrate 105.1 55.4 74.4 83.0 75.3  59.1 23.9 174.9 
  56.3      175.8 
anhydrous 105.3 55.2 73.0 84.4 75.4  59.8 22.6 175.5 
  56.0      176.4 
monohydrate 105.2 55.3 73.1 83.1 75.3  59.1 22.6 175.5 
  56.2 74.3 84.4  59.6 23.9 176.4 

Table. 2-1. 13C chemical shifts recorded from dihydrate, anhydrous, and monohydrate β-chitin. 

Fig. 2-3. Changes in (a) equatorial and (b) meridional X-ray diffraction profiles of the never-dried 
samples of β-chitin during the drying process. Q is the scattering vector (2π/d). 
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子午線方向の X線回折プロファイルの変化を Fig. 2-3に示す。測定開始時の RH = 90%では

二水和構造のパターンを示し、赤道方向には Q = 0.45–1.6 Å–1の範囲に 4つ、子午線方向に

はQ = 1.15–1.3 Å–1の範囲に1つのピークが観測された。回折ピークの面間隔はそれぞれd010 

= 11.03 Å、d100 = 4.77 Å、d11
_
0 = 4.57 Å、d110 = 4.22 Å、d002 = 5.20 Åであった。相対湿度

を減少させていくと、RH = 40–50%まではピーク幅が広がりながらもピーク位置は変化せず、

二水和構造のままであった。しかし RH = 30%前後に達すると 010のピークが高 Q側に、11
_

0と 110のピークは低 Q側にピーク幅を広げながらシフトした。このとき d010 = 10.56 Åで

あり、これは X線繊維回折測定において再湿潤試料が示した一水和構造（Fig. 2-1c）の値と

ほぼ一致した。RH = 20%になるとピークは無水構造に対応する位置にシフトし、更に乾燥

させるとピーク幅がより鋭くなって完全に無水構造に転移した。RH = 0%における各ピーク

の面間隔を計算すると d010 = 9.14 Å、d100 = 4.79 Å、d11
_
0 = 4.48 Å、d110 = 4.04 Åであり、

無水構造の単位格子から算出される値とほぼ同じになった。未乾燥試料の乾燥過程におい

て、二水和構造は RH = 40%までは安定であったが、RH = 30%付近で中間体の一水和構造に

転移した後に、RH = 20%で無水構造に転移することがわかった。 

Fig. 2-4. Changes in (a) equatorial and (b) meridional X-ray diffraction profiles of the dried samples 
of β-chitin during the wetting process. Q is the scattering vector (2π/d). 
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この RH = 0%まで乾燥させた試料に対し、引き続き湿潤過程についても同様の測定を行

った。湿潤過程における赤道方向および子午線方向の X 線回折プロファイルの変化を Fig. 

2-4に示す。相対湿度の増加に伴いピーク幅は僅かに広がったが、RH = 70%程度までは無水

構造のピーク位置に変化はなかった。RH = 80%になるとピーク幅は急激に広くなり、 010

のピークが少し低 Q 側にシフトした。相対湿度上昇に伴うピーク幅の広がりは、無水構造

の結晶表面等に水分子が不規則に入り込むことにより結晶サイズが低下したためであると

考えられる。RH = 80%を超えると相対湿度の上昇とともに 010のピークは更にシフトして、

RH = 100%では d010 = 10.28 Åとなった。赤道方向のプロファイルのパターンは、乾燥過程

の RH = 30%におけるものと同様であり、無水構造が一水和構造（Fig. 2-1c）に転移したこ

とを示していた。 

RH = 100%の測定後、試料に水を滴下して再び X線回折測定を行った（Fig 2-4, top）。ピ

ーク幅は広いものの、プロファイルのパターンは測定開始時のプロファイル（Fig. 2-3, top）

と同じになり、一水和構造が水の滴下によって直ちに二水和構造に転移したことがわかっ

た。ピーク幅が広がったのは、乾燥および湿潤過程で結晶構造がいくらか壊れたり損傷し

Fig. 2-5. Changes in unit-cell parameters and 
volumes of β-chitin in the drying process (filled 
circles) and wetting process (open squares), 
calculated using the peaks shown in Fig. 2-3 
and 2-4. The open triangles show the values 
that were obtained by dropping water onto the 
sample at the end of the wetting process. The 
dashed lines show the region of transitions. 
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たりしたためであろう。乾燥試料の湿潤過程において、無水構造は RH = 70–80%まで安定

であったが、RH = 90–100%では一水和構造を取り、二水和構造へは水の滴下によってよう

やく転移した。以上の乾燥過程および湿潤過程の結果をまとめると、二水和構造と無水構

造間の転移は一水和構造を介して可逆的に起こり、大きなヒステリシスがあることがわか

った。 

Fig. 2-3と Fig. 2-4のプロファイルより、各相対湿度における格子定数（a軸、b軸、c軸、

単斜角γ ）と格子体積を計算した（Fig. 2-5）。測定中、a軸の値はほぼ一定であった。一方、

b軸は乾燥過程と湿潤過程の転移点でそれぞれ減少／増加し、非常に大きな変化が見られた。

c軸も同じような変化を見せたが、その変化は b軸と比較して僅かであった。単斜角も変化

したが、その差は 1 °未満であった。これらの結果により、二水和構造と無水構造間の転移

において、b軸以外の格子パラメータも僅かではあるが、明確に変化を示すことが明らかに

なった。最近まで β キチンの結晶転移メカニズムについては、分子鎖シートがシートのほ

ぼ垂直方向に平行移動することによってシート間の距離が変化し、シート間を水分子が出

入りすると説明されてきた 94。しかしながら Sawadaらが提示した二水和構造のモデルはこ

のような単純なメカニズムのみでは転移が説明できないことを示しており 8,95、これらの結

果も二水和／無水構造間の転移においてはより複雑なプロセスが存在することを示唆して

いると考えられる。 

乾燥過程および湿潤過程の重量変化を測定し、Fig. 2-6 に示すような吸着等温線を得た。

X線回折による結晶構造変化のモニタリングの結果を考慮すると、乾燥過程において RH = 

60–50%までの重量減少は結晶表面からの水の脱着であると考えられる。一方、これに続く

RH = 50% から 20%の重量減少は主に水和構造

から無水構造の転移に由来するものであろう。

その減少量は RH = 0%における無水構造の約

18%であった。これは N-アセチルグルコサミン

残基あたり 2個の水分子に相当する量であり、

二水和構造中に含まれるとされている水分子の

数と一致した 8。一方、水分子の吸着過程では、

RH = 70–80%を超えてからの重量増加が約 12%

であった。この増加分は N-アセチルグルコサミ

ン残基あたりおよそ 1.5個の水分子に相当する。

しかし、この重量増加分には一水和構造中に含

まれる水分子に加え、結晶表面へ吸着する水分

Fig. 2-6. Water desorption and adsorption isotherms 
of β-chitin starting from the never-dried sample. The 
filled circles and open squares show the values in the 
drying process and wetting process, respectively, as in 
Fig. 2-5. 
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子も含まれると考えられる。従って、ここまで二水和構造と無水構造の中間的な構造であ

るという特徴から、再湿潤試料が示した構造を“一水和構造”であると仮定してきたが、

この重量変化の結果からも一水和構造に含まれる水分子は N-アセチルグルコサミン残基あ

たり 1個であることが推測された。 

今回の実験では、二水和構造と無水構造の中間体として一水和構造が乾燥と湿潤の両過

程において観測された。しかし、これまでに行われた β キチンの結晶転移に関する研究で

は、一水和構造が単独では観測されてこなかった 94,96。Rössleら 96は、乾燥させた試料に水

分子を滴下した際の水和過程をモニタしたが、水が過剰に与えられるような条件下では無

水構造から二水和構造への転移が迅速に起こるために一水和構造は観測されなかったと考

えられる。Saito ら 94は昇温による結晶転移を DSC および X 線回折で調べており、DSC 曲

線では 2つの吸熱ピークが見られているにもかかわらず、X線回折測定では水和と無水が混

合しているパターンしか得られていなかった。これは DSC測定と X線回折測定では試料の

状態が厳密には異なっていたためであろう。一方で、我々は各相対湿度での平衡状態をモ

ニタしたために転移の進行は遅く、一水和構造という中間体が明確に観察できたのだと考

えられる。 

 結論 2.4.

サツマハオリムシの未乾燥試料、つまりサツマハオリムシが天然の状態において有して

いると考えられる結晶形は二水和構造であり、また非常に結晶性が高いことが明らかにな

った。これを乾燥させていくと、RH = 20〜30%で一水和構造を介して無水構造へと転移し

た。一方、無水構造を湿潤させていくと RH = 80%程度で一水和構造へと転移した。その後、

100%まで相対湿度を上昇させても一水和構造を保っていたが、水に浸すと直ちに二水和構

造へと戻った。従って、二水和／無水構造間の転移は可逆的にヒステリシスを伴って起こ

ることが明らかになった。ただし、転移を経ることによって結晶性、結晶サイズは減少し、

元には戻らなかった。 

本研究で得られた X線回折、固体 13C NMR、吸着等温線から見積もられる水分子の数と

いった結果には、提案されている無水構造および二水和構造のモデル 8,70,71と矛盾する点は

なかった。一方、この２つの構造間の転移過程で観測された一水和構造は、未だ構造が明

らかになっていないだけでなく、1969 年に Blackwell7が発見してから現在に至るまでこの

構造について報告された例はほとんどなかった。本研究でも結晶性が低いものしか観測で

きず、その構造を明らかにするには至らなかったが、結晶構造中に含まれる水分子の数は

N-アセチルグルコサミン残基あたり 1 つ、分子鎖シート間の距離は二水和構造と無水構造

の中間であり、二水和構造と無水構造にそれぞれ類似した 2 種類の分子鎖が含まれる構造
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であることが示唆された。二水和構造と無水構造間の転移メカニズムは、二水和構造が明

らかになったことにより従来考えられていたメカニズムよりも複雑であることがわかって

いる。今後一水和の結晶構造を明らかにしていくことが、この転移メカニズムを解き明か

す鍵となるのではないかと考えられる。 
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3. β-1,3-グルカンおよびキシランの水和・脱水による結晶転移  

 緒言 3.1.

β-1,3-グルカンとβ-1,3-キシランは非常に類似した化学構造を持っており、その違いは

C6位のヒドロキシメチル基の有無のみである（Fig. 1-1d, e）。従ってその結晶構造も類似し

ており、どちらも同じような三重らせん構造で、水和構造と無水構造を持つと言われてい

る（1.3.4および 1.3.5参照）。この三重らせん構造において両者の相違点である C6位はらせ

んの外側に位置している（Fig. 1-9）。 

β-1,3-グルカンは抗がん作用や免疫調節などの生理活性などを持つとして注目を集める

多糖であり 97、このような特性を示すのは三重らせん構造などβ-1,3-グルカンに特有の高次

構造に由来しているのではないかとの報告が複数ある 98-100。従ってβ-1,3-グルカンが生理活

性等を発現するメカニズムを理解するためには、三重らせん構造やその構造がどのような

特性を示すのかを理解することが極めて重要であると考えられる。 

そこで本研究では、β-1,3-グルカンと、同様に三重らせん構造を持つβ-1,3-キシランにつ

いて研究を行うこととした。β-1,3-グルカン、β-1,3-キシランの試料としてミドリムシの貯

蔵多糖であるパラミロン、緑藻 Penicillus dumetosus の細胞壁とそれぞれ高結晶性であるこ

とが知られているものを用い 9,79,82,101,102、湿潤試料と乾燥試料のシンクロトロン X線回折お

よび固体 13C NMR測定によって水和構造および無水構造について調べた。また相対湿度を

変化させながら X 線回折測定を行うことにより、乾燥・湿潤によって起こる水和・無水構

造間の結晶転移を観測することを試みた。 

 実験方法 3.2.

3.2.1. 試料調製 

β-1,3-グルカン 

Euglena gracilis E-6（IAM カルチャーコレクションより分譲）（Fig. 3-1a）を Difco 

Bactopepton 5 g, Difco Yeast extract 2 g, glucose 15 g, vitamin B12 10 mgを水 1 L中に含む培地

で暗所、28℃において 1週間培養した 103。藻体は遠心分離（8,000 g, 5分）で回収し、rod type

の超音波で細胞を破砕した。その後、再び遠心分離で沈殿物を回収し、2 %SDSを溶解させ

た 0.1 M Tris-HCl緩衝液（pH 6.8）中で約 15分間煮沸処理した。この沈殿物を再び遠心分

離で回収し、水洗を十分に繰り返して白色のパラミロンを得た 102（Fig. 3-1b）。これを水に

浸したまま、もしくは RH = 85%において保存したものを未乾燥試料、未乾燥試料を凍結乾

燥した後に P2O5のデシケータ中で保存したものを乾燥試料とした。 
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β-1,3-キシラン 

イワヅタ目の緑藻 P. dumetosusの乾燥試料は、H. Chanzy博士（フランス植物高分子研究

所）より提供して頂いた。0.1 N塩酸で炭酸カルシウムを取り除いた後、細胞壁を 70%エタ

ノール中において 70℃で 3時間、熱水で 3時間処理した。さらに 0.1 M酢酸緩衝液で pH 4.5

に調整した 0.3%亜塩素酸ナトリウム溶液中において 70℃で 3時間処理を行い、精製された

細胞壁を得た（Fig. 3-1c）。固体 13C NMR測定および重量測定で用いるため、精製した試料

の一部はホモジナイザーで解繊した。これらを水に浸したまま保存したものを湿潤試料、

未乾燥試料を凍結乾燥した後に P2O5のデシケータ中で保存したものを乾燥試料とした。 

3.2.2. シンクロトロン放射光 X線回折測定 

β-1,3-グルカン 

高輝度放射光施設 SPring-8のビームライン BL38B1において粉末 X線回折測定を行った。

キャピラリーに封入した試料を、ゴニオヘッドにマウントし、室温にて波長 1 Å のシンク

ロトロン放射光を入射した。粉末回折図はイメージングプレート（IP）に記録し（R-AXIS V, 

Rigaku）、試料と IP間の距離は 170 mmとした。試料と IP間の距離は Si粉末の面間隔（d = 

3.1355 Å）を用いて補正した。 

X 線回折プロファイルは、非線形最小二乗法プログラムを用い、各回折ピークを

pseudo-Voigt関数に近似してピーク分離を行った 90。 

β-1,3-キシラン 

高輝度放射光施設 SPring-8 のビームライン BL40B2 において X 線回折測定を行った。約

1 cmに切り出した細胞壁の精製試料を何枚か重ね合わせてゴニオヘッドに取り付け、波長

0.7 Å のシンクロトロン放射光を入射した。試料の湿潤状態もしくは乾燥状態を保つため、

湿度発生装置（Shinyei SRG-1R）で RH = 100%, 0%に調整された空気をそれぞれ湿潤試料、

乾燥試料に吹き付けながら室温にて測定を行った。回折図はイメージングプレート（IP）に

記録し（R-AXIS V++, Rigaku）、試料と IP間の距離は Si粉末の面間隔（d = 3.1355 Å）を用い

て補正した。 

Fig. 3-1. SEM images of (a) Euglena gracilis and (b) paramylon, and (c) optical micrograph of the cell walls of P. dumetosus. 
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X 線回折プロファイルは、非線形最小二乗法プログラムを用い、各回折ピークを

pseudo-Voiigt関数に近似してピーク分離を行った 90。 

3.2.3. 固体 CP/MAS 13C NMR スペクトル測定 

β-1,3-グルカン 

固体高分解能 13C NMR測定には Chemagnetics CMX 300分光器（13Cの共鳴周波数は 75.6 

MHz）を使用した。試料管にはジルコニア製の直径 4 mm径を用い、速度 10 kHzでマジッ

ク角回転させた。観測には交差分極 (CP) 法を用い、1Hの 90°パルス幅は 2.5μsとし、1H-13C

接触時間は 2 msとした。信号を取り込む間隔は 3 sに設定した。化学シフト値の基準には

アダマンタンを用いた。なお、未乾燥試料の測定に関しては、測定中の乾燥を防止するた

め、テフロン製のキャップで試料管を密栓した。 

β-1,3-キシラン 

固体高分解能 13C NMR 測定には Bruker 社製の Avance 分光計（13C の共鳴周波数は 100 

MHz）を使用した。試料はジルコニア製のローター（直径 4 mm径）に封入し、速度 12 kHz

でマジック角回転させた。観測には交差分極 (CP) 法を用い、1Hの 90°パルス幅は 2.5 μsと

し、1H-13C接触時間は 2 msとした。信号を取り込む間隔は 4 sに設定した。化学シフト値は

グリシンのカルボニル基（176.03 ppm）で補正した。 

3.2.4. X線回折測定による結晶転移の観測 

β-1,3-グルカン 

Ｘ線ディフラクトメトリーはＸ線発生装置、Rigaku RINT2000により加速電圧 38 kV、電

流 50 mAで発生し、モノクロメーターで単色化された Cu Kα線（λ = 1.5418 Å）を用いて行

った。光学系スリットとしては、発散スリット (DS)：0.5°、散乱スリット (SS)：0.5°、受

光スリット (RS)：0.15 mmを使用した。測定条件は、走査範囲：2θ = 3-35°、ステップ間隔：

Δ2θ = 0.05°、積算時間：5秒間とした。乾燥過程の測定においては、まずゴニオメーターの

試料室を Mylarフィルムでシールし、そこへ湿度発生装置にて RH = 100%に調整した窒素

ガスを流速 1 L/minで流した。次に、ガラス製の試料台に未乾燥試料を薄く均一に塗布して、

試料室へ取り付けた。相対湿度 100 %の状態で一晩放置した後、Ｘ線ディフラクトメトリー

測定を行った。１時間の測定後、相対湿度を 90%に変更してその湿度で１時間保持し、再

びＸ線ディフラクトメトリー測定を行った。以後同様に、相対湿度を 10 %間隔で 0 %まで

下げながら測定を繰り返した。湿潤過程の測定については、加圧して薄いディスク状に成

形した乾燥試料を試料台に取り付け、相対湿度 0 %中に一晩置いた。そして、乾燥過程と同

様の方法（その湿度にて１時間保持，その後１時間測定）で相対湿度を 10 %間隔で 100 %

まで上げながら測定を行った。測定は室温（約 23℃）で行った。 
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β-1,3-キシラン 

測定は SPring-8のビームライン BL40B2において 3.2.2.と同様の設定で行った。測定は上

記のβ-1,3-グルカンと同様、まず乾燥過程を RH = 100%から 0%、続いて湿潤過程を RH = 0%

から 100%の間でそれぞれ 10%毎に行った。測定は室温で行い、測定間隔は 10〜20 分とし

た。 

3.2.5. 水の吸着等温線測定 

2.2.5と同様にして行った。 

 結果と考察 3.3.

3.3.1. シンクロトロン放射光 X線回折 

パラミロンの未乾燥試料と乾燥試料、P. dumetosusの湿潤試料と乾燥試料のシンクロトロ

ン放射光 X線回折図を Fig. 3-2に示す。パラミロンの試料は顆粒状であるため、全ての方向

に強度が均一な粉末回折像を示しているが（Fig. 3-2a, b）、P. dumetosusの試料では強度が均

一ではなく一部が配向している様子が観察された（Fig. 3-2c, d）。P. dumetosusの細胞壁にお

いては、外壁ではβ-1,3-キシランのフィブリルがランダムに配向しているが、内壁では長軸

方向に配向していることが報告されており 82、この結果と一致していた。 

Fig. 3-2. Synchrotron X-ray diffraction patterns of (a) hydrated β-1,3-glucan, 
(b) anhydrous β-1,3-glucan, (c) hydrated β-1,3-xylan and (d) anhydrous 
β-1,3-xylan obtained from never-dried and dried samples of paramylon, and 
wet and dried samples of P. dumetosus, respectively. 
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Fig. 3-2の回折図より得られたプロファイルを Fig. 3-3に示す。パラミロンの未乾燥試料

では、高 Q 領域まで非常に鋭いピークが多く観察され、他の天然多糖では例を見ないほど

高結晶性であることが明らかとなった（Fig. 3-3a）。観測されたピークは、β-1,3-グルカン

水和構造の六方晶の単位格子 9をもとに指数付けを行い、回折ピークが孤立して存在してい

ると思われる 9つのピーク（Fig. 3-3a）から単位格子を求めたところ、a = 15.574 (1) Å、c = 

18.587 (10) Åであった。これは Chuahらが報告した単位格子 9とほぼ一致した。試料を乾燥

させると、水和構造のものとは異なるプロファイル（Fig. 3-3b）が得られ、乾燥によって無

水構造に転移したことがわかった。ただし、高 Q 領域のピークがブロードであり、乾燥に

よる無水構造への転移に伴って結晶性が低下することがわかった。乾燥試料のプロファイ

ルについても、観測されたピークについて Deslandesらが報告したβ-1,3-グルカン無水構造

の六方晶の単位格子 80 をもとに指数付けを行った。そして、回折ピークが孤立して存在し

ていると思われる 5つのピーク（Fig. 3-3b）から単位格子を算出したところ、a = 14.543 (7) 

Å、c = 5.853 (9) Åであった。これもDeslandesらが報告した単位格子 80とほぼ一致していた。 

パラミロンの未乾燥試料には劣るものの、P. dumetosusの湿潤試料も高 Q領域まで複数の

ピークが観測され、高い結晶性を示した（Fig. 3-3c）。観測された全てのピークは、β-1,3-

キシラン水和構造の六方晶の単位格子 82 をもとに指数付けし、単位格子を算出した。得ら

れた格子定数は、a = 15.34 (1) Å、c = 6.07 (10) Åであり、Freiと Prestonが報告した値 82と

ほぼ一致した。一方、乾燥試料のプロファイルでは幅の広いピークが数本観測されただけ

であり、パラミロンの場合と同様にして脱水により結晶性が大幅に低下したことがわかっ

た（Fig. 3-3d）。これらのピークについても六方晶の単位格子で指数付けを行ったところ、a 

= 14.2 Å、c = 5.8 (10) Åと算出された。これらの値は、Freiと Prestonが報告したβ-1,3-キシ

ラン無水構造の値 82と比較すると a軸の値が多少大きいが、c軸の値はおおよそ一致した。 

Fig. 3-3. Synchrotron X-ray diffraction profiles of (a) hydrated β-1,3-glucan, (b) anhydrous β-1,3-glucan, (c) 
hydrated β-1,3-xylan and (d) anhydrous β-1,3-xylan obtained from intensity integration of the patterns in 
Fig. 3-2. 



 

 29 

3.3.2. 固体 13C NMRスペクトル 

パラミロンの未乾燥試料、乾燥試料および P. dumetosusの湿潤試料、乾燥試料の高分解能

固体 13C NMR測定を行い、それらのスペクトルを Fig. 3-4に示した。パラミロンの未乾燥

試料、P. dumetosusの湿潤試料のスペクトルは（Fig. 3-4a, c）、これまでに報告されたパラミ

ロンや P. dumetosusのスペクトル 104-106とそれぞれ同様のパターンが観測されたが、これら

よりも各炭素に由来する共鳴線が明瞭に分離していた。 

パラミロンの未乾燥試料のスペクトル（Fig. 3-4a）では、C3に由来する共鳴線が 5つに

分離していた。この結果は、非対称単位中にグルコース残基は 5 つ以上含まれることを示

唆していた。Chuahら 9は、β-1,3-グルカンの水和構造は厳密には非対称単位がグルコース

残基 18個の空間群 P1であるが、非対称単位がグルコース残基 6個となる空間群 P3に近い

と報告していおり、本研究で得られた結果は一見この結果と一致するように思える。しか

しながら、このモデルでは C6位の水酸基以外は単位格子中の全ての残基が等しいとされて

おり、C3、C4、C5由来の共鳴線についても明確に複数のピークに分離している本研究の結

果はこのモデルでは十分に説明できない。C6 位の水酸基以外の箇所についてもグルコース

6 残基分、あるいは 18 残基全てにおいてコンフォメーションや水素結合様式等が異なった

非常に対称性の低い構造である可能性がある。 

また P. dumetosusの湿潤試料のスペクトル（Fig. 3-4c）では、C4を除く全ての炭素に由来

Fig. 3-4. Solid-state 13C CP/MAS NMR spectra of: (a) hydrated β-1,3-glucan, (b) anhydrous 
β-1,3-glucan, (c) hydrated β-1,3-xylan and (d) anhydrous β-1,3-xylan obtained from never-dried and 
dried samples of paramylon, and wet and dried samples of P. dumetosus, respectively. The peaks of 
β-1,3-glucan and β-1,3-xylan are assigned according to Saito et al.105 and Saito et al.106, respectively. 
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する共鳴線が 2 本に分離しており、これら 2 本のピークは面積が等しかった。これは非対

称単位中に 2 つのキシロース残基が含まれることを意味しているが、このことは非対称単

位中に含まれるキシロース残基は 1つであるとする Atkinsらのモデル 11とは矛盾していた。

2つのキシロース残基が非対称単位中に含まれるのならば、実際の構造はこのモデルよりも

対称性が低く、空間群は P3であるという可能性がある。もしくは、X線回折測定ではこの

モデルの単位格子と一致するという結果が得られたが、実際には 2 倍の大きさの単位格子

を持ち、2本の三重らせんが含まれているということもあり得るだろう。あるいは 2つの異

なる構造が結晶中に存在するという可能性も否定できない。しかしながら、いずれにして

も本研究で得られたデータのみではその原因を断定することはできないため、β-1,3-グルカ

ン、β-1,3-キシランともに水和構造については提案されているモデルを見直す必要がある。 

乾燥させると、パラミロン、P. dumetosusともに全ての炭素に由来する共鳴線の幅が大き

く広がった（Fig. 3-4b, d）。β-1,3-グルカンおよびβ-1,3-キシランの無水構造は水和構造と

比較して、分子鎖のコンフォメーションが大きく乱れていると考えられる。このような水

和構造から無水構造への転移に伴って固体 13C NMRのピークが広がるという現象は、澱粉

やアミロースでも報告されている 107,108。またこの結果は、脱水によって大幅に結晶性が低

下するという前項（3.3.1）の X 線回折測定の結果とも一致した。乾燥による変化は各ピー

クのピーク幅だけでなく化学シフトにも現れており、脱水によりグルカンおよびキシラン

分子鎖のコンフォメーションが変化していることを示していた。以上のような脱水に伴う

ピーク幅、化学シフトの変化は、β-1,3-グルカン、β-1,3-キシランのどちらにおいても C3

に由来する共鳴線で特に顕著であった。 

3.3.3. 水和・無水構造間の結晶転移 

水和・無水構造間の転移過程を観測するため、湿度を段階的に変化させながらＸ線測定

を行った。Fig. 3-5にパラミロンの未乾燥試料の乾燥過程と、それに続く湿潤過程における

X線回折プロファイルの変化を示した。未乾燥試料のプロファイルは（Fig. 3-5a, RH = 100%）、

シンクロトロン放射光粉末Ｘ線回折プロファイル（Fig. 3-3a）と同じくβ-1,3-グルカンの水

和構造のものであった。非常に鋭いピークがいくつも観察され、これらは乾燥に伴って徐々

に広角側へシフトした。そして、RH = 30%になると水和構造と無水構造のプロファイルが

重なり合ったものとなり、20%で完全に無水型へ転移した。一方、乾燥試料の湿潤過程では、

RH = 0%において観察された無水構造のピークは相対湿度の上昇とともに低角側へシフト

した。そして 70%になると無水構造のピークがブロードになり、80%でほぼ完全に水和構造

へと転移した。しかしながら 100%に達しても（Fig. 3-5b, RH = 100%）ピーク幅は未乾燥試

料（Fig. 3-5a, RH = 100%）のようには鋭くはならず、結晶性が低下したことがわかった。 
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Fig. 3-6には P. dumetosusの湿潤試料の乾燥過程と、それに続く湿潤過程における X線回

折プロファイルの変化を示した。乾燥過程のはじめは Fig. 3-3cと同様のβ1,3-キシラン水和

構造のパターンを示しており（Fig. 3-6a, RH = 100%）、RH = 30%までは各ピークの強度が若

干小さくなった以外に大きな変化は見られなかった。RH = 20%になると無水構造に由来す

るピークが現れ、0%では完全に無水構造に転移した。一方、湿潤過程では 70%までは無水

構造のまま変化がなかったが、80%以上では徐々に水和構造由来のピークが増加し、100%

ではほぼ完全に水和構造へと転移した。しかしながら、ピークの鋭さは元の水和構造（Fig. 

3-6a, RH = 100%）と比較して大幅に失われており、結晶性は著しく低下していた（Fig. 3-6b, 

RH = 100%）。以上の結果から、β-1,3-グルカン、β-1,3-キシランともに相対湿度の変化に

より水和・構造間の転移が可逆的に起こること、さらにその転移にはヒステリシスがある

ことが明らかになった。これらの結果は第２章のβキチンの場合と同様であった。 

Fig. 3-5. Changes in X-ray diffraction profiles during (a) the drying of the 
never-dried paramylon (hydrated β-1,3-glucan) with a decrease in RH and (b) the 
subsequent wetting with an increase in RH. The term Q is the scattering vector (2π/d). 
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Fig. 3-5と 3-6の各プロファイルから単位格子を算出し、相対湿度に対する格子定数と格

子体積をプロットした（Fig. 3-7）。ただし、β-1,3-グルカンについては転移点付近のプロフ

ァイルは結晶形の混在により一部ピーク分離が困難であったため、それらの点については

算出していない。またβ-1,3-グルカンの無水構造およびβ-1,3-キシランの単位格子について

は、β-1,3-グルカンの水和構造の単位格子に相当するように、c軸および格子体積は 3倍に

した値をプロットした。格子定数および体積は、β-1,3-グルカン、β-1,3-キシランともに転

移点でのみ大きな変化を示していた。さらに、a軸においては転移点に達する前後でも緩や

かに変化していた。この傾向はβ-1,3-キシランよりもβ-1,3-グルカンで、また水和構造より

も無水構造でより顕著であった。結晶表面に吸脱着する水分子が、三重らせん間の距離に

多少の影響を及ぼすのだろうと考えられる。 

Fig. 3-6. Changes in synchrotron X-ray diffraction profiles during (a) the drying of 
the wet P. dumetosus samples (hydrated β-1,3-xylan) with a decrease in RH and (b) the 
subsequent wetting with an increase in RH. The term Q is the scattering vector (2π/d). 
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3.3.4. 吸着等温線と水和構造における水分子の化学量論 

重量測定により得られたパラミロンと P. dumetosusの吸着等温線を Fig. 3-8に示した。パ

ラミロンの未乾燥試料を乾燥させていくと徐々に重量が減り、RH = 40%から RH = 30%で急

激に減少した。その後は、再び緩やかに重量が減少した。吸湿過程では、RH = 60%までは

緩やかに重量が増加し、RH = 70%で急激に増加していた。その後は再び緩やかに増加した

（Fig. 3-8a）。一方、P. dumetosusの湿潤試料を乾燥させていくと、RH = 60%までは急激に

減少した。その後 RH = 50%程度までは重量減少は僅かになったが、RH = 40%から 20%にか

けて再び急激に減少した。吸湿過程では、RH = 60%から 80%にかけて急激な増加が見られ

た（Fig. 3-8b）。以上の重量が急激に増減している領域は、おおよそ前項の X線回折測定で

観測された転移点と一致していた。従って、この領域で生じた重量変化分（β-1,3-グルカン

は 12%、β-1,3-キシランは 14%）は水和構造中の水和水に相当すると考えられる。これら

の値は、1グルコースもしくはキシロース残基あたりそれぞれ 1.1個、1.0個と算出された。 

また Fig. 3-6に示した格子体積の変化からも、水和構造中に含まれる水分子の量を見積も

った。β-1,3-グルカン、β-1,3-キシランそれぞれ転移点における格子体積の変化はそれぞれ

約 600 Å3、480 Å3であり、水の密度を 1 g/cm3と仮定するとこれらの体積はそれぞれ水分子

Fig. 3-7. Changes in unit-cell parameters of (a) β-1,3-glucan and (b) β-1,3-xylan calculated 
from each profile in Fig. 3-5 and 3-6, respectively. Key: filled circles = drying process; 
empty squares = wetting process. 
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20 個、16 個に相当していた。この単位格子中（β-1,3-グルカンの無水構造およびβ-1,3-キ

シランについては単位格子の 3 倍中）に含まれるグルコースもしくはキシロース残基は 18

個であるため、1 グルコースもしくはキシロース残基に換算すると、それぞれ 1.1 個、0.9

個となる。従って、重量変化、体積変化のどちらから見積もられる値も、β-1,3-グルカン、

β-1,3-キシランともに 1個／1グルコースもしくは 1キシロース残基であることがわかった。

β-1,3-キシランの水和構造については、この結果は Atkins らのモデル 11と一致していた。

一方、β-1,3-グルカンについては、Chuah らのモデル 9とは少し異なっていた。Chuah らの

モデル 9では、結晶中に含まれる水分子は 1グルコース残基あたり 2個で、そのうち半数は

三重らせんの 4 位と 5 位の酸素原子付近に規則的に分布し、もう半数はランダムに分布し

ているとされる。ただしこれは、X 線回折による構造解析では 1 グルコース残基あたり 1

個が最も適当であるとされたにもかかわらず、密度計算によってそれ以前に報告された値

（1 グルコース残基あたり水分子 2 個）78との矛盾をなくすために、1 グルコース残基あた

り 1 個分の水分子を付け加えたためである。従って本研究の結果と Chuah らの構造解析の

結果は 9一致していることになり、水和構造中に含まれる水分子は 1個／1グルコース残基

が正しいのではないかと考えられる。 

 結論 3.4.

β-1,3-グルカンおよびβ-1,3-キシランの結晶構造について、X線回折により得られた単位

格子は水和構造、無水構造ともにこれまでに報告されているもの 9,80,82と同様に六方晶であ

り、その値もおおよそこれらに一致していた。また結晶転移の際に生じる格子体積および

重量変化から見積もられる水和構造中に含まれる水分子の量も、これまでに報告されてい

る結晶構造解析の結果 9,11と一致する値となった。しかしながら、固体 13C NMRの結果はβ

-1,3-グルカン、β-1,3-キシランともにこれらの結晶構造モデルとは矛盾しており、特にβ

-1,3-グルカンのスペクトルは非常に複雑であった。β-1,3-グルカン、β-1,3-キシランいずれ

Fig. 3-8. Water-desorption/adsorption isotherms of (a) β-1,3-glucan of paramylon and (b) 
β-1,3-xylan from P. dumetosus. Key: filled circles = drying process; empty squares = wetting 
process. 
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についてもこれらのモデルはそれほど新しいものではなく、測定技術や解析手法は当時と

比較して格段に進歩している。複雑な固体 13C NMRの結果を説明するためには、今後精度

の高い解析を行い、新たなモデルを提案し直す必要があるだろう。 

β-1,3-グルカンとβ-1,3-キシランは同じような転移挙動を示した。転移には明確な転移点

があり、可逆的でヒステリシスが存在した。三重らせん間の距離は転移点以外の領域でも

乾燥／湿潤に伴って僅かに減少／増加しており、結晶表面に吸着する水分子の影響を受け

て三重らせん間の距離が変化していることが示唆さた。また、結晶性は水和構造から無水

構造への転移によって大幅に低下し、その後無水構造から水和構造へ戻っても転移前ほど

の結晶性を取り戻すことはなかった。 
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4. 水和セルロースの脱水によるセルロース IIへの結晶転移  

 緒言 4.1.

2 種類の異なる方法で得られる水和セルロース、アルカリセルロース IV とセルロース II

水和物は、脱水するとセルロース IIに転移する、すなわちセルロース IIの水和構造である

という点において共通している。従って両水和構造をセルロース II の構造と比較すると、

単位格子はセルロース II に比べ水分子の占める体積により拡大しているものの、基本的に

はどちらもセルロース II と同様のコンフォメーション、堆積様式を有しているとされてい

る。しかしながら、アルカリセルロース IVとセルロース II水和物を比較してみると、単位

格子の大きさや水分子の配列などいくつか異なる点が見られる 2,3（1.3.1参照）。 

本研究では、ラミー繊維からアルカリセルロース IVおよびセルロース II水和物を調製し、

この 2 種類の水和構造およびこれらを乾燥させて得られた無水構造についてシンクロトロ

ン X線繊維回折および固体 13C NMRスペクトルを用いてその構造を比較した。またアルカ

リセルロース IV もしくはセルロース II 水和物からセルロース II への転移過程を X 線回折

によって観測し、転移のメカニズムや水和構造の安定性について詳しく調べることにした。 

 実験方法 4.2.

4.2.1. 試料調製 

本研究に用いた試料は精製されたラミー（Boehmeria nivea Gaud.）繊維（帝国紡績株式会

社）から調製した。ラミー繊維の束をステンレス製の引張り装置に揃えて固定し、3.5 N 

NaOH に浸漬させてアルカリセルロース I を調製した。また、アルカリセルロース IV およ

びセルロース II の調製には繰り返しマーセル化の手法を用いた 24,109。アルカリセルロース

IVの試料は水洗後そのまま水中に室温で保存し、セルロース IIの試料はこれを風乾させる

ことで得た。 

得られたセルロース IIを無水ヒドラジンに 2日間、4℃で浸漬した後、十分に水洗してセ

ルロース II水和物を得た。セルロース II水和物の試料は水中に保存し、一部は風乾により

脱水させた（以下、これをセルロース II’とする）。以上の作業は試料を常に繊維方向に引っ

張りながら行った。 

4.2.2. シンクロトロン放射光 X線繊維回折測定 

シンクロトロン X 線繊維回折測定は高輝度放射光施設 SPring-8 のビームライン BL38B1

で行った。配向試料をゴニオヘッドにマウントし、波長 1.0 Åのシンクロトロン放射光を繊

維に垂直に 120秒間入射した。アルカリセルロース IVとセルロース II水和物の試料測定時
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には、湿度発生機（Shinyei SRG-1R）によってRH = 90%または 100%に調湿した空気を 1 L/min

で吹き付けた。繊維回折図はイメージングプレート（R-Axis V, Rigaku）に記録し、試料と

IPの距離は Si粉末の面間隔（d = 3.1355 Å）を用いて補正した。測定は室温で行った。 

各回折のピーク位置は R-Axis display software（Rigaku）を用いて測定し、指数付けを行っ

た後に最小二乗法によって単位格子を決定した。 

4.2.3. 固体 CP/MAS 13C NMR スペクトル測定 

固体高分解能 13C NMR測定には Chemagnetics CMX 300分光器（13Cの共鳴周波数は 75.6 

MHz）を使用した。試料管にはジルコニア製の直径 4.0 mm径を用い、速度 5 kHzでマジッ

ク角回転させた。観測には交差分極 (CP) 法を用い、1Hの 90°パルス幅は 2.5 µsとし、1H-13C

接触時間は 1.0 msとした。信号を取り込む間隔は 3 sに設定した。化学シフト値の基準には

アダマンタンを用いた。なお、アルカリセルロース IVおよびセルロース II水和物の測定の

際には、測定中の乾燥を防止するためテフロン製のキャップで試料管を密栓した。スペク

トルは、非線形最小二乗法プログラムを用い、各ピークを Lorentz関数に近似してピーク分

離した。 

4.2.4. シンクロトロン放射光 X線回折測定による結晶転移の観測 

X線回折によるアルカリセルロース IVの乾燥過程は，上記と同様の設定で SPring-8のビ

ームライン BL38B1において観測した。アルカリセルロースの配向試料を、ゴニオヘッドに

マウントし、湿度発生機（Shinyei SRG-1R）により相対湿度を調節した空気を 1 L/minで吹

き付けた。測定は、相対湿度を 10%ずつ減少させながら RH = 100%から 0%まで各相対湿度

において行った。RH = 0%まで乾燥させた試料は引き続き数滴の水を滴下して再湿潤させ、

RH = 100%で再び測定を行った。相対湿度を変化させてから測定までは 10分間おき，相対

湿度を安定させた。 

一方、X線回折によるセルロース II水和物の乾燥過程は SPring-8のビームライン BL40B2

において観測した。測定方法は上記とほぼ同様であるが、波長は 0.7 Å、繊維回折図はイメ

ージングプレート（R-Axis IV++, Rigaku）に記録した。 

得られた繊維回折図から R-Axis display software（Rigaku）を用いて赤道および子午線方向

の X 線回折プロファイルを得た。回折プロファイルは Wada らの方法 90によってピーク分

離を行い、各回折ピークの位置を決定した。  

4.2.5. X線ディフラクトメトリー測定による結晶転移の可逆性の検討 

X線ディフラクトメトリー測定は X線発生装置、Rigaku RINT2000を使用して行った。ゴ

ニオメーターの試料室を Mylarフィルムで密閉し、ここに湿度調整機（Shinyei SRG-1R）で

調湿された窒素ガスを流速 1 L/minで流し込んだ。まず、アルカリセルロース IVまたはセ



 

 38 

ルロース II水和物の繊維をゴニオメーターに取り付け、RH = 100%で測定を行った。続いて、

相対湿度を 50%に変更して数時間置いてから測定を行った後に、相対湿度を 100%に戻して

1時間経過後に再び測定を行った。測定には加速電圧 38 kV、電流 50 mAで発生し、モノク

ロメーターで単色化された Cu Kα線（λ = 1.5418 Å）を用い、光学系スリットとして散乱ス

リット（DS）= 0.5°、発散スリット（SS）= 0.5°、受光スリット（RS）= 0.15 mmを使用し

た。測定条件は、走査範囲：2θ = 5–30°、ステップ間隔：0.1°、積算時間：10 sとした。測

定はすべて室温で行った。 

4.2.6. 高温に対する安定性の検討 

アルカリセルロース IVとセルロース II水和物の試料を水に浸けたまま 40℃、60℃、80℃、

100℃、120℃で 1時間処理した。熱処理後は試料を室温まで冷まし、RH = 100%で X線デ

ィフラクトメトリー測定を行った。測定は全て上記と同じ条件で行った。 

 結果と考察 4.3.

4.3.1. シンクロトロン放射光 X線繊維回折 

ラミー繊維のシンクロトロン X 線繊維回折図は典型的なセルロース I のパターンを示し

た（Fig. 4-1a）。これを 3.5N NaOHで膨潤させると、ラミー繊維はアルカリセルロース Iに

転移した（Fig. 4-1b）。セルロース I と比較するとパターンは不鮮明であるが、これは結晶

性の低さと余分なアルカリ溶液の散乱のためであると考えられる。ピークの強度は赤道上

の 4.45 Åおよび 4.23 Åに現れた 2つのピークを除き非常に弱かった。赤道上の最も内側の

ピークは 12.50 Åに現れており、アルカリ溶液によって結晶格子がかなり拡大していること

を示していた。 

アルカリセルロース Iを水洗すると、結晶格子中のアルカリが取り除かれてアルカリセル

ロース IVへと転移した。RH = 90%で測定したアルカリセルロース IVの繊維回折図を Fig. 

4-1cに示す。観測された回折点の面間隔を算出し、二本鎖単斜晶の単位格子 2で指数付けを

行った。その結果、格子定数は a = 9.21 Å, b = 9.87 Å, c = 10.35 Å, γ = 124.7°と算出された。

Nishimuraと Sarkoが報告した値 2よりも c軸以外は大きい値となった。また子午線上の回折

点 00l において、l が奇数の回折点が観測されないことから、空間群は P21であることが示

唆された。しかしながら、子午線近くの第三層線に見られる強い回折点は、この単斜晶の

単位格子では指数付けすることができなかった。これに類似した回折点はセルロース IIIII

の繊維回折図においても観測されており、これはブラッグ反射によるものではなく散漫散

乱であることが報告されている 110。従って、今回アルカリセルロース IVの繊維回折図で見

られた回折点も、同様のものである可能性が高いと考えられる。 

アルカリセルロース IV を乾燥させるとセルロース II が得られた（Fig. 4-1d）。セルロー
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ス IIの X線繊維回折図はアルカリセルロース IVよりもピークが鋭く、更に多くのピークが

観測されたことから、セルロース II の試料の方がより結晶性が高いことがわかった。しか

しアルカリセルロース IVとセルロース IIの 2つのパターンは、全体的な特徴を見ると非常

によく似ていた（Fig. 4-1c, d）。一番大きな違いは赤道上の最も内側の回折点、すなわち 11
_
0

と指数付けされる回折点の位置であり、セルロース IIでは d11
_
0 = 7.29 Åに現れているのに

対し、アルカリセルロース IVは d11
_
0 = 8.42 Åであった。セルロース IIの全ての回折点（Fig. 

4-1d）を二本鎖単斜晶の単位格子で指数付けしたところ、単位格子は a = 8.10 Å, b = 9.08 Å, c 

= 10.36 Å, γ = 117.3°と算出された。これは Langanらが報告している値 24とほぼ一致した。

アルカリセルロース IVの回折図で見られた子午線近くの第三層線上の回折点はセルロース

IIの回折図においても観測されたが、その強度は非常に小さかった。また、アルカリセルロ

Fig. 4-1. Synchrotron X-ray fiber diffraction diagrams of (a) cellulose I, 
(b) Na-cellulose I, (c) Na-cellulose IV, (d) mercerized cellulose II, (e) 
cellulose II hydrate, and (f) cellulose II’ (dried cellulose II hydrate) prepared 
from ramie fibers. 
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ース IVとセルロース IIのパターンが類似していたことは、セルロース分子鎖のコンフォメ

ーションや堆積様式に大きな差がないことを示していると考えられる。 

セルロース IIは無水ヒドラジンで膨潤させた後に水洗すると、セルロース II水和物に転

移した。RH = 100%において測定されたセルロース II水和物の X線回折図を Fig. 4-1eに示

す。回折図は全体的に不明瞭であり、セルロース II 水和物の試料は結晶性が低いことがわ

かった。ただし赤道上に 3 つの強い回折点が観測されるなど、回折図の特徴はアルカリセ

ルロース IVやセルロース IIの回折図（Fig. 4-1c, d）と類似していた。いくつかの強い回折

点から算出された単位格子は、単斜晶（a = 9.68 Å, b = 9.95 Å, c = 10.35 Å, γ = 125.8°）であっ

た。回折点をアルカリセルロース IVやセルロース IIと同様に指数付けしたため、単位格子

の取り方が異なる Leeらの報告した単位格子の値 3とは一見異なるが、同様の単位格子の取

り方をした場合の値と比較すると（1.3.1参照）、今回得られた値はほぼ一致していた。一方、

セルロース II水和物を乾燥させて得られたセルロース II’の回折図を Fig. 4-1fに示した。マ

ーセル化セルロース II（Fig. 4-1d）と同様のパターンを示しおり、脱水によりセルロース II

へと戻ったことがわかった。しかしながら各回折点は不明瞭になっており、結晶性は大幅

に低下していた。 

2種類の水和セルロースであるアルカリセルロース IVとセルロース II水和物の X線回折

図を比較してみると、いくつか異なる特徴を示していることがわかった（Fig. 4-1c, e）。そ

のうちのひとつは、赤道上の最も内側に現れる 11
_
0 の回折ピークの位置であり、セルロー

ス II水和物の方がアルカリセルロース IVに比べてより内側に観測され、d11
_
0 = 8.73 Åであ

った。格子体積で比較してみると、セルロース II水和物とアルカリセルロース IVはセルロ

ース II よりそれぞれ 19%、14%大きかった。この増加分は水和水によるものだと考えられ

るため、セルロース II水和物はアルカリセルロース IVより多くの水分子を含んでいること

になる。セルロース結晶中の水和水が液体の水と同じ密度で存在すると仮定すると、この

格子体積の増加分はそれぞれ 1 グルコース残基あたり 1.1 個、0.8 個の水分子に相当してお

り、過去に提案されているそれぞれの結晶構造モデルとおおよそ一致した 2,3。また、結晶

性はセルロース II水和物がアルカリセルロース IVよりもかなり低かった。多くの水分子を

取り込むことで、結晶構造により乱れが生じるのではないかと考えられる。 

4.3.2. 固体 13C NMR スペクトル 

Fig. 4-2にアルカリセルロース IV、セルロース II、セルロース II水和物、セルロース II’

の固体 13C NMR スペクトルを示す。アルカリセルロース IVとセルロース IIでは、C1、C4、

C6 がダブレットになっており、これは典型的なアルカリセルロース IV とセルロース II の

スペクトル 39,111であった（Fig. 4-2a, b）。2つのスペクトルを比較すると、各炭素原子に由
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来するピーク位置はほぼ同じであり、セルロー

ス分子鎖のコンフォメーションは非常に類似

していることがわかった。しかし、アルカリセ

ルロース IVのスペクトルでは 82–86 ppmや 62 

ppm に現れる非晶領域に由来するピークがセ

ルロース IIに比べて大きかった。この結果は X

線回折の結果と矛盾しない。 

一方、セルロース II 水和物に転移すると一

見スペクトルはセルロース II から大きく変化

しているようにみえる（Fig. 4-2b, c）。しかし、

各ピークの化学シフトは C4のダブレットなど

の鋭いピークから明らかであるようにほとん

ど変化していない。この 2つのスペクトルの主

な違いは、82–86ppmや 62ppmに現れる非晶に

由来すると言われているピークがセルロース

II水和物のスペクトルではより大きく、鋭くな

ったことである。このような現象はアルカリセ

ルロース IVの場合と同様であるが（Fig. 4-2a）、

ピーク面積はアルカリセルロースの場合より

も更に大きかった。従って、セルロース II水和物はその無水物であるセルロース IIに類似

したコンフォメーションを有し、結晶サイズはセルロース II に比べて低いという点ではア

ルカリセルロース IV と同様であるが、結晶サイズはアルカリセルロース IV よりも更に小

さいことがわかった。 

セルロース II’のスペクトルは各炭素のピーク幅が広くなったこと、結晶表面に由来する

ピーク面積が大きくなったこと以外は、マーセル化セルロース IIとほぼ同じであった（Fig. 

4-2b, d）。X線回折測定の結果とも合わせると、セルロース II水和物はアルカリセルロース

IVより多くの水分子を取り込んで結晶格子を拡大させるため、セルロース II水和物の乾燥

によって得られるセルロース II’はマーセル化セルロース IIと比べて結晶性が低く、より乱

れた構造になるのだと考えられる。 

アルカリセルロース IVの C6に由来するピークの化学シフトは 63.0および 63.6 ppm、セ

ルロース IIの C6に由来するピークの化学シフトは 63.2 および 63.9 ppmであった。これら

全ての化学シフトは、ヒドロキシメチル基の gt コンフォメーションに相当するとされる範

Fig. 4-2. Solid-state CP/MAS 13C NMR spectra of (a) 
Na-cellulose IV, (b) mercerized cellulose II, (c) 
cellulose II hydrate, and (d) cellulose II’ (dried 
cellulose II hydrate). 
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囲に含まれていた 92。この結果はアルカリセルロース IVとマーセル化セルロースの X線回

折による構造解析の結果と一致していた 2,24。またセルロース II水和物の化学シフトもセル

ロース IIからほとんど変化しないため、セルロース II水和物の C6ピークも gtコンフォメ

ーションを示す範囲に含まれているといえる。しかし、これは Lee らが提案したセルロー

ス II水和物のモデル 3とは矛盾していた。 

4.3.3. 乾燥による水和セルロースからセルロース IIへの転移 

相対湿度を 100%から 0%まで減少させながら、アルカリセルロース IV とセルロース II

水和物の X線回折測定を行った。得られた赤道方向と子午線方向の X線回折プロファイル

変化を Fig. 4-3に示す。水和セルロースとセルロース IIに共通する赤道上の回折ピーク 11
_
0、

110、020が Q = 0.5–2.0 Å–1、子午線上の回折ピーク 002が Q = 1.0–1.5 Å–1に観測された。測

定開始時、すなわち RH = 100%において、プロファイルはそれぞれ明確なアルカリセルロ

ース IV、セルロース II 水和物のパターンであり、11
_
0 のピーク位置はアルカリセルロース

Fig. 4-3. Changes in the equatorial and meridional synchrotron X-ray fiber diffraction profiles 
during the drying and subsequent wetting of (a) Na-cellulose IV and (b) cellulose II hydrate. 
The term Q denotes the scattering vector (2π/d). 
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で Q = 0.74 Å–1、セルロース II水和物で Q = 0.71 Å–1であった。相対湿度が減少していくと、

この 11
_
0 のピークは徐々に高 Q 側にシフトしていき、更にピーク幅は広くなっていった。

しかし、アルカリセルロース IVは RH = 50%、セルロース II水和物は RH = 40%を下回ると、

ピークは引き続き高 Q側にシフトしたが、ピーク幅は鋭くなっていった。最終的に、RH = 0%

では 11
_
0のピークはアルカリセルロース IVでQ = 0.86 Å–1、セルロース II水和物ではQ = 0.85 

Å–1となり、セルロース IIに相当する値に達した。この乾燥過程全体を通して、110および

020のピークはそれぞれ少しずつ高 Q側、低 Q側にシフトした以外に変化はなかった。002

のピークも同様に、ピークは若干鋭くなったものの大きな変化は観測されなかった。 

乾燥過程におけるプロファイル（Fig. 4-3）の全てのピーク位置から面間隔を算出し、Fig. 

4-4 に示した。アルカリセルロース IV の場合、(11
_
0)面の面間隔（d11

_
0）は乾燥過程を通し

て 8.45 Åから 7.33 Åへと徐々に減少した。同様にセルロース II水和物の場合も、d11
_
0は

8.86 Åから 7.36 Åへと徐々に減少した。その他の面間隔、d110、d020、d002は、アルカリ

セルロース IVではそれぞれおよそ 4.4 Å、4.0 Å、5.2 Åでほぼ一定の値をとっていた。セル

ロース II水和物でも d110と d020はほとんど一定であったが、d110は 4.49 Åから 4.41 Åま

で減少し、d020は 4.06 Åから 4.13 Åに増加した。d002は 5.15–5.16 Åでほぼ一定の値を保

っていた。各面間隔は徐々に変化し続けるか一定の値を保っており、セルロース II 水和物

Fig. 4-4. Changes in the (1 1
_

 0), (1 1 0), (0 2 0), and (0 0 2) plane d-spacing during 
the drying of (a) Na-cellulose IV and (b) cellulose II hydrate, calculated from the 
profiles shown in Fig. 4-3a and 4-3b, respectively. 
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からセルロース IIへの転移には転移点がないことがわかった。 

1.2.1で述べたように、セルロース IIは [110] 方向に疎水的に堆積した分子鎖シート構造

を形成しており 24、水和セルロースではこのシート間に水分子が存在するとされている 2,3。

そして、今回得られた乾燥過程におけるアルカリセルロース IV とセルロース II 水和物の

d11
_
0、d110、d020から横断面の単位格子を算出し、[110] 方向が一致するように重ね合わせ

たものが Fig. 4-5aと bである。アルカリセルロース IV、セルロース II水和物の場合とも、

[110] 方向の対角線の長さは一定であるが、もう一方の対角線の頂点が a軸方向に移動して

いくのがわかる。これらの結果から、水和セルロースが乾燥されると、疎水的な相互作用

により堆積した分子鎖シートはその構造を保ちながら、水分子の放出によって隣り合うシ

ートどうしが a 軸方向に近づいていき、セルロース II へと転移するというメカニズムが考

察された（Fig. 4-5c）。 

乾燥過程に続いて、数滴の水を滴下して試料を再湿潤させた（Fig. 4-3, rehydrated）。ピー

ク位置は RH = 0%のときとほぼ同じであった。すなわち水和セルロースは一旦脱水してセ

ルロース II になってしまうと、再湿潤させても構造に変化がないことが明らかとなった。

ただし、プロファイルにはピークが若干鋭くなるなど僅かながら湿潤による変化が見られ

た。このような細かな変化が起きるのは、おそらく結晶表面に水が吸着することにより分

子鎖の歪みが解消されるためであろう。さらに、セルロース II に完全に転移する前に再湿

潤させた際には結晶構造にどのような変化が起きるのかについて検討した。水和セルロー

Fig. 4-5. Changes in cross-sectional unit cells during drying of (a) Na-cellulose IV and (b) cellulose II hydrate, 
and (c) the proposed transition mechanism from cellulose II hydrate to cellulose II based on (b). The cellulose 
chains of cellulose II and cellulose II hydrate form a sheet structure that forms stacks from the hydrophobic 
interaction of glucopyranose rings. When cellulose II hydrate is dried, the water molecules between the sheets 
are released, resulting in a narrowing of the distance between the sheets. The contraction direction is orientated 
along the a-axis, represented by the arrows in the figure. 
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スを一旦 RH = 50%まで乾燥させ、これを RH = 100%で再湿潤させた（Fig. 4-6）。11
_
0のピ

ークは相対湿度を 100%から 50%に下げると高 Q側にシフトし、結晶格子内から水分子の一

部が放出された。この状態から相対湿度を再び 100%に戻したが、ピーク位置は変化しなか

った。これは水を滴下して再湿潤させた場合も同様であった（データは省略）。この結果よ

り、水和セルロースが完全に乾燥する前に再湿潤させると転移の進行は中断されるが、元

の状態に戻る方向には進まないということがわかった。結晶格子内に捕捉された水分子は

RH = 100%または水中に保存されない限り、不可逆的に空気中へ放出されるのだということ

になる。 

以上のような転移点がない、転移が不可逆といった転移の特性は、第 2 章や第 3 章でβ

キチンやβ-1,3-グルカン／キシランが明確な転移点を伴って可逆的に転移したのと極めて

対照的であった。これらの転移挙動の違いは、水分子とセルロース分子鎖間の相互作用の

違い、もしくは結晶格子内における水分子の役割における違いによるものだと考えられる。

すなわち、水和セルロースの結晶格子内に存在する水分子は、セルロース分子鎖との間に

特定の相互作用を有しておらず、結晶構造の安定化に寄与していないのであろう。従って、

これらの水分子はおそらく結晶格子中にランダムに存在していると考えられる。これはア

ルカリセルロース IV に関しては提案されている結晶構造モデル 2と矛盾するが、セルロー

ス II水和物のモデルとは一致している 3。また固体 13C NMR スペクトルで示唆された水和

セルロースとセルロース II の分子鎖コンフォメーションの類似性は、セルロース分子鎖と

水分子の相互作用が希薄であることを裏付けているといえる。さらに、今回得られた単位

格子も含め、これまでに報告されているアルカリセルロース IVやセルロース II水和物の単

位格子 2,3,26,32にはいくらか差があるが、これは試料の調製方法や保存方法の違いによって結

Fig. 4-6. Equatorial X-ray diffraction profiles of (a) Na-cellulose IV and (b) 
cellulose II hydrate at RH = 100%, dried at RH = 50% and subsequently 
rehydrated at RH = 100%. The term Q denotes the scattering vector (2π/d). 
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晶格子中の水分子の数が若干変化するためではないかと考えられる。 

4.3.4. 高温に対する水和セルロースの安定性 

アルカリセルロース IVおよびセルロース II水和物の試料を水に浸した状態で 1時間熱処

理し、RH = 100%で X線回折測定を行った（Fig. 4-7）。室温と 40℃で処理した試料は、11
_
0、

110、020 の 3 つのピーク全てにおいて水和セルロースの標準的な位置に現れた。しかし、

60℃で処理した試料は 11
_
0 のピークが若干高 Q 側にシフトし、80℃を超えるとほぼセルロ

ース IIに相当する位置にまで達した。110と 020のピークはどの温度においてもほぼ同じ位

置に現れたが、強度比には徐々に変化が見られた。これらのピークの面間隔を計算し、Fig. 

4-8に示した。水和セルロースの乾燥過程と同様に、d11
_
0は温度上昇とともに徐々に減少し、

一方で d110 と d020 はほぼ一定であった。従って、水和セルロースは乾燥と同様に加熱に

よってもセルロース II へと転移することがわかった。すなわち水和セルロースは、たとえ

水中に保存されていても高温に対しては不安定であった。 

水和セルロースの加熱によって得られたセルロース II は、乾燥によって得られるセルロ

Fig. 4-7. Equatorial X-ray diffraction profiles of (a) Na-cellulose IV and (b) cellulose 
II hydrate after annealing in water for a period of 1 h at different temperatures. The 
term Q denotes the scattering vector (2π/d). 
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ース IIとは少し異なる特徴を示した。水和セルロースを乾燥させた際には、110と 020のピ

ークが互いに近づく傾向が見られ、これはセルロース II 水和物で特に顕著であった（Fig. 

4-3）。一方で、加熱処理ではこのような傾向は見られなかったが、一般的なセルロース II

では 110 と 020 の強度比がほぼ等しいか、もしくは 110 の方が少し強いのに対し、セルロ

ース II水和物を 100℃以上で加熱処理して得られた試料では 020が 110の強度を上回ってい

た（Fig. 4-7b）。このような違いは、脱水によって生じる結晶構造中の歪みが脱水条件によ

って異なるためではないかと考えられる。  

 結論 4.4.

二種類の水和セルロース、アルカリセルロース IVおよびセルロース II水和物からセルロ

ース II への転移は、乾燥もしくは水中において加熱することにより起こった。いずれの場

合においても転移は不可逆であり、また転移点が存在せず徐々に転移が進行した。以上の

ような転移特性は、第 2章や第 3章のキチンやβ-1,3-グルカンおよびβ-1,3-キシランの場合

とは全く異なっており、このことは水和セルロース中の水分子がランダムに存在すること

を示唆しているのではないかと考えらる。 

またこのような脱水による転移がどのように進行するのかについて考察を行った。水和

セルロース中に存在する水分子は疎水的な相互作用で堆積した分子鎖シート間に存在して

いるが、乾燥もしくは加熱が始まると分子鎖シート間から徐々に放出される。このとき、

分子鎖シート同士が a 軸方向に向かって近づいていくが、シートの構造自体は保持されて

いるということがわかった。 

Fig. 4-8. Changes in the (1 1
_

 0), (1 1 0), and (0 2 0) plane d-spacing on annealing 
(a) Na-cellulose IV and (b) cellulose II hydrate in water at various temperatures, 
calculated from the profiles shown in Fig. 4-7. 
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以上のような転移についてセルロース II水和物とアルカリセルロース IVは同様の挙動を

示したが、結晶構造については異なる点が見られた。セルロース II 水和物はアルカリセル

ロース IV と比較してより多くの水を含んでおり、またより乱れた構造であった。ただし、

アルカリセルロース IVは水分子の配列、セルロース II水和物はヒドロキシメチル基のコン

フォメーションといった点について、これまでに提案されているモデルとはそれぞれ矛盾

する結果が得られたため、両者の結晶構造については今後解析し直す必要があると考えら

れる。 

水和セルロースは膨潤処理を介さなければ形成されず安定性にも乏しいため、これまで

あまり大きな注目を集めることはなかった。しかし最近では、天然のセルロースやセルロ

ース II と比較して、水和セルロースの酵素糖化性は高いことが実証されている 112。本研究

で得られた水和セルロースの構造や安定性の結果を基に、このような水和セルロースの特

性を活かした研究が更に発展していくことが期待される。 
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5. 低温領域における水和パラミロンの熱膨張挙動と結晶転移  

 緒言 5.1.

パラミロンは顆粒状の物質であるため（Fig. 3-1b参照）、配向試料を調製できないという

構造解析に用いるには決定的な欠点がある。しかしながら、第 3 章では培養したミドリム

シから得られる未乾燥状態のパラミロンが、非常に高い結晶性を有していることがわかっ

た。パラミロンが高結晶性であることはそれ以前から知られていたことであるが、第 3 章

で明らかになったように乾燥／湿潤を繰り返すと結晶性が低下するため、未乾燥試料の結

晶性はこれまで報告されたものにも増して高く、X線ディフラクトメトリー測定で得られた

プロファイル（Fig. 3-5a, RH = 100%）は解像度が約 1.5 Å、Scherrer式で算出される結晶サ

イズは 40 nm を超えていた。そこで本研究では、この試料を用いてより高い解像度の回折

データを得ることを目指し、シンクロトロン放射光を用いた粉末 X 線回折測定を行うこと

とした。 

さらに本研究では室温付近から低温領域にかけて（300〜100 K）測定を行い、この温度

領域における熱膨張挙動についても検討した。熱膨張挙動と結晶構造とは密接な関係にあ

るため、熱膨張挙動について理解することは結晶構造自体の理解を深めることにつながる

上、熱的な安定性への理解は応用研究の基礎としても欠かせない知見である。従ってセル

ロース 109,113-116、アミロース 117、キチン 118,119、マンナン 120といった主要な天然多糖につい

ては熱膨張挙動に関する研究が行われているが、これまでにβ-1,3-グルカンについての報告

はない。そしてこのような実験を行ったところ、低温領域で水和パラミロンは室温におけ

る構造とは異なる「低温相」として存在することがわかったので、本章ではこの新たに発

見された構造についても報告する。 

 実験方法 5.2.

5.2.1. 試料調製 

3.2.1と同様の方法で Euglena gracilis NIES-48を培養、精製し、パラミロン試料を得た。

試料は水中もしくは RH = 85%で保存した。 

5.2.2. シンクロトロン放射光 X線粉末回折測定 

シンクロトロン X 線粉末回折測定は高輝度放射光施設 SPring-8 のビームライン BL02B2

で行った。RH = 85%で保存したパラミロン試料をキャピラリーに封入し、大型デバイシェ

ラーカメラに取り付けた。X 線の波長は CeO2を用いて補正したところ、0.99746 Å であっ

た。回折データはイメージングプレートに記録し、測定温度は 100〜300 Kとした。温度は、
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窒素ガス吹き付け型装置により制御した。 

得られたプロファイルのピーク位置は、非線形最小二乗法プログラムを用いたピーク分

離によって決定した。線熱膨張率（α）と体積熱膨張率（β）は以下の計算式より求めた。 

€ 

α =
1
lt=0

×
Δl
Δt

 

€ 

β =
1
Vt=0

×
ΔV
Δt

 

ただし、lは格子定数、Vは格子体積、tは温度（K）とする。 

5.2.3. 固体 CP/MAS 13C NMR スペクトル測定 

4.2.3.と同様の方法で行った。ただし、測定は 298 Kと 245 Kで行い、試料温度は 207Pb(NO3)2

で補正した。 

 結果と考察 5.3.

5.3.1. 300 Kと 100 Kにおける水和パラミロンのシンクロトロン放射光 X線粉末回折 

水和パラミロンのシンクロトロン X線粉末回折測定を 300 Kおよび 100 Kで行い、得ら

れたプロファイルを Fig. 5-1に示す。室温、すなわち 300 K付近における X線回折プロファ

イルは、第 3章で得られた同様の試料の X線回折プロファイル（Fig. 3-2a）よりも、更に解

像度の高いものが得られた（Fig. 5-1a）。観測されたピークは極めて鋭く、高い Q領域にま

で渡って一本一本に分離したピークが観測された。さらに、Q = 0.82 Å-1に観測されたピー

クのように、強度が小さいためにこれまでには観測されなかったピークも観測された。こ

Fig. 5-1. Synchrotron X-ray diffraction profiles of hydrate paramylon obtained at 
(a) 300 K and (b) 100 K. The peaks indicated by an asterisk (*) are derived from 
ice crystals (ice Ih). The term Q is the scattering vector (2π/d). 
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のような新たに観測された回折も含め、全ての回折ピークはこれまでに報告されている六

方晶の単位格子で指数付けすることができ、格子定数は a = 15.782 (2) Å, c = 18.580 (2) Åと

算出された。これらの値は、第 3章で求めた値や以前に報告された値 9とほぼ一致した。 

100 Kで得られたプロファイルは（Fig. 5-1b）、300 Kで得られたものとほぼ同様のパター

ンであったが、いくつか異なる点が見られた。Q = 1.6 Å-1以上の領域に、300 Kでは観測さ

れなかった強く鋭いピークが現れたが、これらは全て六方晶氷（Ice Ih）と呼ばれる氷の結

晶に由来するピークであった 121。また、特に Q = 1.0–1.5 Å-1で顕著であったが強度比に変化

が見られたほか、多くのピークは高 Q 領域側へと若干シフトしていた。さらに各ピークの

幅は広くなり、解像度が低下していた。この結果は、100 Kに冷却することによって水和パ

ラミロンが有していた非常に高い結晶性が低下することを示していた。300 Kのときと同様

の六方晶の単位格子を仮定して指数付けし、単位格子を求めたところ、a = 15.586 (6) Å, c = 

18.619 (7) Åと算出された。300 Kにおける単位格子と比較すると、a軸は 1.2%減少、一方

で c軸は 0.2%増加し、体積は 2.3%減少していた。 

5.3.2. 300 Kから 100 Kにおける水和パラミロンの熱膨張挙動 

水和パラミロンを 300 Kから 100 Kまで 25 Kずつ冷却させた際の変化をシンクロトロン

粉末 X線回折により観測した（Fig. 5-2）。各温度における格子定数と格子体積を算出した結

果を Fig. 5-3に示す。 

300 Kから 100 Kまでの水和パラミロンの熱膨張挙動は 250 Kを境に大きく異なっていた。

300 Kから 250 Kまでは回折プロファイルはFig. 5-1aのような室温で観測されるパターンか

ら Fig. 5-1bのような低温で観測されるパターンへと変化した（Fig. 5-2）。それと同時に、

格子定数と格子体積にも著しい変化が見られ、a軸と格子体積は大幅に減少し、c軸は僅か

に増加した（Fig. 5-3）。一方、250 K以下の温度では、回折プロファイルのパターンは Fig. 5-1b

と同様で大きな変化は見られなかった（Fig. 5-2）。 また格子定数と格子体積の変化も非常

に小さく、直線的に減少した（Fig. 5-3）。従って、300 Kから 100 Kまでの冷却による熱膨

張挙動は連続的な挙動ではなく、250〜300 Kの間に相転移が起きていることが示唆された。

つまり、これまでに水和パラミロンとして観測されてきた「室温相」に加え、「低温相」と

いうもう一つの相が存在することが明らかになった。そして水和パラミロンは一旦低温相

へと転移すると、少なくとも 100 K までは安定であった。このような温度変化によって引

き起こされる相転移は、高温においてセルロース Iβでも起こることが報告されている 116。 

水和パラミロンの低温相において、熱膨張係数は αa = 1.50 × 10-5 K-1、αc= 0.33 × 10-5 K-1、

β = 3.08 × 10-5 K-1、と算出された（Fig. 5-3）。αaは αcの約 5倍の値を示しており、三重らせ

ん間の距離に対して三重らせんの周期は低温相の冷却過程においてそれほど収縮しないこ
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とがわかった。また熱膨張係数の絶対値はこれまでに報告されている他の多糖のものと大

きく違わなかった 109,113,114,116-120。しかしながら、分子鎖方向の熱膨張係数 αcは、伸びきり鎖

構造を持つセルロースやキチンの値と比較しても小さく、二重らせん構造を持つ A 型アミ

ロースや B型アミロースでは負の値を示すのに対して正の値であった。 

5.3.3. 水和パラミロンの室温相と低温相間の転移 

相転移が起きている温度領域について更に実験を行った。240〜300 K間での冷却過程と

それに続く加熱過程を 10 K毎にシンクロトロン X線粉末回折により観測した（Fig. 5-4）。

算出した格子定数と格子体積の変化を Fig. 5-5に示す。 

冷却過程では 270 Kにおいて室温相の回折パターン（Fig. 5-1a）から低温相に特有のパタ

ーン（Fig. 5-1b）へと一部変化し、260 Kでは完全に変化していた（Fig. 5-4a）。一方、加熱

過程では 270〜280 Kにおいて低温相の回折パターン（Fig. 5-1b）から室温相のパターン（Fig. 

5-1a）へと戻った（Fig. 5-4b）。以上の結果から、室温相と低温相間の転移は可逆的であり、

転移点が 270 K 付近に存在することがわかった。また相転移が起こると、格子定数と格子

Fig. 5-2. Changes in synchrotron X-ray diffraction 
profile of hydrate paramylon on cooling from 300 to 
100 K. The term Q is the scattering vector (2π/d). 

Fig. 5-3. Changes in the unit cell parameter and 
volume of hydrate paramylon on cooling from 
300 to 100 K, calculated from the peaks shown 
in Fig. 5-2. The values of the thermal expansion 
coefficients are also given. 
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体積は急激に変化した（Fig. 5-5）。a 軸と格子体積

は室温相から低温相への転移で減少、その逆の転移

では増加した。一方、c 軸は室温相から低温相への

転移で増加、その逆の転移では減少した。 

興味深いことに、転移点は水の凝固点と非常に近

い値を示し、従って相転移が起こるとほぼ同時に六

方晶氷に由来するピークも出現／消失した。試料は

余分な水分を取り除くために RH = 85%にて保存し

たものを用いているが、これらの六方晶氷に由来す

るピークは結晶表面に残存している少量の水が凍

って生じたのではないかと考えられる。第 3章では

水和パラミロンの a軸が相対湿度に依存して変化す

るという結果が得られており、結晶表面に吸着した

水分子が結晶構造に影響を及ぼすことを示唆して

いるため、本研究で観測された相転移も吸着水の凝

固／溶解に起因している可能性がある。しかしなが

ら、加熱過程における 280 Kのプロファイルでは氷

のピークは残存しているにもかかわらず回折パタ

ーンは室温相に完全に変化しているため（Fig. 5-4b）、

Fig. 5-5. Changes in the unit cell parameters and 
volume of hydrate paramylon on cooling from 300 
to 240 K (filled circles) and subsequent heating 
from 240 to 300 K (open squares), calculated from 
the peaks shown in Fig. 5-4. 

Fig. 5-4. Changes in the synchrotron X-ray diffraction profile of hydrate 
paramylon (a) on cooling from 300 to 240 K, and (b) on subsequent heating from 
240 to 300 K. The term Q is the scattering vector (2π/d). 
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相転移の原因を吸着水であると断定することはできなかった。 

5.3.4. 低温相の固体 13C NMRスペクトル 

Fig. 5-6にそれぞれ 298 Kと 245 Kで

得られた室温相と低温相の固体 13C 

NMRスペクトルを示した。室温相のス

ペクトルは第 3 章で示したもの（Fig. 

3-3a）や、これまでに報告されたもの
104,105 と同様の水和パラミロンに典型的

なパターンが得られた（Fig. 5-6a）。ピ

ークは非常に鋭く、C3、C4、C5に由来

する共鳴線は複数に分離しており、結晶

構造中の対称性が低いことを示唆して

いた。低温相に転移すると、スペクトル

はやはり複雑なパターンを示したが、ピ

ーク幅がより広がったためにピークが

どのように分離しているか判別するの

は室温相よりも更に困難となった。X線

回折の結果においても低温相は室温相よりもピーク幅が広く結晶性が低下したことが示さ

れており、固体 13C NMRスペクトルにおいてもピーク幅が広くなったのは低温相がより乱

れた構造であることを示唆していると考えられる。ただし、固体 13C NMRにおいてはその

結晶性に関係なく、分子の自由度が高いほどピークが鋭くなる場合もあるため、低温相に

おいては表面の水分子が凍結したことも一因である可能性がある。いずれにせよ、以上の

ような理由から低温相についてはピークの正しい位置や強度を決定することはできなかっ

たが、ピーク位置は特に C3、C4、C6 について明らかに変化しており、ピークの強度分布

も C3、C6で大幅に変化していた。 

水和パラミロンの正確な結晶構造は明らかとなっていないため詳細な議論をすることは

できないが、これらの結果は室温相と低温相の構造の違いについて幾つかの示唆を与えて

いた。まず、三重らせん構造において外側に位置している水酸基（C6）は三重らせん間の

分子間水素結合、もしくは水分子を介した水素結合に深く関与していると考えられる 9,80

（Fig. 1-9 参照）。従って低温相に転移することによって C6が大幅に変化していることは、

水を介した水素結合様式が著しく変化したことを意味しており、その結果 a 軸の値に変化

が生じたと考えられる。そのような変化と同時に、C3 に由来するピークが変化したことは

Fig. 5-6. Solid-state CP/MAS 13C NMR spectra of hydrate 
paramylon: (a) RT phase obtained at 298 K, and (b) LT phase 
obtained at 245 K. 
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分子鎖のコンフォメーション自体にも変化が生じていることを示唆していた。この結果も、

低温相への転移に伴って c 軸が僅かに変化したという X 線回折の結果を支持するものであ

った。 

 結論 5.4.

水和パラミロンには、これまでに室温付近で観測されていた「室温相」とは異なる「低

温相」が存在していた。室温相と低温相間の転移は可逆的に 270 K 付近で起きた。低温相

は室温相と比較して三重らせん間の距離が短く、一方で三重らせんの周期は僅かに長くな

っていた。また低温相と室温相の X 線回折プロファイルのパターンには若干の違いが見ら

れた。固体 13C NMRスペクトルにおいても低温相と室温相では異なるスペクトルが観測さ

れ、分子鎖のコンフォメーションや水素結合様式が変化していることを示唆していた。 

しかしながら、β-1,3-グルカンの水和構造についてその結晶構造は完全に理解されておら

ず、この相転移についてもどのような変化が起こっているか詳細に議論することはできな

かった。転移点が水の凝固点とほぼ等しいことは非常に興味深い結果であるが、これにつ

いても表面に吸着した水が氷晶を形成することと関係があるのか、もしくは結晶中に含ま

れる水和水自体が凝固点付近で何らかの変化を起こすためかといった判断はできない。低

温側の熱膨張挙動についてはこれまでに行われた研究が数少ないため、水和構造のみなら

ず様々な多糖結晶について研究を進めていくことで、低温相への転移機構を明らかにした

い。 
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6. 低温領域における A型および B型アミロースの熱膨張挙動と

結晶転移 

 緒言 6.1.

結晶構造を解明する上で最もよく利用されているX線回折測定や中性子回折測定などは、

通常室温で行われる。しかしながら、水やその他の低分子を含む結晶の場合、電子顕微鏡

を用いた測定を行う際には真空中でもこれらの分子を結晶構造中に保持するために、試料

を凍結させ低温で観測を行うという手法が用いられる 6,50,122-125。また A型アミロース結晶に

ついては単結晶を用いた結晶構造解析により結晶構造が明らかにされたが 4、このような単

結晶の X 線回折も、通常は試料を凍結した状態で測定が行われる。このような低温におい

て観測される構造は、通常室温において観測される構造と比較すると熱膨張により格子が

収縮しているだろうということについては、当然これまでにも注意が払われていた。しか

しながら、第 5 章において水和パラミロンは低温領域にいて相転移を起こし、このとき分

子鎖のコンフォメーションや水素結合様式にも変化が生じていることが示唆された。この

ような構造の転移が起こることについてはこれまで報告がなく、従ってパラミロン以外の

多糖についても低温において構造がどのように変化しているのかを理解することは極めて

重要であると考えられる。そこで本研究では水和構造であるアミロースの A型および B型

結晶調製し、前章と同様にシンクロトロン放射光を用いた X 線粉末回折測定を行うことに

した。 

 実験方法 6.2.

6.2.1. 試料調製 

スクロース 200 mM、スクロースホスホリラーゼ 200 mU/mL、マルトペンタオース 8 mM、

グリコーゲンホスホリラーゼ 200 mU/mL、MOPS緩衝液（pH 7.0）20 mM、DTT 1mM、EDTA 

2mMを含む反応液を 37℃で 3日間反応させた 126。ここにエタノールを濃度が 30%になるよ

うに加えて反応を停止させたと

ころ、白色沈殿が得られたのでこ

れを遠心分離により回収した。沈

殿を凍結乾燥し、LiCl-DMAcに溶

解させて GPC 測定を行ったとこ

ろ、重合度は約 20であった。 Fig. 6-1. SEM images of (a) A-amylose and (b) B-amylose crystals. 
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この合成アミロースを再結晶化させることにより、A 型および B 型アミロース結晶を調

製した 127,128。まず合成アミロースを 5 wt%で水に懸濁させ、120℃に加熱して溶解させた。

120℃で 30〜60分置いた後、約 60℃まで徐々に冷却させ、ここに予め約 60℃に温めておい

たアセトンを 50%になるように加えると白色沈殿が生じ、針状の A 型アミロース結晶が得

られた（Fig. 6-1a）。一方、溶解させた後、そのまま徐々に室温まで冷却したところ、室温

付近で白色沈殿が生じ、球状の B型アミロース結晶が得られた（Fig. 6-1b）。 

6.2.2. シンクロトロン放射光 X線粉末回折測定 

調製した A型および B型結晶は相対湿度 85%のデシケータ中に保存して余分な水分を除

き、1 mmφのキャピラリーに封入した。この試料について、シンクロトロン放射光 X線粉

末回折測定を九州シンクロトロン光研究センター（SAGA-LS）のビームライン BL15 にて

行った。試料をデバイシェラーカメラに取り付け、試料の冷却装置を用いて 100〜300 Kの

温度範囲で粉末回折測定を行った。温度は窒素ガス吹き付け型装置により制御した。波長

は 1.8 Å、検出器にはイメージングプレート（IP）を用いた。波長および試料と IP間の距離

は Si粉末を用いて補正した。 

得られた回折プロファイルのピーク分離および熱膨張係数の算出は 5.2.2.と同様にして行

った。 

 結果と考察 6.3.

6.3.1. 300 Kと 100 Kにおけるアミロースのシンクロトロン放射光 X線粉末回折 

 A型アミロース結晶の 300 Kおよび 100 Kにおけるシンクロトロン放射光 X線粉末回折

プロファイルを Fig. 6-2に示す。300 Kにおいて得られたプロファイル（Fig. 6-2a）は、こ

Fig. 6-2. Synchrotron X-ray powder diffraction profiles of A-amylose at (a) 300 K 
and (b) 100 K. The peaks indicated by an asterisk (*) are derived from ice crystals 
(ice Ih). The term Q is the scattering vector (2π/d). 
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れまでに報告されている A 型針状結晶から得られたもの 50,127と同じようなパターンであっ

た。しかし観測されたピークは非常に鋭いため、隣り合ったピークがよく分離していた。

これらのピークについて既報の単斜晶の単位格子 4を基に指数付けし、単位格子を求めたと

ころ a = 21.031 (5) Å, b = 11.696 (3) Å, c = 10.660 (3) Å, γ = 122.42 (2) °と算出された。これら

の値は Imbertyらが報告した値 50より若干小さいものの、おおよそ一致していた。一方、100 

Kにおいて得られたプロファイル（Fig. 6-2b）は、氷に由来するピーク 121が観測されたが、

それ以外は 300 K におけるパターンと大きな違いはなかった。測定中、温度調節装置の窒

素ガスの対流により、試料を封入しているキャピラリーの外側に室内の水蒸気が凍って付

着してしまう様子が見られたため、観測された氷のピークはこれに由来するものであると

考えられる。ただし、ピークは全体的に高 Q 側へとシフトし、さらにピーク幅は広くなっ

ていた。そして 300 K と同様に単斜晶の単位格子で指数付けして格子定数を算出したとこ

ろ、a = 20.937 (8) Å, b = 11.561 (5) Å, c = 10.621 (5) Å, γ = 122.32 (3) °となった。300 Kの単位

格子と比較すると全ての格子定数が減少しており、a 軸方向に 0.4%、b 軸方向に 1.2%、c

軸方向に 0.4%、体積は 1.9%収縮していた。またこれらの格子定数は、100 Kにおける単結

晶 X線回折測定で得られたもの 4,129と近い値であった。 

B型アミロース結晶の 300 Kおよび 100 Kにおけるシンクロトロン放射光 X線粉末回折

プロファイルを Fig. 6-3に示す。300 Kにおいて得られたプロファイル（Fig. 6-3a）は、A

型結晶と同様、非常にピークが鋭く結晶性が高いことを示していた。観測されたピークは

既報の六方晶の単位格子 5を基に指数付けし、格子定数は a = 18.068 (3) Å, c = 10.541 (5) Å

と求められた。Imberty らや Takahashi らが報告した値 5,59と比較すると、a 軸の値が若干小

さかった。一方、100 Kにおいて得られたプロファイル（Fig. 6-3b）は、A型結晶の場合と

Fig. 6-3. Synchrotron X-ray powder diffraction profiles of B-amylose at (a) 300 K 
and (b) 100 K. The term Q is the scattering vector (2π/d) 
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同様に、ピークの高 Q 側へのシフトとピーク幅の増加が観測されたが、それ以外には大き

な変化がなかった。300 Kと同様の六方晶の単位格子を仮定して指数付けし、単位格子を求

めたところ a = 17.935 (4) Å, c = 10.492 (6) Åとなった。A型結晶の場合と同様に全ての格子

定数が 300 Kと比較して小さくなっており、a軸方向に 0.7%、c軸方向に 0.5%、体積は 1.9%

収縮していた。 

A型、B型結晶ともに、100 Kでは 300 Kと比較してピーク幅が大きくなる現象が見られ

た。これは第 5 章における水和パラミロンの場合でも同様であり、少なくともこの 3 種類

の水和多糖では共通して冷却により結晶性が低下することがわかった。一方、水和パラミ

ロンとは異なり、明らかな強度比の変化などはアミロース結晶においては観測されなかっ

た。 

6.3.2. 低温領域における A型アミロースの熱膨張挙動 

A型アミロースの X線回折測定を、100 Kから 300 Kの加熱過程および 300 Kから 100 K

の冷却過程について 25 K毎に行い、得られた格子定数および格子体積の変化を Fig. 6-4に

示す。100 Kから徐々に温度を上昇させていくと、3つの軸および格子体積は直線的に増加

し、単斜晶角 γはほぼ一定の値を保っていた。しかし 225 Kを超えると、a軸、b軸、体積

の増加がより急激になり、それまで一定の値を保っていた γも温度上昇に伴って増加した。

c軸についてはそれほど顕著な変化は見られなかった。続いて 300 Kから冷却させていくと、

加熱過程とほぼ同じ変化が見られた。すなわち、225 K までは a 軸、b 軸、γ、体積が急激

に減少していき、それ以下の温度領域では 3つの軸および格子体積は直線的に減少し、γに

は変化が見られなくなった。 

続いて、変化の大きかった室温付近の温度領域（300〜240 K）について更に詳しい変化

を観測するため、10 K毎に測定を行った（Fig. 6-5）。300 Kから冷却させていくと、260 K

まで a軸と γはほぼ一定の値を保ち、b軸と体積は直線的に減少、c軸は僅かながら直線的

に増加した。260 K 以下になると、全ての a 軸、b 軸、体積は減少が急激になり、c 軸と γ

も僅かながら減少していた。以上の結果から、A型アミロースは約 260 Kまでは通常室温で

観測されている構造、「室温相」を保っているが、更に冷却すると変化が急激な移行領域を

経た後に「低温相」へと転移することがわかった。この室温相と低温相間の転移は可逆的

であった。 

低温相と室温相の熱膨張係数を算出し、それぞれFig. 6-4およびFig. 6-5中に値を記した。

室温相では b 軸方向の線熱膨張係数（αb）は αaの約 10 倍であり、ab 面内で異方性がある

ことがわかった。Nishiyamaら 117が報告した高温・高圧下における熱膨張の場合と値は異な

るが、a 軸方向と b 軸方向では 10 倍近い異方性があることでは一致していた。また、αcは
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負の値であったことも、Nishiyama らの報告 117と一致した。一方、低温相では αaは室温相

より大きい値を示したのに対し、αbは小さくなっていた。従って、低温相においても αa < αb

であったが、その差は約 2 倍と室温相と比較して非常に小さくなった。また、αcは室温相

と絶対値に大きな差はなかったが、低温相では正の値を示した。体積熱膨張率βは室温相

Fig. 6-4. Changes in the unit cell parameter and 
volume of A-amylose on heating (filled circles) 
and on subsequent cooling (open squares). The 
values of the thermal expansion coefficients are 
also given. 

Fig. 6-5. Changes in the unit cell parameter and 
volume of A-amylose on cooling from 300 to 
240 K. The values of the thermal expansion 
coefficients are also given. 
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よりも低温相の方が大きくなった。 

6.3.3. 低温領域における B型アミロースの熱膨張挙動 

B型アミロースの X線回折測定についても A型アミロースと同様に、100 Kから 300 K

の加熱過程および 300 Kから 100 Kの冷却過程について 25 K毎に行った。得られた格子定

数および格子体積の変化を Fig. 6-6に示す。100 Kから加熱していくと a軸、c軸、体積の

すべてが緩やかに増加した。しかし、200 Kを超えると a軸の増加率は徐々に大きくなり、

275 Kに達すると再び緩やかな増加に戻った。c軸についても 200〜275 Kでは少し変化が大

きくなっているように見られた。続いて 300 Kから 100 Kまで冷却させていくと、全ての格

子定数および体積は加熱過程とほぼ同じ軌跡を辿って元に戻った。 

室温に近い領域についてどのような変化が起こっているのかを調べるため、さらに 240

〜300 Kの温度範囲において 10 K毎に測定を行った（Fig. 6-7）。その結果、270 Kまでは a

軸は直線的に減少、c 軸は僅かながら直線的に増加しているが、更に冷却していくと a 軸、

c軸ともに急激に減少し始めた。以上の結果から、通常室温で観測されている B型アミロー

Fig. 6-6. Changes in the unit cell parameter and 
volume of B-type amylose on heating (filled 
circles) and on subsequent cooling (open 
squares). The values of the thermal expansion 
coefficients are also given. 

Fig. 6-7. Changes in the unit cell parameter and 
volume of B-type amylose on cooling from 300 
to 240 K. The values of the thermal expansion 
coefficients are also given. 
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スの「室温相」は 270 K を下回ると構造が変化し、急激に変化する移行領域を経て「低温

相」へと転移することが明らかとなった。またこの相転移は可逆的であった。 

B型アミロースの低温相と室温相の熱膨張係数を算出し、Fig. 6-6と Fig. 6-7中にそれぞ

れ示した。αaは室温相では低温相の約 3 倍となり、一方 αcは室温相と低温相で絶対値にそ

れほど差はないが、低温相では正の値を示したのに対し、室温相では負の値を示した。αc

が負の値を示すことは、Nishiyamaら 117が報告した高温・高圧下における熱膨張の結果と一

致した。 

B型アミロースの熱膨張挙動は、A型アミロースの場合と非常に類似していた。どちらも

低温領域においては室温相とは異なる「低温相」へと可逆的に転移した。相転移は急には

起こらず移行領域が存在し、この移行領域では全ての格子体積が低温相から室温相への転

移で急激に増加した。転移点もおおよそ一致しており、室温相が移行領域へと変化するの

が 260〜270 K、移行領域から低温相へと変化するのが 225 K前後であった。 

このような低温相が存在するという点、そして室温相が変化するのがおよそ 270 K とい

う点においては第 5 章における水和パラミロンの場合と一致していた。ただし、水和パラ

ミロンの場合はアミロースのような移行領域は観測されず、転移はより急激に起きている

という点に関しては異なっていた。また 300 Kと 100 Kにおける格子体積の差も水和パラミ

ロンは 2.3%であったのに対し、アミロースではどちらも 1.9%と小さく、さらに水和パラミ

ロンではピークの強度比などに変化が見られたのに対し、アミロースではプロファイルの

パターンには大きな変化が観測されなかった。しかしながら、アミロースにおいても水和

パラミロンと同様に室温相と低温相では水素結合様式などが変化している可能性が高く、

どのような違いが生じているかを理解するためには更に研究を進める必要があると考えら

れる。 

 結論 6.4.

アミロースの A型、B型結晶ともに、室温で観測される「室温相」とは異なる「低温相」

が存在することが明らかとなった。室温相から低温相への転移は 270 K を下回るあたりか

ら始まり、200 Kまでには完全に転移した。この転移は可逆的であった。低温相へ転移する

と、全ての格子定数が減少することがわかった。 

第 5 章の水和パラミロンのように、転移に際してプロファイルの強度比が変化する等の

現象は観測されなかった。しかしながら本研究の結果は、水和パラミロンと同様にアミロ

ースについても転移に伴って水素結合様式などが変化している可能性を示唆していると考

えられる。A 型アミロースについては Popov らによって単結晶 X 線回折測定による解析が

なされ 4、その結晶構造モデルが確立されているが、室温においては異なる状態にあるので
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あればもう一つ別のモデルを提案する必要があるだろう。また B 型結晶についても、本研

究で得られた高結晶性の試料のデータを基に結晶構造モデルを検討し直し、室温相、低温

相の 2種類の構造について明らかにする必要があると思われる。 
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7. 総括  

本研究は、主要な多糖の水和構造が湿度変化や温度変化によってどのように変化するの

か、またそのような変化が起こるメカニズムについて明らかにしたものである。 

相対湿度変化によって引き起こされる脱水／水和に伴う転移は、βキチン、β-1,3-グルカ

ンとβ-1,3-キシラン、二種類の水和セルロース（アルカリセルロース IVとセルロース II水

和物）について実験を行った。βキチンには二水和、一水和の二種類の水和構造があり、

乾燥と湿潤により二水和構造と無水構造間で一水和構造を介しながら可逆的に転移した。

転移にはヒステリシスがあり、転移に伴って結晶性は低下した。β-1,3-グルカンとβ-1,3-

キシランも乾燥と湿潤によりβキチンと全く同様の転移挙動を示した。ただし、β-1,3-グル

カンとβ-1,3-キシランの水和構造は一水和構造のみであるため、一水和構造と無水構造間で

直接転移が起こったという点、また転移点の前後でも僅かながらに格子定数が変化したと

いう点においてはβキチンとは異なっていた。また、特に無水構造に転移した際の結晶性

の低下の度合いは、βキチンと比較して非常に大きかった。一方、水和セルロースは全く

異なる挙動を示した。水和セルロース中の水和水は乾燥により不可逆的に放出され、明確

な転移点が存在せず徐々に転移が進行した。そして、このような転移は乾燥のみならず、

水中においても加熱することによって進行した。このように水和多糖の種類によって転移

の特性が大きく異なったことは、水和構造中における水分子の存在様式が異なるためであ

ろうことが推測された。また水和セルロース以外の 3 種類の水和多糖が自然界においても

水和構造の形で存在すると推測されるのに対し、膨潤処理を介して得られる水和セルロー

スは極めて対照的であり、このような観点から見ても水和セルロースの性質がそれ以外と

は大きく異なったことは至極当然であると考えられる。 

以上の結果から、水和セルロースを除く 3 種類の水和多糖は天然の状態で水和構造とし

て存在するだけでなく、一旦乾燥させても高湿度条件下や水中では容易に水和構造に戻る

ということが明らかになった。従って、これらの多糖が実用的に用いられるとした際に水

和構造の形を取っているという可能性は十分にあり、無水構造のみならず水和構造につい

ての理解を深めることは非常に重要であるといえる。また天然の状態で水和構造として存

在するということは、これらの水和多糖がどのように生合成され結晶化するのかを知るた

めにも、水和構造への理解は欠かせないことになる。しかしながら本研究で得られたデー

タには、これまでに提案されている水和多糖の結晶構造モデルと矛盾する点も幾つか見ら

れており、本研究はこのような水和多糖のモデルを見直す必要性を多分に示唆していた。 

一方で水和セルロースは意図的に水和構造を形成させなければならない上に、水和構造
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を保つためには細心の注意を払わなければならないことが明らかとなった。セルロースは

強固な結晶を形成し、機械的強度に優れていることが大きな特長であるが、それ故に溶解

させたり分解させたりするのは難しいといった反面を持つ。しかしながら水和セルロース

は酵素糖化性を向上させるという報告があり、セルロースを水和させることによってその

性質を改善させることができる可能性が示唆されている。従って水和セルロースについて

も、水分子が結晶格子内に本当にランダムに存在しているのか、アルカリセルロース IVと

セルロース II 水和物では構造にどのような違いがあるのか等、その構造について今後より

明確にしていくことが重要であると考えられる。 

温度変化による結晶構造の変化は、β-1,3-グルカンと二種類のアミロース（A型および B

型結晶）について観測した。いずれも低温領域（100〜300 K）について調べたが、3種類全

ての水和多糖について通常室温で観測されている「室温相」とは異なる「低温相」が存在

することが明らかとなった。いずれの場合においてもこれらの相間の転移は可逆的であっ

た。水和パラミロンでは、低温相に転移すると分子鎖のコンフォメーションや水素結合様

式が変化していることがわかった。アミロースについては、水和パラミロンの場合と比較

すると室温相と低温相の違いは小さいように見られたが、同様に水素結合様式等が変化し

ている可能性は十分にあるだろう。 

低温領域における熱膨張挙動が報告された多糖は本研究の 3 種類の多糖とセルロース 113

のみであるが、セルロース以外の 3 種類では同様の相転移が観測されたことになり、他の

多糖においても低温相が存在する可能性が大いに示唆されたといえる。転移が水の凝固点

に近い温度で起きていることから、このような現象が水分子を含んでいる故に起きるのか、

もしくは多糖に幅広く起こる現象であるのか等を知るためには、今後他の多糖についても

実験を行い、また更に具体的にどのような構造の変化が起きているのかを明らかにしなけ

ればならない。このような研究を進めることによって、これまでに知られていなかった多

糖の挙動や構造が解明され、多糖の応用と開発に新たな可能性が広がることが期待される。 
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