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研究成果の概要：本研究の目的は、固体円二色性（ＣＤ）測定と固体高分解能核磁気共鳴（Ｎ

ＭＲ）測定を組み合わせ、同位体ラベルしないキラルな固体試料の立体構造解析の方法を確立

することである。固体ＣＤ測定の目的は、固体状態における多結晶粉末あるいはフィルム状の

ポリアミノ酸の高次構造の決定である。これらの試料を用いてα－へリックス、β－シート、

あるいはランダムコイルなのかを決定することができれば非常に有効な分子構造解析手段とな

る。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)キラルな試料の立体構造解析方法として、
円二色性（ＣＤ）測定が用いられているが、
ほとんどの場合液体あるいは溶液試料に限
られている。1969 年に Kemp［１］が光弾性
偏光変調素子（ＰＥＭ）を開発して以来、Ｐ
ＥＭはポッケルスセルに取って代わってＣ
Ｄ分光計やエリプソメトリーなどの偏光変
調分光機器の最も重要な構成要素となって
いる。これらの偏光変調分光機器には系統的
な誤差やニセの信号（artifact）が存在する。
これは、試料の巨視的異方性、ＰＥＭの残留

複屈折や検出器の偏光特性などの装置の非
理想性に起因する。Norden［２］や Shindo
ら［３］によってＣＤスペクトルに存在する
ニセの信号の理論的および実験的な解析が
行なわれた。ミューラー行列解析法を用いた
理論的な解析の結果、巨視的異方性を持つ試
料のＣＤ信号には、直線複屈折（ＬＢ）や直
線二色性（ＬＤ）に起因するニセの信号が現
れることが明らかとなった。研究代表者は、
平成２年度および平成３・４年度の科学研究
費補助金等の交付を受けて、残留複屈折の小
さなＰＥＭおよびその駆動装置の開発とア
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ドミッタンス測定を利用した性能評価の方
法を開発する［４］とともに、巨視的異方性
を持つ試料において、ニセの信号を除去して
真のＣＤ信号を測定する方法の開発に取り
組んできた［５］。一方、Kuroda らは固体Ｃ
Ｄ測定専用装置を開発している［６］。研究
代表者は、平成１５・１６年度の科学研究補
助金基盤研究（Ｃ）の交付を受け、日本電波
工業から入手した高品質水晶振動子を用い
た高性能ＰＥＭの製作と固体ＣＤ測定への
応用として、ＤＮＡの固体表面への吸着過程
の研究［７］や固体ＣＤ測定による微生物産
生生分解性高分子ポリ(ε-リジン) (ε-ＰＬ)
の構造評価の研究［８］を行っている。 
 
(2)固体試料の分子構造解析法として、最も広
く用いられているのはＸ線結晶構造解析で
ある。しかし、単結晶を得ることが難しい試
料や無定形材料の場合、幅の広いハローが得
られるだけであり、詳細な立体構造解析は困
難である。このような多結晶粉末試料や無定
形試料の固体構造を解明する唯一といって
良い方法は固体高分解能ＮＭＲである。研究
代表者は、現在固体ＣＤ測定ならびにその応
用にも取り組んでいるが、平行して固体高分
解能ＮＭＲを用いた固体試料の分子構造解
析にも取り組んでいる。主な研究成果として
は、（１）ポリビニルアルコールにおけるメ
チン炭素吸収線の立体規則性分裂を初めて
見出し、その原因が分子内水素結合であるこ
とを明らかにした［９］。（２）ポリアセチレ
ンの異性化の機構を明らかにするとともに
ドーピングしたポリアセチレンの導電機構
の研究を行った［１０］。その後も、引き続
き固体高分解能ＮＭＲを用いた分子構造解
析の研究を続けてきている。最近は、（１）
キラルな生理活性物質のＸ線分子構造解析
を行っている研究者との共同研究で固体高
分解能ＮＭＲによる分子構造解析を分担す
る［１１］ほか、（２）ポリ（ε－リジン）
およびその誘導体の分子構造解析などを行
っている［１２］ 
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２。研究の目的 
(1) 本研究の目的は、固体ＣＤ測定と固体高
分解能ＮＭＲ測定を組み合わせ、同位体ラベ
ルしないキラルな固体試料の立体構造解析の
方法を確立することである。固体ＣＤ測定の
目的は、固体状態における多結晶粉末あるい
はフィルム状のポリアミノ酸の高次構造の決
定である。これらの試料を用いてα－へリッ
クス、β－シート、あるいはランダムコイル
なのかを決定することができれば非常に有効
な分子構造解析手段となる。 
 
(2) ＣＤ測定は高次構造の決定にはなくては
ならない重要な手段であるが、詳細な分子構
造解析は困難である。一方、多結晶粉末試料
や無定形試料の固体構造を解明する唯一の手
段といって良い強力な機器分析手法が固体高
分解能ＮＭＲである。しかし、粉末試料の固
体ＮＭＲは線幅が広く高次構造の解析には向
いていない。そこで、固体ＣＤと固体ＮＭＲ
を併用することによって、同位体ラベルしな
いキラルな固体試料の立体構造解析を行なう
ことができるかどうかを明らかにしたい。 
 
(3) 固体ＮＭＲ測定の手法は日々目覚しい進
歩を遂げている。１３Ｃならびに１５Ｎで選択的
に同位体ラベルした試料を用いて原子間距離
を精密に求める様々な手法が開発されており
、種々の多核種３次元、４次元ＮＭＲ法を駆
使して極めて詳細な分子構造解析が可能にな
っている。また、固体ＮＭＲにおいても９３
０ＭＨｚの超高磁場ＮＭＲ装置が稼動してい



る。しかしながら、これらの高度なテクニッ
クを駆使できる多チャンネル固体ＮＭＲ分光
計は非常に高価であり誰でもが利用できる訳
ではない。また、選択的な同位体ラベルした
試料が入手できないことの方が多い。最新鋭
の高価なＮＭＲ装置と複雑なパルスシーケン
スを駆使し、遺伝子工学など最新の手法を用
いて同位体ラベルした試料を用いて詳細な分
子構造解析を明らかにする研究は非常に重要
であり、科学技術の進歩に大きな貢献をする
ことは間違いない。しかし、一般に普及して
いる標準的な１Ｈと１３Ｃなど他核種の２チャ
ンネル構成の固体ＮＭＲ装置と同位体ラベル
していない天然存在比の試料を用いてキラル
な固体試料の立体構造を明らかにする方法を
提案することは、地味ではあるが研究の裾野
を広げる意味で重要である。 
 
３。研究の方法 
(1)ＣＤ測定は高次構造の決定にはなくては
ならない重要な手段であるが、詳細な分子構
造解析は困難である。したがって、固体高分
解能ＮＭＲとの併用が不可欠となる。そこで、
すでに詳細な高次構造解析がなされている
ポリ（α－アミノ酸）をモデル試料として、
固体ＣＤ測定を行い、Ｘ線結晶構造解析等で
すでに知られている高次構造を予測できる
かどうか調べる。数多くの測定データを基に
してＣＤスペクトルの形から高次構造を推
定する経験則が良く知られているので、種々
のポリ（α－アミノ酸）の固体ＣＤスペクト
ルが、この経験則に合っているかどうか検証
する。 
 固体ＣＤスペクトルを測定する際には、直
線複屈折（ＬＢ）や直線二色性（ＬＤ）とい
った巨視的異方性に起因するニセに信号
(artifact)を考慮しなければならない。ポリ(ε
-リジン)キャストフィルムのＣＤスペクトル
を通常の液体試料と同じ方法で測定すると、
光軸に対して垂直にフィルムを回転したと
きにスペクトルが変化した。これは、巨視的
異方性ＬＢ・ＬＤに起因するニセの信号が現
れていることを意味している。そこで、本研
究室で開発した、ニセの信号を除去して真の
固体ＣＤスペクトルを測定できる方法［２］
を適用して測定したのが図２に示すスペク
トルである。ポリ（α－アミノ酸）の固体Ｃ
Ｄスペクトルを測定するときにも、最初にＬ
Ｂ・ＬＤを測定して巨視的異方性があれば、
このような方法を適用しなければいけない。 
［１］固体高分解能ＮＭＲおよび固体ＣＤに
よる生分解性高分子ポリ(ε-リジン)の分子
構造解析，前田史郎，第 40 回固体ＮＭＲ・
材料研究会／第 5回強磁場固体ＮＭＲフォー
ラム合同研究会要旨集, 57-60 (2006) (招待講
演) 
［２］Y. Shindo, K. Kani, J. Horinaka, R. Kuroda 

and T. Harada, J. Plastic Film Sheeting, 164-182 
(2001) 
 
(2) ポリ（α－アミノ酸）の固体ＣＤスペク
トルから、溶液ＣＤ測定から得られている経
験則に基づいて高次構造を推定できたとし
ても、ポリ(ε-リジン)は主鎖にメチレン炭素
を４つ含んでおりフレキシブルな構造をと
る可能性がある。そこで、分子構造が良く研
究されているポリ(γ-グルタミン酸)をモデ
ル試料に用いて、ポリ（α－アミノ酸）で得
られた経験則が合っているかどうか検証す
る。これらの基礎的な研究に則って、ポリ(ε
-リジン)の固体状態における高次構造を決定
する。 
 
(3) 微生物が産生する高分子としては主に３
種類が知られており、納豆菌が産生するポリ
(γ-グルタミン酸)（ＰＧＡ）については、多
数の研究がなされている。ＰＧＡはポリ(ε-
リジン)に比べて主鎖のメチレン炭素が２つ
少なく、側鎖がアミノ基ではなくカルボキシ
ル基であるという違いがあるが、ＣＤスペク
トルから高次構造を予測できるかどうかの
モデル化合物としては他にはない。そこで、
ＰＧＡについて、固体ＣＤならびに固体ＮＭ
Ｒ測定を行って、スペクトルと高次構造の関
連性について調べる。 
 
 以上のような、基礎的な検証を行なったう
えで、ポリ(ε-リジン)の高次構造についてよ
り詳細な実験を行なう。ポリ(ε-リジン)は半
結晶性高分子であり、固体高分解能 NMR を
用いたスピン－格子緩和時間Ｔ１測定から、
結晶相、非晶相の２成分からなり結晶化度が
６３％であることが分かっている。各相にお
ける高次構造に違いがあるかどうかを調べ
ることは、ポリ(ε-リジン)誘導体あるいは高
分子ブレンドを作成して、有用な機能性材料
を開発する際に非常に役立つことが期待さ
れる。 
 
４．研究成果 

 
塩基性および酸性ｐＨの水溶液からキャス

ト法で作成し凍結乾燥したポリ(ε-リジン)
キャストフィルムの１３Ｃ固体高分解能ＮＭ
Ｒスペクトルを図１に示す。それぞれフリー
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図１．a)，b)，c)は、それぞれｐＨ３、５、
９の水溶液から作成したポリ(ε-リジン)
キャストフィルムの固体 13Ｃ ＮＭＲスペ
クトルの脂肪族炭素部分である。 



および塩酸塩型ポリ(ε-リジン)粉末の非晶
領域のスペクトルと一致することを見いだし
た。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

図２にこれらの試料の固体ＣＤスペクトルを
示す。スペクトルはｐＨに依存しており、固
体ＮＭＲを用いたポリ(ε-リジン)粉末試料
の分子構造解析から明らかになったフリーお
よび塩酸塩型ポリ(ε-リジン)の主鎖のコン
フォメーションと矛盾しないことを見いだし
た。 
  

図３に。種々のｐＨのポリ(γ-グルタミン酸
)（ＰＧＡ）水溶液からキャストしたＰＧＡフ
ィルムの13Ｃ固体NMRスペクトルを示す。試
料には、Ｄ：Ｌ比が７：３である平均分子量
200、000～500、000のＰＧＡおよびＰＧＡ／
Ｎａをそのまま使用した。ｐＨ３．３よりも
高いｐＨでは図３(a)とほぼ同様なスペクトル
が得られた。また、ＰＧＡおよびＰＧＡ／Ｎ
ａ粉末のスペクトルは、それぞれ図３(c)およ
び図３(a)とほぼ同じであった。 

ｐＨ１．５およびｐＨ２．３の水溶液から
キャストしたＰＧＡフィルムのＩＲスペクト
ルには、アミドⅠおよびアミドⅡの吸収線以
外に、１７３５cm-1付近に明確な吸収線が現
れるが、ｐＨ３．３の水溶液からキャストし
たフィルムでは、この吸収線がほぼ無くなっ
ている。この１７３５cm-1の吸収線は分子間
で水素結合したＣＯＯＨ二量体のＣ＝Ｏ伸縮
振動に帰属できる。ＰＧＡ粉末あるいは図３
(b)および(c)のカルボニル炭素吸収線は3つの
吸収線で線形解析することができる。 

 
 
 
 
 
 
一方、ＰＧＡ／Ｎａ粉末および図３(a)の吸

収線は2つの吸収線で線形解析できた。最も高
磁場側の吸収線はｐＨ約３以上では現れず、
ｐＨが低いほど吸収線面積が大きかった。 
ＩＲおよび溶液ＮＭＲの測定結果を考慮し

て、最も低磁場側の吸収線を主鎖アミド結合
ＮＨＣＯのＣ＝Ｏに、高磁場側の２つの吸収
線を側鎖ＣＯＯＨまたはＣＯＯ－-に帰属した
。ＰＧＡ／Ｎａの場合、高磁場側の吸収線は
ＣＯＯ－である。一方、ＰＧＡの側鎖ＣＯＯＨ
基のｐＫａは約２．３であり、これより低い
ｐＨでは高磁場側の吸収線が2本現れること
から、ＣＯＯＨと帰属した。2本のうち一方は
分子間あるいは分子内で水素結合を形成して
いるＣＯＯＨと考えられるが、詳細について
は検討中である。 
ＰＧＡについてもポリ(ε-リジン)同様な

固体ＣＤ測定を行う予定であった。しかし、
吸収スペクトルの極大波長が紫外領域にあり
、本研究で使用したＣＤ分光計では測定でき
ないため固体ＣＤ測定はできなかった。今後
、真空紫外領域での測定が可能なＣＤ分光計
を用いて固体ＣＤ測定を行う予定である。 
ポリ(ε-リジン)およびそのポリマーブレ

ンドの固体ＮＭＲを測定することによって詳
細な分子構造解析を行い、分子間相互作用等
について知見を得ることができた。これらの
結果については省略するが、それぞれの発表
要旨に記載してある。 
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図２ a)酸性水溶液，b)塩基性水溶液からキ
ャストしたポリ(ε-リジン)フィルムの固体
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図３．様々なｐＨのＰＧＡ／Ｎａ水溶液か

らキャストしたＰＧＡフィルムの 13Ｃ Ｎ
ＭＲスペクトルのカルボニル炭素吸収線

の線形解析 (a) ｐＨ３．３, (b) ｐＨ２．３, 
および (c) ｐＨ１．５ 
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