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研究成果の概要（和文）：糖によって形成されたアモルファスマトリクスは，不安定物質を

包括安定化する働きがある．一方，申請者は糖分子の赤外線吸収(IR)スペクトルの温度依

存性から Tg より数十℃低いある温度(T*)に糖分子間水素結合が高度に維持される温度域

が存在することを見出した．この T*以下の温度領域では，糖分子のモビリティーが極端に

制限され，マトリクス内に包括した酵素の失活が T*を境として顕著に大きくなることがわ

かった．さらに，種々の糖類からなるアモルファスマトリクスの T*を測定するとともに T*

を上昇させる物質の探索を行った．  

 
研究成果の概要（英文）：An amorphous matrix, comprised of sugar molecules, is known to 

stabilize labile substances such as proteins against chemical and physical degradations.  

On the other hand, this study revealed that a critical temperature, T*, exists, below which the 

disruption of sugar-sugar hydrogen bonds due to increasing temperature was substantially decreased 

relative to that at temperatures above the T*.  In order to determine whether T* is the boundary 

temperature for achieving minimum molecular mobility, the relationship between T* with the 

mobility of sugar molecules in an amorphous matrix was investigated based on the structural 

relaxation behavior of amorphous sugar matrices at different temperatures.  Furthermore, 

the T* values and the storage-stabilities of a protein for several types of sugars were examined and 

compared.   
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１．研究開始当初の背景 

 

 製品製造プロセスにおいて“保存”とは，単

なる原料や製品の保管ではなく，その物質／

製品の機能の経時的劣化を抑制する操作で

ある．とりわけ，食品・医薬品には，易酸化

性の物質やタンパク質のように容易に変

性・失活する物質が含まれることが多い．従

って，より高度な“保存”を可能にする技術の

開発は製品寿命を左右する極めて重要な課

題である．一方，食品・医薬品分野における

不安定物質の安定化手法の一つとして，糖に

よって形成されたアモルファスマトリクス

に不安定物質を包括させる技術が知られて

いる．しかし，糖類アモルファスマトリクス

を構成する糖分子の運動はガラス転移温度

以下でも僅かながら残留しており，不安定物

質の劣化反応を完全に停止することはでき

ない．そのため，数年に及ぶ長期的な保存を

必要とする場合は液体窒素や超低温冷凍機

(-80˚C以下)に頼らざるを得ないのが現状で

ある． 

 

２．研究の目的 

 

 ガラス転移温度以下でも糖分子の小規模な

運動は生じているが，さらに温度を下げたら

どうなるか？本研究では，まず，温度走査フ

ーリエ変換赤外分光分析システム(TS-FTIR)

を用いて、0˚C以下の低温度領域における糖分

子間水素結合の形成特性を調べた．その結果，

ガラス転移温度よりもさらに30〜50˚C低温側

のある温度(T
*
)以下の領域ではマトリクスを

構成する糖分子の運動がほぼ完全にFreezeす

ることを見いだした．そこで，種々の糖から

なるアモルファスマトリクスについて，マト

リクスに包括された不安定物質(酵素)の劣化

(失活)速度の温度依存性とともに，T
*を測定し

た．さらにT
*を測定するとともに，を上昇さ

せる添加物のスクリーニングを行った． 

 

３．研究の方法 

 

糖として Trehalose などの数種類のオリゴ

糖を取り上げた．タンパク質としては，

Alkaline phosphatase (ALP, from Calf intestine)

を用いた．TSFTIR 分析は既報(Imamura et al., J. 

Phys. Chem. B, (2006) 110, 15094)に従い，昇温

セルを用いた温度走査と透過FTIR測定を組み合

わせることにより，行った．また，アモルファ

スマトリクスにおける糖分子のモビリティ

ーは，示差走査熱分析(DSC)によりガラス転

移温度 (Tg)近傍の吸熱量の経時変化から評

価した(Hancock et al., Pharm. Res., (1995) 12, 

799)． 

糖とタンパク質(ALP)の複合試料は凍結乾燥

により作成した．一定温度で0～120日間保存

した後，残存酵素活性を測定し，各温度にお

けるタンパク質の安定性を評価した． 

 

４．研究成果 

 

 TS-FTIR により様々な温度における糖類ア

モルファスマトリクスの IR スペクトルの内，

糖の水酸基の伸縮振動に起因する吸収バン

ドのピーク波数を読み出し，温度に対してプ

ロットすると（Fig. 1），ピーク波数は温度上

昇に伴い直線的に増加して行くが，Tgで不連

続に折れ曲がり，温度に対してさらに大きな

勾配で増加した。これは，glass-to-rubber 転移

により 糖分子の運動が顕著になり，糖分子

間水素結合の消失がより顕著になるためで

ある。ここで，Tg以下の定温度領域に着目す

ると，Tg で見られたような勾配の変化が Tg



の 50~100˚C 低温のある温度で現れた（Fig. 1, 

T*）。この T*以下の温度域では，糖分子間の

水素結合が極めて安定に存在し，温度上昇に

伴う水素結合の消失がほとんど生じない。こ

の T*の物理的意味を明らかにするため，異な

る温度における構造エンタルピーの緩和過

程とアモルファスマトリクス内に包埋した

酵素の保存安定性を測定した。ここで，構造

エンタルピーの緩和速度はマトリクスを構

成する糖分子のモビリティーに対応すると

考えられている。その結果，T*以下では糖分

子のモビリティーはほぼ完全に消失し，マト

リクスに包埋された酵素の失活もほぼ完全

に停止することが分かった（Fig. 2）。一方，

以前から，Tg以下の温度域における非晶質状

態の分子の運動性については多くの研究が

なされており，その過程で分子の運動がほぼ

完全にフリーズする温度域が存在すること

が示唆されていた  (Kauzmann, Chem. Rev. 

(1948) 43, 219; Angell, Science, (1995) 267, 

1924)。sucrose および trehalose からなるアモ

ルファスマトリクスの Tk および T0 として報

告されている値(Angell, Science, (1995) 267, 

1924; Shamblin et al., J. Phys. Chem. B (1999) 

103, 4113)は，T*とほぼ一致した。以上のこと

から T*は糖分子のモビリティーが消失する

温度であり，その温度は TS-FTIR 分析により

一義的に同定できるものと考えられる。 

 さらに種々の糖類からなるアモルファス

マトリクスの T*を測定するとともに T*を上

昇させる物質の探索を行った．その結果，高

分子量の糖ほど T*は高いが，T*以下での酵素

の失活速度が高いことが分かった．また、高

分子やタンパク質の添加が顕著に T*を増加

させることが分かった．しかし，それら糖−

高分子あるいはタンパク質複合アモルファ

スマトリクスにおけるモデル酵素の失活速

度の温度依存性を調べた結果．高分子・タン

パク質の添加により，T*以下の温度域におけ

る酵素の失活速度も増加し，タンパク質安定

化作用自体が減少することがわかった． 
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