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1. は じ め に

13C-NMR は, パルス ･フ-リエ変換法 (PFT)とノイズ変調デカップル法の導入により飛躍的な進歩を

とげ,糖質の構造解析に応用されるに至った｡この 13C-NMR の有効性として,(i)炭素原子は糖質の骨格

を形成していること;(ii)13C の化学シフトの範囲が約 250ppm にわたり, 1H の化学 シフトの範囲 (約

10-15ppm) と比較して約20倍広いため,分離のよいシグナルが期待されること;(iii)構造と周囲の環境

の微妙な変化を反映したスペクトル変化が期待されること;(iv)lH スピンデカップリング条 件下 で の

13C-NMRスペクトルはスピンースピン結合による分裂を含まず,化学シフトの差異により分離したシグナル

を与えること;(Ⅴ)PFT法の導入により,短時間にくり返レ マルスを与えることによって多数回の積算が短

時間にでき,測定時間が短縮されること;(vi)PFT法の導入により,高分解能で分離されたスペクトルの

すべてのシグナルの緩和時間を同時にかつ容易に測定することができること;(vii)化学反応,生合成や生分

解における特定位置の炭素に注目することができること等があげられ,13C-NMRは糖質の研究上 lH-NMR

と並んで必須の分析手段のひとつとなりつつある｡折 りLも,本年(昭和56年)4月にVarian社製 200MHz

FT-NMR の装置がわれわれの属する木材研究所に設置された.それに併い,われわれは植物由来の糖質の

13C-NMRの 測定を開始し,糖質の 13C-NMR を利用した文献の把握に着手した｡ その結果,糖質の 13C-

NMR については,藤原と石塚1),井上 z), Kotowyczと Lemieux3-a),Komoroski等 3-b),Shashkovと

Chizhov3-C),Jenningsと Smith3~d)および Gorin3~e)による優れた総説があり,最近出版された実験書4~a,
b)や解説書5-7)においても概説され, 化学シフトも生化学デ-タ集邑)の中にまとめられている｡ しかしなが

ら,糖質の 13C-NMR の研究は近年質 ･壷共に急増している点と,糖質は種々の異なる単糖, 配糖体, オ

リゴ糖,多糖,複合糖質およびこれらの誘導体を含めた総称である点を考慮に入れると, これらの総説や解

説と実際の実験結果の解析との間にかなりのギャップが存在するように思われる｡ そこで,われわれはこの

ギャップを埋め測定結果のすみやかな解析を行なう上で重要な資料の整理を行なった｡一度に植物由来の糖

質すべての 13C-NMRにわたり詳細に論じることは繁雑であるので,今回は植物由来の糖質のうち最大の量

を占めるセルロ-スとその構成単糖である D-グルコースおよびセロオ･)ゴ糖の '3C-NMR により得られる

情報とスペクトルの帰属について,われわれが測定したデータをあわせて述べる｡ D-グルコースおよびセロ

ビオースの誘導体については,セルロースのスペクトルを解析する上で重要なアセチル,メチルおよびカル
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Table 2･ 13c chem icalShiftsof α-or β-D-glucopyranose (ppm )

α- D- Glucose (1) !! β-D- Glucose (2) Solvent Temperature Reference(℃)C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-1 C-2Ic - 3Lc-4 C-5】C-6

93.393.093.193.1 72,5 73.8 70.6 72.3 61,8 97.196.897.197.0 75.2 76.7 70.6 76.7 61.8 H20Hz0H20Hz0 ll12-a55 1355±5 14 l
72.6 74.0 70.7 72.3 62.1 75.3 76.9 70.7 76.9 62.1

91.85 71.25 72,55 69AO 71.25 60.60 95.70 73.90 75.55 69.40 75.55 60.40 D20 15-a

91.85 72.55 75.70 69.40 71.25 60.60 95.70 73.90 75.55 6gAO 75.50 60.40 D20 - 16

93.1 72.6 74.0 70.7 72.3 62.1 96.0 74,3 75.7 69.7 75.7 61.1 D20 - 17

93.3 73.0 74.4 71.2 72.9 62.4 97.1 75.6 77.3 71.2 77.3 62.4 H20 18

91.8592.493.1 71.25 72.65 69.40 71.25 60.40 95.7096.396.5 73.90 75.55 69.40 35.70 60.60 D2050%D20D20 27 19roomtemp. 2032 21

72.5 73.8 70.7 72,5 61.7 74.8 76,4 70.375.9 77.3 71.375.2 77.0 70.775.409 77.174 70.96674.6 76.2 70.3 76.6 61.577.4 62.576.8 61.877.053 62.08071,6 61.0

92.7 72.1 73.4 70.4 72.1 61_3 D20 33 22

93.6 73,3 74.5 71.4 73.0 62,3 97.4 H20 50±5 23

93.1 72.5 73.8 70.7 72.5 61,7 97.0 D20 32 24

93.364 72.731 74.070 70.966 72.731 61.959 97.199 D20 - 25-a

･92.0 72.0 72.9 70.3 71.6 61.0 96.5 DMSO-d6 26

92.9 72.3 73.6 70.4 72.3 61.3 96.7 74.9 76.7 70.4 76.6 61.5 D20 25 27

92.70 72.14 73.45 70.36 72,10 61.31 96,50 74.80 74.80 76.43 76.59 61.47 D20 33 28

93,9 72.9 74.3 71.2 72.9 62.3 97.4 75.7 77.4 71.3 77,3 62.2 D20 - 29

92L94 72.47 73.75 70.56 72.28 61.59 96.74 75.14 76.71 70.60 76.78 61.74 D20,H20-D20 50±5 30
92.9 72.5 73.7 70.5 70.2 60.6 96.7 75.1 76.6 70.5 76.6 61.7 D20 60 31

94.1 74.4 75.3 72.5 73,5 63.2 98.8 76.8 78.6 72.0 78.4 63,0 C6D5N 25 32

94.1 74,4 75.3 72.5 73.5 63.2 98.8 73.90 75.55 69.40 75.70 60.40 C6D5N 25 33

93.5 72.9 74.2 71.1 72.7 62.0 97.3 75.6 77.2 71.1 72/7 62.0 D20 34
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ボキシメチル誘導体に限定した｡最後に,最近注目されつつある固体高分解能 NMR を用いたセルロース

の研究例を紹介する｡

2. グ ル コ ー ス

2.1 遊離グルコースの化学シフト

炭素のなかでも,NMR の測定の対象となる質量数13の炭素 (13C)の天然存在比は全炭素の約1･1%と小

さく,また通常の 13C-NMR スペクトルは 1H スピンデカップリング条件下で測定を行なうので,スピン

スピン結合による分裂を含まず,化学シフトの差に基づいたシグナルを与える｡ 表1に 13Cおよびその他

の核種の NMR 測定上の特性を示した9,10)0 13C の場合 1H に比較して著しく感度が低く, FT法による

積算が不可欠であることがわかる｡ さて,D-グルコピラノースの水溶液中での化学シフトは数多くの研究者

によって測定されており表2に列挙した (化学シフトは TMS標準値として ppm であらわし,CSZの場
合 193.5ppm として TMS基準に換算した)0D-グルコースは水溶液中では α-アノマー (1)および β-ア

ノマー (2)の2:3の平衡混合物として存在することが知られており, 12個のシグナルを与える (図1)･

C-1は HallとJohnsonll)による先駆的な研究によりまず帰属され,つづいて Dorman等12)によりシグナ

ルの強度の時間変化より他の炭素原子のシグナルの帰属が行なわれた｡ しかし, C-2と C-3の帰属が誤っ

ており, D化した誘導体の同位体効果30)と D-グルコ-ス-3dおよび D-グルコ-ス-5,6,6′-d3の測定の結

果13), 修正され完全帰属がなされた｡ このように, α-アノマ-と β-アノマ-とで化学シフトに差がでる

ことは,C-1ァノマ-の水酸基による遮へいで説明されている. すなわち,Cllの水酸基が β-アノマーの

場合のエクアトリアルからα-アノマーのアキシァルに変化することにより,C-1の遮へい度が増し α-アノ

マ-の場合の C-1の方が約 4ppm 高磁場シフトする｡ このアノマ-の水酸基による遮へいは C-1以外 こ

もみられ C-2,3および5にもおよぶが C-4と C-6はほとんどこの影響をうけない (図1)｡β-アノマーの

場合, いわゆる "アノマー効果〝による不安定因子が 13C-NMR の化学シフトに関与しているとは考えに

くい｡Perlin等14)はこの遮-いを次のように一般化している｡すなわち,(i)アキシァルの酸素原子は結合

H OH

equoforIOIH-I

(1) C2d

IOO 90 80 70 60 50

5 ppm

I(X) ll0 I20 130

p.p.m,(｢eloIIVeIoCS2)

Fig.1.4CICOnformationofD-glucoseandits Fig.2.A plotofcalculatedvaluesofcarbon

protonnoisedecoupled13C-NMRspec- electrondensltyUS･13cchemicalshift14).

trum inD201(I),α-D-Glucopyronose; 轟,β-D-Xylose;●,β-D-Glucose;ロ,α-

(2),β-D-Glucopyranose D-Xylose;○,α-D-Glucose
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した L3C 核の遮へい度を増す ;(ii)アキシァル C-0 結合に隣接する 13C核 も遮へい度を増す ;(iii)アキ

シァルの 酸素原子と1,3-ジアキシァル相互作用の関係にあるアキシァル水素原子は結合した 13C核の遮-

い度を増す, という一般化である｡また,Perlin等l･1)により,電子密度と化学 シフトとの関係 も分析された

(図2)oC-1,3および5ぼ電子密度と化学 シフト間に直線の関係があり,これらの炭素原子が同一平面上に

あることと一致するO-:JjA,C-2および C-4は C-1,3および5のプロットした線から5ppm 以上高磁場

側へずれ,特に C-4の場合に著しいOこれは,C-2および C-4が環内酸素原子と同一平面内にあることを

示すと考えられた｡以上のことから,遊離単糖の溶解直後と平衡後のスペクトルとを比較することにより,

αおよび βの両アノマーの帰属は明確に決定することができる｡実際 D--グルコースの 43oC の水溶液中で

の αおよび βの両ゲルコビラノ-スのアノマーの比率はそれぞれ37± 1% (α型)および62.6± 1% (β

坐)と決定され36),1H-NMR で求められた値 37±2% (α型)および63±2% (β型)37)と極めてよく一致

していることが明らかになった｡興味深いことに, この測定の際に,103.8,82.1および 81･8ppm の不純

物とみまがう程の小さなシグナルが観測されたことで, これらのシグナルは, メチルーβ-D一ゲルコフラノシ

ドの化学シフト38)と比較の結果 β-D--プ ルコフラノースの C-1,C-2および C14と帰属されT=｡また,この

β--I)-グルコフラノースの蛍は0.14±0.02%と見積られ,α-アノマ-は存在しないといわれる｡

2.2 メチルグルコシド及びグルコース誘導体の化学シフト

メチルーα-D-グルコビラノシド (3)および 針 D-ブルコビラノシド (4)の化学 シフトも遊離グルコースの

場合と同様に数多くの研究室で測定されてお り,表 3に列挙した｡表 2と表 3とを比較して,次の通則が成

りたつことが明らかになった12,14)｡すなわち,(i)メチル基と結合する α位の 13C 核の化学シフトは 7-

11ppm 低磁場シフトする (α-効果);(ii)メチル基に隣接した水酸基がェクアトリアルの場合は,水酸基の

結合する β位の 13C核の化学シフトがわずか約 1ppm (<2ppm)高磁場シフトする (針効果);(iii)メ

チル基よりみて βよりも離れた位置の炭素原子 (γ以上の炭素原子)は く0･3ppm の化学シフト値のずれ

でしかない,という通則であるC,
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このようなメチル化による化学シフトの移動は,C-1以外の水酸基をメチル化した部分メチルグルコース

や部分メチル化メチルグルコシドの場合にも認められることが明らかになった18,45,46) (表 4および5)｡す

なわち,C-2,3および4位がメチル化されると, α炭素の化学シフトは 80-87ppm に存在し他の炭素の

化学シフトとは位置が異なる｡但し,C-6位が メチル化されると,他の炭素の化学シフトより高磁場 (71･4-

72.6ppm)側に現われるが,メチル化前の化学シフトが高く, メチル化による化学シフトの移動は低磁場側

へ 8-10ppm で上記の α-効果と一致する｡また, メチル2,3,4,6-テトラー0-メチ)I/-α,針 D-ゲルコビラノ

シド (6.10)の C-4と C-6の化学 シフトは アノマー位の立体配置とはほとんど独立しており, 特に C-6
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Table4. '3c chemicalShiftsofPartiallyMethylatedD-glucoses(ppm)

- Partially methylatedα-D-glucose 】】Tempera-iture(oc) ReferenceCompound C-1 C-2 C-3 C-4tc-5 C-6 OCH3-2 OCH3-3 OCH3-4 OCH3-6 Solvent

2-0-methylα-D-glucopyranose(12.)90.7 81.9 73.5 71.3 72.8 62.4 59.3 1L 1.3∃】 巨 6 】 60.3 H20 巨 2 18

3-0-methylα-D-glucopyranose(13)′′′′4-0-methylα-D-glucopyranose(14)93.493.493.36493.2 72.472.672.24573.0 84.084.183.99173.9 70.470.670.35880.5 72.672.872.73171.7 62.062.361.77662.1 D20H20D20H20 211825-a18

6-0-methylα-D-glucopyranose(15)93.3 73.0 74.3 71.4 71.4 72.6 H20 18

Compound Partially methylatedβ-D-glucose Solvent Tempera-ture(℃)i ReferenceC - 1 C-2 C- 3 iC-4 C-5 C-可 ocH3-2 OCH3-3 OCH3-4 OCH3-6

2-0-methylβ-D-glucopyranose(22)97.1 85.2 76.8 71.3 77.3 62.4 61.7 61.3】】 【 61.1 i 60.3 H20 32 ∴芦 25-al8

3-0-methyle-D-glucopyranose(23)′′′′4-0-methylβ-D-glucopyranose(24)97.397.297.13897.1 75.075.174.74075.8 86.586.786.60876.7 70.270.470.23680.5 77.077.377.05376.i 62.062.361.89862.1 D20H20D20H20

Table5. 13c chemicalShiftsofMethylatedmethylD-glucopyranosides(ppm)

Methylatedmethylα-D-glucopyranoside Solvent Tempera-ture(OC) Refer-enCeCompr)und C-1 C- 2 C- 3 C-4 C - 5 C-6 OCH3-1 OCH3-2 OCH3-3 OCH3-4 OCH3-6

methyl 4-0-met恒71α-D-glucopyranoside(4)E101.1 72.8 76.1 83.0 72.1 61.4 - - - - D20(pD14) 32±1 46

methyl 6-0-methylα-D-glucopyranoside(5) ･oo車 6 74.5 71.6 71.2 72.6 1 - - D20(pD14) 32±1 46

G)mpound Methylatedmethylβ-D-glucopyranoside Solvent Tempera-ture(℃) ReferenCe
C-1 C - 2 C-3 C-4 C-5 C-6 OCH3-1 OCH3-2 OCH3-3 ocH3-4EocH3-6

methyl 2,3,4,6-tetra-0-methylβ-D-glucpyranoside (10) 105.00 84,58 87.21l80.48 75.38 72.36 56.96 60.39 60.74 60.48 59.30 acetonitrile-d3 30 45
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東 ･越島 :糖質の 13C-NMR

はこの傾向が強い｡ 以上の結果から, グルコ-スおよびグルコースのメチル化誘導体の 13C-NMR スペク

トルの解析は次のように行なうことが推奨されている45)｡すなわち, 遊離グルコースの場合, シグナルを

(i)90-98ppm (アノマー炭素), (ii)69-79ppm (非アノマー性環内炭素)および (iii)60-69ppm (C-

6)の三領域に分割する. 今メチル基が置換すると,(i)のアノマー炭素は 99-106ppm へ,(ji)の非アノ

マー性環内炭素は 80-87ppm へ, (iii)の C-6は 70-75ppm -と化学シフトの移動が認められる｡ ま

た,メトキシル炭素のシグナルが 52-62ppm に現われる｡ このメトキシル炭素のシグナルの中で, アノ

マ-位に置換した炭素の化学シフトは, α-アノマーの場合 (アキシァルメトキシル)55･6ppm 付近である

のに対し,β-アノマーの場合 (ェクアトリアルメトキシル)57･lppm 付近にある｡ このようにして,置換

基の位置を帰属することができる｡ 同様の化学シフトの帰属の手順が Seymour47),Perlinと Hamer48)に

よってまとめられている｡しかしながら,C-1位の炭素原子を 13Cで濃縮したメチル α一および β-グルコ

ビラノシドを用いた研究23)や D化したメチ)i,α-および 針グルコシドを用いた研究30)によりグルコビラノ

シドの C-2とC-5の帰属に誤りのあることが明らかにされた｡化学シフトの帰属に細心の注意を配る必要

があると思われる｡

2.3 グルコースおよびメチルグルコシドのアセチル化物の化学シフト

グルコースおよびメチルグルコシドのアセチル化物はセルロ-スのアセチル化物の 13CINMR の解釈に

必要な化合物であり, これらの 】3C-NMR のスペクトルの帰属はその基礎となる｡ これらの化合物につい

てこれまでに得られている化学シフト値を表6にまとめた｡表 2と比較して,アセチル基の結合した炭素の

化学シフトは末結合炭素原子の値より相対的に高磁場側にあらわれることがわかる｡ グルクロン酸のメチル

エステルのアセチル化物の化学シフトに基づいてアセチル化した時の化学シフトの移動について次の通則が

導かれた55)｡すなわち, (i)立位配座的に柔軟性のある場合,α位の炭素はほんのわずか (<2ppm)の低
磁場シフトしか認められない (α-効果);(ii)β位の炭素は約 2ppm 高磁場シフトし, メチル化の場合よ

り変動しない (β一効果);(iii)γ位の炭素の化学シフトはほとんど変化せず, <0･5ppm の移動にとどまる,

という通則である｡ この通則は種々の部分アセチル化物の 13C-NMR により確認されたが,C-6の一級水

酸基のアセチル化の場合のみ例外で, β炭素原子の C-5は典型的な高磁場シフトするのに対し, α炭素

原子の C-6はわずか 0･6ppm であるが低磁場シフトすることが見出された51)｡なお,アセチル基のカルボ

ニル炭素の化学シフトは 169･3-170･9ppm であり,アセチルメチル基炭素の場合は 20.3-21.8ppm と比

較的狭い範囲に限定される｡
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2.4 スピン結合定数

PFT 法では,糖質の 13C--1H 閲のスピン結合定数 (lJ .3CJ11)は IH -非デカップルスペクトルから直接簡
動 こ測定することができるOまT=, 13CJ J-C スピン結合は,天然存在比の条件下では2つの 13C 核が隣接す

る確率が極めて低い (i/lOlt)ため 13C で濃縮した試料を用いて行なわれた｡ これまで測定されたスピン ス

ピン結合定数の値を表 7にまとめた〇 アノマ-位の炭素以外の C-2～C-6位の ,J .3C-1tは, 非アシル化糖

の場合 143-149Hzで比較的狭い範陛匠 おさまってお り, アシル化によりいく分大きくなる｡ これらの場

合J値と立体配置とを関係づけることは困難である｡一方アノマ弓立の炭素の檀接スピン結合 (lJ 3｡IJll)Eま

最も蚕要であり, グルコース,メチルグルコシドおよびメチルグルコシドの トリアセチル化物に共通して,

α~アノマーの場合 169-171Hzであるのに対し, β-アノマーの場合では 158-162Hzと差が約 10ppm

Table7. 13CIH Coupling

Compound lJc1-H. 1Jc2-pH2 ソC3-H:ちlJc4-H4 ソC5-1ー5 lJc6_"6 2Jc1-Hz 2′C2_H, 2Jc,-tl, 2Jc3-H4

α--D-glucose(1) 169169.5･1軍.8｣ ≡ 1473 I圭 ;44浩 三621 146 145 5_0 5.5 15.0

I;2ci7tv:io?pi -den:O:.:dSI16宮 巨 5.9

･タ-D-g,.LlCt,Se(2, 栄 .--千止｣三巨｣｣｣i 5.55.5

恵 ,i -=五 一十手工一1.…黒上l141 143* * 145140 4.1±1_0

1 160 ,4日 145 143 14ー 145 - -

methylP-D- . 1 - - - -
glucopyr之lnOSide- d3 146

TgTSeltcaPcoye:tyy2:la3:is9i:Yc-i(;t1,ra- 1,46….5 (-)6.5

- - - 140 - -

* Overlapplng reaSOnanCeS

- 72-
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も存在する｡

また, このアノマー炭素の IJ13cl-Hlの大きさは,非アノマ-性炭素原子の値 (143-151Hz)より大き

く,C-1に電気陰性度の大きい置換基が結合するとさらに大きくなる｡この例として,ペンタアセチルグル

コースがあげられ, 1J 3C-H は大きくなるが,αおよび βの両アノマー間のJ値の差はやはり約 10Hzと
保持されているo lJユ3CトHl値が遊離ゲルコ-スとメチルグルコシドとでほとんど変化しないのはC-1の水酸

基やメチル基が極めてよく似た配向をとっていることを示す｡ 従って, このアノマ-位の炭素の 1J13Cl-Hl

はアノマトの決定に利用することができる｡ このようにアノマ-間の 1J13Cト Hlの値に差が認められること

は,C-1-H 結合と簡素の非共有電子対との二面体角に起因し, この二面体角が小さい程スピン結合が大き

くなることが知られている41)(図3)0

Constats(Hz)

zJc4-r,5 3ん -H3 3Jc3-Hl 3ん -oMeE4Jc卜H4 5ノC卜H5 リcl(OMe,-Hll 3ん -H(o川e) Solvent Tempera-ture(oC) Refer-enCe

5.5 H2050%D20D20H20 rOOm temP.3050±5 5620572359-a

0.5 0 2 143143 4,5 CDC13CDC13CDC13CDC13DMSO -d6CDCー3C6D6CDC13 roomtemp.rOOmtemp. 5640202043435853

- CDCt3 30 20ー 59-a

<1 H2050%D20D2OH20 ｢room-temp.3050±5 56205723

2.2,2.0 144142144 D20CDC13D20H20DMSO-d6D20 35±13050±5 664041234343

-3.0 - - - - - - - 70%C6D5N-D20 35±1 66

0.7 0.5 2.5 4,6 C6D6CDC13CDC13 584053
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次に,アノマー位の炭素の関与するビシナルな 13C-H の スピン スピン結合定数 2J13CトH2は α-アノマ

ーの場合ほとんど 0であるのに対し,β-アノマーでは 5･5Hzである｡ この差は, アノマー位の OR 基

と H-2間の関係に起因する｡すなわち,図3に示すように,両者の関係は α-アノマーでは Iran∫,β-アノ

マ-では ci∫となっている60)｡ 2Jc-H の符号についてはプロトンと酸素原子の配向によって決定されるbi)O

C,･-oprojection

C2-C.projection

O

β
/

oR JcH-170Hz Hl

OR -C,

OR

J cH - OHz

也-anomer

H,

H,

JcH -160Hz

OR

JcH - 5.5Hz

♂-anOmOr

Fig･3･ConfigurationofD-glucoseatanomericcenterandrelationshipbetweendihedral

angleandspln-SplnCOuplingconstant･

6

L⊃

4
､

rr)

フL

hZ工
二
D
U
〇

一>㌧

1--

翠
%･Ii･f
IqI

曹 l

トOづ10

20 40 60 80 100 t20140 160180

dlhedrOlongle(0)

(1)1,2,3,4,6-Penta-0-acety1-cr-D-glucopyranose16--3C (2)1,2,3,4,6-Penta10-acety1-

β-D-glucopyranose-6113C (3)1,2,3,4,6-Pental0-acetylや D-glucopyranosc-1-13C

(4)Methyl-α-D-glucopyranosidel6-13C (6)β-I)-Glucose-1-13C (7)β-D-Glucose-U-

13C (10)α-D-Glucose-U-13C (1I)1,2-0IIsopropylidene-3,5,6-tri-0-0rthoformyl-α-

D-glucofuranose-6-13C (12)1,210-Isopropylidene-α-D-glucofuranose-1-13C (16)1,2:

5,6lDi-0-isopropylidene-α-D-glucofuranose-1-13C (17) 1,2-0-Isopropylidene-α-D-

glucofhranuron0-6,3-lactone-6113C (18) 1,2-0-Isopropylidene-β-L-idofuranuron0-

6,3-lactone-6-13C (19)D-Mannon0-1,4-1actone-ト13C
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プロトンに対して an両 こ酸素原子が存在する時は正 とな り,gaucheに酸素原子が配向する時は負にな

る｡また, 13C-C-C-H 系の 3Jc-11と二面体角の間に KarpluS型曲線の関係があることも明らかにきれた

(図4)0

-3C-13C スピン結合を測定した例は少ないが, C-1の炭素を13C で濃縮した D-グルコースとメチルグル

コシドについての測定された 3113CJ3C値を表8にまとめた｡ 13C-1から最 も遠い環内炭素C-4には C-1--C-4

間の遠隔スピン結合は観測されなかった23)0 13C-1に隣接する炭素との lJc1--C2 は約 46Hz と他のスピン

結合定数に比較して1桁大きい｡ C-3 は先に述べたように 針アノマーのみ 13C-1 とカップ リング (約

4Hz) し, C-5 は α-アノマ-の 13C-1 とのみカップリング (約 2Hz)するo また, ビシナル C-ト C-6

および C-トC-4 の結合定数は Karplus式に従い 66), C-6 は α,β両アノマー炭素とカップ ル (約 4Hz)

することが明らかになった｡ さらに, C-ト C-3 および C-3-C-5 の結合定数の二面体角依存性も検討 され

た60)｡この Jnc-13C の測定は有用であり,Dorman と Roberts12)や Perlin等14)によるメチルーα-D-グルコ

ビラノシドの C-2 と C-5 の帰属が逆であることが明らかになった｡

Table8. 13C-13c couping Constants (H z)

Compound 1ん -C2 2ノC卜C3 2ん -C5 3Jc1-C6 , ソC5-C6 2′C6-C4 References

α-D- glucopyranose (1) 44.946.0 ～1.8 *3.2 42.7 l 5623methylα-D-glucopyranoside (3) 46.4 ～1.7 23

β-D-glucopyranose (2) 47.146.0 一一 3 .5 ■4.3 5623

ThecotlPllngSlndlCatedby*wereobservedbutnotmeastlred

2.5 緩和時間 (Tl)

プロトンが直接結合している13C核の緩和においては, 13C-H 間双極子緩和が支配的であり, この 13C-H

間双極子緩和に対するスピン格子緩和時間 (Tl) を測定することにより,分子の溶液中でのミクロ分子運動

に関与した情報が得られる. メチル α-および 針グルコシドならびにそのアセチル化物の Tl値を表 9に

まとめた｡環内炭素原子 (C-1～ C-5)は極めてよく似た Tlを示す.このことから,これらの炭素原子が等

方的運動をしているとみなせる｡ C-6 の Tlは環内炭素の Tlの約 1/2の値を示す｡この事実は,C-6 が 2

個のプロトンと結合していることと一致し, C-5- C-6 結合の回りの回転によって Tlは大きな影響をうけ

Table9.13C Spin-Lattice Relaxation Ti mes(Tl) (SeC) ofD-Glucose Derivatives

J c.m,.und C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OCH3 acetylcarbonylacetylmethyl Solvent Tempera-ture(℃) Refer-enCe

methylα-D-glucopyranoside (3) 1.1 1.0 1.2 0.9 十1 0.62 3.4 【 D20(1.OM)notdegassed 39 l62-a

1.1 1.0 1.1 1.0 1.2 0.47 3.4 D空o(1.OM)degassed 39

1.4 1.3 1.6 1.3 1.3 1.0 3.5 D20(0.5M)notdegassed 39

0,74 0.74 0.76 0.74 0.76 0.40 2.3 D20(1.OM) 28.0±1.0 62-b

methytβ-D-gtucopyranoside (8) 1,2 1.1 1.1 1.0 1.1 0,65 3.2 D20(1.OM)notdegassed 39 62-a
0.82 0.81 0.75 0,74 0.73 0.36 2.5 D20(1.OM) 28±1.0 62-I)

methyl2,3,4,6--tetra-0-acety1- 0.60 0.65 0.62 0.64 0.65 0.33 2.3 12.3 2.4 CDC13(1.OM)notdegassed 39 62-a

α-D-glucopyI.anoside (7) 0.60 0.67 0.70 0.60 0.69 0.36 2.3 15.2 2.2 CDC13(1.OM)degassed 39 62-b
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ないことを示している｡また,C-1とグリコシド結合しているメチル基の炭素の Tlは,アセチル化した場

合も同様環内炭素の rlの約3倍大きく,メチル基が溶液中で自由回転していることを示す｡アセチル基の

カルボニル炭素原子の Tlが最 も大きい値を示すのは,プロトンが結合していないことにより,同-JJIJ子中

のプロトンからの緩和をうけることに起因する｡ rlは,温度, 濃度により大きな影響をうけるが,溶存酸

素の効果は少ないOしかし,アセチルカルボニルの T】は脱気により約20%増大するという報哲もある62-a).

3. セ ロオ リゴ糖

天然のセルロースの構造を 13C-NMRで解明するためには,構成単位であるグルコースの重合度を次第

に高めたセロオリゴ糖をセルロ-スのモデルとして用い,高分子としての性質を帯びるに到るまでの過程を

13C-NMRで逐次究明していくのが望ましいと考えられ, これまで,種々の重合度のセロオリゴ糖の HC-

NMRが測定されている｡セロビオースは多量に入手可能なためセロトリオ-ス以上の高級オリゴ糖に比較

して研究例が多いので別にとりあげた(⊃

3.1 セロビオース

セロビオース (32,36)ならびにアセチル化物の化学シフトを表10に, メチル化セロビオ-スならびにそ

の誘導体の化学シフトを表11に列挙した｡ まず,還元性末端残基をもっているセロビオ-ス (32,36)の場

令 ,遊離グルコース (1,2)と同様, α,βの両アノマー間の差が -3C-スペクトル上に認められる｡)すなわ
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TablelO･uCChemicalShiftsofCellobiose(ppm)

C-1′ C-2J C-3ノ C-4′ C-5′ C-6′tC-1lc-2tC-3lc一一4巨 -5 C--65 sotvent Temperature Reference

103.8102.40103.3 73.0074.1 75.8076.7 【69125 75135 60T45-399;菜 摘 離 喪呂70.5 76.7 61.6 apBZ.,写‖喜.,デ 手芸:る 折 目 t 享喜90 6330 30

103.9 74/7 77,2 71,1 77.4 62A SS9..宇目25..冒 72.9 80.1 71.676.1 80.1 75.7

103.7 74.5 77.2 70,9 77.0 62.1 ap999..3 72.675_6 72.697,0 80.475,6 71.475.6

103.27 74.12 76.52 70,44 α92_69 72.25 72.30 79.60 70.9676.83 61.59 p96.61 74.92 75-25 79.48 75.59

103.37 73.97 76.31 70.28 76-80 61L41 apS62..g喜 子芸莞 ;25:i5日 3:禁 77g:呂呂 gS二岩手 D20 22±2 64

103.8 74.5 77.0 70.8 77.2 62.0 β97.1 75_3 75.7 80_0 76_0 61.5 D20 34

103.4 74.0 76.4 70.3 76.8 61-5 SS26..66日 喜:亨 写実:喜 7799:…. 写2:96 Ei二号 D20 roomtentP. 65

--76--



東 ･越島 :糖質の 13C-NMR

ち,非還元末端のグルコース残基は還元末端のグルコース残基の化学シフトに影響を及ぼさず, 逆 もい え

る｡ 従って,非還元末端グルコース残基の化学シフトはメチル β-D-グルコビラノシドの化学シフトか ら帰

属され,一方還元末の場合は遊離のグルコースの化学 シフトから帰属された｡非還元末のグ,Vコース残基の

C-1′は遊離グルコースのメチル化による低磁場シフト (α一効果) と同程度のシフト (約9ppm)を示す｡

アセチル化による化学シフトの移動 もグルコースモノマーの場合に得られた結果を支持している｡従って,

セロビオ-スの 13CINMR スペクトルは一見シグナルの数は多いが,帰属は困難ではない｡しかし,正確な

帰属はグルコ-スモノマーの場合と同様,非還元末端グ)i/コ-ス残基の C11′を 13Cで濃縮したセロビオ-

I
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Fig･5･Deuteriuminduceddifferentialisotopeeffect(DIS)ofmethyla-D-glucopyranoside30)･

(a),Protonnoisedecoupledspectrumor(3)inH20;(b),DISspectrum or(3)in

D20 andH20 uslngadualcoaxialtube.
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Fig･6 Deuterium inducedisotopeeffectofmethylPICellobiosideinD20 at35oC66).

(A),Protonnoisedecoupledspectrumormethylβ-cellobioside(37); (B),Proton

noisedecoupledspectrumofmethylPICellobioside-d8.Signalsindicatedbyasterisks

areduetoisomerizationproduct(S)formedduringlHID exchange.
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Fig.7.Protontwo-dimentional(2D)NMR ofcellobioseinD20 at22oC64'･ Projection
ofthe2DJspectrum ontothehorizontal(f2′)axisyieldedthespectrum ofA･ B

indicatesconventionalprotonspectrum orthenonal10mericreglOnOrCellobiose･

スの 13C-NMR スペクトルの解析と, 後で述べる溶媒の化学シフトに及ぼす 効果の解析とあわせて行なわ

れた31,67)Oその結果,Balza63),Gagnaireと Vincendon69)の C-3′βと C-5′βの帰属が逆であることが明

らかになった｡水酸基と結合した炭素原子の化学 シフトは OH と 0Ⅰ)の混合物中で 13C-NMRを測定

し,水髄基を含む炭素原子は 13C-OH と 13C10D の二種のシグナルに分離される現象 (β同位体効果)に

ょり帰属された叫36,66,69)(図5,6)Oまた, セロビオースの二次元 NMR が測定され61), シグナルの完全

な帰属に利用されている (図7)O さらに,セロビオースとはグリコシド結合の配向のみが異なるマル トー

スとセロビオースとの化学シフトの相異は, Heyraud等31)により詳細に研究されている(図8)o

cl2′と C-1′との間のスピン結合定数 (lJc.,-C2′) は 46HrLと大きいが,C-1′と C-3′間の結合定数

(L2Jcl′__｡｡′)は 4.5Hzと小さく 1,2-tlranS結合に特徴的であるn また,セロビオースのグリコシド結合を越
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えた C-1′と Cl4 間のビシナルカップリング定数 3Jcl′-414は 1-2Hz と見積られた｡ マル ト-スの場合

は 3-4Hzであることから, セロビオースの万がマル トースよりグリコシド結合はねじれた 配向をしてい

ることが明らかになり,X線回析の結果と一致している｡ また,3Jcllと 13C-0-CJH の2面体角 間に

Karplus型の相関関係が成立する66)(図9)｡ ソ 13C一･Hlの値はセロビオ-スの2個のグルコース間の結合の

アノマーの帰属に用いられ, ソ 13clLH′の値が 160-162･1Hzであることから,β型と決定された｡また,

オクタ-0-アセチルーα-D00セロビオシドの 1/13cl一IIlの値が cr-アノマ-であるにもかかわらず 175Hz とな

ってお り,α,β両アノマー間の iJ13Cトtll値の差が約 10Hz という先の通則に一致するo

Tablell. 13c chemicalShiftsor

Cbmpound C-1′C-2′C-3′C-4′C-5′C-6′C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 OCH3

methytβ-ceHobioside 103.5 74.1 76.8 70.5 76.7 61.7 104.0 73.8 75.5 79.9 75.3 61.2 58,0

抑α-ceHobioseoctaacetate伽)β-ce日obiose 103.9 74_6 77.5 71.2 77.2 62.4 104.5 74.2 76.4 80,3 75.9 61.8 58.9

104.6 74,6 78.1 71.6 78.1 62,6 105.1 74,5 76.5 81.2 76.3 62.2 56.6

101.41〔)0.5loo.95 73.4 72.6 68.6 72.1 62.2 89.4 69.988.669.40 69.8 76.5 71,4 61.871,70 73.00 67.85 72.00 61.45* 89.00 69.40 76.10 70.80 6ユ.60*

100.89 71,69 72.99 67.88 71.99 61.65*88.96 69.38 6938 76.05 70.80 61.50*

ー01.55 71.96F 73.27 67,83 72.56 62.19 88.98 69,32 69.32 76.08 70.76 61.64

101.1 73.4l72.7 68.7 72.1 62_2 92,3 71_0 74.2* 76.4 72.7 62.3

(℃taacetate伽) 100.65 71.55 72.90 67.85 72.00 61.70 91.60 72.35 70.45 75.90 73.55 61.65

100.6 71.9 73.1 68.5 72 .2 62.0 91.9 72.6 70.9 76.0 73.8 62.0

100.63 71.51 72.88 67.83 71.97 62.20 91.58 72.33 70,41 75.88 73.50 61.65

C()mpound C-1′C-2′C-3′C-4′C-5′C-6′C-1 C- 2 C-3 C-4 C-5 C-6 OCH3-2′

methylhepta-0-methy1-α-ceHobioside(35) 103.6185.27 87.60 80.50i 75.66 72.42 98.13 81.92*81.96*78.20 70.97 71.67 】≡:二;: ∃

AsslgmentSOrthereasonanceslndlCatCdby * maybelnterChこInged

Table12.13c chmicalShirsts

Degreeofpolyme-rization (DP ) non-reducing end-unit iǹternalunit
C-1 C - 2 C-3 C-4tC-5FC-6 C-1 C-2 C- 3 C-4 C-5 C-6∃

3.7 103.4 】74.3 77.2* 70.9 【77.0*71.1 】77..*70.5 !77.0 62.0 103.4 74.3 76.0 80.0 75.4 61.5

5.3 103.4 74.3 77.3* 62.0 103.4 l74.3 76.1 79.9 75.4 61.5

3 103.6 74.2 76.6 61.7 103.4 74_0 75.1 79.5 75.9 61.0

3 103.4 74.0 76.4 70.4 76.8 61.5 103.2 73.8 74.9 79.3 75.7 60.8

3 103.34 74.03 76.60 70.54 76.90 61.56 103.12 73.80 76.40 79.38 76.80 61.10

4 103.6 74.2 76.6 70.5 77,1 61.7 103.4 74.0 75,1 79.4(79.5) 75.9 61.0

4 103.4 74.1 76.5 70.4 76.9 61.6 103.2 73.8 75.0 79.3 75.7 60.9

456 103.33 74.03 76.61 70.44 76.91 61.61 103.12 73.83 76.39 79.44 76.70 61.10

103.5 74.3 76.7 70.7 77.0 61.7 103.3 74.1 75.2 79.6(2C)79.7(lC) 75.9 61.2

Asslgllment≡()fthereas｡nanceslndlCatedby *maybeInterchanged
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3.2 セロトリオース以上のセロオリゴ糖

セロト1)オ-ス以上のセロオリゴ糖の 13C-NMR の測定は1978年に,Tnoueと ChGjo63)によりはじめて

行なわれた (図10,表12)｡彼 らは重合度3.7と5.3のセロオリゴ糖を用いて測定し, 次の結果を得た｡す

なわち, (i)還元末端と非還元末端のグルコース残基の化学シフトは糖鎖の長さに無関係である;(ii)中央

のグルコース残基の化学シフトも糖鎖の長さに無関係である;(iii)還元末のグルコース残基の C-1α と C-

1βの化学シフトは D-グルコースの値と一致する;(iv)非還元末の C-4′の化学シフトもD-グルコースの値

と一致する;(Ⅴ)化学シフトは還元末, 中央および非還元末の三つのグループに分けることができ, β(1-

MethylatedandAcetylatedCellobioses

Acetylcarbony1 AcetylmethVl So】Vent Temperature(℃)Reference

】70.9,17().7,ユ70.5,170.4,】70.3,169.9,169.7,169.6170.8, 170.7,170.5,170,2,169,9,169.6,169.3 20.920.9,20.6 H20H20C6D5NCH2C12CDC13CDC13CDC13CDCl3CH2Cl2CDCl3CDCl3CDC13 roomtemp.30-25253025 491847492050523549505435

OMe-3'OMe-4′OMe-6′OMe-1 OMe-2 OMe-3 OMe-6 AcetVlmethy1 Solvent Tem一光rature(℃)Reference

60.74 60.44 59.48* 55.32 58.46 60.07 59.09* acetonitrile-d 30 45

orCello-0ligosaccbarides(ppm)

reducingend-unit Solvent Tempera-ture(℃) Refer-enCeC-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

α93.0 72.6 72.6 80.0 71,6 61.5 D20 90 63
β97.0 75.4 76.0 80.0 75.4 61.5

α93.2 72.7 72.7 79.9 71.5 61.5 D20 90 63
β97.2 75.4 76.1 79.9 75.4 61.5

α92.9 72.3 72.4 79.8 71,2 61.0 D20 60 31
β96.8 75.0 75.3 79.6 75.9 61.1

α92.7 72.1 72.1 79.5 70.9 60.8 D20 roomtemP. 65
β96.6 75.1 75.1 74.5 75.7 60.8

α92.72 72.06 72.26 79.59 71.04 61.10 D20 78 35
β96.67 75.10 74.97 79.59 75.67 61.56

α92.9 72.3 72.4 79.8 71.2 61.1 D20 60 31
β96.8 75.0 75.3 79.6 75.9 61.2

a92.7 72.0 72.26 79.4 71.0 60.9 D20 roomtemp. 65
β96.6 75.2 75.0 79.4 75.7 60.9

α92.72 72.07 72.77 79.54 71.03 61.10 D20 78 35
β96.62 75.08 74.89 79.59 75.67 61.10

α92.9 72.4 72.4 80.1 71.4 61.2 D20 60 31
β96.8 75.0 75.4 79.9 77.0 61.4
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Fig･11･13C-NMR spectrum ofalow-d･p･celluloseinDMSO-d6at75oC65).
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Fig.12.ComparisonofI3C-NMR spectraofcello-0ligosaccharidesinD20 at60oC65).

4トD-グルコビラノシド結合したグルコース残基の C-4の化学シフト (約 80ppm)は β(1-4)結合のグル

コビラノ-スに特有であり,他のシグナルとは明瞭に分離される｡ これらのオリゴ糖を用いた研究は,Gast

等 65)によるセロトリオ-スおよびセロテトラオ-スの研究 (図11,12,表12)や,Heyraud等31)によるセ

ロトリオースからセロヘキサオースを用いた詳細な研究に発展され,化学シフトの重合度依存性はほとんど

ないことが明らかにされた (図13, 表11,12)｡ セロテトラオース以上の高級オリゴ糖とセロトリオースの

化学 シフトを比較し, (i)重合度の増大につれて, 非還元末端と還元末端のグルコース残基のスペクトルの

シグナル強度が減少すること, (ii)中央のくり返しグルコース残基のスペクトルのシグナル強度が増大する

こと,(iii)セロヘキサオースにおいても,二種の末端グルコ-ス残基の化学シフトは区別でき,四つのくり

返しグルコース残基の24個の炭素に相当する6個の強いシグナルが 得られることを明らかにLTIoまた,
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4532
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Fig.13.Correlationofthe13C-NMRspectraofa)D-glucose;b)cellobiose;C)cellohexaose,
inD20 at600C31).

4 100 80 60

Fig.14.13C-NMR spectrum ofcellodecaoseinDMSO-d6atlOOoC70).

C-1のピークの強度よりセロオリゴ糖の平均重合度を決定できるという報告もあるが63),非還元末 C-1と中

央のくり返し単位の C-1との NOE (核 Overhauser効果)が異なり問題があることが明らかにされた65)｡

以上の実験は蛋水中で行なわれたが,重合度7以上のセロオリゴ糖は水に溶けにくく,他の溶媒 を使用 せ

ねばならない｡Gagnaire等は最近重合度10のセロデカオ-スを用い DMSO (ジメチルスルホキシド)中

で 13C-NMR を測定した70)(図14)｡その結果, スペクトルは上述LT:Heyraud等のセロヘキサオ-スの

スペクトルと難似していることが明らかになった｡特に,この場合,還元末端グルコース残基のシグナルが

ほとんど認められなくなり,くり返しグルコ-ス残基が強調されることから, セロデカオースはセルロース

の良いモデルとなることがわかった｡ また,C-3と C-5の化学シフトは異核種二重共鳴法と重水素同位体

効果を用いて帰属されたO さらに,Capon等52)はセロトリオースからセロペンタオースに致るまでのセロ

オリゴ糖のアセチル化物について 13C-NMR を測定した (図15,表13)｡その結果,化学シフトの重合度依

存性はほとんどないことの他,化学シフトは,非還元末端グルコース残基,還元末端セロビオ-ス残基およ

び中央のくり返しブルコ-ス残基の三種のグル-プに分けられることが明らかになった｡中央のくり返しグ
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Fig.16.13C-NMR spectrum of(A)0-methyl-
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ルコース残基の化学 シフ トはセルロース トリアセテー トと同じ化学 シフ トを示すといわれるが,このことに

ついては後で述べる｡

以上_の結果か ら, セルロ-スの 13C-NMR スペク トルは, D-グルコースおよびセロビオ-スの化学 シフ

トに基づいて帰属することが可能であること,およびセロオリゴ糖がセルロースのモデルとして1-分 有 用

であることが明らかになったといえる｡ 今商敷 ヒ重要なセルロ-スは,セルロースその ものの他アセチルセ

ルロ-ス, カルボキシメチルセルロースや ヒドロキシエチルセルロ-ス等のセルロ-ス誘導体が あげられ

る｡ これ らのセルロース誘導休の 13C-NMR スペクトルを解析するためには, その モノマー 単位の 13C-

NMR スペク トルを帰属する必要がある(, これ らのモノマ-誘導体の '･5C-NMR は Parrondryと Perlin

によって研究 された59-b)｡ 部分カルボキシメチルおよび ヒドロキシエチルブルコ-スの化学 シフトを表14に

示 しT:｡ カルボキシメチル基 とヒドロキシエチル基の置換は共に α炭素の強い非遮へい化 (α-働 果) と β
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Table 13. 13c chemicalShirtsforPeracetatesorα-Cello-0ligosaccharides52) (ppm)

Reducing

Parentsugar Non-reducingandinternalunits unit

a-CdTotriosc

oE{klIotctraose

α-CcTIopentaosc C-Iloo.81
C-2 71.66
C･3 72.86

C■ 67.83
C-5 71.95
C-6 61.56+

C-1100.81
C-2 71.66
CI3 72.87
C-4 67.84
C_5 71.87
C-661.58●
C_1loo.53
C-2 71.95
C･3 72.66
C■ 76.13
C-5 72.86
C-6 62.12

C.】1(泊.81 C･lloo.81
C-2 71.68 C-2 72.09†
C-3 72.92●● C-3 72.80●●

C4 67.85 C■ 76.17
C-5 7).89† C-5 72.80●●
C･6 61.57+ C-6 62.26
C-11(X).54 C･1loo.81
C-2 72.05 C-2 72.05
C-3 72.71 C-3 72.71
C-4 76.)5 C4 76.15
C･5 72.87 C-5 72.87
C.6 62.15 C-6 62.15
CllJ00.53 C-I100.81
C-2 71.95 C-271.95
C-3 72.66 C-3 72.66

C■ 76.13 C･4 76.13
C-5 72.86 C-5 72.$6
C.6 62.J2 C･6 62.12

C･18S.98

C･269.45
C･369.45
C476.17
C･570.80
C-661.32●
C･188.98
C･269.42
C･369.42
C･476.15
C-570.79
C-661.33e
C-I88.96
C-269.40
C･369.40
C.476.13
C･570.80
C-661.34+

Assignmentsorthereasonancesindicatedby*or千maybeinterchanged･

Table 14. 13C-ChemicalShirtsofM ono-0-Carboxymethyl-

and -0-(2-Hydroxyethyl)-D-Glucoses59-b)(ppm)

叫C仇
.
C′○■C一J■C〟C'JC'■仁∫G

2･0･CaTboxymcthy]-a-D･gJucose(17)9J.J
2･0･Carboxymethyl･P･D･glucose(27)96.7
3･OICarboxymethyk･D･glucose(18)92.9

3-0-Carboxymcthy1-8･D･glucose(28)96.7
6･0･CarboxymethyJ-a･D-gJucose(19)92.9
610･Carboxymethyl･P･D-glucose(29)96.8

3･0･(2-HydroxyethyZ)･a･D･glucosc(20)93.4
3-0-(2･Hydroxyethyl)･P･D一glLJCOSC(30)97.2

6･0･(2-HydroxyethyZ)･a･D-glucose(21)93.3
6･0-(2-Hydroxyethyl)･PID･glucose(31)97.2
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炭素のわずかな遮へい (針効果)を引きおこし,その程度はメチル基の場合とよく似ている.従って上に述

べた 13C-NM R スペクトルの解析法は十分一般性があると考えられる｡

4. セ ル ロ ー ス

セ)i/ロースは水に不溶であるためネイティブな状態での 13C-NM R の測定は困難であった｡ セルロ-ス

を可溶化するには次の三種の方法があるO すなわち, (i)可溶なセルロース誘導体をつくる ;(ii)金属アル

カリ錯体を形成させる;(iii)溶媒和させるの三方法である｡ これらの三種の方法で可溶化したセルロース

の 13C-NM R が測定されているので順次述べる｡

まず (i)の可溶なセルロース誘導体をつくり, 13C-NM R を測定した例から述べる｡ この方面の研究は,

アセチル化した酢酸セルロースを用いて,その有機溶媒中での '3C-NM R を測定することから着手された｡

この先駆的な研究は, Dorman と Roberts4g)により1971年になされたが, その後酢酸セルロースの 13C-

NM R は Taravelと Vottero71),Gagnaire等50)や Capon 等52)により測定されてお り,これらの化学シフ

ー 85-
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Table15.13cchemicalShifts

Compound Non-reducingend-unit Ⅰnternalunit
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-1 C-2 C-3 C-4 C - 5 C-6

Cellulose(lowmol.) S - 76.7 70.3 76.9 61,2 102.7 73.2 74.9 80.1 75.1 60.6 l

Compound C-1 C-2 C-3ic-4 C-5 C-6acetylcarbonylacetylmethyl 3

CeHulose 102.5105.2 73.176.4 75.3 79.377.3 80.0 74.777.3 咲).562.9

Cellulosetri-acetate 101.3100.5100.4100.45 76.872.0572.00 73.272,65i 62.676.1572.95 73.0062.12 62.20 171.1,170.7,170.3 21'5 i

S representspeaksobservedasaweakshoulderona一argerpeakorasaveryweak

卜を表15にまとめたL,酢酸セルロースの 13C-NMR スペクトルは先に述べたモデル化合物である 針セロビ

オースオクタアセテ- 卜のスペクトルとよく似ていることが わかる｡ また, lJ13Cl′-Hl′の値が 163士1Hz

と求められているが,この値 もセロビオースの場合とよく一致している｡しかしながら,C-2,3および5な

らびにアセテートのメチル基炭素の分離が不十分で,完全な帰属は困難であった｡次いで, メチル化,カル

ボキシメチル化 およびヒドロキシエチル化したセルロ-ス誘導体について13C-NMRが測定された59-b)(図

16)｡懐やセルラーゼによる部分水解が分離のよいスペクトルを得る必須条件であることが明らかにされたO

また, セルロースの水儀基の反応性が OH-2>OH-6≫OH-3の櫨で減少し,他の測定方法による結果と一

致することが示された｡ ヒドロキシエチルセルロ-スの -3C-NMR については, 無水グルコースに対する

エチレンオキシドの置換度が2.5の標品を用いても測定されており72),p-セロビオースやエ トキシルによる

Fig･17･ 13C-NMR spectrum ofhydroxyethylcelluloseinD20 at75oC72)･
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orCellulose (ppm)

Reducingunit Solvent Temperature(℃) Reference
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

α92.0β96.8 SS S74.9 80.780.7 S75.1 60.660.6 DMSO-d6 75 65

Solvent Temperature(℃) Reference

DMSO/Ⅳ一･methylmorpholine-N-oxide(80/20)CadoXen 100 7334

置換効果に基づく化学シフトを利用して帰属 された (図17)｡ さらに, エチレンオキシドの置換度とポリ

(エチレンオキシド)の鎖長も計算されている｡しかしながら,図17から明らかなように,C-3と C-4およ

び C-2と C-3のシグナルは巾広くしかも重なっており帰属は容易ではない｡

次に (ii)の金属アルカリ錯体を形成させて, 13C-NMR を測定する方法であるが, これに関する研究は

Bain等34)により1980年になされた｡彼 らは,カドキセン (カドミウム･エチレンジアミン溶液)中でのセ

ルロースの 13C-NMR を測定し,同一溶媒中での,メチル α-および β-D-グルコビラノシドとセロビオー

スの化学シフトを比較検討した (図18)｡セルロ-スのシグナルは5本に分離され (C-3とC-5とは重なっ

ている), メチル β-D-グルコシドとセロビオースの化学シフトとよく一致していることが明らかになった｡

カドキセン中での化学シフトは,重水中の場合と比較して 1-2ppm 低磁場へ移動している｡この化学シフ

トの移動は水素結合効果と考えられ, エチレンジアミン申のみの場合より大きい｡また,このシフトはメチ

ル β-D-グルコシドの場合の方がメチル α-D-グルコシドの場合より大きい｡また,113Cd-NMR により,カ

ドキセンとセルロ-ス間の相互作用が研究され, C12と C-3位の水酸基とカドミウムとがキレ- ト性アル

コラ-トを形成せず,水素結合が支配的であることが明らかになった｡ カドミウムイオンは, アミノ基の

pKaを下げ2つのアミノ基と糖のェクアトリアルの2つの水酸基間の水素結合の形成に関与すると考えら

れる｡

60 50 40 30 20 I0 0
P.P,m.

Fig.18.13C-NMR spectrum orcellulosein cadoxen34).
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最後に (iii)の溶媒和させて 13C-NMRを測定する方法であるが,これに関する最初の研究は,Gagrlaire7O)

によって行なわれT=｡彼らは DMSOに可溶な低重合度セルロ-スを用いて 13C-NMRを測定した (図14)o

C-I,C-6および C-4は他のシグナルとは明瞭に分離しており,帰属は容易である｡また,すでに述べたよ

うに,高分子セルロースでは,還元末端グルコース残基によるシグナルは認められないが,低重合度セルロ

-スでは, その存在が確認され,特に C-1のシグナルは明瞭に区別されることが明らかになった ｡ このよ

うに,セルロースの 13C-NMR を帰属する上で, セロオリゴ糖の 】3C-NMR によって得られた 情 報の有用

性が確かめられた O

しかしながら,DMSO のみでは高分子セルロ-スを可溶化することはできず,高分子セルロ-スを完全

に溶媒和して lrうCINMR を測定する方がセルロースの 13C-NMR を研究する上では好ましいと考えられるo

この方面の研究は Gagnaire等70,73)により, セルロースの新しい溶媒を用いて詳細に研究された｡

今セルロースの新しい溶媒には,環状アミン酸化物, パラホルムア)I/デ ヒドを含 む DMSO,アミン-

1)MSO 混合物, ヒドラジン, 液状二髄化イオウ-アミン混合物, ジメチルホルムアミドN204等が開発さ

れている｡彼 らは,まず D-グルコースの β(1-→3)と β(1-4)結合からなるリへこンの構造を解析する途上

で,ALメチルモルフォリン-N--オキシド (20%)-DMSO (80%)系の溶媒を用いてセルロースの 13C-NMR

を測定した73)Oそのスペクトルを図19,化学 シフトを表15に示した｡ その後彼 らはセルロ-スの 13C-NMR

の研究を進展させセルロースの新しい溶媒のうち, (i)N-メチルモルフォリンーN-オキシ ド㌧I)MSO 系 ;

(ii)メチルアミンtDMSO系 ;(iii)ヒドラジンおよび (iv)パラホルムアルデヒトDMSO 系の合計4種の

溶媒を用いてセルロースの 1̀-C-NMR の研究を行なった70)｡棄さもDMSO に可溶な重合度10のセロデカオー

スは,先に3.I)_で述べたように,13C-NMR スペクトル上セルロ-スのモデ)i/化合物として最適であること

が示された｡

S

_ { ､ ＼ ∴ I/_I-J √ _

ppm 1I0 IO0 90 80 70 60 50 40 50

Fig.19.】3C-NMR spectrum ot､celluloseinN-methylmorpholin-N-oxide(20%)-DMSO

(80%)atlOOoCT3)･

まず,(i)の N-メチルモルフォリンーⅣ-オキシドはセルロ-スの良溶媒として知られているOこの溶媒に

ょるセルロースの溶解は通常 100oCでおこり, 加温により加速される｡ この溶液の凝固は室温で2-3時
間放置すればおころ()DMSO は希釈液として用いられる〔)溶液を 100oCで10時間以上放置するとセルロー

ス鎖の切断がおこって分解する｡このことは,粘度測定と 13C-NMRによって明らかにされ,たO彼 らは,バ

クテリアの生合成を利用して調製した C-1と C-6の位置に l:うCが濃縮されているセルロ-スを)机 ､てス

ペクトルの帰属を行なったoまた溶媒および濃縮炭素の T】が求められT=(表16)が,NOE は C-1に対

して 1.8, C-6に対しては2.1であり緩和現象が完全に双極子的でないことが明らかにされた｡C-1の Tl

は 97msecであり,C-6に対しては 65msecであり,他の多糖類で知 られている値とよく一致するO興味

深いことに,セルロ-スが存在する時と存在しない時の溶媒の異なった炭素の T.を決定することによって
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Table16.13CSpin-LatticeRelaxationTimes(r l) (SeC)ofCelluloseand

Cellobiose(A),andCelluloseSolvent(B)at800C70)

(A)

(B )

Sample
l･lC el C･l CLl-C.-,C4Lld

5%enriched13ccellulosesolutioninDMSO-̂[-methy1 97 (;5

morpholine･Nl0Xide(50/50)

17%cellobiosesolutioninDMSOIN-111ethylIllt)rPholine･N1 1'10 120
oxide(50/50)

34%CellobiosesolutioninpureDMSO 3'ltJ3.iO ;L'O lllO

Sample DMSO ル･methylmorpholine-〟-oxide
13c cIi3-S0- -0-CH21 N-CH2- N-CH3

1)MSO

N･melhylmH叩hotine-N-
oxidehydrate

DMSO-JV-lr-elhyJ

morl)hUlinc･N-oxide
t50/50)
3..F')%ce日ul()sesolutionin

DMSO-〟-methyl

morpholine-1VIOXide
(50/50)
7%cellulosesolutionin

DMSO-〃一methyl

morpholine二N･oxjde
(50/50)

日11

().7 0.7 日51

9.:i L2..E-) .i.1 二川

tL:! 1.4 1･暮 1,6

7.7 1.1 1.1 1.5

rl値が大きく変化することが明らかになった｡ このことは,溶媒分子の運動が比較的遅く, セルロース分

子と望ましい相互作用をしていることを示している｡温度の上昇は分子運動を激化するので Tl値を増大さ

せる｡ C-6の rlが理論値 (C-1の rlの1/2)と異なっていることは,80oCではヒドロキシメチル基が

C-5-C-6間の結合の回りに自由回転していることを示している.

次に (ii)の16.5%のメチルアミンを含んだ DMSO 系では,低温でもセルロースを溶解することができ

る｡ しかし,溶液の粘度が高いため,13C-NMR スペクトルは シグナルの分離はよいが 巾広いピークを示

す｡

また (iii)のヒドラジンはセルロースの良溶媒であり, ヒドラジン (90%)-DMSO (10%)の溶媒中の

13CINMR スペクトルが測定された｡その結果,ヒドラジンはセルロ-スと強い相互作用を示し,他の溶媒

よりシグナルの分離が良く,特に C-2,3および5では著しく良いことが明らかになった｡ ヒドラジンはセ

ルロースの OH-2と OH-3と反応していることを示している｡

以上,(i)～(iii)の溶媒系での化学シフトから,セルロースはこれらの溶媒中では化学的に置換を受けてお

らず,(i)-(iii)の溶媒系はセルロースの真の溶媒といえる｡

最後 に (iv)のパラホルムアルデヒトDMSO 系では, セルロースの C-2,C-3および C-6の3つの反

応サイトが置換されたセルロース誘導体に特徴的な 13C-NMR スペクトルが得られている｡ この置換反応

は三つの反応サイトのうち主として C-6におこるが,スペクトルの分解能が悪く,定量は行なわれていな

い｡従って,この溶媒系はセルロースの英の溶媒とはいえないことがわかった｡

以上の溶媒の他に水酸化ナトリウム溶液中での 13C-NMR が測定されたが,シグナルの分離が良くなく,

特に C-2,3および5は惑い｡ このことはセルロースに対する水酸化ナトリウム溶液の貧溶媒性を示してい

る｡上記の各溶媒中での化学シフトを図20に示した｡

また,C-1および C-6に 13Cが濃縮きれたバクテリア起源のセルロ-スを用いて 13C-H および 13C-13C

のスピン-スピン結合定数が測定された (表17).C-2と C-5がおの串の C-1,C-6とスピン-スピン結合す

ることを利用して,C-2,3および5のシグナルを帰属することができる｡
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Fig.20.Comparison of13C-chemicalshiftsofcellulosein varioussolvents70).

(l),Sodium hydroxideat20oC;(2),DMSO-methylamine(85/15)at20oC;(3),

DMSO (Oligomers)at80oC;(4),DMSO-hydrazine (10/90)at80oC.

Table17･ CouplingConstants(Hz)I13C_HandJ13C_13CDeterminedin

13C EnrichedCelluloseinVariousSolvents70)

N-methyl
morpholine-
N-oxide-DMSO
(50/50)

Methylamjne- Hydrazine-
DMSO(16.5/83.5) DMSO(90/10)

JcトHI
Jc2_H2
Jc3_H3
Jc4_H4
Jc6_Ht, 4

0
9
1
4
八U
8

6
3
4
一17
一寸
Jr

1
I
-
1
1
1

161.7

139
116
140.4
45

156

5. 化学 シフ トの pH,温度,および溶媒依存性

化学シフトの pH 依存性は,Dorman と Roberts49)によりはじめて検討された｡遊離グ)i/コ-スの化学

シフトは 1Ⅳ 水酸化ナトリウム水溶液中でも中性の時とほとんど変化が認められず, 1.5Ⅳ 水酸化カリウ

ム水溶液中でもβ-アノマーがほとんど増加しなかった｡また,メチル α-および β-D-グルコビラノシドに

おいても, lN水酸化ナトリウム水溶液中で 0･2ppm の低磁場シフトが認められるにすぎなかったOその

他のグルコシドやグルコース誘導体についてはまだ研究がなされていない｡

化学シフトの温度依存性はセロビオースについて Heyraud等31)により詳細に研究された｡温度の上昇に

併ない, セロビオ-スのすべてのシグナルは低磁場シフトすることが明らかになった (図21,表18)｡ 図か

ら明らかなように, すべてのシグナルの化学シフトは直線の温度依存性を示し, 60oC 以上なら,化学シフ

トの温度依存性の傾きは同一になる｡ この温度の効果は溶媒和の程度に依存するところが大きく,分子のコ

Table18･ TemperatureDependencethe13c chemicalShifts31)

Com-
pound̀ C-1′C-1α C-1β C-2′ C-2a C-2β C13′ C-3α C-3β C-4′C-4(yC-4β Cl5′ C-5° C-5β Cl6′ C･6α C-6β

Ma】to8e - 000650.00780.00880.00870.00900.00950.00420.00490.0116 1
Cell- 0.0460.0068000720.00820.00850.(畑050.01040.(X)790.00820.0101 -
ob10Se

0.00760.01010.00930.01110.01110.0111
0.00670,0071 0.(カ610.01010.01290.0129

8A∂ppmaregivenlndegrees
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Fig･21･ Temperaturedependenceof13C-chemi calshiftson cellobiose").
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Fig･22･ Variation of13C-chemi calshiftswith solventon ce-1obiose31).

100% D20
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ンホメ-ションに依存することはあるにしても小さいと見積られたOまた,温度が上昇するとシグナルの線

巾が狭 くなると期待され,高温で測定されることが多いが,カルボキシメチルセルロースの場合のように温

度上昇の効果がほとんどない場合もある28)ので注意を要する｡

化学シフトの溶媒依存性はセロビオースについて上記同様 Heyraud等31)によって検討された (図22)0

DMSO から100%重水に移行していくに従い化学シ7卜は低磁場シフトする｡還元末端グルコ-ス残基のC-

3′と C-5′の溶媒依存性の層線が交差する｡N-メチルモルフォリン-N-オキシドとDMSO 系の溶媒で可

溶化したセルロ-スの化学シフトもDMSO の含量に依存することが報告されているoまた,カドキセン溶

液中でのP-D-グ)i/コースおよびメチルp-D-グルコースの化学シフトやセルロ-スの 13C-H および 13C-13C

のスピン-スピン結合定数70)においても溶媒依存性が認められている｡

現在,化学シフトやスピン-スピン結合定数の pH,温度および溶媒依存性についての研究は十分に解明

されたとはいえず,この方面の研究の発展が望まれる｡今,発表された化学シフト間にかなり大きな差が認

められる｡それにもかかわらず,われわれが測定した化学シフトはこれまでに発表された化学シフトの変動

の範囲内に入っており,帰属は困難ではなかった｡ しかし,この帰属は既知化合物について行なったもので

あり,未知化合物の化学シフトの帰属を正確に決定するには細心の注意を必要とし,特に lppm 以下の化

学シフト差を論じる場合は,pH,温度や溶媒等の因子に十分注意を配る必要があると考えられる｡

6. 固体高分解能 NMR

これまで, セルロース系糖質の 13C-NMR について述べてきたが, 本来セルロースは固体であり,植物

体内ではヘミセルロースや 7)グニン等の他の成分との複合状態でこそ,その存在価値をもつ o 従 って, 浴

液状態で得られた結論をそのまま固体状態に帰納してよいか疑問である｡ この疑問点の解決法として固体高

分解能 NMR が注目されている｡固体の高分解能 NMRに関しては,これまでに優れた総説があり,測定

原理や問題点について詳しく述べ られて いる74-76)｡固体高分解能 NMR の測定法 としては, マジック角

度試料回転法, 交差磁化法および多蚕パルス法の三種の方法が開発されており,前二者の方法が 固体セル

120 100 80 60 40

S (pprn)
120 日⊃0 80 60

S (pprn)

40

(o) (bl

Fig.23.Crosspolarisation/magicanglespinning13C-NMRorcellulose77)･ (a)-Ⅰ,Cellulose

I;(a)-ⅠⅠ,CelluloseII;(b)-CFI,NativeWhatmanCF-I;(b)-Amorphous,Amorphous
cellulose.
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ロIスの NMR の測定に適用されT:｡ このセルロ-スの固体構造研究 への 13C-NMR の適用は,Atalla

等77,78)と EarlとVanderHart79)の二つの研究 グル-プにより全く独立に行なわれ, J･Am･Chem･Soc･

誌に同時に発表された｡まず,Atalla等の研究結果より述べる｡セルロースの最 もポピニラ-な結晶形には

セルロースⅠとセルロースⅡがあり, Ⅰは天然セルロ-スに認められ, Ⅱは天然セルロ-スをマ-セル化し

たセルロ-スかあるいは天然セルロ-スをいったん潜解した後再生しT=セルロ-スに認められることが知ら

れている｡これに対して,彼 らは85%リン酸に潜解した重合度60のセルロ-スを 170oCでグリセ1)ンで再

生するとセルロースⅠ,室温下で水で再生するとセルロースⅡが生成することを見出した｡そこで,このよ

ぅにして調製した二種のセルロ-スの試料を用いて固体高分解能 NMR が測定された (図23-a)｡ Ⅱでは

C-1および C-4のシグナルが強度のほぼ等しい二つのピークに分裂している｡ これは,隣接するグリコシ

ド結合が等価でなく,結晶中にあってはセロビオ-ス単位を基本的なくり返し単位として考えるべきである

ことを示している｡一一万Ⅰでは,Cllのシグナルは二本に分裂しているが,C-4にはこのようなシグナルの

分裂は認められない｡ しかしながら, Ⅰにあっても,セロビオースを基本的なくり返し単位とすべきと彼 ら

は提唱し, ⅠとⅡのスペクトルの相違は両者の分子鎖コンホメーションの違いを反映していると考えられて

いる｡一方,非晶セルロースの場合には (図23-b),このようなシグナルの分裂は認められず,C-4と C-6

のシグナルは巾広くなると同時に高磁場シフトしている｡ 以上のスペクトルを比較検討しT=結 果, 結 晶形

Ⅰの C-4および C-6の高磁場側の巾広いピークのすそ部分がそれぞれ非結晶状態の C-4および C16に起

因することが明らかにされた｡ここで用いられたマジック角度試料回転法では,高分解能シグナルを執 ､か

くす核間の双極子一双極子相互作用や化学シフトの異方性が消失されるo従って, この方法では回転の効果

が著しくあらわれる｡

一方,EarlとVanderHartによる論文は, 前述の Atallaの論文に引続いて掲載されているo彼 らはセ

ルロースⅠの固体試料として WhatmanCF-Ⅰを用いてマジック角度試料回転法により13C-NMR を測定

･ ･ ･ ･ ･pJ･

3Hz 3Hz5Hz4Hz4,14Hz △l/rT2C)

l l I l l I J l l J A A I A A I
I20 100 80 60 40 ppm(TMS)

Fig.24.Crosspolarl'sation/magicanglespinning13CINMRofmicrocrystallinecelluloseI79)･
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した｡図24にそのスペクトルを示す｡彼らのスペクトルは Atalla等と類似性を示したが,C-1のシグナル

の分裂は積算時間の短い場合を除いて認められなかった｡ しかし, C-4の高磁場側の巾広いピークと C-6

の高磁場側のすそ部分が認められた｡ これらのシグナルは,試料を 140oC で40時間減圧乾燥しても変化が

認められないので,水和によるのではないと考えられた｡また,これらのピ-クの緩和時間は鋭いピ-クの

C-4,C-6に比較して短かい｡以上のことから,WhatmanCF-Iには運動性の異なる二種のゲルコ-ス残基

が存在し,一方が結晶領域に他方が非結晶城か ミセルストリングの外側の表面にそれぞれ存在すると考えら

れた｡

7. お わ り に

1969年に測定を開始された糖質の 13C-NMR は,わずかこの 12年間にめざましい進歩をとげた｡特に固

体高分解能 NMR の出現により, セルロースないしその誘導体を固体状態のまま同定したり性質を明らか

にすることが可能になった｡セルロ-スは,化学的にはグルコ-スが β(1-4)結合したホモポリマーである

にすぎないが,非常に複雑な系であり,今後セルロースの 13C-NMR の分野のさらなる進歩が期待されるO

今回はセルロースをとりあげその 13C-NMR についてまとめたが, その他の植物性多糖についても,順次

まとめていき,植物性糖質における 13C-NMR の研究の集大成をしたいと思っている｡
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