
1. はじめに

重合度がそれぞれ6，7，8である，α -シクロデキスト

リン（α -CD），β -シクロデキストリン（β -CD），γ -シク

ロデキストリン（γ -CD）は，そのドーナツ状分子の空洞

の内部に様々な物質をそれぞれ特異的に取り込んで包接化

合物をつくることがよく知られている。1) これらは，この

性質を応用することで，医薬品や香料の安定化，食品の乳

化などの用途に利用されている。しかしながら，重合度9

以上のシクロデキストリンの包摂機能についてはあまり研

究がなされていなかった。2)

1996年鷹羽らにより，直鎖のアミロースに，馬鈴薯由

来のD-酵素（disproportionating enzyme or 4-α -glucan-

otransferase, EC2.4.1.25）を作用させると，分子内転移

反応が触媒され高重合度の大環状（1→4）-α -D-グルカン

（高重合度のシクロデキストリン）が合成されることが見

出された。3) その重合度は17以上で，大きいもので数百に

及ぶ。この高重合度のシクロデキストリン（シクロアミロ

ースと呼ばれることも多い）においても，さまざまな物質

を特異的に包接する特性があると考えられる。本研究の目
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Complex formation of large-ring cyclodextrins (CDs) having DP21-32 with iodine in aqueous

KI solution was studied by isothermal titration calorimetry (ITC). When the individual CD is

shown, the term CDn is used, where n represents the degree of polymerization. For CDs in the

DP range of 21-32, the curves obtained for the titration of the CDs with iodine can be analyzed

by a model assuming 1:2 complex formation with identical interacting sites. For the case of

two identical interacting sites, the binding constants K1 and K2 (K1＜K2), defined relative to the

progress of saturation, lie in the range 0.7 to 7.3×103 M－1 and 3.0 to 62.6×103 M－1, respectively.

The values of ∆H2 and T∆S2 lie in the range －34.9 to －136.4 kJ mol－1 and －15.5 to －112.8

kJ mol－1, respectively. The largest values for －T∆S2 obtained for a CD26 can, in part, be attributed

to a large decrease in conformational flexibility of the CD which occurs during complex formation.

Based on ITC data, conformational changes in CD26 which are induced as the results of the

formation of a CD-iodine inclusion complex are discussed in terms of the recently reported crystal

structure of CD26.
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的は，CDとヨウ素の包接化合物形成について，等温滴定

型熱量計（ITC; Isothermal Titration Calorimeter）を用

いた熱力学的手法により解析し，高重合度のCDの水溶液

中における包接機能についての基礎的な知見を得ることで

ある。4) 本解説では，従来知られているα -CD，β -CD，γ -

CDも新たに発見された高重合度のシクロデキストリンも

共にCDと略し，下つきの数字でその重合度を表わすこと

とする。実験で使用したCDは，CD6（α -CD），CD7（β -

CD），CD8（γ -CD），CD21からCD32の単一重合度の試料

と，高重合度のCDの混ざった重量平均重合度120のCD120

である。

2. 熱測定

ITCは反応のエンタルピー変化を測定する一方法で，反

応に伴う発熱，吸熱による系の温度変化を測定する。温度

変化は，ジュール熱により熱量に換算される。ITCによる

一回の測定で，結合定数Kと反応のモルエンタルピー変化

∆Hを同時に決定することができる。断熱ジャケットの中

には太鼓型の試料セルと比較セルがある。比較セルには水，

試料セルにはCD溶液を充填する。ヨウ素溶液による滴定

はコンピュータ制御で行われ，一定回数，一定量，一定間

隔で実行される。測定中のセルは一定温度に保たれ，シリ

ンジは400 rpmで回転し，試料セルを撹伴しながら滴定

を行う。試料溶液の濃度は，30～111 µMで，試料により

最適な飽和曲線が得られるように濃度を調節した。ヨウ素

溶液の濃度は，I2：5.4 mM，KI：200 mMで滴定を行

った。また，ヨウ素溶液と熱容量をそろえるために，各

CD試料200 mMのヨウ化カリウム水溶液に溶かして測定

を行った。測定温度は20 ℃であった。滴定条件は，270

秒ごとに10 µ1を25回滴定するか，あるいは270秒ごと

に7 µlを35回滴定するかのどちらかで，最適な飽和曲線

が得られるように適宜選択を行った。試料セルにヨウ化カ

リウム水溶液のみを入れて，ヨウ素溶液で滴定をして，ヨ

ウ素溶液のヨウ化カリウム水溶液に対する希釈熱の測定を

行った。各試料溶液の測定データは，希釈熱のデータを差

し引いた後で解析を行った。解析は，結合モデルに従って

行い，専用のソフトウェア（ITC Data Analysis In

OrlginTM）を用いて解析を行った。

3. 結合モデル

3.1 非協同的結合モデル

このモデルでは同等でそれぞれが独立した結合サイトを

n個有するホスト分子Mに，リガンドXがn個結合すると

仮定する。解析は以下の式に基づき，非線形最小二乗法に

より行った。

nMt∆HV0
Q＝ ─────── ・

2

Xt 1             Xt 1   2 4Xt
1＋───＋──── － 1＋───＋──── －──── (1)

nMt nKMt nMt nKMt nMt

ここで，Q：反応により発生または吸収された熱量，K：

結合定数，n：結合サイトの数，V0：サンプルセル容量，

Mt：セル中の全ホスト分子（CD）濃度，Kt：セル中の全

リガンド分子（Xt）濃度，∆H：結合のモルエンタルピーで

ある。

3.2 協同的結合モデル

このモデルでは，同等である二つの結合サイトを有する

ホスト分子Mに，リガンド分子Xが協同的に結合すると仮

定する。すなわち，二つの結合サイトは同等で，区別する

ことはできないので，Fig.1のように飽和するまでに二つ

の道筋が存在する。ここで，Ka＝Kc＝K1，Kb＝Kd＝K2と

いう固有の結合定数K1，K2を定義する。これらの値がそ

れぞれの結合過程における本来の親和力を与える。i個の

ヨウ素分子が結合しているシクロデキストリンの濃度，

［MXi］は，遊離のシクロデキストリン濃度，［M］で記述す

ることができるから，i個のヨウ素分子が結合している全

てのシクロデキストリンのフラクション，Fi は以下のよ

うになる。

1       K1[X ]        K1K2[X ]2

F0＝─ F1＝──── F2＝────── (2)
P P P

P＝1＋K1[X]＋K1K2[X]2：遊離のヨウ素（I3－）濃度

ここで，Pは統計力学における分配関数にあたるもので，

系のとり得る状態確率の総和を示している。

Xt＝[X]＋Mt (F1＋2F2) (3)

Q＝MtV0{F1∆H1＋F2(∆H1＋∆H2)} (4)

解析では，まずK1，K2の値を割り当てて，式(2)と式(3)

から各フラクションを決定する。そして，式(4)により結

合のモルエンタルピー∆H1と∆H2を決定する。この手順

を繰り返して最適なパラメータを得る。

4. 測定結果と解析

Fig.2は，609 µMのCD6溶液を270秒ごとにヨウ素溶

液10 µ1で25回滴定した場合の実測データである。Fig.3

と Fig.4はそれぞれ，49.2 µMのCD26と30 µMのCD120

の溶液を，270秒ごとにヨウ素溶液7 µ1で35回滴定した

場合の実測データである。各図の上側の図(a)は，実際に

得られた測定シグナルで，一つのピークが一回の滴定に対
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応している。各CD溶液とも発熱反応が観測された。滴定

が進むにつれて，各CDの結合サイトが飽和に近づいてい

き，発熱ピークは小さくなっていく。これらのピークの面

積は熱量を意味するので，各ピークを積分し，縦軸に滴下

ごとのヨウ素1モル当たりに換算した熱量，横軸にセル中

に存在するCDに対する総ヨウ素量のモル比をとり，プロ

ットしたものが，各図の下側の図(b)である。点は各ピー

クに対応する実測値である。実線は，結合モデルにより描

かれた理論曲線である。希釈熱は，0.1 µJ S－1程度と非常

に小さな発熱ピークとして観測されたが，各CDのデータ

から差し引くことで希釈熱の補正を行った。CD6，CD7，

CD8のデータを，結合モデルA（非協同的結合モデル）に

よる解析を行い，結果をまとめたものがTable 1である。

CD8については，ヨウ素の希釈熱とほぼ同等の熱量しか検

出されず，CD8とヨウ素イオンの相互作用はほとんどない

と考えられる。結合サイトの数ｎの値は，CD6，CD7とも

にほぼ1となっている。CD6とCD7それぞれ1分子に対し

て，ヨウ素分子が1分子結合して包接化合物を形成してい

ることがわかる。CD6とCD7とでは結合定数Kの値が2桁

異なり，大きな差がみられた。これにより，CD6の方が

CD7よりもヨウ素を包接しやすいことがわかる。結合のモ

ルエンタルピ-∆Hは，CD6はCD7より約2倍大きいことが

わかる。

Fig.3で示されるCD26の滴定曲線の形状はFig.2のCD6

の場合と大きく異なる。CD26では，最初の数回の滴定に

おいて，滴下が進むにつれて発熱がいったん大きくなって

おり，その後飽和していく。このような曲線の特徴はCD21

からCD32までの高重合度CDすべてにおいてみられた。こ

れらの滴定データの解析をCD6，CD7で用いたモデル（モ

デルA）で行ったところ，理論曲線を適合させることはで

きなかった。このことから，CD21からCD32では，非協同

的な結合様式ではなく，2個の結合サイトを有し，結合サ

イト間に相互作用があるという協同的な結合様式（モデル

B）で解析をおこなった。解析から得られるのは，Fig.1

において定義している固有の結合定数K1，K2，および結

合のモルエンタルピー∆H1，∆H2である。K1とK2の値は，

0.7～7.3×103と3.0～62.6×103 M－1の値をとり，各CD

ともK1の値よりもK2の値の方が大きかった。エンタルー

については－34.9～136.4 kJ mol－1の値をとり，結合定

数同様，∆H1より∆H2の方が大きかった。CD24とCD26に

関しては，再現性を確認するために数回の測定を行った。

Fig.5は，CD21からCD32のK1およびK2をグラフにし

たものである。K1に比べK2の値の方がすべてのCDで大

きいが，CD24ではK2の値は特異的に大きいのがわかる。

CD21からCD23の2分子のヨウ素との結合は，二つとも非

常に弱いにもかかわらず，CD24では急に二つ目のヨウ素

との結合が強くなっている。CD25以降は重合度の増加と

ともにK2値は増加していく傾向がみられるが，CD26では

K2値の増加はそれほど大きくはなっていない。CD24での
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Fig.1 Model for the complex formation of CD21 to

CD32 with I3－.

Fig.2 Experimental data for titrations of 10 µL aliquots
of 4.78 mM I2 containing 200 mM KI into a 0.609
mM aqueous solution of CD6 containing 200 mM
KI solution at 20℃.4) 25 Injections of the iodine
solution were made at 4.5 min intervals. (b): data
points obtained by integration of the injection
peaks, and the titration curve (solid line) obtained
by fitting the data points.
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結合定数の値は，単純に重合度に伴う増加ではなく，固有

な理由によるものだといえる。

Fig.6は，次の熱力学の関係式（∆G2＝RT lnK2，∆G2＝

∆H2－T∆S2）から計算したギブスのエネルギー∆G2とエ

ンタルピー項∆H2とエントロビー項－T∆S2を重合度に対

してプロットしたものである。図から∆H2と－T∆S2から

の∆G2への寄与がちょうど打ち消しあっている結果，∆G2

が小さな値になることがわかる。このような現象は，

“compensation effect”と呼ばれるもので，CD6やCD7と

種々のリガンド分子の包接，5) あるいはタンパク質とリガ

ンドの結合6)など多くのリガンドとレセプターの相互作用

について見出されている。

さて，複合体形成に伴うエントロピー変化量の大きな減

少はなにを意味するのであろうか？ヨウ素分子の包摂に伴

う自由度の減少，あるいはCDのフレキシビリティーの減

少が示唆される。しかし，∆Sに影響を及ぼす要因として，

水分子の存在も無視できない。水溶液中では，CDは最初

から水分子を包接していると考えられる。したがってヨウ

素が包接される時には，その水分子は追い出されることに

なる。その結果形成される水分子のクラスター形成にとも
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Table 1 Thermodynamic parameters obtained for CD6 andCD7 with iodine systems.

CD n
K ∆H ∆G T∆S

mM－1 kJ mol－1 kJ mol－1 kJ mol－1

CD6 1.02±0.01a 145±2.00 －28.2±0.04 －29.0±0.03 0.80±0.01

CD7 1.04±0.05 1.70±0.10 －15.0±1.09 －18.1±0.20 3.10±0.80

a The error is the estimated uncertainty of each value.

Fig.4 Experimental data for titrations 7 µL aliquots
of 5.38 mM I2 containing 200 mM KI into a 0.030
mM aqueous solution of CD120 containing 200
mM KI solution at 20 ℃. 35 Injections of the
iodine solution were made at 4.5 min intervals.
(b): data points obtained by integration of the
injection peaks, and the titration curve (solid
line) obtained by fitting the data points.
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Fig.3 Experimental data for titrations 7 µL aliquots
of 5.38 mM I2 containing 200 mM KI into a
0.0492 mM aqueous solution of CD26 containing
200 mM KI solution at 20 ℃.4) 35 Injections of
the iodine solution were made at 4.5 min intervals.
(b): data points obtained by integration of the
injection peaks, and the titration curve (solid
line) obtained by fitting the data points.
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なう∆Sの増大を考えることができる。一方，∆Hは，ヨウ

素の包接（発熱）と水分子の追い出し（吸熱）による熱量変

化の合計であり，CD26の場合その差が大きいと考えられ

る。最近，CD26の単結晶のX線構造解析がなされ，その

原子レベルでの構造が明らかになった。Fig.7(b)にその構

造を示す。7) 61-helixの2巻きからできる数字の8の字様の

構造であり,キャビティーを二つ持つので，丁度二つのヨウ

素イオンあるいはヨウ素を包摂できることが示唆される。

一方，小角X線散乱法とコンピュータモデリングで予想さ

れる構造はかなりランダムな構造（Fig7(a)）である。2,8)

すなわち，ヨウ素を添加することにより，結晶構造のよう

なコンパクトな構造への変化がおこったと考えている。

今回はCD9からCD20については実験をおこなわなかっ

たが，この間にnの値が1から2に変わる境界重合度が存

在するとしたら非常に興味深い。一方，重合度33以上では，

2個以上のヨウ素イオンとの相互作用が示唆され，また重

合度38では特異的な挙動を示すことが明らかにされた。9)

さらに高重合度のCD120では，いったん発熱が増加するよ

うな特徴的な滴定曲線が観察されず，単純なモデルAで解

析することができた（Fig .4参照）。K＝1.33×106M－1，

∆H＝－65.3 kJ mol－1，n＝13.5の値が得られたが，これ

らの値は，高橋らにより求められた直鎖のアミロースとヨ

ウ素の相互作用の熱力学パラメータ10)とよく一致している。

すなわち，CDの重合度が非常に大きくなると，環状であ

ることの構造上の制約が少なくなり，直鎖のアミロース分

子と同じような包摂挙動を取るものと考えられる。

今後は，ヨウ素以外の様々な物質との包接化合物形成に

ついても調べていく必要があるが，他のリガンドにおいて

も，それぞれ特徴のある結果が得られると考えている。事

実，Sodium dodecyl sulfateやsodium myristoyl sulfate

などの界面活性剤と高重合度CDは複合体を形成するが，

結合様式や熱力学的パラメータは異なることが見出された。

本研究で得られた基礎的な知見をもとに，今後，高シクロ

デキストリンの包接機能の全容解明に向けた研究を進めた

いと考えている。
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Fig.5 DP dependences of K1(■) and K2(●) at 20℃
for CD21-32.

Fig.6 DP dependence of ∆G2(▲ ), ∆H2(■ ) and

－T∆ S2(●) at 20 ℃ for CD21-32.

Fig.7 Solution(a)2,8) and crystal(b)7) structures of CD26.
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要　　旨

本報は，大環状シクロデキストリン（重合度21から32

のシクロデキストリンであり，CD21のようにCDの後に

数字をいれ略号でしめす。）とヨウ素の包接化合物形成に

ついて熱力学的な解析を行った結果の解説である。CD6，

CD7がヨウ素と1：1で結合するのに対して，CD21から

CD33では，1：2の協同的な結合モデルではじめて解析で

きることがわかった。すなわち，最初のヨウ素分子の比較

的弱い結合の後で，次のヨウ素分子の結合が強くなること

が明かとなった。また，CD24およびCD26のヨウ素との包

接では特異的な熱力学パラメータが得られたので，その結

果の解釈を構造の観点から試みた。
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