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断熱型熱量計を用い た エ ン タル ピー
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　　 The 　enthalpy 　relaxation 　rates 　of 丘 eeze
−dried　bovine　serum 　albumin （BSA ）with 　or 　without

asmall 　 amount 　 of 　water 　were 　investigated　in　a　temperature 　 range 　of　50−300　K 　by　using

adiabatic 　calorimetry 　While　not 　found　in　anhydrous 　BSA ，　spontaneous 　enthalpy 　relaxation 　was

observed 　due　to　a 　glass　transition 丘 om 　120K 　to　180K 　in　BSA 　with 　l，85 ％ moisture ．　A 　typical

glass　transition　temperature　in　the　wide 　enthalpy 　relaxation 　range 　was 　estimated 　as 　 155　K

based　on 　an 　empirical 　interpretation．　Since　globular 　proteins　with 　a　small 　amount 　of　water 　are

generally 　 immobilized　at 　 room 　temperature ，　 this　 low−temperature　 glass　 transition　is

interpreted　as　attributed 　to　the　rearrangement 　of 　water 　molecules 　within 　BSA ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Oct，14，2005；Accepted　Nov．23，2005）

緒 言

　非晶質状態に あ る製剤 ・食品成分 の 貯蔵性は ガ ラ

ス
ー

ラ バ ー
転移温度（Tg）を境に著 し く変化す る 】2＞．

処 以下 に ある非晶質は 並 進 に 基 づ く分子 運動が抑

制 され たガ ラ ス 状態に あ り，劣化要 因 となる化学反

応 及 び 物 理 的変化速度は停滞する．し か し，Tg以 上
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［Key 　words ： Adiabatic　calorimetry ，　 Enthalpy

relaxation 　rate ，　Glass　transition，　Bovine　serum

albumin ，　 Water； 断熱型熱量計，エ ン タル ピー緩

和速度 ガ ラ ス 転移 牛 血清 ア ル ブ ミ ン ，水亅

の ラ バ ー状態に な る と分 子運動 は顕著に増加す る

た め，長期安 定性 は期待 で きな い ．一
般 に ， 製剤 ・

食品成分 の 毀は水分含量 によ っ て 著 し く変化 す る．

こ の Tg変化 は溶質一水 2 成 分系状態 図 にお けるガラ

ス 転移曲線 と して 整理 され て お り 1・2），ガ ラ ス 転移

曲線以下 にお い て溶質 と水 とは共 に ガ ラス 状 態 に

あ る と理解され て き た ．

　製剤や食品 の 主成分 と して広範 に含まれ る水溶

性 タ ン パ ク 質 は ヘ リ ッ ク ス な どの 周 期構 造領 域 と

ラ ン ダム コ イ ル の 非晶質領域 と か らな る半結晶性

高分子で あ り ， 非晶質領 域は水分含量及び温度 変化

に よ っ て ガ ラ ス 転移する 3
．
5），上述の 解釈 に よ る と，

Tg が室 温以 上 の ガラ ス 状態 にある乾燥 タ ン パ ク 質
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は ，長期間安定 な常温保存 が可能 で あると期待 され

る ．し か し タ ン パ ク質がガ ラス 状態 にあ っ て も加水

分解な ど水 の 関与す る劣化反応 は容易 に進 行 す る

こ とか ら，水がまだ高い 分子運動性 を残 し て い る と

考 え られ る よ うにな っ た 6・7）．事実，ガラ ス 状 態に

あ る 水分子 はわずか 1mm の 距離 を拡散す る の にお

お よ そ 1012secもの 時間 を要す る と見積も られ て い

る が 8〕，ガ ラス 状態の 水溶性 高分子 に含まれ る水分

子 は 1mm を 1sec以 下 の 時間 で 拡散可能 で あ る こ と

が NMR 測定を通 じ て 示唆 され て い る 9）．また，タ

ン パ ク質水溶液状態に お い て ，250〜260K に存在

する 最大 凍結濃縮相 の ガ ラ ス 転移温度 （Tg’） 1°・11）

の 他に ，タ ン パ ク質と直接水素結合 し た水和水 の ガ

ラ ス 転移 と考え られ る Tgが 160〜200K で 確認 され

て い る 12’14）．し か し乾燥状態に あ る 低水分含量 の タ

ン パ ク 質に お い て 水和 水 に 由来 す る ガ ラ ス 転 移が

確認 された例は無い ．こ れ は，ガ ラス 転移に 伴 う応

答が非常に 小 さく，示差走査熱 量計な どガ ラ ス 転移

を調べ る
一

般的な測定手段 で は 捉 え られ な い ため

と考え られ る，

　 通常は 識別 し難い ガ ラ ス 転移 を も捉え る 事が可

能な測定手段と して ，断熱型熱量計を用い た エ ン タ

ル ピー
緩和速度測定が あ る が ，タ ン パ ク質に含まれ

る水 の ガ ラス 転移を調 べ る 目的で こ の 手法 が適用

さ れ た 例 は無か っ た ．本研究 で は 牛血清ア ル ブ ミ ン

（BSA ）を試料 と し，断熱型熱量計を用い た エ ン タ

ル ピ ー緩和速度測定 に よ っ て BSA に含ま れ る 水 の

Tgにつ い て検討 した 15），

材 料および方法

1 ，　言式　米斗　調　製

　 凍結乾燥 に よ っ て 調 製され た BSA 試薬 （fraction

VSiきma 　Co，　LLdi＞を 用 い た ．標 準品 の 水分含量 を

カ
ー

ル フ ィ ッ シ ャ
ー法 に よ っ て 調 べ た と こ ろ

1．85 ％ （wfw ） で あ り，本研究で は これ を 含水 BSA

試料 と した r 方，室温 に て 1週 間以上真空乾燥し，

ほぼ完全 に脱水 した BSA を無水 BSA と した．試料

容器 にそれ ぞれ数 g を封入 し，東京工 業大学小國研

究 室既設 の 断熱型熱 量計 に設置 した，

2　エ ン タル ピー緩和 速度測定による ［
g
の 決定

　ガ ラス 転 移は緩和現象で あ り ，
ガ ラス 状態 に ある

物質 を昇温熱容量測定する と，Tg近傍温度に お い て

熱履歴 に依存 し た エ ン タ ル ピ ー
緩 和 が 認 め られ る

（Fig．1｛aD ．断熱型熱量計に よる熱容量測定で は，

10K ！min 程度 の 急冷 （Process　A ） に よ っ て ガ ラス

化 した物質には発熱の （Process　B ），20mK ！min 程

度 の 徐冷 （Process　 C）によ っ て ガ ラ ス 化 した 物質

には吸熱 の （Process 　D ） エ ン タル ピー緩和が起 こ

る．こ れ ら発熱及び吸熱 の エ ン タル ピー緩和 をエ ン

タル ピー緩和速度，即 ち
一dHfdt と し て 表す と，緩和

時 間 分 布 の 無 い 単
一

緩 和 過 程 で あ っ た 場 合，

Fig ，1｛b］に 示 す よ うな 正 （Process 　 B ） 及 び 負

（Process　D） の ピー
クとな る．こ の ピーク強度は

熱履歴 ，即ち急冷及び徐冷速度 と熱 容量測定時 に お

け る昇温速度 との 差や測 定試料量 に依存するた め ，

ガ ラ ス 転移 に伴 う熱 容量差 が極 め て小 さい ガ ラ ス

転移過程 で あっ て も捉 える こ とが で きる．徐冷後 の

一dMdt に認 め られ る吸熱 ピー
ク トッ プ温度は緩和

時間が 1ksec に 達す る 温度に 対応 す る との 経験的理

解か ら，こ の 温度 を 畏 と して 見積 もる こ とがで き

る 且5’17）．本研 究 で は 50〜300K の 間にお い て 急冷及

び徐冷後，昇温熱容量測 定 した際の
一dMdt 変化を調

べ た．

十

0
も

ミ
η，

　　　　　　　　　　　　 Tg

　 　 　　 　 　 　 　　 Tempera 加 ℃

Fig．　1．　Effect　of 　cooli 皿 g　rate 　on 　the　enthalpy

　　　　relaxation ［a 】and 　the　enthalpy 　relaxation

　　　　rate 　［b］　in　a 　glass　transition　region ．

　　　　［Process　A ： rapid 　 cooling ．　 Process　B ： heat

　 　 　　 capacity 皿 easurement 　 after 　 rapid 　cooling ，

　　　　Process　 C ： slow 　 cooling ，　 Process　 D ； heat

　　　　capaCity 　meaSurement 　after　SIOW 　COOIing 】．
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結果 および考察

　無水及び含水 BSA 試料 の
一dHfdt 測定結果をそれ

ぞれ Fig2 −
a 及 び一b に 示 す．図 中に 示す白丸 は急冷

後，黒 丸は徐冷後 の 測 定結果で あ る．測定温度範囲

に お い て ，無水 BSA に は ガ ラ ス 転移 の 存在を意味

す る エ ン タ ル ピー
緩和を 見 出す こ と が で き な か っ

たが，含水 BSA に は 120〜180K の範囲 に て ガ ラ ス

転移 の 存在 を意味す る急冷後 の 発熱及 び 徐冷後 の

吸熱 エ ン タ ル ヒ
L

緩和を見出すこ とが で きた ．
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　タ ン パ ク質
一
水 系 の ガ ラ ス 転移 に つ い て は こ れ ま

で に数多 くの研究結果 が報告され て きた が ，1．85％

程度 の 低水 分状 態 に あ る タ ン パ ク 質 に お い て こ の

様な低温 で の ガ ラ ス 転移 が 見 出 された報告は無 い ．

前述の とお り，水分含量 が 数％程度の 乾燥 タ ン パ ク

質は室温 で ガ ラ ス 状態にある．また，無水 BSA に

は
一

切 の ガラ ス 転移 が 認 め られ な か っ た．以上 の 知

見 よ り，本研究に お い て 明 らか に され た ガラ ス 転移

は BSA に含ま れ る水分子 の 再配置過程 の 凍結に由

来す る もの と考え られ る，経験的理解 16．17＞に基 づ き ，

徐冷後の
一dHld　t 測定結果 よ り見 出 され た 吸熱 ピー

ク ト ッ プ 温度か ら，こ の ガ ラ ス 転移 過程 の Tg を

155K と 見積 もる事が で き た ．但 し，同手 法にお い

て そ の 他 多くの ガ ラ ス 転移過程 は十数 K 程度の 温

度幅 を持 っ た 吸熱 ピ ー
ク と し て 確認 され て きた

16・17）の に 対 し，本結果 が 示 し た吸熱 ピー
クはおお よ

そ 60K に も渡 る幅 広 い 温度範囲 に お い て 起 こ っ た

こ とか ら，非常に広い 緩和時間分布 を もっ たガ ラ ス

転移過 程 で ある こ と が 示 唆 され る．従 っ て
， 処 ＝

155K はおお よそ 120〜180K で の ガラス 転移領域

にお ける代表的 な値 と言 える．急速冷却 によ っ て調

製 されたガ ラス 状態 の 水は Tg＝136K とされ る が
，

水 分子 間 の 水素 結合 ネ ッ トワ
ー

ク の 発 達 或 い は 欠

落 の 程度に よ っ て は，簸 が 数十 K 程度前後する こ

とが 示唆され て い る 18）．本研 究に よ っ て 明 らかに さ

れ た ガ ラ ス 転移 は水 素結合 状 態 の 異 な る様 々 な水

分 子 の 再配置 過程に よるもの と考え られ る．

総 括

　 ガ ラ ス 状態 に あ る 低水 分凍 結乾燥 タ ン パ ク 質 の

ガ ラス 転移 特性 を断熱型 熱 量計 に よ るエ ン タル ピ

ー緩和速度測定を通 じ て 調 べ る こ とで ，タ ン パ ク質

に取 り残 され た水 分子 の 再配 置過 程 の 凍結 に由来

す る と考 え られる ガ ラ ス 転移を 155K 近傍 に 見出す

こ とが で きた，タ ン パ ク質 を主成分 とした製剤 や食

品 の 貯 蔵安 定性 をガ ラ ス 転移概念 に基 づ い て 制 御 ・

予測す るにあた っ ては，そ の 構成成分 で ある水 の 7急

は室温 よ りも遥 か に低 い 事 を認識 して お く必 要が

あろ う，
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