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第1章 緒言 

 

1-1 植物の構成成分 

 

植物由来のセルロースは、ヘミセルロースやリグニンとともに細胞壁の主な構成要素であ

り、植物構成成分に占めるセルロースの割合は乾燥重量に対して 40〜70%である。またセル

ロースは地上に存在する有機化合物の中で最も多く存在し、光合成により年間 1000 億トン以

上が生産される生物資源である 1。 

セルロースは繊維状で結晶構造を有しており、ヘミセルロースやリグニンとの分子間レベ

ルでの複合化により細胞壁の高い物理強度に寄与し、延いては植物体を支える役割を担って

いる。素材として化学処理や生物処理に比較的安定であり、条件によっては生分解性であり、

親水性かつ水に不溶、食品添加物等として生体安全性が認められているなどの特徴から汎用

性も高い。近年、化石資源の枯渇問題や地球温暖化の観点からそれらに変わるリサイクル可

能でカーボンニュートラルな資源として注目され、素材やエネルギー利用の観点からもさら

なる研究開発が期待されており、世界中で盛んに行われている。 

セルロースは生物が作り出す天然高分子であるため、多様性があり、起源、個体差、精製

方法等の様々な条件により純度、分子量、分子量分布、繊維形状等を合成高分子のように制

御することは困難である。植物由来の木材、非木材植物（ワラ、ケナフ、麻、綿など）セル

ロースと非植物由来のバクテリアセルロース及び動物性セルロース（ホヤの外套膜など）が

ある。木材由来のセルロースは資源量が多く、単離・精製方法が確立しており、安価である

ため、製紙用パルプ、繊維、化学原料として広く利用されているものの、木材中でのセルロ

ースとリグニンやヘミセルロースの化学的・物理的相互作用は、木材のパルプ化および漂白

工程での機械的処理、化学的処理、熱エネルギーを要する一因になっており、環境負荷の少

ない単離・精製方法のさらなる研究開発は重要である。一方、綿、バクテリアセルロース、

ホヤなどからは比較的容易にほぼ純粋なセルロースを単離・精製することができ、結晶化度

が木材セルロースよりも高いなどの特徴もあるが、資源量はそれほど多くはない。 

 

1-2 木材の構造と化学成分 

 

1-2-1 多糖・リグニン複合構造 

 

木材の主要化学組成はセルロース、ヘミセルロース、リグニンであり、針葉樹ではおよそ

セルロースが 50%、ヘミセルロースが 20%、リグニンが 30%であり、広葉樹ではセルロース

が 50%、ヘミセルロースが 25%、リグニンが 25%である 2。Figure 1-1 に示すように、セルロ

ースとヘミセルロースとをリグニンが接着している構造となっており 3,4、リグニンとセルロ



2 

 

ースミクロフィブリル表面のセルロース分子は、グアイアシルグリセロール-β-グアイアシル

エーテル由来のキノンメチド構造を経て、グルコース残基の C6 位で α-エーテル型リグニン

／多糖結合し得ると考えられており 5（Figure 1-2）、木材からセルロースを単離・精製するた

めには脱リグニン処理を行う必要がある。脱リグニンとはリグニンの構造を分解除去し、セ

ルロースが主成分であるパルプ繊維に精製することである。 

 

Figure 1-1 細胞壁中のリグニンと多糖類の微細配列モデル 5 

 

 

Figure 1-2 α-エーテル型リグニン／多糖結合 

 

 

1-2-2 セルロース、ヘミセルロース、リグニン 

セルロースは、D-グルコピラノースが β-1.4 グリコシド結合した直鎖状のホモ多糖であり

（Figure 1-3）、直鎖・平面上のコンフォメーションを取りやすく、植物壁中では数十本が集

合して結晶化し、セルロースミクロフィブリルを形成、さらにそれらが寄り集まり高次元構

造を形成し、植物体を支えている（Figure 1-4）。 
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Figure 1-3 セルロースの分子構造 

 

 

 

 

 

Figure 1-4 樹木におけるセルロースの階層構造 

 

 

セルロースはグルコピラノース単位あたり 3 水酸基を有し、化学構造的には水溶性であっ

ても良いが、実際は水及び一般的な溶剤には溶解しない。一方、α-1.4 グリコシド結合が主な

結合であるデンプン（アミロース、アミロペクチン）、プルランや β-1.3 グリコシド結合が主

な結合であるカードランは容易に水に溶解あるいは膨潤してゲル化する。セルロースの水不

溶性は分子内・分子間水素結合および疎水性相互作用に起因していると考えられている。β-1,4

グリコシド結合の C3 位の水酸基と 6 員環中の酸素原子は分子内水素結合を形成しやすく、

3 nm

20～40 µm

植物繊維

セルロースミクロフィブリル

セルロース分子
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これにより隣接するグルコース残基の間にはグリコシド結合と C3−OH…O5 の水素結合の 2

つの結合が形成され剛直で帯状のセルロース鎖となる。その結果、分子鎖には水酸基が露出

した親水面と C−H 基と O5 の疎水面が形成される（Figure 1-5）。セルロースのミクロフィブ

リルの形成には分子間水素結合と同時に疎水面間でのファンデルワース力による疎水性相互

作用も寄与していると考えられている。このような分子内・分子間水素結合と分子間疎水性

相互作用により、セルロースの溶解は容易ではないとされている 2。 

セルロースは多様な結晶形をとり、セルロースⅠ、ⅢⅠとⅣⅠのセルロースⅠ型とⅡ、ⅢⅡ

とⅣⅡのセルロースⅡ型があり、天然セルロースはセルロースⅠである。セルロースミクロフ

ィブリルはセルロースⅠの還元末端と非還元末端が揃った平行鎖構造である。セルロースⅠ

を液体アンモニアやアミン系溶液で処理し、その後メタノールなどで洗浄してアンモニアや

アミン系溶液を除去するとセルロースⅢⅠが得られる。たとえば、エチレンジアミンにセルロ

ースを浸漬するとセルロースⅠ−アミン複合体が形成され、さらにメタノール洗浄によりアミ

ンは取り除かれセルロースⅢⅠへと変態する。この複合体は水で洗浄するとセルロースⅢⅠで

はなくセルロースⅠへ戻ることが知られている 1。 

 

 

 

Figure 1-5 セルロース分子の親水面と疎水面 1 

 

ヘミセルロースは、セルロースミクロフィブリル間に存在するセルロース以外の水に不溶

性の多糖類の総称であり、脱リグニン後の細胞壁からアルカリ処理で抽出され、植物種間や

細胞壁の壁層間でもその組成は異なっている。木材では、広葉樹と針葉樹で化学組成や含有

量は大きく異なり、針葉樹 2 次壁の主要成分はグルコース残基とマンノース残基がおよそ 3：

1の比率で β-1,4グリコシド結合したガラクトグルコマンナンと 4-O-メチルグルクロノアラビ

ノキシランであり、広葉樹では 4-O-メチルグルクロノキシランである。 
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リグニンはフェニルプロパン単位を基本骨格としており、細胞壁中での分布は植物種や細

胞によって異なっている。針葉樹ではほとんどがグアイアシルリグニンであり、広葉樹では

グアイアシルリグニンとシリンギルリグニンである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

グアイアシルリグニン          シリンギルリグニン 

 

Figure 1-6 グアイアシルリグニンとシリンギルリグニンの構造単位 

 

1-3 セルロースの単離・精製 

 

木材からセルロースを取り出すには、細胞壁層のリグニンを化学的に分解除去する化学パ

ルプ化法と、リグニンを除去せず熱軟化させてずりせん断力により繊維にする機械化パルプ

化法があり、どちらも白色度を向上するためには漂白処理を行う必要がある。日本での製紙

用パルプの主な化学パルプ化法は水酸化ナトリウムと水硫化ナトリウム（NaSH）水溶液と木

材チップをアルカリ条件下で 150〜170˚C、1.5 時間程度処理するクラフト蒸解（KP）である。

この時、セルロースやヘミセルロースの一部も蒸解工程で分解除去される。セルロースやヘ

ミセルロースのグリコシド結合はアルカリ性下では比較的安定な一種のアセタール結合であ

るが、ピーリング反応による収率低下が生じ、さらに高温高圧のアルカリ性下ではアルカリ

加水分解反応により低分子化される。ピーリング反応はセルロースやヘミセルロースのアル

デヒド基である還元末端のからひとつずつグルコースが外れる反応ではあるが、セルロース

の分子量が十分大きいためパルプとしての分子量低下にはそれほど影響はしない。アルカリ

加水分解反応は高温のアルカリ条件下でごくわずかに起こるグリコシド結合の開裂反応であ

り、セルロースやヘミセルロース鎖に対しランダムにおこり、分子量は顕著に低下する。 

白色度の高いパルプを得るためには、クラフト蒸解後のパルプ（未晒パルプ）を漂白する

必要がある。漂白工程では酸素、塩素、二酸化塩素、過酸化水素等を用いた酸化反応により

着色成分である残存リグニンを分解し、さらに希アルカリ抽出で除去することにより高白色

度でセルロース含有量が 80%以上のパルプとなる。 

溶解パルプはセルロース純度の高い木材パルプであり、化成品やレーヨン繊維用のセルロ

ース原料として用いられ、薬品で処理して使用される。溶解パルプには、酸性サルファイト

O C H 3

O H

C

C

C

H 3 C OO C H 3

O H

C

C

C
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パルプと前加水分解クラフトパルプがある。酸性サルファイトパルプは亜硫酸と重亜硫酸マ

グネシウムを用いた弱酸性下で脱リグニンし、この時同時にセルロースやヘミセルロースの

加水分解による分子量低下も起こる。前加水分解クラフトパルプはクラフト蒸解前に水熱処

理を行い、木材成分中から生じる酢酸等による酸処理過程でリグニンやセルロースと結合し

たヘミセルロースを加水分解で低分子化し、その後のクラフト蒸解でリグニンと一緒にヘミ

セルロースも取り除かれる。どちらの工程でも蒸解処理だけではリグニンは十分に除去でき

ないので漂白工程が必要となる。酸性サルファイトパルプは蒸解工程後の漂白工程の際のア

ルカリ精製によりヘミセルロース除去も行う。溶解パルプは製紙用クラフトパルプより重合

度は低く、リグニンとヘミセルロース量は少なく、α-セルロース含有量は高い。 

 

1-4 セルロースの分子量測定 

 

1-4-1 高分子の分子量測定 

分子量、分子量分布、分子構造は高分子材料の重要な基本特性であり、天然高分子材料と

して紙やナノ材料の原料としてセルロースを主成分とするパルプを用いるにあたり、材料と

して分子量関連パラメーターを制御するためには必要な情報である。 

最も一般的な高分子の分子量および分子量分布測定方法はサイズ排除クロマトグラフィー

（SEC）である。SEC は分子サイズの差により分離を行う高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

の一種であり、高分子の分子量分布、平均分子量を測定することができる。従来は分子量既

知の単分散プルランやポリスチレンを標準品に用い、それとの相対分子量値として測定する

方法が一般的であった。しかし、現在は後述する多角度静的光散乱検出器（MALLS）を検出

器として用いることで絶対分子量の測定が可能な技術が確立されている。 

 

1-4-2 SEC/MALLS の測定原理 

 

多角度光散乱検出器（MALLS）は、静的光散乱法により高分子の絶対分子量や分子サイズ

が測定できる検出器である。SEC/MALLS 測定では、MALLS を SEC の検出器として用いる

ことで、連続的に分子量等の測定が可能となる。MALLS は高分子溶液に一定の波長のレーザ

ー光を照射し、レイリー散乱した同じ波長の散乱強度を計測する。散乱角（θ）における散

乱強度（Rθ）は下記の式で表せる 7。 

 

Kc

Rθ
=

1

𝑀𝑤P(θ)
+ 2A2c                                                               (1－1) 

 

Mwは重量平均分子量、c は試料濃度、A2は第 2 ビリアル係数。光学定数 K と散乱角度に依

存する関数 P（θ）は以下の式で表せる。 
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K =
2π2n2

𝑀λ0
4NA

(
d𝑛

d𝑐
)

2

                                                                       (1－2) 

 

1

P(θ)
= 1 +

16

3λ0
2 π2Rg

2 sin2
θ

2
                                                  (1－3) 

 

n は溶媒の屈折率、NA はアボガドロ数、λ0 は入射光の波長、Rg は溶液中での高分子の回

転半径。 

測定に用いる非常に希薄な濃度では、Debye Plot（Figure 1-7）の切片から重量平均分子量

（Mw）、低角度での傾きから平均二乗回転半径（Rg
2）が求まる。 

 

Figure 1-7 Debye Plot 

 

さらに、Figure 1-7 に示した根平均二乗回転半径（√𝑅𝑔
2）と分子量（Mw）の両対数のプロッ

トの傾き（slope 値 α）は、溶液中の高分子のコンフォメーションに関する値を示し、式（1

－4）の関係で表わせる。slope 値 0.33 は球状、0.50 は θ 溶媒中の直鎖ランダムコイル状、1.00

は棒状となる。実際の測定では、良溶媒中で直鎖ランダムコイル分子は 0.55～0.60 の値をと

る（Figure 1-8）。直鎖ランダムコイルよりも高密度な分岐構造では、slope 値は直鎖ランダム

コイル状よりも小さい値となる。 

 

Rg2 ∝ 𝑀𝑤
α                                        (1－4) 

  

Y

初期勾配



8 

 

 

Figure 1-8 Conformation plots 

 

 

1-4-3 セルロースの SEC/MALLS 測定 

 

SEC/MALLS 測定によるセルロースの分子量測定について、既に多くの報告があり、様々

な問題点も提起されている 8－19。 

McCormick らは、十分に希薄なセルロースの LiCl/DMAc 溶液中では、A2の値を 0 として

も Mw値には誤差程度の影響しかないと報告している 20。A2＝0 とすると、溶液固有の未知の

値は dn/dc（屈折率増分）値のみとなるが、セルロースの LiCl/DMAc 溶液中での dn/dc 値は、

様々な値が報告されているのが現状である 12,13,15,19-23。通常 dn/dc 値の測定方法は溶質の濃度

を変えた試料を示差屈折率検出器で測定し求めるが、セルロースではこの方法で求めた dn/dc

値を用いて SEC/MALLS 測定を行うと、得られた結果は予想されるセルロースの分子量や試

料濃度と大きく異なる結果となり、他の合成高分子では通常みられない現象が起こる。その

原因として LiCl の溶媒和の影響が考えられるが、未だはっきりと解明されていない 16,24,25。

実際の分子量測定には、便宜的に SEC/MALLS 測定 100%回収率法から算出した dn/dc 値を用

いている報告もあるが、その値の真偽の言及はない 11,16,18,19,26,27。また、セルロースの難溶解

性により溶媒置換前処理等が必要なため、正確なセルロース濃度の溶液調製が難しいことも

dn/dc 値を決定できない一因となっている。 
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1-4-4 セルロースの溶解 

 

1-2-2 で述べたように、セルロースは限られた溶剤にしか溶解せず、溶液の調製は容易では

ない 9,23,28－31。SEC/MALLS 測定には凝集のない完全溶解且つ分子分散した希薄なセルロース

溶液が必須である。セルロース試料の SEC/MALLS 測定に用いられている溶剤は、塩化リチ

ウム/N,N-ジメチルアセトアミド（LiCl/DMAc）と塩化リチウム/1,3-ジメチル-2-イミダゾリジ

ノン（LiCl/DMI）等の非水系非プロトン性セルロース溶剤 LiCl/アミドである。これらの溶剤

は化学的に安定かつ無色透明で SEC/MALLS 測定が可能だが、高粘度、高吸湿性、LiCl の金

属腐食性等により、SEC 用の溶離液としての扱いづらい面もある。また、セルロース試料の

調製においては、セルロース試料を LiCl/アミド溶剤中で 80˚C 以上に加熱し溶解するとセル

ロース試料の分子量低下が起こることが報告されており 32,33、分子量低下させないようにセ

ルロース試料を溶解するためにはセルロース試料を溶媒置換等で前処理する必要がある。セ

ルロースをセルローストリカルバニレート（CTC）に誘導体化し、SEC/MALLS 測定を行う

方法も行われている。しかし、CTC は汎用のテトラヒドロフランに可溶であるため測定は容

易だが、誘導体化が不十分、反応中の高分子領域の分子量低下、低分子量領域の回収ロス等

の問題点があり、試料の分子量分布を測定するには適していない。 

現在、一般的に SEC/MALLS 測定に用いられているセルロースの LiCl/DMAc 溶液の調製方

法は、セルロース試料を水で膨潤させた後、アセトンやエタノールなどにより溶媒置換し脱

水し、さらに DMAc で溶媒置換後、8% LiCl/DMAc 中に分散し、攪拌して溶解する。この溶

媒置換による溶解方法にも問題点は 2 つある。1 つ目は溶解できる試料が低分子量セルロー

ス、溶解パルプ、広葉樹パルプに限定され、測定セルロース試料に汎用性がないことである。

2 つ目は正確な濃度の溶液調製が難しいため、dn/dc 値を測定することができないことである。

これは、溶媒置換操作中での試料重量ロスや、溶媒置換後の試料を十分減圧乾燥しても DMAc 

が残存してしまい 34、セルロースを正確に量り取れないためである。また、セルロースには

分子量既知の標準品が無いこともセルロース/LiCl/DMAc の dn/dc 値を決定することを困難に

している。柳澤らがセルロース溶剤として用いた LiCl/DMI は、針葉樹パルプ、未漂白パルプ、

ホヤセルロースなども溶解することができ、セルロース試料の分子量測定の汎用性は広がっ

たが、正確な濃度のセルロース溶液の調製ができないという問題点は依然残っている 31。 

 

1-4-5 粘度法によるセルロースの分子量測定 

 

セルロースの分子量測定法として粘度法は最も一般的に用いられ、TAPPI 法 35などの標準

法があり、報告されているセルロースの分子量も粘度法によるものが多い。測定方法はセル

ロースを 0.5M 銅エチレンジアミン水溶液に溶解し、Canon-Fenske 型粘度計や Ubbelohde 型

粘度計を用い溶液の粘度測定を行い、極限粘度（[η]）を求め、Mark-Houwink-Sakurada 式（[η] 

= KMv
α）を用い分子量（Mv）を決定する（詳細は第 7 章）。セルロースの銅エチレンジアミ
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ン水溶液の定数 K と α の値として様々な値が提唱されている 26,35－41。Mvは分子鎖が長い高分

子量の分子の影響が大きいため、Mwに近い値となる。粘度法がセルロースの分子量評価に一

般的に用いられているのは、装置が安価、実験が簡便、再現性が高いためである。問題点と

しては、銅エチレンジアミンは強塩基であるため、漂白工程での酸化処理条件によりアルデ

ヒド基やケトン基等の官能基が多いセルロース試料の場合、β-アルコキシ脱離によって著し

い分子量低下が起こること、一部のセルロース試料（バクテリアセルロース等）は完全に溶

解しないこと、得られる値は粘度平均分子量値（Mv）のみであり、分子量分布に関する情報

は得られないこと等が挙げられる。しかし、既知試料の相対比較や品質管理等に用いるには

十分な測定方法である。 

 

1-5 本研究の目的 

 

高分子材料の分子量分布は単分散ではなく、多分散で分布に幅があるのが一般的であり、

分子量分布はその素材の力学的特性、溶解特性など様々な性質に影響する基本的な因子であ

る。高分子の分子量測定法としては、SEC/MALLS 測定法が一般的であり、この方法は、絶

対分子量や分子量分布だけでなく、溶液中での分子サイズを測定することで、溶液中での分

子構造を解析することもできる。当研究室ではこれまで SEC/MALLS 測定に用いるセルロー

ス溶剤として針葉樹パルプの溶解が可能な LiCl/DMI を主に用いてきた。しかし、DMI はセ

ルロース溶液のHPLC分析に一般的に用いられるDMAcよりもかなり粘度が高い。そのため、

HPLC のポンプ圧等の安定性に影響し、測定日毎に Alignment 等の校正を行う必要があり、試

料流出時間も若干変動するため、扱いが難しい溶離液である。また、ホヤやクラドフォラな

どの高結晶化度、高分子量セルロース溶液の調製では、溶液粘度が高すぎるためマグネチッ

クスタラーでの攪拌が困難なことも測定可能な試料の範囲を狭める原因となっていた。 

本研究では、HPLC の溶離液として一般的な DMAc を溶剤としたセルロース試料の汎用性

の高い SEC/MALLS 測定方法を確立し、これまで測定が出来なかった様々な由来のセルロー

ス試料の分子量分布や分子構造を解析することで、樹木特有の構造についての知見を得るこ

とを目的とした。 

また、これまでセルロースのLiCl/DMAc溶液の溶解機構について多くの報告があるものの、

未だはっきりと解明されていない。そこで、溶液中でのセルロースと他の高分子の分子構造

から溶解機構に関する知見を得ることも目的とした。 
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第 2 章 セルロースの dn/dc 

 

2-1 背景 

 

dn/dc 値（固有の屈折率増分）は溶質の濃度変化に対する溶液の屈折率の変化を表わし、光

散乱測定により高分子材料の絶対分子量を求めるために必要な値である。一般的に dn/dc 値

は文献値または示差屈折率検出器で実測した値を用いる。しかし、セルロースの LiCl/DMAc

及び LiCl/DMI 溶液の dn/dc の実測値を用い SEC/MALLS 測定を行うと、調製試料濃度や予想

される分子量とは大きく異なる結果となる。これは一般的な高分子材料溶液にはみられない

現象である。また、dn/dc 値の測定には正確な濃度の溶液が必要であるが、これまでのセル

ロース溶液の調製方法では、溶媒置換を経て溶解するため、正確な濃度のセルロース溶液の

調製は難しいことや、分子量が既知のセルロース標準試料が無いため、分子量値から dn/dc 値

を算出することができないことも、セルロースの dn/dc 値の測定を困難にしている。 

本章では、市販のナノフィブリル化セルロースをさらに高圧ホモジナイザー処理し、凍結

乾燥試料を調製した。予備実験の結果、その試料が直接アミド系溶媒に溶解することを見出

した。そこで、正確な濃度のセルロース溶液の調製方法を確立し、LiCl/アミド溶媒系での dn/dc

値について検討を行った。 

 

2-2 実験 

 

2-2-1 試料と試薬 

 

セルロース試料として市販の針葉樹溶解パルプを原料としたナノフィブリル化セルロース

（MFC, Celish KY100G Daicel FineChem, Ltd., Japan）をミクロフィブリル化処理により調製し

た微小繊維状セルロース（F-MFC）を用いた。MFC の組成は中性糖分析の結果、グルカン 96.2%、

マンナン 1.2%、キシラン 2.2%、アラビナン 0.3%であった（中性糖分析方法 4.2.3 参照）。MFC

に蒸留水を加え攪拌し、0.5% w/v の 1 L の懸濁液を調製した。この懸濁液を高圧ホモジナイ

ザー（Star Burst Mini, HJP-25001S, Sugino Machine, Ltd., Japan）で 10 回処理し（245 MPa, ノズ

ル径 0.1 mm)、微繊維化したナノフィブリル化セルロース（F-MFC）分散液を調製した。この

分散液（40 mL）を下記の遠心分離溶媒置換法で脱水して、凍結乾燥を行った。遠心分離溶媒

置換法による脱水は、遠心分離機（12,000×g, 10 分間）を用いて水と分離し、同様に遠心分離

機を用いてエタノール溶媒置換を 3 回（各 30 mL）、さらに t−ブチルアルコール溶媒置換を 3

回（各 30 mL）行い、完全に水を除去する。均一リン酸加水分解法で調製した低分子量セル

ロース（DP15、DP7）1も同様に、遠心分離溶媒置換法で脱水、凍結乾燥した。低分子量アミ

ロース溶液（DMAc 可溶アミロース（DMAc−amylose）3 種類と 8% LiCl/DMAc 可溶アミロー
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ス（LiCl−amylose）3 種類）は磯部紀之博士（JAMSTEC）からご提供していただいた。キチ

ンは市販のカニ殻由来の α-キチン粉末（Chitin P, Dainichiseika Color & Chemicals Mfg. Co., Ltd., 

Japan）を希酸加水分解で低分子化し、遠心分離溶媒置換法で脱水、凍結乾燥し、低分子量キ

チン（A-Chitin）を調製した。希酸加水分解は、キチン（100 mg）を 1M HCl（100 mL）溶液

中で 85 ˚C、2 時間攪拌後、遠心分離機（12,000 ×g, 5 分間）を用いて上澄みを除去し、得られ

た固形物を 0.05M NaOH に浸漬後、遠心分離機を用い、中性になるまで水洗浄を行った。プ

ルランスタンダード（P20 Mw 22,800, P200 Mw 212,000, Shoko Science Co., Ltd., Japan）、セルロ

ーストリアセテート（LT-35 Mw 138,000, Dainichiseika Color & Chemicals Mfg. Co., Ltd., Japan）

とポリエチレンスタンダード（PS30k Mw 30,000）、セロビオース （Wako Pure Chemicals, Japan）、

微結晶セルロース（MCC, Cellulose powder C Advantec. Toyo, Co., Ltd, Japan) は、市販品を真空

乾燥し用いた。塩化リチウム（LiCl）、ジメチルアセトアミド（DMAc）および他の試薬や溶

媒は試薬特級または高速液体クロマトグラフ用 （Wako Pure Chemicals, Japan）を使用した。 

 

2-2-2 8% w/w （8.2 % w/v）LiCl/DMAc 溶液および 8% w/w（9.2 % w/v）LiCl/DMI 溶液の

調製 

 

8% w/w LiCl/DMAc 溶液は、一晩 105 ˚C 真空乾燥した LiCl（16.4 g）と DMAc（200 mL） を

冷蔵庫（4 ˚C）で 1 時間冷却後、マグネチックスタラーで DMAc を攪拌しながら LiCl を加え、

1 時間室温で撹拌後、30 ˚C で 1 晩撹拌、完全溶解して調製した。 

同様の方法で、8% w/w LiCl/DMI は、LiCl（18.4 g）を DMI（200 mL）に加え調製した。 

アミド系溶媒と LiCl をあらかじめ冷却しておくと、混合した際の発熱反応による溶液の黄

変を防ぐことができる。また、LiCl/アミド系溶媒は、LiCl とアミド系溶媒双方の含水率が低

いほど LiCl が溶解しにくくなり、高濃度 LiCl 溶液の調製が困難になる。一方、セルロース

溶剤としては、含水率が低いほどセルロースの溶解度は高くなることが報告されている 2。 

 

2-2-3 dn/dc 測定用溶液の調製 

 

F−MFC（160 mg）、A-Chitin（170 mg）を 8% w/w LiCl/DMAc （5 mL） に加え、マグネチ

ックスタラーで 1 週間攪拌して溶解した。セルローストリアセテート（400 mg）、ポリスチレ

ン（200 mg）、セロビオース（400 mg）は 1 日攪拌して溶解した。プルラン（400 mg）は、8% 

w/w LiCl/DMAc （2.5 mL） に加え、60 ˚C で加温しながら 1 日攪拌して溶解した。これらの

高分子とセロビオースが完全に溶解した 8% w/w LiCl/DMAc 溶液に DMAc を加え、1% w/v 

LiCl/DMAc 溶液に希釈した。さらに 1% w/v LiCl/DMAc で希釈して、適宜必要な試料濃度溶

液を調製した（Table 2-2）。同様に乾燥したプルラン（400 mg）、LiCl（600 mg）とセルロー

ストリアセテート（430 mg）を DMAc （20 mL）に加え、1 日室温で攪拌して溶解した。セ

ロビオース（400 mg）は、蒸留水（40 mL）に加え、1 日室温で攪拌して溶解した。これらも
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各溶媒で希釈して適宜必要な試料濃度の溶液を調製した。全ての溶液は 0.45 μm PTFE ディス

ポーザルメンブランフィルター（Millex-LG, Merck Millipore Co., Germany）を通した際、抵抗

が無ければ、完全溶解していると判断した。 

 

2-2-4 分子量測定用溶液の調製 

 

SEC/MALLS 測定用のプルラン P20 溶液を 3 種類と P200 溶液 2 種類を以下の方法で調製し

た。 プルラン DMAc 溶液は、P20（8 mg）を DMAc（4 mL）に溶解した（A:P20-DMAc）。

プルランの 1% LiCl/DMAc 溶液は、A:P20-DMAc（2 mL）に LiCl（20 mg）を添加して、1% w/v 

LiCl/DMAc 溶液としたものと（B:P20-DMAc→1% LiCl/DMAc）、 P20（16 mg）を 8% w/w 

LiCl/DMAc 溶液（1 mL）に溶解後、DMAc で希釈して、1% w/v LiCl/DMAc 溶液としたもの

（C:P20-8% LiCl/DMAc→1% LiCl/DMAc）を調製した。C はセルロースの SEC/MALLS 測定

試料と同じ調製方法である（Figure 2-1）。プルラン P200（16 mg）は DMAc（4 mL）に溶解

した P200/DMAc と P200/DMAc（2 ｍL）に LiCl（20 mg）を加えた P200/1% w/v LiCl/ DMAc

を調製した。 

MCC（20 mg）は蒸留水、アセトン、DMAc の順に各溶媒中（40 mL）で 1 日浸漬後、遠心

分離機を用いて各溶媒で溶媒置換 3 回（各 30 mL）行い、最後に DMAc を除去して 8% w/w 

LiCl/DMAc を加え全量を 5ｇとした。これらの約 0.4% w/w MCC/8% w/w LiCl/DMAc は完全に

溶解するまで攪拌した。さらに、DMAc で希釈し、0.05% w/w MCC/1% w/v LiCl/DMAc を調

製した 3,4。同様に DMAc を DMI に変えて 0.05% w/w MCC/1% w/v LiCl/DMI を調製した。 低

分子量セルロース DP15 と DP7（各 90 mg）は蒸留水、エタノール、DMAc の順に溶媒置換を

行い、DMAc を除去後、8% w/w LiCl/DMAc（2 mL）を加え、1 ヶ月間攪拌した。これらを

DMAcで希釈し、低分子量セルロースの 1% w/v LiCl/DMAcを調製した。全ての溶液は 0.45 μm 

PTFE ディスポーザルメンブランフィルターを通した時に会合体による抵抗が無ければ、完

全溶解していると判断した。 
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Figure 2-1 Procedures to prepare three pullulan solutions (A,B,C) for SEC/MALLS analysis and two 

pullulan solurions (A, B) for off-line dn/dc measurement. Reproduced of image with permission from 

Elsevier (ⒸElsevier 2017) 

 

 

2-2-5 F-MFC の 1% w/v LiCl/DMI 溶液の調製 

 

F-MFC の8% w/w LiCl/DMAc 溶液と同様の方法でF-MFC の8% w/w LiCl/DMI溶液を調製

した（2-2-3 参照）。 DMI 溶液中では DMAc 溶液中よりも溶解にしにくく、完全溶解に 1 ヶ

月半要した（Figure 2-2）。DMI を加え 1% w/v LiCl/DMI 溶液に希釈した。 

 

 

Figure 2-2 Celish solution in 1% w/v LiCl/DMI (left) and 1% w/v LiCl/DMAc (right). 

 

  

Pullulan (Mw: 22800)

DMAc
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Off-line dn/dc measurement

2months1day
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2-2-6 オフライン示差屈折率測定器（Off-Line RI）による dn/dc 測定 

 

一般的に溶液の dn/dc 値は、濃度を変えた 4 種類以上の溶液を調製し、示差屈折率測定器

（Optilab, λ=658 nm, Wyatt Technologies, USA）を用い測定する。dn/dc 値は測定波長によって

も変化するため、多角度光散乱検出器（DAWN HELEOS-II, λ=658 nm）と同じ波長で測定を

行う必要がある。測定は 0.45 μm の PTFE ディスポーザルメンブランフィルターを装着した

測定試料の入ったシリンジを直接示差屈折率測定器に接続し、シリンジポンプ（Econoflo, 

Harvard Apparatus, Physio-Tech Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用いて流速 0.5 mL/min で行った。各

高分子の dn/dc 値は測定結果から各濃度の信号強度（αV − αVbaseline）とその濃度から ASTRA 

ソフトウェアにより算出した。αは RI 検出器装置定数、V は RI 検出器の信号強度、Vbaseline は

RI 検出器のベースライン信号強度。dn/dc 値測定には、正確な濃度の溶液が必須であるため、

溶液は完全溶解していなければならない。 

 

2-2-7 SEC/MALLS 測定による分子量測定および dn/dc 測定 

 

各種高分子のdn/dc値および分子量分布は、示差屈折率検出器（RI）、多角度光散乱検出器 

（MALLS）を組み合わせたサイズ排除クロマトグラフィー （SEC/MALLS） を用いて測定

した。SECの構成は、オンラインデガッサー（DGU-20A, Shimadzu, Japan）、高圧ポンプ

（LC-10ADVP, Shimadzu, Japan）、オートインジェクター（SIL-20AC, Shimadzu, Japan）、カラ

ムオーブン（CTO-10ACVP, Shimadzu, Japan）、ガードカラム（KD-G, Shoko Science Co., Ltd., 

Japan）、サイズ排除カラム（KD-806M, Shoko Science Co., Ltd., Japan）、多角度光散乱検出器

（DAWN HELEOS-II, λ = 658 nm, Wyatt Technologies, USA）、示差屈折率検出器（RID-10A, 

Shimadzu, Japan）からなる。サイズ排除カラム KD-802（Shoko Science Co., Ltd., Japan）を低

分子量セルロースとアミロースを測定する際に追加した。データーの取得および解析は

ASTRA IV ソフトウェア（Wyatt Technologies, USA）を用いた。ポリエチレンスタンダード（Mw 

30,000）を測定前に標準試料として測定をおこなった。測定条件は、溶離液1% w/v LiCl/DMAc、

流速0.5 mL/min、カラムオーブン40 ˚C、注入量100 μL、室温25 ˚Cとした。測定溶液は0.45 μm

ディスポーザルメンブランフィルター（Millex-LG, Merck Millipore Co., Germany）に通した後、

測定した。各高分子のdn/dc値はSEC/MALLS測定結果から100%回収率法 式（2－1）を用い、

ASTRA ソフトウェアで算出した。100%回収率法によるdn/dc値測定では、注入試料量が正確

であることが必須であり、完全溶解した希薄な分子分散試料を用いなければならない。 
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𝑑n

𝑑c
=

α

Winjected
∑ Δvi(Vi − Vbaseline)          (2 − 1) 

peak

 

 

α は RI 検出器装置定数、 Winjected は注入量（mL）、 ∑Δvi は各スライスの面積、Vi は RI

検出器の信号強度、 Vbaseline は 検出器のベースライン信号強度。  

 

2-3 結果と考察 

 

2-3-1 試料の溶解性 

 

正確な濃度のセルロース試料溶液の調製が難しいことはセルロースの dn/dc値の測定を困

難にしていた。比較的溶解が容易である MCC でも LiCl/DMAc 等の LiCl/アミン系溶媒に完

全溶解するには、アセトン、エタノール、メタノールなどの溶媒で溶媒置換を行った後、最

後に DMAc 溶媒置換を行わなければならない。しかし、DMAc などのアミン系溶媒を乾燥

によって完全に除去する事は難しく 5、正確な濃度のセルロース溶液を調製する事が出来な

かった。しかし今回、市販の α－セルロース含有率が高いナノフィブル化セルロース（MFC）

を高圧ホモジナイザーでさらに微繊維化および低分子量化（F-MFC）することにより、アミ

ド系溶媒置換を行わずに、乾燥試料を直接 8% w/w LiCl/DMAc に溶解することができたこと

で、正確な濃度のセルロース溶液の調製が可能になった。これは、コットンリンターなどと

比べ結晶化度が低い木材パルプを原料とした MFC に過度な物理的なナノフィブリル化処理

を行うことにより、セルロースミクロフィブリル内に 8% w/w LiCl/DMAc が浸透しやすく

なり、さらに分子量が低下することにより低粘度のセルロース溶液を調製できたためだと考

えられる。また、セルロースの溶解度には試料の水分が影響するため、F−MFC をエタノー

ルと t−ブチルアルコールで溶媒置換後に凍結乾燥することにより、十分に脱水することも必

要であった。また、キチンもエタノールと t−ブチルアルコール溶媒置換後に凍結乾燥して

脱水することで、8% w/w LiCl/DMAc に溶解することができるが、セルロース溶液よりもか

なり高粘度で扱いにくい。そこで、希酸加水分解処理をおこない、低分子量化（A-Chitin）

することで、低粘度キチン溶液を調製した。 

Table 2-1 に各溶媒に対する各溶質の溶解性を示した。セロビオースでさえも LiCl がなけ

れば、DMAc には溶解しないが、セルロースをアセチル化したセルローストリアセテートは

LiCl の有無にかかわらず良溶解性であった。プルランは DMAc には室温で容易に溶解でき

るが、LiCl/DMAc 溶液に溶解するには加温する必要があった（2-2-3 参照）。 
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Table 2-1 Solubility of various polymers and cellobiose in Water, DMAc and 8% LiCl/DMAc. 

Reproduced of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical 

Society 2015) 

Solute 
Solvent 

water DMAc 8% w/w LiCl/DMAc 

F-MFC insoluble insoluble soluble 

A-chitin insoluble insoluble soluble 

DMAc-amylose soluble soluble insoluble 

LiCl-amylose soluble insoluble soluble 

pullulan soluble soluble soluble 

cellulose triacetate insoluble soluble soluble 

poly(styrene) insoluble soluble soluble 

cellobiose soluble insoluble soluble 

 

2-3-2 dn/dc 値 

 

SEC/MALLS 測定法では、濃度を変えた溶液を測定し、算出した dn/dc 値の平均値を各溶液

の dn/dc 値とした。この dn/dc 値を用い算出した分子量プロットと分子量分布を Figure 2-3、

測定結果を Table 2-2 に示す。それぞれの試料の分子量プロットは全ての濃度で重なり、分子

量分布の面積も濃度と一致したため、これらの dn/dc 値は妥当であると考えられる。 

Off-Line RI 測定法の結果を Figure 2-4 と Table2-2 に示す。全ての試料でほぼ R2=0.999 とな

り高い直線性を示した。 

SEC/MALLS測定法のA-Chitinの分子量分布は高濃度のピーク形状は歪んでいる（Figure 2-3 

(d)）。これは高濃度のキチン溶液は粘度が非常に高く、このことが分子分散性に影響を及ぼし

たためである。Off-Line RI 測定法の測定限界濃度を Figure 2-5 に示す。SEC/MALLS 測定法で

は、Table 2-2 の濃度で調製した溶液を溶離液で約 30 倍に希釈しながら測定する。そのため、

SEC/MALLS 測定の際の実測試料濃度は、Off-Line RI 測定法では測定限界以下の希薄溶液と

なる。また、LiCl/DMAc 溶液では、LiCl の dn/dc 値が試料の dn/dc 値の約 3 倍とかなり大きい

値のため、LiCl 濃度の調製誤差の影響が大きくなり、Off-Line RI 測定法では低濃度試料の測

定は DMAc 溶液よりもさらに困難となる。Table 2-2 に 2 つの測定方法による各溶媒に対する

各溶質の dn/dc 値の測定結果を示す。セルローストリアセテートとポリスチレンにおいては、

2 つの測定方法から算出した dn/dc 値は一致した。また、Off-Line RI 測定法による dn/dc 値は

LiCl の有無にかかわらず同じ値となり、これらの高分子溶液の屈折率には LiCl の影響は一定

値としてベースラインに含まれ、高分子の dn/dc値には影響しないことがわかる。一方、1% w/v 

LiCl/DMAc 溶液中での F−MFC、A-Chitin の dn/dc 値は 2 つの測定方法で既報の結果と同様一

致しなかった 6,7。 
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Table 2-2 The dn/dc values of polymers, cellobiose, and LiCl in various solvents. Reproduced of 

image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 

Solute solvent 
dn/dc, mL/g (concentration range, g/mL) 

SEC/MALLS/RI off-line RI 

F-MFC 1% LiCl/DMAc 0.131 ± 0.005 (0.125 – 1×10−3) 0.065 (0.5 – 4×10−3) 

F-MFC 0.5% LiCl/DMAc 0.131 (0.25 – 5×10−4) 0.084 (0.125 – 2×10−3) 

F-MFC 1% LiCl/DMI 0.104 (0.125 – 1×10−3) – 

A-chitin 1% LiCl/DMAc 0.138 ± 0.004 (0.13 – 1.1×10−3) 0.091 (0.13 – 4×10−3) 

amylose 1% LiCl/DMAc 0.130 ± 0.003  – 

amylose DMAc 0.095 ± 0.003 – 

pullulan 1% LiCl/DMAc 0.125 (5×10−2) 0.069 (0.13 – 4×10−3) 

pullulan DMAc 0.091 (5×10−2) 0.091 (0.02 – 2.5×10−4) 

cellulose triacetate 1% LiCl/DMAc 0.040 ± 0.001 (0.5 – 2×10−3) 0.042 (0.02 – 2.5×10−4) 

cellulose triacetate DMAc – 0.04 (0.01 – 1.1×10−2) 

poly(styrene) 1% LiCl/DMAc 0.150 0.148 (0.63 – 5×10−3) 

cellobiose 1% LiCl/DMAc – 0.067 (0.125 – 1×10−2) 

cellobiose water – 0.146 (1.25 – 1×10−2) 

LiCl DMAc – 0.39 (0.025 – 1.5×10−2) 
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(a) F-MFC in 1% w/v LiCl/DMAc 
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(d) Chitin in 1% w/v LiCl/DMAc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(e) Amylose in 1% w/v LiCl/DMAc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(f) Amylose in DMAc 

 

 

 

 

 

Figure 2-3 SEC elution patterns and corresponding molecular mass. Reproduced of image with 

permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 
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Figure 2-4 Relationships between concentration of polymers, cellobiose and LiCl, and differential 

refractive index determined by off-line RI method. Reproduced of image with permission from 

American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 

 

Figure 2-5 Relationship between F-MFC or cellulose triacetate concentration and differential 

refractive index of selected solutions in 1% LiCl/DMAc or DMAc, measured using the off-line RI 

method. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican 

Chemical Society 2015) 
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2-3-3 dn/dc 値と溶液の安定性への LiCl の影響 

 

分子量既知の標準試料が市販されているプルランを DMAc と LiCl/DMAc に溶解し、

SEC/MALLS 測定法と Off-Line RI 測定法による dn/dc 値の比較をおこなった。 

3 種類の P20 溶液（2-2-4 参照）の dn/dc 値と分子量を Table 2-3 に示す。P20 は Mw 22800 の

HPLC 用プルランスタンダード試料である。A P20-DMAc を Off-Line RI 法より算出した dn/dc

値 0.091 を用い SEC/MALLS 測定を行うと、分子量（Mw）はラベル表示の値と一致し、実測

濃度（Calculated mass）も試料調製濃度（Injected mass）と一致した。このことから、dn/dc 値

0.091 は適正な値であることがわかる（Figure 2-6）。一方、C P20-8%LiCl/DMAc→1%LiCl/DMAc

に Off-Line RI 法より算出した dn/dc 値 0.065 を用いて SEC/MALLS 測定を行うと、分子量と

濃度の結果は、予想とは大きく異なる値を示した。そこで、P20-DMAc の実測濃度に合わせ

た場合の dn/dc 値 0.125 を用いて Mwを算出したところ、Mwは P20-DMAc の値と一致した。

このことから、プルランの dn/dc 値は、DMAc 溶液では 0.091、1% w/v LiCl/DMAc 溶液では

0.125 であることがわかる。次にプルランスタンダード P200（Mw 212000）の SEC/MALLS 測

定結果（dn/dc 値 0.125）を Table 2-3 と Figure 2-7 に示す。P20 と同様、DMAc 中の方がカラ

ム保持時間が短く、分子サイズが大きいことがわかる。また、DMAc 中では slope 値が大きい

値となったことからも、プルランは DMAc 中では LiCl/DMAc 中よりも慣性半径は大きく、分

子は広がっていた。また、Mwも適正な測定結果が得られた。 

プルランの dn/dc 値は、DMAc 溶液ではセルローストリアセテートと同様に 2 つの測定方

法で一致したが、1% w/v LiCl/DMAc 溶液では 2 つの測定方法の dn/dc 値は一致せず、それぞ

れの値はセルロースの dn/dc 値の近似値となった。このことから、プルランとセルロースは

1% w/v LiCl/DMAc 中で同じ溶解状態を形成しており、これらの 1% w/v LiCl/DMAc 溶液の

dn/dc 値が 2 つの測定方法で一致しない原因として、LiCl の存在の関与が推察できる。

SEC/MALLS 測定法の結果、アミロース（DMAc−amylose、LiCl−amylose）の dn/dc 値も DMAc

と 1% w/v LiCl/DMAc で異なり、プルランの dn/dc 値と近似値となった（Table 2-2）。このよ

うに、グルコース鎖を基本骨格とするポリマー（セルロース、アミロース、プルラン、キチ

ン）は、LiCl/DMAc 中で同じ溶解状態だと推察できる。 

A（ P20-DMAc）に LiCl を加えた B （P20-DMAc→1% LiCl/DMAc）の dn/dc 値は、プルラ

ンを 8% w/w LiCl/DMAc に溶解した後に DMAc を加えて調製した C （P20-8%LiCl/DMAc→

1%LiCl/DMAc）の dn/dc 値と一致した（Figure 2-1, Table 2-3）。このことは、LiCl の添加によ

りプルラン/DMAc 型はプルラン/LiCl/DMAc 型に変わり、プルラン/LiCl/DMAc 型の方がより

安定であることを示す。 

また、SEC/MALLS 測定法では、F-MFC の dn/dc 値が 0.5% w/v LiCl/DMAc 中と 1% w/v 

LiCl/DMAc 中で一致するが、Off-Line RI 測定法では異なる値となった。このことは、Off-Line 

RI 測定法の dn/dc 値には LiCl の濃度が影響していることを示している。 

0.05% A-Chitin / 1% w/v LiCl/DMAc に DMAc を添加し調製した 0.025% A-Chitin / 0.5% w/v 
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LiCl/DMAc はキチンが析出した。このことから、溶解状態を保つためには、ある程度の LiCl

濃度が必要であることがわかる（Figure 2-8）。また、0.05% w/v F-MFC / 1% w/v LiCl/DMAc

溶液に DMAc を添加し、0.025% w/v F-MFC/0.25% w/v LiCl/DMAc を調製してもセルロースの

析出はみられなかった。このことから、セルロース溶液はキチン溶液よりも低い LiCl 濃度で

も安定して溶解状態を保っていると推察できる。 

 

Table 2-3 Molecular mass parameters of P20 and P200 in 1% w/v LiCl/DMAc and DMAc. 

Reproduced of image with permission from Elsevier (ⒸElsevier 2017) 

Sample Eluent Mn Mw Mw/Mn
a 

Calc. 

mass b 

(µg/mL) 

Slope 

value c 

dn/dc 

(mL/g) 

A P20-DMAc DMAc 22900 23300 1.01 0.19 - 0.091 

B P20-DMAc→

1% LiCl/DMAc 
1% LiCl/DMAc 

22600 23100 1.02 0.18 - 0.125 

41300 41900 1.02 0.34 - 0.069 

C P20-8% LiCl→

1% LiCl/DMAc 
1% LiCl/DMAc 

22800 23100 1.02 0.18 - 0.125 

41000 41900 1.02 0.33 - 0.069 

P200 
1% LiCl/DMAc 210500 215400 1.02 0.97 0.65 0.125 

DMAc 200800 216900 1.08 0.10 0.84 0.125 

a Polydispersity, b Calculated mass determined by SEC/MALLS analysis, 

c Slope value of conformation plot 

Figure 2-6 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots of P20 in DMAc (A, 

dn/dc:0.091) and 1%w/v LiCl/DMAc (B and C, dn/dc:0.125). Reproduced of image with permission 

from Elsevier (ⒸElsevier 2017) 
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Figure 2-7 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots of P200 (above). Double 

logarithmic plots of molecular mass versus r.m.s. radius for P200 (below).  
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Figure 2-8 Gel-like precipitates were formed when the 1% w/v LiCl/DMAc A-chitin solution was 

diluted to 0.5% w/v LiCl/DMAc. 

 

 

2-3-4 MCC と低分子量セルロースの分子量 

 

セルロースには分子量既知のスタンダード試料は無いが、コットンリンターを希酸加水分

解した市販の MCC の分子量は、レベルオフ重合度（LODP）DP200～300 と報告されている。

磯貝らは DP7 と DP15（プルランスタンダードを用いた HPLC 分子量測定法により測定）の 2

種類の単分子分散セルロースの調製方法を確立している 1。これら試料の 1% w/v LiCl/DMAc

溶液を調製し、2 つの方法により求めた dn/dc 値（Table 2-2）を用いて分子量を算出した結果

を Table 2-4 に示す。dn/dc 値 0.131 を用いて算出した DPwは予想される値とほぼ一致し、試

料調製濃度（injected mass）と実測濃度（calc. mass）もほぼ一致した。このことから、プルラ

ンと同様、セルロースの dn/dc 値も SEC/MALLS 測定法により算出された値を用いるべきで

ある。 
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Table 2-4 Molecular mass parameters of MCC, cellulose DP7 and DP15 pullulan. Reproduced of 

image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 

Sample 
dn/dc 

(mL/g) 
Mn  Mw DPw 

a Mw/Mn 
b 

Injected 

mass c  

(µg/mL) 

Calc.  

mass d  

(µg/mL) 

Slope 

value e 

MCC 
0.131 19400 29800 184 1.5 0.50 0.46 0.6 

0.065 39000 60100 371 1.5 0.50 0.93 0.6 

Cellulose 

DP7 

0.131 1100 1300 8 1.1 0.51 0.52 - 

0.065 2300 2600 16 1.1 0.51 1.05 - 

Cellulose 

DP15 

0.131 2100 2500 15 1.2 0.51 0.51 - 

0.065 4200 5000 31 1.2 0.51 1.04 - 

a DPw = Mw/162 , b Polydispersity, c Sample prepared concentration, d Calculated mass determined by 

SEC/MALLS analysis, e Slope value of conformation plot 

 

 

 

 

Figure 2-9 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots of cellulose DP15 and DP7 

using dn/dc 0.131.  
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2-3-5 水酸基と LiCl の相互作用 

 

LiCl/DMAc 中でのセルロースの溶解機構は未だ解明されていない。セルロース/LiCl/DMAc

の 13C NMR の結果から、セルロース誘導体やセルロースの水酸基と LiCl または LiCl/DMAc

間の共有結合はないことが報告がされている 4,8－10。また、LiCl/DMAc 中では、セルロース分

子周辺で LiCl 濃度が高くなる濃度勾配があるとの仮説がある 7。今回の Off-Line RI 測定法の

結果は、高分子の高濃度溶液の濃度と屈折率との関係は高い直線性を示し、この濃度領域で

の屈折率が正しい値である事を示している。また dn/dc 値に LiCl の影響が無いセルロースト

リアセテートとポリスチレンには水酸基がほとんど又は全く無いこと、LiCl と DMAc は水と

の親和性が非常に高いこと、LiCl/DMAc の含水率が低いほどセルロース溶解度は高くなるこ

とは、セルロースの水酸基と LiCl がセルロースの溶解性に関係していることを示唆している

2。 

これらのことから、以下のようなセルロースの溶解機構が考えられる。水と同様にセルロ

ースの水酸基は DMAc 中でなんらかの LiCl−セルロース水酸基間の結合を形成し、それによ

りセルロースミクロフィブリル間の水素結合及び疎水性相互作用は阻害される。徐々にセル

ロースミクロフィブリル内に LiCl/DMAc が浸透することで、ミクロフィブリルがほぐれ、セ

ルロース分子は LiCl/DMAc 中に分散する。セルロースが溶解している状態では、LiCl はセル

ロース水酸基周辺に集まっている（Figure 2-10）。このように考えると、高濃度セルロース溶

液を用いて dn/dc値を測定するOff-Line RI測定法では、溶液中のセルロースと離れた所のLiCl

はより希薄になり、LiCl の濃度勾配が顕著になる。LiCl の dn/dc 値はセルロースの 3 倍以上

であり、セルロース濃度が高いと LiCl の濃度勾配は無視できないほど dn/dc 値に大きく影響

する。セルロース量の増加に比例して、溶液中でセルロースと離れた広領域での屈折率が低

下するため、Off-Line RI 測定結果は高い直線性を示したと推察できる。 

 

Figure 2-10 Model of cellulose solution in 1%LiCl/DMAc. Reproduced of image with permission 

from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 
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この濃度勾配をモデル的に LiCl 高濃度領域（セルロースなどの溶質周辺の狭い領域）と

LiCl 希薄領域（セルロースと離れた広領域）と 2 つの領域とみなし、1% および 0.5% w/v 

LiCl/DMAc 中におけるセルロース周辺の高濃度領域の 1 グルコースユニットあたりの LiCl

の mol 数を式（2－2）と（2－3）より算出した。プルランとキチンについても同様に算出し

た（Table 2-5）。これらの式は、SEC/MALLS 測定法による低濃度高分子溶液の dn/dc 値と

Off-Line RI 測定法による高濃度高分子溶液の dn/dc 値の差は、高濃度高分子溶液のセルロー

スと離れた広領域の LiCl 濃度の低下により生じていると仮定した。SEC/MALLS 測定法では

かなりの希薄高分子溶液となるため、高分子に吸着している LiCl 量∝ 0とみなした。 

 

𝑑off−line RI

1 + a
+ dLiCl × a =

𝑑MALLS

1 + a
                                               (2 − 2) 

 

mLiCl =
a

42.4
× 162 (for cellulose and pullulan ); mLiCl =

a

42.4
× 203 (for chitin)       (2 − 3) 

 

doff-lineは F-MFC、プルラン P20、A-chitin の 1% w/v および 0.5% w/v LiCl/DMAc 溶液中の

Off-Line RI 測定法による dn/dc 値、dMALLSは SEC/MALLS 測定法による dn/dc 値、dLiClは LiCl

の DMAc 溶媒中での dn/dc 値（0.390 mL/g）、a は LiCl 高濃度領域で F-MFC、プルラン P20、

A-chitin 1g あたり の LiCl 量（g）、42.4 は LiCl の分子量、162 はセルロースとプルランの繰

返しユニットの分子量、203 はキチンの繰返しユニットの分子量。 

 

その結果、1% w/v LiCl/DMAc 中では 2 セルロースの繰返しユニットあたり LiCl 約 1 分子、

0.5% w/v LiCl/DMAc に希釈すると、3 セルロースの繰返しユニットあたり LiCl 約 1 分子分と

なった（Table 2-5）。SEC/MALLS測定結果から、0.5% w/v LiCl/DMAc中では1% w/v LiCl /DMAc

中よりも F−MFC の根平均二乗回転半径が若干小さくなった（Figure 2-11 (b)）。これらのこと

から、 溶液の LiCl 濃度が低下するとセルロース周辺の LiCl 量も減少し、貧溶媒傾向となる

と考えられる。しかし、分子量測定結果には LiCl 濃度の希釈による影響はなかった（Table 2-4）。

キチンは DMAc を加え、0.5% w/v LiCl/DMAc に希釈すると、ゲル化のような析出現象がみら

れる（Figure 2-8）。キチンは繰返しユニットあたりの水酸基が 2 つであり、セルロースの 3

つよりも少ないため、LiCl 濃度低下により不安定になりやすいと考えられる。LiCl/DMAc 中

で、これらの高分子溶液の安定性には水酸基の存在が重要であることを示している。 
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Figure 2-11 Effect of LiCl or F-MFC concentration on SEC elution patterns and corresponding 

molecular mass plots of different solutions (a), and relationship between SEC elution volume and 

r.m.s. radius of cellulose molecules determined by SEC/MALLS analysis (b). Reproduced of image 

with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 
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Table 2-5 Amount of LiCl apparently bound to one repeating unit (mol/mol) of F-MFC, A-Chitin, 

pullulan molecules. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (Ⓒ

American Chemical Society 2015) 

polysaccharide solvent LiCl (mol) bound to one repeating unit 

F-MFC 1% w/v LiCl/DMAc 0.55 

F-MFC 0.5% w/v LiCl/DMAc 0.41 

A-chitin 1% w/v LiCl/DMAc 0.51 

pullulan 1% w/v LiCl/DMAc 0.48 

 

 

2-3-6  溶媒の違いによる分子量測定への影響 

 

溶媒や溶離液が異なっても、同じ溶質であれば、分子量測定結果は同じとなるはずである。

LiCl の濃度を変更した 0.5% w/v LiCl/DMAc と 1% w/v LiCl/DMAc 中で F-MFC の分子量測定

結果は一致した（Table 2-6）。F−MFC/1% w/v LiCl/DMI を調製し、SEC/MALLS 測定を行った

結果、Mwは DMAc の結果とほぼ同じ値となった（Table 2-6）。しかし、DMI 溶媒の方が DMAc

溶媒より多分散度が低い結果となり、分子量分布は異なった（Figure 2-12）。 

 

 

Table 2-6 Molecular mass parameters of F-MFC in 1.0% w/v LiCl/DMAc, 0.5% w/v LiCl/DMAc, 

and 1.0% w/v LiCl/DMI. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (Ⓒ

American Chemical Society 2015) 

F-MFC 

conc.      

(µg/mL) 

solvent Mn Mw DPw 
a Mw/Mn 

b 

Calc. 

mass c 

(µg/mL) 

Slope 

value d 

1.00 1% LiCl/DMAc 105000 227000 1400 2.2 0.92 0.60 

0.50 1% LiCl/DMAc 68400 224000 1380 3.2 0.48 0.60 

0.25 1% LiCl/DMAc 80100 231000 1420 2.9 0.24 0.60 

0.50 0.5% LiCl/DMAc 63600 227000 1400 3.6 0.50 0.56 

0.25 0.5% LiCl/DMAc 67700 226000 1390 3.3 0.25 0.57 

average 77000 227000 1400 3.0 – 0.59 

standard deviation 16800 2550 15 0.5 – 0.02 

1x10-3 1% LiCl/DMI 146700 246000 1520 1.7 0.99 0.61 

a DPw = Mw/162 , b Polydispersity, c Calculated mass determined by SEC/MALLS analysis, d Slope 

value of conformation plot 
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Figure 2-12 Differential molecular-mass distribution of F-MFC dissolved in 1.0% w/v LiCl/DMAc 

and 1.0% w/v LiCl/DMI, obtained by SEC/MALLS analysis. Reproduced of image with permission 

from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2015) 

 

2-4 まとめ 

 

DMAc 溶媒置換していない乾燥 F−MFC を 8% w/w LiCl/DMAc に直接溶解することができ

た。その結果、正確な濃度のセルロース溶液を調製することができ、dn/dc 値の測定が可能と

なった。セルロースの 1% w/v LiCl/DMAc の dn/dc 値は SEC/MALLS 測定法から算出した値

0.131 と決定することにより、セルロースの絶対分子量の測定が可能となった。セルロースは

様々な工業製品の原料として広く用いられており、正確な分子量や分布を把握することは、

原料の性質管理に大変有用である。 

Off-Line RI 測定法は、溶液の dn/dc 値測定方法として一般的ではあるが、セルロースやキ

チンなどのように DMAc に溶解する際、LiCl が必要である高分子の dn/dc 値の測定はできな

い。この原因として、これらの高分子の水酸基に LiCl が接近し、溶液中で LiCl の濃度勾配

が生じることが考えられ、この水酸基と LiCl の相互作用が高分子の溶解機構に関与している

と考えられる。また、セルロースと同じグルコース骨格であるアミロースやプルランは DMAc

溶液中と 1% w/v LiCl/DMAc 中の dn/dc 値が異なり、これは LiCl の有無によってアミロース

やプルランの溶解機構や溶液中での溶解状態は異なることを示す。また、これらの LiCl 溶液

の Off-Line RI 測定法により得られた dn/dc 値は SEC/MALLS による分子量測定には適さなか

った。さらに、プルランやアミロースの 1% w/v LiCl/DMAc 中の dn/dc 値は、セルロースやキ

チンの 1% w/v LiCl/DMAc 中の dn/dc 値と近似値となった。これらのことから、LiCl の有無に

よるプルランの溶液中での溶解状態の違いを明らかにすることで、セルロースの溶解機構を

解明する手がかりが得られると考えられる。 
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第 3 章 セルロースのモデルとしてのプルランの LiCl/DMAc 中での

溶解機構 

 

3-1 背景 

 

セルロースは DMAc や DMI には溶解することはできないが、8% LiCl/DMAc または 8% 

LiCl/DMI には溶解することができる。この分子レベルでのセルロースの溶解に LiCl がどのよ

うに作用しているのか、セルロースは溶液中でどのような構造なのかについて、これまでも

多くの先行研究や報告があり、様々な手がかりは提示されているものの未だ解明されていな

い 1－10。 

セルロースを溶解するということは、固体内のセルロース分子間に形成されていた水素結

合および疎水性相互作用を全て切断し、セルロース分子間の相互作用を除去することにより、

セルロース分子 1 本 1 本を分子レベルで分散させ、その状態を維持することである。セルロ

ース分子は分子内水素結合により直鎖状になり、直鎖状のセルロース分子鎖間の水素結合ま

たは疎水性相互作用により結晶性のミクロフィブリルが形成される。これらの分子間や分子

内結合がセルロースの不溶性の要因だと推察される。セルロース試料を EDA などのアミン系

有機溶媒に浸漬すると、膨潤し、結晶化度（C.I.）は低下するということが X 線回折により

明らかになっている 11－13（Figure 4-9）。これらの溶液中では、セルロース分子間と分子内水

素結合の可逆性の切断は起こるが、全てが同時に切断されることがないため、セルロースは

溶解に至らないのではないかと考えられる 14。 

LiCl/DMAc は、多角度静的光散乱検出器付きのサイズ排除クロマトグラフィー

（SEC/MALLS）を用いた分子量分布測定に一般的に用いられているセルロース溶剤であり、

セルロース試料を溶解するためには、ある程度の高濃度 LiCl 溶液が必要である 15。

SEC/MALLS 測定用のセルロース溶液は、セルロースを 8% LiCl/DMAc に溶解し、完全溶解

後に DMAc を加え LiCl 濃度を 1%に希釈し調製する。このセルロース溶液は、1% LiCl に希

釈しても析出やゲル化することなく安定溶解状態を維持している。これらのことから、LiCl

が DMAc 溶媒中においてセルロース分子間、分子内水素結合が切断された瞬間、それらが再

結合するのを阻害するためには高い LiCl 濃度が必要である一方、完全溶解したセルロース

/LiCl/DMAc 溶液の LiCl 濃度を 1%に下げてもセルロースが析出しないことから、一度溶解す

るとセルロース溶液は安定である事がわかる。ホロセルロース、ホヤ、再生セルロースなど

の難溶解セルロースは、EDA に浸漬して膨潤した後、DMI や DMAc 溶媒置換を経て、8% 

LiCl/DMI または 8% LiCl/DMAc 中で攪拌することにより溶解できる 16－18。これは、EDA 浸

漬によりセルロースミクロフィブリル内の分子内および分子間水素結合が一部切断され、結

晶構造内に 8% LiCl/DMI または 8% LiCl/DMAc が浸透しやすくなり、LiCl がセルロース分子
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間及び分子内水素結合に作用できるためと推察される。セルロース/LiCl/DMAc の溶解機構に

ついて、これまで様々な分析やシミュレーションによる解析が行われてきた。しかし、LiCl

や DMAc がどのようにセルロース溶解に寄与しているのか、LiCl/DMAc 中でのセルロース分

子や DMAc 中での LiCl の状態など、未だ解明されていない。セルロースのモデル試料として

セロビオースやオリゴマーを用いて分析および考察も行われてきたが、セロビオースでさえ

も LiCl 無しでは DMAc に不溶であるため、溶媒中での LiCl 有無によるセルロース分子への

影響を調べることは出来なかった 2,7。 

第 2 章では、ポリスチレンやセルローストリアセテート溶液の dn/dc 値は LiCl の有無にか

かわらず同じ値となり、2 種類の測定方法から算出された値も一致していた。一方、DMAc

中でのプルランの dn/dc 値も 2 種類の測定方法による結果は一致していたが、LiCl/DMAc 中

での dn/dc 値は 2 種類の測定方法で異なる値を示した。さらに、2 つの測定法のプルランとセ

ルロースの dn/dc 値はそれぞれ近似値となった。このような 2 つの測定方法で得られた dn/dc

値が一致しないという挙動は、一般的な合成高分子ではみられない。また、プルラン、アミ

ロース、セルロース、キチンのようなグルコースを基本骨格とする高分子の 2 測定法により

得られた dn/dc 値はそれぞれ近似値を示すことから、これらのグルコースを基本骨格とする

高分子の溶解機構や溶液中での分子構造は同じであると推察できる。 

プルランはグルコース 3分子が α-1-4 結合したマルトトリオースが α-1-6 結合で結合した構

造を持つ多糖類であり、高速液体クロマトグラフィ（HPLC）を用いた分子量測定の分子量標

準物質として分子量概知の高い精製度の試料が市販されている（Figure 3-1）。プルランはセ

ルロースと異なり溶解性に優れ、水可溶性かつ DMAc にも容易に溶解する多糖類である。 

また、1H-NMR スペクトルでは、試料構造内に存在する水酸基（R-OH）のプロトンはブロ

ードなピークになることが多く、測定温度、解離度、構造変化などの影響で化学シフトやピ

ーク形状も変化しやすい。この現象を活用して、化学構造の動的変化を追跡することができ

る。そこで本章では、モデル物質としてプルランの DMAc と LiCl/DMAc 溶液の NMR 測定を

行い、溶液中で LiCl がプルランにどのように作用しているかを調べることで、セルロースを

含めたグルコースを基本骨格とする高分子の溶解機構解明の手がかりとした。 

 

 

Figure 3-1 Chemical structure of Pullulan.  
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3-2 実験 

 

3-2-1 試料と試薬 

  

市販のプルランスタンダード（P5, Mw: 5900, Shoko Science Co., Ltd., Japan）、重水素化溶媒

DMAc-d9（Cambrige Isotope Laboratories, Inc. USA）を NMR 測定試料および溶媒として用いた。

他の試薬や溶媒は試薬特級(Wako Pure Chemicals, Japan) を使用した。 

 

3-2-2 NMR 測定用溶液の調製 

 

プルランスタンダード P5（41.5 mg）を DMAc-d9（2 mL）に溶解し（P5-DMAc）、この溶液

（1 mL）に LiCl（10 mg）を加え溶解した（P5-LiCl/DMAc）。P5-DMAc と P5-LiCl/DMAc に

内部標準物質テトラメチルシラン（TMS）を適量加え、NMR 測定用溶液とした。 

 

3-2-3 NMR 測定 

  

測定装置は、JMN-ECAⅡ500 spectrometer（JEOL, Tokyo, Japan）を使用した。測定方法は

1H-NMR、13C-NMR、1H-1H COSY、1H-13C HMQC、試料液量は 0.6 mL、測定温度は 23°C（室

温）または 35°C 19。 

  

3-3 結果と考察 

 

3-3-1 NMR 測定によるプルランの構造解析 

 

1H-NMR、13C-NMR、1H-1H DQCOSY、1H-13C HMQC 測定により、P5-DMAc と P5-LiCl/DMAc

のケミカルシフトを決定することができた（Figure 3-2, 3-3, Table 3-1, 3-2, 3-3）。水酸基（−OH）

のピークは、測定温度を変えて 1H-NMR 測定を行うと、低温になるにしたがい水素結合が強

まり、動きが抑制されて低磁場側へシフトし（Figure 3-4）、1H-13C HMQC 測定では、交差ピ

ークが観測されない（Figure 3-5, 3-6）。これらのことから 1H-NMR スペクトルの C−OH プロ

トンのピークと C−H プロトンのピークは容易に判別できる。また、1H-1H DQCOSY の交差

ピークを詳細に解析することでプロトンのケミカルシフトを決定し、更に 1H-13C HMQC の交

差ピークからカーボンのケミカルシフトも決定できた（Figure 3-5, 3-6, 3-7, 3-8）。 
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Figure 3-2 13C-NMR spectra and signal assignments of pullulan in DMAc and 1.0% LiCl/DMAc. 
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Figure 3-3 1H-NMR spectra and signal assignments of pullulan in DMAc and 1.0% LiCl/DMAc, 

showing (a) C−H and (b) O−H protons. Reproduced of image with permission from Elsevier (Ⓒ

Elsevier 2017) 
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Figure 3-4 Changes in chemical shifts of 1H-NMR spectra of pullulan in DMAc and 1.0% w/v 

LiCl/DMAc at 23 and 35 ˚C.  
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Figure 3-5 
1
H-

13
C HMQC spectra of pullulan in 1.0% w/v LiCl/DMAc at 23°C. 

 

 

Figure 3-6 
1
H-

13
C HMQC spectra of pullulan DMAc at 23°C. 
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Figure 3-7 
1
H-

1
H DQCOSY spectra of pullulan in 1.0% w/v LiCl/DMAc at 23°C. 

Figure 3-8 
1
H-

1
H DQCOSY spectra of pullulan in DMAc at 23°C. 
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Table 3-1 13C chemical shifts of pullulan in DMAc-d9 and 1% (w/v) LiCl/DMAc-d9. 

Solvent Glucosyl unit C1 C2 C3 C4 C5 C6 

1% LiCl/DMAc 

I 100.1 73.0 74.0 82.0 71.8 62.2 

II 101.6 73.2 74.7 82.8 72.0 61.4 

III 102.6 73.7 74.7 71.6 72.3 68.2 

DMAc 

I 100.3 73.1 74.0 81.8 71.8 62.4 

II 102.2 73.3 74.6 83.2 73.4 61.3 

III 103.0 73.7 74.4 71.7 72.6 68.5 

 

 

Table 3-2 13H chemical shifts of C–H protons of pullulan in DMAc-d9 and 1% (w/v) LiCl/DMAc-d9. 

Solvent Glucosyl unit H1 H2 H3 H4 H5 H6a H6b 

1% LiCl/DMAc 

I 4.73 3.43 3.93 3.50 3.65 4.21 3.61 

II 5.17 3.49 3.8 3.24 3.8 3.80 3.76 

III 5.06 3.44 3.66 3.22 3.88 3.75 3.66 

DMAc 

I 4.72 3.38 3.87 3.50 3.64 4.12 3.60 

II 5.09 3.45 3.80 3.24 3.78 3.84 3.77 

III 5.00 3.41 3.59 3.16 3.89 3.75 3.66 

 

 

Table 3-3 13H chemical shifts of C–OH protons of pullulan in DMAc-d9 and 1% (w/v) 

LiCl/DMAc-d9. 

  

Solvent Glucosyl unit C2–OH C3–OH C4–OH C6–OH 

1% LiCl/DMAc 

I 5.59 5.85 – 5.26 

II 5.89 5.93 – 4.75 

III 5.99 5.80 5.70 – 

DMAc 

I 5.14 5.54 – 4.95 

II 5.71 5.47 – 4.65 

III 5.83 4.95 5.14 – 
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プルランの DMAc と LiCl/DMAc中での 13C-NMR スペクトルと 1H-NMR スペクトルの C−H

プロトンのピークはほぼ一致し（Figure 3-2, Table3-4, Figure 3-3, Figure 3-9, Table3-5）、LiCl に

よる影響はみられなかった。一方、LiCl/DMAc 中でプルランの 9 種類すべての C−OH プロト

ンのピークは大きく低磁場側にシフトし（+0.10～+0.56ppm）、シャープなピーク形状となっ

た（Figure 3-3, Figure 3-9, Table3-6）。ピークが低磁場側にシフトするほど O と H の距離が離

れている、つまり、C−OH 基の解離度は上がることを示している。また、ピーク形状がシャ

ープなほど C−O−H の動きは抑制され安定しており、均一な構造となっていることを示して

いる。これら結果から、LiCl/DMAc 中で、プルランの繰返し単位中の 9 種類の C−OH プロト

ンは個々に LiCl との相互作用があり、解離度は高いものの、動きは抑制され安定した均一構

造をとっていることが推察できる。LiCl/DMAc 溶液の方が DMAc 溶液よりも安定なプルラン

溶液であるということは、SEC/MALLS 測定の結果とも一致する（2-3-3 参照）。また、9 種類

すべての C−OH プロトンのケミカルシフトを確定できたことから、C−OH プロトンの多くは

誘導体化することなく、LiCl/DMAc と相互作用していることが示された。 

 

 

 

 

Figure 3-9 Difference in chemical shift of 1H-NMR spectra of pullulan in 1.0% LiCl/DMAc and 

DMAc. 

  

ppm

456

in 1%LiCl/DMAc
in DMAc
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Table 3-4 Changes in 13C chemical shift (ppm) of pullulan carbons induced by changing the solution 

from DMAc to 1% (w/v) LiCl/DMAc. Reproduced of image with permission from Elsevier (Ⓒ

Elsevier 2017) 

Glucosyl unit C1 C2 C3 C4 C5 C6 

I –0.2 –0.2 0.0 0.0 –0.1 –0.2 

II –0.6 –0.1 0.1 –0.4 –0.3 0.0 

III –0.4 –0.1 0.3 –0.1 –0.3 –0.3 

 

Table 3-5 Changes in 1H chemical shift (ppm) of C–H protons of pullulan induced by changing the 

solution from DMAc to 1% (w/v) LiCl/DMAc. Reproduced of image with permission from Elsevier 

(ⒸElsevier 2017) 

Glucosyl unit H1 H2 H3 H4 H5 H6a H6b 

I 0.01 0.05 0.06 0.00 0.01 0.00 0.01 

II 0.08 0.04 0.00 0.00 0.02 –0.04 –0.01 

II 0.06 0.03 0.07 0.06 –0.01 0.00 0.00 

 

 

Table 3-6 Changes in 1H chemical shift (ppm) of C–OH protons of pullulan induced by changing the 

solution from DMAc to 1% (w/v) LiCl/DMAc. Reproduced of image with permission from Elsevier 

(ⒸElsevier 2017) 

Glucosyl unit C2–OH C3–OH C4–OH C6–OH 

I 0.45 0.31 – 0.31 

II 0.18 0.46 – 0.10 

II 0.16 0.85 0.56 – 

 

 

3-3-2 セルロースの溶解機構 

 

プルランの溶液中での分子構造の結果から、セルロースの溶解機構について以下のように

推察できる。DMAc 中で C−OH プロトンの解離度を上げるためには、セルロースの 3 種類す

べての OH 基と Li+及び Cl-イオン間の強い相互作用が必要である。更に、セルロースは DMAc

には溶解しないことから、DMAc 分子はセルロースに直接作用はしていない。 

また、LiBr/DMAc も LiCl/DMAc と同様にセルロース溶剤であり、NaCl/DMAc にはセルロ

ースは溶解しない事から、Li+がセルロース溶解に必要であると考えられる。 

Adam らはシミュレーションの結果から DMAc 中ではグルコース鎖や Li+及び Cl-イオンは

比較的溶媒和が弱いため、それが Li+及び Cl-イオンとグルコース鎖間の相互作用に大きく影

響しており、更にサイズの小さい Li+イオンはセルロース分子鎖間に入り込み、グルコース鎖
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と多様な結合をするため、Li+イオンがセルロース溶解機構の主な要因であるとのべている 20。 

セルロース分子鎖間の水素結合または疎水結合を切断し、その状態を維持していることが、

セルロースが溶解していることであり、Li+イオンがセルロース水酸基すべてに作用すること

で、セルロース分子鎖間の水素結合や疎水結合の再構築を妨げ、セルロースの分子分散状態

の維持に寄与していると考えられる（Figure 3-10）。 

また、セルロースは LiCl/DMAc と LiCl/DMI には溶解するが、類似した構造を有するジメ

チルホルムアミド（DMF）やジメチルスルホオキシド（DMSO）の LiCl/DMF や LiCl/DMSO

には溶解しない。DMI と DMAc には、Li+及び Cl-イオンと他の溶媒には無い何らか相互作用

があるのではないかと推察できるが、その要因については今後詳細な検討が必要である。 

 

 

Figure 3-10 Schematic model of solution-state strucure of cellulose in LiCl/DMAc. Reproduced of 

image with permission from Elsevier (ⒸElsevier 2017) 

 

 

3-4 まとめ 

 

dn/dc 値と 1H-NMR スペクトルの C−OH プロトンのケミカルシフトの違いから、プルラン

の DMAc 溶液中での構造は LiCl の有無により異なることが明らかになった。LiCl の存在に

よりプルランの全水酸基の解離度は上がり、均一な安定構造となっていた。1% w/v 

LiCl/DMAc 中での dn/dc 値がプルランと同様の挙動を示すセルロースを含むグルコースを基

本骨格とする多糖の水酸基と Li+と Cl-イオン間には相互作用があり、これによりセルロース

等が DMAc 溶媒には不溶であるが、LiCl/DMAc 溶液中では溶解に至る一因ではないかと推察

できる。 
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第 4 章 難溶解セルロース試料の SEC/MALLS 測定 

 

4-1 背景 

 

通常、SEC/MALLS 測定用のセルロース試料は LiCl/DMAc に溶解し、分子量測定を行う。

セルロース試料は容易に溶解せず、水−アセトン−DMAc 溶媒置換法（2-2-4 参照）を用いるこ

とで溶解できる。しかし、この溶媒置換法では LiCl/DMAc に溶解可能なセルロース試料は、

広葉樹漂白クラフトパルプ（HBKP）、溶解パルプ、MCC、無灰パルプなどに限定されており、

汎用性が無い。当研究室の先行研究では、溶媒を LiCl/DMI に変えることで、これまで完全溶

解できなかった針葉樹漂白クラフトパルプ（SBKP）や未漂白クラフトパルプ（UKP）、ホヤ

セルロースなどの難溶解性セルロース試料を完全溶解し、SEC/MALLS による分子量分布測

定可能な試料範囲を大きく広げた 1。さらに、木粉から調製したホロセルロースもエチレンジ

アミン（EDA）に浸漬した後、DMI に溶媒置換することで LiCl/DMI に溶解でき、分子量分

布測定も可能にした 2。しかし、LiCl/DMI は LiCl/DMAc と比べかなり粘度が高いため、溶媒

や溶離液としての扱いが難しく、セルロース試料を溶解する際の攪拌性、SEC/MALLS 測定

結果の再現性に問題があった。 

本章では、ホロセルロースの DMI 溶液の調製方法と同様に EDA に浸漬することで難溶解

性セルロース試料を LiCl/DMAc に完全溶解する方法の検討を行った。それによる HPLC 溶離

液として一般的な LiCl/DMAcを用いセルロース試料の汎用性が高い SEC/MALLS測定方法の

確立を目的とした。 

 

4-2 実験 

 

4-2-1 試料と試薬 

 

未乾燥広葉樹漂白クラフトパルプ（HBKP）、未乾燥針葉樹漂白クラフトパルプ（SBKP）

は日本製紙株式会社製を用いた。酢酸菌（Acetobacter xylinum : JCM10150）から調製したバク

テリアセルロース（BC）、ホヤ（Halocynthia roretzi）の外套膜、クラドフォラ（Cladophora sp.）

を亜塩素酸ナトリウム中で漂白しタンパク質除去した後、ホモジナイザーにより粉砕し、精

製セルロースを調製した 3。コットンリントはコットンボール（東京大学農場提供）を 90% ア

セトン溶液に 1 日浸漬脱脂後、Wise 法 4を 1 回行い精製した。市販の無灰パルプ（AP）（Ashless 

pulp、Advantec Tokyo, Japan）は、良溶解性コットンリントとして用いた。他の試薬や溶媒は

試薬特級 (Wako Pure Chemicals, Japan) を使用した。 
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4-2-2 セルロース試料の溶解と SEC/MALLS 測定 

 

セルロース試料溶液は、エチレンジアミン浸漬法と水−アセトン溶媒置換法により調製した。 

エチレンジアミン浸漬法は、凍結乾燥した試料（0.04 g）をエチレンジアミン（EDA）（5 mL）

に 4 日間浸漬後、遠心分離機により EDA を取り除いた。沈殿物をメタノール（40 mL）で 3

回溶媒置換し、さらにメタノール（40 mL）に 3 時間振とう浸漬した後、メタノールを遠心分

離機によって除去し、DMAc（40 mL）で溶媒置換を 3 回行った。さらに DMAc（40 mL）に

1 晩振とう浸漬した後、遠心分離機によって DMAc を除去し、沈殿物に 8% w/w LiCl/DMAc

を加え、全量を 10 g とした。得られた溶液は、室温で 2 週間攪拌し、溶解した。ホヤとクラ

ドフォラは、さらに 2 週間静置し溶解した。 

水−アセトン溶媒置換法は、セルロース試料（0.04 g）を蒸留水、アセトン、DMAc の順に

各溶媒（40 mL）中で 1 日浸漬後、遠心分離機により溶媒置換 3 回を行い、得られた沈殿物に

8% w/w LiCl/DMAc を加え、全量を 10 g とした。溶液は、室温で攪拌した。遠心分離機は 12,000 

×g、10 分間の条件で使用した。 

得られたセルロース試料の 8% w/w LiCl/DMAc 溶液を DMAc で希釈し、約 0.05% 試料濃度

の 1% w/v LiCl/DMAc 溶液を調製し、SEC/MALLS 測定用試料とした。測定試料は、0.45 μm 

PTFE ディスポーザルメンブランフィルターを通した際、抵抗が無ければ、完全溶解している

と判断した。SEC/MALLS 測定方法は 2-2-7 に記載した方法に従い行った。dn/dc 値は 0.131 

g/mL を用いた。 

 

4-2-3 中性糖分析 

  

乾燥試料（50 mg）は 72% 硫酸（1 mL）に浸漬攪拌（30 ˚C、2 時間）後、水（14 mL）を

加え、オートクレーブで加熱（120 ˚C、1 時間）した。得られた糖液に 20 mg/mL の myo-イノ

シトール水溶液（0.5 mL）を加え、水酸化バリウム（1.7 g）と炭酸バリウムを添加し pH 5.5

〜6.5 に調製した。遠心分離機（12,000 ×g, 10 分間）により沈殿物を除去し、上澄みを凍結乾

燥した。得られた乾燥固形物を HPLC 分析用蒸留水（0.5 mL）に溶解し、遠心分離機によっ

て残留硫酸バリウムを沈殿除去した。得られた糖液（0.4 mL）にアセトニトリル（0.4 mL）

を加え、超音波処理（10 秒間）で均一溶液とし、0.45 μm PTFE ディスポーザルメンブランフ

ィルターを通した後、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）測定を行った。 

HPLC の構成は、オンラインデガッサー（DGU-20A, Shimadzu, Japan）、高圧ポンプ

（LC-10ADVP, Shimadzu, Japan）、オートインジェクター（SIL-20AC, Shimadzu, Japan）、カラ

ムオーブン（CTO-10ACVP, Shimadzu, Japan）、ガードカラム（NH2PG-50G 4A, Shoko Science Co., 

Ltd., Japan）、アミノカラム（NH2P-50 4E, Shoko Science Co., Ltd., Japan）、示差屈折率測定器

（Optilab, λ=658 nm, Wyatt Technologies, USA）からなる。データの取得および解析はASTRA IV 

ソフトウェア（Wyatt Technologies, USA）を用いた。測定条件は、流速 1.0 mL/min、カラムオ



54 

 

ーブンおよび示差屈折率測定器の温度は 50 ˚C、注入量 20 μL とした。溶離液 250 mM リン酸

75%（v/v）アセトニトリルは、超音波処理することで均一溶液化してから用いた。定量する

糖（グルコース（Glc）、マンノース（Man）、キシロース（Xyl）、アラビノース（Ara）、ガラ

クトース（Gal）、ラムノース（Rha）、myo-イノシトール（Ino））の検量線はあらかじめ作製

しておいた 5。 

 

4-2-4 固体 NMR 測定（CP/MAS 法） 

 

測定試料（約 60 mg）は乾燥して用いた。固体 13C NMR スペクトルは交差分極およびマジ

ック角回転（CP/MAS）を用いて測定した。JMN-ECAⅡ500 spectrometer（JEOL, Tokyo, Japan）

を使用し、プローブは 3.2 mm HXMAS プローブ、試料管は 3.2 mm 径のジルコニウムロータ

ーを用い、測定温度 23 ˚C で測定した。試料の回転周波数は 6 kHz、1H 90° パルス幅は 2.5 μs、

遅延時間 5 s、コンタクトタイム 2 ms、積算回数 1024 回、リファレンスはアダマンタンのメ

チレンカーボンピーク 29.5 ppm とした。結晶化度（C.I.）は、Gaussian-Lourentzian 関数を用

いピーク分離を行い、C4 ピークの全域（80-91 ppm）に対する結晶領域（86-91 ppm）の面積

割合から算出した 6。 

 

4-2-5 還元粘度測定 

 

レオメータ（MCR 302, Anton Paar GmbH, Graz,Austria）を使用し、0.4% w/v セルロース試料

濃度の 8% w/w LiCl/DMAcと 0.05% w/vセルロース試料濃度の 1% w/v LiCl/DMAcのずり粘度

測定を行った。測定は、コーンプレート（50 mm 径、angle 2°）を使用、ずり速度 0.01-1000 s-1、

室温 25 ˚C の条件で行った。ゼロせん断粘度は、8% w/w LiCl/DMAc は 6.26 mPa･s、1% w/v 

LiCl/DMAc は 0.966.26 mPa･s を用い、式（3－1）（3－2）（3－3）より還元粘度を算出した 7,8。 

𝜂0

𝜂𝑠
= 𝜂𝑟𝑒𝑙               ( 3 − 1)  

 

𝜂𝑟𝑒𝑙 − 1 = 𝜂𝑠𝑝             ( 3 − 2) 

 

𝜂𝑟𝑒𝑑 =
𝜂𝑠𝑝

𝐶
                ( 3 − 3) 

 

ηsは溶液粘度、η0はゼロ粘度、ηrelは相対粘度、ηspは比粘度、ηredは還元粘度、c は濃度（w/v）。  
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4-3 結果と考察 

 

4-3-1 EDA 浸漬法の分子量分析と中性糖分析への影響 

 

AP は良溶解性セルロース試料であり、水−アセトン溶媒置換法で容易に溶解する。そこで、

EDA 浸漬法と水−アセトン溶媒置換法を用いて AP を溶解し、SEC/MALLS 測定を行った。そ

の結果、分子量プロットは重なり、SEC 流出パターンはほぼ一致した（Figure 4-1）。実測濃

度（calculated mass）や分子量は EDA 浸漬法の値が若干大きくなった（Table 4-1）。これは、

EDA 浸漬法で高分子量域の溶解性が上がったためだと考えられ、EDA 浸漬による低分子量化

はみられず、溶解性の向上も確認できた。 

EDA にホロセルロースを浸漬すると、ヘミセルロース成分の一部が EDA に溶出するとの

報告がある 2。そこで、SBKP と HBKP の EDA−メタノール−DMAc 溶媒置換後とオリジナル

試料の構成糖分析を行った。その結果、EDA 浸漬による影響はほとんどみられなかった（Table 

4-2）。これはパルプ化工程で既にヘミセルロースやリグニンの大部分が取り除かれているた

めだと考えられる。 

 

 

Figure 4-1 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots of cotton linters cellulose 

(AP) pretreated with water/acetone/DMAc and EDA/MeOH/DMAc. Reproduced of image with 

permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 
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Table 4-1 Molecular mass parameters of cotton linters cellulose (AP) with different pretreatments, 

obtained using SEC-MALLS analysis. Reproduced of image with permission from Springer Nature 

(ⒸSpringer 2016) 

Pretreatment DPw
a Mw Mn Mw/Mn

 b Calc. mass (µg) c 

Water/acetone/DMAc 671 108700 59700 1.82 40.9 

EDA/MeOH/DMAc 743 120400 65300 1.84 53.3 

a DPw = Mw/162, b Polydispersity, c Determined by SEC/MALLS analysis 

 

 

Table 4-2 Neutral sugar compositions of original and EDA-treated SBKP and HBKP. Reproduced of 

image with permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 

Pulp sample Glc Man Xyl Rha Ara Gal Total (%) 

Original SBKP 82.2 4.7 6.0 0.1 0.0 0.0 93.0 

EDA-treated SBKP 85.1 4.1 5.6 0.2 0.0 0.0 95.0 

Original HBKP 76.4 0.4 17.1 0.4 0.0 0.0 94.3 

EDA-treated HBKP 77.1 0.3 14.9 0.4 0.0 0.0 92.7 

Glc: glucose; Man: mannose; Xyl: xylose; Rha: rhamnose; Ara: arabinose; Gal: galactose 

 

 

 

4-3-2 難溶解セルロース試料の溶解 

 

難溶解性セルロース試料である SBKP、ホヤセルロース、クラドフォラセルロースをエチ

レンジアミン浸漬法と水−アセトン溶媒置換法で溶解し、その溶解性を比較した。溶解性の判

断は、①目視、②1% w/v LiCl/DMAc に希釈した液を 0.45 μm PTFE ディスポーザルメンブラ

ンフィルターに通した際の抵抗の有無、③SEC/MALLS 測定により MALLS 90°光散乱検出器

および示差屈折率検出器から得られたピーク形状から判断した。 

EDA浸漬法で SBKP はボルテックスでの軽微な攪拌のみで、目視レベルで完全に溶解した。

水−アセトン溶媒置換法では、1 ヶ月間のスタラー攪拌で、目視での不溶物は無くなったが、

フィルターを通すと抵抗があり、溶解は不十分であった。 EDA 浸漬法で調製した SBKP 溶

液は 2 週間後にはフィルターを抵抗無く通過でき、SEC/MALLS 測定結果も良好であった

（Figure 4-2, 4-3, 4-4）。ホヤセルロースとクラドフォラセルロースは、水−アセトン溶媒置換

法では、1 ヶ月間攪拌しても溶解しなかった。一方、EDA 浸漬法では 1 日室温で攪拌すると

目視レベルでは完全に溶解したが、更に 1 ヶ月間の攪拌後に SEC/MALLS 測定を行うと、異

常溶出ピーク等がみられ、分子分散が不十分であった（Figure 4-5, 4-6, 4-7,4-8）。そこで、試
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料濃度を半分に希釈し、1 晩攪拌後に SEC/MALLS 測定を行った。その結果、異常溶出ピー

クは無くなり、良好な結果が得られた（Figure 4-2, 4-3, 4-4）。 

EDA 浸漬によるセルロース試料の溶解性が向上する機構は以下のように推察できる。セル

ロース分子は分子内の水素結合形成によって直鎖構造となっており、直鎖状のセルロース分

子鎖どうしが複数の部位で分子間の水素結合で結合し、結晶性の束（ミクロフィブリル）を

形成している。EDA 浸漬処理によるセルロースミクロフィブリルの膨潤は、セルロース分子

内や分子間の水素結合や疎水性相互作用を一瞬切断するが、すぐに再結合し、結晶化度は下

がるものの、結晶構造はセルロースⅠのままである。更にメタノール洗浄により EDA を除去

すると、セルロース結晶構造はセルロースⅠからセルロースⅢへと変わる 9－11（Figure 4-9）。

このような結晶構造の変化により、ミクロフィブリル内に溶媒が浸透しやすくなり、セルロ

ースの溶解を促進したと推察できる。 

 

 

 

 

Figure 4-2 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots of 0.025% (w/v) cellulose 

solutions and 0.05% (w/v) pulp solutions in 1% (w/v) LiCl/DMAc. Reproduced of image with 

permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 
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Figure 4-3 SEC elution patterns of 0.025% (w/v) cellulose solutions and 0.05% (w/v) pulp solutions 

in 1% (w/v) LiCl/DMAc, detected by scattered laser light at 90°to incident light. 

 

 

Figure 4-4 Double logarithmic plots of molecular mass versus r.m.s. radius for 0.025% (w/v) cellulose 

solutions and 0.05% (w/v) pulp solutions in 1% (w/v) LiCl/DMAc. Reproduced of image with 

permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 
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Figure 4-5 Photographs of EDA/MeOH/DMAc-pretreated and water/acetone/DMAc-pretreated 

tunicate and algal celluloses in 8% (w/v) LiCl/DMAc, stirred at room temperature for 1 month. 

Reproduced of image with permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016)  

 

 

Figure 4-6 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots of 0.05% (w/v) cellulose 

solutions in 1% (w/v) LiCl/DMAc. 
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Figure 4-7 SEC elution patterns of 0.05% (w/v) cellulose solutions in 1% (w/v) LiCl/DMAc, detected 

by scattered laser light at 90°to incident light. 

 

 

 

Figure 4-8 Double-logarithmic plots of molecular mass versus r.m.s. radius for 0.05% (w/v) algal and 

tunicate cellulose solutions in 1% (w/v) LiCl/DMAc. 
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Figure 4-9 X-ray diffraction patterns of the original eucalyptus holocellulose sample (a), EDA-treated 

eucalyptus holocellulose sample (b) and the EDA-MeOH-treated eucalyptus holocellulose sample (c). 

Reproduced of image with permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2015) 

 

 

4-3-3 溶液中でのセルロース分子間の相互作用 

 

目視において、試料の由来の違いによるセルロース試料の 8% w/w LiCl/DMAc 溶液の粘度

は大きく異なり、粘度が高いホヤセルロースやクラドフォラセルロースは分子分散性が悪い

という傾向がみられた。セルロース溶液の粘度と分子分散性を調べるため、ずり粘度測定を

おこなった結果を Figure 4-10に示す。セルロース試料 0.4% w/vの 8% w/w LiCl/DMAc溶液は、

試料により異なるずり粘度を示した。また、シアシニングも試料により異なるずり速度でみ

られ、セルロース分子鎖の相互作用や絡まりの頻度や度合いは試料により異なることが示唆

された。これは、セルロース試料の由来により溶解性や分子分散性が異なることを示してい

る。8% w/w LiCl/DMAc 中では、クラドフォラセルロースやホヤセルロースのずり粘度は高

いため、これらの試料の SEC/MALLS 測定結果にみられた異常流出ピークの原因は、分子間

相互作用の影響が 1% w/v LiCl/DMAc 溶液に希釈後も残ったためだと推察できる。 

8% w/w LiCl/DMAc において、木材パルプ（HBKP、SBKP）より他のセルロース試料の粘

度が高くなった一因として、結晶化度（C.I.）の影響が考えられる（Table 4-3）。セルロース

試料の 8% w/w LiCl/DMAc 溶液では、試料が高結晶化度であるほど、溶媒がミクロフィブリ
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ル内に浸透しにくく、完全溶解に時間がかかり、分子間相互作用も残りやすいため高粘度と

なり、撹拌しにくくなる。このことが、分子分散性に影響し、溶解を困難にしたと考えられ

る。 

セルロース試料0.05% w/vの1% w/v LiCl/DMAc溶液のずり粘度も試料によって異なる値を

示した。シアシニングはすべての試料でみられず、ニュートン流動を示し、高いずり速度で

も良分散性で、分子間相互作用はないことが確認でき、SEC/MALLS 測定に適した溶液であ

ることが確認された（Figure 4-10）。 

 

 

Figure 4-10 Shear viscosities of 0.4% (w/v) cellulose solutions in 8% (w/v) LiCl/DMAc and 0.05% 

(w/v) cellulose solutions in 1% (w/v) LiCl/DMAc, measured at 25 °C. Reproduced of image with 

permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 

 

4-3-4 SEC/MALLS 測定結果 
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の他のセルロース試料0.025% w/vの1% w/v LiCl/DMAc溶液）のSEC/MALLS測定結果をTable 

4-3 と Figure 4-2 に示す。 HBKP と SBKP の溶出パターンには 2 つのピークがあった。既報

では、木材由来パルプの高分子領域のピークはセルロース、低分子領域のピークはヘミセル

ロースの溶出とみなしている 1,12,13。BC、コットンリント、ホヤ、クラドフォラのピークは 1
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つであり、これはセルロース以外の構成成分はほとんど無いためである。分子量プロットは、

SBKP 以外のすべての試料で重なり、良好な直線性を示した。SBKP は、溶出時間 6～8 mL

で他の試料よりも高い分子量となり、明らかに他の試料とは異なる結果を示した。溶液中で

の高分子の構造を示すコンフォメーションプロットにおいても、SBKP 以外は良直線性でほ

ぼ重なり、高分子量領域ピークから算出した slope 値は 0.56～0.57 となり、フレキシブルな直

鎖ランダムコイル状を示した（Table 4-3, Figure 4-4）。この結果は、β-1,4 グリコシド結合の直

鎖高分子であるセルロースの良溶媒中の構造として妥当である。しかし、SBKP の slope 値は

0.35 と低い値となり、高密度構造を示した（Table 4-3, Figure 4-4）。このような、SBKP 特有

な SEC/MALLS 測定結果は、DMI 溶媒を用いた測定においても、同様の結果が報告されてい

る 1。SBKP は 1% w/v LiCl/DMAc 中で分子分散性も良好であり、凝集の可能性はない。その

ため、分岐状などの高密度分子構造が反映された slope 値である。 

セルロース試料の 1% w/v LiCl/DMAc 溶液の還元粘度（ηred）と分子量（Mw）の両対数グラ

フを Figure 4-11 示す。SBKP 以外は同一直線上に存在し、Mwと ηredに高い相関関係がみられ

たが、SBKP はこのラインから大きく外れていた。この結果からも、SBKP は他のセルロース

試料と溶液中で異なる構造であること示唆している。 

 

Table 4-3 Molecular mass parameters of highly crystalline cellulose and pulp samples. Reproduced of 

image with permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 

Sample C.I.a 

Reduced viscosity ηred 

(L/g) in LiCl/DMAc 

Calc. 

mass b 

(µg/mL) 

DPw
c Mw Mn Mw/Mn

d 
Slope 

value e 
8% (w/v) 1% (w/v) 

Algal 

cellulose 
0.98 28.6 3.3 

0.22 5750 932000 335000 2.8 0.57 

0.43 5010 811000 401000 2.0 ‒ 

Tunicate 

cellulose 
0.87 18.4 2.3 

0.24 4900 793000 295000 2.7 0.57 

0.45 4610 747000 346000 2.2 ‒ 

Bacterial 

cellulose 
0.79 3.8 1.2 

0.25 2520 408000 220000 1.9 0.56 

0.45 2490 404000 232000 1.7 ‒ 

Cotton lint 

cellulose 
0.66 7.5 1.8 

0.24 3300 534000 343000 1.6 0.57 

0.42 3210 520000 345000 1.5 ‒ 

SBKP 0.47 3.1 0.7 0.48 3890 630000 82000 7.7 0.35 

HBKP 0.43 1.6 0.7 0.51 1770 287000 45000 6.4 0.57 

 

a Crystallinity index measured from solid-state 13C NMR spectra of cellulose and pulp samples 

(Larsson et al. 1999), b Calculated mass determined by SEC/MALLS analysis, c DPw = Mw/162,  
d Polydispersity, e Slope value of conformation plot  
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Figure 4-11 Double-logarithmic plots of reduced viscosity of cellulose and pulp solutions in 1% (w/v) 

LiCl/DMAc versus M
w
 of cellulose and pulp samples listed in Table 4-3. Reproduced of image with 

permission from Springer Nature (ⒸSpringer 2016) 

 

 

 

4-4 まとめ 

  

これまで、SBKP や高結晶化度のホヤセルロースやクラドフォラセルロースは LiCl/DMAc

に溶解することはできなかった。しかし、EDA 浸漬及びメタノール溶媒置換を経る事で、こ

れらの試料の良溶解セルロース溶液の調製が可能になり、SEC/MALLS測定が可能となった。

それにより様々なセルロース試料の分子量や分子構造が明らかになった。ホヤやクラドフォ

ラセルロースの分子量は大きく、SBKP 以外のセルロース試料はすべて直鎖高分子であり、

溶液中でフレキシブルなランダムコイル状であった。しかし、SBKP のみは、分岐状高分子

のような高密度構造を示した。この高密度構造の要因については、第 5 章以降で詳細な検証

を行う。 
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第 5 章 木材由来ホロセルロースの SEC/MALLS 測定 

 

5-1 背景 

 

様々な樹種、植物種中のセルロースの分子構造を解析し、比較することは、樹木種特有の

構造についての知見を得るために大変有用である。第 4章では、SEC/MALLS分析により SBKP

のセルロース分子構造は他のセルロース試料と異なることが明らかになった。山本らは、Wise

法で脱リグニン処理した木材ホロセルロースもLiCl/DMI溶液中でSBKP同様に分岐状のよう

な高密度構造を示すと報告している。また、木材由来のセルロース試料を LiCl/DMI に溶解す

るには、脱リグニンは必須であり、リグニンとセルロースミクロフィブリルの相互作用は、

木材の疎水性と強固な構造を保つためには必要不可欠であることもわかる 1。このように木材

中でセルロースはヘミセルロースやリグニンと分子レベルで複合化しているが、その構造に

ついては未だ明らかになっていない 2－6。 

本章では、木材ホロセルロースを LiCl/DMAc に溶解し、その SEC/MALLS 測定結果から溶

液中の分子構造を解析し、試料の由来による違いを検証した。 

 

5-2 実験 

 

5-2-1 試料と試薬 

 

木材試料として、広葉樹のユーカリ（Eucalyptus globulus）、マカンバ（Betula maximowicziana）、

針葉樹のスギ（Cryptomeria japonica）、裸子植物のイチョウ（Ginkgo biloba）の木片を用いた。

木片を高速粉砕機（HS-20, Senion Ind. Ltd., Tokyo, Japan）を用いて粉砕して、80 メッシュ以下

に揃えた。HBKP と SBKP は日本製紙株式会社製、バクテリアセルロース（BC）は酢酸菌よ

り調製した（4-2-1 参照）。参考試料として、ヒノキ（Chamaecyparis obtuse）、アカシア（Acacia 

Mill）、アカマツ（Pinus densiflora）、ヤナギ（Salix L.）、タケ（Bambuseae）、イナワラ （Oryza 

sativa L）の α－セルロース（京都大学 矢野教授、伊達博士からご提供していただいた試料）

を用いた。これらの α－セルロース試料は、クラフト蒸解または 2% 水酸化ナトリウム抽出、

Wise 法による脱リグニンを経て、17.5% 水酸化ナトリウム抽出を行い調製した。他の試薬や

溶媒は試薬特級 (Wako Pure Chemicals, Japan) を使用した。 
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5-2-2 ホロセルロース、α－セルロースの調製 

 

木粉（1 g）を 90% （v/v）アセトン（100 mL）に加え、マグネチックスターラーで 1 晩攪

拌後、吸引濾過、風乾したものを脱脂試料とした。得られた脱脂試料は、Wise 法により脱リ

グニンを行った 7。Wise 法は、脱脂試料（2.5 g）、脱イオン水（150 mL）、亜塩素酸ナトリウ

ム（1.0 g）、氷酢酸（0.2 mL）を加え、75°C のオイルバス中、マグネチックスターラーを用

いて攪拌しながら、1 時間毎に亜塩素酸ナトリウム（1.0 g）と氷酢酸（0.2 mL）を追加した。

反応終了後、吸引濾過（ガラスフィルター 1GP100）し、脱イオン水で中性になるまで洗浄

後、凍結乾燥を行った 8。亜塩素酸ナトリウムと氷酢酸の添加回数は、広葉樹は 4 回、スギと

イチョウの回数はリグニンをできるだけ除去するため 6 回行った 9。スギ α－セルロースは、

17.5%水酸化ナトリウム溶液（50 mL）にスギホロセルロース（2 g）と水素化ホウ酸ナトリウ

ム（NaBH4）（0.02 g）を加え、窒素封入下で 1 時間浸漬後、吸引濾過し（ガラスフィルター 

1GP100）、脱イオン水で洗浄して、更に少量の 5 M 酢酸中に分散した後、中性になるまで水

洗浄したものを凍結乾燥して調製した。脱脂試料を基本重量とした回収率は、ユーカリホロ

セルロース 83%、マカンバホロセルロース 68%、スギホロセルロース 79%、イチョウホロセ

ルロース 77%、スギ α－セルロース 60%であった。 

 

5-2-3 試料の溶解、SEC/MALLS/UV 測定、中性糖分析 

 

溶解試料は、EDA 浸漬法（4-2-2 参照）で調製し、完全溶解するまで室温で攪拌した。得

られた 8% w/w LiCl/DMA 溶液を DMAc で希釈し、試料濃度約 0.05% または 0.025% w/v の

1% w/v LiCl/DMAc を調製し、SEC/MALLS 測定用試料とした。0.45 μm PTFE ディスポーザル

メンブランフィルターを通した時に抵抗が無ければ、完全溶解していると判断した。

SEC/MALLS 測定は、2-2-7 に記載した方法に従って行った。一部の測定において、UV 検出

器（SPD−M20A; Shimadzu, Japan）を SEC/MALLS 測定ラインに追加し、波長 280 nm の吸収

による残存リグニン分解物の検出も行った。SEC/MALLS 分析でのピーク面積算出には、Peak 

fit 4.12（SeaSlove Software）を用いた。中性糖分析用試料は、SEC/MALLS 測定試料と同様の

EDA 浸漬とメタノール溶媒置換処理を行った試料とその処理前の試料を 4-2-3 に記載した方

法に従い行った。中性糖分析の回収率（Total）は試料の酸加水分解後の不溶解物量等を示し、

中性糖分析にかからないリグニン関連成分や酸性糖量と考えられる。 
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5-3 結果と考察 

 

5-3-1 ホロセルロースの溶解と SEC/MALLS 分析 

 

ほぼすべての試料は 2 週間～1 ヶ月以内に完全溶解した。スギホロセルロースは約 4 ヶ月

後に完全に溶解した。イチョウホロセルロースにおいては、4 ヶ月後には目視では溶解して

いたが、0.45 μm PTFE ディスポーザルメンブランフィルターを通した際に抵抗があり、完全

には溶解していなかったため、フィルターを通過した溶液の測定を行った。中性糖分析の結

果から、EDA 浸漬とメタノール溶媒置換前処理を行うと、ホロセルロース中のヘミセルロー

スとリグニンを含む酸加水分解後の不溶解物質の量が減少した（Table 5-1）。ヘミセルロース

の EDA 溶媒への溶出については、山本らも報告しており 1、このことから、EDA 浸漬とメタ

ノール溶媒置換処理によるヘミセルロースやリグニン等の溶出は、ホロセルロースの溶解を

促進する効果があると推察できる。また Siller らは、EDA 浸漬の影響でレーヨン分子量分布

において低分子領域にのみ若干の減少がみられ、高分子領域には影響は無かったと報告して

いる 10。SEC/MALLS 測定結果において、ホロセルロースの実測濃度（Calc. mass）が、試料

調製濃度より低くなる一因は、溶解前処理中にヘミセルロースやリグニンの一部が EDA 中に

溶出したためであると推察できる（Table 5-2）。イチョウホロセルロースの実測濃度が低くな

った原因は、不溶部分がフィルターで濾されたためと考えられる。 

フレキシブルな直鎖ランダムコイル状のセルロース分子の標準品として高純度セルロース

試料 BC を用いた。SEC/MALLS の結果を Figure 5-1、Figure5-2 に示す。測定に用いたセルロ

ース試料溶液全てにおいて MALLS 90 °検出器における異常ピークは見られず、凝集の無い良

溶解溶液であった（Figure5-1（a）, Figure5-2（a））。木材ホロセルロースの溶出パターンには

木材パルプと同様に 2 つのピークがあり、高分子領域（HMM）ピークはセルロース、低分子

量領域（LMM）ピークはヘミセルロースとリグニンの溶出とみなせる 11－13。ホロセルロース

は、クラフト漂白パルプよりも LMM ピーク面積が大きく、ヘミセルロースが多いことが示

された（Figure5-1（b）, Figure5-2（b））。また、針葉樹試料の Mwは広葉樹試料の Mwよりか

なり大きい値となった（Table5-2）。 

全ての広葉樹試料の分子量プロットや HMM ピークのコンフォメーションプロットは BC

とほぼ一致した（Figure5-2）。そのコンフォメーションプロットの slope 値は約 0.6 であり、

広葉樹試料と BC は良溶媒中でフレキシブルな直鎖ランダムコイル状であることを示した

（Table 5-2）。 

一方、針葉樹試料は広葉樹試料と異なる結果を示した。ヘミセルロース由来の LMM ピー

クは小さくなり、濃アルカリ抽出により脱ヘミセルロース処理したスギ α－セルロースのヘ

ミセルロース由来の LMM ピークは無かった。また、針葉樹の分子量プロットは BC とは一

致せず、同じ分子サイズでも分子量が大きくなった（Figure5-1（b））。コンフォメーションプ

ロットは BC と大きく異なり、凹み曲線となり、HMM ピークから算出した slope 値は約 0.4
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となった（Figure 5-1（c）, Table 5-2）。容易に溶解した SBKP やスギ α－セルロースも同様の

結果であることから、これらは、凝集等の溶解不良に起因しない針葉樹特有の構造である事

を示している。Podzimec らは、SEC/MALLS 測定におけるコンフォメーションプロットの凹

み曲線は、枝分かれ構造の高分子ポリマーの特徴であり、凹み曲線の直線部分から slope 値を

算出する事が可能であると報告している 14,15。すなわち、針葉樹試料の HMM ピークのコン

フォメーションプロットの凹み曲線や低い slope 値は、針葉樹試料が溶媒中で分岐状であるこ

とを示している。しかし、生合成機構からセルロースが枝分かれ状になることは考えにくい

ため、針葉樹試料が分岐状を示す要因は、セルロースがヘミセルロースやリグニンと分子レ

ベルで複合しているためではないかと推察される 16,17。 

 

 

 

Table 5-1 HMM/LMM ratios obtained from SEC-elution patterns, and cellulose/others ratios 

calculated from neutral sugar compositions. 

Sample 

SEC/MALLS Neutral sugar analysis  (%) a 

HMM/  

LMM b 

Cellulose/  

Others c 
Glc Gal Man Ara Xyl Rha Total 

Eucalyptus 
wise - 50.3/49.7 d 50.3 1.7 0.9 0.7 16.2 1.5 71.3 

wise→EDA-treat 63/37 66.9/33.1 d 66.9 1.5 1.5 0.5 14.5 1.0 85.9 

Japanese 

cedar 

wise - 52.4/47.6 e 54.6 1.5 6.6 1.1 5.1 0.9 69.8 

wise→EDA-treat 83/17 69.6/30.4 e 71.5 1.6 5.7 0.9 4.6 0.7 84.9 

 

a Glc: glucose; Man: mannose; Xyl: xylose; Rha: rhamnose; Ara: arabinose; Gal: galactose. 

b HMM/LMM ratio was calculated from SEC-elution patterns using peak deconvolution. 

c Others: hemicelluloses, uronates, lignin fragments, etc. 

d Cellulose/others ratios were calculated from neutral sugar compositions according to the following 

equation, (100-Glu). 

e Cellulose/others ratios were calculated from neutral sugar compositions according to the following 

equation, (Glu-1/3Man)/(100-Glu+1/3Man). 
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Figure 5-1 SEC elution patterns detected by scattered laser light at 90° to incident light (a) , SEC 

elution patterns detected by RI and corresponding molecular mass plots (b), double logarithmic plots of 

molecular mass versus r.m.s. radius (c) of bacterial cellulose, Japanese cedar, ginkgo holocelluloses, 

Japanese cedar α-cellulose, and SBKP. Reproduced of image with permission from American Chemical 

Society (ⒸAmerican Chemical Society 2017) 
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Figure 5-2 SEC elution patterns detected by scattered laser light at 90° to incident light (a) , SEC 

elution patterns detected by RI and corresponding molecular mass plots (b), double logarithmic plots 

of molecular mass versus r.m.s. radius (c) of bacterial cellulose, eucalyptus, birch holocelluloses and 

HBKP. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican 

Chemical Society 2017) 
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Table 5-2 Molecular-mass parameters of bacterial cellulose, kraft pulps, and holocelluloses obtained 

by SEC-MALLS analysis. Reproduced of image with permission from American Chemical Society 

(ⒸAmerican Chemical Society 2017) 

Sample Mw Mn DPw
a Mw/Mn

 b 
Slope 

value c 

Calc. 

mass d 

Bacterial cellulose 79000 273000 2960 1.75 0.61 0.26 

Hardwood 

Eucalyptus 347000 94700 2140 3.66 0.62 0.41 

Birch 542000 73300 3350 7.39 0.61 0.40 

HBKP 273000 78300 1690 3.49 0.63 0.53 

Softwood 

Japanese cedar 890000 288000 5500 3.09 0.39 0.33 

Japanese cedar α-cellulose 569000 116000 3510 2.32 0.38 0.40 

SBKP 495000 112000 3010 4.42 0.44 0.47 

Gymnosperm Ginkgo 703000 156000 4340 4.51 0.4 0.24 

 
a DPw = Mw/162, b Polydispersity, c Slope value of conformation plot, d Determined by SEC/MALLS 

analysis. (µg/mL) 

 

 

 

5-3-2 高分子領域ピークの構成糖 

 

広葉樹試料と針葉樹試料の分子構造が異なる要因を解明するため、中性糖分析と

SEC/MALLS 分析結果からセルロースとヘミセルロースやリグニンなどの割合を算出し、比

較を行った（Table5-3）。SEC/MALLS 分析結果から、HMM ピークをセルロース、LMM ピー

クをヘミセルロース及びリグニン等とみなし、その面積比HMM / LMM からセルロース / ヘ

ミセルロース及びリグニン等を算出した。中性糖分析結果からは、広葉樹試料はグルカン量

をセルロースとみなし、針葉樹試料ではマンナンは主にグルコマンナン由来であることを考

慮し、セルロース量はマンナンの量で補正したグルカン量とし Cellulose/Others を算出した

（Table 5-3 注釈 c, d）。その結果、広葉樹試料では中性糖分析と SEC/MALLS 分析結果から得

られたセルロースとヘミセルロース及びリグニン等との割合はほぼ一致した。すなわち、広

葉樹試料の SEC/MALLS 分析の 2 つのピークはそれぞれセルロースとヘミセルロース及びリ

グニン等であると判断できる。一方、針葉樹試料では SEC/MALLS 分析結果のセルロース割

合が中性糖分析結果よりも明らかに大きくなった。このことは、針葉樹試料の HMM ピーク

にはヘミセルロースが含まれる可能性を示している。17.5% 水酸化ナトリウム抽出により脱

ヘミセルロース処理を行ったスギ α－セルロースの SEC/MALLS 分析結果では、ヘミセルロ

ース由来の LMM ピークは無いが、中性糖分析結果には、マンナンが多く存在していた。こ

のことから、針葉樹の HMM ピークには濃アルカリ抽出でも除去できないグルコマンナンが

含まれていると推察できる。 
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Table 5-3 HMM/LMM ratios obtained from SEC-elution patterns, and cellulose/others ratios 

calculated from neutral sugar compositions. Reproduced of image with permission from American 

Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2017) 

Sample 

SEC-MALLS Neutral sugar composition (%) 

HMM/LMMa 
Cellulose/

Othersb 
Glc Gal Man Ara Xyl Rha Total 

Eucalyptus 63/37 67/33c 67 1.5 1.5 0.5 15 1.0 86 

HBKP 72/28 77/23c 77 0.0 0.3 0.0 15 0.3 93 

Japanese cedar 83/17 70/30d 72 1.6 5.7 0.9 4.6 0.7 85 

Japanese cedar α-cellulose 100/0 79/21d 81 2.1 4.8 0.5 1.2 0.4 90 

SBKP 85/15 80/20d 82 .00 4.7 0.0 6.0 0.1 93 

a HMM/LMM ratio was calculated from SEC-elution patterns using peak deconvolution. 

b Others: hemicelluloses, lignin fragments, etc. 

c Cellulose/others ratios of eucalyptus and HBKP were calculated from neutral sugar compositions 

according to the following equation, Glu/(100-Glu). 

d Cellulose/others ratios of Japanese cedar and SBKP were calculated from neutral sugar compositions 

according to the following equation, (Glu-1/3Man)/(100-Glu+1/3Man). 

 

 

 

UV 検出器を SEC/MALLS 測定ラインに追加し、リグニン由来の 280 nm 吸収溶出パターン

から残存リグニン分解物の分子量分布を調べた。その結果、SBKP や HBKP は 280 nm の吸収

量は全領域で少なかった。これらは、漂白工程を経ているため、ベンゼン環が開裂し、280 nm

の吸収はほとんど検出されなかったためだと考えられる。一方、ホロセルロースでは、HMM

領域にも大きな 280 nm の吸収があり、HMM 領域にも残存リグニン分解物が多く存在してい

ることがわかる。今回調製したホロセルロースは、Wise 法によりリグニンは低分子化されて

いるため、HMM 領域に溶出する高分子量のリグニンは残存していないと考えられる。その

ため、HMM 領域の 280 nm の吸収はセルロース分子と相互作用をもつ残存リグニン分解物で

あると推察される。広葉樹（ユーカリホロセルロース）に比べ、針葉樹（スギホロセルロー

ス、スギ α－セルロース）は HMM 領域の UV 280 nm 吸収量が多く、残存リグニン分解物量

が多いことが示された（Figure 5-3）。 
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Figure 5-3 SEC-elution patterns of Japanese cedar holocellulose, its α-cellulose, eucalyptus 

holocellulose, SBKP, and HBKP, detected by UV absorption at 280 nm. The relative intensities of UV 

absorption between samples correspond to SEC-elution patterns shown in Figures 5-1(b) and 5-2(b), 

detected by RI. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican 

Chemical Society 2017) 

 

 

針葉樹のリグニンは主としてグアイアシルプロパン構造を有し、広葉樹はグアイアシルプ

ロパン構造以外にもシリンギルプロパン構造も有している。プロトリグニン中のシリンギル

単位は 280 nm の吸収量がグアイアシル単位の約 3 倍となることから 18、HMM 領域において

針葉樹は広葉樹よりもかなり多くの残存リグニン分解物の存在が示される。針葉樹は広葉樹

よりもリグニン除去が困難なため、Wise 法の処理回数が多く必要であることは周知である。

柳沢や山本らは、SBKP やホロセルロースが分岐構造を示す要因は、セルロース－リグニン

－グルコマンナン結合であると考察しており 1,13、今回のオンライン UV 溶出パターン測定結

果は、針葉樹の HMM 領域ピークに残存リグニン分解物がセルロースに結合していることを

示しており、この考察を裏付けすることができた（Figure 5-4）。また、セルロースは生合成

される段階において、グルコマンナンやリグニンと結合する機会は無く、木化する際にセル

ロースミクロフィブリル表面やグルコマンナンなど多糖の C6 位の 1 級水酸基とリグニンの

間に化学結合形成されることが報告されている 4,3。針葉樹の高分子領域ピークの枝分かれ構

造は、木化するときに形成されたセルロース－リグニン－グルコマンナン結合と推察でき、

SBKP やスギ α－セルロースでも分岐構造は維持されていることから、この化学結合はアルカ

リ処理やクラフトパルプ化−漂白工程では切断されない化学結合であることが推測された。細

谷らは、非フェノールリグニンの α 位とセルロース及びヘミセルロースの C6 位とのエーテ
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ル結合はアルカリ抽出やサルファイトパルプ化工程において安定であり、更にこの α 位のエ

ーテル結合の安定性は、アルカリ条件下で隣接する β 位のエーテル結合の開裂も阻害し、こ

れがアルカリ抽出やクラフトパルプ化工程後もリグニンが残存する要因と推測している 19。

一方、広葉樹ヘミセルロースの主成分であるキシランやグルクノキシランには C6 位の 1 級

水酸基を有しないため、このような結合はほとんど形成されない。そのため、LiCl/DMAc に

溶解すると、セルロースとヘミセルロースはそれぞれ分子分散し、SEC/MALLS 分析で分離

検出できると推察される（Figure 5-4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5-4 Schematic model (upper) of cellulose microfibril containing glucomannan branches via 

lignin fragment in Japanese cedar holocellulose and the branched Japanese cedar cellulose dissolved 

in LiCl/DMAc, and that (lower) for eucalyptus holocellulose. Reproduced of image with permission 

from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2017)  

Dissolution in 8% LiCl/DMAc

Japanese cedar cellulose microfibril Cellulose molecules partially branched

with glucomannan through lignin fragment

(A) Japanese cedar

Dissolution in 8% LiCl/DMAc

Eucalyptus cellulose microfibril

Cellulose molecules partially linked to lignin fragment

(B) Eucalyptus

Cellulose

Lignin fragmentGlucomannan
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5-3-3 高分子領域の分岐度 

 

SEC/MALLS 測定結果から高分子の分岐度解析を ASTRA VI ソフトウェアを用い行った。

直鎖と分岐試料の同一分子量における慣性半径（R.M.S.）の値と（5－1）式から分岐パラメ

ータ 𝑔𝑀 を算出し、（5－2）式に示す 4 官能ランダム分岐理論式 20,21から 1 分子あたりの分岐

数 λM を求めた結果を Figure 5-5に示す。直鎖セルロース分子標準試料としてBCを用いた。 

𝑔𝑀 =
〈𝑟2〉𝑏𝑟

〈𝑟2〉𝑙𝑖𝑛
                  (5 − 1)                                         

 

𝑔𝑀 = [(1 + λM/6)1/2 + 4/3π λM]−1/2         (5 − 2)                     

 

𝑔𝑀は分岐比、〈𝑟2〉𝑏𝑟  は分岐試料の R.M.S.、〈𝑟2〉𝑙𝑖𝑛は直鎖試料の R.M.S.、λMは 1 分子あたり

の分岐度。 

 

広葉樹由来の試料の分岐数は分子量による変化はほとんどなかった。HBKP は分岐がほと

んど無く、ユーカリは低い値ではあるが、各分子量で一定値の分岐数を示した。これは、Figure 

5-3のUV吸収の結果からユーカリホロセルロースには残存リグニンの分解物がセルロースに

結合しているためだと推察される。 

一方、針葉樹由来の試料は分子量が大きくなるのに対し分岐数が単調増加していた。同じ

慣性半径約 68 nm の BC の重合度（DP）は約 2500、スギホロセルロースは約 6500、スギ α－

セルロースと SBKP は約 4200 となり（Figure 5-6）、この時のスギホロセルロースの平均分岐

数 48、SBKP やスギ α－セルロースは平均分岐数 12 となった（Figure 5-5）。SBKP とスギ α

－セルロースの平均分岐数はほぼ一致し、中性糖分析でのマンナン量もほぼ同じであった

（Figure 5-3）。このことは、SBKP の主な原料がスギであるためだと考えられ、アルカリ抽出

や製紙用パルプ製造工程を経てもセルロース鎖から除去できないリグニンとグルコマンナン

は一定量存在することを示している。 

また、一本のセルロースミクロフィブリルがセルロース分子 6×6 モデルと仮定すると、ス

ギホロセルロース DP 6500 の側鎖ヘミセルロースの平均重合度は約 80：（6500－2500）/ 48 ≒ 

83 となり、ミクロフィブリル表面のセルロースのグルコースユニット約 30 に 1 分岐：2500 / 

48 / 36×20 ≒ 29 ある事になる。SBKP やスギ α-セルロースの DP4200 の側鎖ヘミセルロース

の平均重合度は約 140：（4200－2500）/ 12 ≒ 142 となり、ミクロフィブリル表面のセルロー

スのグルコースユニット約 120 に 1 分岐：2500 / 12 / 36×20 ≒ 116 ある事になる。 

このように、SEC/MALLS 分析結果からセルロース試料の分子量分布だけでなく、分子構

造に関する知見も得ることができる。 
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Figure 5-5 Number of branch units per molecule plotted against molecular mass, calculated from 

SEC/MALLS data and corresponding numbers of branch units per molecule (BM). 

Reproduced of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical 

Society 2017) 

 

 

Figure 5-6 DP of Japanese cedar holocellulose, its α-cellulose, ginkgo holocelulose, SBKP and 

bacterial cellulose with r.m.s radius of ~68 nm. Reproduced of image with permission from American 

Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2017)  
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5-3-4 様々な樹種、植物種中のセルロースの分子構造 

 

様々な由来の α－セルロースを EDA 浸漬法により溶解し、SEC/MALLS 測定を行った結果

を Figure 5-7 に示す。コンフォメーションプロットの結果から、広葉樹（アカシア、ヤナギ）、

タケ、イナワラはフレキシブルな直鎖ランダムコイル状を示した。一方、針葉樹（ヒノキ、

アカマツ）は分岐状を示した。この結果から、分岐構造は針葉樹とイチョウ特有の構造であ

ることがわかる。 

 

 

 

Figure 5-7 Conformation plots of α-cellulose prepared from various kinds of wood species. 

 

 

5-4 まとめ 

 

EDA 浸漬法を用いホロセルロースや α－セルロースを溶解し、SEC/MALLS 分析を行うこ

とができた。広葉樹試料と針葉樹試料の SEC/MALLS 測定結果は明瞭にことなり、広葉樹の

HMM 領域の分子構造は高純度セルロース試料と同じフレキシブルな直鎖ランダムコイル状

であった。一方、針葉樹試料は広葉樹試料よりかなり分子量が大きく、HMM 領域の分子構

造は分岐状を示した。この分岐構造は、セルロース－リグニン－グルコマンナン結合による
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枝分かれ構造であると推察できる。また、針葉樹由来の α－セルロースや製紙用漂白クラフ

トパルプでもこの分岐構造は維持されており、この分岐構造はアルカリ抽出やクラフトパル

プ化漂白工程では切断できない強硬な化学結合であることが示された。この針葉樹特有の分

岐構造は針葉樹の高い樹高や長寿命に寄与しているのではないかと考えられる。 
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第 6 章 針葉樹試料のコンフォメーション 

 

6-1 背景 

 

第 5 章では、広葉樹試料と針葉樹試料の溶液中での分子構造は異なり、針葉樹特有の分岐

構造の存在が明らかになった。この分岐構造は、製紙用クラフトパルプ化漂白工程後やホロ

セルロースの濃アルカリ抽出後（17.5% NaOH 抽出後）も維持されていた。一方、柳澤らは、

溶解パルプである針葉樹由来の酸性サルファイトパルプは、水－アセトン溶媒置換法で 8％ 

LiCl/DMAc に容易に溶解し、溶液中で直鎖ランダムコイル状であると報告している 1。溶解

パルプには、木材チップを酸性亜硫酸法で脱リグニンを行う酸性サルファイトパルプと木材

チップを前加水分解した後にクラフト蒸解する前加水分解クラフトパルプがある。これらの

溶解パルプ製造工程で共通し、且つ、製紙用パルプと異なる特徴は、脱リグニンと同時また

は前に希酸加水分解相当の処理を行うことである。そこで本章では、溶解パルプの製造工程

をふまえ、木粉から調製方法が異なる試料を調製し、針葉樹の分岐構造を解明することを目

的とした。 

 

6-2 実験 

 

6-2-1 試料と試薬 

 

木材試料として、広葉樹はユーカリ（Eucalyptus globulus）、針葉樹はスギ（Cryptomeria 

japonica）の脱脂木粉（5-2 参照）を用いた。製紙用パルプとして HBKP と SBKP、溶解サル

ファイトパルプとして、HBSP（広葉樹）と SBSP（針葉樹）を用いた（日本製紙株式会社製）。

他の試薬や溶媒は試薬特級 (Wako Pure Chemicals, Japan) を使用した。 

 

6-2-2 脱リグニン（Wise 法）、希酸加水分解、脱ヘミセルロース 

 

Wise 法は、5-5-2 に記載された方法に従い行った。酸加水分解は、試料（約 1 g）を 1 M 硫

酸（150 mL）に加え、オートクレーブで 3 時間、105˚C で処理後、吸引濾過（ガラスフィル

ター 1GP100）で中性になるまで水洗浄を行った。脱ヘミセルロース処理は、4% 水酸化ナト

リウム溶液（100 mL）に、試料（1 g）と NaBH4（1 g）を加え、室温で窒素封入下 1 時間攪

拌反応後、吸引濾過（ガラスフィルター 1GP 100）し、洗浄液が中性になるまで水洗浄を行

った。 

ユーカリ（E）とスギ（JC）の脱脂木粉を、脱リグニン（D）、希酸加水分解（A）、脱ヘミ

セルロース（H）の順番を変えた試料の調製を行った。試料名の表記は、ユーカリ（E）を脱
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リグニン（D）、希酸加水分解（A）、脱ヘミセルロース（H）の順で調製した試料は DAH-E、

スギ（JC）を希酸加水分解（A）、脱リグニン（D）、脱ヘミセルロース（H）の順で調製した

試料は ADH-JC と表記した。6 種類の試料調製方法は Figure 6-1、脱脂試料を基本重量とした

各試料の回収率（Yield）は、Table 6-2 に示した。 

 

 

 

 

 

Figure 6-1 Preparation scheme for variously treated eucalyptus (E) and Japanese cedar (JC) samples. 

The treatments are delignification (D), 4% NaOH extraction (H), dilute acid hydrolysis (A), and 

17.5% NaOH extraction. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (Ⓒ

American Chemical Society 2018) 

 

 

 

6-2-3 試料の溶解、SEC/MALLS 測定、中性糖分析 

 

SEC/MALLS 測定試料は EDA 浸漬法を用いて調製した（4-2-2 参照）。SEC/MALLS 測定条

件は、2-2-7 に記載した方法に従い行った。水酸基を有する多糖の dn/dc 値は近似値であるた

め（Table 2-2）、ヘミセルロース量の多いホロセルロースにもセルロースの dn/dc 値 0.131 を

用い分子量を算出した。中性糖分析方法は 4-2-3 に記載した方法に従い行った。 

Eucalyptus (E) and Japanese Cedar (JC) wood powder

Extraction with 90% aqueous acetone

De-Waxed E and JC

De-lignified E and JC

(D-E and D-JC, respectively)

Extraction with 4%NaOHAcid hydrolysis with 1M H2SO4 105℃ for 4 h

Hemicellulose-removed D-E and D-JC

(DH-E and DH-JC, respectively)

Acid hydrolysis with 1M H2SO4 105℃ for 4 h

Acid hydrolyzed DH-E and DH-JC 

(DHA-E and DHA-JC, respectively)

Acid hydrolyzed D-JC 

(DA-JC)

Extraction with 4%NaOH

Hemicellulose-removed DA-JC

(DAH-JC)

Acid hydrolysis with 1M H2SO4 105℃ for 4 h

Acid hydrolyzed E and JC 

(A-E and A-JC, respectively)

Delignification with  NaClO2 in water at pH4-5

Delignification with  NaClO2 in water at pH4-5

De-lignified A-E and A-JC

(AD-E and AD-JC, respectively)

Hemicellulose-removed AD-E and AD-JC

(ADH-E and ADH-JC, respectively)

Extraction with 4%NaOH
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6-3 結果と考察 

 

6-3-1 製紙用パルプと溶解パルプの SEC/MALLS 測定 

 

HBKP、SBKP 、HBSP、SBSP の SEC/MALLS 測定の結果を Figure 6-2 と Table 6-1 に示す。

SBKP 以外はすべての試料で分子量プロットとコンフォメーションプロットは一致し、slope 

値は 0.63 となり、分子構造はフレキシブルな直鎖ランダムコイル状であった。SBKP のみ分

岐状となり、針葉樹由来でも溶解パルプ（SBSP）は分岐状を示さなかった。この結果は柳澤

らの報告と一致している 1。溶解パルプと HBKP の Mw値はほぼ同じとなったが、分子量分布

は全く異なっている。HBKP には 2 つのピークがあり、高分子領域はセルロース成分、低分

子領域はヘミセルロース成分とみなせる。一方、溶解パルプはピークが 1 つであり、これは

ヘミセルロース成分が除去され、構成成分がほぼセルロースのみであるためである。また、

溶解パルプのピークは HBKP よりも低分子量側にシフトしており、溶解パルプ中のセルロー

スの分子量は HBKP よりも低下していることを示している。このように、分子量分布は高分

子試料の詳細な情報を得るには極めて重要な分析方法である。 

 

Table 6-1 Molecular mass parameters of variously treated wood samples determined by 

SEC/MALLS/RI. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (Ⓒ

American Chemical Society 2018) 

Original sample 
Sample 

name 
Mn Mw DPw a Mw/Mn 

b 
Calc. massc 

(µg/mL) 

Slope 

value d 

Eucalyptus 

D-E 94700 347000 2142 3.7 0.41 0.62 

DHA-E 24900 166000 1025 6.7 0.50 0.57 

ADH-E 22500 127700 788 5.7 0.55 0.57 

Japanese cedar 

D-JC 288000 890000 5494 3.1 0.33 0.38 

AD -JC 64900 327600 2022 5.1 0.37 0.46 

ADH-JC 23000 106400 657 4.6 0.52 0.61 

DHA-JC 30400 189800 1172 6.2 0.47 0.46 

DAH-JC 31000 158700 980 5.1 0.41 0.60 

α-cellulose 115900 568700 3510 2.3 0.45 0.38 

Pulp 

HBKP 78300 273300 1687 3.6 0.54 0.63 

SBKP 112000 494900 3055 5.3 0.47 0.44 

HBSP 49100 218700 1350 4.5 0.48 0.63 

SBSP 129700 289800 1789 2.2 0.40 0.63 

a DPw = Mw/162, b Polydispersity, c Determined by SEC/MALLS analysis, d Slope value of 

conformation plot 
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Figure 6-2 SEC-elution patterns and corresponding molecular mass plots (a) and double logarithmic 

plots of molecular mass versus r.m.s. radius (or conformation plots) (b) for SBSP, HBSP, SBKP, and 

HBKP. Reproduced of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican 

Chemical Society 2018)   
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6-3-2 希酸加水分解、脱リグニン、脱ヘミセルロース処理によるホロセルロースの構造変化 

 

ユーカリ（E）とスギ（JC）の脱脂木粉を 脱リグニン（D）→ 脱ヘミセルロース（H）→ 希

酸加水分解（A）の順で処理した試料（DHA-E, DHA-JC）と 希酸加水分解（A）→ 脱リグ

ニン（D）→ 脱ヘミセルロース（H）の順で処理した試料（ADH-E, ADH-JC）の SEC/MALLS

測定および構成糖分析を行った。構成糖分析の回収率（Total）は試料の酸加水分解後の不溶

解物量等を示し、中性糖分析にかからないリグニン関連成分や酸性糖量と考えられる。その

結果、希酸加水分解を初めに行ったスギ試料 ADH-JC の分子量プロットとコンフォメーショ

ンプロットはユーカリ（DHA-E, ADH-E）と一致し、構造は直鎖ランダムコイル状となった。

このことから、ADH-JC は SBSP の分子構造を再現していると考えられる。一方、DHA-JC は、

slope 値が小さくなり、SBKP と同様の針葉樹由来の試料の特徴を維持していた（Table 6-1, 

Figure 6-3）。また、構成糖分析の結果から、DHA-JC には ADH-JC よりもマンノース量が多い

ことがわかった。このように、処理順序を変えることで分子構造や組成に顕著な違いがみら

れた（Table 6-1）。 

DHA-JC のように脱リグニン後の残存リグニン量が少ない状態で希酸加水分解（A）を行う

と、セルロースと類似した構造のグルコマンナン分子がセルロースミクロフィブリル表面に

水素結合等で結合し、セルロースミクロフィブリルと強固に結合することで希加水分解によ

るグルコマンナンの低分子量化を妨げており、ADH-JC のように最初に希酸加水分解（A）を

行うことにより、ヘミセルロースが低分子化し、分岐が除去されるのではないかと考えた。

そこで、希酸加水分解（A）後に脱リグニン処理（D）した AD-JC の分析を行った。その結

果、AD-JC の slope 値は 0.46 となり、分岐構造は維持されており、マンノースなどのヘミセ

ルロース成分も多く残っていた。つまり、リグニンが存在する状態での希酸加水分解が分岐

構造除去の要因であるとは言えず、最後のアルカリ抽出による脱ヘミセルロース処理（H）

が分岐構造除去には必須であった。更に、AD-JC はリグニン由来の UV 280 nm の吸収ピーク

が大きく、中性糖の回収率（Total）が低いことから、残存リグニン量が多く、脱リグニン処

理後のアルカリ抽出は脱ヘミセルロースだけでなく、脱リグニンにも効果的であることがわ

かる（Figure 6-4, 6-5, Table 6-2）。 

針葉樹特有の分岐構造は木化する際に形成されたセルロース－リグニン－グルコマンナン

結合であり、この化学結合はアルカリ条件下で安定なエーテル結合であると推察されている

2－5。他のヘミセルロースは脱リグニン処理後にアルカリ抽出で除去できるが、グルコマンナ

ンは残存リグニン成分と化学結合しているため、アルカリ抽出での除去が困難だと推察され

る。 

続いて、希酸加水分解をどの段階で行うのが分岐構造に影響するのかを検討するため、脱

リグニン（D）直後に希酸加水分解（A）を行った DAH-JC を調製した。その結果、ADH-JC

と DAH-JC の分子量プロットと slope 値は一致し、slope 値は約 0.6 となり直鎖ランダムコイ

ル状を示した。しかし、DAH-JC のコンフォメーションプロットラインはユーカリ試料
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（ADH-E、DHA-E）や ADH-JC よりも明らかに高分子量側にスライドし、同じ慣性半径でも

分子量が大きくなった（Table 6-1, Figure 6-4）。DAH-JC は希酸加水分解、脱リグニン、アル

カリ抽出のすべてを行った 3 種類の試料中では、最もリグニン由来の UV280 nm の吸収ピー

クが大きく、構成糖分析の回収率（Total）も低いことから、残存リグニン量が多いことがわ

かる（Table 6-2, Figure 6-5）。脱リグニン処理後の低分子化してセルロースに結合している残

存リグニン成分は分岐鎖構造を示す要因とはならないが、セルロース分子に多く結合してい

ることで、同じ慣性半径でも高分子量側にシフトした、つまり分子量が明瞭に大きくなった

と判断できる。 

DAH-JC は ADH-JC より若干マンノース量も多いが、これは残存リグニン量が ADH−JC よ

りも多いためリグニンに結合したグルコマンナンも多いためである。 

一方、DHA-JC はアルカリ抽出（H）の際、リグニンとエーテル結合したグルコマンナンが

長鎖高分子の状態で存在しており、エーテル結合はアルカリ条件下で安定であるため、アル

カリ抽出（H）ではグルコマンナンは除去できない。アルカリ抽出（H）後の希酸加水分解（A）

による脱ヘミセルロース効果は AD-JC の構成糖分析結果が示すように、アルカリ抽出（H）

ほどの脱ヘミセルロース効果はない。 

DHA-JC は DAH-JC よりも残存リグニン量が少ないが分岐構造を示したことから、リグニ

ンごと長鎖のグルコマンナンを取り除くことはセルロースの分岐構造除去には必要ではある

が、残存リグニン成分は分岐構造の主な要因ではなく、高分子領域のリグニン成分を介した

長鎖グルコマンナンがセルロースに結合していることが分岐構造の直接的な要因だと考えら

れる。 
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Figure 6-3 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots (a),and double logarithmic 

plots of molecular mass versus r.m.s. radius ( or conformation plots) (b) for eucalyptus and Japanese 

cedar after the DHA and ADH treatment. Reproduced of image with permission from American 

Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2018) 
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Figure 6-4 SEC elution patterns and corresponding molecular mass plots (a), and double logarithmic 

plots of molecular mass versus r.m.s. radius ( or conformation plots) (b) for Japanese cedar after the D, 

AD, DAH, DHA, and ADH treatments. Reproduced of image with permission from American 

Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2018)  
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Table 6-2 Yield and neutral sugar composition of variously treated wood samples, and their 

cellulose/others ratios obtained by SEC/MALLS and neutral sugar composition analyses. Reproduced 

of image with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2018)   

Original 

sample 

Sample 

name 

SEC-MALLS Neutral sugar analysis (%) 

Yield e HMW / 

LMW a 

Cellulose /  

Others b 
Glc Gal Man Ara Xyl Rha Total 

Eucalyptus 

D-E 63/37 67/33 d 66.9 1.5 1.5 0.5 14.5 1.0 85.9 83 

DHA-E - 95/5 d 94.7 0.0 1.1 0.0 2.7 0.0 98.4 32 

ADH-E - 97/3 d 96.9 0.0 0.5 0.0 1.2 0.0 98.7 30 

Japanese 

cedar 

D-JC 83/17 52/48 c 54.6 1.5 6.6 1.1 5.1 0.9 69.8 79 

DHA-JC - 88/12 c 90.3 0.0 5.7 0.0 1.3 0.0 97.2 42 

AD-JC - 66/54 c 69.6 0.0 4.5 0.7 2.1 0.9 77.9 45 

ADH-JC - 95/5 c 95.9 0.0 2.1 0.0 1.0 0.0 99.0 38 

DAH-JC - 94/6 c 90.3 0.0 3.6 0.0 1.1 0.0 95.0 35 

α-cellulose - 79/21 c 81.0 2.1 4.8 0.5 1.2 0.4 90.0 47 

HBKP 72/28 77/23 d 77.0 0.0 0.3 0.0 15.0 0.3 93.0 - 

SBKP 85/15 80/20 c 82.0 0.0 4.7 0.0 6.0 0.1 93.0 - 

HBSP - 93/7 d 92.5 0.0 1.5 0.0 2.2 0.0 96.2 - 

SBSP - 96/4 c 96.1 0.0 0.9 0.0 1.5 0.0 98.5 - 

a HMM/LMM ratio was calculated from SEC-elution patterns using peak deconvolution. 

b Others: hemicelluloses, lignin fragments, etc. 

c Cellulose/others ratios of Japanese cedar and SBKP were calculated from neutral sugar compositions 

according to the following equation, (Glu-1/3Man)/(100-Glu+1/3Man). 

d Cellulose/others ratios of eucalyptus and HBKP were calculated from neutral sugar compositions 

according to the following equation, Glu/(100-Glu). 

e Based on the dry weight of the dewaxed wood meals. 
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Figure 6-5 SEC-elution pattrnes for Japanese cedar after various treatments, detected by UV 

absorption at 280nm. The relative intensities of UV absorption between samples correspond to 

SEC-elution patterns shown in Figures 6-4(a), detected by RI. Reproduced of image with permission 

from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2018) 

 

 

 

 

6-3-3 様々な因子の slope 値への影響 

 

Figure 6-6 に slope 値と Mw、グルコース量、マンノース量、キシロース量、試料調製時の重

量回収率（Yield）、中性糖の収率（Total）の相関関係を示す。重量回収率は試料の精製度が

高いほど値は小さくなり、中性糖の収率は残存リグニン量が多いほど値は小さくなる。その

結果、マンノース量と slope 値には負の相関関係がみられ、マンノース量が多いほど slope 値

は小さくなり、セルロース成分の分岐度が高いことがわかる。また、D-E を除いた重量回収

率と slope 値にも相関関係がみられ、試料の精製度が低いほどセルロース成分の分岐度が高く

なっている。キシロースが多い D-E の重量回収率は slope 値と相関が無い。これらの結果か

らも、残存マンノース量と試料精製度がセルロース成分の分岐構造に関係がある因子だと考

えられる。 
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Figure 6-6 Correlations of slope values versus molecular mass (a), glucose yield (b), mannose yield 

(c), xylose yield (d), yield (e), total (f).  
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6-3-4 希酸加水分解 およびアルカリ抽出による α-エーテル型リグニン／多糖結合への影響 

 

アルカリ抽出では、非フェノール型リグニンの α-エーテル型リグニン／多糖結合は安定で

あるが、フェノール型リグニンはキノンメチド構造を経て、α-エーテル型リグニン／多糖結

合は切断することができる 6,7（Figure 6-7）。今回調製した AD-JC ではセルロース成分に分岐

構造が存在し、その後アルカリ抽出した ADH-JC ではその分岐構造が除去されている。この

結果を説明するためには、最後のアルカリ処理で多糖とリグニンのエーテル結合が切断され

る必要があり、そのためにはリグニンがフェノール型でなければならない。 

 

 

Figure 6-7 Preferential reactions in terms of cleavage of lignin/polysaccharide bonds in wood samples, 

that can explain the results obtained in this study. Reproduced of image with permission from 

American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2018) 
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その後の酵素による糖化率が向上するとの報告もある 8－10。 

ADH-JC では木材を爆砕法や酸性サルファイト法のように酸－加熱下で処理することで、

フェノール型リグニン分解物の増加が促進され、リグニン構造の β‐エーテル型の結合が部

分的に切断され、その後の脱リグニン処理（D）により十分にリグニンが分解され、アルカ

リ抽出でフェノール型リグニンと多糖の結合は切断され、グルコマンナンとリグニン分解物

はセルロースミクロフィブリル表面から除去されると考えられる。一方、DHA-JC のように

希酸加水分解（A）せずに脱リグニン（D）を行うと、非フェノール型リグニンが多く、アル

カリ処理を行っても多糖とリグニンのエーテル結合は安定している。 

溶解パルプ製造工程では、アルカリ条件下でのクラフト蒸解や漂白工程前に希酸加水分解

を行うことで、フェノール型リグニンが増加し、後のアルカリ条件下での処理によりセルロ

ース成分の分岐構造の要因となるグルコマンナンとリグニンをセルロースから効果的に除去

しているとすれば、本実験の DHA-JC の結果と一致する。 

 

 

 

Figure 6-8 The hypothesis to form phenolic hydroxy groups of lignin, keeping lignin/polysaccharide 

α-ether linkages, during acid-hydrolysis of Japanese cedar. 

 

しかし、希酸加水分解処理によるフェノール型リグニン量の増加機構については、モデル

実験の結果、希酸加水分解を行うと、α 位の水酸基にプロトンが結合し、そこから段階を経

て β-O-4 型結合が切断されるとの横山らの報告もある 11, 12。このモデル実験の結果と、本実

験の結果を完全に矛盾なく説明するのは困難である。そこで、希酸加水分解処理によるフェ
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ノール型リグニン量の増加を以下のように仮定すると、本実験で得られた結果を説明するこ

とは可能だと考える。すなわち、モデル実験のようにリグニンの α 位が水酸基の場合には、

希酸加水分解によって α 位の水酸基に H+が結合し、結果的に β-O-4 型結合が優先的に切断さ

れ、フェノール性水酸基が生成－増加する（Figure 6-8）。しかし、リグニンの α 位が多糖水

酸基とエーテル結合を形成している場合には、その立体障害によって α 位の多糖とのエーテ

ル結合は希酸加水分解でも開裂せずに Figure 6-7 の上部右のフェノール性水酸基を有し、な

おかつ α 位に多糖とのエーテル結合が存在し、β 位にはリグニンと β-O-4 型結合を形成して

いるユニットが残存する（Figure 6-8）。この段階、すなわち、Figure 6-1 の AD-JC 試料中には

Figure 6-7 に示すようにセルロース／リグニン／グルコマンナンの分岐が存在する。しかし、

アルカリ処理することによりこの結合は切断され、分岐構造が消失し、Figure 6-1 の ADH-JC

中には分岐は存在しない。 

DAH-JC 試料は、分岐構造はほとんどないが、同じ慣性半径でも純粋なセルロースよりも

重量が大きく、マンノース量も少ない（Figure 6-4, Table 6-2）。このことは、セルロース／リ

グニン（分解物）の結合は相当量残存していても、リグニン／グルコマンナンの結合の残存

量は少ないことを示唆している。したがって、セルロース／リグニンの結合も、リグニン／

グルコマンナンの結合も α 位のエーテル結合だと考えられるので、希酸加水分解の立体障害

による抵抗性が、結晶性セルロースミクロフィブリル表面のセルロース／リグニンの結合リ

グニンの α エーテル結合の方が、非晶性で低分子量のグルコマンナンとリグニンの α エーテ

ル結合よりも、同じ希酸加水分解処理でも抵抗性が高いことを示している。 

しかし、これらの仮説を証明するためには今後の更なる検討が必要である。 

 

6-4 まとめ 

 

調製方法を変えたスギ木粉の SEC/MALLS 分析や構成糖分析の結果から、広葉樹やバクテ

リアセルロースなどのような高結晶化度セルロース試料と同様の直鎖状の試料を針葉樹から

調製するには、アルカリ処理前に希酸加水分解−脱リグニン処理を行うことが必須であった。

先に希酸加水分解−脱リグニン処理を行うことで、フェノール型リグニン構造が増加し、後の

アルカリ条件下処理によりフェノール型リグニンと多糖とのエーテル結合が切断される。そ

れにより、分岐構造の要因となるグルコマンナンとリグニンを同時に効果的にセルロースか

ら除去できると推察される。また、セルロース分子と結合している低分子量の残存リグニン

量が多い場合には、コンフォメーションプロットは純粋なセルロース同様、直鎖状を示すが、

同じ慣性半径でも分子量は大きくなる。このように、木材由来のセルロース試料にはヘミセ

ルロースやリグニンとセルロースが分子レベルで結合しており、アルカリ条件下での処理を

どのタイミングで行うかは、脱ヘミセルロースと脱リグニン処理効果に大きく影響する。  
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第7章 オンライン粘度測定によるセルロース試料の構造解析及び粘

度法によるセルロース分子量測定方法の検討 

 

7-1 背景 

 

第 6 章までは SEC/MALLS 測定による静的光散乱法を用いた慣性半径の結果からセルロー

ス試料の構造解析を行ってきたが、粘度法による Mark-Houwink-Sakurada 式を用いた高分子

の構造解析も一般的に用いられている。当研究室においてもセルロース試料の銅エチレンジ

アミン溶液の固有粘度から Mark-Houwink-Sakurada 式を用い、分子量（Mv）を算出している。 

第 4 章のレオメーターを用いて測定したセルロース試料の 1% LiCl/DMAc 溶液の還元粘度

と分子量（Mw）の両対数プロットの結果は、SBKP は他のセルロース試料と溶液中で異なる

構造であること示していた。 

本章では、HPLC オンライン粘度検出器を用い、セルロース試料の 1% LiCl/DMAc 溶液の

粘度測定を行い、その結果から Mark-Houwink-Sakurada プロットを作成し、得られた

Mark-Houwink-Sakurada 式からセルロースの分子構造解析を行った。 

また、一般的なセルロースの分子量（Mv）測定方法であるセルロースの銅エチレンジアミ

ン溶液の粘度測定法で用いる Mark-Houwink-Sakurada 式を、今回実測により作成した 1% 

LiCl/DMAc セルロース溶液の Mark-Houwink-Sakurada プロットと比較することで、銅エチレ

ンジアミン溶液の粘度法で得られるセルロース試料の分子量値の妥当性について検証した。 

 

7-2 実験 

 

7-2-1 試料と試薬 

 

広葉樹漂白クラフトパルプ（HBKP）、針葉樹漂白クラフトパルプ（SBKP）は日本製紙株

式会社製を用いた。スギ木粉から脱脂、脱リグニン、脱ヘミセルロース、希酸加水分解を行

った試料 2 種類（ADH-JC、DHA-JC）を調製した。これらの試料の詳細な調製方法は Figure 6-1

に示す。微結晶セルロースはコットンリンター由来の Cellulose powder（Cellulose powder C , 

Advantec. Toyo, Co., Ltd, Japan）、木材パルプ由来のフナセル（Funacel Ⅱ, Funakoshi Co., Ltd. 

Japan）を用いた。他の試薬や溶媒は試薬特級（Wako Pure Chemicals, Japan）を使用した。 
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7-2-2 セルロース試料の溶解およびオンライン粘度測定（SEC/MALLS/ViscoStar 測定） 

 

SEC/MALLS 測定に用いるパルプおよびホロセルロースの LiCl/DMAc 溶液は、EDA 浸漬前

処理法、微結晶セルロースの LiCl/DMAc 溶液は、水－アセトン溶媒置換法を用いて調製した

（4-2-2 参照）。SEC/MALLS 測定条件は、2-2-7 に記載した方法に従い行い、dn/dc 値は 0.131 

mL/g を用いた。オンライン差圧粘度検出器（ViscoStar, Wyatt Technologies, USA）を

SEC/MALLS 測定ラインに追加し、分子量測定と同時に粘度測定を行った。参考資料として

ViscoStar の経路図を以下に示す。測定原理は、カラムから溶出した溶媒は検出器に入ると 2

経路に半量ずつ分離して流れ、このときの 2 経路の差圧 ΔP は釣り合い 0 を示す。サンプル

を注入すると同様に半量ずつに分かれ、一方の経路の delay volume 部分に試料が入ると 2 経

路の圧力が不均一となる。このときの差圧 Δp と経路全体の内部圧力 IP には、式（7－1）の

関係があり、還元粘度 ηspが求まる。 

 

ηsp = η/η0 –1 = 4∆P/(IP–2∆P)          （7－1） 

 

ηは試料の粘度、η0は溶媒の粘度、∆P は左右の流路の差圧、IP は内部全体の圧力。 

 

 

参考資料： ViscoStar の経路図 （粘度検出器 Viscostar カタログより） 
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得られた ηspと RI 測定器により同時に計測された濃度 c を用いて、式（7－2）から固有粘

度 [η]が求まる。 

 

 [η] = lim ηsp/c              （7－2） 

c←0  

 

固有粘度 [η]と分子量 Mwの関係は、Mark-Houwink-Sakurada 式（7－3）で表すことができ

る。 

 

[η] = KMw
α                      （7－3）      

  

α と K は高分子の種類、溶媒の種類及び温度によって定まる定数である。α は分子形状を

示す定数であり、棒状は α が約 1.0、良溶媒中での直鎖ランダムコイル状は約 0.8、更に分岐

の度合いに応じて α は小さい値となる。 

 

7-2-3 粘度法による分子量測定 

  

凍結乾燥試料（40 mg）に蒸留水（10 mL）を加え撹拌し、試料分散後、1M 銅エチレンジ

アミン水溶液（10 mL）を加えて常温で 30 分間撹拌し試料を溶解させた。この溶液 10 mL を

Canon-Fenske 型粘度計（S-2524, Shibata scientific technology LTD, Japan）に注入し、25 °C の恒

温槽（VB-3 Shibata scientific technology LTD, Japan）中に 5 分間静置後、粘度測定を行い、3

回測定した平均値（η）を求めた。同様に溶媒の粘度測定を行い（η0）も求め、式（7－4）と

（7－5）を用いて還元粘度（ηsp）を算出した。 

 

𝜂r =
𝜂

𝜂0
=

t

t0
                                                          （7－4) 

 

𝜂sp = 𝜂r − 1                                                        (7－5) 

 

ηrは相対粘度、η0は溶媒の粘度、ηは溶液の粘度 t0：溶媒の流下時間 t：溶液の流下時間。 

セルロース試料の銅エチレンジアミン溶液の一点法による測定では、Shultz-Blaschke の式（7－6）

を用いて粘度の相対増加分から固有粘度（[η]）を求める。銅エチレンジアミン溶液のセルロー

ス試料では k = 0.28 を用いた。 

 

[𝜂] =
𝜂sp

c(1 + k𝜂sp)
                                         （7－6） 
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Mark-Houwink-Sakurada 式（7－7）を用い粘度平均分子量 Mvを算出した。定数 α と K は、

それぞれ α = 1, K = 0.0057 を用いた 1。  

 

[η] = KMv
α                           （7－7） 

 

 

7-3 結果と考察 

 

7-3-1 SEC/MALLS/ViscoStar 測定によるセルロース試料の構造解析 

 

セルロースの難溶解性は良く知られており、8% LiCl/DMAc に溶解する際、溶媒置換によ

る前処理が必須である。また、純粋なセルロース分子は直鎖状であり、セルロース分子が分

岐状であるとは考えられない。そこで、一般的にはセルロース試料のコンフォメーションプ

ロットの slope 値が低い場合は、その原因として凝集等の分散不良の可能性が疑われる 2。し

かし、本実験で調製した測定試料は、良溶解性であり、SEC/MALLS 測定結果にも凝集によ

る Figure 4-7 に示したような異常光散乱も検出されなかったにもかかわらず、針葉樹由来の

試料の slope 値は低くなり、分岐状であることを示していた（Figure 5-1, 5-7）。この結果を再

検証するため、直鎖ランダムコイル状試料として HBKP と ADH-JC、分岐状試料として SBKP

と DHA-JC を用い（Figure 6-1, 6-2, 6-3）、これらの試料の SEC/MALLS/ViscoStar 測定を行い、

その結果から Mark-Houwink-Sakurada plots を作成し、その近似直線の式から粘度法による分

子構造解析を行った（Figure 7-2）。α の算出は、溶出ピークのピークトップ付近の近似直線の

値から求めた。その結果、HBKP と ADH-JC の α は 0.75 となりフレキシブルな直鎖ランダム

コイル状を示した。一方、SBKP の α は 0.46、DHA-JC の α は 0.55 となり HBKP や ADH-JC

よりも明らかに小さな値となり、分岐状を示した。このように静的光散乱法と粘度法による

異なる測定方法での分子構造解析結果が一致したことは、これらの方法による分子構造解析

結果は妥当であることを示す。 Figure7-2 に示した直鎖状の HBKP と ADH-JC の

Mark-Houwink-Sakurada plots ラインは曲線であり、高分子量側（溶出ピークトップを含む）

と低分子量側の傾き（α）は異なっている。このことは、セルロースの分子鎖の屈曲性はある

程度の低分子量になると傾き（α）は大きくなり、棒状に近づくことを示している。柳澤らは、

セルロースのクーン鎖長を理論曲線から算出し、その値は 18 nm（約 DP 36 に対応）として

いる。この値は溶媒（LiCl/アミド溶液）の影響やセルロースの C3-OH と C5-O 間の分子内結

合の影響は受けない値であるとも述べている 3。セルロース分子鎖長がクーン鎖長付近では棒

状であると推察され、そのため低分子量側の α 値は大きくなると考えられる。 
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Figure 7-2 Mark-Houwink-Sakurada plots of cellulose samples using SEC/MALLS/Viscostar. 

 

 

7-3-2 セルロース溶液の Mark-Houwink-Sakurada 式 

 

SEC/MALLS 分析は、絶対分子量、分子量分布、分子構造等の詳細な解析を行うことがで

きる一方、セルロース試料の LiCl/DMAc 溶液調製に時間がかかり、装置が高価であるという

欠点もある。そのため、セルロース試料の分子量測定法として銅エチレンジアミン溶液の粘

度測定法が一般的に用いられている。分子量（Mv）算出に用いる Mark-Houwink-Sakurada 式

の係数（α, K）においては様々な値が提唱されており 4－13、木質科学実験マニュアルでは、算

出が簡便な係数 α = 1 と K = 0.0057 を分子量算出に用いている 1。 

今回の実測結果で得られた直鎖ランダムコイル状試料（HBKP, ADH-JC）の 1% LiCl/DMAc

中での Mark-Houwink-Sakurada 式の係数と一般的にセルロース試料の分子量測定に用いられ

ている銅エチレンジアミン溶液中の係数のMark-Houwink-Sakuradaプロットを Figure 7-3に示

す。溶媒が異なるため直接比較は出来ないが、セルロースの LODP 値とされる DP 200（Mw 

32400）付近では、粘度法と今回の実測結果のラインはほぼ重なっているが、それより大きい

一般的なパルプの分子量領域では分子量は大きく異なり、木質科学実験マニュアルの係数で

は今回の実測結果よりもかなり小さい分子量となる。この値の差は分子量が大きいほど顕著
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になる。これは粘度法ではセルロースを棒状高分子とみなし、α = 1 として分子量（Mv）を算

出ているためである。7-3-1 で述べたように、セルロース分子鎖はクーン鎖長付近では棒状で

あるが、分子鎖が長くなると屈曲性を示すとされている。植物セルロースから得られる

TEMPO 酸化セルロースナノフィブリルの TEM 画像から、セルロースミクロフィブリル束は

剛直な棒状であるが、セルロースミクロフィブリルが単離分散された状態では剛直ではなく

屈曲性を示すことが観察されている（Figure 7-4）。その構成高分子であるセルロースも多く

の合成高分子と同様にランダムコイル状高分子であると推察され、従来の係数 α = 1 は妥当で

はない。植物セルロースミクロフィブリルはセルロース分子の数本の束で構成されていると

考えられており、そのサイズと本数については様々な報告があり確定されていない 14－19。コ

ットンや木材セルロースを希酸加水分解し調製した微結晶セルロースの分子量は約 DP 200

とされており、今回の実測結果では粘度法と SEC/MALLS 測定による分子量測定結果はどち

らも約 DP 200 となり、Figure 7-3 と一致する（Table 7-1）。 

 

 

Table 7-1 Mv and Mw of microcrystalline celluloses obtained by SEC/MALLS and the viscosity 

method.  

Sample 
Mv (DPv) Mw (DPw) 

Viscosity method SEC/MALLS 

Cellulose powder 29500 （182） 29800 （184） 

Funacell 34500 （213） 36600 （223） 

 

Figure 7-3 Mark-Houwink-Sakurada plots using various coefficients for cellulose samples. 
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Figure 7-4 TEM images of TEMPO-oxidized cellulose nanofibrils (TOCNs) 20. Reproduced of image 

with permission from American Chemical Society (ⒸAmerican Chemical Society 2007) 

 

7-3-3 分子構造と Mvと Mw 

 

SBKP と HBKP の分子量を粘度法（Mv）と SEC/MALLS 測定法（Mw）用いて求めた結果を

Table 7-2 示す。SBKP と HBKP の分子量は Mvではほぼ値が同じではあるが、HBKP の方が若

干大きい。Mwでは SBKP と HBKP の値は明瞭に異なり、SBKP の分子量の方が大きい値を示

した。粘度法から求められる流体力学半径は拡散係数の等しい球の半径であり、静的光散乱

法から求められる慣性半径は分子の重心からの距離を平均化した値である。このように異な

る定義であるため、結果が必ずしも一致する必要は無いが、HBKP と SBKP の Mvと Mwのよ

うに結果が全く異なる傾向を示すとセルロースの分子量評価は困難になる。このような異な

る 結 果 の 要 因 は 、 SEC/MALLS/ViscoStar を 用 い 実 測 し た HBKP と SBKP の

Mark-Houwink-Sakurada プロットから説明することが出来る。 

SEC/MALLS/ViscoStar 測定の結果、HBKP と SBKP の分子量領域では、同じ粘度で比較す

ると、直鎖ランダムコイル状の HBKP 係数のプロットよりも分岐状の SBKP 係数のプロット

の方が明瞭に大きな分子量値を示す（Figure 7-5）。つまり、分岐状の SBKP を HBKP と同じ

係数の Mark-Houwink-Sakurada 式を用いて Mvを算出したため、このような Mvと Mwが全く

異なる傾向を示したと考えられる。 

また、レオメーターを用いて測定した 1% LiCl/DMAc溶液中の同じセルロース濃度のHBKP、

コットン、バクテリアセルロース、ホヤセルロース、クラドフォラセルロースの還元粘度(ηred)

と Mw の両対数プロットには高い相関関係がみられ、試料の由来に関わらずセルロースの分

子量が大きいほど還元粘度が大きくなることが示された（Figure 4-7）。このことは、これら

のセルロース試料は同じ構造であり、同じ係数の Mark-Houwink-Sakurada 式を用いた Mvの比

較は可能であることを示している。一方、SBKP は他のセルロース試料のプロットは他のセ

ルロース試料のラインから大きく外れており、このことから SBKP の分子構造は異なり、

Mark-Houwink-Sakurada 式の係数も異なることを示している。 

100 nm

100 nm
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Table 7-2 Mv and Mw of pulps obtained by SEC-MALLS and the viscosity method. 

Sample 
Mv (DPv) Mw (DPw) 

Viscosity method SEC/MALLS 

SBKP 156000 495000 

HBKP 184000 273000 

 

 

 

 

Figure 7-5 Mark-Houwink-Sakurada plots of SBKP (branched structure) and HBKP (linear strucute). 
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7-4 まとめ 

 

高分子を溶解して SEC/MALLS 測定を行うと、絶対分子量や分子量分布だけでなく、コン

フォメーションプロットから高分子の溶液中での溶解状態についての有用な情報を得ること

ができる。同様に、粘度測定からも Mark-Houwink-Sakurada 式を用い高分子の分子構造を解

析することができる。しかし、このように溶液中での高分子の分子構造は静的光散乱や粘度

測定による間接的な方法でしか解析することができない。そのため、凝集や濃度が高い等の

影響により完全に分子分散していない試料を測定し、誤った解釈をしてしまう恐れもあるた

め、良溶解性溶液を測定に用いることは重要である。 

今回、SEC/MALLS/ViscoStar を用いて粘度と分子量を同時に測定することにより、セルロ

ース試料の 1% LiCl/DMAc 溶液の Mark-Houwink-Sakurada プロットを実測値から直接作成す

ることが出来た。2 つの異なる原理の測定方法（静的光散乱と粘度測定）により得られたセ

ルロース試料の溶液中での分子構造解析結果は一致したことから、これらの測定方法の結果

は分子構造の違いを正しく検出しているとみなすことができる。1% LiCl/DMAc 中でフレキ

シブルな直鎖ランダムコイル状のセルロース試料の固有粘度は、[η] = 0.08 Mw
0.75（cm3/g）と

なり、この結果は、上出らが静的光散乱と粘度測定から求めたセルローストリアセテートの

DMAc 溶液 [η] = 0.0264 Mw
0.75（cm3/g）と近似であり、K 値が DMAc より高粘度である 1% 

LiCl/DMAc の方が大きいことも妥当な結果である。また、α 値 0.75 はセルロースとセルロー

ストリアセテートは溶液中でフレキシブルな直鎖ランダム状である事を示している 21。これ

らのことから鑑み、今回実測値から算出したセルロース試料の 1% LiCl/DMAc 溶液の

Mark-Houwink-Sakurada 式は妥当である。 

セルロース試料の銅エチレンジアミン溶液の一点法による粘度測定から得られた分子量値は、

同じ原料から調製した試料などの分子量値を相対的に比較するには、十分用いることが出来

る。また、HBKP やバクテリアセルロース等のように直鎖ランダムコイル状のセルロース試

料であれば、同じ係数を用いて Mvを算出し比較しても良い。しかし、針葉樹試料のようにグ

ルコマンナン分岐鎖がある構造では、直鎖ランダムコイル状と同じ係数を用いて分子量を算

出し、分子量を比較することは妥当ではないと考えられ、分岐構造の可能性がある針葉樹由

来の試料の分子量を粘度法で評価する場合は、分岐構造による影響を考慮する必要がある。 
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第 8 章 総括 

 

高分子を溶解して SEC/MALLS 分析を行うことで、高分子の絶対分子量や分子量分布だけ

でなく、コンフォメーションプロットから高分子の溶液中での分子構造や溶解状態に関する

高分子材料の詳細な情報を得ることができる。本研究では第 2 章で示した通り、正確な濃度

のセルロース溶液を調製することで SEC/MALLS 分析には必須であるセルロースの dn/dc 値

を 0.131 mL/g と決定することができた。 

セルロースの dn/dc 値を検証するにあたり、様々な高分子の dn/dc 値を 2 つの測定方法から

算出し比較することで、セルロースを含むグルコースを基本骨格とするキチン、アミロース、

プルランの 1% LiCl/DMAc 溶液の dn/dc 値には溶質濃度依存性があることがわかった。これ

は DMAc 中での LiCl と高分子の水酸基との相互作用の影響によるものであり、これがセルロ

ースにおける Off-Line RI 測定の dn/dc 値が希薄濃度で測定を行う SEC/MALLS 分析に適さな

い原因であることが判明した。さらに、このようなグルコースを基本骨格とする高分子の

dn/dc 値が同じ挙動及び近似値を示すことは、これらが 1% LiCl/DMAc 中で同じ溶解機構であ

ることを示している。 

第 3 章では、セルロースのモデル試料としてプルラン溶液の NMR 測定を行い、LiCl 有無

による DMAc 中での化学シフト値を比較することで、セルロースの LiCl/DMAc 中での溶解機

構の解明を検討した。その結果、すべてのグルコースユニットの水酸基と Li+と Cl-イオン間

の相互作用が確認され、その相互作用が溶解状態を形成し、溶解後の安定した溶液状態を維

持している要因であることが明らかになった。 

第 4 章からは、EDA 浸漬法による前処理を行うことで、これまで 8% LiCl/DMAc に溶解で

きなかった針葉樹由来のパルプ、高結晶化度セルロース（ホヤセルロース、クラドフォラセ

ルロース）、木粉から調製した少量のリグニンと多量のヘミセルロース成分を含有するホロセ

ルロース等の試料の溶解が可能となり、様々な由来のセルロースおよびホロセルロース試料

の SEC/MALLS 分析が可能となった。その結果、絶対分子量と分子量分布測定だけでなく、

セルロース成分の溶液中での分子構造の特性を明らかにすることができた。ほぼ全てのセル

ロースの分子量プロットやコンフォメーションプロットは、由来に関わらず一致し、1% 

LiCl/DMAc 中でセルロースはフレキシブルな直鎖ランダムコイル状であることが明らかにな

った。しかし、針葉樹由来のセルロース試料のみは他の試料と分子量プロットも一致せず、

コンフォメーションプロットも分岐構造を示した。この分岐構造は、製紙用クラフトパルプ

－漂白工程後、ホロセルロースの濃アルカリ抽出後、希酸加水分解後も維持されていたが、

針葉樹由来でも溶解パルプのみは直鎖ランダムコイル状であった。 

スギホロセルロースの分岐構造は希酸加水分解後に脱リグニン処理を行い、最後にアルカ

リ処理を行うことにより分岐構造は効果的に除去することができた。これは溶解パルプの製

造工程とほぼ同様の処理順序であり、アルカリ処理前に希酸加水分解－脱リグニン処理を行
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う必要があった。この針葉樹特有の分岐構造は構成糖分析や SEC/MALLS/UV 検出器の測定

結果からセルロース－リグニン－グルコマンナン間の化学結合による構造であると推察でき

る。グルコマンナンがヘミセルロース主成分であることは針葉樹の特徴であり、このような

結合が針葉樹の力学的強度に寄与し、針葉樹の高い樹高や長寿命の一因となっているのでは

ないかと考えられる。 

セルロース－リグニン－グルコマンナン結合は、木化の際に形成されるリグニン－多糖間

の α-エーテル結合であると推察され、非フェノール型リグニンであればこの結合はアルカリ

条件下で安定だが、第 6 章で述べたように、フェノール型リグニンにおいてはアルカリ条件

下でキノンメチド構造を経て、α-エーテル型リグニン/多糖結合は切断される。木材チップあ

るいは木粉を最初に加熱下で酸処理することによりフェノール型リグニンが増加し、続く希

アルカリ抽出処理でリグニン/多糖の結合が切断され、セルロースの分岐構造が無くなるので

はないかと推察することができるが、これについてさらなる検証が必要である。 

広葉樹ヘミセルロースの主成分であるキシランには C6−OH が無いため、グルコマンナンの

ようなリグニンとの α-エーテル結合の確率は低い。そのため広葉樹由来のセルロース試料に

はセルロース－リグニン間の化学結合の存在を示す結果は得られているが、セルロース－リ

グニン－キシランのような分岐構造は無いと考えられる。 

このような樹種の選択あるいはパルプ化－漂白工程順序の最適化は、ヘミセルロースやリ

グニンのパルプ化漂白工程における効率的な除去、あるいは残存による強度維持など、合成

高分子材料とは異なる天然高分子材料特有の性能制御方法である。 

第 7 章においては、SEC/MALLS に HPLC オンライン粘度検出器を組み込み、粘度と分子

量を同時に測定し、セルロース/1% LiCl/DMAc 溶液の Mark-Houwink-Sakurada プロットを作

成した。その結果、静的光散乱法による慣性半径から得られた結果と粘度法により得られた

セルロース試料の分子構造結果は一致した。このように異なる測定方法でも同じ結果が得ら

れたことは、両者の構造評価結果は正しいということを裏付けている。また、直鎖ランダム

状と分岐状のセルロース試料では 1% LiCl/DMAc 中の Mark-Houwink-Sakurada プロットは当

然ながら異なっていた。これは、セルロース試料の粘度法分子量測定に一般的に用いられて

いる 0.5M 銅エチレンジアミン溶液についても同じであると考えられる。銅エチレンジアミン

溶液中の針葉樹由来の試料は LiCl/DMAc 中と同様に分岐状である可能性があり、直鎖状の広

葉樹パルプと分岐状の針葉樹パルプを同じ式を用い分子量を算出し、比較することは避ける

べきである。 

様々な由来のセルロース試料の分子量測定を行った今回の実験結果をまとめると、一見同

じように見えるパルプ試料の SEC/MALLS 分析や構成糖分析を行うとその由来や処理履歴な

どをある程度推測することもできる（Figure 8-1）。 

 

 



112 

 

 

Figure 8-1 パルプ判別フローチャート 

 

 

高分子の分子構造はレーザーや X線などによる間接的な方法でしか観測することができな

い。そのため、その解析においては慎重に行う必要がある。SEC/MALLS 分析による高分子

の分子構造解析方法は確立されてはいるものの、溶質と溶媒固有の dn/dc 値や第 2 ビリアル

係数 A2などの定数は正確な値を用いなければ間違った結果を導きだしてしまう。同様に、測

定試料においても慎重に調製しなければならない。目視レベルでは十分溶解していても、分

子レベルで絡まっていると、SEC/MALLS 測定には不十分な分子分散状態であり、正確な測

定結果は得られない。SEC/MALLS 測定を行うと、試料や定数の正誤に関わらず、なにがし

かの値が算出されてしまうため、得られた値については慎重に評価しなければならない。 

セルロースの dn/dc 値を 0.131mL/g と決定するにあたり、セルロース以外の高分子の dn/dc

値の測定や測定方法の検証などの多くの裏付け実験を行った。この係数を用いて様々なセル

ロース試料の SEC/MALLS 分析を行うと分子量や試料濃度などの測定結果は驚くほど想定し

た値と一致した。プルランなどの他の高分子試料においても正しい dn/dc 値を用いると同様

に想定される結果が得られた。矛盾のない結果が得られることはその結果の真偽を図るにあ

たり重要である。一方、針葉樹由来のセルロース試料が分岐構造であるという結果は直鎖構

造であるはずのセルロース分子において不可解な結果ではあった。しかし、SEC/MALLS と

UV 検出器の組み合わせや構成糖分析の結果からセルロース－リグニン－グルコマンナン結

合による分岐構造であることが示唆された。このように、一つの分析方法では解明できない

結果も他の分析結果からその原因や理由を導きだすことができる。また、このような予想外

の結果が得られた場合は、必ず原因（測定において何かが間違っている、想定外の事が検出

されている）はあり、その原因を解明する事により真実に近づくことができる。植物由来の

セルロースを主成分とする天然高分子材料の分子構造は未だ解明されていない点が多くあり、

本研究が今後の構造解析に貢献することができれば幸いである。 

  

HUKP

HBKP

コットンなどの高純度
セルロースパルプ

溶解パルプ

コンフォメーションプロット
Slope値 約0.6

溶出パターン
2ピーク有

構成糖分析
ヘミセルロース有

パルプ着色

アルカリ抽出SBKP

SBKP

SUKP

溶出パターン
2ピーク有

パルプ着色

Yes

No
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