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1. 研究背景 

二酸化炭素の排出削減や再生可能エネルギーへの転換などの社会的背景をうけ、植物を

原料とするエネルギー生産が注目を集めている。しかし、可食性デンプンからバイオエタ

ノールなどを生産する安易な政策が様々な問題を引き起こしている。世界的な穀物価格の

高騰などの懸念から、食糧資源との競合の無い非可食性バイオマス、特に、天然に存在す

る最大量のバイオマスであるセルロースが注目されている。セルロースは、グルコースが

-1,4 結合でつながった多糖類である。そのため、セルロースからグルコースやセロビオー

スなどの有用な物質を生産し、各種エネルギー源として利用することが可能となる。しか

し、天然状態でのセルロースはリグニンやヘミセルロースと高分子複合体を形成している

ため、溶解、抽出、更に単位糖への変換は容易ではない。これまで報告されている方法論

の多くは、高温、高圧での処理や、強酸、塩基などを使用するなど、処理に費やされるエ

ネルギーコストや環境負荷等の問題が指摘されている。これを大幅に改善できれば、資源

の有効活用が可能となる。 

 本研究は、イオン液体と生体高分子の相互作用に関する知見を基礎とし、イオン液体を

マトリックスとするバイオ燃料電池作成のための物理化学的な知見を集積することを最終

目標としている。これまでセルロースを溶解するいくつかの溶媒系が提案されている。多

くは極性溶媒に塩を溶解させ、極性を高めた溶媒系である。これらセルロースを溶解させ

るために溶媒に要求される項目を満たす溶媒として、我々はイオン液体に注目した。イオ

ン液体とは、100 °C 以下でも液体として扱うことのできる有機塩であり、構成イオンの設

計によって、室温以下でも溶融しているイオン液体も数多く報告されるようになった。ま

た、構成イオンの多様性やデザインの可能性を巧みに使うことによって、イオン液体への

機能賦与や、物性制御を行うことが可能となる。バイオマス処理に用いることのできるイ

オン液体の分野は、R. D. Rogers などが先駆的な研究を報告し、その後研究例が増えてきて

いる。しかしながら、これまでの検討では特定のイオン液体を用いた検討にとどまってお

り、目的に合致する様にイオン液体をデザインする検討はほとんどなされていなかった。

我々は、様々なイオンを合成し、イオン構造とイオン液体の諸物性との相関関係を整理し、

セルロースの溶解のみならずその後の処理に適したイオン液体の創製を行っている。 

 本特別研究では、①バイオマスからの有用多糖類の省エネルギー抽出、②セルロースの

イオン液体中での分解、③グルコースなどの単位糖から電気エネルギーの抽出の 3 項目に

焦点をあて、各項目に最適なイオン液体や方法論の確立を目的とした検討を行った。 
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我々は前項で述べたようにセルロースを均一溶解できる極性イオン液体を開発し、それ

らを用いて天然バイオマスから多糖類を穏和な条件で抽出できることを明らかにしてきた。

これらのイオン液体を溶媒として用いると、セルロースを誘導体化せずに溶解でき、セル

ロースの結晶構造も乱すことができる。そのため、イオン液体中でのセルロースの加水分

解反応が行えれば、エネルギー抽出に大いに寄与する。本研究では、i) 再生セルロースを

作製し、酵素反応させる方法及び、ii) 直接セルロース溶液に酵素を添加する方法でセルロ

ースの酵素分解を試みた。 

 

3-1. 再生セルロースの加水分解 

我々が新規に開発した 1-ethyl-3-methylimidazolium methylphosphite ([C2mim][(MeO)HPO2])

は誘導体化、分子量低下を伴わずにセルロースを溶解できる。前述したように、イオン液

体に溶解したセルロースはアルコール類などの貧溶媒を添加することによって容易に析出

させることができる。イオン液体溶液から再生させたセルロースの X 線結晶解析を行った

結果、溶解前に見られたセルロース I 型の結晶構造が再生後には見られず、アモルファスな

状態になっていることを認めた。そこで、この再生セルロース(10 mg)をリン酸バッファー

(0.5 ml)に分散させ、セルラーゼ(3 mg)を添加して加水分解を試みた。反応は 50 °C にて 90

分間行った。生成グルコース濃度は GOD-ムタロターゼ法によって求めた。 

イオン液体で再生したセルロース粉末の分解効率は、再生前のセルロースと比較して大

幅に向上し、1.5 倍以上のグルコース生成が見られた(表 4)。 

 

 

 

 

 

 

 

同様に、 [C2mim][(MeO)(H)PO2]を用いて植物バイオマスを前処理し、抽出したセルロー

ス成分の分解を行い、生成グルコース濃度の測定を行った。 

Table 4. Glucose concentration obtained by the hydrolysis of regenerated cellulose 

Solvents used for pretreatment Glucose concentration [mg/dL] 

[C2mim][(MeO)(H)PO2] 36.1 

Buffer 19.1 

Table 5. Generated glucose concentration; Effect of pretreatment with ionic liquids 

Sample Glucose concentration [mg/dL] 

Regenerated cellulose 26.1 

Untreated bran  2.31 



 

 

 

 

 

検討の結果、未処理のブラン粉末と比較し、イオン液体で前処理(溶解・再生)を行うこと

で、10 倍以上のグルコースを生成させることができた(表 5)。本研究により作製したイオン

液体は、低温、場合によっては非加熱でバイオマス中のセルロースを抽出できるため、従

来の酸処理や爆砕処理などの前処理方法と比較し、低コスト、高効率なバイオマス処理系

の構築につながるものと期待できる。 

 

3-2. イオン液体/水混合溶媒中でのセルロースの酵素糖化 

前述したようにセルロースはイオン液体中で分子分散した状態で溶解することが明らか

となっている。そこで、セルロースをイオン液体に溶解した後、イオン液体溶液中で酵素

反応させることができれば、より効率的なセルロースの処理系が構築できる。加水分解に

は水が必要なので、イオン液体に水を添加した系において、セルラーゼを用いた酵素糖化

を試みた。 

各種イオン液体に所定量のクエン酸バッファーを添加し、イオン液体濃度を 10〜90wt%

となるように調整した。反応溶液(0.5ml)にセルロースパウダー(10mg)及びセルラーゼ(3mg)

を添加し、50 ºC にて 90 分間反応を行った。生成グルコース量は GOD-ムタロターゼ法によ

り決定した。 

 [C2mim][(MeO)(H)PO2]を用い、水添加系でのセルロースの糖化を試みた。残念なことに、

イオン液体濃度の上昇に伴って生成グルコース量が低下した。[C2mim][(MeO)(H)PO2] と同

様にセルロース溶解能を有する[C2mim]Cl を用いて検討したところ、[C2mim][(MeO)(H)PO2]

を用いた場合と同様に、イオン濃度の増加に伴って酵素活性が低下する傾向が見られた。

一方、水素結合受容性(値)が低く、セルロースを溶解しない N-エチル-N’-メチルイミダゾ

リウム メチル硫酸塩([C2mim][MeOSO3])を用いて検討したところ、[(MeO)(H)PO2]塩及び Cl

塩と比較して高い酵素活性を示した。セルロースの溶解には、セルロース分子内および分

子間で形成される水素結合を切断する必要があるため、イオン液体に高い値が必要となる。

そのためセルラーゼに対しても強く水素結合し、酵素活性発現に不可欠な高次構造が乱れ

活性が低下したものと考えられる。 

また、カチオン構造がセルラーゼ活性に及ぼす影響について検討した(図 8)。検討の結果、

カチオン構造によってもセルラーゼ活性に差異が見られた。イオン液体濃度の増加に伴っ



て酵素

率が

た場合

ロース

製した

他のイ

セル

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

以上の

イオ

体に

ル系ポ

も固定

基との

 含水

反応

濃度及

を示

合、イ

飾セル

素活性が減少

90wt%の場合

合には、水を

スの結晶性が

たイオン液体

イオン液体

ロースの加水

のように、ネ

ン液体濃度の

固定化し、イ

ポリマービー

定化担体及び

のSchiff塩基

水率 10 wt%

を行った。表

及び固定化し

した。一方、

イオン液体に

ルラーゼと比

少したものの

合に生成グル

を 10%程度

が低下し、セ

体のうち、セ

と比較してセ

水分解には、

ネイティブの

の上昇によっ

イオン液体中

ーズ及びセラ

びセルラーゼ

基生成反応を

%の[C2mim][(

表 6 に各担体

していない未

、セラミック

に 10wt%の

比較して 9

Figure 8. Glu

の、 [C2mim

ルコース濃度

添加した系

セルラーゼの

セルロース溶

セルラーゼ活

適切なカチ

のセルラーゼ

ってセルラー

中での安定化

ラミックビー

ゼのアミノ基

利用して行

(MeO)(H)PO

体に固定化さ

未修飾セルラ

クビーズ、ア

水を添加した

倍の酵素活性

ucose conver

m][(MeO)(H)P

度の増大が見

においてもセ

の残存活性に

溶解能を持た

活性が低下し

チオン構造の

ゼを用いてイ

ーゼ活性の低

化を試みた。

ーズの3種を用

基と架橋剤で

った。  

O2]を用い、5

されたセルラ

ラーゼ 1 mg

アクリルビー

た混合溶液中

性を示した。

rsion in a seri

PO2]を用いた

見られた。 [

セルロースが

による分解が

たない[P4444][

した。そのた

の設計も重要

イオン液体中

低下が見られ

セルラーゼ

用いた。セル

であるグルタ

0 °C にて 3 時

ラーゼ 1 mg あ

の酵素活性

ーズに固定化

中において、

。このことか

ies of ionic liq

た場合のみイ

[C2mim][(Me

が溶解する。

が起こった可

[(MeO)(H)PO

ため、イオン

要であること

中で加水分解

れた。そこで

ゼの固定化担

ルラーゼの固

タルアルデヒ

時間、セルロ

あたりが生成

を 1.0 とした

化したセルラ

固定したセ

から、担体に

quid solution

イオン液体の

eO)(H)PO2]を

そのため、

可能性がある

O2]を用いた

ン液体溶液中

が示唆され

解を行った際

でセルラーゼ

担体としてア

固定化は、い

ヒドのアルデ

ロースの加水

成するグルコ

た場合の相対

ラーゼを用い

セルラーゼは

に固定化する

ns 

の含有

を用い

セル

る。作

場合、

中での

た。 

際に、

ゼを担

アクリ

いずれ

デヒド

水分解

コース

対活性

いた場

は未修

ること



でイオ

が乱れ

 

 

 

 

 

 

 

   

次に

率10w

1.5、

によ

セル

生成グ

拌を行

 

 

 

 検討

ーゼ活

保持

オン液体中に

れたセルロー

に、作製した

wt%のイオン

6、12及び24

り固定化セル

ロース10mg

グルコース濃

行っていない

 

Fig

討の結果、ア

活性が低下す

しているこ

Table 6. R

Carri

Acryl b

Ceramic

Free (unm

におけるセル

ースの加水分

た固定化セル

ン液体0.5mL

4時間攪拌し

ルラーゼを取

gを加えて50 

濃度を測定し

い場合の活性

gure 9. Stabi

アクリルビー

するのに対し

とが明らかと

Relative activi

iers G

beads 

c beads 

modified) 

ルラーゼの安

分解反応を進

ルラーゼの安

Lにアクリル

した。その後

取り出した。

ºCで1.5時間

し、セルラー

性を100とし

lity of immob
IL/w

ーズ固定化セ

し、イオン液

となった。両

ity of immobi

Glucose conc

安定性を向上

進めることが

安定性に関し

ルビーズ固定

後、純水及び

得られた固

間反応させた

ーゼ活性を評

た時のセル

bilized cellul
water mixture

セルラーゼは

液体/水混合溶

両者の比較か

ilized cellula

centration (m

2.3 

1.4 

0.25 

上させ、イオ

が期待できる

して検討を行

化セルラーゼ

クエン酸バ

固定化セルラ

た。反応後、

評価した。図

ラーゼの残存

ase at 25 ºC i
e (□). 

は、バッファ

溶液中では 24

から、水系に

se in IL/Wate

g/dl) R

オン液体へ溶

る。 

行った。バッ

ゼ10mgを添

ッファーで洗

ラーゼを各溶

グルコースC

図9に、セルロ

存活性を示し

in buffer (○) a

ァー中では時

4 時間後も 9

におけるセル

er (90/10 [w/w

Relative activi

9.2 

5.6 

1.0 

溶解した結晶

ッファー及び

添加し、25 ºC

洗浄し、吸引

溶液に再び添

C IIテストに

ロース添加前

した。  

and 

時間と共にセ

90%以上の活

ルラーゼ活性

w]) 

ity 

晶構造

び含水

Cにて

引濾過

加し、

により

前に攪

セルラ

活性を

性の低



下は、主にセルラーゼと担体とを結合する架橋剤のグルタルアルデヒドが加水分解を受け、

セルラーゼが脱離することが主な原因であろう。 

 

4. イオン液体を展開溶媒とした液体クロマトグラフィーの開発 

 セルロースの加水分解反応を評価する際には、加水分解によって生成したグルコースや

セロビオースなど溶媒に可溶な成分を HPLC によって解析する方法や、生成したグルコー

スをムタロターゼ・GOD 法を用いて解析する方法が用いられている。しかしながら、グル

コース等の低分子化合物の生成のみを追跡する方法では、セルロースの分子量変化につい

ての詳細な情報を得ることができない。高分子量のセルロースを分析する方法論として、

分子性液体に可溶なセルロース誘導体を作製し、HPLC で用いられる溶媒に溶解させて測定

する方法や、セルロースを溶解することが報告されているジメチルアセトアミド/LiCl を展

開溶媒とした HPLC を用いて解析する方法が提案されている。しかしながら、これらの既

知の方法では、イオン液体中での反応後、生成物を分離して誘導体化する操作や、各種塩

溶液に再溶解するという煩雑な操作を必要とする。そのため、イオン液体中でのセルロー

スの分子量変化をダイナミックに測定する方法論として適切ではない。イオン液体を HPLC

の移動相として用いることができれば、イオン液体中でセルロースを分解し、分子量変化

をダイレクトにモニタリング可能である。しかしながら、イオン液体を HPLC の移動相と

して用いる検討はこれまで行われておらず、イオン液体を移動相とした場合のサイズ排除

効果や装置のセットアップ、測定条件などの詳細な情報は全くないのが現状である。そこ

で本研究では、セルロース溶解能を有するイオン液体を HPLC の移動相とした HPLC シス

テム(以下 HPILC と省略)をセットアップし、セルロースの分子量を解析する新たな方法論

の確立に向けた基礎知見の集積を行った。 

 イオン液体を展開溶媒とする際には、①セルロースを温和な条件で溶解できるイオン液

体、②低粘性のイオン液体、③高純度のイオン液体を簡便に作成できること、④セルロー

スを化学的に変性させないとこが求められる。この様な要求を満たすことのできる溶媒と

して、今回は、1-ethyl-3-methylimidazolium methylphosphonate ([C2mim][(MeO)(H)PO2])を選択

した。このイオン液体の粘度は室温で約 100 cP であり、一般的な HPLC の測定で用いられ

ている分子性液体と比較すると高粘度である。そこで、市販されている各種 HPLC システ

ムの中で高耐圧システムを選択した。それでも室温での送液は現状のシステムの耐圧と送

液速度の限界から不可能であった。そこで、ポンプからカラムまでを 55 °C に保ち、RI 検

出器を 40 °C で保温したところ、送液速度を 0.01 ml/min に設定することで、イオン液体で

も送液可能であることを実証した。この系では適切な操作で試料を除けばイオン液体を再

利用できる(図 10) 
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