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研究成果の概要（和文）：ナノフィブリル化バクテリアセルロース（NFBC）は、低濃度においてもせん断速度の
増加に伴い粘度が低下するシェアシニング流動挙動を示し、その高いアスペクトによってネットワーク構造を形
成していることが確認された。シランカップリング、グラフト化などの様々な表面修飾法に関する検討をおこな
い、NFBCに新たな機能を付与することに成功した。薬剤送達に関しては、その緻密なネットワーク構造の中に抗
がん剤を補足することで、毒性を抑制するとともに腹腔内で効率的にがん細胞に送達させることが可能であっ
た。

研究成果の概要（英文）：Nanofibrillated bacterial cellulose (NFBC) exhibits shear-shearing flow 
behavior, in which the viscosity decreases with increasing shear rate even at low concentrations, 
and its high aspect ratio is confirmed to form a network structure. Various surface modification 
methods, such as silane coupling and grafting, were investigated to add new functions to NFBC. As 
for the drug delivery, by supplementing the anticancer drug in the dense network structure, it was 
possible to suppress the toxicity and efficiently deliver the drug to cancer cells 
intraperitoneally.

研究分野：高分子化学

キーワード： ナノセルロース　ネットワーク構造　徐放　腹膜播種　薬剤送達　表面修飾　シランカップリング　グ
ラフト化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
レオメーターを用いた粘弾性測定の結果から、NFBC は水中においてその高いアスペクト比に基づいて緻密なネ
ットワーク構造を有していることが確認された。これらの知見は今後NFBCを活用するうえで有用な情報となる。
また、本研究においてシランカプリング、グラフト化などの様々な表面修飾の可能性が確認され、これらの手法
は薬剤との相互作用をコントロールすることだけでなく、様々な分子との相互作用の制御に活用できると考えら
れる。NFBCは糖質などの低分子バイオマスを原料として作られる環境循環型の材料であり、今後更なる用途開発
と社会実装によって循環型社会の構築に貢献したいと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
バクテリアによって合成されるセルロースは、バクテリアセルロース（BC）と呼ばれ、デザ
ートとして知られている“ナタデココ”が BCそのものである（図 1A）。セルロース合成菌の代
表格である酢酸菌は糖質などを炭素源として太さ 50～100nm という非常に細いセルロース繊維
を菌体外に排出しており（図 1B）、ナタデココを電子顕微鏡で観察するとナノファイバーからな
る微細ネットワーク構造が観察される（図 1C）。 
近年 NFCが新規材料として注目を浴びている。一般に、NFCは植物由来のパルプを原料とし
て、物理的・化学的処理によってトップダウン的に調製され、得られた NFCは水中に高分散し
ている。一方我々は、これまでに得られた知見を踏まえ、セルロース繊維の分散剤として CMC
や HPCを培地に添加、通気撹拌培養することにより、様々な低分子バイオマスからワンステッ
プ・ボトムアップ的に NFC（NFBC）を調製することに成功した（Tajima et al. Cellulose 2013, 
Biomacromolecules 2017，US Patent US9611495 B2，特許第5752332号，European patent EP2940145）。
NFBC における繊維の太さは約 25nm、繊維長は数十 μm 以上で、超高アスペクト比のセルロー
スナノファイバーからなる緻密なネットワーク構造が形成されている（図 2）。これまでに CMF
表面に CMCが結合することによって表面がマイナス電位となっていることを確認しており、静
電反発と撹拌によるせん断応力によってこのような特徴的なナノファイバー構造が形成される
と推測している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

NFBC における繊維の太さは約 25nm、繊維長は数十 μm 以上で、超高アスペクト比のセルロ
ースナノファイバーからなる緻密なネットワーク構造を有している。これまでの検討において、
この特徴的なネットワーク中に抗がん剤を取り込ませ、これをがんの病態の一つである腹膜播
種モデルマウスに適用したところ、抗がん剤単独投与に比べて毒性を抑えつつ高い抗腫瘍活性
を示すことを確認している（高速放出型）。そこで、本提案では NFBCにおける分子レベルの構
造、マクロレベルでのネットワーク構造を明らかにすることによって抗がん剤の保持・放出のメ
カニズムを推定、さらに CMFの表面修飾によって薬剤との相互作用を制御することで（徐放型）、
より効率的に薬剤を送達させることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
本プロジェクトにおける研究の進め方を図 3に記載した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 本プロジェクトにおける研究の進め方 

図 1 ﾅﾀﾃﾞｺｺとｾﾙﾛｰｽ合成菌 (A:外観、B:TEM写真、C:SEM写真)  図 2 NFBCの TEM写真 



４．研究成果 
（１）シランカップリング反応を用いた表層疎水化 NFBCの合成 
①実験方法：純水に塩酸を加えて pH 4に調製後、APTMSを添加・攪拌（10 min）した。さらに
1.0 (w / v) % NFBC分散液に加えて室温下で 4時間反応させた。各配合量を変化させ、AP-NFBC1–
7を合成した。反応後、分散液を透析し、遠心分離（11000 rpm，20℃，5 min）により生成物を
回収した。純水に分散させて AP-NFBC 分散液を得た。各種分析手法により、構造情報を得た。 

AP-NFBC水分散液を遠心分離し、水→メタノール→THFへと溶媒置換した。PMMA3gに対し
て AP-NFBCが質量比で 0.5、1、2％となるように THF分散液を添加し、均一になるまで混合し
た。シリコンシャーレにキャストし、デシケーター中で THF を蒸発させることで PMMA/AP-
NFBCフィルムを得た。 
 
②結果と考察：NFBC へのアミノプロピルシリル基の導入を確認するために固体 13C-NMR 測定
を行った（図 1）。APTMSの添加量の増加によって置換度も上昇したが、DS=0.26程度でほぼ一
定となった。疎水化 NFBCはクロロフォルム、THFに均一分散可能であり、耐熱性も NFBCと
比較して 34℃改善した。溶媒キャスト法で PMMAに均一分散可能であり、樹脂に対して 1 wt%
添加した場合でも透明性を維持していた。疎水化NFBCの添加は樹脂強度を飛躍的に向上させ、
その最適添加量である 1wt%添加時には、引張強度が 2.1 倍、ヤング率が 2.6 倍上昇することが
明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
同様の手法を用いて、APTMSの代わりにメタクリオイルオキシポロピルトリメトキシシラン
（MPTMS）を用いて疎水化処理を行った結果、同様に NFBC は PMMA に均一分散され、透明
性が保持されることが確認された。強度試験の結果、APTMS変性 NFBCの最適添加量が 1 wt %
であったのに対し、MPTMS変性 NFBCは僅か 0.1 wt％添加で引張強度、ヤング率が最大となる
ことが明らかになった。この要因として MPTMSと APTMSと PMMA樹脂の相互作用の差によ
るものと推察されるが、各変性 NFBC と樹脂の接着状態を分子レベルで明らかにしていく必要
がある。シランカップリング剤には様々な置換基を有する物があり、この方法論が表面修飾にお
いて有用であることが示された。 
(2) NFBC表層カルボキシメチル化による水分散性の向上に関する研究 
①実験方法：NFBCをアルカリ水溶液中で脱 CMC化した NFBCを用い、不均一反応によって表
層 CM化を実施した。CM化反応は溶媒組成（水/イソプロパノール比）、触媒である水酸化ナト
リウム濃度、クロロ酢酸（MCA）、反応温度の 4つのパラメータを可変させ、その分子構造、繊
維形態、表面電荷、分散性を評価した。 
 
②結果と考察：イソプロパノール存在下で合成した場合、アルカリセルロースの形成速度が加速
され、得られた CM化 NFBCの未置換セルロース領域はセルロースⅡへ転移した。さらに表層領
域が高置換化するため、繊維径が約 100nm 以上に膨潤した。よってイソプロパノールは表層選
択的な化学修飾に適さないこと、さらに触媒濃度 5％以上では一部Ⅱ型に転移することを確認し
た。次に水系溶媒中、触媒濃度 3％で固定し、反応温度（25～90℃）、MCA濃度（MCA/AGU比

図 4 固体 13C-NMRスペクトル 

図 5 APS-NFBC2と PMMAの複合フィルム 

図 6 複合フィルムにおける引張試験の結果 



=1～10）、反応時間（1～24時間）を変え、NFBCの CM化を行った。得られた CM化 NFBCの
置換度は温度とMCA濃度に強く依存し、反応温度 80℃以上、MCA/AGU比が 10以上で置換度
0.09となった。また CM化 NFBCの分子形態（繊維径）、結晶化度は NFBCと一致し、表層電荷
のみ負にシフトした。さらに水分散液としての透過度は 600nmで 10％以上改善することが明ら
かになった。よって極めて温和な CM 化を行うことで、セルロースナノファイバーの分散性を
向上できることが明らかになった。 
 
(3) EDTAグラフト化による NFBC表層修飾 
①実験方法：1% CM-NFBC分散液 100 g（NFBC1.0 g, 6.2 mmol）の水を遠心処理（10,000rpm, 5min）
により除去した後、NaOH（1.5 M）で洗浄し CMCを除去した。凍結乾燥した NFBCを DMSOに
置換し、NFBC に対しグルコースユニット 1 当量の EDTA 一無水物（EDTAMA）を添加し攪拌
しながら 24時間反応を行った。その後セルロースチューブを用いて 2日間透析を行い、DMSO
を取り除き水に置換し EDTA グラフト化 NFBC（ED-NFBC）を得た。また、比較対象としてパ
ルプ（ED-pulp）および微結晶セルロース（ED-cell）も同様に表層へ EDTAをグラフト化させた。 
 必要量の硝酸銅(II)を 0.1 M 硝酸に溶解させ 100 ppm のストック溶液を調製し、濃度 75-300 
ppmとなるように希釈した。金属溶液 20 mlを三角フラスコに入れ、1 wt% ED-NFBCを 2 ml加
えて室温下、250 rpmで振とうした。所定の時間に 2 mlずつサンプリングした。サンプリングし
た溶液は遠心分離（250 rpm, 3 分間）した後、上澄みを 0.1 M硝酸で希釈し、原子吸光法にて銅
(II)濃度を定量した。 
 
②結果と考察：吸着等温式を用いて吸着モデルを決定した。Langmuir式、Freundlich式を用いて
吸着平衡データの解析を行った。各吸着等温式より相関係数、各定数、最大吸着量を求め Table 
1 にまとめた。また、ED-Pulp および ED-Cell の Cu(II)吸着についても同様に吸着試験を行い、
吸着モデルへのフィッティングを行った（Table 1）。Langmuir吸着等温モデルの相関係数は 0.988
と高く、ED-NFBCの金属吸着は Langmuirモデルに従うことが明らかになった。ED-Pulpおよび
ED-Cell についても Freundlich 吸着等温モデルの相関係数よりも Langmuir 吸着等温モデルの相
関係数が高く、金属吸着は Langmuirモデルに従うことが確認された。ED-NFBCによる金属吸着
の最大吸着量 Qmaxは 169.5 mg/gであり、ED-Pulp（96.15 mg/g）、ED-Cell（17.9 mg/g）と比べて
非常に高い値となっている。これは、NFBCの超比表面積効果による効果を発揮し、高い金属吸
着量を示したと考えられる。また、解離定数 Kd（0.0202 mol/l）よりも結合親和定数 Kb（49.39 
l/mol）の方が高く、ED-NFBCの Cu（II）吸着は結合に偏っていることが分かった。 
 

表 1 各吸着等温式の定数、相関係数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EDTA 一無水物を用いて NFBC 表層における EDTA グラフト化を達成した。得られた ED-
NFBCは Cu（II）に対して最大吸着量 169.5 mg/gと、EDTAをグラフト化したパルプ（96.15 mg/g）
や微結晶セルロース（17.9 mg/g）と比較して非常に高い吸着能を示した。本材料は希薄な重金属
イオンを短時間で除去可能な材料として、排水処理や有用金属資源の回収などへの応用が期待
できる。さらにナノファイバーとしての特長を活かしたフィルター化やフィルム化により、より
高度な重金属吸着材料として期待できる。 
(4) HP-NFBCをマクロ開始剤とした開環重合による表面修飾 
①実験方法：HP-NFBC（500 mg）をマクロ開始剤として、様々なモノマー（ε カプロラクトン
（εCL）、コハク酸無水物（SA）、ブチレンオキサイド（BO））の開環重合によって、ポリエステ
ルによる表面修飾（グラフト化）を行った。: モノマーの添加量は、重量比で NFBC10倍～20倍
とし、ジフェニルリン酸（DPP）、あるいは酢酸セシウムを触媒として重合を行った。得られた
グラフト化 NFBCについて、FT-IR、固体 13C-NMR、DT-TGA、DSCによる解析を行った。PCL
グラフト化 NFBC については PCL と、交互共重合ポリエステル P(SA-alt-BO)グラフト化 NFBC
についてはポリブチレンサクシネート（PBS）と溶媒混合によってナノコンポジットを作製した。 
②結果と考察：PCL グラフト化 NFBC について、添加量の増加とともにヤング率、引張強度が
増加した。グラフト化 PCLの分子量が約 2万の場合、NFBC添加量 13wt%でナノコンポジット
のヤング率は 660MPa、引張強度が約 60MPaと大幅な強度の増加が確認された。一方、P(SA-alt-

 

 
Langmuir isotherm Freundlich isotherm 

Qmax(mg/g) b(l/mg) R2 KF(mg/l) n-1 R2 

ED-NFBC 169.5 0.00077 0.988 0.0174 1.427 0.839 

ED-Pulp 96.2 0.021 0.986 2.95 0.743 0.983 

ED-Cell 17.9 0.179 0.999 8.11 0.171 0.955 



BO)グラフト化 NFBCを添加した場合、添加量が多い場合には、引張強度、ヤング率の減少が見
られた。これは P(SA-alt-BO)が非晶性であり、グラフト化によって相溶性は向上するものの PBS
との相互作用が弱いためにこのような結果になったと考えられる。しかし、低濃度の添加におい
ては破断伸びが増加し、これに伴って靭性（タフネス）も向上することが確認された。 
 
(5) レオメーターによる粘弾性特性の解析と水中における分散状態の推定 
①実験方法：CM-NFBC および HP-NFBC の水分散液 (0.10、0.08、0.06、0.04、0.02、0.01 wt%) 
について振動測定 (ひずみ : 1%、角周波数 : 100 → 0.01 rad/s) を行い、NFBC の粘弾性挙動を
調査した (Anton Paar、MCR 302)。また、CM-NFBC および HP-NFBC 水分散液 (1.0、0.8、0.6、
0.4、0.2、0.1 wt%) について回転測定 (せん断速度 : 100/s→0.1/s) を行い、NFBC の流動挙動を
調査した。比較として TEMPO 酸化 NFC (日本製紙製TOCN) についても同様の測定を行った。 
②結果と考察：NFBC はどちらもせん断速度の増加に伴い粘度が低下するシェアシニング流動
挙動を示した。また、振動測定の結果から、いずれの試料も G’ が G” よりも大きく、G’ が
一定であることから、周波数依存性が小さく測定領域においてゲル状態を維持していることが
確認された。さらに、HP-NFBC よりも CM-NFBC の方が分散液中において繊維同士の相互作
用が大きいことが明らかとなった。 
 
(6) NFBCのネットワーク構造を活用した抗がん剤の効率的な送達 
胃がん腹膜播種は末期胃がん患者の転移病巣である。この治療法として、paclitaxel（PTX）の
腹腔内投与が良好な治療効果を示すことが報告されているが、腹腔内投与された PTX は腹膜下
の毛細血管などから速やかに全身循環へ移行してしまうため、期待した治療効果は得られてい
ない。また、溶媒として用いられているクレモフォール EL®による重篤な副作用も問題となって
いる。 
①実験方法：親水性 NFBC（CM-NFBC）または両親媒性 NFBC（HP-NFBC）と PTXの EtOH溶
液を混合したものを凍結乾燥することで、PTX/NFBCの凍結乾燥品を調製した。これを生理食塩
水で再懸濁することにより、PTX/CM-NFBCおよび PTX/HP-NFBCを調製した。各 PTX/NFBCの
PTX回収率をHPLCを用いて算出したところ、いずれの PTX/NFBCでも PTX回収率はほぼ 100%
であった。各 PTX/NFBCの抗腫瘍効果を評価するため、MKN45ヒト胃がん細胞をマウス腹腔内
に移植することで作成した胃がん腹膜播種モデルマウスに対し、PTXをクレモフォールＥＬ®で
溶解した臨床製剤である Taxol®（TAX）、PTXをアルブミンに結合させた PTX製剤である nab-
PTX、あるいは調製した各 PTX/NFBCを腹腔内投与し（5 mg PTX/kg/day、weekly、合計 3回投
与）、マウス生存期間延長率を評価した。 
 
②結果と考察：胃がん腹膜播種モデルマウスを用い、PTX/CM-NFBCあるいは PTX/HP-NFBCの
腹腔内投与によるがん治療効果を評価したところ、PTX を有機溶剤のクレモフォール EL®で溶
解した臨床製剤である Taxol®（TAX）、PTXをアルブミンに結合させた PTX製剤である nab-PTX
と比較して顕著な延命効果を示し（図 7）た。また TAX の毒性を顕著に軽減することが明らか
になった（表 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 レオメーターを用いた粘弾性測定の結果から、NFBC は水中において緻密なネットワーク構
造を有していることが確認された。薬剤送達に関しては、その緻密なネットワーク構造の中に抗
がん剤を補足することで、毒性を抑制するとともに腹腔内で効率的にがん細胞に送達させるこ
とが可能であった。また、本研究において様々な表面修飾の可能性が確認され、これらの手法は
薬剤との相互作用をコントロールすることだけでなく、様々な分子との相互作用の制御に活用
できると考えらえる。 

表 2 各薬剤の投与量におけるマウスの死亡

図 7 APS-NFBC2と PMMAの複合フィルム 
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