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このアプリケーションノートでは、多角度光散乱検出器

（MALS）を用いた分岐高分子の性状解析をする際に基

本となる理論の概要を紹介します。ここでは分岐情報を

与える最も一般的な方法を説明すると共に、Wyatt 

Technology 社製品を用いた実験データに基づいて分岐

を解明する方法を紹介します。はじめに分岐高分子にお

けるサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）での異常な

溶出挙動を説明し、SEC-MALS により得られるデータ

と非対称流フィールド・フロー・フラクショネーション

（AF4）により得られるデータとの比較をします。 

SEC-MALS と AF4-MALS を比較すると AF4 の方が SEC

に比べ、より高度に分岐した高分子を分離するのに優れ

ていることが判ります。本資料では末尾に分岐解析に関

するトピックスが掲載されている最新の文献を幾つか紹

介していますので、ご興味のある方はご活用下さい。  

概要

SEC-MALS 分析で得られた分子量に対する一分子あたり
の分岐数。ここでは積分分子量分布曲線（赤）と実験デ
ータポイントの３次近似曲線（マゼンダ）の重ね書きし
ています。 
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分岐を含む高分子のコンフォメーションプロット。SEC-
MALS により得られたもの（赤）と AF4-MALS により得
られたもの（青） 
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分岐は多くの合成及び天然高分子における重要な構造パ

ラメータで、高分子の性質に重要な影響を及ぼします。

分岐構造により影響を受ける性質には、高分子溶液の粘

性やレオロジー的挙動、融解性などの機械的な性質や熱

力学的な性質、結晶もしくは溶解性などがあげられます。

分岐トポロジーに関する定量的情報は、優れた特性を有

する新規高分子材料の開発や重合過程の理解に必要不可

欠です。 

SEC もしくは AF4 を用いた分岐構造の特性解析には、

多角度光散乱検出器(MALS)が不可欠です。分岐構造の

重要性は分岐に関する多くの科学論文からも明らかです。

実際に、Wyatt 社のウェブサイト中にある文献検索で〝

Polymer Branching″をキーワードとして検索すると非

常に多くの論文が検索されます。合成高分子の分岐に関

する最近の論文を参照の 1-9 に纏めていますので、ご興

味のある方は、ご活用下さい。 

分岐は多くの場合、合成高分子において議論されていま

すが、多くの生体高分子においても重要なパラメータに

なります。例えば、医学、薬学で重要な生体高分子であ

るヒアルロン酸は、近年まで直鎖構造を持つと考えられ

てきましたが、Wyatt 社の検出器を使用することにより、

分岐構造を持つものがあることが明らかになりました。
10 なお、生体高分子の分岐に関する他の幾つかの例が参

照文献の 11-14 に掲載されていますので、ご興味のある

方はご活用下さい。 

このアプリケーションノートでは、MALS 検出器を用い

た分岐解析の最も一般的な方法を紹介します。より詳細

な情報は参考資料１５に記載されています。 

分岐解析の歴史は、Zimm と Stockmayer の有名な論文

から始まりました。彼らは〝分岐度″と呼ばれるパラメ

ータ, g を理論的に導きました。16 

g は次の式で表せられます。 
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ここで R2 は、それぞれ同じ分子量（M）における直鎖

高分子と分岐高分子の二乗平均平方根半径です。文献 16

に示されているとおり、分岐度 g は、不規則な分岐高分

子の分岐ユニット数、もしくは星型高分子の腕の数に直

接関係しています。分岐度 g は 1 以下になり、1 の時に

は直鎖高分子であると判断できます。g の数値が小さい

ほど、より高い分岐度であることを示します。例えば、

g が約 0.1 である場合は、その高分子は高い分岐構造を

持つことを示します。  

Zimmと Stockmayerが gを定義してから 10年後、Zimm

とKilbによって、固有粘度に基づいた新しい分岐度が紹

介されました。17 
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ここで [η] は同一の分子量における分岐高分子と直鎖高

分子の固有粘度です。g'と g の関係は、ドレイニングパ

ラメーターと呼ばれる e の値を用いて以下の式で表され

ます。 

egg       (3) 

パラメータ e は 0.5～1.5 の範囲で変化すると予想されて

いますが、g'から g を計算する際には e≈0.7 が用いられ

ています。 

式１と２は分岐構造を同定し、性状解析するためには分

子量と分子サイズの情報が必要であることを示していま

す。つまりは、分岐解析をする上で、双方の情報を同時

にかつ独立して求めることができる MALS検出器が非常

に有用であることを示しています。MALS 検出器は通常

SEC などの分離分析装置に接続して使われ、分子量の関

数として分岐パラメータを決定することができます。一

般的に関心の向けられるパラメータは、分岐度と一分子

あたりの分岐数です。但し MALS 検出器で求められる

RMS 半径の下限値は約 10nm で（直鎖状高分子で分子

量約 100,000g/mol）、このような高分子を解析する場

合、RMS 半径の代わりとなる別のサイズパラメータが

用いられます。このパラメータのうち代表的な２つが固

有粘度と SEC の溶出容量です。前者は粘度検出器

ViscoStar で求めることができ、式 2 を用いて g’を計算

するために使われ、後者は Yu-Rolling の方法を用いて g

を求めるために使われます：18 

e
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    (4) 

ここで M は同じ溶出容量に溶出する直鎖高分子と分岐

高分子の分子量で、a は直鎖高分子の Mark-Houwink-

桜田の粘度式のべき指数です。 

序論 

理論的背景 

https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/viscosity/viscostar3/index.html
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全てのデータは、多角度光散乱検出器（MALS）DAWN 

HELEOS、オンライン粘度検出器 ViscoStar、示差屈折

率検出器 Optilab TrEX、AF4 システム Eclipse AF4 の

Wyatt Technology 社製品を用いて得られ、ASTRA6 ソ

フトウェアにより解析を行いました。SEC、AF4 の双方

とも移動相は THF を用いていました。  

分子量と分岐度の関係のプロットは以下の方法の何れか

で求められます: 

1. Radius method: コンフォメーションプロット

（分子半径 Rと分子量 Mの対数-対数プロット）

から式 1 を用いて g を計算する。 

2. Viscosity method: Mark-Houwink-桜田プロッ

ト(固有粘度[η]と分子量 M の対数-対数プロッ

ト)から式 2 を用いて g’を計算する。 

3. Mass method: 分子量と溶出容量のプロットから

式 4 を用いて g を計算する。 

方法 1 と 2 の有利な点は、文献で報告されているコンフ

ォメーションの数値や Mark-Houwink パラメータを活

用できる点です。対象的に Mass Method は分岐高分子

を測定するのと同じ SEC分析条件で、直鎖高分子を測定

する必要があります。しかしながら、Mass Method は

RMS 半径を測定できない小さな高分子の解析には適し

ています。また粘度を用いる方法は、分岐に関して感度

が高く、分子量 1000g/mol 程度までの幅広い範囲での

測定を可能とします。 

例として、直鎖及び分岐高分子のコンフォメーションプ

ロットを図１に示します。分岐はこのプロットのスロー

プから容易に求めることができます。熱力学的良溶媒中

における直鎖高分子のコンフォメーションプロットの傾

きは 0.58 付近になり、それ以下の数値の時には、分岐

の存在を示しています。（剛体球状の場合は 0.33 を示

実験 

分岐解析の方法 

結果と考察 
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図 1. 上: 直鎖（青）と分岐（赤）ポリスチレンのコンフ
ォメーションプロット。中: 分岐度 vs 分子量のプロット 
下:分子量と 1 分岐あたりの分岐数の関係を示すプロット
と 3 次フィット曲線（マゼンダ）。赤線は積分分子量分
布曲線。直鎖と分岐のコンフォメーションプロットの傾
きは、それぞれ 0.59 と 0.48 です。 

https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/light_scattering/dawn/index.html
https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/light_scattering/dawn/index.html
https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/viscosity/viscostar3/index.html
https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/differential_refractometer/optilab/index.html
https://www.shoko-sc.co.jp/products/equipment/fff/eclipse_af4/index.html
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します）コンフォメーションプロットから図₋1 に示すよ

うに分岐度 vs 分子量及び 1 分子あたりの分岐数 vs 分子

量のプロットを求めることができます。  ここでは分岐

の定量的評価をより容易にするために分岐パラメータの

プロットと積分分子量分布曲線を重ね書きしています。

図₋１を見ると、分子量 60,000 以下の約 28％の分子が

分岐を含んでいないことが判ります。注目すべきは

SEC-MALS 法は高分子鎖の１つの分岐ユニットを検出

できる点です。 

図₋2 では、それほど分子量の大きくない高分子の分岐

解析の例として、乳酸をベースとしたポリエステル直鎖

と分岐を Mark-Houwink-桜田プロット及び分子量 vs 溶

出容量で比較しています。この生体適合性及び生分解性

高分子はドラックデリバリー材料として利用され、その

膨潤能、分解及び活性分子の放出は分岐度によって制御

されます。両者のプロットは分岐分子の存在を検出し、

式 2—4 により g を計算するために用いられます。 

SEC-MALS 分析における Radius Method は小さな高分

子や高分岐高分子には適さないことがあります。RMS

半径が 10nm 以下の高分子の分子半径測定は、MALS 測

定に限界があるためです。また巨大な高分岐高分子にお

いては、SEC カラムでの分離に限界を生じることがあり

ます。これは、分岐があるがゆえに SECカラムの充填ゲ

ルの細孔に高分子が一時的に引っかかり、異常な溶出挙

動を示し、その結果、実際の分子よりも小さな流体力学

的体積に相当する時間に溶出することがあるという場合

です 19  

 SEC の異常な溶出挙動はコンフォメーションプロット

を押し上げ、その結果誤った g の値を与えます。異常な

溶出挙動を示す高分子の場合、AF4 の方が良い分離手法

で、適当なコンフォメーションプロットが得られること

があります。エラー! ブックマークが定義されていません。 SEC-MALS と

AF4-MALS で得られたコンフォメーションプロットの

比較を図₋3 に示します。SEC-MALS から得たコンフォ

メーションプロットが上に押し上げられているのは、溶

出容量の大きな領域において分子が不均一になるためで

す。MALS 検出器は Z 平均 RMS 半径 (Rz)と重量平均分

子量 (Mw)を求める検出器で、かつ Rz は Mw よりも不均

一性に対してより敏感なため、不均一な画分においてコ

ンフォメーションプロットを押し上げる結果となります。

一方、AF4 による分離は、分岐高分子と担体の相互作用

を受けないため、コンフォメーションプロットの押し上

げを防ぐことができます。  

図 3. 分岐高分子のコンフォメーションプロット。SEC-
MALS によるもの（赤）、AF4-MALS によるもの（青）. 
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図 2. 上:ポリ乳酸の Mark-Houwink プロット。直鎖
（青）と分岐（赤） 下: 分子量 vs 溶出容量（同色）ク
ロマトグラムは RI 検出器   
直鎖と分岐の Mark-Houwink プロットの傾きは、それぞ
れ 0.56 と 0.31 です。  
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Wyatt MALS 検出器を用いることで分岐度 g 及び 1 分子

あたりの分岐数を求めることができます。 

Radius method は分岐解析を行う上で最も直接的で基本

的に正しい手法ですが、この手法の適応は RMS 半径が

10nm 以上の高分子に限られています。 

SEC-MALS システムに粘度検出器を接続することによ

り、Mark-Houwink-桜田のプロットを作成することが

できます。 

小さな分岐高分子の解析は、Marrk-Houwink-桜田プロ

ットか分子量と溶出容量の関係により行えます。 

分岐高分子の中には SECカラムでの分離時に充填ゲルと

の相互作用を受けるものがあります。このような分岐高

分子には、AF4 による分離がより優れ、正確なコンフォ

メーションプロットと g を求めることができます。

 

 

 

結論 

http://media.materialsviews.com/wp-content/uploads/2012/01/hyperbranched-polymer.jpg
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