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研究成果の概要（和文）：本研究では、セルロースにヘミセルロースを吸着させた人工多糖類マトリックスを作
製し、このマトリックス中でのリグニンの形成を検討した。その結果、キシランはリグニンの形成と、リグニン
の主要単位間結合である8-O-4’結合を寄与するが、グルコマンナンはリグニンの形成を阻害することが分かっ
た。さらに、一次細胞壁に特有のキシログルカンは5-5’結合を誘導することが分かり、ヘミセルロースがリグ
ニンの形成に大きな影響を与えることが明らかとなった。
　また、単離リグニンの溶液構造解析より、5-5’結合の増加は大きな分子量を持つリグニン画分をよりコンパ
クトな構造にし、低い粘性発現に関与すことも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study clearly demonstrated the effect of hemicelluloses on 
ligninfication through lignin formation in the artificial polysaccharide matrices; xylan contributed
 to lignin formation and generation of 8-O-4' interunitary linkage, which was a major linkage in 
native lignin, while glucomannan inhibited lignin formation. In addition, xyloglucan, which located 
only at primary wall of tree, was found to enhance the frequency of 5-5' interunitary linkage. 
     From the analysis of solution structure for isolated lignins by using size-exclusion 
chromatograph equipped with multi-angle laser light scattering detector, 5-5' linkage was found to 
be closely related to the densed structure, especially much compact structure of lignin fraction 
with larger molar mass compared to that with small molar mass.     

研究分野：木材化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リグニンの形成とヘミセルロースとの関係について、これまで種々の仮説が提案されてきたが、本研究により、
主要な細胞壁ヘミセルロースであるキシランとグルコマンナンの機能の違いが明確になった。さらに、現象論的
には分かっていたが、直接的な関与が不明であったキシログルカンと一次壁リグニンとの相関も明示された。加
えて、単離リグニンが低粘度である理由も、リグニンの縮合構造に起因することが示された。
　これらの知見は、細胞壁構成成分の合目的機能を解明するという学術的意義に加え、単離リグニンを工業的に
利用するための基本的情報の付与にも繋がり、資源持続型社会の構築にも貢献する社会的意義が見出せる研究と
なった。

※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 
植物細胞と動物細胞の大きな違いは細胞壁の有無であり、植物の生理や組織の機能を理解する
ためにも、細胞壁の形成機構を解明することは重要な課題である。本研究の主要対象物となる
“リグニン”は、陸上植物の主要な細胞壁成分であり、木本植物では、リグニンの形成を“木
化”と呼ぶように、リグニンの形成過程を解明することが、細胞壁形成を理解する上で、最も
重要かつ緊喫の課題と言える。なかでも、細胞壁を構成する多糖類（セルロースとヘミセルロ
ース）がリグニン形成に影響を与えているか否かについては、長年議論されてきた。本研究の
代表者浦木は、針葉樹にも存在するが広葉樹の代表的なヘミセルロースであるキシランが、モ
ノリグノールからのリグニンの形成（重合）を促し、リグニンの主要な単位間結合である 8-
O-4’結合の出現頻度を高めることを、人工細胞壁の創製を通して明らかにしたが 1)、他のヘミ
セルロースの影響については、明確な知見が得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでに提案され定説化されつつある樹木細胞壁の形成過程を人為的に再現
した“細胞壁模倣材料（ミメティックス）”の創製を通して、細胞壁の多糖類成分（セルロー
スとヘミセルロース）、モノリグノール（リグニンのモノマー）およびリグニン合成（重合）
酵素という三成分間の相互関係を精査することで、時間的および空間的観点からリグニンの形
成機構を解明することを目的とした。さらに、リグニンの構造解明を目的として、溶液中にお
けるリグニンの挙動を検証した。  
 
３．研究の方法 
(1) 細胞壁構成成分の調製：完全に精製されたセルロースとして、酢酸菌（ATCC53582）を
用いて生成させたバクテリアセルロース（BC）を調製するとともに、後述する相互作用解析
のために、北越製紙から提供されたセルロースナノファイバー（CNF）をセルロース材料とし
て準備した。 
 ヘミセルロースとして、ブナのキシランを FUJIFILM和光純薬から購入し、水に高い溶解性
を示す画分を取り出し、これを亜塩素酸塩で脱リグニンして、以下の実験に供した。グルコマ
ンナンは、エゾマツの木粉から 121℃の熱水で抽出し、亜塩素酸塩による脱リグニン、イオン
交換樹脂によるキシランの除去を経て、精製グルコマンナン（GM）を得た。タマリンドの種
由来のキシログルカン（Megazyme社製；XG）は、購入したものを供試試料として用いた。 
 リグニン重合酵素（正確には、モノリグノール酸化酵素）は、市販の西洋わさびペルオキシ
ダーゼ（HRP）とウルシ由来のラッカーゼ（Lac）に加え、樹木（ポプラ）由来の CWPO-Cを
準備した。CWPO-C の調製と生成は次の手順で行った。CWPO-C 発現ベクターを導入した大
腸菌をアンピシリンとカナマイシン入りの LB 培地で一晩前培養したのち、4 時間本培養し、
IPTG を添加してタンパク発現を誘導したのち菌体を回収した。菌体から封入体を回収・洗浄
後、変性剤により封入体を可溶化させ、リフォールディング効率を向上させるため、TAPS-
sulfonateによるタンパク質のカチオン化を行った。TAPS化 CWPO-Cのリフォールディングの
際は、毎回小スケールにて 5つの異なるタンパク終濃度でリフォールディングを試し、酵素活
性が最も高くなる濃度を確認し、その濃度で行った。透析、限外濾過濃縮を経た後に陽イオン
交換カラムを用いて活性型 CWPO-Cを精製した。 
 
(2) 細胞壁構成成分間の相互作用解析：BC と 3 種のヘミセルロースとの等温吸着実験を行い、
その結果を Langmuir の理論に適用して、結合定数を求めた。また、速度論的解析を目的に、
本研究費で購入した quartz crystal microbalance with dissipation (QCM-D)を用いた吸着実験を行
った。この測定では、先ず、CNF を 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTS)で処理した SiO2のセ
ンサーに固定化し、その後、ヘミセルロースの水溶液をセンサーに流入して、水晶の振動数の
変化から吸着過程を追跡した。 
 
(3) 細胞壁ミメティックスの作製と生成したリグニンの解析：BCにヘミセルロースを吸着させ、
これらが存在する懸濁液に HRP を加え、さらに、モノリグノールであるコニフェリルアルコ
ール（CA）のリン酸緩衝液と過酸化水素のリン酸緩衝液をそれぞれ滴下した。この滴下は 20
時間かけて行い、さらに、反応系を 16 時間放置して、脱水素重合物（DHP）を生成させた。
その後、BC フィルムを取り出し、少量のジオキサンで洗浄した。洗浄前後の BC フィルムを、
アセチルブロミド法およびアルカリ性ニトロベンゼン酸化に供し、BC フィルムに吸着した
DHPの量とアリールエーテル結合量を見積もった。 
 
(4) 単離リグニンの溶液構造解析：代表的な工業リグニンである広葉樹および針葉樹クラフト
リグニン（それぞれ HKL、SKL）を供試試料として用い、対照試料として 8-O-4’結合のみか
らリグニンモデル高分子を合成して使用した。これらリグニン試料をアセチル化後、分子量と
流体力学半径との関係を光散乱検出器付きサイズ排除クロマトグラフより、また、溶液中の形



状を X 線小角散乱から推定した。さらに、HKL の部分比容を、本研究費で購入した密度計
（Anton Paar社製 DMA5000M）用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞壁構成成分間の相互作用解析：図 1 に、BC とヘミセルロースの平衡吸着を示す等温
吸着線を示す。さらに、表 1 に、等温吸着線の結果を Langmuir の理論に適用して得られた最
大吸着量と結合定数を示す。この表より、最大吸着量はほぼ同じでも、結合定数からＸＧが最
もセルロールに高い親和性を示すことが明らかとなった。 

図 2には、木材由来のセルロースである CNFへのヘミセルロース吸着を、QCM-Dを用いてモ
ニターしたプロフィールを示す。図 2-a)では、Df が小さければ小さいほど、ヘミセルロース
が多量吸着したことを示し、この図からも XGがセルロースに多量吸着し、親和性が高いこと
が確認できた。また、図 2-b)の dissipation（振動の消散）から、ヘミセルロースの吸着により、
セルロース表面が吸着初期は柔らかくなり、その後、硬化することが示され、強固な複合体が



形成されたことが示唆された。 
本研究では、さらに、多糖類とモノリグノール酸化酵素との相互作用も QCM-Dを用いて検
討した（図 3）。この測定により、HRP、CWPO-C とも、ヘミセルロースよりセルロースに対
し、高い親和性を示すことが明らかとなった。 
 以上、本研究の実験から、セルロース、ヘミセルロースおよびモノリグノール酸化酵素の三
成分間の相互関係が、世界で初めて明らかとなった。 
 
(2) リグニン重合酵素の酸化能と DHP形成能：市販の HRPと Lacのモノリグノール酸化能を
比較すると、どちらも同程度にシナピルアルコール（SA）を酸化するのに対し、HRP は CA
を SAの 6 倍酸化した。しかし、Lacは 1.5 倍と基質特異性の違いが確認できた。さらに興味
深いことに、HRP は分子量の大きな人工基質である syringaldazine に対しては SA の約半分の
酸化能しか有しなかったが、Lac は約 4 倍の酸化能を示した。この酸化能の違いは DHP の形
成能にも表れた。HRPで DHPを生成させるには、Lacの約 1000倍程度の活性が必要であるこ
とが分かった。また、CWPO-Cも HRPの 1/10以下の量で DHPを生成することを、QCM-Dの
センサー上での CAの酸化実験から確認された。  
 
(3)人工多糖類マトリックス存在下で生成した
DHPの特徴：HRPは DHP形成能が乏しいこと
が示されたが、酵素の多量使用が可能なことか
ら、当初の計画通り、多糖類マトリックス中に
おける DHP の形成実験に用いた。図 4 に、ジ
オキサン洗浄前後の DHP の生成量を示す。洗
浄後の DHP 量は、多糖類と共有結合などで強
固に結びついたリグニン‐多糖類複合体（LCC）
の量を反映していると推測される。既に報告さ
れているように 1）、BC にキシランが吸着する
と、DHP 量は増加した。しかし、GM では生
成量が減少し、GM がモノリグノールの酸化お
よび重合を阻害することが明らかとなった。一
方、セルロースと高い親和性を示した XGは、
DHPの生成も促進することが示された。 
 図 5-a)には、生成した DHP をニトロベンゼ
ン酸化に供したときの収率を示し、また、図 5-b)には、ニトロベンゼン酸化物中の 5-5’結合を
1H NMRで定量した結果を示す。 

 ニトロベンゼン酸化生成物（バニリンとバニリン酸）の収率は、8-O-4’結合に代表されるア
リールエーテル結合量の指標となる。図 5-a)から明らかなように、XG が吸着した BC 中で生
成した DHP は、酸化生成物量が少なく、アリールエーテル結合より、縮合構造に富むことが
示唆された。そこで、リグニンの縮合構造の一つである 5-5’結合量を、その酸化生成物である
デヒドロジバニリンの収量を 2)、１H NMR で測定して見積もった。その結果、やはり、5-5’の
縮合構造は、BC-XG中で多いことが確認できた。さらに、5-5’結合の多量形成は、本研究課題
で作製した 5-5’結合を認識する抗体を用いた、免疫蛍光標識実験からも支持された。以上、本
研究で得られた結果は、木材細胞壁の 1次壁のリグニンが縮合構造に富むという従来からの知



見とよく一致する。したがって、本研究は、XG がリグニンの構造に直接影響を及ぼしている
ことを in vitroの実験で証明したと言える。 
 
(4)リグニンの溶液構造：図 6 に、SEC
における溶出時間と、MALLS で求めた
絶対分子量との関係を示す。アセチル
化クラフトリグニン（Ac-HKL と Ac-
SKL）のプロットは、ほぼ同じ位置に
あり、分子量マーカーとして使用され
るポリスチレン（PS）より、どの流出
時間においても大きな分子量を示して
いる。SEC の溶出時間は試料の流体力
学半径の尺度であることより、木材よ
り抽出されたクラフトリグニンは、PS
より非常にコンパクト（密）な溶液構
造であることが明示された。一方、8-
O-4‘結合のみから成るリグニンのモデ
ル高分子は線状高分子であり、そのア
セチル化物（Ac-M-8O4’）の溶出時間毎の分子量はクラフトリグニンより小さく、PS に近か
った。これは、このモデル高分子は PS と類似した溶液挙動、言い換えれば、溶液中における
膨潤度を示しており、クラフトリグニンの枝分かれ構造が溶液中の膨潤度に大きな影響を与え
ていることが示唆された。よって、これまで報告されてきた単離リグニンの低粘性は、このコ
ンパクトな構造に起因することが明確となった。 
 さらに、HKLを溶媒分画により、小分子量画分（SEC-MALLSによるMnは 7.3ｘ10３）と
中分子量画分（同Mnは 13.1ｘ10３）に分け、これらをアセチル化後、テトラヒドロフラン
（THF）溶液を調製して、部分比容測定および小角Ｘ線散乱測定行った。Ac-HKL画分は、
0.59-0.63 cm3/gの部分比容を示した。直鎖ポリスチレンの THF溶液の値が 0.92 cm3/g、四鎖
分岐ポリスチレンでは 0.66 cm3/gと報告されていることから、この測定からも Ac-HKLが分岐
ポリマーように非常にコンパクトに分子が纏った溶液構造であることが示された。 
 図 7に、小角Ｘ線散乱の Kratkyプロットを
示す。Ac-HKL の中分子量画分のプロットでは、
当初ｑ値の増大とともにＹ軸の値も増大したが、
ｑ値が 1を超えると若干の減少を示し、粒状の
溶液構造が示唆された。一方、リグニンモデル
高分子では、単調にＹ軸の値が増加したため、
線状高分子特有の Kratkyプロットになった。
これらの結果も、SEC-MALLSから推定された
溶液中の分子構造を支持するもので、リグニン
の分枝構造が溶液中のコンパクトな構造を発現
させる重要な因子となっていることを明示して
いる。 

SEC-MALLSと小角Ｘ線散乱を同時に行い類
似の結果を得た研究例は乏しく、本研究により、
リグニンの溶液構造を分析する手法が確立でき
たと云える。また、細胞壁形成に関与する成分
間の相互作用、さらに、個々のヘミセルロースの細胞壁形成の関与も本研究で明らかとなり、
細胞壁形成、特に、リグニンの形成過程がより明確になったと考えている。 
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