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研究成果の概要（和文）：効率的なバイオマス変換を行うためには、細胞壁の構造を正しく理解する必要があ
る。ヘミセルロースはセルロースの表面で水素結合を介して相互作用していると考えられている。しかし、この
水素結合を切断するのに十分なアルカリ処理を行っても完全にヘミセルロースを除去できない。このような背景
からセルロースの非晶領域を特異的に切断するエンドグルカナーゼを用いて、これら両成分間における相互作用
の探索を試みた。興味深いことにスギセルロースの重合度減少に伴ってキシランとマンナンの含有量の低下が認
めらえた。得られた結果は、ミクロフィブリルの繊維方向の非晶領域とヘミセルロースが相互作用していること
を示唆するものであった。

研究成果の概要（英文）：For better biomass conversion, it is important to understand precise 
information about main components as well as interaction mechanism between these macromolecules. It 
has been accepted hemicelluloses interact with the surface of cellulose microfibril by hydrogen 
bonding. But strong alkaline treatment which is enough for cutting those linkages does not remove 
hemicellulose completely. We therefore verify other interaction of hemicellulose with cellulose 
microfibril by using endoglucanase which specifically hydrolyze amorphous region. Interestingly, 
cellulose DPs decreased with decrease of amounts of mannan and xylan, both of which are main 
components of softwood hemicellulose. The results obtained indicated hemicellulose partially 
interact with disordered regions existed along cellulose microfibril. 

研究分野：木質科学
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１．研究開始当初の背景 

再生可能資源として注目されている木質
バイオマスの本質は木質細胞壁である。その
構造は鉄筋コンクリートに例えられ、鉄骨が
セルロース、コンクリートがリグニン、そし
て針金のようにこれら両成分を繋ぐ役割を
果たしているのがヘミセルロースである。成
分間の界面に注目するとヘミセルロースと
リグニンは共有結合(エーテル、エステル、グ
リコシル結合など)によって相互作用してい
ることが古くから報告されている。その一方、
セルロースとヘミセルロース間はミクロフ
ィブリル表面における水素結合によって相
互作用していると一般的に考えられている。
ただし、水素結合を切断するために十分な高
濃度のアルカリ処理を行っても完全にヘミ
セルロースを除去することは不可能である。
この結果は、セルロース表面上の水素結合以
外にヘミセルロースを繋ぐ結合様式の存在
を示唆している。このような背景からミクロ
フィブリル表面での水素結合とは別の結合
様式の有無の検証に取り組んだ。この課題に
対し、ミクロフィブリルの繊維方向に局在す
るセルロース分子鎖が乱れた領域に着目し
た。非晶領域を選択的に加水分解するエンド
グルカナーゼを作用し、重合度減少と基質に
残ったヘミセルロース量の関係性を詳細に
調べるという考えに至った。 

 

２．研究の目的 

最適化したセルロース試料に対してエン
ドグルカナーゼを添加し、分解残渣の分子量
測定ならびに単糖分析を行う。重合度減少に
伴って低下する単糖を精査し、ミクロフィブ
リルの非晶領域と相互作用しているヘミセ
ルロースの存在を明らかにする。また、赤外
分光分析と多変量解析を組み合わせ、その結
合様式を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

始めに、出発物質となるセルロース基質の
標準化を行った。針葉樹からスギ、広葉樹か
らユーカリ、草本類からバガスをバイオマス
として採用した。リグニンを溶脱する方法と
して Wise 処理、大部分のヘミセルロースの
溶脱には水酸化ナトリウム水溶液による煮
沸処理を行った。得られたセルロースに対し、
酵素のアクセシビリティを上げるためディ
スクミル処理し、高分散性セルロースを取得
した（図１）。得られた試料を化学分析によ
り出発物質の構成成分情報を取得した。 
 次に、上記のセルロース基質をエンドグル
カナーゼ(Trichoderma reesei 由来の EGI)で
加水分解を行った。酵素濃度をパラメータと
して 45℃、24 時間処理し分解残渣を洗浄し
た。その一部を化学分析にかけ、構成成分情
報を取得した。また、銅エチレンジアミン水
溶液に溶解後の粘度測定から見積もった重
合度評価も併せて行った。 

 加えて、それぞれの分解残渣から赤外線吸
収スペクトルを取得した。上記のパラメータ
と相関させるため、スペクトル領域や前処理
等を最適化させた後に多変量解析を行った。
得られた検量モデル情報や決定係数からセ
ルロースとヘミセルロースの相互作用の結
合様式について考察を行った。 
 
４．研究成果 
まず出発物質であるセルロースの標準化

に取り組んだ。各種バイオマスから温和な条
件で亜塩素酸ソーダによりリグニンを溶脱
した。次に、セルロースの重合度を比較的維
持した状態でヘミセルロースを除去するた
め水酸化ナトリウム処理を行った。コントロ
ールとして市販の微結晶セルロースに対し、
水酸化ナトリウム濃度を上げながら処理を
試みると 6%以上で結晶性の低下が認められ
たため、本課題では 5%で煮沸処理し、得られ
た化学処理残渣を標準セルロース基質とし
た(図１)。 

 
図１スギから調製した分散性セルロース 
 
セルロース試料の構成成分分析を行った

ところ、興味深いことにいずれにおいてもヘ
ミセルロース由来の単糖が約 10％程度残存
していた。ユーカリではほぼキシランが残っ
ていたのに対し、バガスではキシロースとマ
ンノースが 3:1 の割合であった。スギにおい
ては処理前でのキシロース：マンノース比が
4:5 であったのに対し、セルロース精製後で
は 2:9 と大きな変化が認められた。これはキ
シランに比べてマンナンがセルロース近傍
に沈着し、ミクロフィブリルとの相互作用に
よる影響であると考察できることから、細胞
壁多糖の局在に関する知見として意義が大
きい結果であった。 
 スギセルロースの重合度を測定したとこ
ろ約 1000 程度であった。これを T. reesei
エンドグルカナーゼで酵素量をパラメータ
として 45℃、24 時間処理した結果、低酵素
濃度においても重合度が急激に減少したが、
その後、頭打ちの傾向が認められた(図２)。 
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図２ EGI 濃度とセルロースの重合度減少の
関係 
 
 次に各分解残渣の構成成分間の関係性を
検証した。エンドグルカナーゼによる重合度
の減少過程において、マンノース vs. ガラク
トース、キシロース vs. アラビノースとの間
には高い相関が認められた。 
 

 
図３ EG 分解残渣におけるマンノース vs. 
ガラクトース、キシロース vs. アラビノース
の関係性 
 
針葉樹ヘミセルロースは約 2/3がガラクト

グルコマンナン、約 1/3 はアラビノグルクロ
ノキシランが占める。前者はグルコマンナン
のマンノース残基の 6 位にα-D-ガラクトー
スが 1 つ結合した構造を持つ。後者はα-(1
→3)結合した L-アラビノフラノースがグル
クロノキシランのキシロース残基に結合し
た多糖である。したがって、マンノースとガ

ラクトース、キシロースとアラビノースが相
関することは当然である。視点を変えると、
エンドグルカナーゼはヘミセルロースに対
して特定の分解活性を持たないことを示し
ている。 
 次に、重合度とヘミセルロース量の関係性
を検証した。もしエンドグルカナーゼが分解
するセルロースの非晶領域とヘミセルロー
スが相互作用していなければ重合度に関係
なくヘミセルロース量は一定である。もしく
は相対的に増加する可能性もありうる。一方、
非晶領域と相互作用している場合は、重合度
が低下していくにつれて、ヘミセルロース量
も低下する傾向が予測される。 

図４マンノースおよびキシロースと EGI 分解
残渣の重合度の関係 
 
多少のデータのばらつきはあるもののセル
ロース重合度の減少に伴いマンノース、キシ
ロースいずれにおいても低下する傾向が認
められた。以上の結果から、セルロースの非
晶領域においてヘミセルロースが相互作用
している可能性が示唆された。加えて、その
結合強度は 5%NaOH の煮沸処理では除去でき
ないほどであることも示された。 
 分解残渣から赤外線吸収スペクトルを取
得し、重合度をパラメータに検量モデルの構
築を試みた。得られたスペクトルをベースラ
インならびに規格化した結果、重合度を目的
変数として PLS回帰分析により比較的精度の
良い検量モデルが構築できた。得られた検量
モデルに関する決定係数を解析したところ、
特別な化学結合に相当するバンドの増減が
認められなかった。そのため、物理的な相互
作用をしている可能性が示唆された。 
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