
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

 
平成 21 年 ４ 月 １ 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要：4-クロロアニリン（４ＣＡ）を用いて有機塩素系農薬が植物中のリグニンの

どの部位と反応するかを知るために，４CAとｐ－ヒドロキシけい皮アルコール（コニフェリル

アルコール，シナピルアルコール，コニフェリルアルコール＋シナピルアルコール）を酵素存在

下で脱水素重合させ，3種類の重合物（Cℓ-DHP）を得た．これらのDHPを核磁気共鳴スペクト

ロメトリー分析およびテトラメチルアンモニウムヒドロキシドの存在下での熱分解を行い，結果

を対応するコントロールのDHPと比較した．β-O-4型構造単位のフェニルグリセロール部分のα
－位に４CAが，およびCβ位のアルコール性水酸基を通じてβ-O-4結合により他の構成単位と結

合したβ-5単位（タイプA）のα－位に４CAが取り込まれている可能性を提唱した．TMAH熱分

解によりDHP中のタイプAとBのβ-5型構造単位の存在比がほぼ１：１であることを明らかにし

た． 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 産業の発展に伴う化学物質の利用によ
る土壌汚染および植物汚染は世界的に深刻
な問題となっている．特に，従来の経済効率
追求型社会システムにおいて収量向上およ

び利便性追及のために過度に用いられてき
た有機塩素系農薬が土壌汚染や水質の悪化
と生物の多様性の低下を進行させていた． 
 
(2) 化学物質のうち有機塩素系農薬による
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土壌汚染が環境問題の一つとして取り上げ
られていた．これまでに，有機塩素化合物の
土壌への取り込みには生分解中のリグニン
およびリグニンを前駆体とする腐植物質の
関与が明らかにされていた．また，β－エー
テル型リグニンモデル化合物は 3,4-ジクロ
ロアニリンと共有結合を持つことが報告さ
れてきた．しかし，高分子のリグニンにおけ
る他の構造単位との反応性や，有機塩素化合
物が取り込まれる量については依然として
不明である． 
 
２．研究の目的 
(1) 土壌中に過剰に残留する有機塩素系農
薬およびその代謝物を吸収・輸送・蓄積した
樹木および作物などの植物の組成成分に注
目して，そのキャラクタリゼーションを行い，
植物中の有機塩素系農薬の消長をあきらか
にしようとした．植物成分のうち，リグニン
に焦点をあて，リグニンと有機塩素化合物と
して４－クロロアニリン（４CA）との反応生
成物を明らかにし，４CA がリグニンのどの
部位に取り込まれるかを解明する． 
 
(2)リグニン分析法としてテトラメチルアン
モニウムヒドロキシド(TMAH)を用いる熱分
解－メチル化法を深化させる． 
 
３．研究の方法 
(1)リグニン様脱水素重合物（DHP）および 4CA
を用いて有機塩素化合物取り込みにおける
リグニンの関与を検討した．グアイアシル型，
シリンギル型，グアイアシル／シリンギル型
DHP(G-DHP,S-DHP,GS-DHP)，また，それぞれ
４CA を含む DHP(G-Cℓ-DHP,S-Cℓ-DHP, GS-Cℓ
-DHP)を混合法により調製した．G-Cℓ-DHP は
コニフェリルアルコール：４CA＝1.56：1，
S-Cℓ-DHP はシナピルアルコール：４CA＝
1.32：1，GS-Cℓ-DHP はコニフェリルアルコー
ル：シナピルアルコール：４CA＝0.8：0.8：
1 のモル比の混合物から調製した． 
 
(2)上記の各 DHP をアセチル化後，13C-核磁気
共鳴スペクトロメトリー（NMR）により DHP
中の各構成単位を定量した．また，二次元 NMR
も測定し，各構造を推定した． 
 
(3)上記の各 DHP 50μg に 2.0μℓの 25％TMAH
－メタノール溶液を加え，混合物をヘリウム
雰囲気下で熱分解－メチル化（315 度で 4 秒
間）し，揮発性分解生成物をガスクロマトグ
ラフ／質量分析計（GC/MS）で分析した．GC/MS
運転条件は研究代表者が従来行ってきた条
件に準じた．生成物の同定は，既報のデータ
あるいは MS データの解釈により行った． 
 
(4)β－５型構造単位を模した種々の２－ア

リルクマラン化合物を合成し，DHP の熱分解
－メチル化と同様の条件でTMAHとともに315
度で 4秒間熱分解し，分解生成物を GC/MS で
分析した． 
 
４．研究成果 
(1)DHP の収率  
表１に得られた DHP の収率を示す．４CAと

ｐ－ヒドロキシけい皮アルコールから得ら
れたすべての重合物(Cℓ-DHP)の収率はコン
トロールの DHP と比して著しく減少した． 
４CA との反応により分子の成長が抑えられ
たと思われる．ゲル浸透クロマトグラフィー
は G-DHP および G-Cℓ-DHP の重量平均分子量
が 993 および 925 と G-Cℓ-DHP の分子量が減
少し，上記の推論を裏づけた．また，G-Cℓ-DHP
の元素分析（N 1.47％；Cℓ 3.44%）によりリ
グニン：４CA＝５：１であり取り込み量は予
想より少なかった．  
 
表１ DHP の収率(%) 

G-DHP G-C ℓ
- 
DHP 

S-DHP S-C ℓ
- 
DHP 

GS-DHP GC-C
ℓ- 
DHP 

74.0 6.0 31.5 0.88 57.2 0.76

 
(2)β-O-4 型構造単位との反応 

４CA との反応で得られた重合物（Cℓ-DHP）
はいずれも４CA が付加した二量体を熱分解-
メチル化生成物として与えた．針葉樹型リグ
ニン G-Cℓ-DHP は[1-(3,4-dimethoxyphenyl)- 
2,3-dimethoxypropyl](4-chlorophenyl)amin
e (1)を，シリンギル型リグニン S-Cℓ-DHP は
[1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-2,3-dimethoxy
propyl](4-chlorophenyl)amine (2)を与えた．
また，広葉樹型リグニン GS-Cℓ-DHP からは１
＋２が得られた．これらは β-O-4 型構造単位
中のアリルグリセロール部の α-位に４CA が
ついた化合物であり，4CAがリグニンの β-O-4 
型構造単位に４CA が取り込まれたことを直
接的に示すものである．このような構造単位
が Cℓ-DHP 中に存在することは１３CNMR により
あらたに β-O-4 型構造単位の Cα位にベンジ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．４CA を取り込んだ β-O-4 型構造単位か

らの熱分解－メチル化生成物 1,2  
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が生じていたことからも明らかとなった． 
したがって，針葉樹リグニンおよび広葉樹リ
グニンの β-O-4 型構造単位のいずれもが４
CA を取り込むことが明らかとなった（図２）．
また，１H-１３C 二次元 NMR も β-O-4 および β
－O-4/α-O-4 結合によるシグナルがまったく
見られなかったことから,これらの結合部位
はすべて４CA と反応しているとおもわれた．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) β－５型構造単位の４CA取り込み 

G-Cℓ-DHP中の塩素量は，1および2に含有さ

れる塩素量では説明できなかった．そこで，

β-O-4型構造単位と同様に多量にG-DHPに存在

するβ-5型構造単位(A, B）のうち，

–G-p(β-O-4)G-p(β-5)G-p(β-O-4)G–あるいは

G-p(β-5)G-p(β-O-4)G-であらわされるＡ型の

β-5型構造単位（図３）が４CAを取り込んで

いると予想した． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし，予想される生成物3,4（ 
 
 
 
しかし，A-4CA付加体の熱分解-メチル化生

成物３, ４(図４)は三量体のため我々のGC/MS

分析条件では検出できなかった．そこで，

G-DHP およびG-Cℓ-DHPのTMAH-GC/MSを再検討

したところ，G-DHP中のA型のβ-5型構造単位の

主要生成物であったスチルベン7, 8（図６）は

G- Cℓ-DHPではまったくみられなかった（スチ

ルベンについては下記参照）．このことは，全

β-5型構造単位のうち約半分を占めるA型の 
β-5型構造単位の大部分が４ＣＡと反応した

ことを示すものである．したがって，４CAの

取り込み部位として，G-DHP中のβ-5型構造単

位Aを提唱した．他のDHPも同様と思われる． 
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図４ β-5型構造単位Aからの熱分解―メチ

ル化生成物4 
 
 
(3) β-5 型構造単位の熱分解―メチル化生成

物 
タイプ A の β-5 型構造単位が G-DHP 中に

どの程度存在することを明らかにするため
に β－５型構造単位の熱分解―メチル化生成
物を精査した．フェノール性 β-5 型構造単位
は図５に示すように 2,3,3’,4’－テトラメトキ
シスチルベン５および α－メトキシジフェニ
ルエタン６の 2つの生成物を与えることが明
らかになった（図５はデヒドロジイソオイゲ
ノールの熱分解－メチル化生成物を示して
いる)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ デヒドロジイソオイゲノールの熱分

解－メチル化生成物 
 
しかし，実際のリグニン中には γ-CH3 基は存
在せず，γ-CH2OH は脱離するので，専らスチ
ルベン型の生成物が得られた．逆アルドール
反応なども伴い，Ａ型の β-5 型構造単位は
TMAH／熱分解により B環の側鎖がアルデヒド
基およびアシル基を持つスチルベン（それぞ
れ７,８）を与えた（図６）．特に７が主生成
物であった． 
 
(5)G-DHP中の β-5型構造単位AとBの存在比 
タイプ B の β-5 型構造単位は９を熱分解―
メチル化生成物として与える．G-DHP は７＋
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８と９を等量ずつ生成した．このことより，
G-DHP 中にはＡ型の β-5 型構造単位とＢ型の
β-5 型構造単位は約１：１存在すると推定し
た．１３C-NMR 解析から β-5 型構造単位量は約
34％なので，タイプＡの β-5 型構造単位は
G-DHP 中に約 17%存在すると推定した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ β-5 型構造単位 A,B からの熱分解―メ

チル化生成物 
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