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研究成果の概要（和文）：リグノセルロース系バイオマスからバイオフューエルやバイオマテリアルを効率的に生産す
るためのプロセスの開発を行った。水蒸気爆砕スギからのバイオエタノール生産のために無毒化同時糖化発酵SSDFが行
われた。SSDFの流加培養は阻害物質分解微生物による解毒作用によりエタノール濃度を増加できるので大変効果的であ
った。次に、リグノセルロース系バイオマスの構成成分の有効利用のために有用バイオマス由来製品への変換について
も研究した。ホロセルロース、水可溶性成分やオルガノソルブリグニンはそれぞれセルロースナノファイバー、抗酸化
活性物質やリグニンエポキシ樹脂に変換された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop the efficient production process of not 
only biofuels but also biobased materials from lignocellulosic biomass using a high activity steam 
treatment. The simultaneous saccharification, fermentation and detoxification SSDF process of 
steam-exploded cedar using Meicelase, Saccharomyces cerevisiae BA11, and a detoxification microorganism, 
Ureibacillus thermosphaericus A1 was carried out for bioethanol production. A fed batch SSDF culture, in 
which U. thermosphaericus A1 was used to maintain low concentrations of inhibitory materials, was 
effective for increasing the ethanol concentration. The conversion of lignocellulosic biomass into useful 
biobased materials was also studied for the effective utilization of its components. The holocellulose, 
water soluble material, and organosolv lignin could be converted into useful materials, i.e. cellulose 
nanofiber, antioxidant material, and lignin epoxy resin, respectively.

研究分野：バイオマス

キーワード： リグノセルロース系バイオマス
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１．研究開始当初の背景 
近年、二酸化炭素濃度の急激な増加に伴う
地球温暖化が懸念されているが、森林は二酸
化炭素を吸収し、地球温暖化の防止に大きく
貢献している。我国の森林は国土の約 70％を
占め、その面積は人工林 1,000万 ha、自然林
2,500 万 ha で年間成長量 1 億 m3といわれて
いる。その中でもスギは戦後の植林政策によ
り人工林面積の約 45%に達している。植林さ
れたスギは成長に伴い、木々の間隔が狭くな
るため、健全な成長のためには定期的な間伐
が必要である。また、間伐を行わないと地表
の土が露出し、木の根を力強く張らすことや
水を蓄える力を無くし、洪水、山崩れや倒木
のような大災害を引き起こす。しかしながら、
現状では林業構造的不況の影響から良質の
木材を育てるための枝打ちや、下草苅り、間
伐等の手入れも行き届かず荒地化している
ので、活力ある森林環境保全のためにも間伐
材の利益創出型利用法の開発とそれに伴う
新規産業や雇用の創出が望まれる。 
本研究では、地球温暖化の防止や森林環境
保全のために国内で大量に発生する針葉樹
間伐材や広葉樹間伐材などのリグノセルロ
ース系バイオマスを原料としてバイオフュ
ーエルやバイオマテリアルの製造と物性評
価を試みる。 
 
２．研究の目的 
高温高圧水蒸気処理、抽出分離、酵素糖化、
無毒化発酵や樹脂合成から成る一連の操作
を用いてリグノセルロース系バイオマスを
グルコース、エタノール、ナノファイバーや
エポキシ樹脂などの有用製品に高効率で変
換するための変換プロセスの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
３－１ 試料 
リグノセルロース系バイオマス試料とし
てスギ、ユーカリやタケを用いた。 
 
(２) 前処理 
前処理として水蒸気爆砕（日本化学機械製
造株式会社製 NK-2L型、180-285℃, 1-7 MPa 
の水蒸気蒸煮および水蒸気爆砕が可能)を用
いた。処理方法は、試料を高圧反応器に入れ、
内部の空気を水蒸気に置換した後、所定圧力
の飽和水蒸気を反応器内に導入し、所定時間
蒸煮後、瞬時または徐々に大気圧まで減圧し、
水蒸気爆砕物および水蒸気蒸煮物を得た。 
 
(３) 酵素糖化 
水蒸気爆砕物の酵素糖化はセルロース分
解酵素（メイセラーゼ、明治製菓製、
Trichoderma viride、224 FPU/g、β-グルコシダ
ーゼ活性 264 IU/g）を基質量の 1/10になるよ
うに添加して行った。反応は 0.1 M酢酸バッ
ファー（pH5.0）を用いて温度 50℃で行った。 
 
(４) 無毒化同時糖化発酵 

水蒸気爆砕物を原料として、メイセラーゼ、
発酵阻害物質（フルフラール、5-HMF やギ
酸など）を分解する耐熱性細菌 Ureibacillus 
thermosphaericus A1（九州大学 大島教授よ
り供与）と耐熱性酵母 Saccharomyces 
cerevisiae BA11（バイオアカデミア株式会社
より供与）を用いた無毒化発酵を行った。反
応は 0.2 Mリン酸バッファー（pH7.0）を用
いて温度 40℃で行った。 
 
(５) 水抽出物の生理活性評価 
 水蒸気爆砕物からの水抽出物を使用し、抗
腫瘍活性試験と抗酸化活性試験を行った。抗
腫瘍活性試験では MTT 試験(殺細胞活性)と
コロニー形成試験(増殖阻害活性)を行った。
MTT試験での使用細胞は、HeLa細胞(ヒト子
宮頸がん細胞)、コロニー形成試験での使用細
胞は A549（ヒト扁平上皮肺がん細胞）を用
いて行った。抗酸化活性試験ではリノール酸
共役ジエン形成阻害活性を測定した。 
 
(６) リグニンエポキシ樹脂の製造 
 水蒸気爆砕物の水抽出残渣のメタノール
抽出物（低分子量リグニン）を原料としてエ
ポキシ化リグニンを合成した。相間移動触媒
TMAC (テトラメチルアンモニウムクロライ
ド)を用いてエピクロロヒドリンと反応させ
る新規方法により、エポキシ化リグニンの分
子量を制御（低分子量化）し、有機溶媒に可
溶、すなわち、有機エレクトロニクス材料と
して成形可能なエポキシ樹脂の合成を試み
た。エポキシ化リグニン硬化樹脂の合成では
硬化剤として TD2131（フェノールノボラッ
ク: DIC Corp）または低分子量リグニンを用
いた。 
 
(７) セルロースナノファイバーの製造 
水蒸気爆砕物の水・メタノール抽出物残渣
（セルロースと一部リグニン）を亜塩素酸処
理により脱リグニンした後、脱リグニン物を
原料としてセルロースナノファイバーを製
造した。ファイバー化にはグラインダー装置
（増幸産業製スパーマスコロイダー
MKCA6-2）を用いた。 
 
４．研究成果 
(１) 酵素糖化 
 図 1は水蒸気爆砕スギ（基質濃度は 100 g/l）
の酵素糖化の結果を示す。なお、強度係数 S
は水蒸気処理の強さを表しており、式⑴のよ
うに蒸煮温度 Tと蒸煮時間 tの関数として与
えられる（Overend and Chornet, Philos. Trans. 
R. Soc. Lond. A 321, 523–536, 1987）。本実験で
は、爆砕反応器の容量は小さく、蒸気温度は
短時間で目標値に到達できるので、大気温度
から目標温度までに達する時間は無視した。 
 
S=Log[t exp{(T-100)/14.75}]        (1) 
 
 グルコース濃度は培養時間とともに増加し、
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図１ 水蒸気爆砕スギの酵素糖化、●, 35 atm, 5 min
(S =4.90); ■, 45 atm, 5 min (S = 5.35), □, 45 atm, 10
min (S = 5.65),▲, 55 atm, 5 min (S = 5.73),△, 55 atm,
10 min (S = 6.03).

0

10

20

0

50

100

0 20 40 60 80

グ
ル
コ
ー
ス
濃
度

[g
/l]

培養時間 [h]

エ
タ
ノ
ー
ル
濃
度

[g
/l]

グルコース エタノール 基質濃度 [g/L]

● ○ 50

■ □ 100

▲ △ 200

図２ 水蒸気爆砕スギの無毒化同時糖化発酵
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図３ 無毒化同時糖化発酵の回分培養と流加
培養の比較

約 24 時間後に最大値に達した。未処理スギ
の場合には 60 h 以上の培養でもグルコース
は検出されなかったので、酵素糖化に及ぼす
水蒸気爆砕の前処理効果を明らかにするこ
とができた。グルコース生成量は45 atm、5min
の場合に最大となり、グルコース濃度 36 g/l
が得られたので、以下の培養実験では 45 atm、
5minで処理された水蒸気爆砕物を使用した。 

 
 
(２) 無毒化同時糖化発酵 
 図 2 はメイセラーゼ、U. thermosphaericus 
A1と S. cerevisiae BA11を用いた水蒸気爆砕
スギの無毒化同時糖化発酵の結果を示す。基
質濃度 50 g/lの時、エタノール生成が培養期
間の早い段階で観察され、エタノール量は比
較的短時間で一定値に達した。しかしながら、
基質濃度 100 g/l ではエタノール生成は培養
の早い段階では比較的低いが、40 h後には急
激に増加した。また、グルコースの蓄積が 0
から 60 hまで観察された。100 g/lの場合には
水蒸気爆砕スギ中に含まれる発酵阻害物質
濃度は 50 g/lのときの 2倍であるので、比較
的長い培養時間が U. thermosphaericus A1を
用いた阻害物質の分解のために必要である
と思われる。200 g/lの基質濃度では急激なグ
ルコース生成が見られたが、72 h後でもエタ
ノールの生成は見られなかった。これは、高
濃度の発酵阻害物質はU. thermosphaericus A1
の増殖も阻害して発酵阻害物質の分解を妨
げ、その結果 S. cerevisiae BA11によるアルコ
ール発酵は強く阻害されたと思われる。しか
しながら、発酵阻害物質は酵素糖化には影響
を与えないかとがわかった。 
 発酵培養液からエタノールを分離する際
の消費エネルギーを減らすためには培養液
中のエタノール濃度を増加させることが必
要である。それゆえ、エタノール濃度を増加
させるために流加培養を試みた。図 3は無毒
化同時糖化発酵の回分培養と流加培養の比
較検討結果を示す。回分培養では基質 10 gを
培養液 50 mlに添加し、基質濃度 200 g/lで培
養を行った。流加培養では 2.5 g の基質を 0
から 36 hの 12 h毎に 4回培養液 50 mlに加え
て基質濃度を 50 g/l以下になるように調整し
た（全基質量は 10 g）。回分培養ではグルコ

ースは急激に生成されたが、前述したように
阻害物質の影響でエタノールは全く生成さ
れなかった。一方、流加培養ではエタノール
は培養初期段階から生成し、培養時間 60 hで
最大値 26.5 g/lに達した。60 h後には発酵阻
害物質であるギ酸、フルフラールと 5-HMF
の濃度はそれぞれほぼ一定値 0.2 、0.02 と
0.3 g/lとなった。U. thermosphaericus A1はこ
れらの濃度の発酵阻害物質を分解できるの
で、60 h後にグルコースが検出され、その後
徐々に増加していった理由は、好気性微生物
である U. thermosphaericus A1が酸素不足の
ために増殖が停止したためと思われる。それ
ゆえ、通気量や攪拌速度を高めることで酸素
供給を改善する必要があると思われる。結果
として、無毒化同時糖化発酵の流加培養は水
蒸気爆砕スギのエタノール変換のために効
果的であることがわかった。 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
(３) 水抽出物の生理活性評価 
 水蒸気爆砕スギの水抽出物を用いた MTT
試験を行った。活性は爆砕条件に依存せず、
水抽出物の濃度が高くなるに伴い増大した。
しかしながら、実用化に使用できるほどの活
性は見られなかった。コロニー形成試験結果
では、いずれの爆砕条件においても IC50 値 
(半数阻害濃度) は 0.5付近を示し、爆砕条件
に依存性は見られなかった。リノール酸共役
ジエン形成阻害活性結果では、いずれの爆砕



Epoxy resin Curing agent Td5 [oC]1) Td10 [oC]1) Char yield [%]2) Flexural strength [MPa] Lignin content [%]
EP828 TD2131 361 378 23.7 120.1 0
EP828 Lignin (Cedar) 326 363 24.2 - 34.2

Lignin (Eucalyptus) 319 349 25.2 - 39.5
Lignin (Bamboo) 315 351 24.5 - 35.4

Epoxidized lignin (Cedar) TD2131 293 336 44.1 - 63.3
Epoxidized lignin (Eucalyptus) 275 311 40.3 - 62.8
Epoxidized lignin (Bamboo) 266 313 36.6 - 64.7
Epoxidized lignin (Cedar) Lignin (Cedar) 296 329 44.1 79.3 88.2
Epoxidized lignin (Eucalyptus) Lignin (Eucalyptus) 274 307 41.3 91.2 86.1
Epoxidized lignin (Bamboo) Lignin (Bamboo) 259 298 32.8 79.1 87.3

1) by TG/DTA (heating rate: 10oC/min, under N2 atmospheric), 2) at 600oC

表１ エポキシ樹脂硬化物の特性

図４ 水蒸気爆砕セルロースナノファイバー

条件においても活性阻害に大差はなく、活性
は高い抗酸化活性を示すトロロックスの
20%程度であったが、天然物(黒大蒜や生姜な
ど)よりも高かった。 
 
(４) リグニンエポキシ樹脂の製造 
エポキシ化リグニンは 2種類の硬化剤を用
いて硬化された。一つはバイオマス由来硬化
剤（メタノール可溶性リグニン）であり、も
う一つは石油由来硬化剤（フェノールノボラ
ック：TD2131）である。また、エポキシ化リ
グニンだけでなく、比較のために市販のエポ
キシ樹脂であるエピコート 828（EP828）を用
いた硬化物も合成した。表１はエポキシ樹脂
硬化物の特性を示す。5%重量減少温度（Td5）
と 10%重量減少温度（Td10）は EP828＋
TD2131(コントロール)、EP828＋リグニン、
エポキシ化リグニン＋TD2131、エポキシ化リ
グニン＋リグニンの順で減少した。これは、
エポキシ樹脂硬化物内での高いリグニン率
が Td5、Td10での分解温度を減少させたこと
を示している。リグニンエポキシ樹脂硬化物
の Td5は石油由来の硬化エポキシ樹脂（例え
ば EP828+TD2131）よりも低かったが、電気
材料製造分野で必要とされているハンダ耐
熱温度 250℃を超える値であった。Benyaha
ら（Ind. Crop. Prod., 53, 296-307, 2014）は緑茶
（カテキン）を原料としたエポキシ樹脂硬化
物の 30%重量減少温度が 299℃であることを
報告しているが、この値はリグニンエポキシ
樹脂硬化物（10%重量減少温度 298-336℃）よ
りもはるかに低かった。それゆえ、本研究で
得られた低分子量リグニンはバイオマス由
来エポキシ樹脂硬化物の原料としてカテキ
ンよりも優れていることがわかった。スギか
ら得られたエポキシ樹脂の熱分解温度 Td5、
Td10での数値はユーカリやタケよりも高かっ
た。この理由はスギリグニンの低いエポキシ
当量と分子量によるものと思われる。さらに
不燃性の指標となるチャー収率はリグニン
エポキシ樹脂硬化物の方がコントロール
（EP828＋TD2131）よりも高かった。また、
リグニンエポキシ樹脂硬化物の曲げ強度
79.1-91.2 MPa は汎用エポキシ樹脂の曲げ強
度 59-120 MPa 内であった。今後の課題はメ
タノール以外の抽出溶媒（エタノールやアセ
トンなど）や TMAC 以外の相関移動触媒
（TMAHや TBABなど）の検討および樹脂合
成方法・条件の最適化である。 
 

 
 

 
 
 

(５) セルロースナノファイバーの製造 
図４は水蒸気爆砕スギの水、メタノール抽
出物残渣を原料として得られたセルロース
ナノファイバーを示す。 
 

 

 
 
35atm、5min の水蒸気爆砕スギを用いて製
造（グラインダー回数２回）されたセルロー
スナノファイバーの強度（フィルム化したサ
ンプルの引張強度）は約 90 MPa、弾性率は約
13 GPaであった。リグニンの生産能からみる
と水蒸気圧力が高いほどメタノールに可溶
な低分子量リグニンが多く回収できること
から、スギ（針葉樹）では 35atm、5minの爆
砕条件でリグニンを生産しつつ、セルロース
ナノファイバーを製造することが効果的と
思われる。今後の課題はグラインダー回数や
乾燥方法などを種々検討することによりセ
ルロースナノファイバーのさらなる強度向
上を目指すことである。 
水蒸気を前処理（脱リグニン処理）に用い
たリグノセルロース系バイオマスからのバ
イオフューエルやバイオマテリアルの製造
プロセスでは、得られる成分に含まれる不純
物が少ない。そのため、腐食性物質フリーが
求められる環境保全型材料分野や高電気抵
抗が求められる電気機器分野へも応用が可
能となり、リグノセルロース系バイオマスか
らの高付加価値・環境低負荷製品の生産が期
待できる。 
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