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研究成果の概要（和文）：カーボンニュートラルな資源であるバイオマスのうち、地球上で最も量の多く、食糧と競合
しないリグノセルロース（籾殻、木屑など）を原料として、エタノール（輸送用燃料・エチレン系化合物の原料）や芳
香属化合物等の混合物（フェノール系樹脂の原料・原油代替資源）を効率的に生産する技術を創出した。特に，イオン
液体を用いたリグノセルロースの酵素糖化前処理技術，および本プロセスで生成してくるリグニンの有効利用技術の創
出をおこなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we had developed the ionic liquid-assisted bio-refinery 
process which converts lignocellulosic biomass to biofuel and bioplastics. Especially, the ionic liquid 
was utilized as a solvent for biomass pretreatment before the enzymatic hydrolysis of polysaccharides, 
and also utilized as solvent and catalyst for chemical reaction of lignin macromolecules.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： バイオマス　リグノセルロース　イオン液体　リファイナリー　超音波　ラジカル　セルロール　リグ
ニン
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１．研究開始当初の背景 
リグノセルロースを原料としてエタノー

ルを製造する際に今後克服すべき課題とし
て、その製造コストの低減があげられる。リ
グノセルロースからのエタノール製造は大
きく分けて、①糖化前処理、②糖化、③発酵
の 3つの単位プロセスに分けられる。この一
連のプロセスにおいて、製造コスト低減のた
めに優先的に改善すべき工程は、②糖化、③
発酵よりもむしろ、プロセスの最も上流に位
置し、従来からエネルギー効率および環境負
荷の観点で課題が多く、下流のプロセス設計
を大きく左右するといわれる①の糖化前処
理プロセスである。このリグノセルロースの
糖化前処理を効率的に行うためには、a)セル
ロースの結晶構造や b)セルロースを取り囲
むリグニン構造をいかに緩和するかが特に
重要な課題である。 
 

２．研究の目的 
本研究では、応募者の研究成果である「I

イオン液体と超音波を用いた新規なリグノ
セルロース前処理法」と「II 安価・低細胞毒
性の新規なコリン系イオン液体」を核とした
リグノセルロースのトータルリファイナリ
ープロセスの構築（図 1）を行う。これによ
り、リグノセルロースの酵素糖化の障壁であ
る a)セルロースの結晶構造や b)リグニン構
造の効率的な緩和という課題を解決できる。
そして、リグノセルロース中のホロセルロー
ス（セルロース＋ヘミセルロースの総称）の
資源化だけでなく、リグニンも事前に分離し
資源化を行う。図 1 のプロセスは、下記 3つ
の単位プロセスから構成される。 
(1)プロセス 1: リグノセルロースの前処

理・分画：リグノセルロースをイオン液体と
超音波で前処理した後、前処理ホロセルロー
スと前処理リグニンに分画する。 

(2)プロセス 2: 前処理・分離されたホロセ
ルロースの糖化・発酵：前処理・分離された
ホロセルロースを酵素と酵母を用いた同時
糖化発酵によりエタノールへと高速・高収率
で変換する。 

(3)プロセス 3: 前処理・分離されたリグニ
ンの低分子化：前処理・分離されたリグニン
を光化学的 OH ラジカル反応により低分子化
して再資源化する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 本申請で提案するリグノセルロース

のトータルリファイナリープロセス 
 
３．研究の方法 
(1) プロセス 1: リグノセルロースの前処
理・分画  
リグノセルロースをイオン液体と超音波

で前処理した後、前処理ホロセルロースと前
処理リグニンに分画する。使用するコリン系
イオン液体の種類，バイオマスに対するイオ
ン液体の重量比、超音波照射強度・時間など
がリグニン/ホロセルロース分離効率や前処理
効率（酵素糖化率）に及ぼす影響を検討し、前
処理条件を最適化する。ここで、低細胞毒性・
高前処理能を持つコリン系イオン液体の探索
には、既に合成したコリン系イオン液体のア
ニオンの種類を種々の飽和脂肪酸やリン酸
系化合物へと変えた新規なイオン液体を合
成し，その細胞毒性試験と前処理試験を行う。
現状より優れたイオン液体が探索できない
場合には、コリン酢酸（2 頁の図 3）を用い
る。イオン液体前処理の効果を評価するため，
分画したホロセルロースの酵素糖化反応を
行なう。オリゴ糖、単糖、糖過分解物などを
液体クロマトグラフィーおよびゲル浸透ク
ロマトグラフィーで測定する。 
 
(2) プロセス 2: 前処理・分離されたホロセ
ルロースの糖化・発酵    
(1)にて前処理・分離されたホロセルロー

スからエタノールへの同時糖化発酵条件を
最適化する。（比較として、リン酸膨潤セル
ロース（モデルセルロース）も基質として用
いる。）同時糖化発酵にはキシロース資化経
路を導入した組み換え酵母を用いる。またホ
ロセルロース糖化酵素にはメイセラーゼ等
のセルラーゼ酵素製剤を用いる。前処理・分
画されたホロセルロースを逐次添加する間
欠流加発酵を行う。仕込み菌体濃度、糖化酵
素濃度、基質流加速度が生産エタノール濃度、
残存糖濃度に及ぼす影響を調べ、最適発酵条
件（菌体・酵素の仕込み量の最小化等）を検
討する。プロセス１での低毒性イオン液体探
索とは別に、イオンビーム照射変異導入によ
るイオン液体耐性酵母の育種・その DNA アレ
イ解析も行う。 
 
(3)プロセス 3: 前処理・分離されたリグニ
ンの低分子化   
本項では、(1)にて前処理・分離されたリ

グニンを低分子化(オリゴマー化)して化学
原料として有効利用できるか検討する。（比
較として、アルカリ処理で得られるモデルリ
グニンも基質として用いる。）リグニンの低
分子化の方法として，光触媒存在下において
光照射で生じる OHラジカルを利用する方法，
H2O2 のフェントン反応で生じる OH ラジカル
を用いる方法を用いる。光触媒濃度、H2O2濃
度、照射光の波長、強度がリグニン低分子化
に及ぼす影響を調べる。低分子化したリグニ
ンはエーテルで抽出し、残渣の乾燥重量から



低分子化量を評価する。生成した低分子化合
物を特定するために，液体クロマトグラフィ
ー質量計やガスクロマトグラフィー質量計
を用いた測定を行なう。低分子化して得られ
たリグニンが，樹脂として利用可能であるか
どうか判断するために，熱物性を測定して熱
溶融性について測定を行なう。また，低分子
化した 
リグニンの分子量をゲル浸透クロマトグラ
フィーにより評価し，熱溶融するために必要
な分子量などについて明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) プロセス 1: リグノセルロースの前処
理・分画  
バイオマス（バガス：１ｍｍ以下）に対し

て、0-20 倍重量のイオン液体(EmimOAc およ
び ChOAｃ)を用いて 110℃180 min前処理を行
った結果、1-3倍量のイオン液体さえあれば、
80-90%の糖化率を示すまで前処理できるこ
とを見出した。このとき、セルロースの結晶
構造は緩和されているのが XRD分析によって
も確認できた。 
バイオマス（バガス：１ ｍｍ以下）に対し

て、倍重量のイオン液体(EmimOAcおよび ChOA
ｃ)を用いて超音波照射による前処理（図 7）
を室温にて行った結果、60 minの前処理時間
で 90%の糖化率を示すまで前処理できること
を見出した。 
未処理およびイオン液体(ChOAｃ)による前

処理を行ったリグノセルロース（バガス粉
末；１ ｍｍ以下）について、SEM 観察、XRD
分析、FTIR分析により結晶構造および化学結
合の状態を分析した。その結果、イオン液体
によるセルロースの結晶構造の緩和に加え
て超音波照射により発生する衝撃波等によ
るリグニン構造の緩和が見られた。 
イオン液体とバイオマスを混合し超音波を

照射することで前処理し、そこへアセトン水
溶液（セルロースに対する貧溶媒かつリグニ
ンに対する溶媒）を加えることにより、ホロ
セルロースとリグニンを分画した（図 2）。
FTIR スペクトルからも分画されていること、
セルロースが非結晶化していることが確認
できた。分画セルロースは、モデルセルロー
スと同様に、約 95%の糖化率を示した。（ただ
し、すべてのリグニンを分画することはでき
なかった。） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2 イオン液体前処理時のセルロースとリ
グニンとの分画作業 
 
(2) プロセス 2: 前処理・分離されたホロセ
ルロースの糖化・発酵    
イオン液体・超音波を用いて前処理後、分

画したセルロース rich 画分を半固体状で酵
素糖化し、高濃度の糖液を調整した（図 3）。
セルロース rich 画分中のセルロースおよび
ヘミセルロースの糖化率は、それぞれ 96％お
よび 73％と高い値であり、膨潤処理モデルセ
ルロースの酵素糖化の場合と比較しても同
等の値と言える。また、その糖化速度も極め
て早く、膨潤処理モデルセルロースと比較し
ても、遜色ないものであった。 
イオン液体・超音波を用いて前処理後、分

画したホロセルロースを酵素糖化すること
により得られた糖液に、キシロース資化経路
（キシロースリダクターゼならびにキシル
トールデヒドロゲナーゼ）を付与した酵母株
を添加し発酵を行った（図 3）。この発酵過程
においては、キシロース資化経路を付与した
酵母株を用いることにより、培養 48 時間目
までに、6 単糖（グルコース）はすべて資化
され、また 5 単糖（キシロース）も 83%が資
化されていることが確認できた。また得られ
たグルコース・キシロース混合糖液から理論
収率の約 90%でエタノールへの変換を達成し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 イオン液体により前処理されたバイオ
マスの糖化と発酵 
 
(3)プロセス 3: 前処理・分離されたリグニ
ンの低分子化   
本研究で提案するプロセスでは、イオン液

体・超音波を用いて前処理後、バイオマスを
セルロース rich画分とリグニン rich画分と
に分画した。このうち分画リグニンについて
は、一般的なクラフトリグニンは希硫酸リグ
ニンと比べ分子量が一桁低く、分子量は約 103

弱であり、熱溶融性を示した。このことから、
熱溶融・紡糸によりピッチ系炭素繊維へと変
換可能である。 
さらに非結晶化されたセルロース rich画分

からは糖化残渣リグニンが得られた。この糖
化残渣リグニンについては、酸触媒機能をも
つイオン液体中において、解重合すると同時
にクレゾールと重合反応を起こすことによ
り、リグニン含有フェノール樹脂が合成され



ることを見出した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 イオン液体前処理後の糖化残渣リグニ
ンのイオン液体中での高分子反応 
 
最後に、本研究で提案するイオン液体を用

いたバイオマスリファイナリにおける物質
収支を示す(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 イオン液体を用いたバイオマス前処
理・糖化・発酵・リグニン利用での物質収支
の結果 
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