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LCC OigQiQ-caUbRh\dUaWe cRPSOe[ 

LXC OigQiQ-[\OaQ cRPSOe[ 

CMC caUbR[\PeWh\O ceOOXORVe 

X\O D-[\ORVe 

X\O2 1,4-ȕ-D-[\ORbiRVe 

X\O3 1,4-ȕ-D-[\ORWUiRVe 
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X\O5 1,4-ȕ-D-[\ORSeQWaRVe 

AUa Į-L-aUabiQRVe 

MeGOcA 4-O-PeWh\O-D-gOXcXURQic acid 
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➨ 1❶ ⥴ㄽ 
 
 
1-1. バイオマス㈨※としての᳜≀⣽⬊壁 
 

1950 年以㝆の▼Ἔ化学を基┙とした工ᴗ技⾡は、人㢮文᫂に㇏かさをもたら
した反㠃、化▼㈨※の大㔞ᾘ㈝による㈨※のᯤῬ問㢟や、地⌫ ᬮ化および⎔境

ởᰁ問㢟などの地⌫⎔境に大きな㈇Ⲵを与えることが強く問㢟どされている。

この問㢟に対応するために、2009 年にḢ州㐃合が⎔境⤒῭政⟇であるバイオエ
コノミー (OECD 2009、hWWS://ZZZ.Recd.RUg/fXWXUeV/biRecRQRP\/2030) を実施して
以㝆、世⏺の₻ὶはḢ州ㅖ国が≌引する、あらゆる⤒῭ά動に対する地⌫つᶍで

の³持⥆可⬟性´が大前提となった。2019 年以㝆、㐜ればせながら我が国におい
ても同ᵝのバイオ政⟇が押し㐍められてきている  (バイオ戦␎  2019、
hWWSV://ZZZ8.caR.gR.jS/cVWS/biR)。 
こうした⫼ᬒのなか、化▼㈨※の代᭰㈨※として、再⏕可⬟な㠀可㣗性バイオ

マスの利ά⏝は急務なㄢ㢟であり、持⥆可⬟な♫会をᵓ⠏するために、バイオマ

スを基┙とする⏘ᴗᵓ㐀への変㠉が㔜せとなってきている。㝣上に᭱も㇏富に

存在するバイオマスは᳜≀であり、その主体は᳜≀⣽⬊を囲む⣽⬊壁である。᳜

≀⣽⬊壁は、光合成によって大Ẽ中の二㓟化Ⅳ⣲が多⢾㢮として固定化された

再⏕可⬟㈨※であり、地⌫上で᭱も㇏富に存在する᭷ᶵⅣ⣲※である 1)。᳜ ≀⏤

᮶のバイオマスは、㓝⣲⢾化により低分子化合≀へ分ゎすることで、バイオエタ

ノールやバイオプラスチックなどの原料として⏝いることが可⬟となる 2)。 
 
 
1-2. ᳜≀⣽⬊壁のᵓ成成分 
 
᳜≀⣽⬊壁は、主にセルロース、ヘミセルロース、リグニンからᵓ成されてい

るため、㈨※としてこれを指す場合、リグノセルロース⣔バイオマスと⛠されて

いる。これらのᵓ成成分のᵓ㐀やẚ⋡は、᳜ ≀㉳※や⤌⧊、⏕⫱ẁ㝵によって␗

なるが、一⯡ⓗには、セルロースが⣙ 50 %、ヘミセルロースが 20 ± 30 %、リグ
ニンが 20 ± 30 %⛬度で含まれるとされている 3)。以下に、それぞれのᵓ成成分

のᴫせを♧す。 
 
・セルロース 
セルロースは、グルコースが ȕ-1,4-⤖合した┤㙐≧のグルカンである。㞄り合
うグルコース分子は 180 度ずつ反㌿したᵓ㐀であるため、セルロースのᵓ成単
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位はセロビオースであるとも⪃えられている。セルロース㙐は、Ỉ⣲⤖合や␯Ỉ

性┦互作⏝、ファンデルワールス力を介して分子内および分子㛫の㠀共᭷⤖合

⤖合によって、᮰となったセルロースミクロフィブリルと呼ばれる⤖ᬗ性の⧄

⥔を形成している 3)。また、個々のセルロース㙐の㔜合度や㝵層ᵓ㐀は⏕≀✀に

より␗なっており、᳜≀㉳※のセルロースは⏘ᴗⓗな⣲ᮦとしても᭷⏝である。 
 
・ヘミセルロース 
ヘミセルロースとは、ペクチンを㝖く、アルカリ⁐ᾮによって抽出される᳜≀

⣽⬊壁の多⢾㢮の⥲⛠である。ヘミセルロースは、᳜ ≀㉳※や⤌⧊、⏕⫱ẁ㝵に

よって多ᵝ性があるが、グルコース、マンノース、キシロース、ガラクトース、

アラビノース (AUa)、グルクロン㓟 (GOcA)、4-O-メチルグルクロン㓟 (MeGOcA) 
などの⢾からᵓ成されたヘテロ多⢾㢮である。そのため、セルロースのᵝにヘミ

セルロース同士で㧗度な㧗ḟᵓ㐀を形成することなく、セルロースの⤖ᬗ⾲㠃

をそっており、セルロース⧄⥔㛫を⥙┠≧にᯫᶫするマトリックス多⢾として

存在している 4)。㔪ⴥᶞの主なヘミセルロースは、マンナンであり、グルコース

単位とマンノース単位が ȕ-1,4⤖合した主㙐からなるグルコマンナンと、マンノ
ース単位が ȕ-1,4 ⤖合した主㙐に対して、ガラクトースṧ基が Į-1,6 ⤖合で分岐
したガラクトマンナンの 2✀㢮がある 4,5)。 
 
・キシラン 
広ⴥᶞとⲡᮏ᳜≀中に᭱も多く含まれているヘミセルロースは、キシランで

ある。キシランは、キシロース単位が ȕ-1,4⤖合した主㙐㦵᱁に対して、キシロ
ース単位の C2 位または C3 位のỈ㓟基に対して、アセチル基や GOcA あるいは
MeGOcA、または、AUa などにより修㣭された分岐㙐多⢾であり、こうした修㣭
基の✀㢮や㢖度の≉徴は、᳜ ≀㉳※や⤌⧊ごとによって多ᵝである。広ⴥᶞのキ

シランは、主㙐のキシロース単位の C2位のỈ㓟基に対してMeGOcA側㙐が付加
するため、グルクロノキシランと呼ばれる。MeGOcAによる⨨換㢖度は、㉳※に
より␗なり 4 ± 16個のキシロースṧ基当たりに 1⟠所と報告されている。また、
キシロース単位の C3位または C2位は、アセチル化されている 6,7)。㔪ⴥᶞ、ⲡ

ᮏ᳜≀のキシランは、GOcA に加えて、キシロース単位の C3 位のỈ㓟基に対し
て AUa側㙐が付加するため、アラビノグルクロノキシランと呼ばれる。また、一
㒊のイネ⛉などのⲡᮏ᳜≀のキシランは、AUaのみが側㙐として含まれるアラビ
ノキシランとして報告されているものもあるが、分ᯒ対㇟とする᳜≀㉳※・⣽⬊

壁⤌⧊ごとに側㙐の✀㢮や㢖度が大きく␗なるため 8)、᫂☜な分㢮については、

不᫂なⅬが多い。これらのキシランは、キシロース単位の C2位または C3位が
アセチル化されている。さらに、AUa 側㙐には、AUa 側㙐の C5 位のỈ㓟基とフ
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ェルラ㓟 (FA) および S-クマール㓟 (SCA) がエステル⤖合によって修㣭されて
いる≉徴がある。キシランの平均㔜合度は、セルロースとẚべて▷く、グルクロ

ノキシランで 150 ± 200⛬度、アラビノグルクロノキシランで 70 ± 130⛬度と報
告されている 7)。これらキシランの化学ᵓ㐀の≉徴について、FLJ. 1-1に♧した。 
 
・リグニン 
リグニンは、S-クマリルアルコール、コニフェリルアルコール、シナピルアル
コールの 3 ✀㢮のモノリグノールを前㥑体として⏕合成されるフェニルプロパ
ノイド㔜合≀である。これらの各モノリグノールに⏤᮶するリグニンのⰾ㤶᰾

単位は、それぞれ S-ヒドロキシフェニル᰾ (H᰾)、グアイアシル᰾ (G᰾)、シ
リンギル᰾ (S᰾) と呼ばれている。天↛リグニンは、㔪ⴥᶞリグニン、広ⴥᶞ
リグニン、イネ⛉᳜≀リグニンに大別され、一⯡に、㔪ⴥᶞリグニンでは G᰾、
広ⴥᶞリグニンでは G᰾と S᰾、ⲡᮏ (イネ⛉᳜≀) リグニンは H᰾、G᰾、S
᰾を᭷する≉徴がある。天↛リグニンは、モノリグノール同士のラジカル㓟化㔜

合によって形成されるため多ᵝな⤖合ᵝ式を᭷するが、ȕ-O-4⤖合はリグニンに
含まれる主せな⤖合ᵝ式である 8)。リグニンᵓ成単位と ȕ-O-4⤖合ユニットの化
学ᵓ㐀ついては、FLJ. 1-2に♧した。このように、リグニンは天↛の㓟化㔜合に
よりᵓ⠏される化学ⓗに安定な␯Ỉ性のⰾ㤶᪘ポリマーであり、᳜≀体に≀⌮

ⓗ強度の付与、⥔⟶᮰でのỈ分や㣴分、代ㅰ≀の㍺㏦や、⏕分ゎ抵抗性の付与な

どのᶵ⬟をᯝたしているとされている 8)。 
 
 
1-3. ᳜≀⣽⬊壁ᵓ成成分の」合体 
 
天↛の᳜≀⣽⬊壁中では、セルロース、ヘミセルロース、リグニンの主せ 3成
分は、個別に存在しているわけではなく、㒊分ⓗにはそれぞれが⧅がった」合体

を形成している。⣽⬊壁の㦵᱁となるᵓ㐀は、セルロース⧄⥔を基ᮏとして、そ

れらの⧄⥔㛫をリグニンによって充填されたコンポジットである。これらの化

学ⓗ性㉁が大きく␗なる両成分を⧅ぐ役割をᯝたしているのが、ヘミセルロー

スである。以下では、ヘミセルロースに主せなキシランに↔Ⅼを当て、成分㛫の

⏺㠃におけるᵓ㐀について㏙べる。 
ヘミセルロースとセルロースの成分㛫⏺㠃に╔┠すると、ヘミセルロースの

主せ成分であるキシランが、セルロースミクロフィブリル⾲㠃におけるỈ⣲⤖

合によって┦互作⏝していると⪃えられている 9)。さらに、この┦互作⏝には C2
位、C3位のỈ㓟基に修㣭したアセチル基が、セルロース㙐の㛗さ方向に対して、
キシランが平⾜㙐として㓄向するためのコンフォメーション形成に寄与するこ
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とが▱られている 10)。このように、キシランはセルロースと㠀共᭷⤖合ⓗに」

合化しているほか、リグニンと共᭷⤖合によって㒊分ⓗに」合体を形成してい

る。 
ヘミセルロースとリグニンの成分㛫⏺㠃に╔┠すると、両成分を⧅ぐᯫᶫ⤖

合が存在しており、ⲡᮏ᳜≀ではリグニンに⤖合した SCA や FA を介したキシ
ラン側㙐の AUa とのフェルロイルエステル⤖合 11-13)、ⲡᮏ᳜≀と広ⴥᶞでは ȕ-
O-4 ユニット中のリグニンアルコールとキシラン側㙐の MeGOcA とのベンジル
エステル⤖合などが▱られている 14,15) (FLJ. 1-3)。㔪ⴥᶞにおいてはキシランの
ほか、グルコマンナンがリグニンとの」合化に㛵わっていることが▱られてお

り 16)、リグニンアルコールとマンノピラノースのỈ㓟基とのエーテル⤖合など

も存在する。これらのᯫᶫ⤖合により」合化したリグニンとヘミセルロースの

」合体のことを⥲⛠し、リグニン-多⢾」合体 (OigQiQ-caUbRh\dUaWe cRPSOe[、LCC) 
と呼んでいる。一方、一⯡ⓗにはセルロースはリグニンとの」合化に┤接ⓗには

㛵与しないと⪃えられているが、クラフトパルプ中には⁻ⓑ㐣⛬で⏕じた㠀天

↛型のリグニン-セルロース㛫の共᭷⤖合の存在が▱られている 17)。 
このようにキシランがỈ⣲⤖合によってセルロースと┦互作⏝していること

や、エステル⤖合によって LCCを形成していることは、アルカリ⁐ᾮによって
᳜≀⣽⬊壁からキシランが効⋡Ⰻく抽出されることからも支持される。つまり、

キシランは、⣽⬊壁中の基ᮏ㦵᱁をᵓ⠏するセルロースと、その㛫㝽を埋めるリ

グニンを⧅ぐための接╔成分としてᶵ⬟しているとゝえる (FLJ. 1-4)。こうした
化学ⓗ性㉁の大きく␗なる多⢾㢮とリグニンと⧅ぎ合わせているキシランの存

在が、⣽⬊壁ᵓ成成分を完全に分㞳・回収することを妨げる主せなせ因となって

いる 18)。 
 
 
1-4. ᳜≀⣽⬊壁分ゎ㓝⣲ 
 
⮬↛⏺の循⎔⣔において、᳜ ≀⣽⬊壁は⣒≧⳦や⣽⳦㢮、᪻ ⹸またはこれらと

共⏕する原⏕⏕≀などによって分ゎ・㈨化されており、これらの⏕≀は、ɔ 成成

分であるセルロース、ヘミセルロース、リグニンを完全に分ゎするための多✀多

ᵝな㓝⣲を保᭷している。≉に、地⌫上で᭱大のバイオマスであるᮌ㉁㈨※の分

ゎには担子⳦及び子嚢⳦に分㢮される⣒≧⳦㢮が㔜せな役割をしていることが

▱られている。これらは、⣽⬊壁のᵓ成成分をᰤ㣴⣲として体内へと取り㎸むた

めに、⳦体外へと多✀多ᵝな⣽⬊壁分ゎ㓝⣲を分Ἢしている。一⯡ⓗに、セルロ

ースやヘミセルロースの分ゎには、グリコシドヒドロラーゼ  (gO\cRVide 
h\dUROaVeV、GHV) と⢾㉁エステラーゼ (caUbRh\dUaWe eVWeUaVeV、CEV) が㛵わって
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おり、リグニンの分ゎには、㓟化㑏元㓝⣲が㛵わっている。これらの㓝⣲は、ア

ミノ㓟㓄列の␯Ỉクラスターゎᯒによる⺮ⓑ㉁の❧体ᵓ㐀情報に基づいて、そ

れぞれ、GHファミリー、CEファミリーに分㢮されており、㓟化㑏元㓝⣲は AA 
(aX[iOiaU\ acWiYiW\) ファミリーとして分㢮されている 19)。同一ファミリー内に分

㢮された㓝⣲は、例外なく同じフォールディングの㦵᱁ᵓ㐀を᭷しており、ゐ媒

ṧ基の位⨨が一⮴することがᮏ分㢮ἲの≉徴である。これらの⣽⬊壁分ゎ㛵㐃

㓝 ⣲ の 多 く は 、 CaUbRh\dUaWe-AcWiYe eQZ\PeV (CAZ\) デ ー タ ベ ー ス 
(hWWS://ZZZ.ca]\.RUg/) にⓏ㘓されている 19)。以下にその代⾲ⓗなものを♧す。 
 
・セルロース分ゎ㛵㐃㓝⣲ 
セルロースは、」数の性㉁の␗なるセルラーゼの┦乗作⏝によって効⋡Ⰻく

分ゎされる。主せなセルラーゼとしては、GH5及び GH7に属するエンドグルカ
ナーゼ (eQdRgOXcaQaVe、EG、EC 3.2.1.4)、GH6及び GH7に属するセロビオヒド
ロラーゼ (ceOORbiRh\dUROaVe、CBH、EC 3.2.1.91)、GH1及び GH3に属する ȕ-グリ
コシダーゼ (ȕ-gO\cRVidaVe、BGL、EC 3.2.1.21) の大きく 3つの㓝⣲⩌に分㢮され
る。基ᮏⓗには、セルロースの分ゎは、EGが㠀ᬗ性のセルロース㡿域のセルロ
ース㙐をランダムに作⏝したのちに、新たに⏕成されたセルロース㙐のᮎ➃に

対し CBHが作⏝し、セロビオースを㐃⥆ⓗに⏕⏘することで㐍⾜する。᭱⤊ⓗ
には、㐟㞳したセロビオースやセロオリゴ⢾は、BGL によってグルコースにま
で分ゎされる。一⯡ⓗに、セルラーゼは、ά性中心を含むゐ媒ドメインとセルロ

ース㙐に≉␗ⓗに⤖合する基㉁⤖合ドメイン (ceOOXORVe biQdiQg dRPaiQ、CBM) が、
セリン、スレオニンやプロリンṧ基に富んだフレキシブルなリンカー㡿域を挟

んで⤖合したマルチドメインᵓ㐀を᭷することが多い。また、᭱ ㏆ではセルロー

スの㓟化ⓗなグリコシド⤖合の㛤⿣が、㓟化㑏元㓝⣲の LPMO (O\Wic 
SRO\VacchaUide PRQR-R[\geQaVe) によりゐ媒されることも᫂らかとなってきてい
る 20)。 
 
・キシラン分ゎ㛵㐃㓝⣲ 
┤㙐ᵓ㐀からなるセルロースとẚべて、キシランは分岐ᵓ㐀を᭷するために、

主㙐に作⏝する㓝⣲⩌に加えて、側㙐などの修㣭基に作⏝する㓝⣲⩌が協ㄪⓗ

に作⏝することによって、単⢾であるキシロースにまで完全分ゎされる。キシラ

ン主㙐は、エンド-ȕ-1,4-キシラナーゼ ([\OaQaVe、XYN、EC 3.2.1.8) と ȕ-キシロ
シダーゼ (ȕ-[\ORVidaVe、BXL、EC 3.2.1.37) によって、᭱⤊ⓗにキシロースにま
で低分子化される。キシラナーゼはキシラン主㙐をエンド型に分ゎする㓝⣲で

あり、GHファミリーの 5、8、10、11、30、43に分㢮されているが、主せなキシ
ラナーゼは GH10と GH11に分㢮される。GH10と GH11は❧体ᵓ㐀や基㉁≉␗
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性が␗なることが♧されており、GH11 は単⢾を⵳✚しないが、GH10 は GH11
とẚべてより小さなオリゴ⢾と単⢾であるキシロースを⏕⏘する。これらのキ

シラン主㙐分ゎ㓝⣲の作⏝は主㙐に⤖合するᵝ々な修㣭基による制⣙を受ける。 
側㙐の分ゎには、キシランの MeGOcA 側㙐㐟㞳㓝⣲である GH67 に属する Į-
グルクロニダーゼ (Į-gOXcXURQidaVe、AGU、EC 3.2.1.139)、GH115 に属するキシ
ラン Į-グルクロニダーゼ ([\OaQ Į-gOXcXURQidaVe、AGU、EC 3.2.1.139)、キシラン
の AUa側㙐㐟㞳㓝⣲である GH3、43、51、62に属する Į-L-アラビノフラノシダ
ーゼ (Į-L-aUabiQRfXUaQRVidaVe、ABF、EC 3.2.1.55) や、キシランのアセチル基㐟㞳
㓝⣲である CE1、2、3、4、5、6、7、12 に属するアセチルキシランエステラー
ゼ (aceW\O[\OaQ eVWeUaVe、AXE、EC 3.1.1.72) が㛵与する。さらに、AUa側㙐に対
して修㣭した FAや SCAの㐟㞳㓝⣲である CE1に属するフェルロイルエステラ
ーゼ (feUXOR\O eVWeUaVe、FAE、EC 3.1.1.73) なども、側㙐分ゎ㓝⣲⣔において㔜せ
な役割をᯝたす。また、これらのキシラン分ゎ㛵㐃㓝⣲においても、セルラーゼ

のように CBMを᭷する㓝⣲が存在する。 
これらの側㙐㐟㞳㓝⣲に加えて、LCC 分ゎ㓝⣲の候⿵として、グルクロノイ
ルエステラーゼ (gOXcXURQR\O eVWeUaVe、GE、EC 3.1.1.-) がⓎぢされている 21)。GE
は、Į-1,2-⤖合でキシロピラノースの⢾㦵᱁に付加した MeGOcA の C6 位のカル
ボキシ基をメチル化した、メチルエステルㄏ導体基㉁の分ゎά性をもとに、ᮌᮦ

⭉ᮙ⳦の培㣴ᾮから単㞳された 21)。このメチルエステル基㉁は、天↛の LCCに
含まれるリグニンアルコールとキシラン側㙐の MeGOcA をᯫᶫするベンジルエ
ステル⤖合にᴟめて㢮似している。そのため、GE は LCC に作⏝する㓝⣲とし
て推定され、新しく CE15が㛤タされた。上グで㏙べた一㐃のキシラン分ゎ㛵㐃
㓝⣲の作⏝位⨨は、FLJ. 1-5に♧した。 
 
 
1-5. ᳜≀⣽⬊壁分ゎ㓝⣲◊✲における問㢟Ⅼ及びㄢ㢟 
 
これまでの᳜≀⣽⬊壁分ゎ㓝⣲の◊✲は、⣽⬊壁の個々のᵓ成成分 (セルロー
ス、ヘミセルロース、リグニン) に╔┠し、⣧度Ⰻく⢭〇されたそれぞれの成分
を³基㉁´として⏝いたά性ホ価によってⓎ展してきた。しかし、天↛の᳜≀⣽⬊
壁からそれぞれの成分を分㞳・⢭〇する㐣⛬では、ᮏ᮶存在したはずの修㣭基や

ᯫᶫ⤖合などが分ゎされてしまうことや、それぞれの成分㛫での┦互作⏝によ

って⏕じる≀⌮ⓗ⎔境が再⌧されていないなどのḞⅬがある。そのために、⣽⬊

壁の成分㛫⏺㠃に作⏝する㓝⣲のゐ媒作⏝については、まだ十分なホ価がなさ

れていない可⬟性がある。≉に、᳜ ≀⣽⬊壁内でキシランは、化学ⓗ性㉁の␗な

るリグニンとセルロースを接╔させ、」合体を形成するためのキーᵓ㐀である
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ため、天↛≧態のキシランの㓝⣲分ゎについてのヲ⣽を᫂らかにすることは、⣽

⬊壁の 3 成分の効⋡ⓗな分㞳方ἲを㛤Ⓨするための㔜せな◊✲ㄢ㢟となる。し
かしながら、これまでのキシランの㓝⣲分ゎに㛵する㆟ㄽついては、⮬↛⏺での

」合体としてのᵓ㐀ⓗ≉徴がḞ損した市㈍の⢭〇キシランや、利便性を㏣ồし

た S-ニトロフェノール➼のⓎⰍ団を᭷する人工基㉁が⏝いられる場合がほとん
どである。こうした基㉁は、天↛ᵓ㐀が反ᫎされないために、㓝⣲ᮏ᮶のゐ媒ά

性や、他の㓝⣲㛫における協奏ⓗな作⏝や役割などの、天↛における㓝⣲のゐ媒

ά性に対してᮏ᮶のポテンシャルがホ価できない。そのため、従᮶の㠀天↛型ᵓ

㐀を᭷する基㉁を⏝いたά性ホ価⣔だけでは、バイオマス分ゎに㔜せな役割を

する㓝⣲の存在をぢⴠとしてしまっている可⬟性がある。従って、天↛ᵓ㐀に基

づいた」合体の≧態のままの天↛型基㉁が必せであり、それを⏝いた㓝⣲の分

ゎᶵ作を㐺切にホ価する必せがある。 
 
 
1-6. ◊✲の┠ⓗ 
 
リグノセルロース⣔バイオマスの主体である᳜≀⣽⬊壁は、地⌫上で᭱も㇏

富に存在する再⏕可⬟㈨※であり、ɔ 成成分であるセルロース、ヘミセルロース

やリグニンを、㓝⣲によって低分子化合≀へと分ゎすることで、バイオ⇞料など

の化成品原料として利⏝することができる。しかし、リグニンとセルロースは、

キシランによって接╔した」合体を形成しているため、効⋡ⓗに分㞳・分ゎする

ことは容᫆ではない。そのためには、キシランやその他の成分との」合体を分ゎ

するための㓝⣲反応を⌮ゎすることが㔜せであるが、天↛ᵓ㐀を反ᫎさせた⣽

⬊壁基㉁が存在しないため、㓝⣲の㐺切なホ価⣔⮬体がないという問㢟がある。

ᮏㄽ文では、リグニンとヘミセルロースの成分㛫⏺㠃に存在するリグニン-キシ
ラン」合体 (OigQiQ-[\OaQ cRPSOe[、LXC) に╔┠し、その㓝⣲分ゎのヲ⣽を᫂ら
かにすることを┠ⓗとした。そのため、㓝⣲分ゎを㐺切にホ価可⬟なモデル基㉁

をㄪ〇するとともに、天↛型の LXCを単㞳し、その㓝⣲分ゎメカニズムのゎ᫂
に向けた基♏ⓗな▱ぢを得ることを┠指した。ᮏ◊✲の全体のᴫせと各❶の㛵

係性について、FLJ. 1-6に図♧した。 
➨ 2 ❶では、リグニンとキシランの両成分をᯫᶫするベンジルエステル⤖合
を含む LXCの㓝⣲分ゎᶵᵓを᫂らかにするために、GEをはじめとする LXC分
ゎ㓝⣲⩌のそれぞれを単一成分として取得した。 
➨ 3❶では、GEのᮏ᮶の天↛基㉁に対する作⏝をゎᯒするため、LXCのᯫᶫ
⤖合におけるキシラン⢾㦵᱁とⰾ㤶⎔㦵᱁の両ᵓ㐀を᭷するベンジルエステル

ㄏ導体を合成し、その㓝⣲分ゎをホ価した。 
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➨ 4 ❶では、LXC に対する㓝⣲分ゎをホ価するために、᳜≀⣽⬊壁から天↛
型の LXC を抽出する手ἲを㛤Ⓨした。また得られた LXC を基㉁として、前❶
で作〇した各✀⢭〇㓝⣲による㓝⣲分ゎについてゎᯒし、㓝⣲分ゎᶵᵓについ

て⪃察した。 
➨ 5 ❶では、これらの▱ぢをまとめ、⮬↛⏺における LXC の」合体ᵓ㐀と、
その㓝⣲分ゎᶵᵓについて⪃察を⾜い、さらに今後の◊✲の方向性についてㄽ

㏙した。 
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➨ 2❶ リグニン-キシラン」合体に作⏝する㓝⣲⩌の単㞳及び性㉁
Ỵ定 
 
 
2-1. はじめに 
 
᳜≀バイオマスの分ゎには、⣒≧⳦の㓝⣲を利⏝した⢾化方ἲが᭷効である

が、⌧⾜の工ᴗⓗプロセスでは、セルラーゼが作⏝する上での❧体ⓗ㞀害となる

ヘミセルロースやリグニンを取り㝖くため、アルカリ・⁻ⓑなどの⸆剤処⌮➼に

よるバイオマスの前処⌮工⛬が前提となっている 1)。しかし、前処⌮᫬の副⏘≀

や廃ᾮの処⌮に⎔境㈇Ⲵが大きいこと、また、⣽⬊壁ᵓ成成分の半分以上を占め

るリグニンとヘミセルロースについては化学変性を伴った≧態で取り㝖かれて

いるため、原料バイオマスに含まれる多くの成分を᭷効ά⏝できていない➼、ᮍ

だ多くのㄢ㢟を抱えている。これらのㄢ㢟を克᭹するためには、これまでのよう

にセルロースの分ゎだけに╔┠するだけでなく、⮬↛⏺におけるヘミセルロー

スとリグニンの㓝⣲➼による分ゎᵝ式をヲ⣽にゎ᫂し、主せ 3 成分からなる全
体ᵓ㐀としての効⋡ⓗな㓝⣲分ゎ⣔を☜❧する必せがある。 
キシランは、᳜≀⣽⬊壁でリグニンおよびセルロースの両成分と」合体を形

成しているため、3 成分の効⋡ⓗな分ゎを⪃える上でのキーᵓ㐀と⪃えられる。
その一方で、これまでのキシラン分ゎ㓝⣲の◊✲においては、アルカリ性の⁐媒

によって抽出・⢭〇されたキシラン基㉁を⏝いたά性ホ価によって、作⏝ᶵ序に

㛵する㆟ㄽを中心として㐍められてきた 2)。一方、キシランを単なるᵓ成成分と

してではなく、リグニンとセルロースを⧅ぎとめているᵓ㐀ᶵ⬟ⓗな」合体と

して捉えれば、キシラン分ゎ㛵㐃㓝⣲⩌は、⣽⬊壁全体ᵓ㐀の分ゎにおいて㔜せ

な役割をᯝたすものと⪃えられる。しかし、⌧在、そうしたᵓ㐀を反ᫎさせるよ

うな基㉁はなく、天↛の」合≧態のキシラン、すなわち、リグニンとキシランと

の」合体である LXCに対する㓝⣲分ゎをホ価・ゎᯒした例はない。 
ⓑⰍ⭉ᮙ⳦ IUSH[ OacWHXV NK-1および子嚢⳦ PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7は、᳜≀⣽
⬊壁を分ゎするための多✀多ᵝな㓝⣲を保᭷しており、セルロース分ゎに㛵与

するセルラーゼ⩌のほか、ヘミセルロース分ゎ㓝⣲、リグニン分ゎに㛵与する㓟

化㑏元⣔㓝⣲を⳦体外に分Ἢする 3-5)。これまでに我々は、I. OacWHXV NK-1ならび
に PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7 の両⳦ᰴにおいてトランスクリプトームゎᯒを実施し
ており、᪤に、LXC に含まれるᯫᶫ⤖合を含めたキシランの分ゎに㛵わる一㐃
の㓝⣲㑇伝子を同定している。 
これらを㋃まえて、ᮏ❶では、LXC のᵓ㐀と分ゎᶵᵓのゎ᫂に向けて、基㉁
≉␗性の㧗い㓝⣲を分ᯒツールとして利⏝するために、LXC に作⏝する㓝⣲⩌
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を取り揃えることを┠ⓗとした。そのため、リグニンとキシランの両成分を⧅ぐ

ᯫᶫⅬの MeGOcA とその周㎶ᵓ㐀に╔┠し、リグニンとキシラン側㙐である
MeGOcA㛫のベンジルエステル⤖合の分ゎ㓝⣲ (PHVGE)、キシランの主㙐分ゎ㓝
⣲ (PHVX\Q10A)、キシランのアセチル基分ゎ㓝⣲ (IOAXE1)、キシラン側㙐の
MeGOcA㓟㐟㞳㓝⣲ (IOAgX115A) をコードする塩基㓄列を単㞳・ゎᯒし、メタノ
ール㈨化性㓝ẕ PLcKLa SaVWRULVをⓎ⌧宿主とする␗✀Ⓨ⌧⣔を利⏝することで、
それぞれの単一㓝⣲の取得をヨみた。さらに、ᮏ❶では、得られた個別㓝⣲につ

いて㓝⣲学ⓗ性㉁について᫂らかにした。 
 
 
2-2. 実㦂ᮦ料及び方ἲ 
 
2-2-1. ⳦ᰴ及びベクター 
㓝⣲の㑇伝子※には、I. OacWHXV NK-1ᰴ及びPHVWaORWLRSVLV VS. AN-7ᰴを⏝いた。
大⭠⳦を宿主とするクローニング実㦂には、クローニングベクター T-YecWRU 
SMD19 (ViPSOe) (TakaUa BiR.) と EVcKHULcKLa cROL DH5Įᰴ (TakaUa BiR.) を使⏝し
た。㓝ẕを宿主とする␗✀⺮ⓑ㉁Ⓨ⌧⣔として、ベクターには、SPIC9K 
(IQYiWURgeQ) または SPICZĮA (IQYiWURgeQ)、宿主には P. SaVWRULV GS115 ᰴ 
(IQYiWURgeQ) を使⏝した。P. SaVWRULVの培㣴には、YP培地 (1 % YeaVW e[WUacW、2 % 
SeSWRQ、100 PM リン㓟カリウム⦆⾪ᾮ (SH 6.0)) を使⏝した。 
 
2-2-2. cDNAのㄪ〇 

I. OacWHXV NK-1ᰴと PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7ᰴをそれぞれ、単一Ⅳ⣲※として 1 %
の AYiceO、と 3 % NaCO、0.07 % KCO、1.0 % MgCO2、0.5 3% MgSO4、0.1 % CaCO2、

0.1 % NH4NO3、0.1 % Na2HPO4を含んだᾮ体培地で、25 �C、140 USPの᮲件で 7
᪥㛫振とう培㣴した。回収した⳦体から、TRI]RO RNA IVROaWiRQ ReageQWV (TheUPR 
FiVheU ScieQWific) ⏝いて全 RNAをㄪ〇した。操作は付属のマニュアルに従った。 
 
2-2-3. キシラナーゼⓎ⌧⏝プラスミドのᵓ⠏ 

PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7ᰴからㄪ〇した全 RNA を㗪型に、PeVGH10-Pic-F1 (5¶-
GAATTCCAGTCGACCACCTCGATCGTC-3¶、下⥺㒊は EcRRI㓄列) と PeVGH10-
Pic-R1 (5¶-GCGGCCGCTTACTGCAGTGCGTT-3¶、下⥺㒊は NRWI㓄列) の 2対の
プライマーを⏝いた PCRによって増幅させた後に、SPIC9Kの EcRRI㓄列と NRWI
㓄列の㛫に挿入されるように⤌み㎸んだ。P. SaVWRULVの形㉁㌿換には、制㝈㓝⣲
SacI (TakaUa BiR) によって切断した⥺≧化 DNAを⏝いた。 
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2-2-4. グルクロノイルエステラーゼⓎ⌧⏝プラスミドのᵓ⠏ 
PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7 ᰴからㄪ〇した全 RNA を㗪型に、PeVCE15-Pic-F1 (5¶-

GAATTCGAGCGCCAGAACACCACATG-3¶、下⥺㒊は EcRRI 㓄列) と PeVCE15-
Pic-R1 (5¶-GCGGCCGCTTAAGACAACGTTGGC-3¶、下⥺㒊は NRWI㓄列) の 2対
のプライマーを⏝いた PCR によって増幅させた後に、SPIC9K の EcRRI 㓄列と
NRWI㓄列の㛫に挿入されるように⤌み㎸んだ。P. SaVWRULVの形㉁㌿換には、SacI
によって切断した⥺≧化 DNAを⏝いた。 
 
2-2-5. アセチルキシランエステラーゼⓎ⌧⏝プラスミドのᵓ⠏ 

I. OacWHXV NK-1 ᰴからㄪ〇した全 RNA を㗪型に、 IUSAXE1fXO-Pic_F (5�-
GAATTCCAATCCCAAGTATGGGGTCAG-3�、下⥺㒊は EcRRI㓄列) と IUSAXE1-
Pic-R (5¶-TCTAGAGCGATACCCAAGAACTGGAGG-3¶、下⥺㒊は XbaI㓄列) の 2
対のプライマーを⏝いた PCRによって増幅させた後に、SPICZĮAの EcRRI㓄列
と XbaI㓄列の㛫に挿入されるように⤌み㎸んだ。P. SaVWRULVの形㉁㌿換には、制
㝈㓝⣲ PPeI (NeZ EQgOaQd BiROabV) によって切断した⥺≧化 DNAを⏝いた。 
 
2-2-6. グルクロニダーゼⓎ⌧⏝プラスミドのᵓ⠏ 

I. OacWHXV NK-1 ᰴからㄪ〇した全 RNA を㗪型に、 IUS115-Pic_F (5�-
CCATGGGAATTCATTGGTCAGACCAGCTGTGTTGCG -3�、下⥺㒊は EcRRI㓄列) 
と IUS115-Pic_R (5¶-CCATGGTCTAGACCAACTCTGATACTTTCCGGTGGGCC-3¶、
下⥺㒊は XbaI 㓄列) の 2 対のプライマーを⏝いた PCR によって増幅させた後
に、SPICZĮAの EcRRI㓄列と XbaI㓄列の㛫に挿入されるように⤌み㎸んだ。P. 
SaVWRULVの形㉁㌿換には、PPeIによって切断した⥺≧化 DNAを⏝いた。 
 
2-2-7. 形㉁㌿換及び⤌換え体のⓎ⌧ 
⢭〇した 10 ȝgのリニア化 DNAを⏝いて、エレクトロポレーションἲにより

P. SaVWRULV GS115ᰴの形㉁㌿換を⾜なった。形㉁㌿換操作及び形㉁㌿換体の㑅別
は、EaV\SeOecW Pichia e[SUeVViRQ kiW (IQYiWURgeQ) に従って⾜なった。PHVX\Q10A及
び PHVGEをㄪ〇するため、各㓝⣲のⓎ⌧ᰴを 1.0 % グリセロールを含む YP培
地で 30 �C、180 USPで 2᪥㛫の⳦体増Ṫ培㣴を⾜ったのち、0.5% メタノールを
含む YP培地で、30 �C、180 USPで 5᪥㛫のⓎ⌧ㄏ導培㣴を⾜った。PHVX\Q10A
及び PHVGEは、80 % 㣬和⃰度の◲㓟アンモニウムによる塩ᯒỿ⃦により培㣴上
Ύᾮから回収し、␯Ỉ性┦互作⏝カラム TR\RSeaUO BXW\O-650M (TRVRh) によって
⢭〇し、以㝆の実㦂で使⏝した。IOAgX115A及び IOAXE1をㄪ〇するために、各
㓝⣲のⓎ⌧ᰴを、1.0 %のグリセロールを加えた YP培地で 30 �C、180 USPで 2
᪥㛫の⳦体増Ṫ培㣴を⾜ったのち、0.5 %のメタノールを加えた YP培地で、25 �C、
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180 USPでⓎ⌧ㄏ導培㣴を⾜った。IOAgX115Aは 5᪥㛫、IOAXE1は 1᪥㛫のⓎ⌧
ㄏ導培㣴の後に、80 % 㣬和⃰度の◲㓟アンモニウムによる塩ᯒỿ⃦により培㣴
上Ύᾮから回収し、ニッケルアフィニティカラム HiVTUaSTM HP (GE HeaOWhcaUe) 
及びゲルℐ㐣カラム SeShacU\O S-200 HR (GE HeaOWhcaUe) の 2ẁ㝵の工⛬を⤒て
⢭〇した。⢭〇⺮ⓑ㉁㔞は、BUadfRUdἲに従って 定し、⬺⢾㙐処⌮は、ペプチ
ド-N-グリコシダーゼ F (PNGaVeF) (RRche DiagQRVWicV K.K.) を⏝いてマニュアル
のグ㍕に従って⾜った。 
 
2-2-8. キシラナーゼά性の 定 

PHVX\Q10A のά性 定は、バーチウッドキシラン (SigPa-AOdUich)、ビーチウ
ッドキシラン (SigPa-AOdUich)、オートスペルトキシラン (SigPa-AOdUich)、カル
ボキシメチルセルロース  (CMC) (SigPa-AOdUich)、グルコマンナン  (ShiPi]X 
ChePicaO CR.) を⬺イオンỈに⁐ゎさせ、基㉁⁐ᾮとして⏝いて⾜った。㓝⣲反
応ᾮは、50 PM 㓑㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) 中に、᭱⤊⃰度 0.5 ZW%の基㉁
⁐ᾮ及び⢭〇㓝⣲を加えてㄪ〇した。40 �Cで反応させたのち、㑏元⢾の㐟㞳㔞
を SRPRg\i-NeOVRQἲにて定㔞した。1 Uの㓝⣲ά性は、1分㛫に 1 ȝPROのキシ
ロースに┦当する㑏元⢾㔞を㐟㞳する㓝⣲㔞と定⩏した。㓝⣲分ゎ⏕成≀は、分

ᯒカラムとして AVahiSak NH2P-50 4E (⢏子径 5 ȝP、内径 4.6 PP î 250 PP) 
(ShRZa DeQkR K.K.) を使⏝し、᳨出はフェニルヒドラジンによるポストラベル
化⺯光᳨出ἲを⏝いた HPLCによって分ᯒを⾜った。 
 
2-2-9. Į-グルクロニダーゼά性の 定 

IOAgX115Aのά性 定は、バーチウッドキシラン、ビーチウッドキシランを基
㉁として⾜った。㓝⣲反応ᾮは、50 PM 㓇▼㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) 中に、
᭱⤊⃰度 0.5 ZW%の基㉁⁐ᾮ及び⢭〇㓝⣲を加えてㄪ〇した。40 �Cで反応させ
たのち、㓟性⢾の㐟㞳㔞を AYidad-MiOQeU ἲ 6)に従って定㔞した。1 U の㓝⣲ά
性は、1 分㛫に 1 ȝPRO の GOcA に┦当する㑏元⢾㔞を㐟㞳する㓝⣲㔞と定⩏し
た。㓝⣲分ゎ⏕成≀は、分ᯒカラムとして CaUbRPac PA1 (TheUPR FiVheU ScieQWific) 
を取り付けた HPAEC-PADἲによって分ᯒを⾜った。 

 
2-2-10. グルクロノイルエステラーゼά性の 定 

PHVGEのά性 定は、ベンジルグルクロン㓟 (BQ]-GOcA) (CaUbRV\QWh LWd.) を
基㉁として使⏝した。ά性 定の方ἲは、SXQQeUらによる手ἲ 7)に従った。BQ]-
GOcAはジメチルスルホキシド (DMSO) に⁐ゎさせ 80 PMにㄪ〇して、㓝⣲反
応に使⏝した。㓝⣲反応ᾮは、50 PM 㓑㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) 中に、᭱
⤊⃰度 0.1 PMの基㉁⁐ᾮ及び⢭〇㓝⣲を加えてㄪ〇した。30 �Cで反応させた
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のち、HPLCで定㔞した。1 Uの㓝⣲ά性は、1分㛫に 1 ȝPROのベンジルアルコ
ール (BQ]-OH) を㐟㞳する㓝⣲㔞と定⩏した。 
 
2-2-11. エステラーゼά性の 定 

IOAXEのά性 定は、Į-ナフチル㓑㓟 (ĮNAc) (SigPa-AOdUich)、S-ニトロフェニ
ル㓑㓟 (SNPAc) (SigPa-AOdUich)、4-メチルウンベリフェリル㓑㓟 (MXAc) (SigPa-
AOdUich)、S-クマール㓟メチル (MeCRX) (TRk\R ChePicaO IQdXVWU\ CR. LWd.)、フェ
ルラ㓟エチル (EWFe) (TRk\R ChePicaO IQdXVWU\ CR. LWd.) を基㉁として使⏝した。
各基㉁は、エタノールに⁐ゎさせ 1 PMにㄪ〇して、㓝⣲反応に使⏝した。㓝⣲
反応ᾮは 50 PM リン㓟カリウム⦆⾪ᾮ (SH 6.0) 中に、᭱⤊⃰度 0.5 PMの基
㉁⁐ᾮ及び⢭〇㓝⣲を 96✰-マイクロプレートでㄪ〇した。㓝⣲反応は反応 度
を 30 �Cにタ定したMXOWiVcaQ GO (TheUPR FiVheU ScieQWific) 内で⾜い、各基㉁の
分ゎ≀はẚⰍ定㔞ἲによって定㔞した。1 Uの㓝⣲ά性は、1分㛫に 1 ȝPROのナ
フトール、S-ニトロフェノール、4-メチルウンベリフェロンを㐟㞳する㓝⣲㔞と
定⩏した。 
 
 
2-3. ⤖ᯝ 
 
2-3-1. エンド-ȕ-1,4-キシラナーゼ㑇伝子の cDNAクローニング 
小㯏ふすまをⅣ⣲※とした培㣴ᾮから回収した PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7 ⳦体よ
り抽出した全 RNA を㗪型に⏝いることで、全 cDNA を合成した。得られた全
cDNAを㗪型にした PCRによって、キシラナーゼ㑇伝子 ([\Q10a) の ORF全㛗
の cDNAクローニングに成功した。[\Q10aの ORFは、㛤始コドン ATGと⤊始
コドン TAAを含む 987 bSの塩基㓄列からなり、328ṧ基からなる⺮ⓑ㉁をコー
ドしていた。塩基㓄列は、DDBJ/EMBL/GeQBQakデータベース上に、アクセッシ
ョン␒号 LC584173としてⓏ㘓した。また、以㝆では、[\Q10aによってコードさ
れる⺮ⓑ㉁を PHVX\Q10Aと⾲グする。 

PHVX\Q10A のアミノ㓟㓄列を分Ἢシグナル推定プログラム SigQaOP-4.1 SeUYeU 
(hWWS://ZZZ.cbV.dWX.dk/VeUYiceV/SigQa;P-4.1) でゎᯒしたところ、N ᮎ➃側の 16 ṧ
基 (MeW1 ± AOa16) までのアミノ㓟㓄列はシグナル㓄列と予 された。PURWeiQ 
BLAST (hWWSV://bOaVW.Qcbi.QOP.Qih.gRY/BOaVW.cgi) ᳨⣴を⾜うと、同属の P. ILcL W106-
1 が保᭷する 5 つのキシラナーゼ㑇伝子のホモログのうち、一つの XYN 
(h\SRWheWicaO [\OaQaVe、acceVViRQ NR. XP_007828407.1) に対して 95 %と᭱も㧗い
┦同性を♧した。その他、CAZ\ データベース上で GH10 に分㢮されている
TKHUPaVcXV aXUaQWLacXV⏤᮶ TAX (91 %、AAF24127.1) ➼の⣒≧⳦㢮⏤᮶の XYN
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と㧗い┦同性を♧した。X ⥺⤖ᬗᵓ㐀ゎᯒによる❧体ᵓ㐀が報告されている
GH10の XYNとのアミノ㓟㓄列をẚ㍑した⤖ᯝ、GH10の XYNのゐ媒ṧ基とし
て報告されている 2 対のグルタミン㓟ṧ基 8)が、PHVX\Q10Aにおいても GOX156
及び GOX263 として保存されていた。また、CaOdLcHOOXORVLUXSWRU bHVcLL ⏤᮶の
CbX\Q10C とキシロヘプタオースとの」合体ᵓ㐀で報告されているキシラン⤖
合サブサイト -2、-1、+1をᵓ成する6つのアミノ㓟ṧ基 (L\V75、HiV108、AVQ155、
HiV235、TUS293)9)についても、PHVX\Q10Aで保存されていた。 
 
2-3-2. PHVX\Q10Aの␗✀Ⓨ⌧⣔ᵓ⠏及び㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 
シグナル㓄列として推定されたアミノ㓟㡿域 (MeW1 ± AOa16) を㝖いた成⇍⺮
ⓑ㉁に┦当する PHVX\Q10Aを、P. SaVWRULVをⓎ⌧宿主として⏝いることで、⤌換
え体として得ることに成功した。PHVX\Q10A は、カラム⢭〇によって、ά性収
⋡ 59.1 %で、⺮ⓑ㉁㔞 6.0 Pgを 0.3 Lの培㣴ᾮから回収した。SDS-PAGEによ
って⢭〇⺮ⓑ㉁の分子㔞をゎᯒしたところ、PHVX\Q10Aは⣙ 35 kDaの単一バン
ドとして☜ㄆされたが、この値は成⇍⺮ⓑ㉁の⌮ㄽ分子㔞 (⣙ 33.4 kDa) よりも
少し大きかった (FLJ. 2-1)。このことは、㓝ẕ⣽⬊内での⢾㙐付加による影㡪で
あると⪃えられたため、N-型⬺⢾㙐㓝⣲ (PNGaVeF) によって処⌮したところ、
⌮ㄽ分子㔞と同➼の位⨨にバンドが⛣動した。これに加えて、PHVX\Q10A のア
ミノ㓟一ḟ㓄列上には、2 ⟠所の N-⤖合型⢾㙐付加㓄列 (AVQ102 及び AVQ313)
が推定されたため、PHVX\Q10Aは⢾⺮ⓑ㉁として⏕⏘されたものと⪃えられた。
こうした⢾㙐による修㣭は、㓝⣲ά性には影㡪がないものと判断し、以㝆の実㦂

では⬺⢾㙐処⌮をせずに、⢭〇した≧態の PHVX\Q10Aを使⏝した。 
PHVX\Q10A の基㉁≉␗性をㄪᰝするため、まず、市㈍の多⢾㢮基㉁に作⏝さ
せた。広ⴥᶞ⏤᮶グルクロノキシランであるバーチウッドキシランとビーチウ

ッドキシランに対して、それぞれ 33.0 及び 33.1 U/Pg と㧗いẚά性を♧した。
また、小㯏⏤᮶のオートスペルトキシランに対しては、10.2 U/Pgとグルクロノ
キシランよりも低いẚά性を♧した。一方、CMCやグルコマンナンに対しては
ά性が全く᳨出されなかった。PHVX\Q10Aの㓝⣲学ⓗㅖ性㉁は、TDEOH 2-1にま
とめた。バーチウッドキシランを基㉁にした㝿の、分ゎ⏕成≀を HPLC によっ
て分ᯒした (FLJ. 2-2)。反応初ᮇにおいては、キシロペンタオース (X\O5) やキシ
ロテトラオース (X\O4)、キシロトリオース (X\O3) ➼のキシロオリゴ⢾を⏕成し
たが、᭱⤊ⓗには 3 ⢾以上の中性⢾は完全に分ゎされ、キシロース (X\O) 及び
キシロビオース (X\O2)、X\O3の㠀㑏元性ᮎ➃のキシロースに MeGOcA 側㙐の分
岐を᭷する 1,23-Į-D-(4-O-PeWh\O-gOXcXURQR\O)-1,4-ȕ-D-[\ORWUiRVe (MeGOcA3X\O3) が
⏕成された。 
バーチウッドキシランを基㉁に⏝いた場合、PHVX\Q10A の反応᭱㐺 度は
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50 �Cであり、᭱㐺 SHは 6.0であった。 度⪏性ヨ㦂の⤖ᯝ、30 �C以下では 24
᫬㛫の㛫、90 %のṧ存ά性を⥔持し安定であったが、40 �Cを㉸える 度では、
ほとんどのά性が▷᫬㛫で失われた。SH安定性は、4 �Cの低 ᮲件下において
SH 3.0 ± 8.0の⠊囲で 80 %のṧ存ά性を⥔持し安定であったが、50 �Cの㧗 ᮲
件下では、SH 6.0が᭱も安定していた。 
さらに、ᾏỈを含む土壌から単㞳された PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7 の⏕⫱⎔境を
想定し、塩に対する㓝⣲ά性への影㡪をㄪᰝした (FLJ. 2-3)。5 PM MgCO2 及び

CaCO2のῧ加᮲件下での┦対ά性は、それぞれ、166 %と 161 %にまでά性値が向
上した。また、50 PM NaCO及び KCOῧ加᮲件下では、それぞれ、149 %と 148 %
にά性値が向上した (FLJ. 2-3D)。また、᭱もά性への影㡪が㧗かった NaCO及び
MgCO2の 度安定性への影㡪をㄪᰝした。50 PM NaCO及び 5 PM MgCO2ῧ加᮲

件下では 30 �C及び、40 �Cでの⇕安定性が 48᫬㛫後も 80 %以上のṧ存ά性を
⥔持しており、ᮍῧ加᮲件下とẚべて⇕安定性の改善がㄆめられた (FLJ. 2-3E)。
こうした⌧㇟は、ᾏὒ⏤᮶⳦である BacLOOXV VS. SN5 や TKHUPRaQaHURbacWHULXP 
VaccKaURO\WLcXP NTOU1、GOacLHcROa PHVRSKLOa KMM 241などから⏕⏘される XYN
においても報告されているが 10-12)、これらの㓝⣲における㓝⣲ά性化はᾏỈ塩

分と同⛬度の⃰度帯 (0.5 ± 2 M) において⏕じており、PHVX\Q10Aでの㓝⣲ά性
化が☜ㄆされた⃰度  (50 PM) よりも 10 倍以上も⃰い塩⃰度であった。
PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7は、ỶỈ域に⏕息するマングローブᯘの土壌より単㞳され
た⳦であるため、PHVX\Q10A はỶỈ域に㏆い低⃰度帯の㔠属塩存在下における
㐺応性を᭷するものと⪃えられる。 
 
2-3-3. グルクロノイルエステラーゼ㑇伝子の cDNAクローニング 

[\Q10aと同ᵝに、小㯏ふすまをⅣ⣲※として⏕⫱させた PHVWaORWLRSVLV VS. AN-
7 の⳦体から全 RNAを抽出した。この全 RNAを⏝いて合成した全 cDNA を㗪
型に⏝いることで、グルクロノイルエステラーゼ㑇伝子 (JH) の ORF 全㛗のク
ローニングに成功した。JHの ORFは、㛤始コドン ATGと⤊始コドン TAAを含
む 1185 bSの塩基㓄列からなり、394ṧ基からなる⺮ⓑ㉁ (推定分子㔞 41.1 kDa) 
をコードした。JHの塩基㓄列は、DDBJ/EMBL/GeQBQakデータベース上に、アク
セッション␒号 LC584174としてⓏ㘓した。また、以㝆では、JHによってコード
される⺮ⓑ㉁を PHVGEと⾲グする。 

JHの推定アミノ㓟㓄列を分Ἢシグナル推定プログラム SigQaOP-4.1 SeUYeUによ
ってゎᯒしたところ、Nᮎ➃側の 17ṧ基 (MeW1 ± AOa17) が、シグナル㓄列とし
て予 された。同属である P. ILcL W106-1のゲノムには、2つの JH㑇伝子ホモロ
グとして XP_007841831 (94 % ┦同性、394ṧ基) 及び XP_007837912 (44 % ┦
同性、393ṧ基) が存在しており 5)、PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7の JHによってコード
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される⺮ⓑ㉁は、XP_007841831に対してのみに㧗い┦同性を♧した。 
PURWeiQ BLAST ᳨⣴の⤖ᯝ、CE15 に分㢮されている GE としての性㉁が報告
されている㓝⣲と┦同性を♧した。┦同性が㧗いものとして、TKHUPRWKHORP\cHV 
WKHUPRSKLOXV ATCC 42464 ⏤᮶の SWGE2 (63 %、XP_003665709)13)、AcUHPRQLXP 
aOcaORSKLOXP⏤᮶の AaGE1 (53 %、AOT21131)14)、TULcKRdHUPa UHVHHL⏤᮶の CiS2 
(52 %、AAP57749.1)15)、C. XQLcRORU⏤᮶の CXGE (48 %、AIY68500.0)16)、S. cRPPXQH 
H4-8⏤᮶の ScGE (48 %、XP_003026289.1)17)などが᳨⣴された。 
また、CE15㓝⣲に典型ⓗな 3⟠所の保存㓄列 VTGCGCSRXGKGA (VaO207 ± 

AOa219) 及び、PQESG (PUR234 ± GOQ238)、HC (HiV346 ± C\V347) に加え、それら
の保存㓄列中にά性中心のゐ媒 3ṧ基 (SeU213、GOX236、HiV346) が保存されて
いた。GEには、CiS2のように多⢾⤖合性ドメイン (CBD) を᭷する㓝⣲も存在
するが 15)、ᮏ⺮ⓑ㉁のアミノ㓟㓄列には CBDと推定されるドメインは存在しな
かった。 
 
2-3-4. PHVGEの␗✀Ⓨ⌧⣔ᵓ⠏及び㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 

PHVGEは、P. SaVWRULVをⓎ⌧宿主に⏝いることで、⤌換え体として得ることに
成功した。SWGE2及び CiS2の X⥺⤖ᬗᵓ㐀を参⪃にして、PHVGEの Nᮎ➃が 24
␒┠のグルタミン㓟 (GOX24) になるように⤌換え体を作〇した。PHVGE は、カ
ラム⢭〇によって、ά性収⋡ 27 %で、⺮ⓑ㉁㔞 2.6 Pgを 0.3 Lの培㣴ᾮから回
収した。SDS-PAGEによって⢭〇⺮ⓑ㉁の分子㔞をゎᯒしたところ、PHVGEは⣙
45 ± 47 kDaにスメアバンドとして☜ㄆされたが、この値は成⇍⺮ⓑ㉁の⌮ㄽ分
子㔞 (⣙ 38.7 kDa) よりも少し大きかった (FLJ. 2-4)。このことは、㓝ẕ⣽⬊内で
の⢾㙐付加による影㡪であると⪃えられたため、PNGaVeF によって⬺⢾㙐処⌮
した⤖ᯝ、⌮ㄽ分子㔞と同➼の位⨨にバンドが⛣動した。これに加えて、PHVGE
のアミノ㓟㓄列には、1 ⟠所の N-⤖合型⢾㙐付加㓄列 (AVQ27) の存在が推定さ
れたため、PHVX\Q10A は⢾⺮ⓑ㉁として⏕⏘されたものと⪃えられた。こうし
た⢾㙐による修㣭は、ά性には影㡪がないものと判断し、以㝆の実㦂では⬺⢾㙐

処⌮なしの⢭〇㓝⣲を使⏝した。 
SXQQeUらの方ἲ 7)に従って、GEά性を 定したところ、PHVGEはỗ⏝基㉁で
ある BQ]-GOcAを分ゎすることが分かった (FLJ. 2-5)。この㝿、ẚά性は 0.21 U/Pg
と⟬出された。BQ]-GOcA を基㉁に⏝いた場合、PHVGE の反応᭱㐺 度は 50 �C
であり、᭱㐺 SHは 5.0であった。 度⪏性ヨ㦂の⤖ᯝ、50 �C以下では 24᫬㛫
の㛫、80 %以上のṧ存ά性を⥔持し安定であったが、50 �Cを㉸える 度では、
ほとんどのά性が▷᫬㛫で失われた。SH安定性は、4 �Cの低 ᮲件下において
SH 4.0 -7.0の⠊囲で 80 %のṧ存ά性を⥔持し安定であった (TDEOH 2-2)。 
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2-3-5. Į-グルクロニダーゼ㑇伝子の cDNAクローニング 
セルロースをⅣ⣲※とした培㣴ᾮから回収した I. OacWHXV NK-1 ⳦体より抽出
した全 RNAを⏝いることで、全 cDNAを合成した。この全 cDNAを㗪型にした
PCRによって、Į-グルクロニダーゼ㑇伝子 (aJX115a) の ORF全㛗の cDNAクロ
ーニングに成功した。aJX115aの ORFは、㛤始コドン ATGと⤊始コドン TAAを
含む 3000 bSの塩基㓄列からなり、999ṧ基からなる⺮ⓑ㉁をコードした。また、
以㝆では、aJX115aによってコードされる⺮ⓑ㉁を IOAgX115Aと⾲グする。 

aJX115a の推定アミノ㓟㓄列 (IOAgX115A) を分Ἢシグナル推定プログラム
SigQaOP-4.1 SeUYeUによってゎᯒしたところ、Nᮎ➃側の 22ṧ基 (MeW1 ± AOa22) 
がシグナル㓄列として予 された。PURWeiQ BLAST ᳨⣴の⤖ᯝ、IOAgX115 は、
CAZ\のデータベース上で GH115に属する AGUά性が☜ㄆされている᪤報の 8
✀の㓝⣲と㧗い┦同性を♧した。᳨⣴上位には、┿᰾⏕≀では SL]RSKLOOXP 
cRPPXQH FGSC 9210 ⏤᮶の ScAgX115 (55 %、ADV52250.1)18)、ScKHIIHUVRP\cHV 
VWLSLWHV CBS 6054⏤᮶の PVAgX115 (44 %、ABN67901.2)19)、原᰾⏕≀では、❧体

ᵓ㐀がゎ᫂されている SaccKaURSKaJXV dHJUadaQV 2-40⏤᮶の SdHAgX115A (44 %、
ABD81015.1、4ZMH)20)、BacWHURLdHV RYaWXV ATCC 8483⏤᮶の BRAgX115A (39 %、
EDO10816.1、4C90)21)がヒットした。IOAgX115には、GH115に分㢮される AGU
のά性中心として報告されている 3 つのゐ媒ṧ基 (GOX207、AUg335、AVS339)21)

が保存されていた。 
 
2-3-6. IOAgX115Aの␗✀Ⓨ⌧⣔ᵓ⠏及び㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 
成⇍⺮ⓑ㉁に┦当する IOAgX115Aは、P. SaVWRULVのⓎ⌧⣔を⏝いることで、⤌
換え体として得ることに成功した。⤌換え IOAgX115A は C ᮎ➃にヒスチジンタ
グが付加されるようにᵓ⠏されており、ニッケルアフィニティーカラム、ゲルろ

㐣カラムの 2 ẁ㝵のステップによって⢭〇した。⢭〇した IOAgX115A は、ά性
収⋡ 4.8 %、⺮ⓑ㉁㔞 0.05 Pgを 0.4 L 培㣴ᾮから回収することができた。SDS-
PAGEの⤖ᯝ、培㣴上Ύには」数の⺮ⓑ㉁が含まれていたが、⢭〇後、IOAgX115A
は⣙ 120 kDa付㏆に単一のバンドとして⢭〇された (FLJ. 2-6)。ヒスチジン抗体
を⏝いたウェスタンブロットの⤖ᯝでは、⢭〇⺮ⓑ㉁は⌮ㄽ分子㔞に㏆い⣙ 120 
kDa付㏆のバンドとして᳨出されたが、その他として 120 kDa以下に」数のバン
ドも☜ㄆされた (FLJ. 2-6)。いずれのバンドもヒスチジン抗体に反応しているこ
とからも、これらは、宿主⏤᮶の内在性プロテアーゼによって、培㣴㐣⛬で分ゎ

された IOAgX115A ⏤᮶の⺮ⓑ㉁断∦であるものと⪃えられる。アフィニティカ
ラム⢭〇後は、㓝⣲ά性に影㡪はなかったため、以後の実㦂には⢭〇㓝⣲を使⏝

している。IOAgX115に含まれる N-⤖合型⢾㙐修㣭位⨨は、13⟠所 (AVQ82、AVQ114、
AVQ221、AVQ318、AVQ367、AVQ420、AVQ495、AVQ527、AVQ541、AVQ760、AVQ805、
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AVQ833、AVQ865) 存在するため、PNGaVe Fによる⬺⢾㙐処⌮を⾜った⤖ᯝ、分
子㔞の低下がㄆめられた。そのため、IOAgX115は㓝ẕ⣽⬊壁内で、㐣剰に⢾㙐が
付加された⢾⺮ⓑ㉁として⏕⏘されているものと⪃えられる。 

AYigadとMiOOQeUらの方ἲ 6)に従って、AGUά性を 定したところ、IOAgX115A
はバーチウッドキシラン及びビーチウッドキシランに対して、それぞれ、0.4 
U/Pg、2.1 U/Pg のẚά性を᭷することが分かった (TDEOH 2-3)。また、HPAEC-
PAD により分ゎ⏕成≀を分ᯒしたところ、㐟㞳⏕成≀として MeGOcA が᳨出さ
れた (FLJ. 2-7)。これらの⤖ᯝから、᪤報の┦同性㓝⣲と同ᵝに、IOAgX115A が
㛗㙐のグルクロノキシランに対して作⏝し、キシラン側㙐である MeGOcA を㐟
㞳する㓝⣲であることが᫂らかとなった。 
 
2-3-7. アセチルキシランエステラーゼ㑇伝子の cDNAクローニング 

aJX115a と同ᵝに、セルロースをⅣ⣲※とした培㣴ᾮから回収した I. OacWHXV 
NK-1⳦体より抽出した全 RNAを⏝いることで、全 cDNAを合成した。この全
cDNAを㗪型にしたPCRによって、アセチルキシランエステラーゼ㑇伝子 (a[H1) 
の ORF全㛗の cDNAクローニングに成功した。a[H1の ORFは、㛤始コドン ATG
と⤊始コドン TAA を含む 1098 bS の塩基㓄列からなり、365 ṧ基からなる⺮ⓑ
㉁をコードした。a[H1の塩基㓄列は、DDBJ/EMBL/GeQBQakデータベース上に、
アクセッション␒号 LC490788としてⓏ㘓した。また、以㝆では、a[H1によって
コードされる⺮ⓑ㉁を IOAXE1と⾲グする。 

IOAXE1を分Ἢシグナル推定プログラム SigQaOP-4.1 SeUYeUによってゎᯒしたと
ころ、Nᮎ➃側の 20ṧ基 (MeW1 ± GO\20) までのアミノ㓟㓄列は㧗い信㢗性でシ
グナル㓄列と予 された。PURWeiQ BLAST᳨⣴の⤖ᯝ、Nᮎ➃側には CBM faPiO\ 
1 に分㢮される CBM ドメイン (GO\26 ± IOe56) と、リンカー㓄列㡿域 (PUR57 ± 
MeW109) を挟み、Cᮎ➃㡿域に存在するゐ媒ドメイン (Phe110 ± PUR317) の 2つ
のドメインからᵓ成されるものと推定された。尚、このゐ媒ドメインは、CAZ\
のデータベース上で CE1 ファミリーに分㢮される㓝⣲に対して㧗い┦同性を♧
した。CE1 内において AXE ά性を᭷する㓝⣲として報告されている
PKaQHURcKaHWH cKU\VRVSRULXP ⏤᮶ PcAXE2 (77 %、AEX99761.1)22)、VROYaULHOOa 
YROYacHa⏤᮶VYAXE (56 %、ABI63599)23)、やCKU\VRVSRULXP OXcNQRZHQVH C1 (47 %、
ABI63599)24)などと┦同性が☜ㄆできた。 
 
2-3-8. IOAXE1の␗✀Ⓨ⌧⣔ᵓ⠏及び㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 
成⇍⺮ⓑ㉁に┦当する IOAXE1 は、P. SaVWRULV のⓎ⌧⣔を⏝いることで、⤌換
え体として得ることに成功した。⤌換え IOAXE1は Cᮎ➃にヒスチジンタグが付
加されるようにᵓ⠏されており、ニッケルアフィニティーカラムによって⢭〇
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した。⢭〇した IOAgX115Aは、ά性収⋡ 4.8 %、⺮ⓑ㉁㔞 0.4 Pgを 0.4 L 培㣴
ᾮから回収することができた。SDS-PAGE 及び抗ヒスチジンタグを⏝いたウェ
スタンブロットの⤖ᯝ、⤌換え IOAXE1 は⣙ 50 kDa 付㏆のⓎ⌧⺮ⓑ㉁に㉳因す
るバンドとして᳨出された (FLJ. 2-8)。一ḟᵓ㐀からィ⟬される⌮ㄽ分子㔞は
39.7 kDaであり、実㝿の分Ἢ⺮ⓑ㉁は、10 kDa⛬度増大していた。IOAXE1には、
N-⤖合型⢾㙐修㣭可⬟な 2⟠所のアスパラギンṧ基 (AVQ320及び AVQ332) が含
まれていることから、P. SaVWRULVの⩻ヂ後修㣭による⢾㙐付加が⏕じたものと⪃
えられた。そこで、PNGaVeF による処⌮を⾜ったところ分子㔞の低下がㄆめら
れたが、⌮ㄽ分子㔞と完全には一⮴しなかった。IOAXE1には、CBM1とゐ媒ド
メインの㛫にセリンやスレオニンを多く含むリンカー㡿域が存在するため、O-
⤖合型⢾㙐修㣭の影㡪も含むものと⪃えられる。こうした⢾㙐による修㣭は、ά

性には影㡪がないものと判断し、以㝆の実㦂では⬺⢾㙐処⌮なしの⢭〇㓝⣲を

使⏝した。 
⢭〇した⤌換え IOAXE1を⏝いて基㉁≉␗性をㄪᰝした。基㉁には、アセチル
⤖合型として SNPAc、ĮNAc、MXAc、FAまたは SCA⤖合型としてそれぞれ EWFe
及び MeCRX を使⏝した。SNPAc、ĮNAc、MXAc に対するẚά性は、それぞれ、
11.8 � 0.9 U/Pg、5.9 � 0.4 U/Pg、27.0 � 0.9 U/Pgと⟬出された (TDEOH 2-4)。一方
で、EWFe 及び MeCRX には全く作⏝しなかった。反応㏿度ㄽゎᯒの⤖ᯝ、MXAc
に対して、基㉁⤖合ぶ和性定数 KP値が᭱も低く、ゐ媒効⋡定数 NcaW/KP値が᭱

も㧗い値を♧した。ĮNAc は、0.5 PM 以上の⃰度では⁐ゎ性が低く、ミカエリ
ス-メンテン式における反応初㏿度の変᭤Ⅼと᭱大Ⅼに⮳るまで、⃰度᮲件を᳨
ウできなかったため、KPや VPa[値を⟬出することができなかった (FLJ. 2-9)。 
 
 
2-4. ⪃察 
 
ᮏ❶では、LXC に作⏝するモノコンポーネント㓝⣲の取得を┠ⓗとして、㓝
⣲㑇伝子の cDNA クローニングとそれらの⤌換え体をⓎ⌧する P. SaVWRULV の␗
✀Ⓨ⌧⣔のᵓ⠏をヨみた。 

FLJ. 2-1、FLJ. 2-4、FLJ. 2-6、FLJ. 2-8に♧すように、PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7及び
I. OacWHXV NK-1 からは、GH10 に分㢮される ȕ-1,4-キシラナーゼ (PHVX\Q10A)、
CE15に分㢮されるグルクロノイルエステラーゼ (PHVGE)、GH115に分㢮される
Į-グルクロニダーゼ (IOAgX115A)、CE1に分㢮されるアセチルキシランエステラ
ーゼ (IOAXE1) と┦同性を᭷する 4✀㢮の㑇伝子を単㞳し、これらの個別㓝⣲の
⤌換え体の作〇に成功した。 
市㈍のキシラン⣔基㉁を⏝いて PHVX\Q10A及び IOAgX115Aの㓝⣲学ⓗ性㉁を
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ゎᯒした。TDEOH 2-1に♧すように、PHVX\Q10Aのά性ホ価においては、広ⴥᶞ
⏤᮶バーチウッドキシランを基㉁として作⏝し、ᮏ㓝⣲がエンド-ȕ-1,4-キシラナ
ーゼとしての性㉁を᭷しており、キシラン主㙐の低分子化と同᫬に、㓟性オリゴ

⢾ MeGOcA3X\O3の⏕成㓝⣲としての性㉁を᭷することをỴ定できた。これらの

⤖ᯝは、GH10に分㢮されるキシラナーゼに共㏻する性㉁ 25)であった。また、FLJ. 
2-7に♧されたように、IOAgX115Aのά性ホ価においては、ᮏ㓝⣲がキシランの
側㙐に付加した MeGOcA を分ゎするキシラン-Į-グルクロニダーゼのά性を᭷す
ることを☜ㄆした。キシラン-Į-グルクロニダーゼは、その性㉁の差␗から大き
く 2✀㢮の㓝⣲があり、㛗㙐のキシランからMeGOcAを分ゎ可⬟な GH115㓝⣲
と、▷㙐のキシランからMeGOcAを分ゎ可⬟な GH67㓝⣲に大別されている 26)。

GH67㓝⣲は、㛗㙐のキシランや GH11キシラナーゼから⏕⏘される 1,23-Į-D-(4-
O-PeWh\O-gOXcXURQR\O)-1,4-ȕ-D-[\ORWeWUaRVe (MeGOcA3X\O4) には作⏝せず、GH10キ
シラナーゼから⏕⏘される MeGOcA3X\O3のみに作⏝できる。一方、GH115 㓝⣲
は、㛗㙐のキシランだけでなく、MeGOcA3X\O3及びMeGOcA3X\O4に対しても作⏝
可⬟である 21)。IOAgX115Aは、᪤報の報告と同ᵝに㛗㙐キシランに作⏝でき、ま
た、GH10キシラナーゼから⏕⏘されるMeGOcA3X\O3に対しても作⏝することを

☜ㄆしている (データᮍ掲㍕)。これらの⤖ᯝから、IOAgX115Aはキシランの㙐㛗
に㛵わらず MeGOcAを㐟㞳可⬟な、GH115のキシラン Į-グルクロニダーゼとし
ての性㉁を᭷することをỴ定した。 
上㏙したように、XYN と AGU の㓝⣲ά性は、市㈍のキシランᶆ品を基㉁と
して⏝いることで、ẚ㍑ⓗ容᫆にά性の᳨出・ホ価が可⬟であった。しかし、市

㈍のキシラン⣔基㉁には、ㄪ〇㐣⛬でのアルカリ処⌮によって、エステル⤖合を

介して」合化したリグニンや、アセチル修㣭基などが⬺㞳してしまうため、キシ

ランの修㣭基分ゎに㛵わるエステラーゼのά性ホ価のための基㉁に⏝いること

ができない。従って、エステラーゼのスクリーニングには、ホ価する㓝⣲のά性

やᶵ⬟に応じた基㉁を㐺切に㑅択することが㔜せとなる。 
CE1 ファミリー内には、AXE と、FAE の 2 ✀㢮の㓝⣲が分㢮されている 27)。

また、CE1の中には、AXEと、FAEの両方のά性を᭷する二ᶵ⬟性㓝⣲も存在
することが▱られている 28)。そこで、TDEOH 2-4に♧した㏻り、CE1エステラー
ゼである IOAXE1 の基㉁≉␗性をỴ定するために、基㉁にアセチルエステルの
SNPAc、MXAc、ĮNAcと、フェルロイルエステルの EWFeU、MeCRXを⏝いてά性
ホ価を⾜った⤖ᯝ、IOAXE1は、アセチルエステルに対してのみ≉␗ⓗに作⏝す
る㓝⣲であることが分かった。また、同じアセチルエステル⣔基㉁の中でも、KP

値や NcaW値に差があったことから、エステル基㉁中のアセチル基のᵓ㐀ㄆ㆑以外

にも、ⓎⰍ団側のᵓ㐀についても、IOAXE1がά性を♧す上で㔜せであることが
♧唆された。ᮏ㓝⣲は AXEと推定されたことからも、アセチル基に加えてキシ



 

28 

ラン側の基㉁ᵓ㐀についてもㄆ㆑していると⪃えられるが、よりヲ⣽なゐ媒作

⏝を᫂らかにするためには、人工基㉁だけでなく実㝿のアセチルキシランを基

㉁としたά性ホ価によって㆟ㄽする必せがある。 
ḟいで、CE15に分㢮される GEは、グルクロン㓟メチルエステルを基㉁とし
てㄆ㆑し、加Ỉ分ゎ反応によって、GOcAとアリルアルコールを㐟㞳させるエス
テラーゼである 29)。GEのά性をホ価するためには、分子内に GOcAを᭷する基
㉁を⏝いる必せがあり、ỗ⏝性の㧗い基㉁として BQ]-GOcAが唯一㈍売されてい
る。2015年には SXQQeUらによって、それまでに性㉁ゎ᫂が㐍んでいた ScGEや
SWGE2に対して、BQ]-GOcAを⏝いたά性ホ価が⾜われたことで、ᮏ基㉁が GEの
ά性 定方ἲとしてᶆ‽化されるようになった 7)。ᮏ◊✲では、PHVWaORWLRSVLV VS. 
AN-7 が⏕⏘する PHVGE の⤌換え体の性㉁をㄪᰝするため、᪤報に従って BQ]-
GOcAを⏝いたά性ホ価を⾜った。FLJ. 2-5に♧すように、PHVGEは᪤報の┦同性
㓝⣲と同ᵝに、SNPAcには作⏝しなかったが、BQ]-GOcAに対しては作⏝し、加
Ỉ分ゎ反応の㐍⾜に伴って、BQ]-OHと GOcAを㐟㞳したことから、GEά性を᭷
することがㄆめられた。さらに、TDEOH 2-2に♧すように、SHや 度に対するㅖ
性㉁をỴ定することができた。しかし、BQ]-GOcA は天↛には存在しない化学ᵓ
㐀を᭷する擬似基㉁であるため、PHVGEが GEであることはỴ定できたが、天↛
の LCCに対して作⏝するかどうか、ᮏ᮶の役割やᶵ⬟に㛵する㆟ㄽは、天↛ᮏ
᮶の㒊分ᵓ㐀を᭷する基㉁、あるいは、実㝿の᳜≀⣽⬊壁に作⏝させ、リグニン

とキシラン㛫をᯫᶫするエステル⤖合に対する分ゎ反応をヲ⣽にゎᯒする必せ

がある。 
ᮏ❶で作〇した㓝⣲の LXCに対する推定作⏝位⨨を FLJ. 2-10に♧した。得ら
れた 4 つの㓝⣲は、広ⴥᶞ、㔪ⴥᶞ、ⲡᮏ᳜≀に含まれている LXC のうち、
MeGOcA を介したリグニンとのᯫᶫⅬと、その周㎶のキシランに作⏝するため、
LXCの㓝⣲分ゎに㛵与するキー㓝⣲であると⪃えられる。 
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➨ 2❶ 図⾲ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FLJ. 2-1. ⢭〇 PeV;\Q10Aの SDS-PAGE 
レーン 1, ⢭〇 PHVX\Q10A; レーン 2, ⬺⢾㙐処⌮後の PHVX\Q10A 
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Table 2-1. PesXyn10Aの㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 
⌮ㄽ分子㔞 (kDa) a 

分子㔞 (kDa) b 

᭱㐺 pH 

᭱㐺 度 (°C) 

pH⪏性 (> 80 %)c 

 度⪏性 (°C) (> 80 %)d 

ẚά性 (U/mg) 

バーチウッドキシラン 

ビーチウッドキシラン 

オートスペルトキシラン 

CMC 

グルコマンナン 
 

33.4 

35.0 

6.0 

50 

3.0 - 8.0 

< 30 

 

33.1 ± 0.5 

33.0 ± 1.9 

10.2 ± 0.6 

N.D.e 

N.D.e 
a) 成熟蛋白質の䜰䝭䝜酸配列から計算した理論分子量値 

b) SDS-PAGEから計測した分子量値 

c) 各 pHで、4 °C、24時間処理時の pH耐性 

d) pH 5.0、24時間処理時の温度耐性 

e) N.D.、not detected 
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FLJ. 2-2. PeV;\Q10A のグルクロノキシランを基㉁とした分ゎ⏕成≀の HPLC
分ᯒ 
PHVX\Q10A (24 U) を 0.1 % バーチウッドキシランと 30 �Cで 0.5、1、2、24᫬㛫
反応させた。24᫬㛫⤒㐣後、㓝⣲を再度ῧ加し、さらに 24᫬㛫反応させた。 
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FLJ. 2-4. ⢭〇 PeVGEの SDS-PAGE 
レーン 1, ⢭〇 PHVGE; レーン 2, ⬺⢾㙐処⌮後の PHVGE 
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Table 2-2. PesGEの㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 

⌮ㄽ分子㔞 (kDa) a 

分子㔞 (kDa) b 

᭱㐺 pH 

᭱㐺 度 (°C) 

pH⪏性 (> 80 %)c 

 度⪏性 (°C) (> 80 %)d 

基㉁≉␗性 (U/mg) 

Bnz-GlcA 

pNPAc 

39.0 

45 - 50 

5.0 

50 

3.0 - 8.0 

< 50 

 

0.15 ± 0.05 

N.D.e 

a) 成⇍⺮ⓑ㉁のアミノ㓟㓄列からィ⟬した⌮ㄽ分子㔞値 

b) SDS-PAGEからィ した分子㔞値 

c) 各 pHで、30 °C、6᫬㛫処⌮᫬の pH⪏性 

d) pH 5.0、24᫬㛫処⌮᫬の 度⪏性 

e) N.D.、not detected 
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FLJ. 2-6. ⢭〇 IOAJX115Aの SDS-PAGE 
レーン M, 㔞マーカー; レーン 1, 㣴上Ύᾮ; レーン 2, 〇後の IOAgX115A; レー
ン 3, ⢾㙐処⌮後の IOAgX115A; WB, ヒスチジンタグ抗体を⏝いた⢭〇
IOAgX115Aのウェスタンブロッティング 
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Table 2-3. IlAgu115Aの㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 

⌮ㄽ分子㔞 (kDa) a 

分子㔞 (kDa) b 

基㉁≉␗性 (U/mg) 

ビーチウッドキシラン 

バーチウッドキシラン 

110 

120 

 

2.1 ± 0.5 

0.4 ± 0.0 

a) 成⇍⺮ⓑ㉁のアミノ㓟㓄列からィ⟬した⌮ㄽ分子㔞値 

b) SDS-PAGEからィ した分子㔞値 
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FLJ. 2-7. IOAJX115A のビーチウッドキシランを基㉁とした分ゎ⏕成≀の
HPAEC-PAD分ᯒ 
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FLJ. 2-8. ⢭〇 IOA;E1の SDS-PAGE 
レーン M, 分子㔞マーカー; レーン 1, ⢭〇後の IOAXE1; レーン 2, ⬺⢾㙐処⌮
後の IOAXE1; WB, ヒスチジンタグ抗体を⏝いた⢭〇 IOAXE1 のウェスタンブロ
ッティング 
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Table 2-4. IlAXE1の㓝⣲学ⓗㅖ性㉁ 

⌮ㄽ分子㔞 (kDa) a 

分子㔞 (kDa) b 

基㉁≉␗性 (U/mg) 

pNPAc 

ĮNAc 

MuAc 

EtFer 

MeCou 

39.7 

50 

 

11.8 ± 0.9 

5.9 ± 0.4 

27.0 ± 0.9 

N.D.c 

N.D.c 

a) 成⇍⺮ⓑ㉁のアミノ㓟㓄列からィ⟬した⌮ㄽ分子㔞値 

b) SDS-PAGEからィ した分子㔞値 

c) N.D.、not detected 
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FLJ. 2-10. ➨ 2❶で作〇した 4✀㢮の単一㓝⣲の L;Cに対する推定作⏝位⨨ 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

➨ 3❶ 

 

ࣜグニࣥ-キシࣛࣥ㛫のベࣥジࣝエステࣝ⤖ྜを 

ᶍೌしたࣔデࣝᇶ㉁のྜᡂཬびその㓝⣲ศゎ 
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➨ 3❶ リグニン-キシラン㛫のベンジルエステル⤖合をᶍ倣したモ
デル基㉁の合成及びその㓝⣲分ゎ 
 
 
3-1. はじめに 
 
᳜≀⣽⬊壁をᵓ成するセルロース、ヘミセルロース、リグニンの主せ 3 成分
は、それぞれ⊂❧して存在しているわけではなく」合体を形成しているため、そ

の分ゎは容᫆ではない。セルロース⧄⥔の周囲を取り巻くᵝにして接╔したキ

シランは、リグニンとのᯫᶫ⤖合によって LXCを形成している。LXCに含まれ
るリグニン-キシラン㛫のᯫᶫに㛵わる共᭷⤖合には、リグニン中の FA とキシ
ラン側㙐の AUaに⤖合した FAとのフェルロイルエステル⤖合の他、ȕ-O-4リグ
ニンユニットの Į 位、及び Ȗ 位Ỉ㓟基と、キシラン側㙐の MeGOcA のカルボキ
シル基とのベンジルエステル⤖合の存在が▱られている (FLJ. 1-3) 1-6)。リグノセ

ルロース⣔バイオマスの変換プロセスにおいて、ベンジルエステル⤖合はアル

カリや㓟処⌮などの㐣㓞な前処⌮方ἲによって分ゎされるが 7)、こうした㐣㓞な

前処⌮方ἲはリグニン及びヘミセルロースの化学変性や収⋡低下を招いてしま

うというḞⅬがある。一方で、Ỉ⵨Ẽ⇿○処⌮や≀⌮ⓗ前処⌮などの 和な前処

⌮ではベンジルエステル⤖合は分ゎされにくく、バイオマス⢾化反応の抵抗性

のせ因となる。そのため、᳜ ≀⣽⬊壁の全てのᵓ成成分の᭷効利⏝を⪃える上で

は、 和な᮲件でベンジルエステル⤖合をいかに≉␗ⓗに分ゎできるかが㔜せ

となる。 
2006年に SSiQikRYiと BieO\らによって、リグニンとMeGOcAをᯫᶫするベン
ジルエステル⤖合の分ゎ㓝⣲として、担子⳦ ScKL]RSK\OOXP cRPPXQHから GEが
Ⓨぢ、単㞳された 8)。GEは LXCの分ゎに㛵わる㓝⣲の候⿵として、バイオマス
変換プロセスにおける⏘ᴗ⏝㓝⣲としての利⏝がᮇ待されている。その後、セル

ラーゼ⏕⏘⳦ᰴとして利⏝されている TULcKRdHUPa UHHVHLからも GEがⓎぢされ、
そのアミノ㓟㓄列をもとに、㑇伝子㓄列がỴ定され、2007 年には新しく CAZ\
ファミリーとして CE15 が㛤タされることとなった 9)。GE をコードする㑇伝子
は、原᰾⏕≀のほか、᳜ ≀⣽⬊壁を分ゎする子嚢⳦や担子⳦などでも保᭷されて

おり、⌧在 (2020年 11᭶)、CAZ\の CE15ファミリーには、489個の㑇伝子が
掲㍕されている。その後、TKHUPRWKHORP\cHV WKHUPRSKLOXV⏤᮶の SWGE2の X⥺⤖
ᬗᵓ㐀が MeGOcA との基㉁⤖合≧態でゎ᫂され、ά性中心のヲ⣽が᫂らかとな
った 10)。GEは、セリン、グルタミン㓟、ヒスチジンの 3つのゐ媒ṧ基からᵓ成
されるά性中心をもつエステラーゼであるが、SNPAcなどの合成基㉁、または、
᳜≀⣽⬊壁に含まれるペクチンのᵓ成成分となるガラクツロン㓟 (GaOA) のメ
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チルエステルには全く作⏝しない 8)。GEがゐ媒作⏝を♧すためには、基㉁ᵓ㐀
中に少なくとも GOcAまたは、MeGOcAを含むことが必㡲の᮲件であることが▱
られている。 
㓝⣲の性㉁を㐺切にホ価するためには、基㉁の㑅定がᴟめて㔜せなせ⣲とな

る。GEがリグニンとキシランの㧗分子同士を⧅ぐベンジルエステル⤖合に作⏝
することを⪃えると、LXC を᳜≀⣽⬊壁からᵓ㐀を損ねることなくㄪ〇する必
せがあるが、これを㓝⣲反応 定⏝の基㉁としてㄪ〇することは容᫆なことで

はない。そのために、これまで、GOcAやMeGOcAを原料にしたエステルㄏ導体
の作〇によって、いくつかのά性 定⏝の基㉁の㛤Ⓨがヨみられてきた 11-14)。こ

のように GEについては、オリジナル基㉁による㝈られた◊✲⪅による報告であ
ったが、2015 年には市㈍で入手可⬟な BQ]-GOcA を基㉁に⏝いたά性 定方ἲ
15)がᶆ‽化されて以㝆は、多くのᶵ⬟ᮍ▱㓝⣲が GEとしてアノテーションされ
るようになった。しかし、⌧在においても基㉁の✀㢮は㝈られており、天↛に実

在する LXC のᵓ㐀を反ᫎさせた基㉁がないため、GE のゐ媒ᶵᵓや⮬↛⏺で⏕
じる⣽⬊壁分ゎにおける役割については不᫂なⅬが多くある。 

GE のᮏ᮶のゐ媒ά性についてより῝く㆟ㄽするためには、より天↛に㏆い
LXCᵓ㐀のモデルとなる基㉁をㄪ〇する必せがある。すでに、➨ 1❶において、
バーチウッドキシランに対して PHVX\Q10Aを反応させることで、X\O3とMeGOcA
が⤖合した MeGOcA3X\O3 が⏕⏘されることについて㏙べた。ᮏ◊✲では、この

MeGOcA3X\O3 に含まれるカルボキシル基をᶆⓗとしたベンジルエステルㄏ導体

化反応によって、リグニンとキシラン㛫のベンジルエステル⤖合をᶍ倣した天

↛の㒊分ᵓ㐀を再⌧できるのではないかと⪃えた (FLJ. 3-1)。 
ᮏ❶は、LXC の㓝⣲分ゎᶵᵓのゎ᫂に向けて、リグニンとキシランの両成分
をᯫᶫするベンジルエステル⤖合に↔Ⅼを当てた。ᮏ❶では、MeGOcA3X\O3のベ

ンジルエステル化によるモデル基㉁の作〇の方ἲㄽについて㏙べ、得られたモ

デル基㉁に対する GEの反応性、ならびに᪤存基㉁とのẚ㍑によって、ベンジル
エステル⤖合の㓝⣲分ゎについてㄽ㏙した。 
 
 
3-2. 実㦂ᮦ料及び方ἲ 
 
3-2-1. 実㦂ᮦ料及びヨ⸆ 
使⏝した⢭〇㓝⣲ PHVX\Q10A及び PHVGEは、2-2-7のグ㍕に従ってㄪ〇した。
合成基㉁の原料となるキシランには、バーチウッドキシラン (SigPa-AOdUich) を
使⏝した。ベンジルエステル化反応の化学合成には、㉸⬺Ỉ N,N-ジメチルホル
ムアミド (DMF、VXSeU deh\dUaWed、FUJIFILM WakR PXUe ChePicaO CR.)、フッ化テ
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トラ-Q-ブチルアンモニウム⁐ᾮ (1 M TBAF iQ THF、SigPa-AOdUich)、⮯化ベンジ
ル (BQ]-BU、SigPa-AOdUich) を使⏝した。ⷧ 層クロマトグラフィー (TLC) による
分ᯒは、アルミシートシリカゲル TLC SiOica geO 60 F254 (MeUck KGaA) を使⏝し、
シリカゲルクロマトグラフィーによる⢭〇には、⌫≧シリカゲル WakRViO C-200 
(64 - 210 ȝP、FUJIFILM WakR PXUe ChePicaO CR.) をガラス〇クロマトグラフ⟶ 
(内径 1.5 cP î 30 cP) に充填し使⏝した。GEのά性 定⏝の基㉁には、⮬作し
た合成基㉁のほか、CaUbRS\QWh♫から㈍売されている BQ]-GOcA及び、PURf. PeWeU 
BieO\から恵与㡬いたメチルエステルMe-MeGOcA-SNPX\Oを使⏝した。 
 
3-2-2. キシランの㓝⣲分ゎ及びMeGOcA3X\O3の分取・⢭〇 
㓝⣲反応ᾮは、1 Lの 0.025 % アジ化ナトリウムỈ⁐ᾮに 10 gのバーチウッ
ドキシランを⁐ゎさせ、⢭〇した PHVX\Q10Aをῧ加してㄪ〇した。㓝⣲の反応
᮲件は、㓝⣲の安定性を⪃慮し、16.9 U/ PLの PHVX\Q10Aを 24᫬㛫おきにῧ加
し、合ィで 254 Uのキシラナーゼを使⏝し、30 �C、18᪥㛫㓝⣲処⌮を⾜った。
㓝⣲反応は 20分㛫の↻Ἓによって停Ṇさせ、エバポレーターによって㓝⣲反応
⁐ᾮの⃰⦰ᾮを得た。⃰ ⦰した㓝⣲反応⁐ᾮ 8 ± 12 PLを Hi LRad 26/60 SXSeUde[ 
30 PG (内径 2.6 cP î 60 cP) と XK16/40 SeShade[ G-10 (内径 1.6 cP î 40 cP) の 2
ᮏを㐃⤖させたカラム取り付けたゲルℐ㐣カラムクロマトグラフィーに供した。

分㞳᮲件は、⛣動┦として⬺イオンỈをὶ㏿ 3.0 PL/PiQで㏦ᾮし、㏦ᾮ㔞 100 
PL ± 400 PLの⁐出区㛫を 5 PLずつ分取した。オリゴ⢾の⁐出は、各フラクシ
ョンについて DNSἲによる㑏元⢾ẚⰍ定㔞と、各フラクションの HPLC分ᯒに
よって☜ㄆした。HPLC分ᯒは、㉸⣧Ỉを⛣動┦とする SUGAR KS-802 (ShRZa 
DeQkR K.K.) で分㞳し、♧差屈折⋡᳨出器 (RI) で᳨出した。MeGOcA3X\O3の同

定ならびに⢭〇の☜ㄆは、LC-MSシステム UPLC XeYR QTRf (WaWeUV CR.) を⏝
いて分ᯒした。LC分ᯒ᮲件は、SUGAR KS-802カラムを使⏝し、カラム 度を
65 �Cに制御した。⛣動┦は、㉸⣧Ỉを⏝い、ὶ㏿ 0.7 PL/PiQで㏦ᾮした。TRf 
MS分ᯒ᮲件は、イオン化ἲは ESIネガティヴ、キャピラリー㟁圧は 2.0 kV、コ
ーン㟁圧は 30 kV、スキャン⠊囲は P/] 100 ± 1000にタ定した。BQ]-MeGOcA3X\O3

の同定ならびに⢭〇の☜ㄆは、上グと同ᵝの LC-MSを⏝いて、LC分ᯒ᮲件は、
YMC-Pack ODS-AQ (⢏子径 5 ȝP、内径 4.6 PP î 250 PP) カラムを使⏝し、カ
ラム 度を 40 �Cに制御した。⛣動┦には 0.2%ギ㓟とアセトニトリルを⏝いて、
ὶ㏿ 0.5 PL/PiQで、25分㛫にかけてアセトニトリル⃰度が 0%から 100 %とな
るグラジエント᮲件で⁐㞳した。TRf MS分ᯒ᮲件は、イオン化ἲは ESIポジテ
ィブ、キャピラリー㟁圧は 2.0 kV、コーン㟁圧は 30 kV、スキャン⠊囲は P/] 100 
± 1000にタ定した。 
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3-2-3. MeGOcA3X\O3のベンジルエステル化反応 
1Ẽ圧の❅⣲ガス㞺囲Ẽ下で、MeGOcA3X\O3 (0.51 g、0.84 PPRO) を 20 PLの㉸
⬺Ỉ DMF に⁐ゎさせ、反応⟶をị冷させた。❅⣲ガス㞺囲Ẽ下、冷却≧態のま
ま、TBAF⁐ᾮ (0.92 PL、0.92 PPRO、1.1 eTXiY.) を反応ᾮへと⁲下し、十分にΰ
和させたのちに、BQ]-BU (0.11 PL、0.92 PPRO、1.1 eTXiY.) を数分㛫かけてゆっく
りと⁲下させた。その後、室 に戻し、㐽光、❅⣲ガス㞺囲Ẽ下で、20 ᫬㛫☢
Ẽ攪拌させた。反応後、恒 をᾎ‮ 40 �Cにタ定したῶ圧ロータリーエバポレー
ターを⏝いて、反応ᾮ全㔞を 400 PLのエタノールと共Ἓさせた。共Ἓによって
乾固させたṧ´をクロロホルム : メタノール : Ỉ (70 : 30 : 5、Y/Y) に⁐ゎさせ、
同⁐媒を⛣動┦とするシリカゲルカラムクロマトグラフィー (内径 1.5 cPî20 
cP) に供した。同⁐媒を展㛤⁐媒とする TLCによって、⛣動ẚ (Rf) 値が 0.24 - 
0.30付㏆に、┠ⓗ化合≀の⁐出を☜ㄆした。スポットの᳨出は、30 % ◲㓟含᭷
エタノール⁐ᾮを噴㟝し、120 �CでⓎⰍさせた。カラム⢭〇後に、エバポレータ
ーによって⁐媒を㝖去しỈ㣩≧となった┠ⓗ化合≀は、その後、常 下での⣙ 3
᪥㛫のῶ圧乾⇱によって⢊ᮎヨ料とした。 
 
3-2-4. 㓝⣲ά性 定 

BQ]-MeGOcA3X\O3ならびに BQ]-GOcAはジメチルスルホキシドに⁐ゎさせ、Me-
MeGOcA-SNPX\Oは⬺イオンỈに⁐ゎさせた基㉁⁐ᾮとして使⏝した。 
ベンジルエステルに対するά性 定は、SXQQeU らによる᪤存の手ἲに従って
⾜った 15)。㓝⣲反応は、50 ȝLの BQ]-GOcA⁐ᾮ (⤊⃰度: 0.50 - 16.0 PM) と 50 
ȝLの㓝⣲⁐ᾮ (⤊⃰度: 0.31 ȝM)、400 ȝLの 50 PM 㓑㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 
5.0) からなる反応ᾮ中で⾜い、30 �Cで 30分㛫反応させた後、0.1 PLの㓑㓟を
ῧ加することにより停Ṇさせた。BQ]-MeGOcA3X\O3 に対する㓝⣲反応は、50 ȝL
の BQ]-MeGOcA3X\O3⁐ᾮ (⤊⃰度: 0.06 - 3.74 PM) と 50 ȝLの㓝⣲⁐ᾮ (⤊⃰度: 
0.005 - 0.01 ȝM)、400 ȝLの 50 PM 㓑㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) からなる反
応ᾮ中で⾜い、30�C で 20 分㛫反応させた後、0.1 PL の㓑㓟をῧ加することに
より停Ṇさせた。各反応ᾮ中で⏕成した BQ]-OHは、反応ᾮ全㔞を 0.22 ȝP フィ
ルターでℐ㐣したのちに、HPLCで分ᯒした。分ᯒ᮲件は、50 % アセトニトリ
ルを 0.7 PL/PiQで㏦ᾮし、IQeUWViO ODS-3カラム (⢏子径 3 ȝP、内径 3.0 PP î 
150 PP) で分㞳し、UV 254 QPのἼ㛗で᳨出した。対↷区は、予め↻Ἓ失άさ
せた㓝⣲を⏝いて上グと同ᵝの反応ᾮをㄪ〇し、同᮲件での反応後に同ᵝの分

ᯒ手ἲによって㐟㞳した BQ]-OH を 定した。㓝⣲反応によって⏕じた⏕成≀
の㔞は、対↷区から⏕じる⏕成≀㔞との差し引きから⟬出した。ベンジルエステ

ルに対する反応初㏿度は、ẖ分当たりに⏕⏘される BQ]-OH の増加㔞からồめ
た。1 U の㓝⣲ά性は、1 分㛫に 1 ȝPRO の BQ]-OH を⏕成する㓝⣲㔞と定⩏し
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た。 
メチルエステルに対するά性 定は、âSiQikRYiらによる᪤存の方ἲに従って
実施した 8)。㓝⣲反応は、400 ȝLのMe-MeGOcA-SNPX\O⁐ᾮ (⤊⃰度: 0.06 - 3.74 
PM) と 50 ȝLの㓝⣲⁐ᾮ (⤊⃰度: 0.005 - 0.006 ȝM)、50 ȝLの 50 PM 㓑㓟ナト
リウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) からなる反応ᾮ中で⾜い、30 �Cで 15分㛫反応させた後、
0.1 PL の㓑㓟をῧ加することにより停Ṇさせた。各反応ᾮ中に含まれる Me-
MeGOcA-SNPX\Oは、反応ᾮ全㔞を 0.22 ȝP フィルターでℐ㐣したのちに、HPLC
で分ᯒした。分ᯒ᮲件は、30 % アセトニトリルを 0.5 PL/PiQで㏦ᾮし、カラム
IQeUWViO ODS-3で分㞳し、UV 308 QPのἼ㛗で᳨出した。メチルエステルに対す
る反応初㏿度は、ẖ分当たりに分ゎされる Me-MeGOcA-SNPX\O のῶ少㔞からồ
めた。1 Uの㓝⣲ά性は、1分㛫に 1 ȝPROの Me-MeGOcA-SNPX\Oをᾘ㈝する㓝
⣲㔞と定⩏した。 
各基㉁について、3から 5Ⅼの⃰度᮲件からồめられた反応初㏿度の値を、㠀
⥺形᭱小二乗ἲによってミカエリス-メンテン式に㏆似し、㓝⣲反応㏿度ㄽ定数
KP、VPa[、NcaWを⟬出した。 
 
 
3-3. ⤖ᯝ 
 
3-3-1. MeGOcA3X\O3の⢭〇 
まず、10 gのバーチウッドキシランを原料とした PHVX\Q10Aによって㓝⣲処
⌮を⾜った。⢭〇工⛬において、SEC では MeGOcA3X\O3 (MZ: 604) と分子㔞値
の㏆い X\O3 (MZ: 414) の分㞳が困㞴なために、㓝⣲反応の⤊了Ⅼは X\O3が完全

に分ゎされた᫬Ⅼとした。PHVX\Q10Aの⇕安定性が低い (TDEOH 2-1) ことを⪃慮
し、㓝⣲のῧ加方ἲは㏲ḟⓗに⾜った。HPLCによって反応ᾮ中に含まれる X\O3

の分ゎ㐣⛬を⤒᫬ⓗに分ᯒした (FLJ. 3-2)。⤖ᯝⓗに、10 gのキシランを完全に
分ゎするためには、16.9 U/ PLの PHVX\Q10Aを 24᫬㛫おきに分割してῧ加した
場合、合ィで 254 Uの PHVX\Q10Aをῧ加する必せがあり、18᪥㛫の᪥数をせし
た。 
ḟいで、グルクロノキシランの完全分ゎによって⏕じる MeGOcA3X\O3、X\O2、
キシロース (X\O) を含む㓝⣲反応ᾮを、サイズ排㝖クロマトグラフィーに供し
た。サイズ排㝖クロマトグラフィーの⤖ᯝを FLJ. 3-3Dに♧した。各✀オリゴ⢾
の⁐出☜ㄆは、各フラクションについて HPLC分ᯒを⾜うことで᳨出した (FLJ. 
3-3E)。その⤖ᯝ、MeGOcA3X\O3は、X\O2及び X\O と分㞳可⬟であることが♧さ
れた。MeGOcA3X\O3だけが⁐出される 225 PL ± 275 PL (FUc. 26 - 36) のフラクシ
ョンのみを回収し、⢭〇完了とした。X\O と X\O2が含まれている 275 PL ± 375 
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PL (FUc. 37 - 56) のフラクションについては、MeGOcA3X\O3が完全に回収される

まで、⧞り㏉しリクロマトグラフィーを⾜った。᭱⤊ⓗに、MeGOcA3X\O3は 1.6 
g/10 g-[\OaQ (乾⇱㔜㔞基‽) の収⋡で⢭〇が完了した。⢭〇ヨ料について、LC-
MS分ᯒしたところ、P/] [M-H]- 603 (⌮ㄽ分子㔞 604) のピークがほ され、他
の⢾や不⣧≀を含まない㧗⣧度の⢭〇ᶆ品を得ることができた (FLJ. 3-4)。この
㝿、側㙐グルクロン㓟の 4位Ỉ㓟基にメチル修㣭がない 1,23-Į-D-gOXcXURQR\O-1,4-
ȕ-D-[\ORWUiRVe (GOcA3X\O3) の P/] 590のピークは、全く᳨出されなかった。 
 
3-3-2. MeGOcA3X\O3のベンジルエステル化 

LXC 中のリグニンとキシランを⧅ぐベンジルエステル⤖合 (FLJ. 1-3D) の㒊
分ᵓ㐀に╔┠して、MeGOcAの C6位のカルボキシ基のベンジルエステルㄏ導体
化を⾜うため、MeGOcA3X\O3を BQ]-BUとの反応に供した (SFKHPH 1)。ᮏ反応は、
すでに GOcAのエステルㄏ導体化反応での報告があり 14)、これらの文⊩の手ἲに

従って実施した。ᮏ反応はWiOOiaPVRQ反応 16)に基づくものであり、⌮ㄽⓗには、

㠀プロトン性ᴟ性⁐媒中において、BQ]-BU、あるいは TBAFとのハロゲン⨨換に
よるフッ化ベンジルのồ㟁子✀に対して、MeGOcAの C6位のカルボキシ基の㈇
㟁Ⲵがồ᰾✀として働き、ồ᰾⨨換反応 (SN2反応) によって㐍⾜する。 
合成実㦂は、Ỉ分子の存在による㏫反応の㐍⾜を㜵ぐため、ヨ料とᮦ料の乾⇱

≧態を⥔持し、化学反応は全て❅⣲ガス㞺囲Ẽ下で⾜った。反応㛤始᫬の反応ᾮ

は、MeGOcA3X\O3は DMFに⁐ゎし㞴く、当初は⃮った≧態の懸⃮ᾮであったが、
反応㛤始⣙ 2᫬㛫後には、完全に⁐ゎし、㏱᫂な⣚ⲔⰍの⁐ᾮへと変化した。反
応㛤始 20᫬㛫後、TLCによって、合成反応の㐍⾜を☜ㄆしたところ、クロロホ
ルム/メタノール/Ỉ⣔のᴟ性の㧗い展㛤⁐媒で展㛤される新たなスポット (Rf 
0.5) が⏕じた (FLJ. 3-5)。このスポットの化合≀≀に対して PHVGEを処⌮したと
ころ、㓝⣲分ゎによって、Rf 0.5のスポットがᾘ失し、原料であるMeGOcA3X\O3

のスポット (Rf 0.0) が新たに⏕じた (FLJ. 3-5)。このことから、Rf 0.5のスポット
がエステル化反応によって⏕じた BQ]-MeGOcA3X\O3であることが♧唆された。 
ḟいで、この┠ⓗ化合≀をシリカゲルクロマトグラフィーによって⢭〇を⾜

った。㏻常、シリカゲルクロマトグラフィーを⾜う㝿の⛣動┦⁐媒は、┠ⓗ化合

≀をシリカゲルに保持させるため、Rfが 0.1から 0.3となる展㛤⁐媒を㑅択する
ことがᮃましいとされている 17)。展㛤⁐媒のΰ合ẚを᳨ウしたところ、クロロ

ホルム/メタノール/Ỉ (70 : 30 : 5) において、Rfが 0.24を♧したことから、この
⤌成の⁐ᾮをシリカゲルクロマトグラフィーの⛣動┦として⏝いることにỴ定

した (FLJ. 3-6D)。先ず、エステル化反応ᾮをエタノールとの共Ἓによって DMF
⁐媒を㝖去した後、反応⃰⦰ᾮとして、シリカゲルクロマトグラフィーに供した 
(FLJ. 3-6E)。⢭〇の⤖ᯝ、Rfの㧗い BQ]-BU➼のヨ⸆は、カラムに保持されること
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なく 75 PL以下 (FUc. 6まで) で⁐出され、3 ± 5 cROXPQ YROXPeに┦当する 75 ± 
138 PLの⁐出区㛫 (FUc. 6 ± 11)で┠ⓗ化合≀が⁐出した (FLJ. 3-6E)。この㝿、ᮍ
反応の MeGOcA3X\O3 については、原Ⅼで⁐㞳されないまま␃まっており、原料

との分㞳もできていた。┠ⓗ化合≀のフラクションを回収し、エバポレーターに

よって、⛣動┦⁐媒を取り㝖くと、㯤㔠ⰍのỈ㣩≧の化合≀が得られた。これを

常 のῶ圧乾⇱によって、2 ± 3᪥㛫乾⇱させ、᭱⤊ⓗにⷧ㯤Ⰽの乾⇱⢊ᮎが得
られた。収⋡は 45%-\ieOdであり、510 PgのMeGOcA3X\O3から 260 Pgの┠ⓗ化
合≀が得られた。 
⢭〇した┠ⓗ化合≀を LC-MSに供した。ネガティブイオンモードでは᳨出さ
れないが、ポジティブイオンモードにおいて BQ]-MeGOcA3X\O3 のアンモニウム

イオン (NH4
+) 型の⌮ㄽ分子㔞 (694+18) と一⮴する P/] [M+NH4]+ 712 のピー

クがほ された  (FLJ. 3-7)。このことから、┠ⓗとする化合≀である BQ]-
MeGOcA3X\O3が⏕成されたと⪃えられた。以㝆の実㦂では、この⢭〇した┠ⓗ化

合≀ BQ]-MeGOcA3X\O3を、PHVGEの㓝⣲ά性ホ価のための基㉁として使⏝した。 
 
3-3-3. PHVGEのά性ホ価 

PHVGE は、ベンジルエステルに対して SH 5、50 �C で᭱大ά性を♧したが、
30 �C以上では基㉁の⮬Ⓨⓗ分ゎが⏕じてしまうために、以下でのά性 定は SH 
5、30 �Cのẚ㍑ⓗな 和な᮲件下で実施した。 
ベンジルエステルに対する PHVGE のゐ媒ά性を☜ㄆするため、㓝⣲処⌮後の
分ゎ≀を HPLCで分ᯒした⤖ᯝを FLJ. 3-8に♧した。その⤖ᯝ、市㈍のベンジル
エステルである BQ]-GOcAと同ᵝに、BQ]-MeGOcA3X\O3に対してもά性を♧し、

加Ỉ分ゎの⤖ᯝとして BQ]-OHが᳨出された (FLJ. 3-8D)。また、⇕処⌮を⾜った
失ά㓝⣲をῧ加にした対↷区におけるクロマトグラムから分かるように、SH 5、
30 �Cでの᮲件下において、BQ]-MeGOcA3X\O3は分ゎされることなく安定して存

在するのに対して、BQ]-GOcA では㓝⣲反応に依らず⮬Ⓨⓗな分ゎが⏕じている
ことが分かった (FLJ. 3-8E)。この⤖ᯝは、それぞれの化合≀の安定性の㐪いを♧
すものであり、基㉁として使⏝する㝿は反応᮲件にὀ意することが必せになる。

ḟに、これらの 2✀㢮の基㉁に対する㓝⣲反応の⤒᫬変化をẚ㍑した⤖ᯝを FLJ. 
3-9に♧した。その⤖ᯝ、BQ]-GOcAとẚ㍑して BQ]-MeGOcA3X\O3に対する PHVGE
の反応初㏿度は㢧ⴭに㧗く、基㉁⃰度が 4 PMの㝿、30�C、SH 5におけるそれ
ぞれのẚά性値は、BQ]-GOcAで 0.21 U/Pg、BQ]-MeGOcA3X\O3で 32.5 U/Pgとな
り、270倍の差があった。 
ベンジルエステル基㉁㛫における分ゎ性の差␗についてよりヲ⣽にㄪべるた

め、PHVGEの㓝⣲反応㏿度パラメーターをẚ㍑した。㓝⣲反応の初㏿度の実㦂値
と基㉁⃰度との㛵係をプロットし、ミカエリス-メンテン式にフィッティングさ
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せた⤖ᯝを FLJ. 3-10D 及び 10E に♧した。PHVGE の BQ]-MeGOcA3X\O3に対する

KP、VPa[、NcaWは、それぞれ 0.43 � 0.01 PM、55.5 � 1.1 ȝPRO PiQ-1 Pg-eQ]\Pe-1、

35.8 � 0.7 V-1と⟬出された。一方、BQ]-GOcAに対しては、BQ]-GOcAが⁐媒に⁐
ゎ可⬟な 16 PM以下の基㉁⃰度帯において、᭱大㏿度の 0ḟ反応≧態が☜ㄆで
きなかったため、KP及び NcaW値を⟬出することができなかった (FLJ. 3-10E)。こ
の区㛫のプロットの┤⥺性が㧗いため、ミカエリス-メンテン式の一ḟ式 ([S]と
Yがẚ例) と㏆似することができ、BQ]-GOcAに対する NcaW/KP値は 0.13 PM-1 V-1と

⟬出された。これに対して BQ]-MeGOcA3X\O3に対するᮏ㓝⣲のゐ媒効⋡ (NcaW/KP) 
を⟬出すると、83.8 PM-1 V-1であり、BQ]-MeGOcA3X\O3に対するゐ媒効⋡は BQ]-
GOcA よりも 645 倍㧗いことが♧された (FLJ. 3-10D)。これらの⤖ᯝから、BQ]-
GOcAに対する KP値が㠀常に㧗いことが推定され、基㉁-㓝⣲㛫のぶ和性がᴟめ
て低いことが⪃えられた。 
さらに、ベンジルエステルのほか、メチルエステル基㉁である Me-MeGOcA-

SNPX\Oに対するᮏ㓝⣲の㏿度ㄽパラメーターをゎᯒしたところ、KP、VPa[、NcaW

は、それぞれ 0.47 � 0.10 PM、65.4 � 7.6 ȝPRO PiQ-1 Pg-eQ]\Pe-1、42.1 � 4.9 V-1と

⟬出された。また、NcaW/KPは 89.6 PM-1 V-1であり、BQ]-MeGOcA3X\O3と同⛬度の

値を♧した (FLJ. 3-10F)。 
 
 
3-4. ⪃察 
 
ᮏ◊✲では、子嚢⳦ PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7 ⏤᮶の GEに╔┠し、✀々の基㉁
に対する㓝⣲反応のゎᯒを⾜った。そのために、P. SaVWRULVを宿主として利⏝し、
␗✀Ⓨ⌧㓝⣲として PHVGEを⏕⏘した (FLJ. 2-4)。⢭〇した PHVGEは、市㈍のά
性 定⏝基㉁の BQ]-GOcAに対して分ゎά性を♧し、᪤報の┦同性㓝⣲と㢮似し
た㓝⣲学ⓗ性㉁を♧した。これまで、一⯡ⓗに GEのά性ホ価には、リグニンの
㒊分ᵓ㐀をᶍ倣するᵝ々なアルキルアルコールとGOcAあるいはMeGOcAとのエ
ステルㄏ導体が基㉁として⏝いられてきた。その中でベンジルエステルは、天↛

に存在する ȕ-O-4 リグニンにキシランが⤖合した Į-位型のベンジルエステルと
ᵓ㐀上㢮似しているため、シンナミルエステルや、アリルエステル、メチルエス

テルなどとẚべて、GEによって分ゎされ᫆く、リグニン㒊分の基㉁ᵓ㐀として
㐺していると報告されている 14)。一方、天↛の MeGOcA は、キシランに付加し
た≧態でリグニンと⤖合しているにも㛵わらず、こうした天↛ᵓ㐀を反ᫎさせ

た基㉁はなく、⢾㉁㒊分の影㡪については十分にㄪべられていない。そこで、ᮏ

◊✲では、リグニン㒊分をᶍ倣するベンジルエステルに加えて、キシラン⢾㒊分

を含む LXCの㒊分ᵓ㐀に↔Ⅼを当て、新たなά性 定⏝基㉁の作〇を┠指した。 
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作〇した BQ]-MeGOcA3X\O3 は、GH10 の XYN の㓝⣲反応によって得られる
MeGOcA3X\O3の天↛⏤᮶キシランの㒊分ᵓ㐀を᭷するベンジルエステルであり、

天↛の LXC中に含まれるMeGOcAを介してᯫᶫした、リグニンとキシランの成
分㛫の共᭷⤖合ᵓ㐀のモデルである。᪤往◊✲における合成基㉁は、エステル化

反応の原料であるMeGOcAの⢾㦵᱁の作〇に↹㞧な᭷ᶵ合成ⓗ手ἲを伴うため、
5ẁ㝵以上に及ぶ多ẁ㝵の合成ステップを⤒てㄪ〇されていた 14,18)。それに対し

て、ᮏ基㉁の合成方ἲでは、᳜ ≀⣽⬊壁⏤᮶のキシランを原料とした㓝⣲反応だ

けで⢾㦵᱁をㄪ〇でき、初Ⓨ原料から 2 ẁ㝵のシンプルな手ἲでベンジルエス
テル基㉁の作〇が可⬟となった  (FLJ. 3-1)。その上、ᮏ基㉁は、キシラン断∦に
付加した MeGOcAのベンジルエステルであるため、GOcAの 4位のメチル基や 1
位から⧅がるキシラン㦵᱁がḞ損した市㈍基㉁とẚべて、より天↛の LXCᵓ㐀
に㏆いという≉徴がある。 

PHVGEのά性 定では BQ]-MeGOcA3X\O3に対して㢧ⴭに㧗い反応性を♧した。

BQ]-GOcAに対しては、NcaW/KPが 0.13 PM V-1とᴟ➃に低く、KP値が 16 PMを㉸
える㧗い値を♧すことから、BQ]-GOcA とのぶ和性がᴟめて低いことが⪃えられ
た。BQ]-GOcA に対する㏿度ㄽゎᯒについては他の┦同性㓝⣲の SWGE2、ScGE、
AaGE1、PcGE1、WcGE1での᳨ド例があり、いずれの NcaW/KPの値も 0.4 ± 0.6 PM 
V-1であり、PHVGEと同⛬度の値が報告されている。さらに、担子⳦ CHULSRULRSVLV 
VXbYHUPLVSRUa ⏤᮶ CVGE (KP: 55.8 PM)19)、担子⳦ POHXURWXV HU\QJLL ⏤᮶ PHGE 
(KP: 23.9 PM)19)、バクテリア CaOdLcHOOXORVLUXSWRU NULVWMaQVVRQLL⏤᮶ CNGE15A (KP: 
18.5 PM)20)では、PHVGEと同ᵝに BQ]-GOcAに対する㠀常に㧗い KP値が報告さ

れていることからも、BQ]-GOcA の基㉁ᵓ㐀は GE がゐ媒作⏝を♧すのに㐺切で
ないと⪃えられた。BQ]-MeGOcA3X\O3と BQ]-GOcAの 2✀㢮のベンジルエステル
の㐪いは⢾㉁㦵᱁㒊分だけであるが、BQ]-MeGOcA3X\O3 に対する方が BQ]-GOcA
とẚべて、KP値がᴟ➃に低く (ぶ和性が㧗い)、ゐ媒効⋡が 645倍㧗いというこ
とが♧された (FLJ. 3-10D、10E)。これらの⤖ᯝから、GEによってMeGOcA3X\O3

の⢾㉁㒊分がㄆ㆑されているということが⪃えられた。これらの⤖ᯝを㋃まえ

て、⢾㉁㒊分のᵓ㐀が㓝⣲ά性に与える影㡪についてよりヲ⣽にㄪべるため、

BQ]-MeGOcA3X\O3 と⢾㉁㦵᱁ᵓ㐀が㢮似した 4-ニトロフェニルキシロースに⤖
合した MeGOcA のメチルエステルである Me-MeGOcA-SNPX\O を基㉁とした
PHVGE の㏿度ㄽゎᯒを実施した  (FLJ. 3-10F)。Me-MeGOcA-SNPX\O に対する
PHVGEの KP及び NcaWの値は、それぞれのアルキルアルコール㒊分のᵓ㐀が␗な

っているにも㛵わらず、BQ]-MeGOcA3X\O3に対する値と同⛬度であった。このこ

とから、アルコール㒊分の基㉁ᵓ㐀において、メチルエステルとベンジルエステ

ルの㐪いには大きな影㡪がなく、BQ]-GOcA には含まれない GOcA の 4 位のメチ
ル基と、1位に付加したキシラン㦵᱁のᵓ㐀がゐ媒作⏝を♧す上で㔜せであると
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いうことが♧唆された。 
これまで、基㉁ㄆ㆑のメカニズムについて、5件の GEの X⥺⤖ᬗᵓ㐀ゎᯒの
⤖ᯝから㆟ㄽされてきた 10,21,22,23,24)。その内、SWGE2のά性中心において、MeGOcA
との」合体として❧体ᵓ㐀が᫂らかにされており、4位のメチル基をㄆ㆑するた
めのロイシンṧ基、リジンṧ基が☜ㄆされている 10)。さらに、㏆年では

MeGOcA3X\O3との」合体として CXGEの❧体ᵓ㐀が᫂らかとなり 24)、MeGOcAと
キシロピラノース㛫の Į-1,2-グリコシド⤖合のㄆ㆑には、トリプトファンṧ基が
㔜せな役割をᯝたしていると報告されている。CXGE の❧体ᵓ㐀 24)を㗪型に

PHVGE のά性中心のモデリングを⾜ったところ、これまで報告されてきた 4-O-
メチル基のㄆ㆑に㛵わる K215 及び L309 と、MeGOcA とキシロピラノース㛫の
Į-1,2-グリコシド⤖合のㄆ㆑に㛵わる W308 が保存されていることがわかった 
(FLJ. 3-11)。この他、PHVGEには᪤報の GEに典型ⓗなゐ媒 3ṧ基 (S211、H344、
R212) や MeGOcAの C2位、C3位のỈ㓟基をㄆ㆑する 2つのアミノ㓟 (Q257、
E265) が保存されていた。これらのことを㋃まえると、ά性中心において
MeGOcA3X\O3をㄆ㆑するためのアミノ㓟ṧ基が PHVGE においても保存されてお
り、このことよって BQ]-MeGOcA3X\O3 に対して㧗いぶ和性を♧したものと⪃え

られた。 
さらに、➼ ⁲定型カロリメトリーによる CXGE の基㉁⤖合性のゎᯒでは、

CXGE が MeGOcA3X\O3に対しては、キシロース㦵᱁を含まない MeGOcA よりも
10倍低いゎ㞳定数 Kd、即ち、㧗い⤖合性を♧しており、キシラン㦵᱁の᭷↓は

㓝⣲との」合体形成に大きく影㡪すると報告されている 24)。この MeGOcA3X\O3

に対する CXGEの Kd値 (0.3 PM) は BQ]-MeGOcA3X\O3に対する PHVGEの KP値 
(0.43 PM) とよく一⮴していたことからも、PHVGEにおいてもベンジルエステル
基㉁の MeGOcA3X\O3㒊分をㄆ㆑しているものと⪃えられた。âSiQikRYi と BieO\
らによる㆟ㄽでは、キシラン主㙐の㛗さは㓝⣲ά性に影㡪しないと⤖ㄽ付けら

れており 11,25)、ᮏ◊✲においてキシラン㙐㛗の␗なる BQ]-MeGOcA3X\O3と Me-
MeGOcA-SNPX\Oに対して PHVGEの分ゎ性が同⛬度であったことは、この㆟ㄽを
支持する⤖ᯝであった。これらのことを㋃まえると、GEは基㉁ᵓ㐀中のキシラ
ンの⢾㙐㒊分を✚ᴟⓗにㄆ㆑するわけではなく、キシランと Į-1,2-グリコシド⤖
合によって固定されたMeGOcAをㄆ㆑しているとゝえる。以上のこと㋃まえて、
PHVGEがゐ媒ά性を♧す上で 4位のメチル基と、1位のキシロピラノースとの Į-
1,2-グリコシド⤖合をㄆ㆑することが、GE のά性中心に取り㎸まれるために㔜
せであり、このことが BQ]-MeGOcA3X\O3 対して㧗いゐ媒ά性を♧すせ因である

と⤖ㄽ付けた。一方、BQ]-GOcAは、4位にメチル基を持たないことに加えて、Ỉ
⁐ᾮ中ではピラノース⎔の Į/ȕの 2つのアノマー型、あるいは㛤⎔型の 3つのᵓ
㐀の平⾮≧態にあり、尚且つ、⮬Ⓨⓗな加Ỉ分ゎを受けやすい不安定なᵓ㐀が原
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因となってά性中心へと取り㎸まれにくいものと⪃えられた。その⤖ᯝとして

PHVGEがBQ]-GOcAよりも BQ]-MeGOcA3X\O3に対して≉␗ⓗに作⏝したものと⪃

えられた。 
以上をまとめると、ᮏ◊✲では、新たにリグニンとキシラン㛫をᯫᶫするベン

ジルエステルの㒊分ᵓ㐀を再⌧する BQ]-MeGOcA3X\O3 の合成に成功した。ᮏモ

デル基㉁は、市㈍で入手可⬟なバーチウッドキシランあるいは、MeGOcA3X\O3を

原料に利⏝することで、⡆便にㄪ〇することが可⬟である。得られた BQ]-
MeGOcA3X\O3は PHVGE によって≉␗ⓗに分ゎされることが᫂らかとなり、天↛
≧態でのキシラン断∦を含む MeGOcA の⢾㉁ᵓ㐀が GE のゐ媒作⏝を♧す上で
の基㉁ㄆ㆑のために㔜せであることが᫂らかとなった。これらの⤖ᯝから、ᮏモ

デル基㉁が GEのゐ媒ᶵᵓのヲ⣽ゎ᫂、またはスクリーニングのための基㉁とし
て᭷効であることが♧された。さらに、ᮏ基㉁は、リグニンとキシランの両ᵓ㐀

を᭷するために、GEによる作⏝位⨨を᭷するだけでなく、その他にも、GH115
グルクロニダーゼ、キシラナーゼ、ȕ-キシロシダーゼなどの㓝⣲による作⏝位⨨
を᭷することを≉徴とする LXCのモデル化合≀である (FLJ. 3-12)。従って、ベ
ンジルエステル⤖合の周㎶に作⏝する」数の㓝⣲㛫の作⏝ᶵ序のゎ᫂のために

も᭷効な基㉁であることがᮇ待できる。 
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FLJ. 3-2. バーチウッドキシランの PeV;\Q10Aによる分ゎ反応の⤒᫬ⓗ変化 
10 g/L のバーチウッドキシランに対して、合ィで 254 Uの PHVX\Q10Aを㏲ḟⓗ
にῧ加し、SH 6、30 �Cで㓝⣲反応を⾜った。各反応᪥数における分ゎ⏕成≀の
HPLC分ᯒの⤖ᯝを♧した。 
  

0

20000

40000

60000

80000

100000

0 2 4 6 8 10

R
I i

nt
en

si
ty

 (a
.u

.)

Retention time (min)

day18

day16

day14

day11

day8

day6

day4

day2

day1

day0

xylan, MeGlcA3Xyl3
& other anions

Xyl

Xyl2

Xyl3

Figure. 3-2

























 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

➨ �❶ 

 

イオンᾮ体ฎ⌮によるリグニン-キシラン」ྜ体の 

༢㞳ཬびその㓝⣲ศゎ 

  



 



 

72 

➨ 4❶ イオンᾮ体処⌮によるリグニン-キシラン」合体の単㞳及び
その㓝⣲分ゎ 
 
 
4-1. はじめに 
 
ヘミセルロースとは、アルカリ⁐ᾮによって抽出される᳜≀⣽⬊壁の多⢾㢮

の⥲⛠である。代⾲ⓗなヘミセルロースには、マンナン、キシログルカンなども

あるが、その中でもキシランは᭱も多く含まれる主せ成分である。キシランは、

主㙐㦵᱁をᵓ成するキシロースṧ基に対して、側㙐⢾㦵᱁を᭷する分岐㙐多⢾

であり、こうした側㙐⢾の✀㢮や㢖度の≉徴は、᳜ ≀㉳※、⤌⧊ごとによって多

ᵝである。そのため、キシランは側㙐⢾の≉徴によって大きく 3つに分㢮され、
ⲡᮏ᳜≀⏤᮶のアラビノース側㙐が付加したアラビノキシランと、広ⴥᶞに代

⾲される MeGOcA 側㙐が付加したグルクロノキシラン、㔪ⴥᶞではアラビノー
スと MeGOcA の両⪅が付加したアラビノグルクロノキシランと⛠される。キシ
ランは、側㙐の分岐⢾だけでなく、アセチル基やアラビノースのフェルラ㓟エス

テル基、クマール㓟エステル基、さらにMeGOcAにはリグニンアルコールとのᯫ
ᶫエステル⤖合が含まれていることが≉徴である。 
これまでに、キシランの側㙐やエステルに作⏝する個々の㓝⣲に㛵する多く

の報告がなされており、⣧⢋な合成基㉁や市㈍の多⢾㢮基㉁を⏝いた㓝⣲学ⓗ

なゎᯒが中心に㐍められている。一方、⮬↛⏺で㉳こる᳜≀⣽⬊壁の㓝⣲分ゎで

は、多くの㓝⣲の協ㄪⓗな作⏝によって、」㞧なᵓ㐀を᭷するキシランが効⋡ⓗ

に分ゎされていると⪃えられているが、⌧᫬Ⅼでは不᫂なⅬが多い。その⌮⏤の

一つとして、ゎᯒに㐺した基㉁の㑅定が㞴しいことが挙げられる。 
一⯡に、キシランの抽出にはアルカリ性の⁐ᾮ (Ỉ㓟化ナトリウムでは 4 ± 

5 %) が⏝いられ、ẚ㍑ⓗ容᫆にキシランを回収できるが、セルロースやリグニ
ンの⁐ゎ性が乏しいため、これらの成分と強固に┦互作⏝したキシランについ

ては抽出⮬体が困㞴である。従って、㧗い抽出効⋡を㐩成するためには、より㧗

⃰度のアルカリ性の⁐ᾮ (20 ± 24 %) が必せとなるが、アルカリに不安定な官⬟
基、たとえばエステルなどは、分㞳、抽出㐣⛬で切断を伴うために天↛のᵓ㐀を

Ḟ損してしまうḞⅬがある 1)。市㈍で入手可⬟なキシランはアルカリ抽出ἲでㄪ

〇されているため、これを基㉁として㓝⣲を◊✲する場合、天↛のキシランᵓ㐀

に対するᮏ᮶の㓝⣲ά性を㐺切にホ価できないという問㢟Ⅼがある。 
イオンᾮ体 (IL) は᳜≀⣽⬊壁の可⁐化剤としても▱られており、100 �C以下
でᾮ体のカチオンとアニオンからᵓ成される塩の⥲⛠である。2002年に RRgeUV
ら 2)がセルロースの⁐ゎ性を♧す IL を報告してからは、ỗ⏝性の㧗い᭷ᶵ⁐媒
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に㞴⁐なセルロースの化学分ᯒや、化学修㣭のための⁐媒として⏝いられるよ

うになった。セルロースの⁐ゎ性を♧す ILとして、イミダゾリウムカチオンを
᭷ す る 1-eWh\O-3-PeWh\OiPida]ROiXP chORUide ([EPiP][CO]) や 1-eWh\O-3-
PeWh\OiPida]ROiXP aceWaWe ([EPiP][OAc]) が▱られている。イミダゾリウム⣔ IL
はセルロース⁐ゎ⬟がᴟめて㧗く、微⤖ᬗ性セルロースの可⁐化処⌮では、ILに
対する㉁㔞分⋡にして 8 ± 14 ZW%と㧗⃰度にセルロースを⁐ゎでき 3)、さらにマ

イクロἼを↷射させることによっては᭱大で 25 ZW%にまで㐩する 2)。ILによる
セルロースの⁐ゎは、セルロース⧄⥔が᮰となり形成される㝵層ᵓ㐀のゎᾘに

よって引き㉳こされ、IL のアニオンがセルロース⧄⥔㛫の┦互作⏝のゎ㞳に㔜
せであると⪃えられている。一方、IL に可⁐化したセルロースは、Ỉなどの㈋
⁐媒をῧ加することで容᫆に再ᯒ出≀として回収することが可⬟である。また、

再ᯒ出した再⏕セルロースは、⤖ᬗ形が I 型から II 型へと変化し、セルラーゼ
による㓝⣲⢾化性が㢧ⴭに向上することが報告されている 4)。こうしたことか

ら、イミダゾリウム⣔ ILは、⣧⢋なセルロースだけでなく、リグニンやヘミセ
ルロースを含む᳜≀バイオマスの効⋡ⓗな㓝⣲⢾化に向けた前処⌮⁐剤として

の利⏝もヨみられている。これまでに、カチオンにイミダゾリウム㦵᱁を᭷し、

アニオンが␗なる 5✀㢮の ILを⏝い、ⲡᮏ⣔バイオマスであるエリアンサスが、
ILに⁐ゎしていくᵝ子を偏光㢧微㙾でほ察したところ (FLJ. 4-1)5)、[EPiP][OAc]
による⁐ゎ処⌮では、≉徴ⓗに偏光㠃の㟢出が▷᫬㛫でほ察されることに加え

て、セルロース⧄⥔が㢧ⴭに⭾₶し、ゎ⧄していくᵝ子がほ察された。この≉徴

ⓗな⌧㇟は、[EPiP][OAc]がセルロース⧄⥔をそっているヘミセルロースやリグ
ニンを優先ⓗに⁐ゎさせたことに㉳因すると⪃えられた 5)。また、[EPiP][OAc]
はⲡᮏ᳜≀にのみならず、ᮌᮏ᳜≀に対しても㧗い⁐ゎ性を♧すことが報告さ

れている 6)。こうしたことから、[EPiP][OAc]は、␗なる᳜≀㉳※から、ヘミセ
ルロースやリグニンを抽出するための⁐媒として利⏝できるのではないかと⪃

えた。 
ᮏ❶では、[EPiP][OAc]によるⲡᮏ᳜≀のエリアンサスとᮌᮏ᳜≀のナラの 2
✀㢮の᳜≀原料からの⣽⬊壁成分の抽出及び分⏬方ἲの᳨ウ⤖ᯝ、およびその

⤖ᯝ得られた LXCのᵓ㐀ⓗ≉徴と、これを基㉁にした㓝⣲分ゎに㛵する▱ぢに
ついてㄽ㏙する。 
 
 
4-2. 実㦂ᮦ料及び方ἲ 
 
4-2-1. 実㦂ᮦ料 
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㛗㔝┴㛗㔝市⏘の広ⴥᶞナラの外⓶を㝖いた幹のおがくずと、エリアンサス

の幹㒊分をWRQdeU BOeQdeU (大㜰ケミカル) を⏝いて⢊○処⌮を⾜い、250 �P孔

のメッシュ (60 PeVh) を㏻したものを᳜≀⣽⬊壁⢊ᮎのヨ料とした。1-EWh\O-3-

PeWh\OiPida]ROiXP aceWaWe ([EPiP][OAc]) (> 95.0%) は SigPa-AOdUich より㉎入し

た。使⏝した⢭〇㓝⣲ PHVX\Q10A、PHVGE、IOAgX115A、IOAXE1 は、2-2-7 のグ

㍕に従ってㄪ〇した。 

 

4-2-2. IL⁐ゎ処⌮及び⁐ゎ成分の分⏬方ἲ 

IL処⌮および分⏬操作工⛬のフローチャートを FLJ. 4-2に♧した。250 PLの
トールビーカーに[EPiP][OAc]を 161.6 g㔞り取り、160 �Cで 15分㛫保 した。
ḟに、[EPiP][OAc]に対して 3 ZW%となるようにナラ及びエリアンサスの乾⇱⢊
ᮎを 5.0 g加え、200 USP、3᫬㛫撹拌を⾜った。恒 Ἔᵴからトールビーカーを
取り出し、⢓度を低下させるため 100 PL のジメチルスルホキシド (DMSO) を
加えてΰ合した。放冷後、100 PLの DMSOを⏝いて、器具のὙίを⾜い、Ὑί
ᾮを含めた反応ᾮを 50 PLの㐲ỿ⟶に⛣した。16000 USP、25 �Cにタ定した㐲
心分㞳ᶵで 15分㛫㐲心分㞳を⾜った。ỿ⃦≀を IR (IL-iQVROXbOe UeVidXe) ⏬分と
し、50 PLの DMSOを加えて撹拌および同᮲件での㐲心分㞳によるὙίを⾜っ
た。このὙί操作を 3回⾜った。Ὑίᾮを含めた上Ύは 2ᮏの 500 PL 㐲ỿ⟶に
均➼に⛣した。再ᯒ出操作として、270 PL (各㐲ỿ⟶に 135 PLずつ) の⬺イオ
ンỈを加え、⃭しくΰ合した。8000 USP、25 �Cで 30分㛫の㐲心分㞳によって得
られたỿ⃦を RP (UegeQeUaWed SUeciSiWaWiRQ) ⏬分とし、100 PLの⬺イオンỈを加
えて撹拌および同᮲件での㐲心分㞳によるὙίを⾜った。Ὑίᾮを含めた上Ύ

はエバポレーターで、⃰ ⦰を⾜った。[EPiP][OAc]と DMSOを㝖去するため、⃰
⦰上Ύを分⏬分子㔞 3500 Daの㏱ᯒ⭷ (TheUPR FiVheU ScieQWific) を⏝いて、㏱ᯒ
外ᾮは⬺イオンỈで㏱ᯒ操作を⾜った。同᫬にṧ´⏬分と再ᯒ出⏬分において

も、乳㖊ですりつぶした後、同ᵝの㏱ᯒ操作を⾜った。㏱ᯒ後、ᯒ出≀が☜ㄆさ

れた上Ύの㏱ᯒ⭷内ᾮを 500 PLの㐲ỿ⟶に⛣して、8000 USP、25 �Cで 30分㛫
の㐲心分㞳を⾜った。この㝿の上Ύを XS ([\OaQ-Uich VXSeUQaWaQW) ⏬分とし、ỿ⃦
≀を XP ([\OaQ-Uich SUeciSiWaWiRQ) ⏬分とした。XS⏬分はエバポレーターにより⣙
150 PLまで⃰⦰した。それぞれの⏬分は凍⤖乾⇱器を⏝いて凍⤖乾⇱を⾜い、
回収した。回収≀は⛗㔞を⾜い、ヨ料⟶⎼に入れて、乾⇱デシケーター内で保⟶

した。 
 

4-2-3. アルカリ抽出キシランのㄪ〇 
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ナラ及びエリアンサスの乾⇱⢊ᮎを 10 g 㔞り取り、そこに 10 % Ỉ㓟化ナト
リウムỈ⁐ᾮを 150 PL加え、55�Cで 48᫬㛫攪拌させた。反応後、SH 7になる
ように中和し、吸引ℐ㐣によってℐᾮを回収した。その後、㏱ᯒによって⬺塩を

⾜い、この㝿に不⁐化するᯒ出≀を㐲心分㞳によって回収し、これをアルカリ抽

出キシラン (AOikaOi-[\OaQ) として⏝いた。 
 

4-2-4. リグニン及びᵓ成⢾の分ᯒ 

リグニン及びᵓ成⢾の⤌成分ᯒは、NREL SURWRcRO に従って⾜なった 7)。㓟不

⁐性リグニン含᭷㔞は、72 % ◲㓟を⏝いる JIS P8008; 1976の方ἲに従った。㓟
可⁐性リグニンは、クラーソンἲに従って UV 210 QP の吸光度より⟬出した。
中性⢾の含᭷㔞は、ẁ㝵ⓗな◲㓟加Ỉ分ゎ処⌮後の HPLC 分ᯒによって⟬出し
た。HPLC分ᯒは、AVahiSak NH2P-40 3E (⢏子径 4 ȝP、内径 3.0 PP î 250 PP) 
(ShRZa DeQkR K.K.) を分ᯒカラムに⏝いて、フェニルヒドラジンによるポスト
ラベル化⺯光᳨出ἲを⏝いた。 
 
4-2-5. FT-IR 
㘄剤器、メノー乳㖊、メノー乳Წ、⮯化カリウムは 120 �Cにタ定した恒 ᵴ
で一ᬌ乾⇱させてから 定に⏝いた。全ての 定は⮯化カリウム㘄剤ἲを⏝い

て⾜った。ヨ料と⮯化カリウムをおよそ 1 : 50のẚでΰ合し、メノー乳㖊中です
り₽し、㘄剤器とプレスᶵによって㘄剤を形成した。形成した㘄剤は 90 �Cにタ
定した恒 ᵴ中で 10分㛫乾⇱させたのち、フーリエ変換㉥外分光光度ィ FT/IR-
4200 (JASCO) を⏝いて IR スペクトル 定を⾜った。 定Ἴ数⠊囲 4000 ± 400 
cP-1、✚⟬回数 100回で 3回 定を⾜った。また、 定データはスムージング処
⌮を⾜った。バックグラウンドには⮯化カリウムのみで形成した㘄剤を⏝いた。 
 
4-2-6. 側㙐修㣭基分ᯒ 
4-2-6-1. アセチル基の定㔞 
乾⇱⢊ᮎヨ料 10 Pgを 1 M Ỉ㓟化ナトリウム⁐ᾮ 500 �Lに加え、80 �Cで

3᫬㛫保 した。放冷後、1 M 塩㓟を 500 �L加えた。その後、12000 USP、25 �C
で 10分㛫㐲心分㞳を⾜った。上Ύを 0.22 �Pのシリンジフィルターに㏻して、
HPLCに供するヨ料とした。分ᯒカラムには RSSak KC-811 (⢏子径 6 ȝP、内径
8.0 PP î 300 PP) (ShRZa DeQkR K.K.) を二㐃⤖させたものを⏝いた。カラム 
度は 60 �Cで、ヨ料ὀ入㔞は 10 �Lで⾜った。⛣動┦には 3 PM 㐣塩⣲㓟を⏝
いて、ὶ㏿ 0.5 PL/PiQ で㏦ᾮした。カラムで分㞳された᭷ᶵ㓟は、ὶ㏿ 0.5 
PL/PiQで㏦ᾮしている SH指♧⸆ (0.1 M ブロモチモールブルーを含む 30 PM 
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リン㓟Ỉ⣲二ナトリウム) とのポストカラムἲによって、Ἴ㛗 440 QPで᳨出し
た。ᶆ‽≀㉁には、0.1、0.5、1.0、10.0 PMの㓑㓟を⏝いた。 
 
4-2-6-2. 4-O-メチルグルクロン㓟の定㔞 
乾⇱⢊ᮎヨ料 10 Pgを㔞り取り、3.6 ZW%の◲㓟を 1.1 PL加え、121 �Cで 1
᫬㛫加⇕処⌮した。その後、㐲心分㞳を⾜い、上Ύを 0.22 �Pのフィルターに㏻
して、HPLCに供するヨ料とした。分ᯒカラムには RSSak KC-811を二㐃⤖させ
たものを⏝いた。カラム 度は 60 �Cで、ヨ料ὀ入㔞は 10 �Lで⾜った。⛣動┦
には 3 PM 㐣塩⣲㓟を⏝いて、ὶ㏿ 0.5 PL/PiQで㏦ᾮした。カラムで分㞳され
た᭷ᶵ㓟は、ὶ㏿ 0.5 PL/PiQ で㏦ᾮしている SH 指♧⸆ (0.1 M ブロモチモー
ルブルーを含む 30 PM リン㓟Ỉ⣲二ナトリウム) とのポストカラムἲによって、
Ἴ㛗 440 QPで᳨出した。ᶆ‽≀㉁には、50、100、1000 Pg/Lの GOcA、及び、
GaOAの一Ỉ和≀を⏝いた。 
 
4-2-6-3. フェルラ㓟及び S-クマール㓟の定㔞 
乾⇱⢊ᮎヨ料 10 Pgを㔞り取り、1 MのỈ㓟化ナトリウム⁐ᾮを 500 �L加え、

80 �Cで 3᫬㛫処⌮した。1 Mの塩㓟を 500 �L加えた後、12000 USP、25 �Cで 10
分㛫㐲心分㞳を⾜った。上Ύを 0.22 �Pのシリンジフィルターに㏻して、バイア
ル⎼に封入し、HPLCに供するヨ料とした。分ᯒカラムには ShiP-Sack XR-ODS 
(⢏子径 2.2 ȝP、内径 3.0 PP î 75 PP) (ShiPad]X) を⏝いた。カラム 度は 45 �C
で、ヨ料ὀ入㔞は 10 �Lで⾜った。⛣動┦には 50 PM 㓑㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ SH 
4.0) とアセトニトリルを⏝いて、ὶ㏿ 0.9 PL/PiQでアセトニトリル⃰度のグラ
ジエント᮲件 (0.00 - 5.67 PiQ : ⃰度 10 % ĺ 50 %、5.67 - 6.62 PiQ: 50 %、6.62 - 
7.54 PiQ : 50 % ĺ 10  %、7.54 - 9.33 PiQ: 10%) で⁐㞳した。UVἼ㛗 280 QPで
᳨出した。ᶆ‽≀㉁には、0.2、2.0、20 �Mの FA、及び、SCAを⏝いた。 
 
4-2-7. サイズ排㝖クロマトグラフィー (SEC) 

DMSOと DMFを体✚ẚ 40 : 60でΰ合した⁐媒に 0.1 %の塩化リチウムをῧ加
し、完全に⁐ゎするまでマグネティックスターラーで撹拌した。⁐ᾮは、

OPQiSRUe� 0.45 �P ポリテトラフルオロエチレン〇メンブレンフィルター 
(MeUck MiOOiSRUe) を⏝いてℐ㐣を⾜い、⛣動┦とした。分ᯒカラムには OHSak 
SB-806M HQ (⢏子径 13 ȝP、内径 8.0 PP î 300 PP) (ShRZa DeQkR K.K.) を⏝い、
᳨出には、♧差屈折᳨出器 (RI) と UV-YiV (280 QP) ᳨出器の 2✀㢮を⏝いた。
カラム 度は 60 �Cで、ヨ料ὀ入㔞は 10 �Lで⾜った。⛣動┦は、ὶ㏿ 0.3 PL/PiQ
で⁐出を⾜った。 
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4-2-8. 㓝⣲反応 
分子㔞分布分ᯒのために、XP ⏬分、XS ⏬分及びアルカリ抽出キシランの乾
⇱⢊ᮎを 50 Pg/PLとなるように DMSOに⁐ゎさせ、0.1% (Z/Y) となるように
50 PM 㓑㓟ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) で希㔘し、0.4 ± 0.7 ȝgの各✀⢭〇㓝⣲を
ῧ加し、30 �Cで 24᫬㛫の᮲件で㓝⣲反応を⾜った。㓝⣲反応後の SEC分ᯒに
は、この反応ᾮを当㔞の⛣動┦ (0.1% LiCO含᭷ DMSO/DMF = 40/60) とΰ合さ
せたものを使⏝し、前㏙した SEC᮲件で分ᯒした。 
㓝⣲分ゎ性の定㔞分ᯒのために、DMSOに⁐ゎさせた XP⏬分、XS⏬分及び
アルカリ抽出キシランヨ料をキシラン㔞換⟬で 0.2 gになるように 50 PM 㓑㓟
ナトリウム⦆⾪ᾮ (SH 5.0) にῧ加し、PHVGE (18 ȝg) または、IOAXE1 (10 ȝg) で
30�C、30分㛫前処⌮した後に PHVX\Q10A (2 ȝg) をῧ加し、30 �Cで㓝⣲反応を
⾜った。反応ᾮ中の㑏元⢾の㐟㞳㔞を SRPRg\i-NeOVRQ ἲにて定㔞した。1 U の
㓝⣲ά性は、1 分㛫に 1 ȝPRO のキシロースに┦当する㑏元⢾㔞を㐟㞳する㓝⣲
㔞と定⩏した。 
 
 
4-3. ⤖ᯝ 
 
4-3-1. イオンᾮ体抽出処⌮による᳜≀⣽⬊壁成分の抽出及び分⏬ 
ᮏ◊✲では、ⲡᮏ⣔イネ⛉᳜≀のエリアンサス及び、ᮌᮏ⣔᳜≀のナラの 2✀
㢮の᳜≀を原料として、キシランを抽出することにした。まず、エリアンサス及

びナラの IL⁐ゎ処⌮を⾜った。原料⃰度 3 ZW%、140 �C、3᫬㛫の⁐ゎ᮲件で
は、エリアンサスの 85.3 %が ILへと⁐ゎした。しかし、エリアンサスとẚべて
ナラは ILに対する⁐ゎ性が低く、同᮲件における⁐ゎ⋡は 24 %であった (デー
タᮍ掲㍕)。ナラの⁐ゎ 度᮲件を 160 �C に変᭦したところ、⁐ゎ⋡は 76 %に
㐩した。そこで、⣽⬊壁成分の ILへの⁐ゎ⋡が同⛬度になるように、エリアン
サスとナラの処⌮ 度をそれぞれ、140 �C及び 160 �Cとし、各 度で 3᫬㛫処
⌮することとした。 
エリアンサス及びナラの IL抽出及び分⏬処⌮によって得られた各⏬分のᵓ成
成分の収⋡を TDEOH 4-1に♧した。IR⏬分をぢてみると、両原料ともに、全リグ
ニンのうちエリアンサスで 36 %、ナラで 24 %がṧ´として IR⏬分にṧってお
り、リグニンは IL に⁐ゎされ㞴いことが᫂らかとなった。また、IR ⏬分には、
両原料ともにキシラン成分は少なく、90 %㏆いキシラン成分が ILに⁐ゎしてお
り、キシラン成分は ILに⁐ゎしやすいことが᫂らかとなった。ḟに、再ᯒ出操
作によって得られる RP ⏬分についてぢてみると、両原料ともに IL に⁐ゎした
᳜≀⣽⬊壁の主せ 3 成分のうちグルカン成分だけが㑅択ⓗに回収されており、
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RP⏬分と IR⏬分を合ィすると、全グルカンのうちエリアンサスで 70 %、ナラ
で 84 %が、他の⣽⬊壁成分から分㞳されていた。㏱ᯒによる IL㝖去工⛬を⤒て
回収された XP ⏬分と XS ⏬分には、主に IL に⁐け出したキシラン成分が回収
されていたが、XPには、キシラン成分に加えてリグニン成分も多く回収されて
いた。こうしたキシランとリグニンの分⏬挙動は、エリアンサスとナラで㢮似し

ていた。 
ḟに、各⏬分のᵓ成成分⤌成を分ᯒした⤖ᯝを TDEOH 4-2に♧した。エリアン
サスの分ᯒ⤖ᯝからは、原料とẚべて、IR ⏬分に含まれる多⢾㢮の割合がῶ少
し、リグニンの割合が増加していた。原料とẚ㍑した IR ⏬分の⤌成の㐪いは、
リグニンと多⢾㢮の ILに対する⁐ゎ性の差␗に基づくものと⪃えられた。RP⏬
分には、リグニン㔞はᴟ微㔞であり、多⢾㢮の割合が多く、ɔ 成単⢾のうちグル

カンが 88 %を占めていた。そのため、RP⏬分には㈋⁐媒によって再凝㞟した再
⏕セルロース⏤᮶の成分が主に分⏬されているものと⪃えられた。XP⏬分には、
リグニンが 27 ZW%、多⢾㢮が 58 ZW%であり、ᵓ成⢾のうち 91 %がキシランに
⏤᮶する不⁐性のキシラン成分が分⏬されていた。XS⏬分には、リグニンが 10 
ZW%、多⢾㢮が 63 ZW%から成るỈ⁐性ヘミセルロースが分⏬されており、多⢾
㢮はキシランとその他ヘミセルロースが含まれていた。 
ナラの分ᯒ⤖ᯝからは、原料とẚべた IR⏬分の成分⤌成は、多⢾㢮のみがῶ
少していた。ɔ 成⢾のうち、グルカンは増加したが、一方でキシランやマンナン

➼はῶ少していた。このことからナラの IL処⌮では、セルロースにẚべて、ヘ
ミセルロースに⏤᮶するキシランやマンナン➼がよく⁐ゎしていることが分か

った。エリアンサスと同ᵝに RP⏬分では、リグニンはᴟ微㔞であり、多⢾㢮の
割合が多く、ᵓ成単⢾のうちセルロースに⏤᮶すると⪃えられるグルカンが

98 %を占めていた。XP⏬分には、リグニンが 38 ZW%、多⢾㢮が 46 ZW%であり、
ᵓ成⢾のうち 96 %がキシランに⏤᮶する不⁐性のキシラン成分が分⏬されてい
た。XS⏬分には、リグニンが 10 ZW%、多⢾㢮が 64 ZW%から成るỈ⁐性ヘミセ
ルロースが分⏬されており、多⢾㢮はキシランに⏤᮶するキシロースや AUa、
GOcAに加えて、マンノースやガラクトース、ラムノース、フコースなども᳨出
されたことから、マンナンやガラクタンなどのペクチン⏤᮶のヘミセルロース

も含まれていると⪃えられた。 
 
4-3-2. XP⏬分及び XS⏬分に含まれるキシランの修㣭基分ᯒ 

XP⏬分と XS⏬分に含まれているキシラン成分のᵓ㐀ⓗ≉徴を᫂らかにする
ため、㉥外吸光スペクトルを FT-IR によって 定し、その FT-IR スペクトルを
FLJ. 4-3 に♧した。エリアンサスとナラを原料としてㄪ〇した XP ⏬分と XS ⏬
分のスペクトルには、⢾の C-O伸⦰㐠動に㉳因する 1045 cP-1とリグニンのⰾ㤶
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⎔㦵᱁振動に㉳因する 1600 cP-1に加えて、エステル⤖合に㛵㐃するカルボニル

基の C=O ⤖合伸⦰㐠動に㉳因する 1730 cP-1 と C-O ⤖合伸⦰㐠動に㉳因する
1245 cP-1のピークがほ察された。XP⏬分と XS⏬分をアルカリ処⌮したヨ料の
スペクトルには、これらのエステル⤖合に㛵㐃するピークがᾘ失していた。また、

アルカリ抽出ἲによってㄪ〇したエリアンサスとナラからのキシランには、エ

ステル⤖合に㛵㐃するピークはほ察されなかった。以上の⤖ᯝより、IL 抽出に
よって得られたキシランには、アルカリ抽出ἲでは加Ỉ分ゎされてしまうエス

テル⤖合が保持されたままṧ存していることが᫂らかとなった。 
ḟいで、キシランにエステル⤖合を介して修㣭される成分の✀㢮と含㔞を᫂

らかにするために、XP⏬分と XS⏬分のアルカリ処⌮によって⏕じる㓟性化合
≀を HPLCによって分ᯒした。その⤖ᯝ、㓑㓟及び FA、SCAが᳨出されたこと
から、IL 抽出キシランにはこれらの修㣭基が⤖合した≧態でṧ存していること
が᫂らかとなった。XP⏬分と XS⏬分に含まれる各修㣭基の定㔞⤖ᯝと、キシ
ロース及びアラビノースṧ基に対する修㣭㢖度を TDEOH 4-3にまとめた。アセチ
ル基については、XS⏬分及び XP⏬分においてⱝ干の差はあるものの、修㣭㢖
度はほぼ同⛬度であった。ナラの XP⏬分と XS⏬分では、キシロース 6 ± 7ṧ
基当たりに 1つの㢖度でアセチル基が修㣭されていたが、エリアンサスの XP⏬
分と XS⏬分では、キシロース 18 ± 22ṧ基当たりに 1つの㢖度と少なかった。
また、ⲡᮏ᳜≀であるエリアンサスの XP⏬分と XS⏬分には、SCAが多く含ま
れていたが、ᮌᮏ᳜≀であるナラでは SCAはなく、FAが多く含まれていた。 
 
4-3-3. XP⏬分及び XS⏬分の分子㔞分布 

SECを⏝いて XP⏬分及び XS⏬分の分子㔞分布を分ᯒした。リグニンと多⢾
㢮の両成分を᳨出可⬟な RI ᳨出器と、リグニンの᳨出が可⬟な UV-YiV ᳨出器
を㐃⤖させたタンデム᳨出によって、XP⏬分と XS⏬分に含まれるリグニンと
キシランの分子㔞分布をホ価した。 
エリアンサスから IL 処⌮で得られた XP ⏬分と XS ⏬分、アルカリ処⌮で得
られたキシランの SEC クロマトグラムと、そこから⟬出した┦対分子㔞値を、
それぞれ FLJ. 4-4D と TDEOH 4-4 に♧した。XP ⏬分の RI ᳨出による分子㔞分布
は、㧗分子㡿域 (MZ 23,000) と低分子㡿域 (MZ < 6,000) に分㞳された 2つの」
合ピークであるのに対して、XS ⏬分の RI ᳨出による分子㔞分布は、主に㧗分
子㡿域に㸯つのピークとして⌧れており、アルカリ抽出キシランと㢮似してい

た。XP⏬分と XS⏬分の UV᳨出による分子㔞分布は、ともに㧗分子㡿域及び
低分子㡿域の 2つのピークとして⌧れていることから、XP⏬分と XS⏬分に含
まれるリグニン成分は分子㔞分布が␗なる主に 2 つの成分を含んでいることが
᫂らかとなった。また、㧗分子㡿域の UV ピークは、RI における㧗分子㔞ピー
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クと一⮴し、アルカリ抽出キシランの⁐出位⨨とおおよそ一⮴していた。一方、

XP ⏬分と XS ⏬分ともに低分子㡿域の UV ピークは、UV の᳨出強度に対する
RI᳨出の┦対強度が低かった。エリアンサスから IL処⌮により得られた XP⏬
分及び XS ⏬分と、アルカリ抽出キシランの㔜㔞平均分子㔞 (MZ) の値は、XP
⏬分 > XS⏬分 > アルカリ抽出キシランの㡰に㧗く、これはリグニンの含᭷㔞
にẚ例しており、リグニン含㔞が㧗いほど、MZ が㧗いことが分かった。また、
⁐ᾮ中でのポリマー分散度を♧す MZ/MQ 値は、XP と XS がキシランよりも㧗
く、リグニン含᭷㔞の多い XPが᭱も㧗い分散度を♧した。 
ḟいで、ナラのプロファイルを、FLJ. 4-4Eと TDEOH 4-4に♧した。ナラの XP
⏬分の RI᳨出による分子㔞分布は、エリアンサスの XP⏬分と同ᵝに主に 2つ
のピークが㔜なった」合ピークであった。ナラの XS⏬分では、ナラの XP⏬分
の㧗分子㡿域のピークトップと同⁐出位⨨にシャープなピーク形≧を᭷してお

り、ナラのアルカリ抽出キシランと㢮似していた。XP ⏬分及び XS ⏬分の UV
によるピーク分布は、エリアンサスとは␗なっており、」数のピークが低分子㡿

域に㔜なったブロードなピーク形≧であった。ナラから得た各✀キシランの㔜

㔞平均分子㔞 (MZ) の値は、XS ⏬分 > アルカリ抽出キシラン > XP ⏬分の㡰
に㧗く、リグニンの含᭷㔞の多い XP ⏬分の分子㔞が᭱も低いことが分かった。
XP⏬分に含まれるリグニン㔞の多さからも、リグニン同士の┦互作⏝による凝
㞟の影㡪を受け、LXC としてのキシラン㦵᱁㒊分の分子サイズが小さくなった
ことにより、XS⏬分やアルカリ抽出キシランの分子㔞よりも低いものと⪃えら
れた。この⤖ᯝは、エリアンサスから得た各✀キシランの分子㔞の㛵係とは␗な

る⤖ᯝであり、᳜≀㉳※ごとのリグニンのᵓ㐀≉徴や分子㔞の大きさの㐪いに

基づくものと⪃えられた。尚、ポリマー分散度 MZ/MQ値は、XP⏬分と XS⏬
分がキシランよりも㧗く、リグニンを᭱も多く含む XP⏬分が᭱も㧗い分散度を
♧した。この分散度の大きさ㡰はエリアンサスとナラで共㏻していた。 
 
4-3-4. リグニンとキシランの」合≧態のゎᯒ 

XP⏬分及び XS⏬分には、キシランとリグニンが含まれることが᫂らかにな
った。しかし、これらの⏬分中においてそれぞれの成分が LXCのような」合体
を形成しているかどうかについては、᫂ らかになっていない。そこで、エリアン

サスとナラを原料として得られた XP⏬分と XS⏬分に対して、2❶で得られた
単一㓝⣲を作⏝させ、㓝⣲反応前後の分子㔞分布の変化を RIと UVにより᳨出
することで LXCの᭷↓の᳨ドを⾜った。 
まず、キシラン主㙐を分ゎする XYN である PHVX\Q10A による㓝⣲処⌮前後
の SECクロマトグラムをẚ㍑した。エリアンサスから得られた XP⏬分と XS⏬
分の分子㔞分布の変化を FLJ. 4-5D に♧した。XP ⏬分及び、XS ⏬分ともに
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PHVX\Q10Aによる加Ỉ分ゎ反応後に、㧗分子㡿域 (MZ 112,000 ± 6,000) の RIと
UVのピークが共に完全にᾘ失し、UV᳨出では新たに低分子㡿域にピークが☜
ㄆされた。また、ナラについても、エリアンサスと同ᵝの傾向で、PHVX\Q10Aに
よる加Ỉ分ゎ反応後に、㧗分子㡿域の RI と UV のピークが共に完全にᾘ失し、
UV ᳨出では新たに低分子㡿域にピークが☜ㄆされた (FLJ. 4-5)。このことは、
㧗分子㡿域のピークには、キシランとともに低分子のリグニンが存在するとい

うことを♧しており、LXCが含まれていることを強く♧唆する⤖ᯝであった。 
ḟに、キシランの MeGOcA 側㙐とリグニン㛫で形成されるベンジルエステル
⤖合を加Ỉ分ゎする GEである PHVGEによる㓝⣲処⌮前後の SECクロマトグラ
ムをẚ㍑した⤖ᯝを FLJ. 4-6に♧した。エリアンサスから得られた XP⏬分と XS
⏬分はともに PHVGE による㓝⣲反応に伴って、㧗分子㡿域ピークの分布が低分
子側へと広がった (FLJ. 4-6D)。この低分子化挙動は、RI と UV ᳨出の両方でほ
察されており、リグニンとキシラン㛫をᯫᶫするベンジルエステル⤖合の㛤⿣

に伴って⏕じたものと⪃えられる。また、このピークシフトは、キシランがオリ

ゴ⢾や単⢾にまで分ゎされるキシラナーゼ処⌮のようなᴟ➃な低分子化挙動 
(FLJ. 4-5D) とは␗なっていた。これらの⤖ᯝからも、XP⏬分と XS⏬分に含ま
れるリグニンとキシランの 2 成分は、PHVGE によって分ゎ可⬟なベンジルエス
テル⤖合によってᯫᶫしていることを強く♧唆するものと⪃えられた。一方、ナ

ラの XS ⏬分については、PHVGE を作⏝させるとエリアンサスと同ᵝに、RI 分
布と、UV分布ともに低分子化がㄆめられたが、XP⏬分については RI分布の低
分子化はㄆめられるものの、UV 分布においてはほとんど変化しなかった (FLJ. 
4-6E)。このことから、ナラにおいてもエリアンサスと同ᵝに XP⏬分と XS⏬分
にはリグニンとキシランがとの」合体が含まれているものの、ベンジルエステ

ル⤖合の㛤⿣だけではゎᾘされない」合体の存在が♧唆された。 
また、キシラン主㙐から MeGOcA側㙐を㐟㞳する AgXである IOAgX115Aによ
る㓝⣲処⌮前後の SEC クロマトグラムをẚ㍑した⤖ᯝを FLJ. 4-7 に♧した。ᮏ
㓝⣲については、いずれの⏬分についても㓝⣲反応前後で RI分布と UV分布に
変化がㄆめられなかった。このことから、リグニンとの⤖合した≧態のMeGOcA
に対して AgXは作⏝できず、LXCの分ゎには AgXは㛵与しないことが♧唆され
た。 
 
4-3-5. XP⏬分及び XS⏬分の㓝⣲分ゎ性 

PHVX\Q10A及び PHVGEを単一㓝⣲としてエリアンサス及びナラから得られた
XP⏬分及び XS⏬分に作⏝させた⤖ᯝ、両⏬分中にはリグニンとキシランが」
合体となっている LXCが存在することが♧唆された。そこで、それらに対する
㓝⣲分ゎ性をホ価するために、両⏬分を基㉁とし、単一㓝⣲を単⊂、または」数
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の単一㓝⣲を㏲ḟⓗに作⏝させた場合の⏕成㑏元⢾㔞 定を⾜った。 
先ず、ナラから得られた XP⏬分及び XS⏬分を基㉁とし、PHVX\Q10Aを作⏝
させた᫬の⏕成㑏元⢾㔞の⤒᫬ⓗ変化を FLJ. 4-8Dに♧した。PHVX\Q10Aの分ゎ
初㏿度からィ⟬されたẚά性は、XS ⏬分に対する方が XP ⏬分よりも 2.5 倍㧗
かった (FLJ. 4-8E)。そこで、キシラン主㙐に修㣭されたアセチル基による影㡪を
⪃慮し、IOAXE1による⬺アセチル化反応を⾜った後に PHVX\Q10Aを反応させ、
その反応性をẚ㍑した (FLJ. 4-9D)。その⤖ᯝ、XS⏬分では㢧ⴭな効ᯝがぢられ
ず、᭦に XP ⏬分では、むしろ反応性が低下した。IOAXE1 による㓝⣲反応中、
⁐ᾮが徐々にⓑ⃮化していくᵝ子がほ察されたことからも、キシラン側㙐のア

セチル基が㝖去されることで㧗分子としての㧗ḟᵓ㐀の変化または、分子㛫の

凝㞟などが㉳こり、その⤖ᯝ、PHVX\Q10A の作⏝に影㡪を与えたものと⪃えら
れる。 
ḟいで、リグニンの影㡪を⪃慮し、PHVGEによって前処⌮を⾜った後に、XYN
ά性をẚ㍑した(FLJ. 4-9E)。その⤖ᯝ、XS⏬分では、PHVGEのῧ加効ᯝによって
XYN ά性が 1.4 倍向上することがわかった。この⤖ᯝは、ベンジルエステル⤖
合㛤⿣によるリグニンの分㞳によって XYN のアクセシビリティーが向上した
ものと⪃えられた。その一方、XP⏬分では PHVGEのῧ加効ᯝは☜ㄆできなかっ
たため、LXCの⤖合ᵝ式が XP⏬分と XS⏬分では␗なっていることを♧唆する
⤖ᯝであった。 
 
 
4-4. ⪃察 
 
4-4-1. IL抽出ἲによる᳜≀⣽⬊壁成分の抽出及び分⏬ 
一⯡に、キシランの抽出には希アルカリ⁐媒 (1 %) が⏝いられ、㑅択ⓗかつ
ẚ㍑ⓗ容᫆にキシランを回収できるが、セルロースやリグニンの⁐ゎ性が乏し

いため、これらの成分と強固に┦互作⏝したキシランについては抽出⮬体が困

㞴であった。従って、㧗い抽出効⋡を㐩成するためには、20 ± 24 %の㧗⃰度のア
ルカリ⁐ᾮが必せとなるが、その反㠃、アルカリに不安定な修㣭基やリグニンと

の⤖合が抽出㐣⛬で切断を伴うために天↛の≧態をḞ損してしまうḞⅬがある。 
ᮏ◊✲で使⏝した[EPiP][OAc]は、キシランにのみならず、セルロース、リグ
ニンを含めた全てのᵓ成成分に対して⁐ゎ性を♧すことが利Ⅼである。エリア

ンサスとナラの⣽⬊壁⢊ᮎから、それぞれ原料キシラン基‽の収⋡で 88 %、96 %
と、ᴟめて㧗い抽出効⋡で、キシランを抽出することができた。しかしながら、

抽出᫬には、セルロースやリグニンなども ILに⁐け出すため、これらの成分を
分㞳し、キシラン成分を回収する方ἲについて新たに᳨ウした。 
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[EPiP][OAc]に可⁐化したセルロースは、Ỉやエタノールなどの㈋⁐媒のῧ加
によって、容᫆に再ᯒ出≀として回収することができ 5)、また、⣧⢋なセルロー

スにのみならず、バイオマスを⏝いた㝿、つまり、リグニン、ヘミセルロースが

ΰ在する⁐ゎᾮ中からも同ᵝの手ἲによってセルロースを回収することができ

る 5)。こうしたことから、ᮏ◊✲ではセルロースを㑅択ⓗに取り㝖いた後に、キ

シラン成分を回収することを≺って、IL に可⁐化した⣽⬊壁⁐ゎᾮに対して⬺
イオンỈを㈋⁐媒としてῧ加した。この再ᯒ出の㝿、⬺イオンのῧ加㔞には᭱㐺

㔞があり、ῧ加㔞が少ないとセルロースはᯒ出されず、㏫にῧ加㔞が多いと、セ

ルロースだけでなく┠ⓗとするヘミセルロースやリグニンも同᫬にᯒ出してし

まうことがわかった (データ㠀掲㍕)。ᮏ◊✲では、グルカンを㑅択ⓗにᯒ出可
⬟な、エリアンサスで、23.6 PL: 20 PL (IL+DMSO : ⬺イオンỈ)、ナラで 49.6 
PL: 27 PL (IL+DMSO : ⬺イオンỈ) の割合を、᭱㐺ῧ加᮲件として⬺イオンỈ
をῧ加することにỴ定した。 

TDEOH 4-1に♧した㏻り、㈋⁐媒のῧ加によって RP⏬分を分⏬することで、IL
⁐ゎᾮの中からセルロースを分㞳することができたが、依↛、7 ± 9割のキシラ
ンが回収されないまま、リグニン成分とともに ILを含むỈ⁐ᾮ中に⁐ゎした≧
態であった。そこで、ILを含むỈ⁐ᾮ中に⁐ゎ≧態のキシランを回収するため、
㏱ᯒによりỈ⁐ᾮ中から ILを㝖去した⤖ᯝ、㏱ᯒチューブ内には新たに不⁐性
の XP⏬分とỈ⁐性の XS⏬分の 2✀㢮の⏬分が⏕成した。原料に含まれるキシ
ランのうち、エリアンサスで 27 %、ナラで 44 %のキシラン成分が、リグニンを
含᭷する不⁐性キシランとして回収された。一方、原料キシランのうち、エリア

ンサスでは 10 %、ナラでは 17 %のキシラン成分が、ペクチンなどのヘミセルロ
ースと共にỈ⁐性キシランとして回収された。また、XP⏬分とẚべて、XS⏬分
のキシランには、キシランの側㙐⢾をᵓ成する GOcAや AUaが多く含まれている
ことからも、分岐の多いキシランが回収されたと⪃えられる。一方、RP⏬分に
もセルロースとともに再ᯒ出したキシランが含まれるが、この⏬分には側㙐⢾

はほとんど含まれておらず、┤㙐≧キシランが回収されたと⪃えられる (TDEOH 
4-2)。この IL 抽出処⌮と 2 ẁ㝵の分⏬方ἲによって、原料の⣽⬊壁⢊ᮎから性
≧の␗なるキシランが分㞳された。RP⏬分、XP⏬分、XS⏬分の⢾分ᯒの⤖ᯝ
をもとに、もとの天↛キシランのᵓ㐀を⪃察すると、キシランの側㙐分岐を᭷す

る㒊分や、リグニンと」合体を形成する㒊分は、均一に分布しているのではなく、

ある一定の㛫㝸をとったブロック≧のドメインᵓ㐀として、修㣭基はある㡿域

に㞟中していることが予想される。こうした不均一なᵓ㐀は、キシランがセルロ

ース⾲㠃に吸╔すると共に、リグニンといった␗なる成分㛫を⧅ぎṆめている

ᵓ㐀を♧唆するものと⪃えられる。すなわち、セルロースに吸╔しやすいᮍ⨨換

の┤㙐㒊分と、セルロース⧄⥔㛫のマトリックスとしてᶵ⬟する分岐㙐㒊分、そ
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して、リグニンと┦互作⏝する㒊分に分かれたᵓ㐀を持つことが♧唆された。こ

うしたキシランのドメインᵓ㐀に㛵する㆟ㄽは、㏆年、KabOe ら、BXVVe-WicheU
らによる分ᯒ 8,9)や、ZhaQgら、GUaQWhaPらによるキシラン⏕合成に㛵わる㓝⣲
◊✲のほⅬからも推 されており 10,11)、今回の ILによる抽出方ἲと分⏬操作に
よって分けた性≧の␗なるキシランの存在は、これらの⤖ᯝを支持する⤖ᯝで

あった。 
 
4-4-2. XP⏬分及び XS⏬分に含まれるキシランのᵓ㐀ⓗ≉徴 

IL 抽出ᾮから分⏬した XP ⏬分及び XS ⏬分に含まれるキシランのᵓ㐀ⓗ≉
徴を᫂らかにするために、᪤存のアルカリ抽出ἲによって同じ原料からㄪ〇し

たキシランとのᵓ㐀ẚ㍑を⾜った。 
IL抽出で得られた XP⏬分及び XS⏬分に含まれるキシランには、アルカリ抽
出キシランとは対↷ⓗに、カルボニル基に㛵㐃する 1730 cP-1付㏆に強いピーク

がほ察されることからも、エステルが⤖合≧態で含まれていた (FLJ. 4-3)。この
ことから、キシランの修㣭基は、㏻常アルカリ抽出᫬に加Ỉ分ゎに伴って分ゎさ

れるが、IL による抽出方ἲでは、エステル⤖合の㛤⿣なしに天↛≧態のまま抽
出されるという≉徴が᫂らかとなった。さらに、XP⏬分と XS⏬分には、アセ
チルエステル基に⏤᮶する㓑㓟、フェルロイルエステルに⏤᮶する FA、クマロ
イルエステル基に⏤᮶する SCAが⤖合≧態で含まれていることが、アルカリ処
⌮後の HPLC の分ᯒによって᫂らかとなった (TDEOH 4-3)。キシランに対するア
セチル基の修㣭㢖度は、ナラで 6 ± 7ṧ基に 1⟠所、エリアンサスで 22ṧ基に 1
⟠所であり、XP⏬分と XS⏬分に含まれるキシラン㛫で大きな差␗はぢられな
かった。また、こうしたアセチル基の㢖度については、広ⴥᶞグルクロノキシラ

ンで 2 ± 5 ṧ基に 1 ⟠所 12)という᪤報の分ᯒ値もあるが、それよりも᫂らかに

少なかった。キシランの修㣭基㢖度は不均一であることが▱られており 8)、᳜ ≀

㉳※や抽出方ἲ、すなわち、何⏤᮶の、どこに存在するキシランを分ᯒするかに

よって、大きく␗なる。ᮏ◊✲で得られた分ᯒ値は、あくまで平均値にすぎない

ため、同一のキシランとのẚ㍑によって、ṇ☜な数の㆟ㄽを⾜う必せがある。 
さらに、ᮏ◊✲では SEC 分ᯒと基㉁≉␗性の㧗い単一㓝⣲をツールとして利
⏝することで、リグニンとキシランの」合≧態について⪃察した。XP⏬分の分
子㔞分布は、␗なる分子㔞をもつ 2 つの㧗分子として分㞳された。これをキシ
ラナーゼ (PHVX\Q10A) で処⌮すると、RIと UVで᳨出された㧗分子㡿域のピー
クは、キシランの㓝⣲分ゎに伴って完全にᾘ失し、RI 分布において単⢾または
2⢾に┦当する大きさにまで低分子化された (FLJ. 4-5、FLJ. 4-6)。一方、低分子
㡿域のピークは、キシラナーゼ処⌮によって RI分布と UV分布の形≧に全く変
化がないことから、キシランを含まない単⊂の成分として存在しているリグニ
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ンであると推定された。また、グルクノイルエステラーゼ (PHVGE) によって処
⌮すると、㧗分子㡿域のピークが低分子化する挙動が♧された。これらの⤖ᯝよ

り、XP⏬分及び XS⏬分に含まれるリグニンとキシランの一㒊は、同一の分子
としての」合体を形成しているものと⪃えられ、その一㒊は、ベンジルエステル

⤖合によるものと⪃えられた。このように、IL 抽出処⌮方ἲを⏝いることで、
天↛≧態のリグニンとキシランとのᯫᶫ⤖合を⥔持した LXCが得られることが
強く♧唆された。 
リグニンとキシランの」合体の存在については、古くから▱られおり、1954年
に、ᮌ⢊をボールミルで微⢊○し 96 % ジオキサンỈによって抽出されるMWL
⏬分 (PiOOed ZRRd OigQiQ)13,14)にリグニンとヘミセルロースからなる」合体が含ま

れことが Bj|UkPaQらによって報告された。その後、KRVhijiPaとWaWaQabeらに
よって、MWL⏬分に含まれるリグニンとキシランの 2成分は、共᭷⤖合によっ
て」合体を形成していることが NMRによりỴ定されている 15,16)。ᮏ◊✲で抽出

⁐媒として⏝いた ILは、ジオキサンỈと同ᵝに、リグニンとヘミセルロースの
両成分に対して㧗い⁐ゎ≉性を᭷するとともに、エステル⤖合の分ゎが⏕じな

いため、リグニンとキシランが」合体となった LXCの回収につながったと⪃え
られる。 
 
4-4-3. LXC中に含まれるベンジルエステル⤖合の㓝⣲分ゎ性 

PHVGEの㓝⣲反応に伴って XP ⏬分と XS ⏬分に含まれる LXC の低分子化挙
動が⏕じたことから、これらの LXCにはベンジルエステル⤖合が存在すること
が᫂らかになった(FLJ. 4-6)。㏆年では、GEの実バイオマスや天↛基㉁に対する
ゐ媒ά性について、いくつかの報告がなされている。BnnWhらは、㔪ⴥᶞ及び広
ⴥᶞから単㞳したMWLを基㉁として、AaGE1 (AcUHPRQLXP aOcaORSKLOXP⏤᮶GE) 
を作⏝させ、SEC の分子㔞分布が⦆やかに低分子化されることを報告している
17)。この低分子化挙動は、PHVGEの反応による IL抽出 LXCの挙動とᴟめて㢮似
していた。さらに、31P-NMR 分ᯒから MWL に含まれるフェノール性Ỉ㓟基と
カルボキシ基の㔞を 定し、GEの㓝⣲処⌮前後のẚ㍑によって、これらの㔞の
増加によってベンジルエステル⤖合の㛤⿣が⏕じたことを♧した 17)。これらの

報告例は、GE が天↛の LCC 中に含まれているベンジルエステル⤖合の分ゎに
㛵わっていることを㏙べている。さらに、その᰿拠は GE㑇伝子を導入した᳜≀
の⾲⌧型からも♧されており 18,19)、GEをⓎ⌧するシロイヌナズナやポプラは᫆
分ゎ性の⣽⬊壁ᵓ㐀へと変化し、その㓝⣲⢾化において≉にキシロース収⋡が

向上することが報告されており、このことは、GEによるゐ媒作⏝がバイオマス
⢾化反応に効ᯝⓗであることを♧している。 
一方、キシランからMeGOcAを㐟㞳する IOAgX115Aを XP⏬分と XS⏬分に対
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して作⏝させた場合、PHVGE による分ゎで☜ㄆされたような低分子化挙動は♧
さなかった (FLJ. 4-7)。つまり、AgXは、リグニンとの⤖合≧態のMeGOcAには
反応できないものと♧唆された。AgX の反応性についてはこれまでにいくつか
の報告があり、MeGOcAの C6位のカルボキシ基がメチルエステル化された合成
基㉁に対しては全くά性を♧さないことが報告されている 20,21)。また、

GHRbacLOOXV VWHaURWKHUPRSKLOXV T-1⏤᮶の AgXAでは、GOcAとの」合体ᵓ㐀 (PDB 
ID: 1MQQ) がゎᯒされており、ά性中心のアルギニンṧ基と GOcAの C6位のカ
ルボキシ基との㛫で㟼㟁ⓗ┦互作⏝することで、GOcAのカルボキシ基の基㉁ㄆ
㆑を厳密に⾜っていることが報告されている 22)。これらのことから、IOAgX115A
についても、リグニンとの⤖合≧態の MeGOcA には反応できないことが♧唆さ
れた。 
以上のことから、ベンジルエステル⤖合をᯫᶫⅬとする LXCに対する PHVGE
及び IOAgX115A の㓝⣲分ゎ性を⪃察すると、PHVGE が先⾜して MeGOcA に付加
したリグニンを切り㞳し、ḟに、フリーとなったMeGOcAをㄆ㆑して IOAgX115A
が作⏝し、MeGOcAをキシランから㐟㞳すると⪃えられる。 
さらに、᳜ ≀✀の㐪いというほⅬから、ナラとエリアンサスのXP⏬分のPHVGE
の分ゎ挙動の㐪いについて⪃察する。ナラの XP⏬分だけは、GEの㓝⣲処⌮後
もリグニン分布にほとんど変化がなく、低分子化挙動を♧さなかった (FLJ. 4-6E)。
このことから、᳜≀✀によってベンジルエステル⤖合㛤⿣によるリグニン⬺㞳

の効ᯝが␗なっているものと⪃えられた。これと㢮似した᳨ド⤖ᯝとして、エス

テル⤖合の㛤⿣効ᯝがあるアンモニアを⏝いたバイオマス前処⌮の効ᯝについ

ての報告例が挙げられる。SakXUagiと SaPejiPaらは、ⲡᮏ᳜≀のアンモニア前
処⌮によってリグニンとヘミセルロース㛫のエステル⤖合の㛤⿣が⏕じ、㓝⣲

のアクセシビリティーが向上した⤖ᯝとして、㓝⣲⢾化性が㢧ⴭに向上すると

報告している 23)。その一方で、ᮌᮏ᳜≀などにはエステル⤖合㛤⿣の効ᯝが低

く、ⲡᮏ᳜≀とẚべてヘミセルロースがより」㞧で強固な」合体を形成してい

ると⪃察している 23,24)。これらのことを㋃まえると、ᮏ◊✲で♧されたエリアン

サスとナラの XP ⏬分の PHVGE による低分子化挙動の㐪いは、ⲡᮏ᳜≀とᮌᮏ
᳜≀との LXCの⤖合ᵝ式の㐪いに㉳因するものと⪃えられた。 
 
4-4-4. LXC中に含まれるキシランの㓝⣲分ゎ性 
ᮏㄽ文では、LXCに対する XYNの分ゎ性を定㔞ⓗに㆟ㄽするため、ナラから
得られた XP ⏬分と XS ⏬分を基㉁として、PHVX\Q10A による分ゎ性をẚ㍑し
た。先ず、PHVX\Q10A だけを反応させた場合、XP ⏬分に対する PHVX\Q10A の
ẚά性は、XS⏬分とẚべて㢧ⴭに低かった (FLJ. 4-8)。ḟに、IOAXE1を作⏝さ
せてから PHVX\Q10Aを反応させた場合、XP⏬分へのẚά性はῶ少し、XS⏬分
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ではほとんど変化しなかった  (FLJ. 4-9D)。また、PHVGE を作⏝させてから
PHVX\Q10A を反応させた場合、XP ⏬分へのẚά性はほとんど変化せず、XS ⏬
分では増加した (FLJ. 4-9E)。これらのことより、キシランと⤖合するアセチル基
やリグニンにより、XYNの反応性が影㡪を受けることが᫂らかになった。 
まず、アセチル基による影㡪については、アセチル基が㝖去されることによっ

て XYN の分ゎ性を低下させる傾向がぢられており、このことから⪃察する。
IOAXE1の処⌮㐣⛬において、XP⏬分と XS⏬分の⁐ᾮが徐々にⓑ⃮化していく
ᵝ子がほ察されたことからも、基㉁の⁐ゎ性が変化したものと⪃えられた。キシ

ランの⁐ゎ性については、アセチル基の修㣭㔞 25)や㧗ḟᵓ㐀 26)に依存して、Ỉ

⣔⁐媒への⁐ゎ性が低下することが▱られている。また、アルカリ処⌮によって

アセチル基が㝖かれたキシランに対して XYN の分ゎ性が低下することについ
ては、KRQgらによってすでに報告されている 27)。これらのことから、アセチル

基の修㣭≧態によって、キシランの㧗ḟᵓ㐀変化が㉳こってしまい、㓝⣲の反応

性に影㡪を与えてしまうことが⪃えられた。従って、XYN と AXE との┦乗効
ᯝについてṇ☜に᳨ドするためには、アセチル基による修㣭≧態、リグニンとの

」合≧態、キシラン㙐㛗などの㧗ḟᵓ㐀の影㡪による基㉁の⁐ゎ性を⪃慮する

必せがある。また、今回は AXEで前処⌮したヨ料に対する XYN の作⏝につい
て᳨ウしたが、同᫬処⌮では修㣭基を㝖去したことによる凝㞟が㉳こる前に、

XYNが作⏝できるとすると、もう少し㐪った⤖ᯝになるかもしれない。 
ḟに、リグニンによる影㡪については、XS⏬分に対する PHVGEのῧ加効ᯝか
ら⪃察する。これまでにも、GE の XYN との┦乗効ᯝについていくつかの◊✲
から報告されている。d¶EUUicR らは、Ỉ⇕処⌮したコーンコブに対して、GE を
ῧ加することで、セルラーゼ〇剤 CeOOic CWec による⢾化性が向上することとも
に、⏕成するキシロース収㔞が向上することを報告している 28)。さらに、MRVbech
らは、エタノール抽出成分に対して、GEをῧ加することで、XYNの分ゎά性が
向上することを報告している 29)。さらに、多⢾を⿕そしたリグニンの存在が、

⢾㉁加Ỉ分ゎ㓝⣲が基㉁へと接㏆するためのアクセシビリティーに影㡪するこ

とは、広く受け入れられている 30-32)。これらのことを㋃まえると、PHVGEによる
ベンジルエステル⤖合の㛤⿣がリグニンの⬺㞳に効ᯝⓗであり、PHVX\Q10A の
基㉁に対するアクセシビリティーに寄与したものと⪃えられた。以上のことか

ら、PHVGEによって XS⏬分の LXCの分ゎ性を向上させたことが᫂らかとなっ
た。 
しかしながら、XP⏬分に対しては PHVGEによるῧ加効ᯝはㄆめられず、」合
体がゎᾘされないものと⪃えられた (FLJ. 4-9E)。また、FLJ. 4-6の SECゎᯒにお
いて、ナラの XP ⏬分だけには PHVGE の㓝⣲処⌮後もリグニンの分子㔞に変化
が⏕じなかったこと、TDEOH. 4-2 に♧されたように XP ⏬分と XS ⏬分のリグニ
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ン含᭷㔞に大きな差␗があったことからも、XP⏬分に含まれるリグニン中に分
ゎ抵抗となる何らかのせ因があると⪃えられた。ᮏ◊✲では、LXC に含まれる
ᯫᶫⅬをベンジルエステル⤖合に⤠って᳨ドしてきたが、リグニン-キシラン㛫
のᯫᶫ⤖合には、他の共᭷⤖合も存在する。㏆年の NMR の㧗感度化に伴って、
᳜≀⣽⬊壁の抽出成分からリグニンとキシラン㛫の共᭷⤖合が┤接ⓗに同定で

きるようになっている 33)。エステル⤖合の他にも、㔪ⴥᶞアカマツのグルコマ

ンナン中の MaQS C6 位Ỉ㓟基と CĮ 位のリグニンアルコールとの㛫のベンジル
エーテル⤖合 34)や、広ⴥᶞブナᮌのキシラン中の X\OS C2位あるいは C3位Ỉ㓟
基と CĮ位のリグニンアルコールとの㛫のベンジルエーテル⤖合 35)、キシランᮎ

➃と CĮ 位のリグニンアルコールとの㛫のフェニルグリコシド⤖合 35)が同定さ

れている。さらに、リグニンとキシランの㛫には、共᭷⤖合以外でも┦互作⏝が

ほ察されるようになり、これらの 2 成分が」合化していることがド᫂されてい
る 36)。従って、XP⏬分と XS⏬分に含まれている LXCの㐪いは、㓝⣲のアクセ
シビリティーというほⅬにおいて、それぞれの」合体の⤖合≧態が␗なってお

り、XP⏬分には᪤存の㓝⣲ではゎᾘできないベンジルエステル⤖合以外のその
他のᯫᶫ⤖合や、┦互作⏝などの」合化のせ因が含まれているものと♧唆され

た。今後は、ベンジルエステル⤖合以外に作⏝する㓝⣲と XYNとの作⏝につい
ても᳨ドする必せがある。そのためには、よりヲ⣽な LXCᵓ㐀についての⢭密
分ᯒと、㓝⣲による⏕化学ⓗ分ᯒに基づくデータを⵳✚し、天↛のᵓ㐀を᫂らか

にしていく必せがある。 
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TDEOH 4-1. IL抽出ἲによって得られた各⏬分の原料を基‽とした回収⋡ 

FUacWiRQV 

DU\ PaVV \ieOdV (ZW%)  YieOd UeOaWiYe WR UT (each cRPSRQeQWV) (%) 

EUiaQWhXV Oak 
 KOaVRQ OigQiQ  GOXcaQ  X\OaQ 

 EUiaQWhXV Oak  EUiaQWhXV Oak  EUiaQWhXV Oak 

UQWUeaWed UT 100.0 100.0  100.0 100.0  100.0 100.0  100.0 100.0 

IL-iQVROXbOe IR 14.7 � 2.2 24.4 � 1.2  36.1 23.8  8.5 33.6  12.9 4.1 

IL-VROXbOe RP 

XP 

XS 

35.3 � 1.2 

10.8 � 0.8 

5.5 � 0.8 

26.8 � 0.4 

15.9 � 1.6 

5.2 � 0.7 

 8.0 

14.3 

2.7 

7.0 

22.7 

1.9 

 61.8 

0.0 

0.6 

50.6 

0.0 

0.1 

 12.7 

26.8 

10.2 

3.3 

44.4 

17.3 

CROOecWed a 

UQcROOecWed b 

66.3 

33.7 

72.3 

27.7 

 61.1 

38.9 

55.5 

44.5 

 70.9 

29.1 

84.3 

15.7 

 62.6 

37.4 

69.1 

30.9 

a) IR、RP、XP、XSとして回収された㔜㔞の⥲和から⟬出した。 

b)原料の㔜㔞との差し引きによって⟬出した。 
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TDEOH 4-2. IL抽出ἲによるナラ及びエリアンサスから得られた各⏬分のᵓ成成分割合 D) 

 CRQWeQWV (ZW%) b)  MRQRVacchaUide cRPSRViWiRQV c) 

KOaVRQ OigQiQ CaUbRh\dUaWe  GOc X\O GOcA AUa MaQ GaO GaOA Rha FXc 

EUiaQWhXV 

UT 

IR 

RP 

XP 

XS 

 

20.4 � 1.4 

50.1 � 1.5 

 4.6 � 1.3 

27.1 � 2.1 

 9.9 � 2.7 

 

59.4 �  4.1 

47.1 �  4.9 

75.4 � 10.8 

57.7 �  0.3 

62.8 �  3.0 

  

58.5 � 2.7 

50.8 � 9.7 

87.7 � 1.9 

N.D. 

 5.6 � 2.0 

 

35.3 �  0.6 

38.2 �  5.6 

11.9 �  2.0 

90.6 �  0.7 

69.1 � 10.3 

 

0.5 � 0 

N.D. 

N.D. 

0.9 � 0.2 

1.7 � 0.1 

 

 2.8 � 1.0 

 5.8 � 1.0 

 0.5 � 0.1 

 4.8 � 0.2 

13.9 � 3.1 

 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

 

0.1 � 0.1 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

2.2 � 0.8 

 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

0.4 � 0.0 

 

0.1 � 0.1 

N.D. 

N.D. 

0.2 � 0.0 

0.2 � 0.0 

 

0.1 � 0.0 

N.D. 

N.D. 

0.2 � 0.0 

0.8 � 0.1 

Oak 

UT 

IR 

RP 

XP 

XS 

 

26.6 � 0.7 

26.0 � 0.9 

 7.0 � 0.5 

38.0 � 1.5 

 9.8 � 1.4 

 

63.0 �  2.6 

61.2 �  5.7 

81.1 �  9.9 

45.8 �  0.8 

63.5 �  4.0 

  

66.3 � 1.0 

94.1 � 0.6 

97.5 � 0.8 

 0.3 � 0.4 

 1.6 � 1.0 

 

25.5 �  0.6 

 4.5 �  0.6 

 2.4 �  0.7 

96.4 �  0.6 

84.2 �  0.7 

 

2.5 � 0.2 

N.D. 

N.D. 

2.7 � 0.4 

4.3 � 0.5 

 

 0.5 � 0.0 

 1.0 � 0.1 

N.D. 

N.D. 

 1.1 � 0.3 

 

1.7 � 0.7 

0.1 � 0.1 

N.D. 

N.D. 

2.9 � 1.4 

 

0.8 � 0.3 

0.1 � 0.1 

N.D. 

N.D. 

2.0 � 0.9 

 

0.7 � 0.1 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

0.3 � 0.2 

 

0.3 � 0.1 

0.1 � 0.0 

N.D. 

0.1 � 0.0 

0.7 � 0.2 

 

0.4 � 0.2 

N.D. 

N.D. 

0.7 � 0.1 

0.2 � 0.1 
a) 実㦂値は、平均値 � ᶆ‽偏差 (Q = 3) によって♧した。N.D.、ᮍ᳨出。 
b) 乾⇱⢊ᮎ 100 g 当たりに含まれるリグニン及び多⢾㢮の㔜㔞。クラーソンリグニン㔞は、クラーソンリグニン定㔞ἲに従って⟬出される㓟不⁐性リグニン及

び㓟可⁐性リグニンの⥲和から⟬出した。 
c) 㓟加Ỉ分ゎ≀として HPLC によって分ᯒされたグルコース (GOc)、キシロース (X\O)、グルクロン㓟 (GOcA)、アラビノース (AUa)、マンノース (MaQ)、ガラク

トース (GaO)、ガラツクロン㓟 (GaOA)、ラムノース (Rha)、フコース (FXc) の⥲㔞を 100とした㝿の各単⢾の割合を♧した。 
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TDEOH 4-3. IL-抽出キシラン (;P ⏬分, ;S ⏬分) に含まれるアセチル基, フェルロイル

基, クマロイル基の含᭷㔞 

FUacWiRQ OUigiQ 
CRQWeQWV (�PRO/g)a  MROaU UaWiR (PRO/PRO) 

AcOH FeUA CRXA  X\O/AcOH AUa/FeUA AUa/CRXA 

XS EUiaQWhXV  

Oak 

0.1î103 

0.5î103 

 9.1 

 7.1 

39.4 

N.D. 

 22 

 7 

132 

  7 

20 

- 

XP EUiaQWhXV  

Oak 

0.2î103 

0.5î103 

 5.9 

10.5 

61.6 

N.D. 

 18 

 6 

85 

- 

5 

- 
a アルカリ処⌮によって⏕成された㓑㓟、フェルラ㓟、クマル㓟の㔞から⟬出した. 
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TDEOH 4-4. IL抽出キシラン及びアルカリ抽出キシランの㔜㔞平均分子㔞、数平均分子

㔞 (MZ, MQ)、多分散指数 (MZ/MQ) 

 EUiaQWhXV  Oak ZRRd 

IL-[\OaQ 
AOkaOi-[\OaQ 

 IL-[\OaQ 
AOkaOi-[\OaQ 

XP XS  XP XS 

MZ 

MQ 

MZ/MQ 

16,800 

 1,500 

11.1 

14,600 

 1,700 

8.6 

14,200 

 8,600 

1.7 

 

9,400 

1,700 

5.8 

15,100 

 3,400 

4.7 

13,600 

 9,500 

1.4 
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➨ 5❶ ⥲ㄽ 
 
 
5-1. ◊✲成ᯝのᴫせ 
 
⌧在の地⌫では、▼Ⅳ⣖の᫬のように᭷ᶵ≀が多㔞に⵳✚することはない。こ

れは、᳜ ≀の⏕⏘と微⏕≀の分ゎのバランスが取れているからである。このよう

に⮬↛⏺では、地⌫上で᭱も㇏富に存在する᳜≀バイオマスを完全に分ゎし、Ⅳ

⣲㈨※が循⎔している。我々の◊✲分㔝がᯝたすべき᭱大の┠ⓗは、このように

⮬↛⏺でᯝたされている効⋡ⓗなⅣ⣲循⎔⣔を῝く⌮ゎし、得られた▱ぢをά

かすことで、人㢮のエネルギー問㢟のゎỴに導くためのバイオマスリファイナ

リープロセスの実⌧を┠指すことにあると⪃える。 
᳜≀⣽⬊壁の主せ 3 成分であるセルロース、ヘミセルロース、リグニンのそ
れぞれを付加価値の㧗い⣲ᮦに変換し、利⏝することが、これからのバイオマス

リファイナリーにồめられている。そのためには、各成分が᳜≀⣽⬊壁の中でど

のように存在しているのかを▱ることは、㠀常に㔜せとなる。ᮏ◊✲では、リグ

ニンとヘミセルロースの成分㛫⏺㠃に含まれるリグニン-多⢾」合体 (LCC) に
↔Ⅼを当てた。」㞧なᵓ㐀を᭷する LCCは、微⏕≀によって⏕⏘される」数の
㓝⣲による協奏ⓗな作⏝によって分ゎされ、ゆえに᳜≀⣽⬊壁が効⋡ⓗに分ゎ

されていると⪃えられるが、ヲ⣽な分ゎᶵᵓは᫂らかでない。その主なせ因とし

ては、LCC に作⏝する㓝⣲をホ価するための基㉁が⏝意されていないことが挙
げられる。ᮏ◊✲では、LCCの中でもⲡᮏ㢮や広ⴥᶞに主せなリグニン-キシラ
ン」合体 (LXC) に╔┠し、天↛ᵓ㐀に基づく³基㉁´の作〇によって、その㓝⣲
分ゎメカニズムのゎ᫂に向けた基♏ⓗな▱ぢを得ることを┠ⓗとした。以下に

は、ᵓ成する◊✲の得られた成ᯝについてグす。 
 
天↛のリグニンとキシランとの成分㛫⏺㠃には、これらの成分をᯫᶫするベ

ンジルエステル⤖合の存在が▱られている。はじめに、ᮏ◊✲ではベンジルエス

テル⤖合とその周㎶ᵓ㐀に╔┠し、そこに作⏝する」数の㓝⣲による作⏝ᶵᵓ

を᫂らかにするため、それぞれの単一㓝⣲を得ることにした。従って、➨ 2❶で
は、ᮌ㉁⣽⬊壁を⭉ᮙする担子⳦ I. OacWHXV NK-1 及び子嚢⳦ PHVWaORWLRSVLV VS. 
AN-7の両⳦ᰴ⏤᮶の 4✀㢮の㑇伝子に╔┠し、それぞれの㓝⣲を⤌換え体とし
てⓎ⌧する P. SaVWRULV を作〇した。その⤖ᯝ、GH10 に属するキシラナーゼ 
(PHVX\Q10A)、CE15 に属するグルクロノイルエステラーゼ (PHVGE)、CE1 に属
するアセチルキシランエステラーゼ (IOAXE1)、GH115に属する Į-グルクロニダ
ーゼ (IOAgX115) のそれぞれの㓝⣲を単一成分として得ることに成功した。それ



 

106 

ぞれの㓝⣲の性㉁をㄪべたところ、広ⴥᶞ及びⲡᮏ㢮の⣽⬊壁のᵓ成成分であ

る LCCに含まれるベンジルエステル⤖合の分ゎに加えて、これら㓝⣲の⤌み合
わせによりリグニンから㐟㞳されたグルクロノキシランを、単⢾にまで分ゎで

きる㓝⣲⩌である可⬟性を♧唆した。 
 
➨ 3 ❶では、LXC 中でリグニンとキシランをᯫᶫするベンジルエステル⤖合
に╔┠し、そのモデルとなる基㉁の合成と、その㓝⣲分ゎ性をホ価した。まず、

ベンジルエステル⤖合のキシラン⢾㦵᱁㒊分を切り取るため、➨ 1 ❶でㄪ〇し
た PHVX\Q10Aを広ⴥᶞ⏤᮶グルクロノキシランに作⏝させた後、カラムクロマ
トグラフィーによって分ゎ⏕成≀を分㞳したところ、X\O3 に MeGOcA が付加し
たMeGOcA3X\O3を⢭〇品として得ることに成功した。さらに、このMeGOcA3X\O3

のカルボキシ基に対して、᭷ᶵ合成反応によるベンジル基の導入によって、ȕ-O-
4 リグニンユニットの Į 位に MeGOcA が付加した天↛のベンジルエステル⤖合
の㒊分ⓗᵓ㐀をᶍ倣する基㉁ (BQ]-MeGOcA3X\O3) を得ることに成功した。この
ベンジルエステルは、リグニンと天↛⏤᮶のキシランの㒊分ᵓ㐀を᭷すること

を≉徴とする、GEά性ホ価に利⏝可⬟な新つな基㉁である。この基㉁を⏝いた
PHVGEの㓝⣲反応㏿度ㄽゎᯒでは、市㈍基㉁である BQ]-GOcAに対するゐ媒効⋡
とẚべて、645倍も㧗いことが♧され、GEによって≉␗ⓗに分ゎされることを
᫂らかにした。ᮏ◊✲は、GEのᮏ᮶のゐ媒ά性をよりṇ☜にゎᯒ可⬟なモデル
基㉁を世⏺に先㥑けて提᱌するものであり、㓝⣲の基㉁≉␗性についての基♏

ⓗな▱ぢを提供した。また、ᮏ基㉁は GEだけでなく、他にも 4✀㢮の㓝⣲が作
⏝可⬟なᵓ㐀を᭷するので、」数の㓝⣲⩌による LXCの分ゎᶵ序についての㆟
ㄽを⾜うことや、LXC の分ゎに㔜せな㓝⣲をスクリーニングするための基㉁と
しての利⏝もᮇ待される。 

 
➨ 4❶では、LXCの全体のᵓ㐀に╔┠し、⣽⬊壁⁐ゎ性の㧗い ILを抽出⁐媒
として⏝いて、天↛の᳜≀⣽⬊壁から、リグニンとキシランの」合体の単㞳をヨ

みた。[EPiP][OAc]を抽出⁐媒として⏝いた⤖ᯝ、᪤存のアルカリ抽出ἲでは⬺
㞳してしまうエステル⤖合が⥔持されており、天↛≧態の」合体のまま LXCと
して抽出されていることが᫂らかとなった。このことは、IL を⏝いた⣽⬊壁の
⁐ゎ㐣⛬では、成分㛫の共᭷⤖合を損ねることなく、㠀共᭷⤖合のゎ㞳効ᯝによ

り、個々のᵓ成成分が分㞳されたためであると⪃えられる。さらに、ᮏ❶では、

ILによって単㞳した LXCを基㉁として、➨ 1❶でㄪ〇したモノコンポーネント
㓝⣲を作⏝させ、SEC 分ᯒにより⏕じるᵓ㐀変化をゎᯒすることにより、リグ
ニンとキシランの」合≧態について推定した。これらの⤖ᯝから、PHVGEによる
ベンジルエステル⤖合の㛤⿣に伴って、LXC の低分子化が㉳こることを᫂らか
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にした。このことは、GEが᳜≀⣽⬊壁内のリグニンとキシランの」合体におけ
るエステル⤖合の㛤⿣に㛵わっていることを支持する⤖ᯝであった。さらに、こ

の基㉁を⏝いて PHVX\Q10Aの分ゎ性をホ価したところ、PHVGEの㓝⣲処⌮によ
って PHVX\Q10Aの分ゎ性が向上することが♧された。このことから、ベンジル
エステル⤖合の㛤⿣がリグニンと多⢾㢮の分㞳に効ᯝがあり、≉に㓝⣲が基㉁

に接㏆するためのアクセシビリティの向上に効ᯝⓗであると⪃えられた。その

一方で、広ⴥᶞ⏤᮶ LXCには、エステル⤖合以外にもフェニルグリコシド⤖合
やエーテル⤖合などの」㞧な⤖合ᵝ式を᭷することが♧唆された。これらの⤖

ᯝは、天↛の LXCのᵓ㐀と、」数の㓝⣲による分ゎᶵᵓに㛵する新たな▱ぢを
与えるものである。 
 
 
5-2. 今後のㄢ㢟及び展ᮃ 
 
㏆年での NMRの㧗感度化によって、リグニンとヘミセルロース㛫のᯫᶫ⤖合
がヲ⣽にㄪべられるようになった 1)。᳜≀⣽⬊壁の抽出成分から、リグニン-キ
シラン㛫のエステル⤖合のほかにも、エーテル⤖合 2)、フェニルグリコシド⤖合
3)や、リグニン-マンナン㛫のエーテル⤖合が┤接ⓗに同定されている。ᮏㄽ文で
はベンジルエステル⤖合とその分ゎ㓝⣲を中心として LXCの分ゎ性について㆟
ㄽしてきたが、それ以外のリグニン-キシラン㛫の共᭷⤖合の存在の可⬟性につ
いても♧唆された。今後は、NMR を⏝いて新たに単㞳した LXC をㄪべていく
ことで、リグニンと多⢾㢮のᯫᶫᵝ式について᭦なる▱ぢの⵳✚がᮃまれる。一

方で、このように天↛ではリグニンとヘミセルロースが」数の共᭷⤖合によっ

てᯫᶫしているにも㛵わらず、これまでᯫᶫ⤖合の分ゎに㛵わる㓝⣲として報

告されている例は、GEと FAEの僅か 2つだけに␃まっている。天↛の LCCに
はエステル⤖合の他にも⤖合が存在している以上、それらに作⏝する㓝⣲も数

多く存在するはずであり、多くの㓝⣲がᮍⓎぢのままとなっている可⬟性がᴟ

めて㧗い。実㝿、2021 年⌧在の CAZ\ データベース上で、⢾㉁加Ỉ分ゎ㓝⣲は
168 個のファミリーにまで分㢮が広がっており、80 万件を㉸える㑇伝子がⓏ㘓
されているが、そのうちᶵ⬟が᫂らかにされた㓝⣲は僅か 1 %に‶たない⛬度で
ある。このことは、㑇伝子工学分㔝の㐍展から᪥々新たな㑇伝子が同定されてい

く一方で、個々の㓝⣲がᯝたすᶵ⬟や役割に㛵する反応ゎᯒが㏣いついていな

いことを♧している。ᮏ◊✲の取り⤌みは、³⣽⬊壁のᵓ㐀´と³㓝⣲´の双方のど
Ⅼからのバイオマスを⌮ゎしようとするものであり、⮬↛⏺における⣽⬊壁ᵓ

㐀とその㓝⣲分ゎᶵ序に㛵する㔜せな情報を⵳✚させていくことで、これまで

▱られていない㔜せな㓝⣲のⓎぢに㈉⊩することがᮇ待される。 



 

108 

⌧在のリグノセルロース⣔バイオマスのリファイナリー技⾡は、セルロース

を主体として捉えた変換プロセスである。そのため、セルロースを⿕そしている

リグニンやヘミセルロースを㝖去するために、⁻ⓑやアルカリ処⌮など前処⌮

が⾜われている。パルプ工場から排出される㯮ᾮは、ヘミセルロースが㐣分ゎさ

れているほか、リグニンがサルファイト化され反応性に乏いため、⇞↝エネルギ

ーの回収というほⅬでの利⏝しかされていない。つまり、人工ⓗな前処⌮プロセ

スでは、᳜≀㈨※のおよそ半分以上の᭷効成分が᭷効に利⏝できていないとゝ

える。その一方で、⮬↛⏺の循⎔⣔に┠を向けてみると、⣒≧⳦㢮は、常 ・常

圧の 和な⎔境下において、⢾㉁のみならず、㞴分ゎ性のリグニンを含む全ての

ᵓ成成分を↓㥏なくエネルギー※として利⏝している。⎔境に優しく全成分を

変換利⏝するプロセスを㛤Ⓨするためには、᳜≀⣽⬊壁分ゎにおける㘽となる

ᵓ㐀のゎ᫂と、その分ゎに᭷効な㓝⣲をスクリーニングすることが㔜せである。

このようなプロセスが㛤Ⓨされると、リグノセルロース利⏝のボトルネックと

なるリグニンやヘミセルロースのά⏝にも㐨が切り㛤けるものとᮇ待される。 
 
 
5-3. ⥲括 
 
人工ⓗなバイオマス分ゎでは前処⌮を必㡲としているが、⮬↛⏺では微⏕≀

のみで完全分ゎが可⬟であるものの、そのヲ⣽については᫂らかとなっていな

い。その原因としては、実㝿の㓝⣲分ゎを㐺切にホ価するための基㉁が⏝意され

ていないⅬにある。そこでᮏ◊✲では、リグニンとキシランの」合体のキーᵓ㐀

を含む基㉁を合成し、天↛の基㉁に対するゐ媒ά性ホ価ἲを☜❧した。さらに、

᳜≀⣽⬊壁より┤接天↛型の LXCを単㞳したことより、✀々の㓝⣲の≉␗性や
作⏝ᶵ序について新たな▱ぢを᫂らかにした。具体ⓗには以下の㏻りである。 
 
1. P. SaVWRULV を宿主とする␗✀Ⓨ⌧⣔ᵓ⠏によって、ᮌᮦ⭉ᮙ⳦が⏕⏘する

LXC に作⏝する 4 ✀㢮のモノコンポーネント㓝⣲の単㞳に成功した。それ
ぞれの単⊂㓝⣲あるいは」数の⤌み合わせによる反応ゎᯒが可⬟となった 
(➨ 2❶)。 

2. リグニンとキシランをᯫᶫするベンジルエステル⤖合のモデル基㉁の合成
に成功した。天↛の㒊分ᵓ㐀を᭷するᮏ基㉁を⏝いることで、GE のゐ媒㏿
度をṇ☜に 定することができ、LXC 分ゎの新たなホ価⣔としての᭷⏝性
を提᱌した (➨ 3❶)。 

3. ILを⏝いることで、᳜≀⣽⬊壁から LXCを単㞳することに成功した。これ
を基㉁に⏝いることで、GE がベンジルエステル⤖合に対して┤接ⓗに作⏝
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することを᫂らかにした。さらに、XYN の作⏝において、ベンジルエステ
ル⤖合の分ゎが効ᯝⓗであり、㓝⣲⢾化における GEのῧ加効ᯝをド᫂した 
(➨ 4❶)。 

 
キノコに代⾲されるᮌᮦ⭉ᮙ⳦の一⩌は、常 常圧の⮬↛⎔境下において、多

⢾㢮を含めて㞴分ゎ性のリグニンを効⋡ⓗに分ゎする⛥な性㉁を᭷する。᭱㏆

では、ḟ世代シーケンサーのⓏ場によって、250✀㢮以上の⳦㢮ゲノムの情報が
ゎㄞされ、それに基づいて、これまで⮬↛でほ察されてきた⭉ᮙ⌧㇟ついての分

子メカニズムが᫂らかにされつつある。2012年には 31✀のẚ㍑ゲノムゎᯒによ
って、⭉ᮙ⳦が㎺ってきた㐍化の㐣⛬において、リグニン分ゎ⬟を⋓得すること

をきっかけとしてⓑⰍ⭉ᮙ⳦が出⌧したと㏙べられている 5)。さらに㦫くべきこ

とに、ᮌᮦ⭉ᮙ⳦は、㔪ⴥᶞや広ⴥᶞの␗なる⣽⬊壁ᵓ㐀に㐺応するために、そ

れぞれの分ゎに᭱㐺な㓝⣲⩌を備えるように㐍化を㐙げてきたことが᫂らかと

なった 6)。これは、ᴟめて㦫くべきことで、多✀多ᵝに存在するバイオマスを᭷

効利⏝するためのヒントはᮌᮦ⭉ᮙ⳦の㐍化のṔ史に㞃されており、⮬↛によ

って㑅択されてきた㓝⣲⩌を⌮ゎすることが㔜せだとゝえる。しかし、ᮍだ多く

のᶵ⬟ᮍ▱㓝⣲が存在していることを忘れてはならない。実㝿の⭉ᮙ⎔境下で

は、ᮌᮦ⭉ᮙ⳦しか保᭷しない多数のᶵ⬟ᮍ▱㓝⣲が分Ἢされている 7)。また、

共⏕⎔境においてᮌᮦ⭉ᮙ⳦以外の微⏕≀からもᶵ⬟ᮍ▱㓝⣲が分Ἢされてい

る 8)。これらの事実から、ᮍゎ᫂となっている㓝⣲やそれらの」数の㓝⣲が㛵与

する分ゎメカニズムが、バイオマス分ゎにおいての㘽となる反応を担っている

可⬟性は十分にあり得る。ᮏ◊✲において、多⢾㢮から㞴分ゎ性のリグニンを切

り㞳すための㓝⣲反応の一㒊を、㓝⣲化学ⓗ᳨ドによって᫂らかにした。ᮏ◊✲

の成ᯝは、これまでにゎᯒ⮬体が困㞴であった LCCの分ゎに㛵わる新つ㓝⣲の
探⣴に役❧つものとᮇ待され、᳜≀バイオマスの全てのᵓ成成分を↓㥏なく㓝

⣲によって分㞳・分ゎする⎔境ㄪ和型のプロセス㛤Ⓨに寄与するものある。そし

て、我が国そして世⏺で⾜われているバイオマスリファイナリーに㈉⊩し、今後

の人㢮の持⥆可⬟なⓎ展と、⏕態⣔の健やかな営みに㈉⊩することを切に㢪っ

ている。 
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eVWeUaVe fURP ZhiWe-URW fXQgXV IUSH[ OacWHXV. JRXUQaO RI ASSOLHd GO\cRVcLHQcH, 66 
(4), 131-137 (2019). 
hWWSV://dRi.RUg/10.5458/jag.jag.JAG-2019_0007 

2. SaQghR KRh, MaVahiUR Mi]XQR, YXWR I]XRka, NaRWR FXjiQR, HaPada-SaWR NaRkR, 
YRVhihikR APaQR: X\OaQaVe fURP PaUiQe fXQgXV PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7 ZaV 
acWiYaWed ZiWh diOXWed VaOW VROXWiRQ Oike bUackiVh ZaWeU., JRXUQaO RI ASSOLHd 
GO\cRVcLHQcH, 68 (1), 11-18 (2021). 
hWWSV://dRi.RUg/10.5458/jag.jag.JAG-2020_0011 

 
㸰㸬学位ㄽ文に㛵する⥲ㄝ➼㸦1報㸧 
1. 㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪Ἑᮏ啓太㸪三᳃亮㸪᪩川※▮㸪天㔝Ⰻ彦㸸イオンᾮ体を
⏝いた天↛型キシランの抽出とそのᵓ㐀ⓗ≉徴㸬応⏝⢾㉁⛉学, 10 (2), 76-82 
(2020). 

 
㸱㸬その他ㄽ文㸦1報㸧 
1. YRVXke KageVhiPa, TakXPi YRVhiPXUa, SaQghR KRh, MaVahiUR Mi]XQR, KaWVX\a 

TeVhiPa, HiURPaVa NiVhikiRUi: PhRWReOecWURchePicaO cRPSOeWe decRPSRViWiRQ Rf 
ceOOXORVe fRU eOecWUic SRZeU geQeUaWiRQ. CKHPCaWCKHP, 13, 1-9 (2021). 
hWWSV://dRi.RUg/10.1002/ccWc.202001665 

 
㸲㸬学会Ⓨ⾲㸦14報、内➹㢌 9報㸧 
1. 㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸PHVWaORWLRSVLV VS. AN-7⏤᮶ CE15グルクロニ
ルエステラーゼのᶵ⬟ゎᯒ㸬セルラーゼ◊✲会➨ 31回大会㸪㛗㔝㸪2017年
7᭶ 

2. 千ⴥ康㈗㸪⸨㔝尚人㸪㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸IUSH[ OacWHXV NK-1ᰴ⏤
᮶アセチルキシランエステラーゼのⓎ⌧及びㅖ性㉁のゎᯒ㸬セルラーゼ◊✲

会➨ 31回大会㸪㛗㔝㸪2017年 7᭶ 
3. 㧗┦ᪿ㸪今ᮧᫍ㤶㸪千ⴥ康㈗㸪⸨㔝尚人㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸IUSH[ OacWHXV 

NK-1⏤᮶ CE1アセチルキシランエステラーゼの基㉁≉␗性㸬セルロース学
会➨ 25回年ḟ大会㸪京㒔㸪2017年 8᭶ 
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4. 㧗┦ᪿ㸪今ᮧᫍ㤶㸪千ⴥὈ㈗㸪⸨㔝尚人㸪天㔝Ⰻ彦㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸸Ỉ⇕処⌮抽
出した天↛型キシランを⏝いた CE1 エステラーゼの⬺アセチル化反応のゎ
ᯒ㸬セルラーゼ◊✲会➨ 32回大会㸪㛗㔝㸪2018年 7᭶ 

5. 倉崎大城㸪㧗┦ᪿ㸪⸨㔝尚人㸪天㔝Ⰻ彦㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸸IUSH[ OacWHXV⏤᮶ GH131
㓝⣲の␗✀Ⓨ⌧と多⢾への吸╔≉性㸬セルラーゼ◊✲会➨ 32回大会㸪㛗㔝㸪
2018年 7᭶ 

6. 三᳃亮㸪Ἑᮏ啓太㸪㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸イオンᾮ体を⏝いた᳜≀
⣽⬊壁からのキシラン成分の抽出㸬᪥ᮏ応⏝⢾㉁⛉学会平成 30 年度大会㸪
⛅⏣㸪2018年 9᭶ 

7. 㧗┦ᪿ㸪三᳃亮㸪Ἑᮏ啓太㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸イオンᾮ体で抽出される
キシラン成分に対する㓝⣲分ゎ性のホ価㸬᪥ᮏ応⏝⢾㉁⛉学会平成 30 年度
大会㸪⛅⏣㸪2018年 9᭶ 

8. 㧗┦ᪿ㸪Ἑᮏ啓太㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸イオンᾮ体で抽出したリグニン・
ヘミセルロース」合成分の分子㔞ゎᯒ㸬セルロース学会➨ 26 回年ḟ大会㸪
⚟岡㸪2019年 7᭶ 

9. Ἑᮏ啓太㸪㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸イオンᾮ体を⏝いたᮌ㉁⣽⬊壁ᵓ
成成分の分⏬および⤌成分ᯒ㸬セルロース学会➨ 26回年ḟ大会㸪⚟岡㸪2019
年 7᭶ 

10. 㧗┦ᪿ㸪➉内啓一㑻㸪Ἑᮏ啓太㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸キシランに修㣭した
リグニンおよびアセチル基が㓝⣲反応に及ぼす影㡪㸬セルラーゼ◊✲会➨ 33
回大会㸪㛗㔝㸪2019年 8᭶ 

11. 今ᮧᫍ㤶㸪㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸IUSH[ OacWHXV ⏤᮶アセチルキシラ
ンエステラーゼの人工基㉁および天↛型基㉁へのά性ホ価㸬᪥ᮏ応⏝⢾㉁⛉

学会 2019年度大会㸪岐㜧㸪2019年 9᭶ 
12. 㧗┦ᪿ㸪Ἑᮏ啓太㸪三᳃亮㸪今ᮧᫍ㤶㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸イオンᾮ体を
⏝いた天↛型キシランの抽出とそのᵓ㐀ⓗ≉徴㸬᪥ᮏ応⏝⢾㉁⛉学会 2019
年度大会・応⏝⢾㉁⛉学シンポジウム㸪岐㜧㸪2019年 9᭶ 

13. 㧗┦ᪿ㸪Ἑᮏ啓太㸪Mika SiSSRQeQ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪㩪島ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸᳜≀⣽
⬊壁から抽出したリグニン-キシラン」合体の㓝⣲分ゎ挙動㸬᪥ᮏ応⏝⢾㉁
⛉学会 2020年度大会㸪Web㸪2020年 9᭶ 9᪥㹼11᪥ 

14. 㧗┦ᪿ㸪Ỉ㔝ṇᾈ㸪天㔝Ⰻ彦㸸天↛ᵓ㐀㢮似基㉁を⏝いた᳜≀⣽⬊壁分ゎ㓝
⣲の◊✲㸬᪥ᮏ応⏝⢾㉁⛉学会ᮾ᪥ᮏ支㒊ミニシンポジウム㸪Web㸪2020年
12᭶ 

 
㸳㸬受㈹➼ 
1. セルラーゼ◊✲会 ポスター㈹ 
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セルラーゼ◊✲会➨ 33回大会㸪㛗㔝㸪2019年 8᭶ 
2. ᪥ᮏ応⏝⢾㉁⛉学会ᮾ᪥ᮏ支㒊 ᮾ᪥ᮏ支㒊奨励㈹ 
「天↛ᵓ㐀㢮似基㉁を⏝いた᳜≀⣽⬊壁分ゎ㓝⣲の◊✲」㸪2020年 6᭶ 

 



 

ㅰ㎡ 
 
ᮏㄽ文は、➹⪅が⏕≀化学◊✲室でこれまで取り⤌んできた◊✲をまとめた

ものである。 
指導教員としてᮏ◊✲を実施するᶵ会を与えて㡬き、その㐙⾜において学⾡

㠃、技⾡㠃ともに多大なるご指導とご助ゝをして下さった天㔝Ⰻ彦教授に感ㅰ

⏦し上げます。まだᮍ⇍な⚾を⏕≀化学◊✲室のメンバーとして快く㏄え入れ

て下さり、多くの成㛗のᶵ会を与えて下さり、いつもᬮかくご指導を㡬きました。

⚾にとって◊✲室で㐣ごした 7年㛫は、ẖ᪥が充実して㈗㔜な᫬㛫でした。 
ᮏ◊✲を㐍めるにあたり、᪥々の◊✲ά動で丁寧なご指導をしてくださった

Ỉ㔝正ᾈ准教授に感ㅰ⏦し上げます。Ỉ㔝先⏕には、◊✲㠃でご指導して㡬いた

だけでなく、多くのご指導をして㡬けたことを㔜ねて感ㅰ⮴します。᫬に⚾は㛫

㐪った方向に㐍んでしまうことがありましたが、その度に┿摯に⚾と向かい合

って、㎞抱強く㆟ㄽを㔜ねて下さり、いつもṇしく㐍むべき㐨を↷らして㡬きま

した。また、学会への参加や◊✲⪅と接するᶵ会を与えて下さったことは、⮬分

⮬㌟のど㔝を大きく広げるきっかけになりました。 
ᮏㄽ文の作〇においてご指導とご助ゝを下さった㩪島正ᾈ≉任教授に感ㅰ⮴

します。㩪島先⏕との㆟ㄽでは、いつも新㩭かつ刺⃭ⓗなⓎぢがあり、ᮏ◊✲の

価値や意⩏について῝く⪃えることができるようになりました。◊✲室のゼミ

にもẖ回Ḟかさずにご出席して㡬き、᫬には㐜い᫬㛫まで⇕く㆟ㄽに付き合っ

て下さり、成㛗させて下さったことを㔜ねて感ㅰ⮴します。 
⏕≀化学◊✲室のㅖ先㍮方、所属学⏕のⓙᵝには、β 々な形でお世ヰになりま

した。ᮏ◊✲で㔜せとなる⤌換え㓝⣲の作〇の実㦂 (ᮏㄽ文➨ 2❶) では、同◊
✲室卒ᴗ⏕の出岡佑斗Ặ、橋本和慈Ặ、千ⴥ康㈗Ặ、今村星㤶Ặをはじめとする

多くの方にご協力を㡬き㐍めることができました。イオンᾮ体による LXCの単
㞳の実㦂 (ᮏㄽ文➨ 4❶) では、同◊✲室卒ᴗ⏕の三森亮Ặ、Ἑ本啓太Ặにご協
力を㡬き㐍めることができました。ⓙᵝのご協力に心から感ㅰ⏦し上げます。ま

た、事務手⥆きをはじめとして多くの仕事をお引き受けくださり、◊✲室を支え

て下さった事務⿵佐員の㎸山嘉ὠ䛥䜣、小林㔛子䛥䜣に῝く感ㅰ⏦し上げます。

いつも優しくお声掛け下さりẖ᪥の励みになりました。お一人ずつお名前を挙

げることができませんが、それぞれのお❧場からᵝ々な形でのお力ῧえがあり、

ᮏ◊✲を㐙⾜することができました。ᮏ当にありがとうございました。 
学士ㄢ⛬在⡠᫬に、◊✲に対する姿勢や㑇伝子実㦂の基♏を丁寧にご指導下

さった信州大学学⾡◊✲㝔 (工学⣔) 㓝⣲化学◊✲室の㔝㷂功一准教授に感ㅰ
⏦し上げます。同◊✲室博士◊✲員の⸨㔝尚人博士には、㓝ẕの扱い方や、㑇伝

子⤌換え実㦂をはじめ多くのご指導を㡬き、また困ったことがある度に┦ㄯに



 

 

乗って㡬き、いつもⓗ☜なアドバイスを㡬きました。同◊✲室卒ᴗ⏕のす島拓人

博士と㒌博ὒ博士には、博士ㄢ⛬㐍学において多くの┦ㄯと、励ましを㡬きまし

た。心より感ㅰ⏦し上げます。 
HPLCの分ᯒἲの基♏、扱い方を教えて下さった協和化成ᰴ式会♫の上條岳巳

様に感ㅰ⏦し上げます。分ᯒᶵ器を᪥々使い⥆ける上でのメンテナンスにご協

力いただいただけでなく、実㦂についての多くのことを┦ㄯに乗って㡬き、いつ

もⓗ☜なご助ゝを㡬いたおかげで、円⁥に実㦂を㐍めることができました。 
ᮏㄽ文の➨ 3❶で扱ったモデル基㉁の LC-MS分ᯒでは、㛗㔝┴工ᴗ技⾡⥲合
センター㣗品加工㒊㛛◊✲員の山崎慎也様に大変お世ヰになりました。快く分

ᯒ⿦⨨を利⏝させて㡬いただけでなく、実㦂ⓗ┦ㄯにも多くのご助ゝを㡬き、┠

ⓗ化合≀のᵓ㐀をỴ定することができました。 
ᮏㄽ文の➨ 3 ❶で扱ったモデル基㉁の化学合成の㝿、丁寧なご指導とご助ゝ
を㡬きました信州大学学⾡◊✲㝔 (⧄⥔学⣔) 大川ᾈ作教授に感ㅰ⏦し上げま
す。大川先⏕には、快く実㦂室を利⏝させて㡬いただけでなく、国㝿シンポジウ

ムへの参加のᶵ会を与えて㡬きました。また、化学合成の実㦂では、信州大学大

学㝔 信大-⌮◊㐃携◊✲室の㔠山┤樹准教授にも大変お世ヰになりました。㔠山
先⏕には、᭷ᶵ化学合成実㦂の基♏ⓗな作ἲや┠ⓗ化合≀合成のためのⓗ☜な

ご指導とご助ゝを㡬きました。心より感ㅰ⏦し上げます。 
I ZRXOd Oike WR e[SUeVV P\ aSSUeciaWiRQ WR DUV. Monika 㽡sterberg, Paavo Penttil㽯, 

Mika Sipponen aQd Oab PePbeUV iQ AaOWR UQiYeUViW\ iQ FiQOaQd. 
副ᰝとしてᮏㄽ文をご⢭ᰝ㡬き、㈗㔜なコメントの数々を㈷りました信州大

学学⾡◊✲㝔 (⧄⥔学⣔) ⏣口悟朗教授、信州大学学⾡◊✲㝔 (⧄⥔学⣔) 㔝川
優ὒ准教授、並びに外㒊審ᰝ委員を務めて㡬いた㎰ᴗ・㣗品⏘ᴗ技⾡⥲合◊✲ᶵ

ᵓユニット㛗の徳安健博士にこの場を借りて御♩⏦し上げます。 
また、ᮏ◊✲は JSPS ⛉◊㈝ (17K07874) などの助成を受けて⾜われました。
さらに、信州大学大学㝔サスティナブルソサイエティグローバル人ᮦ㣴成プロ

グラムからは、国内外での学会、◊✲会参加のための支援を㡬いたほか、ᾏ外␃

学、企ᴗインターンシップを⾜うための助成を㡬きました。ᮏプログラムでの

ᵝ々なά動を⤒㦂して、◊✲⪅として大きく成㛗を㐙げることができたと感じ

ております。この場を借りて、プログラム代⾲の佐⸨敏㑻教授と故宮入圭一名㄃

教授、並びに事務局の⸨⃝和子䛥䜣に心より感ㅰ⏦し上げます。 
᭱後になりましたが、いつもそばで支えてくれた㣤⏣ⵇさん、そして、⮬分の

やりたいことを応援してこれまで⫱ててくれた∗、ẕ、兄弟に感ㅰを⾲し、ㅰ㎡

とさせて㡬きます。 
2021年 3᭶ 
㧗 ┦ᪿ 


