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概要

　京都大学生存圏研究所森林バイオマス評価分析システムにおいて、技術員向けにリグニン分析プロ

トコールを改変した。

1．はじめに

　今後人類が持続的生存を維持するためには、再生可能バイオマス資源に依拠する社会の構築が必須

である。ここで、優良土地は食料生産に譲らざるを得ず、資源・エネルギー生産用森林バイオマスの

生産適地の拡大は今後望めない。従って、先端樹木バイオテクノロジーを用いた、劣悪環境林地にお

ける効率的な森林バイオマス系原材料・エネルギーの安定供給と利用システム構築が世界的に緊急の

課題となっている。これらは、当研究所のミッションのうち、環境計測・地球再生、太陽エネルギー

変換・利用、循環型資源・材料開発、およびアカシアプロジェクトに密接にかかわっている。そして、

環境修復、持続的森林バイオマス生産、バイオエネルギー生産、高強度・高耐久性木質生産などを最

終目標として、現在さまざまな形質転換樹木の作出が試みられつつある。加えて、関連する基礎科学

分野においても、種々の遺伝子機能を検証するために様々な形質転換植物が活発に作成されている。

　これらの研究開発においては、木質バイオマスの本体である細胞壁の性質が、形質転換体と野生型

とでどう違うかを正確に解析することが必須である。木質バイオマスは細胞レベルから分子レベルに

いたるまできわめて複雑であり、その正確な評価には専門的技術を要する。これらの評価方法はいわ

ゆる木材分析であるが、確立されて久しい技術であり、それ自体は先端研究対象となるものではない。

しかし、熟練を要し、昨今流行の試薬キットなどとは異なり、未習熟の誰でもが簡単に結果を出せる

ような手法ではない。よって、昨今、木材分析に不慣れな研究者から、形質転換植物の評価分析に関

する依頼が多く寄せられていた。さらに、バイオマスから燃料、有用化学晶などを生産するバイオリ
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ファイテリーが近年急展開しており、木質バイオマスの変換効率を左右するリグニンの構造分析に関

する要望が増加している。

　そこで、これらの要望に応えるため、本研究所では、平成18年4月1日付で森林バイオマス評

価分析システム（Forest　Biomass　Ana1ytical　System，FBAS）を立ち上げ、全国共同利用施設として

の運用を開始した。

　ここで、リグニンの構造解析手法であるチオアシドリシスおよびニトロベンゼン酸化分解、リグニ

ン定量法であるクラーソンリグニン法およびアセチルブロマイド法の標準プロトコールは、研究者や

学生が時間無制限に行うことが暗黙の前提となっていることから、まず、技術員の勤務形態に即した

ものに改良した。

2．リグニンの化学分析プロトコール

　リグニン分析のうちアセチルブロマイド法、チオアシドリシス法、ニトロベンゼン酸化分解法につ

いて、プロトコールの改変を行なった。それぞれにつき、参照した文献は、以下の通りである。アセ

チルブロマイド法1■2）、チオアシドリシス法3）、二トロペンゼン酸化分解4）。これらの文献の実験条件

を、技術員の勤務時間（9：00～17：00）内で消化できるものに改変したものが以下のプロトコールで

ある。

2．1アセチルブロマイド法

1．前日によく乾燥させたサンプルを、実験直前に再度1時間ほど真空ポンプで乾燥させる。

2．キャップ付試験管に試料10mgとスターラーバーいれる（湿気をとりこむのですぱやく）。

3．＊アセチルブロマイド試薬を5mL入れ、キャップを閉じ、さらにハラフイルムを巻いて密封する。

　　（作業はドラフトで行い、試験管内のガスを吸わないようにする）

4．50℃のオイルバス中で6時間反応させる。

5，100mLメスフラスコに酢酸20mL，2M　NaOH10mLを入れ、そのメスフラスコに6時間後の反応

　　液を全て移す（酢酸で何度か洗う）。0．5M塩酸ヒドロキシルアミン3．5mLを加え、100mLまで

　　酢酸でメスアップする。（作業はドラフトで行い、試験管内のガスを吸わないようにする）

6．石英セルを用いて、分光光度計で200～400㎜のスペクトルを測定する。

7，280㎜における吸光度の値を＊＊計算式に代入することで、リグニン含量を算出する。

　　　＊アセチルブロマイド（99％）一酢酸；1：3（v／v）

　　　＊＊リグニン含量（％）＝1（100x吸光度x　V）／（A　x　W）／－B

　　　　　　　　V：溶液の量（L）（本プロトコールではこの値は0．1）

　　　　　　　　A：標準リグニンの吸光度係数＝20．09

　　　　　　　　W：試料の重量（g）

　　　　　　　　B：パルプのときのみ使用する補正係数

2．2チオアシドリシス法

1．前日によく乾燥させたサンプルを、実験直前に再度1時間ほど真空ポンプで乾燥させる。

2．キャップ付試験管に試料10mgとスターラーバーいれる（湿気をとりこむのですばやく）。

　（以下の作業はドラフトで行い、試験管内のガスをなるべく吸わないようにする）

3．サンプルが入っている試験管に＊チオアシドリシス試薬を3mL、内標としてドコサン（1㎎／mL）

　　50μLを加え、キャップし、ハラフイルムを巻いて密封する。

4，100℃のオイルバスで4時間反応させる。

5．4時間後、試験管を氷水で冷却し、O．4M　NaHCO。を5mL加える。

6、希塩酸を用いて反応液をpH3～4にあわせる。

7．ジエチルエーテルで抽出し、工一テル層を回収する。（3回）
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8．回収した工一テル層をエバポレーターで濃縮する。

9．濃縮した工一テル層に適量の無水硫酸ナトリウムを加え、ミクロチューブに数滴（1，3，10滴な

　　ど）移し、減圧溜去する。

10．BSA8μL加え、TMS化する（60℃，45min）。

11．GC－MS分析に供する。

　　　＊チオアシドリシス試薬：エタンチオール（97％）　　　2．5mL

　　　　　　　　　　　BFぺEt．O（47％）　　　　　01625mL

　　　　　　　　　　　　1，4一ジオキサンで25mLまでメスアップ

2．3二トロペンゼン酸化法

1．前日によく乾燥させたサンプルを、実験直前に再度1時間ほど真空ポンプで乾燥させる。

21テフロンチューブに試料100mgいれる（湿気をとりこむのですばやく）。

3，2MNaOHを2mL、二トロペンゼンを0．24mL加え、ソニケーターを用いて液内のサンプルの塊を

　　つぶす。このときサンプルがまだつぶれないようであればスパーテルを用いてつぶす。

4．さらに2M　NaOH2mLで壁を洗う。

5．テフロンチューブを専用のオートクレーブに入れ、反応させる（170℃，1h）。

6．オートクレーブ温度が100℃以下になったところで、テフロンチューブを取り出し氷水で冷ます。

71内標としてアセトバニロン（10㎎／mL）100μLを添加する。

8．綿を詰めたカラムで反応液をろ過する。

9．o．1M　NaOH2mLでテフロンチューブ内壁を洗い、カラムに通しろ過する。（5回）

10．ろ液に酢酸エチルを加え、抽出する。（3回）

11．水層のみを回収し、4M　HC1を用いてpH2～3にする。

121この水層に酢酸エチルを加え、抽出する。（3回）

13、酢酸エチル層のみ回収し、これに飽和食塩水を加え脱水する。

14．酢酸エチル層のみ回収し、これに適量の無水硫酸ナトリウムを加え、さらに脱水する。

15．酢酸エチル層を減圧溜去する。

16．減圧溜去したサンプルを25mLの酢酸エチルに溶解させ、そのうち適量をミクロチューブに移し、

　　再度減圧流去する。

17．BSA8μLを加え、TMS化する（60℃、45min）。

181GC－MS分析に供する。

2．4GC一”S分析条件

　ガスクロマトグラフィーカラムはSHIMADZU　Hicap　CBP－10－M25－025（20m　x0．2㎜）を用い、イ

ンジェクションポートの温度は240℃、インターフェースの温度は250℃に設定する。分析時のカラ

ムの昇温条件は0～2minの間は40℃で、その後230℃まで40℃／minで昇温する。キャリアーガ

スとしてHeを用い、スプリットレスインジェクションで行う。キャリアーガスの全流量は0．5

mL／minに設定している。
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