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概要

リグニンの芳香核構成を分析する手法であるニトロベンゼン酸化分解法を改良し、微量多検体の分析 を可

能 にするミクロスケールプロトコールを開発した。

1.は じめ に

リグニンは一般的に大きく3つのグループ、すなわちグアイアシル(G)リ グニン、シリンギル(S)リ グニン、ρ一ヒド

ロキシフェニル(H)リ グニンに分けられる。裸子植物(針 葉樹)は 主にGリグニン、被子植 物(広 葉樹)はGお よ

びSリグニン、イネ科植 物はGお よびSリグニンそして少量のHリグニンで構成されている。S/G比 は植物種によ

って異なっており、高S/G比 の植物はクラフトパルプ法においてより簡 単に脱リグニン化される。したがって、

リグニンの芳香族構成 は、リグニンを特徴づけるために用いられる必要不可欠な基準の一つである。

これまでリグニンの芳香族 構成 の分析にはニトロベンゼン酸化分解法が広く用いられてきた。近年、リグニン

生合成の代謝 工学が活発 に研究されている。これらの研究ではそれぞれの遺伝子 の発現制御実験 において、

最低でも20ラ インの組換 え体の分析 が必要であるなど、多検体のハイスル ープット分析が必須となっている。

しかし、従来のニトロベンゼン酸化 分解法 は、技術 員の勤務 時間(9:00～17:00)内 で消化 できる検体数が4～

6検 体 と非常にスループットが低く、また、比較 的多くのサンプル量が必要であるため、少量しか得 られない組

換 え植物サンプルに従来法を用いることは困難である。

そこで、遺伝子組換え植物のような微量多検体の分析を可能 にするために、反応および後処理の工程をミク

ロスケール化した1)。これにより、スループットが従来の約10倍 まで上昇 し、さらに重水素標識化合 物を内標と

して用いることにより高精度の定量が可能となった。また、本ミクロスケール ・ニトロベンゼン酸化分解 法は、試

薬 の節約、廃液 の減少、ディスポーザブルチューブおよびチップの使用 による洗い物の減少などの利 点も有

している。本稿では、前報1)で 記載しきれなかった詳細なプロトコールを資料として公表する。
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2.実 験 方 法

2.1試 料調製

1.乾 燥試料aを5×5mm程 度 に細断する。

2.粉 砕作業直前に1時 間ほど真空ポンプで乾燥させる。

3.TissueLyser(Qiagen)専 用粉砕容器 に試料(o.69)と ステンレススチール製粉砕ボールを入れ、25Hz

で1.5分 間(2回 、計3分 間)粉 砕 する。

4.得 られた粉末試料をメタノール(60°C、5分 ×20回)、 ヘキサン(室 温 、5回)、 水(60°C、5分

×5回)の 順 に抽 出し、抽 出後の残渣をそのまま凍結乾燥する。

5.得 られた粉末試料を細胞壁残渣(CWR,⊆ellWallResidue)と し、ミクロスケール ・ニトロベンゼン酸化分

解法に供する。
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図1:ミ ク ロスケ ー ル プ ロ トコー ル で 用 い る器 具 お よび 装 置

(A)1.5mlテ フ ロン製遠心チ ューブ,(B)目 玉 ク リップ,(C)反 応 容器 の蓋の閉 じ方,(D)反 応 容器 の置き方,(E)

オー トク レープ,(F)1mlガ ラ ス製 ミクロチ ューブ,(G)濃 縮遠 心機

2.2ミ ク ロス ケ ー ル ・ニ トロベ ンゼ ン酸化 分 解 法

(下 記 の 工程3-5,9-20は ドラフトチ ャンバ ー 内で 作 業す る。手袋 着 用 。)

1.実 験 前 にCWRを1時 間 ほど真 空 ポンフ で゚ よく乾 燥 させ る。

2.2NNaOH(250μL)が 入 った1.5mlテ フロン製 遠 心 チュー ブ

(FlonchemicalCo.;1.5mLPFAサ ンプリングカップ;図1-A)に 温度センサ_

CWR(5-10mg)を 入 れる。 網力ゴ

3.さ らに2NNaOH(250μL)と ニ トロベ ンゼン(30μL)を 添 加 し、

蓋 を押 さえながらよくボル テックスす る。

4.チ ューブ の蓋 が 開かない ように、目玉 クリップ(Cat.No.ク リー17B,

KOKUYOCo.,Ltd.;図1-B)で 挟 む(図1-C)。 一 ピ_ヵ_

5.こ の チュー ブを網カゴにセットす る(図1-D)。

蒸留水6
.オ ー トクレープ(MetalReactorTEM-DlOOOM,TaiatsuTechnoCo.,

Ltd.;図1-E)内 に ビー カー を一 つ入 れ 、水 を一 定 量b入 れ る(図

図2:オ ー トクレー プ 内の様 子2)
。

7.オ ー トクレープ 内 のビー カー の上 に網 カゴを置 いた後(図2)、 オ ー

トクレープ を密 閉し、加 熱 お よび加 圧 す る(170°C,0.7-0.8MPa,1時 間)。
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8.オ ー トクレープ の電 源 をオ フにした後 、装 置 内の温 度 が80°C以 下 、且 つ 常圧 になるまで 自然冷 却 させ

る。

9.オ ートクレープ から反応 容 器 を取 り出 し、氷 上 で5分 冷 却 した後 、卓 上 遠 心機 でスピンダウンす る。

10.内 部 標 準 の混 合 液 を10μL(4μL[OC2H3]Vanillin,4μL[OC2H3×2]Syringaldehyde,2μL[ring-13C6]

ρ一Hydroxybenzaldehyde,各10mg/mL)らdを 反 応 液 に添加 し、10秒 間ボル テックスし、卓 上遠 心機 でス

ピンダウンす る。

ll.上 清(250μL)を1.5mlポ リプ ロピレン製(PP)チ ュー ブ に移 す 。

12.酢 酸 エチル(200μL)を 加 え、10秒 間 ボル テックスす る。

13.卓 上 遠 心機 を用 いて有機 層(上 澄 み)と 水 層 に分 離 し、有 機 層 は捨 てる。

14.工 程12～13を さらに3回 繰 り返 す。

15.水 層 のみ を新 しいPPチ ューブ に移 し、6NHCIで 慎 重 にpH2～3に 合 わせ る。

16.酢 酸 エチル(200μL)を 加 え、10秒 間 ボル テックスす る。

17.卓 上 遠 心機 を用 いて有 機 層 と水層 に分離 し、有機 層 を新 しいPPチ ュー ブ に回収 す る。

18.工 程16～17を さらに2回 繰 り返 す。

19.適 量 の 固体 のNa、SO、 を加 え、10秒 間 ボル テックスし、次 い で卓 上遠 心機 でスピンダウンする。

20.有 機 層 の一 部(5-20μL)をlmLガ ラスミクロチ ューブ(図1-F)に 移 す 。

21.遠 心 濃 縮器e(図1-G)を 用 いて溶 媒 を減 圧 溜 去 す る。

22.さ らに1時 間、真 空ポ ンプで 乾 固す る。f

23.GC-MS分 析 に供 す る。

2.3分 析 方 法

1.瓦0-Bis(trimethylsilyl)acetamide(8μL)を 加 え、TMS化 す る(60°C、45min)。

2.卓 上 遠 心機 でスピンダ ウンす る。

3.TMS化 産 物(0.8μL)9をGC-MSに インジェクションす る。

2.4分 析 装置 お よ び条 件

ガスクロマトグラフィーカラムはShimadzuHicapCBPIO-M25-025(内 径0.22㎜ × 長 さ20m× 膜 厚

0.25μm)を 用 い、インジェクションポー トの温 度 は240°C、 インター フェー スの 温度 は250°Cに 設 定す る。

分 析 時のカラムの昇 温 条 件 は、0-2minま で は40°Cで 維 持 し、その後 毎 分40°Cで230°Cま で昇 温 さ

せ 、以 降 は230°Cの 温 度 を5min維 持 し続 ける。キャリアガスはヘ リウムを用 い、スプリットレスインジェクショ

ンで行 なう。キャリアガスのカラム入 り口圧 は35kPa、 カ ラム流 量 は0.7mL/min、 線 速 度 は38cm/秒 、全 流

量 は50mL/minに 設 定 している。

2.5後 片 付 け

有 機 廃 液 は決 め られ た規 則 に従 って 処理 す る。 テ フ ロ ンチ ュー ブ は三 時 間 以上 洗 剤 に浸 けて か ら洗

う。 当研 究 室 で は テ フ ロンチ ュー ブ を最 大 で三 回 は繰 り返 し使 用 す るが 、 チ ュ ー ブ の変 形 な ど劣化 が

ひ どい場 合 は早 め に処 分 す る こ ともあ る。ディスポ ーザ ブル のチ ップ及 び チュー ブは チャック付きビニ ール

袋 にまとめて捨 てる。

2.6備 考

a前 報1)で は アカシアを分 析 試 料 として用 い たが
、本 プ ロトコール を用 い てシロイヌナズ ナ 、シロイヌナ ズナ

T87培 養 細 胞 、エ リアンサス、ミスカンサ ス、スイッチ グラス、ヤ トロファ、ミナ トカモジグサ 等 の植 物 種 につ い

てもこれ まで に分析 を行 っている。
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b温 度 センサ ー の先 が蒸 留 水 に浸 かるように水 面 の 高さを調 節 す る
。

c標 識 体 化 合 物 は非 常 に貴重 であるため
、植 物試 料 の リグニンの特 性 によって混 合 す べ き標 識 体 化 合 物 の

種 類 、また添加 量 につ いても適 宜 検 討 が必 要 である。

d内 部標 準 として5 一ヨー ドバ ニリンを用 い ることも可 能 であるが、標 識 体 化 合 物 を内部 標 準 として用 い た場 合 と

比 較 す ると精 度 が劣 る。また 、5一ヨー ドバ ニリンを用 い る際 は、後 処 理 の過 程 でPPチ ューブ の代 わ りにガラ

ス製 ミクロチ ュー ブを使 用 す る。

e遠 心濃 縮機 がない場 合 は
、ダイアフラムポンプ等 で代 替 す る。

f後 日分 析 す る場 合 は
、窒 素 置換 し、シ リカゲル を入 れ たチャック付 き袋 に入れ た状 態 で冷 凍(-20°C)保 存

す る。

9使 用 してい る分 析 機 器 の性 能 及 び コンデ ィションによって異 なるため適 宜 検討 が必 要 である
。
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