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は じ め に

木材の実質 (木質)がセルロースとこれを覆っている物質から出来てお り,この被覆物質は木粉を硝酸と

アルカリで繰返 し処理すると除去できる事を明らかに したのほフランスの化学者 Payenで,1838年のこと

である｡この被覆物質は1857年,Schulzによって木材のラテン語名,lignum に因み Iigninと命名された｡

それ以後多数の化学者,植物学者によってリグニンの化学的性質,化学構造 につ い て の研究が積み重ねら

れ,1930年代の後半から1940年代にかけて, リグニンをニ トロベンゼンを含む水酸化ナ トリウム溶液中で加

圧,加熱すると,多量のバニリン (針葉樹),バニリンとシリンガアルデヒ ド(広葉樹),バニリン,ン リン

ガアルデヒ ド,A-ヒ ドロキシベンズアルデヒド(稲科植物)が得られる事,また少量の酸を含むエタノール

中での リグニンの加熱や,温和な条件下での水素添加分解によってグワヤシルプロパン,シリンギルプロパ

ン,A-ヒドロキシフェニールプロパン誘導体が得られる,木化 した細胞壁が 200-280nmの紫外線を吸収す

る事などから,ようや くリグニンはメ トキシル基を含むフェニールプロパンからなる高分子化合物で,針葉

樹,広葉樹,稲科植物では, リグニン構成単位が異なっている事などが明らかにされてきた｡ しか し依然と

して正確な リグニンモノマーとその結合様式は不明のままであった｡

1950年代になって,Erdtmanがイソオイゲノールをマッシュルームの酵素で処理すると,種々の二量体が

得られ,その構造がそれまで有機化学的方法によりリグニン単量体間の結合様式として推定されていた構造

に良く一致する事を明らかに した｡この研究が契機になって,Freudenbergはコニフェリルアルコールの水

溶液をマッシュルームから得たフェノール酸化酵素で処理 して脱水素重合物を得,その化学的,スペク トル

的性質が リグニンとよく一致する事を明らかにした｡この Freudenbergの研究は リグニンモノマーからリ

グニン高分子の生成機構の解明に発展 していく事になる最初の重要な研究である｡ リグニンは他の天然高分

千 (セルロース,タンパク質等)と異なり,種々のエーテル結合や炭素-炭素結合を含む複雑な化合物で,

加水分解あるいはその他の方法によっても定量的に単量体に分解されないため,生合成的方法によってのみ

化学構造が明らかにされてきた珍 しい例である｡ `

著者は1950年名古屋大学理学部生物学科を卒業 し,岐阜大学農学部林学科木材化学横座 (川村一次教授)
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の助手に採用され,川村先生から広葉樹 リグニンの化学構造解明の研究課題を与えられた｡そこでリグニン

についての文献を調べている間に当時大阪大学工学部の八浜義和教授,岡部次郎博士による Freudenberg

-･派のリグニンの生合成の研究を紹介する総説が ｢化学の領域｣に掲載 された｡その内容に強い感銘を受

汁,その時以来, リグニンの生合成,後にはリグニンの微生物分解の研究を続ける事になった｡この総説は

著者が40年間にわたり岐阜大学,カナダ国立平原地方研究所,フランス,グルノーブル大学,京都大学木材

研究所で行ってきたリグニンの生合成と微生物分解に関する研究を取り繕めたもので,多数の研究者の皆さ

んから御協力を戴いた結果である｡特に島田幹夫,中坪文明,山崎徹,大橋英雄,棚橋光彦,中村書紀,黒

田宏之,久浮木英俊,片山健至,釜谷保志,梅沢俊明,河合真吾の各博士,伏木秀文,太田雅彦,野口明

樵,難波宏彰,渡部豪,横田信三,服部武文の各氏の御協力に心から感謝する｡

Ⅰ.リグニンの生合成

リグニンは維管束植物,シダ,ヒカゲノカズラ類の細胞壁に存在するが,コケ類,及び微生物には存在し

ない (川村,樋口1964),リグニンは一般に-ミセルロースとともに植物細胞壁の一次壁,二次壁のミクロ

フィブリル問,及び細胞間層に存在して細胞壁どうLを結合し,木部組織の細胞壁を固め組織を強化させて

いる｡ リグニンは,その単量体の化学構造に基づいて,一般に針葉樹 リグニン (グワヤシルリグニン),広

葉樹 リグニン (グワヤンル-ンリンギルリグニン),稲科植物 リグニン (グワヤンルーシリンギル-A-ヒド

ロキシフェニールリグニン)に三大別されている｡

針葉樹 リグニンの研究は木材から化学パルプの製造と関連してヨーロッパで早くから進められ,分解物の

化学構造,官能基分析,UV,IR,NMR等,種々のスペクトル分析等によって,単量体としてのグワヤンル

プロパンが,エーテル及び炭素-炭素結合によって結合された芳香族高分子化合物である事が明らかにされ

てきた (Adler1977,Sakakibara1983)｡ これらの研究によってリグニン高分子中には数種のサブス トラ

クチャ-が存在する事が明らかにされてきたが,中でもグワヤンルグリセロール一針アリールエーテル構
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造(1)は リグニン中に最も多量に存在するフェニールプロパン間結合 (リグニン中,40-60%)で,次いでフ

ェニールクマラン(2)(く10%),ジアリールプロパン(3)(5-10%), ピノレジノール(4)(≦5%), ビフェ

ニール(5)(5-10%),ジフェニールエーテル(6)(5%)の順である｡(図1)
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Structuralmodelofsoftwoodlignin(Sakakibara1983)

広葉樹リグニンははば同量のグワヤンル及びシリンギルプロパン単量体が,
針葉樹リグニンの場合と同様

の化学結合によって結合されている｡一
方
,
稲科植物リグニンはグアワヤシル,シリン
ギル及びp-ヒドP

キシフェニールプロパン
単量体が
,
針葉樹の場合と同様の化学結合で結合された高分子化合物で,5-10%
の

p-クマール
酸が主としてリグニンプロピル側鎖の末端の一級水酸基にエステル結合している｡
植物細胞壁の木化の過程は,リ
グニンが200-280mmの紫
外線を吸収する事を利用して,
紫外線顕微鏡に

よって観察することが出来る｡
木化は二次壁Sl層にセルロースが沈着しつつある形成層近くの細胞の一次
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壁のコーナーから始まり,次第に細胞間層,一次壁全体に進む (Wardrop,Bland 1959)｡また木部組織に

放射性 リグニン前駆物質を吸収させ, リグニン形成の過程をミクロオー トラジオグラフィーによって追跡す

る事が出来る｡ トリチウム化フェノしラ酸を樹木の若枝に吸収させると,先ず形成層に最も近い木部組織細胞

の細胞壁コーナーの リグニ/部に取込まれ,次いで放射方向の細胞間層に取込まれる｡なお二次壁の大化は

一次壁の木化と別に,Sl層にセルロースの沈着が完了してから進行する (Fujita1983)｡

Ll モノリグノールの生合成経路

放射性同位元素でラべ′しした リグニン前駆物質による トレーサー実験と次いで行われてきた酵素実験によ

って･グワヤシルリグニンの直接の前駆物質 (モノリグノール)はコニフェリルアルコール (8),シリンギ

ル リグニンは ンナビ′しアルコール (9),A-ヒドロキシフェニールリグニンは クークマリルアルコール (7)で

ある事が明らかにされ,下記に示すようにその生合成経路も解明された｡
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一一般に放射性同位元素 (14C,3H)による トレーサー実験では,一定の比活性 (FLCi/mM)の放射性前駆物

質(A)の溶液を樹木小枝の切Ll,あるいは薬の切口から吸収させ,一定時間代謝させてリグニンを生合成させ

る｡生合成された リグニンは7/i-カリ性ニトロベンゼン酸化によって, リグニン酸化生成物,A--ヒドロキシ

ベンズアノしデヒト＼ ノミニリン,ンリンガアルデヒド(B)とするか,ユタノリンスあるいは水添分解によってグ

17ヤシル及びシリンギルプロパンモノマー(B)に分解する｡これらの分解物は完全に精製 してから放射能を測

定 して比活性 (luCi,I/mM)を算出し,前駆物質からの取込み率を稀釈率 (A/B〉く100)で表わす｡他に リグ

ニン頑 への全放射能の取込み率及び転換率(%)も併用されている (Neish 1968).

La シキミ酸経路

シキ ミ酸(10)はシキ ミの実から始めて単離され,その化学構造が決定されたが (Eijkman1885)その後の

研究により-一般の樹木の葉や若い木部に広 く分布 している事が明らかにされた (Hasegawa等1957,Higuchi

1959)｡ンキミ酸-G-14Cが リグニンに効率よく転換される事は最初,Brownと,Neish(1955a)によって

発見され,次いで Hasegawa(1960),とGamborg(1967a)によって確認された｡Eberhardtと,Scllubert

(1956)は [2,6J 4C]-ンキ ミ酸を砂糖キビの茎に与え,生成 した リグニンをニ トロベンゼン酸化して得ら

れたバニリンの2,6位の炭素に放射能が取込まれる事を見出だした｡また植物によるシキミ酸の芳香族化

食物への転換は微生物による糖からシキミ酸を経て芳香族化合物の形成経路と良く一致していることが明ら

かにされた｡

-一一万,シキ ミ酸のI,:7ェニ-ルアラニン.及び L-チロシンへの取込みも種々の植物で証明されてきた (Mc･

Calla,Neish1959a,Gamborg,Neish1959),また D-グルコース1-14Cをス トロ-ブ松組織培養,ユーカT)

切枝に投与するとシキミ酸,ニ トロベンゼン酸化によって得られるリグニンからのバニリン,ユタノリシス

生成物としてのバニロイルメチルケトンに効率よく取込まれる事が見出だされた (Hasegawa等1960,Hase-

gawa,Higuchi1960)0Kratzl,Faigle(1959),Acerbo(1960)は D-1-14Cグルコースを与えた植物をニ トロ

ベンゼン酸化 して得られたバニリンの芳香環中の 14C の分布が微生物によってグルコースから生合成された

芳香族酸のそれと良く一致 している事を見出だしている｡キナ酸(ll)も高等植物に広く分布しており,効率

良く芳香族ア ミノ酸に転換され.キナ酸-シキ ミ酸の相互転換も明らかにされてきた (Weinstein等 1959a,

- I4 -



樋口 :リグニンの生化学 :生合成と微生物分解

b,1961,Goldschmid,Quimby1964,Gamborg1967b)｡これらの研究結果及びそれらの反応を触媒する酵

素の研究 (Minamikawa,Koshiba1981)によってキナ酸はキナ酸 (シキミ酸)脱水素酵素,デヒドロキネ

- トデヒドラターゼ及びシキメー トデヒドロゲナーゼによってシキミ酸に転換され,微生物の場合と同様に

フェニールピルビン酸及び p-ヒドロキシフェニ-ルピルビン酸を経て芳香族アミノ酸に転換されるものと

推定された｡

しかし1988年になって Siehl,Connはプリフェネ- ト-アロゲネ- ト(プレチロシン),アロゲネ- ト-
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Fig.2.Shikimatepathwayinthebiosynthesisofaromaticaminoacidsinplants.

(10),shikimicacid,(ll),quinicacid;Enzymes:1Phospho･2･keto･3･

deoxyheptonatesynthase;23･dehydroquinatesynthase;33･dehydroqu･

inatedehydratase;4quinate (shikimate)dehydrogenase;5shikimate

kinase;63-phospho･5･enolpyruvylshikimatesynthase;7chorismatesyn･

thase;8chorismatemutase;9prephenatedehydratase;10phenylalanine

aminotransferase;llprephenateaminotransferase;12arogenatedehy･

drogenase;13prephenatedehydrogenase;14tyrosineaminotransferase;

15anthranilatesynthase;16arogenatedehydratase.
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L-チシロシソを触媒するプリフェネ- トアミノトラソスフェラーゼ,アロゲネ- トデヒドラターゼ,アロゲ

ネ- トデヒドロゲナーゼがソルガムの芽生え中に存在する事を明らかにするとともに,一般に微生物に検出

されるプリフェネ- トデヒドロゲナーゼ及びプリフェネ- トデヒドラターゼ活性はモヤシマメ以外の高等植

物には検出されない事を見出した｡従って一般の高等植物ではプリフェネ- トは主としてアロゲネ- トを経

て L-フェニールアラニンと L-チロシンに転換されるものと結論される (図2)0

1-b ケイヒ醸経路

Brown,Neish(1955b)は L-フェニールアラニンが効率良く小麦及び楓の枝のリグニン車に取込まれる

事を初めて発見した｡その後 L-フェニールアラニンが種々の植物のリグニンに取込まれる事が見出だされ

てきた (Brown,Neish1956,1959,Freudenberg,Niedercorn 1958,Higuchi1962,1966,Higuchi,

Barnoud 1964,Bland,1963)｡

Brown,Neish(1955b)は リグニン生合成の経路を解明す るために,14C でラベルされた種々の可能性

のあるリグニン前駆物質の リグニンへの取込率について研究 し, レフェニールアラニン, フェニールピル

ビン酸,フェニール酪酸, ケイヒ酸,p-クマール酸, カフェー酸, フェルラ酸,5-ヒドロキシフェルラ酸

(Higuchi,Brown1963a,b),及びシナップ酸が小麦のリグニン中に効率良く取込まれるが,酢酸,C6-C1

化合物 3,4-ジヒドロキシ安息香酸,フェニールグリセリン酸,m-メトキシケイヒ酸の取込率は少量である

ことを明らかにした｡これらの事実に基づいて,Brown(1961)は図3に示 したケイヒ酸経由のリグニン生

合成経路を提案 した｡
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Fig.3.CinnamatepathwayinthebiosynthesisoflignlnSinhigherplants.

TAL,tyrosineammonia･lyase;PAL,phenylalanineammonia･lyase.

McCalla,Neish(1959b)はサルビアを用いた実験で,ケイヒ酸が クークマール酸,カフェー酸,フェルラ

酸,シナップ酸の順序で生成し,図3のケイヒ酸経路を経てリグニンが生合成される反応経路と一致する事

を明らかに してい る｡他方,Koukol,Conn(1961)は レフェニールアラニンの トランスケイヒ酸への脱
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アンモニア反応を触媒す るフェニールアラニンデアミナーゼ (フェニールアラニンアンモニアリアーゼ,

PAL)を小麦茎から発見した｡次いで多くの研究者によって同酵素が広く高等植物に分布している事,高等

植物中のリグニンを含む種々のフェノール性物質合成の鍵酵素である事が明らかになってきた.同酵素の植

物分類的調査 (Higuchi,Barnoud1964,Young等1966)によると,フェニールアラニンアンモニアリアー

ゼはリグニンあるいはケイヒ酸誘導体を合成する生物にのみ存在する｡また同酵素は種々の植物の木化しつ

つある組織で活性が高く (Higuchi1966,Gross1977)末木化の若い組織,あるいは完全に木化した組織で

は活性が著しく低い｡

一方,Brown,Neish(1956)は L-チロシン,p-ヒドロキシフェニールピルビン酸,及び p-ヒドロキシ

フェニール酪酸がよくイネ科植物 リグニンに取込まれるが,その他の植物のリグニンには取込まれない事を

発見した｡ この研究により稲科植物では L-チロシンを経由してリグニンを生合成する付加的経路の存在す

る事が推定された｡ この レチロシン経路の存在は後に Neish(1961)がイネ科植物からチラーゼ (チロシ

ンアンモニアリアーゼTAL)を発見する事によって合理的に説明される事になった｡同酵素は レチロンン

-クークマール酸への脱アンモニア反応を触媒し,主としてイネ科植物に分布している｡なお我々はタケノコ

における両アンモニアリアーゼの活性が先端部から木化の進行しつつある基部にかけて著しく高い事を見出

した (Higuchi1966)｡ L･14C チロシンは針葉樹,及び一般の広葉樹 リグニンには取込まれないが,イネ科

植物 リグニンの p-ヒドロキシフェニ-ル, グワヤンル, ンリンギル核,及びイネ科植物 リグニン特有の

クークマール酸エステル中に効率良く取込まれる (Higuchi等 1967a)｡ これらの研究によりイネ科植物を除

く針葉樹,広葉樹ではフェニールアラニアンモニアリアーゼが リグニン生合成の鍵酵素として関与している

が,イネ科植物では両アンモニアリアーゼが リグニン前駆物質の合成に関与している事が証明された｡

1-C ケイヒ酸の水酸化

ケイヒ酸のクークマール酸への水酸化反応は NADPH と酸素を必要とするシナメー ト4-ヒドロキシラー

ゼによって触媒される(Russe11977)｡同酵素は多くの研究者によって幅広く研究され,チ トクロームp-450

系のモノオキシゲナーゼで,細胞膜に結合している事が明らかにされた (Hill,Rhodes1975,Potts等1974)｡

p-クマール酸のカフェー酸への転換はp-クマレート3-ヒドロキシラーゼによって触媒される｡この酵素

はほうれんそうから分離され (Vaughan,Butt1970),NADPH,アスコルビン酸あるいは還元型プテリジン

が電子供与体として必要である｡

Higuchi,Brown(1963a)は小麦のシリンギルリグニン及びシナップ酸に5-ヒドロキシフェルラ酸が効率

良く取込まれる事から,フェルラ酸-シナップ酸の転換が5-ヒドロキシフェルラ酸を経て進行する事を明ら

かにした｡その後我々の研究に基づいてGrand(1984)はポプラの若い幹組織からフェルラ酸-5-ヒドロキ

シフェルラ酸反応を触媒するフェルレート5-ヒドロキシラーゼを発見 した｡同酵素はチ トクローム P450

モノオキシゲナーゼで基質として酸素分子と NADPH を必要とする｡-

更に最近,これまで植物から分離されていなかった5-ヒドロキシフェルラ酸がとうもろこし,大麦の細胞

壁からエステル状化合物として分離,同定された (Ohashi等1987).従ってフェルラ酸が5-ヒドロキシフェ

ルラ酸を経てシナップ酸に転換される事は今や明白である｡

1-d ヒドロキシケイヒ酸のメチル化反応

ケイヒ酸経路にはフェルラ酸及びシナップ酸生成の二つのメチル化反応が含まれている｡これらの反応で

基質p m-フェノール性水酸基が S-アデノシルメチオニンをメチル基供与体 とする 0-メチル基転移酵素

(OMT)の作用でメトキシル基に転換される｡カフェー酸をフェルラ酸に転換する植物からの酵素はススキ

及び林檎の若枝で初めて発見された (Finkle,Nelson1963,Finkle,Masri1964)｡その後この酵素は多く

の研究者により種々の植物で研究されてきた (Hess1964a,b,1965,Poulton1981)0

我々 (Higuchi等 1967b)はリグニンのメトキシル基の生成機構を解明する目的でタケノコ,ポプラ若
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TablelLRelationshipbetweentheSA/FA ratio.theS/V ratioand

Maulereactionofligninsa

SA/FA S/V M良ule
(OMT) (lignin) reactlOn

O.2 0

0.3
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Psilotum nudum

AngiopterisI.γgod2'folia
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Viscum album

Erythrinajapon7'ca

Tiliajaponica
Paulowniatomentosa

Puerariathunbergiana

Angiospermae(Monocotyledoneae)
A16earborescens

Tradescantiavirglana

OrygaSaliva
Triticum aestivum

Zi2:anialatijTolia

Phyllostachyspubescens

Sparganium stolonijTerum
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aSA,FA,activityagainstsinapateandferulate,restectively･S,syrlngal-

dehyde;V,vanillin. Theenzymeassayisbasedonthetransferof14CH3

groupofs-adenosyl-L-methioninetocaffeateor51hydroxyferulateformlng
ferulate(FA)orsinapate(SA)･0-14CH3,respectivelyat30cc for30-60min.

Theincubationmixturecontainedenzymesolution0.2ml,phenolicsubstrates

0.5f̀mOle,K･phosphate(pH7.5)20/∠mole,NaN3 10〃mole,MgC121〃mole,

cysteine10lumole,2･mercaptoethano110FemOleandisoascorbate10/gmole･
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秩,黒松芽生え等種々の木本植物の OMT の特性解明を行ってきた.タケノコの酵素は S-アデノシルメチ

オニンをメチル基供与体 と して カフェー酸,5-ヒドロキシフェルラ酸,3,4,5-トリヒドロキシケイヒ酸

をそれぞれフェルラ酸,シナップ酸,及び5-ヒドロキシフェルラ酸とシナップ酸に効率良くメチル化する｡

一方,黒松芽生えからの酵素はカフェー酸からフェルラ酸の生成を選択的に触媒するが,5-ヒドロキシフェ

ルラ酸のシナップ酸へのメチル化はほとんどおこなはない (Shimada等 1973a,Kuroda等1975)｡更に裸

子植物と被子植物からの OMT の基質特異性に就いての我々の比較研究によって被子植物酵素はカフェー

酸と5-ヒドロキシフェルラ酸がよい基質で,他に3,4,5-トリヒドロキシケイヒ酸,5-ヒドロキシバニリ

ン,､プロトカテクアルデヒド,クロロゲン酸も可なり良い基質であることがわかった｡一方,裸子植物の

OMTの基質特異性は非常に異なっており,カフェー酸が最もよい基質で,次いでプロトカテクアルデヒ

ド,3,4-ジヒドロキシフェニル酢酸であった｡しかし5-ヒドロキシフェルラ酸はほとんどメチル化されな

かった｡ また二量体の基質として用いたカテキルグリセロール一針 グワヤンルエーテルは黒松芽生えからの

酵素によってメチル化されず,リグニンのメトキシル基生成のためのメチル化反応はモノリグノールが重合

する前の段階で起こる事が明らかになった｡

OMT によって生成するシナップ酸とフェルラ酸の比 (SA/FA),リグニンのニトロベンゼン酸化によっ

て生ずるシリンガルデヒドとバニリンの比 (S/V)及びM乱lle反応間には密接な関係があり,高い SA/FA

値を示す被子植物は高い S/V値で M且ule反応陽性を示 し,低い SA/FA値の針葉樹とシダ棟は S/V値

が低く,Maule反応も陰性であった (表 1)｡この結果は リグニンの進化と二つの型の OMT間に密接な関

係があることを示唆している｡Ephedora,Gnetum,Podocarpus等,ある種の裸子植物はシリンギル核に

基づく Maule反応が陽性で,被子植物に似て SA/FA 値の高い OMT を含むようである (Shimada等

1973a,Higuchi等1977)｡

我々の研究によるとタケノコOMTの SA/FA 値はクロマ トグラフィー,電気泳動による精製によって

も変わらず,FA,SA を生成する二つのメチル化反応が単一 の酵素蛋白によって触媒されている事を示し

た (Shimada等 1973b)｡被子植物 OMT によるカフェー酸のフェルラ酸へのメチル化反応は5-ヒドロキ

シフェルラ酸によって競争的に阻害され,被子植物によるシリンギルリグニンの優先的形成が推定された｡

coo一

a

OMT

oH 5-Ad帥OSyl-
mcLthionine

Caffeate

HO

A o.TH3

FeruLate

COO~

ゐ

dH -rnethionine oH

一一一 GuaiacyLLignin

(Gymnosperms)

(Angiosporms)

･一一 一一一 SyringyLlignin

OCH,S-ヤア_n!?_yl-C呼 Y ocH3 (AngiospermS)

5-Hydroxyferulate SinapatcL

Fig.4.PreferentialformationofguaiacyllignlnViaferulateingymnosperms,
and guaiacyl･syrlngyllignln Viaferulateand5-hydroxyferulatein
anglOSpermS.OMT,0-methyltransferase.
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一方,精製 した黒松芽生えからの OMT は主としてフェルラ酸の生成を触媒し (Kuroda等1975),フェル

ラ酸及びンナップ酸に対する Km値は夫々5.1･10-5,2.8･10-4M で,シナップ酸の生成がカフェー酸に

ょって競争的に阻害され,針葉樹におけるグワヤンル リグニンの優先的形成を示唆 した｡

植物系統発生と関連 して被子植物 OMT はフェルラ酸とシナップ酸の生成を触媒する二機能酵素で,シ

リンギル リグニンの形成に適 しており,裸子植物及びシダ類 OMT は基本的に一機能酵素で,フェルラ酸

の形成を優先的に触媒してグワヤンル リグニンの形成に適 している事は特記すべき事である (図4)0

1-ep-ヒドロキシケイヒ酸のp-ヒドロキシケイヒアルコール (モノリグノール)への還元

トレーサー実験によって Higuchi,Brown(1963b)はフェルラ酸が コニフェリルアルデヒドとコニフェ

リルアルコールに還元される事を初めて発見し, コニフェリルアルコールがコニフェリルアルデヒドを経て

形成されるものと推定した｡引きっずく酵素実験によって p-ヒドロキシケイヒ酸は p-ヒドロキシケイヒア

ルデヒドを経て相当するアルコールに転換される事が明らかにされた｡

すなわちフェルラ酸及びシナップ酸は三つの異なった酵素, ヒドロキシシナメー ト:CoA リガーゼ, ヒ

ドロキシシナモイノL-CoA レダクターゼ, ヒドロキシシナミルアルコールオキシ ドレダクターゼの作用に

ょって相当するアルコールに還元されるo これらの酵素は Salix,Forsythiaから Mansell等 (1972)によ

って初めて単離され,次いで Ebel,Grisebach(1973)によって大豆の細胞培養からも単離された｡同様な

酵素系は後に Brassica(Rhodes,Wooltorton1975)その他多くの植物から単離された (Gross1977)0

7ェルラ酸還元の最初の段階はカルボキシル基 の CoA エステル形成 に よる活性化で, フェルラ酸は

ATP の存在下でフェルロイルアデニレー トに転換され,フェルロイルアデニレー トは CoA によってフェ

ルロイルーCoAとAMPに転換される (図5)｡ これらの酵素は種々の植物,特に若い木化しつつある組織

に分布 しているoForsythia,Brassicaから単利された酵素はよく似た基質特異性を持ち,A-クマレー ト,フ

ェル レー トはよい基質である｡メチル化あるいはグリコシル化されたフェルレー トは基質とならず,またシ

og～AM, 軍～S_ C.A

OHFerutoyIQdc-nylQte

HO

O

=C

OH

F erutQte･

才 =:-;OH
NADPH NADP*
'u

OH

FerutoyI-CoA

(》 Hydroxycinnamate:CoAJigase

@ HydroxycjnnamoyJ-CoAreductase

6)Cinnamylalcoholoxidoreductase

ConifeLryl Coniferyl
Qldc･hyde QIcohoI

Fig.5.Enzymaticreductionofferulatetoconiferylalcoholmediatedby
threedifferentenzymes.
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ナップ酸も作用されなかった (Gross1977)｡

しかし Hahlbrock,Grisebach(1979)は大豆培養細胞のリガーゼ活性が二つのアイソザイムに分離出来

ることを見出だした｡ アイソザイム1ほ三つの典型的なリグニン前駆物質である p-クマール酸,フェルラ

酸,シナップ酸に対して比較的低い Km 値と高い V/Km 値をしめした｡一方,アイソザイム2はp-クマ

ール酸とカフェー酸に比較的高い親和性をしめし,シナップ酸は不活性であった｡従って彼等はアイソザイ

ム1が リグニン生合成に,アイソザイム2はフラボノイ ド生合成に関与しているものと推定している｡我々

の最近の研究 (Kutsuki等 1982a)によると大低の被子植物及び裸子植物の CoA リガーゼはフェルラ酸に

活性で,シナップ酸には不活性であるが,タケノコ,ニセアカシア,デイゴの酵素はシナップ酸に活性であ

る (表2)｡

Table2.SubstratespecificitiesofA-hydroxyclnnamate:CoAligasesof

gymnospermsandang10SPermSa

Activity(♪KAT/mg)
Plantspecies

FA SA CA 5.HFA

Gymnospermae
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Angiospermae(Monocotyledoneae)
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aPA,p･hydroxycinnamate;FA,ferulate;SA,sinapate;CA,caffeate;5･HFA,

5･hyroxyferulate.Theincubationmixturecontained500mmolecinnamates,

2/̀moleATP andMgSO4,50mmoleCoASH and10-100/Jgenzymesin
2.74mlofTrisbuffer(pH7.3)100mM. Thereactionmixturewasincu-

batedat30oCfor5mininUV cuvettes,andtheincreaseinabsorbanceof

lmaxvaluesofrespectivecinnamoy1-CoA esterswasmeasured.

ヒドロキシシナモイルーCoA はp-ヒドロキシシナモイルICoA レダクターゼによって相当するアルデヒド

に還元される (Ebel,Grisebach1973,St6ckigt等1973,Rhodes,Wooltorton1975)｡この酵素は水素供与

体として NADPH を必要とし,フェルロイルーCoAが最良の基質で,次いでクークマロイルー,シナポイル

ー,5-ヒドロキシフェルロイルーCoAの順であった｡この酵素はシナモイルICoA に特異的で他の芳香族あ

るいは脂肪族 CoA エステルには不活性であった｡

p-ヒドロキシシナミルアルコール形成の最後の段階はヒドロキシシナミルアルコールオキシ ドレダククー
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ゼの作用による ♪-ヒドロキンシナ ミル7ルデヒ トの相当するアルコールへの還元である｡ Forsythia及び

大豆培養細胞から単離された酵素 (Mansellら1974)はp-クマールア′レデヒド, コニフェリルアルデヒ ド,

ンナップアルデヒド,それらのメチル誘導体に広い基質特異性をしめ し,水素供与体として NADPH を必

要とした｡

-一一一万,我 々 (Kutsuki等 1982b)の研究によると被子植物酵素はコニフェリルー,シナビル一両アルデヒ

ドを相当するアルコールに還元するが,裸子植物酵素はコこフェリルアルデヒドの還元活性が強い (表 3)o

Table3.Speci丘cactivitiesofA-hydroxycinnamylalcoholoxidoreductases

ofgymnospermsandan･g10SPermSa

Activity(♪KAT/mg)

Cal° Sale Sale/Cal°
Plantspecies
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aCalc,coniferylalcohol;Sale,sinapylalcohol.Theincubation miⅩture

contained150nmolecinnamaldehydes,300nmoleNADPH,100〃lenzyme

solutionin2.7m1,200mM K･phosphatebuffer(pH6.5).Incubationswere

carriedoutat30oCfor5min in UV cuvettes,andthedecreaseinA340
wasmeasuredcontinuously.

精製 した黒松芽生えの酵素は NADPH 及びコニフェリルアノLデヒ ドに対する Km 値が6.8及び 9.1′fM

で,シナビルアルデヒドに対する Vmaxはコニフェリルアルデヒドのそれのたった2.2%であった｡従って

我々は p-ヒ ドロキンシナ ミル7ルコールオキシ ドレダクターゼは, グワヤンルー, シリンギル リグニン形

成を制御する0--メチル トランスフェラーゼ (OMT)のように, リグニン代謝制御酵素の-･つであると考え

ている｡この酵素の活性はシナ ミ′レアルデヒドに特異的で維管束植物の種々の組織に分布 し,特に形成層で

活性である｡

以上のように, トレーサー実験によって推定されてきたグワヤンルT. シリンギルー,A-ヒ ドロキシフニ
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ニールリグニンのモノリグノール形成に関与する全ての酵素が過去数年の間に単離され,その性質が解明さ

れた｡

Ⅰ-2 モノリグノールのリグニンへの脱水素重合

Freudenberg等は コニフェリルアルコ-ルがマッシュルームのフェノールオキシダーゼに よって高分子

物質 (脱水素重合高分子,DHP)に脱水素重合し,生成 した脱水素重合高分子の化学的 ･スペクトル的性質

が リグニンのそれらの性質によく似ている事を発見した (Freudenberg1965)｡彼らはこの脱水素重合反応

において主要なリグニンサブス トラクチャーを含む多くのオリゴリグノールを中間体として分離し,これら

のオリゴリグノールが更に酵素的に脱水素重合し,DHPを生成する事を見出した｡これらの研究結果,及

びDHPの化学的及びスペクトル的性質は針葉樹 リグニンがコニフェリルアルコールの脱水素重合によって

生成される事を示 した｡さらに Freudenberg (1968)は酵素によって形成されたモノリグノールラジカル

が自由に結合してキノンメチ ドを生じ キノンメチ ドほ水あるいは一級アルコール,キノンのベンジル炭素

への分子内親核攻撃によって種々のジリグノールに転換される事を明らかにした｡ ジリグノールはさらに酵

素によってラジカルに脱水素され,ジリグノールラジカルはラジカル重合,次いで生成したオリゴリグノー

ルキノンメチ ドのベンジル炭素への水, リグノールの水酸基,及び細胞壁多糖の糖残基の水酸基の親核攻撃

によって最終的にリグニン及びリグニン-炭水化物複合体 (LCCs)を生成する (図6)0

･0

鳥

OCH3 -H● dehydrodiconiferyI

p●roxid.s●IM202 0Icohot

l
a vOHLCCOHpfrO暮idJ事●-H●

Iignin -H●
polymer I.roxidIIeJH202

Fig.6.Formationofligninandlignin-carbohydratecomplexes(LCCs)via

oligolignolquinonemethide･Rh,Cβradicalofconiferylalcohol･

2-8 ペルオキシダーゼ

Freudenberg等 (1951)はコニフェリルアルコールがマッシュルーム (Psalliotacampestris)からの酵

- 13-
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素標品により空気下で薄褐色の沈澱物に脱水素重合され,その沈澱 (DHP)がスブルースの MWLによく

似ていることを初めて発見した｡一方,著者 (1958)は Freudenberg法で調製 したマッシュルームの酵素

は ラッカーゼ (P･ジフェノールオキシダーゼ) とチロシナーゼ (,)-ジフェノールオキシダーゼ)の混合物

で,この中ラッカーゼだけが DHPの生成を触媒することを明らかにした｡Higuchi,Ito(1958)は更に植

物のペルオキシダーゼ/H202がコ土フェリルアルコールの DHP生成を触媒し,生成 した DHPの化学的

性質はマッシュルームラッカ-ゼ/02 によって得られた DHP とよく似 ている事 を見出 し,ペルオキシ

ダーゼが植物組織の木化に関与している事を提案した Higuchi(1959)｡その後,Nakamura(1967)は日本

ウルシから分離精製 した植物ラッカーゼはコニフェリルアルコールの脱水素重合を触媒 しないが,精製 した

タケノコのペルオキシダーゼはコニフェリルアルコールを脱水素してDHPを生成する事を見出している｡

これらの研究結果はラッカーゼではなくペルオキシダーゼが高等植物によるモノリグノールの脱水素重合に

関与 している事を確認するもので,後にHarkin,Obst(1973)も我々の研究を支持する結果を得ている｡

その後モノリグノールの脱水素重合におけるペルオキシダーゼ反応に必要なH202の起源についてホース

ラディシュの細胞壁 (EIstner,Heuper1976),レンギョウ木部から分離された細胞壁 (Gross等1977)を用

いて研究された｡その結果 H202は 0 2 の NAD●による還元によって生 じたスーパーオキシ ドラジカル

(02●-)のディスミュテ-ンヨンを含む複雑 な反応に よって生成 し,NAD は細胞壁 に結合 した NAD:

マレ- トオキシ ドレダクターゼによるマレー トの酸化によって供給されるNADH のフェノキンラジカルに

よる酸化によって生成することが明らかになった｡なお,フェノキンラジカルは図7に示すようにペルオキ

シダーゼ-M2+系によるフェノールの酸化によって生成する.実際 Gross等 (1977)は コニフェリルアル

コールが結合型マレー トデヒドープデナ-ゼ及びベルオキンダーゼを含むレンギョウの細胞壁によって H202

を加えなくてもてレー トの存在下で脱水素重合する事を証明している｡

CYTOPLASM oMXAALLAATCEEつ (,::DDHf S :.笠 覧

2MALATE +202 '20XALACETATE+2H202

Fig･7･A hypotheticalschemefortheformationofhydrogenperoxidevia

dismutationreactionofsuperoxideradical(02●つ inplantcellwalls.

(lJ,NAD‥malateoxidoreductase;(2),peroxidase-Mn2'complex.

この反応系では細胞壁の木化部分で H202 が形成され,細胞毒である H202 を木化部位まで転送する必

要がない事などリグノールの脱水素重合反応を合理的に説明することができる｡

2-b リグニンと多糖あるいは芳香族酸との化学結合

Freudenberg,Grion(1959)はコニフェリルアルコールをンユクロースあるいはソルビトール溶液中で脱

水素重合させると,キノンメナ ド中間体の Cα位にこれらの糖が結合して DHPの糖IP-ヒドロキシベンジ

ル--テルを生成する事を明らかにしたo Lかし,彼らの研究では糖のどの水酸基が リグニン側鎖 Cαに結

合するかは不明であった｡我/<(Tanaka等 1976,1979)はグワヤンルダリセロ-′-針 グワヤンルエーテ

ルのキノンメチ ド溶液に D-グルクロン酸及び D-グルコースを加えると D-グルクロン酸のカルボキシル基

及び D-グルロースの C6位の水酸基がキノンメナ ドの Cα位を優先的に攻撃し,それぞれエステルあるい

はエーテルを生 じる事を明らかにした (図6)｡ また反応生成物の分析によって ウロン酸のカルボキシル基

- 14-
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あるいはグルコースの C6位の水酸基はキノンメチ ドの Cα位に優先的にエステル及びエー-ル結合し,こ

れらの糖のグリコシド結合は生成しない事を証明した｡

更に我々は LCC形成の機構を解明するため,コニフェリルアルコ-ルをペクチン,マンナンあるいはキ

シランの溶液中でペルオキシダーゼ/H202により脱水素重合させた (Tanahashi等1981)｡生成物は有機溶

媒に不溶であるので熱軟化点法及び誘電率法によって分析した｡コニフェリルアルコールのDHPとマンナ

ン,及びその混合物の熱軟化点 (Ts)はそれぞれ 140℃及び228℃であった｡

一方,コニフェリ～ルアルコールとマンナンから調製した DHP は熱軟化点で245℃で,140℃及び228℃

では軟化せず,DHPの全てが LCCに転換されている事が明らかになった｡また DHP-マンナンの共重合

物を温和なアン ドリンスによって加水分解すると245oCの熱軟化点は消失し,DHPがマンナンとベンジル

エーテル結合していた事を示 した｡

また DHp-ペクチンの熱軟化点は213ccで140℃には軟化点は認められないが,温和な加水分解によって

213℃ の軟化点は消失し,136℃ (DHP)及び 199℃ (ペクチン)に新しい軟化点が現われ,213℃ の軟化点

が DHPとペクチン間のベンジルエステル結合によるものである事を示した｡

これらの研究に基づいて,我々はコニフェリルアルコールが糖溶液中でペルオキシダーゼ/H202によっ

て重合する際,キノンメチ ド中間体への糖残基のカルボキシル基及び一級アルコールの親核的付加反応に

よって LCCが形成されるものと推定した｡植物細胞壁及び細胞間層では リグニン分子の相当の部分が Cα

で- ミセルロース及びペクチンの一級アルコール及びカルボキシル基と結合しているものと考 えられ る｡

Eriksson等 (1980)及び Takahashi,Koshijima(1988)は最近ブラックスプルース及びブナ LCC中で,

リグニンは-ミセルロールのグルクロン酸とベンジルエステルで,又-ミセルロースの他の糖残基にベンジ

ルエーテルで結合している事を推定しており,我々のモデル実験とよく一致している｡

5-10%の p-クマール酸及びp-ヒドロキシ安息香酸が稲科植物 リグニン及びポプラリグニンにそれぞれエ

ステル結合している事が知られている｡(Smith,1955)

我々はベラトル か クマレート,3-(3,4-ジメトキシフェニル)プロピル p-クマレー トの様なモデル化

合物とタケ及びポプラ MWLをアルカリ加水分解及びアン ドリシスし (Nakamura,Higuchi1976),約80

%のクークマール酸及び p-ヒドロキシ安息較がタケ及びポプラリグニンのプロピル側鎖の末端一級アルコー

ルとエステル結合している事を確かめた｡なお側鎖の α位でのエステル結合は20%以下と測定された｡更

に,これらのエステル結合の部位が リグニ-/側鎖の末端一級アルコールである事を証明するため, コニフェ

リル p-クマレー ト及びコニフェリル γ-ヒドロキシ安息香酸エステルを合成し,ホースラディッシュペルオ

キシダーゼ/H202によって脱水素重合させた (Nakamura,Higuchi1978a,b)｡これらのエステル化合物は

コニフェリルアルコールの存在下で容易に重合し,A-ヒドロキシ安息香酸及び か クマール酸はエステルと

して DHP中に取 り込まれた｡なお コニフェリル p-クマレートの DHPではエステルのp-クマール酸部

及び脱水素重合反応中に一部加水分解されて生成した遊離のp-クマール酸がともに脱水素重合され,;I-エス

テル結合ばかりでなく部分的にエーテルあるいは C5位で CIC結合,Cβあるいは か クマール酸側鎖の Cβ

での結合を含む DHPを生じた (図8)0

アルカリ加水分解によって測定された DHP中のこれらの酸の γ-エステル,一夕ケ MWLのp-クマール

79ugn'n-CH2-0-C
ヽヽLigninI

0

0-I-'L'qnin'箪違Lignin_CH2｡H .H._Cl n 0---tugnin)

Fig.8.Structuresofdehydrogenation polymers prepared from coniferyl
p･coumarateorconiferylp-hydoxybenzoatebyhorseradishperoxidase.
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酸及びポプラMWLの p-ヒドロキシ安息香酸量は5-16%であった｡ これらの結果はほとんどの芳香族酸

が リグニン側鎖の一級水酸基に結合 しており,しかもキノンメチ ド中間体を通しての Ca位でのエステル及

びエーテル結合は少量である事を示した｡ なおタケ材中には微量のフェルラ酸が含まれているが p-クマ一

･レ酸は リグニン中に, フェル酸は多糖中に特異的にエステル結合していることが報告されている (Shimada

1972)0

2-C 組織及び植物内におけるリグニン生合成の差

Musha,Goring(1975)はカバ材のリグニンのスペクトル分析によって同材木繊維の二次壁 リグニンはシ

リンギルリグニンに富み,導管 リグニンはグワヤンルリグニンが多い事を示した｡また最近Monties(1985)

はポプラリグニンのグワヤシル-シリンギルリグニンの分布と関連してリグニンの細胞化学的不均一性,小

麦及びポプラリグニン中のリグニンサブス トラクチャー,フェノール酸の量等に差があることを指摘 してい

る｡また小麦のプロトリグニンと合成 リグニン(DHP)間の化学的性質の差異についても13C-フェルラ酸を

投与 して得られたプロトリグニンの固体 13C･NMRの分析に基づいて指摘されている (Lewis等 1987)｡

我々 (Higuchi,Barnoud1964)は早くから広葉樹の組織培養カルスのリグニンがグワヤシルリグニンに

富んでいる事を明らかにした｡Terashima,Fukushima(1988)は最近 3H-ラベルしたモノリグノールグル

コシ ドを分化 しつつあるマツの木部に授与 し, ラジオオートグラフ分析によって か ヒドロキシフェニルリ

グニンは細胞壁分化の初期段階で複合中間膜及び細胞のコーナーに形成され,--一･万グワヤンルリグニンは木

化の初期に複合中間層に,後期に二次壁に沈着 し,またグワヤシルリグニンの縮合型量が二次壁 リグニンよ

り中間膜 リグニン中に多い事を示した｡また針葉樹 リグニンには少量 しか存在しないシリンギルリグニンは

木化後期に二次壁の内層部に形成された｡彼らは木部組織のリグニンは化学的に不均一で,木化は個々の細

胞によって制御されており, リグニン生合成の様式は細胞の老化に伴って変化すると推定している0
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我々は14C-フェルラ酸を裸子植物に投与すると主としてグワヤシルリグニンになるが,フェルラ酸を被子

植物に与えるとグワヤシルーシリンギルリグニンになる事を明らかにしてきた.Higuchi等 (Higuchi1983,

1985)は裸子植物におけるグワヤンルリグニンの形成,被子植物におけるグワヤンルーシリンギルリグニン

形成の機構について研究し,両者間におけるグワヤンル及びグワヤシルーンリンギルリグニンの形成の差に

は次の因子が含まれる事を明らかにした (図9)｡

1.裸子植物の OMT は主としてカフェー酸からフェルラ酸の形成を触媒するのに,被子植物の OMT

はフェルラ酸の生成ばかりでなく,5-ヒドロキシフェルラ酸からシナップ酸の形成を触媒する｡

2･グワヤシルリグニンからシリンギルリグニン生合成への分化のカギ酵素であ るフェルレー ト5-ヒド

ロキシラーゼは被子植物にのみ分布している｡

3･被子植物のp-ヒドロキシシナメート:CoA リガーゼは フェルラ酸とp-クマール酸にのみ活性であ

るが,被子植物の酵素は p-クマール酸,フェルラ酸及びシナップ酸にも活性である｡

4･幾つかの被子植物ではシナピルアルコールの合成が5-ヒドロキシフェルラ酸-5-ヒドロキシフェルロ

イルーCoA-5-ヒドロキシコニフェリルアルデヒド- シナップアルデヒド経路でも起こる可能性が大き

い｡

5･A-ヒドロキシシナミルアルコールオキシ ドレダクターゼは裸子 ･被子植物間で基質特異性が異ってお
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り,針葉樹酵素はコニフェリルアルデヒド-コニフェリルアルコール反応を優先的に触媒し,広葉樹酵

素はコニフェリルアルコールの生成はかりではなく,シナップアルデヒド-シナピルアルコール反応も

触媒する｡

シナペ- ト:CoA リガーゼの生成は被子植物組織の木部分化と密接に関連している様である.何故なら

ば,ポプラ及び桜の若枝はフェルラ酸-コニフェリルアルコール,シナップ酸-シナピルアルコールの両反

応を触媒したが,木部分化の不充分な被子植物のカルスはフェルラ酸をコニフェリルアルコールに還元 した

が,シナップ酸をシナピルアルコールへは還元出来なかったからである (Nakamura等 1974)｡またフェニ

ールアラニンアンモニアリアーゼ,OMT,A-ヒドロキシシナメー ト:CoA リガーゼ,シナミルアルコール

オキシ ドレダクターゼの活性もリグニン量の高い圧縮アテ材のほうが,対象材に比べて数倍高い値をしめし

た (Kutsuki,Higuchi1981)0

Grand等 (1983)はポプラの幹の木部及び師部組織から基質特異性の異なる三つのヒドロキシシナメー

ト:CoA リガーゼを分離し, これらのアイソザイムの基質特異性と組織のリグニンの構成モノマーとの間

に関連がある事を明らかにしている｡

いずれにしてもフェルラ酸以後のモノリグノール中間体の合成に関与する酵素は裸子植物と被子植物間で

基本的に異なっていると結論づける事ができる｡裸子植物では フェルラ酸,フェルロイル-CoA,コニフェ

ェリルアルデヒド等グワヤシルリグニン中間体の生成を優先的に活性化する酵素の作用によってグワヤンル

リグニンを合成するように制御されており,被子植物はグワヤシルリグニン中間体とともにシナップ酸,シ

ナポイルーCoA,シナップアルデヒドの様なシリンギル リグニン中間体を合成出来る酵素の触媒作用に よっ

てグワヤシル-シリンギルリング二を合成する事が出来る｡ グワヤンルーシリンギルーや-ヒドロキシフェニル

リグニンを含むイネ科植物の酵素の基質特異性はグワヤンル及びシリンギルリグニン中間体を合成する一般

の被子植物の場合と似ている｡p-ヒドロキシフェニルリグニン及びイネ科 リグニン特有なp-クマール酸エ

ステルの形成はチロシンアンモニアリアーゼによって L-チロシンから直接供給される高いp-クマール酸濃

度に依存している様である (図10)｡

Ⅱ.微 生 物 分 解

リグニンは多くの異なった炭素-炭素結合及びエーテル結合を含む枝分かれ した フェニルプロパン高分チ

で容易に加水分解されない｡したがって多糖や他の天然高分子化合物と比べて微生物によって分解されにく

いにもかかわらず,カワラタケ,Phanerochaetechrysosporium,Phlebiaradiata等の白色朽菌は典型的な

リグニン分解菌として知られている｡過去10年間に白色朽菌によるリグニン分解の化学と生化学は主として

次の二つの方法によって著るしく進展した｡1)白色朽菌によって分解された プロトリグニンの化学分析,

2)リグニンサブストラクチャーモデル化合物の微生物分解機構の解明｡

ⅠLl リグニン分解坦子菌による木材中のリグニンの分解

腐朽材 リグニンの化学分析 (Hata1966,Kirk,Chang1974,1975,Chang等1980,Chua等1982,Tai専

1983a,b)によって白色朽菌によって腐朽された リグニンはメトキシル基,β-0-4サブストラクチャー量が著

るしく少く,逆に酸素及び脂肪族及び芳香族性のカルボン酸量が増大している事が明らかになった｡また,

バニリン酸,シリンガ酸,デヒドロジバニリン酸及び数種の二量体フェノール化合物がリグニン分解物とし

て腐朽木粉から分離同定されてきた (Henderson1961,Higuchi等 1955,Chen等 1982a,1983,Tai専

1983b,Terazawa等1983)｡これらの研究結果に基いて Kirk,C血ang(1975)及び Chen,Chang(1985)

は白色朽菌によるリグニン分解には少くとも次の三つの分解様式が含まれているものと推定した｡

1) プロピル側鎖の Cα-Cβ間酸化開裂による安息香酸の生成

2) β･アリールエーテル結合の開裂と側鎖構造の修飾
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3) 芳香環の酸化開裂

chen,Chang(1985)は更に P.chrysosporium によるカバ材 リグニンの分解は部分的に酸化及び還元反応

の組合せによって進行するものと推定 した｡

プロトリグニンの腐朽菌による分解についての研究は後に述べる様にほとんどの場合, リグニンサブス ト

ラクチャーモデル化合物の分解様式と一致している｡しかし両者の間に二 ･三の相違も見られ,この相違は

培養条件の差,基質の分子量,その存在状態 (プロトリグニンは多糖と結合している)の相違などに起因す

るものと思われる｡

ⅠⅠ･2 リグニンサブス トラクチャーモデル化合物の側鎖の開裂機構

我々 (Higuchi,Nakatsubo1980)は P.chrysosporium,カワラタケ及びそれらが分泌する酵素 (ラッカ

ーゼ等)によるリグニン分解機構を解明するため種々のオリゴリグノールを合成 した｡オリゴリグノールを

リグニンを分解 しつつある坦子菌の培養に加えて一定時間培養し,分解生成物は酢酸エチルで抽出してから

NMR,GC-MS によって分離同定 し,オリゴリグノールの分解経路を解明した｡

2･& β-0-4モデル化合物

p-0-4リグニンサブス トラクチャーは リグニン中に最も多く (40-60%)含まれているフェニルプロパ

ン間結合のため,早くからリグニンの分解機構の解明のため リグニンモデル化合物として利用 され て きた

(Russel等1961,Ishikawa等 1963a,b,Fukuzumi,Shibamoto1965)｡我々は一連の研究によって P･

chT･ySOSPorium 及びカワラタケがフェノール性及びエーテル化された p-0-4化合物をはば同様の経路にし

たがって分解する事を見出した｡すなわち, グワヤンルグリセロール-a-コニフェリルエーテルはグワヤン

ルグリセロールーβ-グワヤンルグリセロールエーテルに転換され,次いでグリセロール側鎖が Cα･Cβ開裂さ

れ,バニリンエーテルを経てバニリン酸エーテルを生 じる｡l次いでバニリン酸エーテルはアルキル-フェニ

ル開裂によりグリセロール-2-バニリン酸エーテルとp-ベンゾキノンを生 じるか,Cα･Cp開裂によってバニ

リンを経てバニリルアルコールとグリコールアルデヒドを経てグリコールを生 じる (Higuchi1985)0

我々 (Umezawa等1983)は更に P.chrysosporium の培養菌体により4-- トキシ-3-メトキシフェニル

グリセロールーβ･バニリンエーテルの γ-ベンジルエーテル(1)が 0-C4開裂によって4-- トキシ-3-メトキシ

フェニルグリセロールのγ-ベンジルエーテル(2)と,C｡･Cβ開裂によってベンジpキシエタノール(3)と4-エ ト

キシ-3-メトキシベンジルアルコール(4)に転換される事を初めて明らかにした (図11)｡又 4-- トキシ-3-

メトキシフェニルグリセロール-β-180-グワヤシノLエーテルを合成 して P.chrysosporiumの培養菌体に加

え (Umezawa,Higuchi1985a),分解物として得られた4-- トキシー3-メトキシフェニルグリセロールの

Cβ位の酸素及びグワヤコールのフェノール性水酸基の酸素が定量的に 180を保持 してお り,基質のエーテ

ル酸素に由来することを見出した｡この事は図12に示す様に4-- トキシー3-メトキシフェニルグリセロール

は基質の 0･C4開裂により,またグワヤコールは 0･Cβ開裂による別々の反応によって生成 した事を示 して

いる｡

｢◎

oi;
H

電 i

OHii?OCH3
＼＼ 適 二//io.o"cH･,OeH

tL) (3)

Fig.ll.Degradationpathwaysofa(P･0･4)-(a10･4)trimer,ther･benzylether

ofaβ･0･41igninsubstructuremodel,byPhanerochaetechrysosporium.
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Fig･12･Degradationof[21180]arylglycerol･β･guaiacyletherbyPhanerochaete

chrysosporium.β･0Ⅹygenatom ofthearylglycerolandphenolicoxy･

genatom oftheguaiacolwerederivedquantitativelyfrom β-ethereal

oxygenofthesubstrate.

この間に Tien,Kirk(1983)及び Glenn等 (1983)によりP.chrysosporium の培養滅液からジアリー

ルプロパン-1,3･-ジオール (針1)リグニンサブス トラクチャ-モデル化合物の Cα-Cβ開裂を触媒するリグ

ニナ-ゼ (リグニンペルオキシダーゼ)が発見された｡彼等はこの酵素が 針0-4リグニンサブス トラクチャ

ーモデル化合物の Ca･Cβ開裂も触媒 して分解物としてベンズアルデヒドを与え, 1802はベンズアルデヒド

には取 り込まれない事を見出した｡そこで我/I(Habe等1985)は α,β-ジ 2H-4-ニ トキン-3-メトキシフェ
ニルグリセp-ル19-バニリンーr･ベンジルジェ-テル(5)を合成 して リグニンペルオキシダーゼの基質にした

ところ,Cα-Cβ開裂の生成物として4-- トキシー3-メトキンベンズアルデヒド(6),ベンジpキンアセ トアルデ

ヒド(7)及びバニリンが,0･C4開裂生成物として4-- トキン-3-メトキシフェニルグリセロールの γ-ベンジル

-…テル(2)が得られた｡さらに分解物の MS分析によって(2)の C｡及び Cβの重水素,(6)及び(7)の重水素

は殆んど定量的に保持されている事を見出した｡

これらの結果は β-0-4モデル化合物の Cα･Cβあるいは 0-C4開裂にあたって水素の脱離は起こらない事

の証明である｡後に Kersten等 (1985)は ESR による研究によってリグニンペルオキシダーゼがエーテ

･レ化フェノール化合物の芳香環を-電子酸化 して不安定なカチオンラジカルを生成 し,このカチオンラジカ

ルが種々の分解物に転換される事を明らかに した｡ これらの事実を考え合わせるとI9-0-4モデル化合物の

?n7i.D竪子"1･.R-0.1.O登T"0-R:訪.将cHO′ヽ′ヽlIoO一〇･J ∝H3 bcH3 bcH3

"oJ&C-1,-g.cH,Cd-CPcteQYCge0Et O巨t
OEt

R=_BzL
D=Deuterium

t5)
+ ?

o巨t

t27

OCH3

(6)0･CpcLecyQge

Fig.13.Degradationofadeuteratedarylglycerol･P･aryletherligninsubstructure

modelbyligninperoxidaseofP.chrysosporium.
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リグニンペルオキシダーゼによる側鎖の開裂機構は図13のように示すことができる｡

更に我々 (Umezawa,Higuchi1985b)は β-0-4モデル化合物から2-グワヤコキンエタノール(8)とベン

ジルアルコール(4)を生 じる別の Cα･Cβ開裂反応の機構を明らかにした｡我々はこの研究で4-- ト牛ン-3-メ

トキシフェニルグリセロールーβ-180-グワヤンルエーテルを基質として P.chrysosporium の培養菌体に加

え,分解物の GC･MS分析によって基質の 180 が2-グワヤコキシエタノールに含まれていない事を明らか

にした｡次いで4-- トキシー3-メトキシフェニルグリセロール-(r-13C)-β-グワヤンルエーテルを合成 して基

質に用い,分解物として得られた2-グワヤコキンエタノール(8)は C2が 18C でラベルされ,Clはラベルさ

れていない事を明らかにした｡我々はこれらの結果に基づいてグワヤコキンエタノールの生成機構 と して

図14を提案した｡図14は基質の Cβに結合していたグワヤンル基が γ位に転移して中間体Cになり, Cが

Cα-Cβ開裂をうけて4-- トキシー3-メトキシベンズアルデヒドと2-グワヤコキシアセ トアルデヒドを生 C,

両アルデヒドは培養菌体によってそれぞれアルコールに還元される事を示 している｡ この反応は Enoki等

によって提案されたグワヤコキンエタノールの生成機構と全く異るもので,最近になって Miki等 (1988)

によりリグニンペルオキシダーゼを用いて確認された｡

H
0H
O巨t

fCI+:180,*:uc
'一
HC

0

0
I

cH

ゐTo

:･'0.gcH,(8)
毎H3

Fig･14･Mechanism ofguaiacoxyethanolformationfrom aβ･0-4
1igninsubstructuremodelbyP.chrysosporium.

一方,フェノール性 β-014化合物の分解についてWariishi(1987)はシリンギルグリセロールーβ-グワヤ

ンルエーテルが カワラタケラッカーゼに よって Ca-Cβ開裂されシリンガアルデヒドとグワヤコキンエタノ

ールを, また アルキル-フェニル開裂により2,6一ジメトキシベンゾキノンとグリセ リン酸-2-グワヤシル

エーテルを,さらに 0･Cβ開裂によりグワヤコールを生成すると報告 している｡しかし乍ら我々 (Kawai等

1990)はシリンギルグリセロールーβ-グワヤンルエーテル(9)はカワラタケラッカーゼによって主としてα-カ

ルボニル化合物(10),アルキル-フェニル開裂による2,6-ジメトキシヒドロキノン(ll),グリセルアルデヒ

ト2-グワヤンルエーテル(12)及び OICβ開裂によるグワヤコール(13)に分解されるが,シリンガアルデヒ

ド, グワヤコキンエタノールは生成しない事を見出した｡更に α･カルボニル化合物(10)は Cα･Cβ開裂を受

けてシリンガ酸(14)とグワヤコールになり,シリンガ酸は急速に脱炭酸を経て分解される事が明らかになっ

た (図15)｡従来フェノール性 β-014化合物は ラッカーゼにより主としてアルキル-フェニル開裂をうけ

るとされてきたが,我々の研究 に よってアルキル-フェニル開裂ばかりでなく Cα･Cβ開裂化合物を与える

事が示された｡

以上,我々の研究 (Higuchi1988)は リグニンペルオキシダーゼがフェノール性及び否フェノール性 p-

0-4化合物を-電子酸化してフェノキシラジカル及びアリールカチオンラジカルを生成すること,アリール

- 21-



木 材 研 究 ･資料 第26号 (1990)

cH,舟.cH,H.や
(1307CH3
Coo川
cH,頑.cH;OH
Ill)

Fig.15.Possiblemechanism forsidechaincleavageofaphenolicβ･0･4
1igninsubstructuremodelbylaccaseofCoriolusversicolor.

カチオンラジカルは水あるいは基質の水酸基の攻撃を受け,炭素中心ラジカル中間体を生成することを示 し

た｡これらの C-ラジカル中間体及びフェノキシラジカルは酸素の攻撃を受けて種々の分解生成物を与える
か,ラジカル-ラジカルカップリングによって再重合する｡なお,ラッカーゼはフェノール性の基質の酸化

のみを触媒してフェノキンラジカルを生成するが,否フェノール性化合物は酸化 しない｡

2-b β-1モデル化合物

ジアリールプロパン-1,3-ジオールは主要なリグニンサブス トラクチャーの一つでリグニン中に5-lo劣

存在する｡我々 (Kamaya,Higuchi1984a)は P.chrysosporium の培養菌体がフェノール性モデルとして

の1,2-ジンリンギルプロパン-1,3-ジオールを Cα･Cp開裂に よ りシリンギルグリコールとンリンガアル

デヒドに分解することを明らかにした｡一方,Nakatsubo等 (1982)は否フェノール性ジアリールプロパン

である1,3-ビス (4-- トキシ-3-メトキシフェニル)プロパン-1,3-ジオールは P.chrysosporium の培

養菌体によって4-- トキシ-3-メトキシフェニルグリコール及びそのα-ケ ト化合物 と4-- トキシ-3-メトキ

ンベンジルアルコールに開裂されることを発見した｡また Enoki,Gold(1982)も同様の結果を得ている｡

Kirk,Nakatsubo(1983)は 2H-ラベルした β11基質を 1802雰囲気下で P.chrysosporium の培養菌体に

与えると,α位及び β位の 2H は分解物中に保持されてお り,さらにフェニルグリコールの α位水酸基の

酸素は 180 でラベルされている事を見出している｡別に我)I(Kamaya,Higuchi1984b)はカワラタケ培

養菌体でもジアリールプロパソー1,3-ジオールを同様の経路にしたがって分解する事を見出している.

これらの実験結果に基づいて Tien,Kirk(1983)は否フェノール性 β-1化合物の Ca-Cβ開裂に よるフ

ェニルグリコールとベンズアルデヒドの生成を触媒する酵素 リグニナ-ゼ (リグニンペルオキシダーゼ)を

発見した｡その後 Renganathan,Gold(1986)等の酵素のスペクトル的研究によってこの酵素はホースラ

ディッシュペルオキシダーゼとよく似てお り,H202 によって化合物Iに酸化され,化合物 Ⅰはフェノール

の様な-電子基質によって還元されて化合物Ⅱになる事が明らかにされた. リグニンのフェノール性及び否

フェノール性部分は リグニンペルオキシダーゼの化合物 Ⅰ及びⅡに よってアリールカチオンラジカル及 び

フェノキンラジカルに酸化される｡なお リグニンペルオキシダーゼについての最近の研究 (Higuchi1968,

Kirk,Farrell11987,Odier,1987,Umezawa,Higuchi1987b)は リグニンサブス トラクチャーモデル化合

物の芳香環の開裂を含むほとんどの分解反応が リグニンペルオキシダーゼによって触媒される事を示 してい

る｡
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最近,我々 (Yokota等 1990,Kawai等 1987)はフェノール性 β-1モデル化合物はカワラタケの リグ

ニンペルオキシダーゼ及びラッカーゼによって同様の経路を経て分解される事を見出した｡すなわち,ジフ

ェノール性及び1-(3,5-ジメ トキシー4-ヒドロキシフェニルト2-(3,5-ジメトキシー4-- トキシフェニル)プ

ロパン-1,3-ジオール(15)と1-(3,5-ジメトキシー4-- トキンフェニル)-2-(3,5-ジメトキシー4-ヒドロキ

シフユニル)プロパン-1,3-ジオ.一斗(16)はカワラタケのラッカーゼによって分解される (Kawai等 1988a)o

この反応で(15)は Cα酸化により1-(3,5-ジメトキン-4-ヒドロキシフェニル)-2-(3,5…ジメ トキン-4-ニ

トキンフェニル)一3-ヒドゥキンプロパン(17)に酸化され,Cα･Cβ開裂により1-(3,5-ジメ トキシー4-- トキ

シフェニル)-2-ヒドロキシユタノン(18)とシリンガアルデヒド(19)に,さらにアルキル-フェニル開裂によ

り2-(3,5-ジメトキシー4-- トキシフェニル)-3-ヒ ドロキシプロバナール(20)と2,6-ジメトキシーp-ヒド

ロキノン(ll)及び か ベンゾキノン(ll')を生 じる｡

さらに我々はその分解機構を解明するため 1802,H2180を用いた トレーサー実験を行い,ユタノンには分

子状酸素が,ヒドロキノン及びキノンには水の酸素が取 り込まれる事を明らかにした｡基質(16)はラッカー

ゼによって Cα･Cβ開裂を受け 1-(3,5-ジメ トキシ-4-ヒドロキシフェニル)ェタン-1,2-ジオール(21)

と3,5-ジメトキシー4-- トキシベンズアルデヒ ド(22)を生 じた｡またこの反応で水の酸素原子がフェニル

グリコールに取 り込まれる事も明らかになった｡我々はこれらの研究結果に基づいて次の三つの様式の反応

が基質のフェノキンラジカルを経て進行するものと考えている｡1)Cα･Cβ開裂,2)アルキル-フェニル開

裂,3)Cαの酸化 (図16,17)｡

OCH3

日5)

OC2H5
0CH3
Laccase

CHH,烏 2HH35
0CH3

日7)

dis°

OCH3
phenoxyradicalrtionitbn

rJ r●H
cHP各.訂7.愈ocH3
日1') tl1) (20)

Fig.16.PossiblemechanismsforCαoXidation(A)andalkyl-phenylcleavage

(B)ofaphenolicP-1modelcompoundbylaccaseofC.Versicolor.

2-C β-5モデル化合物

リグニン中主要 なサブス トラクチャー (リグニン中10%)であるデヒドロジコニフェリルアルコールは
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p.chrysosporium に よって ケイヒアル コール側鎖 が グリセ ロールに転換 されてから Cα･Cβ開裂を受けて

フェニルクマラン α'-アルデヒ ドを生 じる｡ 生 じたフェニルクマラン α'-アルデヒ ドは 部分的に フェニルク

マロンあるいはプロピオン リンゴソに転換 され る｡ プロピオン リンゴンは Cα･Cβ開裂 によって5-カルボキ

シバニ リン酸 とシ リンガ酸を生成するか, アルキル-フェニル開裂によって5-カルボキシバニリン酸 と2,

6-ジメ トキシーPベ ンゾキ ′ソを生成す る (Umezawa等 1982a)｡否 7ェノール性 か5モデル化合物 とし

ての 4-0-メチ/L,デヒ ドジコニフェリルアル コールも同様にフェニルクマ｡ソを経てベラ ト′レム酸に分解 さ

れ る (Nakatsubo等 1981)｡ この場合,Cα･Cβ開裂及びアルキル-フェニル開裂はともに リグニソベルオキ

ンダーゼによって触媒されているものと推定される｡

2-d β-βモデル化合物

我々 (Kamaya,Higuchi1983)は広葉樹 リグニンの主要なサブス トラクチャーの-A-一つ で あ る シ リンガ

レジ ノールが P.chrysosporium の培養菌体によって先づ α 位が酸化され,次いで α 位の酸化物はアル

キル-フェニル開裂を受けて r ラク トンと2,6-ジメ トキン-A-ベンゾキノンを生成す ることを見出 した｡

T-ラク トンは更に分解され C6･Cl化合物を生成 した｡ シ リンガレジノールのジベンジル及びジメチルエー

テルは分解 されず, モノメチルエーテル 及び DL-ピノレジノールのモノメチルエーテルは上記と類似 したO

分解生成物を与えた｡更にシ リンギル基の 3位の脱 メチルによるカテコール化合物 も生成 されたが,否 フェ

ノール性基からの脱アルキル反応は見出されなかった｡

Ⅰト3 β-0-42量体,ベラ トリルアルコール及びグワヤコール化合物の芳香環開裂反応機構

我々 (Umezawa,Higuchi1985C)は初めて P.chrysosporium の培養菌体 に よる /9-0-4サブス トラ

クチャ-モデ′レ化合物の芳香環開裂化合物,β,r-サイクリックカ-ボネ- ト(23)を分離同定 した｡ 次 い で

P.chrysosporium による 針OAモデ′レ化合物の芳香環開裂化合物 として数種のア リールグリセロールのエ

ステルが分離同定された (Umezawa等 1986a)(図18)0

一一-2ヰ一一一-
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更に1,3-ジヒドロキシ-1-(4-エ トキシー3-メトキシフェニルト2〔U-リング 13C〕(2-メトキシフェノキ

ン)プロパン(27)及び1,3-ジヒドロキシ-1-(4-- トキシー3-メトキシフェニル)-2-〔U一リング18C〕(2,6-

ジメトキシフェノキシ)プロパン(28)を基質とするトレーサー実験によってこれらアリールグリセロールの

エステルはすべて 13Cでラベルされており,芳香環開裂によって生じた化合物である事を証明した (図19)0

HO

:i

●

柵 0003
0

ん oco3
●

0CH3 -､､

o_C2̂H5 ､､･一＼

CH3
OC2日5

Fig･19･Formationofaromaticringcleavageproductsfrom arylglycerol-β･aryl･
Ul13C,OCD2ethersbylignlnperOXidaseofP.chrysosporium.

次いで,我々はこれらの芳香環開裂化合物の生成が P.chrysosporium に特異的なものではなく,カワラ

タケ (Kawai等 1985)及びアラゲカワラタケ (Yoshihara等 1988)によっても生成する事を確かめた｡

これらの培養菌体によって形成された芳香環開裂化合物は β･0-4モデル化合物のリグニンペルオキシダー

ゼによる分解生成物としても得られ (Umezawa,Higuchi1986b),サイクリックカーボネ- ト(23),(24),

フォルメート(25),メチルオギザレート(26),さらに最近になってアリールグリセロールのムコネ-トエス

テル(29)が分離同定された｡なお,後に Miki等 (1987)もリグニンペルオキシダーゼによるβ-0-4サブス

トラクチャーモデル化合物の分解物として我々と同様な生成物を分離同定 している｡ ムコネ- トエステル

(29)は芳香環の最初の開裂化合物として基質B環の6炭素原子全部を保持しており,H2180 あるいは 1802

下での酵素による分解生成物はムコネ-ト及びメチルオギザレー トエステルの二つのカルボニル酸素の中の

一つは水から,他の一つは分子状酸素に由来す ることが生成物 の GC･MS分析によって明らかになった

(Umezawa,Higuchi1987a)0

さらに1,3-ジヒロキシー1-(4-- トキシー3-メトキシフェニル)-21(2-〔OC2H3〕-メトキシフェノキシ)プ
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ロパン(27')の酵素による分解生成物 であ るメチルオギザレートエステルは基質のB環のメチル基を保持し

ている事も分解物の GC-MS分析により明らかになった (Umezawa,Higuchi1986C)(図19)0

これらの結果はこれまで推定されていた (Chen等 1983)白色朽菌による芳香環の開裂に先だっ脱メチル

反応は必要ではない事を示した｡ したがって, リグニンペルオキシダーゼによる芳香環の開裂反応は従来か

ら知られているジオキシゲナーゼによる芳香環開裂反応 (Cain 1980)と全く異なる反応である｡またマス

スペクトル分析の結果はサイクリックカーボネ- ト及びフォルメー トエステルのカルボニル酸素は水に由来

する事も明らかになった (図19)｡

13C,2H,180 によるこれらの トレーサー実験に基づいて我々 (Umezawa,Higuchi1987b)は 針0-4リグ

ニンサブストラクチャーモデル化合物のリグ･=ンペルオキシダーゼによる芳香環開裂反応棟樺として図20を

提案した｡すなわち,基質のB環の-電子酸化によってカチオンラジカルを生成し,カチオンラジカルは水

あるいは基質水酸基による親核反応,次いで酸素分子 (あるいは酸素分子由来のラジカル)による攻撃を受

けてエステル(23),(26),(29)を生成する｡
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R恥恕

-.悪
｡

R
R 叫判事叫叫

I･iii
a
i
i
ijiヽ▲'一●
00日

忘.ocH3
0CH3
(2引

(23I

Eig.20.MechanismsforaromaticringcleavageofPlo-41igninsubstructure

modelsbylignlnperOXidaseofP.chrysosporium.
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前述した様にこれらの芳香環開裂化合物はカワラタケ及びアラゲカワラ､タケによっても生成するが,最近

カワラタケ (Biswas･Haukes等 1987)及び PhlebiaT･adiaia(Niku･Paavola等 1988)からリグニンペル

オキシダーゼを分泌する事が明らかにされている｡

一方,Leisola等 (1985)はP.chrysosporiumのリグニンペルオキシダーゼによるベラトリルアルコール

の芳香環開裂によってシス及び トランス-γ-ラクトン(31),(32)が生成する事を報告している｡我々(Shi一
mada等1987,Hattori等 1988)はこれらの二化合物の構造を確認するとともに更に ∂-ラクトン(33)を分

離同定した｡さらに我々は 1802及び H2180を用いるトレーサー実験によって水の酸素原子はベラトリルア

ルコールの3位,酸素分子からの酸素原子は4位にそれぞれ取 り込まれて γ-ラクトン (芳香環開裂化合物)

を与え,その機構は β-0-4化合物の芳香環開裂反応と一致している事を明らかにした (図21)0

● ●

0CHI

(30)

蘇 (31)(32)

(33)

Fig.21.Mechanismsfordegradationofveratrylalcoholbylignln

peroxidaseofP.chrysosporium.

また,近年我々 (Kawai等 1988b)は4,6-ジートブチルグワヤコール(34)がカワラタケのラッカーゼに

よっても芳香環開裂化合物であるムコノラクトン誘導体(35)に転換される事を明らかにした｡ムコノラクト

ン化合物(35)は Gierer,Imsgard(1977)によって同じ基質(34)を酸素-アルカリ酸化した際に生成するこ

とが認められている｡我々はこの研究で(35)中に分子状酸素原子が取り込まれ,水の酸素原子は取 り込まれ
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ない事を見出し,図22のA経路を 4,6-ジ-i-ブチルグワヤコールのラ､ソカーゼによる分解反応経路として

提案 した｡

これらのすべての研究結果は リグニンノモデル化合物の側鎖及び芳香環の開裂反応が リグニンペルオキシ

ダーゼ及びラIyカーゼによるフェノール性 (ラッカーゼ, リグニンペルオキシダーゼ)及び否フェノール性

(リグニンペルオキシダーゼ)化合物の--h-･電子酸化によって引きおこされた こと, リグニンサブス トラクチ

ャーモデル化合物の酸化分解の初期の段階に両酵素が関与 している事を示 している｡

Ⅰト4 合成 リグニン (DHP)の側鎖及び芳香環の開裂機構

Irien,Kirk(1983)はメチ′レ化 したスプルースリグニンが リグニンペルオキシダーゼに よって分解 され

る事を報告 している｡彼等は リグニンペルオキシダーゼによって一部低分子 リグニンが得 られ ること, 普

た Cα･Cβ開裂化合物が生成する事をアイソトープ トラッピン′グ法で確かめてい る｡他方,Haemmerli等

(1986)及び Odier等 (1987)は遊離の水酸基を含む否アルキル化 リグニンを リグニンペルオキシダーゼで

処理するとリグニソほ一一層重合する事を見出している｡ これらの研究は リグニンペルオキシダーゼによって

生成 したアリールカチオンラジカル及びフェノキンラジカル,特にフェノキンラジカルが分解反応よりも再

重合反応する事を示唆している｡

前述 した様に,戟/<ほ否フ=,1ノ-ル性 針0-A モデル化合物が リグニンペ′レ*キンダーゼによって最初の

芳香環開裂化合物としてシス, ンス-ムコネ- トを与える事を明らかに Lた｡ Lか し乍 ら,. リグニンペル

オキシダーゼが リグニンに対 して も同様の作用をするかどうか明らかではない.我JI(Umezawa,Higuchi

1988)はこの問題を解決するため (β-0-4)-(β･β) トリマー(37)とコニフェリルアルコール(38)のコポ リマ

ー (針0-4)-(β-β)-DHP(36)を合成 した (図23)｡このコポ リマーをジアブエタンでエチル化後,ゲルロ過

(LH･20/DMF)によって低分子部分を除き,高分子部分 (M.W.>2200)を リグニンペルオキシダーゼで分

解させた｡分解生成物はエチルアセテー トで抽出し,アセチル化 してから TLC で精製 し,GC･MSで分析

した｡その結果,針0-4リグニンサブス トラクチャーの分解生成物の場合と同様にサイクリックカ-ボネ-

ト(23),(24),フォルメー ト(25),アリールグリセロー′レ.α-カルボニルアリールグリセ｡-ルがCα-Cβ開

裂化合物とともに分離同定された｡この結果は リグニンペルオキシダーゼが 針0-4サブス トラクチャー化

HorserQd;sh
peroxidQSe

H202

(37) (38)

Ligninperox;dose

H202

OEt

CH3CHN2

(36)

(23) (24) (25)

Fig.23.AromaticrlngCleavageofDHPpreparedfrom amixtureof4-ethoxy･3-

methoxyphenylglycerol･β-syringaresinoletherand coniferylalcoholby

ligninperoxidaseofP.ch,rysospor7'tLm.
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合物ばかりでなく,合成 リグニン (DHP)の Cα-Cβ開裂,0･C4開裂,芳香環開裂作用にも関与する事を示

している｡したがって我々は白色朽菌によって分解されたリグニンの分析 (Chen,Chang1985)によって

推定されてきた リグニンの分解反応のほとんどが リグニンペルオキシダーゼ及びラッカーゼによって触媒さ

れる事が確かめられたと考えている｡

結 論

リグニンの生合成経路及びその反応に関与する酵素がほとんど解明されたので,これらの知見に基づいて

リグニン生合成の酵素の遺伝子を制御するなど遺伝子工学的方法によって木材中のリグニン量及びモノリグ

ノールの組成をコントロールし,消費者に適した材質の改良が可能になるであろ う (Trotter1986)｡この

目的のためにはアンチセンス遺伝子法を用いるのがよい様である｡アンチセンス遺伝子は発現によってアン

チセンス mRNA を生成させ,その mRNA は正常の mRNA と-イブリッドを作 り, リグニン生合成に

関与する一連の遺伝子の全体としての発現を減少させると考えられている (Boudet,Grand1988)｡Boudet

等 (1988)はモノリグノール合成に特異的なシナモイル･CoA レダクターゼ及びシナミルアルコールデヒド

ロゲナーゼの cDNA を分離し,これら両酵素の遺伝子の発現について研究中である｡

一方,リグニンの微生物分解機構は最近になって解明され, リグニンペルオキシダーゼ及びラッカーゼが

リグニンのフェノール性 (ラッカーゼ及びリグニンペルオキシダーゼ)及び否フェノール性 (リグニンペル

オキシダーゼ)芳香環の-電子酸化を触媒 して フェノキンラジカル及びアリールカチオンラジカルが生成

し,生成したアリールカチオンラジカル及びフェノキンラジカルは主として水,酸素分子との反応を通して

側鎖及び芳香環の開裂生成物を与える｡

他に H202と Mn'2 を必要とするマンガンペルオキシダーゼが P.chrysosPorium の培養滅液から分離

された (Kuwahara等1984,Paszczynski等1985)｡この酵素はフェノールと,Mn+2を Mn'8に酸化し生

成した,Mn+3 ほ リグニンの様な有機化合物を酸化する｡

リグニンペルオキシダーゼ及びマンガンペルオキシダーゼに必要な H202の生成にはグルコース-トオキ

シダーゼ,グルコース-2-オキシダーゼ,グリオキサールオキシダーゼ及び Mn-ベルオキンダニゼそのもの

が関与している (Kelley,又eddy1986,Eriksson等1988,Kersten,Kirk1988)0

ごく最近,Hammelら (1990)は合成 リグニンを1)グニソペルオキシダーゼや分解させる際,基質及 び

H202濃度を低くすると著しい低分子化が起こり,重合はほとんど起こらない事を明らかにしている｡従来

プロトリグニンの invivo分解では分解が円滑に進行することが知られているので,更に腐朽 リグニンの重

合を防ぐ機構などについても一層の研究が必要である｡

リグニンの芳香環開裂は リグニンペルオキシダーゼによって起こるが,バニリン酸,シリンガ酸等の単純

なリグニン分解物の芳香環開裂にはジオキシゲナーゼも関与するのであろう｡

P.chrysosporium のリグニナ-ゼの遺伝子 (Tien,Tu1987,Farrell1987,Asada等1988)及びカワラ

タケラッカーゼの遺伝子 (Nakamura等1987)の解明とそのクローニングが進行している｡

リグニン微生物分解の生化学的及び遺伝子工学的方法が将来,バイオマス変換,バイオパルビング,バイ

オブリーチング,クラフトパルプ廃液処理等に新分野を開くものと期待されている｡
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