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チオグ リコール酸 リグニ ン法 による リグニ ンの迅速定量*
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概要

リグニン定量法の一つであるチオグリコール酸リグニン法を改良して、微量多検体の迅速分析を可能 とする

プロトコールを開発した。

1.は じめ に

植物 二次細胞壁 の主要成分 の一つであ るリグニンは、細胞壁多糖同士の隙間を埋 めるよ うに蓄積 し

てお り、細胞壁に物理 的強度や疎水性 を付与 してい る。 しか しなが ら、 これ らの リグニ ンの特性 は、

パル プ化、飼料の消化 、バイオ燃料生産 にお ける酵素糖化 な どに対 しては阻害的に働 く。そ こで、こ

れ らの阻害効果を軽減す るた め、代謝工学 によ り、 リグニンの量や構造 を改変す る研究が進め られ て

いる。現行の遺伝子組換 え技術の技術 的制約 によ り、得 られ た遺伝子組換 え植物 にお ける リグニ ン改

変 の程度 は、系統 ごとにば らつ きがあるため、 目標 とす るリグニン改変植物 を得 るためには、多数 の

遺伝子組換 え体を作 出 し、 リグニ ンの量や構造 に基づいてスク リーニ ングす る必要 がある。 しか し、

従来 の リグニ ン分析 法では、一回の実験 で処理で きるサ ンプル数 が非常に少 ないこ とか ら、多検体 を

迅速簡便 に分析できる手法 の確立が必須 であった。そ こで、我 々は、 リグニ ン定量法の一つであ るチ

オグ リコール酸 リグニン法 を改良 して、微量多検体の迅速分析 を可能 とす るプ ロ トコール を開発 した
1)
。 一連 の実験操作 では、 ピペ ッ トマ ン とデ ィスポーザブルのポ リプ ロピレンチューブを用 い、マイ

ク ロプ レー トリーダーを用いた吸光度測定 によ り、従来の定量法 が簡便 ・迅速化 された。

2.実 験 方 法

2.1試 料粉砕

1.植 物試料aを 自然乾燥 も しくは凍結乾燥す る。

2.乾 燥試 料 を5×5mm程 度 には さみで細断す る。

3.TissueLyser(キ アゲ ン製)専 用粉砕容器 に試料(0.6g)と ステ ン レススチール製粉砕 ボール を

入れ、25Hz、1.5分 間(2回 、計3分)粉 砕す る。

4.あ らか じめ風袋 を秤量 した2.OmLの ルー プ付ス ク リューキャ ップマイク ロチューブ(ザ ル スタ ッ

ト製、CatNo.72.693.100)に 得 られた粉末試料 を20mg(±0.5mg)秤 り取 り、乾燥剤入 りデ シ
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ケ ー ター に入 れ る。真 空 ポ ン プで1時 間 デ シ ケ ー ター の 内 部 を 吸 引 し、 リー ク後20分 程 度 お い て秤

量 し、 チ ュー ブ の風 袋 を差 し引 き 、 乾燥 細 胞 壁(DCW,DriedCellWall)の 重 量 とす る。

2.2來 雑 物 除去(工 程4,7は ドラ フ トチ ャ ンバ ー 内 で実 施 す る)

1.試 料 入 りマ イ ク ロチ ュー ブ に蒸 留水1.8mLを 添 加 し、10秒 間 ボル テ ックス す る。

2.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,1008、10分 間 遠 心 す る。

3.上 澄 み は ピペ ッ トマ ンで 吸 っ て廃 棄 す る。

4.100%特 級 メ タ ノー ル1.8mLを 入 れ る。

5.60℃ の ア ル ミブ ロ ックで20分 イ ン キ ュベ ー トす る。 途 中2回 ほ どボル テ ック ス を行 う。

6.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,0008、10分 間 遠 心 す る。

7.上 澄 み は ピペ ッ トマ ンで 吸 っ て廃 棄 す る。

8.4～7の 操 作 を さ らに1回 以上 繰 り返 す(抽 出液 が着 色 しな くな る まで)。

9.チ ュ ー ブ の ふ た を ゆ る めて 、 デ シ ケー ター にチ ュー ブ を入 れ る。

ダイ ア フ ラム ポ ンプ で30分 、真 空 ポ ンプ で1時 間 乾燥 す る。 リー ク後20分 程 度 お い て秤 量 し、 チ

ュ ー ブ の風 袋 を差 し引 き 、細 胞 壁残 渣(CWR,CellWallResidue)の 重 量 とす る。

2.3チ オ グ リコー ル 酸 リグ ニ ン調 製(全 工 程 を ドラ フ トチ ャ ンバ ー 内 で実 施 し、 手 袋 を着 用 す る)

1.ア ル ミブ ロ ック を80℃ にセ ッ トす る。

2.試 料 入 りマ イ ク ロチ ュー ブ に3M塩 酸 を1mL添 加 す る。

3.試 料 入 りマ イ ク ロチ ュー ブ に 特級 メル カ プ ト酢 酸(ナ カ ライ テ ス ク)を100μL添 加 す る。

4.し っか り蓋 を 閉 め 、軽 くボ ル テ ック スす る。

5.ア ル ミブ ロ ック にセ ッ トし、80℃ 、3時 間イ ンキ ュベ ー トす る。 イ ンキ ュベ ー トの 途 中で2回 軽

くボル テ ッ クスす る。

6.イ ン キ ュベ ー ト後 、 チ ュー ブ を氷 中 に移 し、5分 静 置 す る。

7.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,0008、10分 間 遠 心 す る。

8.上 澄 み を ピペ ッ トマ ンで 吸 っ て廃 棄 す る。

9.沈 殿 に1mLの 蒸 留 水 を添加 す る。

10.30秒 間 ボル テ ッ クスす る。

11.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,0008、10分 間 遠 心 す る。

12.上 澄 み を ピペ ッ トマ ンで 吸 っ て廃 棄 す る。

13.9～12の 操 作 を さ らに1回 繰 り返 す 。

14.生 じた 沈殿 に1mLのINNaOHを 添 加 す る。

15.蓋 を しっか り締 め、 チ ュー ブ を横 に し、 室 温 、16時 間 、80rpmで 緩 や か に往 復 振 と うす る。

16.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,0008、10分 間 遠 心 す る。

17.上 澄 み 全 量 を新 しい1.5mLチ ュ ー ブ に移 す 。

18.200μLの 濃 塩 酸 を添加 す る。

19.蓋 を しっか り締 め、5秒 間 ボル テ ッ クスす る。

20.4℃ 、4時 間静 置 す る。

21.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,0008、10分 間 遠 心 す る。

22.上 澄 み を廃 棄 す る。

23.沈 殿 に1mLの 蒸 留 水 を添加 す る。

24.30秒 間 ボル テ ッ クスす る。

25.小 型 遠 心機 を使 って 、 室 温 、16,0008、10分 間 遠 心 す る。

26.上 澄 み を廃 棄 す る。
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2.4プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ る 定 量

1.lmLの1NNaOHを 試 料 入 り チ ュ ー ブ に 添 加 し て 溶 解 さ せ る 。

2.新 し い1.5mLチ ュ ー ブ に980μLの1NNaOHを 分 注 し 、20μLの 試 料 溶 液 を 加 え て 混 合 す るb。

3.UV領 域 が 測 定 可 能 な96穴 フ レ゚ ー トcに 、2.で 得 ら れ た 希 釈 試 料200uLを 添 加 す る 。 ま た 、 ブ ラ

ン ク 用 ウ ェ ル に は 、1NNaOHを200uLを 添 加 す る 。

4.280nmの 吸 光 度 を 測 定 す る 。 ウ ェ ル 中 の 希 薄 チ オ グ リ コ ー ル 酸 リ グ ニ ン 溶 液 の 濃 度 は 、 次 の 計 算

式 で 求 め るd。

ウ ェ ル 内 溶 液 の リ グ ニ ン 濃 度(mg/L)=233.42× 沼28。

5.希 釈 試 料 の 濃 度 か ら 、 希 釈 前 試 料 の 濃 度 を 求 め(希 釈 倍 率 を 乗 ず る)、1チ ュ ー ブ に 含 ま れ て い る

リ グ ニ ン 量 を 求 め る 。 こ の 値 をDCWま た はCWRの 重 量 で 割 っ て リ グ ニ ン 含 量 を 求 め る 。

2.5備 考

aこ れ ま で 分 析 さ れ た 植 物 種 と し て
、 イ ネ1・3・4)、 ポ プ ラ 、 エ リ ア ン サ ス5)、 ミ ス カ ン サ ス 、 ア カ シ ア ・

マ ン ギ ウ ム 、 ヤ ト ロ フ ァ6)、 ス イ ッ チ グ ラ ス 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 等 が あ る 。

b吸 光 度 が 低 い 場 合(沼
28。〈0.1)、 希 釈 倍 率 を 適 宜 変 更 す る 。

cUV -Star96wellplate(グ ラ イ ナ ー 社)な ど
。

dマ イ ク ロ フ レ゚ ー トで は な く
、 分 光 光 度 計 用10mmセ ル を 用 い て 測 定 す る 場 合 の 計 算 式 は 、 以 下 の と お

り で あ る 。

セ ル 内 溶 液 の リ グ ニ ン 濃 度(mg/L)=127.12× ∠280

3.ま と め

本 方 法 に よ っ て 求 め た イ ネ の 各 部 位 の リ グ ニ ン 含 量 の 値1)は 、 ク ラ ー ソ ン 法 で 求 め た リ グ ニ ン 含 量

の 値2)よ り も や や 小 さ な 値 を 示 し た 。 こ の 理 由 と し て 、 イ ネ の 植 物 体 に 一 割 程 度 含 ま れ る シ リ カ に よ

っ て 、 ク ラ ー ソ ン 法 で は リ グ ニ ン 量 が 多 く 見 積 も ら れ る た め と 考 え ら れ る 。 本 法 は 、 イ ネ 変 異 体3)、

多 種 類 の 形 質 転 換 イ ネ4)ほ か 、 エ リ ア ン サ ス5)や ヤ ト ロ フ ァ6)な ど の 様 々 な 植 物 試 料 に 適 用 例 が あ る こ

と か ら 、 植 物 試 料 一 般 に 広 く 適 用 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
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