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概要

リグニンの特徴 的な構造である β一〇-4構 造の分析手法の1つ であるチオアシドリシス法を改良し、微 量多検

体 の分析 を可能と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

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、

細胞壁の物理 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。それゆえ、目的 に適った木質を得るため、

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。これらの研究では膨大な数 の遺伝 子組換え植物

が作 出されるが、従来のリグニン分析 法は非 常に処理能力(ス ループット)が低いため、多検体のハイスルー

プット分析法の確立が必須となっている。リグニンには特徴的で主要な構 造でもある β一〇-4構 造 があるが、本

構造 由来の分解生成物を与える分析手法があり、この分析 は試 料中のリグニンの存在も決 定できるという点で

重 要である。数種の手法 が知られているが、その中でも酸分解を利用してリグニンを脱ポリマー化する分析法

の一つであるチオアシドリシス法が最も頻繁に用いられている。近年 、Robinsonら によりスループットが10倍

上昇したチオアシドリシス法のプロトコール が開発1)さ れたが、その抽出工程 にはまだ改良の余地が残ってい

ると考えられた。そこで、我 々はチオアシドリシス法の特に抽 出工程を改 良したミクロスケールプロトコールを開

発 した2)。本プロトコール は、Robinsonら のプロトコール に匹敵するスル ープットを有しながら、反応生成物

の収率を僅かではあるが上昇させることに成功した。収率の上昇 は、微量しか得られない貴重な植物試料(例

えば、形質転換植物 体)等 の分析をする上で、非常 に重要である。また、本プロトコール 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2)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15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,⊆ell里allResidue)と し、ミクロスケール ・チオアシドリシス法 に

供する。

AB
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図1:ミ クロスケール プ ロトコー ル に用 い る器 具 及 び 装置

(A)1mlガ ラスバイアル,(B)1mlガ ラスミクロチューブ,(C)遠 心濃縮機

2.2ミ ク ロス ケー ル ・チオ ア シ ドリシス 法

(以 下の 工程3-17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 ンプ で乾 燥 させ る。

2.CWR(5-10mg)bを ス クリュー キャップ付 きlmlガ ラスバ イアル[マ ル エ ム マイティー バイアル(No.3);

図1-A]に 入 れ る。

3.チ オ アシドリシス試 薬(1,4一 ジオ キサ ン:エ タンチオ ール:三 フッ化 ホウ素 ジエチル エ ー テル 錯 体=875:

10:2.5,v/v)を ガ ラス製 三 角 フラスコもしくはビー カー に調 製 す る。

4.試 料 が入 ったガラスバイアル にチ オアシ ドリシス試 薬(0.9ml)と 内 部 標 準 としてドコサ ン(5-10μL,10

mg/mL)bを 加 え、蓋を 閉める。

5.蓋 の部 分 をテフロンテ ープ でしっか りシー ル し、よくボル テ ックスす る。

6.ヒ ー トブ ロックを用 いて 、ガラスバイアル を加 熱 す る(100°C、4時 間)。

7.ガ ラスバイアル を氷 上 で5分 間 冷 却 す る。

8.反 応 液 のうち200μLを1.5mlポ リプロピレン製(PP)チ ュー ブcに 移 す 。

9.INNaHCO、(100μL)を 添 加 し、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。

10.INHCIを 添 加 し、反 応 液 のpHを3～4に あわ せ る。

ll.ジ エ チ ル エー テル(250μL)を 添 加 し、10秒 間ボル テックスす る。

12.卓 上 遠 心 機 を用 い て有機 層 と水 層 に分 離 し、有 機 層 の み を新 しい15mlPPチ ュー ブcに 回 収 す る。

13.工 程ll～12を さらに2回 繰 り返 す 。

14.回 収 した有機 層 に飽 和 食 塩 水(100μL)を 加 え、10秒 間 ボル テックスし、次 い で卓 上 遠 心機 で有 機 層

と水 層 を分離 する。

15.有 機 層 の みを新 しい15mLPPチ ュー ブ に移 す。

16.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。
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17.有 機 層 の 一部(5-20μL)dをlmLガ ラスミクロチ ュー ブ(図1-B)に 移 す 。

18.遠 心 濃 縮 器(図1-C)を 用 いて溶媒 を減 圧 溜 去す る。e

19.さ らに1時 間 、真 空 ポンプで 乾 固す る。f

20.GC-MS分 析 に供 する。

2.3分 析 方 法

1.凡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0.22mm× 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26min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

後 片付 け の作 業 は ドラフ トチ ャ ンバ ー 内 で行 う。 チオ アシドリシス試 薬 の調 製 等 に使 用 したガラス器 具

及 び残 ったチオ アシドリシス試 薬 はバ ケツにまとめる。そのバ ケツに水 で希釈 した次 亜 塩 素 酸 ナ トリウムを加 え、

一 晩 浸 けてお く
。次 の 日に悪 臭 が 消 えてい れ ばドラフトチャンバ ー か ら出し、水 で濯 ぎ、洗 剤 に三 時 間以 上 浸

けてから洗 う。悪 臭 が 消 えてない 場合 はさらに次亜 塩 素 酸 ナ トリウムを加 え、悪 臭 が消 えたら上記 と同様 に洗 う。

ディスポー ザブル 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2)で は イナワラ及 び 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 てエリアンサス、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。

b分 析 す る植 物試 料 の リグニンの特 性(特 にリグニン含 量)に よって植 物 試 料 量 及 び 内部 標 準 添加 量 を適 宜

検討 す る必 要 がある。

cシ リコナイズ したPPチ ューブ を使 用 す ることにより
、若 干 収 率 が上昇 す る。

d低 リグニ ン含 量 の植 物 試 料 の場 合 は
、あらか じめ 多 めの液 量 をドライアップ することをお 薦 めす 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分 析 機 器 の性 能 お よ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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