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MWL抽出残撞木粉中のリグニンキ

1.単離と分別
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Studies on Chemical Structure of Lignin in MWL 
Extracted W ood Residue 

1. Isolation and Fractionation of Residual Lignin 

By 
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1.序冒

少量の木粉を非膨潤性の溶媒中で極めて効率の良いボールミルにより磨砕し，中性溶媒に

より抽出される BJORKMANの MWL(Milled W ood Lignin)1a吋)はリグニン試料の中で、最も変

質が少なし天然リグニン(プロトリグニン)に近いと考えられ，リグニンの化学反応，構造分析

等に広く使用されている。しかし MWLは最も効率の良い条件下で磨砕，抽出しても，木材中

のクラーソン・リグユンの高々 50%を占めるに過ぎなく， MWLが残部のりグニンと同じ化学

構造を有するとし、う確証はない。またリグニンの化学反応に基づくパルプ化や高収量パノレプの

漂白研究2)等においても， 容易に除去しうる多量のリグニン部分と極めて除去し難いリグニン

部分の存在が示唆され，これらは細胞間層リグニンと 2次膜リグニン等とし、う組織構造面から

のみでは説明しえない。以前榊原ら3)はリグニンの均一，不均一性を検討するために， MWL， 

LCCおよび不溶部リグニンを酸化分解，エタノリシス，加水分解処理して分解物の定量的検討

を行い， 3 区分のりグニン聞に顕著な相違のあることを報告している。しかし MIKSCHE~) は酸

化分解による最近の研究からあまり明白な傾向がないと報告している。 BJORKMAN!C)は LCC

を再度ボールミルで、磨砕し， LCCのリグニンの 50%を MWLとして単離し， MWLとLCC

のリグニンの類似性を示唆した。従ってこれら 3区分のリグニンを更に分別し互いに混在する

部分を除去するならば 3区分聞のリグニンの化学構造の対比はより容易になると考えられ

る。 1957年， PEWS)は低温度下で木粉を磨砕し，酵素分解することにより 12-14%の炭水化

物を含む変質の少ない可溶性リグニンを調製した。本研究は PEWの酵素分解法と BJORKMAN

の磨砕抽出法を併用し， LCCと残澄木粉に含まれる残部リグニンの単離，分別を検討し， MWL

と残部リグニンを比較するために行った。今回は残部リグニンの単離，分別を検討した。

2. 実験

2.1 試料の調製

エゾマツ (Piceajezoensis)脱脂木粉 (60メッシユ以下)を P20S上で3週間減圧乾燥し，

BJORKMANの標準法!b)に基づき処理した。すなわち 6gの乾燥木粉をトルエン中，振動ボー

ルミルで48時間磨砕した。遠心分離した磨砕木粉をジオキサンー水 (9:1)中で48時間浸漬抽

出し，遊離のリグニンを除き，残部を磨砕木粉 (M)とした。 M の一部はジオキサンー水 (D:

W) (9: 1)中，振動ボールミルで48時間磨砕抽出し， MWL (B-MWL)を除き，抽出残澄は酢

酸一水 (A:W) (1: 1)中で3カ月間浸漬抽出し， LCC (B-LCC)を単離した。 B-MWLとB-

LCCは BJORKMANの溶解沈殿法により精製した。 LCC抽出残澄は水で十分洗樵し，凍結乾燥

または減圧乾燥し， MWL.LCC抽出残澄 (R)とした。 M，B-LCCおよび Rの3試料を酵素

分解に供した。

-~ 



MWL抽出残澄木粉中のりグニン (佐野・4陣原) 6o 

2.2 酵素分解

試料 19を水8m.eに懸濁し， 酵素溶液10m.e (1 g酵素110m.e水)， 酢酸緩衝液 (pH5.5)

2 m.e， トルエン数滴を加え， 40oC， 7日間酵素分解した。酵素分解率は分解液に含まれる還元

糖をベルトラン法により測定し求めた。酵素としてへミセルラーゼ (H)(Rhizopus mold， type 

II， Sigma)とセルラーゼ(C)(Rhizopus mold， type III， Sigma)を使用した。

2.3 酵素分解積書の分別

M(および R)の酵素分解残澄はフローシートに基づき分別した。すなわち試料Mは酵素

分解し，分解液を遠心分離した。分解残澄はジオキサγー水 (D:W) (9: 1)中に48時間漫潰し，

遊離のリグニンを M-H-MWLとして除き，次いで酢酸ー水 (A:w) (1: 1)中に7日間浸潰し，

LCC (M-H-LCC)を抽出した。これらを抽出した残澄 (M-H-R)は BJORKMANの標準法で処

理し， B-MWLとB-LCCの相当部分を各々 M-H-R-MWLとM-H-R-LCCとして単離し，

最終の抽出残澄木粉を M~H-R2 とした。酵素分解液は減圧濃縮し，限外ろ過により 10∞以下
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の分子量部分をろ別し，酵素分解ろ液とした。試料Rも同様に処理し， Mの代りにRの頭文

字で各分別物を表わした。 B司 LCCの酵素分解残漬は D-W(9: 1)中で， 40oC， 7日聞かくはん

抽出し， 抽出物はB-MWLの精製法に基づき処理した。すなわち抽出物 19を A-W(9:1) 

20mtに溶解し，不摺物 (LCC-H-1)を除き，可溶部は水230m.eに沈殿し，回収した。沈般
は十分乾燥し， ジクロロエタンーエタノール (2:1) 20 mtに溶かし， 不溶部 (LCC-fl-2)を除

き，可溶部を乾燥エーテル230mtにかくはん投入し， LCC-H-MWLを沈肢として回収した。

各試料から分別した MWLとLCC相当部は BJORKMANの精製法で精製した。粗 M-H-LCC

はDMF(ジメチルホルムプミ・ド)に溶解し，不溶部を M-H-LCC-1として除き，沈殿回収し

た可溶物は A-W(1: 1)に溶かし，アセトンで沈殿精製し， M司 H-LCC-2とした。

2.4 ニトロベンゼン酸化

クラーソン・リグニン 100mgを含む試料に1mtのニトロベンゼン，18mtの2N-NaOH

を加え，20mt容オートクレーブ， 180oC， 2.5時間酸化分解した。分解液は S02水で酸性とし

エーテル抽出した。抽出残液は20%H2S04で酸性とし，S02をN2気流で除き， クロロホル

ムーアセトン (1:1)抽出し，抽出物をアルデ、ヒド部とした。 エーテル抽出液は飽和 NaHC03

水で逆抽出し，NaHC03層は20%HZS04で酸性とし，クロロホルムーアセトン (1:1)抽出して

抽出物を酸性部とした。酸性部はジアゾメタンで数回メチルを繰り返し，ガスクロマトグラ

フィーで分析した。アルデ‘ヒド部に含まれるパニリンもガスクロマトグラフィーで分析し，相

対面積を比較した。酸性部のガスクロマトグラフィーマススベクトル分析は分子イオン 196の

ベラトロム酸メチルエステルの他に，分子イオン 182と198の化合物の存在を示した。

2.5 糖の分析

MWLフラクションに含まれる糖の定量はOーアミノジフェニルー酢酸法的により行った。

構成糖の分析7)は単糖類を糖プルコールアセテートに変え， ガスクロマトグラフィーにより

行った。

2.6 UVスペクトル分析

リグニン試料はメチルセロソルブ (MCS)に溶解し，測定した。 フェノール性水酸基量は

h法的により測定した。 MCS不溶物は1.6N-KOHに溶解し，酢酸酸性として測定した。

LCCのリグニン量はuvスペクトルによる MWLの検量線を使い測定した。
2.7 IRスペクトル分析

IRスベクトルは KBr錠剤法により測定した。スベクトルの分析は 1500cm-1の吸光度に

対する主要吸収帯の相対吸光度を測定し行った。

2.8 pーヒドロキシベンジルアルコール基の定量

2-3mgのリグニンを10mt容メスフラスコに採り， 0.06%キノンメチド-MCS溶液

2mt， 0.04% KOH-MCS溶液2mtを加え，全容をlOmtとし，時々かくはん下3時間放置

し，生じたインドフェノール量を640mμ の吸光度により測定した。 パニリルアルコールの検



MWL抽出残澄木粉中のリグニ γ (佐野・楠原) 6'1 ' 

量線から官能基含量を測定し，リグニンのフェニルプロパン単位210に対する?ヒ戸ロキシマ昔、

ンジルアルコール単位を計算した。

3. 結果と考察

3.1 酵素分.解

各試料に対するへミセルラーゼ活性は LCC>M>R(凍結乾燥)孟R(減圧乾燥)>ホロセルロ

ース(加熱乾燥)のJI買となり，凍結と減圧乾燥による試料の聞に明白な相違を示さず，加熱乾蟻

したホロセルロースは既報9)のように活性度が低かった。 LCCはRの1.5倍の活性を示した。

酵素分解曲線は最初の 1日間でほぼ最高の分解率に達し，以後漸次増加することを示しヲ 2倍

量の酵素使用量はほぼ2倍の活性度を示した。これは木粉と酵素との不均一反応によると考え4

られる。ヘミセルラーゼとセルラーゼの聞には明白な活性の特異性は認められなかった。

3.2 膚砕木粉 (MilledWωd)の酵素分解

磨砕木粉 (M)をへミセルラーゼ (H)により分解し，分解残湾をフローシートに基づき、溶解

分別した。 PEW5)の結果と異なり， M とM-H-Rは2N-NaOHにほとんど溶解せず， M-H-R2 

も一部不溶で、あった。 このことは PEWによる低温乾式磨砕に比べてこの実験の磨砕が不十分

なためによるものであり，酵素に対する磨砕木粉の活性度の減少と炭水化物に対する酵素分解

の顕著な興味ある選択性を生じる結果となった。 Mとそのフラクションの分析結果を Tahle1 

に示した。 M から M-H-Rへの過程において，マンノース残基の 769もが溶出するのに対し，

キシロースとグルコース残基の溶出は各々 40と10%で、あった。グルコース残基の僅少な溶出

は磨砕によるセルロース結晶領域の分解(非晶化)と酵素分解が不十分なためで、あろう，酵素

分解残澄の浸漬抽出残部である M-H-Rに BJORKMANの標準法を適用すると， MWL  (M-Ii;-

R-MWL) (全リグニンの 20%)は温和な磨砕による B-MWL(25%)le)とほぼ同一収量でえら

Table 1. Analyse of fractions from M.Wood by hemicellulase 

Distribu- Sugars (10) 
Yield K. Lignin tIon 

I Man. I of Lignin Ara. Xyl Gal. Glu. 
(%) (%) (%) 

?、

M-Wood 1∞ 27.1 100 3.9 14.5 26.2 0.0 55.4 

M-H-R 64.4 23.7 56.2 3.2 11.9 9.2 2.6 73.1 

M-H-R2 33.7 12.5 15.5 1.5 4.7 4.8 0.9 88.1 

M-H-LCC1 1.9 26.1 1.8 6.5 19.1 6.9 39.8 25.7 

乱，f-H-LCC2 3.1 20.6 2.4 4.9 18.8 8.2 46.7 21.3 

M-H-R-LCC 12.3 28.9 13.9 2.4 19.9 50.9 9.3 17.5 

LCC (13) 38.2 4.1 20.3 48.7 9.3 17.6 

M-H2-R2 23.9 12.7 11.2 1.6 3.4 2.2 0.0 92.8 

島f-H3-R2 22.8 12.1 10.1 1.4 3.1 1.4 0.0 94.1 

( )=Obtaind from one reflerence 
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れ， LCC (M-H-R-LCC)もまた B-LCCとよく似たクラーソン・リグニン含量と構成糖割合を

有し単離された。 MWLとLCCの抽出残部 M-H一九はMの33.7%の収量でえられ，このフ

ラクションは分析結果からグルコース残基とリグニンから構成されている LGC(lignin-glucan 

complex)であった。 M-H-R2を更に酵素分解し， えられる浸漬抽出残部 M-H2-R2はM の

23.9%に減少し，再々度の酵素分解による M-H3-Rzは22.8%ともはや分解されないことを示

唆した。 M-H2-R2とM-H3-R2は12.7と12.1%の各クラーソン・リグニンを持ち，グ、ルコース

残基の割合が92.8%と94.1%と更に増加した。 M-H-RにBJORKMANの標準法を適用すると，

溶出したリグニンのおよそ 80%はMWLとLCCのリグニンとして回収され， M-H-R2のり

グニンを加算するならばM-H-Rから溶出したリグニ γのおよそ 1∞%を回収することが出来

た。 GORING10.1l)らは紫外線顕微鏡写真法を使い， トウヒ材の細胞膜のリグニン分布を研究し，

細胞間層に春材で28%，秋材で18%，残りの各72と82%のリグニンが2次膜に均一分布して

いることを明らかにし， KALLMES12)はエゾマツの未晒亜硫酸パノレプの叩解ふるい分けにより木

材組織におけるへミセルロースの分布を研究し，多糖類の組成の同一性を結論した。ドイツト

ウヒとヨーロッパアカマツによる研究Iめでは両者の各膜層の多糖組成が非常に類似し， S1およ

びS2外層にセルロース含量が高く， グルコマンナン含有量は細胞膜の外側から内側に向って

漸増し， アラピノグルクロノキシラソは S3層に集積されていることを報告している。 M-H-

R-MWLがB-MWLとほぼ同じ収量でえられたこと， M-H-R-LCCの構成糖割合とリグニン

含量が B-LCCのものと酷似すること，およびマンノース残基の溶出が他の残基に比べて著し

いという M からの結果は前述の知見により十分説明される。すなわち，エゾマツ磨砕木粉M

はその微細木粉の周辺部において酵素と反応して，炭水化物を分解し，マンノース残基の70%

を溶出し， 酵素活性の低い α-(1→6)結合したガラクトース残基を多量に含む M-H-LCCと2
次膜の分解部分のリグニンより M-H-MWLそして分解不十分な部分を水溶性部として溶出す

る。徴細木粉の内部に存在する 2次膜成分は酵素と接触しえないために加水分解を受けない。

引き続く M-H-Rの磨砕抽出操作で，セルロースの機械的崩壊が進み，これら 2次膜成分のリ

グニンとへミセルロースは M-H-R-LCCとして溶出する。従って， M-H-R-LCCは酵素分解

を受けておらず， B-LCCと酷似する。 M-H-R-MWLは標準法による B-MWLの収量10)と

ほぼ一致し，膨潤溶解した細胞間層リグニンと考えられる。 19木粉の磨砕，抽出操作による

B-MWLの収量増加1b)は2次膜から溶出した B-LCCのリグニンに由来すると推定され，

B-LCCの酵素分解または B-LCCの再磨砕による MWLの単離はその結論を支持する。 2次

膜リグニンのおよそ80%はB-LCCの構成成分として溶出し，全リグユンの 15%に当る残

りの20%のリグニンはヘミセルロースと一緒に溶出されず， M-H-R2 (LGC)のリグニンとし

て残存する。残存する LGCのりグニンの不溶性が化学構造特性によるのかまたはセルロース

との密接な相互関係によるのか検討することは興味深い。そのために M，M-H-Rおよび M-

H-R2のニトロベンゼン酸化分解を行い， その酸性部のメチル化物のガスクロマトグラムの 1
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Fig. 1. Gas chromatogram of methylated acidic fracaion by alkaline 

nitrobenzene oxidation of M-H-Rz・(Siliconegrease 10% on 
Diasoid M， 2 mC column， 2OOoC， 60 mCjmin.) 

Table 2. Nitrobenzene oxidaton of fractions from M-Wood 

Aldehyde Acid 
Total Yield i Vanillin Total Yield l| Vanillic ocid 
(%) (%) 

M-Wood '%1.7 1 30.8 1 

M-H-R 51.2 1.78 23.4 1.3 

M-H-Rz 32.2 0.74 44.8 1.1 

倒と分析結果を Fig.1とTable2に示した。アルデヒド部と酸性部の総収量は各々クラーソ

ソ・リグニンの 60，74，77%であり M-H-Rzの酸性部の収量44.89もは M-H-Rのほぼ倍量

であった。パニリン相対量は全く反対の傾向を示した。ニトロベγゼシ酸化に関するモテやル実

験14).によれば， 酸性部の収量はフエニルプロパン側鎖の α-炭素がエーテル結合したり，カル

ボニル基で、あったり，またはフェノール性水酸基の O位が縮合していると増加する。酸性部の

ベラトロム酸メチルエステル(分子イオン M+196)の相対比に顕著な相違は存在しなかったが

M+182と198の2個の化合物が M-H-RとM-H-Rzの各酸性部において顕著に存在した。

Mφ 182の化合物は m/e165 (M-17)， 152 (M-30)， 137 (M-47)等を持ち， 0-パニリン酸又はノ〈

ニリン酸のメチルエーテルと推定されるが，数回のメチル化においても遊離のカルポキシル基

の存在することに多少の疑問を持つ。 M+198の化合物は m/e169， 141， 105， 91， 77を持ち，

その構造については検討中である。以上の結果は M-H-Rz(1βC)に含まれる残存リグニンが

他の溶出リグニンと多少性質を異にすることを示唆する。

3..3 MWL・LCC抽出費澄本楊の酵素分解

MWL・LCC抽出残澄木粉試料 (R)を調製するために， LCC抽出溶媒として一般的な

DMFや DMSOの代りに揮発性の比較的良い酢酸ー水 (A:W) (1: 1)を使用した。 Rの凍結と

減圧による乾燥試料聞に酵素活性の相違が認められなかったので，後者による試料を以後の実

験に使用した。 Rはへミセルラーゼ (H)とセルラーゼ(c)の二つの酵素で分解し，分解残檀は
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Table 3. Analyse of fractions from R-Wood treated by enzymes 

Distrib止
Su工11)Yield K. Lignin tlOn 。fLignin Ara. Glu. 

(%) (%) (%) 

R-Wood 1∞ 17.9 1∞ 2.1 11.9 16.0 3.6 66.4 

R-H-R2 55.8 14.0 43.6 12.4 11.7 4.0 1.0 70.9 

R-H-R-LCC 11.3 22.3 14.1 6.5 31.8 29.2 16.9 15.5 

R-H-R-MWL 2.5 (89.2) 12.5 

R-C-R2 76.6 13.7 58.7 4.0 4.1 5.4 1.3 85.2 

R-C-R-LCC 5.0 71.6 20.0 9.0 33.3 28.6 19.9 9.2 

R-C-R-MWL 2.2 (89.1) 11.0 

R-H-R2-H-R 32.4 31.3 56.5 1.4 2.2 2.7 0.0 93.7 

R-C-R2-H-R 46.0 28.4 73.0 1.5 5.2 3.6 0.0 89.7 
句ザ

H=hemicellulase: C=cellulase; ( )=Calculated by calibratiori with B-MWL 

ジオキサンー水 (9:1)で浸漬抽出し，次に BJORKMANの標準法で処理した。 MWLとLCCを抽

出した酵素分解残部で、ある R-'H-R2とR-C-R2は各々 Rの56と77%の収量でえられ， Rのリ

グニンの 44と58%を含む (Table3)0 MWL.LCC抽出残溢木粉 Rは磨砕木粉 M と異なり複

合細胞間層，すなわち酵素との接触を妨げる層を持たない。従ってRの分解抽出残漬 (R-H-R

または R-C-R)から A-W(1: 1)で抽出した R-H-R-LCCまたは R-C-R-LCCは部分的な

酵素分解を受けた LCC部分となるために，それらの構成糖の相対割合は B-LCCや M-H-R-

LCCと異なり， いずれもガラクトースとキシロース残基に富むことを示した。 R-C-R-LCC

の収量は低くかったが，高リグニン含量のために， Rの全リグニンに対する分布割合は 14.1と

20.0%と近似した。 R-H-R-MWLとR-C-R-MWLは共に 11.0%の糖含量を含み，リグニン

の分布割合も 12.5 と 11.0~らで非常に良く一致した。 以上の結果， MWL・LCC抽出残澄木粉

R はなお MWL と LCC として溶出される3O~るほどのリグニン部分と LGC (R-H-R2とR-

C-R~ として溶出されない 70~るほどのりグニン部分に分別された。後者である R-H-R2 と R­

C，-R2はR リグニンの44と59%を含み， R リグニンが全リグユンのおよそ40%を占める10)と

するならば，各々のリグニンは全リグニシの 18%と24%となる。 従って M-H-R2(LGC)の

16%という値と比較的良く一致する。両者を更にヘミセルラーゼで分解し， D-W (9: 1)とA-

W (1: 1) で順次浸漬抽出した分解残漬R-H-R2-H-R と R-C-R2-H←R は共に 40~るほどの重量

減少を示したが， M-H2-R2と多少異なり，リグニγ含量の顕:著な増加を示した。各々 130と

125%のクラーソン・リグニンの回収率を示した。これは R-H-R2とR-C-R2のクラーソンリ

グ、ニン測定の際に水溶性りグニンとして溶出した部分が酵素処理により不溶性に変化し，定量

されたものと考えられる。 クツレコース残基の割合は両者とも 93.7と89.7%に増加した。従っ

て， LGCとしての M-H-Riと多少異なるが， Rも叉不溶性リグニンを含む LGCに相当する



MWL抽出残澄木粉中の日グユン (依野・柳原) 71 

R-H-R2とR-C-R2を最終残澄として生じた。

3.4 LCCの酵素分解

MWL抽出残澄を A-W(1: 1)で3ヵ月間抽出し，単離した粗 LCCを常法に従って精製

し，へミセルラーゼにより酵|素分解した。分解残漬から D-W(9:1)により抽出された粗

MWLは BJORKMANの精製法で分別し， LCC-H-1， LCC-H-2および LCC-H-MWLに分画

した。 D-W(9:1)不溶部 LCe:....H-RとLCC-H-1は80%酢酸水溶液，メチルセロソルプに不
溶， 1.6N-KOH水溶液に可溶であり， LCC-H-2とLCC-H-MWLはこれらの溶媒に可溶で

あった。各フラクションの分析結果を Table4に示した。 B-MWLに相当する LCC-H-MWL

は LCCリグニンの 11.8%の収量であったが， 90%以上のリグニン含量を含むフラクションを

加えると 40%の収量となり， LCCの磨砕による MWLの収量制と近似した。 Fig.2にuv
スベクトル曲線を示した。 280mμ の極大吸収に対する 263と320mμ の相対吸光度において，

LCC-H"'-MWLのそれらは B-MWLとよく一致したが， 他のプラクションはいずれも相対値

が大きく， LCC一日目Rでは0.99と0.64に達した。 Js曲線の極大吸収を示す J293mμ の栂対

値は易溶性の LCC-H-MWLとLCC-H-2で0.18と一致し， LCC~H-R で

LCC-H-Rのスベクトノレ分析結果は酵素変質物の混入を示唆し， その元素分析値は NO.35%

と黒色残留物24.5%の存在を示した。 LCC-H-Rの再酵素分解残澄 LCC-H-R-H-Rは30%

の重量減少でえられ， リグユン含量， 構成糖 N含量，黒色残留物にほとんど変化を生じな

かった。 LCC中に異質なりグニンが存在するという点から LCC-H-Rはなお検討の余地を残

すが， LCCの酵素分解により粗 MWLを LCCのリグニンの 40%.の収量で生成したことは興

味深ぐ，先の LCCの磨砕による MWLの単離E叫がりグ、ニγ分子の磨砕による低分子化に基困

せず，多糖類の分解による結果であることを示唆すると推論される。ヘミセルロース分別沈殴

剤による LCCの分別7)と酵素分解法の併用は LCC中のリグニンと多糖類の相互関係に更に

詳細な知見を与えるものと考えられる。

Table 4. Analyse of fractions from LCC by-hemicellulase 

IlJlstnbu- :Sugars \~o) 
Yield K. Lignin tion 

|地n;I 。fLignin Ara. Xyl. Gal. Glu. 
(%) (%) (%) 

LCC 100 38.2 100 4.1 20.3 48.7 9.3 17.6 

LCC，，"H~R 12.4 29.7 9.6 8.5 20.9 .18.9 34.0 17.7 

LCC....H....1 5.2 (91.4) 12.6 6.0 8.0 16.4 38.3 21.3 

LCC....H....2 6.2 (卯.1) 14.7 8.4 28.7 31.1 23.0 8.8 

LCC....H....MWL 5.1 (89.3) 11.8 一

87 I 32.7 1 7.4 7.2 14.9 11.7 23.6 32.6 

( )=Calculated by calibratiOl1 with MWL 
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単離 MWLの比較3.5 

各試料から単離した MWLを B-MWLと

比較検討した (Table5， 6)。

R-C-R-MWLの分析結果は全ての点でよくー

R-H-R-MWLと

B-MWLはその糖含量に比べて元素致した。

分析値， E28Fが従来の結果的よりも幾分低い値

-
u
g
e
a』
0

・ad司

を示した。 LCC-H-MWLはフェノール性水酸

基と p・ヒドロキシベンジルアルコール基含量

が他の MWLに比べて顕著に低く，再度酵素分

解しえられる残澄 LCC-H-MWL-Hは p-ヒド

ロキシベンジルアルコール基が2.7倍も増加し，

僅少のフェノール性水酸基の増加を示した。両

官能基の増加に比べて炭水化物は僅少しか除去

これらの結果は LCC-H-MWL

おいて結合した高分子であり，たとえリグニン

のフェニルプロパン側鎖の小炭素と糖残基とのグリコシド結合の部分的加水分解によっても溶

旦
240 2船 m 事的f

Fig. 2. UV spectra of fractions from ~CC 

されなかった。

に含まれる炭水化物がりグニン分子と数カ所に

セルラーゼリグニンから調製したホロセルロースが高分子であ出されえないことを示唆す:る。

Analyse of somples of MWL 

aEntmalynsEiZs Eta(fOy ) U;V. 
Phenolic1) 「bhemOnzHyl 戸j

EY" I 雲ιZ監回 j 学J::.2舶;I .1:;型剖 OH 
Sugars3) 

C I H I 0 (%) (%) (%) 

MWL 58.31 5.90 35.79 13.73 0.83 0.36 0.41 2.31 2.64 4.8 

R-H-R-MWL 61.48 5.85 32.67 16.86 0.82 0.36 0.35 1.96 3.37 10.8 

R-C-R-MWL 61.54 5.62 32.84 17.33 0.81 0.34 0.27 1.92 3.19 10.9 

LCC-H-MWL 58.75 &心l 35.24 14.24 0.82 0.32 0品 1.51 O.却 10.1， 

LCC-H-MWL-H 61.95 6.82 31.23 14.49 0.79 0.33 0.32 1.70 2.14 9.8 

Table 5. 

3) %=W/W 2) %=units; 1) %=Wパrv;

Analyse of samples of MWL 

Ai/Al帥

1715 I 1640 I 16∞I 1460. I 14lO 1. 1370 I四 |ωI1慨
MWL 0.96 1.62 1.79 0.75 0.72 0.80 1.34 0.72 1.28 

R-H-R-MWL 2.96 2.07 2.15 0.72 0.69 0.55 1.03 0.87 1.26 

R-C-R-MWL 2.55 11.92 2.18 0.80 0.78 0.63 1.20 0.88 1.23 

LCC-H-MWL 2.14 1.58 1.61 0.75 0.74 0.61 0.96 0.83 1.12 

LCC-H-MWL-H 1.10 0.99 1.01 0.59 0.56 0.48 0.78 0.60 0.86 

Table 6. 
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Fig. 3. IR spectrum of B-MWL， i11ustrating major group 
frequencies (Ac = Acetyl; Ar = Aromaticring; Gu = 
Uncondensed guaiacyl). 
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るという結果5)はこの見解を支持する。各 MWLの赤外線吸収スベク・トルは 15∞cm-1f;こ対す
る相対吸光度により分析したが，顕著な相遣を示さなかった。 LCC-H-MWLの全般にわたる

低い相対値は水分量の違いによる。以上の結果， LCC-H-MWLに酵素分解不十分なためによ

る興味ある分析値の多少の相違が見られたが，各 MWL試料はよく似た結果を与え， IRに関

しては，明確な比較はできなかった。

4.結論

BJORKMANによる MWLはリグニン化学に関する研究試料として広範に利用されている

が，全リグニンの高々 50%に過ダず， MWLと残存りグエシの化学構造の同一性に対しては

矛盾した結果も報告されており，必ずしも全リグユンを代表するとは言えない。従って残存リ

グニンの化学構造と多糖類との相互関係を詳細に検討することは木材中の全リグニンを解明す

るために極めて重要である。この見地から我々は残存リグユンの単離，分別を試みた。エゾマ

ツ (Piceajezoensis)脱脂木粉から磨砕木粉伶1)，MWL・LCC抽出残澄木粉 (R)および LCC

を調製し，ヘミセルラーゼまたはセルラーゼにより酵素分解し，抽出残澄は更にボールミルで、

磨砕抽出した。 PEWらに比べて，今回の比較的不十分な磨砕条件の適用は酵素に対する多糖

類のアクセシピリティーに相違を生じ，興味ある結果を与えた。

(1) Mの酵素分解 M は酵素分解により 35%の重量減少を示すが， MWLとLCCを僅

少量しか生じない。 この抽出残漬 M-H-Rを磨砕抽出すると，更に 30%の重量減少を起こし

B-MwueJ(全リグニンの25%)に匹敵する収量の M-H-R-MWL(20%)，と B-LCCとほぼ同

一組成を持つ M-H-R-LCCとを生じた。 M-H-R-MWLは磨砕により溶解してきた細胞間層

リグニンであり， M-H-R-LCCは複合細胞間層により保護され，酵素分解を受けなかった Sl
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層と S2層のリグニンーヘミセルロース (LCC)の一部と推論した。酵素に対して弱し、アクセシ

ピリティーしか持たない M-H-R2は全セルロースの 70%，全リグニンの 16%を含み，その組

成から LGC(lignin-glucan complex)と命名した。 LGCのニトロベンゼン酸化分解はパニリ

ン相対比が小さく，酸性部収量が高く，他のフラクションとの相違を明白にした。

(2) Rの酵素分解 Rをへミセルラーゼ (H)またはセルラーゼ(C)により酸素分解し，

抽出分解残澄を磨砕した。 両酵素による分解物はほぼ同じ収量 (11.0と12.5%)で MWLを更

に生じ， B-LCCとは多少組成を異にするが， R-H-R-LCCとR-C-R-LCCとし、う構成糖割合

のよく似た LCCを生じた。 M の場合と同じく， Rからも LGCに相当する組成を有する R-

H-R2とR-C-R2を単離した。これらは全リグニンのおよそ 20%のリグニンを含み， M-H-R2 

のリグニン量と酷似した。 M とRの結果はエゾマツ木粉中のりグニンが細胞間層リグニン

(20-30%)と2次膜リグニン (70-80%)に一般的に大別され， 2次膜リグニンが更にへミセル

ロースと一緒に溶出する LCC部分 (40-50%)と不溶性 LGC部分 (20-30%)に細分される

ことを示唆した。 B-MWLの収量増加 (50%)は従って LCCとして遊離した 2次膜リグニン

が更に LCC多糖類の分解の進行により MWLとして溶出したものと考えられる。

(3) LCCの酵素分解 M の結果により 2次膜成分と考えられる LCCは酵素分解によっ

て90%以上のリグニン含量を持つ粗 MWLをLCCリグニンの 40%の収量で生じた。これは

BJORKMANの LCC磨砕による MWLの収量にほぼ匹敵し， LCCからの MWLの単離がリグ

ニンの磨砕による低分子化によるのでないことを示唆した。

(4) 単離 MWLの比較 uv・IRスベクトル分析は B-MWL，R-H-R-MWL， R-C-R-
MWL， LCC-H-MWLの化学構造の類似性を示した。 LCC-H-MWLは p・ヒドロキシベンジ

ルアルコールとフェノール性水酸基含量が他の MWLと比べて低く，特に前者が顕著で、あった

けれども，更に酵素分解を行うことにより改善された。しかし多糖類の分解，溶出はあまり認

められず， MWLに含まれる多糖類の結合様式に興味深い示唆を与える。
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S也mmary

Milled wood lignin (MWL) has been used as a more preferable preparation in 

lignin chemistry as it has been presumed not to su妊erany serious chemical change 

during the preparation process. However， there has been considerable doubt whether 

MWL may not be representative of a11 types of lignin， since its yield exceeds hardly 

more than 50% of Klason lignin in wood. 

And there have been some conflicting results in works concerning the heteroge-

neity of lignin structures. The present work wasdesig問 dSoto g世ina clue to heter-

ogeneity in various fractions obtained from enzyme digestion of LCC and R (wood 

residue after removing MWL and LCC). Milled wood (M) was also used as a reference 

to this treatment. They were subjected to enzyme digestion follσwed by extraction in 

a vibratory ba11mill for 48 hrs. and fractI-onation was performed according to the stand-

ard method of BJORKMAN. M and R prepared by the milling of wood at room temper-

ature were only slightly soluble in 2N NaOH and neutral cellulose solvents such as 

60% lithium hromide solution， a solubility behavior di任'erentfrom that proposed by 
PEW. It is very probable that crystalline regions of cellulose still remained after the 

milder vibratory grinding， and this may be the reason for their lower accessibility to 

the enzyme. However， it gave favorable selectivity to the enzyme digestion of the 
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polysaccharides in the wood. 

1. Digeotion of milled wood (M) wi曲 hemicellulase(H) 

After enzyme digestion， about 35% (wt.) of M was removed by successive extrac-

tions with the solvents， dioxane-water (D-W 9: 1) and acetic acid-water (A-W 1: 1). 

The extracted residue (M-H-R) contained 56.2% of lignin in M. Yields of D-W sohtble 

fraction (M-H-MWL) and A-W soluble fraction (M-H-LCC) were 1 and 5%， respec・

tively. The latter contained more galactose residue (about 40%) than that in the wood. 

The extraction of M-H-R with D-W (9: 1) in the vibratory mil1 followed by A-W (1: 1) 

extraction gave further MWL and LCC， yields of which were 5.2 and 12.3% of M， 
respectively. In consideration of the yield of MWL (M-H-R-MWL， 20% of the lignin 

in M) corresponding to that of B-MWL (25%) prepared by standard BJORKMAN proce・

dure， MWL fraction eluted first from the wood with the milder vibratory milling may 
probably belong to the lignin in middle lamella， judging from its yield and ease of 

dissolution. Purified M-H-R-LCC contained a11 five sugar residues with the same com-

position as that of B-LCC (prepared by standard BJOKMAN procedure). 

This fact may indicate that the carbohydrates in M-H-R-LCC could probably be 

derived from the secondary wa11s (mainly from Sl)， which were highly resistant to 

enzyme digestion. 

The final residue (M-H-R2) from M-H-R， amounting to 33.7% of M， was mainly 

constituted of lignin and ce11ulose， and was designated as LGC (lignin-glucan complex). 
When LGC containing 15.59もofa11 lignin in M was further digested and then dispersed 

in the solutions， the soluble part amounted to 30%. The residue (M-H3-R2) was treated 

further with the enzyme， giving a fraction (M-H3-R2) in 96% yield. M-H3-R2 showed 
little susceptibility to the enzyme. M-H2-R2 and M-H3-R2 (LGC) contained 11.2 and 

10.1 % of Klason lignin in the starting material， and 92.8 and 94.1 % glucose residue， 

respectively. It is likely that the insoluble. res~dual lignin in LGC is strongly associated 

with ce11ulose and/or possesses a different structure from those of other fractions. To 

account for this problem， the lignin in LGC， M， M-H-R and M-H-R2 fractions was 

subjected to alkaline nitrobenzene oxidation， and compared by the relative yields of 

oxidative products using gas chromatography. M-H-R2 gave a large quantity of acidic 

products and a lower relative value of vanillin. Therefore， the insoluble lignin in LGC 

is clearly distinguished from those of other fractions. 

2. Digl倒 tionsof w，制刈駒場姐.ue.(R) after removal of MWL and LCC 
wi血 hemicellula鵬 andcellulaoe treatInen飽

Digestions of wood residue (R) with hemice11ulase (H) and cellulase (C) followed by 

extraction caused the dissolution of 44.2 and 23.4% of the wood residue， respectively， 
and gave further R-H-R-and R-C-R-MWL fractions (12.5 and 11.0% of lignin in R， 

respectively). The residues R-H-R2 and R-C-R2 contained 55.8 and 58.7% of lignin 

in R， respectively. The insoluble lignin in LGC is， therefore， supposed not to be a 

probable artifact which might be formed by the treatment of apueous acetic acid 

solution. Successive digestions of R-H-R2 and R-C-R2 with hemicellulase caused about 

40% of them to be soluble and the yields of their Klason lignin to increase (130% and 

125% of the original fractions， respectively). These increases may have originated from 
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the cleavage of the chemical bonds between lignin and carbohydrate by the enzyme. 

It may be assumed， therefore， that the lignin structures of R-H-R2 and R-C-R2 frac-

tions are probably sensitive toward acid hydrolysis. 

3. Dig四 tionof LCC with hemicellul制蛤

Seventy one percent of LCC became soluble during enzyme digestion and gave 

crude MWL amounting to 16.5% (corresponds to 40% of the lignin in LCC)， which 

was soluble in the solution of D-W (9: 1). The yield of crude MWL from LCC ob-

tained by enzyme digestion agrees very closely with that obtained by BlりRKMAN，who 
grounded LCC in a vibratory ball mill (50% of LCC lignin). Fraction LCC-H-MWL 

(see Flowsheet) is quite similar to B-MWL， but the others are slightly different. Frac-

tion LCC-H-R， which is the dioxane-water insoluble residue， di妊erssignificantly from 

the other fractions. 

4. Compari目onof MWL fractions and 0曲.erfractions 

1t may be valuable to know whether their MWLs have noticeable chemical di任er-

ences. The discussion here is limited only to the results of elementary and spectral 

analyses. They are quite similar to each other in their values of relative absorbance 

of UV and 1R spectra， but not in elementary analysis and values of E封~，" Very inter-

estingly， the content of p-hydroxybenzyl alcohol groups in LCC-H-MWL was much 

lower， but indicated a normal value after further digestion. It may be seen that enzyme 

digestion is not adequate for the cleavage of benzyl ether linkages with carbohydrates. 

Fraction LCC-H-MWL showed very low contents of p・hydroxybenzylalcohol groups 

and free phenolic hydroxyls compared to the other MWL-fractions. The residue (LCC-

H-MWL-H) obtained after further enzyme digestion revealed about 2.7 times as much 

contents in those functions as before. 1t is compared with those of other MWL-frac-

tions. If the increased functions were derived from the cleavage of benzyl ethers with 

sugar residues， the carbohydrate content of LCC-H-MWL-H would have decreased 

considerably. This， however， was not the case. This fact may indicate that the resid-

ual carbohydrate in the enzyme-treated lignin has high degree of polymerization and is 

firmly linked to the lignin moieties. 


